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OZET

KOLON KANSERI TEDAVISINDE IRINOTEKAN ILAC CEVABINI
ETKIiLEYEN FARMAKOGENETIK VE FARMAKOEPIGENETIK
FAKTORLER

Duygu ABBASOGLU

Biyoloji Anabilim Dal
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2018

Damisman: Prof. Dr. Hiilya SIVAS
(ikinci Damisman: Dr. Candan HIZEL)

Metastazik kolon kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan 6n ilag irinotekanin
aktif metaboliti, UGT1A1 tarafindan metabolize edilen SN-38’dir. Genetik ve
epigenetik faktorlerin ilag yaniti tizerindeki etkisi ilaglarin akilct kullanimini 6ne
cikarmaktadir. Bu ¢alismada, UGT1AL ifadesini etkileyebilecek genetik ve epigenetik
faktorlerin irinotekan ilag yanitindaki ¢iktilar1 hakkinda 6ngoriisel veri sahibi olunmast
hedeflenmistir. Calismamizda irinotekan tedavisi alan kolon kanserli 48 hasta ile
calisilmistir. En sik diyare, mukozit ve nétropeni olmak iizere %66,6'sinda toksik etki
gorilmiigtir. UGTIAL 1*/1* yaygin yabanil genotip %72,98, UGT1Al 28*/28*
¢ekinik genotip %6,5 bulunmustur. Epigenetik analizleri i¢in 9 hastaya ait kan 6rnegi ve
8 hastaya ait 13 adet kolon doku kesiti ile ¢alisilmistir. UGT1AL transkripsiyon baslama
noktasinin yukarisindaki 3., 4., 28., 29. ve 30. CpG dintikleotidlerinin metilasyon profili
incelenmistir. Promotor bolgede -4 CpG ve enhancerdaki -28 CpG ve -29 CpG
dintikleotidlerinin metillendigi saptanmistir. Kan 6rneklerinde doku 6rneklerine kiyasla
tim bolgelerde yiiksek metilasyon profiline rastlanmistir. UGT1A1 genotipleri, hasta
yasam bicimi, demografik faktorler, kombine ila¢ kullanimlar1 ve UGT1Al CpG
dintikleotid metilasyonlar1 ¢oklu veya ikili lojistik regresyon modeli ile incelenmistir.
Bu faktorler arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Bu ¢alisma kan 6rneklerinde
UGTI1A1 i¢in metilasyon paterninin ¢alisildig ilk calisma olup, UGT1Al'in dokuya
O0zgii metillenerek epigenetik regiilasyonunun olabilecegini gdstermistir. Ayrica

Tiirkiye'de irinotekan farmakoepigenetigi ile yapilan ilk aragtirmadir.

Anathar Kelimeler: Farmakogenetik, Farmakoepigenetik, UGT1A1, Irinotekan



ABSTRACT

PHARMACOGENETIC AND PHARMACOEPIGENETIC FACTORS FOR
IRINOTECAN DRUG RESPONSE IN COLON CANCER TREATMENT

Duygu ABBASOGLU

Department of Biology
Programme in Molecular Biology
Anadolu University, Graduate School of Science, January, 2018

Supervisior: Prof. Dr. Hiilya SIVAS
(Co-Supervisior): Dr. Candan Hizel

SN-38 is the active metabolite of the pro-drug irinotecan which is metabolized by
which is commonly used in the treatment of metastatic colon cancer. Genetic and
epigenetic factors that affect enzyme activity put forward the rational use of drugs. In
this study, it is aimed to have predictive data about the outcomes of the genetic and
epigenetic factors that may affect UGT1A1 expression on irinotecan drug. This study
comprises a total of 48 patients treated with irinotecan. Toxic effect, most commonly
diarrhea, mucositis and neutropenia was observed in 66,6% of the patients. The
distribution of the genotypes was as follows: 72,98% of them wild type UGT1A1 1*/1*
and 6,5% of them recessive UGT1A1 28*/28*. Blood samples of 9 patients and 13
colon tissue samples of 8 patients were collected for epigenetics studies. The
methylation profiles of 3rd, 4th, 28th, 29th, and 30th CpG dinucleotides located
upstream of transcription start site was investigated. The methylation of -4 CpG
dinucleotide in promoter region and -28 CpG and -29 CpG dinucleotides in distal
enhancer were detected. Blood samples showed high methylation profiles in all regions
compared to tissue samples. UGT1AL genotypes, patient lifestyle, demographic factors,
combined drug use and UGT1A1 CpG dinucleotide methylations were examined by
multiple or binary logistic regression model. There was no significant relationship
between these factors. This is the first study for the methylation pattern for UGT1A1 in
blood samples showing epigenetic regulation might be by tissue-specific methylation of

UGTI1AL. It is also the first study with irinotecan pharmacoepigenetic so far in Tiirkiye.

Keywords: Pharmacogenetics, Pharmacoepigenetics, UGT1A1l, Irinotecan
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1. GIRIS

[la¢ kullaniminin tasidig1 gesitli sorunlar arasinda ilaglarin yan etkileri, temel bir
halk saglig1 problemidir. Kisilerin ilaca verecekleri yanitta, kalitsal genetik farkliliklar
etkili olabilmektedir. Tedavi siireglerinin en biiyiik sorunlarindan biri, Advers Ilag
Reaksiyonlar1 (AIR)’dir. Bildirilen klinik verilerden daha fazla AIR vakas1 vardir
(Greener, 2017). Ileri yastaki hastalarda AIR gériilme riski %78 daha fazladir (Davies
ve O'Mahony, 2015). Senede 2 milyondan fazla ciddi AIR vakasi ve 100.000’e yakin
AIR kaynakli 6liim oldugu rapor edilmistir (Kohn, Corrigan ve Donaldson, 2000).
Ozellikle kolon kanseri tedavisinde olmak {izere, akciger ve pankreas kanseri
tedavisinde de kullanilan irinotekan ilaci ig¢in hastalarin %36’sinda toksik etkinin
goriilmesi, bu ilacin kemoterapide kullanimi agisindan zorluk ¢ikarmaktadir (Agrawal,
2002; Fuchs vd., 2003). Irinotekan tedavisinde toksik etkilerin dngériilebilmesi igin ilag
lireticisi firma (Camptosar), 1998 yilinda Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)’nin de
Onerisi lizerine, ilacin prospektiisiine ‘“kemoterapi Oncesi ilacin metabolizmasinda
onemli rol alan UGTI1Al enzimi i¢in genotiplendirme analizinin yapilarak,
UGT1A1*28 homozigot bireylerde doz ayarlamast yapilmasi  gerektigi”
bilgilendirmesini koymustur.

[rinotekan  tedavisinde ~UGT1Al enzimi, aktif metabolit 7-etil-10-
hidroksikamptothesin ~ (SN-38)’e  glukuronidil ~ grubu  baglayarak ~ SN-38’in
biyotransformasyonunu gerceklestirmektedir. SN-38’in UGT1A1 enzim aktivitesindeki
azalma ile viicutta birikmesi, toksik sendromlara (notropeni, diyare gibi) neden
olmaktadir (Mathijssen vd., 2001). UGT1A1’in enzim ifadesinin azalmasi veya artmasi
glukuronidasyon aktivitesini dogrudan etkiledigi i¢in kleransi bu yolla gergeklesen

ilaglarin metabolizmasi da dolayli yoldan etkilenmektedir (Xu vd., 2016).

UGT1A1 geni insanlarda polimorfik olarak bulunmaktadir ve bu durum enzim
aktivitesi ilizerinde etkilidir. UGT1A1 gen bolgesindeki 1. ekzonda yer alan promotorda
bulunan timin-adenin (TA) tekrarlari, enzim aktivitesindeki degisimlerden sorumlu
genetik polimorfizmlerdir (lyer vd., 2002). Bu tekrarlara baglh olarak genotiplendirme
analizleri icin irinotekan tedavisinde etkili olabilecek enzimin genotipleri
tanimlanmistir. Buna gore; UGT1Al aktivitesinin diisiik oldugu UGT1A1%*28
(rs8175347), *37 ve yiksek oldugu UGT1A1*36 ve de dogal tip olan enzim
aktivitesinin normal oldugu polimorfik UGT1A1*1 genotipleri vardir (Palomaki vd.,
2009). UGT1AL allelik frekanslar etnik gruplar arasinda farkliliklar gostermektedir;
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UGT1A1 28* allelik frekansi en diisiik Asya popiilasyonunda (%16), en sik ise Afrika
(%43) ve Avrupa (%36) popiilasyonlarinda saptanmistir (Innocenti vd., 2003).

Tiirkiye’de UGT1AL1 allel frekansi konusunda kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktair.

UGTI1A1 enziminin aktivitesi lizerinde etkili olan bir baska faktér, UGT1Al
geninin DNA metilasyonu yoluyla epigenetik regiilasyonudur. UGT1Al geninde
transkripsiyon faktorlerinin baglandigi ongoriilen promotor bolgenin 3,5 kb’lik iist akis
yoniinde yer alan sitozin-fosfat-guanin (CpG) diniikleotidlerinin ve transkripsiyon
baglama noktasindan 5 kb yukaridaki CpG adasinin metilasyonu incelenmistir.
UGT1AL’in promotor bolgesindeki CpG diniikleotidlerinin metilasyonunun UGT1Al
regiilasyonunu pozitif veya negatif etkiledigi tartismali bir konudur. DNA
metilasyonunun transkripsiyon faktorlerinin baglanmasinda etkili olup UGT1Al
transkripsiyonunda hem baskilayict (repressor) hem de arttirici (enhancer) gorev
iistlenebilecekleri Onerilmistir (Yasar vd., 2013). Diger yandan; UGT1A1’in DNA
metilasyonunun dokuya 6zgii bir paterne sahip oldugu ve negatif regiile edildigi ileri
strilmiistiir (Gagnon vd., 2006; Oda vd., 2013). Epigenetik diizenlemelerin UGT1A1
seviyesi ile iligkisi dokuya 6zgii olsa da hala belirsizligini korumaktadir. Ayrica bu giine
kadar epigenetik diizenlemeler, irinotekan tedavisi yaniti ve genetik polimorfizm ile
dogrudan iliskilendirilmemistir.

Bu arastirmanin amaci, ilk kez Tirkiye’de irinotekan tedavisi alan kolon kanseri
hastalarmin farmakogenetik, farmakoepigenetik ve ilaca verilen fenotipik yanit
analizlerinin yapilarak irinotekan tedavisine bagli toksisitelerin ve de tedavi etkinligini
bireye 6zgii yaklagim ile agiklamaktir. Bunun i¢in Tiirkiye cografyasinda yasayan kolon
kanseri hastalarinin irinotekan tedavisinde etkin olan UGT1A1 enzimi igin UGT1A1l
geninin polimorfik durumu ele alinmistir. Buna bagl olarak beslenme, yasam tarzi gibi
cevresel kosullar, UGT1Al enzimi igin epigenetik diizenlemeler ve genetik
polimorfizmler arasindaki ilintiler arastirilmistir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de irinotekan
tedavisi i¢in hasta genetik profili olusturulurken, epigenetik faktorlerin irinotekan

tedavisini nasil etkileyecegi konusunda dngoriisel veri sahibi olunmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Ongoriisel ve Bireye Ozgii Tedavi Kavramlari

Ongoriisel ve bireye dzgii tip bireyin tiim yasamica devam eden bir kavramdir ve
her hastanin kendisine ait 6zel bir biyolojik yapisi oldugu felsefesiyle, bireyin sadece
genetik yapisina ait bilgilerle degil beslenme gibi yasam tarzi ve ¢evre etmenleri ile
birlikte incelenmesine dayanmaktadir. Birey, genleri vasitasiyla gevresiyle siirekli
olarak etkilesim icinde bir “acik sistem” gibi diisiiniilebilir (Prigogine, 1961). Ongériisel
ve bireye 0zgili tedavi kavrami, genlerle biyolojik veya psikolojik c¢evre kosullarinin
etkilesimi sonucuna dayanmaktadir (gen-cevre etkilesimi). Bu etkilesimler ortaya
cikabilecek hastaliklarin ve Adverse Ilag Reaksiyonlar1 (AIR)’nin belirlenmesinde
yardimer olmaktadir (Sekil 2.1). Buna ek olarak, biyoistatistik ve informatik yaklagimlar
bu etkilesimlere bagli olarak ortaya ¢ikabilecek goreceli risklerin saptanmasinda ¢ok
onemli rol oynamaktadir. Boylece hasta, yasadig: farkli ¢evre kosullarinda (beslenme
aliskanliklari, farmakolojik ve ekolojik etkiler) biyolojik yapisini daha iyi tanimakta ve
bu ¢evreye bilingli olarak uyumunu saglamaktadir (Thorn vd., 2010; Hizel vd., 2017).

v EESY
-

CEVRE KOSULLARI
Biyolojik ve psikolojik

Hastaliklarin Gelismesi
Advers llag Reaksiyonlari

Sekil 2.1. Ongoriisel ve bireye ézgii tedavi



Gen-gevre etkilesimi yeni bir kavram olmayip ilk olarak 1965 Nobel Fizyoloji ve
Tip 6diilli Fransiz bilim adami Jacques Monod “Le Hasard et la nécessité” (1970;
Rastlant1 ve Zorunluluk) adli denemesinde irdelemistir. 1980'de Nobel Fizyoloji ve Tip
odiillii Fransiz bilim adami Jean Dausset, meshur “Onceden tespit etmek, tedavi
etmekten daha iyidir’ sozii ile ilk defa “Ongoriisel Tip” terimini kullanmistir (Charron,
2009). Jacques Ruffié¢ 1993 yilinda, "Naissance de la Médecine Prédictive" (Ongoriisel
Tibbin Dogusu) adli kitabinda felsefi bir yaklagimla bu terimi daha kapsamli bir sekilde
aciklamistir. Gelisen yiiksek dereceli gen teknolojileri ile birlikte,  gilinlimiizde
“Ongoriisel Tip”, bu terimi tamamlayan “Bireye Ozgii Tip” terimi ile birlikte
kullanilarak daha agiklik ve kesinlik kazanmistir (Aydin Son vd., 2013; Joyner ve
Paneth, 2015).

1953 yilinda DNA’nin J. Watson ve F. Crick tarafindan kesfinden tam 50 yil
sonra Uluslararasi Insan Gen Projesi’nin (IGP) 2003 yilinda tamamlanmasiyla birlikte
gelisen genetik bilgiler genlerdeki farkliliklarin ilaglara verilen tepkiler {izerinde etkili
oldugunu ortaya koymustur (http-1). Genetik yapidaki mutasyonlarin ciddi yan etkilere
ve/veya tedavide basarisizliklara neden olabildigi Ongoriilmektedir. Genlerdeki bu
farkliliklarin sonucu olarak, her kisinin viicudu degisik maddeleri farkli sekillerde
metabolize etmektedir, bu da her kisinin ilag kombinasyonlarina ve beslenme sekillerine
farkli tepkiler verdigi anlamina gelmektedir. Bu yiizden, farkli bireylerde iyi sonug
veren bir ila¢ baska bir birey i¢in iyi olmayabilecegi gibi zararli dahi olabilmektedir.
Genetik analizlerin ilaclara verilen yanitlar1 bilimsel verilere dayanarak Onceden

saptayabilecegi 6nerilmektedir (Hizel vd., 2009; Brittain vd. 2017).

IGP’nin tamamlanmas: ve molekiiler tibbin, 6zellikle genetigin ve bilgisayar
teknolojisinin hizli bir sekilde gelismesi sayesinde modern tipta ve eczacilik biliminde
cok onemli ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, gilinlimiizde doktorlarin ilag dozajim
hala “deneme-yanilma” metoduyla saptadigi ve bu metodun bircok hastada 6nemli ilag
reaksiyonlarina yol a¢tig1 bilinmektedir (Hizel vd., 2009; Aydin Son vd., 2013). Birgok
iilkede ila¢ kullanimi ¢esitli sorunlari birlikte tasidigindan, ilaglarin yan etkileri
giintimiizdeki tedavi siireclerinin en biiyiilk sorunlarindan biri olarak temel bir halk
saglig1 problemidir. Ayni zamanda; yetersiz ve yanlis ila¢ tedavisi iilke ekonomilerini
olumsuz yonde etkilemekle birlikte milyonlarca kisi bu yetersiz ve yanlis ila¢ tedavisi
sonucunda ortaya ¢ikan dnemli ilag reaksiyonlar1 yliziinden hastaneye gitmekte ve hatta

yasamlarin1 kaybetmektedir (Budnitz vd., 2006; Pardo Cabello vd., 2016). Ornegin,
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1966 ile 1996 yillar1 arasinda yayinlanan ve 39 arastirma raporunu kapsayan bir meta-
analiz ¢alismasmna gore; Amerika Birlesik Devletleri’'nde ve Avrupa’da yanlis ve
yetersiz ilag tedavisi senede iilke ekonomisine yaklasik 1 milyar dolara mal olmakta,
senede 2 milyonun istiinde kisi yanhs ilag¢ tedavisi yiiziinden hastaneye yatmakta ve
100 binin distinde kisi AIR gibi &nlenebilecek sebeplerden dolayr hayatini
kaybetmektedir (Lazarou vd., 1998). Yapilan baska bir arastirmaya gore, yavas
metabolizor olan psikiyatrik hastalarda antipsikotik veya antidepresor tedavisi hizli
metabolizér olan hastalara gore saglik sistemine 4.000 ile 6.000 dolar zarara neden
olmaktadir (Chou vd., 2000). AIR’nm 1998 ve 2005 yillar1 arasinda 30.000-90.000
kadar yiikseldigini, buna karsilik ayni donemde regete sayisinin yaklasik %25 artmis
oldugu gosterilmistir (Moore vd., 2007; Nakamura, 2008). Amerika’nin Massachusetts
eyaletinde alt1 hastanede yapilan bir calismada AIR’nin hastane yatis siiresini 3,1 giin
daha artarak 3.000 dolar maliyet artisina neden oldugu saptanmistir (Hug vd., 2012).
Ozellikle kanser tedavisi gibi pahali ilaglarm kullamldigi siireclerde AIR’ler gibi

beklenmedik durumlar tedavi maliyetini arttirmaktadir (Fojo vd., 2014).

Ilag tedavisinin istenen etkinlige ulasmasinda veya istenmeyen yanit1 engellemede
enzim polimorfizimlerinin 6nemi bilindigi halde, bunun klinige yeterince
yansitilamamasinin ilag reaksiyonlarindaki artista rolii biiyiiktiir (Haga ve Burke, 2004;
Sardas ve Akic1 2007; Khan, 2016). ilag reaksiyonlarina bagl éliimler, dogal olmayan
6liim nedenleri arasinda 4. ve 6. siralarda yer almaktadir (Lazarou vd., 1998; Moore vd.,
2007; Shepherd vd., 2012). Genetik faktorler ilag yanitindaki bireyler arasindaki genetik
farkliliklarin en az %20-40’1indan ve advers ilag reaksiyonlarinin yaklasik %50°sinden
sorumlu tutulmaktadir (Meyer, 2000; Phillips vd., 2001)

Bireye 6zgii tedavinin uygulamalar1 hasta i¢in yorucu ve yipratici bir siire¢ olan
deneme-yanilma siirecini ve bu siireg igerisinde olusabilen AIR’lerin getirdigi olumsuz
etkileri de en aza indirmeyi amaglamaktadir. Bireye 6zgii tedavinin 6nemli bir yap1 tasi
olan farmakogenetik, bireye 6zgli genetik-metabolik profilin ila¢ kullanim1 iizerindeki
etkisini, degisik ilaclara karst cevabim1i ve bunlara bagli olarak gelisebilecek
toksisitelerin, reaksiyonlarin veya ilaca karst direngliligin nedenlerini inceleyen bilim
alanidir Diger bir deyisle bir ilaca dogru yanit verenler ile dogru yanit vermeyen
kisilerin belirlenmesinde yardimci olmaktadir. Kisacasi; farmakogenetik, olumsuz ilag

yanitlarinin sonucundan yola c¢ikarak, bu olumsuz cevaplarin genetik sebeplerini
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arastirip kisinin genetik yapisina gore dogru kisi i¢in dogru dozda dogru ila¢ se¢imini
kolaylastirtlmasini arastiran bir bilim dalidir (Hizel, 2010; Aydin Son vd., 2013; Khan,
2016).

2.2. Genetik Polimorfizm ve Farmakogenetik/Farmakogenomik Kavramlar

Genetige bagli bireye 6zgii yaklasim “herkes birbirinden farklidir” ciimlesiyle
ozetlenebilir ki bu kavram da genetik farkliligi yansitmaktadir. Bu genetik farklilik
genlerin %93’den fazlasinda bulunan tek niikleotit polimorfizmlerinden (TNP veya
SNP) kaynaklanmaktadir. TNP’lerin her 2000-2500 niikleotitte bulundugu tahmin
edilmektedir (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010). Genetik farkliliktan 6tiirii
bireyleri gevre sartlarna uyumu, ilaglara yaniti ve hastaliklara duyarlilik kapasiteleri
ayn1 degildir. Bu nedenle polimorfizmlerin &zellikle TNP’lerin saptanmasi farkli
kisilerin farkli metabolik Ozelliklerinin belirlenebilmesini saglamaktadir.  “Yeni
genetik” kavrami polimorfizm olgusu esasina dayanmakta ve giinimiizde bu olgu rutin

bireye 6zgii tedavi yaklagiminda kullanilmaktadir (Sekil 2.2) (Chaudhary vd., 2015).

POLIMORFIZM __,  GENETIK

Genlerin % 93TNP FARKLILIK
Y S ‘
cevre-gen etkilesimi R

. . . A-.--' .....n

gen-gen etkilesimi l
: .
gen-ilag etkilesimi MMM
BIREYSEL YAKLASIM

Sekil 2.2. Genetige dayali bireysel yaklasim

Farmakogenetik, eski bir bilim dal1 olup bu konudaki ilk gézlemler 1950°1lerde kas
gevsetici sliksametonyum kloriir ve N-asetiltransferaz araciligi ile metabolize olan

ilaglar tizerinde yapilan ¢alismalara dayanmaktadir. Farmakogenetigin Kalow tarafindan
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yapilan ilk tanimlarindan birine goére bu disiplin, “disaridan alinan ksenobiyotiklere

kars1 dogustan olusabilecek farkli cevaplar1” incelemektedir (Kalow, 1962).

Gliniimiizde farmakogenetik ve farmakogenomik terimleri pratikte esanlamli
kullanilmalarina ragmen farmakogenetik; kisilerdeki genetik farkliligin ilaglara olan
farkli yanitlar1 iizerinde ¢alismaktadir. Farmakogenomigin amaci ise daha genistir ve
terapotik amaglar icin kullanilabilecek yeni molekiill modellerinin bulunmasinda
yardimer olmaktadir. Farmakogenetik, farmakogenomigin kapsaminda yer alan bir
bilim dalhidir. Kisacasi, farmakogenetik olumsuz ila¢ yanitlarinin sonucundan yola
cikarak yanitlarin genetik nedenlerini arastirmaktadir; Farmakogenomik o6ncelikle
genom iligkili analizler ile toplumdaki genetik farkliliklar1 aragtirmaktan baglamakta ve
farkliliklara bagli olarak ilaglara olan degisik yanitlarin (etkinlik ve toksisite)
nedenlerini agiklamaya ¢alismaktadir. Sonug olarak, farmakogenetik, kisilerin genetik
yapilarinda varolan varyasyonlar nedeni ile ilaglara verdikleri yanitlardaki degisiklikleri
incelemektedir. Ilag yanitinda birden fazla gen iiriiniiniin rol aldigmnin ortaya konmast,
incelemelerin gen boyutundan genom boyutuna kaymasma ve farmakogenetik yerine
farmakogenomik teriminin kullanilmaya baslanmasina yol ag¢maktadir (Ortega ve

Meyers, 2014; Everett, 2016).

Ilag farmakokinetiginde, genetik faktorlere bagli degisikliklerin ana nedeni

enzimlerin sentez hizinin ve/veya niteliginin genetik polimorfizm gostermesidir:

I. Enzim kodlayan gen eksik/eksik veya inaktif ise ilag metabolize
olmamaktadir

ii. Enzimin genetik polimorfizmi sonucu substrata 6zgiilliigi degismektedir

Enzim sentez hizina gore bireyler ilag farmakokinetiginde yavas metabolizor, hizli
metabolizor, normal metabolizor, ¢ok hizli metabolizér olarak siiflandirilmaktadir.

(Zanger ve Schwab, 2013).

llaglar viicuda girdikten sonra biotransformasyon (detoksifikasyon) sistemi ile
elimine edilmektedir. ilag metabolizmasi, 6zellikle karacigerde farmasétik substratlarin
ozel enzimler tarafindan biyotransformasyon siirecini kapsamaktadir. Ilag
metabolizmasi ti¢ ayr1 faza simiflandirilmistir. Faz 1, oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz
modifikasyon reaksiyonlarini igermektedir. Bu fazda CYP P450 enzimleri (CYP1AZ2,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l, CYP3A4/5), alkol
dehidrogenaz (ADH), aldehit dehidrogenaz (ALDH) ve dihidropirimidin dehidrogenaz
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(DPYD) gibi enzimler gorev almaktadir. Faz 2, daha ¢ok transferaz enzimleri tarafindan
gerceklestirilen konjugasyon reaksiyonunu i¢ermektedir. Faz 2 metabolik enzimlerine
ornek olarak UDP-glukuronosiltransferaz (UGT1A1), tiyopiirin S-metiltransferaz
(TMPT), siilfotranferaz (SULT1AL), glutatyon tranferaz (GSTM) ve N-asetiltransferaz-
2 (NAT?2) verilebilir. Faz 3, ilaclarin ve metabolitlerinin tastyicilari tarafindan alimi ve
atitlimidir. Bu fazdaki ilag transportorleri olan P-glikoprotein ve ATP baglayict kaset
(ABC) superailesi, alic1 ve effluks tasiyicilart olarak islev goriir (Cizelge 2.1) (Xu vd.,
2005).

Cizelge 2.1. [la¢ biyotransformasyonda rol alan enzimler

Biyotransformasyon

l. evre Il. evre I11. evre

3 | CYPP450
£ enzimleri
N -
S e CYP1A2 . UUDGP%%leIuronomItransferaz
=< | o CYP2B6 ( ) e P-glikoprotein
S | « cyp2cs e tiyopiirin S-metiltransferaz (TMPT)  , ATp bagh (ABC)
-% CYP2CY o siilfotranferaz (SULT1A1) superaile
o * CYP2C19 e glutatyon tranferaz (GSTM)
= : CYP2D6 o N-asetiltransferaz-2 (NAT2)

e CYP2ElL

e CYP3A4/5

[lag metabolizmasinda bireyler aras1 degisen fenotiplere (ilaglar farkli bicimde
metabolize edebilme yetisine) ila¢ metabolizasyonunda gorev alan ana enzimleri
kodlayan genlerdeki polimorfizmler yol agmaktadir. ilag metabolize eden enzimlerin ve
tastyicilarin ifadesini ve fonksiyonunu etkileyen faktorler, ilacin metabolik siireci ve
terapotik yanit agisindan 6nemlidir. Metabolizma tipleri bireylerin ilaglar1 metabolize
edebilme yetenekleri (fenotipleri), enzimlerin aktivitesiyle belirlenebilmektedir.
Polimorfik durumlara bagli olarak enzimlerin aktivitesi azalabilmekte veya
artabilmekte; bu azalma ve artmaya gore kisiler ilaglari yavas, hizli, orta hizli veya ¢ok
(ultra) hizli metabolize etmektedir (Xu vd., 2005; Guengerich, 2006; Jancovaa vd.,
2010).
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[lag metabolizmasimi kontrol eden enzim aktivitesi yalmzca genetik faktorlerin
kontrolii altinda degildir. Karaciger, bobrek hastaliklari, bireyin metabolik profili ve
bagirsak mikrobiyotasi, cinsiyet, yas, yasam bicimi (beslenme, alkol, sigara, fiziksel
aktivite) gibi etmenler ilag tedavisine farkli yanmit verilmesine (fenotip) sebep
olabilmektedir (Wilson, 2009; Everett, 2016). Aym sekilde DNA dizisindeki
degisikliklerden kaynaklanmayan, ama ayn1 zamanda kalitsal olabilen bireyler arasinda
farklilik gosterip ¢evre faktorlerinden de etkilenebilen epigenetik faktorler de ilag
metabolizmasin1 6nemli oOlglide etkileyebilmektedir (Majchrzak-Celinska ve Baer-
Dubowska, 2017). Son yapilan g¢alismalar ila¢ metabolizmasinda farkli yanitlarin
olusmasina neden olan DNA yapisindaki degisikligin yanisira mikroRNA’nin (MiRNA)
CYP enzimlerinin ekspresyonunu degistirip bireylerin ilaglari farkli bicimde metabolize
etmesine yol actigin1 géstermektedir (Rupaimoole vd., 2011; Yu vd., 2016; Chen vd.
2017; Zeng vd., 2017).

Farmakogenetik testleri “genotipleme” yani ilag metabolizmasinda degisik
fenotiplere (ilaglar1 metabolize etme yetisi) yol acan metabolik enzimleri sifreleyen
genlerindeki veya ilag hedef molekiilleri (reseptorler), iyon kanallarini sifreleyen
genlerdeki mutasyonlarin ve polimorfizimlerin belirlenmesi esasina dayanmaktadir ve
“herkese uyan tek beden yaklagimi” ile “deneme-yanilma” yontemine gore daha
giivenilir bir servistir. Bu testler ufak bir kan veya tiikiiriikk 6rnekleri ile ¢aligilip yasam
siirect i¢inde bir defaya mahsus olmak flizere yapilmaktadir. Giivenlik nedeniyle
hastalarin tedaviye baslamadan once oOzellikle varfarin, klopidogrel, irinotekan,
tamoksifen, 5-FU, tiopurinler, antipsikotikler gibi bazi ilaglar i¢in farmakogenetik test
yaptirmalar1 durumunda, yanls ila¢g kullanimi nedeni ile meydana gelebilecek tiim
komplikasyonlar en az yiizde %80 oraninda azaltilabilmektedir (Schroth vd., 2009;
Epstein vd., 2010). ilaclarin biyotransformasyonunda etkili olan enzimlerin
transkripsiyonunu arttiran veya azaltan genetik varyasyonlarin tespiti ile hasta i¢in en az
yan etkili ve en etkin tedavi yontemi secilebilmektedir. Bu sayede, hasta i¢in dogru
tedavinin ongoriilmesi en kisa siirede saglanabilmektedir. Kanser gibi erken teshis ve
tedavinin Onemli oldugu durumlarda yapilacak bir genotipleme analizi tedavinin

etkinligi agisindan ¢ok 6nemlidir (Wheeler vd., 2013).

Bir insanin genom dizisi analizi maliyeti, 2001 yilinda 300.000.000 Amerikan
dolar1 iken 2011 yilinda 5.000 ve 2014 yilinda 1.000 Amerikan dolar1 olmustur. Dizi

analizi masraflarinin ilerleyen zamanlarda c¢ok daha disecegi Ongoriilmektedir
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(Personalized Medicine Coalition, 2011). Bunun yani sira bireye 6zgii tedavide
kullanilan ilag, tedavi ve tanisal veri hakkinda bilgi birikimi, son yillarda bu konuya
olan ilginin bilim insanlarinin da ilgisini ¢ekmesi ile hizli bir sekilde artmistir. Genetik
testler, tedaviyi optimize etmek amaghh piyasadaki ilaglarin  %10°u igin
uygulanabilmektedir (http-2). Hastalarin %30-40’min etkisiz ilag kullandig:
bilinmektedir. Ayrica, yan etkiler ve gecikmis miidahaleler tedavi masrafini, hastalarin
yasam standardin1 ve olimliligi arttirmaktadir. Terapotik yanit gelisiminin olmamasi
en sik kanserde goriilmektedir (Spear vd., 2001; Housman vd., 2014). Ozellikle kanser
tedavisinde kemoterapiye baslamadan oOnce genetik testlerin  uygulanmasi
onerilmektedir. Genetik testler hem saglik hem de ekonomik agidan kisi ve toplum

acisindan ¢ok Onemli kazanglar saglayacak imkanlar sunmaktadir (Personalized

Medicine Coalition, 2011).

2.3. Epigenetik-Farmakoepigenetik

Epigenetik, genler ve iiriinleri arasindaki iliskilerin nedensel &zelliklerini ve
ortaya ¢ikan fenotipi inceleyen bilim dalidir. Dogrudan gen dizisindeki degisikliklerden
kaynaklanmayan gen ifadesindeki farkliliklari incelemektedir. Bu farkliliklar epigenetik
olarak kromatin organizasyonunda, DNA ve protein modifikasyonlar1 gibi
mekanizmalar araciligi ile transkripsiyon aktivasyonuna veya gen susturulmasina neden
olabilmektedir (Weinhold, 2006). Farmakogenetik, kisilerdeki genetik farkliligin
ilaglara kars1 yanit1 lizerinde ¢alisirken, farmakoepigenetik ila¢ metabolizmasinda veya
yan etkilerin olusumunda etkili olan genlerin ifadesini etkileyen epigenetik degisimler
ile yeni ilag hedeflerinin kesfi ile ilgilenmektedir (Peedicayil, 2008). Genetik
bilesenlerle birlikte epigenetik kavrami, bireye 6zgii tedavi yaklagiminin ve ‘hassas tip’
kavrammin onemli bir pargasini olusturmaktadir (Hizel vd., 2017). Genotip yalnizca
bireyler arasinda degisebildigi gibi, epigenotipler de bireyler arasinda, hiicre tipinde ve
de gelisme ve yaslanma gibi durumlarda degisebilmektedir (Bjornsson vd., 2008).
Epigenotip, farmakolojik ajanlar da dahil olmak iizere, ¢evresel kosullar/yasam bigimi
gibi etkenlerdeki degisimlere duyarlidir (Stamatoyannopoulos ve Dunham, 2008). Ilag
metabolizasyon enzimlerini, ilag tasiyicilarini ve ilag hedef molekiilleri kodlayan
genlerin regiilasyonu epigenetik kontrol altinda olabileceginden, epigenetik
degisiklikler ilag yanitini etkileyebilmektedir (Ingelman-Sundberg vd., 2007; Ingelman-
Sundberg ve Cascorbi, 2016). Bu baglamda farmakoepigenetik yeni bir disiplin olup
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bireylerin ilaglara kars1 olusturduklar: farkli yanitlarm ve AIR’larin epigenetik
sebeplerini arastirmaktadir (Baer-Dubowska vd., 2011; Kacevska vd, 2011; Giindiiz vd.,
2013).

2.3.1. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar, transkripsiyonel veya postranskripsiyonel olarak
gerceklesebilmektedir. DNA metilasyonu, posttranslasyonal histon modifikasyonlari,
miRNA'lar ve kromatin modelleme gibi farkli epigenetik diizenleme mekanizmalari

mevcuttur (Hamm ve Costa, 2011).

2.3.1.1. DNA metilasyonu

Insanlarda en yaygm ¢alisilmis epigenetik modifikasyon sitozin metilasyonudur.
DNA  metilasyonunun  neredeyse  tamami  CpG  (Sitozin-fosfat-Guanin)
dintikleotidlerinde olugsmaktadir. DNA metilasyonunda metil grubu, DNA’nin sitozin
bazinin pirimidin halkasinin 5 numarali karbonuna eklenmektedir. Metil vericisi olarak

S-Adenozil Metiyonin (SAM) gorev yapmaktadir (Moore vd., 2013).

Memeli genomlarinda CpG dintikleotidleri nadirdir (~%]1). CpG adalari, genomda
200 bazdan biiyiik, %50°den fazlas1 CG icerigine sahip bolgelerdir. Insanda gen
promotorlarinin %70 kadar1 CpG adalan ile iliskilidir ve genellikle kanserli hiicrelere
kiyasla normal hiicrelerde metillenmemistir (Issa, 2004; Saxonov vd., 2006; Baylin,
2015). %6 kadar1 doku oOzgii olarak gelisim sirasinda veya doku farklilagmasinda
metillenmektedir. Genellikle CpG adalarinin metillenmesi, gen susturulmast ile ilgilidir
(Mohn vd., 2008; Deaton ve Bird, 2011). DNA metilasyonu genomik ifadede, iki
ebeveyn allelinden birinin monoallelik ifadesinin hipermetilasyonunda da 6nemli bir rol
oynamaktadir. Benzer bir gen diizenlenmesi disilerde X kromozomu inaktivasyonunda
goriilmektedir. DNA metilasyonunun X-kromozomu inaktivasyonu, genomik imleme,
karsinogenezis, tekrarlayan ve sentromerik DNA dizilerinin susturulmasinda baglica
rolic vardir (Shen vd., 2007; Weber vd., 2007; Fouse vd., 2008; Mohn vd., 2008;
Meissner vd., 2008; Mikeska ve Craig 2014; Van Tongelen vd., 2017).

DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar tarafindan gerceklestirilen bir
modifikasyondur. Eklenmis olan metil grubu baz eslesmesini etkilememekte fakat metil

gruplarinin =~ disar1  dogru  ¢ikinti yapmast  DNA-protein  etkilesimlerini
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etkileyebilmektedir. Okaryotlarda DNA  metiltransferazlarm iki farkli tipi
tanimlanmistir. De nova metiltransferazlar -Dnmt3a ve Dnma3b gibi- metillenmemis
DNA’y1 substrat olarak kullanmaktadir. Bakim yapan metiltransferazlar, -Dnmt1 gibi-
replikasyonla olusan yari metillenmis DNA’y1 metillemektedir (Jin ve Robertson,
2011). Bakim metilasyonu kalip DNA iplik¢iginin varolan metilasyon paternini yeniye
sentezlenmis olana kopyalamaktadir. Bu nedenle DNA metilasyonu kalitilabilmekte ve
epigenetik bir isaret olarak nesiller boyunca mitotik ve mayotik hiicre boliinmeleriyle

transfer edilebilmektedir (Schiibeler, 2015; Edwards vd., 2017).

DNA metilasyonu, gen ifadesini ¢esitli mekanizmalarla inhibe edebilmektedir.
Metillenmis DNA, proteinlerin metil CpG baglanma domainlerini (MBD)
indiiklemektedir. MBD ailesi iiyeleri metillenmis bolgelerde histon modifikasyolarina
ve kromatin modellemelerine olanak saglamaktadir. DNA metilasyonu ayni zamanda
DNA baglanma proteinlerinin hedef bolgelerinde meydana gelerek proteinlerin
baglanmalarina engel olmakta ve transkripsiyonu dogrudan inhibe etmektedir (Phillips,
2008; Du vd., 2015; Schiibeler, 2015). DNA metilasyonu baska epigenetik
mekanizmalarla beraber calismaktadir. Tiimorlerin epigenetik diizenlemesi sirasinda
gen transkripsiyonu ve gen anormal susturulmasi siirecinde DNA metilasyonu ile histon
modifikasyonlar1 arasinda karsilikli etkilesme oldugu ileri stirilmistiir (Vaissiére vd.,
2008)

2.3.1.2. Histon modifikasyonlart

Cekirdekte DNA, histon proteinleri ile paketlenmis kromatin denilen siki bir yap1
i¢erisinde bulunmaktadir. Histonlardan H2A, H2B, H3 ve H4 “6z histonlar”, H1 ve H5
ise “linker (baglayici) histonlar” olarak bilinmektedir. Histonlar enzimler tarafindan
transkripsiyon sonrast asetilasyon, metilasyon ve fosforilasyon gibi modifikasyonlara
tabi tutulmaktadir. Bu transkripsiyon sonrasi modifikasyonlar, histonlarin DNA ve
cekirdek proteinleri ile iligkisini degistirmektedir (Bannister ve Kouzarides, 2011).
“Histon Kodu” hipotezi ile kromatin fonksiyonunun epigenetik isaretleme Sistemi
kullanarak histon modifikasyon paternlerinin farkli kombinasyonlarinda spesifik ve

belirgin islevsel 6zellikleri diizenlendigini dnerilmektedir (Kim vd., 2009).

Iki tip histon modifikasyonu vardir. ilki, DNA’nm {izerinde histonun

lokalizasyonunu etkileyen, DNA’nin histon proteinleri ile etkilesimine Onciiliilk eden
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kovalent olmayan modifikasyondur. Ikincisi, kovalent modifikasyonlardir. Bunlar da
ozellikle H3 ve H4’de oldugu iizere N-terminal uclardaki modifikasyonla histon
pozisyonunu etkilemektedir (Rando, 2012; Izmirli, 2013). Kovalent olmayan
modifikasyonlar; Kromozom i¢i ya da kromozomlar arasi etkilesimler, histon takaslari,
kromatin tamiri, nonkoding RNA (siRNA, miRNA) ile etkilesim nonkovalent histon
modifikasyonlar1 olarak sayilabilmektedir. Kovalent modifikasyonlarin pek cok tipi
vardir. Transkripsiyonu etkileyen baslica tipleri; Asetilasyon, metilasyon ve
fosforilasyondur. Bu modifikasyonlar ve onlari taniyan proteinler arasi etkilesimler
histon kodunu olusturmaktadir. Modifiye olmus farkli varyasyonlar genlerin
transkripsiyonunun  aktive  edilmesini  veya  baskilamasin1  belirlemektedir.
Ubikutinasyon, sumolasyon ve ribozilasyon da transkripsiyonda rol oynayan histon
modifikasyonlaridir (Kim vd., 2009; Bannister ve Kouzarides, 2011, Zhao ve Garcia,
2015).

2.3.1.2.1. Histon asetilasyonu

Histonlar, histon asetiltransferaz (HAT) veya histon deasetilaz (HDAC) tarafindan
asetile ve deasetile edilebilmektedir. Negatif yiiklii asetil grubunun histonun pozitif
yiikiinii noétralize ettigi ve boylece histonun DNA ile etkilesimini azalttigi tespit
edilmistir. Yaygin olarak histon asetilasyonu H3 ve H4’de meydana gelmektedir. HAT
bir asetil grubunu asetil CoA’dan e-N-asetil lizine doniistiirerek histon proteinleri
tizerindeki korunmus lizin aminoasitlerini asetile eden enzimdir (Bannister ve
Kouzarides, 2011).

Transkripsiyonel ko-aktivator proteinler gen transkripsiyonu kontroliinde
molekiiler anahtarlar olarak gérev yapar ve timii intrinsek HAT aktivitesine sahiptir.
Histon modifikasyonlarina yol acan koaktivatdrlerin toplanmasi: bromodomainlere sahip
(yani H3 ve H4 histonlarin N-terminal kuyruklarindaki asetile lizinleri taniyan) baska
proteinlerin modifikasyonlar1 tamiylp baglanmasina yol ac¢maktadir. Histon
kuyruklarinin asetilasyonunun her aminoasit i¢in olmadig1 ve lizin ve arjininlere 6zgi
oldugu bilinmektedir (Cluntun vd., 2015). H3K9 (Histon 3 lizin 9) gibi belirli
aminoasitler birden fazla sekilde modifiye edilebilmektedir. H3K9 asetile edilebildigi
gibi metilasyona da ugrayabilir fakat ikisi birden ayni1 anda olamamaktadir. H3K9’un

asetilasyonu kromatinin acilmasi1 ve aktif transkripsiyon ile iliskilendirilirken,
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metilasyonu heterokromatin yapi ve transkripsiyon yoklugu ile iliskilendirilmistir

(Morini¢re vd., 2009).

Asetilasyonun diger histon modifikasyonlar1 ile birlikteligi -ubikutinasyon
varliginda oldugu gibi (ubikutinasyon+asetilasyon) - transkripsiyonun aktivasyonu ile
sonug¢lanmaktadir. Ancak bu her zaman boyle olmayabilir; H4K12 (Histon 4 lizin 12)
asetilasyonu, K23 (lizin 23)’tn asetilasyonu gibi durumlarda, kromodomainlerin
transkripsiyonun baskilanmasini saglayan metillenmis lizinlere baglanma kabiliyetini ve
seciciligini  etkileyebilmektedir (Dion vd., 2005). Ek olarak 06zel rezidiilerin
fosforilasyonu (fosforilasyon+asetilasyon) gibi baska modifikasyonlar sadece belirli
rezidiiler asetilasyona ve metilasyona ugramis ise gerceklesebilmektedir. Modifiye

olmus rezidiilerin farkli kombinasyonlar1 histon kodunu olusturmaktadir (Bannister ve

Kouzarides, 2011; Zhang vd., 2015).

2.3.1.2.2. Histon metilasyonu

Histon metilasyonu, gen ifadesinin epigenetik diizenlenmesinde diger 6nemli bir
epigenetik modifikasyondur. Histon metiltransferaz enzimleri tarafindan histon
proteinlerinde bulunan aminoasitlere 1, 2 veya 3 tane metil grubu (trimetilasyon)
eklenmektedir. Histon metilasyonu ayni zamanda dsDNA tamiri i¢in de gereklidir
(Ayrapetov vd., 2014). Histon metilasyonunun biyikk bir kismi H4 ve H3
molekiillerinin N-terminal kuyruklarinda meydana gelirken H2A’nin N-terminal
kuyrugunda da gozlenebilmektedir. Ozel lizin ve arjinin rezidiileri metillenir ancak bazi
rezidiilerin modifikasyonlari, metillenmeye karst koruma saglamaktadir. Histon
metilasyonu promotora transkripsiyon faktorlerinin temini igin gerekli olabilmektedir.
Metillenmis lizinler, heterokromatin proteini 1 (HP1)’e baglanabilme 06zelligine
sahiptir, bu da isaretli bolgede heterokromatin formasyonuna neden olmaktadir. Bu
nedenle histon metilasyonu, transkripsiyonun aktivasyonu, baskilanmasi ve
gliclendirilmesi i¢in gerekli olabilmektedir (Jones, 2012). Metilin fonksiyonu, modifiye
edilmis rezidiiye 6zgli oldugundan histon metilasyonu ‘“histon kod”un bir pargasidir.

(Bannister ve Kouzarides, 2011; Greer ve Shi, 2012).
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2.3.1.2.3. Histon fosforilasyonu

Fosforilasyon, protein kinazlar (PK) ve protein fosfatazlar (PP) tarafindan
gerceklestirilen bir reaksiyondur. Fosfatlar, histon deasetilazlara serin, treonin ve tirozin
rezidiilerinden  baglanmaktadir ~ (Bannister ve  Kouzarides, 2011). Histon
fosforilasyonunun birincil bolgesi H3’iin N-terminalindeki Ser10 rezidiisiidiir. Ser10’un
fosforilasyonu transkripsiyon aktivitesi ile oldugu kadar mitoz sirasindaki kromatin
yogunlugu ile iliskilendirilmistir. Fosforillenmis Ser10, H3 Lys14’iin asetilasyonunu
indiiklemekte ve Lys9’un metilasyonunu inhibe etmektedir (Sawicka ve Seiser, 2012).
H2B’nin Ser33’li transkripsiyon aktivasyonu ile iliskili olarak fosforillenmektedir.
Histon H2AX’in fosforilasyonu DNA c¢ift zincir kiriklarinin tamirinde énemli bir rol
oynamaktadir. Fosforillenmis H2AX tamir i¢in gerekli olan mekanizmaya olanak
saglamaktadir (Foster ve Downs, 2005).

2.3.1.2.4. Histon ubikutinasyonu

Ubikutin (Ub) lizin rezidiisii ile baglanabilen kii¢iik bir proteindir. Histonlar en
fazla ubikutinasyona ugrayan proteinler oldugundan, transkripsiyon, kromatin yapisinin
bakimi ve DNA tamiri gibi bir¢ok siire¢lerinde ubikutinasyonun 6nemli rol oynadig
distiniilmektedir. Tek bir ubikutinasyon pargasinin H2A histonuna veya H2B histonuna
eklenmesi kiyaslandiginda c¢ok farkli ciktilarla sonuglanmaktadir. Buna baglh olarak,
farkli histonlardan ubikutinin eklenmesi ve uzaklastirilmasina aracilik eden ayri
enzimler bulunmaktadir. H2A ubikutinasyonu baskilayic1 bir isaret olarak kabul
edilebilirken H2B ubikutinasyonunun hem transkripsiyon aktivasyonu hem de
susturmasinda rolii vardir (Weake ve Workman, 2008; Cao ve Yan, 2012).

2.3.1.3. RNA ile gen susturulmast

Insan genomunun yaklasik %98’inin kodlamayan DNA’lardan olustugu ve bu
bolgelerde proteinlerin  kodlanmamasimma ragmen islevsel RNA'lar iiretildigi
bilinmektedir (Mattick, 2004; Rinn ve Chang, 2012). Bu kodlamayan RNA'lar
(ncRNA'lar) gen diizenlemesinde 6nemli islevleri olan mikroRNA'lar (miRNA), kiiglik
niikleer RNA'lar (snRNA), Piwi etkilesimli RNA’lar (piRNA), kiigiik niikleolar
RNA'ar (snoRNA), uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA)’dan olusmaktadir (Palazzo
ve Lee, 2015).
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Post-transkripsiyonel gen susturulmasi, mRNA iizerinden protein sentezinin
engellenmesiyle saglanmaktadir. Bu mekanizmaya RNA interferanst (RNAi)
denmektedir. RNAi’de gen susturulmasi, ¢ift zincirli bir RNA molekiilii (dsRNA) ile
gerceklesmektedir. dSRNA molekiilii sitoplazmada veya c¢ekirdek igerisinde Dicer ve
Drosha enzimleriyle kesilerek gen susturma ajanlari olan siRNA ve miRNA (small
interfering RNA ve microRNA) doniistiiriilmektedir. Bu siRNA’lar daha sonra, bir
multiprotein-RNA niikleaz kompleksi olan, RNA-indiikleyici baskilama kompleksine
(RISC) baglanmaktadir. RISC, siRNA’lar1 komplementer mRNA’y1 bulmak igin
kullanmakta ve hedef mRNA’y1 endontikleolitik olarak kesmektedir. Sonug¢ olarak 6zel
mRNA’nin azalmasi sentezlenecek protein(ler)in azalmasina yol agmakta veya olusan
oligoniikleotit, ilgilenilen gen bolgesini protein haline getirecek olan mRNA
molekiiliinii pargalamakta ve gen susturulmasi saglanmis olmaktadir (Bodur ve
Demirpenge, 2010; Rinn ve Chang, 2012). miRNA’lar epigenetik regiilasyonda da
gorev almaktadir. Memeli hiicrelerinde cekirdekte RNA susturulmasi gen ifadesini
DNA seviyesinde ve kromatin seviyesinde diizenlemektedir. Transkripsiyonel gen
susturulmasi, hedef promotor bolgelere dogrudan epigenetik bir modifikasyon olacak
sekilde gen promotorlarina tamamlayici sekanslara sahip siRNA’lar tarafindan
indiiklenmektedir. Insan hiicre hatlarindaki promotorlara karsi gelecek sekilde
tasarlanan ekzojen siRNA’lar, 200 bg i¢inde bilinen transkripsiyon baslama bdlgelerine

yakin olan promotor sekanslarini1 hedeflemektedir (Fabian ve Sonenberg, 2012).

Insan hiicrelerinde siRNA iligkili transkripsiyonel gen susturmanin ilk
bulgularinda, gen susturmanin DNA metilasyonunun hedef promotor bdlgelerinde
meydana geldigi Onerilmistir. Ancak daha sonraki goézlemler transkripsiyonel
susturmanin promotor DNA yoklugunda da olabildigini gostermistir (Grewal ve Elgin,
2007). Memeli hiicrelerinde bir promotor bolgesini sekans hedefleyen siRNA’lar,
kromatin seviyesinde gen ifadesinin baskilayan epigenetik modifikasyonlara onciiliik
etmektedir. H3K9me2 ve H3K27me3’iin siRNA hedefi olan promotor bolgeleri ile
dogru orantili oldugu tespit edilmistir. Bu gibi bulgular, siRNA’larin memeli
hiicrelerinde H3K9me2 ve H3K27me3 icin karakteristik epigenetik susturma isareti
olan histon deasetilaz ve histon metiltransferazlar1 calistirarak sekans komplementer
promotorunda “histon kodu” diizenledigini belirtmektedir (Grewal ve Elgin, 2007; Gaur
ve Rossi, 2009).
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2.3.1.4. ATP-bagiml kromatin yapilandirma modeli

Niikleozomlar kaydirilarak histon degistirme, histon ¢ikarma ve DNA dalgasi
yaratma ile kromatin yeniden modellenmektedir. Bu degisiklik icin ATP’den gelen
enerji niikleozomlarin yapisini degistirmek {izere kullanilmaktadir ve bdylece DNA
ulasilabilir hal almaktadir. Kromatin modellemesinde c¢alisan proteinler bagimsiz
calismayip birbirleri ile etkilesime gegerek daha yiiksek kromatin yapilar1 diizenleyecek
biiyiik protein kompleksleri olusturmaktadir. Bu kompleksler DNA hipermetilasyonu ve
histon deasetilasyonu arasinda baglar kurarak transkripsiyonel baskilamayi
olusturmaktadir. Kromatin modelleme enzimleri ATP hidrolizinden aldig1 enerjiyi
niikleozomal DNA’nin superhelikal doniisiine katilmak i¢in kullanmaktadir. Bu tiir
niikleozomal DNA’da gecici konformasyonel degisimler kromatine ¢esitli
transkripsiyonu, DNA replikasyonunu, rekombinasyonu ve diger biyolojik siirecleri
kontrol eden kromatin proteinlerinin erisebilirligini etkilemektedir (Li, 2002; Rinn ve
Chang 2012; Giingér ve Unal 2015).

2.3.2. Tla¢ metabolizmasinda epigenetik regiilasyon

Epigenetik ve epigenomik alaninda yapilan c¢alismalarin farmakoloji ile
iliskilendirilip ila¢ yanitinda degisikliklere sebep olacak epigenetik temelleri incelemesi,
farmakoepigenetik alaninin gelismesine neden olmaktadir. Ilag metabolizmasinda gorev
alan ana enzimlerin ve tasiyicilarin ifadesinde etkili olan epigenetik diizenlemeler, ilag
yanitini etkileyebilmektedir. Ayn1 zamanda, ilag veya baska ksentibiyotikler epigenetik
modifikasyona sebep olabilmektedir. Farmakoepigenetik arastirmalarin ilerlemesi ile
epigenetik biyomarkerlarin ilag tedavisinde yardimci olabilecegi Ongoriilmektedir

(Kacevska vd., 2011; lvanov vd., 2014).

DNA metilasyonu en bilinen epigenetik regiilasyondur ve ilag metabolize eden
genlerde tanimlanan epigenetik diizenlemenin biiyiik bir cogunlugunu olusturmaktadir.
Bunun bir nedeni, kanserlesme ile DNA metilasyonu paterninin degisimidir. Timor
hiicrelerinde DNA metilasyon paterninin degisimi ile ilag metabolize eden enzimlerin
ifadesindeki degisimlerin iliskili oldugu ©6ne siiriilmiistiir. Ilag metabolizmasindan
sorumlu genlerin kanser iligkili DNA metilasyonu ile regiile edilebildigi, ilag
metabolizmasinin ii¢ fazinda da gosterilmistir (Kwon vd., 2006; Olsson vd., 2007; Yu
vd., 2007; Kim vd., 2008; Sharma vd., 2010; Chen vd., 2013). ila¢ metabolizmasinda
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yer alan genlerin DNA metilasyonu ile regiilasyonunda, kanserlesme disinda durumlar
da etkili olmaktadir. Parkinson hastaliginda CYP2E1 gen bdlgesinde azalmis DNA
metilasyonu, CYP2E1’in artan ifadesi ile iliskilendirilmistir (Kaut vd., 2012). Yasam
tarz1 gibi faktorler de ilag metabolize eden enzimler iizerinde etkili olabilmektedir.
Ornegin sigara kullamminin akcigerde CYP1Al hipometilasyonuna neden olarak
CYP1Al indiikledigi gosterilmistir (Anttila vd., 2003). Aymi zamanda DNA
metilasyonu doku 6zgii gen ifadesi ile iliskilidir. Ilag metabolize eden enzimlerin
dokular arasi farkli ifade ve metilasyon paternlerine sahip oldugu gosterilmistir (Vieira

vd., 1998; Oda vd. 2013).

[lag metabolize eden genlerin epigenetik regiilasyonundaki bir baska etkin
mekanizma histon modifikasyonlaridir. Insan prostat kanseri hiicrelerinde, CYP24A1
promotorunun artan DNA metilasyonu ve artan histon H3K9me2, azalmis histon
H3K9ac ve H3K4me2 modifikasyonlar1 ile beraber CYP24Al1 gen ifadesinin
baskilanmasinda rol almaktadir (Luo vd., 2010). Ayni zamanda gelisimsel regiilasyonda
histon metilasyonlarinin, ilag metabolizasyonundan sorumlu gen ifadelerinde etkili
oldugu gosterilmistir (Li vd. 2009).

Yukaridaki epigenetik mekanizmalardan farkli olarak, miRNA'lar transkripsiyonel
regililasyon yerine post-transkripsiyonel asamada ila¢ metabolize eden genlerin ifadesini
etkiler. DNA metilasyonu ile benzer olarak kanserlesme sonucu miRNA’larda da
degisim yasanmaktadir. Kanserli dokularda miR-27b ve CYP1BI iizerinde yapilan bir
aragtirmada miR-27b ve CYP1BI proteininin ekspresyon seviyeleri arasinda énemli bir
ters orant1 gosterilmistir (Tsuchiya vd. 2006). miR-27b’nin birden fazla sitokromla
(CYP1BI1, CYP3A4) dogrudan iligkili oldugu saptanmistir (Pan vd., 2009; Li vd.,
2014). Faz 2 enzimleri de miRNA’lar tarafindan epigenetik regiilasyona maruz
kalmaktadir. UGT gen ailesinin miR-491-3p tarafindan regiile edildigi gosterilmistir
(Dluzen vd. 2014).

[lag metabolizmasinda yer alan enzimler iizerindeki epigenetik regiilasyonlarmn
anlasilmasi ile gelecekte, farmakoepigenetik kavraminin farmakoloji ve klinik tipta
daha etkin bir sekilde kullanilacagi ongoriilmektedir. Ayni zamanda kanser tedavisinde
anormal epigenetik degisikliklerin tersine ¢evrilmesi acgisindan potansiyel bir strateji
olarak terapotik epigenetik gittikce onem kazanmaktadir (Johansson ve Ingelman-
Sundberg, 2011; Sissung vd., 2012; Giindiiz vd., 2013; Peng ve Zhong, 2015).
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2.4. Kanser Farmakogenetigi

Farmakogenetik ve farmakogenomik gelismeler, ilag yanitlarindaki bireyler arasi
farkliliklarin genetik temelini ortaya koymustur. FDA, elliden fazla genle iliskili 120'nin
tizerinde ilag i¢in farmakogenetik degerlendirme dnermistir (http-3). Bu ilaglarin ¢ogu
kanser, kardiyovaskiiler, enfeksiyoz ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Weng vd., 2013).

Farmakogenetikte antikanser ilaglarinin en aktif ve giincel sekilde calisilan
alanlardan biri oldugu bilinmektedir. Bunun bir nedeni dar terapotik endekslerinden
dolay1 diger tedavilere kiyasla kemoterapdotiklerin genellikle daha ciddi ve bazen hayati
tehdit eden toksisiteler gostermesidir. Bu nedenle, bu toksisiteler igin risk altindaki
hastalar1 6nceden tanimlamak 6nemli ve gereklidir. Ayrica antikanser tedavisine 6zgi,
tedavi etkinligini arttirmak ve toksisiteyi azaltmak i¢in birbiriyle iligkili ancak farkli
genomik sistemler {izerinde ¢alisilmasi1 gerekmektedir (Weng vd., 2013; Hertz ve Rae,
2015).

Kanser tedavisi toksisitenin yliksek olabilecegi bir tedavi siireci oldugu igin
AlR’leri en aza indirmek {izere stratejiler belirlenmektedir. Bireye ozgii kanser
tedavisinde, somatik mutasyonlar, yas, cinsiyet ve ailedeki kanser hikayeleri ile
tedavide hangi yolaklarin test edilecegi konularina odaklanilmaktadir (Wheeler vd.,
2013). Onkoloji ve hematoloji alaninda farmakogenomikler, hastalik riskinin
belirlenmesinde, sagaltimda kullanilacak ajanlarin  se¢iminde ve ilag doz
uygulamalarinda kullanilmaktadir (Baskin ve Calibasi, 2011). Klinik onkolojide
kullanilan  genetik temelli farmakolojik testler (genotiplendirme) iki grupta
incelenebilir:

» Kemoterapétiklerin  [Irinotekan, 5-florourasil ~ (5-FU), tiopiirin  vb.]
uygulanmasina bagli toksisitelerin  belirlenmesinde  kullanilan testler
[UGT1Al, dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD), thiopiirin metiltransferaz
(TPMT) vb.]

* Molekiiler terapdtiklere yanitt belirleyen genetik testler (imatinib-ABL,
rituksimab-FCGR3A, gefitinib-EGFR, cetuximab - EGFR/KRAS gen
mutasyonlari, trastuzumab-HER? ifadesi, vb.) (Sayitoglu, 2007).
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Kanser tedavisinde kullanilan geleneksel kemoterapi rejimlerinde hastaya
verilecek ilag miktar1 viicut yiizey alanin gore hesaplanmaktadir. Bu uygulama bir ¢ok
kanser tiirinde kemoterapi rejiminin yanitsiz kalmasi, ya da beklenenden daha fazla
toksisite gozlenmesi ve bazen bu yiizden tedavinin kesilmesini gerektirebilmektedir.
Tiimor genetik yapisini, es zamanl ilag kullanimini ve de bireyin ila¢ metabolizmasini
(ila¢ metabolizasyon enzimleri, ilag transportorleri, ilag hedef molekiilleri) etkileyen
genetik polimorfizmlerin tespiti ile bireysel ilag dozaj farkliliklarinin belirlenmesi ve

yan etkilerin azaltilmasi saglanabilmektedir (Bertholee vd., 2017).

Kanser tedavisi, ila¢ etkinligini arttirmak ve tedaviye karsi olumsuz yanitlari
azaltmak icin giderek daha fazla bireysellesmektedir. Kemoterapi tedavisi oncesinde,
tedavi verilecek hastalara uygulanacak farmakogenetik tarama, hastalarin Onerilen
ilaglara kars1 sadece duyarli veya direngli olmasini tanimlamamakta, ayni zamanda
hastalarin tedaviye karsi siddetli toksiksite egimli olup olmadigini dngorebilmektedir.
DPYD, TPMT ve UGT'deki polimorfizmlerin, sirasiyla 5-FU, merkaptopurin ve
irinotekan farmakokinetigini ciddi sekilde etkileyebilecegini bilinmektedir (Patel ve
Papachristos, 2015; Toffoli vd., 2015; Bhavsar vd., 2017). Kanser hastalarinin
tedavisinde bu genlerde fonksiyonel polimorfizm tasiyan hastalarda bu ii¢ ilacin
kullaniminda ciddi toksisite olustugu goz Oniine alindiginda, bu hastalarin tedavinin
baslamasindan 6nce farmakogenetik taranmasi tercih edilebilir. Bununla birlikte, ¢ogu
kemoterapoétik ilag i¢in, gen mutasyonlarinin ve farmakokinetiklerin iligkisi kesin bir
belirginlik tasimamaktadir. Bu durum diyet, kombine ilag, saglik durumu ve bobrek ve
karaciger fonksiyonu gibi genetik olmayan faktorlerin genetik faktorlere kiyasla tedavi
tizerindeki etkisinin daha fazla olmasindan kaynakli olabilir. Bu ajanlar bireye 6zgii
tedavide, terapétik ilag izleme gibi fenotip temelli bir yaklagimla ele alinabilir (Ai vd.,
2017; Bertholee vd., 2017).

2.4.1.Kolon kanseri

Kolon kanseri, sindirim sisteminin son parcasi olan kalin bagirsakta olusan bir
kanserdir. Cogu vakada adenomatdz polip olarak adlandirilan kiiciik, kanserli olmayan
(iyt huylu) hiicre yigmnlari olarak baslayan siireg, bu poliplerin kanser hiicrelerine
doniismesi ile sonlanir. Genetik nedenlere bagli olmakla beraber bir¢ok kolorektal

kanser, yas ve beslenme, obezite, sigara ve hareketsizlik gibi yasam tarzi faktorleri ile
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de iliskilendirilmektedir. Tan1 konan hastalarin %90°1 50 yasin {izerindedir. (Liang vd.,
2009; Fedirco vd., 2011; Lansdorp-Vogelaar vd., 2012; Ma vd., 2013; Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), 2014; Colorectal Cancer Prevention, 2017). Tiirkiye’de kolon kanseri
tanis1 konan hastalarin ortalama yasi 62'dir. Kolon kanserinin erkeklerde goriilme
sikligi, kadinlara oranla daha fazladir. Akciger ve meme kanserinden sonra % 7,7 ile
tiglincli siklikta goriilen kanser tiridir (T.C Saglk Bakanligi Kanser Savas Daire

Bagkanligi, 2003).

Kolon kanseri, kolon epitelyum hiicrelerinin timor baskilayict genlerinde ve
protoonkogenlerinde olusan bir seri genetik mutasyonlarin birikimi sonucu
olugmaktadir. Kolon kanseri, kromozomal kararsizlik (CIN), CpG adast metilasyon
fenotipi (CIMP) ve mikrosatellit kararsizligi (MSI) mekanizmalarinin biri veya iigliniin
kombinasyonu ile olusabilmektedir. Fearon ve Vogelstrein’nin 1990 yilinda
olusturduklart modele gore kolon kanserinin molekiiler mekanizmasi, kolon kanseri
CIN yolaginda, adenomatoz polipozis koli (APC)’de mutasyon birikimlerinin onkogen
KRAS’ta mutasyona yol agmasi ve tiimor baskilayici gen TP53’iin inaktivasyonuna
neden olmasi ile gerceklesmektedir. CIMP yolaginda ise, MGMT ve MLH1 basta olmak
lizere ¢esitli  timor baskilayici  genlerin  promotorlarinda  hipermetilasyon
gergeklesmektedir. Bu hipermetilasyonlar genellikle BRAF mutasyonu ve mikrosatellit
kararsizlig ile iligkilendirilmistir (Weisenberger vd., 2006; Kanwal ve Ghias, 2016).
Kolon kanseri MSI yolag1 araciligi ile kisa tekrar dizilerdeki genetik degisimlerin
inaktivasyonu sonucu olusmaktadir. Bu durum kolon kanserinde DNA onarim
genlerinde gergeklesmektedir (East vd., 2008). Mikrosatellit kararsizlik, DNA
replikasyonu sirasinda olusan hatalar1 diizeltmekten sorumlu DNA tamir genlerindeki

degisimlerin engellenmesi ile olugsmaktadir (Kunkel ve Erie, 2005).

Kolon kanser vakalarmin yaklasik %75-80’i, aile gecmisi veya genetik yatkinligin
olmadig1 sporadik tiirdedir. Sporadik tiirde kolon kanserinin %84 kadari, kromozom
sayisinda ve yapisinda degisiklikler ile gerceklesen CIN ile iliskilendirilmistir (Sekil
2.3-a). Sporadik tiirde kolon kanserinin %13-16’s1 ise hipermutasyon ve MSI ile
gerceklesmektedir. Sporadik tiirde kolon kanserinde erken adenom gelisiminden
sorumlu APC mutasyonu, WNT sinyal yolagini aktive etmektedir. Bunu takiben olusan
KRAS mutasyonu, epidermal biiyliime faktorii reseptorii (EGFR) sinyal aktivasyonuna
neden olarak orta adenom evresine gecisten sorumludur. Bu evrede meydana gelen

Smad2 ve Smad4 mutasyonlar1 TGFfB yanitinin inaktivasyonuna sebep olmakta ve
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hastaligi ge¢c adenom evresine tasimaktadir. Ileri evrede meydana gelen tiimor
baskilayict gen olan p53’iin mutasyonu sonucu karsinom gelismektedir. Karsinom
evresindeki cesitli genetik degisimler metastaza yol agmaktadir (Davies vd., 2005;
Miiller vd., 2016).

Etkilenen Wntyolagi EGFR sinyal TGFp yanmiti p53 fonksiyon

durum  aktivasyonu aktivasyonu inaktivasyonu kaybi Baska genetik
degisimler

Genler  spg KRAS MR P53

|

=

Ui

i} HHPCC

Sekil 2.3. Normal epitelyumdan kolon kanserinin gelisimi; a. Sporadik kolon kanseri, b. Ailesel
kolon kanseri, === Normal progresyon, === Hiz/; progresyon (Davies, R. J., vd.,

2005)

Kolorektal kanserlerin yaklasik %35 ila 10’u kalitsal olarak ger¢eklesmektedir
(Sekil 2.3-b). En sik goriilen kalitsal kolon kanseri vakalart Lynch sendromu olarak
adlandirilan kalitsal nonpolifozit kolorektal kanser (HNPCC) ve ailesel adenomat6z
polipozis (FAP)’dir (Jackson-Thompson vd., 2006; Haggar ve Boushey, 2009). Kolon
kanseri hastalarinin %2 ila 6’s1t HNPCC’ye sahiptir. HNPCC’den sorumlu olarak DNA
onarim yolunda yer alan MLH1 ve MSH2 genleri tanimlanmistir. Bu mutasyonlara sahip
kisilerin kolorektal kansere yakalanma riski %70 ila 80 daha fazladir. Hastalik tanis1 bu
bireylere genelde 40’11 yaslarin ortasinda konmaktadir (Papadopoulos vd., 1994; World
Cancer Research Fund and American Institute for Cancer Research, 2007; Jeter vd.,
2006; Al-Sukhni vd., 2008). FAP ise kolon kanser vakalarinin %1’den daha azi igin
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gecerli bir durumdur. Yalnizca birkag adenom gelisimi goriillen HNPCC'li bireylerden
farkli olarak, FAP'l1 bireylerde yiizlerce polip gelisimi gozlenmekte ve bu adenomlarin
bir veya daha c¢ogu birey 20 yasma gelene kadar malin doniisim gec¢irmektedirler.
FAP’a, gastrointestinal sistemde kolon veya rektumda yer alan epitelyum hiicrelerinin
WNT sinyal yolagindaki sinyalizasyon aktivitesini arttiran mutasyonlar neden
olmaktadir. Bu mutasyonlar kalitilabilmekte veya olusabilmektedir. Kolon kanserinde
en stk mutasyona ugrayan gen, APC proteinini iireten tiimor baskilayict gen APC’dir.
APC proteini, B-katenin proteininin birikimini engellemektedir. APC olmadan, -
katenin yiiksek seviyelerde birikerek ve proto-onkojenlerin transkripsiyonunu aktive
etmektedir. Bu durum kanserlesmeye neden olmaktadir. APC bagimli polipozis,
otozomal dominant bir sekilde kalitsaldir. APC bagimli polipozis tanis1 konmus
bireylerin yaklasik %75-80’1 bu mutasyonu tasiyan bir ebeveyne sahiptir. Aile liyesinde
hastaliga neden olan bu mutasyon tespit edilirse prenatal test ve preimplantasyon
genetik teshisi miimkiin olabilmektedir (Wilmink, 1997; Davies vd., 2005; World
Cancer Research Fund and American Institute for Cancer Research, 2007; Lynch vd.,
2008).

WNT sinyal yolagindaki mutasyonlarin disinda p53 proteinini lireten TP53
genindeki mutasyonlar da kolon kanseri olusumundan sorumlu tutulmaktadir (Ionov
vd., 1993; Markowitz vd., 2009). p53 proteini DNA hasari, DNA tamiri ve apoptozda
onemli rolleri olan bir proteindir. p53 mutasyonlariin tiimoérlerin patolojik siirecinde
adenoma-karsinom doniigiimlerinde etkili bir role sahip oldugu bilinmektedir. Kolon
kanserinde, adenomlarda goriilmezken karsinomlarin %50-70’inde goriilmektedir. Bu
durum p53 mutasyonlarinin  kolon kanserinin ileri evrelerinde gergeklestigini
gostermektedir. p53 mutasyonlari, apoptotik mekanizmanin ¢Okiisii ve hiicre
cogalmasinin kontrolsiizligii ile genomik kararsizlik ve malin tiimor doniisiimiine yol
acmaktadir. p53, kanserde en sik mutasyon gegiren gendir (Kandoth vd. 2013). Kolon
kanserinde p53 mutasyonlari, proksimal kolon tiimérlerinin %34’iinde ve distal kolon
timorlerinin %45’inde bulunmaktadir. Bu mutasyonlarin biiyiik bir cogunlugu, p53
proteininin DNA baglanma bdlgesinde yer alan aminoasitleri etkiler. Bunun sonucunda
p53 proteini DNA’ya spesifik olarak baglanamaz ve aktivitesini yitirir (Ryan vd, 2001,
Russo vd., 2005; Zandi vd., 2011; Lopez vd., 2012). Farkli p53 mutasyonlari, invazif
derinlik, metastatik bolge ve hatta hastaligin seyri gibi kolon kanserinin biyolojik

davranisi hakkinda bilgi vermektedir. p53 mutasyonuna sahip kolon kanseri
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hastalarinda daha fazla kemoterapi direnci ve bu mutasyona sahip olmayanlara gore

daha kétii prognoz siireci gozlenmektedir (lacopetta vd., 2003, Li vd., 2015).

