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N.OZET

AKCIGER KANSERINDE TiMOKINONUN HUCRE DUZEYINDE ETKILERI

Dr.Onur BAYRAKGCI
Uzmanlik Tezi, Goglis Cerrahisi Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof.Dr.A.Ferudun ISIK
Ekim 2016, 115 sayfa

AMAGC: Nigella Sativa (Corek Otu) bilesenlerinden biyoaktif komponent olan
Timokinonun  antikanserojenik, antitimaoral, antitlserojenik, antibakteriyal,
analjezik, antioksidan, hipoglisemik ve bagisiklik sistemini guglendirici etkileri
gosterilmistir.  Calismamizda akciger kanserleri hdcre hatlari  Gzerinde
Timokinonun ilgili dozlarda invitro etkili olup olmadigi arastirilacaktir.

GEREC VE YONTEM: Gaziantep Universitesi Hiicre Kiltiir Laboratuvarinda
A549 (Bronkoalveoler karsinom), HTB54 (Epidermoid karsinom) ve BEAS2B
(Normal brons epiteli) hicre hatlari kiltir ortaminda ¢ogaltilarak timokinon ve
sisplatin 10,100 ve 200 uM konsantrasyonlarda uygulanip, htcre canlilig
degerlendirilecektir.

BULGULAR: A549, HTB54 ve BEAS2B hicrelerine uygulanan timokinon ve
sisplatinin esit konsantrasyondaki etkileri karsilastiriimistir. Serum fizyolojik ve
kimyasal madde ¢6zlcl solusyon (DMSO) ile tim hucrelerde degisiklik
saptanmamigtir. 10 yuM konsantrasyonda kimyasallarin herhangi bir etkisi
gorulmemigtir. TUum hucrelerde timokinon 100 ve 200 uM, sisplatin ise 200 uM
dozda etkili oldugu saptanmistir. Sisplatinin 100 uM dozda etkili olmadig,
timokinonun 200 uM dozda toksik oldugu gorulmasgtur.

SONUCLAR: A549, HTB54 ve BEAS2B hicrelerinde timokinonun 100 ve 200
MM dozdaki etkileri, sisplatinin ayni dozdaki etkisinden daha fazla oldugu
gorulmustur.HTB54 ve A549 hucrelerinde sisplatinin 100 uM dozda etkisi yoktur.
BEAS2B hicrelerinde her iki kimyasalda 100 ve 200 pM dozda etkilidir.
Timokinonun etkin dozu 100 uM, sisplatinin etkin dozu 200 uM olarak
belirlenmistir. Her iki kimyasal madde etkin dozlarinda benzer toksisiteye
sahiptir. Sonuc¢ olarak akciger kanser hucreleri Gzerinde, timokinonun etkisi
sisplatinden Ustundur.

Anahtar Kelimeler: Akciger Kanseri, Timokinon, Cérek Otu, Sisplatin
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IV.ABSTRACT

THE EFFECTS OF THYMOQUINONE ON A CELLULAR
LEVEL IN LUNG CANCER

Onur BAYRAKCI, MD
Recidecy Thesis, Department of Thoracic Surgery
Supervisor: Prof.A.Ferudun ISIK, MD
October 2016, 115 pages

OBJECTIVE: Studies demonstrate that Thymoquinone, which is the particularly
bioactive component of Nigella Sativa (black cumin) components may have
anticarcinogenic, antitumoral, antiulcerogenic, antibacterial, analgesic,
antioxidant, hypoglycemic and strengthening the immune system effects. In
our pilot study will investigate whether the thymoquinon’s effective doses are
related on the lung cancer’s cell lines or not.

MATERIAL AND METHODS: In Gaziantep University Cell Culture Laboratuary,
A549 (Bronchoalveoler Carsinoma), HTB54 (Epidermoid Carsinoma) and
BEAS2B (Normal Bronch Epithelium) cell lines will be replicated in culture
environment, thymoquinone and cysplatin will be applied 10,100 ve 200 yM and
cell lines viabilitiy will be evaluated.

FINDINGS: We compare the effects of cisplatin and thymoquinone in equal
concentration that applied to A549, HTB54 and BEAS2B cells. There were no
changes in any cell that saline and chemical solvent solution (DMSO) applied.
Any effect of chemicals was observed at 10 yM concentration. Thymoquinone
at 100 and 200 uM and cisplatin at 200 yM concentration was found to be
effective on all cells.lt was observed that; cisplatin was not effective at 100 uM
concentration and thymoquinone was toxic at 200 uM concentration.

RESULTS: The effect of thymoquinone at 100 and 200 uM doses on A549,
HTB54 and BEAS2B cells are more than the effects off cisplatin at the same
doses. Cisplatin has no effect at 100 uM dose on HTB54 and A549 cells. Both
chemicals are effective at 100 and 200 uM on BEAS2B cells. The effective dose
of thymoquinone was found to be 100 yM and cisplatin 200 uM. Both chemical
matters have similar toxicity at effective doses. As a result the effect of
thymoquinone on the lung carsinoma cells is superior to cisplatin.

Key Words: Lung carsinoma, Thymoquinone, Black cumin, cisplatin
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1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri, ginumuzde, kadinlarda ve erkeklerde en sik gorulen
ve en fazla 6lume yol agan kanserlerin basinda yer almaktadir. Hastalarin
yaklagsik % 80’i tani sirasinda inoperabl evrede olup 5 yillik ortalama sag
kalim siresi % 5-10 olarak bildirilmektedir. Tumor evresi, en 6nemli

prognostik faktdrlerden biridir.

Cerrahi tedavi uygulanan hasta grubunda 5 yillk sad kalim orani
evre IA icin % 67, evre llA icin % 55 ve evre IlIA icin % 23 olarak
bildirilmektedir. Bu sag kalim orani evre 11IB olgularda sadece % 3-7’ dir.

Nigella  Sativa (Corek Otu) bilesenlerinden  6zellikle  biyoaktif
komponenti olan Timokinonun antikanserojenik, antitimoral,
antilserojenik, antibakteriyal, analjezik, antioksidan, hipoglisemik ve

bagisiklik sistemini guglendirici etkileri gosterilmistir.

Planlanan c¢alismayla akciger kanseri hucre hat Uzerinde Timokinonun
etkileri arastirilarak ilgili dozlarda etkili olup olmadigi gdsterilecek ve bilim

dunyasina katki saglanacaktir.

Mevcut kanser tipleri Uzerinde olasi olumlu etki gosterilmesi durumunda
faz calismalari sonrasinda daha sonraki asamalarda lokal veya sistemik

tedavi amacli ilac olarak kullanilabilcegi dusunulmektedir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Akciger Kanseri
Akciger kanseri tum dunyada en sik gorulen kanser turuddr. Her yil
yaklagik 1 milyon kisi akciger kanseri nedeniyle hayatini kaybetmektedir.

Ortalama survey 8 ay ve 5 yillik sag kalim orani % 15’ tir.

2.1.1.Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Gelismis ulkelerde insidans 71 / 100.000, gelismekte olan Ulkelerde ise 14 /
100.000 dir. Avrupa Birligi tUlkelerinde ise 52.5 / 100.000 olarak bulunmustur.
Ulkemizdeki insidans oranlari Saglk Bakanli§i’ na bildirilen vakalarin sonucuna
gore insidans 11,5 / 100.000 olup erkeklerde 9,9 / 100.000 ve kadinlarda 1,0 /
100.000’ dir. Erkeklerdeki kanserlerin % 30’ u, kadinlardaki kanserlerin % 5’ i
akciger kanseridir. Ancak izmir ilinde 1992 — 1996 yillari arasinda yapilan

calismada insidans 23,7 / 100.000 olarak hesaplanmigtir (1-4).

insidanslarinin siirekli olarak artmasi, yilksek mortalite oranlari, yiiksek
tedavi maliyetleri, buna karsin 6nemli bir boéliminin tam olarak tedavi
edilememeleri nedeniyle dinya genelinde kanserler en onemli saglk
sorunlarindan biri olma Ozelliklerini surdirmektedirler. Yapilan istatistiksel
calismalar, 6lum nedenleri siralamasinda kardiyovaskuler hastaliklardan sonra

ikinci sirada kansere bagh olumlerin yer aldigini gostermektedir.

Diinya Saghk Orgiti (DSO) 2010 yili istatistiklerinde belirtildigi Gzere,
yillara gore beklenen yasam sureleri 2008 yili icin ekonomik duzeyi gelismis
ulke erkeklerinde 77 yil, kadinlarinda 83 yil ve her iki cinsiyet igin ortalama 80

yil olarak verilmigtir (6).

Tarkiye icin 6lim nedenleri istatistiksel verileri son olarak 2008 yili Saglik

Bakanli listatistikleri igerisinde yayinlanmis olup, bu kaynakta belirtildigine



gore Turkiye’de dolagim sistemi hastaliklarina bagl 6lum orani % 34,3 iken,

neoplazmlara bagl 6lum orani %11,4’tar (7).

Ayrica kanserler igin 5 yillik sagkalim oranlari incelendiginde akciger
kanseri icin 5 yillik sagkalim orani %15 civarinda seyretmekte iken, bu oran
kolorektal kanserlerde %60’ larda, meme kanserlerinde %85’in lzerinde ve

prostat kanserlerinde %90 civarindadir (8).

Diinya Saglik Orglti’ne bagh olarak kanser aragtirmalari yapan ve kanser
istatistiklerini duzenli olarak yayinlayan “International Agency for Research on
Cancer” (IARC) en son 2008 vyih istatistiklerini yayinlamis ve verileri 2010
yilinda tekrar gbzden gecirmigtir. Bu kurulusun son verilerine gore her iki
cinsiyet birlikte degerlendirildiginde akciger kanseri dinya genelinde en sik

gorulen ve en sik 6lume neden olan kanser tipidir (9).

Ayrica 2008 yilinda 1,61 milyon yeni akciger kanseri olgusu bildirildigi ve
tum yeni kanser olgulari arasinda akciger kanserinin %12,7’ lik bir oran
olusturdugu belirtiimis, kanserden olumler arasinda ilk sirada akciger kanserinin
oldugu ve bir yilda 1,38 milyon 6lum ile toplam kanser olumlerinin %18,2’sini

olusturdugu vurgulanmistir (9).

IARC kayitlarinda Turkiye icin 2008 yilinda 14.667 yeni erkek akciger
kanseri olgusu 13.462 adet akciger kanserine bagli 6lum, 1784 yeni kadin
akciger kanseri olgusu ile 1639 adet akciger kanserine bagli 6lum olgusu rapor
edilmistir. Erkek olgular icin yeni olgu orani 49,1 / 100.000 olarak verilirken,
kadin olgularda 5,2 / 100.000 olarak bildirilmektedir (7).

T.C. Saglhk Bakanhgl Kanserle Savas Dairesi Baskanligi Epidemiyoloji ve
Koruma Sube Mudurlagu tarafindan Turkiye icin yayinlanmis son istatistik 2006
yilina ait olup Turkiye igcin 2004-2006 yillarina ait kanser istatistikleri verilmistir.
Buna go6re, Turkiye icin 2005 yilinda kayit altina alinmis akciger kanseri

insidansi 30,13 / 100.000 ile birinci siradadir. Erkek nidfusu igin bu insidans



52,73 / 100.000 ile yine birinci siradadir. Kadin nufusu igin ise 35,47 / 100.000
ile meme kanseri insidansi birinci sirada olup, akciger kanseri sikhigi ise 7,20 /
100.000 ile dérdincu sirada yer almaktadir (8).

2.1.2.Akciger Kanserinin Etyolojisi

Sigara; akciger kanseri etyolojisinde sorumlu baglica faktordur. Akciger
kanseri hastalarinin yaklasik %90’ 1 sigara kullanmaktadir. Sigara ile akciger
kanseri iligkisi ilk defa 1950 yilinda gosteriimis ve daha sonra yapilan
calismalarla dogrulanmigtir. Akciger kanseri gorulme riski sigara kullananlarda
24-36 kat daha fazladir. Gelismis Ulkelerde erkeklerde sigara prevalansi %40-
60, kadinlarda %20-40 iken gelismekte olan Ulkelerde bu oranlar %40-60 ve
%2-10’dur. Turkiye’ deki oranlar 1988 yilinda erkeklerde %63, kadinlarda %24

olarak saptanmisgtir.

Tarkiye'deki hastalarin %88.7’ sinin sigara hikayesi mevcuttur. Sigara
dumaninda 4000'den fazla kimyasal madde bulunur. 60’dan fazlasinin
kanitlanmig karsinojen ozelligi vardir. Bunlarin bir kismi radyoaktif 6zelliktedir;
radon, kursun, bizmut ve polonyum. Polisiklik hidrakarbonlar ve N-nitrozamin

Ozellikle prokarsinojenik olarak tanimlanmistir.

Sigara icme suresi, igilen sigara sayisi, igilen sigara tipi ve sigaraya
baslama yasi kanser geligsimini etkiler. Ayrica sigaranin filtresiz olmasi ve yogun
katran icermesi de ek faktorlerdir. Mentolli sigaralarin daha kanserojen
olduguna dair bulgular mevcuttur. Bunu daha derin nefes cekilmesine yol
acarak, nikotinin metabolizmasini yavaslatarak, reseptorleri duyarsizlastirarak
sigaranin  irritasyonunu  engelleyerek, sigaradaki toksik  maddelerin

permeabilitesi ve difzyonunu artirarak yaptigi dustintlmektedir.

Pasif sigara iciminde de akciger kanseri riski 3,5 kat artmistir. Cinku etrafa
yayllan sigara dumaninda tim karsinojenler aynen bulunur ve sigara filtresinden

de ge¢cmediginden gok daha yogundur.



Sigara icen erkeklerle evli, sigara igmeyen kadinlarda risk 1.3 kat artmigtir.
22 yasindan daha erken sigaraya maruz kalan kadinlarda risk belirgin olarak

artmaktadir, en yuksek risk 7 yagin altindaki maruziyette goralmustar.

Sigara ile iligkili baglica histolojik tip skuamdz hucreli kanserdir. Kadinlarda
Ozellikle sigara icimi ile kuglk hucreli akciger kanseri arasinda iligki belirgindir.
20 yildan daha az sigara i¢cenlerde sigarayi biraktiktan 5 yil sonra risk ¢ok azalir

ve 10-15 yil sonra sigara igmeyenlerle ayni dizeye inmektedir (1,4,9).

Mesleki maruziyet; Akciger kanseri gelisiminin erkeklerde %15, kadinlarda

%5 oranindan sorumlu tutulmustur.

Mesleki maruziyette en dnemli madde asbesttir. Amfibol tipi daha buyuk
risk tasir. Maruziyet yogunlugu ve suresi de 6nemlidir. 20 yiIl maruziyetten sonra
risk artmaktadir. Turkiye’deki hastalarda % 1 oraninda cevresel asbest

maruziyeti saptanmigtir.

Ayrica uranyum, radon gazi, komur kurumu, katran, hardal gazi, vinil klorur,
arsenik, krom, nikel, bisklorometileter, demir, celik, dizel, egzoz, berilyum,
kadmiyum, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, formaldehit, elektromanyetik

alanlarinda Akciger kanseri riskini artirdigi belirtimektedir.

Hava kirliligi; akciger kanserlerinin %1 kadarindan sorumlu tutulmaktadir.
Benzopiren, SO2 gibi maddelere maruziyet ve aromatik hidrokarbonlarin yogun
oldugu bodlgelerde akciger kanseri olgulari daha fazladir. Kentlerde

yasayanlarda risk 1,2-2,3 kat daha fazladir.

Gegcirilmis hastaliklar; akcigerde bulunan fibrozis sahalarinda kanser
gelisim riski artmigtir. Sarkoidozda akciger kanseri gelisim riski 3 kat fazla
bulunmustur. Tuberkuloza bagh skar varligi riski 8 kat artirmaktadir. Sistemik

sklerozda da risk yuksektir.



Skar zemininde gelisen akciger kanserinde Ozellikle adenokarsinom tipi
geligir. Turkiye’de akciger kanseri hastalarinin % 0.3’ Unde idiopatik fibrozis,
%2.9" unda akciger tuberkulozuna sekonder gelisen fibrozis zemininde kanser

gelistigi saptanmistir (1,2,7).

Kaltsal Faktorler de akciger kanseri gelisiminde arastirilmigtir ve birinci
derece akrabalarinda kanser olanlarda akciger kanseri riski 2.4 kat artmis

bulunmustur.

Arilhidrokarbon hidroksilaz enzimi sigara dumaninda yogun bulunan
polisiklik hidrokarbonlari aktif karsinojenlere ¢eviren bir enzimdir. Yiksek enzim

aktivitesi gosteren Kisilerde risk artmis olabilir.

Hlcre buyumesi ile ilgili islevleri olan bazi genlerde dis etkenlerle
(radyasyon, kimyasal maddeler, virUsler) degisiklik meydana gelerek “onkogen”
haline gelmesi karsinogenezde 6nemlidir. Bu onkogenlerin en dnemli gruplari

“‘myc” (C-myc, L-myc, N-myc) ve “ras” (K-ras, H-ras, N-ras) aileleridir.

Buna karsilik bazi tumoér supresor genlerinde de (retinoblaston ve p53 geni)
kanser hastalarinda mutasyon saptanmistir. Sigarada bulunan polisiklik
aromatik hidrokarbonlar DNA baglarini parcalar, DNA tamir, apopitoz ve hiicre
doéngusunu ayarlayan p53 geninde mutasyona neden olur. p53 geni akciger

kanseri hastalarinda %50-70 oraninda defektli bulunmustur (10,11).

Beslenme diyetindeki eksiklikler akciger kanseri gelisiminde etkili olabilir.
Vitamin A ve beta karotenden fakir beslenmenin hayvan modellerinde akciger
kanseri riskini artirdi§i gosterilmistir. Insanlardaki galismalarda da diyetinde
betakaroten / retinol miktari yUksek olanlarda akciger kanseri riskinin %40
azaldigini tespit etmistir. Beta karoten, A vitamininin 6éncaltdur ve turuncgiller,
yesil sebzeler ile balikta bulunur. Ayrica yuksek yagl diyetle beslenen sigara

icicilerde kanser riski daha yuksektir. Sari-yesil sebze ve meyvelerin yeterli



alimi riski azaltir. Cayin (6zellikle yesil cay) koruyucu olduguna dair de bazi

bulgular mevcuttur.

Sosyoekonomik durumu kot olanlarda akciger kanseri riski 2-6 kat fazladir
ve bu muhtemelen bu grubun etyolojideki faktorlere daha fazla maruz kalmasi
ile iliskilidir (12).

Bazi hastaliklarin tedavileride akciger kanseri riskini artirabilir. Kadinlarda
meme kanseri tedavisinde uygulanan radyoterapi ile ayni tarafta akciger kanseri
gelisme riski 2 kat artmistir ve bu risk radyoterapiden 10 yil sonra

baslamaktadir.Ayni zamanda hasta sigara iciyorsa risk 40 kata kadar artar (13).

Non-Hodgkin lenfoma hastalarinda da radyoterapiden 5 vyil sonra
baslayarak 1.5 kat artmistir. Hodgkin lenfoma hastalarinin 30 yil izlendigi

calismada akciger kanseri riski 2.9 kat artmis bulunmustur (14).

2.1.3.Akciger Kanserinin Histopatolojisi
Akciger kanseri, tum dunyada mortalitesi ve insidansi en yuksek olan
kanser turiidir. Dinya Saglik Orgiti (World Health Organization - WHO) 2004

akciger timorleri histolojik siniflamasi asagidaki gibidir (Tablo 1).

Tablo 1. Akciger ve Plevra Tumoérlerinin Histolojik Siniflamasi [WHO 2004].

