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OZET
T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Sisplatin Kemoterapisine Bagh Bulanti - Kusmada Granisetron Etkisinin Cyp
1A1 ve Cyp 3A4 Polimorfizmi ile iliskisi

Sema GULER
Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Anabilim Dal1

Doktora Tezi / Konya — 2022

Bu calismada Sisplatin ile tedavi edilen kanser vakalarinda kemoterapiye bagl
gelisen bulantt - kusmada antiemetik bir ila¢ olan Granisetron etkisinin CYP1Al ve
CYP3A4 polimorfizmi ile iliskisi arastirilmstir

NEU Meram Tip Fakiiltesi ve KTO Karatay Universitesi Medicana Tip
Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Klinigine bagvuran, daha once kemoterapi almamis, >18
yas ve Karnofsky performans skalasi >%50 olan; Sisplatin bazli tek ajan veya
kombinasyon kemoterapisi olarak 50 mg/m? ya da tizerindeki dozda kemoterapotik
ajan alan 50 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Bu hastalara Sisplatin 6ncesi bulanti -
kusmanin Onlenmesi amaciyla premedikasyonda Granisetron (3 mg) ve
Deksametazon (8 mg) intravenéz olarak uygulanmistir. Hastalar gecikmis bulanti -
kusmanin engellenmesi amaciyla kemoterapi sonrasi 4 giin daha Granisetron’u oral
yolla kullanmaya devam etmislerdir. Her hasta sitotoksik ila¢ baslanmasindan
itibaren 5 giin boyunca giinliik olarak takip edilmistir. Kanser tedavisi sirasinda
kemoterapi iligkili bulant1 ve kusma (CINV) siddetini degerlendirmek i¢in hastalara
FLIE islevsel yasam indeksi skalasi kullanmilmigtir. Tedavinin hemen oOncesinde
hastalardan alinan kan orneklerinden izole edilen DNA 6rnegi kullanilmistir.
Calismada, CYPIAI1*2A (rs4646903), CYP1A1*2C (rs1048943) CYP3A4*22
(rs35599367) polimorfizmlerin belirlenmesinde PZR tabanli RFLP tekniginin yani
sira gen polimorfizmlerinin validasyon amaglh gergek zamanli PZR’a dayali HRM
teknigi de kullanilmstir.

Elde edilen sonuglara gore Orneklerin ilgili polimorfizmler bakimindan
genotip frekanslart CYPLA1*2A (rs4646903) i¢in %80 Wild Type, %18 Heterozigot,
%2Homozigot, CYP1A1*2C (rs1048943) icin %92 Wild Type, %8 Heterozigot,

Xi



CYP3A4*22 (rs35599367) i¢in %96 Wild Type, %4 Heterozigot varyant aleli olarak
bulunmustur. Bu ¢alismada Sisplatin tedavisi alan kanser hastalarinda kemoterapiye
bagli olarak gelisen bulanti - kusmayr Onlemek i¢in uygulanan Granisetron
tedavisinin etkinligi ile CYP1A1*2A (rs4646903), CYP1A1*2C (rs1048943),
CYP3A4*22 (rs35599367) polimorfizmleri arasinda anlamli bir iligki tespit
edilmemistir. Ornek grubunda Granisetron tedavisinin etkinligini degistirecek

herhangi bir genotipik farklilik bulunmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bulanti-Kusma, Granisetron, Polimorfizm, Sisplatin,

Xii



ABSTRACT
REPUBLIC OF TURKEY
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY

HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Association Between Antiemetic Response of Granisetron and Genetic
Polymorphisms of CYP1A1 and CYP3A4 in Cancer Patients Treated With
Cisplatin

Sema GULER

Department of Pharmacology
PhD Thesis / Konya-2022

In this study, 50 patients, >18 years old with Karnofsky performance scale
>50% received Cisplatin-based chemotherapy as a single agent or combination at a
dose of 50 mg/m2 or more before admission to the medical oncology clinics of
Meram Medical Faculty of NEU and Medicana Medical Faculty of KTO Karatay
University, were included. In order to prevent nausea and vomiting before Cisplatin,
Granisetron (3 mg) and Dexamethasone (8 mg) were administered intravenously in
premedication to these patients. Patients continued to use Granisetron orally for 4
days after chemotherapy to prevent delayed nausea and vomiting. Each patient was
followed up daily for 5 days from the initial dose of the cytotoxic drug. FLIE
Functional Living Index was used to evaluate the severity of chemotherapy-related
nausea and vomiting (CINV) during cancer treatment. CINV is one of the most
common side effects observed after chemotherapy. Granisetron is an antiemetic drug
that is a 5-hydroxytryptamine (5HT3) receptor blocker used to prevent
chemotherapy-induced nausea and vomiting.

It is known that CINV persists in 30-50% of patients taking Granisetron.
Unlike 1A-HT3RA, Granisetron is metabolized by the liver through N-
demethylation, aromatic ring oxidation and conjugation mediated by the P450
isoenzymes CYP3A and CYP1Al. There is no study showing the association
between the effect of Granisetron on CINV and the enzyme polymorphism. In this
study, polymorphisms that may change the effectiveness of Granisetron therapy were

investigated. A DNA sample isolated from blood samples taken from patients was
xiii



used just before the treatment. In this study, the PCR-based RFLP technique was
used to determine the CYP1lA1*2A (rs4646903), CYP1A1*2C (rs1048943),
CYP3A4*22 (rs35599367) polymorphisms, as well as the real-time PCR-based
HRM technique for the validation of gene polymorphisms. According to the results,
samples in terms of genotype frequencies of relevant polymorphisms CYP1A1*2A
(rs4646903) for 80 % of the Wild type, 18 % Heterozygous, %2 Homozigot,
CYP1A1*2C (rs1048943) for 92% of Wild Type, 8% Heterozygous, CYP3A4*22
(rs35599367) for at 96% for the Wild type, 4% of the variant allele was found to be
heterozygous. In this study, a significant relationship between effectiveness of
Granisetron treatment on chemotherapy induced nausea and vomiting in cancer
patients receiving Cisplatin treatment and polymorphisms of CYP1A1*2A
(rs4646903), CYP1A1*2C (rs1048943), CYP3A4*22 (rs35599367) has not been
determined. There were no genotypic differences in the sample group that would
change the effectiveness of Granisetron therapy. The polymorphism of the CYP3A4
gene rs270574 did not show a significant effect on the cases. when evaluated for the
interaction of Cisplatin and Granisetron analyzed.

As a conclusion; to prevent nausea and vomitting related with chemotherapy
in cancer patients receiving Cisplatin therapy, no significant relationship found
between the effectiveness of Granisetron therapy and the polymorphisms of
CYP1A1*2A (rs4646903), CYP1A1*2C (rs1048943), CYP3A4*22 (rs35599367.

Key Words: Cisplatin, Granisetron, Nausea &Vomiting, Polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser tedavisi sirasinda kemoterapi ile iliskili bulant1 ve kusma (CINV) en
stk goriilen yan etkilerdendir. CINV, hastalarin kemoterapiye olan uyumunu ciddi
sekilde etkileyerek progresyonsuz sag kalimi ve genel sag kalimi kisaltmaktadir.
Granisetron, CINV ’nin 6nlenmesi amaciyla kullanilan 5 - HT3 reseptor blokorii olan
bir antiemetiktir. Granisetron, N-demetilasyon, aromatik halka oksidasyonu ve diger
5-HT3RA ’lardan farkli olarak P450 CYP3A4 ve CYP1AL izoenzimlerinin aracilik
ettigi konjugasyon yoluyla karaciger tarafindan metabolize edilmektedir. Sisplatin
gibi yiiksek emetojenik potansiyeli olan ilact alan hastalarda, kemoterapiye
baglanmadan Once Granisetron’un hastadaki etki seviyesinin belirlenmesinde,

etkinlik tizerinde rol oynayan genetik faktorlerin saptanmasi dnemlidir.

Granisetron eliminasyonunun hizli oldugu kisilerde ilagtan elde edilecek
antiemetik etki yetersiz kalacagindan dozun artirilmasi gerekecektir. Verilecek dozun
ayarlanmasinda farmakogenetik farkliliklar 6nemlidir. Boylece etkin antiemezisin
saglanmasina, hastanin tedaviye uyumuna ve ayrica muhtemel hastalikla iligkili

komplikasyonlarin azalmasina neden olacaktir.

Onkolojide, antiemetikler ile ilgili farmakogenetik calismalar az sayidadir.
Bu caligmalarda genellikle 5-HT3RA ’larin farmakogenetik 6zelliklerinden; Coklu
Ila¢ Direnci 1 (MDR1) geni, 5-HT3A, B, C Reseptor genleri ve CYP2D6 genleri
arastirtlmistir (Perwitasari ve ark. 2011). CYP3A4 ve CYP1AL genleri ile iliskili bir

calisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada Sisplatin ile tedavi edilen kanser vakalarinda kemoterapiye
baglt gelisen bulanti - kusmada antiemetik bir ilag olan Granisetron etkisinin
CYP1Al ve CYP3A4 polimorfizmi ile iliskisinin arastirilmasi amag¢lanmstir.
Bireysellestirilmis  tedavinin  degerlendirilmesi agisindan bu ¢alisma Onem

tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kusma Patofizyolojisi

Kusma, beyin tarafindan kontrol edilen ¢ok asamali bir reflex yolunun
uyarilmasindan kaynaklanmaktadir (Navari ve ark. 2016; American American
Gastroenterological Association Medical Position Statement 2001; Herrstedt ve ark.
2008). Kemoreseptor Tetikleme Bolgesi (CTZ), farenks ve gastrointestinal sistemden
(GIS) gelen vagal afferent lifler ile, medullada bulunan kusma merkezi de beyin
korteksinden gelen afferent impulslar ile tetiklenir. Efferent impulslar kusma
merkezinden tiikirik bezleri, karin kaslari, solunum merkezi ve kranial sinirlere

gonderildiginde kusma olusur (Craig ve Powell 1987).

CTZ, kusma merkezi ve GIS bir¢ok norotransmitterle ilgili reseptore sahiptir.
Kemoterapotik ajanlar veya bunlarin metabolitleri tarafindan bu reseptorlerin
aktivasyonu, kemoterapinin neden oldugu kusmadan sorumlu olabilir. Kusmada rol
oynayan baslica nororeseptorler ise Serotonin (5-hidroksitriptamin; 5-HT3) ve
Dopamin reseptorleridir; 5-HT3 reseptorlerinin aktive edilmesi akut kusma ile
iliskilidir ( Seigel ve Longo 1981; Navari ve ark. 2016). Kusmada rol alan diger
nororeseptorler ise Asetilkolin, Kortikosteroid, Histamin, Kanabinoid, Opioid ve
Norokinin-1 (NK1) reseptorleri olup beynin kusma ve vestibiiler merkezlerinde
yerlesmislerdir (Dodds 1985). NK1 reseptorlerinin aktive edilmesi ise gecikmis
kusma ile iligkilidir (Navari ve ark. 2016).

Antiemetik ajanlar farkli néronal yollar1 bloke edebilir veya diger antiemetik
ajanlarla sinerjistik olarak etkilesebilirler. Belirli bir konsantrasyonda kullanildiginda
her bir antiemetik madde, agirlikli olarak bir reseptor tipini bloke etmektedir. Bu
nedenle tek bir ajan, kemoterapinin tim emetik fazlarin1 etkilemekte yetersiz
kalmaktadir (Navari ve ark. 2016).

2.1.1. Kemoterapi Ile iliskili Bulant: - Kusma (CINV)

Kanser tedavisi sirasinda CINV en sik goriilen yan etkilerdendir. Hasta
anketlerinde CINV, tedaviye bagli en ciddi ve sorun teskileden istenmeyen durumlar
arasinda yer almaktadir (O'Brien ve ark. 1993; Griffin ve ark. 1996). CINV,

hastalarin kemoterapiye olan uyumunu ciddi sekilde azaltmakta ve boylece
2



progresyonsuz sag kalimi ve genel sag kalimi etkilemektedir. Bununla birlikte bulanti
- kusma; dehidratasyon, metabolik dengesizlikler, kisisel bakim ve fonksiyonel
yeteneklerin dejenerasyonu, beslenmede azalma, anoreksi, hastanin performans
durumunun ve zihinsel durumunun bozulmasi, yara agilmasi, 6zofagus yirtiklari ve
kanser tedavisinin birakilmasi gibi istenilmeyen durumlarla sonuglanabilir (Mc
Donagh ve ark. 2010).

Kemoterapi, radyoterapi veya kemoradyoterapi alan hastalarda bulanti -

kusmanin insidansi ve siddeti, asagidakileri de i¢eren birgok faktorden etkilenir:
1) Kullanilan spesifik terapotik ajanlar,
2) Ajanlarin dozu,
3) Ajanlarin uygulama plan1 ve yolu,
4) Radyoterapinin hedefi (6rnegin tiim Vviicut, st karin),

5) Bireysel hasta degiskenligi (6rnegin, yas, cinsiyet, onceki kemoterapi,
alkol kullanim &ykdsii) (Hesketh ve ark. 2006; Herrstedt 2008).

Yiiksek emetojenik kemoterapi (HEC-High Emetogenic Chemotherapy) alan
hastalarin % 90 'indan fazlasinda kusma nébetleri olmaktadir. Bununla birlikte, eger
hastalar HEC tedavisi oncesinde profilaktik antiemetik rejimler alirlarsa, bu
hastalarin sadece yaklasik % 30 'unda kusma goriilmektedir (Hesketh ve ark. 1997,
Herrstedt ve ark. 2008; Roila ve ark. 2010). Kusma, profilaktik antiemetik rejimleri
kullanarak siklikla oOnlenebilir veya biiyiik Ol¢lide azaltilabilirse de, bulanti —

kusmay1 kontrol etmek daha zordur (Roscoe ve ark. 2010; Ng ve ark. 2015).

CINV; genel olarak akut, gecikmis ve beklentisel olmak tizere ii¢ ayr1 Klinik
olgudur. Akut baslangicli bulant1 - kusma genellikle ilacin uygulanmasindan birkag

dakika ile birkag¢ saat arasinda ortaya c¢ikar ve ilk 24 saat iginde diizelir.

Akut baslangigli bulanti - kusmanin veya CINV ’in yogunlugu
cogunlukla 5 ila 6 saat sonra zirve yapmaktadir. Kemoterapiye bagli akut
kusmay1 etkileyen faktorler arasinda bulanti - kusma oykiisii, kemoterapinin
uygulandigi ortam, emetojenik ajanin dozu ve antiemetik rejimin etkinligi yer
almaktadir (Warr ve ark. 2011).



Ge¢ baslangighh CINV, kemoterapi uygulamasindan 24 saat sonra
gelismektedir (Kris ve ark. 1985; Roila ve ark. 1991). Genellikle Sisplatin,
Karboplatin, Siklofosfamid ve/veya Doksorubisin verilmesiyle ortaya cikar.
Sisplatine bagl kusma, uygulanmasindan 48 ila 72 saat sonra maksimum yogunluga
ulagir ve akut kusmadan daha az siddetli fakat daha uzun siire (6-7 giin) devam
edebilir. Antiemetik tedavi yoklugunda Sisplatin alan hastalarin %90 ’indan
fazlasinda gecikmis CINV gelismektedir (Roila ve ark. 2006).

