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1. GIRIS

1.1. Toksik Maddelerin Metabolizmasi

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

olmaktadir.

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu organizma igin bircok Onem
tasimaktadir. Lipitte ¢oziinen apolar kimyasal maddelerin enzimatik
reaksiyonlarla daha polar metabolitlere doniismeleri ile atilimlar
kolaylagir. Diger taraftan yabanci kimyasal bir madde ancak
organizmada enzimatik reaksiyonlar sonucu ‘“aktif metabolit”e

dontiserek toksik etki de gosterebilir.

Yabanct 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 gegerek
atilir. Genel olarak bir ksenobiyotik veya metabolitlerinin bu son
mekanizma ile biyotransformasyonlar1 sonucu toksisitesi azaliyor veya
ortadan kalkiyorsa bu olaya detoksikasyon veya detoksifikasyon

denilmektedir. Bazen de yukarida deginildigi gibi, kimyasal maddenin



biyotransformasyonu ile ¢ok aktif ara metabolitler olusabilir. Bu olaya

toksikasyon veya biyoaktivasyon denir.

Ksenobiyotiklerin ~ biyotransformasyon mekanizmalar1 iki fazda

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

gosterilmigtir.

Cizelge 1.1. 1.Faz metabolizasyon reaksiyonlari ve rol oynayan enzimler

Reaksiyon Tipi HEnzimler

1. Yiikseltgenme CYP’ ler
Ksantinoksidaz
Peroksidazlar
Aminooksidaz
Dioksijenaz

Superoksit dismutaz

2. Indirgenme CYP’ ler
Ketoreduktaz

Glutatyon peroksidazlar

3. Hidroliz Epoksit hidrolaz
Karboksiesteraz

Amidazlar




Cizelge 1.2. II. Faz metabolizasyon reaksiyonlar1 ve rol oynayan enzimler

Reaksiyon Tipi HEnzimler

1. Konjugasyon Reaksiyonlar1|Glukronil transferaz
Siilfonil transferaz
Glutatyon S-transferaz
Glukozil transferaz

Tiyol transferaz

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

Birinci fazda genellikle lipitte ¢oziiniir ksenobiyotikler daha polar
molekiiller haline gecgerler ve ikinci fazda ise endojen maddelerle

birlesen bu polar metabolitler inaktif sekillerine doniisiirler.

1.2. Biyotransformasyonun Yer Aldig1 Organlar

Yabancit kimyasal maddelerin biyotransformasyonunu kataliz eden
baslica enzimler karacigerde yerlesmislerdir. Bu nedenle karacigerin,
kan dolasimui ile karacigere gelen kimyasal maddeleri depolanma dagilim
ve safra ile atilimlarindan 6nce metabolize etme kapasitesi ¢ok fazladir.
Ayrica biyotransformasyon karaciger disinda sinirli olmak {izere akciger,
bobrek ve barsakta; daha da sinirli olarak deri, testis, plasenta ve adrenal

bezde gerceklesebilir.



1.3. Glutatyon ve Glutatyon S-Transferazlar

1.3.1. Glutatyon

Glutatyon(GSH), glisin, sistein ve glutamik asitten olusan bir
tripeptiddir. Glutatyon ile konjugasyon sonucunda tiyoeter yapisinda
maddeler olusur. Substratlarin elektrofilik karbon, oksijen, nitrojen veya
siilfir atomlar1 glutatyonun siilfidril grubu ile reaksiyona girmektedir.

(Caserett ve Doull’s, 2005)

Sekil 1.1° de goriildiigli gibi glutatyon sentezinin birinci basamaginda
glutamik asit ve sistein y-glutamin sisteinsentaz enzimi araciligiyla
peptid bag1 olusturur. Bu sekilde y-glutamin sistein yapist olusur. ikinci
basamakta ise, olusan bu yapiya glutatyon sentaz enzimi araciliiyla
glisin amino asidi peptid bagi ile baglanir ve sonunda glutatyon olusur.
Glutatyon karacigerde olusur, safrayla veya merkaptiirik aside doniiserek

bobreklerden atilir.
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Sekil 1.1. Glutatyon Sentezi

GSH ayrica, glutatyon peroksidaz i¢in bir kofaktordiir. Glutatyon
eksikligini lipid peroksidasyon arttirir. Yapilan in vivo g¢alismalarda,
hepatositlerde = GSH  havuzunun tilkkenmesinden sonra, lipid
peroksidasyonunun arttigi gézlenmistir. Olusan peroksitlere kars1 GSH
peroksidazlarin koruyucu etkisinin oldugu goriilmiistiir (Cantford ve
Giegelen, 1975). Glutatyon eksikligi, total glutatyonun %20-30° u
civarinda olursa, hiicre hasar1 ve 6liimiiyle sonuclanan olaylar goriilebilir

(Moldeus ve Quanguan. 1987; Reed,1984, 1990).



1.3.2. Glutatyon S-Transferazlar (GST)

GST’ ler insanda bir¢cok dokuda bulunup ¢ok islevli ve genis spektrumlu
substrat Ozgiilliigli olan enzimlerdir (Jacoby, 1980; Peters, 1988). Bu
ozelligi ile GST’ler hem eksojen, hem de endojen kaynakli olabilen ¢ok
miktarda elektrofilik molekiiliin metabolizasyonunda gérev alan dnemli
bir enzim ailesidir. GST’ ler glutatyonun siilfidril grubunu aktive ederek
elektrofilik substrat (ki bu elektrofilik substratin elektrofilik fonksiyonel
grubu C, N veya S olabilir) iizerine niikleofilik atak etmesini katalize

ederler. (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 bulunduklari
gosterilmistir(Andersson ve ark., 1994; Jakobsson ve ark., 1996; Pemple
ve ark., 1996).

Sitozolik GST’ ler her bir linitesi 25 kDA molekiiler agirliga sahip
dimerik proteinlerdir. Bu dimerik enzimin her bir alt {nitesi iki ayri
fonksiyonel bolgeden olusmus bir aktif siteye sahiptir: fizyolojik substrat
glutatyonun baglandig1 hidrofilik G-site ve ona komsu elektrofilik
substratin baglanmasi i¢in hidrofobik ortam olusturan H-site (Armstrong,

1997).

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

bobrek, barsak ve adrenal bezlerdir (Casarett ve Doull’s, 1991).



1.3.2.1. Glutatyon S-Transferazlarin Detoksifikasyondaki Rolii

Glutatyon 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). Platinyum bazl1 bilesikler ve
alkilleyici ajanlar kanser tedavisinde kullanilan 6nemli ilaclardir. Bu
laglar baslica glutatyon sistemi vasitasiyla inaktive edilmektedir.
Glutatyon S-transferazlarin katalizledigi en genel reaksiyon Sekil 1.2° de

gosterilmektedir.

Rx+ GSH— R-5G + XH

C SG
NG, N,
+ GSH — +HC
NO, NO,

1-Kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB)

Sekil 1.2. CDNB’ nin GST’ ler ile biyotransformasyonu

1.3.2.2. GST’ ler Aracili Aktivasyon

Detoksifikasyonda onemli rol oynayan GST’ lerin dihaloalkanlar ve
haloalkenler gibi bazi karsinojenleri aktive ettikleri de bilinmektedir.

Buna ornek olarak; 1,2-dibromoetan, metilenklorid ve heksakloro-1,3-



butadien verilebilir. 1,2-dibromoetan’in GST aracili aktivasyonu Sekil

1.3’ te gosterilmistir.

G
S
/+N\
BrCH,CH,Br + GSH — BrCH,CH,5G — H,C — CH, + Br
L2-dibromostan Epistilfonyum iyonu
Sekil 1.3. Episiilfonyum iyonu olusumu

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

niikleofillerle etkilesmesi anlamina gelir.

1.3.2.3. Glutatyon S-Transferazlarin Substratlar

PGAZ2 gibi reaktif endojen molekiiller, 4-hidroksi-2-nonenal gibi endojen
yag asidi oksidasyonu iirlinleri, kanser kemoterapisinde kullanilan cis-
platin, insektisit olarak kullanilan DDT ve etilenoksit gibi ¢ok sayida
cevresel karsinojen ve toksik bilesik GST’ lerin substratlarindandir.

Cizelge 1.3. GST’ lerin substratlarin1 gostermektedir (Eaton ve ark.,

1999).



Cizelge 1.3. Glutatyon S-transferazlarin substratlari

Cevresel Pestisidler ilaglar Endoien Molekiiller

Karsinoienl

BRFPLE Lindan Cis-platin 4-Hidroksi-2-nonenal

Stiren oksit Alaklor Elorambusil Kolesterol-5,6-aksit

4-Mitrokinolin oksit | Atrazin siklofosfamit Adenin propenal

Akrolevn DDT Tivotepa @-Hidropeksi-linoleik

asit

Hekzaklorobutadien | Metil Fosfomisin Dopaminokrom
paration

Trikloroetilen EA Katesol estrojenler

Metilen Elorid MNitrogliserin

Etilen oksit Adriamisin

1.3.2.4. Glutatyon S-Transferazlarin Simiflandirilmasi

GST’ lerin her bir sinifi arasindaki aminoasit dizilimi benzerligi %50’
den fazla, farkli siniflar arasindaki aminoasit dizilimi benzerligi ise %30’
un altindadir (Mannervick ve ark., 1992). Sitozolik GST’ ler Sekil 1.4’ te
goriildiigii gibi yedi smifa ayrilirlar. Bunlardan GST alfa; 6.
kromozomda, mii; 1. kromozomda, teta; 22. kromozomda, pi; 11.
kromozomda, zeta; 14. kromozomda, sigma; 4. kromozomda, omega; 10.

kromozomdadir (Strange ve ark., 2001).

