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ONSOz

Uzun sdre ilag kullaniimasi gereken ciddi psikotik bozukluklar mevcuttur.  Psikotik
bozukluklarin ilaglarla uzun sireli tedavisi sirasinda advers etkiler meydana gelebilmekte veya
ilag etkinliginin saglanamamasi gibi sorunlarla karsilagiimaktadir. Ozellikle advers etkilerden
hepatotoksisite en siklikla rastlanan ciddi advers etkilerden biridir ve ilacin piyasadan
¢ekilmesine neden olmaktadir. Ciddi advers etkilerin g6zlemlendigi durumda, ilacin
degistirilmesi ve mumkunse advers etkisi olmayan ve tolere edilebilir yan etkileri olan ilaclar ile
tedavi degisikligine gecilmektedir. Ancak bu stireg hem hekim hem de hastanin zaman kaybina
neden olmakta 6zellikle hastalarin yagsam kalitesinin bozulmasina neden olmakta ve Ulke
ekonomisine fazladan bir mali yik getirmektedir. Bu nedenle erken safhada advers etkilerin
tespit edilmesi ve bu etkilerin ortadan kaldiriimasina yonelik ¢calismalar yapilmasi son derce

onemlidir.

Karaciger ilaglarin metabolizmasi ve eliminasyonunda major rol oynamaktadir ve bu nedenle
ilacarin neden oldugu toksisiteye en duyarli organdir. Amerika’ da ilacin neden oldugu
hepatotoksisite her yil 42 000 kadar hastay! etkilemektedir. Hastane basvurularinin %5’i akut
karaciger yetmezligi nedeniyledir ve idiyosenkrazik ilag reaksiyonlarinin %75’'inden fazlasi ise
karaciger transplantasyonu ve 6limle sonuglanmaktadir. Ozellikle kronik ilag tedavilerinde
karaciger fonksiyonlarinin karaciger enzimleri tarafindan takip edilmesi gerekmektedir. Amag,
olasi advers etkilerin (hepatotoksisite gibi), bireysel farklliklarin ve endojen metabolizmada
hastalik ya da ilacin meydana getirdigi degisikliklerin erken, spesifik ve duyarl olarak tayin
edilmesi, gereksiz ila¢ kullanimi (dogru ilacin segilmesi), olasi advers etkileri ilave maliyet
getirmesi ve bireyin yasam kalitesini bozulmasi ve hasta ile hekimin zaman kaybina neden

olan sorunlarin 6nune gecilmesi icin dnemlidir.

Bu projede, uzun sureli kullanim gerektiren psikotrop ilaglarin meydana getirebilecegdi olasi
advers etkilerden hepatotoksisitenin biyogdstergesi olarak genis hepatik dagilim gostermesi,
yuksek sitozolik konsantrasyona sahip olmasi ve kisa yarilanma émrine sahip olmasi gibi
avantajlan ile alfa-Glutatyon-S-Transferazin (a-GST) rutinde klinikte kullanilan karaciger
enzimlerinden (aminotransferazlar) daha duyarli, daha spesifik ve daha erken bir biyogdsterge
olacagi arastinimistir. Ayrica, olasi hepatotoksisitenin bireyler arasinda farlilik géstermesi ve
tedavi suresince endojen metabolitlerdeki (metabolomiks) degisimlerin tayin edilmesiyle hem
bireye 6zgl hem de hepatotoksisitenin mekanizmasini aydinlatmaya yardimci olacak veriler
elde edilmistir. Bu proje, 1155229 proje koduyla, TUBITAK (Tirkiye Bilimsel ve Teknik
Arastirma Kurumu) Saglik Bilimleri Arastirma Grubu (SBAG) tarafindan desteklenmistir.
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OzZET

Bireylerin ilaglara cevabi birbirinden farkhliklar géstermektedir ve genetik farkliliklar ve
cevresel faktorler buna neden oldugu bilinmektedir. ilaclara bagl gérilen advers etkilerde
genetik faktorler 6ne ¢cikmakta ve bireye 6zgu ilaglarin Gretimi ve kullanimi igin arastirmalar
yapilmaktadir. Genetik bilgiyi kullanarak ila¢ etkinligini arttirmak ve advers etkileri azaltmak
hedeflenmistir. Psikiyatri ilaclari advers etki siralamasinda ilk 4’'de yer almaktadir ve en sik
gbzlenen advers etki hepatotoksisitedir. Hepatik fonksiyon, dolasima salinan karaciger
enzimlerinin Olgumuyle izlenmektedir. Karaciger hucrelerinde hasar enzim seviyelerinde
normalden sapmalara neden olmaktadir. Antipsikotik ila¢ tedavisi alan hastalarin karaciger
fonksiyonlari, karaciger enzimlerinin élgimu ile takip edilmektedir. Klinikte rutin uygulamasi
olmayan alfa-Glutatyon-S-Transferaz (a-GST) enzimi, genis hepatik dagilim gdstermesi,
yuksek sitozolik konsantrasyona sahip olmasi ve plazma yarilanma émrindn kisa olmasiyla
hasarin daha erken ve duyarli biyogdstergesi oldugu dusunulmektedir. Kas hasari,
ekstrahepatik inflamasyon ve hemolizden etkilenmedi@i igin de daha spesifiktir. Alfa-GST
enzim duzeylerinde artis olurken, aminotransferazlarda herhangi bir degisim
gbzlenmeyebilmektedir. GST’ler, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu katalizleyen Faz I
konjugasyon enzimleridir. 8-oksoguanin DNA glikozilaz (OGG1) ise oksidatif DNA baz
hasarinin onariimasindan sorumlu bir enzimdir. Polimorfik olan enzimler, polimorfizm
nedeniyle enzim aktivitelerinde degisikliklere neden olmaktadir. Aktivite yoklugu nedeniyle
toksisite nétralize edilememekte ve hasar onarilamamaktadir. Metabolomiks metabolitlerin
analiz ve miktar tayini ile advers etkilerin altinda yatan mekanizmanin aydinlatiimasini
saglamaktadir. Sunulan projede antipsikotik ilag tedavisi alan 30 hastadan alinan serum
orneklerinde alfa-GST miktarlari ELISA immonosorbent yontemi ve GST ve OGG1 gen
polimorfizmleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve metabolik profillleri Gaz Kromatografisi-Kitle
Spektrometresi yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Verilerimiz, hem ilagla tedavide hemde
sizofrenide GSTP1 gen polimorfizmi bireysel duyarhlik géstermektedir. a-GST ALT ye goére
daha duyarl ve erken bir biyogdstergedir ancak istatistiki olarak anlamli degildir. Sizofreniye
spesifik metabolitlerde artiglar gézlenmistir. Piroglutamik asit ve lizin 6ne ¢ikan metabolitlerdir
ve GSTP1 gen polimorfizmine bagh bireysel duyarliik gdstermektedirler. One c¢ikan
metabolitler ve dokulardaki enzim gen ekspresyonlari tayin edilerek mekanizmaya yodnelik
calismalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Antipsikotikler, hepatotoksisite, metabolik profil, gen polimorfizmi,
GSTM1, GSTT1, GSTP1, OGG1
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ABSTRACT

Responses to drugs of individuals are demonstrated differences among individuals and it is
known to be caused by genetic differences, environmental factors. The adverse reactions
induced by drugs are preponderated and individualized drug production and usage have been
carried out studies. It is aimed to improve drug efficacy and reduce adverse effects using
genetic information. Psychiatric drugs are fourth leading adverse reactions causing drugs and
hepatotoxicity is commonly observed. Hepatic functions are monitored by measurement of liver
enzymes which are released into the circulation. When the liver is damaged, deviations from
the normal range of the levels of liver enzymes are observed. Liver functions are monitored by
liver enzymes. It is considered that alpha-Gluthatione-S-Transferase (a-GST) which do not
currently present in clinical routine applications, is an earlier and more specific liver damage
biomarker due to large hepatic distribution, high cytosolic concentration and short plasma half-
life. It is more specific since it is not influenced by muscle injury, extrahepatic inflammation and
hemolysis. Despite the alpha-GST enzyme levels increase, alterations in the levels of
aminotransferases may not be observed. GSTs are phase Il conjugation enzymes which
catalyzes detoxification of xenobiotic. 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1) is a repair
enzyme which is responsible for repairing of oxidative stress damage. Polymorphic GSTs and
OGG1 due to polymorphisms cause changes in the activity of enzyme. Toxicity is not be
neutrolized and damage is not repaired due to lack of activity. Metabolomics by analysis and
quantification of metabolites provide the enlightening of mechanisms of adverse reactions. In
the present project, in serum samples of 30 patients who are treated with antipsychotic drugs,
alpha-GST levels were measured by ELISA immunosorbent assay and GST and OGG1 gene
polymorphisms were analyzed by Polymerase Chain reaction and metabolomics analysis were
analyzed by Gas Chromatography-Mass Spectrometer. Our project data, GSTP1 gene
polymorphism are showed individual susceptibility in both subjects who receive olanzapine
treatment and schizophrenia. a-GST is much sensitive and earlier biomarker than ALT for liver
injury but not statistically significant. Significant increases are observed in metabolites for
specific to schizophrenia. In olanzapine induced toxicity, pyroglutamic acid and lysin come into
prominence and these metabolites demonstrate individual susceptibility in regarding GSTP1
gene polymorphism. It needs to be made studies with these metabolites and assessing gene
expressions in liver tissues.

Keywords: Antipsychotics, hepatotoxicity, metabolic profile, gene polimorphism, GSTM1,
GSTT1, GSTP1, OGG1
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1. GIRIS

Bireylerin cevresel fatérlere, ilaglara ve hastalik gelisimine karsi verdikleri yanitlar birbirinden
farkhidir. Buna neden olan genetik farkhliklar, cevresel faktorler, birden fazla ilag kullanimi yani
polifarmasi gibi faktorlerdir. ilag kullanimina bagli olarak advers etkilerin meydana gelmesi hem
saglik hem de ekonomik agidan énemlidir ve son 10 yildir 6zellikle ilaglara baglh gorilen advers
etkilerde genetik faktorler 6ne ¢ikmakta ve bireye 6zgu ilaglarin Uretimi ve kullanimi igin
calisiimaktadir. Bireye 6zgui ilag icin genetik bilgiyi kullanarak ilag etkinligini arttirmak ve advers

etkileri azaltmak hedeflenmektedir.

Psikiyatri ilaglari advers etki siralamasinda ilk 4’de yer almaktadir ve en sik gbézlenen advers
etki hepatotoksisitedir. Hepatik fonksiyon, dolagima salinan karaciger enzimlerinin dlgimayle
izlenmektedir. Karaciger hiicrelerinde hasar meydana geldiginde bu enzim seviyelerinde en az
2.5-3 katlik normalden sapmalar gézlenmektedir. Antipsikotik ila¢ tedavisi alan hastalarin
karaciger fonksiyonlari, tedavi suresince, karaciger enzimlerinin nin (Aminotransferazlar da
denilir. ALT; alanin aminotransferaz, AST; aspartat aminotransferaz, GGT; gama-glutamil
transpeptidaz, ALP; alkalen fosfataz, biluribin (direk ve total) élcimi ile takip edilmektedir.
Klinikte rutin uygulamasi olmayan alfa-GST enziminin ise klasik karaciger enzimlerine gore
bazi avantajlari bulunmaktadir. Bunlar; i. genis hepatik dagilim gostermesi, ii. yuksek sitozolik
konsantrasyona sahip olmasi ve iii. plazma yarilanma émrunun kisa olmasiyla rutinde klinikte
takip edilen karaciger enzimlerine gore hasarin daha erken ve duyarl biyogOstergesidir.
Ayrica, alfa-GST, kas hasari, ekstrahepatik inflamasyon ve hemolizden etkilenmedigi icin de
daha spesifiktir. Bazi antipsikotik ilaglarin henlz tam aydinlatiimayan mekanizmalarla
hepatositleri yikarak, karaciger hucrelerinde membran gegirgenliginin artmasina ve alfa-GST

enziminin hdcrelerden dolasima salinmasina neden olmaktadir.

Projede, psikotik bozukluk tanisi konulmus, antipsikotik ila¢g olanzapinle tedavi géren 30
hastadan anket uygulanarak kan o6rnekleri toplanmistir. Olanzapin tedavisinin meydana
getirecegi olasi hepatotoksisitenin erken ve duyarli biyogdstergesi olan serum alfa-GST
dizeyleri 3 farkli zamanda [tedaviye baslamadan énce (T1), tedavinin 10 (£5).gund (T2) ve
tedavinin 3 (x1).ayinda 30X3=90] Enzim-Bagli Immunosorbent Assay (ELISA) kullanilarak
tayin edilmigtir ve detoksifikasyondan ve oksidatif stresten sorumlu bazi aday gen polimorfizm
(GSTM1, GSTT1,GSTP1 ile105Val ve OGG1 Ser326Cys) sikliklari, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) amplifikasyon (¢odaltma) teknigi kullanilarak
analiz edilmistir. Genlerdeki her bir varyant ve kombine etkileri alfa-GST duzeyleri ile
karsilastirilarak genetik farklihdin hepatotoksisite Uzerine etkisi irdelenmigtir. Ayrica,
olanzapinin alfa-GST enzimi disinda diger klinikte rutin olgllen karaciger enzimlerine (ALT,

AST, AP, Biluribin gibi) olan etkisi incelenip, alfa-GST ile diger karaciger enzimleri zaman,

1



spesifite ve duyarlihk agisindan coklu karsilastiriimalar yapiimistir. Bireylerin metabolomik
profilleri ortaya cikartilarak olanzapin tedavisinin T1, T2 ve T3 zaman dilimlerinde metabolik
profil degisimi ile olasi hepatotoksisitenin ve gen polimorfizmleri arasindaki iliski arastiriimistir.
Amag, alfa-GST enziminin diger rutinde uygulanan karaciger enzimlerine kiyasla daha spesifik
ve duyarli olup olmadigi ve alfa-GST ve olasi oksidatif hasarin bireylerin genetik yapisina bagh
olarak nasil degistigi (bireysel duyarlilik) yani olasi hepatotoksisitenin bireyler arasindaki
farkhhgi irdelenmistir. Yapilan PubMed veri tabanina gére benzer bir calisma mevcut degildir.
Gen polimorfizmleri, enzim seviyeleri, enzim seviyeleri ile gen polimorfizmleri arasindaki
korelasyonu goésteren ¢alismalar mevcuttur. Ancak, DNA onarim enzimi OGG1 ve metabolik
profil tayini ile ilag etkinligi-bireysel duyarlilik arasinda iligkiyi gosteren ve rutin karaciger
enzimlerine goére daha duyarli ve erken biyogbsterge arayisi ile ilgili yapilan ¢alismalar

bulunmamaktadir.