Beklentisel CINV ise hastalar bir sonraki kemoterapi tedavisini almadan 6nce
goriilmektedir. Oncelikle kosullandirilmis bir cevap olarak kabul edildiginden,
beklentisel bulanti-kusma tipik olarak kemoterapiyle ilgili olumsuz ge¢mis bir
deneyimin ardindan ortaya ¢ikmaktadir. Beklentisel CINV insidans1 % 18 ile % 57
arasinda degisir ve bulant1 - kusmaya gore daha sik goriilmektedir (Moher ve ark.
1984; Jacobsen ve ark. 1988). Geng hastalar, genellikle daha agresif kemoterapi
almalar1 ve daha kotii kusma kontroliine sahip olmalart nedeniyle beklentisel CINV

gelisimine daha yatkin olabilirler (Morrow 1984).

Ayrica; son yillarda tanimlanan kagak (Breakthrough) CINV ise profilaktik
tedaviye ragmen ortaya c¢ikan ve/veya antiemetik ajanlarla kurtarma tedavisi
gerektiren bulant1 - kusmay1 ifade etmektedir (Kris ve ark. 2006). Refrakter CINV
ise; antiemetik profilaksi ve/veya kurtarma tedavisinin ilk kemoterapi dongiilerinde
etkili olamayip sonraki kemoterapi dongiilerine kadar devam eden bulanti — kusmay1
ifade eder (Roila ve ark. 2006).

2.2. CINV Gelisimine Neden Olabilecek Faktorler

CINV gelisimine neden olabilecek hastaya ait faktorler olarak; aldig
kemoterapi rejimi basta olmak tizere cinsiyet, yas, etanol tiiketim oykiisii ve onceki
kemoterapi uygulamalar ile iligkili bulantt — kusma oykiisii sayilabilir. CINV igin
bilinen tiim faktorlerden en Onemlisi, kullanilan kemoterapdtik maddenin
emetojenitesidir. En ¢ok kullanilan emetojenite siniflamasi, Hesketh siniflamasi olup
kemoterapotik ajanlari, profilaktik olarak antiemetik ilag almadiklarinda akut kriz
yasayan hastalarin yiizdesine gore yiiksek (> %90), orta (%30 - %90), diisik (% 10 -
%30), minimal (< %10) emetik riske sahip olmak tizere 4 seviyede siniflamistir. Bu

siniflamaya gore Sisplatin, Mekloretamin, Streptozotosin, Siklofosfamid, Karmustin,
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ve Dakarbazin yiliksek emetojenik potansiyele sahip antineoplastik ilaglardandir
(Hesketh ve ark. 1997). Bu siniflandirma, NCCN (National Comprehensive Cancer

Network) kilavuzlarinda kullanilmakta ve her yil giincellenmektedir.

2.3. Sisplatin

Sisplatin, alkilleyicilerden olan Platinium grubu bir antineoplastik ilagtir.
Intravendz infiizyonundan sonra Sisplatin dokulara ¢abuk diffiize olur ve 4 saat
icinde Platinin %90 ’dan fazlasi plazma proteinlerine kovalent olarak baglanur.
Ultrafiltrelenebilir Platinin kaybolmasi hizli ve bifazik bir sekilde olur. Plazma
yartlanma Omiirleri, baslangi¢ ve terminal fazlar igin sirasiyla 10-30 dakika ve 0.7-
0.8 saat olarak belirlenmistir. Sisplatin eliminasyonu baslica renal yoldan olur.
Infiizyondan 24 saat sonra idrarla atilan Platin miktarinin %23 - %40 aras1 oldugu
saptanmustir. Toplam Platinin ¢ok az miktar1 da safra ile atilmaktadir (NCCN
Guidelines Antiemesis Version 3.2018).

Sisplatinin yan etkileri (tek dozu 50 mg/m2 ’nin iistiinde olmak iizere) bulanti
- kusma, nefrotoksisite, ototoksisite, noropati ve miyelosupresyondur. Nadir gériilen
yan etkiler ise gormede bozulma, nébetler, aritmiler, akut iskemik vaskiiler olaylar,
glukoz intoleransi ve pankreatittir. Bulanti - kusma, 5-HT3 antagonistleri ve
beraberinde genellikle glikokortikoid verilerek etkili bir sekilde tedavi edilebilir
(NCCN Guidelines Antiemesis \Version 3.2018).

Bazi hastalarin kanser tipleri, Sisplatin rejimine direngli oldugu i¢in tedavi
sonrast niiksedebilir. Bu nedenle Sisplatinin diger antineoplastik ilaglarla kombine
edildigi tedavi protokolleri, kanser tedavisindeki yaygin bir uygulamadir. Yapilan
caligmalarda Sisplatin ile diger bilesiklerin kombine kullanilmasinin ilag direncinin
tistesinden gelmede ve istenmeyen yan etkileri azaltmada en iyi terapotik yaklasim

oldugu 6ne siiriilmiistiir (Dasari ve Tchounwou 2014).

2.3.1. Antiemetik Tedavi Cesitleri

NCCN Kilavuzlar, yiiksek emetojenik ajanlar1 alan hastalar igin birkag farkl
antiemetik rejim secenegi Onermektedir. Bu rejimler; 5-HT3 antagonistleri,
Deksametazon, NK1 reseptor antagonistleri (6rnegin Aprepitant- Fosaprepitant ve

Rolapitant) ve Olanzapin’i igermektedir.



Genel olarak, CINV ’e kars1 maksimum koruma saglamak i¢in kemoterapinin
oncesinde antiemetik tedaviye baslanmali ve kullanilan kemoterapotik ajanin emetik
etkisinin siiresi kadar tedaviye devam edilmelidir. Antiemetik ajanlar oral, dilalt,
rektal, intravendz, intramiiskiiler, subkutan veya transdermal yoldan uygulanabilir.
Oral ve intravendz 5-HT3 antagonistleri, uygun dozlarda kullanildiginda esdeger
etkinlige sahiptir (Roila ve ark. 2010; Hesketh ve ark. 2017).

2.3.2. 5 - HT3 Reseptor Antagonistleri

5-HT3 reseptér antagonistleri (Serotonin reseptér antagonistleri veya
Serotonin blokorleri olarak da bilinir) 6zellikle kemoterapi, radyoterapi veya
postoperatif gelisen bulant1 - kusmanin 6nlenmesi Ve tedavisi igin kullanilan bir ilag
smifidir. GIS ’i kaplayan hiicreler, kemoterapi ve radyoterapi ile hasar gordiigiinde
Serotonin salgilarlar. Bu Serotonin, impulslar1 beyindeki kusma merkezine ileten
sinirler tizerindeki Serotonin reseptorlerine baglanir ve bu da kusma refleksinde yer
alan diger sinirleri uyarir. 5-HT3 reseptor antagonistleri, Serotonin’in incebagirsakta
5-HT3 reseptorlerine baglanmasini 6nleyerek bulanti - kusma olasiligini azaltirlar. 5-
HT3 reseptor antagonistlerinin tiimii (Dolasetron mesilat, Graniserton, Ondansetron
ve Palonosetron) CINV’yi kontrol etmede etkili bulunmustur (Hesketh ve Gandara
1991; Andrews ve ark. 1992).

Granisetron, Ondansetron ve Dolasetron mesilat birinci kusak 5-HT3 reseptor
antagonistleridir. Kimyasal yapilarindaki ve emilim oranlarindaki degisikliklere
ragmen, hepsi ayni sekilde ¢alisir ve iyi tolere edilir. Oral formiilasyonlar, bulanti -
kusmay1 onlemede intravendz formlar kadar etkilidir. Bir metaanalizde birinci nesil
5-HT3 reseptér antagonistleri arasinda etkinlik agisindan fark bulunamamistir
(Jordan ve ark. 2007). Bir baska metaanalizde ise Ondansetron ile Granisetron
karsilastirilmig, akut ve gecikmis CINV i kontrol etmede ve giivenlik profillerinde

benzer olduklar gosterilmistir (Billio ve ark. 2010).

Palonosetron, Serotonin reseptorlerine karsi birinci nesil ajanlardan daha fazla
afiniteye sahip ikinci nesil bir Serotonin blokdriidiir, ve bu da etki siiresini arttirir.
Palonosetron ile birinci nesil 5-HT3 reseptor antagonistlerini karsilastiran bir

metaanalizde ise Palonosetro’nun hem yiiksek hem de orta derecede emetojenik



kemoterapi alan hastalarda, akut ve gecikmis CINV ’i 6nlemede daha etkili oldugu
gosterilmistir (Botrel ve ark. 2011).

2.3.3. Granisetron

Granisetron (BRL 43694), muhtemelen abdominal vagal afferentler iizerinde
ve CTZ (Chemoreceptor Trigger Zone) veya yakininda etkili olan, gii¢lii antiemetik
aktiviteye sahip oldukca selektif bir 5-HT3 reseptor antagonistidir. Kanser
hastalarindaki Klinik c¢alismalar, plasebo ile karsilastirildiginda Granisetron’un
yiikksek doz Sisplatin uygulanmasindan sonraki 24 saat boyunca bulanti-kusma
insidansin1 6nemli Ol¢ilide azalttigint gostermektedir. Genis kapsamli karsilastirmali
calismalarda, Sisplatin veya diger kemoterapi protokollerinin uygulanmasindan 6nce
Granisetron alan hastalarin %70 ’inde antineoplastik ila¢ uygulanmasindan sonra 24
saat boyunca bulanti veya kusma olmamistir. Bu sonucglara goére yiiksek doz
Metoklopramid ile birlikte Deksametazon alimi ile elde edilen yarar benzer
bulunurken, Klorpromazin ile birlikte Deksametazon veya Proklorperazin ile birlikte
Deksametazon ve de Metilprednizolon monoterapisinin bir kombinasyonundan elde

edilen sonuglardan ise daha tistiin bulunmustur (Plosker ve Goa 1991).

Granisetron uygulanmasiyla iliskili en sik bildirilen yan etki, hastalarin
yaklagik % 10-15 'inde goriilen basagrisidir. Kabizlik, uyku hali, ishal ve kan
basimcinda gegici kiigiik degisiklikler ise daha az siklikta gériilmektedir. Yiiksek doz
Metoklopramid ile olusabilen ve kullaniminda sinirlayici bir faktdr olabilecek
ekstrapiramidal etkiler, Granisetron uygulamasi ile kaydedilmemistir. Bu nedenle
Granisetron, CINV profilaksisinde etkili, iyi tolere edilen ve kolayca uygulanan bir
ilag olup potansiyel olarak daha kabul edilebilir bir antiemetik tedavi saglar (Plosker
ve Goa 1991).

2.3.4. Sisplatine Bagh Bulant1 ve Kusmada Granisetron

Granisetron, kanser kemoterapisi uygulamalarinda en yaygin kullanilan
antiemetik ilaglardan biridir ve bulanti-kusma sikayeti olan hastalara geleneksel veya
yiksek dozlarda uygulanmaktadir. Onkoterapi sirasinda ortaya c¢ikan

komplikasyonlarin tedavisi i¢in kullanilan diger ilaglar ile etkilesimde bulunabilir.



Olumsuz yan etkilerin Onlenmesi i¢in kullanilan ilaglarin  eszamanh

metabolizmasinin da bilinmesi onemlidir.

Bir ¢alismada, yiiksek doz Sisplatin’in neden oldugu bulanti ve kusmanin
onlenmesinde tek doz 10, 20 veya 40 mikrogram/kg'lik Granisetron dozlarinin
etkinligi ve giivenilirligi aragtirllmistir. Granisetron’un, 81 mg/m2'den daha yiiksek
dozlarda Sisplatin alan hastalarin %57 ila %60 'mda kusmay1 kontrol etmede etkili
oldugu ve %40 ila 47 'sinde kusmayi tamamen o6nledigi gosterilmistir. 10ug/kg doz
ile 20ug/ kg ve 40ug/ kg dozlar arasinda etkinlik agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmamis ve Granisetron tiim dozlarda iyi tolere edilmistir (Navari ve
ark.1994)

Sisplatin kaynakli kusmanin profilaksisinde Granisetron ve Ondansetron
etkinliginin karsilastirildigi bir calismada; 10 pg/ kg veya 40 pg/ kg, tek doz
Granisetron, ti¢ kez 0.15 mg/ kg Ondansetron dozu kadar etkili olmustur. Sirasiyla
Granisetron 10 pg/ kg, Granisetron 40 pg/ kg ve Ondansetron alan tiim hastalarda %
38, % 41 ve %39 'u bulan tam bir bulanti - kusma kontrolii saglanmistir. Granisetron
10 pg/ kg, Granisetron 40 pg/ kg ve Ondansetron alan hastalarin sirasiyla % 47
'sinde, % 48 'inde ve % 51 'inde kusma olmamis veya ek bir antiemetik tedavi
gerekmemistir. Ug tedavi rejiminin tamamu iyi tolere edilmistir. Bu calismanin
sonuglari, Granisetron’un 10 pg/ kg veya 40 pg/kg ‘lik tek dozunun, Sisplatin
kemoterapisinin neden oldugu bulanti - kusmanin 6nlenmesinde ti¢ doz Ondansetron

0,15 mg/ kg kadar etkili oldugunu gostermektedir (Navari ve ark. 1995).

2.4. Sitokrom P450 Enzimleri

Karacigerin  oksidasyon yapan mikrozomal enzimleri tam olarak
tanimlanmamus bir grup enzimden olusur. Bunlar Sitokrom p450 enzimleri (CYP)
diye adlandirilir. CYP’ler bir¢ok ilag, steroid ve karsinojenik maddenin yaninda safra
ve yag asitleri, prostaglandinler, biyojenik aminler gibi endojen maddelerin ve
bunlardan bazilarinin prekiirsorlerinin oksidatif metabolizmasinda ve biyosentezinde
rol alir (Guengerich 1992; Nelson ve ark. 1993).

CYP ’ler, ¢ok sayida enzimden ve onlarin izoenzimlerinden olusan genis bir
enzim siiperfamilyasini teskil eder. Bu enzimlerin ¢ogunun sentezini kontrol eden
bireysel genlerin yapisi ile kromozomal ve subkromozomal yerlesimleri
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belirlenmistir. Belirli bir enzim proteini kural olarak belirli bir gen tarafindan
kodlanir. Bu nedenle enzim siiperfamilyas1 yaninda Sitokrom p450 genleri
stiperfamilyasindan da s6z edilir (Kayaalp O. Tibbi Farmakoloji, 13. Basim,2012,
Cilt 1, s: 43).

Cesitli CYP izozimleri i¢in mevcut isimlendirme sisteminde, molekiiler
biyoloji konvansiyonlarina dayanan ii¢ katmanli bir siniflandirma kullanir; aile (ayni
ailenin tiyeleri, aminoasit sekanslarinda > %40 homoloji gosterir), alt aile (%55
homoloji) ve bireysel gen (Nebert ve ark. 1991). Bu adlandirmada CYP, Sitokrom
p450 ’yi ifade eder; bundan sonra gelen sayr familya numarasini gosterir ve bunu
izleyen harf ise alt-familyay1 belirler. Daha sonraki sayi, bu alt-familya igindeki
enzimlerin numarasini yani bireysel enzimleri gésterir. Baz1 familyalarda ise tek bir
tiye bulundugu i¢in familya numarasindan sonra baska bir agiklayici isaret bulunmaz
(Kayaalp O. Tibbi Farmakoloji, 13. Basim,2012, Cilt 1, s: 43).

