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1.1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri tiim diinya da oldugu gibi tilkemizde de yaygin olarak gériilen ve
mortalite oran1 en yiiksek olan kanser tipidir. Sigara igme akcier kanseri gelisiminde
en onemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Ancak sigara igen kisilerin hepsinde
kanser gelismemektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar bazi ailelerde akciger kanser
gelisim riskinin ¢ok yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durum akciger kanserine
predispozisyonda goriilen varyasyonlarin genetik faktorlerle iligkili olabilecegini
diigtindiirmektedir.

Sigara dumaninda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve N-
nitrozaminlerin aktif metabolitleri, mesieksel ya da g¢evresel olarak maruz kalman
asbest, iyonize radyasyon ve serbest radikaller akciger kanseri gelisim riskini arttiran
faktorler olarak kabul edilmektedirler (30,31,39). Glutatyon S-transferazlar (GST),
elektrofilik metabolitlerin glutatyon (GSH) ile konjugasyon reaksiyonlarimni katalizleyen
multifonksiyonel bir enzim ailesidir. GST enzim ailesinden GSTMI ve GSTTI sigara
dumaninda bulunan PAH’larin elektrofilik metabolitlerinin  detoksifikasyon
reaksiyonlarinda gérev almaktadirlar (44-47).

Insanlarda GST izoenzimlerinin polimorfik oldugu gésterilmistir (53). PAH’lara
maruziyetten sonra akciger kanser riskinin artiginda bu izoenzimlerin eksikliginin (null

genotip), ya da allelik varyantlarindaki farkliligin rol oynadigi disiintilmektedir.



GSTMI1 ve GSTTI gen delesyonlar1 enzimatik aktivitenin kaybolmasma ve
detoksifikasyon mekanizmasinin bozulmasina neden olmaktadir. Detoksifiye
edilemeyen aktif metabolitlerin DNA ile etkilesmesi sonucu kanser gelisiminde rol
oynayan DNA adduct (=eklenti)’ lar1 olusur (37,38 ).

Farkli populasyonlarda GSTMI ve GSTTI delesyon varyantlarimn ¢esitli kanser
olgulariyla iligkisinin arastinldigi ¢ok sayida aragtirma bulummaktadir (55-58).
Ulkemizde de GSTMI ve GSTTI null genotiplerinin beyin ve mesane ve akciger kanseri
kanseri ile iligkisinin aragtirildig: birkag ¢aligma vardir (55,57).

Caligmamizda toplumumuzda goriilen akciger kanseri olgularinda GSTMI ve
GSTT1 genotip dagilimlarim arastirmayi ve sigara gibi bireysel aligkanliklarla olan
iligkisini degerlendirmeyi amagladik. Calisma sonuglarinin tilkemizdeki akciger kanser
vakalann ile GSTMI ve GSTTI genotip dagilimlari ve sigara iligkisine yonelik

aragtirmalara 6nemli katki saglayacag: diisiincesindeyiz.



1.2.GENEL BIiLGILER
1.2.1.AKCiGER KANSERI
1.2.1.1.EPIDEMIiYOLOJISi

Akciger kanseri, 20. yiizyilin baglarinda nadir goriilen bir hastalikken, sigara
kullammindaki artisa paralel olarak sikligi giderek artmg ve glintimiizde en sik
gorlilen kanser tipi haline gelmistir (1). Tiim diinyada kanser olgularinn
%12.8’inden ve kanser oltimlerinin %17.8” inden akciger kanseri sorumludur (2).
Diinya genelinde her yil bir milyonun tizerinde insan akciger kanseri nedeniyle
Slmektedir (1,3,4).

Akciger kanseri tilkemizde de en sik goriilen kanser tipidir. Saglik Bakanhig
Kanser Bildirim Verileri’ne gére akciger kanseri siklig1 gelismis bat1 bolgelerimizde
en yiiksek (Akdeniz 41/100.000, Ege ve I¢ Anadolu Bélgelerinde 39.5/100.000) az
gelismis bolgelerimizde en diisiik (Giineydogu Anadolu’ da 17.7/100.000, Dogu
Anadolu’ da 11.7/100.000) degerlerdedir .(11)

Akciger kanseri goriilme siklifn genel olarak erkeklerde daha fazladir.
Ulkemizde yillik insidans erkeklerde: 100.000°de 61.6, kadinlarda: 100.000°de 5.1
olarak bildirilmistir. Akciger kanseri erkeklerde, goriilen kanserlerin % 38.6’sini,
kadinlarda ise % 5.2° sini olugturmaktadir (5).

Olgu-kontrol bazli epidemiyolojik arastirmalar akciger kanseri gelisiminden
% 94 oraninda sigara igmenin sorumlu oldufunu gdstermektedir. Sigara igenlerde
akciger kanserine yakalanma riski igmeyenlere gére 24-36 kat daha fazladir. Pasif

sigara i¢ciminde ise risk % 3.5 olarak bildirilmigtir. Sigaraya baslama yas1, sigara



icme siiresi, igilen sigara sayis: ile tiitlin ve sigara tipi (filtreli, filtresiz, puro, diisiik
tar ve nikotin igerigi vb.) de akciger kanseri gelisme riskini etkiler (6).

Sigara igme prevalanst genel olarak erkeklerde daha yiiksektir. Diinya
genelinde sigara kullanim oram erkeklerde % 47-52, kadmlarda % 10-12 olarak
bildirilmigtir. Ancak bu oranlar ilkelere gore degiskenlik gosterir. Gelismis
tilkelerde sigara igme oram kadinlarda % 20-40, erkeklerde % 30-40 iken gelismekte
olan {iilkelerde bu oranlar sirasiyla % 2-10 ve % 40-60’tir (6). Ancak son yillarda
Tirkiye, Dogu Avrupa filkeleri gibi gelismekte olan iilkelerde kadinlarda sigara
icme ahgkanlifindaki artisa paralel olarak akcifer kanseri insidansinin da giderek
arttig bildirilmistir (7).

Akciger kanseri gelisiminde yas, ik, cinsiyet, meslek, hava kirliligi,
radyasyon, gecirilmis akciger hastalig1 sekeli, diyet, viral enfeksiyonlar, genetik ve
immiinolojik faktdrler gibi etkenler de % 6 oraninda etkilidirler (8). Akciger kanseri
insidans1 yagla artmaktadir; 50 yas altindaki kisilerde siklign %5-10 oranminda
azalmaktadir (1,9).

Ulkemizdeki akciger kanseri 6zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan ulusal,
hastane bazli retrospektif bir c¢aligmada, 11849 akciger kanserli hastanin %
90.4’tintlin erkek, % 9.6’simin ise kadm oldugu ve olgularin dnemli kismint (% 56.7)
46-65 yaslar arasmndaki hastalarin olusturdugu belirlenmigtir. Olgularin yaklasik
%90’ 1nda sigara kullanma &ykiisti saptanmistir; bu kigilerin %77.9’u  aktif sigara

kigilerden olusmaktaydi (10).



1.2.1.2. AKCiGER KANSERLERININ SINIFLANDIRILMASI

Akciger kanserleri lokalizasyon ve timor 6zellikleri bakimindan farkliliklar
gostermektedirler. Patolojik olarak Akciger kanserinde 4 ana histolojik grup
bilinmektedir: Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK), Biiyiik Hiicreli Akciger
Kanseri (BHAK), Skuaméz Hiicreli (epidermoid) Karsinom (SHK), Adenokarsinom
(AK). Bu dort biiyikk grup, akciger kanser vakalarimin %95°ni olusturmaktadir.
Kanserin histopatolojik tipi hem tedavi ile hem de prognoz ile gok iliskilidir. KHAK
diger tiplerle kargilastirildiginda belirgin olarak farkli davrandigi i¢in, klinisyenler
akciger kanserini KHAK ve kiigiik hiicreli dig1 akciger kanserleri (KHDAK) olarak
iki grupta simiflandirmaktadirlar (11). Diinya saglik orgiitii (WHO) 1967 yilinda
bugiin kullanilan smiflamanin esasim1 yapmugtir. Bu siniflama 1982 yilinda yine
WHO tarafindan yenilenmis ve son olarak 1999 yilinda patolojik tam yontemleri ve
kriterlerindeki degisiklikler de g6z Oniine alinarak bugiin yaygin olarak kullanilan
halini almistir (12).

Akciger kanserlerinin simiflandirilmasi dogru tedavi ve hastanin tedaviye uyum
saglamasinin yanisira epidemiyolojik ve biyolojik ¢alismalarin temelini olugturmasi
agisindan da oldukg¢a 6nemlidir.

Histolojik tipler arasinda {ilkemizde en sik rastlanan skuaméz hiicreli
karsinomdur. Adenokarsinom A.B.D, Kuzey Avrupa Ulkeleri ve Japonya da en sik
rastlanan histopatolojik tip olmasina ragmen {ilkemizde nadir goriilmektedir.
Adenokarsinomun sikliginin zengin bat1 {ilkelerinde daha fazla olmasi sigara igme

aligkanliklarindaki farkliliklara baglanmaktadir. (13,14).



Tablo 1. Malign akciger tiimérlerinin smiflandiriimasi (WHO 1999)

1. Skuamdz hiicreli karsinom

2. Kiigitik hiicreli karsinom

3. Adenokarsinom

4. Biiyiik hiicreli karsinom

5. Adenoskuaméz karsinom

6. Pleomorfik, sarkomatoid ya da sarkomatdz elemanlarla birlikte olan karsinomlar

7. Karsinoid tiimorler
Tipik karsinoid
Atipik karsinoid

8. Tukurik bezi tipindeki karsinomlar
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom

9. Smiflandirilamayan karsinomlar

Diger organlardaki birgok kansere gore akciger kanserinin prognozu kétiidiir.
KHAK’ inde prognoz daha kotiidiir, diger histolojik tiirlere gére daha agresif
seyreder ve erken metastazlara yol agar (11,14). KHAK néroendokrin hiicrelerden
koken alir ve bu y6nde diferansiyasyon gésterir.

Son 10-15 yil iginde akciger kanser tedavisinde 6nemli gelismeler olmusgtur.
Evreleme ile erken ve ge¢ kalmis olgular: birbirinden daha iyi ayirma imkam ortaya
¢ikmis ve inoperabl olarak kabul edilen birgok olguya cerrahi tedavi sansi
verilmigtir. Akciger kanserinde en biiyiikk problem, erken tam1 problemidir.
Asemptomatik dSnemde tam konmus hastalarin tedavileri hem kolay hem de 5 yillik
yagam sanslar1 %60'larmn fizerinde bulunmaktadir. Ancak olgularn yalnizca %181
tam aminda lokalizedir, ¢ogu ileri (Evre IV) ya da lokal ileri evrede (Evre IIIA ve

IIIB) saptanmaktadir (1, 2).




