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OZET

Inflamatuar Bagirsak Hastalarinda TPMT Gen Varyantlar

Amagc: Inflamatuar Bagirsak Hastahg (IBH) hastalar tedavi icin siklikla
tiopiirin ilaglar1 almaktadir, ancak yanit ve yan etkiler biiyiik olciide degismektedir.
Bu calisma, iBH popiilasyonlarinda TPMT varyantlarimin yayginhgini, tiopiirin
metabolizmasi, tedavi yamit1i ve advers reaksiyonlar iizerindeki etkilerini
arastirmayl amaclamaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismadaki klinik arastirma yontemi bir Kesitsel
(cross-sectional) calisma tasarimini icermektedir. Bu c¢alismanin istatistiksel
popiilasyonu inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) olan Kkisilerdir. Katihmeilar,
demografik ve hastalik 6zellikleri acisindan miimkiin oldugunca ¢esitli bir yelpazeyi
temsil edecek sekilde kesitsel bir yontem kullanilarak secilmistir. Katihhmcilar
hastalik siddeti ve TPMT genotipine gore katmanlastirnlmistir. Calisma siirecleri
arasinda genomik DNA izolasyonu, numune hazirlama, DNA amplifikasyonu,
Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi (HRMA), veri analizi ve teshisi, istatistiksel
analiz ve nihai yorumlama yer almaktadir.

Bulgular: iIBH hastalarinda en yaygin olarak tespit edilen TPMT genotipi,
vakalarin %90'ini olusturan dogal tip (wild type) TPMT1/1'dir. iBH hastalarinda
goriillen TPMT2/2, TPMT1/2, TPMT1/3B, TPMT1/3A, ve TPMT1/3C genotipleri
sirastyla %3, %4, %1, %1 ve %1 prevalans ile daha nadir goriilmektedir. Ozellikle,
TPMT2 genotipi yiiksek advers olay (lokopeni ve pankreatit) insidansiyla (%100)
dikkat cekmektedir, bu durum tedavi oOncesi genetik taramanin O6nemini
artirmaktadir.

Sonu¢: Bu calisma, TPMT genotiplerinin IBD hastalarinda farkh
biyokimyasal ve klinik sonuclar dogurdugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle,
TPMT2, TPMT1/2, ve TPMT3A genotipleri lokopeni ve pankreatit gibi ciddi advers
olaylarla giiclii bir iliski gostermektedir. Bu genotiplerle iliskili yiiksek TRAE
insidansi, bu hastalar icin 6zellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesinin kritik
onem tasidigimi gostermektedir. TPMT2, TPMT3B ve TPMT3A genotipleri, bazi
biyokimyasal parametrelerde farklhi degerlere sahip olup, bu farkhhklarin ilgili
parametrelerin metabolizmas1 iizerindeki etkilerinden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak, genetik faktorlerin IBD tedavisinde dikkate
alinmasi, hem terapotik yanitin optimize edilmesi hem de potansiyel yan etkilerin
minimize edilmesi a¢isindan biiyiik onem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: TPMT, Gen Varyantlari, Inflamatuar Bagirsak Hastahg,
Biyokimyasal Markerler, Advers Olaylar, Lokopeni,
Pankreatit



ABSTRACT

TPMT Gene Variants in Inflammatory Bowel Disease Patients

Objective: Patients with Inflammatory Bowel Disease (IBD) frequently use
thiopurine drugs for treatment, yet responses and side effects vary significantly.
This study aims to investigate the prevalence of TPMT variants in IBD populations
and their impact on thiopurine metabolism, treatment response, and adverse
reactions.

Materials and Methods: This clinical research employed a cross-sectional
study design. The statistical population comprised individuals with inflammatory
bowel disease (IBD). Participants were selected using a cross-sectional method to
represent a diverse range of demographic and disease characteristics. They were
stratified by disease severity and TPMT genotype. The study processes included
genomic DNA isolation, sample preparation, DNA amplification, High-Resolution
Melting Analysis (HRMA), data analysis and interpretation, statistical analysis, and
final interpretation.

Results: The most common TPMT genotype found in IBD patients was the
wild type (TPMT1/1), accounting for 90% of cases. The TPMT2/2, TPMT1/2,
TPMT1/3B, TPMT1/3A, and TPMT1/3C genotypes were less frequent, with
prevalences of 3%, 4%, 1%, 1%, and 1%, respectively. Specifically, the TPMT2
genotype stands out with a high incidence of adverse events (leukopenia and
pancreatitis) at 100%, underscoring the importance of genetic screening prior to
treatment.

Conclusion: This study reveals that different TPMT genotypes result in
distinct biochemical and clinical outcomes in IBD patients. Specifically, the TPMT2,
TPMT1/2, and TPMT3A genotypes are strongly associated with severe adverse
events such as leukopenia and pancreatitis. The high incidence of TRAES associated
with these genotypes underscores the critical need for personalized treatment
strategies. The TPMT2, TPMT3B, and TPMT3A genotypes exhibit different values
in certain biochemical parameters, which may be attributed to their impact on the
metabolism of these respective parameters. In conclusion, considering genetic
factors in IBD treatment is essential for optimizing therapeutic responses and
minimizing potential side effects.

Keywords: TPMT, Gene Variants, Inflammatory Bowel Disease, Biochemical
Markers, Adverse Events, Leukopenia, Pancreatitis



1. GIRIS VE AMAC

Inflamatuar bagirsak hastalig: (IBH), gastrointestinal kanali etkileyen esas olarak
Crohn hastalig1 (CH) ve iilseratif kolit (UK) olmak iizere iki kronik durumu kapsar ve
diinya capinda yaygindir (1). IBH'nin tibbi tedavisi, 5-aminosalisilatlar, kortikosteroidler,
immiinomodiilatorler (Azatiyoprin ve metotreksat gibi tiopiirinler) ve biyolojik {iirlinler
de dahil olmak iizere ¢esitli ilaglarin kullanimini igerir (2).

Tiopiirinler (6zellikle azatiyoprin, merkaptopiirin ve tioguanin), purinlerin
metabolizmasi ile miidahale eden bilesiklerdir ve yarim yiizyildan fazla bir siiredir IBH
tedavisinin temel bir bileseni olmustur. Ancak, uzun siireli kullanimlarina ragmen, belirli
klinik senaryolarda etkinlikleri konusunda saglam bir kanit eksikligi devam etmektedir
3)

Baslangi¢ olarak, tedavi rehberleri tiopiirinlerin (TP) ilk tedavi olarak
kullanilmasimi 6nermez (4). Crohn hastaligt (CH) s6z konusu oldugunda, mevcut
kanitlarin ¢ogu azatiyoprinin (AZA) bir plasebo ile karsilagtirildigr calismalardan
tiretilmistir. AZA'nin biyolojik tedavi (infliksimab) ile karsilastirildigi yalnizca bir
randomize kontrollii ¢alisma bulunmakta ve bu calisma AZA'nin daha az etkili oldugu
sonucuna varmistir. Benzer sekilde, AZA'mn iilseratif kolit (UK) icin bir indiiksiyon
terapisi olarak destekleyici kanitlar da yetersizdir (5).

Remisyonun korunmasi séz konusu oldugunda, Cochrane Incelemeleri hem
Crohn hastaligi (CH) hem de iilseratif kolit (UK) i¢in randomize kontrollii calismalar
degerlendirmistir. Bu incelemeler, AZA'nin bir plasebodan daha etkili oldugunu
gostermektedir; ancak, 6zellikle UK'de kanitlarin kalitesi sinirlidir (6).

Tiopiirinlerin bagka bir yaygin kullanimi, ameliyat sonrasi niiksiin dnlenmesidir.
Plasebo iizerinde istiinlik belirtileri olmasina ragmen, bu alandaki ¢aligmalarin
tasarimlar1 genis Olglide farklilhik gostermektedir. AZA ile biyolojik (iirlinlerin
(adalimumab) karsilastirildigi kiiciik bir randomize ¢alismada, iki tedavi arasinda etkinlik
acisindan bir fark bulunamamas, bir diger caligmada ise adalimumab tercih edilmistir (7).

Son olarak, AZA ve biyolojik tiriinlerin dahil oldugu kombinasyon tedavisini
destekleyen kanitlar, esas olarak kombinasyon tedavisinin hem CH hem de UK'de
monoterapiye Ustlinliiglinii gosteren iki prospektif ¢alismaya dayanmaktadir (9, 15).

Bununla birlikte, kombinasyon tedavisinin uygun siiresi belirsizligini korumaktadir (8).



Coziimlenmemis etkinlik endiselerinin yani sira, giivenlik sorunlari da klinik
pratikte TP'nin kullanimini sinirlayabilir. Bazi ¢alismalarda advers olaylar vakalarin
%?25'ine kadarinda meydana gelmekte ve bu da hastalarin yaklasik %20'sinde tedavinin
kesilmesine yol ag¢maktadir (9). Periyodik kan testleri, genetik polimorfizm
degerlendirmeleri ve metabolit dl¢ilimleri gibi stratejiler, miyelotoksisite gibi belirli yan
etkilerin riskini azaltmaya yardimci olabilir, ancak bunlar1 tamamen 6nleyemez ve bu
advers olaylar tedavi sirasinda herhangi bir noktada meydana gelebilir (10).

Etkililik endiseleri, potansiyel toksisite riskleri ve alternatif tedavilerin
mevcudiyetine ragmen, TP kullanimin1 optimize etmek Iehine arglimanlar
bulunmaktadir. Oncelikle, IBH'nin epidemiyolojisi evrim gecirmekte olup, bazi Bati
ilkelerinde pediyatrik baslangicli vakalarin insidansinda artis goriilmektedir (11). Bu, s6z
konusu hastalarin émiir boyu farkli IBH tedavileri gerektirebilecegini 6nermektedir,
ozellikle hastaligin potansiyel olarak daha agresif seyri géz 6niine alindiginda (12). IBH
icin bircok terapdtik secenek mevcut olmasina ragmen, nihayetinde cerrahiye ihtiyag
duyabilecek direncli hastalar hala bulunmaktadir (13).

Bu nedenle, daha invaziv secenekleri diisiinmeden dnce tibbi tedaviyi optimize
etmek makul bir yaklasimdir. Ayrica, Bati iilkelerinde IBH'nin artan prevalansinin, IBH
birimlerindeki hasta sayilarinin artmasmma ve buna bagl olarak tedaviyle iliskili
maliyetlerin artmasina yol agmasi1 beklenmektedir (14).

TP, biyolojik fiiriinlerden genellikle daha az maliyetlidir ve bazi iilkelerde,
biyolojik {iriinlerin piyasaya siiriilmesinden o6nce ilag maliyetleri IBH bakim
maliyetlerinin %25'ini olustururken, bu oran sonrasinda %30-70'e yiikselmistir (15).

Sonug olarak, TP, uzun yillar boyunca genel etkililigini kanitlamistir ve bu
ilaclara yanit veren hastalar genellikle uzun remisyon donemleri siirdiirmektedir (16). TP
ile klinik deneyim, ¢ogu yan etkiyi yonetmeye yardimei olur ve hayati tehdit eden yan

etkiler nadirdir.

1.1. Farmakogenomik

Tiopiirin S-metiltransferaz (TPMT; EC 2.1.1.67), azatiopiirin, 6-merkaptopiirin
ve tioguaninin metabolizmasinda ©onemli bir rol oynamaktadir. Bu enzim, S-
adenozilmetiyonin (SAM) kullanarak siilfiir atomlarinin metilasyonunu katalize eder ve

tiopiirin ilaglarint inaktive ederek toksik olmayan metabolitler olusturur. TPMT



reaksiyonu, S-adenozil-L-metiyonin (adoMet) ile iki substrati metil dondrii olarak
kullanarak, S-adenozil-L-homosistein (AdoHcy) ve metillenmis iiriinler tiretir(17 , 18)

Insan TPMT vyapisi (1) dogal olarak olusan amino asit dizilimindeki degisimler
yapinin her tarafinda tespit edilmistir. (2) Degisen amino asitler intra-molekiiler yapida
yer alan van der Waals baglariin olusumunu etkileyerek, fonksiyonunda bir¢ok etkisi
olmaktadir(19).

TPMT klasik Sinif-I metiltransferaz (MTaz) katlanmasi ile tek domain proteinidir.
Domain, her bir ucunda 3 heliks [bir ugta aB, o C, aD, ve diger ugta aE, aF, aG; Sekil
1.
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Sekil 1. Insan TPMT Yapist



(A) TPMT'nin iki farkli agidan serit modelinde goriiniimii. Iplikler yesil, heliksler
camgdbegi renkte gosterilmistir. Ek olarak, N-terminal heliks (aA) ve B8 ile 9
iplikleri arasindaki yerlestirme heliksi (aH) sar1 renktedir. Dogal olarak meydana
gelen nokta mutasyonlar kirmizi renkte gosterilmistir. Baglanmis AdoHcy,
geleneksel renkleme ile top-gubuk modelinde gosterilmistir (karbon atomlar gri,
azot mavi, oksijen kirmizi, kiikiirt sar1). Kutuda, 6-MP'nin kimyasal yapis1 ve
TPMT tarafindan gergeklestirilen metilasyon reaksiyonu gosterilmistir. (B)
TPMT'nin yiizey modelinde dort farkli griintimii, kofaktdr baglanma cebini ve
potansiyel substrat difiizyon kanalin1 gosterir. Yiizey, pozitif bolgeler i¢cin mavi,
negatif bolgeler icin kirmizi ve nétr bolgeler icin beyaz renkte boyanmuistir.
Baglanmis AdoHcy ¢ubuk modelinde gosterilmistir. (C) TPMT-AdoHcy
etkilesimlerinin yakinlastirilmis stereo goriiniimii. AdoHcy ig¢in elektron
yogunlugu haritas1 1.56'da konturlanmigtir(19).

(B) agik mavi renk] ile bagli 9 iplikli B-tabaka [Sekil 1 (A) daki yesil] igermektedir.
Ikiek heliks [Sekil 1 (A) da sar1] MTaz katlanmasinin arasina yerlesmistir: P8 ve
B9 hairpin ipligi arasindaki N-terminal heliks oA ve heliks oH’dir. Diger
MTazlarla karsilastirildiginda, AdoHcy niikleotid baglayici bolgenin belirgin
ozelligi B1-B2-p5 paralelipliklerin karboksil ucuna baglanmaktadir. N-terminal
bolgesi, asidik cepte AdoHcy’nin [Sekil 1 (B)] baglanmasini zorlamaya yardim
etmektedir. Heliks aA ve gevreleyici ilmek AdoHcy baglayici alana [Sekil 1(C)]
bir aromatik kapak formasyonunu dort rezidi (L26, W29, W33 ve F40) ile
saglanmaktadir(19).

B-tabaka, simetrik olarak merkezi iplik olan B1 (Sekil 2) ile bagli olan, her birinin
ucunda bir ¢ift antiparalel B-hairpin ile 5 paralel iplikten (8/91716]1]2]5]413])
olusmaktadir. Bu simetri ilk olarak DNA-adenozil ve AdoMet-adenozil baglayici

bolgelerin yapisal olarak karsilastirilmasiyla DNA MTaz’larinda fark edilmistir(19).
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Sekil 2. insan TPMT'nin topolojisi, sekonder yapilari ve dizilimi

(A) Insan TPMT'nin topolojisi. Heliksler silindirler olarak (harflerle belirtilmis) ve

(B)

iplikler genis oklar olarak (numaralarla belirtilmis) gosterilmistir. Kalinti
numaralari, sekonder yapi1 elemanlarmin smirlarini gosterir. Dogal olarak
meydana gelen amino asit dizilimindeki degisiklikler, siyah arka plan {izerine
beyaz harflerle daire igine alinmistir. Heliksler aB, aC ve aD B-tabakanin bir
tarafinda, oE, oF ve aG (¢izgili) ise diger tarafinda yer almaktadir.

Insan TPMT'nin dizilimi. Heliksler igin harfler (A—G) ve iplikler i¢in numaralar
(1-9) sekonder yap1 elemanlarini belirtir. Kalintt numaralar1 dizilimin iizerinde
gosterilmistir. Dogal olarak meydana gelen amino asit dizilimindeki degisiklikler
ve TPMT varyant allellerinin isimleri dizilimin altinda gosterilmistir.
Kristalizasyon islemine dahil edilmeyen N-terminal kalintilart 1-16 yer

almamaktadir. (19).



AZA Dbir prodiirdir ve non-enzimatik bir donilisim sonrasinda, %88'i
merkaptopiirin (MP)’e doniistir. Sekil 1°de gosterildigi gibi, bu da aktif ve inaktif
metabolitler olusturmak iizere ¢esitli metabolik yollardan gegebilir (20).

Tiopiirin metiltransferaz enzimi (TPMT), esas olarak hepatotoksisite ile
iligskilendirilen inaktif bir metabolit olan metil merkaptopiirin (MMP)’e dontisiir. MP,
ayrica ksantin oksidaz tarafindan baska bir inaktif bozunma iirlinii olan tiyiirik asit
(TUA)’e oksitlenebilir.

Ancak, MP, hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HPRT) tarafindan tiosin
monofosfat (TIMP)’e doniistiiriilebilir ve bu da 5-inosin monofosfat dehidrogenaz (5-
IMPDH) araciligiyla tioguanin monofosfat (TGMP)’e doniisebilir. TGMP daha sonra
tioguanin difosfat (TGDP) ve trifosfat (TGTP)’e doniistiiriilebilir (21).

Tioguanin (TG) ayrica HPRT tarafindan TGMP'ye metabolize edilebilir. TGMP,
TGDP ve TGTP birlikte tioguanin niikleotidleri (TGN'ler) olarak bilinir ve bunlar, TP'nin
etkinligi ve miyelotoksisitesinden sorumlu aktif metabolitlerdir. Bu TGN'ler, viicudun
dogal purinleri ile miidahale eder ve hiicresel RNA ve DNA'ya entegre olur, hiicre
proliferasyonunu inhibe eder. Bir bagka etki mekanizmasi, Racl aktivasyonunu inhibe
etmeyi ve CD28'1 uyararak T-hiicresi apoptozunu (hiicre 6liimiinii) tetiklemeyi igerir (22).

TPMT enziminin temel rolii, MP, TG, TIMP ve TGMP'yi metilleyerek onlar
inaktif hale getirmek, TGN sentezini azaltmak ve sonug¢ olarak TP'nin etkinligini
azaltmaktir (23). Etkililik ve yan etkiler, TP'nin aktivasyon ve inaktivasyon yollar1
arasindaki hassas bir denge sonucudur ve bu konuda bireyler arasinda Onemli

degiskenlikler vardir (24).
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Sekil 3. Tiopiirinlerin basitlestirilmis metabolik yollari. XO, ksantin oksidazi temsil eder; TPMT, tiopiirin
5-IMPDH, 5-inosin
monofosfat dehidrogenazi; TIMP, 6-Tiosin 5'-monofosfati; TGN'ler kolektif olarak tioguanin

metiltransferazi; HPRT, hipoksantin-guanin fosforibozil transferazi;

niikleotidlerini ve 6zellikle TGMP, tioguanin monofosfati; TGDP, tioguanin difosfati; ve TGTP,

tioguanin trifosfat1 ifade eder.

Giinliimiizde, sayis1 her gegen giin artan arastirmalarda, tiopiirinlerin etkinligini
artirmada farmakogenomigin 6nemini vurgulamaktadir (25). TPMT, Nudix hidrolaz 15
(NUDT15), alfa-ketoglutarat bagimli dioksijenaz (FOT), sinif II HLA ve inozin trifosfat
pirofosfataz (ITPA) gibi genlerdeki varyasyonlar, advers olaylar1 deneyimleme

olasiliginin arttig1 ile iligkilendirilmistir (Tablo 1) ve Sekil 2.

