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1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri XX. yizyilin baslarinda nadir goriilmesine kargin giinimizde
onemli saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiim diinyada erkeklerde en
stk gorilen kanser tipidir. Tim malign timérlerin % 16 sindan, tim kanser
olimlerinin % 18 inden ve tiim olimlerin % 6 sindan sorumludur (1). Turkiye de
insidans ve olamler arasmdaki yeri agtsindan gergekgi bir rakam vermek ofasi
degilse de guniimizde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci siradadir (2).
Sanayilegmenin artmasi, diisik sosyo-ekonomik diizey ve sigara igimi akciger
kanseri insidansinin yiikselmesine neden olmustur. Bunlarin iginde ozellikle
sigara igiminin insanlarda akciger kanserinin en 6nemli nedenlerinden oldugu
bilinmektedir Bununla birlikte sigara icenlerin ortalama % 15-20 sinde akciger
kanseri olusumu sozkonusudur. Bu ise kisilerde genetik olarak bu kanser tiiriine
bir yatkmhk olabilecegini diisiindiirmektedir.  Ozellikle prokarsinojenlerin
aktivasyonu ve detoksifikasyonundaki genetik farkliliklarin  kisinin  akciger
kanserine kars1 yatkinliginin belirleyicisi olabilecegi bildirilmistir (3).
Glutatyon-S-Transferazlar (GST) karsinojen ve mutajenleri de igeren reaktit ve
potansiyel olarak toksik kimyasallarin detoksifikasyonunda aktivite gosteren
enzim grubudur. GST detoksifikasyon gorevini ilgili bilesiklerin elektrofilik
bolgelerini glutatyonun (GSH) tiyol grubu (SH) ile notralize ederek yapar (4).
Olusan suda ¢oziiniir Griin merkaptiirik asittir ve idrar yoluyla viicut disina atilir
(5). GST lerin farkli formlan gesitli kaynaklardan saflagtimlmis ve karakterize
edilmistir. Simdiye kadar memelilerde Alpha, Mu, Pi, Teta olmak tizere dort simf
GST tammlanmustir (6, 7). GSTM1 sigara dumanmnda da bulunan poliaromatik

hidrokarbonlar ve benzopren gibi karsinojenlerin oksidatif triinlerini de igeren



¢ok genis yelpazedeki epoksidlerin detoksifikasyonundan sorumlu, insan
populasyonlarinda polimorfik olarak kalitildigi bilinen bir GST izoenzimidir (8,
9). GSTML1 geni 1. kromozom tizerindedir ve 3 allel igerir (GSTM1a, GSTM1b ve
GSTML1 null). Null allel gendeki homozigot delesyon nedeniyle enzimin inaktif
formunun ekspresyonuna neden olur (10). Kafkas populasyonu yaklagik . olarak
%45-55 oraminda null genotipi igermektedir ve bu oran etnik farklihiklar
gostermektedir (11).

GSTM1 polimorfizminin karsinogenezde rol oynadifi ve null genotipin 6zellikle
solunum yollant ile ilgili kanserlerin olusumunda bir risk faktoér olabilecegini
bildiren, farkhi populasyonlarda yapilmig molekiiler epidemiyoloji galismalarimn
saytst artmakla birlikte bir iliskinin olmadifim savunan bazi g¢alismalar da
bulunmaktadir (12, 13, 14). Ayrica GSTMI1 null genotipin mesane ve kolon
kanseri olusumu igin de bir risk faktor olabilecegi bildirilmistir (15, 16). Tirk
populasyonunda ~ GST  enzimlerinin  polimorfizmi  genotip  diizeyde
bilinmemektedir. Bu ¢aligma Tirk populasyonunda GSTMI1 null genotip ile
akciger kanseri olugumu arasinda bir iligki olup olmadiginin belirlenmesi
amactyla planlanmugtir. Ayrica 167 kontrol de galigmaya alinarak hasta ve
kontroller GSTM1 null genotip yéniinden PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ye
dayali bir yontemle kargilagtrilmugtir. Yiizaltmug yedi kontrolden elde edilen
sonuglarin bizim populasyonumuzda GSTMI1 null genotipi igerme orammn

belirlenmesi ¢aligmalarina katkida bulunacag diigiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ksenobiyotiklerin Metabolizmast

Ksenobiotiklerin metabolizmast, bilesiklerin daha polar ve suda ¢oziinebilen ve
safra ve bobreklerden kolay atilabilen iiriinler haline doniistiiriilmesini saglayan
biyolojik islemlerdir. Genellikle bu islemler sonucu bilesigin farmakolojik veya
toksikolojik olarak aktivitesini kismen veya tamamen kaybettigt tahmin edilir.
Fakat bazi durumlarda olusan wriin molekiiliin kendisinden daha aktif olabilir veya
daha toksik etki gosterebilir ki bunlara reaktif ara tirtinler denir (17). Ksenobiyotik
metabolizmasi iki fazli islemdir:

Faz 1 reaksiyonlart karacigerde, ozellikle karaciger hiicrelerinin endoplazmik
retikulumu iginde bulunan enzim sistemleri tarafindan yiriatiliir. Bununla birlikte
belli bir miktar enzimatik aktivite barsaklar, bobrek, akciger, adrenaller, beyin ve
deride de bulunabilir. Reaksiyonlarm ¢ogu Sitokrom P450 (Sit P4so) sistemini
iceren mikrozomal membran bagli karigtk fonksiyonlu oksidazlar tarafindan
katalizlenir (18). Oksidatif reaksiyonlar; aromatik halkalarin oksidasyonu, alkil
zincirlerinin oksidasyonu, oksidatif dealkilasyon, N- oksidasyon, siilfoksidasyon,
epoksidasyon ve S ve O in yer de@isimi reaksiyonlarm igermektedic (19).
Aromatik halkanin oksidasyonu genellikle hidroksilasyon olarak adlandirdir ve bu
metabolik yol ¢ok sayida ksenobiyotigin metabolizmasinda rol alir. Sonugta
fenoller olugur. Alkil zincirlerinin oksidasyonu sonucunda ise alkoller ve bazende
karboksilik asitler olusur. Ayrica epoksidasyon da aromatik bilesikler ile reaktif
ara Uriinlerin olusumunda olduk¢a onemlidir. indirgenme reaksiyonlart daha ¢ok
nitrobilesiklerin ve azobilesiklerin aminlere ve ketonlarin da ikincil aminlere

dontsimlerini igerir. Ester ve aminlerin hidrolizi sonucu fenoller, alkoller ve



karboksilik asitler olusur. Hidrolizden sorumlu enzimler ¢ok genis dagihmlidir.
Ozellikle epoksit hidrolazlar reaktif elektrofilik epoksit araiiriinlerin olusturacag:
hasara karst koruma gorevi Ustlenmektedir. Bu kararsiz araiiriinlerin olusumu
sadece direkt olarak organ toksitesi degil, mutagenez ve Kkarsinogenezde de
onemli rol oynamaktadir(20).

Faz Il reaksiyonlar1 konjugasyon reaksiyonlart olarak da adlandirlir,
Konjugasyon reaksiyonlart detoksifikasyon olarak kabul edilirler. Bunlar,
ksenobiotiklerin endojen bir molekiile kovalent olarak baglanmasi sonucu bir
konjugatin olustugu reaksiyonlardir (21). Konjugasyon bir ilag veya onun OH,
COOH, NH, SH gruplar igeren metabolitinin viicutta glukronik asit, glutatyon,
asetil gruplari, metil gruplar, tiyol gruplar, glisin, taurin, ve glukozamin gibi ara
metabolizma iiriinleri ile birleserek polar ve suda ¢ozinebilen iriinler olugmast
olaytdir. Olusan konjugatlar, bobrek ve safra yoluyla atilirlar (22). Safra ile
attlanlar  genellikle yiiksek molekiil agirhkli ve gigli polar anyonlar (om:
glukronid konjugatlart), katyonlar (6rn: kuaterner amonyum bilegikleri) veya
notral bilesikler ( 6rn: kardiak glikozidler) olabiliyf(23).

2. 2. Glutatyon -S-Translerazlar

Glutatyon-S-Transferazlar (EC 2.5.1.18) insan hiicrelerinin ¢ogunda yiiksek
konsantrasyonda bulunan enzimlerdir. Bu enzimler oldukga genis yelpazede
elektrofilik kimyasallara karsi koruma gorevi dstlenir (8) ve hiicresel
detoksifikasyon sisteminin en onemli bileseni olarak kabul edilirler. GST lerin
cesitli formlar vardir ve gogu ok genis, birbiri ile gakisan substrat 6zgiilligiine

sahiptir. Enzimlerin ¢ogu hiicrenin sitoplazmik fraksiyonunda bulunur. Bu



proteinler sitoplazma diginda hiicrenin diger organellerinde de bulunabildikleri
halde sitozolik veya ¢oziinebilen GST ler olarak adlandinlir (24).

2.2. 1. Adlandirma

GST ler primer yapilarina gore farkli siiflar i¢inde gruplandirdir. Simdiye kadar
memelilerde Alfa, Mu, Pi ve Teta olmak tizere dort sinif | GST tanimlanmugtir (6,
7). Sitozolik GST ler dimerik proteinlerdir ve altbirim igerigine gore isimlendirilir
(Tablo 1). Herbir altbirim suufi belirten bir harf ve Arap numaralandirma, simf
icindeki farkh altbirimleri birbirinden aymr. Ornegin GSTA1-1 homodimerik,
altbirim 1 in iki kopyasm igeren alfa smifi enzimi gosterir. GSTAL-2 ise
heterodimerik, 1 ve 2 altbirimlerini igeren alfa sinifi enzimi gosterir. GSTMI1-1 a
ve b harfleriyle ayrilan iki allelik varyanttan olusur. GSTMla-la, Mla-1b ve
M1b-1b olmak tiizere (¢ alloenzim elektroforetik ve kromatografik olarak

birbirinden ayrilabilir (25).



Tablo 1: Insan GST lerinin adlandiriimasi (Mannervik ve arkadaslari, 1992 den

alinmigtir).
ENZIM GEN
Simdiki Suif | Onceki adlandirma Lokus | Kromozom | Bant
adlandirma
GSTA1-1 Alfa  |g B;B;,GST2-tipl, GSTAl |6 6pl12
Ha(subunit1), 0.0«
GSTA2-2 Alfa  |yB,;B,;,GST2- GSTA2 |6 6pl2
tip2,Ha(subunit2),ou0ty
[GSTMla-1a |Mu | w.GST1-tip2, —GesT™I |1 1p13
Hy(subunit4)
GSTM1b-1b |Mu |y, GSTI-tipl GSTM1 |1 1p13
GSTM2-2 Mu |Kas, GST4 GSTM2 |1 1pl3
GSTM3-3 Mu Beyin, GST5 GSTM3 |1 Ip13
GSTM4-4 Mu GSTM4 |1 1p13
GSTMS-5 Mu GSTMS |1 Ip13
GSTP1-1 Pi 7,GST3 GSTP1 |11 11q13
GSTT1-1 Teta |0 GSTT1
GSTT2-2 Teta GSTT2
Mikrozomal GST12




2. 2. 2. Glutatyon-S-Transferazlarin Biyolojik Rolii

GST ler elektrofilik kimyasallara kargi hiicresel savunmada onemli rol oynayan
enzimlerdir. Bu bilesikler protein ve niikleik asitlerle reaksiyona girerek toksik ve
genotoksik etki olusturabilen ¢ok genig yelpazedeki molekiilleri igerir. GST lerin
substratlari polisiklik aromatik hidrokarbon epoksidleri gibi karsinojenlerdir. GST
lerin katalizledigi reaksiyon ile toksik ajanlar glutatyon ile konjuge edilerek
inaktive edilirler. Dogadaki maddelerin ¢ogu oksidatif iglemler sonucu olusur ve
glutatyon ile iligkili enzimlerin oksijen metabolizmasi sonucu olugan toksik
tiriinfere karst koruma amaciyla evrimlestigi one strilmektedir (26). Endustriyel
kimyasallar ve ilaglarin bazilari glutatyon ile direkt olarak konjuge olabildigi
halde birgok durumda elektrofilik merkezler sit P450 sistemi veya diger
oksidazlar tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonlar sonucu olusurlar.
Ornegin benzo[a]pren Sit P4501A1 tarafindan karsinojenik ve mutajenik
epoksidlere doniigtiiriiliir (27). Parasetamol ise diger bir enzimatik yolla oldukga
giicli elektrofilik molekiil, N-Asetil benzokinon a oksidatif olarak dontstirilir.
Glutatyon igeren detoksifikasyon reaksiyonlar, glutatyonun niikleofilik
ozelliklerine baghdir ve kimyasal iglemler indirgenme ve konjugasyon olmak
iizere iki bolimde incelenebilir (28). Indirgenmede glutatyonun siilfiirii substrat
molekiilii tizerindeki elektrofilik bolgeye elektronlarmt verir ve kovalent konjugat
olusur. Oksidatif islemlerle birlikte (faz [ reaksiyonlart) bu konjugasyon
reaksiyonlant (fazIl) suda zayif ¢oziinen molekiillerin suda g¢o6ziinebilen ve

boylelikle viicuttan atilabilen tiriinlere donustiiralmesini saglar.



