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GiRIS
Akciger kanseri sigara icme aliskanhigindaki artisa paralel olarak 1985'ten itibaren
dinya genelinde en sik goérilen kanser turi haline gelmistir. Tim dinyada kanser

olgularinin %12,4’tnden sorumludur. Kansere bagh 6limlerde de dinya genelinde %17,6

oranla birinci sirada bulunmaktadir.*

Kuguk hucreli digi akciger karsinomu (KHDAK) akciger kanseri olgularinin
yaklagik %85’ini olusturmaktadir.  Tam evreler icin genel bes yillk sagkalim orani
1960’larda %8 civarinda iken, 1990’lara gelindiginde ancak %15’e ¢ikanlabilmis ve bir platoya
ulasilmistir. Patolojik evreye gore 5 yillik sagkahm, Evre 1A’da %67 civarinda; evre 2B’de
ise %39 civarindadir. 5 yillik sagkalm orani, timér ayni taraftaki lenf noduna yayiim
goOsterdiginde (N2 hastalik) %13’e; karsi taraf mediastinal lenf bezi tutuldugunda ise (N3
hastalik) %5’e gerilemektedir. Tibbi durum ve evreye gére hastalarin ancak %20 ila 30’u
kiratif cerrahiye uygun bulunmaktadir. Agresif cerrahi uygulanan hastalarin bir kisminda,
bircogu hastaligin sistemik 6zelligini gosterir sekilde uzak metastazlar halinde olmak Uzere
nuksler izlenmektedir. Bu durum tam rezeke edilebilmis olgularda dahi sistemik tedavinin

cerrahi tedaviye eklenmesini gerekliligini dogurmaktadir.

1995'ten itibaren yogunlasan adjuvan kemoterapi ¢alismalarinda kemoterapi lehine
5 yillik sagkalima yaklasik % 5'lik bir katki gibi oldukca sinirli bir yarar saptanmustir.? ileri evre

akciger kanseri olgularinda da ikili kemoterapi esas tedavi seklini olusturmaktadir.

Her hastanin kemoterapiden ayni yarari gormeyecegi g6z onune alinirsa; hangi
hastalarin hangi kemoterapi rejiminden daha ¢ok yarar gorecegini veya hangi hastalarin
prognozlarnnin daha kotl bir seyir gosterebilecegini dngdrebilmek 6nem tasimaktadir.
Bdylece kemoterapiye ait gereksiz toksisite riskinden kacginilabilecegi gibi, bireysel tedavi

secimi ile hastalara daha uygun tedavi verebilmek mimkdn olacaktir.

Bu amagla son vyillarda akciger kanseri prognozunun ve tedavi yanitinin
Ongorilebilmesinde molekdler belirteglerin  kullanim etkinligi, Uzerinde ¢ok calisilan

konulardan biri haline gelmistir.




KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERINDE
PROGNOSTIK ve PREDIKTIF FAKTORLER

"Prognostik™ ve "prediktif* terimleri bazen birbirleri yerine kullamimaktadir. Aslinda
prognostik faktorler, uygulanan tedaviden bagimsiz olarak hastanin sonlanimi hakkinda fikir
verebilecek belirte¢ veya parametreleri icermektedir. Prediktif faktorler ise tedavi

kararlarinin verilmesi konusunda faydali olabilecek belirte¢ veya parametrelerdir.

Kuguk hucreli disi akciger kanserinde prognostik faktorlerin en énemlisi stiphesiz ki,
hastalarin tani anindaki TNM sistemine gore evresidir. Hastaligin yayginhg arttikca sagkalim
oranlarn azalmaktadir. Metastatik hastalikta ortalama sagkalm %4'e kadar dismektedir.
Evrenin sagkalima etkisine dair veriler 7. TNM evreleme sisteminin olusturulmasinda
31.000'in Uzerinde hastayi iceren veritabanindan gelmektedir. Sekil 1'de klinik ve patolojik

degerlendirmeye gore evrelerdeki sagkalim oranlarn goérilmektedir.
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Hastalik evresinden bagimsiz olarak, olgularin baglangictaki bazi klinik 6zellikleri
prognoz hakkinda fikir verebilmektedir. Calismalarda performans durumu kotd olan ve kilo

kaybi bulunan olgularin prognozlarinin daha k&t oldugu gorilmustir. +°

Etnik 6zelliklerin prognozla iliskili olduguna dair ¢calismalar bulunsa da, ¢cok degiskenli

analizlerde irk ve prognoz iliskisi ortaya konamamustir. ®

Yine calismalarda kuclk hucreli digi akciger karsinomu histolojik alt tiplerinin
prognostik farklilig: bildirilse de, genel kani hiicre tipinin prognoz belirleyicisi olmadigidir. "2
Diger Uzerinde durulan patolojik faktorler timorin farkhlasma derecesi ve lenfatik
invazyondur. Kotu farkhlasma derecesinin daha kotl prognoza sahip oldugunu bildiren
calismalar mevcuttur. ° Yine lenf sistemi invazyonunun Kkoétii prognoza isaret ettigi
bildirilmistir. 1° Ancak tiimériin histopatolojik 6zelliklerinin prognoz belirleyicisi olduguna

dair saglam veriler elde yoktur. Tablo 1’de KHDAK’da prognostik faktorler 6zetlenmistir.

Tablo 1: K¢k hticreli digi akciger karsinomunda prognostik faktorler

Kanit dlizeyi yuksek Olasi

Evre Etnik Ozellikler
Performans durumu Farkhlasma derecesi
Kilo kaybi Lenfatik invazyon

Histolojik alt tip

Molekuler belirtecler

Son yillarda molekiler belirtecler ile prognoz iliskisi Uzerine birgok makale
yaylanmistir.  Umut vaat eden vyaklasimlardan biri gen ekspresyon profillerinin
belirlenmesidir. ilk ortaya kondugunda, gen ekspresyon profilleme ile klinik 6zelliklere kiyasla
daha dogru niks ve dusuk sagkahm tahminleri yapilabilmistir. Yine adjuvan tedavi adayi
olmayan Evre 1A olgularda nuks riski duistik tahmin edilen 47 olguda %90 sagkalim izlenirken,

niiks riski yiiksek bulunan grupta 5 yillik sagkalim %10'un altinda bulunmustur. **




KHDAK patogenezinde yeri olan k-ras onkogeni ve p53 tumdr stpresér geni, DNA
metilasyon belirtecleri, epitelyal biyume faktori reseptori (EGFR) gibi belirtecler de
prognostik ve prediktif degerleri agisindan arastirnlmistir. Ancak ¢ogu durumda bu

belirteclerle ilgili celiskili veriler mevcuttur. *2

Benzer sekilde DNA onarm genleri de KHDAK'daki prediktif rolleri agisindan
arastinlmaktadir. Bir dizi galisma rekombinasyon onariminda rol alan BRCAL'in kemoterapi
yanitinin 6ngorilmesinde faydal olabilecegini gostermistir. Sonuclara goére disik BRCAL
varlig cisplatin kemosensitivitesi ile iliskili bulunurken, paklitaksel ve vinorelbine direncine
neden olmaktadir. Yine artmis ribonukleotid rediktaz M; altbirimi gemsitabine direncini
yansitmaktadir. Tioredoksin 1 ve YB-1 proteinlerinin de kemoterapi direncini yansitabilecegi
disunlilmektedir. Tablo 2'de KHDAK tedavisinde kullanilan bazi kemoterapdtik ajanlar ve
iliskilendirilen prediktif faktorler gorilmektedir.

Tablo 2: Kemoterapi kararinda kullanilan prediktif testler (Kanit diizeyleri klinik deneyimde genetik testlerin duyarliigina

isaret etmektedir. Diizey 1 belirtecin yiksek derecede yanit dngorisi sagladigini, diizey 2 belirtecin olasi prediktif rolt

konusunda 6nce verilerin oldugunu, diizey 3 az miktarda kanit oldugunu veya hi¢ kanitin olmadigina isaret etmektedir)™

Cisplatin ERCC1 mRNA 2
Vinorelbine B-tubulin Il MRNA 2/3
Stathmin mRNA 2/3
Paklitaksel B-tubulin Il MRNA 3
Gemsitabine RRM1 mRNA 2/3

Bu molekdler belirteclerden biri de ERCC1'dir (Excision repair cross-complementing
group 1 ). ERCC1 geni alkilleyici ajanlarla gelisen DNA hasarinin tamirinde esas gorevi
ustlenen proteini kodlamaktadir. Yapilan arastirmalarda bu gen ekspresyonu bulunan
timorlerin - kemoterapi yanitlarinin  daha az oldugu gordlirken, tedavisiz izlemde

prognozlarnnin daha iyi oldugu gorulmastar.