1.2.1.3. RiSK FAKTORLERI

Akciger kanseri i¢in Onemli risk faktorleri sigara, ¢evresel ve mesleki

maruziyet, genetik faktorler ve olasilikla diyettir.

1.2.1.3.1. SIGARA

Epidemiyolojik arastirmalar sigara i¢menin akciger kanseri gelisiminde en
biiyiik risk faktorii oldugunu gostermektedir. Sigara icenlerde akcifer kanserine
yakalanma riski igmeyenlere gore 24-36 kat daha fazladir (1,8). Akciger kanserinin
neden oldugu 6liimlerin erkeklerde %90 ve kadinlarda %78 oranla sigaraya bagh
oldugu tahmin edilmektedir.

Cesitli {ilkelerde yapilan retrospektif ¢aligmalarda akciger kanser riskinin i¢ilen
sigara sayisi ile orantili olarak arttig1 bulunmustur. Sigara icilen yil saysi da kritik
Oneme sahiptir. Sigara kullamimi “paket-yil” olarak belirlenir ve &zellikle 20
‘paket-y1’dan sonra goérece risk belirgin olarak artis g@sterir. 40 yil 1 paket/gilin
sigara igen bir sahsin akciger kanserine yakalanma riski, 20 yil 2 paket/giin sigara
icen bir sahistan daha fazladir (6). Tablo 2’ de sigara kullaniminin kanser gelisim
riski ile iligkisi goriilmektedir.

Tablo 2. Sigara kullanimi ve akciger kanser gelisme riski iligkisi (11).

Relatif Risk
Hig sigara igmeyen 1
1 paket/giin 17
1-2 paket/giin 42
>2 paket/gilin 64
Sigaray1 birakmig 2-10




Sigara diginda puro igenlerde akciger kanser riski 3 kat, pipo kullananlarda ise
8 kat artmaktadir. Filtreli ya da diisiik katran igeren “light™ sigaralarin kanser riskini
azaltmadid1 , adenokarsinom insidansim arttirdig: bildirilmigtir (13,14).

Sigara icen ve igmeyenler arasinda akciger kanserinin histopatolojik tiplerine
gore dagiliminin farkh oldugu bildirilmigtir. Sigara icen erkeklerde SHK, kadinlarda
ise KHAK' e daha sik rastlanmakta, sigara i¢meyenlerde ise daha ¢ok AK
goriilmektedir. Son yillarda 6zellikle kadinlarda adenokarsinom ve KHAK gériilme
oram artmig, SHK orani azalmistir. 50 yas altindaki sahislarda yaglilara gére daha
yiiksek oranda AK gériilmektedir. Bu durum son yillarda periferik tiimérlerin artigi
ile orantiidir ve gen¢ yas grubunda sigara i¢iminin azalmas: ile uygunluk
gostermektedir (15,16).

Ulkemizde sigara igme prevalans: kadmlarda % 24, erkeklerde % 63’tiir (6).
Erkekler kadinlara gére sigara igmeye daha kiiglik yaglarda baslamaktadirlar ve daha
uzun siireli, daha yiiksek katran igerikli ve derin inhalasyonlu sigara igme
aligkanlifina sahiptirler. Ancak son yillarda yapilan epidemiyolojik arastirmalar,
glinliik sigara tiiketimi ve yag faktorli g6z Oniinde bulundurulmadiinda sigara icen
kadinlarda akciger kanseri gelisme riskinin erkeklere goére daha yiiksek oldugunu
gostermigtir (1,13).

Pasif sigara i¢imi ile akciger kanseri arasinda da pozitif iligki bulunmustur.
Epidemiyolojik galigmalarda sigara igen erkekle evli sigara icmeyen kadinlarda
akciger kanseri riskinin %30 arttif1 gériilmiistiir (16). Pasif igicilerin maruz kaldi
duman, sigara igcenler tarafindan inhale edilen dumandaki tiim karsinojenleri igerir;
ayrica sigara filtresinden gecmedigi i¢in karsinojen miktar1 ana dumandaki

karsinojenlerin 100 kat1 kadar fazladir (17).



Sigaray1 birakan bireylerde akcifer kanser riski sigaranin kesilme siiresi ile
orantili olarak azalir. Baz1 aragtirmalar, 20 yildan daha az sigara igen bireylerde
sigaray1 biraktiktan 10-15 yil sonra akciger kanser riskinin igmeyenlerle ayn: diizeye
indigini gostermesine karsin, ¢esitli arastirmalarda riskin sigaray1 birakma diizeyinde

durdugu ve sigara igmeyenlere gore daha yiiksek oldugu ileri stirlilmiigtiir (16).

1.2.1.3.2.ENDUSTRIYEL ve CEVRESEL MARUZIYET

Endiistri ve madencilikte kullanilan bir ¢ok madde akciéer kanserine neden
olabilmektedir. Diinyada yaygin olarak bulunan (tremolit igeren ak toprak ve zeolit)
ve genig endiistriyel kullammi olan (gemi, izolasyon, otomotiv sanayi gibi) asbest
bunlarin en 6nemlisidir ve bagta mezotelyoma olmak iizere akciger kanserlerine
neden olabilmektedir (18). Asbest iscilerinde akciger kanseri riski 6-10 kat, sigara
icen ig¢ilerde ise 50-100 kat artmaktadir (19).

Radyoaktif bir madde olan radon uranyum madenlerinde, toprak ve kayalarda
dogal olarak bulunur. Uranyum madeninde ¢alisan iscilerde ve radon ihtiva eden
ingaat malzemesinden yapilan evlerde yasayan insanlarda akciger kanseri riskinin
belirgin olarak arttig1 gosterilmistir (18).

Nikel, krom (+6), bisklorometil eter, arsenik, toksik gazlar, vinil kloriir ve
radyoaktif izotoplar gibi maddeler potansiyel karsinojenik olarak kabul edilmektedir.
Skar dokusunun karsinojen etkisi nedeniyle silisyum maruziyeti ile ortaya ¢ikan
silikozis gibi akciger hastaliklar1 ve akciger dokusunda fibrozis ile seyreden
hastaliklar akciger kanseri insidansim arttirirlar (10,20,21).

Spesifik karsinojenler ile akciger kanseri histolojisi arasindaki iligkinin
aragtirildign ¢ok sayida arastirma vardir. Bu galigmalarda arsenik ile AK, klorometil

eter ve uranyum ile KHAK, vinil kloriir ile BHAK’1 baglantili bulunmasina karsin



histopatolojik tip ile spesifik karsinojenler arasindaki iligki kesin olarak

saptanamamustir (16).

Sehirde yasayan insanlarda, akciger kanseri insidansi kirsal kesime gore
1.2-2.3 kat daha fazladir. Bu durumun hava kirliliginin, sigara ve mesleki

karsinojenlerin etkisini potansiyalize etmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir (22).

1.2.1.3.3. GENETIK YATKINLIK

Akciger kanserlerinin ¢ofu sigara igme aligkanlifina baglanmasina karsin, agir
sigara icicilerin yaklagik %20'sinde akciger kanseri olugur. Bir¢ok ¢alismada akciger
kanserli hastalarin ailelerinde, kontrollere nazaran 2—5 kez daha fazla akciger
kanserine rastlandigi gosterilmistir. Ailelerinde kanser hikayesi olan ve sigara igen
bireylerde akciger kanseri riski, sigara icmeyen ve aile hikayesi olmayanlardan 30—
47 kat daha fazladir (23,24). Ancak bu artista sadece sigara ve genetik yatkinligin
degil aile fertlerinin ve akrabalarin genellikle aym ortamlarda yasamasinin da rol
oynadi@1 diigtiniilmektedir (11). Akciger kanserli hastalarin aile iiyelerinde akciger
kanseri ve diger kanserlerin oranindaki artig, hastanin karsinojenlere karst duyarlilik
ve direncini etkileyen diger faktorleri akla getirmektedir. Debrisokin isimli
antihipertansif ilact metabolize eden P450 enzimi ve Aril Hidrokarbon Hidroksilaz
enzim sistemleri ile akciger kanseri gelisimi arasindaki iliskiyi gosteren baz1 giigli
kanitlar mevcuttur. Ayrica otokrin biiylime faktérleri, baskilayici gen kaybi ve

onkogenler halen arastiriimakta olan genetik fakt6rlerdir (18,25).

Kanserin kontrolstiz hiicre bdliinmesi ve metastaz 6zellikleri, kronik karsinojen
maruziyeti sonucu olusan genetik degisikliklerin bir sonucudur. Neoplastik
doniisiime neden olan hasarin hiicre gogalmasim kontrol eden onkogenler ve tiimér

baskilayic1 genlerdeki mutasyonlardan kaynaklandig: ileri siiriilmektedir. Sigara
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dumanindaki karsinojenlerin p53 tiimor baskilayic: gen ya da Kristen-ras (KRAS)
onkogeninde mutasyona neden olmalarinin sigaraya bagh akciger kanseri
gelisiminde Gnemli rol oynadig: diigliniilmektedir. Tiimér baskilayici genler i¢inde
en fazla aragtinlan1 p53 genidir (40,41). KHAK olgularinin %90° mnda ve KHDAK
olgularinin ise %50’sinden fazlasinda p53 geninde anormal mutasyonlar izlenmigtir.
p53 geninde guanin baziyla iligkili nokta mutasyonu yaygm olarak goriiliir. Ornegin
akciger kanserlerinde saptanan 550 p53 mutasyonlarindan %33’4 G:T
(Guanin:Timin) ¢apraz gegisi, %26’s1 G:A (Guanin:Adenin) diiz gegisi seklindedir
(42). Adenokarsinom vakalarmin %24-50°sinde KRAS onkogeninde mutasyon
saptanmugtir. Sigara igcen ya da gegmisinde sigara igme Sykiisii olan bireylerde hig

sigara igmemis olanlara gdre mutasyon goriilme siklig1 daha fazla bulunmustur (43).
1.2.1.3.4. DIGER FAKTORLER

Diyet: Beta-karoten, E vitamini, C vitamini ve selenyumun antioksidan
Ozellikleri nedeniyle antikarsinojen olduklari, taze meyve, sebze ve karoten
tiiketiminin sigara i¢cenlerde ve birakanlarda kanser riskini diistirdiigii gosterilmistir
(6,26,27). Sigara icimi C vitaminin tiiketimini artirmaktadir. Bu maddelerin diyetle
az alminin, o6zellikle sigara icen hastalarda, akciger kanser riskini artirabilecegi
distiniilmektedir. Astr1 yagli diyetle beslenen sigara tiryakilerinde akciger kanser

riskinin arttig1 gosterilmigtir (28).

