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OZET

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KARSINOMUNDA
SITOKROM P450 VE GLUTATYON S-TRANSFERAZ
[ZOZIMLERININ GEN VE PROTEIN EKSPRESYON
DUZEYLERININ BELIRLENMESI

KILIC, Murat
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Sezgin CELIK
Ortak Danisman: Dog. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Temmuz 2013, 121 sayfa

Akciger kanserinin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve nitrozamin gibi sigara
dumaninda bulunan karsinojenlere maruziyet sonucu olustugu bilinmektedir.
Ksenobiyotiklerin etkilerinin, enzim ya da ¢esitli molekiiller yardimiyla zararsiz hale
getirilerek  viicuttan atilmasi, detoksifikasyon mekanizmalar1 ile saglanir.
Detoksifikasyon mekanizmasinda, Sitokrom P450 (CYP) izozimlerinin katalizledigi
I. Faz reaksiyonlarinda, lipofilik ksenobiyotikler genelde daha polar tiirevlerine
donustiirtliirler ve II. Faz reaksiyonlar1 ile konjugasyona ugrayip viicuttan atilirlar.
Ksenobiyotiklerin 6zellikle karsinojenik etkilerinden korunmada, bes farkli 1l. Faz
reaksiyonlarindan biri olan glutatyon ile konjugasyonda, glutatyon-S-transferaz
(GST) izozimleri 6nemli rol oynar. Bu calismada, Kiiclik Hiicreli Dis1 Akciger
Karsinomu (KHDAK)’da CYP ve GST izozimlerinin mRNA ve protein ifadelerinin
incelenmesi amaclanmistir. Bu amacla, Atatiirk Goglis Hastaliklart ve Gogiis
Cerrahisi Egitim ve Aragtirma Hastanesi Patoloji Bolimii’nden alinan KHDAK’11 39

hastanin (3 Kadm, 36 Erkek; 57,41+8,09), normal ve tiimorlii parafine gomiilii



dokular1 ¢alisma grubu olarak belirlendi. Tiimoérlii ve normal dokularda CYP1A1,
CYP1B1, CYP2EL, GSTM1, GSTP1 ve GSTT1 izozimlerinin mRNA ifadeleri RT-
PCR yontemiyle, protein ifadeleri immunohistokimyasal boyama yontemiyle
belirlendi. Timorli ve normal dokular arasinda, c¢alisilan genlerin  mRNA
ifadelerinin rolatif kantitasyon oranlari incelendiginde, CYP1A1 mRNA’sinin 4
hastanin normal dokularinda; CYP1B1 mRNA’smin 9 hastanin timoérli ve 6
hastanin normal dokularinda olmak iizere toplamda 15 hastada; CYPZ2E1l
mRNA’snin 3 hastanin tiimoérlii ve 4 hastanin normal dokularinda olmak iizere
toplamda 7 hastada; GSTP1 mRNA’smin 8 hastanin tiimorli, 5 hastanin normal
dokularinda olmak {izere toplamda 13 hastada; GSTM1 mRNA’sinin 5 hastanin
tiimorlii, 8 hastanin normal dokularinda olmak iizere toplam 13 hastada; GSTT1
mRNA’smin 10’u tiimorli, 15’1 normal dokularda olmak {izere toplamda 25 hastada
ifade oldugu goriildii. Immunohistokimyasal incelemelerde; GSTP1 ve CYP1B1
izozimlerinin tiimorlii ve normal dokularda asir1 ifade oldugu goriiliirken, CYP1A1
izoziminin akciger adenokarsinomlu dokularda, normal dokulara oranla; CYP2E1 ve
GSTMI1 izozimilerinin, KHDAK’l1 hastalarin tiimorlii dokularinda normal
dokularina oranla daha fazla ifade edildigi istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Hastalarin klinik bilgileri ile protein ifadeleri arasindaki iliski
incelendiginde, tiimor evresi ile GSTP1 izoziminin protein ifadesi arasinda pozitif
yonde bir iliski oldugu gorildi (r=0,30, p<0,05). Sonug olarak, Hastalarin tiimorlii
ve normal dokulari arasinda goriilen CYP ve GST izozimlerinin, gen ve protein
ifadelerindeki farkliliklar, KHDAK’nun olusumunda ve kemoterapotik agidan ilag

direnglilik mekanizmalarinda 6nemli rollerinin olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Karsinomu, CYP, GST, RT-PCR,

Immunohistokimya



ABSTRACT

DETERMINATION OF
GENE and PROTEIN EXPRESSION LEVELS OF
CYTOCHROME P450 and GLUTATHIONE S-TRANFERASE ISOENZYMES in
NON SMALL CELL LUNG CARCINOMA

KILIC, Murat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sezgin CELIK
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
July 2013, 121 pages

Lung cancer is known to occur mainly as a result of exposure to carcinogens such as
polycyclic aromatic hydrocarbons and nitrosamine, which are present in cigarette
smoke. The interference with the harmful effects of xenobiotics by removal of them
from the body with enzymes or the help of various molecules in a harmless way is
provided with detoxification mechanisms. In Phase | reaction catalyzed by
Cytochrome P450 (CYP) isoenzymes in the detoxification metabolism, lipophilic
xenobiotics are generally converted to more polar derivatives, and these polar
derivatives are eliminated from the body by Phase Il conjugation reactions.
Particularly, in the prevention of carcinogenic effects of xenobiotic, glutathione S-
transferases (GSTs) in conjugation with glutathione, which is one of the five
different Phase Il reactions, plays an important role. This study aimed to evaluate
mMRNA and protein expressions of CYP and GST isoenzymes in non small cell lung
carcinoma (NSCLC). For this purpose, paraffin-embedded normal and cancerous
tissues from 39 patients (3 female, 36 male; 57.41+8.09) with NSCLC were used as



the study materials were obtained from the Atatiirk Chest Diseases and Chest
Surgery Education and Research Hospital Department of Pathology. mRNA and
protein expressions of CYP1Al, CYP1B1, CYP2ELl, GSTM1, GSTT1, and GSTP1
isoenzymes were detected RT-PCR and immunohistochemical staining methods,
respectively. In examination of mMRNA expression relative quantification ratios of the
gene studied, the followings were detected: CYP1A1 mRNA in normal tissues of 4
patients, CYP1B1 mRNA in tumor tissues of 9 patients and normal tissues of 6
patients with a total of 15 patients, CYP2E1 mRNA in tumor tissues of 3 patients and
normal tissues of 4 patients with a total 7 patients; GSTP1 mRNA in tumor tissues of
8 patients and normal tissues of 5 patients with a total of 13 patients, GSTM1 mRNA
in tumor tissues of 5 patients and normal tissues of 8 patients with a total of 15
patients, and GSTT1 mRNA in tumor tissues of 10 patients and normal tissues of 15
patients with a total of 25 patients out of 39 NSCLC patients. In
immunohistochemical examinations, CYP1Al isoenzyme expression was
significantly higher in lung adenocarcinoma tissues than normal tissues, CYP2E1
and GSTML1 isoenzymes expressions were significantly higher in tumor tissues than
normal tissues in NSCLC patients (p<0,05) whereas GSTP1 and CYP1B1
isoenzymes overexpressed in both tumors and normal tissues. In examination of
patients in regard to relationship with their clinical data and protein expression
profile, a low positive correlation was observed between GSTP1 protein expression
and the tumor stage (r=0,30, p<0,05). As a conclusion, the differences in gene and
protein expressions of CYP and GST isoenzymes between tumor and normal tissues
of the patients might show their possible roles, which may be important in

pathogenesis of NSCLC and chemotherapeutic drug resistance mechanisms.

Keywords: Non Small Cell Lung Carcinoma, CYP, GST, RT-PCR,

Immunohistochemistry
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1. GIRIS

Stirekli artan diinya niifusuna bagli olarak, temel ihtiyaclarin karsilanmasi amaciyla
teknolojik gelisimlerde ayni paralellikte artmaktadir.  Ancak, artan niifusun
ihtiyaglarin1 kargilamada hammadde saglayicisi olan doga, iiriinlerinin kullaniminin
sonucunda hizla yikilmakta ve ardindan 6zellikle insan niifusu agisindan son derece
tehlikeli olmaya baslamaktadir. Ornegin; ulasim sektorii acisindan sayilarr artan
motorlu tagitlarin kullanimi ile artan egzoz gazlarinin atmosfere salinimi, 1sinmak ve
ya hammadde isleme sirasinda kullanilan petrol iiriinlerinin baca gazlar1 ya da atiklar
seklinde dogaya birakilmasi ile bu gazlara maruziyet, olusan sera gazlariin etkisi ile
atmosferde ozon tabakasinda meydana gelen yirtilmalarla giinesin  kizilGtesi
1sinlarina dogrudan maruz kalma, gelisen teknoloji ile ulagtirma ve haberlesme
yoniinden stirekli bilgisayar sistemlerine ihtiyag duyulmasi ile maruz kalinan
radyasyonun artmasi, beslenme ve diyetik agidan saglikli  {rlinlerin
kullanilmamasinin yaninda, kimyasal igerikli gida katki maddelerinin 6zellikle
beslenme iiriinlerinin kullanim siirelerinin arttirilmas1 amaciyla gidalarin igerisine
gelisi giizel katilmasi, insanlarin is ortamlarinda mesleki maruziyetlerinin artmasi,
kirlenen doga ile ¢evrede mutajen bakteri ve viriis gibi biyolojik risklerin artmasi,
sigara i¢imi, alkol kullanimi, ailesel ve genetik yatkinlik Oykiileri gibi fiziksel,
kimyasal ve biyolojik faktorler, giiniimiizde Oliimle sonuglanabilen kanser

hastaliklarinin ¢ogalmasina neden olmaktadir.

Canliligin temel birimini olusturan hiicre, kendi hemoostazisinin yaninda farkli
fizyolojik gorevler iistlenerek olusturdugu sistemin de hemoostazisini saglamakla
yikiimliidiir. Olay, hiicre ¢ekirdeginde mevcut bulunan kromozomlar {izerinde
tagian genler sayesinde ger¢eklesmektedir. Biiylime hormonlarinin etkisiyle belirli
bir morfolojik goriiniim ve Ozellik kazandiginda, ihtiyaca gore kontrollii olarak
boliiniip cogalir ve bir taraftan da organizmadaki fonksiyonunu yitirmis olan hiicreler
de programli bir sekilde (apoptozis) oOliirler. Bu programda hiicrenin sahip oldugu
genler, bu hemoostaziyi kontrol eder. Biiyiime sinyallerinin ve hormonlarinin
tiretimi, programlanmis hiicre 6liimii, hiicre dongiisii kontrolii, boliinme sirasinda

DNA tamirinin ve onariminin yapilmasi gibi islevlerin yaninda; yukarida bahsedilen



fiziksel kimyasal ve biyolojik karsinojenlere maruziyet durumunda aktive olan
onkogenlerin inaktivasyonu ve bu olayda gorev alan tiimor baskilayict genlerin
aktivasyonu gibi durumlarda da hiicre ve barindirdigi genler ve genlerin {iriinii olan

proteinler gorevlidir.

Bu bilgiler 1s181inda genel anlamda tanimlanacak olursa kanser; fiziksel, kimyasal ve
biyolojik etkilerle degisiklige ugramis hiicrelerin, viicudun bir organ veya dokusunda
kontrolsiiz ve diizensiz bir sekilde ¢ogalmasi ve hatta bulundugu organ veya dokudan
uzak doku ve organlara yayilmasi ile karakterize edilen bir hastalik olarak

tanimlanabilir.

Yukarida genel ifade ile verilen kansere neden olan etmenleri siniflandiracak olursak
karsinojenler; fiziksel karsinojenler (gilines 1sinlari, UV, radyasyon vb.), kimyasal
karsinojenler (polisiklik aramotik hidrokarbonlar, nitrozaminler, asbest, radon, alkol,
sigara vb.) ve biyolojik karsinojenler (viriisler, hormonal bozukluklar, ailesel genetik
yatkinlik, mutasyonlar, onkogenler vb.) {i¢ ana grupta toplamak miimkiindiir. Bu
etkilere maruziyet sonucu kanser; baslama (initiation), gelisme (promotion) ve

ilerleme (progresyon) olmak iizere ii¢ asamada gergeklesir.

Kanserin goriilme sikligi; bir toplumda bir yilda ortaya c¢ikan yeni kanser hasta
sayilarinin o toplumda yiiz binde niifusa oran1 seklinde ifade edilir ve toplumlarda,

yas, cinsiyet, kanserin tiirii, ¢cesidi ve bolgesel farkliliklara gore degisir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC)’nin
2008 Diinya Kanser Raporu verilerine bakildiginda; 2008 yili tamaminda 12,4
milyon tahmin edilen yeni kanser vakasi ve 7,6 milyon kanser nedenli 6liim meydana
gelmistir. Insidans yoniinden diinyada en yaygin kanserler, akciger (1,52 milyon),
meme (1,29 milyon), ve kolorektal (1,15 milyon) kanserleridir. Kotlii prognoz
nedeniyle akciger kanseri ayn1 zamanda en fazla 6liime (1,31 milyon) neden olan
kanserken, onu mide kanseri (780.000 6liim) ve karaciger kanseri (699.000 6liim)
izlemektedir. Gelismis iilkelere nazaran, yeni kanser vakalarinin %53l ve 6liimlerin
%60°1 az gelismis llkelerde meydana gelmektedir. Erkeklerde prostat kanseri,
gelismis bolgelerde en fazla teshis edilen kanser tiirii haline gelirken (643.000 vaka,



yeni vakalarin toplaminin %20,2’°si), az gelismis lilkelerde birinci siradaki akciger
kanserinin (538.000 vaka, %15,3) oldukca gerisinde, altinci siradadir (197.000 vaka,
%S5,6). Kadinlarda meme kanseri gelismis bolgelerdeki tahmini 715.000 (toplamin
%26,5’1) ve az gelismis iilkelerdeki 577.000 yeni vaka ile (%18,8) biiyiik farkla
diinya genelindeki en yaygin kanser tiiriidiir. Kanser genellikle ileri yas gruplarin
etkilemektedir ve ayni zaman dilimi igerisinde 65 yas lizeri niifusun az gelismis
iilkelerde %5,3’ten %9,8’e, gelismis iilkelerde ise %14,6’dan %22,6’ya tirmanacagi
ongoriilmektedir. Ayrica aymi raporda, 2008 yilina kadar cinsiyet bakimindan
erkeklerde kadinlara oranla daha yiiksek olan kanserin goriilme sikligi, bu tarihten
itibaren Ozellikle gelismis iilkeler basta olmak iizere yerini kadinlarda erkeklere

oranla daha fazla kanser vakasinin ve 6liimlerinin olduguna birakmustir [1].

Ulkemizde kanser istatistiklerine bakildiginda T.C. Saghk Bakanhg Tiirkiye Halk
Sagligi Kurumu Kanser Daire Bagkanliginin 2006-2008 yillar1 arsinda yayinladigi
verilere gore erkeklerde kanserin goriilme sikligi 280,5/100.000 iken, kadinlarda
172/100.000 olarak belirlenmistir (Sekil 1.1.) [2].
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de kanserin goriilme sikligi, 2008 [2]



Ulkemizde erkek ve kadimlarda yasa standardize insidans hizlarma (YSH) gére en
cok goriilen kanser tiirlerine bakildiginda, erkeklerde; 69,2/100.000 ile en yiiksek
oranda goriilen kanser tiiri akciger kanseri olmakla birlikte, bunu sirasiyla
37,6/100.000 YSH ile prostat, 21,7/100.000 YSH ile mesane, 20,8/100.000 YSH ile
kolorektal, 18/100.000 YSH ile mide kanserleri izlemektedir. Kadinlarda ise en
yiiksek oranda gozlenen kanser tiirii 40,7/100.000 YSH ile meme kanseri ve sirastyla
16,2/100.000 Y'SH ile tiroid, 13,2/100.000 YSH ile kolorektal, 8,5/100.000 YSH ile
uterus ve 8,2/100.000 YSH ile de akciger kanserleri izlemektedir (Sekil 1.2.) [2].

Prostat; 37,8 Tiroid; 16,2

Mejsane; 21,7 Kolorektal; 13,2

Kolorektal; 20,8 Uterus Korpusu; 8,6
Akciger; 8,2
Mide; 7.7

Over; §,9

Mide; 18,0

Larinks; 9.1
NHL; 6,2
Beyin,sinir sigtemi;6,1 NHL; 5.4
Pankreas; 6,1 Beyin,sinir sistemi; 4,4
Bahrek; 5.8 Serviks; 4,1

Tiroid; 3,9 Mesane; 8,0

Meme; 0,8 ' Larinks; 0.5

Sekil 1.2. Ulkemizde en sik goriilen kanser tiirlerinin yasa standardize insidans
hizlar1 (YSH), 2008 [2]

Ulkemizde goriilen kanser tiirlerinin ve kanser sikhigmin yasa gore ozel hizlari
(YOH) incelendiginde, 0-4 yas grubuda dahil olmak iizere 2008 yil1 verilerine gore
her yasta kanser goriilebilirken ortalama kadinlarda 45-49 yas grubu ve iizeri
yaslarda, erkeklerde ise 55-59 yas grubu ve tizeri yaslarda daha ¢ok kanser
goriilmektedir (Sekil 1.3, 1.4) [2].
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Sekil 1.3. Ulkemizde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinin yasa gore ozel
hizlar1 (YOH), 2008 [2]
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Sekil 1.4. Ulkemizde erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinin yasa gore ozel

hizlar1 (YOH), 2008 [2]

Icerdigi kimyasal karsinojenlerin cesitliligi bakimindan sigara kullanimin
toplumlarda artmasi buna paralel olarak gerek mesleki gerekse gevresel faktorlere

maruziyet ile genetik yatkinliklar, diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6zellikle erkek



popiilasyonu {iizerinde akciger kanserini goriilme sikligi bakimindan ilk sirada

tutmaktadir.

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik karsinojenlere maruziyet ile kansere yakalanma
arasinda uzun ve sessiz donemin olmasi, ileri yaslarda bu hastaliga yakalanmanin
sebebini agiklamaktadir. Ne var ki, hiicre ve olusturdugu i¢ denge maruziyet
sonucunda hasar1 ve etkiyi en aza indirgemek i¢in de kendi metabolik yolaklarini
kurar. Bu anlamda karsinojenlerin viicutta olusturdugu etkilerin en aza indirgenmesi

ve sistemin korunmasi ksenobiyotik mekanizmasi (detoksifikasyon) ile agiklanir.

Detoksifikasyon (biyotransformasyon); toksik maddeler, metabolitler, epoksidler gibi
ksenobiyotiklerin zararli etkilerinin c¢esitli enzim ya da molekiiller yardimi ile
zararsiz hale getirilerek viicuttan disar1 atilimini saglama mekanizmalar1 olarak
aciklanabilir [3,4]. Bu mekanizmalarda gorev alan enzimler ya da molekiiller de bu
hayati olguyu desteklemektedirler. I. Faz ve Il. Faz reaksiyonlar1 olmak iizere baslica
iki ana grupta toplanan ksenobiyotik mekanizmasinda; karsinojenler, sirasiyla . Faz
reaksiyonlart ile ya reaktif olmayan iiriinlere yikilarak viicuttan dogrudan atilirlar, ya
da reaktif metabolitlere transforme olurlar. Viicutta birikmesi ve atilmamasiyla DNA
hasari, doku hasari, mutasyon, hiicre yaslanmasi, kanser gibi metabolik ve kalitsal
rahatsizliklara yol acan bu reaktif metaboliteler, Il. Faz reaksiyonlar ile konjugasyon

reaksiyonlarina ugratilarak idrar, safra, ter yoluyla viicuttan disar1 atilirlar.

Detoksifikasyon metabolizmasini olusturan enzimleri kodlayan genlerin mutasyona
ugramast ya da polimorfik olmasi, gen ifadelerinin yeterince saglanamamasi, gen
tirtinleri olan proteinlerinin ifadelerinin olmamas1 ya da asir1 veya ¢ok az ifadeleri
gibi faktorler dogrudan kanser olusumunu etkileyen ve baslatan faktorlerdir.
Detoksifikasyon metabolizmasinin iiyelerinin ayrica platin bazli kanser ilaglar1 basta
olmak {izere, antikanser ila¢ etkilesimleri, ilaglarin etkilerinin azaltilmasi ve ya
inaktivasyonunda da gorev aldigi disiiniildiigiinde de kanser hastaligi sonrasi
kemoterapoétiklerin uygulanmasi hususunda 6nemli 6n goriiler saglamaktadir. Coklu
ilag direncinde de gorev alan bu enzimlerin hiicrelerdeki ifadeleri bahsedilen

sebeplerden dolay1 ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir.



Bu tez caligmasinda da, ksenobiyotik mekanizmasinin baslica iki reaksiyonda gorev
alan ve |. Faz reaksiyonlarmi katalizleyen, Sitokrom P450 (CYP) enzim sisteminin
tiyelerinden CYP1A1, CYPIB1 ve CYP2EI1 izozimleri ile Il. Faz reaksiyonlarini
katalizleyen Glutatyon S Transferaz (GST) enzim sisteminin iiyelerinden GSTP1,
GSTMI1 ve GSTT1 izozimlerinin gen ve protein ifadelerinin, Kiigiik Hiicreli Dis1
Akciger Karsinomali (KHDAK) hastalarin parafine gémiilii dokularinda incelenmesi

amagclanmustir.

1.1.  Akciger Kanseri

1.1.1. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC)’nin
2008 Diinya Kanser Raporu verilerine gére 2008 yil1 tamaminda 12,4 milyon tahmin
edilen yeni kanser vakasinda, insidans yoniinden diinyada en yaygin kanser olarak
(1,52 milyon, %12,26) oranla akciger kanseri gelmektedir. Ayrica kanser oliimleri
bakimindan degerlendirildiginde diinya genelinde, gelismis iilkelerde 2008 yili
verilerine gore, akciger kanseri tahmini 455.000 toplam 6liim sayist (%27), ve az
gelismis iilkelerde kanserden 6liimlerin tahmini 475.000 toplam 6liim sayis1 (%18,2)
ile ilk sirada yer almaktadir. Ozellikle kanser nedenli 6liimlerde erkeklerde en yaygin
goriilen 6liim sebebidir [1]. Ulkemizde erkek ve kadinlarda yasa standardize insidans
hizlarina (YSH) gore en ¢ok goriilen kanser tiirlerine bakildiginda; erkeklerde
akciger kanseri 69,2/100.000 insidansla ilk sirada yer alirken; kadinlarda ise
8,2/100.000 insidans ile akciger kanserleri besinci sirada yer almaktadir (Sekil 1.2.)

[2].

1.1.2. Etiyoloji

Akciger kanserinin baslica sebebi sigara i¢cimidir. Giinliik icilen sigara sayisinin ve

sigara igme siiresinin yil bazinda artmasi, filtresiz, kisa filtreli ve yiiksek katran

icerikli sigara igilmesi akciger kanseri riskini dogrudan arttirdigi bilinmektedir.



Ayrica, sigarayr birakma siiresi ile dogru orantili olarak akciger kanser riskinin
azaldigi bilinmektedir. 20 y1l ya da daha fazla siire ile giinde bir paket ve lizeri Sigara
igenlerde akciger kanseri riski 10-65 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte, sigaray1 biraktiktan sonraki 5. yildan itibaren akciger kanserine yakalanma

riskinin, sigaray1 birakmayanlara oranla azaldigi bildirilmistir [5-8]

Sigara; karsinojenler, ko-karsinojenler ve tiimoér promotorlari olmak iizere binlerce
substrat igerir. Sigara dumanindaki major karsinojenler; polisiklik hidrokarbonlar,
aromatik aminler, nitrozaminler, piridin alkaloidler ve radyoaktif bilesenlerdir.
Bunlarin iginde nitrozamin 4—(metilnitrozamin)-1-(3 piridil)-1-butanon (NNK), en
potent mutajen karsinojendir ve nikotinin nitrozasyonundan olusur. Sigarada bulunan
karsinojenlerin aktivasyonunda CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP2D6 ve CYP2E1
izozimlerinin ve detoksifikasyonunda GSTM1 ve GSTTI1 izozimlerinin dogrudan

iliskili oldugu yapilan galismalar tarafindan gésterilmistir [5].

Sekil 1.5.’de PAH (polisiklik aromatik hidrokarbon) metabolizmasi, benzo (a) piren
Ornegi lzerinden gosterilmistir. Buna gére PAH’lar I. Faz enzimler (CYP1Al,
CYP1B1) tarafindan reaktif olan ve DNA’ya baglanan epol dioksitleri metabolize
eder. Ancak II. Faz reaksiyonlar1 tarafindan (Glutatyonla konjugasyon
reaksiyonlarini katalizleyen GST’ler, glukuronik asitle konjugasyon reaksiyonlarini
katalizleyen UGST’ler) bu reaktif DNA katilim tirtinleri detoksifiye edilerek idrar ya
da safra ile viicuttan atilirlar. Bu islemler sirasinda detoksifikasyonda gorev alan
enzimlerden bazilarinin ya da tamaminin ifade edilmemesi ya da mutant olmasi
durumlarinda, benzo (a) piren nihai karsinojenlere aktive olur ve bu karsinojenler
DNA ile kovalent reaksiyonlar gerceklestirerek, DNA katilim {iriinlerini olustur.
DNA’da hatali kodlama ve mutasyon olusturmasi yoluyla, Sigara dumanina maruz
kalan tiim brong epitelinde; sirasiyla, hiperplazi, metaplazi, displazi, karsinoma in
situ ve invaziv kanser seklinde meydana gelen morfolojik degisimlerle kanser

baslamis olur [5,9].
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Sekil 1.5. PAH metabolizmasi [9].

Diinyanin herhangi bir cografik bdlgesinde, o bolgenin jeolojik yapisina bagl olarak
gevreye yayilim gosteren radon, akciger kanserlerinin olusumunda ve etiyolojisinde
sigaradan sonra ikinci siray1r almaktadir. Dogal olarak olusan ve radyoaktif
ozellikteKi en agir gazlardan biri olan radon, insasinda kullanilan malzemenin cinsine
bagl olarak insanlarin yasadigi binalarda birikebilmekte ve kimi zaman o6zellikle
kapali ve iyi havalandirilmamis mekanlarda yiiksek derisimlere ulasabilmektedir.
Dogal siireglerin sonucunda insana zarar verebilen ¢evresel etmenlerden birisi olan
radon, topraktan havaya sizar ve suda eriyebildiginden bazen sudan da havaya
gecebilmektedir [10,11].

Yapilan son arastirmalara gore, akciger kanserinin etiyolojisinden %10-14’tinden
radonun sorumlu olabilecegi ileri siirilmektedir [6]. 75 yasina kadar sigara
icmeyenlerin konsantrasyon orani 100 Bg/m® (Becquerels) olan radona maruz
kaldiklar taktirde akciger kanserine yakalanma risklerinin bu oranda radona maruz
kalmayanlara gére 1000'de 1 arttig1 gézlenmistir. Ayn1 radyasyon oranina tabi kalan
sigara icen kisilerde ise akciger kanserine yakalanma oraninin 25 kat daha fazla

oldugu tespit edilmistir [12,13].



Akciger kanserinin bir baska etiyolojik faktorii ise erkeklerde %15, kadinlarda %5
oranlarinda mesleki maruziyetler olarak bildirilmektedir. Mesleki maruziyetin
basinda asbest gelmektedir. Madenciler, ¢imento, yap1 malzemeleri, fren balatasi
yapimi, tekstil, izolasyon, tersane gibi is sektorlerinde calisan iscilerde sigara
icmeyenlerde, akciger kanseri riski %5 iken; sigara icen bu sektor calisanlarinda
akciger kanserine yakalanma riski %92 oldugu bildirilmistir. Asbest maruziyetinden
sonra ikinci mesleki maruziyet etmeni uranyum madeni calisanlarinda, uranyum
madenine maruziyet gelmektedir. Yine bu sektérde sigara igmeyenlerde akciger
kanserine yakalanma riski %7 iken, sigara i¢en uranyum madeni c¢alisanlarinda
mesleki maruziyet sonucu akciger kanserine yakalanma riski %38 olarak
bildirilmistir. Havagazi iscileri, asfalt, katran, kok firin is¢ileri, baca temizleyicileri,
madenciler gibi iscilerinde mesleki olarak komiir ve katrana maruz kalarak %2-6
oraninda akciger kanserine yakalanma riskleri vardir. Maden ve kaynak is¢isi, bocek
Oldiiriicliler, sarapgilar, petro-kimya is¢ilerinin maruz kaldiklar1 arsenik; ¢amasir
suyu iiretimi, cam-seramik, musamba, mezbaha, basin endiistrisi ve batarya is¢ileri,
itfaiyecilerin maruz kaldiklar1 krom; ve degisik is kollarinda maruz kalinan vinil
kloriir, hardal gazi, nikel, demir, berilyum, kadmiyum, kobalt, kursun,
elektromagnetik alanlara maruziyetinde akciger kanseri olusturma risklerinin oldugu

bildirilmigtir [14,15].

