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OZET

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERI HASTALARININ BRONS
LAVAJINDA PTEN GENININ FLUORESAN IN SIiTU HIBRIDiZASYON VE
IMMUNOSITOKIMYA YONTEMLERI iLE ARASTIRILMASI

Giris ve Amac; Akciger kanserli hastalarda prognoz, taninin konuldugu andaki evre
ile iliskilidir. Akciger kanserleri kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Akciger
kanseri hastalarinin balgamlarinda ve bronkoskopik 6rneklerinde kanser hiicrelerinin
tespit edilmesi, spesifik anomalilerin ve belirteglerin arastirilmasit bakimindan
onemlidir. Calismamizda, KHDAK hastalarinin bronsiyal lavaj materyallerinde,
PTEN geninin interfaz fluoresan in situ hibridizasyon (iIFISH) metodu kullanilarak
tespit edilmesi ve PTEN ekspresyon seviyelerinin ise immiinositokimya (ISK)
yontemi ile gosterilmesi amaglanmistir.

Metod: Calismamizda KHDAK tanis1 alan 30 hasta ve herhangi bir malignitesi
bulunmayan 10 kontrol bireyden alinan bronsiyal lavaj materyali kullanildi. PTEN
geni iFISH metodu kullanilarak, PTEN ekspresyon seviyeleri ise ISK yontemi ile
gosterildi. Elde edilen bulgular istatistiksel olarak analiz edildi.

Sonug: IFISH metodu ile KHDAK hastalarinda PTEN delesyonunun kontrol grubuna
kiyasla artmig oldugunu, buna karsi immiinositokimya yonteminde ise her hastada
farkli yogunluklarda sitoplazmik ve niikleer PTEN ekspresyonu oldugunu
gozlemledik. Bronsiyal lavaj 6rneklerinde immunositokimyasal boyama yonteminin
rutinde hem daha hizli, daha kolay, hem de daha ekonomik olmasi agisindan bir tani
aract olarak kullanilabilecegini ve ayrica PTEN genindeki genetik degisiklikleri
analiz etmede de immiinositokimya yonteminin yaninda, daha hassas sonuglar
saglayan FISH tekniginin hastalik tanisinda uygun bir yontem olarak

kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kiigiik Hiicreli Dis1  Akciger Kanseri, PTEN,

Immiinositokimya, Fluoresan in-situ Hibridizasyon

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 23004
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PTEN GENE IN THE BRONCHIAL LAVAGE OF
NON-SMALL CELL LUNG CANCER PATIENTS WITH FLUORESCENT
INSULIN HYBRIDIZATION AND IMMUNOCYTOCHEMISTRY

Introduction and Purpose; The prognosis in patients with lung cancer is related to
the stage at the time of diagnosis. Lung cancers are divided into two main groups as
small cell lung cancer and non-small cell lung cancer (NSCLC). The detection of
cancer cells in the sputum and bronchoscopic samples of lung cancer patients is
important in terms of investigating specific anomalies and markers. In our study, it
was aimed to determine the PTEN gene by using interfase fluorescent in situ
hybridization (iFISH) method in bronchial lavage materials of patients with NSCLC
and to demonstrate the expression levels of PTEN by immunocytochemistry (ICH)

method.

Methods: In our study, 30 patients diagnosed with NSCLC from bronchial lavage
material and 10 control subjects without any malignancy were used. PTEN gene
detected with iFISH method and PTEN expression levels were determined by ICH

method. The results were statistically analyzed.

Conclusion We observed by iFISH method that PTEN deletion increased in patients
with NSCLC, compared to the control group, whereas the immunocytochemistry
method showed the cytoplasmic and nuclear PTEN expression differed in each
patient. We suggest that the immunocytochemical staining method in bronchial
lavage samples can be used as a diagnostic tool in routine in terms of being faster,
easier and more economical, as well as FISH technique which provides more
accurate results can be used as an appropriate method in diagnosis of disease, in
addition to immunocytochemistry method for the analysis of genetic changes in the
PTEN gene.

Key Words: Non-small Cell Lung Cancer, PTEN, Immunocytochemistry,

Fluorescence In-Situ Hybridization.

This study was supported by Istanbul University Scientific Research Projects Unit.
Project No: 23004



1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri diinya ¢apinda en sik goriilen kanserler arasinda ilk sirada
yer almaktadir ve tiim kansere bagli Oliimlerinin yaklasik iigte birini olusturur
(Wong, Lao, Ho, Goggins, & Shelly, 2017). Timor ¢ogunlukla ana brons kdkenli
olup santral yerlesimlidir. Akciger kanserleri mikroskop altinda izlenen hiicrelerin
goriintlistine gore kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dist
akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Akciger kanserlerinin
yaklagik % 80’1 kii¢iik hiicreli dig1 grubundadir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri,
tiim olgularinin %80-85 kadarindan sorumludur ve baslica ti¢ biiyiik alt tipi vardir.
Bunlar; skuaméz hiicreli akciger kanseri, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli akciger
kanseri tipleridir (Adnan Aydiner, 2006).

Akciger kanserli hastalardaki prognoz, taninin aldigi andaki evre ile yakindan
iligkilidir (Schramm et al., 2011). Akciger kanseri tanisi alan hastalarda, klinisyenin
tedavi protokoliini tasarlayabilmesi ve hastaligin prognozunun belirlemesi igin
hastaligin hangi evrede oldugu onem tasir. Akciger kanserinde erken donemden
ilerlemis doneme dogru 4 evre bulunmaktadir. Evre I’de timdr yalnizca akcigerin
kiiglik bir boliimiinii isgal ederken Evre II’de tiimdr ya sadece gdgiis duvarina ya da
en yakin lenf bezine metastaz yapmistir. Evre III’de tiimor akciger her iki lobuna ya
da kalbin bulundugu bosluktaki lenf bezlerine yayilmistir ve en ileri satha olan IV,
Evrede ise tiimor artik beyin, kemik, karaciger gibi uzak organlara metastaz
yapmistir. Akciger kanseri tanisi genellikle ileri evrelerde (Evre III ve IV’te) konur.
Bu durumdaki hastalarda tedavi sansi daha diisiik olmaktadir. Erken donemde tani
alan akciger kanseri hastalarinda daha iyi bir prognoz saglayan tedavi kiirleri i¢in son
yillarda hizli tan1 yoniinde arastirmalar arttirilmigtir. Ik nce fiziksel muayene, daha
sonra gogiis rontgeni, bilgisayarli tomografi (BT), bronkoskopi ve balgam sitolojisi,
stipheli akciger kanseri tanisi i¢in bagvurulan yontemlerdir. Ancak yine de akciger

kanser taramasi rutin bir uygulama degildir (Schramm et al., 2011).



KHDAK hastalarinda sag kalimi 6n goren bazi prognostik faktorler
bulunmaktadir. lyi prognoz faktérleri; tan sirasinda hastaligin erken evrede olmast,
performans durumunun iyi olmas1 (Eastern Cooperative Oncology Group 0, 1 veya
2), onemli kilo kaybi olmamasi (%5’ten daha az) ve kadin cinsiyettir. KRAS
onkogenlerin ve diger biyolojik belirteclerin aktivasyonu ve tiimor basklilayici gen
mutasyonlart gibi yeni biyolojik prognostik faktorlerin kotii prognozu 6ngérmekte

onemli olabilecegi diistiniilmektedir. (Slebos et al., 1990)

Akciger kanserinde goriilen baslica molekiiler degisiklikler; onkojenlerin
mutasyonel aktivasyonu, timor baskilayict genlerin inaktivasyonu, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde ve DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya cikan
degisikliklerdir. Akciger kanserlerinde goriilen genomik dengesizlik ise pek ¢ok
sayisal ve yapisal kromozom anomalilerini igerir (Fong & Minna, 2002; Spitz et al.,
2007).

Akciger kanseri, birden bire ortaya ¢ikan bir hastalik degildir. Hiicrelerin
kanserlesme yoniindeki farklilasma siirecinde tiimorogenezin en son asamasidir.
Kanser hiicrelerinde hiicre prolifeasyonundan sorumlu olan farkli gen bdlgelerinin
kaybi, kazanci ya da mutasyona ugramasi tiimoriin baglamasi ve ilerlemesine neden
olmaktadir. Pek c¢ok arastirmaya gore, akciger kanseri brons epitelinin birden
farklilasmasi ile degil, basamak basamak gerceklesen genetik ve hiicresel
degisiklikler sonucunda olusmaktadir (Larsen & Minna, 2011). Bu genetik
degisikliklerden biri de “Fosfataz ve Tensin Homolog geni” olan PTEN ile iliskilidir.
PTEN geni ilk kez 1997 yilinda tanimlanan bir tiimér baskilayici gendir (Cantley &
Neel, 1999). Siklikla somatik kanserlerde inaktive olur (Abdulkareem & Blair, 2013)
ve en sik mutasyona ugrayan diger bir tiimor baskilayict gen olan p53’den sonra
ikinci sirada yer alir (Georgescu, 2010). PTEN geni 10. kromozomun uzun kolunun
q23.2 bolgesinde yerlesmis olan ve pek ¢ok kanserde rol alan Onemli bir
diizenleyicidir. Timor baskilayici genlerin kaybi, gelismekte olan tiimdér hiicrelerinin
artig1 ile iligkilidir (Chang et al., 2003). Bu genler, allellerden birisinin kalitsal olarak
inaktif olmasi sebebiyle ailesel kanser sendromlari ile iliskili olup artan kanser riski

otozomal dominant seklinde nesilden nesile tagmabilir (Zeynep Topu, 2004).



PTEN, yaslanma, anjiogenez, apoptoz, hiicre dongii ilerlemesi, hiicre
kasilmasi ve DNA hasarina cevabi da i¢eren sayisiz siiregte gorev alir (Abdulkareem
& Blair, 2013). Hem lipit hem de proteinleri defosforile etme yetenegine sahip bir
cift spesifik fosfataz kodlayan PTEN geni, enzimatik fonksiyonu oldugu bilinen ilk
tiimor baskilayict molekiildiir (Govender & Chetty, 2012). Fosfoinozitid-3 kinaz (PI-
3K) ailesi, biiyiime ve yasama sinyallerinin iletiminden sorumlu proteinlerdir.
Reseptoriin uyarilmasindan sonra PI-3K, hiicre membraninda inozitol fosfolipidlerin
fosforilasyonunu katalizler. Fosfotidil-inozitol trifosfat (PIP3), bu yolla olusan bir
lipid diizenleyicidir. PIP3, PIP3 bagimli kinazlar (PDK) ve protein kinaz B
(PKB)’nin aktivasyonundan sorumludur (Govender & Chetty, 2012). PTEN, PI3K’yi
antagonize ederek bir serin-tireonin protein kinaz olan Akt’nin aktivitesini diizenler.
Aktive olan fosfo-Akt (p-Akt) hiicre sag kalimmin giiglii bir tesvikgisi olmasi
bakimindan oldukg¢a 6nemlidir (Simpson & Parsons, 2001).

PTEN tiimor baskilayict genine ait ¢aligmalar 2008 den sonra hiz kazanmus,
yapilan arastirmalar sonucu, pek ¢ok kanserin ilerleyis siirecinde PTEN genindeki
degisimlerin 6nemli rolii oldugu bildirilmistir. Li XB. ve arkadaslar1 primer KHDAK
hastalarinda PTEN ekspresyon seviyelerini ve bunlarin prognostik etkilerini
arastirmiglar, KHDAK hastalarinda PTEN protein ekspresyon artiginin iyi prognozla
iliskili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica yiiksek seviyedeki PTEN ekspresyonun, tim
KHDAK hastalar1 i¢in mortalite riskinde % 43'liik bir azalma ile korelasyon
gosterdigini saptamiglardir (X. Li et al., 2015).

