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I. BOLOM

1.1 GIRIS VE AMAG

Gegctigimiz yuzyil icinde gergeklestirilen ilag arastirmalari ve sonucunda
ilag Uretimi, dagitimi ve tuketimi batin dunyada oldugu gibi Glkemizde de
hizla artig gostermistir. Bu artisa paralel olarak da ilag guvenligi konusu,
batan ulkelerin ilgili kamuoylarinda guncel tartisma konulari arasinda yerini
almis bulunmaktadir (59).

ilag giivenligi konusu, 6zellikle toksisite ve ilag yaniti gibi alt konulari
gindeme getirmistir. ilag yaniti ve toksisite uzun vyillar dogrudan kullanilan
ila¢c dozuyla iligkilendirilmis olsa da, gegen zaman igerisinde, bu konularin
genetik faktorlerle ilgili olabilecegi yorumu getirilmistir. Bununla ilgili olarak,
ila¢c yanitindaki bireysel degisiklikleri agiklayan “farmakogenetik” kavrami ilk
olarak 1959 yilinda ortaya atiimistir.

Son yillarda farmakogenetik calismalar multidisipliner bir sekilde tibbin
tum alanlarinda uygulamaya konulmak Uzere hiz kazanmigtir. Bununla
birlikte Onkoloji alani, farmakogenetik ¢calismalarin en fazla ihtiya¢ duyuldugu
alanlardan biridir. Bu ihtiyag, kisiye en uygun kemoterapotik ajan ve dozlarin
hala kesin olarak bilinemeyip, genellikle deneme yanima yolu ile
uygulanmasindan, ilaca bagh olarak ortaya gikan yan etkilerin agir sonuglar
dogurmalarindan ve bazen olum ile sonuglanabilmesinden
kaynaklanmaktadir.

Kanser tum dunyada ve ulkemizde surekli artis gosteren bir hastaliktir.

Yuz civarinda kanser tipi olmakla birlikte en yaygin kanser tipleri cinsiyet



hormonlariyla dogrudan veya dolayli olarak iligkili olan kanserlerdir. Bunlar,
erkeklerde prostat kanserleri; kadinlarda ise uterus, over ve meme
kanserleridir.

Her kanser kendi iginde, timorin safhasina gore derecelendiriimektedir.
Kanserlerin genellikle 1V. dereceleri (grade V) en son safhayi gosterir ki, bu
da metastaz yani herhangi bir timdr odagindan ayrilan timoér hicresinin
cesitli yollarla bagka bir doku ya da organa giderek orada timoér odagi
olusturmasi safhasi olarak ele alinir. Metastaz olayi meme kanserinde
oldukca yaygindir. Meme kanserinin en ¢ok metastaz yaptigr yerler
akcigerler, lenf nodlari ve kemiklerdir.

Metastatik meme kanseri (MMK) tedavisinde, diger kanserlerde oldugu
gibi, ilagla tedavi rejimleri dnemli bir yer tutar. Bu amagla kullanilan bazi
ilaclar siklofosfamid, metotreksat, fluorourasil, doksorobisin, dosetaksel,
vinorelbin, gemsitabin ve capecitabine’ dir. Bunlardan capecitabine oral yolla
alinan etkili bir kemoterapdétik ajandir. Tumor hucrelerini hedefleyerek
sitotoksisiteye neden olur (33, 37). Capecitabine’ in aktif 5-Fluorourasil
bilesigine donusebilmesi igin, karacigerde o6ncelikle Karboksilesteraz 1
(CES1) ve Karboksilesteraz 2 (CES2), sonra sitidin deaminaz (CDA) ve
timidin fosoforilaz (TP) enzimleri tarafindan metabolize edilmesi gerekir (69).
Capecitabine’ e ilag yaniti, metabolik yolaginda rol alan bu enzimlerin
aktiviteleriyle ilgilidir. Bunlardan CES1; insanda karacigerde, bagirsaklarda,
olgun monosit ve makrofajlarin endoplazmik retikulum limeninde ifade edilir.
Geni oldukga polimorfik olan CES1’ in ilag yaniti Uzerindeki etkileri hentz tam

olarak bilinmemektedir.



Bu calismada Ege Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dall
Tibbi Onkoloji Bilim Dal’ na MMK sikayetiyle gelen hastalardan yola
cikilarak, Turk toplumu MMK olgularinda CES1 genine ait H199R, N75S ve
149V gen polimorfizmlerinin sikliklari ve ilag yanitlariyla iligkilerinin

arastiriimasi amaclanmistir.



1.2 GENEL BILGILER

Kanser, normal bir vicut hicresinin gesitli etkenlerle genetik yapisinin
degiserek kontrolsiz bolinmesi olarak tanimlanabilir. Tum kanser
hicrelerinin ortak 6zellikleri, sinirsiz bélinme kapasiteleri ve kan ya da lenf
dolasimiyla, uzak organlara gidip orada yeni tumdrler olusturabilmeleridir.

Kanserler arasinda genellikle cinsiyet hormonlariyla ilgili olanlar yaygin
ve oOlumcul olanlaridir. Bunlar, erkeklerde prostat kanseri, kadinlarda ise
uterus, over ve meme kanserleridir.

1.2.1. MEME KANSERI

1.2.1.1 MEME KANSERININ EPIDEMiYOLOJiSi

Meme kanseri kadinlarda en sik goérlilen kanser tipi olup, dlnyada
akciger kanserinden sonra olumlere neden olan en 6énemli ikinci kanserdir
(2). Diinya Saglik Orgitl’ nin  (WHO, World Health Organization) 2002 yili
istatistiklerine gore her yil 220.000 yeni meme kanseri vakasi tespit edilirken,
yilda ortalama bes milyon kadin da meme kanseri tedavisi gérmektedir.
Tarkiye’ de ise kanser olumlerinin % 25 inden yine meme kanseri
sorumludur (77).

1.2.1.2 MEME KANSERININ ETiYOLOJiSi

Codu olguda gelisen meme kanserinin etiyolojisi bilinmemekle birlikte,
ilgili oldugu dusunulen pek c¢ok faktor ileri surtlmustir. Bunlardan bazilari
uremeyle ilgili etkenler, hormonal etkenler, genetik etkenler, beslenme ve

sosyo-ekonomik durumdur.



1.2.1.2.1 UREMEYLE iLGIiLi ETKENLER

Yapilan galismalarda Uremeyle dogrudan ya da dolayli olarak iligkili olan
faktorlerin  meme kanserine kargi koruyuculuk ya da yatkinlik
saglayabilecekleri sonucuna varilmistir.

Ornegin erken yasta gdrillen menstruasyonun, meme dokusunun
Ostrojene maruz kalma slresini uzattidi igcin, meme kanseri riskini artirdigi
belirtiimistir (48). Dogum yapmamis ya da evlenmemis olan kadinlarda da
meme kanseri gorulme riski daha fazladir. Ayrica, ilk dogumunu 35 yasindan
sonra yapmis veya ge¢ menopoza girmig olan kadinlarda da meme kanseri
gelistirme riski yuksektir (14, 54).

Buna karsilik, uzun sureli laktasyonun (dodum sonrasi sut verme)
ovulasyon dénem sayisini azaltarak, meme kanserine karsi koruyucu etki
yaptigi varsayilimaktadir (29, 47).

1.2.1.2.2 HORMONAL ETKENLER

Laktasyonun yaninda gebeligin de meme kanserine karsi koruyucu
oldugu ileri surulmektedir. Deneysel olarak farelerde puberteden oOnce
ooforektomi (overlerin alinmasi) yapilmasiyla meme kanseri oraninin gok
distigl; buna karsilik erkek farelerde kastrasyon (hadim edilme) sonrasi
ostrojen verilmesinin yuksek oranda meme kanseri olusturdugu goézlenmistir
(63).

Oral kontraseptif (dogum kontrol hapi) kullanim suresinin, meme kanseri
riskini artirnp artirmadigiyla iligkili calismalarda, oral kontraseptif kullanim
suresiyle risk artigi arasinda anlamli bir iligki saptanmamigtir (11). Ancak, 45

yasin altindaki kadinlarda uzun sureli oral kontraseptif kullaniminin etkisi



arastirildiginda bunun meme kanseri riskinde anlamli bir artisa neden oldugu
g6zlenmigtir (57).

Androjen duzeyinin yuksek oldugu postmenopozal donemdeki kadinlarda
yine meme kanseri gelistirme riski ylksektir.

1.2.1.2.3 GENETIK ETKENLER

Meme kanseri olan anne, kiz ve kiz kardesler arasindaki meme kanseri
goOrulme insidansi normal populasyondan iki kat fazladir. Meme kanseri aile
hikayesi olanlarda meme kanserinin ortaya ¢ilkma yasi daha erken ve
bilateral (gift tarali) olma egilimindedir (14, 63).

Meme kanseriyle iligkili oldugu dusunulen bazi genler bulunmustur.
Bunlardan biri olan BRCA1, genomda 17921’ e lokalizedir ve genindeki
mutasyonlarin ailesel meme ve over kanserlerinde rol oynadigl saptanmisgtir.
Mutant BRCA1 genine sahip kadinlarda 70 yillik yasam periyodunda meme
kanseri gelistirme riski % 85 olarak hesaplanmigtir (72).

Meme kanseriyle iligkili oldugu dusunulen bir diger gen ise BRCAZ’ dir.
Genomda 13q12.3’ e lokalize olan bu gendeki mutasyonlar, hastaligin erken
ve bilateral olarak ortaya ¢ikmasinda onemlidir. BRCA71 ve BRCAZ2’ nin DNA
cift zincir kiriklarini tamir eden enzimleri kodladiklari daha sonralari
gOsterilebilmistir.

Meme kanseri olan bir kadinin yasami boyunca ikinci kez meme kanseri
geligtirme riski % 25-30’ dur. Meme cerrahisi sonrasi geride kalan meme
dokusu risk altindadir. Fakat bu risk, diger memede kanser olugsma riski

kadar ve her yil icin % 0.5-1" dir (24).



1.2.1.2.4 BESLENME

Deney hayvani modellerinde goésterildigi gibi, diyetteki hayvansal yaglarin
% 10’ dan fazla olmasi meme kanseri riskini artirmakta; buna karsilik % 5’ in
altinda olmasi ve Ozellikle yag icermeyen diyetle beslenme, tumorin
blylUmesini dahi inhibe edebilmektedir (14, 43, 64).

Liften zengin gidalarin bagirsaktan ostrojen absorbsiyonunu engelleyerek
meme kanserini dnleyebilecegi disunulmektedir (65). Bazi ¢alismalara goére
de bitkisel agirlikli beslenme ile meme kanseri arasinda herhangi bir iligki
bulunmamaktadir (13).

Sekerli besinlerin, kirmizi etin, kizartiimis besinlerin (6zellikle akrilamid
iceren patates kizartmasi ve cipsin) fazlaca tuketilmesinin meme kanseri
riskini oldukga artirdigi belirlenmistir (45, 53).

Ayrica, duzenli alkol kullanan kadinlarda meme kanserinin daha fazla
goruldugu saptanmistir (45).

1.2.1.2.5 SOSYO-EKONOMiIK DURUM

Sosyo-ekonomik duzeyleri disuk olan kisi ya da toplumlarda meme
kanserinin gorulme orani, sosyo-ekonomik yonden gelismis olanlara oranla,
daha azdir. Bunun nedenleri arasinda, sosyo-ekonomik yonden gelismis
kadinlarin dogurmamalari ya da ge¢ dogurmalari, emzirmemeleri, agir ‘fast
food’, sigara ve alkol tuketimleri, egzersizden yoksun monoton yasam
surmeleri sayilabilir (4).

1.2.1.3 MEME KANSERININ PATOLOJiSi
Meme sut bezlerinden, sut kanallarindan, dolgu malzemesi olan yag

dokusundan ve tasiyici olan lif dokusundan olugmaktadir. Sut bezleri lob adi

10



verilen gruplarda toplanirlar. Her lob, pek ¢ok sayidaki daha kiguk lobu igerir.
Bu kuclUk loblar 15-20 adet, 4zum benzeri minik ampul seklindeki bezleri
icerirler ve sut buralarda uretilir. ‘Duct’ adi verilen kiicik kanalciklar, Gretilen
sutd gdégus ucuna tasirlar.

Go6gsun icinde kas yoktur, ama pectoralis major ve pectoralis minor adi
verilen iki kas gdégsun altindaki kaburgalara bagli olarak bulunurlar (Sekil 1).

Go6gsin iginde, gogse oksijen ve besin tasiyan damarlar bulunur.
Damarlardaki kan ile birlikte dolasimda bulunan lenf sivisi, damar
duvarlarindan sizar ve hucrelerin arasindaki boslukta birikir. Bunlarin
toplanmasi ve ana kan dolasimina geri kazandiriimasi icin lenf kanallar
bulunur. Lenf kanallari boyunca lenf sivisi, lenf bezleri adi verilen fasulye
tanelerine benzeyen organlar tarafindan sozulir. Goguste toplanan lenf
sivisinin buydk bir bdlimu koltuk altinda toplanir; burada harici lenf bezleri

tarafindan slzuldikten sonra lenf sivisi dolagim sistemine geri doner.
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Sekil 1: Meme anatomisi

Solda, meme dokusu enine kesiti, sagda énden goriinisi bulunmaktadir. Enine
kesitte klavikula kemigi, ikinci kaburga kemigi, pectoralis major kasi, sit salic
sinus, meme ucu, sut salici kanal, salgi lobllleri ve yag doku gosterilmektedir.
Onden gériintste ise bunlara ek olarak, aksiler lenf nodlari gésteriimektedir.

Meme kanseri bir takim belirtilerle kendini gdsteren ve c¢esitli evreleri olan
bir hastaliktir. Bulundugu evreye gore hastaligin ciddiyeti ve buna bagl
olarak tedavi segenekleri de gesitlilik gosterir.

1.2.1.3.1 BELIRTILER

Meme kanserinin en yaygin belirtisi agrisiz bir kitlenin hissedilmesidir.
Ancak, hastalarin % 10 kadari kitle olmaksizin agri hissetmektedir. Meme
kanserinin daha seyrek gorulen belirtileri arasinda, goéguste olusan gegici
olmayan degisimlerdir; 6rnegin kalinlasma, sislikler, deride tahris ya da
bozulmalar ve anlik akintilar, asinma, gégus ucunun hassaslasmasi ya da

ice déonmesi gibi.
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Tedavisi en kolay olan erken asamadaki meme kanserleri, tipik olarak hi¢
bir belirti gdstermezler. Bu nedenle, kadinlarin meme kanserinin erken tanisi
icin dnerilen kontrol programlarina uylamalari gok dnemlidir (32).

1.2.1.3.2 TANI

Diger kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde de erken tani ¢ok
onemlidir. Erken tani tedavi seceneklerinin sayisini, tedavinin basariya
ulasmasini ve hayatta kalma sansini énemli oranda artirmaktadir.

Erken tani igin temelde Onerilen ve birbirini tamamlayici U¢ ydntem
bulunmaktadir. Bunlar, kisisel (kendi kendine yapilan) gégus kontrolleri, klinik
(doktor tarafindan yapilan) gégus kontrolleri ve mamogramlardir.

Kendi kendine muayene erken evredeki timorlerin, 6zellikle vyillik
mamogramlar ve klinik meme muayeneleri arasinda gelisen tumorlerin
saptanmasinda yararlidir. Kendi kendine yapilan ayllk meme muayeneleri
normal kosullarda memenin nasil goérindigu ve nasil duyumsandigi
konusunda kisiye bir fikir verir. Bu sekilde kalinlasma, yumrular, spontan
meme ucu akintisi, bliztisme ya da gukurlasma gibi degisiklikler meydana
geldiginde kolayca fark edilmesini saglarlar.

Klinikk meme muayenesi olasi degisiklikler agisindan meme ve Kkoltuk
altinin gérunumunad ve dokusunu kontrol etmek amaciyla hekimler tarafindan
yapiimaktadir. Amerikan Kanser Orgiti (ACS, American Cancer Society)
yirmili ve otuzlu yaslardaki kadinlarin rutin saghk kontrollerinin bir pargasi
olarak en azindan ‘U¢ yilda bir kez’ klinik meme muayenesinin yapilmasini
onermektedir. Kirk yasin uzerindeki kadinlar da yilda en az bir kez bu

muayeneden gecmelidirler.
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Mamogram memeyi goruntilemek Uzere X-iginlarinin kullanildigi bir
yontemdir ve elle hissedilemeyen timorleri saptayabilmektedir. Mamogram
mevcut tarama yontemlerinin en iyisi olarak nitelendiriimektedir. Tumord, en
etkin bicimde tedavi edilebilecegi erken evrede saptayabilmektedir. Kirk yas
ve Uzerindeki kadinlarin her yil mamogram yaptirmalari énerilmektedir (31,
32).

1.21.3.3 EVRELER

Kanserin evrelendiriimesi amaci ile TNM evrelendirme sistemi
geligtiriimigtir. Burada T timoérun boyutunu, N lenf bezlerinin durumunu ve M
kanserin metastaz yapip yapmadigini belirtir.

Kanser evrelerinin numaralar ile belirtiimesi; kanserin evresini, tumorin
boyu ve kanserin yayillimi tanimlar. Evrelendirme sisteminde evreler O ile 4
arasindaki rakamlar ile belirtilir (Tablo 1).