Etiyolojik agidan akciger kanser olusumunda 6nemli bir faktér de beslenmedir.
Yapilan c¢alismalarda vitamin A ve betakaroten agisindan fakirce beslenmenin,
akciger kanserine yakalanma riskini arttirdigi, diyetle alinan besinlerde
betakaroten/retinol oraninin yiiksek oldugu gidalarin tiikketilmesinin insanlarda
akciger kanseri riskini %40 oranlarinda azalttigi bildirilmistir [14]. Sebze ve
meyvelerde bulunan flavonoidlerce ve omega-3 ve -6 gibi yagasitlerince zengin
diyetin akciger kanserini azalttigi tespit edilmistir [6,16]. Sigara i¢iminin diyetle
alman vitaminlerin seviyesini, Ozellikle de vitamin C’nin seviyesini diislirdigi
bilinse de, sigara i¢enlerde ve igmeyenlerde, taze sebze ve meyve tiiketimiyle alinan;
vitamin C, karotenoidlerin (6zellikle beta karotenin) akciger kanseri riskini tiim
histopatolojik tipler i¢in ve her iki cinsiyette azalttigi bilinmektedir. Yesil cayin
kanserden koruyucu o6zelligi oldugu ve metastazi Onledigi, doymus yaglardan ve

kolesterolce zengin beslenmenin akciger kanseri riskini arttirdigi, folat eksikliginin
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de bronsiyal epitelde premalign lezyonlara neden oldugu ileri siiriilmektedir

[6,16,17].

Poliaromatik hidrokarbonlar, arsenik, nikel, krom gibi agir metaller, fosil yakit
iriinleri, motorlu araglarin egzoz dumani, evsel ve issel yakit olarak kullanilan
komiir dumanimin havaya salinimi akciger kanserinin etiyolojisinde %1’lik bir
kismini olusturan hava kirliligine neden olmaktadir. Yapilan caligmalarda hava
kirliligi bakimindan aromatik hidrokarbonlarin fazla oldugu bolgelerde akciger
kanser olusumu riski artmakta iken, ayrica kentlerde yasayanlarin kirsal kesimlerde

yasayanlara oranla 1,2-2,3 kat daha fazla risk altinda oldugu bildirilmistir [18].

Genetik yatkinlik, sigara icenler i¢in akciger kanser gelisimi agisindan 6nemli bir
etiyolojik faktordiir. Sigaradan sonra en onemli risk faktorii olan genetik aktarim,
multiple genler tarafindan kodlanan I. Faz ve Il. Faz enzim sistemleri ile iliskilidir.
Temelde, CYP siiperailesi, GST ve N-asetil transferaz siiperailesi bu gen gruplarini
olusturmaktadir. I. Faz enzim sistemi, ekzojen maddeleri reaktif bilesenlere
doniistiirme yetenegine sahiptir. 1. Faz ise, konjugasyon veya suda ¢oziiniirligi
degistirerek bu maddelerin eleminasyonunu saglayabilmektedir. Bu enzim
sistemlerinin karsinojenlere karsi az veya daha fazla basarili olmasinin genetik
aktarim ile ilgili oldugu ileri siiriilmektedir. Akciger kanseri ile iliskili olan gen
gruplari; |. Faz genleri i¢in; CYP1Al, CYP2D6, CYP2A6, CYP2C9, CYP3A4,
CYP2EL ve Il. Faz genleri i¢in; GSTM1, GSTT1, GSTP olup en ¢ok su¢lanan genler
ise CYP1A1, CYP2D6 ve GSTM1 dir [19,20].

Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu,
hiicre dongiisiiniin ve apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan ozellikle p53 gibi
genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler, DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan
degisiklikler, bliylime faktorleri ve reseptorlerine iliskin degisiklikler akciger kanseri

olusumunda etiyolojik agidan molekiiler diizeyde incelenen genetik olaylardir [5,14].
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1.1.3. Patoloji

Timorlerin siniflandirilmasi; hastalarin tedavisinde uyum saglanmasinin yani sira
epidemiyolojik ve biyolojik caligmalarin temelini olusturmasi agisindan oldukca
onem tagimaktadir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) akciger kanserinin patolojik
simiflandirmasimi 1981 yilinda yapmistir. Ancak o tarihten giiniimiize toplumlarda,
sigara igme siklig1 ve aliskanliklarindaki degisiklikler tiim diinyada akciger kanseri
insidansin1 ve mortalitesini biiylik 6l¢lide degistirmistir. Bu degisikliklerin akciger
kanserlerinin histolojik tipleri ve bunlarin goriilme oranlar1 {izerine de etkisi
olmustur. Bu nedenlerden dolayi, tani yontemleri ve kriterlerinde belirgin
degisiklikler gergeklesmis, bunun iizerine siniflama WHO tarafindan 1999 yilinda
yeniden diizenlemistir. Buna gore 1999 yilinda WHO tarafindan yapilan patolojik
simiflandirma Cizelge 1.1.”de verilmistir [21,22].
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siniflandirmasi [21].

Cizelge 1.1. 1999 yilinda WHO tarafindan yapilan akciger kanserinin patolojik

Aabizn Epitelyal Timorler Ihifiiz 1dyopatik pulmoner néroendcknn hitcre
Skuamdz hiicrell karsmom hipaplazia
Papaller MMezenkimal tiomorler
Berrak biicreli Epiteloid hemanjicendotel voma
Eiigiik hitereh Anjryosarkom
Bazolmd Pléropulmoner blastom
Eiigiik hiicreh karsimom Eondroma
Eombine kiagak hicrell karsimom Emnjenital penbronzival mayofibroblasok timdr
Adenckarsinom [hiffiiz pulmeoner lenfanjryvomatozns
Adenckarsimom ikt fip Inflamatuar miyofibroblashk timdr
Asmer adenokarsimom Lenfanjivolervomivomatons
Papiller adenckarsinom Sinovval sarkom
Bronkoalhveoler MMonofamk
Mon-miismos Bufamk
MMismée Pulmoner arter sarkomas:
Mhks mindz ve non-miisinde va da beliraz Pulmoner ven satkomam
hitere tip Bemign eprtelval timdrler
MMz salzlayvan solid adenckarsmerm Papillomalar
Fetal adenckarsinom Skuamoz hitorell papallom
Mismée (kollod) karsmom Ekzofink
Mizméz kistadenokarsimom Ters verlesimh
Tash vizik adenckarsmom Glandular papalloma
Berrzk hiterel adenokarsmom Mik=t skuamdz hiicreli ve glanduler papilloma
Bityiik hiicrel: karsimom Adencmalar
Biiviik hitcrel néroendolam karanom Alveclar adenoma
Eombine bityiik hiterell ndroendokn Pamller adenoma
karsmom Tiikatik bem tipn adencim
Bazalod karsinom Mikéz gland adenomm
Lenfoepitelvoma benzen karsmom Pleomorfik adenom
Bemak hitereh karsmom Dngerlen
Fabdoid fentipmde biyik hicreli karsmom Mismée kistadenom
Adencckuamde karsmom Lenfoproliferanf timdrler
Sarkomatedd karamom MALT tipi morpnal zon B hitere lenfomzsy
Fleomorfik karsmom Dhffinz biayiik B hiterel lenfoma
Iz hitereh karamom Lenfomatmd sraniilamatozs
Diev hitereh karsmom Langerhans hitcreh ishvositozis
Earsnesarkom Cenith timdrler
Pulmoner blastom Hamartoma
Earsmoid timdrler Eklerozan hemanjiom
Tk karsinmd Berrak hiicreh tiimér
Atipik karsinoid Germa hiierels timér
Tikrik bez tipmdeka karsmomlar Teratom, matir
Muk cepidermeid karsinom Tzt
Adenmd kastk karsinom Dhiger geam hiverely timdrler
Eptelyval-myoepitelval karsmom Intrapubmoner blastom
Premvazy lezyonlar Melanoma
Skuamdz hiverell m situ karsmom Metastak timndrler
Anpik adenomatdz peaplaz

WHO’nun 1999 yilinda yapmis oldugu patolojik smiflandirmadan farkli olarak
American Lung Association, akciger kanserini Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri
(KHAK) ve Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) olmak iizere iki ana
grupta toplamistir [23].
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1.1.3.1. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK)

Akciger kanserlerinin % 20-25’ini olusturan KHAK, genellikle sigara igenlerde
goriilmekle Dbirlikte siklikla peribronsiyal yerlesimli, submukoza ve periferik
parankimal dokular infiltre eden, erken ve yaygin metastaz gosteren agresif bir
timordiir. Yogun nukleuslu, dar sitoplazmali, diizenli kiigliik hiicrelerden
olusmaktadir. Primer akciger kanserleri iginde hizli seyirli olmasi, erken dénemde
hematojen ve lenfatik metastaz yapmasi ve bu nedenle cerrahi tedaviden ¢ok medikal
tedavi uygulanmasi nedeniyle diger akciger kanserlerinden farkli bir grup olarak
degerlendirilmektedir. Tan1 konuldugunda genellikle yayilmistir ve hastalarin cogu 6
aydan az yasamaktadir [24,25].

1.1.3.2. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

Akciger kanserlerinin yaklasik % 75-80’ ini olustururlar. Gelisme ve diger organlara

yayilma bakimimndan KHAK’den daha yavastirlar. Kanserin gelistigi hiicrenin tipine

gore 3 tipi vardir [23].

1.1.3.2.1. Epidermoid (Skuamoz Hiicreli) Karsinom

Proksimal segment bronglarindan kdken alir ve tiim akciger kanserlerinin % 30’unu

olusturur. En erken formu karsinoma insitudur. Skuamoz metaplaziden displaziye,

karsinoma insituya, invaziv karsinomaya gidis 5-15 yil alabilir. Skuaméz displazi ve

karsinoma insitu normal mukozaya geri donebilir. Mikroskobik olarak dokularda

keratin ve interseliiler koprii olusumu goriiliir [6,24,25].

1.1.3.2.2. Adenokarsinom

Skar karsinomu da denilen bu tip, akcigerde periferal yerlesimli, alveolar yiizey

epiteli ya da brons mukoza bezlerinden kdken almaktadir. Genellikle kadinlarda daha
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fazla oranda goriiliir. Akciger kanserlerinin % 25-30’undan sorumludur. interstisyel
akciger hastaligi ve akciger enfeksiyonlaria bagli gelisen fibrozise ikincil olarak da
adenokarsinom gelisebilir. Prognozu diger adenokarsinomlardan daha kotiidiir
[6,24,25].

1.1.3.2.3. Biiyiik Hiicreli Karsinom

Histolojik olarak biiyiik ¢ekirdekli ve ¢ekirdekgigi belirgin olan ve kotii diferensiye
Ozellik gosteren biiyiik hiicreli Karsinom, tiim akciger kanserlerinin % 9’unu
olusturmaktadir. Santral veya periferik yerlesim gosterebilir. Biiyiik hiicreli
norondokrin tiimorler, KHAK lerine benzemekte ve periferal palizatlanma, rozet
formasyonu gibi noroendokrin Ozellik tasiyanlari kotii prognoz gostermektedir

[6,24,25].

1.1.4. Evrelendirme

Akciger kanserli bir hastada tedavi se¢imi ve sonucta hastaligin prognozu, hastaligin
tan1 sirasindaki evresi ile yakindan iliskilidir. Analitik, terapotik ve prognostik
amaglarla timoriin ~ yayginliginin -~ dlgiilmesi, timoér evrelendirmesi  olarak
tanimlanmaktadir. Akciger kanserinde prognozu belirleyen en 6nemli faktor tiimoriin
evresidir, ikinci sirada histopatolojik hiicre tipi gelmektedir [26]. Akciger kanserinin
evrelendirilmesinde kullanilan TNM (T: primer timor; N: bolgesel lenf bezleri; M:
uzak metastaz) evrelendirme sistemi, tan1 sirasinda hastaligin anatomik yayginligini
gosteren Onemli bir rehber olarak primer akciger malignitesi olan tiim hastalara
uygulanabilmektedir. Evrelendirme sistemi ile olusan standardizasyon, tedavi
yaklagimina, tedavi sonuglarinin degerlendirilmesine, hastaligin prognozuna ve
hastaneler arasinda veri transferinin saglanmasina yararli olmaktadir [26]. Akciger
kanserinin evreleme sisteminin revizyonu 1997 yilinda Mountain tarafindan
yapilmistir (Cizelge 1.2., Cizelge 1.3.). 2002 yilinda yeniden TNM siiflandirilmasi

yapilmis ancak akciger kanser evrelendirilmesinde degisiklik yapilmamistir.
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Cizelge 1.2. Akciger kanserinin TNM Siniflandirmasi [27].

X Timoriin biytikligi degerlendirilememistir.

TO | Primer tiimor kanit1 yok.

Tis | Karsinoma insitu.

T1 | En genis capr < 3 cm, akciger veya visseral plevra ile ¢evrili,
bronkoskopik olarak lob bronsundan daha proksimale (ana bronsa)
invazyon gostermeyen timor.

T2 | Timdriin asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olmasi gereklidir:

- En genis ¢ap1 > 3 cm; ana brons invaze ancak ana karinaya uzaklik > 2
cm;

- Visseral plevra invazyonu,

- Hiler bolgeye ulasan ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi ya da
obstriiktif pnomoni

T3 | Tiimoriin herhangi bir biiyiikliikte olup gdglis duvar (siiperior sulkus
tiimorleri dahil), diyafragma, mediastinal plevra, pariyetal perikard gibi
yapilardan herhangi birine direkt invazyon gostermesi veya karinaya 2
cm’den daha yakin ancak karinayi tutmayan ana bronstaki tiimor veya
biitiin bir akcigeri kapsayan atelektazi veya obstriiktif pnomoni ile birlikte
olan tlimor.

T4 | Tiimoriin herhangi bir biiyiikliikte olup mediasten, kalp, biiyiik damarlar,
trakea, 6zefagus, vertebral kolon, karina gibi yapilardan herhangi birini
invaze etmesi; veya malign plevral veya perikardiyal sivi ile birlikte olan
tiimor, veya tlimorle ayni lob i¢inde satellit tiimor nodiil ve nodiiller.

Nx | Bolgesel lenf bezlerinin degerlendilememesi.

NO | Bolgesel lenf bezi metastazi yok.

N1 | Aym taraf peribronsiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf bezlerine metastaz ve
primer tlimoriin direkt yayilmasi ile intrapulmoner bezlerin tutulmasz.

N2 | Ayn: taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz.

N3 | Karsi taraf mediastinal, hiler; ayn1 veya karsi taraf supraklavikular veya
skalen lenf bezi metastazi.

Mx | Uzak metastaz varligimin degerlendirilememesi.

MO | Uzak metastaz yok.

M1 | Uzak metastaz var.
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Cizelge 1.3. Akciger kanserinin evrelendirilmesi [27].

OKkiilt karsinom | Tx NO MO
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1A T1 NO MO
Evre 1B T2 NO MO
Evre 1A T1 N1 MO

T2 N1 MO
Evre 1B T3 NO MO

T1-T2-T3 N2 MO
Evre IHIA T3 N1 MO

Herhangi bir T N3 MO
Evre 1B T4 Herhangi bir N MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

1.2. Ksenobiyotik Mekanizmasi

Karsinojenik  maddelerin  olusturdugu  etkilerden  hiicrenin  korunmasinda
ksenobiyotik mekanizmalarinin 6nemi biiyiiktiir. Toksik maddeler, metabolitler,
epoksitler v.b. olusturdugu ksenobiyotiklerin, zararli etkilerinin enzim ya da
molekiiller yardimu ile zararsiz hale getirilerek viicuttan disar1 atilmalarini saglayan
mekanizmalar, detoksifikasyon (biyotransformasyon) mekanizmalar1 olarak
adlandirtlirlar (Sekil 1.5.) [28].
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Sekil 1.6. Ksenobiyotik Mekanizmas1 [29].

Ksenobiyotiklerin mekanizmasi iki ana reaksiyonda toplanir. Bunlar;

e |. Faz reaksiyonlari

e |l. Faz reaksiyonlaridir.

1.2.1. 1. Faz Reaksiyonlari

I. Faz reaksiyonlar1 ksenobiyotik mekanizmasinin en 6énemli yolunu olusturur. I. Faz
reaksiyonlart yiikseltgenme (oksidasyon), indirgenme (rediiksiyon) ve hidroliz
reaksiyonlar1 olmak tizere 3’e ayrilir (Cizelge 1.4.). Bu sistemde rol oynayan en
onemli enzim sistemleri, hiicrede diiz endoplazmik retikulum membranlarinda
bulunan CYP enzim sistemidir.  Baslica yiikseltgenme (oksidasyon)
reaksiyonlarinda, demir grubu igeren CYP enzimleri, alifatik hidroksilasyon, alifatik
epoksidasyon, aromatik epoksidasyon ve hidroksilasyon, N-, O- veya S-oksidasyon
(dealkilasyon), N-hidroksilasyon, Deaminasyon, S-oksidasyon, P-oksidasyon,
desiilfiirasyon ve ester kirilmasi, oksidatif dehalojenasyon yollari ile bir oksijen

atomu getirir. Bu sistemde oksijen, NADP ve NADP-CYP Rediiktaz enzimi
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gereklidir. Oksijen atomlarindan sadece bir tanesi ksenobiyotige transfer edilirken,
digeri de suya indirgenir. Ciinkii bu sistem hem bir oksidant (O;), hem de bir
rediiktant (NADPH) igerir. Alkollerin aldehitlere ve aldehitlerinde karboksilik
asitlere olan oksidasyonu, alkol dehidrogenaz ve aldehit dehidrogenaz enzimleri

tarafindan yiiriitiiliir [28,29].

Indirgenme (Rediiksiyon) reaksiyonlari, genelde nitro ve azo bilesenlerin
indirgendigi reaksiyonlardir. Bu reaksiyonlar CYP ve NADPH-CYP Rediiktaz
enzimleri tarafindan NADPH kullanilarak katalizlenir, oksijen tarafindan da inhibe
edilirler [30].

Hidroliz reaksiyonlarini kataliz eden enzimler hiicrede, hem graniillii endoplazmik
retikulumda, hem de mitokondrilerde bulunur. Hidrolazlar: esterazlar, amidazlar,
epoksit hidrolaz ve karboksihidrolaz enzimleri olmak tizere siniflandirilabilirler. Bu
enzimler normal (endojen) substratlari ve yapica bunlara benzeyen ksenobiyotikleri
hidroliz ederler. Karsilikli olarak esterazlar amidleri, amidazlar da esterleri hidroliz

edebilirler [28].

1.2.2. 1l. Faz Reaksiyonlar1

Il. Faz reaksiyonlari, ¢esitli konjugasyon veya sentez olaylarimi igerir. |. Faz
reaksiyonlartyla, lipitte c¢oziinen ksenobiyotikler daha polar molekiiller haline
gecerler, Il. Faz reaksiyonlarinda ise endojen maddelerle birlesen bu polar
metabolitler inaktif sekilde eleminasyona ugrarlar. |l. Faz reaksiyonlar1 glukuronik
asit, siilfat ve GSH (Glutatyon) ile konjugasyon reaksiyonlari, asetilsyon ve

metilasyon olmak tizere baslica 3 reaksiyondan olusur (Cizelge 1.4.) [28].

En sik gerceklesen konjugasyon reaksiyonlarindan biri olan glukuronik asit ile
konjugasyonda (Glukuronidasyon); glukuronid substratlarin oksijen, azot veya
kiikiirt gruplarina baglanarak glukuronatlar seklinde atihma ugramasini saglarlar.
Reaksiyonlar1 kataliz eden enzim iiridin difosfat glukuronozil transferaz (UDP-

glukuronozil transferaz)’dir [28].
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Siilfat ile konjugasyon reaksiyonlarinda (Siilfasyon); primer, sekonder, tersiyer
alkoller, fenoller ve arilaminler endojen siilfat ile siilfat esterlerini olustururlar. Bu
konjugatlar iyonize olduklar1 ve suda ¢oOzindikleri i¢in hizli bir sekilde
organizmadan atilirlar. Bu reaksiyonlarin  katalizlenebilmesi icin  dnce
stilfotransferazlarin katalizorliigli esliginde stilfat iyonlarmin aktivasyonu ile aktif
stilfat olugsmas1 (3-fosfoadenozin-5-fosfosiilfat) gerekir. Boylelikle, fenol, alkol ve
amin grubu tasiyan bir¢cok ksenobiyotik aktif siilfat ile aril siilfat, alkil siilfat veya
siilfamatlar1 olusturur. Siilfotransferazlar ayrica steroidler, karbohidratlar ve

proteinler gibi endojen maddelerin de stilfat esterlerinin olusmasini kataliz ederler
[28].

Glutatyon ile konjugasyon da, Glutatyon GSH (y glutamil sisteinil glisin) molekiili;
glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusur. —SH, siilfidril grubuna isaret
eder ve molekiiliin aligveris yapan kismidir. Karsinojenik etkilerden korunmada
glutatyonun 6nemli bir rolii vardir. Reaktif ara metabolitleri olan epoksidler ve diger
bazi toksik bilesikler dokularda niikleofilik endojen bilesiklerle, 6zellikle glutatyon
ile konjuge edilerek inaktif duruma getirilirler. Glutatyon molekiiliindeki stilfidril
grubu, giiglii bir niikleofilik grup gibi hareket eder, epoksid veya bazi toksik
bilesiklerin veya metabolitlerin elektrofilik merkezlerine baglanarak onlar1 nétralize
yani detoksifiye eder. Eger toksik potansiyeli olan ksenobiyotikler GSH ile
konjugasyona ugramasalardi; DNA, RNA veya hiicre proteini ile kovalent olarak
birlesmekte serbest olacaklar ve sonugta ciddi hiicre hasarlarina yol agabileceklerdi.
Bundan dolay1 GSH, bazi ilaglar ve karsinojenler gibi ¢esitli toksik bilesiklere kars

onemli bir savunma mekanizmasidir [31].

Glutatyon konjugeleri viicuttan atilmadan 6nce daha ileri metabolizasyona ugrarlar.
Glutatyona ait glutamil ve glisin gruplar: spesifik enzimler tarafindan uzaklastirilirlar
ve geri kalan sisteinil kisminin amino grubuna bir asetil grubu (asetil KoA’dan
saglanan) eklenir. Sonucgta meydana gelen bilesik idrarla atilima ugrayan L-asetil

sisteinin konjugesi olan merkapturik asittir [31,32].

Asetilasyon reaksiyonlarinda, KoA ile endojen agil grubu (asetil) aktive olur ve

olusan asetil KoA ile ksenobiyotik konjuge olur. Asetilasyonu, multiple sekilleri
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bulunan ve genelde karaciger, dalak, akciger ve bagirsak mukozasinda bulunan, N-
asetil-transferaz  enzimleri kataliz eder. Aromatik aminler, arilsubstitiie
sulfonamidler, substitiichidrazin ve bazi aminoasitler N-asetilasyona ugrarlarken,

alifatik ve fenil substitiie alifatik aminler asetile olmazlar [28].

Metilasyon, diger bir¢ok konjugasyon reaksiyonlarma gore farklilik gosterir.
Konjugasyonla ksenobiyotik veya metabolitin fonksiyonel grubu maskelenir ve suda
¢cOziinlirliigli azalabilir. Metilasyonda; aminler, fenol yapisindaki bilesiklerle, tiyol
grubunu iceren maddeler aktif metil gruplar ile N-, O- ve S-metil konjugatlarini
olustururlar. Metil grubunu transfer eden koenzimler S-adenozilmetiyonin, N5-metil-
tetrahidrofolat ve vitamin B12 tiirevleridir. Ksenobiyotiklerin metilasyonunda S-
adenozilmetiyonin daha o6nemlidir. Metiltransferaz enzimleri reaksiyonu katalize
ederler. Bu enzimlerin bir kismi hiicrenin ¢6ziinen fraksiyonlarinda, bir kismi ise
mikrozomlarda  yerlesmistir.  Organizmanin  normal maddeleri  yaninda
ksenobiyotiklerden kinolin, nornikotin, 3,4-dihidroksibenzoik asit mikrozomal
enzimle ve daha az miktarda da etilmerkaptan, merkaptoetanol, tiyourasil,

merkaptoasetik asit, dimerkaprol metil grubu ile konjuge olurlar [28].
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Cizelge 1. 4. |. Faz ve Il. Faz reaksiyon tipleri ve gorev alan enzimler [28].

Reaksiyon Tipi

Gorev Alan Enzimler

Faz Reaksiyonlar:

. Yiikseltgenme (oksidasyon)

Sitokrom P-450 monoksijenaz

Ksantinoksidaz

Peroksidazlar

Aminooksidaz

Monoaminoksidaz

Dioksijenaz

Alkol dehidrogenaz

Aldehit dehidrogenaz

Superoksit dismutaz

N

. Indirgenme (rediiksiyon)

Sitokrom P-450 rediiktaz

Keto-rediiktaz

Glutatyon peroksidazlar

. Hidroliz

Epoksit hidrolaz

Karboksiesterazlar

Amidazlar

Faz Reaksiyonlari

. Konjugasyon

Glukuronozil transferaz

Sulfotransferaz

Glutatyon S-transferaz

Glukozil transferaz

Tiyol transferaz

Amidsentezi (transagilaz)

N

. Metilasyon

O-, N-, S- metiltransferazlar

w

. Asetilasyon

N- asetiltransferaz

Aciltransferaz

[N

. Digerleri

Siilfiirtransferaz (rodanez)

1.3. Sitokrom P450 (CYP)

Sitokrom P450 (CYP) sistemi steroidler, hormonlar, prostoglandinler, lipidler ve yag
asitleri gibi bir¢ok endojen maddenin metabolizmasinda ve ozellikle oral olarak
aliman ekzojen bilesiklerin detoksifikasyonunda gorevlidirler. Yapisinda bulunan
hem grubunun karbonmonokside baglandiktan sonra absorbe ettigi 1s18a ait dalga
boyunun nanometre (nm) cinsinden degerini (450 nm) verdigi i¢in Sitokrom P450

denilmistir. CYP enzimlerinin hepatik ve ekstrahepatik dokularda, hedef dokuyla
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ilgili ksenobiyotik bilesiklerin metabolik aktivasyonunda ¢ogunlukla belirleyici bir
rolleri vardir [33,34].

CYP enzim sistemine ait biitiin enzimler aminoasit benzerlik oranlarina gore ya ayni
aile iginde, ya da farkli alt ailelerde siniflandirilirlar. Buna gére enzimler, aminoasit
dizilimi yoniinden en az % 40’lik bir benzerlik gosteriyorsa ayni aile igine, % 60’tan
daha fazla benzerlik gosterenler ise alt grup ailelere alinmaktadirlar. Alt aile bir harf
ile belirtilir ve en son numara ise enzimi kodlayan genin numarasidir. Ornegin

CYP3AS5 [33,34].

Insanlarda bulunan 53 CYP formunun vyarisi daha ¢ok ksenobiyotik
metabolizmasindan aktif olan ilk ti¢ CYP ailesine (CYP1, CYP2, CYP3) aittir [35].
Genelde karacigerde daha fazla olmakla birlikte, akciger, deri gibi diger dokularda da
ifade edilen CYP’ler, eksojen kaynakli bilesiklere savunma gorevi yapmaktadirlar
[36,37].

CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1 genlerinin olusturdugu CYP1 ailesi, AHR-ARNT (aril
hidrokarbon reseptor-aril hidrokarbon reseptdr niiklear translakotor) yolaginda
transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedir. Basta sigara olmak iizere, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) ile
uyarilmaktadirlar [38,39]. PAH metabolizmasinin DNA’ya baglanma asamasinda
aktiftirler. DNA’da hasar meydana gelir ve tamir edilmezse neoplazmik
transformasyonlar olugmaktadir. Bu ylizden kimyasal kaynakli kanserlerle

iliskilendirilmektedirler [40].

CYP2 ailesi, heterojen enzimlerden olusmaktadir. CYP2A6, CYP2A7, CYP2A13
genlerinin olusturdugu CYP2A alt ailesini, CYP2B6 ve CYP2B7 genlerinin
olusturdugu CYP2B alt ailesini, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19
genlerinin olusturdugu CYP2C alt ailesini, CYP2D6 geninin olusturdugu CYP2D alt
ailesini, CYP2E1 geninin olusturdugu CYP2EI alt ailesini, CYP2F ve CYP2J alt
ailelerini icerir. CYP2B6, CYP2D6, CYP2E1, CYP2F1 ve CYP2J2 diger alt ailelere
kiyasla fonksiyonel olan iiyelerdir [41,42].
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CYP2E1 geni, CYP2E1 alt ailesine ait tek gendir [41]. CYP2E1 enzimi, etanol
metabolizmasindaki 6nemli rollerinin bulunmasi ve kimyasal karsinojenlerin
aktivatorii olmalarimin yaninda [43], tltiindeki en Onemli nitrozamin olan
nitrosamine 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pridyl)-1-butanone (NNK) disinda, bazi
spesifik nitrozaminleri de aktive etmektedir [44-46]. Parasetamol, klorzoksan,
enfluran, halothan vb. hidrofobik bilesikler ~CYP2E1’in  substratlarini
olusturmaktadir. [47]. CYP2E]1 substratlar1 ayn1 zamanda CYP2E]1 uyarici ajanlardir;
ornek olarak aseton, etanol, piridin, pirazol ve isoniazid verilebilir [48]. CYP2E1l
prokarsinojenleri aktive ettigi gibi doku zedelenmesine yol acan serbest radikaller de

olusturur ve bu radikaller substrat varligindan etkilenmezler [43].

