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OZET

CYP VE GST iZOZIMLERININ EKSPRESYONLARININ KUCUK HUCRELI AKCIGER
KANSERI DOKULARINDA ARASTIRILMASI

AYAZ YUKSEL, Aysegiil
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans tezi
Danigsman: Dog. Dr. Serpil Oguztiiziin
Subat 2015, 80 sayfa

Yirmi dokuz adet kii¢iikk hiicreli akciger kanserli hasta dokularinda, glutatyon-S-
transferaz (GST) pi(P1), GST mii(M1), GST teta(T1) ve sitokrom P450(CYP)1Al,
CYP1Bl’in immiinohistokimyasal bulgulari degerlendirildi. Bu hastalara ait dokular
boyanma siddetine gore karsilastirildiginda; CYP1AL izoziminin CYPB1, GSTM1,
GSTP1 ve GSTT1 izozimlerine gore daha fazla eksprese edildigi (p<0,05) tespit
edildi. Primer ve metastatik kii¢iik hiicreli akciger kanseri olarak iki gruba ayrilarak
yapilan degerlendirme sonucunda primer dokularda pozitiflik oranlart CYP1Al
(%71,43) ve CYP1B1 (%35,71), GSTM1 (%7,2), GSTP1 (%0) ve GSTT1 (%28,6)
olarak bulunmus olup metastatik dokulardaki pozitiflik oranlari ise CYP1AL (%80),
CYP1B1 (%60), GSTM1 (%13,3), GSTP1 (%6,7) and GSTT1 (%60) olarak
bulunmustur. Metastatik dokulardaki ekspresyon diizeyleri primer dokulardaki
ekpresyon diizeylerine gore daha yiiksekti. GST ve CYP izozimleri
immiinohistokimya sonuglari, klinik parametrelerle karsilastirildiginda; sigara i¢imi
ve cinsiyet ile CYP ve GST izozimlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulunamamistir. (p>0,005) Timor evresi ile CYP1AI
boyanma siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonde zayif bir iliski
saptanmistir.  (r=0,383 p=0,040).Tiimor evresi artttkca CYP1Al izoziminin
ekspresyonun diizeyi artmistir. Ancak CYP1B1, GSTM1, GSTP1l, GSTT1
izozimlerinin ekspresyon diizeyleri ile timor evresi arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iliski bulunamamistir. Yas ile CYP1A1,CYP1B1, GSTM1 ve GSTP1



izozimlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptanamamustir. (p>0,005) Yas ile GSTT1 izoziminin ekspresyon diizeyi arasinda
istatistiksel olarak anlamli, negatif yonde orta diizeyde bir iligski saptanmustir.

(r=-0,496 p=0,006). Yas ilerledik¢e GSTT izoziminin ekspresyonu azalmistir.

Anahtar kelimeler: Kiigiik hiicreli akciger kanseri, CYP, GST, immiinohistokimya



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTEIN EXPRESSIONS CYTOCHOROME P450 AND
GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE ISOENZYMES IN SMALL CELL LUNG
CARCINOMA

AYAZ YUKSEL, Aysegiil
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Doc. Dr. Serpil OGUZTUZUN
February 2015, 80 pages

For Glutathione-S-transferase (GST) pi(P), GST mu(M), GST theta(T) and
cytochrome P450 (CYP) 1A1, CYP1B1, immunohistochemical staining results were
evaluated in twenty-nine small cell lung carcinoma cases. When the tissues of these
cases were compared according to their staining intensities, CYP1ALl expression was
significantly higher than that of CYP1B1, GSTM1, GSTP1 and GSTT1. (p<0,05).
The CYP and GST expressions in primary group were; CYP1A1 (71,43%) CYP1B1
(35,71%); GSTM1(7,2%), GSTP1 (0%) and GSTTL1 (28,6%); in metastatic group,
CYP1Al (80%) CYP1B1 (60%); GSTM1(13,3%), GSTP1 (6,7%) and GSTT1
(60%); The isoenzyme expression of metastatic tissues was more than that of
primary tissues. When we compare the clinical parameters and immunohistochemical
staining results of CYP and GST isozymes, there is no significant relationship
between with smoking and gender and the expression levels(p>0,005). There was a
weak but statically significant positive correlation between tumor stage and CYP1A1
staining (r = 0.383 p = 0.040 ) but there was no relation between other isozymes and
tumor stage.(p>0,05)And also there was no statistically significant relation between
age and CYP1A1,CYP1B1,GSTM1 and GSTP expression levels(p>0,05) but there
was a moderate correlation in the negative direction (R = -0.496 p = 0.006) between

age and GSTT1 expression levels.

Keywords: Small cell lung cancer, CYP, GST, immunohistochemistry
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1.GIRIS

Hizla ilerleyen niifus artisinin gereksinimlerini karsilamak amaciyla teknoloji de
hizla ilerlemektedir. Ancak bu ilerlemenin dogaya verdigi zarar da yadsinamayacak
boyuttadir. Bilingsiz olarak tiikettigimiz doga insanogluna birtakim hastaliklarla
cevap vermektedir. Tagitlardan salinan egsoz gazi, 1sinmada kullandigimiz gazlar,
gidalarin raf Omiirlerinin uzamasi i¢in kullanilan gida katki maddeleri, genetigi
degistirilmis bitkisel ve hayvansal kaynakli besinlerin tiiketimi, teknolojik gelismeye
paralel hizla artan bilgisayar donanimlarinin kullaniminin artmast sonucu gevreye
yayilan radyasyon, dogal ekolojik ortamin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan mutajenik
bakteri ve virlislerin yayilimi, mesleki hastaliklarin artmasi, sigara ve alkol
tiketiminin artmasi, bagisiklik sistemindeki bozulmalar ve genetik faktorlerinde

etkisiyle kanser hastaliklar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Saglikli viicut hiicreleri boliinebilme kabiliyetine sahiptir. Viicudun belirli bir denge
halinde hayatin1 siirdiirebilmesi 6len hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin
onarilmasiyla bu 6zelliklerini kullanabilmesi seklinde gergeklesmektedir. Ancak bu
saglikli hiicreler sonsuz boliinemezler ve fonksiyonunu bitirdikten sonra apoptozise
ugrayarak programli bir sekilde 6liime giderler. Saglikli bir hiicrenin gerektigi yerde
ve gerektigi kadar boliinebilme yetenegi bulunur ve her hiicrenin de hayat1 boyunca
belli bir boliinme sayis1 vardir. Buna karsin kanser hiicreleri bu bilincini kaybederek
kontrolsiiz boliinmeye baslar ve cogalir. Kanser hiicreleri birikerek tiimorleri
olusturur ve normal dokulart tahrip ederler. Eger bu kanser hiicreleri kan veya lenf

dolagimi ile viicudun diger bolgelerine yayilirlarsa bu olaya da metastaz denir.

Buraya kadar verdigimiz bilgilerden sonra kanseri, endojen ve eksojen faktorlere
bagl olarak degisiklige ugramis hiicrelerin viicudun bir organ dokusunda kontrolsiiz
ve diizensiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu meydana gelen klinik goriiniimi, tedavisi
ve yaklagimi birbirinden farkli bir hastalik grubu olarak tanimlayabiliriz. [1,4]
Kanser hiicreninin gelisimi ve bu gelisimi etkileyen etkenler {i¢ asamada
siralanabilir. Birinci asama baglangi¢ asamasi olup kanserojen etkiye sahip kimyasal,

fiziksel ya da kalitsal etkenlerin etkisi ile hiicrenin yapisinda geri doniisiimsiiz



degisiklikler meydana gelir. Kimyasal karsinojenler olarak sigara, asbestos, arsenik,
benzen, kadmiyum, krom bilesikleri, nikel, aflatoksin, amin ve anilin boyalari,
katran, kloro metil eter, kloro etil siilfid, vinil klorid ve ilaglar sayilabilir. [2] Fiziksel
karsinojenler ise iyonize radyasyon, ultraviyole isinlar ve yabanci maddeler
sayilabilir. lkinci asama olan tetikleme asamasinda hormonlar, beslenme
aligkanliklar, sigara, alkol, gibi tetikleyen faktorlerin etkisi ile degisime ugramis
hiicrede daha fazla degisiklik meydana gelir. Ugiincii asama ise ilerleme asamasidir
ki bu asamada tiimoriin biiyiime hiz1 artar. Kanserin gelisiminin son asamasi

yayilimdir (metastaz) ve kanser hiicreleri diger doku ve organlara yayilim gosterirler.

Kanserin daha oOnce belirtilen karsinojenlere maruziyet sonucu yavas yavas
ilerleyerek daha ¢ok ileri yaslarda ortaya ¢iktigini sdylemek miimkiindiir. Bunun
sebebi ise viicudun mekanizmalaridir. Organizma i¢in yabancit olan kimyasal
maddelerin (ksenebiyotiklerin) kimyasal degisimlerine biyotransformasyon denir.
Genel olarak ksenebiyotiklerin veya metabolitlerin biyotransformasyon sonucu
toksisitesi azaliyor ya da ortadan kalkiyorsa bu olaya detoksifikasyon denir. [2]
(Sekil .1.1)
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1 1
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| LY |
1
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1 | Non-reaktif Metabolitler i
| DNA HASARI / |
1 . 1
' ELIMINASYON X
1 1

Sekil .1.1 Ksenobiyotik Metabolizmasi



Detoksifikasyon metabolizmasinda baglica iki enzim sistemi bulunur. Bunlardan I.
Faz enzim sistemi genellikle ksenebiyotiklere ve karsinojenlere karsi ilk enzimatik
savunmadir. |. Faz basamagindan ¢ikan iiriinler reaksiyona girdiklerinden daha aktif
ve toksik yapiya doniigtirler. Eger bu reaktif triinler Il. Faz enzim sisteminde
detoksifiye olmazlar ise proteinlere, RNA ve DNA vya zarar verebilirler. 1l. Faz
reaksiyonlart sonucu konjugasyonla polar hale gelen yabanci maddeler idrar, ter ve

safra yoluyla viicuttan atilir.[2]

Akciger kanseri diinyada en fazla dliimle sonuglanan kanser tiirlerinin basinda yer
almaktadir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ise akciger kanseri subtiplerinin
en agresif ve sigara ile en iligkili olan formudur. KHAK akciger kanseri subtiplerinin

smiflamasinda %20 lik boliimi kapsamaktadir.[3]

Bu tez galismasinda 6zellikle sigara i¢ciminin en fazla etken oldugu bildirilen kiigiik
hiicreli akciger kanserli (KHAK) hastalardan alinan parafine gomiilii doku
bloklarinda I. Faz enzim sistemi iiyelerinden SitokromP450(CYP450) enzimlerinden
CYP1A1 ve CYP1B1 izoenzimleri ile 1. Faz enzim sistemi tiyelerinden Glutatyon S
Transferaz (GST) enzimlerinden GSTM1, GSTP1 ve GSTT1 izoenzimlerinin
ekspresyonlarinin belirlenmesi ve elde edilen sonuglarin yas, cinsiyet, sigara
kullanimi, timor evresi parametreleriyle aralarindaki iliskilerin istatistiksel olarak

arastirilmasi amaglanmaktadir.

1.1 Akciger Kanserinde Etyoloji ve Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiiti(WHO) ve Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Kurumu’nca
yayinlanan 2014 Diinya Kanser Raporu verilerine gore; 2012 yili tamaminda 14,1
milyon yeni kanser vakasi ve 8,1 milyon kanser nedenli 6lim meydana gelmistir.
Insidans yoniinden diinyada en yaygin kanserler, akciger (1,52 milyon), meme (1,29
milyon), ve kolorektal (1,15 milyon) kanserleridir. Bes yil ve daha fazla sagkalim
stiresine bakildiginda 32,6 milyon kisinin kanser hastalig1 ile yasadigi saptanmustir.
Kotii prognoz nedeniyle akciger kanseri ayni zamanda en fazla 6liime (1,59 milyon)

neden olan kanserken onu karaciger kanseri (745.000 6liim), mide kanseri (723.000



6lim) ve meme kanseri (521.000 6liim) izlemistir. Gelismis {ilkelere nazaran, yeni
kanser vakalarmin %57’si ve Oliimlerin %65’1 az gelismis iilkelerde meydana
gelmektedir. 2014 yilindaki kanser vakalarmin yirmi yil iginde 22 milyona
ulagmasinin beklendigi raporda ayrica, 2012 yilina kadar cinsiyet bakimindan
erkeklerde kadinlara oranla daha yiiksek olan kanserin goriilme sikligi, bu tarihten
itibaren Ozellikle gelismis iilkeler basta olmak {izere yerini kadinlarda erkeklere
oranla daha fazla kanser vakasinin ve 6liimlerinin olduguna birakmustir. [1]

Tirkiye Cumhuriyeti Saghik Bakanligt Halk Saghgr Kurumu Kanser Daire
Bagkanligi’'nca yayinlanan verilere gore 2009 yilinda erkeklerde kanser insidansi
oran1 269,7/100000 Kkadinlardaki kanser insidansi oran ise 173,3/100000’dir.
(Sekil 1.2) [4]
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Sekil 1.2 Yasa Standardize Insidans Hizlarmn Cinsiyete Gore 2004-2009 Yillart
Arasindaki Dagilim1 (Birlesik Veri Tabani, 2004-2009) (Diinya Standart
Niifusu,100.000 Kiside)



2009 y1l1 verilerine gore Tirkiye’deki erkeklerde yasa standardize insidans hizlarina
(YSH) gore en ¢ok goriilen kanser tiirlerine bakildiginda; 66,0/100.000 ile en yiiksek
oranda goriilen kanser tiirii akciger kanserleri olmakla birlikte, bunu sirasiyla
36,1/100.000 YSH ile prostat, 21,4/100.000 YSH ile mesane, 21,0/100.000 YSH ile
kolorektal, 16,2/100.000 Y SH ile mide kanserleri izlemektedir. (Sekil 1.3) [4]
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Sekil 1.3 Erkeklerde En Sik Goriilen Ik 10 Kanserin Yasa Gére Standardize
Edilmis Hizlariin Dagilimlar1 (Birlesik Veri Tabani, 2009) (Diinya
Standart Niifusu, 100.000 Kiside)

Kadinlarda ise en yiiksek oranda gozlenen kanser tiirii 40,6/100.000 YSH ile meme
kanseri ve sirasiyla 18,6/100.000 YSH ile tiroid, 13,4/100.000 YSH ile kolorektal,
9,3/100.000 YSH ile uterus ve 8,1/100.000 YSH ile de akciger kanserleri
izlemektedir (Sekil 1.4) [4]
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Sekil 1.4 Kadinlarda En Sik Gériilen 1k 10 Kanserin Yasa Gore Standardize
Edilmis Hizlarimin Dagilimlart (Birlesik Veri Tabani, 2009) (Diinya
Standart Niifusu, 100.000 Kiside) [4]

Tiim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen bazi1 kanserlerin bu grup igindeki
yiizde dagilimlari incelendiginde %25,7 ile akciger kanserleri birinci sirada iken
sirastyla %11,8 prostat kanseri, %8 mesane kanseri oldugu bildirilmistir. Kadinlarda
ise yiizde dagilimlar incelendiginde ilk sirada %23,4 meme kanseri, %38,5 tiroid,

%7,9 kolorektal kanserler izlenmistir. (Sekil 1.5 - Sekil 1.6) [4]
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Sekil 1.5 Tiim Yas Gruplarindaki Erkeklerde En Sik Goriilen Bazi Kanserlerin Bu
Grup Icindeki Yiizde Dagilimlar1 [4]
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Sekil 1.6 Tiim Yas Gruplarindaki Kadinlarda En Sik Goriilen Baz1 Kanserlerin Bu
Grup Igindeki Yiizde Dagilimlari [4]



Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2010, 2011, 2012 yili istatistikleri incelendiginde
2012 yilinda en fazla 6liim %37,9 orani ile dolagim sistemi hastaliklar1 birinci sirada
yer alirken iken ikinci sirada %21,1 orani ile kanser hastaliklarinin yer aldigi
goriilmistiir. Malign neoplazm sonucu gergeklesen Oliimlerin %31,6 sin1 olusturan

akciger kanseri ise birinci sirada bulunmaktadir. [5]

2009 yil1 verilerine gore akciger kanseri evrelerinin yiizde dagilimlari incelendiginde
%15,7 lokalize, %26,4 bolgesel, %57,9 uzak yayilim gosterdigi bildirilmistir. [4]

W Lokalize

W Bolgesel

m Uzak yayihm

Sekil 1.7 Akciger Kanseri Evrelerinin Yiizde Dagilimlari [4]

Akciger kanserinde sagkalim genel olarak %10-15 oran ile bes yildir. Hastaligin
evresi ile sagkalim arasinda ters orant1 bulunur. Evre I’de bes yilda sagkalim orani
%60-70 olmasina ragmen evre I I'de %39-43 e diiserken Evre I11A’da ise %9-15 e ,
Evre 111B ve Evre IV de %5 in altina inmektedir. [6]

