. AKCIGER KANSERLI HASTALARDA )
PELIN BULUT ISTANBUL, 2019

TCEAL7 GENININ ARASTIRILMASI







TEZ ONAYI




BEYAN

Bu tez ¢alismasimin kendi ¢aliymam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safthalarda etik disi davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismayla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici
bir davranigimin olmadig: beyan ederim.

Ad Soyadi(imza)

Bt Bal LGy

P51~



ITHAF

Hayatimin her aninda yanimda olan ve desteklerini higbir zaman esirgemeyen aileme;

Annem Hatice BULUT’a

Babam Turan BULUT a

Kardeslerim Emre BULUT ve Emir BULUTa ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca emegini ve destegini eksik etmeyen tez

danismanim Prof. Dr. Ayse Nur Buyru‘ ya

Yiiksek lisans egitimim boyunca destegini ve yardimlarini esirgemeyen ikinci

tez danismanim Dog. Dr. Onur Baykara’ ya

Yiiksek lisansa bagladigim ilk giinden itibaren biiyiik bir sabirla beni dinleyen,
sorularimi yanitlayan, tecriibelerini benimle paylasan Ars. Gor Seda Ekizoglu Eratak ve
Filiz Ozdemir’e

Tezimin istatistiksel analizi kisminda yardimini esirgemeyen Dr. Hikmet
Koseoglu'na

Vaktimizin ¢ogunu birlikte gecirdigimiz, birlikte giiliip birlikte agladigimiz
laboratuar arkadaslarim; MSc. Asuman Celebi’ye, MSc. Idil Turgut’a, MSc. Damla

Ulker’e, MSc. Elif Darbuka’ya, MSc. Asli Karacan’a, MSc. Betiil Seyhan’a, BSc. Ceren
Orhan’a

Sonsuz tesekkiir ederim.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje N0:21387



Vi

ICINDEKILER
TEZ ONAYT o II
ITHAF oo v
TESEKKUR.....oviiiieieteiee ettt ste ettt n sttt en et as s s et asenneeeas \Y,
ICINDEKILER ......ououitiiiectcte ettt et n sttt en s an s st s s e, Vi
TABLOLAR LISTESI.....ciiiiiiiiiiiiie st VIii
SEKILLER LISTESI ...vivitiiiiiiiiiieeicssee sttt X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....ocvoviviiiicieieceeece e X
O ZE T e b X1
ABSTRACT ..o Xii
1. GIRIS VE AMAGC .....cuiiiectcectctetcteteee ettt sttt sttt ettt ettt sttt tesesesesesnas 1
2. GENEL BILGILER ....ccooutiiiiiiiiiniiecie ettt 2
2.1, KanSrin TaNIMIL. . ..coviiiiiiieeiie st siee sttt sttt et esbeesbeeebeesseeenbeesreeas 2
2.2, AKCIZET KANSEIT 1.vvviiviitieieie ittt sttt ettt bbb ne et ens 2
PR IC 1+ AT AN N AU WO WSRO 2
2.2.2. BUYOIOJ1.iiiiiiiieee e 2
2.2.2.1. TUN KUIANTMI e 2
2.2.2.2. Hava KirlilIZ1: coooviiiiiciic 3
2.2.2.3. Mesleki faktOrler: ........ooiuiiiiiiiieiic e 4
2.2.2.4. DIYEE V& ODBZITE! ...t 4
2.2.2.5. ENfEKSIYONIAr: ..o 4
2.2.3. Akciger Kanserinin Yerlesim Yerleri: .......cooooviiiiiiiiicieecec e 5)
2.2.4. Akciger Kanserinin Histopatolojisic.........ccouviiviiiiiiiiiiiieiiie e 6
2.2.5. Akciger Kanserinde EVreleme: .........cccccoviiiiiiiiciiicic e 8
2.3. Kanser V& EPIJENELIK .......ccoiiiiiiiieieieie et 11
2.4. Akciger Kanseri GENELIZI: ....ocovveiviiieereiaee e 12
2.4.1. Akciger Kanseri ile Iliskili GENIer: ..........cccccoviviriirereiireiierereeee e 14
2.4.2. Biyiime Etmenleri ve D-Tipi SIKINIEr ... 18
2.4.3. Yazilim EtMeEnIeri.......cooiiiiiiiiiiiiic e 20
2.4.4, TCEALT GBI ..ottt sttt bbbt 22

2.4.5. TCEALT PrOtEINT ..c.ceuviiiiciiiitietteie e 22



vii

3. GEREC VE YONTEM .....cocooiiieiiiieeeeeeeteetet et es sttt an e 26
3.1  GERECQ .ottt b et e e 26
3L L MALEIYAL ... 26
3.1.2. Kullanilan CIRAzZIar: ...........ccooooviiiiiiiicic e 26
3.1.3. Kullanilan Malzemeler ve Kimyasal Maddeler: .............c.ocooiiiiniiiincincnenn 27
3.1.3. 1 RNA EIAESE ittt sttt 27
3.1.3.2. CDNA SENEEZI.....oiiiiiiiiiciiicic s 27
3.1.3.3. Gergek Zamanli PZR ... 28
3.1.3.4. Ger¢ek Zamanli PZR’de Kullanilan Primer Dizisi: .....cccoccvevviiiiniiniiieeninnns 28
3.2 YONTEM ..ottt 28
3.2.1. Dokudan RNA EIUESI: .....ccovviiiiiiiiiiiici e 28
3.2.2. Spektrofotometrik ANALIZ:...........cooiieii e 30
3.2.3. CDINA SENEZI ...t 30
3.2.4. TCEALT Geninin Ifade ANalizi........cccocevevevceeeiiiieeceeeseseeeeee s eneen, 31
3.2.5. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi ...........cocourevereveirierersinersnennn. 33

4. BULGULAR ...ttt ettt sb ettt be e nne s 34
4.1. TCEAL7 Geni Ifade DeFerleri.......cceevurviviiereieeeieiieesseesie s 34
4.2. TCEAL7 Geninin Klinik Parametrelerle TlisKiSi .........ccovovvrerecccceeccececeeeen. 38
4.2.1. Cinsiyet ve TCEAL7 geninin ifadesi arasindaki iligki ...........ccccooeniinincnnnnn, 39
4.2.2. Sigara ve TCEAL7 geninin ifadesi arasindaki iligki.........ccocoovoireniiniininninnn, 40
4.2.3. Yas ve TCEAL7Y geninin ifadesi arasindaki iligki...........cccooveniiiiieniinininn, 41
4.2.4. TNM Evresi ve TCEAL7 geninin ifadesi arasindaki iligKi...........ccocooovrivrnenne. 42
4.2.5. Histolojik Siniflandirma ve TCEAL7 geninin ifadesi arasindaki iligki............. 43
5. TARTISMA ..ottt b e b e be et e nne st b e 45
KAYNAKLAR .ottt sttt e ettt nbe et e 48
ETIK KURUL KARARI ....cococtititetcieteteeetetetete ettt ittt seas ettt se st s sesesees 53
INTIHAL RAPORU ILK SAYFASL......cooieeeieeeieteeteeeietee ettt sesesenns 54

OZGECMIS ..ottt e ettt n e e 55



Tablo 2-1:
Tablo 2-2:
Tablo 2-3:
Tablo 2-4:
Tablo 3-1:
Tablo 3-2:
Tablo 3-3:
Tablo 3-4:
Tablo 3-5:
Tablo 4-1:
Tablo 4-2:
Tablo 4-3:
Tablo 4-4:
Tablo 4-5:
Tablo 4-6:
Tablo 4-7:
Tablo 4-8:

viii

TABLOLAR LiSTESI
Anatomik Evreleme/ Prognostik Gruplar (National Cancer Institute)............ 9
Primer Tiimor (T) (National Cancer InStitute) ........ccoeveeveeiiieiieiieesieeienne 10
Bolgesel Lenf Nodu (N) (National Cancer Institute).........ccocevvveeiiieeniineenne 11
Uzak Metastaz (M) (National Cancer InStitute)..........cccccevvvevviiiesieeseciennn, 11
cDNA Sentezinde Kullanilan Tampon Cozeltiler.............coooiiiiiiiiinnennnnn, 28
TCEAL7 Geninin Gergek Zamanli PZR Primerleri ..........ccccovoviiiininnnnne 28
cDNA Tepkime Karisimi ve Kosullart ........ccccocovvviiiniiiiiiiinniiiiee e 30
TCEALY ve B2M (Beta-2-Mikroglobulin) gen ifade analiz karigimi .......... 32
Gergek Zamanli PZR Igin Tepkime Kosullart ...........o.ccovvveeverereveceeeeeennennn, 33
Tiim&r ve Normal Orneklerin Hedef ve Referans Gen Ct Degerleri ............ 35
TCEAL7 Geninin Tiimér ve Normal Orneklerde Ortalama ifade Degerleri 37
Hastalara Ait Klinik Parametreler............coovviiiiiiiiiiiicn 38
Akciger Kanserinde TCEAL7 Geninin Cinsiyet ile [ligkisi..........c....cccovue... 40
Akciger Kanserinde TCEAL7 Geninin Sigara Kullanimu ile fliskisi ........... 41
Akciger Kanserinde TCEAL7 Geninin Yas Olgusu ile Iligkisi.................... 42
Akciger Kanserinde TCEAL7 Geninin TNM Evresi ile iliskisi................... 43
Akciger Kanserinde TCEAL7 Geninin Histolojik Siif ile iliskisi .............. 44



SEKILLER LISTESI
Sekil 2-1: Kiigiik Hiicre Dis1 Akciger Kanser TUIETi .......ccvvvvvviiiiieiiiiiiiie e 8
Sekil 2-2: EGF etmeni ailesi ve ligandlart (50) ......ccccvveiiiiiiiiie e 15
Sekil 2-3: TCEAL7 Geninin Kromozomdaki Yerlesimi (Genecards)...........ccceeverunennee. 22
Sekil 2-4: TCEALT proteininin yapisi ti¢ boyutlu goriniisii..........ccoovvrivirivenininnieennnn, 23
Sekil 2-5: TCEALT7 proteininin diger proteinlerle etkilesimi.........cccccoceeviiiiiiiiiniinnnnne, 24
Sekil 2-6: TCEAL7 Proteininin Homolog proteinlerle dizi uyumlulugu (79)................ 25

Sekil 4-1: Tiimor ve Normal Dokuda TCEAL7 Genine Ait Ger¢ek Zamanli PZR’de
Elde Edilen Goriintii X Diizleminde Isimanin Okunmaya Baglandigi Dongii Sayist

GOTTIMEKEEAIN ..ottt sttt e e et nes 34
Sekil 4-2: Tiimor ve Normal Dokuda B2M (Beta-2-Mikroglobulin) Genine Ait Gergek
Zamanlt PZR’de Elde Edilen GOITUNtl..........coieriiriiiieiieiiiesie e 35
Sekil 4-3: Caligilan Hastalarin Cinsiyet Dagilimi........coccooiiiiiniiiiiin i 39
Sekil 4-4: Calisilan Hastalarin Sigara Kullanim Dagilimi...........cccoooeeiiiiiiniiniinnne, 40
Sekil 4-5: Calisilan Hastalarin Yas Dagilimi.........cccocvoiiiiiiiiiiiiceceeeee e 41
Sekil 4-6: Calisilan Hastalarin TNM Evre Dagilimi .........cccooiviiiiiiiiiiinie e 42

Sekil 4-7: Calisilan hastalarin Histolojik sinif dagilimi...........cccooeiniiiniiiiiie, 43



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

PTEN: Fosfataz ve tensin

TP53: Tiimor protein 53

LKB1: Karaciger kinaz B1

EGFR: Epidermal biiyliime etmeni almaci
ALK: Anaplastik lenfoma kinazi

NO: Nitrik oksit

NO2: Nitrojen dioksit

KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastaliklar
EBV: Epstein-Barr viriisii

HPV: Human papillomaviriis

HBYV: Hepatit B virlisii

HCV: Hepatit C viriisii

KHDAK: Kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri
KHAK: Kii¢iik hiicreli akciger kanseri

TNM: Tiimor, lenf nodu ve metastaz

FGF: Fibroblast biiylime etmeni

TGFB: Déniistliriicii biiylime etmeni beta
PDGF: Trombosit tiirevli biiylime etmeni
PI3K/AKT: fosfatidil inositol 3-kinase/protein kinase B
TNF: Tiimor nekroz etmeni

DHFR: Dihidrofolat rediiktaz

GDNF: Glial hiicreden tiiremis norotrofik etmen

VEGEF: Vaskiiler endotelyal biiyiime etmeni



Xi

OZET

BULUT P. (2019). Akciger Kanserli Hastalarda TCEAL7 Geninin Arastirilmasi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans

Tezi. Istanbul.

Amag: Akciger kanseri Oliime neden olan kanserler arasinda birinci sirada yer
almaktadir. Xq22.2 bolgesinde yerlesik olan TCEAL7 geni yazilim uzama etmeni olarak
i3 gormektedir. Bu calisma, akciger kanserinde TCEAL7 geninin roliinii aragtirmak

amactyla planlanmugtir.

