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OZET

DiYARBAKIR YORESINDE
TiOPURIN S-METIiL TRANSFERAZ ENZIM
EKSIKLiGi VE TPMT*2, *3B VE *3C

MUTASYONLARININ BELIRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZi
Koray GELEN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

2011

Tiopurin S-metil transferaz (TPMT) enzimi, 6-mercaptoplirin veya azatiopiirin
gibi tioplirin ilaglarinin metilasyonunu katalizleyen sitoplazmik bir enzimdir. TPMT
aktivitesi polimorfiktir ve ii¢ tip enzim aktivitesi gozlenir. Populasyonlar igerisinde;
insanlarin %89’u yiiksek aktivite, yaklasik olarak %11°1 orta diizeyli aktivite ve %0,3’1
(300°de 1) diisiik veya belirlenemeyen aktiviteye sahiptir. TPMT enzim eksikligi olan
hastalar tiopiirin ilaglarinin standart dozlari ile tedavi edildiginde, hematolojik toksisite
ya da olim riski normal aktiviteye sahip olanlardan daha yiiksek olacaktir. Degisik
populasyonlarda yapilan aragtirmalarda TPMT enzim aktivitesi ve genotipi arasinda
yiiksek iligki oldugu gosterilmistir. TPMT enzim eksikliginin nedeni; TPMT genindeki
SNP (tek niikleotid polimorfizmi)lerdir. Yaygin olan dort mutant allel vardir. Bunlar
TPMT*2 (G238C), TPMT*3A (G460A ve A719G), TPMT*3B (G460A) ve TPMT*3C
(A719G)dir. Bu SNP’ler TPMT aktivitesinin belirlenmesinde major belirleyicilerdir.
Hastalar tiopiirinler ile tedavi edilmeden dnce TPMT aktivitesinin belirlenmesi yasami
tehdit eden komplikasyonlardan kaginmak icin faydali olacaktir.

Bu calismanin amaci; Diyarbakir yoresinde TPMT*2, *3B ve *3C mutasyonlarini
belirlemek ve TPMT mutasyonlar1 hakkinda klinisyenlere bilgi vermektir.

Bu c¢aligmada tam kan 6rnekleri hastalardan alinmig ve DNA’lar DNA saflagtirma
kitleri kullanilarak izole edilmistir. TPMT genotipleri Real Time PCR ve TPMT
mutasyon kitleri kullanilarak belirlenmistir. Calismada 96 hasta degerlendirilmistir. Bu
hastalardan 2 tanesinde heterozigot TPMT*3B mutasyonu belirlenirken, 2 tanesinde ise
heterozigot TPMT*3C mutasyonu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: TPMT genotipleri, Real Time PCR, TPMT mutasyon kitleri.
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ABSTRACT

THE DEFICIENCY OF THIOPURINE S-METHYL
TRANSFERASE ENZYME AND DETERMINATION OF TPMT*2, *3B

AND *3C MUTATIONS IN DIYARBAKIR REGION

M Sc. THESIS

Koray GELEN

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2011

Thiopurine S-Methyltransferase is a cytoplasmic enzyme that catalyzes
methylation of thiopurine drugs such as 6-mercaptopurine or azathioprine. The activity
of TPMT is polymorphic and it has three types of enzyme activity. In populations;
about 89% of people have high enzyme activiy, approximately 11% intermediate
activity and 0,3% (1: 300) low or undetectable enzyme activity. When patients who
have TPMT deficiency is treated with standart dose of thiopurine drugs, hematologic
toxicity or the risk of mortality will be higher then normal enzyme activity. In researchs
which was made in different populations have shown that there is a high relation
between TPMT enzyme activity and genotype. The reason of TPMT deficiency is
SNP(s) in TPMT gene. There are four common mutant allels. These are TPMT*2
(G238C), TPMT*3A (G460A and A719G), TPMT*3B (G460A) and TPMT*3C
(A719G). These SNP’s(Single Nucleotide Polymorphsim) are major frequent mutations
of TPMT. Before patients is treated with thiopurine drugs, determination of TPMT
activity will be useful to avoid life-threatening complications.

The aim of this study is to determine TPMT*2, *3B and *3C mutations in
Diyarbakir region and to give information to clinicians about TPMT mutations.

In this study, whool blood samples were obtained from patients randomly and
DNA’s were isolated by using DNA purification kits. TPMT genotypes were
determined by using Real Time PCR and TPMT mutation kits. 96 patients were
evaluated. 2 of 96 patients were heterozygot TPMT*3B mutant allele and 2 of 96
patients were heterozygote TPMT*3C mutant allele.

Key Words: TPMT genotypes, Real Time PCR, TPMT mutation kit.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1.GIRIS

1.1 Tiopiirin S-Metil Transferaz Enzimi Nedir?

Tiopurin S-Metiltransferaz [TPMT; (EC 2.1.1.67)] azatioplirin, 6-
merkaptopiirin ve 6-tioguanin gibi aromatik ve heterosiklik siilfidril bilesiklerinin
metilasyonunu katalizleyen sitoplazmik bir enzimdir (Mcleod ve ark. 1995, Moureyre
ve ark. 1998) TPMT azatiopiirin, 6-merkaptopiirin ve 6-tioguanin gibi tiopiirin ilagarini
(Sekil 1.1) S-Adenozil L-metionini (SAM) (Sekil 1.2) metil dondrii olarak kullanip
metiller ve inaktif metabolitler haline doniistiiriir. Enzimin etki ettigi bu tiopiirin ilaglar
enzim icin substrat olmakla birlikte, TPMT nin dogal substrat1 ve fizyolojik fonksiyonu
belirlenememistir (Weinshilboum ve Sladek 1980, Krynetski ve Evans 2003). Bu
tiopiirin grubu ilaglar; romatolojide, imflamatuar hastaliklarda, dermatolojide ve bazi
kanser tiirlerinin (6r: ALL) tedavisinde kullanilirken, organ nakillerinde ise viicudun
organ tarafindan reddini Onlemek amaciyla immiin sistem baskilayicis1 olarak

kullanilmaktadir (Reuther ve ark. 2004, Sies ve ark. 2005).

?‘ ||1 |.|
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6-Thioguanine 6-Mercaptopurine

Azathioprine

Sekil 1.1. Tiopiirin ilaglarinin Sekil 1.2. TPMT ile SAM 1n kristal
Kimyasal yapis1 (Geng 2009) yapist (Geng 2009)
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Tiopiirin grubu ilaglar ilk anda inaktiftirler. Bu ilaclarin hastaliklarin tedavisinde
etkili olabilmeleri i¢in aktif bir form olan tioguanin niikleotidlerine(TGN) doniigmesi
gerekir. Bu doniisiim enzimatik bir yolla olur ve bu isi yapan enzim hipoksantin guanin
fosforiboziltransferaz (HGPRT)dir (Zhou 2006, Zhang ve ark. 2006, Katsanos ve
Tsianos 2007).

Tiopiirinler piirin analogu olarak tasarlanmistir. Gorevleri ise; tedavisinde
kullanilan hastalig1 olusturan hiicreleri yok etmektir. Bunu DNA sentezi sirasinda
normal piirin bazlar ile rekabete girip normal piirinlerin yerini alarak DNA sentezini

bozma yoluyla gerceklestirirler (Thomsen ve ark. 1999, Naughton ve ark. 1999).

Tioplirinlerin inaktif metabolitlere doniismesini TPMT enzimi saglamaktadir
(Coulthard ve ark. 2002, Evans 2004, Young ve ark. 2006) TPMT eksikligi olan
hastalarda aktif TNG’lerin birikmesinin sonucu olarak; hematolojik toksisite,
miyelosiipresyon goriilmekte ve hatta 6liimciil sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (Schaeffler

ve ark. 2006, Tiimer ve ark. 2007).

TPMT aktivitesi tiim dokularda goriilmekle birlikte, en cabuk aktivite tayini
eritrositlerden yapilmaktadir. Eritrosit TPMT aktivitesi Kafkas ve Afro-Amerikan
irklarinda trimodal bir dagilim gostermektedir. Yani {i¢ tip enzim aktivite diizeyi
bulunmaktadir. Trimodal dagilimin gorildigii populasyonlardaki TPMT aktivite
diizeyleri; %89 yiiksek aktivite, yaklasik olarak %11 orta dereceli aktivite ve % 0,3
(300°de 1) diisiik veya belirlenemeyen aktivite diizeyi goriilmektedir (Hon ve ark. 1999).

TPMT enzim eksikligine TPMT genindeki tek niikleotid polimorfizimleri (SNP)
neden olmaktadir. Bugiine kadar 20 den fazla SNP tespit edilmis olup, bunlardan dort
tanesi ( TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B ve TPMT*3C) en yaygin olarak goriilenleridir
(Tanaka ve ark. 2000, Lagnley ve ark. 2002). Enzim eksikliginin, hatali genden olusan

hatalt TPMT proteinlerinin proteolizi sonucu olustugu bulunmustur (Wang ve ark. 2005)
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1.2 TPMT Geni

TPMT enzim eksikligi otozomal kodominant olarak kalitim gdstermektedir
(Ameway ve ark. 1999). TPMT geni 6. kromozom iizerinde (6p22.3) bulunan bir
gendir.Bu gen yaklasik olarak 34kb, 9 intron ve 10 eksondan olusmakta olup, 245
amino asit ihtiva etmektedir (Sekil 1.3). TPMT geninin promotor bolgesinde VNTR’ler
bulunmaktadir ve bunlarin tekrar1 populasyonda 3 tekrardan 9 tekrara kadar ¢ikmaktadir.
Yapilan arastirmalarda promotor bdlgesinde VNTR sayisi ile aktivite arasinda zit bir
korelasyon goriilmektedir. VNTR sayist arttikca enzim aktivitesi diismektedir (Shazia
ve ark. 2009)

Novel alleles

21 *22 *20

E |i | 3a80 |

Sekil 1.3 TPMT geninde bilinen alelik varyantlarin dagilimi. Siyah kutular oper-reading frame (ORF) leri
kodlayan eksonlari, beyaz kutular ise ORF disindaki eksonlar1 gostermektedir. Ara bolgeler ise

intronlardir (Schaeffeler 2006)

1.3 Yaygin TPMT Mutant Alelleri

TPMT enzim eksikliginin TPMT genindeki tek niikleotid polimorfizimlerinin
neden oldugu nokta mutasyonlar sonucu ortaya ¢iktigr bilinmektedir ve bugiine kadar
20 den fazla mutant allel belirlenmistir. Bunlar en yaygin olanlart TPMT*2 (G238C
kodon 80’de Alanin-Prolin degisimi), TPMT*3A (G460C ve A719G kodon 154 de
Alanin-Tireonin ve kodon 240 da Tirozin-Sistein degisimi) TPMT*3B (G460A kodon
154 de Alanin-Tireonin degisimi) ve TPMT3*C (A719G kodon 240 da Tirozin-Sistein
degisimi)dir (Sekil 1.4.). Bu 4 mutasyon, populasyonlardaki enzik eksikliginin

%95’inden sorumludur.
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1 2z 3 4 5 ] T H O n
TPMT*2
G23EC
Ala W —Pro
GAA0A ATIUG
Alda 154 — Thr Lyr 24— Cys
Gl
Ala 154 — Thi
TPMT#3C - -
ATIS0

Tur 240 — Cys

Sekil 1.4 Insan TPMT wild-tip (TPMT*1) ve yaygin mutant aleller.Beyaz kutular translasyonu
yapilmayan ekzonik bolgeleri, siyah kutular open-reading frame (ORF) dizisinin kodladig1 ekzonlar1, gri

kutular ise amino asit degisimi ile sonuglanan mutasyonlari iceren ekzonlar1 gostermektedir (Geng

2009)

TPMT enzim eksikligi, bu eksikligin sik gorildigii Kafkas, Afro-Amerikan
populasyonlar1 gibi populasyonlarda trimodal dagilim gdstermektedir. Yani aktivite
seviyesi ii¢ tiptedir. Trimodal dagilimin oldugu toplumlarda; %89 normal veya yiiksek
aktivite, yaklasik %11 orta dereceli aktivite ve %0,3 (300’de 1) diisikk veya
belirlenemeyen aktivite goriilmektedir. Degisik popiilasyonlardaki TPMT mutant
sikiligi(Cizelge 1.1.)’daki gibidir.
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Cizelge 1. 1. Degisik populasyonlarda TPMT mutant siklig1 (Geng 2009)

Populasyon | Say1 | *2 | *3A *3B | 3*C
Amerikan 564 0.2 |45 TE 0.3
Ingiliz 398 | 0.5 |45 TE 0.3
Fransiz 938 0.7 |3 0 0.4
Alman 2428 1 0.5 | 8.6 TE 0.8
Polonya 716 |04 |27 0 0.1
Isveg 1600 | 0.06 | 3.75 |0.13 | 0.44
Danimarka | 400 | TE |3.3 0 0.3
Norveg 132 |0 34 0 0.3
Norvecg 388 |0 0 0 33
Sami

Bulgar 626 |0.16|224 |0 0.16
Italyan 206 |04 |39 TE 0.9
Afro- 248 |04 (O TE 24
Amerikan

Arjantin 294 0.7 |21 0 0
Gana 434 |0 0 TE 7.6
Kenya 202 |0 0 TE 54
Cin 384 |0 0 TE 23
Japon 1044 | 0 0 0 1.6
Tayvan 498 |0 0 0 0.6
Tayland 400 |0 0 0 4.75
Gilineybat1 198 |0 1 TE 0
Asya

Gtlineydogu | 1098 | 0 0 TE 1
Asya

Brezilya 408 |22 |15 0.2 1
Kolombiya | 280 |04 |3.6 0 0
Misir 400 |0 0.003 |0 0.013

*TE: Tespit Edilmedi
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1.4 TPMT Genotipi ile Fenotipi Arasindaki iliski

TPMT genotipleri ile fenotipi yani enzim aktivitesi arasinda onemli bir iligki
oldugu yapilan bir¢ok ¢alismada ortaya konulmustur. Bu baglamda TPMT genotiplerine

bakilarak enzim aktivite diizeyi hakkinda bilgi sahibi olunabilir (Chrzanowska ve ark.

2006).

TPMT eksikligi olan hastalarda enzimin tiopiirin ilaglarini inaktif metabolitler
haline dontistirme kapasitesi azaldigr icin hiicrelerde aktif TGN miktar
artmaktadir( Sekil 1.5.). Bu artis hastalar i¢in ciddi sorun teskil etmektedir. Bu artisin
cikaracagl sorunlar1 bertaraf etmek i¢in enzim seviyesine bakarak kullanilan tiopiirin

ilag dozajlar1 azaltilmalidir (Krynetski ve Evans 1998).

Genotype/Phenotype Drug Dose Systemic Exposure Toxicity
TPMT Alleles .
“ Conventional Dosing
ATG g o deiciont
2 JOTHHNT T %
- | G LI
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*3C
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ATG
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Sekil 1.5 TPMT nin genetik polimorfizmi ve tiopiirinlere yanitin belirmesinde enzimin rolii. Soldaki
panel insanda TPMT enzim eksikliginin otozomal kodominant kalittminin neden oldugu baskin mutant
allelleri gostermektedir. Devam eden sagdaki ii¢ panel ise tiopiirin ilaglarinin standart dozlar1 hastalara
verildiginde, TPMT eksikligi olan hastalarda aktif TGN’lerin hiicresel birikimi belirgin sekilde (10 kat)
artmaktadir ve heterozigot bireylerde yaklasik iki kat TGN konsantrasyonu birikmistir. Bu birikimler
belirgin sekilde hematotoksisite artisina (en sag iist grafik) neden olmaktadir. Alttaki panellerde ise
genotipe sipesifik tioplirin dozaji uygulandig1 zaman, hiicresel TGN konsantrasyonu karsilastirilmistir ve
iic TPMT fenotipinin hepsi akut toksisite olmadan tedavi edilebilmektedir (Geng 2009)
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TPMT enzim eksikligi olan hastalar, tioplirin ilaglarinin standart dozlar ile
tedavi edildiginde, hematolojik toksisite, miyelosiipresyon ve oliim riski gibi ciddi
komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu ylizden hastalar tiopiirin ilaglar1 ile tedavi
edilmeden once TPMT genotip-fenotiplerine bakarak enzim seviyesinin belirlenmesi,
hastalarda istenmeyen komplikasyonlardan ka¢inmada klinisyenler i¢in faydali olacaktir

(Black ve ark. 1998, Teml ve ark. 2009).

1.5 Tiopiirin Metabolizmasi1 Ve TPMT’nin Etkisi

TPMT azatiopiirin, 6-merkaptopiirin gibi tiopiirin ilaglarin metilasyonunu
katalizleyen bir enzimdir ve bu ilaglar romatolojide, imflamatuar hastaliklarda,
dermatolojide vb. alanlarda tedavi amagli olarak kullanilirken organ nakillerinde
immiinosiipresif olarak kullanilir. Tiopiirinler piirin analogudur ve DNA-RNA sentezini
bozmak yoluyla hastalik tedavilerinde kullanilirlar (Sekil 1.6.). Bu ilaglar ilk anda
inaktiftirler ve bunlarin tedavilerde kullanilmasi ig¢in aktif form olan TGN’lere
dontismeleri gerekir (Holme ve ark. 2002, Formea ve ark. 2004, Gardiner ve ark. 2005).

Bu doniisiim multiple enzim sistemi ile olur (Sekil 1.7. ).

6-Merkaptopiirin -—TE——-;» 6-MeMP
(inaktif)
=
2
—

Tioguanin nukleotidleri
DNA yapisimma katidlmaktadar

Sekil 1.6. 6-merkaptopiirinin (6-MP) HGPRT tarafindan aktif metabolitler olan TNG’lere doniisiimii.
TGN’ler DNA’nin yapisina girerek miyelotoksisite etkisini gostermektedir. 6-MP, TPMT’nin
metilasyonu ile inaktif metabolit olan 6-metil merkaptopiirine (6-MeMP)’ye doniisiir. Ksantin oksidaz
(XO) ile oksidasyonla da inaktif metabolitler olusmaktadir (Geng 2009)
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Azatiopiirin

6-Merkaptopiirin

Kl (HGPRT) Tiopiirin Metiltransferaz
oxidase (TPMT)

6-Tioguanin Niikleotid

6- tiorik asit :
i (6-TGN) 6-Metil Merkapto Piirin

(B-MMP)

Sekil 1.7. 3 enzimin yolunun etkisiyle 6-merkaptopiitin metabolizmasi. Hipoksantin guanin
fosforiboziltransferaz (HGPRT) ve Tiopiirin metiltransferaz (TPMT) (Dooley 2008)

Azatiopiirin alindiktan sonra ilk olarak inaktif olan 6-MP ye doniisiir. Daha

sonra 6-MP ye li¢ farkli enzim etki eder ve su dostimler ortaya ¢ikar;

1. XO’nun (Ksantin oksidaz) etkisiyle 6-MP inaktif metabolit olan 6-tiorik asite
doniisiir.
2. TPMT etkisi ile 6-MP inaktif olan 6-MMP’ye (6-metil merkapto piirin)

dontistir.

3. HGPRT etkisi ile 6-MP tedavilerde etkili rol oynayan ve enzim eksikligi olan
hastalarda toksisiteye ve hatta 6liimcli sonuglara yol agabilecek olan 6-TGN’ lere

doniisiir.