2.2. 3. GST ler tarafindan katalizlenen konjugasyon reaksiyonlari

1. Doymus karbondan niikleofilik yerdegistirme

SG

1 CI o
NOZQ—/ GH —— 02 +Hel

P- nitrobenzil klorit

Z.Aromatik karbondan niikleofilik yerdegistirme

/ GSH

NO, Cl —_— NO, SG +HCI

-
NO, NO,
1-kloro-2,4-dinitrobenzen

Ozﬁ@“‘o v 4 @S / \N<O +HNO,

GSH
4-nitropiridin -N- oksit

3. Cift baga migel katilimi
° 6]

)k|N U

GSH ——»

7

O OH
N-asetil -p- benzoqiiinon imin

SG

4. Peroksidaz aktivitesi

‘ + GSSG
: oom OH +H0
L ‘

GSH

Kiimen hidroperoksit



5. izomeraz aktivitesi

o]
o]

Hh H
. 8G
HO
oy
OH

as”
androsit -5- en- 3,17-dion
Fazla sayida izoenzim igermesi ve bu izoenzimlerin benzer ozelliklere sahip

6. Gergin oksiran halka agtlinu

anti-benzo (a) piren -7,8-diol-9,10-oksit

2. 2. 4. GST lerin doku dagthim

olmalart GST lerin doku dagiimmn anlagiimasit zorlagtirmaktadir. Tablo 2 de
insan dokularindaki GST izoenzimlerinin dagilunu verilmigtir. Bir dokudaki farkl
hiicre tiplerinde bile farkh izoenzim paternleri gorilebilir. Ornegin, Alfa, Mu ve
Pi smiflarmt temsil eden yedi GST altbiriminin rat bobreginin farkli bolgelerinde
farkli dagilim gosterdigi bildiritmigtir (29). Insanlarda da renal GST lerin farkh
dagimt gosterilmistir (30). GST lerin goklu formlarda bulunmalan ve yapisal
benzerlikleri nedeniyle biyolojik Orneklerin incelenmesinde izoelektrik fokuslama
(31) ve kromatofokuslama (32) en guglii yontemlerdir. Altbirim ayirmminda ise
heterodimerik olmalari gozéniinde bulm‘ldurulmadan denature kogullarda ters faz

yiiksek basinglt stvi kromatografisi yontemi kullamlabilir (33). Homojenize



edilmis doku orneklerinden S-heksil glutatyon agaroz veya glutatyon agaroz ile
affinite kromatografisi yoluyla saflagtirilabilir (34).

GST lerin kantitatif analizlerinde Kkatalitik aktiviteyi temel alan yontemler
ozellikle fraksiyonlarina ayrilmamig 6rneklerde kesin sonug vermez. Ciinki farklr
izoenzimlérin birbirlerinin substratlarina olan 6zgillukleri sézkonusudur ve herbir
izoenzim i¢in segici substratlar Dbilinmemektedir. Dier bir faktér ise
heterodimerlerin bulunmasi ve ayrica da simdiye kadar karakterize edilenlerden
daha fazla enzimin bulunabilme olasiligidir.

Spesifik antikorlar1 bulunan GST ler i¢in kantitatif immunoassay temeline dayah
daha dogru yaklagim getiren metodlar uygulanabilir. Poliklonal antikorlar ile hem
radyoimmunoassay (35, 36) hem de enzim bagli immunosorbent assay (ELISA)
(37) de oldukg¢a yitksek ozgillik gostermistir. Ornegin, GSTMI1-1 in
immunoaffinite ile saflagtindmig antikorlarimn GSTM2-2, GSTM3-3 ve GSTM4-
4 gibi Mu simfi enzimlerin higbiriyle gapraz tepkime vermedigi gozlenmigtir (37).

2. 2. 5. GST lerin Substratlan

Glutatyon, silfir atomu yiksek niikleofilik 6zelliginden dolayr guglii elektrofil
fonksiyonel gruba sahip hemen hemen her molekil ile tepkimeye girebilir.
Glutatyonun tiyol grubunun iyonize formu en reaktif molekiilden ¢ok daha fazla
reaktiftir ve glutatyon transferazin fonksiyonu enzimin aktif merkezinde
glutatyon-tiyolat olusumunu saglamaktir. Glutatyon transferazlarin aktivitesini
tayin etmek amaciyla spektrofotometrik metodlarda ¢ok sayida substrat
kullamilabilir. GSTM1-1 in epoksidlerle yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmigtir.
(38). Bu enzimin aktivitesinin bulunmadigi bireyler bu grup mutajenik ve

karsinojenik molekiillerin toksik etkilerine karsi daha az korumahdirlar. Bununla
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birlikte baz1 karsinojenik aren oksidler diger GST ler tarafindan daha etkili bir
bicimde detoksifiye edilmektedirler (39). Propenal (acrolein) ve DNA mnin
irradyasyonu ile olugabilen baz propenaller oksidatif islemler ve radikal
reaksiyonlar sonucu olusurlar ve GSTPI-1 tarafindan daha etkin bir bigimde
detoksifiye edilirler (40). Diger 6nemli grup ise lipit peroksidasyonu sonucu
olusan toksik 4-hidroksialkenallerdir. Rat enzimlerinin ¢ogu 6zellikle GST8-8 4-
hidroksialkenallerle yiiksek aktivite gosterir (41) ve insan dokularinda da benzer
aktiviteler gosterilmigtir (42). Genelde oksidatif metabolizma {iriinleri alkenler,
epoksidler, organik hidroperoksidler, kinonlar GST ler igin dogal substratlardir
(8). Kanser kemoterapisinde ilag direncinin 6nemi nedeniyle insan GST leri igin
potansiyel substrat olan sitostatik ajanlar ile ilgili caligmalar yapilmis (43),
ozellikle alkilleyici ilaglarin glutatyon ile invivo konjugasyon olusturdugu
bildirilmigtir. GSTA1-1 in klorambusil ile dﬁsﬁk fakat go6zlenebilir bir aktivite
gosterdigi  bildirilmistir (44, 45). GSTM3-3 iin ise 1,3-bis(2-kloroetil)-1-
nitrozoiire ile aktivite gosterdigi gésterilmistir (46). Direng mekanizmas: olarak
tiimor hiacrelerinin GST lerin yeni formlarim eksprese edebilmeleri ve bdylece
sitostatik ilaglan inaktive etme kapasitelerini artirmalari miimkiindir fakat heniiz
bu formlar belirlenememisgtir.

2. 2. 6. Glutatyon Transferazlarin Inhibisyonu

GST lerin inhibitorleri farkli izoenzimlerin belirlenmesi, enzimlerin fonksiyonel
ozelliklerinin belirlenmesi ve hiicre veya oréamzmalardan elde edilen 6rneklerde
GST substratlann olan molekillerin metabolizmasim incelemek amaciyla
kullanilabilir. Tipta ise hastaliklarin tedavisinde kullanilan sitostatik ilaglarin

inaktivasyonunu etkileyecek, kanser hiicrelerindeki GST lerin inhibisyonu yoluyla
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ilag direncinin ortadan kaldirilmasi amaciyla 6nemliidir. Cok sayida bilesik GST
lerin inhibitorii olarak denenmistir Bromosulfoftalein, cibacron blue, tributiltin
asetat, S-heksil glutatyon, S-2,4 dinitrofenil glutatyon, S-etakrinik asit onemli
inhibitorler arasinda sayilabilir (47). Glutatyonun inhibitorii aktif bolgeye
yonlendirdigi disintlmektedir ve glutatyon molekiilii Gzerindeki degisiklikler
baglanmamin kuvvetini ve izoenzimlerin segiciligini degistirmektedir (48).

Tablo 2: GST izoenzimlerinin doku dagilimi

Doku Alfa Mu Pi Teta Microso
Al-1 | A2-2 |MI1-1 |M2-2 [M3-3 | M4-4 |M5-5 [PL-1 |TI-1 | T2-2 mal

Yag +

Beyin + + + +

Meme + +

Kolon +F

Eritrosit 0

I.barsak |+ +

Bobrek |+ + + + +

Lokosit +

K.ciger |+ + + + + + + +

A.ciger + + + + +

Kas + +

Kalp + + + + + +

Retina +

Deri | ¥

Mide +

Testis + +

Uterus ' +
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2. 2. 7. GST lerin Kromozomal Yerlegimi

GST genleri enzimler arasindaki evrimsel iligkiyle uyumlu bir bigimde farkli
kromozomlar tizerinde bulunmaktadir. Ornegin Mu sinifi enzimlerin genleri 1.
kromozom (izerindedir. Alfa GST genleri 6. kromozom iizerinde bulunur. Boylece
GST lerin izoenzimleri gen duplikasyonlar1 veya gen konversiyonu gibi genetik
yeniden diizenlenmeler sonucu olusmugtur (49). Bilinen gen yerlesimleri Tablo 1
de verilmigtir.
2. 2. 8. GST leri Kodlayan DNA Dizileri
c¢DNA nin molekiiler klonlanmasi, GST formlarinin mRNA dizilerinin ortaya
¢ikarilmasim saglamugtir . Bazi intron dizileri yiiksek oranda korunmustur. Mu
sintfi genler kodlanmayan bolgelerde dahil olmak {izere gok yiiksek benzerlige
sahiptir. Bu ise iki gen arasinda daha sonralart non-resiprokal rekombinasyon gibi

bir gen konversiyonu olduguna dair delil tegkil etmektedir (Sekil 1), (49, 50).

Chromosome 1pi13

E1 ES E6 E7 EB

GSTM1

Sekil 1: GSTM sintfi proteinleri kodlayan genlerin diizenlenisi
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2.2.9. GST lerin Yapisi

Alfa, Mu ve Pi siifint temsil eden enzimlerin bilinen 3 boyutlu yapilari ile uygun
bir bigimde primer yapilari kargilastiriimistir. Bilinen protein dizilerinin gogu
DNA dizisinden ¢ikanlmigtir, bazilaninda ise protein diizeyinde belirlenmistir.
GST izoenzimlerinin gogu N-terminalinden modifiye olmugtur (51).

insan GSTP1-1 (52), GSTAIl-1 (51) ve GSTM2-2 (53) iin yapilant X-Ray
difrakstyon analizi ile belirlenmigtir. Sitozolik GST ler iki altbirimden
olusmaktadir. Herbir altbirim komgu altbirimdekinden 15-20A° uzakta bir aktif
bolgeye sahiptir. Aktif bolge, bir glutatyon baglanma bolgesi (G bolgesi) ve
bunun hemen yaminda az-¢ok hidrofobik bir elektrofilik substrat baglanma bolgesi
(H bolgesi) igerir. Herbir altbirim G bolgesini olusturan 80 amino asitlik bir N
terminali ve H bolgesini olusturan yaklagtk 150 amino asitlik bir C terminali
olmak iizere iki domainden olusur. Polipeptid zincirlerinin t¢boyutlu yap
olusturmak iizere katlanmalart GST lerin alfa, mu ve pi stniflarinda esas olarak
aymdir. Fakat aktif bolgede bazi farklar sozkonusudur (51, 52, 53). Mu sinifi
enzimler 36-42 amino asitler arasinda “Mu-loop” denilen bir bolge igerir (54) ki
bu bolgede aktif bolgeyi sanki bir kapak gibi kapatma gorevi yapar. Mikrozomal
GST lerin ti¢ boyutlu yapist ile ilgili daha az bilgi mevcuttur. Fakat elektron
mikroskopi, hidrodinamik ve kimyasal cross-link galiymalari enzimin bir trimer
oldugunu gostermektedir (55).

Glutatyon molekiilti igin baglanma bolgesi (G bolgesi) glutatyon transferazlarda
"esas olarak korunmustur. Polar tripeptid (y-glutamil-sisteinil glisin) iyonik
yiiklerle ve hidrojen baglariyla yapidaki komplementer protein cebine baglanr

(8). Biitin GST yapilarinda bu goze carpar fakat bazi pozisyonlarda degisiklik
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vardir. G bolgesindeki interaksiyonlarin Alfa, Mu ve Pi siniflan igin ayni oldugu
bildirilmigtir (8).