1. Epitelyal Tumorler*

1.1 Benign
1.1.1 Papilloma
1.1.1.1 Skuamoz hicreli papilloma
1.1.1.1.1 Ekzofitik
1.1.1.1.2 Inverted
1.1.1.2 Glandiiler papilloma
1.1.1.3 Mikst skuamdz hiicreli ve glandiler papilloma
1.1.2 Adenomlar
1.1.2.1 Alveolar adenom
1.1.2.2 Papiller adenom
1.1.2.3 Tukdrik bezi tipi adenomlar
1.1.2.3.1 Miké6z gland adenomu
1.1.2.3.2 Pleomorfik adenomu
1.1.2.3.3 Digerleri
1.1.2.4 Misin6z kistadenom
1.1.2.5 Digerleri
1.2 Preinvaziv lezyonlar




1.2.1 Skuamoz displazi

1.2.2 Karsinoma in situ

1.2.3 Atipik adenomat®z hiperplazi

1.2.4 Diffuz idiopatik pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi

1.3 Malign
1.3.1 Skuam6z hucreli karsinoma (SCC)
1.3.1.1 Papiller
1.3.1.2 Seffaf hicreli
1.3.1.3 Kuguk hcreli
1.3.1.4 Bazaloid
1.3.2 Ki¢guk hiicreli karsinoma
1.3.2.1 Kombine kuguk hucreli karsinom
1.3.3 Adenokarsinoma
1.3.3.1 Asiner
1.3.3.2 Papiller
1.3.3.3 Bronkoalveolar karsinoma (BAC)
1.3.3.3.1 Non-musindz (Clara hicreli/tip 1l pndmosit)
1.3.3.3.2 Misin6z (goblet hicreli)
1.3.3.3.3 Mikst miisin6z ve hon-musin6z veya belirlenemeyen
1.3.3.4 Misin iceren solid adenokarsinom
1.3.3.5 Mikst subtipler iceren adenokarsinom
1.3.3.5.1 lyi diferansiye fétal adenokarsinom
1.3.3.5.2 Musindz ("kolloid") adenokarsinom
1.3.3.5.3 Musindz kistadenokarsinom
1.3.3.5.4 Tash yuzik hicreli karsinom
1.3.3.5.5 Berrak huicreli adenokarsinom
1.3.4 Buyuk hucreli karsinom
1.3.4.1 Buyuk hicreli néroendokrin karsinom
1.3.4.1.1 Kombine buyuk htcreli néroendokrin karsinom
1.3.4.2 Basaloid karsinom
1.3.4.3 Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
1.3.4.4 Berrak hucreli karsinom
1.3.4.5 Rabdoid fenotipli buyuk hicreli karsinom
1.3.5 Adenoskuamdz karsinom
1.3.6 Pleomorfik, sarkomatoid veya sarkomatdz elementler iceren karsinomlar
1.3.6.1 g veya dev hiicreler igeren karsinomlar
1.3.6.1.1 Pleomorfik karsinom
1.3.6.1.2 i hiicreli karsinom
1.3.6.1.3 Dev hucreli karsinom
1.3.6.2 Karsinosarkom
1.3.6.3 Pulmoner blastom
1.3.7 Karsinoid timor
1.3.7.1 Tipik karsinoid
1.3.7.2 Atipik karsinoid
1.3.8 Tiikuriik bezi karsinomlari
1.3.8.1 Mukoepidermoid karsinom
1.3.8.2 Adenokistik karsinom
1.3.8.3 Digerleri
1.3.9 Siniflandirilamayan karsinomlar

* Epitelyal timorler digindaki timérler tabloda yer almamigtir.




2.1.3.1.Skuamo6z Hucreli Karsinom Histopatolojisi
Akciger karsinomlari arasinda % 25-40 oraninda ve %90 sigara icenlerde
goralur (15). Genellikle santral yerlesmekle birlikte periferik de yerlesebilir. En

sik kavitasyon gdsteren tumaordur

Degisik derecelerde keratinizasyon ve hucresel baglantilar olusturan
epitelyal hucrelerin olusturdugu malign bir timoérdir. Keratinizasyon, 6zellikle iyi
diferansiye tumorlerde keratin incileri olusturacak tarzda gorulirken, az
diferansiye olanlarda tek hicre keratinizasyonu seklinde gorulebilir ya da

gorulmeyebilir. Cevre mukozada in situ skuamoz hiicreli karsinom gordlebilir.

Papiller, berrak hucreli, kiguk hicreli ve bazaloid tipleri vardir. Bu paternler
genellikle tumorler icerisinde komponentler seklinde goérulir. Alt tip olarak

adlandirilmalari igin tumoriun %90 * indan fazlasini icermeleri gereklidir.

Skuamdz hicreli karsinom ylksek molekuler agirlikli keratin (343 E12),
sitokeratin 5/6, CEA ekspresse eder. Duguk molekul agirlikli keratin (35RH11)
eksprese edebilir. Cok nadiren TTF-1 ve sitokeratin 7 ekspresyonu da
gorulebilir. Skuamdz hacreli karsinom, diger tiplere gore daha ge¢ metastaz

yapar, genellikle lokal yayilma egilimindedir.

2.1.3.2.Kucuk Hucreli Karsinom Histopatolojisi
Tam akciger kanseri olgularinin %14 kadarini olusturan, hemen tim
olgularda sigara ile iligkili, tani aninda ¢ogu olgunun ileri evre oldugu akciger

kanseri taradar (16).

Tuamor hacreleri tipik olarak ezilme, ¢ekilme, yigilma artefakti olusturan,
yuksek mitotik aktivite gosteren ince graniler kromatine sahip, nikleolt belirsiz,
yuvarlak ya da fuziform kucik nukleuslu, dar sitoplazmalidir (16). Damar
duvarlarinda tumor hdcrelerinden g¢ikan artmis miktardaki DNA'nin olusturdugu

bazofilik gérinim tipik bir bulgudur (Azzopardi etkisi).
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Kaguk hicreli karsinom komponenti, tedaviyi ve sagkalimi etkileyecegi igin
mutlaka arastiriimalidir. Tani igin ¢ogu olguda hematoksilen&eozin boyali

kesitler yeterlidir.

Immunhistokimyasal olarak CD56, kromogranin, sinaptofizin belirtecleri,
noroendokrin ayrimlagmayi belirleyebilmek icin kullanilir ancak bunlar negatif
bile olsa tipik morfolojik bulgular varsa kuguk htcreli akciger karsinomu tanisi

verilir.

2.1.3.3.Adenokarsinom Histopatolojisi
Genelde sigara oOykisU olmayan Kkisilerde, kimi zaman skar dokusu
zemininde gelisen bu tumor, terminal bronsiyol epitelinden koken alir. TUmor,

histopatolojik olarak ¢cogu kez kompleks heterojen bir yapiya sahiptir.

Bu yapi, lepidik, papiller, asiner, mikropapiller ve solid paternlerin bir ya da
birkagindan olusur. En yaygin goérilen patern ise “predominant” paterndir.
Tumorde, solid ya da mikropapiller paternlerin agirlikta olmasi, sagkalimi

olumsuz etkiler (17).

2.1.3.4.Buyik Hucreli Karsinom Histopatolojisi
Morfolojik olarak skuamdz ya da glandiler ayrimlasma gdstermeyen, iri,
poligonal nukleuslu, belirgin nikleoluslu hicrelerden olugsan timordir. Sigara ile

iligkili heterojen klinikopatolojik bir antitedir.

2.1.3.5.Adenoskuamdz Karsinom Histopatolojisi
Bu tip timérde skuamOz hicreli karsinom ve adenokarsinom birlikte
gorultr. Adenoskuaméz demek icin her bir tipin en az %10 oraninda gorulmesi

gereklidir. Genellikle periferik yerlesir ve santral skar icerir.

Dusluk dereceli mukoepidermoid karsinomdan mukoid, skuamdz ve
intermedier hucrelerin gorulmesi ile ayrilabilir. YUksek dereceli tumdorlerde in situ

karsinom varligi yardimci olabilir ancak ayirim her zaman mumkun degildir.
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2.1.3.6.Sarkomatoid Karsinom Histopatolojisi

Bu Sarkom veya sarkoma benzer (igsi ve/veya dev hicreli) diferansiyasyon
gOsteren az diferansiye kiguk hicreli disi karsinomlardir. Bu grupta pleomorfik
karsinom, igsi hucreli karsinom, dev hucreli karsinom, karsinosarkom ve

pulmoner blastom yer almaktadir.

Bu grup tumorler, akciger timdrleri arasinda %0.3-1.3 oraninda gorulurler.
Ortalama 60 yas civarinda, erkeklerde daha siktir. Santral veya periferik olabilir.
Mukoid, nekrotik olabilir, gogus duvarini invaze edebilirler. Endobrongiyal

yerlesimli olabilir.

Adeno, skuamoz hiticreli ya da dev hicreli olanlarda “pleomorfik karsinom”

demek igin igsi veya dev hucreli alanlarin oraninin en az %10 olmasi gereklidir.

2.1.3.7.Karsinoid Tumor Histopatolojisi
Bu Sarkom veya sarkoma benzer ( igsi ve / veya dev hucreli )
diferansiyasyon gosteren az diferansiye kuguk hucreli disi karsinomlardir. Ender

gorulen akciger tumarleridir.

Rezeksiyon uygulanan akciger timorlerinin %0,4 -%3’Und olusturur.Benign
veya malign olup olmadiklar konusunda uzun yillar suregelen belirsizlik, bu

tumorlerin karsinoid olarak adlandiriimalarina neden olmustur.

Karsinoid timoérler malign potansiyelde tumorlerdir. Brons Kulchitzky

hicrelerinden koken alan néroendokrin timorler olarak siniflandirilir.

Dunya saglhk orguti (WHO), patolojik 6zelliklerine (mitotik aktivite, nekrozis,
yapisal bozulma) gére bu timdrleri tipik karsinoid ve atipik karsinoid olarak

ayirmistir.
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Tipik karsinoidlerin %71’i santral yerlesimli iken atipik karsinoidlerin %50’
si santral yerlegimlidir. Tipik Karsinoidler i¢in cerrahi tedavi ile elde edilen 5 ve
10 yilik sag kalim oranlari %90’ larin Gzerindedir.  Atipik karsinoidlerde

sagkalim orani daha koétudur.

2.1.3.8.Mezotelyoma Histopatolojisi

Malign plevral mezotelyoma (MPM)h hastalarin yaklagsik %80’inde
etyolojide asbest temasi rol oynar. Lifsi yapida ve sert karakterde olan asbest
lifleri inhalasyon yolu ile alindiklarinda akciger parankimini gecerek plevraya
kadar ilerlemektedir. Burada mezotel hucresinde oksidatif stresi artirarak, bir
yandan huicre dizeyinde inflamasyon, apoptozis, histon asetilasyonu ve DNA
metilasyonunda degisikliklere neden olurken, diger yandan hucrede bir takim

zararll mutasyonlar ile mezotelyoma geligsimine yol agmaktadir.

Dinya Saglik Orgiti (WHO) siniflamasinda epiteloid mezotelyoma
epitelyal, sarkomatoid mezotelyoma fibréz, bifazik mezotelyoma mikst,
desmoplazik mezotelyoma ise sarkomatoid mezotelyomanin varyanti olarak

degerlendirilmigtir.

2.1.4.Molekuler Biyoloji ve Karsinogenezis

Tum kanserlerin %13,4" GnU akciger kanseri olusturmakla birlikte, tim
kanser olumlerinin %28,4’ Unden akciger kanseri sorumludur. Akciger digl
kanserlerde 5 yillik sagkalim %52 iken, akciger kanserinde %14 olup artan

tedavi yontemlerine ragmen mortalite daha da artmistir (18).

Son yillarda akciger kanserinde molekuler biyolojik gelismeler, bazi hasta
gruplarinda adjuvan tedavi, konvansiyonel sitotoksik kemoterapi, 6zel ajanlarla

hedefe yonelik tedavileri yonlendirmektedir.

Karsinogenezisteki bulgular, onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu, timor

baskilayici genlerin inaktive olmasi, hucre siklus regulasyonunda goérev alan
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genlerdeki degigiklikler, DNA onariminda gorev alan genler ile buylime faktorleri

ve reseptorlerine iligkin degisiklikleri kapsamaktadir.

Sigara icenlerin %10-20’ sinde akciger kanseri gelisiminde genetik yatkinlik
gorulmektedir (19). Akciger kanserli hastalarin hem sigara icen hemde igmeyen

akrabalarinda akciger kanseri riski 2-4 kat artmistir.

Artmig ailesel riskin; yas, cinsiyet, mesleksel maruziyet ve sigara
iciciliginden bagimsiz oldugu ve akciger kanserine predispozisyon yaratan nadir

bir otozomal genin mendelyen kalitim ile iligkili oldugu ileri surulmektedir (20).

Son yillarda akciger kanseri molekller biyolojisinde ortaya c¢ikan
gelismelerle, belirli hasta gruplarinda adjuvan tedavi, konvansiyonel sitotoksik
kemoterapi veya yeni gelismekte olan 6zel hedeflenmis ajanlarin tedavide

kullanimlari gundeme gelmistir.

Karsinogenezis ¢ok basamakli bir surecte degisik karsinojenlerin etkisiyle
olusan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla gergeklesir. Kanserlerde olusan
genetik degisiklikler, kromozomal duzeyde, nukleotid duzeyinde veya DNA

promotor bolge metilasyonu ile olugabilir.

Kanser hicresinin biyume ve cogalma surecinde meydana gelen genetik
degisiklikler (onkogenler, timor supresor genler), konakgi faktorleri (enzim
polimorfizmi) ve tumor konakgi etkilesimi (aniogenez, invazyon, metastaz)
sonucunda timoéral kitle olusur (21). DNA tamiri, hlicre blyumesi, sinyal iletimi
ve hucre siklus kontrolu ile iligkili genlerde akciger karsinogenezisin degisik

asamalarinda hasar gorulebilir.

Akciger karsinogenezisinde major genetik olaylar; onkogenlerin mutasyonel
aktivasyonu, tumor supresor genlerin  inaktivasyonu, hicre  siklus

regulasyonunda gorev alan genlerde ortaya cikan degisiklikler, DNA tamirinde
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gorev alan genlerde ortaya c¢ikan degisiklikler ve buyume faktorleri ve

reseptorlerine iligkin degisiklikler olarak siralanmaktadir.

2.1.4.1.0nkogenlerin aktivasyonu

Onkogenler, protoonkogen denen normal hicresel genlerden gelisir.
Protoonkogenlerin kodlanmis protein trtnleri genel olarak hiicre sinyalizasyonu
ve hicre buydmesinin regulasyonunda énemli rol oynar. Bu genler mutasyon,
kromozomal translokasyon, amplifikasyon veya transkripsiyonel disregulasyon

ile aktive olarak anormal protein sentezine neden olur.

Aktive olan protoonkogenlere onkogen, protein Urlnlerine ise onkoprotein
denir. Protoonkogenler, hicre ic¢i sinyal ileticileri, niUkleer transkripsiyon
faktorleri, huicre siklusunu kontrol eden proteinler, bliyume faktorleri, hormonlar

ve reseptorleri olmak tizere gruplara ayrilir.

2.1.4.1.1.Ras Ailesi
Ras proteinleri, hicre membraninda bulunan Guanozin trifosfataz
(GTPase) aktivitesine sahiptir. Hucre membranindan nikleusa sinyal

transdiksiyonunda ve hticre buyumesinde rol oynar (22).

Ras geni, nokta mutasyon ile kanser gelisimine neden olmaktadir. Ras
proteininin normal hdcredeki goérevi, uyarici sinyallerin oldugu durumlarda
Guanozin trifosfat (GTP)a baglanip aktif hale gecgerek, uyarici sinyalleri
nukleusa iletmek; bu sinirli sinyal iletimi sona erdiginde de GTP molekulinin
GTPase enzimi araciligiyla hidrolize olmasi sonucu Guanozin difosfat (GDP)
proteinine bagli inaktif formunu olusturup, istirahat fazina donmesini saglamak

ve bir sonraki uyariy1 beklemektir.

Mutant Ras proteini GTPase aktivitesini inhibe ettiginden, gen urunleri
kontrolsliz olarak dretilir. En sik K-ras mutasyonu goriilmekte olup en sik 12.kodonda

goruldr. K-ras aktivasyonu, KHDAK” lerinin % 15-50° sinde gorulur.
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Adeno ve buyik hicreli kanserlerin % 30 - 60’ inda, yassi hiicreli kanserlerin daha

az bir oraninda rastlanir.

K-ras mutasyonu goriilenlerde sagkalimda azalma, erken relaps ve kot prognoz
goralur. K-ras mutasyonu sigara icimi ile iliskilidir. Sigara icen akciger kanserli

olgularda hi¢ icmemis olanlara gore K-ras mutasyonu daha sik gorulir (23).

2.1.4.1.2.Myc Ailesi

Myc genleri, DNA’ ya baglanan u¢ nukleer fosfoproteini kodlar. Bu
proteinler hicre proliferasyon ve diferansiyasyonunda etkilidir. DNA sentezinin
baslamasinda rol alir. Bu gen siklikla amplifikasyon ve transkripsiyonal
disregulasyon ile onkogen halini alir. KHAK’ lerinin % 18 - 31, KHDAK’ lerinin
ise % 8 - 20’ sinde myc aktivasyonu izlenir (22).

2.1.4.1.3.Hucre ici sinyal ileticileri ve nukleer transkripsiyon faktorleri
Bu grupta c-erb B1, c-erb B2, c-fms, c-met, c-src, c-raf 1, c-fos ve c-jun yer
almaktadir. Bunlar cesitli bluylime faktéri ve reseptorlerini kodlarlar. Bazi

akciger kanseri turlerinde ekspresyonlari artmigtir.

c-erb B1l; Membran glikoproteini olup, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir.
Sinyal transdiiksiyonunda 6nemli role sahiptir.Ozellikle yassi hicreli
kanserlerde artmis ekspresyonu gorilir. EGF (Epidermal growth faktor)

reseptorunu kodlamaktadir.

c-erb B2; Transmembran buyime faktor reseptéri olarak gorev yapan
P185 neu proteinini kodlamaktadir. Bu proteinin hem yassi hucreli hemde
adenokanserlerde artmis ekspresyonu gorulmektedir. P185 proteininin artmis
ekspresyonu adenokanserlerde koti prognozun gostergesidir.  Akciger
kanserinin %30-64’ Unde gorulmekte olup kemorezistans ve yliksek metastatik

potansiyel ile iligkilidir (24).
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c-fms; CSF 1 (Koloni stimule edici faktor 1) i¢in bir protein kodlamaktadir.

Klguk hicreli akciger kanserinde artmis ekspresyonu gorulur.

c-met; HGF (Hepatosit growth faktor) reseptérinu kodlamaktadir. KHAK’
lerinin  gogunda, KHDAK (Kuguk hucre digi akciger kanseri) ‘lerinde ise
yarisinda c-met ekspresyonu, Ozellikle adenokanser ve yassi hucreli

kanserlerde gortlmektedir (24).

c-src; KHAK' de, adenokanserlerin %60’ inda ve kotu diferansiye yassi
hacreli akciger kanserlerinin bir kisminda c-src tespit edilmistir. pp60c — src N

tirozin kinazlar kodlayan protoonkogenlerdir.

c-raf 1; Hucre digindaki reseptorlerden nukleusa sinyal transdiksiyonunu
saglayan serin treonin kinaz aktivitesine sahip bir protoonkogendir. KHAK’

lerinin %80’ inde c-raf 1 delesyonu gorilmektedir (24).

c-fos ve c-jun; Protein sentezi olmaksizin mutajenik uyarilarla aktive olurlar.
Erken transkripsiyon faktorleri olup lI6sinden zengin proteini kodlarlar. Losin, bu
proteinlerin fos-jun kompleksi ile birlesmesini saglar. Bu kompleks AP-1 olarak
adlandirihir ve DNA aktivasyonu igin ylksek afiniteli bir baglanma yeri olusturur.

Akciger kanserindeki yeri tam olarak bilinmemektedir.

2.1.4.2.Tumo6r Supressor Genler

2.1.4.2.1.p53 TUumor Supressor Geni

insan kanserlerinde en sik gérilen mutant gen olup, 17p13 lokusunda
yerlesmistir. KHAK’ lerinin %90’ inda, yassi hicreli kanserlerin %65’ inde, blyuk
hucreli kanserlerin %60’ nda, adenokanserlerin %33 Unde ve tum

kanserlerin %50’ sinde gosterilmigtir (25).
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P53 proteininin hucre fonksiyonlarindaki roll; gen transkripsiyonu, DNA
sentez ve tamiri, genetik stabilitenin korunmasi, hicre siklusunun arresti,

buyumeyi sonlandirma ve programli htcre olumudur.

DNA hasari veya hipoksemi p53 uretimini uyarir. P53 gen fonksiyon kaybi
sonucunda hicre buyumesinin  kontroli ortadan kalkar ve DNA tamiri
yapllmaksizin hucre siklusu kontrolsiz olarak ¢ogalir. 157,248 ve
278.kodonlarda meydana gelen mutasyonlar akciger kanseri agisindan onem

tasir.

Akciger kanserinin bu bdlgelerde en sik goérilen mutasyon tipi, GCATA
transversiyonudur. DNA hasari ekzojen ajanlarla olusturuldugunda ise CpG

bolgelerinde GCZAAT transisyon mutasyonlari ortaya ¢ikar (26).

P53, DNA hasarina verilen yaniti regule eden bir transkripsiyon faktort
olarak gorev yapar. DNA hasari ile aktive olur ve bunun sonrasinda bir dizi
genin regulasyonuna neden olur. Bu genler; p21, MDM2, BAX ve GADDA45’ tir.
Bu proteinler, G1/S hulcre siklus gegisini, G2/M DNA harabiyet checkpoint

(kontrol noktast) noktasini ve apoptozisi dizenlemeye yardimci olurlar.

P53 fonksiyon kaybi sonucunda preneoplastik ve neoplastik hiicreler klonal
olarak geligir. Normal bir hicrede DNA hasari oldugunda, p53 geni genomik
stabiliteyi saglar ve hicre siklusunu G1’ de inhibe eder.Bdylece hiucreye onarim
icin zaman kazandirir. Eger hasar onarimi yapilamiyorsa hicre apoptozise
ugratihir (27).