TPMT burada 6nemli bir role sahiptir. 6-MP ‘yi inaktif form olan 6-MMP ye
doniistiirerek hiicrelerde toksisiteden kurtulmayr saglar. Burada XO’nun inaktif
metabolit olusturdugu bilinmektedir fakat inaktif metabolit olusturma kapasitesi TPMT
den ¢ok daha azdir. Ciinkii XO TPMT ye gore hiicrelerde ¢ok daha az miktarda bulunur.
TPMT eksikligi olan hastalarda XO’nun inaktif metabolit olusturma kapasitesi TGN

olusumunu yeterince dnleyemedigi icin hiicrelerde aktif TGN’ler birikmekte ve bunlar
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toksisiteyi artirmaktir (Dooley ve ark. 2008, Kurzawski ve ark. 2009, Efrati ve ark.
2009, Ford ve Berg 2010).

Hastalara tiopiirin grubu ilaglar verilmeden 6nce TPMT enzim seviyesinin
belirlenmesi hastalarin olasi kotii sonuglardan korunmasi bakimindan 6nem

tagimaktadir.
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Weinshilboum ve Sladek 1980 yilindaki c¢alismalarinda TPMT’nin SAM
molekiiliinii kullanarak 6-merkaptopiirin gibi ilaglarin S- metilasyonunu katalizledigini
ve enzim fenotipi olarak popiilasyolarin diisiik, orta ve yiiksek enzim seviyesine sahip

olduklarini sdylemislerdir. (Weinshilboum ve Sladek 1980)

Mcleod ve arkadaglar1 1995 yilindaki ¢aligmalarin TPMT enzim eksikliginin
otozomal resesif kalitim gosterdigini sOylemis ve enzimin etki ettigi merkaptoplirinin
enzim eksikligi nedeniyle DNA yapisina katilan tioguanin niikleotidlerine (TGN)
doniistiigiinii belirtmislerdir. Bu ¢alismalarini 42 tane akut lenfoblastik 16semili (ALL)
cocugun eritrositleri lizerinde yapmis ve bu hastalarin ortalama TPMT aktivitelerini

15,1 1le 21,1 U/mL pRBC olarak bulmuslaridir (Mcleod ve ark. 1995).

Krynetski ve arkadaglar1 1997 yilindaki ¢alismalarinda polimorfik insan tiopiirin
S-metiltransferaz enzimini izole ettikten sonra karakterize etmislerdir. Bu ¢alismada
insan TPMT geni, intron-ekzon spesifik primerler yardimiyla ve phage artificial
chromosome (PAC) kitapligi PCR goriintiilemesi yontemiyle izole edilmis ve daha
sonra dizileme ve haritalama yapilmistir. Yapilan arastirmada, kromozom 6’daki TPMT
geni, spesifik insan genomik kiitliphanesinde varolan ve daha 6nce izole edilmis TPMT
geni ile karsilagtirildiginda yapisal farkliliklar ortaya ciktigi gézlenmistir. 5° ¢evreleme
bolgesinin  (putatif promotor) transkripsiyon baslama bdlgesinin upstream 77

pozisyonunda yerlesik 17 ek niikleotid igerdigi bulunmustur (Krynetski ve ark. 1997)

Yates ve arkadaslar1 1997 yilindaki c¢aligmalarinda TPMT enzim eksikliginin
genetik temellerini aragtirdiklar1 bir c¢alisma yapmislardir. Bunun igin 282 &rnek
iizerinde (73 adet ALL hastasi cocuk ve 209 saglikli kisi) ¢calisma yapildigi bildirilmistir.
Ornekler iizerinde aktivite tayini radyokimyasal ydntem ile belirlenirken, mutant
allellerin varlig1 ise G238C i¢in allel-spesifik PCR, G460A ve A719G i¢in PRC-RFLP
tekniklerini kullandig1 belirtilmistir. Aragtirma sonucunda aktivite bakimindan 21 kiside
orta dereceli enzim aktivitesi, 21 kiside ¢ok yiiksek enzim aktivitesi ve 6 kiside ise
diisiik enzim aktivitesi saptandigi bildirilmistir. Orta dereceli aktiviteye sahip 21 kisinin

DNA’lan iizerinde yapilan genotipleme ¢aligmasinda ise 18 hastada heterozigot
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TPMT*3A, 1 hastada heterozigot TPMT*2 ve 1 hastada ise heterozigot TPMT*3C
allellerini tespit etmislerdir. Tam eksikligin oldugu 6 hastada fonksiyonel olmayan iki
mutant allelin oldugu sdylenirken bunlarin 3 tanesinde TPMT*3A/*3A, 1 tanesinde
TPMT*3A/*3C, 1 tanesinde TPMT*3A/*2 ve 1 tanesinin de TPMT*2/*2 mutant

allellerinin var oldugu rapor edilmistir (Yates var ark. 1997).

Otterness ve arkadaglar1 1998 yilindaki calismalarinda dizi analizi, reverse
trasnciption (RT) —PCR ve RFLP yontemlerini kullanarak, TPMT geninin 9. intronunun
3" ug bolgesindeki niikleotidin intron/ekzon akseptor bolgesindeki normal yapiyr bozan
ve bir G-A baz degisimi igeren yeni bir mutant allel bulmuglar ve bu allele TPMT*4
alleli adin1 vermisglerdir. Ve bunlara ek olarak bu allelin bulundugu kisiler iizerinde

pedigri ¢alismasi yapmiglardir (Otterness ve ark. 1998).

Black ve arkadaslar1 1998 yilindaki ¢alismalarinda Tiopiirin metiltransferaz
enzimi yoluyla azatiopiirinin inaktive oldugunu ve enzim eksikligi olan hastalarda
azatiopiirin kullaniminin toksisiteye yol agacagini belirtmisler ve toksisiteden kaginmak
icin TPMT genotiplemesinin yapilmasini tavsiye etmislerdir. Bu ¢alismada 67 hasta
tizerinde allel spesifik PCR ve PCR-RFLP analizleri yapilmis; 6 hastada TPMT*3A
mutasyonu belirlenirken, TPMT*2 mutasyonu hig¢bir hastada belirlenememistir. Mutant
allellerin belirlendigi hastalarda azatiopiirin terapisinin yapildig: siire boyunca, hastalara
verilen azatiopiirin miktarinda azaltma yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Black ve ark.

1998).

Krynetski ve Evans 1998 yilindaki c¢alismalarinda kanser kemoterapisinde
TPMT enziminin ilag metabolizasyonundaki potansiyel roliinii aragtirmislar ve
merkaptopiirin (MP) ve tioguaninin (TG) yaygin bir sekilde anti-l6semik ajan olarak ve
azatiopiirinin ise immiinosiipresant olarak kullanildigin1 belirtmislerdir. inaktif olan MP
ve TG’nin hipoksantin guanin fosforibozil transferaz enzimi ile aktiflesip tioguanin
niikleotidlere (TGN’s) dontistiiglinii, bu TGN lerin toksisiteye neden oldugunu ve DNA
yapisana katildigin1 soylemisler ve hiicresel TGN birikiminin TPMT enzim aktivitesiyle

zit korelasyon gosterdigini sOylemislerdir (Krynetski ve Evans 1998).

de la Moureyre ve arkadaslar1 1998 yilindaki c¢alismalarinda Avrupa
populasyonunda TPMT genotip ve fenotiplerini belirlemeye yonelik bir arastirma

yapmiglardir. Arastirmalarinda 191 Avrupa kokenli (146 adet saglikli goniilli ve 45
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adet hasta) 6rnek kullandiklarini, fenotip belirlemede radyokimyasal yontem ve genotip
belirlemede ise PCR-SSCP yontemlerini kullandiklarini sdylemislerdir. Calismada
TPMT geninin promotor, intron-ekzon sinrlari ve 3’ bdlgesi dahil her bdlgeyi analiz
ettiklerini belirtmiglerdir. Yapilan arastirma sonucunda 7 adet mutant allel tespit
edildigini ve bunlardan 4 tanesinin ( TPMT*2, *3A, *3C ve *7) allelik frekanslarinin
sirast ile % 0.5, 5.7, 0.8 ve 0.3 oldugunu belirtmislerdir. Ayrica TPMT geninin
promotor bolgesindeki VNTR leri belirlemeye yonelik yapilan analizlerde ise en ¢ok
VNTR*V4 ve *V5a nin en ¢ok rastlanan tekrarlar oldugunu ve diger VNTR allellerinin
nadir goriildiigiinii  bildirmislerdir. Ayrica analizler degerlendirildiginde promtor
bolgesindeki VNTR sayisi ile enzim aktivitesi arasinda zit bir korelasyon oldugu

sonucuna vurgu yapilmistir (de la Moureyre ve ark. 1998).

McLeod ve arkadaslarmin 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Ingiliz-Kafkas 1rki
ve Gana populasyonlarinda yaptiklar1 c¢aligmalarinda TPMT allellerinin varligim
arastirmislardir. Bu aragtirmada mutasyon belirleme metodu olarak allel spesifik PCR
ve PCR-RFLP yontemlerini kullanmislar ve dort ellelik varyanta (TPMT*2, TPMT*3A,
TPMT*3B ve TPMT*3C) yonelik ¢alisma yapmislardir. Yapilan aragtirma sonucunda;
Gana 1rkinda TPMT*3C % 7.6 oraninda bulunmus olup diger mutant alleller tespit
edilememis, Ingiliz-Kafkas irklarinda yapilan ¢alismada ise TPMT*2 % 0.5, TPMT*3A
% 4.5 ve TPMT*3C % 0.3 oraninda bulunmus olup TPMT*3B mutant elleli tespit
edilememistir (McLeod ve ark. 1999).

Hon ve arkadaslarinin  1999°da  yaptiklart ¢alismada Afro-Amerikan
populasyonu iizerinde TPMT gen poliporfizmini arastirmislardir. TPMT aktivitesinin
otozomal kodominant kalitim gosterdigini ve genetik olarak polimorfizim gdsterdigini
sOylemisler ve Kafkas irklarinda %90 oraninda yiiksek aktivite, % 10 civarinda orta
dereceli aktivite ve 300’de 1 oraninda ise diigiik aktivite seviyesi oldugunu
belirtmislerdir. Yaygin mutant alellerin gen iizerindeki yerlerini ise, TPMT*2 ekzon
5’te G238C mutasyonu sonucu kodon 80°de Alanin-Prolin degisimi, TPMT*3A ekzon
7°de G460A mutasyonu sonucu kodon 154’te Alanin-Tireonin degisimi ve ekzon 10°da
A719G mutasyonu sonucu kodon 240’ta Tirozin-Sistein degisimi, TPMT*3B ekzon
7’de G460A mutasyonu sonucu kodon 154’te Alanin-Tireonin degisimi, TPMT*3C ise

ekzon 10’da A719G mutasyonu sonucu kodon 240’ta Tirozin-Sistein degismi olarak
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belirtmislerdir. Afro-Amerikan irki iizerinde yapilan ¢aligmada 248 ornekten 23’iinde
(% 9.3) mutant alellere rastlanmis olup bunlarin dagilimi 23 kisi lizerinden 2 kiside
TPMT*2, 4 kiside TPMT*3A, 12 kiside TPMT*3C bulunmus olup TPMT*3B ye
rastlanmamistir. Geri kalan kisilerde ise yaygin mutant alleler disinda alleler bulunmus
olup bu ¢aligmalarda TPMT ekzonik bolgelerinin PCR iiriinlerinin direkt dizilemesiyle
ve PRC-RFLP yontemleri kullanilarak mutasyonlara bakilmistir (Hon ve ark. 1999).
Naughton ve arkadasar1 1999 yilindaki ¢alismalarinda azatiopiirin alan sistemik
lopus erithematosus’lu (SLE) hastalarda TPMT polimorfizimlerinin belirlenmesinin
miyelosiipresyonu etkileyip etkilemeyecegini aragtirmislardir. TPMT*2 mutasyonunun
enzim aktivitesini 100 kat, TPMT*3A’daki mutasyonlarin G460A’nin enzim
aktivitesini 9 kat ve A719G mutasyonunun ise aktiviteyi 1,4 kat diisiirdiigli belirtilmistir.
Yapilan arastirmada 128 SLE hastas1 kullanilmis olup 7 tanesinde (% 5.8) mutant
alleller bulunmustur (1 homozigot ve 5 heterozigot TPMT*3A, 1 adet heterozigot
TPMT*3C). TPMT2 ve TPMT*3B mutantlarina rastlanmamistir. Bu hastalardan
TPMT*3A bakimindan homozigot olan hastada azatiopiirin verildiginde belli bir siire
sonra aplastik anemi a¢iga cikmistir ve bu yiizden verilen azatiopiirin dozaji
azaltilmigtir. TPMT mutanthigina bakilmaksizin azatiopiirin  terapisi hastalara
uygulanmis ve 78 kisi tlizerinde yapilan arastirmada 61 kiside higcbir yan etki
goriilmezken, 3 kiside anormal karaciger fanksiyonu, 1 kiside siddetli bulant1 ve 13
kiside ise 16kopeni gozlenmistir. Bu arastirmalar 1s181nda azatiopiirine kars1 tolerantligin
ve buna bagli miyelosiipresyon riskinin belirlenmesinde TPMT genotiplerine
bakilmasinin fayda saglayacagi vurgulanirken, azatiopiirine karsi intorelantligin sadece

TPMT eksikligine bagli olmadig1 belirtilmistir (Naughton ve ark. 1999).

Hiratsuka ve arkadaglari 2000 yilinda yaptiklar1 c¢alismalarinda bir Japon
populasyonunda TPMT polimrfizimlerini aragtirmislardir ve mutasyon belirlemede
TPMT*2 mutasyonu i¢in allel spesifik PCR yontemini ve TPMT*3A, *3B ve *3C
mutasyonlariin belirlenmesi i¢in ise PCR-RFLP yontemini kullanmislardir. Yapilan bu
arastirmada bakilan 192 kisi igerisinde TPMT*3C mutasyonu % 0.8 oraninda

bulunurken diger mutant allellere rastlanmadigi belirtilmistir (Hiratsuka ve ark. 2000).
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Hongeng ve arkadaslar1 2000 yilindaki ¢alismalarinda Tayland’da ALL ( acute
lymphoblastic lekukemia) ve AML (acute myleogenous leukemia) hastasi ¢ocuklar
iizerinde TPMT enziminin genetik varyasyonlarmin arastirildign  bir caligma
yapmislardir. Calismalarinda ALL ve AML hastas1 75 ornek kullanilmistir. TPMT
varyantlariin belirlenmesinde G238C varyant i¢in allel-spesifik PCR, G460A varyanti
icin PCR-RFLP teknigi (restriksiyon enzimi olarak Mwol) ve A719G varyanti igin ise
yine PCR-RFLP teknigi (restriksiyon enzimi olarak Accl) kullandiklarim
bildirmisleridir. Arastirma sonucu olarak; 75 hastadan 67’sinde (%89) wild-tip yani
TPMT*1/*1 alleli ve 8 hastada ise (%11) TPMT*3C mutant allelinin tespit edildigini,
diger mutant alleller olan TPMT*2, *3A ve *3B’nin ise tespit edilemedigini
belirtmislerdir Hongeng ve ark. (2000).

Tanaka ve arkadaslart1 2000 yilindaki calismalarinda TPMT geninin genomik
yapist ve bu gendeki tek niikleotid polipormizimlerini (SNP’s) arastirmiglardir. Yapilan
arastirmada TPMT geninde 30 adet SNP bulduklarini rapor etmislerdir. Bu SNP’lerin
ise bir tanesinin 870 baz ciftlik promotor bdlgesinde, 26 tanesinin intronlarda ve 3
tanesinin 3’ translasyona ugramayan bolgede (3° UTR) oldugunu belirtmislerdir

(Tanaka ve ark. 2000).

Kubota ve Chiba 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda 151 Japon goniillii
iizerinde yaptiklari arastirmada yaygin TPMT mutant alleri olan TPMT*2, *3A, *3B ve
*3C i¢in mutasyon taramasi yapmislardir. Bu ¢alismada 3 ml venéz kan alinmis ve
DNA’lar saflagtirma kiti yardimiyla saflastirilmistir. Mutasyonlarin belirlenmesinde
allel sipesifik PCR yada PCR-restriction fragment length polimorphism (PCR-RFLP)
teknikleri mutant allelere yonelik spesifik primerler kullanilarak uygulanmistir. Analiz
sonuclarina gore sadece TPMT*3C mutasyonu % 0.3 oraninda bulunmus, diger mutant

allellere rastlanmadig belirtilmistir (Kubota ve Chiba 2001).

Hall ve arkadaslar1 2001 yilindaki ¢alismalarinda TPMT genindeki A719G
mutasyonunu belirleyebilmek icin sik¢a kullanilan PCR-RFLP yontemine alternatif
olarak DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) yontemi
kullandiklarini sodylemisler ve bu baglamda yapmis olduklar1 calismada A719G
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mutasyonunu belirlemek i¢in DHPLC yonteminin PCR-RFLP yonteminde ¢ikan
sonuglart % 100 dogruladigin1 ve sicaklik kosullarina dikkat edilerek yapildiginda
DHPLC y6nteminin kullanigh bir yontem oldugunu bildirmislerdir (Hall ve ark. 2001).

Rossi ve arkadaslart 2001 yilinda yaptiklar1 calismada saglikli Italyan drnekler
tizerinde TPMT genotip fenotip korelasyon calismasi yapmislardir. Bu aragtirmada 103
ornekten kan alindigi, TPMT aktivite 6l¢iimi i¢in radyokimyasal yontemin ve TPMT
genotiplerinin  belirlenmesi i¢in ise PCR-RFLP ve ASO-PCR (allel spesfic
oligonucleotide polymerase chain reaction) yontemlerinin kullanildigi belirtilmistir.
Yapilan analizler sonucu tiim Orneklerin belirlenebilir aktiviteye sahip oldugu,
orneklerden 92 tanesinin homozigot wild-tip (TPMT?*1) allele sahip oldugu, 11 kisinin
ise bir mutant allel bakimindan heterozigot oldugu belirtilirken, genotip ve fenotip
karsilagtirmalar1 yapildiginda TPMT genotipi ile fenotipi arasinda % 97°den daha biiyiik
bir korelasyon oldugu belirtilmistir (Rossi ve ark. 2001).

