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1. GIRIS

1.1. Ksenobiyotik Tanim

Ksenobiyotik, canli organizma tarafindan iiretilmeyen ve organizmada normal
kosullarda bulunmayan organizmaya yabanci her tirli kimyasal maddedir.
Toksikolojik agidan Onemli baslica ksenobiyotikler; ilaglar, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAHlar), poliklorlubifeniller ve pestisitler gibi ¢esitli yollarla viicuda
giren veya gevreye sizan gesitli ¢cevresel kirleticilerdir (Aypak ve ark. 2009).

1.2. Biyotransformasyon (Metabolizma)

Ksenobiyotikler maruziyet sonrasinda gesitli yollardan organizmaya girerek
dolagima katilir ve baz1 kimyasal degisikliklere ugrayarak veya degismeden viicuttan

atilirlar (Ozbay, L. 2012).

Cesitli yollarla viicuda giren lipofilik 6zellikteki maddeler enzimler yardimiyla
kimyasal reaksiyonlara girerler ve hidrofilik metabolitlere  donisiirler.
Ksenobiyotigin canli organizmada ugradigi her tiirlii de§isime metabolizma adi

verilir (Vural, N. 2005, s:43).

Biyotransformasyon sonucunda ksenobiyotikler daha az toksik bilesiklere
dontigebilecekleri gibi daha toksik bilesiklere de doniisebilirler. Daha az toksik
bilesiklerine doniisiiyorsa buna detoksifikasyon, daha az goriilmekle beraber daha
toksik bilesiklere doniismesine ise biyoaktivasyon denir. Biyotransformasyon
sonucunda, DNA gibi hiicresel makromolekiillere baglanarak hiicreye zarar veren
metabolitler olusur. Bu metabolitlerde kanser gibi ciddi hastaliklara ve dogumsal

kusurlara neden olabilir.



Biyotransformasyon reaksiyonlar1 2 asamada degerlendirilir. ilk asama lipofilik
karakterdeki bu bilesiklerin hidrofilik metabolitlerine doniismeleridir ki bu Faz I
reaksiyonlar1 olarak adlandirilir. Daha sonra bu hidrofilik 6zellikteki metabolitlerin

viicuttan uzaklastirilmasi gerekir ki, bu asamaya da Faz II asamasi denir.

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 viicuttaki tiim organ ve dokularda meydana
gelir. Ksenobiyotikleri metabolize eden enzimler akciger, intestinal mukoza,

karaciger, deri, bobrek korteksi ve beyin dokularinda yiiksek oranda bulunur.

Karaciger metabolizmadan sorumlu pek ¢ok ¢esit ve sayida enzimi barindirdigi
icin biyotransformasyonun en temel organidir. Karaciger, beyin ve akciger gibi
organlarda bulunan bu enzimler hiicrelerde biiyiik oranda endoplazmik retikulumda
(mikrozomlarda) ya da sitozolde bulunmaktadir. Diisikk miktarda da mitokondri,
¢ekirdek ve lizozomlarda bulunurlar. Alkolleri, aminleri ve ksantinleri okside eden
enzimler sitozolik enzimler olarak adlandirilirlar. Metabolizma reaksiyonlart %90
oraninda mikrozomal enzimlerle, %10 oraninda ise sitozolik enzimlerle olur (Lang
ve Pelkonen 1999; Rozman ve Klaasen 2001). Mikrozomal monooksigenazlarin en
yaygin ve en Onemli grubu sitokrom P450 enzim sistemidir (Anzenbacher ve
Anzenbacherova 2001; Guéguen ve ark. 2006). Bu enzim grubunun insan viicudunda
yiizlerce tip izozimi bulunmaktadir. Sitokrom P450 enzim sistemi hem proteini ve
Fe” igerir. Endoplazmik retikulumdaki temel monooksigenazlardir. Mikrozom
preparatlarinin kimyasal olarak indirgenmesi ve karbonmonoksite maruz birakilmasi
ile bu preparatlarinin 450 nm’de belirli bir pik gdstermesi ile bu enzim grubu

kesfedilmistir. Adlandirilmasi bu sekilde ger¢eklesmistir.

Faz 1 reaksiyonlar1 olan oksidasyon, hidroliz ve rediiksiyon ve Faz II
reaksiyonlarindan glukoronidasyon mikrozomlarda meydana gelen reaksiyonlardir

(Franklin ve Yost, 2000).



1.2.1. Faz I Reaksiyonlari

Faz 1 reaksiyonlar1 hidroliz, rediiksiyon (indirgenme) ve oksidasyon
(ylkseltgenme) reaksiyonlarint igerir. Bu reaksiyonlar substrata bir fonksiyonel
grubu (-OH, -NH,, -SH veya -COOH) ekler ya da ¢ikartir ve genellikle hidrofilik
ozelliginde sadece kiiclik bir artis ile sonuglanir (Casarett&Doull’s Toksikolojinin

Temelleri, s: 79).

Bu reaksiyonlardan sonra molekiil daha polar hale getirilerek, Faz II

reaksiyonlarinda konjugatlarinin olusmasi saglanir (Rose ve Hodgson, 2004, 112).

1.2.1.1. Oksidasyon

1.2.1.1.1. Mikrozomal Sitokrom P450 Reaksiyonlari

Sitokrom P-450 (CYP) monooksijenaz enzim sistemi, yag asitleri ve
prostaglandin gibi endojen maddeler ile diger bircok dogal bilesigin ve ayrica
karsinojenlerin, mutajenlerin ve ilaglarin oksitatif metabolizmasindan sorumlu ¢esitli
enzimlerden olusan bir enzim grubudur. Bu enzimler ‘hem- thiolate’ yapisinda
protein enzimlerinden olusur. Cogunlukla bu c¢ok basamakli elektron tasima
zincirinde terminal oksidazlar olarak etki eder ve mikrozomal P450 enzim sistemleri

olarak adlandirilirlar (Ozerol, E. 1996).

CYP450 enzimleri, asagidaki denklemde de belirtildigi gibi substrata
molekiiler oksijenin bir atomunu aktarir ve ylikseltgenmesini saglar, oksijenin diger

atomunun su seklinde rediiksiyonuna yol acan reaksiyonlar: kataliz ederler

RH + O, + NADPH+ H' ----> ROH + H,0 + NADP"

Genel olarak P450’ler reaksiyon dongiisiine girerler (Sekil 1.1). CYP450 ile

katalizlenen reaksiyonlarda, hem molekiiliindeki demirin indirgenmesi, oksijenin

3



baglanmasi ve ayrilmasi i¢in iki elektron gerekir ancak bu mekanizmada kiigiik bir
problem vardir. NADPH ‘dan da CYP450’ye elektronlar transfer edilmektedir. Bir
tek hem prostetik grubu olan CYP450, ayn1 zamanda sadece bir elektron kabul eder.
Bu nedenle NADPH’ dan CYP450 molekiiliine elektron transferi yapan bir molekiil
iki elektron kabul edebilmeli ancak tek elektron vericisi olarak gorev yapmalidir.
Elektronlar sitokrom P450 molekiiliine tek tek transfer edilir (Schenkman, 1991).
NADPH- sitokrom P450 rediiktazdan sitokrom P450’ye elektron transferine lipitlerin

yardimc1 oldugu gosterilmistir.
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Sekil 1.1: Sitokrom P-450 monooksijenaz enzim sisteminin elektron akis yolu

CYP’ ler tarafindan katalizlenen oksidasyon reaksiyonlart:

1.Alifatik hidroksilasyon ve epoksidasyon: Diiz zincirli alifatik bilesiklerde
meydana gelen hidroksilasyon reaksiyonlaridir ve bu reaksiyon sonucunda alkoller
olusur. Siklohekzanin trans-siklohekzan-1,2-diole oksitlenmesi bu reaksiyonlara

ornek verilebilir.

2. Aromatik epoksidasyon ve hidroksilasyon: Bu reaksiyon tiirleri genellikle

birbirini takip eder. Ozellikle PAH’larin epoksitleri aktif ana metabolitleri olup

4



kanserojen Ozellik gostermektedir. Benzopirenin kanserojen aktif metaboliti olan
7,8-diol-9,10-epoksite  doniislimii bu reaksiyonlara Ornektir. Benzopirenin
karsinojenik metabolitinin olugsmast CYP450 enzimleri (CYP1A1l, CYPIA2 ve
CYPIBI) ile gergeklestirilir. Bu etki CYP1B1 enziminin akciger kanseri gelisimi
tizerindeki etkisini agiklamaktadir. Ayni zamanda CYP1BI1 enzimi etkisi ile dstrojen
ve testesteron gibi hormonlarin epoksidasyonu ve hidroksilasyonu meydana gelir. Bu
reaksiyonlar ile olusan metabolitler, meme, yumurtalik, endometriyum kanseri ve

prostat kanseri gelisimine neden olurlar.

3. Dealkilasyon: Alkil grubunun bagli bulundugu atoma bagl olarak N-
dealkilasyon, O-dealkilasyon, S-dealkilasyon olarak isimlendirilir. Metoksiklor gibi
insektisitlerde O-dealkilasyon goriiliirken, N-alkil karbamatlarda N-dealkilasyon ve

birgok tiyoeterde ise S-dealkilasyon gortiliir.

4. N-hidroksilasyon: Amin yapisindaki ksenobiyotiklerin hidroksilamin veya
oksim sekline doniismesidir. Anilin-fenilhidroksilamine doniismesi bu tepkimeye

ornek verilebilir.

5. Deaminasyon: N-dealkilasyona benzer. Karbinol amin- imin — oksim

tizerinden ketona doniismesi bu sekilde gergeklesir.

6. S ve P oksidasyon: Tiyoeter grubu igeren insektisitlerin mikrozomal
enzimlerle S-oksidasyon yolu ile tiyol yapisindaki kiikiirt, stilfoksit ve siilfona
oksitlenmesidir. P-oksidasyon ise az bilinen bir oksidasyon sekli olup, difenilmetil

fosfiirlin difenilmetilfosfiire okside olmasi bu reaksiyona 6rnek verilebilir.

7. Desiilfiirasyon ve ester kirilmasi: Fosforotiyonat ve fosforoditiyonat
yapisindaki insektisitlerin bu etkilerini gosterebilmesi P=S grubunun P=0 grubuna

doniismesi ile miimkiin olmaktadir.



8. Oksidatif dehalojenasyon: Organik halojen bilesiklerinde dehalojenasyon

sonunda once alifatik halohidrin olugur daha sonra aldehit meydana gelir.

1.2.1.1.2. Mikrozomal Olmayan (Nonmikrozomal) Oksidasyonlar

Ksenobiyotiklerin metabolizmasinda mikrozomal enzimlerin yani sira
mitokondri ve sitoplazmada bulunan ¢esitli enzimler de gorev alir. Bu enzimlerin
bazilar:

a. Alkol Dehidrogenazlar
b. Aldehit Dehidrogenazlar

Cc. Amin Oksidazlar

e Monoamin Oksidazlar
e Diamin Oksidazlardir (Rose ve Hodgson, 2004, s:130-132)

Alkol ve aldehitlerin oksidasyonu
e Metanol — Formaldehit — Formik asit
e FEtanol —  Asectaldehit — Asetik asit

seklinde gerceklesir.

1.2.1.1.3. Ksenobiyotiklerin Ko-oksidasyonu

Siklooksijenaz yolunda prostaglandin sentezi i¢in mikrozom zarindan serbest
hale gelen arasidonikasitsiklooksijenaz (COX) PSH Sentaz (PGS) enzimi yardimiyla
prostaglandinendoperoksit tizerinden PGG; ‘a doniisiir. Bu doniisiime kooksidasyon

ad1 verilir.

COX, endoplazmik retikuluma ve cekirdek zarinda zara bagl halde bulunur.
COX-1 ve COX-2 olmak tizere 2 sekli vardir. Aspirin COX-2 inhibisyonu yaparak
6



antienflamatuar etki, COX-1 inhibisyonu yaparak gastrointestinal hasar meydana

getirir.

Kooksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda bazi substratlar, serbest radikaller gibi
daha sonra hiicre protein ve DNA’sina baglanarak toksik etki olusturacak
metabolitlerine doniisebilir. Prostaglandin G, olusumunu takiben metabolizma
yolaginda olusan peroksit radikali de polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) da
dahil olmak iizere pek cok substratin epoksitlenmesinden sorumludurlar. Bu

epoksidasyon substratlarin toksisitesinin artmasina yol acarlar (Rose ve Hodgson,

2004, s:132-133).

1.2.1.2. Rediiksiyon

Ozellikle bagirsak bakterilerindeki rediiktazlar, ince bagirsaktaki kimyasal
maddeleri indirgeyebilirler. Memeli dokusunda da CYP’ler ve diger sitokromlarla
katalizlenen bazi tepkimeler dahil, indirgeyici tepkimeler rol oynar. Ornegin,
aromatik nitro bilesikleri nitrozo, hidroksilamin veya amin basamaklarina
indirgenebilir. Hidroksilaminler karsinojenik etkide rol oynadiklart i¢in bunun
toksikolojik onemi vardir, DNA katimlar1 olusturabilir (Mulder, G., Dencker, L. s:
52).

Rediiksiyon reaksiyonlar1 asagida verilmistir:

e Nitro Rediiksiyonlari

e Azo Rediiksiyonu

e Disiilfid Rediiksiyonu

e Keton ve Aldehit Rediiksiyonu
e Siilfoksit Rediiksiyonu



1.2.1.3. Hidroliz

Hidroliz reaksiyonlar1 karboksilesteraz ve amidaz enzimleriyle meydana gelen

reaksiyonlardir. Bu enzimler hem mikrozomlarda hem de mitokontrilerde bulunurlar.

Esteraz enzimleri, detoksifikasyon agisindan ¢ok faydali reaksiyonlara neden
olurlar. Esterazlarin tiirler arasinda ¢alisma hizlar farkli oldugundan segici toksisite
olaylar1 goriilebilir. Yani, bazi maddeler bazi tiirler icin toksik o6zellik gosterirken,
baz tiirler igin zararsizdir. Orn; atropin tavsanda atropinaz isimli esteraz tarafindan

hizla hidrolize edilir. Béylece toksifikasyon goriilmez (Atropine rezistandirlar).

Hidroliz reaksiyonlari asagida verilmistir:

e Aromatik Ester Hidrolizi
e Karboksilester Hidrolizi
e Karboksilamid Hidrolizi

e Karboksiltiyoester Hidrolizi

1.2.2. Faz II Reaksiyonlar:

Faz I reaksiyonlar1 sonucunda olusan ve yapisinda amino, hidroksil, epoksit ve
hidroksil gibi fonksiyonel gruplari iceren metabolizma {irlinleri, endojen metabolitler
olan glukuronik asit, metil grubu, asetil grubu, aminoasitler ve siilfat ile birleserek
viicuttan atilirlar. Olusan bu bilesikler daha polar 6zelik kazanirlar ve atilimlar1 daha

kolay olur.

Faz 1II reaksiyonlari aym1 zamanda konjugasyon reaksiyonlar1 olarak
adlandirilir. Konjugasyon reaksiyonlarinin gergeklesmesi i¢in yliksek enerjili bir ara

tiriine (konjugat) ihtiyact vardir. Bu aktivasyon 2 sekilde meydana gelir; ya



konjugasyon maddesi dnce aktive olur ve substrat ile birlesir ya da substrat aktive

olur ve endojen konjugasyon maddesi ile birlesir.

Faz II reaksiyonlar1 asagida verilmistir:

e Konjugasyon reaksiyonlar1 (Glukuronidasyon, siilfatasyon,
glutatyon ve aminoasitle konjugasyon)

e Asetilasyon

e Metilasyon

1.2.2.1. Glukuronik Asitle Konjugasyon

Bu konjugasyon tipi pek ¢ok bilesigin elimine edilmesinde kullanilan major
yolaklardandir. Bu reaksiyonlar iiridindifosfatglukuronoziltransferaz (UGT) adi
verilen ve karaciger mikrozomlarinda, endoplazmik retikulumda, bobrek, bagirsak ve

diger dokularda bulunan enzim araciligiyla katalize edilir.

Glukuronik asit konjugasyonu ile biyolojik ve kimyasal olarak daha az toksik
maddeler olusur. Bu sekilde pek ¢ok ksenobiyotigin detoksifikasyonu saglanmis olur.
Bazi durumlarda ise olusan metabolit DNA’ya baglanma 6zelligindedir. Boylece

cesitli toksik 6zellikler gosterir.

1.2.2.2. Siilfat Konjugasyonu (Siilfatasyon)

Siilfotransferaz  (SULT) ve siilfataz enzim siiperailesi tarafindan
gerceklestirilen reaksiyonlardir. Bu konjugasyon pek cok fenolik bilesik ve
arilaminlerin metabolizmasinda 6nemli goérevler alir. Siilfat konjugasyonu ile
ksenobiyotikler, siilfat esterleri seklinde suda ¢oziiniirliikleri artirilarak organizmadan

atilmaya hazir hale getirilir.



