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1. GIRiS

1.1. Ksenobiyotiklerin Metabolizmasi

Genel olarak metabolizma “hayatin devami icin gerekli olan ve organizmada olusan
tiim kimyasal reaksiyonlar” olarak tanimlanabilir. Diger taraftan bir organizma i¢in
yabanci olan kimyasal maddelerin (ksenobiyotiklerin) kimyasal degisimleri de
“metabolizma” olarak tanimlanirsa da biyotransformasyon bu anlamda daha uygun

bir terim olmaktadir.

Yabanci kimyasal madde biyotransformasyona ugramadan once ister biyolojik aktif
ana madde olsun, isterse biyolojik aktivitesi olmasin organizmada degisik enzimatik
reaksiyonlarla degisik etki gosteren metabolitlere doniisiir ve sonra da konjugasyonla
inaktif hale gecerek atilir. Lipitte ¢oziinen apolar kimyasal maddelerin enzimatik

reaksiyonlarla daha polar metabolitlere doniismeleri ile atilimlar1 kolaylasir.

Genel olarak bir ksenobiyotik veya metabolitin biyotransformasyon sonucu
toksisitesi azaliyor veya ortadan kalkiyorsa bu olaya detoksikasyon veya
detoksifikasyon denilmektedir. Bazen de, kimyasal maddenin biyotransformasyonu
ile cok aktif ara metabolitler olusabilir. Bu olaya ise toksikasyon veya

biyoaktivasyon denir (Toksikoloji, 1984)..

1.2. Biyotransformasyonun Yer Aldig1 Organlar

Yabanci kimyasal maddelerin biyotransformasyonunu kataliz eden baslica enzimler
karacigerde yerlesmislerdir. Bu nedenle karacigerin, kan dolagimi ile karacigere
gelen kimyasal maddeleri depolanma, dagilim ve safra ile atilimlarindan Once

metabolize etme kapasitesi ¢ok fazladir. Ayrica biyotransformasyon karaciger



diginda sinirli olmak iizere akciger, bobrek ve bagirsakta; daha da sinirh olarak deri,

testis, plasenta ve adrenal bezde gerceklesebilir.

1.3. Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyon mekanizmalar iki kisimda toplanabilir;

1- Birinci faz reaksiyonlari

2- Ikinci faz reaksiyonlari

Birinci ve ikinci faz biyotransformasyon mekanizmalarinda rol oynayan enzimler ve

reaksiyon tipleri Cizelge 1.1 ve Cizelge 1.2° de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Faz I reaksiyonlari ve rol oynayan enzimler (Toksikoloji, 1984)

Reaksiyon Tipi Enzimler

1. Yiikseltgenme Sitokrom P450 (CYP)’ ler
Ksantin oksidaz
Peroksidazlar
Aminooksidaz
Dioksijenaz

Stiperoksit dismutaz

2. Indirgenme Sitokrom P450 (CYP)’ ler
Ketorediiktaz

Glutatyon peroksidazlar

3. Hidroliz Epoksit hidrolaz
Karboksiesteraz

Amidazlar




Cizelge 1.2. Faz Il reaksiyonlari ve rol oynayan enzimler (Toksikoloji, 1984)

Reaksiyon Tipi Enzimler
1. Konjugasyon Glukronil transferaz
Reaksiyonlar1 Siilfonil transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST)
Glukozil transferaz

Tiyol transferaz

2. Diger O, N, S-metiltransferazlar
Metilasyon N-asetiltransferaz
Asetilasyon Aciltransferaz

Siilfotransferaz

Birinci fazda genellikle lipitte ¢oziiniir ksenobiyotikler daha polar molekiiller haline
gecerler, ikinci fazda ise endojen maddelerle birlesen bu polar metabolitler inaktif

olarak eliminasyona ugrarlar (Toksikoloji, 1984).

1.4. Glutatyon ve Glutatyon S-Transferaz (GST)’ lar

1.4.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH) glisin, sistein ve glutamik asitten olugmaktadir (Caserett ve Doull’
s, 2005). Sekil 1.1’ de de goriildiigii gibi y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin tripeptidi
yapisindadir ve bircok biyokimyasal yolakta gorev almaktadir (Josephy ve ark.,
2006).
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Sekil 1.1. Glutatyonun kimyasal yapisi (Molecular Toxicology, 2006).

GSH, memeli hiicrelerinde en sik rastlanan diisiik molekiil agirlikli tiyoldiir ve
hiicrede bircok 6nemli fonksiyonu bulunmaktadir. GSH, koruyucu role sahiptir ve
gorevi hiicresel hedefleri oksidatif ve elektrofilik kimyasallara kars1 savunmaktadir

(Molecular Toxicology, 2006).

GSH’ 1 en 6nemli kimyasal grubu siilfidril (ya da tiyol) grubu olan -SH’ dir. Siilfiir
atomunun c¢ekirdegi etrafindaki elektron bulutu olduk¢a polarize olup GSH’ 1n
iyonize tiyollii formu elektrofilik kimyasal bilesiklerin reaksiyonlar1 i¢in iyi bir
niikleofildir. Substratlarin elektrofilik karbon, oksijen, nitrojen veya siilfiir atomlar1
glutatyonun siilfidril grubu ile reaksiyona girmekte ve GSH ile konjugasyon

sonucunda tiyoeter yapisinda maddeler olusmaktadir (Parkinson, 2003).

Cilutarmnat

ATP
i Hsstem

ADP+P

v- Glutamilsistern

ATP
=<———1 Cilizin

ADP+P

Glutatyon

Sekil 1.2. Glutatyonun Sentezi



Sekil 1.2° de goriildiigii gibi glutatyon sentezinin birinci basamaginda glutamik asit
ve sistein y-glutamin sistein sentaz enzimi aracilifiyla peptid bagi olusturur. Bu
sekilde y-glutamin sistein yapis1 olusur. Ikinci basamakta ise, olusan bu yapiya
glutatyon sentaz enzimi araciligiyla glisin amino asidi peptid bagi ile baglanir ve

sonunda glutatyon olusur.

GSH karacigerde olusur, safrayla veya merkaptiirik aside doniiserek bobreklerden

atilir.

GSH ayrica, glutatyon peroksidaz igin bir kofaktordiir. GSH eksikligini lipid
peroksidasyonu arttirir. Yapilan in vivo ¢alismalarda, hepatositlerde GSH havuzunun
titkenmesinden sonra, lipid peroksidasyonunun arttig1, olusan peroksitlere karsi1 GSH

peroksidazlarin koruyucu etkisinin oldugu goriilmiistiir (Parkinson, 2003).

GSH eksikligi, total GSH’ 1n %20-30’ u civarinda olursa, hiicre hasar ve oliimiiyle

sonuclanan olaylar goriilebilir (Reed, 1984).

1.4.2. GST

1.4.2.1. Tanim

Sitozolik GST’ ler her bir {iinitesi 25 kDA molekiiler agirliga sahip dimerik
proteinlerdir. Bu dimerik enzimin her bir alt {initesi iki ayr1 fonksiyonel bolgeden
olusmus bir aktif boliime sahiptir: fizyolojik substrat GSH’ 1 baglandig1 hidrofilik
G-bolgesi ve ona komsu elektrofilik substratin baglanmasi i¢in hidrofobik ortam

olusturan H-bolgesi (Armstrong, 1997).

GST’ ler insanda bir¢ok dokuda bulunup cok islevli ve genis spektrumlu substrat

ozgiilligi olan enzimlerdir (Jacoby, 1980). Bu 6zelligi ile GST’ ler hem ekzojen,



hem de endojen kaynakli olabilen cok miktarda elektrofilik molekiiliin
metabolizasyonunda gorev alan Onemli bir enzim ailesidir. GST ler GSH’ 1n
siilfidril grubunu aktive ederek elektrofilik substrat (ki bu elektrofilik substratin
elektrofilik fonksiyonel grubu C, N veya S olabilir) iizerine niikleofilik atak

yapilmasini katalizlerler. (Armstrong, 1997)

GST’ ler memelilerde, boceklerde, baliklarda, bitki ve bakterilerde yaygin olarak
bulunurlar (Hayes ve Pulford, 1995). Memelilerde en ¢ok sitozollerde bulunsalar da,
mitokondri ve mikrozomda da bulunduklar1 gosterilmistir (Andersson ve ark., 1994;

Jakobsson ve ark., 1996; Pemple ve ark., 1996).

Enzimin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu organlar testis, karaciger, bobrek,

bagirsak ve adrenal bezlerdir (Parkinson, 2003).

1.4.2.2. GST’ lerin Detoksifikasyondaki Rolii

GSH sentezi ve bu sistemde gorev alan enzimler bir¢ok anti-kanser ilacin
inaktivasyonuna veya detoksifikasyonuna dogrudan karismaktadir (Gulick ve ark.,

1995; Shen ve ark., 1997).

Ornegin, platinyum bazli bilesikler ve alkilleyici ajanlar kanser tedavisinde
kullanilan onemli ilaglardir. Bu ilaclar baslica GSH sistemi vasitasiyla inaktive

edilmektedir.

Glutatyon S-transferazlarin katalizledigi en genel reaksiyon Sekil 1.3° de

gosterilmektedir.



R-x+ GESH— R-5G + XH

o sG

_NO, NO,

+G5H — + Hil

NO, NO,

1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNE)

Sekil 1.3. CDNB’ nin GST’ ler ile biyotransformasyonu

1.4.2.3. GST’ ler Aracihig ile Aktivasyon

Detoksifikasyonda 6nemli rol oynayan GST’ lerin dihaloalkanlar ve haloalkenler gibi

baz1 karsinojenleri aktive ettikleri de bilinmektedir.

Buna oOrnek olarak; 1,2-dibromoetan, metilenkloriir ve heksakloro-1,3-butadien

verilebilir.

1,2-dibromoetan’in GST aracili aktivasyonu Sekil 1.4” de gosterilmistir.

S
/N

BrCH,CH,Br + GSH — BrCH,CH,SG — H,C — CH, + Br’

1.2-dibromaostan Episiilfonyum iyonu

Sekil 1.4. Episiilfonyum iyonunun olusumu



Episiilfonyum iyonunun olugmast su, GSH ve DNA’nin guanin bazi gibi

niikleofillerle etkilesmesi anlamina gelmektedir.

1.4.2.4. GST’ lerin Substratlar:

4-hidroksi-2-nonenal gibi endojen yag asidi oksidasyonu {iriinleri, kanser
kemoterapisinde kullanilan cis-platin, insektisit olarak kullanilan DDT ve etilenoksit
gibi cok sayida cevresel karsinojen ve toksik bilesik GST’ lerin substratlarindandir.
Cizelge 1.3’ de GST’ lerin substratlar1 detayli olarak gosterilmektedir (Eaton ve ark.,
1999).

Cizelge 1.3. GST’ lerin substratlar1 (Eaton ve ark., 1999)

Cevresel Pestisidler ilaclar Endojen Molekiiller
karsinojenler

Stiren oksit Lindan Cis-platin 4-Hidroksi-2-nonenal
4-Nitrokinolin oksit Alaklor Klorambusil | Kolesterol-5,6-oksit
Akroleyn Atrazin Siklofosfamit | Adenin propenal
Hekzaklorobutadien DDT Tiyotepa 9-Hidropeksi-linoleik asit
Trikloroetilen Metil paration | Fosfomisin Dopaminokrom

Metilen kloriir Adriamisin Katesol estrojenleri
Etilen oksit Nitrogliserin

1.4.2.5. GST’ lerin Simiflandirilmasi

GST’ lerin her bir sinifi arasindaki aminoasit dizilimi benzerligi % 50’ den fazla,
farkli simiflar arasindaki aminoasit dizilimi benzerligi ise % 30’ un altindadir

(Mannervik ve ark., 1992).



GST’ ler Cizelge 1.4’ de de goriildiigii gibi sekiz sinifa ayrilirlar.

