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I. PROJENIN TURKCE VE INGILIZCE ADI VE OZETLERI

AKCIGER KANSERINDE METABOLIK (GSTP1) POLIMORFiZMIiNiN iLAC
REZiISTANSINDAKI ROLU

OZET:

Akciger kanseri olgularinin ¢ogunu olusturan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarda
kemoterapiye yanit oldukca diisiik diizeydedir. Bu kanser hiicrelerin 6zelikle platinyum
bilesiklerine kars1 kemorezistansinda gesitli faktorler arasinda glutatyon S-transferazlar (GST)
onemli rol oynamaktadir. GST’lerdeki bazi polimorfizmler enzim aktivitesinin degismesine
ve bu da kemoterapiye duyarliligin ve hastanin sag kalim siiresinin degismesine neden
olabilmektedir. Ornegin GSTP1 ekzon 5 (Ile104Val) ve ekzon 6 (Alal14Val) genetik
polimorfizmleri bu enzimin aktivitesini azaltabilmektedir. Bu ¢alismada platinyum bazli
kemoterapi alan ilerlemis evreli (evre III ve IV) kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)
139 hastanin (127’si erkek ve 12’si kadin) GSTP1 (ile104Val ve Alal14Val) gen
polimorfizmleri ile kemoterapiye yanitlar1 ve sag kalim siireleri ile iliskileri aragtirilmistir.
Genetik polimorfizmi lenfosit DNA’s1 kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ve
restriksiyon parc¢ast uzunluk yontemiyle belirlenmistir.. Platinyum bazli kemoterapiye genelde
hastalarin 42’sinin (% 30.2) yanit verdigi ve 97 sinin (% 69.8) ise yanit vermedigi
saptanmistir. Hastalarda GSTP1 polimorfizmlerinin platinyum bazli kemoterapiye kars1 alinan
yanit1 anlamli olarak degistirmedigi saptanmistir. Genotiplerin kemoterapiye kars1 verdikleri
yanitin yas, cinsiyet, sigara icme durumlari, uygulanan farkl ilag rejimi, hastaligin evresi ve
timor histolojisi ile de etkilenmedigi belirlenmistir. GSTP1 ekzon 5 variant genotipine sahip
hastalarin sag kalim siireleri yabanil genotipe sahip hastalardan daha uzun bulunmazken
(ortanca 16 aya kars1 18 ay; p=0,814) GSTP1 ekzon 6 variant genotipine sahip hastalarin sag
kalim siireleri yabanil genotipe sahip hastalardan daha uzun bulunmustur

(ortanca 22 aya kars1 16 ay; p=0,036). Diizeltilmis ¢oklu regresyon Cox proportional hazard
modeli de hazard oraninin (hazard ratio-HR) 0,49 (% 95 Giiven Araligi (GA), 0,26-0,95,
p=0,034) variant genotip ile koruyucu yonde sag kalim siiresi arasinda iliski oldugunu
gostermistir. Bu koruyucu yonde etki ekzon 5’te gozlenmemistir (HR, 1,23; 0,68-2,22, % 95
GA, p=0,489).



Benzer analiz, her iki genotipte, kemoterapiye yanit ile sag kalim arasinda bir iligkinin
bulunmadigin1 géstermistir (ekzon 5: HR, 1,48 ; % 95 GA, 0,83-2,63, p=0,181 ve ekzon 6:
HR, 1,55; 95 % GA, 0,88-2,75, p=0,132). Bu sonuglar, ileri evreli (evre III ve IV) KHDAK’l1
hastalarda GSTP1 (Alal 14 Val) polimorfizminin, yanittan bagimsiz olarak, klinik sonucu

etkileyen lehte bir prognostik faktor olabilecegini ortaya koymaktadir.



THE ROLE OF METABOLIC POLYMORPHISM (GSTP1Alal14Val) IN DRUG
RESISTANCE IN LUNG CANCER

SUMMARY:

The response to chemotherapy of patients with non-small cell lung cancer is rather poor. The
chemoresistance of lung cancer cells especially against platinum compounds is influenced by
several factors including Glutathione S-transferases (GST)s. Certain polymorphisms in GSTs
are associated with changes in enzyme activity, sensitivity to chemotherapy and overall
patient survival. For example genetic polymorphisms of GSTP1 exon 5 and exon 6 appear to
reduce this enzyme’s activity. In this study the association between GSTP1 exon 5
(lle105Val) and exon 6 (Alall4 Val) gene polymorphisms and response to chemotherapy and
survival of the 139 (127 men and 12 women) patients with advanced-stage (stages III and IV)
non-small cell carcinoma have been investigated. Lymphocyte DNA was used for PCR-RFLP
based genotyping. GSTP1 exon 5 and exon 6 polymorphisms did not significantly influence
the responses to platinum based chemotherapy. No significant associations were noted
between the responses of genotypes to chemotherapy and age, sex, smoking status,
chemotherapy treatment status, tumor stage or histology. Significant survival was not
observed in patients with exon 5 variant genotype (median survival of 16 months for
llel105Val or Vall05Val genotype and 18 months for lle/051le genotype; p=0.814) whereas
patients who had the exon 6 variant genotype (Alall4Val or Vall14Val) had significantly
better survival compared to patients who had the wild type genotype (4lali4Ala; p=0.036)
with median survival of 22 months and 16 months, respectively. Multivariate analysis also
revealed a reduced adjusted hazard ratio (HR) of death associated with the exon 6 variant
genotype of 0.49 (95% confidence interval [95% CIJ, 0.26-0.95, p=0.034) but not with the
exon 5 variant genotype (HR, 1.23; 95 % CI, 0.68-2.22, p=0.489). The protective association
was not observed in both genotypes with the response to chemotherapy (exon 5: HR, 1.48; 95
% CI, 0.83-2.63, p=0.181, and exon 6: HR, 1.55; 95 % CI, 0.88-2.75, p=0.132). These results
show that the GSTP1 Alall4Val polymorphism is a favourable prognostic factor that
influences the clinical outcome independent of response to chemotherapy in the patients with

advanced-stage (stages III and IV) non-small cell lung carcinoma.



II. AMAC VE KAPSAM

Akciger kanseri 0zellikle erkeklerde Tiirkiye’de ve diinyada goriilen en sik kanser tiirii
olup kanserden oliimlerde birinci sirada yer almaktadir. Akciger kanserli hastalarin tigte ikisi
ameliyat edilemeyen lezyonlara sahiptirler. Bu hastalara agir kemoterapi uygulansa dahi ¢ogu
bir y1l i¢inde 6lmektedir. Ozellikle kanser olgularinin % 80-85’ini olusturan kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanserli hastalarda kemoterapiye yanit % 30-50 gibi ¢ok diisiik diizeydedir
(Bai ve ark., 1995; Giovino, 2002; Rosell ve ark., 2004). Bu nedenle bu tip hastalarda
kemoterapinin basarili olmamasinin nedenlerinin arastirilmasi son derece 6nem arz

etmektedir.

Bu baglamda son zamanlarda ilag rezistans1 mekanizmalari iizerindeki ¢alismalar oldukca
yogunluk kazanmis ve kanser hiicrelerinin kemorezistansinda gesitli faktorlerin rol oynadigi
saptanmistir. Bunlar arasinda glutatyon S-transferazlar (GST) ler 6nemli faktorlerden birisidir
(Clapper ve ark., 1987; Wolf ve ark., 1987; Oguri ve ark.,2000). GST’ler II. Faz
reaksiyonlarini katalizleyen dimerik yapida bir siiper aile olup hiicresel savunma sisteminde
onemli rol oynarlar. GST ler toksik ve karsinojenik elektrofilik molekiillerin glutatyon ile
konjugasyonunu katalizleyerek hiicresel makromolekiilleri hasarlardan korurlar (Boyer ve
Kenney, 1985). Artan veriler GST lerin ¢esitli kemoterapik ilaglarin sitotoksik etkisini
belirledigini gostermektedir (Nakagawa ve ark., 1988, Hoban ve ark., 1992) GST’lerin 6 alt
ailesi vardir. Bunlar GST Alfa GSTA, Pi GSTP, Mu GSTM, Teta GSTT, Sigma GSTS ve
Zeta GSTZ ‘dir (Board ve ark., 1997). GSTP1 insan akcigerinde en fazla ekspres edilen
izozimdir (Anttila ve ark., 1993; Cantlay ve ark., 1994). GSTP1’in kii¢iik hiicreli olmayan
akciger tiimdrlerinde en fazla ekspres edilen GST oldugu da bildirilmektedir (Howie ve ark.,
1990). ilag rezistansi gdsteren tiimdrlerin GSTP1 diizeylerinin yiiksek oldugu saptanmistir
(Tuschida ve Sato, 1992). Bunlar arasinda 6zellikle kii¢iik hiicreli olmayan akciger tiimdrleri
dikkati cekmektedir. (Hida ve ark. 1993, Bai ve ark., 1996; Arai ve ark., 2000, Oguri ve ark.,
2000) Ozellikle platin bilesiklerinin detoksifikasyonuna GSTP1 nin dogrudan katilmakta
oldugu ve platinum bilesiklerine kars1 gelisen gerek intrinsik ve gerekse kazanilmis
rezistansta onemli rol oynadigi ileri siirtilmektedir (Ban ve ark., 1996; Goto ve ark., 1999).
Ancak platin bilesiklerine kars1 rezistansin GSTP1 ‘ye bagli olmadigini gosteren ¢alismalar
da mevcuttur (Miyara ve ark., 1996; Unsal ve ark., 2003). Benzeri ¢eliskili sonuclar over
kanserleri i¢in de bildirilmektedir.(Hamaga ve ark., 1994; van der Zee ve ark., 1995). GSTP1

