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ÖZET 

Eronat, A.P. (2012). Kolon kanseri hastalarında UDP-glukuronosiltransferaz ve 

Timidilat Sentaz fonksiyonel varyantlarının kemoterapi toksisitesi ile ilişkisi. İstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Tıp ABD. Yüksek Lisans Tezi. 

İstanbul.  

Kolon kanseri tedavisinde ilk sırada kullanılan İrinotekan ve 5-Florourasil 

ilaçlarının metabolizmasında etkili olan UGT1A1 ve Timidilat sentaz enzimlerinin 

aktivitelerinde etkinlikleri birçok çalışmada gösterilmiş olan UGT1A1*28, UGT1A1 -

3156 G>C, TSER, TSERG>C ve TSdel varyantlarının  farklı kemoterapi rejimleri dahil 

edilerek kemoterapi toksisitesi ile ilişkisi ayrı ayrı ve ortak olarak incelenmiştir. 

Çalışmaya dahil edilmiş 86 hasta ve 100 kontrolün genotiplerinin belirlenmesinde PZR-

RFLP ve PAGE yöntemleri kullanılmıştır. Polimorfizmlere ait ayrı ve ortak etkiler ki 

kare testi ile istatistiksel olarak incelenmiştir. Hasta toksisite ve genotip verilerinin 

geniş bir yelpazede çeşitlilik göstermiştir. Tüm polimorfizmler ve hasta grubu toksisite 

şablonları arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0.005). Ancak hasta ve genel 

toplum dağılımları incelendiğinde görülen benzerlik bu varyantların kanser gelişiminde 

bir rol oynamadığını işaret etmektedir. Çalışmamız hasta grubunun genişletilmesi ile 

devam edecektir.   

   

Anahtar Kelimeler:  İrinotekan, UGT1A1, 5FU, TS, farmakogenetik 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 16802 
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ABSTRACT 

Eronat, A.P. (2012). The investigation of the relationship between the UDP-

glucuronosyl transpherase and thymidylate synthase functional variants and 

chemotherapy toxicity on colon cancer patients. İstanbul University, Institute of Health 

Science, Department of Molecular Medicine. Master of Science thesis. İstanbul 2012.   

 

UGT1A1 and TS are the key enzymes of the irinotecan and 5-fluorouracil drug 

metabolisms, which are used as the first line of the chemotherapy regimen in colon 

cancer. The separate and combined effects of the polymorphisms are well known to 

impair the enzyme activity and expression, the UGT1A1*28, UGT1A1 – 3156 G>C, 

TSER, TSER G>C, TSdel variants have been studied on various regimen induced 

toxicity patterns. The PCR- RFLP and PAGE methods have been used to detect the 

genotypes of the 86 patients and 100 healthy controls included in the study.  The 

evaluation of the separate and combined effects of the polymorphisms on toxicity 

patterns have been statistically analyzed using the chi-square test. Patient profiles 

showed wide toxicity and genotype variation patterns. No significance was found 

between the genotypes and the toxicity outcomes (p>0.005).  On the other hand, the 

similarity of the genotype distribution between patients and healthy control suggests 

that none of the variants play a role in carcinogenesis. The study will be taken further 

with larger number of patients.   

 

Key Words: UGT1A1, irinotecan, TS, 5FU, pharmacogenetics 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project 

No: 16802 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Her yıl dünya çapında 1 milyon yeni kolorektal kanser (KRK) vakası bildirilmektedir. 

Kolon kanseri dünyada en sık rastlanan 3. kanser tipi ve 4. kanser kaynaklı ölüm sebebidir 

(1). KRK vakalarının sadece %20’si ailesel bir alt yapıya sahiptir (2). Kimileri, herediter 

nonpolipozis kolorektal kanser ve ailesel adenomatöz polipozis gibi iyi tanımlanmış bazı 

sendromlarla ilişkilendirilmiştir. Risk faktörleri arasında beslenme şekilleri, kronik 

inflamatuar barsak hastalıkları, hareketsiz yaşam biçimi, beslenme ve çevresel kaynaklı 

mutajenler yer almaktadır. Örneğin, inflamatuar barsak hastalığı bulunan kişilerin %20’den 

fazlası hastalık başlangıcından 30 yıl içinde kolon kanseri olmakta ve bu bireylerin de 

%50’den fazlası KRK sebebiyle yaşamını yitirmektedir (3).  

Son yıllarında, hasta tedavilerinde en çok üzerinde durulan konuların başında “ 

bireysel tedavi” gelmektedir. Bireylerin ilaçlara verdiği tepkileri öngörmeyi amaçlayan 

“farmakogenetik” biliminin de özellikle ilaç şirketleri ve klinisyenler tarafından her geçen gün 

önemi artmaktadır. 

Kanser tedavisi sırasında, ciddi ilaç toksisitesi ya da yan etkiler görüldüğü takdirde 

ilaç dozları ve protokolleri değiştirilmektedir. Doz kısıtlayıcı ve hastaya ciddi zararlar 

verebilecek bu yan etkilerin çeşitleri ve ciddiyeti bireyler arasında değişiklik göstermektedir.  

Kanser gelişimi ve tedavi sürecindeki bu bireysel farklılıklar çevresel etmenlerden ve genetik 

varyasyonlardan kaynaklanmaktadır. Tedavi öncesinde ve sırasında bireylerin terapiye 

verecekleri farklı cevapların ve toksik yan etkilerin öngörülmesi ile hastaların tedavilerinin 

daha etkin ve hastaya minimum yan etki ile yapılması mümkün olabilecektir. Tez projemizde, 

bu sebeple, farmakogenetik varyasyonlar incelenmiştir. 

Bu bağlamda kolon kanseri tedavisinde kullanılan ilaçlardan 5FU ve irinotekan 

metabolizmalarında etkinliğinin kritik öneme sahip olduğu düşünülen iki gende araştırma 

yapılmıştır. UDP-glukuronosiltransferaz (UGT) ve timidilat sentaz (TS) enzimlerinin 

aktivitelerini değiştiren varyasyonların, kemoterapi sırasında devamlılık ve yan etki açısından 

ilaç metabolizması üzerine etkileri incelenmiştir. 

KRK’de 5FU bazlı tedavi %10-30 oranında bir başarı ile gerçekleştirilmekte ve 5 

yıllık sağ kalım adına %15 gelişme göstermektedir (4). Ancak tedaviden fayda sağlayacak 

bireylerin prospektif olarak öngörülmesi için kanıtlanmış herhangi bir mekanizma 

bulunmamaktadır.  
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5FU bazlı kemoterapiye cevap veren TS –mRNA sevileri düşük olan hastalarda sağ 

kalımların daha yüksek olduğu görülmüştür (5). Araştırmaların sonucunda, TS aktivitesi 

seviyelerinin 5FU hassasiyetini öngörebileceği düşünülmektedir (6). TS seviyelerinin yüksek 

oluşu düşük sağ kalım ile ilişkilendirilmiştir (7). TS seviyelerinin prognostik ve öngörü 

açısından önemli bir parametre olduğu düşünülmektedir (8). 

TS geninde 5’UTR enhancer bölümünde 28bp’lik sıralı tekrar bulunmaktadır. Tekrar 

sayısının artması ile TS ekspresyonu ve aktivitesinin artması ile ilişkili bulunurken; TS 

ekspresyonunda azalma ise 5FU cevabında artışla ilişkilendirilmiştir (9). TSER*3 allelinin 

ikinci tekrarının 12. Nükleotidinde yer alan G>C değişimi de TS ekspresyonunda düşüşe 

sebep olmaktadır. C allelinin varlığı transkripsiyon faktörü USF-1 bağlanma bölgesini ortadan 

kaldırmakta ve transkripsiyonal aktiviteyi 2 tekrar yapısına benzer kılmaktadır. Bu bulgu 

sıralı tekrarların tek başına değerlendirilmesinin yanıltıcı olacağını göstermekte, 3 tekrarda 

ekspresyonun arttırılabilmesi için USF-1 bağlanma bölgesinin (E-box) gerekliliğini öne 

sürmektedir (10). Son çalışmalarda ise bu polimorfizmin 2 tekrarda da yer aldığını 

gösterilmiştir (11). Bu enzimle ilgili incelenecek diğer varyasyon da, mRNA stabilitesini 

düşüren, 3’UTR de yer alan 6bp’lik bir delesyondur (12). 

UGT1A1, glukuronidasyon yolağındaki öneminden dolayı aday gen olarak seçilmiştir. 

İncelenecek olan UGT1A1*28 varyasyonun promoter bölgesinde (TATA box) fazladan bir 

TA dinükleotidi bulunmaktadır (13). Bazı çalışmalarda, bu varyant alleli taşıyan hastalarda 

yüksek doz irinotekan alındığında SN-38 glukuronidasyonunun azaldığı ve ağır ishal ve 

hematolojik toksisitenin arttığı gösterilmiştir (14) (15) (16) (17) (18). Bu çalışmaların 

sonuçları üzerine 2005’te FDA (Food and Drug Administration), irinotekan’ın prospektüsüne 

UGT1A1*28 alleli taşıyan hastaların yüksek nötropeni riskine sahip olduğunu ve daha düşük 

dozlarla tedaviye başlanması gerektiğini eklemiştir (19). 

Ayrıca, UGT1A1 promoter bölgesinde yer alan -3156 G>A genotipinin TA in/del 

genotipi içindeki dağılımı, TA in/del genotipinden bağımsız olarak, -3156G alleline sahip 

olanlarda UGT1A1 seviyesinin belirteci olarak kanıtlanmış total bilirubin düzeyinin, daha 

düşük seviyelerde olduğu bildirilmiştir (20) (21) (22). Innocenti ve ark. çalışmalarında -

3156G>A varyantının UGT1A1 seviyesi üzerine TA in/delinden daha geçerli bir belirteç 

olabileceğini öne sürmüşlerdir (14). 

Tez çalışmamızda, kolon kanseri hastalarında bireysel tedavilere bir adım daha yaklaşmak 

amacıyla faydalı olabilecek genetik varyasyonlar incelenmiştir. Elde ettiğimiz bulgularla 

kolon kanseri hastalarında ilaç toksisitelerinden kaynaklı mortalite ve morbidite oranlarının 

düşürülmesinde yardımcı yeni tetkiklerin kullanıma girmesi de amaçlanmaktadır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.  Kolonun Yapısı ve Görevi 

Gastrointestinal sistem, oral boşluktan anal sfinkter arasında uzanan, ortalama 5-6 

metre uzunluğunda içi boş bir tüp şeklindedir. Farklı fonksiyonları bulunan bir seri organa 

ayrılan, karaciğer ve pankreas ile birleşen sindirim sistemidir. Bu organlar, özefagus, mide, 

ince bağırsak, kalın bağırsak ve anal sfinkterdir.  

Gastrointestinal sistem, uzunluğu boyunca benzer bir yapıya sahiptir. En içteki 

epitelyum, subepitelyal lamina propria ve iki kas tabakası; iç ve dış halkasal longitudinal 

tabaka ve arasında yer alan kasların intrinsik nöral kontrol sistemi olan myenterik plexus’tan 

oluşur. Bu tanımlama büyük oranda ince barsağı tarif etse de kolon sadece kas yapısı ile ince 

bağırsaktan farklılık göstermektedir. İç halkasal tabaka benzerdir ancak dış longitudinal 

tabaka 3 solucan benzeri yapıya ayrılmaktadır (tenia coli). Kolonun yakın ucu çekumdan 

solucan biçimli apandiks uzanır. Çıkan (ascending) ve inen (descending) kolon karın zarının 

ardındadır, bunun yanında transvers ve sigmoid kolon barsakları karın duvarına bağlağan 

mesanter zar üzerinde hareket etmektedir. Buradan pelvik yüzey üzerinde devam eden 

rektuma uzanmaktadır (Şekil2-1) (Şekil 2-2). 

 

Şekil 2-1 Kolonun yapısı 
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Şekil 2-2 Kolon iç yapısı  

Kolonun görevi ince barsaktan gelen atıklardan (kimus) su ve elektrolitlerin geri 

emilimini sağlamaktır. Ayrıca, lumen boyunca emilmemiş, karbohidrat kaynaklı kalorilerin 

emilimini de burada gerçekleştirilmektedir. İnce barsakta tamamen emilemeden kolona 

iletilen karbohidratlar, lumende yer alan anaerobik bakteriler tarafından ikincil enerji kaynağı 

oluşturmak üzere kısa zincir yağ asitlerine fermente edilir. Kolon bunların yanında barsak 

içerikleri için depo görevi görmektedir (1. Depo: çekum ve çıkan kolon, 2. Depo: rektum). 