Cizelge 1.4. GST’ lerin simiflandirilmasi, gen lokuslart ve kromozomal yerleskeleri

(Molecular Toxicology, 2006)

Enzim Adi Sinifi Gen Lokusu Kromozom Banti
GST Al-1 Alfa GSTALI 6pl2
GST A2-2 GSTA2

GST A3-3 GSTA3

GST A4-4 GSTA4

GST M1-1 Mii GSTM1 Ip13
GST M2-2 GSTM2

GST M3-3 GSTM3

GST M4-4 GSTM4

GST M5-5 GSTMS

GSTP1-1 Pi GSTP1 11q13
GSTTI-1 Teta GSTT1 22q11.2
GSTT2-2 GSTT2

GSTK1-1 Kapa GSTK1 7q35
GSTZ1-1 Zeta GSTZ1 14q24.3
GSTOI-1 Omega GSTOl 10q24.3
GSTO2-2 GSTO2

PGD2/GSTS1-1 Sigma PGD2 4q22.3

Bunlardan GSTK mitokondriyel ve peroksizomal olup digerleri sitozoliktir (Board ve

ark., 2000; Strange ve ark., 2001; Ladner ve ark., 2004; More ve ark., 2004).
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1.4.2.6. GST’ lerin Gen Polimorfizmleri

Yapilan  biyokimyasal calismalar  karsinojenik ve  toksik  bilesiklerin
metabolizasyonunda  bireysel farkliliklar  oldugunu ortaya  koymaktadir.
Biyotransformasyonda gozlemlenen genis bireysel farkliliklar bu ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin genetik  polimorfizmleri ile
aciklanmaktadir. Epidemiyolojik calismalar cesitli hastaliklar ve kanser riskinin
artmast ile Glutatyon S-transferaz genlerinin spesifik alelleri arasinda iligki oldugunu
gostermektedir (Ivaschenko ve ark., 2002; Mattey ve ark., 2002). Cizelge 1.5’ de

GST izozimlerinin polimorfik 6zellikleri belirtilmistir (Strange ve ark., 2001).

Cizelge 1.5. GST izozimleri ve polimorfik 6zellikleri

izozim Polimorfik Ozellik
GST-A (o) Polimorfik

GST-M (n) Polimorfik

GST-P (m) Polimorfik

GST-T (0) Polimorfik

GST-Z () Polimorfik

GST-S (o) Polimorfik oldugu siipheli
GST-O (o) Polimorfik

GST-K (k) Polimorfik oldugu siipheli
1.4.3. GST Omega (GSTO)

GSTO son yillarda bulunmustur (Board ve ark., 2000). Insanda Omega sinifi GST,
GSTOI1 ve GSTO2 ve bir de psddo GSTO3P olmak iizere ii¢ gen icermektedir
(Whitbread ve ark., 2003).
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1.4.3.1. GST Omega 1 (GSTO1)

1.4.3.1.1. GSTOY’ in Yapisi
34 109 223 09 107 154
L] I | | I
[ I I
201 4308 3181 3005 1061

Sekil 1.5. GSTO1” in gen yapisi (Whitbread ve ark., 2003)

GSTOL1; 6 ekzondan olusmaktadir (Sekil 1.5). Karakteristik bir GST kivrimi ve C
ucuna oldukc¢a yakin farkli bir N terminal uzantis1t mevcuttur. Diger sitozolik GST’
lerin aksine GSTO’ nun aktif bolgesinde digerlerinde bulunan tirozin veya serin

yerine sistein bulunmakta olup GSH ile disiilfid bagi1 kurabilmektedir (Girardini ve

ark., 2002).

1.4.3.1.2. GSTOY’ in Substratlar:

Rekombinant GSTO1’ in substratlart Cizelge 1.6’ da gosterilmektedir (Board ve
ark., 2000).

Cizelge 1.6. GSTO!’ in gesitli substratlar ve enzimler ile aktiviteleri (Board ve ark., 2000)

Substrat/Enzim Spesifik Aktivite(umol/dk/mg)
1-kloro-2,4-dinitrobenzen 0,18 + 0,006
7-kloro-4-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol 0,05 + 0,004
p-nitrofenilasetat 0,06 + 0,012
trans-Oktenal 0,03 + 0,006
trans-Nonenal 0,03 + 0,003
Dehidroaskorbat rediiktaz 0,16 + 0,005
Tiyol transferaz 2,92 + 0,120




1.4.3.1.3. GSTOY’ in insan Dokularndaki Dagilim

GSTO1’ in insanlardaki dokusal ve hiicresel mRNA ve protein ekspresyonlarinin
diizeyi ve dagilim1 Northern Blot ve immiinohistokimyasal yontemlerle saptanmistir

(Board ve ark., 2000). Bu yontemle ortaya konulan ekspresyon diizeyleri Cizelge

1.7” de gosterilmektedir (Board ve ark., 2000).

Cizelge 1.7. GSTO1’ in insan dokularindaki dagilimi (Board ve ark., 2000)

Doku Northern | Hiicre Tipi Sitoplazma | Cekirdek |Cekirdek
Blot ve Hiicre Membram
Membrani
Beyin Zayif Glial - + -
Noron - - -
Meme y. Miyoepitel + + +
Epitel - - -
Kolon Giicli Noroendokrin + + -
Epitel - - -
Kalp Giiglii Fetal miyosit + + -
Yetiskin Miyosit |+ - -
Bobrek Zayif Tiibiiler Epitel + - -
Glomeriil - - -
Karaciger | Giiglii Hepatosit + + +
Safra Dukt + + +
Hiicresi

y. yapilmadi




Cizelge 1.7. (devami) GSTO1’ in insan dokularindaki dagilimi (Board ve ark., 2000)

Doku Northern | Hiicre Tipi Sitoplazma | Cekirdek | Cekirdek
Blot ve Hiicre Membrani
Membram
Akciger | Zayif Epitel - - -
Alveoler makrofaj | + - -
Lenf y. Lenfosit - - -
Diigiimii
Makrofaj + - -
Ozefagus | y. Epitelyum + - -
Over Gicli Stromal + - -
Oosit + - -
Pankreas | Giiglii Sentroasinar + + +
Interkale Duktus |+ + +
Islet Hiicresi + - -
Paratiroid | y. Paratiroid Hiicre |+ - -
Plasenta | Zayif Sitotropoblast + - -
Hoffbauer + + -
Prostat Giiglii Asinar + - -
Stromal - - -
Urotelyum - - -

y. yapilmadi

13
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Cizelge 1.7. (devami) GSTO1’ in insan dokularindaki dagilimi (Board ve ark., 2000)

Doku Northern | Hiicre Tipi Sitoplazma | Cekirdek |Cekirdek
Blot ve Hiicre Membrani
Membram
Deri y. Epitel - - -
Melanosit - - -
Makrofaj + - -

Dalak Giicli Makrofaj/Retikulo | + - -
endotelyal Hiicre

Lenfosit - - -

Mide y. Epitel + - -

Diiz kas - - -

Testis Zayif Leydig Hiicresi + - -

Sertoli Hiicresi - - R

Tiroid y. C-Hiicresi + + +
Folikiiler Hiicre + + +
Uterus y. Epitel + - -
Diiz Kas - - -

y. yapilmadi

1.4.3.1.4. GSTOY’ in Katalizledigi Reaksiyonlar

Aktif bolgelerinde sistein aminoasidi oldugundan Omega sinift GST’ ler memelilerde
bulunan diger GST’ lerden farkli olarak cesitli katalitik aktiviteler gostermektedirler.
Bu aktiviteler GSH’ a bagh tiyol degisimi ya da rediiksiyon reaksiyonlaridir
(Whitbread. ve ark, 2005). GSTOI1 glutaredoksin (Grx) ile iliskili olup tiyoltransferaz
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ve dehidroaskorbat rediiktaz aktivitelerini katalizlemektedir (Board ve ark., 2000;

Whitbread ve ark., 2003).

1.4.3.1.4.1. Tiyoltransferaz

GSTOI, tiyoltransferaz reaksiyonlarimi katalizlemektedir (Board ve ark., 2000;
Schmuck ve ark., 2005). GSTO1’ in aktif bolgesi agik oldugundan ve ozellikle de
hidrofobik olmadigindan protein substratlart ile uyum saglayip glutatyonilasyon

reaksiyonlarinda rol alabilmektedir (Whitbread ve ark., 2005).

1.4.3.1.4.2. Dehidroaskorbat Rediiktaz

GSTOI1, major bir antioksidan olan askorbik asitin rejenerasyonunu katalizleyen
(Chen ve ark., 2008) dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) aktivitesi gostermektedir
(Board ve ark., 2000).

1.4.3.1.4.3. Monometilarsonat Rediiktaz

GSTOI1, pentavalan metilli arsenik tiirevlerinin rediiksiyonunu katalizlemektedir
(Zakharyan ve ark., 2001; Schmuck ve ark., 2005). Sekil 1.6 da da goriildiigli gibi
GSTO1, MMA" rediiktaz aktivitesi gosteren, monometilarsenik asiti (MMAY)
monometilarsenoz asite (MMA™) indirgeyen 6zel bir etkinlige sahiptir. Bu durum
da inorganik arsenik biyotransformasyonunda hiz smirlayici bir basamagi olusturur
(Zakharyan ve ark., 2001). Bu a¢idan bakildiginda GSTOI1 arsenat ve dimetilarsinat
(DMAY) rediiksiyonlarini1 da katalizlemektedir (Aposhian ve ark., 2004).



Arsenal Arsenit
(])H (l)H
‘ Inpsin
O ==As" — (I - S { S
A] () Arsenat Rediiktaz/ Ho OH
O Piirin niikleosid fosforilaz
Arsenit/MMMATI Metiltransferaz SAM
SAHC

(I)H

QH O =AY CH;
A'slm —CH, . O-.. . .
CH3 metilarsenat (M MA")

dimetilarsendz (DMAT”)

S (MMAY rediktaz ) o
(DMAY reditktaz )T GSTOI GSH
GS5TO1
(?' Arsenit /MMATY metiltransferaz (i)f-l
O ==As"—CH, ( ~ As'—CH,
CH,4 . OH
: SAHC SAM
dimetilarsenikasit (DMAY) metilarsenczasit (MM A

Sekil 1.6. Inorganik arsenik biyotransformasyonu (Sampayo-Reyes ve ark., 2006).

16

Cevresel karsinojen olarak da bilinen inorganik arsenik, diinyanin bir¢ok yerindeki

icme sularindaki arsenik kontaminasyonuna da bagl olarak endemik arsenikozise

neden olmakta; kronik maruziyet ise hiperkeratozise, deri pigmentasyonu kaybina ve

ayrica deri, mesane, bobrek, karacier ve akciger kanserlerine yol agmaktadir (Chen

ve ark., 1992; Hopenhayn-Rich ve ark., 1998; Paul ve ark., 2004). Ayrica aym

kontamine sudan siirekli tiiketen bireyler i¢in idrardaki arsenik diizeyleri de siirekli

degisim gostermektedir (Vahter, 2000; Marnell ve ark., 2003).

Bunun yam sira arsenik terapotik ajan olarak da arsenik trioksit seklinde akut

promiyelositik 16semi gibi c¢esitli neoplazmalarin tedavisinde kullanilmaktadir

(Westervelt ve ark., 2001). Bu tedaviyi goren bazi hastalarda arsenik trioksite bagh

carpicl toksisiteler goriilebilmektedir (Mathews ve ark., 2000).