Glatatyon S-Transferazlar

GET alfa
GST mil _ _ GBT zeta
(GETo) (ST (GGSSTT%JE&@ GST pi GSTsizma  (ggTa) (GETZ)
(ST (GETa)

Sekil 1.4. GST’ lerin simiflandirilmasi
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1.3.2.5. Glutatyon S-Transferazlarin Gen Polimorfizmleri

Yapilan biyokimyasal calismalar karsinojenik ve toksik bilesiklerin
metabolizasyonunda bireysel farkliliklar oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.
Biyotransformasyonda ortaya c¢ikan genis bireysel farkliliklar bu
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin genetik
polimorfizmleri ile agiklanmaktadir. Epidemiyolojik g¢alismalar cesitli
hastaliklar ve kanser riskinin artmasi ile Glutatyon S-transferaz
genlerinin spesifik allelleri arasinda iliski oldugunu gdostermektedir

(Ivaschenko ve ark., 2002; Mattey ve ark., 2002).

Son zamanlarda yapilan calismalar, insan sitozolik Glutatyon S-
transferaz genlerinde GSTM1, GSTM3, GSTP1, GSTT1 ve GSTZI
genlerinin polimorfik oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Risch ve ark., 2001).

1.4. Glutatyon S-Transferaz P1 (GSTP1)

GSTP1’ 1n, ilk olarak insan plasentasinda bulunan anyonik GST oldugu
bildirilmistir (Guthenberg ve ark., 1979). Sonradan beyin, akciger, kalp,
testis, adrenal bez, bobrek, pankreas ve karaciger olmak tizere dokularin

bliyiik bir kisminda sentezlendigi goriilmiistiir (Eaton ve ark., 1999).



11

1.4.1. GSTP1 ile ilac Rezistans1 Arasindaki Iliski

Kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglara diren¢ gdsteren tiimorlerde
GSTP1 seviyelerinde artis gozlenmistir (Nakagawa ve ark., 1988;
Okuyama, 1994; Tsuchida ve ark., 1992). Platinyum bazl ilaglarin
detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan Glutatyon S-transferaz pi, bu
bilesiklere kars1 kazanilmis ve var olan rezistans olusumunda da 6nemli

rol oynamaktadir (Ban ve ark., 1996; Goto ve ark., 1999).

Mide (Boku ve ark., 1998), ovaryum (Cheng ve ark., 1997), bas-boyun
(Shiga ve ark., 1999) ve epidermoid karsinoma (Inoue ve ark., 1995)’ da
yapilan c¢alismalar platinyum bazli bilesikler kullanilarak yapilan
kemoterapide alinan diisiik yanitlarin, yiiksek GSTP1 ekspresyonu ile
baglantili oldugunu gostermistir. Ayrica meme kanseri timorlerinde de
GSTP1 geninin varlig1 kemoterapiye karsi olusan rezistans ile iligkili

bulunmustur (Fengxi-Su ve ark., 2003).

Etoposid, melfalan, sisplatin ve adriamisin gibi kemoterapotik ajanlara
kars1 tiimor hiicrelerinde olusan rezistansla GSTP1’in iligkili oldugu

goriilmiistiir (Ban ve ark., 1996; Arai ve ark., 2000; Hida ve ark., 1994).

Platinyum bazli ilaglara maruziyet sonucunda GSTP1 diizeylerinde
artiglar gozlenmektedir. Akciger kanseri hastalarinda platinyum bazl
ilaglar ile yapilan tedavi 6ncesi ve sonrast GSTP1 ekspresyon seviyeleri

Olclilmiis ve ilag maruziyeti sonrasinda protein diizeylerinin anlamli bir
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sekilde yiikseldigi gozlenmistir (Oguri ve ark., 2000). Bu da, GSTPI
enziminin indiiklenebilir oldugunu ve bu indiiksiyonun kazanilmis ilag

rezistansinda 6nemli rol oynayabildigini gostermektedir.

10 -+
P=10,0136
GSTEL LT
Elspresyon O
Seviyest
O
01 —+
% D
0ol —+ % %
=
O
O
0.001 o
Bt Weon-Ft

Sekil 1.5. GSTP1’ in platin bazl ilaglarla indiiksiyonu (Oguri ve ark., 2000)

Ilag rezistans1 ve GSTP1 arasinda iliski saptayan ¢alismalarmn varligmnin
yani sira GSTP1’ in ilag rezistansinda 6nemli rol oynamadigin1 gosteren
bazi caligmalar da vardir. D’Incalci ve ark.’nin 1998 yilinda yaptiklar
calisgmada GSTP1 ile ilag rezistans1 arasinda iliski olmadigi

gOsterilmistir.

Yapilan ¢alismalarda ulagilan birtakim celigkili sonug¢larin bu enzimi

kodlayan genin polimorfik olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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1.4.2. GSTP1 Polimorfizmi

GSTP1 geninde iki adet tek niikleotid polimorfizmi belirlenmistir. Bu
polimorfizmler ekzon 5 ve ekzon 6’da bulunan kodon 105 (Ile-Val) ve
kodon 114 (Ala-Val)’ de aminoasitlerin yer degistirmesi sonucu
meydana gelmektedir (Board ve ark., 1989). Substrat se¢iciliklerinin her
iki mutasyondan da etkilendigi belirlenmistir (Ali-Osman ve ark., 1997;

Jive ark., 1999).

Genetik  polimorfizme bagli yapisal, fonksiyonel ve salinim
seviyelerindeki farkliliklar bir yandan karsinojenik ve mutajenik
kimyasallara karsi detoksifikasyonda kisiyi daha savunmasiz birakarak
kanser riskinde olasi artiglara sebep olurken, diger yandan kemoterapotik
ajanlar1 inaktive etme yetenegini azaltarak ilag tedavisine verilen yaniti

olumlu yonde etkilemektedirler (Harris ve ark., 1998).

1.4.2.1. GSTP1 Ekzon 5 Mutasyonu

Bu mutasyon, ekzon 5’ in 105. kodonunun 313. pozisyonunda izoldsin
(ATC) aminoasitinin, valin (GTC) aminoasitine doniismesiyle olur. Bu
doniisiime nokta mutasyonu sonucu adenin niikleotidinin (A), guanin
niikleotidiyle (G) yer degistirmesi neden olur (Coles ve ark., 2000; Ali
Osman ve ark., 1997). Bu mutasyon Ile105Val olarak ifade edilir.



14

1.4.2.2. GSTP1 Ekzon 6 Mutasyonu

Bu mutasyon ise ekzon 6’ nin 114. kodonunun 341. pozisyonunda
sitozin niikleotidi (C) ile timin niikleotidinin (T) yer degistirmesi sonucu
alanin (GCG) aminoasidinin valin (GTC) aminoasidine doniismesiyle
olusur (Coles ve ark., 2000; Ali Osman ve ark., 1997). Bu mutasyon ise
Alall4Val olarak tanimlanir.

ekzon  kodon  pozisyon
Ile105Val 5 105 313 ATC — GTC

Alall14Val 6 114 341 GCC — GTIC
Sekil 1.6. GSTP1 polimorfizmleri

1.4.3. GSTP1 Gen Polimorfizmi ve Enzim Aktivitesi Uzerine
Yapilmis Calismalar

Bu iki polimorfizm de enzim aktivitesinde diisiise neden olmaktadir
(Zimniak ve ark., 1994; Ali Osman ve ark., 1997; Watson ve ark., 1998).
Val homozigot geninin (Val/Val), Ile homozigot (ile/Ile) gene oranla
daha diisiik aktivite gosterdigi, heterozigot olanlarmn ise (ile/Val)
ortalama bir aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Hu ve ark., 1998;
Watson ve ark., 1998; Srivastava ve ark., 1999).



15

Cizelge 1.4. Ile105Val polimorfizmi ve enzim aktivitesi iligkisi (Watson ve

ark., 1998)
Polimorfizm Aktivite (CDNB )
Ile /Tle (n=18) 74,9 + 3,8 nmol /mg/min
Ile/Val (n=13) 62,1 + 4,2 nmol /mg/mmn
Val/Val (n=3) 52,5 £ 4.5 nmol /mg/min

Ile/ile genotipine sahip grubun enzim aktivitesi Ile/Val genotipine sahip
grubun enzim aktivitesinden anlamli sekilde (p=0,03) fazla bulunurken,
bu fark Ile/Val ve Val/Val genotiplerine sahip gruplarin kombinasyonu
ile Ile/ile genotipine sahip grup arasinda daha da fazladir. (p=0,009)
(Watson ve ark., 1998)

1.4.4. GSTP1 Gen Polimorfizmleri ve Kanser Olusma Riski ile ilgili

Calismalar

Ryberg ve arkadaslarinin 1997°de yaptiklar1 calismada Cizelge 1.5 te
goriildiigli gibi, hastalarda kontrol grubuna gore (9,1-51,5) anlamli
derecelerde Val/Val genotip frekansinda artis (15,9), Ile/ile genotip
frekansinda azalis (38,4) goriilmiistiir. Squamous Cell Kanserlilerde ise

bu farklar daha da fazlalasmustir.
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Cizelge 1.5. Ile105Val polimorfizmi ve akciger kanseri riski arasindaki iliski