Gerec ve Yontemler: Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi
tarafindan akciger kanseri tanist konulmus 50 hastadan alinan tiimér ve normal doku
orneklerinde TCEAL7 geninin ifade diizeyleri Ger¢cek Zamanli PZR ydntemiyle
arastirildi ve B2M (Beta-2-Mikroglobulin) geni, internal kontrol olarak kullanildi.

Bulgular: 50 hastanin tiimér dokusundaki TCEAL7 geninin ifadesi normal doku
ornekleri ile karsilastirildiginda, tiimorlii dokularin 34(%68) tanesinde TCEAL7 geninin
ifadesi azalmis, 13(%26) tanesinde ise TCEAL7 geninin ifadesi artmis olarak
saptanmistir. Bu degisimler klinik parametrelerle karsilastirildiginda TCEAL7 nin higbir
klinik bulgu ile iliskisi tespit edilmemistir.

Sonu¢: TCEAL7 geninde gozlenen bu azalma diger kanser tiirlerine ilave olarak akciger

kanserinde de tiimor baskilayici bir gen olma potansiyeli tagidigini gostermektedir.
Anahtar Kelimeler : TCEAL7, akciger, kanser, ifade, gen

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 21387
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ABSTRACT

Bulut P. (2019). Investigation of TCEAL7 gene in patients with lung cancer. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Medical Biology. Istanbul. 2019.

Objective: Lung cancer is the leading cause of death. The “TCEAL7” gene, located in
the Xg22.2 region, functions as a transcription elongation factor. This study was

planned to investigate the role of “TCEAL7” gene in lung cancer.

Material and Method: The expression levels of “TCEAL7” gene were investigated by
real-time PCR method and “B2M (Beta-2-Mikroglobulin)” gene was used as internal
control in the tumor and normal tissue samples taken from 50 patients diagnosed with

lung cancer by “Istanbul University Cerrahpasa Medical Faculty Thoracic Surgery”.

Results: The expression of the “TCEAL7” gene in the tumor tissue of 50 patients
compared with normal tissue samples decreased the expression of “TCEAL7” gene in 34
(68%) of the tumor tissues and the expression of the “TCEAL7” gene was increased in
13 (26%). When these changes were compared with clinical parameters, no association

was found between “TCEAL7” and any clinical parameters.

Conclusion: This decrease in the “TCEAL7” gene indicates that in addition to other

types of cancer, it also has the potential to be a tumor suppressor gene in lung cancer.

Key Words: TCEALY, lung, cancer, expression, gene

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 21387



1. GIRIS VE AMAC

20. yy’in basindan itibaren goriilme sikliginda artis meydana gelen akciger
kanseri, diinya ¢apinda kansere bagl 6liimlerin baslica nedenidir (1).

Akciger kanseri hem g¢evresel hem de genetik etmenlerin etkilesimi sonucu
meydana gelen heterojen bir hastaliktir. Akciger kanserine neden olan gevresel etmenler
arasinda; sigara, hava kirliligi, mesleki etmenler, enfeksiyonlar, diyet ve obezite yer
almaktadir.

Onkogenler ve tiimor baskilayici genler akciger kanserlerinin olusumunda etkili
olan 2 gen grubudur. Hiicre cogalmasinin kontroliinde onkogenlerin isleyisinin tam tersi
bir yol izleyen tiimor baskilayict genler, hiicre cogalmasini ve tlimér gelisimini baskilar.
Akciger kanserinde etkili oldugu bilinen onkogenler; EGFR, RAS, ROS1,MYC, baz
timor baskilayic genler ise; PTEN, TP53, LKB1 ‘dir.

Xq22.2 bolgesinde yerlesik olan TCEAL7 geni, Chien ve ark. tarafindan 2005
yilinda yapilan calisma sonucu yazilim uzama etmeni olarak tanimlanmis ve bir timor
baskilayici gen oldugu 6ne siiriilmiistiir (2). 3 eksondan olusan ve 2 farkli yazilim tirtinii
kodlayan TCEAL7 geni 100 aminoasitten olusan 12,34 kDa’luk bir ¢ekirdek proteini
kodlar (3)

TCEAL7 geni ilk olarak over kanserinde calisilmis ve ifadesinin 1. Ekson ile
l.Intron arasinda yer alan CpG adaciklarinin metillenmesi ve heterozigotluk kaybi
sonucu azaldig1 gosterilmistir (2).

TCEAL7 geninin akciger kanserindeki yerini belirleyen herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu tez calismasinin amaci, akciger kanserinde TCEAL7 ifadesini

gostermek, normal ve tiimorlii dokulardaki TCEAL?7 ifade diizeylerini karsilagtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanserin Tanim

Kanser makro ve mikro gevredeki ¢esitli etmenlerin genetik materyal {izerinde
yaptig1 degisiklikler sonucu hiicrenin farklilagsma ve ¢ogalma kontroliiniin kayboldugu
klonal bir hastalik olup ¢ok basamakli bir siire¢ sonucunda gelisir. Karsinogenez olarak
adlandirilan bu siirecte hiicrenin ¢ogalmasi ve farklilasmasinda rol oynayan proteinleri

kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar 6nemli rol oynamaktadir (4).

2.2. Akciger Kanseri

2.2.1. Giris

Akciger kanseri diinya genelinde en yaygin kotii huylu tiimordiir ve kiiciik hiicre
dis1 akciger kanseri (KHDAK), akciger kanserinin % 80-85'ini olusturan en yaygin
akciger kanseri tiiriidiir (5). 2016 yilinda gériilme sikligi agisindan hem erkeklerde hem
kadinlarda ikinci sirada yer alan akciger kanseri, 6liime neden olma agisindan her iki

cinste de birinci sirada yer almaktadir (6).

2.2.2. Etiyoloji

Akciger kanseri olusumuna neden olan bazi ¢evresel etmenler; asir1 tiitiin ve
tiitlin trtinleri kullanimi, insan faaliyetleri sonucu veya dogal kaynakli kirleticilerin
neden oldugu hava kirliligi, madencilik, baca siipiirme gibi bazi kimyasallara ve
radyoaktif gazlara maruz kalinan meslek gruplari, dogal olmayan vitamin takviyeleri ve

enfeksiyonlardir (7).

2.2.2.1. Tiitiin kullanimu:

Akciger kanseri olusumuna neden olan en 6nemli risk faktorii olarak tiitiin
kullanim1 gosterilmektedir. Akciger kanserine bagl oliimlerin erkeklerde %83 {iniin,
kadinlarda ise %76’smin tiitlin ve tiitlin drlinleri kullanimma baglhh oldugu O©ne
stirilmektedir (8). Amerika’nin 1492 yilinda Christoph Columbus tarafindan
kesfedilmesiyle tiitlin kullanim1 kita geneline, daha sonra ise Avrupa’ya yayilmistir.
Tiitiin kullanim1 6zellikle iki énemli dénemde yayginlasmustir. ilk dalga I. Diinya
Savas1 sirasinda Bati {ilkelerinde, ikinci dalga ise; 1940’11 yillarin basinda Asya

iilkelerinde gergeklesmistir. Giinlimiizde Amerika’da 40 milyon, diinyada ise 1 milyar



yetiskin sigara igicisi bulundugu tahmin edilmektedir. 2012 yilinda diinya capinda
akciger kanserine bagli olarak 1.6 milyon kisinin 61diigii diisiiniilmektedir. Puro ve pipo
gibi tiitlin kullanimlarinin farkli sekillerinin de akciger kanseriyle iliskili oldugu
gosterilmis, fakat riskin sigara kullanimindan daha diisiik oldugu bildirilmistir. Sigaray1
birakmis olan insanlardaki akciger kanserine yakalanma riski, sigara i¢en insanlarin
akciger kanserine yakalanma riskine kiyasla %30 ila %50 arasinda azalmaktadir.
Herhangi bir yasta sigara kullanimini birakmak akciger kanserine yakalanma riskini
azaltmaktadir. Akciger kanserine yakalanma riski, giinde i¢ilen sigara miktari, sigaraya
baslama yas, sigara igilen yillarin siiresine bagl olarak degismektedir. Ikinci el duman
olarak adlandirilan, baskalarinin sigara veya puro dumanlarini solumak da akciger
kanserine neden olmaktadir (9). Her yil yaklasik 7300 kisi ikinci el dumana maruz

kalmasindan dolay1 akciger kanserinden dlmektedir.

Sigara duman1 7.000°den fazla kimyasaldan olusan bir karisimdir. Bunlardan en
az 70 tanesinin insanlarda ve hayvanlarda kansere neden oldugu bilinmektedir (10).
Sigara dumani pargacik iceren faz ve gaz faz olmak lzere ikiye ayrilir. Sigara
dumaninda bulunan baslica kanserojen maddeler polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
karboksil bilesikler, birincil aromatik aminler ve tiitline 6zgii nitrozaminlerdir. Gaz
fazindaki organik radikaller, nitrik oksidin (NO) yavas oksitlenmesiyle organik
bilesenlere karst daha tepkin olan nitrojen diokside (NO2) doniisiir. Gaz fazindaki
radikaller kisa Omiirliyken katran fazda bulunanlar olduk¢a kararlidir ve yiiksek
derisimlerde bulunur. Laboratuar hayvanlar1 {izerinde yapilan deneylerde sigara
dumanindaki tiitiine bagli nitrozaminlerden 4-(metilnitrozamin)-1-(3- piridil)-1-
blitanonun (NNK) pulmoner karsinojen madde oldugu kanitlanmistir. NNK,
nitrozaminlere komsu karbon atomlarinin sitokrom P450 ile katalizlenen hidroksillenme
sonucu etkinlesir. Bu da DNA {izerinde hasarlara yol acarak, mutasyonlara ve

kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olur (11).

2.2.2.2. Hava kirliligi:

Hava kirliligi astim, kronik obstriiktif akciger hastaliklar1 (KOAH), tekrarlayan
solunum yolu enfeksiyonlarinin yani sira akciger kanserinin goriilme sikligini da
arttirmaktadir. Hava kirliligine; evsel 1sinma i¢in kullanilan kat1 yakatlar, trafik, komiirlii
termik santraller, endiistri kaynakli kirlilik gibi insan faaliyetleri sonucu olusan

kirleticiler ile orman yangini, yanardag patlamasi, ¢6l kumlar1 gibi dogal kaynakli



kirleticiler neden olmaktadir. Karbon monoksit, siilfiirdioksit, dizel yakitlar, nitrojen
dioksit gibi pargaciklarin yiiksek yogunluklarda bulunmast hava kirliliginin

olusmasinda ve akciger kanserinde artisa neden olmaktadir (12).

2.2.2.3. Mesleki faktorler:

Bazi meslek gruplar akciger kanseri i¢in risk olusturmaktadir. Brezilya’da
yapilan akciger kanseri incelemesinde yiliksek oranda karsinojenlerin bulundugu
madencilik, metal isleme, kimya sanayi, asfaltlama, baca silipiirme gibi meslek
gruplarinda calisan is¢ilerde akciger kanserine yakalanma riskinin arttid1 gosterilmistir
(13). Radon, asbest, arsenik, silika akciger kanserine neden olan diger etmenler
arasindadir. Radon, toprakta ve kayalardaki uranyumun par¢alanmasindan kaynaklanan,
dogal olarak bulunan kokusuz, renksiz radyoaktif bir gazdir. Dis mekanlarda tehlikeli
olma ihtimali az olan radon gazi, i¢ mekanlarda yogunlasip birikme 6zelligine sahiptir.
Biriken radon gazini solumak ise akcigerlerin az da olsa radyasyona maruz kalmasina
neden olmakla birlikte akciger kanseri riskini arttirmaktadir. ABD Cevre Ajansi’na gore

her y1l radona bagl olarak yaklasik 20.000 akciger kanseri vakasi goriilmektedir (14).

2.2.2.4. Diyet ve Obezite:

Giinliik E vitamini alim1 ve beta karoten takviyelerinin akciger kanseri iizerine
etkisini arastirmak iizere yapilan bir ¢aligmada, karotenoidli meyve ve sebze tiiketiminin
akciger kanseri oranini azalttif1 tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada sentetik olarak beta-
karoten takviyesi kullaniminda akciger kanseri oraninin arttifi, bu artisin sigara

igenlerde 6liim oranini arttirdigi gosterilmistir (15).

2.2.2.5. Enfeksiyonlar:

Kanserlerin yaklasik %20’sinden sorumlu olan Epstein-Barr (EBV), Human
Papillomaviriis (HPV), Hepatit B viriisii (HBV), Hepatit C virlisi (HCV) gibi
onkogenik viriislerin, akciger kanserine de neden oldugu disiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda Asyalilarda daha yiiksek olmakla birlikte akciger kanserli dokularin
yaklasik %20’sinde Human Papillomaviriis (HPV) DNA’s1 tespit edilmistir. Ozellikle
HPV-16 ve HPV-18’in Asya’da sigara igmeyenlerde goriilen akciger kanserinde dnemli
etkisi oldugu diistiniilmektedir. Artan kanitlar, HPV onkoproteinlerinin akciger timori
olusumuna ve hiicre doniisiimiine katkida bulunabilecegini ortaya koymaktadir. HPV

16/18 E6 ve E7 onkoproteinlerinin, p53 / pRb, VEGF, HIF-1a, cIAP-2 ve hTERT gibi



bir¢ok hedef gen ve proteinlerin ifadesini etkileyerek hiicre biiylimesine, anjiyogenez ve

hiicre 6liimsiizlesmesine katkida bulunur (16).