Kolon kanserinden sorumlu 6nemli bagka bir mutasyon, EGFR yolagindaki sinyal
kaskadinda erken asamalarda rol alan KRAS onkogeninin mutasyonudur. Mutant KRAS
geni (p21) EGFR yolagini siirekli uyarir ve hiicre ¢ogalmasina yol agmaktadir. Bu
mutasyon APC mutasyonundan sonra olmasi durumunda kolon tiimdr olusumuna yol

acmaktadir (Tan ve Du, 2012).

Smad2 veya Smad4 mutasyonlart da kolon kanseri ile iligkilendirilmistir. Bir
biiyltime faktorii olan TGFp, epitelyal hiicrelerde anti-proliferatif bir faktor olarak gorev
yapmaktadir. Proliferasyonu durdurmak, farklilagmaya neden olmak ve SMAD sinyal
yolagi aracilifiyla apoptozu indiiklemek i¢in hiicre dongiisiinii durdurabilmektedir.
SMAD proteinleri, hiicre yiizeyindeki TGFp ligandlarindan ¢ekirdege sinyal gondererek
apoptozu tetikleyen genlerin transkripsiyonunu aktive etmektedir. TGFf sinyal yolunun
bilesenleri olan Smad2 ve/veya Smad4 mutasyona ugradiginda, hiicre proliferasyonu

kontrol altina alimmamamakta ve kanserli tiimorlerin gelisimine neden olabilmektedir

(Bellam ve Pasche, 2010).

2.4.2. Kolon kanseri evreleri ve tedavisi

Kolon kanseri tedavisi, hastalifin evresi ile iligkilidir. Cerrahi operasyon, kolon
kanserinde primer tedavi yontemidir. Kolon kanserlerinin yaridan fazlasina (yaklasik
%65) cerrahi operasyon yapilabilmektedir. Hastalarin %]10’unda lokal yayilma
sebebiyle cerrahi operasyon uygulanamamaktadir. Vakalarin %20’sinde de teshis
sirasinda uzak metastaz saptanmaktadir. Hastalarin kiigiik bir boliimiinde ileri derecede
yash ve hasta olduklarindan dolayr cerrahi tedavi uygulanamamaktadir (Labianca vd.,
2013; Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) Program, 2013). Kolon
kanserinde uygulanan tedavi yontemleri cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi
ve/veya hedefe yonelik tedavidir. Hedefe yonelik tedavide kullanilan ilaglar, tiimori
hedeflemek adma kemoterapiden farkli bir mekanizma ile c¢alismaktadir. Hedefe
yonelik tedavi, hastaligin seyrine 0©zel bir sekilde kanserlesmeyi engelleyecek
yaklasimlarla gerceklesmektedir. Hedefe yonelik tedavi biiylime sinyalinin
inaktivasyonu, bagisiklik sistemi giiclendirici, kanser hiicrelerinin beslenmesini bloke

edecek hedefler vb. gibi uygulamalarla kemoterapi etkinligini arttirmaktadir. Ilerlemis
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kolon kanserinde hedefe yonelik tedavide kullanilan ilaglar; Bevasizumab (Altuzan®),
Panitumumab (Vectibix®) ve Setuksimab (Erbitux®)’dir. Panitumumab ve Setuksimab,
EGFR’yi hedeflemekte ve kanser gelisimini yavaslatmaktadir. Bevasizumab ise
anjiyogenezi uyaran vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)’i bloke ederek kanser
hiicrelerinin beslenmesini inhibe etmektedir. Bu tarz hedefe yonelik tedaviler, siklikla
ileri kolon kanseri tedavisinde olmak {izere kemoterapi kombinasyonlarinda

uygulanmaktadir (Giantonio vd., 2007; Bastos vd., 2010; Gustavsson vd., 2015).

Kolon kanserinde Evre 0, kolonun i¢ duvarmin 6tesinde gelisim gostermedigi igin,
tedavide cerrahi operasyon yeterlidir. Cogu vakada bu evrede polip ¢ikarilmaktadir
(Habr-Gama vd., 2004). Evre I’de kolon kanseri, kolon duvarinin i¢ katmanlarina dogru
biiyiimekte ama kolon duvarinin (veya yakindaki lenf diigiimlerinin) disina
yayillmamaktadir. Evre I, bir polipden gelisen kanserleri icermektedir. Kolonoskopi
sirasinda polip tamamen ¢ikarildiysa, baska bir tedavi uygulamasina ihtiyag
olmayabilmektedir. Polip tamamen c¢ikarilamadiginda veya bir¢ok polip ¢ikartilmasi
gerekiyorsa birden daha fazla ameliyat yapilmasi gerekebilmektedir. 1. evre kolon
kanserinde mortalite oldukca diisiiktiir. Hastalarin %90°1, sadece cerrahi miidahale ile

tedavi edilmektedir (Labianca vd., 2013).

Evre Il kolon kanseri, kalin bagirsagin duvart ve yakindaki dokuya kadar
cogalmis ancak lenf diiglimlerine heniliz yayilmamistir. Bu asamada cerrahi tedavi
olarak kanseri ihtiva eden kolon doku, yakindaki lenf diiglimleri ile birlikte
cikarilabilmektedir (kismi kolektomi). II. evre kolon kanserinde cerrahi miidahale
sonrasinda hastalarin %25-40’inda karsinom tekrarlamaktadir. Bu nedenle cerrahi
miidahale sonrasi kanserin tekrar etme riskine kars1 kemoterapi (adjuvan kemoterapi)
uygulanabilmektedir. Evre 1I’de adjuvan kemoterapi tedavisi bazi riskli durumlarda
verilmektedir. Mikroskop altinda yiiksek derecede kanserlesme goriildiiyse, kanser kan
veya lenf diiglimlerine sigramissa, kanserlesme kolonu tikamigsa vb. bulgularin
bulundugu durumlarda adjuvan kemoterapi uygulanabilmektedir. Il. evre kolon
kanserinin tedavi yontemleri cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi ve/veya hedefe
yonelik tedavidir. Evre II’de kemoterapi tedavisi genellikle 5-FU ve I6kovorin,
oksaliplatin veya kapesitabin (veya kombinasyonlar1) seklinde verilmektedir (BastoS
vd., 2010).

Evre III kolon kanseri, yakinlardaki lenf bezlerine yayilmakla beraber viicudun

diger boliimlerine heniiz yayilmamistir. Bu evrede uygulanan standart tedavi, kanserli
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kolon kesiti ve yaninda lenf nodlar1 (kismi kolektomi) ¢ikaran cerrahi operasyon, ve
ardindan adjuvan kemoterapi uygulamasidir. Kemoterapi i¢in FOLFOX (5-FU,
I6kovorin ve oksaliplatin) veya CapeOx (kapesitabin ve oksaliplatin) kombinasyonlari
en sik kullanilandir. Bu evrede cerrahi operasyonu kaldiramayacak hastalar igin
dogrudan radyoterapi ve/veya kemoterapi uygulanabilmektedir (Gill vd., 2004; Bastos
vd., 2010).

Evre IV kolon kanseri, kolon disinda organlara ve dokulara yayilmistir. Kolon
kanseri ¢ogunlukla ilk karacigere yayilmaktadir. Ancak akcigerler, beyin veya uzak lenf
diigiimleri gibi diger bolgelere de yayilabilmektedir. Cerrahi operasyonlarin bu asamada
kanseri tedavi etme olasilig1 diisiiktiir. Bununla birlikte, karaciger veya akcigerlerde
kanser bolgelerin yayilimi (metastaz) ¢ok az ve kolon kanseriyle beraber operasyon ile
aliabiliyorsa, cerrahi miidahale uygulanabilmektedir. Kemoterapi bu evredeki
hastalarda, ameliyat Oncesi ve/veya sonrasi verilmektedir. Metastazlar ¢ok biiylik veya
cok fazla oldugu i¢in cerrahi operasyonla ¢ikarilamiyorlarsa, tiimorleri kiictiltmek icin
kemoterapi verilebilmektedir (neoadjuvan kemoterapi). Eger tiimérler kiigiiliirse cerrahi
operasyon uygulanabilmektedir. Kemoterapi cerrahi operasyon sonrasinda da
uygulanabilmektedir. Bagka organlardaki tiimdrler ablasyon veya embolizasyon yolu ile
ortadan kaldirilabilmektedir. Eger kanser cerrahi miidahale ile tedavi edilemeyecek
kadar ¢cok yayilmissa, tedavi olarak kemoterapi uygulanmaktadir. Yine de kanserlesme
kolonu tikamigsa cerrahi operasyona ihtiya¢ duyulabilmektedir. Evre IV kolon kanseri
hastalarinin kemoterapi kombinasyonlar1 hastaligin ge¢misi ve saglik durumlari
gozetilerek uygulanmaktadir (Verhoe vd., 2011; Lee vd., 2016). Bu evrede en ¢ok
kullanilan kemoterapi kombinasyonlar1 FOLFOX (leucovorin, 5-FU ve oksaliplatin),
FOLFIRI (leucovorin, 5-FU, ve irinotekan), CapeOX: (capecitabine (Xeloda) ve
oksaliplatin), FOLFOXIRI (leucovorin, 5-FU, oksaliplatin ve irinotekan)’dir. Bu
kemoterapi kombinasyonlarindan biri etkili olmazsa veya direng gelisirse bir diger
kombinasyon uygulanmaktadir. Irinotekanin diyare ve ndtropeni gibi AIR’leri nedeniyle
immiin sistemi diisiik hastalarda kullanimlar1 zor olmakla birlikte ozellikle 5-FU ile
kombine tedavide olumlu sonuglar alinmaktadir (Palaghia vd., 2014; Cremolini vd.,
2015).

Kolon kanseri aymi1 hastada tekrardan ortaya ¢ikabilmektedir. Kanserin tekrar
ortaya ¢ikmasi kolonda lokal olarak (baslangi¢ tiimoriiniin bolgesi yakininda) veya uzak

organlarda olabilmektedir. Eger tekrarlanma lokal olarak gergeklesmisse cerrahi
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miidahale ve/veya kemoterapi uygulanmaktadir. Tekrarlayan kanser, bagka organlarda
ortaya ¢ikmissa (cogunlukla karaciger), cerrahi miidahale tercih edilebilmektedir. Bazi
durumlarda kemoterapi tlimorleri kiigiiltmek i¢in uygulandiktan sonra cerrahi miidahale
gerceklestirilmektedir. Ablasyon veya embolizasyon teknikleri bazi1 karaciger
tiimdrlerini tedavi etmek i¢in uygulanmaktadir. Kanser cerrahi operasyon ile tedavi
edilemeyecek kadar fazla yayilmissa, kemoterapi uygulanmaktadir. Olas1 kemoterapi
kombinasyonlar1 evre IV kolon kanseri i¢in uygulananlarla aymidir (Hellinger ve
Santiago, 2006; Vogel vd., 2017). Kolon kanseri tedavisinde olusan yan etkilerden
otirli, hastalarin hepsi etkin bir tedavi siireci gecirememektedirler. Hastanin immiin
sistemine bagli olarak kemoterapi uygulanabilmektedir. Olusacak AIR riskinden &tiirii
ileri yastaki hastalara etkin kemoterapi tedavisi verilememektedir. Yapilan bireye 6zgii
degerlendirmelerle hastalara optimal tedavi uygulanmaya calisiimaktadir (Sanoff vd.,

2012; McCleary vd., 2013; American Cancer Society, 2017).

2.4.3. Kolon kanseri tedavisinde irinotekan

Kanser hastalarmin tedavisinde kullanilan irinotekan ilact igin hastalarin
%36’sinda toksik etkinin goriilmesi bu ilacin kemoterapide kullanimi agisindan zorluk
¢ikarmaktadir (Fuchs vd., 2003). frinotekan, Wall ve arkadaslar1 tarafindan 1966 yilinda
Camptotheca acuminata bitkisinden izole edilmis anti-timor aktivite gosteren
kamptotesin alkoloitinin bir analogudur (Wall vd., 1966) (Gorsel 2.1). Kamptotesin,
topoizomeraz I ve DNA kompleksine baglanarak ti¢lii bir yap1 olusturur ve bu yapiy
stabilize ederek DNA ligasyonunun ger¢eklesmesini engeller ve DNA hasar1 ile
apoptoza yol agar (Redinbo vd., 1998). 1980’lerde yapilan g¢alismalar kamptotesinin
suda ¢oziilebilir analoglar iizerinde yogunlasmistir. Irinotekan kamptotesin maddesinin
antitimor aktivite gosteren suda ¢oziilebilen bir analogudur ve FDA tarafindan 1996
yilinda timor yanitinin faz II verilerine dayanarak hayati tehlikesi bulunan metastatik
kolon kanseri hastalarinin tedavisinde klinik kullanim i¢in kabul edilmistir (Kunimoto
vd., 1987; http-4). Irinotekan 1998 yilinda Avrupa’da faz III ¢alismalarinin
tamamlanmasi ile FDA tarafindan tamamen onaylanmistir (FDA Review Letter, 1998).
Daha sonra irinotekan 5-FU kombinasyonu ile kolorektal kanserinin birinci basamak
tedavisinde, baska kemoterapdtikler ile kombinasyonu ikinci basamak tedavilerinde ve
ayni zamanda bagka kanser tedavilerinde de yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir

(Camptosar NY: Pfizer Incorporated 2005; Douillard vd., 2000).
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Kolon kanseri tedavisinde irinotekan, monoterapi ve kombine terapilerde farkli
zaman araliklar1 ve konsantrasyonlarinda uygulanmaktadir. Monoterapide haftalik 90
dakikanin iizerinde 125 mg/m? veya ii¢ haftada bir 30-90 dk aras1 350 mg/m? dozda 4
enjeksiyonluk iki farkli rejimle verilmektedir. Kombinasyon terapide ise yine iki farkli
rejim uygulanabilmektedir. Birincisi 6 haftalik (1, 15, 29 ve 43. giinler) 5-FU ve
16kovorin ile beraber 30-90 dk aras1 180 mg/m? dozda 4 enjeksiyonluk rejimdir. Ikincisi
ise 6 haftalik (1, 8, 15. ve 22. giinler) 5-FU ve 16kovorin ile beraber 30-90 dk aras1 125
mg/m? dozda 4 enjeksiyonluk rejimdir (http-6).

Gorsel 2.1. Camptotheca acuminata (Mutluluk agaci), a) Camptotheca acuminata agaci, b) Camptotheca
acuminata ¢i¢egi, c) Camptotheca acuminata meyvesi (http-5)
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2.4.4. irinotekan aktivitesi

Irinotekan, kanser tedavisinde kullanilan bir topoizomeraz 1 inhibitoriidiir.
Metaboliti olan SN-38, 6n ilag olan irinotekandan yaklasik olarak 100-1000 kat daha
sitotoksiktir. Irinotekan antitiimor aktivitesinden dolayr klinik olarak kanser
hastaliklarinin tedavisinde yaygim olarak kullanilir. Irinotekanin konjiigasyon yolu ile
metabolize edilmesinde etkin olan enzim fridin difosfat glukuronoziltransferaz
(UGT1A1)’dur. irinotekan tedavisinde baslica goriilen toksisite diyare ve ndtropenidir.
Irinotekan tedavisindeki toksik durumlar, irinotekani metabolize eden enzim
UGTI1AT’in aktivitesi ile iliskilendirilmistir (Mathijssen vd 2001).

[rinotekanin biyotransformasyonu karboksilesterazlar tarafindan sitotoksik olan
SN-38 aktif metabolite metabolize olmasi ile gerceklestirilir. Irinotekanin metaboliti
SN-38’in eliminasyon yolagi ise SN-38’in aktif formunun UDP-glukuronosiltransferaz
enzimleri tarafindan inaktif SN-38 glukuronide konjugasyonu ile gergeklesir (Sekil 2.4.)
(lyer vd., 1998).

irinotekan
(On ilag)
SN-38
100-1000 kat
daha toksik

SN-38 Glukuronit
(SN-38G)

CES
karboksilesteraz

UGT1Al

7 N

Sekil 2.4. Irinotekan metabolizmast
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2.5. irinotekan1 Metabolize eden enzim: UGT1A1

Glukuronosiltransferaz (UGT) super ailesinin irinotekan dahil olmak tizere pek
¢ok ilacin biyotransformasyonunda dnemli rolii vardir. 18 fonksiyonel UGT enziminin 9
tanesini kodlayan UGT gen kompleksi, insanda 2. kromozomun uzun kolunda 37.
pozisyonunda (2q37) 234,668,918’ den 234,681,944. baz ciftine kadar olan alanda yer
alir. UGT gen kompleksinin i¢inde dokuz adet farkli ekzon 1 ve dort ortak ekzon olmak
tizere 5 ekzon bulunur. Her UGT nin 1.ekzonu kendi promotoruna ve giiglendiriciye

(enhancer) sahiptir (Canu vd., 2014).

UGT ailesindeki genler, glukuronik asidi tridin difosfat glukuronik asit
molekiiliinden limitli bir sekilde endojenik substratlara ve bilirubin gibi
ksenobiyotiklere doniisiimiinii ger¢eklestiren glukuronidasyondan sorumlu enzimleri
kodlamaktadir. Bu substratlarin glukuronidasyonu, substratlar1 daha suda ¢oziilebilir
hale getirir ve eliminasyon ile viicuttan atimin1 kolaylastirmaktadir. UGT1A
glukuronidasyon aktivitesi en ¢ok karacigerde meydana gelir ama UGT enzimleri
bagirsaklarda, bobreklerde, beyinde, midede, akcigerde ve deride de bulunabilmektedir
(King vd., 2000). Glukuronidasyon aktivitesinde UGTI1A ailesindeki asil etkili olan
enzim polimorfik olan UGT1A1’dir ama digerlerinin de (UGTI1A 6, 7, 9, 10) aktivitesi
vardir. Ayrica UGT1A1, bilirubini glukuronide eden tek enzimdir. Bu nedenle azalmis
UGT1A1 glukuronidasyon enzim aktivitesi Gilbert Sendromu ve Crigler-Najjar

sendromuna neden olabilmektedir (Nagar ve Blanchard 2006).

2.5.1. UGT1A1 Enzim Seviyesini Etkileyen Faktorler

UGTI1A1 polimorfik bir enzimdir. UGT1Al varyasyonlarmin enzim aktivitesi
tizerinde etkisi olabilecegi Onerilmistir. Aym1 zamanda UGTI1Al transkripsiyonu

tizerinde epigenetik regiilasyonlarin etkisi glincel bir arastirma konusudur.

2.5.1.1. UGT1AL1 polimorfizmi

UGT1AL1 enzim aktivitesini UGT1A1 polimorfizmlerinin etkiledigi gosterilmistir.
UGT1A1 geninin 5° promotor bolgesinde TA tekrarlarina bagli olarak enzim
aktivitesinde artig veya azalis oldugu ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (Iyer vd., 1998).

UGT1A1 geni i¢in pek ¢ok varyant tanimlanmistir ama bunlardan bazilar1 UGT

enzim aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. Bunlardan baslicalar;; UGT1A1 gen
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bolgesinin 1. ekzonunda yer alan promotor bdolgesinde 7 adet TA tekrari iceren
((TA)7TTAA) UGT1A1*28, 5 adet TA tekrar1 iceren ((TA)STAA) UGT1A1*36, § adet
TA tekrari igeren ((TA)STAA) UGT1A1*37 ve baskin tip olan 6 adet TA tekrari igeren
((TA)6TAA) UGT1A1*1 olarak gosterilen varyantlardir (Beutler vd., 1998). Bunlara
ilaveten; UGT1Al geninde meydana gelen 211G>A (rs4148323) tek niikleotid
polimorfizminin (TNP) neden oldugu UGTI1A1*6 ve 686C>A tek niikleotid
polimorfizminin (TNP) neden oldugu UGT1A1*27 olarak gdsterilen varyantlarin da
UGT enzim aktivitesini etkiledigi diigiinilmektedir. Buna gore; UGT1A1*1 normal
enzim aktivitesi gosterirken, UGT1A1*36 yiiksek, UGT1A1*28, UGTI1A1%*37,
UGTI1A1*27 ve UGT1A1*6 disik UGT aktivitesi gostermektedir (Iyer vd., 2002).
Genotipe bagli olarak azalmis UGT aktivitesi olan kisilerde Gilbert Sendromu ve tip II
Crigler-Najjar sendromu gozlenebilmektedir (Kadakol vd., 2000). Dogal tip olan
UGTI1AT*1’in irinotekan tedavisinde advers ila¢ reaksiyon gosterme riskinin diger
varyantlara gore daha disik oldugu, UGTI1A1*28 ve UGTIA1*37’nin ise
glukuronidasyon aktivitesini diisiirerek toksik etkilere yol agan yiiksek SN-38
konsantrasyonuna neden oldugu oOnerilmistir (Ando vd., 2000; Massacesi vd 2006;
Pangilinan vd., 2008).

[rinotekan genellikle tolere edilebilir ama UGT1A1 genotiplerine gore dozaj
ayarlamasi yapilmas1 gerekebilmektedir. Irinotekan tedavisi alan hastalarda toksik
etkilerin gézlenmesi %36, genel olarak goriilen % derece toksisitenin orani ise %60’
tizerindedir (Fuchs vd., 2003). Kemoterapide olusan bu toksik etkinin azaltilmasi igin
2005 yilinda ilag treticisi Camposar, FDA’nin Onerisi tizerine irinotekan igin
UGT1A1*28 icin homozigot hastalarda doz ayarlamasi yapilmasinin dikkate alinmasi
ve bu hastalarin belirlenmesi i¢in genetik testin uygulanmasinda hekimlere yardimci

olunmasi gerektigini ilacin prospektiisiinde belirtmistir (http-7).

Tedavide kullanilan irinotekan tolere edilemediginde, advers ilag reaksiyonlar
(yaygin olarak diyare ve ndtropeni) gozlemlenmektedir. Bu tolerans, baslica
UGT1AT’in sorumlu oldugu UGT glukuronidasyon aktivitesine bagl olarak irinotekan
aktif metaboliti olan SN-38’in klerans: ile iliskilidir. Dogrudan enterik hasara yol acan
SN-38’in glukuronidasyonu toksik etkilerin inhibisyonunu saglamaktadir (Mathijssen
vd., 2001). lyer ve arkadaslarinin 2002 yilinda irinotekan tedavisi alan 20 hasta ile
yaptiklar ¢calismada toksik etkiler ile genotipler arasinda bir iligki bulunmamaistir. Buna

ilaveten *28/*28 genotipli hastalarin ndtrofil sayilar1 diger genotipli hastalara (*1/*1 ve
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*1/*28) gore anlamli derece diisiikk oldugu goriilmiistiir. Innocenti ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada (2004) ise irinotekan tedavisi goren 66 hastadan %46,2’sinin *1/*1,
%38,5’inin *1/*28, %9,2’sinin *28/*28 genotipinde oldugu tanimlanmistir. Hastalarin
genelinde 4. derece notropeni %9,5 seviyesinde gozlenmistir. Genotiplere gore
oranlandiginda; *28/*28 polimorfizmine sahip olan hastalarin %50’sinde, *1/*28
polimorfizmine sahip olan hastalarin %12,5’inde ndtropeni  goriilirken  *1/*1
polimorfizmine sahip olan hastalarda bu oran %0 olarak tespit edilmistir. Her iki
caligmada da genetik polimorfizmin mutlak nétrofil sayist (ANC-absolute neutrophil
count) tizerinde etkisi oldugunu gostermektedir. Toffoli ve arkadaslar1 2006 yilinda
irinotekan, 5-FU ve leucovorin alan 250 hasta ile yaptiklar1 ¢aligmada hastalarin *1/*1
ve *1/*28 genotipe sahip olanlarinin oranin1 %45,6 bulurken *28/*28 genotipe sahip
olanlarin oranim1 %8.8 bulmuslardir ve sadece ilk kemoterapi kurunda *28/*28
homozigot genotipli hastalarin *1/*1 homozigot genotipli hastalara gore, % derece
hematolojik toksisite gelistirebilme oraninin sekiz kat daha yiiksek oldugunu
gbozlemlemislerdir. Yine *28/*28 homozigot genotipli hastalarin *1/*1 homozigot

genotipli hastalara gore tedaviye yanitinin daha yiiksek oldugunu dnermislerdir.

UGT1A1 *28 alelinin frekans: etnik gruplar arasinda farkliliklar gostermektedir;
en diisik Asya popiilasyonunda (%16) en sik ise Afrika (%43) ve Avrupa (%36)
popiilasyonlarinda saptanmistir, Birlesmis Devletler’de UGT1ALl *28/*28 homozigot
genotipli hastalarin oran1 %10 bulunmustur (Beutler vd., 1998; Innocenti vd., 2003).
Tiirkiye’de UGT1A1 *28 homozigot genotip frekansi farkli ¢aligmalarda sadece
yenidoganlarda calisilmis olup frekanslarn %0,6, %7,5, %9 ve %10 ve %5,8
bulunmustur (Ulgenalp vd., 2003, Babaoglu vd., 2006, Muslu vd., 2007, Kilic vd.,
2007, Ergin vd., 2010).

2.5.1.2. UGTI1AI’in epigenetik regiilasyonu

UGTI1A1 aktivitesi iizerinde yapilan son g¢alismalarda UGT1A1l geninin promotor
bolgesine yakin yukar1 akig yoniinde yer alan CpG bolgelerinin ve 1.5 kb yukar akis
yoniinde yer alan CpG adasmin DNA sitozin metilasyon yolu ile epigenetik
diizenlenmesi incelenmektedir. Gagnon ve arkadaslari 2006 yilinda yayinladiklar
calismada, UGT1Al promotorunun baslama kodonunun en az 3.3 kb yukari akis

yoniinii kapsayacagint goéz Oniinde bulundurarak en az 5 kb’lik alani metilasyon
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profilleri i¢in ¢alismistir. Alt1 kolon kanseri hiicre hatt1 bu bolgeler i¢in incelenmis ve
yiiksek ile diisik UGT1A1 ifadelerinde promotoru igeren birinci ekzondaki 5 CpG
bolgelerinin (+21—+233 / -330—-4 | -513—-432 |/ -704—-642 | -1157—-892)
metilasyon oranlar1 karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. Ozellikle +21—+4233, -
330—-4 ve 704—-642 bolgelerinin anlamliligin yliksek oldugu goriilmiis bu durum da
transkripsiyon faktorlerinin bu bolgeye baglaniyor olabilmesinden &tiirii metilasyonun
UGT1A1 transkripsiyonunu engelledigi Onerilmistir. Promotorun 1.5 kb yukar1 akis
yoniinde yer alan CpG adasinin (-5000—-4885) kolon kanseri hiicre hatlarinin hepsinde
hipermetilasyona ugradigi goriilmiistiir. Bu baglamda CpG adasinin metilasyonunun
kanserlesme ile iliskisi oldugu Onerilmistir. Aynt zamanda HCT116 hiicre hattinda
yapilan demetilasyon ¢aligmasi sonrasinda SN-38’in  inaktivasyonunda artis
gozlemlenmistir. Bu da metilasyonun UGT enzimlerinin ifadesinde rol aldigi ve
irinotekan tedavisinde yaniti etkileyebilecegi hipotezini desteklemektedir. Bélanger ve
arkadaglar1 2010 yilinda kolon kanseri hiicrelerinde CpG diniikleotidlerinin
metilasyonunun UGT1A1 proksimal promotorunda transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasin1 engelleyip engellemedigi iizerine bir ¢alisma yapmistir. UGT1Al
transkripsiyonu i¢in sekans spesifik Hepatosit Niiklear Faktor 1- alfa (HNF1-alfa) ve
USF1/2 (upstream stimulatory factor 1/2) transkripsiyon faktorlerinin baglanmasinin
gerekli oldugu ve UGTI1A1 proksimal promotorunda -99. pozisyonda bulunan CpG
dintikleotidinin metilasyonunun bu baglanmalar1 engelleyerek UGTI1A1 ifadesi
lizerinde negatif etkisi oldugunu 6nermislerdir. Yasar ve arkadaslarinin 2013 yilinda
yaptig1 ¢alismada ise Tufts Universitesi, Molekiiler Psikoloji ve Farmakoloji Boliimii
insan Kkaraciger bankasindan alinan 46 saglikli karaciger ornekleri lizerinde UGT1A1
aktivitesi ve ifadesinin metilasyon ile iliskisi ve genotip ile ¢evresel kosullarin etkisi
calisilmistir. UGT1AL1 protein seviyesinin ve aktivitesinin *28/*28 genotip grubunda
(%13), *1/*1 (%52.2) ve *1/*28 (%34.8) gruplarina gore anlamli derecede daha diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢alismada Yasar ve arkadaslar1 5 CpG diniikleotidinin (-69
/ -100 / -3319 /-3341 / -3436) ve CpG adasmin (-4834—-5309) metilasyonunu
incelemistir. Diger calismalarin aksine Yasar ve arkadaslari ¢aligmalarinda, USF
transkripsiyon faktoriiniin baglandigi 6ngoriilen -100 bg’deki sitozinin metilasyonunun
UGTI1A1 ifadesini arttirdigt sonucunu ¢ikarmistir. Ama diger c¢alismalar kolon
hiicrelerinde yapilmigken bu c¢alismanin karaciger hiicrelerinde yapilmis oldugunu

unutmamak gerekir. Bu durum sonucunda UGTIA1’in ifadesinin diizenlenmesinde
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transkripsiyon faktorlerinin hem represdr hem de enhancer olarak gorev yapabilecegi
hipotezi One siiriilmiistiir. Ayrica CpG adasinin biitiin  karaciger dokularinda
hipermetilasyona ugradigi ve CpG adasinin metilasyonunun UGT1A1 ifadesi iizerinde
etkisi olmayabilecegini Onerilmistir. Ayni ¢alismada Yasar ve arkadaslar cinsiyet, yas,
etnik grup, sigara kullanim1 ve alkol kullanim1 ile UGT1A1 genotipi iligkisi arasindaki
ilintiyi de incelemis, anlamli bir iliski bulmamislardir. Aragtirmanin sonucu olarak,
UGTI1AL1 protein ifadesinde *28/*28 genotipinin azaltici, -100 bg¢’deki sitozinin

metilasyonunun arttirici, alkol kullaniminin artiricr etki yaptigini tespit etmislerdir.

Farkli dokularda farkli DNA metilasyon oranlart olmasi olasidir. Oda ve
arkadaglarinin 2013 yilinda UGTIA1 i¢in metilasyonunun doku 06zgiinliigii igin
yaptiklar1 bir aragtirmada karaciger ve bobrekteki UGT1A1 promotor bolgesindeki -
113’den +111°¢ kadar olan bolge CpG diniikleotidinin metilasyonu i¢in karsilastirmali
olarak ¢alisilmistir. Sonug olarak 84 CpG boélgesinden karaciger icin %37, bobrek igin
%83 metilasyon orani tespit edilmistir. Boylece bdobreklerde UGT1Al‘in DNA

metilasyonu ile epigenetik sekilde baskilandigini 6nermislerdir.

2.6. Arastirma Hipotezi

Basarili bir tedavi, yan etkilerin en aza indirgenerek terapotik etkinligin
arttirllmas1 ile olmaktadir. Metastazik kolon kanserinde yaygin olarak kullanilan
irinotekan ilaci, etkili bir antitimor ajan1 olmasina ragmen toksisitesi yiiksek oldugu
icin tedavide sikintilar ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu durum irinotekani metabolize eden
enzim UGT1ALl ifadesinde dogrudan ya da dolayli etkili olabilecek mekanizmalar ile
iligkilendirilebilir. Bu mekanizmalar, bireye 6zgii genetik polimorfizmler, epigenetik
diizenlemeler, demografik etkenler, kombine terapiler vb. olabilmektedir. ilag
tedavisinde bireye 0zgli tedavi yaklagimi, biitin bu etkenlerin  beraber
degerlendirilmesini, hastalik odakli degil hastaya yonelik farmakogenetik ve
farmakoepigenetik analizlerin klinik uygulamasini gerektirmektedir. Bu ¢alismada,
Tiirkiye’de irinotekan tedavisi alan hastalarda UGT1Al ifadesini etkileyebilecek
genetik ve epigenetik faktorleri arastirilarak, irinotekan ilag uygulamasmin klinik

ciktilar1 hakkinda ongoriisel veri sahibi olunmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma oncesi, Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan (TITCK) Gozlemsel
[lag Calismalar1 etik kurul onayr (14 Mayis 2015, say1 26247029-514-05-01) ve
Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi etik kurul onay1 (18 Mart 2015, say1
80558721/126) alinmistir (EK-1a, EK-1b).

Kan ornekleri, Istanbul, Bakirkdy, Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nin Onkoloji Birimi’nde Dr. Meral Giinald: tarafindan saglanmistir. Ayni
zamanda hasta bilgileri, hasta doktoru olan Dr. Meral Giinald1 tarafindan
degerlendirilmis ve takip edilmistir. Ayn1 hastalara ait kolon doku (parafine gomiilii
kesitler halinde biyopsi veya rezeksiyon) drnekleri ise, patoloji biriminde, Dr. Damlanur

Sakiz tarafindan degerlendirilmis ve tarafimiza saglanmistir.

3.1.1. Ornekler ve veri toplanmasi

Hastalarin hepsinden kan ornekleri anket verileri toplanmistir.  Operasyon

gecirenlerden doku 6rnekleri temin edilebilmistir.

3.1.1.1. Kan ornekleri

Mayis 2017 itibari ile hastalardan kan Ornegi toplanmasi sonlandirilmistir. Kan
ornekleri hastane personeli tarafindan 2 ml kadar mor kapakli EDTA (Etilendiamin tetra

asetik asit)'l tiiplere alinmis ve + 4 °C’de saklanmistir. Toplam kan 6rnegi sayis1 48’dir.

3.1.1.2. Doku ornekleri

48 hastanin 17’sine ait 60 adet formalinle sabitlenmis ve parafine gémiilii (FFPE)
biyopsi veya rezeksiyon kolon doku 6rnekleri toplanmistir. FFPE orneklerine ait tiimor
oranlar1 Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde Uzman Patolog
Dr. Damlanur Sakiz tarafindan 1s1k mikroskobu altinda degerlendirilmistir. Hastalara ait
FFPE orneklerinin tiimor oranlar1 ve arsiv numaralar1 (kesit no) Cizelge 3.1°de

verilmisgtir.
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Cizelge 3.1. Hastalara ait FFPE ornekleri

Hasta No Kesit sayisi Kesit No Timor oram
3 1 21258/14 (biyopsi) % 80
6498/14/8 % 70
4 3 6498/14/9 % 50
6498/14/12 % 70
11 10 (5X2) 46963 Timor orani bilinmiyor
45740/T1 % 90
45740/T2 % 90
12 4
45740/T3 % 100
45740/T4 % 90
13 1 ?ch?nlso é12%5-5/14) %95
?555532122276/14) T1 %90
14 3 ?I?gr?ss 21242276/14) T2 L8P
?55553212‘;276/14) T3 %40
15 L 55325911043623) (biyopsi) %100
40541/14/1 % 80 + % 20 polip
16 3 40541/14/3 % 70 + % 30 polip
40541/14/4 % 40 + % 60 polip
36037/2 0 (normal)
19 2
36037/6 % 90
24 1 13148/15 % 80
27 1 S(aklc?nls/ 131/07/13) %100
28811/1 Oransiz
0 +0 i
32 6 (3X2) 28811/7 ” ;?okaf; iz}%;‘)us'”oz
28811/9 % 50
41504/8 (rezeksiyon) % 50
34 6 (3X2) 41504/11(rezeksiyon) % 60
31049 (biyopsi) % 100
29809/2 (biyopsi) displazi
35 6 (3X2) 29809/3 (biyopsi) 0 (normal)
29809/4 (biyopsi) displazi
37 42x2) 2298716 % 40
22987/11 % 40
38 42x2) 38973/5 % 10
38973/8 % 15
42012/12 (rezeksiyon) % 30
43 4 (2X2)
42012/26 % 60
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48 hasta ile yapilan ¢alismada hepsinin FFPE o6rneklerinin bulunmamasi nedeni
ile 8 hastaya ait 11 kesit ile UGT1A1 DNA metilasyonu sonuclar1 ve kolon UGT1A1
protein seviyesi degerlendirilmistir. Bunlarin arasindan bir hastanin (Hasta no 3) sadece
UGT1A1 DNA metilasyonu i¢in analizi yapilabilmistir. Hangi kesitler ile caligilacagi
secilirken tlimor yiizdeleri, hasta genotipleri ve 6rnek miktar1 gibi 6zellikler goz oniinde
bulundurulmustur. Ayn1 6rnegin hem protein hem DNA analizinin yapilabilmesi i¢in -
ornek yeterli ise- kesitin yaris1 ksilen yikamasi sonrasinda kazinarak ayri tiiplere
alimmistir. Kesitin yarist ile DNA bisiilfit sekans analizleri icin DNA izolasyonu
yapilirken, diger yarisi ile Western blot i¢in protein izolasyonu yapilmistir. Kesitilerden
13’iniin  DNA izolasyonu gergeklestirilirken 11 kesitin protein izolasyonu

gerceklestirilmistir. Bunlarin 7°si ayni kesitlere aittir (Cizelge 3.2 ).

