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OZET

PRIMER VE METASTATIK AKCiGER ADENOKARSINOMUNDA CYP
iZOZIMLERININ DEGERLENDIRILMESI

UGURELLI, Oguz Kagan
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Haziran 2015, 56 sayfa

Primer ve metastatik akciger adenokarsinomlu 30 hastada Sitokrom P450
enzimlerinden CYP1Al, CYP1B1 ve CYP2El immunohistokimyasal bulgulart
degerlendirildi. Bu hastalara ait primer ve metastatik dokular boyanma siddetine
gore Kkarsilastirildiginda; CYP1ALl izoziminin 11 hastada (%36,6), CYP1B1
izoziminin 7 hastada (%23,3), CYP2E1l izoziminin ise 10 (%33,3) protein
ifadesinin metastatik dokularda primer dokulara oranla fazla oldugu goriildii.
Ayrica CYP1A1, CYP1B1 ve CYP2EL izozimlerinin 12 hastada (%40,0), 14
hastada (%46,6) ve 7 hastada (%23,3) protein ifadesinin primer dokularda
metastaza oranla daha fazla oldugu goriildi. CYP1Al ve CYP1B1 metastatik
dokulardaki ekspresyon diizeyleri primer dokulardaki ekspresyon diizeylerine gore
%40 ve %46,6 daha yiiksektir. Primer dokulardaki CYP2E1 ekspresyon diizeyi
%33,3 metastatik dokulardaki ekspresyon diizeylerinden daha yiiksektir. CYP
izozimleri imminohistokimya sonuglari, klinik parametrelerle karsilagtirildiginda;
Yas, sigara i¢cimi ve timor evresi ile CYP izozimlerinin ekspresyon diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir(p>0,005).

Anahtar kelimeler: Sitokrom P450 (CYP) CYP1Al, CYP1B1, CYP2E1, Akciger

Adenokarsinomu,



ABSTRACT

EVALUATIONS OF GST ISOENZYMES WITH METASTATIC
MARKERS IN PRIMER AND METASTATIC LUNG
ADENOCARCINOM

UGURELLI, Oguz Kagan
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
April 2015, 56 pages

Cytochrome P450 (CYP) 1A1, CYP1B1 and CYP2E1 immunohistochemical staining
results were evaluated in thirteen lung adenocarcinoma cases. When the primary and
metastatic tissues of these cases were compared according to their staining intensity,
CYP1A1 11 cases (36.6%) CYP1B1 7 cases (23.3%) CYP2E1 10 cases (33.3%)
expression of metastatic tissues was more than that of primary tissues. Moreover,
CYP1A1 12 cases (40%) CYP1B1 14 cases (46.6%) CYP2EL1 7 cases (23.3%)
expression of primary tissues was more than that of metastatic tissues.
CYP1A1(40%) and CYP1B1(46.6%) expressions levels in metastatic tissues were
more than in primary tissues. CYP2E1 (33.3%) expression level in metastatic tissues
was more in primary tissues. When we compare the clinical parameters and
immunohistochemical staining results of CYP isozymes, there is no significant
relationship between with age, smoking and tumor stage and the expression levels
(p>0,005).

Key words: Cytochrome P450 (CYP) CYP1Al, CYP1B1, CYP2E1, Lung

Adenocarcinoma,
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1.GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, apoptozdan kacabilmesi ve
metastaz yapmasi ile aciklanirken halen gelismis {lkelerin 6liim istatistiklerinde
kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan 6ldiiriicii bir hastalik olarak
goriilmektedir [1]. Kanser, bazi hiicrelerde normal bolinmeyi kontrol eden
mekanizmalarin ¢aligmamasina neden olur ve anormal biiyiime gostererek cogalma
egilimi gosterir [2]. Kanser dokunun otonom bir sekilde(kendi kendine)biiyiimesi
olarak da tanimlanirken; metastaz ise kanserli hiicrelerin bulunduklar1 doku ya da
organ digina dogrudan ya da kan-lenf damarlariyla yayilmasina verilen isimdir.
Kanser aktif olarak basladigi doku ve organdan viicudun bagka bir boliimiine yayilim
gerceklestirdiginde burada da ayni normal olmayan hiicre olarak islevine devam
eder. Ornegin, akciger kanseri beyine yayilim gosterdiginde burada beyin timérii
olarak degil metastatik akciger kanseri olarak goriilmektedir [3]. Hiicreler, belli bir
kontrol altinda, viicudun ihtiyacina gore boliinerek ¢ogalirlar. Hiicre bir taraftan
programli hiicre 6limii (apoptoz) denilen olay ile yok olurken, diger taraftan da
biiyiime faktorlerinin yardimiyla cogalma gergeklestirirler. Biiyiime faktorleri DNA’
daki ¢esitli genlerin etkisiyle olusan proteinlerdir. Bu genler degisime ugrayarak
hiicrelerin agirt biiylimesine neden olurlarsa, o zaman kanser meydana gelmektedir
ve bu genlere onkogen adi verilir. Kanser siklig1 bir toplumda bir yilda ortaya ¢ikan

yeni kanser vakalari sayisinin yiiz bin niifusa orani seklinde ifade edilir [4].



1.1.Kanser Etyolojisi ve Epidemiyolojisi

Kansere neden olan maddeler ‘Karsinojen’ madde olarak adlandirilir. Karsinojen
madde radyasyon gibi fiziksel, polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi kimyasal ya
da viriis gibi biyolojik ajan olabilmektedir. Karsinojenler DNA’da genotoksik etki
yapabilir(radyasyon gibi), hiicre poliferasyonunda artig gosterebilir (hormonlar gibi)
yada her iki duruma da neden olabilir.(sigara dumaninda oldugu gibi).Normal bir
hiicrenin ¢ogalmasi onkogenler yardimiyla gerceklesir ve timor supressor genler ile
dengeye ulasilmis olur. Kanserde onkogenlerin (kanserin gelisiminin baslangicinda
rol oynayan genler) aktivasyona neden oldugu veya etkisinde degisme meydana
geldiginde bir tiimor supressor geninin kaybi veya inaktivasyonu ya da her ikisinin

birlikte goriilmesi 6ne siiriilmektedir [3,5].

Bununla beraber, kanser multifaktoriyel etiyolojisinden dolay:r sadece g¢evre, diyet,
genetik ve epigenetik faktorlerle gosterilmeyip, ayni zamanda gen-cevre ve gen-

beslenme iliskisinin de etkili oldugu bir hastaliktir [6].

Ksenobiyotiklerin ve karsinojenlerin metabolizmasi genellikle faz I ve faz II olmak
tizere ikiye ayrilir. Faz 1 genellikle ksenobiyotiklere ve karsinojenlere karsi ilk

enzimatik savunma olarak bilinir.

En o6nemli faz 1 biyotransformasyon reaksiyonu oksidasyondur. Oksidasyon
genellikle mikrozomal sitokrom P450 enzim sistemi ile gergeklesir. Bu sistem
oksijene, NADPH’a ve NADPH-sitokrom P-450 rediiktaz enzimine ihtiyag
duymaktadir. Oksijenin bir atomu ksenobiyotige transfer edilip ksenobiyotik
yiikseltgenip diger oksijen atomu suya indirgenir. Faz I basamagindan ¢ikan {iriinler
reaksiyonlara girdiklerinden daha aktif ve toksik yapiya doniisiirler. Eger reaktif
molekiiller faz II detoksifikasyona ugramazlarsa proteinlere, RNA ve DNA’ya zarar
verebilirler. Faz 1 sistemin hizinin artmasi ve Faz II’'nin konjugasyon hizinin

azalmasi kanser, parkinson benzeri hastaliklarin olusma riskini artirir.



Faz 1 reaksiyonlarmi Faz II konjugasyon reaksiyonlar1 izlemektedir. Onceden faz I
reaksiyonlariyla aktif hale getirilen molekiiller bu basamaktan sonra daha fazla suda
¢oziinebilir hale gelirler. Konjugasyonun farkli tipleri bulunmaktadir. Bunlar;
glukuronidasyon, siilfasyon, asetilasyon, glutatyon ve aminoasit konjugasyonlaridir.