Bomgaars ve arkadaglar1 2001 yilindaki calismada merkaptopiirin (MP) ve
azatiopiirin (AZA) ile tedaviye intolerant olan hastalarda TPMT fonotip ve genotip
iligkisini arastirmiglardir. TPMT fenotip ve genotip ¢aligmalar1 tiim hastalar iizerinde
yapilmistir. Enzim aktivitesi radyokimyasal yontemle, mutasyonlar ise (TPMT*2,
TPMT*3A,*3B ve *3C i¢in) mutasyon-sipesifik PCR-RFLP yontemi ile belirlenirken,
tioplirin metabolitleri HPLC (yiiksek performans likit kromatografi) yontemiyle
belirlenmigtir. 23 hasta ilizerinde calisilmigtir ( 21 adet ALL, 1 adet Chorn ve 1 adet
Polyarthritis hastas1). Bu 23 hastadan 6 tanesi TPMT eksikligine sahip iken (aktivite <5
U/mL pRBC), 9 tanesi orta dereceli aktiviteye (aktivite 5 ile 13 U/mL pRBC) ve 8
tanesinin ise yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (aktive > 13,5 U/mL pRBC).
Aktivite tayinlerinden sonra yapilan mutasyon analizlerinde diisiik aktiviteye sahip
hastalarda homozigot mutant TPMT alleli (*3A/*3A), orta dereceli aktiviteye sahip
hastalarda heterozigot mutant TPMT alleli (TPMT *1/*3A, *1/3C ve *1/X yaygin
olmayan mutant allel), yiiksek aktiteye sahip hastalarda ise wild-tip allel (TPMT*1 yani
enzim eksikligi icermeyen normal allel) goriilmiistiir ve diisiik ve orta dereceli enzim
eksikligi olan hastalarda tedavi siirecinde AZA ve MP dozajlarinin azaltilmas: gerektigi

vurgulanmistir (Bomgaars ve ark. (2001).
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Schaeffeler ve arkadaslar1 2001 yilindaki calismalarinda TPMT’nin, 16semi
tedavisinde kullanilan tiopiirinler {izerinde klinik bir etkisi oldugunu sdylemis ve TPMT
genotiplerinden TPMT*2 ve TPMT*3A’y1 kolay ve hizli bir sekilde belirlemek igin
DHPLC (denatiire yiiksek performans likit kromogotrafi) yontemi kullanilarak ‘’High-
Throughput” genotiplemesi teknigini kullanmiglar ve bunu PRC-RFLP ve ASPCR (alle
spesifik PCR) ile karsilagtirmiglardir.

Bu caligsma i¢in 98 DNA 06rnegi toplanmistir. Tiim fragmentler direkt dizileme
yontemiyle incelenmistir. Buna ek olarak DHPLC’nin hassasligin1 belirlemek i¢in tiim
ornekler PCR-RFLP ve ASPCR ile tekrar taranmis ve sonuglar karsilastirilmistir. Sonug
olarak DHPLC tekniginin yardimiyla yapilan ‘’High-Throughput’’ yontemi ile yapilan
mutasyon tarama verileri PCR-RFLP ve ASPCR verileri ile karsilastirildiginda aradaki
uyumun %100 oldugu bulunmustur. Bunun sonucu olarak TPMT mutasyonlarinin
taranmasinda DHPLC High-Throughput yontemi kullaniglt ve hizli bir yontem olarak
tavsiye edilmistir (Schaeffeler ve ark. 2001).

Coulthard ve arkadaslar1 2002 yilindaki ¢aligmalarinda Tiopiirin ilaglarina karst
hassasiyet gelistirmede TPMT’ nin ekspresynunun Onemini aragtirmiglardir. Yapilan
caligmalarda 6-TG ( 6-tiogunain)’in 6-MP( 6-merkaptopiirin)’den daha etkili bir etken
madde oldugu diisiiniilmiistiir.  Inaktif formlar olan 6-TG ve 6-MP’nin HGPRT
(hipoksantin guanin fosforiboziltransferaz) enzimi ile aktive olup TGN’lere (tioguanin
niikleotid) doniistiigiinli ve bu TGN’lerin birikimle toksisiteye neden oldugu
vurgulanmistir. 6-TG ve 6-MP’nin inaktif metabolitler haline doniismesinde ise TPMT
ve XO ( ksantin oksidaz) enzimlerinin gorev yaptigim1 ve TPMT etkisi ile inaktif 6-
MMP ( 6-metil merkaptopiirin), XO’nun etkisi ile tiorik asitin olustugu sdylenmistir. Bu
inaktif zararsiz formlarin olusmasinda TPMT nin 6neminin yiiksek oldugu vurgulanip,
toksik etkinin yok edilmesinde TPMT’nin sorunsuz ekspresyonunun Onemi

vurgulanmistir (Coulthard ve ark. 2002).
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Langley ve arkadaslar1 2002 yilinda yaptiklar1 calismada Otoimmun hepatitli
hastalarda azatiopiirin terapisinin TPMT fenotip ve genotipyle iligkisini arastirip ortaya
koymuslardir. TPMT aktivitesinin Ol¢lilmesinde S-adenozil-L-metionin metil dondrii
olarak kullanip 6-MP’nin 6-MMP’ye doniismesi sonucu olusan 6-MMP molekiillerinin
tinite cinsinden degeri bulunmus ve aktivite seviyesi belirlenmistir. TPMT
genotiplemesi ise TPMT*3A, *3B ve *3C mutasyonlar1 i¢in yapilmis olup, mutasyon
belirleme yontemi olarak PCR-RFLP yontemi kullanilmistir. Restriksiyon enzimi olarak
ta Mwol ve Accl enzimleri kullanilmistir. Aktivite taramasinda 110 hastadan 1 tanesi
diisiik, 15 tanesi orta dereceli ve 94 tanesi ise yiiksek aktiviteli ¢ikmig olup, orta ve
diisiik aktiviteli hastalarda tedavi sirasinda kullanilan azatiopiirin dozajinin standart
dozaja gore daha az olmasi gerektigi ya da icabinda alternatif ila¢ kullanilmas1 gerektigi
sOylenmistir. Genotipleme ¢alismasinda c¢alisilan 53 o6rnekten hi¢ birinde TPMT*3C
mutantina rastlanmazken, yedi kiside TPMT*3A ve *3B tespit edilmistir. TPMT*3A ve
*3B’nin oldugu hastalarda azatiopiirin kullanimina bagli olarak 2 hafta i¢inde aplastik
anemi goriilmiis ve azatiopiirin kullaniminda dozaj azaltilmasina hatta azatiopiirin

kullaniminin birakilmasina gerek goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak otoimmun hepatitli hastalarda TPMT fenotip ve genotiplerinin
belirlenmesinin, kullanilan azatiopiirinin olusturacagl toksisite ve buna bagh
komplikasyonlardan korunma bakimindan 6énemli oldugu vurgulanmistir (Langley ve

ark. 2002).

Holme ve arkadasarmin 2002 yilindaki ¢alismalarinda Ingiltere’de yaptiklar:
arastirmada, c¢esitli tip dallarinda azatiopiiirn kullanimin1  belirleyip TPMT’ nin
azatiopiirin  kullanim1 iizerinde etkilerini arastirmiglardir. Yapilan arastirmalarda
azatipoplirinin en ¢ok dermatoloji ve gastroenterolojide kullanildigini saptamiglardir.
Aktivite taramalarinda ise bireylerin % 80°ni normal, % 9’u normaliistii ve yaklasik %
10’u diisiik aktiviteli ¢ikarken, % 0.45’inin ¢ok asir1 diisiik ya da belirlenemeyen
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ve bu diisiik aktivitenin azatiopiiirinin sitotoksik

etkisinin olugmasinda etkili oldugu vurgulanmistir (Holme ve ark. (2002).
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Hamdy ve arkadaglarinin 2003 yilindaki ¢aligmalarinda Misir populasyonunda
TPMT genotipleri ve allelik frekanslarini belirlemeye yonelik bir ¢alisma yapmislardir.
Calismalarin1 200 Misirli {izerinde yaptiklarin1 sdylemislerdir. Bireylerden kanlar
alimmis ve genomik DNA’lar QIAamp DNA doku kitleri ile saflagtirilmigtir. Primerler,
Nihon Gene Research Laboratories tarafindan, TagMan problar ise Applied Biosystems
tarafindan sentezlenmistir. TPMT mutant allellerinin belirlenmesi isleminde, TPMT*2
icin allel spesifik PCR, TPMT*3A ve *3B i¢in PCR-RFLP (RFLP isleminde
restriksiyon enzimi olarak Mwol kullanilmistir) ve TPMT*3C i¢in ise allel-spesifik real-
time PCR yontemini kullanmiglardir. Calisma sonucunda; 200 kisiden 194’ (%97)
homozigot wild-tip (TPMT*1), 6 kisi bir mutant allel bakimindan heterozigot olarak
bulunmustur ki bunlarin bir tanesi TPMT*1/*3A, bes tanesi TPMT*1/*3C ve bunlarin
allelik frekanslar1 sirasiyla % 0.003 ve % 0.013 olarak tespit edilmistir. TPMT*2 ve

*3B mutant allellerine rastlanmamistir (Hamdy ve ark. 2003).

Reuther ve arkadaslar1 2003 yilindaki c¢alismalarinda Crohn sendromu olan
hastalarda TPMT genotip dagilimi arastirmiglardir. Yaptiklar1 calismada rasgele
secilmis 120 hasta kullanmislar ve genotip belirleme isleminde ise ekzon 7 ve ekzon
10°daki mutasyonlart PCR teknigi kullanarak belirlemislerdir. Yaptiklar1 arastirmada
sonu¢ olarak; 120 hastanin 109’unda (%90.3’linde) wild-tip (TPMT*1) allel, 10
tanesinde (%38.3’iinde) bir adet ve 1 tanesinde ise iki adet fonksiyonel olmayan mutant
allel oldugu saptanmis ve bulunan bu fonksiyonel olmayan mutant allellerin TPMT*3A

alleli oldugu belirtilmistir (Reuther ve ark. 2003).

Gearry ve arkadaglarinin 2003 yilindaki calismalarinda inflamatuar bagirsak
hastalig1 olan hastalarda TPMT genotiplerinin belirlenmesi ve bununla baglantili
azatiopiirin kaynakli yan etkilerin kaynaginin belirlenmesi ile ilgili bir calisma
yapmislardir. Bu arastirma igin azatiopiirin yan etkilerinin goriildiigii 56 hastanin 50
tanesi ve kontrol grubu olarak ta 50 tane azatiopiirine toleransli hastanin kan 6rnekleri
almarak genotipleme islemine tabi tutuldugu belirtilmistir. Olasi mutant allellerin
belirlenmesi icin ARMS islemi uygulanirken sonuglar1 dogrulama i¢in ek olarak PCR-
RFLP teknigi uygulanmistir. Yapilan analizler sonucu azatiopiirin yan etkilerinin

goriildiigi 50 hastanin 5 tanesinde TPTM*1/*3 genotipi ve bir tanesinde ise
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TPMT*3/*3 genotipi bulundugu ve TPMT*3/*3 genotipinin oldugu hastada ise siddetli
pansitopeni goriildiigii bildirilmistir. 50 kisilik kontrol grubunda ise 3 kiside
TPMT*1/*3 genotipi belirlenirken geri kalanlarin wild-tip (TPMT*1/*1) allele sahip
oldugu rapor edilmistir. Son olarak TPMT varyant allelleri bakimindan azatiopiirine
tolerans gosterip gdsterememe arasinda pek fark goriilmedigi belirtilmistir (Gearry ve

ark. 2003).

Corominas ve arkadaglar1 2003 yilindaki ¢caligmalarinda romatoid artritli hastalar
tizerinde TPMT polimorfizimlerinin kullanilan azatioplirin (AZA) miktarinin
belirlenmesinde major faktér olup olmadigini belirlemeye calismiglardir. Arastirmada
111 kisi kullanilmistir ve bunlardan 40 tanesinde AZA terapisi uygulanmistir. Genomik
DNA’lar periferal kandan elde edilmis ve tiim ornekler 460 ve 719’uncu niikleotid
pozisyonundaki mutasyonlart belirlemek i¢in PCR-RFLP yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. Yapilan genotipleme islemi sonunda romatoid artritli 111 kisiden 7 tanesinde
(%6.3) mutant allele rastlandigi belirtilmistir. Bu hastalardan bir tanesi TPMT*3A ve
*3B bakimindan ¢ifte heterozigot, dort tanesi TPMT*3B bakiminda heterozigot ve
kalan iki tanesinde ise 5 translasyona ugramayan bolgedeki VNTR’ler V4/V4 olarak
bulunmustur. TPMT*3 A mutant allelinin oldugu hastalarda siddetli kusma ve bulant ile
kendini gosteren gastrointestinal yan etkiler goriildiigii belirtilirken, TPMT mutant
allellerinin belirlenmesinin hastalarda AZA kullanimina bagli olarak olusabilecek yan
etkilerden kag¢milmasi i¢in dozaj ayarlamaya yardimci olabilecegi soylenmistir

(Corominas ve ark. 2003).

Boson ve arkadaslar1 2003 yilindaki calismalarinda Brezilya populasyonunda
TPMT polimorfizimlerini arastirdiklar1 bir ¢alisma yapmislardir. Bu calismada 204
ornek kullandiklarin1 sdylemislerdir. Polimorfizim belirleme islemine Oncelikle
periferal kandan kit yardimiyla DNA’lar1 saflagtirarak baglamislar ve mutasyon
belirleme yontemi olarak ta allel-spesifik PCR ve PCR-RFLP yontemlerini
kullandiklarini belirtmislerdir. DNA saflastirma isleminden sonra PCR’da kullanilacak
oligoniikleotid ve primerler hazirlanmistir. Daha sonra PRC yapilmis ve elde edilen
PCR firiinleri (RFLP i¢in Mwol ve Accl enzimleri kullanilmistir), GFX PCR ve Gel
Band Purification kiti kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri % 8’lik
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akrilamid jelde elektroforeze tabi tutulmustur. Buradan elde edilen her PCR {irlinii ABI
Prism 310 genetik analizatérde analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucu TPMT*2
mutasyonun allelik frekans1 % 2,2, TPMT*3A allelik frekans1 % 1,5, TPMT*3B allelik
frekans1 % 0.2, TPMT*3C allelik frekanst % 1.0, TPMT*5 ve *6 allelik frekanslarinin
ise % 0.0 olarak bulundugu bildirilmistir (Boson ve ark. 2003).

Lindqvist ve arkadaslar1 2003 yilindaki c¢alismalarinda TPMT gen
ekpresyonunun belirlenmesinde Real-time RT-PCR metodolojisinin kullanilmasina
yonelik ¢alisma yapmiglardir. Bu ¢alismadaki amag; tam kan TPMT gen ekpresyonunu
belirlemek icin bir real-time ters-trankripsiyon polimeraz zincir rekasiyon (RT-PCR)
metodolojisi gelistirmek ve bunu kirmizi kan hiicrelerinde olc¢lilen TPMT enzim

aktivitesi ile kargilagtirmaktir.

Bu c¢alismada TPMT gen ekpresyonu housekeeping gene cyclophilin (huCYC)
ve eksprese olmus TPMT/huCYC orani belirlenmistir. Arastirmada 13 birey kullanilmis
ve aktivite tayini i¢in S-adenozil-L- metionin metil dondrii olarak kullanilarak 6-MP’nin
6-MMP’ye donilistimii  kullanilmistir.  Yiksek TPMT aktivitesinin orta dereceli
aktiviteden ayirt etmek i¢in, orta derece olarak 9 U/mL pRBC degeri kullanilmigstir.

Sonug olarak real-time RT-PCR amplikon dizlilemesinin, TPMT pseudo geninin
koamplifikasyonu gerekmeksizin TPMT c¢cDNA’s1 i¢in spesifik oldugu kanitlanmistir.
Enzim aktivitesinin 9 U/mL pRBC olan hastalarda enzim aktivitesi ile kirmizi kan
hiicrelerindeki mRNA seviyesi arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir (Lindqvist ve

ark. 2003).

Krynetski ve Evans 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda kanser tedavisinde
ila¢c metilasyonu ve bu metilasyon siirecinde TPMT nin roliinii ve TPMT nin yapisini
anlatmiglardir. Bu yayinda TPMT nin molekiiler ve kimyasal yapisina iliskin su veriler
verilmistir;

1. TPMT enzimi tiopiirinlerdeki siilfiir atomlarint S-adenozil-L-metionini metil

donorii olarak kullanarak metilleyen bir enzimdir.
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2. TPMT enzimi insanda kalp; kan hiicreleri, bobrek ve karaciger gibi birgok
organ ve dokuda eksprese edilir.

3. Insan TPMT enziminin molekiiler agirlig1 28 kDa ( kilo dalton)’dur ve 245
amino asit ihtiva etmektedir.

4. TPMT geni kromozom 6’dadir ( 6p22.3) ve 10 ekzon igermektedir.

5. Kromozom 18’de insan TPMT geninin pseudo geni bulunmaktadir.

Krynetski ve Evans bu yayinlarinda TPMT eksikligi olan hastalarda; TPMT
proteinlerinin degradasyona ugradigini1 ve bunu ATP bagimli proteozomal yolla ve ATP
bagimsiz lizozomal yolla oldugunu da sdylemislerdir. TPMT varyasyonlarinin
olusmasinda baska bir neden olarak ta TPMT geninin promotor bolgesindeki

polimorfizimleri gostermislerdir (Krynetski ve Evans 2003).

Oellerich ve arkadaslar1 2004 yilindaki ¢alismalarinda TPMT *3A, *3B ve *3C
icin hizli, uzun dizi haployitleme teknigini (Rapid, Longe-Range Haplotyping)
kullanmiglardir ve bu teknigin TPMT polimorfizimlerinin belirlenmesinde hizli ve
kolay bir yol oldugunu sdylemislerdir. Yapilan ¢alismada TPMT*3A, *3B ve *3C’yi
olusturan iki tek niikleotid polimorfizimini iceren genomik bdlgeyi Long-Range PCR
yontemini kullanarak amplifiye etmislerdir. PCR fiirlinleri ligasyonla sirkiilize edilmis
ve hibridizayson problar1 kullanarak ASA PCR (allel-spesifik PCR) yontemi ile
haployitleme yapilmistir. Sonug olarak uygulanan metot; TPMT*1/*3A, TPMT*1/*3C,
TPMT*1/*1 ve TPMT*3A/*3A 6rneklerinde basarili olmustur (Oellerich ve ark. 2004).

Haglund ve arkadaslar1 2004 yilindaki ¢alismada genel Isve¢ populasyonu ve
inflamatuar bagirsak hastalig1 olan kisiler tizerinde TPMT allellerinin belirlenmesi i¢in
piro-dizileme (pyrosequencing) yontemini kullanmiglardir. Bu yontem 10 tane tek
niikleotid polimorfizimini (SNP) belirlemek i¢in gelistirmislerdir. Yapilan ¢alismada
bireylerden tam kan oOrnekleri alinmig ve DNA’lar kit kullanilarak saflagtirilmistir.
TPMT aktivite ol¢timii 6-MP (6-merkaptopiirin)’nin 6-MMP (6-metil merkaptopiirin)’e
doniistiiriilmesi esasina gore yapilmistir. PCR i¢in ekzon 7, 8 ve 10’ a spesifik olan
primerler {iretmislerdir. Piro-dizileme( pyrosequencing) i¢in gerekli kimyasallar

belirlenmis ve temin edilmistir.
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Yapilan caligmada sonug olarak; TPMT*3A allelik frekanst % 3.75, TPMT*3C
allelik frekans1 % 0.44, TPMT *3B allelik frekans1 % 0.13 ve TPMT*2 allelik frekansi
% 0.06 olarak bulunmustur (Haglund ve ark. (2004).

Reuter ve arkadaglar1 2004 yilindaki c¢alismalarinda yaptiklari calismada
azatiopliirne (AZA) toleransh ve toleranssiz ¢esitli hastaliklara sahip kisilerdeki TPMT
genotip dagilimlarini arastirmiglardir. Bu c¢alisma icin 46 aza-tolerant ve 6 tane aza-
intolerant hasta secilmistir. Olusan aza metabolitlerinin belirlenmesinde HLPC yontemi,
ekzon 7 ve 10°daki G460A ve A719G mutasyonlarinin belirlenmesi i¢in ise PCR

yontemi kullanilmigtir.