ekspresyonu ile platin bilesiklerine karsi rezistans arasindaki iligkinin her zaman



gosterilememesinin nedenlerinden biri ve dnemlisi GSTP1 geninin polimorfik olusu olabilir.

GSTP1 geninin polimorfik oldugu bilinmektedir.

GSTP1 geni, ekzon 5 ve ekzon 6 bolgesinde iki mutasyona sahiptir. Ekzon 5’de olan ilk
mutasyon 105. kodonun 313. pozisyonunda izoldsin aminoasitinin valin aminoasitine
doniistimii sonucunda olugmakta olup Ile105Val olarak gosterilmektedir. Bu mutasyonu
tastyan homozigot bireylerde GSTP1 enzim aktivitesinin azaldig1 yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir (Watson ve ark., 1998). Enzim aktivitesinde meydana gelen bu diisiis, ilaglarin
GSTP1 araciligiyla etkisini azaltacagindan, hastanin kemoterapi i¢in verilen ilagtan daha iyi
faydalanmasini saglayacaktir. Sonug olarak hastalarin sag kalim siireleri uzayabilecektir.
Meme (Sweeney ve ark., 2000) ve kolon (Stoehlmacher ve ark., 2002) kanserlerinde yapilan
caligmalar da GSTP1 Ile105Val mutasyonuna sahip bireylerin sag kalim siirelerinin uzadigin
gostermistir. Ancak akciger kanserinde bu mutasyonun hastalarin sag kalim siirelerine etkileri
ile ilgili calismalarda ¢eliskili sonuglar elde edilmistir. Yang ve ark’lar1 (2002) anlamli etkiyi
sadece hic sigara igmeyenlerde gozlemislerdir. Baz1 arastiricilar ise, hastalar sigara igim
durumlarina gore ayirmadan yaptiklari degerlendirmede, bu mutasyonun sag kalim iizerine
etkisinin olmadigini saptamislardir (Sweeney ve ark., 2003). Ayrica bu ¢alismalar da
kemoterapi almis hastalarin hangi ilag rejimleri ile tedavi olduklarina ait bilgiler eksik olup

kemoterapiye kars1 alinan yanitlari da saptanmamigtir

Ekzon 6’da olusan ikinci mutasyon ise 114. kodonun 341. pozisyonunda alanin
aminoasitinin valin aminoasitine doniisiimii sonucunda olugmaktadir. Bu mutasyonun enzim
aktivitesini ne yonde degistirdigi ise heniiz bilinmemektedir. Bildigimiz kadari ile bu giine
kadar bu mutasyonun platin bazli kemoterapiye yanita ve sag kalim siiresine etkisiyle ilgili

akciger kanser hastalarinda bir arastirmanin yapilmadig: goriilmektedir.

Bu GSTPI polimorfizminin mutasyonlarinin tek baslarina veya birlikte kii¢ilik hiicreli
olmayan akciger kanserinde platin bazli ilaglarla yapilan kemoterapiye kars1 6zellikle alinan
yanitlarla iligkileri ve bunlarla sag kalim stireleri arasinda iligkinin olup olmadiginin heniiz
arastiritlmadig gézlenmektedir. Bu konunun aydinlatilmasi ile bu tip akciger kanserinde platin
bazli kemoterapiye yanitta bu polimorfik genin katkisinin olup olmadig: ortaya konularak
kemoterapiye yanitta markir olarak kullanilabilirligi ve sonucta bireysel bazda etkili tedavi
icin farkli kemoterapi rejimlerinin uygulanmasina olanak saglayabilmeleri agisindan son

derece Oonemlidir.



Dolayisiyla bu ¢aligmada sisplatin veya karboplatin gibi platin bazli ilaglarla tedavi goren
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarin GSTP1 gen polimorfizmleri, /lel05Val ile
Alal14Val mutasyonlari, kemoterapiye kars1 yanitlar1 ve sag kalim stireleri saptanarak bu
GSTP1 polimorfizmlerin tedavi ve sag kalim siireleri iizerine etkilerinin olup olmadiginin

arasgtirilmasi amaglanmistir.



IIl. MATERYAL VE YONTEM

II1.1. Hastalar

Calismada Ankara Atatiirk Gogiis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma
hastanesinde primer kii¢ilik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) tanisi, goriintiileme
yontemleri ve patolojik olmak iizere iki sekilde, konmus olan ve platin bazli kemoterapi alan,
127 erkek ve 12 kadin olmak iizere toplam 139 hastadan alinan kan 6rnekleri ile ¢alisildi.
Erkeklerin yas ortalamasi 56 + 9 (ortalama + SH), kadinlarin yas ortalamasi 57,5 £ 8
(ortalama = SH) ve calismaya alinan biitiin hastalarin yas ortalamas1 56 + 8 (ortalama +
SH)’dir. Hastalarin onay1 alindiktan sonra, dirsek 6n yiizii toplardamarlarindan bir seferde 7
ml’lik kan 6rnegi aragtirma grubumuz i¢inde bulunan doktor gozetiminde alindi. Sonuglarin
ayrintili bir bicimde degerlendirilebilmesi i¢in her bir bireye ait beslenme, sigara ve kahve
aliskanliklari, ge¢irdigi hastaliklar ve gerekli diger bilgileri igeren bilgilendirilmis goniilli
onay formlar1 ve anket formlar1 dolduruldu. Bu islemlerden sonra, drnekler buz iginde
laboratuarimiza getirildi. Calisma i¢in gerekli etik kurul karar1 da 6rneklerin alindig1 Atatiirk

Gogiis Hastaliklar1 ve Goglis Cerrahisi Egitim Hastanesi etik kurulunda alinmistir.

I11.2. DNA izolasyonu

Kan o6rneklerinin metabolik genotiplemesi i¢in lenfositlerden Miller ve ark.’nin (1988)
yontemine gore yapilmis olan kit kullanilarak hazirlanan DNA, kullanilincaya kadar -20° C’de

saklanmustir.

I11.3. GSTP1 mutasyonlarinin saptanmasi

Her bir polmorfik bolgenin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi i¢in spesifik primerler ve RFLP
icin spesifik kesim enzimleri kullanilmistir. GSTP1 genindeki (ekzon 5) flel05Val mutasyonu
ile (ekzon 6) Alal14Val mutasyonu PCR ve RFLP yontemleri kullanilarak saptanmistir (Park
ve ark., 1999).



I11.3.1. GSTP1 Ile105Val mutasyonunun saptanmasi

30 pl toplam reaksiyon karisimi; 3pul 10X PCR buffer (100mM Tris-HCI pH 9.0 25°C,
500 mM KCl), 1.2mM MgCl,, 100umol dNTP karisimi, 25 pmol GSTP1 primerleri sense-
ileri (5’-AAT ACC ATC CTG CGT CAC CT-3’) ve antisense-geri (5’-TGA GGG CAC AAG
AAG CCC CTT -3’), 0.75 U DNA Tagq polimeraz (Promega Corporation, Madison, W1,
USA)ve 0.6 ng DNA igermektedir.

PCR kosullari, 95°C’ de 2 dakikalik 1 PCR déngiisiinii takiben, 40 PCR déngiisii erime
(94°C 30 saniye), yapisma (58°C 30 saniye) ve sentez (72°C 30 saniye)’dir.
GSTPI genine ait PCR iiriinii (568 bg) %2’ lik etidyum bromiir ihtiva eden %3’ liik Nusieve

agaroz jelde elektroforez edilmistir.