Karacigerde ilacin indUkledigi toksisitenin,

i) Erken fazda tespit edilememesi,

ii) ilacla tedaviye devam edilip alternatif bir tedaviye geciste gec kalinmasi,

iii) Gereksiz yere hem ilacin indukledigi toksisiteye hem de neden olabilecegi ikincil

komplikasyonlara maruz kalmaya,
iv) Gereksiz ilag yuklemesi,

v) Hekimin ve hastanin zaman kaybina dolayisiyla gereksiz saglik harcamalarina neden olarak

ulke ekonomisine ilave maliyet getirmesi.
Sunulan ve tamamlanan projede amaglar,

i) Tim yukarida listelenen problemleri gdzmeye yardim edecek olan alfa-GST’nin karaciger
enzimlerine gore daha duyarli ve erken bir biyogosterge oldugunu ve Kklinikte rutin

uygulanabilirliginin avantajlarini gosterme,

i) Hastaligin meydana getirecegdi metabolit dizeyde degisimler ve ilacla tedaviden sonraki iki
zaman diliminde (literatur bilgisi ve hekim gozlemiyle secilmis zaman dilimleri; 10£5. gun ve
3t1ay sonra) bireyin metabolik profildeki farkliliklar tayin edilip, hepatotoksisite

mekanizmasinin aydinlatiimasi,



iii) Metabolik profile goére hastalik ve ila¢ tedavisinin neden oldugu toksisite icin biyogdsterge

arastirmasina olanak saglanacaktir.

iv) Bazi hastalarda hepatotoksisite ya da hepatotoksisitenin éncil komplikasyonlari meydana
gelirken, bazi hastalarda meydana gelmemesi, alfa-GST enzim aktivitesi ile GST’ler, OGG1
genotipleri arasinda birey bazinda korelasyon analizleri yapilarak hepatotoksisite

gelismesinde bireysel duyarlihdin rolindn arastiriimasi hedeflenmistir.
2.LITERATUR OZETi

Karaciger ilaglarin tasinmasi ve eliminasyonunda major rol oynamaktadir ve bu nedenle ilacin
neden oldugu toksisiteye en duyarl organdir. Amerika’da ilacin neden oldugu hepatotoksisite
her yil 42000 kadar hastay etkilemektedir (Gardiner 2014). Hastane basvurularinin %5’i akut
karaciger yetmezligi nedeniyledir ve bu oranin %50’sinden ilacin neden oldugu karaciger
hasari (IIKH-DILI; Drug Induced Liver Damage) sorumludur. Idiyosenkrazik ilag
reaksiyonlarinin %75’inden fazlasi ise karaciger transplantasyonu ve dlimle sonuglanmaktadir
(Pandit vd. 2012). IIKH, cok iyi anlasilamamis olup, 6ngorulememektedir. [IKH'nin risk
faktorleri ve patojenezinin anlasiimasi hepatotoksisitenin énlenmesine ve yonetiimesine
yardim edebilmektedir (Huang vd., 2007). ilacin neden oldugu hepatotoksisite klinik dncesi ve
klinik asamada ila¢ gelistirme slrecinin sona erdiriimesinin en dnemli nedenlerinden biri olup,
piyasadan ilacin geri ¢ekilmesi igin en sik belirtilen neden olarak ila¢ endustrisi ve diizenleyici
otoriteler icin 6nemli bir sorundur. Ayrica, ilaglarin neden oldugu morbidite ve mortalite
hekimlerin, saglik otoritelerinin, ilag firmalarinin temel endiselerinden oldugu igin,
hepatotoksisitenin en kritik yonleriyle irdelenmesi ve ydnetiimesi son derece énemlidir. ilacin
neden oldugu hepatotoksisitenin altinda yatan mekanizma/larin anlasiimasi igin yeni
metotlarin gelistirilmesine acil ihtiyag vardir (Larrey ve Pageaux, 2004). Onerilen proje konusu
literattrdeki bu agikliga katkida bulunmak icin planlanmistir. Su ana kadar gézlenen karaciger
hasarlarinin idiyosenkrazik ya da immun aracihikh oldugu seklinde varsayimlarda
bulunulmustur. Ancak, toksisitenin genetik ve metabolik profil ile tayin edilen metabolitler
araciligiyla gerceklesebilecedi ve bunun yolagr aydinlatlamamistir. Yeni bir alan olan
farmakometabolomik ile organizmadaki kiiglik molekil metabolitlerinin hizli ve yiksek ¢iktil
(high throughput) karakterizasyonuna olanak saglanacaktir. Farmakometabolomik, gen
ekspresyonunun son Urdnleri olan, bir biyolojik sistemdeki tim metabolit toplulugunun ilag
kullanimi sonrasi degisimini géstermek i¢in kullanilacaktir. Bazi metabolik yolaklarda ilag
etkileri izlenebilmesi amaciyla ila¢ tedavisini takiben metabolit seviyelerini tayin etmek igin
uygulanmaktadir (Kayaalp, 2002). Bireyin bazal metabolik profili (metabotip) bireyin ilaca nasil

cevap verdigi ve hastallk durumunda heterojen bir profil gosterdigi bilgisini vermektedir.
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Genotip-fenotip kadar genotip-envirotip (cevresel kaynaklar) iliskisini inceleme olanagi da
saglamaktadir. Ayrica, farmakometabolomik profil, bireye 6zgli kapsaml ve detayli
“Metabolomik profil” yada “metabolomik fingerprint (parmak izi)” saglamaktadir (Ellis vd.,
2007). llaclar gelistirilme siirecinde klinik dncesi ve klinik asamada etkinlik ve glivenlilik olmak
lizere bircok testten gecip ruhsat alarak piyasaya sunulmaktadir. ilag gelistirme siirecindeki
tim bu detayli calismalara ragmen, ilaclarla gozlenen advers etkileri nedeniyle geri
cekilebilmektedir. Bunun gerekgeleri, popllasyonda nadir gorilen bir advers etki olmasi,
cevresel (sigara, alkol, beslenme gibi) ve genetik faktorler, ila¢ etkilesmeleri, advers etkinin
olusma suresinin uzun olmasi, yash ve gocuk gibi risk gruplarinda kullaniminin yarattigi
sorunlar olmaktadir. Farmakovijilans sistemiyle (ilacin piyasaya sunulduktan sonra takip
edilmesi) ciddi advers etkilerin raporlanmasi sonucunda olusan sinyaller sonucunda
(hepatotoksisite, nefrotoksisite gibi) ilaglar saglik otoriteleri ve/veya ruhsat sahipleri tarafindan

geri ¢ekilmektedir (Kaddurah-Darouk ve Weinshilboum, 2014).

Etkin ve guvenli tedavi igin ideal, bireye 6zgu ilag Uretmektir ve calismalar bu yonde hiz
kazanmistir. Ancak, ginUmuzde piyasadaki ilaglar bazi bireylerde etkisizlik bazi bireylerde ise
toksisite/yan etki gibi sorunlara neden olabilmektedir. Bu da hekimin zaman kaybina (gereksiz
yere ayni hastayla defalarca goérlisme), hastanin zaman ve ekonomik kaybina, dogru ilaca
karar verilinceye kadar farkli ilaglarin denenmesinin yaratabilecegi sorunlara, tim bu stire¢ de
ulke ekonomisine zarar vermektedir. TUm bunlarin 6nidne gecgebilmek icin bireye 6zgu ilag
tasarlamanin yani sira mevcut kullanimda olan ilaglarin optimize edilmesi (etkin ve guvenli
tedavi) icin ilaca bagli farmakogenetik testlerin gelistiriimesi ve uygulanmasi énemlidir (Scott,
2011).

llaglara cevapta en 6nemli faktérin genetik faktorler oldugu insan genom projesinin
tamamlanmasini ve takiben hizla ilerleyen “yiksek c¢iktil” teknolojilerin Uretilmesi ve
kullaniimasiyla anlasiimistir. Farmakogenetik ve toksikogenetik, bireyin molekuler profilinin
ilag seciminde, yan etki/toksisitenin énlenmesinde ve bireye 6zgu tedavi odakl, ekonomik,
glvenli ve zaman tasarrufu saglayan dénemin baslangici olmustur. Bireye 6zgu basarili bir
tedavi uygulanabilmesi, bireyin genetik profilini temel alarak Kklinikte ucuz ve rutin
uygulanabilirligi olabilecek testler gelistirimeye yonelinmigtir (Pacanowski ve Zineh, 2012).
Psikotik bozukluklar bireysel ve ekonomik bedelleri gok agir olan, hastalarin yasam kalitelerini
onemli Olgude etkileyen ve dunya capinda onde gelen halk saghg: problemlerinden biridir
(Mete ve Unsal, 2004). Bu hastalar igin hastane bakiminin zor olmasindan dolayi, iyilestirme
ve destek sistemlerine ihtiyac¢ vardir. Bu nedenle hastaligin tedavisinin finansal bedelinin tim

kanserlerin toplamindan daha fazla oldugu distnilmektedir (Jeffrey ve Lieberman, 2000).



Yapilan epidemiyolojik calismalara goére sizofreninin yillik insidansi nifusun her 1000’inde 0.1-
0.2 arasindadir. Sizofreni kronik bir hastalik oldugu i¢in hastaligin prevalansi insidansindan
fazla olup 10000’'de 4’tir. Hayat boyu sizofreniye yakalanma riski 1000’de 10’dur. Bu risk
sosyoekonomik kiiltir seviyesi duslk bolgelerde ¢ok daha fazladir (evsizlerde 1000’de 100).
Dinya Saglhk Orgiti'ne (World Health Organization; WHO) gére Diinya’da yilda 3 milyon
sizofreni vakasinin ortaya c¢iktigi bildirilmistir. Vakalarin %50’sinden fazlasi uygun tedavi
alamamakta, %90’ ise hi¢ tedavi edilememektedir (Gelder vd., 2001). Psikiyatri ilaglarinin
advers etki siralamasinda ilk 4’de yer aldi§i1 gértlmustir. Bu grup ilaglarin en sik gézlenen yan
etkisi hepatotoksisitedir. Klinikte, antipsikotik ilaglar, karacigerde yaratabilecegi olasi toksisite
icin tedavi suresince belirli araliklarla izlenmesi gereken ve ilaca cevapta ve toksisitede en
fazla degiskenlik gdsteren ilag gruplarindan biridir. Psikiyatristler tedavide kullanilacak ilaci ve
dozunu secerken daha ¢ok deneyimlerini dikkate almaktadirlar. Hepatik hasarlar genellikle
tedavinin ilk haftasinda meydana gelmektedir fakat bu literatirde klozapin igin 1-8 hafta,
olanzapin igin 12 glin-5 ay ve risperidon igin 1 gun-17 ay gibi degiskenlik géstermektedir
(Ozcanli vd., 2006). Hepatik hasarlari dngérmek icin klinikte karaciger enzimleri (ALT; alanin
aminotransferaz, AST; aspartat aminotransferaz, GGT; gama-glutamil transpeptidaz, ALP;
alkalen fosfataz) izlenmektedir. ALT ve AST degerleri, ALT ve AST/GGT degerleri kombine
degerlendirildiginde normal ortalamanin Ust sinirinin 2-5 kati yukseldiginde karaciger
hasarindan s6z edilmektedir. Ancak, alfa-GST enzimi ALT ve AST degerlerinde herhangi bir
yukselme olmadan daha dugsuk seviyede hasar meydana geldiginde artig gostererek erken

safhada olugsan hasari géstermektedir (Abdel-Moneim ve Sliem, 2011).

Psikiyatrik bozukluklardan sorumlu genlerin belirlenmesi igin baglanti ¢alismalari yapilmig
ancak psikiyatrik bozukluklar mendelyan kalitim sekli géstermediginden yani bozukluktan tek
bir mutasyon sorumlu olmadigi icin iliski calismalarina ydnelinmistir. ilaclarin klinikteki
kullanimini gelistirmek ve kisiye 6zgi koruyucu énlemler almak icin farmakogenetik bilgisinin
uygulanmasi gerekmektedir. Uygun ila¢ secimi; tedavinin maliyetini azaltir, tedavi konusunda
zaman kazanilir, gereksiz yere farkl ilag/tedavi uygulanarak birey ve hekim Uzerindeki yik

ortadan kalkar, hastanin uzun zaman prognozu daha iyi olur (Costa e Silva, 2013).

Cogdu ilaglarin metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda merkezi role sahip olan karaciger,
hasara karsi savunmasizdir. Cogunlukla liposolubl (yagda ¢ozinen) ozellikteki ilaglar
eliminasyonlari i¢in yaygin polimorfizm gdsteren sitokrom enzim sistemleri araciligiyla okside
olup ve konjugasyonla polar metabolitlere donustlrilerek kolayca elimine edilmektedirler. Bu
reaksiyonlar sonucunda genellikle toksik olmayan metabolitler olustugu gibi bazi ilaglarda
toksik ara metabolitleri meydana gelerek toksisiteye neden olmaktadir (parasetamol-hepatik

nekroz). Hepatotoksisitenin mekanizmasi halen anlasilamamistir. Olasi mekanizmalar, ilacin
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reaktif ara metabolitlerinin olusmasi, elektrofilik metabolitlerin proteinlere kovalent baglanmasi,
glutatyon oksidasyonu yalya da deplesyonu, serbest radikallerin meydana gelmesi,
immunolojik reaksiyonlarin tetiklenmesi, apoptozis, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, ilacin
eliminasyonunun gecikmesi sonucu uzun stre maruziyet ya da ilag akiimilasyonunun ilacin
detoksifiye edilmesi ya da koruyucu sistemlerin yetersiz kalmasina neden oldugu toksisitelerdir
(Havd., 2010; Jaeschke, 2011; Larrey ve Pageaux, 2011).

Koruyucu enzimlerin dizeyleri ve bu enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin tayin
edilmesi, iligkinin gosteriimesi ve bireysel farklliklarin irdelenmesi agisindan gugcli veri
saglamaktadir. ilaglari metabolize eden genlerde birgok polimorfizmler tayin edilmistir ve
bunlarin ¢odu bu enzimlerin aktivite ve ekspresyonunu degistirmektedir. ilaclarin yapisi
komplekstir ve uygun aday genler ile ilacin neden oldugu karaciger hasari arasindaki iligkiyi
ortaya ¢ikarmak igin ¢ok fazla arastirmaya ihtiyag vardir. ilacin neden oldugu hepatoksisitede
genetik duyarlilik ilag metabolizmasi, tasinmasi ya da eliminasyonunda yer alan proteinleri
kodlayan ya da immun cevaplari reglile eden genlerdeki polimorfizm nedeniyledir (Baysal,
2013). Sunulan ¢alismada detoksifikasyon ve oksidatif streste aday genler olan Glutatyon S-
transferazlar (GST) ve 8-oksoguanin glikozilaz (OGG1) gen polimorfizmleri analiz edilerek alfa-
GST enzim duzeyleri ile iliskisi degerlendirilerek olasi hepatotoksisitenin bireysel degisimi
irdelenecek ve metabolomik profil analiz edilerek hepatotoksisitenin  mekanizmasi

aydinlatilmaya caligilacaktir.

GST’ler, ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunu
katalizleyen faz 1l konjugasyon enzimlerdir. Alfa (A), mu (M), pi (P), sigma (S), teta (T), kappa
(K), zeta (Z) ve omega (O) olmak Uzere farkh siniflari vardir (Dixon vd., 2002). Reaktif
metabolitler ya hicre homeostazine mudahale ederek ya da hepatosit plazma proteinlerine
baglanan reaktif metabolitler igin immunolojik reaksiyonlari tetikleyerek hepatositleri
parcalamaktadir. Glutatyon (GSH) molekulindeki sulfidril (-SH) grubu ksenobiyotiklerin
elektrofilik merkezlerine baglanarak ksenobiyotikleri noétralize etmektedir (Roy vd., 2001).
GST lerin sitozolik izoformlari olan GSTM1, GSTT1, GSTP1 oldukca polimorfiktir. GST’ler ve
OGGH1 reaktif oksijen turlerinin uzaklagtirilmasinda yani pro-oksidan hasardan hucreleri
korumada 6nemli role sahiptirler. GSTM1 geni, 1p13.3 kromozomda 25.712 Da agirhiginda,
218 aminoasitten olusur. GSTM1 null genotip [GSTM1(-), gen delesyonu] homozigottur yani
fenotipik aktiviteden yoksundur ve protein ekspresyonu yoktur (GeneCards, 2014). GSTT1
geni, 22. kromozomda yer alan, 27.335 Da agirliginda ve 240 aminoasitten olusmaktadir
(GeneCards, 2014). GSTP1 11913 kromozomda lokalizedir, 5.ekzonda ve 313.nukleotitde A-
G polimorfizmi ilk tanimlanan ve en ¢ok calisilan polimorfizmlerden biridir ve 105 aminoasit

pozisyonunda izoldsinin valine donlsimine neden olmaktadir. Detoksifikasyon ve
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biyoaktivasyondan sorumludur (Dunna vd., 2012). GST gen polimorfizmleri farkli etnik
gruplarda farkli oranlarda bulunmaktadir. Beyaz Avrupa irkinda GSTM1 null genotip sikhgi
%40-65, GSTT1 null genotip sikhgi %10-20 arasindadir, Turk populasyonunda ise GSTM1 null
genotip skl %51.9 ve GSTT1 null genotip sikhgi ise %17.3’tur (Rebbeck, 1967; Ada vd.,
2004). GSTM1 ve GSTT1 null mutantlarin kombinasyonu takrin ve troglitazona bagli karaciger
hasar riskinde artisa neden oldugu gdsterilmistir. (Simon vd., 2000; Watanabe vd., 2003).
Homozigot null GSTML'li bireylerde antitliiberkiiloza bagli hepatotoksisite riskinde artis
géstermektedir (Roy vd., 2001). Avrupa populasyonunda GSTP1 ile/Val gen polimorfizm
sikliklari fle/ile %47, ile/Val %43 ve Val/Val %10’dur (Sharma vd., 2014).