17

1.4.3.1.5. GSTOZY’ in Diger Fonksiyonlar:

1.4.3.1.5.1. Kalsiyum Kanal Modiilasyonu

GSTOI, hiicrelerin endoplasmik retikulumlar i¢indeki kalsiyum kanallar1 olan ve
Ca™ mobilizasyonu ile indiiklenen apoptozisten korumada rol oynayan ryanodin
reseptorlerinin (RyR) aktivitesini de degistirebilmektedir (Dulhunty ve ark.,2001).
Bu etkinin mekanizmasi agik olmamakla birlikte aktif bolge sisteinin alanine
mutasyonu, etkiyi ortadan kaldirmaktadir. Bu etkinin fizyolojik rolii bilinmemekle
birlikte GSTO1’ in radyasyona direncli lenfoma hiicre dizisinde yiiksek miktarda
eksprese edilmesi (Kodym ve ark., 1999) nedeniyle ryanodin reseptoriine 6zgii
bolgelerdeki Ca* mobilizasyonu sonucu normal olarak olusan apoptozisin
azaltmasina bagh oldugu diistiniilmektedir (Pan ve ark., 2000). Benzer olarak,
GSTO1” in kanser hiicrelerini, ryanodin reseptorii aracili Ca** mobilizasyonuyla,
apoptozisten koruyabilecegi ileri siiriilmektedir (Mariot ve ark., 2000). Ilaveten
GSTOI, T ve B lenfositlerindeki ryanodin reseptor aracili Ca™* artigina bagl olarak

immiin yanitlar1 da degistirebilmektedir (Sei ve ark., 1999; Xu ve ark., 1998).

1.4.3.1.5.2. Sitokin Salim Iinhibitorii flaclarla Etkilesimi

Interlokin-1 (IL-1) aktive edilmis monosit ve makrofajlarda iiretilen proenflamatuvar
bir ajandir (Dinarello, 1998). Bir ¢ok diarilsiilfoniliire, sitokin salim inhibitorii ilaclar
(CRIDS) gibi davranmaktadir (Perregaux ve ark., 1992). Bu ilaclar aktive insan
monositindeki interlokin-1-f’ nin posttranslasyonel diizeyde olusumunu inhibe
etmektedir. Calismalar CRIDS’ lerin monositlerde GSTO1’ e baglanarak bu
engelleme islevini yaptigin1 gostermistir (Laliberte ve ark., 2003). ilaglarla (CRIDS)
GSTOI’ in etkilesimi igin sisteinin  katkist  bulunmaktadir.  Yiiksek
konsantrasyondaki ilaglar (CRIDS), GSTO1’ in sisteini ile uyumlu sistein rezidiisiine
baglanmaktadir (Laliberte ve ark., 2003). GSTO1’ in bu yolakta oynadigi rol agik

olmamakla birlikte etkisini iyon kanallart {iizerine etki ederek gosterdigi
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diisiiniilmektedir (Laliberte ve ark., 2003). Ilaveten GSTO1 ryanodin reseptor
kalsiyum salimi1 kanallan {iizerine etkiyebilmektedir (Dulhuny ve ark., 2003). Bir
baska olasihik bu etkiyi tiyoltransferaz aktivitesi araciligiyla gostermesidir.
Monositlerin aktivasyonu redoks dengesini ve bir dizi proteinin glutatyonilasyonunu
degistirebilir. Bu da fonksiyonelce onemli tiyolleri bloke ederek fonksiyonlarini

degistirebilir (Laliberte ve ark., 2003).

1.4.3.1.6. GSTO1 Polimorfizmi

GSTO1 polimorfik karakterde olup 31 TNP (tek niikleotid polimorfizmi)’ i
tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan A140D (Alal40Asp) siibstitiisyonu, Thr217Asn
siibstitiisyonu, E155 dilisyonu ve E208K siibstitiisyonu dnemlidir (Tanaka-Kagawa
ve ark., 2003; Whitbread ve ark. 2005). Rekombinant GSTO1 varyantlar1 belirli

substratlarla fonksiyonel olarak karakterize edilmislerdir.

Ekzon 4’ te C’ nin A’ ya transversiyonuyla Alanin’ in Aspartik Asit’ e doniistiigii
ve bunun da GSTOIl (A140D) gen polimorfizminde mutant alelin 6zelikle
tiyoltransferaz aktivitesinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Tanaka-Kagawa
ve ark., 2003). Ancak bagska bir arastirma grubu ise mutant alelin bu aktiviteyi % 20’
lik azaltmasina karsin bunun anlamli olmadigimi bildirmislerdir (Whitbread ve ark.
2003; Schmuck ve ark., 2005). Diger taraftan inmede (fel¢te) varyant aleli
tagiyanlarda riskin yiiksek saptanmasi ve bu kisilerin plazma homosistein
diizeylerinin yiiksek olusu bu kisilerde tiyoltransferaz aktivitesinin azalmasina
baglanmaktadir (Ko6lsch ve ark., 2004). Bu asamada mutant alelin bu enzim aktivitesi
tizerindeki  etkisi konusunda bir netlik goziikmemektedir. Thr217Asn
polimorfizminde varyant alelin tiyoltransferaz aktivitesini anlamh olarak diistirdiigii
saptanmistir (Tanaka-Kagawa ve ark., 2003). MMA" rediiktaz aktivitesi acisindan
Thr217Asn varyantinin yabanil tipten daha diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Tanaka-Kagawa ve ark., 2003). Ancak bu varyant alelin bugiine kadar taranan
toplumlarda saptanamamasi bunun ¢ok seyrek oldugunu gostermektedir (Marnell ve

ark., 2003; Whitbread ve ark., 2003; Kolsch ve ark., 2004). E155 dilisyonunun ise
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tiyoltransferaz ve MMA" rediiktaz aktivitelerini 2-3 kat arttirdigi bildirilmektedir
(Schmuck ve ark., 2005).

1.4.3.1.6.1. Baz1 Toplumlardaki GSTO1 (A140D) Polimorfizmi

Son zamanlarda yapilan calismalar GSTO1 (A140D) gen polimorfizminin gesitli

etnik gruplarda ve toplumlarda farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir (Cizelge

1.8).

Cizelge 1.8. Toplumlarda GSTO1 ekzon 4 (A140D) polimorfizminin alel ve genotip

sikliginin dagilima.

Toplum n Alel Sikhig Genotip n (%) Kaynak

Ala Asp Ala/Ala | Ala/Asp | Asp/Asp
(A) D) (A/A) (A/D) (D/D)

Almanya 280 | 0,680 0,320 126 (46)| 129 (46) 25(9) |Kolsch ve
ark. (2004)

Beyaz 735 10.655 0,345 319 (44)| 315(43) 93 (13) | Oxztiirk ve

Amerikali ark. (2005)

Beyaz 220 |0.666 0.334 96 (44) | 101 (46) 23 (11) | Wahner ve

Amerikali ark. (2007)

Avrupali 100 | 0,665 0,335 45 (45) 43 (43) 12 (12) | Whitbread

Avustralya ve ark.
(2003)

Cin (Han) |215 {0,853 0,137 |158(73)| 55(26) 2 (1) |Fuveark.
(2008)

Giiney Cin | 100 | 0,835 0,165 71 (71) 25 (25) 4(4) | Whitbread
ve ark.
(2003)

Tayland 98 10,870 0,130 74 (76) 23 (23) 1 (1) |Marahatta
ve ark.
(2006)




20

Cizelge 1.8. (devami) Toplumlarda GSTO1 ekzon 4 (A140D) polimorfizminin alel ve
genotip sikliginin dagilimi

Toplum n Alel Sikhig Genotip n (%) Kaynak
Ala Asp Ala/Ala | Ala/Asp | Asp/Asp
(A) D) (A/A) (A/D) (D/D)
Afrikall 62 0919 0,081 52 (84) 10 (16) 0(0) | Whitbread
ve ark.
(2003)
Japon 102 |0,892 0,108 81 (79) 20 (20) 1(1) |Takeshita ve
ark. (2008)
Mogol 243 10,872 0,128 [183(75)| 58 (24) 2 (1) |Takeshita ve
ark. (2008)
Ovambo 163 0,960 0,040 |150(92) 13 (8) 0 (0) |Takeshita ve
(Namibya) ark. (2008)
Brezilya 173 10,899 0,101 146 (84) 19 (11) 8 (5) |Granjave
ark. (2005)
Tiirk 194 10,915 0,085 162 (83)| 31 (16) 1 (1) |Takeshita ve
ark. (2008)
1.4.3.1.7. GSTOY’ in Hastaliklarla iliskisi

Son yillarda Laliberte ve ark. (2003) tarafindan yapilan arastirmada GSTOI1’ in
Alzheimer (AD) ve Parkinson (PD)’ un baslangi¢ yaslari iizerine etkisinin oldugu
belirlenmistir. Bu calismada interlokin 1-B (IL-1B) posttranslasyonel olusumunu
inhibe eden sitokin salim inhibitorlerinin direkt hedef olarak GSTO1’ i kullandiklar1
ortaya konmugtur. Dolayisiyla IL-1B aktivasyonunun AD ve PD patogenezine
katkida bulunan enflamatuvar cevabin 6nemli bir bileseni oldugu da gosterilmistir
(Griffin ve ark., 2002; Grimaldi ve ark., 2000; Mattila ve ark., 2002). GSTO1
varyasyonunun IL-1f posttranslasyonel olusumunu degistirebilme olasiligt GSTO1
polimorfizminin AD ve PD olusumu iizerine etkisi olabilecegi ve baslangi¢c yasini
etkileyebilecegi olasiligin1 giindeme getirmistir. Bu c¢aligmalarin bir kism1 GSTO1
(A140D) polimorfizminin bu ydnde etkisinin olabilecegini gostermistir (Kolsch ve
ark, 2004; Marahatta ve ark., 2006; Pongstaporn ve ark.,2006; Whitbread ve ark.,
2004; MclInerney-Leo ve ark., 2004). Ancak Alzheimer hastalifinda bunun tersini

gosteren caligmalar da vardir (Oztirk ve ark., 2005). Diger taraftan Parkinson
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hastaliginda GSTO1 (A140D) polimorfizminde mutant alelin koruyuculugu da
gosterilmistir (Wahner ve ark., 2007).

GSTOI1 vaskiiler demans (VaD) ve fel¢ acisindan risk faktorii olusturan oksidatif
strese kars1 koruyucu etkinlik gosterebilmektedir. GSTO1 polimorfizminin protein
fonksiyonunu etkileyip VaD ve fel¢ riskine yol acip agmadigi konusu da Snem
kazanmistir. Kolsch ve ark. (2007) tarafindan yapilan calismada GSTO1 (A140D)
gen polimorfizminin etkisi incelendiginde Asp/Asp genotipinin VaD riskini artirmis
oldugu belirlenmistir. Ayrica varyant alel tasiyan felcli hastalardaki homosistein

diizeylerinin de yabanil tipe gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

GSTO1 (A140D) polimorfizminin aterosklerozu etkiledigi diisiiniilmiis ve bunu
irdeleyen bir calisma da yapilmistir. Kolsch ve ark.” larmin (2007) calismasinda;
GSTO1 Alal40Asp polimorfizmi ile kiiciik damar hastaligit (SVD) ve serebral
amiloid anjiyopati arasinda iliski bulunmadigi, ancak GSTOI1 genotiplerinin

ateroskleroz plagi olusumu iizerine etkili olabilecegi gozlenmistir.

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligt (KOAH) en o6nemli global mortalite ve
morbidite sebeplerindendir (Chavez ve ark., 2009). Harju ve ark.’ lar1 (2007) kronik
obstriiktif akciger hastalign (KOAH) olan hastalardaki GSTO1 diizeyleri iizerine bir
calisma yapmis ve sonug olarak KOAH hastalarindaki GSTO1 diizeylerinin, KOAH
hastas1 olmayip saglikli bir akciger fonksiyonuna sahip sigara kullanan ya da

kullanmayan bireylerdekine gore daha diisiik oldugunu saptamiglardir.

Van de Giessen E. ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada GSTO1’ in Ailesel
Amiyotrofik Lateral Sklerozun (FALS) baslangic yasi iizerine etki etme olasilig

bulundugu gosterilmistir.