Daha Once Gegirilen Akciger Hastaliklar: Tiberkiiloz, bronsektazi,
pndmoni, abse, pulmoner emboli gibi akcigerde fibrotik skar dokusu olusturan
hastaliklar akciger kanseri riskini arttirir. Yas, cinsiyet ve sigara Oykiisii de dikkate
alindiginda, akciger tiiberkiilozu geciren olgularda akciger kanseri gelisme riskinin 8

kat fazla oldugu belirtilmigtir (10). Bu tip skar karsinomlarinda saptanan histolojik
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tip genellikle adenokarsinomdur. Diffiiz akciger fibrozisi, skleroderma ve

sarkoidozlu hastalarda da risk artmaktadir (10,20,21).

1.2.1.4. SIGARA DUMANINDA BULUNAN KARSINOJENLER

Uluslararas: Kanser Aragtirma Merkezi (IARC)’nin yaymnladig1 rapora gore

sigara dumaninda laboratuvar hayvanlari ve insanlarla yapilan calismalarla

karsinojenik etkisi kanitlanmis 55 adet karsinojenik madde bulunmaktadir (29).

Sekil 1. Nikotin bagmmhihigi, metabolik aktivasyon ve akciger kanser gelisimi

Sigara icme Metabolik Mutasyon ve diger

aligkaniigi PAH,NNK aktivasyon degisiklikler: RAS,
Nikotin ) DNA Akciger
bagmiigy | = N Adduet [Tt PR e

karsinojenler Hatalt RB, FHIT ve diger

kodlama kritik genler
Metabolik
Detoksifikasyon Onarim
Apoptozis
Atilim Normal DNA

Insanlarda sigara bagimliigina neden olan madde nikotindir ve nikotin
karsinojenik degildir. Sigarada bulunan temel Karsinojenler polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler ve nitrozo bilesikleridir. PAH iginde
lizerinde en ¢ok ¢alisilan1 Benzo[a]piren (BaP)’dir (Tablo 3, Sekil 2) (4,30-32) ve
lokal uygulamada ya da inhalasyonla maruziyette akciger kanser riskini indiikledigi
bilinmektedir. N-nitrozamin grubunda ise tiitiine ozgli nitrozamin olan (4-
metilnitrozamino-1-(3-piridil)-1-butanon (NNK) ) ratlarda, farelerde ve hamsterlarda
gliclii karsinojenik etki gdstermistir (Tablo 3, Sekil 2) (33-35). NNK akcigerde

ozellikle adenom ve adenokarsinom gelisimini indiiklemektedir. Sigara dumaninda
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bulunan NNK miktar1 yliksektir ve sigara igen bir bireyin hayati boyuca maruz
kaldig: total NNK miktar1 siganlarda akciger kanseri olusumuna sebep olan NNK
miktarina olduk¢a yakindir (33).

1,3-butadien, etil karbamat, nikel, krom, kadmiyum, ve arsenik sigara
dumamnda bulunan ve akciger kanserini indiikleme potansiyeli tiirlere gore farklilik
gosteren potansiyel karsinojenlerdir (36).

NNK ve Benzo[a]piren gibi sigara dumaninda bulunan karsinojenlerin etkileri
biyoaktivasyon sonucu olusan metabolitlerine baglhidir. BaP’in metabolik
aktivasyonu sonucunda olusan majér metaboliti 7,8-diol-9,10-epoksid (BPDE),
NNK’nin ise (4-metilnitrozamino-1-(3-piridil)-1-butanol (NNAL) dur. Reaktif
metabolitler DNA’ya genellikle Guanin (G) ya da Adenin (A) iizerinden kovalent
baglanarak kanser olusumunda rol oynayan DNA-adduct’lan olustururlar (37,38).
Olusan adduct hiicresel savunma mekanizmasim gegip mutasyonlara neden
olmaktadir. Sigara dumanindaki karsinojenlerin metabolizmas1 sirasinda olusan
reaktif oksijen tiirevleri de DNA’da hasar olusturur. Yiiziin tizerinde oksidatif DNA-
adduct’ 1 tammlanmugtir (39).

DNA hasan transkripsiyonun durdurulmasi ya da kontrolsiiz olarak artmasi,
sinyal iletim mekanizmasimin bozulmasi, replikasyon hatalar1 gibi karsinojenez

stirecinde goriilen bozukluklara neden olur (39).
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Sekil 2. Sigara dumanmda bulunan pulmoner karsinojenlerin bazilarmm

kimyasal yapilan
() OCC ol
(T O O‘ i~
Benzo|a]piren (BaP) Dibenz[a,A]antrasen Dibenz[a,hlakridin

¥
g \ Oy
]
N NO Z
7 H-Dibenzo[c,g]karbazol N-Nitrézodietilamin 4~(metilnitrozamino)-

1-(3-piridil) -1-butanon
(NNK)

Tablo 3. Sigara dumaninda bulunan karsinojenik maddeler

Sigara
Karsinojen sinifi Bilesik dumanmdaki miktar
(ng/sigara)
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar benzo[a]piren 20-40
benzo[b]fluranten 4-22
benzol[j]fluranten 6-21
benzo[klfiuranten 6-12
dibenzola,]piren 1.7-3.2
indeno[1,2,3-cd]piren 4-20
dibenz|a, hlantrasen 4
5-metilkrizen 0.6
Aza-arenler dibenz|a, h]akridin 0.1
7H-dibenzo[c,glkarbazol 0.7
N-Nitrozaminler N-Nitrozodietilamin ND*-2.8
4-(metilnitrzamino)-1-
(3-piridil)-1-butanon (NNK) 80-770
Diger organik bilegikler 1,3-butadien 20-70 x 10°
stilkarbamat 20-38
Inorganik bilegikler nikel 0-510
krom 0.2-500
kadmiyum 0-6670
polonyum 210 0.03-1.0 pCi
arsenik 0-1400
hidrazin 24-43
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Sekil 3. Benzo[a]piren ‘in biyoaktivasyon mekanizmasi

12 1

10 “I

7 6 5

BaP

11 2

3
9

8 4

CYPIAL, CYPI1A2,

CYPI1BI1, CYP3A4, CYPIBI, CYP3A4
CYP2C CYP2C Stilfat konjugat
/ Glukoronid konjugat
2,3-epoksit 1-OH UGT1A6
4,5-epoksit fenol ttirevi 3-OH — pKinon tiirevi
9,10-epoksit 6-OH 1,6
7,8-epoksit 7-OH 3,6
GSTM1-1 9-OH 6,12
\}ASTPI-I
EH glutatyon
konjugat: 9-OH-4,5-oksit  Kinol tiirevi
Glukoronid ve 4,5-di01 / UGT] A6
Sulfat konjugati 9,10-diol
7 8-diol X glukoronid konjugatl
adductlan 9-OH-4,5-diol
UGT2B7 DHD
Glukoronid konjugati
7 8—Kate$ | tiirevi
CYPIAL
CYP1A2 Stilfat konjugatl 7,8-Kinon tlirevi
CYPIBI
Triol tiirevi
7,8-diol-9,10-Epoksit tlirevi \ Tetraol ttirevi
/ Glutatyon konjugati

7

DNA GST Al-1, M1-1,P1,1

adduactlan

CYP1A1, CYP1A2

EH = Epoksit Hidrolaz, DHD = Dihidrodiol Dehidrojenaz, UGT = UDP-
Glutatyon S-transferaz
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1.2.2.GLUTATYON-S-TRANSFERAZ ENZIM AiLESI

Glutatyon-S-transferazlar 25 kDa agirliginda, dimerik protein yapisinda
oldukca genis bir enzim ailesidir. Bu enzimler biiyiik oranda karacigerde olmak
iizere bobrekler, intestinal kanal, testisler, adrenal bezler ve akcigerde bulunurlar.
Organizmada suda ¢oziinen total protein miktarimin %4’ten fazlasimi bu enzimler
olusturmaktadir. Glutatyon-S-transferazlar mutajenik ve karsinojenik etki gésteren
birgok elektrofilik racktifin glutatyonla konjligasyonunu katalizleyerek hiicre
detoksifikasyonunda 6nemli rol oynarlar (44-47). Bu enzimler sitozolde ve
mikrozomlarda bulunurlar; sitozolik GST enzimleri ksenobiyotiklerin ya da endojen
bilesiklerin biyotransformasyonundan, mikrozomal GST ise aragidonik asit

metabolizmasindan sorumludur (48,49).

Glutatyon-S-transferaz enzimleri primer yapilarina, substrat spesifitelerine,
kimyasal afinitelerine, animoasit dizinlerine ve kinetik davramglarina gore 7 siifta
gruplandirlirlar: alfa (o)), mu (), pi (), sigma (8), teta (0), kappa (k) ve zeta ({).
Aym smuf i¢inde bulunan iki enzim {iyesinin aminoasit dizini %70 &zdes olabilir.
(44,49). Insanda, domuzda ve farelerde {ig simf GST enziminin kristal yapilari
belirlenmistir, kristal yapilar birbirine ¢ok benzer olan polipeptitler, aktif sitelerinde

ve C-terminallerinde farklilik gostermektedirler (49).

1.2.2.1.GLUTATYON-S-TRANSFERAZ ENZIMLERININ
DETOKSIFIKASYONDAKI ROLU
Birgok kimyasal karsinojen Faz II enzimlerinin katalizledigi konjugasyon
reaksiyonlar ile metabolik detoksifikasyona ugrarlar (3,45). Organizmada en nemli
konjugasyon reaksiyonlarindan birisi Glutatyonla konjugasyon’dur. Glutatyon,

glisin,sistein ve glutamattan olusan bir tripeptitir.
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Glutatyon-S-transferazlar indirgenmis glutatyonun niikleofilik stilfidril (-SH)
grubu ile elektrofilik karbon atomu tagiyan metabolitlerin konjugasyonunu
katalizlerler ve sonugta polar tiyoeter yapisinda bir konjugat olusur. Olusan
glutatyon konjligatlar, glutatyonun peptit baglarimn hidrolizi ile sistein konjiigati
haline gegerler; sisteinin amino grubunun asetillenmesi sonucu N-asetilsistein tiirevi
olan merkaptiirik asite dontiserek idrarla atilular (50,51). Organizmamn
detoksifikasyon mekanizmasinmn etkinligi GSH diizeyi, GST izoenzimlerinin (GST-
a, - u, -m, -0 ) varhif1, miktan1 ve aktivitelerindeki degisiklikler ile degerlendirilir

(51).