Konjuge edilmis karsinojen ve ksenobiyotikler idrar ya da safra yoluyla atilmaktadir

[7].

Uluslararasi1 Kanser ajans1 2012 verilerine gore diinyada yeni tani alan kanserli hasta
sayis1 ve kanserden kaynaklanan 6liim sayisi siirekli artis gostermektedir. Verilere
gore 2012 yilinda diinyada 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon
kansere bagli olarak yasamini yitirmistir. Dlinya’da en ¢ok goriilen kanser vakalari:
akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken kanserden Gliimlerin ise en
cok akciger (%19,4), karaciger (%9,1) ve mideden (%38,8) gergeklestigi belirtilmistir.
Diinya niifusunun artigina ve niifustaki yaglanmaya bagli olarak 2025 yilinda toplam
19,3 milyon yeni kanser vakasi olacagi belirtilmistir. Gerek kanser vakalarmin
(%56,8) gerekse de kanserden kaynaklanan oliimlerin (%64,9) yarisindan fazlasinin

az gelismis iilkelerde oldugu gosterilmistir [8].

1.2.Akciger Kanseri

Akciger kanseri 20.yilizyilin baglarinda ¢ok az rastlanan bir hastalik iken, sigara
kullanan insan sayisindaki ve kullanimindaki artigiyla dogru orantili olarak artmus,
giiniimiizde en sik goriilen kanser olarak karsimiza ¢ikmistir. Akciger kanseri tiim
diinyadaki kanser cesitlerinde goriilme sikliginda %12,8’inden ve kanser kaynakli
Olimlerin %17,8’inden sorumlu bir kanser tiiriidiir. Diinya genelinde her yil bir
milyon iizerinde insan akciger kanserinden kaynakli hastaliklardan dolayr hayatini

kaybetmektedir [9].

Akciger kanseri tiim diinyada oldugu gibi {lilkemizde de olduk¢a sik goriilmekte ve
metastaz yapma egilimi oldukca fazla olan bir kanser tiiriidiir. Ozellikle sigara
kullanim1 akciger kanserinin tanisinda ve gelisiminde en onemli risk faktorii olarak

gorilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar bazi ailelerde akciger kanserinin goriilme



yiizdesinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durum akciger kanserinde
rastlanan varyasyonlarin genetik faktorlerle iliskili olabilecegini gostermektedir.
Sigara dumaninda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve N-
Nitrozaminlerin sitokrom P450 (CYP) enzimleri ile olusan aktif metabolitleri,
mesleksel yada c¢evresel olarak insani etkilemekte olan asbest, iyonize radyasyon ve
serbest radikaller akciger kanserinin goriilme ve gelisme yiizdesini artiran
etmenlerdir [10].

Akciger kanseri goriilme yiizdesi erkeklerde daha fazla fazladir. Ulkemizde goriilme
yiizdesi erkeklerde: 100.000 de 61,6, kadinlarda: 100.000 5,1 olarak goriilmektedir.
Akciger kanseri erkeklerde goriilen kanserlerin %38,6 sin1, kadinlarda ise % 5,2 sini

olusturmaktadir [11].

Etiyolojide en 6nemli faktor sigaradir. Akciger kanserlerinin yaklasik %85-90’indan
sigara sorumludur. Sigara, akciger kanseri riskini i¢meyenlere gore 30 Kkat

arttirmaktadir. Pasif igicilik de riski yaklagik iki kat arttirmaktadir [12].

1.2.1. Akciger kanser tipleri

Akciger kanserleri lokalizasyon ve Tiimor oOzellikleri bakimindan farkliliklar
gostermektedir. Akciger kanserinin baslica 2 tipi vardir. Bunlar;

1-Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK)

2-Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

1.2.1.1 Kiiciik hiicreli akciger kanseri

Kiiciik hiicreli Akciger kanseri, akciger kanserinin %20’sinden daha azini olusturan
tiptir. Hizl1 gelisen bir kanser tiiriidiir ve viicudun diger kisimlarina metastaz yapma
orani daha fazladir. Genellikle bronslarda baslarlar ve olusumunun en 6nemli nedeni
sigara kullanimidir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri daha ¢ok karaciger bobrek iistii
bezleri, kemiklere yayillma gostermektedir. Kiiclik hiicreli akciger kanseri bayanlara

oranla erkeklerde daha fazla goriilmektedir. Bu neden sigara kullanimiyla iligkilidir.



1.2.1.2. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri, Akciger kanserinin yaklasik %80 lik bir kisminm
olusturmaktadir. Gelismesi ve viicudun diger organlarina metastaz yapmasi
bakimindan KHAK’ ne gore daha yavas ilerleme gostermektedir. Kiiglik hiicreli dist
akciger kanserinin 3 tipi vardir. Bu tipler kanserin gelisim gosterdigi hiicrenin tipine

gore isimlendirilmektedir.

1.2.1.2.1-Epidermoid (squamous) karsinoma:
Akciger kanserinin yaklasik %35°lik bir boliimiinii olusturmaktadir. Squamoz hiicreli
karsinoma genel olarak geg biiyiime gosterir ve metastaz yapmasi oldukca yavastir.

Squamdz hiicreli karsinoma viicutta sadece bir bolgede yerlesim gostermektedir.

1.2.1.2.2-Adenokarsinoma
Akciger kanserinin yaklasik %30-%50 lik bir kismin1 olusturmaktadir. Biiyiime ve
gelisme hizi squamdz hiicreli karsinomdan daha fazladir ve biiyiik bolgelere

ulasabilirler. Metastaz daha fazla belirgindir.

1.2.1.2.3. Biiyiik hiicre karsinoma

Mikroskop altinda incelendiginde genis ve abnormal olarak goriilen hiicrelerde
baslar. Akciger kanserinin %5’lik bir kismin1 olusturmaktadir. Hem g¢evresel hem
merkezi yerlesimli olabilmektedir. Tanisini 6nceden belirlemek oldukga zordur [13].

Akciger kanserine neden olan en 6nemli risk faktorleri sigara, mesleki ve gevresel
maruziyet, genetik faktorler ve olasilikla diyettir. Akciger kanserinin neden olarak
meydana getirdigi Oliimlerin erkeklerde %90, kadinlarda %78 oraniyla sigara
kullanimiyla iligkili oldugu tahmin edilmektedir. Cesitli {ilkelerde yapilan
arastirmalarda akciger kanserinin i¢ilen sigara miktariyla dogru orantili olarak arttig1
gozlemlenmistir. Sigara i¢ilen yi1l sayist da kritik bir dneme sahiptir. Sigara kullanimi

‘paket-y1l’ olarak belirlenir ve 6zellikle 20 paket-yil dan sonra gorece risk dnemli bir



sekilde artis gosterir. Ornegin; 40 yil 1 paket-giin sigara kullanan bir insanin akciger
kanserine yakalanma riski, 20 yil 2 paket-yil kullanan insandan akciger kanserine

yakalanma riski daha fazladir [14].

1.3.1.Akciger kanserinin evrelendirilmesi;
Akciger kanserinin evrelendirilmesi hastaligin tan1 ve tedavisinde 6nemli bir yere
sahiptir. Evreleme tiirleri;

Klinik _evreleme ; Oncelikli olarak fiziki olarak muayene , bonkoskopi,

mediastinoskopi ile evreleme

Patolojik evreleme ; Bir organ veya viicut kisminin bir boliimiiniin veya tamaminin
cikartilmasi ile patologun degerlendirmesi ile yapilan evreleme

Yeniden evreleme ; Kismi veya tedavi hareketliligini takip igin yapilan evreleme

Rekiirens evreleme ; Niiks tiimorlerde yeniden evrelemedir.

Otopsi evrelemesi ; Otopsi sirasinda olan evrelemedir.

Bu kanser tipinde hastaligin yasama son verip vermeyeceginin en onemli belirteci
evreleme oldugu bilinmektedir. Evrelendirme timdoriin biyiikliigiine yayilimina (T) ,
bolgesel lenf bezi tutulumuna(N), uzak metastaz varligmma (M) dayanan TNM

evrelendirilmesi kullanilir [15].