GSTP1 genindeki /le105Val mutasyonu PCR reaksiyonunu takiben 55°C’ de 16 saat 2.5 U
BsmAI enzimi ile kesilerek belirlenmistir. Enzimle kesim igleminden sonra yapilan
elektroforetik analiz sonucunda 305 ve 138 b’ lik iki bant /lel05/Ile105 genotipini, 305, 222
ve 138 b’ lik ii¢ bant /le105/Vall05 genotipini, 222 ve 138 bg’ lik iki bant ise Vall05/Vall05

genotipini gostermektedir.

H1.3.2. GSTP1 Alal14Val mutasyonunun saptanmasi

30 pl toplam reaksiyon karigimi; 3 pl 10 x PCR buffer (100mM Tris-HCI pH 9.0 25° C,
500 mM KCl),1.2 mM MgCl,, 100 pumol dNTP karisimi, 25 pmol GSTP1 primerleri sense-
ileri (5’-ACA GGA TTT GGT ACT AGC CT-3") ve antisense-geri (5’-AGT GCC TTC ACA
TAG TCA TCC TTG CGC-3"), 0.75 U DNA Tagq polimeraz (Promega Corparation,
Madison, WI, USA) ve 0.6 ng DNA igermektedir.

PCR kosullari, 95° C’ de 2 dakikalik 1 PCR dongiisiinii takiben, 40 PCR dongiisii erime
(94°C 30 saniye), yapisma (48°C 30 saniye) ve sentez (72°C 30 saniye) ayrica son olarak
72°C de 10 dakikalik 1 PCR dongiisiidiir. GSTP1 genine ait PCR {iriinii (170 bg) %2’ lik

etidyum bromiir i¢eren %3’ liik Nusie ve agaroz jelde elektroforezi yapilmistir.
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GSTP1 genindeki Alal14Val mutasyonu PCR reaksiyonunu takiben 60°C” de 16 saat 10
U BstUI enzimi ile kesilerek belirlenmistir. Enzimle kesim isleminden sonra yapilan
elektroforetik analiz sonucunda 144 ve 26 b¢’ lik iki bant Alal14/Alal 14 genotipini, 170, 144
ve 26 be’ lik Uic bant Alal14/Vall 14 genotipini, 170 bg’ lik tek bant ise Vall14/Vall 14

genotipini gostermektedir.

I11.4. Kemoterapi protokolleri

Calismaya alinan hastalar platinyum bazli tedavi almislardir. Hastalara verilen ilaglar
asagidaki dozlarda ve intravendz olarak uygulanmaistir.

Etoposid-sisplatin; 1.giin cisplatin (80 mg/m?®), etoposid (100 mg/m?) verilir. 2. ve 3. giinler
sadece etoposid yine ayni dozlarda verilir.

Gemsitabin-sisplatin; 1.giin sisplatin (80 mg/m”), gemsitabin (1250 mg/m®), 8. gin
gemsitabin (1250 mg/mz) verilir.

Dosetaksel-sisplatin; Sisplatin (75 mg/mz) ve dosetaksel (75 mg/mz) verilir,
Vinorelbin-sisplatin; 1.giin sisplatin (80 mg/m?), vinorelbin (30 mg/m?) ve 8. giin vinorelbin
(30 mg/m?) verilir.

Paklitaksel-karboplatin; 1.giin paklitaksel (225 mg/m*/2), karboplatin 5 AUC (Glomeriiler
Filtrasyon Hiz1 + 25 mg) ve 8. giin paklitaksel (225 mg/m*/2) verilir.

Paklitaksel-sisplatin; 1. giin paklitaksel (225 mg/m?/2) ve 2. giin sisplatin (80 mg/m?) verilir.

Yukarida belirtilen ila¢ uygulama dozlar1 sadece bir kiirde uygulanan dozlardir. Her bir kiiriin
siiresi 21 giindiir. DSO kriterlerine gore yapilan radyolojik degerlendirme 2. kiir sonrasi

yapilmaya baglanmaktadir. Bu nedenle ¢aligmaya 2. kiir ve sonras1 hastalar dahil edilmistir.

ITL.5. Kemoterapiye karsi alinan yamitlarin degerlendirilmesi

Kemoterapiye kars1 alman yanitlarda DSO kriterleri (akciger kanseri tedavi sonrasi
radyolojik degerlendirme) kullanilmistir (World Health Organization, 1979). Kisaca; Tam
yanit: En az 4 hafta siireyle asil timor ve biitiin metastaslarda tam olarak yok olma goriiliir.
Kismi (Parsiyel) yanit: En az 4 hafta siireyle biitiin metastaslar ve asil tiimorde % 50’den fazla

azalma goriiliir. Stabil hastalik: Mevcut lezyonda % 25’den az biiylime, % 50’den az kii¢lilme
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goriiliir. Progresyon: Bir veya daha fazla 6lgiilebilir lezyon tarafinda % 25°den daha biiytik bir
artig veya yeni lezyon olusumu goriiliir. Degerlendirmede; Yanit verenler (YV) grubuna, Tam
Yanit ve Kismi Yanit veren hastalar, Yanit vermeyenler (YM) grubuna, Stabil Hastalik ve

Progresyon gozlenen hastalar alinmistir.

I11.6. istatistiksel analiz

Genotiplerin dagilimi ve aralarindaki karsilastirmalarla kemoterapiye kars1 alinan
yanitlarin karsilastirilmalar: ki-kare veya Fischer’in exact testi ile yapilmistir. Sag kalim
stireleri tan1 tarihinden her hasta i¢in izlenen siirede 6liim tarihine veya son izlendigi tarihte
sag oluslarina kadar gecen siire (ay) olarak hesaplanmistir. GSTP1 llel05 Val ve Alall14Val
genotipleri ile sag kalim siireleri arasindaki iligki Kaplan-Meier testi ile log rank metodu
kullanilarak belirlenmistir. Hazard oranlar1 (Hazard ratio-HR) yas, cinsiyet, sigara icme
durumu, hastaligin evresi ve tiimor histolojisi i¢in diizeltilmis ¢oklu regresyon Cox
proportional hazard modeli ile belirlenmistir. Degerlendirmelerde p<0,05 degeri anlaml

olarak kabul edilmistir. Hesaplamalarda SPSS programinin 11.0 siirtimii kullanilmastir.
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IV. BULGULAR
IV.1. Hasta Ozellikleri

Calismada yer alan toplam 139 hastanin 42°si (% 30.2) tedaviye yanit vermis, 97’si (%
69.8) ise yanit vermemistir. Cizelge IV.1.’de hastalarin yas, cinsiyet, histoloji, evre, ilag¢
rejimi, sigara igme durumu ve i¢ilen sigara miktari gibi 6zelliklerine gore kemoterapi
tedavisine kars1 alinan yanitlar verilmektedir. Buna gore tedaviye kars1 alinan yanitlarda yas,
cinsiyet, hastaligin evresi, tlimor histoloji, uygulanan ilag rejimi, sigara igme durumu ve igilen

sigaranin miktar1 gibi 6zelliklerin etkisi olmadig1 gdsterilmistir (p>0.05).

IV.2. Hasta Ozellikleri 6zelliklerinin genotiplere gore dagihmlar

Hastalarin yas, cinsiyet, histoloji, evre ve sigara igme durumlarina gore her bir genotipin
dagilimi ¢izelge 1V.2 ve IV.3’de gosterilmektedir. Genotiplerin bu kategorilerin alt gruplari
arasinda dagiliminda istatistiksel olarak bir anlamlilik goriilmemistir (p>0.05). Cizelge IV 4.
ve IV.5’ de ise ekzon 5 ve ekzon 6 heterozigot ve mutant genotiplerine sahip hastalar, hasta
sayisinin azligindan dolay1 variant genotip adi altinda birlestirilerek ayn1 degerlendirme
yapilmis ve yine bir anlamlilik bulunamamaistir (p>0.05). Calismada yer alan 139 KHDAK’li
hastanin 31°i ekzon 6 variant (Ile/Val + Val/Val) genotipe ve 31°i ekzon 6 variant (Ala/Val +

Val/Val) genotipe sahiptir.