CYP3 ailesi CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7 ve CYP3A43 genlerini igermektedir [41].
CYP3A enzimleri katalitik aktiviteye sahiptir ve ekspresyonlar1 dokuya gore farklilik
gostermektedir. Ozellikle CYP3A4 genel olarak karacigerde, CYP3AS5 ekstrahepatik
dokularda ifade olurken, CYP3A7 genel olarak fetal karacigerinde ifade olmaktadir.
CYP3A4 ve CYP3A7 PXR metabolizmas: ile regiile edilirken, CYP3AS5
glukokortikoid reseptorii araciligiyla kontrol edilmektedir. Quinidin, nifedipin,
diltiazem, lidokaine, lovastatin, eritromisin, siklosporin, triazolam, midazolam ve
testosteron, progesteron, androstenedion gibi endojen kaynaklar bu enzim ailesinin
substratlarini1 olustururken, ayrica bu enzim ailesi aflatoksin B1, PAH, NNK ve 6-

aminokirisen gibi prokarsinojenleri aktive etmektedir [46,49].

1.4. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Insanlarmn bir¢ok doku ve organinda bulunan ¢ok islevli ve genis spektrumlu substrat
Ozgiilliigii olan GST’ler, toksik kimyasallara maruz kalan canli organizmalarda
savunma gorevini Ustlenirler. GST’ler detoksifikasyon gorevini, indirgenmis
glutatyonun (GSH), tiyol (-SH) gruplari ile elektrofilik fonksiyonel gruba sahip olan
ksenobiyotiklerin (oksidatif strese neden olanlar, ¢evresel kirleticiler ve karsinojenler
gibi) biiyiik bir kisminin elektrofilik bolgelerini noétralize ederek gergeklestirir.
Olusan iiriin suda ¢oziinen merkaptiirik asittir (N-asetilsistein) ve viicuttan idrarla

atilir [50].
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GST’ler substratlar1 olan, 4-hidroksil-2-nonenal, kolesterol-5,6-oksit, adenin
propenal, 9-hidroperoksilinoleik asit, dopaminokrom, aminokrom gibi endojen
molekiillerin; biitadien, akrolein, aflatoksin B1-8, 9-epoksit, hekzaklorobiitadien,
trikloroetilen, stiren oksit, metilen klorid, etilenoksit, nitrokinolin oksit gibi ¢evresel
karsinojenlerin;  lindan, atrazin, DDT gibi  pestisitlerin  ksenobiyotik
metabolizmasinda detoksifikasyonunu saglarken, basta cis-platin gibi, platin bazl
kanser ilaglar1 olmak {iizere, klorambusil, siklosofamid, tiyotepe, fosfomisin,
etakrinik asit, nitrogliserin, adriamisin, asetaminofen gibi ilaglarinda aktivitelerini

inhibe ederek hiicrede bu ilaglara kars1 direncin gelismesine neden olurlar [51].

Primer yapilarina, enzimatik 6zelliklerine, antikorlarla ilgili reaksiyonlarina, yapisal
karakteristiklerine, kimyasal affinitelerine, aminoasit dizilerine ve enzimlerin
kimyasal davraniglaria gore GST’ler sitozolik, mikrozomal ve mitokondriyal olmak
tizere l¢ ailede smiflandirilmistir. Buna gore sitoplazmik GST’ler: GST Alfa
(GSTA1-1, GSTA2-2, GSTA3-3, GSTA4-4, GSTA5-5), GST Mi (GSTM1-1,
GSTM 2-2, GSTM3-3, GSTM4-4, GSTM5-5), GST Pi (GSTP1-1), GST Sigma
(GSTS1-1), GST Teta (GSTT1-1, GSTT2-2), GST Zeta (GSTZ1-1), ve GST Omega
(GSTO1-1, GSTO2-2) olmak fiizere 7 sinifa, eicosanoid ve glutatyon
metabolizmasinda membrana bagl proteinler (MAPEG: Membrane-Associated
Proteins in Ficosanoid and Glutathione metabolism) olarak da adlandirilan
mirozomal GST’ler; MGST1, MGST2 ve MGST3 olarak ii¢ smifa ve son olarak
mitokondriyal GST smifin1 olusturan GST Kappa (GSTK1-1) olmak iizere toplam 11

sinifta incelenmektedir [52].

1.5. Akciger Kanserinde CYP ve GST Enzimlerinin Gen ve Protein ifadeleri

PAH’lar gibi solunum yoluyla alinan kimyasallarin viicuda ilk yerlestigi organlar
akcigerlerdir. Bu acidan irdelendiginde akciger kanser olusum mekanizmasinin iyi
bir sekilde anlasilabilmesi igin, akciger kanser olusumunda, CYP ve GST
enzimlerinin de dahil oldugu ksenobiyotik mekanizmasinin aydinlatilmasi son derece

Onemlidir.
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PAH metabolizmasinda énemli bir gorev tistlenen CYP1Al izozimi akcigerde bol
miktarda ifade edilmektedir ve akciger kanser gelisiminde dnemli bir rol iistlenmistir.
Ozellikle, Mollerup ve ark. (1999)’nin normal akciger dokularinda yaptiklari
caligmada, erkek sigara igicileri ile kadin sigara igicileri karsilastirildiginda,
kadinlarin akcigerinde, aromatik/hidrofobik DNA katilim {iriinlerinin ve CYP1Al
seviyelerinin yliksek oldugunu vurgulanmistir [53]. Mc Lemore ve ark. (1990),
akciger kanserli 56 hasta ile nothern blotlama yontemi ile yaptiklar1 ¢alismada, 10
hastada CYP1A1 mRNA’smi [54], immunohistokimyasal yontemle 12 akciger
kanserli hastada da Taussaint ve ark. (1993), CYP1Al izoziminin protein ifadesini
gostermiglerdir  [55]. Nikotin metabolizmasinda CYP2A6 izoziminin rolini
aydinlatmaya yonelik ¢aligmalar artsa da, son zamanlarda 6zellikle, Su ve ark. (1999)
yaptiklar1  calismada,  solunum  yollarinda  nikotin  metabolizmasinda,
monooksijenasyon reaksiyonlarini kataliz eden, CYP2A13 izoziminin ifade
diizeyinin CYP2A6’ya gore daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir [56]. Akciger
timorlii ve normal dokularinda Kivisto ve ark. (1996), CYP3A ifadesini
immunohistokimyasal yontemle belirttiklerini bildirmislerdir [57]. Anttila ve ark.
(1997), 8 akciger kanserli hasta ile yaptiklari calismada hastalarin tamaminin timorli
dokularinda CYP3AS5 mRNA’sin1 ve birinde de CYP3A4 mRNA’sini1 bulduklarini ve
aynit zamanda bu hastalarin normal dokularinda her iki izoziminde mRNA’larinin
bulundugunu rapor etmislerdir [58]. Spivack ve ark. (2001), RT-PCR ve western
blotlama teknikleri ile yaptig1 calismada CYP1B1’in akciger kanserli ve normal
dokularinda ifadelerini gostermistir [59]. Czerwinski ve ark. (1994), RNase
protection assay yontemiyle CYP2B7 ve CYP4B1 mRNA’lariin akciger kanserinde
normal ve tiimorlii dokularda belirttigini rapor etmistir [60]. Raunio ve ark. (1998)
normal akciger dokularinda CYP1Al, CYP2E1, CYP3AS5, CYP2B7, CYP4B1 ve
CYP2F1 mRNA’larin1 RT-PCR teknigi ile gosterirken, immunohistokimyasal olarak
da CYP3A4 ve CYP3AS5 izozimlerinin protein ifadelerini gostermistir [61]. Chang
ve ark. (2007), akciger adenokanserinde yaptiklar1 ¢aligmada, CYP1Al ve CYP1B1
izozimlerinin transkripsiyonunun, sigara dumanindaki bilesikler gibi ligandlarin, aril
hidrokarbon reseptorlerine (AhR) baglanip aktive olmasiyla, arttigini bildirmistir
[62]. Spivack ve ark (2003) akciger kanserli hastalarda yaptigi ¢alismada 10 hastanin
ikisinde RT-PCR ve western blotlama analizlerini kullanarak CYP1A1 mRNA’sinin

ve proteinin ifadelerini gdstermistir [63]. Immunohistokimyasal yontemlerle, Oyama
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ve ark. (2007), 48 akciger adenokanserli hastanin %48’inde [64], Chang ve ark.
(2007), 107 akciger adenokanserli hastalarin %37’sinde CYP1A1 izoziminin protein
ifadesini gostermislerdir [62]. Lin ve ark. (2003), 89 KHDAK’l1 hastayla yaptigi
caligmada hastalarin dokularinda %47 oraninda CYPIB1’in protein ifadesinin
oldugunu vurgularken [65], Chang ve ark. (2007), 107 hastanin %49’unda bu
izozimin protein ifadesinin pozitif oldugunu bildirmistir [62]. Kivisto ve ark. (1995),
28 akciger kanserli hastanin %46’sinda CYP2EI izoziminin protein ifadesini
belirtirken [66], Oyama ve ark. (2007) yaptigi calismada 48 hastadan %48’inin

dokularinda bu izozimin protein ifadesini gostermistir [64].

CYP enzimlerinin protein ve gen ifadelerinin akciger kanserindeki rollerini
aydinlatmaya yonelik ¢ok sayida ¢alisma olsa da, GST enzimlerinin gen ve protein

ifadeleri ile akciger kanseri arasindaki iligskiyi gosterir ¢alismalar sinirlidir.

Oguztiiziin ve ark. (2010), immunohistokimyasal yontemle KHDAK’li hastalarin
dokularinda yaptig1 caligmada sirasiyla GSTA1, GSTM4, GSTT1 ve GSTPI
izozimlerinin protein ifadelerinin, tiimorli dokularda normal dokulara oranla daha
yiiksek oldugunu vurgulamiglardir [67]. Tang ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada, 50
KHDAK’l1 hastanin timor ve normal dokularinda GSTM2 izoziminin mRNA
ifdesini karsilastirdiginda, tiimorli dokularda GSTM2 mRNA ifadesinin normal
dokulardakine oranla daha diisik oranlarda oldugunu vurgularken [68], 82
KHDAK’l1 hastanin tiimorlii ve normal dokularinda GSTM2 izoziminin mRNA
ifadelerini arastirdig1 bir calismasinda da, tiimorlii dokularda GSTM?2 izoziminin gen
ifadelerinin oranlarinin normal dokulara oranla yiiksek oldugunu rapor etmistir [69].
Spivack ve ark. (2003) yaptiklari caligmada, akciger kanserli hastalarda GSTMI,
GSTM3, GSTP1 ve GSTTI izozimlerinin gen ve protein ifadelerini belirtmislerdir
[63]. Platin bazli kanser ilaglarindan 6zellikle cisplatin antikanser ilacina karst GSTP
enziminin hiicrede sagladig1 ilag direncini gostermek amaciyla yapilan ¢aligmalarda
Bai ve ark. (1996), cisplatin bazli kemoterapi tedavisi goren 38 KHDAK’li vakada
GSTP ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak incelemisler ve sonug¢ olarak
hastalarin %66’sinda GSTP enziminin protein ifadesinin yiiksek oldugunu, bu
hastalarda tedaviye yanitin, ekspresyon olamayan hastalara gore daha disiik

oldugunu ve bu sonucun kemoterapideki 6dnemini vurgulamislardir [70]. Nakanishi
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ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada 54 KHDAK’l1 hastanin transbronsiyal biyopsi
orneklerinde %69 oraninda GSTP enziminin protein ifadesini gdstermigler ve bu
hastalarin cisplatin antikanser ilaciyla yapilan tedaviye verdikleri yamitin diisiik
olduklarmi vurgulamislardir [71]. Bunlarin aksine, Unsal ve ark. (2003), 38
KHDAK’li ve 23 KHAK hastada GSTP enziminin proetin ifadeleri ile bu hastalara
uygulanan cisplatin tedavisine karsi gostermis olduklari yaniti iliskilendirdikleri
caligmalarinda; ilaca yanitla hasta gruplarinda GSTP ifadesi arasinda anlamh iligki
bulamazlarken, KHDAK’da GSTP pozitifliginin KHAK’ya oranla daha yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir [72].

Yapilan bu tez calismasinda; viicutta kanser olusum mekanizmasi ve ilag
direngliliginde 6nemli rolii olan ksenobiyotik mekanizmasinin 1. Faz reaksiyonlarini
katalizleyen, CYP1A1, CYP1B1 ve CYP2EL izozimleri ile Il. Faz reaksiyonlarini
katalizleyen GSTP1, GSTM1 ve GSTT1 izozimlerinin gen ve protein ifadelerinin,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserindeki diizeylerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde, bu enzimlerin gen ve protein diizeyindeki
ifadelerindeki degisiklerin belirlenmesiyle, bu kanser tipinde ksenobiyotik
mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik literatiire ek bilgiler sunulacak olmasi ve
ayrica ilag metabolizmasinda, 6zellikle antikanser ilaglarin inaktivasyonunda gorev
alan bu enzimlerin gen ve protein ifadelerinin, terapi almamis hastalarda 6nceden
belirlenmesiyle, hastalara uygulanacak kemoterapinin  seklinin  6nceden

belirlenebilecek olmasi da calismanin bir diger amag ve kapsamini olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Malzemeler

2.1.1. Kullamilan Laboratuvar Cihaz ve Malzemeleri

e Real Time PCR (Roche- Light Cycler 480)

e Thermal Cycler PCR (Techne-TCPLUS)

e Florometre (Invitrogen- Qubit)

e Thermomixer (Tetra)

e Sogutmali Santrifiij (Hettich-Rotina)

e Tam otomatik Rotary Mikrotom (Leica-RM2255)
e Floresan Atagmanli Arastirma Mikroskobu (Leica 5000B)
e pH metre (Mettler Toledo)

e Isik Mikroskobu (Zeiss- Primostar)

e Otomatik mikropipet seti (CAPP)

e Lamiar flow kabin (Ecco-Class 1)

e Kit saklama dolab1 (Efostar)

e Isiticil manyetik karistirict (Heidolph-MRHei)
e Vortex (Heidolph)

e Etiiv (Binder-ED53)

e Ultra distile Su sistemi (Elga Purelab Optia)

e Otoklav (Hirayama HG-80)

e Buzdolabi (Beko-9621)

e [siticili manyetik karistirici (IKA C-Mag H58)
e Ocak (Argelik021)

e Didiikli Tencere (Hisar)

e Boyama tablasi (Biogen)

e Mikrotom bigagi (Shandon MB35)

e Lamel (Isolab)

e Poly-L-lysin kapli lamlar (Thermo)
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e -80 °C Buzdolab1 (GFL6485)
e Meziir, beher, erlenmayer, balon joje (isolab)

e Multiwell plate (Roche)

2.1.2. Kullanilan Kitler ve Kimyasal Malzemeler

e Prafine gomiilii dokulardan RNA izolasyon kiti (Roche, High Pure RNA
Paraffin Kit Cat. No. 03 270 289 001)

e cCDNA Sentez kiti (Roche, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit Cat.
No. 05 091 284 001)

e Light Cycler 480 Probes Master kiti (Roche, Cat. No. 04 707 494 001)

e Tavsan-Fare Polivalan HRP (Horseradish peroxidase) kiti (D01-110, Golden)

e Quant-iT RNA Assay Kit (Invitrogen)

e 3,3-Diaminobenzidine (DAB) kromojen kit (GBI Lab)

e Sitrat Tamponu (Boster)

e Fosfat Tamponu (Boster)

e Ksilol (Merck)

e Alkol (Merck)

¢ %3’liik H,O, (Hidrojen Peroksit) (Boster)

2.1.3. Kullanilan Primer Gen ve Antikorlar

CYP1A1 Sitokrom P450 1A1 geni (RealTime Ready Catalog Assay, Insan,

Assay ID: 110757, Config. No: 100039180)

e CYPIBI Sitokrom P450 1B1 geni (RealTime Ready Catalog Assay, Insan,
Assay 1D: 113037, Config. No: 100039199)

e CYP2EI1 Sitokrom P450 2E1 geni (RealTime Ready Catalog Assay, Insan,
Assay 1D: 110824, Config. No: 100039205)

e GSTM1 Glutatyon S-Transferaz Miil geni (RealTime Ready Catalog Assay,

Insan, Assay ID: 113215, Config. No: 100003213)
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e GSTP1 Glutatyon S-Transferaz Pil geni (RealTime Ready Catalog Assay,
Insan, Assay ID: 100457, Config. No: 100003198)

e GSTT1 Glutatyon S-Transferaz Tetal geni (RealTime Ready Catalog Assay,
Insan, Assay ID: 113004, Config. No: 100003204)

e B-Actine referans gen (Real Time Ready Catalog Assay, Insan, Assay ID:
101125, Confg. No: 000024439)

e Anti-CYP1ALl (SC-20772, Santacruz Rabbit polcl.)

e Anti-CYP1B1 (Ab33586, Abcam rabbit polcl.)

e Anti-CYP2E1 (PA1116, Boster, Rabbit polcl. )

e Anti-GSTP1 (PA1040, Boster, rabbit polycl.)

e Anti-GSTM1 (Ab113432, Abcam, rabbit polcl.)

e Anti-GSTT1 (Ab96592, Abcam, rabbit polcl.)

2.2. Materyal

2.2.1. Hasta Dokularinin Toplanmasi ve Klinik Bilgiler

Calisma kapsaminda, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu Bagkanligi’nca 10.05.2012 tarih, 12/05 toplant1 sayili ve 12/14 karar sayisi
alinan etik kurul onay1 [Ek 1.] dogrultusunda, Atatiirk Gogiis Hastaliklart ve Gogiis
Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi Patoloji Boliimii Arsivi’'nden alinan parafine
gomiilli, 39 adet KHDAK’li hasta dokusu ve bunlarin normal periferal dokulari

kullanilmastr.

Calismaya konu olan 39 KHDAK’li hastanin 18 (%46,15)’1t Adenokanser, 21
(53,84)’1 ise Squamoz Hiicreli kanser seklinde iki alt tlimor tipine ayrilmaktadir.
Hastalarin yas ortalamalar1 57,41+8,09 olup, 39 hastanin 3 (%7,69)’linii kadinlar geri
kalan kismini ise (%92,3) erkekler olusturmaktadir. Hasta bilgileri ve timoér TNM
siiflandirmalarina gore ti¢ farkli tiimor evresinde gruplanan hastalarin toplamda 15
(%38,46)’t Evre 1, 12 (%30,76)’si Evre 2 ve diger 12 (%30,76)’si de Evre 3
hastalardir. Hastalarin geneline bakildiginda 36 hasta (%76,92), hastalik teshisleri
konuldugu giine kadar sigara igmekteyken, 9 (% 23,07) hasta ise hayatlar1 boyunca
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sigara igmedigi bilinmektedir (Cizelge 2.1.). Kadin hastalar (n=3)’1n higbiri sigara
kullanmazken, 36 erkek hastanin ise 30’unun (%83.3); minimum 5 paket/yil,
maksimum 120 paket/yi1l ile ortalama 45,56 paket/yil olarak sigara igtikleri

bilinmektedir.

Cizelge 2.1. Tez ¢alismasina konu olan hastalarin klinik bilgileri

KHDAK Adenokarsinom Squamoz
Hiicreli
Karsinom
n % n % n %
39 100 18 46,15 21 53,84

Timér |Evrel | 15 | 3846 6 33,33 9 42,85
Evre  [Evre2 | 12 | 30,76 5 27,77 7 33,33
Evre3 | 12 | 30,76 7 38,88 5 238

Yas | 57,41+£8,09 59,16+8,56 55,90+7,54

Kadin 3 7,69 3 16,66 0 0
Cinsiyet | Erkek | 36 92,3 15 | 8333 | 21 100
icen 30 | 76,92 14 | 77,77 | 16 | 76,19

Sigara | jemeyen | 9 23,07 4 22,22 5 23,8

2.3. Yontem

2.3.1. Parafine Gomiilii Dokulardan Gen Ekspresyonu

2.3.1.1. Dokularin Deparafinizasyonu

Her bir hastanin timorlii ve normal parafin bloklarindan steril 1,5 ml’lik eppendorf
tiiplere, 10 um kalinliginda 8-10 adet kesit alindi. Icinde parafin kesitler bulunan
tiplerin lizerine 1 ml ksilol konuldu ve oda sicakliginda 10 dk. vorteksle tiipler
calkalandiktan sonra, 14000 g’de santrifij edildi. Tiplerin {tizerindeki ksilol
uzaklastirildiktan sonra o6rneklerin {izerine, ikinci kez 800 ul ksilol konuldu ve oda

sicakliginda 2 dk. ara ara vorteksleme islemi yapilarak bekletilen 6rneklerin iizerine
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400 pl saf etanol konularak tekrar oda sicakliginda 2 dk. vorteksleme yapilarak
bekletildi. 2 dk’lik beklemenin ardindan 14000 g’de santrifiijle tiiplerin lizerindeki
ksilol-alkol karisim1 uzaklastirildi. Orneklerin iizerine 1ml saf etanol ilave edildi ve 2
dk oda 1sisinda ara ara vortekslenerek bekletilen ornekler, 14000g’de santrifiij

edilerek iizerindeki alkol uzaklagtirildu.

2.3.1.2. Deparafinize Edilmis Dokulardan mRNA izolasyonu

Deparafinize edilen dokulardan mRNA izolasyonu, prafine gémiilii dokulardan RNA
izolasyon kiti (Roche, High Pure RNA Paraffin Kit)’ne uygun olarak yapildi. Buna
gore, deparafinizasyon igsleminin ardindan tiiplerdeki doku pelletlerine, 100 pl Tissue
Lysis Buffer, 16 ul %10’luk SDS ve 40 ul Proteinaz K karisimi eklenerek 55 °C, 400
rpm’de 1s1 blogunda bir gece inkiibasyona birakildi. Bir gecenin ardindan pelletler
filtreli eppendorf tiiplere aktarilarak {izerlerine 325 pl Binding Buffer ve 325 pl
etanol karisimindan konularak 8000 g santrifiijden sonra washing bufferler ile seri
yikamalar yapildi. Ardindan pelletler iizerine, icerisinde DNaz Inhibition Buffer
bulunan DNaz Working Solution hazirlanarak 10’ar ul dokulara eklendi ve 37 °C’de
45 dk inkiibasyona birakildi. Ardindan her bir 6rnek igin 20 ul Tissue Lysis Buffer,
18 ul %10’luk SDS ve 40 pul Proteinaz K olacak sekilde hazirlanan karisimlar i¢inde
ornekler bulunan eppendorf tiiplere esit sekilde eklenerek 55°C, 400 rpm’de 1 sa 1s1
blogunda inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan filtreli eppendorf tiiplere
alman Ornekler Washin Bufferlar ile yikandiktan sonra tizerlerine 50 pl Elution

Buffer konularak mRNA izolasyonu tamamlandi [73].

2.3.1.3. lizole Edilen mRNA’larin Kantitasyonu

Dokulardan izole edilen mRNA’larin miktarlari, igerisinde ribogreen floresans boyar
madde bulunan ve dogrudan RNA’ya baglanarak florometrede kantitasyonu saglayan
Quant-iT RNA Assay Kit (Invitrogen) prosediirine uygun olarak olgiildi. Kit
icerisinde bulunan soliisyonlardan her 6rnek i¢in 199 pl RNA Sample Buffer ve 1 pul

reagent alinarak 200 ul ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi. 190 pl ¢aligma soliisyonuna
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10’ar pl standart 1 ve standart 2 soliisyonlar1 ayr1 ayr1 0,5 ml’lik PCR tiiplerinde
karistirtlarak 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve ardindan Qubit 2.0 florometre
cthazinin kalibrasyonu yapildi. Cihazin kalibrasyonunun ardindan 190 pl c¢alisma
soliisyonlarinda 10’ar pl 6rnekler karistirilarak cihazda mRNA kantitasyonu yapildi

[74].

2.3.1.4. cDNA Sentezi

Izole edilen mRNA’lardan cDNA Sentez Kiti (Roche, Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit) prosediiriine uygun olarak cDNA sentezi yapildi. Buna goére
9,8 ul mRNA &rnegi ve 2 pl random hekzamer primer karistmi 10 dk 65 °C’de
thermal cycler PCR cihazinda kosturulmus ardindan bu orneklerin iizerine 4 ul
Reverstrankriptaz reaksiyon Buffer, 0,5 ul RNaz inhibitor, 2 ul Deoksiniikleotid
karisgtmi, 1 pl DTT ve 1,1 ul reverstranskriptaz enzimi kullanilarak hazirlanan
karigim ilave edilerek termal cycler PCR da 55°C de 30 dk. 85 °C’de 5 dk. ve son
olarak 4 °C’de sonsuz sekilde kosturularak cDNA reverstranskripsiyonu islemi

sonlandirilmistir [75].

2.3.1.5. Real Time PCR ile Gen ifadelerinin Rolatif Kantitasyon Analizi

Hastalarin normal ve tiimorlii dokularinda gen ifadelerinin belirlenmesi amaciyla,
Roche Diagnostic Real Time Ready Panel Single Assay CYP1Al (Assay ID:
110757), CYP1B1 (Assay ID: 113037), CYP2E1 (Assay ID: 110824), GSTM1
(Assay ID: 113215), GSTP1 (Assay ID: 100457), GSTT1 (Assay ID: 113004) hedef
genleri ile B-Actin referans geni (Assay ID: 101125) kullanildi. Her bir hedef ve
referans gen primer problari ile Light Cycler 480 Probes Master Kiti kullanilarak her
bir 6rnek i¢in 1 pl primer-prob, 10 ul probe master miks ve 5 pl drneklerin cDNA’s1
olacak sekilde hazirlanan karisim Light Cycler 480 multi well plate kuyucuklarina
steril laminar flow kabin igerisinde aktarildi. Multi well plate 4000 g’de 3 dk.
santrifiij edildi. Dokularda hedef genlerin, gen ifadelerinin belirlenebilmesi amaciyla;

95 °C’de 10 dk. 1 dongii olacak sekilde denatiirasyon islemi; her dongiisii, 95 °C’de
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10 sn, 60 °C’de 30 sn, 72 °C’de 1 sn olacak sekilde 45 dongiilii cogaltma islemi ve

son olarak da 40 °C’de 30 sn 1 dongiilii olacak sekilde sogutma asamalarindan olusan
PCR kosullarinda (Sekil 2.1.), Light Cycler 480 Real Time PCR cihazinda,

monocolor hidroliz probda, 465-510 kanalinda rolatif kantitasyon analizi yapildi.

ey LightCycler® 480 Software
am SEEEEEEEE
-till Report — EEEEENEEE
Programs
Program Name  denaturasyon
Cycles 1 Analysis Mode  None
Target | Acquisition Hold Ramp Rate = Acquisitions =~ Sec Target
("C) Mode (hh:mm:ss) (°Cis) (per °C) (*C)
95 None 00:10:00 4.40 0
Program Name  amplifikasyon
Cycles | 45 Analysis Mode = Quantification
Target | Adguisition Hold Ramp Rate = Acquisitions = Sec Target
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) (°C)
95 None 00:00:10 4.40 0
60 None 00:00:30 220 0
72 single 00:00:01 4.40 0
Program Name = cooling
Cycles 1 Analysis Mode ' None
Target | Acquisition Hold Ramp Rate = Acquisitions = Sec Target
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) (°C)
40 None 00:00:30 220 0

Sekil 2.1. Real Time PCR kosullar

Step size
(°C)
0

Step size
(°C)
0
0

0

Step size
(°C)
0

Step Delay
{cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0
0

0

Step Delay
(cycles)
0

Calismada, kullanilan hedef genler B-Actin housekeeping genine karsi normalize

edilerek, normal ve tiimorlii dokularin gen ifadelerinin rélatif kantitasyon analizinde,

her 6rnegin hedef gen Cp (Crossing points=gecis noktalar1) degeri ile referans gen

Cp degeri arasinda:

R = 2[Cp hedef gen — Cp housekeeping gen]

ACP
R =2
R = 2—[ACptﬁm6r— ACpnormal]

R — 2—AACp
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matematiksel formiilii ile rolatif gen ifadeleri orani (R), LC 480 Real Time PCR

yazilim programinda otomatik olarak hesaplandi [76].