Calisma sonucu olarak; 46 aza-tolerant hastadan 2 tanesinde bir adet fonksiyonel
olmayan TPMT mutant alleli, 6 aza-intolerant hastadan 2 tanesinde ise bir yada iki
fonksiyonel olmayan mutant TPMT alleli belirlenmistir ve TPMT genotip dagiliminin
farkli hastaliklarda farkli oldugu belirtilmistir (Reuter ve ark. 2004).

Wood ve arkadaglart 2004 yilindaki calismalarinda multipleks RT-PCR IHG
(Induced Heteroduplex Analysis) Analysis yontemi ile TMPT mutantlarini
belirlemiglerdir. Yapilan ¢alismada TPMT IGH c¢alismalar1 ¢esitli hematolojik
hastaliklar1 bulunan 47 kisi iizerinde yapilmistir. Arastirma sonucunda yaygin mutant
allellerden TPMT*3A ve *3C nin varlig1 tespit edilirken TPMT*3B ve TPMT*2

mutasyonlar1 bakilan 6rnekler arasinda tespit edilememistir (Wood ve ark. 2004).

Zhang ve arkadaglar1 2004 yilinda yaptiklar1 c¢alismalarinda Uygur Cin 1rki
iizerinde TPMT gen mutasyonlarin1 belirlemeye calismiglardir. Yapilan calismada
genomik DNA periferal 16kositlerden fenol-kloroform yontemi kullanilarak
saflagtirllmistir. Yaygin mutasyonlar olan G238C, G460A ve A719G’nin belirlenmesi
icin PCR tabanli analizler yapilmistir. Bu mutasyonlara 6zgli spesifik primerler
kullanilmis olup, olusan PCR iirtinlerine Mwol ve Accl enzimleri (G460A ve A719G
icin) kullanilarak PCR-RFLP analizi yapilmigtir. 160 Uygur Cinli’si arasinda yapilan bu
analizler sonucu; 1 adet heterozigot TPMT*3A ( G460G/A719G) ve 5 adet heterozigot
TPMT*3C ( A719G) tespit edilmisken TPMT*3B ( G460A) tespit edilememistir.
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TPMT*3A ve *3C’nin allelik frekansi sirasi ile % 0.3 ve % 1.6 olarak hesaplanmigtir
(Zhang ve ark. 2004).

Oh ve arkadaglar1 2004 yilindaki ¢alismalarinda Kore’de yaptiklar1 bir ¢alismada
azatiopiirin tedavisinde PCR ile yapilan TPMT polimorfizim goriintiileme islemini
farmako-ekonomik agidan incelemisgler ve bu incelemede TPMT igin geleneksel yontem
ile PCR tabanli goriintiileme yontemi ekonomik agidan degerlendirilmistir. Geleneksel
yontemin azatiopiirin dozaj1 ayarlama stratejisi olarak ¢cok kullanildigini, fakat bu klasik
yontemin kan transfiisyonu, bagka ilaglar ve gen dis1 faktorler gibi seylerden etkilendigi
ve maliyetinin yiiksek oldugu vurgulanirken,PCR tabanli goriintileme ile yapilan
azatiopiirin dozaj ayarlama stratejisinin ¢abuk, iyi sonug veren, kan transfiisyonu, baska
ilaglar ve gen dis1 faktorlerden etkilenmedigi ve maliyet olarak konvansiyonel

yontemden daha az maliyetli oldugu belirtilmistir (Oh ve ark. 2004).

Ganiere ve arkadaglart 2004 yilinda yapilan c¢alismada Fransiz-Kafkas
populasyonunda TPMT fenotip/genotip arastirmasi yaparak TPMT aktivitesine yasin
etkisini aragtirdiklarini belirtmislerdir. Yapilan ¢alismada 304 yetiskin, 147 ¢ocuk ve 18
adet ise kordon kanmi 6rnegi kullanilmistir. TPMT enzim aktivitesini HPLC teknigi,
genotipleri ise PCR-reverse dot-blot yontemi ile belirlemiglerdir. Analizler sonucu
orneklerin % 91.9’unda wild-tip allel, % 7.9’unde heterozigot mutant allel ve %
0.2’sinde ise homozigot mutant allel tespit edilmistir. Aktivite bakimindan yapilan
degerlendirmede ise kordon kan1 aktivitesi ile cocuk aktivitesi arasinda dnemli bir fark
olmadig1 fakat TPMT aktivitesinin ¢ocuklarda yetiskinlere gore daha az oldugu

sonucunun ortaya ¢iktig1 sOylenmistir (Ganiere ve ark. 2004).

Roberts ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada TPMT nin polimorfik
oldugunu ve TPMT eksikliginin otozomal ¢ekinik genle kalitildigini sdylemislerdir.
Yaygin TPMT mutasyonlarini belirlemek i¢in multipleks allel spesifik polimeraz zincir
reaksiyonu (allel spesific PCR) yontemini kullanmislardir. Caligmalarinda 100 adet
inflamatuar bagirsak hastalig1 olan hasta kullanmiglardir. Bu hastalardan kan 6rnekleri
almip DNA’lart guanidin izosiyanat ekstraksiyonu ile saflastirilmistir. Mutasyon

belirleme asamasinda ARMS ve PCR-RFLP yontemleri kullanilmis olup; kullanilan
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primerler bu yontemlere o6zgilidiir. Yapilan multipleks ARMS analizleri sonucu
hastalarda sadece TPMT*3A alleli bulunmustur ve bunun dogrulugu PCR-RFLP
yontemi ile de dogrulanmistir. TPMT*2, *3B ve *3C allelerine rastlanmamistir

(Roberts ve ark. 2004).

Formea ve arkadaglar1 2004 yilinda yapilan ¢alismada azatiopiirin alan organ nakli
yapilan kisilerde TPMT genindeki mutasyonlar ve ilag yan etkilerinin olusumu arasinda
bir iliski oldugunu fark ettiklerini sdylemislerdir. Bunu icin yaptiklari1 calismada TPMT
mutant allellerini belirlerlerken ayni zamanda organ nakli yapilan kisilerin kan
degerlerini de gozlem altinda tuttuklarini belirtmislerdir. Transplant vakasi olarak
bobrek naklini se¢misler ve arastirmalarini 89 hasta iizerinde yapmislardir. Bu
arastirmada mutasyon belirleme yontemi olarak PCR tabanli metot kullanilmistir. 89
hastadan 36 tanesi mutant allel aragtirma islemine tabi tutulmus ve analizler sonucu 5
kiside mutant allele (TPMT*3A: n=2, TPMT*3B: n= 1 ve TPMT*3C: n= 2) rastlandig1
rapor edilmistir. Genotip aragtirilmasi ile kan degerleri birlikte degerlendirildiginde; bu
mutant allellerin bulundugu hastalarda organ nakli sonrasi ilk bir ay i¢inde hematolojik
degerlerde Onemli bir diisme oldugu ve bunun mutant alleller ile alakali oldugu
sonucuna varildigr bildirilmistir.  Yapilan bu arastirmalarin  1518inda  bobrek
transplantasyonu yapilan ya da yapilacak hastalarda TPMT genotip belirleme
analizlerinin yapilmasinin immiinosupresif ilag optimizasyonu ve ilag toksisitesinin

azaltilmas1 bakimindan yardimci olabilecegine vurgu yapilmistir (Formea ve ark. 2004).

Alves ve arkadaslar1 2004 yilindaki ¢aligmalarinda en yaygin mitatn allellerden
olan TPMT*3A ve TPMT*3C i¢in orijin arastirmasi yapmislardir. Calismalarinda
diinya tlizerinde TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *3D*, *5, *6 ve *8 mutant alllerinin
dagilimmi gostermislerdir. TPMT*3C allelinin TPMT*3A’ya gore diinya {izerinde daha
cok dagilim gosterdigine vurgu yapmislardir. TPMT*3C cografik olarak genis bir
yayitlim gdsterirken; bununla beraber popiilasyonel bir smirlilik i¢inde oldugu
sOylenmistir. Bu iki allelin tarihsel evrimini agiga c¢ikarmak i¢in TPTM genindeki
flanking bolgesinde CA tekrarlar1 olan AFM161yf4 ve D6S1688’1 analiz etmisler ve
Portekiz ve Mozambik 1rklar {izerinde ise genotip belirleme calismasi i¢in PCR ve

HCSGE (horizontal conformational sensitive gel electrophoresis) yontemlerini
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kullanilmislardir. Son olarak ta LD 6l¢iimii, haploit varyasyon ve yas hesabi yaptiklarini
sOylemislerdir. Arastirmada atasal sonu¢ olarak TPMT*3A mutant allelinin tahmin
edilen yasinin 5700 ve TPMT*3C allelinin yasinin ise yaklagik 14000 oldugu kanisina
varilmistir (Alves ve ark. 2004).

Wang ve arkadaglar1 2005 yilindaki ¢aligmalarinda en yaygin TPMT varyantinin
TPMT*3A oldugunu ve bu TPMT*3A mutantinda enzim aktivitesinin ¢ok az ya da hig
olmadig1 ya da enzim proteininin hi¢ olmadigini soylemislerdir. Yaptiklar1 ¢caligmada
TPMT*3A mutantinda enzim proteininin ekspresyon sonrasinda yanlis katlandigini ve
agregasyona (toplanma) ugradigini ve ubiquitin-proteozom kompleksinin dahil oldugu
bir siirecte hatali enzim proteininin yikildigin1 sdylemisler ve tiopiirin ilaglarna karsi
tepkinin olusmasini ise enzim proteininin yikimi sonucu oldugunu belirtmislerdir

(Wang ve ark. 2005).

Jung ve arkadaglari 2005 yilindaki calismalarinda TPMT polimorfizimlerini,
azatiopiirin (AZA) alan SLE’li hastalarda TPMT mutant allelleri ile AZA alimi sonucu
olusan yan etkiler arasindaki korelasyonu inceledikleri bir calisma yiirlitmiislerdir.
Yapilan caligmada 342 SLE hastasindan DNA ornekleri alinmig ve mutant allellerin
varligimi tespit etmek icin MALTI-TOF mass spectrometry (kiitle spektrometresi)
yontemi kullanilmis ve primer tasarimi i¢in MIT Primer 3 programindan
yararlanilmistir. DNA Ornegi alinan hastalardan 94 tanesinin AZA terapisi gormekte
oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan arastirma sonucunda 342 hastanin 17’sinin (%5.0)
heterozigot mutant allelle sahip oldugu goriilmiistiir. Bu alleller TPMT*1/*3C (12 hasta,
frekans %3.5) ve TPMT*1/*6 (5 hasta, frekans %1.5) olarak belirtilmistir. Mutant
allellerin tespit edildigi 17 hastanin AZA alan hastalar oldugu ve bunlardan 2 tanesinde
siddetli 16kopeni ve kusma belirtileri goriildigi icin AZA aliminin durduruldugunu
sOylemislerdir ve yaptiklari arastirma dogrultusunda TPMT polimorfizimleri ile AZA
baglantili yan etkilerin birbirleri ile tam korelasyon gostermedigini vurgulamislardir
(Jung ve ark. 2005)

Sies ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklart ¢alismada azatiopiirinin toksik
etkisinden kaginmak ve hastalara verilecek dozun degerlerini 6nceden belirlemeye

yonelik bir calisma yapmigslardir. Bu calismada doz ayarini belirlemek i¢in oncelikle
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hastalarin TPMT enzim aktivite seviyelerine bakilmig, mutant allellere sahip olup
olmadiklaria ise yontem olarak multipleks allel spesifik PCR yontemi ile bakilmaistir.
Mutant allel olarak TPMT*2, *3A ve *3C ye bakilmistir. Analizlerin sonucunda
hastalarin % 90’1 yiiksek enzim aktivitesi ve wild-tip TPMT alleline (TPMT*1/*1), %
8’1 orta diizeyli aktivite ve heterozigot mutant allellere (TPMT*1/*2, *1/*3A ve *1/*3C)
ve geri kalanlarin ise ¢ok diisiik yada belirlenemeyen enzim aktivtesine ve homozigot
mutant allelle ( TPMT*3/*3) sahip olduklar1 belirlenmistir. Enzim eksikligine neden
olan mutant allellere sahip hastalarda azatiopiirin kullaniminda ise standart dozlar
kullanildiginda toksik etki goriildiigii ve toksik etkiden kaginmak i¢in hastalara verilen

dozlarin azaltilmasi gerektigine vurgu yapilmistir (Sies ve ark. 2005).

Okada ve arkadaglar1 2005 yilinda yapilan ¢alismada SLE’li ( Systemic Lupus
Erythematosus) 68 hasta ve 174 adet saglikli goniillii Japon iizerinde yaptiklar
calismada TPMT polimorfizimlerini arastirmiglardir. Yapilan c¢aligmada TPMT
genotipleri Yates ve arkadaslarinin uyguladig yonteme bagh kalinarak belirlenmistir.
Kisaca TPMT*2 mutant allelinin belirlenmesi icin allel-spesifik PCR teknigi,
TPMT*3A, *3B ve *3C mutant allellerinin belirlenmesi i¢in ise PCR-RFLP teknigi
kullanilmistir. Aragtirma sonucunda 68 SLE hastasi arasinda sadece TPMT*3 mutant
alleli bulunmus ve frekansi ise % 2.9, saglik goniilliiler arasinda ise yine sadece
TPMT*3C mutant alleli bulunmus ve frekansi ise % 1.1 olara belirtilmistir (Okada ve
ark. 2005).

Khalil ve arkadaglar1 2005 yilindaki g¢aligmalarinda Crohn’s sendromu olan
hastalar iizerinde yaptiklar1 c¢alismada iki nadir TPMT varyantim belirlediklerini
sOylemislerdir. Yapilan bu caligmada bir Kafkas hastanin TPMT geninde pozisyon
365’te A>C degisimi (TPMT*19, Lizin amino asidi yerine Tireonin amino asidi
olusmaktadir) ve bir Fas’li hastanin TPMT geninde ise pozisyon 488’de G>A degisimi
(TPMT*16, Arjinin amino asidi yerine Histidin amino asidi olusmaktadir) tespit edildigi
bildirilmistir. Yapilan aktivite aragtirmasinin sonucunda TPMT*19 mutasyonunun
aktivitede onemli bir degisiklige neden olmadig1 belirtilirken, TPMT*16 mutasyonunun
enzim aktivitesini 3 kat kadar diislirdiigiiniin saptandig1 so6ylenmistir (Khalil ve ark.

2005).
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Gardiner ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklart ¢calismada TPMT eksikligi ve
azatiopiirine bagl yan etkiler arasindaki iligkiyle alakal1 2 vaka incelemesi yapmislardir.
Birinci vaka glinde 100 mg azatiopiirin alan ve kendisinde pansitopeni gelisen bir
hastayla ilgilidir. Bu hastada pansitopeniyi ortadan kaldiran uygulamalar yapildiktan
sonra tekrar glinde 100 mg azatiopiirin verilince pansitopeninin tekrar gozlendigi
bildirilmis ve bunun TPMT eksikligi ile alakali olabilecegi diisiiniilerek hasta iizerinde
TPMT fenotip ve genotip analizleri yapilmistir. Radyokimyasal yontem ile aktivite
tayini, multipleks ARMS yontemi ile de genotipe bakildig1 sdylenmis ve bu analizler
sonucu hastada diigiik enzim aktivitesi ve homozigot TPMT*3A mutasyonu oldugu

belirlenmistir.

Ikinci vakada ise iilseratif kolit hastas1 olan bir kisiye giinde 50 mg azatiopiirin
uygulamasi baslandiginda hastaya TPMT aktivite ve genotip analizi yapilmistir.
Analizler sonucu hastada diisiik aktivite ve homozigot TPMT*3 mutant alleli saptandigi
bildirilmistir. Bu analizlerin 4 giin siirdiigii, hastanin toplam 200 mg azatiopiirin aldig1
ve analiz sonucu belirlenen mutant allel ve bunun neden oldugu diisiik aktivite
nedeniyle kemik iligi baskilanmasi ihtimali yiliksek oldugu i¢in hastaya azatioplirin

verilmesinin durduruldugu bildirilmistir (Gardiner ve ark. 2005).

Stocco ve arkadaslar1 2005 yilindaki ¢alismalarinda TPMT enziminin tiopiirinleri
metilasyon yoluyla metabolize eden bir enzim oldugunu ve tiopiirinlerin inflammatuar
bagirsak hastaligl tedavisinde kullanildigini sdylemislerdir. Bu baglamda, Stocco ve
arkadaslar1 pediatrik inflammatuar bagirsak hastaliginda tiopiirin kullanim1 ve TPMT
genotiplerinin arastirildigi bir ¢alisma yapmislardir. Yapilan ¢alismada TPMT enzim
aktivitesi HPLC ile, TPMT genotipleri (TPMT*2, *3A, *3B ve *3C) ise PCR tabanlh
analizlerle belirlenmistir. Analizler 70 hasta {lizerinde yapilmis ve sonug¢ olarak 70
kisiden 5 tanesinde heterozigot TPMT mutant alleline ( 4 adet *3A ve 1 adet *2)
rastlandig1 belirtilmistir. Bu 70 kisiden 19 tanesinde azatiopiirine bagli yan etkiler
(kemik iligi baskilanmasi, hepatotoksisite, pankreatik toksisite vb.) goriildiigii, kemik

iligi toksisitesi ve hepatotoksisite goriilen 6 kiside sorunun azatiopiirin dozajinin
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azaltilmastyla ¢oziildiigii, diger yan etkilerin ise azatiopiirin verilmesinin kesilmesi ile

ortadan kaldirildig1 rapor edilmistir (Stocco ve ark. 2005).

Sayitoglu ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢caligmada Tiirk popiilasyonunda
TPMT mutant ellellerini (TPMT *2, *3A, *3B ve *3C) belirlemek i¢in bir ¢alisma
yapmislardir ve ¢aligmalarinda yontem olarak allel spesifik PCR, PCR-RFLP ve direkt
dizileme yontemlerini kullanmiglardir. Hastalardan kanlar toplanip genomik DNA
saflagtirmalar1 proteinaz K/ salting out yontemi ile yapilmistir. Mutasyon belirlemek
icin yukarda sayilan yontemler kullanilmig ve sonu¢ olarak mutant allel frekanslari
stirastyla TPMT*2 % 2.0, TPMT*3A %1.0, TPMT*3C % 1,4 ve TPMT*3B % 0 olarak
bulunmustur (Sayitoglu ve ark. 2006).