Akciger kanseri etyolojisinde rol alan faktorler sigara, asbest, radon gazi,
bis(klorometil) eter, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, krom, nikel ve organik

arsenik bilesikleri gibi diger karsinojenler ve ailesel genetik faktorler olarak



siralanabilir. En 6nemli faktor olan sigara akciger kanserlerinin yaklagik %80-90’-
indan sorumludur. Sigara i¢enler igmeyenlere gore 30 kat daha fazla risk altindadir.
Pasif i¢icilik ise akciger kanserine yakalanma riskini sigara igmeyenlere gore iki kat
artirir.[1] Sigara i¢imindeki risk sigara sayisi ve kullanim siiresine gore farklilik
gostermektedir. Fakat akciger kanserlerinin %10’ u hi¢ sigara igmeyenlerde ortaya
¢ikmaktadir; ancak Omiir boyu sigara igenlerden %15’inde akciger kanseri

gelismektedir. [7]

Ulkemizde asbeste maruziyet 6zellikle sigara icenlerde akciger kanseri riskini 90 kat
artirmaktadir. [12] WHO- Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) , her yil
diinyada kanser yapici maddeleri 6zelliklerine gore gruplara ayirmakta olup asbesti

de kesin kanserojen madde tanimlamasi ile 1A grubunda siniflandirmustir. [13]

Radon gazi etyolojide rol alan baska bir faktordiir. Radon dogal olarak toprak ve
kayalarda olan goriinmez, renksiz ve kokusuz radyoaktif bir gazdir. Akcigerlerde
hasara sebep olarak akciger kanserine gotiirebilir. Radyasyona maruziyet sigara
iciciligi ile birlikte akciger kanseri riskini artirir. Yapilan arastirmalar sonucu dizel
yakit trtinleri ve diger fosil yakitlar1 gibi havay:r kirleten bazi atiklar ile akciger
kanseri arasinda iliski tespit edilmis olup hava kirliligi de etyolojide farkli bir

faktordiir. [5]

Genetik faktorler bir baska etyolojik faktordiir. Akciger kanserinde ailesel risk artisi,
ilk olarak 1960’11 yillarda bildirilmistir.[4] Metabolizmada kullanilan bazi enzimlerin
kalitsal olarak daha aktif oldugu ve bu enzimlerin de karsinogenezde rol oynadigi
bilinmektedir. Sitokrom P450 sisteminin pargalar1 olan Aril Hidrokarbon Hidroksilaz
(AHH) sistemi ve Debrisoquin akciger kanseri ile iligkili iki kalitsal faktordir. AHH
enzim sistemleri polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 ve arilaminleri giicli
karsinojenlere aktive edebilir. Hiicrelerin bolinmesiyle ilgili iglevleri de olan ve
proto-onkogen olarak adlandirilan genler sigara dumani, radyasyon, kimyasal ajanlar
ve virilisler gibi eksojen etkenlerle onkogen haline gecerek karsinogenezde rol

aldiklar1 yapilan arastirmalar neticesinde anlagilmistir. [8]



Yapilan bir¢cok epidemiyolojik ¢alismada diyetle sebze aliminin akciger kanserinin
de dahil oldugu diger bazi kanser risklerini orta derecede diislirdiigii gosterilmistir.
Akciger kanserinde beta karotenin etkisi arastirilmis ve sigara igenlerde serum beta
karoten diizeyleri igmeyenlere gore daha diisiik seviyelerde bulunmustur. Vitamin A
eksikliginde akciger kanseri riski fazladir. Vitamin C ve selenyum eksikligi, siyah
cay, kolestrol de akciger kanserinden sorumlu tutulmustur. Ayrica diyetle retinol
alimmin da akciger kanseri olusumu ile iliskisi oldugu yapilan caligmalarla
gosterilmistir. [10-11] Yiiksek dozda E vitamini takviyesinin de artmis akciger riski

ile iliskili oldugu yapilan ¢alismada gosterilmistir. [9]

Motorlu tasitlarin egsoz gazi, yakit olarak kullanilan komiir dumani ve diger bazi
cevresel faktorlerle olusan hava kirliliginin de akciger kanseri etyolojisinde %l
oraninda rolii vardir. Kirsal kesimde yasayan kisilerde kentsel yasama gore daha

diisiik oranda kanser riski oldugu goriildiigii bildirilmistir. [19]

1.1.2 Akciger Kanserinde Histopatoloji

Diinya Saglik orgiiti (WHO) 1967 yilinda bugiin kullanilan simiflamanin esasini
yapmustir. Bu smiflama daha sonra 1982, 1999 ve 2004 yillarinda sigara igme
aligkanliklarindaki farklilagsmalar sonucu tiim diinyada akciger kanseri insidansi ve
mortalitesini degistirmesinden dolayr WHO tarafindan gozden gecirilerek bugiin
yaygin olarak kullanilan halini almistir. Buna gére 2004 yilinda WHO tarafindan
yapilan patolojik siniflandirma Cizelge 1.1°de verilmistir. [14]
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Cizelge 1.1 Akciger tiimorlerinin diinya saglik orgiitli histopatolojik siniflandirmast:

AKCIGER KANSERININ MALIGN EPITELYAL TUMORLERIi

1. Skuaméz hiicreli karsinom
Papiller

Berrak hiicreli (clear cell)
Kiigtik hiicreli (small cell)
Bazaloid

2. Kiiciik hiicreli karsinom
Kombine kiigiik hiicreli

3. Adenokarsinom

Adenokarsinom, mikst subtip

Asiner adenokarsinom

Papiller adenokarsinom
Bronkoalveoler karsinom
Nonmiisindz

Miisindz (goblet hiicreli tip)

Mikst (miisindz ve nonmiisingz)
Miisin salgilayan solid adenokarsinom
Fetal

Kolloid

Miisindz kistadenokarsinom

Tasli hiicreli adenokarsinom

Berrak hiicreli adenokarsinom (clear cell)

4. Biiyiik hiicreli karsinom
Noroendokrin karsinom
Bazaloid
Lenfoepitelyomaya benzeri karsinom
Berrak hiicreli (clear cell)
Rabdoid tip

5. Adenoskuamoéz karsinom

6. Sarkomatoid karsinomlar
Pleomorfik
Spindle cell
Giant cell
Karsinosarkom
Pulmoner blastom

7. Karsinoid tiimor
Tipik/atipik

8. Tiikriik bezi tip
Mukoepidermoid
Adenoid kistik,
Epitelyal-myoepitelyal karsinom

9. Pre invaziv lezyonlar
Skuamoz hiicreli insitu karsinom
Atipik adenomatoz hiperplazi
Diffiiz idiyopatik pulmoner
Noroendokrin hiicre hiperplazisi

11




Akciger kanserlerinin neredeyse tamami karsinomlardir. Tiim akciger kanserlerinin
%151 kiiglik hiicreli karsinomlar, %9’u biiyiik hiicreli/undifferensiye karsinomlar,
%25-44’1 epidermoid karsinom, %?28-42’si adenokarsinom ve %1-2’si karsinoid
tiimorlerden olustur. Geri kalan %2’den az kisim ise akcigerin nadir tiimorleridir.[15]
Akciger ve plevra tiimdrlerinin patolojik siniflandirilmasinda, 2011 yil1 subat ayinda
“Journal of Thoracic Oncology” de IASLC/ATS/ERS tarafindan yayinlanan
adenokarsinomanim yeni siniflamas1 disinda halen Diinya Saglik Orgiitii’niin 2004
siniflamasi kullanilmaktadir. Bu siniflamada akcigerin en sik goriilen tiimorleri olan
akciger kanserleri malign epitelyal tiimorler bagligi altinda toplanmaktadir. Bu baslik
altinda 9 ayn alt baslik ve ¢ok sayida antite bulunmakla birlikte tedavi i¢in en temel
nokta, kiiclik hiicreli karsinoma ile kiiclik hiicreli dis1 karsinomalarin birbirinden
ayrilmasidir. Akciger Karsinomlarinin %85°den fazlasini 2 major tip kiigiik hiicreli
dist akciger karsinomu olusturmaktadir. Bunlar non-skuamoz karsinomlar
(Adenokarsinom, Biiyiik hiicreli karsinom ve diger subtipler) ve skuamdz hiicreli
karsinomlardir. Akciger kanserlerinin geri kalan1 (yaklasik %15) ise kiigiik hiicreli

karsinomdur. [16]

1.1.2.1. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

Tim akciger kanserlerinin %15-20° sini olusturan bu kanser tiiriiniin 2/3 # toraks
disinda belirgin, genellikle metastatik hastalikla gelir. Santral yerlesimli ve agresiftir.
KHAK ‘lerinin %90°’1 brong mukozasinda néroendokrin orijinli tiimdrden meydana
gelir. [6] KHDAK’ ne gore daha hizli iki katina ¢ikma hizi vardir, daha yiiksek
biiyiime fraksiyonuna Sahiptir ve yaygin metastazlar daha sik goriilmektedir. En sik
kars1 akciger, karaciger, bobrek iistii bezleri ve kemiklere metastaz yapar. [20]
KHAK’ nde sigara en onemli faktdor olmakla birlikte diger akciger kanseri
subtiplerinde oldugu gibi bu tipte de ¢evresel ve genetik faktorlerde KHAK nin
gelisiminde Onemlidir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilmesinin sebebi
sigara i¢imi ile yakin iliskisi bulunmasindan ileri gelmektedir. Erken evrede hiler ve
mediastinal lenf nodu tutulumu ile seyreder. Cok hizli biiyiirler; erken donemde
hematojen metastaz yaparlar. Diger akciger kanseri alt tiplerinden ayiran onemli

unsurlar klinik ve morfolojik &zellikleri ile kemoterapi ve radyoterapiye duyarl
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oluslaridir. Kiiglik oval, yuvarlak, lenfositten biraz biiyiik, dar sitoplazmali,
hiperkromatik niiveli, niikleolii olmayan ya da ¢ok kiiciik olan kiiclik hiicrelerden
olusmasi bu tip kanserin en karakteristik 6zelligidir. Mitoz sayis1 fazladir ve niikleer
molding belirgindir Erken evrede tespit edilen KHAK’ne cerrahi uygulama
yapilabilir. ikiye katlanma zamani yaklasik 30 giindiir. Tedavi edilmediklerinde
ortalama yasam siiresi 6-17 haftadir. TNM evreleme sisteminin 7.dlizenlemesinde
KHAK icin diger akciger kanseri alt tiplerinde oldugu gibi TNM evrelemesi
kullanilmaktadir ancak giinliik pratikte daha fazla ‘Veterans Administration Lung
cancer study Group’ (VALG) tarafindan inoperabl KHAK i¢in gelistirilen sinirli ve
yaygin hastalik olarak siiflandirilan ikili sistem tercih edilmektedir. Sinirli hastalik
bir hemitoraksla smirli, bolgesel lenf nodu metastazi olan KHAK olarak
tanimlanabilir. (TNM sistemine gore; Evre: 1, II, IIT) Olgularin %20-40" 1 bu evrede
basvururlar. Yaygin hastalik ise sinirl hastaligi asmis, uzak metastaz yapmis KHAK

dir. (TNM sistemine gore; Evre: V) Olgularin % 60- 80’i bu evrededir. [18]

1.1.2.2. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Tiim akciger kanserlerinin %80-85 ini olusturan bu grup koken aldig1 hiicre tipine
gore li¢ alt tipe ayrilir. KHAK’ne gore daha az agresif seyreder ve metastaz

yoniinden daha yavastir.

1.1.2.2.1. Squamoz Hiicreli Karsinoma

Akciger kanserlerinin yaklasitk %35 lik kismini olusturur. Squaméz hiicreli
karsinoma 2/3 oranda santral yerlesimlidir ve siklikla sigara i¢en erkeklerde goriiliir.
Gelismeleri goreceli olarak yavastir ve ge¢ metastaz yapma egilimindedirler. Onceki
caligmalarda bu hiicre tipindeki tiimorlerin akciger santralinde ve adenokanserlerin
periferde olusma egilimi oldugu diisiiniiliirken yeni ¢alismalarda her iki tip tiimoriin
de benzer lokalizasyonlar gosterdigi ifade edilmektedir. Diger tiplere gore squamoz
hiicreli kanserler lokal kalma egilimi gosterirler. Tedavilerden sonra da lokal

tekrarlamalar daha fazladir. Peribronsial ve intrabrongial yayilirlar. Peribronsial
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yayilimda, tiimor brons liimenini digsaridan bastya ugratarak endobronsial mukoza
normal olmasina ragmen gec¢ evrede tikanikligin derecesine bagli olarak brong
obstriiksiyonu bulgular1 olusturur. Periferik yerlesimli squamoz hiicreli karsinomada

%20 oraninda tiimor nekrozuna bagli kavite (break down) izlenir. [23]

1.1.2.2.2 Adenokarsinoma

Akciger kanserlerinin yaklasik %30-50’sini olusturur. Sigara i¢meyenlerde ve
kadinlarda en sik goriilen tip adenokarsinomdur. Bu tip tiimdrler ¢ogunlukla
akcigerde skatris bulunan alanlarda ve kronik interstisiyel fibrozis odaklarinda
gelisir. Bilylime hiz1 squamdz hiicreli karsinomadan daha fazladir, genis hacimlere

ulagabilir. Nadiren kavitelesebilir. Adenokarsinomlarda lenf nodu metastazi siktir.

1.1.2.2.3. Biiyiik Hiicreli Karsinoma

Santral veya periferik yerlesimli olabilir ve %35 oraninda goriiliir. Erken metastaz
yapma egiliminde oldugu i¢in prognozu diger akciger karsinomlarina gbére daha

katiidir. Periferik yerlesimli olanlarinda %35 oraninda kavitelesme gortilebilir.

1.1.3. Evrelendirme

Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi akciger kanserinde de evrelendirme hastaligin
hem tedavisi hem de hastanin sagkaliminin 6ngoriilmesi acisindan oldukca 6nemli
bir yer tutmaktadir. Akciger kanserli olgularin degerlendirilmesinde kullanilan
yonteme gore ¢esitli evreleme tipleri tanimlanmig olup Cizelge 1.2° de bu evreleme

tipleri gosterilmistir. [21]
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Cizelge 1.2 Evreleme Tiirleri [21]

c Klinik Evreleme Tedavi uygulamadan oOnce fiziki muayene,
goriintiileme yontemleri, bronkoskopi,

mediastinoskopi vs. ile evreleme

p Patolojik evreleme Rezeksiyon sonrasi patologun degerlendirmesi

ile yapilan evreleme

y Yeniden evreleme Bir kisim ya da tiim tedavi mortalitesini takiben

yeniden evreleme

r Rekiirens evreleme Niiks tiimorlerde yeniden evreleme

a Otopsi evrelemesi Otopsi esnasinda yapilan evreleme

Akciger kanserinde sagkalimin en onde gelen belirtecinin tiimdriin evresi oldugu
hatta bunun histopatolojik tipinden daha o6nemli oldugu belirtilmistir.[22]
Evrelendirme primer tiimdriin biliylkligi ve yayilimina(T), bolgesel lenf bezi
tutulumuna(N), uzak metastaz varligina(M) dayanan TNM evrelendirmesi kullanilir.
TNM sistemi ilk kez 1946 yilinda Denoix tarafindan 6nerilmis olup 1966 ve 1973
yillarinda Uluslararas1 Kanser Miicadele Birligi (UICC) ve Amerikan Kanser Birligi
(AJCC) tarafindan akciger kanserlerine uyarlanmistir. TNM simiflamasi, histolojik
alttiplerdeki prognoz farkliliklar1 olmasindan dolay1 yetersiz kalmis ve UICC ve
AJCC tarafindan 1996 yilinda yeni bir evreleme sistemi gelistirilmistir. Akciger
kanserinde kullanilmakta olan yedinci TNM siniflamast 2009 yilinda yaymlanmis

olup Cizelge 1.3’ te gosterilmistir. [22]
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Cizelge 1.3 Akciger Kanserlerinin 7.TNM Smiflamasi [22]

T Faktorii (Primer Tiimor)

T Balgam ya da bronkoalveoler lavaj sitolojisinde malign hiicreler tespit edilmekte
fakat goriintiileme yontemleri ya da bronkoskopide timor gosterilemiyor.

