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OZET

Eronat, A.P. (2012). Kolon kanseri hastalarinda UDP-glukuronosiltransferaz ve
Timidilat Sentaz fonksiyonel varyantlariin kemoterapi toksisitesi ile iliskisi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Kolon kanseri tedavisinde ilk sirada kullanilan Irinotekan ve 5-Florourasil
ilaglarinin metabolizmasinda etkili olan UGT1A1l ve Timidilat sentaz enzimlerinin
aktivitelerinde etkinlikleri birgok ¢alismada gosterilmis olan UGT1A1*28, UGT1AI -
3156 G>C, TSER, TSERG>C ve TSdel varyantlarinin farkli kemoterapi rejimleri dahil
edilerek kemoterapi toksisitesi ile iliskisi ayr1 ayri ve ortak olarak incelenmistir.
Calismaya dahil edilmis 86 hasta ve 100 kontroliin genotiplerinin belirlenmesinde PZR-
RFLP ve PAGE yontemleri kullanilmistir. Polimorfizmlere ait ayr1 ve ortak etkiler ki
kare testi ile istatistiksel olarak incelenmistir. Hasta toksisite ve genotip verilerinin
genis bir yelpazede ¢esitlilik gostermistir. Tiim polimorfizmler ve hasta grubu toksisite
sablonlar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0.005). Ancak hasta ve genel
toplum dagilimlart incelendiginde goriilen benzerlik bu varyantlarin kanser gelisiminde
bir rol oynamadigini isaret etmektedir. Calismamiz hasta grubunun genisletilmesi ile

devam edecektir.

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

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. 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. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Molecular Medicine. Master of Science thesis. istanbul 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, UGT1Al1 — 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: UGT1AL, irinotecan, TS, 5FU, pharmacogenetics

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 16802
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1. GIRIS VE AMAC

Her y1l diinya ¢apinda 1 milyon yeni kolorektal kanser (KRK) vakas1 bildirilmektedir.
Kolon kanseri diinyada en sik rastlanan 3. kanser tipi ve 4. kanser kaynakl1 6liim sebebidir
(1). KRK vakalarinin sadece %20’si ailesel bir alt yapiya sahiptir (2). Kimileri, herediter
nonpolipozis kolorektal kanser ve ailesel adenomatdz polipozis gibi iyi tanimlanmis bazi
sendromlarla iliskilendirilmistir. Risk faktorleri arasinda beslenme sekilleri, kronik
inflamatuar barsak hastaliklari, hareketsiz yasam bicimi, beslenme ve g¢evresel kaynakli
mutajenler yer almaktadir. Ornegin, inflamatuar barsak hastaligi bulunan kisilerin %20’den
fazlas1 hastalik baglangicindan 30 yil i¢inde kolon kanseri olmakta ve bu bireylerin de
%50’den fazlasit KRK sebebiyle yagamini yitirmektedir (3).

Son yillarinda, hasta tedavilerinde en cok iizerinde durulan konularin basinda “
bireysel tedavi” gelmektedir. Bireylerin ilaglara verdigi tepkileri ongérmeyi amaglayan
“farmakogenetik” biliminin de 6zellikle ilag sirketleri ve klinisyenler tarafindan her gecen giin
onemi artmaktadir.

Kanser tedavisi sirasinda, ciddi ilag toksisitesi ya da yan etkiler goriildiigii takdirde
ilag dozlar1 ve protokolleri degistirilmektedir. Doz kisitlayici ve hastaya ciddi zararlar
verebilecek bu yan etkilerin ¢esitleri ve ciddiyeti bireyler arasinda degisiklik gdstermektedir.
Kanser gelisimi ve tedavi siirecindeki bu bireysel farkliliklar cevresel etmenlerden ve genetik
varyasyonlardan kaynaklanmaktadir. Tedavi Oncesinde ve sirasinda bireylerin terapiye
verecekleri farkli cevaplarin ve toksik yan etkilerin 6ngoriilmesi ile hastalarin tedavilerinin
daha etkin ve hastaya minimum yan etki ile yapilmasi1 miimkiin olabilecektir. Tez projemizde,
bu sebeple, farmakogenetik varyasyonlar incelenmistir.

Bu baglamda kolon kanseri tedavisinde kullanilan ilaglardan S5FU ve irinotekan
metabolizmalarinda etkinliginin kritik 6neme sahip oldugu diisiliniilen iki gende arastirma
yapilmistir.  UDP-glukuronosiltransferaz (UGT) ve timidilat sentaz (TS) enzimlerinin
aktivitelerini degistiren varyasyonlarin, kemoterapi sirasinda devamlilik ve yan etki agisindan
ilag metabolizmasi lizerine etkileri incelenmistir.

KRK’de 5FU bazl tedavi %10-30 oraninda bir basar ile gergeklestirilmekte ve 5
yillik sag kalim adma %15 gelisme gostermektedir (4). Ancak tedaviden fayda saglayacak
bireylerin prospektif olarak 0Ongoriilmesi icin kanitlanmis herhangi bir mekanizma

bulunmamaktadir.
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SFU bazli kemoterapiye cevap veren TS —_-mRNA sevileri diisiik olan hastalarda sag
kalimlarin daha yiiksek oldugu gorilmistiir (5). Arastirmalarin sonucunda, TS aktivitesi
seviyelerinin SFU hassasiyetini ongorebilecegi diisiiniilmektedir (6). TS seviyelerinin yiliksek
olusu disiik sag kalim ile iliskilendirilmistir (7). TS seviyelerinin prognostik ve 6ngorii
acisindan onemli bir parametre oldugu diistiniilmektedir (8).

TS geninde 5’UTR enhancer boliimiinde 28bp’lik sirali tekrar bulunmaktadir. Tekrar
sayisinin artmast ile TS ekspresyonu ve aktivitesinin artmasi ile iligkili bulunurken; TS
ekspresyonunda azalma ise SFU cevabinda artisla iliskilendirilmistir (9). TSER*3 allelinin
ikinci tekrarmin 12. Niikleotidinde yer alan G>C degisimi de TS ekspresyonunda diisiise
sebep olmaktadir. C allelinin varlig1 transkripsiyon faktérii USF-1 baglanma bolgesini ortadan
kaldirmakta ve transkripsiyonal aktiviteyi 2 tekrar yapisina benzer kilmaktadir. Bu bulgu
sirali tekrarlarin tek basina degerlendirilmesinin yaniltict olacagin1 gostermekte, 3 tekrarda
ekspresyonun arttirilabilmesi i¢in USF-1 baglanma bdlgesinin (E-box) gerekliligini 6ne
stirmektedir (10). Son c¢alismalarda ise bu polimorfizmin 2 tekrarda da yer aldigim
gosterilmistir (11). Bu enzimle ilgili incelenecek diger varyasyon da, mRNA stabilitesini
diistiren, 3°’UTR de yer alan 6bp’lik bir delesyondur (12).

UGT1ALl, glukuronidasyon yolagindaki éneminden dolayr aday gen olarak secilmistir.
Incelenecek olan UGT1A1*28 varyasyonun promoter bdlgesinde (TATA box) fazladan bir
TA diniikleotidi bulunmaktadir (13). Bazi ¢alismalarda, bu varyant alleli tasiyan hastalarda
yliksek doz irinotekan alindiginda SN-38 glukuronidasyonunun azaldigi ve agir ishal ve
hematolojik toksisitenin arttigi gosterilmistir (14) (15) (16) (17) (18). Bu ¢alismalarin
sonugclari tizerine 2005°te FDA (Food and Drug Administration), irinotekan’in prospektiisiine
UGT1A1*28 alleli tasiyan hastalarin yiiksek ndtropeni riskine sahip oldugunu ve daha diisiik
dozlarla tedaviye baglanmasi gerektigini eklemistir (19).

Ayrica, UGT1A1 promoter bolgesinde yer alan -3156 G>A genotipinin TA in/del
genotipi i¢indeki dagilimi, TA in/del genotipinden bagimsiz olarak, -3156G alleline sahip
olanlarda UGT1AL seviyesinin belirteci olarak kanitlanmis total bilirubin diizeyinin, daha
diisiik seviyelerde oldugu bildirilmistir (20) (21) (22). Innocenti ve ark. calismalarinda -
3156G>A varyantinin UGT1A1 seviyesi lizerine TA in/delinden daha gegerli bir belirteg
olabilecegini one siirmiislerdir (14).

Tez caligmamizda, kolon kanseri hastalarinda bireysel tedavilere bir adim daha yaklagmak
amaciyla faydali olabilecek genetik varyasyonlar incelenmistir. Elde ettigimiz bulgularla
kolon kanseri hastalarinda ilag toksisitelerinden kaynakli mortalite ve morbidite oranlarinin

diistiriilmesinde yardimer yeni tetkiklerin kullanima girmesi de amaglanmaktadir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolonun Yapisi ve Gorevi

Gastrointestinal sistem, oral bosluktan anal sfinkter arasinda uzanan, ortalama 5-6
metre uzunlugunda i¢i bos bir tiip seklindedir. Farkli fonksiyonlar1 bulunan bir seri organa
ayrilan, karaciger ve pankreas ile birlesen sindirim sistemidir. Bu organlar, 6zefagus, mide,

ince bagirsak, kalin bagirsak ve anal sfinkterdir.

Gastrointestinal sistem, uzunlugu boyunca benzer bir yapiya sahiptir. En igteki
epitelyum, subepitelyal lamina propria ve iki kas tabakasi; i¢ ve dis halkasal longitudinal
tabaka ve arasinda yer alan kaslarin intrinsik ndral kontrol sistemi olan myenterik plexus’tan
olusur. Bu tanimlama biiyiik oranda ince barsag: tarif etse de kolon sadece kas yapisi ile ince
bagirsaktan farklilik gostermektedir. I¢ halkasal tabaka benzerdir ancak dis longitudinal
tabaka 3 solucan benzeri yapiya ayrilmaktadir (tenia coli). Kolonun yakin ucu ¢ekumdan
solucan bi¢imli apandiks uzanir. Cikan (ascending) ve inen (descending) kolon karin zarmin
ardindadir, bunun yaninda transvers ve sigmoid kolon barsaklari karin duvarina baglagan
mesanter zar iizerinde hareket etmektedir. Buradan pelvik ylizey iizerinde devam eden

rektuma uzanmaktadir (Sekil2-1) (Sekil 2-2).

Sekil 2-1 Kolonun yapisi
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Sekil 2-2 Kolon i¢ yapis1

Kolonun gorevi ince barsaktan gelen atiklardan (kimus) su ve elektrolitlerin geri
emilimini saglamaktir. Ayrica, lumen boyunca emilmemis, karbohidrat kaynakli kalorilerin
emilimini de burada gergeklestirilmektedir. Ince barsakta tamamen emilemeden kolona
iletilen karbohidratlar, lumende yer alan anaerobik bakteriler tarafindan ikincil enerji kaynagi
olusturmak iizere kisa zincir yag asitlerine fermente edilir. Kolon bunlarin yaninda barsak
igerikleri i¢in depo gorevi gormektedir (1. Depo: ¢ekum ve ¢ikan kolon, 2. Depo: rektum).

Kolon bakterileri tarafindan sentezlenen vitaminler de kismen burada emilirler (23).

2.2. Kolon Kanseri

Kolon kanseri bir¢ok vakada dogustan gelen ya da sonradan edinilmis adenomanin
karsinomaya transformasyonu ile ger¢eklesmektedir. Baz1 vakalar ise polipozis sendromlari
ile iligkilendirilmistir. Sol tarafli tiimorlerin tipik sunumu barsak aligkanliklarinda degisim,

tikanma veya belirgin kanama, sag tarafli tiimorlerin ise demir eksikligi anemisidir.

Dukes’ siniflandirilmasina gore, A (I); barsak duvar ile sinirlidir, B (IT); tiim duvar
kalinlig1 boyunca yayilmis ve serosaya dogru ilerlemistir, C (III); lenf nodiillerine yayilmustir,
D (IV); genellikle karaciger olmak iizere uzak metastaz gergeklesmistir. (Sekil 2-3) Cerrahi

miidahale ve adjuvant fluorourasil yada fluoroprimidin uygulamasi birincil tedavidir ve
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Dukes’ D haricindeki asamalarda da olduk¢a gecerlidir. Fluoroprimidin’in, oxaliplatin ve
irinotekan ile kombinasyonu ileri seviyedeki hastalarin sag kalim oranlarini iyilestirmektedir.
Kolonik stent uygulamasi barsak tikanmasi olgularinda etkili bir tekniktir. Bes yillik sag
kalim oran1 Dukes’ A seviyesinde %83 iken Dukes’ D seviyesinde %3’e kadar gerilemektedir

(24).