Cizelge 3.2. DNA izolasyonu ve protein izolasyonu yapilan FFPE drnekleri ve orneklerin tiimor oranlar

4 izolasyon
Hasta No Tiimor yiizdesi (% T) FFPE Kesit No -
DNA Protein

3 %80T 21258/15 +

4 %50T 6498/9 + +
4 %70T 6498/12

12 %90T T1+T2 +
12 %100 T T3 +

12 %90 T T4 +

32 %50T 28811/9 + +
34 %50T 41504/8 +

34 %100 T 31049 + +
35 displazi 29809/2 +

35 % 0 T — normal 29809/3 + +
35 displazi 29809/4 +
37 %40T 22987/6 + +
38 %10T 38973/5 +
38 %15T 38973/8 +

43 %30T 42012/12 +
43 % 60T 42012/26 + +

TR 7 ke 5o I o

3.1.1.3. Anket verileri

Hasta ve hastalik bilgileri hasta doktoru tarafindan saglanmistir (Cizelge 3.3 ve Cizelge

3.4). AIR en az goriilenden (1) en fazla gériilene (3) gore derecelendirilmistir.
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Cizelge 3.3. Hasta bilgileri

38

Hasta Cinsiyet Allede Kolon kanseri
No - Menapoz | Yasadigi bolge | Dogum yeri/yil kolon_ svresi
¥ d kanseri
1 X Balikesir Bayburt/1950 - 4A
2 X Istanbul Tokat/1953 - 4B
3 X Istanbul Malatya/1961 - 4
4 X Istanbul Bul ggrslgtan/ - 4
5 X + Istanbul Bulgaristan/1955 - 4
6 X - Istanbul Istanbul /1975 - 4B
7 X + Istanbul Arf ga g ; n/ - 4A
8 X Istanbul Istanbul /1969 - 4A
9 X + Diizce Diizce/1961 - 4A
10 X Istanbul - 4
11 X Istanbul 4B
12 X Istanbul Ordu/1958 4
13 X Istanbul - 4A
14 X Istanbul Silivri - 4B
15 X Istanbul 4B
16 X Istanbul Istanbul 4B
17 X - Istanbul Bitlis/1982 4
18 X Istanbul - 4A
19 X Istanbul Istanbul/1959 - 4
20 X istanbul RZLz”ggaarg/S{agr&];/7 4
21 X Istanbul Istanbul/1938 - 4
22 X Istanbul Istanbul/1948 - 4
23 X + Istanbul Artvin/1955 4
24 X Istanbul Sivas/1949 - 4
25 X Istanbul Elaz1§/1976 - 4
26 X Istanbul Giresun/1955 - 4
27 X 4
28 X 4
29 X - Istanbul Trabzon/1973 - 4
30 X + Istanbul Samsun/1956 + 4
31 X Istanbul Istanbul/1942 4
32 X + Istanbul Istanbul/1951 + 4
33 X Sinop Sinop/1958 - 4
34 | X ¥ istanbul Kasgg‘g”“/ " 4
35 X Istanbul Ankara/1956 - 4
36 X 4
37 X Istanbul Saraybosna/ 1950 - 4
38 X - Sinop Sinop/1973 - 4
39 X + 4




Cizelge 3.3. (Devam) Hasta bilgileri

40

41

42

43

44

45

46

47

48

X X X X

X X X X

Istanbul Kafg?so hu + 4

Istanbul Antalya/1960 - 4

Gilimiishane Glimiishane/1953 - 4

4

+ Istanbul 4
+ Istanbul Denizli/1941 - 4
+ Istanbul Zenica-Bosna/1951 - 4
+ Istanbul - 4
Istanbul - 4

Cizelge 3.4. Hasta tedavi ve AIR bilgileri (5 FU; 5-Flurourasil, N; nétropeni, T; Trombositopeni, EX;
hayatini kaybetme)

Hasta
No

Kullanilan ilaglar

AIR

KK

Diger

Diyare

Mukozit

Miyelosupresyon

Diger

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

- 5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

EX

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

N-4

EX

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

Cilt
toksisitesi-1

- 5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

- Ayra tablet
(Hipertan.)

TUmor
progresyonu

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

N-1

TUmor
progresyonu

- 5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

- Irinotekan

- Bevacizumab

- Karbamazepin

tlirevi

(antiepileptik)

-5FU
- !_eucovorin
- Irinotekan

- Panitumumab
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Cizelge 3.4. (Devam) Hasta tedavi ve AIR bilgileri (5 FU; 5-Flurourasil, N; nétropeni, T:

Trombositopeni, EX; hayatimi kaybetme)

10

Irinotekan
Bevacizumab

- Antiepileptik

11

5FU
Leucovorin
Irinotekan
Cetuximab

12

5FU
Leucovorin
[rinotekan
Panitumumab

13

5FU
Leucovorin
[rinotekan
Panitumumab

- antihipertansiyon

14

5FU
Leucovorin
[rinotekan
Bevacizumab

15

5FU
Leucovorin
Irinotekan
Cetuximab

16

5FU
Leucovorin
Irinotekan
Bevacizumab

17

5FU
Leucovorin
Irinotekan

N-3

Anemi- EX

18

5FU
Leucovorin
[rinotekan
Cetuximab

19

5FU
Leucovorin
Irinotekan
Cetuximab

- Metformin
- Diamicron
- Antidepresan

Cilt
toksisite-2

20

5FU
Leucovorin
[rinotekan
Oksaliplatin

unstabil

21

5FU
Leucovorin
[rinotekan
Bevacizumab

N-3

22

5FU
Leucovorin
Irinotekan

23

5FU
Leucovorin
Irinotekan
Bevacizumab

N-1

progresyon

24

5FU
Leucovorin
Irinotekan
Bevacizumab
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Cizelge 3.4. (Devam) Hasta tedavi ve AIR bilgileri (5 FU; 5-Flurourasil, N;
Trombositopeni, EX; hayatimi kaybetme)

notropeni, T;

25

- 5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

Cilt
toksisitesi-1

26

- 5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

- Valproik asit-
depakin
- (antiepileptik)

Cilt
toksisitesi-1

27

-5FU

- Leucovorin
- irinotekan
- Cetuximab

28

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

N-4

EX

29

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

N-3

30

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Oksaliplatin

31

- 5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

32

-5FU

- Leucovorin

- Irinotekan

- Bevacizumab

- diabetes mellitus

TUmor
progresyonu

33

-5FU
- Leucovorin
- Irinotekan

- Keppra

- Cipralex

- Pankreoflat
- Kardexa

N-1

34

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

35

- 5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

- diabetes mellitus
- Hipertansiyon

N-4

EX

36

-5FU
- Leucovorin
- Irinotekan

37

-5FU

- Leucovorin

- irinotekan

- Bevacizumab

38

-5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab
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Cizelge 3.4.(Devam) Hasta tedavi ve AIR bilgileri (5 FU; 5-Flurourasil, N; nétropeni, T;

Trombositopeni, EX; hayatimi kaybetme)

39

- 5FU

- Leucovorin
- Irinotekan
- Cetuximab

40

- 5FU

- Leucovorin

- Irinotekan

- Cetuximab/
- Bevacizumab

- Metformin
- (2X1000gr)

Timor
progresyonu

41

- 5FU
Leucovorin

- Irinotekan
Bevacizumab

42

Irinotekan
cisplatin

N-1

43

-5FU

Leucovorin
- Irinotekan
Cetuximab

44

- 5FU
Leucovorin

- Irinotekan
Bevacizumab

45

- 5FU
Leucovorin
- Irinotekan

46

- 5FU
Leucovorin

- Irinotekan
Panitumumab

- Hipertansiyon

N-2

47

-5FU
Leucovorin

- Irinotekan
Bevacizumab

48

- 5FU
Leucovorin

- Irinotekan
Bevacizumab

T-1

Hastalara ait yasam aligkanliklarini igeren anket Cizelge 3.5.’te verilmistir. Buna

gore sigara igme kategorileri igmeme, pasif i¢ici, giinde 10°dan az ve giinde 10’dan ¢ok

olmak tizere 4 kategoride degerlendirilmistir. Alkol kullanim1 hi¢ kullanmama, ayda

birkag kez ve her giin tiikketime gore smiflandirilmistir. Kafein tiiketimi ise hig

tilketmemek ile haftada en az 4 giin, her giin ve giinde 1’den fazla tiiketime gore analiz

edilmistir. Bes hastaya (HN27, HN28, HN36, HN39, HN44) ait yasam aligkanlari

verilerine ulagilamamustir.
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Cizelge 3.5. Hasta anket verileri

Kafein

B[Ze] Usp, [ apun)

uns oY

uns 4 ze us epeyey =

JoAtunaym Sy

bed X XX X X

X

X

X

Sebze

uns oy

un3 ¢ ze us epeyey

uns ¢ ze ud epAy <

JoATunaym Srg

X X X X

X X X X X X

X

X X X XX X X X

X

X

Et

uns 1oy
ung ¢ ze ud epeyey
uns3 ¢ ze ud epAy x

JoAtunaym St

X X X X X X X

X X X X X X

X

X X XX X XX XX

X

X

X

Alkol

Ay oo

-Yepieq g ze ud) uns oy

Zoy[ dexaiq epAy

JoArwuue[nyy 1y %

X

Sigara

e[zej Uep, (] opuno
Ze uep,([ 9puno x
1015] Jised

oA S1H

X

X

X

X

X X X X X

X
X
X
X
X
X

ON ®lIseH

— N ™S w o~ S

11
12
13
14

15

16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
29
30

31
32
33
34
35
37
38
40
41
42

43

45

46

47

48
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3.1.2. Kullanilan kitler ve cihazlar

Genotiplendirme  analizleri  istanbul, Acibadem Universitesi Merkez
Laboratuvar’da gerceklestirilirken, bisiilfit DNA dizi analizi ve protein analizleri i¢in
yapilan islemler Eskisehir, Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Molekiiler Biyoloji  Aragtirma Laboratuvari’nda  gergeklestirilmistir.  Kitlerde
bulunmayan ksilen (Merck, iiriin kodu 108297), etanol (Sigma iiriin kodu 32205) ve p-
merkaptoetanol (Sigma, Uriin kodu M6250) Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi,

Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvari’ndan saglanmstir.

3.1.2.1. Genotiplendirme analizleri

Genotiplendirme analizlerinde sirast ile DNA izolasyonu, PZR ve Autogenomics
Infiniti Sistemi ile genotiplendirme islemleri yapilmistir. DNA izolasyonunda Qiagen,
QlAamp DNA Mini Kit (Uriin kodu 51304) kullanilmistir. Kan o6rneklerinden
izolasyonu gergeklestirilen DNA’larin UGT1A1 genotiplendirmesi i¢in Autogenomics
Infiniti Sistemi’nin onerdigi Infiniti UGT1A1 amplifikasyon karisimi (PZR Tamponu,
MgClz, dNTP, UGT1AL1 icin PZR primer seti) (Autogenomics Uriin kodu 03-3050-02)
ile PZR islemi gergeklestirilmistir. PZR’da polimeraz enzim olarak Titanyum Taq DNA
Polimeraz (Clontech, Uriin kodu 639276) kullanilmistir. PZR amplifikasyonu i¢in PZR
termal dongii (Bioer Technology, XP Cycler, iiriin kodu TC-XP BYQ6020101B) cihaz1

kullanilmistir.

Autogenomics Infiniti Sistemi’nde analiz i¢in Acibadem Universitesi Arastirma
Laboratuvari’'nda yer alan Infiniti Plus Analiz (AutoGenomics Uriin kodu 10-0020-99)
cihazinda calistlmistir. UGT1A1 modiilleri (Autogenomics Uriin kodu 03-2050-02:
INFINITI UGT1AL1 Intellipac® Reagent Module) cihaza yerlestirilmistir. Her modiilde
yer alan 24 test igeriginde 1 ml ASPE Master Karigimi (PZR Tamponu, dNTPs, ASPE
Primerler) ve 6 ml Hibridizasyon Tamponu (SSC (NaCl + Sodyum sitrat),
Hibridizasyon Pozitif Kontrol, Sodyum Azit Koruyucu % 0.08) bulunmaktadir.
Ornekler ve modiiller Autogenomics infiniti Plus Analyzer cihazina yerlestirildikten
sonra UGT1A1 hibridizasyon ¢ipleri (Autogenomics iiriin kodu 03-1050-02: INFINITI
UGT1A1l BioFilmChip® Microarray Magazine) konulmustur. Cihazin calisabilmesi
igin oncesinde, cihazin i¢i yikama tamponu (Autogenomics, lriin kodu 12-0330-00) ile

otomatik sistemde yikanmustir.
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3.1.2.2. Bisiilfit DNA dizi analizi

Genomik DNA izolasyonu i¢in Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel firiin kodu
740952.50) Kitinin, parafine gomiili dokular ve kan Ornekleri i¢in desteklenen
protokolleri ayr1 ayr (sirastyla; Genomik DNA izolasyonu i¢in Nucleospin Tissue kiti
kullanim kilavuzu sy 23, sy 21) uygulanmustir. Izole edilen DNA’nin bisiilfit
modifikasyonu i¢in EpiTect Bisulfite Kit, Qiagen (Uriin kodu, 59104) kullanilmistir.
Ureticinin 6nerisi iizerine, FFPE 6rneklerinden izole edilmis genomik DNA ve kandan
izole edilmis genomik DNA i¢in ayr1 protokoller (sirasiyla EpiTect Bisulfite Kit
kullanim kilavuzu syf 26, syf 21) uygulanmistir.

Bisiilfit dontisimii  gergeklestirilmis DNA’larin  UGT1Al geninde istenen
bolgeleri nested PZR ile ¢ogaltilmistir. Nested PZR’1n iki dongiisiinde de ZymoTaq™
PreMix (Uriin kodu E2003) karigtmi kullamlmistir. PZR iiriinleri agaroz jelde
yiiriitiiliip, goriintiileme cihazinda (Bio-rad, Gel Doc EZ Imager, Uriin kodu 1708270)
UV 151ma yapan tepside (Bio-rad, Uriin kodu 1708271) goriintiilenmistir. Goriintiileme
i¢in Image Lab programi (Bio-rad, Uriin kodu 1709691) kullanilmistir. Agaroz jelde
ornekler yiiklenirken 6X &rnek yiikleme boyasi (New England Biolabs, Uriin

kodu 50994905) ve 1000 bp’lik marker kullanilmigtir (Thermo, Uriin kodu SM0373).
Goriintii alabilmek icin agaroz jele etidyum bromid (Invitrogen™, Uriin kodu
15585011) eklenmistir. Bisiilfit DNA dizi analizi i¢in yapilan islemlerde Anadolu
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii’nde bulunan  mikrosantrifiij
(Spectrafuge™ 16M, Uriin kodu C0160), 1sitma blogu (Bennett-scientific, Uriin kodu
BH-1/Dig), vorteks (Velp Scientifica ZX3, Uriin kodu 1266456-W18), termal dongii
(Core Life Sciences, Uriin kodu 070- Basic), gii¢ kaynag: (Consort, Uriin kodu E86) ve
yatay jel elektroforez tanki (Thermo Scientific™ OwI™ EasyCast™, Uriin kodu B2)

cihazlar kullanilmistir.

3.1.2.3. Protein analizleri

FFPE’den protein izolasyonu igin Qiagen, Qproteome FFPE Tissue Kit (Uriin kodu
37623) kullamilmustir. izole edilen proteinlerin miktar tayini i¢in Qubit protein analiz
kiti (Thermo, Uriin kodu Q33211) ile Qubit cihazinda (Thermo, Uriin kodu Q33226)

calisiimustir.
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Western blot analizleri iblot yontemi ile yapilmistir. Ornek hazirlanmasinda Bolt
ornek indirgeyici madde (Thermo, Uriin kodu B0009) ve Bolt LDS &rnek tamponu
(Thermo, Uriin kodu NP0004) kullanilmustir. 15 kuyuluk % 4-12 Bis-Tris jeller
(Thermo, Uriin kodu NW04125BOX) ile calisilmistir. Tampon olarak MES Tamponu
(Thermo, Uriin kodu B0002) kullanilmistir. Marker olarak 11-250 kDa’luk Cell
Signaling, Colorcoded Prestained Marker (Uriin kodu 14208S) uygulanmustir.
Elektroforez Thermo dikey jel kosturma tankinda (Uriin kodu B4478641) Thermo giic
kaynagi (Uriin kodu PS0090) ile yapilmistir. Proteinlerin membrana emdiriminde iblot-
2 jel transfer cihazinda (Thermo, Uriin kodu 1B21001) iblot mini PVDF Transfer Stack,
(Thermo, Uriin kodu 1B401002) kullanilmistir. Protein analizlerinde kullanilan birincil
ve ikincil antikorlar Cizelge 3.6’da verilmistir. Western blot sonuglarinin
goriintiilenmesi icin membran {izerine HRP substrati olarak Luminata Forte Western
HRP substrat (Uriin kodu WBLUF0100) uygulanmistir. Membran C-digit sisteminde
goriintlilenmistir. Protein miktarini goriintiilemek i¢in Dot blot yontemi kullanilmistir.
Bu yoéntemde nitroseliiloz membran (Biorad, Uriin kodu 1620115) ile ¢alisilmistir.
Ponceau (Sigma, Uriin kodu P7170) uygulamasi yapilmistir. Western blot ve dot blot
analizlerinin sonuglari Image Studio Digits programi (LI-COR Biosciences, NE)

programi kullanilarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.6. Western blot analizinde kullanilan antikorlar

Antikor Kaynak Organizma Molekiiler Agirhk
Birincil Antikor UGT (cell signaling,
Utiin kodu4371) Tavsan 55-60 kDa
Birincil Antikor b aktin (cell
¢ tikor b aktin (ce Tavsan IgG izotipi 43 kDa

signaling, Uriin kodu4970S)

Ikincil HRP (Horse Radish
Peroksidan) - bagli Antikor (cell Anti- Tavsan IgG
signaling, Uriin kodu7074S)

46


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/IB21001
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/IB401002

3.1.3. Cozeltiler

Analizlerde kullanilan ¢ozeltilerin igerikleri asagida verilmistir.

e 50 X Tris Asetat EDTA (TAE) pH 8.0 11t
242 gr Tris Base (Sigma, Uriin kodu T6066)
57,1 ml Glasial asetik asit (Sigma, Uriin kodu 537020)
37,2qr NaEDTA.2H;0 (Sigma, Uriin kodu E5134)

800 ml dH20 ilave edilip, pH ayarlandiktan sonra 1 1t’ye tamamlanmuistir.

e % 2’lik Agaroz Jel 30 ml
0,6 gr Agaroz (Lonza, Uriin kodu 50004)
600 pl 50X TAE
1wl Etidyum Bromid (Invitrogen™, Uriin kodu 15585011)

0,6 gr agaroza 600 ul 50X TAE tamponundan eklenip, 30 ml’ye dH20 ile
tamamlanmistir. Agaroz 1sitilarak tampon i¢inde ¢oziildiikten sonra, donmayacak kadar

sogumasi1 beklenmis ve dokiilmeden once, 1 pl etidyum bromid eklenmistir.

e Tris EDTA Tamponu pH 8.0 100 ml
10 mM Tris Base (pH=8.0) (Sigma, Uriin kodu T6066)
1mM EDTA (pH=8.0) (Sigma, Uriin kodu E9884)

1 ml 1 M Tris Base (1,215 gr Tris Base, 10 ml dH.O’da) ve 0,2 ml 0,5 M EDTA
(0,372 gr EDTA, 2 ml dH20’da) 100 m1’ye tamamlanmuistir.

e 10 X Tween 20 iceren Tris (TBST) Tamponu pH 7.6 11t
24,2 gr Tris Base (Sigma, Uriin kodu T6066)
80 gr NaCl (Sigma, Uriin kodu 13423)
10 ml Tween 20 (Sigma, Uriin kodu P1379)

800 ml dH20 ilave edilip, pH ayarlanmistir. Sonra 10 ml Tween 20 eklenip, 1

1t’ye tamamlanmuistir.
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e Strip Tamponu pH 6.8 11t

6,1 gr Tris Base, (Sigma, Uriin kodu T6066)
20 gr SDS (Thermo, Uriin kodu BP166-100)
7,8 ml B-merkaptoetanol, (Sigma, Uriin kodu M6250)

800 ml dH20 ilave edilip, pH ile ayarlanmistir. Sonra 7,8 ml B-merkaptoetanol

eklenip, 1 It’ye tamamlanmustir.

e 10 M HCI 10 ml

41,6 ml derisik HCI (%37) (Merck, Uriin kodu 100317)

8,4 ml dH20
e 10 M NaOH 100 ml
40 gr NaOH (Sigma, Uriin kodu S8263)

100 ml dH20 i¢inde ¢oziliir.

e Bloklama tamponu (% 5) 100 ml

Sgr Bovin serum albiimiin (BSA) (VWR, Uriin kodu 0332)
100 ml TBST (1X)

3.1.4. Primerler

UGTI1AT’in CpG diniikleotidlerindeki sitozinin metilasyonunun incelenmesi igin
bisiilfide maruz birakilmig DNA’larin, Cizelge 3.7°de verilen primerlerle nested PZR

uygulamasi gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.7. DNA metilasyonu analizinde kullanilan primerler

Nested

P7R Dizi (5°- 3°) Hedef bolge Alan Referans
1 TGG ATT TTG AGG TTT
TGG AAG T
ik dongii -277, +85
R1 CTT CCC AAC ATA
AAA CAC CAC TAA -3CpG,
- GAG GTT TTG GAA -4 CpG
Hinci GTATTTTGT TGT G
délr?cl.‘i -269, +20
- & CCC TAA AAC TCC
ACA ACC ATA A
Yasar vd., 2013
F3 GGG ATA AAT ATG
GGA TGT AGT GAT 3650,
Ik déngii
R3 CCT CTT ACC CTC TAA -3198
CCATTCTAA -28CpG,
-29CpG,
Fa TGG GGG GATTTTTTT -30 CpG
inci TGA GAT TTG AG asell
R4 dongll o1 TAC TAT TCC CCA &
AAC TTCCTTTAAT
3.2. Yontem

3.2.1. UGT1A1 genotiplendirme analizleri

yapilmistir. Test protokolii li¢ temel siireg lizerine kurulmustur; (i) DNA izolasyonu, (ii)
DNA’nin PZR amplifikasyonu, (iii) Autogenomics INFINITI plus sistemi ile analiz.
Son agama olan Autogenomics INFINITI plus sistemi ile analizde sirasi ile PZR
tirlinlerinin etiketlenmesi (primer uzatilmasiin tespiti), etiketlenmis PZR {iriinlerinin
mikroarraylerde izotermal kosullar altinda zip kod / anti-zipkod problarinin uyusmasina

gore hibridizasyonu, mikroarray’in taranmasi ve sinyal tespit ve analizi (UGT1Al

UGT1A1 genotiplendirme analizleri

geninin belirlenmesi) gerceklestirilmistir.
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3.2.1.1. DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA’nin izolasyonu sirasinda, Qiagen QIAamp DNA Mini Kit
(Uriin kodu 51304) kullanilmistir. 200 pl kan 6rnegine, kitten ¢ikan AL Buffer (Liziz
soliisyonu)’dan 200 ul eklenmistir. Uzerine yine kitin i¢inden ¢ikan 20 ul Proteinaz K
konmus vorteks ile karistiritlmig ve 10 dk 56 °C’de bekletilmistir. Sonra 200 pl etanol
eklenerek ve vortekslenmis ve filtreli tiiplere transfer edilmistir. 10.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildikten sonra alttaki tiip atilmis, yenisi konmus ve iistteki filtreli tiipe 500 pl
AW1 soliisyonu (yikama soliisyonu 1) eklenmistir. Tekrar 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmis ve alt tiip atilarak yenisi konmustur. Ustteki filtreli tiipe 500 pl AW2 soliisyonu
(yikama soliisyonu 2) eklenerek ve 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Filtreli tiipe
200 ul AE soliisyonu (eliisyon soliisyonu) eklenerek 1 dk bekletildikten sonra 10.000
rpm’de 1 dk santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip atilarak, alt tiipte

biriken 6rnek iizerine hasta no yazilarak — 20 °C’de saklanmustir.

3.2.1.2. Genomik DNA’nin UGTI1AI genotiplendirmesi icin PZR amplifikasyonu

DNA izolasyonu sonrast Acibadem Merkez Laboratuvari’nda PZR (BioerXPCycler)
islemi gergeklestirilmistir. Kan orneklerinden izole edilen genomik DNA’nin PZR’1,
UGTI1AIl analizi i¢in Autogenomics INFINITI kitine gore {ireticinin Onerilerine
uyularak yapilmistir. UGTIA1 igin PZR Kkaristimi (her 6rnek igin) Cizelge 3.8’de

gosterildigi gibi hazirlanmis ve reaksiyon Cizelge 3.9°da gosterildigi gibi uygulanmigtir.

Cizelge 3.8. UGT1A1 genotiplendirme analizi PZR karisimi

Reaktif bileseni Miktar (ul)
INFINITI UGT1A1 amplifikasyon karigimi 17.875
Kandan izole edilen DNA 6rnegi 2

Titanyum Taq DNA Polimeraz (Clontech, Uriin kodu 639276) 0.125

Toplam 20

50



Cizelge 3.9. UGT1A1 genotiplendirme analizi PZR kosullar:

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii sayis1
1 94 2dk N/A
94 20 sn
2 54 30 sn 40
72 30sn
3 4 0 1

3.2.1.3. Autogenomics INFINITI plus sistemi ile analiz

UGT1ALl polimorfizm analizleri i¢cin PZR iiriinleri 8 kuyulu striplere konmustur ve
Autogenomics INFINITI cihazinda ¢alisilmistir. Stripler plakaya yiiklenmis ve plak
kapagi cikarilarak iizerine metal kapak konulmustur. Cihaza UGT1A1 icin kitin i¢inden
cikan mikropaneller ve solusyon kutusu yerlestirilmistir. Programa gerekli bilgiler
girilip cihaz calistirilmistir. Sonuglar her hasta i¢cin PDF formatinda cihaz tarafindan
verilmistir. Genotiplendirme panelleri 48’liktir ve acildigi tarihten itibaren 6 ay

kullanma 6mriine sahiptir. O nedenle analizler toplu olarak yapilmigstir.

3.2.2. Bisiilfit genomik DNA dizi analizi

Bisiilfit genomik DNA dizi analizi i¢in siras1 ile kandan ve dokudan ayri
protokollerde olmak iizere DNA izolasyonu (i), izole edilen DNA’nin bisiilfit
modifikasyonu (ii), -3 ve -4 CpG bdlgeleri i¢in ve -28, -29, -30 CpG bolgeleri igin ayri
ayr1 olmak tizere nested PZR (iii), agaroz jel elektroforezi (iv) ve DNA dizi analizi (v)

islemleri gerceklestirilmigtir.

3.2.2.1. DNA izolasyonu

Kandan ve FFPE orneklerinden genomik DNA izolasyonu i¢in Nucleospin Tissue

(Macharey-Nagel) kiti ayr1 protokollerde kullanilmistir.
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3.2.2.1.1 Kandan genomik DNA izolasyonu

Kan orneklerinden genomik DNA izolasyonunda, Nucleospin Tissue (Macharey-
Nagel) kitinin kan Orneklerinden genomik DNA i¢in desteklenen protokolii
uygulanmistir. Her bir hasta kan 6rneginden 200 pl alinmis ve 25 pl Proteinaz K
eklenmistir. Uzerine 200 ul B3 tamponundan konup 10 ila 20 sn aras1 vortekslenmistir.
Iyice karistiktan sonra oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 15 dk 70
°C’de liziz islemi gerceklestirilmistir. Siire sonunda hafifce vortekslenerek 210 pl etanol
eklenmistir. Ornekler tekrar vortekslenerek kolonlara alinarak altma toplama tiipleri
yerlestirilmis ve 1 dk 11 000 g’de santrifiij edilmistir. Toplama tiiplinde biriken alttaki
stvi atilarak kolona 500 pul BW tamponu uygulanmis ve 1 dk 11 000 g’de santrifiij
edilmistir. Alttaki siv1 tekrar atilmig, kolona 600 pul B5 tamponu uygulanarak 1 dk 11
000 g’de santrifiij edilmis ve kolon temiz tiipe alinmistir. 70 °C’de 1sitilmig 100 pl BE
tamponu kolon membranin iizerine gelecek sekilde 50 pl eklenmis ve 1 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda 1 dk 11000 g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij

sonunda izole edilen DNA &rnekleri -20 °C’de saklanmustir.

3.2.2.1.2. FFPE’den genomik DNA izolasyonu

FFPE orneklerinden genomik DNA izolasyonu igin Nucleospin Tissue
(Macharey-Nagel) kitinin parafine gomiilii dokular icin desteklenen protokolii
uygulanmistir. Lamlarin tizerindeki fikse edilmis 6rnekler steril jilet ile kazinarak temiz
1,5 mI’lik mikrosantrifijj tiiplerine alinmistir. Orneklerin iizerine 1 ml ksilen eklenip 30
dk oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda 6rnekler 11000 g’de 3 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz atilip 1 ml etanol eklenmistir. Bu islem 2 kez tekrar
edilmistir. Etanolii uzaklastirmak i¢in 6rnekler 37 °C’de 20 dk tiiplerin kapaklar1 acik
sekilde bekletilmistir. Siire sonunda 180 pl T1 tamponu ve 25 pl proteinaz K
eklenmistir. Ornekler vortekslenip 56 °C’de gece boyunca liziz olmak iizere

inkiibasyona birakilmistir.

Liziz sonrasindaki asamalar, kandan genomik DNA izolasyonundaki liziz sonrasi
asamalarla aym olarak gerceklestirilmistir. izole edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de

saklanmustir.
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3.2.2.1.3. Nanodrop yontemi

ND-1000 programindan niikleik asit sekmesi se¢ilmistir. Once cihaza 2 pl
¢oziliciiden konarak cihaz sifirlanmigtir. Sonra 2 ul DNA 6rneginden koyularak 260/280

nm’de 6l¢lim yapilmistir.

3.2.2.2. Bisiilfit ile DNA doniigiimii

DNA’larn bisiilfide maruz birakmak i¢in EpitectBisulfite Kit (Qiagen) kullanilmistir.
Deneye baslamadan tampon BW’ye 30 ml, BD’ye 27 ml etanol eklenmistir. Her 6rnek
icin 620 pl BL tamponuna 6,2 pl tagiyict RNA ¢ozeltisi eklenmigtir. Uygulamadan 6nce

biitiin ¢ozeltiler oda sicakligina getirilmistir.

Kandan izole edilen DNA 6rnekleri ile FFPE’den izole edilen DNA o6rnekler igin
ayr1 ayr1 protokoller uygulanmistir. Kandan izole edilen DNA 6rnekleri i¢in Cizelge
3.10°da  gosterildigi gibi bisiilfit modifikasyon karisgimlart PZR  tiiplerinde
hazirlanmistir. FFPE’den izole edilen DNA ornekleri icin Cizelge Cizelge 3.11°de
gosterildigi gibi bisiilfit modifikasyon karisimlari PZR tiiplerinde hazirlanmistir.

Cizelge 3.10. Kandan izole edilen DNA drnekleri igin bisiilfit modifikasyon karisimi

Karisim bileseni Miktar (ul)
DNA 35
RNase free dH.0 5
Bisulfit karigimi 85
DNA koruma ¢ozeltisi 15
Toplam 140

Cizelge 3.11. FFPE den izole edilen DNA ornekleri igin bisiilfit modifikasyon karigimi

Karisim bileseni Miktar (ul)
DNA 20
Bisulfit karigimi 85
DNA koruma ¢ozeltisi 35
Toplam 140
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Bundan sonraki islemler biitlin izolatlar i¢in ayni asamalarla ilerlemistir.
Hazirlanan bisiilfit modifikasyon karigimlarilarini igeren tiiplerdeki orneklerin bisiilfit
DNA doniistimii, Cizelge 3.12°de belirtilen kosullarda termal dongii cihazina
yerlestirilip gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.12. Termal dongii cihazinda uygulanan bisiilfit DNA déniisiimii kosullart

Sicakhik Siire
95°C 5 dk
60 °C 25 dk
95°C 85 dk
60 °C 5 dk
95°C 175 dk
60 °C 5 dk
20°C 0

Bisiilfite maruz birakilmis DNA’nin temizlenmesi i¢in kisa bir santrifiij (5 000
rpm, 15 sn) islemi ardindan 6rneklerden 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine alinmigtir. Her
ornek i¢in 10 pl/ml tagiyict RNA igeren 560 pl BL tamponu eklenmistir. Vorteks ile
karistirildiktan sonra 30 sn 5 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Ornekler Epitect Bisulfite
Kit (Qiagen)’ten ¢ikan kolonlara alinmistir. Kolonlarin altina toplama tiipleri
yerlestirilerek 1 dk 14 000 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Santrifiij sonunda
toplama tiipiindeki sivi atilmis, kolona 500 pul BW tampon uygulanmis ve tekrar aym
kosullarda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda toplama tlpiindeki sivi
uzaklastirilarak kolona 500 pl BD tamponu eklenmistir ve Ornekler 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 1 dk 14 000
rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonunda toplama tiipleri bosaltilip 500 pul BW
tamponu uygulanmis ve tekrar ayn1 kosullarda santrifiij edilmistir. Bu islem 1 kez daha
tekrar edilmistir. Alinan 6rnekler bos toplama tiiplerine konulmustur. Son bir kez daha
atik sivilardan arindirmak i¢in santrifiij islemi uygulanmistir. Son santrifiij sonrasi
ornekler, kalan sivilarin da buharlastirilmas: amaciyla, toplama tiipii atilip yerine yeni
mikrosantrij tipii konularak 56 °C’de kapagi agik sekilde 5 dk inkiibasyona

birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda 20 pl EB tamponu membranm iizerine gelecek
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sekilde kolonlara uygulanmis ve 1 dk 12 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Miktar1
arttirmak i¢in bu islem 2 kez yapilmistir. 40 pl bisiilfit modifikasyonu gerceklestirilmis

ornekler daha sonraki analizleri yapilmak tizere -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.2.3. PZR amplifikasyonu

UGT1A1 translasyonundan sorumlu olabilecek UGT1AL geninin proksimal promotor
ve enhancer lokasyonundaki CpG boélgelerini ¢ogaltmak icin 2 bolgeye ayr1 ayr1 nested
PZR uygulamasi gergeklestirilmistir (Sekil 3.1).

Distal Enhancer Proksimal Promotor

-3483 -31%4¢ e -165 -1

+1 Translasyon
baslama noktasi

- a_
Distal Enhancer Proksimal Promotor
-3j 83 -3194 -165 -1
‘ \ 4 N A

| B N N

1 1 1 1

-3650 -3198 -277 +85

Transkripsiyon faktdrii baglanma bolgesi

TATA Kkutusu
. PZR 1. dongiide cogaltilacak bolge

Sekil 3.1. UGTI1A1 promotor ve enhancer bolgeleri (a) ve 1. dongii PZR 'da ¢ogaltilacak bélge (b)
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Sekil 3.2. UGTI1A1 geni CpG bolgeleri ve PZR amplifikasyonunda ¢ogaltilan bélgeler, o CpG
diniikleotidi, ‘ translasyon baglama noktasi (0), I PZR 1. Déngii, |:| PZR 2. Déngii

flgili CpG diniikleotidlerinin yer aldig1 bélgeler translasyon baglama noktasi (+1)
esas alarak -3 CpG (-69 bp) ve -4 CpG (-100 bp) ve -28 CpG (-3319 bp), -29 CpG (-
3341 bp) ve -30 CpG (-3436 bp) olarak adlandirilmistir. -3 CpG ve -4 CpG proksimal
promotorda, -28 CpG, -29 CpG ve -30 CpG enhancer bolgede yer almaktadir. Bu
bolgelerdeki CpG diniikleotidlerinin sitozinin metilasyonunun incelenmesi i¢in bistilfide
maruz birakilmis DNA’larin, ayri ayri nested PZR uygulamasi gercgeklestirilmistir
(Sekil 3.2).