2.3.2. Parafine Gomiilii Dokulardan Protein Ekspresyonu

2.3.2.1. Iimmunohistokimyasal Boyama Yéntemi

Hastalarin normal ve tiimdrlii dokularindan her bir izozim i¢in 4-5 pm kalinliginda
poly-L-lysin kapli lamlara ince kesitler alindi. Dokular, deparafinizasyon i¢in etiivde
70°C’de 1 saat, 1sinmus ksilolde 10 dakika bekletildi. Etiivden ¢ikarilan preparatlar
sogumasi i¢in oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve ardindan alcalan alkol
serilerinden 1 er dakika gecirildi. Distile suda 1-2 dakika bekletilen preparatlar
endojen peroksidaz aktivitesinin inhibisyonu i¢in 10 dakika H,O, blokajinda
bekletildi. Cesme suyunda 5 dakika yikanan preparatlar PBS tampona batirilip
cikarildiktan sonra antijen retrival soliisyonu igerisinde diidiiklii tencerede 3 dakika
kaynatildi. Nonspesifik boyanmanin engellenmesi amaciyla protein blocking
soliisyonunda 10 dakika bekletilen preparatlara 1 saat siireyle uygun diliisyon
oranlarinda hazirlanan antikorlar (GSTP 1/500; GSTMI1 1/100; GSTT1 1/200;
CYP1ALl 1/50; CYP1B1 1/400; CYP2E1 1/300) uygulandi. Aralarda PBS tamponla
3 kere yikanmak sartiyla orneklere sirasiyla, 10 dakika sekonder antikor ardindan
streptavidin-proksidaz kompleksi uygulandi. Tekrar 3 kere PBS tamponla yikanan
preparatlar 5 dakika DAB da tutulduktan sonra 1 dakika distile suda yikandi. 2
dakika hemotoksilende bekletilen preparatlar yiikselen alkol serilerinden 1’er dakika
gecirilerek ksilolde 5 dakika bekletildi. Son olarak entellan ile preparatlar kapatildi.
Immunohistokimyasal degerlendirmeler 151tk mikroskobunda, dokularin boyanma
derecelerine gore; (0): negatif boyanma (protein ifadesi yok), (+1): hafif siddette
protein ifadesi, (+2): orta siddette protein ifadesi, (+3): siddetli boyanma ifadesi
seklinde yapild1 [67].
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2.3.3. istatistiksel Analiz

Yapilan tez ¢alismasinda istatistiksel degerlendirmeler icin MINITAB 14 istatistik
yazilim programi kullanildi. Timorli ve normal dokularda protein ifadeleri
arasindaki farkliliklar Mann-Whitney U testi ile tiimorlii dokularin protein ifadeleri
ile hastalarin yas, cinsiyet, sigara i¢imi, timdr evre gibi klinik bilgileri arasindaki
iligkilerde Spearman’s Rank Correlation testi ile %95°lik giivenilirlik diizeyinde

incelendi. Sonuglar p<0,05 i¢in anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Dokulardan izole Edilen mRNA Miktarlar

Calismaya dahil edilen hastalarin timorlii ve normal dokularindan izole edilen
mRNA’larin miktarlar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir. Buna gore 1 hastanin tiimorlii ve
normal dokularinda ve 5 hastanin da normal dokularinda izole edilen mRNA
miktarlart florometrenin 6l¢iim sinir1 olan 20 ng miktarmin altinda oldugu
belirlenmistir. Tiimorlii dokularda en yiiksek 11 pg/ml ve en disik 0,856 ug/ml
mRNA miktar1 hesaplanirken, hastalarin normal dokularinda ise en yiiksek 4,84

png/ml ve en diisiik 0,41 pg/ml mRNA miktarlar1 hesaplandi.

Cizelge 3.1. mRNA miktarlar

Hasta No Tiimor Normal Hasta No Tiimor Normal

(g/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
10023/10 1,53 1,21 13336/11 1,41 <20 ng
10485/11 <20 ng* <20 ng 13754/11 2,83 0,41
10584/11 1,65 2,28 13957/11 1,31 <20 ng
10565/10591 1,31 <20 ng 14462/11 2,55 0,78
10963/11 4,61 0,634 14464/11 2,96 0,86
11000/11 0,934 0,808 1812/12 1,42 1,28
11003/10 2,38 0,53 2130/10 1,38 2,49
11015/11 1,12 0,618 528/10 4,01 0,935
11372/11 3,06 1,66 5283/10 2,4 0,932
11374/11 1,28 2,14 6992/10 1,81 0,917
11509/09 1,17 0,743 7901/09 2,92 0,545
11549/11 3,54 <20 ng 8095/09 0,871 4,74
11908/09 1,54 1,89 8109/09 2,67 1,83
12110/11 1,37 <20 ng 8339/09 6,32 0,621
12152/11 11 1,57 8515/09 4,5 1,32
12343/11 10 1,36 8888/09 3,11 1,46
12763/11 1,19 1,98 8889/09 1,82 1,88
12783/11 2,5 0,5 9765/10 1,42 0,43
12784/11 1,54 1,67 9858/10 0,856 0,579
13172/09 1,5 1,25

*:Qu-bit florometre cihazinin 6lgiilebilir minimum sinirinin altinda
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3.2. CYP ve GST Enzimlerinin Gen ifadelerinin Sonuclari

3.2.1. CYP Enzimlerinin Gen Iifadeleri ve Klinik Hasta Bilgileri ile

Karsilastirilmasi

Hastalarin CYP1A1l mRNA diizeylerine bakildiginda; 39 hastadan 2’si akciger
adenokarsinomlu, 2’si de squamoz hiicreli karsinomlu hasta olmak iizere toplamda 4
hastada (%10,3) CYP1A1 izoziminin gen ifadesine rastlanmistir. Bu hastalarin 1’inin
hem tiimdér hem de normal dokularinda CYP1A1 izoziminin rolatif gen ifadesinin
orani hesaplanabilirken diger 3 hastanin sadece normal dokularinda bu oran
hesaplanabilmistir. Hem tiimorlii hem de normal dokusunda gen ifadesi goriilen
hastanin rolatif gen ifadesinin orami1 hesaplandiginda ve diger ii¢ hastada da normal
dokularinda gen ifadeleri goriilmesiyle; CYP1A1 izoziminin mRNA’sinin toplamda
4 hastanin normal dokularinda tiimorlii dokularina oranla daha fazla ifade edildigi
goriilmistiir. (Sekil 3.1.) (Cizelge 3.2.). 35 hastanin tiimdrlii ve normal dokularinda

bu izozimin gen ifadelerinin rélatif kantitasyon oranlar1 hesaplanamamastir.

0,06

0,05

0,04

0,03

0,02

0,01 ‘g

Rolatif Ekspresyon Orani
(R¥)

0

11003

1812

8095

9858

ER TUimor

0

0,0025

0

0

@R Normal

0,0148

0,0547

0,0041

0,0089

*R: Roche Light Cycler 480 Software programinda relative quantification metoduna gore hesaplanmis
rolatif gen ifadelerinin oranidir.

Sekil 3.1. CYP1AIl izoziminin gen ifadesinin goriildiigli hastalarda rolatif gen

ifadelerinin orani
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CYPIBI izoziminin mRNA diizeyleri incelendiginde 39 hastanin 4’4 Akciger
adenokarsinomlu, 11°1 squamoz hiicreli karsinomlu olmak iizere toplamda 15’inde
(%38,46) bu izozimin gen ifadesine rastlanmistir. Buna gore genel olarak
bakildiginda 9 hastanin tiimorlii dokularinda, 5 hastanin da normal dokularinda bu
izozimin gen ifadesi goriiliirken; squamoz hiicreli karsinomlu 1 hastanin da hem
timorlii hem de normal dokusunda CYPI1BI izoziminin gen ifadesinin rolatif
kantitasyon orani hesaplanabilmistir. Bu hastada yapilan hesaplamaya gore normal
dokusunda tiimorlii dokusuna oranla CYP1B1 izoziminin gen ifadesi 1,02 kat daha
fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.2.). Buna gore toplamda 9 hastanin timorli ve 6
hastanin normal dokularinda CYP1BI1 izoziminin rdlatif kantitasyon miktarlarinin
fazla oldugu hesaplanirken (Cizelge 3.2.) 24 hastanin normal ve tiimorlii dokularinda

bu izozimin gen ifadesine rastlanmamistir.

0,06

0,05

0,04

0,03

0,02

0,01

Rolatif Ekspresyon Orani
(R¥)

0
11015111372 {11374 | 11549 | 12152 | 12343 | 10584 | 14464 | 1812 | 7901 | 8095 | 8888 | 8889 | 9765 | 9858
ER Timor 0 {0,0020(0,0223/0,0312|0,0101| 0 |0,0229/0,0078/0,0103| O 0 0 |0,0072|0,0051{0,0180

ORNormal |0,0225| 0 [0,0523| 0 0 |0,0014| O 0 0 |0,0067|0,0183|0,0054, O 0 0

*R: Roche Light Cycler 480 Software programinda relative quantification metoduna gére hesaplanmig
rolatif gen ifadelerinin oranidir.

Sekil 3.2. CYPIBI izoziminin gen ifadesinin goriildiigii hastalarda rolatif gen

ifadelerinin orani

CYP2E!1 izoziminin mRNA diizeyi incelendiginde toplamda 7 (%17,9) hastanin
dokularinda bu izozimin gen ifadelerinin oranlar1 hesaplanabilmis, 32 hastanin
timorli ve normal dokularinda gen ifadelerinin oranlar1 belirlenememistir.

Hastalarin hi¢ birinde hem tiimorli ve hem de normal dokularinda CYP2EI1
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izoziminin gen ifadelerine rastlanilmamistir. Buna gore 2” akciger adenokarsinomlu,
1’1 squamoz hiicreli karsinomlu hastalardan olmak iizere toplamda 3 (%7,69)
hastanin tiimorlii dokusunda; 2’si akciger adenokarsinomlu, 2’si squamoz hiicreli
karsinomlu hastalardan olmak {izere toplamda 4 hastanin da (%10,25) normal
dokularinda bu izozimin gen ifadesinin rélatif kantitasyon oraninlarinin fazla oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.3.) (Cizelge 3.2.).

1,400

1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

0,200

Rolatif Ekspresyon Orani
(R¥)

-—— -_— e -7
11000 11003 10565 14464 1812 8095 9858
W R TUmor 1,238 0 0,060 0 0,003 0 0

OR Normal 0 0,004 0 0,003 0 0,012 0,017

0,000

*R: Roche Light Cycler 480 Software programinda relative quantification metoduna gore hesaplanmis
rolatif gen ifadelerinin oranidir.

Sekil 3.3. CYP2E1 izoziminin gen ifadesinin goriildiigli hastalarda rolatif gen

ifadesinin orani
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Cizelge 3.2. CYP izozimlerinin gen ifadelerinin goriildiigii hasta sayilar

CYP1A1 CYP1B1 CYP2E1l

n* 4 15 7
%** 10,25 38,46 17,9

T 0 9 3

% 0 23,07 7,69
N 4 6 4

% 10,25 154 10,25

*: Toplam hasta sayisina gore gen ifadesi gézlenen hasta sayilari
**: Yiizdeler stitunlara gore verilmistir

T:Ttimérlii dokular

N: Normal dokular

Tiimor evrelerine gore Faz I izozimlerinin mRNA’larinin gen ifadeleri goriilen hasta
sayilarina bakildiginda; CYP1A1l izoziminin mRNA’simnin; Evre 1 hastalardan
(n=15), 2’sinde (%13,33); Evre 2 ve 3 hastalardan (n=12), birer tanesinde (%8,33)
ifade oldugu goriildii. CYP1BI izoziminin mRNA’smin; Evre 1 hastalarin 8’inde
(%53,33), Evre 2 hastalarin 2’sinde (%8,33) ve Evre 3 hastalarin 6’sinda (%50) ifade
oldugu goriilmiistiir. Evre 1 ve 2 grubunda CYP2E] izoziminin mRNA’s1 2’ser
hastada (%13,33) (%16,67) eksprese olurken, Evre 3 hastalarin 3’tinde (%25) bu
1izozimin mRNA’sinin ifade oldugu goriilmiistiir. (Cizelge 3.3.)

Cizelge 3.3. Tiimor evrelerine gore CYP izozimlerinin mRNA’larinin ifade oldugu

hasta sayilari

Timor CYP1A1l CYP1B1 CYP2E1l
Evie "noe* n % n %

Evrel 2 1333 8 533 2 1333
Evre2 1 8333 1 833 2 16,67
Evre3 1 8333 6 50 3 25

n: Gen ifadesi gozlenen hasta sayilar
*: Yiizdeler satirlara gore verilmistir.
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Sigara i¢im durumlarina gore bakildiginda CYP1Al izoziminin mRNA’s1, sigara
icen 30 KHDAK’l1 hastanin 3’tinde (%10), sigara igmeyen 9 hastanin da birinde
(%11,11) ifade olmustur. CYPIBI1 izoziminin mRNA’s1; sigara icen 12 hastada
(%40) ve sigara icmeyen 3 (%33,33) hastada ifade olurken; CYP2E1 izoziminin
mRNA’s1 diger iki izozimde oldugu gibi sigara icen hastalarin 6’sinda (%20) ve
sigara igmeyen hastalarin 1’inde (%11,11) ifade olmustur (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Sigara icim durumuna gére CYP izozimlerinin mRNA’larinin ifade

oldugu hasta sayilari

CYP1A1l CYP1B1 CYP2E1
N n %* n % n %
KHDAK Sigara Igen 30 3 10 12 40 6 20
Sigara Igcmeyen 9 1 11,11 3 3333 1 1111

N: Gen ifadesi gozlenen hasta sayilari
*Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Yas gruplarina gore Faz [ izozimlerinin mRNA’lariin rélatif kantitasyon oranlarinin
hesaplanabildigi hasta sayilar1 incelendiginde; 57 yas alti 19 hastada, CYP1A1
1zoziminin mRNA’sinin 1 kisi (%5,26)’de, CYPIB1 izoziminin mRNA’sinin 6 kisi
(%31,58)’de ve CYP2EI izoziminin mRNA’smin ise 4 kisi (%21,05)’de ifade
oldugu goriildii. 57 yas iistii 20 hastada; CYP1Al izoziminin mRNA’smin 3 kisi
(%15) de, CYP1B1 izoziminin mRNA’sinin 9 kisi (%45)’de ve CYP2E1 izoziminin
mRNA’smin ise 3 kisi (%15)’de ifade oldugu goriildii (Cizelge 3.5.).
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Cizelge 3.5. Yas gruplarmma goére CYP izozimlerinin mRNA’larinin ifade oldugu

hasta sayilar1

CYP1A1 CYP1B1 CYP2E1
N Yas n op* % n %

KHDAK 19 <57 1 526 6 3158 4 21,05
20 >57 3 15 9 45 3 15

N: Gen ifadesi gbzlenen hasta sayilari
*Ytizdeler satirlara gore verilmistir.

Cinsiyete gore hastalar gruplandirildiginda CYP1A1 ve CYP2E1 izoziminin 1’er
kadin hastada (%33,33) mRNA’larinin rolatif kantitasyon oranlarinin hesaplandig
goriiliirken, kadinlarda CYPIB1 izoziminin mRNA’sm1 ifade oldugu hastaya
rastlanmadi. Erkeklerde CYP1A1 izoziminin mRNA’s1 3 hastada (%8,33), CYP1BI
izoziminin mRNA’s1 15 hastada (%41,67), ve CYP2E1 izoziminin mRNA’sinin 6
hastada (%16,67) rolatif kantitasyon oranlarinin hesaplanabildigi goriildii (Cizelge
3.6).

Cizelge 3.6. Cinsiyete gore CYP izozimlerinin mRNA’larinin ifade oldugu hasta

sayilari

CYP1A1 CYP1B1 CYP2E1

n %* n % n %

KHDAK KADIN 1 333 O 0 1 33,33
ERKEK 3 833 15 4167 6 16,67

*Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

44



3.2.2. GST Enzimlerinin Gen Ifadeleri ve Klinik Hasta Bilgileri ile

Karsilastirilmasi

Hastalarin GSTP1 mRNA diizeylerine bakildiginda; 39 hastadan 13 (%33,33)’inde
bu izozimin mRNA’s1 goriilmiistiir. Genel olarak incelendiginde 3 hastanin timorlii
ve normal dokularinin her ikisinde de GSTP1 izoziminin rolatif kantitasyon oranlari
hesaplanmistir. Relatif kantitasyon oran hesabina gore bu hastalarin iicilinlin de
timorlii dokularinda GSTP1 izoziminin mRNA diizeyi normal dokularina oranla
daha fazla oldugu gorilmistir. Bunun yaninda 5 hastanin sadece tlimorlii
dokularinda ve 5 hastanin da sadece normal dokularinda GSTP1 izoziminin mRNA
diizeylerinin rolatif kantitasyonu hesaplanabilmistir. Hesaplamalara gore sonuglar
toplandiginda genel olarak, 8 hastanin tiimorli dokularinda, normal dokularina
oranla ve 5 hastanin normal dokularinda, timoérlii dokularina oranla GSTP1
izoziminin rolatif kantitasyon oranlar1 yiikksek bulunmustur. 26 hastanin timorlii ve
normal dokularinda bu izozimin gen ifadeleri hesaplanamamigstir (Sekil 3.4.) (Cizelge

3.7).

N

Rolatif Ekspresyon Orani
(R¥)
OOO0OOOOOOOOOOOOOOOOOO

=NIWRUTI0INIO0OORNWAUTIOINIoO0O

o
O

S S O O O

11374 | 11509 | 11908 | 12343 | 12763 | 13172 | 1812 | 2130 | 5283 | 7901 | 8095 | 8339 | 8888
mRTumér | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 001 | 008 | 000 | 005 | 000 | 003 | 002 | 0,03

ORNormal | 0,01 0,02 0,09 0,00 0,00 0,01 0,00 0,10 0,01 0,04 0,01 0,00 0,00

*R: Roche Light Cycler 480 Software programinda relative quantification metoduna goére hesaplanmis
rolatif gen ifadelerinin oranidir.

Sekil 3.4. GSTPI izoziminin gen ifadesinin goriildiigli hastalarda rolatif gen ifadesi

orani
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GSTMI1 izoziminin mRNA diizeyleri incelendiginde 39 hastanin, 13’iinde (33,33) bu
izozimin mRNA’smin ifade edildigi goriilmiistiir. Genel olarak incelendiginde 2
hastanin tiimorlii ve normal dokularinin her ikisinde de GSTM1 izoziminin rolatif
kantitasyon oranlar1 hesaplanmistir. Relatif kantitasyon oran hesabina gore bu
hastalarin ikisinde de normal dokularinda GSTM1 izoziminin mRNA diizeyi timorlii
dokularina oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte 5 hastanin sadece
tiimdrlii dokularinda ve 6 hastanin da sadece normal dokularinda GSTM1 izoziminin
mRNA diizeylerinin rélatif kantitasyonu hesaplanabilmistir. Hesaplamalara gore
sonuclar toplandiginda genel olarak, 5 hastanin tiimdrli dokularinda, normal
dokularina oranla ve 8 hastanin normal dokularinda, tiimorlii dokularma oranla
GSTMI izoziminin rolatif kantitasyon oranlar1 yiiksek bulunmustur. 26 hastanin
tiimdrlii ve normal dokularinda bu izozimin gen ifadeleri hesaplanamamistir (Sekil

3.5.) (Cizelge 3.7).

Rolatif Ekspresyon Orani

. U — )

12110 | 11015 | 12152 | 12343 | 10584 | 10565 | 12783 | 1812 | 5283 | 8095 | 8109 | 9765 | 9858
EWRTamér | 0,00 {0,0302( 0,00 | 0,00 |0,0229|0,0197|0,1122|0,0026|0,0054| 0,00 |0,0005| 0,00 | 0,00

0,00

OR Normal | 0,0045| 0,00 |0,0101|0,0029| 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,0550|0,0055|0,0042| 0,00 |0,00520,0090

*R: Roche Light Cycler 480 Software programinda relative quantification metoduna gore hesaplanmis
rolatif gen ifadelerinin oranidir.

Sekil 3.5. GSTM1 izoziminin gen ifadesinin goriildiigii hastalarda rolatif gen ifadesi

orani

GSTT1 izoziminin mRNA diizeyi incelendiginde, toplamda 25 (%64,1) hastanin
dokularinda bu izozimin gen ifadelerinin rolatif kantitasyon oranlar1 hesaplanabilmis,

14 hastanin timorli ve normal dokularinda rolatif kantitasyon orani diizeyi
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belirlenememistir. Genel olarak incelendiginde 9 hastanin tiimorlii ve normal
dokularinin her ikisinde de GSTT1 izoziminin rolatif kantitasyon oranlari
hesaplanmistir. Rolatif kantitasyon oran hesaplamalarina gore bu hastalarin 6’sinin
timorlii dokularinda normal dokularina oranla; ve 3’linde de normal dokularinda
timorlii dokularma oranla GSTT1 izoziminin rélatif kantitasyon orani yiliksek
bulunmustur. Bununla birlikte 4 hastanin tiimorlii dokularinda ve 12 hastanin da
normal dokularinda bu izozimin mRNA’larinin ifade edildigi goriilmiistiir. Buna
gore toplamda gen ifadelerinin rélatif kantitasyon oranlari hesaplanan 25 hastanin
toplamda 10’unda tiimorlii dokularinda normal dokularina oranla GSTT1 izoziminin
rolatif kantitasyon orani fazla iken 15 hastanin da normal dokularinda, tiimorlii

dokularina oranla bu izozimin rolatif kantitasyon orani fazla oldugu goriilmiistiir

(Sekil 3.6.) (Cizelge 3.7.).
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12110 10023 [ 11000 | 11003 | 11372 | 11374 | 11549 | 12152 | 10584 | 10565 | 12783 | 13172 | 13336 | 14462 | 1812 | 2130 | 528 | 5283 | 6992 | 7901 | 8095 | 8515 | 8888 | 9765 | 9858
ER Tamor 0 0,116 0 0,29180,0248|0,1029 | 4,678 | 0,5312 0 0,0475 0 0 0 0,0313|0,0428 0 0 0,0756 0 0,0622 0 0,0185| 4E-96 0 0
OR Normal | 0,0535 | 0,0241 | 0,0445 0 0,0356 | 0,0142 | 0,0251 | 0,0408 | 0,0044 0 0,29490,0073 | 0,0653 0 0,2215|0,3808 [ 0,0383 | 0,0047 | 0,08250,0111 | 0,0819 0 0 0,0052 | 0,0603

*R: Roche Light Cycler 480 Software programinda relative quantification metoduna gore hesaplanmis rolatif gen ifadelerinin oranidir.

Sekil 3.6. GSTT1 izoziminin gen ifadesinin goriildiigi hastalarda rolatif gen ifadesinin orani




Cizelge 3.7. GST izozimlerinin gen ifadelerinin goriildiigli hasta sayilari

GSTP1 GSTM1 GSTT1

n* 13 13 25
%** 33,3 33,3 64,1

T 8 5 10
% 20,51 12,82 25,64

N 5 8 15
% 12,82 20,51 38,46

*: Toplam hasta sayisina gore gen ifadesi gdzlenen hasta sayilari
**: Yiizdeler siitunlara gore verilmistir

T:Ttimérli dokular

N: Normal dokular

Tiimor evrelerine gore II. Faz izozimlerinin mRNA’larinin ifadeleri goriilen hasta
sayilarina bakildiginda; GSTP1 izoziminin mRNA’sinin; Evre 1 hastalardan (n=15),
6’sinda (%40); Evre 2 (n=12) hastalardan 4 (%33,33)’linde ve Evre 3 hastalardan
(n=12), 3 (%25)’tiinde ifade oldugu goriildii. GSTM1 izoziminin mRNA’sinin; Evre
1 hastalarin 7’sinde (%46,7), Evre 2 hastalarin 2’sinde (%16,66) ve Evre 3 hastalarin
4’tinde (%33,3) ifade oldugu goriildii. Evre 1 hastalardan 10’unda (%66,67), Evre 2
hastalardan 6’sinda (%50) ve Evre 3 hastalardan 9’unda (%75) GSTT1 i1zoziminin
MRNA’nin ifade oldugu goriildi (Cizelge 3.8.)

Cizelge 3.8. Timor evrelerine gore GST izozimlerinin mRNA’larinin ifade oldugu

hasta sayilari

Tiimor GSTP1 GSTM1 GSTT1

Evre n % n % n %
Evre 1 6 40 7 46,7 10 66,67
Evre 2 4 33,33 2 16,6 6 50
Evre 3 3 25 4 33,3 9 75

n: Gen ifadesi gozlenen hasta sayilar
*! Yiizdeler satirlara gore verilmistir.
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Sigara i¢cim durumlarina gore bakildiginda GSTP1 izoziminin mRNA’s1, sigara i¢cen
30 KHDAK’l1 hastanin 10’unda (%33,33), sigara igmeyen 9 hastanin da 3’iinde
(%33,33) ifade olmustur. GSTM1 izoziminin mRNA’s1; sigara igen 9 hastada (%30)
ve sigara icmeyen 4 (%44,44) hastada ifade olurken; GSTT1 izoziminin mRNA’s1
sigara icen hastalarin 20’sinde (%66,67) ve sigara igmeyen hastalarin 5’inde

(%55,56) ifadee olmustur (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Sigara icim durumuna gore GST izozimlerinin mRNA’larmin ifade

oldugu hasta sayilari

GSTP1 GSTM1 GSTT1
N Th %* n % n %
KHDAK Sigara L;en 30 10 3333 9 30 20 66,67

Sigara Igcmeyen 9 3 33,33 4 44,44 5 55,56

N: Gen ifadesi gozlenen hasta sayilari
*Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Yas gruplarina gore |l. Faz izozimlerinin mRNA’larmin ifade oldugu hasta sayilar
incelendiginde; 57 yas alt1 19 hastada, GSTP1 izoziminin mRNA’sinin 6 Kkisi
(%31,6)’de, GSTM1 izoziminin mRNA’smnin 5 kisi (%26,32)’de ve GSTTI1
1zoziminin mRNA’sinin ise 12 kisi (%63,16)’de ifade oldugu goriildi. 57 yas tistii 20
hastada; GSTP1 izoziminin mRNA’simin 7 kisi (%35) de, GSTMI1 izoziminin
mRNA’sinin 8 kisi (%40)’de ve GSTTI izoziminin mRNA’sinin ise 13 kisi
(%65)°de ifade oldugu goriildii (Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.10. Yas gruplarma gore GST izozimlerinin mRNA’larinin ifade oldugu

hasta sayilar1

GSTP1  GSTM1 GSTT1

N n %* n % n %
19 <57 6 316 5 26,32 12 63,16
KHDAK 20 >57 7 35 8 40 13 65

N: Gen ifadesi gbzlenen hasta sayilari
*Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Cinsiyete gore hastalar gruplandirildiginda GSTP1 izoziminin mRNA’smin
kadinlarda ifade olmadig1 goriiliirken; kadin hastalarin 1’inde (%33,33) GSTMI1
izoziminin mRNA’s1, 2’sinde de (%66,67) GSTT1 izoziminin mRNA’sinin ifade
oldugu goriildii. Erkeklerde GSTP1 izoziminin mRNA’s1 13 hastada (%36,1),
GSTM1 izoziminin mRNA’st 12 hastada (%33,33), ve GSTTL1 izoziminin
mRNA’sinin 23 hastada (%63,89) ifade edildigi goriildii (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Cinsiyete gore GST izozimlerinin mRNA’larinin ifade oldugu hasta

sayilari
GSTP1 GSTM1 GSTT1
n %* n % n %
KADIN 0 O 1 3333 2 66,67

KHDAK

ERKEK 13 36,1 12 33,33 23 63,89

*Yiizdeler satirlara gore verilmistir.
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3.3. CYP ve GST Enzimlerinin Protein ifadelerinin Sonuclar

3.3.1. CYP Enzimlerinin Protein ifadeleri ve Klinik Hasta Bilgileri ile

Karsilastirilmasi

Genel olarak 1. Faz izozimlerinin protein ifadelerinin goriildiigii hastalar
incelendiginde; CYP1AL1 izoziminin 39 KHDAK’l1 hastadan 38 (%97,4)’inde (Sekil
3.7.), CYP1BL1 izoziminin 39 hastanin tamaminda (%100) (Sekil 3.8.); CYP2EI1
izoziminin 39 hastanin 25 (%64,1)’inde (Sekil 3.9.) tiimorlii ve normal dokularinin

birinde ya da her ikisinde protein ifadelerinin oldugu goriildi.

Timorli ve normal dokular eslestirilerek 1. Faz izozimlerinin protein ifadelerine
bakildiginda 39 KHDAK’l1 hastadan; CYP1Al izoziminin 15 hastada (%38,5),
CYP1BL1 izoziminin 3 hastada (%7,7) ve CYP2E1 izoziminin 21 hastada (%53,8)
timorli dokularinda normal dokularina oranla daha fazla ifade oldugu goriildii.
Dokular adenorkarsinom ve squamoz hiicreli karsinom olarak tiimoér tiplerine gore
gruplandirildiginda, 18 adenokarsinomali hastadan 10’unda (%55,6) CYPI1AI,
I’inde (%5,6) CYP1B1 ve 7’sinde (%38,9) CYP2El izozimlerinin protein
ifadelerinin timorlii dokularda normal dokulara oranla fazla oldugu goriildii.
Squamoz hiicreli karsinomlu 21 hastaya bakildiginda; 5 hastada (%23,8) CYP1AI, 2
hastada (%9,5) CYP1B1 ve 14 hastada da (%66,7) CYP2EL izozimlerinin protein
ifadelerinin tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii

(Cizelge 3.12.).
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Cizelge 3.12. KHDAK’da tiimorlii ve normal dokular eglestirildiginde CYP
izozimlerinin protein ifadelerinin yiiksek oldugu tiimérlii dokularin
sayilar1 ve ylizde oranlari

CYP1A1 CYP1B1 CYP2E1
Total (n) Tiimor (n) %* Tiimoér(n) % Tiimoér (n) %
KHDAK 39 15 38,5 3 7,7 21 53,8
Total
Adenokarsinom 18 10 55,6 1 5,6 7 38,9
Squamoz Hiicreli 21 5 23,8 2 9,5 14 66,7
Karsinom

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (tlimor dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel
dokulari) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ifadesi gériilmeyen, 1; hafif siddette protein
ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi.