Tablo 1. Tiopiirin toksisitesi ile iligkili en 6nemli genetik varyantlar

Genetik varyant

TPMT*2 (rs1800462)

TPMT*3C (rs1142345)

TPMT*3A: *3B (rs1800460) ve *3C
(rs1142345) igerir

NUDT15 p.Arg139Cys veya cd15C=T
(rs116855232)

NUDT15 p.Val18_Val19insGlyVal aleli

Sinif Il HLA polimorfizmi (rs2647087)

ITPA 94C=>A (rs1127354)

FTO Ala134Thr (rs79206939)

Fonksiyonel sonug

Dusuk TPMT enzim
aktivitesi

Dilsik TPMT enzim
aktivitesi

Dusiik TPMT enzim
aktivitesi

Disiik NUDT15 enzim

aktivitesi

Diusiik NUDT15 enzim
aktivitesi

Belirsiz

Dusiuk enzim aktivitesi

Disik enzim aktivitesi

Klinik sonug

Miyelotoksisite riski

Miyelotoksisite riski

Miyelotoksisite riski

Miyelotoksisite riski

Miyelotoksisite riski

Pankreatit riski

Yan etki riskinde artigla ilgili
belirsiz veriler

Lékopeini
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Sekil 4. IBH hastalarinda sitotoksisiteye neden olan potansiyel Genler

1.2. Tiopiirin Metiltransferaz (TPMT)

TPMT aktivitesi yiiksek bireyler sik¢a "hiper metilatorler" veya "yanit
vermeyenler" olarak adlandirilirlar ¢iinkii onlar ¢cogunlukla AZA'dan metillenmis ve
inaktive edilmis tirtinler tiretirler, aktif metabolitlerin ¢ok diisiik seviyelerini igerirler (26).

Buna karsilik, TPMT geninin her iki alelinde de diisiik aktiviteye sahip olanlar,
artan IMPDH yolaklar1 araciligiyla aktif metabolitler iiretme egilimindedirler, bu da
onlant 6zellikle miyelotoksisite olmak iizere ciddi yan etkilere kars: risk altina sokar.
TPMT alelleri islevsel (1) veya islevsiz (2, 3A, 3B, 3C, 4) formlara ayrilabilir. Cesitli
polimorfizmler diisiik TPMT aktivitesi ile iliskilendirilmis olsa da, TPMT2, TPMT3A ve
TPMT3C ozellikle oOnemlidir, ¢iinkii bunlar cogu popiilasyonda eksik alellerin
cogunlugunu (%60-95) temsil eder (27).

Hastalarin genotiplerine bagli olarak, yiiksek aktiviteli aleller i¢in homozigot (iki
veya daha fazla islevsel alele sahip), ara aktiviteli heterozigot (bir islevsel ve bir islevsiz
alel) veya disiik aktiviteli aleller icin homozigot (iki islevsiz alel) olarak
siniflandirilabilirler. Kafkasyalilar, 9%0.3"i diisiik aktiviteli aleller i¢in homozigot, %11'
heterozigot ve %89'u yiiksek aktiviteli aleller icin homozigottur (28). Onerilen dozaj,
hastanin genotipine baghdir; yiiksek aktiviteli homozigotlar i¢in tam TP dozu,
heterozigotlar i¢in %50 doz indirimi ve diisiik aktiviteli homozigotlar i¢in tedaviden

kaginilmasi Onerilir (29).



TPMT aktivitesi, kirmizi kan hiicrelerindeki fenotip veya diisiik TPMT aktivitesi
ile iliskili polimorfizmlerin analizi temelinde genotip araciligiyla degerlendirilebilir (30).
Genotip testi, heterozigotlar1 daha iyi tanimladigi i¢in fenotipten daha dogru
goriinmektedir, TPMT defektlerinin yanlis siniflandirtlmasini 6nler (31). Ancak, TPMT
fenotipinin, genotipe gore bir avantaji, tek bir genotip i¢inde bile fenotiplerde dnemli
varyasyonlarin olabilmesi, dozajin daha da bireysellestirilmesine olanak tanimasidir.

Calismalar, ara TPMT aktivitesine sahip hastalarin %30-60'1nin tam bir TP dozu
ile miyelotoksisite yasayacagin1i One siirmektedir. Bu nedenle, rehberler TPMT
aktivitesine dayanarak heterozigotlarda doz indirimi Onermektedir. Ancak, tedavi
yalnizca TPMT aktivitesine gore yonlendirilirse, hastalarin %40 yetersiz tedavi alabilir
(32,33). Ayrica, miyelosupresyon vakalarinin sadece %25'i TPMT eksikligine
atfedilebilir (31). Rutin TPMT testlerinin degeri belirsizligini korumaktadir (34,35).

Digerleri, Crohn ve Ulseratif Kolit iizerine Ispanyol Calisma Grubu (GETECCU)
ve Avrupa Crohn ve Kolit Organizasyonu (ECCO) gibi, bu dneriyi desteklemekle birlikte,
tedaviye baglamadan 6nce bunu zorunlu olarak gérmemektedirler (36) ancak, Amerikan
Gastroenteroloji Dernegi (37) ve Ingiliz Gastroenteroloji Derneginin (6) rehbarlerr,
kanitlarin sinirh kalitesine ragmen, TP tedavisinden once TPMT testi yapilmasim
onermektedir.

Rutin TPMT testlerinin maliyeti ile ilgili olarak, bazi ¢caligmalar bunun maliyet-
etkin oldugunu one siirerken, digerleri genotipleme maliyetinin ndtr oldugu sonucuna
varmaktadir. Karar, belirli popiilasyonlardaki homozigot ve heterozigotlarin yayginligina
bagl olabilir (38). Bununla birlikte, miyelotoksisite riski devam ettiginden tedavi
sirasinda periyodik kan testleri zorunludur (39).

Selvestrel ve ark. (2023), ¢ok erken baslangi¢h inflamatuar bagirsak hastaligi
(VEO-IBH) olan ¢ocuklarda TPMT geninin DNA metilasyonu ve azatiyoprin
farmakokinetigi tizerindeki etkisini inceledikleri bir ¢alisma yiiriittiller. Azatiyoprin
metabolizmasi i¢in hayati éneme sahip olan TPMT enziminin, VEO-IBH hastalarinda
IBH olan ergenlere kiyasla daha aktif oldugunu kesfettiler.

Calisma, VEO-IBH ve IBH hastalar arasinda periferik kanda TPMT geni DNA
metilasyonu ve azatiyoprin farmakokinetigi farklarini1 degerlendirmeyi amaclamaktaydi.
Ayrica, yas ile DNA metilasyon modelleri arasindaki iligkiyi, hastalarin bir pilot grubunu

kullanarak incelediler ve bulgularini, kamu islevsel genomik veri havuzunda mevcut ii¢



hasta kohortundan elde edilen verilerin meta-analizi ile dogruladilar. Ek olarak, ¢alisma,
TPMT genindeki belirli CpG sitelerinin etkilerini pirosekanslama kullanarak dogruladi.

Sonuglar, TPMT geninin akis asagisinda yer alan belirli bir CpG yeri olan
cg22736354"n, yas ile iliskili olarak farkli metilasyon seviyelerine sahip oldugunu,
VEO-IBH hastalarinda iBH hastalarina kiyasla daha diisiik metilasyon gozlemlendigini
gosterdi. Cg22736354'in azaltilmis metilasyonu, hem VEO-IBH hem de IBH
hastalarinda daha diisiik azatiyoprin inaktivasyonu ve TGN olarak bilinen azatiyoprin
metabolitlerinin daha yiiksek konsantrasyonlari ile iliskilendirildi.

Ozetle, calisma, TPMT geninin ¢g22736354 sitesinde DNA metilasyonundaki
farkliliklarin, azatiyoprin metabolizmasi ve TGN seviyelerindeki varyasyonlarla iligkili
oldugunu, VEO-IBH hastalarinin, iBH hastalarina gore farkli metilasyon modelleri
sergiledigini buldu (40).

Reinier ve meslektaslarinin 2019 yilindaki ¢alismalarinda, iIBH olan hastalarda
tioplirin ilaglariin genotip kilavuzlugundaki dozajlamasinin ek saglik hizmetleri
maliyetlerine yol agip agmadigi veya hayat Kkalitelerini etkileyip etkilemedigi
belirlenmeye c¢alisiimistir. Bu calisma, 30 Hollanda hastanesi boyunca yiiriitiilen
randomize kontrollii bir deneme olan Inflamatuar Bagirsak Hastaligi Kliniklerinde
Farmakogenetik Test ile Tiopiirin Yanitinin Optimizasyonu denemesinin bir pargasiydi.
En az 18 yasinda olan IBH hastalari, ya 6n tedavi genotiplendirmesi alan (miidahale
grubu) ya da almayan (kontrol grubu) olarak rastgele atanmistir.

Arastirmacilar, saglanan saglik hizmetlerinin toplam maliyetlerini ve 20 hafta
boyunca EuroQol-5D3L fayda puanlarina dayanarak hastalarin kalite diizeltilmis yasam
yillart (QALY) iizerindeki etkisini degerlendirdiler. Ortalama artimsal maliyet
tasarruflari1 ve QALY'leri istatistiksel bootstrap teknikleri kullanarak hesapladilar.
Calisma, miidahale grubunda 381 hastay1 ve kontrol grubunda 347 hastay: igeriyordu.

Genotipe dayali tiopiirin tedavisinin sonuglari, TPMT varyantlarina sahip
hastalarda advers ila¢ reaksiyonlar1 (ADR) riskini azalttigini, genel saglik hizmetleri
maliyetlerini artirmadan gostermistir. Ayrica, hastalarin yasam kalitesi, standart tedavi
alanlarla karsilastirilabilir  seviyede kalmistir. Duyarlilik  analizleri, tarama
maliyetlerindeki potansiyel varyasyonlar, biyolojik ila¢ giderleri ve tiretkenlik kaybiyla

iliskili maliyetler dikkate alindiginda bile bu bulgularin saglamligin1 gostermistir.
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Ozetle, IBH hastalarinda genotipe yonelik tiopiirin dozaji, ADR'leri azaltmada
etkili olmus, ek saglik hizmeti maliyetlerine yol agmamis ve hastalarin yasam kalitesi

tizerinde standart tedaviye kiyasla olumsuz bir etki olusturmamistir (41).

1.3. Amaclari, Hipotezleri ve Sorulari

Bu aragtirmanin amaglari, hipotezleri ve sorular1 sunlardir:

1.3.1. Ana Amagc:
Inflamatuar bagirsak hastalifi olan hastalarda TPMT gen varyantlarinin

yayginligini ve 6nemini degerlendirmek.

1.3.2. ikincil Amaclar:

1. IBH hastalarinda TPMT gen varyantlari ile tiopiirin ilaclarina baglh toksisite
arasindaki iligkiyi belirlemek.

2. TPMT gen varyantlar ile tiopiirin ilaglarmin IBH yonetimindeki etkinligi
arasindaki iliskiyi arastirmak.

3. TPMT genotipleme kullaniminin, IBH hastalarinda tiopiirin ila¢ tedavisini
bireysellestirmek i¢in bir tahmin araci olarak kullanilip kullanilamayacagini

degerlendirmek (Sekil 3).

Ana Amag;
inflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalarda TPMT gen
varyantiarinin yayginligini ve énemini degerlendirmek.

ikincil Amaclar:

IBH hastalarinda TPMT gen varyantiari ile tiyoptrin
llaglarina bagll toksisite arasindaki iligkiyl belirlemek.

TPMT gen varyantlari ile tiyopurin ilaglarinin IBH
yonetimindeki etkinligl arasindaki lligkiyl aragtirmak.

58

tedavisini bireysellestirmek igin bir tahmin araci olarak kullanilip

@ TPMT genotipleme kullaniminin, IBH hastalarinda tiyopurin ilag
kullanilamayacagini degeriendirmek.

Sekil 5. Bu arastirmanin amaglari
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1.3.3. Ana Hipotez:
Belirli TPMT gen varyantlarmin varligi, inflamatuar bagirsak hastaligi olan

hastalarda tiopiirin ilaci ile iliskili toksisite ve tedavi yanitindaki varyasyonlarla iliskilidir.

1.3.4. ikincil Hipotezler:

1. Belirli TPMT gen varyantlarina sahip hastalar, tiopiirin ilaci ile iligkili advers
etkilerin daha yiiksek insidansini deneyimleyeceklerdir.

2. Belirli TPMT gen varyantlarinin varligi, IBH hastalarinda tiopiirin ilaglarmna
klinik yanitta farkliliklarla iliskilendirilecektir.

3. TPMT genotipleme, toksisite riski tastyan IBH hastalarmi belirlemede ve

tiopiirin ilag tedavisini optimize etmede degerli bir arag olarak hizmet edebilir
(Sekil 4).

Ana Hipotez:

Belirli TPMT gen varyantlanimin varlig, inflamatuar bagirsak hastalig olan hastalarda tiyopiirin ilaci ile
iligkili toksisite ve tedavi yanitindaki varyasyonilarla iliskilidir.

O

Belirli TPMT gen varyantlarina
sahip hastalar, tiyoplrin ilacr ile
iligkili advers etkilerin daha
yiiksek insidansini
deneyimleyeceklerdir,

p
b% Belirli TPMT gen vansantlannin

varhgy, IBH hastalannda
% tiyopdrin ilaglanna klinik yanitta
farkhiiklaria iligkilendirilecektir.

TPMT

ikincil Hipotezler:

TPMT genotipleme, toksisite riski tagiyan IBH
hastalarini belirlemede ve tiyopiirin ilag

tedavisini optimize etmede degerli bir arag
olarak hizmet adebilir.

Sekil 6. Bu aragtirmanin Hipotezleri

1.3.5. Ana Sorular:
1. Calisma popiilasyonunda inflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalarda TPMT

gen varyantlarinin yayginligi nedir?
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Ana Sorular:?

®

1.Calisma popiilasyonunda inflamatuar bagirsak hastalig 2. Belirli TPMT gen varyantlan fle [BH hastalarinda
olan hastalarda TPMT gen varyantlarimn yayginhd nedir? tiyopiirin ilach ile iliskili toksisite arasinda anlamh bir

®

. Belirli TPMT gen varyantlar1 ile IBH hastalarinda tiopiirin ilac1 ile iliskili

toksisite arasinda anlamli bir iligki var midir?

. Belirli TPMT gen varyantlar;, IBH semptomlarmi ydnetmede tiopiirin

ilaglarinin etkinligiyle iligkili varyasyonlarla korele midir?
TPMT genotipleme, iIBH hastalarinda tiopiirin ilaci ile iligkili advers etkilerin
riskini tahmin etmek ve tedaviyi optimize etmek i¢in kullanilabilir mi? (Sekil

5).

iligki var midir?

. e
®

3. Belirli TPMT gen varyantlan, IBH semptomlanim 4. TPMT genotipleme, [BH hastalaninda tiyopiirin ilac ile
yonetmede tiyoplirin ilaclannin etkinligiyle iliskili iligkili advers etkilerin riskini tahmin etmek ve tedaviyi
varyasyonlarla korele midir? optimize etmek igin kullamlabilir mi?

Sekil 7. Bu arastirmanin Ana Sorulari

1.3.6. ikincil Sorular:

1.

TPMT gen varyantlari ile tiopiirin ilaci ile iliskili toksisite arasindaki iliskiyi

etkileyen ek genetik veya klinik faktorler var midir?

. Belirli TPMT gen varyantlar ile iligkilendirilen spesifik advers etkiler veya

tedavi yanitlar1 nelerdir?

. Calisma popiilasyonundaki farkli etnik popiilasyonlar arasinda TPMT gen

varyantlarinin  dagilimindaki ~ varyasyonlart  agiklayabilecek  herhangi

demografik veya klinik 6zellikler var midir?

13



4, IBH hastalarmin tiopiirin tedavisi alirken klinik yonetiminde TPMT

genotipleme uygulamasinin pratik etkileri nelerdir?
Bu amaglar, hipotezler ve sorular, inflamatuar bagirsak hastaligi baglaminda

TPMT gen varyantlari ilizerine yapilan arastirmay1 yiiriitmek i¢in net bir ¢ergeve saglar,

caligmanin tasarimini, veri toplama ve analizini yonlendirir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Teorik Cergeve

TPMT, 6-TG'nin S-metilasyonu yoluyla detoksifikasyonu i¢in gereklidir (42). Bu
nedenle, tiopiirin dozu bir bireyin TPMT aktivite seviyesine dayanarak verilmezse,
TPMT eksikliginden kaynaklanan toksisite tedavi kesintisine yol agabilir (43). Buna
karsin, normalden yiiksek bir TPMT aktivitesi, hastalar1t AZA'nin geleneksel dozlarina
refrakter hale getirebilir (44).

Boylece, TPMT, tiopiirinlerin metabolizmasinda dénemli bir rol oynar, diisiik
TPMT aktivitesi, degisik tiopiirin metabolizmasi, sitotoksik metabolitlerin agir1 tiretimi
ve miyelosupresyon ile iliskilendirilir. IBH hastalarinda, tedavi risklerini degerlendirmek
icin tedavi oncesinde TPMT genotipleme yapilabilir; ancak, bu, hastalarin tiopiirinlere
tahammiil edip etmeyecegini dislamaz. Giincel tiopiirin tedavi rehberleri, 16kopeniyi
tespit etmek i¢in diizenli hematolojik izlemeyi zorunlu kilmaktadir (45).

Piirin analoglari olan azatiyoprin (AZA) ve 6-merkaptopiirin (6-MP), inflamatuar
bagirsak hastaliginin (IBH) tedavisinde kullanilan en yaygin immiinsiipresan ilaglardir ve
remisyonu indiiklemekte ve stirdiirmekte etkilidirler (46).

Son kamitlar, azatiyoprinin Crohn hastaligi (CH) ve iilseratif kolit (UK)’de aktif
iltihab1  kontrol altina alabildigini, niiksii Onleyebildigini, steroid bagimliligim
azaltabildigini ve CH’de remisyonu indiikleyip siirdiirebildigini gdéstermistir. Bu yararli
etkilerin birgogu, AZA'nin T-hiicresi apoptozisini indiikleyebilme yetenegine
atfedilmistir (47). Ancak, hastalarin tigte birinde, ya toksisite (gastrointestinal intolerans,
pankreatit ve hastalarin %9-28'inde kemik iligi baskilanmasi) ya da klinik yanitin
eksikligi (%15 vakada) nedeniyle AZA tedavisi kesilmektedir (48).

AZA ve 6-MP'nin metabolizmasi karmagiktir. AZA bir pro-ilacidir, plazmaya
emilir ve glutatyon bagimli bir siire¢le hizla 6-MP'ye doniistiiriiliir. 6-MP, ksantin oksidaz
(XO) ve tiopiirin-metil-transferaz (TPMT) tarafindan inaktive edilebilir veya ¢ok
enzimatik bir siire¢ araciligiyla sitotoksik 6-tioguanin niikleotitleri (6-TGN)’ne
dontstiiriilebilir (49).

TPMT veya XO eksikligi, 6-MP'nin 6-TGN'lere, ilacin etkinligi ile iliskili baskin
aktif metabolitlere, daha fazla doniisiimiine neden olur, ancak bu doniisiim ayn1 zamanda

toksisiteyi de indiikler. Diisiik TPMT aktivitesine sahip hastalar, standart AZA dozlari ile
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tedavi edildiklerinde daha yiiksek 6-TGN seviyeleri gosterir ve miyelosupresyon riski
artar. Ancak, yiiksek TPMT aktivitesine sahip hastalar genellikle tiopiirinlere direngli olur
veya etkinlik elde etmek icin daha yiiksek bir doza ihtiyag duyar, bu da hepatotoksisite
riskini artirir (50).