Tablo 1: Meme Kanserinin Evrelendirilmesi (67)
(2002 yili Wittekind, Ch; Sobin, L. H’ e gére verilmistir)

Evre 0 Tis MO Mo

Evrel T1 Mo Mo

Erken Evre llA To M1 Mo
evre T1 N1 Mo
T2 No Mo

Evre lIB T2 M1 Mo

T3 NoO Mo

EvrellA  TO N2 Mo

T1 N2 Mo

T2 N2 Mo

Lokal ileri T3 N1 Mo
evre T3 N2 Mo
Evre llIB T4 M(herhangi) Mo

“Evre iC___ T(herhangi) N3 MO

Metastatik Evre IV T(herhangi)  N(herhangi) M1
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Evre 0: Bu evre ayni zamanda 'in-situ’ olarak da adlandirilir. Evre 0
kanserleri, yerlerinde kalmig ve c¢evre dokulara sigramamis kanserlerdir.
Klinik kontrollerde tanisi konulan kanserlerin ~ % 15 - % 20' si Evre 0
kanserleridir. Evre 0 kanserleri olustuklari yerlere goére ikiye ayrilirlar; sit
bezlerinde (lobul) olugsmusglarsa “lobular karsinoma in situ” (LCIS), sut
kanallarinda (ductus) olusmuslarsa “ductal karsinoma in situ” (DCIS) olarak
adlandirilirlar.

Evre | : Orijinal timér 2 cm ya da daha kuguktir ve lenf bezlerine
sigramamigtir (Tablo 2). Evre | kanserlerin tedavisi igcin genellikle iki yol
izlenmektedir. 1) Meme koruyucu tedavi: Lumpektomi (kanserli kitlenin
etrafindaki bir parca saglhklh gégus dokusu ile birlikte alinmasi) ve koltuk alti
lenf bezlerinin alinmasini takiben radyasyon tedavisi gercgeklestirilir.
Gerekiyorsa kemoterapi veya hormonoterapiler ile desteklenir. 2) Mastektomi
(kanserin bulundugu goégsin alinmasi operasyonu) ve bunun yaninda koltuk
alti lenf bezlerinin ¢ikarilmasi onerilir.

Evre 1lA: Orijinal timoér 2 - 5 cm arasindadir ve lenf bezlerine
sigramamigtir (Tablo 2).

Evre 1IB: Orijinal ttmo6r 2 - 5 cm arasindadir ve koltuk alti lenf bezlerine
sigramigtir ya da orijinal timor 5 cm den daha buyuktur ve koltuk alti lenf
bezlerine sigramamisgtir (Tablo 2).

Evre Il igin uygulanan tedavi genellikle Evre | ile aynidir; ancak tUmor
buylkse ya da lenf bezlerine sigramigsa kemoterapi, hormonoterapi ve

radyoterapi tamamlayici olarak onerilir.
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Evre llIA: Orijinal timor koltuk alti lenf bezlerine ve gogus digi dokulara
sigramistir (Tablo 2). Bu evrede meme kanserinin standart tedavisi
mastektomidir; sonrasinda gégsun yeniden yapilmasini hedefleyen estetik
operasyonlar gercgeklestirilebilir. TUmoérin saglikli gégus dokusundan
kesilerek ayrilabilmesinin olasi oldugu durumlarda, lampektomi de yapilabilir.
Operasyon sonrasinda genellikle radyoterapi ve sistematik tedavi olarak
kemoterapi ve hormon tedavisi uygulanir. Eger timoér c¢ok buylkse,
operasyon oncesinde tumoér boyunun kuglltilmesi amaciyla kemoterapi
uygulanabilir; bu tip kemoterapi uygulamalarina neoadjuvant kemoterapi
denir. Bazi durumlarda neoadjuvant kemoterapiye yardimci olmasi amaciyla
operasyon oncesi hormon tedavisi de uygulanir.

Evre [lIB: Orijinal timdrin boyutuna bakilmaksizin, timoérin kendisini
goégus duvarina bagladigi ve gogus lenf bezlerine sigradigi durumlarda
kanser Evre IlIB olarak adlandirilir (Tablo 2). Evre IlIB meme kanserinin
standart tedavisi genellikle neoadjuvant kemoterapi ile bagslar. Orijinal timor
boyunun istenen oranda klgulmesi ile birlikte, lampektomi veya mastektomi
yapilabilir. Operasyon sonrasi uygulanan standart tedavi ise radyoterapi,
kemoterapi ve hormon tedavisidir.

Evre IlIC: Koltuk altindaki 10 veya daha fazla sayidaki lenf nodunda,
memedeki tumorle ayni tarafli koprucuk kemigi altindaki lenf nodlarn ve
komsu boyun lenf nodlarinda veya meme igindeki lenf nodlar ve kolun
altindaki lenf nodlarinda yayilim gorulur (Tablo 2).

Evre IV: Kanser gogus disina vicudun diger bolumlerine (kemikler,
akciger, karaciger, beyin v.s.) sigramigtir, yani metastaz yapmistir (Tablo 2).

Evre IV meme kanseri tedavisindeki temel amag, yasam suresini ve kalitesini
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artirmak ve hastanin gikayetlerini gidermektir. Tedavide genellikle
kemoterapi ve hormon tedavisi gibi tim vucudu etkileyen sistematik tedaviler
uygulanir. Hastanin sikayetlerinin azaltimasi amaci ile bazi durumlarda

mastektomi de dnerilebilir (34).

Tablo 2: Meme kanserinde evrelere gore doku ve organ tutulumlari.

EVRE

SEKIL

ACIKLAMA

Evre |

Pt

*TUmor < 2.0 cm
*Lenf nodu tutulumu
yok (NO)

*Metastaz yok (MO)

(T1, NO, MO)

Evre Il A

*TUmor>2.0<5cm
Aksiller lenf nodu
tutulumu yok/var
(NO/1)

*Metastaz yok (MO)

(T1/T1mic, N1, MO)
(T2, NO, MO)
(TO, N1, MO)

Evre Il B

P e R A R Ee L

*TUmor >2.0<5cm
veya >5

*Aksiller lenf nodu
tutulumu yok/var
(NO/1)

*Metastaz yok (MO)

(T2, N1, M)
(T3, NO, MO)
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Evre Il A

*TUmor<5->5cm
*Aksiller lenf nodu

tutulumu var (N1/2)
*Metastaz yok (MO)

(T1, N2, MO veya T2,
N2, MO)
(T3, N1, MO veya T3,
N2, MO)

Evre Ill B

w42

N e i e

*TUmOr gégus
duvarina yayilmis
Aksiller lenf nodu
tutulumu yok/var
(NO-2)

*Metastaz yok (MO)

(T4, NO, MO)
(T4, N1, MO)
(T4, N2, MO)

Evre lll C

e vl B g |

*TUmor farkl
boyutlarda

*Lenf nodu tutulumu
var (N3)

*Metastaz yok (MO)

(Herhangi T, N3, M0)

Evre IV

Bt b i B s L

*TUmOr — herhangi
*Lenf nodu tutulumu -
herhangi

*Metastaz var (M1)

(Herhangi T,
Herhangi N, M1)
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1.2.1.3.3.1 METASTAZ

Kanser hucreleri buyime ve bodlinmelerini kontrol etme yeteneklerini
kaybetmislerdir. Sonug¢ olarak komsu dokulari istila edebilen malign (kotu
huylu) tamorler gelistirebilirler. Bazen kanser hucreleri primer (birincil)
timorden ayrilarak kan veya lenf dolagim sistemine katilirlar ve bu yolla,
diger dokulara yerlegirler. Orada buyur, gelisir ve sekonder (ikincil) tGmor
odaklarini olugtururlar. Metastaz olarak adlandirlan bu olay, bilinen
kanserlerin son safhasi olup, 6limle sonuglanma olasiliklari ylksektir (22).

Metastatik meme kanserinde metastazlar genellikle lenf nodlari,
akcigerler, beyin ve kemiklere olmaktadir. Ozellikle beyin ve kemik
metastazlarinda tedavi oldukga zor ve sikintilidir. Bu nedenle 6zellikle ilacla
tedavi metastazda ¢ok dnemli bir yer tutar. Kanserin son asamasinda olan
hastalar igin, kullanilan ilacin efektif ve yanit alinabilen bir ilag olmasi ¢ok
onemlidir. Burada farmakogenetik bilgi devreye girer.

1.2.2 FARMAKOGENETIK

ilac guvenligi konusu &zellikle 20. yizyilin ortalarindan itibaren
tartisiimaya baglanmig ve konuyla ilgili daha kapsamli aragtirmalar yapilip,
farkll bakis acilari degerlendiriimeye calisiimistir. ilerleyen zaman icerisinde,
farmakolojiyle ilgili birgok yeni kavram da ortaya gikmustir. ilk kez 1957' de,
advers veya yan etki olarak degerlendirilen birgok reaksiyonun gercekte
karacigerdeki ilag  metabolize eden  enzimlerin  aktivitelerindeki
degisikliklerden kaynaklanabilecegi ileri surulmustur. Bundan ¢ok kisa bir
sure sonra, 1959 yilinda "farmakogenetik" kavrami ortaya atilmigtir (16).

Klinik farmakolojinin alanlarindan biri olan farmakogenetik, genetik

farkliliklar sonucunda ilag yanitinda bireyler arasinda gozlenen degisiklikleri
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arastiran bir bilim dahdir (1, 20). Farmakogenetik ayni zamanda
farmakoterapiye rehberlik edip, bireysel ve bilime dayal tedavi segenekleri
sunarak, hastaligin prognozunu gelistirmek amaciyla genetik bilgiyi
kullanmaktadir (17).

Farmakogenetik kavraminin ortaya atilmasiyla birlikte ilag tedavisi ve
kalitim arasindaki iliski arastirimaya baslanmis ve ‘normal’ dozlarda alinan
ilaglarin yuzlerce olguda meydana getirdikleri advers reaksiyonda kalitimin
roli ortaya konmaya calisiimistir. Terapdtik indeksi (toksik bir etki meydana
getirmek igin gerekli dozun, istenen terapoétik cevabi elde etmek igin gerekli
doza orani) dar olan ilaglar igin bu durum daha ¢ok gecerli olmaktadir. Birgok
olguda, kisinin aldigi ilagtan beklenen etkinin gérilmemesinin nedeni de bu
olaya dayanmaktadir (16).

ila¢c metabolizmasi ve yanitinda rolii bulunan genler ve bu genlerdeki bazi
polimorfizmler ~ ginimuzde  tespit edilmis  durumdadir. flaclarin
metabolizmalari, kendi i¢lerinde gosterdikleri metabolik basamaklara gére faz
| ve faz Il reaksiyonlari olmak Uzere ikiye ayrilirlar ve burada yer alan

enzimler birbirlerinden farklidirlar.

1.2.2.1. FAZ | REAKSiIYONLARI VE ENZIMLERI
Faz | reaksiyonlarinda genellikle ana bilesige ya islevsel bir grup eklenir
ya da islevsel bir grubu maskelenir. Faz | reaksiyonlari farmakolojik
aktivitenin kaybolmasina neden olmakla birlikte, ila¢ aktivitesinin gecikmesine
ya da artmasina da neden olabilirler. Faz | biyotransformasyon urtnleri hizl

bir sekilde idrar igine atilmazlarsa, endojen bilesiklerle reaksiyona girerek
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suda c¢ozunurllkleri ¢gok dusuk olan konjugatlari olustururlar. Nadiren, bir
ilacin farmakolojik aktivitesi metabolizmasi sonucu degisebilir.

Faz | sisteminin temel enzimleri Sitokrom P450 (CYP450) enzim super
ailesi Uyelerindendirler (30). Bununla birlikte, alkol dehidrogenaz (ADH) ve

karboksilesterazlar (CES) da Faz | enzimleri arasinda yer alir.

1.2.2.1.1 SITOKROM P - 450 AILESI

ilac metabolizmasinda kalitsal farkliliklara yol agan enzimlerden cogu
sitokrom P-450 (CYP450) ailesine Uyedirler. Bu ailedeki enzimler ilag
biyotransformasyon mekanizmalarinin en temel katalizatorleridir. CYP450
enzimleri ‘hem’ grubu tasiyan ve cesitli dokularin granullsiz endoplazmik
retikulumlarinda lokalize olmus proteinlerdir.

insan genomunda 50 farkli sitokrom (CYP) kodlayan gen bulunmakla
birlikte, ginUmuzde yalnizca 12 adet CYP ye iligkin veriler bulunmaktadir.
Sayilari gittikge artan gesitli kimyasallarin, besinsel zehirlerin ve ilaglarin
metabolizmalarina uyum saglamak i¢in P-450 enzimleri zaman igerisinde
farklilasmiglardir. Farklilasma sonucu olusan enzim ailesi cok cesitli
oksidasyon reaksiyonlarini katalize eder hale gelmislerdir ve kimyasal
yapilari farkli substratlara kargi da aktivite gosterebilmektedirler (30) (Sekil
2).

Polimorfik P-450" ler ve diger enzimler, populasyonu genel anlamda iki
gruba ayirirlar: Yavas metabolize ediciler ve hizli metabolize ediciler. Yavas
metabolize edicilerde, enzimler ya inaktiftir ya da disfonksiyoneldir. Hizli

metabolize edicilerde ise enzim aktivitesi normaldir (28).
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CYP 450 slper ailesinden en c¢ok arastinimis olanlart CYP2DG6,

CYP2C19, CYP2C9 ve CYP3A4'’ dir (Tablo 3).

“@

Sekil 2: Bir ilacin sitokrom P-450 enzim sistemi tarafindan oksidasyonu.
Aktif bolgedeki hem demiri “Fe” olarak gosterilmistir. Elektronlar sitokrom P-

450 reduktaz araciligi ile NADPH’ den saglanmaktadir (30).

1.2.2.1.2 ALKOL DEHIiDROGENAZ
Alkolin metabolik yikim hizinin bireyler arasindaki farkli genetik
Ozelliklere bagli olarak degigkenlik gOsterdigi, ikiz arastirmalariyla
kanitlanmigtir. Buna gore, bireyler arasindaki farkh alkol duyarhliklari, alkolu
inaktive eden alkol dehidrogenaz (ADH) enziminin alkolu yavas ya da hizli

yikan izozimlerinin bulunmasindan kaynaklanir (Tablo 3).
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Aragtirmalar, beyaz irkin ~ % 90' inda bu enzimin yavas metabolize eden
tipinin, Cin ve Japonya gibi Dogu Asya kdkenlilerde ise hizli metabolize eden
tipinin bulundugunu ortaya koymustur.

Diger bir etken ise, olugsan asetaldehiti metabolize eden aldehit
dehidrogenaz (ALDH) aktivitesindeki farkliliklardir. Dogu Asya kdkenlilerin ve
Amerika Kizilderililerinin % 90' inda yavas metabolize edici enzim tipinin
bulundugu gdsterilmistir. Sonugta, Asyali ve Kizilderililerde, alkollin ciltte,
boyun ve ylzde olusan Kkizarikliklardan sorumlu olan metabolitinin
asetaldehite dontusimu hizli, fakat yikimi yavas olmaktadir. Bu durum ise
kanda asetaldehit birikimine ve asetaldehite bagl istenmeyen reaksiyonlarin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (16).

1.2.2.1.3 KARBOKSIL ESTERAZLAR

Karboksil esterazlar (CES) ksenobiotikleri (27), kokain ve eroin gibi ester
ve amid baglar iceren maddeleri (42, 19), cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan bazi ilaclari ve bircok baska slbstrati metabolize eden serin
esteraz suUper ailesinin Uyesidirler. Bu enzimler ayni zamanda uzun zincirli
yag asit esterlerini ve tiyoesterleri de hidrolize ederler (60).
Karboksilesterazlar icinde CES1 ve CES2 en ¢ok calisiimis olanlaridir.

1.2.2.1.3.1 KARBOKSIL ESTERAZ 1

Karboksil esteraz 1 (CES1) insan karacigerinde, bagirsaklarinda, olgun
monosit ve makrofajlarin endoplazmik retikulum limeninde ifade edilen iki
karboksilazdan biridir. CES1’ in aromatik ve alifatik esterleri yiktigr ve
hucresel kolesterol esterifikasyonu igin gerekli oldugu bilinmektedir. CES1
bunun yaninda akcigerdeki detoksifikasyonda ve merkezi sinir sistemini ester

ve amid Dbilegiklerinden koruma olaylarinda da rol oynamaktadir.
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Karboksilesteraz eksikliginin non-Hodgkin lenfoma ve B-hlcre lenfositik
|6semiye yatkinlik sagladigi disunilmektedir

Genomda 16q13-922.1° e lokalize olan CES17 geni Uzerinden 3 farkli
izoformunu kodlayan 3 transkript varyanti transkribe edilmektedir. CES7’ in
14 eksonu bulunur ve uzunlugu yaklasik olarak 30 kb’ dir. Kodladidi proteinin
uzunlugu ise 567 amino asittir.

CES1’ in, metabolik basamaklarinda goérev aldigi ilaglar arasinda
irinotecan (kolon kanserlerinde) (41, 62) (Sekil 4), tamoxifen (meme
kanserlerinde) (10), capecitabine (metastatk meme ve kolorektal
kanserlerde) (12) gibi kanser tedavisinde kullanilan ilaglar; temocapril,
cilazopril, quinapril, imidapril (19), benazepril, delapril, clopidogrel (71)
(Sekil 3) gibi ACE inhibitorleri; meperidine gibi sakinlestiriciler; lidocaine gibi
kalp aritmilerinde ve lokal anestezide kullanilan ilaglar; ibrolipim (39, 50) gibi
lipoprotein lipaz aktivatoru olup kalp hastaliklari tedavisinde kullanilan ilaglar
ve dikkat eksikligi-hiperaktivite bozuklugu tedavisinde kullanilan metilfenidat

icerikli ilaclar bulunur (78) (Tablo 3).
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Sekil 3: Clopidogrel metabolizmasinda CES1’ in rolu (35).