Yapilan c¢alismalar akut solunum enfeksiyonuna neden olan Chlamydia
pneumonia’nin, skuaméz veya kiiglik hiicreli akciger kanseri i¢in yiiksek risk

olusturdugunu goéstermistir (17).

HIV enfeksiyonu olan kanser hastalarinda prognozun, ayni evredeki HIV

enfeksiyonu olmayan hastalardan daha koétii oldugu bildirilmistir (18).

2.2.3. Akciger Kanserinin Yerlesim Yerleri:
Akciger kanserleri, timoriin yerlesim yerine gore ylizeysel ve merkezi olmak

tizere iki gruba ayrilir.
Yiizeysel yerlesimli akciger tiimorleri:

Yiizeysel akciger timorleri tiim akciger kanserlerinin %42’sini olusturur.
Bronsiyal karsinomlarin %40’1 biiyiikk segmenter bronslardan koken alir (19). Her
boyutta olabilen kitle ancak 1 cm’nin {izerine c¢iktigi zaman gogiis grafilerinde
goriilebilir. Nodiil seklinde ortaya ¢ikan, ¢cap1 1-3 cm arasinda degisen yiizeysel akciger
timortd, , genellikle diizgiin sinirli, oval sekilli ya da yuvarlak lezyonlardir. Nodiiliin
farkli yerlerinin farkli biiylimesi nedeniyle kenarlarinda lobiillenme goriilebilir. Bu
ozellik kimi zaman nodiiliin bir yerinde daha belirgin olup umblikasyon denilen
centiklenme olusmasi sonucunda halter seklinde iki parg¢a haline doniisiir. Nodiiliin
kenarlarinda kimi zaman “korona radiata” denen, ¢evre dokuya uzanan 1sinsal ¢ikintilar
goriilebilir. Bu c¢ikintilar tiimoriin akciger dokusuna yayilimini gosterebilecegi gibi,
parankimin fibréz doku yanitin1 da temsil edebilir. Bazen bu i1sinsal uzanimlar plevral

kuyruk olarak anilan plevral ¢ekintiler olusturabilir (19-21).

Segmenter ve subsegmenter bronslardan koken alan tiimoérler, brongda
tikanmaya ve mukus birikimine yol agarak mukozal veya bronkosel olarak da anilan, V
veya Y seklinde dallanan kalin tubiiler yapilar olusturabilir (19-21). Bu tikaglar
katilasmis bronsiyal sekresyona veya tiimoriin kendisine bagli olabilir. Ozellikle kiigiik

adenokarsinomlarda, invaziv miisindz adenokanserin %25’inde bu durum goriiliir (22).



Merkezi yerlesimli akciger tiimorleri:

Merkezi yerlesimli akciger tiimorleri brons i¢i veya perihiler Kitle olarak kendini
gosterir. Brons i¢i tiimorii, polipoid lezyon, brons duvar kalinlagmasi, liimende daralma
ve mukus tikaci seklinde bulgu olusturabilir. Perihiler kitlenin ana bulgusu ise siklikla
hilusun genisleme ve tiimoriin periferinde brong tikanmasina bagh ¢okiinti ve
sertlesmedir. Lipid igeren alveoler makrofajlar hava bosluklarinda birikerek endojen
lipoid pnomoni goériiniimii olusturabilir (23). Yapilan c¢alismalar merkezi tiimorlerin
siklikla skuamo6z hiicreli kanserler oldugunu goéstermektedir. Diger tiirlerde %15-37
oraninda tikanma bulgular1 izlenirken, skuamoz hiicreli tiimorlerde bu oranin %50’yi
astig1 belirtilmektedir (20,23). Merkezi kitlenin en 6nemli bulgularindan biri, akcigerde

solunum yollarinin giriginin ttkanmasidir (24).

2.2.4. Akciger Kanserinin Histopatolojisi:

Akciger kanseri patolojisine gore tiim akciger kanserlerinin yaklasik %80-85’1ik
kismini olusturan kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve geri kalan %15-20’lik
kism1 olusturan kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK) olmak iizere 2’ye ayrilir.
Akciger siklikla gogiis dist organ kanserlerinin metastaz yeri olmasina ragmen primer
akciger kanserleri de oldukea sik goriiliir. Primer akciger tiimorlerinin %95°1 bronsiyal
epitelden kaynaklanir (bronkojenik karsinomlar). Kalan %5’ i¢inde brongiyal
karsinoidler, mezoteliomalar, bronsial gland neoplazmlari, mezenkimal habis olusumlar

(fibrosarkomlar, leimyomalar), lenfomalar ve selim lezyonlar bulunur.

Bronkojenik karsinomun; skuamoéz hiicreli karsinom, adenokarsinom, biiytlik
hiicreli karsinom ve kiigiik hiicreli karsinom olmak tizere dort histolojik alt tipi vardir.
Gilintimiizde tedavi acisindan degerlendirme yapilirken ilk 3 tip tek baslik altinda

Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) olarak adlandirilir.
1. Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK):

a) Skuaméz hiicreli karsinom: Ozellikle yogun sigara kullanimi olan
bireylerde gozlenen skuamdz hiicreli karsinom, akciger kanserleri
arasinda %?25-40 oraninda goriiliir (18). Biiyiik bronglarin merkezine
yerlesik olmakla birlikte, lokal hiler lenf nodlarina kolay yayilmasina
ragmen toraks disina diger akciger tiimorlerinde oldugundan daha

gec yayilir. Skuamoz hiicreli karsinomlar, metastaz yapmadan Once



biiyiilk ve bronglar1 tikayan semptomatik kitle yaptiklarindan diger
tiplere gore daha iyi bir prognoza sahiptir (25).

b) Adenokarsinom: Tim KHDAK tiirleri arasinda %30-35 oraninda
goriliir. Erkek ve kadinda goriilme sikligi hemen hemen ayni olup
genellikle akcigerin dis kisminda yer alir. Akciger kanserinin diger
tirlerinden daha yavag biiyiime egilimi gosterir ve akciger digina
yayillmadan 6nce teshis edilebilme ihtimali daha yiiksektir. Ozel bir
adenokarsinom tipi olan bronkoalveolar (BAC) karsinomun da iki alt
tipi bulunur. Birinci tipi ¢ok odakli miisindz tiimorler olup bazen tek
baslarina kitle olustururken, bazen de birbirleri ile birlesen kitleler
olusturur. Histolojik goriiniim yaniltict olarak selim olup mitoz
goriilmez. ikinci tip ise 10 cm capa kadar ulasabilen, gri-beyaz tek
bir nodiil seklinde olur. Ust lob iginde ve yiizeye yakin yerlesimlidir.

BAC’m prognozu diger bronkojenik karsinomlara gore daha iyidir.

c) Biiyiik hiicreli karsinom: Goriilme sikligit %10-20 arasinda
degismektedir. Genellikle ylizeye yerlesik olmakla birlikte merkez
yerlesimli de olabilir ve nekroz igerebilir. Erken evrede uzak yerlere

yayilma egiliminden dolay1 kotii prognozludur (26).

2. Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK):

Akciger kanserlerinin yaklasik %15-20°si hizli biliylime ve erken metastaz
Ozelligine sahip olan kiigiik hiicreli akciger kanseridir (27). Sitoplazmada
noroendokrin salgi 6zelligi bulunan yogun graniiller goriiliir. Kemoterapi ve

radyoterapiye duyarlidir.



Proksimal hava yolu

* Adenokarsinom
MIOZ hiicreli karsinom

Kiiciik hiicreli

* Biiyiik hiicreli karsinoi

Distal hava yolu

Sekil 2-1: Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanser Tiirleri

2.2.5. Akciger Kanserinde Evreleme:

Akciger kanseri 6liim orani yiiksek olup habis olusumlar arasinda en yaygin
goriilen hastaliktir. Akciger kanserinin tedavisinde hastaligin evrelemesinin dogru
yapilmasi1 birincil adimdir. Tiimdr, lenf nodu ve metastaz (TNM) evreleme sistemi
kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde, hastaligin evresini belirlemek i¢in kullanilan
uluslararasi kabul gérmiis bir sistemdir. Hastaligin evrelendirilmesi tedavi bigimini ve
sagkalimi belirlemek icin onemli ve gereklidir. TNM evreleme sisteminde T tlimoriin
boyutunu ve yerlesimini, N bolgesel olan ve olmayan lenf nodu tutulumunu ve M ise

metastazi varhigini belirtmek i¢in kullanilir (28,29).

Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma (IASCL) grubu, 1997 yilinda tanimladigi
kilavuzun, yeni kanitlar dogrultusunda eksikliklerini ve yetersizliklerini gidermek
amactyla 2002 yilinda gilincellemistir. 1990-2000 tarihleri arasinda akciger kanseri
tanis1 konularak takip ve tedavisi yapilan 20 {ilkeden 100.869 hasta verisi incelenerek
olusturulan 7. TNM evreleme sistemi 2009 yilinda yeniden giincellenmistir. TNM
evrelemesinde kullanilan bir diger sistem olan American Joint Committee on Cancer
(AJCC) evreleme sisteminde ise halen 7. siiriim kullanilmakta olup, 1 Ocak 2018

tarihinden itibaren 8. siiriime ge¢ilmistir (30).



Tablo 2-1: Anatomik Evreleme/ Prognostik Gruplar (National Cancer Institute)

Evre T N M
0 Tis NO MO
1A Tla NO MO
T1b NO MO
B T2a NO MO
I T2b NO MO
Tla N1 MO
Tib N1 MO
T2a N1 MO
1B T2b N1 MO
T3 NO MO
A Tla N2 MO
T1b N2 MO
T2a N2 MO
T2b N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
1B Tla N3 MO
Tlb N3 MO
T2a N3 MO
T2b N3 MO
T3 N3 MO
T4 N2 MO
T4 N3 MO
v Herhangi T Herhangi N M1la

Herhangi T Herhangi N M1b
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Tablo 2-2: Primer Tiimér (T) (National Cancer Institute)

Tx | Degerlendirilmeyen primer timor

TO | Primer tiimor bulgusu yok

Tis | Karsinoma in situ

T1 | Cap1 en fazla 3 cm veya daha kiigiik, akciger veya viseral plevra ile gevrili, lober
brong proksimaline invazyonun bronkoskopik bulusu olmayan timér

Tla | Cap1en fazla 2 cm veya daha kiiciik timor

T1b | Cap1 en fazla 2 cm’den biiyiik ancak 3 cm veya daha kiiglik timdr

T2 | Cap1en fazla 3 cm’den biiylik ancak 7 cm veya daha kiiciik, veya su 6zelliklerden
birini iceren tiimdr (bu 6zelliklerden birine sahip bir T2 tiimér eger 5 cm veya
daha kiiclik ise T2a olarak siniflandirilir); Ana bronsu tutan, distal karinaya 2
cm’den fazla uzaklikta, viseral plevraya invaze (PL1 veya PL2), hiler bolgeye
uzanan ancak tiim akcigeri icermeyen atelektazi veya obstriiktif pnémoni.

T2a | Cap1 en fazla 3 cm’den biiyiik ancak 5 cm veya daha kii¢lik timor

T2b | Cap1 en fazla 5 cm’den biiyiik ancak 7 cm veya daha kiiglik timor

T3 | Cap1 en fazla 7cm’den biiyiik ve pariyetal plevra (PL3), gdgiis duvari (superior
sulkus tiimorleri dahil), diyafram, frenik sinir, mediastinal plevra ve pariyetal
perikarddan herhangi birine invaze veya ana brong tiimorii (distal karinaya 2
cm’den daha yakin ancak invaze olmayan) veya tiim akcigeri etkileyen atelektazi
ya da obstriiktif pndmoni veya ayni lobta nodiil(ler)

T4 | Herhangi bir biiyiikliikteki ve mediasten, kalp, biiylik damarlar, trakea, rekiirren

laringeal sinir, 6zefagus, vertebra korpusu, karinadan herhangi birine invaze

tiimor veya ipsilateral farkli lobta tiimor nodiilii




Tablo 2-3: Bolgesel Lenf Nodu (N) (National Cancer Institute)

NX  Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO  Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Ipsilateral peribronsial ve/veya subkarinal lenf nodlaria metastaz veya
intrapulmoner nodlar, direkt uzanim ile tutulumlar dahil

N2  ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu metastazi

N3 Kontralateral mediastinal, hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen veya
supraklavikular lenf nodu metastazi

Tablo 2-4: Uzak Metastaz (M) (National Cancer Institute)

MO  Uzak metastaz yok

M1  Uzak metastaz var

M1 Kontralateral lobta ayr1 tiimdr nodiil veya nodiilleri, tiimor ile birlikte plevral nodiiller
a
veya habis plevral (veya perikardiyal) efiizyon

M1b Uzak metastaz

2.3. Kanser ve Epigenetik

Epigenetigin su anki tanimi 'birincil DNA dizisindeki degisikliklerden bagimsiz

11

olarak ortaya c¢ikan gen ifadesindeki kalitsal degisiklikler’dir. Bu kalitsal degisikliklerin

cogu farklilagsma esnasinda meydana gelir ve ayn1 genetik bilgiyi igeren hiicrelerin farkl

kimliklere sahip olmasini saglayan hiicre boliinmesinin ¢oklu dongiileri ile istikrarli bir

sekilde stirdiiriliir.
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Gen ifadesinin kalittimi, DNA'daki sitozin bazlarinin metillenmesi, histon
proteinlerine yan gruplarin eklenmesi ve niikleozomlarin DNA  boyunca
konumlandirilmasin1 igeren epigenetik degisimler araciligi ile gergeklesir. Kalitsal
epigenetik izlerin diizgiin bir sekilde korunamamasi, ¢esitli sinyal yollarinin uygun
olmayan bir sekilde etkinlesmesine veya engellenmesine neden olarak kanser gibi
hastaliklara yol acabilir (31,32). Genlerin promotor dizisindeki DNA metillenmesi,
insan akciger kanserlerinde tiimor baskilayict genlerin susmasinda yer alan

mekanizmalardan biridir.