GSTO1 (A140D) polimorfizmi ve sizofreni arasinda baglanti olup olmadigin
saptamak amaciyla Japon toplumunda yapilan bir calismada baglanti olmadig

gozlenmistir (Matsuzawa ve ark., 2007).
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1.4.3.1.8. GSTOY’ in Kanserle iliskisi

Marahatta ve ark. (2006)’ min Tayland’ in Khon Kaen ve Bangkok bolgesinde
yasayanlarda yaptiklar1 calismada GSTO1 (A140D) polimorfizminin hepatoseliiler
karsinoma, kolanjiokarsinoma, meme kanseri ve kolorektal kanser risklerini etkileyip
etkilemedigini arastirdiklarinda hepatoseliiler karsinoma, kolanjiokarsinoma ve
meme kanseri risklerinin anlamli olarak arttigim1 saptamuslardir (Cizelge 1.9 ve

Cizelge 1.10).



Cizelge 1.9. Tayland’ 1n Khon Kaen bolgesinde yasayanlarda kanser vakalari ile kontrol gruplarinin karsilastirmasi (Marahatta ve ark., 2006)

n Genotip, n (%) Alel frekans1 | O.R. p
(% 95 G.A))
A/A A/D D/D A D
Kontrol 30 |26(86,67)(4(13,33) |0(0) 0,93 0,07
Hepatoseliiler Karsinoma |28 6(21,43) |20(71,43)|2 (7,14) 10,77 |0,23 |23,83 (5,07-127) p<0,05
Kolanjio Karsinoma 30 13 (43,33) (16 (53,33) |1 (3,33) |0,70 [0,30 |8,5(2,07-37,85) p<0,05




Cizelge 1.10. Tayland’ 1n Bangkok bolgesinde yasayanlarda kanser vakalari ile kontrol gruplarinin karsilastirmasi (Marahatta ve ark., 2006)

n Genotip, n (%) Alel frekans1 | O.R. P
(% 95 G.A)
A/A A/D D/D A D
Kontrol 68 48 (70,6) |19 (27,9) |1 (1,5) 0,85 10,15
Kolorektal kanser 31 19 (61,3) {12 (38,7) |0 (0) 0,80 0,20 1,52 (0,52-4,05) p>0,05
Meme kanseri 30 15 (50,0) | 14 (46,6) |1 (3,4) 0,73 10,27 3,71 (1,09-13,02) p<0,05
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GSTO1 (A140D) polimorfizmi ile cocukluk dénemi akut lenfoblastik 16semi (ALL)
arasindaki iliski de son yillarda arastirilmistir (Pongstaporn ve ark., 2008). Bu
calismada GSTO1 (A140D) polimorfizminin ALL riskini anlamli olarak arttirdigi
goriilmiistiir (Cizelge 1.11).

Cizelge 1.11. Akut Lenfoblastik Losemi vakalari ile kontrol gruplarinin karsilagtirmasi

(Pongstaporn ve ark., 2008)

Genotip ALL (n=99) | Kontrol (n=100) |O.R. (% 95 G.A.) |P

A/A 59 76
A/D 40 23 2.24 (1.16 —4.35)  |p<0,05
D/D 0 1

Sigara icmenin, arsenigin ve mesleki maruziyetlerin {iirotelyal karsinom (U.C.)
gelisiminde risk faktorii olusturdugu bilinmektedir (Wang ve ark, 2009). Wang ve
ark.” larn (2009) GSTO1 (A140D) polimorfizminin iirotelyal karsinoma riskini

anlamli olarak degistirmedigini saptamislardir.

Tiroid kanserinin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber Granja ve ark.” lar
(2005) caligmalarinda, GSTO1 (A140D) polimorfizmi ile tiroid kanseri arasindaki
olast iligkiyi incelemislerdir. GSTO1 (A140D) gen polimorfizminin tiroid nodiiliinii

ya da bu nodiiliin patolojik / klinik seyrini etkilemedigini gostermislerdir.

1.4.3.1.9. Arsenik Maruziyeti ve GSTO1 (A140D) Gen Polimorfizmi

Bu konudaki ilk calismalar Hong Kong’ lu Cin toplumunda idrar arsenik atilimu ile
GSTO1 (A140D) gen polimorfizmi arasinda bir iliskinin olmadigim1 gostermistir
(Whitbread ve ark., 2003). Cin toplumunda yapilan ¢ok yeni bir calisma sonuclar1 da
bu bulguyu desteklemektedir (Xu ve ark, 2008). Xu ve ark.” larn arsenik

maruziyetinde idrar arsenik atilimi ve oksidatif stress ile GSTO1 (A140D) gen
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polimorfizmi arasinda anlamli bir iligkinin bulunmadigim1 gostermislerdir. Diger
taraftan Tayvan toplumunda GSTO1 (A140D) gen polimorfizminin yan sira arsenik
maruziyetinin de iirotelyal karsinom riskini arttirdig1 bildirilmektedir (Wang ve ark.,

2009).

1.4. Calismanin Amaci

Glutatyon S-transferaz (GST)” ler, elektrofilik 6zellikteki toksik maddelerin
inaktivasyonunu GSH konjugasyonunu katalizleyerek saglayan ikinci faz
enzimleridir. GST’ lerin insanda 8 alt sinifi tanimlanmistir. Bu siniflar, GST alfa
(GSTA), GST mii (GSTM), GST teta (GSTT), GST pi (GSTP), GST zeta (GSTZ),
GST sigma (GSTS), GST kappa (GSTK), GST omega (GSTO) olarak belirlenmistir
(Strange ve ark., 2001). Bunlardan GSTK mitokondriyel ve perokzizomal olup
digerleri ise sitozoliktir (Board ve ark., 2000; Strange ve ark., 2001; Ladner ve ark.,
2004; More ve ark., 2004).

GSTO son yillarda bulunmustur (Board ve ark., 2000). Diger sitozolik GST’ lerin
aksine GSTO’ nun aktif bolgesinde digerlerinde bulunan tirozin veya serin yerine
sistein bulunmakta olup GSH ile disiilfid bag1 kurabilmekte ve glutatyona bagimh
tiyol transferaz ve dehidroaskorbat rediiktaz aktiviteleri gostermektedir (Girardini ve
ark., 2002). Insanda Omega sinift GST GSTO1 ve GSTO?2 ve bir de psedo GSTO3P
olmak iizere iic gen icermektedir (Whitbread ve ark., 2003). GSTOI1 oksidatif
tiriinlerin eliminasyonunda rol almakta ve cevresel bir kanserojen olan inorganik
arsenigin biyotransformasyonunda hiz smirlayict basamak olan, monometilarsonik
asitin (MMA") monometilarsonoz aside (MMA™) indirgenmesini kataliz etmektedir
(Board ve ark., 2000; Zakharyan ve ark.,2001). Bilinen ©6nemli bir c¢evresel
karsinojen olarak inorganik arsenik diinyanin bir¢ok bolgesinde i¢me sularina
karismas1 nedeniyle 6nemli bir saglik sorunu yaratmaktadir. Kronik maruziyeti
hiperkeratozise, deri pigmentasyonunun kaybina ve deri, mesane ve akciger

kanserine neden olabilmektedir.
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Son yillarda GSTOI geninin polimorfik oldugu (Ala140Asp-A140D- ve Thr217Asn-
T217N-) ve aminoasid degisimlerinin enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Tanaka-Kagawa ve ark., 2003). Bu da hiicre ici tiyol diizeyini ve
arsenik metabolizmasim azaltabilmekte ve sonucta oksidatif strese ve inorganik

arsenige duyarlilikta bireysel farkliliga neden olabilmektedir.

Son zamanlarda yapilan caligmalar GSTO1 (A140D) gen polimorfizminin gesitli
etnik gruplarda farkli oldugunu gostermektedir (Whitbread ve ark., 2003; Kolsch ve
ark., 2004; Granja ve ark., 2005). Ilaveten, GSTO1 (A140D) gen polimorfizminin
Alzheimer ve inme gibi hastaliklar (Kolsch ve ark., 2004) ile meme ve karaciger gibi

kanserlerle iliskisi oldugu da gosterilmeye baglanmistir (Marahatta ve ark., 2006).

Dolayisiyla, genetik polimorfizm ile ¢evresel kimyasal kaynakli gelisen kanser
arasindaki iligkiler, GSTO1 (A140D) dahil c¢esitli polimorfik genlerin kanser
duyarliliginda ve ortaya cikan saglik sorunlarinda etkilerinin anlasilmasina yonelik
artan bir gereksinimi acgik¢a ortaya koymaktadir (Kolsch ve ark., 2004; Marahatta ve
ark., 2006).

Cesitli etnik grup ve toplumlarda bu gen polimorfizminin siklig1 ¢alisilmis olmasina
karsin Beyaz irkta ve ozellikle Avrupa Beyaz irkinda bu konuda kisitli ¢caligmaya
rastlanmaktadir (Cizelge 1.8). Diger taraftan Tiirk toplumunda GSTO1 (A140D) gen
polimorfizminin siklig ile ilgili son yilda Takeshita ve ark.” nin (2008) yaptig1 tek
bir calismaya rastlanmaktadir. Bu Japon arastirma gurubu Almanya’ da yasadigi
anlasilan Alman bir doktordan Adana civarindan diye s6z edilen kisilerden alindigi
bildirilen 6rneklerde bu gen polimorfizminin sikligin1 calismistir. Ancak orneklerin
sahipleri ile ilgili doyurucu bilgiye makalede rastlanmamaktadir. Nitekim bu grubun
sonuclarinda saptanan mutant alel sikliginin Beyaz irktan ¢cok Dogu Asya ve Afrika
topluluklarinin alel frekanslarina uydugu gozlemlenmektedir (Cizelge 1.8). Diger
taraftan ayni toplumda ayni gen i¢in yapilan ¢alismalarda genotip dagilim sikliginda
farkliliklar daha onceki calismalarda da saptanmustir. Ornegin GSTT1 gen

dilisyonunu bir grup arastirici1 Alman toplumu icin % 30 belirlerken (Peter ve ark.’
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lari, 1989) bir baska grup arastirict % 19,5 (Garte ve ark., 2001) olarak
bildirmektedir. Ayrica Tiirk toplumunda GSTMI1 gen dilisyon sikligi degisik
arastirma guruplarinca sirasiyla % 16 (Piarbas1 ve ark., 2001), % 37,4 (Aktas ve
ark., 2001) , % 45,5 (Toruner ve ark., 2001) ve % 51,9 (Ada ve ark., 2004) olarak
farkli saptanmistir. Dolayisiyla aym toplumda genotip sikliklarinda farkl
arastirmacilar tarafindan aliman sonuglarda da farklhiliklar goriilebildiginden dogru
sonucun ortaya konmasi adma birden c¢ok calismanin yapilmasinin geregi

dogmaktadir.