2. 2. 10. GST Aktivite Olgiimleri

GST aktivite olgiimlerinin ¢ogu katalitik olarak aktif enzimin ekspresyon
diizeyini, enzimin katalitik mekanizmasin, inhibitorlerin fonksiyonel ozelliklere
etkisini gostermeyi amaclar. Bu amaglar igin spektrofotometrik metodlar
uygundur. En genel reaksiyon 1-kloro-2,4 dinitrobenzen (CDNB) deki kloriiriin
GSH ile yer degistirerek tiyoeter S-2,4 dinitrofenilglutatyonun olusturdugu
tepkimedir (56). GST lerin ¢ogu bu substratla yiiksek aktivite gosterir. Fakat bazi
enzim formlart icin CDNB ile aktivite 6lgiimii uygun degildir. Tepkimelerin
onemli bir grubu glutatyon ile, aktive olmug alkenlerin ve epoksitlerin
konjugasyonudur. Bu grupdaki substratlar, radikal reaksiyonlar, fipit
peroksidasyonu ve sitokrom P450 sistemi tarafindan katalizlenen oksidasyon gibi
normal hiicresel bilesiklerden kaynaklanan molektllerdir. GST aktivitesi igin
alternatif metodiar kromatografi veya diger ayinm tekniklerinden izole edilen
karlstmlarln GSH konjugatlarinin tayinine dayamr. Ayrica substratin kullanim
izlenebilir. GSH min kullamminin izlenmesi daha genel bir metoddur. Substrat
konsantrasyonundaki degisikliklgrin olgiilmesi genelde {iriin olusumunun tayinine
gore daha az dogru sonug verir.

2.2. 11. GSTM1 Polimorfizmi

Ilk defa 1985 de Seidegard ve arkadaslan transstilben oksit (TSO) kullanarak
yaptiklar: lenfosit GST aktivitesi tayininde genetik polimorfizm oldugunu
gostermiglerdir (57, 58). TSO ya karst hig veya gok az aktivite gosteren bireylerin

GSTM1 geninde bir bolgenin delesyonu yoniinden homozigot olduklart daha
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sonra bildirilmistir (10, 59). Simdilerde ise Kafkas populasyonunun %45-55 inin
GST delesyonu yoniinden homozigot olduklan bildirilmigtir. Tablo 3 de farkl
etnik gruplarda GSTM1 gene delesyonunun sikligi verilmigtir. GSTM1 in iig
allelik formu vardir; GSTM1a, GSTM1b ve GSTM1 0 olmak tizere. GSTM1 0
delesyona ugramug veya null alleli gostermektedir. GSTMla ve GSTM1b 173.
pozisyondaki amino asit yoninden farkhidir ve simdiye kadar denenen tim
substratlara kars1 benzer aktiviteye sahiptir (60).

Tablo 3: Farkl etnik gruplarda GSTM1 gen delesyon siklig

Etnik grup GSTM1 null genotip (%)
Cinli 58

Kafkasyali 35-62

Japon 48

Fransiz 43

Afrikali Amerikan 28-35

Hintli 33

Nijeryal: 22

2. 2. 11. 1. GSTM1 Polimorfizminin Fonksiyonel Onemi

GSTMI, benzo[a]pren gibi bilinen baz: karsinojenlerin oksidatif irinlerini igeren
gesiti epoksidlerin  detoksifikasyonunda aktiftir (61). Benzopren sigara
dumaninda bulunan bir yan iiriin olan poliaromatik hidrokarbon (PAH) dur. Insan
hiicre veya viicut sivilari ile yapilan in vitro galigmalarin hepsi olmasa da bazilan
GSTMI1 yoniinden eksik bireylerin epoksit karsinojenlerin genotoksik etkilerine

daha duyarl: olabilecegi soylenmektedir. Ornegin GSTM1 0/ 0 genotipe
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sahip sigara igen bireylerin idranimn GSTMI1 in bir veya iki aktif allelini tastyan
sigara igen bireylere gore 3 kez daha mutajenik oldugu bildirilmigtir (62). Diger
caligmalar GSTM1 pozitif sigara igenlerle karsilagtinldiginda GSTM1 negatif
bireylerde lenfosit sister chromatid degisimi oranmin arttigim bildirmigtir (63).
Ayrica lenfositlerde PAH-DNA adductlart sigara igenlerin lenfositlerinde direkt
olarak incelenmis, GSTMI1 alleli ve adduct diizeyi arasinda bir iligki
bulunamamustir (64). Bununla birlikte GSTMI1 ce eksik oOrneklerde akciger
dokusunda PAH-DNA adductlarinda belirgin bir artis gozlendi (65). Bu
farkhliklar herbir GST izoformunun ekspresyon diizeyindeki farkliliklardan
ve/veya GST substrati olan epoksitlerin olusumu igin gerekli oksidatif enzimlerin
aktivitesindeki doku spesifik farkliliklardan kaynaklanmaktadir.

2.2.11. 2. GSTM1 Polimorfizmi ve Kansere Yatkinlik

GSTM1 geninin bulunmayiginin 6zellikle sigara igenleri akcigqr kanseri agisindan
artan riske soktugunu ileri siiren aragtirmalar vardir (66, 67, 68). Bununla birlikte
bazi galigmalar ise GSTMI1 null genotipi ile akciger kanseri arasinda bir iligki
olmadigint  ileri siirmektedir (69, 14). Onbir aragtirmamin sonuglarim
degerlendiren bir metaanaliz galiyjmast GSTM1 null genotip ile akciger kanseri
arasinda OR 1.6 (%95 Giiven Araligi (CI) 1.26-2.04) olan bir iligki oldugunu
géstermistir (70). Bu calisma sigara igimi ile iligkilendirildiginde OR hafifge
artarak 1.76 (%95 CI 1.43-2.17) ye yiikseldigi gozlenmistir (70). Bazi galiymalar
ise oOzellikle Japon populasyonunda GSTMI1 null genotipin diger duyarlilik
genotipleri ile 6zellikle CYP1A1 Mspl degisken allel ile birlikte oldugu zaman

akciger kanseri igin risk olusturdugunu 6ne siirmektedir (71).
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Mesane kanseri ile GSTMI1 null genotip arasinda iliski oldugunu gosteren
caligmalar vardir (15). Kafkas populasyonunda yapilmg 6 g¢aligmanin
degerlendirildigi bir metaanaliz ¢aligmasimin sonuglarnt OR 1.54 (%95 CI 1.28-
1.85) olan bir iligki ortaya koymustur (70). Afrikali Amerikalilarda ve Asyalilarda
benzer iligkiler gézlenmigtir (sirasiyla OR 1.4 %95 CI 0.48-4.10 ve 2.40 %95 CI
1.3-4.45) (73). Sigara igimi mesane kanseri ile iligkilidir ¢iinkt sigara igenlerde
daha fazla goriliir. Fakat sigara igmeyenlerde de GSTM1 null genotipin artan risk
olusturdugunu gosteren bazi galigmalar vardir. Bazi aragtirmalar ise GSTM1 null
genotipe sahip sigara igenlerin idrarmin pozitif olanlara oranla daha mutajenik
oldugunu gostermistir (62). Ayrica sigara igen ve igmeyenlerde GSTMI1 null
genotipe sahip olanlarda yiiksek oranda 3-ve 4-aminobifenil-hemoglobin
adductlar saptanmugtir (74).

Bazi galigmalar GSTMI null genotipin mide kanseri- riskini artirdigint  ortaya
koyarken, bazilarinda higbir iligki olmadigi belirtilmektedir (75). Kolorektal
kanserlerle ilgili olarak ilk birkag ¢aligma %60-70 iligki ortaya koyarken (76)
daha sonraki yillarda yapilan galigmalarda boyle bir iligki dogrulanmamugtir (75).
GSTMI null genotip ile meme (77), beyin (78), deri (79), ovaryum (80), serviks
(81) kanseri arasinda bir iligki belirlenememistir. Karaciger kanseri ile GSTMI
null genotip arasinda bir iligki saptanamadig: halde diyette aflatoxin B1 e maruz
kalanlarda GSTM1 null genotipe sahip olanlar pozitiflere oranla daha fazla risk
altindadirlar (82).

2. 3. Akciger Kanseri

Gogiis kafesinde mediastenin sag ve solunda bulunan akcigerler koni seklinde ve

dis yiizeyleri toraks ile gevrili, ig yiizleri mediasten e doniiktiir. Ig yiizde brons ve
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damarlarin akcigere girdikleri yere hilus denir. Sag akciger iki fissur ile 3 loba, sol
akciger bir fissur ile 2 loba ayrilmistir. Loblar segmentlere ayrilir ve her segment
brong ve damar yatagtyla birlikte ayr1 bir Gnitedir. Segmentler tabam periferde,
tepesi hilusa dogru koni bigimindedir. Akcigerlerin esas fonksiyonu, atmosfer
gazlarinin solunum initelerine tagmmasr ve metabolik artiklarin atilmasidir.
Akcigerler bu olay1 ventilasyon, perfizyon, gaz degisimi ve solunum kontrolii
olmak iizere dort ana yolla gergeklestirir. Normal sagliklt kisilerde ventilasyon ile
alveollere yeterli miktarda hava saglanir ve bu hava voliimi perfiizyonu bulunan
alveollere esit dagiir. Aym sekilde yeterli kan perfiizyonunda yeterli ventilasyonu
bulunan alveollere esit dagilir. Boylece arter kaminda PO2 85-95 mmHg, PCO2
ise 35-45 mmHg arasinda tutulur (1).

Brong epitelinden kaynaklanan malignansilere bronkojenik karsinoma yani
akciger kanseri denir. Akciger kanserinin %95 i brons epitelinden kaynaklanr.
Geri kalan %5 i arasmnda brongial karsinoid, mezotelyoma, mezenkimal
malignensiler, lenfomalar ve hamartomlar yer alir (2). Diinya Saglik Orgiiti® niin
1998 yilindaki modifiye siniflandirmasina gore alttipleri soyledir:

1. Skuamoz hiicre karsinomu (Squamous Cell Carcinoma, SQC Ca)

2. Kigiik hiicreli karsinom (Small Cell Carcinoma, SC Ca)

3. Adenokarsinom (Adenocarcinoma, Adeno Ca)

4. Biiyiik hiicreli karsinom (Large Cell Carcinoma, LC Ca)

5. Adenoskuamoz karsinom (Adenosquamous Carcinoma, AdenoSQ Ca)

Akciger karsinomlarinin %90-95  gibi biyiik bir ¢ogunlugunu ilk dort tipi
olusturmaktadir. Bu dért tipin insidanst iilkeye ve sosyoekonomik duruma gore

degisiklik gostermekiedir. Birgok Avrupa iilkesinde dort tipin goriilme siklig
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SQC Ca igin % 40, adeno Ca igin %25, SC Ca igin %25 ve LC Ca igin %10
oranindadir. SQC Ca ve SC Ca cogunlukla santral yerlesimli ve LC Ca ise
genellikle periferik yerlesimlidir. Ozellikle SC Ca karaciger, adrenaller, beyin,
kemikler ve hemen her organa metastaz yapma potansiyeline sahiptir (2).

Akciger kanserinin relatif riski sigara igen erkeklerde iki kat artarken kadinlarda
dort kat artmaktadir. Ayrica pasif sigara dumamna maruz kalma ile de bu riskin
devam ettigi gosterilmistit. ABD de her yil 500-5000 Kkiginin pasif sigara
dumanmna maruziyeti sonucu akciger kanserine yakalandigi tespit edilmigtir.
Biitiin tipleri sigara igimi ile iliskilidir fakat SQC ve SC Ca da %90, adeno Ca da
%40 iligki saptanmustir (2). Akciger kanseri geligiminde karsinojenlere maruz
kalmanun onemli bir predispoze faktor oldugu bilinmektedir. Bunlar arsinda
arsenik, asbest, klorometileter, radon, nikel, vinilkloriir, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar vb sayilabilir. Akciger kanseri en stk 50-70 yaslarda ortaya
¢ikmaktadir (2). Kanser gelisimi gok asamali bir islemdir. Molekiiler ve hiicre
biyolojisindeki gelismeler kanser gelisimindeki bilgilerimize her gegen gtin yeni
bilgiler eklemektedir. Sigara i¢imi akcifer kanserlerinde o6nemli bir etiyolojik
faktor olsa da sigara igenlerin ortalama %15-20 sinde akciger kanseri gelismesi
baska etkenlerin, ozellikle baz1 genetik faktorlerin - roli  oldugunu
diisiindiirmektedir (3). Akciger kanserlerinde ras, myc ve neu onkogenleri ile p53
ve Rb timor baskilayict gendeki mutasyonlarin rol oynadigina dair deliller
bulunmaktadir (3). Sigara dumanindaki oksidanlar, hem serbest radikaller hem de
radikal olmayan oksidanlar olugur. Bunlar sigara dumanimmn DNA, proteinler ve
lipidler iizerinde olusturdugu biyolojik harabiyetten sorumludur. Sigara dumam

partikiil faz (katran) ve gaz olmak iizere iki faza ayrilmaktadir (83). Her iki fazda
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bulunan o6nemli bilesimler Tablo 4 de goriilmektedir. Gaz faz yiiksek
konsantrasyonda oksiradikaller ve nitrojen oksidleri, 6zellikle nitrik oksidi (NO)
icermektedir. Bu fazdaki organik radikaller NO in yavas oksidasyonuyla
nitrojendioksid e(NO2) doniigiir. NO2 organik bilesimlere kargi daha reaktiftir.
Gaz fazdaki radikaller kisa 6miirliidiir. Oysa katran fazda oldukga stabil radikaller
yiiksek konsantrasyonda bulunur. Katran radikalleri suda erime 6zelligindedir, bu
nedenle de akcigerlerin sivi yapisinda bu uzun omiirlii radikaller bulunmakta ve
biyolojik tahrip olusturabilmektedir.kBu radikal sistem yeterince uzun émiirliidiir;
akcigerin icini kaplayan sivi boyunca yayilabilir, hiicrelere, hiicre igi organellere
ve DNA ya ulagabilir. Katran faz1 ayrica olduk¢a fazla nikotin ve nitrozaminleri
icerir. Bunlarda katran fazda bulunan diger radikaller gibi DNA ya
ulagabilmektedir. Katran fazindaki radikaller araciligt ile dioksijenin
rediiksiyonundan superoksit ve hidrojen peroksit olugmakta, bunlarda DNA
harabiyetine neden olmaktadir. Hem gaz fazindaki radikaller, hem de katran
fazindaki radikaller DNA harabiyetine neden olabilmektedir. Bu iki faz sigaranin
hem ana dumaninda hem de yan dumaninda bulunmaktadir (83). Bu maddeler
akciger kanserlerinin %85-90 indan sorumludur. Sigara dumammn karsinojenik
etkisi karsinojenlerin DNA ya ulagmasi, bozuk tekrarlarin ve mutasyonlarin
olugmasina neden olmasmdandir. Teori olarak bireylerin kansere duyarliig
solunan prokarsinojenleri aktive ve detoksifiye etme kapasiteleri arasindaki
dengeden etkilenmektedir. Giderek artan bir gekilde tanimlanan toplumda yaygin
olan genetik polimorfizmler bu iglemlerin herbirini etkileyebilir. Boylece bu
kalhtsal faktorlere sahip bireylerin akciger kanserine duyarhlif: sigara dumanina

maruz kalma ile ikiye katlanmaktadir. Son 10 yilda akciger kanserinin biyolojisi
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ve molekiller oOzelliklerinin daha iyi anlagiimasi hastahgin Onlenmesi ve
tedavisinde yeni stratejiler belirlenmesini saglamugtir.