Davison ve arkadaglar1 2006 yilindaki c¢aligsmalarinda akut lemfoblastik 16semili
(ALL) hastalarda LightCycler PCR cihaz1 ile TPMT mutant allellerini belirlemeye
caligmiglardir. Bu cihazin genotiplemede hizli bir sistem oldugu sdylenmistir. Bu
sistem ilke olarak ‘’anchor ve sensor’’ olarak bilinen iki adet bitisik (yada ¢ok yakin)
hibridizasyon probu arasindaki floresans rezonans enerji transferi (FRET)’ne

dayanmaktadir

Yapilan ¢alismada 55 ALL hastasindan kan 6rnekleri alinip DNA’lar saflagtirma
kitleri kullanilarak saflastirilmistir. Genotiplemede kullanilan LightCycler PCR i¢in
uygun oligoniikleotid primerleri ve hibridizasyon problar1t kitler vasitasiyla
kullanilmigtir. LightCyler cihazinda uygun ayarlamalar yapilip mutant allellerin
belirlenebilmesi i¢in ekzon 5, 7 ve 10 i¢in amplifikasyonlar yapilip islem sonucunda her
ekzona yonelik melting curve analizleri yapilmistir. ALL hastalar iizerinde yapilan bu
aragtirma sonucunda; 55 ALL hastasindan hig¢birinde TPMT*2, *3B ve*3C
mutantlarina rastlanmazken, hastalarin % 94.5’nin wild-tip allele, %5.5’nin ise

heterozigot TPMT*3 A mutant alleline sahip oldugu goriilmiistiir.
Chrzanowska ve arkadaglar1 2006 yilindaki ¢alismada diyaliz hastalarinda TPMT

fenotip-genotip korelasyonunu arastirmiglardir. Yapilan arastirmada fenotip HPLC,

genotipler (TPMT *2, TPMT*3A ve *3C) ise allel-spesifik PCR ve PCR-RFLP
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teknikleri ile belirlenmistir. Yapilan arastirmada hastalarda % 88.5’lik frekansla
homozigot TPMT*1/*1, yaklasik % 11.5’lik frekansla heterozigot TPMT*3A (%10.3)
ve TPMT*3 (% 1.1) mutant allelleri belirlenmistir. Yapilan bu fenotip-genotip
belirleme islemlerinde ise TPMT fenotip ve genotipi arasinda 6nemli bir korelasyon

oldugu vurgulanmistir (Chrzanowska ve ark. 20006).

Nasedkina ve arkadaslar1 2006 yilindaki ¢alismada TPMT enzim eksikligine neden
olan yaygin TPMT allellerini belirlemek i¢cin DNA-mikrogip teknigini kullandiklarini
belirtmislerdir. Bu calismada lenfoproliferatif hastaligi olan 280 hasta ve 420 adet
saglik goniillii 6rnekten alinan DNA Ornekleri iizerinde caligildigi rapor edilmistir.
Uygulanan teknik ise su sekildedir: Ilk olarak kit yardimiyla DNA’lar saflastirilmistir.
Daha sonra hedef DNA iki asamali multipleks PCR ile hazirlanmistir ve bu arada
islemlerde kullanilacak DNA oligoniikleotid problarida hazirlanmigtir. Bu asamadan
sonra biyocip photo-induce copolymerization yontemiyle hazirlanmigtir. Bunun
ardindan TPMT mutasyonlarin1 belirleyecek TPMT biyocipi hazirlanmistir. Bu TPMT
biyogipi 6 adet kolon igerisinde her biri olas1 tek niikleotid degisimlerini algilayabilen
12 adet oligniikleotid prob igermektedir ve bu biyogipin katalitik aktivite eksikligine
neden olan alt1 adet mutasyonu (G238C, G292T, G460A, G466A, T681G ve A719G) ve
7 mutant alleli (TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *3D, *7 ve *8) tespit edebildigi belirtilmistir.
Daha sonra hibridizasyon yapilmistir ve analizler sirasindaki floresan goriiniimleri CCD
kamera ile donatilmis ¢ip analizérii ve datalarin islenmesi icin ise Imageware vl1.1
programi kullanilmistir. Arastirma sonucunda 700 Ornekten 656’sinda (% 93.7)
TPMT*1/*1 wild-tip allel, 37°sinde TPMT*1/*3A (% 5.3), 5’inde TPMT*1/*3C (% 0.7)
ve 2’sinde ise TPMT*1/*2 (% 0.3) mutant alleli tespit edildigi sdylenmistir (Nasedkina
ve ark. 20006).

Bloomfeld ve arkadaslar1 2006 yilindaki ¢alismalarinda TPMT enziminin genetik
polimorfizimlerinin inflamatuar bagirsak hastaligi olan kisilerdeki azatiopiirin ve 6-
merkaptoriiin metabolizmasini etkiledigini sdylemislerdir. Yaptiklar1 calismada TPMT
enzim aktivitesi ile 6-tioguanin niikleotidleri (6-TGN) ve 6-metil merkaptopiirin
niikleotidlerinin  (6-MMPN) seviyeleri arasinda zit bir korelasyon oldugunu

belirtmislerdir (Bloomfeld ve ark. 2006).
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Zhou 2006 yilinda yaptig1 ¢alisgmada TPMT aktivitesini nongenetik faktorlerinde
etkileyebilecegini sOylemis ve oOzellikle kirmizi kan hiicresi trasnfiisyonu yapilmis
kisilerde TPMT aktivitesinin degisecegini ve degerlendirme yapilirken buna dikkat
edilmesi gerektigini belirtmistir. Ayrica tiopiirin ilaglarinin bir enzimatik yol ile
tioguanin niikleotidlerine (TNG) doniistiiglinii ve bu TNG’lerin DNA ve RNA’nin
yapisina katildigini sdylemistir (Zhou 2006).

Zhang ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢calismada TPMT polimorfizimlerinin
Cin populasyonundaki farkli etnik gruplar (Han, Jing, Yang ve Uygur Cinli’si)
arasindaki farkliliklarin1 arastirmiglardir. TPMT aktivitesini yiiksek performans likit
kromatografi (HPLC) yontemi ile belirlemislerdir. TPMT  genotiplerinin
belirlenmesinde yaygin mutant alleller olan TPMT*2, *3A*, *3B ve *3C’ye bakilmistir.
Genomik DNA’lar kisilerden fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile saflagtirilmig
olup mutant allellerin belirlenmesinde TPMT*2 i¢in allel spesifik PCR, diger mutant
alleller i¢in ise PCR-RFLP yontemi kullanilmis ve yontemde mutantlar1 belirlemeye
yonelik uygun primerler ve restriksiyon enzimleri kullanilmigtir. Arastirma sonucunda
TPMT*3C allelik frekans1 Han irkinda % 2.2, Jing irkinda ise % 1.9 olarak bulunurken
diger mutant allellere Han ve Jing irklarinda rastlanmamistir. Uygur Cinli’lerinde
TPMT*3C allelik frekans1 % 3.7, TPMT*3A ise % 0.3 olarak bulunmus olup TPMT*2
ve *3B mutantlarina rastlanmamistir. Yao irkinda ise yaygin mutant allellerden

hicbirine rastlanmamistir (Zhang ve ark. 2006).

Yong ve arkadaglar1 2006 yilindaki ¢calismalarinda TPMT enziminin metilleyici bir
enzim oldugunu, enzimin substratlarinin 6-merkaptopiirin, 6-tioguanin ve azatiopiirin
oldugunu ve 6-merkaptopiirinin ALL (akut Ilenfoblastik 16semi) tedavisinde
kullanildigint  sdylemislerdir. TPMT genindeki polimrfizimlerin 6-merkaptopiirin
toksisitesi ve terapdtik etki ile iliskili oldugunu vurgulamiglardir. TPMT eksikligi olan
hastalarin, yasami tehlikeye sokan toksisiteden kaginmak i¢i doz azaltimina ihtiyact
oldugunu sdylemislerdir. RBC’de (red blood cell) TPMT nin geleneksel degerlendirme

yollarinin bazi siirlamalara sahip oldugunu belirtmisler ve bunlari sdyle siralamislardir.
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1. Test sonuglari kan transfiisyonu yapildiktan sonraki 60 giin icerisinde giivenilir
olmayabilir.

2. Bu geleneksel yontemler zaman alicidir.

3. Kisilerde, 6zelliklede heterozigot bireylerde tiopiirin verilmesi yaklasik % 20

oraninda enzim aktivitesini artirabilir (Yong ve ark. 2006).

Schaeffeler ve arkadaslar1 2006 yilindaki ¢alismalarinda azalmis enzim aktivitesi
ile ilgili yeni mutant allel varligin1 arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada genomik
DNA'’lar1 16kositlerden saflagtirma kitleri yardimiyla saflagtirmiglar ve ilk adim olarak
TPMT genindeki 5, 7 ve 10’uncu ekzonlar PCR yardimiyla amplifiye edilmis ve alleller
( TPMT*2, *3A, *3B, *3C ve *3D) denatiire yiiksek performans likit kromatografi
( DHPLC) yontemi ile belirlenmistir. Daha sonra tiim TPMT acik okuma g¢ergeveleri
( ORF’ler) genomik DNA’dan PCR ile amplifiye edilmis, saflastirilmis ve uygun
primerler kullanilarak dizilime islemine tabi tutulmustur. Yapilan islemler sonucunda
4’tlincti ekzonda kodon 69’da C205G mutasyonu ile Losin - Valin degisimine neden
olan TPMT*21, 7’nci ekzonda kodon 163’te G488C mutasyonu ile Arjinin - Prolin
degisimine neden olan TPMT*22 ve son olarak ta 10’uncu ekzonda kodon 238’de
A712G mutasyonu ile Lizin - Glutamik asit degisimine neden olan TPMT*20 mutant
allelleri bulunmustur. Bu ii¢ mutant allellin (TPMT*20, *21 ve *22) orta diizeyli enzim
aktivitesine neden oldugu belirtilmistir (Schaeffeler ve ark. 2006).

Boyunegmez ve arkadaslart 2007 yilinda yaptiklarnn c¢alismada Tiirk
populasyonunda akut lenfoblastik 16semili (ALL) 212 kisi arasinda TPMT mutant
allellerini  belirlemek i¢in bir calisma yapmislardir. Bu ¢alismada TPMT*2
mutasyonunu belirlemek icin allel-spesifik PCR yontemini, TPMT*3A, *3B ve *3C
mutant allelerini belirlemek i¢in ise PCR-RFLP yontemlerini kullanmiglardir. 212 ALL
hastas1 pediatrik vaka iizerinde yapilan arasgtirmanin sonucunda TPMT*2 ve *3B
mutantlarina rastlanmazken, TPMT*3C allelik frekans1 % 0.9 ve TPMT*3A allelik
frekans1 % 0.9 olarak bulunmus ve hastalarin % 98.2°nin wild-tip allele (TPMT*1)
sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (Boyunegmez ve ark. 2007).
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Payne ve arkadaglar1 2007 yilindaki ¢alismalarinda Azatiopiirinin 40 yila yakin
bir siiredir uygun bir immiinosiipresif ajan olarak kullanildigin1 ve 2004 yilinda
Ingiltere’de azatiopiirinin hastalara regete edilme sayisinin yaklasik 0,6 milyon
oldugunu sdylemisler ve buna ek olarak TPMT enzim testlerinin rutin olarak yapilmaya
baslanmasiyla birlikte Ingiltere’de azatiopiirinin regete edilmesindeki saymin dnemli
Olciide degistigini sOylemislerdir. TPMT ile ilgili testler i¢in British Society of
Rheumatology, British Association of Dermatologists gibi kuruluslarin azatiopiirin
uygulamasi yapilmadan 6nce TPMT testlerinin yapilmasinin iyi olacagini bildirdikleri
belirtilmistir. Bunlara ek olarak TPMT fenotip ve genotiplerinin belirlenmesinin TPMT
enzim diizeyi ve ila¢ kullanimina bagl olarak olusabilecek olasi nétropeni riskini
degerlendirmede kullanilabilecegi sdylenmistir. Ayrica genotiplemenin tiim varyantlar
belirleyemeyecegi, genotip ve fenotip belirlemenin benzer maliyetlere sahip oldugu,
bilinen TPMT gen varyantlarinin fenotiple karsilagtirilip degerlendirmesi yapildiginda
fenotip ve genotip arasinda % 98.4’liik bir uyum oldugu ve bu bilgiler 1s18inda TPMT
fenotip ve genotipinin komplementer bir yapi olusturduguna vurgu yapilmistir (Payne

ve ark. 2007).

Katsanos ve Tsianos 2007 yilinda yaptiklart ¢alismada TPMT genindeki tek
niikleotid polimorfizimlerinin diinya genelinde birgok yerde tanimlandigini,
popiilasyonlardaki kisilerde % 90- 95 oraninda mutant allele rastlanmadigini ve % 5- 10
oraninda ise bir yada daha fazla yaygin mutant allelin var oldugunu sdylemislerdir. Bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan AZA ve 6-MP’nin metabolize edilmesinde
TPMT nin rolii oldugunu belirtmis ve AZA ve 6-MP’nin ise hastalarda bazi yan etkiler
meydana getirdigini sOylemislerdir. Bu yan etkilerin hastalarin % 5-25’inde
goriildiglnii ve 2 tip oldugunu, bu etkilerin birincisinin alerjik ve dozdan bagimsiz
oldugunu ve pankreatit, ates, cilt tahrisi, sindirim toleranssizligt ve hepatotksisite
seklinde ortaya ¢iktigini, ikincisinin ise alerjik olmayan ve doza bagimli oldugunu ve
kemik 1iligi toksisitesi, enfeksiyonlar ve malignansi seklinde ortaya ¢iktigini

belirtmislerdir (Katsanos ve Tsianos 2007).

Tamori ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢calismada otoimmiin karaciger

hastaliklar1 olan Japon hastalar tizerinde TPMT gen polimorfizimlerini ve TPMT enzim
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durumuna gore azatiopiirine bagli yan etkilerin degerlendirilmesine yonelik bir ¢aligma
yapmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada 49 adet AIH’li (Autoimmune Hepatits), 67 adet
PBC’li (Primary Biliary Cirrhosis) ve 120 adet HCV’li (Hepatits C Virus) hasta
lizerinde arastirma yapildigini bildirilmistir. Hastalarda mutasyon belirleme yontemi
olarak PCR-RFLP teknigi kullanilmistir. Analizler sonucunda AIH hastalarimin %
90’min TPMT*1/*1, % 8’inin TPMT*1/*3C ve % 2’sinin ise TPMT*3C/*3C mutant
alleline, PBC hastalarinin % 94’tiniin TPMT*1/*1, % 4.5’inin TPMT*1/*3C ve % 1.5’
inin TPMT*3C/*3C mutant alleline ve HCV hastalarindan sadece bir tanesinin ise
TPMT*3C mutant alleline sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica i¢lerinden bir tanesinin
homozigot TPMT*3C mutant alleline sahip oldugu tespit edilen ve azatiopiirin alan 9
AIH hastasindan 2 tanesinde ise siddetli kemik iligi baskilanmasi goriildiigi
bildirilmistir. Tiim aragtirmalar 1s181nda Tamori ve arkadaglar1 AIH ve PBC hastalarinda
en sik rastlanan mutant allelin TPMT*3C olduguna ve hastalara azatioplirin
uygulanmaya baslanmadan 6nce TPMT polimrfizimlerinin belirlenmesinin TPMT
eksikligi olan hastalarda olusabilecek ciddi hematotoksik sorunlar1 6nlemede yardimci

olabilecegi kanisina varildigina vurgu yapilmistir (Tamori ve ark. 2007).

Dooley ve arkadaglart 2008 yilindaki calismalarinda tiopiirinlerin metabolize
edilmesinde 3 major enzimin gorev yaptigini, bunlardan TPMT ve ksantin oksidaz
(XO)’nun tiopiirinleri  inaktif metabolitlere, hipoksantin fosforiboziltranseferaz
(HGPRT)’in ise tiopiirinleri, aktif metabolitler olan 6-tioguanin metabolitlerine (6-TGN)
doniistiirdiigiinii ve 6-TGN’lerin DNA yapisina katilarak terapotik etki gosterdiklerini
sOylemiglerdir. Buna ek olarak TPMT eksikligi olan kisilerde bu eksiklige bagl olarak
6-TGN birikimi oldugunu sdylemisler ve ¢ok yiiksek enzim aktivitesine sahip kisilerde
6-TGN konsantrasyonunun normal seviyelerin altina diisebilecegi ve buna bagli olarak
ta tedavinin basarisiz olabilecegi vurgulanmistir. Dooley ve arkadaslari yaptiklar
calismada tiopiirin alan hastalarda TPMT fenotiplerinin belirlenmesi ile ilgili bir
arastirma yapmislardir. Yapilan bu arastirma, degisik hastalik gruplarindan olan 287
tiopiirin alan hastadan 21’inde (% 8.8) aktivite Ol¢ciimii yoluyla TPMT fenotipleri
belirlenmistir. Bu 21 hastanin hi¢ birinde ¢ok diisiik aktivite seviyesi belirlenmezken %
24’linde diisiik aktivite, % 71’inde normal aktivite ve % 5’inde ise ¢ok yliksek aktivite
seviyesi belirlenmistir (Dooley ve ark. 2008).
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Schwab ve arkadaslar1 2008 yilinda MALDI-TOF kiitle spektrometresi yontemiyle
farkli etnik gruplarda (Gana ve Kore populasyonlart) TPMT varyantlarinin
belirlenmesine yonelik bir c¢alisma yapmislardir. Bu c¢alismada mutlipleks PCR
yonteminden olusan 2 adet IPLEX, bir adet 16-plex ve bir adet 7-plex, karides alkalin
fosfataz ile genomik DNA’larin pargalara ayrilmasi, primerle genisletme ve TPMT*2
den *23 e kadar olan varyantlarin belirlenmesine olanak saglayan MALDI-T OF MS
analizi yontem olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 116 Ganali ve 118
Koreli i¢inde en yaygin varyant TPMT*3C olarak belirlenmis ve frekanslari sirasiyla %
6.5 ve % 2.5 olarak bulunmustur. Bununla birlikte Gana irkinda 8 adet TPMT*8’in
(A539T) heterozigot tasiyicist ve Kore irkinda ise 3 adet TPMT*6’nin ( G644A)
heterozigot tasiyicist tespit edilmis ve bu varyantlardan TPMT*6’nin ekzon 8,

TPMT*8’in ise ekzon 10 da oldugu belirlenmistir (Schwab ve ark. 2008).

Slanar ve arkadaslar1 2008 yilindaki ¢alismalarinda Cek Cumhuriyeti’nde 300
saglik gonillii ve 396 IBD (inflammatory bowel disease) hastasi iizerinde TPMT
polimorfizimlerini arastirmislardir. Bu aragtirmada TPMT*2, *3A ve *3B mutantlarina
bakildig1 sdylenmistir. Arastirma icin bireylerden periferal kan ornekleri alinmis ve
DNA’lar standart fenol/kloroform yontemi ile saflastirilmistir. PCR amplifikasyonlari
uygun primerler kullanilarak MyCycler cihazinda yapilmistir. Daha sonra mutasyon
teshisi icin TPMT*3A ve *3B i¢cin RFLP ve TPMT*2 i¢in allel spesifik PCR yapilmis
ve olusan fragmentler % 3’liik agaroz jelde ayristirilmis ve goriiniirliik saglamak igin ise
etidium bromid kullanildig1 belirtilmistir. Arastirma sonucunda saglikli kisilerde
varyant allel frekanst % 5.33 iken, IBD’li hastalarda ise % 4.93 olarak bulundugu
bildirilmistir. Ayrica bulunan bu varyant alleller icerisinde en sik goriilenin ise

TPMT*3A oldugu rapor edilmistir (Slanar ve ark. 2008).