1.3.1.2.Akciger Kanserinin TNM evrelendirilmesi

Akciger kanserli bir hastada tedavi se¢imi ve hastaligin prognozu, hastaligin tani
sirasindaki evresi ile yakindan iligkilidir. Analitik, terapotik ve prognostik amaglarla
timdoriin yayginliginin Olciilmesi, tiimdr evrelendirmesi olarak tanimlanmaktadir.
Akciger kanserinde prognozu belirleyen en 6nemli faktor tiimoriin evresidir. Akciger
kanserinin evrelendirilmesinde kullanilan TNM (T: primer tiimor; N: bolgesel lenf
bezi; M: uzak metastaz) evrelendirme sistemi tani sirasinda hastaligin anatomik
yayginligini gosteren Onemli bir rehber olarak primer akciger kanseri olan tiim

hastalara uygulanabilmektedir. Akciger kanserinin evreleme sisteminin revizyonu



1997 yilinda Mountain tarafindan yapilmistir. 2002 yilinda yeniden TNM

simiflandirilmas: yapilmis ancak akciger kanser evrelendirilmesinde degisiklik

yapilmamuistir [16].

Cizelge 1. Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserlerinde TNM Evrelendirmesi

EVRE TNM

| IA: TINOMO

IB: T2NOMO

1 IHA: TINIMO

11B: T2N1MO T3NOMO

111 I1IA: T3N1IMO T1-2-3 N2 MO

I1IB: T1-4 N3 MO T4 N1-3 MO

v T1-4 N1-3 M1




Cizelge 2. Akciger Kanseri Evrelemesinde T (Tiimor) Tanimlayicisi

T (Primer Tiimor)

X

Primer tiimoriin degerlendirilemedigi durumlar ya da balgam veya
bronsial lavajda malign hiicrelerin saptanmasi ile tiimor varliginin
gosterildigi ancak bronkoskopi ya da goriintilleme yontemleri ile
tlimoriin saptanamadigi durumlar

T0

Primer tiimor kanit1 yok

Tis

In-situ kanser

T1

Lob bronsundan daha proksimalde bronkoskopik invazyon kaniti
olmaksizin (ana bronsta timoér yok), normal akciger veya viseral
plevra ile ¢evrili, en genis ¢ap1 3 cm veya daha kisa timor*

Tla

Tlimor en genis ¢ap1 2 cm veya daha kisa

T1b

Tiimoriin en genis ¢ap1 2 cm den uzun ancak 3 cm veya daha kisa

T2

Tiimoriin en genis ¢apt 3 cm den uzun ancak 7 cm veya daha kisa
ya da Asagidaki 6zelliklerden birini tasiyan tiimor;

-Karinadan 2 cm veya daha distalde ana bronsg invazyonu
-Visseral plevra invazyonu

-Bir akcigerin tamamini tutmayan, hiler bolgeye dogru uzanan
obstruktif pnomoni veya atalektazi

T2a

Tlimoriin en genis ¢ap1 3 cm den uzun ancak 5 cm veya daha kisa

T2b

Tlimoriin en genis ¢ap1 5 cm den uzun ancak 7 cm veya daha kisa

T3

7 cm den biiyiik timor ya da Asagidaki yapilara direkt olarak
invazyon gosteren herhangi bir tiimor; goglis duvari (siiperior
sulkus tiimorleri dahil), diafragma, frenik sinir, mediastinal plevra,
parietal perikart ya da ana bronsta invazyon gosteren tiimdor
(karina*tutulumu olmaksizin, anabronsun 2 c¢m i¢inde) ya da bir
akcigerin tamaminda obstruktif pndmoni veya atalektaziye neden
olan timoér ya da Primer tiimor ile aym lobda ayri tiimoral
nodul/nodiillerin varlig

T4

Asagidaki yapilardan birine invazyon gosteren herhangi bir tiimér;
Mediasten, kalp, biiyiik damarlar, rekkiiren larengeal sinir,
Ozefagus, vertebra cismi, karina. Aym taraf akcigerde, primer
tiimorden farkli lobda tiimor nodul/nodiillerin




Cizelge 3. Akciger Kanseri Evrelemesinde N (Lenf Nod) Tanimlayicisi

N (Bolgesel Lenf Nodlari)

NX Bolgesel lenf nod degerlendirmesi yapilamadi

NO Bolgesel lenf nod metastazi yok

N1 Ayni taraf peribronsial ve/veya ayni taraf hiler ve/veya intrapulmoner
lenf nod/nodlarinda metastaz ya da direkt invazyonu

N2 Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu/nodlarinda
metastaz
N3 Kars1 taraf mediastinal, kars1 taraf hiler, aym taraf veya karsi taraf

skalen veya supraklavikuler lenf nod/nodlar1 metastazi

Cizelge 4. Akciger Kanseri Evrelemesinde M (Metastaz) Tanimlayicisi

M (Uzak Metastaz)

MX Uzak metastaz degerlendirilemedi

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

M1la Kars1 akciger ayr1 timor nodiil/nodiilleri
Primer timor ile ayni tarafta plevra nodiiller veya malign plevra (veya
perikardial) sivi**

M1b Uzak matastaz

neyemretsdg noyzavni anisid iravud snorb ,nelibanazu radak enilamiskorp nusnorb anA *
herhangi bir biiyiikliikte yiizeyel tiimor.

1zab kacnA .ridilgab erdomiit ugog niralivis (laidrakirep ev) larvelp edniresnak regickA**
hastalarda plevral (perikardial) sivinin tekrarlanan sitopatolojik degerlendirmelerinde
timor saptanamaz. Sivi eksuda ve hemorojik degildir.Bu bulgular ve klinik degerlendirme
stvinin timdr ile iliskili olmadigini isaret ederse,sivi evreleme esnasinda dikkate alinmaz
ve MO olarak siniflandirilir.




1.4.Ksenobiyotik metabolizmasi

Degisik yollarla viicuda giren kimyasal karsinojenler ksenobiyotikler olarak
adlandirilmaktadir. Bu  bilesiklerin  ¢ogu  viicutta ~metabolize olmaktadir.
Ksenobiyotiklerin  bir canli organizmada kimyasal degisim gostermesine
biyotransformasyon denilmektedir. Bir ksenobiyotik metabolizmasinda iki evre
meydana gelmektedir. Bunlardan ilki Faz 1 reaksiyonlar1 oksidasyon, rediiksiyon ve
hidroliz olaylarin1 olusturmaktadir. Ikinci reaksiyon ise ¢esitli konjugasyon ve sentez

olaylarini igermektedir.

Ksenobiyotik metabolizmasindaki iki fazin amaci bu zararli bilesiklerin suda
¢Oziinmesini saglayarak safra ile bobreklerden daha kolay atilmasini saglayan iiriinler

haline dontistiirmektir [17].

. Non-reaktif
KSENOBIYOTIK DOKU
\1 AKTIVASYON HASARI
REAKTIF /
© METABOLITLER
NEKROZ
— KANSER
DETOKSIFIKASYON
Lo\
Mon-reaktif Metabolitler MUTASYONN
DNA HASARI /
ELIMINASYON

Sekil 1: Ksenobiyotik Metabolizmasi [18].
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1.5. Faz I ve Faz II Reaksiyonlar:

Ksenobiyotik metabolizmasinda en 06nemli yollardan biri olan Faz 1
reaksiyonlarindan oksidasyon-rediiksiyon (redoks) reaksiyonlar1 ve enzim sistemleri
onemli yer olusturmaktadir. Sitokrom P-450 enzim sistemi ve amin oksidaz enzimi
bu sistemde 6nemli rol oynarlar. Stokrom P-450 bagimli monooksijenazlarin kataliz
ettigi oksidasyon reaksiyonlar1 olan alifatik hidroksilasyon, alifatik epoksidasyon,
aromatik epoksidasyon ve hidroksilasyon, dealkalizasyon, N-hidroksilasyo,
deaminasyon, Soksidasyon, P-oksidasyon, desiilfiirasyon ve ester kirilmasi, oksidatif
dehalojenasyon reaksiyonlarinda substara(RH) molekiiler oksijenin (O2) bir atomunu
aktararak yiikseltgenmesini saglar(ROH). Sonucgta oksijenin diger atomuda
indirgenir. Tim bu reaksiyonlarda NADPH kullanilmaktadir. Rediiksiyon
reaksiyonlarinda substrat Ozelligine goére, bu enzim sistemlerinden bir ya da iki
elektron alarak indirgenir. Rediiksiyon metabolizmasi azo indirgenmesi aromatik
nitro indirgenmesi distilflirlerin indirgenmesi, keton ve aldehitlerin indirgenmesi,
stilfoksit indirgenmesi olarak siralanabilir. Hidroliz reaksiyonlarini kataliz eden
enzimler esterazlar, amidazlar- , epoksit hidrolaz be DDT — klorinaz enzimleri olarak
adlandirilmaktadir. Esterazlar amidleri, Amidazlar esterleri hiroliz ederler.