P53 mutasyonlarinda hicre bolinmesi devam eder. P53 fonksiyon
kayiplari genellikle alellik kayiplar ve somatik missense mutasyonlar seklindedir.
Bu mutasyonlar KHAK’ lerinin %90’ inda, KHDAK’ lerinin de %50’ sinden
fazlasinda gordlir. Bu mutasyonlar sonucunda, hem timor supresyon
fonksiyonlarinda kayip hemde onkojenik fonksiyon kazanma seklinde dual bir

etki ortaya ¢ikar.
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P53 gen mutasyonlari karsinogenezisin erken basamaklarinda goérulur. K-
Ras geninde belli bir noktada mutasyon olurken, p53 mutasyonlari
17.kromozom Uzerinde ve tUm gen boyunca olusabilir. Mutant p53, karsinoma

insitu evresinde gosterilmistir.

Yapilan ¢alismalarda klinik olarak akciger kanseri tanisi konulmadan 1 yil
oncesinde alinan balgam orneklerinde p53 ve ras mutasyonlarinin varhgi

gOsterilmistir. Bu nedenle erken tani alinmasinda ¢ok 6nem tagimaktadir (28).

Akciger kanserindeki p53 mutasyonlari sigara icilmesi ile iligki
gOstermektedir. Sigara dumani maruziyeti, p53 geni mutasyonu goérulme riskini
arttinr. Mutasyonlarin ¢ogu, sigara dumanindaki karsinojenlerin olusturdugu

GCZAETA transversiyonudur.

2.1.4.2.2.Retinoblastom Geni

Retinoblastom geni, ilk bulunan timor supressér gen olup 13q14° de
lokalizedir. RB proteininin  yoklugu, KHAK’' lerinin hemen tamaminda
gorulmekteyken, KHDAK’ lerinin %10-30’ unda gorulmektedir (28).

Bu gen, hicresel diferansiyasyonda cok o6nemli role sahiptir. Nonsens
mutasyonlar, delesyonlar, azalmis RNA ekspresyonu veya aberran protein

yapimi ile inaktive olabilir.

Normalde RB ailesi hicre siklusunu G1 fazinda inhibe eder. P16-siklin
D1/CDK4-6-RB yolu, hticre siklusunun G1’ den S transisyonunda énemli géreve
sahiptir. Bu yoldaki proteinlerin fonksiyon bozuklugu mitojenik aktivite ile
sonuglanir. Bu yoldaki proteinlerden biri olan p16, kromozom 9p21’ de lokalize

olup, genellikle akciger kanserinde allelik kayiba veya mutasyona ugrar.

KHDAK' lerinin %10-40’ inda homozigot delesyonlar ve nokta mutasyonlar

saptanmaktadir. P16’ y1 inhibe eden mir diger mekanizma da promotor bdlgenin
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hipermetilasyonudur. Bu yolun diger bir proteini olan p19 ise p53/MDM2

kompleksi ile baglanir ve p53 degredasyonunu onler.

Her iki proteininde tumoér buyimesinde onemli roller GUstlendikleri
dusundlmektedir. Bir diger CDK inhibitori de p27 olup, p27 ekspresyonunda
azalma KHDAK’ lerinde kotu prognoz ile iligkilidir (29).

RB gen inaktivasyonu 0Ozellikle retinoblastoma ve osteosarkom tumor
hicrelerinde gosterilmistir. Mutasyon ve delesyonlara bagli olarak inaktive

olduklari diger maligniteler arasinda 6zefagus ve meme kanserleri sayilabilir.

2.1.4.2.3.Kromozom 3p Kaybi

Kromozom 1p,1q,2q,3p,4p,4q,59,6p,6q,8p,8q,11p,11q,14q9,179,18q ve 22q
tumor supresor genlerinin lokalize oldugu bdlgelerdir. Bu bélgelerdeki hemizigot
delesyonlar ile timor supresor genleri azalmis olur. Akciger kanserinde sik

g6rilen kirilma noktalari; 1p,3p,9p ve 17p’ dir.

Tumor hicre kalturlerinde ve KHAK' de en sik gorulen mutasyon sekli
kromozom 3’ Un her iki kisa kolunda meydana gelen kayiplardir (30). 3p ve 9p
kayiplari erken donemde olusurken; 2q,18q ve 22q kayiplari ge¢ donemde

goralir.

YasslI hicreli kanserlerde 4q,9q,21q lokalizasyonundaki kayiplar siktir (31).
Sigara icen ve igcmeyenlerde 1921,3p14,7q32 ve 11913 lokuslarinda siklikla
anomaliler izlenmesi, bu bdélgenin kalitsal olarak frajil oldugunu gostermektedir
(32).

Frajil histidin triad geni (FHIT), 3p.14.2 lokalizasyonunda bulunur. Akciger
kanserinde bu bélgenin hemizigot veya bazen homozigot olarak delesyona
ugradigi gosterilmistir. FHIT gen anomalileri KHAK’ lerinin %80’ inde, KHDAK’
lerinin ise %42’ sinde gosterilmigtir (33).FHIT allel kaybinin sigara icilmesi ve

kotu prognozla iligkili oldugu gosterilmigtir.
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3p delesyonu, karsinogenezisin erken basamaklarinda gergeklestigi
dusundlir, c¢unkl sigara igen kisilerde gelisen displazik lezyonlarda da
gorulmektedir. Bu degisiklik KHAK’ lerinin %100’ Unde, KHDAK’ lerinin %50’

sinde goruldr.

3p delesyonunda hucre siklus regulasyonu bozulur. 3p bdlgesinde bulunan
bir gen, ubiquitin aktive edici enzim ile homologdur. Ubiquitin, aktive edici enzim
ile fosforile olduktan sonra, CCND1l degradasyonu ile hicre siklus

regulasyonunda gorev alir.

Tatine bagll gelisen kanserlerde hiicre siklus kontrolinin kaybi, CCND1
gen amplifikasyonu velveya ubiquitin aktive edici enzim delesyonu

mekanizmalari ile agiklanabilir (32).

3p21.3 bolgesinde yer alan bir baska timor supresér gen ise RASSF1 olup,
KHDAK’ lerinin %30’ unda ve KHAK’ lerinin %90’ indan fazlasinda promotor
bdlge hipermetilasyona ugrar. Bu hipermetilasyon ise koétu prognoz ile iligkilidir.
RARB2 ise KHDAK ve KHAK’ lerinin %60-70’ inde hipermetilasyona ugrar (29).

2.1.4.2.4.Diger bolgelerdeki tiimor supressor genler
10923 bdlgesinde bulunan bir diger timoér supresoér geni ise PTEN genidir.
Bu gen bir fosfataz kodlar ve bu enzim timor buyimesinde rol alan protein

kinazlari antagonize ederek gorev yapar (29).

10q bolgesinde bir diger tumor supresor gen DBMT1’ dir. Bunun homozigot

delesyonlari akciger kanseri huicre dizilerinde gosterilmistir.

11.kromozom Uzerindeki PPP2RIB’ nin de tUmor supresér gen fonksiyonu

olabilecegi dusinulmektedir (29).
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2.1.4.3.Akciger Kanserinde Hiicre Siklus Kontroli

2.1.4.3.1.Hucre proliferasyonunun kontroll

Okaryotik hiicre siklusu G1,5,G2 ve M fazlarindan olugmaktadir.
Kromozomal replikasyon ve mitojenik ayriima S ve M fazlarinda meydana gelir.
Bu fazlarda gelisen olaylar ise bu fazlardan once gelen G1 ve G2 fazlarinda
regule edilir. Hicre blyumesi G1 fazinda hicre siklus transiti restriksiyon

noktasi (R) tarafindan koordine edilir.

Hucre siklus transiti igin, hudcrenin belli bir kutleye ulagsmasi gerekir.
Hucreler R noktasinda blylime faktorlerine ve blylime uyaranlarina duyarhdir.
R noktasini gegen hucreler, kromozomal replikasyon ve kromozomal ayriima
emri alirlar. Karsinogenezis sirasinda R noktasindaki degisiklikler, kontrolsuz

hiicre proliferasyonu ile sonuglanir (34).

2.1.4.3.2.Checkpoint (Kontrol noktasi) Kontrolii
Hucre siklusunda belli dnemli olaylarin gectigi noktalara checkpoint (kontrol
noktasi) denir. Kontrol noktalarinda meydana gelen degisiklikler, mutant hicre

proliferasyonu ile maligniteye donusmesine neden olur.

Saglikli hicrelerde DNA hasari, DNA replikasyonu olmadan énce G1
fazinda onarilir. DNA hasari olan hicrelerin S fazina gegisi p53 bagimli bir olay

ile inhibe edilir. Eger hasar onarilmaz ise hlicre apoptozise ugrar.

Eger p53 hatali ise hicrelerde mutasyonlar ortaya c¢ikarak malignite
gelisimine neden olur. Kontrol noktalari S fazindaki DNA replikasyonunu ve
mitoz sirasindaki kromozom ayrilmalarini regule ederler. Eger bu iglemler

esnasinda hata meydana gelirse hicre siklus progresyonu bloke edilir (34).
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2.1.4.3.3.Protein fosforilasyonu ile hiicre siklusunun kontroli
Hucre siklus regulasyonunda 3 0©nemli intraselliler protein ailesi
tanimlanmistir. Bunlar siklin bagimli protein kinazlar, siklinler ve siklin bagiml

kinaz inhibe edici proteinlerdir (35).

Siklin bagimh protein kinazlar (CDK); Fosfat dondru olarak ATP kullanip
protein fosforilasyonu yapan enzimlerdir. CDK ailesi hiicre siklusunda énemli rol
oynar ve posttranslasyonel olarak regtle edilir.Kinaz Uniteleri hicre siklusu

sirasinda siklinlere baglanarak aktive olurlar. 7 ¢egit CDK tanimlanmigtir.

CDK 1 M fazina giriste, CDK 2 S fazina giriste, CDK 4 ve 6 G1' de R
noktasinda, CDK 7 diper CDK’ lari fosforile eder (34).

Siklinler; Hucre siklusu kontrol regilasyonunda, bu siklin proteinlerinin
belirli evrelerdeki sentezi rol oynar. Siklin D ve siklin E G1 fazinda, siklin A S
fazinda, siklin B G2 ve M fazinda sentezlenir. Siklin proteinlerinin dizenli yikimi
da kontrol mekanizmasina katkida bulunur. Ortamda siklin oldugunda CDK ile
kompleks olusturabilir. Aktive olan CDK, siklusta bir sonraki faza gegisi icin
gereken gen Urlnlerini fosforile eder. Siklin A,E ve B CDK 2 ile birleserek DNA

replikasyonunu kontrol eder (35).

Siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CDKI); Bu proteinler; CDK’ nin diger CDK
subunitelerine baglanmasini, CDK-siklin kompleksi olusumunu ve DNA
replikasyonunu inhibe eder. Bazi durumlarda kontrolsiiz CDK aktivitesinin
onkojenik oldugu diistnilirse, CDKI’ lerinin timér supresor fonksiyonlari

oldugu ileri surtlmektedir (35).

P15 ve p16 gen delesyonlari KHDAK’ inde sik goralir. Bu bolgeler CDK 4
inhibitorlerini kodlar. CDK 4 hicre siklusunda G1’ de checkpoint olusturur. Bu

fonksiyonun kaybi kontrolstuz hicre proliferasyonu ile sonuglanir (31).
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2.1.4.4.DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler
Insanlarda goriilen kanserlerin %80 nedeni cevresel faktorlerdir. Gerek
endojen gerekse ekzojen karsinojenler ve genotoksik olaylara maruziyet, hiicre

siklusunda yavaglamaya neden olur.

Normal kosullarda bu yavaglama surecinde hucreler DNA hasarini
onarmaya calisirlar. Onarilmamis DNA hasari, apoptozisin aktivasyon veya
inhibisyonunda gb6rev alan protoonkogen ve tumér supresér genlerde
mutasyona neden olur. DNA onarimi normal hicre siklusunun devami igin

elzemdir.

Benzo[a]pyren sigara dumaninda bulunan ve DNA hasarina neden olan bir
karsinojendir.  Sitokrom p450 ve peroksidazlar ile biyoaktivasyonu sonucu
yuksek toksisiteye sahip elektrofilik ve reaktif serbest radikal Grinleri olusur. Bu

uranler DNA ile birleserek DNA adduktlerini olustururlar.

Sonug¢ olarak tek bir DNA lezyonun onarilmamis olmasi bile bir genin
transkripsiyonunu engelleyebilir. TGtinUn igerdigi karsinojenlerin dogrudan DNA
hasari yapmasi nedeniyle DNA onarim kapasitesinin azalmasi tutune bagh

kanser gelisiminde onemli rol oynar.

Tatin hasarina baghh DNA onarim kapasitesi, kisiden kisiye farklilik
gostermektedir. DNA hasari onariminda goérev alan genler, kromozom 3p
Uzerinde lokalizedir. Koromozom 3p kayiplari akciger kanser gelisimini 14 kat
arttirmaktadir. Diger DNA onarim genleri (ERCC1, XPO, XRCC3 ve XRCC1) ile
ilgili caligmalar yapilmaktadir (29).

2.1.4.4.1.Spesifik gen degisiklikleri

Gen amplifikasyonu, normal dokuda sadece iki allel bulunurken, timor
dokusunda ayni koromozom pargasinin multibl kopyalarinin olusmasidir. Bag
boyun kanserleri, akciger, mesane ve 6zefagus kanserlerinde 11q13 lokusunda

amplifikasyonlar gdsterilmistir.
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Bu bolgede bulunan pek c¢ok genin amplifiye oldugu ancak asin
ekspresyonunun hucre siklusunu diizenleyen cyclin D1 (CCND1 veya PRAD1)

ile kontrol edildigi gosterilmistir.

Bu protein, G1 fazi igin pozitif bir regulatuvar olarak rol alir ve bu proteinin
bir tumor hicresinde asin ekspresyonu DNA transkripsiyonunu, hucre

bdlinmesini ve timor proliferasyonunu arttirir (36).

2.1.4.4.2.Retinoik asit reseptor yolundaki degisiklikler
Retinoik asit akciger kanserini Onleyici tedavide en c¢ok adi gegen
ajanlardan birisidir. Hucre ici retinoidler, retinoik asit reseptorleri (RARs) ve

retinoid X reseptorleri (RXRs) araciligiyla aktivite gdsterirler.

Bu reseptorlerdeki sinyal ileti sorunlari akciger kanserinde gosterilmigstir.
RARs kromozom 3p’ de bulunur ve timor supresor gen gibi fonksiyon gortr. Bu
lokustaki allelik kayiplar KHDAK’ lerinin %60’ inda gértulmektedir (28).

2.1.4.4.3.Telomeraz aktivitesi

insan telomerleri kromozomlarin uglarinda yerlesmis TTAGGG dizi
tekrarlarindan olusan spesifik proteinlerdir. Normal bir hicre bdlinmesinde
telomeraz yoktur ve bu sayede telomerler hizla kisalir ve sonugta hucre 6lumu

gerceklesir. Bu mekanizma hiicre émrint belirlemektedir.

Ancak kanser hicresinde telomeraz aktivitesi nedeniyle kisalan
telomerlerin hemen hakzamerik yapilarla tamamlandigr gorulur ve hucre

olumsuzlesir.

Tim KHAK'’ lerinde ve KHDAK’ lerinin %80-90’ inda artmis telomeraz
aktivitesi mevcuttur (22). Bu durum hticre proliferasyon hizinda artis ve ileri evre
hastalik ile iligkilidir. Ancak karsinoma in situ fazinda da telomeraz aktivitesine

rastlanmaktadir (22).
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2.1.4.4.4.Apoptozis Genleri

TUmor hicrelerini apoptozis (programli hiucre 6lumu) den koruyan baglica
onkoprotein Bcl-2' dir. Bcl-2 ekspresyonu KHAK’ lerinin %70-90° inda
goOsterilmis ve kemosensitivite ve uzun sureli sagkalim ile iligkisi ortaya

konulmustur (22).

2.1.4.5.Buyume faktorleri ve reseptorleri
Kanser hucrelerinin Urettikleri hormonlar ile hicre yuzeyinde bulunan

reseptorlerinin etkilesmesi sonucu hicrenin bliyumesi otokrin stimule edilir (37).

Neoplastik  hlicrelerden salgilanan blyume faktorleri  hicrelerin
cogalmasina katki saglamaktadir. Pekgok blylime faktorli akcigerde kanser
hicreleri ve normal hucrelerden salgilanmaktadir. Bu buyume faktorleri otokrin,

parakrin ve jukstakrin yollarla kanser buyimesinde etki gostermektedir (38).

Egder bir timoér hdcresi hem bir buyime faktdéri hemde reseptorini
tasiyorsa, kendisini uyaran otokrin biyume halkasina sahip demektir. Otokrin
hicreler normal hucrelerde de bulunur ancak sadece fizyolojik uyarilara cevap

verirler.

Dengeli buyume icin karsilikli duzenleyici sistemler bir arada bulunur.
Kanser hicrelerinde bu dengeler bozulmustur. Ancak tek bir bayime faktoru

kanser gelisimini regule edemez.

Metastaz ve invazyonunda blyume faktorleri ve reseptdrlerinin etkilesimi
sonucunda ortaya ciktigi kabul edilir (38). KHDAK’ leri K-ras, EGFR ve
ligandlari ile aktive olurken, KHAK néropeptidler ve reseptorleri ile aktive olur
(39).
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2.1.4.5.1 .Epidermal Growth Faktor (EGF), Transforming Growth Faktor-a
(TGF-a) ve EGF Reseptoru (EGFR)

EGF ve TGF-a, hicre proliferasyon ve differansiyasyonunu uyaran
mitojenik etkileri gdsterilmis olan peptidlerdir. EGF, ylzey reseptori aracihigiyla

etki gostermektedir.

EGFR, tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran glikoproteindir.
Tirozin kinazlar normal hicre biylimesi ve malign transformasyon ile iligkili

proteinlerdir.

Aberran EGFR sinyalizasyonu ve EGFR regtlasyon bozuklugunun timaor
gelisimi ile iligkili oldugu gdsterilmistir (40). EGFR’ nin apoptozis inhibisyonu,
hicre motilitesinde artisi, protein sekresyonunda artigi, adezyon, invazyon,
hiicre yasam suresinde artisi, diferansiyasyon, anjiyogenez ve metastaz

gelisimi gibi pek ¢ok olayda énemli rol aldigi gosterilmigstir (41).

Yuksek duzeyde EGFR ekspresyonu ileri evre hastalik, metastatik fenotip
gelisimi, sagkalimda azalma ve kotu prognoz ile iligkili bulunmustur (42).
KHDAK' lerinin %13-80" inde EGFR asiri ekspresyonu saptanmigtir. KHDAK’ li
olgularda immunohistokimyasal metodla EGFR ekspresyon sikhginin
degerlendirildigi bir caismada KHDAK’ li olgularin %58’ inde, yassi hucreli
akciger kanserli olgularin %64,9’ unda EGFR asiri ekspresyonu saptanmistir
(43).

2.1.4.5.2.Transforming Growth Faktor-s1 (TGF-s1)

Hicre fonksiyonlarinin regulasyonunda rol oynayan bir polipeptid olup
normal epitelyal hiicrelerin buytmesini inhibe eder (44). TGF-3 peptidleri, hiicre
blyumesi, diferansiyasyonu, adezyon, migrasyon, anjiyogenez, ekstraselller
matriks formasyonu ve immun fonksiyonlari etkileyen multifonksiyonel

polipeptitlerdir (44).
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TGF-B in vitro olarak kanser hticre proliferasyonunu baskilar. Ancak in vivo
olarak inhibitor etkinin baskilandigi ve kanser buyumesini arttirdig1 gosterilmigtir
(35). Ancak neoplastik hucreler inhibitor aktivitelere kargi direng gelistirirler.

Neoplastik hiicrelerde TGF-31 ekspresyonu gosterilmigtir.

TGF-31" in anjiyogenezde, stromal formasyonda ve immun fonksiyonlarda
roli olup, timdr progresyonuna etkisi oldugu gosterilmistir. TGF-31,
anjiyogenezi stimile eder, immun fonksiyonlari baskilar, adezyon molekul
ekspresyonu ve ekstraselliler matriks komponentini arttirarak metastatik

potansiyeli arttirir (45).

insan hiicrelerinde TGF-R1, 3 izoform arasinda predominant olanidir. TGF-
31-3 ekspresyonu olan hastalarda sagkalimin daha koétu oldugu gosterilmistir
(46). Ozellikle adeno kanserli olgularda TGF-R1 ekspresyonunun sagkalimda

azalma ve kotu prognoz ile iligkisi gosterilmigtir (47).

2.1.4.5.3.Hepatosit Growth Faktor (HGF)

Plazmada bulunan ve trombositlerden sentezlenen HGF, esas olarak
karaciger rejenerasyonunda rol oynar. HGF, endotel hiicreleri ve melanositler
icin mitojenik etki gosterir ve endotel hucrelerinde tubul olusumunu uyarir. Epitel

hicre proliferasyonu, migrasyon ve differansiyasyonunda rol oynar.

HGF, normal akcigerde ¢ok dusuk duzeyde eksprese edilir. Yaralanma
sirasinda HGF ekspresyonu artar. Embriyonel akcigerde tomurcuklanma ve
dallanmayi uyarir. KHAK ve KHDAK’ lerinde HGF ekspresyonu artmistir.
KHDAK' lerinde yuksek HGF dizeyi kétu prognoz gostergesidir (48).