8-hidroksideoksiguanin (8-OHdG) reaktif serbest radikallerin neden oldugu oksidatif DNA
hasarinin ana bilesenidir (Janssen vd., 2001). Olduk¢a mutajeniktir. DNA’'daki okside bazlar
Baz Kesme Onarim (BKO; Base Excision Repair; BER) yolagi ile onarilir. Bu yolakta 3p25
kromozomunda lokalize OGG1 geni tarafindan kodlanan OGG1 (8-oxoguanine DNA
glycosylase) oksidatif bazi tanir ve keser. OGG1 oldukga polimorfik bir enzimdir. OGG1
geninde en fazla ¢aligilan ve yaygin olan polimorfizm OGG1 Ser326Cys polimorfizmdir. Ekzon
7'de 1245. pozisyonda C/G polimorfizmdir ve kodon 326'da serin aminoasidinin sistein

aminoasitine donismesine neden olmaktadir (Karahalil vd., 2002).

Olanzapin, sizofreni ve bipolar psikozlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ikinci
jenerasyon antipsikotiklerdendir. 1996 yilinda Avrupa Birligi tarafinda kullanimi onaylamistir
ve Dinya ¢apinda en yaygin kullanilan ilag olmustur. Sizofreninin hem pozitif hem de negatif
belirtilerini etkilemektedir. ilk ve ikinci jenerasyon antipsikotiklerle karsilastiriidi§inda ilag
kesilme orani duslk ancak daha fazla yan etkilere (kilo alimi, diyabet, kalp hastaligi gibi) neden
olan bir ilagtir (Lecrubier vd., 2006). Olanzapinle tedavi olan hastalarda diger antipsikotik
ilaglara gore kisa sureli (4 hafta) ve uzun sureli maruziyet sonrasinda (2-3 yil) ciddi hastaneye
kaldirilmayla sonuglanan hepatotoksisitenin meydana geldigi gézlenmistir (Ozcanli vd., 2006;
Manceaux vd., 2011; Lui vd., 2009). Olanzapin ile uzun sureli tedaviden sonra hastalarin %10-
50’sinde karaciger fonksiyon testlerinde artiglar gézlenmistir. Bu artislar orta derecede ve
gegicidir. llag kesildiginde normal seviyelere dénmektedir. Bununla birlikte bazi hastalarda
karaciger fonksiyon testlerinde anormal ylUkselmeler ve sarilikla birlikte karaciger hasari da
g6zlenmistir. Enzimlerdeki yikselmeler hepatoselliler ve kolestatik hepatik hasar seklinde
g6zlenmistir. Olanzapinle karaciger hasarinin meydana gelme zamani haftalardan yillara
kadar genis bir degiskenlik gbstermektedir. Uzun slreli maruziyetlerde hepatotoksisiteden
ziyade kilo artigi ve alkolik karaciger dikkati ¢cekmektedir (LiverTox, 2014). 18 Haziran 2014
yiinda olanzapin alan 42771 hastada yan etkiler gézlenmis ve 32 birey (%0.07)
hepatotoksisite gelistirmistir. %66.6’s1 bir aydan kisa slrede, %25 1-6 ay iginde

7



hepatotoksisite gelistirmistir. Ancak, hepatotoksisite gelismeden énce hepatik hicrelerde az
oranda da hasarlar tespit edilmistir (e Health Me, 2014). Bir vaka ¢alismasinda ise olanzapinle
tedaviyi takibeden birka¢ gin sonra ALT (192 U/L normali <37 olmali) ve AST (192U/ml,
normali <37) degerleri artmis, bilirubin, AF ve protrombin zamanlarinda artis gézlenmemistir.
Hepatotoksisite teshis edilip ila¢ kesilmistir. Serum transminazlar ilag kesildikten birka¢ hafta
icinde normal seviyelerine inmistir. Benzer bir vaka 10mg dozda olanzapin kullanimi takibeden
8. glinde serum enzimleri normalden 4 kat artmistir. Olanzapin kesildikten sonra serum
enzimleri 10 katina kadar yikselmis ve 5 gin sonra dismeye baslamis ve bir hafta sonra

normal seviyeye gelmistir (Slim vd., 2014).

Onerilen projede, diger ilaglarla karsilastirildiginda olanzapinin hepatotoksisite ve yan etkiler
acisindan daha fazla vaka raporlarina ulasildigi icin, birey bazinda degerlendirme yapilacagi
icin olanzapinin proje amacini karsilayacak bir ila¢ oldugu dusunulmustir. Antipsikotiklerin
hepatotoksitesi icin olanzapin model ilag olarak secilmistir. Vaka raporlarinda olanzapin
kullanimindan 2 ile 4 hafta sonra klasik klinikte kullanilan karaciger enzimlerinin (ALT ve AST)
sadece baz vakalarda artis gosterdigi gozlemlenmistir. S6z konusu projede bu enzimlerden
daha duyarlh ve spesifik olan alfa-GST enziminin bu artislari daha net ve ylksek gosterecegi

dusunulmektedir. Bu nedenle olanzapin se¢imi bu ¢alisma i¢in dogru ve uygundur.

Alfa-GST vyaygin olarak hepatositlerde bulunan sitozolik bir enzimdir. Hepatositlerin
inflamasyonuna yol agan farkli etiyolojilerde hucre gegirgenliginin/membran ve hepatosellller
hasarin duyarli ve spesifik biyogostergesidir (Muttigi vd., 2009). Hepatik fonksiyon, dolasima
salinan hepatik enzimlerin dlgiimiyle izlenmektedir. Hepatosellller hasar meydana geldiginde
enzim duzeylerindeki normalden sapmalar hepatik fonksiyonlarda aksamalara neden olacagi
sinyallerini vermektedir. Klinik arastirmalarda hepatoselliler integritinin (bitinlGgan) tayininde
serum alfa-GST miktarlarinin tespit edilmesi degerli bir izleme ydntemi olarak uygulanabilir
(Higuchi vd., 2001; Darling vd., 1997). Serbest radikallerin biyolojik membrana yaptig1 hasar
hiicre membraninin gegirgenligini arttirir ve bdylece dusuk molekil agirlikli indirgenmis GSH,
GST ve sitozolik bilesenler kan dolasimina salinir. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu disinda,
GST sitozoldeki konjuge olmamis bilirubine baglanir ve glukuronikasitle konjugasyon igin
endoplazmik retikuluma taginarak hiicreden bunun akisini énlemektedir. insan karacigerinde
GST yuksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir ve hepatoselliler hasara cevap olarak
salinmaktadir. Alfa-GST enziminin, blyUk ve genig hepatik dagiliminin olmasi, yuksek sitozolik
konsantrasyona sahip olmasi ve plazma yarilanma Omrinidn kisa olmasi gibi ézellikleri
nedeniyle hepatosellliler hasarin goéstergesi olarak biyoizlenmesi, alfa-GST enzimini
alisilagelmis biyokimyasal karaciger fonksiyon testlerinden daha avantajli kilmaktadir.

Aminotransferazlarin sentrilobular ve periportal bélgelerde, alfa GST’nin intrahepatik dagihm
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goOstermesi alfa-GST oOlgcimlerinin hepatik hasara erken ve daha duyarli cevabina neden
olmaktadir (Reddick vd., 1982; Sundberg vd., 1993; Trull vd., 1994). Ayrica, GST kas hasari,
ekstrahepatik inflamasyon, hemolizden etkilenmemektedir ve GST seviyelerinin histolojik
degisikliklerle korelasyonu aminotransferazlardan daha fazla olmasi alfa-GST nin
aminotransferazlardan ¢cok daha spesifik oldugunu gosteren gerekgeler arasindadir (Muttigi
vd., 2009). Alfa-GST’lerin tim bu Ozellikleri hepatoselliler hasarin tespitinde biyokimyasal
karaciger fonksiyon testlerinden cok daha erken safhada bilgi vermektedir (Helaly ve
Mahmoud, 2003). Alfa-GST'nin karacigerde oOzellikle hepatositlerde lokalize oldugu ve
aminotransferazlardan ¢ok daha iyi olarak karaciger hasarini yansittigi immunohistokimyasal
calismalarla da gdsterilmigtir (Mazur vd., 2003). GSTM1, GSTT1 ve GSTP1l gen
polimorfizmleri ile serum alfa-GST miktarlari arasindaki iliskiyi géstermek hepatotoksisitenin
bireysel farkliliga bagh degisim gdsterdigini bildirmek igin son derece énemlidir. GST alkolik
karaciger hastaligi ve bircok kansere duyarlilik riskiyle iligkilidir. GSTM1 ve GSTT1 null
bireylerde enzimatik aktivitesinin olmadigi tespit edilmistir (Strange vd., 2000). Abdel-Moneim
ve arkadaslari Hepatitis C Viruslli hastalardan karaciger hasari olanlarin ALT degerlerinin
normal ortalama icindeyken alfa-GST degerlerinin oldukga ylksek oldugunu ve karaciger
hasarinin gosterilmesinde erken bir biyogosterge olarak kullanilabilecegini gostermistir. Alfa-
GST %66.67 duyarlilik (sensitivite) ve %84.85 segicilik (spesifite) gosterirken
aminotransferazlar %0 duyarlilik ve %63.64 segicilik ile alfa GST'ye gore yetersiz kalan

gOstergelerdir (Abdel-Moneim ve Sliem, 2011).

Sunulan galisma, antipsikotik ilaglarin klinikteki kullanimini gelistirmek ve kisiye 6zgu koruyucu
Onlemler almak icin farmakogenetik bilgisinin farmakometabolomik bilgisiyle kombine
uygulandigi bir calismadir. Antipsikotik ilag tedavisi géren hastalarda hepatotoksisitenin erken
ve duyarli biyogOstergesi olan alfa-GST miktarlan olgilmus (fenotip) ve hasarin gostergesi
olan bu miktarlarin bireyler arasinda degisimi hepatotoksisiteyi etkileyen GSTM1, GSTT1,
GSTP1 lle105Val ve OGG1 Ser326Cys gen polimorfizmlerinin (genotip) tespitiyle ortaya
konmustur. Hepatotoksisite, karaciger fonksiyonlarini takipte kullanilabilecek alfa-GST ve
klinikte rutin uygulanan diger karaciger enzimleriyle (aminotransferazlar) karsilagtiriimis ve

erken cevap ve duyarlikli agisindan degerlendirmeler yapiimistir.

3.GEREG VE YONTEM
3.1. Numune Temini

Konya Necmettin Erbakan Universitesi Psikiyatri Anabilim Dal’'na basvuran ve DSM-IV
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition; Mental Bozukluklari

Siniflandirma Sisteminin 4. Gézden Gegirilmis Baskisi) kriterlerine gére psikotik bozukluk

9



tanisi konulmus 30 hastadan antipsikotik ila¢ olanzapin ile tedaviye baslamadan énce (T1),
tedavinin 10 (x5). gund (T2) ve tedavinin 3 (x1). ayinda 2017 yas ortalamasinda erkek
(kadinlar erkeklerden daha duyarlidir) hastalardan kan érnekleri toplanmistir. Antipsikotiklere
hepatotoksisitesi icin (literatlir 6zetinde de belirtilen sebepler nedeniyle) olanzapin model ilag
olarak secilmistir. Hasta sayisi i. sadece olanzapin kullanan psikozlu hastayi se¢mek, ii.
Psikozlu hastalardan ilaglari muntazam kullananlari yakalamak ve iii. s6z konusu zaman
dilimlerinde klinige gelip drneklerin alinmasinin zor oldugu daha dnceki 6n ¢alismamizda 6n

gorildigunden 30 olarak belirlenmistir.

Bunlardan olanzapin alan (kriter 1), kanda ilag konsantrasyonlari tespit edilip ilaci
kullandigindan emin olunan (kriter 2) ve tedaviye bagladiktan sonraki 2 zaman diliminde de

[10+5. guin (T2) ve 3+1 ay sonra (T3)] 6rnek veren hastalar (kriter 3) calismaya dahil edilmigtir.

3.2. Orneklerden DNA izolasyonu
Steril kosullarda steril EDTA'l tliplere alinan 30 kan numunesinden steril sartlarda DNA'lar

izole edilmigtir.

1 | EDTA'l steril tiplere alinmis kan érneklerinden DNA’lar izole edilmistir.

2 | Ornekler soguk zincir ile F. Toksikoloji Anabilim Dali laboratuvarimiza getirilerek DNA

izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucularda muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu i¢in sodyumperklorat/kloroform ekstraksiyon yontemi uygulanmistir.

4 | EDTA'li steril tiplere alinmis kan érnekleri (5-10 ml) 35ml soguk Lizis tamponu (Reajan

A ¢ozeltisi) ile karistirilip 3000 rpm’de 10 dakika santrif(ij edilerek Ustu atildi.

5 | Dipte elde edilen pelletler Gzerine 2ml Reajan B ¢dzeltisi eklendi ve hafif¢e karigtirildi.

Deproteinize etmek igin 5M sodyum perklorat ¢ozeltisinden ¢ozeltisinde 0,5ml

eklenerek, 15 dakika alt-Ust edilerek karistirildi.

7 |65 Cllik etivde 30 dakikalik inkiibasyondan sonra 2ml soguk kloroform yavasca
eklendi.
8 | Tekrar 10 dakika karistirilip, 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki faz soguk etil alkolle

karistirildiginda DNA sarmalinin olusumu gézlendi.

9 | Steril gubuk yardimiyla olusan DNA sarmali alinarak, kurumasi i¢in ependorflara

aktarildi ve 5-10 dakika alkoll ugsun diye bekletildi.

10 | Uzerine distile su konularak, 60°C’ sicaklikta bir gece etiivde inkiibe edildi.

11 | Cozinen DNA’lar genotipleme analiz ydéntemi uygulanincaya kadar +4°C’de

saklanmisgtir.
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3.3. Genotip analizlerin yapihisi

3,3,1.Genotipleme

izole edilen DNA’larda hepatotoksisitede etkin olan detoksifikasyon (GSTM1, GSTT1, GSTP
ile/Val) ve onarimdan (OGG1 Ser/Cys) sorumlu aday genlerdeki polimorfizmler Es zamanli
Coklu-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve PZR-Restriksiyon Uzunluk Fragment

Polimorfizm yontemleri kullanilarak analiz edilmistir.

Gen polimorfizlerinin bulundugu nikleotid dizisi uygun primerler araciligiyla PZR ile ¢ogaltildi.
Proje bagvurumuzda yontemde belirtilen PZR karigsimi hazirlandi ve Gzerine 50-100 ng DNA
ilave edilip, PZR cihazina (thermal cycler) proje 6nerisinde belirtilen kogullarda amplifikasyona
(cogaltiimaya) birakildi. Bu amplifikasyondan sonra polimorfizmlerin yer aldigi DNA pargalari
¢ogaltimis (PZR drind) oldu. GSTM1 ve GSTT1 c¢ogalma sonucu jele ylklenerek
degerlendirildi. GSTP1 Jle/Val ve OGG1 Ser/Cys gen polimorfizmleri icin amplifikasyonun
gerceklestigini test etmek igin drnekler %2’lik agaroz jele uygulandi. Cogalma gercgeklestikten
sonra polimorfizmlere uygun restriksiyon (kesme) enzimleri ile inkibasyona birakilip, %2’lik
agaroz jele uygulandi. Jel etidyum bromir ¢dzeltisi ile boyandiktan sonra goérintileme

cihazinda degerlendirmeleri yapilmistir.

Tablo 1. PCR Karigsim Protokolleri

PCR Karigimi GSTM1 GSTP1 0GG1
dNTP (10mM) 0.25mM 0.3mM 0.2mM
MgCI2 (25mM) 1.5mM 2mM 1.5mM
Taq Buffer (X10) 1X 1X 1X
DNA Ornegi 1l 1l 1l
Primer F (GSTM1) 1.5ul

Primer R (GSTM1) 1.5ul

Primer F (GSTT1) 0.8ul

Primer R (GSTT1) 0.8yl

Primer F (CYP1Al) 0.8ul

Primer R (CYP1A1) 0.8ul

Primer F (GSTP1) Tul

Primer R (GSTP1) Tul

Primer F (OGG1) Tul
Primer R (OGG1) Tul
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Tablo 2. Primerlerin Listesi

Primerler Dizilim (5’-3’9 Boyut (Baz Cifti; bg)

Primer F (GSTM1) GTT GGG CTC AAATAT ACG GTG G 215

Primer R (GSTM1) GAA CTC CCT GAA AAG CTAAAG C

Primer F (CYP1Al) | GAACTG CCACTT CAG CTG TCT Diagnostik Band

Primer R (CYP1Al) | CAG CTG CAT TTG GAAGTG CTC

Primer F (GSTT1) AGG CAG CAG TGG GGG AGG ACC 480

Primer R (GSTT1) CTC ACC GGATCATGG CCA GCA

Primer F (GSTP1) ACC CCA GGG CTC TAG GGA A 176

Primer R (GSTP1) | TGA GGG CAC AAC AAC CCC T

Primer F (OGG1) ACT GTC ACT AGT CTC ACC AG 207

Primer R (OGG1) TGA ATT CGG AAG GTG CTT GGG GAA T

Toplanan tum o&rneklerin  DNA’larinin  izolasyonu ve genotiplemeleri sorunsuzca
gerceklestiriimistir. Sema 1 ve 2’de gen polimorfizmlerine ait bantlar gosterilmistir (Sema 1 ve
Sema 2).