Mikrozomal esterazlar ksenobiotiklerin hidrolizlerini saglarlar.

Faz | reaksiyonlart sonucu olusan metabolitler, sentez ve konjugasyon reaksiyonlart
olarak adlandirilan Faz II reaksiyonlar1 sonucu daha polar hale gelerek viicuttan atimi
kolaylasir. Konjugasyon reaksiyonlari, kimyasal maddelerin organizmadaki endojen
maddelerle ile birlesmesiyle meydana gergeklesir. Metilasyon diger konjugasyon
reaksiyonlarindan farklilik gostermektedir. Metil transferaz enzimleri reaksiyonu
kataliz ederler. Ksenobiyotiklerin metilasyonlarinda S- adenozilmetiyonin énemlidir.
Asetilasyonda Koa ile endojen agil grubu (asetil) aktive olur ve olusan asetil Koa ile
ksenobiyotik konjuge olmaktadir. Asetilasyonu N-asetil transferaz enzimleri kataliz
eder [19].
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1.5.1. FAZ | Reaksiyon Tipleri Ve Baslica Enzimler

Cizelge 5  de ksenobiyotik biyotransformasyonunda yer alan FAZ |

tipleri ve baglica enzimler gdsterilmektedir.

Cizelge 5. FAZ | reaksiyon tipleri ve baslica enzimler

REAKSIYON TIiPLERI

ENZIMLER

Yiikseltgenme (oksidasyon)

Sitokrom P-450 monoksijenaz
Ksantinoksitaz

Peroksidazlar

Aminooksidaz
Monoaminooksidaz
Dioksijenaz

Alkol dehidrogenaz

Aldehit dehidrogenaz

Superoksit dismutaz

Indirgenme (rediiksiyon)

Sitokrom P-450 rediiktaz
Keto-rediiktaz

Glutatiyon peroksidazlar

Hidroliz

Epoksit hidrolaz
Karboksiesterazlar

Amidazlar
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1.5.2.Faz II Reaksiyon tipleri ve bashca enzimler

Cizelge 6’de ksenobiyotik biyotransformasyonunda yer alan FAZ 11 reaksiyon tipleri

ve baslica enzimler gosterilmektedir.

Cizelge 6. FAZ II reaksiyon tipleri ve baslica enzimler

REAKSIYON TIiPLERI ENZIMLER

Konjugasyon Glukuronozil transferaz
Sulfotransferaz
Glutatyon S-transferaz
Glukozil transferaz
Tiyol transferaz

Amidsentezi (transagilaz)

Metilasyon O-, N-, S- metiltransferazlar

Asetilasyon N-asetiltransferaz
Agiltransferaz

Digerleri Siilflirtransferaz (rodanez)
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1.6.Sitokrom P450 (CYP)

Sitokromlar mikrozomal hemoproteinlerden olusan, ¢ok sayida izozime sahip,
prokaryot ve dkaryotlarda bulunan ¢ok genis bir enzim ailesidir. Endojen ve ekzojen
cok sayida bilesiklerin oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda rol almaktadir.
Steroidler, vitaminler, yag asitleri gibi endojen maddelerin metabolizmasinda gorev
aldiklar1 gibi ¢evresel kirleticiler, ilaglar, karsinojenlerin biyotransformasyonunda da
rol alirlar [20]. Sitokrom enzimleri, olgun eritrosit ve iskelet kas1 hiicreleri disinda
tim memeli hiicrelerinde bulunmaktadir. Hiicrelerin mikrozomlarinda bulunan
sitokromlar, mikrozomal enzim sisteminin bir tiyesidir. Gorevlerini yerine getirmek
i¢in elektron transfer zincirine gereksinim duyarlar. Bu kaynak NADPH —Sitokrom ¢
(P450) rediiktaz enzimidir [21].

1.6.1.Sitokrom P450 ‘lerin siniflandirilmasi

Sitokrom enzimlerini kodlayan genler aminoasit dizilimindeki benzerlige gore aileler
ve alt birimlere ayrilmaktadir. Aminoasitteki benzerlik %40 tan az ise ayn aileye ,

% 50 den fazla ise ayni alt aileye aittir.

1.6.1.1.Sitokrom P450 1A1 (CYP1A1)

CYPIATI Genellikle karaciger disindaki dokularda bulunmaktadir. CYP1Al, faz I
biyoaktivasyonunun Anahtar enzimidir. CYP1A1 genellikle sigara kullanimiyla ve
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin(PAH) tarafindan en ¢ok akciger ve plesentada
indiiklenir. Bag ve boyun skuamoz epitelyumunda bulunur. CYP1Al
prekarsinojenlerin aktivasyonuna katkida bulunur ve bu bilesiklerin DNA’ya
baglanmalar1 sonucu mutasyonlar meydana gelebilir. Bu 6zelligi kansere neden

olarak gosterilebilir [22].
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1.6.1.2.Sitokrom P450 1B1 (CYP1B1)

Sitokrom P-450 enziminin insan tiimorlerinde ekspresyonu yiiksektir. Murray ve ark.
[23]. yaptiklar1 immiinohistokimyasal bir ¢alismada CYPIB1 proteinini beyin,
g0giis, kolon, over gibi farkli organ tiimorlerinde gostermisler, fakat normal dokuda
saptayamamislardir. CYP1B1 in fonksiyonel rolii bilinmemesine ragmen aromatik

hidroksilasyon aktivitesi oldugu bilinmektedir. PAH aktivasyonundan sorumludur.

1.6.1.3.Sitokrom P450 2E1 (CYP2E1)

Sitokrom P450 ailesinin bir tiyesi olan CYP2E1, karaciger hastaligiyla gelisimiyle ve
oksidatif stres ile gelisen karsinogenez ile baglantili birgok kimyasal ve fizyolojik
durumu indiiklemektedir [24]. Karacigerdeki CYP igeriginin yaklasik %7 sini
olusturmaktadir. CYP2E1, lipit peroksidasyon iriinleri, ketonla, linoneik asit ve
arasidonik asit gibi yag asitleri bir ¢ok endojenik maddenin metabolizmasina katilir.
CYP2E1, nitrozamin aktivasyonu igin kritik Oneme sahiptir.  Etanol
metabolizmasindan sorumludur ve etanol oksidasyonunun énemli bir bileseni olarak
kabul edilir. CYP2E1 enzimi bas ve boyun squamoz epitelyumunda bulunur [25].
CYP2E]1 insanda 10. kromozom iistiinde bulunur. 11413 Baz c¢iftine, 9 ekzona ve
belirgin TATA kutularina sahiptir. Daha ¢ok karacigerde olmak {izere bobrek akciger
gibi diger organlarda da bulunurlar. Karacigerde yaklasik %15 oraninda ifade edilir.
CYP2E1 bronsiyal mukozada ve beyinde de ifade edilir. Beyinde hipokampus,

medulla ve substantiya nigra bolgesinde tespit edilmistir [26].