Clopidogrel, platelet (trombosit) birikimini 6nleyen, genellikle kalp-damar rahatsizligi bulunan
olgulara regete ile verilen bir ilagtir. Absorbsiyonu bagirsakta gergeklesen bir prodrug (6ncul
ilag)’ dir ve hepatik CYP450 izoenzimleri tarafindan aktive edilmesi gerekir. ilacin yaklasik %
85' i CES1 tarafindan inaktif karboksilik asitlere hidrolize edilir. Karacigerde az bir kismi
CYP450 bagh bir yolakla 2-oxo-clopidogrel' e g¢evrilir. Burada en énemli gorevin CYP3A4 ve
CYP3AS5' e, daha kuguk gorevlerin CYP2C9, CYP2C19, CYP2B6 ve CYP1A2' ye ait oldugu
dusundlmektedir. Bir tienopiridin derisimi olan clopidogrel, platelet P2RY12 purinerjik
reseptorine spesifik ve geri donidsimsiz olarak baglanir ve ADP (adenozin di-fosfat)
tarafindan duzenlenen platelet aktivasyonunu ve agregasyonunu inhibe eder. 2-oxo-
clopidogrel'in hidrolizi aktif metabolitin olusumunu saglar. Clopidogrel’ in aktif metaboliti,
P2RY12 reseptoru Uzerinde bulunan serbet bir sisteine baglanan tiyol grubu igerir ve ADP
baglanmasini ve reseptdr aktivasyonunu geri donisimsuz olarak bloke eder. Bu bloklama
bir kez olusunca, plateletler 7-10 gunlik yasamlar boyunca bu durumdan etkilenirler.
ABCB1 (ATP-baglayici kaset B1), bir MDR/TAP alt ailesi Uyesi olup ksenobiyotikleri
pompalar ve tasinmasinda gorev alir.

Sekilde clopidogrel’ in sirasiyla bagirsak hiicesine, karaciger hiicresine ve aktif metabolitinin
trombosite gegisleri gorilmektedir.

1.2.2.1.3.2 KARBOKSIL ESTERAZ 2
Karboksil esteraz 2 (CES 2) genis bir multi gen ailesinin bir UGyesi olup,
insan karacigerinde, badirsaklarinda, olgun monosit ve makrofajlarin

endoplazmik retikulum limeninde ifade edilen diger bir karboksilazdir.
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Bu enzimin spesifik fonksiyonu henliz tam olarak tanimlanamamis olunsa
da, karboksilesterazlarin lipid metabolizmasinda ve kan-beyin bariyer
sisteminde rolu oldugu dusunulmektedir. CES2’ nin iki farkli izoformunu
kodlayan, iki farkli igslenmis transkript varyanti bulunmaktadir.

Ayni ailede bulunmalarina karsilik, diger bir karaciger karboksilazi olan
CES1T den, pargaladigi ilaclardaki ester substrati 6zellikleri, dokulardaki
dagihmi, immunolojik 6zellikleri ve gen regulasyonu bakimindan farkliliklari
bulunur (49).

CES2’ nin metabolik basamaklarinda gorev aldidi ilaglar arasinda en

bilineni kolon kanserinde kullanilan irinotecan’ dir (41, 62) (Sekil 4; Tablo 3).
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Sekil 4: Irinotecan metabolizmasinda CES1 ve CES2’ nin rolleri (36)
Sekildeki yolak, kemoterapik bir prodrug olan irinotecan’in bir DNA topoizomeraz | inhibitort
olan aktif metabolit SN-38’i olusturmak igin gergeklesen biyotransformasyonunu
gostermektedir. SN-38, dncelikle UGT1A1 ile inaktif SN-38 glukuronid’ e metabolize edilir.
Irinotecan, genellikle metastatik kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanilir. Irinotecan
yanitinda hastalar arasi genis bir gesitlilik ve diare (ishal), nétropeni gibi bazi yan etkiler
g6zlenmektedir. Bu farkliliklarin, irinotecan metabolizmasinda gérevli enzim ve
transporterlerin genetik farkliliklarindan dolayi meydana geldigi disinulimektedir. Bu yolagi
etkileyebilecek iyi bilinen varyantlar, UGT1A1 (UGT1A1*28) deki promoter polimorfik
tekrarlari ve ABCB1’ deki 1236C>T polimorfizmidir. UGT1A1*28 genotipi toksisiteyle
iliskilendirilirken, ABCB1 varyantlari toksisiteyle iligkilendirilememistir.

Tablo 3’ de, Faz | enzimlerini kodlayan CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9,

CYP3A4, ADH, CES1 ve CESZ2 genlerine ait baz bilgiler verilmigtir.
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Tablo 3: Faz | enzimlerini kodlayan genler, acik adlari, metabolize ettikleri

ilaclar ve ilgili hastaliklar.

GEN ACIK ADI METABOLIZE ILGILI HASTALIKLAR
ETTiGi iLACLAR /
MADDELER
CYP2D6 Sitokrom 2D6 | Desipramin, fluoksantin, | Depresyon, psikoz,
sertralin, ondansetron, hipertansiyon, aritmi
tropisetron,deprenil,
perheksilin
CYP2C19 | Sitokrom 2C19 | Diazepam, omeprazol, Anksiyete, Ulser,
proguanil, propranolol, S- | hiperlipidemi
mefenitoin,
heksobarbital, imipramin
CYP2C9 Sitokrom 2C9 | Varfarin, tolbudamid, | YUksek kolesterol,
losartan, fenitoin diyabet, epilepsi
CYP3A4 Sitokrom 3A4 | Fenitoin, griseofulvin, Depresyon, fungal
eritromisin, etinilestradiol | enfeksiyon, epilepsi
ADH Alkol Alkol Alkolizm
dehidrogenaz
CES1 Karboksil irinotecan tamoxifen Kolon kanseri, meme
esteraz 1 capecitabine, temocapril, | kanseri, metastatik
cilazopril, quinapril, meme kanseri,
imidapril, benazepril, kolorektal kanser,
delapril, clopidogrel, aritmi, platelet
meperidine, lidocaine aggregasyonu, dikkat
ibrolipim, metilfenidat eksikligi-hiperaktivite
bozuklugu
CES2 Karboksil irinotecan Kolon kanseri
esteraz 2

1.2.2.2. FAZ Il REAKSIYONLARI VE ENZIMLERI

Faz Il reaksiyonlari

genellikle konjugasyon

reaksiyonlaridir.

Bu

reaksiyonlarda ana bilesikteki islevsel gruba kovalent bag ile glukuronik asit,

asetat, sulfat, glutatyon veya aminoasit baglanir. Polaritesi yuksek olan bu

konjugatlar sonra genellikle inaktive olup, idrar ya da digki ile vacuttan disari

atilirlar (30).
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Faz Il reaksiyonlarda gorev alan enzimler arasinda N-asetiltransferaz
(NAT2), Uridin difosfat glukuronosiltransferaz (UGT), glutatyon S-transferaz
(GST), Tiyopurin S-metiltransferaz (TPMT) gibi enzimler bulunur (Tablo 4).

1.2.2.2.1 N- ASETILTRANSFERAZ 2

Yaklasik 50 yil 6nce tanimlanmis ve genis ¢apta arastiriimis olan enzim
polimorfizmlerinden biri, asetilasyon polimorfizmi olarak adlandirilan N-
asetiltransferaz 2 (NAT2) enziminin genetik polimorfizmidir. NAT2, basta
izoniazid olmak Uzere prokainamid, hidralazin ve sulfonamidler gibi bazi
ilaclarin yikiminda rol oynamaktadir. NATZ2 aktivitesi bakimindan toplumlarda
bimodal (iki tip) dagilim gdzlenir ve bireyler yavas ve hizli asetilleyiciler olarak
siniflandirilir.

Yavas asetilleyicilerin sikligi Japonlarda % 8 dolayinda oldugu halde, bu
sikhik bazi Afrika toplumlarinda % 75 kadar yuksektir. Avrupa toplumlarinda
yavas asetilleyici sikhdr % 50-60 dolaylarinda bulunmustur. Turk bireylerde
ise NAT2 alel dagihmi Avrupa toplumlarindakine benzer ve vyavas
asetilleyicilerin sikhgr % 57.4’° dur (1).

1.2.2.2.2 URIDIN DIFOSFAT GLUKURONOSILTRANSFERAZ

Uridin difosfat glukuronosiltransferaz (UGT) en dnemli faz Il reaksiyonu
olan glukuronidasyonu katalize eder. Glukuronik asit, icerdigi ¢esitli hidroksil
(-OH) gruplari ve bir karboksil (-COOH) grubu nedeniyle kovalent baglandigi
bilesiklerin suda ¢ozunurlklerini artinr. UGT diger transferazlardan farkl
olarak sitoplazmada degil, endoplazmik retikulumda bulunur (30).

UGT super ailesinin bir¢gok izoformu bulunur. Ana aile UGT1 ve UGT2, A

ve B alt gruplarina ayrilir (18).
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Biliribin eliminasyonunda hiz kisitlayici enzim olan UGT-1A1 genindeki
promoter bdlge polimorfizmi (-3263’ de T’ nin G’ ye degisimi), konjuge-
olmayan hiperbiliribinemiye neden olur ve kernikterus (sarilik) geligir.

Gilbert Sendromu’ nda glukuronidasyon aktivitesinin % 70 azalmasi,
UGT-1A1 geninin promoter bolgesindeki TATA kutusundaki TA dizisinin 6
kez yerine 7- 8 kez tekrarlanmasindan kaynaklanmaktadir. Crigler- Najjar
Sendromu da UGT-1A7 C1091T mutasyonuna bagl olarak geligir (76).

1.2.2.2.3 GLUTATYON S-TRANSFERAZ

Karaciger ve eritrositlerde bulunan glutatyon S-transferaz (GST) enzimleri
cesitli substratlarin kiakirt atomlari Gzerindeki glutatyonla konjugasyonunu
saglar (76).

GST lerin  merkapturik asit olusumunda goérevli olduklarinin
anlasilmasindan  sonra  (55), c¢esitli  ksenobiyotiklerin hicresel
metabolizmalarindan ve detoksikasyondan sorumlu olduklari goéralmustir (9,
58). Bu nedenle GST’ lerin kanser ile iligkili genler olduklari tahmin
edilmektedir.

GST super gen ailesi iyi karakterize edilmis bir¢ok polimorfizm igerir.
Beyaz irkin yaklasik % 50’ si GSTM1 ve % 20’ si de GSTT1 delesyonlari igin
homozigot tasiyicidir. GSTP1 geninin de 105. kodonunda, isoldsinin valine
degisikligi ile karakterize bir polimorfizmin gesitli kanser tipleri igin yatkinlik

olusturdugu saptanmigtir (44).

1.2.2.2.4 TiYOPURIN S-METILTRANSFERAZ

Tiyopurin ~ S-metiltransferaz  (TPMT) enzimleri, tiyopurinleri inaktif

metabolitlerine donugtururler (76).
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TPMT genindeki polimorfizmler otozomal es baskin kalitim gosterirler.
Bireylerin % 90’ inda yabanil tip olan, yuksek aktiviteli TPMT bulunurken, ~ %
9-10" unda heterozigot ve % 0.3’ Unde de TPMT aktivitesi belirlenemeyen
homozigot aleller bulunur (73).

Enzim vyetersizligi olanlarda normal dozlardaki tiyopurinler bile
hematopoietik dokularda birikir ve siddetli toksisiteye neden olur (76).

Tablo 4’ de, Faz Il enzimlerini kodlayan NAT2, UGT, GST ve TPMT

genlerine ait bazi bilgiler verilmigtir

Tablo 4: Faz Il enzimlerini kodlayan genler, agik adlari, metabolize ettikleri
ilaglar ve ilgili hastaliklar.

GEN | ACIK ADI METABOLIZE ILGILI HASTALIKLAR
ETTIGI ILAGLAR /
MADDELER
NATZ2 | N-asetiltransferaz izoniazid, Tuberkulloz, aritmi,
prokainamid, bakteriyel enfeksiyon,
hidralazin, hipertansiyon
sulfonamid
UGT | Uridin difosfat Biliribin Kernikterus, Gilbert
glukuronosiltransferaz | *irinotecan Sendromu, Crigler-
kullaniminda yan Najjar Sendromu
etkilere yol acar *Diare, notropeni
GST | Glutatyon S- Ksenobiyotikler Kanserler
transferaz
TPMT | Tiyopurin S- Tiyopurin Kanserler
metiltransferaz

1.2.3 GEN POLIMORFiZMLERININ BELIRLENMESINDE
KULLANILAN YONTEMLER

Molekuler genetik alanindaki gelismeler, genlerde meydana gelen

degisikliklerin tespitini mumkan kilmigtir. Polimorfizmlerin tespitinde en ¢ok

kullanilan yontem Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain
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Reaction) sonrasi Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (RFLP,

Restriction Fragment Lenght Polymorphism)’ dir.

1.2.3.1 TEK NUKLEOTIT POLIMORFiZMLERI

Tek nukleotid polimorfizmleri (SNPs, single nucleotide polymorphisms)
genom dizisi igerisinde A, T, C yada G bazlarindan birisinin degdismesiyle
meydana gelen DNA dizi farkhliklaridir. Ornegin, GGCTAC dizisinin
GGGTAC dizisi sekline dontismesi ile bir SNP olusur. Belirli bir SNP’ den s6z
etmek igin, o SNP’ in populasyonda en az % 1 oraninda goérilmesi
gerekmektedir (67, 68). Insanlar arasinda genetik farkliliklarin % 90’ i
olusturan SNP’ ler, genomda vyaklasik her bin bazda bir meydana
gelmektedirler (68). Bu SNP’ lerin yaklasik yarisi, protein kodlama bdlgesinde
meydana gelmekte ve insanlar arasi tUm kalitsal varyasyonlarin sebebini
olusturmaktadir. Fonksiyonel bir SNP, bir proteinin aminoasit dizisini veya
ekspresyonunu degistirerek, kisinin davranis Ozelliklerini, hastaliklara
yatkinhgini, dayaniklihgini ve tedaviye verdigi yaniti degistirebilir.

insan genomunun SNP haritasinin ¢ikariimasi konusunda diinyada ¢ok
sayida grup calismaktadir. Bu gruplar icinde en o6nemli olanlar, SNP
Konsorsiyumu (TSC project) ve International HapMap Project
(www.hapmap.org)'’ tir.

SNP’ lerin varliklari, pek c¢ok degisik molekuler yontem ile ortaya
konulabilinmektedir. En yaygin olarak kullanilan metod Restriksiyon fragman

uzunluk polimorfizmidir.
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1.2.3.1.1 RESTRIKSiYON FRAGMAN UZUNLUK POLiIMORFizMi

SNP’ lerin belirlenmesi igin kullanilan molekuler biyolojik ydontemlerden
biri, restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmidir (RFLP, restriction fragment
lenght polymorphism).

Restriksiyon endonikleaz enzimleri, ¢ift sarmal DNA’ yi 6zglul baz
dizilerinden kesen ve bu sekilde DNA ile calisiimasini mimkin kilan ¢ok
onemli enzimlerdir. Bu enzimler ile insan DNA’ si, 1.000 — 10.000 baz cifti
uzunlugundaki fragmanlara ayrilabilmektedir.

Bakterilerin buyuk bir bolimu bir veya birkag farkh tlrde restriksiyon
enzimi sentezleyebilmektedirler. Asil gorevleri, bakteri igcine disaridan giren
yabanci genetik materyalleri ayristirarak mutasyonlari énlemek ve bu sekilde
bakteri DNA’ sini korumaktir. Bakteriye 6zgul olan bu enzimler, ¢ift iplikli DNA
(dsDNA) Uzerindeki 6zgun bir bdlgeyi (‘palindrom’) tanir ve dsDNA’ nin her iki
zincirindeki fosfodiester bagini keserek DNA’ yi tanidiklari kesim noktasindan
parcalara ayirir. Gunumuizde 500’ e yakin restriksiyon enzimi degisik mikro
organizmalardan elde edilmektedir. isimleri, izole edildikleri bakterinin ilk harfi
cins, ilk iki harfi tr; ayni bakteriden birka¢ enzim elde edildi ise Roma rakami
ile belirtiimektedir.

RFLP yonteminde, o6rnek DNA bir veya daha fazla restriksiyon
endonukleaz ile kesildikten sonra, fragmanlar molekuler buyudkluklerine gore
jel elektroforezinde aynigtinilir.  Molekuler agirlik standardi (belirteg)
yardimiyla, fragmanlarin molekuler agirliklar belirlenir. Jel, etidyum bromur
ile boyandiktan sonra, fragmanlar UV (260 nm) i1sik altinda gorunur hale

getirilir ve incelenir.
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BOLUM II

2.1 GEREG VE YONTEM
2.1.1 Kontrol ve Calisma Grubu

Kontrol ve calisma grubumuz, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) i¢
Hastaliklari Anabilim Dal Tibbi Onkoloji Bilim Dal’ nda 1997-2004 vyillari
arasi metastatik meme kanseri (MMK) tanisi almisg olgular arasindan
secilmistir. Buna goére calisma grubunu capecitabine kullanan 20 olgu ve
kontrol grubunu tedavilerinde capecitabine kullanmayan 60 olgu
olusturmaktaydi.

flag kullanan bireyler arasinda, yanit alinan ve alinmayan, ayni
zamanda toksisite gorilen ve goértulmeyen hastalarin genetik analizleri
yapimigtir.

MMK tanisiyla izlenmis olgularin ilk tani anlarinda, tedavilerin
planlanmasindan énce rutin olarak alinmig olan ve primer timdér dokusunu
iceren, EUTF Patoloji Anabilim Dali arsivinde bulunan parafin bloklarindan
hasta basina 5x5 pym’ lik kesitler alinarak DNA izolasyonu gercgeklestirilmigtir.
Hastalarin tedavi sureclerindeki ilag kullanim sureleri, ilag kullanimina bagl
olarak herhangi bir yan etki gelisip gelismedigi gibi bilgiler retrospektif (geriye
doénik) olarak EUTF i¢ Hastaliklari Anabilim Dali Tibbi Onkoloji Bilim Dali
argivinden elde edilip, mevcut polimorfizmlerle istatistiksel olarak
iligkilendirilmigtir.