Boonsrirat ve arkadaslar1 2008 yilindaki ¢alismalarinda Tayland’da TPMT*3C
mutant alleli tasiyan 10 yasinda bir kiz ¢ocugu ile ilgili bir vakay1 rapor etmislerdir. Bu
cocugun SLE hastast oldugu bildirilmistir. Hastaya normal SLE tedavisinde kullanilan
ilaglarin ardin AZA terapisi yapilmaya baglanmistir. Hastaya AZA verildikten 2 hafta

icinde hastada abdominal agri, pndmoni ve septik sok goriilmiis ve bununla ilgili
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aragtirmalar yapilmistir. Hastanin TPMT seviyesi HPLC yontemi ile belirlenirken,
TPMT mutasyon varligi ise Real Time PCR kullanilarak belirlenmistir. Analizler
sonucu hastada orta dereceli enzim aktivitesi ve genotip olarakta heterozigot
TPMT*1/*3C mutant alleli tespit edildigi sdylenmistir. AZA verilmesinin iizerinden
gecen birkag haftalik siire icerisinde baska yan etkilerde ortaya ¢ikmistir ki bunlarin
miyelosiipresyon ve immiinosiipresyon oldugu belirtilmis ve hastanin meydana gelen bu
yan etkilerle baglantili olarak Acinetobacter baumannii septisemisi sonucu 61diigii rapor
edilmistir. Bu vaka ve yapilan tetkikler sonucu AZA kullanilmadan 6nce hastanin
TPMT fenotip ve genotipine bakilmasmin olusabilecek yan etkilerden kaginmada

yardimci olacagi hususuna vurgu yapilmistir (Boonsrirat ve ark. 2008).

Ban ve arkadaglar1 2008 yilindaki arastirmalarinda inflamatuar bagirsak hastalig
olan Japon hastalarda TPMT genotip analizi ¢alismas1 yapmiglardir. Bu calismada 41
saglikli goniillii ve 70 IBD’li (Inflammatory Bowel Disease) hasta kullanilmistir.
Mononiiklear hiicreler bireylerden Ficoll dansite gradienti kullanilarak heparinize
kandan elde edilirken, DNA’lar ise saflastirma kiti kullanilarak elde edilmistir. TPMT
genotipleri ise PCR-RFLP yontemi ile belirlenmistir. Burada kullanilan PCR primerleri
ve PCR protokolii Yates ve arkadaglarinin uyguladig sekilde yapilmistir. Arastirmada
sonug¢ olarak saglikli goniillerin bir tanesinde heterozigot TPMT*1/*3C goriiliirken
diger saglikli goniilliler ve 70 IDB hastasinda mutant allellere rastlanmamistir.
Belirlenen TPMT*1/*3C heterozigot mutantinin allelik frekans1 ise % 0.9 (1/111)
olarak hesaplanmistir (Ban ve ark. 2008).

Shazia ve Seshadri 2009 yilindaki calismalarinda TPMT geni iizerinde VNTR
(degisik sayidaki takrar bolgeleri) bolgelerini  farkli  etnik gruplar {izerinde
arastirmiglardir. Calismada sirastyla DNA  saflastirilmasi, PCR amplifikasyonu,
allellerin belirlenmesi i¢in otomatik ALF DNA fragment analiz edicisi kullanilarak 7
molar tire iceren % 6’lik denatiire edici poliakrilamid jelde PCR iiriinlerin elektroforeze
tabi tutulmasi ve istatistiksel analizler yapilmistir. Sonu¢ olarak TPMT genindeki
VNTR lerin sayisal olarak 3°ten 9’a kadar olabildigi ve populasyonlarda en ¢ok 4 ya da
5 tekrarin goriildiigl belirlenmistir (Shazia ve Seshadri 2009).
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Kapoor ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptiklari calismada TPMT gen
polimorfizimlerini belirlemede SNaPshot yontemini kullanmiglardir. Calismada
baslangi¢ olarak belirli sayida goniillii ve hasta bireylerden kan 6rnekleri alinmis ve
DNA’lar saflastirma kitleri ile saflagtirilmistir. Kemik iliginden kit yardimiyla RNA
elde edilmis ve M-MulLyv ters transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlenmistir. Daha sonra
TPMT geninde TPMT*2, TPMT*3A ve TPMT*3C mutantlarinin varliini arastirmak
icin bu allellerin bulundugu TPMT genindeki bolgeler PCR yontemi ile amplifiye
edilmistir. ¢cDNA’larin analizi i¢in kullanilacak olan primer ve oligoniikleotidler
sentezlenmistir. Genotip analizi SNaPshot Multiplex kit yardimiyla yapilmistir.
SNaPshot reaksiyon iiriinleri 3730 DNA analiz cihazi yardimiyla analiz edilmis ve

dizileme islemi yapilmuistir.

Yapilan analizlerde sonug olarak; TPMT*2 mutantina rastlanmazken, TPMT*3A
mutantt % 0,8 oraninda ve heterozigot olarak, TPMT*3C mutant1 ise % 4,1 oraninda ve
heterozigot olarak bulunmustur. Buna ek olarak hi¢bir homozigot mutanta rastlanmadigi

bildirilmistir (Kapoor ve ark. 2009).

Kurzawski ve arkadaslart 2009 yilindaki aragtirmalarinda TPMT ve ITPA
polimorfizimlerin renal transplant alicilarinda azatioplirine toleranssizlik riskini
etkileyip etkilemedigini belirlemek icin bir c¢alisma yapmislaridir. Bunun igin
azatiopiirin tedavisi goren renal transplant hastalar1 iizerinde TPMT ve ITPA
polimorfizimlerini belirlemeye ¢alismiglardir. Bunu i¢in hastalardan genomik DNA’lar
elde edilmis ve TPMT mutasyonlarinin (TPMT*2, *3A, *3B ve *3C) belirlenmesi i¢in
PCR tabanli analizler, ITPA genindeki SNP’lerin ( 94C>A - r1s1127354 ve
IVS2+21A>C — rs 7270101) belirlenmesi i¢in ise Xml/l endoniikleaziin kullanildigi
PCR-RFLP teknigi kullanilmigtir. Analizler sonucu 314 6rnek iizerinde TPMT*1 (wild-
tip) allel frekanst % 93.3, TPMT*2 allel frekanst % 0.6, TPMT*3A allel frekans1 % 4.8
ve TPMT*3C allel frekansi ise % 0.6 olarak bulunurken, ITPA analizlerinde % 81.1
wild-tip, % 6.4 94A ve % 11.8 IVS2+21C allelik frekanslar1 tespit edildigi bildirilmistir.
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Yapilan aragtirmalar sonucu, hastalarda tespit edilen TPMT ve ITPA
polimorfizimlerinin azatiopiirine kars1 toleranssizligir etkiledigi  vurgulanmistir

(Kurzawski ve ark. 2009).

Pavloic 2009 yilindaki ¢aligmasinda genotip analizinin TPMT enzim aktivitesinin
bilinmesine ¢ok biiyiik katki sagladigini, TPMT genotipi ile fenotipi arasinda % 98’den
daha fazla bir uyum oldugunu ve tiopiirin terapisi yapilacagt zaman TPMT
genotiplerine bakilmasinin gerekliligini vurgulamistir. Pavlovic genotip belirlemede
ARMS ve PCR-RFLP tekniklerinin kullanighh oldugunu soylerken, Kapoor ve
arkadaglarinin uyguladigt SNapshot metodunun daha kolay ve hizli oldugunu

belirtmistir (Pavloic 2009).

Efrati ve arkadaslari 2009 yaptiklar1 arastirmada Israil popilasyonunda TPMT
mutant allellerinin dagilimini arastirmislardir. Arastirmalarinda 881 kisiden (Yahudi,
Durzi ve Miisliiman) kan 6rnegi almislardir. Genomik DNA’lar piirifikasyon kiti ile
saflagtirmglar ve mutasyon belirlemede ise PCR-RFLP ve HRM (high-resolution
melting) tekniklerini uygulamislar ve her iki metotta metotlara 6zgli primerler
kullanilmistir. Bireylerde yaygin mutant alleller olan TPMT*2, *3A, *3B ve *3C
allelleri taranmistir. 881 kisi (531 Yahudi, 194 Miisliiman ve 156 Diirzi) iizerinde
yapilan arastirma sonucunda hicbir bireyde TPMT*2 ve TPMT*3B alleline
rastlanmazken, TPMT*3A allelinin frekans1 Yahudi’lerde % 0.73, Miisliiman’larda %
0.79 ve Diirzi’lerde ise %3.19, TPMT*3C allelinin frekans1 Misliiman’larda % 1,5 iken
Diirzi’lerde % 0.75 olarak bulunmustur. TPMT*3C alleline Yahudi irkinda
rastlanmamistir (Efrati ve ark. 2009).

Azad ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 galismada iran populasyonunda
yaygin TPMT polimrfizimlerini (TPMT*2, *3A, *3B ve *3C) arastirmiglardir.
DNA’lar kit yardimiyla saflastirmis ve mutasyon belirlemede ise TPMT*2 alleli i¢in
allel-spesifik PCR yontemi, diger alleler icin ise PCR-RFLP teknigi kullanilmistir.
Yapilan arastirma 127 kisi tlizerinde yapilmistir. Arastirma sonunda TPMT*2 allelik
frekans1 % 7.08, TPMT*3A allelik frekanst % 2.18 bulunmusken TPMT*3C allelik
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frekansi ise % 2.47 olarak tespit edilmistir. TPMT*3B mutantina rastlanmamistir (Azad
ve ark. 2009).

Kham ve arkadaglarinin 2009 yilinda yaptiklari bir calismada siddetli atopik
egzema teshisi konmus bir hastada azatiopiirin kullanimindan sonra hastada
miyelosiipresyon olustugunu fark ettiklerini ve bu hastadan alinan kan 6rnegi lizerinde
arastirma yaparak yeni bir mutant allel olan TPMT*26’y1 bulduklarin1 bildirmislerdir.
Hastanin Cinli bir hasta oldugunu belirtmisler ve Cinli’lerde yaygin goriilen TPMT*3A,
*3C ve *6 mutantlarinin varligii PCR-RFLP yontemiyle arastirmiglardir. Fakat bu
mutantlar bulunamaymnca PCR-ARMS ve dizi analizi yapmislardir. Yapilan analizler
sonucu orta dereceli aktivite eksikligine neden olan bir mutasyon bulmuslardir. Bu
mutasyon TPMT*26 mutasyonudur. TPMT*26’nin ekzon 9’da ve 208’inci bazda
meydana gelen (Fenilalanin’in Ldsin amino asitine doniisiimii) bir nokta mutasyon

sonucu olustugunun ac¢iga ¢ikarildigi rapor edilmistir (Kham ve ark. 2009).

Samochatova ve arkadaglart 2009 yilinda Rusya Federasyonu’nda pediatrik
kanserli olan 446 ve kanser olmayan 549 kisilik bir grup iizerinde TPMT
mutasyonlarin1 aragtirmislardir. Yapilan arastirmada bireylerden tam kan Ornekleri
alinip DNA’lar kit yardimu ile saflastirilmistir. TPMT genotip belirleme igsleminde ise
enzim eksikligine neden olan 7 tane mutant alleli (TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *3D, *7 ve
*8) olusturan 6 adet tek niiklotid polimorfizimi ( G238C, G292T, G460A, G644A,
T681G ve A719G) TPMT biyogip yontemi kullanilarak belirlenmistir. Yapilan
aragtirmada sonug olarak toplam 995 kisiden 55 tanesin (% 5.5) TPMT varyant alleline,
940 tanesinin (% 94.5) ise wild-tip allelle (TPMT*1/*1) sahip oldugu bildirilmistir.
Mutant allellerin tespit edildigi kisi sayis1 ve frekanslari ise; TPMT*1/*3A (n=45: %
4.5), TPMT*1/*3C (n=8: % 0.8) ve TPMT*1/*2 (n= 2: % 0.2) olarak bildirilmis ve
bunlar disindaki diger mutant allellere rastlanmadig1 sdylenmistir (Samochatova ve ark.

2009).

Ford ve Berg 2010 yilindaki makalelerinde TPMT enziminin tiopiirin ilaglarini
metabolize eden bir enzim oldugunu ve bu enzimin eksikliginde tiopiirin ilaglarinin

TGN’lere doniisiimiiniin ve bu baglamda hiicrelerde TGN birikiminin arttigini
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sOylemiglerdir. Populasyonlarda TPMT enzim eksikliginin trimodal dagilim gosterdigi
ve bu trimodal dagilimm TPMT genindeki polimorfizimlerin bir sonucu oldugunu
vurgulamiglardir. Ford ve Berg bugiine kadar 29 farkli TPMT varyant allelinin tespit
edildigini sOylemis ve bu varyantlar1 belirlemede restriksiyon islemi, SSCP ( single
strand conformational polimorphism), ARMS (amplication refoactory mutation system),
denaturing HPLC, pyrosequencing ve LightCycler cihazinda kullanilan TPMT LC PCR
kitlerinin kullanila bilinecegini belirtmislerdir (Ford ve Berg 2010).

Bahari ve arkadaglari 2010 yilindaki arastirmalarinda  Giineydogu iran
populasyonunda 832 kisi lizerinde yaygin TPMT mutasyonlarim1 (TPMT*2, *3A, *3B
ve *3C) belirlemek i¢in bir ¢alisma yapmislardir. Yapilan ¢alismada genotip belirlemek
icin multipleks allel-spesifik PCR yontemini kullandiklarini  belirtmislerdir.
Gergeklestirilen analizler sonucu TPMT genotip dagilim oranlarini; TPMT*1/*1 %
87.98, TPMT*1/*2 % 4.33, TPMT*1/*3A % 3.36, TPMT*1/*3B % 3.24 ve
TPMT*/*3C % 1.08 olarak bulduklarin1 bildirmislerdir (Bahari ve ark. 2010).
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3.1. Kan Orneklerin Elde Edilmesi

Yapilan ¢calismada TPMT enzim eksikligine neden olan TPMT*2, TPMT*3B ve
TPMT*3C nokta mutasyonlarinmn varliginin tespiti icin, Dicle Universitesi Hematoloji
Klinigi’ne gelen hastalardan rizalari alinarak 96 adet tam kan 6rnegi her hastadan 2 ml

olmak tizere toplanmustir.

3.2. Kan Orneklerinin Saklanmasi

Hastalardan toplanan tam kan 6rnekleri EDTA’ tiiplerde (BD Vacutainer®) +4

OC de beklemede tutulmustur.

3.3. Kan Orneklerinden DNA’larin Saflastirillmasi ve DNA’larin saklanmasi

Hastalardan alinan tam kan 6rneklerinden DNA’lar Roche MagNA Pure Compact
DNA saflagtirma cihazi ve bu cihazla uyumlu Roche MagNA Pure Compact Nucleic
Acid Isalation Kit I adli saflaglatirma kiti yardim ile iiretici firma talimatlarina uygun

olarak saflastirilmistir. Saflastirma kitinin 6zellikleri ve yapilan islemler soyledir;

Her bir DNA saflagtirma kiti bir kerede 8 tam kan Orneginden DNA
saflagtirabilme Ozelligindedir ve 8 Ornekten saflastirma isini takriben 25-26 dakika
icerisinde gercgeklestirmektedir. Set halinde alinan iirinde toplam 32 izolasyonluk kit
bulunmaktadir. Toplanan tam kan 6rneklerinden 200 pl alindi. Kan saflagtirma kitine ve
kit te cihaza yerlestirilip saflastirma islemi baslatildi ve bu islem 96 tam kan 6rnegi
bitene kadar yapildi. Her tam kan 6rneginden 100 pl saf DNA elde edildi. Saflagtirma
islemi bitip tiim DNA’lar saf halde elde edildikten sonra, elde edilen DNA’lar Real

Time PCR islemleri yapilincaya kadar -20 9C de bekletildi. Saflastirmada kullanilan
kitin kimyasal ve diger yapisal ozellikleri (Cizelge 3.1) deki gibidir.
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Cizelge 3.1. ROCHE MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I igerigi

- 32 sealed cartridge
- contains reagents sufficent for
one isolation run ( well 1:
Reagent Cartridge proteinase K, well 2: Lysis
Buffer, well 3: MGPs, well 4,5:
Wash Buffer 1, well 6: Wash
Buffer 2, well 7: Wash Buffer 3,
well 8: Elution Buffer

- 32 disposable Tip Trays
Tip Tray - contains Reaction Tips (2 large

and 1 small) and Piercing Tool

- 32 tubes, 2.0 ml
Sample Tube - to be placed into the Tube Rack
of MagNA Pure Compact

Instrument

- 32 barcoded tubes, 2.0 ml
Elution Tube - to be placed into the Elution
Tube Rack of MagNA Pure

Compact Instrument

- 35 tube caps
Elution Tube Cap - to seal the Elution Tubes
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3.4. Real Time PCR ve Mutasyon Kitleri fle TPMT*2, TPMT*3B ve
TPMT*3C Mutasyonlarinin Tespiti

Yapilan c¢alismada LightCycler® 480 II Real Time PCR (ROCHE
DIAGNOSTIC) ve LightSNiP TPMT mutasyon kitleri (TIB MOLBIOL) kullanilmaistir.
Bu cihaz ve kitin kullanimdan 6nce Real Time PCR yonteminden bahsetmek yerinde

olacaktir.

3.4.1. Real Time PCR Nedir?

“’Real Time’’ demek, reaksiyon boyunca veri toplanmasi ve analizin ayni anda
devam etmesi demektir. Real Time PCR’da amplifikasyon ve analiz ayn1 anda yapilir.
DNA boyalar1 ya da floresan problar gibi analiz i¢in gerekli olan reaktifler PCR
karisimina amplifikasyondan once eklenir. Veriler, amplifikasyon siiresince ayni tiip
icinden ve ayni cihaz ile toplanir. Ornek transferi, reaktif eklenmesi ve jel ayrimi1 yoktur.
Ciinkii kapali sistemden 6rnegin ¢ikarilmasina ihtiya¢ yoktur, takip eden reaksiyonlarda

iiriintin kontamine olma riski biiyiik dl¢lide azaltilmistir (Persing ve ark. 2006)

Bugiin Real Time PCR bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu alanlar1 soyle

Ozetleyebiliriz;

° Gen ekspresyonunun kantitasyonu

° Viral kantitasyon

° Patojenlerin tespiti

° DNA hasar tespiti

° Metilasyon tespiti

° KIT sonras1 kimerizmin izlenmesi

° KIT sonrast MRD izlenmesi

° Genotipleme — melting curve- analizi

° Anne kanindan izole edilen tek hiicrede prenatal tani

° Hemoglobinopatilerin prenatal tanisi (Sayitoglu).
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Real Time PCR floresan okuma yapmaktadir. Okunan bu floresanlik primer ya
da probun tasidigi floresan madde sayesinde cesitli dalga boylarinda meydana
yreaksiyon sirasinda PCR iirliniiniin miktar1 ile olusan floresan sinyal arasinda bir iligki
kurar (Herrmann ve ark. 2006). Florometrik PCR reaksiyonlarinin belirlenmesi ve
degerlendirilmesinde birkag¢ farkli metod vardir. Bunlardan en yaygin olanlar1 sunlardir;

1. Sequences-Indipendent Detection Assays ( Dizi bagimsiz belirleme)

Bu islem dizi gozetilmeksizin tim ¢ift zincirli DNA molekiillerine baglanan
flouroforlara dayanur.

e SYBY Green [
e Etidyum Bromid
2. Sequnce-Specific Prob Binding Assays ( Dizi spesifik prob baglama)
Bu islem sadece belirli DNA f{iriinlerini belirleyen dizi-spesifik oligoniikleotid

hibridizasyon problarinda olusan flourofor ¢iftlerine dayanir.

e Single Labeled probes ( Tek isaretli problar) (SimpleProbe format)

e Hybridization probes (Hibridizasyon problari) (HybProbe format)

e Hydrolysis probes (Hidroliz problari) (‘’TagMan’’ format) (Wittwer ve ark.
2001)

Piyasada farkli firmalarin {iretmis olduklar1 g¢esitli Real Time PCR cihazlar
bulunmaktadir. Ornegin ABI, Biorad, LightCycler v.b gibi. Yapilan bu mutasyon analizi
calismasinda sicak hava akimiyla i1sman kapali bir sistem olan LightCycler® 480 II
(ROCHE Diagnostic) cihaz1 kullanilmigtir. Bu cihaz ayn1 anda 96 6rnegin analizini
yapabilme 6zelligine sahiptir. Ayrica mutasyon kiti olarak LightSNip TPMT mutasyon
kitleri (TIB MOLBIOL) kullanilmistir. Yapilan bu ¢alismada kullanilan kit igerisindeki
probun tiirli yukarida bahsedilen dizi-spesifik simple probdur (Single —Labeled Probe).
Bir single-labeled probu, mutasyon ve SNP’lerin varligin1 belirleyebilen 6zellestirilmis
hibridizasyon prob tipidir. Simple Prob formati sadece bir adet florofor ile isaretlenmis
bir adet hibridizasyon probu igerir. Tipik olarak boyle bir prob SNP i¢reren hedef bir
diziyi hibridize etmek i¢in tasarlanmistir. DNA denature olup tek zincir haline
geldiginde prob mutasyonun oldugu hedef bolgeye gelerek baglanir. Probun 5" ucunda

reporter(R) ve quencher(Q) birbirine bagli olarak durmaktadir ve kaydadeger bir
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floresans yaymamaktadir. Prob baglanmasi tek zincirli DNA’da meydana gelirken ayni1
anda DNA polimeraz ise 5'-3" yoniinde sentez islemine devam eder. Sentez probun
baglandig1 bolgeye geldiginde DNA polimreazin 5'-3" ekzoniikleaz aktivitesi sayesinde
probun 5° ucundaki R-Q bagi probdan kopartilir ve prob ve Reporter-Quencher serbest
kalir. Bun andan itibaren Reposter yiiksek derecede floresan 151k yaymaya baslar ve bu
floresanlik 530 nm(nanometre)’de Real Time PCR cihazi tarafindan okunur. Bu okuma
bize mutasyon oldugunu gdosterir. Simple prob hedef diziye bir kez hibridize oldugunda
baglanma olmadan 6nceki duruma gore ¢ok daha fazla florasan 151k yaymaya baslar ki
bu 1s1mada Real Time PCR cihazinda goriiliir (Wittwer ve ark. 2001, Roche 2009,
Sohoeli ve Samiei 2005). Simple Prob formati Sekil 3.1. , Sekil 3.2. ve Sekil 3.3. de

ayrintili olarak gosterilmektedir.