Dolayisiyla bu calismada Tiirk toplumundaki GSTO1 (A140D) gen polimorfizminin

ayritili olarak arastirilarak sikliginin agikliga kavusturulmasi amaglanmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Kullamlan Kimyasallar ve Malzemeler

DNA izolasyon Kiti (Promega, ABD)

[zopropanol (Merck, Almanya)

Etanol (Merck, Almanya)

Tris-HCI (AppliChem, Almanya)

EDTA (AppliChem, Almanya)

Borik asit (Merck, Almanya)

Primerler IDT, ABD)

Agaroz (Lonza, ABD)

Etidyum Bromiir (AppliChem, Almanya)

Steril Distile Su

Restriksiyon enzimi (New England Biolabs, ingiltere)
6X jel ornek yiikleme c¢ozeltisi (Fermentas, Litvanya)
PCR Master Mix (Fermentas, Litvanya)

50 b¢ marker (Fermentas, Litvanya)

29
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2.1.2. Kullamlan Cihazlar

-20’ lik derin dondurucu (Bosch)

Rotator (Labinco)

Vorteks (Labinco L46)

Mikrosantrifiij (Hermle Z 160 M)

Spektrofotometre (WPA biowave S2100 DiodeArray Spectrophotometer, Ingiltere)
Otoklav (Sanyo, MAC-235 EX)

Thermal cycler (Thermo Hybaid)

pH-metre (Jenway 3320)

Mikrodalga Firin (Arcelik MDS55I)

Mini Elektroforez Tanki (Thermo EC)

Midi Elektroforez Tanki (Thermo EC)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (E-C Apparatus Corp. EC250-90)
Jel goriintiileme sistemi (Vilber-Lourmat, TCP-20-MX)
Isitic1 blok (Grant Boekel)

2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Ornekler

Bu calismada cogunlugu I¢ Anadolu Bolgesi olmak iizere Tiirkiye’ nin gesitli
bolgelerinde yasayan 119° u erkek ve 95 i kadin toplam 214 saglikli goniilliden
alman kan 6rneklerinde ¢aligildi. Calismaya katilan erkeklerin yas ortalamasi 45 £ 10
(ortalama + SS, 21-71 yas arasi), kadinlarin yas ortalamas1 44 *+ 13 (ortalama + SS,
21-73 yas aras1) idi. Goniillilerin onay1 alindiktan sonra dirsek ©6n yiizii toplar
damarindan bir defada 3ml’ lik kan Ornegi arastirma grubumuzda bulunan doktor
gozetiminde alindi. Sonuglarin ayrintili bir sekilde degerlendirilmesine yonelik

olarak yasi, cinsiyeti, meslegi, sigara, alkol ve kahve aligkanliklari, beslenme
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sekilleri ve diger gerekli bilgileri iceren anket ile bilgilendirilmis goniillii olur
formlar1 (ekte sunulmaktadir) dolduruldu. Kan 6rneklerinin alimindan hemen sonra
DNA izolasyonlar1 yapildi. Caligma icin gerekli etik kurul karar1 Ankara Universitesi

Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan alinmistir (ekte sunulmaktadir).

2.2.2. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonunda Miller ve ark.’ larinin (1988) yontemine gore hazirlanmis olan
kit kullanildi. Bunun i¢in kan numuneleri, homojen hale gelene kadar yaklasik 10
dakika rotatorde ¢evrilmeye birakildi. 1,5 ml’ lik steril mikrosantrifiij tiipiine 900 pl
Hiicre Lizis Soliisyonu konuldu, rotatérde homojen hale gelen kan numunesinden
300 pl almmarak bu soliisyonun igine eklendi ve pipetle 4-5 kez karistirildi
Hazirlanan karisim oda sicakliginda 10 dakika rotatorde cevrildi ve 13 000—-16 000 %
rpm ‘de 20 saniye santrifiij edildi. Dibe c¢oken lenfosit pelletinin (beyaz)

bozulmamasina 6zen gosterilerek siipernatant kisim tiipten uzaklastirildi.

Lenfositler dagilana kadar tiip vortekste karistirildi. 300 pl Niiklei Lizis Soliisyonu
eklendi ve akyuvarlarin pargalanmasi igin iyice pipetlendi. Bu islem sonunda olusan
viskoz ¢ozelti iizerine 100 pl protein ¢oktiiriicii soliisyon ilave edildi ve protein
parcalart goriiniir hale gelene kadar vortekslendi, 13 000-16 000 X rpm’ de 3 dakika
santrifiij edildi ve bu islem sonunda koyu kahverengi protein ¢okelegi goriiniir bir hal

aldi.

Siipernatant kisim, icinde 300 pl oda sicakliginda izopropanol bulunan, 1,5 ml’ lik
yeni steril mikrosantrifiij tiiplerine alindi. Soliisyon, elle altiist edilerek, DNA iplik
halinde goriinene kadar karistirildi. 13 000-16 000 x rpm’ de 1 dakika santrifiij
islemi yapildi ve DNA beyaz pellet halinde dibe coktiiriildii. DNA’ ya zarar
vermeden siipernatant kisim, dikkatlice dokiilerek veya pipet yardimiyla, tiipten

uzaklastirildi. Daha sonra oda sicakligindaki 300 pul % 70’ lik etanol DNA’ ya
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eklendi ve tiipiin kenarlar1 iyice temizlendi. 13 000-16 000 x rpm’ de 3 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij islemi bittikten sonra, yine DNA’ya zarar vermeden etanol
de tiipten, dikkatlice dokiilerek veya pipet yardimiyla uzaklastirildi ve yaklasik 15
dakika tiiplerin kurumasit beklendi. Daha sonra 100 pul DNA Rehidratasyon
Soliisyonu eklendi. DNA’ lar 1 gece oda sicakliginda bekletildi ve kullanilincaya
kadar —20 °C’ de saklandh.

2.2.3. DNA Saflik ve Miktar Tayini

DNA’ lar kandan izole edildikten sonra miktarlarinin tayini i¢in her bir DNA
cozeltisi distile su ile 17 e 40 oraninda seyreltildi. Hazirlanan seyreltik DNA
cozeltilerinin spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda verdikleri absorbanslar
saptanarak asagidaki formiil yardimiyla icerdikleri DNA miktar1 pg/ml olarak

belirlendi.

DNA miktar1 (ug/ml) = A260 x d x 1 x 50

Bu formiilde;

A260: 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunan deger,
d: Seyreltme faktorii,

1: Spektrofotometre kiivetinin uzunlugu,

50: Sabit deger.

DNA c¢ozeltilerinin safliklar ise spektrofotometrede 260 nm’ de okunan absorbans
degerinin 280 nm’ de okunan absorbans degerine boliinmesi ile tespit edildi. Buna
gore 1,7 ile 2,0 arasindaki degerlere sahip olan DNA’ larin yeterli saflikta izole

edildigi saptandi.
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2.2.4. GSTO1 Alal40Asp Mutasyonunun Belirlenmesi

GSTOI1 (A140D) gen polimorfizmi Marahatta ve ark.” larimin (2006) PCR ve RFLP
yontemine gore, laboratuarimizda ©On c¢aligmalarla optimum kosullar1 asagida

belirtilen sekilde olusturularak belirlenmistir.

50 pl toplam PCR reaksiyonu karigimi 24 pl PCR master mix (0,05 u/ul Tag DNA
polimeraz, reaksiyon tamponu, 4mM MgCl,, 0,4 mM dNTP karisimi), 24 pl niikleaz
icermeyen su, 50’ ser pmol GSTOI primerleri sense-ileri (5’-GAA CTT GAT GCA
CCC TTG GT-3’) ve antisense-geri (5’-TGA TAG CTA GGA GAA ATA ATT AC-
3’) ve 200 ng DNA icermektedir.

PCR kosullar1, 94° C’ de 5 dakikalik ilk denatiirasyonu takiben, 30 PCR dongiisii
erime (94°C 1 dakika), yapigsma (60°C 1 dakika) ve sentez (72°C 5 dakika)' dir.

PCR iirtinleri %2’ lik agaroz jelde 110 Volt, 0,3 amperlik akimda 60 dakika
elektroforeze tabi tutuldu. PCR iiriinii i¢in 254 b¢’ de bant goriilmesi halinde kesim

islemine gecildi

PCR fiiriinleri 4 tinite Cac8I enzimi ile 37°C’ de 1 gece bekletilerek kesildi. Kesim
islemini takiben kesim tiriinleri %2’ lik agaroz jelde 110 Volt, 0,3 amperlik akimda

60 dakika elektroforeze tabi tutuldu.

Yapilan elektroforetik analiz sonucunda 186 ve 68 bp’ lik iki bant yabanil genotipi,
254, 186 ve 68 bp’ lik ii¢ bant heterozigot mutant genotipi, 254 bp’ lik tek bant ise

homozigot mutant genotipi gostermektedir.
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2.3. Kullanilan istatistiksel Yontem

Hesaplanan GST Omega 1 (A140D) genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg
esitligine uygunlugunu kontrol etmek icin ki-kare testi kullanildi. Aym test alel ve
genotip frekanslarinin kadin ve erkekler ile etnik gruplar ve toplumlar arasindaki
dagilimlarin karsilastirilmasinda da kullanildi. Degerlendirmelerde p<0,05 degeri
anlamli olarak kabul edilmistir. Hesaplamalarda SPSS programinin 11.0 siiriimii