Calisma protokolimiiz Ege Universitesi Tip Fakdltesi Aragtirma Etik

Kurulu tarafindan 07.05.2008 tarihli ve 07-6.1/5 sayil karar ile onaylanmigtir.
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Ancak, kontrol ve galisma grubunu olusturan olgularin tamamina yakininin
kaybedilmis olmasi nedeniyle ‘Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu’ nu okuyup

imzalamalari mUmkuin olmamistir.

2.1.2 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin Analizi
Arastirmadaki amacimiza uygun olarak secilen kontrol ve ¢alisma grubu
olgularinin DNA' lari izole edildikten sonra CES1 H199R, N75S ve 149V gen
polimorfizmlerinin analizleri igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
gerceklestirildi. PCR sonrasi olusan amplikon, Restriksiyon Fragment

Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ile degerlendirildi.

21.21 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin Analizinde
Kullanilan Cihazlar
Tablo 5 de CES71 H199R, N75S ve 149V gen polimorfizmlerinin

analizinde kullanilan cihazlar verilmistir.
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Tablo 5: Kullanilan Cihazlar

CiHAZ MARKA

Thermal Cycler (PCR cihazi) | Corbett

Thermomikser Eppendorf

Yatay Jel Tanki ve Duzenegi | Thermo

Elektroforez Gl¢ Kaynagi Thermo

Derin Dondurucu (-20 - C) ugur

Derin Dondurucu (-86°C) Revco

Hassas Terazi Sartorius

Mikrodalga Firin Samsung

Mikropipetler Eppendorf, Finnpipette,
Boeco

Santrifaj Cihazi Eppendorf, Heraus

Buzdolabi Siemens

Jel Goruntuleme Cihazi Vilber Lourmat

Vorteks Cihazi Fisions

Spektrofotometre Nanodrop ND-1000

2.1.2.2 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin Analizinde
Kullanilan Kimyasallar
Tablo 6° de CES71 H199R, N75S ve 149V gen polimorfizmlerinin

analizinde kullanilan kimyasallar verilmigtir.
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Tablo 6: Kullanilan Kimyasal Malzemeler

KIMYASAL MADDE MARKA

Ksilol J.T.Baker
Ethanol J.T.Baker
Isopropanol Applichem

dNTP Karigimi (4x20 mM) | Fermentas

NH;SO, Buffer Fermentas

Taq DNA Polimeraz (5U/pl) | Fermentas

Tris Fermentas
EDTA Fermentas
Agaroz Fermentas
NuSieve Agaroz Applichem

2.1.2.3 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin Analizinde
Kullanilan Hazir Kitler

2.1.2.3.1 DNA izolasyonu Kiti

Kontrol ve ¢alisma grubu olgularina ait, Patoloji ABD arsivinden 5x5 ym’

lik kesitler halinde aldigimiz ve ilk tani aninda primer tumorden alinan
dokulardan DNA izolasyonu igin High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche Applied Science, Germany) kullanildi.
High Pure PCR Template Preparation Kit icerigi:
1. Baglanma Cozeltisi (Binding Buffer) : 4 M tre, 200 mM NaCl, 200 mM

EDTA, pH 7.4, 25°C

2. Proteinaz K
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3. inhibitér Uzaklastirici Cézelti (Inhibitor Removal Buffer): 5 M guanidine
HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6.6, 25°C (20 ml etanol eklendikten sonra
kullanildr)

4. Yikama Cozeltisi (Wash Buffer) : 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5,
25°C (80 ml etanol eklendikten sonra kullanild)

5. Elusyon Codzeltisi (Elution Buffer) : 10 mM Tris, pH 8.5, 25°C

6. High Pure filtre tlpleri

7. Toplama (Collection) tupleri

2.1.2.4 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin
Analizinde Kullanilan Primerler

CES1 genine ait Ug¢ farkh gen polimorfizmi incelenmistir. Bu
polimorfizmler, genin Ug¢ farkli bolgesine yerlesim gosterdiklerinden PCR
metodu ile amplifikasyonlari igin, her bir gen bdlgesine 6zgul primer dizileri
secilerek, sentez ettiriimistir (Fermentas & TIB MOL BIOL ) (Tablo 5).

Liyofilize halde ve 0.02 umol sentez skalasinda ticari olarak satin alinan
CEST1 ileri ve geri primerleri 100 pmol/ul konsantrasyonda olacak sekilde her
biri icin tavsiye edilen miktarlarda ve PCR igin uygun safliktaki steril distile su
eklenerek ¢ozulmug ve 50 pl' lik hacimler halinde -20°C’ de muhafaza
edilmistir.

Tablo 77 de CES1 H199R, N75S, 149V gen polimorfizmlerini saptamak
icin sentez ettirilen primerler ve her bir polimorfizm igin amplifiye edilen gen

bdlgelerinin buayuklUkleri verilmistir.
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Tablo 7: CES1 H199R, N75S, 149V gen polimorfizmlerini saptamak igin

sentezlettirilen primerler ve amplikon buyukltkleri

Polimorfizm CES1H199R CES1 N75S CES1 149V
ileri Primer ACAT mis: N75S F: 149V F:
5- GGTCACCAG 5-TAGAAGGAT 5- TCAGCTTAG
GACCAGGTGG -3’ TTGCACAGCC-3’ | AAGGATTTGCAC -3’
Geri Primer ACAT A: N75S R: 49V R:
5- ACTTTCTCC 5’- ATGCCGCAG | 5-GCTTACATA
TCCCGCTGACTCT-3’ | CTTACATAG -3’ GGAGGGTACGAG -3’
Amplikon 111 bg. 153 bg. 151 bg
Buyuklugu

2.1.25 CES1 H199R, N75S ve

Analizinde Kullanilan Restriksiyon Enzimleri

Restriksiyon Enzimi

149V Gen Polimorfizmlerinin

2.1.2.5.1 CES1 H199R Gen Polimorfizmi Analizinde Kullanilan

CES1 geninin H199R polimorfizm analizinde enzim kesimi agamasi igin

Haemophilus haemolyticus bakterisinden elde edilen Hhal restriksiyon enzimi

secildi.

Hhal enzimi, toplam 2000 U ve 10 U/ul konsantrasyonda olacak sekilde

temin edildi. Hhal ile birlikte, 1 ml 10x Tango tampon ¢ozeltisi de [10 mM

Tris-HCI (25°C’ de pH 7.4), 100 mM KCI, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.2 mg/ml

BSA ve %50 gliserol] bulunmaktaydi.
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Hhal restriksiyon enziminin tanima bolgesi asagida gosterilmektedir:

5-...... GCG|C...... -3'

3. CtGCG...... -5'

2.1.2.5.2 CES1 N75S Gen Polimorfizmi Analizinde Kullanilan

Restriksiyon Enzimi

CES1 geninin N75S polimorfizm analizinde enzim kesimi asamasi igin,
Arthrobacter luteus bakterisinden elde edilen Alul restriksiyon enzimi segildi.

Alul enzimi, toplam 600 U ve 10 U/ul konsantrasyonda olacak sekilde
temin edildi. Alul ile birlikte, 1 ml 10x Tango tampon ¢ozeltisi de [10 mM Tris-
HCI (25°C’ de pH 7.4), 100 mM KCI, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.2 mg/mi
BSA ve %50 gliserol] bulunmaktaydi.

Alul restriksiyon enziminin tanima bolgesi agagida gosteriimektedir:

3. TC1GA...... -5'
21.2.5.3 CES1 149V Gen Polimorfizmi Analizinde Kullanilan

Restriksiyon Enzimi

CES1 geninin 149V polimorfizm analizinde enzim kesimi asamasi igin,
Micrococcus luteus bakterisinden elde edilen Mls/ restriksiyon enzimi segildi.

Misl enzimi, toplam 200 U ve 5 U/ul konsantrasyonda olacak sekilde
temin edildi. Mlsl ile birlikte, 1 ml 10x R tampon ¢ozeltisi de [10 mM Tris-HCI
(37°C'de pH 8.5), 10 mM MgCI2, 100 mM KCI, 0.1 mg/ml BSA]
bulunmaktaydi.

Misl restriksiyon enziminin tanima bolgesi asagida gosteriimektedir:

5-...... TGG|CCA...... -3'

3'-...... ACC1GGT...... -5'
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2.1.2.6 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin
Analizinde Kullanilan DNA Belirteci
PCR amplifikasyonlari sonrasinda elde edilen amplikonlarin buyuklik
kontrolleri igcin GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (MBI Fermentas, Germany)
DNA belirteci olarak kullaniimigtir. Restriksiyon enzim kesimi sonrasinda elde
edilen DNA fragmanlarinin buyukltklerinin saptanmasinda yine ayni DNA

belirteci kullaniimistir.

2.1.3 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmleri Analizi igin

Calisma Protokolu

2.1.3.1 Parafine Gomiilii Dokudandan DNA izolasyonu Asamasi

CES1 H199R, N75S ve 149V gen polimorfizmlerinin tayinlerindeki ilk
asama, parafine gomuli dokudan cam lifli filtreye nikleik asit baglama
metoduna goére gergeklestirilen DNA izolasyonudur. Calismalar, ticari olarak
satilan DNA izolasyonu kiti protokolline gore gerceklestirildi.

Protokol, asagidaki basamaklardan olusmaktadir:

1. Parafine gomulu dokulardan mikrotom vasitasiyla alinan 50 pm
kalinhgindaki doku ornekleri 1,5 ml’ lik Eppendorf tlplere yerlestirilir.

2. Uzerlerine 500’ er pl ksilol eklenir.

3. Ksilol eklenen doku 6rnekleri birkag saniye vortekslenir.

4. Sonra 20 dakikaligina shaker’ a konularak parafin dokunun erimesi
saglanir.

5. Shaker’ dan alinan tupler 4500 rom’ de 1 dakika santrifuj edildikten
sonra, Ustte kalan supernatant atilir.

6. Her tlipe yeniden 500’ er ul ksilol eklenir ve tupler tekrar vortekslenir.

7. Vortekslenen tupler 60 °C’ de 15 dakika 1200 rpm’ de kalmak Uzere

thermomixer cihazina konulur.
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8. Thermomixer’ dan alinan tupler 4500 rpm’ de 1 dakika santrifuj
edildikten sonra, Ustte kalan supernatant atilir.

9. 6-8. basamaklar bir kez daha tekrar edilir.

10.Doku ornekleri Gzerine v:v %50 olan absolu etanol-ksilol karisimindan
500 pl eklenir.

11.Vortekslenen tupler 60 °C’ de 15 dakika 1200 rpm’ de kalmak Uzere
thermomixer’ a konulur.

12.Thermomixer’ dan alinan tipler 4500 rpm’ de 1 dakika santrifij
edildikten sonra, Ustte kalan supernatant atilir.

13.Her tupe 500’ er pl absolu etanol eklenir ve oda sicakhginda 10
dakika inkiibasyona birakilir.

14.inkiibasyonun ardindan tiipler 4500 rpm’ de 1 dakika santrifijj
edildikten sonra, Ustte kalan supernatant atilir.

15.Tuplere %50’ lik etanolden 500’ er pl eklenir ve oda sicakhginda 5
dakika inkiibasyona birakilir.

16.inkiibasyonun ardindan tiipler 4500 rpm’ de 1 dakika santrifijj
edildikten sonra, Ustte kalan supernatant atilir.

17.Tuplere 500’ er pl distile su eklenir.

18. Distile su eklenen tipler 5000 rpm’ de 3 dakika sureyle santriflj edilir.

19. Santrifjden alinan tuplerdeki stpernatant atilir.

20.17-19. basamaklar bir kez daha tekrar edilir.

21.Tuplerin igindeki dokular cam bagetle iyice ezilir.

22.Ezilen dokularin Gzerine 200’ er pl doku pargalayici tampon ve 40’ ar
Ml Proteinaz K eklenir.

23.Tupler bir gece boyu 37 °C’ de inklibasyona birakilir.

24 Ertesi gun 37 °C’ den alinan tuplere 200’ er ul baglama tamponu
eklenir ve 70 °C’ de bulunan thermomixer da 10 dakika sureyle
inkube edilir.

25. 100 plisopropanol eklenir.

26.lyice pipetlenen tiip igerigi collection tiiplerin lizerine yerlestiriimis
filtreli tGplere aktarilr.

27.Tupler 8000 rpm’ de 1 dakika santriftj edilir.

28.Santrifljden alinan collection tupler atilir, Gzerlerindeki filtreli tlpler

yeni ve temiz collection tuplere aktarilir.
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29.Filtreli tiplere 500’ er pl inhibitor uzaklastirici tampon eklenir.

30.8000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

31.Collection tupler atilir, Gzerlerindeki filtreli tipler yeni collection tuplere
aktarilir ve filtreli tiplere 500’ er pl yikama tamponu eklenir.

32.Tuapler 8000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

33. 31 ve 32. basamaklar tekrar edilir.

34.Collection tupler atilir, Gzerlerindeki filtreli tipler yeni collection tuplere
aktariir ve yeni bir madde eklenmeden yaklasik 10 saniyelik bir
santrifigasyon yapilir. Bu sekilde, filtrede kalan etanolin tamamen
uzaklastiriimasi saglanir.

35.Ardindan collection tupler atilir ve filtreli tipler 1.5 ml’ lik Eppendorf
tupler igersine yerlesgtirilir.

36.Uzerlerine 6nceden 70 °C’ de isitilmig ellisyon tamponundan 200’ er
Ml eklenir.

37.8000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

38. Santrifugasyon sonrasi filtreli tipler atilir. Eppendorf tlpleri i¢erisindeki
sivida DNA’ miz bulunmaktadir. DNA’ larin konsantrasyonlari
Nanodrop spektrofotometre cihazinda olguldikten sonra kriyo tlplere

aktarilir ve -20 °C’ de saklanir.

2.1.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction),
herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’ da dizisi bilinen belirli bir
bdlgenin ¢ogaltilmasina (amplifikasyon) olanak veren in vitro DNA sentez
yontemidir ve 3 ana basamaktan olusur:

1. Amplifiye edilecek cift iplikli DNA’ nin ylUksek sicaklikta denatirasyonu
(denaturation)

2. Primerlerin 6zgul hibridizasyona olanak saglayacak sicaklikta (Tm
degerinin 3-5°C altindaki sicaklik) hedef bolgelere baglanmalari

(annealing)
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3. Taqg DNA Polimeraz enziminin en ylUksek aktivite gosterdigi 72°C

sicaklikta, zincirlerin primerlerden itibaren uzamalari (elongation).

PCR’ da yer alan bilesenler;

1. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisini iceren kalip DNA

2. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisinin komplementeri olacak sekilde
secilmis kisa primerler

3. Termostabil karakterde Taqg DNA Polimeraz enzimi.

Hedef bodlgeye 6zgul uygun primer ciftlerinin (ileri ve geri primer) dogru
secimi olduk¢ca 6nemlidir. Primerler, genomik DNA’ daki hedef bdlge ile
hibridize olabilen, 15-20 nukleotid uzunlugunda, sentetik olarak sentez
edilmis tek zincirli oligonUkleotidlerdir. Denattrasyonun ardindan primerlerin
baglanma asamasindaki Tm (erime derecesi) dederinin saptanmasi, PCR
reaksiyonunun gergeklesmesi acgisindan buyuk dneme sahiptir ve yandaki
formul ile kolayca hesaplanir: Tm = 4°C (G+C) + 2°C (A+T).

Zincirin uzama reaksiyonunu gergeklestiren Tag DNA Polimeraz enzimi
Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen, optimal aktivitesini 72°C’ de
gosteren ve 94°C’ de bile aktivitesini kaybetmeyen bir enzimdir. Taq DNA
polimerazin gorevi, tek zincirli DNA’ ya baglanmis komplementer dizilerden
itibaren DNA’ y1 ¢cogaltmaktir. Polimeraz enzimleri aktivite gosterebilmek igin
Mg?" iyonlarina ihtiyag duyarlar; Mg®* iyonlari, Tag enziminin kofaktorii olarak
islev gorurler. Bu nedenle, en uygun MgCl, konsantrasyonunun olusturulmasi
gerekmektedir. MgCl, konsantrasyonunun fazla oldugu reaksiyonlarda hatal
eslesmeler meydana gelirken, eksik oldugu reaksiyonlarda yeterli miktarda

hibridizasyon gerceklesmemektedir. Primerler ile baglatilan c¢ift sarmal
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olusumu, hedef zincirin Tag DNA polimeraz tarafindan dNTP' lerin
(deoksinukleotid trifosfat) kullanilarak uzatilmasiyla devam etmektedir. ANTP’
ler (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) Tag DNA polimerazinin substratlaridir. Zincir,
tek iplikli hedef DNA’ nin komplementeri primer ile baglar ve Taq DNA
polimeraz, ortamdaki dNTP’ leri kullanarak bu zinciri uzatir. Tek iplikli DNA
cift iplikli forma gelir. PCR denatlrasyon, baglanma ve uzama adimlarinin
tekrarlarina dayanan 30-50 déngu sonrasinda tamamlanir ve sonunda hedef
DNA’ nin milyonlarca kopyasi olusturulur.

2.1.3.2.1 CES1H199R Gen Polimorfizmi igin PCR

CES1 geni 199. kodonda bulunan Guanin’ in Adenin’ e transisyonu
sonucunda; polar ve hafif bazik Histidin amino asitinin, polar ve kuvvetli bazik
olan Arginin amino asitine degisimine neden olan polimorfizmin tespiti
amaciyla, polimorfizmi iceren 111 bg.’ lik gen bdlgesi PCR ile ¢ogaltildi.

Her bir 6rnek igin, daha 6nce otoklavda sterilize edilen 0.2 ml’ lik PCR

tipunde 50 I’ lik bir PCR reaksiyon karisimi hazirlandi:

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
MgCl2 (25 mM) 3,0 yl (1.5 mM)
ACAT mis (100 uM) 1,0 pl (100 u M)
ACAT A (100 uM) 1,0 pl (100 1 M)
dNTP Karisim (2 mM) 5,0 ul (0.2 mM)
10x PCR Tamponu 5,0 ul (1x)

Taqg DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,4 ul (1U)

Steril Distile Su 29,6 ul

izole genomik DNA 5,0 yl

Toplam hacim 50 pl
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Hazirlanan karisim daha sonra PCR cihazina ylklenerek, istenilen gen

bdlgesi ¢ogaltildi.