2.4. Akciger Kanseri Genetigi:

Kanser olusumunda iki gen grubunun etkili oldugu bilinmektedir. Bunlar;
. Onkogenler
. Timor baskilayict genlerdir.

Kanser ve epigenetik, biiyiime ve gelisimde rol oynayan, 6énemli hiicresel yollari
etkileyen, genetik degisiklikleri yansitan ¢ok adimli bir siiregtir. Tiimor baskilayici
genlerin etkinligini kaybetmesi ve onkogenlerin etkinlik kazanmasini iceren bu siireg,

kontrol edilemeyen hiicre cogalmasina yol agar.

Onkogenler: Etkinlestiginde kanser gelisimine neden olan genlerdir.
Onkogenler, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ya da her ikisini kontrol eden proteinleri kodlar
(32). Onkogenlerin iiriinleri birkag baglik altinda incelenebilir. Bunlar; kromatin

yeniden modelleyicileri, sinyal ileticiler ve apoptoz diizenleyicileridir (33).
. Kromatin yeniden modelleyicileri

Kromatin yapisinda meydana gelen degisiklikler, gen ifadesinin, eslenmenin ve
onarimin, kromozomal ayrimin kontroliinde onemli rol oynamaktadir. Kromatini
yeniden sekillendiren iki ¢esit enzim vardir; niikleozomlarin yerlerini degistiren ATP’ye
bagli enzimler ve DNA’nin etrafinda sarili halde bulunan histonlarin alt birimleri ve
histonlarin N-terminal kuyruklarim1 degistiren enzimler. Histon modifikasyonu,
niikleozomlar ve kromatin ile iligkili proteinler arasindaki etkilesimi belirleyen
epigenetik bir kod olusturur. Bu etkilesimler sirasiyla kromatin yapisini ve yazilimsal

kapasitesini belirler SWitch/Sucrose Non-Fermentable (SWI-SNF) kromatin yeniden
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modelleme karmasiminin bir liyesi olan SMARCA4 (BRG1) “iin histon-DNA iliskisini
bozarak akciger kanserinde yazilimsal diizenlemeyi bozdugu, ayrica yine kromatin
yeniden diizenlenmesinde etkin olan SMARCAS, SMARCC2, SMARCD2, ARIDIA,
NR3C1 ve SATBI’in de akciger kanserinin olusmasinda etkin rol oynadigi
gosterilmistir (34,35).

e Sinyal ileticiler

Tirozin kinaz almaglarinin uygun ligandla baglanmasi, molekiillerin hiicre ici
kismindaki almaglarin  yeniden diizenlenmesine ve tirozinlerin  kendilerini
fosforillemelerine neden olur (36). Kendini fosforilleme, almacin kinaz etkinligini
arttirir veya almacin, hiicre i¢i sinyal iletisinin bilesenleri olan sitoplazmik proteinlerin
alanlartyla etkilesimini tesvik eder (37). Insanlarda, fosforillenmis tirozinler tarafindan
baslatilan sinyallere verilen yanitlara aracilik eden 100 farkli proteinde yaklasik 120
SRC homoloji 2 alam1 vardir. Bu proteinlerin bazilar1 enzimatik etki gdsterirken
bazilar etkinlesmis almagclar1 hedeflere baglar. Bir¢cok onkogen, sinyal ileti yolaginda
yer alan proteinlerin tiyelerini kodlar. Bunlar iki ana gruba ayrilir: Almag¢ olmayan
protein kinazlar ve guanozin-trifosfat-baglayici proteinlerdir. Almag¢ olmayan protein
kinazlar iki alt tipe ayrilir. Bunlar; tirozin kinazlar (6r., ABL, LCK ve SRC) ve serin

ve treonin kinazlar.

Sinyal iletisinde yer alan proteinler kontrolsiiz etkinlestikleri zaman onkogen

haline dontisiirler (38,39).
e Apoptoz diizenleyicileri

Hemen hemen tiim folikiiler lenfomalarin ve bazi daginik biiyiik B hiicreli
lenfomalarin baglatilmasinda yer alan BCL2 geni (40,41), mitokondriye yerlesen ve
apoptozu baskilayarak hiicre sagkalimini arttiran bir sitoplazmik protein kodlar (42-
44). BCL2, kronik lenfositik 16semi ve akciger kanserinde de onemlidir. BCL2 ailesi
tiyeleri olan BCL-XL ve BCL2, apoptozu engeller ve bircok kanser tiiriinde
ifadelerinde artig goriiliir. Stres ve dliim-almag yolu apoptoza neden olan iki temel

yoldur.
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Stres yolu; BCL2 homoloji 3 alanini igeren proteinler tarafindan tetiklenir; bu
alan BCL2 ve BCL-XL'yi (normalde apoptozu engeller) etkisiz hale getirir ve bdylece

apoptozu tetikleyen kaspazlari etkinlestirerek apoptozu baglatir.

Oliim-almag yolu ise; Fas ligandi, TRAIL ve tiimér nekroz faktorii a'nin (TNF-
o) hiicre yiizeyi iizerinde bulunan &liim almaglarina baglanmasiyla etkinlesir. Oliim
almagclarmin etkilesmesi, hiicre 6liimiine neden olan kaspazlari etkinlestirir ve apoptozu

baslatir.

Biiytimeyi uyaran proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlara
ilaveten, normal tirilinleri hiicre boliinmesini engelleyen genlerdeki degisiklikler de
kanser olusumuna katki yapar. Bu genlere tiimor baskilayict adi verilir. Bu genlerin
kodladiklar1 proteinler, normalde, hiicre biiyiimesini énlemeye yardim eder. Tiimor
baskilayici proteinin normal iglevini azaltan herhangi bir mutasyon, kanserin
baslamasina yol acar. Tiimor baskilayici genlerin protein trtinleri farkli islev gosteren
proteinlerdir. Ornegin; bazi tiimér baskilayici proteinler DNA onarimi proteinleridir.
Bunun sonucunda da, kansere neden olan mutasyonlarin hiicrede birikmesi Onlenir.
Diger tiimor baskilayict proteinler, hiicrelerin birbirlerine ya da hiicre dis1 matrikse
yapismasini kontrol eder. Hiicrelerin uygun bir sekilde baglanmasi, normal dokular
icin ¢ok Onemlidir. Baz1 tiimor baskilayici proteinler ise, hiicre dongiisiinii kontrol

eden hiicre-sinyalleme yollarinin bilesenleridir (45).

2.4.1. Akciger Kanseri ile Iliskili Genler:
EGFR (Epidermal Biiyiime Etmeni Almacy)

c-erb-B veya insan EGFR (HER) ailesi olarak da bilinen ErbB reseptor ailesi,
dort tiyeye sahiptir. EGFR (c-erb-B1 veya HER-1), c-erb-B2 (HER-2 / neu), c-erb-B3
(veya HER-3), ve c-erb-B4 (veya HER-4) (46,47).

Epidermal biiyiime etmeni almacit (EGFR, ErbB-1, Her-1) ilk kesfedilen almag
tirozin kinazdir (48). EGFR geni, insanda 7. kromozomun 7p11.2 bélgesinde bulunur.
28 eksondan olusan gen, 170 kDA’ luk bir glikoprotein kodlar. 17. kromozomun 17q11-
q21 bolgesinde yer alan ErbB-2 geni 27 eksondan olusmustur ve 185 kDA’luk zargegen
bir glikoproteini kodlar.

[k olarak 1960'da Cohen tarafindan tarif edilen EGFR ailesi ii¢ 6nemli alana
sahiptir:
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e Hiicre disinda ligandlarin baglandigi bolge (N-ug kismi),
e Hidrofobik zargegen alan,

e Hiicre i¢inde tirozin kinaz etkinligi olan alan (C-ug kismi)

Tirozin kinaz etkinligine sahip olan EGFR bir zargecen proteindir ve hiicre dis1
sinyalleri hiicre i¢ine iletir. Sinyal yollarinin etkinliginin kontroliinde gérev alan EGFR
ailesi, normal gelisim silirecinde rol oynamakla beraber, kanserde etkinliginin veya

ifadelerinin asir1 arttigi goriilmektedir (49).

EGF
TGFa
Amphiregulin NRG2
b-Cellulin NRG3
HB-EGF Heregulin
Epiregulin Heregulin b-Cellulin
i i 2 2
00 | | 44 ' ] 36 s |
1 L
| !
Tirozin }(i_rlaz 100 82 59 79
Domaini
100 33 24 28 C-Terminal
Ug
erbB-1 erbB-2 erbB-3 erbB-«
HERI HER2 HER3 HER4
EGFR neu

Sekil 2-2: EGF etmeni ailesi ve ligandlar: (50)

EGFR proto-onkogeni hiicre zarina yerlesik, tirozin kinaz etkinligi olan EGFR
proteinini kodlar. EGFR proteinine ligandinin baglanmasi; almacin dimerlesmesi,
kendini fosforilleme, sitoplazmik proteinlerin etkinlesmesi ve DNA senteziyle
sonuglanir. EGFR’nin normalden fazla ifade edilmesi ya da tirozin kinaz bolgesindeki
etkinlestirici mutasyonlar, tiimdér olusumu ve biiyiimesine yol acar. EGFR bu
ozelliginden dolay1 kanser tedavisinde ilag hedeflerinden biri haline gelmistir. EGFR
proteininin Erlotinib ya da Gefitinib gibi tirozin kinaz engelleyicileri (TKI) araciligiyla
susturulmast miimkiindiir. EGFR’1in etkinlesmesine yol agan mutasyondan en sik

goriilenleri ekson 19 kaybi ve L858R mutasyonlaridir (51,52).
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Spontan EGFR mutasyonlar1 siklikla onkojeniktir; yani, ligand yoklugunda
EGFR sinyal yolunu etkinlestirirler ve hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalim ve anti-apoptotik

sinyalleri tesvik ederler.

Hiicre dis1 alan L1, CR1, L2 ve CR2 olmak {izere dort farkli bolgeden olusur.
ErbB-1’de L1 ve L2 bolgeleri arasina ligand baglanirken, ErbB-2’de bu bolgeler
arasinda giiclii bir etkilesim bulundugundan ErbB-2’nin ligand baglama yetenegi
kaybolmustur. Bu nedenle ErbB-2’nin islevsel olabilmesi i¢in ailenin diger liyeleriyle
heterodimer olusturmasi gerekmektedir. Hiicre i¢i alan ise C-ug diizenleyici bolge ve
tirozin kinaz bolgesine sahiptir. TK bolgesi N ve C olmak iizere iki lobtan olusur. N-ug
lob ve daha biiyiik C-ug lob arasinda ATP bolgeleri yer alir (53). EGFR’nin C-ug lobu
tirozin aminoasitleri igerir. Almag iizerindeki bu alic1 tirozin aminoasitlerine ATP nin y-
fosfat gruplarindan ATP aktarilir. Bu sekilde EGFR araciligiyla sinyal iletimi tirozin
aminoasitlerinin fosforillenmesini saglar (54).

Insan epidermal biiyiime faktdrii almacini kodlayan HER2 / ERBB2 geni, EGFR
ile birlikte bir proto-onkogen olan ERBB almag ailesinin bir {iyesi olan bir zar-bagh
almag tirozin kinaz1 kodlar. HER2; MAPK, PI3K/Akt, fosfolipaz c, protein kinaz c
(PKC) gibi yolaklar ile etkinlesmekte ve hiicre cogalmasini tetikleyip apoptozu
baskilayarak etkisini gosterir. HER2 mutasyonlarinin  KHDAK’de etkin oldugu
gosterilmistir (55). Diger ERBB almaglarindan farkli olarak HER2, ligand1 dogrudan
baglamaz. Bu nedenle almag ailesinin diger ligand bagh {yeleri ile heterodimerler

olusturarak etkisini gosterir (56).