Kolorektal kanserler kolonun herhangi bir bolgesinde meydana gelebilir ancak en sik

rektum, sigmoid kolon ve ¢gekumda goriilmektedir.

Diger organlara yayilimi

Sekil 2-3 Dukes siniflandirmasi

2.2.1. Kolon Kanseri Genetigi

Kolorektal kanser (KRK) ard arda gelisen olaylar dizisi sonucu gelismektedir. Normal
epitel ya da kok hiicrelerde meydana gelen ilk mutasyonlar rastgele ve diisiik oranlarda
gerceklesmektedir. Volgestein ve arkadaglart adenokarsinoma yolagimi APC/B-catenin,
KRAS/BRAF, TGF-B, PIK3CA ve TP53 mutasyonlari ile agiklamiglardir (25). Ancak tim
kanserlerin gelisim mekanizmasi bu mutasyonlarla agiklanamaz, %50den fazlas1 yabanil-tip
RAS ve %?20den fazlasi yabanil-tip p53’G korumaktadir. Benzer olarak, RAS ve
fosfatidilinosol 3- kinaz yolaklarin1 hedefleyen ajanlara timor cevabi sadece yabanil-tip RAS

tastyan bireylerde etkili olmaktadir (24).

2.2.2. Epidemiyoloji
Her yil diinya ¢apinda 1 milyon yeni kolorektal kanser vakasi bildirilmektedir. Kolon

kanseri diinya ¢apinda en sik rastlanan 3. kanser tipi ve 4. kanser kaynakli 6liim sebebidir (1).
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Globocan 2008 verilerine gore, KRK Tiirkiye’de her iki cinsiyet birlikte ele alindiginda tiim

kanserler arasinda 4. sirada yer almaktadir. Erkeklerde 5. Sirada ve kadinlarda da 2. siradadir.

Tiim diinyada tilkeler aras1 goriilme siklig1 sekilde gosterilmistir (26).

Dunya Saghk Orgutu

AvustralyaYeni Zelanda
Bau Aviupa
Guney Aviupa

Geligmis bolgeler

Kuzey Amerika
Kuzey Aviupa

Merkez ve Dogu Aviupa
Mikronezya
Dogu Asya
DUNYA
Guney Afrika
Karayip
Guiney Dogu Asya
Guney Amerika
Bat Asya

Polinezya

Az geligmis bolgeler

Melanezya

Merkez Amerika
Kuzey Afiika

Dogu Afiika
Bat Afrika
Guney Merkez Afrika
Orta Afrika

Erkek Kadin

60

(kirmizi insidans, mavi mortalite)

Sekil 2-4 Diinyada kolon kanseri goriilme sikhiklari
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Diger %5

R

Eesme e
Avrupa % 36 |

Kuzey Amerika %19

Afrika %2
Avustralya %2

Sekil 2-5 Diinyada Kolon kanseri goriilme oranlari

2.2.3. Risk Faktorleri
Kolon kanseri risk faktorleri arasinda ileri yas, alkol ve sigara kullanimi, obezite,

hareketsiz yasam tarzi, aile hikayesi, inflamasyon ve beslenme tarzi yer almaktadir.

2.2.3.1. Aile Hikayesi

55 yasin altinda KRK tanisi konulan en az bir birinci derece akraba veya ayni taraftan
iki birinci yada ikinci derece herhangi bir yagta KRK tanist konulan akraba sahibi olmak riski
arttirmaktadir (27).

2.2.3.2. Beslenme

KRK i¢in diisiik riskli olarak tanimlanan toplumlarda KRK insidansindaki hizli artig
(28), yiiksek insidans ve diisiik insidans goriilen bolgelerdeki goriilme sikliginin 20 kat fark
etmesi (29) ve insidans motifleri arasinda farklilik gozlenmesi (30) iizerine beslenmeye ait
cevresel faktorlerin (31) (32) KRK etiyolojisinde artisa sebep oldugunu diisiindiirmektedir.

Kirmizi et ya da hayvansal yag agirlikli, diisiik meyve ve sebze tiikketiminin malinite
riskini arttirdig1 gosterilmistir (28) (33).

Bu konuda bir¢cok c¢alisma yapilmistir. Bu calismalarin en biiyii§ii ve en yakin
zamanda gergeklestirilmis olan1 (136.089 ABD vatandas1 saglik profesyonelleri 16 yil
(kadinlar) ya da 10 yi1l (erkekler) boyunca takip edilmistir) meyve ve sebze tiiketimi ve KRK
riski arasinda bir iliski bulamamustir (28).

Onii¢ ¢alismanin meta analizinin sonuglar, lif tiiketiminin arttirilmasinin KRK riskini

diistirdigiinii  gostermistir  (34). Ancak prospektif kohort ¢alismalart bu bulgular
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desteklememektedir (35) (36) (37) (38). Hepsine ragmen, hayvan deneylerinden elde edilen
kanitlar ve baz1 klinik ¢aligmalar tahillarin (39) (40) (41) (42) o6zellikle de lif, fitik asit, gesitli
fenolik bilesikler, ligninler ve flavanoidler iceren bugday kepeginin KRK riskini diistirdigii
diistintilmektedir (39). Tahul lifleri ayrica karsinojenleri baglayabilmekrte ve glikemik indeksi
degistirebilmektedir (39). Yiiksek glikemik indeksi bulunan besinlerin tiiketiminin artmis
insiilin, glukoz yada trigliseridlerin timor-promotor etkilerinin KRK’ya sebep olacagi hipotez

edilmistir (43).

2.2.3.3. Inflamasyon
Kronik inflamatuar bagirsak hastaligi (Ulseratif kolit ve Crohn’s hastaligi) bulunan
kisilerin %20den fazlasi hastalik baslangicindan 30 yil i¢inde kolon kanseri olmakta ve bu

bireylerin de %50den fazlasi KRK sebebiyle yasamini yitirmektedir (3)

2.2.3.4. Egzersiz, Obezite ve Diyabet

KRK i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilen batililasmis hayat tarzinda iligkili
faktorlerin  fiziksel inaktivite ve obezite oldugu oOne siiriilmektedir. Elliden fazla
epidemiyolojik ¢alismada KRK insidansi ve fiziksel aktivite arasindaki iliski incelenmis ve
fiziksel aktivitenin koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (44). Ayrica KRK ig¢in diizenli
fiziksel aktivitenin riski %40-50 oraninda disiiriirken obezitenin riski arttirdigi yoniinde
bulgu mevcuttur (44) (45) (46).

Merkezi adipozitenin onemi kadinlara kiyasla erkeklerde oldukca 6ne g¢ikmaktadir
(46). Fiziksel inaktivite ve obezitenin KRK riskini nasil arttirdigi yoniindeki muhtemel
mekanizmalar, prostaglandin seviyeleri/ oranlari, insiilin benzeri biiyiime faktdrleri,
hiperinsiilinemi, steroid seks hormonlar1 ve immiin sistem tizerindeki etkileri ve fiziksel
inaktivite i¢in de barsak gecis zamanlarinda azalma yoniindedir ancak heniiz yayimlanan
bulgu bulunmamaktadir (44) (47) (48) (49) .

Bir¢ok calisma (33) (50) (51) viicut kitle endeksi (BMI) ve KRK riski arasinda
ozellikle erkeklerde bir iliskinin var oldugunu gostermistir. Daha ileri veriler adipoz doku
dagilimmin BMI ve KRK arasindaki iliskide 6nemli bir faktor olabilecegini one siirmektedir
(52). Otuzbirbini askin Saglik ¢alisanlarinin takipli kohort ¢alismasinda, i¢ abdominal yag
yada i¢ organ adipoz dokusunun (VAT) Ol¢iisii olarak, bel/ kal¢a 6l¢iim oranlart KRK
gelisimi ile iliskili gosterilmistir (38). VAT seviyeleri hiperinsiilinemi (diyabet) (53) (54)
(55), insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktori ile iliskilendirilmis ve kolon mukozasi ile
kolon karsinoma hiicre hatlari i¢in mitojenik oldugu belirtilmistir (56) (57) (58) . Bu bulgular

KRK patogenezi i¢in bir insiilin hipotezi olusturulmasina sebep olmustur (56).
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2.2.3.5. Diizenli NSAIT kullanim

Aspirin gibi steroid olmayan anti inflamatuar (NSAII) ilaglarin, kemirgenlerde
kimyasal yollarla indiiklenmis kolon tlimdrlerinin biiyiimelerini inhibe ettigi bir¢ok calismada
gosterilmistir (59) (60) (61) (62) (63). Mekanizma tam olarak bilinmese de hiicre
proliferasyonunun baskilanmasi yada immiin cevabin stimulasyonunun prostaglandin
sentezinin inhibisyonu ile saglanmasini igeriyor oldugu diisiiniilmektedir. NSAi’lerin diizenli
kullannominin (en az 3 ay boyunca haftada en az 4 giin) herhangi bir kanser gelisimi riskini

%50 diistirdiigli gosterilmistir (64) (65).

2.3. Faz I Reaksiyonlari
Ksenobiyotikler viicuda girdiklerinde ilk olarak biyotransformasyon mekanizmasinin

Faz | tepkimelerine maruz kalirlar.

Faz I tepkimeleri, ana bilesige ya islevsel bir grup ekler ya da ana bilesikteki islevsel
bir grubu maskeler. Faz I tepkimelerinde oksidasyon (sitokrom P450 enzimleri tarafindan),

rediiksiyon ve hidroliz tepkimeleri gerceklesir. Faz I tepkimelerinde ¢ogunlukla sitokrom

(CYP) P450 enzimi sorumludur.

2.4. Faz Il Reaksiyonlar:

Faz II enzimlerinin iginde, N asetil transferaz (NAT), Glutatyon S-transferaz (GST),
Sulfotransferaz (SULT) ve UDP Glukuronosiltransferaz (UGT) enzimleri yer almaktadir. Bu
enzimler ekzojen veya endojen kaynakli bilesiklerin konjugasyonundan sorumludur. Faz I
enzimleri tarafindan oksitlenen metabolitlerin inaktive ve suda ¢oziinebilir hale getirilmesini
saglarlar. Inaktive ve suda ¢dziinebilir hale gelmis bu ksenobiyotikler ise idrar veya safra
yoluyla atilirlar (66) (67).

2.5. Farmakogenetik

Farmakogenetik terimi, genetik polimorfizlerle ila¢ cevabi arasindaki iligkiyi arastiran
bilim dali olarak 1959’da Vogel tarafindan tanimlanmistir (68). llag cevabinin
kalitilabildiginin ilk kanit1 ise, Alving ve arkadaslarin’nin 1956°da anti-malarial (primaquine,
sulfonamid) ila¢ tedavileri sirasinda, glukoz- 6 — dehidrogenaz enzimatik defektlerinden
kaynakli hemoliz gerceklestigini gdzlemlemeleri olmustur (69). ilk molekiiler defekt ise
karacigerde CYP2D6 eksikligine bagli olarak debrisoquine’nin zayif metabolize edilmesi
(Beyazlarda sikligi %8) olarak belirtilmistir (70). Farmakogenetik testleri ile ilaglarin
aktivasyon ve detoksifikasyon seviyeleri oOngoriilebilmektedir. Farmakogenetik bilgiler

1s181nda hastalara doz ayarlamalarinda bireysel tedaviye yonelik adimlar atilabilmektedir.
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2.6. Kolon Kanseri Kemoterapisi

Son 30 wyildir 5Florourasil (5FU) ile kolon kanseri tedavisi gergeklestirilmektedir.
Ancak son yillarda oxaliplatin ve irinotekan gibi yeni ilaglar gelistirilmistir. Her iki ilag da
kendi baglarina etki gésterme ve ¢apraz direng gostermeme Ozellikleri ile kombine tedavilerde
kullanilmaya baglanmislardir. Bugiin kolon kanseri tedavisinde SFU ve irinotekanin kombine

uygulamasi ilk secenek olarak kullanilmaktadir.