TO Primer tiimor kanit1 yok

Tis Karsinoma in situ

T1 Timor en biiyiik ¢gap1 < 3 cm, akciger ya da visseral plevra ile ¢evrili,lober
bronsun daha proksimaline invazyon bulgusu yok
Tla : Timdr en biiylik capt < 2cm
T1b : 2cm< tiimdr en biiylik ¢ap1 < 3cm

T2 3cm <tlimor en biiyiik ¢ap1 < 7cm, karinaya 2cm ve daha fazla uzaklikta ana
brong tutulumu, visseral plevra invazyonu, hilusa uzanan fakat tiim akcigeri
kapsamayan obstriiktif atelektazi ya da pnomoni
T2a: 3cm< tiimdr en biiyiik cap1 < Scm
T2b : Scm< tiimor en biiyiik ¢ap1 < 7cm

T3 Tiimdr en biiyiik ¢cap1 <7 cm, gdgiis duvari, diyafragma,frenik sinir, mediastinal
plevra, parietal perikard invazyonu, ana bronsun karinaya 2 cm den daha az
yakinlikta invazyonu, tiim akcigeri kapsayan total atelektazi ya da obstriiktif
pndmoni, ayni1 lobta tiimérdenanotomik olarak ayri tiimor nodiilleri varlig

T4 Herhangi bir boyuttaki tlimor mediasten, kalp, biliylik damar, trakea, rekiinnen
laringeal sinir, vertebra korpusu, karina, ayni taraf farkli lopta tiimér nodiil yada
nodiilleri varhigi

N Faktorii

Nx Bolgesel lenf nodlarinin degerlendirilememesi

NO Bolgesel lenf nodu tutulumu yok

N1 Ayni taraf hiler, peribronsiyal, interlober, lober, segmental, subsegmental lenf
nodu tutulumu

N2 Subkarinal ve ipsilateral mediastinal lenf nodu

N3 Kontralateral mediastinal, ipsilateral ya da kontralateral skalen ve
supraklavikuler lenf nodu
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Cizelge 1.3 (Devam)

M Faktorii
Mx Metastaz degerlendirilemedi
MO Metastaz kanit1 yok

Mla Malign plevral efiizyon, malign perikardiyal efiizyon, malign plevral yayilim,

kontralateral akcigerde metastaz

M1b Uzak organ metastazi

Glinlimiizde tiim akciger kanserlerinde kullanilan evreleme Cizelge 1.4° te
gosterildigi sekliyle kabul edilmektedir. Ancak kiiciik hiicreli akciger kanserinde
onceki simiflamalarda smirli  ve yaygin  hastalik olarak iki  grupta
evrelendirilmekteydi. 1989 yilinda yaymlanan IASCL nin KHAK evreleme
Onerisinde timor bir hemitoraksta sinirli, sitolojide malignite tespit edilsin yada
edilmesin ipsilateral plevral efiizyon, ipsilateral ya da kontralateral hiler, mediastinal
ya da supraklavikular lenf nodu metastazi varliginda ‘simirh hastahk’, bu kapsamin

disindaki durumlar ise ‘yaygin hastalik’ olarak belirtilmistir. [17]

Cizelge 1.4 Akciger Kanserlerinde Evreleme [17]

Okiilt karsinom Tx NO M
Evre 0 Tis NO MO
Evre IA Tla,b NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre IIA Tla,b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Evre 1IB T2b N1 MO
T3 NO MO
Evre IlIA T1,2 N2 MO
T3 N1,2 MO
T4 NO,1 MO
Evrelll B T4 N2 MO
TimT N3 MO
Evre IV TiumT Tim N M1la,b
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1.1.4. Akciger Kanserinin molekiiler biyolojisi

Akciger kanseri gelisimi son derece kompleks molekiiler olaylara dayanmaktadir.
Protoonkogenlerin aktivasyonu ile tiimor supresor genlerinin inaktivasyonu kanser
gelisimde suglanan iki grup proteindir. Onkogenler protoonkogen denilen normal
hiicresel genlerin aktive olmasiyla gelisir. Hiicre sinyalizasyonu ve hiicre siklusu
kontroliinde 6nemli rolii olan protoonkogenlerin yapisal bir bolgesinde meydana
gelen bir degisiklik sonucu farkli fonksiyon gosteren bir protein sentezlenir.
Onkogen haline gelen genlerden akciger kanserinde en fazla suglananlar Ras ve Myc
ailesi onkogenleridir. Ras onkogenleri KHDAK’lerde daha ¢ok nokta mutasyonlar ile
rol alirken, Myc onkogenleri ise KHAK’de amplifikasyon ile rol oynar. K-Ras geni
KHDAK’lerin %15-50’sinde goriiliirken KHAK ’lerinde goriilme siklig1 daha azdir.
Yapilan galigmalar K-Ras geninin sigara i¢imi ile iligkili oldugunu gostermistir. C-
myc geni ise KHAK’lerinde %18-31 oranda, KHDAK lerinde ise %8-20 oranda
gozlenmektedir.[61-62] Timor supresor genlerden p53 ve Rb genlerine iliskin
degisiklikler de KHAK’lerinin %75-100 {inde goriilmektedir. Normal bir hiicrede
DNA hasari oldugunda p53 geni genomik stabiliteyi baglar ve hiicre sikliisiinii G1’de
inhibe ederek hiicreye tamir igin zaman kazandirir. Eger hasar tamir edilemiyorsa
hiicre apoptozise gider. P53 gen fonksiyon kaybi1 sonucu hiicre biiyiimesinin kontrolii
ortadan kalkarak DNA tamiri yapilmaksizin hiicre sikliisii kontrolsiiz bir sekilde
cogalmaya devam eder. P53 gen mutasyonlar1 karsinogenezin erken basamaklarinda

gortliir. Akciger kanserindeki p53 gen mutasyonlari sigara i¢imi ile iliskilidir. [61]
1.2. Ksenobiyotik Metabolizmasi

Cesitli ilaglar, gida eklentileri, kirlilik sonucu viicuda alinan kimyasal karsinojenler
ksenobiyotik olarak adlandirilir. Bu bilesiklerin ¢ogu insan viicudunda metabolize
olurlar. Bir ksenobiyotigin canli bir organizmada ugradigi kimyasal degisimlerin

tiimiine biyotransformasyon denir. [23]

Sekil 1.8°de gosterilen ksenobiyotik metabolizmasi i¢in iki ayr1 reaksiyon kullanilir.

Bunlardan 1. Faz reaksiyonlar1 oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz olaylarim
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icerirken; Il. Faz reaksiyonlar1 ise ¢esitli konjugasyon ve sentez olaylarim

icermektedir. [19]

Ksenobiyotik metabolizmasindaki bu iki fazin bastan sona amaci bu zararh
bilesiklerin polaritesini arttirarak suda ¢oziinebilen ve safra ile bobreklerden daha

kolay atilmalarini saglayan triinler haline dontistiirmektir. [20]

Ksenobiyotik Reaktif Toksik
metabolit olmayan
¥ metabolit

Makromolekiillere kovalent baglanma

v . ¥

Hapten Mutasyon
Hiicre hasari
v
L 4
Antikor uretimi Kanser

v

Hiicre hasari

Sekil 1.8 Bir ksenobiyotigin metabolizmasi [23]

1.2.1 1. Faz ve Il. Faz Reaksiyonlar:

Biyotransformasyonun en oOnemli yolunu olusturan l|.faz  reaksiyonlarindan
oksidasyon-rediiksiyon (redoks) reaksiyonlari Ve bunlar1 kataliz eden enzim
sistemleri ksenobiyotik metabolizmasinda genis yer tutar. Sitokrom P-450 enzim
sistemi ve karigik fonksiyonlu amin oksidaz enzimi bu sistemde 6nemli rol oynarlar.
Sitokrom P-450 bagimli monooksijenazlarin kataliz ettigi oksidasyon reaksiyonlari
olan alifatik hidroksilasyon, alifatik epoksidasyon, aromatik epoksidasyon ve
hidroksilasyon, dealkalizasyon, N-hidroksilasyon, deaminasyon, S-oksidasyon,
P-oksidasyon, desiilfiirasyon ve ester kirilmasi, oksidatif dehalojenasyon

reaksiyonlarinda substrata(RH) molekiiler oksijenin (O,) bir atomunu aktararak
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yiikseltgenmesini saglar(ROH) .Sonugta oksijenin diger atomu da su seklinde

indirgenir. Tiim bu reaksiyonlarda NADPH kullanilir. [2]

Rediiksiyon reaksiyonlarinda substrat 6zelligine gore, bu enzim sistemlerinden bir ya
da iki elektron alarak indirgenir. Rediiksiyon reaksiyonlar1 azo indirgenmesi,
aromatik nitro indirgenmesi, disiilfiirlerin indirgenmesi, keton ve aldehitlerin

indirgenmesi, siilfoksit indirgenmesi seklinde siralanabilir.

Hidroliz reaksiyonlarini kataliz eden enzimler esterazlar, amidazlar, epoksit hidrolaz
ve DDT-klorinaz enzimleri olarak siniflandirilabilirler. Esterazlar amidleri, amidazlar
esterleri hidroliz ederler. Mikrozomal esterazlar ksenobiotiklerin hidrolizini saglar.

I. Faz reaksiyonlart sonucu olusan metabolitler veya bircok dogal maddeler sentez
veya konjugasyon reaksiyonlar1 denilen Il. faz reaksiyonlar1 sonucu daha polar hale
gelerek viicuttan atilimlar1 kolaylasir ve toksisiteleri de azalir. Konjugasyon,

metilasyon, asetilasyon reaksiyonlari bu faz reaksiyonlarini olustururlar. [2]

Konjugasyon reaksiyonlari, kimyasal maddelerin organizmadaki endojen maddelerle
(glukuronik asit, metil grubu, siilfat, amino asitler ve asetil grubu) birlesmesi ile
gerceklesir.Metilasyon diger konjugasyon reaksiyonlarindan farklilik gosterir.
Metiltransferaz  enzimleri  reaksiyonu Kkataliz  ederler.  Ksenobiyotiklerin
metilasyonunda S-adenozilmetiyonin 6nemlidir. Asetilasyonda KoA ile endojen agil
grubu (asetil) aktive olur ve olusan asetil KoA ile ksenobiyotik konjuge olur.

Asetilasyonu N-asetil transferaz enzimleri kataliz eder.

Akciger kanserinde 6zellikle sorumlu tutulan sigarada Uluslararas1 Kanser Aragtirma
Merkezi(IARC) nin yayinladigi rapora gore karsinojenik etkisi kanitlanmig 55 adet
madde bulunmaktadir. [54] Insanlarda sigara bagimliligina karsinojen olmayan
nikotin sebep olmaktadir. Sigaradaki temel karsinojenler polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler ve nitrozo bilesiklerdir. Benzo(a)piren ise
PAH’ lar i¢inde en fazla calisilandir ve lokal uygulamada ya da inhalasyonla
maruziyette akciger kanseri riskini tetikledigi bilinmektedir. Benzo(a)pirenin sigara
dumanindaki miktar1 sigara bagina 20-10 ng’dir. Sigara karsinojenlerinden bir digeri

ise N-nitrozamin grubunda tiitiine 6zgii nitrozamin olan 4-metilnitrozamino-1-(3-
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piridil)-1-butanon (NNK)’un ise akcigerde oOzellikle adenom ve adenokarsinom
gelisimini indiikledigi arastirmalarla gosterilmistir. Sigara dumaninda bulunan NNK
miktar1 80-770 ng/sigara olarak tespit edilmis ve bu miktar akciger kanseri olusumu
i¢in oldukg¢a 6nemlidir. [55] Sigarada bulunan diger karsinojenleri ise 1,3-butadien,
etil karbamat, nikel, krom, kadmiyum, arsenik olarak siralayabiliriz ve bunlar da

akciger kanserini indiikleyen karsinojenler arasinda bulunur. [24]

NNK ve Benzo(a)pirenin etkileri biyoaktvasyon sonucu olusan metabolitlere
baghdir. BaP’in metabolik aktivasyonu sonucu 7,8-diol-9,10-epoksid(EPDE) ;
NNK’nin aktivasyonu sonucu ise 4-metilnitrozamino-1-(3-piridil)-1-butanol (NNAL)
metabolitleri olusur. Bu reaktif metabolitler DNA’ya kovalent baglanarak kanser
olusumunda rol oynayan DNA-adduct’larini olustururlar. [56-57] Olusan adductlar

hiicresel savunma mekanizmasini gecerek mutasyonlara sebep olmaktadir.

NNK ve Benzo(a)piren biyoaktivasyonunda I. Faz enzimlerinden CYP1Al ve
CYP1B1 izoenzimlerinin rolii biiyiiktiir. Reaksiyonlar sonucu olusan ara metabolitler
bir sonraki adim olan Il. Faz reaksiyonlar1 sonucu GST izoenzimleri ile detoksifiye
edilirler. [2,24]

Cizelge 1.5° te ksenobiyotik biyotranformasyonunda yer alan I. Faz  reaksiyon
tipleri ve baslica enzimler gosterilmektedir. Cizelge 1.6 da ksenobiyotik
biyotranformasyonunda yer alan 1l. Faz reaksiyon tipleri ve baslica enzimler

gosterilmektedir.
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Cizelge 1.5 1. Faz reaksiyon tipleri ve baslica enzimler [2]

REAKSIYON TiPLERIi

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

Cizelge 1.6 Il. Faz reaksiyon tipleri ve baglica enzimler [2]

REAKSIYON TIPLERI ENZIMLER

Konjugasyon Glukuronozil transferaz
Sulfotransferaz
Glutatyon S-transferaz
Glukozil transferaz
Tiyol transferaz
Amidsentezi (transagilaz)

Metilasyon O-, N-, S- metiltransferazlar

Asetilasyon N-asetiltransferaz
Aciltransferaz

Digerleri Silfiirtransferaz (rodanez)

22




1.2.2. Sitokrom P450 (CYP)

Sitokrom P-450 (CYP) monooksijenaz enzim sistemi, steroidler, yag asitleri,
prostaglandinler, lokotrienler ve diger birgok dogal bilesiklerin, karsinojenlerin,
mutajenlerin ve ilaglarin oksidatif metabolizmasinda goérev alan “heme-thiolate”
yapisinda protein enzimlerinden olusur. Yapisinda bulunan hem protein grubu ile
karbonmonoksit baglandiktan sonra 450 nm 151k dalga boyunda, absorbans

gosterdiginden dolay1 bu enzimlere Sitokrom P-450 enzimleri denilmistir.

CYP-450 enzimleri ile katalizlenen genel reaksiyon su sekilde gosterilmektedir.
NADPH + H*+0, + SH —»NADP * + H,0 + S-OH

CYP-450 sistemi, endojen ve eksojen kaynakli ¢esitli lipofilik bilesikleri metabolize
eden enzim ailesidir. [25] Bu enzimler matiir eritrosit ve iskelet kas1 hiicreleri disinda
tiim memeli hiicre tiplerinde ve prokaryotlarda bulunur.Bu enzim sistemi indiiksiyon
ve inhibisyon gibi sayisiz mekanizmalarla degisime ugrayabilir ve bireyler arasinda
farkli formlar1 ortaya c¢ikabilir.CYP-450 enzimleri, 400-530 amino asitten yapili
proteinler olup baz dizilim benzerliklerine gore farkli aileler iginde

siniflandirmaktadirlar.

Adlandirilmasinda %40’tan fazla sekans benzerligi bulunursa aileyi, ayni aile iginde
%355°ten fazla sekans benzerligi bulunursa alt aileyi tanimlar. Alt aile bir harf ile
gosterilir. Sonda bulunan numara ise enzimi kodlayan gendir. [27]

Insan CYP-450 enzimleri hiicrede membrana bagli proteinlerdir ve mitekondrinin ig
kisminda veya endoplasmik retikulumda yerlesiktirler. Bircok dokuda bulunurlar ve
hormon sentezinde de dnemli rolleri vardir. Insan Genom Projesinde CYP-450
enzimlerinin 50’nin tizerinde izoenziminin bulundugu bildirilmistir. [26] Bu genler

18 enzim ailesi ve 43 alt aile olarak eksprese edilirler. [25, 28] (Cizelge 1.7)
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Cizelge 1.7 Insan CYP 450 Enzim ailesi [25, 28]

AILE | FONKSIiYONU UYELERI ADLARI
Ilag ve s'ter01d (6zellikle Gstrojen) 3 altaile, 3 gen, 1 CYP1AL CYPIA2,
CYP1 | metabolizmasi, benzo(a)pyrene
o pseudogen CYP1B1
toksifikasyonu
CYP2A6, CYP2A7,
CYP2A13, CYP2BS,
CYP2C8, CYP2C9,
. . . 13 altaile, 16 gen, 16 CYP2C18, CYP2C19,
1l
CYP2 ac ve steroid metabolizmast pseudogen CYP2D6, CYP2EL
CYP2F1, CYP2J2,
CYP2R1, CYP2S1,
CYP2U1, CYP2W1
CYP3 Ilag ve steroid (testosteron dahil) 1 altaile, 4 gen, 2 CYP3A4, CYP3AG,
metabolizmasi pseudogen CYP3A7, CYP3A43
CYP4A11, CYP4A22,
CYP4B1, CYP4F2,
CYP4 aragidonik asit veya yag asitleri 6 altaile, 12 gene, 10 CYP4F3, CYP4FS8,
metabolizmasi pseudogen CYP4F11, CYP4F12,
CYP4F22, CYP4V?2,
CYP4X1, CYP4Z1
CYP5 | thromboxan A; sentezi laltaile, 1 gen CYP5A1
cypy | Safraasitlerinin biyosentezi, 7-alpha | e 5 enes CYP7AL, CYP7BL
hidroksilaz of steroid nucleus
CYPS P.rosta5|kllr1 sentezi, safra asitlerinin 2 altaile, 2 gen CYPSAL . CYP8BL
biyosentezi
I . . CYP11A1, CYP11B1,
CYP11 | steroid biyosentezi 2 altaile, 3 gen CYP11B2
Cypy7 | Steroid biyosentezi, 17-alpha 1 altaile, 1 gen CYP17A1
hidroksilaz
CYP19 | steroid biyosentezi 1 altaile, 1 gen CYP19A1
CYP20 | Fonksiyonu bilinmiyor 1 altaile, 1 gene CYP20A1
CYP21 | steroid biyosentezi 2 altaile, 1 gen, 1 CYP21A2
pseudogen
CYP24 | vitamin D degredasyonu 1 altaile, 1 gen CYP24A1
L . . CYP26A1, CYP26B1,
CYP26 | retinoik asit hidroksilaz 3 altaile, 3 gen CYP26CL
safra asitlerinin biyosentezi, vitamin . CYP27A1, CYP27B1,
Cyp2r D3 1-alpha hidroksilaz 3 altaile, 3 genes CYP27C1
CYP39 | 7-alpha hidroksilasyonu 1 altaile, 1 gen CYP39A1
CYP46 | Kolestrol 24-hidroksilaz 1 altaile, 1 gen CYP46A1
CYP51 | Kolestrol biyosentezi L altaile, 1 gen, 3 CYP51A1
pseudogen
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CYP-450 sistemi terapotik maddeleri inaktive veya aktive eder, kimyasal maddeleri
reaktif molekiillere doniistiirerek istenmeyen hiicre hasari, hiicre o6limi veya
mutasyon gibi olaylara sebep olur, steroid hormon sentezindeki bazi adimlara katilir

ve yag asidlerini metabolize ederler.