3.4.Serum olanzapin miktar tayini

Olanzapinin serumda tayini i¢in ara raporda HPLC-UV yontemi icin denemeler gergeklestiriimis
fakat serumdan analizlerinde vyeterli hassasiyete inilemedidi icin cihaz degistirilerek
hasssasiyeti olduk¢a ylksek olan LC-MS/MS ydéntemi ile analizler gergeklestiriimistir. Bu
yontemde Cig kolon (150 mm x 4.6 mm, 5 ym) ve %0.1 formik asit:%0.1 formik asit iceren
asetonitril (80:20 h/h) karigimi harekeli faz olarak kullaniimistir. Akis hizi 0.3 mL/dakika ve
kolon firin sicakhdi 40°C’dir. Olanzapin i¢in c¢alisilan Multiple-Reaction-Monitoring (MRM)
kosullari; pozitif iyonizasyon modunda 24 eV’luk garpigsma enerijisi kullanilarak 313.20 m/z =

256,10 m/z kutle pargalanmalari takip edilerek gergeklestirilmigtir.

Gelistirdigimiz yontemin FDA’nin Bioanalytical Method Validation kilavuzuna gére dogrusallik,

tekrarlanabilirlik, kesinlik ve seciciligi validasyon ¢aligmalari yapilarak degerlendirilmistir.
3.4.1.Serum eldesi

Hastalardan alinan kan 6rnekleri 3000rpm’de 10 dakika santrifij edilerek serum drnekleri elde

edilmistir.
Uygulama icin ayrintili bilgi asagida verilmistir.
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Uygulama sekli: Oral

Numune alim yeri: Sol 6n kol ven

Numune tiirti ve miktari: Kan 5 ml

Kan alim zamanlari: ilagla tedaviye baslamadan énce (T1)
ila¢ vermeye basladiktan 10 (£5). giin sonra (T2)
lla¢ vermeye basladiktan 3+1. ayinda (T3)

Ug ayri zaman diliminde érnekler alinmigtir.
3.4.2.Stok standart ¢ozeltinin hazirlanmasi

Olanzapin stok standarti (10mg/10 ml): %99 saflikta 10mg olanzapin 10ml metanolde

¢odzllerek hazirlanmistir.
3.4.3.Kalibrasyon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Olanzapinin serumdan analizinde kullanilacak kalibrasyon egrisini hazirlamak igin ilagsiz
serum orneklerine 1 ng/mL — 5000 ng/mL derisim araliginda olacak sekilde alti farkl nokta igin
sstandart olazanpine eklenerek hazirlanmistir. Standard eklenen serum 6rnekleri numune

plasma érneklerine yapilan islemler gergeklestirildikten sonra analiz edilmislerdir.
3.4.4. Numune serumlarinin hazirlanmasi

500 pL serum o6rnegi ependorf tlipe aktariimistir ve Gzerine 1.25 ml ¢oktirme ¢ozeltisi ve 0.5
mL su eklendikten sonra 4°C’de 1370 g’'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stpernatanttan 100
pL alinarak insert iceren HPLC viallerine aktariimis ve analizleri LC-MS/MS cihazi kullanilarak

gerceklestiriimigtir.

Sema 1. GSTM1, GSTT1, GSTP1 ve OGGL1 gen polimorfizmlerinin sematik gésterimi

Bazgifti [GSTM1 (+) |GSTM1(-) |GSTT1(+) |[GSTT1(-) |GSTP1 [OGG1
Kesim Kesim
oncesi oncesi

450 I

312 I I I

225 I

207 [

176 I
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Sema 2. GSTP1 ve OGGL1 genotip sematik gosterimi (Kesim sonrasi)

Baz cifti |GSTP1 GSTP1 GSTP1 0GG1 0GG1 0GG1

fle105ile |ile105val |Vall05val |Ser326ser |[Ser326cys |Cys326cys

176 [

93

|
83 [

207 L

107

100

4. |statistiksel Analiz

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 17.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) paket
programinda yapildi. Sirrekli sayisal degiskenlerin dagiliminin normale yakin olup olmadigi
Shapiro-Wilk testiyle varyanslarin homojenligi ise Levene testiyle arastirildi. Tanimlayici
istatistikler surekli sayisal degiskenler icin ortalama * standart sapma ya da medyan (¢eyrekler
arasi geniglik) seklinde gdsterilirken kategorik degiskenler olgu sayisi ve (%) bi¢ciminde ifade
edildi. Gruplar arasinda ortalama degerler yoniinden farkin énemliligi Student's t testiyle
degerlendirilirken normalden uzak dagilima sahip olan surekli sayisal degiskenler yoninden
farkin dnemililigi Mann Whitney U testiyle incelendi. izlem zamanlari arasinda klinik élgiimlere
iliskin ortalamalar yoninden istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigi Wilks'in Lambda testi
kullanilarak Tekrarlayan Olcumlerde varyans analizi ile arastirildi. Wilks'in Lambda test
istatistigi sonuglarinin énemli bulunmasi durumunda farka neden olan izlem zaman(lar)ini
tespit etmek amaciyla Bonferroni Duzeltmeli ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Normalden
uzak dagilima sahip degdigkenler igerisinde izlem zamanlarina goére klinik 6lgumlerde
istatistiksel olarak anlaml degisimin olup olmadidi ise Friedman testiyle incelendi. Friedman
test istatistigi sonuclarinin énemli bulunmasi durumunda ise Wilcoxon Isaret testi kullanilarak
farka neden olan izlem zaman(lar) tespit edildi. Surekli sayisal degigkenler arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliskinin olup olmadigi ise Spearman’in sira sayilari korelasyon testi
kullanilarak arastirildi. Aksi belirtiimedikge p<0.05 igcin sonuglar istatistiksel olarak anlamh
kabul edildi. Ancak, olasi tum ¢oklu karsilastirmalarda, Tip | hatayi kontrol altina alabilmek i¢in

Bonferroni Dizeltmesi yapiimistir.

14



Metabolomik analizler: GC-MS temelli metabolomik analizler sonucunda elde edilen veri
matriksleri Excel calisma dosyasina aktarilmigs ve toplam alan normalizasyon teknigi
kullanilarak normalize edilmistir. Metabolit diizeyinde gérilen eksik degerler, metabolit grubu
icindeki en klguk derisimin yari de@eri ile doldurulmustur. Daha sonra bu veri matrisi SIMCA-
P+ programina aktarilarak temel bilesenler analizi (PCA) ve en klguk kareler farkhlastirma
analizi (PLS-DA) yéntemileri ile gruplarin ayiriimasinda énemli olan metabolitler ve regresyon

katsayilari bulunmustur

5.BULGULAR

Sekil 1’de GSTM1 ve GSTT1 PZR goéruntusu sunulmustur.

Sekil 1. GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizmine ait jel gérintisit (M, 100bg belirteg, A, B, C;
GSTT1 pozitif, D; GSTM1 pozitif, E; GSTM1 pozitif ve GSTT1 pozitif, F; GSTM1 null ve GSTT1

null).

S 176h¢
93b 83bg

{76 b

M 12 34567 8910

Sekil 2. GSTP1 lle/Val gen polimorfizmine ait jel gériintiist (M; Belirteg, 1-6, 8; ile/Val, 7
Val/Val, 9 ve 10; ile/ile 5,10 ve 14 Val/Val)
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=207 be

M K 1 2 3 - S 6

Sekil 3. OGGL1 Ser/Cys gen polimorfizmine ait jel gorintist (M, Belirteg, K, Kor, 1 ve 6
Ser/Cys, 2; Cys/Cys, 3-5 Ser/Ser).

Tablo 3. Uygulanan olanzapin dozu (oral, mg)

Hasta No OLANZAPIN DOZU
(mg)
1 10 mg
2 (ilk 1 ay 10 mg) 5 mg
3 5 mg
4 20 mg
S 30 mg
6 15 mg
7 20 mg
8 15 mg
9 15 mg
10 10 mg
11 10 mg
12 5mg
13 5 mg
14 2,5 mg
15 5 mg
16 10 mg
17 5mg
18 5 mg
19 5mg
20 10 mg (iki ay)
21 10 mg
22 10 mg
23 (ilk 1 ay 10 mg) 5 mg
24 (ilk 2 ay 5 mg) 10 mg
25 7,5 mg
26 10 mg
27 (ilk 2 ay 10 mg) 5 mg
28 5mg
29 10 mg
30 15 mg
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Tablo 4. T1, T2 ve T3 zaman dilimlerine ait serumdaki olanzapin konsantrasyonlari (ppm)

Hasta no Olanzapin konsantrasyonlari (ppm)
T1 T2 T3
1 0.45 1.80 0.22
2 1.87 3.35 1.86
3 0.62 0.87 0.16
4 0.72 0.32 0.29
5 0.22 1.58 0.72
6 1.63 0.18 0.15
7 0.15 0.24 0.86
8 0.15 0.35 0.15
9 0.98 0.20 0.15
10 0.50 0.30 0.16
11 0.55 0.38 0.15
12 0.94 0.92 1.08
13 0.15 0.24 0.15
14 2.13 2.06 1.57
15 0.16 0.30 1.13
16 0.15 0.85 0.15
17 0.42 1.43 0.70
18 0.268 0.103 0.136
19 0.035 0.040 0.015
20 0.050 0.130 0.009
21 0.030 0.072 0.010
22 0.056 0.107 0.309
23 0.214 0.274 0.107
24 0.084 0.170 0.226
25 0.073 0.328 0.341
26 0.008 0.289 0.344
27 0.111 0.189 0.027
28 0.004 0.006 0.032
29 0.009 0.016 0.076
30 0.003 0.019 0.021
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Tablo 5. GSTM1, GSTT1, GSTP1 lle/Val ve OGG1 Ser/Cys gen polimorfizmlerine ait

sonuglarin listesi

Hasta No
GSTM1 GSTT1 GSTP1 0OGG1
1 POZITIF POZITIF W M
2 POZITIF POZITIF W H
3 POZITIF POZITIF H H
4 NULL POZITIF H H
S NULL POZITIF H W
6 NULL POZITIF M W
7 POZITIF NULL H W
8 POZITIF POZITIF W M
9 NULL NULL W W
10 POZITIF POZITIF H H
11 POZITIF NULL H H
12 POZITIF POZITIF W W
13 POZITIF POZITIF W H
14 NULL POZITIF W W
15 NULL POZITIF H H
16 NULL POZITIF W W
17 NULL POZITIF W W
18 NULL NULL W H
19 NULL NULL M W
20 NULL POZITIF W W
21 NULL POZITIF H H
22 POZITIF POZITIF M H
23 NULL POZITIF H W
24 POZITIF POZITIF W H
25 POZITIF POZITIF H W
26 NULL NULL W H
27 NULL POZITIF W W
28 NULL POZITIF H W
29 NULL NULL H W
30 NULL NULL H W

H: Heterozigot, M: W: Yabanil tip
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Tablo 6. Ug farkli zaman periyodunda ALT, AST ve a-GST diizeyleri

Hasta No T1 (0. giin) T2 (10 giin sonra) T3 (3 ay sonra)

ALT | AST | a-GST | ALT | AST | a-GST | ALT AST a-GST
1 17 | 31 | 0,880 | 29 25 1,548 40 29 1,691
2 14 | 20 | 1,404 | 31 25 4,297 15 17 1,627
3 19 | 30 | 1,928 | 13 15 2,474 9 16 1,856
4 10 | 14 | 2,503 | 101 | 39 7,104 23 16 2,208
5 19 | 24 | 2,761 | 19 17 1,576 14 19 1,139
6 46 | 55 | 5826 | 26 39 2,696 20 21 2,215
7 17 | 27 | 8,798 | 41 39 4,821 25 33 1,892
8 17 | 16 | 0,636 | 66 42 6,853 13 24 3,730
9 53 | 32 | 10,679 | 21 25 7,564 11 21 7,513
10 10 11 | 3,414 | 15 15 2,976 24 15 6,408
11 30 | 37 | 10,141 | 70 61 | 17,097 | 10 22 1,655
12 16 18 | 2,869 | 18 24 2,782 18 20 2,459
13 9 16 | 1,225 9 14 1,203 10 14 0,816
14 14 19 | 2,165 | 17 16 3,127 20 32 2,811
15 19 26 | 2,962 | 19 17 2,237 16 19 3,027
16 11 15 | 2,495 67 40 10,959 15 19 2,861
17 24 6 2,797 | 30 64 4,046 18 17 9,645
18 11 14 | 1,483 | 18 20 1,124 14 18 1,419
19 18 | 19 | 4,491 | 29 50 6,853 15 14 1,296
20 17 22 | 2,043 | 16 20 1,871 38 28 3,752
21 26 | 22 | 1,684 | 24 21 4,362 22 19 2,503
22 13 19 | 0,880 | 44 40 3,737 43 36 8,762
23 11 27 0,729 | 83 49 11,526 11 18 2,869
24 29 | 23 | 1,742 | 21 19 1,957 26 49 6,049
25 12 23 | 1,663 | 31 19 1,584 20 22 4,541
26 35 | 83 | 1,368 | 46 37 6,027 50 45 13,199
27 18 19 | 3579 | 11 12 2,144 16 16 6,164
28 10 12 1,361 | 23 26 4,735 16 18 2,912
29 13 18 | 0,830 9 17 1,232 10 18 1,519
30 11 13 | 3,522 | 46 29 10,973 | 24 20 3,529
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Tablo 7. GC-MS analizi sonucunda tanimlanan metabolitler *

1 Myristic D27 (IS) 42 Isoleucine

2 2-amino-2- 43 Ketoglutaric acid
norbornanecarboxylic acid

3 acetol 44 Ketoisocaproic acid

4 acetylisatin 45 Lactic acid

5 Beta- alanine 46 Leucine

6 Leucine 47 Linoleic acid

7 N-methylglutamic acid 48 Lysine

8 1-hexadecanol 49 Malic acid

9 2-butyne-1,4-diol 50 Monomethylphosphate

10 2-hydroxybutyric acid 51 Myo-inositol 1

11 3-aminoisobutyric acid 52 Myo-Inositol 2

12 3-Hydroxypropanoic acid 53 N-methylalanine

13 4-guanidinnobutyric acid 54 Norleucine

14 4-hydroxy-L-proline 55 O-methyl-inositol

15 4-Hydroxybutanoic acid 56 Octadecanol

16 Alanine 57 Oleic acid

17 AMP 58 Ornithine

18 Arginine 59 Oxalic acid

19 Aspartic acid 1 60 p-cresol

20 Aspartic acid 2 61 Phenylalanine

21 Benzamide 62 Fosfat

22 Benzoic acid 63 Pipecolic Acid

23 Beta alanine 64 Proline 1

24 Caprylic acid 65 Proline 2

25 Cholestorol 66 Pyroglutamic Acid

26 Citric acid 1 67 Pyruvic Acid

27 Citric acid 2 68 Serine

28 Creatinine 69 Sphingosine

29 Epsilon-caprolactam 70 Succinate

30 Ethanolamin 71 Tetradecanoic Acid

31 Galactono-1,4-lactone 72 Theorine

32 Glucopyranose 73 Threitol

33 Glucose 74 Threo-Beta-

Hydroxyaspartic Acid

34 Glutamic acid 75 Threonic Acid

35 Glyceric acid 76 Threonine

36 Glycerol 77 Tyrosine 1

37 Glycine 78 Tyrosine 2

38 Hexadecanoic acid 79 Urea

39 Iminodiacetic acid 1 80 Valine 1

40 Iminodiacetic acid 2 81 Valine 2
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*123 adet bilinmeyen metabolit tespit edilmistir. Birden fazla GC-MS piki olan metabolitler

1 ve 2 olarak adlandiriimistir.