2.1.4.5.4.Fibroblast Buyume Faktoru
Mezenkimal, néronal ve epitelyal hiicreler Gzerine mitojenik etki gosterir.

TUmor anjiyogenezini uyarir.
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2.1.4.5.5.Stem Cell Faktor (SCF/c-kit)
SCF cesitli sitokinler ile birlikte myeloid ve lenfoid 6ncl hucrelerinin
proliferasyonunu arttirir. SCF/KIT otokrin halkasi KHAK’ lerinde blylimeyi ve

kemoterapiye duyarliigi saglamakta rolu olabilece@i dusunulmektedir.

2.1.4.5.6.Nikotin ve Opioid Reseptorleri

Akciger kanseri hicrelerinde nikotin ve opioid reseptér ekspresyonu
mevcuttur. Opioidler, kanser hucresini baskilar ve apoptozisi uyarir. Nikotin
reseptorleri ise opioidlerin apoptotik etkilerini antagonize eder (38). Nikotin-

opioid etkilesimi akciger kanserinin %75’ inde gdsterilmistir (49).

2.1.4.5.7.Matriks Metallo Proteinazlar (MMP)

Bronsial in situ karsinomdan invaziv ve metastatik akciger kanserine
progresyon, bazal membranin yikimi, ¢evre dokulara invazyon, lenf ve kan
damarlarina intravazasyon, damar digina ekstravazasyon ve sekonder bir

dokunun invazyonu sonucunda olusur.

Tamoran  yayihmi igin  gesitli derecelerde doku yikimi gereklidir.
Ekstraselliler matriksin degradasyonu ve bazal membrana penetrasyonu

tiumoran invazyonu ve metastatik yayillimda 6nem tasir.

MMP ailesi, proteolitik enzimlerden olusup, KHDAK gelisminde énemli bir
role sahiptir. MMP-2 (Gelatinase A)’ nin asiri ekspresyonu KHDAK’ lerinde koétu

prognozu gosteren bagimsiz risk faktérudur (50).

MMP-9 bazal membrandaki tip 4 kollajeni pargalayan bir endopeptidazdir
ve kot prognozu gosteren bagimsiz bir risk faktértudur (51). Marimastat ve

Batimastat gibi nonspesifik MMP inhibitorlerinin adjuvan tedavide yeri olabilir.
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2.1.4.5.8. Vaskuler Endotelyal Growth Faktor (VEGF)

Tamorler neovaskularizasyon olmaksizin en fazla 1-2 mm boyuta ulasabilir.
TUmaoran buydmesi icin yeni damar yapilari ile desteklenmesi gerekir (52). Yeni
damar olusumu endotel hicre proliferasyonunu ve migrasyonunu stimile eden
faktorler arasinda ki dengeye baglidir. Bu mekanizmanin tetiklenmesi i¢in tumor

hicrelerinden buyume faktorleri ve anjiyogenetik maddeler salinmasi gerekir.

Vaskuler buyume faktorleri olarak baslica PD-ECGF, VEGF ve HGF

tanimlanmistir (52).

VEGF; endotelyal hiicre blUytmesinde roli olan anjiyogenetik faktordir.
Vaskiler permeabiliteyi arttirir. Endotele spesifik mitojenik faktor olarak etki
gosterir. Mutant p53 proteini ve mutan tras ekspresyonu VEGF ekspresyonunu
arttinr (53). VEGF’ nin 121,165,189 ve 206 mRNA gibi gesitli izoformlari

bulunmaktadir.

PD-ECGF; endotelyal hiicre proliferasyonunu uyaran faktordiir. Ozellikle
karaciger, dalak, akciger ve lenf nodlarinda PD-ECGF ekspresyonu ylksektir.

2.1.4.6.Viral Etkenler

Herpes simpleks viris (HSV) ve Human papilloma viris (HPV) sigaraya
bagli kanserle iligkilidir. Bazi ¢alismalarda bas boyun ve akciger kanserlerinde
dusuk oranda HPV enfeksiyonu gosterilmigtir. HPV E6 proteini p53

degradasyonuna neden olurken, E7 proteini retinoblastom proteinine baglanir.

Ozet olarak akciger kanser gelisiminde en ¢ok suglanan protoonkogen
aktivasyonu ve tumor supresor gen inaktivasyonudur. En c¢ok suglanan

onkogenler arasinda Ras ve Myc ailesi yer alir.

Ras ailesi KHDAK’ lerinde daha ¢ok nokta mutasyonlar ile rol alirken, Myc

ailesi KHAK’ lerinde amplifikasyon ile rol oynar.
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BlUyume faktorlerinden cERB1-2 6zellikle KHDAK’ lerinde, c-met, c-src, c-

raf1 ise KHAK’ lerinde rol oynamaktadir.

Tumor supresor genlerden p53 ve RB genlerine iligkin degisikliklerde
KHAK’ lerinin %75-100" unde ve KHDAK'lerinin de %15-50" sinde gorulur.
Ayrica apoptozis, hiucre siklusu ile iligkili genlerde akciger kanseri gelisiminde

rol oynamaktadir.

2.1.5.Akciger Kanseri Klinigi

Akciger kanserinde tani genellikle ge¢ konulmaktadir. Bunun nedeni
akcigerin anatomisinden kaynaklanmaktadir. Semptomlar ortaya ¢ikmadan,
akcigerdeki bir nodul ileri derecede buyuyebilir ve akciger disina yayilabilir.
Baoylelikle hastalar yaygin hastalik doneminde gorulurler ve bu hastalarin % 80’ i

opere edilemez. Bu nedenle 5 yillik mortalite oranlari % 85- 90’ lardadir.

Akciger kanserli hastalarda ¢ogunlukla solunumsal ve yapisal semptomlar
bir aradadir. Bunlar; primer timorle ilgili semptomlar, metastaz dusundiren
istahsizlik, kilo kaybi ve yorgunluk gibi sistemik semptomlar ya da metastaz

alanina spesifik semptomlar olabilir.

Asemptomatik hastalar igin 5 yillik sagkalim % 18 iken, primer timodre ait
semptomu olanlarda bu oran % 12’dir. Nonspesifik semptomlari olanlarda 5
yillik sagkalim orani % 6 iken, metastaz bolgesi ile ilgili semptomu bulunanlarda
5 yillik sagkalim s6z konusu degildir. Hastayl doktora en kisa surede goturen

semptom olarak hemoptizi bildirilmektedir.

Primer tumor ile ilgili semptomlardan &ksuruk, akciger kanserinin en
sikgorilen semptomudur. Diger sik goértlen solunumsal semptomlar ise nefes
darligi,gégus agrisi ve hemoptizidir. Bunlarin diginda kilo kaybi, kemik agrilari,

ates, halsizlik, yutma guglugu gibi semptomlar da goérulebilir (54).
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Lokal blyume ve intratorasik yayilima ait bulgular, tumoran yeri ve
bayukligune baghdir. Santral tumorler, postobstruktif pndmoniye yol
acabilmektedir. Rekurren laringeal sinir tutulumu, ses kisikligina, kanserin
O0zofagusa yayilimi veya basisi ise yutma glcligline neden olabilir. TUmorin
vena kava superioru invaze etmesi ya da vena kavaya basi yapmasi vena kava

superior sendromuna (VCSS) yol agabilmektedir.

VCSS, en sik KHAK’de, daha az epidermoid karsinomda gorulebilir. Apikal
bdlgede gorulen Pankoast tumdrt Horner sendromuna yol agabilir; en sik olarak

epidermoid karsinomda bildiriimektedir.

Perikarda metastaz nedeni ile kardiyomegali, aritmi ve tamponad
gelisebilmektedir. Frenik sinir invazyonunda hickirik ve diyafragma paralizisi

gorulebilir.

Periferik timorlerin en sik bulgusu ploretik gogus agrisidir. Akciger kanseri
hastalarinin % 15-50’sinde plevral effizyon goérulebilmektedir (55, 56). Akciger
kanseri tum organlara metastaz yapabilmektedir.

Tani konuldugunda KHAK’lerin % 60’1, KHDAK lerinin ise % 30-40’1 evre IV
metastatik timoérdir. Hastalarin Ugte birinde uzak metastazin sonucu olarak

semptomlar gorular.

Hematojen yayilm en sik, merkezi sinir sistemi, kemik, karaciger ve
adrenal bezlere olmaktadir. Kemik metastazlari genellikle osteolitik olmakla
birlikte, adenokarsinomda osteoblastik tipte, asemptomatik veya agril
olabilmektedir. Karaciger metastazinda sag ust kadran hassasiyeti, bulanti, kilo
kaybi ve anemi gorulebilmektedir. Adrenal bezlerin tutulumu genellikle
asemptomatiktir. Adrenal tutulum ve paraaortik lenf nodlari tutulumu genellikle
KHAK’de gorulir. Merkezi sinir sistemi tutulumu ise asemptomatik olabilecegi
gibi bas agdrisi, bulanti, kusma, fokal ndérolojik semptomlar, konvulziyon ve

paraliziye neden olabilmektedir (55,56).
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Akciger kanserlerinin % 7-15" inde paraneoplastik sendrom gortlmektedir.
Paraneoplastik sendromlar, tumorin ve metastazinin olmadigi organlarda,
kansere bagli gorulen belirti ve bulgulardir ve tam olarak aciklanamamis
olmakla beraber bir kisminda timoérden salgilanan biyolojik aktif maddeler, bir
kisminda ise tumor dokusuna cevaben normal dokulardan salinan maddeler
sorumlu tutulmustur. Siklikla endokrin, eklem ve ndrolojik anormallikler gorular
(54).

2.1.6.Akciger Kanserinde Tani

2.1.6.1.Radyografi

Asemptomatik hastalarda anormal akciger grafisi, akciger kanseri varligi
agisindan ilk ipucu olabilir. Hastalarin % 40’inda santral tumor atelektazi ya da
konsolidasyona yol acabilmektedir. Periferik timarler, daha ¢ok soliter pulmoner

nodul seklinde olup, kitle veya buzlu cam dansitesi de gdortlebilmektedir (57).

2.1.6.2. Balgam sitolojisi

Tumor boyutu ve lokalizasyonuna bagli olarak uygun sekilde alinmig en az
3 odrnekte dogru tani saptanabilir. Balgamin kan igermesi, tumoérin santral
yerlesimli olmasi, epidermoid karsinom hucre tipi ve tUumor boyutunun 2,4
cm’den buyuk olmasi durumunda balgam sitolojisinin tani olasiliginin artacagi

belirtimektedir. Tani duyarliigi % 20-90 arasindadir.

2.1.6.3. Bronkoskopi

Bronkoskopi, akciger kanserinin tanisinda en énemli tani yontemlerinden
biridir. Tani olasiligi tumorun yerlesimi ve boyutu ile iliskilidir. Santral lezyonu
olan 4507 hastayi inceleyen 35 calismayl kapsayan bir meta-analizde tani
duyarhligi % 88 olarak bulunmustur. Goérulebilen lezyonlara uygulanan forseps
biyopsinin tek basina tanisal duyarhhigi % 74’tur. Lavaj ve firgalamanin ise
tanisal duyarhligi daha duguktur (% 48 ve % 59) (59).
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2.1.6.4. Transtorasik igne aspirasyonu (TTiA)

Periferal akciger kanserlerinde TTIA, ultrasonografi, floroskopi veya
bilgisayarli tomografi (BT) esliginde kullanilabilir. Periferal lezyonlarda tani
duyarhligi fiberoptik bronkoskopiye gore daha yuksektir. BT egliginde % 92,

floroskopi esliginde ise % 88, ortalama % 90 tani duyarlihdi mevcuttur (59).

2.1.6.5. Bilgisayarh Tomografi

Bilgisayarli toraks tomografisi akciger kanserinin tanisi ve evrelemesinde
kullanilan en yaygin goruntileme yontemidir. Mediasten lenf nodlari, akciger
parankimi ve plevral aralik hakkinda bilgi verir. Tek plan gogus grafilerine gore
akciger parankiminde 10 mm’den kiguk nodulleri saptama duyarligindan dolayi
cok daha Ustindir. Mediasten lenf nodlarinin ve nodillerin kalsifikasyonunu
saptamada belirgin farkhligi, BT nin kullanimini rutin hale getiren 6zelliklerinden
bazilaridir (61,62,63). Gould ve arkadaslarinin (64), yaptigi metaanalizde,
mediastinel malign lenf nodlarinin taninmasinda BT’nin duyarlihdi % 61,

0zgullugu ise % 79 olarak belirtilmistir.

2.1.6.6. Magnetik rezonans (MR)

Akciger kanserinde, MR’In mediasten degerlendirmesinde sagladidi bilgiler
sinirl olmakla birlikte, BT kadar iyi sonuglar elde edildigini belirten yayinlar da
bulunmaktadir. Ancak akciger kanserinin tani ve evrelemesinde rutin olarak MR
kullanimi  dnerilmemektedir. Superior sulkus tumorleri ile brakial pleksus
invazyonu suphesi varliginda kullanilabilecedi belirtiimektedir. Ayrica beyin

metastazlarini gdstermede de BT’ye gbre daha Ustlindur (63).

2.1.6.7. Pozitron emisyon tomografisi (PET)

PET radyoaktif isaretli bilesikler veya radyoaktif maddelerin vicuda uygun
yolla verilerek, incelenecek vicut alaninda goérintlilenmesi esasina
dayanmaktadir. PET’ in cesgitli hastaliklar hakkinda anatomik bilgi saglayan
radyolojik gortntileme yodntemlerinden en onemli farki, fonksiyonel bir

goruntileme yontemi olmasidir.
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Goruntuleme igin kullanilacak madde siklotron adi verilen aygitta Uretilir.
PET calismalarinda % 90 Flor-18 (18F) isaretli bilesikler kullaniimaktadir.
Kullanilabilecek diger maddeler Oksijen-15, Azot-13, Karbon-11, Galyum-68,
Rubidyum-82’dir (65).

Malign hdcrelerde glukoz transportu ve metabolizmasi artmistir. Bu
kimyasal degisiklikler, bir glukoz analogu olan 18-Fluoro deoksi glukoz (FDG)
verilerek, PET ile goruntllenebilmektedir. Artmis hekzokinaz aktivitesiyle
fosforile edilen FDG, metabolize edilemez ve hucre iginde kalir. Hicre igindeki
FDG-6-fosfat miktari PET ile Dbelirlenebilmektedir. Tuméral dokudaki FDG
diuzeyi, yuksek plazma glukoz diizeyinde azaldigindan dolayi, en az 4 saat aclk
ve 150-200 mg/dl altinda plazma glukoz dizeyi mevcut olmalidir. Bununla
beraber mediastinal metastazlarda maksimum duyarlilik igin en az 12 saat aglik
onerilmektedir (65).

Tlberklloz, sarkoidoz, abse, romatoid nodil gibi inflamatuar olaylarda ilgili
bdlgelerde, egzersizde kaslarda, karacigerde heterojen sekilde az miktarda,
strese bagli gerginlik sirasinda trapezius ve paraspinal kaslarda,
osteodejeneratif eklem disk hastaliklarinda, kemoterapi sonrasi ilk bir ayda
kemik iliginde yaygin olarak, radyoterapi uygulama alaninda erken dénemde,
granilosit stimilasyonu sonrasi dalakta ve kemik iliginde artmis FDG tutulumu
g06zlenebilmektedir (66-68).

Bir lezyonun artmis FDG aktivitesine sahip olup olmadigini gosteren ve
malign ya da benign ayrimini degerlendirmede kullanilan deger, standardize
edilmis uptake degeridir (Standardized Uptake Value, SUV). SUV degeri ile
enjekte edilen FDG dozu, hasta agirligi veya vicut ylzey alanina gore
standardize edilerek, farkli hastalardaki FDG dlzeyi karsilastirilabilir hale

getirilir.
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PET’in malign soliter pulmoner nodulin ayirici tanisindaki duyarhhgi, 2512
hastay! iceren bir meta-analiz sonucunda % 96 ve o6zgullugu % 80 olarak
saptanmistir (69,70). PETin 8-10 mm g¢apindaki noduller igin duyarhligi
duguktar (71). PETin uzak metastazlari saptamadaki duyarliligi % 94 ve
ozgullgu % 97'dir (70). Bu sekilde uzak metastaz saptanip evrelemesi
degistiriimis ve tedavi degisikligi yapilan hastalarin orani % 40tir (72). PET'in
adrenal bezlerdeki metastazi gdsterme duyarhliginin % 100’e yakin oldugu
iddia edilmektedir. Yine kemik metastazlarini gostermedeki duyarlihiginin

sintigrafiden Ustun oldugu ileri strtlmektedir (73, 74).

FDG PET ile kemoterapi ve radyoterapi tamamlandiktan sonra kalan canli
reziduel tUumor dokusunun gosterilmesi mumkundur. Bunun yaninda erken
donemde tedaviye vyanit alinamamasinin gosterilmesi, alternatif tedavi
seceneklerini degerlendirmek bakimindan énemli olabilir. Tedavi sonrasi FDG
tutulumunun azalmasi parsiyel yanitin, tutulumun normale gelmesi ise tam

yanitin ve iyi prognozun gostergesi olarak gorulmektedir (75,76).

2.1.6.8. Mediastinoskopi

Mediastinoskopinin akciger kanserindeki en oOnemli endikasyonu tani
koyma ve mediastinal lenf nodu biyopsisi ile evreleme yapmaktir. Porte ve
arkadaslarnt  (77) , akciger kanserli hastalarda yaptiklari c¢alismada
mediastinoskopinin tani  duyarhligini %95 ve 06zgulligind %100 olarak
bildirmiglerdir. Mediastinoskopinin yalanci negatiflik orani ortalama %9’dur (% 4-
16). Yalanci negatiflik paratrakeal alanda ¢ok dustkken, subkarinal bélgede
artmaktadir. Video yardimh mediastinoskopi (VAM), hem direkt hem de monitor
goruntusu saglayan yeni bir uygulamadir. Mediastinoskopide mortalite orani %
0-0,08 arasindadir. Komplikasyon orani %3’ tir ve majér komplikasyonlar %
0,52’ nin altindadir. En sik goérilen komplikasyonlar; hemoraji, pnémotoraks,
rekdrren sinir paralizisi, yara yeri enfeksiyonu, trakeal yaralanma, 6zofagus

perforasyonu, mediastinit ve kardiyak degisikliklerdir (78, 79).
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2.1.6.9. Video yardimli torasik cerrahi (VATS)

Go6gus yan duvari ve mediastinal yuzey dahil olmak Uzere VATS ile tim
plevral bosluk direkt olarak izlenebilir ve degerlendirilebilir. Ayni zamanda
pulmoner metastazlar, gégus duvarinin tumor tarafindan invazyonu ve ayni
taraf lenf nodu degerlendirilebilir. SUpheli metastazlardan biyopsi alinmasina
olanak tanir. VATS ile plevral metastazlar da degerlendirilebilir ve preoperatif
degerlendirmede radyolojik olarak gorintilenememis metastazlar tespit
edilerek, hastalar gereksiz cerrahiden korunabilir. Torasentez ile sitolojinin
negatif oldugu ancak malign plevral efuzyondan suphelenilen durumlarda da
VATS kullanilabilir (80).

2.1.7.Akciger Kanserinde Evreleme

Akciger kanserli hastalarda tedavi sec¢imi ve prognoz, hastaligin tani
sirasindaki evresiyle yakindan iligkilidir ve prognozu belirleyen en énemli faktor
tumorun evresidir. Tani konulduktan sonra akciger kanserinde uygulanacak
tedavinin secimi icin ilk basamak, yine evrelemedir. Akciger kanserinin
evrelendiriimesinde kullanilan TNM (T: primer tumor, N: bolgesel lenf bezleri, M:
uzak metastaz) evrelendirme sistemi tani aninda hastaligin anatomik

yayginligini gosteren énemli bir rehberdir.

KHDAK’ de en basarili ve en uzun sagkalima sahip olgular, cerrahi tedavi
uygulanan ozellikle erken evre hastalardir. Bu nedenle, cerrahi uygulanacak
olgularin seg¢iminde de kosul oldugundan, dogru evreleme daha da ¢ok dnem
kazanmaktadir. Evreleme, cerrahinin sagkalima katkisi olmayan olgularin da

saptanmasinda basglica kriterdir (81).

GUnumuzde akciger kanserinin evrelendiriimesinde Uluslararasi Akciger
Kanseri Dernegi’'nin (International Association for The Study of Lung Cancer-
IASLC) 19 ulkede 46 merkezden 100.863 akciger kanseri olgusu verilerini
kullanarak olusturdugu ve 2009 yilinda yayinladigi TNM evreleme sistemi
(Tablo 2, 3) kullaniimaktadir (81).
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IASLC’nin yapmis oldugu bu c¢alismanin 6nemli katkilarindan biri de
toplanan 100.863 olgu igerisindeki kuguk hucreli akciger kanserli (KHAK)
13.290 hastanin verisinde yaptigi istatistiksel analizdir. Bu olgularin
degerlendiriimesi sonucunda, 6nerilen yeni TNM evreleme sisteminin KHAK’de
uygunlugu gosterilmig, KHAK’de tedavi ve prognozun o6ngorulmesinde TNM

evrelemesinin yapilmasi onerilmigtir (81,82).