Calismamizda KHDAK hastalarindan alinacak bronsiyal lavaj érneklerinde
PTEN geninin interfaz Fluoresan in Situ Hibridizasyon (iFISH) metodu kullanilarak
tespit edilmesi ve PTEN ekspresyon seviyelerinin ise immiinositokimya (ISK)
yontemi ile gosterilmesi amaglanmistir. KHDAK hastalarinin  klinik evre ve
prognozunu 6n goérmesi bakimindan PTEN ekspresyonunun bir-biyo belirte¢ olup

olamayacag arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, diinya genelinde kansere bagli oOliimlerin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Bes yillik akciger kanseri sag kalim orani sadece % 15'tir (J
Ferlay et al., 2007) ve akciger kanseri tek basina her yil meme, pankreas, kolon ve
prostat kanserlerinden daha fazla 6liimden sorumludur (Jacques Ferlay et al., 2015).
Akciger kanseri, hem erkeklerde hem de kadinlarda ikinci en yaygin kanserdir:
erkeklerde prostat kanseri en yaygin olani iken, kadinlarda meme kanseri daha
yaygindir (Testa, Castelli, & Pelosi, 2018). Akciger kanseri, erkekler arasinda
kansere bagli 6limlerin (kanser icin tiim Oliimlerin % 26's1) ve kadinlarda (tiim
Oliimlerin % 25'inde) onde gelen sebebidir (Torre et al., 2018). Akciger kanseri
genellikle ileri yas gruplarinda goriilir. Bunun nedeni; akciger kanseri teshisi
konulan ¢ogu insan 65 yas ve lizerindedir, ancak sadece bir azinlik hasta grubu 45
yasin altindadir. Tanidaki ortalama yas yaklagik 70°tir (Torre et al., 2018). Akciger
kanseri insidansi 1930'dan 2000’li yillara kadar artis gostermistir ve 1990'da
erkeklerde, 2000'de de kadinlarda goriilme sikligi artmistir. Son on yilda akciger
kanseri mortalitesi erkeklerde ve kadinlarda azalmaktadir. Yakin zamanda yapilan
epidemiyolojik analizler, akciger kanseri insidansinin ve mortalitesinin, cesitli
iilkelerin sosyo-ekonomik statiisiinden oOnemli Olclide etkilendigini gostermistir

(Testa et al., 2018).

En yaygin akciger kanseri tiirli, Kii¢iik Hiicreli Disi Akciger Kanseri
(KHDAK) akciger kanserlerinin % 85’ini olustururken, % 15’1 Kiigiikk Hiicreli
Akciger Kanseri sinifindandir (KHAK) (W. D. Travis, 2011).

KHDAK ii¢ histolojik alt tip icerir: Adenokarsinom, Skuaméz Hiicreli
Karsinom ve Biiyiik Hiicreli Karsinom. KHDAK nin % 45’1 Adeno ve Skuaméz tipi
akciger kanserleri iken, yaklasik % 55’1 heterojenite gosterir (Kandasamy &
Srivastava, 2002).



2.1.1. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger kanseri; genetik ve ¢evresel faktorlerin birlikte etkiledigi bir
hastaliktir. Insidans1 ve mortalitesi yiiksek oldugu igin akciger kanseri risk faktorleri

olduk¢a 6nemlidir.
2.1.1.1. Cevresel Faktorler;
1. Tiitiin Kullanima:

Akciger kanserinde en onemli etiyolojik faktoriin tiitiin kullanimi oldugu
giiniimiizde kesin olarak bilinen bir gercektir. Kiiresel olarak, tiim akciger kanseri
vakalarmin % 80'inden fazlasinda tiitiin kullanimi1 sorumludur. Akciger kanseri i¢in

en onemli risk faktoru tutiin kullanimidir.

Akciger kanserinin sigara ile iliskisinde, tiplendirilemeyen KHDAK haric,
diger akciger kanseri hiicreleri analiz edildiginde, tiitiin kullananlarda en sik skuamoz
hiicreli tip (% 40,7) ve kullanmayanlarda ise en sik histopatolojik tani
adenokarsinom (% 39,8) olarak belirlenmis ve istatiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmugtir (Kefeli et al., 2015).

Sigara dumaninda bulunan Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH), NNK
gibi karsinojenler, DNA’ya kovalent olarak baglanir. Tamir mekanizmalari bu
baglanmay1 farkedip ayirabilir ya da zarar gormiis olan hiicreyi apoptoza
gotiirebilirler. DNA tamir mekanizmalarinin, DNA’ya baglanan bu katilimin
ayrilmasindaki basarisizliklari, devamli mutasyonlara yol agabilir. Karsinojenler,
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve karsinogenez ile sonuc¢lanan, kritik onkogen ve timor
baskilayict genleri iceren sinyal aracili bir takim yolaklarin aktivasyonuna aracilik
edebilir. Ornegin NNK’larin K-RAS onkogen aktivasyonu ile sonuglanan DNA
mutasyonlart ile iligkili oldugu bilinmektedir. Akciger adenokansinomlarin %
24’iinde K-RAS onkogen aktivasyonu belirlenmistir. Bazi caligmalar sigarayi
birakmis olan adenokarsinomlarda bile bu tip mutasyonlarin kaginilmaz olarak geri

donmedigini géstermektedir (Akopyan & Bonavida, 2006)

Uzun siire tiitiin kullananlarda akciger kanseri bakimindan rolatif risk artisi,

hayatinda hig¢ tiitlin kullanmamis olanlara gore 20 ile 30 kat arasindadir. Akciger



kanseri riski, kisinin sigara kullanmaya basladig1 yasla, giinliik ictigi paket sayisiyla,
inhalasyon derecesiyle ve kullandigi sigaranin igerdigi nikotin-zifir miktariyla
iligkilidir (Harris, Thun, Mondul, & Calle, 2004).

2. Alkol Kullanimu:

Asirt alkol tiiketimi, hiicrelerin yapisinda degisiklige sebep oldugundan pek
cok kanserde hastalik riskini arttirdigi diistiniilmektedir. Alkollin, viicutta kansere
sebep olabilen pek ¢ok molekiilden biri olan 'asetaldehit' bilesigine doniiserek timor
gelisimini tesvik ettigine dair ¢aligmalar bulunmaktadir. Alkoliin karsinojenezdeki
roliine kanit olarak gosterilebilecek 6nemli nokta, alkol dehidrojenaz ve aldehit
dehidrojenaz ile sirayla katalizlenen biyokimyasal reaksiyonlarda, etanoliin
oksidasyonundan once asetaldehide ve daha sonra asetata kadar yikilmasidir. Tek
basina etanol mutajenik degildir, ancak asetaldehit karsinojenik ve mutajeniktir,

DNA ve proteine baglanir (LoConte, Brewster, Kaur, Merrill, & Alberg, 2018).

Asetaldehit; hiicrelerin dogal savunma sistemini bozarak ve DNA onarim
mekanizmasint engelleyerek kanserin ilerlemesine neden olur. Alkoliin toksik
yapisinin karaciger, kolon ve meme kanserlerinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
Alkol tiiketimi ile agiz boslugu, farinks, larinks, 6zofagus, karaciger, kolon, rektum
ve kadinlarda meme kanseri arasinda nedensel bir iliski kurulmustur. Pankreas ve

akciger kanserleri i¢in bir iligkiden siiphelenilmektedir (Boffetta & Hashibe, 2006).

Yapilan calismalar, alkoliin etkisinin, etanol metabolizmas1 (6rn. alkol
dehidrogenazlar, aldehit dehidrojenazlar ve sitokrom P450 2E1) i¢in enzimleri
kodlayan genlerde, folat metabolizmasinda ve DNA onariminda polimorfizmlerle
iligkili oldugunu gostermektedir (Wei et al., 2018). Baz1 galismalarda asir1 dozda
alkol tiiketenlerde pankreas kanseri daha sik olmak {lizere, safra yolu ve mesane
kanserlerine rastlanma olasiliginin yiiksek oldugu saptanmistir (LoConte et al.,
2018). Buna karsin Cin’de 2018’de yapilan kohort bir ¢alisma sonuglarina gore alkol
tiketiminin erkeklerde akciger kanseri riski ile anlamli bir iliski bulunamamistir

(Wei et al., 2018).



3. Kilo- Viicut Agirhgi ve Beslenme:

Viicut kitle endeksi (BMI), kisinin boy ve kilo bilgileri temel alinarak saglik
acisindan zayif, normal veya kilolu olup olmadigini tespit etme amaciyla kullanilan
bir terimdir. Sismanlik ve zayiflik goreceli kavramlar gibi algilansa da viicut kitle
endeksi hesaplama formiiliine gére bu degerler araliklar halinde belirlenmistir. BMI
ile yapilan bazi kohort ¢aligmalar obezite ya da asir1 zayiflik ile akciger kanseri
arasinda anlaml bir iliski bulunmadigini gostermistir. Ancak Hawaii’de yapilan bir
calismaya gore elma ve sogan tiiketimi ile akciger kanseri arasinda ters bir iligki
belirlenmistir (Knekt et al., 1997). Hayvansal kaynakli fonksiyonel besinlerden en
Oonemlisi; somon, ton, uskumru, sardalya gibi baliklarda bulunan omega-3 yag
asitleridir. Bu yag asitlerinin meme ve akciger kanserini azalttigin1 gosteren veriler

vardir (Le Marchand, Murphy, Hankin, Wilkens, & Kolonel, 2000).
4. Mesleki Faktorler:

Caligma ortaminda ya da endiistriyel fabrikalarda gerekli dnlemler alinmadigi
takdirde, hiicre DNA’sim1 etkileyerek timor gelisimine yol agabilecek kimyasal,
fiziksel veya biyolojik etmenler ¢evreye salinir. Biitiin kanserlerin ortalama % 2-8
kadarimin mesleksel etkilenme sonucu meydana geldigi diistiniilmektedir. Bu oranin
akciger kanserlerinde ise % 15 oldugu tahmin edilmektedir. Sindirim sistemi
kanserlerinde mesleki faktorlerin rolii ancak % 1 kadardir. Mesleksel kanserler diger
kanserlere oranla daha geng yaslarda goriilmektedir. Kanser riskinin yiiksek oldugu
islerde ¢alisanlar daha c¢ok erkekler oldugundan, mesleksel kanserlerin erkeklerde

goriilme orani da daha fazladir.

Etkene maruziyetle, tan1 arasindaki siirenin en az 10-15 yil oldugu bazi
caligmalarda gosterilmistir (Siegel, Miller, & Jemal, 2017). 1930’larda komiir ve
petrol yan ftiriinlerinde bulunan, bir PAH serisi olan, benzopiren tanimlanabilmistir.
PAH sadece deri kanserine neden olmasinin yani sira, akciger, larinks ve 6zefagus
kanserlerine de neden olabildigi bilinmektedir. PAH sigara dumaninda bulunur ve
birgok igyeri, duman, gaz, kurum ve 1si1l bozulmaya ugramis yaglar ile kontamine
olabilir. Kok komiirii fabrikasi is¢ilerinde PAH igeren dumana maruziyet nedeniyle

cok sayida bronsiyal kanser 6liimleri yasanmistir.



Kanserojen ajanlara maruziyet ve iliskili olduklar1 baz1 kanser tiirleri soyle
siralanabilir (Erturan); pamuk endiistrisi iscileri ve baca temizleyicilerinde: skrotal
kanser, komiir ve petrol isgilerinde: cilt kanseri, aksiger kanseri, asbeste maruziyette:
akciger kanseri, lastik kablo fabrikasi c¢alisanlari: mesane kanseri, granit fabrikasi-
silika maruziyeti ile iligskilendirilmistir. Ayrica, tren yolu c¢alisanlari-dizel yakit
maruziyeti: artmis akciger kanseri riski, ¢elik isgileri-siilfiirik asit maruziyeti: larenks
kanseri, formaldehit maruziyeti: nazofarengeal kanser, sentetik lastik, polimer
yapimi- 1,3-butadin maruziyeti: Non-Hodgkin lenfoma ile iliskilendirilmistir
(Micallef et al., 2018). Tablo 2-1’de ¢alisma alanlarina gore kanserojen ajanlarin
neden oldugu kanserler verilmistir.