Sekil 3.1. Simple Prob Format

3 -p R = Reporter (Fluorescain}
0 = Cuencher

primmer

= b o ; . 5

Sekil 3.1. Simple probun nasil ¢alistigini gostermektedir. Bir simple prob 3" ya da 5' ucundan
isaretlidir. Bir Simple Prob soliisyon igersinde iken reporter boyanin emisyonu, non-floresan quencher
tarafindan yavaslatilir  (A). Prob hedef diziye baglandiginda, LightCycler® cihazinin yaydigi LED
15181n1n uyarici etkisiyle yesil floresan yaymaya baslar (B) (Roche Applied Science Technical Note 2005)
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Sekil 3.2. Simple Prob Format

F b7

SNP analizi i¢in LightCycler® cihazi Simple Probun erime davranisini Goriintiiler. Floresan
Olciimii sayesinde, cihaz sicaklik artig1 olarak prob- Hedef hibridinin erimesini belirler. Prob ve hedef
arasinda ne kadar ¢ok Hibridizasyon olursa, melting sicakligi o kadar belirgin olur (Roche Applied
Science Technical Note 2005)

Sekil 3.3. Simple Prob Format (Melting Curve Analizi)

Melting Curves

45 50 55 &5 70 75 a0 85 an a5
Temperature (°C)

-

Melting Peaks

0138
0.118-
0.099-
0.078
0.058
0.038-

-{(didT} Fluorescence (510)

0.0158-

-0,001

as 50 55 B 70 75 80 B5 90 95
Temperature (°C)

Ustteki sekilde her 6rnekte floresan sinyalin sicaklik arttiginda azaldig: gériil mektedir.
Ciinkii sicaklik arttikga prob hedef bolgeden ayrilmakta ve buda flo resani diisiirmektedir.
Alttaki sekil ise Melting Pikleridir ki bunlar bulunan Mutasyonun wild-type, homozigot
mutant ya da heterozigot mutant oldugunu anlamamizi saglar (Roche Applied Science 2005)
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Simple problar SNP belirlenmesinde ¢ok yeteneklidirler ¢iinkii hizli bir sekilde
wild-type, mutant ve heterozigotlugu belirleyebilmektedirler (Lohmann ve ark. 2000,

Wittwer ve ark. 2002, Fraga ve ark. 2008).

3.4.2. LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazinda mutasyon

analizlerinin yapilmasi

Asama 1

Real Time cihazinda mutasyon analizleri yapilmaya baslanmadan 6nce bir 6n
hazirlik yapilip gerekli malzemeler ve PCR karisimi elde edilmistir. Yapilan 6n hazirlik

islemi sOyledir,

Oncelikle TPMT mutasyon kitleri i¢indeki primer ve prob (Reagent Mix)
liyofilize oldugundan dolay1 her kitin vialine 100ul PCR-grade water(Roche®) eklenir,
olusan soliisyon 5-10 saniye kadar vortex (Jencons Miximatik) cihazinda karistirilir ve
reagent mix optimize halde elde edilir. Daha sonra her bir hasta i¢in reaksiyon karisimi

olusturulur. Karigimdaki maddeler ve miktarlar su sekildedir:

H,0 £ 10.4 pl

Reagent mix 21l
Fastart DNA Master® : 2 ul  ( Igerisinde DNA polimeraz icermektedir)
MgCl2 (25 mM) : 1.6 ul

Total Hacim 215 ul
*: LightCycler Fastart DNA Master HybProbe (ROCHE Diagnostic)

Yukarida elde edilen karisima Sul ( ~ 50 ng) saflastirilmis DNA’dan eklenerek

20ul hacimde PCR mix elde edilir. Elde edilen PCR mixi her ii¢ TPMT mutasyonu igin
96 orneklik olarak belirtilen miktarlarda hazirlandi. Her PCR mixte sadece kullanilan
reagent mixi bakilan mutasyon tipine 6zgiil olarak konulmustur. Belirtilen 20ul’lik PCR

karisiminin elde edilisini anlatan tablo (Cizelge 3.2.)’dedir.
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Cizelge 3.2. Mutasyon taramasinda hazirlanan PCR mixin her bir hasta igin
Gerekli maddeler ve miktarlart.

Preparation of the reaction mix:
20 pl reaction mixture
H>O 144 — 104 nl
Feagent Mix _ 1.0 ul
FastStart DNA Master'” 20 ul
MegCl, (25 mM) 1.6 ul
DINA 10—30ul (- 50ng)
Final MgCl; conc.: 3.0 mnM
Asama 2

Bu asamada 96 oOrnek ic¢in hazirlanmis PCR mixi 96’lik plate {izerinde
kuyucuklara, dérneklere verilen numara sirasina uygun olarak yiiklenmistir. Daha sonra
plate, Real Time PCR cizahindaki haznesine yerlestirilerek cihazin pleytinin kondugu
yerdeki kapagi kapatilmis ve LightCycler® 480 II cizahit gerekli cihaz programi
ayarlamalar1 yapildiktan sonra ¢aligtirilmis ve veriler (Melting Curve egrileri ve Metling
Pikleri) ekrandan takip edilmistir. Cihazin ¢alisma siiresi icerisindeki dongiiler ve
gerekli zamanlar (Cizelge 3.3.)’teki gibidir. LightCycler® 480 II cihazinda analizi
yapilan her li¢c mutasyon varliginda olusmasi gereken Melting Curve egrisi, Melting
Pikleri ve Tm (Melting Temperature) degerleri (Cizelge 3.4., Cizelge 3.5. ve Cizelge
3.6.)°’deki gibi olmalidir. Kullanilan LightSNiP TPMT mutasyon Kkitlerini iireten
firmanin talimatina gdére mutasyon varligmmi anlamak i¢in analiz sonucunda elde
edilecek olan Melting Peaks degerlerinde olusan piklere bakilmalidir. Eger Melting
Peaks degerlerinin goriindiigii ekranda olusan pik sadece sag tarafta ise Ornek
homozigot mutant allele, eger 2 taraftada pik varsa 6rnek heterozigot mutant allele, eger

pik sadece sol tarafta ise 6rnek homozigot wild-tip allele sahiptir.
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Cizelge 3.3. LightCycler® 480 Instrument Calisma Prosediirii.

Program: Denaturation Cycling Melting Cooling
Parameter

Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 4 1 {
Seqment il 1 i 3 { Z ] f
Target €] i % | m|l B |4 7 a
Hold [Ah:mm:ss] 001000 | 00:00:10/ 00:00:101 00:00:15 {00:00:30 | 0C:02:00 | 00:00:00 | CO:00:30
Ramp Rate [T/s] 384 46 46 | 24 | 46 | 46 | 20 - 20
ramp Rate [T/ 96 44 44 | 22 | 44 | 44 | 15 s 1
Acquisition Mode None None | Single | None | Name | None | Confinu.| Mone
Acquisitions [per ) ]

Cizelge 3.4. LightSNiP rs1800462 (TMPT*2 mutasyon kiti) i¢in mutasyon

varligindaki Melting Curve egrisi, Melting Peaks veTm degerleri.
Meiting Curwes

32,796

30796

28.796

26,796

24 796

22.796

20796

18.796

Fluorescence (483-533)

1E.79E

14796

12.796

10,796

40 45 50 == =5 — - 1
Manua 1TM e
B~ Tmi Iss,qo — T .
[~ Tmz2 Iss,zv B a11ci1c rel
Mol ia ey

2750

2500

2 250

2000 |
5 1750
=
2 1500
g 2
= 1250
g
= 1000

0750

0500

0.250 |

—
40 42 4a 48 43 50 52 54 58 53 B0 B2 B4 BB B8 70 72 74
Temporature -l

Manual TH
B~ Tm1 | 55555 Bl -ii-i- -
0~ Tm2 Iss,z'? B slicle o3
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Cizelge 3.5. LightSNiP rs1800460 (TPMT*3B mutasyon kiti) icin mutasyon
varligindaki Melting Curve egrisi, Melting Peaks ve Tm degerleri.

Melting Curves

40 45 =0 a5 &0 &5 70

Manual THM
B~ Tm1 |53,78 B aiieie (6]
O Tm2 |59,55 | allele [&]

Melting Peaks

3598
32098
& 2995
)
5 298
T 5aen
2
£ 2,008
g 1,795
g 1 402
=
£ 1,198
= 08951 :
' psas / =
0208 "

45 =0 =5 &0 S 70
Temperature (*C}
Manual T

BF Tm1 |53_,'?8 B =l1=1e [5]

EHFTmz |59;55 allele [A4]
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Cizelge 3.6. LightSNiP rs1142345 (TPMT*3C mutasyon kiti) i¢in mutasyon
varligindaki Melting Curve egrisi, Melting Peaks ve Tm degerleri

Melting Curves

34176
32176
30,176

o= 26176

G -

& 28176

F 24176

g 22176

E 1
20,176

g 18176

& 16,176
14176

12176 T T

40 45 50 55 B0 85 70
Temperature (°C)
FEETErr e |

Manual TM
B~ Tm1 |51,za B silele [4]

O~ Tm2 |59,21 allele [3]

Melting Peaks

3.080-
2,830-
& 2.580-
E N
2 2,330
# 2080
& 1830
E 1
ﬁ 1580
5 1.330°
E 4
i 1,080
5 0,830
=
< 0,580
0,330

T

45 50 55 &0 B5 70
Temperature (°C)
Manual THM

BV Tm1 |51;28 B ailcle [4]

[:||7Tm2 |59;21 allele [G]
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Sekil 3.4. LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazi (Roche Applied
Science 2005)

Sekil 3.5. LightCycler® 480 II ‘deki Erime Egrisi 6rnek grafigi. Grafikteki

her pik bir PCR dongiisiinii gostermektedir (Roche Applied Scien-
ce 2005)

Temperature History

W0 tE 49 80 0T By 9 mm Im
Time (himmiss)
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NOT: Yukarida anlatilan DNA saflagtirmasi, LightSNip TPMT mutasyon
kitlerinin kullanima hazirlanist ve kullanilisi, PCR mix hazirlanist ve Real Time
cihazinin kullanimi ve verilerin okunus ve degerlendirme bigimleri malzemelerin temin
edildigi tiretici firmalarin (ROCHE Diagnostic ve TIB MOLBIOL) talimatlarina gore
yapilmistir. Kullanilan HZO’ MgCl2 maddeleri ROCHE®, kan ve diger maddelerin

aktariminda kullanilan mikro pipetler ise eppendorf markadir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. TPMT*2, TPMT*3B ve TPMT*3C Mutasyonlarimin Tespiti Icin
Yapilan Real-Time PCR Analiz Sonuclari

Dicle Universitesi Hematoloji Laboratuarina cesitli nedenlerle gelen hastalardan
alian 96 tam kan 6rnegi iizerinde yapilan TPMT mutasyonlarinin arastirilmasi islemi
sonucunda, hastalarin hi¢ birinde TPMT*2 nokta mutasyonu belirlenemezken, 2 adet
hastada heterozigot TPMT*3B ve 2 hastada ise heterozigot TPMT*3C nokta mutasyonu
tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlara iliskin Real Time PCR analiz verileri
TPMT*2 ( Cizelge 4.1. Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.), TPMT*3B (Cizelge 4.2. Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4.) ve TPMT*3C igin ( Cizelge 4.3. Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.)’daki gibidir.
Yapilan analiz sonuglarina gére ortaya ¢ikan mutasyonlarin aragtirma grubu icerisindeki

frekans dagilimlar1 (Cizelge 4.4.) ‘deki gibidir.
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Cizelge 4.1. TPMT*2 mutasyonu icin taranan 96 Ornek i¢in elde edilen Tm
degerleri.

Peak1 Peak2 Peak1 Peak2 Peak1 Peak2
Pozisyon Hasta No Tm Tm Pozisyon Hasta No Tm Tm Pozisyon Hasta No Tm Tm
1836 51.88 D1 1878 51.78 G1 1881 51.94
1883 51.78 D2 1934 51.82 G2 1937 51.78
1939 51.62 D3 1944 21.76 G3 1958 52.11
1961 51.66 D4 2001 51.54 G4 1838 51.91
1840 51.80 D5 1949 51.86 G5 1957 51.51
1994 51.76 D6 1995 51.49 G6 1942 51.74
2039 51.60 D7 2042 51.84 G7 2045 51.89
2047 51.45 D8 2050 51.81 GS 2053 51.85
2063 51.76 D9 2066 51.77 G9 2069 51.73
2093 51.85 2096 51.74 2099 51.75
2132 91.91 2135 51.78 2138 51.82
2140 51.77 2077 51.68 2073 51.75
1841 51.79 1879 21.92 1882 21.18
1884 52.00 1935 51.94 1938 51.78
1940 51.80 1945 21.92 1959 51.94
1997 51.79 1810 51.57 1939 51.92
1947 51.79 1955 51.64 1962 51.65
1996 51.67 1946 51.97 1998 51.80
2040 51.64 2043 51.83 2046 51.96
2078 51.72 2051 51.65 2054 51.93
2064 51.60 2067 51.82 2070 1.9
2094 51.82 2097 51.94 2100 52.09
2133 51.75 2136 51.56 2139 51.90
2075 51.85 2071 51.78 2074 52.01
1842 51.59 1880 51.73
1885 51.96 1936 51.95
1941 52,02 1956 51.94
2000 51.82 1837 52.01
1948 51.71 1960 51.88
1999 51.62 1943 51.82
2041 51.65 2044 51.17
2079 51.58 2052 51.87
2065 51.61 2068 51.89
2095 51.79 2098 51.79
2134 51.69 2137 51.65
2076 51.72 2072 51.67
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Sekil 4.1. TPMT*2 mutasyonu i¢in Real Time PCR analizinde elde edilen
Melting Curves egrileri.

Melting Curves

40 42 44 4 48 50 52 654 55 53 60 62 B4 B 68 0 72 74
Temperature (*C)

Sekil 4.2. TPMT*2 mutasyonu i¢in Real Time PCR analizi Melting
Peaks’leri

Melting Peaks

. 283

5.EEH

5,083

4,483

3883

3283

2583

2,083

-{d/dT}) Fluorescence {465-511)

1483
0,883 5

0283

40 47 44 45 43 S0 52 54 55 53 B0 B2 B4 B BE 70 72 74
Temperature [*C)
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Cizelge 4.2. TPMT*3B mutasyonu i¢in 96 6rnekten elde edilen Tm degerleri

Peaki  Peak2 Peak1 Peak?2 Peak1 Peak?2
Pozisyon HastaNo Tm ~ Tm  Pozisyon HastaNo Tm ~ Tm  Pozisyon HastaNo Tm  Tm

1836 21.34 0 1878 51.48 61 1881 51.58
1883 51.39 02 1934 51.46 G2 1937 51.32
1939 51.28 03 1944 51.21 G3 1958 51.54
1961 51.42 D4 2001 51.16 G4 1838 51.34
1840 51.38 05 1949 51.10 63 1957 51.34
1994 51.42 06 1995 51.11 66 1942 51.66  57.92
2039 51.25 07 2042 51.16 67 2045 51.35
2047 51.29 D8 2050 51.26 Gl 2053 51.04
2063 51.32 09 2066 51.32 69 2069 51.18
2093 51.33 10 2096 51.26 610 2099 51.11
2132 51.55 D11 2135 51.28 G11 2138 51.36
2140 51.50 012 0175121 612 273 5130
1841 51.15 E1 1879 51.34 H1 1882 51.82
1884 51.15 E2 1935 51.23 H2 1938 51.22
1940 51.21 B3 1945 51.41 H3 1959 5144
1997 §1.35 E4 1810 51.18 H4 1939 51.36
1947 5118 ES 1955 51.24 H5 1962 51.30
1996 51.34 E6 1946 51.23 H6 1998 51.24
2040 51.18 3 2043 5135 HT 2046 51.39
078 5147 E8 2051 51.20 H8 2054 51.21
2064 21.28 E9 2067 5147 H9 2070 51.51
2094 51.33 2097 5141 2100 51.55
13351713 2136 51.23 2139 51.37
0755131 71 51.54 074 51.33
1842 51.41 1880 51.42

1885 51.32 1936 51.47

1941 5147 1956 51.28

2000 51.35 1837 5147

1948 51.22 1960 51.29

1999 51.13 1943 51.20

204 51.29 2044 51.34

2079 51.08 2052 51.24

2065 51.33 2068 51.34

2095 51.28 2098 51.36

134 5132 137 51.24

2076 51.26 72 51.33

* Mavi olarak belirtilen degerler mutasyon bulunan Tm degerleridir.
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Fluorescence (465-510)

-{d'dT) Fluorescence {165-510)

79.702
73.702
£7.702
£1.702
55,702
49,702
42,70

et B

31,702
25702
19702
13,702

Sekil 4.3. TPMT*3B i¢in Real Time PCR analizi Melting Curvers egrileri.