CES1 H199R gen polimorfizmini igeren gen bolgesi amplifikasyonu igin

belirlenen PCR protokolu:

Denaturasyon 95°C’ de

Amplifikasyon

95°C’ de

60°C’ de

72°C’ de
Son uzama 72°C’ de
Sogutma 4°C’ de

10 dakika

30 sn denatlrasyon
45 sn baglanma 45 doéngu
1 dk uzama

7 dk

&0 Sonsuz

2.1.3.2.2 CES1N75S Gen Polimorfizmi icin PCR

CES1 geni 75. kodonda bulunan Guanin’ in Adenin’ e transisyonu

sonucunda; Asparagin amino asitinin, Serin amino asitine degisimine neden

olan polimorfizmin tespiti amaciyla, polimorfizmi iceren 153 bg.” lik bir gen

bdlgesi PCR ile gogaltildi.

Her bir ornek igin, daha once otoklavda sterilize edilen 0.2 ml’ lik PCR

tupunde 50 pI’ lik bir PCR reaksiyon karisimi hazirlandr:

Bilesenler
MgCl2 (25 mM)

N75S F (100 uM)

Hacim Son konsantrasyon
3,0 pl (1.5 mM)
1,0 pi (100 u M)

46



N75S R (100 pM) 1,0 pl (100 u M)

dNTP Karisim (2 mM) 5,0 pl (0.2 mM)
10x PCR Tamponu 5,0 ul (1x)

Taqg DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,4 ul (1U)
Steril Distile Su 29,6 ul

izole genomik DNA 5,0 yl

Toplam hacim 50 pl

Hazirlanan karisim daha sonra PCR cihazina yuklenerek, istenilen gen

bolgesi ¢cogaltildi.

CES1 N75S gen polimorfizmini iceren gen boélgesi amplifikasyonu igin

belirlenen PCR protokolu:

Denaturasyon 95°C’de 10 dakika

Amplifikasyon
95°C’de 30 sn denatlrasyon
50°C’ de 45 sn baglanma 45 dongu
72°C’de 1 dk uzama

Son uzama 72°C’de 7 dk

Sogutma 4°C’ de O Sonsuz

2.1.3.2.3 CES1149V Gen Polimorfizmi igin PCR

CES1 geni 49. kodonda bulunan Adenin’ in Guanin’ e transisyonu
sonucunda; Isolésin amino asitinin, Valin amino asitine degisimine neden
olan polimorfizmin tespiti amaciyla, polimorfizmi iceren 151 bg.” lik bir gen

bdlgesi PCR ile gogaltildi.
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Her bir 6rnek igin, daha 6nce otoklavda sterilize edilen 0.2 ml’ lik PCR

tupunde 50 I’ lik bir PCR reaksiyon karisimi hazirlandi:

Bilesenler
MgCl2 (25 mM)

149V F (100 pM)

149V R (100 pM)

dNTP Karigim (2 mM)

10x PCR Tamponu

Taqg DNA Polimeraz (5 U/ul)
Steril Distile Su

izole genomik DNA

Toplam hacim

Hacim Son konsantrasyon
3,0 pl (1.5 mM)
1,0 pl (100 » M)
1,0 pl (100 M)
5,0 (0.2 mM)
5,0 pl (1x)

0,4 pl (1U)

29,6 ul

5,0ul

50 pl

Hazirlanan karisim daha sonra PCR cihazina yuklenerek, istenilen gen

bolgesi ¢cogaltildi.

CES1 149V gen polimorfizmini iceren gen bdlgesi amplifikasyonu igin

belirlenen PCR protokolu:

Denaturasyon 95°C’ de
Amplifikasyon
95°C’ de
51°C’ de
72°C’ de

Son uzama 72°C’ de

10 dakika

30 sn denatlurasyon
45 sn baglanma 45 dongu
1 dk uzama

7 dk
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Sogutma 4°C’ de O Sonsuz

2.1.3.3 PCR Sonrasi % 2’ lik Agaroz Jel Elektroforezi

CES1 genindeki istenilen polimorfizmlerin tespiti igin yapilan PCR’ lar
sonrasinda elde edilen UrlGnlerin blayuklUklerinin  kontroli amaci ile jel
elektroforezi gerceklestirildi. Bunun icin, ornekler % 2’ lik agaroz jelde
yurUtulerek, jel géruntileme ve dokimantasyon sisteminde goérunttlendi.

2.1.3.4 Restriksiyon Enzim Kesimi ile Polimorfizm Analizi

Restriksiyon enzimleri, ¢ift sarmal DNA’ y1 6zgul tanima bdlgelerinden
kesip DNA analizlerine olanak veren énemli enzimlerdir. Bakteriye 6zgul olan
bu enzimler, cift iplikli DNA (dsDNA) tzerinde 6zgun bir bolgeyi tanimakta ve
dsDNA'’ nin her iki zincirindeki fosfodiester bagini keserek DNA’ yi tanidiklari
kesim noktalarindan parcalara ayirmaktadir.

PCR sonrasi % 2’ lik agaroz jelde uygun bant buyukligune sahip Grunler
tespit edildikten sonra CES71 H199R, N75S ve 149V gen polimorfizmlerinin
analizleri restriksiyon enzim kesimi sonuglarina gore gergeklestirildi.

2.1.3.4.1 CES1 H199R Gen Polimorfizmi Analizi igin Restriksiyon
Enzim Kesimi

CES1 geninin PCR ile c¢ogaltilan 111 bg.’ lik hedef bdlgesi, Hhal
restriksiyon enzimi i¢in uygun bir kesim bolgesi icermektedir. Eger hedef gen
bdlgesinde G — A degisimi yoksa (kirmizi ile gosterilen bdlge), bir kesim yeri
olusmakta ve amplifikasyon urtinu bu yerden kesilmektedir.

Hhal restriksiyon enziminin 111 bg.” lik CES1 PCR urinundeki tanima
bolgesi (alt ¢izgi ile isaretlendiriimis) ve kesim noktasi (/) asagida

gOsterilmektedir.
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— fleri primer

5GGTCACCTGGACCAGGTGGCTGCCCTGCG | CTGGGTCCAGGACAAC

ATTGCCAGCTTTGGAGGGAACCCAGGCTCTGTGACCATCTTTGGAGAGT

CAGCGGGAGGAGAAAGT &

Geri primer <—

CES1 geninden elde edilen PCR udrununun Hhal restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucunda ve olgularin genotipine gore elde edilecek bantlar asagida
belirtiimektedir:

a. Polimorfizmi bulunmayan, yabanil genotipteki olgulardan 82 bg. ve 29
b¢. buyukliginde iki DNA fragmani

b. Polimorfizm igin heterozigot olan olgulardan 111 bg., 82 bg. ve 29 bg.
blayUkliglinde G¢ DNA fragmani,

c. Polimorfizm igin homozigot (mutant) olan olgulardan 111 bg.
blayUkliginde tek bir DNA fragmani elde edilmektedir.

2.1.3.4.2 CES1 N75S Gen Polimorfizmi Analizi i¢in Restriksiyon
Enzim Kesimi

CES1 geninin PCR ile c¢ogaltilan 153 bg¢.” lik hedef bodlgesi, Alul
restriksiyon enzimi i¢in uygun bir kesim bolgesi icermektedir. Eger hedef gen
bdlgesinde G — A degisimi yoksa (kirmizi ile gosterilen bdlge), bir kesim yeri
olusmakta ve amplifikasyon urtnu bu yerden kesilmektedir.

Alul restriksiyon enziminin 153 bg.’” lik CES71 PCR Urinundeki tanima
bolgesi (alt ¢izgi ile isaretlendiriimis) ve kesim noktasi (/) asagida

gOsterilmektedir.
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— fleri primer

S TAGAAGGATTTGCACAGCCTGTGGCCATTTTCCTGGGAATCCCTTTTG
CCAAGCCGCCTCTTGGACCCCTGAGGTTTACTCCACCGCAGCCTGCAG
AACCATGGAG|CTTTGTGAAGAATGCCACCTCGTACCCTCCTATGTAAG

CTGCGGCAT3Z

Geri primer <—

CES1 geninden elde edilen PCR drununun Alu restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucunda ve olgularin genotipine gore elde edilecek bantlar asagida
belirtiimektedir:

a. Polimorfizmi bulunmayan, yabanil genotipteki olgulardan 106 bg. ve 47
b¢. buyukligunde iki DNA fragmani

b. Polimorfizm igin heterozigot olan olgulardan 153 bg., 106 bg. ve 47 bg.
blayUkliglinde Gg¢ DNA fragmani,

c. Polimorfizm igin homozigot (mutant) olan olgulardan 153 bg.

blayukliginde tek bir DNA fragmani elde edilmektedir.

2.1.3.4.3 CES1 149V Polimorfizm Analizi igin Restriksiyon Enzim
Kesimi
CES1 geninin PCR ile cgogaltilan 151 bg¢.” lik hedef bdlgesi, Misl
restriksiyon enzimi i¢in uygun bir kesim bolgesi icermektedir. Eger hedef gen
bdlgesinde A — G degisimi yoksa (kirmizi ile gosterilen bdlge), bir kesim yeri

olusmakta ve amplifikasyon urtinu bu yerden kesilmektedir.
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Misl restriksiyon enziminin 151 bg¢.” lik CES71 PCR urunundeki tanima
bolgesi (alt ¢izgi ile isaretlendiriimis) ve kesim noktasi (/) asagida

gOsterilmektedir.

— lleri primer

STCAGCTTAGAAGGATTTGCACAGCCTGIGG | CCATTTTCCTGGGAATC
CCTTTTGCCAAGCCGCCTCTTGGACCCCTGAGGTTTACTCCACCGCAGC
CTGCAGAACCATGGAGCTTTGTGAAGAATGCCACCTCGTACCCTCCTAT

GTAAGC 3

Geri primer <—

CES1 geninden elde edilen PCR UGraninin Misl restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucunda ve olgularin genotipine gore elde edilecek bantlar asagida
belirtiimektedir:

a. Polimorfizmi bulunmayan, yabanil genotipteki olgulardan 121 bg. ve 30
b¢. buyuklugunde iki DNA fragmani

b. Polimorfizm igin heterozigot olan olgulardan 151 bg., 121 bg. ve 30 bg.
buayukligunde u¢ DNA fragmani,

c. Polimorfizm i¢in homozigot (mutant) olan olgulardan 151 bg.

bayuklugunde tek bir DNA fragmani elde edilmektedir.

2.1.3.5 CES1 Geni Amplikonlarinin Restriksiyon Enzim Kesimi
Sonrasi % 3’ liik Milipore Agaroz Jel Elektroforezi

CES1 geninin PCR ile ¢gogaltilan 111 bg. lik bolgesinin Hhal restriksiyon
enzimi ile, 153 bg.lik bolgesinin Alul restriksiyon enzimi ile, 151 bg.lik

bdlgesinin Misl restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu sonucu olusan
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arinler % 3’ luk millipore agaroz (NuSieve) jelde yuratuldikten sonra
goOruntilendi ve degerlendirildi.

2.1.3.6 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin
Sonuglarinin Degerlendirilmesi

PCR’ In ardindan gercgeklestiriien RFLP islemi sonucunda, o6rnekler
NuSieve agaroz jelde yurutuldtklerinde tek, cift ya da Ug¢ bant gortntusine
gOre olgularin yabanil tip, heterozigot ya da mutant olarak degerlendirilmeleri

gergeklestirilmistir.

21.4 CES1 H199R, N75S ve 149V GEN POLIMORFiZMLERININ
ANALIZINDE KULLANILAN KiMYASAL GOZELTILER VE GOZELTILERIN
HAZIRLANISI
2.1.4.1 Etidyum Bromiir Hazirlanmasi

10 mg/ml stok solusyon elde etmek igin, 1 g etidyum bromur 100 ml steril
distile suda ¢6zlldu ve karanlik ortamda 4°C’ de saklandi.
2.1.4.2 dNTP Hazirlanmasi

Amplifikasyon esnasinda denatire edilen zincirlerin tamamlanmasinda
kullanilacak olan deoksinUkleotit trifosfatlar (ANTP’ ler) esit oranda dATP,
dGTP, dCTP, dTTP’ lardan olusur. 2 mM konsantrasyondaki stok
solusyonunun hazirlanmasi i¢in dNTP’ ler distile suda sulandirildi, kaguk
hacimlere (10-15 Orneklik) bolindlu ve - 20°C’ deki derin dondurucuda
saklandi. Bunun igin dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’ nin her birinden 4 pl

olmak Uzere toplam 16 pl dNTP ve 184 ul steril distile su pipetlendi.
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2.1.4.3 TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tamponu
Konsantre stok sollisyon olarak 50x TAE hazirlandi.

50x TAE;

242 gr Tris
57.1 ml Glasial Asetik Asit
100 ml 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) kullanilarak hazirlandi.
242 gr Tris, 500 ml saf su iginde ¢ozuldld. 57.1 ml Glasial Asetik Asit ve 100
ml 0.5 M EDTA eklendi, son hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi. % 2’ lik
Agaroz ve % 3’ Uk NuSieve agaroz igin kullanilan 1x TAE tamponu, 50x TAE
stok solusyondan 1 ml alinip, distile su ile 50 mlI' ye tamamlanmasi suretiyle
hazirlandi.
21.4.4 % 2’ lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

0.8 gr Agaroz, 40 ml 1XTAE igine ilave edildi ve mikrodalga firinda eritildi.
Tamamen homojen bir eriyik haline gelen jel ~50 °C’ ye sogutulduktan sonra,
5 ul Etidyum Bromur (150 ul/It 1x TAE) eklenip iyice karigtirildi ve ylkleme
kuyularini olusturacak taragin da takili oldugu elektroforez transfer kabina
dokuldd. Jelin 4°C’ de 15 dakika polimerlesmesi beklenildi. Jel polimerize
olduktan sonra, tarak cikarildi ve agaroz jelin bulundugu transfer kabi
elektroforez tankina yerlegtirildi. Elektroforez tanki, jelin 1-2 mm Uzerini
kaplayacak sekilde 1xTAE tampon c¢ozeltisi ile doldurulup, ornekler
kuyucuklara yuklendi.
*Birinci kuyucuga, 8 ul belite¢ DNA yiklendi (GeneRuler™ 50 bp DNA

Ladder).
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*ikinci kuyucuga, 10 pl PCR (riinii + 2 pl 6x turuncu yiikleme boyasi [10 mM
Tris-HCI (pH 7.6), % 0.15 orange G, % 0.03 ksilen siyanol FF, % 60 gliserol,
60 mM EDTA; 6x turuncu ylikleme boyasi] karisimi yuklendi.

*Diger kuyucuklar da, 10 pl PCR Urunu + 2 pl 6x yukleme boyasi karigimi
icerecek sekilde yuklendi.

Gu¢ kaynagi 90 V/25 mA olacak sekilde ayarlanarak, jele yuklenen
ornekler 50 dakika yudrutulda. Yudrutme sonrasinda jel, Vilber Lourmat jel
goruntuleme, analiz ve dokimantasyon sistemi ile gorintulendi.

2.1.4.5 Enzim Kesimleri igin Reaksiyon Karisimlarinin Hazirlanmasi

CES1 H199R gen polimorfizmi analizinde amplikonlarin restriksiyon
enzimi ile muamelesi igin,
*PCR Granu 3 Ml
*Tango Tamponu 1 pl
*1 Unite Hhal 0.1 pl

CES1 N75S gen polimorfizmi analizinde amplikonlarin restriksiyon
enzimi ile muamelesi igin,

*PCR Granu 3 Ml
* Tango Tamponu 1 pl
*1 Unite Alul 0.1 pl
CES1 149V gen polimorfizmi analizinde amplikonlarin restriksiyon enzimi

ile muamelesi igin,

*PCR Urand 3 ul
* R Tamponu 1l
* 2 Unite Misl 0.2 yl eklendi.
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Karisimlar, steril 1.5 ml’ lik Eppendorf tlplerine konulduktan sonra,
toplam hacim steril distile su ile 10 pyI' ye tamamlandi. Tlpler, 2 saat sureyle
37°C’ de kuru 1sI blogunda inkube edildi ve inkiibasyon sonrasi, restriksiyon
enzim kesimini inaktif etmek amaciyla, 65°C’ de 20 dakika inkube edilip, -20
°C’ deki derin dondurucuya kaldirild1.

2.1.4.6 % 3’ luk NuSieve Jel Elektroforezi

CES1 gen polimorfizmlerinin belirlenmesi igin amplikonlarin uygun
restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu elde edilen Urdnler % 3’ luk millipore
agaroz jel elektoforezi ile degerlendirildi.

% 3’ lUk Millipore agaroz hazirlamak igin, 1.2 g Millipore agaroz, 40 ml
1x TAE igerisine eklenerek, mikrodalga firinda ¢o6zuldi. Bu asamadan

sonraki islemler, % 2’ lik agaroz ile ayni sekilde gergeklestirildi.

2.1.5 ISTATISTIKSEL ANALIZ YONTEMLERI

Hasta ve kontrol olgularinin CES7 H199R, N75S ve [49V gen
polimorfizmleri igin genotipleri belirlendikten sonra elde edilen bulgularin
istatistiksel olarak degerlendiriimesinde Ki-kare Testi (¥2) kullaniimigtir.