2.6.1. 5-Florourasil

Florourasil (5FU), hem palyatif (71) hem de adjuvan (72) KRK tedavilerinde tiim
kemoteropatik kombinasyonlarin temel komponentidir. 5FU genis bir yelpazede kullanilan bir
antimetabolik ilagtir. Ancak terapiye cevap ve tolerans acisindan bireyin kendinde ve bireyler
arasinda ciddi cesitlilik goriilmektedir. SFU tedavisinde fayda saglayabilecek bireylerin
ongoriilmesi kanitlanmis bir mekanizma bulunmamaktadir. Bu ¢esitlilik hasta yada tiimor
kaynakli, genetik yada genetik dis1 sebeplerden kaynaklanabilmektedir. ilag metabolizmasi ve
diizenlenmesini, yas, organ fonksiyonu, ¢oklu tedaviler ve hatta bireyin sirkadyen ritminden
etkilenebilirken, genetik degiskenler ilag farmakokinetigi ve farmakodinamigi tizerinde %20-
95 oraninda etkili oldugu rapor edilmistir (73) (74) (75). 1200 {izerinde hasta {istiinde yapilan
arastirmada SFU tedavisi gOren hastalarin %30°’dan fazlasi1 ila¢ kaynakli toksisite ile
karsilagsmaktadir (76).

SFU ana mekanizmasi, aktif metaboliti fluorodeoksiiiridin (FAUTP) araciligiyla, TS ve
MTHEFR ile beraber inaktif {iclii kompleksin olusmasina sebep olan timidilat sentaz (TS)
inhibisyonunu saglamaktir (77). Intraseliler MTHFR seviyeleri bu f{iclii kompleksin
stabilizasyonu i¢in onemlidir (78). Buna ek olarak 5FU aktivitesinin bir belirteci de
inaktivasyonundan sorumlu olan enzim dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD)’dir (79).

SFU metaboliti FAUTP’nin DNA sentezine katilmasi ile hatali kodlamaya ve sonug
olarak hiicre 6liimiine sebep olmaktadir. 5-florodeoksiribosil kalintilar1 urasil-DNA glikosilaz
(UDG) ile DNA’dan kesilip uzaklastirilabilir, boylece tek zincir kirilmalari ortaya g¢ikar(80).
5FU, DNA sentezine etki ettiginden hiicre dongiisiiniin S fazina 6zgii bir ilagtir (81).

2.6.1.1. Dihidropirimidin Dehidrogenaz

Dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD), pirimidin katabolizmasi {izerinde etkili bas ve
seviye kisitlayic1 enzimdir. Homodimerik protein, urasil ve timinin NADPH bagimli olarak
indirgenmesini katalizler ve fluoropirimidin bazli antikanser ilaglarin farmakokinetigi tizerine

kritik rol oynar. SFU standart dozlarinin %80-85’1 DPD tarafindan inaktif bilesiklerine hizlica
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degrade edilir. Degredasyonu da 24 saat i¢inde a-fluoro-B-alanin olarak atilimi takip eder (82)
(83) (84).

Ciddi yada olimciil toksik etki goriilen SFU hastalarin periferal kan mononiikleer
hiicrelerinde (PBMC), DPD seviyelerinin diisiik oldugu yada tespit edilemedigi bildirilmistir.
(85) (86) (87). Artan DPD aktivitesi ve iliskili SFU katabolizmasi, 5FU rezistansina sebep
olurken, azalan DPD aktivitesi ila¢ seviyesinin artigini1 saglarken toksisiteye sebep olmaktadir
(88) (89) (90). DPD proteinini kodlayan DPYD genine ait varyantlar enzim aktivitesi ile
iliskilendirilmistir (Sekil2-6).
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Sekil 2-6 SFU mekanizmasin DPD’nin yeri

2.6.1.2. Timidilat Sentaz

TS, pirimidin “denovo” deoksiniikleotid sentezinde seviye- kisitlayict bir enzim
oldugundan kemoterapotik miidahalelerde miikemmel bir hedeftir. Deoksiuridin — 5°-
monofosfat (dUMP)‘nin, deoksitimidin -5’- monofosfat (dTMP)‘ye metilasyonunu
katalizlemektedir. Bu reaksiyon, dTMP sentezinin ve dolayisi ile ardindan gelecek olan DNA
sentezinin tek denovo sentez seklidir. dTMP ayn1 zamanda timidinin, sitozolik bir enzim olan
timidin kinaz 1 ya da mitokondrial timidin kinaz 2 tarafindan dTMP’e doniistiiriiliip
kurtarilmasi ile de sentezlenebilir (91).

TS inhibisyonu, dTMP, bunu takiben 2’-deoksitimidin-5’ (dTTP) tiiketimine ve
dolayli olarak dUMP birikimine neden olur. Bu durum, DNA’nin normal substrati olan dTTP
yoklugundan kaynakli 2’-deoksiiiridin-5" in DNA’ya katilmasiyla sonuglanir (92).
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Ortamda serbest bulunan FU molekiilleri ayrica RNA sentezine katilarak hatalit RNA
sentezine sebep olur ve hiicre 6liimii gergeklesir. Sonu¢ olarak hem DNA hem RNA hasari

gerceklestirilmis olur (Sekil2-7).

Artmis TS
Ekspresyonu
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o 1
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Sekil 2-7 SFU mekanizmasinda TS’ nin yeri

Son yillarda yapilan arastirmalarda floroprimidin verilen hiicre kiiltlirlerinde TS
proteininde artis gdzlenmistir. Ayn1 zamanda kolon kanseri tedavilerinde en sik kullanilan
SFU verildiginde gozlenen indiiklenme bu sitotoksik etkiden kagma ve floroprimidinlere karsi
rezistans i¢in gegerli bir mekanizma olabilir (6).

Yapilan ¢alismalarda, hasta raporlarinda TS inhibisyonu ve SFU ‘ya cevap arasinda
bir iliski goriilmiistir. FAUMP ve dUMP diizeylerinin (TS inhibisyonu o6lgiitii olarak)
gastrointestinal ve meme kanserli SFU ‘ya cevap veren hastalarda vermeyenlere kiyasla daha
yiiksek oranla oldugu belirtilmistir (93).

SFU bazli kemoterapiye cevap veren TS —mRNA sevileri diisiik olan hastalarda
hayatta kalimlarin da daha yiiksek oldugu gorilmistiir (5). Arastirmalarin sonucunda TS
seviyeleri SFU sensitivitesini ongorebilecegi ileri siiriilmiistiir (6). TS seviyelerinin yiiksek
olusu diisiik sag kalim ile bagdastirilmistir (7). TS seviyelerinin prognostik ve o6ngorii

acisindan gecerli parametreler oldugu diisiiniilmektedir (8).

2.6.1.3. Timidilat Sentaz Farmakogenetigi
TS asir1 ekspresyonunun SFU bazli tedavilerde direng gelismesine sebep olarak tedavi

basarisini diislirdiigii hem invitro (94) hem invivo (95) (5) deneylerle gosterilmistir. Ayrica
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yiiksek TS ekspresyonun meme (8), mide (96) ve kolorektal kanserlerde (97) (98) (99) kotii
prognoz ile iliskilendirilmistir.

TS farmakogenetiginde etkinligi gdsterilmis olan polimorfizmler, TSER (thymidilate
synthase enhancer region ) sirali tekrari, TSER*3 G>C degisimi ve 3’UTR 6bp delesyonudur
(Sekil 2-8).

5'UTR TYMS geni 3'UTR
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B 5"-CCGCGCCACT CCTGCCTCCGTCCCG-3" C

2™ repeat of TSER*Z

Sekil 2-8 TS fonksiyonel varyantlari lokalizasyonu

2.6.1.4. TSER siral tekrar polimorfizmi

TS proteinin kendi mRNA translasyonunu negatif yonde otoregule etmek iizere bir
RNA baglanma proteini olarak hareket ettigi gosterilmistir (100) (101) (102) . In vitro
caligmalar TS enziminin kendi 5’UTR (5’ untranslated region- transle olmayan bdlge)
bolgesinde yer alan ve bir sirali tekrar dizisi ve baglama kodonu igeren sap- ilmik (stem- loop)
yapisina baglanmaktadir (100). Bu bolgenin negatif regulator olarak gorevi, baslangi¢c kodonu
ve tiim sirali tekrar dizisine ait delesyon caligmalar1 ile TS mRNA’smin artan translasyonel

etkinligi gosterilerek de desteklenmistir (103) (104).(Sekil2-9)
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Sekil 2-9 TS siral tekrar dizisi konformasyonel etkisi

1995 yilinda Horie et al TS geni 5S’UTR bdlgesinin sirali tekrar bolgesinde bir
polimorfizm tamimlamustir (9). Bireyler polimorfizmi, 2 tekrar, 3 tekrar yada heterozigot
olarak tasiyabilmektedir. Bu sirali tekrar dizisi, TS promoter bolgesine bir enhancer gibi
davranan 28 bp’lik tekrarlar igerir. In vitro ¢alismalar, tekrar sayisinin artmasinin TS gen
ekspresyonununda (9) (105) ve TS gen aktivitesinde (106) artis ile sonuglandigi gosterilmistir.
In vitro ekspresyon caligmalari, 3°1i tekrar varliginin (TSER*3 veya 3R) 2’li tekrar (TSER*2
veya 2R) varligina kiyasla 2,6 kat daha fazla mRNA ekspresyonuna sebep oldugunu
gostermistir (105). Sonraki in vivo ¢alismalar da insan gastrointestinal tiimorlerinde TSER*3
varliginda TSER*2’ye kiyasla ciddi oranda daha fazla TS mRNA ve protein seviyelerinin
varhigini gostermistir (107) (108).

Bolgenin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda, bu enhancer bdlgesine bilinen higbir transkripsiyon faktoriiniin baglanmadig:
belirtilmistir  (104). Ancak, genin ATG baslangic bodlgesi ¢evresinde sap- ilmik
formasyonunun olusmasi (103) (109) ve trankripsiyonun baslamasi igin tekrar dizisinin ilk
tekrar1 bulunmalidir (104). Enhancer bolgesinin Oniine yerlestirilecek bir tekrarin enhancer
davranisinda 6nemli bir sekonder yapi gorevine sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (109)
(110). Esansiyel promoter dizisi baslangi¢ bolgesinin Oniinde -242 ile -148. niikleotitler
arasinda yer almaktadir (109).

TSER allellerinin frekans1 KRK hastalar1 ve genel populasyonda ayrica tiimdr ve gevre
dokularinda benzer olmasi tiimor gelisiminde etkili olmadigin1 gostermektedir. Ancak TSER
genotipinin 5FU toksisitesi ve etkinligi tizerinde etkili oldugu tizerine bulgular bulunmaktadir
(111).

SFU kemoterapisi goren 50 metastatik KRK hastas1 iizerinde yapilan c¢alismada,
TSER*2/TSER3 genotipi tasiyan hastalara kiyasla TSER*2/TSER*2 genotipi tasiyan
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hastalarda %35 daha fazla, TSER*3/TSER*3 genotipi tagiyan hastalara kiyasla ise %41 daha
yiiksek tedavi cevabi gozlenmistir (33).

TSER*3 Asyali populasyonlarinda diger populasyonlara kiyasla >%80 cok daha
yiiksek oranda goriilmektedir (9) (112) (113) (114) (115).

2.6.1.5. TSER siral tekrarlar1 G>C degisimi

TSER bolgesinde bir polimorfizm tanimlanmistir. Bu polimorfizm, TSER*3 allelinin
3. tekrarmin 12. niikletotitinde yeralan G>C degisimidir (10). Sirali tekrar dizilerinde
ekspresyon artisina sebep olan USF-1 transkripsiyon faktorii baglanma dizileri yer almaktadir.
C allelinin varligt USF-1’in baglanma bolgesini ortadan kaldirmaktadir. USF E-box
konsensus elementi (CACTTG) TSER*2 genotipinin ilk tekrarinda ve TSER*3 genotipinin
ilk iki tekrarinda yer almakta ancak her iki genotipte de son tekrarda bulunmamaktadir. Her
iki genotipinde de son tekrarinin USP baglanma bdlgesi olan 12. Niikleotitinde yer alan C
niikleotiti USP baglanmasi i¢in kritik 6neme sahiptir (116).