Kolon bakterileri tarafından sentezlenen vitaminler de kısmen burada emilirler (23).  

2.2. Kolon Kanseri  

Kolon kanseri birçok vakada doğuştan gelen ya da sonradan edinilmiş adenomanın 

karsinomaya transformasyonu ile gerçekleşmektedir. Bazı vakalar ise polipozis sendromları 

ile ilişkilendirilmiştir. Sol taraflı tümörlerin tipik sunumu barsak alışkanlıklarında değişim, 

tıkanma veya belirgin kanama, sağ taraflı tümörlerin ise demir eksikliği anemisidir.  

Dukes’ sınıflandırılmasına göre, A (I); barsak duvarı ile sınırlıdır, B (II); tüm duvar 

kalınlığı boyunca yayılmış ve serosaya doğru ilerlemiştir, C (III); lenf nodüllerine yayılmıştır, 

D (IV); genellikle karaciğer olmak üzere uzak metastaz gerçekleşmiştir. (Şekil 2-3) Cerrahi 

müdahale ve adjuvant fluorourasil yada fluoroprimidin uygulaması birincil tedavidir ve 
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Dukes’ D haricindeki aşamalarda da oldukça geçerlidir. Fluoroprimidin’in, oxaliplatin ve 

irinotekan ile kombinasyonu ileri seviyedeki hastaların sağ kalım oranlarını iyileştirmektedir. 

Kolonik stent uygulaması barsak tıkanması olgularında etkili bir tekniktir. Beş yıllık sağ 

kalım oranı Dukes’ A seviyesinde %83 iken Dukes’ D seviyesinde %3’e kadar gerilemektedir 

(24).   

Kolorektal kanserler  kolonun herhangi bir bölgesinde meydana gelebilir ancak en sık 

rektum, sigmoid kolon ve çekumda görülmektedir.  

 

Şekil 2-3 Dukes sınıflandırması 

2.2.1. Kolon Kanseri Genetiği 

Kolorektal kanser (KRK) ard arda gelişen olaylar dizisi sonucu gelişmektedir. Normal 

epitel ya da kök hücrelerde meydana gelen ilk mutasyonlar rastgele ve düşük oranlarda 

gerçekleşmektedir. Volgestein ve arkadaşları adenokarsinoma yolağını APC/β-catenin, 

KRAS/BRAF, TGF-β, PIK3CA ve TP53 mutasyonları ile açıklamışlardır (25). Ancak tüm 

kanserlerin gelişim mekanizması bu mutasyonlarla açıklanamaz, %50den fazlası yabanıl-tip 

RAS ve %20den fazlası yabanıl-tip p53’ü korumaktadır. Benzer olarak, RAS ve 

fosfatidilinosol 3- kinaz yolaklarını hedefleyen ajanlara tümör cevabı sadece yabanıl-tip RAS 

taşıyan bireylerde etkili olmaktadır (24).  

2.2.2. Epidemiyoloji 

Her yıl dünya çapında 1 milyon yeni kolorektal kanser vakası bildirilmektedir. Kolon 

kanseri dünya çapında en sık rastlanan 3. kanser tipi ve 4. kanser kaynaklı ölüm sebebidir (1). 
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Globocan 2008 verilerine göre, KRK Türkiye’de her iki cinsiyet birlikte ele alındığında tüm 

kanserler arasında 4. sırada yer almaktadır. Erkeklerde 5. Sırada ve kadınlarda da 2. sıradadır. 

Tüm dünyada ülkeler arası görülme sıklığı şekilde gösterilmiştir (26).  

 

(kırmızı insidans, mavi mortalite) 

Şekil 2-4 Dünyada kolon kanseri görülme sıklıkları  
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Şekil 2-5 Dünyada Kolon kanseri görülme oranları 

2.2.3. Risk Faktörleri 

Kolon kanseri risk faktörleri arasında ileri yaş, alkol ve sigara kullanımı, obezite, 

hareketsiz yaşam tarzı, aile hikayesi, inflamasyon ve beslenme tarzı yer almaktadır.  

2.2.3.1. Aile Hikayesi 

55 yaşın altında KRK tanısı konulan en az bir birinci derece akraba veya aynı taraftan 

iki birinci yada ikinci derece herhangi bir yaşta KRK tanısı konulan akraba sahibi olmak riski 

arttırmaktadır (27).  

2.2.3.2. Beslenme 

KRK için düşük riskli olarak tanımlanan toplumlarda KRK insidansındaki hızlı artış 

(28), yüksek insidans ve düşük insidans görülen bölgelerdeki görülme sıklığının 20 kat fark 

etmesi (29) ve insidans motifleri arasında farklılık gözlenmesi (30) üzerine beslenmeye ait 

çevresel faktörlerin (31) (32) KRK etiyolojisinde artışa sebep olduğunu düşündürmektedir. 

  Kırmızı et ya da hayvansal yağ ağırlıklı, düşük meyve ve sebze tüketiminin malinite 

riskini arttırdığı gösterilmiştir (28) (33).   

Bu konuda birçok çalışma yapılmıştır. Bu çalışmaların en büyüğü ve en yakın 

zamanda gerçekleştirilmiş olanı (136.089 ABD vatandaşı sağlık profesyonelleri 16 yıl 

(kadınlar) ya da 10 yıl (erkekler) boyunca takip edilmiştir) meyve ve sebze tüketimi ve KRK 

riski arasında bir ilişki bulamamıştır (28).  

Onüç çalışmanın meta analizinin sonuçları, lif tüketiminin arttırılmasının KRK riskini 

düşürdüğünü göstermiştir (34). Ancak prospektif kohort çalışmaları bu bulguları 
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desteklememektedir (35) (36) (37) (38). Hepsine rağmen, hayvan deneylerinden elde edilen 

kanıtlar ve bazı klinik çalışmalar tahılların (39) (40) (41) (42) özellikle de lif, fitik asit, çeşitli 

fenolik bileşikler, ligninler ve flavanoidler içeren buğday kepeğinin KRK riskini düşürdüğü 

düşünülmektedir (39). Tahıl lifleri ayrıca karsinojenleri bağlayabilmekrte ve glikemik indeksi 

değiştirebilmektedir (39). Yüksek glikemik indeksi bulunan besinlerin tüketiminin artmış 

insülin, glukoz yada trigliseridlerin tümör-promotör etkilerinin KRK’ya sebep olacağı hipotez 

edilmiştir (43).  

2.2.3.3. İnflamasyon 

Kronik inflamatuar bağırsak hastalığı (Ülseratif kolit ve Crohn’s hastalığı) bulunan 

kişilerin %20den fazlası hastalık başlangıcından 30 yıl içinde kolon kanseri olmakta ve bu 

bireylerin de %50den fazlası KRK sebebiyle yaşamını yitirmektedir (3) 

2.2.3.4. Egzersiz, Obezite ve Diyabet 

KRK için bir risk faktörü olarak kabul edilen batılılaşmış hayat tarzında ilişkili 

faktörlerin fiziksel inaktivite ve obezite olduğu öne sürülmektedir. Elliden fazla 

epidemiyolojik çalışmada KRK insidansı ve fiziksel aktivite arasındaki ilişki incelenmiş ve 

fiziksel aktivitenin koruyucu etkisi olduğu bildirilmiştir (44). Ayrıca KRK için düzenli 

fiziksel aktivitenin riski %40-50 oranında düşürürken obezitenin riski arttırdığı yönünde 

bulgu mevcuttur (44) (45) (46).  

 Merkezi adipozitenin önemi kadınlara kıyasla erkeklerde oldukça öne çıkmaktadır 

(46). Fiziksel inaktivite ve obezitenin KRK riskini nasıl arttırdığı yönündeki muhtemel 

mekanizmalar, prostaglandin seviyeleri/ oranları, insülin benzeri büyüme faktörleri, 

hiperinsülinemi, steroid seks hormonları ve immün sistem üzerindeki etkileri ve fiziksel 

inaktivite için de barsak geçiş zamanlarında azalma yönündedir ancak henüz yayımlanan 

bulgu bulunmamaktadır (44) (47) (48) (49) .  

 Birçok çalışma (33) (50) (51) vücut kitle endeksi (BMI) ve KRK riski arasında 

özellikle erkeklerde bir ilişkinin var olduğunu göstermiştir. Daha ileri veriler adipoz doku 

dağılımının BMI ve KRK arasındaki ilişkide önemli bir faktör olabileceğini öne sürmektedir 

(52). Otuzbirbini aşkın Sağlık çalışanlarının takipli kohort çalışmasında, iç abdominal yağ 

yada iç organ adipoz dokusunun (VAT) ölçüsü olarak, bel/ kalça ölçüm oranları KRK 

gelişimi ile ilişkili gösterilmiştir (38). VAT seviyeleri hiperinsülinemi (diyabet) (53) (54) 

(55), insülin ve insülin benzeri büyüme faktörü ile ilişkilendirilmiş ve kolon mukozası ile 

kolon karsinoma hücre hatları için mitojenik olduğu belirtilmiştir (56) (57) (58) . Bu bulgular 

KRK patogenezi için bir insülin hipotezi oluşturulmasına sebep olmuştur (56).  
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2.2.3.5. Düzenli NSAİİ kullanımı 

Aspirin gibi steroid olmayan anti inflamatuar (NSAİİ) ilaçların, kemirgenlerde 

kimyasal yollarla indüklenmiş kolon tümörlerinin büyümelerini inhibe ettiği birçok çalışmada 

gösterilmiştir (59) (60) (61) (62) (63). Mekanizma tam olarak bilinmese de hücre 

proliferasyonunun baskılanması yada immün cevabın stimulasyonunun prostaglandin 

sentezinin inhibisyonu ile sağlanmasını içeriyor olduğu düşünülmektedir. NSAİİ’lerin düzenli 

kullanımının (en az 3 ay boyunca haftada en az 4 gün) herhangi bir kanser gelişimi riskini 

%50 düşürdüğü gösterilmiştir (64) (65).  

2.3. Faz I Reaksiyonları 

Ksenobiyotikler vücuda girdiklerinde ilk olarak biyotransformasyon mekanizmasının 

Faz I tepkimelerine maruz kalırlar. 

Faz I tepkimeleri, ana bileşiğe ya işlevsel bir grup ekler ya da ana bileşikteki işlevsel 

bir grubu maskeler. Faz I tepkimelerinde oksidasyon (sitokrom P450 enzimleri tarafından), 

redüksiyon ve hidroliz tepkimeleri gerçekleşir. Faz I tepkimelerinde çoğunlukla sitokrom 

(CYP) P450 enzimi sorumludur. 

2.4. Faz II Reaksiyonları 

Faz II enzimlerinin içinde, N asetil transferaz (NAT), Glutatyon S-transferaz (GST), 

Sulfotransferaz (SULT) ve UDP Glukuronosiltransferaz (UGT) enzimleri yer almaktadır. Bu 

enzimler ekzojen veya endojen kaynaklı bileşiklerin konjugasyonundan sorumludur. Faz I 

enzimleri tarafından oksitlenen metabolitlerin inaktive ve suda çözünebilir hale getirilmesini 

sağlarlar. İnaktive ve suda çözünebilir hale gelmiş bu ksenobiyotikler ise idrar veya safra 

yoluyla atılırlar (66) (67). 

2.5. Farmakogenetik  

Farmakogenetik terimi, genetik polimorfizlerle ilaç cevabı arasındaki ilişkiyi araştıran 

bilim dalı olarak 1959’da Vogel tarafından tanımlanmıştır (68).  İlaç cevabının 

kalıtılabildiğinin ilk kanıtı ise, Alving ve arkadaşların’nın 1956’da anti-malarial (primaquine, 

sulfonamid) ilaç tedavileri sırasında, glukoz- 6 – dehidrogenaz enzimatik defektlerinden 

kaynaklı hemoliz gerçekleştiğini gözlemlemeleri olmuştur (69). İlk moleküler defekt ise 

karaciğerde CYP2D6 eksikliğine bağlı olarak debrisoquine’nin zayıf metabolize edilmesi 

(Beyazlarda sıklığı %8) olarak belirtilmiştir (70). Farmakogenetik testleri ile ilaçların 

aktivasyon ve detoksifikasyon seviyeleri öngörülebilmektedir. Farmakogenetik bilgiler 

ışığında hastalara doz ayarlamalarında bireysel tedaviye yönelik adımlar atılabilmektedir. 
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2.6. Kolon Kanseri Kemoterapisi 

Son 30 yıldır 5Florourasil (5FU) ile kolon kanseri tedavisi gerçekleştirilmektedir. 