1.2.2.2.GLUTATYON-S-TRANSFERAZ GEN POLIMORFiZMi

Molekiiler epidemiyoloji ¢aligmalari kanser hastaliklarmma olan duyarliligin
genetik faktdrlerden Onemli oranda etkilendigini gostermistir. Kimyasal
karsinojenlerin  aktivasyon/detoksifikasyonlarinda bireyler arasindaki farklar,
metabolizmalarindan sorumlu enzimlerdeki genetik polimorfizm ile agiklanmaktadir
(45, 52).

GST genlerinden GSTMI, GSTM3, GSITI, GSTPIl ve GSTZI genleri
polimorfiktir ve poptilasyonlar ve etnik gruplar arasinda farkliliklar gésterir (53).

Sitozolik enzimler GSTp ve GSTO, GSTMI ve GSTTI genleri tarafindan
kodlanir. GSTM1 ve GSTTI homozigot gen delesyonlari olan bireylerde GST enzim
aktivitesi azalmakta ya da hi¢ aktivite goriilmemektedir. Sonug olarak bu bireylerde
elektrofilik karsinojenlerin eliminasyonu ya da detoksifikasyonu &nemli oranda
azalmakta, tlimor olusumuna neden olan somatik mutasyonlarm olusma riski

artmaktadir (46).
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1.2.2.2.2.1.GSTM]1 polimorfizmi

GSTMI geni kromozom 1 p13.3 lokiistinde haritalanmigtir ve mu sinifina ait 5
adet gen tammlanmigtir (M1-MS5) (Tablo 4). GSTM-0 (null) gen delesyonu, GSTMI-
A ve GSTMI-B allelleri homo ve heterodimerik kombinasyonlariyla 4 genel
fenotipli polimorfizm gostermektedir. Tek baz siibstitlisyonu ile birbirinden ayrilan
GSTM14 ve GSTMIB’ nin katalitik aktiviteleri birbirine ¢ok yakindir (54,46,47,45).
GSTMI karacigerde yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir ancak akcigerde
ekspresyonu yoktur. Cotton ve arkadaglart GSTMI ve GSTTI’ in farkl etnik
gruplarda homozigot ve heterozigot allel varyanslarimin frekanslarini incelemigler,
elde edilen sonuglar Geisler ve Olshan’ 1n aym konu iizerinde yaptiklar ¢alisma ile
giincellenmistir (46, 47). Buna gbre GSTMI geninde null genotip siklig1 Afrika’ da
%23-%48, Asya’ da %33-%63, Avrupa’ da %39-%62, Amerika’ da %23-%62
(Afrikali Amerikaliar’ da %23-%41, Beyazlarda %35-%62, Asyalilar’ da %32-%53
ve Meksikalilar’ da %40-%53) olarak belirlenmigtir (46).

GSTMI arenoksitlerin detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Epidemiyolojik
calismalar GSTMI homozigot delesyonu tastyan bireylerde akciger, mesane, kolon
ve meme kanseri gelisme riskinin arttigmi gostermistir (46,55-59). GSTMI null
genotipi tasiyan bireylerde akcier kanseri gelisme riski ise sigara dumanimna
maruziyet yogunluguna baghdir. GSTMI null genotipi yiiksek miktarda sigara
dumanina maruz kalan bireylerde larenks kanseri riskini arttirici bir faktor olarak da

distiniilmektedir (47).
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Tablo 4. GSTM1 ve GSTTI1 gen polimorfizmleri

kromozom bilinen Kodladigi

Gen lokasyonu allelleri izoenzim fonksiyon Null genotipin aktiviteye etkisi
Ksenobiyotiklerde
Faz-2 Aktivite azalmistir ya da hig
GSTM1  1p13.3  null GST-uy  metabolizma gortimez
GSTM1A reaksiyonlari
GSTM1B
Ksenobiyotiklerde
Faz-2 Aktivite azalmistir ya da hig
GSTT1 22q11.2 null GST€ metabolizma gorilmez
mevceut reaksiyonlarn

GSTMI null genotipi tagtyan bireylerde karsinojen-DNA adduct diizeyinin
GSTM]I pozitif olan bireylere gbre daha yiiksek olmasi beklenirken konu ile ilgili
¢alisma sonuglari gok agik degildir. Bu durumun &l¢iim yontemlerindeki farkliliklar,
Olgtimlerin farkli hedef hiicrelerde yapilmasi ya da maruziyet diizeyindeki
farkliliklardan ~ kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir. Ornegin dSkiimhane
is¢ilerinin maruz kaldipn PAH’ larin havadaki konsantrasyonu 5ng BP/m® dur.
Isgilerde lokositlerdeki DNA-adduct diizeyi artmis ancak GSTMI genotipi ile bir
iligki gézlenmemigtir. Otobiis soforleri ile yapilan bagka bir ¢calismada GSTMI null
genotipi tagiyan bireylerde lenfositlerdeki DNA-adduct diizeyi GSTMI pozitif
bireylere oranla anlamli derecede yliksek bulunmustur. GSTMI null genotipli
bireylerde icilen sigara miktar1 ile orantili olarak kromozom hasarlarmin arttig

gozlenmigtir (60).
1.2.2.2.2.2.GSTTI Polimorfizmi

GSTT1 geni kromozom 22q.11.2. lokiisinde haritalanmistir ve GST7TI
lokiistinde tamimlanan, fonksiyonel olarak farkli iki GSTTI varyant1 vardir. GSTTI-0

homozigot gen delesyonu ve GSTT! varligi (54) (Tablo 4).

19



GSTTI geninin null delesyon siklig1 Asya popiilasyonlarinda %16-%64 (Cin,
Japonya, Kore ve Singapur popiilasyonlarinda = %44 ) liikk oran ile GSTMI null
delesyon oranina yakindir. Ancak diger popiilasyonlarda GSTT! null delesyon siklig
GSTMI’ e gore oldukca diistiktiir. Afrika’ da %15-%26, Avrupa’ da %10-%21,
Amerika’ da %10-29 (Afrikali Amerikalilar’ da %22-%29, Beyazlarda %15-%27 ve

Meksikalilar’ da %10-%12) olarak belirlenmistir (46).

GSTT1 tarafindan kodlanan enzim hem detoksifikasyon hem de
biyoaktivasyon reaksiyonlarinda rol oynar. Bu enzim monohalometanlari ve etilen
oksiti detoksifiye ederken, metilen Kkloriiri toksik metabolitine doniistiiriir.
Lenfositlerde in vitro ortamda yapilan bir ¢alismada GST7! null genotipinde 1,3-
epoksi-3-biitene maruziyette kardes kromatid degisiminin (Sister Chromatid
Exchange; SCE) indtiklendigi, GSTTI null genotipine sahip bireylerde yapilan bir
¢aliymada da 1,3-butadiene maruziyette kromozomal aberasyonlarin arttig:
gosterilmistir (48,61). Ancak GSTTI null genotipi ve kanser gelisimi arasmdaki
iliski gok agik degildir. Ornegin Sorsa ve arkadaslarnm yaptiklar: bir ¢alismada
sigara igmeyen GSTTI pozitif bireylerde mesane kanseri riskinde artig oldugu

saptanmigtir (57).
1.2.2.3. POLIMORFIiZM ve AKCiGER KANSER RiSKi

Sigarada dumanindaki prokarsinojenlerin biyoaktivasyonundan sorumlu
enzimleri sentezleyen genlerdeki polimorfizm ve kanser gelisimiyle iliskisine
yonelik caligmalar, sigara ve akciger kanser riski konusundaki arastirmalar iginde
onemli yer tutmaktadir. GSTMI geninin kodladidi GST(u) enzimi PAH’larin diol
epoksitlerininde i¢inde bulundugu karsinojenlerin detoksifikasyonundan sorumludur.
Akciger kanseri etiyolojisi bilinen bir hastalik oldugundan genetik yatkinlik ile

cevresel maruziyetin etkilesimlerinin aragtirilmasi igin iyi bir modeldir (62).
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Bu reaktif metabolitlerde faz II enzimleri ile detoksifiye edilirler. Sigara
dumaninda bol miktarda bulunan ve akciger kanser gelisimindeki major etiyolojik
faktorlerden birisi PAHdir. Cevresel olarak ta maruz kaldigimiz PAH’lar inhalasyon
ile viicuda girdikten sonra Faz I enzimleri ile (sitokrom-P450) oksitlenirler ve DNA
va baglanan diol-epoksid metabolitlerine déniigiirler ya da GST enzimlerinin de
dahil oldugu faz II enzimleri ile detoksifikasyona ugrarlar. DNA-adduct olusumu
karsinojenik maddelerin oksidasyonu ile reaktif ara firiinlerin konjugasyon yolu ile
detoksifikasyonu arasindaki dengeye baghdir. P450-sitokrom enzimlerinden
CYP1Al, PAH’larin biyoaktivasyonunda kritik &neme sahip bir enzimdir.

Japonya’da yapilan bir ¢aligmada karsinojenlerin metabolizmasinda CYP1A1
ve GSTMI gen polimorfizmlerinin (CYP1A1’nin Mspl varyanti ve GSTMI null
genotipi) etkisi aragtirilmis ve belirtilen genotiplere sahip bireylerde diisiik doz
sigara kullamminda bile akciger kanserine yakalanma riskinin artti1 bulunmustur
(25).

Avrupali Caucasian’larda yapilan birgok caligmada ise CYP1A1’in Mspl
varyantimn sikhigimin diisiik olusu nedeniyle akciger kanser riski ile CYP1Al
genotipi arasinda belirgin bir etkilesim bulunamamugtir (64). Buna karsin, GSTM]
null genotipinin sigaraya bagli kanser gelisiminde 6nemli bir faktsr oldugu
gosterilmistir (63). PAH-DNA adduct diizeylerinin sigara icenlerde daha fazla
oldugu ve CYP1A1, GSTMI, GSTPI polimorfizmleriyle iliskili oldugu bildirilmigtir
(63). Kawajiri ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada sigara icen kadm hastalarin
akcigerlerindeki CYP1A1l ekspresyon diizeyleri, PAH-DNA adduct diizeyleri ve
tlimor hiicrelerinde p53 genindeki G-T transversiyonlar1 sikhginin erkeklere oranla

anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (65).
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BOLUM 11

GEREC VE YONTEM

2.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

DNA izolasyon kiti

Etanol

Isopropil alkol

Trizma baz

EDTA.2H,0

Agaroz

NaOH

Borik asit

DNA Taq polimeraz enzim sistemi

Etidyum bromiir

100 bp, 200 bp, 1000 bp DNA markorleri

(Promega)
(Merck)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Prona)
(Sigma)
(Sigma)
(Fermantase)
(Sigma)
(Fermentase)

Kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik safliktadir. Calismada sterilize

edilmig ultra saf su kullanilmigtr.