*: Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Immunohistokimyasal skorlamalarinin ortalamalarina gére KHDAK’l1 hastalarda
timorlii  ve normal dokular arasindaki protein ifadelerinin  farkliliklar
incelendiginde; CYP1Al ve CYP2E1 izozimlerinin protein ifadelerinin tiimorlii
dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu; CYP1B1 izoziminin ise protein
ifadesinin normal dokularda tiimorlii dokulara oranla daha fazla oldugu gorildii.
Yapilan istatistiksel analizde tiimorlii dokularda normal dokulara oranla CYP2EI1
1zoziminin protein ifadesinin fazla olmasi istatistiksel analizde anlamli bulunurken
(p=0,0001<0,05); CYP1Al1 ve CYP1B1 izozimlerinin protein ifadelerinin
farkliliklar istatistiksel olarak dogrulanamadi (p>0,05) (Cizelge 3.13.)

Tiimor alt tiplerine gore, adenokarsinomlu hastalara (n=18) bakildiginda; CYP1A1
ve CYP1BI izozimlerinin 18 hastanin tamaminda (%100); CYP2E1 izoziminin ise
18 hastadan 8’inde (%44,4) tiimdrlii ve normal dokularinin birinde yada her ikisinde

protein ifadelerinin oldugu goriildii.

Adenokarsinomal1 hastalarin immunohistokimyasal skorlamalarinin ortalamalarina
bakildiginda; CYP1A1 (p=0,02) (Sekil 3.10) ve CYP2E1 (p=0,04) (Sekil 3.11.)
izozimlerinin protein ifadelerinin tlimorlii dokularda normal dokulara oranla daha

fazla oldugu goriiliirken, CYP1BI1 izoziminin protein ifadesinin normal dokularda
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timorlii dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Ancak bu farklilik istatistiksel

olarak anlamli bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.13.).

Squamoz hiicreli karsinomlu (n=21) hastalara genel olarak bakildiginda, CYP1A1
izoziminin 21 hastadan 20 (%95,2)’sinde, CYPIB1 izoziminin 21 hastanin
tamaminda (%100) (Sekil 3.12.); CYP2E1 izoziminin 21 hastanin 17 (%81)’sinde
tiimorlii ve normal dokularinin birinde yada her ikisinde protein ifadelerinin oldugu

goriildil.

Squamoz hiicreli karsinomali hastalarin immunohistokimyasal skorlamalarina
bakildiginda, normal dokularda CYP1A1 ve CYP1BL1 izozimlerinin protein ifadeleri
tiimorlii dokulara oranla daha fazla iken; CYP2EI izoziminin protein ifadesi ise
tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Istatistiksel
olarak CYP2EI izoziminin timordeki protein ifadesinin artisi anlamli bulunurken
(p=0,0008); CYP1Al ve CYP1B1 izozimlerinin normal dokulardaki protein
ifadesinin artisi istatistiksel olarak dogrulanamadi (p>0,05) (Cizelge 3.13.).
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Sekil 3.7. KHDAK’l1 hastalarin tiimdrlii ve normal dokularinda CYP1A1 izoziminin protein ifadesi
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Sekil 3.8. KHDAK’l1 hastalarin tiimdrlii ve normal dokularinda CYP1BI1 izoziminin protein ifadesi
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Sekil 3.9. KHDAK’I1 hastalarin tiimdrlii ve normal dokularinda CYP2E]1 izoziminin protein ifadesi
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Cizelge 3.13. KHDAK hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda CYP izozimlerinin protein ifadeleri

CYP1A1 CYP1B1 CYP2E1
n Tiimor Normal T/N* Tiimor Normal T/N Tiumor Normal T/N
P** degeri P degeri P degeri

KHDAK 1,74+0,16* 1,49+0,18 1,16 2,59+0,12 2,87+0,07 0,9 0,80+0,13 0,13+0,07 6,15
Total 39 (0-3)° (0-3) 0,3128 (0-3) (1-3) 0,1190 (0-3) (0-2) 0,0001
Adenokarsinom 2,33+0,23  1,39+0,29 1,67 2,5+0,22  2,94+0,06 0,9 0,61+£0,2 0,06+0,06 10,16
18 (0-3) (0-3) 0,0279 (0-3) (2-3) 0,2417 (0-3) (0-1) 0,0445

Squamos Hiicreli 1,24+0,17 1,57+0,24 0,79 2,67+0,11 2,81+0,11 0,95 0,96+0,74 0,19+0,11 5,05
Karsinom 21 (0-3) (0-3) 0,3924 (2-3) (1-3) 0,3391 (0-3) (0-2) 0,0008

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (tiimér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulari) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmustir. Buna gére 0; protein ifadesi

goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimér ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin farkliliklart Mann-Whitney U
Test ile %95°lik giivenilirlik diizeyinde incelendi.

** P degeri 0,05 den kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Timor/Normal orani



Sekil 3.10. Tiimorlii ve normal dokularda immunohistokimyasal CYP1A1 proteini
(A: Akciger adenokanserli dokuda CYP1AT1 proteinin ifadesi, 400X; B:
Adenokanserli dokuda CYP1Al antikorsuz negatif kontrol boyamasi
400X; C: Akciger brons epitel dokusunda CYP1A1 proteinin ifadesi,
400X, D: Akciger brons epitel dokusunda CYP1A1 antikorsuz negatif

kontrol boyamasi 400X)
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Sekil 3.11. Tiimorlii ve normal dokularda immunohistokimyasal CYP2E1 proteini
(A: Akciger adenokanserli dokuda CYP2E1 proteinin ifadesi, 400X; B:
Adenokanserli dokuda CYP2E1 antikorsuz negatif kontrol boyamasi
400X; C: Akciger alveol epitel dokusunda CYP2E1 proteinin ifadesi,
200X, D: Akciger brons epitel dokusunda CYP2EI antikorsuz negatif
kontrol boyamasi 400X)
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Sekil 3.12. Tiimorlii ve normal dokularda immunohistokimyasal CYP1B1 proteini
(A: Akciger squamoz hiicreli karsinomlu dokuda CYPIBI1 proteinin
ifadesi, 400X; B: Adenokanserli dokuda CYP1B1 antikorsuz negatif
kontrol boyamas1 400X; C: Akciger brons epitel dokusunda CYP1BI
proteinin ifadesi, 400X, D: Akciger brons epitel dokusunda CYPIBI1
antikorsuz negatif kontrol boyamasi 400X)
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Tiimor evrelerine gore CYP izozimlerinin immunohistakimyasal skorlamalarinin
ortalamalarina gore gruplar arasindaki farkliliklar incelendiginde Evre 1, Evre 2 ve
Evre 3 hasta gruplarinda CYP1A1 ve CYP2EI1 izozimlerinin protein ifadelerinin,
tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu; CYP1B1 izoziminin
protein ifadesinin ise bu {i¢ grupta da normal dokularda timorlii dokulara oranla daha
fazla oldugu goriildii. CYP2EI izoziminin Evre 1 (p=0,02), Evre 2 (p=0,05) ve Evre
3 (p=0,01) grup hastalarin tiimorlii dokulardaki protein ifadelerinin normal dokulara
oranla fazla olmasi yapilan istatistiksel analizde de anlamli bulundu (p<0,05). Ancak
CYPIA1 ve CYPIBI1 izozimlerinin gruplar arasindaki gostermis olduklari
farkliliklar istatistiksel olarak dogrulanamadi (p>0,05) (Cizelge 3.14.).

Timor evreleri ile hastalarin tiimorlic dokularinda CYP izozimlerinin protein

ifadeleri arasinda yapilan Spearman’s Rank Correlation analizinde, bu gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki gériilmedi (p>0,05).
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Cizelge 3.14. Timor evrelerine gore CYP izozimlerinin protein ifadeleri

CYP1Al CYP1B1 CYP2E1
Lo Tiimor Normal T/N* Timér  Normal T/N Tiimor Normal T/N
Tamor n P** degeri P degeri P degeri
Evre
1,40£0,27° 1,33+0,29 1,05 2,47£0,24  2,93+0,07 0,84  0,80£0,22  0,13+0,09 6,15
Evrel 15  (0-3) (0-3) 0,8682 (0-3) (2-3) 0,2058 (0-3) (0-1) 0,0251
2,0+0,30  1,67+0,36 1,19 2,5+0,15  2,75+0,8 0,9 0,75+0,25  0,17+0,17 4,41
Evre2 12 (0-3) (0-3) 0,5444 (2-3) (1-3) 0,2366 (0-3) (0-2) 0,0567
1,92£0,26  1,5+0,34 1,28 2,83£0,17 2,92+0,08 0,96  0,83£0,21 0,083+0,083 10
Evre3 12 (1-3) (0-3) 0,3408 (1-3) (2-3) 1,000 (0-2) (0-1) 0,0141

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokular1) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmustir. Buna gore 0; protein ifadesi

goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimér ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin 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

*: Timor/Normal orani



Sigara igen 30, sigara igmeyen 9 KHDAK 11 hastanin dokularinda CYP izozimlerinin
protein ifadelerinin dagilimina bakildiginda CYP1A1 izoziminin protein ifadesi
sigara i¢cen hastalarin timdrlii dokularinda, normal dokularina oranla daha fazla iken,
sigara igmeyen hastalarda bu izozimin protein ifadesi timdrlii ve normal dokularda
esit dagildigi goriilmektedir. Istatistiksel olarak sigara igenlerin tiimorlii
dokularindaki protein ifadesinin artig1 anlaml degildir (p>0,05) (Tablo 15). CYP1B1
izoziminin protein ifadesi sigara igen ve igmeyen her iki grupta da normal dokularda
tiimorlii dokulara oranla daha fazla iken (p>0,05); CYP2EI izoziminin ise sigara igen
(p=0,0001) ve igmeyen (p=0,04) hasta gruplarinda tiimoérlii dokulardaki ifadesinin
normal dokulara oranla yiiksek olmasi istatistiksel olarak da dogrulanmistir (Cizelge
3.15.). Timor tiplerine gore adenokarsinomlu hastalarda sigara icen ve igmeyen
gruplarda CYPIA1 izoziminin protein ifadesi karsilastirildiginda; her iki grupta da
bu izozimin protein ifadesinin timorli dokularda normal dokulara oranla daha
yiikksek oldugu goriildii. Sigara icen hastalarin timorlii dokularindaki protein
ifadesinin normal dokulara goére olan yliksekligi istatistiksel olarak da anlamli kabul
edildi (p=0,02). CYP1BI1 izozimi adenokarsinomlu hastalarin sigara i¢gen ve igmeyen
her iki grubunda da normal dokularda tiimorlii dokulara oranla daha fazla ifade
edilirken; CYP2E1 izozimi ise bu gruplarda tiimorlii dokularda normal dokulara
oranla daha fazla ifade edildigi goriildi. CYP1B1 ve CYP2E1 izozimlerinin gruplar
arsindaki protein ifadeleri arsindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlaml
bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.15.) Squamoz hiicreli karsinomlu hastalarin sigara
icen ve icmeyenlerine bakildiginda CYP1A1l ve CYPIBI1 izozimlerinin normal
dokularda tiimdrlii dokulara oranla daha fazla ifade oldugu goriiliirken bu farkliliklar
istatistiksel olarak dogrulanamadi (p>0,05). CYP2EL izoziminin protein ifadesi
sigara igen ve icmeyen squamoz hiicreli karsinomali hastalarin tiimorlii dokularinda
normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Sigara i¢en hastalarda CYP2E1
1zoziminin timorli dokulardaki ifadesinin normal dokulara oranla daha fazla olmasi
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,007) (Cizelge 3.15.). Hastalarin sigara i¢im
durumlan ile tiimorlii dokularinda CYP izozimlerinin protein ifadeleri arasinda
yapilan Spearman’s Rank Correlation analizinde, istatistiksel olarak anlamli iligki

goriilmedi (p>0,05).
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Cizelge 3.15. Sigara i¢cim durumlarina goére CYP izozimlerinin protein ifadeleri

KHDAK
Total

Adenokarsinom
a

Squamoz
Hiicreli
Karsinom

Sigara icen
Sigara
I¢meyen
Sigara Icen
Sigara
I¢cmeyen
Sigara icen

Sigara
I¢meyen

CYP1A1 CYP1B1 CYP2E1
Tiitmor Normal T/N* Tiimor Normal T/N Titmor Normal T/N
P** degeri P degeri P degeri
1,77+0,18? 1,43+0,21 1,23 2,53+0,14 2,83+0,08 0,89 0,80+0,16 0,13+0,08 6,15
30 (0-3)° (0-3) 0,2581 (0-3) (1-3) 0,1785 (0-3) (0-2) 0,001
1,67+0,38 1,67+0,38 1 2,78+0,15 3,0+0,0 0,92 0,78+0,22  0,11+0,11 7,09
9 (0-3) (0-3) 1,000 (2-3) (3-3) 0,7239 (0-2) (0-1) 0,0469
2,29+0,27  1,14+0,32 2 2,43+0,27 2,92+0,07 0,83 0,57+0,23 0,0+0,0 ?
14 (0-3) (0-3) 0,0229 (0-3) (2-3) 0,3121 (0-3) (0-0) 0,1078
2,5+0,5 2,25+0,48 1,11 2,75+0,25 3,0+0,0 0,91 0,75+0,48  0,25+0,25 3
4 (1-3) (1-3) 0,7728 (2-3) (3-3) 1,000 (0-2) (0-1) 0,5637
1,31+0,20  1,69+0,27 0,77 2,63+0,13 2,75+0,14 0,95 1,0£0,20  0,25+0,14 4
16 (0-3) (0-3) 0,355 (2-3) (1-3) 0,439 (0-3) (0-2) 0,0079
1,0+0,31 1,2+0,49 0,83 2,8+0,20 3,0+0,0 0,93 0,80+0,20 0,0+0,0 ?
5 (0-2) (0-3) 1,000 (2-3) (3-3) 1,000 (0-1) (0-0) 0,1437

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timor dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulart) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmigtir. Buna goére 0; protein ifadesi
goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimor ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin 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

*: Tiimo6r/Normal orant



Hastalarin yas gruplarina gére CYP izozimlerinin protein ifadeleri incelendiginde
CYP1A1 izoziminin 57 yas alt1 ve 57 yas Ustli her iki grupta da tiimorli dokulara
normal dokulara oranla daha fazla ifade edildigi; CYP1BI1 izoziminin ise 57 yas alt1
ve ustli gruplarin her ikisinde de normal dokularda tiimérlii dokulara oranla daha
fazla ifade oldugu goriildii. Bu iki izozimin gruplar arsindaki protein ifadelerinin
farkliliklar istatistiksel olarak dogrulanamadi (p>0,05). CYP2E1 izoziminin protein
ifadesi ise 57 yas alt1 (p=0,02) ve 57 yas ustii (p=0,001) hasta gruplarinin her ikisinde
de tiimorlii dokularda normal dokularina oranla daha fazla oldugu goriildii (Cizelge

3.16.)

Hastalar tiimor tiplerine gore gruplandirildiginda adenokarsinomlu hastalarin 57 yas
altt ve Ustii her iki grubunda da, CYPIA1l ve CYP2EI izozimlerinin protein
ifadelerinin tiimorli dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriiliirken;
CYPIBI izoziminin protein ifadesinin normal dokularda tiimorlii dokulara oranla
daha fazla oldugu goriildii. Ancak gruplar arasinda izozimlerin protein ifadelerinin

farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.16.).

Squamoz hiicreli karsinomlu hastalarda yas gruplarina gore izozimlerin protein
ifadelerinin farkliliklarina bakildiginda CYP1A1 izoziminin protein ifadesinin 57 yas
alt1 ve Uistii her iki grupta da normal dokularda, tiimorlii dokulara oranla daha fazla
oldugu; CYPI1BI1 izoziminin 57 yas alti grupta normal ve tiimorlii dokularin her
ikisinde de esit diizeyde, 57 yas tistli grupta ise normal dokularda tiimorlii dokulara
oranla daha fazla oldugu goriiliirken bu farklar istatistiksel olarak dogrulanamadi
(p>0,05). CYP2EI izozimin protein ifadesinin her iki yas grubunda da tiimorli
dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriiliirken, 57 yas alt1 hasta

grubundaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,009) (Cizelge 3.16.).

Hastalarin yaslar1 ile tiimorlii dokularinda, CYP izozimlerinin protein ifadeleri
arasinda yapilan Spearman’s Rank Correlation analizinde anlamli bir iligki

bulunamadi (p>0,05).
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Cizelge 3.16. Yas gruplarina gore CYP izozimlerinin protein ifadeleri

CYP1Al CYP1B1 CYP2E1
n Tiimor Normal T/N* Tiimor Normal T/N Tiimor Normal T/N
P** degeri P degeri P degeri
1,79+0,20 1,42+0,28 1,26 2,63+0,14 2,73+0,13 0,96 0,79+0,20  0,21+0,12 3,76
<57 19 (0-3) (0-3) 0,3502 (1-3) (1-3) 0,6094 (0-3) (0-2) 0,0286
KHDAK 1,70+0,26  1,55+0,25 1,09 2,55+0,19  3,0+0,0 0,85 0,80+0,17  0,05+0,05 16
>57 20 (0-3) (0-3) 0,7251 (0-3) (3-3) 0,1719 (0-3) (0-1) 0,0011
2,0+0,38 1,0+0,42 2 2,63+0,26 2,88+0,13 0,91 0,36+0,18 0,0+0,0 ?
<57 8 (0-3) (0-3) 0,1278 (1-3) (2-3) 0,6744 (0-1) (0-0) 0,4309
Adenokarsinoma 2,60+0,27  1,7+0,40 1,52 2,40+0,34  3,0+0,0 0,8 0,8+0,3 0,1+0,1 8
>57 10 (1-3) (0-3) 0,1212 (0-3) (0-3) 0,4274 (0-3) (0-1) 0,1212
1,64+0,20 1,73+0,36 0,94 2,64+0,15 2,64+0,20 1 1,09+0,29  0,36+0,20 3,02
<57 11 (1-3) (0-3) 0,8182 (2-3) (1-3) 0,8438 (0-3) (0-2) 0,0660
Squamoz Hiicreli
Karsinom 0,8+0,20 1,40+0,31 0,57 2,70+£0,15  3,0+0,0 0,9 0,80+0,13  0,0+0,0+0,0 ?
>57 10 (0-2) (0-3) 0,2123 (2-3) (3-3) 0,4727 (0-1) (0-0) 0,0091

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timor dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulart) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna goére 0; protein ifadesi
goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Timor ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin farkliliklar1 Mann-
Whitney U Test ile %95’1ik giivenilirlik diizeyinde incelendi.

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

a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Tiimor/Normal orani



Cinsiyete gore CYP izozimlerinin protein ifadeleri incelendiginde kadin hastalarda
CYP1A1 ve CYPIBI izozimleri, tiimdrlii ve normal dokularda esit diizeyde ifade
olurken; CYP2EI izoziminin protein ifadesi tiimorlii dokularda normal dokulara
oranla daha fazla oldugu goriildii. Kadinlarda izozimlerin protein ifadeleri arasindaki

farklar istatistiksel olarak dogrulanamadi (p>0,05).

Erkeklerde her ii¢ izozimin protein ifadeleri tiimorlii dokularda normal dokulara
oranla daha fazla oldugu goriilirken, CYP2E1 izoziminin tiimorlii dokulardaki
protein ifadesinin normal dokulara oranla daha fazla oldugu istatistiksel olarak
anlamli olarak dogrulandi (p=0,0001) (Cizelge 3.17.).

Hastalarin cinsiyeti ile timorlii dokularinda CYP izozimlerinin protein ifadeleri

arasinda yapilan Spearman’s Rank Correlation analizine gore gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli iliski goriilmedi (p>0,05).
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Cizelge 3.17. Cinsiyete gore CYP izozimlerinin protein ifadeleri

CYP1Al CYP1B1 CYP2E1
n Tiimor Normal T/N* Tiimor Normal T/N Tiimor Normal T/N
P** degeri P degeri P degeri

3 2,33+0,67 2,33+0,67 1 3,0+0,0 3,0+0,0 1 1,0£0,58  0,33+0,33 3,03

KADIN (1-3) (1-3) 1,000 (3-3) (3-3) 1,000 (0-2) (0-1) 0,5127
KHDAK

36 1,69+0,17 1,42+0,19 1,19 2,56+0,12 2,86+0,07 0,89 0,78+0,13 0,11+0,07 7

ERKEK (0-3) (0-3) 0,2821 (0-3) (1-3) 0,1049 (0-3) (0-2) 0,0001

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulari) hiicrelerin boyanma siddetine gére hesaplanmustir. Buna gore 0; protein ifadesi

goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimér ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin 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

*: Timor/Normal orant



3.3.2. GST Enzimlerinin Protein Ifadeleri ve Klinik Hasta Bilgileri ile

Karsilastirilmasi

Genel olarak GST izozimlerinin protein ifadelerinin goriildiigl hastalar incelendiginde;
GSTP1 izoziminin 39 KHDAK’l1 hastanin tamaminda (%100) (Sekil 3.13.), GSTM1
izoziminin 39 hastanin 17 (%43,6)’sinde (Sekil 3.14.); GSTT1 izoziminin 39 hastanin
35 (%89,7)’sinde (Sekil 3.15.) timdrli ve normal dokularinin birinde ya da her ikisinde

protein ifadelerinin oldugu goriildii.

KHDAK’da tiimorlii ve normal dokular eslestirildiginde toplamda GSTP1 izoziminin
protein ifadesinin 9 hastada (%23,1), GSTM1 izoziminin protein ifadesinin 14 hastada
(%35,9) ve GSTTI1 izoziminin protein ifadesinin de 13 hastada (%33,3) timorli

dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii.

Hasta dokular1 timor tiplerine gore ayrildiginda adenokarsinomlu hastalarda GSTP1
izoziminin 4 hastada (%22,2), GSTM1 izoziminin 2 hastada (%11,1) ve GSTT1
izoziminin 7 hastada protein ifadelerinin tiimorli dokularda normal dokulara oranla

daha fazla oldugu goriildii.
Squamoz hiicreli karsinomlu hastalarda ise GSTP1 izoziminin 5 hastada (%23,8),

GSTML1 izoziminin 12 hastada (57,1) ve GSTT1 izoiminin ise 6 hastada (28,6) tiimorlii

dokularinda normal dokularina oranla daha fazla ifade oldugu gériildii (Cizelge 3.18).
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Cizelge 3.18. KHDAK’da tiimorli ve normal dokular eslestirildiginde GSTP
izozimlerinin protein ifadelerinin yiiksek oldugu tiimdr dokularin

sayilar1 ve ylizde oranlari

GSTP1 GSTM1 GSTT1
Total (n) Timoér (m) %*  Tiimor (n) % Tiimor (n) %
KHDAK 39 9 23,1 14 35,9 13 33,3
Adenokarsinom 18 4 22,2 2 11,1 7 38,9
Squamoz 21 5 23,8 12 57,1 6 28,6
Hiicreli
Karsinom

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (tiimor dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokularr)
hiicrelerin boyanma siddetine gére hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ifadesi goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta
siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi.

*: Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Immunohistokimyasal skorlamalarinin ortalamalarma gére KHDAK’li hastalarda
tiimorlii ve normal dokular arasindaki protein ifadelerinin farkliliklari incelendiginde
her ii¢ izoziminde protein ifadelerinin tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha
fazla oldugu goriildii. GSTM1 izoziminin tiimorli dokularda normal dokulara oranla
yiiksek diizeyde ifade olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p=0,02); GSTP1
ve GSTT1 izozimlerinin dokulardaki protein ifadelerinin farkliliklar istatistiksel olarak

dogrulanamadi (p>0,05) (Cizelge 3.19.).

Tiimor alt tiplerine gore, adenokarsinomlu hastalara (n=18) bakildiginda; GSTPI
izoziminin 18 hastanin tamaminda (%100), GSTMI1 izozimlerinin 18 hastanin 4
(%22,2)’iinde; GSTT1 izoziminin ise 18 hastadan 17’sinde (%94,4) tiimdrli ve normal

dokularimin birinde yada her ikisinde protein ifadelerinin oldugu goriildii.

Immunohistokimyasal ~skorlamalarma gére adenokarsinomali dokularda GST
izozimlerinin protein ifadelerinin farkliliklar1 incelendiginde; GSTP1 (Sekil 3.16.) ve
GSTM1 izozimlerinin protein ifadeleri normal ve tiimorlii dokularda esit diizeyde iken,;
GSTTI1 izoziminin protein ifadesi tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla
idi. Adenokarsinomlu dokularda izozimlerin dokulardaki farkliliklar: istatistiksel olarak

dogrulanamadi (p>0,05) (Cizelge 3.19.).
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Squamoz hiicreli karsinomlu (n=21) hastalara genel olarak bakildiginda, GSTT1
izoziminin 21 hastanin tamaminda (%100), GSTM1 izoziminin 21 hastadan 13
(%61,9)’linde (Sekil 3.17.); GSTT1 izoziminin 21 hastanin 18 (%85,7)’inde tiimorlii ve
normal dokulariin birinde ya da her ikisinde protein ifadelerinin oldugu goérildii (Sekil
3.18.).

Squamoz hiicreli karsinomlu dokularda GSTP1 ve GSTMI izozimlerinin protein
ifadeleri timorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla iken; GSTT1 izoziminin
protein ifadesi normal dokularda, tiimorlii dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii.
GSTM1 izoziminin tiimérlii dokulardaki ifadesinin normal dokulara oranla fazla olmasi

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,002) (Cizelge 3.19.)

72



€L

histokimyasal

Boyama Siddeti

1059(1100|1150|1190{1215(1317|1333|1375|1446|1446|1812|2130| 528 |5283|6992|8109|8515|8888|1002|1048|1058|1096{1100{1101|1137|1137|1154|1211|1234|1276|1278|1278|1395|7901|8095|8339|8889|9765|9858
1 3 9 8 2 2 6 4 2 4 3 5 4 3 0 5 2 4 9 0 3 3 3 4 7
mTUMOR 3 1 3 1 2 3 3 1 3 3 0 3 3 0 3 3 2 2 1 3 3 1 3 3 3 3 2 3 2 3 3 3 2 3 2 3 2

ONORMAL | 1 2 1 3 3 1 3 1 3 3 1 3 1 1 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 1 1 3 2 3 3 1 3 1 3 1 2 2 3

Immuno

Sekil 3.13. KHDAK’l1 hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda GSTP1 izoziminin protein ifadesi
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Sekil 3.14. KHDAK’11 hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda GSTM1 izoziminin protein ifadesi
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Sekil 3.15. KHDAK 1 hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda GSTT1 izoziminin protein ifadesi
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Cizelge 3.19. KHDAK hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda GST izozimlerinin protein ifadeleri

GSTP1 GSTM1 GSTT1
Timor Normal T/N* Tiimor Normal T/N Tiimor Normal T/N
n P** degeri P degeri P degeri
KHDAK 2,39+0,15%  2,26+0,15 1,05 0,74+0,17  0,18+0,08 411 1,44+0,18 1,33+0,20 1,08
39 (0-3)b (1-3) 0,5689 (0-3) (0-2) 0,0249 (0-3) (0-3) 0,6457
Adenokarsinom 2,17£0,26  2,17+0,23 1 0,28+0,18  0,28+0,16 1 2,06+0,26 1,44+0,32 1,43
18 (0-3) (1-3) 0,9874 (0-3) (0-2) 1,000 (0-3) (0-3) 0,2172
Squamos Hiicreli 2,57+0,15  2,33+0,19 11 1,14+0,24  0,10+0,07 11,4 0,91+0,19 1,24+0,27 0,73
Karsinoma 21 (1-3) (1-3) 0,4657 (0-3) (0-1) 0,0020 (0-3) (0-3) 0,5294

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulari) hiicrelerin boyanma siddetine gére hesaplanmustir. Buna gore 0; protein ifadesi

goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimoér ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin 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

*: Timor/Normal orant



Sekil 3.16. Tiimorlii ve normal dokularda immunohistokimyasal GSTP1 proteini (A:
Akciger adenokanserli dokuda GSTP1 proteinin ifadesi, 200X; B:
Adenokanserli dokuda GSTP1 antikorsuz negatif kontrol boyamasi
400X; C: Akciger brons epitel dokusunda GSTPI proteinin ifadesi,
200X, D: Akciger alveol epitel dokusunda GSTP1 antikorsuz negatif
kontrol boyamas1 200X)
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Sekil 3.17. Timorli ve normal dokularda immunohistokimyasal GSTM1 proteini (A:
Akciger squamoz hiicreli karsinoma dokusunda GSTMI proteinin
ifadesi, 400X; B: Adenokanserli dokuda GSTM1 antikorsuz negatif
kontrol boyamast 400X; C: Akciger alveol epitel dokusunda GSTM1
proteinin ifadesi, 200X, D: Akciger alveol epitel dokusunda GSTMI
antikorsuz negatif kontrol boyamasi 200X)
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Sekil 3.18. Tiimorlii ve normal dokularda immunohistokimyasal GSTT1 proteini (A:
Akciger squamoz hiicreli karsinoma dokusunda GSTT]1 proteinin ifadesi,
400X; B: Adenokanserli dokuda GSTT1 antikorsuz negatif kontrol
boyamas1 200X; C: Akciger alveol epitel dokusunda GSTT1 proteinin

ifadesi, 200X, D: Akciger alveol epitel dokusunda GSTT1 antikorsuz
negatif kontrol boyamasi 200X)
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Timor evrelerine gore dokularda GST izozimlerinin protein ifadelerinin
immunohistokimyasal skorlamalarinin ortalama degerlerine gore farkliliklar
incelendiginde; Evre 1 grup hastalarda GSTP1 ve GSTT1 izozimlerinin protein
ifadeleri, normal dokularda timorli dokulara oranla daha fazla iken; GSTM1
izoziminin protein ifadesi ise timorlii dokularda, normal dokulara oranla daha fazla
oldugu goriildii. Evre 2 ve Evre 3 grup hastalarda her ii¢ izozimin de protein ifadeleri
tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Gruplar
arasinda izozimlerin protein ifadelerinin farkliliklar1 istatistiksel olarak anlamli

bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.20.)