Ancak son yıllarda oxaliplatin ve irinotekan gibi yeni ilaçlar geliştirilmiştir. Her iki ilaç da 

kendi başlarına etki gösterme ve çapraz direnç göstermeme özellikleri ile kombine tedavilerde 

kullanılmaya başlanmışlardır. Bugün kolon kanseri tedavisinde 5FU ve irinotekanın kombine 

uygulaması ilk seçenek olarak kullanılmaktadır.  

2.6.1. 5-Florourasil 

Florourasil (5FU), hem palyatif (71) hem de adjuvan (72) KRK tedavilerinde tüm 

kemoteropatik kombinasyonların temel komponentidir. 5FU geniş bir yelpazede kullanılan bir 

antimetabolik ilaçtır. Ancak terapiye cevap ve tolerans açısından bireyin kendinde ve bireyler 

arasında ciddi çeşitlilik görülmektedir. 5FU tedavisinde fayda sağlayabilecek bireylerin 

öngörülmesi kanıtlanmış bir mekanizma bulunmamaktadır. Bu çeşitlilik hasta yada tümör 

kaynaklı, genetik yada genetik dışı sebeplerden kaynaklanabilmektedir. İlaç metabolizması ve 

düzenlenmesini, yaş, organ fonksiyonu, çoklu tedaviler ve hatta bireyin sirkadyen ritminden 

etkilenebilirken, genetik değişkenler ilaç farmakokinetiği ve farmakodinamiği üzerinde %20-

95 oranında etkili olduğu rapor edilmiştir (73) (74) (75). 1200 üzerinde hasta üstünde yapılan 

araştırmada 5FU tedavisi gören hastaların %30’dan fazlası ilaç kaynaklı toksisite ile 

karşılaşmaktadır (76). 

5FU ana mekanizması, aktif metaboliti fluorodeoksiüridin (FdUTP) aracılığıyla, TS ve 

MTHFR ile beraber inaktif üçlü kompleksin oluşmasına sebep olan timidilat sentaz (TS) 

inhibisyonunu sağlamaktır (77). İntraselüler MTHFR seviyeleri bu üçlü kompleksin 

stabilizasyonu için önemlidir (78).  Buna ek olarak 5FU aktivitesinin bir belirteci de 

inaktivasyonundan sorumlu olan enzim dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD)’dir (79).  

5FU metaboliti FdUTP’nin DNA sentezine katılması ile hatalı kodlamaya ve sonuç 

olarak hücre ölümüne sebep olmaktadır. 5-florodeoksiribosil kalıntıları urasil-DNA glikosilaz 

(UDG) ile DNA’dan kesilip uzaklaştırılabilir, böylece tek zincir kırılmaları ortaya çıkar(80). 

5FU, DNA sentezine etki ettiğinden hücre döngüsünün S fazına özgü bir ilaçtır (81).  

2.6.1.1. Dihidropirimidin Dehidrogenaz 

Dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD), pirimidin katabolizması üzerinde etkili baş ve 

seviye kısıtlayıcı enzimdir. Homodimerik protein, urasil ve timinin NADPH bağımlı olarak 

indirgenmesini katalizler ve fluoropirimidin bazlı antikanser ilaçların farmakokinetiği üzerine 

kritik rol oynar. 5FU standart dozlarının %80-85’i DPD tarafından inaktif bileşiklerine hızlıca 
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degrade edilir. Degredasyonu da 24 saat içinde α-fluoro-β-alanin olarak atılımı takip eder (82) 

(83)  (84). 

Ciddi yada ölümcül toksik etki görülen 5FU hastaların periferal kan mononükleer 

hücrelerinde (PBMC), DPD seviyelerinin düşük olduğu yada tespit edilemediği bildirilmiştir.  

(85) (86) (87). Artan DPD aktivitesi ve ilişkili 5FU katabolizması, 5FU rezistansına sebep 

olurken, azalan DPD aktivitesi ilaç seviyesinin artışını sağlarken toksisiteye sebep olmaktadır 

(88) (89) (90). DPD proteinini kodlayan DPYD genine ait varyantlar enzim aktivitesi ile 

ilişkilendirilmiştir (Şekil2-6). 

 

Şekil 2-6 5FU mekanizmasın DPD’nin yeri 

2.6.1.2. Timidilat Sentaz 

TS, pirimidin “denovo” deoksinükleotid sentezinde seviye- kısıtlayıcı bir enzim 

olduğundan kemoterapotik müdahalelerde mükemmel bir hedeftir. Deoksiuridin – 5’- 

monofosfat (dUMP)‘nin, deoksitimidin -5’- monofosfat (dTMP)‘ye metilasyonunu 

katalizlemektedir. Bu reaksiyon, dTMP sentezinin ve dolayısı ile ardından gelecek olan DNA 

sentezinin tek denovo sentez şeklidir. dTMP aynı zamanda timidinin, sitozolik bir enzim olan 

timidin kinaz 1 ya da mitokondrial timidin kinaz 2 tarafından dTMP’e dönüştürülüp 

kurtarılması ile de sentezlenebilir (91). 

 TS inhibisyonu, dTMP, bunu takiben 2’-deoksitimidin-5’ (dTTP) tüketimine ve 

dolaylı olarak dUMP birikimine neden olur. Bu durum, DNA’nın normal substratı olan dTTP 

yokluğundan kaynaklı 2’-deoksiüridin-5’ in DNA’ya katılmasıyla sonuçlanır (92).  
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 Ortamda serbest bulunan FU molekülleri ayrıca RNA sentezine katılarak hatalı RNA 

sentezine sebep olur ve hücre ölümü gerçekleşir. Sonuç olarak hem DNA hem RNA hasarı 

gerçekleştirilmiş olur (Şekil2-7).  

 

Şekil 2-7 5FU mekanizmasında TS’nin yeri 

Son yıllarda yapılan araştırmalarda floroprimidin verilen hücre kültürlerinde TS 

proteininde artış gözlenmiştir. Aynı zamanda kolon kanseri tedavilerinde en sık kullanılan 

5FU verildiğinde gözlenen indüklenme bu sitotoksik etkiden kaçma ve floroprimidinlere karşı 

rezistans için geçerli bir mekanizma olabilir (6). 

 Yapılan çalışmalarda, hasta raporlarında TS inhibisyonu ve 5FU ‘ya cevap arasında 

bir ilişki görülmüştür. FdUMP ve dUMP düzeylerinin (TS inhibisyonu ölçütü olarak) 

gastrointestinal ve meme kanserli 5FU ‘ya cevap veren hastalarda vermeyenlere kıyasla daha 

yüksek oranla olduğu belirtilmiştir (93). 

5FU bazlı kemoterapiye cevap veren TS –mRNA sevileri düşük olan hastalarda 

hayatta kalımların da daha yüksek olduğu görülmüştür (5). Araştırmaların sonucunda TS 

seviyeleri 5FU sensitivitesini öngörebileceği ileri sürülmüştür (6). TS seviyelerinin yüksek 

oluşu düşük sağ kalım ile bağdaştırılmıştır (7). TS seviyelerinin prognostik ve öngörü 

açısından geçerli parametreler olduğu düşünülmektedir (8). 

2.6.1.3. Timidilat Sentaz Farmakogenetiği 

TS aşırı ekspresyonunun 5FU bazlı tedavilerde direnç gelişmesine sebep olarak tedavi 

başarısını düşürdüğü hem invitro (94)  hem invivo (95) (5) deneylerle gösterilmiştir. Ayrıca 
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yüksek TS ekspresyonun meme (8), mide (96) ve kolorektal kanserlerde (97)  (98) (99) kötü 

prognoz ile ilişkilendirilmiştir.  

TS farmakogenetiğinde etkinliği gösterilmiş olan polimorfizmler, TSER (thymidilate 

synthase enhancer region ) sıralı tekrarı, TSER*3 G>C değişimi ve 3’UTR 6bp delesyonudur 

(Şekil 2-8).  

 

Şekil 2-8 TS fonksiyonel varyantları lokalizasyonu 

2.6.1.4. TSER sıralı tekrar polimorfizmi 

TS proteinin kendi mRNA translasyonunu negatif yönde otoregule etmek üzere bir 

RNA bağlanma proteini olarak hareket ettiği gösterilmiştir (100) (101) (102) . In vitro 

çalışmalar TS enziminin kendi 5’UTR (5’ untranslated region- transle olmayan bölge) 

bölgesinde yer alan ve bir sıralı tekrar dizisi ve başlama kodonu içeren sap- ilmik (stem- loop) 

yapısına bağlanmaktadır (100). Bu bölgenin negatif regulatör olarak görevi, başlangıç kodonu 

ve tüm sıralı tekrar dizisine ait delesyon çalışmaları ile TS mRNA’sının artan translasyonel 

etkinliği gösterilerek de desteklenmiştir (103) (104).(Şekil2-9) 
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Şekil 2-9 TS sıralı tekrar dizisi konformasyonel etkisi 

1995 yılında  Horie et al TS geni 5’UTR bölgesinin sıralı tekrar bölgesinde bir 

polimorfizm tanımlamıştır (9). Bireyler polimorfizmi, 2 tekrar, 3 tekrar yada heterozigot 

olarak taşıyabilmektedir. Bu sıralı tekrar dizisi, TS promoter bölgesine bir enhancer gibi 

davranan 28 bp’lik tekrarlar içerir. In vitro çalışmalar, tekrar sayısının artmasının TS gen 

ekspresyonununda (9) (105) ve TS gen aktivitesinde (106) artış ile sonuçlandığı gösterilmiştir. 

In vitro ekspresyon çalışmaları, 3’lü tekrar varlığının (TSER*3 veya 3R) 2’li tekrar (TSER*2 

veya 2R) varlığına kıyasla 2,6 kat daha fazla mRNA ekspresyonuna sebep olduğunu 

göstermiştir (105). Sonraki in vivo çalışmalar da insan gastrointestinal tümörlerinde TSER*3 

varlığında TSER*2’ye kıyasla ciddi oranda daha fazla TS mRNA ve protein seviyelerinin 

varlığını göstermiştir (107) (108).  

Bölgenin etki mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Yapılan çalışmalar 

sonucunda, bu enhancer bölgesine bilinen hiçbir transkripsiyon faktörünün bağlanmadığı 

belirtilmiştir (104). Ancak, genin ATG başlangıç bölgesi çevresinde sap- ilmik 

formasyonunun oluşması (103) (109) ve trankripsiyonun başlaması için tekrar dizisinin ilk 

tekrarı bulunmalıdır (104). Enhancer bölgesinin önüne yerleştirilecek bir tekrarın enhancer 

davranışında önemli bir sekonder yapı görevine sahip olabileceği düşünülmektedir (109) 

(110). Esansiyel promoter dizisi başlangıç bölgesinin önünde -242 ile -148. nükleotitler 

arasında yer almaktadır (109). 

TSER allellerinin frekansı KRK hastaları ve genel populasyonda ayrıca tümör ve çevre 

dokularında benzer olması tümor gelişiminde etkili olmadığını göstermektedir. Ancak TSER 

genotipinin 5FU toksisitesi ve etkinliği üzerinde etkili olduğu üzerine bulgular bulunmaktadır 

(111). 

5FU kemoterapisi gören 50 metastatik KRK hastası üzerinde yapılan çalışmada, 

TSER*2/TSER3 genotipi taşıyan hastalara kıyasla TSER*2/TSER*2 genotipi taşıyan 
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hastalarda %35 daha fazla, TSER*3/TSER*3 genotipi taşıyan hastalara kıyasla ise %41 daha 

yüksek tedavi cevabı gözlenmiştir (33).  

TSER*3 Asyalı populasyonlarında diğer populasyonlara kıyasla >%80 çok daha 

yüksek oranda görülmektedir (9) (112) (113) (114) (115).  