CYP-450 enzimlerinin  primer sentez yeri karacigerdir ancak diisiik
konsantrasyonlarda kalp, gastrointestinal bosluk, bobrek, akciger gibi ekstra hepatik
dokularda da sentezlenir. Ksenobiyotik metabolizmasinda 6zellikle CYP1, CYP2 ve
CYP3 enzimleri aktif rol oynar. [30]

1.2.2.1. CYP1 Gen Ailesi

Bu ailede CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1 olmak iizere {i¢ gen bulunur. CYP1A1 insan
karacigerinde  bulunmazken CYPIA2 ise karacigerde yiliksek oranda
bulunur.CYP1A2 karsinojen ve mutajenik madde olusumunda gorev alan temel
enzimdir.[31] Her ii¢ genin de transkripsiyonu AHR-ARNT (aril hidrokarbon
reseptor-aril hidrokarbon reseptor niiklear translokator) yolagi tarafindan kontrol
edilir. [32] Ayrica PAH (polisiklik aromatik hidrokarbon) ve sigara igimiyle de
uyarililar. [33] Ozellikle PAH metabolizmasinda DNA ya baglanirken aktifleserek
geri doniilmez hasarlara sebep vererek mutasyonlar ile kanser olusumunda etkisi
oldugu diistiniilmektedir. [34] CYP1A1 in sigara i¢imi ve PAH metabolizmasinda
yiiksek oranda uyarildigini yapilan ¢aligmalar ortaya ¢ikarmustir. [35] CYP1B1’in

insan tiimdrlerinde ekspresyonu yiiksektir.

CYPIA1 ve CYPIBI organik maddelerin tam yanmamalarindan olusan, sigara
dumaninda, kirli sehir havasinda, iste, komiir atesinde pismis ette, tiitsiilenmis ve
kavrulmus bazi besinlerde bulunan PAH’lar1 mutajenik ve karsinojenik etkili
metabolitlerine doniistiirtirler. PAH’lardan biri olan benzo(a)pireni (BaP) giiglii
karsinojenik metaboliti olan 7,8-dihidrodiol-9,10-epoksite (BPDE) doniistiiriir. Sekil

1.7 de benzo(a)pirenin metabolizmasi ayrintili olarak gosterilmistir. [89]
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Sekil 1.9 B(a)P metabolizmasinda CYP’lerin rolii [89]

1.2.2.1.2. CYP1B1 Gen Ailesi

CYPIBI’in insan tiimorlerinde ekspresyonu yiiksektir [68,69]. Murray ve
arkadaglarmin immunohistokimyasal ¢alismalarinda CYP1B1 proteinini beyin,
g0giis, over, kolon, akciger gibi farkli organ tiimérlerinde gostermisler, fakat normal
dokuda saptayamamislardir. [58]. CYPIB1’in PAH aktivasyonunda ve aromatik

hidroksilasyon aktivitesinde rolii oldugu bilinmektedir .[38]

1.2.3. Glutatyon ve Glutatyon S-Transferazlar

Ksenobiyotik metabolizmasinin genellikle detoksifikasyonla sonuglanan Il. faz
reaksiyonlarinda glutatyonla (GSH) konjugasyon sonucu; organizma elektrofilik
maddelerin ataklarindan korunur. GSH konjugasyon reaksiyonlarmin biiyiik kismi
glutatyon S-tranferaz (GST) denilen enzimler aracilifiyla gergeklesir. GST

izoenzimleri dokularin  oksidatif zarardan korunmasinda, ksenobiyotiklerin
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detoksifikasyonunda, ilag¢ direngliliginde, hiicre sinyalizasyonunda ve apoptoziste

onemli rolii olan ¢ok fonksiyonlu enzim grubudur. [39]

Glutatyon protein yapida olmayan, diisiik molekiiler agirlikli, hiicrede milimolar
derisimlerde ve bol miktarda bulunarak hiicreyi koruma kapasitesi oldukc¢a yiiksek
olan bir tiyoldiir. Glutatyon; glutamik asit(Glu), sistein(Cys) ve glisinden(Gly) olusur
ve Glu ile Cys arasindaki y-peptid bagi glutatyonu birgok peptidazin hidrolitik
etkisinden korur. Glutatyon, hiicrede primer olarak rediikte formda (GSH)
bulunur.Ancak okside kosullar altinda iki molekiill GSH arasinda disiilfid bagi
kurularak okside glutatyon (GSSG) olusur. [40-41] GSH’in hiicresel seviyesi -
glutamil transpeptidaz, aminoasit transporterlari, glutatyon sentetaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktazi igeren ¢oklu bir enzim sistemi tarafindan korunur.

[42] Glutatyon organizmada iki asamada meydana gelmektedir. [43]

L-Glutamin+L-SisteintATP  y-glutamilsisteinsentetaz R L-Glutamil-L-sistein+ADP+P

»

L-Glutamil-L-sistein+Glisin+ATP  glutatyon sentetaz _ L -Glutamil-L-sisteinilglisin+t ADP+P

»

Glutatyon S-Transferaz enzimleri elektrofilik merkez igeren bilesiklerle GSH’nu
baglayarak ana bilesikten daha az reaktif bir metabolit olusturur ve bdylece
detoksifikasyon ger¢eklesmis olur. Pestisitlerin, ¢evresel kirleticilerin, kemoterapide
kullanilan ilaglarin ve oksidatif tirtinlerin detoksifikasyonunda da GST izoenzimleri
rol almaktadir. Konjugasyon reaksiyonu i¢in gerekli fonksiyonel grupta bir C, bir N

veya bir S atomu bulunmalidir. [44-45]

Glutatyon S-transferazlar birgok kimyasal gruplarin detoksifikasyonunda yer alan bir
multigen ailesidir. Bu enzimler bitki, hayvan ve bakterileri kapsayan hemen tiim
canlt tiirlerinde bulunmaktadirlar. Hiicrede sitozolde veya mikrozomal kisimlarda
bulunabilirler. Sitozolik GST enzimleri ksenobiyotiklerin ya da endojen bilesiklerin
biyotransformasyonundan sorumlu iken mikrozomal GST enzimleri ise arasidonik
asit metabolizmasindan sorumludur. [46-47] GST iki alt iiniteden olusan dimer
yapisinda bir proteindir. Her bir alt iinite yaklagik 25 kD agirligindadir ve 200-240

aminoasitten olusur. Her bir GST alt {initesinin polipeptid zinciri kisa baglayict
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bolgelerce birlestirilen iki domainden olusur. N-terminal domainin G boélgesi bir -
sheet ve li¢ a-heliks yapisinda olup 80 aminoasitten olusur ve GSH'nun baglanma
bolgesidir. Hidrofobik elektrofillerin baglanmalar1 ise H bolgesinde gergeklesir. C-

terminal domain kalan 5 veya 6 a-heliks yapisindaki amino asidi igermektedir. [48]

GST enzimleri; enzimatik Ozelliklerine, yapisal o&zelliklerine, amino asit
dizilimlerine, izoelektrik noktalarina, primer yapilarina ve kimyasal davraniglarina
gore sitozolik, mikrozomal ve mitokondriyal olmak {izere ii¢ ana sinifa
ayrilmiglardir. Alt tiniteler belli bir GST smifina 6zgii oldugunun gostergesidir.
Bunlardan alfa, pi, teta, mu, zeta, sigma, ve omega olmak {izere 7 esas gen simifi
sitozolik ~ GST  izoenzimlerini  olusturuken;  eokosanoid ve  glutatyon
metabolizmasinda membrana bagli proteinler (MAPEG) olarak isimlendirilen
mikrozomal GST’ ler ve kappa gen smifi da mitekondriyal GST’ ler olarak
tanimlanmustir. [49-52] GST’ler bir sinif icinde en az %40, siniflar arast en az %30

amino asit benzerlikleri gosterirler. [51]

GST’lerin ksenobiyotik ve endojen elekrofilik bilesiklerin konjugasyonu, hiicre igi
redox halinin korunmasi, l6kotrienlerin ve prostogalndinlerin sentez ve
modifikasyonu gibi 6nemli fonksiyonlari vardir. [50] Cizelge 1.8 de GST gen ailesi

ve lokalizasyonlar1 gosterilmistir.
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Cizelge 1.8 Insan Glutatyon S-Transferaz Gen Ailesi [49]

Siiperaile Sinif Kromozom | Altaile Organ
Sitozolik Alfa 6p12 GSTA1l Testis,karaciger,bobrek,adrenal,pankreas
GSTA2 Karaciger,testis,pankreas,bobrek,adrenal,bey
GSTA3 in
GSTA4 Plesanta
Ince bagirsak,dalak, karaciger,bobrek,beyin
Sitozolik Mu 1p13.3 GSTM1 | Karaciger,testis,beyin,adrenal,bobrek,akciger
GSTM2 Beyin,iskelet kasi,testis,kalp,bobrek
GSTM3 Testis,beyin,ince bagirsak,iskelet
GSTM4 kasi,akciger
GSTM5 | Beyin,kalp,iskelet kast
Beyin,kalp,akciger,testis
Sitozolik Pi 11913 GSTP1 Beyin,kalp,akciger,testis,bdobrek,pankreas
Sitozolik Teta 22q11 GSTT1 Bobrek,karaciger,ince bagirsak,beyin,prostat
GSTT2 Karaciger
Sitozolik Sigma 4q21-22 GSTS1 Fetal karaciger,kemik iligi
Sitozolik Zeta 14q24.3 GSTZ1 Fetal karaciger, iskelet kas1
Sitzolik Omega 10g923-25 GSTO1 Karaciger,kalp,iskelet kasi,pankreas,bobrek
GSTO2 Karaciger
Mitekondriy Kappa 7q34 GSTK1 Karaciger mitekondrisi
al GSTK2 Karaciger mitekondrisi
Mikrozomal 12p13.1-1 MGST1 | Karaciger,pankreas,prostat,kolon,bobrek,beyin
(MAPEG) 9034.3 MGST1 | Testis,prostat,ince bagirsak,kolon
4928-31 MGST2 Karaciger,iskelet kasi,ince bagirsak,testis
1923 MGST3 Kalp,iskelet kasi,adrenal bez,tiroid
5935 LTC4S Trombosit,akciger,karaciger
13912 FLAP Akciger,dalak,timus,ince bagirsak
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1.2.3.1 Mii(M) Simifi GST (GSTM) gen ailesi

Ik olarak 1981 yilinda Board tarafindan karacigerde tanimlanan GSTM gen ailesi,
1 kromozom (1p13.3) iizerinde 20kb uzunlugundadir ve bes tane izoenzimi
bulunmaktadir.[45] Ekspresyonlari dokudan dokuya farklilik gostermekte olup
GSTM1 baskin olarak karacigerde, az miktarda ise akcigerde eksprese edilir.
GSTM2 beyin ve iskelet kasinda fazla miktarda eksprese olmasina karsin GSTM3 ise
akciger i¢in 6nemli bir izoenzimdir. GSTM4 ve GSTMS izoenzimleri ise en yogun
beyinde eksprese olan enzimlerdir.[53-54] GSTM1-A ve GSTM1-B alleleri homo ve
heterodimerik kombinasyonlar1 ile 4 genel fenotipli polimorfizm gosterir. Her iKi

allelin katalitik aktiviteleri birbirine ¢ok yakindir.

GSTM1 aren oksitlerin detoksifikasyonunda rol oynar. GSTM1 homozigot
delesyonu tasiyan bireylerde akciger, mesane, kolon ve meme kanseri gelisme
riskinin arttig1 gosterilmistir. GSTM1 null genotipi tasiyan bireylerde akciger kanseri
gelisme riski ise sigara dumanina maruziyet yogunluguna baglidir. Bu genotip ile

sigara yogunlugu arasindaki iligki ayrica larenks kanseri riskinde de 6nemlidir.[55]

1.2.3.2. Teta (T) Simfi GST (GSTT) gen ailesi

GSTT gen ailesi 22. kromozom (22q11) {izerinde olup tanimlanmis iki izoenzimi
bulunmaktadir. GSTT1 fosfolipid hidroperoksitlere karst peroksidaz aktivitesi
gosterir.GSTT1 lokiistinde tanimlanan fonksiyonel olarak farkli iki GSTT1 varyanti
vardir. GSTT1-0 homozigot gen delesyonu ve GSTT1 varligt bilinmektedir. GSTT1
tarafindan kodlanan enzim hem detoksifikasyon hem de biyoaktivasyon
reaksiyonlarinda rol oynar. Bu enzim monohalometanlar1 ve etilen oksiti detoksifiye
ederken, metilen kloriirii toksik metabolitine dontistiiriir. Dizi bakimindan GSTT1’e
benzeyen GSTT2’nin ise organik hidroperoksitlere karsi afinitesi vardir. GSTT1
bobrek, karaciger, ince bagirsak, beyin, prostat gibi dokularda eksprese olurken

GSTT2 ise en fazla karacigerde ekprese olur. .[56]
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1.2.3.3. Pi (P) Sinift GST (GSTP) gen ailesi

GSTP1 geni ilk olarak insan plesantasinda bulunmus ve lokalizasyonu
11.kromozomda (11q13) seklinde oldugu bildirilmistir. Sonradan beyin, kalp,
akciger, testis, bobrek, pankreas ve karaciger olmak iizere dokularin biiyiik kisminda
sentezlendigi goriilmistiir.[S7] GSTP1 genindeki ilk polimorfizm Board ve ark.
tarafindan bulunmustur.[58] Bu polimorfizm Ile/Val polimorfizmi olarak adlandirilir,
5. ekzonun 313. pozisyondaki adeninin guanine degismesiyle olusur ve enzimin
substrat baglanan aktif merkezini etkiler.[59] Izoldsinin valine degisimi enzimin
konjugasyon aktivitesini anlamli bir sekilde diistirmektedir.[60] Yapilan bazi kanser
caligmalarinda tiimdrlerde GSTP1 enzim sentez miktar: yiiksek olmasina ragmen sag

kalim siirelerinin diisiik oldugu gosterilmistir. [62]

1.2.3.4. GST’lerin Substratlari

Fosfogliserik asit gibi reaktif endojen molekiiller, 4-hidroksi-2-nonenal gibi endojen
yag asidi oksidasyonu tiriinleri, kanser kemoterapisinde kullanilan cisplatin, insektisit

olarak kullanilan DDT ve etilenoksit gibi ¢ok sayida ¢evresel karsinojen ve toksik
bilesik GST” lerin substratlarindandir. (Cizelge 1.9) [57]
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Cizelge 1.9 GST’ lerin substratlart [57]

Cevresel Pestisidler | Ilaglar Endojen Molekiiller

Essainaieni

BPDE Lindan Cis-platin 4-Hidroksi-2-nonenal

Stiren oksit Alaklor Klorambusil Kolesterol-5,6-oksit

4-Nitrokinolin oksit | Atrazin Siklofosfamit Adenin propenal

Akroleyn DDT Tiyotepa 9-Hidropeksi-linoleik

asit

Hekzaklorobutadien | Metil Fosfomisin Dopaminokrom
paration

Trikloroetilen EA Katesol estrojenleri

Metilen klorid Nitrogliserin

Etilen oksit Adriamisin

1.2.3.5. Glutatyon S-Transferazlarin Detoksifikasyondaki Rolii

Il. Faz reaksiyonlarinin en Onemlilerinden biri glutatyon ile konjugasyondur.
Glutatyon S-transferazlar indirgenmis glutatyonun niikleofilik siilfidril grubu (-SH)
ile elekrofilik karbon atomu tasiyan metabolitlerin konjugasyonunu katalizleyerek
polar tiyoeter yapisinda bir konjugat olusmasi saglarlar. Olusan glutatyon
konjugatlari, glutatyonun peptit baglarinin hidrolizi ile sistein konjugati haline
gecerler. Bu olay1 sisteinin amino grubunun asetillenmesi takip eder ve sonugta N-
asetil sistein, tiirevi olan merkaptiirik asite dontisiir. Olusan merkaptiirtik asit idrar ve
safra yollaryla disar1 atilirlar. Bdylece organizma i¢in zararli olan ksenobiyotikler ve
karsinojenler detoksifiye edilmis olurlar.(Sekil1.10) Organizmanin detoksifikasyon
mekanizmasiin etkinligi GSH diizeyi, GST izoenzimlerinin varligi, miktar1 ve

aktivitelerindeki degisiklikler ile degerlendirilir.[5-61]
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Sekil 1.10 Genel Glutatyon Metabolizmasinin sematik gosterimi [5]

Kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli ilag gruplarindan biri olan alkilleyici
bilesiklere direng¢ gelismesi, ilaca kars1 gecirgenligin degismesi ve hiicrede GSH ve
glutatyon transferaz (GT) seviyelerinin artmasi ile iliskilendirilmistir. Hiicrede GSH
¢ok fazla miktarda bulunur. Tiyol igeren bir tripeptit olan GSH viicutta, 30 uM’dan
(plazmada) 3.0 mM’lara kadar (bobrek proksimal tiibiillerinde) degisen
konsantrasyonlarda bulunurken bu miktarlarin gesitli organlarin tiimérlerinde 10

mM’a kadar eristigi bildirilmistir.