ERCC1

(Eksizyon Onarim Capraz-Tamamlayici Grup 1)

ERCC1 kromozom 19q'da bulunan 15-kb bir gendir. 33kDa'lik bir nlikleaz olan proteini
kodlamaktadir. Tim fonksiyonlari tamamen ortaya konamamis olsa da kodladigi protein
yasam icin kaginilmazdir. ERCC1 fonksiyonu ortadan kaldirilan deney farelerinde beyin hasari
ve karaciger yetmezligi ile birlikte hizl yaslanmanin oldugu, kisa strede 6luman gergeklestigi
gortlmistur. ** Nukleotid eksizyon onarminda ERCC1, XP-F proteini ile kompleks
olusturmaktadir ve onarm basamaklarinda hiz kisitlayici enzimlerden biridir. Onarim
basamaginin sonlarinda gorevi olsa da, DNA onariminin gerceklesebilmesi i¢in esastir.
Onarim yolaginin diger proteinlerinin aksine yasamin strdurilebilmesi igin gerekli olmasinin
sebebi bilinmemektedir. Son yillarda ortaya konan veriler, ERCC1'in DNA onarimi yani sira
DNA rekombinasyonu, immunglobulin gen degisimi, telomer kararsizliginda da fonksiyonu

olabilecegini gdstermektedir. *°
NUKLEOTID EKSiZYON ONARIM MEKANIZMASI

Genetik bilgi DNA'nin kimyasal yapisi icinde saklanmaktadir. DNA yapisal butinltgin
korunmasi bu sebeple olduk¢a 6nemlidir. DNA'nin ¢ift sarmal yapisi ilk ortaya kondugunda,
yasam i¢in esas olan bu yapinin oldukgca stabil ve degismez bir yapisi oldugu distinulmustar.
Sonraki yillarda bu yapinin dis ve i¢ etmenlerle birgok degisiklige maruz kaldigi ve strekli
onarim mekanizmalannin isledigi gorulmusttr. Hemen her giin, her hicrede insan genomu
basina 25.000 bazda hasarin gelistigi tahmin edilmektedir. Yeterli onarim mekanizmalari
olmasaydi bu derecede baz hasari yasam ile bagdasmazdi. Bir nedenle DNA lezyonlan
ortadan kaldirilamazsa, apoptozis ile hicre 6limu gerceklesmektedir ya da mutasyonlarin

birikimi ile hiicre potansiyel kanserdz bir hiicre haline gelebilmektedir.
Bilinen bes DNA onarim mekanizmasi mevcuttur.
1. NUkleotid eksizyon onarimi
2. Uygunsuz eslesme (mismatch) onarimi

3. Cift sarmal kirllma onarimi




4. Baz eksizyon onarimi
5. Direkt onanm

Bu mekanizmalar iginde nikleotid eksizyon onarimi (NEO), glnes isigina bagli
ultraviyole radyasyon maruziyeti ile gelisen DNA hasari, mutajenik kimyasallar veya cisplatin
gibi sitotoksik ilaclara bagh gelisen buyik DNA eklentileri gibi birbiri ile ilgisiz gdériinen
hasarlarin onariminda goérev alir. Tablo 3'te NEO sistemi ile hedeflenen DNA hasarlan
gOrulmektedir. Nukleotid eksizyon onarimi bir "kes - yapistir mekanizmasidir. Hasarli bazlari
iceren 24-32 nikleotidlik DNA dizisinin kesilmesi ve saglam dizinin kalip olarak kullanilarak
onanmin gercgeklestirilmesini icerir. NEO yolunda kullanilan enzimlerde eksiklikler, 1sik
duyarhhg ve cilt kanserlerine egilimin oldugu Xeroderma Pigmentozum ve kanser egilimi
olmaksizin 151k duyarliligina ek olarak kisa vicut yapisi, dismyelinizasyona bagh noérolojik
bozukluklar, katarakt gibi bulgularin gorildigtu Cockayne sendromu ve trikotiyodistrofiye

neden olmaktadir.

Tablo 3 : Niikleotid eksiyon onariminin rol aldigi DNA hasarlari

Ultraviyole radyasyona bagh siklobttan pirimidin dimerleri
Platin bazli kemoterapiye bagh eklentiler

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (sigara iligkili DNA eklentileri)
Aromatik aminler

Kolesterol eklentileri

Vi V| V| V| V| V¥V

Psoralen eklentileri

Nukleotid eksizyon onarim yoluna ait ilk bilgiler bu yolun islemez oldugu Xeroderma
Pigmentozum (XP) hastalarinin hiicrelerinin incelenmesi ile elde edilmistir. Bozuk olan temel
yol ayni olsa da, DNA sentezi duzeylerinin farkh hastalarin hiicreleri arasinda farkl olmasi ile
genetik heterojenitenin varligini gosterilmistir. Onanm yolunda farkh enzimlerin eksikligi ile
farkh genotipler ortaya ¢ikmaktadir. Genotip olarak farkli XP hcrelerinin cekirdeklerinin
birlestirilmesi ile 151k duyarlihginin ortadan kalktigi gérilmdas, boylece "tamamlayici gruplar”
tanimlanmistir. Yedi tamamlayici grubun varligi saptanmistir (XP-A,XP-B... XP-G seklinde

siniflanmistir). insan hicrelerindekine benzer sekilde 1sik duyarliigi yaratilan Cin hamster
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over hucrelerinde yapilan calismalarla degisik XP hicrelerindeki inaktif genler ortaya
konabilmistir. Bu hucrelerdeki eksikligi tamamlayabilecek insan DNA parcalarinin
arastirilmasi ile ilk eksizyon onarimi ¢apraz-tamamlayici (excision repair cross-complementing)
insan genleri klonlanabilmistir : ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4 ve ERCC6. ERCC2, ERCC3,
ERCC4 ve ERCC6 genlerinin sirasiyla XP-D, XP-B, XP-F ve CS-B'yi tamamladigi gorilmasttr, bu
genlerin isimleri bu yonde degistirilmistir. ilk klonlanan DNA onarim geni ERCC1'in herhangi
bir XP grubu tamamlamadigi gorulmuistir, dolayisiyla ismi kemiricilerde kullanildigi gibi

kalmistir.

Nukleotid eksizyon onarim yolu karmasik bir enzim dizisinden olusmaktadir. NEO
reaksiyonlarinin tim genomu kapsayan hasar veya lezyonlarin onarimi (global genom - NEO)
ve genomun transkripsiyona ugrayan aktif kisminda olusan hasarlarin daha hizli onarimina
olanak saglayan transkripsiyon iliskili - NEO olmak Uzere iki alt tipi belirlenmistir. iki alt

tipinde kullanilan enzim setleri ayni olmakla birlikte temel farklihk hasarin taninma seklidir.

Onarm mekanizmasi hasarnn taninmasi ve onanm faktorlerinin toplanmasi ile
baslamaktadir. Global genom NEO yolunda XP-C, hHR23B ile kompleks olusturur ve hasarin
taninmasinda rol oynar. DNA sarmalinin lokal olarak agiimasi baslar. Protein - protein
etkilesimi ile hasarli bdlgeye XP-B ve XP-D helikazlarini iceren genel transkripsiyon faktor
kompleksi TFIIH toplanir. ATP'e bagh bir reaksiyonla DNA sarmal diger NEO faktorlerinin
baglanmasini kolaylastiracak biraz daha aciir. Bu NEO reaksiyonlarinin ilk katalitik ve geri
donlstmstiz adimidir. Hasarl bolgenin ve akabinde genomdan kesilecek olan bélgenin
belirlenmesinden sonra 3 protein daha komplekse katilir: XP-A, XP-G ve Replikasyon Proteini
A (RPA). XP-A acik DNA dizisinde hasari belirler. Replikasyon proteini A agik DNA kompleksini
sabitler ve DNA segmentini 3' sonundan kesen bir endonukleaz olan XP-G'i yerlestirir. Daha
sonra ERCC1, XP-F ile bir kompleks olusturarak DNA'yi 5' sonundan kesecek olan
endonikleazi olusturur. iki uctan gerceklesen kesim ile 24-32 niikleotidden olusan hasari
iceren oligonukleotid DNA dizisinden ayrilir. Replikasyon faktorlerinin aktivasyonu ile bosluk

doldurulur ve onarim mekanizmasi tamamlanir.*® Sekil 2’de bu mekanizma 6zetlenmistir.

Transkripsiyon iligskili DNA onarnminda ise hasar transkripsiyona ugrayan aktif

genlerdedir, bazi kanitlara gore reaksiyonun baslamasi i¢cin RNA polimerazin elongasyon




formunda olmasi gereklidir. Hasar elonge olan RNA polimeraz Il tarafindan baglatilr, global

genom NEO'da oldugu gibi ayni enzim dizisi aktive olur.*’

Sekil 2: Platin bazh kemoterapi eklentilerinin NEO yolu ile onarimi. (A) DNA hasarinin taminmasi
XPC/hHR23B heterodimeri ile taninmasi (B) TFIIH ve icerdigi iki helikaz ile hasar civarinda yaklasik 30 bazlik
segmentin aciimasi (C) RPA ve XPA ile segmentin acik tutulmasi (D) Hasarh segmentin XPG ile 3' ugtan;
ERCC1/XPF heterodimeri ile 5' ugtan kesilmesi (E) Replikasyon faktorleri varliginda olusan boglugun DNA

polimeraz & veya € ile tamamlanmasi *°




ERCC1 VE AKCIGER KANSERi: GUNUMUZDEKi DURUM

ileri evre KHDAK standart tedavisini ikili kemoterapi rejimleri olusturmaktadir. Diger
evrelerde de kemoterapi lokal tedavi yaklasimlarina ek olarak uygulanmaktadir. Kemoterapi
ilaglarinin se¢imi ise yan etki profili, hastanin durumu, klinisyenin deneyimi ve tercihine
dayanmaktadir. Tedaviye yanit oram % 17-37 arasinda degismektedir ve ileri evrede
ortalama sagkalm 6,7-11,3 aydir. ikinci basamak tedavide ise yamit oranlan % 10'a
diismektedir. ° Akciger kanseri hiicre dizileri ile in vitro yapilan cahsmalarda
kemosensitiviteyi yansitacak olasi belirte¢ olarak 100'den fazla aday gen belirlenmistir.