Hastalarin tiimor evreleri ile timorlii dokularinda GST izozimlerinin protein ifadeleri
arasinda yapilan Spearman’s Rank Correlation analizine gore; izozimlerden sadece
GSTP1 izoziminin protein ifadesi ile tiimdr evreleri arasinda diisiik pozitif yonde bir
iligki gortliirken (r=0,30; p=0,05); diger izozimler ile timor evreleri arasinda anlamli

iliski goriilemedi (p>0,05).
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Cizelge 3.20. Timor evrelerine gore GST izozimlerinin protein ifadeleri

GSTP1 GSTM1 GSTT1
Lo Tiimér  Normal T/N* Tiimér  Normal T/N Timér  Normal T/N
Timér Evre n P** degeri P degeri P degeri
2,0+0,28"  2,40+0,24 0,83 0,73£0,28 0,27+0,15 2,7 1,20£0,31 1,27+0,32 0,94
Evre 1 15 (0-3)° (1-3) 0,2902 (0-3) (0-2) 0,3095 (0-3) (0-3) 0,9174
2,58+£0,23 2,08+0,29 1,2 1,0+0,35 0,0£0,0 ? 1,58+0,34 1,25+0,41 1,26
Evre 2 12 (1-3) (1-3) 0,2727 (0-3) (0-0) 0,0690 (0-3) (0-3) 0,4357
2,67+0,19 2,25+0,25 1,18 0,50+0,23  0,25+0,18 2 1,58+0,31 1,5+0,36 1,05
Evre 3 12 (1-3) (1-3) 0,2727 (0-2) (0-2) 0,5067 (0-3) (0-3) 0,8625

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulari) hiicrelerin boyanma siddetine gére hesaplanmustir. Buna gore 0; protein ifadesi

goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimér ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin 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

*: Timor/Normal orani



Sigara i¢im durumlarina gére KHDAK’l1 hastalarda GST izozimlerinin protein
ifadeleri incelendiginde sigara icen grupta her ili¢ izoziminde protein ifadelerinin
tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Bu
izozimlerden GSTM1!’in protein ifadesinin tiimorli dokularda normal dokulara
oranla daha fazla olmasi istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p=0,03). Sigara
icmeyen hastalarda GSTP1 izoziminin protein ifadesi tiimdrlii ve normal dokularda
esit diizeyde oldugu goriilirtken, GSTM1 ve GSTT1 izozimlerinin protein
ifadelerinin timorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii.
Ancak timorlii ve normal dokular arasinda bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.21.). Tiimor tiplerine gore sigara i¢en ve igmeyen
hasta gruplarinda protein ifadeleri karsilastirildiginda; adenokarsinomlu hastalarin
sigara icen grubunda her ili¢ izoziminde protein ifadelerinin tiimdrlii dokularda
normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriiliirken; sigara igmeyen hastalarda
GSTP1 ve GSTML1 izozimlerinin protein ifadelerinin, normal dokularda, timorlii
dokulara oranla, GSTTI izoziminin protein ifadelerinin ise tlimorlii dokularda
normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Adenokarsinomlu hastalarin
timorlii ve normal dokular1 arasindaki izozimlerin protein ifadelerinin farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.21.). Squamoz hiicreli
karsinomlu hastalara bakildiginda sigara igen grupta GSTP1 ve GSTMI
izozimlerinin protein ifadelerinin tlimorlii dokularda normal dokulara oranla daha
fazla oldugu goriildii. Bu izozimlerden GSTMI1 izoziminin protein ifadesinin artigi
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (p=0,008). GSTT1 izoziminin protein
ifadesinin ise normal dokularda tiimorlii dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii.
Sigara igmeyen grupta ise GSTP1 ve GSTM1 izozimlerinin protein ifadeleri timdrli
dokularda normal dokulara oranla daha fazla iken, GSTT1 izoziminin protein ifadesi
normal ve tiimorlii dokularda esit diizeyde oldugu goriildii. Bu gruplarda izozimlerin
protein ifadelerinin farkliliklar istatistiksel olarak dogrulanamadi (p>0,05) (Cizelge
3.21.). Hastalarin sigara icim durumlari ile tiimorlii dokularinda GST izozimlerinin
protein ifadeleri arasinda yapilan Spearman’s Rank Correlation analizinde,

istatistiksel olarak anlamli iligki goriilmedi (p>0,05).
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Cizelge 3.21. Sigara i¢cim durumlarina goére GST izozimlerinin protein ifadeleri

KHDAK

Adenokarsinom
a

Squamoz
Hiicreli
Karsinom

Sigara
Icen
Sigara
Icmeyen

Sigara
Icen
Sigara
Icmeyen

Sigara
Icen
Sigara
Icmeyen

GSTP1 GSTM1 GSTT1

T/N* T/N T/N

n Tiimor Normal P**degeri  Timor Normal P degeri Tiimor Normal P degeri
2,33+0,18* 2,17+0,17 1,07 0,73+0,19 0,13+0,08 5,61 1,4+0,21 1,37+0,22 1,02

30 (0-3)b (1-3) 0,5298 (0-3) (0-2) 0,0378 (0-3) (0-3) 0,8766
2,56+0,24  2,56+0,24 1 0,78+0,36 0,33+0,24 2,36 1,56+0,37 1,22+0,49 1,27

9 (1-3) (1-3) 1,000 (0-3) (0-2) 0,4268 (0-3) (0-3) 0,6272
2,07+0,31  2,0+£0,28 1,03 0,29+0,22 0,14+0,14 2,07 2,0£0,33  1,43+0,34 1,39

14 (0-3) (1-3) 0,8904 (0-3) (0-2) 0,7652 (0-3) (0-3) 0,2603
2,50+0,50  2,75+0,25 0,9 0,25+0,25 0,75+0,48 0,33 2,25+0,25 1,50+0,86 15

4 (1-3) (2-3) 1,000 (0-1) (0-2) 0,5637 (2-3) (0-3) 0,8852
2,56+0,18 2,31+0,22 1,1 1,13+0,27 0,13+£0,09 8,69 0,88+0,20 1,31+0,30 0,67

16 (1-3) (1-3) 0,4856 (0-3) (0-1) 0,0088 (0-3) (0-3) 0,3964

2,60+0,25 2,40+0,40 1,08 1,20+0,58  0,0+0,0 ? 1,0£0,55  1,0+0,63 1
5 (2-3) (1-3) 0,9168 (0-3) (0-0) 0,2506 (0-3) (0-3) 0,9168

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timor dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulart) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna goére 0; protein ifadesi
goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimor ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin farkliliklar1 Mann-
Whitney U Test ile %95°lik giivenilirlik diizeyinde incelendi.
** P degeri 0,05 den kiiglik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Tiimo6r/Normal orant



Yas gruplarina gore hastalar gruplandirildiginda GST izozimlerinin protein
ifadelerinin farkliliklar1 incelendiginde 57 yas alt1 hastalarda her ii¢ izozimin protein
ifadelerinin tiimorli dokularda, normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii.
Bu izozimlerden GSTM1’in 57 yas alti hasta gruplarinda tiimérlii dokularinda
normal dokularina oranla daha fazla ifade olmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,04). 57 yas Ustii hastalarda GSTP1 izoziminin protein ifadesi tiimorlii ve normal
dokularda esit diizeyde goriilirken, GSTM1 ve GSTTI1 izozimlerinin protein
ifadeleri tlimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii.
Gruplar arasindaki protein ifadelerinin farkliliklari istatistiksel olarak anlamli
bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.22.). Tiimor tiplerine gore hastalar yas gruplarina
ayrildiginda; adenokarsinomlu hastalarin 57 yas alti olanlarinda her ii¢ izozimin
protein ifadeleri tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla iken, 57 yas
tistii grupta ise GSTP1 ve GSTM1 izozimlerinin protein ifadeleri normal dokularda
timorli dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. GSTT1 izoziminin ise protein
ifadesi bu grupta tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla idi. Gruplar
arsinda izozimlerin protein ifadelerinin farkliliklar1 istatistiksel olarak anlamli
bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.22.). Squamoz hiicreli karsinomlu hastalarda 57 yas
altt grupta ii¢ izoziminde protein ifadelerinin tiimorlii dokularda normal dokulara
oranla daha fazla oldugu goriildii. Bunlardan GSTM1 izoziminin protein ifadesinin
tiimdrli dokulardaki artisi istatistiksel olarak da anlamli bulunurken (p=0,029), diger
iki 1zozimin protein ifadelerinin farkliliklar: istatistiksel olarak dogrulanamadi
(p>0,05). 57 yas tstii grupta GSTP1 ve GSTMI izozimlerinin protein ifadelerinin
tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriiliirken, GSTM1
izoziminin protein ifadesinin farkliligi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
(p=0,04). GSTTI1 izoziminin protein ifadesinin ise normal dokularda tiimorli
dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Ancak bu fark istatistiksel olarak
dogrulanamadi (p>0,05) (Cizelge 3.22.). Hastalarin yaglar ile tiimorli dokularda,
GST izozimlerinin protein ifadeleri arasinda yapilan Spearman’s Rank Correlation

analizinde anlaml1 bir iligki bulunamadi (p>0,05).
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Cizelge 3.22. Yas gruplarina gore GST izozimlerinin protein ifadeleri

GSTP1 GSTM1 GSTT1
T/N* T/N T/N
n Tiimér Normal P**degeri  Tiimér Normal P degeri Tiimér Normal P degeri
2,47+0,18% 2,21+0,22 1,11 0,79+0,25 0,05+0,05 15,8 1,42+0,26  1,37+0,27 1,03
<57 19 (1-3)° (1-3) 0,5302 (0-3) (0-1) 0,0455 (0-3) (0-3) 0,8839
KHDAK
>57 2,30+0,23  2,30+0,19 1 0,70+0,23 0,30+0,14 2,33 1,45+0,27 1,30+0,31 1,11
20 (0-3) (0-1) 0,8604 (0-3) (0-2) 0,2616 (0-3) (0-3) 0,7150
2,25+0,31 2,0+0,38 1,12 0,13+0,13 0,0£0,0 ? 1,75+0,45 1,0+0,42 1,75
<57 8 (1-3) (1-3) 0,7132 (0-1) (0-0) 1,000 (0-3) (0-3) 0,2701
Adenokarsinom
a >57 2,10+0,4 2,30+0,30 0,91 0,40+0,30 0,50+£0,27 0,8 2,30+0,30  1,80+0,44 1,27
10 (0-3) (1-3) 0,8501 (0-3) (0-2) 0,7624 (0-3) (0-3) 0,6232
2,64+0,20  2,36+0,28 1,11 1,27+0,36  0,09+0,09 14,11 1,80+0,29  1,64+0,34 1,09
Squamoz <57 11 (1-3) (1-3) 0,6224 (0-3) (0-1) 0,0215 (0-3) (0-3) 0,3410
Hiicreli
Karsinom  >57 2,58023 2308026 108 1,0£033  0,120,1 10 060022 080£039 075
10 (1-3) (1-3) 0,6501 (0-3) (0-1) 0,0494 (0-2) (0-3) 0,0698

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timor dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulart) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna goére 0; protein ifadesi
goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Timor ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin farkliliklar1 Mann-
Whitney U Test ile %95’1ik giivenilirlik diizeyinde incelendi.

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

a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Tiimor/Normal orani



Cinsiyete gore gruplar ayrildiginda kadinlarda GST izozimlerinin protein ifadelerinin
normal dokularda, tiimorlii dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Ancak bu

farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0,05) (Cizelge 3.23.).

Erkeklerde ise her ii¢ izozimin protein ifadelerinin timorlii dokularda, normal
dokulara oranla daha fazla oldugu goriildi. GSTM1 izoziminin, erkek hastalarin
timorli dokularinda, normal dokularina oranla fazla ifade olmasi istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p=0,01) (Cizelge 3.23.).
Hastalarin cinsiyeti ile tlimorlii dokularinda GST izozimlerinin protein ifadeleri

arasinda yapilan Spearman’s Rank Correlation analizine gore gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli iligki goriilmedi (p>0,05).
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Cizelge 3.23. Cinsiyete gore GST izozimlerinin protein ifadeleri

GSTP1 GSTM1 GSTT1
Tiimor Normal T/N* Tiimor Normal T/N Tiimor Normal T/N
n P** degeri P degeri P degeri
2,33+0,67° 2,67+0,33 0,87 0,33+0,33  1,0+0,58 0,33  2,33+0,33  2,0£1,0 1,16
KADIN 3 (1—3)b (2-3) 1,000 (0-1) (0-2) 0,5127 (2-3) (0-3) 1,000
KHDAK
ERKEK 36 2,39+0,15 2,22+0,15 1,07 0,78+0,18 0,11+0,07 7,09 1,36+0,19 1,28+0,20 1,06
(0-3) (1-3) 0,5028 (0-3) (0-2) 0,0118 (0-3) (0-3) 0,6934

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; akciger brons ve alveol epitel dokulari) hiicrelerin boyanma siddetine gére hesaplanmustir. Buna gore 0; protein ifadesi

goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimér ve Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin 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

*: Timor/Normal orant



4.  SONUCLAR VE TARTISMA

Kompleks bir sistem olan detoksifikasyon mekanizmasi ayrintili  olarak
incelendiginde; toksik etkiden korunmanin, o maddenin aktif metaboliti ile
detoksifikasyonu arasindaki dengeye bagli oldugu anlasilmistir. Aktif metabolit
olusumu ile detoksifikasyonun hizlar1 arasinda denge mevcut oldugu siirece hiicre
hasar1 goriilmez. Bu dengenin bozulmasi halinde yani; aktif metabolit olusumu artar
ve/veya detoksifikasyon kapasitesi azalirsa toksik etki goriiliir [3] ve sonugta da
DNA ve doku hasari, patolojik bir 6liim sekli olan nekroz, hiicre yaslanmasi, kanser

gibi cesitli hastaliklar olusur.

Viicudumuz yasantimiz boyunca, basta PAH’lar olmak {izere, 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin  (TCDD), nitrosamine 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pridyl)-1-butanone (NNK), parasetamol, klorzoksan, enfluran, halothan, aseton,
ethanol, piridin, pirazol ve isoniazid, quinidin, nifedipin, diltiazem, lidokaine,
lovastatin, eritromisin, siklosporin, triazolam, midazolam ve testosteron, progesteron,
androstenedion, aflatoksin B1, 6-aminokirisen, 4-hidroksil-2-nonenal, kolesterol-
5,6-0ksit, adenin propenal, 9-hidroperoksilinoleik asit, dopaminokrom, aminokrom,
biitadien, akrolein, aflatoksin B1-8,9-epoksit, hekzaklorobiitadien, trikloroetilen,
stiren oksit, metilen klorid, etilenoksit, nitrokinolin oksit, lindan, atrazin, DDT gibi
sayllamayacak kadar c¢ok sayida cevresel karsinojen, endojen molekiiller ve

prokarsinojenlere [38,39,44,46,49,51] maruz kalmaktadir.

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

ksenobiyotik mekanizmasinin rollerinin ayrintili bir sekilde incelenmesi gerekir.
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Bu amagla yapilan ¢aligmalarin birinde, Spivack ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada
I. Faz ve II. Faz enzimlerinin akciger kanserli hastalarda normal ve tiimorli
dokularda gen ve protein ifadelerini incelemislerdir. Buna gore yapilan ¢alismada,
hastalarin normal dokularmnin %9’unda CYP1A1, %75’ inde CYP1B1, %16’sinda
GSTM1, %68’inde GSTM3, %95’inde GSTP1 ve %73’tnde de GSTTI
izozimlerinin mRNA ifadelerini, timorlii dokularin %23’iinde CYP1A1, %95’inde
CYPIBI, %19’unda GSTM1, %79’unda GSTM3, %92’sinde GSTP1 ve %76’sinda
da GSTT1 izozimlerinin mRNA ifadelerini rapor etmislerdir. Ayn1 ¢alismada
hastalarin timorli dokularinin %20’sinde CYP1A1, %94’inde CYP1B1, %3’iinde
GSTMI1 ve %97’sinde GSTP1 izzimlerinin protein ifadeleri ile hastalarin normal
dokularinin %27’sinde CYP1A1l, %76’sinda CYP1BI1, %6’sinda GSTMI1 ve
%86’sinda GSTP1 izozimlerinin protein ifadelerinide bildirmislerdir [62]. Ayrica bu
calisgmada varyansalarin homojen dagilmadigi datalarda anlamli istatiksel
analizlerinde Spivack ve ark. normal dokularda kadinlarda ve erkeklerde sigara igimi
ile CYP1B1 izoziminin mRNA ve protein ifadeleri arasinda pozitif yonde iliski
oldugunu ve kadinlarda tiimorlii dokularinda sigara i¢imiyle GSTM3 izoziminin

pozitif iligkili oldugunu bildirmistir [63].

Lin ve ark. (2003), 89 KHDAK’l1 hastayla yaptig1 ¢calismada hastalarin dokularinda
%47 oraninda CYP1B1’in protein ifadesinin oldugunu vurgularken, sigarada bulunan
PAH’lar tarafindan indiikklenen AhR ile CYPIB1 izoziminin iligkisini
incelemislerdir. Buna gére AhR proteininin ifadesinin 89 KHDAK’li hastanin
64’tinde yiiksek diizeyde ifade edildigini, AhR protein ifadesi yiikseldikge CYP1B1

protein ifadesinin de hastalarda arttigini istatistiksel olarak dogrulamislardir [65].

Chang ve ark. (2007) buna benzer yaptig1 bir caligmada akciger kanserli hastalari
sigara durumuna gore i¢cenler ve icmeyenler seklinde iki gruba ayirmislar CYP1BI1
protein ifadesinin AhR ile her iki grupta da pozitif yonde iligkili oldugunu
vurgularken; buna ek olarak sigara icenlerde CYP1A1l ile AhR protein ifadeleri
arasinda da anlaml iliskinin oldugunu, bu grupta CYP1AIl ifade diizeyi arttikea,
AhR ifadelerinin de arttigini bildirmislerdir [62]. Mollerup ve ark. (1999)’nin normal

akciger dokularinda yaptiklar1 caligmada, erkek sigara igicileri ile kadin sigara
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icicileri karsilastirildiginda, kadinlarin akcigerinde, aromatik/hidrofobik DNA

katilim tirtinlerinin ve CYP1A1 seviyelerinin yiiksek oldugunu vurgulanmistir [53].

Oyama ve ark. (2007) yaptiklarn g¢alismada, CYP1Al, CYP2E1 ve CYP3A
enzimlerinin AhR ile pozitif yonde iliskili oldugunu gosterdikleri ¢alismada, 66 yas
ve daha istli bireylerde, yilda ortalama 400 (adet/giinxyil) ve daha asagi oranda
sigara igenlerde, tiimor evre 1 grup hastalarda ve kadinlarda AhR, CYPIAI,
CYP2E1, CYP2D6 ve CYP3A ifadelerinin yliksek oldugunu istatistiksel olarak da
dogrulamislardir [64].

Mc Lemore ve ark. (1990), akciger kanserli 56 hasta ile nothern blotlama yontemi ile
yaptiklar1 ¢alismada, 10 hastada CYPIA1T mRNA’sin [54], immunohistokimyasal
yontemle 12 akciger kanserli hastada da Taussaint ve ark. (1993), CYP1Al
izoziminin protein ifadesini gostermiglerdir [55]. Nikotin metabolizmasinda
CYP2A6 izoziminin roliinii aydinlatmaya yonelik ¢aligmalar artsa da, son
zamanlarda Ozellikle, Su ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada, solunum yollarinda
nikotin metabolizmasinda, monooksijenasyon reaksiyonlarmi kataliz eden,
CYP2A13 izoziminin ifade diizeyinin CYP2A6’ya gore daha yiiksek oldugunu rapor
etmislerdir [56].

Anttila ve ark. (1997), 8 akciger kanserli hasta ile yaptiklar1 calismada hastalarin
tamaminin timorli dokularinda CYP3AS5 mRNA’sin1 ve birinde de CYP3A4
MRNA’si1 bulduklarini ve ayni zamanda bu hastalarin normal dokularinda her iki

izoziminde mRNA’larinin bulundugunu rapor etmislerdir [58].

Kivisto ve ark. (1996) yaptiklar1 pilot caligmada, 8 hastanin akciger normal ve
karsinomali dokularinda CYP3A4, CYP3AS ve CYP3A7 izozimlerinin mRNA ’larini
ve CYP3A protein ifadesini gostermisler, buna gore tiimorlii ve normal dokularin
tamaminda CYP3A4’iin mRNA’sinin ifade oldugunu, CYP3AS5’in normal dokularin
4’{inde, tiimorli dokularin tamaminda ve CYP3A7°nin de nrmal dokularin 5’inde
timorli dokularin 1’inde ifade oldugunu bildirmislerdir. Ayrica CYP3A proteininin
hem tiimorlii hem de normal dokularin tamaminda ifade oldugunu rapor etmistir

[57].
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Yapilan bu tez calismasinda, KHDAK’l1 hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda,
ksenobiyotik mekanizmasinda 1. Faz reaksiyonlar1 katalizleyen CYP enzimlerinden,
CYPIAI, CYPIBI, CYP2EI izozimleri ile II. Faz reaksiyonlar1 katalizleyen GST
enzimlerinden GSTP1, GSTM1, GSTT1 izozimlerinin gen ve protein ifadelerinin

belirlenmesi amaglanmustir.

Bu amagla yapilan caligmada 1. Faz reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerin mRNA
diizeylerine bakildiginda, 4 hastada (%10,3) CYP1AL1 izoziminin; 15’inde (%38,46)
ve 7 hasta da (%17,9) CYP2E1 izozimlerinin mRNA ifadelerinin rolatif kantitasyon
oranlar1 hesaplanabilmistir. CYP1A1 izoziminin mRNA’sinin toplamda 4 hastanin
normal dokularinda tiimorli dokularinda, 9 hastanin timorlii ve 6 hastanin normal
dokularinda CYPIB1 izoziminin rélatif kantitasyon miktarlarinin fazla oldugu ve 3
hastanin timorli, 4 hastanin da normal dokularinda CYP2E1l izoziminin
mRNA’sinin rélatif kantitasyon oraninin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Hastalarin
mRNA diizeyleri ile timor evre, sigara i¢imi, yas ve cinsiyet gibi klinik verileri
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliskiler bulunamamistir. Ancak klinik verilerle
izozimlerin elde ettigimiz mRNA diizeyleri karsilastirildiginda, CYP1A1l ve
CYP1B1 mRNA’lar1 Evre 1 hastalarda Oyama ve ark.’nin yaptiklar1 calismaya
paralel olarak daha fazla ifade olsa da CYP2E1 mRNA’s1 Evre 3 hastalarda daha
fazla kiside ifade olmustur (Cizelge 3.3).

Calisma grubumuzda sigara igen hastalarin sayis1t 30 ve igmeyen hastalarin sayis1 9
kisi olarak 2 gruba ayrilmaktadir, mRNA diizeylerini hesaplayabildigimiz CYP
izozimleri, bu gruplarla karsilastirildiginda; CYP1Al (3/4), CYP1B1 (12/15) ve
CYP2E1 (6/7) mRNA diizeylerinin sigara igenlerde daha fazla kiside ifade olduklari
goriilmektedir. Kisi sayisina oranlandiginda ise CYP1A1 sigara igmeyen grupta daha
fazla oranla ifade edilirken, CYP1B1 ve CYP2EL ise sigara i¢cen gruplarda daha fazla
oranla ifade edildigi goriildii. Istatistiksel olarak dogrulanamasa da sigara i¢iminin
CYP enzimlerinin mRNA diizeylerini arttirdigi gergegi yapilan bu calismada da
litertiire paralel bulgular seklinde gosterilmistir (Cizelge 3.4.).

CYP izozimlerinin mRNA diizeylerinin hastalarin yaslarina gore dagilimima

bakildiginda CYP1Al ve CYP1B1 mRNA miktarlar1 yas ortalamalar1 57 ve isti
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olan grupta daha fazla kiside ifade edilirken; CYP2EI izoziminin mRNA diizeyi ise
57 yas alt1 grupta daha fazla kiside ifade edildigi goriildii (Cizelge 3.5).

I Faz izozimlerinin protein ifadelerinin literatiirle kiyaslanmasina bakildiginda,
CYPI1A1 izoziminin 39 KHDAK’l1 hastadan 38 (%97,4)’inde, CYP1B1 izoziminin
39 hastanin tamaminda (%100) ve CYP2EI izoziminin 39 hastanin 25 (%64,1)’inde
timorlii ve normal dokularmin birinde ya da her ikisinde protein ifadelerinin oldugu
gorildii. Timorli ve normal dokular eslestirilerek CYP izozimlerinin protein
ifadelerine bakildiginda 39 KHDAK’l1 hastadan; CYP1A1 izoziminin 15 hastada
(%38,5), CYP1BL1 izoziminin 3 hastada (%7,7) ve CYP2EL izoziminin 21 hastada
(%53,8) tlimorlii dokularinda normal dokularina oranla daha fazla ifade oldugu
goriildi. Calismamizda tiimorli ve normal dokularda CYP enzimlerinin protein
ifadeleri miktarlarinin yiiksek oranda olmasi literatiire paralellik gosterirken
KHDAK’l1 hastalarin tiimorlii ve normal dokularda sadece CYP2EI izoziminin
protein ifadesinin tiimorlii dokulardaki artis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Ayrica akciger adenokarsinomali hastalarin tiimorli dokularinda CYP1A1 izozimin
normal dokulara oranla daha fazla ifade olmasi da istatistiksel olarak anlaml1 bir fark

olarak dogrulandi (p<0,05) (Cizelge 3.13.)

Hastalarin  tiimor evrelerine gore CYP enzimlerinin  protein ifadeleri
karsilastinlldiginda CYPIA1l ve CYPIBI izozimlerinin protein ifadelerinin
ortalamalar1 timor evreleri arttikga artmis olsa da bu artis istatistiksel olarak
dogrulanamadi. Ancak CYP2E1 proteininin, her li¢ evre de hastalarin tlimorlii
dokularinda normal dokularina oranla daha fazla ifade oldugu istatistiksel olarak

anlaml1 bulundu (p<0,05) (Cizelge 3.14).

Hastalarin sigara i¢im durumlar1 ile CYP izozimlerinin protein ifadeleri
karsilagtirildiginda CYP2E1 izoziminin protein ifadesinin sigara igen ve igmeyen
gruplarin her ikisinde de tiimdrli dokularda arttig1 ve ayn1 zamanda squamoz hiicreli
karsinomal1 hastalarda sigara i¢cen grupta tiimorlii dokularda normal dokulara oranla
daha fazla ifade edildigi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Ayrica akciger

adenokanserinde CYP1AL proteininin sigara igen grupta igmeyenlere oranla timorli
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dokularinda daha fazla ifade edildigi literatiire paralel olarak dogrulandi (p<0,05)
(cizelge 3.15.).

CYP2EL1 izozimi 57 yas alt1 ve Ustii her iki grupta da hastalarin tiimorli dokularinda
normal dokularina oranla daha fazla ifade oldugu istatistiksel olarak dogrulanirken
(p<0,05), ayrica bu izozim 57 yas Ustii squamoz hiicreli karsinomlu dokularda

tiimorde daha fazla ifade edilmistir (p<0,05).

CYP izozimlerinin protein ifadeleri ile hastalarin klinik bilgileri arasinda yapilan

iligki analizlerinde anlaml1 sonuglar bulunamamastir.

I1.Faz reaksiyonlarini1 katalizleyen GST izozimlerinin mRNA ve protein ifadelerinin
incelendigi smirli sayidaki calismalara bakildiginda; Oguztiiziin ve ark. (2010),
immunohistokimyasal yontemle KHDAK’li hastalarin dokularinda yaptigi calismada
sirastyla GSTA1, GSTM4, GSTT1 ve GSTPI1 izozimlerinin protein ifadelerinin,
tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha yiiksek oldugunu vurgulamislardir
[67]. Tang ve ark. (2010) yaptiklari ¢alismada, 50 KHDAK’l1 hastanin timor ve
normal dokularinda GSTM2 izoziminin mRNA ifdesini karsilastirdiginda, timorli
dokularda GSTM2 mRNA ifadesinin normal dokulardakine oranla daha diisiik
oranlarda oldugunu vurgularken [68], 82 KHDAK’l1 hastanin tiimorlii ve normal
dokularinda GSTM?2 izoziminin mRNA ifadelerini arastirdigi bir caligmasinda da,
timorli dokularda GSTM?2 izoziminin gen ifadelerinin oranlarinin normal dokulara

oranla yiiksek oldugunu rapor etmistir [69].