Ancak, hastalar arasinda TPMT aktivitesindeki biiyiik degiskenlik, TPMT gen
polimorfizmlerine atfedilmistir (51). TPMT geni, 6p22.3 kromozomunda lokalize
edilmistir. Toplamda 24 TPMT genetik polimorfizmi tanimlanmistir; bu polimorfizmler,
enzimatik aktivite seviyelerinde azalmayla ve/veya tiopiirin ilag kaynakli toksisite ile
iligkilendirilmistir. Bu aktiviteler genetik olarak belirlenmis olup Kafkas popiilasyonda
trimodal bir dagilim gosterir: Bireylerin %88.6's1 normal veya yiiksek TPMT aktivitesine
yol agan iki alel tipi tasir (TPMT 1), %0.3"ii diisiik aktivite alellerine homozigot olup
algilanabilir TPMT aktivitesine sahip degildir ve %11.1'1 heterozigot olup ara aktivite
sergiler (52). TPMT genetik polimorfizmleri ile belirli fenotipler arasindaki genel uyum
oran1 %98.4'tiir (53).

Uc¢ mutant alel, TPMT 2, 3A ve 3C, bugiine kadar incelenen tiim insan
poplilasyonunda varyant alellerin cogunu olusturur. Orta veya diisiik TPMT aktivitesi, en
sik bu alel polimorfizmleri ile iliskilendirilir (54).Bu alellerin dagilimi, 6zellikle 3A ve
3C genotipleri arasinda, etnik popiilasyonlar arasinda 6nemli Olgiide farklilik gosterir
(55). Bu ¢alisma, Brezilyali IBH hastalar1 grubunda TPMT gen polimorfizmlerinin
yayginligini belirlemeyi ve bu polimorfizmler ile tiopiirin iligkili toksisite ve tedavi yaniti
arasindaki iliskiyi arastirmay1 amaglamaktadir.

TPMT genetik polimorfizmi, tiopiirin ilaglarinin toksisitesi izerinde 6nemli klinik
etkiye sahiptir. Genotipleme temelinde toksisite gelistirme riski yiiksek olan hastalarin
belirlenmesinin, ila¢ tedavisini kisisellestirmek icin kullanilabilecegi one siiriilmiistiir
(56).

TPMT, hiicrelerin sitozoliinde bulunan bir enzimdir. Birincil islevi, 6-
merkaptopiirin, 6-tioguanin ve azatiyoprin gibi ¢esitli aromatik ve heterosiklik stilfhidril
bilesiklerinde S-metilasyon siirecini kolaylastirmaktir.

Bu belirli tiopiirin 1ilaglari, ¢esitli tibbi durumlar i¢in standart tedavi
protokollerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu durumlar arasinda ¢ocukluk ¢agi akut

lenfoblastik 16semi (ALL), romatizmal hastaliklar ve inflamatuar bagirsak hastaliklar
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bulunur ve ayni zamanda organ nakli gegiren hastalarda immiinsiipresanlar olarak da
kullanilirlar (57) (Sekil 2).

Insanlardaki TPMT enzimi aktivitesi, TPMT lokusunda bulunan yaygin bir
genetik varyasyon tarafindan diizenlenir. Yaklasik olarak 300 bireyden biri belirgin
derecede azalmig TPMT aktivitesi gosterirken, %1 1'inde ara TPMT aktivitesi bulunur ve
cogunluk, %89'u normalden yiiksek TPMT aktivite seviyelerine sahiptir. TPMT
eksikligine yol agan inaktive edici mutasyonlar tanimlanmis olup, bunlar homozigot veya
bilesik heterozigot seklinde meydana gelir. Su anda, TPMT2'den TPMT15'e kadar
adlandirilan 17 farkli varyant TPMT aleli bilinmektedir (58).
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1 1l in IV W Vi W VI 1X x

TPMMT*1 —
TPMT*2[7] —
238G >C (Ala®®Pro)
TPMT*3A[8] —
460G =A (Ala'S4Thr) 71 IQA)G (Tyr240Cys)
TPMT*38(8] F—
460G =A (Ala'5*Thr)
TPMT*3C[8]
719A=G (Tyr?4%Cys)
TPMT*3D[5] —
292G >T (Glu®8X) 480G=A (Ala'®*Thr) 71 LI:!A::G (Tyr242Cys)
remratsl {1 —
—1G=>A (splicing defect)
TPMT*5[5] —
146T=>C (Leu*®Ser)
TPMT6[5] —
539A=T(Tyr'®°Phe)
rPvTziel [ W —
681T=G (His?27Gin)
remretiol —[— [ N I —
6“14G>A (Arg2'5His)
TPMT 93E —
356A=C (Lys""®Thr)
TPMT*10[11] F—
430G=C (Gly'**Arg)
TPMT*11[13] —
395G =>A (Cys'32Tyr)
TPMT*12[14] F—
374C=T (Ser'?5Leu)
TPMT*13[14] —
83A=T (Glu?®val)
TPMT*14[15] —
1A=G (Met'Val)
TPMT*15[15] —
—1G=A (splicing defect)
TPMT*1 6" F—
488G=A (Arg'%2His)
TPMT*17E —
124C>G (GIn*2Glu)
TPMT*18° —

211G=A (Gly” Arg)

Sekil 8. Tiopiirin S-metiltransferaz geni (TPMT) i¢inde su anda taninan mutant alellerin bir derlemesi
sunulmaktadir. Bu derleme, hem 6nceden belgelenmis hem de giincel ¢aligmada tanimlanan yeni
kesfedilen TPMT mutant alellerinin pozisyonlarin1 gosterir. Bu temsilde, agik okuma cercevesi
(ORF) dizilerini kodlayan eksonlardan sorumlu siyah kutular, ORF diginda bulunan eksonlari
temsil eden beyaz kutularla gosterilir. Eksonlarin oranlari, goreceli uzunluklarina gére dogru bir
sekilde tasvir edilmis olup, intron boyutlar1 6l¢eklendirilmemistir. Parantez igindeki referanslar,

"a" R. Weinshilboum'dan kisisel iletisimi, "b" ise giincel ¢alismay1 kaynak olarak belirtir (59).
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2.2. TPMT genotipi ve fenotipi arasindaki baglanti

Her birey TPMT geni i¢in iki alele sahiptir. TPMT enzim ifadesi, bir bireyin
tasidigr alellerin (Diplotip) kombinasyonuna bagli olan kodominant bir 6zelliktir. Bir
birey, aym alellere sahip oldugunda homozigot; farkli alellere sahip oldugunda
heterozigot olabilir. TPMT genindeki fonksiyonel varyantlar, ii¢ farkli enzim aktivitesi

seviyesi sonucunu dogurur: normal, ara ve diisiik (Sekil 4).

Wild type (wt.) Heterozygous Homozygous Compound Heterozygous

RRRRERA KR KRR
l KK K

*3C *3C
Normal Metaboliser Intermediate Metaboliser Poor Metaboliser

Sekil 9. TPMT genotipi ve fenotipinin baglanmasi

2

Azatiyoprin (AZA) ve 6-merkaptopiirin (6-MP) gibi tiopiirin ilaglar1, akut
lenfoblastik 16semi ve inflamatuar bagirsak hastaligi gibi otoimmiin hastaliklar dahil
olmak tizere ¢esitli durumlarin tedavisinde kullanilir (60).AZA, 6-MP'ye doniistiiriiliir ve
ardindan birka¢ metabolik yola girer. Hipoksantin guanin fosforibosil transferaz (HPRT)
gibi enzimler ve digerleri, 6-MP'yi 6-tioguanin niikleotitleri (6-TGN) olarak bilinen aktif
sitotoksik bilesiklere doniistiirmede rol oynar.

Ayrica, tiopiirin S-metiltransferaz (TPMT) ve ksantin oksidaz (XO) gibi enzimler,
6-MP'yi iki inaktif metabolit olan 6-tiourik asit ve 6-metil merkaptopiirin (6-MMP)’e
doniistiiriir, 6-MMP ve tiirevleri potansiyel olarak karacigerle ilgili sorunlara neden
olabilir. Cok diisitk TPMT aktivitesine sahip bireylerde, sitotoksik 6-TGN seviyelerinin
artmasi nedeniyle miyelosupresyon gelistirme riski yiikselir (61).

Enzim NUDT15, 6-TGN'leri inaktif formlara doniistiirmede rol oynar ve azalmis
NUDT15 aktivitesine sahip bireyler miyelosupresyon yasayabilir. Hem etkinlikle ilgili
endiseler hem de potansiyel yan etkiler nedeniyle, saglik hizmeti saglayicilar1 genellikle

tiopiirin tedavisine baslamadan 6nce TPMT ve NUDT15 genotiplerini, ayn1 zamanda
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TPMT enzimatik aktivitesini goz dniinde bulundurur (62). Tiopiirin ilaglarinin terapotik
sonuclar1 ve toksisite riskleri, TPMT ve NUDTI1S5 aktivitesi tarafindan dnemli 6l¢iide
etkilenir, bu enzimlerin, 6zellikle akut lenfoblastik 16semili g¢ocuklarda tiopiirin ilag
toksisitesinin  Oonemli bir kismmi aciklamadaki rollerini gosteren c¢alismalar

bulunmaktadir (63).

2.3. NUDT15 Genotipi ve Fenotipi Arasindaki Baglanti

Bireyler, NUDT15 geni i¢in iki alele sahip olacaklar. Bir birey, 6zellige gore
homozigot (iki ayni1 alel) veya heterozigot (iki farkl: alel) olabilir. Arg139Cys amino asit
degisimi, neredeyse hi¢ enzimatik aktivitesi olmayan kararsiz bir protein olusturur (Sekil

5).

Wild type (wt.) Heterozygous Homozygous

*] %] *3 *3

Poor Metaboliser

Normal Metaboliser Intermediate Metaboliser

Sekil 10. NUDT15 genotipi ve fenotipinin baglanmasi

Tiopiirin ilag tedavisini, etkinligini optimize ederek ve yan etkileri en aza
indirgeyerek dengelemek igin, hastalarin drneklerindeki tiopiirin niikleotitlerinin 6-TGN
ve 6-MMPN konsantrasyonlarini izlemek kritik 6neme sahiptir. Ancak, 6-TGN i¢in dar
terapotik aralik ve hastalar arasinda tiopiirin ila¢ metabolizmasindaki varyasyonlar
nedeniyle bu siire¢ karmagik olabilir (64). Tiopiirin niikleotid konsantrasyonlarini etkin

bir sekilde 6lgmek icin, yikanmis kirmizi kan hiicreleri (RBC'ler) kullanilir ¢iinkii bunlar
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niikleer hiicrelerdeki intraseliiler tiopiirin niikleotid konsantrasyonlarin gdstergesi
olarak hizmet eder (65).

RBC'lerde tiopiirin niikleotidlerini 6l¢gme yontemleri, plirin bazlarini (6-TG ve 6-
MMP) serbest birakmak i¢in onlar1 hidrolize etmeyi ve ardindan bunlar1 sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) kullanarak analiz etmeyi igerir
(66). Uygun oOrnek hazirhigi ve islenmesinin, tam kan Orneklerinde tiopiirin
niikleotidlerinin zayif depolama stabilitesi nedeniyle hayati oneme sahip oldugunu
belirtmek gerekir (67).

Son zamanlarda, Bajaj ve meslektaslar1 (2022), tiopiirin ilag tedavisi goren
hastalarda yan etkileri Onlemeyi amaglayan klinik uygulamada tiopiirin metabolit
konsantrasyonlarini izlemek icin yeni bir yaklasim tanittilar. Yontemleri, 6zellikle
kirmizi kan hiicrelerinde (RBC'ler) iki ana bilesik olan 6-tioguanin (6-TG) ve 6-metil
merkaptopiirin (6-MMP)'1 niceliklendirmek i¢in Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle
Spektrometrisi (LC-MS/MS) kullanur.

Bu teknik, RBC'leri tam kan Orneklerinden ayirmak ve ardindan izole edilen
RBC'leri yikamak i¢in otomatik bir hiicre yikayict kullanimimni igerir. YOntemin
kantifikasyon alt sinir1, 6-TG i¢in yaklasik 50 pmol/8 x 10"8 RBC'ye esdeger 0.2 umol/L
ve 6-MMP i¢in yaklasik 1.000 pmol/8 x 108 RBC'ye esdeger 4 umol/L olarak belirlendi.
Analiz, %3.0'dan daha az bir toplam hata payi sergiledi. 6-TG ve 6-MMP i¢in list sinirlar
sirastyla 7.5 umol/L ve 150 pmol/L olarak belirlendi. Ayrica, tiopiirin metabolitlerinin
cesitli 6n ve son analitik kosullar altindaki stabilitesi degerlendirildi.

Yaklagimlarini dogrulamak i¢in Bajaj ve ark. yontemlerini ti¢ farkli laboratuvarda
kullanilan dogrulanmis LC-MS/MS teknikleriyle karsilagtirdi. Yontemleri, dogrulanmig
yontemlerle iyi bir diizeyde uyum gosterirken, yontemlerden biri 6-MMP
niceliklendirmesinde yaklasik %40 daha diisiik bir yanllik sergiledi.

Aragtirmacilar, tiopiirin S-metiltransferaz (TPMT)’in fenotipik ve genotipik
varyasyonlari ile 6-TG ve 6-MMP konsantrasyonlari arasindaki iligskiyi de incelediler.
Analizleri, normal ve orta diizeyde 6-MMP aktivitesine sahip TPMT gruplar1 arasinda
tiopilirin metabolit konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli farklar ortaya koydu
(p < 0.0001). Ancak, 6-TG konsantrasyonlarindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
degildi (p = 0.096). Dikkat cekici bir sekilde, normal TPMT aktivitesine sahip 6rnekler
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arasinda, pediatrik Ornekler yetiskin Orneklere kiyasla daha yiiksek 6-MMP
konsantrasyonlari sergiledi (p = 0.015) (68).

2.4. Literatiir taramasi

Tiopiirin ilaglar1 onlarca yildir inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) tedavisinde
temel bir rol oynamistir. Uzun tarihlerine ragmen, etkinlikleri ve giivenlikleri hakkindaki
endiseler, o6zellikle miyelosupresyon ve lenfoproliferatif bozukluklar gibi ciddi yan
etkilerin riski konusunda devam etmektedir. Biyolojik terapilerin yiikselisi, IBH'nin
tedavisinde tiopiirinlerin roliiniin yeniden degerlendirilmesine yol agmistir, ancak maliyet
etkinlikleri ve yaygin erisilebilirlikleri, ozellikle kaynaklar1 smirli olan ve IBH
vakalarinin arttig1 bolgelerde hala onlar1 gecerli bir secenek yapmaktadir. Ayrica,
farmakogenomik alani, tiopiirin metabolizmasindaki ana enzimlerin genetik testini igeren
kisisellestirilmis yaklagimlar araciligiyla tiopiirin tedavisini optimize etmeye yonelik bir
ilgi uyandirmistir.

Tiopiirin metiltransferaz enzimi (TPMT) varyasyonlari, 6zellikle Kafkasyalilarda
miyelotoksisite riskiyle baglantiliyken, Asyalilar arasinda Nudix hidrolaz15 (NUDT15)
varyasyonlari toksisite i¢cin daha énemli olarak kabul edilir. Yas da kritik bir faktordiir,
yasli hastalarin komplikasyon riski daha yiiksektir (69).

Yukarida bahsedildigi gibi, Tiopiirin ilaglar1 bazen genetik farkliliklar nedeniyle
zararl olabilir. TPMT adi verilen belirli bir enzimdeki genetik varyasyonlar, neden
yaridan fazla hastanin tiopiirin ilaglariyla ilgili sorunlar yasadigini agiklamaz. Sasirtici bir
sekilde, Asyalilar bu ilaclarin yan etkilerine daha savunmasiz olmalarina ragmen daha az
TPMT varyasyonuna sahiptir. 2014'ten bu yana, bircok Asya {ilkesinde yapilan
arastirmalar, tiopiirinlerin neden oldugu ciddi yan etkilerin riskiyle NUDT15 adli genetik
bir varyasyonu iliskilendirmistir.

Desai ve ekibinin 2023'te yaptig1 yakin tarihli bir ¢alisma, hem Asyali hem de
Asyali olmayan kisilerde tiopiirin tedavisine baslamadan 6nce NUDT15 ve TPMT
testlerinin faydalarini inceledi. Arastirmalari, NUDT15 genetik farkliliginin Asyali ve
Hispanik niifuslarin %27'sinde bulundugunu ve bu varyasyona sahip bireylerin iicte
birinin kanla ilgili yan etkiler yasadigini buldu. Bu nedenle, 6zellikle Asyal1 ve Hispanik
gruplarda NUDTT15 igin test yapmak, TPMT testinden daha maliyet etkin olma ihtimali
yiiksektir.
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Buna karsilik, NUDT15 varyasyonlar1 Kuzey Avrupa dist Avrupali niifuslarda
yaygin degildir, ancak TPMT varyasyonlariyla birlikte oldugunda yan etki riskini artirir.
Bu nedenle, Avrupa ve Kuzey Amerika'daki Asyali gogmenlerde ve tiopiirinlerden yan
etki yasayan Kafkas bireylerde de NUDT15 igin test yapmak iyi bir fikirdir (70).

Tiopiirinlerin neden oldugu kan hiicresi sayilarinin baskilanmasi, 6zellikle beyaz
kan hiicrelerinin (16kopeni) azalmast, inflamatuar bagirsak hastaliginin (IBH) tedavisinde
zorluklara yol agabilir. Chang ve meslektaslar1 (2020), tiopiirin kaynakli 16kopeni ile
iligkili genetik varyasyonlarin tedavi Oncesi analiziyle doz ayarlamalarina ihtiyag
duyabilecek hastalarin belirlenip belirlenemeyecegini arasti.

Calisma, genotip analizi yapilan grupta 12 hastanin (%16,7) ve genotip analizi
yapilmayan grupta 33 hastanin (%35,9) miyelosupresyon (kan hiicresi sayisinda azalma)
yasadigin1 ortaya koymustur. Cok degiskenli analiz, viicut kitle indeksi (BMI) 21
kg/m2'den yiiksek olan, tedavi 6ncesi genotip analizi yapilan ve daha yiiksek maksimum
tiopiirin dozu alan hastalarda miyelosupresyon gelisme olasiliginin daha diisiik oldugunu
gostermistir.

Tedavi Oncesi genetik test, poliklinik ziyaretlerinin sayisini ve hastalarin ilag
dozlarim1 durdurmak veya azaltmak zorunda kaldifi durumlar azaltmistir. Ozetle,
tiopiirin tedavisi alan IBH hastalarina yonelik bu randomize kontrollii ¢alismada,
tedavinin genetik olarak iligkili risk faktorlerine gore uyarlanmasinin tedavi sirasinda
miyelosupresyon olusumunu 6nemli dl¢lide azalttigi bulunmust(71).

Matsuoka ve meslektaglari, 2020 yilinda yaptiklari ¢alismada, Tiopiirin ilaglarinin
inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH) olan hastalarda remisyonu siirdiirmek ve
monoklonal antikor tedavisine karsi antikor olusumunu azaltmak i¢in de kullanildigini
ortaya koymustur. Bununla birlikte, 16kopeni (beyaz kan hiicresi sayisinda azalma) gibi
yan etkiler nedeniyle tiopiirin kullanimi kisitlanmaistir.

Tiopiirin S-metiltransferaz (TPMT) genindeki varyantlar Bati popiilasyonlarinda
tioplirin kaynakli 16kopeni ile baglantili olsa da, bu risk alelleri Asyalilar arasinda
nadirdir. Yakin zamanda, Nudix Hidrolaz 15 (NUDT15) genindeki spesifik bir
varyasyonun (R139C, ¢.415C>T) Asya popiilasyonlarinda siddetli erken baslangich
16kopeni ile iligkili oldugu tespit edilmistir. NUDT15, 6-tio-(deoksi) guanozin trifosfat
(6-T(d)GTP) adi verilen bir molekiilii 6-tio-(deoksi)guanozin monofosfata (6-
T(d)GMTP) doniistiirmekten sorumlu bir enzimdir. R139C varyantt NUDT 15 proteininin
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stabilitesini bozar ve sirasiyla 6-TGTP ve 6-TdGTP'nin RNA ve DNA'ya dahil
edilmesinin artmasina yol agarak lokopeni ile sonuglanir.