Tablo 2. Akciger Kanseri Evreleri

Evre IA Tla-T1lb NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre IIA Tla-T1b-T2a N1 MO
T2b NO MO
Evre IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
Evre IlIA Tla-T1b-T2a-T2b N2 MO
T3 N1-N2 MO
T4 NO-N1 MO
Evre IlIB T4 N2 MO
Herhangi bir T N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1la veya M1b




Tablo 3. Akciger Kanseri TNM Evreleme Sistemi
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Primer tiimdr

TX

Primer timér degerlendinleniyor, balgam veya brons yikamada malign hiicreler olmasina

ragmen bronkoskopi ve goriintiilemede thmér gérintiilenemivor

T0

Primer tiimdre ait belirt: vok

Tis

Karsinoma mnsitu

T1

Tiimér en biiyilk capr = 3 cm. akeiger veya visseral plevra ile geviil. bronkoskopik olarak
lob bronsundan daha proksimale (ana bronsa) invazyon gostermeyen timér

Tla: Tiimdr en bitviik capr1 < 2 em

T1h: Tumér en bitvilk capi = 2 cm fakat = 3 cm

Tiimér en biiviik capr = 3 fakat < 7 cm va da; ana bronsa mvaze ve ana karinaya uzaklig =
2em. visseral pleviaya invaze, luler bélgeye ulasan ancak tiim akeigen kapsamayan
atelekiazi veya obstritktif pnémoni

T2a: Timér en biiviik cap1 > 3 fakat = 5 cm

T2h: Tiimér en bityiik capr = 5, fakat = 7 cm

Tiimér > 7 cm veya gogis duvan (superior sulkus timérlenn dahil), mediastinal plevra,
diafragma. fremk sinir, panetal perikard yapilarindan birne invaze va da ana karmna
tutulumu olmadan ana karinaya uzaklik < 2 em ya da biitiin bir akeifen kaplayan atelektazi
veya obstriikiif pnémoni 1le birlikie olan tiimér ya da aym lobda farkls bir nodiil olmas:

T4

Timdr herhangi bir boyutta ve beraberinde; mediasten, kalp. bityitk damarlar, trakea,
rekiirren lanngeal siir, Szefagus., vertebra korpusu ve ana kanna yapianndan binme

mvazyon ya da aym taraf akcigerde farkl bir lobda nodil

Bilgesel lenf nodu

Bilgesel lenf nodu degerlendirmesi yapilamiyor

Bilgesel lenf nodu metastazi yok

Avm taraf penibronsiyal ve/veva aym taraf hiler lenf nodlarina metastaz primer tiimériin

direkt vayilmasi ile mntrapulmoner nodlann tutulumu

N2

Avm taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodlanna metastaz

N3

Kars: taraf mediasten, hiler; aym veya karsa taraf skalen veya supraklavikiiler lenf nodu

metastazi

Uzak metastaz

MX

Uzak metastaz degerlendinlenuyor

MO

Uzak metastaz yok

Ml

Mla: Karz taraf lobda nedill. timérle birlikte plevral nodil veya malign plevral (veva
perkardival) efiizyon
M1b: Uzak metastaz
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2.1.8. Akciger kanserinde prognostik faktorler

Kanserlerde prognostik faktorler ile hastaligin progresyonunu onceden
tahmin etmek 6nemlidir. Kanserin biyolojik davranisi tedaviye baslamadan énce
belirlenebilirse, bu bilgiler

tedaviyi degerlendirme ve klinik c¢aligmalari

planlamada kullanilabilir.

Prognostik faktorlerin  tanimlanmasi, tedavisinin

akciger kanserinin
secgiminde kritik bir dneme sahiptir. Akciger kanseri ile ilgili klinik ve temel
bilimsel c¢alismalarda, ¢ok sayida prognostik faktor tanimlanmistir. Bunlar
tumorle, hastayla ve cevre ile ilgili faktorlerdir. En onemlilerinin basinda ise

hastaligin evresi ve histopatolojik tanisi gelmektedir.

2.1.8.1. TNM evresi
KHDAK'inde TNM evrelemesi kullanilirken, bazi arastirmacilar KHAK igin

de TNM evrelemesini savunmaktadirlar (81,82). Akciger kanserinde evre,

sagkalimi 6nemli derecede etkilemektedir (Tablo 4).

Tablo 4. Akciger kanserinde evrelere goére sagkalim oranlari

Klinik Sagkalim | Sagkalim Patolojik Sagkalim | Sagkalim
Evre %1 (3yll) | %I(5yl) Evre Y%l (3yll) | %I (5yl)
A 71 61 1A 80 67
IB 46 38 IB 67 57
A 38 34 A 66 55
1B 33 24 1B 46 39
A 18 13 A 32 23
1B 7 5
v 2 1

2.1.8.2. Hucre tipi ve diferansiyasyonu
Hucre tipinin anlamhligi (buydk hucreli, adenokarsinom veya epidermoid)
yaygin olarak c¢aligiimis olup, bu konuda bronkoalveolar ve karsinoidler harig

olmak Uzere, Ozellikle adenokarsinomla diger KHDAK alt tiplerinin kiyaslandigi
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calismalarin sonuglari celigkilidir. Downey ve arkadaslan (83), opere edilmis
hastalarda yaptiklari ¢alismada, epidermoid karsinomu olanlarin mortalite
riskinin, adenokarsinomlulara goére 3,2 kat arttigini ve 2 yillik sagkalimlarinin
sirasl ile % 68 ve % 86 oldugunu saptamislardir. Ahuja ve arkadaslari (84) ise,
calismalarinda KHDAK'ta histolojik alt tip ile sagkalim arasinda anlamli bir iligki

bulamamislardir.

2.1.8.3. Hastanin performans durumu

Akciger kanserli hastalarin performans durumunu o6lgmede Karnofsky ve
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) skalalari kullanilir (Tablo 5).
Performans skoru, KHAK ve KHDAK’'de hastanin tedaviyi tolere edebilirligi,
prognozla yakindan iliskilidir. ECOG skalasina gore 0-1 olan hastalar genellikle
tedaviyi iyi tolere ederler. Performans skoru 2 olan hastalar kemoterapi
sirasinda daha fazla komplikasyonla karsilasirlar ve genellikle cerrahiye aday
degildirler. Performans skoru 3-4 olan hastalar, genellikle tedaviyi iyi tolere
edemezler (85,86).

Tablo 5. Karnofsky ve Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performans
skalalari

ECOG KARNOFSKY

0 Yakinmasi yok. %90-100
Normal aktivitesini sturduriyor.

1 TUmor bulgulari var ancak normal %70-80
yasantisini surdurebiliyor.

2 TUmor bulgulari rahatsiz edici dizeyde %50-60
ancak gunun yarisindan azini yatakta
gegciriyor.

3 Ciddi derecede rahatsizligi olup giinin %30-40
yarisindan fazlasini yatakta gegiriyor.

4 ileri derecede rahatsizligi olup giiniin %10-20
tamamini yatakta gegiriyor.
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2.1.8.4. Prognostik faktor olarak SUVmax

FDG PET, sadece tanisal surecte degil; evreleme, rekurrensin saptanmasi,
yeniden evreleme, tedavinin izlenmesi, radyoterapinin planlanmasinda yaygin
olarak kullaniimaktadir. Tani, evreleme, akciger kanserinin tedavisi slrecinde
yapisal goruntileme teknigine tamamlayici bilgiler saglar. KHDAK’de Klinik
olarak timor, nod ve metastaz durumunu degerlendirmek icin kullanilabilecek
bir secenektir. Primer timdér SUV degerinin, sagkalim agisindan prognostik
faktor olma potansiyeli yaygin olarak ¢aligiimigtir. Timor bliyame hizi ile SUV
tutulumu arasinda korelasyon saptanmasi ve immunohistokimyasal olarak
transmembran glukoz tagiyicilarinin (Glut1 ve Glut3) asiri Uretiminin kotu
prognozla iligkisinin gosteriimesi, prognostik faktor olarak SUV tutulumunun
arastinimasina araci olmustur. Ahuja ve arkadaslan (84), 1998 yilinda
yayinlanan c¢aligmalarinda, evre I-IV arasi 155 KHDAK hastasinin verilerini
degerlendirmigler ve ayni evrelerdeki farkli FDG tutulumuna sahip hastalarin
yasam surelerinin anlamli olarak degistigini bulmuslardir. Buna gore primer
tumoru yuksek SUVmax tutulumu goésteren hastalarin sagkalimlari daha kisa

olmaktadir.

2.1.9. Akciger Kanseri Tedavisi

Akciger kanserinde tedavi sonuglari maalesef yuz guldarici degildir. TUm
evreler birlikte degerlendirildiginde 5 yillik yasam %15 oranindadir. Ancak erken
evrelerde bu oranlar oldukca yukselmektedir. Akciger kanserinde hucre tipi,
hastaligin evresi, hastanin performans durumu, kilo kaybi, kardiyopulmoner
rezerv ve tumorin biyolojik davranigi tedavi seciminde etkili faktérler arasinda

sayllmaktadir.

2.1.9.1.Cerrahi Tedavi

Akciger kanserli hastalarin ¢gok az bir kismi tani konuldugu anda operabil
olup, buyutk kismi (%20-25) inoperabildir. Cerrahi tedavi erken dénem akciger
kanserlerinde ve opere edilebilir hastalarda esas tedavi yontemidir. Ayrica
tanisal ve palyatif amacgl da uygulanabilir. TUmor yukinU azaltarak radyoterapi

ve kemoterapinin etkinligi arttinlabilir. Cerrahi tedavide basari, hastalarin iyi
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secimine, evrelemenin iyi yapilmasina bagh olup, ayrica hastalarin fizyolojik
durumlari, performanslari (Karnofsky skalasi), solunumsal ve kardiyak
fonksiyonlarinin preoperatif degerlendiriimesi de ©énemlidir. Cerrahi tedavi,
tumor histolojik tipi ve evresi goz onune alindiginda kuguk hucreli digi akciger
kanserlerinde IAB, IIAB ve IIIA evrelerinde bazende IIIB (secilmis bazi T4NO)
nadiren de evre IV'de (secilmis izole tek metastaz ile birlikte evre I-II
tumorlerde), kiguk hicreli akciger kanserlerinde ise evre IA’da (T1, T2, NO, MO)
onerilmektedir. Cerrahi rezeksiyon icin kesin karar torakotomide alinir ve timor
yayllimina gore belirlenir. Torakotomi esnasinda tumor inoperabil ¢ikabilir.
Rezeksiyon sinirinda tumor bulunmamalidir. Ayrica en distal lenf bezlerinde
timoér ve lenf bezlerinde kapsll invazyonu olmamalidir. Tercih edilen
rezeksiyon tipi lobektomidir, gerekirse daha genis rezeksiyon pnémonektomi
yapilabilir Pulmoner rezervi sinirh olgularda segmentektomi ve wedge

rezeksiyon dugunulebilir.

2.1.9.2.Medikal Tedavi

Sitostatik ilaglardan olusan tedavidir. Ki¢uk hucreli akciger kanserlerinde
oncelik tasimasina ragmen, kuguk hdcreli olmayan ileri evrelerdeki hastalarda
da uygulanabilmektedir. Kemoterapi akciger kanserlerinde neoadjuvant (primer
tedaviden 6nce) veya adjuvant (primer tedaviden sonra) verilebilir. Medikal
tedavide yanit oranlarn dustuk olup, yasam suresine c¢ok belirgin etkileri
gosterilememigtir. Kemoterapiler sisplatinle kombine ilag tedavileri ile
yapiimaktadir. ilaclarin toksik ve pahali olmalar gbzéinde tutularak, histolojik
tumor tipine gore, oOzellikle her evredeki kuguk hucreli akciger kanserlerinde
siklikla kullanilirlar. Kemoterapinin etkisi radyoterapi ile kombine edilerek
artinimaktadir. Sisplatin igceren rejimler 6n plandadir. Kemoterapi uygulamak
icin hastalarin performans durumlari Karnofsky’'ye gore % 60 ve daha fazla,
ECOG icin de 0 ve | olmalidir. ki kiir kemoterapi sonunda tiimérde kiiciilme
olmazsa tedavi kesilmelidir. Kemoterapi 70 yas ve ustinde ve ileri derecede kilo
kaybi olan, performans durumu %20-40 olan hastalarda verilmemelidir. Tedavi
uygulanacak hastalarda renal veya kardiyak sorunlarin bulunmamasina dikkat

edilmelidir.



43

2.1.9.3.Hedefe YoOnelik Tedaviler

Akciger kanserinin tedavisinde yogun bir sekilde uygulanan KT rejimlerinin
etkileri gelistiriimeye c¢alisiimigtir. Ancak bu ¢abalara ragmen bu gruptaki
hastalarin prognozunda ilerleme saglanamamistir. Son 10 yildir akciger kanseri
molekuler biyolojisinde ortaya cikan gelismeler ile 6zel olarak hedeflenmis

ajanlarin tedavide kullanimlari gindeme gelmistir.

Epidermal buylime faktéri reseptérinin hem kanser biyolojisindeki
patogenetik yeri, hem de tumor gelisimindeki yeri gdéz dnune alindijinda en ¢ok
EGFR inhibitorlerinin akciger kanseri tedavisindeki rolu arastirimistir. EGFR
inhibitord ajanlar KHDAK'de ylksek oranda ekprese edilen EGFR’nin bloke
edilmesi tirozin kinaz aktivitesinin inhibe edilmesi ve sonucta hiicre aktivasyonu

ve proliferasyonunun inhibisyonuna neden olurlar.

Gefitinib ve Erlotinib daha 6nce KT ile tedavi edilen hastalarda yogun
olarak kullanilan ve arastirilan ajanlardir. Bu ajanlar KHDAK’de Umit veren
ajanlar olmakla birlikte rolleri tam anlasiimis degildir, yapilan faz Ill calismalarda
platin temelli kombine KT’lere eklenmeleri ile de sag kalim avantaj
saglanamamistir. Ancak secilmis hastalarda daha etkin olabilecekleri
belirtiimektedir. Japon irkinda, sigara icmeyen ve adenokarsinomlu o6zellikle
kadin hastalarda daha iyi sonugclar bildiriimigtir. Gefitinib ileri evre KHDAK

tedavisinde FDA onayi alarak 3.sira KT ajani olmustur.

Ayrica molekuller hedefe yoneltiimis tedaviler arasinda hticre sinyal iletim
inhibitorleri, matriks metalloproteinaz inhibitérleri, antianjiogenesis tedaviler
(VEGF’U hedefleyen Bevacizumab), antisens tedaviler, antikor tedaviler ve
immunoterapiler yer almaktadir. EGFR’ye karsi gelistirilmis monoklonal
antikorlardan Cetuximab ve HER2ye karsi gelistiriimis monoklonal

antikorlardan Trastuzumab ile caligmalar devam etmektedir.
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2.1.9.4.Radyoterapi

Akciger kanserlerinde radyoterapinin uygulanmasi hicre tipine gore degisir.
Radyoterapiye en hassas olanlar klguk hucreliler basta olmak Uzere
indiferansiye kanserler ve daha sonra skuaméz hicreli kanserlerdir.
Adenokanserlerin radyoterapiye duyarliligi az, bayuk hdcreli kanserlerin ise ¢ok

azdir.

Radyoterapi, medikal inoperabl yani evre olarak operasyona uygun olup,
anormal solunum fonksiyonlari, kan gazi bulgulari, pulmoner hipertansiyon
varligi ve yeni miyokard infarktisu gibi solunumsal ve kardiyak nedenlerden
dolayl operasyona alinamayan hastalarda, rezektabl olan evre | timorlerinde,
trakea, karina, ana brons tutulumu olan hastalarda kuratif ve agresif (radikal)

olarak uygulanmaktadir.

Radyoterapi evre Il A’da neoadjuvan (KT ile) uygulandigi gibi, ayrica
cerrahi sonrasi adjuvan olarak, insizyon yerlerinde tumor nuksunu ortadan
kaldirmada, cerrahi sinirda tumor tesbit edilenlerde, mediastinal pozitif
lenfadenopati varliginda (N2), evre IlIA ve B’de lokal kontrolu arttirmada,
palyatif olarak evre |V’te, pancoast timorlerinde, vena cava superior sendromu,
dispne, ses kisikhgi, yutma gucligl, hemoptizi, atelektazi gibi timorin basi
bulgularinda beyin, kemik ve supraklavikuler lenf bezi metastazlarinda

uygulanmaktadir.

2.1.9.5.Endobronsial Tedavi

Evre IV kuguk hucreli olmayan ve yaygin kuguk hucreli kanserli hastalarda
palyatif tedavi olarak endobronsial tedaviler uygulanmaktadir. (Bronkoskopi, buji
ve balon dilatasyon, elektrokoter, argon plazma koagilasyon, fotodinamik
tedavi, kriyoterapi, stentler, brakiterapi, laser) Bu tedavilerden laser tedavisi ilk
kez 1970 yilinda nefes darligi semptomlu brons obstriksiyonu olan hastalari
rahatlatmak amaciyla kullaniimis ve %50’den fazla oranda basarili olarak
bulunmustur. Laser tedavisi, santral ve endobrongial tumdrlerde, radyoterapi ve

kemoterapi ile brong tikanikhgl giderilememis ise uygulanir. Laser tipleri Nd-



45

YAG (Neodymium-Ytrium Aluminium garnet), argon laser ve COZ2 laserdir.
Uygulamada fiberoptik veya rijid bronkoskoplar kullaniimaktadir. Ayrica
endobronsial tedavi olarak kriyoterapi (cryosurgery), electrosurgery, brakiterapi

uygulanir.

Bu igslemler yaninda fotodinamik tedavi (PDT) ve stent (protez) uygulama
da yapilmaktadir. Fotodinamik tedavide intraven6z hematoporfirin deriveleri
(Hpd) veya dihematoporfirin eter (DHE) verilir. Bu maddeler normal hiicrelerde
48 saatte hizla absorbe edilir ve temizlenirler. Tumoral hicrelerde ise daha
uzun sire, ortalama 5 gun kalirlar. Bu nedenle kanserlerin erken ve gizli
dénemde saptanmasinda kullanilirlar. Nd- YAG laser ile endobronsial

brakiterapinin birlikte uygulanmasi sonucu daha iyi neticeler elde edilmistir.

Brakiterapi endobronsial ve ekstrensek brons obstriksiyonu olan
hastalarda etkilidir, %30-80 yanit oranlari bildiriimektedir. Kriyoterapi genel
anestezi altinda rijid bronkoskop ile uygulanir. Endobrongial lezyon kriyoprob ile
eksi 70 dereceye kadar sivi nitréz oksit kullanilarak dondurulur. Islem 10-15

dakika surer.

Endobronsgial stent (protez), timér ya da blyumus lenf nodlarinin distan
basisina bagl obstruksiyonu olan, cerrahi dusunulmeyen, radyoterapiye yeterli
yanit alinamayan hastalarda kullanilabilir. Endobronsial protezler silikon,
paslanmaz celik veya silikon+cgelikten yapilir. Metal stentler malign hastaligi

olan ve cerrahi icin kisa sure bekleyecek hastalar icin en iyi tercihtir.

2.1.9.6.immunoterapi

Akciger kanseri tedavisinde immunoterapi uzun yillar empirik olarak
denenmig, ancak son yillarda bu konuda daha olumlu gorusler belirmeye
baslamistir. immiinoterapide amacg, hastada tiimére karsi immiin yaniti
baslatmak veya arttirmaktir. imminoterapi ek bir tedavi olarak diisiiniilmelidir.

Basari tumor kitlesinin radikal tedavi ile kugultiimesine siki sikiya baglhidir.
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2.1.9.7. TXNOMO ve Yuzeyel Tumorlerde Tedavi

Invazyon derinligi 3 mm’yi ve uzunlugu 1 cm'yi gegmeyen ylizeyel
tumorlerde o©nerilen tedavi cerrahidir. Cerrahiyi kabul etmeyen olgularda
fotodinamik tedavi, brakiterapi, argon plazma koagulasyon, elektrokoter,
kriyoterapi tercih edilecek baglica yontemlerdir (87). Komplet cevap ve
rekurrens oranlari sirasiyla fotodinamik tedavi igin % 86 ve % 13, elektrokoter
icin % 80 ve % 0, kriyoterapi icin % 91 ve % 28 olarak rapor edilmigtir.
Brakiterapi ve Nd-YAG lazer terapi icin bildirilen komplet cevap oranlari ise
sirasiyla % 85 ve % 100°dur (88).