2.6.1.5. TSER sıralı tekrarları G>C değişimi 

TSER bölgesinde bir polimorfizm tanımlanmıştır. Bu polimorfizm, TSER*3 allelinin 

3. tekrarının 12. nükletotitinde yeralan G>C değişimidir (10). Sıralı tekrar dizilerinde 

ekspresyon artışına sebep olan USF-1 transkripsiyon faktörü bağlanma dizileri yer almaktadır. 

C allelinin varlığı USF-1’in bağlanma bölgesini ortadan kaldırmaktadır. USF E-box 

konsensus elementi (CACTTG) TSER*2 genotipinin ilk tekrarında ve TSER*3 genotipinin 

ilk iki tekrarında yer almakta ancak her iki genotipte de son tekrarda bulunmamaktadır. Her 

iki genotipinde de son tekrarının USP bağlanma bölgesi olan 12. Nükleotitinde yer alan C 

nükleotiti USP bağlanması için kritik öneme sahiptir (116). 

 

Dolayısı ile 3. tekrar ile ortaya çıkan yeni USF-1 bağlanma bölgesinin ekspresyonu 

arttırma etkisi bu polimorfizmin varlığında transkripsiyonel aktivitenin 2 li tekrar yapısı ile 

benzer kılmaktadır. Bu bulgu sıralı tekrarların tek başına değerlendirilmesinin yanıltıcı 

olacağını göstermekte,  3 tekrarda ekspresyonun arttırılabilmesi için USF-1 bağlanma 

bölgesinin (E-box) gerekliliğini öne sürmektedir (10) (Şekil 2-10). 

 

Şekil 2-10 TS sıralı tekrar G>C değişimi lokalizasyonu, USF bağlanma bölgesi ilişkisi 

Gusella ve arkadaşlarının, 100 KRK hastasında yaptıkları araştırmada, TS 

polimorfizmlerinin elektroforetik analizi sırasında, 3 hastada beklenmedik bir 113bp’lik bant 

gözlenmiştir. Yapılan dizilemenin ardından ise 2li tekrar varyantında da 12. nükletitinde G>C 

değişiminin varlığı gösterilmiştir. Bu allel varyantı (TSER*2C veya 2RC) daha önce hiçbir 

çalışmada tanımlanmamıştır. Her 3 hasta da 2RC varyantını heterezigot taşımakta ve evre 2-3 

kemoterapi bağlantılı toksisite yaşamışlardır (11) .  
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Tekrar sayısı ve 3R G>C değişimi beraber ele alındığında, homozigot 3RG/3RG 

genotipi taşıyan KRK hastalarında, 2R/2R, 2R/3RC yada 3RC/3RC genotipi taşıyanlara 

kıyasla ciddi oranda yüksek TS ekspresyonu gösterilmiştir (117) (118). Düşük ekspresyon 

gösteren genotipi taşıyan hastaların 5FU bazlı tedaviye ciddi oranlarda daha fazla cevap ve 

tedavi sonrası yüksek sağ kalım oranı göstermişlerdir (118)  (107). 

2.6.1.6. 3’UTR 6bç delesyonu (TSdel) 

TS geninde yer alan üçüncü bir polimorfizm de 3’UTR bölgesinde, stop kodonun 447 

nükleotit sonrasında yer alan 6 bp’lık delesyondur. Bu polimorfizm, beyazların %27- 29’unda 

görülmektedir (12) (119) . Bir mRNA’nın 3’ ucu kodlanmamaktadır ancak mRNA 

stabilitesini belirleyen diziler içermektedir (12). Homozigot 6bp delesyonu taşıyan hastaların 

homozigot 6bp insersiyon taşıyan hastalara kıyasla 3 kat daha az TS mRNA eksprese ettiği 

gösterilmiştir. Heterezigot bireylerin ise ortalama ekspresyon seviyeleri gözlenmiştir (119). 

Son veriler delesyon alleli ve 5FU kemoterapisine daha düşük cevap verilmesi ile 

ilişkilendirilmiştir (120) 

2.6.2. İrinotekan 

İrinotekan (CPT-11) (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]-

karboniloksikamptotesin), suda çözünen 20(S)-camptotesin (CPT) analoğu olan bir aktif 

olmayan önilaçtır. Asıl aktif metaboliti olan SN-38, güçlü aktif ve toksisitesi ile bilinen bir 

topoizomeraz 1 inhibitörüdür (121) . CPT-11, karboksiesterazlar tarafından (özellikle CES2) 

aktif metaboliti olan SN-38‘e metabolize edilmektedir. Daha sonra UDP- 

glukuronosiltransferaz (UGT) 1A1 enzimi tarafından daha polar ve inaktif olan B-glukronide 

hali SN-38G’ ye konjuge ve detoksifiye olur (122) (123).  SN-38G, bakterial glukuronidazlar 

tarafından glukuronidin ayrılıp SN-38 ve glukuronidik asitin oluşturulduğu ince barsaktan 

safra ile salınmaktadır (124). Bilirubin UGT1A1 tarafından aynı glukuronidasyon yolağından 

geçerek safraya salınmaktadır (125) (Şekil 2-11).  
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Şekil 2-11 İrinotekan metabolizması 

İrinotekan etkinliği dolayısı ile tüm dünyada 5FU ve Leucovorin ile beraber metastatik 

KRK tedavisinde ilk seçenek olarak kullanılmaktadır. CPT-11 tedavisinin bir sınırlaması 

öngörülemeyen toksisitesidir.  Toksisitesi dozu ve verildiği programa bağlıdır. Fakat tüm 

rejimler ileri derece ishal ve nötropeni en çok görülen yan etkilerdir (126). Seviye 3 ve 4 

hematolojik toksisite %5 ve %33 arasında doz ve rejim kaynaklı değişkenlik göstermektedir 

(127). İrinotekan kaynaklı hastaneye başvuruların çoğunluk sebepleri bulantı ve kusma ile 

beraber yada tek başına ishal (%18) ve ishal ile beraber yada tek başına nötropeni/lökopenidir 

(%8) (128).  

2.6.2.1. UGT1A1 

UGT, geniş bir yelpazedeki lipofilik kimyasallara glukuronik asit eklenmesini katalize 

eden bir enzimdir. Birçok ekzogenik ve endogenik bileşiğin detoksifikasyonunda, daha polar 

ve aynı zamanda idrar ve safra ile kolayca atılabilir hale getirmede çok önemli rol oynar. 

UGT1A1, 2. Kromozomda yer alan UGT1 lokusu tarafından kodlanan en az 12 UGT-

glukuronoziltransferaz enziminden oluşan geniş bir gen ailesinin üyesidir. UGT1 lokusunun 
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organizasyonu karmaşıktır, her biri kendine ait bir promotor bölgesi içeren en az 12 alternatif 

ekzon 1 ve ortak ekzon 2-5 taşımaktadır (129) (130). 

 UGT’nin kalıtılmış bozukluklarının sağlığa ciddi yan etkileri bilinmektedir (131). SN-

38 ‘in safra ile atılımı, primer olarak UDP-glukuronozil transferaz 1A1 enzimi tarafından 

katalizlenen, SN-38 glukuronid (SN-38G) formasyonu ile arttırılır (132). İrinotekan toksisitesi 

SN-38 degredasyonunun gerçekleşmemesi ile artmaktadır. Aktif metabolit SN-38 in ortamda 

artışı dokuların maruz kaldığı oranın artması anlamına gelmektedir (133) (134) (135).  

Bilirubin UGT1A1 tarafından aynı glukuronidasyon yolundan geçer ve safra ile atılır 

(125). İn vitro çalışmalar genetik UGT1A1 izoformlarının hem SN-38 hem bilirubin 

glukuronidasyonda çeşitli rolleri bulunduğunu göstermiştir (132). Bazı gruplar Gilbert’s 

Sendromu olan hastalarda irinotekan bağımlı ciddi toksisite gözlemlemiş ve serum bilirubin 

seviyeleri değerlerinin irinotekan kaynaklı toksik etkilerde geçerli bir belirteç olabileceğini 

belirtmişlerdir (125) (136) (137) (138) .  Gilbert’s sendromu, UGT1A1*28, UGT1A1*6 ve 

UGT1A1*27 genotipleri ile ilişkilendirilmiş, belirgin patolojik sonuçları olmayan indirekt 

hiperbilirubinemi formudur (139) (140). 

Gen transkripsiyonlarının regülasyonu genellikle gene özgü ve RNA polimeraz II (Pol 

II) transkripsiyon mekanizması ile kontrol edilmektedir. Pol II çekirdek promoter ve enhancer 

bölgeleri transkripsiyon faktörleri tarafından transkripsiyonun arttırılması adına kritik öneme 

sahiptir. Pol II çekirdek, transkripsiyon başlama noktasına 40bç kadar mesafede yer alan 

promotor bölgesi kısa bir DNA dizisinden oluşmaktadır. Tipik bir Pol II çekirdeği, TATA 

kutusu, başlatıcı, aşağı promotor element ve trankripsiyon faktörü tanıma elementleri gibi 

birden fazla anahtar elementi barındırabilir (141) (142). Enhancer element ise hedef genlerin 

transkripsiyonlarını arttırmak üzere transkripsiyon faktörlerinin bağlandığı DNA dizileridir. 

Bir enhancer element çekirdek promoter bölgesinin hemen yanında yada 100 kilobaz kadar 

uzağında konumlanabilmektedir (143) (144). Enhancer ve çekirdek promotor bölgelerinin 

ikisi de transkripsiyon faktörleri tarafından transkripsiyonun arttılması için ciddi önem 

taşımaktadır. Bu bölgelerde yer alan polimorfizmlerin de ekspresyon üzerinde ciddi etkileri 

olabilmektedir. UGT1A1 geni hem çekirdek promotor bölgesinde hem de enhancer 

bölgesinde bu polimorfizmleri bulundurmaktadır. 

2.6.2.2. UGT1A1*28 

UGT1A1, glukuronidasyon yolağındaki öneminden dolayı aday gen olarak seçilmiştir. 

Genin transkripsiyonal etkinliği, TATA box da yer alan 5 ile 8 arasında değişen TA 
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tekrarlarının sayısı ile ilişkilendirilmiştir. Varyantlar, (TA)5 UGT1A1 *36, (TA)6 UGT1A1*1 

yabanıl tip, (TA)7 UGT1A1*28, (TA)8 UGT1A1*37 olarak isimlendirilmiştir.  

UGT1A1*28 varyasyonun promoter bölgesinde (TATA box) fazladan bir TA 

dinükleotidi bulunmaktadır (145) (Şekil 2-12). Bazı çalışmalarda, bu varyant alleli taşıyan 

hastalarda yüksek doz irinotekan alındığında SN-38 glukuronidasyonuun azaldığı ve artan 

miktarda ağır ishal ve hematolojik toksisite görüldüğü bildirilmiştir (146) (15) (16) (17) (18). 

Bu çalışmaların sonuçları üzerine 2005’te FDA, irinotekan’ın prospektüsüne bu alleli taşıyan 

hastaların yüksek nötropeni riskine sahip olduğunu ve daha düşük dozlarla tedaviye 

başlanması gerektiğini eklemiştir (19). 

 

Şekil 2-12 UGT1A1 TA tekrar sayısı ve ekspresyona etkileri 

2.6.3. UGT1A1 -3156 G>A polimorfizmi 

Bir enhancer bölgesi olan fenobarbital responsif enhancer modül (PBREM), UGT1A1 

transkripsiyon başlangıç bölgesinden 3.2 kilobaz yukarıda yer almaktadır (147). - 3156 G>A 

değişimi PBREM bölgesinin yanında yer almakta ve TATA tekrarı varyantı ile güçlü bağlantı 

gösterdiği belirtilmektedir (148) .  

Bazı vakalarda UGT1A1*28 homozigotluğu ileri seviye toksisiteyi açıklayamamış ve 

UGT1A1 ekspresyonunu etkileyen diğer polimorfizmler incelenmeye başlanmıştır. -3156 

G>A UGT1A1 promoter genotipinin TA in/del genotipi içindeki dağılımı, TA in/del 

genotipinden bağımsız olarak, kanıtlanmış UGT1A1 seviyesi belirteci olan total bilirubin 

seviyesi, -3156G alleline sahip olanlarda daha düşük seviyelerde olduğu gösterilmiştir (20) 

(21) (22). Innocenti et al. çalışmalarında -3156G>A varyantının UGT1A1 seviyesi üzerine 

TA in/delinden daha geçerli bir belirteç olabileceğini öne sürmüşlerdir (14). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Örneklerin Seçimi ve Tanımı 

Gönüllü hastaların kan örnekleri ve toksisite raporları İÜ Cerrahpaşa Tıp Fakültesi 

Medikal Onkoloji Bilim Dalı hastalarından elde edilmiştir.  