Cizelge IV.1. Hasta Ozelliklerinin Kemoterapiye Verilen Yanit Durumuna Gére Dagilimi

Hasta Sayis1 (%)
Hasta Ozellikleri ~ Hastalar YV? YM" P degeri®
Toplam 139 42 (30,2) 97 (69,8)
Yas
<50 40 (28,8) 15 (35,7) 25 (25,8)
51-60 48 (34,5) 9(2214) 39 (40,2)
>61 51 (36,7) 18 (42,9) 33 (34,0) 0,09
Cinsiyet
127
Erkek 91,4) 38 (90,5) 89 (91,8)
Kadin 12 (8,6) 4 (9,5) 8(8,2) 0,80
Histoloji
Epidermoid 50 (35,9) 18 (42,8) 32 (33,0)
Adenokarsinoma 48 (34,6) 11 (26,2) 37 (38,1)
Simiflandirilmamis 41 (29,5) 13 (31,0) 28 (28.,9) 0,35
Evre
Evre II1 60 (43,2) 21 (50) 39 (40,2)
Evre IV 79 (56,8) 21 (50) 58 (59,8) 0,28
Ilag
Etoposid 88 (63.,3) 24 (57,1) 64 (66,0)
Etoposid olmayan 51 (36,7) 18 (42,9) 33 (34,0) 0,32
Sigara oykiisii
Hig¢ igmeyen 13 (9,4) 5(11,9) 8(8,2)
Halen icen 86 (61,8) 28 (66,7) 58 (59,8)
Birakmis 40 (28,8) 9(21,4) 31 (32,0) 0,41
Paket yil
0 13 (9,6) 5(11,9) 8 (8,5)
<30 26 (19,1) 8 (19,0) 18 (19,1)
31-60 52 (38,2) 17 (40,5) 35(37,2)
>61 45 (33,1) 12 (28,6) 33 (35,1) 0,84

* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
® Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)

¢ Ki- kare testi kullanilmistir



Cizelge IV.2. Hasta Ozelliklerinin ekzon 5 Genotiplerine Gore Dagilimi

Hasta Sayis1 (%)
p

Hasta Ozellikleri  Biitiin hastalar Tle/ile lle/Val ~ Val/Val degeri®
Toplam 139 88(63,31) 42(30,22) 9(6,47)
Yas
<50 29 16 3
51-60 25 14 1
>61 34 12 5 0,521
Cinsiyet
Erkek 80 38 9
Kadin 8 4 - 0,633
Histoloji
Epidermoid 27 19 4
Adenokarsinoma 30 14 4
Siniflandirilmamais 31 9 1 0,279
Evre
Evre II1 42 16 2
Evre IV 46 26 7 0,247
Sigara Oykiisii
Hig igmeyen 11 2
Halen icen 53 26 7
Birakmis 24 14 2 0,458

 Ki- kare testi kullanilmistir



Cizelge IV.3. Hasta Ozelliklerinin ekzon 6 Genotiplerine Gore Dagilimi

Hasta Sayis1 (%)
Hasta Ozellikleri  Biitiin hastalar Ala/Ala  Ala/Val Val/Val p degeri®
108
Toplam 139 (77,7) 10(7,2) 21(15,1)
Yas
<50 40 (28,8) 30(27,8) 4(40,0) 6(28,6)
51-60 48 (34,5) 37 (34,3) 440,00 7(33,3)
>61 51 (36,,7) 41(37,9) 2(20,0)0 8(38,1) 0,84
Cinsiyet
100
Erkek 127 (91,4) (92,6) 9(90,0) 18(85,7)
Kadin 12 (8,6) 8(7,4) 1(10,0) 3(14,3) 0,58
Histoloji
Epidermoid 50 (35,9) 36 (33,3) 4(40,0) 10(47,6)
Adenokarsinoma 48 (34,6) 38 (35,2) 330,00 7(33,3)
Smiflandirilmamis 41 (29,5) 34 (31,5) 3(30,0) 4(19,1) 0,72
Evre
Evre 111 60 (43,2) 46 (42,6) 4(40,0) 10(47,6)
Evre IV 79 (56,8) 62 (57,4) 6(60,0) 11(52,4) 0,89
Sigara oykiisii
Hi¢ igmeyen 13 (9,4) 9(8.,3) 1(10,0) 3(94)
Halen icen 86 (61,8) 68 (62,9) 4 (40,0) 14 (66,6)
Birakmis 42 (28,8) 31(28,8) 5(50,0) 4(19,0) 0,43

 Ki- kare testi kullanilmistir
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Cizelge IV.4. Hasta Ozelliklerinin ekzon 5 yabanil tip ve varyant Genotiplerine Gore

Dagilimi

Hasta Sayis1 (%)

Ile/ile Ile/Val + Val/Val
Hasta Ozellikleri Hastalar (yabanil tip) (variant) p degeri®
Toplam 139 88 51
Yas
<50 48 29 19
51-60 40 25 15
>61 51 34 17 0,806
Cinsiyet
Erkek 127 80 47
Kadin 12 8 4 0,801
Histoloji
Epidermoid 30 27 3
Adenokarsinoma 48 30 18
Simiflanmamis 41 31 10 0,103
Evre
Evre 3 60 42 18
Evre 4 79 46 33 0,154
Sigara Oykiisii
Hig¢ igmeyen 13 11 2
Halen icen 86 53 33
Birakmis 40 24 16 0,242

* Ki- kare testi kullanilmigtir



Cizelge IV.5. Hasta Ozelliklerinin ekzon 6 yabanil tip ve varyant Genotiplerine Gore

Dagilimi
Hasta Sayis1 (%)
Ala/Ala Ala/Val + Val/Val
Hasta Ozellikleri Hastalar (yabanil tip) (variant) p degeri’
Toplam 139 108 (77,7) 31(22,3)
Yas
<50 40 (28,8) 30 (27,7) 10 (32,3)
51-60 48 (34,5) 37 (34,3) 11 (35,4)
>61 51 (36,7) 41 (38,0) 10 (32,3) 0,82
Cinsiyet
Erkek 127 (91,4) 100 (92,6) 27 (87,1)
Kadin 12 (8,6) 8(7,4) 4(12,9) 0,33
Histoloji
Epidermoid 50 (36,0) 36 (33,3) 14 (45,2)
Adenokarsinoma 48 (34,5) 38 (35.,2) 10 (32,3)
Smiflanmamis 41 (29,5) 34 (31,5) 7(22,5) 0,44
Evre
Evre 3 60 (43,2) 46 (42;6) 14 (45,2)
Evre 4 79 (56,8) 62 (57,4) 17 (54,8) 0,79
Sigara Oykiisii
Hig¢ igmeyen 13 (9,3) 9(8,3) 4(13,0)
Halen icen 86 (61,9) 68 (63,0) 18 (58,0)
Birakmis 40 (28.8) 31 (28,7) 9(29,0) 0,72

* Ki- kare testi kullanilmigtir
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IV.3. GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 genotiplerinin kemoterapiye karsi verilen yanita etkisi

Cizelge 1V.6 ve 1IV.7’ de GSTPI ekzon 5 ve ekzon 6 genotiplerini tasiyan hastalarin

kemoterapiye karsi verdikleri yanitlar incelenmektedir. Yapilan istatistiksel degerlendirme
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sonucunda hastalarin kemoterapiye karsi verdikleri yanitlarin GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6
genotipleri ile iligkili olmadig1r goriilmiistiir ( p>0.05). Cizelge IV.8 ve IV.9’ da ise aynm
iliskiye (hasta sayisinin azligindan dolay1) ekzon 5 ve ekzon 6 heterozigot ve mutant
genotiplerine sahip hastalar birlikte degerlendirilmistirr. Bu degerlendirmelerin sonucunda da

istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamamstir (p>0.05).