PZR karigimlart her bolge ve dongii icin ¢izelgede belirtilen standart kosullarda
uygulanmistir. Birinci dongiilerde dogrudan bisiilfit modifiye DNA kullanilirken, ikinci
dongiilerde DNA 0Ornegi olarak ilk dongiiye ait PZR iirlinii 1/50 seyreltilerek
kullanilmistir. PZR karisimlart Cizelge 3.13°de gosterildigi miktarlarda uygulanmistir.
Biitlin PZR kosullar: (her iki bdlge i¢in birinci dongii ve ikinci dongii) Cizelge 3.14’da

gosterilen ayni programda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.13. CpG diniikleotidlerinin sitozinin metilasyonunun incelenmesi icin uygulanan PZR’in
karisimi

PZR karisimi Miktar
ZymoTaq™ PreMix 12,5 pul
ileri primer (10 mM) 1l
Geri primer (10 mM) 1l
dH20 5,5 ul
DNA 5ul
Toplam 25 ul
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Cizelge 3.14. CpG diniikleotidlerinin sitozinin metilasyonunun incelenmesi i¢in uygulanan PZR’in

kosullar
Asama Sicakhik Siire Dongii Sayisi

1 95 °C 10 dk N/A
93°C 30sn

2 65-45 °C 30 sn 20
72 °C 1dk
93°C 30sn

3 45 °C 30 sn 20
72 °C 1dk

4 72 °C 10 dk

5 4°C 00

3.2.2.3.1. Promotor CpG bdélgeleri i¢in nested PZR

-3 CpG ve -4 CpG diniikleotidleri proksimal promotorda yer almaktadir. Bu CpG

diniikleotidlerindeki sitozinin metilasyonunun tespiti i¢in bisiilfide maruz birakilmig

DNA’larin UGT1AL genine ait — 277 ve + 85 aras1 362 bg’lik bolgesi F1-R1 primerleri

ile gogaltilmistir. F1-R1 primerlerine ait PZR iirtinleri Tris EDTA tamponu ile 1/50

seyreltilmis ve F2-R2 primerleri ile ikinci dongii -269 ve +20 aras1 289 bg’lik bolgeyi

¢ogaltmak tizere PZR’a alinmistir (Sekil 3.3).

F1R1 (362 bp / chr2: 233,760,010 - 233,760,374)
F2R2 (289 bp / chr2: 233,760,001 - 233,760,307)

TGGATCCTGAGGTTCTGGAAGTACTTTGCTGTGTTCACTCAAGA

ATGTGATTTGAGTATGAAATTCCAGCCAGTTCAACTGTTGTTGCCT
ATTAAGAAACCTAATAAAGCTCCACCTTCTTTATCTCTGAAAGTGA
ACTCCCTGCTACCTTTGTGGACTGACAGCTTTTTATAGTCACGTGA
CACAGTCAAATAACTTGGTGTATCGATTGGTTTTTGCATATATATA
TATAAGTAGGAGAGGGCGAACCTCTGGCAGGAGCAAAGGCGCGG
CTGTGGAGTCCCAGGGCGGACGCCCACTTGTCCTGGGCCTGCTGCT

GTGTGTGCTGGGCCCAGTGGTGTCCGCTGGGAAGAT

Sekil 3.3.Proksimal promotorda ¢ogaltilan gen bolgesi. Koyu renkle yazilan bolge PZR 1. dongii
primerlerinin, alti ¢izili belirtilen bolge PZR 2. dongii primerlerinin baglandigr alan, koyu
renkli-italik-alti ¢izili CG diniikleotidleri metilasyonu bakilan sirast ile -4 ve -3 CpG

diniikleotidleri
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3.2.2.3.2. Enhancer CpG bdolgeleri icin nested PZR
-28, -29 ve -30 CpG enhancer bolgede yer almaktadir. Bu CpG

diniikleotidlerindeki sitozinin metilasyonunun tespiti i¢in bisiilfide maruz birakilmis
DNA’larin UGT1Al genine ait — 3650 ve - 3198 arasi 452 b¢’lik bolgesi F3-R3
primerleri ile ¢ogaltilmistir. F3-R3 primerlerine ait PZR iirtinleri Tris EDTA tamponu
ile 1/50 seyreltilmis ve F4-R4 primerleri ile ikinci dongii -3588 ve -3225 aras1 363
be’lik bolgeyi cogaltmak lizere gergeklestirilmistir (Sekil 3.4)

F3R3 (452 bp / chr2: 233,756,642- 233,757,090)

F4R4 (363 bp / chr2: 233,760,001 - 233,760,307)
GGGATAAAGGGATGCAGTGATTATTTCCGCTAGAACTGCTATAT
AATGACGATGAATTTTIGGGGGGACTTTTTTTGAGATCTGAGTTCTC
TTCACCTCCTCCTTATTCTCTTTTTGACACTGGATTCTTTGCTTTGA
TAAATTGTGGGGCAATACACTAGTAAAGGTCACTCAATTCCAAGG
GGAAAATGATTAACCAAAGAATCTAACGGTTAAAGGGTATTAGG
TGTAATGAGGATGTGTTATCTCACCAGAACAAACTTCTGAGTTTA
TATAACCTCTAGTTAAACCTGAAACCCGGACTTGGCACTTGGTAA
GCACGCAATGAACAGTAGTAAGCTGGCCAAGGGTAGAGTTCAGT
TTGAACAAAGCAATTTGAGAACAAAGGAAGTTTGGGGAACAGCA
AGGGATCCAGAATGGCTAGAGGGTAAGAGG

Sekil 3.4. Distal enhancerda ¢ogaltilan gen bélgesi. Koyu renkle yazilan bélge PZR 1. dongii
primerlerinin, alti ¢izili belirtilen bolge PZR 2. dongii primerlerinin baglandigr alan, koyu
renkli-italik-alti ¢izili CG diniikleotidleri metilasyonu bakilan sirasi -30 CpG, -29 CpG ve -

28 CpG diniikleotidleri

3.2.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Izole edilen DNA’lar ve PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde 1 pl 6X yiikleme
boyasi (Biolabs #B7021S) eklenerek 150 W, 250 mA, 100 voltta 20 dk Ornekler

yiritilmistir. Jeldeki 6rnekler UV 1s1k altinda goriintiilenmistir.
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3.2.2.5. DNA temizleme ve DNA dizi analizi

Bu asamada ARDI Medikal’den hizmet alinmistir. PZR fiiriinleri firmaya soguk
zincirle gonderilmis, firma saflastirip dizi analizini gerceklestirmistir. Dizi analizleri
Finchtv programinda degerlendirilmis, -3, -4, -28, -29 ve -30 CpG diniikleotidlerindeki
timine doniismeyen sitozinler metillenmis, timin ve sitozin pikleri beraber tespit
edilmisse o CpG diniikleotidi i¢in kismi metillenmis, timine donlismiisse metillenmemis

sitozinler olarak yorumlanmustir.

3.2.3. UGT1AY’in protein seviyesinin belirlenmesi

UGTI1A1 protein varlig1 kolon doku 6rneklerinde incelenmistir.

3.2.3.1. FFPE’de protein izolasyonu

Patoloji boliimiinden alinan parafine gomiilii hasta dokularnin kesitlerinin fiske
edildigi lamlardan Qproteome FFPE Tissue Kit (Qiagen) ile protein izolasyonu
yapilmistir. Lam ornekleri iki kez saf ksilende 10’ar dk bekletilmistir. Ksilenden alinan
lamlar 2 kez %100°liik etanole yatirilip 10’ar dk bekletilmistir. Ayn1 islem 2 kez 10’ar
dk %96°1ik etanol ile tekrar edilmistir. Yine ayni islem 2 kez 10’ar dk %70’lik etanol ile
tekrar edilmistir. Son islemden sonra 6rnekler 30 sn ultra saf suda bekletilmistir. Sudan
cikarillan lam Once temiz bir havlu kagit ilizerine yerlestirilerek suyunun akmasi
saglanmustir. Orneklerin {izeri hala 1slakken enjektor ignesi veya jilet ile kazinarak doku
parcalari kitin i¢inden ¢ikan santrifiij tiiplerine alinmistir. Her lamdaki kesitler i¢in ayr1

tiip kullanilmistir, ayn1 lamdaki kesitler ayni tiiplere konmustur.

Daha sonra Western blot analizi yapilacagindan “western blot igin protein
izolasyonu” seklinde protokole devam edilmistir. Her Ornek icin tiiplere 100 pl
saflagtirma tamponu EXB Plus (94 pul saflastirma tamponu EXB Plus + 6 pul
merkaptoetanol) eklenmis ve vortekslenmistir. Santrifiij tiiplerinin kapaklari kitten ¢ikan
kelepgelerle kapatilmistir. Ornekler buzda 5 dk inkiibe edilmis ve vortekslenmistir.
Sonrasinda 100 °C’de, 750 rpm’de 20 dk inkiibe edilmistir. 2 saat sonunda 6rnekler 1 dk
+4 °C’de brrakilmistir. Ornekler 14 000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifiij edilmistir,
santrifiij sonunda tistfaz alinmistir. Protein 6rnekleri Western analizi yapilana kadar —80

°C’de saklanmustir.
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3.2.3.2. Protein miktari analizi

Toplam protein miktar1 analizi i¢in Qubit ve dot-blot yantemleri kullanilirken,

UGT1AL analizleri i¢in Western blot yontemi uygulanmustir.

3.2.3.2.1. Qubit yontemi

izolasyonu yapilan FFPE’den izole protein &rneklerinin florimetrik miktar tayini
icin Qubit protein analiz kiti kullanilmistir. Western blot analizi yapilacak protein
orneklerinden her biri i¢in 199 pl Qubit tamponu ve her 6rnek i¢in 1 pl Qubit reaktifi
karistirilarak ¢alisma tamponu hazirlanmistir. 3 adet standardin her biri igin ¢alisma
tamponundan 190 pl, her 6rnek icin galigma tamponundan 199 ul 1 ml’lik santrifiij
tiplerine alinmistir. Standartlardan 10 pl, 6rneklerden 1 pl calisma tamponu ile
karistirtlarak son hacim 200 ul’ye tamamlanmistir. Standartlar once, drnekler sonra
olmak {izere Qubit cihazina yerlestirilip okutulmustur. Ornek yogunluklari pg/ml

cinsinden degerlendirilip ana stok konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.2.3.2.2. Dot blot yontemi

Nitroseliilloz membran iizerine damlatma yapilacak yerleri gdsteren isaretler
kursun kalemle isaretlenmistir. izolasyonu yapilan toplam protein érneklerinden 2 ul’lik
miktarlar damlatma yontemi ile membran {izerine birakilmistir. Membran kuruyunca
tekrar damlatilmistir. Damlatma islemi 4 kez tekrar edilmistir. Protein damlatma islemi
sonrasinda kuruyan membran 1 XTBST tamponunda ¢6ziilmiis % 5°lik BSA ile yaklasik
45 dk boyunca muamele edilmistir. Siire sonunda, membran 1:1000 diliisyonlu %5
BSA’da hazirlanmis UGT1A1 birincil antikoruna alinmistir. Birincil antikorda 30 dk
inkiibe edildikten sonra 3 kez 1X TBST ile yikanmistir. Son yikamadan sonra membran
1:500 diliisyonlu %5 BSA’da hazirlanmig ikincil HRP-bagli antikorda 30 dk
bekletilmistir. Siire sonunda, tekrar 3 kez 1X TBST ile yikanmistir. Ardindan Ponceau S
boyast membranin {izerine uygulanmistir. Membran {izerinde protein damlatilan
bolgelerde ponceau boyasmin etkisiyle olusan pembe bolgeler, protein ifadesi olarak

yorumlanmustir.
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3.2.3.3. Western blot analizi

FFPE’den saflastirilan toplam protein izolatlarinda UGT1A1 protein varliginin
analizi igin Western blot uygulamasi yapilmistir. Western blot uygulamasi; sirasiyla
ornek hazirlanmasi, dikey elektroforez, membrana emdirim, bloklama, antikor

baglanmasi ve goriintiileme asamalarindan olusmaktadir.

Her 19 pl protein 6rnegi i¢in Bolt LDS 6rnek tamponundan 7,5 pl ve Bolt 6rnek
indirgeyici maddeden 3 pl eklenmistir. Orneklerin kondugu santrifiij tiiplerinin
kapaklar1 enjektor igne ile delinmistir. Karisim 5 dk kaynar suda (100 °C’de)

bekletilmistir. Siire sonunda 6rnekler buza alinmistir.

Western blot icin MES tampon kullanilmistir. Tampondan (MES tamponu) alinan
20 ml, ultra saf su ile 400 ml’ye tamamlanmistir. 15 kuyuluk % 4-12 Bis-Tris jel kaseti
ambalajindan c¢ikarildiktan sonra tanka yerlestirilmeden tarak ve asagisindaki bant
cikarilmigtir. Jel kaseti tanka yerlestirilmis ve jel tamamen tamponun i¢inde kalacak

sekilde MES tamponu konmustur.

FFPE’den izole edilen protein miktarlar1 diisikk oldugu i¢in maksimum miktarda
20 pl 6rnek kuyulara yiiklenmistir. Colorcoded Prestained Marker’dan 5 pl kuyuya
konmustur. Ornekler yiiklendikten sonra sistem gii¢ kaynagima baglanmis ve 165 V’da
elektroforez baslatilmistir. Mavi boya jelin sonuna yiiriiyene kadar —yaklasik 45 dk-
elektroforez islemi devam ettirilmistir. Elektroforez isleminden sonra giic kaynagi
durdurulmus ve tanktan alinan jel kasetinin alt tarafindaki kisim spatiil ile kesilmistir.
Jel, kasetin igerisinden spatiil yardimi ile ayrilmis ve saf suya yatirilmistir. Bu agamada
membrana emdirim sirasinda hava kabarcig1 birakmamasi i¢in kuyular ve jelin alt kismi
spatiil yardimi ile kesilerek uzaklastirilmistir. SDS jelindeki proteinlerin membrana
emdirimi i¢in iblot 2 Gel transfer cihaz1 kullanilmistir. Sandvig sistemi seklinde jel, anot
ve katot aktaricilarin arasina konmustur. iBlot® 2 Transfer Stacks’den anot olani alt
kisimda kalacak sekilde sandvi¢ sisteminin yer aldigi1 plastik hazne cihaza
yerlestirilmistir. Jel, membranin iizerine konmustur. Filtre kagid1 1slatilarak jelin {izerine
yerlestirilmis ve hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilmistir. Daha sonra kahverengi
kismu yukarida kalacak sekilde katot stack yine hava kabarcigi kalmayacak sekilde
yerlestirilmistir. En son olarak siinger kagit (spunge) konmus ve iletim noktalarinin
temas halinde oldugu kontrol edilmistir. Cihazin kapag kapatilarak 20 V, 7 dk olan P3

programi secilip ¢alistirilmistir.
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Membrana emdirim siiresi sonunda membran sistemden alinmistir. Siire sonunda
membran 1 kez 1X TBST’de 5 dk yikanmustir. Yikama islemi bitince, membran
TBST’de ¢oziilmiis %5’lik BSA igerisinde ve oda sicakliginda c¢alkalayicida 75 dk
bloklanmistir. Bloklama sonunda membran 3 kez 5’er dk TBST (1X)’te yikanmistir.
Bloklanan membran yikama isleminden sonra 1 gece (14-16 s) boyunca +4 °C’de
%5°’lik BSA’da hazirlanmis birincil antikorla muamele edilmistir. Birincil antikor
olarak UGT1AL, 1:5000 diliisyon ile B-aktin ise 1:1000 diliisyon ile kullanilmistir. Siire
sonunda membran 3 kez 5’er dk TBST (1X)’te yikanmustir. Ikincil antikor olarak 1:500
diliisyonlu taze %5’lik BSA’da hazirlanmig HRP bagl anti-rabbit IgG kullanilmistir.
Membran oda sicakliginda, HRP bagli anti-rabbit IgG ile calkalayicida 60 dk muamele
edilmis ve membran yine 3 kez 5’er dk TBST (1X)’te yikanmustir.

Goriintiileme icin Luminata™ Forte Western HRP Substrat membrana iizerini
kapatacak sekilde uygulanmistir. Oda sicakliginda, 151k almayacak sekilde yaklasik 5 dk
inkiibe edilmistir. Daha sonra membran proteinler tabakaya bakacak ve hava
kalmayacak sekilde C-digit cihazina yerlestirilmistir. Image Studio Digits Programi

kullanilarak membran goriintiilenmistir.

UGTT1ALI proteini i¢in goriintiileme islemi yapildiktan sonra membran strip tamponu ile
muamele edilmis (30 dk, 15 dk, 10 dk ve 5 dk siireler ile) ve antikorlar
uzaklastirilmistir. Membran %5 BSA ile 1 saat tekrardan bloklanmig ve daha sonra -
aktin primer antikoru uygulanmistir. Sonrasinda, yine UGT1A1 antikor baglanmasinda

oldugu gibi ayn1 iglemler gerceklestirilerek goriintiileme yapilmaistir.

3.2.4. istatistiki analizler

[statistiki analizler icin IBM SPSS Statistics 21 programu kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. UGT1A1 genotiplendirme sonuclari

[rinotekan metabolizmasindan sorumlu ana enzim olan UGTIAl enziminin
polimorfik durumunun irinotekan ilag yaniti1 iizerinde etkisi oldugu ¢esitli ¢alismalarla
gosterilmistir (Innocenti vd., 2004; Toffoli vd., 2006; Liu vd., 2017; Takano ve
Sugiyama, 2017). Calismamizda, hastalarda tedavi sirasinda olusan toksik etkiler ile
UGT1Al polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastirmak icin hastalara ait kan
orneklerinden UGT1A1 genotiplendirme c¢alismalar1 yapilmistir. Sonuglar hastalarin
UGT1AL geni icin; *1 ((TA)6TAA), *28 ((TA)7TAA), *36 ((TA)STAA) ve *37
((TA)8TAA) alelik polimorfizmlerine gore Autogenomics Infiniti cihazi tarafindan
smiflandirilip, pdf formatinda sunulmustur (Sekil 4.1). Buna gore; 48 hastadan 35 hasta
1*/1* homozigot, 3 hasta 28*/28* homozigot ve 10 hasta 1*/28* heterozigot olarak
gruplandirilmistir (Cizelge 4.1).

[rinotekan ilag yamitinda toksik etkilerin goriilmesi UGT1A1’in glukuronidasyon
aktivitesi ile dogrudan iligkilidir. UGT1A1 aktivitesinin diisiik olmasi irinotekan aktif
metaboliti SN-38’in glukuronidasyonunu yavaslatarak SN-38’in viicutta birikmesine ve
bunun sonucunda toksik etkilere yol acabilmektedir (Mathijssen vd., 2001). Irinotekan
tedavisi alan hastalar UGT1A1 enzim aktivitesi ile ilgili UGT1Al 1*/1* genotipi i¢in
hizli metabolizér, UGT1A1 1*/28* genotipi i¢in orta hizli metabolizér ve UGT1Al
28*/28* genotipi i¢in yavas metabolizor olarak simiflandirilmigtir. Buna bagli olarak
irinotekan tedavisinde UGT1A1 polimorfizmine bagl olarak toksik etki goriilme riski
hizli metabolizorler i¢in diisiikken, yavas metabolizorler icin yiiksek ve orta hizl

metabolizorler icin orta riskte belirtilmistir (Cizelge 4.1).
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a'fx:

UGTI1A1
Intell. Lot:20438G 13N SampleID:HASTAJ Aug 22,2014
Magz.Lot:03011520437G12IN RunlD: 100006 16:34
SNo  Analyte Analysis RFU Ratio
1 *1 *28/*28 Homozygote 1.00 3351.00
2 *18 3351.00 0.00
3 *36 1.00 0.00
4 *37 1.00 0.00
5 HYBC 1000.00 0.00
6  BKGD 155.25 0.00
Analyte calls are not dependent on absolute RFL values.
-a-
e
UGTI1Al
Intell. Lot:20438G13N SamplelD:hastal0 Feb 12,2015
Magz.Lot:03011520437G 12N RunlD: 100016 21:27
SNo Analyte Analysis RFU Ratio
1 *] #*1/#1 Homozygote T656.50 7656.50
2 1R 1.00 0.00
3 *36 1.00 0.00
4 *37 1.00 0.00
5 HYBC 100000 0.00
6 BKGD 231.00 0.00
Analyte calls are not dependent on absolute RFL values.
-b-
r/\_:"’ :l
UGTI1A1
Intell.Lot:20438G13N SamplelD:hastal2 Feb 12,2015
Magz.Lot:03011520437G12N RunlD: 100016 21:38
SNo Analyte Analysis RFU Ratio
1 *] *1/*28 Heterozygote 435550 1.24
2 * 3521.00 0.00
3 %36 1.00 0.00
4 *37 1.00 0.00
5 HYBC 1000.00 0.00
6 BKGD 274.50 0.00

Analyte calls are not dependent on absolute RFL values.

-C-

Sekil 4.1. Autogenomics Infiniti cihazi tarafindan verilen hasta genotiplendirme sonuglar

(a. Hasta no 3, b. Hasta no 10, c. Hasta no 12)
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Cizelge 4.1. Hastalara ait UGTI1A1 polimorfizm sonuglart ve beklenen UGT1A1 enzim aktivitesi

UGT1A1 enzim

irinotekan toksik

Hasta No UGTIAL genotip aktivitesi etki goriilme riski
1 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
2 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
3 28*/28* homozigot yavas metabolizor Yiiksek
4 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
5 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
6 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
7 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
8 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
9 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
10 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
11 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
12 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
13 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
14 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
15 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
16 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
17 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
18 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
19 1*/1* homozigot hizl1 metabolizdr Diisiik
20 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
21 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta
22 1*/1* homozigot hizl1 metabolizdr Diisiik
23 1*/1* homozigot hizl1 metabolizdr Diisiik
24 1*/1* homozigot hizlt metabolizor Diisiik
25 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
26 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
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Cizelge 4.1. (Devam) Hastalara ait UGTIAI polimorfizm sonuglart ve beklenen UGTIAI enzim

aktivitesi

27 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
28 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
29 1*/1* homozigot hizl1 metabolizdr Diisiik
30 1*/1* homozigot hizl1 metabolizdr Diisiik
31 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
32 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
33 1*/28* heterozigot orta hizli metabolizor Orta

34 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
35 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
36 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
37 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
38 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diistik
39 28*/28* homozigot yavas metabolizor Yiksek
40 1*/1* homozigot hizli metabolizor Diisiik
41 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
42 1*/1* homozigot hizl1 metabolizor Diisiik
43 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
44 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
45 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
46 1*/1* homozigot hizli metabolizér Diisiik
47 28*/28* homozigot yavag metabolizor Yiiksek
48 1*/1* homozigot hizl1 metabolizdr Diisiik

Tiirkiye’de yenidoganlarla yapilan bir ¢aligmada; UGT1A1l 28*/28* homozigot
cekinik genotipin populasyondaki frekansi %7,5 olarak bulunmustur (Babaoglu vd.,
2006). Calismamizda irinotekan tedavisi alan 48 hastaya ait orneklemde UGT1Al
28*/28* homozigot cekinik genotip frekanst %6,5 olarak saptanmistir. Yaygin olan
UGTI1A1 1*/1* homozigot baskin polimorfik genotipin frekansi %72.98 iken UGT1A1l
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1*/28* heterozigot genotip frekansi %?20.83 olarak tespit edilmistir. Gozlemlenen
sonuclar literatiir verilerinden ¢ok farkli olmasa da Orneklem kiiclik oldugu igin

populasyon genetigi analizleri i¢in daha biiyiik 6rneklemlere ihtiyag vardir.

4.1.1. UGT1A1 polimorfizmi ve irinotekan tedavisinde toksik etkilerin iliskilerinin

degerlendirilmesi

UGT1A1 polimorfizmi *28/*28 olan kisilerin irinotekan tedavisinde advers ilag
reaksiyonlarina karsit yiiksek risk tasidigi belirtilmektedir (Innocenti vd., 2004).
Calismamizda, hastalarin UGT1AL polimorfizmi ile toksik etkiler arasinda anlamli bir
istatistiki deger bulunamamistir. Bunun onemli bir nedeni olarak orneklemin kiiciik
olmasi gosterilebilir. Hasta genotipleri ile toksik etkilerin dereceleri Cizelge 4.2°de
verilmistir. Irinotekan tedavisi alan hastalarda en sik karsilasilan advers ilag reaksiyonu
diyare (n=17) olmakla beraber, mukozit (n=11) ve nétropeni (n=13) de yogun olarak
gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Hastalarin %43,8’i bu ii¢ yaygin toksik etkilerden sadece
birine sahipken, % 14,7’si ikisine, %4,2’si ise {igline sahiptir. Calismamizda hastalarin
%33,3’tinde higbir toksik etki goriillmezken %62,46’sinda tedavi sirasinda bu ii¢ yaygin

toksik etki goriilmiistiir.

Diyare
188 63 10,4
4,2
6,3 2,1
37,54 14 6
Notropeni

Sekil 4.2. Irinotekan tedavisinde gériilen en yaygin ii¢ yan etkilerinin kesisimlerine gore yiizde dagilim
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Toksik etkileri degerlendirilen hastalarin 3 tanesi disinda hepsi florourasil (5-FU)
ve irinotekan kombine kemoterapi tedavisi gormektedir. 5-FU tedavisinde goriilen
diyare, notropeni, cilt toksistesi gibi yan etkiler irinotekan tedavisinde goriilen yan
etkiler ile aynidir. Bu baglamda, hastalarda goriilen yan etkilerin hepsinin irinotekan

kaynakli oldugu kesin olarak saptanamamaktadir.
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Cizelge 4.2. UGT1A1 genotipine ve cinsiyete gére yan etkilerin dagilimi, yan etkilerin dereceleri ve yan etki dagilim yiizdeleri

; . . . ilt Tiimo
Diyare Mukozit Nétropeni Trombositopeni C.I L Hmor EX
toksisitesi progresyonu
11213 T 213 T 213|141 T2 213|T|1]|2]|T

1*/1* n=35 3 6 1 10 1 3 6 2 22 911 0 1 2|2 1 3 4 4

Genotip 1*/28* n=10 4 0 2 6 3 1 4 010 3]0 0 O o1 o0 1 1 0

28*/28* n=3 0 1 0 1 0 1 1 001 110 0 O OofJO o0 O 0 1

Kadin 2 2 1 5 0 2 2 4
Cinsiyet

Erkek 5 5 2 12 2 2 3 7

% 35,41 22,92 27,08 4,16 8,33 10,41 10,41
Toplam n=48 7 7 3 17 4 5 11 2 3 3 1311 0 1 2|3 1 4 5 5




4.2. UGT1A1 bisiilfit genomik DNA dizi analizlerine ait bulgular

UGTI1A1 enziminin DNA metilasyonu ile epigenetik olarak diizenlendigine dair
yapilan caligmalar bu genin doku 6zgii olarak hipermetile veya hipometile edildigini
onermektedir (Oda vd., 2013). Ayni zamanda, transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgesi olan proksimal promotor ve UGTI1A1 ifadesi iizerinde etkisi olan distal
enhancer bolgelerindeki CpG diniikleotidlerinin metilasyonunun UGT1A1 ifadesi
tizerine pozitif veya negatif etki edebilecegi diisliniilmektedir (Gagnon vd., 2006).
Calismamizda; hastalara ait kan ve kolon doku orneklerinden ayri1 ayri proksimal
promotor ve distal enhancerda yer alan CpG diniikleotidlerinin DNA metilasyonlar
incelenmistir. Bu amagla, ilk olarak DNA izolasyonu yapilmistir. DNA metilasyon

analizinde kullanilan DNA izolatlarinin nanodrop sonuglari Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. DNA érneklerine ait nanodrop sonuglart

DNA konsantrasyonu

Say1 Hasta No Ornek (ng/ul)
1 HN 3 Kan 6rnegi 3,5
2 HN 4 Kan 6rnegi 12,3
3 HN 12 Kan 6rnegi 8,2
4 HN 32 Kan 6rnegi 12,7
5 HN 34 Kan 6rnegi 8,4
6 HN 35 Kan 6rnegi 22,1
7 HN 37 Kan 6rnegi 9,1
8 HN 38 Kan 6rnegi 11,9
9 HN 43 Kan 6rnegi 16,2
10 HN 3 Doku 6rnegi 21258/14 0,9
11 HN 4 Doku 6rnegi 6498/14/9 24,2
12 HN 4 Doku 6rnegi 6498/14/12 15,2
13 HN 12 Doku 6rnegi 45740/T3 52,5
14 HN 12 Doku 6rnegi 45740/T4 18
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Cizelge 4.3. (Devam) DNA érneklerine ait nanodrop sonuglart

15 HN 32 Doku 6rnegi 28811/9 7,6
16 HN 34 Doku 6rnegi 41504/8 40

17 HN 34 Doku 6rnegi 31049 35,2
18 HN 35 Doku 6rnegi 29809/2 29,7
19 HN 35 Doku 6rnegi 29809/3 28,3
20 HN 37 Doku 6rnegi 22987/6 68,3
21 HN 38 Doku 6rnegi 38973/8 91,3
22 HN 43 Doku 6rnegi 42012/26 54,3

izole edilen genomik DNA’lar bisiilfit modifikasyona maruz birakilmistir. Bisiilfit
modifikasyon ile genomdaki metillenmemis sitozinler timine doniisiirken metilenmisler
sitozin olarak kalmistir. Bisiilfit modifiye DNA’lar proksimal promotordaki -3, - 4 CpG
bolgeleri ve distal enhancerdaki -28, -29 ve -30 CpG bolgeleri igin ayr1 ayr1 PZR

amplifikasyonu ile ¢ogaltilmis ve DNA dizi analizi yapilarak yorumlanmustir.

4.2.1. UGT1A1 promotor CpG bdolgelerine ait metilasyon sonuglari

UGT1A1 enziminin DNA metilasyonu yolu ile epigenetik diizenlenmesinde,
translasyon baslama noktasindan (0), 69 bg iist akis yoniinde yer alan 3. CpG ve 100 bg
iist akis yoniinde yer alan 4. CpG diniikleotidleri incelenmistir. Bu diniikleotidlerin
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasinda etkili olup olmadig arastirilmistir.
Calismamizda kan ve doku oOrneklerine ait genomik DNA’lar bisiilfide maruz
birakildiktan sonra nested PZR ile bu bélge cogaltilmistir. Nested PZR’in 2.
dongiisiiniin - sonunda 289 be¢’lik PZR iriinleri agaroz jelde goriintiilenmis,

goriintiilenemeyenler tekrar edilmistir (Gorsel 4.1).
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500 bg

289 be 250 be

Gorsel 4.1. DNA dizi analizi yapilan kolon doku érneklerine ait 289 b¢'lik F2R2 PZR iiriinleri. Sirasiyla;
1; HN4-12, 2; HN12-T3, 3; HN12-T4, 4; HN32 (tekrar edildi), 5; HN34-8, 6; M

PZR iirlinleri dogrudan saflagtirllip DNA dizi analizi yapilmistir. Dizi analizleri
bisiilfit modifikasyona ugramamis UGT1A1 gen bolgesi ile karsilastirilmistir (http-8)
(Gorsel 4.2).

Ayn1 zamanda FinchTV programi ile DNA dizi sonuglarinin sitozin sinyalleri her
ornek i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir (Gorsel 4.3).

Kan oOrneklerinden yapilan DNA dizi analizi sonucunda 9 hastaya ait kan
orneklerinin hepsinde -4 CpG ve -3 CpG diniikleotidlerinin metile oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.4).
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

€L

Homo sapiens UDP glucuronosyltransferase family 1 member A1 (UGT1A1), RefSeqGene (LRG_733) on chromosome 2
Sequence ID: NG 033238.1 Length: 20027 Mumber of Matches: 1

Range 1: 4782 to 5024 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

145 bits({160) Se-31 183/243(75%) 10,/243(4%) Plus/Flus
Query 7 .T.,?.Ctli'i'tli.n'-i&'i"i'l |.l|5.{|i'i' 'i'{liT.CTTT-—.ﬁ.GTT.ﬁ. ttta‘t t?‘i:‘il:ﬂ: ?tttTTT ?at- --tt 58
Shbjct 4782 AATGTGATTTG ATGAMTTC[&GC[&GTTCMCTGTT TTGCCTATTAAGARALCT T.ﬁ. 4841
Query 59 TTTTT Tttalu'tclzn:c-lz'llz'i: Til:t l? ?t?aattttt'ilz%'t att‘t1|:1|: | ?th ata 116
Sbjct 4842 ATAMGCTCCACCTTCTTTATC GM&GTGMC TOCCTECTACCTTTATGRACTGACA 4941
N i ity i .
Shbjct 4982 GCTTTTTATAGTCACGTGACACAGTCAAACATTAACTTGOTGTATCGATTGE TGCC 4961
Query 177 atatatatatatatatGTAGGAGAGCOCOTATTTTAGGTAGGAGTAAACGLGTTATGGTT 236
Shict 4962 ATATATATATATATARGTAGGAGAGGLOAACCTCTORCARMAGCAMGRLSCCATRGCT  s021
Query 237 aTa 239
sbjct 5822 Gl'l'Gl 58924

Gorsel 4.2. DNA dizileme sonuglarinin NCBI-Blast ile hizalanmasi
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Gorsel 4.3. HN 35 kan ornegi igin -3 ve -4 CpG diniikleotidlerinde yer alan metilenmis sitozinler, mavi sinyal sitozini gostermektedir




Cizelge 4.4. Kan drneklerinden UGTIAI -3 ve — 4 CpG bélgelerine ait metilasyon paterni

Say1 Hasta No Ornek -4 ve -3 CpG metilasyonu
1 HN 3 Kan 6rnegi o o
2 HN 4 Kan 6rnegi o o
3 HN 12 Kan drnegi o o
4 HN 32 Kan 6rnegi o o
5 HN 34 Kan 6rnegi o o
6 HN 35 Kan 6rnegi o o
7 HN 37 Kan 6rnegi o o
8 HN 38 Kan 6rnegi o o
9 HN 43 Kan 6rnegi o o

Kolon doku 6rneklerinden UGT1AL gen bolgesi -4 ve -3 CpG diniikleotidlerinin
metilasyon analiz sonuglar1 Cizelge 4.5°de verilmistir. -4 CpG diniikleotidinin biitiin
kolon doku orneklerinde ya tamamen metillendigi ya da kismen metillendigi tespit
edilmistir. -3 CpG diniikleotidinin kolon doku orneklerinde 13 Ornekten 4’tinde
metillenmedigi, 4’tinde kismen metillendigi, 5’inde ise metillendigi goriilmistiir. Ayni
hastalara ait farkli kolon doku orneklerinde kismi metillenmeler disinda farklilik
goriilmemistir. Kolon doku orneklerinden yapilan analiz, 9 hastanin toplamda 13 doku
ornegine ait -4 CpG diniikleotidinin 3 tanesinin kismen metillenmesi disinda, hepsinin
tamamen metillenmesi bu boélgenin kolon dokuda kontrollii olarak metillendigini ve gen

ifadesinde rol aldigin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Kolon doku orneklerinden UGTIAI -3 ve — 4 CpG bélgelerine ait metilasyon paterni

Say1 Hasta No Ornek -4 ve -3 CpG metilasyonu
10 HN 3 Doku kesiti — 21258 o O
11 HN 4 Doku kesiti — 6498/9 )
12 HN 4 Doku kesiti — 6498/12 o o
13 HN 12 Doku kesiti — T3 ) )
14 HN 12 Doku kesiti — T4 o o
15 HN 32 Doku kesiti — 28811/9 o o
16 HN 34 Doku kesiti — 41504/8 O )
17 HN 34 Doku kesiti - 31049 o O
18 HN 35 Doku kesiti — 29809/2 o o
19 HN 35 Doku kesiti — 29809/3 o o
20 HN 37 Doku kesiti — 22987/6 ) )
21 HN 38 Doku kesiti — 38977/8 o O
22 HN 43 Doku kesiti — 42012/26 o O

Proksimal promotorda -4 ve -3 CpG diniikleotidleri igin yaptigimiz DNA
metilasyon analizleri bu diniikleotidlerin doku 6zgli metillendigini diislindiirmistiir.
UGTI1AT’in kan plazmasinda ifadesi bulunmamaktadir (http-9). Literatiirde, UGT1A1
icin kan orneklerinden DNA metilasyonu incelemesi yapilmamaistir. 9 hastanin hepsinin
kan orneklerinde iki diniikleotid i¢in de metilasyonun bulunmasi proksimal promotor
bolgesinin hipermetile olup DNA metilasyonu ile epigenetik olarak gen ifadesinin

susturuldugunu diistindiirmektedir.
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4.2.2. UGT1A1 enhancer CpG bélgelerine ait metilasyon sonuclari

UGT1A1 enziminin DNA metilasyonu yolu ile epigenetik diizenlenmesinde,
distal enhancerda translasyon baslama noktasinin (0), 3329 bg list akis yoniinde yer alan
28. CpG, 3341 bg iist akis yoniinde yer alan 29. CpG ve 3436 bg iist akis yoniinde yer
alan 30. CpG diniikleotidlerinin metilasyonu incelenmistir. Calismamizda kan ve doku
orneklerine ait genomik DNA’lar bisiilfide maruz birakildiktan sonra nested PZR ile bu
bolge cogaltilmistir. Nested PZR sonunda 2. dongli PZR firiinleri agaroz jelde
gorlintiilenmis, goriintiilenemeyenler tekrar edilmistir (Gorsel 4.4). 2. dongii sonunda

363 bg’lik PZR tirtinlerinin sekans analizi yapilmistir.