2.2. KULLANILAN CIHAZ VE ALETLER

Thermal cycler 1s1 blogu
Elektroforez gii¢ kaynag:
Elektroforej Jel tanki
Goriintiileme sistemi

Bilgisayar

(Techne-TC512)
(Thermo)
(Thermo-EC)
(Vilber Lourmat)
(HP)



Ultra santrifiij (Hettich)

Etiiv (Niive)
Otoklav (Hirayama)
Manyetik karistiric (Velp)
Inkiibatér (Lab-Line)
Ph metre (Ino-Lab)
Vorteks (Ika)
Hassas terazi (Sartorious)
Calkalayici (Janke& Kunkel)
Mikrodalga firin (Ariston)
Derin dondurucu (-80 °C) (Nuaire)
Derin dondurucu (-20 °C) (Beko)
Mikro pipetler (Thermo)
Cesitli plastik malzemeler (Thermo)

(1,5 ml ependorf tiip, 200ul PCR tiipii, 1000 pl, 200 pl ve 10ul mikro pipet uglari)

Cesitli cam malzemeler

Calismamiz swrasinda kullandigimiz  tiim cam malzemeler ve plastik

malzemeler sterilizasyon iglemine tabi tutulmustur.

2.3. CALISMA GRUPLARI

Calismamiz 04 DPT 005 Nolu, “Ulkemizde tiitiin kullanimina bagli olarak
olusan oral premalign/malign lezyonlar ve akciger kanseri {izerinde Sitokrom P450
2A6 ve Glutatyon-S-transferaz genetik polimorfizmlerinin etkilerinin belirlenmesi ve
farmakogenomik yonden degerlendirilmesi” adli projenin bir pargasini
olusturmaktadir. Bu projeye ait olan 25.06.2003 tarihinde E.U. Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan alinan “Etik Kurul Onay Belgesi” Ek 1°de sunulmustur.

Calismamiza Ocak 2004 — Nisan 2005 tarihleri arasinda E.U. Tip Fakiiltesi
Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali ve Suat Seren Izmir Go6giis Hastaliklari ve

Cerrahisi Egitim Hastanesinde primer akciger kanseri tanisi konmus ve tedavisi
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stiren erkek hastalar alinmigtir. Ttim hasta bireylere ¢alisma ile ilgili bilgi verilerek
yazili olurlar1 alinmigtir "Goniillii Olur Formu" 6rnegi Ek 2 ‘de sunulmustur.
Caligmaya katilan tiim hastalarin bireysel Ozellikleri ve yasam aligkanliklar:
sorgulanarak bilgiler hasta kayit formlarina aktarilmigtir. "Olgu Rapor Formu" 6rnegi

Ek 3’°de sunulmusgtur.

Aragtirmaya Dahil Olma Kriterleri
e Primer Akciger kanseri tanis1 konmug olma
e 40 yagindan biiyiik ve erkek olma

e (Calismaya girmeyi kabul etmis olma

Cahiyma Dis: Birakma Kriterleri

e Hamileler

e Zihinsel engelliler

e Sistemik bir hastali1 olanlar

e Siirekli ilag kullananlar

e Kan verme engelli olanlar

Kriterlere uygun bulunan akciger kanser tanis1 konmug 93 kisi ¢calisma grubunu

olugturdu. Hasta bireylerin histopatolojik taniya gére simniflandirilmalart Dog.Dr.

Tuncay Goksel ve Dog¢.Dr. Berna Komiirclioglu tarafindan yapildi.

2.4. Arastirma Materyali
Calisgmamizda aragtirma materyali olarak ACD-A 1 tiiplere alinan venéz kan
Ornekleri kullamildi. Tiim hastalardan 5 ml kan 6rnegi alindi ve alinan ornekler

calisma giiniine kadar —~80 °C’de saklandi.
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2.5. LABORATUVAR CALISMALARI
2.5.1. Cahyma Diizenegi

Calismamizin ilk asamasinda alinan kan Orneklerinden genomik DNA

izolasyonu yapildi.

GSTMI ve GSTTI genotip analizleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
yontemi ile yapildi. PCR, dizisi bilinen iki bélge arasinda uzanan bir DNA pargasim
amplifiye etmek i¢in kullanilan y6ntemdir. PCR y6ntemi, kan 6rneklerinden izole
edilen DNA kalip olarak kullamilmak tizere ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin 1siyla
(~94°C) denatiire edilerek tek zincirli hale gelmesi, tek zincirli DNA molekiiliine
uygun sicaklikta (~56°C) primerlerin yapismasi ve DNA Taq polimeraz enzimi
katalizorliigiinde ortamdaki dort deoksiniikleotid trifosfatin (ANTP) (adenin, guanin,
sitozin, timin) yeni zincire eklenerek polimerizasyon isleminin gerceklesmesi
temeline dayanmaktadir. Amplifikasyonun basarili olup olmadifi PCR reaksiyonu
tirtinlerinin elektroforez islemi sonrasi, agaroz jel lizerinde UV 1sik altinda
goriintiilenmesi ile saptandi. Elektroforez islemi negatif yliklii DNA molekiiliiniin
elektrik akimi ile, anot’tan, katot’a dogru hareket etmesi esasina dayanmaktadir.
Amplifikasyon {iriinleri, boyama soliisyonu eklendikten sonra konsantarsyonu DNA
molekiiltiniin biiytikliigtine gore hazirlanmis agaroz jele mikro pipet yardimu ile
uyguland: ve jel tankinda elektrik akimim ileten uygun bir ¢ozelti i¢inde dogru voltaj

ve akim segilerek yliriitiildii.

2.5.2. DNA izolasyonu

Tam kandan genomik DNA izolasyonu, Promega marka DNA izolasyon kiti
kullamlarak yapildi. — 80 °C de saklanan kan Ornegi oda sicakliginda ¢oziildiikten

sonra dikkatlice alt iist edilerek karigtirildi. 1.5 ml ependorf tiibii i¢ine 900 pl hiicre
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lizis soliisyonu konulduktan sonra {izerine 300 pl kan &rnegi eklendi ve dikkatlice
5-6 kez alt iist edilerek karistirildi. Karisim oda sicaklifinda 10 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra 13000 g’de 20 saniye santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra
tip 20 saniye vortekslendi; tizerine 300 ul cekirdek lizis soliisyonu eklendikten
sonra tiip icerigi viskoz hale gelinceye kadar 5-6 kez pipetlendi ve 37 °C‘de 15
dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 1.5 pl RNaz soliisyonu eklenerek
inkiibasyon tekrarlandi. Tiipe 100 ul protein ¢6ktlirme soliisyonu eklendi, 20 saniye
vortekslendikten sonra 13000 g‘de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant 300 pl
isopropanol iceren tliplere aktarildi ve soliisyon yavagga cevrilerek beyaz DNA
cOkeltisinin olusumu gozlendi. Daha sonra 13000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek
siipernatant atildi, ¢okelti tizerine 300 pl %70°lik etanol eklenip hafifce gevrilerek
DNA ve tiiplin i¢i etanolle yikandiktan sonra 13000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Etanol dikkatlice alimip uzaklagtirild: ve tlip agz1 agik bir sekilde bir siire bekletilerek
etanolun tamamen uzaklagmasi saglandi. Tiip igine 50 pul DNA rehidratasyon
soliisyonu eklenerek oda sicaklifinda 1 gece bekletildi ve tlip ¢eperine yapisik halde
bulunan DNA’nmin rehidratasyon ¢ozeltisine gegmesi saglandi. 50 upl’lik DNA

¢ozeltisi PCR ’a uygulanincaya kadar —20 °C ‘de sakland.

2.5.3. GSTM1I Geninin PCR ile Amplifikasyonu

GSTM]1 genotip analizi Nair ve arkadaglan tarafindan agiklanan protokole gore
yapild1 (72). PCR amplifikasyonunda istenen 216 baz ¢iftlik DNA bolgesi 5°-
GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3"' (forward) 5-GAACTCCCTGAAAAGCT
AAAGC-3' (reverse) primerleri kullanarak ¢ogaltildi. p-globin  geninin

amplifikasyonu internal pozitif kontrol olarak kullamildi ve amplifikasyon igin
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5'-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’ (forward) ve 5'-CAACTTCATCCACGT

TCACC -3' (reverse) primerleri kullanildi.(72)

Her bir reaksiyon i¢in 200 pul’lik PCR tiipiine sirasi ile:
2.5 pl 10X Reaksiyon Tamponu*
15 pl  25mMMg™”
0.5 ul 10 mM dNTP (mix)"
1 pl 10 upM GSTM1 (F)
1 pl  10uM GSTMI (R)
1 pl 10 pM B-Globin (F)
1 pul 10 pM B-Globin (F)
1 U TaqDNA Polimeraz
50-100 ng  DNA (50 pl lik ¢6zeltiden 1 pl)
kalip DNA eklendikten sonra son hacim distile su ile 25 pl ‘ye tamamlandi ve tlip
kapaklar1 kapatilmadan nce icerik birkag kez dikkatlice pipetlendi. Ornekler PCR
termal cycler’a dikkatlice yerlestirildi. GSTMI geni i¢in optimum olan reaksiyon
1silar1 ve dongii sayisi cihaza programlanarak polimerizasyon baglatildi.
GSTM] geni i¢in optimum PCR sartlar::
95 °C °de 5 dakika baglangi¢ denatiirasyonu
94 °C ‘de 1 dakika denatiirasyon
64 °C ‘de 1 dakika primerlerin yapigmasi (annealing)
72 °C ‘de 1 dakika polimerizasyon

72 °C ‘de 5 dakika final ekstansiyon olmak iizere 30 d6ngii olarak gergeklestirildi.

* Enzimi {ireten firma tarafindan saglanmistir
** Esit konsantrasyonda adenin, guanin, sitozin, timin niikleotid karigimi (Esit konsantrasyonda dort
deoksintikleotid trifosfatin (adenin, guanin, sitozin, timin) karigimr)
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PCR sonrasi firtinler jel elektroforezine kadar -20 °C derin dondurucuda

saklands.
2.5.4. GSTT1 Geninin PCR ile Amplifikasyonu

GSTTI] genotip analizi Nair ve arkadaglar tarafindan agiklanan protokole
gore yapildi (72.). PCR isleminde GSTT! polimorfizmi i¢in 450 b¢’lik DNA bolgesi
5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' (forward) ve 5- TCACCGAATC
ATGGCCAGCA -3' (reverse) primerleri kullamlarak (73) ¢ogaltildi
Her bir reaksiyon i¢in 200 ul’lik PCR tiipiine sirasi ile:

2.5 ul 10X Reaksiyon Tamponu'
15 ul  25mMMg™"
0.5 pl 10 mM dNTP (mix)”

1 ul 10 uM GSTT1 (F)

1 pl 10 pM GSTTI R)

1 ul 10 uM B-Globin (F)

1 ul 10 pM B-Globin (F)

1 U TaqDNA Polimeraz

50-100 ng DNA (50 pl lik ¢6zeltiden 1 pl)

Kalip DNA eklendikten sonra son hacim distile su ile 25 pl ‘ye tamamland:
ve tiip kapaklan kapatiimadan 6nce igerik birkac kez dikkatlice pipetlendi. Ornekler
PCR termal cycler’a dikkatlice yerlestirildi. GSTMI geni i¢in optimum olan
reaksiyon 1silar1 ve dongli sayisi cihaza programlanarak polimerizasyon baglatildi.