2.1.9.8. Evre IA ve IB Tumorlerde Tedavi

Bu tumorlerin  tedavisinde standart yaklasim cerrahi rezeksiyondur.
Lobektomi ve gerekiyorsa pnomonektomi bu amagla uygulan rezeksiyonlardir.
Pulmoner fonksiyonlari sinirh olgularda wedge rezeksiyon veya segmentektomi
gibi yontemler uygulanabilir. Tam rezeksiyon yapilmisg olgulara operasyon
sonrasi baska bir tedavi verilmesi Onerilmemektedir. Tam rezeksiyon
yapillmamissa (cerrahi sinir poztifligi), tamamlayici cerrahi rezeksiyon yapilir.
Bunun yapilamadigi durumlarda tercih edilecek yontem radyoterapidir. Medikal
inoperabl evre | olgularin tedavi yontemi ise radyoterapidir (89). Cerrahi
rezeksiyon uygulanan olgularda 5 yillik sag kalim orani evre IA olgular i¢in %
71,25, evre IB olgular i¢in ise % 57’ dir. Radyoterapi ile tedavi edilen olgularda

ise bu oran % 30 olarak rapor edilmistir (89).

2.1.9.9. Evre lIA ve IIB Tumorlerde Tedavi

Bu evredeki timdrlerin seckin tedavisi cerrahi rezeksiyondur. Lenf bezi
diseksiyonunun rutin olarak yapilmasi Onerilmektedir. N1 olgularda tam
rezeksiyon yapildiginda postoperatif radyoterapi 6nerilmemektedir. Adjuvan
radyoterapinin sag kalimi etkilemedigi ancak lokal nuksleri azalttigi rapor
edilmistir. Postoperatif kemoterapi de tam rezeksiyon yapilmis olgularda rutin
olarak kullaniimamalidir. T3NO olgularda da cerrahi tedavi tercih edilmelidir. Bu
olgularda komplet rezeksiyon vyapimigsa adjuvan tedavi uygulanmasi
onerilmemektedir. Pariyetal plevradan daha derine invazyon gosteren T3

olgularda “an blok” rezeksiyon uygulanmalidir. Evre Il olgularda neoadjuvan
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kemoterapi uygulanmasi yonunde yeterli veri yoktur. Medikal olarak inoperabl
olan bu evre hastalarda radyoterapi dnerilmektedir (87,90). Patolojik evresi
T1IN1TMO, T2N1MO ve T3NOMO olan olgular i¢in 5 yillik sag kalim orani sirasiyla
% 57, % 42 ve % 34 olarak rapor edilmistir (91).

2.1.9.10. Evre IlIA Tumorlerde Tedavi

T3NL1 olgularda 6nerilen tedavi yéntemi cerrahi rezeksiyondur. Bu olgularda
adjuvan radyoterapinin lokal nuksleri azalttigi ancak sag kalim Uzerine etkisi
olmadigi gosterilmistir. N2 hastaligin torakotomi sirasinda saptandigi olgulara
tumorin ve lenf bezlerinin cerrahi rezeksiyonu Onerilmektedir. Adjuvan
radyoterapinin lokal nuksleri azalttigi ancak sag kalim Uzerine etkisi olmadigi
rapor edilmigtir. Bu olgulara adjuvan kemoterapi ve kemoradyoterapinin rutin
uygulanmasi oneriimemektedir. N2 hastaligin operasyon o6ncesi saptandigi
olgulara neoadjuvan tedavi verilmesi 6nerilmektedir. Boyle olgularda bimodal
veya trimodal tedavilerin tek basina cerrahi tedaviden Ustun olduklar
saptanmistir. Neoadjuvan tedavi sonrasi “down stage” saglanan olgularda
cerrahi yapilmasi aksi halde kemoradyoterapi verilmesi kabul edilen yaklagimdir
(87,92). Evre IlIA olgular icin bildirilen 5 yilhk sag kalim orani % 23’tlr (92).

2.1.9.11. Evre llIB Tumorlerde Tedavi

Bazi secilmis T4NO olgulara (satellit nodll, karina tutulumu gibi) cerrahi
rezeksiyon uygulanabilmektedir.. Malign plevral eflzyon varlidinda secilecek
tedavi yontemi kemoterapidir. Malign plevral eflizyonun olmadidi evre IlIB
olgulara siklikla ardisik kemoradyoterapi uygulanir. Bu evre hastalarda 5 yillik

sag kalim orani % 3-7 olarak rapor edilmektedir (87,93).

2.1.9.12. Evre IV Tumorlerde Tedavi
Secilmis izole tek metastaz olgularinda cerrahi tedavi uygulanmaktadir.
Evre IV olgularin standart tedavisi kemoterapidir. Bu olgularda bazi durumlarda

palyatif amacl radyoterapi uygulanabilir (87).
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2.2.Nigella Sativa (Corek otu) ve Biyoaktif komponenti Timokinon

Corek otu ve tohumundan elde edilen preparatlar, Ulkemizde oldugu gibi
Ortadogu ve bazi Asya Ulkelerinde soguk alginhgi, ¢esitli romatizma ve iltihabi
hastaliklar, idrar sokturtcl, astim, gaz giderici ve sarilik gibi pek ¢ok hastaligin

alternatif tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir

2.2.1.Nigella Sativa (Corek otu)

Corek otu, Ranunculacea (Dugungicegigiller) familyasinin Nigella sativa
(NS) tara olup, bitki ¢esitliligi bakimindan oldukga zengin olan Ulkemizde siyah
tohum, siyah kimyon veya bereket tanesi olarak bilinmektedir.

Bdlgenin iklimine bagh olarak farkhlik gostermekle birlikte NS tohumlarinin
yapisinda, ugucu yaglar (% 0.4-0.45), sabit yaglar (% 32-40) proteinler (% 16-
19.9), amino asitler, alkoloidler, tanenler, saponinler, lifler (5.5%),
karbonhidratlar (% 33.9), mineraller (% 1.79-3.44), askorbik asit, tiamin, niasin,

pridoksin ve folik asit bulunmaktadir.

Sabit yagin yapisinda doymamis yag asitlerinden oleik asit, linoleik asit,
eikozadienoik, arasidonik asit ve linolenik asit bulunurken, doymus yag
asitlerinden ise miristik asit, palmitik asit ve stearik asit bulunmaktadir. Ugucu
yagin yapisinda ise nigellon, karvakrol, p-cymene, d-limonen, a ve B-pinen’in
yani sira farmakolojik olarak aktif temel bilesenlerden baslica timokinon,

ditimokinon, timohidrokinon ve timol yer almaktadir (94).

Resim 1.(;6rek otu bitkisi Resim 2.Corek otu tohumu



49

Yapilan c¢alismalar ¢orek otu tohumu ve bilesenlerinin antikanserojenik,
antitimdral, antitlserojenik, antibakteriyel, antiinflamatuar ve analjezik,
antioksidan, hipoglisemik, bagisiklik sistemini guglendirici etkilerinin oldugunu
gostermektedir (95-101).

2.2.2.Timokinon ve Etkileri
Timokinon (TQ) (C10H1202, 2-izopropil-5-metil 1, 4-benzokinon) ¢érek otu

ugucu yaginda % 18.4-24 oraninda bulunan en 6nemli biyoaktif bilegendir.

2.2.2.1. Antihiperlipidemik ve Antihiperkolesterolemik Etkisi

TQ'nun hipokolesterolemik etkisi, antioksidan kapasitesinden ve gen
metabolizmasinda etkin rol almasindan kaynaklanabilir ki, bu tlr antioksidan
bilesikler kismen LDL’yi oksidasyona karsi koruyarak etki gostermektedir (102).
Ratlarda TQ'nun standart diyetlere ilavesi ile kontrole gére HDL ve LDL, yagh
diyete ilavesinde ise trigliserid (TG), LDL ve cok dusUk dansiteli lipoprotein
(VLDL) duzeylerini 6nemli o6lgude azalttigini bildirmektedir (103). Ayrica

tavsanlarda TQ’nun oksidatif stresi ve aterogenezi azalttigi bildirilmektedir (104).

2.2.2.2. Antioksidatif Etkisi

Cesitli mekanizmalar ile antioksidan 0Ozellik gosteren TQ’nun slperoksit
radikal anyonu ve hidroksil radikallerini iceren bircok reaktif oksijen tdrlerinin
supurlcusu oldugu ve 5-hidroksieikozatetraenoik asit ile 5-lipoksijenaz sentezini
inhibe ettigi bildiriimektedir (100,105). Streptozotosin (STZ) ile diyabet
olusturulan ratlarda kalp ve beyindeki oksidatif stres arastiriimis ve
diyabetlilerde glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon (GSH) ve katalaz
(CAT)'daki belirgin azalma ile oksidatif stresin olustugu, bu dusuk duzeylerin

hem ¢orek otu yagi hem de TQ verilmesi ile iyilestirildigi belirtimektedir (106).

2.2.2.3. Antidiyabetik Etkisi
Diyabet organizmadaki insilin sentezi vyetersizligi yada direnciden
kaynaklanmakta olup kan glikoz dizeyinin yukseklidi ile karakterize metabolik

bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Hayvanlar Uzerinde yapilan arastirmalar
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TQ’nun hipoglisemik ve antidiyabetik etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir
(107,108). Glikozillenmis hemoglobin glikoz ile hemoglobin molekulinin
nonenzimatik reaksiyonu sonucu olugsmaktadir ve gecmigse yoOnelik kan
glikozunun takibinde HbA1c duzeyleri klinik onem tasimaktadir. Timokinonun

total HbA1C'’yi 6nemli derecede dusurdugu bildirimleri bulunmaktadir (108).

2.2.2.4. Antitimoral ve antikanserojenik etkisi

Pek c¢ok invivo ve invitro arastirmalar ile NS tohumlarinin ve aktif
bilesenlerinin antitimoral etkileri gosterilmigtir. Arastirmalar TQ'nun gogus ve
yumurtalik adenokarsinomu, kolorektal kanser, neoplastik keratinositler, insan
osteosarkomu, fibrosarkoma, akciger karsinomu, prostat kanseri gibi pek ¢ok
kanser cesidinde hucrelerin proliferasyonu Uzerine inhibitér etki gdsterdigini
ortaya koymaktadir (95,109,111).

TQ'nun hepatoselller karsinoma hucrelerini konsantrasyona bagh olarak
onemli dlgude yavasglattigi ve hepatosellller karsinom tedavisi i¢in umut verici
bir antikanser bilesigi oldugu goésterilmistir (112). TQ'nun insan umbilikal veni
endotel hlcre gogunu, invazyonunu, proliferasyonunu ve tip sekillenmesini

inhibe ettigini tespit edilmigtir.

Bu sonuglar TQ'nun tumor anjiyogenezisini ve tumoér buyumesini inhibe
ettigini ve kanser tedavisi i¢in potansiyel bir ilag olarak kullanilabilecegini ortaya
koymustur (113). TQ'nun nukleer faktor-B'ye bagimli antiapoptotik genleri
azaltarak kemoterapatik bilesikler tarafindan indiklenen pankreas hucrelerinin
Olumunde etkili oldugu ve antitimoral ilaglarla TQ'nun birlikte kullaniimasinin ise

biylme inhibisyonunu artirdig1 gosterilmektedir (114).

2.2.2.5. Sindirim Sistemine Etkisi

Corek otu ugucu yaginin ve TQ'nun mide mukozasindaki redoks durumunun
korunmasiyla iligkili olarak gastroprotektif etkiye sahip oldugu gdsterilmistir
(115).
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2.2.2.6.immun Sisteme Etkisi

Dogal bagisiklik, makrofajlar, dogal katil hicreler, granulositler gibi hucreleri
kapsarken, kazanilmis badisiklik ise spesifik antikor salgilayan B hcreleri
aracili bagisikhgr ve CD4+ ve CD8+ T hiucreleri aracili hicresel bagisikligi
kapsamaktadir. Nigella sativa yaginin ve TQ’nun T hdcrelerine ve immun yanita
aracilik eden oéldurucu hacrelerin artigini sagladigr ve 6nemli immunomodulator
etki gosterdigi ifade ediimektedir (116). inflamasyonlu ve otoimmun
hastaliklarinin iyilestirimesinde TQ'un makrofajlarda nitrik oksit (NO) Uretimini

azaltarak yararli olabilecegini ortaya koymustur.

2.2.2.7.Analjezik ve Antiinflamatuar Etkisi

Farelerde TQ’nun agrinin erken ve ge¢ safhalarinda etkili oldugu ve agriyi
baskiladigi bildirilmektedir (99). COX (siklooksijenaz) ve LO (lipooksijenaz)’ nun
inhibisyonu, TQ’nun antiinflamatuar etkilerini dizenleyen anahtar bir faktordur
(117).

2.2.2.8.Sinir Sistemine Etkisi
Noéral bozukluklarin patolojilerinde TQ'nun ndoroprotektif etkili bir bilesik
oldug@u bildiriimektedir (118).

2.2.2.9.Solunum Sistemine Etkisi

TQ, akciger dokularinda allerjenin indukledigi eozinofilik inflamasyonu ve
kadeh hucrelerinden mukus uretimini belirgin olarak inhibe etmistir. Benzer bir
calismada TQ'nun deneysel astimda antiinflamatuar etkiye sahip oldugu

belirlenmistir (119).

2.2.2.10.Dolagim Sistemine Etkisi
TQ'nun ratlarda doza bagll olarak arteryal kan basincini ve kalp atigini
azalttigi bildiriimektedir (120).
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2.2.2.11.Bosaltim Sistemine Etkisi

Farelere ve ratlara Cisplatinin tek doz enjeksiyonundan 5 giin 6énce ve 5 gln
sonra verilen TQ'nun serum ure ve kreatinin dizeyinde belirgin bir azalmaya ve
kreatinin klirensi ve polituride de belirgin bir iyilesmeye neden oldugu ortaya
konmus olup TQ'nun nefrotoksiteyi iyilestirdigi gosterilmistir (100). Dusuk

dozdaki TQ’'nun bobrek taslarinin tedavisinde kullanilabilecegini bildirilmistir.

2.2.2.12.Toksik Etkisi

Literatirde NS tohumlari ve bilesenlerinin olasi toksik etkileri Uzerine
yapilmis pek fazla galisma bulunmamaktadir. Ancak, ratlarda yiuksek dozlarda
verildiginde oldurtct etki gostermis ve LD50 degeri 90.3 mg/kg olarak
belirlenmistir (121).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Antikanser Aktivite Aragtirmasi

3.1.1.Biyolojik Aktivite Testleri i¢in kullanilan kimyasallar ve hiicreler

>

YV V V V V V¥V

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose (Sigma)

Hank’s Balanced Salt Solutions (Sigma)

Fetal Bovine Serum (Sigma)

Penicilin streptomycin sollisyonu (Sigma)

Tripsin EDTA (%2.5)(Sigma)

%0,5’lik Trypan-Blue (Sigma)

A549 (Akciger bronkoalveoler karsinom hicre hatti), BEAS2B (normal
brons epiteli hucre hatti), HTB54 (Akciger epidermoid karsinom hucre
hatti) hicreleri kullaniimistir. Hicre hatlari ATCC The Global Bioresource
Center ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hiicre Kuiltir

Laboratuvarindan temin edilmistir.

Designation: A-549

Low Density Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100pm

Resim 3.Kultdr ortaminda A549 hiicreleri
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3.1.1.1. A549 Akciger Bronkoalveoler Karsinom Hucre Dizi Kiltiru

A549 hicre dizileri (ATCC, LGC Promochem, Teddington, UK), epitel
karsinoma hucre dizileridir. A549 hucreleri % 5 fetal bovin serum iceren RPMI-
1640 hiicre vasatinda Uretilecektir. 25cm?lik  kiltir  ‘flask’larinda
(BectonDickinson, Tturkiye) 48 saat sureyle, 37 °C ’'de, %5 CO: iceren

inkUibatorde inkiibe edilecektir.

Hucreler kualtir kuyucuklarinin yuzeyini %70-80 oraninda kapladiktan
sonra, kulturlerin Uzerine bovinpituiter ekstrakt katkisi igermeyen vasat
eklenerek 24 saat suUreyle bu kosullarda inkUbe edilir. Daha sonra hucreler

planlanan deneylerde kullanilacaklardir.

3.1.1.2. BEAS-2B Normal Bronsg Epiteli Hiicre Dizi Kulttirt

BEAS-2B hicre dizileri (ATCC, LGC Promochem, Teddington, UK),
simianvirus 40 ile transforme edilmis brong epitel hicre dizileridir. BEAS - 2B
hicreleri epidermal growth faktor (EGF) ve bovinpituiterekstrakt iceren

keratinocyte vasatinda Uretilecektir.

25cm?lik  kdltar ‘flask’larinda (BectonDickinson, Tirkiye) 48 saat siireyle,
37 °C ’de, %5 CO: iceren inkubatorde inkibe edilecektir. Hucreler kultar
kuyucuklarinin  ylzeyini  %70-80 oraninda kapladiktan sonra, kultarlerin
uzerine bovinpituiter ekstrakt  katkisi icermeyen vasat eklenerek 24 saat
sureyle bu kosullarda inkube edilir. Daha sonra hucreler planlanan

deneylerde kullanilacaklardir.

3.1.1.3.HTB-54 Akciger Epidermoid Karsinom Hucre Dizi Kiiltiiru
HTB-54 hucre dizileri (ATCC, LGC Promochem, Teddington, UK), akciger
epidermoid karsinom hiicre dizileridir. HTB-54 hicreleri % 5 fetal bovin serum

iceren RPMI-1640 hiicre vasatinda Uretilecektir.

25cm?lik kiltar ‘flask’larinda (BectonDickinson, Tirkiye) 48 saat sireyle,

37 °C ’de, %5 CO:2 iceren inkibatorde inkibe edilecektir. Hucreler kalttr
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kuyucuklarinin yuzeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra, kulturlerin tzerine
bovinpituiter ekstrakt katkisi icermeyen vasat eklenerek 24 saat sureyle bu
kosullarda inkube edilir. Daha sonra hucreler planlanan deneylerde

kullanilacaklardir.

3.1.2.Cihazlar

» Spektrofotometre (Biotek, pquant model, ABD)
Santrifuj (sogutuculu, Hettich)
Isik mikroskobu (Nikon, Eclipse E200)
Biyoguvenlik kabini (Class 2, Nu-Aire, ABD)
Magnetik Karistirici
Karbondioksit (%5) inkiuibatori (Nu-Aire, ABD)

Plate sallayici

YV V. V ¥V V V

3.1.3.Hucreler ile yapilan ¢galismalar

3.1.3.1. Hiicrelerde Kullanilan Kiiltiir Vasatinin Hazirlanmasi

Hucreler igin DMEM ile hazirlanan kultur vasati kullaniimistir.

Kultur vasatinin_hazirlanmasi

DMEM 500 mL

FCS 50 mL (%10)
Penicilin streptomycin 5mL
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3.1.3.2.Hucrelerin Kaldiriimasi
Deneyler icin kullanilacak hiicreler 37 °C 'de, %5 CO2ve %95 nemli ortam
iceren inkUibator bulunan 75 cm? lik hiicre kiltir kaplarinda (Falcon; BD

Biosciences, ABD) kiiltir yapilarak gogaltildi.

Burada cogaltilan hlcreler inklibatérden alindiktan sonra kultlr kabi iginde
bulunan DMEM vasati vakum ile gekildi. Hucrelerin Gzerine 5 mL HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution ) eklenerek hicreler yikandi. Uzerine 1Xlik  Tripsin-
EDTA eklenip , 37 C°de 3-4 dakika kadar beklendi.

Hucrelerin kalkip kalkmadigi mikroskopla kontrol edildi. Hucreler kalktiktan
sonra Tripsini etkisizlestirmek igin 5-10 mL %10 FCS igeren kultir vasati
eklendi. Kultlr kabindaki hticreler 50 mL’lik steril tipe aktarildi ve 1500 rpm’de
4 dk santriftje edildi.

Resim 4: Hucrelerinin Pasajlanmasi
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3.1.3.3.Hucrelerin Sayilmasi

Santriftj igleminin ardindan tlp igerisindeki Ust faz atildi ve tUpun alt
kisminda toplanmis olan huicreler tupun kenarlarina yavasca vurularak
homojenize hale getirilip Uzerine 5 mL hucre kultir vasati eklendi. Hucre sayimi

icin asagidaki karisim hazirlandi.

20 pL hicre suspansiyonu,
20 L %0,5’lik Trypan-Blue
160 uL hdcre vasati

Hazirlanan bu karisim thoma lamina (Marienfeld, Germany) aktarilarak lam
icerisindeki canli hicreler sayildi. Sonuca gére % 10 FCS I|li DMEM ile
seyreltilen hucreler 24 well hicre kultlr kaplarina ekildi. Hucreler %70 konfulans

olana kadar yaklasik 24 saat bekletildi.

3.1.3.4. Sentezlenen Bilesiklerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak kimyasallar hassas terazide dikkatli bir sekilde 8 mg
tartilarak 1 mL lik steril tapler icerisine alindi. Tup igerisindeki bilesik DMSO ile
500 pM olacak sekilde diltie edilip vorteks ile homojenizasyon saglandi.

Deneyde kullanilacak olan konsantrasyonlar (10,100,200 uM) her bilesik
icin ayri ayri hazirlandi. Negatif kontrol olarak, DMEM icerisine test maddeleri
yerine en yuksek konsantrasyondaki (100 uM ) kimyasal ¢6zen DMSO kadar
steril DMSO ilave edildi.