Kemoterapi tedavilerinde ilaca karsi kazanilan direng ile ilagla hedeflenen kitleye
ulagilamamasindaki neden GSH/GST seviyelerinin artmasi sonucu kemoterapi
tedavisinde bu sistemle metabolize olan pek cok ilacin (adriamisin, klorambusil,

melfalan ve diger nitrojen mustard vs.) metabolizmasini hizlandirmasidir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, GSTA ve GSTP siifi olan izoenzimlerin hiicresel
yasam ve Oliim sinyal iletimine katilan, mitojen ile aktive edilmis protein kinaz
(mitogen-activated protein kinase-MAP kinase) yolagindaki diizenleyici roliiniin de

kemoterapoétik ilaglara direng gelismesinde etkili oldugunu gosterilmistir. GSTP nin
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MAP kinazlardan biri olan ve istemli hiicre 6limii yolaginda anahtar enzim olan
JNK ile (c-Jun N-terminal kinaz 1) INK-GSTP kompleksi olusturarak JNK1°i inhibe
ettigini ve istemli hiicre 6liimiiyle JNK’nin etkisini ortadan kaldirdigi bildirilmistir.
Pekcok antikanser bilesik, MAP-kinaz yolaklarini, 6zellikle JNK ve p38 yolaklarini,
aktive ederek apoptozise sebep olmaktadir. Bu nedenle kemoterapide, geleneksel
elektrofilik kanser ilaglarmin (alkilleyici bilesiklerin) etkinliginin diizenlenmesinde

GST inhibitorlerinin kullaniminin faydali olabilecegi diisiincesi dogmustur.

Kanser hiicrelerinde kemoterapétik ilaca direng gelisimi, azalmis ilag birikimi, artmis
ilag metabolizmas1 ve ilag etkinligindeki degisiklikler gibi pek ¢ok faktorle iligkili
olabilir. Kemoterapotik bilesiklere gelisen direncin ortadan kaldirilmasindaki yeni
tedavi yaklagimlarindan bir digeri, timor hiicrelerinde yiikselmis seviyelerde
salgilandig1 bildirilen GST enziminden (6zellikle GSTP) terapdtik amagla
yararlanmaktir. Bu sayede bilesigin normal dokulara toksisitesini azaltirken aktif

bilesigin tiimor dokusuna artmig miktarda tasinmasini miimkiin kilinir. [63]

1.2.4. CYP ve GST izoenzimleri ile Akciger Kanseri

Akciger kanserine yakalanmada en Onemli sebebinin sigara, diger c¢evresel
kaynaklar, ilaglar, diyet ve beslenme kaynakli viicuda alinan karsinojenler ile
polisiklik aramotik hidrokarbonlar gibi etmenlerden kaynaklandigi yapilan bazi

calismalar sonucu agiga ¢ikmistir.

Anttila ve arkadaslarinin yaptiklari imminohistokimyasal ¢alismada 57 akciger
kanserli hastanin normal dokularinda CYP1A1 ve CPY1AZ2 izoenzimlerinin negatif
boyanma  gosterdigini fakat kanserli dokularda ise pozitif boyanma

gozlemlediklerini vurgulamislardir. [64]

Oyama ve arkadaslari; 78 kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserli (KHDAK ) Japon
hastada  Aril Hidrokarbon Reseptor (AHR) ile CYP1Al, CYP2A6, CYP2E],
CYP3A izoenzimlerinin ekspresyonlarinin incelenmesini  immiinohistokimya,

western blotlama ve Real-time PCR yontemlerini Kullanarak yaptiklari g¢alismada
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dort CYP izoenziminin de ekspresyonunu ozellikle erken evre adenokarsinomda
daha yiiksek oldugu fakat squamoz hiicreli kanserde ise yiiksek olmadigini

belirtmislerdir. [65]

Sadeck ve arkadaslari; Suudi Arabistan Kralligi’nda sigara icen ve akciger kanseri
olan 20 kisiden olusan bir grup ile sigara igmeyen ve akciger kanseri olmayan 20
kisilik diger bir grup ile CYP1A1 enzim aktivitesini ve protein igerigini 6l¢miis ve
hasta grupta CYP1AL enzim aktivitesitesinin hasta olmayan gruba gore anlamli bir
sekilde yiiksek oldugu ve ayrica hasta grubunda da Evre Il de olanlarin Evre | de
olanlara gore daha yiiksek enzim aktivitesi gdsterdigini bildirmislerdir. CYP1A1l
izoenziminin  timor dokusu ile timori saran saglikli  doku arasindaki

ekspresyonlarinda da anlamli bir farliklik gériilmiistiir. [66]

Ada ve arkadaslari; 231 akciger kanserli, 231 kontrol grubu ile Tiik populasyonunda
yaptiklar1 bir polimorfizm ¢alismasinda GSTM1, GSTT1, GSTP1 ekson 5 ve ekson
6 polimorfizimlerinin akciger kanseri gelisimindeki rollerini arastirmiglar ve GSTM1
null ve GSTT1 null ve GSTP1 ekson 5 varyant genotipinde akciger kanseri gelisimi
ile iliski kuramamis ancak GSTP1 ekson 6 polimorfiziminin Tiirk populasyonunda

onemli bir belirleyici faktor oldugunu bildirmislerdir.[67]

Pliarchopoulou ve arkadaslari; 100 akciger kanserli hasta ve 125 saglikli bireyden
olusan kontrol grubu ile yaptiklar1 polimorfizm ¢aligmalarinda sigaraya bagl akciger
kanseri gelisiminde CYP1Al, GSTP1 ve GSTM1 gen polimorfizimlerini
aragtirmiglar ve  GSTP1 Ile/Val and GSTM1-null genotiplerinin akciger kanseri ile
yiiksek oranda iligkili oldugunu vurgulamiglar ayrica kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanserinde GSTP1 homozigot varyantin1 yiliksek oranda iliskilendirilmistir. GSTP1
lle/Val genotipi ve GSTM1 delesyonunun da akciger kanseri gelisimine katkida
bulundugu ve GSTP1 Val/Val genotipininde KHDAK’ inde ©nemli oldugu
gosterilmistir. Ayrica KHDAK’1i hastalarda kisa sagkalim siiresi dikkat
cekmistir.[68]

Lee ve arkadaslari; Asya populasyonundan 1971 akciger kanserli hasta ve 2130
kontrol grubu ile polimorfizm g¢alismislar ve GSTM1 null genotipinin ve CYP1Al
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6235C varyantinin squamdz hiicreli akciger kanserinde yiiksek risk oldugunu

gostermiglerdir. [69]

Chena ve arkadaslari; PCR teknigini kullanarak 106 akciger kanserli hasta ile 106
kontrol grubundan olusan Cin populasyonunda yaptiklart polimorfizm ¢aligmasi
neticesinde 30 yil ve iizerinde sigara kullananlarda GSTMI1 null genotipinin ve
CYPI1A1 Val alelinin akciger kanseri riskini arttirdigini goéstermislerdir.[70]

Spivack Simon ve arkadaslari; CYP1B1 izoenzimi ile ilgili yaptiklari ¢alismalarinda
Western Blotting ve PCR tekniklerini kullanmislar ve 16 akciger kanserli hastanin
normal ve tiimorlii dokularinda CYP1B1 ekspresyonunu karsilastirmiglar ve timorlii
dokuda normal akciger dokusuna gore daha yiiksek oranda ekspresyonun

gerceklestigini gosterislerdir.[71]

Akbasg ve arkadaslari; akciger kanseri olan 80 kisi ve kontrol grubu olarak 80 saglikli
kisi olmak iizere 160 kisiden olusan Tiirk populasyonunda polimorfizm calismiglar
ve GSTP1 geni ekson 6 (alall4val) polimorfizminin akciger kanserine yakalanma

riskini etkilemedigi saptanmistir.[ 72]

Spivack Simon ve arkadaslai; CYP1Al, CYP1B1, GSTM1, GSTM3, GSTP1,
GSTT1 izoenzimlerinin protein ekspresyonlarint 45 hastada PCR ve Western
Blotlama tekniklerini kullanarak calismis ve bu izoenzimlerin tiimoral ve normal
akciger dokularindaki ifadelerinin birbirinden farkli oldugunu ve cinsiyet ile sigara

kullaniminin da bu farklilikta etkisi oldugunu gostermislerdir.[73]

Oguztiizlin ve arkadaglari; immunohistokimyasal yontemle kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanserli 50 hasta ile kontrol grubu olarak da 50 kisiden olusturduklar1 ¢alismalarinda,
hasta ve kontrol gruplarindan alinan dokularda sirasiyla GSTA1, GSTM4, GSTTI1 ve
GSTP1 izozimlerinin protein ekspresyonunun, timérlic dokularda normal dokulara

oranla daha yiiksek oldugunu vurgulamiglardir.[74]

Demir ve arkadaslari; 47 akciger kanserli hasta ile 40 saglikli kontrol grubu ile Tiirk

populasyonunda GSTM1 geninin akciger kanserindeki roliinii aragtirmiglar ve PCR
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metodunu kullanarak GSTM1-null genotipinin tek basina akciger kanserinde bir risk

faktorii olmadigini belirtmistirler.[75]

Unsal ve arkadaslari; 38 KHDAK’li ve 23 KHAK’li toplam 61 hastada GSTP
enziminin protein ekspresyonu ile cisplatin direngliligi arasindaki iliskiyi
aragtirdiklar1 g¢alismalarinda; ilaca yanitla hasta gruplarinda GSTP ekspresyonu
arasinda anlaml iliski bulamazlarken, KHDAK’da GSTP pozitifliginin KHAK’ya
oranla daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.[76]

Fen Bai ve arkadaslari; 30 KHAK’li ve 78 KHDAK’li olmak tiizere toplam 108
akciger kanserli hastadan 38 sisplatin bazli kemoterapi alan KHDAK hasta dokusu
ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda dokular immiinohistokimyasal yontem ile boyanarak
GSTP’ nin ekspresyonu incelenmis ve 25 hasta dokusunda pozitif, 13 hasta
dokusunda ise negatif olarak tespit etmisler. Sonu¢ta KHDAK’li hastalarda GSTP
ekspresyonu anlamli olarak iligkili bulunmus ve bu izozimin kemoterapi yanit
belirleyicisi olarak yararli olabilecegini vurgulamislardir. Ayrica KHAK’li ve
KHDAK’li hastalarin dokularindaki GTP izozim boyanmalarinda da farkliliklar
oldugunu gostermislerdir.[77]

Nakanishi ve arkadaslari; 54 KHDAK'’li hastalarda kemoterapiye yanit ile ilgili
olarak yaptiklar1 ¢alismada bu hastalardan alinan dokularda immiinhistokimya ile
boyama sonucu GSTP ekspresyonu pozitif bulunarak GSTP’nin kemoterapi

diregliliginde 6nemli bir risk faktorii oldugunu saptamislardir. [78]

Mette ve arkadaslari; 430 akciger kanserli hastadan ve 767 kisilik kontrol grubu ile
PCR metodunu kullanarak yaptiklari g¢alisma sonucu GSTM1, GSTT1,GSTP1
polimorfizmlerinin akciger kanseri gelisiminde iliski olmadigini1 ancak sigara ile

GST polimorfizimleri arasinda etkilesim oldugunu belirtmistirler. [79]

Liu ve arkadaslart ise Cin populasyonunda 360 kisi akciger kanserli hasta ile 360
kisi kontrol grubu olusturularak yaptiklari polimorfizm c¢aligmasinda PCR-RFLP
yontemini kullanarak GSTM1 null genotipinin akciger kanserinde ve squamoz

hiicreli kanserde yiiksek risk oldugunu gdstermisler; ayrica sigara igiciligi ile ilgili
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olarak da 30 yildan daha fazla siire ile sigara kullananlarin hi¢ sigara
kullanmayanlara oranla akciger kanseri gelisme riskinin artmis oldugunu

belirtmislerdir. [80]

Levis ve arkadaslari; 94 akciger kanserli hasta ve 165 saglikli bireylerde GSTT1,
GSTMI1, GSTP1 izoenzimleri ile ilgili olarak yaptiklar1 polimorfizm g¢alismasinda
GSTMI null genotipi ile akciger kanserine yakalanma risklerinin diisiik oldugu,
GSTT1 ve GSTP1 genotiplerinde saglikli ve hasta bireyler arasinda herhangi bir
farklilik olmadig1 gézlenmistir.[81]

Hung ve arkadaslar1 ise Kafkasya’da sigara igmeyen 302 akciger kanserli hasta ve
1631 kontrol grubu ile yaptiklart polimorfizm ¢alismasinda CYP1ALl ve GSTM1
izoenzimlerinin gen ekspresyonlarini inceleyerek disiik seviyelerdeki karsinojen
maruziyetinde dahi akciger kanserinde risk faktorii olabilecegini belirterek CYP1A1
Ile/Val allelinin sigara icenlerde akciger kanser gelisiminde rol oynadigi ve ayrica
GSTMI1 null genotipi ile de akciger kanseri arasinda bir baglant1 olabilecegi

konusunda bilgi vermislerdir.[82]

Demirkan ve arkadaglar1 219 kisiden olusan 93’0 kiiglik hiicreli akciger kanserli
hasta ve 126’s1 saglikli kontrol grubu olmak iizere yaptiklar1 polimorfizm
calismasinda sigaranin detoksifikasyon metabolizmasindaki 6nemi tizerinde durmus
ozellikle KHAK vakalarinda sigaranin biiyiik etkisi oldugunu vurgulayarak
CYP1A1 genotipi ile GSTML1 null genotipinin ifadelerinin hasta grubunda kontrol

grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu bildirmislerdir.[83]

Hosgood ve arkadaslari; Asya bolgesinde 912 hasta ile 1063 kontrol grubuyla
polimorfizm c¢alismas1 yapmis ve GSTM1 null genotipi ile ilgili olarak komiir tozuna
maruziyetin akciger kanserinde onemli bir etki oldugunu belirterek GSTMI1 null,
GSTT1 null ve GSTP1 105Val polimorfizimlerinin hava kirliligi ve akciger kanseri
arasindaki iliskide komiir tozuna maruziyet sonucu GSTM1 null genotipinin akciger

kanserinde yiiksek risk oldugunu belirtmislerdir.[84]
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Ramzy ve arkadaslarinin Misir’da 48 akciger kanserli hasta ve 42 kontrol grubu ile
yaptig1 polimorfizm galismasinda GSTM1 null mutasyonunun akciger kanseri riskini
artirmadigimi, GSTPL1 ile/ile polimorfiziminin ise akciger kanserindeki riskini

arttirdigini bildirmislerdir.[85]

Kili¢ M. yaptig1 doktora tezi ¢aligmasinda 39 adet KHDAK’li tiimorlii dokulart ve
bunlarin normal periferal dokular1 kullanarak yaptigi ¢alismada immiinohistokimya
ve Real-time PCR yontemlerini kullanmis ve sonugta yaklasik olarak KHDAK li
hastalarin tamaminda normal ve timorli dokularinda CYP1B1 ve GSTP1
izozimlerinin protein ifadelerinin agir1 yiiksek oldugunu ve bu enzimlerin asir
ifadelerin yaninda CYP1A1, CYP2E1 ve GSTMI1 izozimlerinin protein ifadelerinin
timorlii dokularda normal dokulara oranla daha yiiksek oldugunun istatistiksel olarak

anlamli bulundugunu bildirmistir. [86]

Nazar-Steward ve arkadaslarinin 274 akciger kanserli hasta ve 501 kontrol grubu ile
yaptig1 polimorfizim ¢alismasinda GSTT1 ve GSTP1 genotiplerinin akciger
kanserinde risk olusturmadigini fakat GSTM1 null genotipinin ise akciger kanserinde

yiiksek risk olusturdugunu ifade etmislerdir. [87]

39



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Primer Antikor (GSTP1, GSTML1, GSTT1, CYP1Al, CYP1B1)

Sekonder Antikor (Biotinylated secondary antikor), (Santa Cruz)

TBS buffer (Santa Cruz)

%30’ luk H2O2 Solusyonu (Sigma)

Ksilol (Merck)

Etanol (Merck)

Metanol (Merck)

Sodyum Sitrat (Sigma)

Sitrik Asit (Sigma)

Protein Blokaji (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum) (Santa Cruz)
ABC HRP (Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxsidase) (Santa Cruz)
Hematoksilen (Shandon)

DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)

2.1.1.1. Solusyonlarin Hazirlanisi

H20:2 Blokaji1 Solusyonu Hazirlanigi: 30 ml %30’ luk H20; iizerine 470 ml metanol
ilave edilerek hazirland.

Antijen Retrival Solusyonunun Hazirlanisi (0,01 M, pH: 6.0): 2,101 gr sitrik asit (A)
100 ml distile suda; 0,1 M 14,7 gr sodyum sitrat (B) 500 ml distile suda ¢oziildii. 27
ml A solusyonundan, 123 ml B solusyonundan alinarak 1500 ml’ye distile su ile

tamamlandi.
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0,005 M Tris Tamponunun Hazirlanist: 60,55 gr tris base, 85,20 gr NaCl 500 ml
distile suda ¢ozilir. 370 ml 1 M HCI eklenerek pH: 7,6’ya getirilip 1 It’ye
tamamlanir. (1 ml TBS 100 ml distile suyla diliie edilerek kullanilir.)