3.2. Gereçler 

3.2.1. Çalışmamızda Kullanılan Cihazlar, Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri 

DNA İzolasyon Kiti (Invitrogen), Taq DNA polimeraz (ABM ve iTaq), DNA size 

marker (50 bp DNA ladder, 100 bp DNA ladder plus), Fermentas dNTP seti, Fermentas 10 X 

Buffer, Fermentas MgCl2, Sodyum asetat, Template suppression reagent solüsyonu, %40 

akrilamid/bis (37.5:1), Tris baz, Asetik asit, EDTA(dihidrat), 50 x TAE buffer, Üre, 

Deiyonize formamid, %10 Amonyum persülfat, TEMED (tetrametilendiamin), DCode 

boyama solüsyonu, Agaroz (Promega MBG), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit 

(Sigma B-6768), Brom fenol mavisi (Sigma B-6896), Dietileter (Merck), EDTA (dihidrat) 

(Merck K-90602121), Etanol (%99 Tekel), Etidyum bromür (Sigma E-8751), Hidrojen 

peroksit (%35 Merck K-22035097), Potasyum hidroksit (Sigma P-1767), 

Potasyumdihidrojenfosfat (Merck A-741071), Primer dizileri (Fermentas), Restriksiyon 

enzimleri (Fermentas), Xylene cyanol (Sigma X-4126).  

3.2.2. Cihazlar 

BIO- RAD Denatüre Edici Gradientli Jel Elektroforez (DGGE) Sistemi, Güç kaynağı, 

Roche MagNa Pure Compact DNA izolasyon cihazı, Thermal Cycler: Techne ve 9700 

Applied Biosystems, Midicell Primo EC330 Yatay Elektroforez Sistemi, Jel görüntüleme 

sistemi (Kodak EL LOGIC 100 görüntüleme sistemi), Pipet takımı (Eppendorf), Isıtıcılı 

manyetik karıştırıcı (Elektromag), Hassas terazi (Mettler), Mikrosantrifüj (TDX), Soğutmalı 

Santrifüj (Hettich),  (-) 20 ºC derin dondurucu, (+) 4 ºC soğutucu, Spektrofotometre 

(Shimadzu UV-1208), Su banyosu (Elektromag), Vorteks (Nuve mix). 

3.3. Çalışmada Kullanılan Laboratuvar Yöntemleri 

3.3.1. Kan Örneklerinin Alınması 

TS ve UGT gen polimorfizmlerinin tayini amacıyla steril EDTA’lı tüplere alınan 

periferik kan örnekleri DNA izolasyonu için, en geç bir gün içinde çalışmak üzere oda 

ısısında saklanmıştır. 
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3.3.2. DNA İzolasyonu 

DNA izolasyonu İnvitrogen DNA izolasyon kiti ve protokolüne uygun 

gerçekleştirilmiştir. 

3.3.3. DNA Saflık Tayini 

DNA örnekleri Tris-EDTA çözeltisi ile 1/100 oranında sulandırıldı. 260 nm’de 

DNA’nın ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermiş olduğu absorbans Tris EDTA çözeltisi ile 

spektrofotometre sıfırlanarak ölçüldü. 260 nm’de okunan absorbans / 280 nm’de okunan 

absorbans oranından DNA saflığı saptandı. O.D.260 / O.D.280 oranı 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz 

olarak kabul edildi. Bu oranın altında bir değere sahip olan DNA’lara temizleme işlemi 

uygulandı. 

3.3.4. DNA Konsantrasyonlarının Hesaplanması 

: Çift iplikli DNA’nın 260 nm’de vermiş olduğu 1 absorbans 50 μg/ml (50 ng/μl)’ dir. Bu 

temel bilgiden faydalanarak DNA formülü aşağıdaki formüle göre hesaplandı: 

DNA Konsantrasyonu (ng/μl ): Sulandırma katsayısı (100) x A260 x 50 

3.3.5. PZR-RFLP yöntemi ile TS ve UGT1A1 Polimorfizmlerinin Tespit Edilmesi 

İlgili gen bölgeleri PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ve restriksiyon enzim kesimleri 

ile agaroz jel üzerinde belirlenmiş, TATA tekrarı içeren UGT1A1*28 varyantı ilişkili 

genotipler ise PZR reaksiyonu sonrasında poliakrilamid jel elektroforezi yöntemi ile 

belirlenmiştir. 

3.3.5.1. PZR-RFLP yöntemi ile TSER genotiplerinin belirlenmesi 

TSER gen bölgesinin belirlenmesi için, ileri 5’ AAAAGGCGCGCGGAAGGGG 

TCCT 3’ ve geri 5’TCCGAGCCG GCCACAGGCAT 3’ primerleri kullanılarak 95C 5 dk  ilk 

denatürasyon ardından 35 siklus süresince, 95C’de 45sn, 66C’de 45sn, 72C’de 45sn ve son 

uzama süresi olarak da 72C’de 5 dk olarak PZR reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon 

için 17,4ul dH2O; 1,3ul MgCL2; 0,5 ul 2,5pmol dNTP; 2,5ul 10x tampon solüsyonu; 0,5ul 

DMSO; 0,5ul forward ve 0,5ul rewerse primerler; 0,3ul Taq Polimeraz enzimi ve 1ul DNA 

örneği kullanılmıştır. %2’lik agaroz jel üzerinde yürütülmesi ile TSER tekrar profilleri 

belirlenmiştir(Şekil3-1)..  

Belirlenmiş 3’lü veya 2’li tekrarlar 4,5ul dH2O; 2ul tampon çözeltisi, 0,3ul HaeIII 

restriksiyon enzimi ve 5ul PZR ürünü kullanılarak kesimi gerçekleştirilmiş %3,5 agaroz jel 
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üzerinde sıralı tekrarların 12. nükleotitinde yer alan G>C değişimi 40dk yürütülerek 

belirlenmiştir (Şekil3-2). Jelde görüntülenmesi zor olan örnekler tekrarlanmıştır.  

 

Şekil 3-1 TSER sıralı tekrar sayısı belirlenmesine ilişkin jel görüntüsü 

 

Şekil 3-2 TSER G>C değişimi belirlenmesine ilişkin jel görüntüsü 

3.3.5.2. PZR-RFLP yöntemi ile TSdel genotip tayini 

TS delesyon genotipleri ileri 5’CAAATCTGAGGGAGCTGAGT 3’ ve geri 

5’CAGATAAGTGGCAGTACAGA3’ primerleri kullanılarak 95C 5 dk  ilk denatürasyon 

ardından 35 siklus süresince, 95C’de 45sn, 58C’de 45sn, 72C’de 45sn ve son uzama süresi 

olarak da 72C’de 5 dk olarak PZR reaksiyonu gerçekleştirilerek igili gen bölgesi 

belirlenmiştir. Reaksiyon için 16,4ul dH2O; 1,8ul MgCL2; 0,3 ul 2,5pmol dNTP; 2,5ul 10x 

tampon solüsyonu; 0,7ul DMSO; 0,5ul forward ve 0,5ul rewerse primerler; 0,3ul Taq 

Polimeraz enzimi ve 2ul DNA örneği kullanılmıştır.  

Restriksiyon enzim kesimleri 8,5ul dH2O; 1ul tampon çözeltisi, 0,5ul DraI 

restriksiyon enzimi ve 10ul PZR ürünü kullanılarak kesimi gerçekleştirilmiş %2lik agaroz jel 

üzerinde 25dk belirlenmiştir (Şekil 3-3).  
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Şekil 3-3 TSdel varyantı belirlenmesine ilişkin jel görüntüsü 

3.3.5.3. PZR-RFLP yöntemi ile UGT1A1 -3156 G>C Polimorfizminin Tayini 

UGT1A1 -3156 G>A genotipleri ileri 5' CAAGCAGAAGGGCTAGAG 3' ve  geri 5' 

ATTCAGAGTCCTCTGCCT 3' primerleri kullanılarak 95C 5 dk  ilk denatürasyon ardından 

35 siklus süresince, 95C’de 45sn, 57C’de 45sn, 72C’de 45sn ve son uzama süresi olarak da 

72C’de 5 dk olarak PZR reaksiyonu gerçekleştirilerek igili gen bölgesi belirlenmiştir. 

Reaksiyon için 15,1 ul dH2O; 1,6ul MgCL2; 2,5 ul 10 pmol dNTP; 2,5ul 10x tampon 

solüsyonu; 1 ul forward ve 1 ul rewerse primerler; 0,3ul Taq Polimeraz enzimi ve 1ul DNA 

örneği kullanılmıştır.  

Restriksiyon enzim kesimleri 8,5ul dH2O; 1ul tampon çözeltisi, 0,5ul DdeI 

restriksiyon enzimi ve 10ul PZR ürünü kullanılarak kesimi gerçekleştirilmiş %2lik agaroz jel 

üzerinde 25dk yürülerek belirlenmiştir (Şekil 3-4). 

 

Şekil 3-4 UGT1A1 -3156 G>C değişimi belirlenmesine ilişkin jel görüntüsü 
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3.3.6. PZR ve Poliakrilamid Jel Elektroforez Yöntemleri Kullanılarak UGT1A1*28 Gen 

Varyantlarının Belirlenmesi 

3.3.6.1. PZR Yöntemi 

UGT1A1*28 genotipleri ileri 5’TTAACTTGGTGTATCGATTGG3’ ve geri 

5’CTTTGCTCCTGCCAGAGGT3’ primerleri kullanılarak 95C 5 dk  ilk denatürasyon 

ardından 35 siklus süresince, 94C’de 45sn, 57C’de 45sn, 72C’de 45sn ve son uzama süresi 

olarak da 72C’de 5 dk olarak PZR reaksiyonu gerçekleştirilerek igili gen bölgesi 

belirlenmiştir. PZR ürünleri poliakrilamid-akrilamid jel elektoforezi ile belirlenmiştir. 

3.3.6.2. PAGE Solüsyonlarının Hazırlanması 

%40 Akrilamid /Bis (37,5:1) 

Akrilamid: 38,93 gr 

Bis-akrilamid: 1,07 gr 

dH2O: 100 ml’ye tamamlanır 

0,45’lik filtrelerden geçir ve 4 +4 C buzdolabında saklanır.  

 

%10 Amonyum Persülfat  

Amonyum persülfat : 0,1 gr 

dH2O: 1 ml 

1 hafta -20 C buzdolabında saklanabilir.  

 

2X Gel Loading Dye 

%2 Bromophenol Blue (%0,05 son konsantrasyon): 0,25 ml 

%2 Xylene Cyanol (%0,05 son konsantrasyon): 0,25 ml 

%100 Glycerol (%10 son konsantrasyon): 7 ml 

Son hacim: 10 ml 

 Oda sıcaklığında saklanılır.  

 

50XTAE Buffer 

Tris base (2 MM son konsantrasyon): 242 gr 

Asetik asit, glacial (1MM son konsantrasyon): 57,1 ml 

0,5 M EDTA, pH 8 (50 mM son konsantrasyon): 100 ml 

dH2O: 1000 ml’ye tamamla. 

20-30 dakika otoklavlanır. Oda sıcaklığında saklanır.  
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1XTAE Buffer    

50XTAE buffer : 140 ml 

dH2O: 6840 ml 

Son hacim: 7 ml  

3.3.6.3. Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) Yönteminin Uygulanması 

%12’lik yükleme jelinin solüsyonunu hazırlamak için %40 akrilamid stok 

solüsyonundan  30 ml, 10X TAE stok tamponundan 10 ml ve 4,8 gr üre alınır ve son hacim 

100 ml olacak şekilde dH2O eklenir. Hazırlanan stok solüsyon 0,45’lik filtreden geçirilir ve 

saklanmak üzere +4 C buzdolabına kaldırılır.   