3.1.3.5. Kimyasallarin Maruziyeti

24 saat sonunda %70 konfulans olan hucrelerin Uzerindeki DMEM
ortamdan uzaklagtirildi. Belirlenen kuyucuklara hazirlanan konsantrasyonlarda
negatif kontrol ve kimyasallar eklendi. Toplam sivi hacmi 500 pL olacak sekilde
tamamlandi. islem tamamlandiktan sonra hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilir.
Pozitif kontrol olarak piyasada kemoterapi tedavisinde kullanilan Sisplatin

kullanildi.
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3.1.3.6. Hiicre Canliiginin Degerlendirilmesi
Canli hicre sayisi, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromid
(MTT) canli hucre tarafindan alinarak mitokondrial enzimler tarafindan

indirgenmesi esasina dayanan boyama yéntemiyle belirlendi.

» Bu amagla hicrelerin Gzerindeki kultir vasatlari alindi, yerine 1 mg/mL
MTT iceren SF her bir kuyucuga 500 uM olacak sekilde aktarildi,

hicreler 45 dakika sre ile inkiibe edildi.

» Daha sonra MTT solusyonu atilarak yerine her bir kuyucuga 500 uM
olacak sekilde dimetil sulfoksit (DMSO) eklendi ve homojenizasyon

saglandi.

» Renk degisikligi gorulen kuyucuklardan 100 uM alinarak ELIZA okuyucu

hicre kultir (96 well) kaplarina alindi.

» Degisen renkler spektrofotometre ile 550 nm’de degerlendirildi. Hlcre

canlihk deneylerinde tum deney protokolleri en az U¢ kez tekrarlandi.

f:‘ 2 . o . <
Resim 5: Hucrelerinin bulundugu plate’e MTT boyasi eklenmis hali
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Resim 6: Hucrelerin bulundugu plate’e DMSO eklenmis hali

3.1.3.7.Istatistiksel Analiz

Calismalarda elde edilen veriler, normal dagilim acgisindan test edildikten
sonra, normal dagilim icin tek yonlu varyans analizi ( One - wayanalysis of
variance, ANOVA ), anormal dagihm icin Kruskal Wallis testleri ile analiz

edileceklerdir.

Anlamlihk goéruldagunde, gruplar arasi karsilastirmalar Dunnett'in  ¢oklu
karsilastirmalar testi veya Bonferroni’nin ¢oklu karsilastirmalar testi kullanilarak
deg@erlendirileceklerdir. Her test grubu uygun kontrol gruplariyla
karsilastinlacak, 0.05'ten kiguk p degerleri anlamli kabul edilecektir. Sonuglar
ortalama + standart hatanin ortalamasi veya ortanca * %25-75 persentil
degerleri (‘interquartilerange’ I1Q) ile ifade edilecektir. Istatistiki analizler igin

‘prism 6’ bilgisayar programi kullanilacaktir (GraphPad Software, Inc, USA).

***Antikanser aktivite calismalari Gaziantep Univeristesi Tip Fakiiltesi

Hucre Kaltur Laboratuvarinda Dr.Onur BAYRAKCI tarafindan yapiimistir.
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4 BULGULAR

4.1.A549 (Bronkoalveoler karsinom) hticre hatti deneyleri (Pasaj No:14)
A549 hiacre hattt uygun kosullarda hicre kultirinde ¢ogaltilip
pasajlanmistir. A549 hicreleri; ayni fiziksel sartlar altinda, ayni kogullarda, ayni
kisi tarafindan c¢ogaltiip 24 (4x6) kuyucuk iceren kaplarda, her kuyucukta
mikroskop altinda %100 hicre doygunlugu (ort. 5000 hicre)’ na ulastiginda, 24

saat SF’ te bekletilip sonrasinda deneye alinmistir.

Her bir kuyucugunda ortalama 5000 hucre iceren kaplarin sutun kismi
timokinon icin; SF, DMSO, TQ10, TQ100, TQ200 olarak, sisplatin icin; SF,
DMSO, Cis10, Cis100 ve Cis200 olarak belirlenmistir. Bu kaplarin satir kismi 4
adet olup, ilgili sutunlardaki kuyucuklara uygulanan maddede teknik hatayi

ortadan kaldirmak amaciyla, deney kendi icerisinde 4 defa tekrarlanmaktadir.

Her deney ayni fiziki sartlar, ayni kosullar ve ayni kisi tarafindan ancak
farkh zamanlarda 3 defa tekrarlanmigtir. Kuyucuk iceren kaplarda kendi
icerisinde 4 defa, farkh zamanlarda 3 defa tekrarlanan deney, toplamda 12

(4x3) defa tekrarlanmaktadir.

Deneyin verileri igin kimyasala maruz birakilan hudcrelerden,  canli
olanlarinin mitokondriyal enzimine baglanarak renk degisimi saglayan MTT
solisyonu uygulanip, 1 saat sonra sonuglari spektrofotometri cihazi ile
alinmaktadir. Bu sekilde A549 hucrelerinde timokinon ve sisplatinin, SF
(proteinsiz DMEM solisyonu), DMSO (uygulanan kimyasali ¢ézen madde) ve
kimyasallarin 10, 100 ve 200 mikromolar konsantrasyonlari kendi igcerisinde ve

kendi aralarinda kargilagtiriimistir.
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4.1.1.A549 hicrelerinde TQ (timokinon)’ nun etkileri
A549 hucreleri Uzerinde uygulanan SF ve DMSO her deneyde ayri ayri ve
deneylerin ortalama sonucu degerlendirildiginde, hlcreler Gzerinde belirgin etki

gOstermemistir.

Uygulanan kimyasal madde c¢o6zicusu DMSO ile Tql0, Tq100 ve Tg200
sonuglari karsilastirildiginda ise timokinonun 10 mikromolar dozda kanser
hicreleri Gzerinde etkisinin olmadigi, 100 mikromolar dozda %50’ ye varan
oranda olduricu etkiye sahip oldugu, 200 mikromolar dozda ise her ug¢
deneydede %85’ ten daha fazla oldurtcu oldugu gorilmektedir. A549 kanser
hicreleri Gzerinde timokinonun 100 mikromolarda etkin, 200 mikromolarda ise

toksik doz oldugu belirlenmistir (Tablo 6).

A549 SF DMSO Tq 10 Tq 100 Tq 200

1,048 0,989 0,526 0,995 0,133

Hicre 1,695 1,634 1,646 0,858 0,220
Yogunlugu

1,690 1,630 1,610 0,840 0,216

Sonug 1,477 1,417 1,260 0,897 0,189

Tablo 6. A549 hiicreleri Gzerinde TQ etkileri

*** Farkli zamanlarda uygulanan 3 deney sonucu; her deney kendi icerisinde 4
defa tekrarlandigindan toplamda 12 deney sonucu ve ortalama sonucu gdéstermektedir.
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4.1.2.A549 hicrelerinde Cis (sisplatin)’ in etkileri
A549 hucreleri Uzerinde uygulanan SF ve DMSO her deneyde ayri ayri ve
deneylerin ortalama sonucu degerlendirildiginde, hucreler Uzerinde belirgin etki

gOstermemistir.

Uygulanan kimyasal madde c¢6zicusi DMSO ile Cis10, Cis100 ve Cis200
sonuglari karsilastirildiginda ise sisplatinin 10 mikromolarda belirgin etkisinin

olmadigi gorulmektedir.

100 mikromolarda yaklasik %40, 200 mikromolar dozda ise yaklasik %50
oranda o&lduricu etkiye sahip oldugu gorulmektedir. A549 kanser hucreleri
uzerinde, sisplatinin 200 mikromolar dozda etkin oldugu belirlenmis olup, ilgili

dozlarda toksik etkisi gorulmemistir (Tablo 7).

A549 SF DMSO Cis 10 Cis 100 Cis 200
1,659 1,441 1,419 0,890 0,706
Hicre 1,620 1,430 1,415 0,875 0,697
Yogunlugu
0,764 1,055 1,398 1,621 0,506
Sonug 1,347 1,308 1,410 1,128 0,636

Tablo 7. A549 hucreleri Uzerinde Cis etkileri

*** Farkli zamanlarda uygulanan 3 deney sonucu; her deney kendi icerisinde 4
defa tekrarlandigindan toplamda 12 deney sonucu ve ortalama sonucu gdéstermektedir.
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4.1.3.A549 hucrelerinde Tq ve Cis Etkilerinin Karsilastiriimasi
A549 kanser hucreleri Uzerine esit sartlarda ve esit konsantrasyonlarda
uygulanan timokinon ve sisplatinin etkileri karsilastirildiginda her ikisinde 10

mikromolar dozda etki gbstermemektedir.

Timokinonun 100 mikromolar dozda sagladidi éldurucu etki, sisplatinin 200
mikromolar dozunda saglanmaktadir. Sisplatinin 200 mikromolar etkin doza

sahip oldugu konsatrasyonda, timokinon toksik etki gostermektedir.

Daha dusuk dozda ayni oldurlucu etkiye sahip olmasi nedeniyle, bu acgidan
A549 kanser hucreleri Uzerinde invitro kogullarda timokinonun sisplatine ustin

oldugu gosterilmigtir.

4.1.4.A549 hiicrelerinde Tq ve Cis Etkilerinin istatistiksel Analizi

1. A549 hicrelerinde DMSO ile kiyaslandiginda timokinonun 100 mikromolar
ve 200 mikromolar konsanstrasyonda etkileri istatistiksel anlamli olarak
degerlendirilmigtir (p<0.001). Ancak deneyde timokinonun A549 hicreleri

uzerinde 200 mikromolar konsantrasyonda toksik etkili oldugu goralmasgtar.

2. DMSO ile kiyaslandiginda sisplatinin 200 mikromolar konsantrasyonda
etkileri istatistiksel olarak anlamhdir ancak 100 mikromolar konsanstrasyondaki

etkisinin istatistiksel olarak anlami yoktur (p<0.001).

3. A549 hdicreleri Uzerinde timokinonun 100 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 100 mikromolar konsantrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.01-100 pM Cis).

4. A549 hucreleri tzerinde timokinonun 200 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 200 mikromolar konsanstrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.01-200 pM Cis).
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Sekil 1.A549 hiicrelerinde Tq ve Cis istatistiksel analizi

4.2.HTB-54 (Akciger Epidermoid karsinom) hiicre hatti deneyleri (Pasaj
No:4)

HTB-54 hicre hatti uygun kosullarda hucre kdltirinde c¢ogaltilip
pasajlanmistir. HTB-54 hucreleri; ayni fiziksel sartlar altinda, ayni kosullarda,
ayni kisi tarafindan ¢ogaltilip 24 (4x6) kuyucuk igeren kaplarda, her kuyucukta
mikroskop altinda %100 hicre doygunlugu (ort. 5000 hicre)’ na ulastiginda, 24

saat SF’ te bekletilip sonrasinda deneye alinmistir.

Her bir kuyucugunda ortalama 5000 htcre iceren kaplarin sutun kismi
timokinon i¢in; SF, DMSO, TQ10, TQ100, TQ200 olarak, sisplatin icin; SF,
DMSO, Cis10, Cis100 ve Cis200 olarak belirlenmistir. Bu kaplarin satir kismi 4
adet olup, ilgili sutunlardaki kuyucuklara uygulanan maddede teknik hatayi

ortadan kaldirmak amaciyla, deney kendi igerisinde 4 defa tekrarlanmaktadir.

Her deney ayni fiziki sartlar, ayni kosullar ve ayni kisi tarafindan ancak
farkh zamanlarda 3 defa tekrarlanmistir. Kuyucuk iceren kaplarda kendi
icerisinde 4 defa, farkh zamanlarda 3 defa tekrarlanan deney, toplamda 12
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(4x3) defa tekrarlanmaktadir. Deneyin verileri icin kimyasala maruz birakilan
hucrelerden, canlh olanlarinin mitokondriyal enzimine baglanarak renk degigimi
saglayan MTT sollUsyonu uygulanip, 1 saat sonra sonuglari spektrofotometri

cihaz ile alinmaktadir.

Bu sekilde HTB-54 hucrelerinde timokinon ve sisplatinin, SF (proteinsiz
DMEM solisyonu), DMSO (uygulanan kimyasali ¢6zen madde) ve
kimyasallarin 10, 100 ve 200 mikromolar konsantrasyonlari kendi igerisinde ve

kendi aralarinda karsilastiriimistir.

4.2.1.HTB-54 hiicrelerinde TQ (timokinon)’ nun etkileri
HTB-54 hcreleri Uzerinde uygulanan SF ve DMSO her deneyde ayri ayri
ve deneylerin ortalama sonucu degerlendirildiginde, hlcreler Uzerinde belirgin

etki gostermemigtir.

Uygulanan kimyasal madde co6zicusi DMSO ile Tql0, Tq100 ve Tg200
sonuglari karsilagtirildiginda ise timokinonun 10 mikromolar dozda kanser
hicreleri Uzerinde etkisinin olmadigi, 100 mikromolar dozda %80’ lere varan
oranda olduricu etkiye sahip oldugu, 200 mikromolar dozda ise her g

deneydede %95’ ten daha fazla 6ldurici oldugu gorilmektedir.

HTB-54 kanser hucreleri tzerinde timokinonun 100 mikromolardan daha
dUsuk bir dozda etkin doza sahip olabilecegi, 200 mikromolarda ise toksik doz

oldugu belirlenmistir (Tablo 8).
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HTB-54 SF DMSO Tq 10 Tq 100 Tq 200

0,893 0,868 0,806 0,155 0,058

Hicre 0,916 0,899 0,825 0,147 0,054
Yogunlugu

0,895 0,984 0,923 0,224 0,060

Sonug 0.901 0,917 0,851 0,175 0,057

Tablo 8.HTB-54 hiicreleri tizerinde TQ etkileri

*** Farkli zamanlarda uygulanan 3 deney sonucu; her deney kendi icerisinde 4
defa tekrarlandigindan toplamda 12 deney sonucu ve ortalama sonucu gdéstermektedir.

4.2.2.HTB-54 hicrelerinde Cis (sisplatin)’ in etkileri
HTB-54 hicreleri Uzerinde uygulanan SF ve DMSO her deneyde ayri ayri
ve deneylerin ortalama sonucu degerlendirildiginde, hlcreler Gzerinde belirgin

etki gostermemisgtir.

Uygulanan kimyasal madde c¢o6zictusi DMSO ile Cis10, Cis100 ve Cis200
sonuglari karsilagtirildiginda ise sisplatinin 10 ve 100 mikromolarda belirgin

etkisinin olmadigi gorulmektedir.

200 mikromolar dozda ise yaklasik %25 oranda olduricu etkiye sahip
oldugu gorulmektedir. HTB-54 hicrelerinde ilgili dozlarda toksik etkisi
gorulmemistir (Tablo 9).
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HTB-54 SF DMSO Cis 10 Cis 100 Cis 200
0,941 0,935 0,861 0,797 0,664
Hicre 0,911 0,892 0,884 0,884 0,707
Yogunlugu
0,780 0,657 0,810 0,760 0,636
Sonug 0,877 0,828 0,851 0,813 0,669

Tablo 9.HTB-54 hicreleri Gzerinde Cis etkileri

*** Farkli zamanlarda uygulanan 3 deney sonucu; her deney kendi igerisinde 4
defa tekrarlandigindan toplamda 12 deney sonucu ve ortalama sonucu gdéstermektedir.

4.2.3.HTB-54 hucrelerinde Tq ve Cis Etkilerinin Karsilagtirilmasi
HTB-54 kanser hucreleri Uzerine esit sartlarda ve esit konsantrasyonlarda
uygulanan timokinon ve sisplatinin etkileri karsilastirildiginda her ikisinde 10

mikromolar dozda etki gbstermemektedir.

Timokinonun 100 mikromolar dozda sagladigi dldurtcu etki, sisplatinin 200
mikromolar dozunda dahi saglanamamaktadir. Sisplatinin 200 mikromolar %25
oldarici doza sahip oldugu konsatrasyonda, timokinon toksik etki

gostermektedir.

Daha disuk dozda daha fazla élduricu etkiye sahip olmasi nedeniyle, bu
acidan HTB-54 kanser hucreleri  Uzerinde invitro kosullarda timokinonun

sisplatine Ustln oldugu gosterilmigtir.
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4.2.4.HTB-54 hiicrelerinde Tq ve Cis Etkilerinin istatistiksel Analizi

1. HTB-54 hicrelerinde DMSO ile kiyaslandiginda timokinonun 100 mikromolar
ve 200 mikromolar konsanstrasyonda etkileri istatistiksel anlaml olarak
degerlendirilmigtir (p<0.001). Ancak deneyde timokinonun HTB-54 hicreleri

uzerinde 200 mikromolar konsantrasyonda toksik etkili oldugu gorulmasgtur.

2. DMSO ile kiyaslandiginda sisplatinin 200 mikromolar konsantrasyonda
etkileri istatistiksel olarak anlamhdir ancak 100 mikromolar konsanstrasyondaki

etkisinin istatistiksel olarak anlami yoktur (p<0.001).

3. HTB-54 hucreleri Uzerinde timokinonun 100 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 100 mikromolar konsantrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.001-100 uM Cis).

4. HTB-54 hucreleri tzerinde timokinonun 200 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 200 mikromolar konsanstrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.001-200 uM Cis).
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Sekil 2. HTB-54 hiicrelerinde Tq ve Cis istatistiksel analizi
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4.3.BEAS-2B (Normal Bronsg Epiteli) hiicre hatti deneyleri (Pasaj No:12)
BEAS-2B hucre hattt uygun kosullarda hucre kultirande ¢ogaltilip
pasajlanmistir. BEAS-2B hicreleri; ayni fiziksel sartlar altinda, ayni kosullarda,
ayni kisi tarafindan ¢ogaltilip 24 (4x6) kuyucuk igeren kaplarda, her kuyucukta
mikroskop altinda %100 hucre doygunlugu (ort. 5000 htcre)’ na ulastiginda, 24

saat SF’ te bekletilip sonrasinda deneye alinmistir.

Her bir kuyucugunda ortalama 5000 hucre iceren kaplarin sutun kismi
timokinon i¢in; SF, DMSO, TQ10, TQ100, TQ200 olarak, sisplatin icin; SF,
DMSO, Cis10, Cis100 ve Cis200 olarak belirlenmistir. Bu kaplarin satir kismi 4
adet olup, ilgili sutunlardaki kuyucuklara uygulanan maddede teknik hatayi

ortadan kaldirmak amaciyla, deney kendi icerisinde 4 defa tekrarlanmaktadir.

Her deney ayni fiziki sartlar, ayni kosullar ve ayni kisi tarafindan ancak
farkh zamanlarda 3 defa tekrarlanmistir. Kuyucuk iceren kaplarda kendi
icerisinde 4 defa, farkh zamanlarda 3 defa tekrarlanan deney, toplamda 12
(4x3) defa tekrarlanmaktadir. Deneyin verileri igin kimyasala maruz birakilan
hdcrelerden, canh olanlarinin mitokondriyal enzimine baglanarak renk degigimi
saglayan MTT solUsyonu uygulanip, 1 saat sonra sonuglari spektrofotometri

cihaz ile alinmaktadir.

Bu sekilde BEAS-2B hicrelerinde timokinon ve sisplatinin, SF (proteinsiz
DMEM solusyonu), DMSO (uygulanan kimyasali ¢6zen madde) ve
kimyasallarin 10, 100 ve 200 mikromolar konsantrasyonlari kendi icerisinde ve

kendi aralarinda kargilagtiriimistir.

4.3.1.BEAS-2B hiicrelerinde TQ (timokinon)’ nun etkileri
BEAS-2B hicreleri Gzerinde uygulanan SF ve DMSO her deneyde ayri ayri
ve deneylerin ortalama sonucu de@erlendirildiginde, hicreler Gzerinde belirgin

etki gostermemistir.
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Uygulanan kimyasal madde c¢o6zictusi DMSO ile Tql0, Tql00 ve Tq200
sonuglari kargilastirildiginda ise timokinonun 10 mikromolar dozda normal
brons epitel hicreleri Gzerinde etkisinin olmadigi, 100 mikromolar dozda %50’
ye varan oranda o6lduricu etkiye sahip oldugu, 200 mikromolar dozda ise her ¢

deneydede %95’ ten daha fazla 6ldurtcu oldugu gorulmektedir (Tablo 10).

BEAS-2B SF DMSO Tq 10 Tq 100 Tq 200

1,402 1,316 1,290 0,421 0,054

Hicre 1,398 1,188 1,374 0,715 0,058
Yogunlugu

1,157 1,126 1,284 0,758 0,052

Sonug 1,319 1,210 1,316 0,631 0,054

Tablo 10.BEAS-2B hiicreleri Gizerinde TQ etkileri

*** Farkli zamanlarda uygulanan 3 deney sonucu; her deney kendi igerisinde 4
defa tekrarlandigindan toplamda 12 deney sonucu ve ortalama sonucu gostermektedir.

4.3.2.BEAS-2B hucrelerinde Cis (sisplatin)’ in etkileri
BEAS-2B hucreleri Gzerinde uygulanan SF ve DMSO her deneyde ayri ayri
ve deneylerin ortalama sonucu degerlendirildiginde, hucreler Gzerinde belirgin

etki gostermemisgtir.