Melting Curves

40 42 44 45 42 81 B2 B4 BE B3 B0 B2 G4 B E3 70 72 74
Temperature [*C)

Sekil 4.4. TPMT*3B mutasyonu i¢in Real Time PCR analizi Melting Peaks’leri.

Melting Peaks

5,350

4.850-

4.350H

3.860-

3.350H

2,850

2.350H

1.850H

1.350-

0850 —

0350-

0150

40 42 44 45 48 B0 52 B4 S5 B3 ED B2 G4 B BE 70 72 74

Temperature [*C)

Sag tarafta goriilen 2 pik heterozigot mutasyon varligini gostermektedir.
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Cizelge 4.3. TPMT*3C mutasyonu i¢in 96 6rnekten elde edilen Tm degerleri.

Peak1 Peak2 Peak1 Peak2 Peak1 Peak2
Pozisyon Hasta No Tm Tm Pozisyon Hasta No Tm Tm Pozisyon Hasta No Tm Tm

1836 48.74 D1 1878 48.76 G1 1881 48.67
1883 48.70 D2 1934 48.67 G2 1937 48.12
1939 48.49 D3 1944 48.74 G3 1958 48.73
1961 48.58 D4 2001 48.54 G4 1838 48.72
1840 48.59 D5 1949 48.54 G5 1957 48.56
1994 48.45 D6 1995 48.68 G6 1942 43.44  56.88
2039 48.68 D7 2042 48.66 G7 2045 48.64
2047 48.98 D8 2050 48.60 G8 2053 48.74
2063 48.64 D9 2066 48.73 G9 2069 48.63
2093 48.68 2096 48.64 2099 48.64
2132 48.78 2135 48.57 2138 48.68
2140 48.72 2077 48.66 2073 47.99
1841 48.71 1879 48.64 18682 48.77
1884 48.70 1935 48.65 1938 48.75
1940 48.66 1945 48.60 1959 48.83
1997 48.66 1810 48.63 1939 48.44
1947 48.55 1955 48.64 1962 48.69
1996 48.58 1946 48.50 1998 48.48
2040 48.57 2043 48.70 2046 48.66
2078 48.52 2051 48.66 2054 48.69
2064 48.59 2067 48.71 2070 48.82
2094 48.63 2097 48.68 2100 48.74
2133 48.26 2136 48.69 2139 48.70
2075 48.63 2071 48.68 2074 48.71
1842 48.69 1880 48.77

1885 48.53 1936 48.73

1941 48.66 1956 48.68

2000 48.53 1837 48.57

1948 48.63 1960 48.76

1999 48.54 1943 48.74

2041 48.48 2044 48.70

2079 48.62 2052 48.62

2065 48.61 2068 48.67

2095 48.63 2098 48.68

2134 48.74 2137 48.68

2076 48.64 2072 48.48

* Mavi olarak belirtilen degerler mutasyon bulunan Tm degerleridir.
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Fluorescence (465-510)

-{d/dT) Fluorescence {465-510)
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Sekil 4.5. TPMT*3C mutasyonu i¢in Real Time PCR Metlin Curves egrileri

Melting Curves

0 42 44 45 43 R0 52 R4 RS A3 B0 B2 G4 BE B 70 72 74
Temperature [*C)

Sekil 4.6. TPMT*3C mutasyonu i¢in Real Time PCR Melting Peaks’leri

Melting Peaks

9.144-
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5.544
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2744
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D 42 44 45 48 50 52 B4 S5 53 B0 E2 B4 B 68 70 72 74
Temperature [*C)

Sag tarafta goriilen 2 pik heterozigot mutasyon varligin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.4. Arastirma sonucunda elde edilen mutasyonlarin allel frekanslari.

Allel SNP pozisyonu Amino asit Frekans (%)
degisimi (n=96)
TPMT*2 238G>C Ala80Pro % 0.0 (0/96)
TPMT*3B 460G>A Alal54Thr % 2.08 (2/96)
TPMT*3C T19A>G Tyr240Cys % 2.08 (2/96)

4.2. Tiirkiye’de ve Diinya’da yapilmis TPMT mutasyonlarinin tespitine

iliskin baz1 calismalar ve bu ¢alismalarin karsilastirilmasi

Bu calismada ortaya ¢ikan TPMT mutant dagiliminin daha once Tiirkiye’de
yapilmis iki ¢caligmayla kiyaslanmasi su sekildedir;

TPMT*2, *3B ve *3C mutasyonlarinin tespiti i¢in 96 kisi lizerinde yapilan bu
calismada TPMT*3B allel frekans1 % 2.08 (2/96) ve TPMT*3C allel frekans1 % 2.08
(2/96) olarak bulunmus ve TPMT*2 (0/96) mutasyonuna rastlanmamistir. Tlimer ve ark.
(2007) yapmis olduklar1 TPMT mutasyon analizi c¢alismasinda TPMT*1 wild-type
allelinin frekans1 % 98.2, TPMT*2 allel frekans1 %0.0, TPMT*3B allel frekans1 % 0.0,

60



Koray GELEN

TPMT*3C allel frekans1t % 0.9 ve TPMT*3A allel frekans1 %0.9, Sayitoglu ve ark.
(2006) yaptig1 arastirmada ise TPMT*1 wild-type alle frekanst % 94.6, TPMT*2 allel
frekanst % 2.0, TPMT*3A allel frekans1 % 1.0, TPMT*3B allel frekanst % 0.0 ve
TPMT*3C alle frekans1 % 1.4 olarak bildirilmistir (Cizelge 4.5.a. ve Cizelge 4.5. b).

Cizelge 4.5.a. Yaygin TPMT allellerinin Tiirk Toplumundaki dagilima.

Allele SNP position Aminoacid substitution Frequency (%)
(n=296)
TPMT*1 wild type 94.6
TPMT*2 2380>C AlaB0Pro 2.0
TPMT*3A 460G>A and 719A>G Ala154Thr and Tyr240Cys 1.0
TPMT*3B 460G>A Ala154Thr 0.0
TPMT*3C 7194 Tyr240Cys {.4
Cizelge 4.5.b Bir grup ALL hastasi Tiirk popiilasyonundaki TPMT allel
frekansi.

No. of Frequency %
Alleles SNPs alleles (95% Cl)
Total of allele 212
TPMT*1 Wild-Type 208 98.2 (95.25-99.26)
TPMT*2 G238C 0 0.0 (0.00-1.78)
TPMT*3B G460A 0 0.0 (0.00-1.78)
TPMT*3C A719G 2 0.9 (0.26-3.37)
TPMT"3A G460A, A719G 2 0.9 (0.26-3.37)
Total mutant alleles 4 1.8 (0.74-4.75)
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TPMT*2, *3B ve *3C mutasyonlarmin tespiti i¢in diinyada yapilmis bazi

caligmalar ise sunlardir;

Davison ve ark. (2006) LightCycler® Real Time PCR temeline dayali olarak
yaptiklar1 TPMT*2, *3A, *3B ve *3C mutasyonlariin tespiti i¢in gergeklestirdikleri
caligmada, akut lenfoblastik 16semi hastalar1 {izerinde ¢aligmiglar ve bu mutasyonlardan
sadece TPMT*3A’y1 55 kisi iginden 3 kiside tespit etmislerdir (Cizelge 4.6.). Lindqvist
ve ark. (2003) Kimyasal olarak TPMT eksikliginin belirlendigi kisiler {izerinde gen
ekspresyonu diizeyini belirleme caligmas1 yapmislar ve ekspresyon diizeyini belirlemek
icin ise Real-Time RT-PCR (revesr trasnkriptaz PCR) yontemi kullanmislardir.
Nasednika ve ark. (2006) yaygin TPMT mutant allellerini belirlemek igcin DNA-
mikrog¢ip teknigini kullanmislar ve TPMT*2, *3A ve *3C mutantlarinm tespit etmislerdir
(Cizelge 4.7). Ford ve Berg (2010) TPMT mutasyonlarinin belirlenmesinde, SSCP
(single standart conformational polymorphism), ARMS (amplification refactory
mutation system), denature HPLC, pyrosequencing, restriksiyon enzimi ¢alismalar1 ve
mutasyon kitleri kullanilarak belirlene bilindigini sdylemislerdir. Samochatova ve ark.
(2009) Rusya Federasyonu’nda biyocip teknigini kullanarak 7 TPMT mutant allelinin
tespitine yonelik yaptiklar ¢aligmada % 4.5 TPMT*1/*3A, % 0.8 TPMT*1/*3C ve %
0.2 frekansiyla TPMT*1/*2 mutantlarin1 belirlemisken, diger mutant allelleri
(TPMT*3B, *3D, *7 ve *8) belirleyemediklerini soylemislerdir. Stocco ve ark. (2005)
pediatrik IBD’li (inflammatory bowel disease) hastalar lizerinde yaptiklar1 ¢alismada
PCR tabanli yontemler kullanarak % 7.1 oraninda TPMT mutant alleline (4 adet
TPMT*3A ve 1 adet TPMT*2, N=70) rastladiklarini belirmislerdir.
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Cizelge 4.6. LightCycler ile ALL hastalarin arasinda TPMT genotipleri.

Control populaton ALL population
Genotype (n, %) (n, %)
TPMT*1/*1 26 (96.3%) 52 (94.5%)
TPMT*1/*34 1 (3.7%) 3 £5.5%)
TPMT*1/*3B 0 0
TPMT*1/*3C 0 0
TPMT*1/*2 0 0
Total 27 55

Cizelge 4.7. DNA-microchip ile belirlenen TPMT mutantlari.

TPMT genofype ~ Number — Genotype frequency (%) (95% CI)

"M 636 93.7 (91.7-95.4)
"T/"3A 3 53(3.7-12)
H/4( ] 0.7 0.2-1.6)
"/ 2 0.3(0-1.0)

Bahari ve ark. (2010) iran’da yaptiklar1 ¢alismada yaygm TPMT mutantlarim
arastirmiglar ve mutant sikiliklarini sirasiyla TPMT*2 % 2.16, TPMT*3A % 1.68,
TPMT*3B % 1.62 ve TPMT*3C % 0.54 olarak bulmuslardir. Israil populasyonunda
yapilan baska bir calismada ise Israil’de en yaygin TPMT mutasyonlarin TPMT*3A
ve TPMT*3C oldugu belirtilmistir (Efrati ve ark. 2009). Genel Avrupa populasyonuna
yonelik yapilan bir aragtirmada fonksiyonel olmayan mutasyonlarin (G283C, G460A,
A719G ve T681QG) sikliklart sirasiyla % 0.5, % 5.7, %0.8 ve % 0.3 olara tespit
edilmistir (Moureyre ve ark. 1998). Afro-Amerikan ki ile Katkas irklarinin
karsilastirildig: bir diger ¢alismada ise enzim aktivitesi 10.1 U/ml pBRC civari ve daha
asag1 seviyede tespit edilmis olup, Kafkaslar’da en yaygin mutantin TPMT*3C mutanti
iken Afro-Amerikanlar’da yaygin mutantin TPMT*3A oldugu belirtilmistir (Hon ve ark.
1999). Japon 1rkina yonelik yapilan ¢alismada yaygin mutantlardan sadece TPMT*3C

tespit edilmigken digerlerine rastlanmamistir (Hiratsuka ve ark. 2000). Rusya’da ise en
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yaygin mutantin TPMT*3A oldugu belirtilmistir (Samochatoca ve ark. 2009). Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise TPMT*2 mutantina rastlanmazken TPMT*3B ve TPMT*3C

mutantlarinin siklig1 iki mutant i¢inde % 2.08 olarak tespit edilmistir.

Yaptigimiz bu ¢aligma ve belirtilen diger ¢aligmalarda TPMT mutasyonlarina
iliskin allel frekanslar1 farklilik gdstermektedir. Bunun nedenleri arasinda bakilan
orneklemdeki kisi sayisi, orneklemin iginde bulunan kisilerin durumlart (TPMT
eksikligi oldugu bilinen ve bilinmeyenler {izerindeki arastirmalarda frekanslar arasinda
onemli farklar olusabilmektedir) sayilabilir. Ancak belirtilen tiim ¢aligmalarda
yontemler farkli olmasina ragmen hepsi genotipik ¢aligmalardir ve bunlar standart
yontemlere gore hizli ve dogru sonu¢ vermektedir. Bunlara ek olarak bu c¢aligmalarin
hepsindeki ortak nokta; tiopiirin ilaglarinin hastalara verilmeden once kesinlikle TPMT

enzim eksikliginin hastada olup olmadiginin belirlenmesi gerektigini vurgulamaktir.

Yapilan analizler sonucu Real Time PCR Tm deger tablosunda da goriildigii
gibi 1942 ve 2133 DNA numarali hastalarda TPMT*3B ve TPMT*3C mutasyonlar1
heterozigotik olarak ortaya ¢ikmistir. Hastalar bu TPMT mutant allelerini tasidiklari igin
TPMT enzim seviyelerinin diisiik ¢ikmasi kaginilmazdir. Ayrica bu iki hasta heterozigot
durumda hem TPMT*3B hem de TPMT*3C mutant allellerini tasidiklar1 i¢in bu mutant
allelerden herhangi birini tasiyan bir bireye gore daha da diisiikk diizeyli enzim
seviyesine sahip olmalar1 beklenir. Daha once yapilmis ¢alismalarda cesitli yontemler
kullanilarak enzim aktivite diizeyi hakkinda bilgi sahibi oluna bilindigi gibi, TPMT
genotiplerine bakilarak ta enzim eksikliginin olup olmadigi hakkinda bilgi sahibi

olunabilmektedir (Black ve ark. 1998, Corominas ve ark. 2003 Reuther ve ark. 2004).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Thiopurine S-Metiltransferaz enzimi, 6-merkaptopiirin ve thioguanin gibi
thiopiirin ilaglarim1 SAM (S-adenozil-L-metionin) molekiiliinii metil dondrii olarak
kullanip katalizleyen sitoplazmik bir enzimdir (Weinshilboum ve Sladek. 1980,
Krynetski ve Evans. 2003.). TPMT enziminin substrat olarak thiopurin ilaglarini
kullandig1 bilinirken, organizma igindeki dogal substrati bilinmemektedir (Ford ve Berg.
2010). Thiopurin ilaglar1 dermatolojide, inflammatuar bagirsak hastaligi gibi
gastroenterolojik hastaliklarda, bazi otoimmun hastaliklar v.b alanlarda tedavi amacgh
olarak, solid organ transplantasyonlarinda ise rejeksiyonu dnlemek icin bagisik sistem
baskilayicisi olarak kullanilmaktadir (Langley ve ark. 2002,Wood ve ark. 2004,
Bloomfeld ve ark. 2006).

TPMT enzim eksikligi otozomal kodominant kalitim gostermekte olup
populasyonlarda TPMT enzim seviyesi trimodaldir. Yani enzim seviyesi normal veya
yiiksek, orta dereceli (intermediate) ve diisiik seviye olarak 3 tiptir (Ameway ve ark.
1999). TPMT enzim eksikligine TPMT geninde meydana gelen nokta mutasyonlar
(SNP’ler yani tek niikleotid polimorfizimleri) neden olmaktadir (Seki ve ark. 2000, Sies
ve ark. 2005). Bu mutasyonlarin oldugu bireylerde TPMT enzim proteinleri hatali
iretilir ve bu hatali proteinler degrade edilir ki buda kiside enzim aktivitesinde
diisiikliige neden olur (Wang ve ark. 2005). Bu eksiklik insanlarda normal sartlar altinda
bir soruna yol agmazken, tioplirin tiirevi ilaclar kullanilmasini gerektirecek bir hastalik
durumunda hastanin saglig1 agisindan risk teskil etmektedir. TPMT enzim eksikligi olan
hastalarda tiopiirin ilaglarinin standart dozlarinin kullanilmasi durumunda hastalarda
cesitli yan etkiler (kusma, bulanti, deri dokmesi v.b.) goriiliirken, bunlara ek olarak
ciddi sorunlar da bas gosterir. Bu sorunlara hepatotoksisite, miyelosiipresyon,
immiinosiipresyon ve hatta daha ileri durumlarda ise hastanin Olimii gibi durumlar
ornek olarak verilebilir (Yong ve ark. 2006, Katsanos ve Tsianos. 2007, Dooley ve ark.

2008).
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TPMT enzim eksikliginin belirlenmesinde fenotipik (direkt aktivite tayni) ve
genotipik (mutasyonlarin varliginin tesipiti) yontemler vardir (Chrzanowska ve ark.
2006, Ganiere ve ark. 2004). Yapilan bu ¢alismada genotipik yontemlerden biri olan
Real Time PCR uyumlu TPMT mutasyon kitleri kullanarak TPMT genindeki 3
mutasyonun varligi Diyarbakir’a yonelik olarak arastirildi. Yapilan bu arasgtirmanin
amaci bakilan mutasyonlarin Diyarbakir’daki frekansi hakkinda bilgi sahibi olmak ve
bu bilgi 15181inda TPMT enzim eksikligine dikkat ¢ekerek klinisyenlere 1s1k tutmaktir.
Ayrica Real Time PCR kullanimina ek olarak, 6zel olarak tasarlanmis mutasyon
kitlerinin kullaniminin hizli ve dogru sonuglar verdigini ortaya koymak da
amaglarimizdan biridir. Yapilan bu c¢alismada goriilmiistiir ki Real Time PCR (ve
mutasyon kitleri) ile TPMT enzim eksikligi olan hastalar1 genotipik olarak belirlemek
hizl1 ve kolay bir yontemdir (Lindqvist ve ark. 2003, Davison ve ark. 2006). Bu yontem,
tioplirin ilac1 ile tedavi edilmesi gereken hastalarda TPMT enzim eksikliginin
belirlenmesinde uzun zaman alan ve yliksek maliyetli aktivite tayini Olcililmesi
yontemine alternatif olusturacagi kanisin1 dogurmustur. Deginildigi gibi TPMT enzim
eksikliginin genotipik yontemlerle ortaya konmasi zaman ve maliyet acisindan daha
avantajlidir (Oh ve ark. 2004, Payne ve ark. 2007). Eger bu enzim eksikligi belirleme
islemi SAM molekiilii, diger baz1 kimyasallar ve ¢esitli cihazlarin kullanimina dayanan
aktivite Ol¢lim yOntemiyle yapilsaydi islem siiresi ¢ok daha fazla artacakti. Bu
caligmada kullanilan LightSNiP TPMT mutasyon kitleri (TPMT*2, *3B ve *3C i¢in)
maliyet olarak iiretici firmadan 8000 TL gibi bir {icret karsilig1 alinmistir. Fakat alinan
bu kitler bilimsel arastirma maksatli oldugu i¢in maliyet biraz yiiksektir. Ancak bu kitler
hastanelerde rutin ¢aligmalar i¢in alinacak olunursa iiretici firmadan (TIB MOLBIOL)
daha ucuza temin edinilebilecegi farkli firma satis temsilcilerinden 6grenilen bir

unsurdur.

Sonug olarak yapilan bu tez ¢alismasi belirlenen amaci itibariyle Diyarbakir
ilinde TPMT *2, *3B ve *3C mutantlarina yonelik frekans dagilimini belirli 6l¢iide
ortaya koymaktadir. Yapilan bu calismanin, tiopiirin tlirevi bir ilagla tedavi gereken
durumlarda tedaviye baslanmadan oOnce Ozellikli hastalarin TPMT enzim durumu
hakkinda bilgi edinmesi konusunda klinisyenlere bir yol gosterici olmasi

diistiniilmektedir.
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