(Ryberg ve ark., 1997)

EKontrol Grubu Akciger Kanseri Hastalar:
n Tiim Hastalar Skuameos Cell Adeno
Genotip (297 (138) karsinom
Hle/Tle 153 (51,5) 53 (38,4)1 20 (29,9)¢ 17 (41,4)
Tle/Val 117 (39,4) 63 (45,7) 34 (50,7) 20 48.7)
Val/Val 27 9,1) 22 (15,9 13 (19,4 4 (9,8)

a Ile/ile’ya kars1 Ile/Val+Val/Val: p=0,011; OR=1,70; %95 CI; 1,13-2,57
b Ile/Val+Val/Val’ya kars1 GG: p=0,035; OR=1,90; %95 CI; 1,04-3,47
¢ Ile/ile’ya kars1 Ile/Val+Val/Val: p=0,001; OR=2,50; %95 CI; 1,41-4,42
d Ile/Val+Val/Val’ya karst GG: p= 0,015; OR=2,41; %95 CI; 1,17-4,96

Akciger kanseri olan 582 hasta ve 600 kisilik saglikli grup {izerinde
Wang ve arkadaglar1 (2003) tarafindan yapilan calismada, GSTPI
Alal14Val mutasyonunun ozellikle erkekler, sigara icen ve 62 yas alt1
geng bireylerde kanser riskini arttirdigi belirlenmistir. Fakat ayni risk

artis1 ekson 5 mutasyonuna sahip bireylerde saptanmamustir.

Tayvan populasyonunda ile105Val polimorfizmine sahip bireyler
arasinda epidermoid karsinom goriilme olasiligi yiiksek bulunmustur
(Liang ve ark., 2005). Bir baska c¢alismada kiiciik hiicreli akciger
kanserine yakalanma olasiliginin bu polimorfizme sahip bireylerde 3,6
kat artis gosterdigi saptanmistir (Stucker ve ark., 2002). Bunlarin yam
sira 1le105Val polimorfizmi ile akciger kanseri arasinda bir iliski
olmadigini gosteren calismalar da vardir (Liang ve ark., 2005; Lewis ve

ark., 2002; Saarikoski ve ark., 1998).

Harries ve arkadaglarimin 1997 de testis, mesane ve prostat kanseri

olusma riski {izerine vyaptiklar1 c¢alismada GSTP1 ile105Val
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mutasyonuna sahip bireylerde testis ve mesane kanserleri icin riskin
arttig1, prostat kanseri olugsma riskinin ise yine bu polimorfizm ile arttig1
gozlenmigtir. Prostat kanseri olusma riski i¢in ¢eliski yaratacak sonuclar
ortaya koyan calismalar da bulunmaktadir (Shepard ve ark., 2000; Debes
ve ark., 2004).

1.4.5. GSTP1 Gen Polimorfizmi ve Sagkalim Siireleri Arasindaki
Iliskiyi Inceleyen Calismalar

GSTP1 ekzon 5 mutasyonu ile akciger kanseri arasindaki iligkiyi
hastalar1 histolojilerine gore ayirmadan degerlendiren Sweeney ve
arkadaslar1 (2003) ile105Val polimorfizminin sagkalim siireleri {izerine
bir etkisi bulunmadigini saptamislardir. Ayni polimorfizm ile yine
akciger kanseri arasinda iligki olmadigi sonucuna ulagsmis birkag ¢alisma
daha vardir (Lu ve ark., 2006; Kunak, 2005). GSTP1 Alall4Val
polimorfizmi ile akciger kanserli hastalarda sagkalim siireleri iizerine Lu
ve arkadaslarinin 2006°da yaptiklar1 ¢alismada 3. ve 4. asama kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarin GSTP1 ekzon 6
genotiplerinden heterozigot (Ala/Val) ve mutant (Val/Val) genotipe
sahip bireyler birlikte degerlendirilmisler ve (Ala/Ala) genotipine sahip

olanlara oranla daha uzun sagkalim siireleri gézlenmistir. (p=0,037)

Jiao ve arkadaslarinin 2007° de 5-fluorourasil ile tedavi goren 138
pankreas kanserli hastada yaptiklar1 sagkalim analizinde goriilmiistiir ki,
mutant genotipe sahip bireyler digerlerinden daha uzun sagkalim

gostermislerdir. Hazard orani= 0,45 (%95 CI 0,22-0,94)



Cizelge 1.6. GSTP1 ekzon 5 polimorfizmi ve pankreas kanserli hastalarda

sagkalim siireleri arasindaki iliski (Jiao ve ark., 2007)
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Genotip Sagkalim Sures %95 CI
le/Ile 15,8 ay 13,1-20,9 ay
Nle/Val 22,2 ay 16,0-37,9 ay
Val/Val 35,8 ay 14,4-Ulasdmamis

1.4.6. GSTP1 Gen Polimorfizmlerinin Cesitli Toplumlardaki

Dagilimlar:

Cesitli toplumlardaki ekzon 5 ve ekzon 6 polimorfizmlerinin dagilimlar
cizelge 1.7, 1.8., 1.9., ve 1.10.” da gdsterilmistir. Incelenen toplumlarda
polimorfik genlerin frekanslarinin ¢esitli etnik guruplarda farkli olduklari
bildirilmektedir. ilaveten, etnik grup iginde de farkliliklar
gozlenmektedir (Garte ve ark., 2001). Ornegin, Avrupa iilkelerinde
GSTP1 ekzon 5 ile105Val ve Vall05Val genotip frekanslari sirasiyla %
36.0- 47.8 ve % 5.5 — 46.0 araliklarinda degismektedir (Carstensen ve
ark’ lari, 1999; Steinhoff ve ark’ lari, 2000; Whyatt ve ark’ lar1 2000;
Sarmanova ve ark’ lari, 2001; Abbas ve ark’ lar1, 2004; Sorensen ve ark’
lar1, 2004; van der Loght ve ark’ lar1, 2004; Rodriguez ve ark’ lar1,2005).
Ekzon 5 i¢in Avrupa haricindeki bazi toplumlarda yapilan ¢alismalarin
bazilarinda Avrupa’da elde edilen sonuclarla uyumluluk gozlenirken
bazilarinda mutant ve heterozigot frekanslarinda gozle goriiliir bir artig
meydana gelmektedir (F. Al-Dayel ve ark. 2007; Watson ve ark. 1998).
Avrupa’ da yasayan beyaz 1rk toplumlarinda GSTP1 ekzon 6 Alal14Val
ve Valll14Val mutasyon frekanslar sirastyla % 7.3 -14.3 ve % 0 -1.5
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araliklarinda (Carstensen ve ark’ lari, 1999; Sorensen ve ark’ lari, 2004;
Garcia-Closas ve ark’ lar1, 2005) degismekteyken 6zellikle F. Al-Dayel
ve .arkadaslarinin 2007’ de yaptiklar1 ¢alismada bu frekanslarin anlamli

sekilde arttig1 goriilmektedir.

Tiurk toplumunda GSTP1 ekzon 5 polimorfizmini irdeleyen ¢alismalar
oldukca az olup bulgular da celigkilidir (Toruner ve ark’lari, 2001;
Aynacioglu ve ark’lar1, 2004; Ates ve ark’lari, 2005; Ada ve ark’lari,
2006). Toruner ve ark’ lar1 (2001) ile Ada ve ark’ lar1 (2006)
inceledikleri sirasiyla 121 ve 133 kiside Vall05Val mutant frekansini %
4,1 ve % 6,0 olarak gozlerken Aynacioglu ve ark’ lar1 (2004) ile Ates ve
ark’ lar1 (2005) inceledikleri sirasiyla 265 ve 204 kiside Vall05Val

mutant frekansin1 % 12,1 ve % 19,6 olarak saptamiglardir.

Diger taraftan, Tiirk toplumunda GSTP1 ekzon 6 polimorfizmininin
dagilimi1 konusunda ise yapilmis tek ¢alisma mevcuttur. Ada ve ark’lari
(2006) yaptiklar1 calismada Alall4Ala, Alall4Val ve Valll4Val
genotip frekanslarim1  siras1 ile %385,0 , %14,3 ve %0,7 olarak
bulmuslardir. Tirkiye’de yapilmis tek calismada elde edilmis olan bu
sonuclar Arap wrkinda yapilan calismalarla benzerlik gostermezken

Avrupa toplumlari ile uyum gostermektedir.
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1.6. Calismanin Amaci

GSTP1 geninde gozlenen her iki polimorfizm i¢in de Tiirk toplumunda
yapilmis yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir, yapilan ¢alismalarda
elde edilen sonuglar ise birbirleri ile celiski gostermektedirler. Bu
calismada erkek ve kadin Tiirk toplumunda GSTP1 ekzon 5 (Ile105Val)

ve ekzon 6 (Alal14Val) polimorfizmlerinin arastirilmas1 amacglanmaistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

DNA izolasyon kiti (Promega Corporation, ABD)
Izopropanol (Merck, Almanya)

Etanol (Merck, Almanya)

Borik asit (Merck, Almanya)

Tris (AppliChem, Almanya)

EDTA (AppliChem, Almanya)

NaOH (Merck, Almanya)

SYBR Green (Roche, Almanya)

Agaroz (Lonza, ABD)

PCR master mix (Fermentas, Litvanya)
Primerler (IDT, ABD)

PCR marker (Promega Corparation, ABD)