Dogu Asya popiilasyonlarinda, C/C, C/T ve T/T genotiplerinin sikliklar1 sirasiyla
yaklasik %80, %20 ve %]1'dir. C/C genotipine sahip hastalarin %3'inden azinda erken
baslangi¢li 16kopeni gozlenirken, C/T genotipine sahip olanlarda bu oran yaklasik %20
ve T/T genotipine sahip olan hastalarin neredeyse tamaminda gozlenmektedir. NUDT15
R139C varyantinin test edilmesi, tiopiirin tedavisinin giivenligini 6nemli Ol¢iide
artirabilir ve IBD baglaminda kisisellestirilmis tibbin basarili bir érnegi olarak hizmet
eder (72).

Kahlin ve arkadaslar tarafindan 2019 yilinda yiiriitiilen baska bir ¢alismada,
arastirma, tiopiirin ilaglariyla tedavi 6ncesi veya sirasinda 6rneklenen 12.663 hastadan
olusan Isvec kohortunda TPMT geni yaygin varyasyonlar1 icin genetik testin ve TPMT
enzim aktivitesinin gergek dl¢timii arasindaki uyumu degerlendirmeye odaklanmustir.

Calisma, TPMT genotipi ile enzim aktivite seviyeleri arasinda %94,5 oraninda bir
uyum ile yliksek bir uyum seviyesi bulmustur. Ancak, hastalarin kii¢iik bir kisminda
(%4.6), ilk TPMT enzim aktivitesi dl¢iimii, genotip sonuglarina kiyasla beklenmedik
sekilde diisiik ¢cikmistir. Bu tutarsizligi anlamak i¢in aragtirmacilar, genotip ile fenotipin
uyusmadig bireylerde TPMT geninin tiim kodlayan bolgelerinin detayli bir analizini
gerceklestirmistir.

Bu c¢aba, nadir ve daha oOnce bilinmeyen TPMT gen varyantlarinin
tanimlanmasina yol agmustir. Ozellikle, bu analiz nadir veya yeni TPMT genotiplerine
sahip 15 bireyin (%0.1) tespit edilmesini saglamistir. Ayrica, calisma TPMT42, 43 ve 44
olarak adlandirilan ii¢ yeni TPMT alelini tanitmis ve Karakterize etmistir. Onemli olarak,
sadece en yaygin TPMT gen varyantlart incelenseydi, bu 15 hasta alisilmadik TPMT
genotiplerine sahip olarak tespit edilemeyecekti.

Ozetle, bu ¢alisma, TPMT genetik testi ve enzim aktivite 6l¢iimlerinin rutin
testlerde birlestirilmesinin avantajlarin1 vurgulamaktadir. Bunu yaparak, saglik hizmeti
saglayicilart daha kesin dozaj Onerileri sunabilir, potansiyel olarak tiopiirin tedavisi
sirasinda advers reaksiyonlarin ve tedavi basarisizliklarinin meydana gelme olasiligini
azaltabilir (73).

2020 yilinda Zalizko tarafindan yapilan bir calismada, Letonya'da inflamatuar

bagirsak hastaliklar1 (IBH) olan yetiskin hastalar arasinda tiopiirin S-metiltransferaz
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(TPMT) geninde genetik varyasyonlar incelendi. Calisma, Letonya'dan IBH hastalari
grubunda TPMT gen polimorfizmlerine odakland1. 244 IBH hastasindan DNA 6rnekleri
topland1 ve ii¢ spesifik tek niikleotid polimorfizmini (SNP) belirlemek i¢in kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (qQPCR) yapildi: rs1800462, rs1800460 ve rs1142345.

Ug yaygmn islevsiz TPMT aleli, yani TPMT2, 3B ve 3C, kadinlar (%51) ve
erkekler (%49) arasinda neredeyse esit bir dagilim ile tespit edildi. TPMT alelik
varyantlar1 2, 3A, 3B ve 3C igin qPCR sonuglari, restriksiyon fragman uzunluk
polimorfizmi (RFLP) analizi ile elde edilen verilerle tutarliydi.

Calisma ayrica, hastalarin %78'inin iilseratif kolit, %22'sinin ise Crohn hastalig1
tanist aldigini ortaya koydu. Hastalarin ¢cogunlugu (%93.9) vahsi tip homozigot TPMT1/1
genotipine sahipti, buna karsin %6.1'1 heterozigot genotiplere sahipti. En sik gozlenen
polimorfizmler TPMT1/3A (%5.3, TPMT3B ve TPMT3C'nin iki tiriinii icerir),
TPMT1/3C (%0.4) ve TPMT1/2 (%0.4) idi. Hi¢bir hastada TPMT3B polimorfizmi
gozlenmedi ve tanimlanan TPMT varyantlarinin higbiri i¢in homozigot olan hasta
bulunmadi (74).

Banerjee (2020), Hint inflamatuar bagirsak hastahg (IBH) olan hastalarda
azatiyoprin kaynakli 16kopeniyi 6ngérmede NUDT gen varyasyonlarinin TPMT ile
karsilastirmali prediktif degerini arastiran bir ¢alisma yiiriittii. Azatiyoprinin advers
etkileri, tedavi siiresi ve azatiyoprinin baslangi¢ ve maksimum tolere edilen dozlar
hakkinda bilgi igeren genis bir IBH kaydindan toplanan veriler analiz edildi (75).

NUDT15 genotipinin 16kopeni ve notropeni ile iligkisini arastirmak i¢in, yas ve
cinsiyet agisindan eslestirilmis saglikli goniilliilerden kan 6rnekleri bir biyorepozitérden
alind1 ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak analiz edildi. Lokopeni
olan hastalarda TPMT genotipleme de gergeklestirildi.

Calismadaki 1014 hastadan 79'u yetersiz kan Ornekleri nedeniyle ¢alisma dist
birakildi. Geriye kalan 935 hastanin 81'1 (%9) 16kopeni, 70" (%7.5) nétropeni yasadi. "T"
alelinin (heterozigot CT veya homozigot TT formunda) vahsi tip "CC" aleline kiyasla
16kopeni riskini 19 kat, ndtropeni riskini ise 21 kat daha fazla artirdig1 giiclii bir sekilde
iliskilendirildi (76, 77).

Walker ve meslektaslart (2019), inflamatuar bagirsak hastalhigi (IBH) olan
hastalarda tiopiirin kaynakli miyelosupresyon ile NUDTI15 genindeki genetik

varyasyonlar arasindaki baglantiyr arastirdi. IBH igin tiopiirin ilaglarina maruz kalan 961
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Avrupa kokenli hastanin tlim-ekzom dizisi verilerini kullanarak bir ¢alismas: yiiriittiiler.
Calisma, tiopiirin kaynakli miyelosupresyon riskini artiran NUDTI15 geninde iig
kodlayici varyant, 6zellikle belirli bir 6 baz ¢ifti ¢cerceve i¢i silme, tespit etti.

Tiopiirinlerin miyelosupresyon riski tasidigi ve bu durumun IBH tedavisinde
kullanimlarini siirlayabilecegi bilinmektedir. Yaygin kullanilan TPMT farmakogenetik
testi, Avrupa kokenli risk altindaki hastalarin sadece %25'ini tanimlamada etkilidir. Buna
karsin, NUDT15 varyantlari, Dogu Asya kokenli hastalarda tiopiirin kaynakli
miyelosupresyon ile iliskilendirilmistir.

Avrupa kokenli IBH hastalarinda tiopiirin kaynakli miyelosupresyon ile iliskili
genetik faktorleri tanimlamak i¢in ¢aligsma, miyelosupresyon yasayan 491 hasta (vakalar)
Ve tiopiirine tolerans gosteren 679 hasta (kontroller) dahil edildi. Bu popiilasyonda genom
capinda iliski c¢alismalar1 (GWAS) ve ekzom c¢apinda iligki calismalart (EWAS)
yiritildi. Bulgular daha sonra 73 vaka ve 840 kontrolii iceren bir replikasyon
kohortunda dogrulandi.

GWAS sonuglari, TPMT'in (rs11969064) tiopiirin kaynakli miyelosupresyon ile
iligkisini dogruladi. Ancak, EWAS analizi, NUDTI15'te bir ¢erceve ig¢i silme
(rs746071566) ve miyelosupresyon arasinda 6nemli bir iligki ortaya ¢ikardi. Bu iliski ayri
bir kohortta da tekrarlanda.

Ug kodlayict NUDT15 varyantmin herhangi birine sahip olmak, TPMT genotipi
ve tiopiirin dozu bagimsiz olarak, tiopiirin kaynakli miyelosupresyon riskinin artmasiyla
giiclii bir sekilde iliskilendirildi. Bu bulgular, NUDT15 genotipleme isleminin, Avrupa
kokenli IBH hastalarinda tiopiirin tedavisine baslamadan 6nce degerli bir diisiince
olabilecegini 6nermektedir. Ancak, bu sonuclari dogrulamak i¢in bagimsiz kohortlarda
ek dogrulama igeren daha fazla arasgtirmaya ihtiyag¢ vardir (78).

Pashazadeh ve arkadaslar1 (2019), inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) olan
hastalarda Tiopiirin Metiltransferaz (TPMT) genetik polimorfizmleri, TPMT aktivitesi ve
azatiyoprinin (AZA) metabolik iiriinlerini arastirmayr amacladi. 50 alakasiz IBH
hastasindan kan ornekleri alind1 ve analizleri igin ¢esitli molekiiler teknikler kullanildi.

Caligma, yabani tip alele sahip bireylerde mutant varyantlara (1/2 ve 1/3C) kiyasla
TPMT enzim aktivitesinin daha yiiksek oldugunu gézlemledi. Enzim aktivitesindeki bu
fark, AZA'nm bir metaboliti olan 6-tioguanin (6-TG) seviyelerinde istatistiksel olarak

anlamli varyasyonlarla iliskilendirildi. Ozellikle, calisma mutant TPMT varyantlarina
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(1/2 ve 1/3C) sahip IBH hastalarinda 6-TG seviyelerinin énemli 6lciide daha yiiksek
oldugunu buldu. Bu, TPMT polimorfizmlerinin, AZA kullanan hastalarda 6-TG
seviyeleriyle baglantili oldugunu gostermektedir.

Bu bulgulara dayanarak, calisma AZA dozajimmin bir hastanin TPMT genotipi
dogrultusunda o6zellestirilebilecegini Onermektedir. Ayrica, 6-TG gibi metabolit
seviyelerini degerlendirmek, bireysel hastalar i¢in ilacin giivenli ve etkili bir dozajin1
belirlemeye yardimci olabilir (79).

Gutiérrez ve meslektaglari (2023), sistematik bir gozden gegirme ve meta-analiz
yoluyla inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) tedavisinde tiopiirin ilaglariin etkinligi ve
giivenligi lizerine farmakogenomigin roliinii arastirdi. Bulgulari, TPMT ve NUDT15
genlerindeki mutasyonlarin, hastalar tiopiirin tedavisinden kaynaklanan advers etkilere
daha duyarli hale getirdigini gosterdi. Ayrica, bir hastanin genotipine dayali olarak
tedaviyi Ozellestirmenin, 6zellikle Asya popiilasyonlarinda NUDT15 geni géz Oniine
alindiginda, bu tiopiirin kaynakli yan etkileri 6nlemede 6nemli bir rol oynayabilecegini

belirttiler (80).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma tasarimi:

Bu calisma, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi

Gastroenteroloji Bilim Dali'na bagvuran toplam 200 birey iizerinde kesitsel (cross-

sectional) bir yontemle gerceklestirilmistir. Bu yontem, katilimecilarin demografik ve

hastalik 6zellikleri a¢isindan tiim popiilasyonu temsil edecek sekilde dengeli bir dagilim

saglamak i¢in kullanilmistir. Arastirmada, hastalik siddeti, TPMT genotipi ve diger ilgili

faktorler g6z onilinde bulundurularak katmanlastirma yapilmistir.

1.

Arastirma sorusu tanimi: Caligsma, kesitsel tasarim kullanilarak inflamatuar
bagirsak hastalig1 (IBH) siireclerini ve bu siireglerde TPMT genotipinin roliinii

arastirmayi amaglamaktadir.

. Katilimc1 se¢imi: Arastirmada, hastalik siddeti ve genetik Ozellikler gibi

degiskenler temel alinarak, katilimcilar belirlenmis ve katmanlastirilmistir.

. Calisma popiilasyonunun tanimi: Topluluk, Cukurova bolgesinde yasayan ve

gastroenteroloji klinigine bagvuran bireylerden olugmaktadir
Veri toplama: Katilimcilardan alinan bilgiler, tibbi kayitlar ve genetik test

sonuglari iizerinden toplanmustir.

. Etik onay: Calismanin etik onayi, C.U. Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan

01.10.2021 tarihinde verilmistir. Tiim katilimcilardan bilgilendirilmis onay

alinmstir.

. Veri analizi: Elde edilen veriler, istatistiksel yazilimlar kullanilarak analiz

edilmistir. Analizde, demografik 6zellikler ve genetik veriler gibi potansiyel

karistiricilar kontrol altina alinmustir.

. Sonuglarin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi: Analiz sonuglari, IBH

sirecleri ve TPMT genotipi arasindaki iligkileri ortaya koymak iizere

degerlendirilmistir.

. Sonuglarin iletisimi: Arastirma bulgulari, akademik dergilerde ve

konferanslarda sunulmus ve ilgili tibbi topluluklarla paylagiimistir.

Crohn ve Ulseratif Kolit tanis1 konmus hastalar, Balcali Hastanesi Gastroenteroloji

Bolimii'nde endoskopi, kolonoskopi, biyopsi, Manyetik Rezonans Enterografi (MRE),

Bilgisayarli Tomografi (BT) ve cesitli laboratuvar testleri gibi yontemlerle teshis

edilmistir.
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3.2. Orneklem biiyiikliigiiniin belirlenmesi

Bu calismada 6rneklem biiylikliigii, istatistiksel giic ve anlamlilik diizeyi (0,05)
temel alinarak belirlenmistir. Beklenen etki biiyiikliigiiniin hesaplanmasinda, IBH
poplilasyonundaki TPMT tiplerinin ¢esitliligi ve ¢alismanin istenen giicii (genellikle %80
veya daha yiiksek) dikkate alinmistir.

Ormneklem biiyiikliigiinii belirlemek igin kullanilan formiil, arastirma tasarimu,
istenen giiven diizeyi (genellikle alfa olarak belirtilir, sik¢a 0,05 olarak ayarlanir), istenen
istatistiksel giic (sik¢a 0,80 veya 0,90 olarak ayarlanir), beklenen etki biiyiikliigii ve
incelenen popiilasyonun degiskenligi gibi cesitli faktorlere baglidir. Orneklem biiyiikliigii
belirlemede yaygin olarak kullanilan formiiller, oranlarin, ortalamalarin tahmin edilmesi
veya gruplarin karsilastirilmasi (6rn., t-testleri veya Ki-kare testleri) i¢in olanlardir.

Genellikle, 0,05 anlamlilik diizeyi (alfa) kullaniriz ve %80 veya daha yiiksek bir
giic hedefleriz. Giig, varsa gercek bir etkinin tespit edilme olasiligini temsil eder. Uygun
orneklem buytikligii formiilii, n =NX/ (X + N - 1) seklindedir, burada, X = Za/2"2 p (1-
p)/ MEK"2, ve Za/2, Normal dagilimin o/2'deki kritik degeridir (6rn. %95 giiven diizeyi
icin a 0,05 ve kritik deger 1,96'dir), MEK hata payidir, p 6rnek oranidir ve N popiilasyon
biiyiikliigtidiir.

Bu calisma igin istatistiksel popiilasyon, inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH)
tanis1 almig bireyler olacaktir. Arastirma odakligina bagl olarak, popiilasyonu Crohn

hastalig1 ve iilseratif kolit hastalar1 gibi kategorilere daha da ayirabiliriz.

3.2.1. Ornekleme Yontemi:

Bu c¢alisma, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi
Gastroenteroloji Bilim Dali'na bagvuran toplam 200 birey tizerinde gerceklestirilmistir.
Arastirma katilimcilarinin se¢imi, demografik ve hastalik zellikleri agisindan tiim IBH
popiilasyonunu temsil edecek sekilde dengeli bir temsil saglamak amaciyla kesitsel
(cross-sectional) bir yontem kullanilarak yapilmistir. Arastirma kapsaminda, hastalik
siddeti, TPMT genotipi ve diger ilgili faktorler g6z Onilinde bulundurularak
katmanlastirilmistir. Calismanin etik onayi, C.U. Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
01.10.2021 tarihli ve 115 numarali toplantida verilmistir. Kan 6rnekleri alinmadan 6nce

tiim katilimcilara bilgi verilmis ve Hasta Ri1za Formu imzalatilmistir.
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3.2.2. Kan Ornekleme Yontemi:

Seg¢ilen katilimeilardan, TPMT tiplerini analiz etmek i¢in kan 6rnekleri toplandi.
Orneklerin biitiinliigiinii korumak icin kan toplama, isleme ve sakl ama islemlerinde
standart prosediirlere uyulandi. Toplanan kan orneklerinde TPMT tiplerini belirlemek
icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) veya DNA dizileme gibi uygun yontemler de
kullanildi. Genomik DNA'nin kan 6rneklerinden amplifikasyonu ve yiiksek ¢oziintirliiklii
erime analizi (HRMA), belirli eksonlardaki varyantlar1 tanimlamak i¢in kullanilan
sirecin adimlarini ayiridi.

Siirece dahil olan adimlar asagda 6zetlenmistir

3.2.2.1. Kan 6rnegi toplama

EDTA tiipleri kullanilarak pihtilasmay1 onlemek ve DNA'y1 korumak amaciyla
tam kan 0rnekleri toplandi. Kan 6rnegi toplama, teshis testleri, tibbi degerlendirmeler ve
genetik calismalar dahil olmak iizere bir¢ok tibbi ve arastirma prosediiriinde kritik bir
adimdir. Dogru kan 6rneginin toplanmasi, dogru ve gilivenilir sonuglar elde etmek icin
hayati 6nem tasir. Kan toplama siireci sirasinda standart protokollere uyulmasi ve steril
ve aseptik bir ortamin korunmasi da, kontaminasyon riskini en aza indirmek ve hasta
giivenligini saglamak i¢in 6nemlidir.

Kan 6rnegi toplamanin genel adimlari:

> Gerekli malzemeler topland1
» Gerekli malzemelerin hazirlanmasi:
% Spesifik test veya analiz i¢in uygun olan steril kan toplama tiipleri (EDTA
tiipleri, serum tiipleri veya heparin tiipleri gibi).
¢ Alkol pedleri veya dezenfektan mendiller.
¢ Yapiskan bant veya pamuk toplari.

¢ Eldivenler ve kisisel koruyucu ekipmanlar (varsa).
3.2.2.2. Hastalarin hazirlanmasi

Islem, hastaya aciklandi, yasayabilecekleri rahatsizlik veya hisler dahil. Hastanin

rahat bir pozisyonda, genellikle oturarak veya yatarken olmasini saglandi.
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3.2.2.3. Hastalarin tanimlanmasi
Hastanin kimligi, en az iki hasta tanimlayicist (6rn., isim, dogum tarihi, tibbi kayit

numarasi) kullanilarak dogruland.

3.2.3. Genomik DNA'nin izolasyonu

Kan orneginden hazir bir DNA izolasyon kiti kullanilarak genomik DNA
izolasyonu yapildi.

Roche (Kat N0:11796828001, USA) kit, etkili DNA ekstraksiyonu i¢in kullandi.
Bu kitin yonergelerine gére miktarlar ve boyutlar belirlendi. Genomik DNA izolasyonu,
molekiiler biyoloji ve genetik arastirmalarinda temel bir adimdir.