Tablo 2-1 Insanda kanserojen oldugu kesin olarak bilinen bazi ajanlar ve maruziyet sonrasi
neden oldugu kanserler (Erturan, 2010)

LGl KANSER TORD

Aflatoksin Tarim igleri Karaciger tumaoru

Amino bifenil Lastik sanayi Mesane

Arsenik ve bilesikleri Pestisit igleri Akciger, deri

Asbest izolasyon isleri Akciger, plevra

Benzen Boya, ayakkabi Losemi

Kadmiyum Pil yapimi, metal isi, pestisit Prostat

Krom Krom kaplama Akciger

Naftil amin Lastik sanayi, boya isleri Mesane

Nikel Nikel rafinerisi Burun, akciger

Radon Madencilik Akciger

Vinil kloriir Plastik sanayi Karaciger anjiyosarkomu

iyonizan radyasyon Saglik isleri, nukleer santral L&semi, akciger, kemik
kazalari

Ultraviyole 15in Tarim, denizcilik Deri -

5. Diger Cevresel Etkenler:

Hava kirliligi, baz1 yakitlardan ¢ikan gazlar, radona maruziyet, asbest, krom,
kadmiyum ve arsenik gibi bazi metaller ve bazi organik kimyasallar gibi diger
faktorlerin akciger kanserine neden olabilecegi belirtilmektedir (Raaschou-Nielsen et
al.,, 2013). Hem Avrupa'da hem de Cin'de yiiriitilen bazi c¢aligmalarda hava
kirliliginin sebep oldugu parcactk maddelerin, akciger kanseri insidansina katkida

bulundugu gosterilmistir (Raaschou-Nielsen et al., 2013).



Bu risk faktorleri, sigara birakma ve toplumun agik havaya yonlendirilmesi
ile Onlenebilir oldugundan, akciger kanseri insidansini ve 6liim oranimi toplumlara

gore farkli stratejilerle azaltmak miimkiin oldugu diisiiniilmektedir.
2.1.1.2. Genetik Faktorler;

1. Yas:

Akciger kanseri genellikle orta ve ileri yas grubunda goriilen bir hastaliktir.
Tani sirasinda hastalarin ortalama yas1 71°dir (Cruz, Tanoue, & Matthay, 2011). Elci
ve arkadaslar1 tarafindan Tirkiye’deki gen¢ erkeklerde yapilan bir g¢alismada,
olgularin ortalama tani1 konma yas1 53 olarak bildirilmistir (Elci & Akpinar-Elci,
2007). Bununla birlikte tim akciger kanserlerinin %1’1 40 yasin altindadir ve 35
yasindan once ¢ok nadiren goriilmektedir (Elci & Akpinar-Elci, 2007). Az rastlanir
oldugundan geng eriskin hastalarda akciger kanseri ile ilgili literatiir bilgileri oldukca
kisithdir. Bu yas grubu igin risk faktorleri ve prognoz hakkinda pek az sey
bilinmektedir. Ozen ve ark. (2012) akciger kanseri hastalarina geng yaslarda teshis
konuldugunda metastatik olmaya egilimli oldugu ve en sik metastaz bolgesinin de

beyin oldugu bildirmistir (Ozen et al., 2012).

Daha onceki akciger kanseri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, genglerde en sik
rastlanan histolojik tip adenokarsinom oldugu gésterilmistir (Shimono et al., 1994).
Diger taraftan, Elci ve arkadaslari, Tirkiye’de 45 yasinda ve altindaki yas
gruplarinda ileri yas gruplarna oranla KHAK riskinin arttigin1 bildirmiglerdir (Elci
& Akpinar-Elci, 2007). Baz1 epidemiyolojik arastirmalarda, 50 yas grubu hastalarda
erken taninin ve erken evrenin toplam sag kalim siiresinde avantajli oldugu
bildirilmistir (Subramanian et al., 2010) (Ramalingam, Pawlish, Gadgeel, Demers, &
Kalemkerian, 1998). Ancak, tan1 sirasinda lokal evrede olan hasta oraninin sadece %
20’nin altinda oldugu belirtilmektedir (Ramalingam et al., 1998). Sacher ve ark.
(2016) geng hastalarda ortaya ¢ikan akciger kanserinin kotii prognozla iligkili
oldugunu bildirmislerdir (Sacher et al., 2016).

2. Cinsiyet:

Son yapilan arastirmalara gore erkeklerde akciger kanserine bagli dliimler

azalirken kadinlarda bu oranin artis1 hastalikta erkek/kadin oranini degistirmistir
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(Thomas, Doyle, & Edelman, 2005). Zamanla meydana gelen bu degisikliklerin
nedeni epidemiyolojik bulgulardaki degisikliklerden, sigara aliskanliklarinda
degisimin yani sira, cinsiyet, yas ve timor tipi Ozellikleri ile de iliskilendirilebilir
(Radzikowska, Gtaz, & Roszkowski, 2002; Wisnivesky & Halm, 2007).
Calismalarda ortaya ¢ikan sonuglar, cinsiyete gore patogenezde farkliliklar oldugunu
ve muhtemelen kadinlarda akciger kanserine duyarliligin artmis oldugunu
gostermektedir. Ek olarak, 6nemli veriler, histolojisine veya evreye bakilmaksizin,
akciger kanseri tanisi sonrasi tedaviye yanit ve uzun siireli sag kalim acgisindan
kadinlar1 destekleyen kiigiik ama oOnemli farkliliklar1 gostermektedir. Hem
biyolojideki hem de sonugtaki bu farkliliklar, akciger kanseri taramasi ve tedavisinin
gelecekteki uygulamalarinin tasarlanmasi agisindan 6nemlidir (Wisnivesky & Halm,
2007).

Kefeli ve arkadaslari, kadinlarda en sik gozlenen akciger kanseri tipinin
adenokarsinom (% 42,2), erkeklerde ise skuamoz hiicreli karsinom (% 41,5)
oldugunu bildirmislerdir (Kefeli et al., 2015). Erkeklerde en sik rastlanan kanser
tiplerinde ilk sirada akciger ve prostat kanseri gelirken, kadinlarda ise akciger kanseri
dordiincti sirada gelmektedir (J Ferlay et al., 2007). Sulu ve arkadaslarinin (2004)
yillara gore karsilagtirmali olarak yaptigi bir ¢aligmada ise, 20 yillik bir periyoda
adenokarsinom oraninin kadinlarda % 27’den % 46’ya, erkeklerde ise % 11°den %
23’¢ yiikseldigi bildirilmistir (Ebru, 2007).

3. Kalitsal Gen Mutasyonlari:

Yapilan baz1 epidemiyolojik ¢aligmalar, akciger kanserine yatkin kisilerin, bu
Ozelliklerini kalitimsal olarak genlerle kazanmis olabileceklerini diisiindiirmektedir
(Zeynep Topu, 2004). Akciger kanserinde kalitim sekilleri uzun zamandan beri
merak konusudur. Bazi arastirmalara gore mutasyona ugramis olan onkogenler ya da
tiimor baskilayici1 genler, DNA replikasyonu veya onarimindaki anomaliler, kisinin
karsinojen etkiye meyilli olmasi ile iligkilidir (Cannon-Albright et al., 1994).
KHDAK olgularinda gozlenen baslica genetik mutasyonlar Tablo 2-2’de verilmistir.
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Tablo 2-2: Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde genetik mutasyonlar (Abraham, Allegra,
& Gulley, 2009).

Resesif Onkogenler Baskin Onkogenler
Rb Mutasyonu % 20 Ras mutasyonu % 30
P53 mutasyonu > %50 Her 2/neu asir1 ifadesi % 50
3p delesyonu > %50 myc asir1 ifadesi % 50
. Y e . . % 50
Mikrosatellit degisimi Var bcl-2 asir ifadesi
Telomeraz ifadesi % 90

4. Irk ve Etnik Koken:

Pek az calisma bulgularina gore akciger kanseri ile etnik kdken arasindaki
iligki tiitin kullanim1 iizerinden yapilmus, tiitiin kullanimi yiiksek olan az gelismis
iilkelerde akciger kanseri morbiditesinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir
(Haiman et al., 2006). Bu bulgularin degerlendirilmesi, yalnizca tiitiin kullanimi
lizerine yapilmamali, egitim diizeyine gore, diyet, meslek ve sosyoekonomik durum
gibi bilinen veya siiphelenilen risk faktorlerindeki popiilasyonlar arasindaki farklar

agisindan da incelenmelidir.
5. Aile OyKiisii:

Ailesinde akciger kanseri hikayesi olan kisilerin, olmayanlara kiyasla akciger
kanseri olma riskinin daha fazla oldugu pek ¢ok ¢aligmada bildirilmistir (Cannon-
Albright et al., 1994; Zeynep Topu, 2004). Bunun disinda akciger kanseri tanisi
almis olan kisilerin de birinci dereceden akrabalarinda, akciger kanseri disindaki
kanserlere yakalanma riskinin de fazla oldugunu gdsteren calismalar bulunmaktadir.
Akciger kanseri multifaktoriyel olarak kabul edilen bir hastaliktir (Zeynep Topu,
2004). Baz ailelerde, normal popiilasyona kiyasla, metabolizmada is géren bazi
enzimlerin kalitsal olarak daha aktif oldugu ve bu enzimlerin akciger
karsinogenezinde rol aldiklart bildirilmistir (Greenblatt, Reddel, & Harris, 1995).

Ortak ¢evresel degiskenlere maruz kalma agisindan ailevi risk arastirilirken, bir
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hastaligin ailesel kiimelenme oldugunu gosterebilmek i¢in en yakinindan baglayarak,

bilinen genetik iligkileri olan bireyler arasinda detayli olarak inceleme yapilmalidir.

Yapilan son calismalara gore akciger kanserine kalitsal yatkinlik, pek cok
genetik anomaliler ile iliskilendirilmistir. Ornegin; 9p21, 14911-q24, 11923, 17p
akciger kanserinde siklikla delesyona ugramistir (Levy, Lovly, & Pao, 2012).
Akciger kanseri hastalarinda ailesel yatkinlik veya bazi ailelerde kiimelenme olup

olmadig1 hala arastirmaya deger konulardandir.
2.1.2. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Akciger kanseri insidansi ve mortalite oranlarinin kadinlarda oldugu kadar
erkeklerde iki kat daha hizli azalmaya devam etmesi, tiitlin alimi1 ve birakmadaki

tarihsel farkliliklar1 yansitmaktadir.

Yakin zamandaki bir epidemiyolojik analiz, akciger kanseri insidansinin ve
mortalitesinin, ¢esitli iilkelerin sosyo ekonomik statiilerinden belirgin bir sekilde
etkilendigini gostermistir. Bu nedenle, tlilkeye 6zgili insani gelisme indeksi, akciger
kanseri insidans1 ve mortalitesi ile siki iligkilidir (Wong et al., 2017). Mortalite
egilimi sirasiyla erkekler arasinda diinyada 22 {ilkede diislis insidanst gosterirken,
aksine kadinlar arasinda, 19 iilkede insidans ve mortalite artmistir. Kadinlar arasinda
Brezilya, Ispanya ve Kibris en biiyiik insidans artisini gosterirken Bati, Giiney ve
Dogu Avrupa'daki tiim tilkelerde mortalitede daha az oranda artis gozlenmistir (Thun
et al., 2013). Bu gozlemler, akciger kanseri insidansi ve mortalite oranlarinin gesitli
iilkelerdeki yiiksek sosyo ekonomik gelisme ve iiretkenlik ile pozitif iliskili oldugu
ve ¢esitli lilkelerdeki akciger kanserinin temporal egilimlerinde daha fazla esitsizligin

gozlendigi hipotezini desteklemektedir.
2.1.3. Akciger Kanserinde Semptom ve Bulgular

Akciger kanseri hastalar1 ne yazik ki, diger pek ¢ok solid tiimérde oldugu gibi
gec tani aldigindan, bu hastalarin neredeyse % 90'1 5 yil icerisinde kaybedilmektedir.
Akciger kanseri tanisini yeni alanlarin ancak % 20’si cerrahi operasyona uygun
olmakta ve opere edilenlerin yalnizca yaris1 5 y1l yasayabilmektedir. Akciger kanseri
tanisin1 yeni alan hastalarin % 901 semptomatiktir. Prognoz tani anindaki

semptomlarla iligkilidir. Asemptomatik olan hastalarin 5 yillik sag kalim sanslari
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daha fazladir. Hastalarin opere edilebilecek donemde, erken tani almasi prognoz
acisindan oldukca onemlidir. Bu ylizden akciger kanseri semptomlarin iyi ayirt
edilebilmesi, tan1 i¢in olduk¢a fazla 6nem arz etmektedir (Avci, 2017). 60 yasin
altinda olma, Performans Skoru’na gore iyi performans durumu (% 5’den az kilo
kaybi, primer tiimoriin biiyikligii, metastaz olmamasi ve erken evre) hastalik

faktorlerinin sag kalimi olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir (Kefeli et al., 2015).