Ksenobiyotiklerin siilfat konjugatlar1 baslica idrarla atilir.

1.2.2.3. Metilasyon

N-, S- ve O- metil transferaz enzimleri yardimiyla pek c¢ok ksenobiyotik
metillenir. En bilinen metil kaynagr metiyonin ve ATP den olusan S-
adenozilmetiyonin (SAM) dir. Metilasyon reaksiyonlar1 diger konjugasyon
reaksiyonlarindan farkli olarak olusan metabolitlerin suda ¢oziiniirliikklerini azaltirlar.

Buna ragmen detoksifikasyon reaksiyonlar1 olarak kabul edilirler.

Baglica metilasyon reaksiyonlar1: N-metilasyon, O-Metilasyon, S-Metilasyon

ve elementlerin metilasyonudur.

1.2.2.4. Glutatyon Konjugasyonu ve Merkaptiirik Asit Olusumu

Glutatyon, glisin, sistein ve glutamik asitten olusan bir tripeptitdir. PAH’ lar
dahil cevresel kirleticilerin ve pek c¢ok ksenobiyotigin biyoaktivasyonu ile olusan

elektrofilik maddelerin konjugasyona ugrayarak viicuttan atilmasinda gorevlidir.

Ksenobiyotigin konjugasyonunda ilk reaksiyon, glutatyonun niikleofilik
stilfidril grubu ile elektrofilik siibstiitientin, glutatyon-S- transferaz (GST) enzimleri
aracilifiyla bu gruplar arasinda tiyoeter bagi olusturmasidir. Pek ¢ok basamaktan
sonra merkaptiirik asit olusumu gerceklesir. Merkaptiirik asit formlar1 hem safra hem
de idrar ile viicuttan wuzaklastirilir. Olusan aktif metabolitler ile glutatyon
konjugasyonu arasinda bir kararlilik vardir. Bu kararlilik aktif bilesik dedigimiz
toksik madde olusumu yoOniinde bozulduysa toksisitenin artmasina sebep olur.

Mutajenik ve karsinojenik etki goriilmesine neden olur.
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1.2.2.5. Acilasyon (Amid Sentezi)

Agilasyon reaksiyonlar1 2 sekilde meydana gelir.

e Asetilasyon

e Aminoasit Konjugasyonu

Birinci tip reaksiyonlarda koenzim A (CoA) ile asetil grubu aktive olur. Olusan

asetilCoA ksenobiyotik ile birlesir olur.

Ikinci reaksiyonda ise; karboksilik asit ATP varliginda koenzim A yardimiyla
S-CoA seklinde aktive olur. Olusan aktif bilesik viicutta bulunan ¢esitli

aminoasitlerin amino grubu asetile ederek konjugat olusturur.

Bu reaksiyonlar sonucunda olusan konjugatlar ana bilesikten daha az suda

¢Oziiniirliige sahip olmasina ragmen daha az toksiktirler.

1.3. Sitokrom P450 Enzim Sistemi (CYP)

1950’11 yillarda memeli dokularinda non-polar ksenobiyotiklerin enzimler
aracilifiyla okside oldugu bilinmesine ragmen heniiz bu enzimlerin yapist ve
gorevleri tam olarak bilinmemekteydi. Daha sonra yapilan caligmalar ile bu
enzimlerin yapisinda ‘hem’ grubu tasidigr ve bu enzimlerin uygun bir rediiksiyon
ajanina tabi tutuldugunda karakteristik karbonmonoksit (CO) kompleksi halini
aldiklar1 anlagilmistir. 1958 yilinda, sigan ve domuz mikrozomal protein fraksiyonlari
lizerinde yapilan g¢aligmalar sonucunda, 450 nm civarinda Soret piki (Sekil 1.2)
veren, CO baglh tiirlere 0zgli, membrana baglh indirgenmis pigment varligin
gostermistir (Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958). Daha sonra bu enzim sistemi 450
nm de verdigi absorbans piki nedeniyle P450 hemoproteini olarak adlandirilmistir

(Omura ve Sato, 1961; Omura ve Sato, 1964).
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Sekil 1.2: CO bagli sitokrom P450 ‘nin absorbans spektrumu (Soret Piki) (Ozerol, 1996)

450 nm’de gozlenen bu pikin, hem grubunda bulunan CO ligand: ve sisteinat
arasindaki trans yonlenmeden kaynaklandigi diislinilmektedir (Dawson ve Sono,
1987). Sitokrom-P450 enzimleri tim dokular ile basta karaciger olmak {iizere
incebagirsak, plasenta, beyin, bdbrek ve akcigerler gibi organlarin endoplazik
retikulumlart lizerinde yer alirlar. Basta ilaglar olmak iizere viicuda giren pek cok

ksenebiyotikte bu enzimler tarafindan metabolize edilirler.

1.3.1. Sitokrom P450° lerin Yapisi ve Lokalizasyonu

Sitokrom P450 enzimleri 45-60 kilodalton (kD) molekiil agirliginda,
merkezinde demir atomu bulunan bir porfirin halkasi bulunduran hemproteinleridir

(Gorinova ve ark., 2005).
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Sekil 1.3: CYP’ lerin porfirin halkasi

CYP proteinlerin yapisina bakildiginda merkezinde bir tek demir atomu igeren
ve enzime baglanan kismi i¢eren bir baglanma grubu bulunur ve meydana gelen hem
proteininde hem bir oksijen hem de substratlarin baglanabilecegi yerler vardir. Tiim
CYP’ lerde porfirin halkas1 4 nitrojen atomu ve 2 liganta bagli bir hem demiri vardir.
Yatay gruplarin birinde molekiiliin karboksil ucuna yakin yerlesmis bir sistein

kalintisinda bir siilfidril grubu bulunur.

Hem demiri iki farkli donme durumunda bulunabilir: 1) hekza yerlesimde
diisik donme oOzellikli demir ve 2) penta yerlesimde yliksek donme ozellikli
durumdadir. Diisiik ve yliksek spinli durumlar demir atomunu ceviren elektronik
tabakalar olarak tanimlanir ve hem’deki demir atomunu hekza halinde bulunma
durumdan penta halinde bulunma duruma degistirir. CYP molekiilii bir substratla
reaksiyona girdiginde, bu elektronik tabakada farklilik meydana gelir ve hem’deki
demir atomu hekza konumundan penta konumuna gecger. Substrata bagli, penta
koordine durum (-170 mV), substrata baglanamayan hekza koordine duruma (-
270 mV) gore daha fazla pozitif rediiksiyon potansiyeli 6zelligi gosterdigi igin
CYP, NADPH’dan elde edilen elektronlarla indirgenebilir. Hemdeki demir
atomunun ferrik (Fe’") halinden ferro (Fe’") haline indirgenmesi ile oksijenin hem

demirine baglanmast saglanir ve monoksijenaz reaksiyonlari meydana gelir.
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Monooksijenasyon reaksiyonunda toplam 2 elektron (e-) gerekir. Elektronlar CYP
molekiiliine teker teker transfer edilir. Baslangicta oksijen baglanir ve daha sonra
substratin reaksiyona katilabilmesi i¢in aktif oksijen tiirleri olusturarak ayrilir

(Ozerol, E. 1996).

Okaryotik CYP ‘lerin biiyiik gogunlugu endoplazmik retikulum membraninda
(mikrozomal) ya da mitokontri membraninda (mitokontrial) gdmiilii halde bulunur.
Ucgiincii CYP tiirii de sitozolik formda bulunur. Prokaryotlarda bulunan tiim CYP*ler
sitozolik formdayken, Okaryot hiicrelerde ise sitozolik form nadir olarak bulunur
(Danielson, 2002). Genellikle taneciksiz (graniilsiiz) endoplazmik retikulum zarinda
bulunan CYP, N-terminal ucunda, sinyal peptiti olusturan 20 civarinda aminoasit

barmdirir (Moigin ve ark., 1990).

Sekil 1.4: CYP450’ lerin hiicredeki konumlari (Gonzalez ve Tukey ,2006)
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1.3.2. Sitokrom P450’ lerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

CYP enzim sisteminin adlandirilmasinda oncelikle sitokrom kelimesinin
kisaltmasi olan CY ve pigment kelimesinin kisaltmasi olan P harfi kullanilmstir.
Daha sonra 450 sayis1 absorbans degerini belirtmek icin kullanilmistir. Daha 6nce
belirtildigi gibi bu grup enzimler CO ile muamele edildiginde en yiiksek absorbans
degerini 450 nm’de gostermistir. Boylece bu enzimlerin ilk defa isimlendirilmesinde

CYP450 ifadesi kullanilmstir.

Daha sonra yapilan ¢aligmalarla bu grup enzimlerde farkli aminoasit sayisina
sahip ve aktiviteleri farklilik gosteren farkli aile ve alt aile tiirlerine rastlanmaistir.

Boylece 450 sayisinin yanina aile ve alt aile belirtmek i¢in farkli sayilar getirilmistir.

CYP1B1

[zoenzim
L Alt aile

LAlle
ITOKROM P450

Sekil 1.5. CYP1B1 Enziminin Adlandirilmasi

CYP enzimlerindeki aminoasit dizilimi benzerligi %40’ dan az ise farkh
ailelere, aminoasit dizilimi %40-%55 arasinda ise alt ailelere, aminoasit dizilimi
%55’ ten fazla ise ayni alt ailelerde farkli izozimlere ayrilirlar. Bu kurallara uygun

olarak adlandirilan ilk CYP ailesi CYP1A’dir (Nelson ve ark., 1993).
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1.3.3. CYP Enzim Cesitleri ve Gorevleri

llaglar ve diger ksenobiyotiklerin metabolizmasinda gérev alan CYP enzim
cesitleri karaciger 6rnegi iizerinde Sekil 1.6 da verilmistir. Ozellikle CYP3A4 enzim
ailesi basta ilaglar olmak iizere pek c¢ok ksenobiyotigin metabolizmasindan

sorumludurlar.

CYP2C8/9 CYP1A2
16% 11% CYP2C19

8%

CYP2E1
4%

CYP2D6
19%

CYP2B6
3%

CYP2A6
3%

CYP3A4/5
36%

Sekil 1.6: CYP enzim cesitleri ve karacigerde bulunma oranlar1 (Haggstrom ,2014)

Asagida CYP cesitleri ve gorevleri verilmistir (sekil 1.7). Fazla sayida ve
cesitte CYP enzim ailesi olmasina ragmen metabolizmada 6zellikle CYP1, CYP2 ve
CYP3 ailesi gorev alir. ilag ve ksenobiyotik metabolizmasinda ise en biiyiik gorev

CYP3A4’e aittir.
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CYP Ailesi

CYP1 ilag ve steroid (6zellikle 6strojen) metabolizmasi
CYP2 ilag ve steroid metabolizmasi

CYP3 ilag ve steroid (testosteron dahil) metabolizmasi
CYP4 Arasidonik asit ve yag asidi metabolizmasi
CYP5 Tromboksan A2 sentaz

CYP7 Safra asidi sentezi ve steroid 7a hidroksilaz
CYP8 Safra asidi sentezi ve prostasiklin sentaz
CYP1T Steroid biyosentezi

CYP17 Steroid biyosentezi, 17a hidroksilaz
CYP19 Steroid biyosentezi, aromataz

CYP21 Steroid biyosentezi

CYP24 Vitamin D katabolizmasi

CYP26 Retinoik asit hidroksilaz

CYP27 Safra asidi sentezi, Vitamin D sentezi (1a hidroksilaz)
CYP39 24-OH-kolesterolin 7a hidroksilasyonu
CYP46 Kolesterol 24-hidroksilaz

CYP51 Kolesterol sentezi

Sekil 1.7: CYP Enzimleri ve Gorevleri

1.4. CYP1B1 Enzim Ailesi

CYP enzim sistemi yapisinda demir atomu igeren, pek cok ilag, steroid ve
karsinojenin metabolizmasinda gorev alan bir enzim grubudur. CYP450 enzimleri
daha cok karacigerde bulunurken, CYP1BI1 enzimleri ekstrahepatik dokular ve
hiicrelerde bulunur. CYP1B1’in yumurtalik, testis, adrenal bezler ve prostat, uterus
ve meme dokusunda bulunmasi olduk¢a dnemlidir. Iimmiinohistokimyasal ¢alismalar
gostermistir ki, 6zofagus, beyin, akciger ve meme kanseri vakalarinda bu enzimi

sentezleyen protein bu dokulardan izole edilmistir (Hood ve ark., 2007).

CYPI1BI1 enzim sistemi ilk olarak keratinosit hiicre dizisi icinde 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin  tarafindan transkripsiyonel olarak indiiklendigi

belirlendiginde yeni bir enzim olarak tanimlanmistir (Sutter ve ark., 1994).
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1.4.1. CYPIBI Geni

CYPIBI1 enziminin kodlayan CYPIBI geni 2p21-22 kromozomu iizerine
lokalize olmustur. 3 ekzon (371, 1044 ve 3707 bp) ve 2 intron (390 ve 3032 bp)
igerir. DNA uzunlugu 12 kilobaz (kbs) ve mRNA uzunlugu yaklasik 5,2 kbs’dir. Agik
okuma gercevesi baslama yeri, 1629 baz ¢ifti (bps) uzunlugunda olan ikinci eksondur
ve 543 aminoasitten olusan proteini kodlar (Tang ve ark., 1996). CYP1BI, 2,3,7,8-
tetraklorohidrobenzo-p-dioksin veya dioksin tarafindan transkripsiyonel olarak
indiiklenir ve Ostrojen reseptorii ve aril hidrokarbon reseptoriinii (AhR) iceren bazi

transkripsiyonel anahtarlar sayesinde diizenlenirler (Zhang ve ark., 2013).

Normal dokularda, CYPIBI sitoplazmik AhR ile 2,3,7,8-tetraklorobenzo-p-
dioksin baglanir ve AhR, heatshock protein -90, XAP2 ve p23 proteinleri ile aktive
olur. Baglanmanin ardindan AhR kompleksi yerini degistirerek niikleusa gecer ve
dimerizasyon partneri olarak bilinen ARNT‘ye baglanir. Aktive olmus AhR/ARNT
heterodimer kompleksi ksenobiyotik duyarli element (XRE) olarak bilinen spesifik
DNA encahcer dizilim, CYPIA1 ve CYPI1B]1 gibi dioksin duyarli genleri indiiklemek
tizere baglanir (Wo ve ark., 1997). Transkripsiyonel regiilasyonun, CYP1B1 pozitif
timor vakalarinin tedavisinde 6nemli oldugu diistiniilmektedir (Sissung ve ark.,

2006).

AhR’nin ‘antidstrojenik etkinlik’ gibi biyokimyasal ve toksik cevaplardaki
gorevi konusunda yogun ¢aligmalar yapilmistir. Molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalar
Ostrojen metabolizmasinda yer alan enzimlerin polimorfik degisiklikleri ile hormonal

kanser riski arasindaki iligkinin giderek arttig1 belirtilmektedir.

CYPIBI’in uzama bolgesi (-5298 den -5110) iki tane cAMP’ye duyarh
elementlerle (CRE1 ve CRE2) etkilesen birkag tane steroidogenetik faktor 1 igerir.
Ozellikle adrenal bezlerde, testiste ve yumurtalik gibi yerlerde cAMP sinyal

transdiiksiyon yolu 6nemlidir (Sissung ve ark., 2006).
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1.4.2. CYPI1B1 Polimorfizmi

CYPIBI’in polimorfik oldugu bilinmektedir. CYPIBI polimorfizmi pek cok
hormon aracili kanser tiirlerinin mekanizmasin1 ve glokom gibi hastalik tiirlerinin
anlasilmas1 bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Bugiine kadar haploit olarak tanimlanmis
26 farkli CYPIBI aleli vardir (Cizelge 1.1). Ayrica heniiz haploit olarak

tanimlanmamis 4 farkli aleli de bulunmaktadir.

En ¢ok bilinen CYPIBI alelik varyantlar1 48, 119, 432 ve 453 numarali
kodonlarda ya tek basina ya da ¢esitli kombinasyonlar seklinde meydana gelir

(Antonarakis ve ark, 1998).

142C>G ve 355G>T TNP (Tek niikleotit polimorfizmi), CYPIBI gen
ifadesinde artisga yol agan Arg48Gly(R48G) ve Alall9Ser (A119S) aminoasit
degisimine neden olur. Bu polimorfizm sonucunda CYPIBI*2 aleli meydana gelir.
Arg48Gly(R48G) aleli ml, Alall9Ser (A119S) aleli m2 seklinde adlandirilir ve
birbirleriyle baglantilidirlar.