Bunlar arasinda en fazla umut vaat edenlerden biri ERCC1'dir. %°

Nikleotid eksizyon onarim yolaginin fonksiyonel durumu klinik drneklerde ERCC1
Olcimd ile degerlendirilmektedir. Tumor biyopsilerinin genellikle kicik ebatta olmasi NEO
mekanizmasindaki diger proteinlerin degerlendirilmesine olanak tanimamaktadir. TUmor
orneklerinde ERCC1 duzeyi, ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile mRNA
ekspresyonunun Olcllmesi veya imminohistokimyasal olarak kantitatif ERCC1 protein
duzeyinin Olgtlmesi ile ortaya konmaktadir. ERCC1 mRNA ekspresyon dulzeyinin
degerlendirilmesi genellikle 18SrRNA veya p-aktin duzeyi referans kabul edilerek

yapiimaktadir.

ERCC1'in kucuk hicreli digi akciger karsinomu igin prediktif ve prognostik degerini
arastiran en buyuk calisma Olaussen ve arkadaslari tarafinda yaruttlmis olan IALT-biyoloji
cahsmasidir. KHDAK igin adjuvan kemoterapiyi degerlendiren IALT ¢alismasinda 1800'u agkin
olguda adjuvan kemoterapi ile 5 yillik sagkalimda %4,1'lik fayda izlenmistir. Bu hastalarin
761'inin tumaor orneklerinde immunohistokimyasal olarak ERCC1 diizeyi degerlendirilmistir.
Olgular kemoterapi alan ve tedavisiz izlenen iki kolda incelenmistir. Tedavisiz izlenen grupta
ERCC1 (+) olan olgularin prognozlarinin ERCC1 negatif olanlara gére anlamli olarak daha iyi
oldugu goraltrken, kemoterapi alan olgularda ERCC1 negatifliginin daha uzun sagkalimla
iliskili oldugu gorulmustir (56 aya karsihk 46 ay; p=0.002). Bu ¢alismadan ¢ikan sonug kuratif
cerrahi sonrasi adjuvan tedavi kararinda ERCC1 (-) timérlerin daha giiclii aday oldugudur.?
Kuratif cerrahi uygulanan olgularin dahil edildigi daha kugcik ¢ahsmalarda da benzer sekilde

ERCC1'in prognostik degeri olabilecegi sonucuna variimistir, 2224




ERCC1'in ileri evre KHDAK olgularinda ve kiratif cerrahi sonrasi nuks gelisen olgularda
prediktif ve prognostik degeri degerlendirildiginde tim calismalarda istatistiksel anlamlilik
duzeyine ulasmamakla birlikte, ERCC1 (-) olgularda tedavi yanitinin, progresyonsuz sagkahm
ve genel sagkalimin daha yiksek oldugu gorilmektedir. Bu haliyle ERCC1 iki tarafi keskin
kilica benzetilmektedir. DNA onarim kapasitesi ne kadar disiikse, genom tutarhhg o kadar
azalmakta ve hucrelerin malignite potansiyeli artmaktadir fakat ayni zamanda platin bazli

kemoterapiden alinacak fayda da artmaktadir. 2

ERCC1 dizeyine goOre yonlendirilmis kemoterapi uygulanmasi konusunda ilk
prospektif randomize calisma Cobo ve arkadaslari tarafindan yayinlanmistir.? 444 ileri evre
KHDAK olgusunun dahil edildigi calismada, standart kemoterapinin uygulandigi bir kontrol
kolu, ve ERCC1 duzeyine goére platin bazli kemoterapinin uygulandigi bir genotipik kol
olusturulmustur. Genotipik kolda ERCC1 (+) olan gruba docetaksel/gemsitabine; ERCC1 (-)
olan gruba ise docetaksel/cisplatin ikilisi uygulanmistir. Anlamli sagkalm ve progresyonsuz
sagkalm farki elde edilemese de yanit oranlarinin genotipik kolda daha iyi oldugu

gOralmastar.

Bir diger arastirlan noktalardan biri ERCC1 geni polimorfizmlerinin bazal
ekspresyonunun platin bazli kemoterapi alan olgulardaki prediktif roludir. Polimorfizm,
mutasyonlardan farkh olarak nifusun %1'inden fazla gorulmekle birlikte, en az sikhkta
rastlanan allel olarak tanimlanir. Tek niikleotid polimorfizmlerinin degerlendirilmesi ilgi ¢ekici
bir yontemdir, ¢cuinkli hastalardan alinacak olan ventz kan 6rnegi calisma igin yeterlidir. Kan
hiucrelerindeki ERCC1 ekspresyonunun timor dokusundaki ERCC1 aktivitesini yansitip
yansitmadigi ise hentiz aydinlik kazanmamistir. ERCC1 gen polimorfizmleri ile platin bazli
kemoterapi yaniti ve sagkalim iligkisini arastiran ileri evre KHDAK olgularinin dahil edildigi iki
calismada kodon 118'de C/C genotipi ile sagkalimin daha yiksek oldugu gorulmuistir (p=
0,0058 ve p=0,04 ).2"?Bir baska calismada ise yine kodon 118’de C/T polimorfizmi ve
C8092A polimorfizmi degerlendirilmis, A alleli kopyalarinin bulunmasi ile sonlanimin daha
kot oldugu sonucuna variimistir.?® Bu polimorfizme sahip kisilerde mRNA stabilitesinin daha

zayif oldugu dustintlmektedir.

Sonug olarak kemoterapi direncinin bir belirteci olarak ERCC1'in rolu su ana kadar hig

bir calismada saglam kanitlarla ortaya konamamistir. Benzer sekilde Tablo 4’de goraldagu
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gibi ERCC1 platin bazli kemoterapi direncinin degerlendirilmesinde tek etkili faktor degildir.
Cahsmalarin ¢cogunda ERCC1 incelemeleri kuguk timor Ornekleri Uzerinde yapiimakta ve
bunun tim timorin genetik ozelliklerini yansittigi kabul edilmektedir. Ayni sekilde, primer
tumor ve metastazlannin ERCC1 ekspresyonlarinin  benzer olup olmadigi heniz
bilinmemektedir. ERCC1'in immunohistokimyasal incelemesi her laboratuvarda kolaylikla
uygulanabilecek bir yontem olsa da prospektif calismalar icin optimal esik degerin
belirlenmesi guctir. Yine de KHDAK olgularinda prediktif ve prognostik bir belirte¢ olarak

umut vaat etmektedir.

Tablo 4: Platin bazl kemoterapi direng mekanizmalari

» Nukleotid eksizyon onanm yolu

» Yanlg egslesme (mismatch) onarimi genlerinde mutasyon veya metilasyon

» Cisplatin DNA eklentilerine baglanan nukleer proteinler (H1, HMG1 iceren

proteinler)

Cisplatin hicre ici birikiminde azalma (ATP bagimh mekanizmalar)

Glutatyon/glutatyon asetil-S-transferaz yolu ile detoksifikasyon

Metallothioneinler

BRCA1

Y V| V| V
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AMAG

Calismamizin esas primer amaci platin bazli kemoterapi verilen ileri evre kigik
hucreli disi akciger karsinomu olgularinda timaor dokusunda ERCC1 ekspresyonu ile genel
sagkalm ve progresyonsuz sagkalim iliskisinin degerlendirilmesi ve kemoterapi direncinin
ortaya konmasi igin tedavi yanitlaninin karsilastirlmasidir. Bunun yani sira gunlik pratikte
bireysel kemoterapi se¢iminin yapilabilmesi igin bronkoskopik olarak elde edilen kuguk
timor Orneklerinde immunohistokimyasal olarak ERCC1 dizeyinin belirlenmesinin

uygulanabilirligini degerlendirmek amacglanmistir.

YONTEM

Calismada Ege Universitesi Tip Fakiiltesi gogus hastaliklar kliniginde 2004-2009 yillar
arasinda izlenen, doku biyopsisi ile kugtk htcreli disi akciger karsinomu tanisi alan ve platin
bazli kemoterapi uygulanan olgular retrospektif olarak incelenmistir. ERCC1 immunokimyasal
incelemesi igin doku Ornegi yeterli olan 83 evre 3B ve evre 4 KHDAK olgusu ¢alismaya dahil
edilmistir. Prognostik degerlendirmenin daha dogru yapilabilmesi icin primer timorine

yonelik kiratif cerrahi veya radyoterapi uygulanan olgular ¢alisma digi birakilmistir.