Insanda ilag metabolizmasidan sorumlu yaklasik 30 ayr1 CYP enzimi vardir
ve bunlar 1-4 ailelerine aittir. Bununla birlikte ilag oksidasyon reaksiyonlarinin
yaklasik % 90 'mindan alti tane CYP enziminin sorumlu oldugu o6ne siirtilmiistiir.
Bunlar; CYP 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 ve 3A4 enzimleridir (Bertilsson 1992). Son
yillarda, CYP3A4, CYP2C9 / 19 ve CYP2D6 gibi major CYP enzimlerinin, ilaglarin
ilk gecis metabolizmasinda énemli bir rol oynadig1 agik¢a gosterilmistir. ilaglarin
yaklagik % 10 'unun metabolizmasinda rol oynayan CYP1A1 ve CYP1A2 enzimleri
Klinik agidan 6nemli olmalarina ragmen, ilaglarin farmakokinetigi ve etkilesimleri ile
ilgili olarak diger enzimlerle karsilastirildiginda bunlarla ilgili daha az calisma
yapilmistir (Klomp ve ark. 2020). Miktar bakimindan en 6nemli CYP izoenzimleri,
CYP3A4 ve CYP2D6'dir. CYP3A4 sadece karacigerde degil, ayn1 zamanda bagirsak
duvarinda da bulunmaktadir (Bibi 2008).

CYP’lerin karacigerde degisik miktarlarda bulunmasi, farkli enzimlerle
yikilan ilaglarin metabolizma hizlarinin farkli olmasina yol agan 6nemli bir faktordiir.
CYP enziminin karacigerdeki miktar1 kisinin diyetine, maruz kaldig1 cevresel
etkenlere, cinsiyetine ve beslenme durumuna goére bireyler arasinda 6nemli derecede
degiskenlik gostermektedir. Ayrica bireyler arasinda enzim miktar1 ve etkinligi
bakimindan genetik polimorfizme bagl degiskenlik de vardir (Kayaalp O.Tibbi
Farmakoloji, 13. Basim,2012, Cilt 1, s: 43).



2.4.1. CYP1A Enzimleri

Sik regete edilen, terapotik indeksi dar ve advers etkileri ciddi olan birgok
ilag, CYP1A enzimleri ile metabolize edilmektedir. Bu nedenle CYP1A
ekspresyonunda ve islevinde inhibisyon veya indiiksiyon olmasi bu ilaglarin yan
etkilerini artirmaktadir (Klomp ve ark. 2020). CYP1A ailesi, 1A1 ve 1A2 olmak
tizere iki izoenzimden olugsmaktadir. CYP1A2, insan karacigerinde yapisal olarak
yiiksek seviyelerde eksprese edilirken, CYP1AL' in belirgin sekilde daha diisiik
seviyelerde eksprese edildigi ancak akciger, bagirsak, prostat, bobrek ve plasenta
dahil ekstrahepatik dokularda da bulundugu gosterilmistir (Schweikl ve ark.1993;
Ding ve ark. 2003; Nishimura ve ark. 2003; Stiborova ve ark. 2005; Paine ve ark.
2006; Biéche ve ark. 2007; Zhou ve ark. 2010; Lang ve ark. 2019). Bagirsakta en
fazla bulunan CYP enzimleri olan CYP3A4 ve CYP2C9 ile karsilagtirildiginda,
CYP1A1 ekspresyonu olduk¢a az ve degiskendir (Paine ve ark. 2006; Miyauchi ve
ark. 2016; Drozdzik ve ark. 2018).

CYP1ALl esas olarak akcigerlerde, meme bezlerinde, plasenta ve lenfositlerde
bulunur. Prokarsinojenlerin inaktivasyonunda rol oynayan bir enzimdir ve sigara
dumaninda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) tarafindan yiiksek
oranda indiiklenir (Wrighton ve ark. 1993). CYP1ALl aktivitesi ile akciger kanseri
riski arasinda giiglii bir iligki vardir (Mehgoub ve ark. 1977). Bu enzimin deneysel
indiikleyicileri 3 - metlikolantren, p-naftoflavon ve 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-
dioksindir (TCDD) (Edwards ve ark. 2003; Madan ve ark. 2003). Granisetron’a
(Lang ve ark. 2019) ek olarak, tirozinkinaz inhibitérleri olan Aksitinib, Erlotinib,
Gefitinib ve Ningetinib ile Toll benzeri reseptor agonistleri olan Imikimod ve
Conivaptan (antidiiiretik hormon inhibitorii)) da CYP1Al 'in substratlar1 olarak
bildirilmistir (Kroemer ve ark. 1993; Wild ve ark. 1999; Lang ve ark 2019).
CYPIA'min endojen substratlari arasinda ise arasidonik asit, bilirubin,
prostaglandinler, 6strojenler, melatonin ve retinoik asit bulunmaktadir (Nebert ve ark.
2006; Zhou ve ark. 2010). Albendazol, Karbamazepin, Omeprazol, Lansoprazol,
Primakuin ve Rosiglitazonun da CYP1Al ve CYP1A2 'nin ekspresyonunun ve
metabolik aktivitelerinin giiclii indiikleyicileri oldugu gosterilmistir (Bapiro ve ark.
2002; Roymans ve ark. 2004; Yoshinari ve ark. 2008; Sugiyama ve ark. 2016).
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Faz | metabolik enzim olan CYP1Al, ksenobiyotik metabolizmasinda
onemlidir ve kanser riski biyobelirtegleri olarak kapsamli bir sekilde
calisilmistir. CYP1A1 polimorfiktir ve doért varyanti bulunmaktadir. Bunlar;
CYP1Al * 2 A, CYP1Al * 2C, CYP1Al * 3 ve CYP1Al * 4 iken diger
isimleriyle sirastyla ml, m2, m3 ve m4 olarak belirlenmis ve kanser ile
baglantilar1 incelenmistir. CYP1A1 'in varyantlarinin da kemoterapétik ilaglarin
yan etkileri ile iliskili oldugu bulunmustur. Ancak bu ¢alismalarin sonuglari,
orneklem biyiikligiiniin kiigiik olmasi ve istatistiksel gii¢ eksikligi nedeniyle

bliyiik 6lctide ¢eligkili kalmistir (Nakamura ve ark. 2005).

En iyi bilinen CYP1A inhibitorleri, in vitro olarak yaygin kullanilan 7-
hidroksiflavon ve a-naftoflavondur (Bapiro ve ark. 2002; Roymans ve ark. 2004;
Yoshinari ve ark. 2008; Sugiyama ve ark. 2016). Gigli bir CYP3A4 ve P-
glikoprotein inhibitorii olan Ketokonazol’iin de dnemli bir sekilde CYP1A1'i inhibe
ettigi gosterilmistir (Paine ve ark. 1999). Bazi ilaglarin ise (6rnegin Amiodaron,
Karbamazepin, Duloksetin, izoniazid, Resveratrol ve Rofekoksib) kendisi veya
metabolitlerinin CYP enzimlerine geri doniisiimsiiz olarak baglanarak enzimi inhibe
ettigi tanimlanmustir (Zhou ve ark. 2010). CYP1AL' in gesitli bilesikler tarafindan
inhibe edilebildigi ve indiiklenebildigi invitro deneylerde gosterilmis olmasina
ragmen, spesifik CYP1A1 inhibisyonu veya indiiksiyonu ile iligkili Klinik ilag-ilag

etkilesimi bildirilmemistir.

CYP1AZ2 esas olarak karacigerde eksprese edilir ve sigara i¢imi ile indiiklenir
(Eichelbaum ve ark.1979). Aymi zamanda turpgillerden olan sebzeler gibi bazi1 gida
maddelerinin yan1 sira mangalda veya komiirde pisirilmis yiyeceklerin yenmesi ile
de indiiklenir (Brasen ve ark. 1989). Omeprazol gibi bazi ilaglar CYP1A2 aktivitesini
indiikleyebilir (Meyer ve ark. 1990).

CYP1A2 tarafindan metabolize edildigi bilinen ilaglar Teofilin, Kafein,
Imipramin, Parasetamol ve Fenasetindir (Eichelbaum ve ark. 1990). CYP1A2
aktivitesindeki degisiklik, Ornegin sigara igilmesi, astimlilarda Teofilin
(Lennard ve ark. 1990) ve psikiyatri hastalarinda Haloperidol alinmasi
(Gonzalez ve ark. 1991), gereksinimlerini degistirebilir. Kafein metabolizmasi
sigara ile indiiklenir ve bu nedenle sigara igenlerde Kafeine tolerans artisi

oldugu gosterilmistir (Okuda ve ark. 1997).
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2.4.2. CYP3A Enzimleri

CYP3A4, 120'den fazla farkli ilacin pargalanmasindan sorumlu olan, insanda
en bol eksprese edilen enzim olup ilaglarin yaklasik % 45-55 ’inin metabolizmasina
katkida bulunur ve bu nedenle enzim bazli ila¢ etkilesimleri agisindan onemli bir

calisma alanidir.

Karacigerdeki CYP3A4 enziminin miktarlari, bireyler arasinda 20 kattan
fazla degiskenlik gosterebilir. CYP3A4 barsak epitel hiicrelerinde de bulunur; burada
bireyler arasindaki miktarin degiskenligi de benzer sekilde olmakla birlikte genetik
polimorfizme bagh degiskenlik de bireyler arasindaki enzim miktar1 ve etkinligini
degistirmektedir (Kayaalp 2012. Ciltl, Sayfa 46 — 49).

CYP3A4 ile metabolize edilen ilaglar arasinda Midazolam, Triazolam ve
Diazepam gibi sedatifler, Amitriptilin ve Imipramin gibi antidepresanlar,
Amiodaron, Kinidin, Propafenon ve Disopiramid gibi antiaritmikler, Terfenadin,
Astimemizol, Loratidin gibi antihistaminikler, Diltiazem ve Nifedipin gibi
cesitli  kalsiyum kanal blokorleri, g¢esitli antimikrobiyaller ve proteaz

inhibitorleri yer alir (Bertilsson ve ark. 1992).

Aminoglutetimid, Barbitiiratlar, Deksametazon ve diger birtakim
Kortikosteroidler,  Fenitoin,  Griseofulvin, = Karbamazepin, Pioglitazon,
Rifampisin ve Rifobutin, CYP3A4 ’in iyi bilinen indikleyicileridir.
Antidepresanlar (Fluvoksamin, Nefazodon), azol antifungaller ( Itrakonazol,
Ketakonazol, Mikonazol, Oksikonazol, Flukonazol), Danazol, Eritromisinler,
Etinil - Estradiol, baz1 kortikosteroidler (Metilprednizolon, Prednizolon),
greyfrut suyu, kirmizi sarap, Izoniazid, kalsiyum kanal blokérleri (Nifedipin,
Nikardipin, Diltiazem, Verapamil), Kinin ve Norfloksasin ise CYP3A4’iin
inhibitorleri arasinda yer alir (Kayaalp 2012. Ciltl, Sayfa 46 — 49).

2.4.3. Tlac Etkilesimlerinde CYP Enzimlerinin Rolii

Birgok ilacin oral biyoyararlanimi, insan bagirsagi ve karacigerde gergeklesen
ilk gecis metabolizmasi ile belirlenir. Bu baglamda uygulanan dozun biiyiik bir
kismi, intestinal ve hepatik Faz | ve/lveya Faz Il reaksiyonlar1 ile metabolize
edilmektedir. Sitokrom p450 enzimleri Faz | enzimlerinin &nemli bir grubunu

olusturur ve Kklinik olarak regetelenen ilaglarin %90 'indan fazlasinin
12



metabolizmasindan sorumludur. Bu enzimlerin inhibisyonu veya indiiksiyonu, ilacin
metabolizmasini degistirmektedir. Enzim inhibisyonuna bagli olarak ilacin plazma
diizeyi ve yan etkileri artabilir ya da enzimin indiiksiyonuna bagh olarak plazmada
subterapotik ilag seviyeleri olusabilir (Tanaka ve ark. 1988; Palleria 2013). p450
izozimlerinin ortak substratlari, inhibitorleri ve indiikleyicileri mevcuttur. Coklu ilag
tedavilerinin giderek daha fazla kullanilmasi sonucu enzim inhibisyonu ya da

indiiksiyonuna bagli ilag-ilag etkilesimleri daha sik ortaya ¢ikmaktadir.

Ilag-ilag etkilesimleri, ilag tedavisinin giivenilirligi agisindan énemli bir sorun
olusturmaktadir. Bir¢ok ilag-ilag etkilesimi, karacigerde ve karaciger dis1 dokularda
bulunan metabolik enzimlerdeki degisikliklerle agiklanabilmektedir. Birlikte
uygulanan ilaglardan bazilar1 gii¢lii enzim indiikleyicileri olarak hareket ederken
digerleri inhibitdr etki gosterebilir. Enzim inhibisyonu ile ilgili ¢calismalar ¢ok daha
yaygindir (Hakkola ve ark. 2020). Coklu ilag tedavisi yapilirken enzim inhibisyonu
veya indiiksiyon mekanizmalarinin dikkate alinmasi hasta giivenliginin saglanmasi
acisindan son derece 6nemlidir. Gelecekte ilag etkilesimleri ve yan etkiler agisindan

en yiiksek risk altinda olan bireylerin belirlenmesine yardimci olabilir (Bibi 2008).

2.4.4. Granisetron Metabolizmasinda CYP Enzimlerinin Rolii

Granisetron, sitokrom P450 mono-oksijenaz enzimleri ile metabolize
edilmektedir. Insana oral veya intravendz yolla verilen dozun yaklasik %10u
degismeden atilmakta, geri kalan kisim hidroksilasyon veya N-demetilasyon
yollartyla metabolize edilmektedir. Insanlarda Granisetron’un major metabolitinin
7 - hidroksigranisetron oldugu ve ayrica: 9'- desmetil-granisetron, 9'-desmetil-7-
hidroksigirisetron ve 6,7 - dihidroiolgranisetron *un da olustugu gosterilmistir
(Sekil 2.1) (Clarke ve ark. 1994; Nakamura ve ark. 2005).
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Sekil 2.1. Granisetron Metabolizmasi

Bloomer ve arkadaslarinin (1994), insan karaciger mikrozomlarinda yaptigi
bir ¢alismada Granisetron metabolizmasi {izerinde etkili olan insan Sitokrom p450
enzim sisteminin spesifik formlar1 arastirtlmistir. Calismada Granisetron’un insan
karaciger mikrozomlari ile inkiibasyonunu takiben baslica metabolizma {iriinleri
olarak 7-hidroksi ve 9'-desmetil Granisetron tanimlanmis ve metabolizmada baskin
oksidatif ~yolun substrat konsantrasyonuna bagli oldugu yaymlanmstir.
Granisetron’un 5 uM’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda major metaboliti 9'-
desmetil  granisetron iken; klinik olarak anlamli  miktardaki  disiik
konsantrasyonlarinda 7-hidroksi metaboliti daha fazla olusmaktadir. Aragtirmacilar,
CYP3A4 enziminin ise ikincil metabolik reaksiyon olan 9'-demetilasyon yolaginin

ana katalizorli oldugunu ve bu CYP izoformunun, insan karaciger mikrozomlarimi
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kullanan inhibisyon c¢alismalarina ve korelasyon caligsmalarina dayanan bazi 7-

hidroksilasyon reaksiyonlarinda yer alabilecegini bildirmislerdir.

Nakamura ve ark. (2005), 7-hidroksilasyondan sorumlu ana CYP
izoformlarim1 arastirmak igin, Beyaz Irk ve Japonlardan temin edilen karaciger
mikrozomlarindan boceklere eksprese edilen 16 farkli 6rnekte CYP izoformlarini
calismustir. Sonugta, 7 - hidroksi granisetronun genellikle sadece CYP1ALl tarafindan
olusturuldugu, 9'- desmetilgranisetronun ise CYP3A4 tarafindan iiretildigi saptanmus,
insan karaciger mikrozomlarinda 7-hidroksigranisetron ve 9'-desmetilgranisetron
olusum oraninda belirgin bireysel farkliliklar gézlenmistir. Bu veriler, CYP1A1'in 7-
hidroksilasyon yolu ve alternatif 9'-demetilasyon yoluyla  Granisetron

metabolizmasindan sorumlu énemli bir enzim oldugunu gdstermektedir.

