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1.1. GIRIS VE AMAC

Tuberkiloz bitin dinyada halk sagligini tehdit eden tehlikeli bir
hastaliktir. Tedavisi mimkin olmakla birikte hastalarin uzun siire ilag
kullanmalari gerekmektedir. Buna bagl olarak, kullanilan ilaglarda ciddi yan
etki sorunlariyla karsilagiimaktadir. TUberkiloz tedavisi sirasinda ortaya
cikan en 6nemli yan etki hepatotoksisitedir (107, 109). Gunimize kadar
yapilan galigmalarda yas, cinsiyet, viral enfeksiyonlar, karaciger hastaliklar,
albimin dlizeyi, alkol kullanimi gibi risk faktérlerinin advers (ters) reaksiyonlar
icin yatkinhk olugturup olugturmadidi arastiriimig, fakat kesin sonuglar elde
edilememistir (138, 152). Genetik bilimindeki son geligmeler ile kahtim ve
ilag yaniti arasinda 6énemli baglantilar oldugunun saptanmasi yeni bir bakig
acisi getirmig ve farmakogenetik bilimini ortaya ¢ikarmigtir.

Farmakogenetik alanindaki umut verici caligmalar, kalitim ve ilag
yanitindaki bireysel farkliliklar arasinda iligki kurmak ve her hasta i¢in dogru
ilag, dogru doz ve tedavi seklini belilemek amaci ile yapilmaktadir. Terapotik
ajanlara yanit ve ilag toksisitesindeki bireysel farkliliklara klinikte gok sik
rastlanmaktadir. Ornegin; sizofreni tedavisi géren hastalarin %30' unun
antipsikotik ilag tedavisine, beta (8)-blokér kullanan kalp hastalarinin ise %35'
inin ilaca yanit vermedigi gortlmistir. Dider yandan, multipli skleroz’ lu
hastalarin ancak (igte biri interferon tedavisine yanit vermektedir (22).

Yasam tarzi, beslenme, gevresel faktérler gibi birgok etken ilag yanitini
etkilese de anahtar faktér bireyler arasi genetik farkliliklar, yani genetik
polimorfizmlerdir. llag metabolizmasindaki enzimler, tasiyicilar, reseptérler ve
diger ilag hedeflerini kodlayan genlerdeki polimorfizmler, tedavi amagl

kullanilan birgok ilacin etkinligi ve toksisitesindeki bireysel farkhliklar ile iligkili



bulunmustur (34, 89). Bunlardan dolay), bireyler arasindaki genetik
farkliliklarin belirlenmesiyle, ilag etkinligini en st dizeye g¢ikartip, yan

etkilerini en aza indirgemek farmakogenetigin en temel amaci olmugtur.

Tiberkiloz tedavisinde Mycobacterium tuberculosis basillerinin duyarli
oldugu en az g ilag kombine olarak kullaniimali ve ilaglar en az alti ay
dizenli alinmalidir (69, 108). Yeni antitliberkiloz ilaglarin kegfi ve kombine
tedavilerin kullanimi ilag toksisitesi sorununu da beraberinde getirmigtir.
Tedavide kullanilan Ug temel ilag; izoniazid, rifampisin ve morfozinamid’ dir.
Ancak bu ilaglar karaciger (Uzerinde toksik etki yaparak hepatotoksisite
gelismesine neden olurlar. Bu etki tliberkiloz tedavisinde en sik kargilagilan
ve en ciddi ilag yan etkisidir (106). Hepatotoksisitenin derecesi gegici
transaminaz yiikseklidinden o6ldirict yaygin karacier nekrozuna kadar

varabilen genisg bir klinik spektrum iginde gézlenebilir.

N-asetiltransferaz 2 (NAT2), ilag metabolizmasindaki 6nemli
enzimlerden birisidir. TUberkilozun temel ilaglarindan izoniazid, NAT2 enzimi
ile asetillenir ve ilacin Griner metaboliti olan asetilizoniazid’ e dénisturalir.
Populasyonda NAT2 enzim diizeyi polimorfik olarak degigmekte ve buna
bagli olarak asetilleme orani da bireyler arasinda farkliliklar géstermektedir.
NAT2 genindeki polimorfizmler, enzimin yapisinda degisiklik yaparak hizi,
yavag yada orta asetilleyici fenotipin olugmasina neden olurlar (95).
Polimorfik NATZ2 asetilatér durumu ile antitiberkiloz ilag kaynakli

hepatotoksisite arasindaki iligki tartisma konusu olmaktadir.



Bu galigmada, N-asetiltransferaz 2 polimorfizmlerinin, antitiiberkiloz
ilag kaynakli hepatotoksisite geligsimine etkisini dederlendirmek amaci ile Ege
Bolgesinde tliberkiiloz tedavisi gbren hastalarda, asetilatdér fenotipinin
antitiiberkiiloz ilag kaynakli hepatototoksisite igin risk faktdri olusturup

olugturmadigi arastiriimigtir.



1.2. GENEL BILGILER

llaglarin her hastada ayni etkiyi géstermemeleri nedeniyle meydana
gelen advers ilag reaksiyonlari (Adverse Drug Reaction = ADR) klinikte gok
sik karsilagilan bir problemdir. Ozellikle terapotik indeksi dar olan bir ilacin
tedavi edici dozu, bir hastaya iyi gelirken bir bagka hastada toksik etki
yapabilmektedir.

ADR’ larinin gérilme siklidi birgok galigmada istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Ornegin, 1973 yilinda, hastaneye yatirilan hastalarin %28’
inde 1979 yilinda ise hastaneye yatirilan gocuk hastalarin % 17’ sinde ADR
geligtigi rapor edilmigtir. 1994 yilinda Lazarou ve arkadaglari hastaneye
yatirilan hastalarda 2.216.000 ciddi ADR meydana geldigini belirtmislerdir.
1995’ te Jonhson & Bootman firmasi olaya mali agidan bakarak bir aragtirma
yapmis ve 1949 -1956 yillari arasinda ADR’ ler ile ilgili olarak kaybedilen
paranin 76.6 milyar dolar gibi ciddi bir rakam oldugunu agiklamistir (115).

ADR'’ lari morbidite ve mortalite nedenlerinin yaninda, ilaglarin etkinligini
azaltarak tedavi bagarisizliklarina ve saglik harcamalarinin artmasina neden
olmaktadiriar. Batin bu kayiplar gézéniinde bulunduruldugunda, bireyler
arasindaki gen varyasyonlarninin arastirilarak, ilag etkinliginin &nceden
belirenmesi ve kisiye 0©zel regetelerin yazimasini amag¢ edinen
farmakogenetik biliminin &nemi daha da artmaktadir.

1.2.1. FARMAKOGENETIGE GIRI$ VE TARIHGE

Bireyler arasinda digaridan alinan maddelere kargi farkli yanitlarin
olusabilecegi ik kez antik ddnemde rapor edilmigtir. M.O. 510" da Pythagoras
bakla tketiminin bazi insanlar igin tehlikeli oldugunu gézlemiemig ve bu

kisilerin bakla yememelerini tavsiye etmigtir (130). Glinimizde ise, bakla
4



tuketiminden sonra geligsen ciddi hemolitik anemiden anti-oksidan bir enzim
olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) eksikligi sorumlu tutulmaktadir.

1919 yiinda Marshall, beyaz irkia siyah irki kargilagtirdi§inda, siyah
irkin hardal gazina daha direngli oldugunu gézlemleyip rapor etmistir (130).
ll. Dinya savagi sirasinda, antimalaryal ilaglarin Afrika ve Amerikall’ larda,
beyaz irka gére daha gok hemolitik anemiye yol agtigt goériimastur (21). 1956
yilinda yine G6PDH eksikliginin, antimalaryal ilag alimindan sonra hemolitik
anemi olugturan ana neden oldugu saptanmigtir (15). Bu gdézlemlerden
sonra, farmakogenetigin esaslan ilk 1957 yilinda Arno Motulsky tarafindan
ifade edilmigtir. Motulsky, antimalaryal ilag primakin’ e ve kas gevsetici
siiksinilkolin® e hassasiyetin temelinde genetik farkhliklarin yattigini éne
stUrmustlr (98).

Farmakogenetik alaninda yapilan ilk galigmalardan birisi, debrizokin
zayif metabolizleyici fenotip érnegidir. Debrizokin, vicutta hizli bir gekilde
inaktif metabolitlerine ayrilan ve idrar ile atilan bir ilagtir. 1970’ i yillarda,
Mahgoub, Londra’ da St.Mary’ s Hastanesinde debrizokin metabolizmasi
lizerinde galigmaya baglamigtir. Mayis 1977’ de laboratuvar bagkani Roberth
Smith de dahil olmak Uzere bes galigma arkadag! deney yapmak amaci ile
debrizokin igcmiglerdir. Birkag saat iginde, Smith’ te bag dénmesi ve oryante
olamama ile birlikte hipotansiyon geligmigtir. Ayrica, Smith’ in idrarinda
debrizokin’ nin inaktif metabolitleri bulunamamigtir. Deney Smith’ in aile
Uyelerine kadar uzatimig ve aileden bazi kisilerde de ayni belirtiler
gOralmustar.

Bu cgalisma, debrizokin metabolizmasindan esas sorumlu gen olan
Sitokrom P450 subfamilyasindan [ID polipeptid 6, yani CYP2D6' nin
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molekdler klonlanmasina dncilik etmis ve CYP2D6 aktivitesini elimine eden
polimorfizm olarak karakterize edilmistir. Bu o6rnekler farmakogenetigin
gelismesine temel olusturmustur.

Yapilan ilk genetik galismalaria adverse ilag etkilesimlerinin, ilag
metabolizmasindaki kolinesteraz  (70), Sitokrom P450 (128) ve
N-asetiltransferaz (33) gibi enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerden
kaynaklandigi gdsterilmigtir.

Son vyillardaki caligmalarla ilag metabolizmasindaki enzimleri ve
reseptérleri kodlayan genlerin codunda enzimatik aktiviteyi etkileyen
polimorfizmler saptanmistir. Bu polimorfizmlere 6rnekler ve ilag yanitina
etkileri Tablo 1 ve Tablo 2’ de 6zetlenmigtir.

Bu ornekler, ilag yanitindaki farkliiklar ile ilgili olarak galigilabilecek
hedef gen gruplarini agikga géstermektedir. llk siradaki hedef genler, ilag
metabolizmasindaki enzimleri ve ilag tasiyicilarini kodlayan vyani ilag
metabolizmasinin farmakokinetik &zelliklerini olugturan genler; ikinci grup
hedef genler ise, ilag metabolizmasinin farmakodinamigini etkileyen, ilag
hedeflerini kodlayan genler olarak siniflandirilabilir.

Molekiler genetik ¢caligmalarin ilerlemesi ile ilag transportunun da ilag
metabolizmasindaki enzimler kadar énemli oldugu anlagilmistir. llagiar 6zel
tastyicilar ile viicut iginde ve vicut digina hareket halindedirler. Ornegin,
Seratonin transporter (SLC6A4) geninin promoter bdlgesinde insersiyon (ins)
veya delesyon (del) sonucu meydana gelen polimorfizm, fluoksetin ve
paroksetin ilaglarina yaniti etkiler. ins/ins genotipini tagiyanlar bu ilaglara

del/del genotipini taglyanlardan daha iyi yanit verirler (Tablo 1).



llaglar mutlaka hedeflerine fiziksel olarak bagdlanmak zorundadirlar.
Hareketlerini modile etmek igin reseptodrlere veya enzimlere baglanirlar.
Bundan dolayi, badlanma prosesindeki proteinleri kodlayan énemli bazi
genler de ilag yanitinda farkliliklar olugturabilmektedirler. Ornegin, Bradikinin
B? reseptdr geninin 58. pozisyonundaki sitozin bazinin timin’ e degismesi
sonucu olugan bir tek nikleotid polimorfizmi tanimlanmigtir (Tablo 1). Bu
degisiklik genin promotor bélgesine diismektedir (kodlanmayan bdlge, silent
polimorfizm). C58T polimorfizmini tagiyan bireylerde bradikinin reseptér
sayisl azaldigindan bradikinin’ e kargi duyarlilik da azalir ve Angiotensin
Converting Enzim (ACE) inhibitérlerinin neden olduklari éksuragin gérilme
stkh@ artar (100).

Sonug olarak, farmakogenetik caligmalarin arttiriimasi ile daha etkili
ilaglar geligtirilebilecek ve hastalara ilk seferde dogru tedaviler
uygulanabilecektir. Béylece uygun ilag dozunun belirlenmesi igin; hastanin
yas! ve kilosu yerine genetik profili g6z éniine alinarak, advers etkiler elimine
edilirken iyilesme hizida artacaktir. llaglarin geligtirimesi ve onaylanmasi
prosesindeki gelismeler yaninda ila¢ harcamalarinda da genel bir digis

saglanacaktir.



Tablo 1: Son galigmalarda ilag yanit ile iligkili bulunmusg ilag hedefleri / hedef

proteinler (41) (Del:

delesyon,

Ins:

insersiyon,

UTR: Translasyona

ugramayan bélge (untranslated region), VNTR: Dedgisken tandem tekrar

sayisi (variable number of tandem repeats), wt: wild type)

GEN _|iSIM ALEL ILGILI FENOTIP
ACE Angiotensin-1 Ins/Del Del/Del genotipi, renal
converting enzim hastaliklarin ACE inhibitérleri ile
tedavisi sirasmda proteiniirinin
azalmasina neden olur
ADRBI B-1 Arg389Gly Arg/Arg homozigot kigilerde
adrenerjik reseptor B-adrenerjik reseptér antagonist-
lerine yamt gok fazla gelisir
ADRB2 | 32 Argl6Gly Gly aleli albuterol ve
adrenerjik reseptor salbutamol’e yanitin azalmasina
sebep olur
AGT Angiotensinojen Met235Thr Thr aleli antihipertansif tedavide
kan basmcmin diismesi ve sol
ventrikiiler kiitlenin azalmasina
neden olur
AGTRI Angiotensin-II Al1166C C aleli angiotensin-II reseptdr
reseptor tip 1 antagonistlerine yaniti arttirir
ALOXS5 | Arasidonat Promoter VNTR | Non-wt homozigot kisilerde
5-lipoksigenaz (wt=5; non 5-lipoksigenaz inhibitérlerine ve
wt=3, 4 yada 6) | lokotrien reseptor
antagonistlerine yanit azalir
BDKRB?2 | Bradikinin C58T T aleli ACE inhibitorleri
reseptdr B2 kaynakli 6ksiiriige neden olur
CETP Kolesteril ester transfer | TagIB B1/B1 genotipi pravastatin ve
protein polimorfizm atorvastatin’ e yanit: arttirir
B1/B2
DRD2 Dopamin D2 3’ UTR TaglA | Al aleli antipsikotik haloperidol
reseptor geni Al/A2 ve nemonaprid’ e yanitin olumlu
cevap vermesi ile ilgilidir
DRD3 Dopamin D3 Ser9Gly Klozapin’ ¢ yanit Gly alelinde
reseptér geni yoktur fakat, Ser/Ser genotipinde
vardir
DRD4 Dopamin D4 Exon3 VNTR 4/4 homozigot kisilerde
reseptor geni 2-7 aras1 tekrarlar | noroleptik ilaglara yanit daha
iyidir
GNB3 Guanin Nukleotid Exon 10 CC genotipi antidepresanlara
Binding Protein C825T yanit ile ilgilidir
GRIN2B | Glutamatreseptor, iono | C2664T CC genotiplilere sizofreni
tropik, N-metil tedavisinde klozapin’ in yitksek
D aspartat 2B dozda verilmesi gerekir
HTR2A | 5-hidroksitriptamin T102C CC yada C antipsikotik tedavi
(serotonin) resepttr 2A sirasinda tardif dizkinezi’ ne

neden olur




GEN |ISIM ALEL ILGILI FENOTIP

HTR2A4 | 5-hidroksitriptamin His452Tyr Tyr aleli antipsikotik ilag
(serotonin) resepttr 2A klozapin ile tedavide ilag yanitim
azaltir
LIPC Hepatik lipaz C-514T CC genotipinde statinlere yanit
artar
MTHFR | 5, 10-metilen-tetra C677T TT genotipli kigilerde
hidrofolat rediiktaz methotrexate ile tedavi sirasinda
ilag toksisitesi artar
SLC6A43 | Dopamin transporter 3’ VNTR 10/10 genotipi metilfenidat’ a

10 tekrar aleli yanit1 azaltir

SLC6A44 | Serotonin transporter Promoter ins/del | ins/ins genotipliler fluoksetin
(5-HTT) (uzun/kisa) yada paroksetin’ e, del/del
genotiplilere gbre daha iyi yanit
verirler

TPHI1 Triptofan hidroksilaz 1 | A218C Antidepresan ilaglara yanit ile
ilgilidir

TYMS Timidilat sentaz TSER*2/%3 5-Fluorourasil tedavisine *2
aleli, *3 den daha iyi yanit verir,
*3/*3 i¢in daha yiiksek dozda
ilag kullanmak gerekir

Tablo 2: Son galismalarda ilag yaniti ile iliskili bulunmus ila¢ metabolizmasi

enzimleri ve diger proteinler (41)

GEN ISIM ALEL ILGILI FENOTIP
ADD1 Adducin 1 (0) Gly460Trp Trp aleli, hipertansiyonun
diiiretiklerle tedavisinde ilag
yanitim arttirir
APOE Apolipoprotein E E4 E4 aleli statinlere yanit1 azaltir
BCHE Biitirilkolinesteraz Asp70Gly Stiiksinilkolin ile tedavide advers
Ala539Thr reaksiyonlar ile ilgilidir
comMrt Catechol Vall08/ Met alelinde, giinliik néroleptik
O-metiltransferaz 135Met dozunun yiiksek verilmesi
gerekir
cye Sitokrom p450 2C19 *2, *3 Omeprazol tedavisinde ilag
2C19 yanitinin azalmasi ile ilgilidir
CYP Sitokrom p450 2C9 *2,*3 Non-wt genotiplilerde varfarin’in
2C9 glinliik dozu azaltilmalidir
CYP Sitokrom p450 2D6 *3, ¥4 ve *5 gibi | Non-wt alelleri antipsikotik
2D6 bir¢ok inaktif tedavide tardif dizkinezi’ ne
alel neden olur
DPYD Dihidroprimidin DPYD*2A 5-Fluorourasil ile tedavide *2A
(DPD) dehidrogenaz genotipli kisilerde ciddi
toksisiteler goriilebilir




GEN ISIM ALEL ILGILI FENOTIP
GSTM1 | Glutatyon GSTM1-null Null tagtyicilarin cisplatin ve
S-transferaz M1 paklitaksel ile ovaryum kanseri
tedavisi hayatta kalma siiresini
arttirir, 16seminin sitotoksik
tedavisinde relapse riski azalir
GSTP! Glutatyon Ile10SVal Val genotiplilerde kolorektal
S-transferaz-m kanserin 5-Fluorourasil ve
oksaliplatin ile tedavisi hayatta
kalma siiresini arttirir
GSTTI Glutatyon GSTT1-null GSST]1, tacrine ve troglitazone
S-transferaz-n1 hepatotoksisitesi ile iligkilidir
HLA-B Major HLA-B*5701 Abakavir’ e hipersensitivitenin
histocompatibility artmasi ile ilgilidir
complex class I-B
IL10 Interlokin 10 A-1082G GG genotipi 16semili hastalarda
predinisolon’ a, kronik hepatit C
hastalarinda antiviral tedaviye
daha iyi yamit saglar
NAT2 N-asetil Yavag asetilatér | Yavas asetilator fenotipi anti
transferaz 2 NAT2*5B, *6A, | tiiberkiiloz ilag kaynakli hepato
*7A/B, 14A/B toksisite i¢in risk faktoriidiir
TNF Tiimor nekroz faktori G-308A A aleli, aplastik anemi
tedavisinde immunsupressif
terapiye iyi yanit saglar
TPMT Tiyopiirin TPMT*2, *3A, | Homozigot non-wt aleli tiyopiirin
metiltransferaz *3C tedavisinden sonra ciddi
hematopoietik toksisite igin
yiiksek risk tagir
UGTI1A1 | UDP-glukuronosil UGT1A1*28 *28, irinotekan tedavisi sirasinda
transferaz 1A1 diare ve 16kopeni gelisme riskini
arttinr
XRCC1 DNA tamir proteini Arg399GIn Gln alleli, 5-Fluorourasil ve
XRCC1 oksaliplatin kemoterapisine

direng ile ilgilidir; GIn/Gln
genotipliler tedavi ile ilgili akut
myeloblastik 16semi geligmesine
daha az yatkindirlar

1.2.2. POLIMORFiZMLER

Tum insan genlerini igeren insan genomundaki baz dizisi degisiklikleri

mutasyon olarak tanimlanir.