Cizelge IV.6. GSTP1 ekzon 5 Ile/ile, Ile/Val ve Val/Val genotiplerine gdre kemoterapide
alinan yanitlar

Kemoterapiye Yanit

Genotip YV* YM" p degeri’
fle/ile 28 60

Ile/Val 12 30

Val/Val 2 7 0,805

* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
b Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Ki- kare testi kullanilmigtir

Cizelge IV.7. GSTP1 ekzon 6 Ala/Ala, Ala/Val ve Val/Val genotiplerine gore kemoterapide
alman yanitlar

Kemoterapiye Yanit

Genotip YV* YM" p degeri’
Ala/Ala 30 (27.8) 78 (72.2)

Ala/Val 5 (50,0) 5 (50,0)

Val/Val 7(33,3) 14 (66,7) 0,32

* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
b Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Ki- kare testi kullanilmistir

Cizelge IV.8. GSTP1 ekzon 5 Ile/ile ve Ile/Val + Val/Val genotiplerine gore kemoterapide
alinan yanitlar

Kemoterapiye Yanit

Genotip YV* YM° p degeri®
Ile/ile (yabanul tip) 28 60
fle/Val + Val/Val (variant) 14 37 0,589

* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
b Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Ki- kare testi kullanilmigtir
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Cizelge IV.9. GSTP1 ekzon 6 Ala/Ala ve Ala/Val + Val/Val genotiplerine gére kemoterapide
alman yanitlar

Kemoterapiye Yanit

Genotip YV* YM® p degeri®
Ala/Ala (yabanil tip) 30 (27,8) 78 (72,2)
Ala/Val + Val/Val 12 (38,7) 19 (61,3) 0,24

*Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
b Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Ki- kare testi kullanilmigtir

1V 4. Hasta ozellikleri ile GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 genotiplerinin kemoterapi yanitina

etkisi

Hastalarin yas, cinsiyet, histoloji, evre, ilag rejimi, sigara dykiisti ve paket/y1l durumlarina
gore yabanil ve variant genotiplerinin kemoterapide alinan yanita etkisi tek tek incelenmistir.
Bu o6zelliklerin higbirinin yanita yansimasi konusunda anlamlilik bulunmamistir (p>0.05).
Ornek olarak cizelge IV.10 ve IV.11° de hastaligin evrelerinin her bir genotip i¢in yanit

durumlar: gosterilmektedir.

Cizelge IV.10. Hastalik evreleri arasinda genotip ve yanit iligkisi.

Genotip Genotip
Evre Ile/ile p degeri Ile/Val+Val/Val  p degeri
YV oYM YVt oYM
3 14 28 7 11
7 26
4 14 32 0,771 0,176

* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
® Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Ki- kare testi kullanilmistir
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Cizelge IV.11. Hastalik evreleri arasinda genotip ve yanit iligkisi

Genotip Genotip
Evre Ala/Ala pdegeri  Ala/Val+Val/Val  p degeri®
YV? YMP YV? YMP
3 14 (46,7) 32 (41,0) 7(58,3) 7(36,8)

4 16 (53,3) 46(59,00 0,59 5(41,7) 12(63,2) 0,24
* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
® Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Ki- kare testi kullanilmistir

Cizelge 1V.12 ve IV.13’ de ise hastalik evreleri III olan bireylerin ekzon 5 ve ekzon 6
yabanil veya variant genotipe sahip olmalarinin tedaviye karsi alinan yaniti degistirmedigi,
aynt sekilde evreleri IV olan hastalarin da genotiplerinin alinan yanita etkimedigi
gozlenmistir. Benzer degerlendirme hastalarin yas, cinsiyet, histoloji, ilag rejimi, sigara
Oykiisii ve paket yil durumlari i¢in de yapilmistir ve hi¢birinde anlamli bir iliski goriilmemistir

(p>0.05).

Cizelge IV.12. Hastalik evrelerinin genotiplere gore yanita etkisi

Evre Genotip YVv* YMP p degeri*

3 P1 fle/ile 14 28
[le/Val+Val/Val 7 11 0,679

4 P1 Tle/ile 14 32
[le/Val+Val/Val 7 26 0,360

* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
® Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Ki- kare testi kullanilmigtir
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Cizelge IV.13. Hastalik evrelerinin genotiplere gore yanita etkisi

p
Evre Genotip YV* YM® degeri

3 Pl  Ala/Ala 14 (30,4) 32 (69,6)
Ala/Val+Val/Val ~ 7(50,0) 7(50,0) 0,18

4 Pl  Ala/Ala 16 (25,8) 46 (74,2)

Ala/Val+Val/Val 5(29,4) 12(70,6) 0,76
* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
b Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Ki- kare testi kullanilmigtir

IV.5. GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 genotiplerinin kemoterapiye kars1 yanitlarla ve sag

kalim siireleriyle iliskisi

Cizelge 1V.14 ve IV.15" de ekzon 5 ve ekzon 6 yabanil, heterozigot ve mutant
genotiplerin kemoterapiye yanit veren ve yanit vermeyen gruplar arasinda sag kalim
siireleriyle iliskisi incelenmistir. Yanit veren grup arasinda log-rank p degeri ekzon 5 i¢in 0.56
ve ekzon 6 i¢in 0.20, yanit vermeyen grup arasinda ise log-rank p degeri ekzon 5 i¢in 0.33 ve
ekzon 6 icin 0.25 olarak bulunmustur ve bu degerler GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6
genotiplerinin kemoterapiye karst yanitlarla ve sag kalim siireleriyle iligkisi olmadigini

gostermistir.

Cizelge IV.14. Ile/ 1le, ile /Val, Val/Val genotip yanitlarinin sag kalim siiresine etkisi

Kemoterapiye Sag kalim siiresi (ay)
yanit Genotip (ort.+ SH) p degeri’
YV* Ile / Ile 15+£2

fle /Val 18+ 0

Val/Val 19+3 0,56
YM" fle / Tle 26+3

fle /Val 21+4

Val/Val 17+2 0,33
* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
® Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Standart Hata
d

Kaplan-Meier - log rank ile hesaplanmigtir
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Cizelge IV.15. Ala/Ala, Ala/Val, Val/Val genotip yanitlarinin sag kalim siiresine etkisi

Kemoterapiye Sag kalim siiresi (ay)
yanit Genotip (ort.+ SH) p degeri®
Yv* Ala/Ala 15+£2
Ala/Val 24+ 4
Val/Val 16 +2 0,20
YM" Ala/Ala 171
Ala/Val 20+2
Val/Val 30+ 6 0,25
* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
® Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
¢ Standart Hata
d

Kaplan-Meier - log rank ile hesaplanmigtir

Cizelge IV.16 ve IV.17°de ise GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 yabanil ve variant
genotiplerinin kemoterapiye yanit veren ve yanit vermeyen gruplar arasinda sag kalim

siireleriyle iligkisi incelenmistir. Bu durumda da anlamli bir iliski gézlenmemistir.

Cizelge IV.16. Ile / ile ve ile /Val + Val/Val genotip yamitlarinin sag kalim siiresine etkisi

Kemoterapiye
yanit Genotip Sag kalim siiresi (ay) (ort.£ SHY)  p degeri’
YV? Ile / 1le 15+2
fle /Val +
Val/Val 19+3 0,29
YM" fle / Tle 26+ 3
Ile /Val +
Val/Val 18+2 0,38
* Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
® Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
Z Standart Hata

Kaplan-Meier - log rank ile hesaplanmigtir
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Cizelge IV.17. Ala/Ala ve Ala/Val + Val/Val genotip yanitlarinin sag kalim siiresine etkisi

Kemoterapiye
yanit Genotip Sag kalim siiresi (ay) (ort.= SH®) p degeri’
YV? Ala/Ala 15+2
Ala/Val +
Val/Val 20+3 0,13
YM" Ala/Ala 17+1
Ala/Val +
Val/Val 28+ 4 0,97

Kemoterapiye yanit veren (Tam yanit + Kismi yanit)
Kemoterapiye yanit vermeyen (Stabil + Progresyon)
Standart Hata

Kaplan-Meier - log rank ile hesaplanmistir

00 o e

IV.6. GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 genotiplerinin, yanit verme durumunun ve ilag¢

rejiminin hastalarin sag kalim siirelerine etkisi

Calismada yer alan 139 hastanin sag kalim siireleri, hastalara KHDAK tanisi1 konulan
tarihten itibaren ay olarak hesaplanmigtir. Takip siiresi boyunca 139 KHDAK’li hastanin 61’1
(% 43.9) olmiistiir. GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 genotiplerine gore sag kalimlar Kaplan-Meier
testi ile hesaplanmistir ve genotiplerin sag kalim siirelerine etkisi Sekil 1IV.1 ve 1V.2> de
gosterilmistir. Bu degerlendirmenin sonucuna goére GSTP1 ekzon 5 variant (Ile/Val +
Val/Val) genotipin sag kalim siiresi lizerinde anlamli etkisi olmadig1 (log-rank p=0.814)
ancak, GSTP1 ekzon 6 variant (Ala/Val + Val/Val) genotipin sag kalim siiresi lizerinde
anlaml1 etkisi oldugu saptanmistir (log-rank p=0.036). GSTP1 ekzon 5 yabaml (ile/ile)
genotipe sahip hastalar icin sag kalim ortancasi 18 ay, variant (ile/Val + Val/Val) genotipe
sahip hastalar icin ise 16 aydir. GSTP1 ekzon 6 yabanil (Ala/Ala) genotipe sahip hastalar i¢in
sag kalim ortancas1 16 ay, variant (Ala/Val + Val/Val) genotipe sahip hastalar icin ise 22
aydir. Bu degerlendirme GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 yabanil, heterozigot ve mutant
genotipleri ayr1 ayri ele alinarak yapildiginda ise sag kalim siireleri lizerine anlaml bir etki

gozlenmemistir (ekzon 5 log-rank p=0.614, ekzon 6 log-rank p=0.111).