2.5. Farmakogenetik

Bazi kisilerde genetik yapidaki degisiklige bagli olarak belirli protein
tiplerinin, bu arada enzimlerin yapisinin bozuldugu ya da eksik olduklar1 ve bunun
sonucunda da bazi metabolik hastaliklarin olustugu eskiden beri bilinmektedir.
Ilaglarin eliminasyonu da biiyiik olgiide, enzimler araciligi ile yapilan metabolik
degismelere bagli oldugundan genetik yapidaki degisiklikler, baz1 kisilerde ilaglarin
farmakokinetiginde anormal degigsmelere neden olabilmektedir. Farmakogenetik, ilag
kinetiginin ve hastalarin ilaglara verdigi yanitin genetik yapiya gore bireyler ve etnik
gruplar arasinda degismesi ile ugrasan bir bilim dalidir (Kayaalp Tibbi Farmakoloji,
Cilt 1, Sayfa 123).

Farmakogenetik, ila¢ yanitindaki c¢ok-gen ile yonetilen (Multigenik)
belirleyicileri saptamak i¢in tiim genomu incelemeye yoOnelik geregler kullanan
farmakogenomigi de igerir. Birey yaklagik her 300 — 1000 niikleotidde bir olarak
birbirinden fark gosterir ve toplam 10 milyon adet tek niikleotid polimorfizmi (Single
Nucleotide Polymorphisms - SNP’ler; bir toplumda >% 1 siklikta bulunan tek baz
cifti yer degistirmeleri) ve genomda binlerce degisken kopya oldugu tahmin
edilmektedir. Modern farmakogenetigin gorevi, bu varyantlardan ya da varyant
kombinasyonlarindan hangilerinin islevsel sonuglarinin ilag tesirlerinde etkili

oldugunu tanimlamaktir.
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2.5.1. lla¢ Yamtindaki Degiskenlikte Farmakogenetigin Onemi

flag yaniti, bir gen-gevre etkilesmesi fenotipi olarak degerlendirilir. Bir
bireyin bir ilaca verdigi yanit; diyet, yas, enfeksiyonlar, ilaglar, egzersiz diizeyi,
meslek, toksinlere maruz kalim, tiitiin ve alkol kullanimi1 gibi gevresel, cinsiyet, ilag
tastyicist varyantlari, eksprese edilen ilag metabolize edici enzimler gibi genetik
etkenler arasindaki etkilesime baglidir. Bu nedenle ila¢ yanitindaki degiskenlikler,

cevresel ve genetik etkenlerdeki degiskenliklerle agiklanabilir.

Ilag eliminasyon hizinin genetik yapiya gore degismesinin ana nedeni, ilag
metabolizmasinda rol alan enzimlerin sentez hizinin ve/veya niteliginin genetik
polimorfizm gostermesidir. Enzim polimorfizmi, o enzimi sentez ettiren genin
noksan veya inaktif olmasi seklindeyse, bu enzim iizerinden olan ilag metabolizmasi
meydana gelmez. Eger enzim sentezi azalmis ise ilaclarin metabolizma hiz1 da
azalmistir. Diger bir durum, genetik polimorfizmin sentez hizina dokunmaksizin
sentez edilen enzimde fonksiyonel bozukluga yol agmasidir; bu durumda ilacin
substrata 6zgiilliigii degisir. Ilaclarin metabolizmasindan sorumlu olan enzimlerin
sentezinin veya yapisinin bozulmus oldugu fenotipe yavas metabolizér, normal
oldugu fenotipe ise hizli metabolizér adi verilir. Yavas metabolizorlerde ilag
eliminasyon hizi azalir, genellikle ilacin etkisi siddetlenir ve toksik belirtiler ortaya
c¢ikabilir. Bazen de gen duplikasyonu sonucu enzim asirt miktarda olusur ve substrat
ilacin yikilmasi ¢ok hizlanir; bu 6zelligi gosteren bireylere ise ¢ok hizli metabolizor
denilir. Ilacin polimorf enzim varyant: ile metabolizma hizinin azalmas: genellikle
etkinin siddetlenmesi ve toksik belirtilerin ortaya c¢ikmasi ile sonuglanir (Kayaalp
Tibbi Farmakoloji, Cilt 1, Sayfa 124).

“Tek-genle yonetilen (Monogenik)” fenotipik 6zellikler igin, genotipe
dayanarak fenotipi &ngdrmek ¢ogu kez miimkiindiir. Ilag metabolize eden
enzimlerdeki ¢esitli genetik polimorfizmler tek-genle yonetilen 6zelliklere neden

olmaktadir.

2.5.2. Tek Niikleotid Polimorfizmi

Polimorfizm (¢ok-bigimlilik/mevcut popiilasyonda farkli allellerin bulunmasi
durumu), bir toplumda %1 veya daha yiiksek bir alel sikliginda bulunan bir DNA
dizisi degiskenligidir. Dizi degiskenliginin baslica iki tipi insan fenotipindeki
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degiskenlikle iliskilendirilmistir: SNP’ler ve ekleme / g¢ikarmalar (insersiyonlar /
delesyonlar). Bir toplumda >%]1 sikliklarda bulunan tek baz ¢ifti yer degistirmeleri
SNP olarak adlandirilir ve insanlar arasindaki en yaygin genetik varyasyon tiirtidiir.
Her bir SNP, niikleotid ad1 verilen tek bir DNA yap1 blogundaki bir farki temsil eder.
Ornegin bir SNP, belirli bir DNA uzantisinda bir niikleotid sitozini (C), bir niikleotid
timin (T) ile degistirebilir.

SNP'ler normal olarak bir kisinin DNA'sinda meydana gelir. Ortalama olarak
her 1000 niikleotidde neredeyse bir kez meydana gelirler ve bu da bir kisinin
genomunda yaklagik 4 ila 5 milyon SNP oldugu anlamina gelir. Bu varyasyonlar
benzersiz olabilir veya birgok kiside ortaya ¢ikabilir; diinya genelindeki
popiilasyonlarda 100 milyondan fazla SNP bulunmustur. En yaygin olarak, bu
varyasyonlar genler arasindaki DNA'da bulunur. Biyolojik belirtecler olarak hareket
ederek arastirmacilarin hastalikla iliskili genleri bulmalarina yardimct olabilirler.
SNP'ler bir gen icinde veya bir genin yakininda diizenleyici bir bolgede meydana
geldiginde, genin islevini etkileyerek olusacak hastalikta daha dogrudan bir rol

oynayabilir.

Cogu SNP'nin saglik veya gelisim iizerinde higbir etkisi yoktur. Bununla
birlikte bu genetik farkliliklardan bazilarmin insan saglhigi ¢alismasinda ¢ok 6nemli
oldugu kanitlanmistir. Arastirmacilar, bir bireyin belirli ilaglara tepkisini, toksinler
gibi gevresel faktorlere duyarliligini ve belirli hastaliklart gelistirme riskini tahmin
etmeye yardimci olabilecek SNP'ler bulmuslardir. SNP'ler ayn1 zamanda aileler
igindeki hastalik genlerinin kalittmini izlemek igin de kullanilabilir. Gelecekteki
caligmalarin kalp hastaligi, diyabet ve kanser gibi karmasik hastaliklarla iligkili

SNP'leri tanimlamak i¢in yapilacagi dngoriilmektedir.

2.5.3. Farmakogenetik Calisma Tasarimi

Bir farmakogenetik o6zellik, bir ilagla iligkili olan o6lciilebilir veya fark
edilebilir herhangi bir Ozelliktir. Dolayisiyla enzim etkinligi, plazmadaki veya
idrardaki ilag ya da metabolit diizeyleri, kan basincinin veya lipit diizeyinin bir ilag
tarafindan azaltilmasi ve ilacla olusturulan gen ekspresyonu kaliplart farmakogenetik
ozelliklere ornektir. Bir 6zelligi (6rn; enzim etkinligi) dogrudan 6lgmek, tiim genlerin

0 oOzelligi etkileyen katkilarinin net etkisini fenotipik olgiitte yansitma avantajina
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sahiptir. Ancak, genetik olmayan etkileri (6rn; beslenme, ilag etkilesimleri, diiirnal
veya hormonal dalgalanma) de yansitma dezavantajina sahiptir. Farmakogenetik
Ozelliklerin ¢ogu monogenik olmaktan ziyade multigeniktir ve ilag yanitindaki
degiskenligi etkileyen onemli polimorfizmleri tanimlamak i¢in ¢ok biiyiikk ¢aba

harcanmaktadir.

Insan genlerindeki polimorfizmler ve mutasyonlar hakkinda bilgi igeren
gesitli veritabanlar1 mevcuttur. Bu veritabanlari, bildirilen polimorfizmler hakkinda
arastirmaciya gen diizeyinde arastirma yapma olanagi saglar. Bu veritabanlarmin
bazilari, 6rnegin Farmakogenetik ve Farmakogenomik Bilgi Taban1 (PharmGKB),
genotip bilgilerinin yaninda fenotip bilgilerini de kapsar.

Polimorfizmler iki gruba ayrilir. Bunlarin ilki kodlanan proteinin (6rn., ilaci
metabolize eden bir enzim veya ilag reseptorii) ekspresyon diizeyini veya islevini
kendi icinde ve kendiliginden degistirmeyen polimorfizmlerdir. Bu polimorfizmler
daha ziyade islev degisikligi olusturan varyant alel (ler)le baglantilidir.
Polimorfizmin ikinci tipi, dogrudan fenotipi olusturan nedensel polimorfizmdir.
Ornegin, nedensel bir SNP, evrim boyunca yiiksek diizeyde korunmus bir yerdeki bir
amino asit rezidiislinii degistirebilir. Bu yer degisimi islevsiz ya da islevi azalmis bir
protein ile sonuglanabilir. Eger belli bir polimorfizmin islevi degistirdigini gosteren
biyolojik bilgi mevcutsa, bu polimorfizm bir iliskilendirme ve ilag etkilesimi

caligmasinda kullanilmak tizere miikemmel bir adaydir.

Polimorfizmlerin ¢ogu igin heniiz islevsel bilgi yoktur. Bu nedenle, nedensel
olma olasilig1 bulunan polimorfizmleri segmek i¢in bir polimorfizmin bir proteinin
ekspresyon diizeyinde veya proteinin islevinde, kararliliginda veya hiicre-alti

yerlesiminde degisiklige neden olup olmayabilecegini 6ngérmek dnemlidir.

Tanimlanmis SNP’lerin sayisimin giderek artmasiyla, SNP’lerin islevsel
sonuglarini 6ngérmek i¢in Olgiisel yontemlerin gerektigi agiktir. Su ana kadar, zararl
olma olasiligi bulunan aminoasit yer degistirmelerini tanimlamak i¢in bunu

ongorecek algoritmalar gelistirilmistir.

2.5.4. Farmakogenetik Fenotipler

Tedavi edici ve olumsuz yanit (Yan etki) i¢in aday genler 3 grupta

toplanabilir; farmakogenetik, reseptor/ hedef ve hastaligin seyrini degistiren genler.
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Farmakokinetik degismeler, bir ilacin farmakokinetiginin belirleyicilerini,
ozellikle de metabolize edici enzimleri ve tasiyicilart kodlayan genlerdeki esey-dizisi
degiskenligi, ilag derisimlerini etkiler ve bdylece tedavi edici ve olumsuz ilag
yanitinin baslica belirleyicileri olurlar. Tek bir ilacin farmakokinetiginde pek ¢ok
enzim ve tasiyict gorev alabilir, ilag metabolize edici enzimlerdeki ¢esitli
polimorfizmlerin, tek-genle yonetilen (monogenik) fenotipik 6zellik degiskenlikleri

oldugu kesfedilmistir.

2.5.5. Ilac Reseptorii / Hedefindeki Degismeler

Ilaglar igin dogrudan hedef olan gen iiriinleri farmakogenetikte énemli role
sahiptir. Baz1 genlerde belirgin islevsel sonuglar olusturan yiiksek genetik gegisli
(penetran) varyantlar, negatif secici baskinligi sunan hastalik fenotiplerine neden
olabilir, ayn1 genlerdeki daha hafif degiskenlikler toplumda herhangi bir hastaliga
neden olmaksizin siirdiiriilebilir, fakat yine de ilag yanitinda degiskenlige neden

olurlar.

2.6. Klinik Uygulamada Farmakogenetik

Bir polimorfizmin klinik uygulamada yer almasi i¢in baslica ii¢ tiir kanit

olmalidir;

1- Polimorfizm ile fenotipik 6zellik arasinda baglanti oldugunu gosteren,

cok sayida insandan elde edilen doku taramalart,

2- Polimorfizmin olasilikla fenotip ile baglantili oldugunu gosteren Kklinik

oncesi tamamlayici islevsel ¢alismalar,

3. Cok sayida destekleyici klinik fenotip / genotip iligkilendirme

calismalari.

Insan genomunun molekiiler analizi igin birgok pahali teknolojik yonteme
gereksinim duyulmaktadir. Bu yontemlerin biit¢esi yiiksek olan arastirmalarin
disinda kullanimi, yani rutinde ve Klinikte hastalarin tanisinda kullaniminin zor
olmasi, hastalarin tedavisine yardimci olabilmemizi kisitlamaktadir. Bu yiizden her

gecen giin maliyeti diisiirmek i¢in tan1 ve tedaviye yonelik yeni analiz yontemleri
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geligtirilmektedir. Fakat dogru ve giivenilir yOntemlerin tanimlanmasi ve

kullanilmasi bu hastalar i¢in oldukg¢a 6nemlidir.

2.7. Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi

Molekiiler tanida son derece énemli olan Yiiksek Coziiniirliiklii Erime (High
Resolution Melting- HRM) analizi HRM kapali tiip sisteminde, Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna (PZR; PCR) dayali genetik varyasyonlar1 belirlemek i¢in kullanilan
bir yontemdir. Kisaca PZR, dizisi bilinen 6zgiin bir DNA bdélgesinin, in-vitro
kosullarda enzimatik olarak g¢ogaltilmasi (amplifiye edilmesi) i¢in kullanilan bir
tekniktir. RT-PCR ‘a dayali HRM analizi ise; ¢ift sarmalli DNA o6rneklerindeki
mutasyonlarin, polimorfizmlerin ve epigenetik farkliliklarin tespiti icin molekiiler
biyolojide kullanilan giiclii bir tekniktir. Bu amaglarla kullaniminin yami sira tek
nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon
tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi ¢alismalarda da kullanim
alanlart mevcuttur. HRM’nin ¢alisma prensibi, niikleik asit Orneklerinin erime
sicaklig1 noktasina dayanmaktadir. Cift zincirli DNA "nin denatiirasyonu ve de erime
sicakliginin artmasiyla olusan floresan degisikliklerin saptanmasiyla belirlenir. Wild
Tip ve heterozigot o&rneklerinin farkliliklari, erime grafiklerinde kolaylikla
saptanabilmektedir. Bu yontemde, erime egrisi analiziyle daha fazla bilgi ve detay
elde edilebilmektedir.

HRM analizi, 6rneklerin sekans, uzunluk, Guanin-Sitozin (GC) igerigine

gore ayrimini yapabilmektedir. Popililasyonda yaygin goriilen tek niikleotit
degisikliklerinin (SNP) tespiti, hastaliklarla iligkili gen mutasyon taramalar1 ve DNA
metilasyon analizleri, HRM yontemi ile hizli ve givenilir bir sekilde
tanimlanabilmektedir. PZR firlinlerindeki niikleotit dizi degisimleri ve ¢esitli
varyasyonlar, DNA erime egrisi sekilleriyle HRM yonteminde saptanabilmektedir.
Kombine yeni nesil DNA boyalar1 ve gelistirilen gen tarama yazilimlari sayesinde
giiclii analiz yapabilme kapasitesinin yani sira kolay uygulanabilirligi ve diisiik
maliyetli olma 6zelligi ile gergek zamanli HRM yontemi pek ¢ok klinik uygulamada

on plana ¢ikmaktadir.