Tum olgulara fiberoptik bronkoskop (Olympus CLE-10) ile lokal anestezi sonrasi
(Lidocaine HCI %2 topikal- maksimum 10ml) transnazal veya transoral yolla bronkoskopi
uygulanmistir. Tedavi Oncesi alinan biyopsi o6rnekleri histopatolojik inceleme igin
degerlendirilmistir. 77 olguya bronkoskopik biyopsi ile tani konulurken, 2 olguda torakotomi,
bir olguda anterior mediastinotomi ile, bir olguda aksiller lenf bezi eksizyonu, bir olguda

metastazektomi, bir olguda ise plevra biyopsisi ile tani elde edilmistir.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL iINCELEME

Calismada olgulara ait yeterli tumor dokusu iceren parafin bloklardan elde edilen bes
mikron kalinlikta kesitler elektrostatik yukli lamlara (X-traTM, Surgipath Medical Industries,
Richmond, Illinois, USA) alinmis ve 60°C’de en az iki saat kurutulmustur. Deparafinizasyon ve
antijen agiga ¢ikarma islemleri de dahil olmak Uzere tim immuinohistokimyasal boyama
sureci BenchMark XT tam otomatik immunohistokimya boyama cihazinda gergeklestirilmistir.
immunohistokimyasal boyama sistemi olarak biyotinsiz, HRP multimer bazli, hidrojen
peroksit substrat ve 3-3' — diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) kromojeni igeren
(ultraView™ Universal DAB Detection Kit, Catalog number 760-500, Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ) antikor saptama Kkiti ile tam otomatik imminohistokimya boyama
cihazi (Ventana BenchMark XT, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) kullanilmistir. Yalnizca
primer antikor Anti-ERCC1 (klon SPM243, Spring Bioscience, 1:50 dillisyon, katalog no: E5674)
manuel olarak damlatilmis ve 37°C’de 32 dakika inkiibe edilmistir. Cihazda zit boyamasi
hematoksilen ve mavilestirici soltisyon ile tamamlanan kesitlerin dehidratasyonu, ksilen ile

seffaflandiriimasi ve lamel kapatilmasi asamalari elde yapilarak islem sonlandirilmistir.

Pozitif kontrol olarak tonsil epiteli kullanilmistir. Pozitif kontrol igin hazirlanan ancak

primer antikorun damlatiimadig: kesitler ise negatif kontrol olarak kabul edilmistir.

ERCC1 immunreaktivitesi Lee ve ark. larinin degerlendirme yéntemi ile skorlanmistir. *
Buna gore nikleer boyanma goésteren hiicre orani ve boyanma siddeti degerlendirilmistir;
boyanma dagilimi belirlenmesinde boyanma olmamasi 0, %1-9 boyanma 1, %10-49 boyanma
2, %50 den fazla boyanma 3 olarak skorlanirken, boyanma siddeti icin boyanma olmamasi 0,
zayif boyanma 1, orta derecede boyanma 2, siddetli boyanma 3 olarak skorlanmistir. Siddet
ve dagihmin carpimi ile bir semikantitatif H skoru elde edilmistir. ERCC1 ekspresyonunun
yuksek veya dusuk olarak siniflanabilmesi i¢in H skorlarinin medyan degeri esik degeri olarak
kabul edilmigtir. Sekil 3,4 ve 5te ERCC1 (-) ve ERCC1 (+) saptanan timor Orneklerinin

immunohistokimyasal boyanmasina érnekler verilmektedir.
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sekil 4: Skuamoz hiicreli karsinomda (3+) ERCC1 pozitifligi (Anti-ERCC1x200)
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sekil 5: KHDAK'da (1+) ERCC1 pozitifligi (Anti-ERCC1x100)
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YANIT DEGERLENDIRMESI

Olgularin hepsi tedavi 6ncesinde toraks bilgisayarli tomografisi (BT), kemik sintigrafisi
ve batin ultrasonografisi (USG) veya izleyen hekim tarafindan gerekli géruldugu durumlarda
pozitron emisyon tomografisi (PET) ve kraniyal manyetik rezonans goruntileme (MRG) ile
degerlendirilmis ve 6. TNM evreleme sistemine gore evrelemeleri yapilmistir. Tedavi yaniti
degerlendirmesi toraks bilgisayarli tomografisi veya pozitron emisyon tomografisi ile hastay:
takip eden hekimin inisiyatifinde 2,3,4 veya 6. kiirlerden sonra yapilmistir. Gereginde tedavi
yanitinin degerlendirilmesi amaciyla olgulara kraniyal manyetik rezonans inceleme, kemik

sintigrafisi veya batin ultrasonu ile ek degerlendirmeler uygulanmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Klinik ve patolojik 6zelliklerin karsilastirmasi Fisher exact test ve X? testi kullanilarak
yapiimistir. Genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim oranlarn Kaplan Meier metodu kullanilarak
belirlenmigtir. Genel sagkalim kemoterapi baslangic gintunden Olime kadar gegen sire
olarak tanimlanmistir. Benzer sekilde progresyonsuz sagkalhim kemoterapi baslangicindan
progresyonun ilk gosterildigi gline kadar gegen stredir. Sagkalan hastalarin analizleri calisma

takip stresinin son ginu baz alinarak yapiimustir.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen olgularin yas ortalamasi 57,94£9,1 'tir. Olgulann %84,3'u (70
olgu) erkek, %15,7'si (13 olgu) kadindir.

Altmis dokuz (%83) olgunun sigara Oykusu mevcuttur. Bunlardan 42'si (%51) tani
aninda aktif igicidir. ECOG performans durumlarina bakildiginda 70 olgunun (%84,3) ECOG 0-
1 oldugu gorulmektedir. Olgularin %45'inde (37 olgu) en az bir yandas hastalik
bulunmaktadir. En sik gorilen yandas hastaliklar hipertansiyon (13 olgu, %16), KOAH (11
olgu, %13) ve diyabetes mellitusdur (11 olgu, %13). Sadece iki olguda yandas malign hastalik
tanisi oldugu gorilmastur. Bir olgu 11 yil 6nce larinks karsinomu nedeniyle, diger olgu 18 yil
once endometriyum karsinomu nedeni ile opere olmus ve her iki olgunun da kur olduklan

kabul edilmistir.

Tani dagihmina bakildiginda 32 olguda (%38,6) adenokarsinom, 26 olguda (%31,3)
skuamoz hicreli karsinom saptanmistir. Tum olgular evre 3B ve evre 4 kigik hicreli disi
akciger karsinomu olgularindan olusmaktadir. Olgularin yedisinde uzak metastaz
saptanmamustir. Bunlardan 2'si malign plevral effiizyon, 5'i mediasten ve blylk damar
invazyonu, 1'i karsi taraf lenf bezi metastazi nedeniyle evre 3B kabul edilmistir. En fazla
saptanan uzak metastaz bolgesi 35 olguda (%42,1) akcigerlerdir, bunu sirasiyla kemik ve
surrenal metastazlari izlemektedir. 15 (%18) olguda tani aninda evrelemede PET-BT

kullanilmustr.

Olgularin temel klinik ve histopatolojik 6zellikleri Tablo 5’'te 6zetlenmistir.
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Tablo 5: Olgularin temel klinik ve patolojik 6zellikleri

Yas ortalamasi (yil) 57,93 (32-79)
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 70 (%84,3) /13 (%15,6)
Sigara oykusl
Aktif iici 42 (%50,6)
Terk 27 (%32,5)
Hic icmemis 13 (%15,6)
Histoloji
KHDAK 25 (%30,1)
Adenokarsinom 32 (%38,6)
Skuaméz Hiicreli Karsinom 26 (%31,3)
Performans Durumu (ECOG)
0 13 (%15,6)
1 57 (%68,7)
2 12 (%14,4)
3 1(%1,2)
Klinik Evre
1B 7 (%8,4)
v 76 (%91,6)
Metastatik Bolge
Beyin 13 (%15,6)
Akciger 35 (%42,1)
Kemik 22 (%26,5)
Surrenal 15 (%18,1)
Karaciger 7 (%8,4)
Diger 6 (%7,2)
Nuks sekli
Lokal niiks 61 (%73,5)
Uzak nliks 23 (%27,7)
Tedavi yaniti
Kismi yanit 43 (%51,8)
Stabil yanit 11 (%13,3)
Progresif yanit 23 (%27,7)
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Olgularin timune platin bazli kemoterapi uygulanmistir. Altmis bir (%73,5) olguda 4
kir veya Uzeri kemoterapi uygulanabilmistir. Enfeksiydz komplikasyonlar ve kemoterapi
toksisitesine bagli siddetli yan etkiler nedeniyle 13 (%15,6) olguda doz azaltimina gidilmistir.
Uygulanan kemoterapi rejimleri ve dozlari Tablo 6’da gorulmektedir. En fazla tercih edilen
birinci hat kemoterapdtik rejim cisplatin/carboplatin + gemsitabine (30 olguda; %36,1)
kombinasyonudur. Olgularin 46’sinda (%55) nuks sonrasinda ikinci hat kemoterapi
rejimlerine gecilmistir. En ¢ok tercih edilen ikinci hat rejim 27 olguda (%32,5) tek ajan
docetaksel olmustur. Elli bir olguda (%61,4) izlemlerinin herhangi bir doneminde palyatif
radyoterapinin tedaviye eklenmesi gerekli gorulmusttr. 24 (%27) olguda beyine, 16 (%19,3)
olguda kemige, 16 (%19,3) olguda obstriiksiyon nedeniyle toraksa palyatif radyoterapi

uygulanmistir. Calismaya alinan olgularin tedavi semalar Tablo 6'da gosterilmistir.