1.6.2. Sitokrom P450’lerin Substratlar:

Sitokrom P450 izoenzimlerinin spesifik substratlart bulunmaktadir. Bunlar; CYP1A1
igin 7-etoksiresofurin, benzopiren, CYPIB1 igin siklofosfamid, metadondur.
Parasetamol, kafein, klorzoksazon, etanol, anilin ve benzen CYP2E1’ in Onemli

substratlarindan birkagidir [27].
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1.6.3.Sitokrom P450 ‘nin Detoksifikasyondaki Rolii

Birgok prokarsinojen DNA’ya baglanmadan 6nce biyotransformasyon ve metobolik
aktivasyona ihtiyag duyar. Bu metabolik aktivasyon genellikle faz 1 enzimleri
tarafindan baglatilir. Sitokrom P450 enzimleri, prokarsinojenleri eletrofilik ara
tirtinlere doniistiiren reaksiyonlar1 katalizler [28]. Sitokrom P450 enzim ailesinden
CYP1, CYP2, ve CYP3 ilag ve ksenobiyotiklerin metabolizmasindan sorumludur.
Bunlardan bazilar1 ksenobiyotikleri karsinojenik iirlinlere doniistiiriir ve aktif ara
iirlin olusmasina neden olurlar. Bu aktif ara tirtinler, faz II enzimleri yardimiyla polar
hale getirilip viicuttan atilirlar; ya da proteinlere ve ya DNA ya baglanarak toksik
etki olustururlar. Digerleri ise endojen bilesiklerin metabolizmasinda gorev alirlar
[29].

1.7.CYP Enzimleri ve Akciger Kanseri

Solunum yoluyla alinan kimyasallarin viicuda ilk yerlestigi organlar akcigerlerdir.
Akciger kanser olusumunda, CYP enzimlerinin aydinlatilmas: son derece 6nemlidir.
CYPIA1 izozimi akcigerde bol miktarda ifade edilmektedir ve akciger kanser

gelisiminde dnemli bir rol iistlenmistir.

Mollerup ve ark. (1999)’nin normal akciger dokularinda yaptiklar1 ¢aligmada, erkek
sigara i¢icileri ile kadin sigara igicileri karsilastirildiginda, kadinlarin akcigerinde,
aromatik/hidrofobik DNA katilim {irlinlerinin ve CYP1A1 seviyelerinin yiiksek

oldugunu vurgulanmigtir [30].

Chen S. ve ark. 106 akciger kanserli hasta ve kontrol grubunda CYP1A1l ve GSTM1
genlerinin PCR yontemiyle polimorfizmini calismiglardir. GSTM1/CYP1A1 null
olan bireylerde akciger kanser riskini yiiksek bulmuslardir [31].
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Anttila ve ark. [32]. yaptiklar1 ¢alismada sigara igen 57 akciger kanserli hastada
immiinohistokimya yontemi ile CYP1A1l ve CPY1A2 izoenzimlerinin normal

dokularda negatif boyanirken, kanserli dokularda pozitif boyandigini géstermislerdir.

Oyama ve ark. [33] 78 kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserli (KHDAK ) hastalarda
CYP1Al, CYP2A6, CYP2E1l, CYP3A izoenzimlerinin ekspresyonlarini
immiinohistokimya, western blotlama ve Real-time PCR yontemlerini kullanarak
incelemislerdir. Yaptiklari bu ¢alismada dort CYP izoenziminin de ekspresyonunu
Ozellikle erken evre adenokarsinomda daha yiiksek oldugu fakat squamdz hiicreli
kanserde ise yiiksek olmadigini belirtmislerdir. Ileri evredeki KHDAK hastalarinda
CYP izozimlerini eksprese eden hastalarin sag kalimmin daha kisa oldugunu

gostermislerdir.

Spivack Ve ark. [34] CYP1BI izoenzimi ile ilgili yaptiklari ¢calismalarinda Western
Blotting ve PCR tekniklerini kullanmislardir. On alti akciger kanserli hastada
CYP1B1 ekspresyonunun tiimérlic dokuda normal akciger dokusuna goére daha

yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Immunohistokimyasal yontemlerle, Oyama ve ark.[33], 48 akciger adenokanserli
hastanin %48’inde, Chang ve ark. [35], 107 akciger adenokanserli hastalarin
%?37’sinde CYP1A1 izoziminin protein ifadesini gostermislerdir. Lin ve ark. [36], 89
KHDAK’l1 hastayla yaptigi calismada hastalarin dokularinda %47 oraninda
CYPIBI’in protein ifadesinin oldugunu vurgularken , Chang ve ark. [35], 107
hastanin %49’unda bu izozimin protein ifadesinin pozitif oldugunu bildirmistir.
Kivisto ve ark. [37], 28 akciger kanserli hastanin %46’sinda CYP2EI1 izoziminin
protein ifadesini belirtirken , Oyama ve ark. [33] yaptigi ¢alismada 48 hastadan

%48’inin dokularinda bu izozimin protein ifadesini gostermistir.

Kilig M. (2013) yilinda yaptig1 doktora tezi calismasinda 39 adet KHDAK’li hasta
dokusu ve bunlarin normal periferal dokular1 kullanarak yaptig1 c¢alismada
immiinohistokimya ve Real-time PCR yontemlerini kullanmis ve sonucta yaklasik
olarak KHDAK li hastalarin tamaminda normal ve tiimérlii dokularinda CYP1B1 ve

GSTP1 izozimlerinin protein ifadelerinin asir1 yliksek oldugunu ve bu enzimlerin

17



asir1 ifadelerin yaninda CYP1Al, CYP2El ve GSTMI izozimlerinin protein
ifadelerinin tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha yiliksek oldugu

istatistiksel olarak anlamli bulundugunu bildirmistir [38].

Yiiksel (2014) yilinda yaptigi ¢alismada 29 KHDAK hasta dokusunda ve bunlarin
normal periferal dokular1 kullanilarak yaptigi calismada immiinohistokimya ile
KHDAK hastalarin tamaminda normal ve timorli dokularinda GSTMI,
GSTTI1,GSTP1 ve CYP1Al, CYPI1BI izozimlerini ¢calismistir. CYP1A1 izoziminin
CYPIB1, GSTMI1, GSTTI izozimlerine gore daha fazla eksprese edildigi
(p<0.05)tespit edilmistir [39].

Ada [40] 138 tane kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarda CYP1Al, CYP1B1
ve GSTM1,GSTP1,GSTT1 izozimlerinin sagkalim analizindeki roliinii incelemis ve
CYP ve GST polimorfizmlerinin yalnizca GSTP1 izoziminin belirgin bir sekilde sag

kalimda etkili oldugunu bildirmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda; viicutta kanser olusum mekanizmast ve ilag
direncliliginde 6nemli rolii olan ksenobiyotik mekanizmasinin 1. Faz reaksiyonlarini
katalizleyen, CYP1Al, CYP1B1 ve CYP2E1 izozimlerinin protein ifadelerinin,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserindeki diizeylerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
enzimlerin  metastazla iliskisi hakkinda literatiirde yeterli bir ¢alisma
bulunamadigindan enzimlerin ve metastatik markerlarin, primer ve metastatik
dokular arasindaki farkliliklar1 ve iliskileri arastirilacaktir. Oncelikle primer yani
herhangi bir metastatik egilimde bulunmamis kanser hiicrelerindeki CYP
1zozimlerinin protein ifadelerinin durumuna bakilip daha sonra lenf noduna metastaz
yapmis olan akciger kanserli metastatik hiicrelerdeki CYP protein ifadelerine
bakilacaktir. Elde edilen sonuglar yas, cinsiyet, tiimor evreleri, sigara kullanimi, gibi
klinik parametrelerle birlikte degerlendirilerek akciger kanseri gelisimi ve ilerlemesi

konusuna 1s1k tutulacaktir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler
J Primer Antikor (CYP1Al, CYP1B1, CYP2E1)
o Sekonder Antikor (Biyotinlenmis sekonder antikor),
J TBS buffer
o %30’ luk H,0O, Solusyonu

° Ksilol
. Etanol
. Metanol

o Sodyum Sitrat
o Sitrik Asit
o Protein Blokaji (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum) Hematoksilen

o DAB (Diamino benzidin)
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2.1.1.1. Soliisyonlarin Hazirlanis:

l. H,0O, Blokaji Solusyonu Hazirlanisi: 30 ml %30’luk H»O, iizerine 470 ml
metanol ilave edilerek hazirlandi.