kullanilmastir.
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3. BULGULAR

3.1. Calisma Grubunun Genotip Ozellikleri

Tiirk toplumundan calismaya katilan 214 saglikli goniilliiniin GSTO1 (A140D) gen

polimorfizmi genotip 6zellikleri, yas ve cinsiyetleri Cizelge 3.1.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip 6zellikleri, yas ve cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
A.B. 21 Erkek A140A
M. O. 25 Erkek A140A
T.A. 25 Erkek A140A
E. K. 28 Erkek A140A
V. K. 28 Erkek A140A
M. C. D. 29 Erkek A140A
E.P. 30 Erkek A140D
A.F.G. 30 Erkek A140A
H. O. 30 Erkek A140A
R. Y. 30 Erkek A140A
A A 31 Erkek A140D
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
F.C. 31 Erkek A140A
H. O. 31 Erkek A140A
i. E. 31 Erkek A140A
i. U. 31 Erkek A140A
H. A 32 Erkek A140D
A. B. 32 Erkek A140A
F.E. 32 Erkek A140A
Y. Y. 33 Erkek A140A
i. T 34 Erkek A140D
0.s 34 Erkek A140A
A.O. A 35 Erkek A140D
S.S. 35 Erkek D140D
R. C. 36 Erkek A140D
F.T. 36 Erkek A140A
T.C. 36 Erkek A140A
S. 0. 37 Erkek A140D
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
C.S. 37 Erkek A140D
S.D. 37 Erkek A140D
F. K. 37 Erkek A140D
R.T. 38 Erkek A140D
S. A 38 Erkek A140A
E.C. 38 Erkek A140A
G.D 39 Erkek A140D
T. A 39 Erkek A140A
D. O. 40 Erkek A140D
H. H. 41 Erkek A140D
F. K. 41 Erkek A140D
Y. B. 41 Erkek A140A
H. K. 42 Erkek A140D
Z.Y. 42 Erkek A140D
R.Y. 42 Erkek D140D
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTOI1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
B. H. 42 Erkek D140D
H. A. 42 Erkek A140A
V. G. 43 Erkek A140D
M. E 43 Erkek A140D
Y.C. 43 Erkek A140A
E.S. 43 Erkek A140A
i. A 43 Erkek A140A
AT 44 Erkek A140D
S.D. 44 Erkek A140D
S.S. 44 Erkek D140D
A.G. 44 Erkek D140D
H. O. 44 Erkek A140A
S.Z. M. 45 Erkek A140D
H.S. 45 Erkek A140D
M. K 45 Erkek A140A
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTOI1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
K.S. 45 Erkek A140A
C.R.S 45 Erkek A140A
M. K 46 Erkek A140D
N. K. 46 Erkek A140D
M. T 46 Erkek A140D
S. K. 46 Erkek A140D
AY. 46 Erkek D140D
H. C. 46 Erkek A140A
S. M. 47 Erkek A140D
Z. A 47 Erkek A140D
H. D. 47 Erkek A140D
F.C. 47 Erkek A140D
A A 47 Erkek A140D
F.Y. 47 Erkek D140D
0.G 47 Erkek D140D
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
R.S. 47 Erkek D140D
E. A. 47 Erkek A140A
i. A 47 Erkek A140A
H. K. 47 Erkek A140A
H. A 48 Erkek A140D
i. G. 48 Erkek A140D
F.S. 48 Erkek A140D
A.O. 48 Erkek D140D
T.T. 48 Erkek A140A
H.S. 49 Erkek A140A
A A 49 Erkek A140A
A. K. 50 Erkek A140A
Y. A 50 Erkek A140A
N. 1. 51 Erkek A140D
0.K 51 Erkek A140D
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
M. C 51 Erkek A140A
H.B 51 Erkek A140A
AY. 52 Erkek A140D
A.B 52 Erkek A140A
M. O. 53 Erkek A140D
A.C. 53 Erkek A140A
F.O. 54 Erkek A140D
M. I. 55 Erkek A140D
M.N. E 55 Erkek A140A
0.K 56 Erkek A140D
T.A. 56 Erkek A140D
H.E 57 Erkek A140A
Y. I 58 Erkek A140D
i. P. 59 Erkek A140D
V.T. 60 Erkek A140A
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
K. K. 61 Erkek A140A
M. G 62 Erkek A140A
M. K 63 Erkek A140A
R. A. 66 Erkek A140D
S.K 67 Erkek A140D
E. K. 67 Erkek A140D
F.G. 67 Erkek A140A
H. K. 70 Erkek A140A
F.Y. 71 Erkek A140A
S. A 48 Erkek A140A
R. N. 50 Erkek D140D
S.G. 52 Erkek A140D
N. K. K 56 Erkek A140D
T. K. 57 Erkek A140D
A A 58 Erkek A140A
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTOI1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
M. S.N. I 59 Erkek A140D
R. . 59 Erkek A140A
H. Y. 21 Kadin A140D
B. G. 21 Kadin A140D
M. K 22 Kadin A140D
E.G. 23 Kadin A140D
E.D. 23 Kadin A140D
F.S. 23 Kadin A140A
A.G.C. 24 Kadin A140A
G.T. A. 24 Kadin A140A
D. K 26 Kadin A140D
F. K. 26 Kadin A140A
M. K 26 Kadin A140A
0.c.0 27 Kadin A140A
D. K 28 Kadin A140A
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
S. 0. 29 Kadin A140A
A.D.U 29 Kadin A140A
E.O. 30 Kadin A140D
N.B 30 Kadin A140D
D. A. 30 Kadin D140D
G.B 30 Kadin A140A
G. A 30 Kadin A140A
G.S. 31 Kadin D140D
G.O. 31 Kadin A140A
N. S. 32 Kadin A140D
E.A. 32 Kadin A140A
M. T 33 Kadin D140D
G.E 33 Kadin A140A
A. 0. 34 Kadin A140A
A. K 34 Kadin A140A
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
N. T. 35 Kadin A140D
S. 0. 35 Kadin A140D
C.S.E. 35 Kadin A140D
N. B 36 Kadin A140D
G.C 36 Kadin A140D
0.B 36 Kadin A140D
S.S. 36 Kadin D140D
E. A 37 Kadin A140D
S.S. 37 Kadin D140D
F.S. 38 Kadin A140D
S.Y. 38 Kadin A140D
S.N. K. 38 Kadin A140A
S.K. 39 Kadin A140D
A.B. 39 Kadin A140A
M. B 40 Kadin A140A
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
N. A. 40 Kadin A140A
G.Y 40 Kadin A140A
i. G. 41 Kadin A140A
M. O. 42 Kadin A140A
M. Y 43 Kadin A140D
U. U. 43 Kadin A140A
T. K. 44 Kadin A140A
C.U 45 Kadin A140A
G. C. 46 Kadin A140D
N. A. 47 Kadin A140D
H. A. 47 Kadin A140A
N. U. 47 Kadin A140A
Y. A 47 Kadin A140A
M. T 48 Kadin A140A
G. 0. 48 Kadin A140A
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
A A 48 Kadin A140A
F.D.O. 50 Kadin A140D
S.B. 50 Kadin D140D
S.S. 50 Kadin D140D
N. S. C. 51 Kadin A140D
G.K 51 Kadin A140D
N. C. 51 Kadin A140A
A T. 52 Kadin A140D
F.T. 53 Kadin A140D
R. G. 53 Kadin D140D
S.Y. 53 Kadin A140A
S.T. 54 Kadin A140A
T. A 55 Kadin A140D
Z.B. 55 Kadin A140D
G.E 55 Kadin A140A
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Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
F.C. 55 Kadin A140A
H. C. 55 Kadin A140A
G.S 56 Kadin D140D
S.T. 56 Kadin A140A
F.S. 57 Kadin A140D
E.G. 57 Kadin A140D
M. G 57 Kadin A140D
E.K. 57 Kadin D140D
Z. K. 57 Kadin D140D
G.D 60 Kadin A140D
Z.G. 60 Kadin A140A
F.G. 62 Kadin A140D
S. K. 62 Kadin A140A
H. K. 63 Kadin A140A
L. 0. 64 Kadin A140A




49

Cizelge 3.1. (devami) Calisma grubunun GSTO1 (A140D) genotip Ozellikleri, yas ve

cinsiyetleri

Kisi Yas Cinsiyet Genotip
H. A. 65 Kadin A140A
Y. O. 66 Kadin A140A
D. U. 67 Kadin A140A
B.T. 68 Kadin A140A
G.G. 69 Kadin A140A
E. K. 70 Kadin A140D
A.D. 73 Kadin D140D

3.2. GSTO1(A140D) Polimorfizminin Dagilim

Cizelge 3.2.° de goriildiigii gibi, ¢alismaya katilan 214 saglikli goniilliiden 104° i
(% 48,60) (A140A) yabanil genotipine, 87" si (% 40,65) (A140D) heterozigot
mutant genotipine ve 23’ i (% 10,75) (D140D) homozigot mutant genotipine
sahiptir. Calisilan bu toplumda genotip dagiliminin Hardy-Weinberg esitligine
uydugu saptanmistir (p>0.05).
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Cizelge 3.2. GSTO1 (A140D) genotiplerinin dagilimi

Genotip n Gozlenen Beklenen Frekans (Hardy-
Frekans (%) Weinberg Esitligi’ ne
gore) (x2 = 0,407)
p>0,05
A140A (Alal40Ala) 104 48,60 47,51
A140D (Alal40Asp) 87 40,65 42.83
D140D (Asp140Asp) 23 10,75 9,65

PCR ve RFLP islemi sonrasinda yapilan jel elektroforezinde elde edilen sonuclar

Sekil 3.1° de gosterilmektedir.

1 23 45 67 8 9% M 1011 1213 14 1516 1718 1920 21

' g ias /254m;

i
2

68bc

Sekil 3.1. GSTO1 (A140D) genotiplerine ait PCR ve RLFP jel elektroforez sonucu.
2.,4.,5,6,17,8.,9, 11, 12, 14, 17, 18.ve 19. siitunlar GST Omega 1 (A140A)
genotipini, 1., 3., 10. ve 15. siitunlar GST Omega 1 (A140D) genotipini, 13. ve 16. siitunlar
GSTOI1 (D140D) genotipini, 20. siitun PCR iiriiniinii, 21. siitun negatif kontrolii, M siitunu
ise 50 b¢ DNA marker1 gostermektedir.

Kadinlarda ve erkeklerde gen polimorfizminin genotip dagilimu ile ilgili olarak ayri
ayr1 yapilan incelemede cinsiyetin bu dagilima anlamli olarak etkimedigi
saptanmigtir (p=0,521). Kadin ve erkeklerde genotip dagilimlar1 Cizelge 3.3’ de

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3. GSTO1 (A140D) polimorfizminde genotiplerin cinsiyete gore dagilimi.

Cinsiyet |A/A (n,%) A/D (n,%) D/D (n,%) P
Erkek |56 (47,1) 52 (43,7) 11(9,2) 0,521
Kadin |48 (50,6) 35 (36,8) 12 (12,6)

GSTO1 (A140D) gen polimorfizmine ait alel frekanslar1 da Cizelge 3.4’ de

gosterilmistir.

Cizelge 3.4. GSTO1 genine ait alel frekanslari

Alel Frekans (%)
Ala (A) 68,93
Asp (D) 31,07

GSTOL1 (A140D) gen polimorfizmine ait cinsiyete gore diizenlenmis alel frekanslart

da Cizelge 3.5’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. GSTOI1 (A140D) gen polimorfizmine ait cinsiyete gore diizenlenmis alel
frekanslari.

Cinsiyet |Ala (A) Asp (D)

Erkek 68,91 31,09

Kadin 68,95 31,05
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4. TARTISMA

Glutatyon S-transferaz (GST) siiper ailesinin bir iiyesi olan GST Omega 1
(GSTO1)’ in insanda karaciger, kolon, kalp ve prostat dahil bir¢ok organda varligi
saptanmistir (Whitbread ve ark., 2003). Bu genis dagilim bu genin 6nemli biyolojik

gorevleri olabilecegini gostermektedir.

Nitekim GSTO1’ in GSH’ a bagl tiyoltransferaz, dehidroaskorbat rediiktaz,
monometilarsenot rediiktaz aktiviteleri gosterdigi ve GSH ile disiilfit baglar1 yapan
sistein aktif bolgesine sahip oldugu saptanmistir (Board ve ark. 2000; Whitbread ve
ark., 2003; Girardini ve ark., 2002). Ilaveten ryanodin reseptorii tasiyan hiicrelerde
kalsiyumun indiikledigi apoptoziste koruyucu gorevi oldugu da bildirilmektedir
(Dulhunty ve ark. 2001). Ayrica cevresel bir kanserojen olan inorganik arsenigin
biyometilasyonunda hiz smirlayici basamak olan, monometilarsonik asitin (MMA")
monometilarsonoz aside (MMA™) indirgenmesini kataliz etmektedir (Board ve ark.
2000; Zakharyan ve ark.,2001). Dolayisiyla GSTOI, ilaglar ve karsinojenler dahil
bircok bilesigin metabolizmasinda ve dagiliminda rol almakta ve oksidatif strese

kars1 koruyucu gorev iistlenmektedir (Board ve ark. 2000).

Son yillarda GSTO1 geninin polimorfik oldugu ve ekzon 4’ te C’ nin A’ ya
transversiyonuyla Alanin’ in Aspartik Asit’ e doniistiigli ve bunun da GSTOI1
(A140D) gen polimorfizminde mutant alelin 6zelikle tiyoltransferaz aktivitesinde
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Tanaka-Kagawa ve ark., 2003). Ancak bagka
bir aragtirma grubu ise bu aktivitede % 20’lik azalma olmasina karsin bunun anlamh
olmadigini bildirmislerdir (Whithbread ve ark. 2003; Schmuck ve ark., 2005). Diger
taraftan inmede varyant aleli tasiyanlarda riskin yiiksek saptanmasi ve bu kisilerin
plazma homosistein diizeylerinin yiiksek olusu bu Kkisilerin tiyoltransferaz
aktivitesinin ve antioksidan kapasitelerinin azalmasina baglanmaktadir (Kolsch ve
ark., 2004). Bu asamada bu mutant alelin bu enzim aktivitesini degistirdigi

konusunda netlik gézilkmemektedir.



53

Yapilan calismalar GSTO1 (A140D) gen polimorfizminin cesitli etnik gruplarda ve
toplumlarda farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Ilaveten bu
gen  polimorfizminin kanser ile Alzheimer, Parkinson ve inme gibi cesitli
hastaliklarla da iliskisinin oldugu gosterilmeye baslanmustir (Oztiirk ve ark. 2005;
Kolsch ve ark., 2004).