Mutasyonlar bir gen bdlgesinin diginda

olusabildikleri gibi, gen bolgesinin iginde de meydana gelebilirler ve aminoasit

sirasini ve/veya kodlanan proteinin yapisini degistirebilirler. Bir mutasyon

genin tek bir noktasini degistiriyorsa, nokta mutasyonu veya tek gen
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mutasyonu olarak isimlendirilir. Marfan sendromu, kistik fibrozis,
nérofibromatozis gibi genetik hastaliklar nokta mutasyonlar sonucu
olugmaktadirlar. Bu hastaliklari tagiyan kisilerin hayatta kalma sanslan disiik
oldugundan, nokta mutasyonlarin toplumda goriime sikligi % 1’ den daha
azdr.

Tek gen mutasyonlari, degigen bir baz ve mutasyonun gen lzerindeki
pozisyonu ile Dbelirlenir. Ornegin; Anjiotensinojen geninin T704C
mutasyonunda 704. pozisyondaki timin sitozine dénugir. Bu mutasyon,
polipeptid zincirinin 235. pozisyondaki metionin aminoasidinin threonine
degigsmesine neden olur ve (Met235Thr) seklinde gbsterilir.

Polipeptid yapisinda degisikliklere neden olmayan mutasyonlar, sessiz
(silent) mutasyon olarak adlandiriliriar. Genellikle gen kodlamayan bélgelerde
meydana gelmelerine ragmen yine de &nemli sonuglar dodurabilirler.
Ornegin, Anjiotensin Il reseptér genindeki polimorfizmde silent mutasyonlarin
ilag etkisi ile ilgili olabilecedi goOsterilmistir. Anjiotensin Il reseptérini
kodlayan genin 3. kromozoma lokalize oldugu ve genin 1166. pozisyonundaki
adenin bazinin sitozinle yer degistirmesi ile karakterize silent bir polimorfizmi
tanimlanmistir (56). Bu polimorfizmin homozigot formu (CC), diger iki genotip
ile karsilagtirilip (AA ve AC) aorta elastikiyetinin azalmasi ile baglantili oldugu
rapor edilmigtir (7, 8). ACE inhibitdrleri ile tedavi, CC veya AC genotipine
sahip olanlarda aortanin elastik 6zelligini geligtirirken, AA genotiplilerde ayni
etkiyi gbstermez. Bunun tersine, kalsiyum kanal blok&rleri AA genotiplilerde
aort elastik 6zelligini geligtirilerken, AC ve CC genotiplilerde etkili degillerdir

(6). Bunlardan bagka, bir Anjiotensin |l reseptér blokdri olan losartan ile
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tedavidle AC ve CC genotipine sahip bireylerde arteriyal kan basincinda
belirgin bir digls sadlanmigtir (90).

DNA baz dizisindeki degisiklikler her zaman ciddi bir sendroma neden
olmazlar ve bir populasyondaki genetik varyasyonlari olustururlar. Eger belirli
bir genetik varyasyon bir toplumda % 1' den daha sik gériliyorsa
polimorfizm’ den stz edilir . Polimorfizmler deri ve g6z rengi 6zelliklerinin,
eritrosit antijen 6zelliklerinin ve ayni zamanda farmakolojik yanit 6zelliklerinin
belirlenmesinde rol oynarlar (122).

Polimorfizmler, tek baz degisimi sonucu olugurlarsa tek nikleotid
polimorfizmi (Single Nucleotid Polymorphism, SNP) olarak isimlendirilirler.

1.2.2.1. Tek Niikleotid Polimorfizmleri

Tek niikleotid polimorfizmleri, genom dizisi igerisinde (A, T, C yada G)
bazlarindan birisinin degdismesiyle meydana gelen DNA dizi farkliliklandir.
Ornegin, AAGGCTAA dizisinin ATGGCTAA dizisi sekline déntigmesi ile bir
SNP olusur. Belirli bir SNP populasyonun en az % 1’ inde goriilmektedir.
Insanlar arasinda genetik farkiiliklarnin % 90’ ini olusturan SNP’ ler
genomdaki yaklagik her bin bazda bir meydana gelirler (131, 153). Insan
haploid genomunun yaklasik 3 milyar bazdan olugtugu digtnllecek
olunursa, total SNP sayisinin 3 milyon civarinda oldugu hesaplanabilir.

Her (i SNP’ den ikisi C ve T bazlarinin degigmesiyle meydana gelir.
SNP’ lerin dagihmi % 63 T/C, % 17 T/G, % 8 CG, % 4 AT ve % 8
insersiyon/delesyon geklinde belirtilmistir (91).

DNA dizisindeki farkliliklarin bakteri, virls, toksinler, kimyasallar ve
ilaglar gibi cevresel etkenlere ve hastaliklara verilen yanit Gzerinde blyuk
etkisi vardir. Bu ylizden SNP’ ler biyomedikal aragtirmalarda ve farmakolojik
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dranlerin gelistiriimesinde blylk 6nem tagirlar. SNP’ lerin evrim sirasinda
stabil kalmalarn, yani jenerasyonlar arasi gegiste fazla degismemeleri,
populasyon galigmalarinin kolay izlenmesini saglamaktadir.

Insan genomunun SNP haritasinin gikariimasi konusunda diinyada gok
sayida grup g¢aligmaktadir. Bu gruplar iginde en énemli olanlar U.S. Human
Genome Project (HGP) ve SNP Konsorsiyumu’ dur (TSC project).

SNP Konsorsiyumu, Subat 1999’ da insan genomunda esit dagilim
gbsteren ~300.000 SNP’ nin tanimlanmasi ve “fikri milkiyet” sinilamasi
olmaksizin bilginin halka aktarimini saglamak amaci ile kurulmus bir
organizasyondur. Hedefi iki yil igerisinde 300.000 SNP’ nin tanimlanmasi
olan SNP Konsorsiyumu’' nun 2001 yili sonunda yayimlanan raporunda 1.4
milyon SNP agiklanmigtir (121).

SNP haritalarinin kanser, diabet, vaskller hastaliklar gibi poligenik
kalitim gosteren hastaliklarin ¢dziimlenmesinde g¢ok faydali olacagi
dustndlmektedir.

SNP’ ler genellikle hastaliklara neden olmazlar, fakat belirli
hastaliklarin gelismesine yatkinlik kazandirabililer. Ornegin; Alzheimer
hastalidi ile ilgili bulunmusg genlerden birisi olan Apolipoprotein E yada Apo E
geni, SNP”’ lerin hastalik geligimine nasil etki ettigine dair iyi bir &rnektir.

Apolipoprotein E, lipid metabolizmasinda gerekli bir plazma proteinidir
ve genetik olarak polimorfik bir gendir (86). Apo E geni 112. ve 158.
kodonlarinda 2 adet SNP igerir ve sonug olarak bu gen igin 3 muhtemel
genotip olusabilir; E2, E3 ve E4 (139, 145). Her alel birbirinden bir DNA bazi

ve her protein GrlinG ise birbirinden bir aminoasit farklihg: ile ayrilir. 112. ve
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158. kodonlarda, E2 aleli TGC/TGC (Cys/Cys), E3 aleli TGC/CGC (Cys/Arg),
E4 aleli ise CGC/CGC (Arg/Arg) igerir.

Simdiye kadar yapilan galigmalarda E3 aleli butlin populasyonlarda
yaygin olarak bulunmustur. E4 aleli total serum Kkolesterol dlizeyinin
ylkselmesine neden olur ve koroner kalp hastaliklarina yatkinlik olusturur
(148). Ayrica E4 alelini tagiyan kigilerin, Alzheimer hastaliginin geligmesine
daha yatkin oldugu da belirtilmistir (18). E2 alelinin ise Alzheimer hastalijina
karg! koruyucu oldudu ve uzun yagam sagladidi gosterilmistir (127).

Hatirlanmasi gereken bir bagka husus, SNP’ lerin her zaman
hastaliklarin gelismesinde tek baslarina kesin belirleyici olmamalaridir. E4
aleline sahip bireyde Alzheimer hastalii olugmayabilir yada E2 aleline sahip
bir birey Alzheimer hastasi olabilir. Alzheimer, toplumda sik goriilen diabet,
kanser ve kalp hastaliklarinda oldugu gibi birgok genin bir arada etken oldugu
bir hastaliktir. Bu hastaliklarin poligenik kalitimla olugmasi, tanimlanmalari

icin genetik testlerin gelistirilmesini zorlagtirmaktadir.

1.2.3. TUBERKULOZ

Tuberkiloz, Mycobacterium tuberculosis basili tarafindan olugturulan ve
hava yolu ile yayilan bulasgici bir hastaliktir (26). Son zamanlarda birgok
Ulkede tlberkiloz hastaliinin kontrolden ¢ikip yeniden atak yaptid
bildirilmektedir (27). Dinya nifiisunun Ugte biri tliberkiiloz basili ile enfekte
olmakta ve bir yilda tiberkilozdan yaklagik 2 milyon insan élmektedir. Tani
konulan her 4 hastadan birinin 6&llyor olmasi, dilnyada tuberkiloz
hastalarinin yeterince tedavi edilemediklerini acik bir gekilde ortaya

koymaktadir. TUberkiloz hasta sayilarindaki artiglar ve tiberkiloz kontrolll
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gabalarinin yeterince basari saglayamamasi nedeniyle, Diinya Saglik Orgiitd
1993 yilinda taberkiloz igin acil durum ilan etmistir.

Dunyadaki tiberkiloz hastalarinin % 80’ inin bulundugu baglica dlkeler
Hindistan, Cin, Banglades, Filipinler ve Gliney Afrika’dir (73).

Tarkiye’ de 1950 [i yillara kadar tlberkiiloz 6limlerinin bitin &lim
nedenleri iginde birinci siradada oldugu, hastalik insidansi agisindan
dederlendirildiinde, basarili kontrol programi uygulamis Ulkeler ile kétl
program uygulamig Ulkeler arasinda bir konumda oldudu gérilmektedir. 2000
yllinda Verem Savag Dispanserlerindeki kayitli hastalara gére, tlberkiloz
hastalik insidansi yliz binde 27’ dir. Bu oran Avrupa llkelerinin gogunda yliz
binde 20 iken, Hindistan, Cin, Banglades gibi Ulkelerde yiiz binde 100’ {in
Ustlinde, hatta yiz binde 200’ tin Gstlindedir (146).

Tlberkiiloz tedavisinde en énemli faktdrin ilaglar olup, dinlenme, iklim
ve beslenme gibi faktorlerin etkilerinin dnemsiz oldudu gdésterilmigtir (38).
Tedavinin baglangicinda basil sayisi en yiiksek diizeyde oldugundan direngli
mutant suslarin ortaya gikma olasili§i da g¢ok yiiksektir. Ulkemizde oldugu
gibi izoniazid direncinin % 4’ ten yiksek oldugu vyerlerde, baglangi¢
déneminde dort ilag kullanilmali ve idame déneminde ise en az iki ilag ile
devam edilmelidir (108). Bu tedavide ilaglarin diizenli olarak ve yeterli sire
kullaniimasi g¢ok blylk ©6nem tasimaktadir; aksi halde ilaglara direng
geligmekte ve tedavi bagarisizligi ortaya ¢gikmaktadir.

Tuberkilozun temel ilaglan izoniazid (INH), rifampisin, pirazinamid
(morfozinamid) ve streptomisindir. Bu ilaglarin, basilleri hizla dlduricd, ilag

direnci gelisimini dnleyici ve basilleri sterilize edici etkileri vardir. Ancak bu
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etkiler icin, dzellikleri olan bir dizi ilag birarada ve yeterli stirede kullanilirsa,
hastada kur saglanir ve hastaligin tekrar etme olasiliyi azalir.

Tiberkiloz tedavisi igin oldukga etkili ilaglarin kegfedilmesine ragmen,
bazi hastalarda advers reaksiyonlara neden olmalari, bu ilaglarin kullanimini
sinirlamakta ve tedavinin aksamasina neden olmaktadir (Tablo 3) (31, 35,
60, 64, 80, 109, 136,149, 150, 156). Mindr ve major yan etkiler olmak tizere 2
grup altinda toplanan bu reaksiyonlar genellikle tedavinin ilk Gg ayi iginde
gorilmektedirler (40).

Mindr yan etkiler: Cilt reaksiyonlari, periferik néropatiler, artralji, grip
benzeri tablo ve vicut sivilarinin kirmizi/turuncu renk almasi

Majér yan etkiler: Hipersensitivite (asin duyarhlik) reaksiyonlari, gérme
bozuklugu, hepatotoksisite, bag dénmesi, isitme kaybi, hemolitik anemi, akut
b&brek yetmezligi, sok ve trombositik purpura

Tablo 3: Tuberkiiloz ilaglarinin yan etkileri (31)

ILACLAR YAN ETKILERI

Izoniazid Hepatotoksisite, periferik néropati, cilt lezyonlar,
eozinofili

Rifampisin Hepatotoksisite, immun reaksiyonlar  (sok,

trombositopeni, akut bébrek yetmezligi), kirmizi
idrar, bulanti, kusma

Pirazinamid Hepatotoksisite, artralji, hiperlirisemi, bulanti, kusma,
cilt lezyonlan

Ethambutol Optik norit, cilt lezyonlari

Streptomisin Ototoksisite, nefrotoksisite, cilt lezyonlari

[zoniazid, rifampisin ve pirazinamid ilaglarinin karacigere toksik etkileri
oldujundan tdberkiiloz tedavisinde en sik rastlanan yan etki
hepatotoksisitedir (107, 109). Antitliberkiiloz ilag kaynakli hepatotoksisitenin
gorilme sikh§ farkli tedavi gekillerine baglh olarak % 1 ile % 36 arasinda

degismektedir (35, 60, 64, 109, 136, 149, 150, 156). Toksisite semptomlari
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bulanti, kusma, karin agrisi ve sarilik olabilir. Tedavi sirasinda,
transaminazlarda hafif bir artis normalde de goriilebilir. Ancak normalin Ust
sinirinin Ug¢ katindan fazla yada baslangi¢ dederinin 5 katindan fazla artig
varsa veya bilirubin yliksekli§i varsa hepatotoksisite lehine degerlendirilir. Bu
enzimlerin normal degerleri; ALT: 0-40 U/L, AST: 5-45 U/L, total bilirubin: 0.2-
1.6 mg/dL’ dir.

Hepatotoksisite geligen hastalarin ilaglarinin tamami hemen kesilir ve
viral hepatit yéninden arastinilir. llaca bagli hepatotoksisite ise karaciger
fonksiyonlari diizeldikten sonra yine ayni ilaglara ayni dozlarda baglanir.

Hepatotoksisiteye neden olan risk faktdrleri olarak ileri yasg, cinsiyet,
beslenme durumunda bozulma, tliberkiilozun yayginhigi, karaciger hastalig,
uygunsuz ilag kullanimi, diabetes mellitus (DM), kronik enfeksiyonlar, hepatit
B tasiyiciligi, hepatit C (HCV) enfeksiyonu, ve yodun alkol alimi gdsterilmigtir
(35, 60, 64, 109, 136, 138, 149, 150, 152, 156,). Ancak bu risk faktdrlerinin
hi¢ birisi kesin olarak kanitlanmamis ve hepatotoksisite mekanizmasi heniiz
tam olarak anlagilamamigtir.

Antitiberkilloz ilaglarin iginde hepatotoksisite geligmesine neden olan
ana ilag izoniazid’ dir (35, 60, 64, 80, 109, 136, 149, 150, 156). Bu ilag, 1950’
li yillanin basglarinda tiberkiloz hastahiginin tedavisi i¢in kemoterapotik ajan
olarak geligtirilmistir. Oral yolla alinan, ucuz ve hastalar tarafindan kolayca
tolere edilen, standart ve kisa streli tedavide siklikla kullanilan sentetik bir
ilagtr (53). Ureyen basillere bakterisit, Uremeyen basillere bakteriostatik
etkilidir. M. tuberculosis digindaki bakterilere ise etkisizdir. Etki mekanizmasi

tam olarak bilinmemekle beraber, hiicre duvarinin btinligint ve pirodoksal
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fosfat metabolizmasini bozmak suretiyle etki etti§i, ayrica basil duvarinda
bulunan lipidleri ve DNA’ yi da etkiledigi distnilmektedir.

Hepatotoksisite nedeni olarak izoniazid metabolizmasinin ara
bilesikleri g6sterilmigtir (35, 60, 64, 80, 109, 136, 149, 150, 156). Bu ylizden,
izoniazid metabolizmasinin iyi anlagilmasi, hepatotoksisitenin altinda yatan
mekanizmanin anlagiimasina ve olugsumunun engellenmesine yardimci
olabilir.

Izoniazid ilk olarak karacigerde NAT2 enzimi ile metabolize edilerek
inaktif N-asetilizoniazid (AcINH) e donusturalar (Sekil 1) (94). N-asetil
izoniazid’ in hidrolizi ile asetilhidrazin olusur. Asetilhidrazin, Sitokrom P450

2E1 (CYP2E1) enzimi ile hepatotoksik ara bilegiklere okside edilir (35, 120).

. Asetilasyon
Izoniazid » Asetilizoniazid
N-Asetiltransferaz
NAT2
Hidroliz
Oksidasyon .
Asetilhidrazin » Hepatotoksinler
CYP 2E1

N-Asetiltransferaz | Asetilasyon
NAT2

Diasetilhidrazin

Sekil 1: Karacigerde izoniazid metabolizmasi

Sekil 1° de goruldudua gibi, NAT2 ve CYP2E1 izoniazid

metabolizmasinda gerekli iki enzimdir. Bu enzimlerin her ikisi iginde
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polimorfizmler  tanimlanmigtir. Bizim galismamizda NAT2
polimorfizmierinin hepatotoksisite ile iligkisi aragtirilmigtir.

Izoniazidin N-Asetilasyonu genetik olarak belirlenir ve Mendel
kurallarina goére kalitim goésterir. Populasyon NAT2 enziminin metabolik
aktivasyonu g6z 6niinde bulundurularak; hizli, orta ve yavag asetilatdr olarak
U¢ fenotipe ayrilmigtir (132). Toplumda sik gorilen hizli asetilatér fenotipidir
ve bu fenotipin olugmasini saglayan wild type NAT2 aleli, NAT2*4A olarak
isimlendirilmigtir (43).

Farmakogenetik caligmalarla, hizh veya yavas asetilatér durumunun
NAT2 genindeki polimorfizmlere bagli olarak degistiginin kesfedilmesi ile
kalitim ve advers reaksiyonlar arasindaki iligki arastirlmaya baglanmigtir.
Asetilatér fenotipi ve izoniazidin yan etkileri arasinda iliski oldugu gesitli
caligmalarla gosterilmigtir. Hizli asetilatér enzimini tagiyanlarin, yavag
asetilatér enzimini tagiyanlara gére daha yiiksek dozda ilag almalari gerektigi
(29), ve yavas asetilatér enzimini tagiyanlarin periferal nérit, hepatotoksisite,
sistemik lupus eritematozus gibi advers reaksiyonlarin geligmesi agisindan
daha g¢ok risk altinda olduklan rapor edilmisgtir (3, 28, 32, 66). Risk
faktorlerinin tanimlanmasi ve advers reaksiyonlarin gérilebilecedi hastalarin
6nceden belirlenmesi ile, bu hastalar daha sik ve dikkatli izlenerek tiberkiloz
tedavileri sorunsuz bir gekilde tamamlanabilir.

Bu ornek yine kisiye 6zel tedavi sekillerinin belirlenmesi agisindan

farmakogenetik caligmalarnn gereklili§ini vurgulamaktadir.
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1.2.4. N-ASETILTRANSFERAZLAR

N-asetiltransferazlar, asetil-CoA’ dan bir asetil grubunu, arilaminler,
arilhidrazinler ve arilhidroksilaminler gibi substratlarin terminal nitrojenine
ekleyen bir grup enzimdir. Substratlari izoniazid, stlfametazin ve p-amino
salisik asit gibi farmakolojik ilaglar yada 4-aminobifenil, 2-naftilamin, benzidin
ve pigsmig ette olusan heterosiklik aminler gibi gevresel kaynakl bilesiklerdir
(49).