Dolayisi ile 3. tekrar ile ortaya ¢ikan yeni USF-1 baglanma bdlgesinin ekspresyonu
arttirma etkisi bu polimorfizmin varliginda transkripsiyonel aktivitenin 2 li tekrar yapisi ile
benzer kilmaktadir. Bu bulgu sirali tekrarlarin tek basma degerlendirilmesinin yaniltict
olacagin1 gostermekte, 3 tekrarda ekspresyonun arttirilabilmesi igin USF-1 baglanma

bolgesinin (E-box) gerekliligini 6ne stirmektedir (10) (Sekil 2-10).

USF
F-Kutusu
¥ *
R i b e .|CCGCGCE5£I,T_EGECTGCCT CCGTCCCGICCGEGCEACTT::GCCTGCCTCCGTCCCC
* * *
3R CCGCGCLACTIGEOCTGCCTCOGTCOCGOCGCGE GGCCTGCCTCCGTCOCG|CCGCGCCACTTGCCTGCCTCCGTCCCC
USF USF N\SnP
E-Kutusu E-Kutusu €

Sekil 2-10 TS sirali tekrar G>C degisimi lokalizasyonu, USF baglanma bélgesi iliskisi

Gusella ve arkadaslarimin, 100 KRK hastasinda yaptiklar1 arastirmada, TS
polimorfizmlerinin elektroforetik analizi sirasinda, 3 hastada beklenmedik bir 113bp’lik bant
gozlenmistir. Yapilan dizilemenin ardindan ise 21i tekrar varyantinda da 12. niikletitinde G>C
degisiminin varlig1 gosterilmistir. Bu allel varyantt (TSER*2C veya 2RC) daha 6nce higbir
caligmada tanimlanmamustir. Her 3 hasta da 2RC varyantini heterezigot tasimakta ve evre 2-3

kemoterapi baglantili toksisite yasamiglardir (11) .
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Tekrar sayis1 ve 3R G>C degisimi beraber ele alindiginda, homozigot 3RG/3RG
genotipi tagityan KRK hastalarinda, 2R/2R, 2R/3RC yada 3RC/3RC genotipi tasiyanlara
kiyasla ciddi oranda yiiksek TS ekspresyonu gosterilmistir (117) (118). Diisiik ekspresyon
gOsteren genotipi tasiyan hastalarin SFU bazli tedaviye ciddi oranlarda daha fazla cevap ve

tedavi sonrasi yiiksek sag kalim orani1 gostermislerdir (118) (107).

2.6.1.6. 3°UTR 6bg delesyonu (TSdel)

TS geninde yer alan ti¢lincii bir polimorfizm de 3’UTR bdélgesinde, stop kodonun 447
niikleotit sonrasinda yer alan 6 bp’lik delesyondur. Bu polimorfizm, beyazlarin %27- 29’unda
goriilmektedir (12) (119) . Bir mRNA’nin 3’ ucu kodlanmamaktadir ancak mRNA
stabilitesini belirleyen diziler igermektedir (12). Homozigot 6bp delesyonu tasiyan hastalarin
homozigot 6bp insersiyon tasiyan hastalara kiyasla 3 kat daha az TS mRNA eksprese ettigi
gosterilmistir. Heterezigot bireylerin ise ortalama ekspresyon seviyeleri gozlenmistir (119).
Son veriler delesyon alleli ve S5FU kemoterapisine daha diisik cevap verilmesi ile

iliskilendirilmistir (120)

2.6.2. Irinotekan

[rinotekan (CPT-11) (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]-
karboniloksikamptotesin), suda ¢oziinen 20(S)-camptotesin (CPT) analogu olan bir aktif
olmayan onilagtir. Asil aktif metaboliti olan SN-38, giiglii aktif ve toksisitesi ile bilinen bir
topoizomeraz 1 inhibitoridiir (121) . CPT-11, karboksiesterazlar tarafindan (6zellikle CES2)
aktif metaboliti olan SN-38‘¢ metabolize edilmektedir. Daha sonra UDP-
glukuronosiltransferaz (UGT) 1A1 enzimi tarafindan daha polar ve inaktif olan B-glukronide
hali SN-38G’ ye konjuge ve detoksifiye olur (122) (123). SN-38G, bakterial glukuronidazlar
tarafindan glukuronidin ayrilip SN-38 ve glukuronidik asitin olusturuldugu ince barsaktan
safra ile salinmaktadir (124). Bilirubin UGT1A1 tarafindan ayn1 glukuronidasyon yolagindan
gecerek safraya salinmaktadir (125) (Sekil 2-11).
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Irinotecan !
Karboksil esteraz
CoHs
OH
N
N ol (8]
SN-38 |
AKTIF
UGT1A1
KARACIGER
= .

SN-38
Glucuronide

Sekil 2-11 irinotekan metabolizmasi

Irinotekan etkinligi dolayisi ile tiim diinyada SFU ve Leucovorin ile beraber metastatik
KRK tedavisinde ilk secenek olarak kullanilmaktadir. CPT-11 tedavisinin bir sinirlamasi
ongoriilemeyen toksisitesidir. Toksisitesi dozu ve verildigi programa baghdir. Fakat tiim
rejimler ileri derece ishal ve notropeni en ¢ok goriilen yan etkilerdir (126). Seviye 3 ve 4
hematolojik toksisite %5 ve %33 arasinda doz ve rejim kaynakli degiskenlik gostermektedir
(127). Irinotekan kaynakli hastaneye basvurularin gogunluk sebepleri bulanti ve kusma ile
beraber yada tek basina ishal (%18) ve ishal ile beraber yada tek basina nétropeni/lokopenidir
(%8) (128).

2.6.2.1. UGT1A1

UGT, genis bir yelpazedeki lipofilik kimyasallara glukuronik asit eklenmesini katalize
eden bir enzimdir. Bir¢ok ekzogenik ve endogenik bilesigin detoksifikasyonunda, daha polar
ve ayni zamanda idrar ve safra ile kolayca atilabilir hale getirmede ¢ok 6nemli rol oynar.
UGTI1AI, 2. Kromozomda yer alan UGT1 lokusu tarafindan kodlanan en az 12 UGT-

glukuronoziltransferaz enziminden olusan genis bir gen ailesinin iiyesidir. UGT1 lokusunun
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organizasyonu karmasiktir, her biri kendine ait bir promotor bolgesi igeren en az 12 alternatif
ekzon 1 ve ortak ekzon 2-5 tasimaktadir (129) (130).

UGT nin kalitilmis bozukluklarinin sagliga ciddi yan etkileri bilinmektedir (131). SN-
38 ‘in safra ile atilimi, primer olarak UDP-glukuronozil transferaz 1A1 enzimi tarafindan
katalizlenen, SN-38 glukuronid (SN-38G) formasyonu ile arttirilir (132). Irinotekan toksisitesi
SN-38 degredasyonunun ger¢eklesmemesi ile artmaktadir. Aktif metabolit SN-38 in ortamda
artig1 dokularin maruz kaldigi oranin artmasi anlamina gelmektedir (133) (134) (135).

Bilirubin UGT1A1 tarafindan ayn1 glukuronidasyon yolundan geger ve saftra ile atilir
(125). In vitro caligmalar genetik UGT1A1l izoformlarinin hem SN-38 hem bilirubin
glukuronidasyonda c¢esitli rolleri bulundugunu géstermistir (132). Bazi gruplar Gilbert’s
Sendromu olan hastalarda irinotekan bagimli ciddi toksisite gdzlemlemis ve serum bilirubin
seviyeleri degerlerinin irinotekan kaynakli toksik etkilerde gecerli bir belirte¢ olabilecegini
belirtmislerdir (125) (136) (137) (138) . Gilbert’s sendromu, UGT1A1*28, UGT1A1*6 ve
UGT1A1*27 genotipleri ile iliskilendirilmis, belirgin patolojik sonuglar1 olmayan indirekt
hiperbilirubinemi formudur (139) (140).

Gen transkripsiyonlarinin regiilasyonu genellikle gene 6zgii ve RNA polimeraz II (Pol
II) transkripsiyon mekanizmasi ile kontrol edilmektedir. Pol II ¢ekirdek promoter ve enhancer
bolgeleri transkripsiyon faktorleri tarafindan transkripsiyonun arttirilmasi adina kritik 6neme
sahiptir. Pol II ¢ekirdek, transkripsiyon baslama noktasina 40b¢ kadar mesafede yer alan
promotor bolgesi kisa bir DNA dizisinden olusmaktadir. Tipik bir Pol II ¢ekirdegi, TATA
kutusu, baslatici, asag1r promotor element ve trankripsiyon faktorii tanima elementleri gibi
birden fazla anahtar elementi barindirabilir (141) (142). Enhancer element ise hedef genlerin
transkripsiyonlarini arttirmak {izere transkripsiyon faktorlerinin baglandigt DNA dizileridir.
Bir enhancer element c¢ekirdek promoter bolgesinin hemen yaninda yada 100 kilobaz kadar
uzaginda konumlanabilmektedir (143) (144). Enhancer ve ¢ekirdek promotor bdlgelerinin
ikisi de transkripsiyon faktorleri tarafindan transkripsiyonun arttilmasi i¢in ciddi 6nem
tagimaktadir. Bu bolgelerde yer alan polimorfizmlerin de ekspresyon iizerinde ciddi etkileri
olabilmektedir. UGT1A1 geni hem c¢ekirdek promotor bdlgesinde hem de enhancer

bolgesinde bu polimorfizmleri bulundurmaktadir.

2.6.2.2. UGT1A1*28
UGT1A1, glukuronidasyon yolagindaki 6neminden dolay1 aday gen olarak secilmistir.
Genin transkripsiyonal etkinligi, TATA box da yer alan 5 ile 8 arasinda degisen TA
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tekrarlarinin sayisi ile iligskilendirilmistir. Varyantlar, (TA)s UGT1AL *36, (TA)s UGT1A1*1
yabanil tip, (TA)7 UGT1A1*28, (TA)s UGT1A1*37 olarak isimlendirilmistir.

UGT1A1*28 varyasyonun promoter bdolgesinde (TATA box) fazladan bir TA
diniikleotidi bulunmaktadir (145) (Sekil 2-12). Bazi ¢alismalarda, bu varyant alleli tasiyan
hastalarda yiiksek doz irinotekan alindiginda SN-38 glukuronidasyonuun azaldigi ve artan
miktarda agir ishal ve hematolojik toksisite goriildiigi bildirilmistir (146) (15) (16) (17) (18).
Bu calismalarin sonuglari tizerine 2005°te FDA, irinotekan’in prospektiisiine bu alleli tagiyan
hastalarin yiiksek nétropeni riskine sahip oldugunu ve daha diisilk dozlarla tedaviye

baglanmasi gerektigini eklemistir (19).

0.4+

o
w
1

UGT1A1/Control
o
%

g
1

(TA)s (TA)g (TA); (TA)g (TA)g

Sekil 2-12 UGT1A1 TA tekrar sayisi ve ekspresyona etkileri

2.6.3. UGT1A1 -3156 G>A polimorfizmi

Bir enhancer bolgesi olan fenobarbital responsif enhancer modiil (PBREM), UGT1A1
transkripsiyon baslangi¢ bolgesinden 3.2 kilobaz yukarida yer almaktadir (147). - 3156 G>A
degisimi PBREM bolgesinin yaninda yer almakta ve TATA tekrar1 varyanti ile giiglii baglanti
gosterdigi belirtilmektedir (148) .

Bazi1 vakalarda UGT1A1*28 homozigotlugu ileri seviye toksisiteyi aciklayamamis ve
UGTI1AL1l ekspresyonunu etkileyen diger polimorfizmler incelenmeye baslanmistir. -3156
G>A UGT1A1 promoter genotipinin TA in/del genotipi i¢indeki dagilimi, TA in/del
genotipinden bagimsiz olarak, kanitlanmis UGT1A1 seviyesi belirteci olan total bilirubin
seviyesi, -3156G alleline sahip olanlarda daha diisiik seviyelerde oldugu gosterilmistir (20)
(21) (22). Innocenti et al. ¢alismalarinda -3156G>A varyantinin UGT1A1 seviyesi lizerine
TA in/delinden daha gegerli bir belirteg olabilecegini 6ne siirmiislerdir (14).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Secimi ve Tanim
Goniillii hastalarin kan ornekleri ve toksisite raporlart iU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Medikal Onkoloji Bilim Dal1 hastalarindan elde edilmistir.