Cesitli etnik grup ve toplumlarda bu gen polimorfizminin siklig1 calisilmis olmasina
karsin Beyaz irkta ve 6zellikle Avrupa Beyaz irkinda bu konuda kisith caligmaya
rastlanmaktadir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Diger taraftan Tiirk toplumunda
GSTOI1 (A140D) gen polimorfizminin sikliginin arastirildigi bir calismaya biz bu
calismaya baslayincaya kadar rastlamamistik. Ancak ¢alismalarimiza basladiktan bir
siire sonra Takeshita ve ark.” nin (2008) calismasi yayinlandi. Bu Japon arastirma
grubu Almanya’da yasadigi anlasilan Alman bir doktordan Adana civarindan diye
s0z edilen kisilerden alindig1 bildirilen kanlardan izole edilen DNA o6rneklerinde bu
gen polimorfizminin sikligin1 calismiglardir. Ancak Orneklerin alindigi kisilerin
Almanya’ da yasayan kisiler mi yoksa Tiirkiye’ de yasayan kisiler mi oldugu,
kigilerin yaslar1 ve cinsiyetleri konusunda hicbir bilgi verilmemistir. Dolayisiyla
Tiirk diye sozii edilen bireyler hakkinda doyurucu bilgi makalede yer almamaktadir.
Nitekim bu grubun caligmasi sonucunda Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2° de goriilecegi
gibi mutant alel gen sikligi 0.085 gibi ¢ok diisiikk ve homozigot varyant genotip
siklig1 % 1’den daha diisiik diizeyde bulunmustur. Bizim yaptigimiz bu c¢alismada
yer alan goniillillerin hepsi Tiirk olup cogunlugu Orta Anadolu’ dan olmak iizere
Tiirkiye’ nin bircok yerinde yasayan vatandaslarimizdir. Bunlarin cinsiyetleri ve
yaslar1 hakkinda bilgiye de sahibiz. Nitekim ilk kez bu calismada GSTO1 (A140D)
gen polimorfizminde genotip frekansinin cinsiyet ile degismedigi de gosterilmis
olmaktadir. Bu calismada saptanan yabanil tip, heterozigot varyant ve homozigot
varyant sikliklar1 ile mutant alel frekanslar1 Takeshita ve ark.” larmin (2008)
bulgularindan anlamli olarak farklidir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Ornegin mutant
allel gen frekansimi biz 0,311 olarak saptarken Takeshita ve ark.’ lar1 (2008) 0,085

olarak bulmuslardir.



Cizelge 4.1. Farkli toplumlarda GSTO1 (A140D) polimorfizminin genotip sikliginin dagilimi

Genotip n (%)

Toplum n Ala/Ala Ala/Asp Asp/Asp Kaynak p
(A/A) (A/D) (D/D)

Almanya 280 126 (46) 129 (46) 25(9) Kolsch ve ark. (2004) 0,457
Beyaz Amerikali 735 319 (44) 315 (43) 93 (13) Oztiirk ve ark. (2005) 0,437
Beyaz Amerikali 220 96 (44) 101 (46) 23 (11) Wahner ve ark. (2007)* 0,527
Avrupali Avustralya 100 45 (45) 43 (43) 12 (12) Whitbread ve ark. (2003)* | 0,830
Cin (Han) 215 158 (73) 55 (26) 2 (1) Fu ve ark. (2008)° 0,000
Giiney Cin 100 71 (71) 25 (25) 4(4) Whitbread ve ark. (2003)° [ 0,001
Tayland 98 74 (76) 23 (23) 1(1) Marahatta ve ark. (2006)° | 0,000
Afrikal1 62 52 (84) 10 (16) 0(0) Whitbread ve ark. (2003)° [ 0,000
Japon 102 81 (79) 20 (20) 1(1) Takeshita ve ark. (2008)° |0,000
Mogol 243 183 (75) 58 (24) 2 (1) Takeshita ve ark. (2008)° |0,000
Ovambo (Namibya) 163 150 (92) 13 (8) 0(0) Takeshita ve ark. (2008)° |0,000
Brezilya 173 146 (84) 19 (11) 8 (5) Granja ve ark. (2005)" 0,000
Tiirk 194 162 (83) 31 (16) 1(1) Takeshita ve ark. (2008)° |0,000
Tiirk 214 104 (48) 87 (41) 23 (11) Bu cahsma

* Bu calismaya gore anlamli olarak farkli degil (p>0,05)

® Bu calismaya gore anlamli olarak farkli (p<0,05)
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Cizelge 4.2. Farkli toplumlarda GSTO1 (A140D) polimorfizminin alel sikliginin dagilimi

Alel sikhig

Toplum n Ala (A) Asp (D) Kaynak p
Almanya 280 0,680 0,320 Kolsch ve ark. (2004)* 0,844
Beyaz Amerikali 735 0.655 0,345 Oztiirk ve ark. (2005) 0,377
Beyaz Amerikal 220 0.666 0.334 Wahner ve ark. (2007)* 0,676
Avrupali Avustralya 100 0,665 0,335 Whitbread ve ark. (2003)* 0,676
Cin (Han) 215 0,853 0,137 Fu ve ark. (2008)° 0,000
Giiney Cin 100 0,835 0,165 Whitbread ve ark. (2003)b 0,007
Tayland 98 0,870 0,130 Marahatta ve ark. (2006)b 0,001
Afrikali 62 0,919 0,081 Whitbread ve ark. (2003)b 0,000
Japon 102 0,892 0,108 Takeshita ve ark. (2008)b 0,000
Mogol 243 0,872 0,128 Takeshita ve ark. (2008)b 0,000
Ovambo (Namibya) 163 0,960 0,040 Takeshita ve ark. (2008)b 0,000
Brezilya 173 0,899 0,101 Granja ve ark. (2005)b 0,000
Tiurk 194 0,915 0,085 Takeshita ve ark. (2008)" 0,000
Tiirk 214 0,689 0,311 Bu calisma

* Bu ¢alisgmaya gore anlamli olarak farkli degil (p>0,05)

" Bu calismaya gore anlamli olarak farkli (p<0,05)
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Her iki ¢aligmada kullanilan metodun ayni1 olmasi ve 6rnek sayisinin yakin olmasi bu
farkin nedeninin kullanilan yontemden ve Ornek sayisindan kaynaklanmadigi
izlenimini vermektedir. Daha once yaptigimiz ¢alismalarda GST M1, PI ve T1 gen
polimorfizmlerinin sikliginin hep Avrupa beyaz 1rki i¢inde yer aldigim saptamistik
(Ada ve ark. 2004; Ada ve ark., 2007). Bu calismada da mutant alel gen ferkansinin
Almanya ile ortiistiigii ve farkin anlamli olmadig1 goriilmektedir (0,311 ve 0,320)
(Cizelge 4.2). Ilaveten bu c¢alismada belirlenen Tiirk toplumundaki mutant alel gen
frekans1 ve genotip frekanslar1 ile diger Beyaz irklarda (Beyaz Amerikan,
Avustralya, Avrupali Avusturalya) saptanan mutant alel gen ve genotip frekanslari
arasinda anlamh farkliliklarin olmadigi ve dolayisiyla uyumlu oldugu goériilmektedir
(Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Oysa Takeshita ve ark. (2008)’ larinin bulgular1 daha
cok Afrika ve Asya (Japonya, Tayland, Cin ve Mogol) ve hatta Brezilya
toplumlarindaki mutant alel ve genotip dagilim sikligina uymaktadir (Cizelge 4.1 ve

Cizelge 4.2).

Diger taraftan aym toplumda aym gen i¢in yapilan c¢alismalarda genotip dagilim
sikliginda farkliliklar da daha 6nceki calismalarda saptanmistir. Ornegin GSTT1 gen
dilisyonunu bir grup arastirict Alman toplumu igin % 30 belirlerken (Peter ve
ark.’lari, 1989) bir baska grup arastirct % 19,5 (Garte ve ark., 2001) olarak
bildirmektedir. Ayrica Tiirk toplumunda GSTMI1 gen dilisyon sikligi degisik
aragtirma gruplarinca sirastyla % 16 (Pinarbasi ve ark., 2001), % 37,4 (Aktas ve ark.,
2001) , % 45,5 (Toruner ve ark., 2001) ve % 51,9 (Ada ve ark., 2004) olarak farkli
saptanmistir. Dolayisiyla aymi toplumda genotip sikliklarinda farkli arastirmacilar
tarafindan alinan sonuclarda da farkliliklar goriilebildiginden dogru sonucun ortaya

konmasi1 adina birden ¢ok caligmanin yapilmasinin geregi dogmaktadir.

Diger 6nemli bir bulgu Fu ve ark.” lar1 (2008) tarafindan bildirilmektedir. Fu ve ark.’
lari, GSTO1 (A140D) gen polimorfizmini ¢alistiklart Cin toplumunda farkli etnik
guruplarin farkli mutant alel sikligina sahip olduklarini ve bunun etnik gruplara gore
0,081 ile 0,220 arasinda degistigini ve bolge faktorii diizeltildiginde istatistiksel
olarak bu farkliliklarin anlamli olmadigin1 gostermislerdir. Han etnik grubunun Cin’

in Kuzey Batisinda yasayan bireylerinin Cin’ in giineyinde yasayanlardan daha fazla
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mutant alele sahip olduklar1 saptanmistir (0,190’ na karsin 0,125, OR, 1.63, 95% GA,
1.21-2.20). Ancak bunun bu etnik kokene mi yoksa GSTOI1 (A140D) gen
polimorfizmine mi ait bir 6zellik oldugunun belirlenmesi icin farkli etnik gruplarda
benzeri daha ¢ok calismaya gerek vardir. Bu agidan bakildiginda belki bolgesel bir
calismanin Tiirk toplumunda da yapilmasi bizim ve Takeshita ve ark.” larinin (2008)

farkli bulgularinin nedenini bir 6l¢iide aciklayabilir.

Bu asamada bizim yaptigimiz ¢alismada yer alan bireylerin iilkenin tiim yoresinden
oldugu diistiniilirse bu calisma sonuglarinin ortalama Tiirk toplumunu yansittig
sOylenebilir. Nitekim daha o©nce Tiirk toplumunda calisilan polimorfizmlerin
sikliklarinda Beyaz irk toplumlariyla goriilen paralellik (Ada ve ark., 2004; Ada ve
ark., 2007) bu gen polimorfizminde de acik¢a goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu ¢alisma;

Tiirk toplumunda GSTO1 (A140D) polimorfizmi sikliginin bir 6nceki Takeshita
ve ark.” larimin (2008) elde etmis oldugu sonuglardan ¢ok farkli oldugunu ve
dolayistyla ayn1 toplumda gen polimorfizmi genotiplerinin dagilimimin ortaya
konmasinda tek calisma sonucuna bagli kalinmamasi1 gerektigini; bu yonden
saglikli sonuca ulagsmak i¢in birden fazla caliyma yapilmasinin dogru sonuglara

ulasma agisindan son derece onemli ve gerekli oldugunu ve

Tiirk toplumunun GSTO1 (A140D) gen polimorfizmi sikliginin genelde Beyaz
ik toplumlarindaki sikliklardan farkli olmadigim1 ve cinsiyetin bu gen

polimorfizmi iizerine etkisinin olmadigin ilk kez

ortaya koymaktadir.