Uzun siire gecemeyen Okstiriik veya Oksiiriik seklinde degisme, kanli balgam,
goglis agrisi, seste catallanma-kisiklik, halsizlik, nefes darligi, hizli kilo kayba,
bolgesel kemik agrisi, yutkunmada giicliik, tekrarlayan ya da rezoliisyonu geciken
pnomoni akciger semptomlari arasinda yer alir. Bu sikayetlerle hastaneye basvuran
risk grubundaki hastalarda; fizik muayenede; lokalize ronkiis, horner sendromu
belirtileri, vena cava superior sendromu, periferik lenfadeno megali, Akciger PA ve
yan grafisinde; atelektazi konsolidasyon, nodiil-kitle, plevra sivisi, hiler mediastinal

genigleme ve de diafragma yiiksekligi arastirilmalidir (Aydiner 2012).
2.1.4. Akciger Kanserinde Metastaz

Akciger kanseri olgularinda, gerek ilk tani sirasinda gerekse cerrahi miidahale
sonrasi niikslerde olmak tizere, neredeyse % 80’inde uzak metastaz gelisebilmektedir
(Karapinar, 2007). Akciger kanserlerinde diger solid tiimérlerde oldugu gibi evrenin
ilerlemesi metastaz riskini arttirmaktadir. Ozellikle KHDAK’de hiicre tipi ile
asemptomatik metastaz insidansi konusunda ¢eliskiler vardir. Pek ¢ok calismada
adenokarsinom olgularinda skuaméz hiicreli akciger kanserlerine oranla beyin
metastaz insidansinin yiliksek oldugu gosterilmistir (Karapinar, 2007). Buna ragmen
erken evre olan, evre I ve II akciger kanserli olgularda yapilan ¢alismalarda, metastaz
insidansi ile ilgili hi¢bir fark bulunmamistir (Tanaka, Kubota, Kodama, Nagai, &
Nishiwaki, 1999)

Beyin, akciger kanseri olgularinda en sik rastlanan metastaz yeridir. Beyin
metastaz1 genellikle tani1 asamasindaki olgularin % 10’unda santral sinir sistemi
tutulumu olarak gozlenir ve hastalik seyri boyunca bu oran yiikselerek % 15-20’lere
kadar c¢ikabilmektedir. Beyin metastazlar1 daha c¢ok kafatasi, leptomeninksler ve
beyin parenkiminde goriliir. Akciger kanseri olgularinda rastlanan metastazlardan
karaciger metastazlar1 ise ¢ogunlukla hastaligin ilerlemis evrelerinde ve % 1-35
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oraninda goriilmektedir. Bunun disinda kemik metastazi, ilerlemis akciger kanserlerli
olgularin %25’inde gozlenir. Bunlarin % 80’inden fazlasi aksiyal iskelette iken
vertebra, pelvis, kosta ve femur en sik tutulan kemiklerdir. Kemik metastazlar
akciger kanserli olgularin ilk bulgusu da olabilir (Karapinar, 2007). KHDAK
hastalarda 6zellikle organ spesifik semptomlarin degerlendirilmesinin, metastazlari
ongormede faydali olabilecegi agiktir. Akciger kanserinde gozlenen metastazlar ve

siklig1 Tablo 2-3’te verilmistir.

Tablo 2-3: Akciger kanserinde metastazlar ve sikligi (Akkoglu et al., 2006).

Tutulan bolge Sikhik yiizdeleri
Santral sinir sistemi % 0-20
Kemik % 25- 35
Kalp, perikard % 20
Bobrek % 10-15
Gastrointestinal sistem % 12
Plevra % 8-15
Adrenal % 2-22
Karaciger % 1-35
Deri, yamusak doku % 1-3

2.1.5. Akciger Kanseri Simflandirmasi

Akciger Kanseri farkli 6zelliklerine gore pek ¢ok alt tipe ayrilmaktadir. En
kabul goren smiflandirma mikroskop altinda izlenen hiicrelerin goriintiisiine gore
yapilmistir. Buna gore Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) ve Kiigiik Hiicreli
Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Bu siniflandirma,
baslica klinik bulgularda izlenen farkliliklar, tedaviye cevap ve metastaz durumuna
gore yapilmistir. Akciger kanseri vakalarimin yaklasik % 85°1 kiiciik hiicreli dist
grubunda iken, % 15’1 kiigiik hiicreli akciger kanserini olusturmaktadir (W. D.

Travis, 2011).
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2015 yilinda, akciger tiimorlerinin degerlendirilmesinde Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO’nun) yenilenen siiflandirmasi énerilmistir (William D Travis,
Brambilla, Burke, Marx, & Nicholson, 2015). Bu siniflandirma, ilgili histopatolojik
ve immiinohistokimyasal ve immiinositokimyasal bulgular1 igermektedir. Yeni
smiflandirma sadece rezeksiyon orneklerinde degil, ayn1 zamanda kii¢iik biyopsiler
ve sitolojik materyallerde de gecerli oldugundan onemlidir (William D Travis,
Brambilla, & Riely, 2013). Akciger kanserli hastalarin yaklasik %70'inin, hastaligin
ilerlemis asamalarinda oldugu ve tiimor rezeksiyonu i¢in uygun olmadigi gergegi g6z
Ontine alindiginda, bu siniflandirma daha da 6nem kazanir (William D Travis et al.,
2013). Diinya Saglhk Orgiitii’niin (WHO) 2015 yili siniflandirmasima gore Akciger
Kanseri su sekilde siniflandirilmistir (William D Travis et al., 2015).

1) Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) (%15)
2) Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) (%85)
e Skuamoz karsinom (Epidermoid)
¢ Adenokarsinom
e Biiytik hiicreli akciger kanseri (BHAK)
e Diger alt gruplar

Akciger Kanserinin histolojik olarak daha detayli siniflandirmasi Tablo 2-4’te

verilmistir.
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Tablo 2-4: Akciger tiimérlerinin WHO nun Histolojik olarak Siniflandirmas: (Modified from
the 2004 WHO Classification6 and the 2011 IASLC/ATS/ERS Classification of
Lung Adenocarcinoma.)(W. D. Travis, 2011; William D. Travis, 2011).

AKCIiGER KANSERININ HiSTOLOJIK SINIFLANDIRILMASI

Preinvaziv lezyonlar

Skuamoz displazi/Karsinom in situ (CIS)

Atipik adenomatous hiperplazi (AAH)

Adenokarsinom in situ (AIS)
(nonmiisindz, miisindz, ya da mix
nonmiisindz/miisindz)

Diffuz idiopatik pulmoner néroendokrin hiicre
hiperplazisi (DIPNECH)

Skuamoz hiicreli

Karsinom Tipleri

Papiller

Berrak Hiicreli

Kii¢iik Hiicreli

Bazaloid

Kiiciik Hiicreli Karsinom

Kombine kiigiik hiicreli karsinom

1) Minimal invaziv
Adenokarsinom (MI1A)
(=5 mm invazyon alani
tasiyan, <3 mm lepidik
predominant tiimor)

Nonmiisinéz, miisinéz, mix nonmiisindz/miisinéz

Adenokarsinom

2) invaziv Adenokarsinom

Lepidik predominant
(>5 mm invazyon alam gosteren, dnceden
nonmiisindz Bac paterni)

Asiner predominant

Papiller predominant

Mikropapiller predominant

Miisin iireten solid predominant

3) invaziv Adenokarsinom
Tipleri

Invaziv mmiisin6z adenocarcinom
(6nceden musindz BAC)

Kolloid karsinom

Fetal varyant (diigiik ya da yiiksek dereceli)

Enterik varyant

Biiyiik Hiicreli Karsinom

Tipleri

Biiyiik Hiicreli Kombine Biiyiik Hiicreli
Noroendokrin Noroendokrin Karsinom
Karsinom (BHNEK) (LCNEC)

Bazaloid Karsinom

Lenfoepiteliyoma benzeri Karsinom

Berrak hiicreli Karsinom

Rhabdoid fenotipli Biiyiik Hiicreli Karsinom

Adenoskuamoz Karsinom

Sarkomatoid Karsinomlar

Pleomorfik Karsinom

Igsi hiicreli Karsinom

Dev hiicreli Karsinom

Karsinosarkom

Pulmoner blastom

Diger

Karsinoid tiimor

Tipik Karsinoid (TC)

Atipik Karsinoid (AC)

Tiikiiriik bezi tipinde karsinom

Mukoepidermoid Karsinom

Adenoid kistik Karsinom

Epitelyal-mioepitelyal Karsinom
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2.1.6. Akciger Kanserinde Klinik Safhalar-Evreleme

Akciger kanseri evrelemesi kanserin lokal yerlesimli olup olmadigina,
akcigerden lenf bezleri ve diger organlara yayilip yayilmadigina gore yapilir.
Akciger kanserlerinin evrelemesinde diinya genelinde TNM evreleme sistemi

kullanilmaktadir.
TNM Siniflandirmasi

Akciger kanseri evrelemesinde tliimdoriin 6zelliklerinin (T), lenf nodu (N) ve
metastaz (M) durumlarmin  degerlendirildigi TNM  evreleme  sistemi
kullanilmaktadir. Asagidaki siniflandirma, 2016°da giincellenen ve Tiirkiye Solunum
Aragtirmalar1 Dernedi tarafindan 6zet haline getirilip KHDAK 8. Evreleme Ozet
Kitab1 olarak basilan bildiri referans alinarak yapilmistir. TNM bulgularina gore
KHDAK ’nin evreleri Tablo 2-5’te gosterilmistir.

Tiimor Durumu (T)

T faktori primer tiimoriin 6zelliklerini tanimlamaktadir. Bunun i¢in tiimdriin
boyutu, ¢evresi ve invazyon 0zellikleri ve iliskili nodiiller gibi faktorler gz oniinde

bulundurularak degerlendirme yapilmaktadir (Goldstraw et al., 2016) ;

Tiimor boyutu: Uluslararas1 kanser gruplar tarafindan primer tiimoriin nasil
Olclilecegine dair net bir fikir sunulmamistir. Ancak, klinik evreleme i¢in genel
uygulama, inspirasyonda elde edilen aksial torakal Bilgisayarli Tomografi (BT)
kesitlerinin parankim penceresinde, tlimoriin en uzun boyutunun Ol¢iilmesidir.
Patolojik evreleme ise, inflasyon sonrasi Ol¢iim yapilarak en uzun timér boyutu
aliarak yapilir. KHDAK Sekizinci Evrelemede tiimdr boyutu 5 cm’ye kadar olan
tiimdrlerde, timoriin her bir cm’si i¢in T tanim1 yapilmis (T1a, T1b, Tlc, T2a, T2b),
Scm’den biiylik ancak 7 cm ve altindaki tiimdrler T3, 7 cm’den biiyiik timorler ise

T4 olarak tanimlanmistir.
T: Tiimoriin 6zellikleri.

Tx: Primer timoriin saptanamadigi, balgam veya bronkoskopik sivilarda
malign hiicrelerin goriildiigii ancak goriintiileme yontemleri ya da bronkoskopik

olarak saptanamayan tiimorler.
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TO: herhangi bir timdr bulgusunun olmamasi.
Tis: Karsinom in situ tiimor olarak degerlendirilmektedir.

Timor boyutunun Ol¢limiinde inspiryumda ¢ekilen toraks bilgisayarli

tomografisinin aksiyal kesitlerindeki uzun ¢ap dikkate alinmaktadir.