Tablo 6: Olgulara uygulanan kemoterapi rejimleri ve dozlan

Cisplatin/Carboplatin + Gemsitabine 30 36,1
Cisplatin/Carboplatin + Etoposide 18 21,7
Cisplatin/Carboplatin + Vinorelbine 15 18,1
Cisplatin/Carboplatin + Docetaksel/Paklitaksel 16 19,3
Cisplatin + Pemetreksed 3 3,6
Mitomycin + ifosfamid + Cisplatin 1 1,2

Tedavi yanitinin degerlendirilmesi 36 olguda (%43) iki, 34 olguda (%41) olguda doért
kir kemoterapi verildikten sonra yapilmistir. Hi¢ bir olguda tam tedavi yaniti izlenmezken, 43
olguda (%51,8) kismi regresyon gorulmustir. 11 olguda (%13,3) stabil yanit, 23 olguda
(%27,7) progresif tedavi yaniti izlenmistir. NiUks g0Ozlenen olgularin %27,7'sinde uzak

metastazla niks gorilmastar.

ERCC1 ekspresyonu degerlendirildiginde 50 olgu (%60,2) immunohistokimyasal olarak
ERCC1 (+) bulunmustur. Geriye kalan 33 olgu (%39,8) ERCC1 (-)'tir. ERCC1 (+) ve (-) olan
olgular degerlendirildiginde iki grup arasinda yas dagilimi, cinsiyet, sigara oykusu, yandas

hastalik, kilo kaybi, ECOG performans skalasi, histopatolojik tani, evre dagilimi, uygulanan
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kemoterapi kir sayisi agisindan istatistiksel olarak anlaml farkhhk saptanmamistir. ERCC1

ekspresyonu (+) ve (-) olan gruplarin klinik dzellikleri Tablo 7°de gorilmektedir.

Tablo 7: ERCC1 ekspresyonuna gore olgularin karakteristik 6zellikleri

Yas (ort) 58,72 56,73 0,382
Erkek 43 (%86) 27 (%81,8) 0,759
Sigara 43 (%87,8) 26 (%78,7) 0,304
Yandas hastalik 25 (%50) 12 (%36,4) 0,263
Kilo kaybi 11 (%23,9) 12 (%38,7) 0,207
ECOG 0-1 43 (%86) 27 (% (%81,8) 0,657
Kismi yanit 29 (%63) 14 (%40,3) 0,161

Adenokarsinom 16 (%32) 16 (%48,5)

Skuamoz hucreli 14 (%28) 11 (%33,3) 0,100

KHDAK 20 (%40) 6 (%18,2)

Olgularin tedavi yamiti degerlendirildiginde ERCC1 (+) ve (-) olgular arasinda kismi
yanit, stabil yanit veya progresif yanit agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
gOzlenmemistir. Stabil ve progresif yanit gosteren olgular ile kismi tedavi yaniti gozlenen
olgular arasindaki fark degerlendirildiginde de istatistiksel olarak anlamh sonug

gOrulmemistir (p=0,161).

Olgularin progresyona kadar gecen ortalama sdresi 5,79 aydir. Calismanin
analizlerinin yapildigi donemde olgularin sadece 5 tanesinin hayatta kaldigi goéralmustr.
Ortalama sagkalim siresi ise 13,12 ay olarak bulunmustur. Sekil 6 ve 7’de olgularin genel
sagkalim ve progresyonsuz sagkalim egrileri gorilmektedir. Sekil 8 ve 9’da goruldugu gibi
Kaplan Meier metodu ile olgularin progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalim oranlan
degerlendirildiginde ERCC1 (+) ve ERCC1 (-) olgular arasinda anlamh fark gozlenmemistir
(sirasiyla p= 0,412 ve 0,823).
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sekil 9: ERCC1 ekspresyonu ve genel sagkalim iligkisi
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Prognoza etkili olan diger faktorler degerlendirildiginde kilo kaybi olan olgularin ve
ECOG parformans durumu 2-3 olan olgularin sagkalimlarinin anlaml olarak daha kéti oldugu
gOrulmustdr (sirasiyla p= 0,006 ve p=0,032). Kilo kaybi ve performans durumuna gore

gruplanmis Kaplan Meier egrileri sekil 10 ve sekil 11'de gorilmektedir.

12
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1\\ p= 0,006
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sekil 10: Olgularin kilo kaybi varhigina gore genel sagkalim egrileri
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sekil 11: Olgularin performans durumlarina gére genel sagkalim egrileri
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TARTISMA

Calismamizda ileri evre kiguk hucreli digi akciger karsinomu olgularinda timor
dokusunda ERCC1 ekspresyonu ve platin bazli kemoterapi iliskisi degerlendirilmis, hem genel
sagkalm hem de progresyonsuz sagkalm ile ERCC1 ekspresyonu arasinda anlamh iliski
gOsterilememistir. Yine benzer sekilde tedavi yaniti ile ERCC1 ekspresyonu arasinda da
herhangi bir anlamli iliski gbzlenmezken, literattirle uyumlu sekilde kilo kaybi varhginin ve

zayif performans durumunun kot prognoz ile iliskili oldugu gorilmustar.

Literattre bakildiginda ERCC1 ekspresyonu ile kemoterapi yaniti iliskisine degin
bilgilerin cogunlukla retrospektif calismalardan elde edildigi gortlmektedir. ilk olarak
preklinik cahismalarda teratom hiicrelerinin cisplatine asiri duyarliigindan yola ¢ikilarak NEO
mekanizmasinin rolt ortaya konmustur. Daha sonra klinik calismalarda over, mide, kolon ve
Ozefagus ttimorleri gibi solid timdorlerde ERCC1 ekspresyonunun prognostik ve prediktif roli
arastirilmis ve genel olarak ERCC1 mRNA ekspresyonu distik olan olgularda platin bazh

kemoterapi ile daha iyi sagkalim sonuglari gorilmistir,**3*%°

Bu calismalar temel alinarak farkh evrelerdeki kiguk hucreli digi akciger karsinomu
olgularinda ERCC1 ekspresyonunun prognostik ve prediktif degerini arastirmaya yonelik bir

dizi calisma yapilmistir.

Dusuk evreli KHDAK olgularinda yapilan ¢calismalara bakildiginda en buylk ¢alismanin
Evre 1A-3B olgulari kapsayan bir adjuvan kemoterapi ¢alismasi olan IALT"in alt kolu olan IALT
biyoloji calismasi oldugu goriilmektedir.?* Bu calismada kiratif cerrahi sonrasi adjuvan tedavi
uygulanmayan olgularda ERCC1 pozitifligi ile daha yiiksek sagkalim elde edildigi, buna karsin
adjuvan platin bazli kemoterapi uygulanan KHDAK olgularinda ise ERCC1 negatifliginin daha
iyi sagkalimla iliskili oldugu gorulmustur. Kiratif cerrahi uygulanan olgularda yapilan daha
kucuk caph calismalara bakildiginda ERCC1 pozitif timdoru olan olgularin daha iyi sagkalimlar
oldugu gorulmektedir. Bazi calismalarda bu, sinirda anlamhhk dizeyindedir. Rosell ve
arkadaglarnnin yaptigi 67 olguluk calismada ise neoadjuvan kemoterapi sonrasi cerrahi
uygulanan evre 2B - 3B olgularda RRM1 dizeyi ile sagkahm iliskisi saptanirken, ERCC1 ile
anlamli iliski gorilmemistir.®® Bu calismalarda ERCC1 diizeyi genellikle mRNA diizeyleri

belirlenerek yapilmistir. Calismalarnin 6zeti Tablo 8'de gorilmektedir.
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Tablo 8: Kiratif cerrahi uygulanan olgularda ERCC1'in prognostik degerini degerlendiren ¢alhismalar (IHK :
immiinohistokimyasal yéntem) # olgulara cerrahi 6ncesi cisplatin + gemsitabine neoadjuvan tedavisi verilmigtir; *

skuam®z hiicreli olgularin ERCC1 d diizeyi daha disiik bulunmustur; T adenokarsinom olgularinda ERCC1 diizeyi daha