Il. Antijen Retrival Solusyonunun Hazirlanigi (0-.01 M, pH: 6-.0): 2-.101 g sitrik
asit (A) 100 ml distile suda; 0-.1 M 14-.7 g sodyum sitrat (B) 500 ml distile suda
¢oOziildii. 27 ml A solusyonundan, 123 ml B solusyonundan alinarak 1500 ml’ye
distile su ile tamamlandi.

I[1l.  0.005 M Tris Tamponunun Hazirlanisi: 60-55 g tris base, 85.20 g NaCl 500
ml distile suda ¢oziilir. 370 ml 1 M HCI eklenerek pH: 7-.6’ya getirilip 1 1t’ye
tamamlanir. (1 ml TBS 100 ml distile suyla diliie edilerek kullanilir).

2.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

e -20’lik derin dondurucu ve buzdolabi(Beko-9621)
e Hassa terazi

e Floresan Atagmanli Arastirma Mikroskobu (Leica 5000B)
e Isik Mikroskobu (Zeiss- Primostar)

e Otomatik mikropipet seti (CAPP)

e Vortex (Heidolph)

e Etiiv (Binder-ED53)

o Ultra distile Su sistemi (Elga Purelab Optia)

e [siticili manyetik karigtiric1 (IKA C-Mag H58)

e Ocak (Argelik021)

e Diidiikli Tencere (Hisar)

e Boyama tablas1 (Biogen)

e Lamel (Isolab)

e Poly-L-lysin kapli lamlar (Thermo)

e Meziir, beher, erlenmayer (isolab)
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2.2. Kullanilan Metot

2.2.1.Materyal Kazanimi Ve Hazirlanisi

Atatiirk Goglis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi’nin etik
kurul onay1 ile Atatiirk GOglis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim Arastirma
Hastanesi’nin Patoloji Arsivinden 30 primer ve metastatik kii¢iik hiicreli dis1 akciger
adenokarsinomlu olguya ait 60 akciger ve lenf nodu doku bloklarindan kesitler
alinip, bu bloklardan her bir vaka i¢in poly-L-lysin kapli lamlara 3 kesit alindi. 30

hastanin tamamina CYP izozimleri immunohistokimya yontemi ile uygulanda.

Hastalara ait tiimoér dokularinin klinik evrelendirmesine TNM evreleme sistemi
kullanildi. Hastalara ait yas, cinsiyet, tani, timor evre ve sigara kullanim durumu ile

ilgili hasta bilgileri Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7: Hasta Bilgileri

Hastanin | Hastanin Sigara Kullanimi Tuimor Evre

HASTA Yasi Cinsiyeti

1554-08 75 E 50 y1il A
3185-08 54 E HAYIR A
4411-08 60 E yilda 50 pkt A
6966-08 48 K HAYIR A
5645-08 51 E 35 yil giine 1 pkt A
8109-09 63 K HAYIR 1B
528-10 52 E 40 y1l giinde 1 pkt A
13936-10 61 E yilda 120 pkt A
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12994 36 K HAYIR A
2618-11 47 K 20 y1l giinde 1 pkt A
8490-11 55 E HAYIR A
8677 48 E 25 yil giinde 2 pkt 1B
3618-11 50 K HAYIR A
13754-11 40 E yilda 40 pkt 1B
915-11 48 E yilda 40 pkt B
10621-11 52 K HAYIR A
6058-11 55 K HAYIR 1B
7638-11 62 E 50 yi1l glinde 2 pkt A
14464-11 42 E 30 yil giinde 1 pkt A
10565 48 E yilda 65 pkt A
2915-12 54 E yilda 50 pkt A
4933-12 61 E HAYIR 1B
10071-12 60 E 47 yil giinde 1pkt A
5667-12 52 E HAYIR A
8705-12 58 E yilda 40 pkt A
7643-13 68 E yilda 45 pkt 1B
5448-13 57 E yilda 45 pkt A
7370-13 56 K yilda 30 pkt A
3831 63 E yilda 30 pkt A
6851 48 E yilda 20 pkt A
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2.2.2. Immunohistokimya Prosediirii

I. Dokularin Deparafinizasyonu

1) Etiivde 70C’de 1 saat bekletildi.
2) Isinmis ksilolde yarim saat bekletildi.
3) Etiivden ¢ikarildiktan sonra soguma islemi i¢in oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.
4) %9011k alkolde 1dakika
%70’lik alkolde 1dakika
%50’lik alkolde 1dakika
Distile suda 1-2 dakika bekletildi

1. Basamak

1) H,0O, blokaji ile endojen peroksidaz aktivasyonunun inhibisyonu igin
solusyonda 10dakika bekletildi.

2) Cesme suyunda 5 dakika bekletildi.

3) Antijen Retrival Solusyonu i¢inde diidiiklii tencerede 3 dakika kaynatildi.

4) Non spesifik boyanma inhibisyonu i¢in “Protein Block Solution” 10 dakika
uygulandi.

5) Primer antikor uygulandi (60 dakika)

6) PBS ile 3 defa yikama yapildi ve her yikama 5 dakika bekletildi.

7) Sekonder antikor uygulandi (15 dakika)

8) PBS ile yikand1 (3x5 dakika)

9) Streptavidin-peroksidaz kompleksi uyguland: (20 dakika)

10) PBS ile yikandi (3x5 dakika)

11) 10 dakika DAB uygulandi.

12) 1 dakika distile suda bekletildi.
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I11. Basamak: Hematoksilen Boyamasi

1) Hematoksilende 1 dakika

2) Distile suda 1dakika

3) %50’lik alkolde 1 dakika

4) %70’lik alkolde 1 dakika

5) %90’lik alkolde 1 dakika

6) Absolii alkol-ksilolde 1dakika
7) Ksilolde 10 dakika

Dokular 6ncelikle primer ve metastatik akciger adenokarsinomlu dokular seklinde
gruplandirildi. Poly-L-lysin kapli lamlara alinan doku kesitleri deparafinizasyon
isleminden sonra immunohistokimya (IHC) yontemi ile CYP1A1 (1:250), CYP1B1
(1:250), CYP2E1 (1:50) antikorlar1 boliim 2.2.2°de ayrintili olarak agiklanan
prosediire gore boyandi. IHC uygulanan preparatlar 151k mikroskobunda boyanma
siddetine bakilarak patologla birlikte degerlendirme yapildi ve fotograflari ¢ekildi.
Degerlendirme boyanma siddeti i¢in; boyanma yok (-), hafif boyanma (+1), orta

siddette boyanma (+2), siddetli boyanma (+3) olarak degerlendirme yapildi.
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3.ARASTIRMA BULGULARI

3.1. CYP izozimlerinin Primer ve Metastatik Kiigiik Hiicreli Disi Akciger

Kanser Dokularindaki Boyanma Siddetleri ve Dagilimlar:

3.1.1. CYP izozimlerinin Primer Dokulardaki Dagilimlar

CYP1Al, CYP1B1 ve CYP2E1 izozimlerinin kiigiik hiicrelidist akciger kanserli

dokulardaki dagilimlar1 Cizelge 8.’de verilmistir.