Platin bazli kanser ilaclarindan ozellikle cisplatin antikanser ilacina karsi GSTP
enziminin hiicrede sagladig: ila¢ direncini gostermek amaciyla yapilan ¢alismalarda
Bai ve ark. (1996), cisplatin bazli kemoterapi tedavisi géren 38 KHDAK’li vakada
GSTP ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak incelemisler ve sonu¢ olarak
hastalarin %66’sinda GSTP enziminin protein ifadesinin yiliksek oldugunu, bu
hastalarda tedaviye yanitin, ekspresyon olamayan hastalara gore daha diisiik
oldugunu ve bu sonucun kemoterapideki 6nemini vurgulamiglardir [70]. Nakanishi
ve ark. (1999) yaptiklar1 calismada 54 KHDAK’l1 hastanin transbronsiyal biyopsi

orneklerinde %69 oraninda GSTP enziminin protein ifadesini gdstermisler ve bu
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hastalarin cisplatin antikanser ilaciyla yapilan tedaviye verdikleri yanitin diisiik
olduklarini vurgulamislardir [71]. Bunlarin aksine, Unsal ve ark. (2003), 38
KHDAK’li ve 23 KHAK hastada GSTP enziminin protein ifadeleri ile bu hastalara
uygulanan cisplatin tedavisine karsi gostermis olduklar1 yaniti iliskilendirdikleri
calismalarinda; ilaca yanitla hasta gruplarinda GSTP ifadesi arasinda anlamli iliski
bulamazlarken, KHDAK’da GSTP pozitifliginin KHAK’ya oranla daha yiiksek

oldugunu rapor etmislerdir [72].

Yapilan bu tez calismasinda 39 KHDAK’li hastanin 13’tinde (%33,33) GSTP1
izoziminin, 13’linde (%33,33) GSTM1 izoziminin ve 25’inde (%64,1) de GSTT1
izoziminin mRNA’larinin rolatif gen ifadelerinin oranlari hesaplanabilmistir. Buna
gore GTSP1 izoziminin mRNA’smin ifade oldugu 13 hastanin 8‘inin timorli ve
5’inin normal dokularinda, GSTM1 izoziminin mRNA’simnin ifade oldugu 13
hastanin 5’inin timorlii ve 8’inin normal dokularinda, GSTT1 izoziminin
mRNA’sinin ifade oldugu 25 hastadan 10’unun tiimorlii ve 15’inin de normal

dokularinda gen ifadelerinin oran1 yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.7.).

Yapilan bu c¢alismada, GST enzimlerinin gen ifadelerinin oranlar1 ile hastalarin
timor evreleri karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlaml fark ve iligki
bulanmasa da, Oyama ve ark’nin yaptiklari caligmaya paralel olarak i¢ GST
izozimininde sirasiyla, GSTP1 (6/13), GSTM1(7/13), GSTT1 (10/25) izozimlerinin
mRNA oranlarinin tiimor evre 1 grubu hastalarda digerlerine oranla daha fazla kiside

ifade edildigi gortildii (Cizelge 3.8.).

Sigara i¢imi ile hastalarin tiimdrlii ve normal dokularinda yapilan bu ¢alismada CYP
enzimlerinin gen ifadeleri oranlari arasinda istatistiksel agidan dogrulanamasa da
GSTP1 izoziminin mRNA’smin goriildiigii 13 hastanin 10’u, GSTMI1 izoziminin
mRNA’sinin ifade oldugu 13 hastanin 9’u ve GSTT1 izoziminin mRNA’sinin ifade
oldugu 25 hastanin 20’si sigara igen grupta yer almaktadir. Sigara i¢cen ve igmeyen
gruplarda ayn1 oranda mRNA ifadesi gosterirken, GSTMI1 sigara igmeyen grupta
daha fazla oranda ve GSTT]1 ise sigara igen grupta sayica daha fazla oranda mRNA

ifadesi gostermistir (Cizelge 3.9.).
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Yas gruplar1 ile GST izozimlerinin mRNA diizeyleri karsilastirildiginda kisi sayisina
oranla her {i¢ izoziminde 57 yas ve lstii kisilerde daha fala oranla ifade oldugu

goriildil.

Yapilan bu ¢alismada GST izozimlerinin protein ifadeleri oranina bakilacak olursa,
Soguztuzun ve ark.’nin yaptiklari ¢aligmadan farkli olarak, GSTP1 izoziminin 39
KHDAK’l1 hastanin tamaminda (%100), GSTMI1 izoziminin 39 hastanin 17
(%43,6)’sinde; GSTT1 izoziminin 39 hastanin 35 (%89,7)’inde tiimorlii ve normal
dokularinin birinde ya da her ikisinde protein ifadelerinin oldugu goriildii.
KHDAK’da tiimorlii ve normal dokular eslestirildiginde toplamda GSTP1 izoziminin
protein ifadesinin 9 hastada (%23,1), GSTM1 izoziminin protein ifadesinin 14
hastada (%35,9) ve GSTTL1 izoziminin protein ifadesinin de 13 hastada (%33,3)
timorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu goriildii. Buna gore
GSTMI1 izoziminin protein ifadelerinin orani ¢aligmamizda diisiik olsa da KHDAK’l1
hasta grubunun tamaminda ve squamoz hiicreli karsinomali hastalarda timor
dokularinda normal dokularina oranla daha fazla ifade oldugu istatistiksel olarak da

anlamli bulundu (p<0,05) (Cizelge 3.19.).

Timor evreleri ile GSTPL izoziminin protein ifadesi arasinda diisiik diizeyde pozitif
yonde anlamli iligki goriilirken (p<0,05, r=0,30), KHDAK’l1 hastalarin tamami ve
squamoz hiicreli karsinomlu hastalarda sigara igen gruplarda tiimorlii dokularinda
GSTM1 izoziminin protein ifadesinin artist istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,05) (Cizelge 3.22.).

Hastalarin yas gruplarma gére GST izozimlerin protein ifadeleri incelendiginde
GSTM1 izoziminin KHDAK’11 hastalarda 57 yas alt1 grupta tiimér dokularinda daha
fazla ifade edildigi ve squamoz hiicreli karsinomlu hastalarda 57 yas alt1 ve iistii
gruplarin her ikisinde de tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha fazla ifade
edildigi goriildii (p<0,05) (Cizelge 3.23).
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Calismada CYP ve GST izozimlerinin gen ifadeleri diger floresans boyar maddeleri
barindiran problardan daha 6zgiil olan ve Roche Diagnostic firmasinin gelistirdigi ve
diger patent isimlerince TagMan prob olarak da bilinen hidroliz problarla B-actin
referans genine karst normalize edilerek hesaplanmistir. 39 hastadan da analiz
yapilabilir diizeyde mRNA piiriifikasyonu gergeklestirilmis, ayrica c¢alismada
literatlirde akciger kanserlerinde yapilan housekeeping gen validasyon c¢aligmasinda
onerilen polR2A, ve rRNA18S housekeeping (referans) genleri de kullanilmis [76],
ancak c¢alisma boyunca bu housekeeping genlerle sonu¢ alinamayinca [-actin

housekeeping gen kullanilarak normalizasyon islemi tamamlanmistir.

Parafine gomiilii dokulardan gen ifadelerinin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda elde edilecek sonuglarla, molekiiler teshis yontemleri ve hastaliklarin
prognozunun iyi bir sekilde geriye doniik olarak aydinlatilabilecegi, yeni teshis ve
tedavi yontemleri gelistirilirken arsiv dokularindan da molekiiler diizeyde
yararlanilabilecegi diisiincesiyle [77], bu tez ¢alismasinda da arsiv dokularindan CYP
ve GST enzimlerinin gen ifadeleri ¢alisilmistir. Ancak, enzimlerin gen ifadelerinin
oranlar1 verilen literatiir ¢aligmalariyla kiyaslandiginda diisiikk diizeyde ve sayida
bulunmustur. Bunun nedeni olarak parafine gomiili arsiv dokularinin RNA
miktarlarinin, taze dokularindakine oranla diisiik olmasi seklinde yorumlanabilir. Bu
acidan disiiniildiiglinde formalinle tespit edilip parafine gomiilmiis dokularda
molekiiler inceleme yapilmasi miimkiin olsa bile daha giivenilir sonuglar alabilmek

i¢in taze dokuya gerek duyulmaktadir.

CYP ve GST izozimleri sadece g¢evresel ve prokarsinojenlerin metabolizmasinda
onlar1 detoksifiye etmek icin gorev almazlar. Basta kanser ilaglar1 olmak iizere
kullanilan ilaglarin inaktivasyonunu saglayarak c¢oklu ila¢ direncine 6zellikle kanser
hastaliklarinda neden olabilirler. Purnapatre ve ark. (2008) yayinladiklari bir
calismada, akciger kanserinin tedavisinde kullanilan antikanser ilaclardan,
Vinorelbine, Erlotinib, Vindesine’nin CYP3A4 izozimi tarafindan, Docetaxel’in
CYP3A ve CYPIBI tarafindan, Gefitinib’in CYP3A ve CYP2D6 tarafindan,
Paclitaxel’in CYP3A ve CYP2CS8 tarafindan, Etoposide’in CYP3A4, CYP2EI,
CYP1A2 tarafindan metabolize edildigini bildirmistir [79]. Eaton ve ark. (1999) cis-

platin gibi, platin bazli kanser ilaglar1 olmak {iizere, klorambusil, siklosofamid,
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tiyotepe, fosfomisin, etakrinik asit, nitrogliserin, adriamisin, asetaminofen gibi
ilaglarinda GST’lerin substratlar1 olduklarini bildirmislerdir [51].

Yapilan bu tez g¢alismasinda kullanilan dokular patolojik olarak ilk teshislerini
aldiklari, kemoterapi almamis hastalarin biyopsi materyalleridir. Bu dokularda
yapilan 6zellikle protein ifadelerinin belirlenmesine yonelik immunohistokimyasal
boyama sonucuna gore, literatiir verilerine paralel olarak CYPIB1 ve GSTPI1
izozimlerinin hastalarin normal ve tiimorlii dokularinda immunohistokimyasal olarak
asir1 ifade edildigi goriilmektedir. Hastalarin aldiklar ilaglarla, c¢alisilan enzimlerin
arasindaki iligkiyi gosterir tiirden bir ¢alisma olmamasina karsin, bu enzimlerin agiri
ifade oldugu hastalarin klinikte kemoterapi Oncesi belirlenip ya ilag cesitlerinin
degistirilmesinin yada bu enzimleri inhibe edecek maddelerle birlikte ilaclarin
verilmesinin, hastalarin tedaviye yanitin1 daha da giiglendirecegi diislincesindeyiz.
Bu konuda McFadyen ve ark. (2001) yaptiklari ¢alismada bir CYP1 enzim inhibitori
olan alpha-naphthoflavone (ANF) ile Docetaxel antikanser ilacinin birlikte
verilmesiyle kanserli hiicre hatlarinda sitotoksisitenin arttigini istatistiksel olarak
dogrulamistir [80]. Yapilan diger ¢alismalarda da, memeli kanser hiicre hatlarinin
GST inhibitorii olan etakrinik asitle dnceden muamele edilmesiyle mitomisinin,

klorombusilin ve melfalanin sitotoksisitesini arttig1 gosterilmistir [81-83].

Stiphesiz kanser olusum mekanizmasinda ksenobiyotik mekanizmasinin iiyelerinden
CYP ve GST enzimlerinin rollerini tiimorli ve normal dokular arasindaki gerek gen,
gerekse protein ifadelerinin farkliliklarina bakarak anlatmak biiyiik bir eksiklik olur.
Hiicre hemoostazisinde 6nemli yer tutan, asir1 ifadeleri veya eksikliklerinde kanser
olusumuna neden olan veya kanserli hastalarda da ilag direnci gelistirip
kemoterapinin etkisini en aza indiren bu enzim sisteminin hiicre i¢i diger molekiiler

yolaklarlada iligkisinin aragtirilmasi gerekir.

Yapilan bir¢ok c¢alismada, pekcok antikanser bilesigin, MAP-kinaz yolaklarini,
ozellikle JNK ve p38 yolaklarii, aktive ederek hiicreyi apoptozise gotiirdiigii
bildirilmistir [84,85]. GSTP ve GSTM sinifi GST’lerin, hiicresel yasam ve 6lim
sinyal iletimine katilan, mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (mitogen-activated

protein kinase-MAP kinase) yolagindaki diizenleyici roliiniin de kemoterapotik
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ilaglara diren¢ gelismesinde etkili oldugunu gostermistir. GSTP’nin MAP
kinazlardan biri olan ve apoptozis yolaginda anahtar enzim olan JNK ile (c-Jun N-
terminal kinase 1) INK-GSTP kompleksi olusturarak JNK 1’1 inhibe ettigi ve boylece
nihai etkisi istemli hiicre 6liimii olan JNK’nin etkisini ortadan kaldirdig: bildirilmistir

[86-91].

Yapilan bir ¢alismada GSTMI1 genotipinin eksikligi olan sigara igcen akciger
adenokanserli hastalar ile sigara igmeyen akciger adenokanserli hastalar ve GSTM1
genotipine sahip olan kanserli hastalar karsilastirildiginda Ki-Ras onkogen

mutasyonunun GSTM1 eksikligi olan hastalar ile iligkili oldugu belirtilmistir [92].

Ozetle sdylenecek olursa, yapilan bu tez ¢alismasinda KHDAK’Ii 39 hastanin
timorlii ve normal dokular1 arasinda CYP1A1, CYP1B1, CYP2E1, GSTM1, GSTT1
ve GSTPI1 izozimlerinin gen ve protein ifadelerinin farkliliklari incelenmis ve bu
kanser olusumunda ksenobiyotik ve ila¢ metabolizmasinda gorev alan bu enzimlerin
rolleri aydinlatilmaya calisilmistir. Hastalarin tiimorlii ve normal dokular1 arasinda
enzimlerin gen ifadelerinin orani parafine géiimiilii dokulardan izole edilen mRNA
ile incelenmis geriye doniik olarak hasta dokularinda molekiiler tan1 yontemlerinin
de kullanilabilirligi gosterilmistir. Literatiirde taze dokulardan yapilan gen ifade
caligmalarin daha giivenilir oldugu bilgisinden hareketle, ayn1 ¢alismanin bu kanser
tiirlinde taze dokularda da yapilip aradaki farkin belirtilmesi gerekmektedir.
Immunohistokimyasal agidan incelendiginde literatiir verilerine uygun olarak
calismamizda yaklasik olarak hastalarin tamaminda normal ve tiimorlii dokularinda
CYPIB1 ve GSTP1 izozimlerinin protein ifadelerinin asir1 yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu enzimlerin asir1 ifadelerin yaninda CYP1A1, CYP2EI ve GSTMI1
izozimlerinin protein ifadelerinin tiimorlii dokularda normal dokulara oranla daha
yiiksek oldugu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tez c¢alismast kapsaminda
incelen hastalar ilag almayan hastalar oldugundan, bu izozimlerin ifadelerinin ilag
etkilesimleriyle olan iligkisi bu ¢alismada belirtilemese de, literatiir verilerine gore bu
izozimlerin substrati olan, 6zellikle platin ve alkilleyici ajan bazl kanser ilaglarinin
ozellikle GSTP1 ve CYPIB1 protein ifadeleri yliksek olan hastalara verilip
verilmemesi hususunda klinik agidan bir 6n bilgi olusturmaktadir. Kemoterapatik

acidan incelendiginde, bu enzimlerin KHDAK’da kullanilan anti kanser ilaglari ile
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iliskilendirildigi ve ila¢ direncine yol agan yolaklarin ayrintili bir bicimde

belirleyecek ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

99



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

KAYNAKLAR

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi, Diinya
Kanser Raporu 2008, Ed. P. Boyle, B. Levin, Lyon Cedex 08, Fransa 2008.

T.C. Saglik Bakanlig:1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Kanser Daire Baskanligi
http://www.kanser.gov.tr/index.php/daire-faaliyetleri/kanser-istatistikleri.html
Erisim tarihi. 12.06.2013.

Vural, N., Toksikoloji, A.U. Eczacilik Fakiiltesi Yaymlar: No: 73, 1996.

Kayaalp, S. O., Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi farmakoloji, 1. Cilt, Giines
Yaymevi, 1994.

Koktiirk N., Oztiirk C., Kirisoglu C.E., Sigara ve Akciger Kanseri. Solunum.
5:139-145, 2003.

G. Ugcar, Akciger Kanserlerinde Siklooksijenaz—2, Vaskiiler Endotelyal
Biiylime Faktorii, Osteopontin ve Human Papilloma Virlisiin Prognostik

Onemi. Yiiksek Lisans Tezi. Cukurova Universitesi, Adana, 2007.

Alberg AJ, Samet JM. Epidemiology of lung cancer. Chest. 123: 21-49,
2003.

Mulshine JL. Reducing lung cancer risk: early detection. Chest. 116:493-496,
1999.

Gil L., Adonis M., Genomics and proteomics offers new hopes towards a

personalized approach to lung cancer prevention and treatment. Electronic

Journal of Biotechnology. 6: 3, 2003.

100


http://www.kanser.gov.tr/index.php/daire-faaliyetleri/kanser-istatistikleri.html%20Erişim%20tarihi.%2012.06.2013
http://www.kanser.gov.tr/index.php/daire-faaliyetleri/kanser-istatistikleri.html%20Erişim%20tarihi.%2012.06.2013

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

Cooke B., T. F. Indoor Air Pollutants, A. Literatiire Review, Reviews on
Environmental Health. 9. 3. 1991.

Heah C.W., Electromagnetic Field Exposure and Cancer: A Review of
Epidemiological Evidence, CA-A Cancer Journal For Clinicians, 46, 1, Jan-
feb, 29-44, 1996.

Last, J. M., Wallace. R. B. Maxcy - Rosensu - Last Public Health And
Preventive Medicine, Appleton Lange, Newyork, 1992.

C. Akdogan, Radon Kirliligi Ve Halk Saghig iliskisi, Ege Universitesi

Bitirme Tezi. [zmir, 2010.

Miisellim B., Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi Ve Etyolojisi, 1.U.
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Stirekli Tip Egitimi Etkinlikler, Tiirkiyede Sik
Karsilasilan Hastaliklar 11, Sempozyum Dizisi No:58, s.113-118, 2007.

Itil O. Akciger kanserlerinin epidemiyolojisi ve etiolojisi. In:Haydaroglu A.
Akciger kanserleri; tam ve tedavi. 1. Baski. Izmir, Ege Universitesi

Basimevi. 15-34, 2000.

Smith JT, Yang G, Seril ND, Liao J, Kim S. Inhibition of 4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-butanone induced lung tumorigenesis by

dietary olive oil and squalene. Carcinogenesis. 19: 703-706, 1998.

Alkoclu A, Ozkurt S. Akciger kanserini dnleyici ilag tedavisi. Ed. Hastiirk S,
Yiiksel M. Akciger kanseri, Ozlem Grafik Matbaacilik, 351-358, Istanbul,
2000.

Schottenfeld D. Etiology and epidemiology of lung cancer. In: Pass Hl,

Mitchell JB, Johnson DH, Turrisi AT, Minna JD, Eds. Lung Cancer.2nd Ed.,
Philadelphia: Lippincott Williams&Wilkins, 367-388, 2000.

101



[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

Bouchardy C, Benhamou S, Jourenkova N, Dayer P, Hirvonen A. Metabolic
genetic polymorphisms and susceptibility to lung cancer. Lung Cancer, 32:
109-112, 2001.

Wei Q, Spitz MR. The role of DNA repair capacity in susceptibility yo lung
cancer: A review. Cancer and Metastasis Reviews, 16: 295-307, 1997.

World Health Organization. Histological typing of lung and pleural tumors.

World Health Organization, Copenhagen, 1999.

Akciger Kanseri Tan1 ve Tedavi Rehberi, Tiirk Toraks Dergisi. (7):2, s:001-
035, 2006.

Trends in Lung Cancer Morbidity and Mortality American Lung Association

epidemiology and statistics unit research and program services, 2005.

Zeren EH. Akciger Kanserine Patolojik Yaklasim. In: Hastiirk S, Yiiksel M,
Eds. Akciger Kanseri. Bilmedya Grup, 2: 2945 Istanbul, 2000.

Travis WD, Linder J, Mackay B. Classification, histology, cytology and
electron microscopy. In: Pass HI, Mitchell JB, Johnson DH, Turrisi AT, Eds.
Lung cancer principles and practice.  Philadelphia, Lipincott
Williams&Wilkins 2nd Ed. S:361-389, 1996.

Isitmangil T., The IASLC Lung Cancer Staging Project: proposals for the
forthcoming Seventh Edition of the TNM classifi cation of non-small cell

lung cancer, Turkish J Thorac Cardiovasc Surg. 16(1):58-64, 2008.

Mountain CF. Revisions in the International System for Staging Lung Cancer.
Chest. 111:1710-7, 1997.

Vural, N., Toksikoloji, A.U. Eczacilik Fakiiltesi Yayinlar1 No: 73, 2005

102



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

Jamieson D., BCM1.2 Molecular Toxicology Xenobiotic metabolism.
http://web.sls.hw.ac.uk/teaching/Derek_J/mol_tox/lectures/files/xenobiotic_m
etabolism/index.html, Erisim Tarihi: 15.06.2013

Taban U.B., Akciger Kanseri Hastalarinda Ve Saglikli Bireylerde GSTP1
Geni ekzon 6 Polimorfizminin Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasit. Yiiksek

Lisans Tezi. Siileyman Demirel Universitesi, Isparta, 2005.

Polat M., Akciger Kanseri Hastalarinda Ve Saglikli Bireylerde GSTM1 Gen
Delesyonunun Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemiyle Arastiriimasi.

Yiiksek Lisans Tezi. Silleyman Demirel Universitesi, Isparta, 2005.

Murray R.K., Mayes P.A., Granner D.K., Rodwell V.W., Harper’in
Biyokimyast, s; 811-817, Cev.: Mentes G., Ersoz B., Baris Kitabevi, Istanbul,
1990.

Guengerich, F.P., Enzyme Systems that Metabolise Drugs and Other
Xenobiotics. Edited by loannides C. John Wiley and Sons Ltd, USA, 2002.

Cantirk P., Mide Antrum Mukoza Orneklerinde Sitokrom P450 Gen
Ekspresyonunun mRNA Diizeyinde Belirlenmesi, Ege Universitesi. Yiiksek

Lisans Tezi. zmir, 2008.

Nhamburo, P.T., Gonzalez, F.J., McBride, O.W., Gelboin, H.V. and Kimura,
S., ldentification of a new P450 expressed in human lung: complete cDNA
sequence, CcDNA-directed expression, and chromosome mapping.
Biochemistry 28:8060-8066, 1989.

Raunio, H., Pasanen, M., Maenpaa, J., Hakkola, J. and Pelkonen, O.,
Expression of extrahepatic cytochrome P450 in humans. In: Pacifici GM and
Fracchia GN (eds) Advances in Drug Metabolism in Man: 234-287. European
Commission, Office for Official Publications of the European Communities,

Luxembourg, 1995.

103


http://web.sls.hw.ac.uk/teaching/Derek_J/mol_tox/lectures/files/xenobiotic_metabolism/index.html
http://web.sls.hw.ac.uk/teaching/Derek_J/mol_tox/lectures/files/xenobiotic_metabolism/index.html

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

Imaoka, S., Yamada, T., Hiroi, T., Hayashi, K., Sakaki, T., Yabusaki, Y. And
Funae, Y., Multiple forms of human P450 expressed in Saccharomyces
cerevisiae, systematic characterization and comparison with those of the rat.
Biochem Pharmacol 51:1041-1050, 1996.

Schmidt, J.V., Bradfield, C.A., Ah receptor signalling pathways. Annu Rev
Cell Dev Biol 12: 55-89, 1996.

Willey, J.C., Coy, E.L., Frampton, M.W., Torres, A., Apostolakos, M.J.,
Hoehn, G., Schuermann, W.H., Thilly, W.G., Olson, D.E., Hammersley, J.R.,
Crespi, C.L. and Utell, M.J., Quantitative RT-PCR measurement of
Cytochromes p450 1A1, 1B1, and 2B7, microsomal epoxide hydrolase, and
NADPH oxidoreductase expression in lung cells of smokers and nonsmokers.
Am J Respir Cell Mol Biol 17:114-124, 1997.

Shimada, T., Hayes, C.L., Yamazaki, H., Amin, S., Hecht, S.S., Guengerich,
F.P., Sutter, T.R., Activation of chemically diverse procarcinogens by human
cytochrome P-450 1B1. Cancer Res 56:2979-2984, 1996.

Nelson, D.R., Koymans, L., Kamataki, T., Stegeman, J.J., Feyereisen, R.,
Waxman, D.J., Waterman, M.R., Gotoh, O., Coon, M.J., Estabrook, R.W.,
Gunsalus, I.C. and Nebert, D.W., P450 superfamily: update on new
sequences, gene mapping, accession numbers and nomenclature.
Pharmacogenetics 6:1-42, 1996.

Ingelman-Sundberg, M., Genetic susceptibility to adverse effects of drugs and
environmental toxicants The role of the CYP family of enzymes, Mutation

Research 482:11-19, 2001.

Lieber, C.S., Cytochrome P-4502E1: Its physiological and pathological role.
Physiol Rev., 77:517-544, 1997.

104



[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

Hecht, S.S., Tobacco smoke carcinogens and lung cancer. J Natl. Cancer Inst.
91:1194-1210, 1999.

Kushida, H., Fujita, K., Suzuki, A., Yamada, M., Endo, T., Nohmi, T.,
Kamataki, T., Metabolic activation of N-alkylnitrosamines in genetically
engineered Salmonella typhimurium expressing CYP2E1 or CYP2A6
together with human NADPH-cytochrome P450 reductase. Carcinogenesis,
21:1227-1232, 2000.

Yamazaki, H., Inui, Y., Yun, C.H., Guengerich, F.P.,m Shimada, T.,
Cytochrome P450 2E1 and 2A6 enzymes as major catalysts for metabolic
activation of N-nitrosodialkylamines and tobacco-related nitrosamines in

human liver microsomes. Carcinogenesis 13:1789-1794, 1992.

Guengerich, F.P., Cytochromes P450 of human liver. Classification and
activity profiles of the major enzymes. In: Pacifici GM and Fracchia GN (eds)
Advances in drug metabolism in man: 179-231. European Commission.
Office for the Official Publications of the European Communities,
Luxenbourg, 1995.

Ronis, M.J.J., Lindros, K.O. and Ingelman-Sundberg, M., The CYP2E
subfamily. In: loannides C and Parke DV (eds) Cytochromes P450:
Metabolic and Toxicological Aspects: 211-239. CRC Press, Boca Raton,
1996.

Thummel, K.E., Wilkinson, G.R., In vitro and in vivo drug interactions
involving human CYP3A. Annu Rev Pharmacol Toxicol 38:389-430, 1998.

Figen HANCER, Akciger Kanserinde Metabolik Polimorfizmin (GSTP1

Alal14Val) ilag Rezistansindaki Rolii, Ankara Universitesi, Yiiksek Lisans
Tezi. Ankara, 2006.

105



[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

Eaton, D.L., Bammler, T.K., Concise Review Of Glutathione S-Transferase
And Their Significance To Toxicology. Toxicological Sciences, 49: 156-164,
1999.

Hayes J.D., Flanagan, J.U., Jowsey, L.LR. Glutathione Transferases, Annu.
Rev. Pharmacol. Toxicol., 45:51-88, 2005.

Mollerup, S., Ryberg D., Hewer A., Phillips D. H., Haugen A., Sex
differences in lung CYP1A1 expression and DNA adduct levels among lung
cancer patients. Cancer Res 59, 3317-3320, 1999.

McLemore, T. L., Adelberg S., Liu M. C., McMahon N. A., Yu S. J,
Hubbard W. C., Czerwinski M., Wood T. G., Storeng, R., Lubet R.A,,
Expression of CYP1Al gene in patients with lung cancer: evidence for
cigarette smoke-induced gene expression in normal lung tissue and for altered
gene regulation in primary pulmonary carcinomas. J Natl Cancer Inst., 82,
1333-1339, 1990.

Toussaint, C., Albin N., Massaad L., Grunenwald D., Parise O. J., Morizet J.,
Gouyette A., Chabot G., Main drug- and carcinogen-metabolizing enzyme
systems in human non-small cell lung cancer and peritumoral tissues. Cancer
Res, 53, 4608-4612, 1993.

Su, T., Bao Z., Zhang Q. Y., Smith T. J., Hong J. Y., Ding X., Human
cytochrome P450 CYP2A13: predominant expression in the respiratory tract
and its high efficiency metabolic activation of a tobacco-specific carcinogen,
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone. Cancer Res., 60, 5074-
5079, 2000.