3.2. Gerecler

3.2.1. Cahsmamizda Kullanilan Cihazlar, Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri

DNA Izolasyon 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 MgClz, Sodyum asetat, Template suppression reagent soliisyonu, %40
akrilamid/bis (37.5:1), Tris baz, Asetik asit, EDTA(dihidrat), 50 x TAE buffer, Ure,
Deiyonize formamid, %10 Amonyum persiilfat, TEMED (tetrametilendiamin), DCode
boyama soliisyonu, 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 bromiir (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

B10- RAD Denatiire Edici Gradientli Jel Elektroforez (DGGE) Sistemi, Gii¢ kaynag,
Roche MagNa Pure Compact DNA izolasyon cihazi, Thermal Cycler: Techne ve 9700
Applied Biosystems, Midicell Primo EC330 Yatay Elektroforez Sistemi, Jel goriintiileme
sistemi (Kodak EL LOGIC 100 goriintileme sistemi), Pipet takimi (Eppendorf), Isiticili
manyetik karistirict (Elektromag), Hassas terazi (Mettler), Mikrosantrifiij (TDX), Sogutmali
Santrifiij (Hettich), (-) 20 °C derin dondurucu, (+) 4 °C sogutucu, Spektrofotometre
(Shimadzu UV-1208), Su banyosu (Elektromag), Vorteks (Nuve mix).

3.3. Cahismada Kullanilan Laboratuvar Yontemleri

3.3.1. Kan Orneklerinin Alinmasi
TS ve UGT gen polimorfizmlerinin tayini amaciyla steril EDTA’I1 tiiplere alinan
periferik kan Ornekleri DNA izolasyonu i¢in, en ge¢ bir gilin iginde ¢aligmak iizere oda

1s1sinda saklanmastir.
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3.3.2. DNA lzolasyonu
DNA izolasyonu Invitrogen DNA izolasyon kiti ve protokoliine uygun

gergeklestirilmistir.

3.3.3. DNA Saflik Tayini
DNA ornekleri Tris-EDTA ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda sulandirildi. 260 nm’de

DNA’nin ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu absorbans Tris EDTA ¢ozeltisi ile
spektrofotometre sifirlanarak o6lgiildii. 260 nm’de okunan absorbans / 280 nm’de okunan
absorbans oranindan DNA saflig1 saptandi. O.D.260 / O.D.2g0 orani 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz
olarak kabul edildi. Bu oranin altinda bir degere sahip olan DNA’lara temizleme islemi

uygulandi.

3.3.4. DNA Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi
. Cift iplikli DNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 absorbans 50 pg/ml (50 ng/ul)’ dir. Bu
temel bilgiden faydalanarak DNA formiilii agagidaki formiile gére hesaplandi:

DNA Konsantrasyonu (ng/pl ): Sulandirma katsayis1 (100) x Aze0 X 50

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

Ilgili gen bolgeleri PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ve restriksiyon enzim kesimleri
ile agaroz jel iizerinde belirlenmis, TATA tekrar1 iceren UGT1A1*28 varyantt iliskili
genotipler ise PZR reaksiyonu sonrasinda poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile

belirlenmistir.

3.3.5.1. PZR-RFLP yontemi ile TSER genotiplerinin belirlenmesi

TSER gen bolgesinin belirlenmesi i¢in, ileri 5> AAAAGGCGCGCGGAAGGGG
TCCT 3’ ve geri S>TCCGAGCCG GCCACAGGCAT 3’ primerleri kullanilarak 95C 5 dk ilk
denatilirasyon ardindan 35 siklus siiresince, 95C’de 45sn, 66C’de 45sn, 72C’de 45sn ve son
uzama sliresi olarak da 72C’de 5 dk olarak PZR reaksiyonu gerceklestirilmistir. Reaksiyon
icin 17,4ul dH20; 1,3ul MgCL2; 0,5 ul 2,5pmol dNTP; 2,5ul 10x tampon soliisyonu; 0,5ul
DMSO; 0,5ul forward ve 0,5ul rewerse primerler; 0,3ul Tag Polimeraz enzimi ve 1ul DNA
ornegi kullanilmistir. %2’°lik agaroz jel lizerinde yiiriitiilmesi ile TSER tekrar profilleri
belirlenmistir(Sekil3-1)..

Belirlenmis 3’li veya 2’li tekrarlar 4,5ul dH20O; 2ul tampon ¢6zeltisi, 0,3ul Haelll

restriksiyon enzimi ve Sul PZR iirlinii kullanilarak kesimi gerceklestirilmis %3,5 agaroz jel
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iizerinde sirali tekrarlarin 12. niikleotitinde yer alan G>C degisimi 40dk yiiriitiilerek

belirlenmistir (Sekil3-2). Jelde goriintiilenmesi zor olan drnekler tekrarlanmistir.

Sekil 3-2 TSER G>C degisimi belirlenmesine iligkin jel goriintiisii

3.3.5.2. PZR-RFLP yontemi ile TSdel genotip tayini

TS delesyon genotipleri ileri 5’CAAATCTGAGGGAGCTGAGT 3’ ve geri
5’CAGATAAGTGGCAGTACAGA3’ primerleri kullanilarak 95C 5 dk ilk denatiirasyon
ardindan 35 siklus siiresince, 95C’de 45sn, 58C’de 45sn, 72C’de 45sn ve son uzama siiresi
olarak da 72C’de 5 dk olarak PZR reaksiyonu gerceklestirilerek igili gen bolgesi
belirlenmistir. Reaksiyon i¢in 16,4ul dH20; 1,8ul MgCL2; 0,3 ul 2,5pmol dNTP; 2,5ul 10x
tampon soliisyonu; 0,7ul DMSO; 0,5ul forward ve 0,5ul rewerse primerler; 0,3ul Taq
Polimeraz enzimi ve 2ul DNA 6rnegi kullanilmistir.

Restriksiyon enzim kesimleri 8,5ul dH2O; 1lul tampon ¢6zeltisi, 0,5ul Dral
restriksiyon enzimi ve 10ul PZR {iriinii kullanilarak kesimi gerceklestirilmis %?2lik agaroz jel

tizerinde 25dk belirlenmistir (Sekil 3-3).
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Sekil 3-3 TSdel varyanti belirlenmesine iliskin jel goriintiisii

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

UGT1A1 -3156 G>A genotipleri ileri 5 CAAGCAGAAGGGCTAGAG 3' ve geri 5'
ATTCAGAGTCCTCTGCCT 3' primerleri kullanilarak 95C 5 dk ilk denatiirasyon ardindan
35 siklus siiresince, 95C’de 45sn, 57C’de 45sn, 72C’de 45sn ve son uzama siiresi olarak da
72C’de 5 dk olarak PZR reaksiyonu gergeklestirilerek igili gen bdolgesi belirlenmistir.
Reaksiyon i¢in 15,1 ul dH20; 1,6ul MgCL2; 2,5 ul 10 pmol dANTP; 2,5ul 10x tampon
sollisyonu; 1 ul forward ve 1 ul rewerse primerler; 0,3ul Taq Polimeraz enzimi ve 1ul DNA

ornegi kullanilmgtir.

Restriksiyon enzim kesimleri 8,5ul dH2O; 1ul tampon ¢ozeltisi, 0,5ul Ddel
restriksiyon enzimi ve 10ul PZR iiriini kullanilarak kesimi gerceklestirilmis %?2lik agaroz jel

tizerinde 25dk yiiriilerek belirlenmistir (Sekil 3-4).

Sekil 3-4 UGT1AL -3156 G>C degisimi belirlenmesine iligskin jel goriintiisii
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3.3.6. PZR ve Poliakrilamid Jel Elektroforez Yontemleri Kullanilarak UGT1A1*28 Gen
Varyantlarinin Belirlenmesi

3.3.6.1. PZR Yontemi

UGT1A1*28 genotipleri ileri 5’TTAACTTGGTGTATCGATTGG3’ ve geri
S’CTTTGCTCCTGCCAGAGGT3’ primerleri kullanilarak 95C 5 dk ilk denatiirasyon
ardindan 35 siklus stiresince, 94C’de 45sn, 57C’de 45sn, 72C’de 45sn ve son uzama siiresi
olarak da 72C’de 5 dk olarak PZR reaksiyonu gerceklestirilerek igili gen bolgesi

belirlenmistir. PZR {irlinleri poliakrilamid-akrilamid jel elektoforezi ile belirlenmistir.

3.3.6.2. PAGE Soliisyonlarinin Hazirlanmasi
%40 Akrilamid /Bis (37,5:1)

Akrilamid: 38,93 gr

Bis-akrilamid: 1,07 gr

dH20: 100 ml’ye tamamlanir

0,45’lik filtrelerden gegir ve 4 +4 C buzdolabinda saklanir.

%10 Amonyum Persiilfat

Amonyum persiilfat : 0,1 gr
dH20: 1 ml
1 hafta -20 C buzdolabinda 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 sicakliginda saklanilir.

S50XTAE Buffer
Tris base (2 MM son konsantrasyon): 242 gr

Asetik asit, glacial (LMM son konsantrasyon): 57,1 ml
0,5 M EDTA, pH 8 (50 mM son konsantrasyon): 100 ml
dH20: 1000 ml’ye tamamla.

20-30 dakika otoklavlanir. Oda sicakliginda saklanir.



38

1XTAE Buffer
50XTAE buffer : 140 ml
dH20: 6840 ml

Son hacim: 7 ml

3.3.6.3. Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) Yonteminin Uygulanmasi

%12’lik yiikkleme jelinin sollisyonunu hazirlamak icin %40 akrilamid stok
soliisyonundan 30 ml, 10X TAE stok tamponundan 10 ml ve 4,8 gr iire alinir ve son hacim
100 ml olacak sekilde dH20 eklenir. Hazirlanan stok soliisyon 0,45’lik filtreden gegirilir ve
saklanmak tizere +4 C buzdolabina kaldirilir.

Caligsma sirasinda stok PAGE soliisyonundan 30 ml alinarak behere konulur. 200 pl
APS ve 20 ul TEMED ile karistirilip jel ¢ozeltisi hazirlanir. Jel ¢ozeltisi once steril su ve %
70’lik alkol ile temizlenmis ve 0,75 mm’lik plastik ayiricilarla ayrilmis camlarin (16x20 ve
16x18 cm ve 3mm cam) arasina dokiiliir. Daha sonra 6rneklerin yiiklenebilmesi icin taraklar
yardimiyla kuyucuklar olusturulur. Bu islemler sonrasinda jelin polimerize olmasi i¢in 30-60
dakika beklenilir. Polimerizasyondan sonra taraklar ¢ikarilir ve jel elektroforez sistemine
yerlestirilir. 1X TAE 60°C’de sitilir. Jelin alt kismiyla iist kismi arasinda elekrik akimi
saglanmast i¢in sicak 1X TAE tamponu eklenir. Ornekler yiiklenmeden &nce sabit sicaklik
saglanmasi i¢in sistem 150 V’ta 30 dk calistirilir. Daha sonra kuyucuklar kalan tuzlarin ve
polimerize olmamis akrilamidin uzaklastirmasi i¢in tamponla (enjektor yardimiyla) yikanir.

Ornekler yiikleme islemi 6ncesinde esit hacimde formamidli boya (2X gel loading
dye) ile karistirilarak 95°C’de 5 dk denatiire edilir ve DNA ipliklerinin tekrar birlesmemesi
i¢in buz igerisinde bekletilir. Ornekler kuyucuklara yiiklenir ve uzunluklarinin belirlenmesi
icin DNA markerlart jele yiiklenir. Yiikleme islemi sonrast 300 V’ta 3 saat elektroforez
yapilir.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel camlar arasindan cikartilip, DNA
fragmanlarinin boylarmi belirlemek icin giimiis boyama teknigi yada etidyum bromiir ile
boyanir. Jel yliriitme ve giimiis boyama asamalarindan sonra jel saklanmak {izere cergeve ile

kurutulur (Sekil 3-5).
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Sekil 3-5 UGT1A1%28 varyanti PAGE goriintiisii

3.4. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatistiksel Yéntemler

Bu c¢aligmanin istatiksel analizinde SPSS 17.0 paket programi kullanilarak yapilmistir.
Istatiksel anlamlhilik simr1 p<0.05 olarak alinmistir. Genotiplerin goriilme sikliginin
gruplararasi farkliliklarinin degerlendirilmesinde Ki kare, Fisher Kruskal Wallis ve Mann-
Whitney testleri kullanilmistir. Genotiplerin parametreler iizerindeki etkilerinin belirlenmesi

icin Student’s t-testi ve Ki-kare kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Calismaya 97 kolon kanseri teshisi konulmus hasta ile baglanmis ancak raporlarina
ulagilamayan hastalar c¢ikarildiginda sayr 86’ya diismiistiir. Bu hastalarin tamami farkl
dozlarda SFU kullanmistir. Hastalarin sadece 50°si irinotekan kullanmistir. Hastalarin
kullandigr kemoterapi rejimleri ve o donemde karsilastiklart toksik yan etkiler hasta
dosyalarindan incelenmistir. Kemoterapi rejimleri ve icerdikleri ilag dozlar1 tabloda yer

almaktadir (Tablo 4-1).