Tablo 8. Hasta grubuna ait demografik ve klinik ézellikleri

n=30
Yas (yil) 36.7+14.1
Yas araligi (yil) 19-63
Cinsiyet
Erkek 8 (26.7%)
Kadin 22 (73.3%)
Bazal viicut agirhgi (kg) 64.8+12.3
Boy uzunlugu (cm) 165.118.0
Bazal beden kitle indeksi (kg/m2) 23.914.6
Sigara oykusii 10 (33.3%)
Olanzapin dozu (mg/kg) 0.131£0.052
Bazal ilag konsantrasyonu 0.42+0.565

GSTM1

Pozitif 12 (40.0%)
Null 18 (60.0%)
GSTT1

Pozitif 22 (73.3%)
Null 8 (26.7%)
GSTP1

wild 14 (46.7%)
Heterozigot+Mutant 16 (53.3%)
0OGG1

wild 16 (53.3%)
Heterozigot+Mutant 14 (46.7%)

Tablo 9de izlem zamanlarina (T1, T2 ve T3) gore karaciger fonksiyon enzimleri dizeyleri
sunulmustur. izlem zamanlari arasinda a-GST diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli degisim
tespit edilmemigtir (p=0.239). Serum ALT dlzeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik olup
(p=0.039), s6z konusu farka neden olan durum baslangica ve T3’e gére T2’de T3 arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p=0.423). izlem zamanlari arasinda AST
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli degisim tespit edilmemistir (p=0.692). izlem

zamanlarina (T1, T2 ve T3) gore karaciger fonksiyon enzim diizeylerinden sadece ALT
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(U/l) diizeyinde farklilik gézlenmesi ALT’nin a-GST ve ASTye goére daha duyarl
oldugunu géstermektedir. Ancak, T3 izlem zamaninda bu artisin T1 zamanindaki

seviyeye inmesi de bu artisin pozitif falls bir yiikselis oldugunu diisiindiirmektedir.

Tablo 9. izlem zamanlarina (T1, T2 ve T3) gore karaciger fonksiyon enzimleri diizeyleri

T1 T2 T3 p- 1
a-GST (pgll) 2.1 (1.4-3.4) 3.4 (1.9-6.8) 2.8 (1.7-4.9) 0.239
ALT (U/l) 17.0 (11.0-20.2)* | 25.0 (17.7-44.5)* | 17.0 (13.7-24.0) 0.039
AST (Ul 19.5 (15.7-27.0) 25.0 (17.0-39.2) 19.0 (17.0-25.0) 0.692

Veriler; medyan (ceyrekler arasi genislik) biciminde gosterildi, T Friedman testi, a: Baslangi¢
ile 10.gun arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.006), b: 10.gln ile 90.gln arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.008).

T1'e gore T3'de, T1'e gore T3'de ve T2e goére T3'de karaciger fonksiyon enzimlerinde
meydana gelen yluzdesel degisimlere bakildiginda, yluzdesel degisim miktarlarinin birbirleri
arasinda Bonferroni Dizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gordlmemistir
(p>0.0056, Tablo 10).

Tablo 10. T1, T2 ve T3 zaman dilimlerinde karaciger fonksiyon enzimlerinde meydana gelen

yuzdesel degisimler

T2-T1 T3-T1 T3-T2
a-GST (pgll) 44.5 (-15.7- 207.5) 22.9(-18.1-128.7) | -14.7 (-61.1- 104.2)
ALT (U/) 40.7 (-6.3- 145.5) 9.1 (-23.2-61.7) -24.7 (-47.9- 11.1)
AST (UN) 10.2 (-20.0- 112.1) -2.2 (-26.5- 39.8) -10.0 (-43.7- 12.8)

Veriler; medyan (geyrekler arasi geniglik) bigciminde gosterildi.

5.1. Gen polimorfizmlerine gore a-GST diizeyleri

Tablo 11'da gen polimorfizmleri agisindan izlem zamanlarina (T1, T2 ve T3) goére a-GST
dizeyleri istatistiksel olarak kargilastiriimigtir. GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizmleri igin hem
pozitif hem de null genotipe sahip bireyler icerisinde izlem zamanlari arasinda a-GST
dizeylerinde istatistiksel olarak anlamh degisim tespit edilmemistir (GSTM1; p=0.717 ve
0.311; GSTT1,; p=0186 ve 0.607). Hem GSTM1 hem de GSTTL1 pozitif olan bireylerle null
olanlar izlem zamanlarina gére a-GST dlzeyleri ydninden karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamh farklilk saptamamigtir (p=0.118, p=0.156 ve p=0.420). Ayni istatistiksel
kargilastirmalar GSTP1 ve OGG1 i¢in de yapildiginda istatistiksel olarak anlaml farklilk

saptamamisgtir.
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Tablo 11. Gen polimorfizmleri agisindan izlem zamanlarina (T1, T2 ve T3) goére a-GST

diuzeyleri
T1 T2 T3 p -t

GSTM1
Pozitif 1.7 (1.0-3.3) 2.8 (1.7-4.7) 2.2 (1.7-5.7) 0.717
Null 2.5(1.4-3.5) 4.2 (2.1-7.2) 2.9 (2.0-4.3) 0.311
p- £ 0.368 0.415 0.692
GSTT1
Pozitif 2.0 (1.3-2.8) 2.9 (1.9-4.4) 2.9 (2.1-4.9) 0.186
Null 4.0 (1.4-9.8) 6.4 (2.1-10.1) 1.8 (1.4-6.5) 0.607
p- ¥ 0.118 0.156 0.420
GSTP1
wild 1.9 (1.3-2.8) 2.9 (1.8-6.2) 3.3(1.7-6.5) 0.395
Heterozigot+Mutant 2.6 (1.4-4.2) 4.0 (2.3-7.0) 2.4 (1.7-3.4) 0.305
p- 0.377 0.313 0.334
0GG1
wild 2.8 (1.7-4.3) 3.6 (1.9-7.4) 2.9 (2.0-4.3) 0.646
Heterozigot+Mutant 1.6 (1.1-2.6) 3.4 (1.8-6.2) 2.3(1.6-6.1) 0.257
p- £ 0.077 0.580 0.728

Veriler; medyan (geyrekler arasi geniglik) biciminde gosterildi, T+ Her bir gen polimorfizmi
icerisinde izlem zamanlari arasinda yapilan karsilastirmalar, Friedman testi, Bonferroni
Duzeltmesine gore p<0.025 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi, £ Her bir izlem
zamani igerisinde gen polimorfizmleri arasinda yapilan karsilastirmalar, Mann Whitney U testi,
Bonferroni Dizeltmesine gore p<0.0167 igin sonuglar istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

5.2. Gen polimorfizmlerine gore ALT diizeyleri

Tablo 12’de ayni Tablo 10’da yapildgi gibi ALT dizeyleri gen polimorfizmleri agisindan izlem
zamanlarina (T1, T2 ve T3) goére karsilastinimisti. GSTM1, GSTT1 ve OGG1l gen
polimorfizmleri igin yapilan karsilastirimalarda ALT duzeylerinde istatistiksel olarak anlaml
degisim olmamistir. GSTP1 gen polimorfizminde wild genotipe sahip olanlar igin izlem
zamanlari arasinda ALT dizeylerinde istatistiksel olarak anlaml degisim tespit edilmemistir
(p=0.323). Ancak, GSTP1 H+M genotipe sahip bireylerde izliem zamanlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gézlenmigtir. Bu farkliik T2 izlem zamaninda T1 ve T3’e gore
istatistiki olarak artisin olmasindan kaynaklanmatadir (p=0.014, p=0.003). T1 ve T3 arasinda
ise Bonferroni Dizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p=0.019 ve
p=0.609). GSTP1 W genotipe sahip olanlar GSTP1 H+M olanlarla ALT duzeyleri izlem
zamanlarina gore karsilastirildiginda anlamh farkliik saptamamistir (p=0.608, p=0.355 ve
p=0.822).

Tablo 13’de gen polimorfizmleri agisindan izlem zamanlarina gére Tablo 11 ve 12’deki gibi

karsilastirmalar yapildiginda AST dizeyleri yonlinden istatistiksel agidan herhangi bir farklilik

23



g6zlenmemistir. ALT diizeyleri yoniinden GSTP1 H+M genotipe sahip bireylerde T2’deki

artis gozlenirken W olanlarda goérilmemesi enzim GSTP1 enzim aktivitesinde gen

polimorfizmine bagh aktive degisiminin bu artisa neden oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 12. Gen polimorfizmleri agisindan izlem zamanlarina (T1, T2 ve T3) gore olgularin ALT

diuzeyleri
T1 T2 T3 p-t

GSTM1
Pozitif 16.5 (12.2-18.5) 30.0 (15.7-43.2) 19.0 (10.7-25.7) 0.090
Null 17.5(11.0-24.5) 23.5 (17.7-46.0) 16.0 (14.0-22.2) 0.183
p-f 0.632 0.917 0.819
GSTT1
Pozitif 16.5 (11.0-19.0) 23.5(16.7-34.2) 18.0 (14.7-23.2) 0.153
Null 17.5 (11.5-33.7) 35.0 (18.7-46.0) 14.5 (10.2-24.7) 0.223
p- £ 0.344 0.504 0.504
GSTP1
wild 17.0 (13.2-25.2) 21.0 (16.7-34.7) 17.0 (13.7-29.0) 0.323
Heterozigot+M 15.0 (11.0-19.0) 27.5 (19.0-45.5)? 18.0 (11.7-23.7)? 0.014
utant
p-f 0.608 0.355 0.822
0GG1
wild 16.5 (11.2-18.7) 24.5 (17.2-38.5) 17.0 (14.2-20.0) 0.170
Heterozigot+M 17.0 (10.7-26.7) 26.5 (17.2-51.0) 19.0 (12.2-29.5) 0.211
utant
p- 0.918 0.697 0.697

Veriler; medyan (ceyrekler arasi genislik) biciminde gosterildi, T Her bir gen polimorfizmi
icerisinde izlem zamanlari arasinda yapilan karsilastirmalar, Friedman testi, Bonferroni
Duzeltmesine gore p<0.025 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi, £ Her bir izlem
zamani i¢erisinde gen polimorfizmleri arasinda yapilan karsilastirmalar, Mann Whitney U testi,
Bonferroni Duzeltmesine gore p<0.0167 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
a: 10.gun ile 90.gun arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0.003).

5.3. Gen polimorfizmlerine gore AST duzeyleri

Tablo 13'de gen polimorfizmleri agisindan izlem zamanlarina (T1, T2 ve T3) gore AST
dizeyleri istatistiksel olarak karsilastiriimistir. GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizmleri igin hem
pozitif hem de null genotipe sahip bireyler icerisinde izlem zamanlari arasinda a-GST
duzeylerinde istatistiksel olarak anlamh degisim tespit edilmemistir. Hem GSTM1 hem de
GSTT1 pozitif olan bireyler ile null olanlar izlem zamanlarina gére AST dizeyleri yénunden
karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptamamistir. Ayni istatistiksel
karsilastirmalar GSTP1 ve OGG1 igin de yapildiginda istatistiksel olarak anlamh farklilik

saptamamistir.
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Tablo 13. Gen polimorfizmleri agisindan izlem zamanlarina (T1, T2 ve T3) gore AST duzeyleri

T1 T2 T3 p-t
GSTM1

Pozitif 21.5(16.5-29.2) | 24.5(16.0-39.7) 22.0 (16.2-32.0) 0.770
Null 19.0 (14.0-26.2) | 25.5(17.0-39.2) 19.0 (17.7-21.0) 0.765
p-1 0.545 0.662 0.305

GSTT1

Pozitif 19.5 (15.7-24.5) | 22.5(16.7-39.2) 19.0 (16.7-25.0) 0.955
Null 23.0 (15.0-35.7) | 33.0 (21.2-47.2) 20.5 (18.0-30.2) 0.368
p- T 0.420 0.185 0.565

GSTP1

wild 19.0 (15.7-25.0) | 24.5(18.2-37.7) 20.5 (17.0-29.7) 0.982
Heterozigot+Mutant | 22.5 (15.0-27.0) | 27.5(17.0-39.7) 19.0 (16.5-21.7) 0.399
p-degeri t 0.608 0.580 0.334

OGG1

wild 19.0 (15.7-26.2) | 25.5(17.5-39.7) 19.5 (18.0-21.7) 0.814
Heterozigot+Mutant | 21.0 (15.5-30.2) | 23.0 (16.5-39.2) 19.0 (16.0-30.7) 0.801
p- T 0.667 0.580 0.984

Veriler; medyan (geyrekler arasi geniglik) biciminde gosterildi, T Her bir gen polimorfizmi
icerisinde izlem zamanlari arasinda yapilan karsilastirmalar, Friedman testi, Bonferroni
Duzeltmesine gore p<0.025 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi, £ Her bir izlem
zamani igerisinde gen polimorfizmleri arasinda yapilan kargilastirmalar, Mann Whitney U testi,

Bonferroni Diizeltmesine gore p<0.0167 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

5.4. a-GST diizeylerinde degisimler

Gen polimorfizmlerinin (GST’ler ve OGG1) pozitif ile null genotipleriyle veya W ile H+M

genotipleri arasinda sirasiyla T1’'e gore T2, T1'e gore T3 ve T2ye goére T3'de a-GST

dizeylerinde meydana gelen degdisimler yoéninden istatistiksel olarak anlamli farkhhk

saptamamistir.
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Tablo 14. Gen polimorfizmleri agisindan T1’e gore T2'de, T1’e gore T3'de ve T2'ye gore T3'de

a-GST dizeylerinde meydana gelen degisimler

T2-T1 T3-T1 T3-T2
GSTM1
Pozitif 0.4 (-0.1- 2.9) 0.5(-0.4- 3.1) -0.3 (-2.9- 3.3)
Null 1.1 (-0.8- 4.6) 0.5 (-0.6- 1.8) -0.4 (-5.1- 1.1)
p-t 0.851 0.851 0.851
GSTT1
Pozitif 0.6 (-0.2- 3.0) 0.8 (-0.1- 2.9) -0.3 (-2.1- 3.1)
Null 1.4 (-2.4- 6.4) -1.6 (-6.0- 0.5) -1.5(-7.0- 0.3)
p-t 0.982 0.050 0.447
GSTP1
wild 0.4 (-0.2- 3.3) 0.7 (-0.1- 3.4) 0.1 (-0.9-4.0)
Heterozigot+Mutant 1.4 (-0.6- 4.3) 0.04 (-2.8- 2.0) -1.2 (-5.4- 0.7)
p-t 0.854 0.193 0.077
0GG1
wild 0.2 (-1.4-3.1) 0.5 (-2.8- 2.0) -0.4 (-4.9- 1.5)
Heterozigot+Mutant 1.7 (-0.1- 4.6) 0.5(-0.1- 3.4) -0.1 (-2.8- 3.6)
p-t 0.313 0.355 0.552

Veriler; medyan (ceyrekler arasi geniglik) biciminde gosterildi, T Mann Whitney U testi,
Bonferroni Dizeltmesine gore p<0.0167 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

5.5. ALT ve AST diizeylerinde degisimler

Tablo 15 ve 16’de Tablo 14’de ki karsilastiriimalar yapilmistir. Gen polimorfizmlerinin (GST ler
ve OGG1) pozitif ile null genotipleriyle veya W ile H+M genotipleri arasinda sirasiyla T1’e goére
T2, T1’e gore T3 ve T2'ye gore T3'de ALT ve AST dlzeylerinde meydana gelen degisimler

yonunden istatistiksel olarak anlaml farklilik gézlenmemistir.
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Tablo 15. Gen polimorfizmleri agisindan T1’e gore T2'de, T1'e gore T3'de ve T2'ye gore T3'de

ALT dizeylerinde meydana gelen degisimler

T2-T1 T3-T1 T3-T2

GSTM1

Pozitif 14.5 (0.5- 1.5 (-3.7- -2.5 (-16.0- 4.0)
29.2) 12.5)

Null 4.5 (-2.5- -1.0 (-4.2- -5.5 (-16.0- 1.5)
18.5) 7.7)

p- t 0.415 0.491 0.662

GSTT1

Pozitif 4.0 (-1.2- 1.0 (-4.0- -3.5 (-13.0- 3.5)
22.0) 9.2)

Null 11.0 (-1.2- | 0.0 (-15.7- -12.0 (-20.5- -0.2)
32.2) 11.7)

p-t 0.730 0.765 0.298

GSTP1

wild 4.5 (-2.5- 1.5 (-3.2- 0.5 (-13.0- 5.0)
13.2) 8.2)