4326C>G TNP, Leu432Val (L432V) aminoasit degisimine yol agar. Bu degisim
sonucunda CYPIBI*3 aleli seklinde sonuglanir. Bu polimorfizm CYPIB1’ in
katalitik aktivitesinde Onemlidir. Bu aktivite ile 4-OHE,(4-Hidroksiostradiol)
olusumu ve bdylece Ostrojen karsinojenitesinde artis meydana gelir (Hayes ve ark.,
1996). Ayrica AhR aracili CYPIBI gen ifadesi artisindan da sorumludur (Landi ve
ark., 2005).

Asagidaki ¢izelgede CYPIBI geninin 2014 yilinda giincellenmis nomenklatiirii

verilmis olup, calisilan polimorfizmlerin enzimler {izerine etkisi gosterilmistir

(Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1: Haplotip olarak tanimlanmigs CYPI/BI nomenklatiiri (https://www.pharmvar.org/gene/CYP1B1)

(Erisim tarihi:01/10/2020)

Niikleotid Enzim
Depisims ?nktivitesiill
Alel Protein Gen Trivial | Etki Vivo | Vitro Referans
Isim
CYPIBI*1 CYPI1BI1.1 Yok Yabanil Nor- | Nor- Tang ve
tip mal | mal ark., 1996
CYPIBI*2 CYP1B1.2 142C>G R48G; Artar Stoilov ve
355G>T A119S ark., 1998;
McLellan
ve ark.,
2000
CYIBI*3 CYPIBI1.3 4326C>G L432V Artar Stoilov ve
ark., 1998;
Bailey ve
ark., 1998
CYPIB1*4 CYP1B1.4 4390A>G N453S Stoilov ve
ark., 1998;
Bailey ve
ark., 1998
CYPIBI1*5 CYPIBI1.5 142C>G; R48G; Aklillu ve
4326C>G L432L ark.,2002
142C>G; R48G;
CYPIBI*6 CYPIBI1.6 355G>T: A119S: Azal Aklillu ve
4326C>G L4y | T ark.,2002
CYPIBI*7 CYP1B1.7 142C>G; R48G; Azal Aklillu ve
355G>T; A119S; r ark.,2002
4326C>G; L432V;
4360C>G A443G
CYPIBI1*8 CYPIBIL.8 4326C>G; L432V; Rahman
4353G>C; D441H ve ark.,
4379C>T yayinlanm
amig
CYPIBI*9 CYP1B1.9
CYPIBI*10 | CYPIBI.10
CYPIBI*1l | CYPIBI1.11 | 171G>C a W57C Stoilov ve
ark.,1998
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https://www.pharmvar.org/gene/CYP1B1

Niikleotid Enzim
Depisims ﬁkﬁVitesiin
Alel Protein Gen Trivial | Etki Vivo | Vitro Referans
Isim
CYPIBI*12 | CYPIBI1.12 | 182G>A b G61E Stoilov ve
ark., 1998
CYPIBI*13 | CYPIB1.13 | 501 502in | c 167Cercec Stoilov ve
sT e kaymasi ark., 1998
CYPIBI*14 | CYPIB1.14 | 841G>T d E281X Stoilov ve
ark.,1998
CYPIBI*15 | CYPIBI1.15 | 863 864in | ¢ 288Cergev Stoilov ve
sC e kaymasi ark., 1998
CYPIBI*16 | CYPIB1.16 | Genis f Splicing Stoilov ve
Cikarilma defect ark., 1998
CYPIB1*17 | CYPIB1.17 | 4096 4108 | g 355 Stoilov ve
gergeve ar., 1998
kaymasi
CYPIBI*18 | CYPIBI1.18 | 4125G>T |h G365W Stoilov ve
ark., 1998
CYPIBI*19 | CYPIB1.19 | 4168C>T |h G365W Stoilov ve
ark., 1998
CYPIBI*20 | CYPIB1.20 | 4191G>A |i P379L Stoilov ve
ark., 1998
CYPIBI*21 | CYPIBI1.21 | 4201G>A |k R390H Stoilov ve
ark., 1998
CYPIBI*22 | CYPIB1.22 | 4232 4241 |1 404Cercev Stoilov ve
e kaymasi ark., 1998
CYPIBI*23 | CYPIB1.23 | 4342C>T | m P437L Stoilov ve
ark., 1998
CYPIBI*24 4377delG | n 449Cerc¢ev Stoilov ve
e kaymasi ark., 1998
CYPIBI*25 | CYPIB1.25 | 4437C>T 0 R469W Stoilov ve
ark., 1998
CYPIBI*26 4435 4461 | p 477 Stoilov ve
dup Cerceve ark., 1998
kaymas1
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Yukarida belirttigimiz CYP1B1 geni ve enzimleri disinda heniiz haplotip olarak
tanimlanmamig yeni tek nokta mutasyonlar1 da mevcuttur. Asagida bununla ilgili

cizelge sunulmaktadir.

Cizelge 1.2: 2014 yili glincellenmis haplotip olarak tanimlanmamis tek nokta mutasyonlari
(https://www.pharmvar.org/gene/CYP1B1) (Erisim tarihi: 01/10/2020)

c.171G>A WS57X Prokudin
ve ark.,

2013

¢.868insC 290 Cerceve kaymasi Prokudin
ve ark.,

2013

c.241T>A YSIN Prokudin
ve ark.,
2013
c.685G>A E229K Prokudin

ve ark.,
2013
c.1101G>A R368H Prokudin

ve ark.,

2013

1.5. Karsinojen Metabolizmasi ve CYP1B1

CYPIBI, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aromatik ve heteosiklik aminler
ve aflatoksin B1 gibi ¢esitli prokarsinojenleri aktive ederler (Crespi ve ark., 1997,

Murray ve ark.,1997). Bu aktivasyon sonucunda kanser olusumu meydana gelir.
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1.5.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar ve Metabolizmalari

Iki veya daha fazla benzen halkasi igeren, hidrofobik 6zellik gdsteren ve yanma
sonucunda meydana gelen bu bilesiklere polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)
denir. Yanma reaksiyonlar1 dogal olarak gerceklesebilecegi gibi insan kaynakli olarak
organik bilesiklerin eksik yanmasi sonucunda da olusurlar. Dogal yolardan orman
yanginlar1 ve volkanik patlamalarla meydana gelirler. Insan aktivitesi ile meydana
gelenler ise endiistriyel kaynaklar, motorlu tasitlar ve sigara ile olmaktadir. Sigara ile
meydana gelen PAH miktar1 digerlerine gére az olmasina ragmen insan sagligi
acisinda en fazla tehdit olusturan kaynaklarin basinda gelir (Alver ve ark., 2012).
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar prokarsinojen maddelerdir ve tiimdr olusumuna
neden olurlar (International Agency or Research on Cancer, 1983). Bu bilesikler

CYPI1A1 ve CYPIBI enzimleri araciligiyla genotoksik bilesiklere doniisebilirler.

Ayrica CYPIA1 ve CYP1BI enzimleri PAH’lar tarafindan indiiklenebilir. Bu
indiiksiyon, sitozolik protein olan ve PAH 'lar tarafindan aktive edilen aril
hidrokarbon reseptdr (AhR) aracilifiyla olur. Aktivasyonun ardindan ligand bagh
AhR niikleusa gider ve burada AhR niikleer translocator ile dimer olusturur. Bu
protein dimeri ksenobiyotik duyarli element (XRE) olarak bilinen spesifik promotor
dizisi (TNGCGTQG) ile etkilesir ve bdylece gen transkripsiyonu baslar (Sekil 1.9).
Bu iliski iki hayvan modelli ¢alisma ile ispat edilmistir. AhR olmayan farede benzo
[a] piren tiimdr olusumuna neden olmamistir (Shimizu ve ak., 2000). Ayn1 sekilde
CYPIBI geni olmayan farede 7,12-dimetilbenz[a] antrasen (DMBA) etki
gostermemistir (Butters ve ak. 1999).
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Benzo[a]piren sigara i¢inde yiiksek miktarda bulunan ve mesleki maruziyet
sonucunda deri kanserinden akciger kanserine kadar pek c¢ok kanser tiiriiniin

olusmasina neden olan bir PAH'tir (IARC, 1984).

oy

Benzo[a]pyrene

Sekil 1.9: PAH'larin etkisi ile CY/A41 ve CYPIBI gen ifadesi
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Benzo[a]piren Faz I ve Faz Il enzimleri ile metabolize olur ve aren oksit, fenol,
dihidrodiol ve kinon tiirevleri ile bunlarin siilfat, glutatyon ve glukuronid
konjugatlarini olusturur. Benzo[a]piren-7-8-epoksit lizerinden epoksi hidrolaz enzimi
ile asil onemli metaboliti olan benzo[a]piren-7-8-diol olusur. Olusan bu metabolit
CYP1A1l, CYP1A2 ve CYPIBI ile daha ileri metabolize olarak benzo[a]pirenin
temel karsinojenik metaboliti olan benzo[a]piren-7,8-diol-9,10-epoksid (BPDE)
olusur (Eling ve ark., 1986) (Sekil1.10).

“ 0y, 2, 2H' H,0
“‘ CYP1A1/CYP1B1 ; Epoxide-Hydrolase >
H0 ’o
benzo[a]pyrene (+)benzo[a]pyrene-7 8-epoxide
“ OJI I 26_' 2H‘ “ O
10
)
“‘ CYPTAT /CYPIBT “ oH
:é OH Hz:0 i
OH OH
(-)benzo[a]pyrene-7 8-dihydrodiol (+)benzo[a]pyrene-7,8-dihydradiol-9,10-epoxide

Sekil 1.10: Benzo[a]pyren in CYP1BI1 ile metabolize edilmesi

BPDE'nin insan kanser hiicresinde, tiimor baskilayici genlerden p53 geninde
sicak nokta mutasyonlarina yol actig1 belirlenmistir. BPDE, guaninin N2 ucundan
DNA 'ya baglandiginda ve bu durum onarilamadigin da DNA polimeraz tarafindan
replikasyon sirasinda yanlis okunmaya yol agar ve bu %70 siklikla G bazinin T

bazina transversiyonu ile sonuglanir (Riedberg ve ark. 1995). Sigaraya bagl akciger
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kanserinde, G:T transversiyon orant %30 iken, diger organ kanserlerinde %10

oranindadir (Rodin ve ark., 2000).

1.5.2. Ostrojen ve Metabolizmasi

CYPIBI 'in ostrojene oldukc¢a diisiik afinitesi vardir. Ancak buna ragmen
CP1B1  dolasimdaki  diisiik  konsantrasyonlara  kadar olan  Ostrojenin
metabolizmasinda major role sahiptir. Diisiik konsantrasyonlarda strojen oncelikle
CYP3A4 enzimi tarafindan metabolize edilir. Ancak farkli etnik kokenlerle yapilan
caligmalarda CPY3A44 gen ifadesinin meme dokusu gibi dstrojen duyarli dokularda

olmadigi belirlenmistir (Miyoshi ve ark.,2005).

Baz1 hastalar incelendiginde, bu hastalarin doku Ostrojen seviyesi, doku
spesifik Ostrojen tiretiminden dolayr dolasim sisteminde oldugu diisiiniilen Gstrojen
seviyesinden 10 ile 50 kat daha fazladir. Ozellikle meme dokusunda ve yumurtalik
yiizey epitelinde Ostrojen seviyesi dolasimdakinin 100 kat1 kadardir. CYP izoformlari
karacigerde yiiksek miktarda iiretildigi i¢in Ostrojen metabolizmasi temel olarak
karacigerde meydana gelir. Bununla birlikte, CYP 1B1 ‘Ostrojen Hedef Dokularr’
olan meme, yumurtalik ve uterusta da yiiksek miktarda {iiretildiginden 6zellikle 4-
hidroksilasyonun katalizini gerceklestirir. 4-OH Estradiol (4- OH E2), redoks
dongiisii olarak bilinen yiikseltgenme-indirgenme dongiisii sirasinda semikinon ve
kinon seklindeki serbest radikallere doniismekte ve hiicresel hasara siiriikleyen bu
yol ile meme ve endometriyum kanseri riskini arttirmaktadir (Tsuchiya ve ark.,

2005).

CYPI1B1 enziminin en etkili Ostrojen hidroksilaz oldugu diistiniilmektedir.
CYPIBI transkripsiyonel olarak Ostrojen tarafindan aktif olan ilk tanimlanmis
Ostrojen metabolize edici enzimdir (Tsuchiya ve ark., 2004). CYP1B1 17B-
Ostradioliin, 4-hidroksilasyonu ile daha az aktif olan metabolitlerine 4-

hidroksidstradiol ve 2-hidroksiostradiole doniisiimiinii  saglar. Ayrica 4-
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hidroksiostrodiol katekol-O-metiltransferaz araciligiyla 4-metoksiostradiole doniisiir

ya da reaktif kinon ve semikinon olusumuna neden olur.

1.5.3. Ostrojen Aracili Kanserler

Yiiksek konsantrasyonlarda Gstrojene uzun siire maruziyet ile meme kanseri
insidans1 arasinda pozitif iliski oldugu belirlenmistir. Endojen Ostrojenin
karsinojenezi indiiklemesinin temelinde iki farkli mekanizmanin rolii oldugu
bildirilmektedir. Bunlardan ilki Ostrojen reseptdrii araciligi  ile hiicre
proliferasyonunun arttirilmasi, digeri ise Ostrojenin oksidatif metabolizmasi sonucu
olusan reaktif kinon metabolitlerinin DNA hasar1 olusturmasidir (Ergiic ve ark.,

2019).

4-hidroksiostradiol'iin  katekol metabolitleri Oncelikli olarak 0Ostradiol-3,4-
semikinon (E;-3,4-SQ) ve 6stradiol -3,4-kinon'a (E;-3,4-Q) oksitlenir. E,-3,4-Q DNA
piirin bazlariyla tepkimeye girerek depiirinasyon katim iirlinlerini olusturur. Bu katim
iriinii bazlar onkojenik mutasyonlarin artmasina sebep olan apiirinik bdlgeleri

olustururlar (Cavalieri ve ark., 2002).

CYPIBI geninde meydana gelen polimorfizmler o6zellikle de CYPIBI*3
alelinde, Ostrojen aracilt kanserlerde Onemli belirleyici faktorler oldugu

diistiniilmektedir (Hayes ve ark.,1996).

Kadinlarda CYP1B1'in Ostrojen aktivitesi arastirilirken premenopozal ya da
postmenopozal donemde olmalarina gore ayrilmalidirlar. Bu donemler hem
dolasimda hem de dokulardaki Ostrojen seviyesinin farklilik gdstermesinden dolay1

Onem arz eder.

CYPI1B1 enziminin polimorfik 6zellik gosterdigi bilindiginden itibaren bu
enzimin c¢esitli hastaliklar ile iliskisi incelenmistir. Bizim ¢alismamiza konu olan
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CYPI1B1 polimorfizmlerinden CYPIB1*2’de (Argd48Gly) Polonyalilarla yapilan
calismada, Arg48Gly polimorfizminin bireylerde Ostrojene bagli kanser tiirlerinin
gelisimine neden oldugu bununla birlikte bas-boyun kanseri, glokom ve kolorektal
kanser gelisimi tizerinde etkili oldugu belirlenmistir (Sliwinski ve ark., 2010). Ayni
calismada Leu432Val polimorfizminin ise ayni toplumda bu tiir hastaliklarin
gelisiminde belirleyici olmadigi anlagilmistir. Bir diger calismada ise Arg48Gly,
Alall19Ser, Leud432Val ve Asn453Val polimorfizmlerinin Slovak kadinlarda pre, peri
ve post menopozal donemde farklilik gosterdigi ve bu farkliliklarin bireylerin sosyal
yasami, yasi, psikolojik durumu, aliskanliklar1 gibi faktorlere bagli olarak
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir (Cernonova ve ark., 2017).

1.5.3.1. Meme Kanseri

CYP1B1'in meme kanseri iizerine etkisi Ostadioliin 4-OHE,; 'e doniisiimii ile
oldugu disiiniilmektedir (Murray ve ark., 2001). CYPIBI polimorfizmlerinin tek
basina mi yoksa diger polimorfizmlerle beraber etki edip etmedigi tam olarak
bilinmemektedir. CYP1BI polimorfizmi meme kanseri lizerine etkisi ile ilgili pek¢ok
calisma yapilmistir. Ozellikle CYPIB1 _L432V polimorfizminin etkisi iizerine pek
cok calisma yapilmaktadir. Bu polimorfizmde CYPIBI 432. kodonunda hem
baglayic1 bolgede meydana elen C- G degisimi ile Leu- Val aminoasit degisimi
meydana gelir. Bu degisimin 4-hidroksilasyonunda katalitik etkinligi arttirdigy
belirlenmistir (Okobia ve ark., 2009).