HRM  yontemi, molekiiler biyoloji  c¢alismalarinda  mutasyon
(bilinen/bilinmeyen), polimorfizm, epigenetik ve epidemiyolojik alandaki
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uygulamalar i¢in giivenilir ve gii¢lii bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
yontem diger genotipleme tekniklerine kiyasla 6zellikle ¢ok verimli olmasi, basit
calisma prensibi, hizli ve gi¢li analiz imkan1 vermesiyle bir¢cok avantaji
yapisinda barindirmaktadir. En 6nemli 6zelliklerinden biri de kontaminasyon
riskinin az olmasidir ve diisitk maliyet, kullanim kolayligi, yiiksek sensitivite ve
spesifiteye sahip olmasi da HRM yonteminin kullanimini yayginlastiracaktir

(Dirican ve ark. 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Popiilasyonu

Bu proje Necmettin Erbakan Universitesi (NEU) Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanmisti. NEU Meram Tip Fakiiltesi ve KTO Karatay
Universitesi Medicana Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Klinigine bagvuran hastalardan
asagida belirtilen dislama kriterlerine gére uygun olanlar segilmis ve onamlari
alinarak calismaya baslanmistir. Calismaya daha 6nceden kemoterapi almamis, >18
yas ve Karnofsky Performans Skalas1 > % 50 olan; Sisplatin bazli tek ajan veya
kombinasyon kemoterapisi olarak 50 mg/m? ya da iizerindeki dozlarda
kemoterapotik ajan alan hastalar alinmistir. Bu hastalara Cisplatin oncesi bulant1 -
kusmay1 6nleme amacgli premedikasyonda intraven6z olarak Granisetron (3 mg) ve
Deksametazon (8 mg) uygulanmistir. Hastalarda gecikmis bulanti - kusmanin
Oonlenmesi amaciyla kemoterapi sonrasi 4 giin daha Granisetron oral yolla
kullanilmaya devam edilmistir. Diglama kriterlerinin, genis ¢apli ve bulant1 ve/veya
kusmaya neden olacak birgok durumu kapsamis olmasi nedeniyle; ¢ogunlukla genel
durumu iyi, ¢oklu ilag kullanimi ve ek hastaligi1 fazla olmayan hastalar ¢calismamizda

yer almistir.

3.2. Dislama Kriterleri

Kemoterapiden 24 saat 6ncesinde bulanti - kusmanin olmasi, benzodiazepin
ya da noroleptik gibi diger antiemetik ilag kullanilmasi, kemoterapiden 6nceki 24
saat i¢inde radyoterapi alinmis olmasi, son 2 hafta i¢inde opioid kullanilmis olmasi,
bulant: - kusmaya yol acabilecek eslik eden hastaliklar1 (Ust GIS iilserasyonlar1 veya
obstriiksiyonlari, ALT/AST’ nin metastaz olmaksizin {ist sinirin 2,5 katindan yiiksek
olmasi1 ve metastazi bulunanlarda ise 5 katindan yiiksek olmasi, kreatinin klirensinin
60 ml/dk’nin altinda oldugu bobrek yetmezlikleri, beyin metastazlari) olanlar

calismaya dahil edilmemistir.

22



3.3. Bulant1 - Kusma Degerlendirmesi

Her hasta giinliik olarak sitotoksik ilag baslangicindan itibaren 5 giin boyunca
takip edilmistir. CINV siddetini degerlendirmek igin hastalara FLIE islevsel indeksi

skalas1 kullanilmustir.

3.4.Molekiiler Yontemler

3.4.1 DNA izolasyonu

Bu tez projesinde, tedavinin hemen 6ncesinde ¢alismaya uygun 50 hastadan
alinan kan oOrneklerinden izole edilen DNA oOrnekleri kullanilmistir. Kan
orneklerinden DNA izolasyonu, {iretici firmanin (GeneAll; Exgene Blood SV,
Katalog no: 105-326) talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir. Kisaca, 1.5 ml
tiip icerisine 20 pl Proteinase K eklenmis ve tizerine 250 ul tam kan ilave edilmistir.
Ardindan tiip icerisine 20 ul RNase A eklenmis ve pipetleme yapilmistir. Oda
sicakliginda 2 dakika bekletildikten sonra tiip tizerine 200 pl BL Buffer eklenmis ve
tiip 56°C ‘de 10 dakika inkiibasyonda birakilmistir. inkiibasyon sonrasi tiip iizerine
200 pl absolute etanol eklenmis ve tiip igerigi kolona aktarilarak 10,000 rpm’de 2
dakika santrifiijde birakilmistir. Santrifiij sonras1 kolona 600ul BW Buffer eklenmis
ve 10,000 rpm ’de 2 dakika santrifiij uygulanmistir. Sonrasinda toplama tiipi
yenilenmis ve 700 ul TW Buffer eklenerek 10,000 rpm’de 2 dakika daha santrifiijde
kalmistir. Santrifiij iglemi 14,000 rpm’de 2 dakika olacak sekilde tekrarlanmistir. Son
olarak karisim temiz ve etiketlenmis tiip igerisine alinmig ve tizerine 60 ul AE Buffer
eklenmistir. 14,000 rpm ’de 2 dakikalik santrifiij isleminin ardindan DNA izolasyonu
yapilmigtir. Safligit ve konsantrasyonlar: belirlenen DNA ornekleri analizlerde

kullanilmak tizere +4°C ’de muhafaza edilmistir.

3.4.2. DNA Saflik Tayini

Vakalardan izole edilen DNA kalitesi ve miktar tayini ig¢in
spektrofotometrik 6l¢iim yapabilen Nanodrop cihazi kullanildi. Kontaminasyonu
onlemek i¢in 0,5 ml stok DNA’ dan 0,1 ml’ lik 50-100 ng/ml konsantrasyonda
olacak sekilde calisma stogu hazirland1 ve tekrar Nanodrop cihazinda 6l¢iim

yapildi. 260 nm OD (Optik Dansite) 6l¢iimiiniin 280 nm OD &l¢limiine orani bize
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DNA’da protein ya da RNA kontaminasyonu olup olmadigi hakkinda bilgi
vermektedir. A260 / A280 oraninin 1,8 ile 2,0 arasinda olmasi beklenir. OD’nin
2,0’nin tizerinde olmast RNA kontaminasyonuna ve 1,8 ’in altinda olmasi da
protein kontaminasyonuna isaret eder (Heaton ve Keer 2008). Kullanilacak DNA
oranlart saf degerleri gosterdigi i¢in 1,8 -1,9 olarak 6lgiildii ve dogrudan PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) uygulamasina gegildi.

3.4.3. PZR-RFLP Yontemi ile Polimorfizm Analizi

Mutasyon ve polimorfizm tarama tekniklerinin bircogu PZR/PCR temellidir.
PZR-RFLP teknigi; PCR’in ardindan restriksiyon enzimlerinin kullanilmasiyla
mutasyon taranmasidir. Restriksiyon enzimleri, DNA’da 6zgilin dizileri tanir ve o
noktadaki fosfodiester bagini keserler. PZR islemi ardindan enzim kesimi sonrasi;
elektroforez jeldeki band profili goriiniimii son derece dnemlidir. Ornegin, daha
kiigiik 2 band olusuyorsa homozigot normal, PZR iiriinii kesilmeden kaliyorsa
homozigot mutant, 3 band goriiliyorsa (normal ve mutanttan kaynaklanan)
heterozigot bir bireydir denilmektedir. Bu c¢alismada, CYPIA1*2A (rs4646903),
CYP1A1*2C (rs1048943), CYP3A4*22 (rs35599367) polimorfizmleri PZR - RFLP
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm)
yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Bunun ig¢in ilgili bolgelere uygun primerler
(Tablo 3.1) kullanilarak PCR / PZR 2X Master (WizPure™, Katalog no: W1401) ile
PZR karisim1 hazirlanmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. Hedef Bolgelere Yonelik Primer Dizileri.

Polimorfizm Primer Dizileri

F:5'-AGAGAGGGCGTAAGTCAGCA-3

CYP1A1*2A (rs4646903)
R:5'-ACCCCATTCTGTGTTGGGTT-3'

F:5'-GGCAGGATCCCTTAGGCTTG-3'

CYP1A1*2C (rs1048943)
R:5'-TTTCTCACCCCTGATGGTGC-3'

F:5'-CCAAAGACGCTGAGTGGAGA-3’

CYP3A4*22 (rs35599367)
R:5'-GTGCTGAAGAGGAATCGGCT-3'
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Tablo 3.2. PZR i¢in Hazirlanan Reaksiyon Karisima.

Reaksiyon Bileseni Hacim
PCR 2X Master 10 pl
fleri primer 0,5 ul
Geri primer 0,5 ul
DNA (50 ng/ul) 2ul
dH,0O 7 ul
Toplam 20 ul

Tablo 3.2’ye gore hazirlanan karisim, PZR tiiplerine aktarilmis ve 1s1 dongiilii

cihaza yerlestirilmistir. Orneklere denatiirasyon, amplifikasyon ve sonlanma

basamaklarindan olusan PZR protokolii uygulanmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. PZR Protokolii.

Denatiirasyon

94°C’de 5d

Amplifikasyon (30 dongii)

94°C’de 30 sn
60°C’de 30 sn

72°C’de 30 sn

Sonlanma

72°C’de 5 dk

+4°C’de o©

PZR iirtinleri elde edildikten sonra RFLP asamasina gegilmistir. Polimorfizm

bolgelerine yonelik kullanilan kesim enzimlerinin markasi, adi ve katalog numarasi

Tablo 3.4’ de belirtilmistir.

Tablo 3.4. RFLP Analizinde Kullanilan Kesim Enzimleri.

Polimorfizm Enzimin Ad1

Marka-Katalog No

CYP1A1*2A (rs4646903)  Awval

New England Bioloabs, R0618S

CYP1A1*2C (rs1048943)  HpyCH4llI

New England Bioloabs, R3510S

CYP3A4*22 (rs3559967) Dralll

New England Bioloabs, R0152S
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Her bir boélge i¢in yukaridaki kesim enzimleri kullanilarak reaksiyon
karisimlar1 hazirlanmistir (Tablo 3.5). Reaksiyon karigimlari hazirlandiktan sonra
RFLP reaksiyonuna gec¢ilmistir. RFLP analizi i¢in kullanilan reaksiyon kosullari

Tablo 3.6’da belirtilmistir.

Tablo 3.5. RFLP Analizi i¢in Olusturulan Reaksiyon Karisimu.

Reaksiyon Bileseni Hacim
Kesim enzimi 1 ul
10X NEBuffer 5ul
PZR iiriinii 4l
dH,0 40 pl
Toplam 50 ul

Tablo 3.6. RFLP Analizi Reaksiyon Kosullari.

Sicaklik (°C) Siire Dongii
Inkiibasyon 1 37 8 saat 1
Inkiibasyon 2 65 20 dk 1
Inkiibasyon 3 4 - 1

RFLP reaksiyonu tamamlandiktan sonra iiriinler %2 agaroz jelde 110V, 45
dakika kosullarinda yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonrasi elde edilen goriintiilerdeki
band biiyiikliikleri degerlendirilerek Orneklerin her bir polimorfizm bdlgesi icin

genotiplendirilmesi yapilmistir.

3.4.4. HRM Yontemi ile Polimorfizm Analizi

Calismada, CYP1A1*2A  (rs4646903), CYP1A1*2C  (rs1048943)
CYP3A4*22 (rs35599367) polimorfizmlerin belirlenmesinde PZR tabanli RFLP
tekniginin yan1 sira gen polimorfizmlerinin validasyon amach gergek zamanli PZR’a
dayalt HRM teknigi de kullanilmistir. Reaksiyon, HRM analizine imkan saglayan

BioRad Precision Melt Supermix (Katalog n0:172-5110) kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Analizi i¢in her bir bolgeye 0Ozgii primerler (Tablo 3.1)

kullanilarak Tablo 3.7°de gosterilen reaksiyon karisimi hazirlanmistir.

Tablo 3.7. HRM Analizi i¢in Hazirlanan Reaksiyon Karisimi.

Reaksiyon Bileseni Hacim
Precision Melt Supermix (2X) 10 ul
fleri primer (50 uM) 0,25 ul
Geri primer (50 uM) 0,25 ul
DNA (50 ng/pl) 2 ul
dH,0 7,5 ul
Toplam 20 ul

Tablo.3.7 ’ye gore hazirlanan karisim PZR tiiplerine aktarilmis ve tiipler
gercek zamanli PZR Sistemi / Biorad CFX Connect cihazina yerlestirilmistir.
Orneklere HRM protokolii olarak denatiirasyon, amplifikasyon ve melt basamaklar1
uygulanmistir (Tablo 8.8). Reaksiyon sonunda BioRad Precision Melt Analiz
programi kullanilarak her bir hedef bolgenin ilgili polimorfizm acisindan analizi

gerceklestirilmistir.

Tablo 3.8. HRM (Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi) Protokolii.

Denatiirasyon 95°C’de 10 dk

Amplifikasyon (35 dongii) 95°C’de 30 sn
60°C’de 30 sn

72°C’de 30 sn

Melting 95°C’de 30 sn

60°C’de 1 dk

65-95°C 0,2°C artarak

Erime (Melting) sirasinda, DNA'nin 260 nm' deki absorpsiyonu (OD260)
izlenir ve sicakliga karsi grafige gegirilse, DNA'nin erime profili elde edilir. Bu
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profilin ya da egrinin orta noktasina erime sicakligi (Tm) denir ve DNA zincirinin

%50'sinin acilmis ya da denatiire oldugu noktay1 gostermektedir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Vferiler ortalama + / - SE seklinde ifade edilmistir. Analizlere gegmeden 6nce
bulanti, kusma ve bulanti-kusma toplam puanlarinin normal dagilima uygunlugu test
edilmistir. Kolmogorov — Smirnow testinin sonuglarina gore normal dagilim
gostermeyen her ii¢ puan i¢in parametrik olmayan testlerden Kruskal — Wallis testi
uygulanmustir. Gruplar arasindaki farkin p degeri 0,05’den kii¢iik olmasi1 durumunda

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tablo 4.1. Hasta Ozellikleri.