Uygulanan kimyasal madde ¢6zicusu DMSO ile Cis10, Cis100 ve Cis200
sonuclar karsilastirildiginda ise sisplatinin 10 mikromolarda belirgin etkisinin

olmadigi gorulmektedir.

100 mikromolarda %20 o&lduricu etki gosterdigi ve kanser hicrelerinde
etkin dozu olan 200 mikromolar dozda ise yaklasik %50 oranda o6lduricu etkiye
sahip oldugu gorilmektedir (Tablo 11).
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BEAS-2B SF DMSO Cis 10 Cis 100 Cis 200
1,502 1,418 1,404 1,155 0,782
Hiicre 1,550 1,430 1,368 1,075 0,749
Yogunlugu
1,434 1,312 1,324 1,101 0,725
Sonug 1,495 1,386 1,365 1,110 0,752

Tablo 11.BEAS-2B hiicreleri Gzerinde Cis etkileri

*** Farkli zamanlarda uygulanan 3 deney sonucu; her deney kendi icerisinde 4 defa
tekrarlandigindan toplamda 12 deney sonucu ve ortalama sonucu gostermektedir.

4.3.3.BEAS-2B hiicrelerinde Tq ve Cis Etkilerinin Karsilastiriimasi
BEAS-2B normal brong epitelyum hacreleri Uzerine esit sartlarda ve esit
konsantrasyonlarda uygulanan timokinon ve sisplatinin etkileri

kargilastirildiginda her ikisinde 10 mikromolar dozda etki géstermemektedir.

Timokinonun kanser hucreleri Gzerindeki etkin dozu olan 100 mikromolar
dozda yaklasik %50 6ldurtcu etki, kanser hlcreleri Uzerine toksik doz olan 200

mikromolar konsantrasyonda %995’ lere varan olduricu etkiye sahiptir.

Sisplatinin kanser hucreleri Uzerinde etkin dozu olan 200 mikromolar
konsantrasyonda yaklasik %50 olduricli doza sahip oldugu gorulmektedir.
Timokinonun etkin dozu olan 100 mikromolar konsantrasyonda ise sisplatin
normal bronsg epiteli Uzerinde yaklasik %20 oldurtct etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

Ancak kanser hicreleri Uzerinde sisplatin 100 mikromolar dozda etki

gostermemektedir. Ayni konsantrasyonlarda timokinon normal brons epiteli
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Uzerinde sisplatine gore daha oldurlicu etkiye sahiptir. Ancak kanser hucreleri
uzerinde etkin olduklari dozlarda (timokinon igin 100, sisplatin igin 200) normal
brons epiteli Uzerinde her ikiside yaklasik %50 dlduriclu etkiye sahip olduklar

gorulmektedir.

4.3.4.BEAS-2B hiicrelerinde Tq ve Cis Etkilerinin istatistiksel Analizi

1. BEAS-2B hiucrelerinde DMSO ile kiyaslandiginda  timokinonun 100
mikromolar ve 200 mikromolar konsanstrasyonda etkileri istatistiksel anlamli

olarak degerlendirilmistir (p<0.001).

2. DMSO ile kiyaslandiginda sisplatinin 100 ve 200 mikromolar

konsantrasyonda etkileri istatistiksel anlamli olarak degerlendirilmigtir (p<0.001).

3. BEAS-2B hucreleri tizerinde timokinonun 100 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 100 mikromolar konsantrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.001-100 uM Cis).

4. BEAS-2B hucreleri tizerinde timokinonun 200 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 200 mikromolar konsanstrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.001-200 uM Cis).

5. BEAS-2B normal brons epiteli hicreleri Gzerinde ayni konsantrasyonlarda
timokinon sisplatine gore daha oldurucu etkili oldugu istatistiksel olarak

gorulmektedir. Bu agidan sisplatin, timokinona Ustun olarak degerlendirilmigtir.
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Sekil 3.BEAS-2B hiicrelerinde Tq ve Cis istatistiksel analizi
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5.TARTISMA

insidanslarinin siirekli olarak artmasi, yiiksek mortalite oranlari, yiiksek
tedavi maliyetleri, buna karsin O6nemli bir bolimunin tam olarak tedavi
edilememeleri nedeniyle dinya genelinde kanserler en o6nemli saglk
sorunlarindan biri olma oOzelliklerini surdUrmektedirler. Yapilan istatistiksel
caligsmalar, 6lum nedenleri siralamasinda kardiyovaskuler hastaliklardan sonra
ikinci sirada kansere bagl 6limlerin yer aldigini géstermektedir. Ulkemizde

kansere bagh 6lum orani %11,4 olarak bildiriimektedir (7).

Akciger kanserinde tani genellikle ge¢ konulmaktadir. Bunun nedeni
akcigerin anatomisinden kaynaklanmaktadir. Semptomlar ortaya c¢ikmadan,
akcigerdeki bir nodul ileri derecede buyuyebilir ve akciger disina yayilabilir.
Bdylelikle hastalar yaygin hastalik déneminde goérulirler ve bu hastalarin % 80’ i

opere edilemez. Bu nedenle 5 yillik mortalite oranlari % 85- 90’ lardadir.

Asemptomatik hastalar icin 5 yillik sagkalim % 18 iken, primer timore ait
semptomu olanlarda bu oran % 12’'dir. Nonspesifik semptomlari olanlarda 5
yillik sagkalim orani % 6 iken, metastaz bolgesi ile ilgili semptomu bulunanlarda

5 yillik sagkalim s6z konusu degildir (54).

Batin akciger kanserlerinin %75’'ini KHDAK olusturur. Ancak olgularin
coguna evre lll ve IV de tani kondug@u igin ortalama 5 yillik yasam sansi %13
oranindadir. Tani konuldugunda KHAKlerin % 60’1, KHDAK’lerinin ise % 30-

40’1 evre IV metastatik timorddar.

Evre IA, IB, lIA, IIB, llIA akciger kanserinde oncelikli ve standart tedavi
cerrahidir. Anatomik rezeksiyon (segmentektomi, lobektomi, pnémonektomi)
tercih edilmektedir. Ancak solunum rezervi nedeniyle wedge rezeksiyon da

uygulanmasi mumkundur.
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T1 NO MO olgularinda cerrahi sonrasi 5 yillik sagkalim %80’ dir. Evre IlA ve
IIB akciger kanserinde cerrahi tedavi sonrasi 5 yillik sagkalim %39-48 arasinda
degismektedir. Karinaya 2 cm’ lik mesafedeki T3 NO MO olgularinda sleeve

rezeksiyon uygulanmakadir. 5 yillik sagkalim %40 olarak bildirilmistir (122).

Evre IlIA T3 N1 olgularinda tedavi cerrahidir. 5 yillik yagsam orani %37
olarak bildirilmistir. Tek istasyonda N2 varligi cerrahi tedaviden yarar gorurken,
birden cok istasyonda N2, bulky N2 ve ekstranodal N2 kotli prognostik

gostergedir.

5 yillik yasam minimal N2 de %41 diger N2 de %5-10 dur. N2 pozitif
olgularda neoadjuvanm kemoterapi sonrasi uygulanan cerrahi tedavi hastanin
sagkalimina katki saglamaktadir. N2 pozitif olgularin sadece cerrahi
yapilanlarda sagkalim 11 ay iken, neoadjuvan tedavi sonrasi cerrahi uygulanan

olgularda sagkalim 64 ay olarak bildiriimektedir (122).

Evre IlIB olgularinin standart tedavisi kemoradyoterapidir. Ancak segilmis
olgularin cerrahi sansi mumkundur. Ayni lobta satellit nodul nedeniyle T4 kabul
edilen rezektabl T4 NO/1 MO olgularda ve karina invazyonu olgularinda karinal
rezeksiyon vel/veya sleeve rezeksiyon tedavileri mumkdnddr. Evre 1B
olgularinda cisplatin igeren kombine kemoterapi sonrasi yapilan radyoterapinin,

tek basina uygulanan radyoterapiye gore avantaj sagladigi gosterilmistir.

Evre IV olgularda kemoterapi uygulanmaktadir. Kemoterapi hastanin
yasam Kkalitesini dizeltir, yasam suresini uzatir. Ortalama 4 kir kemoterapi
yapillmasi vyeterlidir. Genellikle cisplatin igeren kombinasyonlar tercih

edilmektedir.

ileri yas ve bdbrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda tek ilag olarak
vinorelbin, gemcitabilin tedavisi uygulanmaktadir. Paclitaxel, docetaxel,

gemcitabine,  vinorelbine, irinotecanin, cisplatin veya  carboplatinli
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kombinasyonlarin cevap oranlari ve yasam suresi agisindan birbirine tstunlagu

gosterilmemigtir. Ortalama sagkalim suresi 18-64 haftadir (122).

Onkolojik medikal tedaviler icerisinde; birinci jenerasyon, ikinci jenerasyon
ve modern veya ugunclU jenerasyon kemorerapi tedavileri uygulanmaktadir.
Ikinci jenerasyon ilag grubu cisplatin, ifosfamid, mitomisin C, vindesin ve
vinblastin ilaglarini icermektedir. Bu ilaglarin her birisi ayri ayri hastaligin yanit

oranini istatistiksel anlaml bir sekilde artirmaktadir (123).

Ucuncti jenerasyon aktif ilaglar gemsitabin, paclitaxsel, docetaxel ve
vinorelbini icermektedir (124). Bu grupta gemsitabin disinda ki ilaglarin yapilan
calismalarda yalniz destek tedavisi ile karsilastirildiginda sagkalimi iyilestirdigi

gosterilmigtir (125).

Sisplatin-bazli rejimler yaygin olarak kullaniimaktadir. Cisplatin vindesin,
mitomisin C vel/veya ifosfamid gibi eski ilaclarla veya gemsitabin, docetaxel,
paclitaxel veya vinorelbin gibi yeni ilaglarla kombine edilmektedir. Tek ajan ile
tedaviye gore polikemoterapi daha iyi sonuglar vermektedir. Hem tedaviye yanit
hem de sagkalim agisindan iki ilacli rejimler, tek ilagh rejimlerden daha Ustunddr.

Ug ilach rejimler sadece yanit bakimindan iki ilagh rejimlerden daha iyidir (126).

Akciger kanserinde hucre tipi, hastaligin evresi, hastanin performans
durumu, kilo kaybi, kardiyopulmoner rezerv, tUmorin biyolojik davranisi tedavi

seciminde etkili faktorler arasinda sayiimaktadir.

Cerrahi tedavi erken donem akciger kanserlerinde ve opere edilebilir
hastalarda esas tedavi yontemidir. Buna ragmen hastalarin ¢ok az kismi tani
konuldugu anda operabl olup, blylk kismi (%20-25) inoperabldir. Cerrahi

tedavi ayrica tani ve palyasyon amagclida uygulanmaktadir.
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inoperabl ve cerrahi tedavi uygulanamayan hastalarin tedavisinde,
kemoterapi ve radyoterapi uygulanmaktadir. Son dénemlerde hedefe yonelik
tedaviler (gefitinib, erlotinib) uygulanmakta olsa da, kemoterapotik rejimler
icerisinde cisplatin oldukga sik tercih edilen bir ajandir. Bu nedenle
calismamizda nigella sativa’ nin biyoaktif komponenti olan timokinon, ayni

dozlarda cisplatin ile karsilastiriimigtir.

Nigella Sativa (corek otu); Ulkemizde halk arasinda siyah tohum, siyah
kimyon, bereket taneleri olarak bilinmekte olup, sik kullaniimaktadir. Cérek otu
tohumu %0,4 oraninda ugucu yag icermektedir. Bu ugucu yagdan elde edilen,
biyoaktif komponent olan timokinon maddesinin invitro ¢alismamizda akciger

kanser hucreleri Uzerinde etkileri arastiriimig ve sisplatin ile karsilastiriimistir.

Daha 6nce yapiimis olan birgok galismada coérekotunun antitilserojenik,
antibakteryel, antiinflamatuar, analjezik, antioksidan, hipoglisemik, bagisiklik
sistem guclendirici etkisinin yani sira antitimoral ve antikanserojenik etkileri
gosterilmigtir (95-101).

Bizim calismamizda; A549 (akciger bronkoalveoler karsinom), HTB54
(akciger epidermoid karsinom) ve BEAS2B (normal brons epiteli) hiicre hatlari
kaltar ortaminda ¢og@altilip ayni fiziki sartlar, ayni kosullar ve ayni kisi tarafindan
ancak farkh zamanlarda deney 3 defa tekrarlanarak, timokinon ve sisplatin
10,100 ve 200 pM konsantrasyonlari karsilastirimis ve sonuglar

spektrofotometri ile elde edilmistir.

A549 kanser hucreleri Uzerine esit sartlarda ve esit konsantrasyonlarda
uygulanan timokinon ve sisplatinin etkileri karsilastirildiginda her ikisinde 10 puM
dozda etki gostermemektedir. Timokinonun 100 uM dozda sagladigi élduricu
etki, sisplatinin 200 uM dozunda saglanmaktadir. Sisplatinin 200 uM etkin doza
sahip oldugu konsatrasyonda, timokinon toksik etki gdstermektedir. Daha dusuk
dozda ayni oldurtcu etkiye sahip olmasi nedeniyle, bu agidan A549 kanser

hicreleri  Gzerinde invitro kosullarda timokinonun sisplatine Ustin oldugu
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gosterilmigtir. A549 hucrelerinde timokinonun 100 ve 200 pM ile sisplatinin 200

MM konsantrasyondaki etkileri istatistiksel olarak anlamlidir.

Timokinonun toksik etki gosterdigi 200 uM konsantrasyonda sisplatin ancak
etki gosterebilmektedir. Dolayisiyla 100 pM ve 200 pM konsantrasyonda
timokinonun etkisi, sisplatinin etkisinden istatistiksel olarak daha anlamldir.
Akciger bronkoalveoler karsinomda invitro kosullarda timokinonun sisplatinden

daha ustun oldugu gosterilmigtir.

HTB-54 kanser hucreleri Uzerine esit sartlarda ve esit konsantrasyonlarda
uygulanan timokinon ve sisplatinin etkileri karsilastiriidiginda her ikisinde 10 uM
dozda etki gostermemektedir. Timokinonun 100 uM dozda sagladigi élduricu

etki, sisplatinin 200 uM dozunda dahi saglanamamaktadir.

Sisplatinin 200 pM %25 olduricu doza sahip oldugu konsatrasyonda,
timokinon toksik etki gostermektedir. Daha dislk dozda daha fazla élduricu
etkiye sahip olmasi nedeniyle, bu agidan HTB-54 kanser hicreleri (zerinde
invitro kosullarda timokinonun sisplatine Ustin oldugu gosterilmigtir. HTB-54
hicrelerinde timokinonun 100 pM ve 200 pM konsantrasyonda etkisi ile

sisplatinin 200 uM konsantrasyonda ki etkisi istatistiksel olarak anlamlidir.

Sisplatinin 100 pM konsantrasyonda etkisinin istatistiksel olarak anlami
yoktur. Dolayisiyla timokinonun 100 uM konsantrasyonda ki etkisi, sisplatinin
hem 100 uM hemde 200 uM konsantrasyondaki etkisinden istatistiksel olarak
daha anlamhidir. Akciger epidermoid karsinomda invitro kosullarda timokinonun

sisplatinden daha Ustun oldugu gosterilmistir.

BEAS-2B normal brong epitelyum hacreleri Uzerine esit sartlarda ve esit
konsantrasyonlarda uygulanan timokinon ve sisplatinin etkileri

karsilastinldiginda her ikisinde 10 pM dozda etki gostermemektedir.
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Timokinonun kanser hucreleri Uzerindeki etkin dozu olan 100 uM dozda
yaklagik %50 oldurtcu etki, kanser hucreleri Uzerine toksik doz olan 200 puM -

oldartcl doza sahip oldugu gorulmektedir.

Timokinonun etkin dozu olan 100 uM konsantrasyonda ise sisplatin normal
brons epiteli Uzerinde yaklagik %20 oldurtcu etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Ancak kanser hicreleri Uzerinde sisplatin 100 uM dozda etki gostermemektedir.

Ayni konsantrasyonlarda timokinon normal brons epiteli Uzerinde sisplatine
gore daha oldurtcu etkiye sahiptir. Ancak kanser hicreleri Utzerinde etkin
olduklari dozlarda (timokinon i¢in 100 uM, sisplatin icin 200 uM) normal brons
epiteli Uzerinde her ikiside yaklasik %50 &ldurici etkiye sahip olduklari

gorulmektedir.

BEAS-2B hicrelerinde timokinonun ve sisplatinin 100 pM ve 200 puM
konsantrasyondaki etkileri istatistiksel olarak anlamhdir. Timokinonun 100 puM
konsantrasyonu sisplatinin 100 uM konsantrasyonundan ve timokinonun 200
MM konsantrasyonu sisplatinin 200 uM konsantrasyonundan istatistiksel olarak

daha anlamli etki gostermektedir.

Ancak kanser hicreleri Gzerinde timokinon 200 uM konsantrasyonda toksik
etkili iken sisplatin 200 uM konsantrasyonda ancak etkilidir. Timokinonun kanser
hiicrelerindeki etkin dozu 100 uM konsantrasyondur. Dolayisiyla her iki madde
etkin dozlarinda (timokinon 100 uM ve sisplatin 200 uM) BEAS-2B normal brons
epiteli Uzerinde her ikiside yaklasik %50 &ldurict etkiye sahip olduklari

gorulmektedir.

Calismamizda akciger bronkoalveoler karsinom ve epidermoid karsinom
hacrelerinde invitro kosullarda timokinonun etkisi, sisplatinin etkisinden

istatistiksel olarak daha anlaml oldugu gdsterilmigtir.
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Normal brons epiteli hiicresinde ise invitro kosullarda ayni konsantrasyonda
istatistiksel olarak timokinon daha etkili iken etkin dozlarinda (timokinon 100 pM
ve sisplatin 200 uM) normal brong epiteli Gzerinde benzer etkiye sahip olduklari
gorulmektedir. Dolayisiyla timokinon etkin dozlarda sisplatinden daha Ustundur.
Akciger kanserinde gerekli galismalar sonrasi, timokinonun tedavi secgenegi

olarak kullaniimasi dusunulmektedir.
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6.SONUG VE ONERILER

1. A549 hucrelerinde DMSO ile kiyaslandiginda timokinonun 100 mikromolar
ve 200 mikromolar konsanstrasyonda etkileri istatistiksel anlamli olarak
degerlendirilmigtir (p<0.001). Ancak deneyde timokinonun A549 hucreleri

uzerinde 200 mikromolar konsantrasyonda toksik etkili oldugu gorulmustuar.

2. A549 hicreleri DMSO ile kiyaslandiginda sisplatinin 200 mikromolar
konsantrasyonda etkileri istatistiksel olarak anlamhidir ancak 100 mikromolar

konsanstrasyondaki etkisinin istatistiksel olarak anlami yoktur (p<0.001).

3. A549 hdcreleri tzerinde timokinonun 100 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 100 mikromolar konsantrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.01-100 uM Cis).

4. A549 hicreleri tzerinde timokinonun 200 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 200 mikromolar konsanstrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.01-200 uM Cis).

5. BEAS-2B hucrelerinde DMSO ile kiyaslandiginda  timokinonun 100
mikromolar ve 200 mikromolar konsanstrasyonda etkileri istatistiksel anlaml

olarak degerlendirilmistir (p<0.001).

6. BEAS-2B hicreleri DMSO ile kiyaslandiginda sisplatinin 100 ve 200
mikromolar  konsantrasyonda etkileri istatistiksel anlamli olarak

degerlendirilmistir (p<0.001).

7. BEAS-2B hucreleri Gizerinde timokinonun 100 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 100 mikromolar konsantrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.001-100 uM Cis).
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8. BEAS-2B hucreleri tizerinde timokinonun 200 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 200 mikromolar konsanstrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.001-200 uM Cis).

9. BEAS-2B normal brons epiteli hicreleri Gzerinde ayni konsantrasyonlarda
timokinon sisplatine goére daha oldurict etkili oldugu istatistiksel olarak

gorulmektedir. Bu agidan sisplatin, timokinona Ustln olarak degerlendirilmigtir.

10. HTB-54 hucrelerinde DMSO ile kiyaslandiginda  timokinonun 100
mikromolar ve 200 mikromolar konsanstrasyonda etkileri istatistiksel anlamli
olarak degerlendirilmistir (p<0.001). Ancak deneyde timokinonun HTB-54
hicreleri Uzerinde 200 mikromolar konsantrasyonda toksik etkili oldugu

gOrulmustar.

11. HTB-54 hicreleri DMSO ile kiyaslandiginda sisplatinin 200 mikromolar
konsantrasyonda etkileri istatistiksel olarak anlamlidir ancak 100 mikromolar

konsanstrasyondaki etkisinin istatistiksel olarak anlami yoktur (p<0.001).

12. HTB-54 hucreleri tizerinde timokinonun 100 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 100 mikromolar konsantrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamhdir (p<0.001-100 uM Cis).

13. HTB-54 hucreleri tizerinde timokinonun 200 mikromolar konsantrasyondaki
etkisi, sisplatinin 200 mikromolar konsanstrasyondaki etkisinden istatistiksel
olarak daha anlamlidir (p<0.001-200 uM Cis).
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