Tablo 4: Sigara dumamndaki katran ve gaz fazlarindaki belli baslt bilesimler

Katran faz K mg/sigara Gaz faz mg/sigara
Nikotin 1.6 NO 0.3
Polifenoller 0.6 Etilen 0.2
Aldehitler 0.5 Isopren 0.4
Nitrosaminler 1.5 Metanol 0.2
PAH 0.004 Asetaldehit 0.9

2. 4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimaraz Zincir Reaksiyonu (PZR) uygun oligoniikleotidler kullanilarak spesifik
DNA dizilerinin in vitro amplifikasyonu igin kullandan ve ¢ok genis kullanim
alani olan bir tekniktir. PZR igin ilk protokol Saiki ve arkadaglar1 (84) tarafindan
bildirilmistir. Bu protokolde E.coli DNA polimeraz I enziminin Klenow fragmenti
dizisi bilinen DNA fragmentlerinin ¢ogaltiimas: igin kullarulmugtir. 1988 de yine
Saiki ve arkadaglari (85) termofilik bakteri Thermus aquaticus dan saflagtirilmug
termostabil DNA polimerazin bu amagla kullanmasimun uygun oldugunu
bildirmiglerdir. Bu enzim 95 °C deki sicaklik ile inaktive olmamaktadir. Daha
sonraki yillarda polimeraz Tth, long expand polimeraz ve high fidelity polimeraz
olmak iizere sentez sirasinda hata yapma olasilifi daha disiikk polimerazlar
kullanilmaya baglanmugtir. Genel prensip olarak PZR kalip- DNA tzerindeki dizisi

bilinen bir bolgeye 6zgii secilmis bir ¢ift oligonikleotid primer ile DNA
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sentezidir. Baglangig materyali ¢ift zincirli DNA molekuliidir. Zincirler reaksiyon
" kangmmm 95 °C ye kadar isitilmastyla birbirinden ayrlir ve ardindan
sogutularak primerlerin herbir zincir Uzerindeki hedef diziye baglanmalar
saglamr. Sicaklik, Taq DNA polimerazin optimum aktivite g(;sterdigi sicaklik
olan 72 °C ye yiiksetilir. Taq polimeraz herbir zinciri kalip olarak kullamr ve kalip
DNA ya komplementer yeni DNA zincirini 5> — 3’ yoniinde sentezler. Bu
islemler herbir dongiide tekrarlanir ve genellikle 30-35 déngi sonunda istenilen
DNA bolgesi ¢ogaltilmis olur. PZR son yillarda her tiirla kaynaktan izole edilen
DNA lann dizi analizinde, genetik hastaliklarin tanisinda, kanser terapisinin
izlenmesinde bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin tayininde, cinsiyet tayini ve
prenatal tamida, molekiiler evrim g¢aligmalarinda, adli tip 6rneklerinin genetik
incelenmesinde bitki biyoteknolojisinde ¢ok sik kullanilan ve kullamum alanlari
gittikce artan ve yayginlasan bir tekniktir.

Bu c¢aligmada PZR teknigi, akciger kanseri hastalari ve saglikli kontrollerin
GSTMI1 enzimini kodlayan gende delesyon igerip igermediklerini belirlemek

amaciyla kullandmugtir.
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Geregler ve Disposibl Malzemeler
--Mikrosantrifiij ttipleri (steril): 1.5 ml ve 0.5 ml
--Steril pipetler: 5 ml ve 10 mi

--Steril test tiipleri: 10 ml ve 50 ml

--Steril sitrath tiip: 5 ml Venoject
--Otomatik pipetler: P20, P200, P1000 Gilson
--Otomatik pipet uglari: Sar, mavi, beyaz Rainin
--Poloroid film

--Santrifiij: Eppendorf 5415C

--Terazi: Sartorius BL120S

--pHmetre: Jenco 672 Digital

--Vorteks: Nuvemix

--Su banyosu: LKB Brumma 2209 Multitemp
--Isitma Blogu: Stuart Scientific

--Mikrodalga Firin: Argelik MD500

--Derin Dondurucu

--Otoklav

--Spektrofotometre: Hitachi 220

--Kamera: Poloroid MP4

--Thermal Cycler: Thermolyne Amplitron 1

--UV Transilluminator:

--Jel elektroforez aparatlari: Biorad

Horizontal Mini subcell, Wide mini subcell
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3. 2. Kimyasallar

--Taq DNA polimeraz ve tamponu: MBI (Fermentas)

--dNTP ler : MBI (Fermentas)
--Agaroz : Prona

--MgCl; soliisyonu - MBI (Fermentas)
--Proteinaz K - MBI (Fermentas)

--DNA Marker (PUCI9DNA/Mspl): MBI (Fermentas)
--Amonyum Asetat: Sigma
--Tris: Applichem
--Etanol: Carlo Erba
--SDS: Sigma
--Etidyum bromid: Applichem
3. 3. Genel Cozeltiler ve Tamponlar
--Cekirdek Lizis Tamponu:
10mM Tris-HCI
400 mM NaCl
2mM EDTA, pHB8.2
--TE Tamponu:
[0mM Tris-HCl
ImM EDTA, pH7.5
--TAE Tamponu:
40mM Tris-asetat
1lmM EDTA, pH8

--Agaroz Jel Yiikleme Tamponu:
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%0.25 Bromfenol blue

%0.25 Xylene cyanol FF

%30 Gliserol
3. 4. Hastalar ve Kontrol Grubu
3. 4. 1. Hastalar
Bu ¢alisma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gogiis Hastaliklarn
Anabilim Dal’nda primer akciger kanseri tanisi alan 82 hasta {izerinde yapildi.
Yalnizca daha once herhangibir kanser hikayesi olmayanlar, ayrica daha once
radyoterapi veya kemoterapi almamus, yeni akciger kanseri tamist konulmusg
hastalar ¢aligmaya alindi. Hastalar arasinda cinsiyet, yag veya kanserin
histopatolojik tipi ile derecesi yoniinden bir kisitlama yapilmadi. Akciger
kanserinin tamsi histolojik olarak dogrulandi. Tiim hastalarin ve kontrollerin Tirk
anne ve babadan dogmus olmalan dikkate alindi. Tim hastalar galigmaya
katilmayr kabul cttiler. Calgma Cumhurivet Universitesi Tip Fakiiltesi Insan
Aragtirmalan Etik Komitesi tarafindan onaylandi.
3. 4. 2. Kontroller
Kontrol grubu Cumhuriyet Universitesi Hastanesi’ne bagvuran, daha once
herhangibir kanser tamisi almamig 167 kisiden olustu. Caligmaya dahil edilen tiim
hasta ve kontroller igin Ek Tablo 1 ve 2 de verilen soru formu karsiikh konusarak
soru-cevap seklinde dolduruidu.
3. 5. Kan Orneklerinin Toplanmasi
Kontrollerden ve primer akciger kanseri tanist konulan hastalardan, herhangibir
kemoterapi veya radyoterapiye baglanmadan oénce, 2-3 ml kan 6rnegi steril, sitrath

tiiplere alindi. Kan orneklerinden miimkiin oldugunda, laboratuvara ulasir ulasmaz
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genomik DNA izole edildi veya drnekler +4 °C de en fazla 24 saat bekletildikten
sonra DNA izole edildi. DNA izolasyonundan geriye kalan kan —20 °C de
korundu.

3. 6. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA, yiiksek tuz konsantrasyonu ile DNA izolasyonu yontemiyle izole
edildi. Kisaca, 1 ml kan 5 ml steril disposibil santrifijj tiipiine alindi, iizerine 4 ml
soguk, steril bidistile su ileve edilerek 2-3 dakika karigtirildi. 10 dak. 2000 rpm de

oda sicakliginda santrifiij edildi. Pelet tzerine 2.5 ml soguk, steril bidistile su
eklenerek karistirildi ve 10 dak 2000 rpm de santrifiij edildi. Pelete 300 pl
cekirdek lizis tamponu, 20 pl %10 SDS, 10 ul proteinaz K (15 mg/ml) eklendi ve
55 °C de 3 saat inkiibe edildi. Uzerine 200 pl amonyum asetat eklenerek 10 dak.

bekledikten sonra 3500 rpm de mikrosantrifijde 15 dak. santrifiy edildi.
Siipernatan temiz bir tipe alinarak Gzerine hacminin 2 kati, oda sicakligindaki
alkol eklendi. DNA pipet ucuyla toplanarak bagka bir tipe alndi ve 50 ul TE
igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan genomik DNA lar ~20 °C de korundu.

3. 7. DNA Kalitesi ve Miktarmm Belirlenmesi

izole edilen DNA 6rneklerinin PZR reaksiyonunda kullamlabilir kalitede olup
olmadigl, yani izolasyon strasindaki hatalardan kaynaklanabilen degradasyon
(DNA nn kgiik pargalara ayrilmast) olup olmadigs orneklerin % 0.8 lik agaroz
jelde elektroforeze tabi tutularak goriintiilenmesi ile kontrol edildi.

DNA konsantrasyonlari ise spektrofotometrik olarak belirlendi. Izole edilen DNA
ornekleri 1/50 oramnda sulandirfarak 260 nm de absorbanslan olgiildii. Ayni
ornegin 280 nm deki absorbanst da alnarak igerisindeki protein kirliligi

belirlendi. Ajgo/Azgo oramt 1.5 in altindaki DNA ornekleri i¢in yeniden DNA
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izolasyonu yoluna gidildi. Ageq da 6lgiilen 1 degeri 50 pg/ml gift zincirli DNA ya
karsiik  geldiginden konsantrasyonlar asafidaki formiilden yararlanilarak
hesapland: (86).

DNA (ug/ml)=Azs X 50 X sulandirma faktorii

3. 8. Genotipleme

GSTM1 geninde delesyon olup olmadigi PZR metodu ile tayin edildi.Glukoz-6-
fosfat Dehidrogenaz geni reaksiyon i¢i standart olarak coamplifiye edildi. PZR
reaksiyonu toplam hacim olarak 25 pl iginde herbir GSTM1 primerinden 50 pmol,
GSTMIFE(5’ GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3%), GSTMIR(5’
GTTGGGCTCAAATATACGGTGG 3’°), kontrol primerlerinin herbirinden 20
pmol; GPDF (5° GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT 3°), GPDR (5’
CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA  3°), 200 uM dNTP ler, 100ng DNA,
1.5 U Taq DNA polimeraz enzimi, 2 mM MgCl, ve 1XPZR tamponu olacak
sekilde hazirflandi. PZR kangiminin  Gzeri reaksiyon sirasindaki sicaklik
degisimlerinden kaynaklanan buharlagmayr onlemek amaciyla birkag damla
mineral yag ile kapatildi. DNA amplifikasyonu. Thermal cycler cihazinda 95 °C
de 5 dak.baslangig¢ denaturasyonunu takiben 35 dongii olarak 94 °C de 2 dak., 55
°C de 1 dak., 72 °C de 1 dak. olarak programlandi. 35 dongii sonunda reaksiyonlar
72 °C de 7 dak. final uzamaya tabi tutuldu.