Tablo 1 Kemoterapi rejimleri ve icerdikleri ila¢ dozlar:

Kemoterapi rejimi S5FU dozu mg/m? Irinotekan dozu Digerilag- dozu
mg/m? mg/m?
FUFA [MAYO) 450 - Leucovarin 200
FOLFOX 1000 - Leucovarin 200
FOLFIRI 640 180 Leucovarin 200
Oxaliplatin 85

SALTZ S00 125 Leucovarin 200
SETUKSIMARB/IRINOTEKAN | - 350 Setuksimab 650
ORALSFU 1000 - Oxaliplatin 130

Hastalarin yas ve cinsiyetine uygun 100 kisilik bir saglikli grup olusturulmustur. Bu
bireyler ile genel toplum frekansi belirlenmesi amaglanmistir. Hasta ve kontrol grubunun

cinsiyete gore yaslar1 tabloda yer almaktadir.

Tablo 2 Calisma Gruplarina ait Demografik Tablo

KONTROL HASTA
(n:100) (n:86)
CINSIYET (n) K’E 50/50 31/55
(%) (%50-%50) (%a36-%64)
YAS 56,02£10,378 57.14+11,03

ve ki-kare (X?) ile incelenmistir.

n: birey sayisi; tablodaki degerler X+SD ve yiizde olarak verilmistir; gruplararas: farklilik derecesi student t-testi
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TSER tekrar polimorfizmi dagilimina iliskin her iki grupta da istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p=0,639) (Tablo 3). Hasta ve kontroller beraber ele
alindiginda, 186 kisi iginde 3R/3R, 3R/2R, 2R/2R frekanslar1 sirasi ile %40,9, 44,1 ve 15,1
olarak belirlenmistir.

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

genotip frekanslarina gore dagilimi

TSER KONTROL HASTA
n(%) n(%)
Genotip
3RGR 44(%44) 32(%37.2)
3R2IR 42(%42) 40(%46.5)
2R2R 14(%14) 14(%016,3)

n: birey saysi; gruplararasi farkhilik Ki-Kkare testi (X?) ile incelenmistir.
(X2: 0,895, p:0,639)

TSER sirali tekrar G>C degisimi genotiplerinin hasta ve genel topluma dagilimina
bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ gézlenmemistir (p=0,073) (Tablo 4). Hasta
ve kontroller beraber ele alindiginda 186 kisi icindeki frekansi tabloda verigsmistir (Tablo 5).

Tablo 4 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait TSER GC tasiyicilik dzelligine gore gen

polimorfizm sonuglarinin genotip frekanslarina gére dagilimi
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TSER KONTROL HASTA
n(%) n(%)
Genotip

3C/3C 6(%06) 4%4.7)
3G/SAC 200%20) 16(%18.6)
3GAG 15(%13) 11(%12.8)
3G2G T(%T) 18(%20,9)
3C12G 37(%37) 23(%26.7)
2G2G 11{%11) 14{%16,3)
2G/2C 3(%3) 0
3C/2C 1(%l) 0

n: birey sayisi; gruplararasi farklilik Ki-kare testi (X?) ile incelenmistir.
(X?: 12,946 , p:0,073)

Tablo 5 TSER G>C polimorfizminin total frekansi

TSERGC
Toplam 3CHBC | 3GEC | 3GARG | 3GR2G | 3C2G | 2GR2G | 2GR2C | 3CA2C Total
Sayl 10 36 26 25 60 25 3 1 186
% Toplam 54%( 194%| 14.0%| 134%| 323%| 134% 1,6% A%| 100,0%

TS delesyon varyant:1 frekanslari incelendiginde yine hasta ve genel toplum arasinda
anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0,971) (Tablo 6). Hasta ve kontrol gruplar1 beraber ele
alindiginda 186 kisi icerisinde ins/ins, ins/del ve del/del frekanslar sirasi ile %29,6, 50 ve

20,4 olarak goriilmiistir.

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

genotip frekanslarina gére dagilimi




TSdel

KONTROL
n(%)

HASTA
n(%)

Genotip

Ins/Ins (+6/4+6)

29 (%29)

26 (%630.2)

Ins/Del (+6/-6)

50 (%50)

13 (%50)

DelDel (-6/-6)

21 (%21)

17 (%19.8)

n: birey sayisi; gruplararasi farklilik Ki-kare testi (X?) ile incelenmistir.

(X% 0,058 , p:0,971)
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TS varyantlariin beklenen ortak etkileri 1s18inda TS ekspresyon seviyelerinin semasi

Hitre ve arkadaslarinin olusturdugu sema baz alinarak olusturulmustur (149) (Tablo 7).

Tablo 7 TS varyantlarinin ortak etkileri yiiksek diisiik ve orta dereceli TS ekspresyon

seviyeleri

Ekspresyon seviyesi

TSER genotipleri

TSdel genotipleri

Yiiksek

2G3G,3C3G,3G636

IMS/INS

Orta 2G3G,3C3G,3G36 INS/DEL, DEL/DEL
2G2G,2G3C,3C3C IMS/INS
Disik 2G2G,2G3C,3C3C,3C2C, 2G2C INS/DEL, DEL/DEL

Tim TS varyantlariinin belirtildigi gibi (Tablo 7) yiiksek, orta ve diisiik olarak

gruplandirilmasinin ardindan gerceklestirilen frekans incelemesinde de hasta ve genel

toplumda dagilimda bir farklilik gézlenmemistir (p=148) (Tablo 8). Her iki ¢alisma grubu da

ele alindiginda ise yiiksek, orta ve diisiik frekanslar1 siras1 ile %7,5, 62,4 ve 30,1 olarak

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

etkisine ait sonuglarin TS ekspresyon seviyesindeki degisime etkisi

TSdeHTSER KONTROL HASTA
n(%) n(%)
Yiksek 6 (%6) § (%9.3)
Orta 58 (%658) 58 (%67.4)
Diisiik 36 (%36) 20 (%23.3)

n: birey saysi; gruplararasi farkhilik Ki-Kare testi (X?) ile incelenmistir.

(X% 3,825 , p:0,148)

UGT1A1*28 varyantina iliskin hasta ve genel toplum incelemesinde istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p=0,699) (Tablo 9). Hasta ve kontrol grubu
beraber ele alindiginda 76/76, 76/78 ve 78/78 genel toplum frekans1 %56,2, 30 ve 13,8 olarak

belirlenmistir.

Tablo 9 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait UGT1A128 gen polimorfizm sonuglarinin genotip
frekanslarina goére dagilim

UGT1A128 KONTROL HASTA
n(%) n(%)
Genotip
76/76 15(%30) 30{%60)
76/18 11{%36.7) 13{%26)
T8/18 4(13.3) T(%14)

n: birey sayisi; gruplararasi farklilik Ki-Kkare testi (X?) ile incelenmistir.

(X% 1,051 , p:0,591)

UGT1Al -3156G>A degisimi hasta ve genel toplum frekans incelemesinde

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0,255) (Tablo 10). Genel toplum
bazinda bakildiginda calisilan 186 kisi arasinda GG, GA ve AA frekanslar sirasi ile %57, 55

ve 7 olarak belirlenmistir.
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Tablo 10 Kolon kanserli hastalar ve kontrollere ait UGT1A1 -3156G>A gen polimorfizm sonuglarinin
genotip frekanslarina gére dagilimi

: UGT3156 KONTROL HASTA
n(%) n(%)
Genotip
GG 32 (%42.7) 25 (%36.8)
GA 39 (%%32) 16 (36.4)
AA 4 (%3,3) 3 (%06.8)

n: birey sayisi; gruplararasi farklilik Ki-kare testi (X?) ile incelenmistir.

(X%2,730 , p:0,255)

TSER sirali tekrarlar1 genotipleri ile hastalarin aldiklar tedavilere kars1 gosterdikleri
toksisiteler karsilastirilmigtir (Tablo 11). Tabloda da goriildiigii tizere diisiik doz 5FU igeren
FUFA rejimi kullanildiginda hastalarin higbirinde herhangi bir toksisite goriilmemistir. Bu
durumda diisiik doz S5FU tedavilerinin hasta genotiplerinden bagimsiz olarak toksisiteyi
getirmedigi soylenebilir. Diger rejimlere bakildiginda ise degiskenlik gdstermekle beraber

istatistiksel olarak anlamli belirgin bir fark goriilmemektedir.
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Tablo 11 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik flac Kullanimina Bagh Toksisite ve TSER
Gen Polimorfizmine ait Genotiplerin Arasindaki Frekans Dagilhim

TSER
Kemoterapotik Toksisite IRAR 3RA2R 2RA2R
la clar
n{%a) n{%) n{%) pdegeri
Folfox Var 12(%080) 13(%81.2) | 4(%066,T) 0.746
Yok (%20 3(%18.8) 2(%33.3)
Fufa (Maya) Var 0 0 0
Yok T(%2100) 0(%100) 626100}
Folfiri Saltz Var (%40 13(36.5) (42,9 0.534
Yok 1220607 10(%43.5) | 4(%57.1)
Folfiri Var T(%38.3) 10(2062.5) 2(%40) 0672
Yok (%417 6(%37.3) 3(%060)
Saltz Var 0 3(%37.3) 1{%33.3) 0157
Yok 2(%e100) 5(%62.3) 2(%66.7)
Campto Var 3(%100) 2(%466,7) 2(%100) 0,386
Cetuximahb
Yok 0 1{%33.3) 0
Oral 5 Var 1(%20) 0 1{%33.3) 0564
Floraurasil
Yok 4(%080) 6(%100) 2(%66.7)

Ayni sekilde farkl rejimler kullanildiginda TSER G>C degisimi ve toksisite ile iligkisi

incelendiginde istatistiksel bir anlamliliga rastlanmamaktadir (Tablo 12).
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Tablo 12 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik flac Kullanimina Bagh Toksisite ve TSER
GC Gen Polimorfizmine ait Genotiplerin Arasindaki Frekans Dagilinm

TSER GC
Kemoterapotik | Toksisite | 3C/3C AGAC IGHG AGRG ACRG 2G2G
Ilaclar
: (%) (%) (%)
(%) n( %) (%) B
degeri
Tolfox Var TI%I00) | #0535 7,17 | B%I00) | S(%I00) | B(%E6,7) | (586,71 | 0,205
Yok 0 IGAIE) 1] ] I3 | I3 )
Fufa (Mavo) Var ] ] ] ] ] ]
Yok | 2051007 | 305100 ] TRI00) | T5I007 | 805100
Folfiri Saltz Var ] ICRITI) | 3RTLAY | 40040) | F0eE5.I) | 30T | 0150
Yok 2100 BRI T | I%RIE.6) Beb0) 45300 [ 4063710
Folfiri Var IE0T | IBET 7 TS0) | 0] | 200 | 0782
Yok 50 | 30033 ] 530 | 305R30) | 3(5%80)
Saltz Var T ] y T(%20) | Z0586,7) | 105353 | 0201
Yok | 20561007 | S05I007 | T0eI00) | 305%80) | 1(5633.6) | 20566.7)
Campto Var TT%I00) | 2500 y T%I00) | I0%50) | 2(%I00) | 0439
Cetuximah
Yok ] ] [] ] TS 0) 0
Oral 5 Var ] I%%33.3) ] 0 ] IE333) | 0539
Floraurasil
Yok ] TT%EE.T) | 205100 | 2051007 | 3(%I00) | 2(%E6.T)

TS del fenotipleri ile toksisite iligkileri ele alindiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gozlenmemistir (Tablo 13).