1.2.4.1. N-Asetiltransferaz Farmakogenetiginin Baglangici

Yaklagik 50 yil 6énce antitiiberkiiloz ilag izoniazidin geligtirimesi ve
kiinikte kullaniimaya baglanilmasindan sonra kesfedilen asetilatér durumu,
ilag yanitini etkiledigi belirlenen ilk kalitsal 6zelliktir.

Izoniazid ilk kez Subat 1952’ de tiiberklloz tedavisi igin hastaneye
yatirilan hastalarda kullanilmaya baglandi. [zoniazid tedavisine baglandiktan
bir hafta sonra hastalarda kilo alma, istah agilmasi, gliglenme gibi iyilesme
belirtileri bagliyor ve atesgleri normale doniyordu. Birkag hafta sonra
tuberkiloz basili balgamda menfilesiyor ve 8 ay iginde réntgende belirgin
degisiklikler gériliyordu. Fakat, ilacin ¢ok iyi tedavi edici etkilerinin yaninda,
hastalarin % 3.5-17’ si parmaklarinda ve dillerinde hissizlik ve uyugsmadan
sikayet ediyorlardi ve ilaglari kesiliyordu. Bu durum birgok giinlik gazeteye
de vyansiylp mangetlerde dramatik advers ilag reaksiyonlarindan
bahsetmelerine neden olmustu (48).

Gelisen bu olaylar insan metabolik 6zelliklerinin ve kahtimin ilag
yanitina etkisinin aragtiriimasina éncilik etti (142, 143).

Hughes ve arkadaslan, hayvanlar {izerinde yaptiklari caligmalardan

cikardiklar sonuglarla problemi ¢ézmeye bagladilar (62). Galismalarimin
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sonucunda asetilizoniazid’ in insanlarda esas Uriner metabolit oldugunu ve
advers reaksiyon goriilen hastalarda ilaci asetilleme kapasitesine gére diigiik
yada yiksek salgillandigini goérdiler. Bu ipucunu takip ederek advers
reaksiyon gorilenlerde izoniazidin asetil-izoniazid formuna daha az
dénustudint buldular. Daha sonra yapilan ikiz ve aile galigmalariyla ilacin
kandaki konsantrasyonu 6lguldi ve genetik olarak belirlenen 2 alt grup ortaya
cikarildi (112). Asetilizoniazid serum diizeyi disik olanlar izoniazid igin ‘hizl
inaktivatdr’, ylksek olanlar ise ‘yavag inaktivatdr olarak siniflandinildi.
Biyokimyasal galigmalardan sonra, ilag diizeylerindeki farkliliklarin N-asetil
transferaz aktivitesinden kaynaklandigt anlasgildi ve “inaktivatér’ terimi
“asetilatér’ terimi ile degistirildi (141). Asetilasyon polimorfizminin kesfini,
NAT aktivitesinin kalittim modellerinin ve farkli etnik gruplardaki sikliginin ele
alindi§i galigmalar izledi.

1.2.4.2. N-Asetiltransferaz izoenzimleri

llk olarak, izoniazid ve siilfametazin gibi ilaglarin N-asetilasyonunun
gbzlemlenmesi ile populasyon hizli, orta ve yavag asetilatér olarak 3 fenotipe
ayrildi. P-aminosalisik asit gibi ilaclarin N-asetilasyonu ise normal
(monomorfik) dagilim gésteriyordu (67). Bu gbzleme dayanarak, izoniazid ve
slilffametazin gibi ilaglar, N-asetilasyon igin “polimorfik” substratlar, p-amino
salisik asit gibi ilaglar ise “monomorfik” substratlar olarak tanimlandilar. Bu
sonuglar biyokimyasal olarak degerlendirildiginde, substrat 6zgulligi ve
molekiiler genetigi farkli iki N-asetiltransferaz izoenzimi oldudu anlagildi.

N-asetiltransferazlar terapotik substratlan géz éninde bulundurularak 2

gruba ayrildi;
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1- NAT1: p-aminosalisik asit, p-aminobenzoik asit (PABA) ve p-amino
benzolglutamat gibi monomorfik substratlar asetiller.

2- NAT2: Izoniazid ve siilfametazin gibi polimorfik substratlari asetiller.
Ayrica yiyeceklerle alinan heterosiklik aminlerin N, O- asetilasyonunda da
gereklidir (49).

NAT ekspresyonu dokuya 6zgildir. NAT1 aktivitesi hem erken geligim
dénemlerinde, hem de yetigkin déneminde birgok dokuda gdsterilmigtir (147).
NAT2 aktivitesi ise daha ¢ok karacifer ve ince bagirsak epitelinde
g6zlenmigtir (55, 68).

NAT1 ve NAT2 enzimleri ksenobiotiklerin  N-asetilasyon
(detoksifikasyon), O-asetilasyon ve N, O-asetiltransfer reaksiyonlarini
gergeklestirebilirler. N-asetilasyonun bilegikleri inaktive ederken, O-asetilas-
yonun aktive ettigi dusiintiimektedir.

1.2.4.3. N-Asetiltransferaz’ in Molekiiler Genetigi

insanlarda 8. kromozomun p22 bélgesinde 170-360 kb’ lik G¢ NAT
lokusu PreNAT, NAT1 ve NAT2 olarak belirlenmigtir (39, 88).

PreNAT bir psddogen olup prematire bir “stop” kodonu igermesi
nedeniyle okunmaz (10). NAT1 ve NAT2 ise 870 baz ciftlik, intronsuz birer
aglk okuma gergevesinden olugurlar ve fonksiyonel olarak 34 kDa’ luk aktif
bir protein kodlarlar (10, 104). NAT1 ve NAT2 gen diizeyinde % 87 ve protein
dizeyinde % 81 homoloji gbsterdikleri halde dokulardaki dagilimlan, substrat
ozgullukleri ve gelisim boyunca ekspresyon dizeyleri farkhidir (113).

NAT genleri oldukga polimorfiktir, 26 NAT1 ve 36 NAT2 aleli
belirlenmigtir (58). NAT1*4 ve NAT2*4 wild type alelleridir ve hizli asetilator
fenotipini olustururlar (43).
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1.2.4.3.1. NAT1 Allelik Varyantlari: NAT1 geninin hem kodlayan bélgesinde
hem de kodlayan bélgesinin diginda SNP’ ler tanimlanmigtir. NAT7*10, wild
type alelinden sonra ikinci sik gorilen aleldir ve 3'-transkribe edilmeyen
ucunda iki SNP, T1088A ve C1095A igerir. Son caligmalarda NAT71*10
polimorfizminin enzim aktivitesini arttirdigi goésterilmistir ve bu konudaki
galigmalar halen devam etmektedir (5).

Kodlanan bdlgedeki polimorfizmlerden NAT1*15’ te, C559T degisikligi
ile polipeptid dizisinin 187. pozisyondaki arjinin aminoasidi yerine ‘stop’
kodonu (61, 63) ve NAT1*19’ da, C97T degisikligi ile polipeptid dizisinin 33.
pozisyondaki arjinin aminoasidi yerine yine ‘stop’ kodonu kodlanir (84). Erken
stop kodonlarinin olugmasi nedeniyle N-asetilasyon aktivitesinden yoksun,
ucu kesilmis NAT enzimi meydana gelir. Enzim aktivitesinin azalmasi ile ilgili
bulunan diger polimorfizmler G560A (Arg187GIn), C190T (Arg64Try) ve
A752T (Asp251Val) dir (61, 111).
1.2.4.3.2. NAT2 Alelik Varyantlari: NAT7 in tersine, NAT2 genindeki tim
SNP’ ler kodlanan bdlgede bulunmustur. SNP’ lerin genotip/fenotip iligkisi iyi
belilenmis ve asetilasyon Uzerindeki kesin etkileri karakterize edilmigtir.
Aminoasit degigikligi ile olusan ve sik gorllen 4 SNP (NAT2*5A, NAT2*6A,
NAT2*7A ve NAT2*14A) yavas asetilleyici fenotipini meydana getirirler (129).
Insan NAT2 geninde tanimlanmig SNP’ lerdeki nlkleotid ve aminoasit

degisiklikleri Tablo 4’ te 6zetlenmigtir (58).
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Tablo 4:

NAT2 alelleri

(http:/fwww.louisville.edu/

medschool/pharmacology/NAT.htmi. sitesinden alinmigtir. Son degigiklikler 5.

Haziran. 2003 tarihinde yapilmigtir.)

NAT2 aleli | Degigen Niikleotid Degisen Aminoasit
NAT2%*4 Yok Yok
NAT2*5A TC lle™ - Thr
C481T
NAT2*5B T3#C, lle™- Thr
c®iT Lys®%- Arg
A803G
NAT2*5C TC, lle™*- Thr
AB03G Lys?®- Arg
NAT2*5D T1C lle™ - Thr
NAT2*5E TYC lle"*— Thr
G**°A Arg'¥- Gin
NAT2*5F T#C, C®'T lle™~ Thr
C759T, A8 Ly8268—> Arg
NAT2*5G C%T, T3C, lle™™ - Thr
C481-|-, A8%3G Lys268_> Arg
NAT2*5H T, CB®'T lle™ - Thr
A803G, T85°C Lys268_> Arg
1e?®"- Thr
NAT2*5] T>C, A*'T lle'" - Thr
C481T, AB3G Lys268_> Arg
Leu'®- Phe
NAT2*5J CZ2T, T¥C lle™ - Thr
G5°A Arg'¥- GIn
NAT2*6A C%2T, G™°A Arg"™- GIn
NAT2*6B G™A Arg™'» GIn
NAT2*6C CZ2T, G™A Arg™- GIn
AB%3G |_ysz$8_> Arg
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NAT2 aleli | Degisen Niikleotid Degigsen Aminoasit
NAT2*6D T™MC, C®T Arg™ - GIn
G590 A
NAT2*6E C®T, G™A Arg™"= GIn
NAT2*7A “G%A Gly*®- Glu
NAT2*7B C®2T, G®¥'A Gly®- Glu
NAT2*10 G*™A Glu™ = Lys
NAT2*11A c®'T Yok
NAT2*11B cHRT S 287 Frameshift
859 Del
NAT2*12A ASSG Lys®®= Arg
NAT2*12B CZ2T, ARG Lys®™®- Arg
NAT2*12C C®T, A%SG Lys™®®- Arg
NAT2*12D G™A, Asp'“- Asn
A803c Lyszea > Arg
NAT2*13 C s Yok
NAT2*14A GOA Arg®- GIn
NAT2*14B G™A, C®T Arg®- GIn
NAT2*14C G"A, T'C Arg™- GIn
C®'T, ARG lle'"*-> Thr
Lys?®- Arg
NAT2*14D G™A, C%oT, Arg®— Gin
G>°A Arg'¥-= Gin
NAT2*14E G™A Arg®- Gin
AS3G Ly8268—> Arg
NAT2*14F G™A, T#'C Arg®— Gin
ARG lle'- Thr
Lys?%- Arg
NAT2*14G G™A, CZ7T Arg®- GIn
A%3G Lys®®®> Arg
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NAT2 aleli | Degigen Niikleotid Degisen Aminoasit
NAT2*17 A™C GIn'™~ Pro
NAT2*18 ABBC Lys™®= Arg
Lys?®2 Thr
NAT2*19 c™T Arg™— Trp

1.2.4.4. Genotip / Fenotip iligkisi
Rekombinant ekspresyon sistemleri kullanilarak, NAT7 ve NAT2

genlerindeki nikleotid degisikliklerinin asetiltransferaz katalitik aktivitesine
etkisi aragtiriimaktadir. NAT71 ve NAT2 polimorfizmleri, substrat affinitesinin,
katalitik aktivitenin ve enzimin protein stabilitesinin azalmasina neden olurlar.
Omegin; NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 ve NAT2*14 genotiplerinde katalitik
aktivite azalir ve yavas asetilleyici fenotip olusur. NAT2*12 ve NAT2*13
genotiplerinin, N-, O- ve N, O- asetiltransferaz aktivitesi ise NAT2*4 wild type
genotipininki ile karsilastinlabilir duzeydedir (50, 51). O. Neil ve
arkadaglarinin yaptiklari bir ¢alismada da bu desteklenmig ve NAT2*13
genotipinin hizli asetilatér fenotipini olugturdugu bulunmustur (102).

Rekombinant NAT2 proteinlerinin intrinsik stabiliteleri de birbirinden
farkhdir. Ornegin, NAT2*6, NAT2*7, NAT2*14 ve NAT2*18 proteinlerinin
stabiliteleri dijerlerinden daha azdir (36, 43, 51, 82). NAT2*7B alloenzimi,
stilfametazin ve dapson ilaglan igin digerlerinden yliksek affiniteye sahip iken
(54), 2-aminofluoren igin affinitesi diigtktir (51, 54). Sonug olarak asetilatér
fenotioi farkli substratlara gére de degigsmektedir.

N-asetiltransferaz aktivitesinin azalmasinda ¢ok sayida mekanizmanin

etkii olmasi nedeniyle, asetilatér fenotipinin ayirt edilmesi oldukga
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komplekstir. Fenotip diyet, hastaliklar ve ilag tedavisi gibi birgok faktdrden
etkilenmektedir. En biyik etki ise oldukga polimorfik olan NAT2 geninden
kaynaklanmaktadir.
1.2.4.5. N-Asetiltransferaz 2 Polimorfizmlerinin Farkh Toplumlardaki
Dagilim

Farkli toplumlarda NAT2 polimorfizmlerinin dagilimi konusunda yapilan
calismalarda, alel sikliklarinin etnik gruplar arasinda belirgin farkliliklar
gdsterdigi rapor edilmistir (20). Ornegin, NAT2*5 Kanada, Amerika ve Afrika’
da oldukga sik goruliurken, Dogu ulkelerinde gok nadir bulunur. Diger yandan,
NAT2*7B aleli Dogu lkelerinde sik gorilirken, beyaz irkta ¢gok nadir ortaya
cikar. NAT2*14 hem Amerika’ II hem Afrika yerlilerinde sik gértilirken, diger
etnik gruplarda gok nadir gortlir. Diger etnik gruplar ve alel sikliklarn Tablo &’
de 6zetlenmigtir.

Tablo 5: Farkli populasyonlar arasinda NAT2 alel sikliklarinin
kargilagtirimasi (43)

Etnik Hizl Yavas Asetilator Alelleri
Gruplar Asetilatér | NAT2*14A | NAT2*5A | NAT2*6A | NAT2*7A
Alelleri G191A T341C G590A G857A
Kanada 0.240 0 0.470 0.230 0.060
Amerika 0.240 0 0.430 0.310 0.020
Avrupa 0.263 0 0.455 0.264 0.018
India 0.257 0 0.330 0.380 0.033
Afrikan- 0.347 0.083 0.295 0.230 0.045
Amerikali
Afrika Gabon 0.270 0.086 0.404 0.221 0.019
Afrika Dogon 0.250 0.050 0.300 0.370 0.030
Hispanic 0.403 0.007 0.275 0.180 0.135
Panama 0.740 0 0.021 0 0.239
Kolombia 0.653 0 0.104 0.035 0.208
Kore 0.681 0.011 0.018 0.180 0.110
Japon 0.671 0 0.014 0.220 0.095
Cin 0.582 0 0.051 0.296 0.121
Filipinler 0.395 0 0.065 0.360 0.180
Polinezya 0.600 0 0.040 0.340 0.020
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1.2.4.6. N-Asetiltransferaz Polimorfizmleri ve Kanser

Sigara dumani 4-aminobifenil gibi aromatik ve heterosiklik aminleri
icermektedir. Ayrica, kirmizi ette pigtigi sirada heterosiklik aminler meydana
gelmektedir. Hayvan deneylerinde aromatik ve heterosiklik amin
karsinojenlerinin tim&r gelisimine neden oldugu gortimistir fakat, DNA’ ya
zarar vermeleri ve karsinogenezisi baglatmalari igin metabolik aktivasyonlan
gerekmektedir. N-hidroksi aromatik ve heterosiklik aminlere N-oksidasyon.
larindan sonra NAT enzimleri ile O-asetilasyon yoluyla, asetoksi ara
bilegiklere aktive edilirler. Asetoksi ara bilegikleri kendiliginden DNA ile
reaksiyona girerek DNA bilesikleri olustururlar (49). Bu yizden, NATT ve
NAT2 asetilasyon polimorfizmleri ve aromatik yada heterosiklik aminlere
maruz kalma sonucu meydana gelen kanser arasinda gigli bir iligki
bulunmaktadir.

NAT1 ve NAT2 asetilasyon polimorfizmlerinin populasyonda oldukga
sik gériilmesi ve ayni zamanda aromatik ve heterosiklik aminlere gok fazla
maruz kalinmasi kanser tetikleyicisi olarak bu enzimlerin &nemini
arttirmaktadir (47).

Ingiltere’ de kimyasal boyalar ile caligan ve aromatik amin
karsinojenlere maruz kalan iggilerle yapilan bir caligmada mesane kanseri ve
yavas asetilatér fenotipi arasinda dikkati geken bir iligki bulunmustur (16).
Daha sonra yapilan arastirmalarla da bu bulgu desteklenmigtir (37, 46, 116).

NAT2 asetilator fenotipi ve gédils kanseri ile iligkisi izerine de birgok
calisma vyapilmigtir. Fakat sonuglar arasinda bazi uyumsuzliukiar
saptanmistir. Ornegin, farkli gruplar tarafindan yirtttlen tg galigmada gogus
kanseri ve asetilator fenotipi arasinda iligki belirenmemigken (65, 76, 144),
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yapilan iki galismada da hizli asetilatér fenotipinin goédius kanseri riskini
arttirdidi bulunmustur (12, 124).

Sigara igen homozigot NAT2 hizli asetilatér fenotipine sahip kisilerde
yapilan bir c¢aligmada, bu genotipin akciger kanseri igin yiksek risk
olusturdugu rapor edilmistir (17). Benzer sekilde, Nyberg ve arkadaslarinin
yaptiklarl bir gcaligmada sigara igen hizli asetilleyicilerde akciger kanseri
riskinin arttid1 gésterilmigtir (101). Diger taraftan, yapilan bagka iki calismada
ise akciger kanseri ve NAT2 asetilatér durumu arasinda bir iligki
bulunamarmgtir (11, 87).

Sigara dumani ve bas ve boyun kanserleri arasinda kuvvetli bir iligki
bulunmaktadir. Bundan dolayi, birgok caligmada sigara igenlerde NAT
polimorfizmleri ve bag-boyun kanserleri arasindaki iligki aragtinimigtir. Yavag
asetilator fenotipinin beyaz irkta bas ve boyun kanseri, Japonlarda ézefagus
ve larinks kanseri geligimine etkisi oldugu gosterilmistir (25, 42, 96, 97).

Insanlarda yavas asetilatér fenotipinin molekiiler mekanizmasi oldukga
komplekstir ve henliz tam olarak anlagilamamigtir. NAT1 ve NAT2
asetilasyon polimorfizmleri ve c¢esitli kanser tarleri arasinda iligki
gosteriimigsede sonuglar henliz tartigmalidir. Sonuglardaki tutarsizlik
karsinojenlere maruz kalmadaki farkliha, genotip/fenotip ¢alisma
metodlarina ve vyetersiz 6rnek sayisina baglh olabilir. Asetilasyon
polimorfizmleri ve kanser arasindaki kesin iligkinin agiklanabilmesi igin daha

genis epidemiyolojik calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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1.2.5. NAT2 POLIMORFiZMLERININ BELIRLENMESINDE
KULLANILAN YONTEMLER

NAT2 polimorfimlerinin  belirlenmesinde kullanilan ik y6ntem
Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism = RFLP) ybntemidir ve ginimiizde hala yaygin olarak
kullaniimaktadir (60). Daha sonra, Kaufhold ve arkadaglari Reverse Line Blot
(RLB) hibridizasyon ydntemini geligtirmiglerdir (71). Son olarak da,
LightCycler (LC) gibi gergek zamanli PCR cihazlarinin ve floresan boyalarla
isaretli hibridizasyon problarinin gelistiriimesi ile Floresans Rezonans Enerji
Transferi (FRET) yontemi kullaniimaya baglanmisgtir.