500 b
363 be
250 b

Gorsel 4.4. DNA dizi analizi yapilan kan érneklerine ait 363 b¢ ’lik FARA PZR iiriinleri. Siraswyla; 1;
HN12, 2; HN32, 3; HN34, 4; HN35,5; HN37,6; HN38, 7; HN43, 8; M.

DNA dizi analizi sonucunda 9 hastaya ait kan orneklerinin distal enhancer
bolgesinde yer alan -30 CpG, -29 CpG ve -28 CpG diniikleotidlerinin metilasyon
sonucu Cizelge 4.6’da verilmistir (Cizelge 4.6). Hasta kan orneklerinin hepsinde -29
CpG ve -28 CpG diniikleotidi i¢in metilasyon tespit edilmistir. -30 CpG dintikleotidi
icin 2 O0rnek metillenmemis ve 1 6rnek kismi metilenmisken diger 6rneklerin hepsi

metillenmistir.
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Cizelge 4.6. Kan érneklerinden UGT1AL -30 -29 ve -28 CpG bélgelerine ait metilasyon paterni

Say1 Hasta No Ornek -30, -29 ve -28 CpG metilasyonu
23 HN 3 Kan drnegi @ ® ®
24 HN 4 Kan dmegi O @ o
25 HN 12 Kan drnegi @ @ @
26 HN 32 Kan brnegi @ @ @
27 HN 34 Kan drnegi O @ @
28 HN 35 Kan 6rnegi O ® @
29 HN 37 Kan 6rnegi @ @ @
30 HN 38 Kan érnegi @ @ @
31 HN 43 Kan 6rnegi o o ®

Kolon doku orneklerinden UGT1Al gen bolgesi -30 -29 ve -28 CpG
diniikleotidlerinin analiz sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. -28 CpG diniikleotidi i¢in
kolon doku orneklerinden HN38-38977/8’in kismi metillenmesi disinda biitiin 6rnekler
metillenmistir. -29 CpG diniikleotidi i¢in 13 doku orneginden 3’iiniin (HN 4-6498/9,
HN 35-29809/3 ve HN 38-38977/8) kismi metillenmesi disinda hepsi metillenmistir. -
30 CpG dintikleotidi i¢in 8 6rnek kismi metillenirken 2 6rnek metillenmis ve 3 6rnek

metillenmemistir.
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Cizelge 4.7. Kolon doku orneklerinden UGTIAI --28, -29 ve -30 CpG bélgelerine ait metilasyon paterni

Say1 Hasta No Ornek -30, -29 ve -28 CpG metilasyonu
32 HN 3 Doku Kesiti — 21258 o—0—©
33 HN 4 Doku kesiti — 6498/9 O Q@ @
34 HN 4 Doku Kesiti — 6498/12 O @ @
35 HN 12 Doku kesiti — T3 o 0O
36 HN 12 Doku kesiti — T4 @ @ @
37 HN 32 Doku kesiti — 28811/9 O o O
38 HN 34 Doku kesiti — 41504/8 O o ©
39 HN 34 Doku kesiti - 31049 O o ®
40 HN 35 Doku kesiti — 29800/2 O o ©
41 HN 35 Doku kesiti — 29809/3 O o—©@
42 HN 37 Doku kesiti — 22987/6 O o O
43 HN 38 Doku kesiti — 38977/8 O o—@
44 HN 43 Doku kesiti — 42012/26 O o O

Kan orneklerinde CpG diniikleotidleri i¢in yiliksek metilasyon profili olmasi
UGT1A1 proteininin kanda ifadesinin olmamasi ile iligskilendirilebilinir. Ayn1 sekilde
kolonda diisiik enzim aktivitesi gosteren UGT1A1 i¢in kolon dokuda DNA metilasyonu
ile kontrollii bir epigenetik diizenleme oldugu onerilebilir. Kan 6rneklerinde analiz
edilen CpG diniikleotidlerine oranla kolon dokudaki orneklerde transkripsiyon
faktorlerinin baglanma bolgeleri olan proksimal promotordaki CpG’lerin bir kisminin
metile olup bir kisminin olmamasi bu epigenetik diizenlemeye isaret etmektedir.

UGT1A1 geninde proksimal promotorda -4 CpG ve -3 CpG diniikleotidleri arasina
baglanan hepatosit niikleer faktor 1o (HNFlo), UGTI1A1’in transkripsiyonunu
arttirmakla kalmayip enhancer bélgesindeki fenobarbital duyarli enhancer modiiliiniin
(gtPBREM kompoziti) baglanmasini pozitif yonde etkilemektedir. -4 CpG ve -3 CpG
diniikleotidlerindeki metilasyonun HNF-1 transkripsiyon faktoriiniin baglanmasini
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etkileyerek UGT1A1 ifadesinde rol alabilecegi Onerilmektedir (Sugatani, 2008).
Calismamizda kolon dokuda -3 CpG diniikleotidinde ornekler arasi ¢esitli sonuglar
goriliirken -4 CpG diniikleotidinde metilasyon tespit edilmesi kolon dokuda UGT1A1l
ifadesinin proksimal promotorda bu bdlgeden kontrol edilebilecegini diisiindiirmektedir.
UGTI1AL1 transkripsiyonu ger¢ceklesmeyen kan drneklerinde promotor bolgedeki -4 CpG
ve -3 CpG diniikleotidlerinin tamamen metile olmas1 bu bdlgede metilasyonun HNF-1
transkripsiyon faktoriiniin baglanmasin1 engelleyerek UGT1AL ifadesini negatif regiile

ettigi teorisini desteklemektedir.

Enhancer bolgesindeki gtPBREM kompoziti, konstitiitif androstan reseptori
(CAR) ve pregnan X reseptorii (PXR) tarafindan regiile edilmektedir. Bu enhancer
bolgesinin transkripsiyonu sonucu HNF-1’in promotor bolgeye baglanmasinin iki kat
arttigr gosterilmistir (Sugatani, 2008). gtPBREM kompoziti alti adet niikleer reseptor
motiften (DR4 elementi (CAR), gtNR1 (CAR, PXR), DR3 element (CAR, PXR),
glukokortisoid reseptor 1 ve 2 (GREL ve GRE2) ve aril hidrokarbon reseptorii (AhR))
olusmaktadir (Sugatani vd., 2005; Yueh vd., 2003). Yapilan ¢alismalarda gtPBREM
kompozitinde enhancer bolgeye DR3’lin en giiglii baglandig1 ve buradaki degisimlerin
UGT1AL transkripsiyonunda etkili olabilecegi onerilmistir. -30 CpG diniikleotidi DR4
ve GRE1’nin baglanma bolgeleri arasinda bulunurken, -29 CpG dintikleotidi DR3 ve
Ahr baglanma bolgeleri arasinda yer almaktadir. -28 CpG diniikleotidi ise Ahr
baglanma bolgesi lizerindedir (Sugatani, 2008) (Sekil 4.3).

—| DR4 GRE1 H gtNR1 Ahr

-30 CpG -29CpG  -28 CpG

DRE3 GRE2 | —

Sekil 4.3. Distal enhancerda gtPBREM kompozitinin modiilleri ve CpG diniikleotidlerinin yer aldig
bolgeler

Calismamizda kan ve kolon doku orneklerinin hepsinde -28 CpG bolgesinin
metillenmis olmasi, enhancer bolgesindeki gtPBREM kompozitinin regiilasyonunda

Ahr-iligkili bir epigenetik diizenleme olabilecegine isaret etmektedir. Aynmi sekilde -29
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CpG bolgesinin kan 6rneklerinde tamamen metillenmis ve kolon doku 6rneklerinde 3
kismi metillenme digindaki 6rneklerde tamamen metillenmis olmasi DR3 iligkili bir

negatif yonde epigenetik diizenleme olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Yapilan analizler sonucunda - 30 CpG diniikleotidi i¢in UGT1A1 regiilasyonunda
etkin bir rol aldig1 s6ylenememekle beraber bu diniikleotidin doku 6zgii metillenmeye

maruz kaldig1 6nerilebilinir.

4.2.3. CpG diniikleotidleri arasinda korelasyon

Kan orneklerine ve kolon doku orneklerine ait 5 CpG diniikleotidi i¢in SPSS
Programinda Spearman korelasyon analizi yapilmistir. Kan 6rneklerinde ¢ogu bolgeler
metilasyon pozitif oldugu icin korelasyon katsayis1 hesaplanamamistir. Doku
orneklerinde yapilan analize ait Spearman korelasyon katsayilar1 ve anlamlilik degerleri

Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Kolon doku érneklerine ait CpG bolgelerinin metilasyon profilinin korelasyonu

-3CpG -4 CpG -28CpG  -29CpG  -30CpG
metilasyon metilasyon metilasyon metilasyon metilasyon

Korelasyon 1.000 0.078 0.368 0.052 0.467
3CpG katsayis1
metilasyon | Si0. (2-tailed) 0.801 0.216 0.867 0.107
N 13 13 13 13 13
Klgrelasyon 0.078 1.000 -0.158 -0.300 -0.056
4CpG atsayisi
metilasyon | Sig- (2-tailed) 0.801 0.606 0.319 0.855
N 13 13 13 13 13
Korelasyon 0.368 -0.158 1.000 0.527 0.444
28 CpG katsayis1
metilasyon |  Sig- (2-tailed) 0.216 0.606 0.064 0.129
N 13 13 13 13 13
Korelasyon 0.052 -0.300 0.527 1.000 0.225
129 CpG katsay1s1
metilasyon | Sig- (2-tailed) 0.867 0-319 0.064 oot
N 13 13 13 13 13
Korelasyon 0467  -0056  0.444 0.225 1.000
-30 CpG atsayisi
metilasyon | Sig- (2-tailed) 0.107 0.855 0.129 0.461
N 13 13 13 13 13

81



Kan o6rnekleri ve kolon doku 6rneklerindeki 5 CpG dintikleotidi arasinda yapilan
korelasyon sonuglar istatistiki olarak anlamsiz ¢ikmistir (p<<0.05). Doku 6rneklerinde -
28 ve -29 CpG dintiikleotidleri arasinda zayif bir pozitif korelasyon tespit edilmistir (sig.
0.064, p<0.1). Metilasyon calismalarinda korelasyon analizlerinin yapilabilmesi i¢in
CpG dintikleotidlerinin metilasyon yiizdeleri ¢ikartilmalidir. Caligmamizda kullanilan
yontemde metilasyon sonuglari pozitif, kismi ve negatif olarak degerlendirilmistir. Bu

nedenle CpG diniikleotidleri arasinda korelasyon analizleri verimli olmamustir.

4.3. UGT1AL protein ifadesi analizleri

UGTI1AL1 enzim aktivitesinin en yogun gergeklestigi yer karacigerdir. UGT1Al
ayn1 zamanda karacigerdeki kadar aktif olmasa da bobreklerde, kolonda ve beyinde de
ifade edilmektedir (http-9). Calismamizda irinotekan tedavisi alan hastalarin Patoloji

Birimi’ndeki 6rneklerinden UGT1A1’in kolon dokudaki protein ifadesi incelenmistir.

4.3.1. Protein izolasyonu Qubit sonuglari

Kolon dokudaki UGT1ALl epigenetik diizenlemesini arastirmak igin hastalarin
kolonlarindan alinan FFPE Orneklerinde UGT1ALl seviyesi analiz edilmistir. Bu
baglamda hastalarin Patoloji Birimi’nden saglanan Orneklerinden protein izolasyonu
gerceklestirilmis ve izole edilen toplam proteinlerin miktar1 Qubit Sistemi’nde
olgtilmiistiir (Cizelge 4.9).

Qubit Sistemi’nde 6l¢iilen toplam protein miktarlari, biyopsi drnekleri ile ¢alisilan
HN34-31049, HN35-29809/3 ve HN35-29809/4 kesitlerinden ¢ok az protein izole
edilebildigini gostermistir (Sekil 4.4). Bu da bu tarz protein calismalarinda biyopsi

yerine rezeksiyon kesitlerinin daha verimli olacagina isaret etmektedir.
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Cizelge 4.9. Protein izolatlarimin miktar

Qubit tiip konsantrasyonu

Say1 Hasta No Kesit No (ng/ul)
1 HN4 6498/9 1,71
2 HN12 T1+T2 2,58
3 HN32 28811/9 1,12
4 HN34 41504/8 2,46
5 HN34 31049 0,902
6 HN35 29809/3 0,49
7 HN35 29809/4 1,03
8 HN37 22987/6 4,00
9 HN38 38973/5 1,13
10 HN43 42012/12 2,5
11 HN43 42012/26 2,62
5,0
4,0
4,0
3,0 2,6 2,5
20 L7
1,1 09 1,0 1,1
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Sekil 4.4. Protein izolatlarimin Qubit sistemindeki degerleri (ug/ul)
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FFPE doku 6rneklerinden toplam protein izolasyonu sirasinda proteinlerde yiiksek
seviyede kovalent capraz baglanmalar1t ve degradasyon olabilmektedir. Proteinlerin
izolasyonu sirasinda kolon doku kesitlerinin formalinde bekletilme siiresi, Kesitlerin
uzun zaman saklanmasi, 6rneklerin kesit boyutu, lamdan kazima gibi siirecler her 6rnek
icin degiskenlik gostermekle beraber proteinlere zarar vermis olabilir. Bu nedenle
protein analizlerinde diisiik protein miktarlar ile ¢aligilabilmistir. Calismamizda toplam
protein miktar1 en diisiik ti¢ 6rnek (HN34-31049, HN35-29809/3 ve HN35-29809/4)
biyopsi Ornekleridir. Bunun yani sira HN4-6498/9, HN32-28811/9, HN35-29809/3,
HN37-22987/6 ve HN43-42012/26 no’lu 6rnekler icin elimizdeki kesitlerin yarisindan

protein izolasyonu yapilmis, diger yarist DNA analizlerinde kullanilmistir.

4.3.2. Dot blot sonugclar:
Izole edilen toplam protein drnekleri nitroseliilloz membrana damlatilmistir. Daha
sonra membran yikanip ponceau boyasi ile boyandiginda proteine baglanan yerler

ciplak gozle goriilebilmistir (Gorsel 4.5).

© QP @
: Ea—

1 2 3 AR
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Gorsel 4.5. Ponceau boyast ile dot blot analizi yapilan proteinlerin gériintiisti; 1; HN4-6498/9, 2; HN12-
T1+T2, 3; HN32-28811/9, 4; HN34-41504/8, 5; HN34-31049, 6; HN35-29809/3, 7; HN35-
29809/4, 8; HN37-22987/6, 9; HN38-38973/5, 10; HN43-42012/12, 11; HN43-42012/26

Dot blot sonuglar1 Image J programinda dansitometrik olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4.5). Buna gore Qubit sistemindeki toplam protein yogunlugu ile dot blot

sonuglar1 dogrulanmistir.
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Toplam protein miktar
50000

40000

30000

20000 -

Dansitometri

10000 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Ornekler

Sekil 4.5. Ponceau boyasi ile dot blot analizi yapilan proteinlerin Image J programi ile
degerlendirilmesi; 1; HN4-6498/9, 2; HN12- T1+T2, 3; HN32-28811/9, 4; HN34-41504/8,
5; HN34-31049, 6; HN35-29809/3, 7; HN35-29809/4, 8; HN37-22987/6, 9; HN38-38973/5,
10; HN43-42012/12, 11; HN43-42012/26

4.3.3. Western blot sonuglari

UGT1Al1l geni igin DNA metilasyon analizi yapilan hastalarin kolon doku
orneklerinde de UGT1A1 protein ifadesini arastirmak tizere Western blot analizi
yapilmistir. FFPE 6rneklerden izole edilen toplam proteinler az miktarda oldugu igin
maksimum hacimde (20 ul) kuyulara uygulanmustir. Ilk 6nce UGT1A1 birincil antikoru
ile calisilmig, daha sonra ayni membranlar striplenip B-aktin birincil antikoru ile
caligilmistir. Her 6rnegin kendi iginde B-aktin seviyeleri esas alinarak normalizasyonu
gerceklestirilmigtir. Western blot analizlerinde kolon doku biyopsi 6rnekleri olan
HN34-3104 ve HN35-29809/3’den B-aktin antikoru i¢in hi¢ sinyal alinamamasi (Gorsel
4.6), bu oOrneklerin protein miktarinin western blot analizi i¢in yetersiz oldugunu

gostermektedir. Ayni sorun HN37-22987/6 6rnegi icin de sdylenebilir.

1 2 3 4 4 5 6 7 8 9 10 11
— <+—UGTI1AI (55 kDa)

o — -
Ll . P. B < p-Akiin (43 kDa)

Gorsel 4.6. UGTIAI ve S-aktin Western blot goriintiisii; 1; HN4-6498/9, 2; HN12- T1+T2, 3; HN32-
28811/9, 4; HN34-41504/8, 5; HN34-31049, 6; HN35-29809/3, 7; HN35-29809/4, 8; HN37-
22987/6, 9; HN38-38973/5, 10; HN43-42012/12, 11; HN43-42012/26
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Diger 6rneklerin UGT1A1 antikoru ile muamelesi sonucu sadece toplam protein
miktart yogun olanlarda diisiik konsantrasyon sinyali verebilen silik bantlar elde
edilebilmistir (Gorsel 4.6, Cizelge 4.10). Bunun nedeni olarak baskilanmis UGT1Al
ifadesi disinda FFPE oOrneklerden protein izolasyonunun hassas ve verimsiz bir siire¢

oldugu gosterilebilir.

Cizelge 4.10. Western blot analizi sonucu goriintiilenebilen UGT1A1 miktarlar: karsilagtirimast

HN4- HN12- HN34- HNA43- HNA43-
6498/9 T1+T2 41504/8 42012/12 42012/26
UGT1AL/B-aktin
0,044 0,1 0,14 0,03 0,6
dansitometri
Toplam Protein
. 34,2 51,6 49,2 50 52.4
miktar1 (ng/20 pl)
% UGT1A1 0,129 0,193 0,284 0,77 1,145

Western blot sonuglarinda 5 6rnege (HN4-6498/9, HN12- T1+T2, HN34-41504/8,
HN43-42012/12, HN43-42012/26) ait UGT1A1 proteini goriintiilenebilmistir. Ornekleri
kendi aralarinda kiyasladigimizda UGT1A1 1*/28* heterozigot genotipine sahip HN4-
6498/9 ve HN12- T1+T2’de, diger 1*/1* homozigot genotipine sahip HN34 ve HNA43
orneklerine gore daha az UGT1A1 ifadesi tespit edilmistir.

Kolon doku orneklerinde metilasyon profili ve UGTI1A1 ifadesi iligkisi
degerlendirildiginde HN34 ve HN43’deki metilasyon profilinin HN4 ve HN12’dekine
gore daha demetile oldugu goriilmektedir. Bu veriler ile DNA diizeyinde CpG
metilasyonunun UGT1A1 ifadesi icin baskilayici bir faktér oldugu oOnerilebilse de
teorinin anlamlilik kazanmasi i¢in daha fazla 6rneklerle ¢alisiimalidir.

HN43’e ait 2 adet 42012/12 ve 42012/26 kolon doku 6rneklerinde timor oranlari
sirastyla % 30 ve % 60°dir. UGT1A1 protein seviyesindeki farkliligi dogrudan bu timér
oranina baglanmasi i¢in yetersiz kanit olsa da kanserlesmenin savunma enzimleri
tizerine etkisinin daha ileri analizlerle arastirilmasi gerekmektedir.

Western blot analizleri sirasinda yasanan teknik zorluklar (protein miktarinin az

olmasi, degredasyon vb) nedeniyle sonuclari degerlendirirken 6rneklem igerisinde
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genelleme yapilmasi dogru degildir. UGT1A1 proteini goriintiilenemeyen Ornekler igin

UGT1ALI ifadesinin olmadig1 yoniinde bir tespit yanlis olur.

4.4. UGT1AL1 ifadesini etkileyebilecek faktorlerin degerlendirilmesi

Kan ve kolon doku CpG metilasyon paterni ile yas, cinsiyet, UGTI1A1
polimorfizmi ve irinotekan tedavisindeki toksik etki arasinda anlamli bir iliski
bulunmamasina ragmen CpG metilasyon boélgelerinin doku &zgii bir metilasyona
ugradigi Onerilebilinir (Cizelge 4.11). Irinotekan biyotransformasyonu UGT1Al
tarafindan karacigerde gerceklestirildigi icin kanda ve kolon dokuda analiz edilen
UGT1A1l seviyesi ve bu seviyeyi etkileyen faktorleri dogrudan ilag yaniti ile

iligkilendirmek dogru olmaz.

Kolon dokudan yapilan analizler UGT1A1’in promotor bolgede 6zellikle -4 CpG
ve distal enhancerda -28 CpG ve -29 CpG metilasyonu ile negatif sekilde regiile
edilebilecegini gostermistir. Bu baglamda bu bolgeler i¢in metilasyon pozitif drneklere
kolon kanseri tedavisinde hedefleme yolu ile irinotekan verilmesi stratejik bir tedavi
yolu olmayacaktir. Ciinkii kolon dokuda UGT1A1 ifadesi olsa da metilasyon yolu ile

baskilanmaktadir.
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Cizelge 4.11. CpG metilasyon paternleri ile yas, cinsiyet, UGT1A1 polimorfizmi ve irinotekan tedavisindeki toksik etki

88

Hasta Doku- Tiimér yiizdesi Kan Cinsivet Genoti Ya Toksik
no  (-30,-29, -28, -4, -3 CpG) (-30, -29, -28, -4, -3 CpG) y P $ etki
Doku Kesiti — 21258 - % 80
HN 3 E 28%/28* 54 +
09090 k'
Doku Kesiti — 6498/9 - % 50
HN 4 boku Kesiti — 6498/12 - % 70 O—6—0 00 E 1+128 58 *
0—0 ¢ 0 ¢
Doku kesiti — T3 - % 100
HN e o 0 0 0 .
12 Doku kesiti — T4 - % 90 o o ¢ K 1%/28 57 *
o0 ¢ ¢ ¢
HN Doku kesiti —28811/9 - 9% 50
K 1%/1% 64 -
Doku kesiti — 41504/8 - 9% 50
HN 0—0—0 00 A .
34 Doku kesiti — 31049 - % 100 O—6—0 69 K i 56 *
0—0 0 0 O
Doku kesiti — 29809/2 — Displazi
HN 0—0 00 ¢ .
35  Doku kesiti — 29809/3 — 0 o—o o ¢ E S 59 *
0—0—0 0 ¢
HN  Doku kesiti — 22987/6 - % 40
E 1%/1% 65 +
HN  Doku kesiti — 38977/8 - % 10
K 1%/1% 42 -
B —0—0—8—9—0 0
HN  Doku kesiti — 42012/26 - % 60
E 1%/1% 57 -
5 —0—4—0—90 e




DNA metilasyonu analizi yapilan hastalarin biri disinda hepsinin istanbul dist
dogumlu olmas1 bolgesel populasyon analizlerindeki verilerin bolge insani ile dogrudan
iliskilendirilemeyecegini gostermektedir. Sigara, alkol, kafein, et ve sebze tiikketimi ile
UGT1A1 CpG metilasyonlar1 ve irinotekan ilag cevabi arasinda ¢oklu (multinomial)
veya ikili (binary) lojistik regresyon analizi yapilmis ve bir iligki bulunamamistir
(Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13). Odds oranlarmin (tahmini rolatif risk) higbiri istatistiki

olarak anlamli degildir.

Cizelge 4.12. Toksik etki olmasmn belirleyenler (olmamasina gére olma odds oranlart), Binary (ikili)
lojistik regresyon modeli sonuglar, referans kategoriler italik yaziyla gésterilmistir.

Odds oram %95 giiven arahg:

Cinsiyet

Kadin 1,000

Erkek 1,324 (0,209-8,371)
Sigara

Yok 1,000

Orta 0,590 (0,028-12,327)

Cok 0,089 (0,005-1,672)
Alkol

Yok 1,000

Az 1,018 (0,066-15,649)

Orta 2363137203,617 (0,000-.)
Kafein

Yok 1,000

Az 1,056 (0,050-22,274)

Orta 1,217 (0,053-27,828)

Cok 0,000 (0,000-.)
Et

Yok 1,000

Az 2808045502036880000,000 (0,000-.)

Orta 10631602920,122 (0,000-.)

32908299817083400000000000000

ok 0000000,000 (0,000-)
Sebze

Az 2,784 (0,000-.)

Orta 0,921 (0,134-6,321)

Cok 1,000
Nagelkerke R? 0,470
-2 LogL.ikelihood 41,271
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Cizelge 4.13. Coklu (multinomial) veya ikili (binary) lojistik regresyon modeli sonuglari, ***p<0.000. Diger durumlarda anlaml degildir, referans kategoriler

italik yaziyla gosterilmistir.

Multinomial model: -3

Binary model: - 4 metilasyon

- 28 metilasyon

Binary model: 29metilasyon

Multinomial model:

metilasyon (referans kategori 2): (degismedigi i¢in (referans kategori 2): 30metilasyon
(referans kategori 3): Metilasyonun kismi model Metilasyonun kismi (referans kategori 3):
Metilasyonun olmamasina olmasina gore tam olmasi olusturulamamaistir) olmasina gore tam Metilasyonun olmamasina
gore olmasi (3’e gore 1) (2’ye gore 1) olmasi(2’ye gore 1) gire olmasi(3’e gore 1)
%95 . %95 , ..
Odds orant giiven Odds orant PN guven Rods giiven Odds orant 7093 guven Odds orani 795 guven
< aralig1 orant < aralig1 araligi
araligi araligi

Yas

42-57 1,000 1,000 1,000 1,000

58-65 | OO 0y - | (0,000-) 1,000 (0,000-) 1,000 (0,000-) 1,000 (0,000-)
Cinsiyet

Kadin 1,000 1,000 1,000 1,000

Erkek 0,000 (0,000-) | 807737310728 | (0,000-) SOTISTRT 1 (0.000-) | 395091 (0,000-)
Sigara

Yok 1,000 1,000 1,000 1,000

Orta 0,000 (0,000-.) 0,000 (0,000-.) 1,000 (0,000-.) 1,000 (0,000-)

Cok 0,281 (0,000-.) 1,000 (0,000-.) 1,000 (0,000-.) 0,979 (0,000-)
Alkol

Yok 1,000 1,000 1,000 1,000

Orta 1,000 (0,000-.) 1,000 (0,000-.) 1,000 (0,000-.) 1,000 (0,000-)
Kafein

Az 4,820 (0,000-.) 0,000 (0,000-.) 1,000 (0,000-.) 0,000 (0,000-)

Orta 28347783,877 | (0,000-.) 0,000 (0,000-.) 0,000 (0,000-.) 0,000 (0,000-0,000)

Cok 1,000 1,000 1,000 1,000
Et

Orta 1,000 1,000 1,000 1,000
Sebze

Orta
Cok 1,000 1,000 1,000 1,000
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Cizelge 4.13.

(Devam) Coklu (multinomial) veya ikili (binary) lojistik regresyon modeli sonuglari, ***p<0.000 diger durumlarda anlamli degildir, referans

kategoriler italik yaziyla gésterilmistir.

Multinomial model:
metilasyonun 2 olmasi
(referans kategori 3):

Multinomial model:
metilasyonun 2 olmasi

; 4metilasyon 28metilasyon 29metilasyon (referans kategori 3):
Metilasyonun .
- . Metilasyonun olmamasina
olmamasina gore kismi .. .
gore kismi olmasi
olmasi
%95 %95
o 2 N .. N ..
Oddg 492 %uvven Odds orant giiven s giiven | Odds orani /095 %uvven Odds orani 7095 gfruvven
orant aralig1 oty orant araliz aralig1 aralig1
Yas
42-57 1,000 1,000
354347
58-65 29,047 (0,000-.) 1,000 (0,000-.)
Cinsiyet
Kadin 1,000 1,000
Erkek 0,000 (0,000-.) 24552140,717 (0,000-.)
Sigara
Yok 1,000 1,000
354347
Orta 30,402 (0,000-.) 1,000 (0,000-.)
Cok | (0000-) 71507747462 | (0,000-)
Alkol
Yok 1,000 1,000
Orta 1,000 (0,000-.) 1,000 (1,000, 1,000)
Kafein
354347 (703114.426,
Az 29,647* | 1785797613.95 1,000 (0,000-.)
*%k 6)
354347 | (35434729.647,
Orta 29,647 | 35434729.647) 0,000 (0,000-)
Cok 1,000 1,000




Cizelge 4.13. (Devam) Coklu (multinomial) veya ikili (binary) lojistik regresyon modeli sonuglari, ***p<0.000. Diger durumlarda anlaml degildir, referans
kategoriler italik yaziyla gésterilmistir.

Et

Orta 1,000 1,000

Sebze

Orta

Cok 1,000 1,000

Nagelkerke R® 0,805 0,661 0,526 0,753

-2 LogLikelihood 5,781 6,592 3,819 4,394
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5. SONUC

[rinotekan tedavisinde ilacin biyotransformasyonunu gerceklestiren ana enzim
UGT1A1’in enzim aktivitesi ilaca verilen yanmit agisindan Onem tasimaktadir.
Calismamizda irinotekan tedavisi alan kolon kanseri hastalarda UGT1A1l enzim
aktivitesini etkileyebilecek faktorler aragtirllmistir. Bu baglamda kanda ve kolon
dokuda UGTIAT’in transkripsiyonunda etkili olabilecek CpG diniikleotidlerinin
metilasyonlari, UGT1A1 genotipleri, hasta ila¢ yanitlari, hasta yasam bic¢imi, tiimor
yiizdeleri ve doku orneklerinde UGT1A1 seviyeleri arasindaki iligkiler incelenmistir.
Daha 6nce UGTI1A1 igin kan 6rneklerinden proksimal bolgede ve enhancerda CpG
dintikleotidleri i¢in metilasyon incelemesi yapilmamistir. Ayni zamanda bu giine kadar
Tiirkiye’de ilag yanit1 iizerinde farmakogenetik ve farmakoepigenetik faktorleri beraber

inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.

[rinotekan biyotransformasyonundan sorumlu enzim UGTI1Al, en fazla
karacigerde ifade edilir Kolon dokuda da diisiik miktarda ifade edildigi bilinmektedir.
Ancak kanda protein ifadesi ger¢eklesmemektedir. Kan drneklerinde yiiksek metilasyon
profili tespit edilmistir. Bu durum UGT1ALl’in DNA seviyesinde hipermetilasyon ile
epigenetik olarak diizenlendigini gostermektedir. Ayni1 zamanda kan ve kolon
orneklerindeki farkli metilasyon paterni UGT1Al’in doku o6zgii metillendigini

belirtmektedir.

Calismamizda irinotekan tedavisi alan 48 hastaya ait hasta 6rnekleminde en sik
karsilagilan advers ilag reaksiyonu diyare, mukozit ve ndtropenidir. Irinotekan tedavisi
alan hastalarin %66,6’sinda toksik etki goriilmiistiir. Hastalarin 3’ disinda hepsinin
florourasil (5-FU) ve irinotekan kombine kemoterapi tedavisi almasindan dolay1 toksik
etkiler dogrudan irinotekan ile iligskilendirilememistir. Kolon kanser tedavisinde 5-FU
ile kombine uygulamada 5-FU’yu metabolize eden enzim DPD igin de Ongoriisel
farmakogenetik testler uygulanmasi gerekmektedir.

UGT1AL1 genotipi, gen bdlgesindeki I. ekzonda yer alan promotorda bulunan TA
tekrarlarina gore smiflandirilmistir. Buna gore baskin tip 6 adet TA tekrari iceren
homozigot UGT1AL 1*/1* genotipinin frekans1 %72.98, ¢ekinik tip 7 adet TA tekrar1
igceren homozigot UGT1A1 28*/28* genotipinin frekansi %6,5 olarak saptanmuistir.
Daha biiyiik 6rneklemler ile yapilacak calismalarda, hastalarin tedavideki ila¢ yanitlar

tizerinde farmakogenetik testlerle etkili olabilecek enzimlerin (CYP3A4, DPD gibi)
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polimorfik durumlar1 analiz edilebilir. Bu baglamda tedavi oncesinde toksik etkilerin

olusma riski 6ngoriilerek tedavi segenekleri degerlendirilebilir.

UGT1AL1 ifadesinde proksimal promotordaki -4 CpG ve distal enhancerdaki -28
ve -29 CpG biitiin kan ve doku Orneklerinde metilasyona ugramistir. Bu durum bu
bolgelerdeki metilasyonun UGTI1Al i¢in negatif yonde epigenetik diizenleme
olabilecegini diigiindiirmiistiir.

UGTI1AT’in kolon dokuda ifadesini arastirmak i¢in hastalarin kolon doku FFPE
orneklerinden protein analizi yapilmistir. FFPE 6rneklerinden yapilan analizlerde alinan
sonuglara gore heterozigot (1*/28%*) bireylerde baskin homozigot (1*/1*) bireylere gore
daha diisiik UGTIA1 ifadesi oldugu belirlenmistir. UGT1A1 ifadesi iizerinde
polimorfizmin belirleyici etkisinden dolayr UGT1Al ifadesi ve metilasyon iligkisi
incelenememistir. Dokudan yapilacak analizlerde taze veya dondurulmus doku 6rnekleri
ile calisilmasi protein analizleri i¢in daha fazla analiz yapilmasina imkan saglayabilir.
Ayn1 zamanda posttranskripsiyonel analizler i¢cin mRNA seviyelerinin belirlenmesi
gerekmektedir. UGT1AL1 metilasyon profilinin irinotekan ilag yaniti {izerinde etkisi

karaciger dokuda incelendiginde daha anlamli sonuglar elde edilebilir.

UGT1A1l enziminin epigenetik regiilasyonu, g¢alismamizda DNA metilasyonu
mekanizmasi ile ele alinmistir. Epigenetik regiilasyonun tam olarak aydinlatilmasi i¢in
histon modifikasyonlari, mRNA seviyeleri, DNA metil transferaz aktiviteleri de
arastirtlmalidir. Aynt zamanda UGTIA1’in transkripsiyonunda aktif gorev alan
transkripsiyon faktorlerinin mekanizmasimin ve DNA metilasyonu iligkisinin UGT1A1
transkripsiyonu iizerinde etkisi incelenmelidir. Bu veriler UGT1AL protein ifadesi
hakkinda bilgi verirken, aktivitesi ile ilgili bilurubin konsantrasyonlar1 ve irinotekan ilag
yaniti ile ilgili SN-38 terapotik ilag izlenimi (TDM) analizleri yapilabilir. Ayn1 zamanda
karboksilesterazlar da irnotekan metabolizmasinda gorev aldigindan ilag yanitini
etkileyebilecek enzimlerdir. Bu enzimlerin aktivitelerinin de irinotekan ilag yanitinda ki

etkisi incelenmelidir.

Tedavilerde kullanilan ilaglarin olumsuz yan etkileri sonucu olusan manevi ve
maddi kayiplarin en aza indirgenmesi i¢in, ilaglar1 metabolize eden enzim aktiviteleri
tizerindeki etkin faktorler ¢ok yonlii aragtirilmalidir. Arastirmamiz ileriki ¢calismalar igin
onemli bir basamak niteliginde olup farkli arastirma konular1 i¢in soru sormaya tesvik

edicidir.

94



KAYNAKCA

Agrawal, S., Kandimalla, E.R., Yu, D., Ball, R., Lombardi, G., Lucas, T., Dexter, D.L.,
Hollister, B.A., Chen, S.F. (2002). GEM 231, a second-generation antisense agent
complementary to protein kinase A Rlo subunit, potentiates antitumor activity of
irinotecan in human colon, pancreas, prostate and lung cancer xenografts. Int. J
Oncol., 21 (1), 65-72.

Ai Z-P, Gao X-L, Li J-F, Zhou, J.R., Wu, J.F. (2017). Changing trends and influencing
factors of the quality of life of chemotherapy patients with breast cancer. Chin
Nurs Res. 4, 18-23.

Al-Sukhni, W., Aronson, M. and Gallinger, S. (2008). Hereditary colorectal cancer
syndromes: familial adenomatous polyposis and lynch syndrome. Surg. Clin.
North. Am., 88(4), 819-844.

Ando, Y., Saka, H., Ando, M., Sawa, T., Muro, K., Ueoka, H., Yokoyama, A., Saitoh,
S., Shimokata, K., ve Hasegawa, Y., (2000). Polymorphisms of UDP-
Glucuronosyltransferase Gene and Irinotecan Toxicity: A Pharmacogenetic
Analysis. Cancer Res., 60, 6921-6926.