Amplifikasyon i¢in GSTMI i¢in kullanilan PCR sartlar1 kullanildi.

LEnzimi tireten firma tarafindan saglanmigtir
Esit konsantrasyonda adenin, guanin, sitozin, timin niikleotid karisimi (Esit konsantrasyonda dort
deoksintikleotid trifosfatin (adenin, guanin, sitozin, timin) karisimi)
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PCR sonrasi iiriinler jel elektroforezine kadar -20 °C derin dondurucuda saklandi.

2.5.5. PCR Amplifikasyon Uriinlerinin Jel Elektroforezi

5XTBE ¢ozeltisinin hazirlanist: 4 g Trizma baz, 27,5 g borik asit ve 20 ml
0.5 M EDTA.2H,0 (pH:8) karistirilarak distile su ile 1 litreye tamamlandi.

0.5XTBE cozeltisinin hazirlanisi: 100 ml SXTBE ¢o6zeltisi alindi, distile su
ile 1 litreye tamamland.

0.5 M EDTA c¢izeltisinin hazirlanisr: 93.05 g EDTA.2H,0 400 ml distile
suda ¢oziildii, 10 N NaOH ile pH‘s1 8°‘e ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile
500 ml’ye tamamlandi.

%?2 lik Agaroz jel hazwrlamgi: 3 g agaroz tartildi. 500 ml’lik erlen igine
konuldu, 0.5XTBE ¢ozeltisi ile 150 ml ye tamamlandi. Mikro dalga firin kullanilarak
kati agaroz partikiillerinin tamamen eriyip saydam goriiniimlii jel haline gelinceye
kadar kaynatilmasi suretiyle hazirlanan jel ~60 °C sicakliga kadar hizlica sogutuldu
ve jel tablasina dokiildii.

PCR Uriinlerinin Uygulanmasi: 25 pl hacimdeki PCR firiiniinden 15 pl
alindi ve fizerine 5 pl 6X boya soliisyonu eklendi, tiip igerigi birkag kez pipetlendi.
0.5XTBE ¢ozeltisi ile dolu olan tank igine oturtulmus olan jelin ilk kuyucuguna 100
baz ciftlik DNA markdérii uygulandi ve sira ile diger kuyucuklara tiip igeriginin
tamami (~20 pl) uygulandi.

Elektroforez iglemi 80 V 85 mA sartlarinda 120 dakika stirdiirildii.

Sonuclarin Degerlendirilmesi: Elektroforez iglemi bittikten sonra agaroz jel
tanktan ¢ikarildi. Calkalayici {izerinde 6nce 0,5 pg/ml etidyum bromiir (Et2Br)
iceren ¢ozelti ile 15 dakika, ardindan 15 dakika distile su ile muamele edilerek

interkalatér madde olan Et2Br‘tin DNA ¢ift sarmalina baglanmasi saglandi.
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Daha sonra Jel, goriintlileme sistemine konularak UV 1g1k altinda Et2Br’iin
floresans 6zelligine dayanarak DNA fragmanlarinin bantlar halinde goriintiilenmesi
ile genotipler degerlendirildi. GSTMI pozitif genotip tasiyan bireylerde GSTMI
genine ait 216 baz ¢iftlik ve f-globin genine ait 268 baz ¢iftlik 2 bant goriiliirken,
GSTM] null genotip tasiyan bireylerde sadece B-globin genine ait tek bant gériildi.
Aymi gekilde GSTT] pozitif genotip tasiyan bireylerde 450 baz ¢iftlik ve 268 baz
¢iftlik iki adet bant goriiliirken, GST7/ null genotiplerde -globin genine ait tek bant

goriildii. Her 6rnegin jel fotografi ¢ekilerek kaydedildi (Resim1).
2.6. ISTATISTIKSEL ANALiZ YONTEMLERI

Istatistiksel analizler igin “SPSS 11.0 for windows” paket programi
kullamlmastir. Istatistiksel degerlendirmede “p<0,05” istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmigtir.

Histopatolojik taniya gore, hastalarin genotip dagilimlari, sigara ve alkol

kullanimunin istatistiksel degerlendirmesi y° ve Fisher exact testi ile yapilmustir.
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BULGULAR

Caligmaya katilan 93 hastaya ait tiim bireysel veriler Tablo 5°de verilmigtir.
Hastalarin igtikleri sigara miktari, “hastanin sigara i¢tigi stire (giin) X igtigi giinliik
sigara adedi” olarak hesaplanmig ve paket-yil olarak ifade edilmigtir. Sigara icme
sayisina gore gruplandirma 0-20 paket-yil, 20-40 paket-yil ve >40 paket-y1l seklinde
yapilmugstir. Caligmaya katilan hastalardan sadece 1 tanesi hi¢ sigara igmedigi i¢in bu
hasta “0-20 paket-y1l” grubuna eklenmistir.

Alkol kullaniminda aylik icilen miktar g6z Oniine alinarak “<1 kadeh”, “1-2
kadeh”, “>2-4 kadeh”, “>4-8 kadeh” ve “>8 kadeh” seklinde gruplandirma
yapilmstir.

Hastalarin demografik 6zellikleri, sigara-alkol kullamimi, kanser histopatolojisi
ve genotip 6zellikleri Tablo 6-10’da verilmigtir.

Histopatolojik simiflandirmaya goére akciger kanser tiplerinin dagilimi ile
GSTMI, GSTTI genotip dagilimlarinin grafiksel gosterimi Sekil 4-5° te verilmisgtir.

Akciger kanser vakalarmin %19,4’tinti kii¢tik hiicreli akciger kanseri ve
%80,6’s1m kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri olusturuyordu. Kiigiik hiicreli disi
akcifer kanseri olgularinin %2,2’si biiytik hiicreli akciger kanseri, %10,8’i

adenokarsinom ve %24,7°si skuam&z hiicreli karsinom olarak saptandi. Kiigiik



hiicreli dig1 akciger kanseri vakalarmin %43’tinli tams1 konmamis vakalar
olusturmaktayd.

Hastalarin %711 GSTM1 pozitif, %29’u GSTMI null, %87,1°i GSTT! pozitif
ve %12,9’u GSTTI null genotipi tagiyordu. Yapilan istatistiksel degerlendirmede
GSTTI ve GSTMI genotip dagihmlarinin kanser histopatolojisi tizerine herhangi bir
etkisi saptanmad.

Hastalarin sigara kullanimu ile genotipleri arasindaki iligki degerlendirildiginde
GSTMI null genotipine sahip bireylerin ictikleri sigara miktarinin GSTM! pozitif
genotip tasiyanlara gore yiiksek oldugu belirlendi. Ancak gerek GSTMI gerekse
GSTTI null yada pozitif genotiplere sahip olma ile igilen sigara diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamadi (Tablo 8).

Icilen sigara miktarlanmn kanser histopatolojisi fizerine bir etkisi olmadig
saptandi (Tablo 9).

Akciger kanserinde alkol kullanma aligkanlidi ile genotip dagilimlari ve
Akciger kanser histopatolojisi ile alinan alkol miktar1 degerlendirildiinde de

istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamustir (Tablo 10).
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Resim 1.GSTT1 ve GSTM1 Jel Fotograflarindan Ornekler

GSTT1 PCR Amplifikasyonu , GSTT1 450bp B-Globin 268 bp

S

S

GSTM1 PCR Amplifikasyonu, GSTM1 216 bp
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Tablo 6. Akciger kanser histopatolojisine gore hastalarm ézellikleri

A. Tiim hastalar
Sigara Alkol
Histopatolojik Tani* Hasta sayist | Yas (yil) ** |Algkanligi| Aigkanhgi
n (%) (ort + SS) (+-) (+F-)
KHAK 18 (19,4) 61,72+7,9 18/0 8/10
KHDAK 75 (80,6) 61,72+ 8,1 741 38/37
Tum Vakalar 93 (100,0) 59,99 + 8,3 92/1 46/47

* KHAK: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri; KHDAK: Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri;

**Yas “ortalama (ort)  standart sapma (SS)” olarak ifade edilmistir

B. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalar

Sigara Alkol
Histopatolojik Tani* Hasta sayist | Yasg (yil) ** |Aliskanhgi| Aigkanhigi
n (%) (ort + SS) (+-) (+-)
SHK 23 (24,7) 60,0490 23/0 7/16
AK 10 (10,8) 60,90+ 8,5 10/0 4/6
BHK 2(2,2) 67,50+ 7,7 2/0 2/0
Tanisi belli oimayan 40 (43) 58,58+8,1 39/1 17/23

*BHAK: Biiyiik Hiicreli Akciger Kanseri; AK: Adenokarsinom;

SHK: Skuaméz Hiicreli Karsinom

**Yas “ortalama (ort) + standart sapma (SS)” olarak ifade edilmisgtir
ik % degerleri tiim hastalarin (n=93) %’si olarak gosterilmistir
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Sekil 4. Histopatolojik taniya gore akciger kanser tiplerinin dagihim
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* KHAK: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri; KHDAK: Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri;
BHAK: Biiyiik Hiicreli Akciger Kanseri; AK: Adenokarsinom;
SHK: Skuaméz Hiicreli Karsinom
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Tablo 7. Histopatolojik taniya gore GSTM1 ve GSTT1 genotip dagilimlan

GSTM1 GSTT1
Histopatolojik Tam* Hasta sayisi pozitif null pozitif null
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
KHAK 18 (19,4) 10(55,6) | 8(44,4) | 13(72,2) | 5(27,8)
KHDAK 75 (80,6) 56 (74,7) |19(25,3)| 68(90,7) | 7(9,3)
Tum Vakalar 93 (100) 66 (71,0) |27 (29,0)| 81(87,1) |12(12,9)