T1: Ana brons tutulumu olmadan akciger veya visseral plevra ile cevrili,
tiimdriin en biiyiik cap1 3 cm ve daha diisiik, bronkoskopik olarak lob bronsundan

daha proksimalde invazyon bulgusu olmayan (6rnegin ana bronsta olmayan*),

T1la, Tlb, Tlc, T2a, T2b: Timor boyutu 5 santimetreye kadar olan tiimorler

birer santimetre arayla,
T1a (mi): Minimal invaziv adenokarsinom**,
Tla: Tiimoriin en genis ¢ap1 <1 cm olan tiimér,
T1b: Tiimoriin en genis ¢ap1 >1 cm, <2 ¢cm olan tiimér,
T1c: Tiimoriin en genis ¢cap1 >2 cm, <3 cm olan tiimor,

T2:Timorlin en genis ¢ap1 >3 cm, <5 cm veya asagidaki ozelliklerden en az

birine sahip olan timor***,

-Karinay1 invaze etmeden, karinaya uzakligina bakilmaksizin ana bronsu

tutan timor,
-Visseral plevra invazyonu mevcut,

-Hiler bolgeye uzanan atelektazi veya obstriiktif pndmoni olusturan, akcigerin

bir kismin1 veya tiimiinii igeren tiimor.

T2a: Tiimoriin ¢ap1 3 cm den biiyiik ya da 4 cm’e esit veya 4 cm’den kiigiik

olanlar,

T2b: Timoriin ¢ap1 4 cm den biiyiik ya da 5 cm’e esit veya 5 cm’den kiigiik

olanlar,

T3: 5 santimetreden biiyiik ancak 7 santimetre ve altindaki tiimorler, Primer
timorle aym1 lobda metastatik nodiil/nodiiller, Gogiis duvar1 (siiperior sulkus
tiimdrleri dahil), frenik sinir, pariyetal perikard gibi yapilardan birine direkt invazyon

varligi,

18



T4: 7 santimetreden biiyiik tiimorler olarak tanimlanmaktadir. Diyafragma,
mediasten, kalp, biiylik damarlar, trakea, rekiirren laringeal sinir, 6zefagus, vertebra
korpusu, karina gibi yapilardan birine invazyon varligi Primer tiimorle ayni

akcigerde fakat farkli lobda nodiil/nodiiller,

* Ana bronsun proksimaline uzanan, bronsiyal duvara sinirli invazyon
gosteren herhangi bir biiyilikliikteki nadir yiizeysel timdr yayimi da T1 olarak

smiflandirilir.

**Daha baskin olarak lepidikpaterni ve harhangi bir odakta en biiyiik

capindaki invazyon < Smm olan soliter adenokarsinom (< 3 cm)

***Bu ozellikleri olan T2 tiimor eger < 4cm veya biiyiikliigii belirlenemiyor

ise T2a;eger > 4 cm fakat < 5 cm ise T2b olarak siniflandirilir.
Ayri Tiimor Nodiillerinin Degerlendirilmesi:

Ayrt Tiimor nodiilleri denildigi zaman bir adet baskin lezyon ve histolojik
olarak ayni timor oldugu bilinen, bir veya daha fazla solid, ayr1 nodiillerin oldugu
anlasilir. Ayr1 tiimor nodiilleri ayni lobda ise T3, ayni tarafta farkli lobda ise T4 ve

kars1 tarafta ise M1a olarak siniflandirilir. Tiimii i¢in tek bir N ve M kullanilir.

NOD Durumu (N)

N: Bolgesel Lenf Nodlari
Nx: Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor,
NO: Bolgesel lenf bezi metastazi yok,

N1: Ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf bezlerine ve/veya

intrapulmoner lenf bezlerine metastaz veya direkt invazyon,
N2: Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz,

N3: Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya

kontralateral skalen veya supraklavikiiler lenf bezlerine metastaz.

Metastaz Durumu (M)

Mx: Uzak metastaz belirlenemedi,

MO: Uzak metastaz yok,
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M1: Uzak metastaz var,

M1la: Kars1 akcigerde metastatik nodiil/nodiilleri, plevral veya perikardiyal
metastatik nodiiller veya malign plevral veya perikardiyal eflizyon (paramalign

efiizyonlar harig),

M1b: Tek bir ekstratorasik organda, tek metastaz (bdlgesel olmayan tek lenf

bezi metastazi dahil),

M1c: Bir veya birden ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz.

Tablo 2-5: TNM Bulgularina géore KHDAK Evreleri (Giintiilii Ak, 2016).

Evre Alt tip Tiim6r Durumu NOD Durumu Metastaz
(M (N) Durumu
(M)
0 (is) 0 0
1A lab 0 0
I
IB 2a 0 0
la,b 1 0
1A 2a 1 0
1 2b 0 0
2b 1 0
11B
3 0 0
1,2 2 0
HIA 3 1,2 0
11 4 1,0 0
4 2 0
1B
Herhangi 3 0
v Herhangi Herhangi la,b

2.1.7. Akciger Kanserinde Tam

Akciger kanseri, genellikle gogiis radyografisinde normalin disinda bir

gblgelenme ile veya yeni ortaya ¢ikan ya da dnceden olup karakter degistiren bir
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klinik bulgu ile kendini gostermektedir. Akciger kanserli olgularin ¢ok biiyiik bir
kism1 tanit doneminde tiimdriin yeri, biiylikligii, metastatik veya sistemik etkileri
sebebiyle semptomatiktir. Akciger kanserli hastalarda herhangi bir fiziksel bulgu
olmayabilir. Fizik muayenesinde supraklavikiiler lenfadenopati, plevral siv1 birikimi,
lokalize kemik duyarliligi, Horner sendromu bulgulari, nérolojik bulgular, lokalize
ronkiis, hepatomegali, periferik motor ya da duyusal ndropati bulgular1 goriilebilir.
Gegmeyen Oksiiriik, genellikle santral yerlesimli tiimorlerde siklikla rastlanilan bir

semptomdur.

Akcigerde ¢ap1 3cm’den kiigiik yuvarlak ya da oval sekildeki yogunluklara
‘nodiil’, 3 cm’den daha biiyiik olanlara ise ‘kitle’ ad1 verilir. Ozellikle 2 cm’den daha
biiylik olan nodiillerin bir¢cogu malign karaktere sahip olma egilimindedir. Malign
lezyon saptanan hastalarda 5 yillik sag kalimi nodiiliin ¢apiyla ters orantili olarak
azalmaktadir. 1 cm ve daha kiiciik ¢apli olan nodiillerin yaklasik % 15-20’si, 2 cm ya
da daha kiiciik ¢apli nodiillerin yaklagik % 40-45’1 ve ¢ap1 3 cm’den biiyiikk olan
nodiillerin de % 80-95’i kansere bagl oldugu bildirilmistir (Berkmen, 1997).
Asemptomatik risk altindaki popiilasyonlarda yapilan ¢ok sayida ¢alismada, balgam
sitolojist gibi ek desteklerle birlikte veya akciger grafisi taramasinin, ya akciger
rontgeni (CXR) ya da bilgisayarli tomografi (BT) kullanilarak etkinligi
aragtirtlmistir. Hastaligin erken evrede tani almasi bakimindan tarama etkinliginin
altin standart 6l¢limii, 6liim oranini azaltmaktadir. Bu durum, bir kanserin erken
tespit edilmesini ve iyilesme ile sonuglanabilecegini gostermektedir (Knight et al.,
2017)

Akciger kanseri tanisinda kullanilan bronkoskopik yontemler (giliniimiizde
rijid ve fiberoptik bronkoskopi) bazi tedavi uygulamalarinda tedavi siirecini takip

etmede kullanilmaktadir.

Bronkoskopi, tanida endobronsiyal ultrasonun, akciger kanserinin nodal
evrelemesinin belirlenmesinde giintimiizde artik kabul edilmis bir role sahiptir.
Yaklasik % 1'lik ciddi komplikasyon oranlar1 (Hehn, Haponik, Rubin, Lechtzin, &
Diette, 2003) ve ayakta tedavi ortaminda giivenle yapilabilmesi ile bronkoskopi
akciger kanserinin erken teshisinde 6nemli bir yer teskil etmektedir. Bununla birlikte,
bu teshis ile siiphelenilen hastalarda akciger kanserinin saptanmasi i¢in duyarlilik,

timoriin biyiikliigiine ve konumuna gore % 34 ila % 88 arasinda degismektedir
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(Knight et al., 2017). Akciger kanseri riski tasiyan hastalara siipheli radyolojik
goriintiileme olmadan, bir tarama olarak uygulandiginda duyarlilik daha da diisiik
olabilir. Akciger kanseri tanisinda bronkoskopinin duyarliligini artirmak igin Spira
ve arkadaglar1 akciger kanseri siiphesi olan hastalarda bronkoskopi sirasinda
orneklenen histolojik olarak normal brons epitelinin RNA ekspresyonunu analiz

etmislerdir (Spira et al., 2007).
Bronkoskopik Yontemler:

Bronkoskopi, biiylik, merkezi lezyonlar i¢in ideal bir yontemdir ve minimal
morbidite avantaji sunar. Bronkoskopi, bronsiyal yikama, fircalama, bronsiyal ve
transbronsgiyal biyopsi i¢in % 65-88'lik bir tan1 verimi ile kullanilabilir (Ost et al.,
2016). Lezyonun ultrason esliginde yapilan biyopsi ile direkt bronkoskopik hava
yolu gorsellestirmesini  birlestirerek, endobronsiyal ultrason biiylik, merkezi
yerlesimli lezyonlarda % 75-85 tanisal verim saglar (Ost et al., 2016). Bu ¢alismada
tanisal yontem olarak brong lavaji kullanilmistir. Brong lavaji, tan1 yontemleri i¢inde
en basit ve en az travmatik olanidir. Genellikle malignite, tiiberkiiloz ve bazi diger
akciger infeksiyonlarinin tanist igin kullamlir. islem sirasinda lavaj devamli olarak
toplandig1 icin diger loblar, {ist solunum yollar1 ve agiz boslugundan kontaminasyon
kacinilmazdir. Lavajin toplanabilmesi amaciyla aspirasyon kanalina polietilen bir
lavaj tlipli baglanir. Bu tiip vasitasiyla lavaj icin %0.9 serum fizyolojik akcigerlere
ulagtirilir. Bronkoskopun ucu uygun segment igine yerlestirilerek her defasinda
yaklasik 10 ml kadar1 uygulanir. Verilen miktarin genellikle %25-50’s1 geri aspire
edilir. Alinan materyal sitolojik inceleme ve/veya enfeksiyoz etken arastirilmasi i¢in
ilgili laboratuvarlara bekletilmeden gonderilir. Lavaj biyopsi ve fircalama
islemlerinden sonra yapilirsa dokiilen hiicrelerde aspirasyonla lavaj sivisi igine

gecerek tani olasiligi arttirilmig olur (Arroliga & Matthay, 1993).