Restriksiyon enzimleri (New England Biolabs, Ingiltere)

25
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

-80’ lik derin dondurucu (Sjniders Scientific)

-20’ lik derin dondurucu (Bosch)

Rotator (Labinco)

Vortex (Labinco L46)

Mikrosantriflij (Hermle Z 160 M)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-160 A)

Otoklav (Sanyo, MAC-235 EX)

Steril kabin (Bilser)

Thermal cycler (Thermo Hybaid)

pH-metre (Jenway 3320)

Mikrodalga Firin (Argelik MD55I)

Mini Elektroforez Tanki (Thermo EC)

Midi Elektroforez Tanki (Thermo EC)

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

2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Deney Kurgusu

Calismada, 78 erkek ve 155 kadin olmak iizere ¢cogunlugu I¢ Anadolu
Bolgesi’ nden toplam 233 saglikli goniilliiden aliman kan Ornekleri ile

calisildi. Calismaya katilan kadinlarin yaglarnt 21 ile 84 arasinda
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degismekteydi ve yas ortalamalar1 4613 (ortalama + SH) idi. Erkeklerin
yaslart ise 21 ve 71 arasinda degismekte ve ortalamalar1 ise 46 + 12
(ortalama = SH) idi. Goniilliilerin onay1 alindiktan sonra, dirsek 6n yiizi
toplardamarlarindan bir seferde 2 ml’lik kan 6rnegi arastirma grubumuz
icinde bulunan doktor gozetiminde alindi. Sonuglarin ayrintili bir
bigimde degerlendirilebilmesi i¢in her bir bireye ait beslenme, sigara ve
kahve aligkanliklari, gec¢irdigi hastaliklar ve gerekli diger bilgileri igeren
bilgilendirilmis gontllii onay formlar1 ve anket formlari dolduruldu
(Gontlli onay formu ve anket ektedir). Bu islemlerden sonra, ornekler

buz i¢inde laboratuarimiza getirildi.

2.2.2. DNA Izolasyonu

Kan numuneleri, homojen hale gelene kadar yaklagik 10 dakika rotatdrde
cevrilmeye birakildi. 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipiine 900 pl Hiicre
Lizis Soliisyonu konuldu, rotatorde homojen hale gelen kan
numunesinden 300 pl aliarak bu soliisyonun i¢ine eklendi ve pipetle 4—
5 kez kanstirildi. Hazirlanan karisim oda sicakliginda 10 dakika
rotatérde ¢evrildi ve 13 000—16 000 x rpm ‘de 20 saniye santrifiij edildi.
Dibe ¢oken beyaz peletin bozulmamasina 6zen gosterilerek siipernatant

kisim tiipten uzaklastirildi. Dipte 10-20 pl siv1 birakilda.

Beyaz kisim (akyuvarlar) dagilana kadar tiip vortekste karistirildi. 300 ul

Niiklei Lizis Soliisyonu eklendi ve akyuvarlarin parcalanmasi i¢in iyice
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pipetlendi. Bu islem sonunda olusan viskoz ¢ozelti lizerine 100 pl
protein ¢oktliriicii soliisyon ilave edildi ve protein pargalar1 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.

Stipernatant kisim, i¢inde 300 ul izopropanol (oda sicakliginda) 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 ¢oktiiriildii. DNA’ya zarar vermeden siipernatant kisim, dikkatlice
dokiilerek veya pipet yardimiyla, tiipten uzaklastirildi. Daha sonra oda
sicakligindaki 300 pl % 70 lik etanol DNA’ ya 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 tipten, dikkatlice dokiilerek veya pipet yardimiyla,
uzaklastirildi ve yaklagik 15 dakika tiiplerin kurumasi beklendi. Daha
sonra 100 ul DNA Rehidratasyon Soliisyonu eklendi. DNA’ lar 1 gece
oda sicakliginda bekletildi ve kullanilincaya kadar -20 °C’ lik
buzdolabinda saklandi.

2.2.3. DNA Saflik ve Miktar Tayini

DNA’ lar kandan izole edildikten sonra miktarlarinin tayini i¢in her bir

DNA ¢ozeltisi 1’ e 20 oraninda seyreltildi. Hazirlanan seyreltik DNA
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cozeltilerinin spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda verdikleri
absorbanslar saptanarak asagidaki formiil yardimiyla igerdikleri 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 faktorti,

1: Spektrofotometre kiivetinin uzunlugu,

50: Sabit deger.

DNA cozeltilerinin 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’ larn yeterli saflikta izole edildigi saptandi.

2.2.4. GSTP1 ile105Val Mutasyonunun Belirlenmesi

GSTP1 genindeki Ile105Val mutasyonu, PCR ve RFLP ydntemleri
kullanilarak belirlenmistir (Park ve ark., 1999).

50 pl toplam PCR reaksiyonu karisimi 24 pul PCR master mix( 0,05 u/ul
Tag DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, 4mM MgCl, , 0,4 mM dNTP
karigimi), 24pl nukleaz icermeyen su, 50° ser pmol GSTPI1 primerleri
sense-ileri (5’- AAT ACC ATC CTG CGT CAC CT-3") ve antisense-
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geri (5°- TGA GGG CAC AAG AAG CCC CTT -3°), ve 700 ng DNA

igermektedir.

PCR kosullari, 95° C’ de 2 dakikalik 1 PCR dongiisiinii takiben, 40 PCR
dongiisii erime (94°C 30 saniye), yapisma (58°C 30 saniye) ve sentez
(72°C 30 saniye)’ dir.

GSTP1 genine ait PCR iiriiniiniin (568 bg) %3’ liikk Nusieve agaroz jelde
elektroforezi 2.2.6° da ayrintili anlatildig1 gibi yapilmistir.

2.2.5. GSTP1 Alal14Val Mutasyonunun Belirlenmesi

GSTP1 genindeki Alall4Val mutasyonu, PCR ve RFLP yontemleri
kullanilarak belirlenmistir (Park ve ark., 1999).

50 pl toplam PCR reaksiyonu karisimi 24 pul PCR master mix( 0,05 u/ul
Taqg DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, 4mM MgCl, , 0,4 mM dNTP
karisimi), 24l nukleaz icermeyen su, 50° ser pmol GSTP1 primerleri
sense-ileri (5’-ACA GGA TTT GGT ACT AGC CT-3’ ) ve antisense-
geri (5°-AGT GCC TTC ACA TAG TCA TCC TTG CGC-3" ) ve 300
ng DNA i¢ermektedir.
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PCR kosullari, 95° C’ de 2 dakikalik 1 PCR dongiisiinii takiben, 40 PCR
dongiisii erime (94°C 30 saniye), yapisma (48°C 30 saniye) ve sentez
(72°C 30 saniye) ayrica son olarak 72°C de 10 dakikalik 1 PCR

dongiistidiir.

GSTP1 genine ait PCR iiriiniiniin (170 bg) %3’ liikk Nusieve agaroz jelde
elektroforezi 2.2.6” da ayrintili anlatildig1 gibi yapilmistir.

2.2.6. Jel Hazirlanmasi ve Numunelerin Jele Uygulanmasi

Stok TBE (1x10)’ den 30 ml alind1 ve toplam hacim 300 ml olacak
sekilde distile su ilave edildi. Hazirlanan ¢ozeltiden 40 ml alinarak
erlenmayere konuldu. 1,2 gram % 3’ liik nusieve agaroz jel hassas

terazide tartildi ve iizerine 40 ml’ lik ¢6zelti eklenerek ¢alkalandi.

Mikrodalga firinda yaklagik 2 dakika jel berrak bir hal alana kadar
isitildi. Daha sonra jel elektroforez kalibina dokiildii ve hemen tarak
yerlestirildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak
elektroforez tankina yerlestirildi ve geriye kalan 260 ml’ lik TBE
tamponu lizerine dokiildii. PCR f{iriinleri, ve marker 13 000-16 000 x
rpm’ de santrifiij edildi. Yeni hazirlanan steril 0,5 ml’ lik tiiplere 10’ ar
ul PCR iirtinii (geri kalan1 RFLP i¢in kullanilir) ve marker tiiptine de 3 pl
marker konuldu, marker’ in iizerine 2 ul yilikleme soliisyonu ilave edildi
ve 13 000-16 000 x rpm’ de santrifiij edildi. Tiplerdeki {irtinler jele
uygulandi ve 100 Volt, 0,5 amperlik akimda yaklasik 65 dakika
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yuriimeleri beklendi. Elektroforez islemi sonrasinda PCR iirtinlerinin UV
1s1ginda  goriinlir hale gelmeleri icin jel tanktan c¢ikarildiktan sonra
1/10.000 oraninda seyreltilmis SYBR Green niikleik asit jel boyasi
iceren bir kapta diisiik hizdaki calkalayict yardimiyla 30 dakika inkiibe
edildi. Goriintlileme sisteminde ¢ekilen fotografinda, GSTP1 Alal14Val
genine ait PCR {iriinii i¢cin 170 b¢’ de bant GSTP1 ile105Val genine ait
PCR iiriinii i¢in ise 568 b¢’ de bant izlendi ve goriilmesi halinde RFLP

yonteminin uygulamasina gecildi.