CYPIBI 1432V polimorfizminin tek basina incelendigi aragtirmalarda, Giiney
Nijerya’da 250 meme kanseri ve 250 kontrol grubu iizerinde yapilan vaka-kontrol
calismasinda CYPIBI polimorfizminin meme kanseri riskinde artisa neden oldugu

belirlenmistir (Okobia ve ark., 2009).
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Ayni sekilde Meksika'da yapilan bir ¢alismada ise 150 vaka ve 150 kontrol
grubu lizerinde CYPIBI Leu432Val polimorfizm ile meme kanseri arasinda bir iliski

bulunamamistir (Matinez-Raminez ve ark., 2012).

CYPIBI polimorfizmleri ile Ostrojen metabolizmasi ve protein sentezinde
gorev alan diger genler incelendiginde ise bu genlerin polimorfik olanlarini ayni anda

tagityan kadinlarda meme kanseri riskinin arttig1 belirlenmistir.

Tiirk popiilasyonu iizerinde yapilan ¢alismada 60 meme kanseri ve 103 kontrol
grubu tlizerinde yapilan calismada CYPIBI*3 polimorfizm ve NAT2 yavas
asetilleyici fenotipi ile meme kanseri riskin de artis oldugu belirlenmistir (Ozbek ve

ark., 2010).

Cin populasyonu iizerinde yapilan bir calismada CYPIBI 1432V ve
CYPIBI A119S icin genoip ve alel siklig1 karsilastirilmistir. Bu amagla 152 meme
kanseri hastast ve 156 kontrol iizerinde c¢alisilmistir. Risk oram1 CYPIBI A119S
sahip bireylerde 3,3; CP1BI 1432V sahip bireylerde 2,8; her iki polimorfizme sahip
bireylerde ise 4,69'dur. Yabanil tiple karsilagtirildigi zaman her iki polimorfizminde
fakli alellerinin meme kanseri riski tasiyan kisilerde Onemli derecede arttig
belirlenmistir. Bu polimorfizmlerin 0Ostrojen metabolizmasini etkiledikleri gibi
prokarsinojenlerin kanserin baglamasinda rol oynayan DNA reaktif elektrolitlere

dontistiirmeleri oldugu diisiiniilmektedir.

CPYIBI Arg48ly, Alal19Ser ve Asn453Ser polimorfizmlerinin meme kanseri
ile iliskisinin degerlendirildigi bir meta analiz ¢calismasinda Arg48Gly polimorfizmi
ile ilgili 10 ¢alisma (11321 vaka ve 13379 kontrol), Alal119Ser polimorfizmi ile ilgili
11 calisma (10715 vaka ve 11678 kontrol) ve Asn453Ser polimorfizm ile ilgili 12
calisma (11630 vaka ve 14053 kontrol) degerlendirilmeye alinmis ve bu
polimorfizmlerin meme kanseri riskiyle herhangi bir iligkileri bulunamamistir

(Economopoulos ve ark., 2010).
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Danimarkali kadinlar iizerinde yapilan bir diger ¢alismada ise Leu423Val
polimorfizminde alel frekanst %40,7 olarak belirlenmistir. Ancak yapilan ¢aligmada
Leu423Val polimorfizminin meme kanseri ile iliskisi gdzlenememistir tipki Liu ve

ark., 2015 yilinda yaptig1 calismada oldugu gibi (Ghisari ve ark., 2017).

2017 yilinda Kuzey Iran’da yapilan bir ¢alismada daha 6nce infertilite tedavisi
gormiis kadinlar ile meme kanseri riski arasinda Leu423Val polimorfizm agisindan
benzerlik bulunup bulunmadigi incelendiginde, daha 6nce yapilan bir c¢alismada
infertilite tedavisi almis meme kanseri bireylerde Leu432Val polimorfizmi %46,6
oraninda gorlilmesine ragmen aralarinda anlamli bir iligki bulunamamistir (Andarieh

ve ark., 2017).

2017 yilinda Kuzey Meksika’da yapilan meme kanseri ve CYPIA1I, CYPIBI,
GSTM1 ve GSTTI genetik varyasyonlar1 arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢aligmada
1267 meme kanseri incelendiginde CYP1B1 G119T T/T genotipinin daha fazla

oranda bulundugu belirlenmistir (Martinez ve ark., 2017).

1.5.3.2. Endometriyum Kanseri

Endometriyum kanserinin olusum mekanizmasi tam olarak bilinmese de diger
ostrojen kaynakli kanser tiirlerinde oldugu gibi Ostrojenin 4-hidroksiostradiole
doniisiimiiniin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Liehr, 1990). Insan endometriyumunda
4-hidroksilasyon orani 2-hidroksilasyon oranindan daha fazladir (Liehr ve Ricci,
1996). Insanlarda endometriyum kanseri vakalari incelendiginde 4-hidroksilaz

aktivitesinin yilikseldigi gézlenmistir.

CYPIBI gen polimorfizmlerinin, endometriyum kanseri olusmasinin habercisi

olacag ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.
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Bu ¢alismalardan biri 113 Japon endometrium kanseri hastas1 ve 202 saglikli
kontrol iizerinde 6 farkli CYPIBI gen polimorfizmi incelenerek yapilmistir. Bu
calisma ile CYPIBI1, 119 ve 432 kodonlarindaki dagilimin farkli oldugu
gosterilmistir. 119T/T ve 432G/G genotipleri yabanil tiple karsilastirildiginda risk
oranlar1 sirastyla 3,32 ve 2,49 olarak belirlenmistir. Intron 1, kodon 48 ve kodon 449
'da meydana gelen polimorfizmlerin hasta bireyler ve kontrol gruplar1 arasinda
farklilik gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma CYPIBI geni ile 119 ve
432. kodonlarin nadiren rastlanan polimorfizmlerin yiiksek endometriyum kanser

riskiyle iligkili oldugunu gosteren ilk calismadir (Sasaki ve ark., 2003).

Daha 6nce meme kanseri vakalarinda daha ¢ok incelenen CYP/BI Leu432Val
polimorfizmi ile endometriyum kanseri arasinda bir iliski olmadig1 belirlenmistir
(Wang ve ark., 2011). 6577 kisiyi i¢eren daha once yayinlanmis 6 vaka-kontrollii
calismada aleller ve genotipler karsilastirildiginda anlamli bir sonug elde

edilememistir.

Alt1 veri tabani tizerinden yiiriitiilen arastirmada, dstrojen metabolizmasinda rol
alan metabolik enzimlerde meydana gelen genetik polimorfizmlerle, endometriyum
kanseri riski arasindaki iliski degerlendirilmistir. Kayith 4283 kanser hastasi ve 7094
kontrol iizerinde yapilan ve COM Vall58Met, CYPIBI Leu432Val ve CYPIBI
Asn453Ser polimorfizmleriyle, endometriyum kanser riskiyle iligkilerinin
tanimlandig1 14 calisma incelenmistir. CYP1B1 Leu432Val analizleri heterozigot
genotipin endometriyum kanseri riskinde artiga sebep oldugu gosterilmistir. CYPIBI
Asn453Ser polimorfizminin G alelinin A aleliyle karsilastirildiginda endometriyum
kanser riskinde azalmaya neden oldugu gdzlenmistir. Normal genotipli bireylerle
karsilagtirildiginda heterozigot genotipli bireyler endometriyum kanser riskinde
azalma gostermistir. Bu ¢alisma sonucunda CYPIBI Leu432Val polimorfizminin
endometriyum kanseri riskinde artisa, Asn453Ser polimorfizminin ise endometriyum

kanseri riskinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Teng ve ark., 2013).
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1.5.3.3. Yumurtalik Kanseri

Yumurtalik kanserinin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Buna ragmen
olusumunda en Onemli faktérler hormonal maruziyet faktorii ve lireme ile ilgili
faktorlerdir. CYPIBI polimorfizmi tek basina ya da diger polimorfizm tiirleri ile

beraber incelenmistir.

Sadece CYPIBI polimorfizminin incelendigi bir calismada CYPIBI*3
polimorfizmine bakildiginda bu polimorfizme sahip yumurtalik kanseri hastalarinda
CYPI1B1*3 polimorfizmi prevalansinin anlaml sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir.
Daha o6nce belirtigimiz gibi CYPIBI1*3 polimorfizmi 432. kodonda meydana gelen
Leu aminoasitinin Val aminoasitiyle siibstitiisyonu olarak tanimlanmistir. Val432
alelinin Ostradioliin 4-hidroksidstradiole doniisiimiinde daha yiiksek etkinlige sahip
oldugu ve bu nedenle yumurtalik kanseri riskinde artisa neden oldugu bildirilmistir.
Yapilan bu ¢alismada da beyaz irkta CYPIBI*3 polimorfizminin bir risk faktorii
oldugu belirlenmistir. 223 yumurtalik kanseri ve 280 saglikli kan bagisi yapabilen
kadinlara bakildiginda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Bu sonuglara bakildiginda CYPIB1*3 polimorfizminin Beyaz irkta
yumurtalik kanser gelisiminde ©onemli bir rol oynadigini desteklememektedir

(Cecchin ve ark., 2004).

Diger bir ¢alismada ise CYPIBI Leu/Val ve Val/Val genotiplerinin Leu/Leu
genotipleri ile karsilastirilmas: yapilmistir. 1993-1999 yillarinda primer yumurtalik
kanseri tizerinde etkili olabilecek pek ¢ok faktorii baz alan bir vaka kontrol ¢aligmasi
yapilmigtir. 129 epitelyal yumurtalik kanseri ve 144 kontrol grubu iizerinde
yapilmigtir bu c¢alisma. Calismada CYPIBI genindeki yiiksek Val432 alel
aktivitesinin 4-hidroksi katekolostrojen olusumu araciliiyla oksidatif stresi arttirdig
ve bu nedenle yumurtalik kanseri riskinde artisa neden oldugu belirlenmistir.
CYPIBI Leu/Val ve Val/Val genotiplerinin Leu/Leu genotipiyle karsilastirildiginda
risk oraninin daha fazla oldugu belirlenmistir. Sigara kullanan kadinlarda CYP1Al,

COMT, CYP1A2 genlerinin belirli alelleriyle birlikte CYPIBI Val alel varligimin,
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sigara kullanmayan ve ayn allelre sahip kadinlarla karsilastirildiginda yumurtalik
kanseri riskinde ciddi bir artisa neden oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda CYPIBI Val aleli ile diger polimorfizmlerini birlikte bulunmasi, ¢evresel
ve hormonal maruziyet gibi faktorlerin yumurtalik kanserine yatkinligi arttirdigi

belirlenmistir (Goodman ve ark., 2001).

2005 yilinda Amerika da yapilan bir ¢caligma, 503 epitelyal yumurtalik kanseri
ve 609 kanser olmayan kontrol {izerinde vaka kontrollii calisma yiiriitiilmiistiir. Vaka
ve kontrol gruplart yaslarina, 1rklarina ve yasadiklar1 bolgelere gore
eslestirilmiglerdir. Denekler CYPIAI ve CYPIBI ve COMT ve SULTIAI genleri
tizerinde meydana gelen TNP ‘ye gore genotiplenmistir. Bu genotipler ayr1 ayri
incelendiginde higbirinin tek basina yumurtalik kanseri riskiyle iligkisi
bulunamamistir. Dort genin ortak etkilerini kapsayan oligogenik modeller iizerinde
calisma yapildiginda ise bu genlerin kombinasyonunun yumurtalik kanseri ile iligkili

oldugu belirlenmistir (Seller ve ark., 2005).

1.5.4. Androjen Aracili Kanserler

CYPIB1 Ostrojen metabolizmasinda gorev aldigi  gibi  testosteron
metabolizmasinda da gorev alir. Testosteronun 6-hidroksilasyonunu kataliz eder.
CYPIBI tarafindan metabolize edilen bu hormonlarin prostat ve testis kanserlerinin

neoplastik gelisimine katkida bulundugu belirlenmistir (Henderson ve ark., 1982).

1.5.4.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri erkekler arasinda en sik goriilen kanser tiirlerinden olup akciger
kanserinden sonra en 6nemli 6liim nedenleri arasindadir (Giines ve ark., 2003). Buna

ragmen etiyolojisi tam olarak agiklanamamuistir (John ve ark., 2009).
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CYPIBI gen polimorfizminin prostat kanseri tizerindeki etkisini incelmek i¢in
CYPIBI tzerinde goriilen 5 farkli TNP’ler incelenmis ve Japon popiilasyonda 117
prostat kanseri ve 2000 saglikli birey iizerinde arastirma yapilmistir. Calisilan
kodonlar: kodon 48, kodon 119, kodon 432, kodon 449 ve kodon 453’tiir. Calisma
sonucunda kodon 119’daki genotipin prostat kanseri hastalar1 ve kontrol grubundaki
dagilimmin anlamh sekilde fakli oldugu gosterilmistir. Kodon 453 disindaki diger
kodonlarda polimorfizmler gozlenmistir. Ancak kanser hastalar1 ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bu ¢alisma CYPIBI geni 119. kodonda
meydana gelen polimorfizmin prostatik karsinojenezisle iligkisini kanitlayan ilk

calismadir (Tanaka ve ark., 2002).

CYPIBI- Leu432Val polimorfizmi ve prostat kanseri riski arasindaki iliski
vaka kontrol calismasi ile incelendiginde, beyaz irkta 50 prostat kanseri hastasi
erkegin %34’liniin Val423 polimorfizmi agisindan homozigot oldugu, kontrol
grubunda ise ayni genotipin 50 kisinin %12’sinde oldugu gozlenmistir. Bu sonuglara
gore CYPIBI polimorfizmlerinin prostat kansinojenezisinde 6nemli rol oynadigi

sOylenebilir (Tang ve ark., 2000).

CYPIBI polimorfizmi ve prostat kanseri riski arasindaki iligkiyi belirlemek
adina yapilan bir meta analizde; CYPIB1 L432V i¢in 12 c¢alisma, 5999 vaka ve 5438
kontrol; R48G i¢in 6 ¢alisma, 1647 vaka ve 1846 kontrol; N453S i¢in 4 caligma 1407
vaka ve 1499 kontrol; A119S igin 4 ¢alisma, 1057 vaka ve 1018 kontrol; -13C/T i¢in
4 calisma, 1116 vaka ve 1114 kontrol grubu incelenmistir. Yapilan bu genis caph
analizde higbir popiilasyonda CYPIBI 1432V polimorfizmi ile prostat kanseri
arasinda bir baglanti bulunamamistir. Daha sonra etnik kokenlere gore yapilan alt-
grup caligmalarinda Asya irkinda L432V polimorfizmi ile prostat kanseri arasinda
anlamli bir baglanti bulunmustur. Tiim popiilasyonlarda ise N453S ve A119S
polimorfizmleri ile prostat kanseri riski arasinda iliski oldugu saptanmistir (Zhang ve

ark., 2013).
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246 prostat kanseri ve 261 kontrol grubunun katildig1 ve AR, CYPIBI, CYP19
ve SRD5A2 genlerinin polimorfizmlerinin incelendigi bir ¢calismada CYPIBI1*3 ve
CYPIBI*4 polimorfizmlerinin kontrol ve hasta gruplarn arasinda farklilik
gostermedigi belirlenmistir. Bulgar toplumu iizerinde yapilan bu ¢alisma ile diger
toplumlar arasindaki polimorfizm farkliliklari karsilagtirllmistir ve diger topluluklarla

arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir (Kachakova ve ark., 2016).

1.5.5. Hormon Aracili Olmayan Kanserler

1.5.5.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri (AK), her yil yaklasik olarak 1,6 milyon insanin Sliimiine
neden olan, 6lim orani olduk¢a yiiksek ve kansere bagli 6liim nedenlerinin en

basinda gelen bir kanser tiirtidiir (Giilhan ve ark., 2019).

Karsinejoenezisi ile ilgili mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamissa da uzun
sire sigara kullanimi ve c¢evresel sigara dumanina maruziyetin akciger kanseri
gelisiminde oldukca 6nemli oldugu bilinmektedir (Clemens,1991; Arslan ve ark.,
2011). Aktif sigara i¢imi akciger kanserinin meydana gelmesinde en biiyilik risk
faktoriidiir. Diger yandan, akciger kanseri olan erkeklerin %85°1, yine akciger kanseri
kadin hastalarin %60’ 1mnin sigara kullanicis1 oldugu bilinmektedir (Ada ve ark.,
2010). Ancak sigara icmeyen bireylerde de akciger kanseri goriilme oraninda artis
gorilmektedir (Erbaycu ve ark., 2009). Sigara dumaninda 4000’den fazla kimyasal
bilesik bulunur ve bunlardan 60’tan fazlasinin karsinojen ozelligi ispatlanmistir.
Bunlarin bir bolimii radyoaktif 6zelliktedir; radon, kursun, bizmut ve polonyum.
Polisiklik hidrakarbonlar ve N-nitrozamin o6zellikle prokarsinojenik olarak

tanimlanmistir (Miisellim, 2007).