* KHAK: Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri; KHDAK: Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
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Sekil 5. Histopatolojik taniya giore GSTMI1 ve GSTT1 genotip dagilimlarimn

grafiksel gosterimi
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* KHAK: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri; KHDAK: Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
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Tablo 8. Histopatolojik tanxya gore icilen sigara miktarlar

igilen sigara miktarlan (paket-yil)
<20 20-40 >40
Histopatolojik Tani*
n(%) n(%) n(%)
KHAK 1(5,6) 11 (61,1) 6 (33,3)
KHDAK 22 (29,3) 36 (48,0) 17 (22,7)
Ttm Vakalar 23 (24,7) 47 (50,5) 23 (24,7)

* KHAK: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri; KHDAK: Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Tablo 9. GSTM1 ve GSTT1 genotip dagihimlar ve icilen sigara miktarlan

. igilen sigara miktan(paket-yil)
Genotip <20 20-40 >40 Toplam
n(%) n(%) n(%) n(%)
GSTM1 null 3(11,1) 19 (70,4) 5(18,5) 27 (100,0)
GSTM1 pozitif 20 (30,3) 28 (42,4) 18 (27,3) 66 (100,0)
GSTT1 null 2 (16,7) 5(41,7) 5(41,7) 12 (100,0)
GSTT1 pozitif 21 (25,9) 42 (51,9) 18 (22,2) 81 (100,0)
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Tablo 10. Histopatolojik taniya gore alkol kullanimm

Histopatolojik Tanr* Alkol kullanma ahgkanhgi
evet hayir
n{%) n(%)
KHAK 8 (44,4 10 (55,6)
KHDAK 30 (40) 45 (60)

* KHAK: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri; KHDAK: Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
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TARTISMA VE SONUC

Calismamizda 93 akciger kanserli hastada GSTMI ve GSTT1 genotip dagilim
aragtinlmigtir. Olgular histopatolojik taniya gore gruplandirilmis ve verilerin
histopatolojik farkliliklarla iligkisi degerlendirilmistir.

Akciger kanserinin histopatolojisi genetik yatkinlik, irk, yasam sekli, ¢evresel
ve mesleksel maruziyet gibi gesitli faktérlerden etkilenmektedir. Epidemiyolojik
verilere gore lilkemizde en sik rastlanan akciger kanseri skuaméz hiicre
karsinomudur; bunu kii¢iik hiicreli akciger kanseri ve adenokarsinom izlemektedir
(13,14). Calismamiza katilan bireylerin %19,4’iinii kii¢iik hiicreli akciger kanserli,
%80,6’s1m ise kiiglik hiicreli digt akciger kanserli hastalar olusturmaktaydi. Kiiglik
hiicreli dig1 akciger kanserli hastalar grubundaki 40 kiginin (tiim hastalarin % 43°)
histopatolojik dzelliklere gore alt tiplerinin ayirimi yapilamamigti. Tiim hastalarin
%24,7’ sini skuamoz hiicre karsinomlu, % 10,8’ini adenokarsinomlu ve % 2,2’sini
ise bliylik hiicreli akciger kanserli hastalar olusturmaktaydi. Gorildigt gibi
calismamizda akcier kanserli hastalarin histopatolojik dagilimi, epidemiyolojik
verilerle benzerlik gostermektedir. Pmarbagi ve arkadaglarinin 101 akciger kanserli

hastada yaptiklar1 aragtirmada da benzer sekilde skuaméz hiicreli karsinom sikliginin



yiksek oldugu (%43); bunu % 26 ile kiigiik hiicreli akciger kanserinin izledigi
bildirilmistir (55). Schneider ve arkadaglarimin 446 hasta ile yiiriittikkleri bir
¢alismada da skuam6z hiicreli karsinomun en yiiksek oranda goriilen akciger kanseri
oldugu saptanmisgtir (%41) (56).

GSTMI null genotipine sahip olmanin akcier kanser riskiyle iliskisinin
arastirildigi calisma sonuglar geliskilidir (52,55,56,66,67). Caligmamiza katilan
hastalarn %29’y GSTMI null genotipine sahipti. Pmarbagi ve arkadaslarmin
calismasinda bu oran %48 olarak bulunmustur. Diger popiilasyonlardaki ¢alismalara
bakildiginda Alman Caucasianlar’ da akcier kanserli hastalarin %52.5%inin, Fin
popiilasyonunda %62’sinin, Afrika kkenli Amerikalilar’da yapilan bir aragtirmada
hastalarin %31.6° simn GSTMI null genotipi tasidigr bildirilmistir (56, 66, 67,68).
11 ¢aligmayr kapsayan bir meta-analiz ¢alismasi1 sonucunda GSTMI delesyon
polimorfizminin akciger kanseri riskini 1.4 kez arttirdif1, ancak bu artigin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (68). 23 vaka-kontrol ¢alismasim kapsayan bir
bagka meta-analiz ¢aligmasinda da istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
GSTMI delesyon polimorfizminin akciger kanseri riskini 1.13 kez arttirdifn
bildirilmigtir (71). Pmarbasi ve arkadaslari ise caligmalarinda GSTMI delesyon
polimorfizminin akciger kanser riskini 4,1 kez arttirdifim saptamiglar ve akciger
kanser riski ile GSTMI null genotipi arasinda gii¢lii bir iligki oldugunu ileri
stirmiiglerdir (55). GST polimorfizminin akcier kanserli hastalarda dagilimim
kapsayan ¢alismamizda “kontrol grubu” olmadig: i¢in GSTM]I null genotipine sahip
olmanin akciger kanser riski ile iligkisi degerlendirilemedi.

GSTMI  genotip dagilimim akciger kanser histopatolojisine gore

inceledigimizde GSTM1 null genotip siklig1 kii¢iik hiicreli akciger kanserinde
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% 44 .4, kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri’nde ise % 25.3 olarak saptandi; ancak bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi.

Ulkemizde yapilan diger bir ¢alismada Pinarbasi ve arkadaglari da genotip
dagilim ile akciger kanser histopatolojisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligki saptamamiglardir (55).

Hirvonen ve arkadaglarinin yaptig ¢alismada GSTMI null genotipinin skuaméz
hiicreli karsinom riskini artirdifn ileri siiriilmiis, Ford ve arkadaslarimin Afrika
kokenli Amerikahilar’da yaptiklart ¢aligmada da benzer sonug elde edilmistir
(66,67). Kihara ve arkadaglar1 GSTMI null genotipinin skuamdoz hiicreli karsinom ve
ktictik hiicreli akciger kanseri riskini artirdifs ileri stirmiiglerdir (70). Stiicker ve
arkadaglarnin Fransiz Caucasianlar’ da yaptiklar: calismada GSTMI null genotipinin
adenokarsinom ve kiiglik hiicreli akciger kanseri riskinde artisa neden olurken
skuam6z hiicreli karsinom olusumunda herhangi bir etkisi goriilmemistir (69).

Calismamizda GST7I null genotip siklig1 %12,9 olarak bulundu. Kontrol grubu
olmadigr i¢in GST7I null genotipinin akciger kanser riski ile iliskisi
degerlendirilmedi. Stiicker ve arkadaglarinin Fransiz Caucasianlar’ da yaptiklar
aragtirmada (251 hasta ve 268 kontrol) hasta grubunun %15’inin GST7T! null
genotipine sahip oldugu, ancak bu genotipin akciger kanser riskini etkilemedigi
gosterilmistir (69). Kelsey ve arkadaglarinin akciger kanserli hastalarda yaptiklar
aragtirmada da Afrika kdkenli Amerikalilar ve Meksika kdkenli Amerikalilar® da
GSTTI null genotip sikhigimn kontrollere gbre anlamli bir farklilik gostermedigi
bildirilmistir (61). Schneider ve arkadaglariin ¢alismasinda GST7! null genotipi
kontrol grubunda (%]18,5), hasta grubuna (%16,8) gbére daha yiiksek bulunmus,

ancak farklihgin istatitiksel olarak anlamli olmadig: bildirilmistir (56).
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GSTT!I genotip dagilmmm  akcier kanser histopatolojisine gére
inceledigimizde, GST7TI null genotip sikligi kiiciik hiicreli akciger kanserinde
(%27.8), kiigtik hiicreli disi akcifer kanserindekine goére (%9,3) daha yiiksek
bulunmasina karsin, GST77 null genotip dagilimu ile akciger kanseri histopatolojisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamustir. Schneider ve
arkadaglarinin ¢alismasinda da benzer sonug¢ bulunmustur (56).

Sigara i¢me, akciger kanseri etiyolojisinde en biiyiik risk faktdrii olarak
bilinmektedir. Cesitli ¢alismalarda GSTMI null genotipine sahip olmanin sigara igen
bireylerde akciger kanseri riskini arttirdig1 bildirilmistir (55,67,70). Kontrol grubu
olmadig1 i¢in bu caligmada sigara igcmenin akciger kanser riski {izerindeki etkisi
arastirilamamig, ancak GST polimorfizmi ile histopatolojik farkliliklarin sigara igme
ile iligkisi degerlendirilmigtir. Caligmaya katilanlardan GSTMI delesyonu olan
bireylerde >20 paket-y1l sigara igenlerin oram (%88.9), <20 paket-yil sigara igenlere
gére (%I11.1) yiksek bulunmasina ragmen; farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildi. GSTTI genotip dagilimi ile icilen sigara miktarnn arasinda da bir iligski
saptanmadi. Pimarbasi ve arkadaglarmin calismasinda da GSTMI null genotipi ile
sigara igme arasinda anlamli bir iligki bulunmamigtir (55). Ford ve arkadaslannim
GSTM]I null genotipi ile sigara icmenin akciger kanseri tizerindeki kombine etkisini
aragtirdiklan ¢alismada ise GSTMI null genotip tasiyan ve sigara igen bireylerde
kanser riskinin 8.19 kat artt1§1 saptanmustir (67).

Sonug olarak ¢alismamizda
=  GSTMI ve GSTTI gen dagiliminin akciger kanser histopatolojisi
tizerinde bir etkisi olmadig:
»  I¢ilen sigara miktari, GST polimorfizmi ve kanser histopatolojisi

arasinda anlaml bir iligki olmadig bulunmustur.
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Son yillarda galigmalar akciger kanser gelisiminde sitokrom P-450 enzimlerinin
genetik polimorfizmlerinin etkisi tizerinde yogunlagsmigtir (74,64,65). Bu tez
caligmasinmin bir pargasim olusturdugu DPT projesinde de akciger kanseri gelisiminde
GST ve CYP-2A6 genetik polimorfizmlerinin etkileri aragtirilmaktadir. Projenin
tamamlanmas: ile elde edilen sonuglarin, genetik polimorfizm ve sigara igmenin
akciger kanseri gelisimindeki rollerine iliskin ¢alismalara 6nemli katki saglayacad

diistincesindeyiz.
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OZET

Glutatyon S-transferazlar (GST), elektrofilik metabolitlerin glutatyon (GSH)
ile konjugasyon reaksiyonlarimi katalizleyen multifonksiyonel bir enzim ailesidir.
GST enzim ailesinden GSTMI ve GSTTI sigara dumaninda bulunan polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin (PAH) elektrofilik metabolitlerini detoksifiye ederler.
GSTMI ve GSTTI’ in insanlarda polimorfik oldugu bulunmustur. Epidemiyolojik
calismalar GSTMI ve GSTTI gen delesyonunun akciger kanser riskini arttirdigim
ileri siirmektedir.