Ras ailesi

Ras ailesi, H-ras, K-ras ve N-Ras’tan olusur. Kanser gelisimine 6zellikle gende
olusan nokta mutasyonu neden olur. Zarda GTPaz etkinligini diizenleyen Ras
proteinleri, hiicre zarindan ¢ekirdege sinyalin iletilmesini saglayarak hiicre biiyiimesini

kontrol eder (57).

H-ras, K-ras ve N-ras genleri 11. kromozom 11pl5.5 bolgesinde yer alir ve
mutasyon en stk 12, 13 ve 61. Kodonlarda goriiliir. K-ras’ta en sik goriilen mutasyon
12. Kodonu etkileyen mutasyonlardir. H-ras ve N-ras mutasyonlar1 ise nadirdir.

Mutasyon sonucu K-ras etkinlesmesi, KHDAK”’ lerinin %15-50’sinde goriiliir. K-ras
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mutasyonu goriilenlerde sagkalimda azalma, erken niiks ve kotii prognoz gorilir (58-
60).

K-ras mutasyonu sigara kullanimu ile iliskili olup, sigara kullanan akciger kanserli

olgularda hi¢ kullanmayan olanlara gére daha siktir (58).

ALK (Anaplastik Lenfoma Kinazi)

Alk, insulin almag siiperailesi iiyesi olan, beyin gelisiminde énemli rol oynayan
ve sinir sistemi tizerinde etkileri olan bir reseptor tirozin kinazdir. ALK'nin etkinlesmesi
hiicre ¢ogalmasina ve RAS / RAF / MAPK1, PI3K / AKT ve JAK3-STAT3 sinyal
yolaklarinin yer aldigi apoptozun engellenmesine neden olarak akciger kanserinin
ilerlemesine neden olur (61). Alk 3 farkli sekilde onkogenik 6zellik kazanir. Bunlar
farkli genlerle olusturulan flizyon genler, kopya sayisinin artmasi ve DNA’daki
mutasyonlardir. Bu enzimi kodlayan gen, ALK genindeki translokasyonlar
KHDAK’nde anormal hiicre biiylimesi ile iliskilendirilmistir. Hiicre i¢i kinaz alaninin,
ekinoderm mikrotiibiil iliskili protein benzeri 4 (EML4)’lin amino ucuyla kaynagmasi
sonucunda olusan almag tirozin kinaz, akciger kanserlerinin alt grubunda goriilen
genetik diizenlemelerden biridir (62-64). EML4-ALK fiizyon geni KHDAK larin %3-
5’inden sorumlu olup cogunlukla adenokarsinom ile iligkili bulunmustur. Yeniden
diizenleme, kromozom 2p'deki kisa bir ters donmeden kaynaklanir. ALK/EML4 diginda
ALK/RANBP2, ALK/ATIC, ALK/TFG, ALK/NPM1, ALK/KIF5B gibi kromozomal
yeniden diizenlemeler sonrasinda olusan flizyon genlerin tiimorigenezinde rol oynadigi

bilinmektedir (61).
RET

RET (Rearranged during transfection) proto-onkogeni glial hiicreden tiiremis
norotrofik faktér (GDNF) ailesinin {iyesi olan bir reseptdr tirozin kinazdir. RET

proteininin farkli kanser tiirlerinde islev kazandig: bildirilmistir (65).

RET geninin, adenokarsinomlu akciger kanseri hastalarinin %1,3’iinde CCDC6,
KIF5B ve TRIM33 genleri ile fiizyon yaptig1 bildirilmisitr. RET fiizyonunu hedef alan
bir tedavi heniliz bulunmamakla birlikte, Vandetanib14, Sorafenibl5, Sunitinib16 gibi

mevcut bazi tirozin kinaz almag engelleyicileri klinik ¢alisma agamasindadir (66,67).
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2.4.2. Biiyiime Etmenleri ve D-Tipi Siklinler

Biiylime etmenleri, kendilerine 6zgii hiicre zarinda yer alan almaclara 6zgii olarak
baglanan, normal hiicre biiylimesini uyaran, agrliklar1 4000-60000 dalton arasinda
degisen, cok az miktarlar1 bile hiicresel etkinligi degistirebilen polipeptitler olarak
tanimlanir. Bliylime etmenleri hiicre tiplerine gore farkliliklar gosterirler. Hematopoetik
sistemle iliskili biliyime etmenleri sadece bir veya birka¢ hiicre tipini uyarirken
somatomedin C ve EGF gibi diger tipleri hem epitel hem mezenkimal kokenli birgok
hiicre tipini uyarir. Biliylime etmenleri etkilerini hiicre yiizey almaglarina baglanarak
gosterirler. Polipeptit biliylime etmenlerinin hiicre biiyimesi kontroliindeki kritik
rollerinden dolay1 biiylime etmeni sinyal iletisindeki bozukluklar pek ¢ok kanser tipini
de iceren ¢ok sayida hastalik ile iligkili bulunmustur (68).

Neoplastik hiicrelerin bircok biiylime etmeninin salinimi ile kendilerine ¢ogalma
avantaji saglayarak kendi biiylimelerini uyardiklari bilinmektedir. Bir¢ok biiyiime
etmeni ve almaci meme, prostat gibi ¢esitli tiplerdeki kanserlerde oldugu gibi akcigerde
de kanser hiicreleri ve normal hiicreler tarafindan ifade edilmektedirler. Bu biiyiime
etmenleri otokrin, parakrin ve jukstakrin yollarla kanser biiylimesinde rol oynarlar. Eger
bir tiimor hiicresi, hem bir biiylime etmeni salgiliyor hem de almacini tasiyorsa
kendisini uyaran biliylime halkasina sahip demektir. Buna ‘otokrin biiylime halkas1’
denir. Normal hiicrelerde bulunan otokrin dongiiler sadece fizyolojik uyarilara yanit
verir. Dengeli biiylime i¢in karsilikli diizenleyici sistemler bir arada bulunur. Kanser
hiicrelerinde ise bu dengeler bozulmustur. Metastaz ve invazyonun da bu biiylime

etmenleri ve almaglariin etkilesimi sonucu ortaya ¢iktigr gosterilmistir.

Polipeptit biiylime etmenlerinin hiicre cogalmasini ve farklilagsmasini kontrol eden
cesitli tipleri vardir. Biliylime etmenlerinin en dnemlilerinden biri epidermal biiyiime
etmenleri (EGF)’ dir. Insanda bir¢ok dokuda bulunan EGF, 53 aminoasitten olusan
mitojenik bir polipeptittir. Hiicre ¢ogalmasinda kritik rollere sahiptir. EGF, yiizey
almaci aracilifiyla etkilerini gosterir. Baska bir biiylime etmeni, yara iyilesmesinde
aktivitesi olan platelet kokenli biiyiime etmeni (PDGF)’dir. Trombositlerde
depolanmakta ve yara bolgesindeki kan pihtilasmasi sirasinda salinmaktadir.
Salindiginda piht1 yakinindaki fibroblastlarin ¢ogalmasini uyarir. Transforme edici
bliylime etmeni alfa (TGF-a), gorevi EGF’ye benzemekle beraber, daha otokrin
calisabilen EGF, uyarilmis makrofajlar, trombositler ve keratinositler ve viicuttaki

diger bazi hiicrelerce sentezlenir ve biyolojik etkilerini EGF almaglarina baglanarak
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gosterir. Endotel hiicre ¢cogalmasini saglamasi acisindan EGF ile ayni giicte olup
anjiogenezi uyarmasi agisindan 10 kat daha gii¢lidiir. Transforme edici biiylime
etmeni beta (TGF-p) ise, hiicre islevlerinin diizenlenmesinde rol oynayan bir polipeptit
olup, normal epitel hiicrelerin biiyiimesini engeller. TGF-, in vitro kosullarda kanser
hiicre ¢cogalmasimi baskilarken in vivo kosullarda engelleyici etkinin baskilandigi ve
kanser bliylimesini uyardigi gosterilmistir. Vaskiiler endotel biiyiime etmeni (VEGF),
endotel hiicre biiyiimesinde rol oynayan anjiogenik bir etmendir. Damar gegirgenigini
arttirarak ve endotele 6zgli mitojenik etmen olarak etki gosterir. Kanser hiicrelerinin
daha iyi beslenmesini ve uzak bolgelere metastaz yapmasina olanak saglayan
anjiyogenezi uyarir. Fibroblast biiylime etmeni (FGF), mezenkim, ndron ve epitel
kokenli hiicreler {iizerine mitojenik etki gosterir. TUmoOr anjiogenezisini uyarir.
Interlokinlerin de bazi tipleri biiyiime etmeni olarak gorev yaparlar. Interlokin-I
fibroblast ¢ogalmasi, kollajen sentezi, kollajenaz, hyaliironidaz sentezini etkinlestirir.
Interldkin-II" nin ise esas gdrevi T hiicre biiyiime etmeni olarak davranmasinin yani

sira yara iyilesmesinde rol oynayabilir (69).

Biiylime etmenlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi, o hiicrenin, o etmen
icin almaca sahip olup olmamasina baghdir. Almaca baglanma sonucu hiicre i¢inde
0zglin bir cevaba neden olan bir seri sinyal ortaya ¢ikar. Etki, cogunlukla tirozin kinaz
uyarilarak saglanir ve her hiicrenin farkli biiylime etmenleri i¢in farkli sayida almaglari
bulunmaktadir.

Biiytime etmeni sinyali ve hiicre dongiisiiniin isleyisi arasinda 6nemli bag D-tipi
siklinler araciligi ile saglanir. Siklin D sentezi Ras/Raf/ERK yolagiyla iletilen biiyiime
etmeni uyarisina yanit olarak baglar ve biiyiime etmeni varlif1 siiresince sentez devam
eder. Ancak D-tipi siklinler ¢ok ¢abuk pargalandiklari i¢in, biiylime etmenleri ortamdan
cekildiginde hiicre-i¢i derisimleri hizla azalir. Yani, Gi’de, biiylime etmenleri
bulundugu stirece Cdk4,6/siklin D karmagsimlar1 hiicrelerin kesim noktasindan gecisini
saglar. Diger yandan eger hiicre dongiisiiniin bu kilit diizenlenme noktasindan 6nce
bliylime etmenleri ortamdan uzaklasirsa, siklin D diizeyleri hizla diiser ve hiicreler
Gi’den S evresine gecemeyerek Go’a girerek duragan hale gecer. D-tipi siklinlerin
uyarilabilirligi ve hizli doniisiim 6zelligi, hiicre dongiisii mekanizmasi ile biiyiime
etmeni sinyali arasinda baglanti kurar ve bdylece, hiicre-dis1 biiylime etmenlerinin,

hiicrelerin G1’den ilerlemesini kontrol etmelerine olanak saglar (69).
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Siklin D diizenlenmesindeki bozukluklar, kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelligi
olan Kkontrolsiiz ¢ogalmaya neden olur. Insan kanserlerinin ¢ogunun, hiicre dongiisii
diizenlenmesindeki bozukluklar sonucu, diger biiyiikk kisminin da biiylime etmeni
almaglar tarafindan etkinlestirilen hiicre-i¢i sinyal yollarindaki bozukluklardan
kaynaklandig1 gosterilmistir (69).

p16-siklinD1/CDK 4-6-RB yolu hiicre dogiisiiniin G1°den S evresine gegiginde
gorevlidir. Bu yoldaki proteinlerin islevlerinde ortaya c¢ikan bozukluk hiicre
boliinmesinin artmasi ile sonlanir (69). Bu yolda yer alan baska bir 6nemli protein de 9.
kromozomun p21 bolgesinde bulunan gen tarafindan kodlanan pl6’tir. Bu gen
genellikle akciger kanserinde mutasyona yada allel kaybina ugrar. KHDAK’ lerinin %
10-40’mnda p16 i¢in homozigot delesyonlar ve nokta mutasyonlari saptanir (68).

Islevsel Rb proteininde eksiklige yol acan mutasyonlarin, sadece retinoblastom

ile sinirl olmadig1 yaygin insan kanserlerinin ¢ogunda da yer aldigi gosterilmistir.

Biiyiime etmeni almaglar1 bir biiylime etmenine baglanarak hiicre biiylimesinde
ve farklilagsmasinda ilk adimin gergeklesmesini saglayan O6zellesmis proteinlerdir.
Biiyiime etmeni almaglar1 bir¢ok kanser tiirlinde degisime ugrar. Bir¢ok tiimorde tirozin
kinaz etkinligine sahip bir zargegen protein olan epidermal biiylime etmeni almacinin
(EGFR) ligand baglama alanindaki kaybi ya da silinmesi, almacin yapisal olarak
uyarilmasma neden olur. Uyarilmig almag, almacin hiicre i¢i alanindaki tirozinleri
fosforilleyerek SRC homoloji alanin1 ve diger baglanma alanlarini igeren sitoplazmik
proteinler i¢in etkilesim yerleri saglar. Bu etkilesimler cesitli yolaklardaki sinyal
iletisini diizenler. Etkinlestirici mutasyonlar, EGFR ailesinin ii¢ iiyesinin (ERBB2,
ERBB3 ve ERBB4 ve HER2 / neu ve KIT) almaglarinin kinaz alanlarinda olusur. Bu tiir

mutasyonlara, akciger ve meme kanseri tiimorlerinde sik rastlanir (70) .