Biyolojik drneklerden genomik DNA izole etme siirecine genel bir bakis asagida
verilmistir:

Malzemeler ve ekipmanlar:

e Biyolojik 6rnek (kan)

e Lizis tamponu (deterjanlar ve proteaz enzimleri igerir)
e Proteinaz K

e RNaz

e NaCl

e Etanol

e Izopropanol

e Fenol: kloroform: Izoamil alkol (25:24:1)

e Santrifiij Cehazi

e Mikrosantrifiij tiipleri

e DNA c¢okeltme tiipleri (1,5 ml Mikrosantrifiij tiipleri)
e DNA aritma siitunlar1 ve kitleri

e Pipetler ve uglar

e Vorteks mikseri

e Mikrosantrifiij
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Arastirma yontemi

Kit i¢indeki reaktifler prosediire uygun olarak hazirlandi.

1) Proteinaz K: 4.5ml distile suda ¢oziildii.

2) Inhibitér Removal Buffer: Tampon icerisine 20 ml mutlak etanol eklendi.

3) Wash buffer: Tampon igerisine 80 ml mutlak etanol eklendi.

> Ornek hazirhg::

Genomik DNA igeren kan ile caligildi.
Ornekler DNAlerin yikilmasini engeleyerek uygun sertlerde sakland.

> Hiicre lizisi:

Biyolojik 6rnek, mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

Ornege uygun hacimde lizis tamponu eklendi. Lizis tamponu, hiicre
zarlarin1 ve proteinleri parcalayan deterjanlar ve proteaz enzimleri igerir.
Ornek, tiipii sallayarak veya ters cevirerek nazikge karistirildi.

Hiicre lizisi ve proteaz enzimleriyle protein sindiriminin gergeklesmesi
icin uygun bir sicaklikta (37°C) belirli bir siire inkiibe edildi (genellikle 1-
2 saat).

> Proteinin ¢dkeltme ve uzaklastirilmasi: Fenol: kloroform: Izoamil alkol lizata

eklendi. Bu organik ¢6zelti, DNA'y1 proteinler ve diger hiicresel bilesenlerden

aylIrir.
[ ]

Ornek, vorteks ile siddetle karistirildi.

Karigim, sulu fazin (listte) DNA'y1 igerdigi organik fazdan (altta)
proteinleri ve lipitleri iceren ayrilmasi i¢in santrifiij edildi.

Sulu faz (DNA igeren) dikkatlice yeni bir tiipe aktarild1 ve organik faz iyi
gecildi.

> DNA c¢okeltme:

Sulu faza, DNA ¢dokeltene kadar esit hacimde soguk izopropanol eklendi.
Tiip, nazikge ters cevirilerek karistirildi.

DNA pelletini olusturmak i¢in tiip yiiksek hizda santrifiij edildi (10.000-
12.000 x g, 10-15 dakika).

Supernatan dikkatlice alindi, DNA pelleti bozulmadan.
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> DNA yikama:
e DNA pelleti, arta kalan tuzlari ve kontaminantlar1 gidermek i¢in soguk
%70 etanol ile yikandu.
e Tekrar yiiksek hizda santrifiij edildi ve etanol dikkatlice alindi.
» DNA'nin yeniden siispansiyonu:
e DNA pelleti birkag¢ dakika hava kurumasina birakildi (veya etanol kokusu
algilanamayincaya kadar).
e DNA pelleti, agag1 akis uygulamalar1 i¢in uygun hacimde steril su veya
uygun bir tampon ile yeniden siispansiyona alindi.
e DNA c¢oziinmesine yardimer olmak i¢in DNA soliisyonu diisiik bir

sicaklikta (6rn. 4°C) kisa bir siire inkiibe edildi.

H

i
ALE 11796828000
120 Pactiors.

igh Pure PCR Template Preparation Kit @ @ @

Sekil 11. DNA izolasyonu kiti (Roche Kat No:11796828001, USA).

> Kit (Roche Kat N0:11796828001, USA) Proseriirii : Adimlarin 6zeti

1) Ependorf igerisine 200ul Binding buffer, 40 pul proteinaz K, 200 pl tam kan
eklendi. Karistirildiktan sonral0 dakika 700C de inkiibasyona birakildi.

2) Inkiibasyondan alinan ependorf tiiplerine 100 ul izopropanol eklendi, vorteks
ile karistirildi. Daha sonra baska bir ependorf icerisindeki filtre lizerine eklendi
ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

3) Filtreli ependorfun altinda biriken ¢ozelti dokiildii. Filtreli ependorf {izerine
500 pl inhibitor removel buffer eklendi, 1 dakika 8000 rpm de santrifiij edildi.

4) Filtre yeni bir ependorf {izerine konuldu. Daha sonra tizerine 500 ul Wash
Buffer eklendi, 1 dakika 8000 rpm de santrifiij edildi.
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5) Tekrar Filtre yeni bir ependorf iizerine konuldu. Daha sonra iizerine 500 pl
Wash Buffer eklendi ve 1 dakika 8000 rpm de santrifiij edildi.

6) Filtreli ependorfun altinda biriken ¢ozelti dokiildii, bos olarak filtreli ependorf
10 saniye 13.000g de santrifiij edildi.

7) Fitre yeni bir ependorf {izerine konuldu. Daha sonra iizerine 6nceden 700C’de
olan 200 pl Elution buffer eklendi, 1 dakika 8000 rpm de santrifiij edildi.

8) Filtreli ependorfun filtresi atildi ve ependorfun i¢inde toplanan genomik DNA
calisma giiniine kadar +4 OC de saklandi.

3.2.4. DNA Miktari ve saklama:

e Izole edilen genomik DNA'nin konsantrasyonu ve saflig1, bir spektrofotometre
kullanilarak ol¢iildii.

e DNA, PCR, DNA dizileme veya genotipleme gibi asag1 akis uygulamalari ig¢in
uzun siireli saklama amaciyla -20 veya -80°C'de saklandi. Genel olarak,
ireticinin talimatlar1 takip edildi ve protokoller bu arastirmanin 06zel

ithtiyaglaria gore uyarlandi.

3.2.5. Primer Tasarimu:

Hedef ekzonlarin amplifikasyonu i¢in 6zel ¢ift primerler (5 pmol/uL) tasarlanmig
ve kitin ireticisi tarafindan saglanmistir. Bu primerler, kit {reticisinin ve primer
tasarimcisinin talimat talimatlarina gére DNA'da istenilen bolgelere baglanacak sekilde
tasarlanmis (Tablo 2).

Primerlerinizin erime sicakligini (Tm) hesaplamak, primerlerin PCR sirasinda
hedef DNA dizisine 6zgii olarak baglanmasini saglamak ag¢isindan 6nemli bir adimdir.
Tm hesaplamak i¢in ¢esitli formiiller ve yazilim araglart mevcuttur. Tm hesaplamak i¢in
en yaygin kullanilan formiil en yakin komsu ydntemidir. Iste bu yontem kullanilarak Tm

hesaplamak i¢in adimlar: En Yakin Komsu Yontemi ile Tm Hesaplama:
> Primer dizisini topladik ve Tm'sini hesaplamak istedigimiz primer dizisini aldik.

> Primeri daha kiigiik boliimlere ayirdik: Primer, 2-4 niikleotidlik kisa ortiisen

boliimlere ayrildi.
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Termodinamik degerlerin atamasi: Her boliime, en yakin komsu kurallarina gore
termodinamik degerler atandi. Bu degerler, DNA dubleksi olusumu igin entalpi
(AH) ve entropi (AS) degerlerini icerir. Termodinamik tablolar ve parametreler
cesitli literatiir kaynaklarinda bulunabilir veya bu parametreleri igeren yazilimlar
kullanilabilir.
AH ve AS'min Hesaplanmasi: Her parca icin, atanan degerlere gore entalpi
degisimi (AH) ve entropi degisimi (AS) hesaplandi.
AG'nin Hesaplanmasi: Her parga i¢in Gibbs serbest enerji degisimi (AG)
asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi: AG = AH - TAS

e AH, entalpi degisimidir.

e T, Kelvin (K) cinsinden sicakliktir.

e AS, entropi degisimidir.
Tm'nin Hesaplanmasi: Primerin erime sicakligi (Tm), en yiliksek AG degerine
sahip boliim tarafindan belirlenir. Bu boliim i¢cin Tm hesaplamak ic¢in asagidaki
formiil kullanilabilir: Tm = AH / (AS + R In(Ct / 4))

e AH ve AS, en yliksek AG'ye sahip boliim i¢in hesaplanan degerlerdir.

e R, gaz sabitidir (yaklasik 1.987 cal/(molK)).

e Ct, reaksiyondaki primer ve tuz iyonlarmin toplam molar

konsantrasyonudur.

Santigrat'a Doniistiirme: Gerekirse, Tm degerini Kelvin'den ¢ikararak 273.15
Santigrat'a dontistlirdiik (Tablo 2).
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Tablo 2. HRMA yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizi, F ileri (forward), R ters (reverse) primerler TPMT*2
(c.238G>C), TPMT3A, 3B (c.460G>A), TPMT3C (c.719A>G).

TPMT*2 _F CCCTCTATTTAGTCATTTGAAAACA 241 bp
TPMT*2 _R AAAACTTTTGTGGGGATATGGA
TPMT3A,3B_F TGTTGAAGTACCAGCATGCAC 173 bp

TPMT3A,3B_R CTTACCATTTGCGATCACCTG
TPMT3C _F GAATCCCTGATGTCATTCTTCA 213 bp

TPMT3C _R CCTCAAAAACATGTCAGTGTGA

OligoAnalyzer yazilimi, Tm hesaplamasi ve gesitli molekiiler biyoloji analiz

paketleri i¢in kullanildi.

3.2.6. DNA Amplifikasyonu:

DNA amplifikasyonu i¢in bir master karisim hazirlandi. Temel bilesim genellikle
DNA polimeraz, dNTP'ler (deoksiniikleotid trifosfat) ve tampon bilesenlerini igerdi.

Izole edilen genomik DNA'dan 50 ng, ¢ift primerler (5 pmol/uL) ve master
karisim ile bir PCR tiipiinde birlestirildi.

3.2.7. PCR Amplifikasyonu:

PCR amplifikasyonu asagidaki sicaklik dongiisii protokolii kullanilarak
gerceklestirildi:

- On inkiibasyon: 95°C'de 5 dakika (ilk denatiirasyon)

— Dongii (40 dongiiniin tekrari): - Denatiirasyon: 95°C'de 10 saniye - Annealing:

55 derece Celsius'ta 30 saniye - Uzatma: 72°C'de 10 saniye

3.2.7.1. Cozeltiler
1. 10X Tris Tamponu
2M KCI 1.25mL
1M Tris.HCI (pH 8.3) 0.5mL

36



1M MgCl, 75 uL

Jelatin 5mg

Steril distile su 3.2 mL Jelatinin erimesi i¢in 37°C'de bekletilir.
2. Spermidin 1 M
3. PCR Karigimi (4 mL)

10X Cetus tamponu 500 uL

Steril distile su 2700 uL.1.25mM dNTP karisimi800 pLSpermidinlM4 pL
dNTP'lerin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) her birinden (100 mM'lik stoktan) 60 pL
alimiptizerine 4740 pL steril distile su eklenerek 1.25 mM'lik ¢ozelti hazirlanir.

Yontem

Gen amplifikasyonu, Thermal Cycler ile 1siya dayanikli mikrotiipler igerisinde
yapilir. Amplifikasyon tiiplerinin yerlestirildigi bir 1s1 blogu ve 1s1 degisimlerini kisa
siiredegerceklestiren bir mikro islemciden olusan bu alette termal dongii protokolleri

onceden belirlenerek uygulanabilir.

3.2.8. Yiiksek Coziiniirliiklii Eritme Analizi (HRMA):

HRMA kapali tiip sisteminde, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR: PCR)
sonrasina dayali genetik varyasyonlar1 belirlemek i¢in kullanilan yeni bir yontemdir.
HRM’nin c¢aligma prensibi niikleik asit 6rneklerinin erime davranigina dayanmaktadir.
Cift zincirli DNA’nin denatiirasyonu erime sicakliginin artmasiyla olusan floresan
degisikliklerinin saptanmasiyla belirlenir. Wild type (yaban tip) ve heterozigot
orneklerinin farkliliklar: erime grafiklerinde kolaylikla saptanabilmektedir. Bu yontemde
erime egrisi analiziyle daha fazla bilgi ve detay elde edilebilmektedir. HRM analizi,
orneklerin sekans, uzunluk, guanin sitozin (GC) icerigine gore ayrimini yapabilmektedir.
Popiilasyonda yaygin goriilen tek niikleotit degisikliklerinin (SNP) tespiti, hastaliklarla
iligkili gen mutasyon taramalar1 ve DNA metilasyon analizleri HRM yontemi ile hizli ve
giivenilir bir sekilde tanimlanabilmektedir. PZR {iriinlerindeki niikleotit dizi degisimleri
ve c¢esitli varyasyonlar DNA erime egrisi sekilleriyle HRM  yonteminde
saptanabilmektedir. Kombine yeni nesil DNA boyalar1 ve gelistirilen gen tarama

yazilimlar1 sayesinde giicli analiz yapabilme kapasitesinin yan1 sira kolay
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uygulanabilirligi ve diisiik maliyetli olma 6zelligi ile ger¢ek zamanlt HRM yontemi pek
cok klinik uygulamada 6n plana ¢ikmaktadir.

PCR dongtileri gergeklestirdikten sonra, DNA dizilerini erime sicakligina (Tm)
gore ayirt etmek icin HRMA gergeklestirdik. - 70°C'den 90°C'ye kadar saniyede 0.1°C
oraninda sicakligi yavasea artirirken floresansi izledik. - HRMA, bize DNA dizilerini Tm
profillerine gore ayirt etme imkani sunar. Ekzonlardaki varyantlar veya mutasyonlar,
vahsi tip dizilime kiyasla farkli Tm degerlerine neden olur.

Veri Analizi ve Tani: - Ornekler arasindaki erime sicakligi (Tm) farklarini
belirlemek icin HRMA verilerini analiz et. - Tm'deki fark, hedef ekzonlarda dizi tiplerinin
veya mutasyonlarin varligim gosterebilir. - Orneklerinizin Tm profilleri, ¢alistiginiz
kosullarla iliskili degisiklikleri tanimlamak i¢in bilinen standartlar veya kontroller ile
karsilastirilir. - Tani, erime sicakligindaki fark ve tanimlanan 6zgiil genetik tiplere

dayanarak yapild1 (Sekil 6).

a TPMT ¢.719

TPMT c.460

735 74 745 75 755 76 765 77 75 78 785 79 795 80
Temperature *C

Sekil 12. RT-PCR HRMA ile TPMT Genotiplerinin Belirlenmesi Bu siireg, genellikle gesitli genetik
calismalarda ve tanilarda genotipleme ve mutasyon tespiti i¢in kullanilir. Dogru sonuglar elde
etmek icin, HRMA reaktifleri ve cihazlar1 igin ireticinin talimatlarim1 kesinlikle takip
ettiginizden emin olun. Ayrica, sonuglart dogrulamak icin deneylerde uygun pozitif ve negatif

kontroller de dahil edildi.
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3.2.8.1. HRMA kit Ozellikleri :

5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix, HRM analizi i¢in optimize edilmis,
EvaGreen® boyasi igeren hazir kullanima uygun bir ¢éziimdiir.

Bu, gPCR ve HRM Analizi yapmak i¢in gerekli tiim bilesenleri igerir: HOT
FIREPol® DNA Polimerazi, ultra saf ANTP'ler, MgCl12 ve EvaGreen® boyasi. Kullanici
sadece su, sablon ve primer eklemesi yapmalidir.

HOT FIREPol® DNA Polimerazi, 95°C'de 12 dakikalik bir inkiibasyon adimiyla
aktive edilir. Bu, 0zgiil olmayan sekilde eslesen primerlerin ve primer-dimerlerin

uzamasini Onler.

Ozellikler

Hot-start: Evet, baslangi¢ aktivasyonu 12 dakikada

» Tespit tipi: Boya tabanli, EvaGreen® araglari igerir

» Referans boya: Yok

» Uyumlu gergek zamanli cihazlar: ROX referans boyasi gerektirmeyen
Cevrimciler. Cihazinizi kontrol edin!

» Karisim Bilesenleri

» HOT FIREPol® DNA polimerazi: Sicak baslangigli olarak calisan kimyasal
olarak modifiye edilmis FIREPol® DNA Polimerazi

» EvaGreen® qPCR tamponu ile 12.5 mM MgCl2, 1x PCR ¢ozeltisi — 2.5 mM
MgCI2

» dNTP'ler: dJATP, dCTP, dGTP ve dTTP

» EvaGreen® boyasi

» PCR reaksiyonunu artirmak i¢in Bovin serum albumini (BSA)

» EvaGreen Boyasi

EvaGreen®, qPCR i¢in SYBR® Green I'e iistiin bir alternatif yapan bircok
ozellige sahip bir DNA baglayici boyadir. Benzer spektral 6zelliklere sahip olmanin yani
sira, EvaGreen®'in SYBR® Green I'den ayiran ii¢ 6nemli 6zelligi vardir: EvaGreen®'in
¢ok daha az PCR inhibisyonu, son derece stabil bir boyasi olmasi ve mutajenik veya
sitotoksik olmadigi gosterilmistir. EvaGreen®, tim yaygin gercek zamanli PCR

cevirmenleri ile uyumludur.

39



Sekil 13. HRMA kit ve kullandimiz Cehaz
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Tablo 3. HOT FIREPol#EvaGreen#HRMA Kiti Kullanarak HRM Analizi i¢in Tavsiye Edilen PCR

Kurulumu. (Katalog numarasi: 08-33-00001)

Volume (uL/rxn)

Master Mix 10
Magnesium Chloride Solution, 25 mM Variable
Forward Primer, 5 uM 1.2
Reverse Primer, 5 uM 1.2
SYTO® 9 Dye, 50 uM * 0.6
gDNA (5 ng/uL) 5
Deionized Water Variable
Total Reaction Mix Volume 20

Erime Raporu

Digital Filter Light

Imported Analysis Settings

Sample Page Page 1

Temp. Threshold 0°C

Threshold 0.

Deney Bilgileri Erime Bilgisi

Run Name HRM Test 2023-09-15 (1).rex Amin Tez

Run Start 9/15/2023 9:30:51 AM

Run Finish 9/15/2023 11:20:19 AM

Operator

Notes

Run On Software Version

Rotor-Gene Q Software 2.3.5.1

Run Signature

The Run Signature is valid.

Gain HRM

-1.67

Machine Serial No.

1218123

41



75 80 85 80
°Cc

Sekil 14. Cesitli TPMT mutasyonlarimi arastirmak i¢in yiiksek ¢6ziiniirliiklii erime egrisi

Calismanin ¢ogu, PCR primerlerinin, reaktiflerinin ve reaksiyon kosullarinin

optimize edilmesiyle ilgilidir

3.2.9. HRMA adimlarin Ozeti

Adim 1. Enstriiman Kalibrasyonu

PCR amplifikasyonu ve HRM analizi i¢in kullanilan enstriimanin her alt1 ayda bir
kalibre edilmesi Onerilir. Bu adim, bir arka plan, 6zel boya ve HRM kalibrasyon
plakasinin ¢alistirilmasini igerir .

Adim 2. PCR Tasarim1 ve Optimizasyonu.

Bu adim en fazla dikkat gerektirir. Primer setlerinin dikkatli bir sekilde
tasarlanmasini, PCR reaktiflerinin, HRM boyalarimin ve reaksiyon kontrollerinin
secilmesini ve test edilmesini igerir.

Adim 3. PCR.

Amplifikasyon i¢gin ger¢ek zamanli bir PCR sistemi kullanilmasi 6nerilir, 6zellikle
bir deneyin optimize edilmesi veya sorun giderilmesi durumunda, c¢lnkii PCR

amplifikasyonu gercek zamanli olarak izlenebilir, amplikon kalitesi hakkinda bilgi saglar.