Sigara dumaninda bulunan karsinojen maddeler Fazl ve Faz2 enzimleriyle

metabolize edilirler. Son zamanlardaki ¢aligmalar bu enzimleri kodlayan genlerde
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meydana gelen polimorfizmler ve akciger kanserine yatkinlik arasindaki iliskiyi
incelemektedir. CYPIB1 gen polimorfizmi ve akciger kanseri arasindaki iliskiyi de

inceleyen pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

CYPIBI1 enzimi daha oOnce belirtigimiz gibi PAH’lar ve arilaminlerin
metabolizmasinda Onemli role sahiptir. PAH’larin  metabolizmasi sonucunda
karsinojenik metabolitler olusur ve akciger kanseri dahil olmak iizere pek ¢ok kanser
tiirliniin  olugsmasma neden olur. CYPIBI geninin fazla miktarda ekspresyonu,
oksidatif stresin artmasi ve hiicre biiylimesinin artmasi kadar PAH’larin karsinojenik
metabolitlerinin aktive olmast da, CYP’lerin daha fazla agresif tiimdr olusumu ve

hayatta kalma oraninin azalmasi ile iliskilidir (Ada ve ark., 2010).

200 akciger kanseri hastast ve 200 kontrol {izerinde yapilan bir vaka -kontrol
calismasinda, aminoasit degisimine neden olan 4 CYPIBI polimorfizmi
incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda vaka ve kontrol arasinda CYPIB1 Arg48Gly ve
Alal19Ser (CYPIBI*2) polimorfizmleri arasinda varyant genotiplerinin dagiliminda
onemli farkliliklar gézlenmistir. Bunun yaninda CYPIBI Leu432Val ve CYPIBI
Asn453Ser varyant genotipleri dagiliminda anlamli farkliliklar gozlenmemistir. Hem
sigara kullanip hem de sakiz halinde tiitiin kullanan bireylerde ise CYPIBI
Alall9Ser genotipine sahip bireylerde akciger kanseri riskinin arttigi gozlenmistir.
Bu calisma ile akciger kanserinin olusumunda gen ve cevresel etkenlerin iliskisi

aciklanmistir (Shah ve ark., 2008).

CYPIBI geni 432. kodonda meydana gelen polimorfizmin (CYPIBI*3)
akciger kanseri ile iliskisi 6501 kisiyi iceren bir meta analiz ile arastirilmistir.
CYPIBI Leu/Val ve Val/Val varyant genotiplerinin akciger kanser riskinde 6nemli
derecede artigla ilgili olduklar1 bulunmustur. Etnik kokene gore yapilan analizlerde
ise Beyaz 1rkta akciger kanserinin 6zellikle Leu/Val genotipine sahip bireylerde daha
cok gorildigli belirlenmisti.  Bu kisileri sigara igme durumuna gore

degerlendirdigimizde ise sigara igenlerde Oonemli derece akciger kanseri gelisimi
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oldugu belirlenmistir. CYP1B1 Val alelinin ise akciger kanseri gelisiminde diisiik risk
faktorii oldugu belirlenmistir (Chen ve ark., 2010).

CYPIBI enzimi sadece ¢esitli kanser tiirleri iizerinde etkili degildir. Ayni
zamanda glokom gibi oldukca yaygin olarak goriilen bir hastalik {izerinde de
etkilidir. Son yillarda yapilan calismalarda CYP1B1’in ayn1 zamanda obezite,
hipertansiyon, kalp damar hastaliklar1 gibi giinlimiizde oldukca yaygin olarak

goriilen hastaliklarla da iliskili oldugu belirlenmistir.

1.5.5.2. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, erkeklerde akciger, kadinlarda ise meme kanserinden sonra
en sik goriilen kanser tiiriidiir (Karahasanoglu, 2001). Yas, cinsiyet, 1rk, beslenme,
sigara kullanim1 gibi pek ¢ok faktdr bu kanserin gelismesinde rol oynar. Ozellikle
yumurtalik, meme ya da prostat kanseri goriildiiglinde kolorektal kanser goriilme

orani da artmustir.

Son yillarda 6zellikle CYPIBI ile iliskili olarak nedeni arastirilan bu kanser
tiiriinde, 2014 yilinda Ingiltere’de yapilan bir galismada 6zellikle neoplastik doku ile
iligkili interlokin 6 (IL6) varligiyla birlikte kolonik inflamasyon, transkripsiyonel ve
epigenetik mekanizmalar yoluyla CYP2E1 ve CYPIBI1 ekspresyonunu manipiile
ederek epitel hiicrelerinin metabolik yeterliligini degistirebildigi belirlenmistir. Bu,
diyetteki karsinojenlerin aktivasyonunun artmasina ve DNA hasarima yol agarak

kolorektal karsinogenezi tesvik edebildigi gozlenmistir (Patel ve ark., 2014).

2018 yilinda Cin’de yapilan bir ¢alismada ise B7-H3 ile CYPIBI arasindaki
iliski incelenmistir. Kolorektal kanser de CYP1BI in yiiksek oranda bu dokulardan
izole edildigi bilinmektedir. Ayni zamanda B7-H3’iin de T hiicrelerinin
fonksiyonlarini inhibe ederek tiimér hiicresinin immiin sistemden kaginmasinda

anahtar bir role sahiptir. Bu nedenle, bu calismada, kolorektal kanserin prognozunu
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ongdrmek icin yeni bir belirte¢ belirlemeyi ve tiimor metabolizmast ile timor
bagisiklig1 arasindaki iliskiyi incelenmistir. 231 hasta iizerinde yapilan bu ¢alisma ile
CYPIBI'in kolorektal kanser hastalarmmin prognozu i¢in yeni bir Ongoriicii
biyobelirte¢ olabilecegini ve in vivo ve in vitro olarak CYP1BI1 ile B7-H3 arasinda

giiclii bir korelasyon oldugunu gostermektedir (Liu ve ark., 2018).

1.5.5.3. Ozofagus Kanseri

Ozofagus kanseri diinya ¢apinda en yaygin sekizinci kanserdir ve erkeklerde
kansere bagli dliimlerin yedinci en yaygin nedenidir. CYP1B1 enziminin pek ¢ok
kanserli dokudan yiiksek oranda izole edildigi daha 6nce de belirtilmisti. Bu nedenle,
yapilan bu calismada genetik bir varyant olan CYP1B1-rs1056836 Leu432Val geni
ile 6zofagus skuaméz hiicreli karsinomlu (ESCC) hastalarin klinik 6zellikleri
arasindaki iligkiyi arastirillmistir. Bu ¢alismaya 117 ESCC'li hasta ve 208 saglikli
kontrol dahil edilmistir. GG, GC ve CC ig¢in genotipik frekans, saglikli deneklerde
sirastyla %58,6, 29,8 ve 11,5 ve ESCC grubunda %51,8, 36,14 ve 12 idi. GG
genotipi ile ESCC asamasi arasinda bir iliski bulunmustur. Ayrica, bu varyasyon ve
ESCC riski igin istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulunamamistir (Moghadam ve

ark., 2018).

1.5.5.4. Larenks Kanseri

Larenks kanseri tiim kanserlerin %2’sini meydana getirmekle birlikte bas-
boyun bolgesi kanserleri igerisinde en sik goriilenidir. Erkeklerde kadinlardan ¢ok
daha fazla gorildigii bilinmektedir. Etiyolojik faktorler icinde en 6nemli yeri sigara
tutmaktadir (Caloglu ve ark., 2005).

2018 yilinda Cin toplumunda yapilan bir ¢alismada, genetik polimorfizmlerin
(CYP1B1*2 G355T, CYP1B1*3 (C4326G ve CYP2E1*5 G-1293C) ve gevresel

faktorlerin (sigara igme ve i¢gme) larenks kanserine yatkinlik {izerindeki etkilerini
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aragtirtlmistir. Bu vaka-kontrol calismasina larenks kanseri teshisi konulmus 552
Han Cinli hasta ve ayn1 etnik kdken, benzer yas ve cinsiyetten 666 saglikli kontrol
denegi dahil edilmistir. CYP1B1*2 355T ve CYP2E1l * 5 -1293C artmis larenks
kanseri riski ile iliskiliyken, CYP1B1*3 4326G azalmis bir risk ile iliskilidir. Bu
polimorfizmler, larenks kanseri riski iizerinde ortak etkiler gdstermistir. Sigara
icmek, alkol tiikketmek larenks kanseri riskini arttirmak igin iki yiiksek riskli allel
(CYP1B1*2 355T ve CYP1B1*3 4326G) ile ortak etkiler gostermistir (Jin ve ark.,
2014).

1.6. Glokom

Glokom, geri doniisii olmayan gorme kaybina yol agabilen ciddi bir hastaliktir.
Ozellikle primer konjenital glokom (PCG) kalitsal bir goz hastaligidir (Ou ve ark.,
2018). Primer konjenital glokomlu hastalarda goz i¢i basinci yiikselir. Hipertansiyon,
g0z i¢i yapilara zarar verir ve Schlemm kanalini, kolektor kanallarini, trabekiiler ag
Orgiisiinii ve optik sinirin molekiiler yapilarini etkiler. Glokomlu hastalarda kusurlu
olan onemli bir gen, optik sinir bozulmasi ile iliskili bir gen olan CYP1B1'dir
(Alsubait ve ark., 2020). Primer konjenital glokom ¢alismalarinda CYP1B1’e ait pek
¢ok mutasyon bulunmustur. CYP1B1 geni ilk olarak Stoilov tarafindan 1997 yilinda
yapilan caligma ile primer konjenital glokom ile iliskilendirilmistir. Yapilan
arastirmalar da CYP1B1 polimorfizmlerinden W57C, G61E, P379L, R390H, W57X,

R368H’in ozellikle primer konjenital glokom iizerinde etkili oldugu belirlenmistir.

1.7. Hipertansiyon

Son yillarda insanlar ve farelerde yapilan caligmalara bakildiginda 6zellikle
hipertansiyon gelisimi ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz aktivasyonu
ile gergeklesen patofizyolojik degisimler ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu,
inflamasyon ve entotelyal disfonksiyon gibi pek ¢ok hastaligin gelisiminde CYP1B1

in oldukg¢a onemli gorevleri oldugu belirlenmistir. Bu patolojik durumlar iizerinde
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nasil etki ettigi tam olarak aydinlatilamamigsa da temel olarak CYP1B1 in
aktivasyonun sonucunda metabolizmada meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) hiicrede ki etkisi ile gergeklestigi diistiniilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri
hiicre i¢ginde DNA ile de katim iiriinleri olusturarak kanser gelisimine neden olur

(Shah ve ark., 2019).

Gelinen noktada c¢alismalarda sadece birkag parametrenin degerlendirilmesi
yeterli olmamaktadir. Sadece genotip analizlerinin karsilagtirilmas: degil aym
zamanda ¢alismaya konu olan bireylerin yas, cinsiyet, beslenme aligkanliklari, sigara
kullanimi, pre/post menopoz durumu, hipertansiyon, kalp damar hastaliklari, egitim
durumu, obesite gibi pek ¢ok faktor etkili olmaktadir. Bunlara 6rnek olarak 2020
yilinda orta yasl hipertansiyonu olan Slovak kadinlarinin Leu432Val ve Asn453Ser
polimorfizmleri incelendiginde, Leu432Val polimorfizminin hipertansiyon ile ilgili
oldugu ancak Asn453Ser polimorfizminin hipertansiyon ile iligkili olmadig
belirlenmistir. Ozellikle en az bir Val aleline sahip bireylerde hipertansiyon goriilme
orani Leu/Leu alelli bireylere gore daha fazladir. Bunun disinda sigara igen,
abdominal obesite 6zelliklerine sahip, sadece temel egitimi almis kadinlarda bu oran
daha fazladir. Premenopozal durum ile hipertansiyon arasinda anlamli bir iliski

bulunamamastir (Falbova ve ark., 2020

1.8. Calismanin Amaci:

CYPIBI geninde meydana gelen polimorfizmlerinin tanimlanmasi kanser,
glokom, obezite ve diger pek ¢ok hastaliga egilimin belirlenerek 6nlem alinmasi
acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu c¢alismada da saglikli bireylerde bu
polimorfizmlerinin belirlenmesi, diger toplumlarla karsilastirilmasi ve basta kanser
olmak Ttzere pek ¢ok hastalikla polimorfizm agisindan anlamli farklar olup

olmadiginin karsilastirilmasina yardimci olmak amaclanmist
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

YV V V VYV VYV V V V

Etanol (Merck, Almanya)

Borik Asit (Merck, Almanya)

NAOH (Merck, Almanya)

Agaroz (Lonza, ABD)

PCR Master Mix (Qiagen, Almanya)
DNA izolasyon kiti (Promega, ABD)
DNA Ladder (Thermo Fischer, ABD)

Problar ve primerler (Metabion, Almanya)

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

V V V V V V V V V ¥V V V V VY

-20C" lik derin dondurucu (Bosch)

Rotator (Labinco)

Vortex (Labinco 1.46)

Mikrosantrifiij (Hermle Z 160 M)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-160 A)

Real Time PCR Cihaz1 (QIAGEN)

Otoklav (Sanyo, MAC-235 EX)

Thermal cycler (Kyratec)

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 goriintiileme sistemi (Vilber-Lourmat, TCP-20-MX)
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2.2. Ornekler

Calismamizda Ankara’da gesitli hastanelere basvurmus, herhangi bir kanser
tanis1 konulmamus, aralarinda herhangi bir akrabalik iliskisi bulunmayan 150 saglikli
goniillii birey yer almaktadir. Bireylerin 135°s1 erkek, 15 kadindir. Erkek bireylerin
yas ortalamasi 43, kadin bireylerin yas ortalamasi 53’dir. Tim bireylerin yas
ortalamas1 44’tiir. Islemler igin gerekli izinler alinmasi ile, dirsek bolgesinin 6n
taraftaki toplardamarlarindan tek seferde 3 ml kan 6rnegi arastirma grubumuzda yer
alan doktor kontroliinde elde edilmistir. Elde edilen verilerin detayli bir sekilde
analiz edilebilmesi i¢in her bireye ait sigara, beslenme ve kahve tiiketim
aliskanliklari, varsa daha Onceden gecirmis oldugu hastaliklar ve basvurulabilecek
diger detaylar1 kapsayan bilgilendirilmis goniillii onay formlar1 ile anket formlar
usuliine uygun doldurulmustur (Ilgili formlarmn 6rnekleri ekte sunulmustur). Yapilan
islemleri takiben alinan kan 6rnekleri buz i¢inde ¢alismanin yapilacagi laboratuvara -
20°C de saklanmak iizere ulastirlmistir. Calismada ihtiya¢ duyulan etik kurul karari

Ankara Universitesi Etik Kurulundan alimustr.

2.3.DNA izolasyonu

Aliman Orneklerin genotiplemesinin yapilmasi i¢in Oncelikle Miller ve
arkadaglarinin (1988) daha 6nce uygulamis oldugu metoda gore hazirlanmis olan kit

kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

2.4. Genotip Analizleri

Genotip analizlerinde alele 6zgii polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve Real-

time PCR yontemi kullanilmistir.
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PCR yontemi hiicre icinde DNA ‘nin kendini eslemesi mekanizmasidir. Cift
zincirli DNA (dsDNA) molekiiliiniin, tek zincirli DNA (ssDNA) molekiilii haline

gelmesi, kopyalanarak ¢ogaltilmasi ve tekrar baglanmasi seklinde gergeklesir.

Bu teknik;

e (ift zincirli DNAnin yiiksek sicaklikta ¢oziilerek tek zincir

sekline gelmesi: denatiirasyon
e Primer DNA ‘ya baglanmasi: primer eslesmesi

e Mg™ iyonlarmm ve DNA polimeraz enziminin yardimiyla
primerlere niikliiotid eklenmesi ve DNA zincirinin uzamast: bu
uzama islemi ¢ok sayida PCR dongiisii ile gergeklesir

(Somma, M. ve Querci, M., 2006).

2.4.1. CYPIBI*2 Arg48Gly (ml) ve Alall9Ser (m2) Polimorfizmlerinin

Belirlenmesi

CYPIBI*2 aleline ait birbiriyle baglantili 2 tane polimorfizm mevcuttur.
Bunlardan biri Arg48Gly, digeri Alal19Ser’dir. Arg48Gly ‘m1’ olarak ifade edilir ve
referans SNP numarasi rs10012° dir. Alal19Ser ‘m2’ olarak ifade edilir ve referans

SNP numarasi rs1056827°dir.

Bu polimorfizmlerin belirlenmesi Aklillu ve arkadaslarinin (2002) 2 asamali

PCR yontemi ile (Alele 6zgii PCR) gergeklestirilmistir.