2.4.3. Yazihm Etmenleri

Yazilim etmenleri siklikla ortak yapisal alanlar1 paylasan ¢oklu gen ailelerinin
tiyesi olup, 6zgiin bir DNA dizisine baglanarak DNA’dan mRNA ifadesini kontrol eden
bir proteindir. Yazilim etmenleri hiicre bdliinmesi, hiicre biiyiimesi ve 6liimiinde 6nemli
rol oynamaktadirdir. Yazilim etmenlerinin harekete ge¢cmesi icin bir¢ok farkli protein
ile etkilesime girmesi gerekmektedir. Bunun sonucunda bir etkinlestirici (aktivator)
veya bir baskilayict (represor) olarak gorev yapar. Akciger kanserlerinde NFIC,

BRCAI1, NFATC2, YY1, Fox gen ailesinden FOXA1 ve diger birgok yazilim etmeninin
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rol oynadigi gosterilmistir (71,72). Yazilim etmenlerinin etkinliginin artmasi veya
azalmasina bagl olarak genlerin ifadesindeki degisimler akciger kanseri patogenezini

etkilemektedir.
Yazilim Etmenlerinin Rolii

Okaryotik RNA polimeraz, bir genin yazilimini yalniz basina baslatamaz,
yazilim etmenlerine bagimlidir. Yazilim etmenleri, protein sifreleyen genlerinin
tiimiiniin yazilimi i¢in gereklidir. Bu yazilim etmenlerinden sadece bir tanesi, promotor
igerisindeki TATA kutusu denen DNA dizisini, bagimsiz olarak tanir; diger yazilim
etmenleri aslinda, RNA polimeraz ve diger proteinleri kapsayan proteinleri tanir.
Protein-protein etkilesimleri, yazilimin baslatilmasi i¢in son derece 6nemlidir. Yalniz
tam bir baglatma karmasimi olustugunda, polimeraz, DNA kalip zinciri boyunca hareket

etmeye baglayarak komplementer RNA zinciri tiretebilir (73).

Fakat, yazilim etmenlerinin ve RNA polimerazin promotor ile etkilesimi,
genellikle yazilimi etkin olmayan bir sekilde baslatir; sadece diisiik hizli bir baglatma ve
¢ok az miktarda RNA transkripti yaratir. Okaryotik yazilimin yiiksek diizeylerde
olmasini saglayan, kontrol elemanlaridir. Bu DNA dizileri, ilave yazilim etmenleri

baglamak suretiyle promotorlarin etkinligini bilyiik 6l¢iide artirir (73,74) .

DNA iizerindeki kontrol elemanlarinin bazilari, promotora yakindir (proksimal
kontrol elemanlar1). Enhancers (kuvvetlendiriciler) adi verilen daha uzaktaki “distal
kontrol elemanlar1”, promotordan uzakta yer alan binlerce niikleotitten olusabilir ve
hatta genin asag1 kisminda ya da bir intron i¢inde bulunabilir. Yazilim etmenleri ve
kuvvetlendiriciler arasinda olusturulan birlikler, Okaryotlarda gen ifade edilmesinin
kontroliinde 6nemli rol oynar. DNA ‘nin biikiilmesi, promotorda yer alan yazilim
baslatma karmasiminin proteinleriyle temas halindeki kuvvetlendiricilere, yazilim
etmenlerinin baglanmasimi saglar. Bir kuvvetlendiriciye baglanan ve bir genin
yazilimini uyaran yazilim etmenine “aktivator” denir. Aktivatorler, promotor tizerindeki

baglatma karmagiminin pozisyon almasina yardim eder (74).

Seg¢ici olarak DNA kontrol elemanlarina baglanan “sessizlestiriciler”, dkaryotik
genleri sessizlestirmekten sorumlu olan mekanizmalarda, ¢ogunlukla DNA metilasyonu

gibi, kromatin farklilastirma diizeyinde ¢alismaktadir.
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Bir yazilim etmeni, genellikle, DNA-baglanma bolgesine sahiptir; bu bdlge onun
tic boyutlu yapisinin DNA’ya baglanan kismidir. Bu baglanma bdlgelerinin, sadece bir
kag ana tipi vardir. Ayrica her bir yazilim etmeni, bir diger yazilim etmenini taniyan

protein-baglanma bolgesine sahiptir (73).

2.4.4. TCEALTY Geni

TCEALY geni (Transcription Elongation Factor A Like 7, Entrez Gene 56849,
Ensembl ENSG00000182916) X kromozomu iizerinde 103.330.186 bg ve 103.332.326
be arasinda bulunan ve 2141 bg biiyiikliigiine sahip bir gendir. U¢ eksondan olusan
TCEAL7Y geninin 2 yazilim iirinii bulunur ve en uzun baz ¢ifti igeren proteine doniisiir.
TCEALY geni; ilk olarak 2005 yilinda Chien ve ark. tarafindan yapilan molekiiler
klonlama ¢alismalart sonucunda yazilimsal uzama etmeni olarak tanimlanmistir.
TCEALY geninin X kromozomunun g22.2 bolgesinde yerlesik oldugu gosterilmis ve
timor baskilayict gen olarak islev gordigii ileri stiriilmistiir (2). NFKB sinyal iletisinde
NFKB’nin hedef gen promotorii lizerindeki yazilimsal etkinligini diizenlemede negatif

etkisi vardir.
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Sekil 2-3: TCEAL7 Geninin Kromozomdaki Yerlesimi (Genecards)

TCEAL7Y geni, yazilim uzama etmeni A benzeri (TCEAL) gen ailesinin bir
tiyesini kodlar. Bu ailenin tyeleri TFA alanlarini igerir ve bir promotdér baglaminda
bagimli bir sekilde yazilim1 modiile eden ¢ekirdeksel fosfoproteinler olarak islev goriir.

Birden fazla aile tiyesi X kromozomunda bulunur (75).

2.45. TCEALY Proteini

TCEALY7 geninin kodladigi protein, 12.3 kDa agirliginda 100 aminoasitten
olusan bir proteindir. TCEAL7 proteininin 3 boyutlu yapist Sekil:2-4’te gosterilmisitr.
Molekiiler diizeyde hedef proteinin 20 WW bolgesi iki kovalent olmayan sekilde
etkilestigi bilinmektedir. Normal ve fetal beyin dokusunda yiiksek oranda, uterus ve
overde diisiik oranda ifade edilmektedir. Over, serviks, prostat, meme, beyin ve akciger

kanseri hiicre hatlarinda ve beyin ve over timorlerinde ifadesinin azaldigi gosterilmistir

(75).
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Sekil 2-4: TCEALTY proteininin yapisi ii¢ boyutlu goriiniisii

Protein-protein  etkilesim ¢alismalar1 sonucu TCEAL7 proteininin X
kromozomunda yer alan gen tarafindan kodlanan ve beyinde ifade edilen Bex
proteinleri ile benzer diziye sahip oldugu gosterilmistir (76). (Sekil 2-3). Bex ailesi;
bex1 (77), bex2 ve bex3 (78) proteinlerinden olusur. X22.1-22.2°de, bex2 ve bex3
arasinda yerlesik bulunan yeni bir gen tamimlanmis ve bu gene bex4 adi verilmistir.
Dort bex geninin timii X kromozomuyla yakindan iligkilidir ve beyinde ifade edilir.
Ancak yakin zamanda HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) bex1’in adinm
TCEALS ve bex4’tin adin1 ise TCEAL7Y olarak degistirmistir. Bex3’iin doku dagilim1 iyi
tanimlanmis olmasa da, p75 nevrotin etmeni (p75N™R) ile iliskili 6liim uygulayic

(NADE) olarak da bilinir (79).
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Sekil 2-5: TCEAL?7 proteininin diger proteinlerle etkilesimi

CLUSTALW analizini kullanarak yapilan c¢oklu dizi hizalamasi, TCEAL7Y
geninin, tiimii X kromozomu ile eslestirilen diger yazilim uzama etmeni A benzeri
(TCEAL) ailesi iiyeleri ile benzer aminoasit dizisi tagidigini gostermektedir. Varsayilan

niikleer isleviyle tutarli olarak, hem endojen hem de eksojen olarak ifade edilen

TCEALY7, ¢ekirdeklere lokalize olur (75).
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Sekil 2-6: TCEAL?7 Proteininin Homolog proteinlerle dizi uyumlulugu (79)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Materyal

Calismaya, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Gogiis
Cerrahis Anabilim Dali’na basvurmus ve akciger kanseri tanis1 konmus 50 hasta dahil
edilmistir. Calismada cerrahi islem esnasinda alinan akciger tiimor dokular1 ve kontrol
olarak yine aym hastalardan alinan timorlii olmadigi kanitlanmis normal akciger
dokular1 kullanildi. Dokular 05/2016 ve 05/2017 tarihleri arasinda topland1 ve patolojik
inceleme sonrasinda calismaya uygun ornekler belirlendi. Doku alimindan sonraki tiim
islem basamaklari, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvarinda gerceklestirilmistir Dokulardan
RNA elde edildikten sonar cDNA sentezi yapilmis ve Ornekler gercek zamanlh
Polimeraz Zincir Tepkimesi’'nde (Real Time PCR) incelenerek TCEAL7 geninin

akciger kanserindeki ifade oranlar1 belirlenmistir.

3.1.2. Kullamlan Cihazlar:
e LightCycler 480-11 Ger¢ek zamanli PZR cihazi (Roche, Almanya)

e -20°C Derin Dondurucu (Indesit, TURKIYE)

e -80°C Derin Dondurucu (Sanyo, JAPONYA)

e Hassas Terazi (Shimadzu, JAPONYA)

e Bullet Blender Storm. Homojenizator ( Avarill Park. NY, ABD)
e Otomatik Pipetler (Eppendorf, ABD)

e Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich, ALMANYA)

e Vorteks (Velp Scientifica, ABD)

e Etiiv (Hybaid, INGILTERE)

e Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)

e Distile Su Cihaz1 (Niive, TURKIYE)

e Otoklav (Hirayama, JAPONYA)



3.1.3. Kullanilan Malzemeler ve Kimyasal Maddeler:
3.1.3.1. RNA Eldesi

pureLink ™ RNA Mini Kit (Ambion, USA)

e Pargalama tamponu
e Yikama tamponu |
e Yikama tamponu I
e RNaz icermeyen Su
e Spin kartusu

e Toplama tiipleri

e Geri kazanim tiipleri

3.1.3.2. cDNA Sentezi
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Lithuania)

e Ters Transkriptaz Tepkime Tamponu 5X
e Dietil pirokarbonatli (DEPC) su

e Oligo (dT) primer

¢ RNA engelleyici (20U/uL)

e Deoksiniikleotid karisimi (ANTP) (10mM)

e Ters Transkriptaz enzimi (200U/uL)

cDNA sentezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Tablo 3.1°de
gosterilmistir.
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Tablo 3-1: ¢cDNA Sentezinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

Ters Transkriptaz Tepkime Tamponu 5X:  250mM Tris-HCI (pH 8,3)
250mM KClI
20mM MgCI2
50mM DTT

3.1.3.3. Ger¢ek Zamanh PZR
LightCycler 480 Probes Master (Roche, ALMANYA)
e 2X LightCycler 480 Probes Tepkime Karigimi

e Su
Human B-ACTIN Gene Assay (Roche, ALMANYA)

e 20 uM primer kargimi

LightCycler 480 Multiwell Plate, White (Roche, ALMANYA)

3.1.3.4. Gergek Zamanh PZR’de Kullanilan Primer Dizisi:

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmak ileri ve geri TCEAL7
primerleri tasarlanmistir (Tablo 3-2). Internal control olarak ise B2M (Beta-2-
Mikroglobulin) geni kullanilmstir.

Tablo 3-2: TCEAL7 Geninin Ger¢cek Zamanh PZR Primerleri

Primer Tm %GC Dizi
ileri 61 48 5’-AAGGGAAGGAAGAGCTGGTTGAT-3’
Geri 60 55 5’-TGTAGAGATGCGGTGGTCCT-3’
3.2. YONTEM

3.2.1. Dokudan RNA Eldesi:

TCEALY geninin ifadesinin gercek zamanli PZR yontemi ile arastirilabilmesi i¢in, 50

™
timor ve buna komsu olan 50 normal doku kullanilmistir. PureLink RNA Mini Kit
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(Ambion, USA) kullanilarak total RNA elde edilmistir. Bu yontemin akis semasi

asagida gosterilmektedir.

30-50 mg Dokudan + 500 pl Pargalama Tamponu + 5 pl B-merkaptoetanol ile

homojenizatorde parcalandi.