42



Veriler ayrica erime analizi uygunlugu icin kontrol edilebilir ve uygun dosya
biciminde kaydedilebilir . Ger¢ek zamanli PCR sistemi kullanildiginda, Adimlar 3, 4 ve
5 aymi enstriimanda tamamlanabilir. Alternatif olarak, PCR bir standart PCR termal
ceviricisi izerinde gergeklestirilir ve ardindan HRM igin bir ger¢ek zamanli PCR sistemi
tizerine transfer edilir.

Adim 4. Ornek Erime.

Gergek zamanli bir PCR sisteminde, ornekler eritilir ve veriler toplanir. PCR i¢in
standart bir termal cevirici kullanildiginda, 6rnekler HRM erime egrisi verilerini
toplamak tizere tasarlanmig bir ger¢cek zamanli PCR enstriimanina aktarilmalidir.

Adim 5. Veri Analizi.

PCR veri dosyast HRM analiz yazilimina aktarilir ve veriler analiz edilir.

HRM Analizi ve Reaktif Optimizasyonu

Basaril1 bir analiz i¢in, deneyin HRM i¢in optimize edildiginden emin olmak i¢in
deney gelistirme konusunda dikkatli olunmalidir. Erime egrilerindeki kiigiik farklar, dizi
dis1 kaynaklar gibi, genomik DNA (gDNA) kalitesi, ekstraksiyon kalintilarinin taginmasi,
amplikon uzunlugu, primer tasarimi, boya se¢imi ve PCR reaktifi se¢imi gibi faktorlerden

kaynaklanabilir.

3.2.10. Paraklinik Testlerin cahsildigi cihaz ve yontemler

Vitamin B12, folat, TSH, T4, T3, ferritin; Beckman Coulter DXI 800 cihazinda
kemiliiminesans yontem ile dl¢tilmiistiir.

Glukoz, demir, TIBC, UIBC, ALT, AST, Urik asit, total protein, BUN, Kreatinin,
Mg, total bilirubin, direkt bilirubin, albumin testleri Beckman Coulter AU5800 cihazinda
fotometrik yontem ile 6l¢iilmiistiir.

GGT Beckman Coulter AU5800 cihazinda enzimatik yontemle ol¢lilmiistiir.

CRP; IMMAGE 800 cihazinda nefelometrik yontem ile 6l¢tilmiistiir.

D vitamini; Thermo Dionex cihazinda HPLC yontemi ile 6l¢iilmiistiir.

HbAlc; HPLC yontemi ile Premier Hb9210 cihazinda ol¢ililmiistiir.

Total IgG; immiinotiirbidimetrik yontemle Beckman Coulter AU5800 cihazinda
Olgiilmiistiir.

Total IgE; IMMAGE 800 cihazinda nefelometrik yontemle dl¢iilmiistiir.

Sedimantasyon ALIFAX cihazinda ¢aligilmistir.
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3.2.11. Istatistiksel Analiz:

1. Tanimlayic istatistikler, TPMT, yas, cinsiyet, hastalik siiresi ve diger ilgili
degiskenlerin sikliklar1 dahil olmak iizere c¢alisma popililasyonunun
Ozelliklerini 6zetlemek i¢in kullanilir.

2. TPMT Tipleri ile IBH veya Klinik Ozellikleri Arasindaki iliski:

Kullanilan Yontem: Chi-Square Testi

Aciklama: Chi-Square testleri, TPMT tipleri ile IBH (Inflamatuar Bagirsak

Hastalig1) veya klinik 6zellikleri arasindaki iliskiyi analiz etmek i¢in kullanilir.

Bu testler, iki grup arasindaki oran farklarini analiz etmek i¢in kullanilir.

Asagida belirtilen istatistiksel yontemler, farkli baglamlarda TPMT genotiplerinin

IBH (inflamatuar Bagirsak Hastalig1) hastalar1 ve kontrol grubu iizerindeki etkilerini

incelemek i¢in kullanilmistir:

1. IBH Hastalar1 ve Kontrol Grubunda TPMT Genotiplerinin Dagilim:

> Kullanilan Yéntem: Tanimlayici Istatistik Yéntemleri

> Aciklama: Bu yontemler, IBH hastalar1 ve kontrol grubundaki TPMT
genotiplerinin frekans ve dagilimmi &zetlemek igin kullanilir. Istatistikler
arasinda ortalamalar, standart sapmalar, medyanlar ve frekans dagilimlar

bulunur.

2. IBH'de Lokopeni ile ve Lokopenisiz TPMT Genotipi Prevalanst:

» Kullanilan Yontem : Chi-Square Testi
> Aciklama: Chi-Square testi, 16kopeni goriilen ve goriilmeyen IBH hastalar:

arasinda TPMT genotiplerinin prevalans oranlarini karsilastirmak i¢in kullanilir.
Bu test, iki oran arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini

belirlemeye yardimet olur.yardimei olur.

3. IBH Hastalarinda Pankreatit ile Birlikte TPMT Genotipinin Prevalansi:

» Kullanilan Yontem: Chi-Square Testi
> Aciklama: Bu Chi-Square testi, pankreatitli IBH hastalarinda TPMT

genotiplerinin prevalansini, pankreatitsiz hastalarin prevalansi ile karsilastirir.
Bu, genotipin pankreatit gelisimi lizerindeki potansiyel etkisini degerlendirmek

icin kullanilir.
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4. TPMT Gen Varyantlarinin Her Birinde Biyokimyasal Sonuglar:

> Kullanilan Yontem: Tanimlayici Istatistik Yontemleri
» Agiklama: Tanimlayict istatistikler, farkli TPMT gen varyantlarina sahip

gruplarin biyokimyasal parametrelerini 6zetlemek icin kullanilir. Bu yontem,
genotiplerin biyokimyasal markerlar tizerindeki etkilerini degerlendirmek igin
kullanilir.
Her bir yontem, belirli bir arastirma sorusuna yanit vermek ve TPMT genotiplerinin
IBH iizerindeki etkilerini daha iyi anlamak icin dikkatlice secilmistir. Bu yontemler,
genetik bilimlerde yaygin olarak kullanilan giiclii istatistiksel araclardir ve saglam
sonuglar elde etmek i¢in bir arastirmacinin kullanabilecegi metodolojik cesitliligi

gostermektedir.
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4. SONUCLAR VE BULGULAR

Bu boliimde, bu aragtirmanin hedeflerine ulagsmak i¢in yapilan laboratuvar verileri
ve klinik bulgular asagidaki sirayla sunulmaktadir:

Asagidaki tablolar, belli TPMT gen varyantlarina sahip hastalarin, 6zellikle
16kopeni ve pankreatit olmak iizere, tiopiirinle iligkili yan etkiler gelistirme riskinin

onemli dl¢iide daha yiiksek oldugunu agikc¢a gostermektedir

Tablo 4. Crohn ve Ulseratif Kolit Hastalarmin Cinsiyet ve Yasa Gére Istatistiksel Dagilinm

Kadin 54 29 27 24 41

Orneklem grubundaki Crohn ve Ulseratif Kolit hastaliklarinin cinsiyet ve yas
dagilimindaki egilimleri ortaya koymaktadir. Kadinlar, 6rneklemde Crohn hastaligina
daha yatkinken, erkekler Ulseratif Kolit hastaligia daha yatkindir. Ayrica, Ulseratif Kolit
hastalig1 olan erkeklerin yas ortalamasi, kadinlardan daha yiiksektir. Bu tiir analizler,
hastaliklarin cinsiyet ve yasa gore dagilimini1 anlamak, erken teshis ve tedavi stratejilerini
gelistirmek icin 6nemli bilgiler sunabilir. Ancak, bu bulgularin daha genis ve ¢esitli
orneklemlerle dogrulanmasi gerekmektedir.
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Tablo 5, IBH hastalar1 ve kontrol grubundaki farkli TPMT genotiplerinin dagilimin
gostermektedir. TPMT1/1 genotipi, her iki grupta da en yaygin olan genotiptir, ancak
IBD hastalarinda (%90) kontrol grubuna (%98) kiyasla biraz daha az yaygindir.
TPMT2/2, TPMT1/2, TPMT1/3B ve TPMT1/3C genotipleri IBH hastalarinda kontrol
grubuna gore daha yiiksek oranlarda goriilmektedir. Bu farkliliklar, TPMT genotiplerinin
IBH hastaligmin gelisiminde ve tedaviye yanitinda rol oynayabilecegini
distindiirmektedir.

Tablo 5. iBH Hastalar1 ve Kontrol Grubunda TPMT Genotiplerinin Dagilim1

TPMT1/1 90 90% 98 98%
TPMT2/2 3 3% 0 0%
TPMT1/2 4 4% 1 1%
TPMT1/3B 1 1% 0 0%
TPMT1/3A i 1% 1 1%
TPMT1/3C 1 1% 0 0

Mutantlarin yiizde prevalansini hesaplamak icin tanimlayic istatistik yontemleri
kullanilmistir. Ornegin, TPMT1/1 genotipi hastalar grubunda 90 kiside bulunuyorsa ve
bu grup toplamda 100 kisiden olusuyorsa, TPMT1/1 prevalansi %90 olarak hesaplanir: \(
\frac{90}{100} \times 100 = 90\% \). Bu islem, her genotip i¢in ayr1 ayr1 hem hastalar

hem de kontrol grubu {lizerinde uygulanmistir.
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iBH Hastalari (%)

1%
3% ’

= TPMT1/1 = TPMT2/2 = TPMT1/2 TPMT1/3B

Kontrol Grubu (%)

\\

= TPMT1/1 = TPMT2/2 = TPMT1/2
TPMT1/3B m TPMT1/3A = TPMT1/3C

Sekil 15. IBH Hastalar1 ve Kontrol Grubunda TPMT Genotiplerinin Dagilimi

Tabloda 6 ve Sekil 15, IBH olan 100 hasta ve saglikli 100 kontrol grubu
bireylerinde TPMT genotiplerinin prevalansi sunulmaktadir. TPMT1/1 genotipi, her iki
grupta da en yaygin genotip olarak goze carpmakta ve "vahsi tip" veya normal genotip
olarak bilinmektedir; IBH hastalarinda %90 ve kontrol grubunda %98 ile bu genotip,
genel popililasyona kiyasla yiiksek prevalans gostermektedir. TPMT2/2, TPMT1/2,
TPMT1/3A, TPMT1/3B ve TPMT1/3C genotipleri daha nadir goriilmekte olup, iIBH
hastalarinda sirasiyla %3, %4, %1, %1, ve %1; kontrol grubunda ise %0, %1, %1, %0 ve

%0 prevalans ile tespit edilmistir.
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TPMT gen varyantlari icin homozigot olan IBH hastalarinda toksisite riski en
yiiksektir. Bu hastalarin TPMT geninin iki iglevsiz kopyasina sahip olmalari, ¢ok diigiik
veya hi¢ TPMT enzim aktivitesi olmamasina neden olur. Sonug olarak, tiopiirin ilaglarini
uygun sekilde metabolize edemezler, bu da viicutta toksik metabolitlerin birikmesine ve
ciddi yan etkilerin ortaya ¢ikmasina yol acar. Bu hastalarda toksisite riskinin artmasinin

bazi nedenleri sunlardir:

1. Diistik veya Yok TPMT Aktivitesi: Tiopiirin ilaglarin1 inaktif metabolitlere
metabolize edememe, aktif metabolitlerin birikmesine yol acar, bu da kemik
iligini zarar verebilir ve pansitopeniye (tiim kan hiicre tiplerinde azalma) neden
olabilir

2. Tiopiirin Ilaglarina Artan Hassasiyet: Bu hastalar tiopiirin ilaglarma daha
hassastir ve hatta standart dozlar bile ciddi toksisiteye yol acabilir.

3. Yakin Izleme Gerekliligi: Homozigot hastalar dikkatli bir sekilde izlenmeli ve
ciddi yan etkileri 6nlemek igin tiopiirin ilaglarinin ¢ok daha disiik dozlarini

almal1 veya alternatif tedaviler almalidir.

Birgok ¢alisma, bu hastalarin heterozigot bireylerle veya normal TPMT
aktivitesine sahip olanlarla (islevsel alel i¢in homozigot) karsilastirildiginda ciddi yan
etkiler riskinin &nemli 6lgiide daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bu nedenle, IBH
hastalarinda tiopiirin tedavisine baslamadan 6nce TPMT varyantlar igin genetik test
yapilmasi, ilag dozajini bireysel olarak ayarlamak ve toksisite riskini dnlemek i¢in hayati
oneme sahiptir. Tablo 2-4, IBH'de Idkopeni ile ve lokopenisiz TPMT genotipinin

prevalansini gostermektedir.
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Tablo 6. IBH'de Lokopeni ile ve Lokopenisiz TPMT Genotipi Prevalansi

TPMT Prevalans  Lokopeni TPMT Prevalans Lokopenisiz P
Genotipi (Vaka) Genotipi (Kontrol) Degeri
Kontro

iBH

TPMT*1/*1  90% 9% TPMT*1/*1 98 95% <
0.001

TPMT*1/*2 4% 50% TPMT*1/*2 1 %0 0.063

TPMT*1/*3B 1% 0% TPMT*1/*3B 0 %0 0.367

TPMT*1/*3C 1% 0% TPMT*1/*3C 0 %0 0.367

TPMT*1/*3A 1% 0 TPMT*1/*3A 1 %0 0.367

TPMT*2/*2 3% 100% TPMT*2/*2 0 %0 0.049

Her genotipte, 16kopeni olan ve olmayan kisilerin oranlarini karsilastirmak icin Chi-

Square

farklari

Test kullanilmistir. Chi-Square Test, farkli gruplardaki iki oran arasindaki anlamli

degerlendirmek i¢in kullanilan bir istatistiksel yontemdir. Bu test, 6zellikle klinik

ve epidemiyolojik caligmalarda, belirli bir olgunun iki farkli gruptaki yayginligini

karsilastirmak i¢in yararhidir.

Chi-Square Testi Adimlar1 ve Sonuglari:

1.

Oranlarm Tanimlanmasi: Ilk olarak, her genotipte l16kopeni olan ve olmayan
kisilerin oranlar1 hesaplanir. Ornegin, TPMTI1/1 genotipinde, l16kopeni olan
kisilerin oran1 %9 ve 16kopeni olmayan kisilerin oran1 %95'tir.

Chi-Square Testi Istatistiginin Hesaplanmasi: Chi-Square testi istatistigi, oranlar
arasindaki fark ve toplam 6rneklem sayis1 kullanilarak hesaplanir. Bu istatistik,
gozlemlenen farkin giiclinii gosterir.

P Degerinin Hesaplanmasi: Her genotip i¢in p degeri hesaplanarak, sifir hipotezi
altinda (yani oranlar arasinda fark yoktur) bu farklarin gozlemlenme olasilig
belirlenir. Bu ¢alismada, bazi p degerleri 0.001'den kiigiiktiir.

TPMT1/1: Lokopeni olan kisilerin orani (%9) ile 16kopeni olmayan kisilerin
orani (%95) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.001).

TPMTL1/2: Lokopeni olan kisilerin orani (%50) ile 16kopeni olmayan kisilerin
orani (%0) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p = 0.063).
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e TPMT1/3B, TPMT1/3C ve TPMT1/3A: Bu genotiplere sahip kisilerde 16kopeni
olan kisilerin oran1 %0'dir ve bu fark 16kopeni olmayan gruptan istatistiksel olarak
anlaml degildir (p = 0.367).

e« TPMT2/2: Lokopeni olan kisilerin orani (%100) ile 16kopeni olmayan kisilerin
orani (%0) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p = 0.049).

Bu sonuglar, farkli mutant gruplar ve kontrol gruplari arasindaki farklarin bazi
durumlarda istatistiksel olarak anlamli1 oldugunu gostermektedir. Ozellikle, TPMT1/1 ve
TPMT2/2 genotipleri i¢in anlamli farklar bulunmaktadir. Ancak, TPMTL1/2,
TPMT1/3B, TPMT1/3C ve TPMT1/3A genotipleri i¢in kontrol gruplariyla anlamli fark
bulunmamaktadir.

TPMT2/2: Bu genotip ¢ok diisiik prevalansa sahiptir ancak bu genotip sahip bireylerde

16kopeni oran1 %100'diir, bu da tiopiirine kars1 ¢ok yiiksek hassasiyeti gosterir.

Tablo 7. IBH Hastalarinda Pankreatit ile Birlikte TPMT Genotipinin Prevalansi

TPMT Prevalans Pankreatit TPMT Prevalans Pankreatit P

Genotipi (Vaka) Genotipi olmayan Degeri
(Kontrol)

iBH Kontrol

TPMT*1/*1 90% 3% TPMT*1/*1 98 95% <0.001

TPMT*1/*2 4% 50% TPMT*1/*2 1 %0 0.063

TPMT*1/*3B 1% 0% TPMT*1/*3B 0 %0 0.367

TPMT*1/*3C 1% 0% TPMT*1/%3C O %0 0.367

TPMT*1/*3A 1% 50% TPMT*1/*3A 1 %0 0.367

TPMT*2 /*2 3% 100% TPMT*2 /%2 0 %0 <0.049

Her genotip i¢in pankreatitli ve pankreatitsiz kisilerin oranini karsilastirmak i¢in
Chi-Square testi kullanildi. TPMT1/1 ve TPMT2/2 genotipleri i¢in pankreatitli ve
pankreatitsiz oranlari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir. Bu genotipler
pankreatit gelisiminde dnemli bir risk faktorii olabilir ve tedavi 6ncesi genotip tespitinin

yapilmasi bu risklerin yonetiminde faydali olabilir.
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TPMT1/2, TPMT1/3B, TPMT1/3C, ve TPMT1/3A genotipleri igin pankreatitli ve
pankreatitsiz oranlar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildir.

Istatistiksel analiz, 6zellikle TPMT2/2 genotipinde pankreatit prevalansinin %100
oldugunu ve bu genotipin IBH hastalar1 ile kontrol grubu arasinda anlamli farklar
gosterdigini ortaya koymaktadir. TPMT1/1 genotipi de pankreatit prevalansinda belirgin
bir fark gostermektedir.

Bu bulgular, yan etkilerin gelisim riskini belirlemede genetik degisikliklerin
onemini vurgular ve klinik ydnetimde nasil etkili olabileceklerini gosterir. Ornegin,
tedaviye baslamadan 6nce genotiplerin dogru bir sekilde tespit edilmesi, doktorlarin ilag
dozlarini giivenli bir sekilde ayarlamalarina ve ciddi yan etkileri 6nlemek igin alternatif

tedaviler kullanmalarina olanak tanir.