Akciger kanseri tanisinda izlenilen rota 3 grupta toplanabilir. Bunlar;
radyolojik degerlendirme, sitolojik degerlendirme ve girisimsel yontemlerdir. Burada
en sik kullanilan yontem bronkoskopidir. Bronkoskopide fiberoptik bronkoskopun
esnek olusu sayesinde manevra yetenegi fazladir ve bu 6zelligi ile sag ve sol primer
bronslarin degerlendirilmesinde avantaj saglamaktadir. Transtorasik ince igne
aspirasyonu ise akcigerlerde mediastinal kitlelerin tanisinda, malignite siiphesi olan

nodiil, kitle ve konsolidasyon olusturan lezyonlarin tanisinda, bazi malign
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yayilimdan siiphe edilen hastalarin evrelendirilmesinde ve ayrica bronkoskopi ile tani
konulamayan hastalarda endikedir. Plevral sivi aspirasyonu/plevral biyopsinde
plevral sivinin sitolojik degerlendirilmesinin tan1 degeri % 60-75 oldugu
bildirilmistir (Adnan Aydiner, 2006). Adenokarsinomlarda ise tani degeri daha
yiiksektir. Bunlardan baska diger tan1 yontemleri Video aracili torakoskopi (VATS),
Mediastinoskopi, ve Torakotomidir. VATS; sekonder ve tersiyer brong tiimorlerinde,
periferik yerlesimli primer brons tiimérlerinde kullanilirken, Mediastinoskopi; trakea,
karina, vena cava superior civarinda yerlesmis olan lezyonlarin tanisinda ve

Torakotomi de; tan1 ve rezeksiyon igin uygulanabilmektedir.
2.2. Akciger Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Hiicre biiylimesi ve dongiisiiniin kontrolii, DNA tamiri ve sinyal iletimi ile
iligkili genler akciger karsinogenezisinin farkli asamalarinda hasar gorebilir. Akciger
kanserinde goriilen genomik dengesizlik; pek c¢ok sayisal (andploidi) ve yapisal
kromozom anormalileri (delesyon, amplifikasyon, translokasyonlar) igerir. Klinik
olarak akciger kanseri ortaya ¢ikana kadar pek ¢ok genetik hasarin olusmasi gerektigi
bilinen bir gercektir. Akciger karsinogenezinde meydana gelen genetik olaylar su

sekilde siralanabilir;
1. Onkogenlerin mutasyonlarla aktivasyonu,
2. Tiumor baskilayici genlerin inaktivasyonu,

3. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde goérev alan genlerde ortaya cikan
degisiklikler,
4. DNA tamirinde gorevli olan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler,

5. Biiytime faktorleri ve reseptorleri ile iligkili degisiklikler.

Bu gibi degisiklikler toplumda siklikla olmasina ragmen bu etiyolojik
faktorlere maruz kalan her bireyde kanser hastaligt gelismemesi tamir
sistemlerindeki genetik farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bazi calismalar kansere
ailevi yatkinligin sigara kullanimindan bagimsiz bir risk faktorii oldugunu ortaya

koymaktadir (Testa et al., 2018)
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2.2.1. Akciger Kanserinde Gozlenen Genetik Degisiklikler

Hiicreyi normal hiicreden kanserlesmeye dogru gotiiren hasarin temelinde
hiicre boliinmesini  kontrol eden genlerdeki degisiklikler yatar. Hiicrelerin
karsinogenez siirecinde yani normal hiicreden kanser hiicresi gelisimine kadar aldig
yolda (normal, hiperplazi, metaplazi, displazi, karsinom in-situ ve invaziv neoplastik
fokus) goriilen gen anomalileri, hipermetilasyon ve allel kaybi ile ilgili ¢aligmalar
yapilmis ve 3. kromozomun kisa kolunda allel kayb1 en erken rastlanan bulgu olarak
saptanmigstir. Ayni ¢alismada 3p delesyonlari, 6zellikle KHAK hastalarinda ortalama
% 66 oraninda bulunmustur. Diger 6nemli anomaliler ise 9p'de ve 8p'de allel kayb1 /
hipermetilasyonlardir. 3p, 5q, 13q ve 17p bdlgelerinde meydana gelen kromozom
hasarlari, 6zellikle KHAK’de goriiliir. KHAK olgularinin % 90'mda ve KHDAK
olgularmin ise % 50'sinden fazlasinda, 17p’de mutasyonlar tespit edilmistir (Arifin et
al., 2010).

Retinoblastoma (Rb) geni ve proteinleri KHAK’li hastalarda, KHDAK’li
hastalara gore yiiksek bulunmustur (Arifin et al., 2010). 17. kromozom iizerinde
bulunan ve olduk¢a dnemli bir tiimdr baskilayici gen olarak islev géren p53 gen
lokusundaki degisiklikler ise daha ileri evrelerde goriilmektedir. EGFR ve p53
genindeki anormaliler akcigerde normal brons epitelinde de goriilebilmesine ragmen
KRAS'daki anormaliler yalnizca erken karsinom evresinde tespit edilmektedir.
Dahasi displastik hiicrelerde goriilebilen bu anormaliler sonucunda her lezyonda

kanser gelismemektedir.

2.2.2. Akciger Kanserinde Tiimor Baskilayict Genler ve Biiyiime

Faktorleri

Timor baskilayict genlerin (TBG) inaktivasyonuna sebep olacak genetik
mutasyonlar akciger kanserinde rol almaktadir. Insan kanserlerinde en sik rastlanan
TBG, 17. kromozom iizerinde bulunan p53 ve 13. kromozom iizerinde bulunan
Retinoblastoma (Rb) genidir (Tahara, Yasui, Ito, & Harris, 2010). Rb, hiicre
dongiisiinii baskilayarak, biiylimeyi kontrol ederken p53 geninde meydana gelen
mutasyonlar ise biiylimeyi hizlandirarak kansinogenezde rol oynar. KHAK’nde

cogunlukla c-myc ve Rb; KHDAK’nde ise g¢ogunlukla RAS, PTEN ve pl6'da
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mutasyon oldugu bildirilmistir. pS3 gen mutasyonlar1 akciger kanseri olgularinin %

60-75'inde goriilmektedir (Tahara et al., 2010).

Son vyillarda akciger kanserinde en sik rastlanan mutasyonun epidermal
biiyiime faktorii reseptoriinde (EGFR) oldugu belirlenmistir (Linardou, Dahabreh,
Bafaloukos, Kosmidis, & Murray, 2009). EGFR’yi kodlayan ERBB1 geni ve RAS
protoonkogenleri daha siklikla KHDAK’li olgularda go6zlenen mutasyonlardir.
Ozellikle ERBB1'in exon 19 ve 20 bolgesinde medana gelen bu mutasyonlar
hiicrelerin ¢ogalma, tiimor invazyonu, apoptozu ve anjiyogenezi etkilemektedir. Bu
mutasyon ardisik sinyal tretimi ile siirekli AKT aktivasyonuna neden olur. TSG
fonksiyonunun kaybedilmesi, akciger karsinogenezinde Onemli bir adimdir ve
genellikle her iki allelin kromozomal delesyon veya translokasyon yoluyla bir allel
inaktivasyonu ve ikinci alleli inaktive eden nokta mutasyonu, epigenetik veya
transkripsiyonel susturma ile inaktivasyonundan kaynaklanir. Akciger kanserinde
yaygin olarak inaktive edilmis TBG'ler arasinda TP53, RB1, STK11, CDKNZ2A,
FHIT, RASSF1A ve PTEN bulunur (Gazdar, 2009).

2.3. Akciger Kanserinde Tedavi ve Sag kalim

Akciger kanserinin temel bir tibbi sorunu temsil ettigi ve bu grup kanserlerin
Klinik tedavisindeki ilerlemenin, &zellikle molekiiler diizeyde ilerlemeler ile

saglanabilecegi ongoriilmektedir.

KHDAK’li hastalarin yaklagik % 90'inda, tiitiin kullanim1 Sykiisii vardir. Bu
hastalarin ¢cogu, ¢esitli tedavilerin iyilestirici olamayacagi ileri bir asamada tan alir.
Akciger kanserinde uygulanilacak olan tedavi kiirleri, tanin konuldugu andaki evreye
gore belirlenir. Genellikle 1. ve 2. evrede olan hastalara cerrahi girisimde
bulunulurken, 3. evredeki hastalarinin bazilarina cerrahi miidahale, bir kismina da
radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir . Yine de 3 yillik sag kalim 2. evredeki
KHDAK hastalar1 igin % 35-50 ve 3. evredeki KHDAK hastalar igin ise % 28’dir
(Chen et al., 2007). 5 yillik sag kalim KHDAK hastalarinin genelinde %15 olarak
bildirilmistir (Tang, He, Guo, & Chang, 2006). Buna gore erken evre hastalarinin
cerrahi miidahale, ila¢ tedavisi ve 15in tedavisi ile sag kalim orani artmaktadir

diyebiliriz. Ancak ileri evre hastalarinin biliyiikk bir kismi, cerrahi operasyona
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alimamamasi1 sag kalim oranmi etkilemektedir. Ayrica ileri evrelerdeki hastalarin

kemoterapiye ve radyoterapiye olan direngleri de sag kalim oranini azaltmaktadir.

Skuamdz hiicreli karsinom, KHDAK tanisi alan tiim vakalarin yaklasik %
30'unu temsil eder (W. D. Travis, 2011). Ileri yass1 hiicreli KHDAK tedavisi, tam
olarak karsilanmamais bir ihtiyac olarak varliginmi siirdiirmektedir; 1999 yilinda ikinci
basamak tedavisi i¢in Dosetaksel’in onaylanmasindan bu yana terapétik ilerlemeler
kaydedilmistir. KHDAK tedavisi i¢in yeni ajanlarin ¢cogu, toksisiteleri ya da etkinlik
eksikligi nedeniyle bu alt-tip i¢in endike degildir ya da aktiviteleri, skuamoz hiicreli
KHDAK'nde nadiren rastlanan spesifik genetik degisimlere sahip tiimorler ile
smirlidir. Arastiricilar tek ajan tedavisi, Dosetaksel ile goriilenlerden daha iyi sag

kalim ile sonuglandigini bildirmislerdir (Brahmer et al., 2015).

Aragstiricilar KHDAK hastaliginda daha molekiiler diizeyde calisilmasinin ve
giintimiizdeki tedavi siireglerinin buna gore revize edilmesi gerekliliginin 6nemini
vurgulamiglardir.  Hedeflenen molekiiler tedaviler, ilerlemis KHDAK’nin
yonetiminde devrim yaratmis ve driver mutasyonlari olan hastalar i¢in uluslararasi
bakim standardi haline gelmistir (Bui, Cooper, Kao, & Boyer, 2018). Bu baglamda
kisisellestirilmis tedavi ile hasta bakimi giderek daha da 6nem kazanmaktadir.
Akciger kanseri hastalarina en iyi sonuglari verebilmek ig¢in tirozin kinaz
inhibitorlerinin (TKI) en uygun dizisi, &zellikle de onkolojinin immiinoterapi
doneminde bilinmemektedir. Bu yiizden molekiiler direncin daha iyi anlasilmasi,
yeni tedavilerin gelistirilmesine rehberlik edecek ve tedavi secimi konusunda karar

vermede yardimci olacaktir.

KHDAK tedavisindeki onemli ilerlemeler, son yirmi yilda, hastalik biyolojisi
ve timor ilerlemesi mekanizmalarint daha iyi anlama ve erken teshis ve multimodal
bakimi ilerletme konusunda daha da artmustir. Kiiciik molekiilli TKi’lerinin ve
immiinoterapinin kullanimi, se¢ilmis hastalarda daha uzun sagkalim lehinedir. Ne
yazik ki oOzellikle metastatik hastalikta KHDAK i¢in genel tedavi ve sagkalim
oranlarn diisiik kalmaktadir. Bu nedenle, yeni ilaglarla ilgili arastirmaya devam
edilmesi ve klinik faydayr daha genis bir hasta popiilasyonuna genisletmek ve
KHDAK'deki sonuglart iyilestirmek i¢in kombinasyon terapileri gerekmektedir
(Herbst, Morgensztern, & Boshoff, 2018).
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Tiimor boyutu biiylidiikge evre ilerlemekte ve sag kalim oranlari buna gore
diismektedir. 7. TNM evrelemesine gore bu sag kalim oranlar1 Tablo 2.6’da

gosterilmistir.

Tablo 2-6: TNM-7 siniflamasina gore, T evrelerinin 5 yillik sag kalim oranlari.

TNM-7 Evrelemesi 5 yillik sagkalim %
Tla (X2cm) % 77
T1b (>2cm ve <3cm) % 71
T2a (>3cm ve <5cm) % 58
T2b (>5cm ve <7cm) % 49
T3 (>7cm) % 35
T3 (ayni1 lobda satellit nodiil) % 28
T3 (diger) % 31
T4 (aym akciger, farkh lobda) % 22
2.4. PTEN Geni

PTEN geni, 10. kromozomun 10g23 bolgesinde yer alan tiimér baskilayict bir
gendir ve bu genin bilinen pek ¢ok farkli adi vardir. Bunlar; MMAC1 (mutated in
multiple advanced cancers 1), phosphatase and tensin homolog, phosphatase and tensin
homolog deleted on chromosome 10, TEP1 (TGF-B diizenleyici ve epitelyal hiicre
genisletici fosfataz) ve TEP1 phosphatase’dir. PTEN’in pek ¢ok kanser tiiriinde ve
baz1 genetik hastaliklarda ifadesi kaybolmustur (Strumane, Song, Baas, & Collard,
2008).