1.2.5.1. RESTRIKSIYON ENZIMi UZUNLUK POLIMORFIZMLERI

Restriksiyon enzimleri (RE), gift sarmal DNA’ y1 6zgiin pargalara kesen
ve bu sekilde DNA ile galigilmasint mimkin kilan gok énemli enzimlerdir.
Bakterilerin blylk bir bdlumi bir veya birkag tiirde RE sentezlerler. Asil
gorevleri, bakteriye digaridan giren yabanci genetik materyalleri ayrigtirarak
mutasyonlan 6nlemek ve bdylece bakteri DNA’ sint korumaktir. Bakteriye
6zgll olan bu enzimler, cift iplikli DNA (dsDNA) Gizerinde 6zglin bir bolgeyi
tanirlar ve dsDNA’ nin her iki zincirindeki fosfo-diester bagini keserek DNA'’ yi
tanidiklar kesim noktalarindan pargalara ayirirlar. Giiniimiizde 500’ e yakin
RE degisik mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Isimleri izole edildikleri
bakterinin ilk G¢ harfi, ayni bakteriden birka¢ enzim elde edildi ise de ek
olarak Roma rakami ile belirtilir (1).

RFLP yénteminde, 6rnek DNA bir veya daha fazla RE ile kesildikten

sonra, fragmentler molekiler biyuklikierine goére jel elektroforezinde
ayristiriilar. Molekdler adirlik standardi (marker) yardimiyla fragmentlerin
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molekiler adirtiklari belirlenir. Jel, Ethidium bromide maruz birakildiktan
sonra fragmentler UV (260 nm) 1sik altinda gértindr hale gelir ve incelenir.

Yi-Shin Huang ve arkadaslari 3 farkli RE (Kpnl, Tagl ve BamHI)
kullanarak NAT2 genindeki polimorfizmleri (NAT2*4, NAT2*5, NAT2%6,
NAT2*7) aragtirmiglardir (60).

Jele dayali RFLP yontemi guvenilir bir method olmakla birlikte gok
sayida ornedin analiz edilmesi gerektiginde oldukga zaman alici bir
yéntemdir. LC cihazi ile glinde yaklagik 200 6rnek galigilabilirken, RFLP ile
giinde maksimum 20 6rnek caligilabilr. Bu ylizden, genig epidemiyolojik
galigmalar igin RFLP uygun bir ydntem dedgildir.

1.2.5.2. REVERSE LINE BLOT HIBRIDiZASYON

Ik kez Kaufhold ve arkadaslan tarafindan tanimlanan RLB
hibridizasyon yéntemi, DNA orneklerinin farkli oligonikleotid problar ile
nonradyoaktif hibridizasyonuna dayanir (71). NAT genlerinin PCR Urinleri
membrana bagli gene 6zgul oligontkleotid problar ile hibridize edilirler. Daha
sonra membran isia duyarli filme maruz birakilir ve hibridizasyonun
kemiliminesans 8lcima yapilr.

Bunschoten ve arkadaglar RLB hibridazyon yéntemi ile NATT ve NAT2
gen polimorfizmlerini incelemiglerdir (13).

RLB hibridizasyonu NAT2 alellerinin genotiplendiriimesi igin hizl,
saglam ve givenilir bir yontemdir. Bunschoten ve arkadaglarinin yaptiklari
calismada, sonuglar alel-spesifik PCR ve PCR-RFLP metodlari ile tamamen
uyumlu bulunmustur (13).

RLB hibridizasyonda gerekli ekipmanlarin ve reaktiflerin ucuz olmasi
nedeniyle PCR ve hibridizasyonun yapilabildigi butin laboratuvarlarda
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uygulanabiimesi en biiylik avantajidir. Dijer yandan Ornekler arasinda
capraz hibridizasyonlarin meydana gelebilmesi ve genotiplendirmenin
yapilamamasi yontemin dezavantajidir.

RLB hibridizasyon LC cihazi ile kargilagtinldiginda, manuel iglemlerin
cok fazla oldugu zaman alici bir yéntemdir. Ayni zamanda, yine manuel
iglemlerin fazla olmasi nedeniyle kontaminasyon riski ve hata payi artar ve
calismanin optimizasyonu zorlagir. Ancak maliyeti diglk bir yéntem olmasi
nedeniyle ile maddi olanaklar distik laboratuvarlarda kullanilabilir.

1.2.5.3. LIGHTCYCLER SiSTEMI

LightCycler gergcek zamanli (real-time) bir PCR cihazidir (Resim 1). Bu
cihazda amplifikasyon driinlerinin artigi online olarak takip edilebilir. Ultra
hizli 1sitma ve sogutma kapasitesi sayesinde 30-40 PCR siklusu 20-30
dakika iginde yapilabilir. Ayrica sistemdeki erime egrisi analizi mutasyonlarin
ve SNP' lerin belilenmesi ve genotiplendiriimesi igin ¢ok uygundur (85).
Erime egrisi analizi boyunca diziye 6zgll hibridizasyon problarinin tek zincirli
DNA'’ ya hibridizasyonu izlenebilir. PCR’ dan sonra herhangi ek bir manuel
isleme ihtiyag yoktur ve buna bagli olarak kontaminasyon riski de en aza
indirgenmigtir (83).

Hibridizasyon problarinin bir tanesi potansiyel mutasyon bélgesini
kapsar ve mutasyon probu olarak adlandinlir. Dier prob ise anchor probu
(baglanma probu) olarak isimlendirilir (Sekil 4). Mutasyon ve anchor problari,
DNA zincirine bas-kuyruk pozisyonunda hibridize olacak sekilde dizayn

edilirler.
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Resim 1: LightCycler cihazi
Arastirilan gen bolgesi, o bolgeye 6zgul iki primer ile amplifiye edildikten
sonra, olugan amplicon bir sonraki déngiinin annealing asamasinda 6zgil

hibridizasyon problari ile tesbit edilir.

Sekil 2A: Denatiirasyon fazi sirasinda hibridizasyon problari ve DNA

zinciri (83)
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Sekil 2A' da hibridizasyon problarinin bir PCR déngisi stresince nasil
davrandiklar gosterilmistir. Hibridizasyon probu olarak floresan boyalar ile
isaretlenmis iki farkli oligonukleotid ve amplifikasyon Urlinii bulunmaktadir.
Oligo 1, 3' ucundan fluorescein (dondr boya) ile, oligo 2 ise, 5 ucundan LC
Red 640 (alici boya) ile isaretlenmisti. PCR’ in denatiirasyon agamasi

boyunca hibridizasyon olmadigindan bu fazda floresan 6lgtilmeyecektir.

Sekil 2B: Hibridizasyon problarinin DNA’ya bags-kuyruk pozisyonunda
amplifikasyonu ve FRET (83)

Annealing asamasinda iki oligontikleotid, DNA fragmentine bag-kuyruk
pozisyonunda baglanirlar. Oligoniikleotidler bu pozisyonda hibridize
olduklarinda iki floresan boya birbirine gok yaklagmis olur. Fluorescein ile
isaretli 1.oligo, LC cihazinin 11k kaynagindan (LED- Light Emitting Diode)

yayilan 470 nm’ deki mavi isik ile uyarilir ve uzun dalga boyunda (530 nm)
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yesil floresan isik yayar. Iki probun birbirlerine ¢ok yakin bulunduklari
annealing asamasinda 530 nm’' den yayllan enerji ikinci hibridizasyon
probuna aktarilarak onu uyarir ve farkh bir dalga boyunda (640 nm) kirmizi
floresan igik yayllmasina neden olur. Iki prob arasindaki bu eneriji transferi,
Floresans Rezonans Enerji Transferi yani FRET olarak tanimlanir (Sekil 2B).

Enerji transferinin etkili olmasi igin iki boya molekili arasindaki
mesafenin ¢ok az olmasi gerekmektedir (1-5 nikleotid arasi). Bu yiizden
oligontkleotidlerin bas-kuyuk pozisyonundaki amplifikasyonu gok dnemlidir.
LC Red 640, LC cihazinin optik tinitesinin ikinci kanalinda (F2) élgilir. Olgim

maksimum 1simanin oldugu annealing fazinin sonunda yapilir.

hadl s "N“*ﬁ\{i %

oJ s
WA 1

Sekil 2C: Elongation fazi sirasinda hibridizasyon problarinin DNA dan ayriligi
(83)

Annealing fazindan sonra, sicaklik artar ve hibridizasyon problari
baglayan uzama (elongation) asamasi sirasinda amplikondan ayrilirlar

(Sekil 2C).
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Sekil 2D: Bir PCR déngiisii sonunda ¢ift zincirli DNA molekiilii ve DNA’ dan

ayrilmis olan hibridizasyon problari (83)

Elongation agamasindan sonra olusan ampliconlar gift zincirli
olduklarindan hibridizasyon problari ile hibridize olamazlar. Bu durumda, iki
prob birbirlerinden uzakta ve serbest halde olduklar igin FRET
gerceklesemez (Sekil 2D).

PCR déngileri boyunca &lgulen floresan miktarinin artigi, DNA
miktarinin artisi ile orantilidir.

Donér prob daima fluorescein ile isaretlenirken, alici prob LC Red 640
veya LC Red 705 ile isaretlenebilir. LC Red 705 ayni LC Red 640 gibi
fluorescein’ in yaydigi 530 nm’ deki yesil isik ile uyarilabilirken, ondan farkli

olarak 705 nm’ de kirmizi 1gik yaymaktadir (123).
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1.2.5.3.1. Birden fazla floresan boya kullanilarak analiz yapiimasi

LC cihazinin optik Unitesi floresani 3 ayrn kanaldan &lgebilmektedir.
Optik (nitede filtre segimi, kullanilan floresan boyaya baghdir. Kanal 1 (F1),
floresani 530 nm’ den 6lgmektedir ve SYBR Green ile fluorescein boyalari
igin kullaniimaktadir. Kanal 2 (F2), 640 nm’ den 6lgim yapmaktadir ve LC
Red 640 boyasindan gelen sinyalleri 6lgmek igin kullaniimaktadir. Kanal 3
(F3) ise 710 nm’ den 6lgiim yapar ve LC Red 705 boyasi igin kullanilir (52).
LC optik tnitesinin 6lgim yaptigi kanallar, dalga boylari ve kullanilan boyalar

Grafik 1’ de 6zetlenmistir.

Kanal 1 Kanal 2 Kanal 3
530 nm 640 nm 710 nm
140.0 5
LG Red 640
120.0 4
100.0
80.0
=
©
@ 50.0 4
[
S
- 400 Kanallar arasi
[T L4y etkilegim
20.0 1
o T T T T T T 1

190.0 550.0 6000  650.0 700.0  750.0 BOO.O  850.0
Dalga Boyu (nm)

Grafik 1: LC cihazinin optik kanallarinin 6lgiim yaptigi dalga boylari, kanallar

arasindaki etkilegimler ve kullanilan floresan boyalar (52)
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LC cihazinin énemli avantajlarindan birisi, birden fazla optik kanalin
kullanilabilmesi ile ayni érnekten farkli hedef bolgeler segilerek, birden fazla
mutasyonun ayni caligmada analiz edilebilmesidir.

LC Red 640/LC Red 705 ve LC Red 640/LC Red 530 kanallar arasinda
minimum bir etkilesim olusur (Sekil 3’ te sari renkte isaretli bélgeler). LC color
compansation software kullanilarak, her boyanin floresani ayri ayri bitin
optik kanallardan oélgulur. Kanallar arasinda etkilesim dizeyleri belirlenir ve
birden fazla kanalin kullanildigi bir ¢alismada cihaz tarafindan otomatik
olarak duzeltilir (52).

1.2.5.3.2. ERIME EGRISI ANALIZi

LC cihazi kullanilarak, SNP’ lerin genotiplendiriimesi ve mutasyonlarin
analizi oldukga hizli ve givenilir bir sekilde yapilabilmektedir. Erime egrisi
(melting curve) analizi ile diziye 6zgul hibridizasyon problarinin tek zincirli
DNA'’ ya sicakliga bagl hibridizasyonu izlenebilmektedir.

Her cift zincirli DNA (dsDNA) molekultinin, kendine &zgl bir erime
sicakligi (Tm) vardir. Erime sicakligi DNA molekiliniin % 50’ sinin tek zincirli
hale geldigi sicaklik olarak tanimlanabilir.

Tm’ nin bagimli oldugu ig dnemli parametre vardir. Birincisi, dsDNA
molekiliniin uzunlugudur. Molekulin uzunlugu arttikga Tm de artar. Ikincisi,
DNA molekiiliintin igerdigi Guanin (G) ve Sitozin (C) bazlarinin oranidir. GC
miktar arttikga Tm artar. Gunki, G ve C bazlar arasinda 3 hidrojen bagi, A
ve T bazlarinin arasinda ise 2 hidrojen bagi vardir. Hidrojen baglarinin fazla
olmasi Tm’ yi arttinr. Son olarak DNA molekulintn iki zinciri arasindaki
homoloji yani eslesme diizeyidir. Zincirlerden birinin farkli bir baz icermesi
Tm sicakh@ini dasurar (114).
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Sekil 3: Hibridizasyon problarinin wild type ve mutant DNA zincirine
hibridizasyonlari (114)

Hibridizasyon probu, herhangi bir baz degisikliginin s6z konusu
olmadigi durumda, DNA kalibi ile tam olarak eslesir. Fakat, DNA kalibi bir
mutasyon tasidiginda ortaya ¢ikan baz degisikligi nedeniyle hibridizasyon
probu ile tam olarak eslesemez (Sekil 3). Bu yiizden baz degisikligi
icermeyen, mutasyonsuz DNA kalibi daha yuksek bir Tm degerine sahiptir.
iki Tm degeri arasindaki sicaklik farki kullanilarak DNA molekilinin
mutasyon taslyip tasimadigi analiz edilebilir (114).

Mutasyon analizi PCR tamamlandiktan sonra yapilir. PCR igleminde,
floresan boyalar ile isaretli diziye 6zgul problar ve amplifikasyonu saglayacak
primerler ile hedef gen bolgesi amplifiye edilir. Bu asamada mutasyon ile ilgili
bir bilgiye heniiz ulagilamaz. Ancak PCR islemi tamamlandiktan sonra, erime
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egrisi analizine gegilir. Olusan amplikon yavas yavas Isitilir ve floresandaki
degisiklikler strekli dlgulur.

Mutasyon probu ile amplikon arasinda tek bazlik bir eglesmenin
olmadigi bir durumda bile agikta kalan hidrojen baglarn nedeniyle Tm
sicakligi aniden belirgin bir sekilde diismektedir.

Erime egrisi analizi sonucunda elde edilen erime egrisi hangi sicaklikta
floresan siddetinde disme oldugu acisindan degerlendirilir ve buna gére
hastanin o geni igin genotiplendiriimesi yapilabilir. Ayrica, bir gen bolgesi
icinde birden fazla prob kullanilarak birden fazla mutasyon tek bir
reaksiyonda galisilabilir.

RFLP, RLB Hibridizasyon ve Alel Spesifik Amplifikasyon (ASO) gibi
standart mutasyon belileme analizleri, PCR basamagindan sonra ek bir
mutasyon belirleme basamagini icermektedirler. LC cihazinda hibridizasyon
problari ve erime egrisi analizi yontemi ile amplifikasyon ve genotiplendirme
ayni kapiller tiip igerisinde yapilabilmektedir. Bu sayede kontaminasyon riski
oldukga azaltilir ve 32 érnek, bir saat gibi kisa bir stirede ¢aligilabilir.

1.2.5.3.3. Gift boya kullanilarak iki nokta mutasyonunun analizi

ApoE ve NAT2 genlerinde oldugu gibi ayni amplikon igerisinde bulunan
birden fazla mutasyon, aralarindaki mesafenin uzun olmasi nedeniyle tek bir
hibiridizasyon probu ifti ile galigilamamaktadir. Bunun nedeni, hibridizasyon
problarinin maksimum 25-30 baz uzunlukta olmalandir. Daha uzun problar
baglanma 6zgulligini azaltmaktadirlar. Ancak, iki ift hibridizasyon probu
kullanilarak birbirine uzak iki mutasyon bolgesi tek reaksiyonda, ayni anda
incelenebilir. Bunun icin, LC Red 640 / fluorescein ve LC Red 705 /
fluorescein boya ciftleri kullanilir (Sekil 4).
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Mutasyon pozisyonu 1 Mutasyon pozisyonu 2
Primer

Sekil 4: Tek primer ve iki hibridizasyon cifti kullanilarak, ApoE genindeki 2
ayri mutasyon bélgesinin analizi (85). LC Red 640 igin F2 okuma kanali, LC
Red 705 igin ise F3 okuma kanali segilir ve erime derecelerine gére genotip
degerlendirilmeleri yapilir.

1.2.5.3.4. Erime Egrisi Analizi ve FRET Yonteminin Avantajlan

LC cihazinda FRET yontemi ile erime egdrisi analizi sayesinde, RFLP ve
RLB hibridizasyon’ da oldugu gibi, genotiplendirme igin PCR sonrasi zaman
alici iglemlere gerek kalmamaktadir. Pipetleme ve jele yiikleme gibi manuel
islemler de en aza indirgenmistir.

Sonuglarin  yorumlanmasi oldukga kolaydir. Ayrica, sonuglar LC
cihazinin hard diskinde saklanabilir ve istenildigi zaman buradan eski bilgilere
ulasilabilir.

Her olasi genotip igin ayri problarin kullanmasina gerek yoktur. Tek bir
prob cifti kullanilarak homozigot (yabanil tip, mutant tip) ve heterozigot

genotipler analiz edilebilir.
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Nokta mutasyonlarin veya polimorfizmlerin belirlenmesinde, yalnizca o
bélgeyi kapsayan bir prob giftinin ve amplifikasyonu saglayacak primerlerin
dizayn edilmesi yeterlidir.

Kompleks enzimatik reaksiyonlara gerek kalmadan sadece

heterodubleksin erime sicakliginin tam tesbiti ile genotiplendirme yapilabilir.
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2.1. GEREG VE YONTEM

2.1.1. Kontrol ve Galigma Grubu

Aralik 2003-Nisan 2004 tarihleri arasinda izmir Dr. Suat Seren Gogus
Hastaliklart ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi tiiberkiloz
servislerinde, aktif akciger ttberkulozu teshisi konmus, 24 kadin ve 66 erkek
toplam 100 hasta galismaya dahil edilmistir. Hastalarin 70" i tedavileri
sirasinda hepatotoksisite gorilmeyen kisilerden segilmis ve kontrol grubu
olarak siniflandiriimistir. 30 hasta ise tedavileri sirasinda hepatotoksisite yan
etkisi geligen kisilerden segilmis ve caligma grubu olarak siniflandirimistir.
Hastalar galigmaya katiimayi onaylamis ve 4 ml EDTA’ It kan 6rnekleri
alinmistir. Ayrica bu kisilere tibbi 6zgegmisleri ve sigara, alkol gibi
aligkanliklari ile ilgili sorular sorulmus ve bilgileri kaydedilmistir.

Calisma protokolimiiz Ege Universitesi Tip Fakultesi Arastirma Etik
Kurulu tarafindan 20.02.2004 tarihli ve 03-12/2M-73 sayili karar ile
onaylanmigtir.

2.1.2. Galisma Diginda Birakilan Hastalar

Asagidaki kosullar tasiyan hastalar galisma diginda birakilmigtir.

1. Pozitif serum hepatit B virusu yuzey antijeni (HbsAg), hepatit C virus
antikoru (Anti HCV), yada hepatit A virusu immunglobulin M antikoru
tasiyan hastalar

2. Alkolik karaciger hastalari

3. Karaciger fonksiyon bozukluguna neden olabilecek herhangi bir

hepatik yada sistemik hastaligi olan hastalar



4. Antitiberkiloz tedaviye baglamadan 6nce anormal serum ALT, AST
veya bilirubin diizeyi olan hastalar

2.1.3. Tuberkiiloz Tedavisi

Aktif akciger tuberkuloz' u teshisi konmus hastalara ik iki ay
boyunca; izoniazid (5 mg/kg), rifampisin (10 mg/kg), morfozinamid (40
mg/kg) ve ethambutol (20 mg/kg) ilaglar belirtilen dozlarda verilmigtir.
ikinci ayin sonunda hastalar taburcu edilip, idame tedavileri igin
oturduklar bolgelerin Verem Savas Dispanserlerine yonlendiriimiglerdir.
Ayrica antitiiberkiiloz tedaviye baslamadan 6nce hastalarin karaciger
fonksiyon testleri (KCFT); serum alanin transaminaz (ALT/SGPT),
aspartat transaminaz (AST/SGOT) ve total bilirubin dizeyleri élgtlmuistr.
Bu testlerin normal degerleri; ALT: 0-40 U/L, AST: 5-45 U/L, total bilirubin:
0.2-1.6 mg/dL olarak kabul edilmistir.