3. 9. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen DNA o6rnekleri ve PCR iriinleri agaroz jelde biiyiikliiklerine gére
ayrildi. Jeller Tris-asetat EDTA (TAE) tamponu i¢inde hazirlandi ve elektroforeze
tabi tutuldu (86). Jelin hazirlanmasi agsamasinda 1 mg/ml etidyum bromid eklendi.

Jel tizerindeki kuyucuklara yiikleme sirasinda DNA Ornegi {izerine 1/6 hacim
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yukleme tamponu eklendi. Elektroforez 100 V da 45 dak. yapildi. Elektroforez
sonrasinda DNA UV transilluminasyonu ile goriiniir hale geldi ve turuncu filtre
kullanilarak fotograflandh.

3. 10. Istatistiksel Degerlendirme

Bu galismada akciger kanseri hastalart ve kontroller sigara aliskanligi, ailede
akciger kanseri ve diger kanser hikayesi yoniinden Khi kare (X?) testi kullanilarak
(yanlma degeri a=0.05) kargilagtirildi. Ayrica akciger kanseri olusumu, timor
histolojisi, sigara aligkanligi (giinde 1 paketten az (<1 p/g), 1 paket ve ¢ok (=1
p/g) olarak) ve GSTMI1 n genotipi arasindaki iliski yine X* testi kullanilarak
degérlendirildi. Iligkinin derecesi % 95 CI (Confidence Interval: Giivenlik aralig)
da OR (Odds Ratio: ihtimal orani, relatif riskin tahmini) olarak tarif edildi.

Verilerin istatistiksel analizi Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

programt (Versiyon 8) kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligma 2001 yilindan itibaren Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklart Anabilim Dali’'nda primer akciger kanseri tanist alan 82 hasta ve yine
ayni hastaneye kanser digindaki hastaliklar nedeniyle bagvuran 167 kontrol
iizerinde yapildi. Caligmaya alinan tiim hasta ve kontrollerle yiizyiize gorisiilerek,
kendilerine yoneltilen sorulara verdikleri cevaplardan Ek Tablo 1| ve 2
olugturuldu. Bu tablodaki veriler ile GSTM in genotipi arasindaki iligki
istatistiksel olarak analiz edildi. Akciger kanseri hastalar1 ve kontrollerin cinsiyet,
yas Ozellikleri ve sigara hikayesi Tablo 5 de verilmistir. Kontrollerin 68 i erkek,
99 u kadin bireylerden olugurken hastalarin 70 1 erkek, 12 tanesi kadind.
Hastalarin ve kontrollerin yas ortalamalar sirastyla 61.9 + 10.3 ve 53.0 + 8.3 idi.
Kadinlarda yas ortalamasi hastalar ve kontrollerde sirastyla 61.1 + 10.8 ve
erkeklerde 62.1 + 10.2 ve 53.3 + 8.1 olarak belirlendi. Akciger kanseri hastalar ve
kontroller sigara i¢ip igmemeleri yoniinden degerlendirildiginde hastalarin % 77 si
sigara igtigi halde kontroller i¢in bu deger % 36 idi. Sigara igen kontrollerin % 20
st erkek, % 10 u kadin, sigara igen hasta grubunun ise % 068i erkek ve % 9 u
kadindi. Sigara aliskanhgi bakimindan kontroller ve akciger kanseri hastalan
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gozlendi (X*: 36.81, P: 0.0000).

Akciger kanseri hastalarinda sigara igme orami kontrollere kiyasla daha fazla idi

(Tablo 6).
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Tablo 5: Akciger kanseri ve hastalarinin yas, cinsiyet ézellikleri ve sigara hikayesi

Kontrol Akciger kanseri hastalari
Ornek sayisi 167 |82
Cinsiyet
Erkek 68 (%41) |70 (%85)
Kadmn 99 (%59) |12 (%15)
Yas(yil)
Aralik 38-75 40-85
Ortalamatstandart sapma 53.0+8.3 |61.9+£10.3
Erkek 53.348.1 62.1+10.2
Kadin 52.848.5 61.1+£10.8
Sigara hikayesi
igenler 60 (%36) |63 (%77) ]
Erkek 44 (%26) |56 (%68)
Kadin 16 (%10) |7 (%9)
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Tablo 6: Akciger kanseri hastalari ve kontrollerin sigara aliskanh@ bakimindan

kargilagtiriimasi

Sigara aliskanhg Kontrol A.c kanseri hasta
igenler 60 (%306) 63 (%77)
icmeyenler 107 (%64) 19 (%23)

X2 36.81

p 0.00000 P<0.05

Tablo 7: Akciger kanseri hastalart ve kontrollerde ailede kanser hikayesi siklig

Kontrol A.c. kanseri hastalar
Ailede kanser hikayesi
Var 28 (%17 12 (%15)
Yok 139 (%83) 70 (%85)
X’ 0.19
p 0.66 P>0.05
Ailede a.c kanseri hikayesi
Var 9 (%5) 5 (%06)
Yok 158 (%95) 77 (%94)
X’ 0.05
p 0.81 P>0.05

)

Ailede (anne, baba, kardes, cocuk, hala, dayi, amca, teyze, kuzen) kanser goriilme

stkht agisindan akciger kanseri hastalart ve kontroller karsilastirildiginda,

kontrollerin % 17 sinin ve kanser hastalarinin ise % 15 nin 1. derece akrabalarinda
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kanser vakast gorildiagi izlendi. Ailelerinde kanser hikayesi olanlarin
kontrollerde % 5 inde hasta grubunda ise % 6 sinda akciger kanseri gorildigi
belirlendi. Ailede herhangibir kanser ve akciger kanseri bulunma siklig
bakimindan kontroller ve akciger kanseri hastalan arasinda istatistiksel olarak
anlamlt bir farklilik gozlenmedi (sirastyla X* 0.9 P: 0.66, X* 0.05 P: 0.81) (Tablo
7).

Hasta ve kontrollerin GSTMI geninde delesyon igerip igermedikleri PZR
metoduyla belirlendi. GSTMI geninde 215 b¢ lik homozigot delesyona sahip
bireyler GSTMI1 null, delesyon olmayanlar bireyler ise GSTMI (t) olarak
degerlendirildi (Sekil 2). Gereg ve Yontem boliimiinde de belirtildigi gibi PZR
ortamma Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin gen bolgesine 6zgir primerler
de eklenerek bu bolge reaksiyon igi standart ofarak birlikte amplifiye edildi (140
bg). Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz bolgesine ait PZR irininin gortlmedigi
ornekler degerlendirmeye alinmadi. Yirmiyedi akciger kanseri hastast bireye ait
genotipleme sonucu sekil 3 de goriilmektedir. Buna gore 2, 5, 6, 13, 14, 15, 16,
18, 22, 24, 25 nolu orneklerin GSTM1 (+), 1, 3, 4, 7, 8,9, 10, 11, 12, 17, 19, 20,
21, 23, 26, 27 nolu orneklerin ise GSTMI1 null oldugu belirlendi. Aym yontemle
caligmaya alnan tiim akciger kanseri hastalann (82) ve kontroller (167)
genotiplendi ve aralarnda GSTMI! genotipi yoninden farkhlik olup olmadig:
istatistiksel olarak degerlendirildi. Tablo 8, tiim hasta ve kontrollerin GSTMI
genotipi yoniinden istatistiksel analizini gostermektedir. Buna gore 167 kontroliin
139 u (% 83) GSTMI1 (+) iken, 82 akciger kanseri hastasiin 46 siin (% 56)
GSTM1 (+) oldugu belirlendi. Kontrollerin 28 1 (% 17) GSTM1 null oldugu

halde, kanser hastalarinin 36 simn (% 44) GSTM1 null oldugu gorildia. GSTM1
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(+) ve null genotipin dagiiminda hastalar ve kontroller arasinda istatistiksel
olarak onemli bir farklihgin oldugu gozlendi (X% 21.21 P:0.000004). Akciger
kanseri hastalarinda GSTM1 null genotipin bulunma olasiig kontrollere gore
daha fazladir ve OR: 3.89 (% 95 CI: 2.05-7.37) akciger kanseri olusumunda

GSTMInull genotip ile iligkili 3 kat risk olabilecegine isaret etmektedir.

4—— GSsTMi

4—— oron

Sekil 2: GSTMI (215 bg) ve GPDH (140 bg) min birlikte amplifikasyonu sonucu

olusan PZR arinlerinin agaroz jel gorinimi
M: PUC 19 DNA/ Mspl Marker (510, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 67)
Sira 1: GSTM1 (+) genotip

Sira2: GSTM1 null genotip
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Sekil 3: Yirmiyedi akciger kanseri hastaya ait genotipleme sonucu
M: PUC 19 DNA/ Mspl Marker
Stra: 2, 5, 6, 13, 14, 15, 16, 18, 22, 24, 25 GSTM1(+) genotip

Swra: 1,3,4,7,8,9, 10, 11, 12, 17, 19, 20, 21, 23, 26, 27 GSTM1 null genotip

Tablo 8: Kontroller ve akciger kanseri hastalart arasinda GSTM1 polimorfizminin

dagilimu
Genotip (n=82) Kontrol (r;=l67) A c. kanseri hastalan
GSTMI (+) 139 (%83) 46 (%56)
GSTMI null 28 (%17) 36 (%44)
P 0. 000004
X 21.21
OR 3.89 (%95 CI: 2.05-7.37)

Akciger kanseri hastalan timoriin histopatolojik tipi (Adeno Ca, SQC Ca, SC Ca
ve LC Ca) yoniinden degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 9 da verilmigtir. Tiim
akciger kanserleri iginde Adeno Ca % 11, SQC Ca % 37, SC Ca % 23 ve LC Ca
% 10 sikhkta bulunmugtur. 15 tiimor i¢in histopatolojik tip yukarida belirtilenlerin

digindaki  akciBer kanseri tipleri arasinda (mezotelyoma, epidermoid,
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adenoskuamoz,  papilloma) dagilim  gostermektedir ve diger olarak
gruplandimlnug, bu grup genotip ile iliskilendirilmemistir. Tamorin histopatolojik
tipi ve GSTMI null genotip arasindaki iliski incelendiginde, 9 adenokarsinomali
hastanin 7 si (% 78) GSTMI (+) iken 2 si (% 22) GSTMI null olarak
belirlenmistir. Bu ise istatistiksel olarak onemli bir farklihgt  ortaya
koymamaktadir (P: 0.21 OR: 037 %95 CI: 0.05-2.10). Otuzbir skuamoz
karsinoma vakastn 18 i (% 58) GSTMI1 (+) ve 13 i (% 42) GSTMI null dir. OR
0.92 (%95 CI: 0.37-2.30) olarak hesaplannmig ve istatistiksel olarak ©nemli
bulunmamigtir (P: 0.85). 19 kiiguk hiicreli karsinoma hastalart (% 23) iginde
GSTM1 (+) genotip sayist 10 (% 53), GSTMI null genotip sayisit 9 (% 47) dir.
OR 1.15 (%95 CI: 0.38-3.48 P: 0.78) olmasi nedeniyle kiigiik hiicreli karsinom ile
GSTMI null genotip arasinda onemli bir iligki belirlenememistir. Biyiik hucreli
akciger karsinomunda da benzer sonuglar elde edilmis, 8 hastanin 4 i (% 50)
GSTMI (+) iken 4 G (% 50) GSTMI null dir ki buda 1.28 OR %95 CI: 0.25-6.65)
vermekte ve istatistiksel olarak anlamb bir iligkiye isaret etmemektedir (P: 0.74).
Sonug olarak akciger kanserinin histopatolojik tipi ile GSTMI! null genotip
arasinda anlamlt bir iligki gozlenmemistir ve GSTM1 null genotip akciger

kanserinin herhangibir tipi igin riski, kontrollere gore degistirmemektedir
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Tablo 9: Akciger kanseri hastalarinda kanserin histopatolojik tipi ile GSTMI

genotipi arasindaki iligki

GSTM1(+) GSTM1null

N(%) n(%) n(%) OR(%95 CI) P X

A.c. Ca hastalar1 82 46(56) 36(44) 1.00

Adeno Ca 9(11) 7(78) 2(22) 0.37(0.05-2.10) 021 1.57
SQC Ca 31(37) 18(58) 13(42) 0.92(0.37-2.30) 0.85 0.04
SC Ca 19(23) 10(53) 9(47) 1.15(0.38-3.48) 0.78 0.08
LCCa 8(10) 4(50) 4(50) 1.28(0.25-6.65) 0.74 0.11
Diger 15(18) - - -

GSTM1 genotipi ile akciger kanseri hastalarinin sigara igme durumlart arasindaki
iliski incelenmis ve sonuglar Tablo 10 da verilmistir. Buna gbre sigara igmeyen
19 (% 23) hastanin 15 i (% 79) GSTMI (+), 4 G (% 21) GSTMI null dir. Sigara-
icenlerin sayisi ise 63 (% 77) dir ve bunlardan 31 1 (% 49) GSTMI (+), 32 si (%
51) GSTMI1 null dir. Akciger kanseri hastalarmin sigara igimi ile GSTMI null
genotip arasinda anlamli bir iliski sozkonusudur (X2: 5.24 P: 0.02). OR 3.87 (%95
CI : 1.04-15.66) ise GSTMI null genotipin sigara igenlerde igmeyenlere oranla
akciger kanserine yatkinlik riskini 3 kat artirdigimi gostermektedir. Aynca akciger
kanseri hastalar1 tarafindan igilen sigara miktar1 da gozoniinde bulundurulmus,
sigara icenler giinde 1 paketten az veya g¢ok icenler olarak gruplandirilmustir.
Giinde 1 paketten az (<1 paket/giin) igenlerin sayist 9 dur (% 14) ve bunlarin 2 si
(% 22) GSTML1 (+), 7 si (% 78) GSTMI null dir. Giinde 1 paketten fazla (> 1
paket/giin) igenlerin sayis1 54 (% 88) dir ve bunlarin da 29 u (% 54) GSTM1 (1),

25 i (% 46) GSTMI null genotipe sahiptir. Dolayisiyla akcier kanseri
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hastalarinda igilen sigara miktar: ile GSTMI null genotipe sahip olma arasida
istatistiksel olarak onemli bir iligki yoktur (X2: 3.06 P: 0.08). Sonug olarak
GSTMInull genotipe sahip bireyler sigaranin az veya gok igiminden bagimsiz
olarak (OR:0.25 %95 CI. 0.03-1.49) igmeyenlere oranla 3 kat fazla risk altinda

olabilirler.