disik bulunmustur

p=0.01
2004 | 67 2B-3B | mRNA - Anlamli fark yok
2005 |51 1A-3B | mRNA - p=0.01

2006 | 372 |1A-3B |IHK - p=0.009

2007 | 86 1A-4 MRNA - p=0.05

2007 | 187 | 1A-1B | mRNA p=0.11 p=0.01

2008 | 130 |1A-3B |IHK - p=0.046

ERCC1 ekspresyonunun prediktif roline dair en biyik kanit yine IALT biyoloji
cahismasindan gelmektedir. Bu ¢alismanmin yani sira Okuda ve arkadaslan kiratif cerrahi ve
adjuvan cisplatin bazl kemoterapi uygulanmis 90 KHDAK olgusunda ERCC1 negatifligi ile
sagkalimin daha yiiksek oldugunu goérmiislerdir.®” Azuma ve arkadaslari ise iki calismada
kuratif cerrahi uygulanan ve sonrasinda niks gelisen olgularda ERCC1 duzeyi ile sagkahm ve
tedavi yanitlarini degerlendirmislerdir. Her iki ¢alismada da ERCC1 ile tedavi yaniti iliskisi
gOsterilememistir, ancak anlamh olarak ERCC1 negatif olgularin daha uzun sagkalimlarinin
oldugu gorulmustdr. ilk cahismada tioredoksin ve p53 duzeyleri de degerlendirilmis, ancak

bu proteinlerle sagkalim iliskisi gosterilememistir. *

ikinci ¢aligmada tedavi olarak
carboplatin ve paklitaksel rejimi secilmis; en iyi sagkahimin hem ERCC1 hem B-tubulin negatif

olan hasta grubunda oldugu gorilmiistir. * Tablo 9'da bu iki calisma 6zetlenmistir.
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Tablo 9: Kuratif cerrahi sonrasi niiks gelisen ve platin bazh kemoterapi uygulanan olgularda ERCCL ile sagkalim iligkisini
degerlendiren caligmalar. ERCC1 negatif olgu lehine sagkalim faydasi goraimustur.

2007 | 67 | 1-3B Fark yok (%29 ve %28) | p=0.0075 p=0.0006
(44'e 26 hafta) (73'e 44 hafta)
2009 |45 | 1-3B p=0.729 p=0.046 p=0.010

Mediastinal lenf bezi matastazi olan olgularda neoadjuvan kemoterapi veya
kemoradyoterapi sonrasi sagkalim oranlari degerlendirildiginde Hwang ve arkadaslarinin
yaptig 83 olguluk seride genel sagkalimin yine ERCC1 negatif olgular lehine daha uzun
oldugu gorulmustiir (89,2 aya karsilik 26 ay; p= 0,014).*’ 35 olguluk bir baska calismada ise
radyolojik yanit orani neoadjuvan kemoterapi alan grupta ERCC1 negatif olgularda daha
yuksek bulunsa da progresyonsuz sagkalim veya genel sagkalim oranlari arasinda herhangi
bir farkliik gdzlenmemistir.** Es zamanli kemoradyoterapi uygulanan 34 olguluk bir baska
calismada da ERCC1 negatifliginin tedavi yaniti ve progresyonsuz sagkahmla anlamli iliskisi
oldugu ancak genel sagkahm oranlari degerlendirildiginde anlamh fark olmadig

gorilmustar. *?

Calismamizda oldugu gibi ileri evre akciger karsinomu olgularinda ise bu konu Gzerine
calismalar daha kisithidir. Lee ve arkadaslarinin yakin zamanda yayinladigi ¢calismada platin
bazli kemoterapi uygulanan 50 evre 3B ve evre 4 KHDAK olgusu ERCC1, bcl-2, p53 ve Bax
ekspresyonu agisindan immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir.*® %56 olguda ERCC1
pozitif bulunmustur, genel sagkalim oranlarn agisindan ERCC1 negatifligi lehine sinirda
anlamhilik gozlenmistir (p=0.055). Cok degiskenli analizde ise ERCC1 ekspresyonunun distk
preformans durumu ve hastalik kontroliniin saglanamamasi ile birlikte bagimsiz prognostik
faktor oldugu gortlmustur. ileri evre KHDAK olgularinin degerlendirildigi bir bagka calismada,
cisplatin + gemsitabine kemoterapisi uygulanan 56 olguda ERCC1 ekspresyonu ile tedavi
yanmiti iliskisi saptanamazken, genel sagkalimin ERCC1 negatif olgularda daha iyi oldugu
gorilmistir. * Watchers ve arkadaslari ise daha farkli bir yol izleyerek, cisplatin ve

gemsitabine kemoterapisi uygulanan ileri evre KHDAK olgularindan genel sagkalimi en distik
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ve en yuksek olan hasta gruplanini ERCC1, BRCAl ve hRad51 pozitifligi agisindan
degerlendirmistir, ancak bu DNA onarim proteinlerinin hig biri ile sagkalim veya tedavi yaniti
iliskisi gosterememislerdir.** Yine yakin zamanda yayinlanan Reynolds ve arkadaslarinin
yaptigi calismada ise ileri evre, performans skoru 2 olan 170 olguya tek ajan gemsitabine
veya carboplatin ve gemsitabine kombinasyonu uygulanmig, ERCC1 ve RRM1 duzeyleri
degerlendirilmistir. Her iki protein dlzeyinin tedavi yaniti ile ters korelasyon gosterdigi ancak
progresyonsuz sagkalim veya sagkalim dlzeyleri agisindan anlamli fark gortulmedigi
saptanmistir. *° Booton ve arkadaslarimin mRNA analizi kullandiklari calismalarinda ise
cahismamiza benzer sekilde tedavi yaniti ve genel sagkalm dzerine ERCC1 duzeyi etkisi
g6zlenmemistir. “° ileri evre KHDAK olgularinda ERCC1’in prediktif ve prognostik degerini

arastiran ¢cahsmalar Tablo 10’da 6zetlenmistir.

Tablo 10: ileri evre KHDAK olgularinda ERCC1 prognostik ve prediktif deerini degerlendiren calismalar

Goruldugi gibi KHDAK olgularinda ERCC1 - sagkalim iliskisine dair veriler cogunlukla
dusuk evrelerdeki olgularda yapilan prognostik ¢calismalardan gelmektedir. Hedef lezyonlarin
olmadig1 adjuvan tedavi ¢calismalarinda ERCC1 duzeyi ile sagkalim negatif iliski gOsterse de,
bu bulgunun ileri evre olgularda palyatif kemoterapi kararinda kullanilabilecegi mechuldir.
Calismamizda ileri evre KHDAK olgularinin dahil edilmesi ile lokal kuratif tedavi
uygulanmayan, sadece kemoterapi uygulanan olgularda ERCC1 duzeyinin sagkalim etkisini
ortaya koyabilmek amacglanmistir. Ancak ERCC1 diizeyinin tedavi yaniti veya sagkalim sureleri
ile iliskili olmadigi gorulmuistir. Yukarida bahsedildigi gibi ileri evre olgulari ele alan

calismalarda bulgular degiskendir.

Bu bulgunun cesitli sebepleri olabilir. Bunlardan biri ERCC1 dizeyinin mortalite ile

iliskili oldugu dustintlen tek molekiler faktor olmamasidir. RRM1, BRCAL, tioredoksin, p53
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ve B-tubulin gibi bir cok faktor calismalarda ele alinmis, bireysel kemoterapi kararinda umut
vaat eden belirteclerdir.® Ribonikleotid rediktaz enzimi deoksiriboniikleotidlerin karsilik
gelen ribonikleotidlerden sentezini saglar.** RRM1 ise bu enzimin diizenleyici alt birimi olup,
muhtemelen tumaor stpresyon geni PTEN yolu ile tumor hicrelerinin goctni ve metastaz
olusumunu baskilamaktadir.®° Bir kac calismada gemsitabine uygulanan olgularda RRM1'in
prediktif rol oynayabilecegi belirtilmistir. °* B-tubulin ise taksan duyarliiginin bir belirteci
olarak degerlendiriimektedir. * ilk olarak meme ve over kanserlerinde tanimlanan BRCAL1 de
DNA tamir mekanizmalarinda gérev almaktadir. > Platin bazli kemoterapi ve taksan yaniti ile

iliskili oldugu dustintilmektedir.*

Baska bir husus platin direnci mekanizmalari arasinda nukleotid onarim mekanizmasi
disinda yollarin da bulunmasidir. °** Uygunsuz eslesme (mismatch) onariminda bozukluk bu
yollarinda basinda gelmektedir. Bu onarim yolundaki bozukluk kalitimsal olabilecegi gibi
epigenetik sessizlesme de s6z konusu olabilir. Epigenetik sessizlesme en sik Mut L homolog 1
(hMLH1) promoter hipermetilasyonu yolu ile olmaktadir. *° Bir diger mekanizma BRCA1 ve
BRCA2 tumar supresor genleridir. BRCAL iliskili genom g6zetim kompleksi uygunsuz eslesme
onanminda rol alan bir dizi DNA onarim proteinini icermektedir. Bunlarin disinda ATP bagimli
pompa sistemi ile hicre ici cisplatin birikiminin azalmasi, glutatyon/glutatyon asetil-S-