1. PCR ile her bir ekzona ait (ekzon 2) polimorfik bolgeler ¢ogaltilmus,
akabinde yapilmis olan alele 6zgii PCR (2. PCR) ile mutasyonlar belirlenmistir. 2.
ekzonda bulunan Argd8Gly ve Alal19Ser bolgeleri 1. PCR’ da cogaltilmistir. 25ul
PCR reaksiyonu 100 ng genomik DNA, 1.3 mM MgCl,, 0.25 uM primer (ekzon 2
icin ex2F ve ex2R), %10 dimetilsiilfoksit, 0,25 mM dNTP karisimi, 10mM Tris-
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HCL, pH 8,3 ve 50 mM KCL igeren 1x reaksiyon tamponu igerisinde 0,75 iinite Taq
polimeraz igermektedir. PCR kosullar1 95°C” de 1dakikalik ilk denatiirasyonu takiben
35 PCR dongiisii erime (95 °C 15 saniye), yapisma (60 °C 20 saniye) ve sentez (72 °C
60 saniye)’ dir.

Bu sartlarda elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jel elektroforez sonrasi tek bant

halinde 914 b¢’de saptanmustir

1. PCR sonucu elde edilen iiriin 10 kat suda seyreltildikten sonra 2. PCR’ a tabi
tutulmustur. 2. PCR i¢in 25ul PCR reaksiyonu 0.125 pM primer (m1: FmIwt/Fmlmt,
12mutR; m2: Fm2wt/Fm2mt, 1/2mutR), 0,125 mM dNTP karigimi, 10mM Tris-
HCL, pH 8,3 ve 50 mM KCL igeren 1x reaksiyon tamponu igerisinde 0,75 {inite Taq
polimeraz icermektedir. Alele 6zgii 2. PCR’ 1 takiben 6rnekler %2’ lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmustur. PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizilimleri

asagidaki cizelgede verilmektedir (Cizelge 2.1).

Bu sartlarda elde edilen iirlinler %2°lik agaroz jel elektroforez sonrasi yabanil
ve mutant tip icin tek bant, heterozigot tip icin ¢ift bant halinde belirlenmistir ve 416

b¢’de saptanmastir.

Cizelge 2. 1: CYP1B1*2 polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan primerler ve dizilimleri

Primer ismi Primer dizilimi 5’ - 3’

ex2F ACG ACC CTT GGC CGC TAAAC
ex2R GCC ACC ACC GTG CGA GTC
Fmlwt GGA GGC GGCAGC TCC

Fmlmt GGA GGC GGC AGC TCG

Fm2wt TCG CCG ACC GGC CGG

Fm2mt TCG CCG ACC GGC CGT
1/2mutR CAG CAG CGC CAC CAG CTC
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Yukaridaki agamalarda uygun primerler kullanilarak 6nce m1 daha sonra m2
polimorfizmleri belirlenmistir. Iki mutasyon birbiriyle baglantili oldugu igin
orneklerin tamaminda CYPIB1*2 Arg48Gly (ml) polimorfizmi belirlendikten sonra
orneklerin %10 u rastgele secilerek CYPIBI*2 Alall9Ser (m2) polimorfizmi

belirlenmis ve m1 ve m2 arasinda %100 uyum oldugu saptanmustir.

2.4.2. CYPIBI*3 Leud432Val Polimorfizminin Belirlenmesi

CYPIBI*3 Leu432Val polimorfizmi, Briinning ve arkadaslarinin (1999) Real-
time PCR yontemine gore belirlenmistir. Buna gore 20 ul reaksiyon karisimi 4mM
MgCl,, her bir hibridizasyon probundan 1pmol, her bir primerden 20 pmol, 2 pl
DNA master hibridizasyon karisimi ve 10ng DNA i¢ermektedir. PCR kosullar1 95°C’
de 2 dakikalik ilk denatiirasyonu takiben 45 PCR dongiisii erime (95 °C 3 saniye),
yapisma (55 °C 10 saniye) ve sentez (72 °C 25 saniye)’ dir. Yabanil tip alele ait prob-
DNA hibridinin, mutant alele ait prob-DNA hibridine gore daha yiiksek erime
sicakligi (Tm) vermesinden yararlanilarak genotip ayrimi yapilmistir. Kullanilan

prob ve primerler ve dizilimleri Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2: CYPIBI*3 polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan prob ve primerler ve dizilimleri

Primer/Prob Ismi Primer/Prob dizilimi 5°-3°

Prob A LCR-
AACTTTGATCCAGCTCGATTCTTGGACAA-

Prob B ATGACCCACTGAAGTGACCTAACCC-FL

Primer F GAAATAAGAATTTTGCTCACTTGC

Primer R CTTAGAAAGTTCTTCGCCAATG

2.5. Istatistiksel Analiz

Gozlenen genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg denklemine uygunlugunun

belirlenmesinde ‘ki-kare testi’ kullanilmistr.
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3. BULGULAR

3.1. Calisma Grubunun Ozellikleri

Caligmamizda yer alan toplam 150 saglikli bireyin yas ve cinsiyet 6zellikleri

ile sigara igme durumu Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma grubunda bulunan bireylerin yas ve cinsiyet 6zellikleri

Karakteristik Birey sayisi
Toplam 150
Yas
<50 100
51-60 32
>61 18
Cinsiyet
Erkek 135
Kadin 15
Sigara
Icen 70
fcmeyen 54

Birakmis 26




3.2. CYPIBI*2 Polimorfizmine Ait Genotip Bulgular

Asagidaki cizelge de CYPI1BI1*2 polimorfizmine ait bulgular verilmistir. 150

saglikli bireyin adi soyadi, cinsiyeti ve genotip sonuglar1 verilmistir.

Toplam 150 saglikli bireyin genotipleri incelendiginde; 71 kisinin (%47.33)
yabanil tip (CYPIBI*I/*I) genotipe, 67 kisinin (%44.66) heterozigot
(CYPIBI*1/*2) genotipe ve 12 kisinin (%8) homozigot mutant (CYPIBI*2/*2)
genotipe sahip oldugu belirlenmistir. Cinsiyete gore genotipler incelendiginde ise
135 erkek bireyden, 65 kisinin (%48.15) yabanil tip (CYPIBI*1/*I) genotipe, 60
kisinin (%44.44) heterozigot (CYPIBI1*1/*2) genotipe ve 10 kisinin de (%7.41)
homozigot mutant (CYPIB1*2/*2) genotipe sahip oldugu belirlenmistir. Kadinlarda
ise 6 kisinin (%40) yabanil tip (CYPIBI1*1/*I) genotipe, 7 kisinin (%46.66) ise
heterozigot (CYPIBI*1/*2) genotipe, 2 kisinin ise (% 13.34) homozigot mutant
(CYP1BI1%*2/*2) genotipe sahip oldugu belirlenmistir.

Asagida CYPIBI Argd48Gly/ Alall9Ser polimorfizmine ait bazi sonuglar
verilmistir. ~ Go6zlenen genotip frekanslar1 Hardy- Weinberg denklemine gore

beklenen genotip frekanslari ile uyumlu bulunmustur

(x°=0,48).

Cizelge 3. 2: Bireylere ait CY/BI*2 Arg48Gly(m1) genotip 6zellikleri ve cinsiyetleri

Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

1 M.O. Erkek CYPIBI*1/*2
2 H.O. Erkek CYPIBI*1/*1
3 E.K. Erkek CYPIBI*1/*2
4 A.B. Erkek CYPIBI*2/*2
5 M.K. Erkek CYPIBI*1/*1
6 UY. Erkek CYPIBI*1/*1
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

7 H.K Erkek CYPIBI*1/%1
8 F.O Erkek CYPIBI*1/*2
9 M.i Erkek CYPIBI*1/*1
10 F.O Erkek CYPIBI*1/*2
11 AY. Erkek CYPIBI*1/*1
12 K.Y Kadmn CYPIBI*1/*]
13 A.O Erkek CYPIBI*1/*2
14 S.M Erkek CYPIBI*1/*2
15 Y.K Erkek CYPIBI*1/*2
16 E.S Erkek CYPIBI*1/%1
17 F.A Erkek CYPIBI*1/%1
18 Y.C. Erkek CYPIBI*1/%1
19 Z.A. Erkek CYPIBI*1/%1
20 S.A. Erkek CYPIBI*1/*1
21 0.s. Erkek CYPIBI*1/*2
22 R.T. Erkek CYPIBI*1/*1
23 AK. Erkek CYPIBI*1/*2
24 ILT. Erkek CYPIBI*1/*1
25 S.S. Erkek CYPIBI*1/*2
26 V.G. Erkek CYPIBI*1/*2
27 FK. Erkek CYPIBI*1/*2
28 T.T. Erkek CYPIBI1*2/*2
29 G.D. Erkek CYPIBI1*2/*2
30 MK. Erkek CYPIBI*1/%1
31 F.C. Erkek CYPIBI*1/%1
32 VK. Erkek CYPIBI*1/*2
33 M.I. Erkek CYPIBI*1%/2
34 A.QOA. Erkek CYPIBI*1/*2
35 S.B. Erkek CYPIBI*1/*2
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

36 F.G. Kadin CYPIBI*1/*2
37 G.0. Kadin CYPIBI*1/*1
38 E.A. Erkek CYPIBI*1/*2
39 A K. Erkek CYPIBI*2/*2
40 E.K. Erkek CYPIBI*1/*1
41 O.K. Erkek CYPIBI*1/*2
42 R.A. Erkek CYPIBI*1/*2
43 H.A. Erkek CYPIBI*1/*1
44 V.T. Erkek CYPIBI*1/*2
45 G.G. Kadin CYPIBI*1/*2
46 FY. Erkek CYPIBI*1/*1
47 N.K.K. Erkek CYPIBI*1/*1
48 A.B. Erkek CYPIBI*1/*1
49 A.C. Erkek CYPIBI*1/*2
50 R.N. Erkek CYPIBI*I1%/2
51 F.K. Kadin CYPIBI*1/*1
52 S.YY. Erkek CYPIBI*1/*1
53 E.A. Erkek CYPIBI*1/*1
54 AFG. Erkek CYPIBI*1/*2
55 ARY. Erkek CYPIBI*1/*2
56 LP. Erkek CYPIBI1*1/*2
57 Y.1. Erkek CYPIBI1*1/*2
58 H.A. Erkek CYPIBI*1/*2
59 F.T. Erkek CYPIBI*1/*1
60 E.T.B. Erkek CYPIBI*1/*2
61 A.S. Erkek CYPIBI*1/*2
62 A.D. Erkek CYPIBI*1/*1
63 M.A. Erkek CYPIBI*1/*2
64 S.A.. Erkek CYPIBI*1/*1
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

65 Y.0. Erkek CYPIBI*1/%1
66 M.S.N.L Erkek CYPIBI*1/%1
67 AA. Erkek CYPIBI*1/*2
68 HE. Erkek CYPIBI*1/*2
69 F.G. Kadmn CYPIBI*1/*]
70 R.I Erkek CYPIBI*2/*2
71 Y.0. Erkek CYPIBI*1/*1
72 F.S. Kadin CYPIBI*2/*2
73 Y.Z.S. Erkek CYPIBI*1/*2
74 K.K. Erkek CYPIBI*1/%1
75 M.T. Kadin CYPIBI*1/%1
76 G.K. Kadin CYPIBI*1/*2
77 Z.0. Kadin CYPIBI*1/*2
78 LY. Erkek CYPIBI*1/*1
79 S.M. Kadin CYPIBI*1/*2
80 M.T. Erkek CYPIBI*1/*1
81 S.K. Erkek CYPIBI*1/*1
82 S.ZM. Erkek CYPIBI*1/*1
83 R.G. Erkek CYPIBI*2/*2
84 F.C. Erkek CYPIBI*1/%1
85 N.E. Kadin CYPIBI*1/*2
86 HA. Kadmn CYPIBI*1/%1
87 FT. Kadin CYPIBI*1/*2
88 TK. Erkek CYPIBI*1/*2
89 RA. Erkek CYPIBI1*2/*2
90 M.G. Erkek CYPIBI*1/*2
91 M.N.E. Erkek CYPIBI*1/*2
92 S.G. Erkek CYPIBI1*1/*1
93 S.G. Kadin CYPIBI*1/*2
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

94 H.O. Erkek CYPIBI*1/*1
95 D.A. Erkek CYPIBI*1/*1
96 T.G. Erkek CYPIBI*1/*2
97 S.B. Erkek CYPIBI*1/*1
98 R.C. Erkek CYPIBI*1/*2
99 N.L Erkek CYPIBI*1/*1
100 B.1. Erkek CYPIBI*1/*1
101 R.Y. Erkek CYPIBI*1/*2
102 S.S. Erkek CYPIBI*1/*2
103 S.0. Erkek CYPIBI*1/%2
104 A.B. Erkek CYPIBI*1/*2
105 EB. Erkek CYPIBI*1/*2
106 S.D. Erkek CYPIBI*1/*2
107 C.S. Erkek CYPIBI*1/*1
108 S.D. Erkek CYPIBI*1/*2
109 K.A. Erkek CYPIBI*1/*1
110 H.B. Erkek CYPIBI*1/*2
111 E.A. Erkek CYPIBI*1/*2
112 A.A. Erkek CYPIBI*1/*2
113 B.H. Erkek CYPIBI*1/*1
114 LU. Erkek CYPIBI*1/*1
115 Y.K. Erkek CYPIBI*1/*1
116 E.C. Erkek CYPIBI*1/*2
117 H.K. Erkek CYPIBI*1/*1
118 O.K. Erkek CYPIBI*1/*1
119 A.A. Erkek CYPIBI*1/*2
120 S.U. Erkek CYPIBI*2/*2
121 D.C. Erkek CYPIBI*1/*1
122 Y.A. Erkek CYPIBI*1/*1
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

123 HA. Erkek CYPIBI*1/*2
124 AA. Erkek CYPIBI*1/*2
125 T.A. Erkek CYPIBI1*2/*2
126 T.E. Erkek CYPIBI*1/*2
127 T.U. Erkek CYPIBI*1/*2
128 E.O. Erkek CYPIBI*1/*2
129 M.C.D. Erkek CYPIBI*1/*2
130 E.P. Erkek CYPIBI*1/*1
131 H.P. Erkek CYPIBI*1/%1
132 R.C. Erkek CYPIBI*1/*2
133 LY. Erkek CYPIBI*1/*1
134 O.N. Erkek CYPIBI1*2/*2
135 H.B. Erkek CYPIBI*1/%1
136 LK. Erkek CYPIBI*1/*1
137 AK. Erkek CYPIBI*2/*2
138 H.O. Erkek CYPIBI*1/*2
139 FE. Erkek CYPIBI*1/*1
140 B.A. Erkek CYPIBI*2/*2
141 C.S. Erkek CYPIBI*1/*1
142 B.Z. Erkek CYPIBI*1/%1
143 AA. Erkek CYPIBI*1/*2
144 H.C. Erkek CYPIBI*1/%1
145 FY. Erkek CYPIBI*1/*2
146 0.G. Erkek CYPIBI*1/*2
147 AT Erkek CYPIBI*1/*2
148 M.K. Erkek CYPIBI1*1/*1
149 M.O. Erkek CYPIBI1*1/*1
150 H.H. Erkek CYPIBI1*1/*1
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Asagidaki Cizelge 3.3’te gozlenen frekans degerleri (%) ile beklenen frekans
degerleri (%) belirtilmistir.

Cizelge 3.3: CYP1BI1*2 genotiplerinin dagilimi

Genotip n (150) Gozlenen Beklenen
Frekans (%) Frekans
(Hardy-Weinberg
Esitligine Gore)
CYPIBI*1/*1 71 47,33 48,5
CYPIBI*1/*2 67 44,66 423
CYPIBI*2/*2 12 8 9,2

Sekil 3.1’de bazi orneklerin 1. PCR sonucunda elde edilen agoroz jeldeki
goriintiileri gortinmektedir. Her 6rnek i¢in agoroz jelde tek bir kuyu kullanilmigtir ve
ilk kuyuya 5 ul DNA Ladder (1kb) diger kuyulara ise 15 ul 6rnek+ 3 ul DNA
Loading (DNA baglayici) olacak sekilde yiikleme yapilmigtir. Orneklerin 100V, 500
mA’ de 40 dakika boyunca jelde yiiriitiilmiistiir. Daha sonra UV 15181 altinda kontrol

edilmislerdir.