24

1,0
— GSTP1 ekzon 5 Ile/Val + Val/Val
— GSTP1 ekzon 6 ile/ile

0,8
E
= 0,67
~
o
<
n
=
= i
v:—s< 0,4
2
M —

0,27 —

0,0

T T T T T T
0 10 20 30 40 50
Sag kalim (ay)

Sekil IV.1. KHDAK li hastalarda GSTP1 ekzon 5 ile/ile ve Ile/Val + Val/Val genotiplerinin
sag kalim tiizerine etkisi
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Sekil IV.2.. KHDAK’li hastalarda GSTP1 ekzon 6 Ala/Ala ve Ala/Val + Val/Val
genotiplerinin sag kalim tizerine etkisi

Kemoterapi tedavisine kars1 alinan yanitlarla sag kalim siiresi arasindaki iligkiye yine
Kaplan-Meier fonksiyonu ile bakilmistir. Tedaviye kars1 yanit veren grup ile yanit vermeyen
grubun sag kalim siireleri arasinda anlamli bir farkliligin olmadig1 (ortanca 17 aya kars1 15
ay; log-rank p=0.036) bulunmustur. Ayrica genotiplerin aldiklar1 farkli ilag¢ rejimlerinin sag

kalim siiresine bir etkisinin olmadig1 da bulunmustur (log-rank p>0.05).

IV.7. Genotip ve diger faktorlerin sag kalim iizerine etkisinin hazard oram (HR) ile

degerlendirilmesi

Cizelge V.18 ve IV.19° da GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 yabanil ve variant genotipleri ile
Olimlerin iliskisi ¢oklu regresyon analizi ile diizeltilmis hazard oranina gore
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede hastalarin yas, cinsiyet, histoloji, evre, sigara igme ve

yanit durumlari i¢in diizeltme yapilarak hazard oranlar1 (HR) hesaplanmistir. GSTP1 ekzon 5
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variant (ile/Val + Val/Val) genotipine sahip hastalarin yabanil (ile/Ile) genotipe sahip
olanlarla karsilagtirildiginda variant genotipin sag kalim iizerinde koruyucu etkinligi
saptanmamustir (1.23, HR; 0.68-2.22, %95 Giiven Araligi-GA; p=0.498). Ancak, GSTPI
ekzon 6 variant (Ala/Val + Val/Val) genotipine sahip hastalarin yabanil (Ala/Ala) genotipe
sahip olanlarla karsilastirildiginda variant genotipin sag kalim iizerinde koruyucu etkinligi

belirlenmistir (0.49, HR; 0.26-0.95, %95 Giiven Araligi-GA; p=0.034).

Cizelge IV.18. GSTP1 Ile105Val genotiplerinin sag kalimla iligkisi

Genotip Olen Sag Kalan HR (%95 GA)*
Ile/Ile 32 56 Referans
Ile /Val + Val/Val 27 24 1.23 (0.68-2.22), p=0.498

*Hazard orani, %95 Giiven Aralig, yas, cinsiyet, histoloji ,evre, sigara igme ve yanit
durumuna gore diizeltilmis ¢coklu regresyon-Cox proportional hazard modeli ile
hesaplanmistir

Cizelge IV.19. GSTP1 Alal14Val genotiplerinin sag kalimla iliskisi

Genotip Olen Sag Kalan HR (%95 GA)"
Ala/Ala 46 62 Referans
Ala/Val + Val/Val 13 18 0.49 (0.26-0.95), p=0.034

* Hazard orani, %95 Giiven Araligi, yas, cinsiyet, histoloji, evre, sigara igme ve yanit
durumuna gore diizeltilmis ¢oklu regresyon-Cox proportional hazard modeli ile
hesaplanmistir

Cizelge 1V.20 ve IV.21° de kemoterapi tedavisine karsi alinan yanitlar, hastalarin yas,
cinsiyet, histoloji, evre, sigara igme durumu ve GSTP1 ekzon 5 ve ekzon 6 genotipleri icin
diizeltilmis coklu regresyon-Cox propotional hazard modeli ile hesaplandiginda, GSTP1
ekzon 5 icin hazard oranmi 1.48, 0.83-2.63 (HR, %95 GA), p=0.181 ve GSTP1 ekzon 6 i¢in
hazard oran1 1.55, 0.88-2.75 (HR, %95 GA), p=0.132 olarak saptanmistir. Bu bulgular da

yanit ile sag kalim arasinda anlamli bir iligski olmadigini goéstermistir.
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Cizelge IV.20. GSTP1 ekzon 5 genotipleri i¢in yanitlarin sag kalimla iligkisi

Yanit Olen Sag Kalan HR (95% GA)*
M 37 60 Referans
YV 22 20 1.48 (0.83-2.63), p=0.181

"Hazard orani, %95 Giiven Araligi, yas, cinsiyet, histoloji, evre, sigara igme durumu ve
genotipe gore diizeltilmis ¢oklu regresyon-Cox proportional hazard modeli ile hesaplanmaistir.

Cizelge IV.21. GSTP1 ekzon 6 genotipleri i¢in yanitlarin sag kalimla iligkisi

Yanit Olen Sag Kalan HR (95% GA)*
YM 37 60 Referans
YV 22 20 1.55 (0.88-2.75), p=0.132

*Hazard orani, %95 Giiven Aralid1, yas, cinsiyet, histoloji, evre, sigara igme durumu ve
genotipe gore diizeltilmis coklu regresyon-Cox proportional hazard modeli ile hesaplanmaistir.

Aymni diizeltilmis analiz modelinde yas, cinsiyet, sigara durumu, hastaligin evresi ve

tiimor histolojinin sag kalim {izerine koruyucu etkinligi de goriilmemistir (p>0.05).

V. SONUC ve ONERILER
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Akciger kanseri kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK) olarak iki farkli histolojik tipe sahiptir. KHDAK akciger kanserlerinin %
80’ini olusturmaktadir ve gelismesi ve yayilmast KHAK’ya gore daha yavastir. Ozellikle
KHDAK hastalarda kemoterapiye yanit % 30-50 gibi ¢ok diisiik diizeydedir (Bai ve ark.,
1996; Giovino, 2002; Rosell ve ark., 2004). Bu nedenle bu tip hastalarda kemoterapinin

basarili olmamasinin nedenlerinin arastirilmasi son derece 6nem arz etmektedir.

Son zamanlarda ilag rezistansi mekanizmalar1 lizerindeki ¢alismalar kanser hiicrelerinin
kemorezistansinda gesitli faktorlerin rol oynadigini gostermistir. Bunlar arasinda glutatyon S-
transferazlar (GST) onemli faktorlerden birisidir (Clapper ve ark., 1987; Wolf ve ark., 1987;
Oguri ve ark.,2000). GST’ler, ikinci faz enzimlerinden olup elektrofilik 6zellikteki toksik
maddelerin inaktivasyonunu saglayan glutatyon konjugasyonunu katalizleyen enzimlerdir.
GST’lerin 8 alt sinifa sahip oldugu bilinmektedir. Bu siniflar, GST alfa (GSTA), GST mii
(GSTM), GST teta (GSTT), GST pi (GSTP), GST zeta (GSTZ), GST sigma (GSTS), GST
kappa (GSTK), GST omega (GSTO) olarak belirlenmistir (Strange ve ark., 2001). Artan
veriler GST lerin ¢esitli kemoterapik ilaglarin sitotoksik etkisini belirledigini géstermektedir

(Nakagawa ve ark., 1988, Hoban ve ark., 1992).

GSTP’ye bagli ilag rezistans mekanizmasinin temelinde GSTP’nin a) antineoplastik
ajanlarin GSH ile konjugasyonunu saglayarak detoksifiye etmesi, b) antineoplastik ajanlara
dogrudan baglanarak inaktive etmesi, c) lipid peroksitleri azaltmasi1 ve d) DNA peroksit

diizeyini ve DNA onarimini azaltmasi yatmaktadir (Ban ve ark., 1996).