Ki- Kare testi istatistikte en ¢ok kullanilan temel 6rnekleme dagilislarindan
biri olup, ¢ok cesitli uygulama alanlari bulunur. Glvenilir bir analiz yontemi
oldugundan, saglik arastirmalarinda da siklikla kullanilir. Ki-kare analizi,
gruplan c¢apraz tablo gozlerindeki gozlenen degerler ile beklenen degerler
arasindaki farki dikkate alarak karsilastiran bir testtir. Anlamhlik degeri, p <

0.05’ tir.
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l. BOLUM

3.1 BULGULAR
3.1.1 Kontrol ve GCalisma Gruplarinin Genel Ozelliklerinin
Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analizleri

Kontrol grubu aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan, E.U.T.F. ic
Hastaliklari Anabilim Dali Tibbi Onkoloji Bolum{’ nce metastatik meme
kanseri tanisi konmug ve capacitabine kullanmayan 60 olgudan
olusmaktadir. Calisma grubu ise yine ayni sekilde tani almis ancak tedavi
igin capecitabine kullanan 20 olgudan olusmaktadir.

Tim olgularin E.U.T.F. Patoloji Anabilim Dali arsivinde bulunan parafin
bloklarindan hasta basina 5x 5 ym’ lik kesitler alinarak DNA izolasyonu
yapildiktan sonra, CES7 geni H199R, N75S ve 149V gen polimorfizmleri igin
PCR reaksiyonu gergeklestiriimis, ardindan Restriksiyon Fragman Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) metodu ile polimorfizm analizleri yapiimigtir.

Kontrol ve galisma grubu ile ilgili genel bilgiler, elde edilen bulgular ve
istatistiksel analiz sonuglari agagida belirtilmigtir.

3.1.1.1 Kontrol Grubu

Capecitabine kullanmayan MMK’ I olgulardan olusan kontrol grubunda
5 i erkek ve 55’ i kadin, toplam 60 olgunun yas ortalamasi 50.6 + 11.876
olarak saptanmigtir.  Kontrol grubuna ait genel Ozellikler Tablo 8 de,
calismadaki toplam yuzdeleri Grafik 1’ de ve yas ortalamalar da Grafik 2’ de

verilmigtir.
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Tablo 8: Kontrol Grubuna Ait Genel Ozellikler

n %

Toplam 60 75

Yas Ortalamasi+SD’ 50.60 +11.88

"SD: Standart Sapma
3.1.1.2 Calisma Grubu
MMK tedavisi i¢in capecitabine kullanan 20 kadin olgudan olusan
calisma grubunda yas ortalamasi 51.45+11.87 olarak saptanmistir. Calisma
grubuna ait genel Ozellikler Tablo 9’ da, galismadaki toplam yuzdeleri Grafik
1’ de ve yas ortalamalari da Grafik 2’ de verilmigtir.
Her iki grubun yas ortalamalar da 50.813+£11.875 olarak saptanmis ve

Grafik 2’ de verilmistir.

Tablo 9: Calisma Grubuna Ait Genel Ozellikler

n %

Toplam 20 25

Yas Ortalamasi+SD’ 51.45 +11.87

"SD: Standart Sapma
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@ Kontrol Grubu B Galisma Grubu

Grafik 1: Kontrol ve Calisma Gruplarinin Yuzdeleri
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Grafik 2: Kontrol ve Calisma Gruplarinin Yas Ortalamalari
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3.2 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerine Ait Bulgular
3.2.1 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmleri Analizi igin PCR
Amplifikasyonlari
3.21.1 CES1 H199R Gen Polimorfizmi PCR Amplifikasyonu
Kontrol ve ¢alisma grubunu olusturan olgularin genomik DNA’ larindan
amplifiye edilen ve H199R polimorfik bolgesini iceren CES1 genine ait 111

b¢.” lik PCR Urunlerinin % 2’ lik agaroz jel goruntuleri Sekil 5° de verilmistir.

mpB 1 2 3 4 5 6 7 B 9 bp

500
400
300
250
200
150

e — 111

Sekil 5: Kontrol ve ¢alisma grubundaki bazi olgulara ait 111 bg.’ lik CES1

gen Urununun % 2’ lik agaroz jel tzerinde kogulmalarindan sonraki
goruntuleri.
B: Belirteg DNA (GeneRulermm 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1: No’ lu olgu, H12; 2:

No’ lu olgu, H13; 3: No’ lu olgu, H19; 4: No’ lu olgu, H20; 5: No’ lu olgu, K1 ve 6: No’ lu olgu, K17, 7:
No’ lu olgu, K21; 8: No’ lu olgu, K43; 9: Negatif Kontrol
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3.2.1.2 CES1 N75S Gen Polimorfizmi PCR Amplifikasyonu
Kontrol ve ¢alisma grubunu olusturan olgularin genomik DNA’ larindan
amplifiye edilen ve N75S polimorfik bélgesini iceren CES1 genine ait 153 bg.’

lik PCR urUnlerinin % 2’ lik agaroz jel géruntuleri Sekil 6 da verilmigtir.

Sekil 6: Kontrol ve galisma grubundaki bazi olgulara ait 153 bg.’ lik CES1
gen Urinunun % 2’ lik agaroz jel tGizerinde kosulmalarindan sonraki

gorantdleri.

B: Belirteg¢ DNA (GeneRulertm 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1: No’ lu olgu, H9; 2: No’
lu olgu, H14; 3: No’ lu olgu, H18; 4: No’ lu olgu, K40; 5: No’ lu olgu, K37 ve 6: No’ lu olgu, K1, 7: Negatif
Kontrol

3.2.1.3. CES1 149V Gen Polimorfizmi PCR Amplifikasyonu
Kontrol ve ¢alisma grubunu olusturan olgularin genomik DNA’ larindan
amplifiye edilen ve 149V polimorfik bolgesini iceren CES1 genine ait 151 bg.’

lik PCR artnlerinin % 2’ lik agaroz jel goéruntuleri Sekil 7 de verilmistir.
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Sekil 7: Kontrol ve galisma grubundaki bazi olgulara ait 151 bg.’ lik CES1
gen Urinunun % 2’ lik agaroz jel tGizerinde kosulmalarindan sonraki

goruntdleri.

B: Belirteg DNA (GeneRulertm 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1: No’ lu olgu, H9; 2: No’
lu olgu, H20; 3: No’ lu olgu, H13; 4: No’ lu olgu, H10; 5: No’ lu olgu, H17 ve 6: No’ lu olgu, K1, 7: No’ lu
olgu,K15; 8: No’ lu olgu, K43; 9: No’ lu olgu, K54; 10: No’ lu olgu, K38 ve 11: Negatif Kontrol

3.2.2 Restriksiyon Enzim Kesimi Sonuglarina Gore Olgularin CES1
H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmleri igin Genotiplendirilmeleri Ve
Elde Edilen Bulgular

3.2.2.1 CES1 H199R Gen Polimorfizmi Genotiplendirilmesi

Olgularin CES1 H199R polimorfizmi (G—A; Histidin—Arjinin) igin
genotiplendiriimeleri, RFLP islemi sonrasinda CES17 Urlnlerinden elde edilen
DNA fragmanina gore gerceklestiriimistir.

Buna gore, yabanil genotipe sahip olgularin (H/H) 82 bg. ve 29 bg.
bayukligindeki 2 DNA fragmanina; CEST H199R gen polimorfizmi igin

homozigot olan (mutant) olgularin (R/R) 111 bg. buayikligindeki tek bir DNA
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fragmanina ve CES1 H199R gen polimorfizmi i¢in heterozigot olan olgularin
(H/R) 111 bg., 82 bg., ve 29 bg. buyukligundeki 3 DNA fragmanina sahip
olmalari beklenmektedir. Ancak, bizim c¢alisma ve kontrol gruplarimizda
yalnizca yabanil tipe sahip genotipe rastlanmis ve 82 bg. lik ve 29 bg. lik 2

DNA fragmani goruntilenebilmigstir (Sekil 8).

Sekil 8: Kontrol ve galisma grubundaki bazi olgulara ait 6érneklerin,
restriksiyon enzim kesimi ve % 3’ Uk NuSieve agaroz jelde kosulmalarindan

sonra, CES1 H199R polimorfizmi i¢in genotiplendirilmeleri.

B: Belirteg DNA (GeneRulerrm 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany),; 1: No’ lu olgu,H2; 2: No’
lu olgu, H11; 3: No’ lu olgu, K13; 4: No’ lu olgu, K20; 5: Negatif Kontrol; Hasta ve kontrollerin tamami
yabanil genotipte(H/H)
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3.2.2.2 CES1 N75S Gen Polimorfizmi Genotiplendirilmesi

Olgularin CES1 N75S gen polimorfizmi (G—A; Asparagin—Serin) igin
genotiplendiriimeleri, RFLP islemi sonrasinda CES1 Urlnlerinden elde edilen
DNA fragmanina gore gercgeklestirilmigtir.

Buna gore, yabanil genotipe sahip olgular (N/N) 106 bg. ve 47 bg.
bayukligundeki 2 DNA fragmanina; CES71 N75S gen polimorfizmi igin
homozigot olan (mutant) olgular (S/S) 153 bg¢. buyukligindeki tek bir DNA
fragmanina ve CES1 N75S gen polimorfizmi i¢in heterozigot olan olgular
(N/S) 153 bg., 106 bg., ve 47 bg. buyukligundeki 3 DNA fragmanina

sahiptirler (Sekil 9).

150 —153
100 — 106

| 50 T

Sekil 9: Kontrol ve ¢alisma grubundaki bazi olgulara ait 6rneklerin,
restriksiyon enzim kesimi ve % 3’ lUk NuSieve agaroz jelde kosulmalarindan

sonra, CES1 N75S polimorfizmi igin genotiplendirilmeleri.

B: Belirteg DNA (GeneRulertm 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1 :No’ lu olgu

yabanil (N/N), K17; 2: No’ lu olgu heterozigot (N/S), H1; 3: No’ lu olgu mutant (S/S) H16 4: Negatif
Kontrol.
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3.2.2.3 CES1149V Gen Polimorfizmi Genotiplendirilmesi

Olgularin CES1 149V gen polimorfizmi (A—G; isolésin—Valin) icin
genotiplendiriimeleri, RFLP iglemi sonrasinda CES1 urlnlerinden elde edilen
DNA fragmanina gore gerceklestirilmigtir.

Buna gore, yabanil genotipe sahip olgularin (I/l) 121 bg. ve 30 bg.
baydkligindeki 2 DNA fragmanina; CEST1 149V gen polimorfizmi igin
homozigot olan (mutant) olgularin (V/V) 151 b¢. buyuklugtindeki tek bir DNA
fragmanina ve CES1 149V gen polimorfizmi igin heterozigot olan olgularin
(I’V) 151 bg., 121 bg. ve 30 bg. buyudklugindeki 3 DNA fragmanina sahip
olmalari beklenir. Ancak bizim kontrol ve c¢alisma grubumuzda yalniz
heterozigot ve yabanil tip genotipe sahip olgular tespit edilmis, homozigot

bireye rastlanmamistir. Dolayisiyla 2 ve 3 DNA fragmanina sahip bantlar

goruanttlenmistir (Sekil 10).

Sekil 10: Kontrol ve ¢alisma grubundaki bazi olgulara ait 6érneklerin,
restriksiyon enzim kesimi ve % 3’ lUk NuSieve agaroz jelde kosulmalarindan

sonra, CES1 149V polimorfizmi igin genotiplendiriimeleri.

B: Belirteg DNA (GeneRulertm 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1 ve 10:No’ lu olgular
yabanil tip (I/l), H2- K33; 2- 9: No’ lu olgular heterozigot, H3, H5, H8,H10, K1, K4, K5, K6, K7; 11:
Negatif Kontrol.
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3.2.3 CES1 R199H, N75S, 149V Gen Polimorfizmlerinin Genotip ve
Haplotip Analizleri
3.2.3.1 Kontrol Grubu

Toplam 60 olgudan olugan bu grupta;

CES1 H199R gen polimorfizmi igin 60 olgunun tamaminin (% 100)
yabanil (H/H) genotipe sahip oldugu (Tablo 10, Grafik 3); alel sikligi 120 adet
(% 100) Guanin (H-Histidin) haplotipi olarak belirlenmigtir (Tablo 10, Grafik
4).

CES1 N75S gen polimorfizmi i¢cin 60 olgudan 41 olgunun (% 68.3)
yabanil (N/N), 16 olgunun (% 26.7) heterozigot (N/S), 3 olgunun (% 5.0)
mutant (S/S) genotipe sahip oldugu (Tablo 11, Grafik 5); alel sikhginin 98
adet (% 81.6) Guanin (N-Asparagin), 22 adet (% 18.4) Adenin (S-Serin)
haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 11, Grafik 6).

CES1 149V gen polimorfizmi igin 60 olgudan 8 olgunun (% 13.3) yabanil
(I/1), 52 olgunun (% 86.7) heterozigot (I/V) genotipe sahip oldugu (Tablo 12,
Grafik 7); alel sikhginin 68 adet (% 56.6) Adenin (l-Isolosin), 52 adet (% 43.4)

Guanin (V-Valin) haplotipi olarak belirlenmigtir (Tablo 12, Grafik 8)

3.2.3.2 Galisma Grubu
Capecitabine kullanan 20 olgudan olusan bu grupta;
CES1 H199R gen polimorfizmi igin 20 olgunun da (% 100) yabanil
(H/H) genotipe sahip oldugu (Tablo 10, Grafik 3); alel sikhginin, 40 adet (%

100) Guanin (H-Histidin) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 10, Grafik 4).
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Tablo 10: Kontrol ve ¢alisma grubunda CES7 H199R alel sikhgi ve genotip

dagilimi

CES1H199R

Alel Sikhgi

Histidin Arginin

Genotip Dagilimi

H/H H/R R/R

Kontrol Grubu
(n=60)
Calisma Grubu
(n=20)
Toplam

(n = 80)

120 (% 100) -

40 (% 100) -

160 (% 100) -

60 (% 100) - -

20 (% 100) - -

80 (% 100) - -

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Yabanil Tip (H/H)

Heterozigot (H/R)

Homozigot (R/R)

‘D Kontrol Grubu B Galigma Grubu O Toplam ‘

Grafik 3: Kontrol grubu ve ¢alisma grubunun CES7 H199R gen polimorfizmi

analiz sonuglarinin karsilastirlmasi; genotip dagilimi.
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100%

80%

60%

40%

20%

0%

Histidin Arginin

‘El Kontrol Grubu B Galisma Grubu O Toplam ‘

Grafik 4: Kontrol grubu ve c¢alisma grubunun CES17 Histidin/Arjinin haplotip
analiz sonuglarinin karsilastiriimasi; alel sikhgi.

CES1 N75S gen polimorfizmi icin 20 olgudan 10 olgunun (% 50)
yabanil (N/N), 9 olgunun (% 45) heterozigot (N/S), 1 olgunun (% 5.0) mutant
(S/S) genotipe sahip oldugu (Tablo 11, Grafik 5); alel sikliginin 29 adet (%
72.5) Guanin (N-Asparagin), 11 adet (% 27.5) Adenin (S-Serin) haplotipi

olarak belirlenmigtir (Tablo 11, Grafik 6).
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Tablo 11: Kontrol ve galigma grubunda CES7 N75S alel sikligi ve genotip

dagilimi.
CES1 N75S Alel Sikhgi Genotip Dagilimi
Asparagin  Serin N/N N/S S/S
Kontrol Grubu 98 (% 81.6) 22 (% 18.4) 41 (% 68.3) 16(% 26.7) 3(%5)
(n=60)
Calisma Grubu 29 (% 72.5) 11 (% 27.5) 10 (% 50) 9 (% 45) 1(% 5)
(n=20)
Toplam 127 (% 79.4) 33 (% 20.6) 51(%63.7) 25(%31.3) 4(%5)
(n=280)
80%
70%
60% -
50% -
40%
30%
20%
10%
0% [ ]

Yabanil Tip (N/N)

Heterozigot (N/S)

Homozigot (S/S)

‘D Kontrol Grubu B Galisma Grubu OToplam ‘

Grafik 5: Kontrol grubu ve ¢alisma grubunun CES7 N75S gen polimorfizmi

analiz sonugclarinin karsilastiriimasi; genotip dagilimi.
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0%
Asparagin Serin

\D Kontrol Grubu B Galigma Grubu OToplam \

Grafik 6: Kontrol grubu ve ¢alisma grubunun CES1 Asparagin/Serin haplotip
analiz sonugclarinin karsilastiriimasi; alel sikhgi.

CES1 149V gen polimorfizmi i¢in 20 olgudan 5 olgunun (% 25) yabanil
(I/1), 15 olgunun (% 75) heterozigot (I/V) genotipe sahip oldugu Tablo 12,
Grafik 7); alel sikhginin 25 adet (% 62.5) Adenin (l-Isolosin), 15 adet (% 37.5)

Guanin (V-Valin) haplotipi olarak belirlenmigtir (Tablo 12, Grafik 8)
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Tablo 12: Kontrol ve galisma grubunda CES7 149V alel sikhigi ve genotip

dagilimi.

CES1 149V Alel Sikhig Genotip Dagilimi
Isolosin Valin ]| A" VIV

Kontrol Grubu 68 (% 56.6) 52 (% 43.4) 8 (% 13.3) 52 (% 86.7) -

(n=60)
Calisma Grubu
(n=20)
Toplam

(n = 80)

25 (% 62.5)

93 (% 58.1)

15 (% 37.5)

67 (% 41.9)

5 (% 25) 15 (% 75)

13 (% 16.3) 67 (% 83.7)

100%

90%

80% 1

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10% ~

0%
Yabanil Tip (/1)

Heterozigot (I/V)

Homozigot (V/V)

‘D(}all§ma Grubu B Kontrol Grubu DTopIam‘

Grafik 7: Kontrol grubu ve c¢alisma grubunun CES7 149V gen polimorfizmi

analiz sonuglarinin karsilastirlmasi; genotip dagilimi.
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Grafik 8: Kontrol grubu ve calisma grubunun CES1 Isolosin/Valin haplotip

analiz sonugclarinin karsilastiriimasi; alel sikhgi.