Tablo 10: Akciger kanseri hastalarinda sigara ahgkanhgi ile GSTMI1 genotipi

arasindaki iligki

GENOTIP

N(%) GSTMI(+H) GSTMinull P OR(%95 CD
Sigara icme durumu
igmeyenler 19(23) 15(79) 4(21) 1.00
icenler 63(77) 31(49) 3251 0.02
icilen sigara miktar
<1 paket/giin 9(14) 2(22) 7(78) 1.00
>1paket/giin 54(88) 29(54) 25(46) 0.08 0.25(0.03-1.49)
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5. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri dunyada kardiyovaskiler hastahiklarin neden oldugu oliimlerden
sonra ikinci sirada yer alr. Giniimiizde kullamlan tedavi yontemleri genellikle
hastaligin erken tanmdigr donemlerde etkili olmakta fakat hastalik ne yazikki
genellikle ge¢ donemlerde taninabilmektedir. Calismalar ise erken tam
yontemlerinin gelistirilmesi ile birlikte bu hastaliga kisisel yatkinlik kaynaklarinin
arastirdlmasi yoniinde ilerlemektedir. Yaklagik omiir boyu sigara igenlerin % 15-
20 sinde akciger kanseri gelisjmektedir. Bu gergek iki olasiligi ortaya
koymaktadir. Birincisi akciger kanseri tesadiifen (rastgele) gelisen bir olaydir ki
istatistiksel olarak bir kisim sigara igicisini sansa bagh olarak etkilemektedir.
Ikincisi ise bireyler akcier kanserine kisisel yatkinlik agisindan birbirinden
farklidir. Baslangigta rastgele etkileme hipotezi eger kisinin karsinogeneze olan
yatkinhik faktorleri gozardi edilirse anlamsiz  gorilebilir. Dolayisiyla  heriki
olasihikta sonugta bireysel ozelliklerle yakindan iligkilidir. Kansere kisisel
yatkihk ¢ok basamakh bir olay olan kanser geligiminde bu basamaklardan
herhangibirisindeki (prokarsinojen metabolik aktivasyonu ve deaktivasyonu,
DNA adduct olusumu ve mutasyon oranlar, DNA onarim hizi ve hiicre dongiisii
ozellikleri) kigisel farkliliga bagh oldugu gozoniinde bulundurulsa da simdiye
kadar elimizdeki toksikolojik veriler daha g¢ok prokarsinojen metabolizmast
basamaklarini adres gostermektedir. Sigara i¢imine bagli akciger kanserine Kisisel
vatkinlik solunan prokarsinojenlerin - karsinojen haline doniistirilme (faz |
reaksiyonlan) kapasitesi ve karsinojenlerin detoksifiye edildigi faz 11 kapasitesi
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya g¢ikar. Ayrica karsinogenezin ilk

evrelerinde izlenebilen DNA adduct olusumu, spesifik hiicre gen mutasyonlar ve
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daha sonra ortaya gikabilen onkogen mutasyonu akciger kanserinin klinik olarak

taninmast igin biyomarker olabilirler (sekil 4) (87).

KISISEL DUYARLILIK

karsmojeﬂe\‘ katsingjenin binaldive
maniz kal.my ﬂ ahihan dozu edilmig
karsinojen| |

—

hiicre -
DNA hasan | ——» proliferasyo akcige%
nunun kanseri ;

dizensizligi

Sekil 4: Cok basamakli akciger kanserine kisisel duyarlilik

Hayvan deneylerinde tiimorijenik oldugu kanitlanmig, sigara dumam iginde
bulunan  molekiiller insan enzim sistemleri tarafindan aktivasyon ve
detoksifikasyona ugrarlar. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), ornegin
benzo [a] pren insanlarda karsinojen olarak bilinen bir molekildiir. Sitozolik
arilhidrokarbon reseptoriine baglanir, ligand-reseptor kompleksi promotor
bolgelere baglanarak karsinojen metabolize eden enzimlerin indiiklenmesine yol
acar. Boylece oksidasyon ve konjugasyon basamaklarindan sonra suda
¢ozinebilen ve idrarla atilabilen tiriinler olustururlar. Fakat araiiriinieri potansiyel
karsinojenlere biyoaktive olurlar. Arilaminler ve N-nitrozaminler de benzer
modifikasyona ugrarlar (88). Sigara dumaninda bulunan prokarsinojenlerin faz 1
metabolizmasi, sitokrom P450 ailesinin formlari, 6rnegin CYP1Al ile baglar ve

Glutatyon-S-transferaz, NADPH:kinon oksidorediiktaz (NQD, DT-diaforaz), N-

asetil transferaz gibi faz 11 metabolizmast ile devam eder. Diol epoksidler ve
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solunan ksenobiyotiklerin semikinon formlart gibi bu metabolizmanin aktive
olmug araiiriinlerinin karsinojen ve DNA ile interaksiyona girebilen elektrofiller
oldugu bilinmektedir (sekil 5).Bu molekiillerin deaktivasyonu olduk¢a énemlidir.
Solunan karsinojenlerin aktive-deaktive edilmesi kigiden kisiye degismektedir ve
hayvan modellerinde ve insanlarda kanser riski olusturdugunu bildiren ¢aligmalar
vardir. Ligand baglanmasi, hedef makromolekil adduct olusumu akciger

kanserinde risk faktorlerdir.

BENZ.0 [a] PREEN

O
EPOKSIT
HIDROLAZ

Sekil 5: B[ a] pren in sitokrom P450 sistemi tarafindan biyoaktivasyonu
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GST ler elektrofilik ksenobiyotikleri glutatyon ile konjuge eden enzim ailesidir.
Glutatyon konjugati daha polardir ve kolaylikla atilabilir. B [a] p 7, 8-diol-9,10-
epoksit (BPDE) gibi elektrofiller GST tarafindan GSH ile konjuge eéilirler ve
boylece DNA-adduct olusumu, dolayisiyla da kanserin baglamasi engellenir (64).
GST nin antikarsinogenez rolii ratlarda ¢ahisilnmustir. Aflatoksin AFB1-8.9-oksit in
GST tarafindan yavas konjugasyonu bilesigin ratlarda giicli hepatokarsinojen
olmasina neden olmaktadir. GST ekspresyonunun indiikklenmesi AFB1 in DNA ya
baglanmasmt ve AFB1 e bagh karsinogenezi engellemektedir (64, 89). PAH gibi
sigara dumaminda bulunan karsinojenler igin ise yapilan galismalarda sigar_a icen
ve GSTMI aktivitesi olmayan bireylerin akciger dokusunda 32p isaretli PAH-
DNA adduct miktart GSTMI aktivitesine sahip olanlara oranla daha fazla
bulunmustur  (64). Karsinojen-DNA  adductlari  mutajene  maruz  kalma,
absorbsiyon, aktivasyon, deaktivasyon, DNA onarimu ve hiicre proliferasyonunun

net etkisinin gostergesidir (90).Belirlenen DNA hasari karsinojenin biyolojik
olarak aktif dozunu, nasil biyoaktive ve detoksifiye edildiginin mekanizmasimin
anlagilmasinda onemli bilgiler ortaya koyar. B [a] P, epoksit metabolitler érnegin
benzo a pren 4,5 oksit GSTM! in katalitik aktivitesi ile detoksifiye edilir (64).
Diger sigara dumani bilegenleri olan nitrozaminler ve aromatik aminler i¢in GST
yolu heniiz gosterilmemistir. Insanda akciger GST aktivitesi sigara dumanina
maruz kalma ile indiiklenmemektedir. Fakat ratlarda endojen ve eksojen
oksidanlara maruz kalma ile indiiklendigi gosterilmistir (91).Insanlarda genetik,
diyetsel ve gevresel faktorler kan ve diger hedef organlarda GSTM1 ekspresyonu
ve aktivitesinin kisisel farkliliklar gostermesine katkida bulunuyor olabilir (64, 12,

92). insan GSTM sifi icinde 3 farkh allel belirlenmisti. GSTMI A ve B benzer
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aktiviteye sahip enzimlerdir (10). GSTM1 0 ise null alleldir ve aktif enzim
uretmez. GSTM1 null genotipe sahip bireylerin akcigerinde hem timoér hem de
normal dokuda daha fazla PAH-DNA adductlanina rastlanmigtir (93). GSTM1 null
genotip lenfosit sister kromatid degisimi ve p53 mutasyonlan ile de iligkilidir
(94). GSTM1 null genotip Japon, Avrupa ve Kuzey Amerika populasyonlarinda
% 40-50 oraninda rastlanan yaygin bir polimorfizmdir. Bu nedenle eger bu
genotip ¢ok az da olsa akciger kanserine yatkinlikta bir katki olusturuyorsa, bunun
halk saghg agisindan onemi gok biiyiik olacaktir. Seidegard (10) periferal lenfosit
GSTMI1 aktivitesinin trans-stilben oksite (TSO) karst Kuzey Amerika
populasyonunda, akciger kanserlilerde % 58 oraminda GSTMI1 aktivitesi
bulamazken bu orani kontrollerde %37 olarak bildirmistir (OR 2.4 %95 CI: 1.6-
3.6). Soni ve arkadaglan (72) Hint populasyonunda lenfosit TSO konjugasyonunu
sigara icimi ile ilgili kanserlerde belirlemis ve sigara igenlerin gogunun GSTM1
null genotipte oldugunu gostermistir (OR: 3.7, CL: 1.6-8.5). Gegen 30 yil iginde
yaplan ¢alismalar g¢evresel kimyasallarin metabolizmasinda hem deney
hayvanlarinda hem de insanlarda g¢ok buyiikk farkhliklar oldugunu ortaya
koymustur. Cesitli kimyasallarin metabolizmasindaki kigisel farklihiklar hem
kalitatif hem de kantitatif olarak fenotip diizeyde incelenmigtir. Bu farkliliklar ilag
metabolizmas:  enzimlerinin  ekspresyonundaki degisikliklerin analizi .sonu.cu
ortaya ¢tkarlmugtir. Klasik enzimoloji ve immunolojik ¢aligmalar enzimlerin
farkli allelik formlarmin metabolik fenotipe yansiyip yansimadign konusunda
sonuca gidilmesinde kullanllamaz. Son yillarda molekiiler biyoloji yontemlerinin
bu alanda kullanilmasi, genetik dizideki farkliliklarin fenotip ile iligkisinin

anlagimasina biiyikk katki saglamigtir. Bu g¢ahigmalar bilim adamlannin direkt
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olarak genin yapisi ve fonksiyonu arasindaki korelasyonun belirlenmesi, ayrica
organizmanin genetik ozellikleri ile kargilastiklan gevresel karsinojenlere
verdikleri cevap arasindaki iligkinin mekanizmasimin anlagilmasinda  yarar
saglamistir. Biz de bu ¢aligmada akciger kanseri hastalan ve kontrolleri GSTM1
geni yoniinden genetik diizeyde inceledik ve bu gendeki delesyonun akciger
kanseri olugumu ile iligkisinin bulunup bulunmadigmm Tirk populasyonundan bir
ornekle yorumlamaya galigtik. Calismamizda yer alan akciger kanseri hasta sayisi
82 idi ve bunlann yalnizca % 15 ini kadin hastalar olusturmaktaydi. Bu durum
literatiir ile uyumludur. Akciger kanseri erkeklerde daha sik gorilmektedir ve
bunun nedeni belkide erkeklerde sigara i¢iminin kadinlara oranla daha fazla
olmasidir. Fakat son yillarda, ozellikle Avrupa ve Kuzey Amerika,
populasyonlarinda kadinlarda akciger kanserine yakalanma hizinin kadinlar
arasinda sigara i¢iminin artmasmna bagh olarak arttigimi - bildiren caligmalara
rastlanmaktadir (95). Bizim ¢aligmamizda akciger kanseri hastalari ve kontroller
sigara aligkanlign bakimindan kargilastirildiginda akciger kanseri hastalarinda
sigara igme oramnin kontrollere goére yiiksek oldugu goérilmigtar ki literatiirde
incelenen tiim caligmalarin sonuglarmi desteklemektedir (96, 97, 98). Islenmis
tiitiin 3000 in tzerinde bilesik igermektedir ve bunlarin 30 tanesi karsinojenik
etkiye sahiptir. Sigara yakildiginda olusan asil dumam ve yan dumamn yaklagik 50
karsinojenik bilegik igermektedir. Bunlarin iginde 3 biiyikk siuf (PAH, NA ve
aromatik aminler) sigara iligkili kanserlerde onemli rol oynamaktadir. Cinki
titin karsinojenlerinin ¢gogu DNA ile etkilesebilen reaktif ara urtnlere
dontigmektedir. Sigara igimi akciger kanserinin en énemli nedenidir ve larinks,