Çalışma sırasında stok PAGE solüsyonundan 30 ml alınarak behere konulur. 200 μl 

APS ve 20 μl TEMED ile karıştırılıp jel çözeltisi hazırlanır. Jel çözeltisi önce steril su ve % 

70’lik alkol  ile temizlenmiş ve 0,75 mm’lik plastik ayırıcılarla ayrılmış camların (16x20 ve 

16x18 cm ve 3mm cam) arasına dökülür. Daha sonra örneklerin yüklenebilmesi için taraklar 

yardımıyla kuyucuklar oluşturulur. Bu işlemler sonrasında jelin polimerize olması için 30-60 

dakika beklenilir. Polimerizasyondan sonra taraklar çıkarılır ve jel elektroforez sistemine 

yerleştirilir. 1X TAE 60°C’de ısıtılır. Jelin alt kısmıyla üst kısmı arasında elekrik akımı 

sağlanması için sıcak 1X TAE tamponu eklenir. Örnekler yüklenmeden önce sabit sıcaklık 

sağlanması için sistem 150 V’ta 30 dk çalıştırılır. Daha sonra kuyucuklar kalan tuzların ve 

polimerize olmamış akrilamidin uzaklaştırması için tamponla (enjektör yardımıyla) yıkanır. 

Örnekler yükleme işlemi öncesinde eşit hacimde formamidli boya (2X gel loading 

dye) ile karıştırılarak 95°C’de 5 dk denatüre edilir ve DNA ipliklerinin tekrar birleşmemesi 

için buz içerisinde bekletilir. Örnekler kuyucuklara yüklenir ve uzunluklarının belirlenmesi 

için DNA markerları jele yüklenir. Yükleme işlemi sonrası 300 V’ta 3 saat elektroforez 

yapılır.  

Elektroforez işlemi tamamlandıktan sonra jel camlar arasından çıkartılıp, DNA 

fragmanlarının boylarını belirlemek için gümüş boyama tekniği yada etidyum bromür  ile 

boyanır. Jel yürütme ve gümüş boyama aşamalarından sonra jel saklanmak üzere çerçeve ile 

kurutulur (Şekil 3-5).  
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Şekil 3-5 UGT1A1*28 varyantı PAGE görüntüsü 

3.4. Sonuçların Değerlendirilmesinde Kullanılan İstatistiksel  Yöntemler 

Bu çalışmanın istatiksel analizinde SPSS 17.0 paket programı kullanılarak yapılmıştır. 

İstatiksel anlamlılık sınırı p<0.05 olarak alınmıştır. Genotiplerin görülme sıklığının 

gruplararası farklılıklarının değerlendirilmesinde Ki kare, Fisher Kruskal Wallis ve Mann-

Whitney testleri kullanılmıştır. Genotiplerin parametreler üzerindeki etkilerinin belirlenmesi 

için Student’s t-testi ve Ki-kare kullanılmıştır.  
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4. BULGULAR 

Çalışmaya 97 kolon kanseri teşhisi konulmuş hasta ile başlanmış ancak raporlarına 

ulaşılamayan hastalar çıkarıldığında sayı 86’ya düşmüştür. Bu hastaların tamamı farklı 

dozlarda 5FU kullanmıştır. Hastaların sadece 50’si irinotekan kullanmıştır. Hastaların 

kullandığı kemoterapi rejimleri ve o dönemde karşılaştıkları toksik yan etkiler hasta 

dosyalarından incelenmiştir. Kemoterapi rejimleri ve içerdikleri ilaç dozları tabloda yer 

almaktadır (Tablo 4-1).  

Tablo 1 Kemoterapi rejimleri ve içerdikleri ilaç dozları 

 

Hastaların yaş ve cinsiyetine uygun 100 kişilik bir sağlıklı grup oluşturulmuştur. Bu 

bireyler ile genel toplum frekansı belirlenmesi amaçlanmıştır. Hasta ve kontrol grubunun 

cinsiyete göre yaşları tabloda yer almaktadır. 

Tablo 2 Çalışma Gruplarına ait Demografik Tablo 

 

n: birey sayısı; tablodaki değerler X±SD ve yüzde olarak verilmiştir; gruplararası farklılık derecesi student t-testi 

ve  ki-kare (X2) ile incelenmiştir. 
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TSER tekrar polimorfizmi dağılımına ilişkin her iki grupta da istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir (p=0,639) (Tablo 3). Hasta ve kontroller beraber ele 

alındığında, 186 kişi içinde 3R/3R, 3R/2R, 2R/2R frekansları sırası ile %40,9, 44,1 ve 15,1 

olarak belirlenmiştir.  

Tablo 3 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait TSER gen polimorfizm sonuçlarının 

genotip frekanslarına göre dağılımı 

 

n: birey sayısı; gruplararası farklılık Ki-kare testi (X2) ile incelenmiştir.  

(X2: 0,895 , p:0,639) 

TSER sıralı tekrar G>C değişimi genotiplerinin hasta ve genel topluma dağılımına 

bakıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç gözlenmemiştir (p=0,073) (Tablo 4). Hasta 

ve kontroller beraber ele alındığında 186 kişi içindeki frekansı tabloda verişmiştir (Tablo 5).  

 

Tablo 4 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait TSER GC taşıyıcılık özelliğine göre gen 

polimorfizm sonuçlarının genotip frekanslarına göre dağılımı 
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n: birey sayısı; gruplararası farklılık Ki-kare testi (X2) ile incelenmiştir.  

(X2: 12,946 , p:0,073) 

Tablo 5 TSER G>C polimorfizminin total frekansı 

 

TS delesyon varyantı frekansları incelendiğinde yine hasta ve genel toplum arasında 

anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir (p=0,971) (Tablo 6). Hasta ve kontrol grupları beraber ele 

alındığında 186 kişi içerisinde ins/ins, ins/del ve del/del frekansları sırası ile %29,6, 50 ve 

20,4 olarak görülmüştür.  

 

Tablo 6 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait TSdel gen polimorfizm sonuçlarının  

genotip frekanslarına göre dağılımı 
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n: birey sayısı; gruplararası farklılık Ki-kare testi (X2) ile incelenmiştir.  

(X2: 0,058 , p:0,971) 

 

TS varyantlarının beklenen ortak etkileri ışığında TS ekspresyon seviyelerinin şeması 

Hitre ve arkadaşlarının oluşturduğu şema baz alınarak oluşturulmuştur (149) (Tablo 7).  

 

Tablo 7 TS varyantlarının ortak etkileri yüksek düşük ve orta dereceli TS ekspresyon 

seviyeleri 

 

Tüm TS varyantlarınının belirtildiği gibi (Tablo 7) yüksek, orta ve düşük olarak 

gruplandırılmasının ardından gerçekleştirilen frekans incelemesinde de hasta ve genel 

toplumda dağılımda bir farklılık gözlenmemiştir (p=148) (Tablo 8). Her iki çalışma grubu da 

ele alındığında ise yüksek, orta ve düşük frekansları sırası ile %7,5, 62,4 ve 30,1 olarak 

gözlenmiştir.  
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Tablo 8 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait TSdel ve TSER gen polimorfizmlerinin ortak 

etkisine ait sonuçların TS ekspresyon seviyesindeki değişime etkisi 

 

n: birey sayısı; gruplararası farklılık Ki-kare testi (X2) ile incelenmiştir. 

(X2: 3,825 , p:0,148) 

UGT1A1*28 varyantına ilişkin hasta ve genel toplum incelemesinde istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir (p=0,699) (Tablo 9). Hasta ve kontrol grubu 

beraber ele alındığında 76/76, 76/78 ve 78/78 genel toplum frekansı %56,2, 30 ve 13,8 olarak 

belirlenmiştir.  

Tablo 9 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait UGT1A128 gen polimorfizm sonuçlarının genotip 

frekanslarına göre dağılımı 

 

n: birey sayısı; gruplararası farklılık Ki-kare testi (X2) ile incelenmiştir.  

(X2: 1,051 , p:0,591)  

 

UGT1A1 -3156G>A değişimi hasta ve genel toplum frekans incelemesinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir (p=0,255) (Tablo 10). Genel toplum 

bazında bakıldığında çalışılan 186 kişi arasında GG, GA ve AA frekansları sırası ile %57, 55 

ve 7 olarak belirlenmiştir.  
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Tablo 10 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait UGT1A1 -3156G>A gen polimorfizm sonuçlarının 

genotip frekanslarına göre dağılımı 

 

n: birey sayısı; gruplararası farklılık Ki-kare testi (X2) ile incelenmiştir.  

(X2:2,730 , p:0,255) 

 

TSER sıralı tekrarları genotipleri ile hastaların aldıkları tedavilere karşı gösterdikleri 

toksisiteler karşılaştırılmıştır (Tablo 11). Tabloda da görüldüğü üzere düşük doz 5FU içeren 

FUFA rejimi kullanıldığında hastaların hiçbirinde herhangi bir toksisite görülmemiştir. Bu 

durumda düşük doz 5FU tedavilerinin hasta genotiplerinden bağımsız olarak toksisiteyi 

getirmediği söylenebilir. Diğer rejimlere bakıldığında ise değişkenlik göstermekle beraber 

istatistiksel olarak anlamlı belirgin bir fark görülmemektedir.  
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Tablo 11 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik İlaç Kullanımına Bağlı Toksisite ve TSER 

Gen Polimorfizmine ait Genotiplerin Arasındaki Frekans Dağılımı 

 

Aynı şekilde farklı rejimler kullanıldığında TSER G>C değişimi ve toksisite ile ilişkisi 

incelendiğinde istatistiksel bir anlamlılığa rastlanmamaktadır (Tablo 12).  
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Tablo 12 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik İlaç Kullanımına Bağlı Toksisite ve TSER 

GC Gen Polimorfizmine ait Genotiplerin Arasındaki Frekans Dağılımı 

 

TS del fenotipleri ile toksisite ilişkileri ele alındığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık gözlenmemiştir (Tablo 13).  
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Tablo 13 TS delesyon polimorfizmi ve toksisite ilişkisi  

  

TS fenotiplerinin ortak etkilerinin toksisite ile ilişkisi ele alındığında istatistiksel 

olarak anlamlı bir sonuç elde edilememiştir (Tablo 14).  
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Tablo 14 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik İlaç Kullanımına Bağlı Toksisite ve TS 

Polimorfizmlerinin Ekspresyona Etkisi Arasındaki Frekans Dağılımı 

 

 

UGT1A1 -3156 G>A polimorfizminin toksisite ile ilişkisi ele alındığında istatistiksel 

olarak anlamlı bir sonuç elde edilememiştir (Tablo 15).   
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Tablo 15 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik İlaç Kullanımına Bağlı Toksisite ve 

UGT1A1 -3156 Gen Polimorfizmine ait Genotiplerin Arasındaki Frekans Dağılımı 

 

UGT1A1*28 polimorfizminin toksisite ile ilişkisi ele alındığında istatistiksel olarak 

anlamlı bir sonuç elde edilememiştir (Tablo 16) 
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Tablo 16 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik İlaç Kullanımına Bağlı Toksisite ve 

UGT1A1 *28 Gen Polimorfizmine ait Genotiplerin Arasındaki Frekans 

Dağılımı 
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5. TARTIŞMA 

Farmakogenetiğe ilgi her geçen gün artmaktadır. Farmakogenetik testlerin tedaviye 

sağlayabileceği faydalar da ülkemizde hekimlerin dikkatini çekmeye başlamıştır. Kemoterapi 

gibi oldukça dikkatli davranılması gereken tedavilerde, kimi ilaçlarla ilgili olarak hekimler 

hastaların tedaviye verecekleri cevapları öngörememekteler. Bu noktada da hastanın 

neoplastik ajanları diğer bireylerden farklı derecede metabolize edişi aşırı toksik etki 

yaratması sebebiyle hastanın hayatına mal olabilmektedir. Diğer yandan hızlı metabolize 

etmeleri durumunda doz yetersiz olabilmekte ve tedavi etkinliği görülemeyebilmektedir. 

Önceden de belirtildiği üzere farmakogenetik testler ışığında hastaların ilgili ilaçları ne derece 

metabolize ettikleri saptanarak en etkili dozun tespit edilmesine yönelik öneriler 

sunulabilmektedir. Böylece tedavi sürecinde bireye özgü tedaviler, deneme yanılma 

yönteminin ya da tedavi belirsizliklerinin yerine geçebilecektir.  