2.1.2. Kullamilan Cihazlar

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

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

Otomatik mikropipet seti (CAPP)

Vortex (Heidolph)

Etiiv (Binder-ED53)

Ultra distile Su sistemi (Elga Purelab Optia)
Isiticili manyetik karistirict (IKA C-Mag H58)
Ocak (Arcelik021)

Diidiikli Tencere (Hisar)

Boyama tablasi (Biogen)

Lamel (Isolab)

Poly-L-lysin kapli lamlar (Thermo)

Meziir, beher, erlenmayer (isolab)

2.2. Kullanilan Metot

2.2.1. Materyal Kazanimi ve Hazirlanisi

Calisma materyali olarak kullanilan 29 KHAK °li hastalardan alinan tiimorlii dokular
pataloji laboratuvarinada parafine gémiilerek bloklar hazirlandi ve bu bloklardan her
bir vaka i¢in poly-L-lysin kapli lamlara 5 kesit alindi. 29 hastanin tamamina GST ve

CYP izozimleri uygulandi. Hastalara ait tiimor dokularinin klinik evrelendirmesine
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TNM evreleme sistemi kullanildi. Hastalara ait yas, cinsiyet, sigara kullanim
durumu, tiimor evre, survival ve ilag kullanimu ile ilgili hasta bilgileri Cizelge 2.1.°de

verilmistir.

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan KHAK” 1i hastalara ait bilgiler

HASTA NO | YAS | CINSIYET SIGARA Tiimér Evre
Paket/Y1l
11545-A/09 48 ERKEK 0 | B
2200-6T1 77 ERKEK 50 A
11064-FK/08 | 60 ERKEK 40 Il B
8604-3FK/09 | 50 ERKEK 30 Il B
1733-TYP/08 | 59 ERKEK 0 Il B
12262-3T1/08 | 72 ERKEK 150 Il B
9120-8T2/09 | 58 ERKEK 15 Il B
3359-5TS/05 | 73 ERKEK 50 Il B
4590-1/05 55 ERKEK 80 Il B
4104/05 71 ERKEK 100 B
34-6T1/08 57 KADIN 100 B
9739-2FK1/10 | 68 KADIN 0 B
8541/06 59 ERKEK 30 B
3924/05 63 ERKEK 40 I B
1546/07 63 ERKEK 50 v
688ST/06 68 ERKEK 50 v
13319-6P/09 | 57 ERKEK 45 v
7194-4/06 54 ERKEK 40 v
3867-7T/07 54 ERKEK 35 Y]
8225-7P/07 74 ERKEK 0 v
9440/08 48 ERKEK 25 v
4375/06 53 ERKEK 25 v
13296/08 69 ERKEK 50 v
6018/05 49 ERKEK 72 v
700/07 59 ERKEK 50 Y]
13526-YP1/13 | 45 ERKEK 20 Y]
2199/06 52 ERKEK 40 v
11129-9Y/08 | 55 ERKEK 30 v
8664-2FK 62 ERKEK 45 v
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Yapilan ¢aligmada tiimoér evrelemesi degerlendirilerek  hastaligin  teshisi
konuldugunda 1 hasta (%3,4) IB evresinde, 1 hasta (%3,4) IlIA evresinde, 7 hasta
(%24,1) 11B evresinde,5 hasta (%17,2) 11l B evresinde ve 15 hasta (%51,7) ise V.

evrede bulunmustur. (Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2 KHAK’Ii hastalarin tiimor evre yiizdeleri

TUMOR EVRESI IB 1A 11 B 1B v
HASTA SAYISI 1 1 7 5 15 29
% 3,4 3,4 24,1 17,2 51,7 100

Calismaya konu olan 29 KHAK'’li hastanin yas ortalamasi 59,72 (+8,746) olup
hastalardan sadece 2 kisi kadin, diger 27 hasta ise erkektir. Kadinlarda ortalama yas
62,50(+7,778), erkeklerde ortalama yas ise 59,52(+8,911) olarak saptanmistir.

Primer KHAK’li hastalarin yas ortalamasi 62,14(£8,839) ve metastatik KHAK’li
hastalarin yas ortalamasi ise 57,47 ((£8,314)’dir.

29 hastanin 4 tanesi hi¢ sigara kullanmamig(%13.8) ancak 25 hasta(%86.2) ise
hastaligin teshisi konuluncaya kadar sigara i¢gmistir.( Cizelge 2.3)

Cizelge 2.3 KHAK’ li hastalarin sigara i¢im oranlari

KHAK Sigara icmeyen Sigara icen
29 4 25
%100 (%13.8) (%86.2)
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2.2.2. immiinohistokimya Prosediirii

I. Basamak: Dokularin Deparafinizasyonu

Etlivde 70°C’de 1 saat bekletildi.

Isinmis ksilolde yarim saat bekletildi.

Etlivden ¢ikarildiktan sonra soguma islemi i¢in oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
%90’11k alkolde 1dakika

%70’lik alkolde 1dakika

%350’lik alkolde 1dakika

Distile suda 1-2 dakika bekletildi.

1. Basamak

H20:2 blokaji ile endojen peroksidaz aktivasyonunun inhibisyonu i¢in solusyonda
10dakika bekletildi.

Cesme suyunda 5 dakika bekletildi.

Antijen Retrival Solusyonu i¢inde diidiiklii tencerede 3 dakika kaynatildi.
Non spesifik boyanma inhibisyonu i¢in “Protein Block Solution” 10 dakika
uygulandi.

Primer antikor uygulandi (60 dakika)

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

Sekonder antikor uygulandi (15 dakika)

PBS ile yikand1 (3x5 dakika)

Streptavidin-peroksidaz kompleksi uygulandi (20 dakika)

PBS ile yikandi (3x5 dakika)

10 dakika DAB uygulandi.

1 dakika distile suda bekletildi.

I11. Basamak: Hematoksilen Boyamasi

Hematoksilende 1 dakika
Distile suda 1dakika
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%50’lik alkolde 1 dakika
%70’lik alkolde 1 dakika
%9011k alkolde 1 dakika
Absolii alkol-ksilolde 1dakika
Ksilolde 10 dakika

2.3. Hasta Dokularinin Toplanmasi ve Klinik Bilgiler

Calisma kapsaminda, Atatiirk GOglis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim
Arastirma Hastanesi Patoloji Boliimii Arsivi’nden alinan parafine gomiilii, 29 adet

KHAK’li hasta dokusu kullanilmustir.

Poly-L-lysin kapli lamlara alinan doku kesitleri deparafinizasyon isleminden sonra
immunohistokimya (IHC) yontemi ile CYP1Al (1:150), CYP1B1 (1:200), GSTP1
(1:250), GSTM1 (1:250), GSTTT1 (1:50), antikorlar1 boliim 2.2.2.’de ayrintil1 olarak
aciklanan prosediire gore boyandi. IHC uygulanan preparatlar 151k mikroskobunda
boyanma siddetine bakilarak patologla birlikte degerlendirme yapildi ve fotograflar
¢ekildi. Degerlendirme boyanma siddeti i¢in; boyanma olmamasi durumun (-), hafif
boyanma (+1), orta siddette boyanma (+2), siddetli boyanma (+3) olarak
degerlendirme yapildi.

2.4. istatiksel Analiz

Yapilan tez calismasinda kullanilan SPSS bilgisayar programi (Ingilizce acilmiyla:
Statistical Package for the Social Sciences) ile faz | enzimlerinden CYP1A1,
CYP1BL1 izozimleriyle, faz 1l enzimlerinden GSTP, GSTM ve GSTT izozimlerinin
kiiciik hiicreli akciger kanserli dokulardaki ekspresyonlari arasindaki farkliliklarini
incelemek i¢in Kruskal Wallis varyans analizi, karsilikli karsilagtirmalar i¢in Mann-
Whitney U testi kullanildi. Calisilan izozimler ile klinik bilgiler arasindaki iliskiler
Pearson Correlation testi ile %95’1lik giivenilirlik diizeyinde incelendi. Sonuglar

p<0,05 i¢in anlamli kabul edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. CYP ve GST lzozimlerinin Primer ve Metastatik Kiiciik Hiicreli Akciger
Kanserli Hasta Dokularindaki Boyanmalari

Primer ve metastatik olarak iki grup halinde c¢alisilan CYP ve GST izozimlerinin
dokulardaki boyanmalar1 incelendiginde CYP1Al izoziminin primer hasta
dokularinin  %78,58’inde, metastatik hasta dokularinin ise %80’ inde pozitif
boyanma gosterdigi; CYP1B1 izoziminde ise primer dokularda %35,7 metastatik
dokularda %60 oraninda boyanma gozlenmis olup her iki izoziminde
ekspresyonlarinin metastatik dokularda primer dokulara gore daha fazla oldugu

gorilmiustir.

GSTM1 izozim ekspresyonlarma bakildiginda primer dokularin  %7,14° sinde
metastatik dokularin ise %13,33’tinde; GSTP1 izoziminde primer tiiméorli dokularda
hi¢ boyanma gbzlenmemis metastatik tiimorlii dokularin ise % 6,66 sinda ekspresyon
oldugu ; GSTT1 izoziminde primer tiimorli dokularin %28,57’sinde metastatik

timorlii dokularin ise %60’ mnda ekspresyon goriilmiistiir.( Cizelge3.1)

Cizelge: 3.1 Primer ve metastatik KHAK 11 timorlii dokulardaki izozim

ekspresyonlarinin pozitiflik dagilimlari

n % n % n % n % n %
PRIMER 10 %7143 5 %3571 1 %714 0 O 4 %28,57
N=14
METASTATIK 12 %80 9 %60 2 %1333 1 %6,66 9 %60
N=15
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3.1.1 CYP ve GST izozimlerinin Primer ve Metastatik KHAK’li Tiimorlii
Dokularda Boyanma Siddetleri

14 adet primer ile 15 adet metastatik KHAK’li dokuda calisilan CYP ve GST
izozimlerinin boyanma siddetlerine gore primer hasta grubunda CYP1A1’de 4 adet
negatif boyanma, 9 adet hafif siddette boyanma, 1 adet orta siddette boyanma
metastatik hasta grubunda ise 3 adet negatif boyanma,4 adet hafif siddette boyanma,
2 adet orta siddette boyanma ile 6 adet siddetli boyanma gozlenmis olup;
CYP1B1’de ise 9 adet negatif boyanma, 4 adet hafif siddette boyanma, 1 adet orta
siddette boyanma primer hasta grubunda goriiliirken 6 adet negatif boyanma, 3 adet
hafif siddette boyanma, 1 adet orta siddette boyanma ile 5 adet siddetli boyanma da

metastatik hasta grubunda bulunmustur.

GSTML1 izoziminde primer hasta grubunda 13 adet negatif boyanma, 1 adet hafif
siddette boyanma ve metatatik hasta grubunda ise 13 adet negatif boyanma, 2 adet
hafif siddette boyanma; GSTP1 izoziminde primer hasta grubunda 14 adet negatif
boyanma ile metatatik hasta grubunda ise 14 adet negatif boyanma, 1 adet hafif
siddette boyanma; GSTT1 izoziminde primer hasta grubunda 10 adet negatif
boyanma, 4 adet hafif siddette boyanma ve metatatik hasta grubunda ise 6 adet
negatif boyanma, 9adet hafif siddette boyanma goézlenmistir. Her iki grupta da orta

siddetli ve siddetli boyanma goriilmemistir.

Iki grup birlikte degerlendirildiginde KHAK’li tiimérlii dokulardaki boyanma
siddetleri bakimindan CYP ve GST izozimleri karsilastirildiginda en fazla boyanma
gbzlenenden en az boyanma gosterene dogru bir siralama yapildiginda sirasiyla

CYP1Al, GSTT, CYP1B1, GSTM, GSTP seklinde oldugu gériilmiistiir.(Cizelge 3.2)
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Cizelge 3.2 KHAK'’li dokularda CYP ve GST izozimlerinin boyanma siddetlerinin

ortalamalari

Ort+SS 128+1,06  090+1,15 0,10£0,31  0,0340,19 0,45 0,50
Min-Max (0-3) (0-2) (0-1) (0-1) (0-1)

3.1.2. CYP Izozimlerinin Dagilimlar:
CYP1A1l ve CYP1B1 izozimlerinin primer ve metastatik kii¢iik hiicreli akciger

kanserli dokulardaki dagilimlar1 Cizelge 3.3’ te verilmistir.

Cizelge 3.3CYP izozimlerinin KHAK’ li tiimérli dokulardaki dagilimi

primer metastatik ~ TOTAL primer metastatik ~ TOTAL
Boyanmasiddeti n % n % n % n % n % n %
(-) Negatif 4 2857 3 20 7 2429 9 6428 6 40 15 52,15
(+1)Hafif 9 6428 4 2667 13 4547 4 2858 3 20 7 2428
(+2)Orta 1 715 2 1333 3 1024 1 714 1 666 2 69
(+3)Siddetli 0 O 6 40 6 20 0 0 5 3334 5 16,67

14 100 15 100 29 100 14 100 15 100 29 100

Yaptigimiz ¢alismada 29 KHAK °‘li hastanin dokularindaki CYP1A1’in ve CYP1B1
‘in dagilimlar1 incelenmis ve sonuglar Cizelge 3.1.2°deki gibi bulunmustur. CYP1A1
29 vakadan 7 (%24,29) sinde negatif, 13 (%45,47) tinde hafif, 3 (%10,24) {inde orta
siddet ve 6 (%20) sinda siddetli boyanma gostermistir.

CYP1B1 ise 29 vakadan 15 (%52,15) inde negatif, 7 (%24,28) sinde hafif , 2
(%3,4) sinde orta siddet, 5 (%16,67) inde de siddetl boyanma gostermesine ragmen
higbir vakada siddetli boyanma gdstermemistir.(Sekil 2.1-Sekil 2.2) Izozimlerin

boyanmalarinin mikroskobik goriintiileri Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 2.4 CYP1BI1 izoziminin KHAK’li dokudaki immiinohistokimyasal

boyanmasi(x40)
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3.1.3. GST Izozimlerinin Dagilimlari
GSTM1, GSTP1 ve GSTT1 izozimlerinin primer ve metastatik kiigiik hiicreli akciger

kanserli dokulardaki dagilimlar1 Cizelge 3.4’ te verilmistir.

Cizelge 3.4 GST izozimlerinin KHAK’li dokulardaki dagilimi

Primer metastatik | Primer metastatik | Primer Metastatik
Boyanma n % |n | % n % |n % |(n |% |n %
siddeti
(-) Negatif 13 92,8 | 13 | 86,7 14 100 | 14 933 |10 | 714 |6 40
(+1)Hafif 1 72 |2 |133 |0 |0 1 67 |4 |286]9 60
(+2)Orta 0 0 0 |0 0 0 0 0 0 |0 0 0
(+3)Siddetli |0 0 0 |0 0 0 0 0 0 |0 0 0

14 100 | 15 | 100 14 100 | 15 100 | 14 | 100 | 15 100

29 KHAK °‘li dokuda GSTM1 izoziminin boyanma siddetlerine bakildiginda 26
(89,7) sinda negatif boyanma gostermis, 3 (%10,3) tinde hafif siddette boyanma
gostermis ve orta siddetli ve siddetli boyanma ise gostermedigi saptanmistir. Primer
KHAK’li hasta dokularinda 13 adet GSTM1 izozim ekspresyonu saptanamamis olup
1 adet hafif siddetli boyanma ile ekspresyon tespit edilmistir. Yiizdelik oranlarinda
%92,8 GSTMI izoziminin eksprese olmadigi ve %7,2 oraninda hafif siddette
boyanma ile ekpresyon oldugunu gostermektedir. Metastatik dokularda ise GSTM1
ekspresyonu gosteren dokularin boyanma siddetlerine gore 13 adet negatif boyanma
siddeti ve %86,7 oran ile 2 adet hafif siddetli boyanma ve %13,3 oran goriilmiistiir.
(Cizelge 3.4)

GSTP izozimindeki boyanma siddetleri 28 (%96,6) inde negatif boyanma, 1 (%3,4)
inde hafif siddette boyanma gdstermesine ragmen orta ve siddetli boyanma bu
izozimde goriilmemistir. Primer dokularda 14 hastanin hepsinde de negatif boyanma
siddeti ile bu izozimin %100 oraninda eksprese edilmedigi saptanmis olup metastatik
dokularda ise sadece 1 dokuda hafif siddetli boyanma siddeti ile %3,35 oran ve geri
kalan 14 dokuda ise %96,65 oranda boyanma goriilmemistir. (Cizelge 3.4)
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GSTT izozimindeki boyanma siddetleri 16 (%55,2) sinda negatif boyanma, 13
(%44,8) tinde hafif siddette boyanma gostermis ve orta siddetli ve siddetli boyanma
gostermemistir. Primer dokularda bu izozimin ekspresyonu incelendiginde %71,4
oran ile 10 adet negatif boyanma siddeti ve % 28,6 oran ile de 4 adet hafif siddette
boyanma tespit edilmistir. Metastatik dokularda ise %40 oran ile 6 adet negatif
boyanma ve%60 oran ile 9 adet hafif siddette boyanma goriilmiistiir.( Cizelge 3.4)

Hem primer hem de metastatik KHAK’li dokularda her ii¢ GST izozimlerind orta
siddette boyanma ve siddetli boyanma goriilmemistir. Ayrica boyanma siddetlerinin
oranlar1 incelendiginde her {li¢ izozimin de metastatik KHAK’li dokularda primer
KHAK’li dokulara gore daha fazla eksprese oldugu tespit edilmistir. GST
izozimlerinin mikroskobik boyanma goriintiileri Sekil 2.5 ve Sekil 2.6 ‘da

gosterilmektedir.