3.2.3.3 Kontrol ve Caligma Gruplarinin CES7 H199R, N75S ve 149V
Gen Polimorfizmlerinin istatistiksel Analizi

Kontrol ve ¢alisma grubunu olugturan olgular CES7 H199R (kontrol ve
caligsma gruplarindaki olgularin tamaminda yabanil tip alel bulundugu igin Ki-
kare sonucu yoktur), N75S (x’=3.537, p>0.05), 149V (y’= 2.409, p>0.05)
polimorfizmleri agisindan karsilastirildiklarinda, kontrol ve galisma gruplari

arasinda anlaml bir fark bulunamamistir.

3.2.4. CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin Calisma
Grubu icerisinde Toksisiteye Gére Genotip Dagilimi
Capecitabine kullanan 20 olgudan olusan bu grupta 13 olguda (% 65)
toksisite gbzlenmezken, 7 olguda (% 35) toksisite bulgusuna rastlanmistir
(Tablo 13). Toksisite gbzlenen olgular iginde ise, toplam 7 olgudan 2’ sinde

(% 28.6) el-ayak sendromu, 2’ sinde (% 28.6) halsizlik, 1’ inde (% 14.3)
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konjuktivit, 1° inde (% 14.3) anemi, 1’ inde (% 14.3) emezis bulgusuna

rastlanmistir.

Tablo 13: CES1 geni ¢calisma grubunda toksisite bulgulari

CES1

Toksisite Var

Toksisite Yok

Calisma Grubu

(n =20)

7

(% 35)

13

(% 65)

CES1 H199R gen polimorfizmi igin 20 olgunun tamami yabanil tip (H/H)
oldugundan toksisite-polimorfizm iligskilendirmesi yapilamamisgtir.

CES1 N75S gen polimorfizmi icin yabanil (N/N) genotipe sahip
olgularda, 7 (% 53.8) olguda toksisite bulunmazken, 3 olguda (% 42.9)
toksisiteye rastlanmigtir. Heterozigot (N/S) genotipe sahip olgulardan 5
olguda (% 38.5) toksisite bulgusu bulunmazken, 4 olguda (% 57.1)
toksisiteye rastlanmigtir. Homozigot (S/S) genotipe sahip tek olguda (% 7.7)

toksisite bulgusuna rastlanmamigtir (Tablo 14).

Tablo 14: CES1 N75S gen polimorfizmi igin toksisite bulgular

CES1 N75S | Toksisite Var | Toksisite Yok
Yabanil 3 7

Heterozigot 4 5

Homozigot - 1
Toplam 7 13
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CES1 149V gen polimorfizmi i¢in yabanil (l/I) genotipe sahip olgularda 4
olguda (% 30.8) toksisite bulgusu yokken, 1 olguda toksisite vardir (% 14.3).
Heterozigot (1/V) genotipe sahip olgulardan 9’ unda (% 69.2) toksisite yokken,
6’ sinda (% 85.7) toksisite bulunmaktadir (Tablo 15).

Tablo 15: CES17 149V gen polimorfizmi i¢in toksisite bulgular

CES1149V | Toksisite Var | Toksisite Yok
Yabanil 1 4

Heterozigot 6 9
Toplam 7 13

3.2.4.1 CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmleri ile Toksisite
lligkisi istatistiksel Analizi
Calisma grubunda bulunan ve toksisiteye sahip olan olgular,
capecitabine kullanmayan kontrol grubu olgulari ile karsilagtirildiklarinda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir.
CES1 H199R gen polimorfizminde olgularin tamami yabanil genotipe

sahip olduklarindan Ki-kare analizi yapilamamistir. CES1 N75S icin y*= 2.920

ve p>0.05; CES1 149V igin x*= 0.005 ve p>0.05 bulunmustur.

3.2.5. CES1 H199R, N75S ve 149V Gen Polimorfizmlerinin Kontrol ve
Galisma Grubu igerisinde Yasa Gore Genotip Dagilimi ve Alel Siklig
3.2.5.1. Kontrol Grubu

40 yas ve alti olgular de@erlendirildiklerinde 15 olgudan;
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CES1 H199R gen polimorfizmi i¢in, tamami (% 100) yabanil tipte (H/H)
ve alel sikhi@i ise 30 adet (% 100) Histidin ’ dir (Tablo 16).

CES1 N75S gen polimorfizmi igin, 12’ si (% 80) yabanil tipte (N/N), 2’ si
(% 13.3) heterozigot (N/S), 1" i (% 6.7) homozigottur (S/S). Alel sikligi ise 26
adet (% 86.7) Asparagin ve 4 adet (% 13.3) Serin’ dir (Tablo 17).

CES1 149V gen polimorfizmi igin, 2" si (% 13.3) yabanil tipte (I/1), 13’ U
(% 86.7) heterozigottur (I/V). Alel sikhigi ise 17 adet (% 56.7) Isoldsin ve 13
adet (% 43.3) Valin’ dir (Tablo 18).

40 yas Ustl olgular degerlendirildiginde 45 olgudan;

CES1 H199R gen polimorfizmi i¢in, tamami (% 100) yabanil tipte (H/H)
ve alel sikhi@i ise 90 adet (% 100) Histidin ’ dir (Tablo 19).

CES1 N75S gen polimorfizmi igin, 30" u (% 66.7) yabanil tipte (N/N), 13’
U (% 28.9) heterozigot (N/S), 2’ si (% 4.4) homozigottur (S/S). Alel sikligi ise
73 adet (% 81.1) Asparagin ve 17 adet (% 18.9) Serin’ dir (Tablo 20).

CES1 149V gen polimorfizmi igin, 6’ si (% 13.3) yabanil tipte (I/1), 39" u
(% 86.7) heterozigottur (I/V). Alel sikhigi ise 51 adet (% 56.7) Isoldsin ve 39
adet (% 43.3) Valin’ dir (Tablo 21).

3.2.5.2. Calisma Grubu

40 yas ve alti olgular degerlendirildiginde 4 olgudan,;

CES1 H199R gen polimorfizmi i¢in, tamami (% 100) yabanil tipte (H/H)

ve bunlarda alel sikhgi ise 8 adet (% 100) Histidin * dir (Tablo 16).

Tablo 16: Kontrol ve galisma grubunda 40 yas alti olgularda CES7 H199R

alel sikligi ve genotip dagilimi
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CES1H199R

Alel Sikhgi

Histidin Arginin

Genotip Dagihimi

H/H

H/R

R/R

Kontrol Grubu
(n=15)
Calisma Grubu
(n=4)

Toplam

30 (% 100) -

8 (% 100) -

38 (% 100) -

15 (% 100)

4 (% 100)

19 (% 100)

CES1 N75S gen polimorfizmi i¢in, 2’ si (% 50) yabanil tipte (N/N), 2’ si

de (% 50) heterozigottur (N/S). Alel sikhgi ise 6 adet (% 75) Asparagin ve 2

adet (% 25) Serin’ dir (Tablo 17).

Tablo 17: Kontrol ve ¢alisma grubunda 40 yas alti olgularda CES1 N75S alel

sikligi ve genotip dagihmi.

CES1N75S Alel Sikhig Genotip Dagilhimi
Asparagin Serin N/N N/S S/S

Kontrol Grubu 26 (% 86.7) 4 (% 13.3) 12 (% 80) 2(%13.3) 1(%6.7)
(n=15)

Calisma Grubu 6 (% 75) 2 (% 25) 2(%50) 2(% 50) -
(n=4)
Toplam 32 (% 84.2) 6 (% 15.8) 14 (% 73.7) 4(%21) 1(%5.3)
(n=19)
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CES1 149V gen polimorfizmi igin, 2’ si (% 50) yabanil tipte (I/l), 2’ si de
(% 50) heterozigottur (I/V). Alel sikligi ise 6 adet (% 75) Isolosin ve 2 adet (%
25) Valin’ dir.
Tablo 18: Kontrol ve galisma grubunda 40 yas alti olgularda CES1 149V alel

sikhgi ve genotip dagilimi.

CES1149V Alel Sikhigi Genotip Dagilimi
Isolosin Valin i A" VIV

Kontrol Grubu 17 (% 56.7) 13 (% 43.3) 2(%13.3) 13 (% 86.7) -
(n=15)

Calisma Grubu 6 (% 75) 2 (% 25) 2 (% 50) 2 (% 50) -
(n=4)
Toplam 23 (% 60.5) 15 (% 39.5) 4 (% 21) 15 (% 79) -
(n=19)

40 yas Ustl olgular degerlendirildiginde 16 olgudan;
CES1 H199R gen polimorfizmi i¢in, tamami (% 100) yabanil tipte (H/H)

ve alel sikhi@i ise 32 adet (% 100) Histidin ’ dir (Tablo 19).
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Tablo 19: Kontrol ve galisma grubunda 40 yas Ustu olgularda CES71 H199R

alel sikhgi ve genotip dagilimi

CES1H199R Alel Sikhig

Histidin Arginin

Genotip Dagilimi

H/H H/R R/R

Kontrol Grubu 90 (% 100) -
(n=45)
Galisma Grubu 32 (% 100) -
(n=16)
Toplam 122 (% 100) -

(n=261)

45 (% 100) - -

16 (% 100) - -

61 (% 100) - -

CES1 N75S gen polimorfizmi igin, 7’ si (% 43.8) yabanil tipte (N/N), 8’ i

(% 50) heterozigot (N/S) ve 1’ i (% 6.2) homozigottur (S/S). Alel sikligi ise 22

adet (% 68.8) Asparagin ve 10 adet (% 31.2) Serin’ dir (Tablo 20).

Tablo 20: Kontrol ve galisma grubunda 40 yas Ustu olgularda CES1 N75S

alel sikhgi ve genotip dagilimi.

CES1N75S Alel Sikhgi

Asparagin  Serin

Genotip Dagilimi

Kontrol Grubu 73 (% 81.1) 17 (% 18.9)
(n=45)

Calisma Grubu 22 (% 68.8) 10 (% 31.2)
(n=16)

27 (% 22.1)

Toplam 95 (% 77.9)

(n=61)

N/N N/S s/s
30 (% 66.7) 13 (% 28.9) 2 (% 4.4)
7(%43.8) 8(%50) 1(%6.2)
37 (% 60.7) 21 (% 34.4) 3 (% 4.9)
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CES1 149V gen polimorfizmi igin, 3’ U (% 18.8 ) yabanil tipte (I/1), 13’ U

de (% 81.2) heterozigottur (I/V). Alel sikhdi ise 19 adet (% 59.4) Isolosin ve

13 adet (% 40.6) Valin’ dir (Tablo 21).

Tablo 21: Kontrol ve galigma grubunda 40 yas Ustu olgularda CES17 149V

alel sikhgi ve genotip dagilimi.

Genotip Dagilimi

I A" VIV

CES1149V Alel Sikhgi
Isolosin Valin

Kontrol Grubu 51 (% 56.7) 39 (% 43.3)
(n=45)

Calisma Grubu 19 (% 59.4) 13 (% 40.6)
(n=26)
Toplam 70 (% 57.3) 52 (% 46.7)
(n=161)

6 (% 13.3) 39 (% 86.7) -

3(%18.8) 13(%81.2) -

9(% 14.8) 52(%852) -
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3.3.

Kontrol Grubunda CES7 Geni H199R, N75S ve

149V

Polimorfizmleri Genotip Sonuglari ve Diger Parametrelerle

lligkileri (Tablo 22)

CES1 gen polimorfizmi

OlguNo Olgu Yas Cinsiyet Metastaz Yeri Toksisite H199R N75S 149V
1 H2 46 |K@dil Karaciger, Kemik  Konjiktivit H/H NN W |
2 H3 48 [Kadm Kemik Anemi H/H NN N |
3 H5 64 |Kadin Lenf El-Ayak Send. HH NN N |
4 H8 66 |Kadimn Akciger Yok H/H NN N |
5 H10 44 Kadin Plevra Emezis H/H NN N |
6 H12 38 Kadin Lenf Yok H/H NN N |
7 H13 54 Kadin Lenf Yok H/H NN N |
8 H18 53  Kadin Kemik Yok H/H NN N |
9 H19 39 Kadin Lenf Yok H/H NN W |
10 H1 74 [Kadm Karaciger El-Ayak Send. HH NS N |
11 H4 52 |[K@8dil Beyin, Karaciger Halsizlik H/H NS N |
12 H6 61 |Kadin Lenf Yok H/H NS N |
13 H7 60 |Kadin Lenf Yok H/H NS N |
14 HO 30 |[Kadm Lenf Yok H/H NS W |
15 H11 64 Kadin Karaciger Halsizlik H/H NS W |
16 H14 64 Kadin Kemik iligi Yok H/H NS N |
17 H15 36 Kadin Akciger Yok H/H NS N |
18 H17 41  Kadin Kemik Yok H/H NS N |
19 H20 52 Kadin Karaciger Yok H/H NS W |
20 H16 43 Kadin Kemik Yok H/H sis N |
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3.4.

Calisma Grubunda CES71 Geni

H199R, N75S ve

149V

Polimorfizmleri Genotip Sonuglari ve Diger Parametrelerle

lligkileri (Tablo 23)

CES1gen

polimorfizmi

149V

OlguNo Olgu Yas Cinsiyet Metastaz Yeri H199R N75S
1 ki 36 adl Akciger H/H .
2 Ki s Iaam Kemik hifkl
3 ks 33 adl Beyin HH NN
4 ke 67 Iaam Kemik HH NN
5 k7 43 oaW Akciger, Kemik HH NN
6 ke 55 adl Akciger HH NN
7 K11 2 KadN Beyin HH NN
8 k12 37 |Kadn Karaciger HH NN
9 K14 47 1Kadn Karaciger, Kemik HH NN
10 K15 33 Kadin Lenf HH NN
" K16 o1 |Kadin Lenf, Karaciger HH NN
12 K17 40 1RG0 Lenf HH NN
13 K19 o7 |Kadin Lenf HH NN
14 k20 6c N Prostat HH NN
15 K21 3 |Kadin Lenf HH NN
16 K22 42 GG Lenf HH NN
17 K25 s adin Kemik i) .
18 K2g 47 |GG Lenf i)

19 k2o 50 Kadin Lenf HH NN
20 K30 63 Kadin Lenf HH NN
21 K31 53 [Kadin Lenf HH NN
22 K32 33 [Kadim Lenf HH NN
23 K33 53 Kadin Lenf HH NN
24 Ksa 5¢ Kadin Lenf HH NN
25 K35 55 Kadin Lenf HH NN
26 K 35 |Kadin Akciger, Kemik HH NN
27 K37 64 I Lenf HH NN
28 Kig 5 |Kadin Karaciger HH NN
29 Kso 54 [Kadin Lenf HH NN

bbbk
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0 gap 3 Kadm Lenf HH gy I
31 Kas 33 adl Akciger L . t
32 ka7 50 adN Karaciger L

33 Kag 37 Kadim Lenf HH NN W |
34 Kso 54 [Kadin Lenf hifkl . W
35 K52 4 odN Beyin L t
36 K53 50 adil Akciger HH NN

37 Kks4 50 adN Karaciger HH NN T
38 K55 49 GG Karaciger HH NN T
39 K57 o2 Kadin Lenf HH NN W |
40 Kss 56 adin Lenf HH NN t
41 Kso 61 Kadin Kemik HH NN

42 k6o 35 OGN o L aciser Lent A NN
43 k3 40 GO Kemik, Akciger L . _
44 ko 42 KaaN Akciger L _
45 kto 41 Akciger HH NS W |
46 K13 4 KodN Akciger HH  Nis _
47 K1g 55 Kadin Lenf hifkl W
48 - Akciger, Karaciger, H/H . r

K23 38 Kemik

49 K24 44 KGO Lenf HH NS
50 K27 43 1KaGIR Akciger k) . W |
51 Kao 62 1Kadin Akciger ikl L
52 ka1 41 [Kagin Karaciger HH — NIS t
53 Ka3 78 |Kadin Lenf HH — NIS

54 Kaa g  1Kadin Lenf HH NS
55 kao 46 KGO Periton HH g W
56 k51 o1 NI Lenf, Kemik iligi HH g I
57 ke 50 Karaciger HH g I
58 K2 78 - Karaciger ikl SIS r
59 K6 67 Kadin Lent HH s W
60 K46 30 - Karaciger ikl SIS r
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BOLUM IV

4.1 TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik gorulen kanser tipidir (2). Meme
kanserinin de, diger kanserler gibi son safhasi metastazdir. Metastatik meme
kanserinin tutulumu genelde lenf bezleri, akcigerler, beyin ve kemikler
olmaktadir. Ozellikle beyin ve kemik metastazlarinda tedavi oldukga zorlasir
ve bu noktada kullanilan ilaglar da ayri bir onem kazanir.

Capecitabine metastatik meme kanseri tedavisinde kullanilan terapotik
bir ajandir. Tek basina kullanilabildigi gibi, baska kemoterapétik ilaglarla da
kullanilabilir (23, 25, 52). Kendisi dogrudan sitotoksik etkili olmasa da, birkag
enzimatik reaksiyonla 5-fluorourasil’ e yikilir ve tumor hucresinde sitotoksik
hale gelir (51). Diger kemoterapdtik ilaglarla kiyaslandiginda daha iyi tedavi
sonuglari verir ve maliyeti daha dusuktur. 2006 yilinda Husseini ve
arkadaslarinin metastaik kolon kanserli hastalarda yaptiklar bir galismada,
capecitabine’ le tedavinin alternatif kemoterapdtiklerle yapilan tedavilere
oranla binlerce Euro daha ekonomik ve effektif oldugu ortaya ¢ikmistir (38).
Benzer sekilde, Di Costanzo ve arkadaslarinin yine kolon kanserli hastalarda
yaptiklari bir galigmada da capecitabine’ in olduk¢a ‘farmakoekonomik’ bir
ilag olduguna dikkat ¢ekilmistir (15).