2.1.4. ilaca Bagh Hepatotoksisitenin Teghisi

Hastalar tedavileri sirasinda bulanti, kusma, sarilik, karin agrisi gibi
toksisite belirtileri yonunden surekli takip edilmislerdir. Karaciger
fonksiyon testlerinin normalin tst sininnin G¢ katindan fazla yada
baslangi¢ degerinin bes katindan fazla artmasi, veya bilirubin ylksekligi
hepatotoksisite olarak degerlendirilmistir. Bu belirtileri gésteren hastalarin
ilaglarinin tamami hemen kesilmis ve viral hepatitin ekarte edilmesi igin
Anti HAV IgM, HbSAg, Anti HCV testleri galigiimigtir. Ayrica, (st batin
ultrasonlarina bakilarak organik nedenler de ekarte edildikten sonra
hastalara, ilaca bagli hepatotoksisite teshisi konmustur.  Karaciger
fonksiyon testleri normale déndiikten sonra ayni ilaglara ayni dozlarda
yeniden basglanmistir.
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2.1.5. NAT2 Polimorfimleri Analizi
Calismamizin amacina uygun olarak segilen hasta ve kontrol
grubunda LC cihazi kullanilarak NAT2 polimorfizmleri analiz ¢aligmasina
gegilmistir.

2.1.5.1. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi Siemens
Derin dondurucu (-20°C) Ugur
LightCycler real-time PCR cihazi Roche
Otoklav Aesculap
Otomatik mikropipetler Eppendorf
(10, 20, 100, 200, 1000 p’ lik)
Mikrosantrifiij Heraus
Termomikser Eppendorf
Benmary Electro-mag
Vorteks Asons
Elisa cihazi Beckman
Biyokimya cihazi Olympus

2.1.5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA izolasyon Kiti Roche
(High pure PCR template preparation kit)

Ethanol J. T. Baker
isopropanol AppliChem
NAT2 Mutasyon Belirleme Kiti Roche

(LightCycler NAT2 mutation detection kit)

2.1.5.2.1. High Pure PCR DNA izolasyon Kiti Igerigi:

1. Binding Buffer: 4M urea, 200 mM NaCl, 200 mM EDTA, pH 7.4, 25°C

2. Proteinaz K

3. Inhibitor Removal Buffer: 5 M guanidine—-HCL, 20 mM Tris—HCL, pH
6.6, 25°C (20 ml ethanol ilave edildikten sonra kullaniimistir.)

4. Wash Buffer: 20 mM NaCl, 2 mM Tris—HCI, pH 7.5, 25°C (80 m
ethanol ilave edildikten sonra kullanilmigtir.)

5. Elution Buffer: 10 mM Tris, pH 8.5, 25°C
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6. High Pure filtre tupleri
7. Collection tlpler
2.1.5.2.2. Lightcycler NAT2 Mutasyon Belirleme Kiti Igerigi:

1.NAT2 mutasyon belirleme kanisimi: Insan NAT2 genine

6zgul primerleri ve hibridizasyon problari  karigimini igerir.
Hibridizasyon problari ve tasidiklari boyalar Sekil 5' de gdsterilmistir.

Primerier: insan genomik DNA' sindan, NAT2 geninin 342 bp ve
479 bp’ lik iki fragmentinin amplifiye edilmesi igin 6zgdl iki primer giftini
icerir

Hibridizasyon probu 1: NAT2 geninin 191. pozisyonundaki

niikleotide (NAT2*14A) 6zgul mutasyon probudur. 5-ucundan LC Red
705 boyasi ile isaretlenmis ve 3'-ucundan fosforillenmistir.

Hibridizasyon probu 2: NAT2 geninin 481. pozisyonundaki

nikleotide (NAT2*5A) 6zgul mutasyon probudur. 5'-ucundan LC Red
640 ile isaretlenmis ve 3'- ucundan fosforillenmistir.

Hibridizasyon probu 3: NAT2 geninin 590. pozisyonundaki

niikleotide (NAT2*6A) 6zgil mutasyon probudur. 5'- ucundan LC Red
640 ile isaretlenmis ve 3'- ucundan fosforillenmistir.

Hibridizasyon probu 4: NAT2 geninin 857. pozisyonundaki

niikleotide (NAT2*7A/B) 6zgul mutasyon probudur. 5'-ucundan LC
Red 705 ile igaretlenmis ve 3'- ucundan fosforillenmistir.

Hibridizasyon probu 5, 6, 7 ve 8: 191., 481., 590. ve 857.

pozisyondaki niikleotidlere 6zgil anchor problandir. 3'-uglarindan

fluorescein ile isaretlenmislerdir.
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2.NAT2 enzim soliisyonu: Taq polimeraz enzimi igerir

3.NAT2 reaksiyon karisimi: Taq polimeraz reaksiyon karigimi,

dNTPleri igerir.

4.NAT2 sinyal gliclendiricisi: Fluoresan sinyalleri guiglendirir.

5.Kontrol 6rnegi: 191., 481., 590. ve 857. pozisyonlardaki
nukleotid degisikliklerini iceren heterozigot plazmid DNA’ sidir.

6.H20: PCR derecesindeki saf su

NAT2*14A
. LightCycler Red 705
= s = ERe———  Amplikon
3 191G-A 3
8 Forward Forward
. Primer Prlm(r
DNA [ = I
Reverse Reverse
Primer Primer
( 1 G-A NéTZ*ZP!\ (BI Red
{48‘] 590G- . ight yul ed 705
Amplikon r—fw— h 4 e
= = . o
LightCycler Red 640 \. LightCycler ‘ &
NAT2*5A Red 640 \ AT2*GA 857G-A

Sekil 5: NAT2 geninin 2 primer gifti ile amplifiye edilen bélgeleri; 191., 481.,
590., 857. poziyonlardaki 4 polimorfizmin belirlenmesi igin dizayn edilmis
oligontikleotid hibridizasyon problarinin gen (izerindeki yerleri ve problar

isaretlemek igin kullanilan floresan boyalar sematik olarak g0steriimektedir

(117).

47



2.1.6. NAT2 Polimorfizmlerinin Analizi igin Galisma Protokolii

2.1.6.1. DNA izolasyonu Asamalari:

1. 200 ml EDTA’ h kan 6rnegi steril bir eppendorf tip igerisine alinir.

2. Uzerine 200 ml Binding Buffer ve 40 ml Proteinaz K pipetlenir.

3. Karigim mix edildikten sonra 72°C’ de 10 dakika inkiibasyona birakilir.

4. Inkiibasyonun sonunda karigima 100 ml isopropanol eklenir ve pipetaj
ile iyice karigtirilir.

5. Karigim bir ‘collection’ tubtintin igine yerlestiriimis ‘filtre’ tibunln igine
pipetlenir.

6. 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilir.

7. Altta biriken sivi collection tip ile birlikte atilir. Filtre temiz bir collection
tup igerisine yerlestirilir.

8. Filtre tbiiniin Gizerine 500 ml inhibitér removal buffer pipetlenir.

9. 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilir.

10. Altta biriken sivi collection tup ile birlikte atilir, filtre temiz bir collection
tup igerisine yerlestirilir.

11. Filtre tubtne 500 ml wash buffer pipetlenir.

12. 8000 rpm’ de 1 dakika santrifj edilir.

13. Altta biriken sivi collection tup ile birlikte atilir.  Filtre temiz bir

collection tup icerisine yerlestirilir.

14. Filtre tubiine tekrar 500 ml wash buffer pipetlenir.

15. 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilir.

16. Collection tiibiinde biriken sivi dokulur ve filtre ayni collection tip

icerisine yerlestirilir.

17. 14.000 rpm’ de 10 saniye santriflj edilir.
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18. Collection tup atilir, filtre tibl steril bir eppendorf tlp igine yerlestirilir.

19. Onceden 70°C’ de sitilmis elution buffer’ dan 200 ml filtre tubiine
pipetlenir.

20. 8000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

21. Filtre tiibu atilir. Izole DNA igeren eppendorf tiip lzerine hasta adi-
soyadi ve numarasi yazilir.

2.1.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu: Polimeraz zincir reaksiyonu

(polymerase chain reaktion = PCR), herhangi bir organizmaya ait genomik
DNA' daki dizisi bilinen herhangi bir bélgenin ¢ogalmasina (amplifikasyon)
olanak veren in vitro DNA sentezi yontemidir. PCR’ in prensibi tekrarlanan 3
basamaga dayali olarak yapilmaktadir.

1.  Gogaltilacak DNA'’ nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu
(92 — 95°C)

2. Ozgil hibridizasyona olanak verecek sicaklikta (Tm degerinin
3-5°C altindaki sicaklik), primerlerin hedef bélgelere baglanmalari
(annealing)

3. Taq DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi 72°C
sicaklikta, primerlerden itibaren zincirin uzamasi (elongation)

Primerler, genomik DNA’ daki hedef bélge ile hibridize olabilen, 15-20

niikleotidden olusan sentetik oligonikleotidlerdir.

Zincirin uzama reaksiyonunu gergeklestiren Taq DNA polimeraz enzimi,

Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen, polimerizasyon aktivitesini

72°C’ de gosteren ve 94°C’ de bile aktivitesini kaybetmeyen bir enzimdir.
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2.1.6.3.Termal profil:

NAT2 mutasyon belirleme kitinin iginde bulunan termal profil;
denattirasyon, amplifikasyon, erime egrisi analizi ve sogutma
parametrelerinin ayarlar LightCycler cihazina iglenmistir.

2.1.6.3.1. Denatiirasyon:

PARAMETRE DEGER
Déngli Sayisi 1
Analiz Modu Yok
1.Segment
Hedef Isisi (°C) 95
Inkubasyon zamani [dk] 10
Is1 gegis orani [°C/sn] 20
Ikincil Hedef Isisi (°C) 0
Basamak Biytikligi (°C)
Basamak Geciktirmesi 0
(déngii)
Okuma modu Yok
2.1.6.3.2. Amplifikasyon:
PARAMETRE DEGER
Déngii Sayisi 45
Tipi Kantitasyon
1.Segment | 2.Segment 3.Segment
Hedef Isisi (°C) 95 55 72
Inkubasyon zamani [sn] 10 10 20
Isi gegis orani [°C/sn] 20 20 3
Ikincil Hedef Isisi (°C) 0 0 0
Basamak Bliyiikligi (°C) 0 0 0
Basamak Geciktirmesi 0 0 0
(déngii)
Okuma modu Yok Tek Yok
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2.1.6.3.3. Erime Egrisi Analizi:

PARAMETRE DEGER

Déngli Sayisi 1

Tipi Erime Egrileri

1.Segment | 2.Segment 3.Segment

Hedef Isisi (°C) 95 40 80

Inkubasyon zamani [dk] 1 1 0

Is1 gegis orani [°C/sn] 20 20 0.1

Ikincil Hedef Isisi (°C) 0 0 0

Basamak Blyikliugi (°C) 0 0 0

Basamak Geciktirmesi 0 0 0

(déngui)

Okuma modu Yok Yok Devamli
2.1.6.3.4. Sogutma:

PARAMETRE DEGER

Déngii Sayisi 1

Analiz Modu Yok

1.Segment

Hedef Isis1 (°C) 40

inkubasyon zamani [sn] 30

Is1 gegig orani [°C/sn] 20

Ikincil Hedef Isisi (°C) 0

Basamak Biiyiikliigii (°C) 0

Basamak Geciktirmesi 0

(déngii)

Okuma modu Yok
2.1.6.4. Master mix hazirlanmasi:
NAT2 mutasyon belirleme karigimi 1 ul
NAT2 enzim sollisyonu 0.65 pl
NAT2 reaksiyon karigimi (dNTP karigimi) 1 ul
NAT2 sinyal gliglendiricisi 1 pl
PCR derecesindeki saf su +3.6 ul
Master mix hacmi Sl
izole DNA +2.5 ul
Toplam hacim 10.0 pl
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Her bir hasta 6rnegi yukaridaki karigima gore hazirlandiktan sonra,
LightCycler cihazina ait 6zel camdan yapilmis kapiller tiip igerisine kondu.
Kapiller ttpler 3000 rpm’ de 10 saniye santrifilj edildi. Reaksiyon karigiminin
herbir kapiller tuptn dibine ¢oktugu kontrol edildi. Tiipler énce reaksiyon
tepsisine dizildikten sonra tepsi ile LightCycler cihazina yerlestirildi. Real-time
online PCR’ a basland ve yaklasik bir saat sonra sonuglar elde edildi.

Her galigma grubunda reaktifin kontroli igin pozitif DNA kontroli ve
kontaminasyonun kontrolu igin de negatif kontrol olarak saf su g¢aligildi.

2.1.7. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Caligmanin sonucunda olusan erime egrisi piklerinin derecelerine gére
homozigot (wild type yada mutant) ve heterozigot genotipler ayirt edildi (Sekil
8, Tablo 6). NAT2*5A ve NAT2*6A’ nin 6lgumu kanal 2’ den, NAT2*14A ve

NAT2*7A/B’ nin 6lglimu ise kanal 3’ den yapildi.

Pik "f\ Pik 1 =
,’\\ | ||
/ \ \j A Pik 4
i | Pik 4
B Pik 1 \
I Ae9 \ }
15. \/ \
£
1
Sicaklik (1 Sicaklik ~c
Kanal 2 Kanal 3
NAT2"5A: NAT2'6A NAT2" 15A: NAT2"7A/B
Heterozigot genotip Heterozigot genatip Heterozigot genotip Heterozigot genatip
W wildiype (C4B1)  WEEE mwtant (GE90A) EE outant (G191A)  BEEE mutant (GB57A)
mutant (C&81T) e wildtype (G590) vildtype (G191)  mmm  wildtype (G857)

Sekil 6 : Kanal 2 ve 3’ te, NAT2 geninin pozisyon 191, pozisyon 481,

pozisyon 590 ve pozisyon 857" de goriilebilecek sekiz muhtemel genotipinin
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erime egrisi analizi sonuglari (117). Bu sonuglar bltin genotipler igin

heterozigot olan pozitif DNA kontrolii ¢alisilarak elde edildi.

Heterozigot genotip iki farkli sicaklik derecesinde erime piklerine

sahiptir. Homozigot (mutant veya wildtype) genotiplerde ise tek sicaklik

derecesinde erime piki olugsmaktadir.

Tablo 6: Erime piklerinin degerlendirildigi sicaklik dereceleri ve genotipler

Erime Piklerinin

Tm Degeri
49.0°C

49.0°C
+57.5°C

+57.5°C
67.5°C
62.0°C

+67.5°C

62.0°C

KANAL 2 (F2)
NAT2*5A ve NAT2*6A Genotiplendirmesi

Hedef DNA Erime Piki
Sayisi

Wildtype 1

genotip (NAT2*5A igin)

NAT2*5A

Heterozigot 2

genotip (NAT2*5A igin)

NAT2*5A

Mutant 1

genotip (NAT2*5A igin)

NAT2*5A

Wildtype 1

genotip (NAT2*6A igin)

NAT2*6A

Heterozigot 2

genotip (NAT2%6A igin)

NAT2*6A

Mutant 1

genotip (NAT2*6A igin)

NAT2*6A
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KANAL 3 (F3)
NAT2*14A ve NAT2*7A/B Genotiplendirmesi

Hedef DNA Erime Piki Erime Piklerinin  Pikler
Sayisi Tm Degeri Arasindaki AT

Wildtype 1 66.0°C 2

genotip (NAT2*7A/B igin)

NAT2*7A/B

Heterozigot 2 62.0°C 4.0°C

genotip (NAT2*7A/B igin) + 66°C

NAT2*7A/B

Mutant 1 62.5°C -

genotip (NAT2*7A/B igin)

NAT2*7A/B

Wildtype 1 55.5°C =

genotip (NAT2*14A igin)

NAT2*14A

Heterozigot 2 47.5°C 8.0°C

genotip (NAT2*14A igin) +55.5°C

NAT2*14A

Mutant genotip 1 47.5°C

NAT2*14A (NAT2*14A igin)

2.1.8. istatistiksel Analiz Yontemleri

Tuberkiloz tedavisi goren hastalarda NAT2 polimorfizmlerinin LC cihazi
ile analizi yapildiktan sonra elde edilen bulgularin degerlendiriimesinde
kullanilan istatistiksel analiz testleri; Ki-kare Testi ve ANOVA yontemidir.

Ki-kare Testi, saglik arastirmalarinda en guvenilir bulunan ve siklikla
kullanilan bir analiz yontemidir. Ki-kare analizi, gruplar c¢apraz tablo
gozlerindeki gézlenen degerler ile beklenen degerler arasindaki farki dikkate
alarak karsilastiran bir testtir. Anlamlilik degeri p<0.05’ dir.

ANOVA da saglik arastirmalarinda siklikla kullanilan tek yoénld, iki
yonli, G¢ yonli vb. seklinde bir varyans analizi yontemidir. Tek yonlu tek
degiskenli varyans analizinde tek bagimsiz dedisken (faktor) ve tek bagimli

degisken yer almaktadir. Bagimli degisken sayisi tek kalmak tizere, bagimsiz
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degisken sayisi iki oldugunda iki-yonlid ANOVA olarak tanimlanir. Anlamlilik

degeri yine p<0.05’ dir.
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3.1. BULGULAR

3.1.1. Kontrol ve GCahisma Grubunun Genel Ozelliklerinin
Karsilagtinlmasi ve istatistiksel Analiz:
Kontrol ve galisma gruplarina ayrilmis olan toplam 100 hastanin tiiberkiloz
tedavisine baglamadan 6nce karaciger fonksiyon testleri ve bilirubin duzeyleri
Olgllmustur. Ayrica, hepatotoksisiteye neden olabilecek diger faktorlerin de
degerlendirilmesi amaci ile hastalara tibbi 6zgegmisleri ile ilgili sorular
sorularak bilgileri kaydedilmistir. Calismamizin laboratuvar kisminda,
hastalardan alinan ETDA’ Ii kan érneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan
sonra NAT2 geninin dort polimorfizmi NAT2*5A, NAT2*6A, NAT2*7A/B ve
NAT2*14A, LightCycler cihazinda analiz edilmistir. Kontrol ve ¢alisma
gruplari ile ilgili genel bilgiler, elde ettigimiz bulgular ve istatistiksel analizleri
asagida siralanmaktadir.

3.1.1.1. Kontrol Grubu: Tiberkiloz tedavisi sirasinda hepatotoksisite
gelismeyen hastalar arasindan rastgele segcilerek kontrol grubuna dahil edilen
70 (% 70.00) kisinin yas ortalamasi 37.30x14.01" dir. Tedavinin
baslangicinda KCFT ve bilirubin dizeyleri normal olan bu hastalarin 51’ i
erkek, 19’ u kadindir. Kontrol grubunda sigara kullanan hasta sayisi 71
(% 59.00), alkol kullanan hasta sayisi ise 5 (% 7.00) olarak belirlenmistir.
Ayrica kontrol grubunda 8 (% 11.42) diabetes mellitus (DM) hastasi
bulunmaktadir.

3.1.1.2. Galigma Grubu: Tuberklloz tedavisi sirasinda ilaca bagh
hepatotoksisite gelisen hastalardan olusturulan bu gruptaki 30 (% 30.00)

kisinin yas ortalamalari 39.80+14.70’ dir. 15’ i erkek ve 15’ i kadin hastadir.



Tedavi baglangicinda KCFT ve bilirubin dlizeyleri normal sinirlarda
bulunmustur. Sigara kullanan hasta sayisi 14 (% 46.60), alkol kullanan hasta
sayisi ise 4 (% 13.30) olarak belirlenmistir. Ayrica bu gruptaki kisiler arasinda
2 (% 6.66) DM hastasi bulunmaktadir.

Kontrol grubundaki 70 hasta ve hepatotoksisite gelisen 30 hastanin
genel oOzellikleri Tablo 7' de gosteriimektedir. Ayrica kontrol ve galigma
grubundaki olgulara ait veriler ve polimorfizm analiz sonuglari Tablo 16 ve
Tablo 17’ de verilmektedir.