« Genotiplerin Incelenmesinin Onemi: Bulgular, 6zellikle p-degeri 0.05'ten
kiiglik olan TPMT2/2 genotipinin tedaviye baslamadan Once incelenmesinin,
pankreatit riskinin tahmin edilmesinde faydali olabilecegini vurgular. Bu
genotipin pankreatit prevalansi %100 oldugundan, tedavi planlamasinda kritik bir
faktor olarak degerlendirilmelidir.

e Kilinik Risk Yonetimi: TPMT2/2 genotipi igin, yan etki olasiligini azaltmak igin
risk yOnetimi stratejileri uyarlanabilir. Ornegin, ilag dozunun dikkatlice
ayarlanmasi veya alternatif tedavi segceneklerinin kullanilmasi gerekebilir.

o Kiinik Tavsiyeler: Bu verilere dayanarak, uzmanlar hastalarina, pankreatit gibi
yan etkilerin daha yaygin oldugu TPMT2/2 genotipi temelinde daha kesin ve

kisisellestirilmis tavsiyelerde bulunabilirler.
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sunulmaktadir:

Demir (ng/dL)
UIBC (pg/dL)
Ferritin (ng/L)
TIBC (ng/dL)
Albiimin  Toplam
Protein (g/dL)

Magnezyum
(mg/dL)

Glukoz (mg/dL)
Total Bilirubin

(mg/dL)
HbAlc (%)

GGT (IU/L)

AST (1U/L)
ALT (1U/L)

Urik Asit (mg/dL)

BUN (mg/dL)
Kreatinin (mg/dL)

D Vitamini (ng/mL)

Tablo 8. TPMT gen varyantlarinin her birinde biyokimyasal sonuglar

74.6 £16.9
467.5+44.1
138.9 £26.7
314.5+33.8
45+0.8

2.0+04

87.3+13.8
0.9+0.4

5.6+£0.9
22.1+72
26.8 £8.7
30.4+10.1
6.3+1.2
104 £2.1
0.8 +0.1
20.6 £5.3

70.0 +12.0
410.0 +35.2
118.0+£22.5
272.0 +£27.6
43+0.7

1.9+04

88.0+ 13.0
09+0.4

5.6+0.8
21.9+7.0
255+ 7.7
28.7+£9.0
63+1.1
10.3+2.0
0.8+0.1
20.5+5.2

69.2+11.9
407.5+35.1
117.3+£22.3
270.2 +27.5
42+0.7

19+04

88.9+12.8
0.9+04

5.6£0.8
21.8+6.9
253+7.6
28.5+8.9
62+1.1
10.2+2.0
0.8+0.1
20.0 £ 5.1

82.4+22.3
548.2+£45.6
150.6 £35.2
378.7+34.2
4.8+0.8

2.1+04

84.7+15.2
1.0+0.4

54+1.0
23.9+7.7
29.3+9.2
33.5+£10.8
6.5+1.3
10.7+2.2
0.8+0.1
21.2+55

Bu bolimde her bir biyokimyasal parametrenin o6zelliklerine iligkin tablo

62.8+11.8
367.3 £30.7
99.1 +£24.0
249.2 +30.3
3.9+0.7

1.8+0.3

86.9+15.0
0.8+0.4

5.7+0.9
20.3+6.6
232+78
25.6+£9.0
6.0+1.1
99+2.0
0.7+0.1
20.6 5.2



Tablo 9. TPMT Genotiplerinin Biyokimyasal Parametreler Uzerindeki Etkileri: Referans Araliklar ve

Degerlendirmeler

Demir (ug/dL) 60 -170 115 71.8 Normal
UIBC (pg/dL) 150 - 375 262.5 440.1 TPMT1/1,
TPMT3B,
TPMT2  igin
yiiksek
Ferritin (ng/L) 20 - 300 160 124.78 Normal
TIBC (ng/dL) 250 - 450 350 296.92 TPMT3C igin
diisiik
Albiimin Toplam 3.5-55 4.5 4.34 Normal
Protein (g/dL)
Magnezyum 1.7-22 1.94 Normal
(mg/dL)
Glukoz (mg/dL) 70-99 84.5 87.16 Normal
Total Bilirubin 01-1.2 0.65 0.9 Normal
(mg/dL)
HbALc (%) <57 2.85 5.58 TPMT3C igin
biraz yiiksek
GGT (IU/L) 10-60 35 22 Normal
AST (1U/L) 10-40 25 26.02 Normal
ALT (1U/L) 7-56 31.5 29.34 Normal
Urik Asit (mg/dL) 35-72 5.35 6.26 Normal
BUN (mg/dL) 6 - 24 15 10.3 Normal
Kreatinin (mg/dL) 0.74 - 1.35 1.045 0.78 Normal
D Vitamini (ng/mL) 20 - 50 35 20.58 Normal
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Cesitli TPMT genotiplerine sahip bireylerin biyokimyasal biomarker analiz

sonuglarina gore su degerlendirmeler yapilabilir:

Demir (png/dL): Tim TPMT genotiplerinde demir seviyeleri normal aralikta

bulunmustur.

UIBC (ng/dL): TPMT1/1, TPMT3B ve TPMT2 genotiplerinde yiiksek seviyeler

gbzlemlenmistir.

Ferritin (ug/L): Tiim genotiplerde ferritin seviyeleri normaldir.

TIBC (pg/dL): TPMT3C genotipinde TIBC seviyesi diisiik bulunmustur.

Alblimin Toplam Protein (g/dL): Tiim genotiplerde normal seviyededir.
Magnezyum (mg/dL): Magnezyum seviyeleri tiim genotiplerde
araliktadir.

Glukoz (mg/dL): Glukoz seviyeleri tiim genotiplerde normaldir.

Total Bilirubin (mg/dL): Tiim genotiplerde normal seviyededir.

HbAlc (%): TPMT3C genotipinde biraz yiiksek bulunmustur.

GGT (IU/L): Tum genotiplerde normal seviyededir.

AST (IU/L): Tiim genotiplerde normal seviyededir.

ALT (IU/L): Tiim genotiplerde normal seviyededir.

normal

Urik Asit (mg/dL): Urik asit seviyeleri tiim genotiplerde normal araliktadir.

BUN (mg/dL): Tiim genotiplerde normal seviyededir.
Kreatinin (mg/dL): Tiim genotiplerde normal seviyededir.

D Vitamini (ug/mL): Tiim genotiplerde normal seviyededir.

Cesitli TPMT genotiplerine sahip bireylerin biyokimyasal biomarker analiz

sonuglarina gore bazi belirgin farkliliklar gézlemlenmistir. TPMT1/1, TPMT3B ve
TPMT?2 genotiplerinde UIBC (ng/dL) seviyeleri yliksek, TPMT3C genotipinde ise TIBC
(ng/dL) seviyesi diisik bulunmustur. Ayrica, TPMT3C genotipinde HbAlc (%) degeri

biraz yiiksek tespit edilmistir. Diger tiim biyokimyasal markerlar (Iron, Ferritin, Aloumin
T Protein, Mg, Glucose, Total Bilirubin, GGT, AST, ALT, Uric Acid, BUN, Creatinin ve

D Vitamin) tiim genotiplerde normal aralikta bulunmustur. Bu sonuglar, genetik

varyasyonlarin biyokimyasal parametreler lizerindeki etkilerini vurgulamaktadir. Bu

analizler i¢in Tablo 7 ve Tablo 8'de Tanimlayici istatistik yontemleri kullanilmigtir.
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Bu farkliliklarin klinik pratige entegrasyonu, ilag dozlamasinin kisisellestirilmesi
ve yan etkilerin minimize edilmesi i¢in 6nemlidir. Ayrica, genetik gesitliligin bu kadar
belirgin oldugu durumlarda, popiilasyon-genetik arastirmalarinin ve genetik tarama
programlarinin genisletilmesi, daha etkin ve giivenli tedavi protokolleri gelistirmek igin
kritik 6neme sahiptir.

Sonug olarak, bu analizler ve elde edilen bulgular, genetik ¢esitliligi daha iyi
anlamamizi saglayarak, global ve bolgesel saglik stratejilerinin daha da iyilestirilmesine

katkida bulunabilir.
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5. TARTISMA

Tiopiirinler, ilseratif kolit ve Crohn hastaligi dahil olmak iizere inflamatuar
bagirsak hastahiginin (IBH) tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilag smifidir.
Tiopiirinler, tiopiirinleri parcalayan tiopiirin metiltransferaz (TPMT) enzimini inhibe
ederek caligir. Bu, viicutta tiopiirin birikimine yol agabilir ve yan etki riskini artirabilir.

TPMT geni, TPMT enzimini kodlamaktan sorumludur. TPMT geninde, farkl
TPMT aktivite seviyelerine yol agabilen genetik varyasyonlar genis bir yelpazeye
sahiptir. Diisik TPMT aktivitesine sahip olan kisiler, tiopiirine bagli yan etkileri
deneyimleme olasilig1 daha ytiksektir.

Birka¢ calisma, belirli TPMT varyantlar1 ile tiopiirine bagli advers olaylarin

insidansi arasindaki iliskiyi arastirmistir. Bu ¢caligsmalar asagidaki bulgulari raporlamistir:

e TPMT2: 4F/R varyantina sahip TPMT2 geninin, yabani-tip (TPMT1) aleline
sahip hastalara kiyasla tiopiirine bagli advers olaylar gelistirme riskinin dnemli
o6l¢iide daha yiiksek oldugu bulunmustur.

e TPMT3B ve TPMT3A genlerinin 6F/R varyantlarina sahip hastalarin da,
yabani-tip alellere sahip hastalara kiyasla tiopiirine bagli advers olaylar
gelistirme riskinin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu bulunmustur.

e TPMT3C geninin 9F/R varyant: ile tiopiirine bagli advers olaylarin insidansi
arasindaki iliskiye dair tutarli kanitlar daha azdir. Baz1 ¢alismalar bir iliski

bulmazken, digerleri kiigliik ama anlamli bir iliski bulmustur (81,82).

Bu galigsmalarin sonuglari, TPMT gen varyantlarina sahip hastalarin tiopiirinle
iligkili yan etkilere daha yiiksek bir risk altinda oldugunu gostermektedir. Bu durum,
klinisyenlerin farkinda olmasi gereken énemli bir konudur ¢iinkii bu durum, IBH hastalar
i¢in tedavi se¢imlerini etkileyebilir.

Bu nedenle, Klinisyenler tiopiirin tedavisine baglamadan once hastalarin TPMT
varyantlari i¢in genotiplerini géz oniinde bulundurmalidir. Bu bilgi, yan etkilerin riskini
en aza indirmek i¢in tiopiirinlerin dozunun ayarlanmasinda kullanilabilir. Bu bdliimde,
hipotezlerin dogrulanmasit veya cliriitiilmesi ile birlikte sonuglarin tartisilmasini

inceleyecegiz: ilk hipotez sdyledir: "Inflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalar, TPMT

57



geninin belirli varyantlarina sahipse, tiopiirin ilaglariyla iligkili yan etkileri
deneyimleyecektir." Elde edilen veriler, bu hipotezin dogrulugunu desteklemistir. Bu
hipotez, tiopiirin kullanan hastalarda TPMT genotipi ile 16kopeni ve pankreatit riski
arasinda onemli bir iliski gosteren sistemik incelemeler ve meta-analizler dahil birgcok
caligma tarafindan da dogrulanmaistir.

Sonuglar ayrica, belirli TPMT gen varyantlarina sahip hastalarin, cinsiyetlerinden
bagimsiz olarak, tiopiirinle iligkili yan etkilere daha yiiksek bir risk altinda olabilecegini
one siirmektedir. Ancak, bu riskte cinsiyet farkliliklarinin 6nemli olup olmadigini
belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Kim ve arkadaslar1 (2021), 2.276 IBD hastasini iceren 14 ¢alismanin meta-
analizini gergeklestirdi. Bu meta-analiz, 6zellikle TPMT gen varyantlari ile tiopiirinle
iligkili 16kopeni ve diger yan etkiler arasindaki iliskiye odaklandi. Sonuglar, TPMT2 gen
varyantlarina sahip hastalarin, yabani tip genotipe sahip hastalara kiyasla l6kopeni
gelistirme riskinin 6nemli 6l¢iide daha yiliksek oldugunu gosterdi. Ayrica, TPMT3A ve
TPMT3C gibi diger varyantlar da dikkate alinmistir (82).

Martinez ve arkadaslar1 (2024) tarafindan yapilan ¢alismada, TPMT genotipi ile
l6kopeni arasindaki iligkiler icin P-degerleri hepsi istatistiksel olarak anlamliyd: (P <
0.0001). Bu, iliskilerin rastlantisal olma olasiliginin diisiik oldugu anlamina gelir. Bu
calismalar, belirli TPMT gen varyantlarina sahip hastalarin, 6zellikle 16kopeni olmak
tizere tiopiirinle iligkili yan etkiler gelistirme riskinin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu
hipotezini giiglii bir sekilde desteklemektedir. Bu kanitlar, IBD hastalarina tiopiirin regete
edilirken dikkate alinmalidir (83).

Kim ve arkadaslar1 (2021) ile Martinez ve arkadaslar1 (2024) tarafindan yapilan
sistematik incelemeler ve meta-analizler dahil olmak {izere birden fazla ¢alismadan elde
edilen kanitlar, belirli TPMT gen varyantlarina sahip hastalarin, 6zellikle 16kopeni ve
pankreatit olmak {iizere tiopiirinle iligkili yan etkiler gelistirme riskinin 6nemli 6lgiide
daha yiiksek oldugu hipotezini gii¢lii bir sekilde desteklemektedir. Bu kanitlar, IBD

hastalarina tiopiirin regete edilirken dikkate alinmalidir(82,83).
Ancak, diger ¢alismalar TPMT3C gen varyanti ile tiopiirinle iligkili yan etkilerin

gelisme riski arasinda anlamli bir iliski bulamamistir. Ornegin, Canuto ve arkadaslar

(2022) tarafindan yapilan bir calisma, TPMT3C gen varyantina sahip hastalar ile yabani-
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tip genotipe sahip hastalar arasinda tiopirinle iligkili yan etkilerin geligsme riski agisindan
anlamli bir fark bulunmadigini tespit etmistir. Buna gore, TPMT2 gen varyanti gibi diger
TPMT varyantlarina kiyasla kanitlar o kadar gii¢lii degildir (84).

Murugesan ve arkadaslarinin (2010) arastirmasi, diislik veya tespit edilemeyen
TPMT aktivitesine sahip hastalarin, 6zellikle TPMT*3C varyantina sahip olanlarin,
konvansiyonel tiopiirin dozlariyla tedavi edildiginde ciddi toksisite riski tasidigini
gostermistir. Bu durum, TPMT*3C'nin artmis yan etki riski ile iliskili oldugunu ve
tioplirin tedavisine baglamadan Once genotiplemenin Onemini vurgulamaktadir.
Genotipleme, tedaviyi kisisellestirerek ve riskleri azaltarak tedavi sonuglarini
iyilestirebilir (85).

719 (9F/R) TPMT3C gen varyantina sahip erkekler ve kadinlar arasinda tioptirinle
iligkili yan etkilerin gelisme riski genetik faktorlere bagli olarak degisebilir. Calismalar,
TPMT disindaki enzimlerdeki, 6rnegin XDH ve ITPA gibi genetik varyantlarin,
tioplirinle tedavi edilen hastalarda hematolojik  toksisitelerin  insidansini
etkileyebilecegini gostermistir (86). Ayrica, TPMT genotipi ile enzimatik aktivite
arasindaki uyum orta diizeydedir ve genotipleme, tiopiirin tedavisi Oncesinde
miyelotoksik reaksiyonlara yatkin hastalar1 belirlemek i¢in daha giivenilir bir yaklasim
olarak kabul edilmektedir (87).

Diger ¢alismalar, TPMT3C gen varyantina sahip erkekler ve kadinlar arasinda
tioptirinle iligkili yan etkilerin gelisme riski agisindan anlamli bir fark bulamamustir.
Ornegin, Canuto ve arkadaslar1 (2022) tarafindan yapilan bir ¢calisma, ayn1 varyanta sahip
erkekler ve kadinlar arasinda tiopirinle iliskili yan etkilerin gelisme riski agisindan
anlaml1 bir fark olmadigini tespit etmistir (84).

TPMT ve NUDT15 gibi genetik faktorlerin ekspresyon seviyeleri azatioprin yan
etkileri ile iliskilendirilmistir ve diisiik TPMT ekspresyonu, hastalarda daha yiiksek
l6kopent riski 6ngormektedir (88). Ayrica, TPMT polimorfizmleri, azatioprin alan Asyali
hastalarda hepatotoksisite ile baglantili bulunmus olup, tedaviyi kisisellestirmek ve yan
etki riskini azaltmak i¢in Onleyici testlerin 6nemini vurgulamaktadir (89).

Ikinci hipotez sdyle der: "TPMT geninin belirli varyantlarinin varhg, iBH
hastalarinda tiopiirin ilaglarma klinik yanitta farkliliklarla iligskilendirilecektir." TPMT
geninin belirli varyantlarina sahip hastalar, tiopiirin tedavisine daha fazla veya daha az

yamt vermektedir. Ornegin, TPMT2/2 gen varyantima sahip hastalar, tiopiirin tedavisine
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daha fazla yanit vermekte ve bu hastalarda remisyon veya klinik yanit oran1 daha yiiksek
olmaktadir. Ancak, TPMT2/2 genotipine sahip hastalar ayn1 zamanda tiopiirin ile iligkili
advers olaylara (6rnegin, lokopeni) daha yatkindir. Diger taraftan, TPMT2 varyantina
sahip hastalar, vahsi tip genotipe sahip hastalara kiyasla tiopiirin tedavisine daha olumlu
yanit vermektedir. Bu, bu varyanta sahip hastalarda remisyon veya klinik yanit oraninin
daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

TPMT3C gen varyantina sahip hastalar ise, tiopiirin tedavisine daha olumsuz
yanit vermekte ve hiicresel baskilanma (diisiik kan sayimlar1) veya karaciger toksisitesi
gibi yan etkiler daha sik goriilmektedir. TPMT1/1 genotipi, hem IBH hastalarida hem
de kontrol grubunda en yaygin olan genotiptir.

Bu analizler, ila¢ dozlamasinin kisisellestirilmesi ve yan etkilerin minimize
edilmesi i¢in 6nemlidir. Ayrica, genetik ¢esitliligin bu kadar belirgin oldugu durumlarda,
popiilasyon-genetik arastirmalarinin ve genetik tarama programlarinin genisletilmesi,

daha etkin ve giivenli tedavi protokolleri gelistirmek i¢in kritik 6neme sahiptir.

Genel olarak, tiopiirin ilaglart kullanan IBH hastalarinda klinik yanitlar ve
paraklinik bulgular agisindan deneysel ve kontrol gruplari arasinda net bir fark vardir.
TPMT geninin belirli varyantlarina sahip hastalar, tiopiirin tedavisine daha fazla veya
daha az yanit verir ve yan etkileri daha fazla veya daha az yasama olasiligina sahiptir.
Ozellikle, TPMT3B gen varyantina sahip hastalar, vahsi-tip genotiplere sahip hastalara
gore tiopiirin tedavisine daha az yanit verir. Bu, bu gen varyantina sahip hastalarda
tiopiirin tedavisine remisyon veya klinik yanit oraninin daha diisiik oldugu anlamina gelir.
Buna karsin, TPMT2/2 gen varyantina sahip hastalar, vahsi-tip genotipe sahip hastalara
gore tiopiirin tedavisine daha olumlu yanit verir. Bu, bu gen varyantina sahip hastalarda
tiopiirin tedavisine remisyon veya klinik yanit oraninin daha yiiksek oldugu anlamina
gelir. Son olarak, TPMTC gen varyantina sahip hastalar, vahsi-tip genotipe sahip
hastalara gore tiopiirinle iligkili advers olaylar1 daha olasi yasar. Bu, hiicresel baskilanma
(duisiik kan sayimlari) veya karaciger toksisitesi gibi yan etkileri yagama oraninin bu tiir
genlere sahip hastalarda daha yiiksek oldugu anlamina gelir.

Bazi galigmalar, TPMT geninin belirli varyantlarinin varligi ile tiopiirin ilaglarina
klinik yanit arasinda bir iliski bulmus olsa da, bu ¢alismalar sinirli boyutta olmus veya

ilgili gen varyantlarina sahip yeterli sayida hasta igermemistir. Son c¢aligmalardan elde
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edilen kanitlar, farkli TPMT gen varyantlarina sahip hastalar arasinda tiopiirin ilaglarina
klinik yanitta Onemli farklar oldugunu gostermektedir. Bu farklar, birden fazla
calismadan elde edilen istatistiksel olarak anlamli bulgularla desteklenmektedir.