agiz, ozofagus, mesane ve bobrek kanseri riski ile de iligkilidir.
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Ksenobiyotik metabolizmasindaki genetik hasar ile kanser olusumu arasindaki
iliskiyi agiklayan mekanizmalar 2 grupta incelenebilir. Ya ksenobiyotik
metabolizmasindaki enzimler direkt olarak kanserin baslamasindan sorumludur
veya bu enzimleri kodlayan genler ile kanser olusumundan sorumlu baska genler
arasinda linkaj s6zkonusudur. Mutasyona ugramis allelin sikliginda ¢ok biiyiik
etnik farkhbklar vardir ve kansere neden olan gen ile ksenobiyotik
metabolizmasindaki genler bir populasyonda link yapabildigi halde digerinde
yapmiyor olabilir. Akciger kanseri hastalari ailede herhangibir kanser goriilme
sikligt agisindan  degerlendirildiginde kontrollerle arada bir fark olmadid
gorilmiistir. Epidemiyolojik galismalar, birkagt harig (99), ailede kanser hikayesi
genetik faktorlerin akciger kanseri igin bagimsiz bir faktor olduguna isaret
etmektedir. Cok sayida vaka-kontrol ¢aligmast birinci derece akrabalarda akciger
kanseri bulunanlarda akciger kanseri bulunma olasthgmt OR 1.7-5.3 arasmda
bildirmektedir (100). Bu sonuglar genellikle onbinlerle ifade edilen ¢ok sayida
birey tzerinde yapilmis c¢aligmalardan elde edilmistir. Bizim g¢alismamizda
incelenen birey sayisinin az olmasi nedeniyle literatir ile uyumsuz boyle bir
sonu¢ elde edilmis olabilir. Cinkii gimdiye kadar yaymlanmis buyik bir
cogunlukta makale akciger kanseri ile aile hikayesi arasinda guglii bir iligkiden
sozetmektedir.

GSTMI gen delesyonu polimorfizminin incelenen populasyonlarda % 21-% 63
arasinda bulundugu bildirilmistir (100). Bizim ¢alisgmamizda ise GSTMI null
genotip  sikhigt %17  olarak  bulunmustur. Tark populasyonunda GSTMI
polimorfizmi ile ilgili simirht sayida ¢alisma bulunmaktadir ve bildigimiz kadaryla

bu galigma Tirk populasyonunda GSTMI null genotip ile akciger kanseri
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iliskisini inceleyen ilk galigmadir.Aktas ve arkadaglari(101)GSTMI polimorfizmi-
mesane kanseri iligkisini inceledikleri makalelerinde kontrol populasyonunda
GSTM1 delesyonunun %34 oraninda oldugunu bildirmislerdir ki bizim
sonuglanmiz bununla uyumlu degildir. Bu farkliligin nedeni l;u iki galigmaya
dahil edilen kontrollerin yoresel farkliigina bagh olabilir. Biz bu g¢aligmada
yalmzca Tiurk anne babadan dogma bireyleri inceledik. Aktas ve arkadaslarimn
makalesinde ise boyle bir ozellikten s6z edilmemektedir. Bununla birlikte bir
populasyonda bir enzimin polimorfik allel sikligim belirlerken homojen segilmis,
¢ok sayida bireyi igeren aragtirmalarin sonuglarimin birlikte degerlendirilmesi
(meta analizi) ancak o toplumdaki allel sikligi hakkinda fikir verebilir. Dolayisiyla
bizim ¢algmamizda incelenen Dbirey sayisiun azligi nedeniyle Tirk
populasyonunun genotipini yansitmayabilir fakat biz bu ¢aligmann ileride
yapilacak calismalarla birlikte degerlendirilerek Tiirk populasyonundaki GSTM1
genotipinin belirlenmesine katkida bulunacagina inanmaktayiz. Akciger kansert
hastalarn1 ve kontroller GSTM1 null genotip yoniinden kargilastinldifinda ortaya
¢ikan OR: 3.89 akciger kanseri ile GSTMI1(-) genotip arasinda gigla bir iligkiye
isaret etmektedir. Bu alanda farli populasyonlarda yapilan vaka-kontrol
calismalariin  sonuglarin incelendigi meta analiz gahgmasinda GSTM1 null
genotipin akciger kanseri igin bir risk faktdr olabilmesi olasiigi OR: 1.6 olarak
bulunmugtur (102). Bizim 9a11$fnarmzda bu risk 3.89 OR olarak bulunmustur.
Bunun nedeni ise galigtifimiz populasyonda kontrollerin GSTM1 null genotipe
sahip olma oranmn %17 gibi oldukga diisiik bir degerde bulunmasi olabilir. Ikinci
ve daha biyilk bir olasilik ise ¢alismarmzda yer alan akciger kanseri hastasi

bireylerde GSTM1 null genotip ile birlikte diger yatkinlik genotiplerinin (6rnegin
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CYP1Al) birarada bulunmasidir. Hayashi ve arkadaglann (103) Japon
populasyonunda homozigot CYP1A1 Val ve GSTM1 genotipe sahip bireylerde
akciger kanseri igin relatif riskin 5.8 kez arttifim bildirmistir. Nakachi ve
arkadaslan (71) 85 skuamoz akciger kanserli birey uzerinde yaptiklari ¢aligmada
CYP1A1 Mspl polimorfizmini GSTM1 null genotiple birlikte igeren bireyler igin
OR 16.0 olan oldukga yiiksek bir risk bildirmiglerdir. Eger CYP1Al in diger
polimorfik formu (Val/Val) de bu birliktelik icinde yer alirsa OR 41.0 e
yukselmektedir. Aynacioglu ve arkadaglann (104) Tirk populasyonunda
CYP1A1*2B allelinin Orta Avrupa populasyonlarina gére daha yiiksek oranda
bulundugunu gostermistir. Dolayisiyla bizim ¢aligmamizda da bulunan yiiksek
ORda CYP1Al genotiplerinin de etkisi olabilir. Bu nedenle biz g¢aligtigimiz
populasyonu CYP1A1l mutasyonlar1 yoniinden de incelemeyi diginmekteyiz.
Cinliler izerinde yapilan bir ¢alismada GSTM1 null ve CYP1A1 Val/Val genotip
birlikte akciger kanseri riski i¢in 3.27 OR vermektedir ki bu deger bizim
sonucumuza oldukg¢a yakindir.

Cahsmamizda GSTM1 null genotip akciger kanseri riskini artirmasina ragmen
akciger kanserinin spesifik olarak herhangibir tipi ile iligkili bulunmamugtir.
Akcigér kanseri hastalarnt Adeno karsinom, kigiik hiicreli karsinom, biyiik hicreli
karsinom ve skuamoz hiicre karsinomu yoniinden istatistiksel olarak
incelenmigtir. Onbes kanser tipi belirtilenlerin digindaki kanser tipleri arasinda
dagilim gosterdiginden istatistiksel olarak degerlendirilmemistir. GSTMI
genotipin Ozellikle skuamoz hiicre karsinomu ve kiigiik hiicreli karsinom igin risk
faktor olabilecegini belirten galigmalar oldugu gibi (96, 105), bazilarinda akciger

kanserinin histopatolojik tipi ile GSTM1 null genotip arasinda bir iligki
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bulunamamustir (98). Simdiye kadar yaymlanmig epidemiyolojik ¢aligmalarin
sonu¢larindan  giderek heniiz bu konuda bir fikir birligine varilabilir
gorilmemektedir. Sigara igimi akciger kanseri igin kesin risk faktordir. Bu
¢alismada da kontrollerle karsilagtinldiginda, "akciger kanserli hastalann daha
fazla oranda sigara i¢ti§i gorilmiiy ve sigara igen akciger kanseri hastalarinda
GSTM1 null genotipin oram igmeyenlere gére daha fazla bulunmustur (OR: 3.87
%95 CI. 1.04-15.66) ki bu sonug literatiir ile uyumludur (98). Fakat akciger
kanseri hastalarinin igtikleri sigara miktarn ile GSTM1 null genotipe sahip olma
arasinda anlamli bir iliski gézlenememigtir (P: 0.08). Baz1 galigmalarda agir sigara
icicilerde akciger kanseri ve GSTM1 null genotip arasindaki iliski daha gti¢li iken
(105,106), bazilarinda hafif igicilerde daha giigli bulunmustur (14, 71). Bu
sonuglar ise sigaranin az veya ¢ok titketilmesi GSTM1 null genotipin akciger
kanséri olusumu tzerindeki risk  etkisini 'degistirméméktedir yorumuna
gotirmektedir.

Molekiiler epidemiyoloji ¢evresel karsinojenlere maruz kalma ile iliskili riskleri
degistiren yatkinlik ve genetik faktorlerin 6neminin anlagilmasina katkida
bulunmustur. Ciinkii kanser biiyiik bir 6lgiide Onlenebilir bir hastahktir ve
molekiiler epidemiyolojinin gelecek oncelifi kansere yatkinlik olugturan
genotiplerin kombinasyonu agismdan karsinojenlere maruz kalan bireyleri analiz
etmektir. Bir sonug nokta olarak kanserin belirlenmesi yerine DNA-adduct,
sitogenetik hasar ve mutasyonlar gibi ara risk markerlerin belirlenmesi akciger
kanserinden &6liim oranint biiyiik 6lglide azaltacaktir. DNA chip teknolojisi ile gen
analizi kansere vyatkinlk genlerindeki mutasyonlarin belirlenmesinde hizi

artiracaktir. Fakat daha da &nemlisi insanlarda bu gen varyantlarinmn fonksiyonel
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farkliiginin karakterize edilmesi olacaktir. Bu tiir ¢alismalar halahazirda devam
etmektedir. Ornegin, Cevresel Genom Projesi (Environnientéﬂ Genom Project)
Amerika da Ulusal Cevresel Saghk Bilimleri Enstitiisii (Nation'c}l Environmental
Health Sciences Institute) tarafindan kurulmustur ve gallsmalarlna devam
etmektedir (107). Bu ¢aligmanin amact Amerikan populasyonunu yaklagik 200
gendeki varyanslar yoniinden incelemek ve bunlari kisisel yatkinlik, hastalik riski
ve oOzellikle fiziksel ve kimyasal maruz kalma ile kombinasyon halinde
belirlemektir. Genel genetik yatkinlik faktorlerinin sikligi ve dagiliminin, yatkin
bireylerin ve alt gruplarin bilinmesi ve ozellikle diigiik diizeydeki maruz kalmada
bile yatkinligi olabilecek kesin risk altindaki bireylerin tespiti hastaliklarin
baglamadan onlenmesi agisindan 6nemlidir. Boylece bu kigiler ¢ok siki bir sigara
birakma programina almabilir ve bunun igin daha kolay ikna edilebilirler, ilagla
hastaligin 6nceden &nlenmesi (chemoprevention) programlanna alinabilirler veya
genel populasyon igin uygulanmast miimkiin olmayan kanser izleme
programlarina alnabilirler. Fakat s6zi edilen noktalara gelinebilmesi igin
oncelikle daha fazla sayida kansere yatkinlik geninin belirlenmesi, gen-gevre ve
gen-gen iligkisinin incelenmesi gerekir. Bu amagla da genis, toplumsal

caligmalara gereksinim vardir.
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OZET

Glutatyon-S-transferaz  (GST)  izoenzimleri  titin  dumaminda bulunan
karsinojenlerin detoksifikasyonunda gorev alirlar. GSTM1 lokusu GSTMla, b ve
GSTM1 null olmak iizere en az ii¢ allelik varyanta sahiptir. GSTM1 polimorfizmi,
GSTMI geninin tamaminin homozigot delesyonunun bir sonucudur. GSTM1 null
genotip sikhigt %21 ile %60 arasinda defisen etnik varyasyon gosterir. GSTM1
null genotipin Tiirk populasyonundaki sikhigt ve akciger kanseri riski arasindaki
iligkiyi incelemek amaciyla PZR teknigi kullanilarak, 82 akciger kanseri hastast
ve kanser igermeyen 167 kontrolden olusan bir vaka-kontrol galigmast yapildi.
Guvenlik aralig (CI) %95 de odds ratio (OR) hesaplamak igin X* analizi yapildi.
Sonuglar, Turk populasyonunda GSTMI1 null genotip sikligmin %17 oldugunu
gosterdi. GSTM1 null genotip ve akciger kanser riski arasindaki iligki i¢gin OR
3.89 (%95 CI: 2.05-7.37) olarak hesaplandi. GSTMI1 null genotip ile akciger
kanserinin higbir histopatolojik tipi arasinda iliski yoktu. Sigara igen ve igmeyen
akciger kanseri hastalari, GSTMI null genotip yoniinden degerlendirildiginde,
sigara igimi ile null genotip arsinda belirgin bir iligki vardi (OR 3.87, %95 CIL:
1.04-15.66). Bununla birlikte <1 ve 21 paket/giin olarak ifade edilen igilen sigara
miktari ile GSTM1 null genotip arasinda bir iligki gozlenmedi.