Hasta Yas Cinsiyet Tam Aldig1 Sisplatin Dozu
no Kemoterapotikler (mg/m2)
1 63 E Akciger Ca SISPLATIN, VINORELBIN 75
2 63 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
3 60 E Akciger Ca SISPLATIN, ETOPOSID 80
4 59 E Non-Hodgkin SISPLATIN, RUTIKSIMAB, 75
Lenfoma GEMSITABINE
5 62 K Akciger Ca SISPLATIN, ETOPOSID 50
6 46 K Meme Ca SISPLATIN, DOSETAKSEL 75
7 59 E Akciger Ca SISPLATIN, DOSETAKSEL 75
8 58 E Akciger Ca SISPLATIN, PEMETREXED 75
9 55 E Akciger Ca SISPLATIN, PEMETREXED 75
10 65 K Meme Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
11 65 E Akciger Ca SISPLATIN, ETOPOSID 75
12 64 E Akciger Ca SISPLATIN, PEMETREXED 75
13 51 E Mesane Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 70
14 54 E Akciger Ca SISPLATIN, DOSETAKSEL 75
15 65 E Malign SISPLATIN, PEMETREXED 75
Mezotelyoma
16 65 E Akciger Ca SISPLATIN, PEMETREXED 75
17 51 E Nazofarenks Ca SISPLATIN 100
18
19
20 63 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 120
21 49 K Meme Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 70
22 59 K Akciger Ca SISPLATIN, ETOPOSID 80
23 35 K Meme Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 70
24 59 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 70
25 50 E Akciger Ca SISPLATIN, ETOPOSID 80
26 40 E Siirrenal Ca SISPLATIN, ETOPOSID 60
27 60 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 130
28 60 E Akciger ca SISPLATIN, PEMETREXED 70
29 60 E Akciger Ca SISPLATIN, ETOPOSID 70
30 64 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
31 56 E Akciger Ca SISPLATIN, PEMETREXED 70
32 53 E Safra kesesi Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
33 65 K Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
34 57 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
35 56 K Meme Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
36 64 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
37
38 63 E Akciger ca SISPLATIN, PEMETREXED 75
39 52 E Akciger ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
40 61 E Safra kesesi Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 70
41 49 E Akciger ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
42 65 E Mesane Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 70
43 61 E Akciger Ca SISPLATIN, ETOPOSID 70
44 53 E Akciger ca SISPLATIN, PEMETREXED 75
45 49 E Mesane Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 70
46 61 E Akciger Ca SISPLATIN, DOSETAKSEL
47 38 K Akciger Ca SISPLATIN, PEMETREXED 75
48 59 E Akciger Ca SISPLATIN, DOSETAKSEL 75
49 60 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 75
50 60 E Akciger ca SISPLATIN, PEMETREXED 75
51 59 E Akciger Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 120
52
53 64 E Akciger Ca SISPLATIN, ETOPOSID 70
54 56 E Mesane Ca SISPLATIN, GEMSITABIN 70
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54 hastadan 6rnek alinmis ancak 4 hasta (18, 19, 37, 52 no’lu hastalar) anket

calismasina devam etmedigi i¢in ¢alisma dis1 birakilmistir.

4.1. PZR-RFLP Sonuclar

CYP1A1*2A  (rs4646903), CYP1A1*2C (rs1048943) CYP3A4*22
(rs35599367) polimorfizmleri, PZR-RFLP yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Bu
amagla bolgeye 6zgii primerler ile PZR gergeklestirildikten sonra yine bolgeye 6zgii
kesim enzimleri kullanilarak kesim yapilmistir. Kesim driinlerinin agaroz jelde
degerlendirilmesi ile 6rnekler ilgili polimorfizmler agisindan genotiplendirilmistir.

CYP1A1*2A (rs4646903) polimorfizmi i¢in hedef bolgeye 6zgii primerler ile
gerceklestirilen PZR sonrasi olusan {iriin 419 bp’dir. Aval enzimi ile kesilen PZR
uriintine agaroz jel elektroforezi yapilmis ve elde edilen goriintiilerde band
biiytiklikleri degerlendirilmistir. Buna gore band biiyiikliginin 419 bp olmasi
durumunda 6rnek Wild Tip (AA), 233 ve 186 bp olmak iizere 2 bandin gériinmesi
durumunda o6rnek homozigot (GG), 419 - 233 ve 186 bp olmak iizere 3 bandin

varhiginda ise drnek heterozigot (AG) olarak degerlendirilmistir.

Marker-100 bp

Sekil 4.1. CYP1A1*2A (rs4646903) polimorfizmi i¢in 6rnek PZR-RFLP jel goriintiisii

CYP1A1*2C (rs1048943) polimorfizmi i¢in hedef bolgeye 6zgii primerler ile
gergeklestirilen PZR sonrasi Olusan iiriin 409 bp ’dir. HpyCHA4111 enzimi ile kesilen
PZR diriiniine agaroz jel elektroforezi yapilmis ve elde edilen goriintiilerde band
biiytiklikkleri degerlendirilmistir. Buna gore band biiyiikliigiinin 409 bp olmasi
durumunda 6rnek Wild Tip (TT), 320 ve 89 bp olmak iizere 2 bandin goriinmesi
durumunda o6rnek homozigot (CC), 409-320 ve 89 bp olmak iizere 3 bandin

varliginda ise 6rnek heterozigot (TC) olarak degerlendirilmistir.
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Marker-100 bp

409 bp
320 bp

89 bp

Sekil 4.2. CYP1A1*2C (rs1048943) polimorfizmi igin érnek PZR-RFLP jel goriintiisii

CYP3A4*22 (rs3559967) polimorfizmi icin hedef bolgeye 6zgii primerler ile
gerceklestirilen PZR sonrasi olusan tirtin 447 bp ’dir. Dralll enzimi ile kesilen PZR
triintine agaroz jel elektroforezi yapilmis ve elde edilen goriintiilerde band
biytiklikkleri degerlendirilmistir. Buna gore band biiyiikliginin 447 bp olmasi
durumunda 6rnek Wild Tip (GG), 243 ve 204 bp olmak iizere 2 bandin gériinmesi
durumunda o6rnek homozigot (AA), 447-243 ve 204 bp olmak iizere 3 bandin

varhiginda ise 6rnek heterozigot (GA) olarak degerlendirilmistir.

Marker-100 bp

447 bp

243 bp
204 bp

Sekil 4.3. CYP3A4*22 (1rs3559967) polimorfizmi i¢in 6rnek PZR-RFLP jel goriintiisii

4.2. HRM Analizi Sonugclari

CYP1A1*2A  (rs4646903), CYP1Al1*2C (rs1048943) CYP3A4*22
(rs35599367) polimorfizmleri PZR-RFLP yonteminin yanisira HRM analizi ile de
degerlendirilmistir. Bu amagcla “Bio-Rad Precision Melt Analysis” programi

kullanilarak ilgili polimorfizmlerin analizi gergeklestirilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Polimorfizmleri i¢in HRM analizi sonuglari
a) CYP1A1*2A (rs4646903); b) CYP1A1*2C (rs1048943); c) CYP3A4*22 (rs35599367)

Elde edilen sonuglara gore drneklerin genotiplerine gore hesaplanan genotip

frekanslar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Orneklerin ilgili Polimorfizmler Bakimindan Genotip Frekanslari.

Polimorfizm Ornek Sayisi Wild Type Heterozigot =~ Homozigot
CYP1A1*2A (rs4646903) 50 40 (%80) 9 (%18) 1 (%2)
CYP1A1*2C (rs1048943) 50 46 (%92) 4 (%8) 0
CYP3A4*22 (rs35599367) 50 48 (%96) 2 (%4) 0

Tablo 4.3. Tek Niikleotid Polimorfizmi I¢in Hazirlanan Primer dizileri.

CYPIAI*2A TTGTTTCACTGTAACCTCCACCTCC[C/T]GGGCTCACACGATTCTCCCACCTCA
(rs4646903)

CYP1A1*2C CAAGCGGAAGTGTATCGGTGAGACC[A/G]JTTGCCCGCTGGGAGGTCTTTCTCTT
(rs1048943)

CYP3A4*22  AGTTCAGTGTCTCCATCACACCCAG[C/T]GTAGGGCCAGCTGCATCACTGGCAC
(rs35599367)

CYP3A4*1B  GAGGACAGCCATAGAGACAAGGGCA[A/G]GAGAGAGGCGATTTAATAGATTTTA
(rs2740574)
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Tablo 4.4.  Orneklerin RFLP Gériintiileri Analiz Edilerek Elde Edilen Genotip Bilgileri.

Ornek Sirasi rs1048943 rs270574 rs35599367 rs4646903
1 Wild Type ? Wild Tip Wwild Tip
2 Wild Tip ? Heterozigot Wild Tip
3 wild Tip ? Wwild Tip Wwild Tip
4 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
5 wild Tip ? Wwild Tip Wwild Tip
6 Heterozigot ? Wild Tip Homozigot
7 Heterozigot ? Wwild Tip Heterozigot
8 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
9 wild Tip ? Wwild Tip Wwild Tip
10 Wild Tip ? Wild Tip Heterozigot
11 wild Tip ? Wwild Tip Wwild Tip
12 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
13 Heterozigot ? Wwild Tip Wwild Tip
14 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
15 wild Tip ? Wild Tip Wwild Tip
16 wild Tip ? Wwild Tip wild Tip
17 Wild Tip ? Wild Tip Heterozigot
18 wild Tip ? Wwild Tip Wwild Tip
19 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
20 wild Tip ? Wwild Tip wild Tip
21 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
22 wild Tip ? Wwild Tip wild Tip
23 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
24 wild Tip ? wild Tip wild Tip
25 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
26 Heterozigot ? Wild Tip Heterozigot
27 Wild Tip ? Wild Tip Heterozigot
28 Wild Tip ? Heterozigot Heterozigot
29 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
30 wild Tip ? Wwild Tip wild Tip
31 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
32 wild Tip ? Wwild Tip wild Tip
33 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
34 Wwild Tip ? Wwild Tip wild Tip
35 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
36 Wwild Tip ? Wwild Tip wild Tip
37 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
38 Wwild Tip ? Wwild Tip wild Tip
39 Wild Tip ? Wild Tip Heterozigot
40 Wwild Tip ? Wwild Tip wild Tip
41 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
42 Wwild Tip ? Wwild Tip wild Tip
43 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
44 Wwild Tip ? Wwild Tip Wwild Tip
45 Wwild Tip ? Wwild Tip wild Tip
46 Wild Tip ? Wild Tip Heterozigot
47 Wwild Tip ? Wwild Tip wild Tip
48 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip
49 Wwild Tip ? Wwild Tip Wwild Tip
50 Wwild Tip ? Wild Tip Wild Tip
51 Wwild Tip ? Wwild Tip Wwild Tip
52 WildType ? Wild Tip Wild Tip
53 Wild Tip ? Wild Tip Heterozigot
54 Wwild Tip ? Wild Tip Wild Tip
55 Wild Tip ? Wild Tip Wild Tip




Tablo 4.5. Orneklerin Genotiplerine Gore Hesaplanan Genotip Frekanslari.

Frekans Hasta Sayism ~ WildType Heterozigot Homozigot
rs1048943 (CYP1A12C) 55 51 (%92,72) 4 (%7,27) 0
rs270574 (CYP3A41B) 55 ?
rs35599367 (CYP3A4 22) 55 53 (%96,36) 2 (%3,63) 0
rs4646903 (CYP1A12A) 55 45 (% 81,81) 9 (%16,36) 1 (% 1,81)

Tablo 4.6. RS1(CYP 1A1 2C) i¢in bulanti, kusma ve bulanti-kusma toplam puani analizi.

Std. Ki-Kare P degeri
N Ortalama Min Max
Sapma
Bulant1 WilType 46 31,5652 2,61086 9,00 62,00
Heterozigot 4 26,7500 11,63597 9,00 58,00 0,292 0,589
Total 50 31,1800 2,54112 9,00 62,00
Kusma WilType 46 19,0109 2,29800 8,00 61,00
Heterozigot 4 14,5000 5,50000 9,00 31,00 0,222 0,638
Total 50 18,6500 2,15417 8,00 61,00
Toplam WilType 46 50,5761  4,24998 18,00 123,00
Bulant1
Kusma Heterozigot 4 41,2500 13,46214 18,00 67,00 0,236 0,627
Total 50 49,8300  4,03474 18,00 123,00

RS1(CYP 1Al 2C) igin bulanti, kusma ve bulanti-kusma toplam puan
analizlerinde yapilan Kruskal Wallis testi sonrasinda RS1 bulanti puanlari arasinda

fark bulunamamistir (P Degeri = 0,589 > 0,050). Ve yine kusma puanlar1 arasinda

fark bulunamamustir (P Degeri = 0,638 > 0,050). Son olarak bulanti — kusma toplam

puanlari arasinda fark bulunamamustir (P Degeri = 0,627 > 0,050).
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Tablo 4.7. RS3(CYP3A4 22) i¢in bulanti, kusma ve bulant1 — kusma toplam puani analizi.

N Ortalama Std. Min Max Ki-Kare P degeri
Sapma

Wild Tip 48 30,7604  2,61432 9,00 62,00
Bulant:  Heterozigot 2 41,2500  9,75000 31,50 51,00 0,851 0,356

Total 50 31,1800  2,54112 9,00 62,00

Wild Tip 48 17,9896  2,19013 8,00 61,00

Kusma Heterozigot 2 34,5000 3,50000 31,00 38,00 3,193 0,074
Total 50 18,6500  2,15417 8,00 61,00
Wild Tip 48 48,7500  4,11132 18,00 123,00
Toplam
Bulantt  Heterozigot 2 75,7500 13,25000 62,50 89,00 2,238 0,135
Kusma

Total 50 49,8300  4,03474 18,00 123,00

RS3(CYP3A4 22) i¢in bulanti, kusma ve bulanti — kusma toplam puani
analizlerinde yapilan Kruskal-Wallis testi sonrasinda RS3 bulanti puanlari arasinda
fark bulunamamistir (P Degeri = 0,356 > 0,050). Ve yine kusma puanlari arasinda
fark bulunamamistir ( P Degeri = 0,074 > 0,050 ). Son olarak kusma ile bulanti —

kusmanin toplam puanlar1 arasinda fark bulunamamistir. (P Degeri = 0,135 > 0,050).
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Tablo 4.8. RS4(CYP1A1 2A) i¢in bulanti, kusma ve bulanti-kusma toplam puani analizi

N Ortalama St Min Max Ki-Kare P degeri
Sapma
Bulanti  WildType 40 31,8625 2,78802 9,00 62,00
Homozigot 1 31,0000 31,00 31,00 0,421 0,810
Heterozigot 9 28,1667 7,06517 9,00 62,00
Total 50 31,1800 2,54112 9,00 62,00
Kusma WildType 40 18,6875 2,53164 8,00 61,00
Homozigot 1 31,0000 31,00 31,00 1,241 0,538
Heterozigot 9 17,1111 4,07719 9,00 36,00
Total 50 18,6500 2,15417 8,00 61,00
Toplam  WildType 40 505500 467357 18,00 123,00
Bulanti ) smozigot 1 62,0000 6200 62,00 0,512 0,774
Kusma
Heterozigot 9 45,2778 8,70389 18,00 73,00
Total 50 49,8300 4,03474 18,00 123,00

analizlerinde yapilan Kruskal Wallis testi sonrasinda RS4 bulanti puanlart arasinda

fark bulunamamistir (P Degeri = 0,810 > 0,050). Yine kusma puanlari arasinda fark

RS4(CYP1Al 2A) igin bulanti, kusma ve bulanti-kusma toplam puani

bulunamamistir (P Degeri = 0,538 > 0,050). Son olarak bulant1 ve kusmanin toplam

puanlart arasinda fark bulunamamistir (P Degeri = 0,774 > 0,050).
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5. TARTISMA

Ilag metabolizmasindan sorumlu olan enzimlerin polimorfizmleri bireyler
arasinda metabolizma farkliliklarina neden olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, kanser
hastalarinda Sisplatin tedavisine bagli gelisen bulanti ve kusmaya karsi kullanilan
Granisetron’un metabolizmasinda yer alan CYP1Al ve CYP3A4 enzim gen
polimorfizmlerinin etkinligi arastirilmistir.  insan genomunda en ¢ok bulunan
polimorfizm tipi SNP’dir. SNP’ler hastaliklara yatkinlik ve ila¢ cevabinda major
etkiye sahiptir. SNP verilerinin uygulama alanlarindan biri de farmakogenetiktir.
Farmakogenetik ilaca verilen yanitin genetik yapiya gore bireyler arasinda farklilik
gostermesi ve buna bagli olarak ilag etkinliginin degismesini inceler. Genetik
faktorler ilaca yanitta bireysel farkliliklarin ve istenmeyen etkilerin biiyiik bir
kismindan sorumludur. Calismada segilen vaka/genotipe bagli olarak gelisen
varyasyonlarda analizlerin anlamli sonug¢ vermemesinin en 6énemli sebebi Wild Tip
bireylerin disinda diger Homozigot ve Heterozigot gene sahip bireylerin ¢ok az
sayida olmasidir. Bu sayilarin arttirilmasi daha dogru ve giivenilir sonuglara

ulagilmasini saglayacaktir.

flag metabolizmas: ile iliskili birgok gen mevcuttur. Baz1 sitokrom P450
enzim polimorfizmleri ise bunlardan bazilaridir. CYP3A4 enzimini kodlayan gende
olusan veya var olan genetik polimorfizm, genin ekspresyonunu etkilemektedir.
CYP3A4 geninin 5 promotoriindeki Adenin-Guanin (A>G) gegisi Rebbeck ve
arkadaglar1 (1998) tarafindan yayinlanmisti. CYP3A41B (rs2740574) olarak da
bilinen bu islevsel varyantin genin transkripsiyonel aktivitesini ve dolayisiyla

CYP3A4 'iin genel aktivitesini degistirdigi bilinmektedir.