İrinotekan ve 5FU kolon kanseri tedavisinde primer olarak kullanılan ilaçlardır. Farklı 

doz ve diğer ilaçlarla kombinasyonları bulunmaktadır. Hastanın mevcut genel sağlık durumu, 

kullandığı diğer ilaçlar gibi etkiler göz önüne alınarak kombinasyonlara karar verilmektedir.  

5FU, deoksiuridilik asit metilasyonunu engellemek suretiyle DNA sentezini bozan  bir 

primidin antimetabolitidir. 5FU sitotoksik etkisini, 5 floroüridin monofosfat (5-FUMP)’ a iki 

basamaklı dönüşüm aşamasının hemen ardından göstermektedir. Ardından 5-FUMP, timidilat 

sentazın geri dönüşümsüz olarak inhibisyonunu sağlayan 5-florodeoksiuridin monofosfat (5-

FdUMP)’ a dönüştürülür. Bu durum nükleotit havuzunun dengesini bozarak dTTP eksikliğine 

sebep olur ve bu da hücrenin apoptoza gitmesi ile sonlanır. 5FU mekanizmasından 

anlaşılabileceği üzere hücrenin S-fazı olarak adlandırılan sentez aşamasında spesifik bir ilaçtır 

(81). Özetle, 5FU’nun etkinliği hücre içinde 5-floronükleotitlere dönüşmesi ile sonlanan 

biyoaktivasyonunun sonucunda normal DNA ve RNA sentezine karışarak hücreleri apoptoza 

itilmesi ile gösterilmektedir (83).  

TS enzimi, 5-FU tarafından ciddi şekilde inhibe edildiğinden hedef enzim olarak 

değerlendirilmektedir. Enzim, DNA sentezi için esansiyel olan timidilat’ın yegane de novo 

kaynağı olan hücre içinde deoksiüridilat’ın deoksitimidilat’a dönüşümünü katalize etmekle 

görevlidir (150). 5FU aktif metaboliti olan 5FdUMP TS inhibisyonunu, TS’ye bağlanarak 

stabil bir üçlü kompleksin oluşmasına sebep olarak göstermektedir (14) (151). TS 

ekspresyonunda farklılıklar yaratan TS genotipleri incelendiğinde 5FU toksisitesi ve cevabı 

öngörülebilmektedir (108).   
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TS enziminin polimorfik olduğu bilinmektedir. Genin 5’ düzenleyici bölgesinde yer 

alan 28 bç ‘lik sıralı tekrarın 3’lü yada 2’li olması gen ifadesini ciddi oranda etkilemektedir. 

Tekrarların 3’lü olması TS gen ekspresyonu ve aktivitesi üzerinde arttırıcı bir etki ortaya 

koymaktadır (107).  In vitro ekspresyon çalışmaları 3’lü tekrarın varlığında 2’li tekrara 

kıyasla 2.6 kat daha fazla TS mRna ekspresyonu olduğunu ortaya koymuştur (105). KRK olan 

52 kişi üzerinde yapılan bir çalışmada da homozigot 3’lü tekrar taşıyan bireylerde homozigot 

2’li tekrar taşıyan bireylere kıyasla 3.6 kat, homozigot 3’lü tekrar taşıyıcılarının ise 

heterozigot taşıyıcılara kıyasla 1.7 kat daha fazla daha yüksek mRNA seviyeleri görüldüğü 

belirtilmiştir (108).  

Mandola et al 3’lü tekrarın ikinci tekrarının 12. nükleotitinde bir G>C değişimi 

tanımlamıştır (10). Bu baz transversiyonu USF E-kutusu konsensus elementinde kritik 

rezidünin değişimine sebep olarak USF-1 transkripsiyon faktörünün bağlanma bölgesini ve 

dolayısı ile transkripsiyonel aktivite artışını ortadan kaldırmaktadır. Ayrıca daha sonra TS 2R 

varyantının her iki tekrarının da 12.nükleotitinde sitozin nükleotitine de rastlanmıştır (152). 

Bu varyantında benzer transkripsiyonal etkiyi ortaya koyduğu gözlenmiştir (153). Bu varyantı 

taşıyan bireylerin USF-1 bağlanma bölgesinin yok olması durumu göz önüne alındığında en 

düşük transkripsiyonel aktiviteye sahip olması beklenmektedir (154).  

TS geninde yer alan bir diğer polimorfizm ise 3’UTR 1494. bç de yer alan 6bç’lik 

delesyondur. mRNA stabilitesini dolayısı ile proteine translasyon oranını azaltan bu varyant 

TS ekspresyonunu düşürmektedir. Homozigot 6bp delesyonu taşıyan hastaların homozigot 

6bp insersiyon taşıyan hastalara kıyasla 3 kat daha az TS mRNA eksprese ettiği gösterilmiştir. 

Heterezigot bireylerin ise ortalama ekspresyon seviyeleri göstermiştir (119). Son veriler 

delesyon alleli ve 5FU kemoterapisine daha düşük cevap verilmesi ile ilişkilendirilmiştir. 

Tüm TS varyantlarının tek başına ve ortak etkilerinin frekansları hem hasta hem 

kontrol gruplarında incelendiğinde diğer çalışmalarda (111)  da olduğu gibi benzer 

bulunmuştur (TSER tekrar sayısı X2: 0,895 , p:0,639; TS G>C değişimi X2: 12,946 , p:0,073; 

delesyon X2: 0,058 , p:0,971 ve ortak etki X2: 3,825 , p:0,148). Bu veriler TS varyantlarının 

kolon kanseri gelişiminde bir etkisi olmadığını göstermektedir. Ancak TSER genotipinin 5FU 

toksisitesi ve etkinliği üzerinde etkili olduğu üzerine bulgular literatürde bulunmaktadır (111).  

Marsh ve arkadaşlarının (155)  96 beyaz birey üzerinde gerçekleştirdiği çalışmasında 

2R/2R, 2R/3R ve 3R/3R frekansları sırası ile %19, 43 ve 38, bizim çalışmamızda ise hasta 

grubunda sırasıyla %16.3, 46.5 ve 37.2, hasta ve kontroller beraber ele alındığında ise %15.1, 

44.1 ve 40.9 olarak belirlenmiştir. Dolayısı ile Türk populasyonunun sıralı tekrar 

polimorfizmi açısından frekansının genel beyaz populasyonuna benzer olduğu görülmektedir.  
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TS G>C değişimi frekansları Kawakami ve arkadaşlarının (152) Asya populasyonu 

üzerinde gerçekleştirdiği çalışmada 2R/2R, 2R/3R, 2R/3C, 3G/3G, 3G/3C ve 3C/3C sırası ile 

% 3.4, 10.7, 16.2, 20.2, 34.1 ve 14.6 olarak belirlenmiştir. Marleen ve arkadaşlarının beyaz 

populasyon üzerinde gerçekleştirdiği çalışmada aynı sırada ile frekanslar %32, 21, 21, 10, 3 

ve 10 olarak belirlenmiş ayrıca 2C/2G varyantını da %3 olarak gözlemlenmiştir. Bizim 

çalışmamızda ise sadece hastalarda %4.7, 20.9, 26.7, 12.8, 18.6, 4, hasta ve kontrol beraber 

genel populasyonda % 13.4, 13.4, 32.3,14, 19.4, 5.4 olarak belirlenmiş ve kontrol grubunda 

%3 (3 kişi) sıklıkla 2C/2G varyantına ve %0.5 (1 kişi) sıklıkla 3C/2C varyantına rastlanmıştır. 

Türk populasyonunda genel beyaz ırka kıyasla daha fazla 2C varyantı varlığı dikkat 

çekmektedir.  

TSdel frekansları, Ulrich ve arkadaşlarının (12) beyaz populasyonda gerçekleştirdiği 

çalışmada ins/ins, ins/del ve del/del frekansları sırasıyla % 48,44 ve 7, bizim çalışmamızda ise 

hastalarda % 37.2, 46.5 ve 16.3 ve hasta ve kontrollerde beraber %29.6, 50.3 ve 20.4 olarak 

belirlenmiştir. Frekans farklılıkları ırklara yada örnek sayısına bağlı olarak değişkenlik 

göstermiş olabilir. 

TS varyantlarının tamamının ortak etkileri göz önüne alındığında yüksek, ortalama ve 

düşük TS ekspresyonu beklenen bireyler sırasıyla % 7.5, 62.4 ve 30.1 olarak belirlenmiştir. 

Toksisite ve genotip karşılaştırması yapıldığında muhtemelen toksisite görmüş ve 

görmemiş hastaların yetersiz sayıda olması nedeni ile anlamlı bir sonuca ulaşılamamıştır. 

Kombine etkiye bakıldığında düşük doz 5FU içeren FUFA rejiminde hiçbir hastada toksiste 

görülmemiştir. Ancak daha yüksek dozda 5FU içeren FOLFOX rejiiminde en yüksek toksisite 

düşük TS mRNA seviyelerine sahip grupta beklenirken, ortalama TS mRNA seviyeleri 

beklenen grupta görülmüştür. İrinotekan ve 5FU’nun beraber yer aldığı FOLFIRI ve SALTZ 

rejimlerini beraber ele aldığımızda ise orta ve düşük seviyede mRNA beklenen grupta benzer 

oranlarda toksisiteye rastlanmıştır. Bu durum beklenenden çok da uzak bir sonuç değildir. 

TSER sıralı tekrarlarında da tüm rejimler için ekspresyon seviyelerinin ortalama 

olduğu grupta toksisite en fazla oranda görülmüştür.  TSER G>C değişimi ve FOLFOX 

rejimine baktığımızda, 3C/3C, 3G/G ve 3G/2G genotiplerini taşıyan bireylerin tamamının 

toksisite görmüş olması dikkat çekmektedir. 3C/3C genotipinin 2G/2G gibi davranması 

beklenirken 2G/2G genotipi taşıyan bireylerin %66’sı toksisite görmüştür. TSdel 

varyantlarına geldiğimizde ise FOLFOX rejiminde del/del genotipini taşıyan bireylerin %90’ı 

toksisite görmüştür. Diğerleri açısından bu ins/ins için %72, ins/del için %75 oranındadır. 

Homozigot delesyon taşıyan bireylerde toksisitenin yüksek olması beklenen bir durumdur.  
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Varyantların ayrı ayrı ve ortak etkilerinin toksisite ilişkisi göz önüne alındığında 

ortaya çıkan farklılık bu varyantların toksisite oluşması üzerine tek başlarına 

değerlendirilmesinin sağlıklı olmadığını ve ayrıca elimizdeki farklı profillerdeki hastaların 

sayısının çok az olmasından dolayı sağlıklı istatistik analiz yapılamadığını göstermektedir. 

İrinotekan birçok farklı solid tümör tipi için kullanılan bir neoplastik ajandır (156). 

İrinotekan, karboksilesterazlar tarafından aktif metaboliti olan SN-38’e dönüştürülen bir ön-

ilaçtır. Antitümöral etkinliğini bir topoizomeraz I inhibitörü olarak göstermektedir (122). 

Endojen substratı bilirubin olan (139) hepatik UDP- glukuronosiltransferaz 1A1 (UGT1A1) 

aktif form olan SN-38’i daha polar bir form olan SN-38 glukuronid’e dönüştürüp inaktif hale 

getirerek safra ve idrar ile atılır hale getirmektedir (157) . Doz kısıtlayıcı toksisitesi yüksek 

oranda aktif metabolit formasyonu ile ilişkilendirilen 3. ve 4. seviye ishal ve nötropeni 

şeklinde ortaya çıkmaktadır (157).  

UGT1A1 ekspresyonu çok değişken olduğundan in vitro çalışmalarda SN-38 

glukuronidasyonu seviyelerinde bireyler arasında 17 ila 52 kat farklılık gösterebildiğini 

göstermiştir (132) (158) (159). İrinotekan cevabının da glukuronidasyon seviyeleri ile ilişkili 

olduğu düşünülmektedir.  