Sekil 2.5 GST izozimlerinin KHAK” li dokularda immiinohistokimyasal boyanma
goriintiileri  Sol: GSTM izoziminin immiinohistokimyasal boyanmasi (x40)
Sag: GSTP izoziminin immiinohistokimyasal boyanmas1 (x40)
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Sekil 2.6 GST izozimlerinin KHAK” 1i dokularda immiinohistokimyasal boyanma
goriintiileri Ust: GSTM izoziminin immiinohistokimyasal boyanmas1 (x40)
Alt : GSTT izoziminin immiinohistokimyasal boyanmasi (x40)

3.2 CYP ve GST izozimlerinin ekspresyonlarinin KHAK’li dokularda

karsilastirilmasi

CYPIA1 ve CYPIBI izozimlerinin ekspresyonlart karsilastirildiginda CYP1Al
izozimininde %75,71 pozitiflik goriilirken CYP1B1 izoziminde ise %47,85
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pozitiflik goriilmiis, CYP1A1 izoziminde %24,29 negatiflik ve CYP1B1 izoziminde
ise %52,15 negatiflik goriilmesine ragmen aradaki fark istatistiksel olarak
dogrulanamadi.(p=0,099>0.05) (Cizelge 3.5)

Cizelge 3.5 CYP1Al ve CYPIBI izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort+SS 1,28 £ 1,06 0,90 + 1,15
Min-Max (0-3) (0-3)

P=0,099

Faz | enzimlerinden CYP1A1l izoziminin boyanma siddetine gore pozitiflik orani
%75,71 ve faz 1l enzimlerinden GSTM1 izoziminin ise %10,25 oldugu ve buna gore
de CYP1A1l izoziminin GSTM1 izozimine gore daha fazla eksprese oldugu
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur.(p<0.001<0.05) (Cizelge 3.6)

Cizelge 3.6 CYP1Al ve GSTMI izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort+SS 1,28 + 1,06 0,10+ 0,31
Min-Max (0-3) (0-1)

P<0,001

CYP1Al izoziminin GSTP1 izozimi Kkarsilastirildiginda CYPIAI1 izoziminde
pozitiflik oran1 %75,71; GSTP1 izozimde ise negatiflik oran1 %96,65’tir. Bu verilere
gore CYP1AL izoziminin GSTP1 izozimine gore daha fazla eksprese oldugu
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur.(p<0.001<0.05) (Cizelge 3.7)
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Cizelge 3.7 CYP1Al ve GSTPI izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort+SS 1,28 £ 1,06 0,03+0,19
Min-Max (0-3) (0-1)

P<0,001

CYPIA1 izoziminin GSTT izozimine goére daha fazla eksprese oldugunun
istatistiksel olarak da anlamli bulunmasi (p<0.001<0.05) bu izozimlerin yiizdelik
oranlarinda %75,71 pozitiflik ile CYP1A1 izoziminin, %44,3 pozitiflik ile GSTT1

izozimleri aralasindaki ekspresyon farkini gostermektedir. (Cizelge 3.8)

Cizelge 3.8 CYP1A1l ve GSTT1 izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort£SS 1,28 + 1,06 0,45+ 0,50
Min-Max (0-3) (0-1)

P<0.001

CYP1B1 izozimi ekspresyonunda pozitiflik %47,85 iken GSTM1 izozimi
ekspresyonu pozitifligi ise %10,25’tir.Bu farklilik istatistiksel olarak anlaml

bulunmus olup CYPIBI izozimi GSTM1 izozimine gore daha fazla eksprese

olmustur. (p=0.001<0.005) (Cizelge 3.9)

Cizelge 3.9 CYPIBI1 ve GSTMI izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri

Ort+SS 0,90+ 1,15  0,10+0,31
Min-Max (0-3) (0-1)

P=0.001
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Ekspresyon diizeyleri incelendiginde CYP1B1 izoziminin pozitifligi %47,85 ve
GSTP1 izoziminin pozitifligi ise %3,35°tir.Istatistiksel olarak da iki izozim

arasinadaki farklilik dogrulandi. (p<0.001<0.05) (Cizelge 3.10)

Cizelge 3.10 CYPIBI ve GSTPI izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort+SS 0,90 £ 1,15 0,03 +0,31
Min-Max (0-3) (0-1)

P<0.001

CYP1BL1 izozimi ile GSTT1 izoziminin arasindaki ekspresyon farklilig1 istatistiksel
olarak anlamli bulunamadi.(p=0.299>0.05) CYP1B1 izozimindeki pozitiflik %47,85
iken GSTT izozimindeki pozitiflik ise %44,3 olarak tespit edilmis ancak aradaki fark
istatistiksel olarak dogrulanamadi. (Cizelge 3.11)

Cizelge 3.11 CYPI1BI1 ve GSTT1 izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort+SS 0,90+ 1,15 0,45+ 0,50
Min-Max (0-3) (0-1)

P=0.299

GSTP1 izozimi ile GSTM1 izozimi karsilastirildiginda her iki izozimdede negatiflik
orani oldukca yiiksektir. GSTP1’de pozitiflik %3,35 iken GSTM1’de ise bu oran
%10,25°tir. Bu iki izozim arasindaki ekspresyon farklilig: istatistiksel olarak anlaml

degildir. (p=0.304>0.05) (Cizelge 3.12)
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Cizelge 3.12 GSTP1 ve GSTM1 izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort+SS 0,03 £ 0,31 0,10+0,31
Min-Max (0-1) (0-1)

P=0.304

GSTP1 izoziminin GSTT1 izozimine gore daha fazla eksprese oldugu istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0.001<0.05) pozitiflik oranlarina bakilarak da dogrulandi.
GSTP1’ de pozitiflik %3,35 iken GSTT1’ de ise pozitiflik %44,3 olarak bulundu.
(Cizelge 3.13)

Cizelge 3.13 GSTPI ve GSTT1 izozimlerinin KHAK’1i dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort+SS 0,03 +0,31 0,45+0,50
Min-Max (0-1) (0-1)

P<0.001

GSTML1 izoziminin GSTT1 izoziminden fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak
anlamli bulundugu (p=0.004<0.05) ve pozitifliklerine bakildiginda ise GSTM1’de
%10,25, GSTT’de ise %44,3 pozitiflik oldugu saptandi. Ekspresyon farkliliginin
GSTT izozimi lehine oldugu tespit edildi. (Cizelge 3.14)

Cizelge 3.14 GSTMIlve GSTTI izozimlerinin KHAK’li dokulardaki ekspresyon

diizeyleri
Ort+SS 0,10+ 0,31 0,45+ 0,50
Min-Max (0-1) (0-1)

P=0.004
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3.21 CYP ve GST izozimlerinin ekspresyonlarinin Primer ve Metastatik

KHAK’li dokularda karsilastirilmasi

29 adet KHAK’li hastadan olusan tez ¢alismasinda 14 adet primer KHAK’li ve 15
adet metastatik KHAK’li olmak {izere iki gruba ayrilarak bu iki grup arasinda
caligmaya konu olan izozimlerin ekspresyon farkliliklart incelenmistir.

Cizelge 3.1 de  goriildiigii lizere primer KHAK’li hasta grubunda 10 hasta
dokusunda %71,43’liikk pozitiflik ile CYP1Al izoziminin 12 metastatik KHAK’li
hasta dokusundaki %80°lik pozitif ekspresyonunun bulunmasi metastatik dokularda
CYP1Al izoziminin daha fazla eksprese oldugu ve bunun istatistiksel olarak da
dogrulandigi bulunmustur.(p=0,033< 0,05) (Cizelge 3.15)

CYPIBI izoziminin ekspresyonunda ise primer KHAK’li hasta grubunda 5 hasta
dokusunda %35,71 oran ile pozitiflik goriiliirken metastatik KHAK’li hasta grubunda
ise 9 hasta dokusunda %60’lik pozitiflik tespit edilmis olmasina ragmen aradaki
ekspresyon farkliligi istatistiksel olarak dogrulanamamustir. (p=0,067>0,05)
(Cizelge 3.15)

Cizelge 3.15  CYP izozimlerinin primer ve metastatik dokulardaki boyanma

siddetleri
PRIMER METASTATIK M/P*
P** degeri
CYP1A1 0,790,582 1,73+1,22 2,19
(0-3)b (0-3)p 0,033
CYP1B1 0,430,65 1,33+1,34 3,09
(0-3) (0-3) 0,067

Boyanma siddetleri, farkli KHAK’li hastalarin primer ve metastatik olarak gruplandirilan dokularin
hiicrelerindeki boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna gére 0; (-)negatif boyanma, 1; hafif
siddette boyanma, 2; orta siddette boyanma ve 3; siddetli boyanma 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 kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Enzimlerin oran1
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GST izozimlerinin primer KHAK’li hasta dokularinda ve metastatik KHAK’li hasta
dokularindaki ekspresyon farkliliklari degerlendirildiginde GSTM1 izoziminin
primer doku grubunda %7,14 pozitif ekspresyon oldugu ve metastatik doku grubunda
ise %13,33 pozitif ekspresyon olmasmna ragmen aradaki ekspresyon farkliligi
istatistiksel olarak dogrulanamamuistir.(p=0,591>0,05) (Cizelge 3.16)

Primer KHAK’li hasta grubu dokularmin higbirinde pozitif GSTP izozim
ekspresyonu olmamis fakat metastatik KHAK’li hasta dokularinda ise pozitiflik orani
%6,66 olarak hesaplanmistir. Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamistir. (p=0,334>0,05) (Cizelge 3.16)

GSTT1 izoziminin primer KHAK” 1i hasta dokularindaki ekspresyonu ile metastatik
KHAK °‘li hasta dokularindaki ekspresyonu karsilastirildiginda % 28,57 pozitiflik
oranina karst % 60 poziflik orani ile metastatik doku grubunda daha fazla GSTT1
izozim ekspresyonu oldugu goriilmistiir. Ancak aradaki fark istatiksel olarak
dogrulanamamustir.(p=0.095>0.05) (Cizelge 3.16)

Cizelge 3.16  GST izozimlerinin primer ve metastatik dokulardaki boyanma

siddetleri
PRIMER METASTATIK M/P*
P** degeri

GSTM1 0,07+0,272 0,13+0,35 1,86
(0-)1b (0-1) 0,591

GSTP1 0,00 0007+0,23 Tanimsiz
(0-1) (0-1) 0,334
GSTT1 0,29+0,47 0,60+0,50 2,07
(0-1) (0-1) 0,095

Boyanma siddetleri, farkli KHAK’li hastalarin primer ve metastatik olarak gruplandirilan dokularin
hiicrelerindeki boyanma giddetine gore hesaplanmigtir. Buna goére 0; (-)negatif boyanma, 1; hafif
siddette boyanma, 2; orta siddette boyanma ve 3; siddetli boyanma seklinde derecelendirildi. Primer
ve Metastatik dokular arasindaki protein ifadelerin farkliliklar1 Mann-Whitney U Test ile %95°lik
giivenilirlik diizeyinde incelendi.

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

a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Enzimlerin orani
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3.3 CYP ve GST izozimlerinin Klinik Parametrelerle Karsilastirilmasi

Calismadaki hastalara ait yas, cinsiyet, sigara kullanim durumu, timor evre ile ilgili
bilgiler ¢izelge 2.1.’de verilmistir. Bu veriler ile CYP ve GST izozimlerinin tiimorli

dokulardaki ekspresyonlar1 arasindaki iliskiler arastirtlmistir.

Yapilan bu caligmada ortalama yas 59.72 £1.62 olarak bulunmustur. Hastalarin
18(%62,07)’i ortalama yasin altinda olup 9(% 37,93)’u ise ortalama yasin
tizerindedir. Her iki yas grubunda da yas ile CYP1Al, CYP1B1, GSTM1, GSTP1 ve
GSTT1 izozimlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda Mann-Whitney U istatistiksel
analizi ile anlaml bir iligki saptanamamistir. (p>0,005) (Cizelge 3.17)

Cizelge 3.17 Yas gruplarina gére CYP ve GST izozimlerinin KHAK’li
dokulardaki ekspresyon siddetleri

YAS<=60 1,5+ 1,2 1,0 £1,33 0,17£0,38  0,06+0,24 0,56+ 0,51
(n=18) (0-3) (0-3) (0-1) (0-1) (0-1)
YAS>60  091+0,70  0,73£0,79 = - —oeee- 0,27 + 0,47
(n=11) (0-3) (0-3) (0-1)
P=0,233 P=0,922 P=0,160 P=0,434 P=0,144

Ancak yas ile GSTT1 izoziminin tiimérlii dokudaki boyanma siddeti arasinda
PearsonCorrelation istatistiksel analizi ile anlamli, negatif yonde orta diizeyde bir
iligki saptanmistir. (r=-0,496 p=0,006) Yasin ilerlemesi ile GSTT1 izoziminin

boyanma siddeti ters orantili olarak azalmistir. (Cizelge 3.18)

Cizelge 3.18 KHAK’li dokulardaki CYP ve GST izozimlerinin yas ile

karsilastirilmasi

CYP1Al CYP1B1 GSTM1 GSTP1 GSTT1

YAS Pearson Correlation -,317 ,050 -,213 -,236 -,496(**)
Sig. (2-tailed) ,094 ,440 ,267 ,218 ,006
N 29 29 29 29 29

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Yas ortalamasi baz alinarak yapilan ayrim sonucunda 60 yas altindaki KHAK’li
hastalarin tiimorlii dokularindaki CYP izozimlerinin ekspresyonundaki pozitiflik ile
60 yas tlizerindeki KHAK’li hastalarin timorlii dokularindaki CYP izozimlerinin
ekspresyonundaki pozitiflik arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. KHAK’li
hastalarin tiimorlii dokularindaki GST izozimlerinin ekspresyonundaki pozitiflik 60
yas altindakilerde 60 yas tizerindeki KHAK’li hastalarin tliimdrlii dokularindakilere

gore daha fazla olmasi istatistiksel olarak dogrulanamamustir.(Cizelge 3.19)

Cizelge 3.19  Yas gruplarma gére CYP ve GST izozimlerinin KHAK’li

dokulardaki ekspresyonlarini pozitiflikleri ve yiizde dagilimlari

CYP1Al CYP1B1 GSTM1 GSTP1 GSTT1
n % n % n % n % n %
YAS<=60 14 778 8 445 3 16 3 55 10 55,6
(n=18)
YAS>60 8 72,7 6 54,5 0 0 0 0 3 27,3
(n=11)

Yapilan bu calismadaki 29 KHAK’ 1i hastanin 4 tanesi hi¢ sigara kullanmamis
(%13.8) ancak 25 hasta(%86.2) ise hastaligin teshisi konuluncaya kadar sigara
igmigtir. Sigara icen ve i¢meyen hastalarin timorli dokularindaki CYP1Al
ekspresyonunda sirasiyla 19 (%76) ve 3(%75) hastada pozitif bulumustur. CYP1B1
izozimde ise ekspresyon sigara i¢enlerde 12(%48) hastada, i¢meyenlerde ise 2(%50)
hastada pozitiftir. Her iki izozimin ekspresyonlarinda anlamli bir farklilik
bulunamamistir. CYP1A1 ve CYP1BI1 izozimlerinin sigara ile iliskisinin arastirildigi

istatistiksel analiz sonucunda da anlamli bir iligki bulunamamistir.(p>0,05)

GSTM izoziminin ekspresyonu sigara icen hastalarin timorli  dokularinda

inecelendiginde 3( %12)’tiir; sigara igmeyen hastalarin timorli dokularinda ise bu

61



izozimin hi¢ eksprese olmadigi goriilmiistir. GSTP1 ve GSTT1 izozimlerinin
ekspresyonlar1 incelendiginde pozitiflik sirasiyla 1(%4) ve 11( %44) seklinde hig
eksprese olmamamis ve GSTT izozimi ise 4 hastadan 2(%50)’sinde pozitif sonug

vermistir. (Cizelge 3.20)

Cizelge 3.20 Sigara icen ve i¢cmeyen KHAK’li hastalarda CYP ve GST

izozimlerinde pozitiflik miktarlar ve ylizde ifadeleri

CYP1A1 CYP1B1 GSTM1 GSTP1 GSTT1
n % N % n % n % n %
SIGARA 19 76 12 48 3 12 1 4 11 44
ICEN(n=25)
SIGARA 3 75 2 50 0 0 0 0 2 50

ICMEYEN(@n=4)

Bu sonuglardan yola ¢ikarak GSTP1 ve GSTM1 izozimlerinde sigara igcen ve sigara
igmeyenlerdeki ekspresyon farkliligi istatistiksel olarak dogrulamamistir. (p>0,005)
Ayni sekilde sigara i¢cimini paket/y1l seklinde degerlendirildiginde de yine CYP ve
GST izozimlerinin ekspresyon diizeyleri ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski saptananamistir. (p>0,005) (Cizelge 3.21)