Tablo 7: Kontrol ve ¢alisma grubunun genel 6zellikleri

KONTROL GRUBU GALISMA GRUBU

CINSIYET

ERKEK 51 (% 72.86) 15 (% 50.00)
KADIN 19 (% 27.14) 15 (% 50.00)
YAS ORTALAMASI 37.3+14.01 39.8+14.70

35< 30 (% 42.86) 12 (% 40.00)

=35 40 (% 57.14) 18 (% 60.00)
SIGARA KULLANAN 42 (% 60.00) 14 (% 46.70)
ALKOL KULLANAN 5 (% 7.10) 4 (% 13.30)
KRONIK HASTALIK

DM 8 (% 11.40) 2 (% 6.70)
Toplam 70 (% 100.00) 30 (% 100.00)

3.1.1.3. istatistiksel Analiz: Hepatotoksisite geligiminde yas faktoriniin
etkisinin olup olmadiginin degderlendirilmesi amaci ile, kontrol ve calisma
grubundaki hastalarin yaslari istatistiksel olarak kargilastirilmig ancak
aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir (X?=31.034, p>0.05).

Kontrol ve galisma grubunu olusturan hastalarin  6zgegmigleri

incelendiginde gogunlugunun yillardir sigara ictigi, bir kisminin da duzenli
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olarak alkol kullandigi belirlenmistir. Kontrol grubunda 42 kisinin (% 60.00)
sigara ictigi, 5 (% 70.00) kisinin ise duzenli alkol aldi§i saptanmigtir. Calisma
grubunda ise 14 (% 46.70) kisinin sigara, 4 (% 13.30) kisinin alkol kullanma
aliskanligi oldugu belirlenmistir. Sigara ve alkol kullanma aligkanhgi ve
hepatotoksisite arasindaki iliski karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (Sigara igin: X?=1.515, p>0.05, Alkol igin: X?=0.983,
p>0.05).

Diger hastaliklarin hepatotoksisite gelisimine etkisini degerlendirmek
amaci ile alinan 6zgegmis bilgilerinden, hastalarin bir kisminda DM oldugu
saptanmigtir. Kontrol grubunda 8 (% 11.40), calisma grubunda ise 2 (% 6.70)
olgunun DM hastasi oldugu belirlenmistir. DM ve hepatotoksisite arasindaki
iliski karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamigtir
(X?=0.529, p>0.05).

1.1.2. Hepatotoksisite ile ilgili Bulgular

Hepatotokisite gelisen hastalarda KCFT veya bilirubin yiksekligi tedavi
baslangicindan ortalama 14.96+7.73 guin sonra ortaya ¢ikmig, tedavisine ara
verilen bu hastalarin ortalama 10.76%10.34 gin sonra enzim dizeyleri
normale donmdastir. Bu gruptaki hastalarin 25 inde (% 83.30) bir kez,
4" unde (% 13.30) iki kez ve 1" inde (% 3.30) U¢ kez hepatotoksisite
geligmistir. Hepatotoksisite tekrarlari ve baslangig gunleri Tablo 8' de

Ozetlenmistir.
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Tablo 8: Hepatotoksisite tekrari, baslangi¢ ginleri, stireleri ve biyokimyasal

testlerin ortalama pik degerleri (ortalamalar standart sapmalar ile birlikte

verilmistir).
Ht Kisi Baglangig | Siiresi AST ALT T.Bilirubin
tekrarn | Sayisi Giini (Giin) (U/L) (U/L) (mg/dL)
1 (%82530) 14.96£7.7 | 10.76£10.3 | 201.6£143 | 204.46+198 | 0.8+1.28
2 (%1330) 35+9.8 8+3.6 171.6£101 | 210.8£130 | 0.63%0.53
3 | 31,30) 39 3 156 132 0.32

Ht: Hepatotoksisite

Calisma grubunda bulunan H.02.E numarali 61 yasindaki erkek
olguda tedavinin 10. gininde hepatotoksisite gelismis ve tlberkiloz
tedavisine ara verilmistir. Hepatotoksisite sirasinda hastada KCFT yiiksekligi
ile beraber bilirubin yiiksekligi de saptanmistir (AST pik: 135 U/L, ALT pik:
123 UI/L, Total Bilirubin pik: 7 md/dL). Laboratuvar galigmasinda olgunun
NAT2*5A ve NAT2*6A polimorfimleri igin heterozigot, NAT2*7A/B ve
NAT2*14A polimorfizmleri igin wild type genotipte oldugu belirlenmistir.

Olgunun enzim dizeyleri ancak 42 giin sonra normale dénmdustir.
Tedavisine ayni ilag ve ayni dozlarda yeniden baglandiktan 5 giin sonra ise

hasta kaybedilmistir.

3.1.3. NAT2 Polimorfizmleri ile ilgili Bulgular

3.1.3.1. NAT2*5A Analiz Sonuglari

NAT2*5A polimorfizmi igin wild type genotip erime egrisi analizinde
49.0 °C’ de tek pik olusmasi ile belirlenmistir. Mutant genotipi meydana
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getiren NAT2 geninin 481. niikleotidindeki C — T transisyonu, 57.5 °C’ de pik
olusmasi ile saptanmistir. Heterozigot genotip ise 49.0° ve 57.5 °C’ lerde iki
pik olugmasi ile belirlenmistir. NAT2*5A polimorfizmi igin normal, heterozigot
ve mutant genotipli hasta orneklerinin sonuglarn Sekil: 7, 8, 9 ve 10" da
gosterilmektedir.

3.1.3.1.1. Kontrol Grubu: Bu grupta NAT2*5A polimorfizmi igin 39
(% 55.70) kisinin wild type (CC), 24 (% 34.30) kisinin heterozigot (CT), 7
(% 10.00) kisinin ise homozigot mutant (TT) genotipte olduklari saptanmistir.

3.1.3.1.2. Galigma grubu: Hepatotokisite gelisen 30 hastadan 12’ sinin
(% 40.00) wild type (CC), 16’ sinin (% 53.30) heterozigot (CT) ve 2’ sinin
(% 6.70) homozigot mutant (TT) genotipte olduklari belirlenmistir. Kontrol ve
galisma grubunun NAT2*5A sonuglari Tablo 9 ve Grafik 2’ de 6zetlenmistir.

3.1.3.1.3. Istatistiksel Analiz: Kontrol ve galisma grubundaki kisiler
NAT2*5A polimorfizmi tasiyicihidi agisindan karsilastirildiklarinda, istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (X?=3.181, p>0.05).

Tablo 9: NAT2*5A analiz sonuglari

NAT2*5A KONTROL GRUBU CALISMA GRUBU
(C481T) (n=70) (n=30)
Wild type (CC) 39 (% 55.70) 12 (% 40.00)
Heterozigot (CT) 24 (% 34.30) 16 (% 53.30)
Homozigot Mutant (TT) 7 (% 10.00) 2 (% 6.70)
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] Rontrol Grubu
m Calisma Grubu

Wild type Heterozigot Mutant

Grafik 2: Kontrol ve calisma grubunun NAT2*5A analiz sonuglarinin
karsilastiriimasi

3.1.3.2. NAT2*6A Analiz Sonuglan

NAT2*6A igin wild type genotipi erime egrisi analizinde 67.5 °C’ de tek
pik olusmasi ile belirlenmistir. Mutant genotipi meydana getiren NAT2 geninin

590. niikleotidindeki G - A transisyonu, 62.0°C’ de tek pik olusturmasi ile

saptanmistir. Heterozigot genotip ise 62.0° ve 67.5 °C' lerde iki pik olugmasi
ile belirlenmisti. NAT2*6A igin normal, heterozigot ve mutant genotip
orneklerinin sonuglari Sekil 7, 8, 9 ve 10’ da gosterilmektedir.

3.1.3.2.1. Kontrol Grubu: Hepatotoksisite gelismeyen 70 hastadan
41" inin (% 58.60) wild type (GG), 26’ sinin (% 37.10) heterozigot (GA) ve
3 Uniin (% 4.30) homozigot mutant (AA) NAT2*6A genotipi tasididi
belirlenmigtir.

3.1.3.2.2. Galigma grubu: Bu gruptaki hastalarin 9’ u (% 30) NAT2*6A

icin wild type (GG), 15’ i (% 50.00) heterozigot (GA) ve 6" si (% 20.00)
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homozigot mutant (AA) olarak genotiplendiriimistir. NAT2*6A analiz sonuglari
Tablo 10 ve Grafik 3' de gosteriimektedir.

3.1.3.2.3. Istatistiksel Analiz: Kontrol ve galisma grubunu olusturan
hastalar NAT2*6A polimorfizmi tasiyiciigl agisindan karsilastirildiklarinda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulunmustur (X?=0.007, p<0.05).
Calisma grubunda heterozigot ve homozigot mutant genotiplerin kontrol
grubundan daha yiksek oldugu dikkati gekmektedir.

Tablo 10: NAT2*6A analiz sonuglari

NAT2*6A KONTROL GRUBU CALISMA GRUBU
(G590A) (n=70) (n=30)
Wild type (GG) 41 (% 58.60) 9 (% 30.00)
Heterozigot (GA) 26 (% 37.10) 15 (% 50.00)
Homozigot Mutant (AA) 3 (% 4.30) 6 (% 20.00)

- Kbntrol Grubu
m Calisma Grubu

Wild type Heterozigot Mutant

Grafik 3: Kontrol ve galisma grubunun NAT2*6A analiz sonuglarinin

karsilagtiriimasi
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Sekil 7: NAT2*5A ve NAT2*6A polimorfizmleri igin wild type genotip sonucu.
47.85°C’ deki mavi dikey cizgi ile isaretlenmis ilk pik wild type NAT2*5A,

66.50°C" deki kirmizi dikey ¢izgi ile isaretlenmis ikinci pik wild type NAT2*6A
genotipini géstermektedir. (Hasta No: H.23.K)
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Sekil 8: Negatif Kontrol, Pozitif kontrol ve H.26.K numarali olgu

sonucu

Negatif Kontrol (H.0) mavi renkteki erime egrisi ile, pozitif kontrol ise

yesil renkteki egri ile gosterilmistir. 47.95°C ve 56.94°C’ lerdeki, sari ve

kirmizi dikey gizgiler ile isaretlenmis ilk iki pik heterozigot NAT2*56A, 6 1.39°C

ve 66.96°C’ lerdeki mavi ve yesil cizgiler ile isaretlenmis son iki pik

heterozigot NAT2*6A genotipini géstermektedir.

Mor renk, NAT2*5A ve NAT2*6A igin heterozigot genotipte bulunan

H.26.K numarali olgu sonucudur.
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Sekil 9: Mutant NAT2*5A ve wild type NAT2*6A genotip sonucu. 56.27°C’
deki ilk pik mutant NAT2*5A, 66.50 °C’ deki ikinci pik wild type NAT2*6A

sonucunu gostermektedir. (Hasta No: K.65.K)
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Sekil 10: NAT2*5A igin wild type, NAT2*6A igin mutant genotip sonucu.
48.14°C’ deki ilk pik wild type NAT2*5A, 61.22°C’ deki ikinci pik mutant
NAT2*6A sonucunu géstermektedir. (Hasta No: K.49.E)
3.1.3.3. NAT2*7A/B Analiz Sonuglari
NAT2 genininin 857. pozisyonundaki guanin bazinin adenin’ e
dontigsmesi (G— A) sonucu olusan NAT2*7A/B polimorfizmi igin wild type
genotip (GG), erime egrisi analizinde 66.0°C’ de tek pik olusmasi ile

belirlenmistir. Homozigot mutant genotip (AA) 62.0°C’ de tek pik olugsmasi ile

saptanmistir. Heterozigot genotip (GA) ise 62.0° ve 66.0°C’ lerde iki pik
olusmasi ile ayirt edilmisti. NAT2*7A/B igin normal ve heterozigot genotip
drneklerinin sonuglari Sekil 11 ve 12’ de gosteriimektedir.

3.1.3.3.1. Kontrol Grubu: Hepatotoksisite gelismeyen 70 hastadan

65 inin (%92.90) NAT2*7A/B polimorfizmi igin wild type (GG), 4’ Unun
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(% 5.70) heterozigot (GA) ve 1’ inin (% 1.40) homozigot mutant (AA)
genotipte oldugu belirlenmistir.

3.1.3.3.2. Galigsma grubu: Hepatotokisite gelisen 30 hastadan 24’ Giniin
(% 80.00) NAT2*7A/B igin wild type (GG), 5 inin (% 16.70) heterozigot (GA)
ve 1 inin (% 3.30) ise homozigot mutant (AA) genotipte olduklari
belirlenmistir. NAT2*7A/B polimorfizmi analiz sonuglari Tablo 11 ve Grafik
4’ de gosterilmektedir.

3.1.3.3.3. istatistiksel Analiz: Kontrol ve galisma grubundaki kisiler
NAT2*7A/B  polimorfizmi  taslyicihd  agisindan  karsilastirildiklarinda,

istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir (X2=3.57O, p>0.05).

Tablo 11: NAT2*7A/B Analiz sonuglari

NAT2*7A/B KONTROL GRUBU CALISMA GRUBU
(G857A) (n=70) (n=30)
Wild type (GG) 65 (%92.90) 24 (% 80)
Heterozigot (GA) 4 (%5.70) 5 (%16.70)
Homozigot Mutant (AA) 1 (% 1.40) 1(3.30)
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Grafik 4: Kontrol ve cgalisma grubunun NAT2*7A/B analiz sonuglarinin
karsilastiriimasi

3.1.3.4. NAT2*14A Analiz Sonuglari

NAT2*14A polimorfizmi, NAT2 geninin 191. pozisyonundaki guanin
bazinin adenin’ e transisyonu (G- A) sonucu olusmaktadir. Calismamizda
butlin 6rnekler wild type (GG) genotipinde bulunmusg, heterozigot ve
homozigot mutant genotiplere rastlaniimamistir. Wild type genotip 6rnegi
sonucu Sekil 11 ve 12' de gosteriimektedir.

Her galismada kullanilan pozitif kontrollin pozitif sonug vermesi ile

polimorfizmi saptamada problem olmadigi test edilmigtir.

68



+LightCycler Data Analysis (Administrator) - [Melting Curves: 23.02.2004 nAT2; F3; Melting Curve seg 3 CCC 13.05.2003_13.11.2003) I . (2] x|

al8lx|

BB e peking Curves Report Window Help

Step 1: Meling Peaks | S12p 2 Peak Area: Extia:Manual Tm |
| Pl Name |BZ g9

= H23K _u]w

0,085+

o8-

‘ =
o R e e | e

u“ T T 0
Temperatue ('C)

BFe O @ WFET

e -

Sekil 11: NAT2*7A/B ve NAT2*14A polimorfizmleri igin wild type genotip
sonucu. 64.87°C’ deki ikinci pik wild type NAT2*7A/B, 54.09 °C’ deki ilk pik

ise wild type NAT2*14A sonucunu géstermektedir. (Hasta No: H.23.K)

69



*-LightCycler Data Analysis (Administrator) - [Melting Curves: 25.02.2004 Nat-2; F3; Melting Curve seg 3; CCC 17022004 170820041
B e bk Curves Repot Window telp 81|
Step 1: Meling Peaks | Step 2 Peak Areas Extra: Manual T |

P, Name |2 008 B
KA40E i1i| |

8

002~
0015~ | \
001~

0,005~ |

1S P et e S e A e
Q4 © @ 5 8 5 % %

WP Of mer mEs

USILTES)

Sekil 12: NAT2*7A/B igin heterozigot, NAT2*14A igin wild type genotip
sonucu. 53.08°C’ deki ilk pik wild type NAT2*14A, 60.78°C ve
64.89°C’lerdeki iki pik heterozigot NAT2*7A/B genotipini géstermektedir.
(Hasta No: K.40.E)

3.1.4. Bilesik Heterozigot Genotipler

Caligmanin DNA analizi bolumi tamamlandiginda, Ege Bolgesinde
NAT2*5A, NAT2*6A ve NAT2*7A/B polimorfizmlerinin oldukga sik géraldigi
ve hastalarin gogunun en az bir polimorfizm igin heterozigot , bazilarinin iki
polimorfizm igin de heterozigot, hatta bazi hastalarin {g¢ polimorfizm igin de
heterozigot genotipte oldugu belirlenmisgtir. Bu bilesik heterozigot
genotiplerinin hepatotoksisiteye etkisini incelemek amaci ile istatistiksel
analiz yapilmis ve asagidaki sonuglara ulagiimistir.
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3.1.4.1. Heterozigot NAT2*5A ve NAT2*6A Genotipi: Kontrol grubunda 7
(% 10.00), galisma grubunda ise 12 (% 40.00) kisinin her iki polimorfizm igin
de heterozigot genotipte oldugu belirlenmistir (Tablo 12). Sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde aralarinda anlamli bir fark oldugu
bulunmustur (X?=12.281, p<0.05). Galisma grubunda bilesik heterozigot
genotip oraninin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu dikkati cekmektedir.
Tablo 12: Kontrol ve ¢alisma grubunda NAT2*5A ve NAT2*6A bilesik

heterozigot genotipinin gérilme oranlari

NAT2*5A ve NAT2*6A Diger
Bilesik Heterozigot
KONTROL 7 (% 10.00) 63 (% 90.00)
CALISMA 12 (% 40.00) 18 (% 60.00)

3.1.4.2. Heterozigot NAT2*5A, NAT2*6A ve NAT2*7A/B Genotipi: Caligma
grubundan 2 kisinin ¢ polimorfizm igin de heterozigot genotipte oldugu
belirlenmistir. Kontrol grubunda her g alel igcinde heterozigot genotipli
hastaya rastlanmadigindan istatistiksel degerlendirme yapilamamistir.
3.1.4.3. Heterozigot NAT2*6A ve NAT2*7A/B Genotipi: Kontrol grubunda 1
(% 1.43) hastanin, ¢alisma grubunda ise 3 (% 10.00) hastanin NAT2*6A ve
NAT2*7A/B polimorfizmleri igin heterozigot genotipte oldugu saptanmistir.
Olgu sayisinin  az olmasi nedeniyle istatistiksel degerlendirme
yapilamamistir.

3.1.5. NAT2 Fenotipi

NAT2 polimorfizmlerinden herhangi birisini tagimayan hastalar “hizli
asetilatér”, birisi i¢in heterozigot hastalar “orta asetilatér” ve homozigot

mutant hastalar ise “yavas asetilatér” olarak fenotiplendirilmistir. Buna goére
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kontrol grubundaki hastalarin 14’ 0 (% 20.00) hizli, 37’ si (% 52.85) orta ve
19" u (% 27.10) yavas asetilator olarak bulunmustur. Calisma grubunun ise
3" U (% 10.00) hizli, 4’ G (% 13.30) orta ve 23’ U (% 76.60) yavas asetilator
olarak belirlenmistir. Kontrol ve ¢alisma grubunun asetilatér fenotipleri Tablo
13 ve Grafik 5’ de gosterilmektedir.

Tablo 13: Kontrol ve galisma grubundaki hizli, orta ve yavas asetilator

oranlari
KONTROL GRUBU CALISMA GRUBU
(n=70) (n=30)
Asetilator Fenotipi
Hizh 14 (% 20.00) 3 (% 10.00)
Orta 37 (% 52.90) 4 (% 13.30)
Yavas 19 (% 27.10) 23 (% 76.70)

- lell Asetilator
Orta Asetilator
m Yavas Asetilator

Kontrol Calisma
Grubu Grubu

Grafik 5: Kontrol ve calisma grubundaki hizli, orta ve yavas asetilatér

oranlar
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3.1.5.1. istatistiksel Analiz: Kontrol ve galisma grubundaki hizli, orta
ve vyavas asetilator fenotipleri ile hepatotoksisite arasindaki iligki
karsilastiriidiginda, istatistiksel olarak énemli bir fark oldugu bulunmustur
(X?=21.499, p<0.05). Hepatotoksisite oraninin yavas asetilleyici fenotipte
daha yiiksek oldugu dikkati gekmektedir.

Bunun yaninda, kadin ve erkeklerde asetilator fenotipine goére
hepatotoksite gorilme orani karsilastirildiginda da istatistiksel olarak 6nemli
bir fark oldugu bulunmustur (X?=17.947, p<0.05). Kadinlarda yavas asetilator
fenotipi oraninin yiiksek olmasi dikkati cekmektedir. Cinsiyete gore asetilator
fenotipleri ile hasta ve kontrol grubunun karsilastirimasi Tablo 14' de

gosterilmektedir.