2.2.7. GSTP1 Alal14Val Mutasyonu i¢cin RFLP Yéntemi

Bir tiip i¢in toplam reaksiyon karistmi 5 pl olacak sekilde; 2 pl steril su,
2 ul buffer ve 1 ul 10 U BstUI enzimi konularak bir karistm hazirlandi.
15 pl PCR iiriinlerinin iizerine 5’er ul karisim konuldu ve 16 saat 60°C’
de kesilmesi beklendi. Kesim islemi tamamlandiktan sonra jel 2.2.6° da

aciklandig1 gibi tekrar hazirlandi ve jel goriintiileme sisteminde fotografi

cekildi.

Yapilan elektroforetik analiz sonucunda 144 b¢’ ndeki tek bant
Alall4Ala genotipini, 170, 144, b¢’ lik iki bant Alal14Val genotipini,
170 be’ lik tek bant ise Vall14Val genotipini gostermektedir.
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2.2.8. GSTP1 ile105Val Mutasyonu i¢cin RFLP Yéntemi

Bir tiip i¢in toplam reaksiyon karistmi 5 pl olacak sekilde; 2 pl steril su,
2 ul buffer ve 1 pul 10 U BsmAl enzimi konularak bir karigim
hazirlandi.15 pl PCR iiriinlerinin lizerine 5’er ul karigim konuldu ve 16
saat 55°C” de kesilmesi beklendi. Kesim islemi tamamlandiktan sonra jel
2.2.6’da agiklandig1 gibi tekrar hazirlandi ve jel goriintiileme sisteminde

fotografi cekildi.

Yapilan elektroforetik analiz sonucunda 305, 138 ve 125 bg’ lik {i¢ bant
[le1051le genotipini, 305, 222, 138, 125 ve 83 b¢’ lik bes bant le105Val
genotipini, 222, 138, 125 ve 83 bg¢’ lik dort bant ise VallO5Val

genotipini gostermektedir.

2.3. Kullanilan Istatistiksel Yontem

Hesaplanan GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 genotip frekanslarinin Hardy-
Weinberg esitligine uygunlugunu kontrol etmek icin ki-kare testi
kullanildi. Ayn1 test GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 genotip frekanslarinin
kadin ve erkeklerde karsilastirilmasi i¢in de kullanildi. Hesaplamalarda

SPSS programinin 11.0 stiriimii kullanilmistir.
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3. BULGULAR
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(Calismada yer alan 233 saglikli goniilliiniin GSTP1 genotip 6zellikleri ve

cinsiyetleri Cizelge 3.1.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Caligma grubunun GSTP1 genotip 6zellikleri ve cinsiyetleri

Isim-Soyisim Cinsiyet Ekzon 5 Ekzon 6

1 E. O. kadin Mle/ile Ala/Ala

2 S.Y.K. kadin Ile/ile Ala/Ala

3 A. K. kadin Ile/Val Ala/Ala

4 F.D. kadin Ile/Val Ala/Ala

5 H. B. kadin Ile/Val Ala/Ala

6 N.Y. kadin Mle/ile Ala/Ala

7 S. K. kadin Ile/ile Ala/Ala

8 C.P. kadin Ile/Val Ala/Ala

9 H. K. kadin fle/Val Ala/Ala

10 S. T. kadin Tle/ile Ala/Ala
11 M. S kadin Ile/Val Ala/Ala
12 A.T. kadin Ile/Val Ala/Ala
13 Y.D. kadin Val/Val Ala/Ala
14 F.G. kadin Val/Val Ala/Val
15 0.8. kadin fle/Val Ala/Val
16 G. O. kadin Ile/ile Ala/Ala
17 S. A. kadin Ile/Val Ala/Val
18 E. K. kadin Ile/Val Ala/Ala
19 N. K. kadn Ile/Val Ala/Ala
20 Y. A. kadin Ile/Val Ala/Ala
21 E. A. erkek Val/Val Ala/Ala
22 A. K. erkek Ile/ile Ala/Ala
23 Z. K. kadin Tle/ile Ala/Ala
24 E. K. erkek fle/Val Ala/Ala
25 G. K. kadin Val/Val Ala/Ala
26 0. K. erkek Ile/ile Ala/Ala
27 R.D. kadin Ile/ile Ala/Ala
28 R.A. erkek Tle/ile Ala/Ala
29 H. A. erkek Mle/ile Ala/Ala
30 V. T. erkek Mle/ile Ala/Ala
31 G. G kadin Ile/ile Ala/Ala
32 F.C. kadin Val/Val Ala/Ala
33 F.Y. erkek fle/Val Ala/Ala
34 D.S. kadin Val/Val Ala/Ala
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35 A K.D kadin Ile/Val Ala/Ala
36 D.K kadin Ile/ile Ala/Ala
37 H.K kadin fle/Val Ala/Ala
38 M. T kadin Mle/ile Ala/Ala
39 A.D kadin Ile/ile Ala/Ala
40 N. A kadin Ile/ile Ala/Ala
41 M. Y kadin Tle/ile Ala/Ala
42 G. A kadin fle/Val Ala/Ala
43 S. A kadin fle/Val Val/Val
44 M. G. kadin Ile/ile Ala/Ala
45 N.K. K. erkek Ile/Val Ala/Ala
46 A. B. erkek fle/Val Ala/Ala
47 A. C. erkek Ile/ile Ala/Ala
48 G. C. kadin Val/Val Ala/Ala
49 E. Y. kadin Ile/ile Ala/Ala
50 N.Y. kadin Ile/ile Ala/Ala
51 R.N. erkek Tle/ile Ala/Ala
52 S. S. kadin Mle/ile Ala/Ala
53 F. K. kadin Ile/Val Ala/Ala
54 Z.G. kadin Val/Val Ala/Val
55 F.S. kadin Ile/ile Ala/Ala
56 H. G. kadin Val/Val Ala/Val
57 C.U. kadin Ile/Val Ala/Val
58 T.S. kadin Ile/ile Ala/Ala
59 S. 0. kadin Ile/Val Ala/Val
60 A.S. kadin Val/Val Ala/Val
61 T. K. kadin Mle/ile Ala/Ala
62 S.Y.Y. erkek Mle/ile Ala/Ala
63 F.G. kadin Ile/ile Ala/Ala
64 D.O. kadin Ile/Val Ala/Ala
65 E. A. erkek fle/Val Ala/Ala
66 A F.G erkek Ile/Val Ala/Val
67 S.N.K kadin Ile/Val Ala/Ala
68 A.RY. erkek Ile/ile Ala/Ala
69 I.P. erkek Ile/ile Ala/Ala
70 Y. 1. erkek Ile/Val Ala/Val
71 E.G.T. kadin Ile/Val Ala/Ala
72 N. T. kadin Ile/ile Ala/Ala
73 S.1.C. kadin Ile/ile Ala/Ala
74 G. K. kadin Tle/ile Ala/Ala
75 H. C. kadin fle/Val Ala/Ala
76 S. T. kadin Mle/ile Ala/Ala
77 G. E. kadin Ile/ile Ala/Ala
78 H. A. kadin Ile/Val Ala/Val
79 N.S.C. kadn Ile/Val Ala/Val
80 H. A. erkek Mle/ile Ala/Ala
81 F.T. erkek Ile/Val Ala/Ala
82 N. B. kadin Ile/ile Ala/Ala
83 E.T.B. erkek Ile/ile Ala/Ala
84 I.G. kadin Tle/ile Ala/Ala