PTEN’in delesyona ugradigi genetik hastaliklar, Cowden Sendromu,
Bannayan-Riley-Ruvalcaba Sendromu, Humartoma Sendromu, Proteus ve Proteus
Sendromlari, Geng Polipozis Sendromunun alt tipi ve lhermitte-Duclos hastaligi
sayilabilir (Knobbe, Merlo, & Reifenberger, 2002).
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2.4.1. PTEN Geninin Kisa Tarihgesi

Kromozom 10'un kismi veya tamamen kaybinin varligim1 ortaya koyan ilk
olgulara 1980'lerde sitogenetik ve molekiiler ¢alismalarla, beyin, mesane ve prostat
kanserlerinde rastlanmistir. Homozigot mutasyonlarin 10. kromozom iizerinde
haritalandirilmasi, ancak 1997 yilinda, 10q23 lokusunda yeni bir aday timor
baskilayici geni olarak tanimlamistir (Cristofano, Pesce, Cordon-Cardo, & Pandolfi,
1998). Aym yil, fosfataz ve tensin homologu PTEN’in, ¢ok sayida sporadik timor
tipinde siklikla delesyona ugradigi belirlenmis ve Cowden hastaligi gibi kanser
yatkinlik sendromlari olan hastalarda germ hatti mutasyonlarinin gézlenmesi ile daha
¢ok arastirilmasi gereken bir hedef haline gelmistir (Cristofano et al., 1998). Bundan
hemen sonra, PTEN geni susturulmus farelerinin iretimi, ¢oklu doku tiplerinde
PTEN'in temel tiimor baskilayici roliinii gdstermistir (Suzuki et al., 1998). Ozellikle,
bir dizi hipomorfik PTEN fare modelinin analizi, PTEN seviyelerinin, kanser
duyarliligini belirleyen ve tiimor ilerlemesi ile ilgili iliskileri gosteren fonksiyonel

sonuglar1 ortaya ¢ikarmistir (Song, Salmena, & Pandolfi, 2012).
2.4.2. PTEN Geninin Yapisi

Cift etkili bir fosfataz olan PTEN, hem lipid fosfataz hem de protein fosfataz
akivitesine sahiptir (Knobbe et al., 2002). Protein fosfataz aktivitesinin lipid fosfataz
aktivitesinden daha az oldugu bilinmektedir. PTEN, 403 amino asitten olusur ve
diger protein tirozin fosfatazlarinin aktif bolgelerinde de bulunan HCXXGXXR (X'in
herhangi bir amino asit oldugu) bir katalitik motif igerir. PTEN geni, hiicrede
boliinmenin kontrolii, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozda rol alan ve bu

bakimdan pek ¢ok fonksiyonu olan 6nemli bir tiimor baskilayicidir.

Insanda PTEN geni 10923 lokasyonundan kodlanan ve 9 ekzonu bulunan bir
gendir (Sekil 2-1). Genomik uzunlugu yaklasik 100 kb’dir. 3417 baz ¢ifti
uzunlugunda bir transkript ve 403 aminoasitlik bir protein kodlar. Transkripsiyonel
bolgesi -951. ve -925. niikleotid bolgesinden baslar, pozitif diizenlenmesi -1001 ve -
427 niikleotid dizisinde gorev alir (Knobbe et al., 2002). PTEN’in transkrisiyonu
promotorunun -947 ve -939 arasindaki GCGGCGGCG dizisine Egrl transkripsiyon
faktoriiniin baglanmasi ile baslar. PTEN promotoru, CpG dintikleotidleri bakimindan

zengin oldugundan DNA metilasyonu bu boélgede meydana gelmektedir.
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Sekil 2-1: PTEN geninin lokalize oldugu 10. kromozom.

2.4.3. PTEN Geninin Hiicrede Fonksiyonu

PTEN geni embriyonik gelisimde, tiimor olusumunda, hiicre dongiisiinde ve
apoptozda rol oynar. Memeli doku kiiltiirii ¢alismalari, fosfataz bolgesinin PTEN'in
hiicre dongiisii durdurma ve apoptozdaki roli i¢in kritik oldugunu gostermektedir

(Simpson & Parsons, 2001).

PTEN inaktivasyonu, aktif AKT (Protein Kinaz B) ve diger alt molekiiller ile
sonuglanir, bu nedenle TKI cevabimin biyobelirtegleri olarak kullanilabilir (Song et

al., 2012). PTEN’in hiicrede fonksiyonlari su sekilde siralanabilir;

* PTEN geninin ifadesi lipid fosfataz etkisi ile fosfoinositol (3,4,5) ii¢ fosfati

defosforile etmektedir.

* Aktif PI3K, Fosfoinositol (4,5) di fosfat’in (PI2P), inositol halkasini 3’
ucundan fosfatlayarak fosfoinositol 3,4,5 tri fosfat olusur (PI3P). Hiicrede

ikinci mesajc1 gibi hareket eder.

e PI3P, PDKI ve 2’yi aktiflestirerek, AKT’yi treonin 308. aminoasitten ve

serin 473. aminoasitten fosfatlar.
* Aktiflesen AKT hiicrede yagamsal yolaklarda gorev alir.

e Akt, NFkB’nin (Niikleer faktor kapa B) inhibitér kinazin1 (IKK) fosfatlar,
fosfatlanan IKK, NFkB’nin inhibitoriinii fosfatlar (IKB) ve fosfatlanan IKB,
NFkB’den ayrilarak sitoplazmada degrage olur.

e IKB’nin degregasyonu sonucu NFkB aktiflesir.

* Transkripsiyon faktorii olan NFkB bir¢ok hedef genin ifadesini saglar.
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Aragtiricilar, PTEN'in hiicre dongiisii ve apoptoz gibi hiicresel siirecler
tizerindeki etkisini arastirmak igin, farkli hiicre hatlarinda PTEN ifadesine
bakmiglardir. PTEN geni susturulmus glioma hiicre hatlarinda, PTEN ekspresyonu
bliylime baskilanmasina neden olmustur. Apoptotik ve hiicre dongiisii analizi amaci
ile yapilan ¢alismalarda, PTEN aracil1 biiylime baskilanmasinin G1 tutukluguna bagh
oldugu gosterilmistir (Georgescu, 2010). PTEN'in fosfataz katalitik olarak aktif
olmayan mutantlari, hiicresel biiylimeyi bastirmaz veya hiicre dongiisiiniin

durdurulmasini indiklemez.

PI3K/AKT /mTOR Yolag::

AKT'nin asag1 dogru (down stream) hedefleri, hiicre bliyiimesi, anjiyogenez,
hiicre metabolizmasi, protein sentezi ve apoptozun dogrudan baskilanmasi veya
mTOR'un aktivasyonu ile ilgilidir (Georgescu, 2010). PIBK/AKT/mTOR yolag
Sekil 2-2°de verilmistir.

PIBK/AKT yolagmin aktivasyonu, fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3K)
diizenleyici alt birimi olan p85'in SH2-alanlarinin, EGFR gibi aktive edilmis reseptor
tirozin kinazlarin, fosfotirozin kalintilarina baglanmasi yoluyla gerceklesir. Alternatif
olarak aktivasyon, PI3K'nin aktif RAS'a baglanmasiyla gerceklesebilir. Mutasyon ve
daha yaygin olarak, PI3K'nin Kkatalitik alt birimini kodlayan PIK3CA'nin
amplifikasyonu, daha siklikla skuamdéz hiicreli karsinomlarda ortaya g¢ikmaktadir.
PI3K'den asag1 dogru hareket eden bir serin / treonin kinaz olan AKT, ayn1 zamanda,
bu yolakta siirekli aktivasyonuna yol agan mutasyonlara da sahip olabilir
(Kandasamy & Srivastava, 2002).
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Sekil 2-2: PI3K / AKT / mTOR yolag:.

AKTnin primer efektorlerinden biri, proliferasyonu, hiicre dongiisi
ilerleyisini, mRNA translasyonunu, sito-iskelet organizasyonunu ve hayatta kalmayi

diizenleyen bir serin / treonin kinaz olan mTOR 'dur.

PI3K / AKT yolunu, PI3K, fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfat (PIP3) tizerindeki
fosfataz aktivitesi ile PI3K / AKT yolunu negatif olarak diizenleyen timor
baskilayict PTEN geni, akciger kanserinde mutasyonlar1 ya da ekspresyon kaybini
etkisiz hale getirerek sik sik tlimdrogenezi bastirir. Bu yolak ve ilgili tiim genler

Sekil 2.3’te sematize edilmistir (Larsen & Minna, 2011).
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Sekil 2-3: PTEN geninin fonksiyonu.
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2.4.4. PTEN Protein Yapisi ve Fonksiyonu

Tam uzunluktaki PTEN mRNA’s1, 47 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahiptir

ve 403 amino asitlik bir protein kodlar.

PTEN'in NHj-terminalinin yarisi, tensin ve auksilin yan1 sira fosfataz
domainine homoloji igeren alan igerir. PTEN kristal yapisinin belirlenmesi, fosfataz
domeinin protein fosfatazlarina yapisal olarak benzer oldugunu ve fosfoinositid
substratlarinin barindirilmasi igin gerekli olan genisletilmis bir aktif alana sahip
oldugunu gostermistir. (J.-O. Lee et al., 1999). PTEN'nin COOH terminali ise,
katalitik aktiviteye sahip degildir, fakat protein stabilitesinin, yart Omriiniin ve
fonksiyonel aktivitenin diizenlenmesiyle ilgili olarak Onemli islevlere sahiptir

(Georgescu, 2010).

Normal dokuda PTEN ekspresyonunu inceleyen arastiricilar, PTEN
ekspresyonunu embriyonik ve fetal gelisim boyunca beyinde yiiksek seviyede
oldugunu, eriskinlerin normal dokusunda ise daha diisiik bir seviyede oldugunu tespit

etmislerdir (Gimm et al., 2000).

Aragstiricilar fareler ilizerinde yaptiklari c¢aligmalar sonucu, fare beyninde,
PTEN’in sadece glial hiicrelerde degil, noronlarda da ifade edildigini ve ndronal
farklilasmanin, hiicre biyilikliglinin ve apoptozun diizenlenmesinde rol

oynayabilecegini bildirmislerdir (Lachyankar et al., 2000).
2.4.5. PTEN Gen Mutasyonlari

TSG fonksiyonunun kaybedilmesi, akciger karsinogenezinde onemli bir
adimdir. Genellikle her iki allelin kromozomal delesyonu veya bir allel
inaktivasyonu, ikinci alleli inaktive eden nokta mutasyonu ya da, epigenetik veya
transkripsiyonel susturma ile inaktivasyonundan kaynaklanir. Akciger kanserinde
yaygin olarak inaktive edilmis TSG'ler arasinda TP53, RB1, STK11l, CDKNZ2A,
FHIT, RASSF1A ve PTEN bulunur (Breuer, Postmus, & Smit, 2005). PTEN geninin
her iki allelindeki mutasyonlar, beyin, prostat, meme ve endometriyal kanserler ve
ayrica melanom dahil olmak iizere pek ¢ok kanser tiirlerinde, kanserin ilerlemesi
sirasinda ortaya ¢ikar; bazi kanserlerde her iki allelde mutasyon sikliginin % 50'ye

ulastig bildirilmistir (Simpson & Parsons, 2001).
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PTEN geni ayni zamanda, Cowden Sendromu gibi kalitsal kanser
sendromlarinda ve heterozigot PTEN geni mutasyona ugramis fareler ile ilgili
calismalar sirasinda karsimiza ¢ikar. Bu da PTEN’in timor baskilayici roliini
desteklemektedir. PTEN geninin hem erken ve daha sonra tiimérojenezde (kalitsal
kanser sendromlarinda oldugu gibi) hem de ileri kanserlerde mutasyona ugramis
olabilecegi dikkat ¢ekicidir. Yapilan bir ¢alismaya gore, PTEN'deki hasarlarin, ister
kalitsal ya da somatik mutasyon ile isterse epigenetik indirgeme ile ortaya ¢ikmis
olsun, diger tiimor baskilayicilarinin kayb1 ve / veya maligniteyi tesvik etmek i¢in
onkojenlerin aktivasyonu ile birden ¢ok asamada isbirligi yapabildigini gostermistir

(Di Cristofano, De Acetis, Koff, Cordon-Cardo, & Pandolfi, 2001).