Tablo 14: Kontrol ve galisma grubunun cinsiyete gére asetilatér fenotipleri

KADIN ERKEK
Kontrol Calisma Kontrol Calisma
(n=19) (n=15) (n=51) (n=15)
Hizh
S A 1(%5.30) | 3(%20.00) | 13 (% 25.50) -
Orta
e 10 (% 52.60) | 1 (% 6.70) | 27 (% 52.90) | 3 (% 20.00)
Y
A:‘e’?i?atﬁr 8 (% 42.10 | 11 (% 73.30) | 11 (% 21.60) | 12 (% 80.00)

Hepatotoksisite sirasinda yiikselmis olan karaciger fonksiyon testlerinin
ortalama pik dederleri asetilator fenotipi ile karsilatinldiginda, ALT igin
istatistiksel olarak anlamli bulunmusken; AST, total bilirubin ve yas igin

anlaml bir fark bulunmamistir. Bulgular Tablo 15’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 15: llaca bagli hepatotoksisite gelisen hastalarin yaglari, asetilatér

durumlari ve biyokimyasal testlerinin en yliksek degerleri (ortalamalar

standart sapmalar ve dagilim araligi ile birlikte verilmistir)

Yavas Orta Hizh
Asetilator Asetilator Asetilator P

(n=23) (n=4) (n=3)

AST Pik (U/L) | 209.08+32.08 | 135.75+26.8 232481 0.607
(77-745) (59-184) (149-394)

ALT Pik (U/L) | 185.34136.57 | 115.75+27.03 | 469.33+£187.47 0.035
(40-744) (70-183) (98-700)

Total 0.87+0.30 0.49+0.10 0.65+0.13 0.848

Bilirubin Pik (0.01-7.1) (0.24-0.69) (0.42-0.89)

(mg/dL)

Yas 39.47+3.10 3715720 45+10.53 0.804
(16-67) (27-59) (33-66)
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Tablo 16: Kontrol grubu ile ilgili veriler ve polimorfizm analiz sonuglari

(WT: wild type, Het.: Heterozigot, Mut.: Mutant )

A;::::;): Olgu | Yas | NAT2*5A4 | NAT2%6A | NAT2*7A/B | NAT2*14A | AST | ALT | T.Bilirubin
Hizh K.6.E | 43 WT WT WT WT 24 | 22 0.81
Hizh K9E | 25 WT WT WT WT 22 | 22 0.42
Hizh | K.10.E| 32 WT WT WT WT 12 | .20 0.26
Hizlh  |K.11.E| 52 WT wT wWT WT 10 | 13 0.21
Hizlh  |K.12.E | 41 WT WT WT WT 190 ] .22 0.85
Hizh | K.13.E | 42 WT WT WT WT 8 9 0.43
Hizh K.14.E | 33 WT WT WT WT 28 | 43 0.32
Hizlh | K.16.E | 57 WT WT W WT 6 13 0.35
Hizh | K.17.E | 31 WT WT WT WT 22| °20 0.27
Hizh  |K.19.E| 72 WT WT WT WT 20 | 16 0.62
Hizh | K.23.E| 51 WT WT WT WT 10 5 0.10
Hizh | K.35.E | 48 WT WT WT WT 17 | .28 0.43
Hizlh | K.38.E | 47 WT WT WT WT 17480912 0.72
Hizlh  |K.63.K| 30 WT WT WT WT 11 8 0.68
Orta K.LE |62 Het. WT WT WT 6 12 0.43
Orta K.2.E |37 WT Het. WT WT 23,] 22 0.55
Orta K3.E | 61 wT Het. WT WT 16 | 16 0.16
Orta K4.E | 46 Het. WT WT WT 10 | 18 0.24
Orta K.5.E | 42 WT Het. WT WT 28 | 30 0.88
Orta K.7.E | 38 WT WT Het. WT 1200 15 0.22
Orta K.8.E | 26 WT Het. WT WT 231 26 0.41
Orta K.18.E | 18 WT WT Het. WT 10 | 10 0.70
Orta K.20.E | 47 WT Het. WT WT 12 )il 0.59
Orta K.21.E| 54 WT WT Het. WT 16 | 17 0.48
Orta K225 |153 WT Het. WT WT 16 | 28 0.24
Orta K.24.E | 39 Het. WT WT WT 13 21 0.64
Orta K25 |'27 Het. WT WT WT 12 ] 42 0.27
Orta K.26.E | 21 Het. WT WT WT 19 | 14 0.46
Orta K27.E| 22 WT Het. WT WT 24 | 24 0.16
Orta K.28.E | 44 Het. WT WT WT 1330 151 0.41
Orta K.29.E | 44 WT Het. WT WT 14 9 1,55
Orta K.30.E| 22 WT Het. WT wT 12 6 0.42
Orta K31.E| 34 WT Het. WT WT 12 | 20 0.32
Orta K.33.E| 38 Het. WT WT WT 18 | 21 0.18
Orta K42.E| 55 WT Het. WT WT 17.1] 16 0.34
Orta KA43.E | 26 Het. WT WT WT 27 | 19 0.41
Orta K44.E | 36 Het. WT WT WT 12 1] 19 0.25
Orta KA45E | 51 Het. WT WT WT 20 | 22 0.12
Orta K.46.E | 22 Het. WT WT WT 14 | 20 0.42
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Asetilator

Fenotipi Olgu | Yas | NAT2*54 | NAT2%*6A | NAT2*7A/B | NAT2*14A | AST | ALT | T.Bilirubin
Orta |K47.E| 22 WT Het. WT WT 18]l 9 0.05
Orta | K.50.E | 45 WT Het. WT WT IZ N6 0.36
Orta | K.52K]| 17 Het. wT WT WT 9 14 0.14
Orta |K.54K| 21 WT Het. WT WT 9 13 0.41
Orta |K.57K| 41 Het. WT WT WT 1112 0.33
Orta |K.59.K]| 71 Het. WT WT WT 10| 9 0.56
Orta | K.60.K| 50 Het. WT WT WT L |} S 0.18
Orta | K.61.K| 50 Het. WT WT WT 19 [Y 0.38
Orta | K.64K| 36 WT Het. WT WT I81fi 12 0.39
Orta K.66.K | 33 Het. WT WT WT 17 14 0.60
Orta  |K.68K| 21 WT Het. WT WT 14 | 14 0.95
Orta  |K.70.K| 35 WT Het. WT WT 231I[128 0.09
Yavas | K.I5.E | 32 Het. Het. WT WT 16 | 34 0.41
Yavas | K.32.E | 50 Het. Het. WT WT 14 | 10 0.37
Yavag | K.34.E | 66 WT Het. Mut. WT S001F20 0.34
Yavas |K.36.E | 58 Het. Het. WT WT 8 9 0.58
Yavas |K.37.E | 33 Mut. WT WT WT 16 | 16 0.05
Yavag | K.39.E | 59 Mut. WT WT WT Lo RA 0.33
Yavag | K.40.E | 44 WT Het. Het. WT 10 | 18 0.24
Yavas | K41.E | 40 Mut, WT WT WT 44 | 23 0.39
Yavas |K.48.E| 53 Het. Het. WT WT 321 33 0.62
Yavas |K.49.E| 22 WT Mut. WT WT 42 | 39 0.4
Yavag || KiS1E | 32 Het Het. WT WT 12 || "8 0.26
Yavag |K.53K| 27 Het. Het. WT WT 11 | 14 0.10
Yavag |K.55K| 17 Mut. WT WT WT 51 1 7 0.4
Yavag |K.56.K| 21 Het. Het. WT WT Tl 15 0.44
Yavas |K.58.K| 27 Mut. WT WT WT 10 | 20 0.46
Yavag |K.62K| 22 WT Mut. WT WT 19 | 14 0.29
Yavas |K.65.K| 24 Mut. WT WT WT 35 | 49 0.42
Yavas |K.67.K| 56 Mut. WT WT WT 19.4] 13 0.01
Yavag |K.69.K| 28 WT Mut. WT WT 210 4 0.32
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Tablo 17: Galisma grubu ile ilgili veriler ve polimorfizm analiz sonuglari

(WT: wild type, Het.: Heterozigot, Mut.: Mutant)

Asetilatér
Fenotipi | Olgu | Yas | NAT2*5A | NAT2*6A | NAT2*7A/B | NAT2*14A4 | AST | ALT | T.Bilirubin

Hizh C.16.K | 66 WT WT WT WT 154] 25 0.57
Hizh [ G23:K] 33 WT WT WT WT 17 1| 15 0.06
Hizli  |C27.K| 36 WT WT WT WT 12 | 24 0.38
Orta C.08.E | 31 Het. WT WT WT 31| 31 0.41

Orta C.12.E | 34 Het. WT WT WT 18 1] 17 0.41

Orta G5B 29 Het. WT WT WT 141 35 0.26

Orta C29K| 59 Het. WT WT WT 1 22 0.21
Yavas [C.0LE | 45 Het. Het WT WT 32 | 44 0.89
Yavas | C.02.E | 61 Het. Het. WT WT 33 | 14 0.42
Yavas |C.03.E | 27 WT Mut. WT WT 27 | 29 0155
Yavag | C.04.E | 49 Mut. wWT WT WT 19 | 19 0.35
Yavag | C.05.E | 42 WT Mut. Mut. WT 391 2 0.96
Yavas |C.06.E | 23 Het. Het Het. WT 2533 0.54
Yavas | C.07.E | 40 Het. Het. WT WT 20 | 30 0.85
Yavas [C.09.E | 54 Het. Het. WT WT 30 | 27 0.63
Yavag | C.10.E | 39 WT Mut. wWT WT 14 | 20 0.69
Yavas |C.11.E | 55 WT Mut. WT wWT 104 19 0.23
Yavas |C.13.E| 34 Het. Het. WT WT 1700 0S 0.63
Yavas |C.14.E | 67 Het. Het WT WT 1 ) 0:22
Yavas |C.17.K| 54 WT Het. Het. WT 49 | 49 0.69
Yavas [C.18K| 54 Mut. WT WT WT U |l 211 0.25
Yavag [C.19.K| 47 WT Mut WT WT 20 [ 30 0.22
Yavas |C.20.K| 38 Het. Het. WT WT 12 18 0.45
Yavas [C.21.K| 17 Het. Het. WT WT 24 | 27 0.46
Yavag [C.22.K| 38 WT Het. Het. WT 30 [ 25 0.73
Yavas |C.24K| 24 WT Het. Het. WT 32 | 32 0.34
Yavag [C.25K| 20 WT Mut. WT WT 14 | 20 0.51
Yavas [C.26.K| 16 Het. Het. WT WT 31 ["22 0.30
Yavag [C.28. K| 45 Het. Het. WT WT 22 | 31 0.23
Yavas |C30K| 19 Het. Het. Het. WT 34 | 28 0.49
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4.1. TARTISMA

Farmakogenetik biliminin amaci, kalitsal risk faktorlerinin advers ilag
reaksiyonlarinin olusumununa etkisini incelemek ve advers reaksiyonlarin
meydana gelebilecedi hastalari 6nceden belirleyerek bu hastalar igin risksiz
tedaviler dizenlenmesini saglamaktir.

ADR' ler sik gorilmekle beraber mali ydonden de ciddi masraflara neden
olmaktadirlar. Ozellikle tuberkiiloz, epilepsi ve kanser gibi tedavisi uzun
sliren hastaliklar icin ADR’ ler blytk problem olusturmaktadirlar. Amerika’ da
1969-1996 yillan arasinda yapilan 39 galismada advers ilag reaksiyonlari
gorulme sikhgr ortalama % 6.7 olarak bulunmus ve ADR’ lari sebebiyle
hastane masraflarinin % 15 arttigi belirlenmistir (78).

Tuberkiiloz tedavisinde birden fazla ilacin kombine olarak uzun stre
kullanilimasi ve bu ilaglarin karaciger Uzerine toksik etkilerinin olmalar
nedeniyle meydana gelen ilaca bagli hepatotoksisite tedaviyi aksatan ciddi
bir problemdir. ilaglarin neden oldugu hepatotoksisite mekanizmasinin iyi
anlagiimasi ve risk faktorlerinin belirlenmesi, ciddi reaksiyonlara neden olan
karaciger hastaliklarinin 6nlenmesine yardimci olabilir. Bu konuda yapilan
birgok c¢alismada, hepatotoksisiteye neden olan risk faktorleri; asetilator
fenotipi, yas, cinsiyet, vicut agirhgi, alkol alimi, hastaligin derecesi ve hepatit
B enfeksiyonu olarak rapor edilmistir (9, 14, 23, 35, 44, 45, 64, 74, 93, 94,
109, 110, 125, 136, 149, 151). Bu risk faktorlerinin arasinda en 6nemlisi
asetilator fenotipidir ve hepatotoksisiteye etkisi yillardir tartigilmaktadir (23,

45, 64, 93, 94, 109, 110, 125, 151).



Hepatotoksisiteye en ¢ok neden olan antitiberkiloz ilag izoniazid
karacigerde 6nce NAT2 enzimi ile astilizoniazid’ e donustaralir (94) ve
burada hizla monoasetilhidrazin’ e hidrolizlenir. Daha sonra Sitokrom P450
2E1 enzimi ile asetildiazen, asetilonium ion, asetilradikal ve keten gibi toksik
ara bilesiklere okside edilir (35, 120). Bu ara bilesiklerin hepatotoksisiteye
neden olduklar dustnulmektedir (30, 77, 94). Yavas asetilator fenotindeki
NAT2 enzimlerinde monoasetil hidrazinin gok yavas asetillenmesi nedeniyle
toksik metabolitler birikir. llag metabolizmasindaki bu proses, daha énceki
calismalarda rapor edilmis olan yavas asetilatorlerin  ilaca bagl
hepatotoksisite gelismesine yatkin olmalari goristnt desteklemektedir (23,
44,109, 110, 125).

NAT2 fenotipi yas, cinsiyet, diyet, alkol ve sigara aligkanligi, gevresel
kirleticiler, karaciger fonksiyonlari, ilag kullanimi ve comorbid hastaliklardan
etkilenebilmektedir (81, 105, 118, 119, 154, 155). Dapsone ile asetilasyon
aktivitesi olgulerek, giunden giine yaklasik % 10 farklik gosterdigi rapor
edilmigtir (118). Zielinska ve arkadaslari, trimethoprim-sulfamethoksazol’ e
hipersensivitenin belilenmesi icin NAT2 genotiplemesinin fenotip analizinden
daha iyi oldugunu gostermislerdir (155). Farkli fenotipleme methodlari
arasinda farkli cut off noktalarinin bulunmasi sebebiyle dogruluklarinin
karsgilastinimasi oldukga zordur (23, 44, 45, 64, 93, 94, 109, 110, 125, 151).
NAT2 genotiplemesi yapilarak asetilator fenotipinin  belilenmesi bu
zorluklarin giderilmesini saglayabilir.

Mitchell ve arkadaslari ile Yamamoto ve arkadaslarinin yaptiklari
calismalarda hizl asetilatorlerin antitliberkiloz ilag kaynakli hepatotoksisite
gelismesine daha yatkin olduklari belirtiimistir (93, 94, 151). Fakat yapilan
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diger c¢aligmalarda hizli asetilleyicilerin yerine yavas asetileyicilerin
hepatotoksisite gelismesine daha yatkin olduklari rapor edilmistir (23, 44,
109, 110, 125). Asetilator durumu ve antitiberkiloz ilag kaynakli
hepatotoksisite arasindaki iliskinin anlasiimasi ciddi sonuglara neden olabilen
hepatotoksisitenin 6nlenmesine yardimci olabilir. Ancak anlasiimasi giig olan
bu konu hala belirsizligini korumaktadir.

Hein ve arkadaslari, 16 farkli insan rekombinant NAT2 alelinin N-
asetilasyon, N-hidroksiarilamin O-asetilasyon ve N-hidroksiarilamid N, O-
asetilasyon katalitik aktivitelerini Escherichia coli bakterisinin ekspresyon
sisteminde ¢alismislardir. Sonugta, NAT2*5A, *5B ve *5C (T341C) alellerinin
rekombinant NAT2 alloenzimlerinin sentezlenmesine neden olarak, O- ve N,
O-asetilasyon vyolu ile N-hidroksiarilaminlerin ve N-hidroksiarilamidlerin
metabolik aktivasyonunu oldukga azalttigini belirlemiglerdir. NAT2*14A, *14B
(G191A) ve NAT2*6A, *6B (G590A) alellerinin ise enzim aktivitesi hafiflemis
NAT2 alloenzimlerinin sentezlenmesine neden oldugunu; NAT2*7A/B alelinin
sentezledigi rekombinant enzimin aktivitesinde ise gok az fakat dikkate deger
bir duslis oldugunu belirlemislerdir (50).

Huang ve arkadaslari NAT2*5A, NAT2*6A, NAT2*7A polimorfizmlerini
analiz ederek yaptiklari galismanin sonucunda, yavas asetilatorlerin % 26.4°
inde, hizli asetilatérlerin ise % 11.1" inde hepatotoksisite gelistigini rapor
etmiglerdir (p=0.13). Bu cgalismada en az 2 mutant alelin varligi yavas
asetilatér, 1 yada 2 wild type alelin varligi hizli asetilatér olarak
siniflandinimistir. Orta asetilatér siniflandirmasi yapilmamistir (60).

Ohno M. ve arkadaslarinin yine NAT2*6A, NAT2*6A, NAT2*7A
polimorfizmlerini saptayarak yaptiklari bir galismada da hizli asetilator fenotip
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ile karsilastirildiginda, hepatotoksisite riski orta asetilatorlerde 4.0 (95% CI
1.94-6.06), yavas asetilatorlerde ise 28.0 (95% CI 26.0-30.0) olarak
saptanmistir (103).

Bu sonuglara benzer olarak, Hiratsuka ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada, advers ilag reaksiyonu gorilme sikligi yavas asetilatorlerde
% 83.30, orta asetilatorlerde % 2.40 ve hizl asetilatorlerde % 0 bulunmustur
ve bu yuzden yavas asetilatorlerde izoniazidin standart dozunun (300
mg/gun) kullaniimasinin ilaca bagli toksisite gelismesi agisindan yuksek risk
tasidigi rapor edilmistir (57).

Bizim calismamizda NAT2*5A, NAT2*6A, NAT2*7A/B ve NAT2*14A
polimorfizmlerinin tek baslarina hepatotoksisiteye etkisi dederlendirildiginde,
sadece NAT2*6A igin istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Ancak
dért polimorfizm de g6z oninde bulundurularak asetilasyon fenotipleri
belirlendiginde ve fenotipler ile hepatotoksisite arasindaki iligki
karsilastinildiginda sonuglar oldukga anlamh bulunmustur (p<0.05). Yavas
asetilleyici fenotipte hepatotoksisite orani diger fenotiplere gore oldukga
ylksek saptanmistir (Yavas Asetilator: % 76.60, Orta Asetilator: % 13.30,
Hizli Asetilatér: % 10.00). Bu oranlar Hiratsuka ve arkadaslarinin buldugu
sonuglarla uyum gostermektedir (57).

Calismamizda mutant polimorfizme sahip oldugu halde hepatotoksisite
gelismeyen olgular belirlenmistir. Kontrol grubundaki 70 hastadan 11’ inde
(% 15) mutasyon saptanmig fakat hepatotoksisite gelismemistir. Bunun
sebebi oldukga polimorfik olan NAT2 genindeki diger polimorfimzlerin hizli
asetilatér fenotipi olusturmus olabilecegi ile agiklanabilir. Bunun farkh
polimorfizmlerden kaynaklanip kaynaklanmadiginin belilenmesi igin diger
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polimorfizmlerin de arastirimasi yerinde olacaktir. Ornegin, NAT2*12 ve
NAT2*13 genotiplerinin, N-, O- ve N, O- asetiltransferaz aktivitelerinin
oldukga vyiiksek oldugu ve hizli asetilator fenotipini olusturduklari
belirlenmistir (50, 51, 102). Mutant NAT2*5A, NAT2*6A veya NAT2*A/B
genotipine sahip oldugu halde hepatotoksisite gelismeyen hastalarda
NAT2*12 ve NAT2*13 polimorfizmleri wild type genotipte olabilir.

Asetilasyon fenotipi birgok faktdrden etkillenebilen oldukga kompleks bir
prosestir. [zoniasid metabolimasinda gérevli diger enzim sitokrom P450 2E1’
inde hepatotoksisite gelisiminde etken olabilecedi Huang ve arkadaslarinin
bir ¢alismasinda rapor edilmistir (59). Bu calismada homozigot wild type
CYP2E1 (c1/c1) genotipinde hepatotoksisite gelisme riskinin arttigi
saptanmigtir. CYP2E1 genotipi ile NAT2 asetilatér fenotipinin birlikte
hepatotoksisite gelisimine etkisi incelendiginde; CYP 2E1 c1/c2 yada c2/c2
genotipi ile NAT2 hizl asetilator fenotipinin birlikteliginde hepatotoksisite riski
3.94 bulunmugken, CYP 2E1 c1/c1 genotipi ile NAT2 hizli asetilator
fenotipinin birlikteliginde bu risk 7.43 olarak belirlenmistir.