Cizelge 3.21 KHAK’li hasta dokularinda GST ve CYP izozimlerinin sigara i¢imi
paket/y1l ile karsilastiriimasi

CYP1A1 CYP1B1 GSTM GSTP GSTT
SIGARA Pearson Correlation -,086 -,255 -,054 ,166 -,115
Sig. (2-tailed) ,659 ,825 779 ,389 ,552
N 29 29 29 29 29

Calismaya konu olan hastalardaki tiimor evreleri sirasiyla ile 1B, 1A, 1IB, 1B, IV
seklinde olup CYP1AI1 izozimininde en fazla ekspresyon son evre olan 1V. evrededir
ve alt evrelere gittik¢e ekspresyondaki pozitiflik de azalmaktadir. CY1B1 izoziminde
de durum farkli degildir. Calisilan GST izozimlerinde de son evrede ekspresyon

artmigtir. (Cizelge 3.22)
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Cizelge 3.22 Tumor evrelerine géore KHAK’li hasta dokularindaki CYP ve GST

izozimlerin ekspresyonlarinin pozitiflikleri

CYP1Al CYP1B1 GSTM1 GSTP1 GSTT1
n n n n n
IB (n=1) 1 0 0 0 1
IA (n=1) 0 0 0 0 0
I B (n=7) 5 4 1 0 1
HIB (n=5) 4 1 0 0 2
IV (n=15) 12 9 2 1 9

Hastalarin timor evreleri ile tiimorli dokularinda CYP ve GST izozimlerinin
ekspresyon diizeyleri boyanma siddetlerinin ortalama degerlerine gore yapilan
Pearson Correlation analizine gore; timor evresi ile CYPIA1 boyanma siddeti
arasinda istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonde zayif bir iliski saptanmistir.
(r=0,383 p=0,040). Tiimor evresi arttikga CYP1A1 izoziminin ekspresyonun diizeyi
artmistir. Nitekim CYP1A1 izoziminin boyanma siddeti (+3) en fazla olan alt1
hastanin tamami da 4. timor evresindedir. Ancak CYP1B1, GSTM1, GSTP1,
GSTT1 izozim ekspresyon diizeyleri ile timor evresi arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir iliski bulunamamustir.( p>0,005) (Cizelge 3.23)

Cizelge 3.23 KHAK’li hastalarda CYP ve GST izozimlerinin tiimdr evresi ile

Karsilastilmasi
CYP1A1 CYP1B1 GSTM GSTP GSTT
TUMOR_EVRE Pearson Correlation ,383(*) 311 ,046 ,150 ,260
Sig. (2-tailed) ,040 ,101 ,811 ,436 173
N 29 29 29 29 29

* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2014 verilerine gore diinyada en sik goriilen kanser
tirii olan akciger kanseri iilkemizde de Ozellikle erkeklerde en fazla miktarda
gorilmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar sebepli 6liimlerden sonra ikinci sirada yer
alan kanser; gelecek zamanlarda hastaligin goériilme sikliginin artarak devam

edecegininin sinyallerini vermektedir. [1-4]

Ksenobiyotik denilen viicuda yabanci olan cesitli ilaglar, gida eklentileri, cesitli
kimyasallarin ¢ogu insan viicudunda metabolize olurlar. Biyotransfotrmasyon
denilen tiim bu komplex olaylar sonucunda ksenobiyotiklerin toksisitesi azaliyor ya
da ortadan kalkiyorsa bu olaya detoksifikasyon denir. Ksenobiyotik mekanizmasi
stirecinde aktif metabolit olusumunun artmasi ve detoksifikasyonun azalmasi
sonucu toksik etkiler goriilir ve DNA hasari, doku hasari, hiicre yaslanmasi ve

kanser gibi hastaliklar olusur. [2]

Kanser gelisiminde etkisi olan benzo(a)piren gibi polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, N-Metil-4-aminobenzen, 2-asetilaminofluren gibi aromatik aminler,
nitrozaminler, c¢esitli ilaglar, aflatoksin B1 gibi organik bilesikler, arsenik, asbest,
kadmiyum, krom gibi inorganik bilesikler kimyasal karsinojenler grubuna girer ki
bunlarin diginda fiziksel karsinojenlere maruziyet ve genetik faktorlerin de etkisi ile

hastalik olusumu bir dizi endojen ve eksojen etkiler altinda gergeklesir.

Prokarsinojenlerin viicutta olusturdugu toksik etkiler ksenobiyotik metabolizmasinda
gorevli enzimler ile en aza indirgenir. Akciger kanserininin olusumunda da en
onemli etken olan sigarada oOzellikle PAH ve nitrozaminlerin miktarinin fazla
bulunmasi bu kanser tiiriinii 6nemli kilmaktadir. Prokarsinojenlerin ksenobiyotik
metabolizmasindaki kanser olusumundaki rollerini iyi arastirmak ve tartismak

gerekmektedir.
Faz | enzimlerinden CYP1A1l ve CYP1BI organik maddelerin tam yanmamalarindan

olusan sigara dumaninda, kirli sehir havasinda, iste, komiir atesinde pismis ette,

tiitsiilenmis ve kavrulmus bazi besinlerde bulunan PAH’lar1 mutajenik ve
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karsinojenik etkili metabolitlerine doniistiiriirler. PAH’lardan biri olan benzo(a)pireni
(BaP) giiglii karsinojenik metaboliti olan 7,8-dihidrodiol-9,10-epoksite (BPDE)
dontstiiriir. Reaksiyonlar sonucu olugan ara metabolitler bir sonraki adim olan Faz Il

reaksiyonlar1 sonucu GST izoenzimleri ile detoksifiye edilirler. [2]

CYPIA1 ve CYPIBI1 izozimlerinin akciger kanserindeki Onemini gosteren
calismalardan biri olan Anttila ve arkadaslarinin 1992 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
CYP1A1 ve CYP1B1 izozimlerinin normal dokularda negatif boyanma
gosterdigini  fakat kanserli dokularda pozitif boyanma gosterdigini ve bunun da
PAH metabolizmasi ile ilgili oldugunu agiklamislardir. [63] Bir baska ¢alismada
Spivack Simon ve arkadaslarinin 2001 yilinda CYP1BI1 izoenzimi ile ilgili yaptiklart
caligmalarinda akcigerin normal ve tiimorlii dokularinda CYP1B1 ekspresyonunu
karsilagtirmiglar ve timorlii dokuda normal dokuya gore daha yiiksek oranda
ekspresyonun gergeklestigini gostermislerdir. [71] Ayni ¢aligmada sigara igimi,
cinsiyet ve akciger kanseri tiimor farkliliklarinin CY1B1 izoziminin ekspresyonu ile
iliskilendirememislerdir. [71] Bir baska ¢alismada da Spivack Simon ve arkadaslari
2003 yilinda CYP1Al, CYP1B1, GSTM1, GSTM3, GSTP1, GSTT1 izoenzimlerinin
timorlii ve normal akciger dokularindaki ekspresyonlarinin birbirinden farkli
oldugunu ve cinsiyet ile sigara kullaniminin da bu farklilikta etkisi oldugunu
gostermiglerdir. [73] Sadeck ve arkadaslari ise 2013 yilindaki g¢alismalarinda
CYP1Al izoziminin sigara icen akciger kanserli hastalarin dokularinda sigara
igmeyen kontrol grubu dokularindakine gore daha yiiksek eksprese oldugunu ve

timor evresi yiikseldikge enzimin aktivitesinin arttigini gostermislerdir. [66]

Bir baska c¢alismada 2010 yilinda Oguztiiziin ve arkadaslari; sirasiyla GSTAI,
GSTM4, GSTT1 ve GSTP1 izozimlerinin ekspresyonunun, KHDAK’li tiimorli
dokularda normal dokulara oranla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. [74] Kilig
ise calismasinda KHDAK’li hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda CYPIBI1 ve
GSTP izozimlerinin ekspresyonlarmi yiiksek bulmus ve CYP1Al, CYP2E1l ve
GSTM1 izozimlerinin ise tlimoral dokularda normal dokulara goére daha fazla

eksprese olduklarini gostermistir. [84]

65



Yapilan bu tez galismasinda 29 KHAK’li hastalarin tiimorlii dokularinda yapilan
CYP1A1, CYP1B1, GSTM1, GSTP1, GSTTL1 izozimlerinin immiinohistokimyasal
boyanmasi yapilarak izozimlerin ekspresyonlar1 birbirleri ile ve hastalarin klinik
bilgileri ile karsilastirilmistir. Pozitiflik oranlarina bakilarak CYP1ALl izoziminin
CYPIBI izozimine goére daha fazla eckspresyon gostemesi istatistiksel olarak
dogrulanmamustir.(p=0,099>0,005) CYP1Al izoziminin GST izozimlerinin her
ticiinden de fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak dogrulanmistir.(p<0,05)
CYPIBI izozimi GSTM1 ve GSTP1 izozimlerinden daha fazla eksprese olmus
(p<0,05) ancak GSTT1 izozimi ile aralarinda istatistiksel anlamli bir iligki
kurulamaistir.(p=0,299>0,05) GSTT1 izozimi GSTP1 ve GSTMI1 izozimlerinden
daha fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak dogrulanmis, (p<0,05) GSTMI ile
GSTP1  izozimlerinin  ekspresyonlarinda ise istatistiksel anlamli  iligki
kurulamamaistir.(p=0,304>0,05) 29 hastanin 4 tanesi hi¢ sigara kullanmamig(%13.8)
ancak 25 hasta(%86.2) ise hastaligin teshisi konuluncaya kadar sigara i¢mistir.
Sigara igen ve sigara icmeyen seklinde ayirim yapilarak yapilan degerlendirme
neticesinde sigara i¢imi ile CYP ve GST izozimlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunanmamustir. (p>0,005)Buna sebep hasta
sayisinin azligidir. Sigara i¢imi ile PAH metabolizmasi arasindaki iliski diistiniilecek
olursa litariiredeki ¢alismalarla paralel olarak ¢alismamizda da CYP izozimlerinim
pozitiflikleri oldukg¢a yiiksek sonu¢ vermistir. Ayrica ¢alismamizin KHAK’li hasta
primer ve metastatik olarak gruplandirdigimiz boliimiinde gortilmiistiir ki metastatik
timorli doku grubunda CYP izozimlerinin her ikiside primer tiimdrlii doku grubuna
gore daha fazla pozitiflik vermistir. CYP enzimlerinin katalizledigi |.Faz
reaksiyonlar: sonucu reaktif ara metabolitlerin artmasina neden olmaktadir. Normal
hiicrelerde Il. Faz reaksiyonlarmi katalizleyen GST izozimleri bu metabolitleri
detoksifiye ederek viicuttan uzaklastirir. Ancak calisamamizda da gorildiigii gibi
tiimorlii hiicrelerde GST izozimlerinin ekspresyonu oldukga diisiik seviyededir.
Metastatik tiimorlii doku grubunda GST izozimlerinin ekspresyonu primer tiimdorlii
doku grubuna oranla daha yiiksek pozitiflik vermistir. Tiimor daha agresif ve yaygin
hale geldikce GST izozimlerinin ekspresyonu orani artmistir. Cinsiyet ayrimininda
da bu izozimlerin ekspresyon diizeyleri ile hastalarin cinsiyetleri arasinda anlamli bir

iliski kurulamamustir.
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Bir bagka calismada, 1996 yilinda Fen Bai ve arkadaslart kemoterdpatik ilag
diregliliginde GSTP izoziminin etkiligini arastirmislar ve KHDAK’li hastalarda
GSTP ekspresyonunu anlamli olarak yiiksek bularak bu izozimin kemoterapi yanit
belirleyicisi olarak yararli olabilecegini vurgulamislardir. Ayrica KHAK’li ve
KHDAK’li hastalarin dokularindaki GSTP izozim boyanmalarinda da farkliliklar
oldugunu gostermislerdir.[86] Ayni dogrultuda Nakanishi ve arkadaslar1 1996 yilinda
54 KHDAK’li hastalarda kemoterariye yanit ile ilgili olarak yaptiklar1 ¢alismalarinda
bu hastalardan alinan dokularda immiinhistokimya ile boyama sonucu GSTP
ekspresyonu pozitif bulunarak GSTP’nin kemoterapi diregliliginde 6nemli bir risk
faktorii oldugunu saptamuslardir. [87] Bu ¢alismalarin aksine Unsal ve arkadaslar
2003 yilinda, KHDAK’li ve¢© KHAK’li  hastalarda GSTP enziminin protein
ekspresyonu ile cisplatin direncliligi arasindaki iligkiyi arastirdiklar1 ¢aligmalarinda;
ilaca yanitla hasta gruplarinda GSTP ekspresyonu arasinda anlamli iligki
bulamazlarken, KHDAK’da GSTP pozitifliginin KHAK’ya oranla daha yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir.[76] Calismamizda GSTM1,GSTP1 ve GSTTI
izozimlerinin primer metastatik tiimorlii dokulardaki ekspresyonlarinin pozitiflik
oranlar1 sirasiyla %7,14, 0 ve %28,57 seklinde ¢ikmistir. Metastatik timorlii
dokularda ise sirasiyla %13,33, %06,66 ve %060 seklinde ekspresyon pozitifligi
vermistir. Metastatik tiimor dokularinda yayilim alani genisledik¢e hastaligin
metastatik evrelerinde kemoteropik ilaclarin etkisi fazla olmayacaktir. GST’ler
kanser ilaglarinin aktivitelerini inhibe ederek hiicrede bu ilaglara karsi direncin
gelismesine neden olmaktadir. GSTT1 izozimi diger izozimlere gore daha fazla
pozitiflik gosterdiginden GSTT1 izoziminin kemoterapiye yanitta ilag¢ direngliliginde
onemli bir faktor olarak diisiiniilebilir. Ancak ¢alismaya konu olan hasta grubumuzun
sayist yeterli olmadigindan genis kapsamli calisma grubu ile ilag direncliligi

hakkinda daha anlamli bulgular elde edilebilir.

Calismamizdaki 29 KHAK’li hastanin yas ortalamasi1 59,72 (£8,746)’dir ve yas ile
CYP1A1 ve CYPIBI ile GSTM ve GSTP izozimlerinin ekspresyon diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanamamistir. (p>0,005) Yas ile
GSTT izoziminin ekspresyon diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli, negatif
yonde orta diizeyde bir iligki saptanmistir. ( r=-0,496 p=0,006) Yasin ilerlemesi
GSTT izoziminin ekspresyon diizeyi ile ters orantilidir. Yas ilerledikce GSTT
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izoziminin ekspresyonu azalmigtir. Sonmez B. Ve ark.(2012) yaptilar retrospektif
caligmalarinda yaygin evre hastaliginda yas ortalamasinin = smrlt  evre
hastaligindakilere gore daha diisiik olarak saptamiglar ve gen¢ hastalarda hastalik
yayiliminin daha hizli ve kotii prognozla birliktelik gosterdigini vurgulamislardir.
[88] Bu calismadaki 29 KHAK’li hastanin 15’1 metastatik grupta olup yas
ortalamast 57,47(£8,314); primer grupta olanlar ise 14 hasta olup ortalama yas
62,14(£8,839)’tiir. Calismamiz literatiirdeki ¢alismalarla paralellik gdstermis olup
geng hastalarda yayilimin daha hizli oldugu saptanmustir.

Sonug¢ olarak yapilan bu tez calismasinda, bilindigi kadariyla literatiirde kiiciik
hiicreli akciger kanserinde CYP1Al, CYPIBI1, GSTP1, GSTM1 ve GSTT1
izozimlerinin immunohistokimyasal ekspresyonlar1 ilk kez bir arada calisilarak
karsilastirilmalarda bulunulmustur. Ayrica klinik bilgiler ile caligilan izozimlerin
iligskilendirilmeye ¢aligilmasi sonucu hastalik ile prognostik faktorler hakkinda bir
izlenim sahibi olmamiza katkida bulunulmustur. Ancak ¢alismada kullanilan vaka

sayisi artirilarak daha aydinlatict verilere ulasilacag: diisiiniilmektedir.

Bu tez calismast CYP1Al izoziminin ekspresyon diizeyinin yiikksek GST
izozimlerinin ekspresyonlarinin ise diisiik diizeyde olmasi ise ksenobiyotik
metabolizmasinda anlatildig1 tizere KHAK’deki en 6nemli etken olan sigaradaki
PAH ‘larin aktivasyonunun artmasi ve detoksifikasyonun azalmasi sonucunda toksik
etkilerden dolayr kanser olusumunu arttirdigimi desteklemektedir. Kemoteropatik
ilaglara direnclilikte 1. Faz ve Il. Faz reaksiyonlarmmin enzimlerinin yaninda ilag
direncine yol agan yolaklarin ayrintili bir bicimde belirleyecek calismalarin birlikte
yapilmasi gerekmektedir. Literatlir verilerine gdre bu izozimlerin substrati olan,
ozellikle platin ve alkilleyici ajan bazli kanser ilaclarinin 6zellikle GSTT1 ve
CYP1B1 izozimlerinin ekspresyonu yiiksek olan KHAK’li hastalara verilip

verilmemesi hususunda klinik agidan bir 6n bilgi olusturmaktadir.
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