Sekil 3.1. CYPIB1*2 142C —G (ml) (Arg48Gly) polimorfizminin belirlendigi yedi numuneye ait alele 6zgii
PCRI fiiriinleri. PCR f{iriinleri 914 b¢ de goriilmektedir.
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Sekil 3.2 ‘de CYPIBI*2 polimorfizminin belirlendigi yedi numuneye ait alele
0zgli PCR2 firtinleri 416 b¢ uzunlugunda goriilmektedir. Her 6rnek i¢in agaroz jelde
ikiser kuyu kullanilmis, ilk kuyuya yabanil tip primerin kullanildigit PCR iiriinii,
ikinci kuyuya ise mutant primerin kullanildigi PCR {iriinii yiiklenmistir. 2-3, 4-5 nolu
kuyular (siitunlar) heterozigot numuneleri, 8-9, 10-11, 12-13 nolu kuyular yabanil tip
numuneleri ve 6-7 ve 14-15 nolu kuyular mutant numuneyi gostermektedir. 1 nolu

siitunda ise 1 kb lik DNA Ladder goriinmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 3.2. CYPIB1*2 142C —G (ml) (Arg48Gly) polimorfizminin belirlendigi yedi numuneye ait alele 6zgii
PCR2 iiriinleri. PCR iiriinleri 416 bg de goriilmektedir.

CYPIBI*2 355G—T (m2) (Alal19Ser) polimorfizmi 150 bireye ait ornekler
arasindan rastgele secilen 15 6rnekte belirlenmistir. Sonuglarin CYPIBI1*2 142C—G
(m1) (Arg48Gly) polimorfizm sonuglart ile %100 uyumlu oldugu gézlenmistir.
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3.3. CYPIBI*3 Polimorfizmine Ait Genotip Bulgular

Asagidaki ¢izelge de CYPIBI*3 Leu432Val polimorfizmine ait sonuclar
verilmistir. Bireylerin ad soyadi, cinsiyeti ve belirlenen genotip 6zellikleri ¢izelge de

belirtilmistir (Cizelge 3.4).

Toplam 150 saglikli bireyden 59’nun (%39,33) yabanil tip (CYPIBI*1/*1)
genotipe, 76 ‘sinin (%50,67) heterozigot (CYPIBI*1/*3) genotipe, 15’nin (%10)
ise homozigot mutant (CYPIB1*3/*3) genotipe sahip oldugu belirlenmistir. Cinsiyete
gore genotiplere bakildiginda ise erkek bireylerde 52 kisinin (%38.52) yabanil tip
(CYPIBI*1/*I) genotipe, 70 kisinin (%51,85) heterozigot (CYPI1B1*1/*3) genotipe
ve 13 kisinin ise (%9.63) homozigot mutant (CYPIBI*3/*3) genotipe sahip oldugu
belirlenmigtir. Kadinlarda ise 7 kisinin (%46.66) yabanil tip (CYPIBI*1/*I)
genotipe, 6 kisinin (%40) heterozigot (CYPIBI*1/*3) genotipe, 2 kisinin ise
(%13.34) homozigot mutant (CYP1B1*3/*3) genotipe sahip oldugu belirlenmistir.

Belirledigimiz genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg denklemine gére beklenen

genotip frekansi ile uyumlu bulunmustur (Xz =1,794).

Cizelge 3. 4: Bireylere ait CYPIB1*3 Leu423Val genotip dzellikleri ve cinsiyetleri

Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

1 M.O. Erkek CYPIBI*1/*3
2 H.O. Erkek CYPIBI*1/*3
3 E.K. Erkek CYPIBI*1/*3
4 A.B. Erkek CYPIBI*1/*3
5 M.K. Erkek CYPIBI1*3/*3
6 U.Y. Erkek CYPIBI1*3/*3
7 HK Erkek CYPIBI1*3/*3
8 F.O Erkek CYPIBI*1/*]
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

9 M.i Erkek CYPIBI*1/*3
10 F.O Erkek CYPIBI*1/*3
11 AY. Erkek CYPIBI*1/*3
12 K.Y Kadin CYPIBI*3/*3
13 A0 Erkek CYPIBI*1/*3
14 SM Erkek CYPIBI*1/*3
15 Y.K Erkek CYPIBI*1/*3
16 E.S Erkek CYPIBI*1/*3
17 FA Erkek CYPIBI*1/*3
18 Y.C. Erkek CYPIBI*1/*3
19 Z.A. Erkek CYPIBI*1/*3
20 S.A. Erkek CYPIBI*1/*3
21 O.S. Erkek CYPIBI*1/*1
22 R.T. Erkek CYPIBI*1/*3
23 AK. Erkek CYPIBI*1/*1
24 LT Erkek CYPIBI*1/*3
25 S.S. Erkek CYPIBI*1/*1
26 V.G. Erkek CYPIBI*1/*1
27 F.K. Erkek CYPIBI*1/*3
28 T.T. Erkek CYPIBI*3/*3
29 G.D. Erkek CYPIBI*1/*1
30 M.K. Erkek CYPIBI*3/*3
31 F.C. Erkek CYPIBI*1/*3
32 VK. Erkek CYPIBI*1/*1
33 M.L Erkek CYPIBI*1/*3
34 A.O.A. Erkek CYPIBI*1/*3
35 S.B. Erkek CYPIBI*1/*1
36 F.G. Kadin CYPIBI*1/*1
37 G.O. Kadin CYPIBI*1/*3
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

38 E.A. Erkek CYPIBI*1/*1
39 AK. Erkek CYPIBI*1/*1
40 E.K. Erkek CYPIBI*1/*1
41 O.K. Erkek CYPIBI*1/*3
42 R.A. Erkek CYPIBI*1/*3
43 H.A. Erkek CYPIBI*1/*3
44 V.T. Erkek CYPIBI*1/*3
45 G.G. Kadin CYPIBI*1/*1
46 FY. Erkek CYPIBI*3/*3
47 N.K.K. Erkek CYPIBI*1/*1
48 A.B. Erkek CYPIBI*3/*3
49 A.C. Erkek CYPIBI*1/*3
50 R.N. Erkek CYPIBI*1/*3
51 F.K. Kadin CYPIBI*1/*3
52 S.YY. Erkek CYPIBI*1/*3
53 E.A. Erkek CYPIBI*1/*3
54 AFG. Erkek CYPIBI*1/*3
55 ARY. Erkek CYPIBI*1/*3
56 LP. Erkek CYPIBI*1/*1
57 Y.L Erkek CYPIBI*1/*1
58 H.A. Erkek CYPIBI*1/*3
59 ET. Erkek CYPIBI*1/*1
60 E.T.B. Erkek CYPIBI*1/*3
61 A.S. Erkek CYPIBI*1/*3
62 A.D. Erkek CYPIBI*1/*1
63 M.A. Erkek CYPIBI*1/*1
64 S.A.. Erkek CYPIBI*1/*3
65 Y.O. Erkek CYPIBI*1/*3
66 M.S.N.L Erkek CYPIBI*1/*3
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

67 AA. Erkek CYPIBI*1/*3
68 H.E. Erkek CYPIBI*1/%1
69 F.G. Kadin CYPIBI*1/*]
70 R.IL Erkek CYPIBI*1/*1
71 Y.O. Erkek CYPIBI*1/*1
72 E.S. Kadin CYPIBI*1/*]
73 Y.Z.S. Erkek CYPIBI*1/*3
74 K.K. Erkek CYPIBI*1/*1
75 M.T. Kadin CYPIBI*1/*3
76 G.K. Kadin CYPIBI*1/*]
77 Z.0. Kadin CYPIB1*3/*3
78 LY. Erkek CYPIBI*1/*3
79 S.M. Kadin CYPIBI*1/*3
80 M.T. Erkek CYPIBI*1/*1
81 S.K. Erkek CYPIBI1*3/*3
82 S.ZM. Erkek CYPIBI*1/*3
83 R.G. Erkek CYPIBI*1/*1
84 F.C. Erkek CYPIBI*1/*3
85 N.E. Kadin CYPIBI*1/*1
86 H.A. Kadin CYPIBI*1/*3
87 E.T. Kadin CYPIBI*1/*3
88 TK. Erkek CYPIBI1*3/*3
89 RA. Erkek CYPIBI*1/*3
90 M.G. Erkek CYPIBI*1/*3
91 M.N.E. Erkek CYPIBI*1/*3
92 S.G. Erkek CYPIBI*1/*3
93 S.G. Kadin CYPIBI*1/*1
94 H.O. Erkek CYPIBI*1/*3
95 D.A. Erkek CYPIBI*1/*3
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

96 T.G. Erkek CYPIBI*1/*1
97 S.B. Erkek CYPIBI*1/*3
98 R.C. Erkek CYPIBI*1/*1
99 N.L Erkek CYPIBI*1/*3
100 B.L Erkek CYPIBI*1/*3
101 R.Y. Erkek CYPIBI*1/*1
102 S.S. Erkek CYPIBI*1/*3
103 S.0. Erkek CYPIBI*1/*3
104 A.B. Erkek CYPIBI*1/*1
105 F.B. Erkek CYPIBI*1/*1
106 S.D. Erkek CYPIBI*1/*1
107 C.S. Erkek CYPIBI*1/*1
108 S.D. Erkek CYPIBI*1/*3
109 KA. Erkek CYPIBI*1/*3
110 H.B. Erkek CYPIBI*1/*1
111 E.A. Erkek CYPIBI*3/*3
112 AA. Erkek CYPIBI*1/*3
113 B.H. Erkek CYPIBI*3/*3
114 LU Erkek CYPIBI*1/*3
115 Y.K. Erkek CYPIBI*1/*3
116 E.C. Erkek CYPIBI*1/*1
117 H.K. Erkek CYPIBI*3/*3
118 O.K. Erkek CYPIBI*1/*1
119 AA. Erkek CYPIBI*1/*3
120 S.U. Erkek CYPIBI*1/*1
121 D.C. Erkek CYPIBI*1/*3
122 Y.A. Erkek CYPIBI*1/*3
123 H.A. Erkek CYPIBI*1/*3
124 AA. Erkek CYPIBI*1/*1
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Sira Isim Soysim Cinsiyet Genotip

125 T.A. Erkek CYPIBI*1/%1
126 TE. Erkek CYPIBI*1/%1
127 T.0. Erkek CYPIBI*1/*1
128 E.O. Erkek CYPIBI*1/*1
129 M.C.D. Erkek CYPIBI*1/*3
130 E.P. Erkek CYPIBI*1/*1
131 H.P. Erkek CYPIBI*1/*1
132 R.C. Erkek CYPIBI*1/*3
133 LY. Erkek CYPIBI*1/*1
134 O.N. Erkek CYPIBI*1/%1
135 H.B. Erkek CYPIBI*1/*3
136 LK. Erkek CYPIBI*1/*3
137 AK. Erkek CYPIBI*1/%1
138 H.O. Erkek CYPIBI*1/*1
139 FE. Erkek CYPIBI*1/*1
140 B.A. Erkek CYPIBI*1/*1
141 C.S. Erkek CYPIBI*1/*3
142 B.Z. Erkek CYPIBI*1/*1
143 AA. Erkek CYPIBI*1/*3
144 H.C. Erkek CYPIBI*1/*3
145 EY. Erkek CYPIBI*1/%1
146 0.G. Erkek CYPIBI*1/*3
147 AT Erkek CYPIBI*1/*3
148 M.K. Erkek CYPIBI*1/%1
149 M.O. Erkek CYPIBI1*1/*3
150 H.H. Erkek CYPIBI1*3/*3
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Cizelge 3.5’ te CYP1B1*3 Leu423Val polimorfizmine ait genotip frekanslar1 ve

beklenen frekans degerleri verilmistir.

Cizelge 3.5: CYP1B1*3 genotiplerinin dagilimi

Genotip n (150) Gozlenen Beklenen
Frekans (%) Frekans (%)
(Hardy-Weinberg
Esitligine Gore)
CYPIBI*1/*1 59 39,33 41,8
CYPIBI*1/*3 76 50,67 45,7
CYPIBI*3/*3 15 10 12,5
05
04 F i type
%
03-
505
0,1

Sekil 3.3. Real-time PCR ile genotip ayrimi i¢in kullanilan erime sicaklig1 grafigi ile CYP/BI*3 polimorfizmine
ait bazi1 bireylerin sonuglari.
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4. TARTISMA

Toksik maddelerin detoksifikasyonundan sorumlu metabolik enzimlerin en
onemli gruplarindan birisi de CYP siiper ailesidir. Bu ailenin 6nemli bir izozimi olan
CYPI1BI, reaktif Ostrojen metabolitlerinin olusmasinda ve PAH’ lar gibi g¢evresel
karsinojenlerin aktivasyonunda gorev alan anahtar bir enzimdir. Metabolik
aktivasyon sonucunda olusan {iriinler, esas bilesikten daha toksik hale gelmektedirler
ve DNA hasar1 olusturabilmektedir. CYP/ ailesindeki diger genlerden farkli olarak
CYPI1BI, prostat, meme, uterus ve endometrium gibi steroidojenik dokularda yiiksek
oranda ifade edilir. Bu durum hormon aracili kanserlerdeki roliinii gostermektedir.
CYPI1BI’in kimyasal karsinojenezisdeki rolii ilk olarak cyplbl’den yoksun farelerde
gosterilmistir. Bu farelerin fibroblast hiicrelerinin 7,12- dimetilbenz[a]antrasen (7,12-
DMBA) tarafindan olusturulan tiimdrlere direngli oldugu goézlenmistir. Bu durum
CYPIBI’nin giinlimiizde bir neoplastik fenotip gostergesi olarak da diisiiniilmesine

neden olmustur.

CYPIBI geni kromozom 2p21 de lokalize olmustur ve 543 aminoasitlik bir
proteini kodlar. Insan CYPIBI geninde aminoasit degisimine ve enzim aktivitesinde
degisiklige neden olan 5 farkli tek niikleotit polimorfizmi bildirilmistir. Bunlar
Argd8Gly (CYPIBI1%*2), Alall9Ser (CYP1B1*2), Leud432Val (CYPIBI*3),
Asn453Ser (CYPIBI*4) ve Ala443Gly (CYPIBI*7) polimorfizmleridir. Bu
polimorfizmlerden Arg48Gly, Alall9Ser, Leu432Val ve Asn453Ser’in yliksek
hidroksilasyon aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Alal19Ser ve Leu432Val
polimorfizmlerinin yabanil tip enzime gore 2 ile 4 kat yiiksek aktivite gosterdikleri
bilinmektedir. Dolayisiyla CYP1B1 aktivitesi yiiksek olan bireylerde gerek endojen
maddelerin gerekse de eksojen g¢evresel kimyasallarin karsinojenik ve mutajenik
ozellikteki aktif ara tirlinlerinin fazla miktarda olugmasina bagli olarak farkli kanser
tirlerine yakalanma riski daha yiiksek olabilmektedir. Dolayisiyla bu
polimorfizmlerin ¢esitli kanser tiirlerinin gelisme riskine katkida bulunabilecegi

63



disiiniilmektedir. Nitekim literatiirde c¢eligkili sonuglar olmakla birlikte, bir¢ok
calismada CYPIBI polimorfizmlerinin ¢esitli kanser tiirlerinin olugma riskini

arttirdigini farkli toplumlarda gosteren ¢alismalar mevcuttur.

Kanser gelisimine katkida bulunan genlerdeki polimorfik farkliliklar molekiiler
epidemiyoloji ¢alismalarinin 6nemli bir unsurudur. Bu polimorfik farkliliklar,
ozellikle tek niikleotit polimorfizmleri hormonlara, hormon metabolitlerine,
prokarsinojenlere ve ksenobiyotiklere daha yiliksek oranda maruz kalan bireylerin
kansere duyarliliklarina kismen de olsa aciklik getirebilir. Yapilan polimorfik
calismalarda gostermistir ki {izerinde calistigimiz CYP1B1 enzimi ve diger pek ¢ok
polimorfik enzim tiirlerinin, cevresel kimyasal bilesikler ve kanser gelisimi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi olduk¢a oOnemlidir. Genetik polimorfizm ile
polimorfik 6zellik gosteren enzimin aktivitesi degisebilmekte ve bu durum bireylerin
karsinojenleri metabolize etme kapasitelerini degistirebilmektedir. Ozellikle ¢evresel
prokarsinojenlerin karsinojen tiirevlerine dontisiimleri hizlanmakta ve dolayisiyla

varyant genotipe sahip bazi bireylerin kansere duyarliligini etkileyebilmektedir.

Genetik polimorfizmin gerek ayni toplum i¢inde farkli alt gruplarin gerek
toplumlar arasinda belirlenmesi, baz1 hastaliklarin veya patolojik durumlarin belirli

toplumlarda neden daha fazla goriildiigiinii belirlemek adina olduk¢a 6nemlidir.