Cizelge 8.CYP izozimlerinin primer KHDAK dokularindaki dagilimi

Boyanma Ornek Yiizde Omek  Yiizde Omek Yiizde
derecesi say1st % sayist % sayist %
n n n
(-) Negatif 4 13.3 12 40 5 16,6
(+1)Hafif 5 16,6 5 16,6 4 13,3
(+2)Orta 10 33,3 8 26,6 5 16,6
(+3)Siddetli 11 36,6 5 16,6 16 53,3
30 100 30 100 30 100

30 KHDAK °li dokuda CYP1A1 izoziminin boyanma siddetlerine bakildiginda 4
(%13,3) iinde negatif boyanma gostermis, 5 (%16,6) inde hafif siddette boyanma
gostermis, 10 (%33,3) unda orta siddette boyanma gostermis ve 11 (%36,6)inde
siddetli boyanma saptanmistir.( Cizelge 8) (Sekil 2)

CYP1B1 izozimindeki boyanma siddetleri 12 (%40,0) inde negatif boyanma, 5
(%16,6) inde hafif siddette boyanma, 8 (%26,6) inde orta siddette boyanma ve
5(%16,6) siddetli boyanma saptanmustir.( Cizelge 8) (Sekil 2)
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CYP2E1 izozimindeki boyanma siddetleri 5(%16,6) sinda negatif boyanma, 4
(%13,3) iinde hafif siddette boyanma, 5(%16,6) inde orta siddetli boyanma,16
(%53,3) sinda siddetli boyanma saptanmuistir. (Cizelge 8) (Sekil 2)

Sekil 2. CYP izozimlerinin primer KHDAK dokularinda immiinohistokimyasal
boyanma goriintilleri Ust Sol: CYP1Al izoziminin immiinohistokimyasal
boyanmasi (x20) Ust Sag: CYP1B1 izoziminin immiinohistokimyasal boyanmasi
(x20) Alt sol: CYP2E1 izoziminin immiinohistokimyasal boyanmasi (x20)
Alt Sag: negatif boyanmasi (x20)
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3.1.2. CYP izozimlerinin Metastatik Dokulardaki Dagihmlar:

CYPIAI, CYPIB1 ve CYP2EI izozimlerinin kiigiik hiicrelidis1 akciger kanserli
dokulardaki dagilimlari Cizelge 9.’de verilmistir.

Cizelge 9. CYP izozimlerinin metastatik KHDAK dokularindaki dagilimi

Boyanma Ornek Yiizde  Ornek Yiizde  Ornek Yiizde
derecesi say1st % sayist % sayist %
n n n
(-) Negatif 6 20 14 46,6 2 6,6
(+1)Hafif 3 10 11 36,6 8 26,6
(+2)Orta 6 20 4 13,3 7 23,3
(+3)Siddetli 15 50 1 3,3 13 43,3
30 100 30 100 30 100

30 KHAK’li dokuda CYP1A1 izoziminin boyanma siddetlerine bakildiginda 6 (%20)
sinda negatif boyanma gostermis, 3 (%10) iinde hafif siddette boyanma, 6(%20)sinda
orta siddetli boyanma, 15(%50) siddetli boyanma saptanmistir (Cizelge 9) (Sekil 3).

CYP1BL1 izozimindeki boyanma siddetleri 14 (%46,6) inde negatif boyanma, 11
(%36,6) inde hafif siddette boyanma, 4(%13,3)iinde orta siddetli boyanma,
1(%3,3)inde siddetli boyanma saptanmustir ( Cizelge 9) (Sekil 3).

CYP2E1 izozimindeki boyanma siddetleri 2 (%6,6) sinda negatif boyanma, 8
(%26,6) inde hafif siddette boyanma, 7(%23,3)sinde orta siddetli
boyanma, 13(%43,3)iinde siddetli boyanma saptanmistir (Cizelge 9) (Sekil 3).
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Sekil 3. CYP izozimlerinin metastatik KHDAK dokularinda
immiinohistokimyasal boyanma goriintiileri Ust Sol: CYP1A1 izoziminin
immiinohistokimyasal boyanmasi (x20) Ust Sag: CYPIBI izoziminin
immiinohistokimyasal boyanmasi (x20) Alt sol: CYP2E1 izoziminin
immiinohistokimyasal boyanmasi (x20) Alt Sag: negatif boyanmasi (x20)
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3.2 CYP izozimlerinin Primer ve Metastatik Kiiciik Hiicreli Disi Akciger

Adenokarsinom dokularinda karsilastirilmasi

Metastatik ve Primer Kiiglik Hiicreli Dist  Akciger Adenokarsinomlarinin
immunohistokimya sonuglarina baktigimizda CYPIA1l izoziminin 11 hastada
(%36,6), CYP1B1 izoziminin 7 hastada (%23,3), CYP2EL1 izoziminin ise 10 hastada
(%33,3) protein ifadesinin metastatik dokularda primer dokulara oranla fazla oldugu
goriildii (gizelge 10). Ayrica CYP1A, CYP1B1 ve CYP2EI izozimlerinin sirasiyla
12 hastada (%40,0), 14 hastada (%46,6) ve 7 hastada (%23,3) protein ifadesinin

primer dokularda metastaza oranla daha fazla oldugu goriildi (Cizelge 11).

CYP1Al izoziminin primer ve metastatik hastalardaki protein ekspresyonlarinin
dagilimi sekil 4 de gosterilmistir. CYPIB1 izoziminin primer ve metastatik
hastalardaki protein ekspresyonlarinin dagilimi sekil 5 de gosterilmistir. CYP2E1
izoziminin primer ve metastatik hastalardaki protein ekspresyonlarinin dagilimi sekil

6 da gosterilmistir.

CIZELGE 10. CYP izozimlerinin primer dokularda metastatik dokulara oranla daha

fazla eksprese olmus hasta sayis1

CYP1Al CYP1B1 CYP2E1
Total Primer (n) %  Primer (n) %  Primer (n) %
(n)
KHAK 30 11 36,6 7 23,3 10 33,3

Boyanma skorlari, pozitif boyanmig primer ve metastatik akciger kanser hiicrelerin
boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ekspresyonu
gorilmeyen, 1; hafif siddette protein ekspresyonu, 2; orta siddette protein

ekspresyonu ve 3; siddetli protein ekspresyonu seklinde derecelendirildi.
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CIZELGE 11. CYP izozimlerinin metastatik dokularda primer dokulara oranla daha

fazla eksprese olmus hasta sayisi

CYP1A1l CYP1B1 CYP2E1
Total Metastatik % Metastatik % Metastatik(n) %
(n) (n) (n)
KHAK 30 12 40 14 46.6 7 23.3

Yapilan istatiksel analizde primer ve metastatik akciger kanserli dokularda CYP1A1,
CYPIB1 ve CYP2E1 izozimlerinin ekspresyon farkliliklar1 incelendiginde
istatistiksel olarak iki grup arasinda bir fark goriilmedi (p=0,6309; 0,1624; 0,7450;
>0,05 )(Cizelge 12)
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m CYP1A1 PRIMER

m CYP1A1 METASTATIK
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9€6¢ET
8¢S
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S8T€E
PSet

Sekil 4. KHDAK’ 1 hastalarin Primer ve Metastatik dokularinda CYP1A1 izoziminin protein ifadesi
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m CYP1B1 PRIMER

m CYP1B1 METASTATIK
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Sekil 5. KHDAK’l1 hastalarin Primer ve Metastatik dokularinda CYP1B1 izoziminin protein ifadesi
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m CYP2E1 PRIMER

m CYP2E1 METASTATIK
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Sekil 6. KHDAK’I1 hastalarin Primer ve Metastatik dokularinda CYP2E1 izoziminin protein ifadesi
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Cizelge 12. KHDAK Hastalarin Primer ve Metastatik dokularinda CYP izozimlerinin protein ifadeleri

KHDAK

CYP1A1 CYP1B1 CYP2E1
n
Toplam P/M* P/M P/M
Primer Metastatik [P Primer [Metastatik Primer Metastatik
P degeri P degeri
degeri
1.933+0.191 | 2,00+0,220 | 0,9665 1,20£2,11 | 0,73+0,51 1,643 2,067+£0,21412,033+0,182 1,016
30
(0-3) (0-3) p=0,6309 (0-3) (0-3) p=0,162 (0-3) (0-3) p=0,745

Boyanma skorlari, ayni1 hastalara ait primer akciger adenokarsinomlu ve metastatik akciger adenokarsinomlu hiicrelerin boyanma

siddetine gore hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ifadesi goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi

ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Primer ve Metastatik dokular arasindaki protein ifadelerin farkliliklart Mann-

Whitney U Test ile %95°lik giivenilirlik diizeyinde incelendi.

** P degeri 0,05 den kiiclik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Primer / Metastatik orani
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3.3. CYP izozimlerinin Klinik Parametrelerle Karsilastirilmasi

Calismadaki hastalara ait yas, sigara kullanim durumu, tiiméor evre ile ilgili bilgiler ¢izelge 13, cizelge 14, gizelge 15°de verilmistir.

Bu veriler ile CYP izozimlerinin tiimorlii dokulardaki ekspresyonlar1 arasindaki iliskiler arastirilmistir.