Akciger kanseri tedavisinde platinyum bilesiklerine karsi olusan rezistans karsilasilan
onemli bir problemdir. GSTP’nin sisplatinyum toksisitesi {izerindeki etkisini ise en azindan
iki farkli mekanizmayla degistirdigi ileri siiriilmektedir; 1) Sisplatinyumun dogrudan GSH ile
baglanmasina aracilik ederek onun kritik hedef olan DNA’ya ulagmasini engelleyerek, 2)
Platinyum toksisitesini toksik bifonksiyonel addakt (katim iiriinii) olusumu 6ncesindeki
basamak olan DNA-Pt mono katim iirliniinii GSH ile onararak yapmaktadir (Eastman, 1987).
GSH-platinyum kompleksinin olusumu sisplatinyumun hiicresel metabolizmasinin 6nemli bir

kismi olarak kabul edilmektedir. Bu kompleksin tiimor hiicrelerinden eliminasyonunun,
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hiicre i¢i platinyum birikimini azaltmas1 yoniinde, 6nemli bir mekanizma oldugu
bildirilmektedir (Ishikawa ve Ali-Osman, 1993). Tiimor hiicrelerinden GSH-platinyum
kompleksinin eliminasyonunda ATP’ye bagimli gluatatyon S-konjugat pompasinin rol

oynadigi ileri siiriilmektedir (Ishikawa, 1992).

GSTP1 insan akcigerinde en fazla ekspres edilen izozimdir. GSTP1’in KHDAK en fazla
ekspres edilen GST oldugu da bildirilmektedir (Howie ve ark., 1990). Ilag rezistans1 gdsteren
tiimorlerin GSTP1 diizeylerinin yiiksek oldugu saptanmistir (Tuschida ve Sato, 1992). Bunlar
arasinda ozellikle KHDAK dikkati ¢gekmektedir (Hida ve ark. 1993, Bai ve ark., 1996; Arai ve
ark., 2000, Oguri ve ark., 2000). Ozellikle platinyum bilesiklerinin detoksifikasyonuna
GSTP1’nin dogrudan katilmakta oldugu ve platinum bilesiklerine kars1 gelisen gerek intrinsik
ve gerekse kazanilmis rezistansta onemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Ban ve ark., 1996;

Goto ve ark., 1999).

Ancak platinyum rezistansinin GSTP1 ‘ye bagli olmadigini gosteren caligmalar da
mevcuttur (Miyara ve ark., 1996; Unsal ve ark., 2003). Benzeri ¢eliskili sonuglar over
kanserleri i¢in de bildirilmektedir.(Hamaga ve ark., 1994; van der Zee ve ark., 1995). GSTP1
ekspresyonu ile platin bilesiklerine karsi rezistans arasindaki iliskinin her zaman
gosterilememesinin nedenlerinden biri ve 6nemlisi GSTP1 geninin polimorfik olusu olabilir.
GSTP1 geninin polimorfik oldugu bilinmektedir. GSTP1 genindeki 2 mutasyondan birinde
ekzon 5 ‘de (Ile 105 Val) 105. kodonun 313. pozisyonunda tek niikleotidin yer degistirmesi
(A-G) sonucunda izoldsin yerini valine birakmakta ve ekzon 6’da olan ikinci mutasyonda ise
(Ala 114 Val) 114. kodonun 341. pozisyonda tek niikletidin yer degistirmesi (C-T) sonucunda
alanin yerini valine birakmakta ve enzim aktivitesi azalmaktadir (Watson ve ark., 1998).

Heterozigotlarda ise enzim aktivitesi orta diizeyde kalmaktadir.

Son zamanlarda akciger kanserli hastalarda GSTP1 polimorfizmleri ile sag kalim siireleri
arasinda iligkiyi irdeleyen calismalar baslamistir. Benzer hasta grubunda Yang ve ark’lar1
(2002), Sweeneey ve ark’lar1 (2003) ve Lu ve ark., (2006) GSTP1 (Ile 105 Val) polimorfizmi
ile sag kalim stireleri arasindaki iligkisini gérememislerdir. Diger taraftan meme (Sweeney ve
ark., 2000), 16semi (Alan ve ark., 2001) ve kolon (Stoehlmacher ve ark., 2002) kanserlerinde
GSTP1 Val/Val homozigot mutant genine sahip hastalarin kamoterapiye kars1 sag kalim

siirelerinin yabanil Ile/Ile genine sahip olanlardan daha uzun olduklar1 gosterilmistir.
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Bu calismada GSTP1 105 Val variant aleline sahip olan homozigot ve heterozigot
hastalarin cisplatinyuma dayali kemoterapiye verdikleri yanitlarin yabanil tip genotipine sahip
olanlardan anlamli olarak farkli olmadig1 gozlenmektedir. Bunun yanisira hastalarin sag
kalim siirelerinin de GSTP1 polimorfizminden etkilenmedigi goriilmektedir (ortanca 16 aya
kars1 18 ay; p=0,814). Coklu regresyon analizi ile diizenlenmis hazard oraninda da bu variant
alelin koruyucu etkinligi gézlenmemistir (cizelge 4.10.a). Ilaveten kemoterapiye yanitin, yas,
cinsiyet, sigara igme durumu, hastaligin evresi ve tiimor histolojisinin sag kalim {izerine
koruyucu etkinligi bulunmamistir. Bu polimorfizm ile sag kalim siiresi arasindaki iliskinin
olmadigini gosteren bulgumuz Yang ve ark’lar1 (2002), Sweeneey ve ark’lar1 (2003) ve Lu ve

ark’larinin (2006) bulgularina benzerlik gostermektedir.

Akciger kanseri ile bu polimorfizm arasindaki iliskiyi irdeleyen caligmalarin
kurgularindaki farklilar (6rnegin kemoterapi alimi, kemoterapiye kars1 alinan yanit ve hasta
sayilar1 gibi) alman sonuglar1 da farklilastirmis olabilir. Ornegin bu ¢alismada sag kalim
stireleri, digerlerinde eksik olan kemoterapi almis hastalarin ilag rejimleri ile kemoterapiye

kars1 aliman yanitlarla birlikte irdelenmistir.

GSTP1 cisplatinyum veya carboplatine yanisira etoposit, klorombusil, melfalan ve
adriomisine kars1 da diren¢ olusturmaktadir (Nakagawa ve ark., 1988; Ban ve ark., 1996).
Dolayisiyla 105 Val alellin yararli etkisi sadece tek bir ilaca, 6rnegin cisplatinyuma. karsi
alman yanitta degil bu ilaglar iceren kombinasyonlara karsi alinabilecek yanit i¢in de
gecerlidir. Ancak bunlarin digindaki ilag (6rnegin 5-Florourasil) veya diger ilag
kombinasyonlar1 ile yapilan kemoterapideki yarari o ilaglarin GSTP1 tarafindan detoksifiye
edildigi gosterilene kadar belirsiz kalacaktir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin kolon,
meme ve losemi ¢alisma sonuglarindan farkliliklarinin nedenleri a) bu ¢alismada irdelenen
hasta sayisin1 azlig1 b) farkli tiimor tiplerinde farkli direng mekanizmalarinin baskin oluslari

ve ¢) farkli kanser tiplerinde farkli kemoterapi rejimlerinin uygulanmasi olabilir.

Diger taraftan KHDAK hastalarinda GSTP1 (Ala 114 Val) polimorfizmi ile sag kalim
siireleri arasinda tek bir calismaya rastlanmaktadir. Bu ¢alismada ekzon 6 variant genotipine
(Ala/Val veya Val/Val) sahip hastalarin sag kalim siiresinin arttig1 belirlenmistir (ortanca 16.1
aya kars1 11.4 ay ) (Lu ve ark., 2006). Bu arastiricilar yas, cinsiyet, sigara igme durumu,
tiimor evresi, ve histoloji i¢in diizeltilmis ¢oklu regresyon Cox proportional hazard modeli

kullanarak hazard oranim (hazard ratio-HR) 0,75 ve % 95 Giiven araligini (95 % CI) ise 0,54-
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1,05 olarak bulmuslardir. Dolayisiyla bu variant genotipi ile sag kalim arasinda pozitif bir
iliski olabilecegini vurgulamaktadirlar. Ancak bu ¢alismada kemoterapi ilag rejimleri eksik
olup kemoterapiye kars1 alinan yanitlar da irdelenmemistir. Nitekim bu arastiricilar
arastirmalarinda bu verilerin eksikliginden s6z etmekte ve GSTP1 ekzon 6 polimorfizmin
kemoterapiye karsi alinan yanita nasil etkidiginin eksik kaldigini bildirmektedirler.
Dolayisiyla bu verilerin eklenmesi sonucunda ilerlemis evreli (III ve IV) KHDAK hastalarda

GSTP1 ekzon 6 polimorfizminin dneminin belirlenebileceginden s6z etmektedirler.