85 A. S. erkek Ile/Val Ala/Ala
86 G.S. kadin Ile/ile Ala/Ala
87 0.B. kadin Ile/Val Ala/Ala
88 H. K. kadin Ile/Val Ala/Ala
89 S. Y. kadin Ile/ile Ala/Ala
90 A.D. erkek Ile/ile Ala/Ala
91 M. A. erkek Tle/ile Ala/Ala
92 T. A. kadin Tle/ile Ala/Ala
93 S. A. erkek Ile/Val Ala/Ala
94 N. U. kadin Ile/ile Ala/Ala
95 E.G. kadin Ile/ile Ala/Val
96 Y. O. kadin Tle/ile Ala/Ala
97 G. C. kadin Mle/ile Ala/Ala
98 G.D. kadin Ile/ile Ala/Ala
99 G. E. kadin Ile/ile Ala/Ala
100 A1 kadin Ile/ile Ala/Ala
101 .S.N. erkek Val/Val Ala/Val
102 E. K. kadin Mle/ile Ala/Ala
103 A A. erkek Ile/Val Ala/Ala
104 H. E. erkek Val/Val Ala/Ala
105 F.G. kadin Val/Val Ala/Ala
106 R.1. erkek fle/Val Ala/Ala
107 Y. O. erkek Ile/Val Ala/Val
108 F. S. kadin Val/Val Ala/Val
109 H. K. kadin Ile/ile Ala/Ala
110 A. K. kadin Tle/ile Ala/Ala
111 Y.Z.S. erkek Mle/ile Ala/Ala
112 K. K. erkek Mle/ile Ala/Ala
113 M. T. kadin Ile/ile Ala/Ala
114 J.B. kadin Ile/Val Ala/Ala
115 N. T. kadin Tle/ile Ala/Ala
116 G. K. kadin Mle/ile Ala/Ala
117 A.T. kadin Ile/ile Ala/Ala
118 K. T. kadin Ile/ile Ala/Ala
119 Z. 0. kadin Val/Val Ala/Ala
120 S. S. kadmn Ile/Val Ala/Ala
121 I.Y. erkek Mle/ile Ala/Ala
122 N. S. kadin Ile/ile Ala/Ala
123 S. M. kadin Val/Val Ala/Val
124 M. T. erkek Ile/Val Ala/Ala
125 S. K. erkek Mle/ile Ala/Ala
126 S.Z. M. erkek Mle/ile Ala/Ala
127 R.G. erkek Ile/ile Ala/Ala
128 F.C. erkek Ile/ile Ala/Ala
129 N. C. kadin Ile/ile Ala/Ala
130 N. E. kadin Ile/Val Ala/Ala
131 H. A. kadin Ile/ile Ala/Ala
132 F.T. kadin Ile/ile Ala/Ala
133 G.D. kadin Ile/Val Ala/Val
134 Z.Y. kadin Tle/ile Ala/Ala
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135 U. 0. kadin Ile/ile Ala/Ala
136 T. K. erkek Ile/ile Ala/Ala
137 R.A. erkek Ile/Val Ala/Ala
138 M. G. erkek Mle/ile Ala/Ala
139 M. N. E. erkek Ile/ile Ala/Ala
140 L.U. kadin Ile/ile Ala/Ala
141 S.G. erkek fle/Val Ala/Ala
142 B.T. kadin Val/Val Ala/Ala
143 F.D.O. kadin Ile/Val Ala/Ala
144 S. E. kadin Ile/Val Ala/Ala
145 S.G. kadin Ile/ile Ala/Ala
146 M. O. erkek Ile/Val Ala/Ala
147 S. O. kadin Ile/Val Ala/Val
148 H. O. erkek Ile/ile Ala/Ala
149 F. K. kadin Ile/ile Ala/Ala
150 E. K. erkek Ile/Val Ala/Val
151 A. B. erkek Tle/ile Ala/Ala
152 M. B. kadin Mle/ile Ala/Ala
153 N. A. kadin Ile/ile Ala/Ala
154 A. O. kadin Ile/Val Ala/Ala
155 E. K. kadin Tle/ile Ala/Ala
156 A. B. kadin Tle/ile Ala/Ala
157 S. B. kadin Ile/Val Ala/Ala
158 M. O. kadin Ile/Val Ala/Ala
159 U.U. kadin Ile/Val Ala/Ala
160 M. K. erkek Ile/Val Ala/Ala
161 M. K. kadin Mle/ile Ala/Ala
162 A.G. C. kadin Ile/ile Ala/Ala
163 B. G. kadin Ile/ile Ala/Ala
164 H.Y. kadin Ile/Val Ala/Ala
165 A. K. kadin Tle/ile Ala/Ala
166 Uu. Y. erkek Val/Val Ala/Ala
167 S. K. kadin Val/Val Ala/Ala
168 H. K. erkek Ile/ile Ala/Ala
169 E. O. erkek Ile/ile Ala/Ala
170 M. 1. erkek Tle/ile Ala/Ala
171 N. 1. kadin Ile/Val Ala/Val
172 F.O. erkek Ile/ile Ala/Ala
173 Z. 0. kadin Ile/Val Ala/Ala
174 H. A. kadin Tle/ile Ala/Ala
175 A. K. kadin Val/Val Ala/Val
176 A Y. erkek Ile/Val Ala/Ala
177 K.Y. kadin Ile/Val Ala/Ala
178 A. O. erkek Ile/ile Ala/Ala
179 M. K. kadin Tle/ile Ala/Ala
180 E. G. kadin Mle/ile Ala/Ala
181 E. O. kadin Ile/ile Ala/Ala
182 F.S. kadin Ile/Val Ala/Ala
183 S.M. erkek Ile/Val Ala/Ala
184 G.A. K kadin Tle/ile Ala/Ala
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185 Y.Y erkek Ile/Val Ala/Ala
186 G.Y. kadin Val/Val Ala/Val
187 C.S.E. kadin Tle/ile Ala/Ala
188 A. M. O. kadin Ile/Val Val/Val
189 G. S. kadin Ile/ile Ala/Ala
190 M. T. kadin Val/Val Val/Val
191 O.c.U. kadmn Ile/Val Val/Val
192 M. E. kadin Tle/ile Ala/Ala
193 G. A. kadin Mle/ile Ala/Ala
194 T. S. kadin [le/Val Ala/Val
195 E. A. kadin Ile/ile Ala/Ala
196 E.S. erkek Ile/ile Ala/Ala
197 F. A. erkek Val/Val Ala/Val
198 Y.C. erkek Ile/Val Ala/Val
199 Z. A. erkek Ile/ile Ala/Ala
200 S. A. erkek Ile/Val Ala/Val
201 O.Ss. erkek Ile/ile Ala/Ala
202 R.T. erkek Mle/ile Ala/Ala
203 G.O. kadin Ile/ile Ala/Ala
204 C.E. kadin Ile/Val Ala/Val
205 S. T. kadin Ile/ile Ala/Ala
206 E.A. kadin Ile/Val Ala/Ala
207 E. D. kadin Ile/Val Ala/Val
208 M. T. kadin Ile/Val Ala/Ala
209 S.S. kadin Ile/ile Ala/Ala
210 A. K. erkek Tle/ile Ala/Ala
211 I.T. erkek Mle/ile Ala/Ala
212 I. B. kadin Val/Val Ala/Val
213 B.C.E. kadin Ile/Val Ala/Ala
214 S.S. erkek Ile/ile Ala/Ala
215 V.G. erkek Tle/ile Ala/Ala
216 F.U. kadin Mle/ile Ala/Ala
217 N. B. kadin Ile/Val Ala/Val
218 D. K. kadin Ile/ile Ala/Ala
219 F. K. erkek Ile/Val Ala/Ala
220 T.T. erkek fle/Val Ala/Ala
221 N. S. kadin Ile/ile Ala/Ala
222 G.D. erkek Ile/Val Ala/Ala
223 S. K. kadin Ile/Val Ala/Val
224 Z.B. kadin Tle/ile Ala/Ala
225 M. K. erkek Mle/ile Ala/Ala
226 F.C. erkek Mle/ile Ala/Ala
227 V. K. erkek Ile/ile Ala/Ala
228 M. 1. erkek Ile/ile Ala/Ala
229 A.D.U. kadin Tle/ile Ala/Ala
230 D. A. kadin Ile/Val Ala/Ala
231 A.O.A. erkek Ile/ile Ala/Ala
232 S. B. erkek Ile/Val Ala/Val
233 E.S. erkek Ile/Val Ala/Ala
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3.2. GSTP1 Ekzon 5 Polimorfizmi Dagilimi

Cizelge 3.2 de gorildiigi gibi; calismaya katilan 233 saglikh
goniilliiden 126 s1 (%54,1) Ile105ile genotipine, 83> i (%35,6)
[le105Val genotipine ve 24’ i (%10,3) Vall05Val genotipine sahiptir.

Cizelge 3.2. GSTPI ekzon 5 polimorfizmi dagilimi1

GENOTIP n (233) GOZLENEN BEKLENEN FREKANS(%)
FREKANS(%) (Hardy- Weinberg Esitligi’ne
gore)(x>=3,277)

Ile105ile 126 54,1 51,7
ile105Val 83 35,6 40,4
Vall05Val 24 10,3 7,9

RFLP islemi sonucunda yapilan jel elektroforezinde elde edilen sonuglar
sekil 3.1° de gosterilmistir. Buna gore 1., 4., 6. ve 9. siitunlardaki 83,
125, 138, 222 ve 305 bg’ lik 5 bant Ile105Val genotipini, 2., ve 12.
stitunlardaki 83, 125, 138 ve 222 bg¢’ lik 4 bant Val105Val genotipini, 3.,
5., 7., 8., 10., ve 11. siitunlardaki 125 138 ve 305 b¢’lik 3 bant ise
Ile105ile genotipini gostermektedir. 13. siitunda ise 50 bg’ lik marker

bulunmaktadir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

138 bg
125 be

83 be

Sekil 3.1. GSTP1 Ile105Val genotipine ait jel elektroforez sonucu
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3.3. GSTP1 Ekzon 6 Polimorfizmi Dagilimi

Cizelge 3.3 de gorildiigi gibi; calismaya katilan 233 saglikh
gontlliden 196° s1 (%84,1) Alall4Ala genotipine, 33° i (%14,2)
Alal14Val genotipine ve 4’ i (%1.7) Vall 14Val genotipine sahiptir.

Cizelge 3.3. GSTP1 ekzon 6 polimorfizmi dagilin

GENOTIP n (233) GOZLENEN BEKLENEN FREKANS(%)

gore)(x’=3,161)

FREKANS(%) (Hardy- Weinberg Esitligi’ne

Alal14Ala 196 84,1 83,1
Alall4Val 33 14,2 16,1
Vall14Val 4 1,7 0.8

RFLP islemi sonucunda yapilan jel elektroforezinde elde edilen sonuglar
sekil 3.2° de gosterilmistir. Buna gore 3. ve 4. siitunlardaki 144 b¢’ lik
tek bant Alal14Ala genotipini, 1. ve 5. siitunlardaki 170 ve 144 bg’ lik
iki bant Alal14Val genotipini ve 2. siitiindaki 170 bg¢’ lik tek bant ise
Vall14Val genotipi gostermektedir. 6. siitunda ise 50 b¢’ lik marker

bulunmaktadir.