Heterozigot+Mutant 12.0 (-1.5- | -1.5(-4.7- -6.5 (-20.5- -2.2)
34.0) 11.7)

p-t 0.355 0.697 0.077

0GG1

wild 4.5 (-3.2- 1.0 (-4.5- -8.5 (-15.5- 0.7)
22.7) 7.5)

Heterozigot+Mutant 9.0 (-0.5- 1.0 (-4.0- -2.5(-25.2- 4.2)
33.2) 14.2)

p -t 0.608 0.637 0.423

Veriler; medyan (ceyrekler arasi genislik) bigiminde goésterildi, ¥ Mann Whitney U testi,
Bonferroni Dlizeltmesine gore p<0.0167 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 16. Gen polimorfizmleri agisindan T1’e gore T2'de, T1'e gore T3'de ve T2'ye gore T3'de

AST duzeylerinde meydana gelen degisimler

T2-T1 T3-T1 T3-T2
GSTM1
Pozitif 4.5 (-4.0- 18.7) 0.5 (-2.7-7.5) -2.0 (-7.5- 2.5)
Null -1.0 (-7.0- 22.7) -1.5(-7.5- 6.0) -3.0 (-21.5- 2.5)
p-t 0.884 0.415 0.662
GSTT1
Pozitif -1.5 (-6.2- 21.2) 0.5 (-3.5-6.5) -1.0 (-18.0- 3.2)
Null 9.0 (-5.5- 22.0) -2.5 (-14.0- 5.5) -5.0 (-29.2- 0.2)
p-t 0.597 0.298 0.368
GSTP1
wild -2.0 (-6.2- 10.7) 3.0 (-3.0-8.7) -1.0 (-10.5- 8.0)
Heterozigot+Mutant 8.0 (-6.2- 21.7) -2.0 (-8.5- 5.5) -5.0 (-21.7- 1.0)
p-t 0.637 0.224 0.142
0GG1
wild 2.5 (-6.2- 20.5) 1.0 (-5.0- 6.0) -5.0 (-20.2- 2.7)
Heterozigot+Mutant 1.5 (-6.7- 21.7) -2.0 (-8.7- 5.0) -1.0 (-10.5- 2.5)
p-Tt 0.667 0.667 0.473

Veriler; medyan (ceyrekler arasi genislik) bigiminde gosterildi, ¥ Mann Whitney U testi,
Bonferroni Diizeltmesine gore p<0.0167 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

5.6. Kilogram basina diisen ilagc doz miktarina gore a-GST, ALT ve AST’de degisimler

Asagida tablolar halinde ve metin icinde de agiklandigi gibi tim analizler kilogram basina
dusen ilag dozuna gore tekrarlanmistir. Bireylerin hastalik siddetlerine gére ilaglari farkl dozda
almalari nedeniyle ortaya ¢ikabilecek farkliliklari ortadan kaldirmak icin kilogram basina disen
ila¢ dozlarina gore sirasiyla; T1, T2 ve T3 izlem zamanlarinda ALT, AST ve a-GST duzeyleri
arasinda ve ylzdesel dedisim miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar

saptanmamigtir.
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Tablo 17. Kilogram basina disen doz miktari ile karaciger fonksiyon enzim diizeyleri ve enzim

dizeylerinde meydana gelen degisim miktarlari arasindaki korelasyon katsayilari ve énemililik

duzeyleri
o-GST (pg/l) ALT (U/) AST (U/l)
Korelasyon p- 1 Korelasyon p- 1 Korelasyon p- 1
katsayisi katsayisi katsayisi

izlem
zamanlari
T1 -0.319 0.086 -0.348 0.060 -0.061 0.747
T2 0.230 0.220 0.111 0.558 0.049 0.798
T3 0.090 0.635 -0.285 0.126 -0.190 0.314
Gergek
degisimler
T2-T1 0.397 0.030 0.226 0.229 0.091 0.632
T3-T1 0.101 0.595 0.167 0.378 -0.112 0.554
T3-T2 -0.124 0.513 -0.208 0.270 -0.093 0.627
Yuzdesel
degisimler
T2-T1 0.422 0.020 0.211 0.263 0.083 0.664
T3-T1 0.175 0.354 0.128 0.500 -0.116 0.543
T3-T2 -0.168 0.375 -0.270 0.150 -0.113 0.552

T Spearman'in sira sayilari korelasyon testi, Bonferroni Dizeltmesine gére p<0.0167 icin
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 18'de T1 ilag konsantrasyonu ile karaciger fonksiyon enzim dizeyleri ve enzim
dizeylerinde meydana gelen degisim miktarlari arasindaki korelasyon katsayilari ve énemililik
dizeyleri gosterilmistir. Baslangig (T1) ilag konsantrasyonu miktari ile sirasiyla; T1, T2 ve T3
ALT ve AST duzeyleri arasinda Bonferroni Duzeltmesine gore istatistiksel olarak anlaml
korelasyon saptanmamistir (p>0.0167). Baslangig ilag konsantrasyon miktari ile baslangi¢ a-
GST duzeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli ve ayni yonlii korelasyon saptandi (r=0.494
ve p=0.006). Buna karsin, T1 ilag konsantrasyonuyla T2 ve T3’e gbre a-GST arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmamistir (p=0.755 ve p=0.794).

Baslangi¢ ilag konsantrasyonu miktari ile sirasiyla; T2-T1, T2-T3 ve T3-T2 ALT, AST ve a-
GST ol¢umlerinde meydana gelen degisim miktarlari arasinda Bonferroni Dizeltmesine goére
istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmamistir (p>0.0167).

Yapilan korelasyon analizlerinde, baslangi¢ (T1) ilag konsantrasyon miktar1 azaldik¢a
baslangica T2’de a-GST diizeyi istatistiksel anlamh olarak artmaktaydi (r=-0.454 ve
p=0.012).
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Tablo 18. T1 ilag konsantrasyonu ile karaciger fonksiyon enzim dlzeyleri ve enzim

dizeylerinde meydana gelen degisim miktarlari arasindaki korelasyon katsayilari ve 6nemililik

diuzeyleri
ao-GST (pg/l) ALT (U AST (Ul
Korelasyon | p-t Korelasyon p- 1 Korelasyon p-1
katsayisi katsayisi katsayisi

izlem zamanlar
T1 0.494 0.006 0.276 0.140 -0.017 0.928
T2 0.059 0.755 -0.069 0.717 0.075 0.695
T3 0.050 0.794 0.028 0.884 0.062 0.744
Gergek
degisimler
T2-T1 -0.397 0.030 -0.196 0.300 -0.029 0.879
T3-T1 -0.345 0.062 -0.244 0.194 -0.025 0.894
T3-T2 0.043 0.820 -0.069 0.719 -0.118 0.534
Yiizdesel
degisimler
T2-T1 -0.454 0.012 -0.213 0.257 0.000 1.000
T3-T1l -0.414 0.023 -0.240 0.201 -0.021 0.913
T3-T2 -0.011 0.955 -0.020 0.918 -0.128 0.501

T Spearman'in sira sayilari korelasyon testi, Bonferroni Dizeltmesine gbre p<0.0167 igin
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

5.7. Kilogram basina diisen ilagc doz miktari ve gen polimorfizmleri

Kilogram basina digsen ortalama doz miktari ile gen polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak
anlamli birliktelik géralmemigtir (p>0.05).

GSTM1, GSTT1 pozitif olanlarla GSTM1 ve GSTTL1 null olanlar ve GSTP1 ve OGG1 W olanlar
ile H+M olanlar arasinda sirasiyla; baslangig¢, 10.giin ve 90.giin medyan ilag konsantrasyon
miktarlari yoninden Bonferroni Duzeltmesine goére istatistiksel olarak anlamh farkhlik

saptamamistir.

6. Karaciger aminotransferazlarin metabolomik diizeyleri ve korelasyon analizlerinin

zaman dilimlerine gore degisimi

6.1. a-GST-metabolomik diizeyleri

T1’e gbre T3 ‘de AMP dlizeyi arttikga ve kolesterol dizeyleri azaldikga a-GST dizeyi anlamli
olarak artmaktadir (r=0.550 ve p=0.002, r=-0.450 ve p=0.013 ve r=-0.447 ve p=0.013).
T2'denT3’e degisimlerde istatistiksel olarak farklilik yoktur.
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Lizin ve AMP (adenozin monofosfat) vicutta enerji slreclerinde o6nemli role sahip

metabolitlerdir.

6.2. ALT-metabolomiks diizeyleri

T1’e gore T2'de bilinmeyen-19, bilinmeyen-87 ve bilinmeyen-102 kodlu metabolit dizeyi
azaldikga ALT dlzeyi istatistiksel olarak anlamli olarak artmistir (r=-0.486 ve p=0.006; r=-
0.485 ve p=0.007; r=-0.473 ve p=0.008). Digerleri ile anlamlilik gézlenmemistir.

T1’e gore T3'de Lizin 1, bilinmeyen 29 ve bilinmeyen-102 kodlu metabolit dizeyleri azaldik¢a
ALT dizeyi de istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi (r=0.457 ve p=0.011; r=-0.505 ve
p=0.004 ve r=-0.587 ve p<0.001).

T2’ye gore T3’de bilinmeyen-50 kodlu metabolomiks dlizeyi azaldikga ALT duzeyi istatistiksel
anlamli olarak artmaktaydi (r=-0.443 ve p=0.014).

6.3.AST-metabolomik diizeyleri

T1’e gore T2'de sadece 87 kodlu metabolit dlizeyi azaldikga AST diizeyi istatistiksel olarak
anlamli olarak artmistir.

T1’e gore T3'de bilinmeyen 21 kodlu metabolit diizeyi azaldik¢a ve 86 kodlu metabolit diizeyi
arttikca AST dlzeyi de istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi (r=-0.467 ve p=0.009; r=0.482
ve p=0.007).

T2'ye gore T3'de triptofan diizeyi arttikga ve bilinmeyen 87 kodlu metabolomiks duzeyi
azaldikgca AST duzeyi istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi (r=0.436 ve p=0.016; r=-0.539 ve
p=0.002). AST dlzeyi de istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi.

7. Metabolit diizeylerinin gen polimorfizmlerine (GST’ler ve OGG1) gore degisimi

7.1. Gen polimorfizimine gore bazal duzeyede (T1) metabolomik profillerin

karigilagtiriimasi

GSTM1, GSTT1 ve OGG1 gen polimorfizmlerine bagh olarak gézlenen metabolomik profiller
temel dizeyde (T1) karsilastiriimistir.
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7.1.1. GSTM1 gen polimorfizmine gére metabolomik profillerin karsilastiriimasi
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Sekil 4. GSTML1 gen polimorfizmi pozitif ve null ait GC-MS ydntemi ile elde edilen metabolomik
profiller: A) PLS-DA skor grafigi; B) Gruplarin ayrilmasinda etkili olan metabolitlere ait VIP
grafigi; C) Ayirimda etkili olan metabolitlerin katsayi grafigi

Yapilan GC-MS metabolomik profilleme sonucunda bulunan metabolitlere gore
degerlendiriime yapildiginda iki grup birbirlerinden farkli metabolomik profil géstermislerdir

(Sekil 4A). PLS-DA analizlerindeki farklilastirmaya neden olan metabolitlerin bulunmasi igin
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VIP (variable important in project) grafiginden yararlaniimistir (Sekil 4B). Gruplar arasinda
istatistiksel olarak en ¢ok farklilik gésteren metabolitler, bilinmiyen-024, isoleucine, bilinmeyen-
003, bilinmeyen-069, bilinmeyen-104, bilinmeyen-50 ve valine. ilging sekilde OGG1 ile GSTM1
arasinda pozitif korelasyon bulunmasidir. Metabolitlerin polimorfizmle birlikte artip azaldigini
belirlemek icin regresyon analizi sonucunda elde edilen katsayilar degerlendirilmis (Sekil 4C)
ve sonucgta bilinmeyen-024, bilinmeyen-069, isolésin ve bilinmeyen-003, OGG ve valin

metabolitleri GSTM1 pozitif olan grupta artarken diger metabolitlerin azaldigi saptanmistir.

7.1.2. GSTT1 gen polimorfizmine gére metabolomik profillerin karsilagtiriimasi
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Sekil 5. GSTT1 gen polimorfizmi pozitif ve null ait GC-MS ydntemi ile elde edilen metabolomik
profiller: A) PLS-DA skor grafigi; B) Gruplarin ayrilmasinda etkili olan metabolitlere ait VIP
grafigi; C) Ayirimda etkili olan metabolitlerin katsayi grafigi
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Yapillan GC-MS metabolomik profilleme sonucunda bulunan metabolitlere goére
degerlendiriime yapildiginda iki grup birbirlerinden farkli metabolomik profil gostermislerdir
(Sekil 5A). PLS-DA analizlerindeki farklilastirmaya neden olan metabolitlerin bulunmasi igin
VIP grafiginden yararlaniimistir (Sekil 5B). Gruplar arasinda istatistiksel olarak en ¢ok farkhlik
gOsteren metabolitler, bilinmiyen-037, bilinmiyen-097, lizin, bilinmiyen-011, monoetilfosfat ve
myo-inositol. Bu metabolitlerden bilinmiyen-037, lizin, bilinmiyen-011, ve monoetilfosfat
GSTT1 pozitif olan grupta artarken diger metabolitlerin azaldigi saptanmigtir (Sekil 5C).

7.1.3. OGG1 gen polimorfizmine gore metabolomik profillerin karsilagtiriimasi
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Sekil 6. OGG1 gen polimorfizmi W ve H+M ait GC-MS yontemi ile elde edilen metabolomik
profiller: A) PLS-DA skor grafigi; B) Gruplarin ayriimasinda etkili olan metabolitlere ait VIP
grafigi; C) Ayirimda etkili olan metabolitlerin katsay grafigi
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Yapillan GC-MS metabolomik profilleme sonucunda bulunan metabolitlere goére
degerlendiriime yapildiginda iki grup birbirlerinden farkli metabolomik profil gostermislerdir
(Sekil 6A). PLS-DA analizlerindeki farklilastirmaya neden olan metabolitlerin bulunmasi igin
VIP grafiginden yararlaniimistir (Sekil 6B). Gruplar arasinda istatistiksel olarak en ¢ok farklilik
go6steren metabolitler, sigara icimi, GSTM1 polimorfizmi, bilinmiyen-024, bilinmiyen-116, ve
bilinmeyen 101. Bu metabolitlerden sigara icimi, GSTM1 polimorfizmi ve bilinmeyen-116

OGG1 W olan grupta artarken digerlerinin azaldigi saptanmistir (Sekil 6C).

7.1.4. GSTP1 gen polimorfizmine gore metabolomik profillerin kargilagtiriimasi
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Sekil 7. GSTP1 gen polimorfizmi W ve H+M ait GC-MS yontemi ile elde edilen metabolomik
profiller: A) PLS-DA skor grafigi; B) Gruplarin ayrilmasinda etkili olan metabolitlere ait VIP
grafigi; C) Ayirimda etkili olan metabolitlerin katsay grafigi
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Yapillan GC-MS metabolomik profilleme sonucunda bulunan metabolitlere goére
degerlendiriime yapildiginda iki grup birbirlerinden farkli metabolomik profil gostermiglerdir
(Sekil 7A). PLS-DA analizlerindeki farklilastirmaya neden olan metabolitlerin bulunmasi igin
VIP grafiginden yararlaniimistir (Sekil 7B). Gruplar arasinda istatistiksel olarak en ¢ok farkhlik
gbsteren metabolitler, bilinmeyen-001, benzoik asit, bilinmeyen-047, bilinmiyen-088,
bilinmiyen-056, bilinmeyen-124 ve aspartat. Bu metabolitlerden benzoik asit, bilinmeyen-047
ve bilinmeyen-056 GSTP1 ile pozitif olan grupta artarken digerlerinin azaldigi saptanmigtir
(Sekil 7C).

7.2. Zamana bagh degisim

Metabolit dlzeylerinin zaman bagh olarak GSTM1, GSTT1l, GSTP1l ve OGG1l gen
polimorfizmleri ile anlamli degisimleri karsilastirimistir. Bu amacla gen polimorfizmine goére
metabolit dlizeylerindeki dedisimler bazal dlizeyde, 10. ginde ve 3. ayda elde edilen sonuglar

karsilastiriimistir.