Anttila, S., Hakkola, J., Tuominen, P., Elovaara, E., Husgafvel-Pursiainen, K.,
Karjalainen, A., Hirvonen, A., Nurminen, T. (2003). Methylation of cytochrome
P4501A1 promoter in the lung is associated with tobacco smoking. Cancer Res,
63, 8623-8.

Aydin Son, Y., Tizmen, S. and Hizel, C. (2013). Designing and Implementing
Pharmacogenomics Study. D. Barh vd. (eds.), Omics for Personalized Medicine,
97 DOI 10.1007/978-81-322-1184-6 6, © Springerindia.

Ayrapetov, M.K., Gursoy-Yuzugullu, O., Xu, C., Xu, Y., Price, B.D. (2014). DNA
double-strand breaks promote methylation of histone H3 on lysine 9 and transient
formation of repressive chromatin. PNAS, 111 (25), 9169-9174.

Babaoglu, M.O., Yigit S., Aynacioglu, A.S., Kerb, R., Yurdakok, M., Bozkurt, A.
(2006). Neonatal jaundice and bilirubin UDP glucuronosyltransferase 1A1 gene
polymorphism in Turkish patients. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol., 98, 377-380.

95


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirvonen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14695173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nurminen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14695173

Baer-Dubowska, W., Majchrzak-Celinska, A. and Cichocki, M. (2011).
Pharmocoepigenetics: a new approach to predicting individual drug responses and
targeting new drugs. Pharmacol. Rep., 63 (2), 293-304.

Bannister, A.J. and Kouzarides, T. (2011). Regulation of chromatin by histone
modifications. Cell Res, 21 (3), 381-395.

Baskin, Y. ve Calibasi, G. (2011). Kanser hastalarinda farmakogenetik uygulamalari ve
farmakoekonomi. Turk. Hij. Den. Biyol. Derg., 68 (3), 152-64.

Bastos, D.A., Ribeiro, S.C., Freitas, D., Hoff, P.M. (2010). Combination therapy in
high-risk stage Il or stage 11l colon cancer: current practice and future prospects.
Ther. Adv. Med. Oncol., 2 (4) 261-272.

Baylin, S.B. (2015). DNA methylation and gene silencing in cancer. Nat. Clin. Pract.
Oncol., 2, 4-11.

Bélanger, A.S., Tojcic, J., Harvey, M., Guillemette, C., (2010). Regulation of UGT1A1
and HNF1 transcription factor gene expression by DNA methylation in colon
cancer cells. BMC Mol. Bio., 11 (9), 1-11.

Bellam, N. and Pasche, B. (2010). Tgf-beta signaling alterations and colon cancer.
Cancer Treat. Res., 155, 85-103.

Bertholee, D., Maring, J.G., and van Kuilenburg, A.B.P. (2017). Genotypes Affecting
the Pharmacokinetics of Anticancer Drugs. Clin. Pharmacokinet., 56 (4), 317—
337.

Beutler, E., Gelbart, T. and Demina, A. (1998). Racial variability in the UDP-
glucuronosyltransferase 1 (UGT1A1) promoter: a balanced polymorphism for
regulation of bilirubin metabolism? Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 8170-8174.

Bhavsar, A., Gunaretnam, E., Li, Y., Carleton, B., Ross, C. (2017). Pharmacogenetic
Variants in TPMT Alter Cellular Responses to Cisplatin In Vitro. J Pharmacol
Toxicol Methods, 88 (2), 168-169.

Bjornsson, H.T., Sigurdsson, M.1., Fallin, M.D., Irizarry, R.A., Aspelund, T., Cui, H.,
Yu, W., Rongione, M.A., Ekstrom, T.J., Harris, T.B., Launer, L.J., Eiriksdottir,
G., Leppert, M.F., Sapienza, C., Gudnason, V., Feinberg, A.P. (2008). Intra-

96


https://www.nature.com/articles/ncponc0354#auth-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bellam%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20517689
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pasche%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20517689
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20517689
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bjornsson%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sigurdsson%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fallin%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Irizarry%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aspelund%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cui%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rongione%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ekstr%C3%B6m%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris%20TB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Launer%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eiriksdottir%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eiriksdottir%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leppert%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sapienza%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gudnason%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feinberg%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18577732

individual change over time in DNA methylation with familial clustering. JAMA,
299 (24), 2877-2883.

Bodur, E. ve Demirpence, E. (2010) Kodlamayan RNA’lar ve gen susturumu.
Hacettepe Tip Dergisi, 41, 82-89.

Brittain, H.K., Scott, A.R. and Thomas, E. (2017) The rise of the genome and
personalised medicine. Clin. Med., 17 (6), 545-51.

Budnitz, D.S., Pollock, D.A., Weidenbach, K.N., Mendelsohn, A.B., Schroeder, T.J.,
Annest, J.L. (2006) National surveillance of emergency department visits for out
patient adverse drug events. JAMA, 296, 1858-1866.

Canu, G., Minucci, A., Zuppi, C., Capoluongo, E. (2014). Gilbert and Crigler Najjar
syndromes: an update of the UDP-glucuronosyltransferase 1A1 (UGT1Al) gene
mutation database. Blood Cells Mol Dis., 50 (4), 273-80.

Cao, J. and Yan, Q. (2012). Histone Ubiquitination and Deubiquitination in
Transcription, DNA Damage Response, and Cancer. Front. Onco., 2, 26.

Charron, D. J. (2009). Jean Dausset (1916-2009). Vox Sang., 97, 279-280.

Chaudhary, R., Singh, B., Kumar, M., Gakhar, S.K., Saini, A.K., Parmar, V.S., Chhillar,
A.K. (2015). Role of single nucleotide polymorphisms in pharmacogenomics and
their association with human diseases. Drug Metab. Rev., 47 (3), 281-90.

Chellappan, P., Xia, J., Zhou, X., Gao, S., Zhang, X., Coutino, G., Vazquez, F., Zhang,
W., Jin, H. (2010). siRNAs from miRNA sites mediate DNA methylation of target
genes. Nucleic Acids Res., 38(20), 6883-6894.

Chen, L., Hong, C., Chen, E.C., Yee, SW., Xu, L., Almof, E.U., Wen, C., Fujii, K,
Johns, S.J., Stryke, D., Ferrin, T.E., Simko, J., Chen, X., Costello, J.F., Giacomini,
K.M. (2013). Genetic and epigenetic regulation of the organic cation transporter
3, SLC22A3. Pharmacogenomics J, 13, 110-20.

Chen, Y., Zeng, L., Wang, Y., Tolleson, W.H., Knox, B., Chen, S., Ren, Z., Guo, L.,
Mei, N., Qian, F., Huang, K., Liu, D., Tong, W., Yu, D., Ning, B. (2017). The

expression, induction and pharmacological activity of CYP1A2 are post-

97


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Canu%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minucci%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zuppi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Capoluongo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23403257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaudhary%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gakhar%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saini%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parmar%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chhillar%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chhillar%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25996670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xia%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coutino%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vazquez%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujii%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johns%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stryke%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferrin%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simko%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costello%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giacomini%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giacomini%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22231567

transcriptionally regulated by microRNA hsa-miR-132-5p. Biocheml Pharmacol,
145, 178-191.

Chou, W.H., Yan, F.X., de Leon, J., Barnhill, J., Rogers, T., Cronin, M., Pho, M., Xiao,
V., Ryder, T.B., Liu, W.W., Teiling, C., Wedlund, P.J. (2000). Extension of a
pilot study: impact from the cytochrome P450 2D6 polymorphism on outcome
and costs associated with severe mental illness. J Clin. Psycho. Pharmacol., 20
(2), 246-51.

Cluntun, A.A., Huang, H., Dai, L., Liu, X., Zhao, Y., Locasale, J.W. (2015). The rate of
glycolysis quantitatively mediates specific histone acetylation sites. Cancer &
Metabolism, 3, 10.

Cremolini, C., Loupakis, F., Antoniotti, C., Lupi, C., Sensi, E., Lonardi, S., Mezi, S.,
Tomasello, G., Ronzoni, M., Zaniboni, A., Tonini, G., Carlomagno, C., Allegrini,
G., Chiara, S., D'Amico, M., Granetto, C., Cazzaniga, M., Boni, L., Fontanini, G.,
Falcone, A. (2015). FOLFOXIRI plus bevacizumab versus FOLFIRI plus
bevacizumab as first-line treatment of patients with metastatic colorectal cancer:
updated overall survival and molecular subgroup analyses of the open-label, phase
3 TRIBE study. The Lancet Oncology, 16 (13), 1306-1315.

Davies, E.A. and O'Mahony, M.S. (2015). Adverse drug reactions in special populations
— the elderly. BJCP, 80 (4), 796-807.

Davies, R.J., Miller, R. And Coleman, N. (2005). Colorectal cancer screening: prospects

for molecular stool analysis. Nat. Rev. Cancer, 5, 199-2009.

Deaton, A.M. and Bird, A. (2011). CpG islands and the regulation of transcription.
Genes Dev., 25, 1010-1022.

Dion, M. F., Altschuler, S. J.,, Wu, L. F. and Rando, O. J. (2005). Genomic
characterization reveals a simple histone H4 acetylation code. P. Natl. Acad. Sci.
USA, 102 (15), 5501-5506.

Dluzen, D.F., Sun, D., Salzberg, A.C., Jones, N., Bushey, R.T., Robertson, G.P.,
Lazarus, P. (2014). Regulation of UDP-glucuronosyltransferase 1Al expression
and activity by microRNA 491-3p. J Pharmacol. Exp. Ther., 348, 465-77.

98


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
http://www.sciencedirect.com/science/journal/14702045/16/13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lazarus%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24399855

Douillard, J.Y., Cunningham, D., Roth, A.D., Navarro, M., James, R.D., Karasek, P.,
Jandik, P., lveson, T., Carmichael, J., Alakl, M., Gruia, G., Awad, L., Rougier, P.
(2000). Irinotecan combined with fluorouracil compared with fluorouracil alone
as first line treatment for metastatic colorectal cancer: a multicenter random is
editorial. Lancet, 355, 1041-1047.

Du, J., Johnson, L.M., Jacobsen, S.E., Patel, D.J. (2015). DNA methylation pathways
and their crosstalk with histone methylation. Nat. Rev. Mol. Cell Bio., 16, 519—
532.

East, J.E., Saunders, B.P. and Jass, J.R. (2008). Sporadic and syndromic hyperplastic
polyps and serrated adenomas of the colon: classification, molecular genetics,
natural history, and clinical management. Gastroenterol. Clin. North Am., 37 (1),
25-46.

Edwards, J.R., Yarychkivska, O., Boulard, M., Bestor, T.H. (2017). DNA methylation
and DNA methyltransferases. Epigenet. Chromatin, 10 (23), 1-10.

Epstein, R.S., Moyer, T.P., Aubert, R.E., O'Kane, D.J., Xia, F., Verbrugge, R.R., Gage,
B.F., Teagarden, J.R. (2010). Warfarin genotyping reduces hospitalization rates,
results from the MM-WES (Medco-Mayo Warfarin Effectiveness study). J Am.
Coll. Cardiol., 55 (25), 2804-2812.

Ergin, H., Bican, M. ve Atalay O. E. (2010). A causal relationship between UDP-
glucuronosyltransferase 1Al  promoter  polymorphism and idiopathic
hyperbilirubinemia in Turkish newborns. The Turkish Journal of Pediatrics, 52,
28-34.

Everett, J.R. (2016). From Metabonomics to Pharmacometabonomics: The Role of
Metabolic Profiling in Personalized Medicine. Front Pharmacol.,7, 297.

Fabian, M.R. and Sonenberg, N. (2012). The mechanics of miRNA-mediated gene
silencing: a look under the hood of miRISC. Nat. Struct. Mol. Biol., 19, 586-593.

Fearon, E.R. and Vogelstein, B. (1990). A genetic model for colorectal tumorigenesis.
Cell, 61 (5), 759-767.

Fedirco, V., Tramacere, l., Bagnardi, V., Rota, M., Scotti, L., Islami, F., Negri,
E., Straif, K., Romieu, I., La Vecchia, C., Boffetta, P., Jenab, M. (2011). Alcohol

99


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jandik%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10744089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iveson%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10744089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carmichael%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10744089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alakl%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10744089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gruia%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10744089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awad%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10744089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rougier%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10744089
https://www.nature.com/articles/nrm4043#auth-1
https://www.nature.com/articles/nrm4043#auth-2
https://www.nature.com/articles/nrm4043#auth-3
https://www.nature.com/articles/nrm4043#auth-4
https://www.nature.com/articles/nsmb.2296#auth-1
https://www.nature.com/articles/nsmb.2296#auth-2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rota%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scotti%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Islami%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Negri%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Negri%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Straif%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romieu%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=La%20Vecchia%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boffetta%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenab%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21307158

drinking and colorectal cancer risk: an overall and dose-response meta-analysis of
published studies. Ann. Oncol., 22 (9), 1958-1972.

Fojo, T., Mailankody, S. and Lo, A. (2014). Unintended consequences of expensive
cancer therapeutics—the pursuit of marginal indications and a me-too mentality
that stifles innovation and creativity: the John Conley Lecture. JAMA Otolaryngol
Head Neck Surg., 140 (12), 1225-36

Foster, E.R. and Downs, J.A. (2005). Histone H2A phosphorylation in DNA double-
strand break repair. FEBS J, 272 (13), 3231-40.

Fouse, S.D., Shen, Y., Pellegrini, M., Cole, S., Meissner, A., Van Neste, L., Rudolf J.,
Fan, G. (2008). Promoter CpG methylation contributes to ES cell gene regulation
in parallel with Oct4/Nanog, Polycomb binding and histone H3 lys4/lys27
trimethylation. Cell Stem Cell, 2 (2), 160-1609.

Fuchs, C.S., Moore, M.R., Harker, G., Villa, L., Rinaldi, D., Hecht, J.R. (2003). Phase
11 comparison of two irinotecan dosing regimens in second-line therapy of
metastatic colorectal cancer. J. Clin. Oncol, 21 (5), 807-814.

Gagnon, J.F., Bernard, O., Villeneuve, L., Tétu, B., Guillemette, C. (2006). Irinotecan
Inactivation Is Modulated by Epigenetic Silencing of UGT1A1 in Colon Cancer.
Clin. Cancer Res., 12, 1850-1858.

Gaur, R.K. and Rossi J.J. (2009). Regulation of Gene Expression by Small RNA’s,
CRC Press

Giantonio, B.J., Catalano, P.J., Meropol, N.J., O’Dwyer, P.J., Mitchell, E.P., Alberts,
S.R., Schwartz, M.A., Benson A.B. (2007). Bevacizumab in Combination With
Oxaliplatin, Fluorouracil, and Leucovorin (FOLFOX4) for Previously Treated
Metastatic Colorectal Cancer: Results From the Eastern Cooperative Oncology
Group Study E3200. J Clin. Oncol., 25 (12) 1539-1544.

Gill, S., Loprinzi, C.L., Sargent, D.J., Thomé, S.D., Alberts, S.R., Haller, D.G.,
Benedetti, J., Francini, G., Shepherd, L.E., Francois Seitz, J., Labianca, R., Chen,
W., Cha, S.S., Heldebrant, M.P., Goldberg, R.M. (2004). Pooled analysis of
fluorouracil-based adjuvant therapy for stage Il and Il colon cancer: who benefits
and by how much? J Clin. Oncol., 15 (22), 1797-806.

100


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fojo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25068501
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mailankody%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25068501
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25068501
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25068501
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25068501
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Foster%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15978030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Downs%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15978030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15978030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaenisch%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18371437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gagnon%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16551870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernard%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16551870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Villeneuve%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16551870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%C3%AAtu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16551870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guillemette%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16551870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gill%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Loprinzi%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sargent%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thom%C3%A9%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alberts%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haller%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benedetti%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Francini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shepherd%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Francois%20Seitz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Labianca%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cha%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heldebrant%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldberg%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15067028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=15067028

Greener, M. (2017). Adverse drug reactions: prescribing's twilight zone. J Prescribing
Medi Man, 28 (1), 27-31.

Greer, E.L. and Shi, Y. (2012). Histone methylation: a dynamic mark in health, disease
and inheritance. Nat. Rev. Gen., 13, 343-357

Grewal, S.I. and Elgin, S.C. (2007). Transcription and RNA interference in the
formation of heterochromatin. Nature, 447 (7143), 399-406.

Guengerich, F.P. (2006). Cytochrome P450s and other enzymes in drug metabolism and
toxicity. The AAPS Journal, 8 (1), 101-111.

Gustavsson, B., Carlsson, G., Machover, D., Petrelli, N., Roth, A., Schmoll, H.J., Tveit,
K.M., Gibson, F. (2015). A Review of the Evolution of Systemic Chemotherapy
in the Management of Colorectal Cancer. Clinical Colorectal Cancer, 14 (1), 1-
10.

Giindiiz, M., Acar, M., Erdogan, K., Cetin, E.N., Gunduz, E. Pharmaco-epigenomics,
Boliim 4, D. Barh (Eds.), Omics for Personalized Medicine, © Springer 2013, 97-
122.

Giingdr, O.F. ve Unal, N. (2015). Epigenetik ve genomik baskilanma. Lalahan Hay.
Aragt. Enst. Derg., 55 (2), 73-81.

Habr-Gama, A., Perez, R.O., Nadalin, W., Sabbaga, J., Ribeiro, U., Silva e Sousa, A.H.,
Campos, F.G., Kiss, D.R., Gama-Rodrigues, J. (2004). Operative Versus
Nonoperative Treatment for Stage 0 Distal Rectal Cancer Following
Chemoradiation Therapy: Long-term Results. Ann. Surg., 240 (4), 711-718.

Haga, S.B. and Burke, W. (2004). Using pharmacogenetics to improve drug safety and
efficacy. JAMA, 291 (23), 2869-71.

Haggar, F.A., and Boushey, R.P. (2009). Colorectal Cancer Epidemiology: Incidence,
Mortality, Survival, and Risk Factors. Clin. Colon Rect. Surg., 22 (4), 191-197.

Hamm, C.A. and Costa, F.F. (2011). The impact of epigenomics on future drug design
and new therapies. Drug Discov. Today, 16 (13-14), 626-635.

Hellinger, M.D. and Santiago, C.A. (2006). Reoperation for Recurrent Colorectal
Cancer. Clin. Colon Rect. Surg., 19 (4), 228-236.

101


https://link.springer.com/journal/12248
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1533002814001285#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1533002814001285#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1533002814001285#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1533002814001285#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1533002814001285#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1533002814001285#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1533002814001285#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1533002814001285#!
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15330028
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15330028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20FG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15383798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiss%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15383798

Hertz, D.L. and Rae, J. (2015). Pharmacogenetics of Cancer Drugs. Annu. Rev.
Med., 66, 65-81

Hizel, C. (2010). Kanita Dayali, Ongoriisel ve Bireye Ozgii Tip, Yeni Genetik ve
Uygulamalari. IKU, 24, 7-18.

Hizel, C., Gok, S., Sardas, S., Bernard-Gallon, D., Maugard, C., Geng, E. (2009).
Personalized and Predictive Medicine in Turkey: A Symposium Report of the
Istanbul Working Group on Personalized Medicine, Istanbul, Turkey. Curr.
Pharmacogenomics Person. Med., 7 (4), 297-301.

Hizel, C., Tremblay, J., Bartlett, G., Hamet, P. (2017). Introduction-Every Individual is
Different and the Precision Medicine Offers options for Disease Control and
Treatment” Bolim 1, M.Verma ve D. Barh (ed.), Progress and Challenges in

Precision Medicine, San Diego, ElsevierPress,1-33.

Housman, G., Byler, S., Heerboth, S., Lapinska, K., Longacre, M., Snyder, N., Sarkar,
S. (2014). Drug Resistance in Cancer: An Overview. Cancers, 6 (3), 1769-1792.

http-1: http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/project/about.shtml
(Erigim tarihi: 17.03.15)

http-2:  http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/appletter/1998/20571s8ltr.pdf
(Erisim tarihi: 19.12.17)

http-3: https://www.fda.gov/Drugs/ScienceResearch/ucm572698.htm  (Erisim tarihi:
25.12.17)

http-4:  http://www.nytimes.com/1996/06/18/science/new-cancer-drug-approved.html
(Erigim tarihi: 19.12.17)

http-5: http://southeastgarden.com/camptotheca.html (Erisim tarihi: 27.12.17)

http-6:  https://emedicine.medscape.com/article/2005487-overview (Erisim tarihi:
25.01.17)

http-7:  http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2005/020571s0261bl.pdf
(Erisim tarihi: 03.12.2014)

http-8: http://ghr.nIm.nih.gov/geneFamily/ugt#description (Erisim tarihi: 13.12.17)

102


http://www.annualreviews.org/journal/med
http://www.annualreviews.org/journal/med
http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/project/about.shtml
http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/appletter/1998/20571s8ltr.pdf
https://www.fda.gov/Drugs/ScienceResearch/ucm572698.htm
http://www.nytimes.com/1996/06/18/science/new-cancer-drug-approved.html
http://southeastgarden.com/camptotheca.html
https://emedicine.medscape.com/article/2005487-overview
http://ghr.nlm.nih.gov/geneFamily/ugt#description

http-9:  https://www.proteinatlas.org/ENSG00000241635-UGT1Al1/tissue  (Erisim
tarihi: 16.07.17)

Hug, B.L., Keohane, C., Seger, D.L., Yoon, C., Bates, D.W. (2012). The Costs of
Adverse Drug Events in Community Hospitals. Jt. Comm. J Qual. Patient Saf., 38
(3), 120-126.

lacopetta, B. (2003). TP53 mutation in colorectal cancer. Hum. Mutat., 21, 271-276.

Ingelman-Sundberg, M. and Cascorbi, I. (2016). Pharmacogenomic or -epigenomic
biomarkers in drug treatment: Two sides of the same medal? Clin. Pharmacol.
Ther., 99 (5), 478-80.

Ingelman-Sundberg, M., Sim, S.C., Gomez, A., Rodriguez-Antona, C. (2007). Influence
of cytochrome P450 polymorphisms on drug therapies: pharmacogenetic,

pharmacoepigenetic and clinical aspects. Pharmacol. Ther., 116 (3), 496-526.

Innocenti, F., Grimsley, C., Das, S., Ramirez, J., Cheng, C., Kuttab-Boulos, H., Ratain,
M.J., Di Rienzo, A. (2003). Haplotype structure of the UDP-
glucuronosyltransferase 1Al  promoter in  different  ethnic  groups.
Pharmacogenetics, 12, 725-733.

Innocenti, F., Undevia, S.D., lyer, L., Chen, P.X,, Das, S., Kocherginsky, M., Karrison,
T., Janisch, L., Ramirez, J., Rudin, C.M., Vokes, E.E., Ratain, M.J. (2004).
Genetic variants in the UDP-glucuronosyltransferase 1A1 gene predict the risk of

severe neutropenia of irinotecan. J Clin. Oncol., 22, 1382-1388.

lonov, Y., Peinado, M.A., Malkhosyan, S., Shibata, D., Perucho, M. (1993). Ubiquitous
somatic mutations in simple repeated sequences reveal a new mechanism for

colonic carcinogenesis. Nature, 363 (6429), 558-61.

Issa, J.P. (2004). CpG island methylator phenotype in cancer. Nat. Rev. Cancer, 4 (12),
988-993.

Ivanov, M., Barragan, I. and Ingelman-Sundberg, M. (2014). Epigenetic mechanisms of

importance for drug treatment. Trends Pharmacol, 35, 384-96.

lyer, L., Das, S., Janisch, L., Wen, M., Ramirez, J., Karrison, T., Fleming, G.F., Vokes,
E.E., Schilsky, R.L., Ratain, M.J. (2002). UGT1A1*28 polymorphism as a

103


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000241635-UGT1A1/tissue
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ram%C3%ADrez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12464801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12464801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuttab-Boulos%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12464801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ratain%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12464801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ratain%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12464801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Rienzo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12464801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20PX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kocherginsky%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karrison%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karrison%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janisch%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ram%C3%ADrez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rudin%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vokes%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ratain%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15007088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janisch%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ram%C3%ADrez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karrison%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fleming%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vokes%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vokes%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schilsky%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ratain%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11990381

determinant of irinotecan disposition and toxicity. Pharmacogenomics J, 2, 43—
47.

lyer, L., King, C.D., Whitington, P.F., Green, M.D., Roy, S.K., Tephly, T.R., Coffman,
B.L., Ratain, M.J. (1998). Genetic predisposition to the metabolism of irinotecan
(CPT-11). Role of uridine diphosphate glucuronosyltransferase isoform 1Al in
the glucuronidation of its active metabolite (SN-38) in human liver microsomes. J
Clin. Invest., 101, 847-854.

Izmirli, M. (2013). Epigenetik Mekanizmalar ve Kanser Tedavisinde Epigenetik
Yaklasimlar. Van Tip Dergisi, 20 (1), 48-51.

Jackson-Thompson, J., Ahmed, F., German, R.R., Lai, S.M., Friedman, C. (2006).
Descriptive epidemiology of colorectal cancer in the United States, 1998-2001.
Cancer, 107 (5), 1103-1111.

Jancovaa, P., Anzenbacherb, P. and Anzenbacherovaa, E. (2010). Phase Il drug
metabolizing enzymes. Biomed. Pap. Med. Fac. Univ. Palacky Olomouc Czech
Repub., 154 (2), 103-116.

Jeter, J.M., Kohlmann, W. and Gruber, S.B. (2006). Genetics of colorectal cancer.
Oncology, 20 (3), 269-276.

Jin, B., Li, Y. and Robertson, K.D. (2011). DNA methylation: superior or subordinate in
the epigenetic hierarchy? Genes Cancer, 2 (6), 607-17.

Johansson, I. and Ingelman-Sundberg, M. (2011). Genetic polymorphism and

toxicology—with emphasis on cytochrome p450. Toxicol. Sci., 120, 1-13.

Jones, P.A. (2012). Functions of DNA methylation: islands, start sites, gene bodies and
beyond. Nature Rev. Gen., 13, 484-492.

Joyner, M.J. and Paneth, N. (2015). Seven Questions for Personalized Medicine. JAMA,
314(10), 999-1000.

Kacevska, M., lvanov, M. and Ingelman-Sundberg, M. (2011). Perspectives on
epigenetics and its relevance to adverse drug reactions. Clin. Pharmacol., 89,
902-907.

104


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=King%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9466980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whitington%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9466980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Green%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9466980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roy%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9466980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tephly%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9466980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coffman%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9466980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coffman%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9466980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ratain%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9466980

Kadakol, A., Ghosh, S.S., Sappal, B.S., Sharma, G., Chowdhury, J.R., Chowdhury,
N.R. (2000). Genetic lesions of bilirubinuridine-diphosphoglucuronate
glucuronosyltransferase (UGT1A1l) causing Crigler-Najjar and  Gilbert
syndromes: correlation of genotype to phenotype. Hum. Mutat., 16 (4), 297-306.

Kalow, W. (1962). Pharmacogenetics: Heredity and the Response to Drugs. W. B.
Saunders, Philadelphia.

Kandoth, C., McLellan, M.D., Vandin, F., Ye, K., Niu, B., Lu, C., Xie, M., Zhang,
Q., McMichael, J.F., Wyczalkowski, M.A., Leiserson, M.D.M., Miller,
C.A., Welch, J.S., Walter, M.J., Wendl, M.C., Ley, T.J., Wilson, R.K., Raphael,
B.J., Ding, L. (2013). Mutational landscape and significance across 12 major
cancer types. Nature, 502, 333-339.

Kanwal, T. and Ghias, K. (2016). Colorectal cancer carcinogenesis: a review of
mechanisms. Cancer Biol. Med. 13 (1), 120-135.

Kaut, O., Schmitt, I. and Wiillner, U. (2012). Genome-scale methylation analysis of
Parkinson's disease patients' brains reveals DNA hypomethylation and increased
MRNA expression of cytochrome P450 2E1. Neurogenetics, 13, 87-91.

Khan, D.A. (2016). Pharmacogenomics and adverse drug reactions: Primetime and not

ready for primetime tests. J Allergy Clin. Immunol., 138 (4), 943-955.

Kilic, 1., Cakaloz, I. and Atalay, E. (2007). Frequency of UDP glucuronosyltransferase
1 (UGT1A1l) gene promoter polymorphisms in neonates with prolonged and
pathological jaundice in the Denizli region of Turkey. Int. J. Clin. Pharmacol.
Ther., 45, 475-476.

Kim, J.K., Samaranayake, M. and Pradhan, S. (2009). Epigenetic mechanisms in
mammals. Cell Mol. Life Sci., 66, 596 — 612.

Kim, S.J., Kang, H.S., Chang, H.L., Jung, Y.C., Sim, H.B., Lee, K.S,, Ro, J., Lee, E.S.
(2008). Promoter hypomethylation of the N-acetyltransferase 1 gene in breast
cancer. Oncol. Rep., 19, 663-8.

King, C.D., Rios, G.R., Green, M.D., Tephly, T.R. (2000). UDP-
glucuronosyltransferases. Curr. Drug Metab., 1 (2), 143-161.

105


https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-1
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-2
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-3
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-5
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-6
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-7
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-8
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-9
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-10
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-11
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-12
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-13
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-14
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-15
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-16
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-17
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-18
https://www.nature.com/articles/nature12634#auth-19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tariq%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27144067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghias%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27144067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4850121/
javascript:void(0);
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ro%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18288399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18288399

Kohn, L.T., Corrigan, J.M. and Donaldson, M.S., (2000). To Err is human: building a
safer health system. Washington, D.C: National Academy Press; ISBN 0-309-
06837-1

Kunimoto T., Nitta, K., Tanaka, T., Uehara, N., Baba, H., Takeuchi, M., Yokokura, T.,
Sawada, S., Miyasaka, T., Mutai, M. (1987). Antitumor Activity of 7-Ethyl-10-[4-
(I-piperidino)-1-piperidino] carbonyloxy camptothecin, a Novel Water-soluble

Derivative of Camptothecin, against Murine Tumors. Cancer Res., 47, 5944-5947.

Kunkel, T.A. and Erie, D.A. (2005). DNA mismatch repair. Annu. Rev. Biochem., 74,
681-710.

Kwon, M.S., Kim, S.J., Lee, S.Y., Jeong, J.H., Lee, E.S., Kang, H.S. (2006). Epigenetic
silencing of the sulfotransferase 1Al gene by hypermethylation in breast tissue.
Oncol. Rep., 15, 27-32.

Labianca, R., Nordlinger, B., Beretta, G.D., Mosconi, S., Mandala, M., Cervantes, A.,
Arnold, D. (2013). Early colon cancer: ESMO Clinical Practice Guidelines for
diagnosis, treatment and follow-up. Ann. Onco., 6 (1), 64-72.

Lansdorp-Vogelaar, 1., Kuntz, K.M., Knudsen, A.B., van Ballegooijen, M., Zauber,
A.G., Jemal A. (2012). Contribution of screening and survival differences to racial
disparities in colorectal cancer rates. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 21 (5),
728-36.

Lazarou, J., Pomeranz, B. and Corey, P. (1998). Incidence of adverse drug reactions in
hospitalized patients. JAMA, 279, 1200-1205.

Lee, K.C., Ou, Y.C., Hu, W.H., Liu, C.-C., Chen, H.H. (2016). Meta-analysis of
outcomes of patients with stage IV colorectal cancer managed with
chemotherapy/radiochemotherapy ~ with  and  without  primary  tumor
resection. Oncotargets. Ther., 9, 7059-7069.

Li, E. (2002). Chromatin Modification and Epigenetic Reprogramming in Mammalian
Development. Nature Reviews, 3 (9), 662-673.

Li, M.M., Wang, WP., Wu, W.J., Huang, M., Yu, A.M. (2014). Rapid production of

novel pre-microRNA agent hsa-mir-27b in Escherichia coli using recombinant

106


javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Ballegooijen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22514249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zauber%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22514249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zauber%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22514249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jemal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22514249

RNA technology for functional studies in mammalian cells. Drug Metab. Dispos.,
42 (11), 1791-5.

Li, X.L., Zhou, J., Chen, Z.R., Chng, W.J. (2015). p53 mutations in colorectal cancer-

molecular pathogenesis and pharmacological reactivation. World J Gastroenterol.,
21 (1), 84-93.

Li, Y., Cui, Y., Hart, S.N., Klaassen, C.D., Zhong, X.B. (2009). Dynamic patterns of

histone methylation are associated with ontogenic expression of the Cyp3a genes
during mouse liver maturation. Mol. Pharmacol., 75, 1171-9

Liang, P.S., Chen, T.Y. and Giovannucci, E. (2009). Cigarette smoking and colorectal

cancer incidence and mortality: systematic review and meta-analysis. Int. J
Cancer, 124 (10), 2406-15.

Liu, X.-H., Lu, J., Duan, W., Dai, Z.-M., Wang, M, Lin, S., Yang, P., Tian, T., Liu, K,,
Zhu, Y., Zheng, Y., Sheng, Q., Dai, Z.-J. (2017). Predictive Value of

UGT1A1*28 Polymorphism In Irinotecan-based Chemotherapy. J Cancer, 8 (4),
691-703.

Lopez, 1., Oliveira, L., Tucci, P., Alvarez-Valin, F., Coudry, R.A., Marin, M. (2012).

Different mutation profiles associated to P53 accumulation in colorectal cancer.
Gene, 499, 81-87.

Luo, W., Karpf, A. R., Deeb, K. K., Muindi, J. R., Morrison, C. D., Johnson, C. S.,

Trump, D. L. (2010). Epigenetic Regulation of Vitamin D 24-

Hydroxylase/CYP24Al in Human Prostate Cancer. Cancer Research, 70 (14),
5953-5962.

Lynch, H.T., Lynch, J.F., Lynch, P.M., Attard, T. (2008). Hereditary colorectal cancer

syndromes: molecular genetics, genetic counseling, diagnosis and management.
Fam. Cancer, 7 (1), 27-39.

Ma, Y., Yang, Y., Wang F, Zhang, P., Shi, C., Zou, Y., Qin, H. (2013). Obesity and risk

of colorectal cancer: a systematic review of prospective studies. PLoS One, 8
(1):€53916. doi: 10.1371/journal.pone.0053916

107



Majchrzak-Celinska, A. and Baer-Dubowska, W. (2017). Pharmacoepigenetics: an
element of personalized therapy? Expert Opin. Drug Metab. Toxicol., 13 (4), 387-
398.

Markowitz, S.D. and Bertagnolli, M.M. (2009). Molecular Origins of Cancer:
Molecular Basis of Colorectal Cancer. N. Engl. J. Med, 361 (25), 2449-60.

Massacesi, C., Terrazzino, S., Marcucci, F., Rocchi, M.B., Lippe, P., Bisonni, R.,
Lombardo, M., Pilone, A., Mattioli, R., Leon, A. (2006). Uridine diphosphate
glucuronosyltransferase 1Al promoter polymorphism predicts the risk of
gastrointestinal toxicity and fatigue induced by irinotecan-based chemotherapy.
Cancer,106 (5),1007-16.

Mathijssen, R.H.J., van Alphen, R.J., Verweij, J., Loos, W.J., Nooter, K., Stoter, G.,
Sparreboom, A. (2001). Clinical Pharmacokinetics and Metabolism of Irinotecan
(CPT-11). Clin. Cancer Res., 7, 2182-2194.

Mattick, J.S. (2004). RNA regulation: a new genetics? Nat. Rev. Genet., 5 (4), 316-323.

McCleary, N.J., Meyerhardt, J.A., Green, E., Yothers, G., Gramont, A., Cutsem, E.,
O'Connell, M., Twelves, C.J., Saltz, L.B., Haller, D.G., Sargent, D.J. (2013).
Impact of Age on the Efficacy of Newer Adjuvant Therapies in Patients With
Stage I1/111 Colon Cancer: Findings From the ACCENT Database. J Clin. Oncol.,
31 (20), 2600-2606.

Meissner, A., Mikkelsen, T. S., Gu, H., Wernig, M., Hanna, J., Sivachenko, A., Zhang,
X., Bernstein, B.E., Nusbaum, C., Jaffe, D.B., Gnirke, A., Jaenisch, R., Lander, E.
S. (2008). Genome-scale DNA methylation maps of pluripotent and differentiated
cells. Nature, 454 (7205), 766-770.

Meyer, U.A. (2000). Pharmacogenetics and adverse drug reactions. Lancet, 356 (9242),
1667-1671.

Mikeska, T. and Craig, J.M. (2014). DNA methylation biomarkers: cancer and beyond.
Genes, 5 (3), 821-64.