transferazlar ile cisplatin detoksifikasyonu gibi mekanizmalar sayilabilir.°

Bir diger dikkate alinmasi gereken faktor primer tiumor ile metastazlarin genetik
profillerinin  birbirinden  farkh  olabilecegidir. ~ Calismamizda G¢ olgu  hari¢
immunohistokimyasal calisma yapilan timor 6rnekleri primer timoérden elde edilmistir.
Daha once epitelyal blyume faktéri reseptori (EGFR) duzeylerinin KHDAK olgularinda
primer tUmér ve metastazlarinda farkli diizeylerde olabilecegi gosterilmistir. °"%. Gomez-
Roca ve arkadaslan, yaptiklan cahsmada 49 KHDAK olgusunun primer timor ve
metastazlarinda EGFR, ERCC1, vaskiiler endotelyal biytume faktori reseptéri (VEGF) ve Ki67
diizeyleri uyumlulugunu degerlendirmislerdir.*® Olgularin %39'unda primer timérle senkron
metastaz gozlenirken, %61 olguda metakron metastaz saptanmistir ve bu olgularin yaklasik
Ucte birine metastaz tespit edilmeden 6nce adjuvan kemoterapi uygulanmistir. Sonuglara
bakildiginda 6zellikle beyin ve sirrenal metastazlarinda olmak tizere, ERCC1 ekspresyonunun
primer tumore gore metastazlarda daha ¢ok ekspresyonunun oldugu gorulmustir. %41

olguda ERCC1 duzeylerinde uyumsuzluk saptanmistir. 14 olguda primer timaorde ERCC1 (-)
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iken, metastazda ERCC1 (+) oldugu saptanmistir. Evre 4 olgularda sagkalim belirleyicisinin
Ozellikle metastazlarin seyri oldugu dustnulirse, primer timarin incelenmesi ile elde edilen
bilgiler ile yanls siniflamalarin yapilmasi muhtemeldir. Primer ve metastazlar arasinda boyle
bir farkin olmasi akla iki olasiligi getirmektedir: Tumorin kendisinin belirteglerin ekspresyonu
acisindan heterojen olmasi ya da metastatik hastalik strecinde biyolojik degisimin

gerceklesmesi.

Calismamizda oldugu gibi timorin tiplendirilmesinde tani ¢cogunlukla bronkoskopi
yoluyla alinan az miktarda doku iceren érneklerin incelenmesi ile elde edilmektedir. Taillade
ve arkadaslannin preoperatif doku biyopsileri ile cerrahi érneklerin immuinohistokimyasal
incelemesinin karsilastirdigi bir cahsmada ERCC1 pozitifligi agisindan % 9 olguda
uyumsuzlugun oldugu gorilmistir.%° Bu oran EGFR ve pAkt diizeyleri icin daha da yiiksektir.
Dolayisiyla tiumorin heterojen yapida olabilecegi ve biyopsi 0Orneklerinin  yanlis
yonlendirebilecegi akilda tutulmasi gereken bir konudur. Adjuvan tedavi calismalarinda
kuratif cerrahi ile tim timor dokusunun c¢ikanlmasi, ERCC1 dizeyinin daha saglikli
degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Bu bulgular molekiler analiz ile yonlendirilmis

tedavi uygulamalarinda metastatik doku 6rneklemesinin gerekliligini distindirmektedir.

Bir baska nokta intratiimoral ve metastatik heterojenitenin yani sira etnik kdkeni
farkl olan kisilerde ERCC1 ekspresyonunun farkli olup olmadigidir. Bildigimiz kadaryla daha
Onceden Turkiye'de bu konuda cahsma yapilmamistir. Etnik Ozelliklere ait farkliliklarin
arastinlmasi i¢cin daha ¢ok gen polimorfizmleri Gzerinde durulmaktadir. Afrikali Amerikali
nufusta akciger kanserinin 5 yillk sagkalm oranlari daha dusik oldugunu 6ne stren
cahismalar mevcuttur. Afrikali Amerikali ntfus ile Avrupali Amerikali nifus arasinda ERCC1
N118N polimofrik tlrevi agisindan anlamh fark goézlenmis, bunun DNA onarm yolu
fonksiyonunda farkliiga yol acacagi dustntlmistir.® Yine akciger kanseri riski acisindan
Latin Amerikali ve Afrikali Amerikalh ndfusun nikleotid eksizyon onarim genleri
degerlendirildiginde farkl proteinlerin farkli etnik kokenlilerde daha 6nemli olabilecegi
belirtilmistir.®* Ancak kodon 118 C/T ve C8092A gibi onarim islevini bozacak olan bu
polimorfizmlerin translasyonu azaltarak nikleus icinde daha dusik protein dizeyine yol
acacagi bu sebeple bu olgularin ERCC1 (-) olarak saptanacag: belirtiimektedir. Yine de bu

konudaki veriler kisithdir, daha ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Calismamizda farkh histolojik alt tiplerde ERCC1 ekspresyonu agisindan herhangi bir
farklilk gozlenmemistir. IALT biyoloji ¢calismasinda skuamoz hucreli akciger karsinomunda
adenokarsinoma gore daha fazla ekspresyon gozlenmistir.?! Simon ve arkadaslarinin

calismasinda ise durum bunun tersidir. %

Tumor dokusunda ERCC1'in saptanabilmesi ilk olarak mRNA analizlerinin yapilmasi ve
bunun B-aktin veya 18SrRNA gibi referans genleri baz alinarak duizeyinin sayiya dokulmesi ile
mumkin olmustur. Ancak mRNA analizleri her merkezde yapilabilen testler degildir.
immunohistokimyasal olarak protein duzeylerinin belirlenebilmesi ile daha genis hasta
populasyonlarinda daha kolay ¢alismanin, ayni zamanda hemen her patoloji laboratuvarinda
analiz yapilabilmesinin yolu acilmistir. Bizim calismamizda da ERCC1 duzeyleri
immunohistokimyasal olarak belirlenmistir. Peki, immunokimyasal olarak protein miktarinin
belirlenmesi gercekten nukleotid eksizyon onarim mekanizmasinin islevini yansitmakta midir?
Zheng ve arkadaslarinin yaptigi ERCC1 ve RRM1'in prognostik degerini degerlendirdikleri
cahsmada 187 olgunun ERCC1 ve RRM1 protein ekspresyonu otomatik kantitatif analiz
(AQUA) yontemiyle belirlenmistir. Ayni zamanda 44 olguda RNA izolasyonu yapilmis ve ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak 18SsRNA diizeyi baz alinarak mRNA
duzeyleri saptanmistir. RRM1 icin iki yontemle belirlenen ekspresyon dizeyi birbiri ile
uyumlu izlenirken (rho=0.41, p=0.004) , ERCC1 i¢in ayni uyum gozlenmemistir (rho=0.1,

p>0.30).% Fakat, bu noktanin aydinlatilabilmesi icin de daha biiyiik calismalara ihtiyac vardir.

immunohistokimyasal olarak ERCC1 duzeyinin derecelendirmesi gorsel verilere
dayanmaktadir. ERCC1 proteininin boyanma siddeti ve dagihimi birlikte degerlendirilmektedir.
Ancak ERCC1 pozitifligini belirleyecek evrensel bir esik deger mevcut degildir. Esik deger
calisilan populasyonun medyan degeri belirlenerek yapilabilmektedir. insan gozi ile yapilan
degerlendirmelerin subjektif yoni de dikkate alinirsa, bu durum merkezler arasinda

sonuglarin karsilastirilmasini olanaksiz kilmaktadir.

Cahismamizin bazi kisithliklari mevcuttur. Oncelikle tek merkezli retrospektif bir
analizdir ve olgu sayisi kisithdir. Olgularin hepsinde platin bazli kemoterapi ajanlan
kullanmilmis olsa da uygulanan rejimler cesitlidir. Daha 6nce bahsedildigi gibi, biyopsi
orneklerinin immunohistokimyasal boyanmasi tim primer tumor veya metastatik doku ile

uyumlu olmayabilir.
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Literattriin geneline bakildiginda prognostik degerin yani sira, ERCC1 negatifligi ile
kemosensitivite iliskisi Uzerinde durulmaktadir. Adjuvan kemoterapi ¢alismalarinda hedef
lezyonlar olmasa da dolayl olarak bu iliski gosterilmektedir. ilk prospektif calismalarda
molekiler analiz destekli kemoterapi se¢iminin uygulanabilir ve etkin oldugu
vurgulanmaktadir. Bu ¢alismalarnn ilkinde Simon ve arkadaslan faz 1l calismalarinda ERCC1 ve
RRM1 dizeylerine gore 53 ileri evre KHDAK olgusunu farkh kemoterapi kollarina
katmanlamuslardir. © Sonug olarak %44'lik yanit orani, %59'luk 1 yillik sagkalim elde etmisler
ve ortalama genel sagkalimi 13,3 ay olarak saptamiglardir. Benzer sekilde Cobo ve arkadaslari
444 ileri evre KHDAK olgusu iceren calismalarinda hastalar genotipik ve kontrol kolu olmak
tizere iki kola ayirmislardir.?® Kontrol koluna cisplatin - docetaksel ikilisi kullaniimis, genotipik
kolda da ERCC1 diizeyine gore docetaksel - gemsitabine veya cisplatin - docetaksel ikilisi
secilmistir. Yanit oranlari genotipik kolda anlaml olarak daha yuksek bulunmus ancak kollar

arasinda progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalim agisindan fark izlenmemistir.