Laboratuvar Bulgulari:

e Demir, UIBC, Ferritin, TIBC, Albumin T Proteini: TPMT3B gen varyantlarina
Cesitli TPMT genotiplerine sahip bireylerin biyokimyasal biomarker analiz
sonuglarma gore bazi belirgin farkliliklar gézlemlenmistir. Ornegin, TPMT1/1,
TPMT3B ve TPMT2 genotiplerinde UIBC (ung/dL) seviyeleri yliksektir.
Ozellikle, TPMT2 genotipi diger genotiplere gore daha yiiksek biyokimyasal
marker degerlerine sahiptir, bu da TPMT2 genotipinin demir metabolizmasi
izerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu ve daha yiliksek TPMT aktivitesinin
artmig demir emilimi ve depolanmasina yol agabilecegini diisiindiirmektedir.
TPMT3C genotipinde ise TIBC (ug/dL) seviyesi diisiik bulunmustur. Ayrica,
TPMT3C genotipinde HbAlc (%) degeri biraz yiiksek tespit edilmistir. Diger
tiim biyokimyasal markerlar (Iron, Ferritin, Albumin T Protein, Mg, Glucose,
Total Bilirubin, GGT, AST, ALT, Uric Acid, BUN, Creatinin ve D Vitamin)
tiim genotiplerde normal aralikta bulunmustur (Tablo 7 ve 8). Bu sonuglar,
genetik varyasyonlarin biyokimyasal parametreler {izerindeki etkilerini
vurgulamaktadir.

Biyokimyasal Bulgular:

e Hb,RBC, WBC, MCV, PLT: Bu kan hiicresi sayim parametrelerinin seviyeleri
acisindan farkli TPMT gen varyantlarina sahip hastalar arasinda tutarl bir fark
yoktur.

e TIG antikoru: Bu antikor parametresinin seviyeleri acisindan farkli TPMT gen
varyantlarina sahip hastalar arasinda tutarli bir fark yoktur.

e ILE: Bu biyomarkerin seviyeleri agisindan farkli TPMT gen varyantlarina
sahip hastalar arasinda tutarl1 bir fark yoktur.

e Gizli diski kan testi (FOBT): Bu biyomarkerin seviyeleri agisindan farkl

TPMT gen varyantlarina sahip hastalar arasinda tutarl bir fark yoktur.

61



e Bakteri incelemesi: Bagirsak mikrobiyomunun kompozisyonu agisindan farkl

TPMT gen varyantlarina sahip hastalar arasinda tutarl bir fark yoktur.

Genel olarak, test ve kontrol gruplar1 arasindaki klinik yanitlar ve paraklinik
bulgular arasindaki fark niceliktir. Bu, farklit TPMT gen varyantlarina sahip hastalarin,
tiopiirin tedavisine daha fazla veya daha az yanit verme olasiligina sahip oldugu ve yan
etkileri daha fazla veya daha az yasama olasiligina sahip oldugu anlamia gelir. Farkli
TPMT gen varyantlar1 arasindaki klinik yanitlar ve paraklinik bulgulardaki farklar

tutarlidir.

TPMT gen varyantlarinin dagilimi karmasik bir konudur ve bu konuyu tam olarak
anlamak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Ancak, mevcut veriler farkli etnik
gruplar arasinda TPMT gen varyantlarinin dagiliminda 6nemli farkliliklar oldugunu ve
bu farkliliklarin inflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalar1 tedavi eden klinisyenler i¢in

o6nemli oldugunu 6ne siirmektedir.

Belirli TPMT gen varyantlarimin varligi, inflamatuar bagirsak hastaligi olan
hastalar1 tedavi ederken goz Oniinde bulundurulmasi gereken onemli bir faktordiir.
Klinisyenler, hastalarinin TPMT genotip dagiliminin farkinda olmali ve buna gore
tiopiirin dozlarini ayarlamalidur.

Ugiincii hipotez sunu belirtmektedir: “TPMT genotipleme, toksisite riski altindaki
IBD hastalarmi belirlemede ve tiopiirin ilag tedavisini optimize etmede degerli bir arag
olarak hizmet edebilir” mevcut verilerle desteklenmektedir.

TPMT2/2, TPMT1/2, ve TPMT1/3A genotiplerine sahip hastalar, diger TPMT
genotiplerine sahip hastalara kiyasla 6nemli 6l¢iide daha fazla tiopiirinle iliskili advers
olaylar (TRAE) yasamislardir. Calismanin bulgularia gore, TPMT2/2 genotipine sahip
hastalarin %100'i 16kopeni ve pankreatit vakalar1 gostermistir. TPMT1/2 ve TPMT1/3A
genotiplerine sahip hastalarin ise %50'si 16kopeni ve pankreatit olaylar1 yasamistir. Bu
bulgular, TPMT genotipleri ile IBH hastalarinda TRAE riski arasinda giiclii bir iliski
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, bu genotiplerin belirli advers olaylarla iligkisi goz

onilinde bulundurularak, tedaviye baglamadan 6nce genetik tarama yapilmasi, yan etki
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riskini azaltmak ve hastalara 6zgili tedavi stratejilerinin belirlenmesinde kritik 6nem
tagimaktadir. Bu bilgiler, doktorlarin ila¢ dozajini ayarlamalarina veya ciddi yan etkileri

Oonlemek igin alternatif tedavileri degerlendirmelerine olanak tanimaktadir.

Sayitoglu ve arkadaglarinin yaptig1 caligmada, Tiirkiye niifusunda CYP3A4,
CYP3A5 ve TPMT gen polimorfizmlerini incelemistir. Sonuglar, Tiirkiye niifusunda
TPMT'nin kusurlu allellerinin frekansinin sirasiyla TPMT2 i¢in %2.0, TPMT3A igin
%1.0, TPMT3B i¢in %0.0 ve TPMT3C i¢in %1.4 oldugunu gdstermektedir. Ayrica,
CYP3A41B ve CYP3AS3 allellerinin frekanslar1 sirasiyla %1.4 ve %7.5 olarak
bulunmustur. Bu ¢alisma, Tiirkiye niifusunda TPMT, CYP3A41B ve CYP3A53 mutant
allellerinin frekanslarinin ilk analizini sunmakta ve bu genlerin 6nemli mutant allellerinin
Tiirkiye niifusunda mevcut oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, bireysellestirilmis ilag

tedavilerinin rasyonel kullanimi i¢in 6nemli klinik uygulamalar saglayabilir (90).

Doktorlar, yaygin TPMT mutant genotiplerine sahip hastalar igin tiopiirin
dozlari1 ayarlamasi gerekebilir, ¢iinkii bu hastalar tiopiirine kars1 yiiksek duyarlilik
gosterirler ve advers olaylar (TRAE) riski bu genotiplerde daha ytiksektir. Bu genotiplere
sahip hastalarda tiopiirin seviyelerinin daha siki bir sekilde izlenmesi ve diisiik dozda
tedaviye baslanmasi 6nerilir.

Bu bilgiler, genetik taramanin tedavi siirecinde nasil kritik bir rol
oynayabilecegini ve doktorlarin hastalara 6zgii tedavi planlari olustururken genetik
bilgileri nasil kullanmalar1 gerektigini vurgular. Her iki durumda da, genetik profilleme,
yan etkileri minimize etmek ve tedavi etkinligini maksimize etmek i¢in onemli bir
yontemdir.

Ucgiincii  hipotez, bir dizi kanitla desteklenmektedir. Tiirk pediatrik akut
lenfoblastik l16semi (ALL) hastalarinda yapilan calismada, TPMT3A ve TPMT3C
genlerinin her birinin diisiik frekansta (%0.9) oldugu tespit edilmistir. Bu dagilim diger
Kafkas ve Asya popiilasyonlarma benzerken, Afrika popiilasyonlarina gore daha
diistiktiir. Klinik olarak, bu allellere sahip hastalarda 6-merkaptopiirin (6MP) tedavisi
sirasinda ciddi nétropeni ve enfeksiyonlar gdozlemlenmistir, bu da toksisiteleri yonetmek

icin genotiplendirmenin 6nemini vurgulamaktadir. Bulgular, kisisellestirilmis tibbin
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tedavi giivenligini ve sonuglarini iyilestirmek icin genetik taramanin kritik oldugunu
gostermektedir (91).

Dilara Fatma Akin ve arkadagslarinin 2018 yilinda yaptigi calisma, Tiirkiye'de akut
l6semi tanis1 konmus 1-15 yas arasi 169 cocukta yaygin TPMT (2, 3A, 3B ve 3C)
polimorfizmlerinin genotip dagilimini ve alel frekanslarini belirlemeyi amaglamisti. Bu
calisma, TPMT genotiplemesinin 6-MP tedavisinin optimize edilmesinde faydali
olabilecegini ve tedavi etkinligini artirabilecegini gostermekteydi (92).

Canuto ve arkadaslari (2022) ayn1 zamanda IBH olan bir Italyan popiilasyonunda
TPMT gen varyantlarinin dagilimint ve TRAE'ler ile olan iligkisini arastirdi. Yazarlar,
TPMT yabani-tip genotipinin prevalansinin %64.7, TPMT3B genotipinin prevalansinin
%16.7 ve TPMT2 genotipinin prevalansinin %18.6 oldugunu buldular. Yazarlar ayrica,
TPMT2 genotipine sahip hastalarin, diger TPMT genotiplerine sahip hastalara gore
TRAE'leri daha olas1 yasadigini buldular (84).

Meryem Albayrak ve arkadaslarinin 2011 yilinda gergeklestirdigi bu calisma,
Tiirkiye'deki akut lenfoblastik 16semi (ALL) tanist konmus ¢ocuklarda yaygin TPMT
polimorfizmlerinin frekansini ve bu polimorfizmlerin 6-merkaptopurin (6-MP) toksisitesi
ile iliskisini arastirmayr amaglamistir. Calismada, 58 c¢ocuk {izerinde genotipleme
yapilarak, TPMT3A ve TPMT3C polimorfizmlerinin siklig1 sirasiyla %3.4 ve %0.9
olarak bulunmustur. Sonugclar, polimorfik TPMT alellerine sahip ¢ocuklarin, 6-MP
tedavisi sirasinda 6nemli Sl¢lide daha diisiik beyaz kan hiicresi ve nétrofil sayisina, daha
yiiksek enfeksiyon ve karaciger toksisitesi oranlarina sahip oldugunu goéstermistir. Bu
bulgular, ALL tedavisinde 6-MP dozajinin ayarlanmasinda TPMT genotiplemesinin
Onemini vurgulamaktadir (93).

Bu bulgular, TPMT genotipleme isleminin, bu popiilasyonlardan olan IBH
hastalar1 i¢in Ozellikle 6nemli olabilecegini one siirmektedir. TPMT genotipleme,
toksisite riski altindaki IBH hastalarin1 belirlemede ve tiopiirin ilag tedavisini optimize

etmede degerli bir aragti
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu arastirma, inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) olan 100 hasta ve 100 kontrol
arasinda yaygim TPMT mutantlarinin prevalansini ve bunlarla iligkili yan etkileri,
ozellikle 16kopeni ve pankreatit insidansini incelemek i¢in yapilmistir. Ayrica, her mutant
ile iligkili biyokimyasal parametreler de degerlendirilmistir. Sonuglar, TPMT2
genotipinin yiiksek advers olay (lokopeni ve pankreatit) insidansiyla (%100) dikkat
cektigini gdstermistir, bu da tedavi Oncesi genetik taramanin Onemini artirmaktadir.
Arastirma, TPMT genotiplerinin IBH hastalarinda farkli biyokimyasal ve klinik sonuglar
dogurdugunu ortaya koymustur. Ozellikle, TPMT2, TPMT1/2 ve TPMT3A genotipleri
l6kopeni ve pankreatit gibi advers olaylarla iligkilerini gostermektedir. Bu genotiplerle
iligkili yiiksek TRAE insidansi, bu hastalar icin o6zellestirilmis tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinin kritik 6nem tagidigin1 vurgulamaktadir. TPMT2, TPMT3B ve TPMT3A
genotipleri, bazi biyokimyasal parametrelerde farkli degerlere sahip olup, bu farkliliklarin
ilgili parametrelerin metabolizmas1 {izerindeki etkilerinden kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Sonug olarak, IBH hastalarinda tedaviye baslamadan 6nce genotipleme
yapilmast, tioplirin dozlarinin kisisellestirilmesi ve tedavi bagladiktan sonra diizenli izlem
testleriyle toksisite riskinin Ongoriilmesi ve alternatif yontemlerin kullanilmasi

gerekmektedir.

ONERILER :

1. Daha cesitli popiilasyonlarla daha biiyiik ¢alismalar yapin: Simdiye kadar
yapilan c¢alismalar nispeten kiicik olmus ve belirli popiilasyonlara
odaklanmigtir.  Onceki calismalarin  bulgularii  dogrulamak ve farkl
popiilasyonlarda TPMT gen varyantlarinin roliinii daha iyi anlamak i¢in daha
cesitli popiilasyonlarla daha biiytlik ¢alismalar yapmak faydali olacaktir.

2. TPMT gen varyantlarinin uzun vadeli etkilerini arastirin: Simdiye kadar
yapilan calismalar, ¢ogunlukla TPMT gen varyantlarinin tiopiirin tedavisi
lizerindeki kisa vadeli etkilerine odaklanmistir. TPMT gen varyantlarinin iBD
sonugclari iizerindeki uzun vadeli etkilerini, 6rnegin remisyon oranlart ve uzun

vadeli prognozu arastiran ¢alismalar yapmak faydali olacaktir.
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TPMT genotipleme i¢in daha dogru ve giivenilir yontemler gelistirin: Mevcut
TPMT genotipleme yontemleri her zaman dogru ve giivenilir degildir.
Hastalarin en uygun tedaviyi alabilmesi icin TPMT genotipleme ic¢in daha
dogru ve giivenilir yontemler gelistirmek faydali olacaktir.

Tiopiirin tedavisini kisisellestirmek i¢in TPMT gen varyantlarinin kullanimini
kesfedin: Onceki calismalarin bulgulari, TPMT gen varyantlarinm tiopiirin
tedavisini kisisellestirmek i¢in kullanilabilecegini one siirmektedir. TPMT gen
varyantlarin1 kullanarak tiopiirin tedavi kararlarini yonlendirmek igin klinik
rehberler gelistirilmesi ve degerlendirilmesi faydali olacaktir.

Tiopiirinlerin metabolizmasinda diger genlerin roliinii arastirin: Tiopiirinlerin
metabolizmasinda diger genlerin rolii iyi anlasilmamugtir. Tiopiirin ilaglarina
klinik yanit1 etkileyen faktorler hakkinda daha kapsamli bir anlayis
gelistirebilmek igin tiopiirinlerin metabolizmasinda diger genlerin roliinii
arastirmak faydali olacaktir.

TPMT gen varyantlarinin ve tiopirinlere klinik yanit1 etkileyen diger
faktorlerin etkilesimini arastirin: Tiopiirinlere klinik yanit, TPMT gen
varyantlar1 dahil olmak {izere cesitli faktorler tarafindan etkilenmektedir.
TPMT gen varyantlarinin ve diger faktorlerin etkilesimini arastirmak, tiopiirin
tedavi sonuglarini etkileyen faktorler hakkinda daha niianshi bir anlayis
gelistirmemize yardimer olacaktir.

Tiopiirinlere klinik yaniti tahmin etmek igin biyobelirtegler gelistirin ve
dogrulayin: TPMT genotipleme yaninda, tiopiirinlere klinik yaniti tahmin
edebilecek biyobelirtecler gelistirmek ve dogrulamak faydali olacaktir. Bu
biyobelirtegler, tiopiirin tedavisini daha da kisisellestirmek ve advers olaylar
yasama olasilig1 daha yiiksek olan hastalar1 belirlemek i¢in kullanilabilir.
TPMT gen varyantlarinin IBH tedavisinin diger yonlerini ydnlendirmede
kullanimini arastirm: TPMT gen varyantlari, sadece tiopiirinlere yaniti
etkilemekle kalmayip, biyolojik ajanlar gibi diger IBH tedavilerine yamit: da
etkileyebilir. TPMT gen varyantlarmmn IBH tedavisinin diger yonlerini
yonlendirmede kullanimini arastirmak faydali olacaktir.

IBH komplikasyonlari riskini tahmin etmek icin TPMT gen varyantlarinimn

kullanimim1 kesfedin: TPMT gen varyantlari, karaciger ve kemik iligi
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10.

11.

12.

13.

toksisitesi  gibi belirli IBH komplikasyonlar1 riskinin artmasi ile
iliskilendirilebilir. IBH komplikasyonlari riskini tahmin etmek icin TPMT gen
varyantlarmin kullaniminm1 kesfetmek, Onleyici onlemler alinabilmesi ig¢in
faydal1 olacaktir.
TPMT gen varyantlar1 hakkinda hastalar ve saglik hizmeti saglayicilar i¢in
egitici materyaller gelistirin: Hem hastalar1 hem de saglik hizmeti
saglayicilarint TPMT gen varyantlari ve tioptirin tedavisi tizerindeki potansiyel
etkileri hakkinda egitmek onemlidir. Anlasilir, 6z ve kolay anlasilir egitici
materyaller gelistirilmelidir.
Farkli TPMT mutasyonlarinin ve cinsiyet farkliliklarinin yan etki riskleri
tizerindeki etkilerini daha iyi anlamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir.
TPMT'ye ek olarak NUDTI15 genotiplemesi de yapilmalidir ¢iinkii bu
varyantlar 6zellikle Asya popiilasyonlarinda tiopiirin toksisitesiyle iligkilidir.
S-adenosil metionin (SAM) ve S-adenosil homosistein (SAH) diizeylerinin
izlenmesi, tiopiirin tedavisinin biyokimyasal etkilerini anlamak icin faydali
olabilir.

14. Diger genetik faktorlerin ve bagirsak mikrobiyotasinin tiopiirin

metabolizmast tizerindeki etkileri de incelenmelidir.
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Tesekkiirler

Bu tez, bircok bireyin destek ve rehberligi olmadan miimkiin olmazdi. Arastirma
yolculugum boyunca bana gosterdikleri sarsilmaz destek, tesvik ve i¢goriilii geri
bildirimler i¢cin damismanim Doc. Dr. Zafer YONDEN’na en derin minnettarhgimi
ifade etmek isterim. Yeteneklerime olan inanglar1 ve bu tezi mevcut formuna
sekillendirmedeki rehberlikleri i¢cin minnettarim.

Komite iiyelerim Prof. Dr. Mehmet Akif CURUK ve Prof. Dr. Mehmet Bertan
YILMAZ’na tezime yaptiklar1 degerli katkilardan dolayr tesekkiir ederim.
Arastirma konusunu anlamam sekillendirmede ve bulgularimin sunumunu
iyilestirmede uzmanlhklar: ve i¢goriileri 6nemli olmustur.

Tez sinav jiirilerim olan Prof. Dr. Tamer C. INAL, Prof. Dr. Bertan Yilmaz, Prof.
Dr. Oguzhan Ozcan, Dog. Dr. Zafer Yonden ve Ogr. Uyesi Dr. Hamdi Oguzman'a,
tezimi degerlendirdikleri ve degerli bilimsel yorumlariyla katkida bulunduklari icin
en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Arastirma protokoliimiin dikkatli incelemesi ve onayi icin Etik Kurul ve Arastirma
Etik Komitesi'ne de minnettarim. Arastirmanin etik yiiriitillmesini saglamadaki
ozenleri, bilimsel arastirmanin biitiinliigii icin hayati 6neme sahiptir.

Yurtdis1 Tiirkler ve Akraba Topluluklar Baskanh@i'nin (YTB) bursu ve Saghk
Bilimleri Enstitiisii'ne, doktora egitimim icin uygun bir ortam sagladiklan icin,
ayrica BAP'a (Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi) projeme sagladiklar: finansal
destekten dolayi en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Arastirmama zamanlarini ve verilerini katkida bulunarak izin veren calismamin
katiimcilarina da minnettarim. Bu comertlik, TPMT genotiplerinin IBD ve tiopiirin
tedavisi iizerindeki etkileri hakkinda degerli icgoriiler kazanmama olanak
tanimstir.

Bu arastirma icin maddi destek saglayan BAP( Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi)
'a da minnettarim. Fonlari, bu ¢alismay: gerc¢eklestirmeme ve bulgularimi daha
genis bilimsel topluluga yaymama olanak tanimstir.

Akademik yolculugum boyunca bana gosterdikleri sarsilmaz destek i¢in aileme ve
arkadaslarima da tesekkiir ederim. Onlarin tesviki ve bana olan inanclar, giic ve

motivasyon kaynagi olmustur.
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