Oneriler:

a) Bu polimorfizmin incelenmesi, toplumda ¢esitli kimyasallara maruziyette ve

kanser, alzheimer ve parkinson gibi norolojik hastaliklarda olas1 risklerin veya
koruyuculuklarin bireysel bazda ortaya konmasi yoniinde katki saglayabilecektir.
Dolayisiyla bu yonde yapilacak calismalar cevre-gen etkilesmesinin ortaya

cikarilmasinda katkilar saglayabilir.
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OZET

Tiirk Toplumunda Baz Bireylerde GST Omega 1 (A140D) Gen

Polimorfizminin incelenmesi

Son yillarda Glutatyon S-transferaz (GST)’ lar arasinda yer alan ve kanser dahil
cesitli hastaliklarla iliskilendirilen GST Omega 1 (GSTO1) (A140D) gen
polimorfizmi sikliginin ¢esitli etnik gruplarda farkli oldugunu gdsteren veriler
cogalmaktadir. Bu ¢alismada GSTO1 (A140D) gen polimorfizmi Tiirk toplumundan
214 saglikhh bireyde arastirilmistir. GSTO1 (A140D) gen polimorfizm sikligi
polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (PCR-
RFLP) metodu kullanilarak saptanmistir. Gézlenen GSTO1 (A140D) polimorfizm
frekanslar1 A140A (yabanil tip), A140D (heterozigot varyant) ve D140D (homozigot
varyant) genotipleri i¢in sirasiyla % 48,60, % 40,65 ve % 10,75 olarak
belirlenmistir. Cinsiyetin genotip frekansina anlamli etkisinin olmadig1 gozlenmistir.
GSTOI1 (A140D) geni alel frekanslart A140 i¢in 0,689 ve D140 icin 0,311 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar Tiirk toplumunun GSTO1 (A140D) gen polimorfizmi

frekanslarinin Beyaz 1tk toplumlarininkine benzer oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Beyaz irk toplumlari, genotip, GST Omega 1 (A140D)
polimorfizmi, Tiirk toplumu
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SUMMARY

The Investigation of GST Omega 1 (A140D) Gene Polymorphism In The
Individuals of Turkish Population

In recent years there is a growing evidence that ethnic differences exist in the
frequency of glutathione S-transferase (GST) Omega 1 (A140D) gene polymorphism
with which associations have also been reported for several diseases including
various cancers. In this study, GST O1 (A140D) gene polymorphism was determined
among 214 healthy individuals of a Turkish population. The frequency of GSTOI
(A140D) gene polymorphism was determined by using the polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR/RFLP) method. The
observed frequencies of A140A (wild type), A140D (heterozygous variant) and
D140D (homozygous mutant GST O1(A140D) genotypes were % 48,60, % 40,65
and % 10,75 respectively. No significant sex differences were noted in the genotype
frequencies. The allele frequencies of GSTO1 (A140D) polymorphism were 0.689
for A140 and 0.311 for D140. These results show that the frequencies of GST
(A140D) gene polymorphism in a Turkish population is similar to Caucasian

populations.

Key Words: Caucasian populations, genotype, GST Omega 1 (A140D)
polimorphism, Turkish population
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EKLER

Ek 1

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
(“Tirk toplumunda bazi bireylerde GST Omega 1 (A140D) gen polimorfizminin
incelenmesi” konulu arastirma icin)

1. Calismanin amact:
Tirk toplumundaki bazi kadin ve erkek goniillillerde arsenik gibi kanserojen
maddelerin sagliga zararsiz hale doniistiiriilmesinde ©nemli gorevi olan
GSTOI1(A140D)  genindeki degisiklikler incelenerek bu genin toplumumuzdaki
dagilimi1 konusunda 6n bilgi elde edilecektir.

2. Goniillii i¢in beklenen yarar:
Normalden farkli GSTO1(A140D) gen tipinde GSTO1 enzim aktivitesi diisiik
oldugundan arsenik gibi kanserojen maddelerin saglia zararsiz hale doniigmesi
daha yavastir. Dolayisiyla goniillillerin hangi GSTO1 (A140D) gen tipine sahip
olduklar1 belirlenerek bu tip cevresel kanserojen maddelere maruz kaldiklarinda
sagliklarinin nasil etkilenebilecekleri konusunda bilgi sahibi olmalar1 saglanacaktir.

3. lzlenecek Yontemler

Bu amagla dirsek 6n yiizii toplar damarlarindan bir seferde olmak iizere bir tath
kasign kadar kan alinacaktir. Islem sonrasinda nadiren islem yerinde morarma
gelisebilmektedir. Goniilliye kendisi ile 1ilgili bilgileri igeren bir anket
doldurulacaktir. Eger bu calismada yer almak istemiyorsaniz bunu belirtmeniz
yeterlidir. Calismaya katilmaya karar verirseniz, arastirmadan istediginiz zaman
cekilme hakkimiz vardir, ancak bu karan ilgiliye bildirmeniz gerekmektedir.
Arastirici da sizi ¢calisma dig1 birakabilir.

4. Verilerin Gizliligi:
Arastirmaya katilmanmiz halinde arastirmadan elde edilen bilgi ve bulgularin
istendiginde ilgili makamlara verilebilecegi ve tip alaninda yayinlanan yurt i¢i veya
yurt dis1 dergilerde yayinlanabilecegini kabul etmek durumundasiniz.

5. Etik Komite Onay1
Etik kurulu bu arastirma programini onaylamistir.
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6. Arastirmaya katilan goniillil sayisi:
Bu arastirma kanser hastas1 olmayan ve yaslar1 20-65 arasindaki Ankara Universitesi
Ogretim elemanlari, idari personeli ve Lisans iistii 6grencilerinden olusan 75 erkek
ve 75 kadin toplam 150 goniilliide yapilacaktir.

7. Calismada uygulanacak testlerle ilgili olarak siz ve sosyal giivencenizi
saglayan kurum mali yiik altina girmeyecektir.

8. Calisma Ankara Universitesi Eczacilik  Fakiiltesi ~ Farmasotik
Toksikoloji Anabilim Dalinda Prof. Dr. Mimtaz Iscan’in sorumlulugunda
yiiriitiilecektir.

Goniillii Olur (Riza) Formu:

Yukarida goniillilye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
onceden okudum. Bunlar hakkinda bana sozlii ve yazili agiklamalar yapildi. Calisma
ile ilgili tim sorularima tatmin edici cevaplar aldim. Bu s6z konusu calismaya kendi
rizamla , baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliintin Adi, Soyadi:
Tarih:

Imzast:

Tel:

Doktor Adi, Soyadi:
Tarih:
Imzasi:

Taniklik eden Kurum
Yetkilisi Adi, Soyadi:
Tarih:

Imzast:



Ek 2

Anket formu
(Tiirk toplumunda bazi bireylerde GST Omega 1 (A140D) gen polimorfizminin
incelenmesi)

1. Ornek No

3. Cinsiyeti ‘E[] K[ ]
4. Kilosu, Boyu

6. Yasadigimiz Yerler (L1, 1L(;EST , KOYU, SURESI)

72



10.

11.

14.

12.

13.
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Sigara Icme Aliskanhigimiz ;

Hi¢ Igmedim [_] Halen Iciyorum [_] Eskiden I¢iyordum []
Giinde .... Paket /... Y1l Birakali .... Y1l Oldu

Bulundugunuz Ortamda ( Ev /{5 )

Sigara Iciliyor [] Sigara I¢ilmiyor []

Alkol Kullantyor musunuz ?

Evet [ ] Hayrr [ ]

Kahve Igme Aliskanli§iniz Var mi ?

Var [_] Yok []

Giinde 1 Bardak| ] Giinde 2 Bardak [_| 3 ve Daha Fazla [ |
Baska Saglik Sorunlariniz Var m1 ?

Var[_] Yok []

Neler 2.coeeereeviieiceieeeieene

Aile Bireylerinizde ve Sizde Herhangi bir Genetik Hastalik Var m1 ?(Seker
Hastalig1, Kanser gibi)

Nedir 2.c..ooeevenieirecereeeee.

Son Bir Yildir Kullandigimiz Ilaclar (Vitamin dahil) Nelerdir, Ne Kadar Siiredir

Aliyorsunuz ?
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14. Beslenme Aliskanligimiz? (En Fazla Tercih Edilene 1 PUAN olmak iizere, En
Aza Dogru 1’den 5’e kadar Numara Veriniz)
Et haslama [_] Izgara [| Kizartma [_] Sebze [_]
Meyve ]

TESEKKURLER



Ek 3

Etik Kurul Raporu

ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKOLTES] ETIK KURULU
RESEARCH ETHICS COMMITTEE OF MEDICAL FACULTY, ANKARA UNIVERSITY

ANKARA-TORKIYE

ARASTIRMA BASVLURUSU OMAYI
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PROTOKOL KODU

PROTOKOL ADI

Tirk toplumunda bazi bireylerde GST Omega |
{A140D) gen pelimorfizminin incelenmesi

BASVURU BILGILERI

SORUMLUARASTIRICI UNVANI
FADI

Prof De.M imitaz Iscan

ARASTIRMA MERKEZ|

Ankara Universites) Eczacilik Fakilhtesi, Farmasatik
Toksikaloji Anabilim Dah

DESTEKLEYICI FIRMA

Belge Ad

Defisiklik Na_ f Tarih

Dili

DEGERLENDIRILEN

PROTOKOL

ARASTIRICI BROSURU

[LGILI BILGILER

BILGILENDIRILMIS GONOLLD
OLURU

OLGU RAPOR FORMU

[CALISMA EsASI

Y1 KLINIK UYGULAMALARI KLAVUZU

Karar Mo:126-3463

Tarih: 03 Mart 2008

KARAR BILGILERI

Aragirma protokoliine tamamen uyulmak, Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Erik Kurul
Yénergesinde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve Yénergenin |1/h maddesi geregi
sorumfuluk aragtineilara ait olmak iizere laboratuar araglirmanin virbtilmesinde etk
sakinca bulunmadigina toplantiya katlan Sgretim dyelerinin aybirligi ile karar verildi

ETIK KURUL OYELER|

MLI G- .-;:J!JE

Clnvam / Adi f Sevady Uzmanhk Daly Kurumu Cinsiyeti |imza
Prof. Dr. [smail Hakk: Ayhan » Ankara Tip L LA
Bagkan Farmakolcji Fakiihesi E A e
Prof. Dr. Efser Kerimoghu oo - | Ankara Top
Bagkan Yardimens: Cocuk Psikiyatrisi Fakiiliesi
Prof. Dr. Ozden Palaoglu akoloi Ankara Tip
Sckreter ":. -JIL{Q olegt Fakilesi
N
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. Ankara Tip

Prof. Dr. Ragip Cam - E 1
Uye Gencl Cerrahi Fakiiitesi e /|
Prof. Dr.Handan Onur P Ankara Tip H |
" ye Tibbi Onkoloji Fakiltes: K ’_‘L:__A e k‘.."‘
. o o/
Prof.Dr. Ajlan Tikin N . Ankara Tip N -\:’J —
Uye Tibbi Genetik Fakiiltesi K ( ;“{j A y
Prof.Dr. Esra Erden Batolai Ankara Tip W | )
Tye atolg) Fakiiltesi ,(___ . R
Prof. Dr. Aydan |kinciogullan Cocuk Saghg ve Ankara Tip :
Oye Hastaliklart Fakiltesi K {C\d'__,___gﬂ\,mu_p
i Prof. Dr. Erdal Onar Ankara Univ. l -
Uye Hukuk Hukuk Fakilltesi E %
=
Prof. Dr. Yasemin Oguz .. Ankara Tip o
Uye Deontoloji Fakiiltesi K M
Prof. Dr. Biilent Giimiigel " Hacettepe Univ. .
Uye Farmakolaji-Eczace Eczacilk Fakiltesi E (¥ urtdisinda)
Dog.Dr.Ashhan Ave _— Ankara Tip
Oye Biyokimya Fakiltcsi K :
Gilsiim Aslan Saghk Meslegi Dugi Emekli K i \L'. L":-l""" .
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Iv.

BiREYSEL BIiLGILER
Adi

Soyadi

Dogum yeri ve tarihi
Uyrugu

Medeni durumu

Telefon numarasi
E-posta adresi

EGIiTiMi

Lisans

Lise
Ortaokul

[lkokul

Yabanci Dilleri

UNVANI

Eczaci

MESLEKI DENEYiMI
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OZGECMIS

Giizide Tugba

Ada

Ankara 1984

T.C.

Bekar

0312 430 0927
ecz_tugba@hotmail.com

2006-Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiltesi

2002-Mamak Anadolu Lisesi
1999-Mamak Anadolu Lisesi
1995-Tegmen Kalmaz Ilk6gretim

Okulu

ingilizce, Almanca

2009-:Saglik Bakanligi Ilag ve Eczacilik Genel Miidiirliigii Ruhsatlandirma
Dairesi Baskanligi Ruhsatli Uriinler I Sube Miidiirliigii

2006-2009: Saglik Bakanhig

llac ve Eczacilk Genel Miidiirliigii

Farmakoekonomi Dairesi Bagkanlig1 Fiyat ve Maliyet Etiidleri Sube Miidiirliigii