Sonug olarak, bu galiyma Turk populasyonunda GSTM1 null genotipin akciger

kanserine genetik duyarlilif: tek bagina etkileyebilecegi fikrini vermektedir.



SUMMARY

Glutathione-S-transferase (GST) izoenzymes are involved in the detoxification of
several tobacco smoked-derived carcinogens. GSTM1 locus contains at least three
allelic variants GSTM1a, b and GSTM1 null allele. The GSTM1 polymorphism is
a result of a homozygous deletion of the entire GSTM1 locus. The GSTM1 null
genotype frequency shows marked ethnic variation ranging from 21% to 62%. To
investigate the prevalance of GSTMI1 null genotype and its association with
increased risk of lung carcinoma in a Turkish population, a PCR technique was
employed in a case-control study of 82 lung cancer patients and 167 controls, free
of malignancy. Khi square (X*) analysis was performed to calculate the odds ratio
(OR) and 95% confidence inteval (CI). The results showed that the frequency of
GSTM1 null genotype in Turkish population was 17%. The OR for the
association between GSTM1 null genotype and lung cancer risk was estimated as
3.89 (95% CI: 2.05-7.37). There were no association between GSTM1 null
genotype and any histopathologic type of lung cancer. The evaluation of smoker
and nonsmoker lung canser patients for GSTM1 genotype revealed that there was
a significant association between GSTMI1 null genotype and smoking in lung
cancer patients (OR 3.87, 95% CI: 1.04-15.66). However no association was
observed between GSTMI1 null genotype and smoking exposure expressed as <1
and >1 packs/day.

In conclusion, this study suggest that the GSTM1 null genotype independently

might affect the genetic susceptibility to lung cancer in Turkish population.



Ek Tablo 1: Akciier kanseri hastalara ait veri tablosu

Hasta { Yag | Cinsiyet | D. yeri Sigara hikayesi | Ailede Ca hikayesi A.c Catipi GSTMI
no Paket/giin  YiIIl | A.c Diger |Ad SQ LC SC |{(® Null
1 70 E Niksar 1 50 X +

2 47 |E Yildizeli |1 20 X + D
3 75 |E Sivas 1 45 ]
4 55 E Sivas 0.5 10 X +

5 68 K 1 +

6 61 |E Erzincan | 1 130 X ¥ N
7 54 E Tokat 1-3 30 X +

8 67 K 1 X +

9 59 |E | Sivas - - X +

10 76 |E Sivas | 1 e o ox

11 48 |E Sivas 1 - - +
12 52 |K Sivas T - Larinks | X ]
13 69 K Kamga |1 [T ' T T
14 74 E Tokat 1 30 X +

15 73 E Artvin 0.5 20 X +

i6 6l E Sivas 1 29 X +

17 61 K Tokat 1 - +

18 46 E Tokat - - Baba X +

19 67 E Sivas 0.5 50 X +

20 80 E Tokat 1 40 +

21 62 E Sivas 0.5 50 X +

22 63 E Sivas 1 +

23 51 E Sivas 1 35 X +

24 50 E 1 20-30 X +

25 67 E Tokat 1-2 10 X +

26 65 E Tokat 1-2 40 X +

27 60 E Sivas 1 40 X +

28 58 K Sivas 1 +

29 43 K 1 X +

30 85 E 1 X +

31 75 |E Sivas 1 55 Kardeg X +

32 E Sivas 1 X +

33 65 |E Tokat 1 25 X +

34 68 E Sivas 0.5 30 Deri X +

35 |67 E 0.5 35 X +

36 72 E Sivas 1-2 50 X -
37 72 E Sivas | 60 S i
38 47 |E Sivas 1 4 X +

39 63 |E Sivas - - X +

40 68 K Sivas - - Kc X +

41 65 [K Sivas - - X +

42 67 |E Sivas - - X +

43 58 E Tokat 1 30 X +

44 67 E Sivas 1.5 50 Abla X +

45 45 E Erzincan |1 25 X +

46 67 E Sivas - - X +

47 58 E Tokat - - X +

48 43 E Tokat 1 25 X +

49 66 |E Sivas - - Kardes X + B
50 68 |K rokat - 1 Ix N

51 47 |E Sivas 2 25 X + ]
52 56 |E Sivas 1 45 ] X + '
53|12 i Sivas - |- L X o

54 40 |K |Sivas - |- |- ' T + |




55 62 E Sivas - - X +
56 49 |E Sivas 1 35 +
57 71 E Sivas 1 50 +
58 60 E Sivas - - X +
59 60 E Sivas -~ - X +
60 74 K Sivas - - +
61 65 E Erzincan |1 30 X +
62 64 E Sivas 1 40 X +
63 51 E Sivas 1 30 X +
64 55 E Tokat - - +
65 60 |E Sarkigla |1 30 X +
66 41 E Sivas - - Larinks X +
67 81 E Sivas 2 60 +
68 62 E Sivas 1 48 Kemik X +
69 68 E Tokat - - +
70 63 E Sivas 1.5 46 +
FQ 46 |E Sivas 0,5 30 X ¥ | ]
72 72 E Sivas 1 55 +
73 52 |E Erzincan | 1 35 - X 1 1
74 52 E Tokat 1,5 40 X +
75 47 E Sivas 1 15 +
76 76 E Sivas | 20 +
77 69 |E Yildizeli |1 30 Abi +
78 75 E Sivas 0,5 25 +
79 72 E Sivas 0,5 20 Meme +
80 48 |E Tokat 1,5-2 30 +
81 70 E Yildizeli |1-1,5 40-45 X +
82 56 E Tokat 1,5 40 X +

Ad (Adenokarsinom, SQ (Skuamoz hiicre karsinomu), LC (Biiyiik hiicreli karsinom), SC (Kiigiik hiic-

reli karsinom). A.c (akciger)., K.c (karaciger), Ca (kanscr)




Ek Tablo 2: Kontrollere ait veri tablosu

Kont. [ Yas| Cinsiyet [ Dopum Yeri Sigara likayesi | Ailede kanser hikayesi GSTMI |
no Paket/giin | Yl Akciger Diger  |(+) [Null
1 40 E Sivas 1 20 +

2 58 |E Ankara 1 20 [ |
3 47 |E Sivas I 30 ) +

4 48 K Sivas 1 29 +

5 48 |E Sivas 12 20 +

6 46 |E Gaziatep | 1denaz 20 T T T
7 52 E Kars 1-3 30 +

8 59 |E Elaz1g - - Amca Yaygin kanser +

9 53 E Erzurum 1 30 Meme +

10 42 K Sivas - - Uterus +

11 59 K Tokat - - +

12 43 K Sivas 1 10 Mide, uterus +

13 57 K Sivas - - +

14 43 K Sivas - - +

15 59 K Sivas - - Mide +

16 48 K Sivas - - +

17 45 K Yozgat - - +

18 46 E Sivas 1-2 25 +

19 42 K Sivas - - +

20 6l K Sivas - - +

21 53 E Sivas 1 25 +

2 50 K Sivas 2 - ¥
23 63 K Sivas - - +

24 45 K Sivas - - +

25 47 K Sivas 0,5 25 +

26 58 K Sivas - - +

27 57 K Sivas 1,5 25 +

28 59 |E Sivas 1 40 L N
29 51 K Sivas - - b

30 4 |K | Sivas S L I

31 54 |K Sivas - - !

32 55 E Sivas 1 33 +

33 49 K Sivas - - +

34 61 K Erzincan - - +

35 53 (K Samsun - - Kuzen +

36 59 E Tarsus - - Amca +

37 54 K Sivas - ~ +

38 45 E Sivas - - +

39 64 K Sivas - - t

40 62 K Sivas - - +

41 56 E Sivas - - +
42 48 K Sivas - - I R e
43 o7 |E  Sivas |1 s ) l o
44 71 E Ordu - - Baba ¢ + o
45 73 |E  |Sivas - - + o
46 167 |K_ |Sivas I den az, 1o l -
47 48 K Sivas - - +

48 48 K Tokat - - +

49 70 |E Sivas 1 den az 15 ) +

50 70 |K Samsun - - 1+

51 75 K Sivas - - +

52 57 K Sivas - - +

53 48 E Sivas 1 20 -+




54 57 E Sivas +
55 48 K Sivas +
56 47 |E Sivas

57 60 |K Sivas +
58 46 |K Sivas +
59 45 |K Sivas Mide CA +
60 54 |K Sivas Day1 Lgsemi , mide +
61 55 K Tokat +
62 58 K Tokat

63 55 K Tokat +
64 51 E Sivas +
65 44 (K Sivas +
66 58 |K Sivas +
67 45 E Sivas +
68 46 K Erzincan

69 46 [K Yozgat +
70 60 E Sivas +
71 46 E Sivas +
72 50 K Sivas +
73 59 K Sivas

74 58 K Sivas

75 72 K Sivas +
76 50 K Sivas +
77 47 K Sivas +
78 52 E Sivas +
79 68 K Sivas Mide +
80 57 E Sivas +
81 45 E Sivas +
82 46 |K Sivas +
83 48 K Sivas

84 50 E Sivas +
85 65 K Sivas +
86 45 K Sivas Baba +
87 50 E Sivas Baba +
88 51 K Sivas +
89 46 |E Sivas +
90 43 E Sivas

91 54 |(E Yozgat +
92 46 jE Sivas +
93 57 |E Sivas +
9 72 E Sivas Kardes +
95 42 K Ardahan +
96 41 K Sivas +
97 45 E Sivas +
98 61 E Sivas +
99 53 E Sivas

100 54 |K Tokat +
101 45 E Sivas +
102 |55 |E Sivas Kardes ? +
103 48 |E Sivas

104 48 |K Sivas +
105 60 IE Sivas +
106 46 |E Sivas +
107 62 |E Sivas +
108 74 |K Sivas +
109 49 |K Sivas +
110 60 |K Sivas +
111 57 E Sivas +




112 52 (K Sivas - - +
113 55 K Sivas - - +
114 45 K Sivas - - Kolon

115 46 E Sivas - * Anne ? +
116 46 K Sivas - - +
117 51 K Sivas - - +
118 63 K Erzincan - - !

119 43 K Sivas Az 6 +
120 5t |E Sivas 1 40 +
121 49 K Sivas - - +
122 38 K Sivas - - +
123 46 K Sivas - - +
124 64 E Sivas - -

125 43 K Sivas - - +
126 51 E Sivas 1 30 +
127 70 E Sivas - - +
128 67 K Sivas - - +
129 41 K Sivas +
130 64 |K fzmir 1 40 Meme +
131 58 E Sivas 1 50 +
132 52 |E Sarkigla 1 25 Gurtlak +
133 [48 |K Imranh +
134 45 K Divrigi +
135 45 [K Akdagmadeni 1 20 +
136 55 K Sivas +
137 48 |E Akdagmadeni i 20 +
138 62 |E Yildizeli 1 40 +
139 68 |K Sivas - - +
140 47 E Tokat 1 30 Deri +
141 43 K Divrigi - - +
142 47 E Resadiye 1 30 +
143 55 E Kangal - - +
144 60 K Elazig - - +
145 4 |K Yildizeli - - Day1 +
146 66 K Kangal - - +
147 {49 |K Sivas - - Dayt Lenfoma,girilak |+
148 51 |E Yuldizeli - - +
149 54 |E Sivas 1 35 Oplu ? +
150 49 K Sivas - - +
151 50 |K Sivas - - +
152 47 |K Zara - - +
153 52 |K Konya - - Meme +
154 43 K Yildizeli - - Mide +
155 50 K Tokat - - +
156 41 E Sarkigla 1 20

157 50 K Sivas 1 2

158 63 E - - +
159 |57 K Zara - -

160 65 |E Tokat 1 20-25 +
161 57 |K Koyulhisar - - +
162 60 E Tokat 1 29

163 48 |E Koyulhisar - -

164 49 E Sivas - - 1

165 62 K Gitriin - - +
166 68 K - -

167 60 E Sivas 2 19
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Biyokimya Anabilim Dali’nda doktora yapmaya bagladi. 1991 yilinda yeterlilik
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yapmak tizere yurtdiginda goéreviendirildi. 1996 yiinda "Sheffield University,,
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