Lizat 26000 x g’ de 5 dakika santrifiijlendi.

!

RNase icermeyen tiipe alinan iist s1vi tizerine (1:1) oraninda % 70’ lik soguk

l

12000 x g’ de 30 saniye oda sicakliginda santrifiijlendi.

l

Ust Faz + 700 ul Yikama tamponu I eklendi.

l

12000 x g’ de 30 saniye oda sicakliginda santrifiijlendi.

l

Yeni toplama tiipiine alinan 6rnek + 500 pl Yikama tamponu II eklendi.

!

12000 x g’ de 30 saniye oda sicakliginda santrifiijlendi.

l

Tekrar 500 pl Yikama tamponu II eklendi.

l

etanol eklendi. Filtreli tiipe aktarilir.
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12000 x g’ de 30 saniye oda sicakliginda santrifiijlendi.

!

12000 x g’ de 2 dakika oda sicakliginda santrifiijlendi.

l

Filtre iizerine 80 pl RNazsiz dH20 eklenir ve oda sicakliginda 5 dakika
bekletilir. l

12000 x g’ de 2 dakika oda sicakliginda santrifiijlendi.

l

Elde edilen RNAIlar -80°C’ de saklandi.

3.2.2. Spektrofotometrik Analiz:
RNA’larin miktar1 ve safligt ND-1000 NanoDrop spektrofotometrede olgiilmiistiir.
260 nm/280 nm degerleri yaklasik 2.0 olan 6rnekler saf olarak kabul edilmistir.

3.2.3. cDNA Sentezi
RNA miktar1 ve safligina uygun olarak ¢cDNA derisimleri 400 ng/uL olacak
sekilde ayarlanmig ve ‘RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’ kullanilarak cDNA

sentezi yapilmistir. cDNA tepkime karisimi ve kosullar1 Tablo 3-3’te gosterilmistir.

Tablo 3-3: cDNA Tepkime Karisimi ve Kosullar:

cDNA Sentezi Tepkime icerigi flk Derisim Son Derisim
Random Hexamer Primer (0,2 pg/uL) 100 uM 5uM
Kalip RNA (50ng/uL)

12 pL’de 400 ng igerir.

Dietil Pirokarbonat muamele edilmis su 12 pL’ye tamamland1.
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Elde Edilen 12uL’lik karisim 80°C’de 3 dk inkiibe edildi.

Ters Transkriptaz Tepkime Tamponu 5X 5X 1X
Deoksiniikleotid karisimi (ANTP) 10 mM 1 mM
RNA engelleyici 20 U/ pL 1U/pL
Ters Transkriptaz 200 U/ uL 10 U/ pL

37°C’de 90 dakika inkiibe edildi.

94°C’de 2 dakika inkiibe edilen 6rnekler -80°de muhafaza edildi.

3.2.4. TCEAL7 Geninin ifade Analizi

Akciger kanserli hastalarin tiimoér ve normal dokularindaki TCEAL7 gen ifadesi,
gercek zamanli PZR yontemi ile analiz edildi. Bu yontem, floresan boyalar kullanilarak
gercek zamanli olarak DNA’nin  belirlenmesi ve miktarmin gosterilmesine
dayanmaktadir. Floresan sinyali ile PZR {irlin miktar1 dogru orantili olarak artmakta
olup sonugclar sentez asamasinda elde edilir. Calisma, Light Cycler 480 cihazi ile yapild:

ve cihazin kendi yazilimi ile analiz edildi.
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Tablo 3-4: TCEALY ve B2M (Beta-2-Mikroglobulin) gen ifade analiz karisim

TCEALY geni B2M geni
ilk Derisim  Hacim Son ilk Derisim Hacim  Son
Derisi Derisim
m
SolGentrm 2X Real-
Time PCR Smart 2X 7,5 ul 1X 2X 7,5 ul 1X
Karigim ’

fleri primer 10 M 0,5 ul 200nM 10 uM 1l 200 nM

Geri primer 10 uM 0,5 pl 200nM 10 uM 1l 200 nM

dH20 - 3,5ul o - 3,5u -

cDNA 3ul 3ul

Toplam Hacim: 15 ul Toplam Hacim: 15 ul
2AACT yontemi, gen ifadelerinin karsilastirilmasinda yaygin olarak basvurulan bir

yontem olup, karsilastirmali Ct hesabina dayanir. 2°44¢T

yontemine gore ilk olarak
timor ve normal dokulardan elde edilen cDNA’larin gercek zamanli PZR ile
cogaltilmas: sonucu yogunlasan cDNA miktarina paralel olarak artan floresan igima
sonucunda Orneklerin miktar farkliliklarini gdsteren Ct degerleri elde edilir. Ct degeri,
polimeraz zincir tepkimesindeki amplikon miktari ile ters orantilidir. Daha diisiik bir Ct
degeri, daha yiiksek miktarda amplikon varligin1 gosterirken, artan Ct degeri amplikon

miktarinin azaldigini gosterir.

Tablo 4-1’de Ger¢ek Zamanli PZR tepkimeleri sonucu elde edilen timor ve

-AACT

normal dokularindaki TCEAL7 ve B2M (Beta-2-Mikroglobulin) genlerinin Ct ve 2
degerleri gosterilmistir

Deger 0,9’dan diisiik ise normal dokuya gore TCEAL7 gen ifadesinin azaldigi,
0,9-1,1 araliginda ise normal dokuya goére TCEAL7 gen ifadesinin degismedigi ve 1,1
degerinden yiiksek ise normal dokuya gore TCEAL7 gen ifadesinin artmis oldugu kabul
edildi.
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Tablo 3-5: Gercek Zamanh PZR icin Tepkime Kosullar:

Analiz Sicaklik Hedef Ol¢iim
Modu Déngii Boliim Degisim Sicakhik Siire Sayisi
Hiz1 (°C/s)

Denatiirasyon
Yok 1 - 44 95°C 15 dk Yok
Cogalma

Bozunma 4.4 95 °C 15sn Yok
Miktar
Olgiimii 40 Baglanma 2,2 59 °C 30 sn Yok
Uzama 4.4 72 °C 30 sn Tek
Soguma
Yok 1 - 2,2 50°C 10 sn Yok
Melting
Yok 1 - 95°C Strekli - -

3.2.5. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi
Elde edilen tiim sonugclar ve karsilastirma yapilacak tiim parametreler, lisansli IBSS

SPSS Statistics 20.0 Armank, NY, USA programi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda; TCEAL7 geninin ifade analizi, istanbul Universitesi Cerrahpasa
T1p Fakiiltesi, GOgiis Cerrahisi Anabilim Dali’na 2016-2017 yillarinda basvuran akciger
kanseri tanist konmus 50 hastanin ameliyati esnasinda alinan tiimor ve bu bolgeye
komsu normal dokular1 kullanilarak Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD’da
gRT-PCR kullanilarak yapilda.

4.1. TCEAL7 Geni ifade Degerleri

TCEALT7 gen ifadesi, ¢alismamiza dahil edilen toplamda 50 hastanin her birine ait
bir timorlii bir normal doku 6rneginden cDNA eldesini takiben LightCycler 480
cihazinda ¢alisilmigtir. TCEAL7 geni ve referans olarak kullanilan B2M (Beta-2-
Mikroglobulin) geninin Ct (Cycle Threshold) degerleri, 222°T  degerlerini
hesaplamak i¢in kullanildi. Buna ek olarak, hastalara ait klinik parametreler ile ifade

degisimleri istatistiksel olarak degerlendirildi.

Amplification Curves

B W ot
1.0E1- T

Fluorescence (465-510)
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Cycles

Sekil 4-1: Tiimor ve Normal Dokuda TCEAL7 Genine Ait Gercek Zamanh PZR’de Elde
Edilen Goriintii X Diizleminde Istmamin Okunmaya Baslandi@i Dongii Sayisi
Goriilmektedir
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Sekil 4-2: Tiimor ve Normal Dokuda B2M (Beta-2-Mikroglobulin) Genine Ait Gerg¢ek
Zamanh PZR’de Elde Edilen Goriintii

Tablo 4-1: Tiimér ve Normal Orneklerin Hedef ve Referans Gen Ct Degerleri

HastaNo | CtTCEAL7 Ct B2M Ct TCEAL7Y Ct B2M panct
Tiimor Tiimor Normal Normal
1 33,81 21,66 32,02 26 0,01
2 31,05 18,91 33,37 26,93 0,02
3 32,89 22,7 33,64 23,96 0,70
4 32,09 18,11 33,48 25,93 0,01
5 33,04 25,24 33,3 25,23 1,21
6 34,23 22,87 32,18 27,12 0,01
7 34,38 21,66 33,19 25,76 0,03
8 30,8 19,99 32,84 24,68 0,16
9 30,39 16,97 31,76 21,72 0,10
10 315 24,88 33,76 28,37 0,43
11 32,7 23,73 34,99 27,68 0,32
12 34,24 23,98 33,51 24,96 0,31




13 31,74 20,25 34,08 26,4 0,07
14 33,02 23,57 33,85 27,62 0,11
15 31,6 19,04 34,88 30,32 0,00
16 35,7 30,45 33,27 26,22 3,48
17 34,29 26,42 32,19 27,71 0,10
18 31,71 24,74 34,05 27,74 0,63
19 27,99 21,9 34,73 31,71 0,12
20 31,12 21,27 34,95 28,51 0,09
21 34,55 26,7 36,2 31,58 0,11
22 34,46 20,87 35,78 27,92 0,02
23 36,86 26,28 36,56 30,65 0,04
24 32,99 19,78 37,1 32,93 0,00
25 31,52 19,67 36,4 26,47 0,26
26 30,43 19,58 34,5 28,26 0,04
27 30,74 20,23 34,86 33,93 0,00
28 33,35 18,47 34,57 30,14 0,00
29 32,67 31,74 33,39 30,34 4,35
30 27,89 15,77 28,53 16,47 0,96
31 33,53 20,08 34,4 21,68 0,60
32 33,96 23,07 33,07 22,15 1,02
33 32,1 23,91 33,3 24,64 1,39
34 33,92 22,52 32,38 20,98 1,00
35 28,1 16,27 27,98 14,96 2,28
36 30,54 18,89 28,94 17,61 0,80
37 37,93 21,64 34,92 22,83 0,05
38 37,38 26,29 35,81 22,5 4,66
39 36,61 20,92 33,62 21,84 0,07
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40 34,43 21,17 34,52 21,97 0,61
41 35,17 27,84 28,96 18,44 9,13
42 34,44 21,82 32,8 23,94 0,07
43 32,96 19,58 31,51 16,76 2,58
44 31,39 21,31 29,76 18,61 2,10
45 34,95 20,64 30,97 19,68 0,12
46 31,89 20,22 30,81 18,07 2,10
47 31,27 17,89 28,14 16,99 0,21
48 28,09 19,79 26,99 17,07 3,07
49 34,19 27,38 32,48 21,22 21,86
50 36,04 36,98 32,98 25,76 286,03

Calismamizda kullandigimiz 50 hasta 6rneginin TCEAL7 geni ifade degeri

37

2 -AACT

yontemi ile degerlendirildiginde toplam ¢aligma grubundaki 34 kiside (%68) timor dokusunda
TCEAL7 ifadesinin normal dokuya goére azaldigi, 3 kiside (%6) TCEAL7 ifadesinin hig
olmadigi, 13 6rnegin (%26) tiimoriinde ise TCEAL7 ifadesinin arttig1 saptanmistir. TCEAL7

geni ifadesindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,007).

Tablo 4-2: TCEAL7 Geninin Tiimér ve Normal Orneklerde Ortalama ifade Degerleri

TCEAL7 Ct B2M Ct ACt AACt -AACT
(Ort£Ss) (Ort+£Ss) (Ort+£Ss)
Timor 32,85+2,34 22.3144,01 10,54+2.92 3,36 0,23
Normal 33,05+2,33 24,62+4,75 8,43+3,20 0 1

50 hasta incelendiginde, hasta timor dokularinda ortalama ifade degeri 0,23

olarak bulunmustur. Bu deger TCEAL7 ifadesinin tiim6r dokularda normal dokuya

kiyasla 5,5 kat azaldigin1 gostermektedir.
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4.2. TCEAL7 Geninin Klinik Parametrelerle fliskisi
Hastalara ait klinik parametreler, basvurduklari cerrahi birim ve patoloji

boliimiinden alinan bilgilerle tamamlanmistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Hastalara Ait Klinik Parametreler

Klinik Parametreler Hasta Sayisi Yiizde (%)
Cinsiyet

Kadin 44 %88
Erkek 6 %12
Yas

<50 5 %10
>50 45 %90
Sigara

Sigara kullanan 45 %90
Sigara kullanmayan 5 %10
TNM Evre

1A 7 %14
IB 22 %44
IHA 3 %6
11B 7 %14
A 6 %12
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v 2 %4
Bilgisi olmayan 3 %6
Histolojik Tip

Skuaméz Hiicreli  Karsinom | 21 %42
(SCC)

Adenokarsinom 21 %42
Diger 8 %16

4.2.1. Cinsiyet ve TCEALY geninin ifadesi arasindaki iliski
Calismaya dahil edilen 50 hastanun 44’i (%88) erkek, 6’s1 (%12) kadindir

(Sekil 4-3).