Mohn, F., Weber, M., Rebhan, M., Roloff, T.C., Richter, J., Stadler, M.B., Bibel, M.,
Schiibeler, D. (2008). Lineage-specific polycomb targets and de novo DNA

108


http://www.wikizero.org/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMyODQzNjkz
http://www.wikizero.org/index.php?q=aHR0cDovL3d3dy5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292L3BtYy9hcnRpY2xlcy9QTUMyODQzNjkz
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Terrazzino%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marcucci%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocchi%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lippe%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bisonni%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lombardo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pilone%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mattioli%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leon%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456808
http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/JCO.2013.49.6638
http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/JCO.2013.49.6638
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18600261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernstein%20BE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18600261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nusbaum%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18600261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaffe%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18600261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gnirke%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18600261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaenisch%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18600261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohn%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18514006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weber%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18514006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rebhan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18514006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roloff%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18514006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richter%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18514006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stadler%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18514006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bibel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18514006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sch%C3%BCbeler%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18514006

methylation define restriction and potential of neuronal progenitors. Mol. Cell.,
30, 755-766.

Monod, J. (1970). Rastlant: ve Zorunluluk (¢ev. Elodie Eda Moreau). Istanbul: Alfa
Basim Yay.

Moore, L.D., Le, T. and Fan, G. (2013). DNA Methylation and Its Basic Function.
Neuropsychopharmacol., 38 (1), 23-38.

Moore, T.J., Cohen, M.R. and Furberg, C.D. (2007). Serious adverse drug events
reported to the Food and Drug Administration, 1998-2005. Archintern. Med., 167,
1752-1759.

Moriniére, J., Rousseaux, S., Steuerwald, U., Soler-Lopez, M., Curtet, S., Vitte, A.L.,
Govin, J., Gaucher, J., Sadoul, K., Hart, D.J., Krijgsveld, J., Khochbin, S., Miiller,
C.W., Petosa, C. (2009). Cooperative binding of two acetylation marks on a
histone tail by a single bromodomain. Nature, 461 (7264), 664-8.

Muslu, N., Turhan, A.B., Eskandari, G., Atici, A., Ozturk, O.G., Kul, S., Atik, U.
(2007). The frequency of UDP-glucuronosyltransferase 1A1 promoter region
(TA)7 polymorphism in newborns and its relation with jaundice. J Trop. Pediatr.,
53, 64-68.

Miiller, M.F., Ibrahim, A.E.K. and Arends, M.J. (2016). Molecular pathological
classification of colorectal cancer. Virchows Arch., 469, 125-134.

Nagar, S. and Blanchard, R.L. (2006). Pharmacogenetics of uridine diphospho
glucuronosyltransferase (UGT)1A family members and its role in patient response
to irinotecan. Drug Metab. Rev., 38, 393- 409.

Nakamura, Y., (2008). Pharmacogenomics and drug toxicity. N. Engl. J Med., 359, 856.

National Cancer Institute, PDQ® Screening and Prevention Editorial Board, PDQ
Colorectal Cancer Prevention (2017). Bethesda, MD: National Cancer Institute.
https://www.cancer.gov/types/colorectal/hp/colorectal-prevention-pdq (Erigim
tarihi, 12.05.2017)

Oda, S., Fukami, T., Yokoi, T., Nakajima, M. (2013). Epigenetic Regulation Is a
Crucial Factor in the Repression of UGT1A1 Expression in the Human Kidney.
Drug Metab. Dispos., 41, 1738-1743.

109


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20LD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22781841
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22781841
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fan%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22781841
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morini%C3%A8re%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rousseaux%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steuerwald%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soler-L%C3%B3pez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curtet%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vitte%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Govin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaucher%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sadoul%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hart%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krijgsveld%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khochbin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCller%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCller%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petosa%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19794495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19794495?dopt=Abstract
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muslu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17166930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Turhan%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17166930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eskandari%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17166930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atici%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17166930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozturk%20OG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17166930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kul%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17166930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atik%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17166930
https://www.cancer.gov/types/colorectal/hp/colorectal-prevention-pdq%20(Erişim

Olsson, M., Gustafsson, O., Skogastierna, C., Tolf, A., Rietz, B.D., Morfin, R., Rane,
A., Ekstrom, L. (2007). Regulation and expression of human CYP7B1 in prostate:
overexpression of CYP7B1 during progression of prostatic adenocarcinoma.
Prostate, 67, 1439-46.

Ortega, V. E., and Meyers, D. A. (2014). Pharmacogenetics: Implications of Race and
Ethnicity on Defining Genetic Profiles for Personalized Medicine. J Allergy Clin.
Immunol., 133 (1), 16-26.

Palaghia, M., Prelipcean, C.C., Cotea, E., Vlad N., Leneschi, L., Bejan, V., Perianu, L.,
Vasilescu, A., Tarcoveanu, E. (2014). Metastatic Colorectal Cancer: Review of
Diagnosis and Treatment Options. JS, 10, 249-256.

Palazzo, A.F. and Lee, E.S. (2015). Non-coding RNA: what is functional and what is
junk? Front. Genet., 6, 2.

Palomaki, G.E., Bradley, L.A., Douglas, M.P., Kolor, K., Dotson, W.D. (2009). Can
UGT1A1 genotyping reduce morbidity and mortality in patients with metastatic
colorectal cancer treated with irinotecan? An evidence-based review. Genet. Med.,
11 (1), 21-34.

Pan, Y.Z., Gao, W. and Yu, A.M. (2009). MicroRNAs regulate CYP3A4 expression via
direct and indirect targeting. Drug Metab. Dispos., 37 (10), 2112-7.

Pangilinan, J., Khan, G. and Zalupski, M. (2008). Irinotecan pharmacogenetics: an
overview for the community oncologist. Commun. Oncol., 5 (2), 99-103.

Papadopoulos, N., Nicolaides, N.C., Wei, Y.F., Ruben, S.M., Carter, K.C., Rosen, C.A.,
Haseltine, W.A., Fleischmann, R.D., Fraser, C.M., Adams, M.D., Venter, J.C.,
Hamilton, S.R., Petersen, G.M., Watson, P., Lynch, H.T., Peltomaki, P., Mecklin,
J.P., De la Chapelle, A., Kinzler, K.W., Vogelstein, B. (1994). Mutation of a mutL
homolog in hereditary colon cancer. Science, 263 (5153), 1625-1629.

Pardo Cabello, A., Del Pozo Gavildn, E., Gomez Jiménez, F., Mota Rodriguez, C., Luna
Del Castillo, J., Puche Canas, E. (2016). Drug-related mortality among inpatients:
a retrospective observational study. Eur. J Clin. Pharmacol., 72, 731-736.

Patel, J.N. and Papachristos, A. (2015). Personalizing chemotherapy dosing using

pharmacological methods. Cancer Chemother Pharmacol, 76, 879-896.

110


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rane%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17639508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rane%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17639508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ekstr%C3%B6m%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17639508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3933289/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3933289/

Peedicayil, J.  (2008).  Pharmacoepigenetics and  pharmacoepigenomics.
Pharmacogenomics, 9 (12), 1785-1786.

Peng, L. and Zhong, X. (2015). Epigenetic regulation of drug metabolism and transport.
Acta Pharm. Sinica B, 5 (2), 106-112

Personalized Medicine Coalition (2011). The Case for Personalized Medicine; Nature
doi:10.1038/nature.2014.14530

Phillips, K.A., Veenstra, D.L., Oren, E., Lee, J.K., Sadee, W. (2001). Potential role of
pharmacogenomics in reducing adverse drug reactions: a systematic review.
JAMA, 286 (18), 2270-2279.

Phillips, T. (2008). The role of methylation in gene expression. Nature Education, 1 (1),
116.

Rando, O.J., (2012). Combinatorial complexity in chromatin structure and function:
revisiting the histone code. Curr. Opin. Genet. Dev., 22 (2), 148-155.

Redinbo, M.R., Stewart, L., Kuhn, P., Champoux, J.J., Hol, W.G. (1998). Crystal
structures of human topoisomerase | in covalent and noncovalent complexes with
DNA. Science, 279 (5356), 1504-13.

Rinn, J.L. and Chang, H.Y. (2012). Genome regulation by long noncoding RNAs. Annu.
Rev. Biochem., 81, 145-66.

Rupaimoole, R., Han, H.D., Lopez-Berestein, G., Sood, A.K. (2011). MicroRNA
therapeutics: principles, expectations, and challenges. Chin. J Cancer, 30 (6), 368-
70.

Russo, A., Bazan, V., lacopetta, B., Kerr, D., Soussi, T., Gebbia, N. (2005). The TP53
colorectal cancer international collaborative study on the prognostic and
predictive significance of p53 mutation: influence of tumor site, type of mutation,
and adjuvant treatment. J Clin. Oncol., 23, 7518-7528.

Ryan, K.M., Phillips, A.C. and Vousden, K.H. (2001). Regulation and function of the
p53 tumor suppressor protein. Curr. Opin. Cell Biol., 13, 332-337.

Sanoff, H.K., Carpenter, W.R., Stiirmer, T., Goldberg, R.M., Martin, C.F., Fine, J.P.,
McCleary, N.J., Meyerhardt, J.A., Niland, J.,, Kahn, K.L., Schymura, M.J.,

111


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959437X1200024X#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0959437X/22/2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Redinbo%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9488644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stewart%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9488644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuhn%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9488644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Champoux%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9488644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hol%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9488644
http://ascopubs.org/author/Sanoff%2C+Hanna+K
http://ascopubs.org/author/Carpenter%2C+William+R
http://ascopubs.org/author/St%C3%BCrmer%2C+Til
http://ascopubs.org/author/Goldberg%2C+Richard+M
http://ascopubs.org/author/Martin%2C+Christopher+F
http://ascopubs.org/author/Fine%2C+Jason+P
http://ascopubs.org/author/McCleary%2C+Nadine+Jackson
http://ascopubs.org/author/Meyerhardt%2C+Jeffrey+A
http://ascopubs.org/author/Niland%2C+Joyce
http://ascopubs.org/author/Kahn%2C+Katherine+L
http://ascopubs.org/author/Schymura%2C+Maria+J

Schrag, D. (2012). Effect of Adjuvant Chemotherapy on Survival of Patients With
Stage Il Colon Cancer Diagnosed After Age 75 Years. Clinical Oncology, 30,
2624-2634.

Sardas, S. and Akici, A. (2007). Advers ilag reaksiyonlarinda farmakogenomigin klinige
yansimas1. /KU, 18, 34-38.

Sawicka, A. and Seiser, C. (2012). Histone H3 phosphorylation — A versatile chromatin
modification for different occasions. Biochimie., 94 (11), 2193-2201.

Saxonov, S., Berg, P. and Brutlag, D.L. (2006). A genome-wide analysis of CpG
dinucleotides in the human genome distinguishes two distinct classes of
promoters. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103, 1412-1417.

Sayitoglu, M. (2007). Kanser Tedavisine Farmakogenetik Yaklagim. Turkiye Klinikleri
J Med. Sci., 27 (3), 434-441.

Schroth, W., Goetz, M.P., Hamann, U., Fasching, P.A., Schmidt, M., Winter, S., Fritz,
P., Simon, W., Suman, V.J., Ames, M.M., Safgren, S.L., Kuffel, M.J., Ulmer,
H.U., Bolander, J., Strick, R., Beckmann, M.W., Koelbl, H., Weinshilboum, R.M.,
Ingle, J.N., Eichelbaum, M., Schwab, M., Brauch, H. (2009). Association between
CYP2D6 polymorphisms and outcomes among women with early stage breast
cancer treated with tamoxifen. JAMA, 302 (13), 1429-36.

Schiibeler, D. (2015). Function and information content of DNA methylation.
Nature, 517, 321-326.

Sharma, R., Panda, N.K. and Khullar, M. (2010). Hypermethylation of carcinogen
metabolism genes, CYP1Al, CYP2A13 and GSTML1 genes in head and neck
cancer. Oral Dis., 16, 668-73.

Shen, L., Kondo, Y., Guo, Y., Zhang, J., Zhang, L., Ahmed, S., Shu, J., Chen, X.,
Waterland, R.A., Issa, J.P.J. (2007). Genome-Wide Profiling of DNA Methylation
Reveals a Class of Normally Methylated CpG Island Promoters. PLoS Genetics, 3
(10), 2023-2036.

Shepherd, G., Mohorn, P., Yacoub, K., May, D.W. (2012). Adverse drug reaction
deaths reported in United States vital statistics, 1999-2006. Ann. Pharmacother.,
46 (2), 169-75.

112


http://ascopubs.org/author/Schrag%2C+Deborah
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shepherd%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253191
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohorn%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253191
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yacoub%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253191
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=May%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253191
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22253191

Sissung, T.M., Troutman, S.M., Campbell, T.J., Pressler, H.M., Sung, H., Bates, S.E.
(2012). Transporter pharmacogenetics: transporter polymorphisms affect normal

physiology, diseases, and pharmacotherapy. Discov. Med., 13, 19-34.

Spear, B.B., Heath-Chiozzi, M. and Huff, J. (2001). Clinical application of
pharmacogenetics. Trends. Mol. Med., 7 (5), 201-204.

Stamatoyannopoulos, J.A. and Dunham, I. (2008). Epigenomics at the tipping point.
Foreword. Pharmacogenomics, 9 (12), 1781-1783

Sugatani, J., Nishitani, S., Yamakawa, K., Yoshinari, K., Sueyoshi, T., Negishi, M.,
Miwa, M. (2005). Transcriptional regulation of human UGT1A1 gene expression:
activated  glucocorticoid  receptor  enhances  constitutive  androstane
receptor/pregnane X receptor-mediated UDP-glucuronosyltransferase 1Al
regulation with glucocorticoid receptor-interacting protein 1. Mol. Pharmacol., 67
(3), 845-55.

Sugatani, J., Osabe, M., Wada, T., Yamakawa, K., Yamazaki, Y., Takahashi, T., Ikari,
A., Miwa, M. (2008). Comparison of enzymatically synthesized inulin, resistant
maltodextrin and clofibrate effects on biomarkers of metabolic disease in rats fed
a high-fat and high-sucrose (cafeteria) diet. Eur. J Nutr., 47(4), 192-200.

Surveillance Research Program (2013). National Cancer Institute. SEER*Stat Versiyon
8.1.2. Bethesda, MD: National Cancer Institute.

T.C. Saglik Bakanlig1 Kanser Savas Daire Bagkanligi, (2003). Yayin No:582

Takano, M., and Sugiyama, T. (2017). UGT1AL polymorphisms in cancer: impact on

irinotecan treatment. Pharmacogenomics and Personalized Medicine, 10, 61-68.

Tan, C. and Du, X. (2012). KRAS mutation testing in metastatic colorectal cancer.
WJG, 18 (37), 5171-5180.
The 1000 Genomes Project Consortium (2010). A map of human genome variation

from population-scale sequencing. Nature, 467, 1061-1073

Thorn, C.F., Klein, T.E. and Altman, R.B. (2010). Pharmacogenomics and
bioinformatics: PharmGKB. Pharmacogenomics, 11 (4), 501-505.

113


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spear%20BB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11325631
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heath-Chiozzi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11325631
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huff%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11325631
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sugatani%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nishitani%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamakawa%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshinari%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sueyoshi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Negishi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miwa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15557560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sugatani%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osabe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wada%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamakawa%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamazaki%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ikari%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ikari%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miwa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18560790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18560790
https://www.nature.com/articles/nature09534#group-1

Toffoli, G., Cecchin, E., Corona, G., Russo, A., Buonadonna, A., D'Andrea, M., Pasetto,
L.M,, Pessa, S., Errante, D., De Pangher, V., Giusto, M., Medici, M., Gaion,
F., Sandri, P., Galligioni, E., Bonura, S., Boccalon, M., Biason, P., Frustaci, S.
(2006). The role of UGT1A1*28 polymorphism in the pharmacodynamics and
pharmacokinetics of irinotecan in patients with metastatic colorectal cancer. J
Clin. Oncol., 24, 3061-3068.

Toffoli, G., Giodini, L., Buonadonna, A., Berretta, M., De Paoli, A., Scalone, S., Miolo,
G., Mini, E., Nobili, S., Lonardi, S., Pella, N., Lo Re, G., Montico, M., Roncato,
R., Dreussi, E., Gagno, S., Cecchin, E. (2015). Clinical validity of a DPY D-based
pharmacogenetic test to predict severe toxicity to fluoropyrimidines. Int. J
Cancer, 137 (12), 2971-2980.

Tsuchiya, Y., Nakajima, M., Takagi, S., Taniya, T., Yokoi, T. (2006). microRNA
regulates the expression of human cytochrome P450 1B1. Cancer Res., 66, 9090—
8.

Ulgenalp, A., Duman, N., Schaefer, F.V., Whetsell, L., Bora, E., Giilcan, H., Kumral,
A., Oren, H., Giray, O., Er¢al, D., Ozkan, H. (2003). Analyses of polymorphism
for UGT1*1 exon 1 promoter in neonates with pathologic and prolonged jaundice.
Biol. Neonate., 83, 258-262.

Vaissiere, T., Sawan, C. and Herceg, Z. (2008). Epigenetic interplay between histone
modifications and DNA methylation in gene silencing. Mutat. Res., 659 (1-2), 40-
8.

Van Tongelen, A., Loriot, A., De Smet, C. (2017). Oncogenic roles of DNA
hypomethylation through the activation of cancer-germline genes. Cancer Lett.,
396, 130-137.

Verhoe, C., Wilt, J.H., Burger, JW.A., Verheu, H.M.V., Koopman, M. (2011). Surgery
of the primary in stage 1V colorectal cancer with unresectable metastases. Eur. J
Cancer, 47, 61-66.

Vieira, |., Pasanen, M., Raunio, H., Cresteil, T. (1998). Expression of CYP2E1 in
human lung and kidney during development and in full-term placenta: a
differential methylation of the gene is involved in the regulation process.
Pharmacol. Toxicol., 83, 183-7.

114


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecchin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corona%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Russo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buonadonna%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%27Andrea%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pasetto%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pasetto%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pessa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Errante%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Pangher%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giusto%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medici%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaion%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaion%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandri%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galligioni%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonura%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boccalon%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biason%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frustaci%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toffoli%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giodini%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buonadonna%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berretta%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Paoli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scalone%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miolo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miolo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mini%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nobili%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lonardi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pella%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lo%20Re%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montico%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roncato%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roncato%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dreussi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gagno%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecchin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26099996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26099996
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

Vogel, A., Hofheinz, R.D., Kubicka, S., Arnold, D. (2017). Treatment decisions in
metastatic colorectal cancer — Beyond first and second line combination therapies.
Cancer Treat. Rev., 59, 54-60.

Wall, M.E., Wani, M.C., Cook, C.E., Palmer, K.H., McPhail, A.T., Sim, G.A. (1966)
Plant antitumor agents. I. The isolation and structure of camptothecine, a novel
alkaloidal leukemia and tumor inhibitor from Camptotheca acuminata. J Am.
Chem. Soc., 88, 3888-3890.

Watson, J.D. and Crick, F.H.C. (1953). A structure for deoxyribose nucleic
acid. Nature, 171, 737-738.

Weake, V.M. and Workman, J.L. (2008). Histone Ubiquitination: Triggering Gene
Activity. Molecular. Cell, 29, 653-663.

Weber, M., Hellmann, 1., Stadler, M.B., Ramos, L., Pdéibo, S., Rebhan, M., Schiibeler,
D. (2007). Distribution, silencing potential and evolutionary impact of promoter
DNA methylation in the human genome. Nat. Genet., 39, 457-466.

Weinhold, B. (2006). Epigenetics: The Science of Change. Environ. Health Persp., 114
(3), A160-A167.

Weisenberger, D.J., Siegmund, K.D., Campan, M., Young, J., Long, T.l., Faasse, M.A.,
Kang, G.H., Widschwendter, M., Weener, D., Buchanan, D., Koh, H., Simms, L.,
Barker, M., Leggett, B., Levine, J., Kim, M., French, A.J., Thibodeau, S.N., Jass,
J., Haile, R., Laird, P.W. (2006). CpG island methylator phenotype underlies
sporadic microsatellite instability and is tightly associated with BRAF mutation in
colorectal cancer. Nat. Genet., 38 (7), 787-93.

Weng, L., Zhang, L., Peng, Y., Huang, R.S. (2013). Pharmacogenetics and
Pharmacogenomics: A  Bridge to Individualized Cancer Therapy.
Pharmacogenom, 14 (3), 15-24.

Wheeler, H.E., Maitland, M.L., Dolan, M.E., Cox, N.J., Ratain, M.J. (2013). Cancer
pharmacogenomics: strategies and challenges. Nat. Rev. Genet., 14 (1), 23-34.

Wilmink, A.B.M. (1997). Overview of the epidemiology of colorectal cancer. Dis.
Colon. Rectum, 40 (4), 483-493.

115


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weber%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17334365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hellmann%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17334365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stadler%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17334365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramos%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17334365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A4%C3%A4bo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17334365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rebhan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17334365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sch%C3%BCbeler%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17334365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sch%C3%BCbeler%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17334365

Wilson, 1.D. (2009). Drugs, bugs, and personalized medicine: pharmacometabonomics
enters the ring, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 106 (34), 14187-14188.

World Cancer Research Fund and American Institute for Cancer Research, (2007).
Food, Nutrition, Physical Activity, and the Prevention of Cancer: A Global

Perspective. Washington, DC: American Institute for Cancer Research

World Health  Organization, World Cancer Report, 2014. pp. Chapter
5.5. ISBN 9283204298.

Xu, C., Li, CY. and Kong, A.N. (2005). Induction of phase I, Il and Il drug
metabolism/transport by xenobiotics. Arch. Pharm. Res., 28 (3), 249-68.

Xu, C., Tang, X., Qu, Y., Keyoumu, S., Zhou, N., Tang, Y. (2016). UGT1A1 gene
polymorphism is associated with toxicity and clinical efficacy of irinotecan-based
chemotherapy in patients with advanced colorectal cancer. Cancer Chemother.
Pharmacol., 78, 119-130.

Yasar, U., Greenblatt, D.J., Guillemette C., Court, M.H. (2013). Evidence for regulation
of UDP-glucuronosyltransferase (UGT) 1ALl protein expression and activity via
DNA methylation in healthy human livers Royal Pharmaceutical Society. J
Pharm. Pharmacol., 65, 874-883.

Yu, A.-M. Tian, Y., Tu, M.J., Ho, P.Y. lJilek, JL. (2016). MicroRNA
Pharmacoepigenetics:  Posttranscriptional Regulation Mechanisms  behind
Variable Drug Disposition and Strategy to Develop More Effective
Therapy. Drug Metab. Dispos., 44 (3), 308-3109.

Yu, J., Zhu, T., Wang, Z., Zhang, H., Qian, Z., Xu, H., Gao, B., Wang, W., Gu,
L., Meng, J., Wang, J., Feng, X,, Li, Y., Yao, X., Zhu, J. (2007). A novel set of
DNA methylation markers in urine sediments for sensitive/specific detection of
bladder cancer. Clin. Cancer Res., 13, 7296-304.

Yueh, M.F., Huang, Y.H., Hiller, A., Chen, S., Nguyen, N., Tukey, R.H. (2003).
Involvement of the xenobiotic response element (XRE) in Ah receptor-mediated
induction of human UDP-glucuronosyltransferase 1A1. J Biol. Chem., 278 (17),
15001-6.

116


http://www.wikizero.org/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvSW50ZXJuYXRpb25hbF9TdGFuZGFyZF9Cb29rX051bWJlcg
http://www.wikizero.org/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvU3BlY2lhbDpCb29rU291cmNlcy85MjgzMjA0Mjk4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15832810
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15832810
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kong%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15832810
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15832810
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meng%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feng%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yao%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yueh%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12566446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12566446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hiller%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12566446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12566446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12566446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tukey%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12566446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12566446

Zandi, R., Selivanova, G., Christensen, C.L., Gerds, T.A. Willumsen, B.M., Poulsen,
H.S. (2011). PRIMA-1Met/APR-246 induces apoptosis and tumor growth delay in

small cell lung cancer expressing mutant p53. Clin. Cancer Res., 17, 2830-2841.

Zanger, U.M. and Schwab, M. (2013). Cytochrome P450 enzymes in drug metabolism:
Regulation of gene expression, enzyme activities, and impact of genetic variation.
Pharmacol. Therapeut., 138 (1), 103-141.

Zeng, L., Chen, Y., Wang, Y., Yu, L.R., Knox, B., Chen, J., Shi, T., Chen, S., Ren, Z.,
Guo, L., Wu, Y., Liu, D., Huang, K., Tong, W., Yu, D., Ning, B. (2017).
MicroRNA hsa-miR-370-3p suppresses the expression and induction of CYP2D6
by facilitating mRNA degradation. Biocheml Pharmacol, 140, 139-149.

Zhang, T., Cooper, S. and Brockdorff, N. (2015). The interplay of histone modifications
— writers that read. EMBO reports, 16, 1467-1481.

Zhao, Y. and Garcia, B.A. (2015). Comprehensive Catalog of Currently Documented
Histone Modifications. Cold Spring Harb Perspect Biol, 7, a025064

117


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725813000065#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725813000065#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01637258/138/1

EK-1a. TITCK Etik kurul onay
¥

. Tc | G okt o 60683
SAGLIE BAFKANWLIGI Gy Evrak Tardhi: 14.05. 3045

Turkiye [lag we Tibbi Cihaz Konmm ﬁf‘ﬁiﬂm

Sam - 26247020-514-05-01
Kom - Giizlemsel Calisma [2014-PM5-61]

Savin Drr. Meral GUNALDT
Bakwkév Dr. Sadi Komk Egitim Arashrma Hastanesi
Tivbi Oukoloji
ISTANBUL

flgi  :Bakanhk evrak kayat 20.03 2015 tardhli, 0057112 sayih ve 1644670 e-takip mumaral
VAZIIE.

Dr. Meral GUNALDIT -immlulu"glmdn yapimasn planlanan ve agaguda bilgilen verilen
gahsma bagvuru dosyas: ilgili mevauat gerefince incelenmds ohip;
Bakanhk evrak giry 15102014 @ohli ve 193620 saph vam ekinde belirfilen
merkezlarde calizmamm baglamaz oygun alormmesur.

Argtmmanm Ad Eolon kmnsen tedavisinde ininotekan ilag cevam
etkileyven farmakogensiik ve farmakospigenetik
faktdrler

Eoordinator Merkez Bakwkiy Dir. Sadi Feouk Efftim Arastma
Hastamesi Tibhi Onkaoloji

Eoordinator /Serombhy Arastmmacr Dz, Memal GUNALDI

Cahsmamn gincel Helsinki Bildirgesine ve Gozlemsel Qag Cahsmalan Kilavurmma
uyzun alarak yimmilmesi,

(ahgmaya, hakkmda bilg toplanan etkin maddeyi iperen fim mismhzarlann dahil

Standart ohbi bakimn dizinda gerskli elabilecek tAm islemlerin destekleyici,
destekleyicl voksa keordinator helim (fek merkezli fahsmalarda kanhmeo hekim) mmfndan
karsilanmas,

Hasta gahgmaya dakil edilmedsn fnce tedavisine baglaminmg almaz,

Cahgma kapmrya agilk bir veritabanma kxypdeditmeli uluslararas kamuya agk bir
veritabanma  kaydedilecekse. kaydedilen bilgiler ile Tirkiye'de onay almis cabsma
hilglenimin birbin ile wyumin olmas,

Cahsmamn baslamamas:, ipmli veva sonlandnimas: halinde tarafimza  bilgi
verilmes,

(Cahgma siresince ormya ¢ikan advers olaylann teaksiyonlann, ilgili mevroata gore
hildirlmesi,

Bu beige S0P sl Bedtronik Iman Kamenu uyannia sleltronik olamk imeaianmighr.
Dodadrmain hitpes | fe- bebarmiber Siok gow frsimesfeimasioomnolaspe adresinden kool edilebdi
Gilwanll sheltronik imzali ash e aymdir.

Sogibterd Mlahallesd, 2176 50kak No:J 06320 Canloya/ ANEARA
Tal: {0 312) 218 30 00— Fax - {0 312) 218 33 54



1 (52005 (83709 Tarh Ve G055 Sayl Yacren Devands/Bidr

. TC. .
SAGLIK BAKANLIGI

Tiirkiye Ilag we Tibbi Cihaz Kunmm

Cahsmamn senuoumm ve yilhik bildinm forpmmun tarafimiza génderilmesi,

Cahgmarm kizize] verjlerin gizlilifine ravet edilmek kaydivla kapmrya agik bir veri
tabamna kaydedilmesd, ninslararas kamuya agk bir verfabamna kaydedilecekse, kavdedilen
bilgler e Tiarkiye'de omay alous falisma bilgilenmin birbin ile wpmlo olmas:
perekmekiadir

Yammazm bir Groeginin izl etk kol iletiimesi bususunda bilginizi ve geregini rica
edarim.

Dr. Hakk: GURS0Z
Fomum Bagkam a.
Baskan Yardmacsa

Bu belge 5070 syl Bekironik Iman Karnenu uvanno sleldronik olamk imezatanmeshr.

Dokodman hitpec ' fe- lsbamiber ook gow nbeimez oy edmosdkominol_aspe admesinden kool edilebdi.
Glwenli ehelitronik imzsl ash ile aymedir.

Eognedzd Mahallesi 2176 Sokak No:d 06320 Canloya/ ANKARA
Tal: {0 312) 216 30 00— Fam - (0 31Z) 216 33 54



EK-1b ESOGU Tip Fakiiltesi Etik Kurul Onay1

ESKISEHIR OSMANGAZI UNiVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU BASKANLIGI

Fral. De Sedma METINTAY
] r
Etzdu;.:wmm Uravemonen Sayi: 80558721/ 12_ Lj
g P ¢ : Exlk - .
Filk Sab s Arsdites Dl Konu: Exlk Kural Karon Ny
Pral. Dr.basms Salias KILIG 18 ¥arl WH
(Baghan Yardinowd
Eddogsebly Osvasgas Usiversacs
T Fobnkss
Tbi Farrnakobos Axsedin Dody

Ary Gre DeNIMer DEMIRSOY
(Mxperitr)

Fibsehs ¢ 7

I'p .’;:;::' .~ Eatnioon Sayin, Uzm.Dr.Meral GUNALDI
Tip Tanhd v Bab Al Dus Bakirksy Dr.Sadi Konuk Egitim ve Arngtirma Hastanesi
Prod Dr.Y bt AKGON Tibbi Onkoloji Bakiimii
Bikiet Osmapazi Canersici

Tip Fekulisi

Tibbi Mikrabipoion Axshiin Deb

Peod. Dr.Orckan ALATAS

ke Oievagzed Droverason

Tip Fakidpeni

TIRb Bnvokdo sy Aneddlin Dul

mﬂgtipﬁw‘mh Tarafinuzdan yirlittimekte olan “Kolon kanseri tedavisinde irinotekan ilag
Tip Fisakeg AT © cevabim etkileyen farmakogenetik ve Sarmakoepigenctik fakvirler™ baghkh proje
Phatik Redontrited ve bakkinda alman karar iligikte ginderiimistir.

Extctk Cermyl Apabilen Ok g Vag' el = i LOX 8" '

A Bilgilerinizi ve gereftini sayg: ile rica ederim.
Edbspehir Owrargan Oriven oy

Tp Fabalied Cook S0 g v

Hondcbn Asdiin Del

Pral De NiNTer ERKASAP
skt Oamas gt Univers desd
To Pododiesi

Frepebop Arsbikes Dad

Prof Dr. Biter GORENEX
Fikigete: Oirsasgin Uninarstent
Top Pukitiend

Karciwba) Arabiim Dify

ProL Dr. Birgd! VELKEN
PdasstarOanangn Unversiad
Ty Faiees ?
fretedi v lasnn o Dr.Selms METINTAS
Eub Kwul Baghan

' J - X »
';’,‘f,,";,'g::,’::,’,“ g,‘,,m, Eskisehr Osmangazl Universites|
Dy Hekimig Fabtdien Klinik Aragtrmaler E2ik Kuruba

Yrd Do Dy, Nazziye OZENEAS
BOYDAG

Azsdobs Usrrerveal

Hnkuk Fakndwsi

OrEeatithgen YAZ GOZEY
Scipetur Ogmoogazi Orivesivs:
Ty Facaved

Sk, Uy vz A Ha Benasesl
Bapa05c0sy Mumtals TEZEL
TOLOMSAS Cerel Noda ko
Vired Cosit LLADAG

Exgder Yo Maderiaps
Mader Yaoderean

Edk Kot Sehrenoriis
Ares SERTTAS
Tok 0222 23923 79 ) 4650




d

ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU BASKANLIGI

GORUS FORMU

13 Nbsan 2013 sarik ve 28617 sayili Resmi Gazete'de yaymlasan Klinik Aragtmmalae Hakkieda Yineoueligin
“MADDE 26 - (1) Etik kurullar ginallnlerin hakbir, glivenligs ve esenliinin korunmas) amaciyl ansshiros ide
igili diger koaulnn yim s gisddizlrin bilgilendirilmesnde wullamlscak yntem ve belgeier e bo Kigilerden
sleocat: ourler hakkinds Aiimse! we ek ponden dederlendirme yupmak smacyh, lysleran ¢ofmbudu
doktora veya bipty wemaalik seviyesinde egnimli saghk mesick mensubu olan, en &2 yedi ve ea <ok on beg
lyeden ohgturoks” ve “MADDE 26 = (1) Klinik Arastemaky Btk Kuraka, biyoyararisum-biyoesdegerlik
calismatan digmdski arastemalan Wilmse! ve ek pindiy dederiendmmok igin kureler.” maddeleri gerepi Bk
Kl cahigmmlin *bilimesel ve etk yonden " inceler,

“Kolon kanseri tedavisinde irinotekan ilac cevabine etkileyen furmakogenetik ve
Sarmakoepigenetik faktorler™ daghkl proje ile ilgili etik kurulumuzun gorisa agafidadar.

Aragtirma Projesinin Yariiticasi: Bakirkoy Dr.Sadi Koouk Egiiim ve Aragirma Hastanesi
Tibbs Onkoloji Balimi — Uzm.Dr Meral GUNALDI

Damsman: Anadolu Dniversitesi Fen Fakltesi Biyoloji Biitmii — Prof.Dr.Hulya SIVAS
(Doktore Tez Damgmant), Anzdolu Univessitesi Eczacilik Fakillest — Yrd. Dog. 1r.Candan
HIZEL (Doktora Tez Es Danugmasn )

Diger Cabsmacilar: Bakirkily Dr.8sdi Konuk E2itm ve Araglrma Hastanesi Patoloji Klinifi
- Doe.Dr.Damlaour SAKIZ, Baknkoy Dr.Sadi Konuk Egitim ve Aragurma Hastanesi -
DeSileyman BUYOKASIK, Anadolu Universitesi Fezacibk Fakiltesi - Uzm.Duygu
ABBASOGLU (Doktora Tez Sahibi)

25 Aralik 2014 tarih ve 21 sayili Eskisehir Osmangazi Universitesi Klinik Aragtirmalur
Euk Kurulu Giriisii:

Bakkdy Dr.Sadi Komuk Egitim ve Aragwma Hastanesi Tibbi Onkoloji  Bolama
Uszm.Dr Meral GUNALD] tarafindan yiirttilen “Kofon Kanseri tedavisinde irinotekan ilag
covabon etkileyen farmakogenetik ve farmakoepigenetik Saktorler" baghkl guhigmamn
garls ve dneriker dogruliusunda yapiimasinan uygun olduguma oy birligiyle karar verilmigtiv,
Caligmaya baslamadan dace Saghk Bakanlii Tiirkiye llag ve Tibbi Cihaz Kurumu'ndan izin
alinmas gerckmekiedir,

Cahgmamzde bagarlor dileriz

Uzm.Duygu ABBASOGLU nun (Anadolu Universitesi Fezaclik Fakdltesi) 18.02.2015
tarihli yazisi

uKolon kanseri tedavisinde irinotekan ilag cevabum etkileyen farmukogenetik  ve
farmakoepigenctik foktorer” baghkll gahgmamiz igin Saghk Bakanphfy’'ndan gelen yazi ve
ilgili vaz gerefiince yapilan depisiklikier ekte gonderiimigtie. Bilgilerinizi ve gereftini erz
eclertm,
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KARAR FORMU
o DAL =

. Karar Tarihi: 19 Subar 2014

| Karar Sayise: 33 l

4 I

Bekwkoy DrSadi Konuk Egitim ve Amgtrma Hastanest Tibbi Onkoloji Bolama |
Uzm.DeMeral GONALDI tarafindan yarinalen “Kofon Kanseri tedavisinde irinotekan lag
cevabim ethileyen farmakogenetik ve farmakoepigenctik faksirler™ baghkl galimanin
;_.unb; ve oneriler dogrultusunda yapilmasim uygun olduguna oy birdigsyle karar verilmigtir.

Calismaya beglamadan onee Saghk Bekonhig Tarkiyve [lag ve Tibbi Cihaz Kurumu®ndan k2in
alinmas gerekmektedir |

| Caligmazda basanJar dileriz.
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