Tablo 13 TS delesyon polimorfizmi ve toksisite iliskisi
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[TSdel
Kemoterapotik Toksisite Ins/Ins Ins/Del DelDel
aclar
i (+6/+6) (+6/-6) (-6/-6) p degeri
n{%) n{%) n{%)
Folfox Var 8(%72,T) 12{%73) 9(%090) 0,573
Yok 3(%27.3) 4%23) 1(%10)
Fufa (Mayo) Var 0 0 0
Yok 6(%a100) 14{%100) 2(%100)
Folfiri Salcz Var 8(%e37.1) 11(%40,7) 5(%35,6) 0,337
Yok 6(%e42,9 16{%29.3) 4 %444
Folfiri Var 6(%73) 8(%30) 4%37.1) 0,492
Yok 2(%25) 9(%30) 3(%e42,9
Salez Var 2(%33.5 1(%10) 1(%33,3) 0,460
Yok 4{%e66,7) 9(%00) 2(%B6,7)
Campto Var 3(%73) 4{%100) T(%eB7.5) 0,285
Cetuximah
Yok 1(%23) 0 1(%12.5)
Oral 5 Var 1(%16,7) 1(%20) 0 0,719
Floraurasil
Yok 5(%83.3) 4(%80) 3% 100}

TS fenotiplerinin ortak etkilerinin toksisite ile iliskisi ele alindiginda istatistiksel

olarak anlamli bir sonug elde edilememistir (Tablo 14).
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Tablo 14 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik fla¢ Kullammina Bagh Toksisite ve TS
Polimorfizmlerinin Ekspresyona Etkisi Arasindaki Frekans Dagilimi

(TSER+TSdel) TS Ortak Etki

Kemoterapotik Toksisite Yiiksek Orta Diigiik
Taclar
) n{%s) n{%) n{ %) p degeri
Folfox Var 2{%06,7) 23(%82.1) | H%e0566.7) 0,618
Yok 1(%33.3) 5(%17.9) 2(%33.3)
Fufa (Mayo) Var 0 0 0
Yok 2(% 100 10{%100) 10{%100)
Folfiri Saltz Var 1(%33.3) 17(%47.2) | 6(%34.3) 0,794
Yok 2{%66,7) 19(%32.8) | 3(%43.3)
Folfiri Var 15(%37.7) 4{%37.1) 19(%37.6) 0,632
Yok 11(%42.3) 3(%e42.9) 14{%42.4)
Saltz Var 1(%33.3) 1(%10.1) 2(%a40) 0,317
Yok 2{%06,7) 10(%20,9) 3(%e60)
Campto Var 5(%83.3) 2(% 100 7(%B7.3) 0,750
Cetuximab
Yok 1(%16.7) 0 1(%12.3)
Oral 5 Var 0 2{%22.2) 0 0,323
Floraurasil
Yok 2(%100) 7(%77.8) 3(%e100)

UGT1ALl -3156 G>A polimorfizminin toksisite ile iliskisi ele alindiginda istatistiksel

olarak anlamli bir sonug elde edilememistir (Tablo 15).
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Tablo 15 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik flac Kullammina Bagh Toksisite ve
UGT1AlL -3156 Gen Polimorfizmine ait Genotiplerin Arasindaki Frekans Dagilimi

UGT3156
Kemoterapotik Toksisite GG GA AA
Tlaclar
n(%a) n(%) n(%) p degeri
Folfiri Saltz Var 14(%058.3) 7(%43.8) 2(%66.7) 0,593
Yok 10(%41.7) 9(%56.2) 1{%033.3)
Folfiri Var 12(%73) 5(%55.6) 2(%66.7) 0.606
Yok 4(%25) 4(%44.4) 1{%33.3)
Saltz Var 2(%23) 2(%23) 0 (0,849
Yok 6(%73) 6(%73) 1{%100)
Campto Var 3(%100) 3(%73) 0 0.571
Cetuximab
Yok 0 1{(%25) 0
Yok 5(%83.3) 0 1{(%100)

UGT1A1*28 polimorfizminin toksisite ile iliskisi ele alindiginda istatistiksel olarak

anlaml1 bir sonug elde edilememistir (Tablo 16)
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Tablo 16 Kolon Kanserli Hastalarda Kemoterapotik flac Kullammina Bagh Toksisite ve
UGT1A1 *28 Gen Polimorfizmine ait Genotiplerin Arasindaki Frekans

Dagilim
UGT1A1*28
Kemoterapotik T oksisite 76/76 76/78 78/78
Tlaclar .
n(%o) n(%) n(%o) p degeri
Folfiri/Saltz Var 29 (%%59.2) 13 (%26.5) | 7(%14.3) 0,712
Yok 1 (%100) 0 0
Folfiri Var 19 (%659.4) T(%21,9) 6 (%18.8) 0,364
Yok 11 (%61.1) 6 (%33.3) 1 (%3.6)
Saltz Var 10 (%652.6) T (%36,8) 2 (%10.5) 0,382
Yok 20 (%e64.3) 6 (%19.4) 5(%l16.1)
Campto Var 5 (%62.5) 2 (%25) 1 (%12.5) 0,986
Cetuximab
Yok 25 (%%59.3) 11 (%26.2) | 6(%14.3)
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5. TARTISMA

Farmakogenetige ilgi her gecen giin artmaktadir. Farmakogenetik testlerin tedaviye
saglayabilecegi faydalar da iilkemizde hekimlerin dikkatini ¢ekmeye baslamistir. Kemoterapi
gibi oldukca dikkatli davranilmasi gereken tedavilerde, kimi ilaglarla ilgili olarak hekimler
hastalarin tedaviye verecekleri cevaplart ongérememekteler. Bu noktada da hastanin
neoplastik ajanlart diger bireylerden farkli derecede metabolize edisi asir1 toksik etki
yaratmasi sebebiyle hastanin hayatina mal olabilmektedir. Diger yandan hizli metabolize
etmeleri durumunda doz yetersiz olabilmekte ve tedavi etkinligi goriilemeyebilmektedir.
Onceden de belirtildigi iizere farmakogenetik testler 151¢1nda hastalarn ilgili ilaglar1 ne derece
metabolize ettikleri saptanarak en etkili dozun tespit edilmesine yonelik Oneriler
sunulabilmektedir. Bdylece tedavi siirecinde bireye Ozgii tedaviler, deneme yanilma
yonteminin ya da tedavi belirsizliklerinin yerine gegebilecektir.

Irinotekan ve SFU kolon kanseri tedavisinde primer olarak kullanilan ilaglardir. Farkli
doz ve diger ilaglarla kombinasyonlari bulunmaktadir. Hastanin mevcut genel saglik durumu,
kullandig1 diger ilaglar gibi etkiler goz oniine alinarak kombinasyonlara karar verilmektedir.

5FU, deoksiuridilik asit metilasyonunu engellemek suretiyle DNA sentezini bozan bir
primidin antimetabolitidir. SFU sitotoksik etkisini, 5 floroiiridin monofosfat (5-FUMP)’ a iki
basamakli doniisiim agamasinin hemen ardindan gostermektedir. Ardindan 5-FUMP, timidilat
sentazin geri doniisiimsiiz olarak inhibisyonunu saglayan 5-florodeoksiuridin monofosfat (5-
FAUMP)’ a doniistiiriiliir. Bu durum niikleotit havuzunun dengesini bozarak dTTP eksikligine
sebep olur ve bu da hiicrenin apoptoza gitmesi ile sonlanir. SFU mekanizmasindan
anlasilabilecegi lizere hiicrenin S-fazi olarak adlandirilan sentez asamasinda spesifik bir ilactir
(81). Ozetle, 5FU’nun etkinligi hiicre icinde S-floroniikleotitlere doniismesi ile sonlanan
biyoaktivasyonunun sonucunda normal DNA ve RNA sentezine karigarak hiicreleri apoptoza
itilmesi ile gosterilmektedir (83).

TS enzimi, 5-FU tarafindan ciddi sekilde inhibe edildiginden hedef enzim olarak
degerlendirilmektedir. Enzim, DNA sentezi i¢in esansiyel olan timidilat’in yegane de novo
kaynag1 olan hiicre i¢inde deoksiiiridilat’in deoksitimidilat’a doniisiimiinii katalize etmekle
gorevlidir (150). 5FU aktif metaboliti olan SFAUMP TS inhibisyonunu, TS’ye baglanarak
stabil bir {¢lii kompleksin olusmasia sebep olarak gostermektedir (14) (151). TS
ekspresyonunda farkliliklar yaratan TS genotipleri incelendiginde S5FU toksisitesi ve cevabi

ongoriilebilmektedir (108).
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TS enziminin polimorfik oldugu bilinmektedir. Genin 5 diizenleyici bolgesinde yer
alan 28 bg ‘lik sirali tekrarin 3’lii yada 2’li olmas1 gen ifadesini ciddi oranda etkilemektedir.
Tekrarlarin 3’14 olmast TS gen ekspresyonu ve aktivitesi iizerinde arttirict bir etki ortaya
koymaktadir (107). In vitro ekspresyon c¢alismalari 3’li tekrarin varliginda 2’li tekrara
kiyasla 2.6 kat daha fazla TS mRna ekspresyonu oldugunu ortaya koymustur (105). KRK olan
52 kisi iizerinde yapilan bir ¢alismada da homozigot 3’lii tekrar tagiyan bireylerde homozigot
2’li tekrar tasiyan bireylere kiyasla 3.6 kat, homozigot 3’lii tekrar tastyicilarinin ise
heterozigot tasiyicilara kiyasla 1.7 kat daha fazla daha yiiksek mRNA seviyeleri goriildigi
belirtilmistir (108).

Mandola et al 3’li tekrarin ikinci tekrarinin 12. niikleotitinde bir G>C degisimi
tammmlamigtir (10). Bu baz transversiyonu USF E-kutusu konsensus elementinde Kkritik
rezidlinin degisimine sebep olarak USF-1 transkripsiyon faktoriiniin baglanma bolgesini ve
dolayist ile transkripsiyonel aktivite artigin1 ortadan kaldirmaktadir. Ayrica daha sonra TS 2R
varyantiin her iki tekrarinin da 12.niikleotitinde sitozin niikleotitine de rastlanmigtir (152).
Bu varyantinda benzer transkripsiyonal etkiyi ortaya koydugu goézlenmistir (153). Bu varyanti
tasiyan bireylerin USF-1 baglanma bélgesinin yok olmasi durumu goéz oniine alindiginda en
diisiik transkripsiyonel aktiviteye sahip olmasi beklenmektedir (154).

TS geninde yer alan bir diger polimorfizm ise 3’UTR 1494. b¢ de yer alan 6bg¢’lik
delesyondur. mRNA stabilitesini dolayisi ile proteine translasyon oranini azaltan bu varyant
TS ekspresyonunu diisiirmektedir. Homozigot 6bp delesyonu tasiyan hastalarin homozigot
6bp insersiyon tasiyan hastalara kiyasla 3 kat daha az TS mRNA eksprese ettigi gosterilmistir.
Heterezigot bireylerin ise ortalama ekspresyon seviyeleri gostermistir (119). Son veriler
delesyon alleli ve SFU kemoterapisine daha diisiik cevap verilmesi ile iliskilendirilmistir.

Tim TS varyantlarinin tek bagmna ve ortak etkilerinin frekanslar1 hem hasta hem
kontrol gruplarinda incelendiginde diger calismalarda (111) da oldugu gibi benzer
bulunmustur (TSER tekrar sayis1 X% 0,895 , p:0,639; TS G>C degisimi X% 12,946 , p:0,073;
delesyon X% 0,058 , p:0,971 ve ortak etki X2 3,825 , p:0,148). Bu veriler TS varyantlarmin
kolon kanseri gelisiminde bir etkisi olmadigin1 gostermektedir. Ancak TSER genotipinin 5FU
toksisitesi ve etkinligi iizerinde etkili oldugu {izerine bulgular literatiirde bulunmaktadir (111).