Quintanilha ve ark. (2017), yaptiklar1 bir caligmada &zellikle CYP2E1 ve
CYP4All basta olmak iizere CYP450 enzimlerinin ilaca bagl hepatotoksisite ve
nefrotoksisitede onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Calismalar ayrica
Sisplatin ve CYP2E1 etkilesiminin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve diger
oksidantlarin olusumuna yol acarak renal hasara yol agtigii ve hem Sisplatin
kullanimi hem de CYP2E1 tarafindan iiretilen ROS'un doku hasarini arttirdigs,
apopitozu indiikledigi ve karaciger yetmezligine neden oldugunu ileri siirmiistiir.

Bizim ¢alismamizda yer alan Cyp 1Al ve Cyp 3A4 ile ilgili boyle bir toksisiteye
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literatlirde rastlanmamistir. Polimorfik CYP’lerin enzim aktiviteleri degiskenlik
gostermekte ve dolayisiyla kanser hastalarinin kemoterapiye yanitlarinda ve

sagkalim stireleri lizerinde etkileri olabilmektedir.

Granisetron, kemoterapiye bagli bulanti-kusmanin 6nlenmesi amaciyla
kullanilan 5 HT3 - reseptor blokorii antiemetik bir ilagtir. N-demetilasyon, aromatik
halka oksidasyonu ve diger S-HT3RA’lardan farkli olan P450 CYP3A ve CYP1A1
izoenzimlerinin aracilik ettigi konjugasyon yoluyla karaciger tarafindan metabolize
edilir. Granisetron kullanan hastalarin % 30 - 50 ’sinde CINV’in devam ettigi ¢ok
sayida literatiir yaymlanmistir. Ilacin metabolizmas: ile iliskili farmakogenomik
polimorfizmlerin antiemetik tedaviye cevabi etkiledigi de bilinmektedir (Nakamura
ve ark.2005).

Her dokuda CYP450 enzimlerinin dagilimi ve gen ifadeleri kendine 6zgii
olup, bunlar genetik olarak belirlenmektedir. CYP gen ifadelerini, yag asitleri ve
steroidler gibi endojen maddelerin yanisira disaridan alinan maddeler de etkileyebilir.
Omegin Sisplatin tedavisi gdren hastalardaki bulanti-kusma semptomunu &nlemek
icin Granisentron kullaniminin bireylerdeki etkileri farkli olabilmektedir. Ayrica aglik
ve diabet gibi patofizyolojik durumlar da yine gen ifadelerini degistirebilmektedir.

Bu durumda ila¢ metabolizmalari etkilenebilir ve etkilesmeler artabilir.

Calismamiza dahil olan hastalar malign bir hastaliga bagli daha 6nce hig
kemoterapi kullanmamis ve Karnofsky Performans Skalast >%50 olan hastalardir.
Dislama kriterlerinin, genis ¢apli ve bulanti ve/veya kusmaya neden olacak birgok
durumu kapsamig olmasi nedeniyle; cogunlukla genel durumu iyi, ¢oklu ilag
kullanimi1 ve ek hastaligi fazla olmayan hastalar ¢alismamizda yer almistir. Bu
hastalardan 1 ve 43 numarali hastalarda diyabet tanisi ile Insiilin, 17 numarali
hastada diyabet tanis1 ile Gliklazid, Metformin ve hipertansiyon tanisi ile Nebivolol,
11 ve 37 numarali hastalarda hipotiroidi tanisi ile Levotiron kullanilmakta, 37
numarali hastada hipertansiyon tanisi ile Atenolol, 30 numarali hastada Propranalol,
36 numarali hastada Ramipril ve Klopidogrel, 45 numarali hastada Valsartan ve 6
numarali hastada ise mide koruyucu olarak Rabeprazol kullanilmakta olup herhangi
bir bulanti-kusmaya sebep olacak gastrik problemi bulunmamaktadir. Tim bu
hastalarin  aldiklar1 ilaglar ile Granisetron etkisini ve metabolizmasini

degistirebilecek bir ilag-ilag etkilesimi literatiirde bildirilmemistir.
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CYP1A1, prokarsinojenlerin inaktivasyonunda rol oynamaktadir ve
CYP1AZ1 aktivitesi ile akciger kanseri riski arasinda giiglii bir iligski vardir (Mehgoub
ve ark. 1977). 2,3,7,8 - tetraklorodibenzo - p - diokson (TCDD), 3-metilkolantren ve
B-naftoflavon ise CYP1A1’in iyi bilinen deneysel indiikleyicileridir (Edwards ve ark.
2003; Madan ve ark. 2003). In vitro olarak yaygim olarak kullanilan 7-hidroksiflavon,
a-naftoflavon ve basta Ketokonazol olmak iizere Amiodaron, Karbamazepin,
Duloksetin, Izoniazid, Resveratrol ve Rofekoksib gibi bazi ilaglarin ise CYP1A
inhibitori oldugu bilinmektedir (Paine ve ark. 1999; Bapiro ve ark. 2002; Roymans
ve ark. 2004; Yoshinari ve ark. 2008; Sugiyama ve ark. 2016). Granisetron’a (Lang
ve ark. 2009) ek olarak, tirozin kinaz inhibitorleri olan Aksitinib, Erlotinib, Gefitinib
ve Ningetinib ile Toll benzeri reseptdr agonisti Imikimod ve Conivaptan
(Antiditiretik Hormonun inhibitérii) CYP1Al'in substratlari, arasidonik asit,
bilirubin, prostaglandinler, Ostrojenler, melatonin ve retinoik asit ise endojen
substratlar1 arasinda yer almaktadir. Calismamiza katilan hastalarin bu ilaglardan
herhangi birini kullanmamis olmasi ¢alismanin sonuglarinin etkilenmemesi agisindan
onemlidir. Her ne kadar dstrojen CYP1A 'min endojen substratlar1 arasinda bulunsa

da galismamizda cinsiyet agisindan bir fark bulunmamustir.

Albendazol, Karbamazepin, Omeprazol, Lansoprazol, primakuin ve
Rosiglitazonun da CYP1ALl ve CYP1A2 'nin ekspresyonu ve metabolik aktivitesinin
giiclii indiikleyicileri oldugu gosterilmistir (Bapiro ve ark. 2002; Roymans ve ark.
2004; Yoshinari ve ark. 2008; Sugiyama ve ark. 2016). Calismaya katilan hastalardan
3 kisi proton pompa inhibit6rii kullanmig olup bunlar etken madde olarak Rabeprazol
icermektedir. Rabeprazol ile ilgili literatiirde CYP enzim indiiksiyonu ve inhibisyonu

yaptigina dair bir bilgi mevcut degildir.

In vitro deneylerde CYP1ALl'in gesitli bilesikler tarafindan inhibe edilebildigi
ve indiiklenebildigi gosterilmis olmasina ragmen literatiirde, spesifik CYP1Al
inhibisyonu veya indiiksiyonu ile iligkilendirilebilecek higbir Klinik ilag-ilag
etkilesimi yoktur.

CYP3A4, 120'den fazla farkli ilacin pargalanmasindan sorumlu olan insanda
en bol eksprese edilen ilag metabolize eden enzimdir ve bu nedenle enzim bazl ilag
etkilesimleri agisindan énemli bir ¢alisma alanidir. Metabolize edilen ilaglar arasinda

Midazolam, Triazolam ve Diazepam gibi sedatifler, Amitriptilin ve Imipramin gibi
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antidepresanlar, Amiodaron, Kinidin, Propafenon ve Disopiramid gibi anti-aritmikler,
Terfenadin, Astimemizol, Loratidin gibi antihistaminikler, Diltiazem ve Nifedipin
gibi ¢esitli kalsiyum kanal blokorleri, ¢esitli antimikrobiyaller ve proteaz inhibitorleri
yer alir (Bertilsson ve ark.1992). Calismamizda bu ilaglardan herhangi birini

kullanan hasta bulunmamaktadir.

Insan CYP450 formlarinin %40 'min polimorfik oldugu bulunmustur.
CYP1A1 geni 15q924.1 yerlesimlidir, yedi ekson ve alt1 introna sahiptir. CYP1Al
icin, CYP1A1 * 1 den CYP1A1 * 11 ’e kadar toplam 11 varyant allel belirlenmistir.
11 alelden baska bazi tek niikleotid polimorfizmleri de (SNP'ler) tespit edilmistir.
CYP1Al1 * 1 Wild Tip alleldir. Bu varyantlar arasinda dort allel, CYP1AIL * 2A
(3698 T> C), CYP1A1 * 2C (2454 A> G), CYP1A1 *3 (3204 T> C) ve CYPL1AL * 4
(2452C> A). Bu galismaya dahil edilen 50 hastanin 35 ’i akciger kanseri; 5 ’i meme
kanseri; 4 i mesane kanseri; 2’si safra kesesi kanseri; 1’i nazofarenks kanseri; 1’1
stirrenal kanser ve 1 hasta non - hodgkin lenfoma tanisina sahipti. Akciger kanseri
tanili 35 hastanin 26 ’s1 rsl, rs3, rs4 i¢in Wild Tip, 1’i rsl heterozigot, 1°i rs3
heterozigot, 3’1 rs4 heterozigot, 2’si rsl1 ve rs4 heterozigot, 1 tanesi rsl heterozigot
ve rs4 homozigot, 1’1 rs3 ve rs4 heterizigot olmak lizere 9 akciger kanseri tanili
hastada bir veya birden fazla polimorfizm goriilmiistiir. Ayrica 4 meme kanseri tanili
hastanin birisinde ve tek nasofarenks kanser tanisi olan hastamizda rs4 heterozigot

polimorfizm goriilmistiir.

Masson ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada CYP1A1 polimorfizmlerinin farkli
popiilasyonlarda, Beyaz Irk, Afrikali-Amerikalilar ve Asyalilarda dagilimm
degerlendirmislerdir. Havuz analizinde m1 varyant alelinin Asya populasyonlarmda en
yaygin oldugunu (% 13) ve Kafkasyalilarda (% 1) ¢ok daha diisiik siklikta oldugunu
bulmuslardir. Afrikali-Amerikalilarda ise Asyalilar ve Kafkasyalilar arasinda bir
yayginligi bildirmiglerdir (% 6). Ayni sekilde homozigot varyant aleli, Asyalilar arasinda
yaygin (%5) olarak bulunurken, Kafkasyalilarda (% 0,7) ¢cok nadir goriiliir ve Afrikali-
Amerikalilarda yoktur. Afrikali-Amerikalilarda CYP1A1 *3 varyant1 yaygindir. Asya

caligmalarinda nadiren m4 varyantinin varligini gézlemlenmistir.

Calismamiza dahil edilen hastalarin % 16,36°st CYP1Al *2A heterozigot
varyant alleli, % 1,81’i homozigot CYP1A1 *2A varyant alleli, % 7,27°si CYP1Al
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*2C heterozigot varyant aleli olarak bulunmustur. Bu veriler degerlendirildiginde

sonuglar Avrupa verileri ile uyumlu bulunmustur.

Bag ve ark. (2015), yaptiklar1 derlemede, CYP1AL genetik polimorfizmleri
ile ilgili c¢alismalar1 kanser duyarliligi biyobelirtecleri olarak ozetlemistir. Bu
calismalarda CYP1AL *2A polimorfizmi oral, akciger, kolorektal kanser, CYP1A1l

*2C ise kolorektal kanser riskinin artigiyla iliskili bulunmustur.

Aynaciooglu ve ark. (1999), dort sitokrom P4501A1 (CYP1Al) gen
mutasyonunun frekans dagilimini, polimeraz zincir reaksiyonu / restriksiyon fragman
uzunlugu polimorfizmi (PCR / RFLP) testi ile Gliineydogu Anadolu 'dan 271 Tiirk’te
incelemistir.  CYP1A1l *2A ve CYP1lAl *2B polimorfizmi diger beyaz

popiilasyonlardan yiiksek bulunmustur.

Granisetron’un CINV  “deki etkisinin enzim polimorfizmi ile iliskisini
gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak Granisetron’u metabolize eden CYP
1A1 ve CYP 3A4 enzimlerindeki genetik polimorfizmin, Granisetron’un bulant1 ve
kusma onleyici etkisindeki farkliliklarina literatiirde sadece bir ¢alismada bakilmis
olup; CYP3A4, CYP3A5, CYP1lAl ve ABCB1l'deki polimorfizmlerin gebe
kadinlarda  Granisetron’un ~ farmakokinetik ~ ozellikleri ~ {izerine  etkisi
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada 16 hastadan %25 'i allel varyant CYP3AS5 * 3 i¢in
homozigottu ve belirgin derecede diisiik Granisetron klirensi mevcuttu. Plazma
konsantrasyonu-zamana kars1 egrisi altinda kalan alan (AUC) nonhomozigot hastalar
ile karsilastirildiginda artmis oldugu bulundu. Hastalarin yaklasik iigte biri (n = 5)
alel varyant CYP1Al *2A igin tasiyicilardi ve Onemli Ol¢iide daha yiiksek
Granisetron klirensi ve azalmigs AUC idi. CYP3A4 ve ABCBL1 genlerindeki herhangi
bir SNP i¢in AUC veya klirensinde anlamli farkliliklar bulunmadi (Bustos ve
ark.2016).

Tirkiye ‘de 5-HT3 antagonistlerinin  antiemetik etkilerinin  genetik
polimorfizmle iligkisinin arastirildig1 bir caligma (Babaoglu ve ark.2005), yapilmistir.
Bu calismada 5 - HT3 antagonistlerine karsi klinik direncin, ilag¢ akish tasiyici
adenosin trifosfat baglayici kaset alt ailesi B iiye 1 (ABCBL1) i¢in kodlayan gendeki

tekli niikleotid polimorfizmi (3435C> T) ile iliskili oldugu varsayilmistir. Yiiksek
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veya orta derecede emetojenik ajanlardan olusan kemoterapdtik rejimler ile tedavi
edilen kanser (N = 216) hastalari, Tropisetron, Ondansetron veya Granisetrona karsi
antiemetik cevaplari agisindan incelenmistir. Kemoterapinin ilk 24 saatinde, bulanti
ve kusmanin tam kontrol orani, CC (n = 60) veya CT (n = 107) genotipi olanlara
kiyasla, ABCB1 TT genotipine sahip olanlarda (n = 49) daha yiiksek bulunmustur.
Arastirmacilar, ABCB1 3435C > T polimorfizminin, 6zellikle kisa siireli kemoterapi
faz1 sirasinda 5-HT3 antagonistleri ile tedavi edilen kanserli hastalarda antiemetik

tedavi etkinligi ile iligkili oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Onkolojide antiemetiklerin farmakogenetik ¢alismalar1 azdir ve bu
calismalarda; 5-HT3RA’larm farmakogenetik ozelliklerini; Coklu Ilag Direnci 1
(MDR1) geni, 5-HT3A, B, C reseptor genleri ve CYP2D6 geninde arastirmislardir
(Perwitasari ve ark. 2011). Ancak CYP 3A4 ve CYP 1Al genleri ile iliskili bir

calisma bulunmamaktadir.