170 bg

144 bg

Sekil 3.2. GSTP1 Alal14Val genotipine ait jel elektroforez sonucu
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Kadinlarda ve erkeklerde GSTP1’ in her iki polimorfizmi i¢in de ayri

ayr1 yapilan incelemelerde cinsiyetin polimorfizm frekanslar1 agisindan

anlaml bir faktor olmadigi belirlenmistir (Ekzon 5 ic¢in p= 0,212, ekzon

6 i¢in p= 0.241). Erkek ve kadinlarda GSTP1 polimorfizmi dagilimlar

Cizelge 3.4.” de gosterilmistir

Cizelge 3.4. GSTP1 polimorfizmlerinin cinsiyete gore dagilimlari

Ekzon5(n,%) Ekzon6(n,%)
Ile10511e lle105Val Vall05Val | Alall14Ala Alall4Val Vall14Val
Erkek | 44(56,4) 29(37,2) 5(6,4) 69(88,5) 9(11,5) 0(0,0)
Kadin | 82(52.,9) 54(34,8) 19(12,3) | 127(81,9) 24(15,5) 4(2,6)

GSTP1 geninin her iki ekzonunda sahip olabilecegi farkli genotiplerin

kombinasyonlari, sayilar1 ve bu kombinasyonlarin ¢alisilan gruptaki

dagilimlar1 Cizelge 3.5.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Farkl1 genotip kombinasyonlarinin say1 ve frekanslari

Genotip Say1 Frekans(%)
[le/lle , Ala/Ala 125 53,6
[le/Ile , Ala/Val 1 0,4
[le/lle , Val/Val 0 0
[le/Val , Ala/Ala 59 25,3
[le/Val , Ala/Val 19 8,1
[le/Val , Val/Val 3 1,3
Val/Val , Ala/Ala 12 5,3
Val/Val, Ala/Val 13 5,6
Val/Val , Val/Val 1 0.4
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4. TARTISMA

GSTP1 sayisiz karsinojenik bilesigin inaktivasyonunda rol alan GST
siiper ailesinin bir tyesidir. Genetik polimorfizmlere bagli olarak
enzimde olusan fonksiyon degisikligi bu enzimin karsinojenleri inaktive
etme kapasitesini degistirebilmekte ve kanser riskini arttirabilmektedir.
Cesitli arastirmalar GSTP1 ekzon 5 (Ile105Val) ve ekzon 6 (Alal14Val)
genetik polimorfizmlerinin enzim aktivitesini azalttigini gdstermistir
(Zimniak ve ark., 1994; Ali-Osman ve ark., 1997; Watson ve ark., 1998).
Bu nedenle bu varyant GSTP1 genotipine sahip GST enzim aktivitesi
diisiik bireylerin, karsinojenik ve mutajenik bilesikleri inaktive etme
kapasitelerinin azalmasina bagli olarak, akciger gibi farkli kanserlere

yakalanma riskleri daha yiiksek olabilmektedir (Wang ve ark., 2003).

Son zamanlarda ila¢ rezistans mekanizmalar1 tizerindeki ¢alismalar
olduk¢a yogunluk kazanmis ve kanser hiicrelerinin kemorezistansinda
cesitli faktorlerin rol oynadigi saptanmistir. GST’ ler toksik ve
karsinojenik elektrofilik molekiillerin glutatyon ile konjugasyonunu
katalizleyerek hiicresel makromolekiilleri hasarlardan korurlar (Boyer ve
Kenney, 1985). Artan veriler GST’ lerin ¢esitli kemoterapdtik ilaclarin
sitotoksik etkisini de belirledigini gostermektedir (Nakagawa ve ark.,
1988, Hoban ve ark., 1992). Ayrica bu enzimlerin polimorfik oluslarinin,
hastalarin kemoterapiye yanitlarini ve sag kalim siirelerini etkiyebildigi
gosterilmektedir. Bu islevi kemoterapotik ilaglarin inaktivasyonunu
yavaslatarak yapabildigi gibi, eksikligi halinde ila¢ tedavisinde yiiksek

doza bagl gelisen toksisitesini arttirarak, ani Oliimlere neden olmasi
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(Sweeney ark., 2003) veya buna bagli olarak olusabilen toksik yan
etkileri azaltma adma doz kisitlamasi veya ilacin uygulamasindaki

gecikmeler sonucu etkisiz tedaviye neden olarak gosterebilmektedir.

Son yillarda yapilan caligmalar da meme (Sweeney ve ark., 2000),
16semi (Allan ve ark., 2001), kolon (Stoehlmacher ve ark., 2002) ve
akciger (Yang ve ark., 2002; Lu ve ark., 2006; Hanger, 2006)
kanserlerinde GSTP1 polimorfizmlerinin sag kalim {izerinde olumlu

etkileri oldugu bulunmustur.

Dolayisiyla gerek toksik bilesikleri metabolize etme yetenegindeki
distisler nedeni ile c¢esitli kanser tiirlerine yakalanma riskinde
degisikliklere neden olmasi, ve gerekse kanser kemoterapisinde
kullanilan ilaclar1 metabolize etme yetenegindeki degisiklikler nedeni ile
tedaviye kars1 aliman yanit1 ve sag kalim siirelerini etkilemeleri, GSTP1
gen polimorfizmleri lizerinde yapilan calismalart 6nemli kilmakta ve
toplumlardaki ~ dagilimlarinin  incelenmesi  gerekliligini  ortaya

cikarmaktadir.

Tiirkiye’de ile105Val polimorfizmi ile ilgili yapilan ¢alismalar, hem az
sayida hem de kendi iclerinde celiskilidirler. 233 saglikli goniilliide
yapilan bu ¢alismada; GSTP1 ekzon 5 polimorfizm frekanslari, Ile105ile
icin %54,1; Ile105Val icin %35,6 ve Vall05Val icin %10,3 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar Aynacioglu ve ark.’nin (2004) ulasmis oldugu
sonuglarla benzerlik gostermekte ancak Toruner ve ark.(2001), Ates ve

ark.(2005) ve Ada ve ark.’nin (2007) sonuglar1 ile ortiismemektedir.
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Tirk toplumunda yapilan calismalarda bu polimorfizmde saptanan
farkliliklarin nedeni/leri konusunda bu asamada bir sey sdylemek zordur.
Ancak bunun nedenleri arasinda calisilan gruplarin farkli etnik gruplar
icermesi, kullanilan yontemin farkliligi, ve/veya 6rnek sayilariin farkli
ve yetersiz olusu sayilabilir. Ancak bunlar da ayrintili irdelendiginde
(Ada ve ark., 2007) farkliligin nedenleri konusunda tam aydinlanma
saglanamamaktadir. Dolayisiyla goriinen o ki resim oldukga karisiktir.
Benzer etnik orijinli ve daha yiiksek Ornek sayisi ile yapilacak
calismalar daha saglikli sonug verebilir. Ancak bu calismada irdelenen
bireylerdeki genotiplerin saptanan ve gozlenen sikliklarinin (Hardy-
Weinberg esitligine uymasi) benzer olmast bu toplulugun etnik agidan
homojen oldugu izlenimini vermektedir. Bugiin i¢in bu veriler Tiirk
toplumunun GSTP1 Vall05Val sikliginin, diger Avrupa beyaz irki
toplumlarima benzer oldugunu gostermektedir. Bu genin Tiirk
toplumundaki homozigot mutant sikligi Avrupa disindaki toplumlarla
karsilagtirildiginda ise Hindistan, Kore ve Tayvan’dan daha yiiksek,
Suudi Arabistan’a yakin ancak Afrikali Amerikan (siyah 1rki)

toplumundan biraz daha diistik oldugu goriilmektedir.

Yine bu ¢alismada GSTP1 ekzon 6 polimorfizm frekanslari, Alal14Ala
icin %84,1; Alall4Val i¢cin %14,2 ve Valll4Val i¢cin %1,7 olarak
saptanmistir. Elde edilen bu sonuglar iilkemizde daha 6nce ekzon 6 ile
ilgili erkeklerde yapilmis tek calisma olan Ada ve ark. (2007)’nin
yaptiklar1 calismada elde ettikleri sonuglarla uyum gostermektedir. Bu
calismada da gosterildigi gibi cinsiyetin polimorfik dagilima etkisi
yoktur. Bu gen polimorfizminin dagilimi olduk¢a az sayida toplumda

calisilmistir (Cizelge 1.9 ve Cizelge 1.10). Bu konudaki ¢alismalar 3
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ayr1 Avrupa beyaz ki (Danimarka, Ispanya ve Isveg) toplumunda ve
Suudi Arabistan ile Afrikali Amerikan (siyah irktan) toplumlarinda
yapilmistir. Bu c¢alismada elde edilen homozigot mutant gen
sikliklarinin -~ Avrupa, Suudi Arabistan ve Afrikali  Amerikan

toplumlarinda gozlenen sikliktan farkli olmadigini1 da gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu ¢alisma:

- GSTPI gen polimorfizmi siklilarinin genelde Avrupa Beyaz irki

toplumlarindaki sikliklardan farkli olmadigini,

- GSTPI1Ile105Val geninin Tiirk toplumundaki homozigot mutant
sikligr Avrupa disindaki toplumlarla karsilastirildiginda Hindistan,
Kore ve Tayvan’dan daha yiiksek ve Suudi Arabistana yakin ancak
Afrikali Amerikan (siyah irktan) toplumundan biraz daha diisiik

oldugunu, ve

- GSTP1Alal14Val geninin Tiirk toplumundaki homozigot mutant gen
siklig1 Avrupa disindaki toplumlarla karsilastirildiginda Suudi
Arabistan ve Afrikali Amerikan toplumlarindan farkli olmadigini

ortaya koymaktadir.