Bu c¢alisma bu yoniiyle de yukarida sozii edilen eksik noktalara 11k tutmasi agisindan son
derece gerekli olan verilere ulagsmig bulunmaktadir. Evreleri III ve IV olan KHDAK
hastalarda platinyum bazli yapilan kemoterapiye kars1 alinan yanitlarla iliskileri ve bunlarla
sag kalim stireleri arasinda iligkinin olup olmadig1 , bildigimiz kadar ile de ilk kez

arastirilmaktadir.

Bu calismada GSTP1 114 Val variant aleline sahip olan homozigot ve heterozigot
hastalarin platinyuma dayali kemoterapiye verdikleri yanitlarin yabanil tip genotipine sahip
olanlardan anlamli olarak farkli olmadigi belirlenmistir. Ayrica kemoterapiye gerek yanit
veren ve gerekse yanit vermeyen GSTP1 genotiplerin , yas, cinsiyet, sigara igme durumu,
histoloji ve hastaligin evresi ile anlamli bir iligkilerinin olmadig1 da belirlenmistir. Benzeri
iliski eksikligi, GSTP1 ekspres eden KHDAK’ nde (Bai ve ark., 1996) ve kolon kanserinde de
gosterilmistir (Stoehlmacher ve ark., 2002). Genotiplerin kemoterapiye kars1 aldig1 yanitlarla
sag kalim stireleri arasinda da anlamli bir iliski bulunmamistir. Ancak genotip ile sag kalim
arasindaki iligki irdelendiginde variant aleline sahip hastalarin sag kalim siirelerinin anlaml
olarak arttig1 (ortanca 22 aya kars1 16 ay; p=0.036) saptanmistir. Bu sonug¢ Lu ve ark’larini
(2006) bulgulari ile uyumluluk gostermektedir. Ancak o ¢calismada eksikliginden s6z edilen
bir veri olan genotip ile yanit arasindaki iligkinin bu ¢aligmada gézlenmemesi Lu ve
ark’larinin (2006) spekiilasyonlar1 arasinda yer alan polimorfizmin kemoterapik yanitta
prediktdr olabilecegi varsayimini giiriitmektedir. ilaveten bu ¢alismada genotip yanitlarinin
ve genotip sag kalim siirelerinin uygulanan farkli kemoterapi rejimlerine kars1 degismediginin
goriilmesi, bu polimorfizmin, uygulanan kemoterapi rejiminden bagimsiz olarak, klinik

sonucu etkiledigi izlenimini vermektedir.

Coklu regresyon analizi ile diizenlenmis hazard oraninda saptanan azalma variant aleline

sahip hastalarin sag kalim siirelerinin uzayabilecegini gdstermektedir (Cizelge 4.11.). Bu
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sonuglar da Lu ve ark’larinin (2006) sonuglarina paralellik gostermektedir. Ancak
kemoterapiye kars1 alinan yanitin koruyucu etkinliginden s6z etmek olast degildir (Cizelge
4.12.). Dolayisiyla yanit ile sag kalim arasinda bir iliskinin olmadig1 goriilmektedir. Ayn
diizeltilmis analiz modelinde yas, cinsiyet, sigara durumu, hastaligin evresi ve timor

histolojinin sag kalim {izerine koruyucu etkinligi goriilmemistir.

Bu mutant genotipin sag kalim iizerindeki koruyucu etkinligini yanittan bagimsiz olarak
gostermesi biyolojik etkinligini, ilacin terap6tik etkisini arttirmasinin disinda, dogrudan veya
dolayl1 olarak olas1 koruyucu mekanizmalar tetiklemesine (6rnegin; tiimor baskilayict genleri
aktive etmesine) bagli olabilir. Ancak bu sonuglarin altindaki nedenlerin agiga ¢ikarilmasi igin
daha ayrintili caligmalara gereksinim oldugu acgiktir. Bu asamada sadece genotipin daha uzun
sag kalmanin bir 6n gostergesi olarak kabul edilebilecegi sdylenebilir. Ancak genotipin
yanitin ne yonde gelisebilecegi konusunda yol gdsterici olmadigi da agiktir. Dolayistyla
GSTP1 Alal14Val polimorfizmi, yanittan bagimsiz olarak, klinik sonucu etkileyen lehte bir
prognostik faktor olarak belirmektedir.

Sonug olarak bu ¢alisma ileri evreli (III ve IV) KHDAK hastalarda

a- GSTP1 ekzon 5 Ile]104Val ve ekzon 6 Ala 114 Val polimorfizmlerinin, platinyum bazli

kemoterapiye yanit1 degistirmedigini,

b- Genotiplerin kemoterapiye kars1 verdikleri yanitin yas, cinsiyet, sigara igme durumlari,

uygulanan farkli ilag rejimleri, hastaligin evresi ve timor histolojisi ile etkilenmedigini,

c- GSTP1 ekzon 5 genotipinin sag kalim siiresine etkimezken GSTP1 ekzon 6 variant
genotipinin sag kalim siiresini anlamli olarak uzattigini ve bu genotip ile koruyucu yonde

sag kalim stiresi arasinda iligki olabilecegini, ve

d- Her iki GSTP1 polimorfizminde, kemoterapiye yanitla sag kalim arasinda bir iliskinin
bulunmadigini

ortaya koymaktadir.



Oneriler:

a) Hasta sayisinin arttirilmast GSTP1 ekzon 6 variant genotip ile sag kalim arasinda
gosterilen iliskinin platinyum bazli kemoterapiye kars1 alinan yanitla baglantisinin daha

saglikli ortaya konmasi agisindan yararl olabilir.

b) Bu hastalarin daha uzun siireli takip edilerek bu polimorfizmlerin uzun dénemdeki sag

kalim iizerine etkileri daha acik olarak ortaya konulabilir.
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VII. EKLER

a) Mali Bilanco ve aciklamalar

1.6. PROJE BUTCESI

1.6.1.TOPLAM BUTCE (BAP'DAN ISTENILEN) ......... 4983.14

BUTCE DETAYI.

ANALITI
K BUTCE
KODU

EKONOMIK SINIFLANDIRMA

YTL

MAKINA - DONANIM

SARF MALZEMESI

4983.14

HiZMET ALIMI

MAKINA TECHIZAT BAKIM ve ONARIMI

TOPLAMI

4983.14
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1.7.1 AYRINTILI GiDER LiSTESI

MALZEME
KODU ( sira
no)

MALZEME
ADI

MALZEME
MIKTARI

OLCU
BIiRIMi

TAHMINI
BEDEL

ANALITIK
BUTCE KODU
(Bos Birakiniz)

1

(Promega)
A1120
Wizard

DNA
purifikasyon
Kiti

2 adet

100
izolasyon
luk

720.00

(Promega)
M1665
Taq
Polimeraz

1 adet

500 U

170.00

NEB R0529S
BsmA1l
enzimi

1 adet

1000 U

205.00

NEB R528S
BstU1 enzimi

2 adet

1000 U

410.00

CAMBREX
50000
Seakem LE
Agaroz

3 adet

125¢

870.00

DNA,Molekii
ler agirhik

markiri,
100 bp

2 adet

250 ul

193.80

Promega
G4521
DNA,Molekii
ler agirhik
markiri,

50 bp

2 adet

250 ul

640.00

Ependorf
otomatik
pipet, 10-100
ul

1 adet

375.00

0.2 ml PCR
tiipti, Corning
marka

1 adet

1000
adet/pk

112.20

10

0.5 ml PCR
tupd,
Corming
marka

2 adet

1000
adet/pk

173.40

11

Sar1 pipet
ucu,
200ul

10 adet

1000
adet/pk

204.00

12

Heparinli kan

200 adet

10 ml

119.00
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tipd,
Venojet,
10 ml
13 Kan alma 200 adet 30.60
ignesi, siyah
yesil
14 PCR Primeri |2 ¢ift 100 nmol| 150.00
TOPLAM 4373.00
YTL

b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerdeki kullanimina dair aciklamalar.

Projeden sadece sarf malzemesi satin alinmig olup bunlar da aragtirmada kullanilmiglardir.

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III’de yer almayan ayrintilar)

Yok

d) Proje ile ilgili ¢esitli Kongrelerde sunulan bildiri:

Hentiz yok

e) Proje’den hakemli dergilerde (SCI) yayinlanan yayin:

Heniiz yok