7.2.1. GSTM1 gen polimorfizmine gore zamana baglh olarak metabolit degisimleri

T1’den T2'ye geciste GSTML1 pozitif bireylerde iminodiasetikasit ve metilmalonikasit artarken
GSTM1 null genotipe ait bireylerde azalmistir. iki genotip arasindaki metabolit farki 0.37 ve
0.69'dur. Palmitik asit her iki genotipe sahip bireylerde azalmistir. Fosforikasit ve Ure GSTM1
genotipe sahip bireylerde azalirken null genotipe sahip bireylerde artmigtir.

T2’den T3’e gegiste ise kaprilik asit ve iminodiasetikasit GSTM1 pozitif bireylerde azalirken
nulllarda artmigtir. T1 ve T2'ye gegcistekiyle ayni sekilde T2’den T3’e gecistede fosforikasit ve
ure GSTML1 pozitif genotipe sahip bireylerde azalmig, null genotipe sahip bireylerde artmigtir.
iminodiasetik asit ise T1-T2 gegisinden farkli olarak GSTM1 pozitif genotipe sahip bireylerde
azalmistir.

T1-T2 ve T2-T3 gegislerinde fosforik asit ve Ure tutarli bir degisim gdstermigtir.
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Tablo 19. GSTM1 pozitif ve null genotipe sahip bireylerin metabolomiks dulzeylerinde

meydana gelen degisimler (istatistiksel olarak anlamli fark goérilenler)

GSTM1 POZITIF GSTM1 NULL p-degeri

T2-T1

Iminodiaceticacid 0.27 (-0.15 -0.73) -0.10 (-0.41 - 0.09) 0.012%
T3-T1

Metilmalonoik asit 0.25 (-0.36 - 1.67) -0.44 (-0.44 - -0.04) 0.012¢t
Palmitik asit -0.39+0.45 -0.02+0.29 0.010%
Fosforik asit -0.18+0.22 0.02+0.20 0.016%
Ure -0.16+0.26 0.104£0.17 0.002%
Bilinmeyen _013 0.17 (0.02 - 0.38) -0.01 (-0.14 - 0.11) 0.015¢%
Bilinmeyen _034 0.43 (0.08 - 0.88) -0.27 (-0.97 - 0.19) 0.009t
Bilinmeyen _037 -0.46 (-0.63 - -0.18) 0.05 (-0.20 - 0.40) 0.010t
Bilinmeyen _080 -0.52 (-0.60 - -0.52) -0.24 (-0.52 - 0.24) 0.003t
T3-T2

Alanin 0.32+0.34 -0.10+£0.41 0.007%
Kaprilikasit -0.77 (-1.19 - 0.03) 0.03 (0.03 - 0.85) 0.007t
Iminodiasetik asit -0.25 (-0.85 - -0.05) 0.15 (-0.11 - 0.41) 0.005t
Fosforik asit -0.13£0.19 0.11+0.21 0.004%
Urea -0.1940.33 0.104£0.23 0.008%
Bilinmeyen _015 0.24 (0.06 - 0.52) -0.05 (-0.41 - 0.23) 0.009t
Bilinmeyen _034 0.08 (0.01 - 1.26) -0.01 (-0.77 - 0.112) 0.013t

T Veriler; medyan (¢eyrekler arasi genislik) biciminde gosterildi, Mann Whitney U testi, T Veriler;
ortalama + standart sapma olarak ifade edildi, Student's t testi.

7.2.2. GSTT1 gen polimorfizmine gore metabolit degisimleri

Tablo 20’de bilinmeyen metabolitler disindaki 2 metabolit incelendiginde T2’den T3’e gegiste
p-krezol hem GSTT1 pozitif hem negatif genotipe sahip bireylerde azalirken heptadekanoikasit
ise GSTM1 pozitif genotipe sahip olanlarda artarken null genotipe sahip olanlarda azalmigtir.
Heptadekanoik asit icin 0.48’lik istatistiki olarak anlaml bir degisim olmustur.

Tablo 20. GSTT1 pozitif ve null genotipe sahip bireylerin metabolomiks diizeylerinde meydana

gelen degisimler (istatistiksel olarak anlamli fark gorulenler)

GSTT1 POZITIF GSTT1 NULL p- T
T2-T1
Bilinmeyen _074 -0.61 (-1.25 - -0.05) 0.74 (-0.11 - 2.45) 0.004
T3-T2
p-krezol -0.11 (-0.66 - 0.38) -1.13 (-2.45 - -0.32) 0.005
Heptadekanoikasit 0.14 (-0.43- 0.34) -0.37 (-0.57 - -0.21) 0.016
Bilinmeyen _074 0.28 (0.02 - 0.89) -0.11 (-2.13 - 0.04) 0.003

Veriler; medyan (ceyrekler arasi genislik) biciminde gosterildi, ¥ Mann Whitney U testi.
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7.2.3.GSTP1 fle/vVal gen polimorfizmine gdre metabolit degisimleri
Treitol ve allo-inositol metabolitleri hem GSTP1 W hem de H+M genotipe sahip bireylerde artis
gOstermistir. Bu artis gliserol icin GSTP1 W igin varken GSTP1 H+M igin azalmistir.

Tablo 21. GSTP1 wild genotipe sahip bireylerle heterozigot veya mutant olanlara gore

metabolomiks dizeylerinde meydana gelen degisimler (istatistiksel olarak anlamh fark

goérilenler)
GSTP1 W GSTP1 H+M p
T3-T1
Treitol 0.89 (0.08 - 1.52) 0.08 (-0.32 - 0.39) 0.004t
Gliserol 0.12 (-0.02- 0.22) -0.06 (-0.23 - 0.00) 0.015t
T3-T2
Allo-inositol 0.54+0.46 0.0410.48 0.008%

1 Veriler; medyan (ceyrekler arasi genislik) bigiminde gosterildi, Mann Whitney U testi, £ Veriler;
ortalama + standart sapma olarak ifade edildi, Student's t testi.

7.2.4. OGG1 Ser/Cys gen polimorfizmine goére metabolit degisimleri
T1-T2 geciste OGG1 W olanlarda azalma varken H+M genotipine sahip olanlarda artis
gozlenmistir. Piroglutamikasit ise her 2 genotipe sahip bireylerde istatistiki olarak anlamli

olarak artmistir.

Tablo 22. OGG1 wild genotipe sahip bireylerle heterozigot veya mutant olanlara goére

metabolomiks dizeylerinde meydana gelen degisimler (istatistiksel olarak anlamh fark

goérilenler)
OGG1 W OGG1 H+M p
T2-T1
Etanolamin -0.09 (-0.34 - 0.03) 0.16 (-0.02 - 0.49) 0.015t
T3-T1
Bilinmeyen _043 0.20 (-0.20 - 0.52) -0.51 (-1.20 - -0.07) 0.002t
T3-T2
Piroglutamik asit 0.21 (0.10 - 0.40) 0.03 (-0.32 - 0.09) 0.003t
Bilinmeyen _043 0.13 (-0.32 - 0.55) -0.57 (-1.81 - -0.26) 0.002t
Bilinmeyen _044 0.36+0.53 -0.30+0.72 0.007%

1 Veriler; medyan (ceyrekler arasi genislik) biciminde gosterildi, Mann Whitney U testi, £ Veriler;
ortalama + standart sapma olarak ifade edildi, Student's t testi.

7.3. Zamana bagh relatif degisim
Metabolit dizeylerinin zaman bagl olarak GSTM1, GSTT1 ve OGG1 gen polimorfizmleri ile
anlamh degisimleri basal diizeydeki degisime bagh olarak karsilastiriimigtir. Bu amacla her bir

hastanin T2 ve T3’deki metabolit diizeyleri T1'deki metabolit dlizeylerine oranlanarak bireysel
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farkhliklar ordadan kaldiriimistir. Béylece zamana ve polimorfizime bagl olarak metabolit

dizeyinde degisimler incelenmisgtir.
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Sekil 8. OGG1 gen polimorfizmine ait relatif metabolomik profiller: A) PLS-DA skor grafigi; B)
Gruplarin ayrilmasinda etkili olan metabolitlere ait VIP grafigi; C) Ayirimda etkili olan
metabolitlerin katsayi grafigi
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Sekil 9. GSTT1 gen polimorfizmine ait relatif metabolomik profiller: A) PLS-DA skor grafigi; B)
Gruplarin ayriimasinda etkili olan metabolitlere ait VIP grafigi; C) Ayirmda etkili olan

metabolitlerin katsayi grafigi
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B) Gruplarin ayrilmasinda etkili olan metabolitlere ait VIP grafigi; C) Ayirmda etkili olan

Sekil 10. GSTM1 gen polimorfizmine ait relatif metabolomik profiller: A) PLS-DA skor grafidi;
metabolitlerin katsayi grafigi
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Sekil 11. GSTP1 gen polimorfizmine ait relatif metabolomik profiller: A) PLS-DA skor grafigi;
B) Gruplarin ayriimasinda etkili olan metabolitlere ait VIP grafigi; C) Ayirimda etkili olan
metabolitlerin katsayi grafigi

8. TARTISMA VE SONUG

Psikiyatrik bozukluklar ciddi kisisel problemler olup lGlke ekonomisine de ilave ylk getiren bir

halk saghgi problemidir. ilag tedavisi major bir yaklasimidir. Ancak, bireylerin ilaglara cevabi
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farklhiliklar gostermektedir. Bazi hastalar ilagtan fayda saglarken bazilari icin uygun ilaci bulmak
icin birden fazla ilac degisimi gerekmektedir. Uygun ilagla tedaviye baslandiktan sonra
farmakolojik etki elde edildikten sonra istenmeyen etkiler ve ciddi advers etkilerden meydana
gelmektedir. Bu etkilerin gézlenmesi yine bireyden bireye degismektedir. Yani ayni ilag ayni
dozda bireye verildiginde farkli sonuglar alinmaktadir. Antipsikotiklerle gézlemlenen yan etkiler
basagrisi, blanti, obesite, cinsel isteksizlik gibi hafifi dizeyde ve vyaygin etkiler
gbzlemlenmesinden nefrotoksisisite, kardiyotoksisite ve hepatotoksisiste gibi ciddi advers
etkiler de gézlenmektedir. Ozellikle bu projenin de hipotezi olan hepatotoksisite en dnemli
advers etkilerdendir. Sadece antipsikotik ilaglar i¢in degil, tim ilaclar igin hepatotoksisite ilacin
piyasadan geri gekilmesi icin en énemli bir faktordiir. ilaca baglh hepatotoksisite riski %60.001-
0.1 arasinda degismektedir. Bu nedenle, calismalar ilaglarin hepatotoksisiteleri erken safhada
tayin etme yoninde hiz kazanmigtir. Hepatotoksisitenin mekanizmasini aydinlatmak,
hepatotoksisiteye neden olan faktorlerin tayin edilmesi ve erken safhada teshis edecek
biyogostergelerin bulunmasi 6énemlidir. GUnimuizde rutinde karaciger fonksiyonlarinin
takibinde ALT, AST, bilirubin, AP gibi spesifik ya da non-spesifik aminotransferazlar
kullaniimaktadir. Ozellikle kronik antipsikotik ilag kullanimda karaciger fonksiyon testleri ilag
kullanimi slresince takip edilmektedir. Ancak, bu fonksiyon testleriyle takipte ilaca bagh
hepatotoksisitenin gec¢ farkedildigi vakalar gézlenmistir. Bu slirenin uzamasi da farkli ilaca
gecilmesi, bireyin ilaca baglh hepatotoksisitenin tedavisinde ge¢ kalinmasina neden
olmaktadir. Sunulan proje de a-GST’nin rutinde kullanilan aminotransferazlara goére
avantajlarindan dolay! hepatotoksisitenin erken ve duyarli bir biyogdstergesi olabilecegi
distniimls ve bunu tayin edecek analizler yapilmigtir. Ayrica, toksisitenein bireysel olarak
degisimi, hepatotoksisite biyogdstergelerin birbiriyle kiyaslamasi ve ila¢ kullanimiyla tedavinin
farkli zaman dilimlerinde metabolomik analizlerle metabolit duzeylerinde ki degisimle

arastiriimigtir.

Psikiyatrik bozukluklar biyolojik ve cevresel ¢ok cesitli faktorlerin sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadir. Psikotik bozukluklarda yapilacak calismalar diger saglik hizmetlerinde oldugu
gibi, koruyucu, tedavi edici ve rehabilite edici hizmetlerden olusmaktadir. Toplum saghginin
korunmasinda, koruyucu ruh saghgi galismalarinin, erken teshis ve tedavinin énemi kabul
edilmektedir. Dinya Saglik Orgitl (DSO) raporunda yer alan Ulkelerin Ggte birinde, ulusal
saghk butcgeleri icinde ruh sagligina ayrilan payin yizde 1'den daha az oldugu bilinmektedir.

PubMed veritabanina goére yapilan taramada proje konusunda yapilmis yayinlanmis bir
galisma yoktur. Ancak, olanzapinin hepatotoksisitesi ile ilgili vaka raporlari ile olanzapine bagli
metabolik anormallikler ve GST’lerin psikotik bozukluklardaki rolint gdsteren calismalar

bulunmaktadir. Metabolomik galismalari ise daha ¢ok sizofrenlerde ila¢ kullanimina bagli
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metabolomik sendromla iligkilendirilmis calismalardir. Bu bdlimde tum bu calismalar

sunularak elde ettigimiz verilerle bir degerlendirme yapilimistir.

Psikotik bozukluk tanisi konmus ve olanzapin ile tedavi géren hastalarda a-GST’de dahil
karaciger fonksiyon parametrelerindeki degisimlere ait vaka raporlari ve ¢alismalar vardir. Bu
calismalar olanzapin kullanimiyla sadece karaciger 6zgl degil safra hasarina da spesifik
parametrelerde istatistiksel olarak artiglar oldugunu gostermistir. Bir vaka ¢alismasinda 17
yasinda sizofren tanisi konulmus ve haloperidol, risperidon ve olanzapin gibi bir seri ilagla farkh
zamanlarda ve farkl dozlarda tedavi uygulanmistir. Hastanin ailesinde herhangi bir karaciger
hastahgi ile ilgli bir 6ykl yoktur. Hastanin alkol gibi karacigerde sorun yaratacak herhangi bir
aliskanh@i bulunmamaktadir. 10 mg dozda olanzapinle yapilan tedavi sonucunda hastanin
olanzapine bagli hepatitis, kolestasis ve dalak blUyumesi (splenomegali) gelistirdigi ve
olanzapin kesildikten sonra normale dondigu goésterilmistir. Karaciger fonksiyon testlerinde de
2-2.5 katlk artiglar gézlenmigtir (Lui vd., 2009). 150-300mg/gun dozlariyla olanzapinle tedavi
gbren psikozlu hastalarda uyku hali, ates, eozinolfili ve karaciger fonksiyonlarinda
anormallikler ve fulminan (ani gelisen) hepatik yetmezlik gézlenmigtir (Manceaux vd., 2011;
Ozcanli vd., 2006). Beckett ve arkadaslari asiri dozda parasetamol alan hastalarda
hepatoselliler hasari a-GST, ALT ve AST parametreleri ile arastirmislardir ve a-GST'nin
karaciger hasari icin ALT ve AST’ye gore daha duyarli oldugu gosterilmistir. ALT diizeylerinde
de artis olmustur ancak a-GST’deki artigsin daha anlamh oldugu gdézlemlenmistir (Beckett
vd.,1985). HCV-kronik hepatitli bireylerin interferon tedavisine cevabi izlemede a-GST'nin
guvenilir bir gésterge oldugu goézlenmistir (Federico vd., 1999). Bizim projeden elde ettigimiz
verilere gbre de izlem zamanlarina (T1, T2 ve T3) goére karaciger fonksiyon enzim
dizeylerinden sadece ALT (U/l) duzeyinde farklihk gézlenmesi ALT nin a-GST ve ASTye gore
daha duyarli oldugunu gdstermektedir. Ancak, T3 izlem zamaninda bu artigin T1 zamanindaki
seviyeye inmesi de bu artisin pozitif falls bir ylkselis oldugunu distndirmektedir. T1’e goére
T3'de, T1’e gore T3'de ve T2’e gbre T3'de karaciger fonksiyon enzimlerinde meydana gelen
yluzdesel degisimlere bakildiginda, ylzdesel degisim miktarlarinin birbirleri arasinda
Bonferroni Dlizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gorilmemistir (p>0.0056,
Tablo 9).