Cinsiyet

E ERKEK
kd KADIN

Sekil 4-3: Cahsilan Hastalarin Cinsiyet Dagilimi

Yapilan Ki-kare analizi sonucu cinsiyet ile TCEAL7 ifadesi arasinda anlamli bir iliski
olmadigi saptanmistir (p=0,76). Tablo 4.4 te akciger kanserinde TCEAL?7 gen ifadesi ile cinsiyet

arasinda iliski olmadigi gosterilmistir.
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Tablo 4-4: Akciger Kanserinde TCEAL?7 Geninin Cinsiyet ile iligkisi

TCEAL?7 Gen ifadesi Kadin Erkek Toplam p
Azalan (<0,9) 30 34

Artan (>1,1) 11 13 0.76
Degismeyen 3 3

4.2.2. Sigara ve TCEALY geninin ifadesi arasindaki iliski

Calismaya dahil edilen 50 hastanin 45’1 (%90) sigara kullanmakta, 5’1 (%10) ise

sigara kullanmamaktadir. Sigara kullanan 32 kiside TCEALY gen ifadesinin azaldigi, 11

kiside artt1g1, 2 kiside ise degismedigi goriilmiistiir. (Sekil 4-4 ve Tablo 4-5)

M Sigara kullanmayan

W Sigara kullanan

Sekil 4-4: Calisilan Hastalarin Sigara Kullamm Dagilimi

Yapilan Ki-kare analizi sonucu sigara kullanimi ile TCEAL?Y ifadesi arasinda anlamli bir iligki

olmadigi saptanmistir (p=0,24) (Tablo 4-5).




Tablo 4-5: Akciger Kanserinde TCEAL7 Geninin Sigara Kullanim ile liskisi
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TCEAL?7 Gen ifadesi Sigara Kullanan | Sigara Kullanmayan Toplam p
Azalan (<0,9) 32 2 34

Artan (>1,1) 11 2 13 0.24
Degismeyen 2 1 3

4.2.3. Yas ve TCEALY geninin ifadesi arasindaki iliski
Calismamiza dahil edilen 50 hastanin 5 (%10)’1 50 yas ve altinda, 45 (%90)’1 ise

50 yas iizerindedir. 50 yas ve istiindeki 30 kiside TCEAL7Y ifadesinin azaldigi, 12 kiside

artt1g1, 3 kiside ise degigsmedigi goriilmiistiir (Sekil 4-5).

90%

B 50 ve alti yas grubu

50 stl yas grubu

Sekil 4-5: Cahisilan Hastalarin Yas Dagilim

Yapilan Ki-kare analizi sonucunda yas ile tiimér ve normal dokularda

TCEALY geni ifade seviyeleri arasinda anlamli bir iliski olmadigi saptanmustir.

(p=0,76) (Tablo 4-6)
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Tablo 4-6: Akciger Kanserinde TCEAL7 Geninin Yas Olgusu ile iliskisi

TCEAL?Y Gen ifadesi <50 yas >50 yas Toplam p
Azalan (<0,9) 4 30 34
Artan (>1,1) 1 12 13 0,76
Degismeyen - 3 3

4.2.4. TNM Evresi ve TCEALY geninin ifadesi arasindaki iliski

Calismaya dahil edilen 50 hastanin 7’si (%14) IA, 22’si (%44) 1B, 3’1 (%06)
ITA, 7’si (%14) 1IB, 6’s1 (%12) IIIA, 2’si (%4) IV evressi olup, 3’iiniin (%6) ise TNM
bilgisi bilinmemektedir. Sekil 4.7°de goriildiigii gibi hastalarin 29’u (%58) evre I (1A,
IB), 10’u (%20) evre 11 (IIA, 1IB), 8’1 (%16) evre IIIA ve IV olarak siniflandirilmistir

(Sekil 4-6).

m1 |A-IB
2 11A-11B
u3 A1V

4 Evresi bilinmeyen

Sekil 4-6: Cahisilan Hastalarin TNM Evre Dagilhim

Yapilan Ki-kare analizi sonucunda TNM evresi ile tiimor ve normal

dokularda TCEAL7 geni ifade seviyeleri arasinda anlamli bir iliski olmadigi

saptanmustir (p=0,3) (Tablo 4-7).
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Tablo 4-7: Akciger Kanserinde TCEAL7 Geninin TNM Evresi ile Iliskisi

TCEAL7 Gen ifadesi 1A-1B 1HA-11B IA-1IV | Toplam p
Azalan (<0,9) 22 4 6 32
Artan (>1,1) 6 5 1 12 0,3
Degismeyen 1 1 1 3

4.2.5. Histolojik Stmflandirma ve TCEAL7 geninin ifadesi arasindaki iliski
Caligmamiza dahil edilen 50 hastanin 21’1 (%42) skuam6z hiicreli karsinom,
21’1 (%42) adenokarsinom, 8’1 (%16) noroendokrin ve diger hiicre karsinomlar1 olarak

smiflandirilmistir (Sekil 4-7).

Histolojik Sinif

B Skuamoz hiicre karsinom M Adenokarsinom

m Noroendokrin ve diger karsinom

Sekil 4-7: Calisilan hastalarin Histolojik simif dagilimi
Yapilan Ki-kare analizi sonucunda histolojik sinif ile TCEAL7 geninin ifade
azalmasi arasinda anlamli bir iligki olmadig1 saptanmistir (p=0,102). Tablo 4-8’de

TCEALY gen ifadesi ile histolojik siniflarin iligkisi gosterilmistir.



Tablo 4-8: Akciger Kanserinde TCEAL?7 Geninin Histolojik Simif ile Tliskisi
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Skuamoéz Noroendokrin Toplam p
TCEAL7 Gen )
. hiicre Adenokarsinom ve diger
Ifadesi . ]
karsinom karsinomlar
Azalan (<0,9) 15 11 8 34 0,102
Artan (>1,1) 4 9 - 13
Degismeyen 2 1 - 3
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5. TARTISMA

Yazilim etmeni kodlayan TCEAL gen ailesi TCEAL1l, TCEAL2, TCEAL3,
TCEAL4, TCEALS, TCEAL6, TCEAL7, TCEAL8, TCEAL9 olmak iizere 9 iiyeden
olugsmaktadir. X kromozomu iizerinde bulunan TCEAL7 geninin bir iiriinii olan TCEAL7
proteini yazilimm uzama asamasinda islev goriir. Ailenin {iyelerinden olan TCEAL1
0zofagus ve prostat kanseri ile iliskilendirilirken TCEAL4’{in ifadesindeki azalmanin
anaplastik tiroid kanseri gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Ancak timor
baskilayic1 oldugu 6ne siiriilen ailenin bu 2 iiyesi yaninda TCEALS’in fare beyin
adenomunda onkogenik iglevi oldugu bildirilmistir.

Ailenin bir diger iiyesi olan TCEAL7 geni ise ilk kez 2005 yilinda Chien ve ark.
tarafindan epitel kokenli over kanserinde molekiiler klonlama ¢alismalar1 sonucu
tanimlanmistir. Bundan sonra yapilan ¢alismalar TCEAL7’nin glioblastoma, serviks,
prostat, meme, beyin tiimorleri ve/veya kanser hiicre hatlarinda ifadesinin azaldig1 ve

bir tiimor baskilayici olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

TCEAL7’nin ilk olarak yumurtalik kanserinde epigenetik olarak sessizlesmis bir
gen oldugu gosterilmistir. Tiimdrlerin biiyilk bir kisminda TCEAL7’nin promotdr
bolgesinde yer alan CpG adaciklarinin  metillenme diizeyinde artisa baglh
olarakifadesinde azalma oldugu belirlenmistir. TCEAL7 geninin epigenetik olarak
diizenleniyor olmasi, ilgili kanserde klinik 6neme sahip oldugunu gostermektedir. CpG
adaciklarindaki  metillenme DNA metil transferaz inhibitorleri ile geriye
dondiiriilebileceginden TCEAL7 geninin, yumurtalik kanserinde epigenetik tedavi

hedefi olmaya aday bir gen olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (2).

TCEAL7 kaybiyla modile edilmis yazilim etmenlerini tanimlamak i¢in,
TCEALY7 ifadesi olan klonal hat ile TCEAL?Y ifadesi olmayan klonal hatta protein/DNA
array kullanilarak 54 yazilim etmeninin DNA-baglama aktivitesi analiz edilmistir.
Analiz edilen 54 yazilim etmeni arasinda NF-kB, DNA-baglama aktivitesini TCEAL7
asag1 diizenlenmesi ile modiile eden yazilim etmenlerinden biri olarak tanimlanmuistir.
TCEAL7Y ifadesinde azalma meydana geldiginde, siklin-D1, c-Myc, IL-6, IL-8 ve
VEGF'nin ifade diizeylerinde artis, NF-kB etkinliginde artma oldugu saptanmistir. Bu
genlerin, biiylime etmenleri, sitokinler ve anjiyogenik etmenler iizerindeki etkileri

sayesinde timor olusumu devam etmektedir (80). TCEAL7’nin myc-hedef geninin
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siklin-D1’in E-box dizileri ile etkileserek siklin-D1 ifadesini yazilimsal olarak
baskiladig1 bildirilmistir (75).

Chien ve ark.’nin yapmis oldugu calisma sonucunda TCEAL7 ifadesinin
azalarak diizenlenmesinin spesifik olup olmadigini belirlemek igin, TCEAL7 genine 21
ve 45 kb uzakliginda haritalanan 2 gen (pp21 homolog ve p75NTR 6lim gozetmeni
(NADE)) ger¢ek zamanli polimeraz zincir tepkimesi yontemi ile ¢esitli hiicre hatlarinda
test edilmistir. Analiz sonrasinda, kanser hiicre soylarinda pp21 homolog ve NADE
ifadesinin minimal kayb1 gosterilmistir. TCEAL7’nin kanserde 6zgiin sekilde azalarak

diizenlendigini gostermektedir (2).

Hiicre bliyiimesinin diizenlenmesinde ve deubikitinlenmede gorevli bir enzim
olan BRCAI iliskili protein 1 (BAP1)’in TCEALY ile birlikte insan 6zofagus skuamoz
hiicreli kanserde etkili olabilecegi bildirilmistir. BAP1 genindeki mutasyonlarin
TCEALY ifadesini azaltarak bu kanserin olusumunda etkili olabilecegi one siiriilmiistiir
(81).

Literatirde TCEAL7 geninin islevi hakkinda c¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda; kas gelisimi ve farklilasmasi, kanser olusumunun
molekiiler mekanizmada da rol oynadigi bildirilmistir. Yapilan tiim ¢alismalar
dogrultusunda, TCEAL7 nin ifade degisimleri lizerinde yapilan inceleme sonucunda kas
yenilenmesinde ve kas farklilasmasinda onemli gorevler aldigi diisiiniilmektedir

(82,83).

Yapilan tiim calismalar dogrultusunda, bu tez c¢alismasinda daha O&nce
aragtirtlmamis olan TCEAL7 geninin akciger kanserindeki islevinin arastiriimasi
amaclandi. Akciger kanserli 50 hastadan aliman tiimorlii ve normal doku Ornekleri
Gergek Zamanli PZT Yontemi ile analiz edildiginde TCEALY ifade diizeyinin, tiimorlii
dokularda normal dokuya kiyasla olduk¢a anlamli olarak azaldigi tespit edildi
(p=0,007). Genin ifade diizeyindeki %68’lik azalma, TCEAL7 geninin, yapilan diger
calismalarda oldugu gibi akciger kanserinde de tiimdr baskilayici 6zellik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Caligmada elde edilen ifade yas, cinsiyet, sigara kullanimi, TNM
evre ve histolojik tip gibi klinik ve patolojik parametreler ile kiyaslandiginda

istatistiksel agidan anlamli bir sonug¢ bulunamad.

Yapilan ¢alismalarda ozetle, bir yazilim etmeni olan TCEAL7 geninin ifade

diizeyindeki azalmanin, kanserle iligkili bazi genlerin ifade diizeylerini etkileyerek
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kanser olusumuna neden oldugu bildirilmistir. TCEAL7 geninin hangi yolaklardaki
genler ile etkilesime girdigini detayli olarak arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Literatiirde bildirilmis diger c¢alismalarla uyumlu olarak TCEAL7 geninin akciger
karsinogenezinde aday tiimor baskilayici gen olabilecegini ve prognostik biyobelirteg

olarak kullanilabilecegini diistinmekteyiz.

Akciger kanserinde goriilen TCEAL7 ifadesindeki azalmanin ardindaki
genetik ve epigenetik degisikliklerin ve bu degisikliklerin protein yapist ve diger
proteinler ile etkilesimi {lizerine olan etkilerinin tam olarak anlasilmasi amaciyla ileri
caligmalarin yapilmasi, TCEAL7 nin akciger kanserindeki yeri ve dneminin belirlenmesi

acisindan faydali olacaktir.
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