Ondansetron, Tropisetron, Dolasetron ve Palonsetron agirlikli olarak
CYP2D6 tarafindan, Granisetron ise CYP1Al ve CYP3A4 tarafindan metabolize
edilir. CYP2D6 geninin ¢ok cesitli genetik polimorfizmleri vardir. Hassan ve Yusoff
2011), CINV ’da CYP3A4 gen varyantlarint Cin, Hint, Malezyali olmak iizere 3
farkli popiilasyonda incelemistir. Bu c¢aligmada 158 meme kanseri hastasi
Granisetron ile tedavi edilmis ve CYP3A4 varyantlar1 genotiplendirilmistir. Hint ve
Malezyalilarda CINV Insidanst Cinlilerden daha diisiiktir. CYP3A4 * 4
(rs55951658), *5 (rs55901263), * 6 (rs4646438) mutasyonlar1 Cin popiilasyonunda
nadirdir. Bu mutasyonlar CYP3A4 enzim aktivitesini Hint popiilasyonuda azaltir,
daha 1yi CINV kontrolii ile sonuglanir. Malezya popiilasyonlar1 siklikla CYP3A4 *
18 (rs28371759) varyantina sahiptir.

Bizim c¢alismamiza dahil olan hastalarda CYP3A4 * 22 (rs35599367)
bakilmig olup % 96,36 Wild Tip, % 3,63 heterozigot varyant aleli olarak
bulunmustur. Diinya genelinde CYP3A4 *22 varyantlarina bakildiginda % 97 Wild

Tip, %2,9 heterozigot, %0,03 homozigot, Avrupa genelindeki veriler ise

42



%90,3 Wild Tip, %9 heterozigot, % 0,002 homozigottur. Tim veriler
degerlendirildiginde sonuglarin Avrupa ve Amerika verilerine yakin oldugu

gozlemlenmistir.

Calismada Sisplatin tedavisi alan kanser hastalarinda kemoterapiye bagl
olarak gelisen bulant1 ve kusmay1 6nlemek i¢in uygulanan Granisetron tedavisinin
etkinligi ile CYPI1A1 *2A (rs4646903), CYP1A1l *2C (rs1048943), CYP3A4 *22
(rs35599367) polimorfizmleri arasinda anlaml1 bir iliski tespit edilememistir. Ozetle,
ornek grubunda Granisetron tedavisinin etkinligini degistirecek herhangi bir

genotipik farklilik bulunmamaktadir.

CYP3A4 geni rs270574 polimorfizmi ise; analiz edilen Sisplatin ve
Granisetron etkilesimi acisindan vakalar iizerinde degerlendirildiginde belirgin bir
etki gostermemistir. Cogunlukla heterozigot vakalarda CYP3A4 enziminin yiiksek
derecedeki indiiklenebilir potansiyeli nedeniyle vakalar tizerindeki etkileri daha az
fark edilebilir nitelik tagimaktadir. CYP3A4 *1B enzimi ozellikle ¢ogu calisma da
¢ok sayida ilaci metabolize etmesine ragmen bu c¢alismaya dahil edilen vakalar
tizerinde etkinligini gésterememistir. Cilinkii, gen promotdriinde bulunan SNP’lerden
(rs2740574, 392 A>G) polimorfizminin  metabolik enzimi etkilemedigi

gozlemlenmistir.

Bireysellestirilmis tip agisindan 6nemli olan bu tiir ¢alismalarda, hastalar
benzer ilag¢ etkilerine sahip insan irklar1 veya belirli bir seti tasiyan herhangi bir
poplilasyon grubu, genetik smiflandirma ile tanimlanabilmektedir. Bu baglamda
yapilan molekiiler genetik siniflandirma ile, hastay1 kategorize ederek bir hasta i¢in
dogru ilag oranini/dozunu ve ¢esidini artirabilmektedir. Bu dogrultuda, énemli bir
morbidite ve mortalite nedenidir. Bu vakalarin ¢ogu, ¢evresel degiskenlerden giiclii
bir sekilde etkilenen klinik fenotip ifadelerdeki degisikliklerle iliskili goriilmektedir.
Bu baglamda, RT-PZR yonteminin diger molekiiler tekniklerle birlikte uygulanmasi,
terapotik miidahalenin  ve ilaglara wverilen bireysel tepkilerin izlenmesini
saglayabilmektedir. RT-PZR a dayali tekniklerden olan HRM teknigi ile de ilaca
cevap ve polimorfiz denilen genetik varyasyonlarin tespiti yapilmistir. PZR a dayali

tekniklerden olan RFLP teknigi yanisira tez ¢alismasinda kullanilan HRM teknigi
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vaka ya 6zgilin olan ilgili gen ve polimorfizmi etkin bir sekilde dogrulamak igin
yapilmistir. Sitokrom P450 enzim sistemi ve ilag etkilesimleri mevcut vakalar
tizerinde degerlendirildiginde, CYP3A4 enziminin bazi ilaglar1 6nemli oOl¢iide
metabolize ettigi gézlemlenmistir. Calismaya konu olan genetik polimorfizm (PZR-
RFLP) ozellikle ilag biyotransformasyonunu etkileyen en onemli mekanizmadir.
Polimorfizm ve polimorfizm oranlar1 etnik farkliliklar gostermekle birlikte tez
projesinde bu kriter gozardi edilmis ve vaka se¢iminde baz1 dislama kriterleri dikkate
alinmistir. Bireyler arasindaki metabolik farkliliklarin 6nemli bir nedeni genetik
yapidaki varyasyonlardir/degisimlerdir. Bu farklar genetik polimorfizm olarak bilinir

ve genellikle de otozomal ¢ekinik karakter olarak gézlemlenmektedir.

Genetik polimorfizmler, tipta bazi hastaliklara karst duyarlilikta kisisel
farkliliklarin  belirlenmesini saglar. Bazi polimorfizmler bir hastalik riskini
arttirirken, bazilar1 azaltabilmektedir. Yapilacak calismalarla, hastalik gelisimi ya da
hastaliga yatkinlikla ilgili genlerin ve polimorfizmlerin belirlenmesi, pek c¢ok
hastaligin erken tani ve tedavisinde yararli olacaktir. Molekiiler calismalar1 igeren
Farmakogenomik yaklagimlar, 6zellikle kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin etki
ve yan etki profillerinin tesbiti, genel tedavi protokollerinin olusturulmasi agisindan
onemlidir. Bu anlamda etkili olan caligmalar/aragtirmalar; polimorfizmlerin ilag
metabolizmasindaki rollerinin kesin olarak bilinmesi, her hastaya uygun tedavi ile
daha basarili sonuglar almaya yardimecr olacaktir. Bugiin farmakogenetik
calismalardan edinilen bilgilerle, kisilerin genetik yapisina gore “kisisellestirilmis”

tedaviden yararlanmak miimkiin olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak; bu g¢alismada Sisplatin tedavisi alan kanser hastalarinda
kemoterapiye bagli olarak gelisen bulanti ve kusmayi onlemek i¢in uygulanan
granisetron tedavisinin etkinligi ile CYP1A1 *2A (rs4646903), CYP1Al *2C
(rs1048943), CYP3A4 *22 (rs35599367) polimorfizmleri arasinda anlamli bir iligki
tespit edilememistir. Ozetle, drnek grubunda granisetron tedavisinin etkinligini
degistirecek herhangi bir genotipik farklilik bulunmamaktadir. Genellikle ilag
dozunun ayarlanmasinda bobrek veya karaciger fonksiyon bozuklugu gibi faktorler
dikkate alinsa da polimorfizmlerin ilag metabolizmasindaki ve bunun tedaviye
yansimasindaki Onemi go6zardi edilmektedir. Dozlam sirasinda her ilag igin
degerlendirilmesi gereken yalnizca bir 6nemli polimorfizm olsa bile, tedavi dozunda
degisiklik yapmay1 gerektirebilir. Bu nedenle ila¢ tedavisini optimize etmek icin
farmakogenetik ~ c¢aligmalarin ~ saglayacagi  potansiyel  yarar  biyiiktir.
Farmakogenetigin klinik uygulama icine katilmasi ile Onemli genler ve
polimorfizmler tanimlanacak ve veriler dozaji bireysellestirmenin tedavi sonuglarin
tyilestirip 1iyilestirmeyecegini ve kisa ve uzun vadede olumsuz tesirleri azaltip
azaltmayacagin1 gosterecektir. Benzer farmakogenetik c¢alismalarin daha genis
vakalar iizerinde yapilmasi; bireylerin ilaglara duyarliligi ve yan etkilerin
degerlendirilmesi, hastanin genotipine gore bireysel tedavinin gelistirilmesi ve yeni
terapotik hedeflerin belirlenmesi agisindan katki saglayacakti. RFLP ve gergek
zamanlt PZR tabanli HRM analizi ile ilgili polimorfizmler yoniinden ornek
gruplarinda genotiplendirmenin yapildigi bu ¢alisma 6rnek sayisinin artirilacagi ileri

caligmalar i¢in bir 6nveri sunmaktadir.
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Ek 2. FLIE Emesis Skalasi

Islevsel Yasam Indeksi - Kusma

HASTA ICIN ACIKLAMALAR
Asagidaki soru formunda sizden bulant1 ve kusmalarin yasam kalitenizi ne kadar
etkilemis oldugunu derecelendirmeniz istenmektedir. ilk 9 soru bulant: ile, bunu
izleyen 9 soru ise kusma ile ilgilidir. Soru formunu doldurmak yaklasik 10 dakika
veya daha az zaman almaktadir. Liitfen baglamadan once agiklamalar1 okuyunuz.
Her soruyu dikkatle diisiiniiniiz, ¢iinkli vereceginiz cevaplar gelecekte sizin
durumunuzdaki kisilerin yasam kalitesini diizeltecek tedaviler gelistirilmesine
yardimci olabilir.
Her bir soruda, bulantinin (ya da kusmalarin) son bes giin i¢inde yasam kalitenizin
bir yoniinii ne Olgiide etkiledigini derecelendireceksiniz. Liitfen bu zaman
diliminde yasadiklarmiza odaklanin. Bizi sizin goriisleriniz ilgilendiriyor, aile
bireyleri ya da arkadaslarimizin goriisleri degil. Cevaplarimiz gizli kalacaktir.
Her soruyu cevaplamalisiniz. Koydugunuz isaretin belirgin olmasi igin siyah
tiikkenmez kalem kullanin ve kalemi iyice bastirin.
Cevabinizdan emin degilseniz ya da soruyu anlamadiysaniz, soruyu tekrar
dikkatlice okuyun ve ne kadar anladiysaniz, ona gore ¢izginin tizerine dik bir ¢izgi
(] ) cizin. Cevabiniz1 degistirmek isterseniz litfen sunlari yapin: yeni bir dik ¢izgi
(] ) ¢izin; dogru isareti bir ok ¢izerek gosterin; yaptiginiz diizeltmenin yanina
adinizin bas harflerini ve tarihi atin.
Her soru icin gorsel bir analog oOl¢ek kullanilmistir. Duygularimizi ve
diistincelerinizi nasil derecelendirdiginizi diisiiniin ve ¢izginin iizerine, bulantinin
(ya da kusmalarin) yasam kalitenizin o yoniinii ne kadar etkiledigini en iyi
gosterecek noktaya dik bir ¢izgi ( | ) ¢izin. Liitfen soruyu dikkatli okuyun,
ciinkii baz1 sorularda '"1", yasam Kkaliteniz iizerinde hi¢ etki olmadigini
gostermekte, bazilarinda ise "1" yasam Kkaliteniz iizerinde biiyiik bir etki
oldugunu ifade etmektedir.
Dik ¢izginizi ( | ) ¢izgi boyunca istediginiz yere koyabilirsiniz. Dik ¢izginin ( | )
yatay ¢izgiyi kestiginden emin olunuz. Bir rakami daire igine almayiniz. Asagida
gosterildigi gibi tek bir dik ¢izgi (| ) kullaniniz.
Dogru: Dik bir cizgi

[ | | | ||
1 2 3 4 I 5 6 7

Hig Cok
fazla
Yanhs: Tek " X"
| l l ] X l ] |
1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok
fazla
Yanhs: Rakamin daire icine alinmasi
| l l l i l |
1 2 3 4 @ 6 7
Hig Cok
fazla

Telif Hakk1 © 1992 Celeste Lindley,




Islevsel Yasam Indeksi Kusma

1. Son 5 giin i¢inde ne kadar bulantiniz oldu?

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

2. Son 5 giin i¢inde bulanti, olagan dinlenme ve meraklarmizla ilgili faaliyetlerinizi siirdiirebilmenizi
etkiledi mi?

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

3. Son 5 giin i¢inde bulanti, yemek pisirmenizi ya da evde ufak tefek tamirat yapmaniz etkiledi mi?

1 2 3 4 5 6 7
Cok fazla Hig

4. Son 5 giin iginde bulanti, yemeklerden zevk alabilmenizi ne dl¢iide etkiledi?

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

5. Son 5 giin iginde bulanti, iceceklerden zevk alabilmenizi ne dl¢iide etkiledi?

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

6. Son 5 giin i¢inde bulanti, ailenizi ve arkadaslarinizi gérme ve onlarla vakit gecirme isteginizi ne
Ol¢iide etkiledi?

1 2 3 4 5 6 7
Cok fazla Hig

7. Son 5 giin i¢inde bulanti, giinliik islevlerinizi etkiledi mi?

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

8. Son 5 giin i¢inde bulantinizin, sizde (kisisel olarak) yarattig1 giicliik derecesini gdsteriniz.

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

9. Son 5 giin i¢inde bulantiizin, size en yakin olan kisilerde yarattig1 giicliikk derecesini gosteriniz.

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla
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Islevsel Yasam Indeksi Kusma

10. Son 5 giin i¢inde ne kadar kusmaniz oldu?

| | | | | | |

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla
11. Son 5 giin iginde kusma, olagan dinlenme ve meraklarmizla ilgili faaliyetlerinizi siirdiirebilmenizi
etkiledi mi?
| | | | | | |
1 2 3 4 5 6 7
Cok fazla Hig

12. Son 5 giin i¢inde kusma, yemek pisirmenizi ya da evde ufak tefek tamirat yapmanizi etkiledi mi?

| | | | | | |

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

13. Son 5 giin i¢inde kusma, yemeklerden zevk alabilmenizi ne dl¢iide etkiledi?

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

14. Son 5 giin iginde kusma, igeceklerden zevk alabilmenizi ne 6l¢iide etkiledi?

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

15. Son 5 giin i¢inde kusma, ailenizi ve arkadaglarinizi gérme ve onlarla vakit gegirme isteginizi ne
Olciide etkiledi?

1 2 3 4 5 6 7
Cok fazla Hig

16. Son 5 giin i¢inde kusma, giinliik islevlerinizi etkiledi mi?

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

17. Son 5 giin iginde kusmanizin, sizde (kisisel olarak) yarattigi giigliik derecesini gosteriniz.

1 2 3 4 5 6 7
Hig Cok fazla

18. Son 5 giin i¢inde kusmanizin, size en yakin olan kisilerde yarattig1 giicliik derecesini gosteriniz.

1 2 3 4 5 6 7
Cok fazla Hic¢
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