Tirk toplumunda 50 kadinda yapilan bir ¢alismada CYPIB1*2 alel frekansi
%29, CYPIBI*3 alel frekans1 %71,5 bulunmustur. (Kocabas ve ark., 2005). Bu
calismada ise 150 saglikli bireyin CYPIBI*2 alel frekans1 %30,33, CYPIB1*3 alel
frekans1 %35,34 bulunmustur. Buna goére CYP/B1*2 alel frekans1 Tiirk toplumunda
yapilan onceki ¢alisma ile uyumluluk tasimaktadir. Ancak CYPIBI1*3 alel frekansi
onceki calisma ile uyumlu bulunmamistir. Bu farkliik CYPIBI*3 polimorfizmi
belirlenirken iki calisma arasindaki kullanilan yontem farkindan kaynaklaniyor
olabilir. Kocabas ve arkadaslarinin ¢alismasinda klasik PCR yontemi kullanilirken
bizim c¢alismamizda bu polimorfizmi belirlemek i¢in Real-Time PCR yOntemi

kullanilmastir.
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Farkli iilke toplumlar1 arasindaki ayni gene ait polimorfik farkliliklar
belirlemek toplumlarin o gen ile iliskili hastaliklara yatkinligimi irdelemek ve
ongorebilmek agisindan oldukc¢a 6nemlidir. Biitiin bu belirtilenler 15181inda {izerinde
calistifimiz polimorfizmlerin diger llkeler ile kiyaslama yapilmasi gerekmektedir.
Uzerinde ¢alistigimiz polimorfizmlerin sonuglarini diger iilke toplumlari ile yapilan

calisma sonuglariyla kiyasladigimizda asagidaki cizelgeler elde edilmistir.

CYPIBI*2 polimorfizminin diger iilkelere gore dagilimlari incelendiginde
Almanlar iizerinde yapilan calismada CYPIBI*2 ‘nin alel frekanst %30,16,
Kanadalilarda %29,15, Polonyalilarda %33,42, Ispanyollarda %20,74 ve bizim
calismamizda ise %30,33 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). CYPIBI*2 alel frekansi
Almanya, Kanada ve Polonya toplumlar1 ile benzerlik gdstermekte, sadece Ispanyol
toplumunda yapilan calismadan farklilik tasimaktadir. Dolayisiyla CYPIBI*2
polimorfizminin toplumumuzdaki goriilme sikliginin beyaz 1k toplumlart ile

benzerlik tagidig1 sdylenebilir.

Cizelge 4.1: CYP1BI1*2 polimorfizm sonuglarinin diger iilkelerle karsilastirilmasi

Ulke n (Ornek | Arg48Gly Arg48Gly Arg48Gly Referanslar
Sayisi) (Yabanil tip) | (Heterozigot (Homozigot
(%) Tip) (%) Mutant) (%)

Almanya 675 47,70 44,29 8,01 Rudolph ve ark.
(2011)

Kanada 1292 50,38 40,94 8,68 Cleary ve ark.
(2010)

Polonya 597 44,39 44,39 11,22 Trubicka ve
ark. (2010)

Ispanya 258 62,40 33,72 3,88 Landi ve ark.
(2005)

Tiirkiye 150 47,33 44,66 8 Bu ¢alisma
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CYPIBI*3 polimorfizminin bu c¢aligma ve diger iilkelerle olan sonuglar
incelendiginde ise; Cek Cumhuriyetin’de CYPIBI1*3 alel frekans1 %40,07, Cin’de
%17,27, Almanlarda %40,67, Hintlilerde 21,67, Amerikalilarda %54,45 ve bu
calismamizda ise %35,34 bulunmustur (Cizelge 4.2). Cizelgeden de goriilecegi lizere
CYPIBI*3 alel frekanst Almanya ve Cek Cumhuriyeti toplumlari ile benzerlik
gostermektedir. Ancak Cin, Hindistan ve Amerikan toplumlari ile yapilan
caligmalardan farklilik gostermektedir. Bu durum CYPIBI*3 polimorfizminin Tiirk
toplumunda goriilme sikliginin Avrupa beyaz irk toplumlar ile benzerlik tasidigini
gostermektedir. Calisma sonuglarimizin Cin, Hindistan ve Amerikan toplumlar ile
yapilan ¢alismalarin sonuglarindan farklilik gostermesini irk farkliliklarindan (Cin,
Hindistan - Asya ki ve Amerika - Afro Amerikan 1rki) kaynaklanmasi ile

aciklayabiliriz.

Cizelge 4.2: CYP1BI*3 polimorfizm sonuglarmnmn diger iilkeler ile karsilastiriimasi

Ulke n (Ornek | Leud432Val Leu432Val Leu432Val Referanslar
Sayisi) (Yabanil tip) | (Heterozigot) (Homozigot
(%) (%) mutant) (%)

Cek Cum. 122 30,83 58,20 10,97 Soucek ve
ark. (2010)

Cin 278 69,78 25,90 4,32 Tai ve ark.
(2010)

Almanya 300 36,33 46 17,67 Harth ve ark.
(2008)

Hindistan 150 60,67 35,33 4 Singh ve
ark. (2008)

Amerika 1226 20,88 49,34 29,78 Li ve ark.
(2005)

Tiirkiye 150 39,33 50,67 10 Bu ¢alisma

Bu veriler 1s181nda iilkemizde CYPIBI polimorfizmi ile ilgili calismalar ¢ok az
sayida olmakla beraber bu gen polimorfizmlerinin Tiirk toplumunda goriilme siklig1

ile ilgili net veriler bulunmamaktadir. Ayni iilkedeki farkli topluluklarda farkl
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genotip sonuglart alindigindan bir iilkeye ait az sayidaki calisma saglikli bir
genelleme yapilmasina yetecek yeterli veriyi olusturamaz. Dolayisiyla bu g¢alisma
Tirk toplumunda bu polimorfik genin dagilimini ortaya koyma ve diger toplumlarla
karsilastirma yapabilme olanag vermistir. ilaveten ileriye doniik olarak Tiirk
toplumunda kanser ve ¢esitli hastaliklarda bu polimorfik genin etkisinin ne dl¢iide

olabileceginin belirlenmesine yardime olabilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tim sonuglar ve bilgiler 1s181nda;

1.CYPIBI*2 polimorfizminin diger Avrupa beyaz irklar ile karsilastirildiginda

benzerlikler gosterdigi,

2.CYPIBI*3 polimorfizminin diger Avrupa beyaz irklar ile karsilagtirildiginda
benzerlik gosterdigi ancak Cin ve Hindistan gibi Asya 1rklar1 ve Afro Amerikan

wrklart ile farkliliklar gésterdigi sdylenebilir.

Oneriler:

CYPI1B1 polimorfizmlerinin over, endometrium, bobrek, prostat ve akciger
kanseri gibi ¢esitli kanserlerle, ayrica glokom gibi hastaliklarla ve son dénemde
obezite ve kalp hastaliklar1 ile de iliskili oldugunu gosteren caligmalar goz Oniine
alindiginda toplumumuzda CYPIBI polimorfizminin hem kadinlarda hem de
erkeklerde belirlenmesi gerekmektedir. Ayn1 zamanda yapilan c¢alismalardan elde
edilen veriler hala belirsizligini korumaktadir. Daha kesin ve tutarli sonuglar elde
edebilmek i¢in, farkli ve aynmi popiilasyonlarda yapilan ¢aligmalar, kisi sayisi,
beslenme kosullari, yasam sartlar1 ve aile oykiisli gibi parametrelerin géz oniinde
bulundurulmas: gerekmektedir. Bu tarz arastirmalar daha ¢ok kisi lizerinde ve daha

kapsamli yapilmalidir.
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OZET
Tiirk Toplumunda Bazi Bireylerde CYP1B1 Gen Polimorfizminin Incelenmesi

Toksik maddelerin detoksifikasyonundan sorumlu metabolik enzimlerin en Onemli
gruplarindan birisi sitokrom P450 (CYP) siiper ailesidir. Bir¢ok karsinojen bilesigin 1. faz
enzimleri ile oksidasyon sonrasi biyoaktivasyona ugradigi ve bu metabolik aktivasyonun
yogun olarak CYP ailesi tarafindan gerceklestirildigi  diistiniildiginde CYP
ekspresyonundaki degisiklikler etkin bir toksikolojik faktérdiir. CYP1, CYP1A ve CYPIB
olmak iizere iki alt aileye ayrilir. Bu gruptaki enzimler icerisinde CYP1BI1 izozimi 6nemli
bir yere sahiptir. CYP1BI, reaktif Ostrojen metabolitlerinin olusmasinda ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar gibi ¢evresel karsinojenlerin aktivasyonunda gorev alan énemli bir
enzimdir. CYPIBI geninde meydana gelen polimorfizmler enzim aktivitesinde degisiklige
yol agar. Bunun sonucunda glokom, obezite ve kalp-damar hastaliklar1 gibi hastaliklarla
iligkili olabilecekleri gibi hormon aracili kanserlerle, ayn1 zamanda polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin metabolizmasinda rol oynadiklar1 igin akciger kanseri ile de iliskili
olabilirler. CYPIBI geninde meydana gelen tek niikleotit polimorfizmlerinden CYPIBI*2
(Arg48Gly, Alall9Ser) ve CYPIBI1*3 (Leud432Val) polimorfizmleri enzimin aktivitesinde
degisiklikle sonuglanir. Bu calismada CYPIBI1*2 ve CYPIBI1*3 polimorfizmleri Tiirk
toplumunda 150 saglikli bireyde incelenmis ve bu polimorfizmler farkli toplumlarda yapilan
onceki c¢aligmalardaki sonuglar ile karsilastirilmistir. Sonu¢ olarak CYPIBI genindeki
CYPIBI*2 ve CYPIBI*3 polimorfizmlerinin Avrupa beyaz itk topluluklan ile benzer

oldugu, ancak diger irktaki toplumlarla benzerligin olmadigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: CYP1BI1, Cevresel Karsinojenler, Polimorfizm, Polisiklik Aromatik

Hidrokarbonlar
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SUMMARY

Investigation of CYP1B1 Gene Polymorphism in Some Individuals in Turkish

Population

One of the most important groups of metabolic enzymes responsible for detoxification
of toxic substances is the cytochrome P450 (CYP) super family. Considering that many
carcinogenic compounds are bioactivated by phase 1 enzymes after oxidation and this
metabolic activation is intensely carried out by the CYP family, changes in CYP expression
are an effective toxicological factor. CYP1 is divided into two subfamilies, CYP1A and
CYP1B. CYP1BI isozyme has an important place among enzymes in this group. CYP1BI is
an important enzyme involved in the formation of reactive estrogen metabolites and
activation of environmental carcinogens such as polycyclic aromatic hydrocarbons.
Polymorphisms occurring in the CYPIBI gene cause changes in enzyme activity. As a result,
they may be associated with diseases such as glaucoma, obesity and cardiovascular diseases,
as well as with hormone-mediated cancers, as well as lung cancer as they play a role in the
metabolism of polycyclic aromatic hydrocarbons. CYPIBI*2 (Arg48Gly, Alal19Ser) and
CYPIBI*3 (Leu432Val) polymorphisms of single nucleotide polymorphisms that occur in
the CYP1B1 gene result in a change in the activity of the enzyme. In this study, CYPIBI*2
and CYPIBI*3 polymorphisms were examined in 150 healthy individuals in the Turkish
population and these polymorphisms were compared with the results of previous studies
conducted in different populations. As a result, it was determined that CYPIBI*2 and
CYPIBI*3 polymorphisms in the CYPIB1 gene are similar to European Caucasian

populations, but not with other racial populations.

Keywords: CYP1B1, Environmental Carcinogens, Polymorphism, Polycyclic Aromatic

Hydrocarbons
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EKLER

EK 1: Anket Formu

1. Adi Soyadi PRSP RTOUPRUPRIN
2. Yasi e e — e e e e e —e e e ——e e e i ——— e e e e e e e arareeaarraen
3. Cinsiyeti "E[] K[ ]
4. Kilosu, Boyu L e re e e r e rr e e e e e e e e e e e e reeer e arrrens
5. Dogum Yeri PPN
6. Yasadiginiz Yerler (iLi, ILCESI, KOYU, SURESI)
). ...
2). ... A A A A ...
3). 4. J . A A W e,
TSRS PS
7. Meslek PR OURURR TSR
Meslekte Calisma Siiresi (Y1l Olarak) SRR PRTRRIN
Bundan Once Calistiginiz Is ve Isyerleriniz ? ..................ccccoooiiiiiiiiiiil

8. Sigara Igme Aliskanliginiz;
Hi¢ igmedim [_] Halen Igiyorum [_] Eskiden Igiyordum [_]
Giinde .... Paket/ .....Y1l Birakali .... Y1l Oldu
9. Bulundugunuz Ortamda ( Ev / Is )
Sigara Iciliyor [] Sigara I¢ilmiyor []
10. Alkol Kullantyor musunuz ?
Evet [ ] Hayir []

11. Kahve i¢gme Aliskanligimz Var m1 ?
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Var [] Yok []
Giinde 1 Bardak| | Giinde 2 Bardak [ ] 3 ve Daha Fazla [_]

14. Bagka Saglik Sorunlariiz Var m1 ?
Var [ ] Yok []
Neler 2.
12. Aile Bireylerinizde ve Sizde Herhangi bir Genetik Hastalik Var mi1 ?(Seker
Hastalig1, Kanser gibi)
Nedir 2.....ccoviviiiiiee
13. Son Bir Yildir Kullandiginiz Ilaglar (Vitamin dahil) Nelerdir, Ne Kadar Siiredir

Alryorsunuz ?

14. Beslenme Aligkanliginiz? (En Fazla Tercih Edilene 1 PUAN olmak iizere, En

Aza Dogru 1’den 5’e kadar Numara Veriniz)
Et haslama [_] lzgara[ ]  Kizartma[ | Sebze [ ] Meyve [ ]
TESEKKURLER
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EK 2: Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu

Calismanin ad:

Tiirk toplumunda bazi bireylerde CYP1B1 gen polimorfizminin incelenmesi
Calismanin anlasilabilir dilde ad1:

Toplumumuzda metabolik enzimlerin kisiler arasindaki genetik farkliliklarinin

Incelenmesi.

Sayin goniilli;
Calisma nedeniyle hekim tarafindan size herhangi bir miidahalede bulunmayacaktir.
Rutin kan tahlilleriniz i¢in alinacak olan kanda diger tahlillerinize ilaveten calismada
belirtilen tahliller yapilacaktir.

1. Calismanin amact:
Bu calismanin amaci viicuda sigara dumani veya kirli hava ile giren ¢esitli yabanci
kimyasal maddelerin viicutta ugradig1 degisimlerde 6nemli gorevi olan CYP1BI
enzimini kodlayan gende kisiler arasindaki degisikliklerin incelenerek bu genin
toplumumuzdaki dagilimi konusunda 6n veri elde edilmesidir.

2. Sizin i¢in beklenen yarar:
Calisma sonunda hangi CYP1B1 gen tipine sahip oldugunuz belirlenerek sonucun ne
anlama geldigi hakkinda bilgilendirileceksiniz.

3. Istemli Katilim:
Bu calisma programina katilma karariniz tamamen kendi isteginize bagli olacaktir.
Calismaya katilmamakta serbestsiniz. Eger bu ¢alismada yer almak istemiyorsaniz
bunu belirtmeniz yeterlidir.

4. Verilerin Gizliligi:
Arastirmaya katilmaniz halinde arastirmadan elde edilen bilgi ve bulgular kimlik
bilgileriniz tamamen gizli kalmak kosuluyla istendiginde ilgili makamlara verilebilir
ve tip alaninda yayinlanan yurt ici veya yurt dis1 dergilerde yayinlanabilir.

5. Calismay1 Birakmak:
Eger calismaya katilirsaniz herhangi bir anda gerekgeli veya gerekcesiz olarak, kendi
rizanizla, hicbir kayba ugramaksizin bu karar ilgiliye bildirmeniz suretiyle ¢alisma

programindan ayrilabilirsiniz.
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6. izlenecek Yontemler:

Rutin kan tahlilleriniz i¢in alinacak olan kanda rutin tahlillerinize ilaveten ¢alismada
belirtilen tahlilller yapilacaktir. Kendiniz ile ilgili bilgileri igeren bir anket
doldurulacaktir.

7. Calismada size doktor ya da bir baskas1 tarafindan herhangi bir cerrahi, tibbi
veya genetik miidahale ya da ilag veya kimyasal madde verilmesi kesinlikle s6z
konusu degildir. Dolayisiyla ¢alisma sirasinda ve sonucunda sizde herhangi bir
genetik degisim ya da zarar asla s6z konusu olmayacaktir. Sizden almman kan
orneklerinin kullanilmadan kalan boliimii olursa baska amacla kullanilmayacak, tibbi
atiklarin imha yontemlerine uygun bir sekilde yok edilecektir.

8. Calismada uygulanacak testlerle ilgili olarak siz ve sosyal giivencenizi

saglayan kurum hicbir mali yiik altina girmez.
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EK 3: Goniillii Olur (Riza) Formu:

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren
metni 6nceden okudum. Bunlar hakkinda bana s6zlii ve yazili agiklamalar yapildi.
Calisma ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar aldim. Bu s6z konusu

calismaya kendi rizamla, baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

GoOniilliintin Ad1, Soyad:
Telefonu:
Tarih:

Imzast:
Doktor Adi, Soyadi:

Tarih:

Imzasi:
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