Homozigot UGT1A1 *28 allel taşıyıcılarında UGT1A1 aktivitesinde %70’e varan bir 

azalma gözlenmiştir (160) . 2000 yılında irinotekan ile tedavi edilmiş 118 ileri seviye KRK 

hastası üzerindeki ilk retrospektif çalışma yayımlanmıştır. Bu hastalardan 26’sı ciddi yan 

etkiler görmüştür. Tüm hastaların UGT1A1*28 profillendirilmesi gerçekleştirilmiş ve %15’te 

homozigot %31’inde heterozigot toksisite görmemiş grupta ise sırasıyla %3 ve %11 oranında 

UGT1A1*28 varyantına rastlanmıştır. Bu veriler, UGT1A1*28 allelinin toksisite için ciddi bir 

risk faktörü olduğunu göstermektedir (135). Ardından birçok farklı çalışma da, UGT1 geninin 

değişmiş irinotekan metabolizması ile ilişkili olduğu ve seviye 3-4 nötropeni ile ishalin 

oluşmasında etkili olduğu desteklenmiştir (161) (14) (162). UGT1A1*28 en sık Afrika 

populasyonunda (%45) ve en az da Asya populasyonlarında (%7-17) görülmektedir. 

Beyazlarda sıklılığı ise %22-39 olarak rapor edilmiştir (160) (163) (164). Bizim çalışmamızda 

ise 76/76, 76/78 ve 78/78 varyantlarının genel toplum frekansı sırasıyla %56,2, 30 ve 13,8 

olarak belirlenmiştir.  

Le Yi ve arkadaşları çalışmalarında TA7/7 (UGT1A1*28) varyantını taşıyan karaciğer 

örneklerinde TA6/6 ve TA 6/7 varyantlarına kıyasla ciddi oranda düşük UGT1A1 mRNA 

seviyeleri tespit etmişlerdir (p _ 0.01). -3156 A/A taşıyan karaciğer örneklerinde de -3156 

G/G ve -3156 G/A varyantlarına kıyasla aynı şekilde ciddi oranda düşük UGT1A1 mRNA 



 56 

seviyeleri tespit etmişlerdir (p _ 0.05). Buna ek olarak ortak etkilerini incelediklerinde ise 

sadece 7/7 ve A/A kombinasyonunda anlamlı bir mRNA düşüşü görmüşlerdir (165).  

Bizim çalışmamızda -3156 varyantına ait GG, GA ve AA genotipleri sırasıyla 

kadınlarda % 41.9, 41.9 ve 16.1 ve erkeklerde ise %34.5, 49.1 ve 16.4 oranlarında 

görülmüştür. UGT1A1 seviyelerinde ciddi düşüşe sebep olan AA varyantı incelendiğinde 

irinotekan ve 5FU içeren rejimlerde diğer varyantlara kıyasla daha yüksek toksisite olduğu 

görülmektedir. Sadece irinotekan içeren rejimlerde ise bu durumun aksine GG genotipi 

taşıyan bireylerde toksisite AA’ya kıyasla daha yüksek oranlarda saptanmıştır. Bu durumun 

örnek sayısının yetersizliğinden kaynaklandığı düşünülmektedir.  

Sonuç olarak, çalışmamızda incelenen varyantların ilgili ilaçların 

metabolizmalarındaki önemi birçok çalışmada gösterilmiştir. Bizim çalışmamızda anlamlı 

sonuçların elde edilememesinin, dağınık hasta ve toksisite profillerinden kaynaklı sağlıklı 

istatistik analizler için yeterli hasta sayısına ulaşılamamasından ileri geldiği düşünülmektedir. 

Çalışmamız hasta sayılarının arttırılması ile devam edecektir. 
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HAM VERİLER 

Crosstab 

   TSER 

Total    3R/3R 3R/2R 2R/2R 

Grup Kontrol Count 44 42 14 100 

% within Grup 44,0% 42,0% 14,0% 100,0% 

% within TSER 57,9% 51,2% 50,0% 53,8% 

% of Total 23,7% 22,6% 7,5% 53,8% 

Hasta Count 32 40 14 86 

% within Grup 37,2% 46,5% 16,3% 100,0% 

% within TSER 42,1% 48,8% 50,0% 46,2% 

% of Total 17,2% 21,5% 7,5% 46,2% 

Total Count 76 82 28 186 

% within Grup 40,9% 44,1% 15,1% 100,0% 

% within TSER 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 

% of Total 40,9% 44,1% 15,1% 100,0% 

 

Crosstab 

   TSDEL 

Total    İNS+6 iNS/ DEL +6/-6 DEL/DEL -6/-6 

Grup Kontrol Count 29 50 21 100 

% within Grup 29,0% 50,0% 21,0% 100,0% 

% within TSDEL 52,7% 53,8% 55,3% 53,8% 

% of Total 15,6% 26,9% 11,3% 53,8% 

Hasta Count 26 43 17 86 

% within Grup 30,2% 50,0% 19,8% 100,0% 

% within TSDEL 47,3% 46,2% 44,7% 46,2% 

% of Total 14,0% 23,1% 9,1% 46,2% 

Total Count 55 93 38 186 

% within Grup 29,6% 50,0% 20,4% 100,0% 

% within TSDEL 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 

% of Total 29,6% 50,0% 20,4% 100,0% 
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Crosstab 

   TScombined 

Total    High intermediate low 

Grup Kontrol Count 6 58 36 100 

% within Grup 6,0% 58,0% 36,0% 100,0% 

% within TScombined 42,9% 50,0% 64,3% 53,8% 

% of Total 3,2% 31,2% 19,4% 53,8% 

Hasta Count 8 58 20 86 

% within Grup 9,3% 67,4% 23,3% 100,0% 

% within TScombined 57,1% 50,0% 35,7% 46,2% 

% of Total 4,3% 31,2% 10,8% 46,2% 

Total Count 14 116 56 186 

% within Grup 7,5% 62,4% 30,1% 100,0% 

% within TScombined 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 

% of Total 7,5% 62,4% 30,1% 100,0% 

 

 

Crosstab 

   UGT1A128 

Total    76/76 76/78 78/78 

Grup Kontrol Count 4 1 0 5 

% within Grup 80,0% 20,0% ,0% 100,0% 

% within UGT1A128 14,8% 16,7% ,0% 13,5% 

% of Total 10,8% 2,7% ,0% 13,5% 

Hasta Count 23 5 4 32 

% within Grup 71,9% 15,6% 12,5% 100,0% 

% within UGT1A128 85,2% 83,3% 100,0% 86,5% 

% of Total 62,2% 13,5% 10,8% 86,5% 

Total Count 27 6 4 37 

% within Grup 73,0% 16,2% 10,8% 100,0% 

% within UGT1A128 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 

% of Total 73,0% 16,2% 10,8% 100,0% 
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Crosstab 

   UGT3156 

Total    G GA A 

Grup Kontrol Count 32 39 4 75 

% within Grup 42,7% 52,0% 5,3% 100,0% 

% within UGT3156 56,1% 70,9% 57,1% 63,0% 

% of Total 26,9% 32,8% 3,4% 63,0% 

Hasta Count 25 16 3 44 

% within Grup 56,8% 36,4% 6,8% 100,0% 

% within UGT3156 43,9% 29,1% 42,9% 37,0% 

% of Total 21,0% 13,4% 2,5% 37,0% 

Total Count 57 55 7 119 

% within Grup 47,9% 46,2% 5,9% 100,0% 

% within UGT3156 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 

% of Total 47,9% 46,2% 5,9% 100,0% 
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FORMLAR 

Protokol no          tarih 

Genel Bilgiler          

Ad Soyad: Cinsiyet: 

Yaş / Diyagnoz yaşı: 

 Boy/ Kilo:  

Meslek  

Eğitim:

Hasta hikayesi:  Soygeçmiş: 

Ailede bulunan tüm kanserler / Polip: 

 

 

Özgeçmiş: Kronik iltihabi bağırsak hastalığı: E ⃝ H⃝  Chron:  ülseratif colit: 

Diğer hastalıklar; 

 Polip:  

 Diyabet: 

 Obezite:  

   

Düzenli Asprin kullanımı: 

 Anemi:

Konstitüsyonel şikayetler: 

⃝ ishal  ⃝ ateş  ⃝ halsizlik ⃝ şişkinlik ⃝ kilo kaybı     

Belirtiler/ Şikayetler  

Dışkılama alışkanlığında değişiklik; 

Kabız  ⃝ ishal  ⃝ kabız/ishal değişiklik  ⃝ 

Dışkılama Sıklığı (önce/sonra): 

Bağırsak şikayetleri çekiyormuydunuz?   

Bağırsak tıkanması: 

Kanama;      Sümüksü akıntı (mukus);  

Tenezm (dışkılama duygusuna rağmen dışkılayamama/ Tam boşalamama duygusu):  

Dışkı çapında değişiklik:    

     

Karın ağrısı: 

 



Diyet (porsiyon /haftalık) 

Meyve tüketimi:  hiç ⃝   1-2⃝  3-4⃝  5 ve üzeri⃝   

 Sebze tüketimi:  hiç ⃝   1-2⃝  3-4⃝  5 ve üzeri⃝      

Et tüketimi: hergün ⃝ 5-6⃝  3-4⃝   1-2⃝  

 Porsiyon:   

 tavuk ağırlıklı⃝  ızgara ⃝   kırmızı et ağırlıklı⃝  ızgara ⃝ 

kızartma⃝     

 kızartma⃝ haşlama⃝     

 haşlama⃝ 

Yağ tüketimi:   kızartma ⃝  yemekte ⃝  katı yağ: 

          Sıvı yağ: 

          Zeytinyağı: 

Tahıl / Lifli besin tüketimi: (mısır, çavdar, pirinç, buğday)hiç ⃝   1-2⃝  3-4⃝ 5 ve 

üzeri⃝   

Baklagil (fasülye, bakla, nohut, mercimek, bezelye) hiç ⃝   1-2⃝  3-4⃝ 5 ve üzeri⃝   

 Kalsiyum tüketimi: 

Egzersiz 

Ortalama haftada kaç defa en az 20dk güçlü yada hafif bir egzersiz yaptınız?  

Öncesi  hiç ⃝ 1 yada 2  ⃝ 3 veya daha fazla  ⃝  

Son 6 ay hiç ⃝ 1 yada 2  ⃝ 3 veya daha fazla  ⃝ 

Ortalama haftada kaç defa spor/ egzersiz amaçlı yürüyüş yaptınız?  

Öncesi   Hiç ⃝ 1 ya da 2  ⃝ 3 veya daha fazla  ⃝ 

Son 6 ay hiç ⃝ 1 yada 2  ⃝ 3 veya daha fazla  ⃝ 

Çevresel faktörler 

Sigara:   Aktif ⃝ yıl:  paket: 

Pasif ⃝  yıl:  paket: 

Alkol:  

Kimyasallar: 

Çalışmanın amacı kemoterapiye verilen cevabın anlaşılması ve yan etkilerin öngörülmesidir.  

Çalışma ile ilgili bilgilendirildim. Çalışmaya gönüllü olarak katılmayı ve rutin testlerim için vermiş 

olduğum kan örneğimin kullanılmasını, bana hiçbir mali ve hukuki sorumluluk yüklememesi ve 

bilgilerimin gizli tutulması kaydıyla kabul ediyorum.  
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ETİK KURUL KARARI 
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ÖZGEÇMİŞ 

Kişisel Bilgiler 

Adı  Allison Pınar Soyadı  Eronat 

Doğ.Yeri  Richland/ Columbia/ ABD Doğ.Tar.  18.12.1988 

Uyruğu  TC/ ABD TC Kim No 13517473618 

Email allysoneronat@gmail.com Tel 05377965674 

Eğitim Düzeyi 

 Mezun Olduğu Kurumun Adı Mez. Yılı 

Doktora   

Yük.Lis.   

Lisans TC Haliç Üniversitesi 2009 

Lise  MEV Özel İzmir Avni Akyol Anadolu Lisesi 2005 

İş Deneyimi (Sondan geçmişe doğru sıralayın) 

 Görevi  Kurum   Süre (Yıl - Yıl) 

1.   - 

2.   - 

3.   - 

 

Yabancı 

Dilleri 

Okuduğunu 

Anlama* 
Konuşma* Yazma* 

KPDS/ÜDS 

Puanı 

(Diğer) 

                  Puanı 

İngilizce Çok iyi  Çok iyi  İyi   Toefl 92 

      

*Çok iyi, iyi, orta, zayıf olarak değerlendirin 

 

 Sayısal Eşit Ağırlık Sözel 

ALES Puanı  81,207   

(Diğer)                     Puanı    

Bilgisayar Bilgisi 

Program Kullanma becerisi 

Microsoft Office İyi 

SPSS Orta 

  

Yayınları/Tebligleri Sertifikaları/Ödülleri  

 

Özel İlgi Alanları (Hobileri):  

 