Sonug¢ olarak, etkin molekller analize dayal bireysellestiriimis kemoterapi
uygulamalarina gegilebilmesi icin ¢cok merkezli prospektif ¢calismalara inhtiya¢ duyulmaktadir.
Adjuvan tedavi yaklasimlarindan farkli olarak metastatik hastaligi olan bireylerde kemoterapi
yaniti ve sagkalimin degerlendirilmesinde intratimoral ve metastatik heterojenitenin

degerlendirilmesi gereklidir.
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OZET

Akciger kanseri sigara icme aliskanligindaki artisa paralel olarak 1985'ten itibaren
dinya genelinde en sik goérilen kanser turi haline gelmistir. Tim dinyada kanser
olgularinin %12,4’tnden sorumludur. Kansere bagh 6limlerde de dinya genelinde %17,6
oranla birinci sirada bulunmaktadir. Kiglk hicreli disi akciger karsinomu (KHDAK) akciger

kanseri olgularinin yaklagik %85’ini olusturmaktadir.

Kuguk hucreli akciger disi karsinomu olgularinin tedavisinde ikili kemoterapi rejimleri
yaygin olarak kullaniimaktadir. Hangi hastalarin hangi kemoterapi rejimlerinden daha fazla
fayda gorecegini bilmek hem etkin tedavi protokollerinin olusturulmasi, hem de
kemoterapiye bagli gereksiz toksisitelerden kaginilmasi icin 6nemlidir. Son yillarda molektler
belirteclerin tedavi yanitinin 6ngorilmesinde veya prognoz tayinindeki rolleri tGizerine bir ¢ok
arastirma yayimlanmistir. Bu belirteclerden umut vaat edenlerden biri nukleotid eksizyon

onarim mekanizmasinda hiz kisitlayici basamakta gérev alan ERCC1'dir.

Nikleotid eksizyon onarim mekanizmasi UV radyasyona veya platin bazl
kemoterapiye bagh gelisen DNA hasarlarinin giderilmesinde rol oynar. ERCC1 dizeyinin bu
onanm mekanizmasinin islevini yansittigi dusunilmektedir. Yapilan ¢alismalardan genel
cikarilan sonug ERCC1 dizeyinde distklugun malignite gelisimi igin bir predispozan oldugu,
buna karsin kiratif tedavi uygulanan KHDAK olgularinda ERCC1 dizeyi arttik¢a sagkalimin
uzadigr goralmastir. ERCC1 negatif olgularin daha agresif timoérleri olsa da, bu grup platin
bazli kemoterapiden en fazla fayda gorecek olgulari kapsamaktadir. Bu sebeple ERCC1

diizeyinin tedavi 0ncesi tespiti bireysel kemoterapi kararinda yol gosterici olabilir.

Calismamizda platin bazl kemoterapi uygulanan ileri evre kugcuk hicreli disi akciger
karsinomu olgularinda ERCC1 duzeyi ile tedavi yaniti, progresyonsuz sagkalim ve genel

sagkalim iliskisinin degerlendirilmesi amaclanmigtir.

Bu amagla 2004 - 2009 yillari arasinda klinigimizde takip edilmis 83 evre 3B ve evre 4
KHDAK olgusu retrospektif olarak taranmistir.  Olgularin  biyopsi  6rneklerinde
immunohistokimyasal olarak ERCC1 dizeyi belirlenmistir. ERCC1 dagilimi ve siddeti
degerlendirilmis, buna gére olgular ERCC1 negatif ve ERCC1 pozitif iki gruba ayrilmustir.
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Calismaya dahil edilen olgularin yas ortalamasi 57,93'tir. Olgularin %84,3'l
erkek, %15,7'si kadindir. Tani dagihmina bakildiginda %38,6 olguda adenokarsinom, %31,3
olguda skuaméz hucreli karsinom saptanmistir. Olgularin yedisinde uzak metastaz
saptanmamustir. Bunlardan 2'si malign plevral efflizyon, 5'i mediasten ve buyik damar
invazyonu, 1'i karsi taraf lenf bezi metastazi nedeniyle evre 3B kabul edilmistir. En fazla
saptanan uzak metastaz bolgesi akcigerlerdir (%42,1), bunu sirasiyla kemik ve surrenal

metastazlari izlemektedir.

Olgularin hepsine platin bazli kemoterapi uygulanmistir. %72,5 olguda 4 kir veya
uzeri kemoterapi uygulanabilmistir. Enfeksiyoz komplikasyonlar ve kemoterapi toksisitesine
bagl siddetli yan etkiler nedeniyle %15 olguda doz azaltimina gidilmistir. En fazla tercih

edilen birinci hat kemoterapdtik rejim cisplatin/carboplatin + gemsitabine kombinasyonudur.

Tedavi yanitinin degerlendirilmesi 36 olguda (%43) iki, 34 olguda (%41) olguda doért
kir kemoterapi verildikten sonra yapilmistir. Hig bir olguda tam tedavi yaniti izlenmezken, 43
olguda (%51,8) kismi regresyon gorulmustir. 11 olguda (%13,3) stabil yanit, 23 olguda
(%27,7) progresif tedavi yaniti izlenmistir. NiUks g0Ozlenen olgularin %27,7'sinde uzak

metastazla niks gorilmastar.

ERCC1 ekspresyonu degerlendirildiginde 50 olgu (%60,2) immunohistokimyasal olarak
ERCC1 (+) bulunmustur. Geriye kalan 33 olgu (%39,8) ERCC1 (-)'tir. ERCC1 (+) ve (-) olan
olgular degerlendirildiginde iki grup arasinda yas dagilimi, cinsiyet, sigara oykusu, yandas
hastalik, kilo kaybi, ECOG performans skalasi, histopatolojik tani, evre dagilimi, uygulanan
kemoterapi kiir sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklihik saptanmamigtir. Olgularin
tedavi yaniti degerlendirildiginde ERCC1 (+) ve (-) olgular arasinda kismi yanit, stabil yanit
veya progresif yanit agisindan istatistiksel olarak anlamh fark gozlenmemistir. Olgularnn
progresyona kadar gecen ortalama suresi 5,79 aydir. Cahsmanin analizlerinin yapildig
donemde olgularin sadece 5 tanesinin hayatta kaldigi gorilmusttr. Ortalama sagkalim stiresi
ise 13,12 ay olarak bulunmustur. Kaplan Meier metodu ile olgularin progresyonsuz sagkahm
ve genel sagkalim oranlan degerlendirildiginde ERCC1 (+) ve ERCC1 (-) olgular arasinda

anlamli fark gézlenmemistir (sirasiyla p= 0,412 ve 0,823).

Literattire bakildiginda KHDAK olgularinda ERCC1 ile ilgili gahsmalarin ¢ogunlugunun

distk evreli, kiratif cerrahi uygulanan veya adjuvan tedavi aday: olan olgulardan geldigi
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gorulmektedir. ileri evre KHDAK olgularinda bulgular celigkilidir. Kim ¢alismalarda ERCC1 (-)
olgularda platin bazl kemoterapi ile genel sagkalimda artis gozlenirken, bazi ¢alismalarda
bizim calismamizda oldugu gibi istatistiksel olarak anlamli iliski gOsterilememistir. Bunun
olasi sebepleri arasinda kiclk timor biyopsilerinde belirlenen ERCC1 dizeyinin tumdorin
tamamini yansitmamasi bulunmaktadir. Ayni sekilde ileri evre KHDAK olgularinda

metastazlar ile primer timor arasinda da ERCC1 ekspresyonu agisindan farklilik olabilir.

Ayrica platin bazli kemoterapi direncinin belirlenmesinde sadece ERCC1 duzeyi, ya da
sadece nukleotid eksizyon onarim mekanizmasi sorumlu degildir. Platin direncinin farkl
mekanizmalari olabilecegi gibi, ERCC1 disinda baska molekiler faktorler de direncin

gOsterilmesinde rol oynayabilir.

ERCC1 ve platin bazli kemoterapi iliskisini degerlendirmede karsilasilan gucluklerden
beri ERCC1 duzeyi belirlenmesinde evrensel bir esik degerin olmamasidir.
immunohistokimyasal yontem hemen he patoloji laboratuvarinda uygulanabilir olsa da
duzey gorsel olarak belirlenir, dolayisiyla subjektivite icerir. mRNA duzeylerinin belirlenmesi
ile daha kulfetli bir yoldur. Bu konuda gerceklestirilen ¢alismalarin ¢ogu retrospektiftir ve

olgu sayisi kisithdir.

Sonu¢ olarak molekuler analize dayali etkin bireysellestirilmis kemoterapi
uygulamalarina gegilebilmesi icin ¢cok merkezli prospektif ¢calismalara intiya¢ duyulmaktadir.
Metastatik hastaligi olan bireylerde kemoterapi yaniti ve sagkahimin degerlendirilmesinde

intratiimoral ve metastatik heterojenitenin degerlendirilmesi gereklidir.
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