Marsh ve arkadaslarinin (155) 96 beyaz birey iizerinde gergeklestirdigi ¢calismasinda
2R/2R, 2R/3R ve 3R/3R frekanslari siras1 ile %19, 43 ve 38, bizim ¢alismamizda ise hasta
grubunda sirasiyla %16.3, 46.5 ve 37.2, hasta ve kontroller beraber ele alindiginda ise %15.1,
441 ve 40.9 olarak belirlenmistir. Dolayis1 ile Tiirk populasyonunun sirali tekrar

polimorfizmi agisindan frekansinin genel beyaz populasyonuna benzer oldugu gortilmektedir.
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TS G>C degisimi frekanslar1 Kawakami ve arkadaslarinin (152) Asya populasyonu
iizerinde gerceklestirdigi ¢alismada 2R/2R, 2R/3R, 2R/3C, 3G/3G, 3G/3C ve 3C/3C srirast ile
% 3.4, 10.7, 16.2, 20.2, 34.1 ve 14.6 olarak belirlenmistir. Marleen ve arkadaslarinin beyaz
populasyon iizerinde gerceklestirdigi ¢alismada ayni sirada ile frekanslar %32, 21, 21, 10, 3
ve 10 olarak belirlenmis ayrica 2C/2G varyantini da %3 olarak gozlemlenmistir. Bizim
calismamizda 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 belirlenmis ve kontrol grubunda
%?3 (3 kisi) siklikla 2C/2G varyantina ve %0.5 (1 kisi) siklikla 3C/2C varyantina rastlanmustir.
Tiirk populasyonunda genel beyaz irka kiyasla daha fazla 2C varyanti varligi dikkat
¢cekmektedir.

TSdel frekanslari, Ulrich ve arkadaslarinin (12) beyaz populasyonda gergeklestirdigi
caligmada ins/ins, ins/del ve del/del frekanslar1 sirasiyla % 48,44 ve 7, bizim ¢alismamizda ise
hastalarda % 37.2, 46.5 ve 16.3 ve hasta ve kontrollerde beraber %29.6, 50.3 ve 20.4 olarak
belirlenmistir. Frekans farkliliklar1 irklara yada ornek sayisina bagli olarak degiskenlik
gostermis olabilir.

TS varyantlarinin tamaminin ortak etkileri géz ontine alindiginda yiiksek, ortalama ve
diisiik TS ekspresyonu beklenen bireyler sirasiyla % 7.5, 62.4 ve 30.1 olarak belirlenmistir.

Toksisite ve genotip karsilastirmasi yapildiginda muhtemelen toksisite gormiis ve
gérmemis hastalarin yetersiz sayida olmasi nedeni ile anlamli bir sonuca ulasilamamistir.
Kombine etkiye bakildiginda diisiik doz 5FU iceren FUFA rejiminde hicbir hastada toksiste
goriilmemistir. Ancak daha yiiksek dozda SFU iceren FOLFOX rejiiminde en yiiksek toksisite
disik TS mRNA seviyelerine sahip grupta beklenirken, ortalama TS mRNA seviyeleri
beklenen grupta goriilmiistiir. Irinotekan ve SFU’nun beraber yer aldigit FOLFIRI ve SALTZ
rejimlerini beraber ele aldigimizda ise orta ve diisiik seviyede mRNA beklenen grupta benzer
oranlarda toksisiteye rastlanmigtir. Bu durum beklenenden ¢ok da uzak bir sonug degildir.

TSER sirali tekrarlarinda da tiim rejimler i¢in ekspresyon seviyelerinin ortalama
oldugu grupta toksisite en fazla oranda goriilmiistir. TSER G>C degisimi ve FOLFOX
rejimine baktigimizda, 3C/3C, 3G/G ve 3G/2G genotiplerini tasiyan bireylerin tamaminin
toksisite gormiis olmas1 dikkat ¢ekmektedir. 3C/3C genotipinin 2G/2G gibi davranmasi
beklenirken 2G/2G genotipi tasiyan bireylerin  %66’s1 toksisite gormistiir. TSdel
varyantlarina geldigimizde ise FOLFOX rejiminde del/del genotipini tasiyan bireylerin %90°1
toksisite gormiistiir. Digerleri agisindan bu ins/ins i¢in %72, ins/del i¢in %75 oranindadir.

Homozigot delesyon tasiyan bireylerde toksisitenin yiiksek olmasi beklenen bir durumdur.
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Varyantlarin ayr1 ayr1 ve ortak etkilerinin toksisite iligkisi géz Oniine alindiginda
ortaya ¢ikan farklilk bu varyantlarin toksisite olugmasi iizerine tek baslarina
degerlendirilmesinin saglikli olmadigin1 ve ayrica elimizdeki farkli profillerdeki hastalarin
sayisinin ¢ok az olmasindan dolay1 saglikli istatistik analiz yapilamadigini gostermektedir.

Irinotekan bircok farkli solid tiimér tipi i¢in kullanilan bir neoplastik ajandir (156).
Irinotekan, karboksilesterazlar tarafindan aktif metaboliti olan SN-38’e déniistiiriilen bir 6n-
ilagtir. Antitimoral etkinligini bir topoizomeraz I inhibitorii olarak gostermektedir (122).
Endojen substrati bilirubin olan (139) hepatik UDP- glukuronosiltransferaz 1A1 (UGT1A1)
aktif form olan SN-38’i daha polar bir form olan SN-38 glukuronid’e dondstiiriip inaktif hale
getirerek safra ve idrar ile atilir hale getirmektedir (157) . Doz kisitlayici toksisitesi yiiksek
oranda aktif metabolit formasyonu ile iliskilendirilen 3. ve 4. seviye ishal ve nétropeni
seklinde ortaya ¢ikmaktadir (157).

UGTI1A1 ekspresyonu ¢ok degisken oldugundan in vitro c¢alismalarda SN-38
glukuronidasyonu seviyelerinde bireyler arasinda 17 ila 52 kat farklilik gosterebildigini
gostermistir (132) (158) (159). Irinotekan cevabinin da glukuronidasyon seviyeleri ile iliskili
oldugu diistiniilmektedir.

Homozigot UGT1A1 *28 allel tasiyicilarinda UGT1AL1 aktivitesinde %70’e varan bir
azalma gozlenmistir (160) . 2000 yilinda irinotekan ile tedavi edilmis 118 ileri seviye KRK
hastasi tizerindeki ilk retrospektif ¢alisma yayimlanmistir. Bu hastalardan 26’s1 ciddi yan
etkiler géormiistiir. Ttim hastalarin UGT1A1*28 profillendirilmesi gergeklestirilmis ve %15’te
homozigot %31’inde heterozigot toksisite gormemis grupta ise sirastyla %3 ve %11 oraninda
UGT1A1*28 varyantina rastlanmistir. Bu veriler, UGT1A1*28 allelinin toksisite i¢in ciddi bir
risk faktorii oldugunu géstermektedir (135). Ardindan bir¢ok farkli ¢alisma da, UGT1 geninin
degismis irinotekan metabolizmasi ile iligkili oldugu ve seviye 3-4 ndétropeni ile ishalin
olusmasinda etkili oldugu desteklenmistir (161) (14) (162). UGT1A1*28 en sik Afrika
populasyonunda (%45) ve en az da Asya populasyonlarinda (%7-17) goriilmektedir.
Beyazlarda siklilig1 ise %22-39 olarak rapor edilmistir (160) (163) (164). Bizim ¢alismamizda
ise 76/76, 76/78 ve 78/78 varyantlarinin genel toplum frekansi sirasiyla %56,2, 30 ve 13,8
olarak belirlenmistir.

Le Yi ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda TA7/7 (UGT1A1*28) varyantin1 tagiyan karaciger
orneklerinde TA6/6 ve TA 6/7 varyantlarina kiyasla ciddi oranda diisiik UGT1A1 mRNA
seviyeleri tespit etmislerdir (p _ 0.01). -3156 A/A tasiyan karaciger 6rneklerinde de -3156
G/G ve -3156 G/A varyantlarina kiyasla ayni sekilde ciddi oranda diisik UGT1A1 mRNA
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seviyeleri tespit etmislerdir (p _ 0.05). Buna ek olarak ortak etkilerini incelediklerinde ise
sadece 7/7 ve A/A kombinasyonunda anlamli bir mRNA diisiisii gormiislerdir (165).

Bizim ¢aligmamizda -3156 varyantina ait GG, GA ve AA genotipleri sirasiyla
kadinlarda % 41.9, 41.9 ve 16.1 ve erkeklerde ise %34.5, 49.1 ve 16.4 oranlarinda
gorilmiistir. UGT1A1 seviyelerinde ciddi diisiise sebep olan AA varyanti incelendiginde
irinotekan ve SFU igeren rejimlerde diger varyantlara kiyasla daha yiiksek toksisite oldugu
goriilmektedir. Sadece irinotekan igeren rejimlerde ise bu durumun aksine GG genotipi
tasiyan bireylerde toksisite AA’ya kiyasla daha yiiksek oranlarda saptanmistir. Bu durumun

ornek sayisinin yetersizliginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Sonu¢  olarak, c¢alismamizda  incelenen  varyantlarin  ilgili  ilaglarin
metabolizmalarindaki 6nemi bir¢ok calismada gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda anlaml
sonuclarin elde edilememesinin, daginik hasta ve toksisite profillerinden kaynakli saglikli
istatistik analizler i¢in yeterli hasta sayisina ulasilamamasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir.

Calismamiz hasta sayilarinin arttirilmasi ile devam edecektir.
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HAM VERILER

Crosstab
TSER
3R/3R 3R/2R 2R/2R Total

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
INS+6 iNS/ DEL +6/-6 | DEL/DEL -6/-6 Total

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
High intermediate low Total
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
76/76 76/78 78/78 Total

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
G GA A Total

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:
Yas / Diyagnoz yast: Meslek
Boy/ Kilo: Egitim:
Hasta hikayesi: Soygecmis:

Ailede bulunan tiim kanserler / Polip:

Ozgecmis: Kronik iltihabi bagirsak hastaligi: E [J HO Chron: tilseratif colit:
Diger hastaliklar;
Polip:
Diyabet: Diizenli Asprin kullanimi:
Obezite: Anemi:
Konstitiisyonel sikayetler:
0 ishal [ ates 0 halsizlik [ siskinlik [ kilo kayb1
Belirtiler/ Sikayetler
Diskilama aligkanliginda degisiklik;
Kabiz [J ishal 0 kabiz/ishal degisiklik 0
Diskilama Sikligi (6nce/sonra):
Bagirsak sikayetleri ¢cekiyormuydunuz?
Bagirsak tikanmast:
Kanama; Stimiiksii akint1 (mukus);
Tenezm (digskilama duygusuna ragmen digkilayamama/ Tam bosalamama duygusu):

Diski ¢apinda degisiklik:

Karin agrist:



Diyet (porsiyon /haftalik)

Sivi yag:

Zeytinyagi:

Meyve tiiketimi: hig [ 1-20 3-40 5 ve lizeril
Sebze tiiketimi: hig [ 1-20) 3-40) 5 ve lizeril
Et tiiketimi: hergiin [J 5-60J 3-40J 1-201
Porsiyon;
tavuk agirlikli[] 1zgara [ kirmiz1 et agirlikli[J 1zgara [
kizartmal]
kizartmal] haglama'
haglama'
Yag tiiketimi: kizartma [ yemekte [ kat1 yag:
Tahil / Lifli besin tiiketimi: (misir, ¢avdar, piring, bugday)hi¢ (I 1-20) 3-40J
lizerir]
Baklagil (fasiilye, bakla, nohut, mercimek, bezelye) hig [ 1-20 3-4001 5 veilizeril

Kalsiyum tiiketimi:

Egzersiz

Ortalama haftada kag defa en az 20dk giiclii yada hafif bir egzersiz yaptiniz?

Oncesi hig 0 1 yada 2 0 3 veya daha fazla O
Son 6 ayhig 0 1yada 2 0 3 veya daha fazla O
Ortalama haftada kag defa spor/ egzersiz amagl yiiriiyiis yaptiniz?

Oncesi Hig 0 lyada?2 O 3 veya daha fazla 0
Son 6 ayhig O 1yada?2 O 3 veya daha fazla O

Cevresel faktorler

Sigara: Aktif [J yil: paket:
Pasif  [J yil: paket:

Alkol:

Kimyasallar:

Calismanin amaci kemoterapiye verilen cevabin anlagilmasi ve yan etkilerin dngoriilmesidir.

Calisma ile ilgili bilgilendirildim. Calismaya goniilli olarak katilmayi ve rutin testlerim igin vermis

oldugum kan ornegimin kullanilmasini, bana hicbir mali ve hukuki sorumluluk yiiklememesi ve

bilgilerimin gizli tutulmasi kaydiyla kabul ediyorum.
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