Bu calismada GSTMI ve GSTTI genotip dagilimlar1 akciger kanserli 93
hastada arastinlmistir. GSTM1 ve GSTT! polimorfizmleri PCR analiz yontemi ile
tayin edilmistir. Olgular akciger tlimorlerinin histopatolojik 6zelliklerine gore 2
gruba ayrilmustir: kiiclik hiicreli akciger kanseri (%19,4) ve kiigiik hiicreli dis:
akciger kanseri (%80,6). Kiiciik hiicreli digt akcier kanseri; skuaméz hiicreli
karsinom (% 24,7), adenokarsinom (%10,8) ve biiyiik hiicreli akciger kanseri (%
2,2)’ ni igeriyordu. GSTMI ve GSTTI null genotip dagilimlar1 sirasiyla %29 ve
%12,9° du. Cahsmamizda GSTMI ve GSTTI genetik polimorfizmlerinin akciger

kanseri histopatolojisi ve sigara igme iizerinde anlamli bir etkisi bulunamamigtir.
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ABSTRACT

Glutathione S-transferases (GST) are a multifunctional family of enzymes
that catalyse the conjugation of glutathione (GSH) to a variety of electrophiles.
GSTMI and GSTTI, the members of this family, detoxify the metabolites of
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) found in tobacco smoke. GSTMI and
GSTTI have been found to be polymorphic in human populations. Epidemiologic
studies have suggested that individuals lacking GSTM1 and GSTTI could potentially
be at higher risk for lung cancer.

In the present study, distribution of GSTMI and GSTTI genotypes was
investigated in 93 patients with lung cancer. The GSTMI and GSTTI polymorphisms
were determined by PCR analysis. Cases were separated into two groups, based on
histopathological features of lung tumors: small cell carcinoma (19,4%) and
nonsmall cell carcinoma (80,6%). Nonsmall cell carcinoma included squamous cell
carcinoma (24,7%), adenocarcinoma (10,8%) and large cell carcinoma (2,2%). The
distribution of GSTMI and GSTTI null genotypes were 29% and 12,9% respectively.
In current study, no significant effects of GSTMI and GSTTI genetic polymorphisms

have been found on histopathology of lung cancer and smoking.
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EX:2
Goniillii Olur Formu/Hasta

Tarih:
Aragtirmanm Adx:

Ulkemizde tiitin kullammna bagli akciger kanseri olusumu iizerinde Sitokrom P450 246 ve
Glutatyon-S-transferaz genetik polimorfizmlerinin etkilerinin belirlenmesi ve farmakogenomik
yonden degerlendirilmesi.

Caliymanin Amaci Ve Yapisi:

Kanser biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizin de en Onemli saglikk sorunlardan bir
tanesidir.Tlirkiye’ de toplum tabanli kayit sistemlerinin verileri yeterince giivenilir olmamakla birlikte,
istatistikler incelendiginde kanser en sik karsilagilan 6liim nedenleri arasinda kalp hastaliklarindan
sonra ikinci siwrada yer almaktadir.Akcier kanseri diinyada en sik karsilasilan 10 habis tiimor
arasindadir. Ancak bireylerin metabolik genlerinin iilkemizde akciger kanseri iizerindeki etkileri
bilinmemektedir. Kanser kaynakl1 &liimleri azaltmada basarili olabilmek igin kanser egilimi gosteren
risk gruplar belirlenmelidir.

Bu ¢alisma sonunda elde edecegimiz sonuglar, tedavide kisiye 6zel ilag hazirlanmasmin yam
sira genetik risk faktorlerinin belirlenerek kansere kargi koruyucu Onlemlerin alinmasina da katks
saglayacaktir.

Bu galigmay1 yapabilmek igin kolunuzdan 5 ml kan alinacaktir. igne batmasina bagh olarak
dikkate deger bir ac1 duyulmayacaktir. ihmal edilebilir bir olasilikla igne batmasi sonrasinda
kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski g6z oniine almmaktadir. Kaninizdan genetik materyal DNA
elde edilecektir. Bu asamada basanisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

Hastaligimizin tanisini koyabilmemiz igin bronkoskopi islemi ile 1mg doku &rnedi almamiz
gerekmektedir. Bronkoskopi akciger brong sisteminden tani koymak amaciyla 1gikl1 bir tibbi cihaz ile
ornek alma islemine verilen addir. Alinan Srneklerden elde edilen genetik bilginiz gizli tutulacaktir.

Biopsi drneginin alinmasindan sonra enfeksiyon olasiligi ise galigmada biitiin islemlerde steril
malzeme kullanilmasiyla ortadan kaldirilacaktir. Genel olarak calismamiz risk tagimamakta ve
herhangi bir rahatsizlifa neden olmayacag beklenmektedir

Gereken tedaviyi yaptirmak igin bu c¢aligmaya katilma zorunluluunuz yoktur. Calisma
tamamiyle goniillii olma esasina dayalidir. Arastirmaya katilip katilmamaya karar verirseniz, bu
konudaki bilgileri DI. ....cccovvrverreerccrereneerreraenn > den alabilirsiniz. Aragtirmanin herhangi bir
asamasinda olurunuzu geri g¢ekme ve arastirmadan ayrilma hakkmna sahipsiniz. Arastirmadan
ayrilmaya karar verdifinizde, bunu hemen doktorunuza haber vermeniz onemlidir. Arastirmadan

ayrilmis olmamiz, size saglanan saglik hizmetinde herhangi bir aksamaya neden olmayacaktir.



Aynlmadan &nce, aragtirmaya iligkin bilgilerinizin degerlendirilebilmesi igin son bir kez kontrole
gelmeniz gerekmektedir.

Yapilacak tahlil ve tetkikler size ve/veya bagh oldugunuz saglik giderlerini karsilamakla
yiikiimlii olan kurulusa herhangi bir mali yiik getirmeyecektir.

Doktorunuz asagidaki durumlardan bir veya birkagint gozlemlediginde sizi arastirma digina
alma hakkina sahiptir:

e Saglik hizmetinizin daha iyilestirilmesi,
e Caligma kurallarna yeterince uymamaniz,
e Diger etkenler.

Aragtirma siiresince size ait bilgiler kesinlikle gizli tutulacak ve aragtirma grubu disinda hig
kimse sizden elde edilen bilgilere ulasamayacaktir. Adiniz, adresiniz ve sahsi bilgileriniz gizli
tutulmak kaydiyla, arastirmaya iligkin tiim bilgiler gibi, sizin tibbi bilgileriniz de bilimsel ya‘tmagla
yaymlanarak duyurulabilir. Arastirmadan ayrilsamiz bile size iligkin bu verilerin bilimsel olarak
kullanimi engellenmeyecektir.

Aragtirma  siiresince  herhangi  bir  sorununuz = oldugunda Dr.................... ile
..................... numarali telefondan goriiserek bilgi alabilirsiniz.

Yukarida goniillilye aragtirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni okudum.
Bunlar hakkinda bana yazili ve so6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z konusu Klinik
Aragtirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi, Imzasi, Adresi ( Varsa Telefon No, Faks No )/ Tarih :

Velayet Veya Vesayet Altinda Bulunanlar Igin Veli Veya Vasinin Ad1, imzasi, Adresi /Tarih :
( Varsa Telefon No, Faks No ) :

Agiklamalart Yapan Arastiricimin Adi, imzas1/ Tarih :

Riza Alma Islemine Bagindan Sonuna Kadar Tamklik Eden Kurulus Gorevlisinin Adi, Imzasi,
Gorevi/ Tarih :



EK:3
Olgu Rapor Formu

Ornek numarasi:
Kayit tarihi:
Hasta ad1 ve soyadi:
Cinsiyeti:
Dogum yeri ve tarihi:
Beden/kiitle indeksi:
Adresi:
Telefon numarasi:
Tan1 koyan merkez:
Histolojik tani:
Lezyonun yeri:
T N M 0,1,2) Evre (L IL L, IV)
Tiittin kullanma aligkanlig::
1. Simdiye kadar hi¢ kullandimniz mi? Evet ~ Hayrr

2. Evetise, kag y11?

3. Giinde en az 1 tane olmak tizere, hi¢ 6 ay ve daha uzun siire sigara ictiniz mi?

Evet ~~ Hayrr

4. Su anda sigara i¢iyor musunuz?
Evet  Hayir

5. Sigara kullandiginizda giinde kag tane i¢iyordunuz?
0-5 6-10 11-15_ 1620 >20

6. Giinde 1 taneden daha az sigara igiyorsaniz; haftada kullandiginiz sigar miktar1 ne?
05 610 11-15_ 1620 >20

7. Sigaranin tiirlinii igaretleyiniz.
Kansas100S Pall Mall Tekel 2000 Hanimelil100S
Yerli Winston Winston 100S Yeni Harman Meclis 100S
Marlboro(paket) Salem 100S Samsun Samsun 216
Marlboro(kutu) Dunhill Maltepe Birinci
Barclay 100S Camel Bitlis Sarma tiitiin(6zel)
Marlboro Lights Camel Lights Bafra Tokat 85 mm

Marlboro Lights 100S Winston Superlight



8. Sigaray: biraktiginiz bir dénem oldu mu?
Evet Hayir
9. Yamtimiz evetse, kag yil 6nce?

10. Birakma d6neminiz ne kadar siirdii? yil/

ay

11. Pipo kullanma aligkanligimz var mi1?
Evet Hay1ir
12. Yamtimz evetse, glinde ka¢ pipo igiyorsunuz?

13. Tiitlin ¢igneme alisgkanlhiginiz var mi?
Evet Hayir
14. Alkol kullanma aligkanliginiz var mi?
Evet Hayir
15. Yamtimz evetse, kag yildir? yil
16. Alkol kullanma siklig1: giin/hafta
17. Alkoliin tiirtinii/tlirlerini isaretleyiniz.
Bira Raki Sarap
18. Alkol miktar1: duble/giin

Bulgular:

CYP 246*: /
GSTM I: ( ywt ( )null
Ekspresyon:

Diger
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