Kivisto, K. T., Griese E.U., Fritz P., Linder A., Hakkola J., Raunio H.,

Beaune P., Kroemer H.K., Expression of cytochrome P 450 3A enzymes in

human lung: a combined RT-PCR and immunohistochemical analysis of

106



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

normal tissue and lung tumours. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol.,
353, 207-212, 1996.

Anttila, S., Hukkanen J., Hakkola J., Stjernvall T., Beaune P., Edwards R. J.,
Boobis A.R., Pelkonen O., Raunio H., Expression and localization of
CYP3A4 and CYP3AS5 in human lung. Am J Respir Cell Mol Biol. 16, 242-
249, 1997.

Spivack, S. D., Hurteau G. J., Reilly A. A., Aldous K. M., Ding X,
Kaminsky L. S., CYP1B1 expression in human lung. Drug Metab Dispos. 29,
916-922, 2001.

Czerwinski, M., McLemore T. L., Gelboin H. V. Gonzalez F. J,
Quantification of CYP2B7, CYP4B1, and CYPOR messenger RNAs in
normal human lung and lung tumors. Cancer Res. 54, 1085-1091, 1994,

Raunio, H., Hakkola J., Hukkanen J., Pelkonen O., Edwards R., Boobis A.,
Anttila S., Expression of xenobiotic-metabolizing cytochrome P450s in
human pulmonary tissues. Arch Toxicol 20, (Suppl) 465-469, 1998.

Chang, J. T., Chang H., Chen P.H., Lin S.L., Lin P., Requirement of aryl
hydrocarbon receptor overexpression for CYP1B1 up-regulation and cell

growth in human lung adenocarcinomas. Clin Cancer Res, 13, 38-45, 2007.

Spivack, S. D., Hurteau G. J., Fasco M. J., Kaminsky L. S., Phase | and Il
carcinogen metabolism gene expression in human lung tissue and tumors.
Clin Cancer Res, 9, 6002-11, 2003.

Oyama, T., Sugio K., Uramoto H., Kawamoto T., Kagawa N., Nadaf S.,

Carbone D. Yasumoto K., Cytochrome P450 expression (CYP) in non-small
cell lung cancer. Front Biosci, 12, 2299-308, 2007.

107



[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

Lin, P., Chang H., Ho W. L., Wu M. H., Su J. M., Association of aryl
hydrocarbon receptor and cytochrome P4501B1 expressions in human non-

small cell lung cancers. Lung Cancer, 42, 255-61, 2003.

Kivisto, K. T., Linder A., Friedel G., Beaune P., Belloc C., Kroemer H. K.,
Fritz P., Immunohistochemical localization of cytochrome P450 2E1 in
human pulmonary carcinoma and normal bronchial tissue. Virchows Arch,
426, 243-7, 1995.

Oguztiiziin, S., Aydin M., Demirag F., Yazic1 U, Ozhavzali M.,, Kili¢ M.,
Iscan M., The Expression of GST Isoenzymes and p53 in Non-Small Cell
Lung Cancer, Folia Histochemica Et Cytobiologica Vol. 48,1: 122-127, 2010.

Tanga S.C., Sheua G.T., Wong R.H, Huang C.Y., Weng M.W., Leec L.W.,
Hsuc, C.P., Ko J.L., Expression of glutathione S-transferase M2 in stage I/11
non-small cell lung cancer and alleviation of DNA damage exposure to
benzo[a]pyrene, Toxicology Letters, 192: 316-323, 2010.

Tang S.C., Wu C.H., Lai C.H., Sung W.W., Yang W.J., Tang L.C., Hsu CP.,
Ko J.L. Glutathione S-Transferase Mu2 Suppresses Cancer Cell Metastasis in
Non-Small Cell Lung Cancer, Mol Cancer Res., 11:518-529, 2013.

Bai F., Nakanishi Y., Kawasaki M., Takayama K., Yatsunami J., Pei X. H.,
Tsuruta N., Wakamatsu K., Hara N., Immunohistochemical Expression of
Glutathione S-Transferase-n Can Predict Chemotherapy Response in Patients
with Nonsmall Cell Lung Carcinoma, CANCER, 78 (3), 416-421, 1996.

Nakanishi Y., Kawasaki M., Bai F., Takayama K., Pei X.H., Takano K.,
Inoue K., Osakia S., Hara N., Kiyohara C., Expression of p53 and
Glutathione S-Transferase-0 Relates to Clinical Drug Resistance in Non-
Small Cell Lung Cancer, Oncology., 57:318-323, 1999.

108



[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

Unsal M, Akpolat 1., Kandemir B, Glutathione-S transferase-m expression in
non small cell lung cancer in the assessment of response to chemotherapy,
Saudi Med J. 24 (5): 493-498, 2003.

Bibikova M., Talantov D., Chudin E., Yeakley J.M., Chen J., Doucet D.,
Wickham E., Atkins D., Barker D., Chee M., Wang Y., Fan J.B., Quantitative
Gene Expression Profiling in Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded Tissues
Using Universal Bead Arrays, American Journal of Pathology, 165(5), 1799-
1807, 2004.

Lee AC., Dai Z., Chen B., Wu H., Wang J., Zhang A., Zhang L., Lim TM.,
Lin Y., Electrochemical Branched-DNA Assay for Polymerase Chain
Reaction-Free Detection and Quantification of Oncogenes in Messenger
RNA, Anal. Chem. 80, 94029410, 2008.

O’Roak B.J, Deriziotis P., Lee C., Vives L., Schwartz J. J, Girirajan S.,
Karakoc E., MacKenzie A. P, Sarah BN, Baker C., Rieder M. J, Nickerson D.
A, Bernier R., Fisher S.E, Shendure J., Eichler E.E., Exome sequencing in
sporadic autism spectrum disorders identifies severe de novo mutations, 43:6,
585-592, 2011.

Michael W. Pfaffl, Quantification strategies in real-time PCR, Chaper 3 pages
87 - 112 in: A-Z of quantitative PCR (Editor: S.A. Bustin) International
University Line (IUL) La Jolla, CA, USA, 2004.

Saviozzi S., Cordero F., lacono M. L., Novello S., Scagliotti G.V., Calogero
R.A., Selection of suitable reference genes for accurate normalization of gene
expression profile studies in non-small cell lung cancer, BMC Cancer, 6:200,
1-10, 2006

Lewis F., Maughan N. J., Smith V., Hillan K., Quirke P., Unlocking the

archive — gene expression in paraffinembedded tissue, J Pathol., 195: 66-71,
2001.

109



[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

Purnapatre K., Khattar S.K., Saini K.S., Cytochrome P450s in the
development of target-based anticancer drugs, Cancer Letters 259: 1-15,
2008.

McFadyena M.C.E., McLeodb H.L., Jackson F.C., Melvinc W.T., Doehmer
J., Murray G.l. Cytochrome P450 CYP1B1 protein expression: a novel
mechanism of anticancer drug resistance, Biochemical Pharmacology, 62
207-212, 2001.

Clapper, M.L., Hoffman, S.J., Tew, K.D.: Sensitization of human colon
tumor xenografts to L-phenylalanine mustard using ethacrinic acid, J. Cell.
Pharmacol., 1, 71-78, 1990.

O’Dwyer, P.J., LaCreta, F., Nash, S., Tinsley, P.W., Schilder, R., Clapper,
M.L., Tew, K.D., Panting, L., Litwin, S., Comis, R.L., Ozols, R.F.: Phase |
study of thiotepa in combination with the glutathione transferase inhibitor
ethacrynic acid, Cancer Res., 51(22), 6059-6065, 1991.

Petrini, M., Conte. A., Caracciolo. F., Sabbatini. A., Grassi, B., Ronca, G.:
Reversing of chlorambucil resistance by ethacrynic acid in a B-CLL patient,
Br. J. Haematol., 85(2), 409-410, 1993.

Davis, R.J., Signal transduction by the JNK group of MAP kinases, Cell, 103,
239-252, 2000.

Ono, K., Han, J.,, The p38 signal transduction pathway: activation and
function, Cell Signal., 12, 1-13, 2000.

Adler, V., Yin, Z., Fuchs, S.Y., Benerza, M., Rosario, L., Tew, K.D., Pincus,

M.R., Sardana, M., Henderson, C.J., Wolf, C.R., Davis, R.J., Ronai, Z.:
Regulation of JNK signaling by GSTp, EMBO J., 18, 1321-1334, 1999.

110



[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

Yin, Z., lvanov, V.N., Habelhah, H., Tew, K.D., Ronai, Z.: Glutathione S-
transferase pelicits protection against H202-induced cell death via co-
ordinated regulation of stress kinases, Cancer Res. (Adv. Brief), 60, 4053-
4057, 2000.

Wang, J., Arifoglu, P., Ronai, Z., Tew, K.D.: Glutathione S-transferase P1-1
(GSTP1-1) inhibits c-Jun NH2 terminal kinase (JNK1) signaling through
interaction with the carboxyl terminus, J. Biol. Chem., 276, 20999-21003,
2001.

Cho, S.G., Lee, Y.H., Park, H.S., Ryoo, K., Kang, K.W., Park, J., Eom, S.J.,
Kim, M.J,, Chang, T.S., Choi, S.Y., Shim, J., Kim, Y., Dong, M.S., Lee, M.J.,
Kim, S.G., Ichijo, H., Choi, E.J.: Glutathione S-transferase mu modulates the
stress-activated signals by suppressing apoptosis signal-regulating kinase 1, J.
Biol. Chem., 276(16), 12749-12755, 2001.

Townsend, D.M., Tew, K.D.: The role of glutathione-S-transferase in anti-
cancer drug resistance, Oncogene, 22, 7369-7375, 2003.

Tozkoparan B., Peri Ayta¢ S., Kanser Kemoterapisinde Terapdtik Hedef
Olarak Glutatyon S-Transferazlar, Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi
Dergisi, 27(2), 139-164, 2007.

Matsuzoe D, Hideshima T, lwasaki A, Yoneda S, Kawahara K, Shirakusa T,
Kimura A., Glutathione S-transferase mul null genotype is associated with
K-ras gene mutation in lung adenocarcinoma among smokers.
Carcinogenesis., 22(8):1327-1330, 2001.

111



EK 1. Etik Kurul Onay Formu

.. KIRIKKALE UNiVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARARI

Toplants Tarihi: 10.05.2012
Toplant1 Sayisi: 12/05
Karar No: 12/14

Universite{x_liz Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu 10.05.2012 Carsamba giinii saat 12:00°de
Prof. Dr. Serdar GUNAYDIN’1n baskanliginda toplanarak giindemdeki konular: goriigtit,

Kirikkale Universitesi Egitim Fakilltesi Fen Bilgisi Egitimi Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Sezgin' CELIK tarafindan génderilen “Kiigiilk Hiicreli Disi Akciger
Karsinomunda Sitokrom P450 ve Glutatyon S Transferaz izozimlerinin Gen ve Protein
Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi” isimli proje incelenerek Kirikkale Universitesi Klinik
Aragtirmalar  Etik Kuwulu  Yonergesinde belirtilmis  olan Etik ilkelere uygun olduguna

oygokluguylaleybiskigdvte karar verildi.
Prof. Dr. Serdar GU N Prof. Dr. Zuhal AKTUNA
Bagkan Bagkan Yardimcist
Op. Dr. Mustafa BOYABATLI Prof. DrlAgtil CAKMAK
Raportdr Uye
Prof. Dr. Ugler KISA Prof. Dr, Didem ALIEFENDIOGLU
Uye - Uye
e
Yrd. Dog. Dr.,Faruk Metin COMU Prof. Rr, r'ATASO
Uye Uye
Yrd. Dog. Dr, Orha; Yrd. Dog. Ipr. Vedat SIMSEK
Uye 2 Uye
Yrd. Dog. Dr. Hilseyin Gencay KECEL Uz. Dr. Aydin CIFTCI
Uye ( Uye
Uz. Dr. Alev YOCEL Av. Orhan AYTEKIN
Uye ' Uye
Tolga Yasar ORUC
Uye

112




OZGECMIS

Adi Soyadi :Murat KILIC
Dogum Tarihi :25.08.1984
Yabana Dil :Ingilizce

Egitim Durumu

Lisans :Gazi Universitesi Kirsehir Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii, 2007
Yiiksek Lisans :Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji

Anabilim Dali, 2010

Cahstig1 Kurum/Kurumlar ve Yil/Yillar:

Ogr. Gor. :Pamukkale Universitesi Acipayam Meslek Yiiksekokulu
(2011/...)
Uzman :Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar

Laboratuarlari, Proje Destek Uzmani (2009-2011)

Yayinlarn (SCI)

1. S. Oguztuzun, A. Abu-Hijleh, T. Coban, D. Bulbul, M. Kilic, M. Iscan, M.
Iscan. GST isoenzymes in matched normal and neoplastic breast tissue.
Neoplasma 58, 4, 304-10, 2011

2. M. Kilic, S. Oguztuzun, S. A. Karadag, E. Cakir, M. Aydin and L. Ozturk.
Expressions of GSTM4 and GSTT1 in patients with Tinea versicolor, Tinea
inguinalis, Tinea pedis infections: a preliminary study. Clinical and
Expreimental Dermatology. Clinical and Experimental Dermatology, 36,
590-594, 2011

113



3. Serpil Oguztiiziin, Mehtap Aydin, Funda Demirag, Ulkii Yazici, Miizeyyen
Ozhavzali, Murat Kilic, Mesude Iscan. The Expression of GST Isoenzymes
and p53 in Non Small cell Lung Carcinoma. Folia Histochemica et
Cytobiologica, 2010; 48(1):122-127 , 2010

4. Serpil Oguztiiziin, Murat Kili¢, Nisa Tandogan, Latif Oztiirk. Usefulness of
CA 15-3 for Breast or Ovarian Primary Sites in Metastatic Adenocarcinoma
to pleural Fluid. Turkish journal of Biology (36) 171-75 2012

5. Kezban Ada, Mustafa Tiirk, Serpil Oguztiiziin, Murat Kili¢, Mehmet
Demirel, Nisa Tandogan, Ertan Ersayar, Latif Oztiirk. Cytotoxicity and
Apoptotic Effects of Nickel Oxide Nanoparticles in Cultured HeLa Cells.
Folia Histochemica et Cytobiologica, 2010; 48(4): 524-529 , 2010

6. Giilgin Giiler Simsek, Serpil Oguztiiziin, Servet Guresci, Murat Kilic, Omer
Faruk Bozkurt, Ali Unsal, The expression of GST isoenzymes in acinar
adenocarcinoma, intraepithelial neoplasia and benign tissue of prostate:
correlation of clinical parameters with GST isoenzymes Turkish journal of
Biology 36 (6); 687-693, 2012

Yayinlar: (Diger)

1. Serpil Oguztiiziin, Meral ATAY, Murat Kilic, Miizeyyen Ozhavzal, Ziya
Atay. Comparison and Evaluation of 15-3, C-ErbB-2, ER, and PR Tumor
Markers in Pleural Fluid Cytology from Metastatic Breast Cancer as a
Diagnostic Tool, Turkish Journal of Cancer 39(2): 45-50, 2009

2. Serpil Oguztiiziin, Murat Kili¢, Nisa Tandogan, Latif Oztiirk, Zuhal Yazici
Gokbulut. Endiistriyel Kimyasallara Maruz Kalan Calisanlarda Mesane
Kanserine  Yakalanma  Risklerinin  Idrar  Sitolojisi  YOntemiyle
Degerlendirilmesi, TAF Prev. Med. Bull. 9(6):597-604, 2010

3. Serpil Oguztiiziin, Mehtap Aydmn, Z. Aytiil Cakmak, Murat Kilic, Umit
Yirtici, Meral Atay, Miizeyyen Ozhavzali, Erdal Yilmaz, Emine O.
Karaaslan. The Cytological Evaluation of Bladder and Lung Carcinoma Rates
on the Workers Exposed to Industrial Chemicals, Tiirk Hijyen ve Deneysel
Biyoloji Dergisi. 66(2):49-57, 2009

114



4. Serpil Oguztiiziin, Murat Kili¢, Meral ATAY, Ulkii Giigliitiirk, Latif Oztiirk,
Zuhal Yazici Gokbulut, Miizeyyen Ozhavzali, Umit Yirtict. Uriner Sikayeti
Olan Hastalarda Idrar Sitopatolojisi ile Mesane Kanseri Arastirilmasi, Tiirk
Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 66(4):169-176, 2009

5. Oguztiiziin Serpil, Kili¢ Murat, Cakir Ebru, Atay Ziya, Simsek Giiler Gulcin.
The Usefulness of GST Isoenzymes As Markers of Malignancy In Urinary
Cytology. Academic Journal of Cancer Research, 3(2); 29-33,2010

6. Serpil Oguztiiziin, Murat Kilic, Nisa Tandogan, Latif Oztiirk, Ziya Atay.
Thyroid Transcription Factor-1, Cytokeratin 7, Cytokeratin 8 in
Differentiating Primary and Metastatic Lung Adenocarcinoma. Academic
Journal of Cancer Research 3(1); 1-6, 2010

Uluslar aras1 Kongrelerde sunulan Bildirirler

1. S. Oguztiiziin, M. Kili¢, E. Cakir, G.G. Simsek and Z. Atay. The Usefulness
of GST Isoenzymes As Markers of Malignancy In Urinary Cytology. 36th
European Congress of Cytopathology, 22-25 September 2011, Istanbul,
Turkey (Cytopathology (SCI) Vol. 22 Suppl. 1 p-281, Oct. 2011)

2. Murat Kilic, Mustafa Tiirk, Serpil Oguztiiziin, Siyami Karahan, Omer
Sonkaya, Ogiin Bozkaya, A Cytotoxicity Test: an Alternative Method for
Animal Experiments, 3rd International Council for Laboratory Animal
Science Symposium and XV. ICLAS Assembly, June 13-15, Harbiye
Military Museum 2011 Istanbul, 2011

3. Murat Kili¢, Giilgin Giiler Simsek, Serpil Oguztiiziin, Siyami Karahan,
Okhan Kadir Ak, Nedret Kili¢, Biilent Salman, Tongu¢ Utku Yilmaz,
Muhittin A. Serdar, Latif Oztiirk, Evaluation of Immunohistochemical
Expression of GSTA and GSTP Isoenzymes in Rat Livers before and after
Treatment of Thioredoxin and L-Name in Experimental Hepatic
Ischemia/Reperfusion Model, 3rd International Council for Laboratory
Animal Science Symposium and XV. ICLAS Assembly, June 13-15, Harbiye
Military Museum 2011 istanbul, 2011

115



4. Ada K., Tiirk M., Oguztiiziin S., Kili¢ M., Demirel M., Tandogan N., Yirtici
U. Cytotoxicity and Apoptotic Effects of Nickel Oxide Nanoparticles in
Cultured HeLa Cells. Joint 4th EORTC Pathobiolgy Group Annual Meeting
and 1st International Multidissiplinary Cancer Research Congress. 21-24 May
2009 Queen’s Park Resort Antalya / Turkey, 2009

Uluslar aras1 Katihmh Ulusal ve ya Ulusal Kongrelerde Sunulan Bildiriler

1. Serpil Oguztiiziin, Murat Kilic, Sedat Aydin, Tonsillit ve Adenoidit
Hastalarinda Antimikrobiyal Peptitlerin Ekspresyonlarinin
Immunohistokimyasal Olarak Degerlendirilmesi, XXIII. Ulusal Biyokimya
Kongresi 29 Kasim - 2 Aralik 2011 Hilton Hotel — Adana, 2011

2. Murat Kilig, Serpil Oguztiiziin, Ayse Serap Karadag, Ebru Cakir, Mehtap
Aydin, Latif Oztiirk, Antimikrobiyal Peptitler ve Glutatyon-S-transferaz
Izozimlerinin Tinea versicolor, Tinea inguinalis, Tinea pedis, Tinea corporis
ve Candida albicans Enfeksiyonlarinda Ekspresyonlari, XXIII. Ulusal
Biyokimya Kongresi 29 Kasim - 2 Aralik 2011 Hilton Hotel — Adana , 2011

3. Giilgin Giiler Simsek, Serpil Oguztiiziin, Servet Giires¢i, Murat Kili¢, Ayla
Tezer. GST Izoenzimlerinin Prostat Asiner Adenokarsinoma, Prostatik
Intraepitelyal Neoplazi ve Normal Prostat Dokularinda Ekspresyonu. 20.
Ulusal Patoloji Kongresi, 29 Eyliil-3 Ekim 2010, Osmangazi Universitesi
Kongre Merkezi Eskisehir Turkish Journal of Pathology 26, Ek Say1, 2010) ,
2010

4. Serpil Oguztiiziin, Murat Kilig, Nisa Tandogan, Latif Oztiirk, Ziya Atay. The
Usefulness of CA 15-3 for Breast or Ovarian Primary Sites in Metastatic
Adenocarcinoma to pleural Fluid. III. Multidisipliner Kanser Arastirma
Sempozyumu, 14-17 Mart 2010, Grand Yazic1 Otel, Uludag/ Bursa, 2010

5. Murat Kilig, Serpil Oguztiiziin, Giilgin simsek, Ebru Cakir, Latif Oztiirk.
Kolon, Mide ve Akciger Kanserli Dokularinda Beta Defensin-3 ve LL-37
Antimikrobiyal Peptitlerinin Ekspresyonlari. III. Multidisipliner Kanser
Arastirma Sempozyumu, 14-17 Mart 2010, Grand Yazici Otel, Uludag/
Bursa, 2010

116



10.

11.

12.

Serpil Oguztiiziin, Murat Kili¢, Nisa Tandogan, Latif Oztiirk, Zuhal Yazic1
Gokbulut. Endiistriyel Kimyasallara Maruz Kalan Calisanlarda Mesane
Kanserine  Yakalanma  Risklerinin  Idrar  Sitolojisi  Yontemiyle
Degerlendirilmesi. I1I. Multidisipliner Kanser Arastirma Sempozyumu, 14-17
Mart 2010, Grand Yazici Otel, Uludag/ Bursa 2010

Serpil Oguztiiziin, Murat Kili¢, Nisa Tandogan, Latif Oztiirk, Ziya Atay.
Primer ve Metastatik Akciger Adenokanser Teshisinde TTF-1, CK 7, CK8’in
Kullanimi. XXII. Ulusal Biyokimya Kongresi, 27-30 Ekim 2010, Anemon
Otel/Eskisehir (Turkish Journal of Biochemistry (SCI-Exp.) 35, Special Issue
1, 2010) , 2010

Murat Kilig, Serpil Oguztiiziin, Ebru Cakir, Aydin Yilmaz. Akciger
Adenokanserli Hastalarin Sagkalim Tahmininde p53, GSTpi, kaspaz-3 ve
bcl-2’nin  Etkisi. XXII. Ulusal Biyokimya Kongresi, 27-30 Ekim 2010,
Anemon Otel/Eskisehir (Turkish Journal of Biochemistry (SCI-Exp.) 35,
Special Issue 1, 2010)

Murat Kilig, Sezgin Celik, Siikrii Arpaci, Kansere Hastaligr ve Cesitliligi
Bakimindan Kale Toplumuna Genel Bir Bakis, Kaledavaz Sempozyumu, 2-3
Nisan 2012 Kale-Denizli

Murat Kilig, Serpil Oguztiiziin, Sezgin Celik, Funda Demirag, Latif Oztiirk,
Pmar Bigakcioglu, Ahmet Oguz Ada, Miimtaz Iscan. Kiiciik Hiicreli Dis1
Akciger Karsinomunda (KHDAK) Sitokrom P450 (CYP) ve Glutatyon S
Transferaz (GST) Izozimlerinin Gen ve Protein Ekspresyonlarinin
Incelenmesi. IV. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi (SB9), Prof. Dr.
Mete Cengiz Kiiltiir Merkezi, 13-16 Aralik 2012 Bursa

Murat Kilig, Can Yilmaz, Serpil Oguztiiziin, Sedat Aydin, Nagehan Ozdemir
Barisik, Latif Oztiirk, Mesude Iscan. Rekiirrent Tonsillit ve Idiopatik Tonsil
Hipertrofisi Hastalarinda Caspase-3 ve bcl-2 Protein Ekspresyonlari. V.
Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi (SB23), Prof. Dr. Mete Cengiz
Kiiltiir Merkezi, 13-16 Aralik 2012 Bursa

Murat Kilig, Serpil Oguztiiziin, Giilgin Giiler Simsek, Servet Guresci, Latif
Oztiirk, Ali Unsal. hBD-2, hBD-3 ve LL-37/hCAP-18 Antimikrobiyal
Peptidlerinin Prostat Benign Epitel, Prostatik Intraepitelyal Neoplazi ve
Prostat Adenokarsinomlu Dokulardaki Ekspresyonlari. IV. Multidisipliner

117



Kanser Aragtirma Kongresi (PB56), Prof. Dr. Mete Cengiz Kiiltiir Merkezi,
13-16 Aralik 2012 Bursa

13. Duygu Erol, Murat Kili¢, Serpil Oguztiiziin, Giilgin Giiler Simsek, Latif
Oztiirk, Hakan Bulus. Tiroid Papillar Karsinom, Follikiiler Karsinom,
Folikiiler Adenoma ve Nodiiller Hiperplazili dokularda Sitokrom (CYP) P450
ve Glutatyon S Transferaz (GST) Izozimlerinin Ekspresyonlarmin
Incelenmesi. 1V. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi (PB57), Prof.
Dr. Mete Cengiz Kiiltiir Merkezi, 13-16 Aralik 2012 Bursa

14. Murat _ Kilic, Serpil Oguztiiziin. Glutatyon Aracili Detoksifikasyon
Metabolizmasinda Siit Serum Proteinlerinin Onemi Siit Endiistrisinde
Yenilik¢i Yaklagimlar Sempozyumu 15-16 Kasim 2012 Denizli, 2012

15. Murat Kilig, Ogun Bozkaya. Acipayam Ilgesinden Toplanan Cig Siit
Orneklerinde Agir Metal Kontaminasyonun Belirlenmesi Siit Endiistrisinde

Yenilik¢i Yaklagimlar Sempozyumu 15-16 Kasim 2012 Denizli, 2012

Proje gorevleri

1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde GST Polimorfizlerinin mRNA ve
Protein Ekpresyonlart Uzerine Olas1 Etkilerinin Ortaya Konmasi, Kirikkale
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmektedir. (Yardimci Arastirici, Biitce:19.000 TL, Devam Ediyor)

2. Tiroid Papillar Karsinom, Nodiiller Hiperplazi ve Folikiiler Adenomlarda
Sitokrom P450 ve Glutatyon S Transferaz Izozimlerinin Protein
Ekspresyonlarinin Incelenmesi ve Klinik Parametrelerle Karsilastiriimasi,
Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmektedir. (Yardimci Arastirici, Biitge:17.000 TL, Devam
Ediyor)

3. Rozase hastalarinda Antimikrobiyal Peptidler, Glutatyon-S-Transferaz
Izozimlerinin Ekspresyonlari, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmektedir.

(Yardimci Arastirici, Biitge:15.000 TL, Devam Ediyor)

118



4. Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Karsinomunda Sitokrom P450 (CYP)
Izozimlerinin Gen ve Protein Ekspresyonlarmin Incelenmesi Kirikkale
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmektedir. (Yardimci Arastirici, Biit¢e:20.000 TL, Devam Ediyor)

5. Mikozis Fungoides’li Hastalarda Antimikrobiyal Peptitler ve Glutatyon-S-
Transferaz Izozimlerinin Ekspresyonlarmin Immunohistokimyasal Olarak
Degerlendirilmesi (Tiirk Dermatoloji Dernegi tarafina kabulii i¢in sunuldu,
incelemede, Biit¢e: 15.000 TL)

6. Kirikkale Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarlar1 Alt yap1 Projesi.
DPT Tarafindan Desteklenen 2009K120910 No’lu proje (Biitce 7.500.000
TL, Proje Destek Uzmani)

7. Antimikrobiyal Peptitlerin Insan Burun Mukozas1 ve Bademciklerindeki Gen
Ekspresyon Seviyeleri. Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Koordinasyon Birimi Tarafindan Desteklenen Proje (Biitce 10.000 TL,

Tamamlandi, Yardime1 Arastirici)

Ulusal ve/veya Uluslar arasi1 Kongre, Sempozyumlarda Gorev Alma :

1. Pamukkale Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii ve P.U Acipayam
Meslek Yiiksekokulu Gida Isleme Boliimii tarafindan diizenlenen “Uluslar
arast Katilimli Siit Endistrisinde Yenilik¢i Yaklasimlar Sempozyumu”.

Kongre Diizenleme Kurulu Uyeligi 15-16 Kasim 2012
Konferans ve Seminerler
1. “Kanser Hastalig1 ve Cesitliligi Bakimindan Acipayam Toplumuna Genel Bir
Bakis”, Acipayam Meslek Yiiksekokulu, 09.03.2012

2. “Yiiksekogrenime gegiste Hangi Meslegi Se¢meliyim” Denizli Acipayam Kiz
Teknik Ve Meslek Lisesi, 27.04.2012

119



Uluslar arasi veya Ulusal Diizeyde Ogretici Olarak Katildigi Sertifika-Kurs

Programlan :

1. Real Time PCR Egitim Kurs Programi, Uzman Egitici, 22.02.2011 Kirikkale
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Uzman Egitici, 02-03.06.2011 Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
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