Yapilan bu ¢alismada yas ile CYP1Al, CYP1B1 ile CYP2E1 izozimlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptanamamustir. (p>0,005) (Cizelge 13)

Cizelge 13. CYP izozimlerinin yas ile karsilagtirilmasi

CYP1A1 CYP1B1 CYP2El

YAS Pearson -0.124 -0.015 0.291
Correlation
Sig. (2-tailed) 0.512 0.938 0.119
N 30 30 30
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Cizelge 14. CYP izozimlerinin sigara i¢imi ile karsilastirimast

SIGARA Pearson -0.060 0.029 -0.336
Correlation
Sig. (2-tailed) 0.754 0.879 0.070
N 30 30 30

Cizelge 15. CYP izozimlerinin tiimdr evresi ile karsilastirimasi

TUMOR_EVRE Pearson 0.184 0.232 0.318
Correlation
Sig. (2-tailed) 0.329 0.217 0.086
N 30 30 30

Yapilan bu ¢alismadaki 30 hastanin 10 tanesi hi¢ sigara kullanmamig(%34) ancak 20 hasta(%66) ise hastaligin teshisi konuluncaya
kadar sigara i¢mistir. Sigara icen ve sigara igmeyen seklinde ayirim yapilarak yapilan degerlendirme neticesinde sigara i¢imi ile
izozimlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0,005)(Cizelgel4). CYP

izozimlerinin ekspresyon diizeyleri timor evre ile istatistiksel olarak iliskilendirilememistir (p>0,005)(Cizelge15).



4.SONUCLAR VE TARTISMA

Kompleks bir sistem olan detoksifikasyon mekanizmasi ayrintili  olarak
incelendiginde; toksik etkiden korunmanin, o maddenin aktif metaboliti ile
detoksifikasyonu arasindaki dengeye bagli oldugu anlasilmistir. Aktif metabolit
olusumu ile detoksifikasyonun hizlar1 arasinda denge mevcut oldugu siirece hiicre
hasar1 goriilmez. Bu dengenin bozulmasi halinde yani; aktif metabolit olusumu artar
ve/veya detoksifikasyon kapasitesi azalirsa toksik etki goriiliir ve sonugta da DNA ve
doku hasari, patolojik bir 6liim sekli olan nekroz, hiicre yaslanmasi, kanser gibi

cesitli hastaliklar olusur.

Bu gevresel karsinojenler, endojen molekiiller ve prokarsinojen molekiillerin viicutta
olusturdugu toksik etki ksenobiyotik mekanizmasinda gorevli enzimler araciliiyla
en aza indirgenmeye calisilmaktadir. Akciger kanseri olusumundan sorumlu en
biiyiik etiyolojik faktor olan sigara da bulunan PAH’lar ve nitrozamin tiirevleri
akciger kanserini, mortalitesi ve insidansi en yiiksek kanser tiirii yapmistir. Bu
nedenledir ki, karsinojenlerin zararl etkilerinden korunmada ve kanser olusumunda

ksenobiyotik mekanizmasinin rollerinin ayrintili bir sekilde incelenmesi gerekir.

Bu amagla yapilan tez caligmasinda KHDAK’l1 30 hastanin primer ve metastatik
dokular1 arasinda CYP1A1l, CYPIB1 ve CYP2E1 izozimlerinin protein ifadelerinin
farkliliklar1  incelenmis ve bu kanser olusumunda ksenobiyotik ve ilag

metabolizmasinda gorev alan bu enzimlerin rolleri aydinlatilmaya calisilmistir.

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarda, CYPIA1 izoziminin 11 hastada
(%36,6), CYP1BL1 izoziminin 7 hastada (%23,3) ve CYP2E1 izoziminin 10 hastada
(33,3) protein ifadesinin primer dokularda metastatik dokulara oranla daha fazla
eksprese oldugu goriildii. Calismada, CYPIA1 izoziminin 12 hastada ( %40) ,
CYP1B1 izoziminin 14 hastada (46,6) CYP2EL izoziminin ise 7 hastada (% 23,3)
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protein ifadesinin metastaik dokularda primer dokulara oranla daha fazla eksprese

oldugu goriildii.

Bu amagla yapilan tez ¢calismasinda birinde, Anttila ve ark. [32] yaptiklari ¢alismada
sigara igen 57 akciger kanserli hastada immiinohistokimya yontemi ile CYP1A1 ve
CPY1AZ2 izoenzimlerinin normal dokularda negatif boyanirken, kanserli dokularda
pozitif boyandiginm1 gostermislerdir. Nitekim bizim g¢alismamizda da 30 hastanin

26’sinda CYP1A1 izoziminde pozitif boyanma gozlenmistir.

Oyama ve ark [33] 78 kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli (KHDAK ) hastalarda
CYP1Al, CYP2A6, CYP2E1, CYP3A izoenzimlerinin ekspresyonlarini
immiinohistokimya, western blotlama ve Real-time PCR yontemlerini kullanarak
incelemislerdir. Yaptiklar1 bu calismada dort CYP izoenziminin de ekspresyonunu
ozellikle erken evre adenokarsinomda daha yiiksek oldugu fakat squamoz hiicreli
kanserde ise yiiksek olmadigini belirtmislerdir. ileri evredeki KHDAK hastalarinda
CYP izozimlerini eksprese eden hastalarin sag kalimmin daha kisa oldugunu
gostermislerdir. Bizim calismamizda da paralel olarak erken evre adenokarsinomda
30 hastada 26’sinda CYPIA1 ve 25’inde CYP2E1 izozimlerinin yliksek oldugu

gosterilmistir.

Spivack ve ark. [34] CYPI1BI1 izoenzimi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismalarinda Western
Blotting ve (PCR) tekniklerini kullanmiglardir. On alt1 akciger kanserli hastada
CYPIBI1 ekspresyonunun tiimorlii dokuda normal akciger dokusuna gore daha
yiiksek oldugunu gostermislerdir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada da 30 hastanin

18’inde CYPI1BI1 izoziminde pozitif boyanma gozlenmistir.
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CYPIA1l ve CYPIBI izozimlerinin akciger kanserindeki Onemini gosteren
calismalardan biri olan Anttila ve ark nin [32]yaptiklar1 ¢alismada 57 akciger
kanserli hastada immunohistokimya yontemi ile bu izozimlerin normal dokularda
negatif boyanma gosterdigini fakat kanserli dokularda pozitif boyanma gosterdigini

ve bunun da PAH metabolizmast ile ilgili oldugunu aciklamislardir.

Kili¢ yaptig1 doktora tezi ¢alismasinda 39 adet KHDAK’li hasta dokusu ve bunlarin
normal periferal dokular1 kullanarak yaptig1 ¢alismada immiinohistokimya ve Real-
time PCR yontemlerini kullanmis ve sonugta yaklasik olarak KHDAK li hastalarin
tamaminda normal ve tiimorlii dokularinda CYP1B1 ve GSTP1 izozimlerinin protein
ifadelerinin agir1 yiikksek oldugunu ve bu enzimlerin asir1 ifadelerin yaninda
CYPI1A1, CYP2E1 ve GSTMI1 izozimlerinin protein ifadelerinin timorlii dokularda
normal dokulara oranla daha yiiksek oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundugunu
bildirmistir [38]. Yapmis oldugumuz bu caligmada da 30 hastanin 26’sinda
CYPI1AI, 25’inde CYP2E]1 izoziminde pozitif boyanma gozlenmistir.

Sonug¢ olarak yapilan bu tez calismasinda, bilindigi kadariyla literatiirde kiiciik
hiicrelidis1 akciger kanserinde primer ve metastatik dokularinda, CYP1A1, CYP1B1,
CYP2E1 izozimlerinin immunohistokimyasal ekspresyonlar1 ilk kez bir arada
calisilarak karsilagtirilmalarda bulunulmustur. Ayrica klinik bilgiler ile calisilan
izozimlerin iligkilendirilmeye c¢alisilmast sonucu hastalik ile prognostik faktorler

hakkinda bir izlenim sahibi olmamiza katkida bulunulmustur.
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