Huang ve arkadaslarinin yaptiklari galismada AST, ALT ve total
bilirubin degerlerinin, yavas asetilleyici fenotipe sahip hepatotoksisiteli
hastalarda daha gok arttigi g6zlenmistir (60).

Calismamizda hepatotoksisite sirasinda ylkselmis olan karaciger
fonksiyon testlerinin ortalama pik degerleri, hizli, orta ve yavas asetilator
fenotipleri arasinda karsilatirildiginda, ALT igin istatistiksel olarak anlamli
bulunmusken, AST, total bilirubin ve yas igin anlaml bir fark bulunmamistir.

Daha once vyapilmis cahsmalarda bilesik heterozigot genotipinin
hepatotoksisite gelisimine etkisi tartisilmamistir. Ancak bizim ¢alismamizda 4
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polimorfizm arasinda bilesik heterozigotluk bulunmasininda hepatotoksisiteye
yatkinlik olusturdugu dustnalmistir. Kontrol grubunda 7 (% 10.00), hasta
grubunda ise 12 (% 40.00) kisinin NAT2*5A ve NAT2*6A polimorfizmleri igin
heterozigot genotipte oldugu belirlenmistir ve hepatotoksisite ile iligkisi
kargilagtinldiginda sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Bununla birlikte, ¢aligma grubundan 2 kiginin NAT2*5A, NAT2*6A ve
NAT2*7A/B polimorfizmleri igin heterozigot genotipte oldugu belirlenmisgtir.
Kontrol grubunda ise her U¢ alel iginde heterozigot genotipli hasta
bulunmamigtir. Ancak (¢ heterozigot polimorfizmin  bulunmasinin
hepatotoksisiteye neden oldugunun sOylenebilmesi igin hasta sayisinin
arttirlmasi gerekmektedir.

Tuberklloz tedavisi géren hastalarda hepatotoksisitenin izoniazid
tedavisinin 4-8. haftasinda ortaya ¢iktigi bildiriimektedir (92, 133). Yurdakul
ve arkadaglarinin yaptiklari bir calismada enzim ylksekliginin tedavi
baglangicindan ortalama 11 gin sonra ortaya ciktigi ve ortalama 11 gin
sonrada normale déndigu saptanmigtir (152).

Ursavag ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, tedavinin baslangici ile
hepatotoksisite gelismesi arasinda gegen sure 11.917.6 (5-20) gun,
transaminazlarin normale dénme siresi ise 8.25£5.13 (2-20) gilin olarak
saptanmigtir. Ayrica, oigularnn % 80’ inde hepatotoksisitenin tedavinin ilk 15
gunu igerisinde gelistigi belirlenmigtir (138).

Yapilan galismalarda tedavi baglangici ile hepatotoksisite geligmesi
arasinda gegen sire 13-21 glin arasinda degisirken, tekrar tedaviye donme

slresi 17.5-18.8 glin arasinda bulunmustur (72, 107, 134).
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Bizim ¢aligmamizda, hepatotoksisitenin tedavi baglangicindan ortalama
14.96+7.73 gun sonra ortaya ciktigi ve tedavisi kesilen bu hastalarin
ortalama 10.761£10.34 glin sonra enzimlerinin normale déndigl saptanmigtir.
Elde ettidimiz bu sonuglar yapilan diger ¢alismalarla uyum géstermektedir.

Hepatotoksisite gelismesinde risk faktérlerinden biri olarak ileri yas
gosterilmektedir. Bunun nedeni, 6zellikle 50 yasin Uzerinde, sitokrom P450
aktivitesinin, renal fonksiyonlarin ve ilaglarin yarilanma émriiniin azalmasina
baglanmaktadir (109, 133).

Yurdakul ve arkadaslarinin yaptiklari galisma da yas ve hepatotoksisite
gelismesi arasindaki fark anlamli bulunmamistir (152).

Bizim galismamizda hepatotoksisite gelismeyen grupta yas ortalamasi
37.3+14.01, hepatototoksisite gelisen grupta ise 39.8414.70 olarak
bulunmustur ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamamigtir.

Bu konu ile ilgili dedisik bir sonug elde edilen Ungo ve arkadaslarinin
yaptiklari bir galismada ise 35 yasin altinda hepatotoksisite oraninin daha
fazla oldugu goérilmis ve bu durum HIV enfeksiyonu ile birliktelige
baglanmistir (137).

Cinsiyet ve hepatotoksisite riski arasindaki iligki degerlendirildiginde,
kadinlarda hepatotoksisitenin daha sik gorlldiga ¢alismalar bildirilmistir (2,
24, 99, 126, 135). Bunun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, oral
kontraseptiflere ve postmenapoz dénemde olmalarina badlanmigtir. Utkaner
ve arkadaglarinin galismasinda hepatotoksisite ile yag ve cinsiyet arasinda
iliski saptanmamigtir (140). Ortakdyli ve arkadaslarinin galismasinda ise
hepatotoksisite sikligi kadinlarda anlamli olarak daha yiiksek bulunurken, yas
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ile hepatotoksisite arasinda anlamli bir iliski saptanmamisgtir (107). Yapilan
diger galigmalarda da hepatotoksisitenin kadinlarda daha sik géruldiigine
iliskin bulgu yoktur (109, 134).

Bizim galismamizda ise fenotipi hizli asetilleyici olan erkeklerde hig
hepatotoksisite olgusuna rastlamadigimiz halde, hizli asetilatér fenotipindeki
kadin hastalarin 3’ tnde (% 20) hepatotoksisite geligmistir. Hizli asetilleyici
olduklari halde hepatotoksisite geligsen bu lg¢ kadin hastadan H.16.K numarali
66 yasindaki olguda, tedavinin 15 ve 38. glinlerinde iki kez hepatotoksisite
gelismistir. H.23.K numarali 33 yagindaki ikinci kadin olguda tedavinin 30.
giininde baglayan hepatotoksisite tam 50 giin devam etmis ve serum ALT
degeri normalin 13 katina kadar yUkselmigtir. Hastanin hepatit markerlari ve
tum batin ultrasonu degerlendirilerek toksik hepatite neden olabilecek viral ve
organikl nedenler ekarte edilmis ve ilaca bagli hepatotoksisite teshisi
konmustur. Hizli asetilleyici fenotipe sahip olduga halde hepatotoksisite
gelisen H.27 K numarall olguda tedavinin 6. glinii baglayan hepatotoksisite
yalnizca 6 gun surmis ve tekrarlamamigtir. Bu sonuglar g6z &énlnde
bulunduruldugunda, kadinlarda asetilasyon fenotipininin gevresel etkenlerden
veya bagka faktdrlerden daha gok etkilendidi dugtnulebilir.

Cross ve arkadaglarinin genig serili bir galigmasinda alkol kullananlarla
kullanmayanlar arasinda hepatotoksisite gelismesi agisindan herhangi bir
fark olmadigi, tedavi 6ncesinde ve tedavi boyunca, tedavide herhangi bir
dedisiklije neden olmayacak AST ylkseklikleri goruldugu belirtilmistir (19).
Yurdakul ve arkadaglari yaptiklari galismada alkol kullanan ve kullanmayan
hastalar arasinda, hem hepatotoksisite gelismesi agisindan hem de KCFT
ylksekligi agisindan herhangi bir fark olmadigi rapor edilmigtir (152).
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Bizim yaptigimiz calismada da alkol kullanimi ile hepatotoksisite
gelisme riski arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamigtir.

Taberkiiloz tedavisi sirasinda hepatotoksisite gértilmesi malnitrisyon,
gegirilmis hepatit dyklsu, kronik karaciger hastaligi ve DM gibi bazi viral ve
metabolik hastaliklara da baglanmigtir (2, 19, 72, 75, 92, 99, 109, 137).
Yurdakul ve arkadaglarinin yaptiklari ¢ahsmada DM’ li oldudu saptanan
toplam 17 hastanin 2’ sinde (% 11.8), DM saptanmayan 168 hastanin 19’
unda (% 11.3) hepatotoksisite geligmistir ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (152).

Bizim caligmamizda da Yurdakul ve arkadaglarinin yaptiklari ¢aligmayi
destekleyen sonuglar elde edilmis, DM ve hepatotoksisite gelisme riski
karsilastinildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli  bir fark
bulunmamistir (p>0.05).

Delomenie ve arkadaglarinin yaptiklari bir g¢aligmada NAT2*5A
polimorfizminin Kanada, Amerika ve Afrika’ da oldukga sik gortltrken, Dogu
Ulkelerinde ¢ok nadir bulundugu, diger yandan, NAT2*7B alelinin Dogu
tlkelerinde sik gorilirken, beyaz irkta ¢gok nadir ortaya ¢iktgi, NAT2*14’ Uin
ise hem Amerika’ II hem Afrika yerlilerinde sik gorlltrken, diger etnik
gruplarda gok nadir gérildaga bildirilmistir (20).

Kore populasyonunda 1000 kiside NAT2*5A, *5B, *5C, *6A, *6B, *7A,
*7B, *12A, *12C, *13, ve *19 polimorfimleri analiz edilerek yapilan bir
caligmada asetilatdér oranlari; hizli % 42.8, orta % 46.9, yavas % 9.6 olarak
belirlenmistir. Beyaz irkta oldukga sik gértlen (% 40-46) NAT*5A, *5B alelleri

Kore populasyonunda % 1.5 olarak bulunmustur. Buna karsilik beyaz irkta
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oldukga az goriilen (%1-5) NAT2*7A alelilin Kore populasyonunda ki sikligi
%11.5 olarak rapor edilmistir (79).

Daha 6nce Tirk toplumunda NAT2 polimorfizmlerinin sikligi konusunda
yayinlanmig ¢ok fazla galisma bulunmamaktadir. Aynaciodiu ve
arkadaglarinin 1997 yilinda Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’ nde 303 hastada
yaptiklari bir galigmada, NAT2*5A: % 1.3, NAT2*6A: % 30.5, NAT2*7B: %
4.5, olarak bulunmustur. Yavas asetilasyona neden oldugu dislnilen
genotip orani ise % 57.40 olarak rapor edilmistir (4).

Bizim galigmamizda ise NAT2*5A: % 49, NAT2*6A: % 50, NAT2*7A/B:
% 11 ve NAT2*14A: % 0.0 olarak bulunmustur. Tirk toplumunda yapiimig bu
iki calismada Ozellikle NAT2*5A polimorfizm sikhiginin oldukga farkh
bulundugu gorulmektedir. Bu farklihdin, calismanin yapildigi Ege ve Giliney
Dogu Anadolu populasyonlarinin farkli cografik bélgelerden gelen gogler ile
olugmasindan kaynaklandigi digtnldimektedir. Clinkii Gliiney Dogu Anadolu
Bolgesi populasyonunun biyik cogunlugu Orta Asya’ dan gelen géglerle,
Ege Bolgesi populasyonu ise daha g¢ok Yunanistan ve Bulgaristan gibi
batidan gelen géglerle olugsmustur. Delomenie ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada da NAT2*5A polimorfizminin dogu Ulkelerinde daha az goéruldagi
belirtilmigtir (20).

NAT2*14A polimorfizmine hi¢ rastlayamamig olmamizin, genel
populasyonda tahmin edilen sikliginin azli§i veya caligmamizdaki ornek
sayisinin azlig1 nedeniyle oldugu dislnilmektedir.

NAT2*5A, NAT2*6A, NAT2*7A ve NAT2*14A polimorfizmlerinin Ege

Bélgesindeki oranlarinin tam olarak beliflenmesi ve bulgularimizin daha net
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vurgulanmasi igin hasta sayisinin  arttirimasinin - gerekli  oldudu

distntlmektedir.
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5.1. SONUGC ve ONERILER

Calismamizda, Ege Bolgesi’ nde tliberkiloz tedavisi géren 100 hastada
N-asetiltransferaz 2 polimorfizmlerinden NAT2*5A, NAT2*6A, NAT2*7A/B ve
NAT2*14A’ nin hepatotoksisite gelisimine etkisi aragtinimigtir.

Elde edilen bulgularin de§erlendiriimesi ile asadida belirtilen sonuglara
ulagilmstir:

NAT2*6A ve NAT2*6A polimorfizmlerinin Ege Bélgesinde yasayan
bireylerde oldukga sik géruldtga saptanmigtir.

NAT2*14A polimorfizmi ise bu bolgede yasayan bireylerde hig
saptanamamigtir. Bu durumun galigtigimiz hasta sayisinin az olmasina veya
bu polimorfizmin sikliinin Ege Bolgesinde oldukga az olmasina bagh
olabilecegi dustintlmugtar.

NAT2 genotiplemesi sonuglarina goére hastalarin  fenotipleri
cikarildiginda, orta asetilatér fenotipinin Ege Bolgesinde yaygin olabilecegi
belilenmistir. Ancak galigtigimiz polimorfizmler igin orta asetilatér fenotipini
tastyanlarda hepatotoksisite oraninin yiksek olmamasi nedeniyle, bu
fenotipin asetilasyon aktivitesinin ¢ok fazla etkilenmedidi sonucuna
varilmigtir. Konunun tam olarak aydinlatimasi igin NAT2 genotiplemesi ile
birlikte direkt fenotipleme yéntemlerinden birinin kullanilarak g¢aligmamizin
desteklenmesi gerekmektedir.

Hepatotoksisite gelisen hastalarda yavas asetilatér fenotip orani
kontrollere gére oldukga yliksek siklikta goriimekte ve NAT2
polimorfizmlerini hepatotoksisite gelisiminde &nemli bir kalitsal risk faktord

olarak ortaya koymaktadir.



Yas, diabetes mellitus, alkol ve sigara kullaniminin hepatotoksisite
geligmesi ile iligkisinin olmadi§i sonucuna varilmigtir.

Caligmamiz, hepatotoksisite gelisme riski ylksek olan hastalarin
onceden belirlenebilmesi igin NAT2 polimorfizmleri analizinin klinik alanda
uygulanabilirligini géstermektedir. Ayrica, bu anlamda klinisyenlere tedaviye
baglanmasiyla birlikte polimorfizm analizlerinin yapilmasinin, hepatotoksisite

gelisme riski konusunda oldukga anlaml bir fikir verecedini vurgulamisgtir.
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6.1. OZET

llag kullanimina bagli olarak gelisen en yaygin karaciger hastalig,
antitiberklloz ilag kaynakli hepatotoksisitedir. Hepatotoksisite nedeni olan
baglica ilag izoniazid, NAT2 enzimi ile metabolize olmaktadir. Bununla
birlikte, polimorfik NAT asetilatér durumu ve antitiberkiloz ilag kaynakl
hepatotoksisite arasindaki iligki hala tartisiimaktadir.

Asetilatér durumunun antitiiberkiloz ilag kaynakh hepatotoksisite igin
risk faktoért olup olmadiginin belirlenmesi igin, tliberkiiloz tedavisi géren 100
hastada NAT2*5A, NAT2*6A, NAT2*7A/B ve NAT2*14A polimorfizmleri
caligiimigtir.

Tlberkiiloz tedavisi gbéren hastalardan, tedavi sirasinda yan etki
olarak hepatotoksisite gelisen 30 kisi ¢calisma grubu, dider 70 kisi de kontrol
grubu olarak siniflandilmigtir.

NAT2 polimorfizmleri analiz sonuclarina gore hastalar t¢ fenotipe
ayrimigtir. Dort polimorfizm igin de wild type genotipte olanlar hizl asetilator,
polimorfizmlerden birisi igin heterozigot genotipte olanlar orta asetilator,
birden fazla polimorfizm igin heterozigot veya herhangi birisi igin mutant
genotipte olanlar yavas asetilatér olarak siniflandinimiglardir.

Kontrol grubunda 14 (% 20) hastanin hizli, 37 (% 52.85) hastanin orta
ve 19 (% 27.10) hastanin yavasg asetilatdr fenotipte oldugu belilenmigtir.
Caligma grubundaki 30 hastadan 3’ Gniin (% 10) hizli, 4’ Gnin (% 13.30) orta
ve 23’ inlin (% 76.60) yavas asetilatér fenotipinde oldugu belilenmigtir.

Kontrol ve galigma grubu, hizli, orta ve yavas asetilatér fenotipleri

acisindan karsilastinldiinda, aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli



oldugu ve c¢alisma grubunda yavas asetilatér fenotipinin oldukga yiiksek
oldugu bulunmusgtur.

Sonug olarak, NAT2 genindeki polimorfizmler nedeniyle meydana gelen
yavag asetilatdr fenotipi antitliberkiloz ilag kaynakli hepatotoksisite igin risk
faktérudur. Yavas asetilatorler hizli asetilatériere oranla ciddi hepatotoksisik
reaksiyonlara daha yatkindirlar. Bu nedenlerle, tliberkilloz tedavisi géren
yavas asetilatdr fenotipindeki hastalarin serum aminotransferaz diizeylerinin

dizenli olarak takip edilmeleri gerekmektedir.

92



6.2. ABSTRACT

Antituberculosis drug-induced hepatotoxicity is one of the most
prevalent drug-induced liver injuries. Isoniazid is the major drug incriminated
in this hepatotoxicity. Isoniazid is metabolized by N-acetyliransferase 2.
However, the association of polymorphic NAT acetylator status and
antituberculosis drug- induced hepatotoxicity is debatable.

To determine whether acetylator status is a risk factor for
antituberculosis drug-induced hepatotoxicity, we genotyped NATZ2*5A,
NAT2*6A, NAT2*7A/B and NAT2*14A polymorphisms in 100 patients who
received antituberculosis treatment.

Of the 100 patients with tuberculosis, 70 patients who didn’t develop
hepatotoxicity were classified as control group, and 30 patients who were
diagnosed with antituberculosis-drug induced hepatotoxicity were classified
as working group.

NAT2 polymorphisms divided into three phenotypic groups according to
the obtained analytical results. Patients who were genotyped as wild type for
all of the four polymorphisms were classified as rapid acetylators. Whereas
who were heterozygous for one of the polymorphisms were classified as
intermediate acetylators, and those who were genotyped as mutant or
heterozygous for more than one of the polymorphisms were classified as
slow acetylators.

Among the 70 patients constituting the control group, 14 (% 20) patients
were found as rapid, 37 (% 52.85) as intermediate and 19 (% 27.10) as slow

acetylators. In contrast, among the patients constituting the working group, 3



(% 10) patients were found as rapid, 4 (% 13.3) as intermediate and 23 (%
76.7) as slow acetylators.

When the two groups were compared for their acetylator status, it was
found that the difference was statistically significant. The percentage of the
slow acetylator phenotype was very higher in the working group.

In conclusion, the slow acetylator status of NAT2 is a significant
susceptibility risk factor for antituberculosis drug induced hepatotoxicity.
Additionally, slow acetylators are prone to develop more severe
hepatotoxicity than rapid acetylators. Regular monitoring of serum
aminotransferase levels is mandatory in patients receiving antituberculosis

treatment, especially in slow acetylators.
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7.2. KISALTMALAR

A: Adenin

ACE: Angiotensin Converting Enzim
ADR: Adverse Drug Reaction

ALT: Alanin Transaminaz

Arg: Arjinin

Asn: Asparajin

ASO: Alel Spesifik Oligoniikleotid
Asp: Aspartik asit

AST: Aspartat Transaminaz

bp: Baz gifti

C: Sitozin

Cys: Sistein

Del: Delesyon

DM: Diabetes Mellitus

DNA: Deoksirionlkleik asit

dsDNA: Gift iplikli DNA

EDTA: Etilen Diamin Tetraasetik Asit
FRET: Fluorescence Rezonans Enerji Transferi
G: Guanin

GIn: Glisin

Glu: Glutamin

G6PDH: Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz
HCV: Hepatit C Virlsu

ins: Insersiyon



lle: Izolésin

kb: Kilobaz

KCFT: Karaciger Fonksiyon Testleri
LC: LightCycler

LED: Light Emitting Diode

Leu: L3dsin

Lys: Lizin

NAT: N-Asetiltransferaz

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Phe: Fenilalanin

Pro: Prolin

RE: Restriksiyon Enzimi

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
RLB: Reverse Line Blot

SNP: Single Niikleotid Polymorphism
T: Timin

Thr: Threonin

Tm: Erime Sicakligi

Trp: Triptofan

Val: Valin
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