Degisimin bireysel farklilik gosterip gostermedigi ise gen polimorfizmlerine (GSTM1, GSTT1,
GSTP1 ve OGG1) gére a-GST ve AST duzeylerinde farkhliklar analiz edilerek arastiriimis ve
istatistiksel olarak anlamli bir farkhihk gézlenmemistir. Ancak, ALT duzeyleri igcin GSTM1,
GSTT1 ve OGG1 gen polimorfizmleri igin istatistiksel olarak anlaml degisim gézlenmemesine

karsin, GSTP1 H+M genotipe sahip bireylerde izlem zamanlari arasinda istatistiksel olarak

44



anlamh farkhliklar gézlenmistir. Bu farklilik T2 izlem zamaninda T1 ve T3’e gore istatistiki
olarak artigin olmasindan kaynaklanmaktadir (T1 i¢in; OR=15.0 %CI=11.0-19.0, T2 igin;
OR=27.5, %CI=19.0-45.5, T3 i¢in; OR=18.0, %CI=11.7-23.7, p=0.014). GSTP1 W genatipe
sahip olanlar GSTP1 H+M genotipe sahip hastalarla karsilastirildiginda ALT dizeylerinde
anlamh bir farkhlik gézlenmemistir (p=0.608, p=0.355 ve p=0.822). ALT dizeyleri yéninden
GSTP1 H+M genotipe sahip bireylerde T2'deki artis gdzlenirken W olanlarda gortlmemesi
GSTP1 enzim aktivitesinde gen polimorfizmine bagl aktive degisiminin oldugu ve bunun artisa
neden oldugu dusunulmektedir. ALT duzeyinde ki bu farkhik GSTP1 H+M genetik
polimorfizmine atfedilebilir. T1 ve T3 arasinda ise Bonferroni Dlzeltmesine gore istatistiksel
olarak anlamli fark gézlenmemistir (p=0.019 ve p=0.609). Kaymak ve arkadaslari sevofluranin
karacigerdeki olasi toksisitesini serum a-GST dizeylerini dlgerek ve bu dizeylerin bireysel
farklilik gosterip gostermedigimi GST gen polimorfizmlerini tayin ederek arastirmigtir. a-GST
dizeyleri, anesteziden 1 saat sonraki postoperatif a-GST dizeylerine kiyasla istatistiksel
olarak artis gdstermis olup, 24 saat sonrasinda preoperatif a-GST dizeylerine kiyasla
istatistiksel olarak disuk bulunmustur. Ancak, anesteziden 24 saat sonraki zaman diliminde
GSTP1 H genotipe sahip bireylerde W genotipe sahip bireylere kiyasla istatistiksel olarak
anlamh yiksek a-GST dizeyleri saptanmistir (p<0.05). Sevofluranin uygulandigi baska bir
calismada da a-GST konsantrasyonlarinda postoperatif artis kaydedilmis olmasina karsin
GSTP1 H genotipine sahip bireylerde a-GST dlizeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir
degisiklik saptanmamistir (Mikstacki vd., 2016).

Ciba ve arkadaslar farkl antipsikotik ilaglarla tedavi géren 137 hastada tedaviden 6nce,
tedaviden 10 gun ve 3 ay sonra serum a-GST, ALT, AST ve diger aminotransferazlari tayin
edip a-GST duzeylerinin diger parametrelere gére duyarl olup olmadigini ve aminotransferaz
dizeylerinin GST gen polimorfizmlerine gére dagilimini analiz etmislerdir. a-GST (%40.81) ve
ALT'de (%26.53) tedaviden sonraki 10. glinde artiglarin oldugu ancak bu artiglarin 3 ay
sonunda normale doéndigu goézlenmisti. GSTM1 null genotipe sahip hastalarda pozitif
genotipe sahip olan bireylere gére tedavi éncesi’den tedaviden sonraki 10. gline geciste
istatistiki olarak anlamli artis oldugu gézlenmistir. Ancak, 10 ginden 3. aya gegiste bu farklilik
ortadan kaybolmustur (Ciba vd., 2016).

Projedeki hedeflerimizde antipsikotik kullanimina bagli metabolik sendrom yada metabolik
anormalliklerin tayini yoktu. Ancak, mevcut ¢alismalar incelendigine olanzapin kullanimina
bagli, metabolik sendrom, kilo artisi ve bunlarin GST gen polimorfizmi ile iligkileri arastiriimistir.
Saruwatari ve arkadaslari 154 sizofren hastada metabolik anormalliklerle GSTM1 ve T1 ile

antioksidan superoksit dismutaz (SOD) gen polimorfizmleri arasindaki iligkiyi 203 saglikli
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kontrol grubuyla karsilastirarak arastirmiglardir. Metabolik anormallikleri tayin etmek igin,
yuksek ve dusuk dansiteli proteinler (HDL ve LDL), kolesterol, vicut kitle indeksi (VKI), bel
¢evresinin boyutu vb parametreler ile gen polimorfizmleri karsilastiriimistir. GSTM1 ve T1 null
genotipe sahip olanlarda sigara aliskanhigi ile kombine degderlendirme yapildiginda metabolik
anormalliklerin oldugu gbézlenmistir. Ancak, SOD gen polimorfizmiyle ilgili herhangi bir iliski
tayin edilmemistir (Saruwatari vd., 2013). Park ve arkadaslari olanzapine bagli kilo almayla
GST gen polimorfizmi arasindaki iligkiyi incelemislerdir. Sizofren grup ile kontrol grup arasinda
yaklasik 400 gunlik bir ilag kullanimini takiben ortalama 5-5.5 kiloluk atis gdézlenmistir. Ancak,
GSTM1 ve GSTT1 null ve GSTP1 H ve M genotipe sahip bireylerle pozitif ve W genotipe sahip
bireyler karsilastirildiginda bir iliski bulunmamistir (Park vd., 2010). Yapilan korelasyon
analizlerinde, sadece baslangi¢ (T1) ilag konsantrasyon miktari azaldikga baglangica T2’de a-
GST duzeyi istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi (r=-0.454 ve p=0.012). Kilogram basina
digen ortalama doz miktari ile gen polimorfizmleri (GSTler ve OGG1) arasinda istatistiksel

olarak anlaml birliktelik géralmemistir (p>0.05).

ikinci jenerasyon ilaglarla sizofreni tedavisi géren hastalarda metabolik bozukluklarin meydana
geldigi ve bdylece metabolik sendrom gelismektedir ancak bunun sebepleri bilinmemektedir.
Paredes ve arkadaslari ikinci jenerasyon ilaglarla tedavi géren 60 sizofren hastada metabolik
sendromu detayli bir metabolik profillemesi ile 20 saghkh kontrol ile karsilastirarark
incelemistir. Tedavi goren hastalari yuksek (klozapin, olanzapin), orta (ketiapin, risperidon) ve
duslk (ziprasidon, aripiprazol) risk gruplarina ayirararak analiz sonuglarini yorumlamiglardir.
Yapilan ¢calismanin sonuglarina gore, yuksek ve orta riskli gruptakiler enerji metabolizmasinin
bozulmasiyla iligkili olarak metabolik sendroma neden olmaktadir. Bu bulgular, antipsikotiklerin
neden oldugu metabolik sendromun molekuler temelleri ve bu ilaglarla iligkili yan etkileri
azaltmak igin yeni terapdtik yaklagimlarin tasarimini aydinlatabilecegini géstermistir (Paredes
vd., 2014).

Projemizde GC-MS analizler sonucunda 81 bilinen ve 123 adet bilinmeyen metabolit tayin
edilmistir. Lizin amino asit igin gereksinim stres ile artmaktadir ve lizin yetersizligi immun
yetersizlie neden olmaktadir (www. hmdb.ca). Lizin seviyesi azaldiginda ALT seviyelerinin
arttigr goézlenmistir. Bu da lizin azalmasinin immun sistemi etkileyerek, immunoloji aracili
karaciger hasarina neden oldugunu dusundurmektedir. Lizin seviyelerindeki azalmalarin
sizofreni ile iligkili oldugu gosterilmigstir. Bjerkenstedt ve arkadaslari, ila¢ kullanmayan sizofreni
hastalarinin plazmalarinda lizin dizeylerinin yUksek oldugunu tespit etmistir (Bjerkenstedy vd.,
1985). Calismamizda, T1’e goére T3'de Lizin 1 azaldikca ALT dlizeyi de istatistiksel anlamli

olarak artmaktadir. Bizim bulgularimiz Bjerkenstedt ve arkadaslarinin verileri ile értismektedir.
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Olanzapinin indukledigi ALT artigi ile lizin duzeyleri ilag tedavisine baslanmasi ile birlikte
negatif korelasyon gdstermistir. Beyindeki Nitrik oksit (NO) sinyal iletim sisteminin sizofreni
patofizyolojisinde rol oynayaca@i disunulmektedir, bu amagla NO Uretimine midahale eden
aminoasit L-lizin’in sizofreni tedavisinde olasi faydasi arastirilmis. Tedavi sonrasi pozitif
semptomlarda azalmalar gézlenmistir (Waas vd., 2011). Bu c¢alisma ile lizin aminoasidinin
sizofrenide azaldigi ve lizin takviyesi ile hastalikta remisyon gézlendigi rapor edilmistir. Proje
verilerimize goére anlamli korelasyon gdzlenen metabolit adenozinmonofosfat (AMP)tir. T1’e
gore T3'de AMP duzeyi arttikca a-GST duzeyinin anlamli olarak arttigi gézlenmistir. AMP
ATP’ye donlserek birgok organin (karaciger gibi) enerji ihtiyacinin karsilanmasina katkida
bulunmaktadir. AMP seviyesinin yukselmesi dolayisiyla ATP’nin ve enerji ihtiyacinin
karsilanmasina olanak saglamaktadir. AMP dizeyindeki artigla a-GST dizeyinin artmasi
karaciger hucrelerindeki ayriimalari i¢in bu enerjiyi kullandigini ve a-GST salinimini arttirdigi
dusunudlmektedir. Ancak, ylksek siddetteki karaciger hasarlarinda AMP’nin kismi koruyucu
etkisi oldugunu gdsteren bir ¢alisma vardir. Bu c¢alismada, ciddi hepatotoksik ajan olan
karbontetraklortr (CCls) kullanilarak kosullu yagli karaciger olusturulmus ve serum enzimleri,
transaminazlar ve AST’de artig kaydedilmigtir. AMP (adenozin 5-monofosfat) uygulamasinin
ise AST artisini onledigi gosterilmistir. Yagh karaciger gelisimine karsi tamamen bir koruma

olmaksizin yagli karaciger durumunu azaltmistir (Mikhail vd., 1977).

GSTP enzimi hepatositlerde ¢ok az eksprese olmaktadir. Ancak, GSTP’nin eksprese oldugu
siroz, hepatoselller karsinoma ve hepatit gibi hastaliklarda hastalar asetominofen toksisitesine
¢ok daha duyarli hale gelmektedir bu da GSTP gen ekspresyonu ile agiklanabilmektedir. Proje
verilerimize gére GSTP H+M genotipine sahip bireylerdeki ALT artisi ile olanzapinin
karacigerde fonksiyon bozukluguna neden oldugu ve bdylece toksisitenin bireysel degisim

g6sterdigi tayin edilmigtir.

Serotonin  (5-hidroksitriptamin, 5-HT) c¢esitli fizyolojik ve psikolojik fonksiyonlarin
dizenlemesinde rol alan 6nemli bir ndrotransmitterdir. Sizofreni patofizyolojisinde 5-HT
fonksiyonundaki bozukluklar goésterilmistir. Beyin 5-HT igerigi aminoasit prekirséri olan
triptofana baglidir. Sizofreni hastalarindaki serum triptofan duzeylerindeki azalma triptofan
mevcudiyetinde azalmaya isaret eder ki bu da santral sinir sisteminde 5-HT fonksiyon
bozukluguna yol agmaktadir. Risperidon gibi potent 5-HT2A resept6r antagonistlerinin 5-HT
saliniminda dolasiyla triptofan metabolizmasinda dizenleyici etkileri olabilir. Alfredsson ve
Wiesel, serum tirptofan dlzeylerinde artis ile antipsikotik tedavi suresince ilerleme arasinda
korelasyon tespit etmistir (Alfredsson ve Wiesel, 1990). Xuan ve arkadaglarinin galismasinda,
risperidon tedavisinden sonra triptofan dizeylerinde artis goériimus, triptofanin tedavinin

etkinligini belirlemede olasi bir bioygdsterge olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir (Xuan vd.,
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2011). Bizim calismamizda da T2'ye gore T3'de triptofan dizeyi arttikca AST dizeyi
istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi. Olanzapin tedavisi ile birlikte serum triptofan

dizeylerinin artis gostermesi literatirdeki verilerle uyumludur.

Piroglutamik asit L-glutamik asidin kristalize turevidir. Glutamat, glutamin ve gama-glutamilli
peptidlerden non-enzimatik olarak olugur. Artan kan duzeyleri glutamin veya glutatyon
metabolizmasindaki problemlerle iliskili olabilir (www.hmdb.ca). Piroglutamik asit, sizofrenide
olasi metabolit biyogostergeleri arasinda yeralan bir metabolittir ve sizofreni hastalarinda
istatistiksel olarak anlamh artis gdstermektedir (Yang vd., 2013). T1-T2 geciste OGG1 W
olanlarda azalma varken H+M genotipine sahip olanlarda artis gézlenmistir. Piroglutamikasit
ise her 2 genotipe sahip bireylerde istatistiksel anlamli olarak artmistir. Bu artis, psikotik
bozukluklarda oksidatif stresin hastalik riskini arttirdigini géstermektedir. Heptadekanoik asit
metabolitinin sizofreni hastalarinda anormal konsantrasyonlari saptanmistir, ancak heniz

ayirici bir biyog6sterge olarak diustnilmemektedir (Al Awam vd., 2015).

Projemizde gen polimorfizmlerine gore metabolitlerdeki degisimlere bakildiginda tim analiz
edilen genlerde grup halinde metabolitlerde artma ve azalmalar meydana gelmistir. GSTM1 ve
GSTT1 gen polimorfizmlerinde null genotipe sahip olanlarda metabolitlerde artis varken pozitif
genotipe sahip olanlarda artmalar goézlenmistir. Benzer sekilde GSTP1 ve OGG1 gen
polimorfizmlerinde W genotiplere karsilik H+M genotipe sahip olanlarda metabolitlerde farkli
artis ve azalmalar gézlenmistir. Mutant ya da null olanlardaki metabolitler artarken, W ve pozitif
olanlarda azalmalar g6zlenmistir. Metabolit profillerine gére W veya pozitif genotiplerle null
veya H+M genotipler rahatlikla ayirtedilecek bir metabolit deseni vermistir. Bu da gen

polimorfizmini metabolizma Uzerindeki etkisini gdstermigtir.

P-krezol, treitol ve allo-inositol kaprilikasit metabolitleriyle projede analiz edilen parametreler
arasinda pozitif iligkilendirmeler bulunmamaktadir. Yukarida proje verileri ve diger ¢calismalarla
tartisilan metabolitler digindaki metabolitler (fosforikasit, ure vb. Bkz. Tablo 7) ile ilgili elde
edilen veriler ile proje hipotezlerimiz arasinda anlamli yorumlarda bulunmak dogru degildir. Bu
metabolitler normal organizmanin isleyis surecince meydana gelen non-spesifik artma ve

azalmalardir.

Proje verilerimize gbre olanzapin tedavisi géren psikozlu hastalarda GSTP1 gen polmorfizmleri
hastallk ve ilacla tedavide bireysel farkhliklara neden olmaktadir. Rutinde kullanilan
aminotransferazlar (ALT, AST gibi) ile a-GST arasinda karaciger hasarina a-GST ve ALT
spesiklik ve duyarli biyogdstergelerdir. a-GST ilaca bagli toksisitenin erken farkedilmesinde

ALT’ye gore daha duyarlidir ancak bu fark istatistiksel olarak anlaml degildir. Metabolomik
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analizlerinde 6zellikle sizofreniye 6zgi metabolitlerde artis gézlenmistir ve ilaca baglh karaciger
toksisitesi de ise piroglutamikasit ve lizin metabolitlerinin 6ne c¢iktigi ve GSTP1 gen
polimorfizmine badli olarak bireysel duyarlilik gosterdigi tayin edilmistir. Gelecek ¢alismalarda,
sadece One c¢ikan metabolitler ve GST enzimlerinin dokularda gen ekspresyonlari tayin

edilerek mekanizmaya yonelik calismalar yapilmasi yerinde olacaktir.
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