Yakin zamana kadar capecitabine, antrasiklin ve taksan’ lara direncli
metastatik timérler icin recete edilebilen, FDA (Besin ve ilag Dernegi, Food

and Drug Administration) onayli tek ilag olma o6zelligini korumustur (56).
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Gecgmis yillarda yapilan calismalar icersinde, 6n tedavileri taksan ve
antrasiklinlerle yapilmig, ardindan capecitabine baslanmis hastalarin ilag
yanitlari ve sag kalim sireleri degisiklik gdstermistir. Ornegin Blum ve
arkadaslarinin 1999 yilinda 162 metastatik meme kanserli hasta ile yaptiklari
bir calismaya gore, 6n tedavilerinde hastalarin % 100’ U taksan ve % 91’ i
antrasiklin almig, daha sonra bu hastalara capecitabine baslanmistir.
Hastalarin ortalama ilaca yanit sureleri 8 ay, hayatta kalma sureleri 12.8 ay
olmustur (5). Ancak, Wist ve arkadaslarinin 2004’ de 48 metastatik meme
kanserli hasta ile yaptiklari benzer bir ¢calismada ise, 6n tedavilerinde her iki
ilaci da hasta grubunun % 100’ G de kullanmig, ardindan capecitabine
baglanmigtir. Bu c¢alismanin sonucunda ise capecitabine kullanimi
sonrasinda ortalama ilaca yanit sureleri 4.5 ay, hayatta kalim sureleri ise 9.4
ay olarak belirlenmigtir (74).

Capecitabine’ in birgok avantajina ragmen bazi c¢alismalarda bir takim
yan etkilerinden de bahsedilmistir. Bu yan etkiler cogu kez mide bulantisi (5,
6, 61, 70, 74), kusma (5, 6, 70), diare (5, 6, 21, 61, 70), nétropeni (5, 6, 21,
61, 70) ve el-ayak sendromu (5, 6, 21, 61, 70, 74) olarak gosterilse de bazi
calismalarda az da olsa kalp spazmlari (8), gastrointestinal toksisite (46) ve
serebellar disfonksiyonun (40) varligina da dikkat gekilmistir.

Capecitabine’ e karsi yanit, yanitsizlik veya toksisite geligtiriimesinin,
metabolizmasinda rol oynayan enzimleri kodlayan genlerdeki degisikliklere
gore farkhlik gosterecedi tahmin edilmektedir. Birka¢ metabolik basamaktan
gecgen capecitabine’ in aktif formu 5- Fluorourasil’ dir. Aktif 5-Fluorourasil
bilesigine donusebilmesi igin, karacigerde oncelikle CES1 ve CES2, sonra

sitidin deaminaz ve timidin fosoforilaz enzimleri tarafindan metabolize
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edilmesi gerekir (69). Bu enzimlerden CES1 bir karboksil esterazdir. Birgok
tek nukleotid polimorfizmine sahip olan CES7?’ in ilag yaniti Uzerindeki etkileri
henlz tam olarak bilinmemektedir.

Son yillarda CES1 ile ilgili yapilan c¢alismalarda bu gene ait bazi
polimorfizmler incelenmigtir. Marsh ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklari
bir calismada cesitli toplumlardan (Avrupa, Amerika) sectikleri 120 bireyde
bazi CES1 polimorfizmleri incelenmistir. inceledikleri 17 polimorfizmden 2’ si
UTR (tercime edilmemis bdlge, untranslated region) larda ve 15 tanesi
intronlarda bulunan polimorfizmlerdir. Saglikli ve kolon kanserli hastalarin
kargilastirildiklari bu g¢alismada iki grup arasinda SNP icerikleri agisindan
anlamli bir farka rastlanmamigstir (66). 2008 yilinda Zhu ve arkadaslarinin
Dikkat eksikligi ve Hiperaktivite Sendrom’ lu hastalarla yaptiklarn bir
calismada ise CES1 ekson 4’ de bulunan Gly143Glu ve ekson 6’ da bulunan
Asp260fs (frameshift) polimorfizmlerinin sikliklari, methylphenidate kullanan
bireylerde arastiriimis ve her iki polimorfizmin de ilag yanitinda anlamli bir
degisiklige yol actigi saptanmistir (26).

Bizim calismamizda ise CES17‘ in ekson 2’ de bulunan 149V ve N75S gen
polimorfizmleriyle, ekson 5 te bulunan H199R gen polimorfizmi, Turk
toplumundaki sikliklari arastirlmigs ve metastatk meme kanserinde
capecitabine’ e olan ila¢ yaniti ile toksisite agisindan degerlendirilmistir.

Tum frekans sonuglari http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ ‘de bulunan
HapMap Projesi sonuglari ile karsilastirildiginda, CES17 149V gen polimorfizmi
icin ilgili bir degere rastlanamamigtir. Bizim ¢alismamizda, Turk toplumu igin
I/l genotipine sahip olgular % 13, I/V genotipine sahip olgular % 67’dir.

Polimorfizm agisindan homozigot bireye rastlanmamigtir. Alel sikhgi
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acisindan degerlendirildiginde ise | alelinin % 60.6, V alelinin ise % 39.4
oldugu bulunmustur. HapMap projesi sonuglarinda CES71 N75S gen
polimorfizmi N/N genotipine sahip olgular % 89.7, N/S genotipine sahip
olgular % 10.3 olarak bulunup S/S sikligi mevcut dedgildir. Bizim
calismamizda ise, N/N % 63.7, N/S % 31.3 ve S/S % 4 olarak bulunmustur.
Alel sikligi agisindan degerlendirildiginde HapMap projesi sonuglarinda N
aleli % 94.9, S aleli ise % 5.1 olarak verilmig, bizim ¢alismamizda ise N aleli
sikligr % 79.4 olup, S aleli sikhgr % 20.6’ dir. CES7 H199R gen polimorfizmi
icin HapMap projesi sonuglarinda H/H genotipine sahip olgular % 97.6, R/R
genotipine sahip olgular % 2.4 olarak verilmis H/R genotipine sahip olgu
bilgisi verilmemistir. Bizim calismamizda ise tim olgular H/H genotipine
sahiptir (%100). Alel sikligi agisindan HapMap projesi sonuglarinda H aleli
sikhdr % 98.8, R aleli sikhgi ise % 1.2’ dir. Calismamizda tum olgular H/H
genotipine sahip oldugundan H aleli sikhigi1 % 100’ dur.

Bu calisma kapsaminda CES71 149V, N75S ve H199R gen
polimorfizmlerini incelememizdeki amag, her U¢ gen polimorfizminde
proteinin fonksiyonel olan Gguncul yapisini degistirebilecek olan amino asit
degisikliklerine yol agmalaridir. Buna gore CES71 149V gen polimorfizminde
nonpolar izolosin amino asidi, yine nonpolar valin amino asidine; CES1 N75S
gen polimorfizminde polar olan asparagin amino asidi yine polar olan serin
amino asidine ve CES7 H199R gen polimorfizminde ise bazik olan histidin
amino asidi, yine bazik olan arjinin amino asidine degismektedir.

ilgili CES1 gen polimorfizmleri, enzim aktivitesinde degisikliklere yol
acgarak, ilag yaniti ve toksisite Uzerinde etkili olabilir. Bu baglamda, bizim

olgularimizin ilag  yanitlan ve gelisen toksisitelerle iligkileri
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degerlendirildiginde, ila¢ kullanan olgularda polimorfizm bulgulari ve toksisite
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptanamamistir. Ayni sekilde,
hasta ve kontol grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.
Bunlarin nedeni olarak galisma ve kontrol gruplarinda incelenen olgularinin
sayisinin yetersiz olabilecegini dislinmekteyiz.

Calismamiz CES1 geninde 149V, N75S ve H199R gen polimorfizmlerini
dinyada ilk defa inceleyen ve, ¢alisma ve kontrol grubunda metastatik meme
kanserli olgulart CES1 geni igin arasgtiran ilk ¢alisma olmasi agisindan

onemlidir.

87



BOLUM VvV

5.1 SONUG VE ONERILER

Calismamizda, 20 tane metastatik meme kanseri tanisi almisg ve
tedavilerinde capecitabine kullanan ve 60 tane metastatik meme kanseri
tanisi konmus ancak capecitabine kullanmayan toplam 80 olguda CEST
149V, N75S ve H199R gen polimorfizmlerinin Turk toplumundaki sikliklari ve
ilac toksisitesi ile iligkileri incelenmisgtir.

Elde edilen bulgularin degerlendiriimesi sonucunda, asagidaki
sonugclara variimistir:

Calismamizin sonunda, farmakogenetik sahasinda Faz | enzimleri
arasinda yer alan karboksilesterazlardan CES7’ in 149V, N75S ve H199R gen
polimorfizmleri agisindan kontrol ve g¢alisma grubu arasinda ve calisma
grubu icerisinde, ilaca bagl toksisite gdsteren ve gostermeyen olgular
arasinda anlamh bir fark bulunamamistir. Nedenlerden biri olarak, her iki
gruptaki olgu sayisinin yeterli olmamasini gosterebiliriz.

ileriki hedeflerimiz arasinda olgu sayisini artirmak ve 2. ekson icinde
yerlesim gdsteren, nonopolar Valin amino asidinin yine nonpolar Isoldsin
amino asidine doénustigu CEST1 V38l gen polimorfizmini de incelemek
bulunmaktadir. Bununla ilgili etik kurul izni, mevcut calismamizla birlikte
07.05.2008 tarihinde, 07-6.1/5 sayili karar ile onaylanmigtir. Ayrica, CES1
gen polimorfizmlerinin PCR-RFLP protokolleri yerine, daha hizli sonug veren
gergcek-zamanli PCR c¢alisma protokollerini olusturmak da hedeflerimizin

arasinda yer almaktadir.
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BOLUM Vi
METASTATIK MEME KANSERLIi HASTALARDA CES1 GEN
POLIMORFIZMLERININ GORULME SIKLIKLARI VE CAPECITABINE
KULLANANLARDA ILAG YANITINA ETKILERININ RETROSPEKTIF
OLARAK DEGERLENDIRILMESI

6.1. OZET

Meme kanseri dunyada sik gorulen ve kadin 6limlerinden en fazla
sorumlu olan multifaktoriyel bir hastaliktir. Nedenleri arasinda Gremeyle ilgili
etkenler, hormonal etkenler, genetik etkenler ve sosyo-ekonomik durum gibi
faktorler yer almaktadir.

Mevcut timorin safhasina goére siniflandirilan meme kanserinin en son
asamasi, diger dokulara yayilim gosterdigi metastaz asamasidir. Meme
kanserinin en ¢ok metastaz gosterdigi yerler lenf nodlari, akcigerler, beyin ve
kemiklerdir.

Metastatik meme kanserinin tedavisinde, ilagla tedavi 6énemli bir yer
tutmaktadir. Mevcut ilaglar icerisinde FDA onayli olan ve ekonomik olmasi
acgisindan en ¢ok tercih edilen ilaglardan biri capecitabine’ dir. Capecitabine
birkag metabolik basamaktan gecerek 5-fluorourasil aktif bilesigine
donusturualir ve bagirsaklardan emilerek tumor hicrelerinde sitotoksisiteye
neden olur. Capecitabine’ nin metabolik basamaklarinda gorevli enzimlerden
biri, karboksilestaraz olan CES1’ dir.

CES1 geninde meydana gelen genetik degisikliklerin ilag yaniti ve
toksisitesi Uzerinde etkili olabilecegi dusunulmektedir. Bu amagla,
calismamizda amino asit degisikliklerine neden olan ve eksonik bolgelerden

secilen CES7 149V, N75S ve H199R gen polimorfizmlerinin Turk
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toplumundaki sikliklari incelenmig ve capecitabine kullanan metastatik meme
kanserli olgulardaki toksisite ile iligkisi arastiriimigtir.

CES1 149V gen polimorfizmi igin kontrol grubunda bulunan 60 olgunun 8’i
(% 13.3) yabanil genotipe (I/) sahipken, 52’ si (% 86.7) heterozigot genotipte
bulunmustur (I/V). Calisma grubunda ise 20 olgudan 5 i (% 25) yabanil
genotipe sahipken, 15'i (% 75) heterozigot bulunmustur. CES7 N75S gen
polimorfizmi igin kontrol grubundaki 60 olgudan 41’ i (% 68.3) yabanil
genotipte (N/N), 16’ si (% 26.7) heterozigot (N/S) ve 3’ U de (% 5) homozigot
genotiptedir. Calisma grubunda 20 olgudan 10’ u (% 50) yabanil genotipte
(N/N), 9’ u (% 45) heterozigot (N/S) ve 1’ i (% 5) de homozigot genotipte
bulunmustur (S/S). CES7 H199R gen polimorfizmi igin ¢alisma ve kontrol
gruplarinin tamami (% 100) yabanil genotipte (H/H) bulunmustur. CES1
N75S gen polimorfizmi igin ¢alisma grubunda, kontrol grubuna goére
heterozigot olgularda artis gdzlenmekle birlikte, ikisi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamigtir. Ayrica, arastirlan U¢ CEST gen
polimorfizminin  capecitabine’ e bagh ilag toksisitesi ile iligkileri
saptanamamistir.

Calisma hem CES1’ de gorulen bu Ug polimorfizmin sikliklarini arastiran
hem de bunlarin metastatik meme kanserinde capecitabine toksisitesi ile

iligkilerini saptayan ilk galisma olmasindan dolayi 6zgundur.
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FREQUENCIES OF CES1 GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH
METASTATIC BREAST CANCER AND EVALUATION OF DRUG
RESPONSE EFFECTS IN CAPECITABINE USERS AS
RETROSPECTIVELY

6.2. ABSTRACT

Breast cancer is a frequently observed multifactorial disorder with the
highest rate of mortality between women all over the world. Reproductive
effects, hormonal effects, genetic effects and socio-economic situations are
considered as factors that can cause breast cancer.

The last stage of the breast cancer which is classified according to the
stage of the existing tumor is metastasis. Lymph nodes, lungs, brain and
bones are the most vulnerable regions to breast cancer metastasis.

Medication takes an important part in treatment of metastatic breast
cancer. Among these drugs, capecitabine is the most preferable drug due to
its FDA approval and economic price. Capecitabine is absorbed in the
intestines after converted to its active 5- fluorouracil compound by passing
through several metabolic steps and exhibits cytotoxic effects in tumor cells.
In one of the enzymes that is responsible for its metabolism is CES1, a
carboxyesterase.

It is considered that genetic alterations in the CES7 gene may cause
different drug responses and toxic effects. For this reason, the aim of our
study was first to analyse the frequencies of the CES7 149V, N75S ve H199R
gene polymorphisms that are located in exonic regions and trigger amino

acid changes in the Turkish population and later the relation between these

91



polymorphisms and the presence toxic side effects of capecitabine in cases
with metestatic breast cancer.

For CES1 149V gene polymorphism, eight cases (13.3 %) had a wild type
(I/1) and 52 cases (86.7 %) had a heterozygous(l/V) genotype from a total of
sixty control group cases. From twenty cases in study group five cases (25
%) had a wild type and 15 (75 %) had a heterozygous genotype. For CES1
N75S gene polymorphism, fourty-one cases (68.3 %) were found to carry a
wild type (N/N), 16 cases (26.7 %) a heterozygous (N/S) and 3 cases (5 %)
a homozygous genotype in control group. Whereas, in study group, 10 cases
(50 %) were found to carry a wildtype (N/N), 9 cases (45 %) a heterozygous
(N/S) and 1 case (5 %) a homozygous (S/S) genotype. All study and control
groups cases (100 %) were found to carry the wild type (H/H) genotype for
CES1 H199R gene polymorphism. When we compare the study and control
group, an increase of heterozygous cases was observed in the study group,
but with no statistically significant difference. And also, no association was
found between capecitabine-related drug toxicity and three CES7 gene
polymorphisms that was investigated.

This study is original, since it is the first one to investigate the
frequencies of three CES71 gene polymorphisms and their association with

metastatic breast cancer and capecitabine toxicity.
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7.2 KISALTMALAR

5-FU: 5-fluorourasil

ACS: Amerikan Kanser Orgiitii

A: Adenin

ACE: Angiotensinogen converting enzyme
ADH: Alkol dehidrogenaz

ADP: Adenozin difosfat

ALDH: Aldehit dehidrogenaz

ATP: Adenozin trifosfat

BRCA 1: Breast cancer 1, early onset
BRCA 2: Breast cancer 2, early onset
BT: Bilgisayarli tomografi

C: Sitozin

CES1: Karboksilesteraz 1

CES2: Karboksilesteraz 2

CYP450: Sitokrom P450

CYP2C9: Sitokrom P450 2C9
CYP2C19: Sitokrom P450 2C19
CYP2D6: Sitokrom P450 2D6
CYP3A4: Sitokrom P450 3A4

DCIS: Ductal karsinoma in situ

DNA: Deoksiribonukleik asit

dsDNA: Cift iplikli DNA
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EDTA: Etilen Diamin Tetraasetik Asit

G: Guanin

GSH: Glutatyon

GST: Glutatyon S-transferaz

H: Histidin

I: izolosin

lle: izolésin

kb : Kilobaz

LCIS: Lobuler karsinoma in situ

Mb: Megabaz

MMK: Metastatik meme kanseri

MRI: manyetik rezonans goérunttleme

N: Asparagin

NAT2: N-asetiltransferaz 2

R: Arjinin

RFLP: Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi
S: Serin

SNP: (Single Nucleotide Polymorphism) Tek nikleotid Polimorfizmi
T: Timin

Tm: Erime Sicaklgi

TNM: Tumor, nod, metastaz

TPMT: Tiyopurin S-metiltransferaz

UGT: Uridin difosfat glukuronosiltransferaz
V: Valin

WHO: Diinya Saglk Orgiiti (World Health Organisation)
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