Oneriler;

Bu polimorfizmlerin incelenmesi, toplumda ¢esitli kimyasallara
maruziyette ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarda olasi riskleri veya
koruyuculuklari irdelenerek duyarl bireylerin saptanmasina ve 6zellikle
onkoloji kliniklerinde etkili bireysel tedavinin yapilmasina katki

saglayabilir.
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OZET

Tiirk Toplumunda GSTP1 Gen Polimorfizminin Incelenmesi

Glutatyon  S-transferazlardan biri  olan GSTP1, ksenobiyotik
metabolizmasinda ve ilag¢ rezistansinda rol oynamaktadir. GSTP1’ in
[le105Val ve Alall4Val gibi polimorfizmleri enzim kodlanma
fonksiyonunda degisikliklere ve boylelikle kisiler arasinda gesitli kanser
tirlerinde ve kemoterapiye yanitta farkliliklar meydana getirmektedir.
Tiirk popiilasyonunda bu polimorfizmlere iliskin ¢alismalar az sayida
olup bazilar ¢eliskilidir. Boylelikle Tiirk popiilasyonunda GSTP1 gen
polimorfizmlerinin  frekanslarm1  belirlemeyi  amagladik. GSTPI
polimorfizm frekanslar1 233 saglikli gonilliden alindan kan
orneklerinden izole edilen DNA’ larda yiiriitilen polimeraz zincir
reaksiyonu ve restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP)
yontemleri kullanilarak saptanda.

Ekzon 5 polimorfizm frekanslari, ile1051le icin %54,1; ile105Val icin
%35,6 ve Vall05Val i¢in %10,3 olarak; GSTP1 ekzon 6 polimorfizm
frekanslar1 ise, Alall4Ala icin %84,1; Alall4Val icin %14,2 ve
Valll4Val i¢in %]1,7 olarak bulunmustur. Bu sonucglar Tiirk
popiilasyonunda daha once yapilmis bazi caligmalarla uyum, Avrupa
beyaz irk toplumlarinda yapilmis g¢alismalardan bazilariyla benzerlik
gostermektedir. Bununla beraber bu c¢alismada elde edilen ekzon 5
polimorfizmi frekans1 sonuglari, Hindistan Kore ve Tayvan gibi dogu
Asya toplumlarindan farkli(azdir).

Anahtar sozciikler: Kanser, Genetik Polimorfizm, Glutatyon S-
transferaz, GSTP1, Tiirk Popiilasyonu



48

SUMMARY

The investigation of the GSTP1 gene polymorphism in a Turkish
population

GSTP1, one of Glutathione S-transferases, is involved in xenobiotic
metabolism and drug resistance. Polymorphism of GSTP1 Ile105 Val
and Alall4 Val may account for the alteration function of the coding
enzyme and thus cause interindividual differences in certain types of
cancers and response to chemotherapy. Studies regarding these
polymorphisms in Turkish population is rare and some of them are
contradictory. Thus, we aimed to clarify the frequencies of GSTP1 gene
polymorphisms in a Turkish population. The frequencies of GSTP1
polymorphisms were determined by using the polymerase chain-
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) in the
DNAs isolated from the blood samples of 233 healthy volunteers.

The frequencies of GSTP1 exon 5 polymorphism were Ile105Ile:
54,1%, Ile105Val: 34,3%, Vall05Val: 11,6% and GSTP1 exon6
polymorphism were Alall4Ala: %84,1, Alall4Val: %14,2 and
Vall14Val: %1,7. These results are consistent with some of the previous
studies performed in Turkish population and similar to those of
European Caucasian populations. However the results of this study
regarding the frequency of exon 5 polymorphism is different (lower)
from east asia countries such as India, Korea and Taiwan .

Key Words: Cancer, genetic polymorphism, Glutathione S-transferase,
GSTP1, Turkish population.
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EK

BIiLGILENDIRIiLMiS GONULLU OLUR FORMU
(“Tiirk toplumunda bazi bireylerde GSTP1 gen polimorfizminin
incelenmesi” konulu arastirma i¢in)

1. Calismanin amact:
Tiirk toplumundaki bazi kadin ve erkek goniilliilerde ilag ve ¢evresel kimyasallarin
viicuttan atilmasinda onemli gorevi olan GSTP1 enziminin genindeki degisiklikler
incelenerek bu genin toplumumuzdaki dagilimi konusunda 6n veri elde edilecektir.

2. Goniilli i¢in beklenen yarar:
Normalden farkli GSTP1 gen tipinde GSTP1 enzim aktivitesi disiiktiir dolayisiyla
ilag ve kimyasallarin viicuttan atilmalar1 daha yavastir. Gontilliilerin hangi GSTP1
gen tipine sahip olduklar1 belirlenerek ila¢ ve diger kimyasal maddelere maruz
kaldiklarinda nasil etkilenebilecekleri konusunda bilgilendirileceklerdir.

3. lzlenecek Yontemler

Bu amagla dirsek 0n yiizii toplar damarlarindan bir seferde olmak iizere bir tath
kasig1 kadar kan alimacaktir. islem sonrasinda nadiren islem yerinde morarma
gelisebilmektedir. Gontilliiye kendisi ile ilgili bilgileri iceren bir anket
doldurulacaktir. Eger bu calismada yer almak istemiyorsaniz bunu belirtmeniz
yeterlidir. Calismaya katilmaya karar verirseniz, arastirmadan istediginiz zaman
cekilme hakkiniz vardir, ancak bu karari ilgiliye bildirmeniz gerekmektedir.

4. Verilerin Gizliligi:

Arastirmaya katilmaniz 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.

6. Calismay1 Birakmak
Yalnizca serbest iradenizle ¢alisma programina katilabilirsiniz. Calismaya
katilmamakta serbestsiniz. Diger taraftan kendi rizaniza bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz

7. Istemli Katilim:

Bu calisma programina katilim karariniz tamamen kendi isteginize bagl olacaktir.
Eger ¢alismaya katilirsaniz herhangi bir anda higbir kayba ugramaksizin ¢aligma
programindan ayrilabilirsiniz.

8. Aragtirmaya katilan goniillii sayist:

Calismadaki goniilliilerin sayis1 75 erkek ve 75 kadin olmak tizere toplam 150
kisidir.

9. Calismada uygulanacak testlerle ilgili olarak siz ve sosyal glivencenizi
saglayan kurum mali yiik altina girmez.
10.  Calisma Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik
toksikoloji Anabilim Dalinda Prof. Dr. Miimtaz Iscan’in sorumlulugunda
yiiriitiilecektir.
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Goniilli Olur (Riza) Formu:

Yukarida goniilliiye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
onceden okudum. Bunlar hakkinda bana so6zlii ve yazili agiklamalar yapildi. Calisma
ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar aldim. Bu s6z konusu ¢alismaya kendi
rizamla , baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliintin Adi, Soyadt:
Tarih:

Imzast:

Tel:

Doktor Ad1, Soyadi:
Tarih:
Imzast:

Taniklik eden Kurum
Yetkilisi Ad1, Soyadi:
Tarih:

Imzast:
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ANKET FORMU
(Tiirk toplumunda baz: bireylerde GSTP1 gen polimorfizminin
incelenmesi)

Ad1 Soyadi et erteeeeeeeeeeeeireeeeiiaeeeeaiaeeeeatbeeeaatteeeanrbeeeeanaraeeeanraes
Yasi L ettt eeeeeeeeeeetteeeeeeeeeetett—aeeeeeeeeettt———aaeeerrrt———aaans
Cinsiyeti "E[ ] K[ ]
Kilosu, BOYU @ e e e
DOZUM YEOIT & oiiiiiiiieiiee et e
Yasadigmiz Yerler  (ILI, ILCESI, KOYU, SURESI)

) TSRS
R TSRS
TSRS
Meslek ettt ettt b e bt e et e e bt e et e bt e et e e ebeeeare e
Meslekte Caligma Stiresi (Y1l Olarak) e

Bundan Once Calistigimz Is ve Isyerleriniz?

.................................................................................................................

.................................................................................................................
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8. Sigara igme Aliskanlhiginiz;
Hig Igmedim [ |  Halen igiyorum [ ] Eskiden I¢iyordum [ ]
Giinde .... Paket / .....Y1l Birakalr .... Y1l Oldu
9. Bulundugunuz Ortamda ( Ev / Is )
Sigara I¢iliyor [ ] Sigara I¢ilmiyor [ ]
10.Alkol Kullantyor musunuz?

Evet [ ] Hayir []

11.Kahve Igme Aliskanliginiz Var mi?
Var[ ] Yok []
Giinde 1 Bardak| | Giinde 2 Bardak [ | 3 ve Daha Fazla| |
12.Aile Bireylerinizde ve Sizde Herhangi bir Genetik Hastalik Var m1?
(Seker Hastalig1, Kanser gibi)
Nedir 2...eeevieeieeienieeeeeee
13. Baska Saglik Sorunlariiz Var mi1?
Var[ ] Yok []
Neler 2.,
14.Son Bir Yildir Kullandigimz ilaglar (Vitamin dahil) Nelerdir, Ne

Kadar Siiredir Alryorsunuz?

.....................................................................................................................

.....................................................................................................................

15.Beslenme Aliskanliginiz? (En Fazla Tercih Edilene 1 PUAN olmak
tizere, En Aza Dogru 1’den 5’e kadar Numara Veriniz)

Et haslama [_] Izgara [ ] Kizartma[ | Sebze[ | Meyve []

TESEKKURLER
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