Bir baska ¢alismada, PTEN ile p27 veya Wnt-1'deki mutasyonlar arasindaki
isbirliginin onkogenezi tesvik ettigi gosterilmistir (Y. Li et al., 2001). Baz
calismalarda buna ilave olarak, PTEN'in hiicre dis1 matriksle hiicre etkilesimlerini
diizenleyen tanimlanmig fonksiyonlarinin, kanser ilerlemesinin sonraki asamalarinda,
ozellikle onemli olabilecegi gosterilmistir. Matriks proteinlerine hiicre yapigsmasinda
degisiklikler, gé¢ ve apoptoz sonrasi matriks ile temas kaybi, tiimor invazyonu ve
metastazinda rol oynamistir. PTEN kaybimin, bu tiir degisiklikler i¢in merkezi bir

mekanizma oldugu bildirilmistir (Kandasamy & Srivastava, 2002).

PTEN'de germline patojenik varyantlar, norogelisimsel bozukluklarin yani
sira benign ve malign neoplazi i¢in artmis risk olusturan ve nadir bir otozomal
dominant bozukluk olan PTEN hamartoma timér sendromuna (PHTS) neden
olmaktadir (Knobbe et al., 2002).

Mutasyonlarla ya da diger mekanizmalarla PTEN fonksiyonunun
kaybedilmesi, endometriyal tiimor olusumunda bilinen endokrin risk faktorlerine
cevap olarak erken ortaya ¢ikabilen ve premalign hastalik i¢in immiinohistokimyasal

biyobelirteg olarak kabul edilen bir olaydir (Mutter et al., 2000).

Ekstraseliiler etkilesimler, integrinler ve biiylime faktorii reseptorlerinden
gelen sinyalleri tetikler. Sekil 2-4’te PTEN'in ana islevi olarak, hiicre biiylimesini,
hayatta kalmay1 ve gogii etkileyen AKT ve kompleks akis yoniindeki (downstream)
yollarimi1 diizenleyen, 3-kinaz iirini olan PtdIns(3,4,5)P3'in akis yoOniinde

diizenlenmesi goriilmektedir. Ek olarak, PTEN, fokal adhezyon kinaz (FAK) ve
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Shc'yi hedefleyebilen ve dolayisiyla diger karmagik yollar1 diizenleyebilen, zayif
protein tirozin fosfataz aktivitesine sahiptir. PTEN fosfataz domeini, substrat
molekiillerini indirgemekte ve akis yoniinde (downstream) diizenlemektedir (Araki,
2004).

integrinler . v
Biiyiime Faktorii

Reseptorleri
)3 Plasma

= »]
’ - membrane

Adezyon ‘

ve Hiicre yagami,
go¢ cogalmasi ve
gogii

Sekil 2-4: PTEN geninin adezyondaki fonksiyonlar1 (Araki, 2004).

PTEN'in somatik intragenik mutasyonlari, endometrial karsinomlarda, malign
gliomlarda ve melanomlarda sik goriilen bir olaydir. Ayrica, meme kanseri hiicre
hatlarim1  kullanan ilk ¢alismalar PTEN'in biallelik kaybina sahip oldugunu
gostermektedir (Perren et al., 1999). Arastiricilar bu nedenle, bir PTEN allel kaybinin
timor olusumu icin yeterli olup olmadigini ya da ikinci allelin inaktivasyonunun
mutasyon olaylarindan daha ¢ok epigenetik olarak gergeklesip gerceklesmeyecegini

sorgulamiglardir.

Jin ve arkadaslar1 PTEN mutasyonlar1 ile ilgili yaptiklart ¢alismada 176
KHDAK tiimoériiniin 8'inde (% 4.5) PTEN mutasyonlarinin mevcut oldugunu ve bu
mutasyonlarin skuaméz hiicreli karsinomda, adenokarsinomdan anlamli olarak daha

sik goriildiigiini bildirmislerdir (Jin et al., 2010).
2.4.6. PTEN Geni ve Kanser Iliskisi

PTEN' bir aday tiimor baskilayici olarak tanimlayan ilk raporlar, PTEN'deki
mutasyonlar i¢in, bazi hiicre hatlarinin ve primer tiimorlerin incelenmesi ile ortaya

cikmustir (Steck et al., 1997). Bu ¢alismalar glioblastoma hiicre hatlarinin ve primer
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timorlerin  heterozigozite kayb1 (LOH) esliginde yiiksek oranda PTEN
mutasyonlarina sahip oldugunu gostermislerdir. Multiform glioblastoma, gliomanin
en agresif formu olup, hastalik teshisi konan hastalar i¢in genellikle sag kalim siiresi
en fazla 2 yildir. Glioblastomalarin biiyiik ¢ogunlugunda PTEN’in lokalize oldugu
10q kaybi oldugu gosterilmistir (Baeza, Weller, Yonekawa, Kleihues, & Ohgaki,
2003).

Li, Sun ve arkadaslar1 PTEN'in TGFp tarafindan transkripsiyonel olarak
azaltilabilecegini bildirmislerdir. Ayrica, transkripsiyon, Egrl (erken biiyiime cevabi-
1 transkripsiyon faktorii)nin PTEN promotoru iginde -47 ila -939 arasindaki
niikleotidlerde spesifik bir baglanma bolgesine (GCGGCGGCG) baglanmasiyla
indiiklenebildigini ve Egrl ile PTEN transkripsiyon indiiksiyonunun, radyasyona
kars1 hiicrelerin apoptotik cevabinda 6énemli oldugunu vurgulamislardir (D.-M. Li &
Sun, 1997). Virolle ve arkadaslar1 ise PTEN veya Egrl fonksiyon kaybinin, kanser
hiicrelerinin radyoterapiye direncine katkida bulunabilecegini bildirmislerdir (Virolle
etal., 2001).

PTEN promotorii, transkripsiyonel diizenlenmede ve DNA metilasyonunda
rolii olan CpG niikleotidleri agisindan zengindir. Farkli kanser tiirlerinde yapilan
caligmalarda, promoter hipermetilasyonun neden oldugu PTEN'in epigenetik
susturulmasinin, tiimorogeneze katkida bulunabilecegine dair kanitlarin oldugu
bildirilmistir (Salvesen et al., 2001; Whang et al., 1998). Ayrica Fults ve arkadaslar
gliomlarda yaptiklar1 bir ¢alisma ile PTEN ekspresyon seviyelerinin artan malignite
derecesiyle birlikte azaldigini ve bununla birlikte, promoter hipermetilasyonunun
gliomlarda PTEN inaktivasyonunun bir mekanizmasi olup olmadiginin arastirilmasi
gerektigini bildirmislerdir (Fults & Pedone, 2000).

PTEN ekspresyon kaybi, prostat (Koksal et al., 2004) ve servikal kanserde sik
goriilir (Harima et al., 2001). PTEN AKT ve PI3K (fosfatidilinositol-3 kinaz)
yolaklarin1 akis yoniinde diizenlediginden, PTEN-null tiimorler daha yiiksek
proliferatif aktiviteye ve biiyiimeye sahiptir. 109 prostat kanseri olgusunda yapilan
bir ¢alismada, PTEN ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmis ve
PTEN proteininin kaybi, kotii prognozun patolojik belirtegleri ile iliskilendirilmistir
(Mazure, Chen, Laderoute, & Giaccia, 1997).
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PTEN'de yiiksek mutasyon sikligina sahip baska bir timor tipi, endometriyal
karsinomdur. Endometriyal karsinomlar1 inceleyen aragtirmacilar, yaygin olarak
delesyona ugramis olan iki bolgede 10q22—24 ve 10925-26 anlamli LOH oldugunu
bildirmislerdir. Buna ek olarak, endometrioid endometriyal karsinomlar vakalarin %
61'inde PTEN protein ekspresyonunun tamamen kaybini ve % 97'sinde ekspresyonun

azaldigin1 da gostermislerdir (Mutter et al., 2000).

10. kromozomun uzun kolunun siklikla kaybini sergileyen bir baska kanser
tiiri melanomadir. Sporadik tiimorler 10g22—10qter bolgesinde degisiklik gosterir ve
LOH c¢alismalart sik sik erken 10q kaybini gosterir. PTEN kaybi ya da mutasyonu,
malign melanom hiicre hatlarinda yiiksek olsa da (% 40), primer timoérlerde PTEN
aberasyonlarinin siklig1 daha diisiiktiir (Guldberg et al., 1997). Diger bazi timorlerde
oldugu gibi, PTEN mutasyonlarinin ge¢ evre hastalik ile iligkili oldugu
goriilmektedir. Yine ayni c¢alismada PTEN'in allelik kayip veya mutasyonla
bozulmasi, malign melanomlarin biiyiik bir kisminda, patogenez ya da neoplastik

evrime katkida bulunabildigi 6ne siiriilmiistiir (Guldberg et al., 1997).

Meme kanseri, kromozom 10q'da yiiksek bir LOH sikligina sahiptir. Buna
karsin PTEN, meme kanseri vakalarinin sadece kiiciik bir kisminda (% 5) mutasyona

ugrar (Ueda et al., 1998).
2.5. In situ Hibridizasyon (ISH)

Konvansiyonel sitogenetik yontemler kromozom iizerinde ancak 5 milyon baz
ciftinden daha biiyiik alanlardaki degisimleri analiz etmeye imkan sagladigindan,
daha kii¢iik boyutlarda inceleme yapabilmek i¢in arastiricilar yeni yontemler
arayisina gitmislerdir. Iste tam bu noktada c¢ok daha kii¢iik 6lcekte olan gen
diizeyinde kayiplarin ya da artislarin, mikrodelesyonlarin ya da sunbmikroskobik
delesyonlarin analizi i¢in molekiiler sitogenetik bir metod olan in situ hibridizasyon

yontemleri kesfedilmistir.

Molekiiler tekniklerin, in situ hibridizasyon (ISH) olarak adlandirilan,
kromozom preparatlarina ilk uygulamalari, niikleik asit dizilerini, kromozomlar
tizerinde tespit etme ve yerlestirme girisimleridir (Gall & Pardue, 1969). ISH teknigi,
radyoaktif olarak isaretlenmis ribozomal RNA'nin akrosentrik kromozomlara

hibridize oldugu kesfine dayanmaktadir. 1960'larin basindan itibaren insan
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kromozomlaria uygulanan hibridizasyon, otoradyografi kullanilarak gorsellestirildi.
ISH teknolojisinin kullanimi, kromozomlarin incelenmesine baska bir boyut
getirmis, kromozomlar iizerinde ve molekiiler diizeyde hiicrelerdeki DNA veya
tamamlayict RNA dizilerinin incelenmesini kolaylastirmistir (Pardue & Gall, 1970).
Bununla birlikte, daha 6nce bu yontemin kullanimi, radyoaktif izotoplarin, yiiksek
oranda tekrarlanan DNA dizilerinin ve sentromerlerin satellitlerindeki es RNA'nin
kullanimi nedeniyle sinirliydi. Daha sonra Langer ve arkadaslar1 1981°de dolayh
isaretleme icin radyoaktif olmayan bir probun kullanildign ISH teknigini

gelistirmistir.

In situ hibridizasyonun amaci, DNA veya RNA dizilerinin varhigmi veya
yoklugunu belirlemek ve bu dizileri spesifik hiicrelere veya kromozomal bolgelere
yerlestirmektir (Jensen, 2014). Sekil 2-5’te bu hibridizasyon basamaklari
gosterilmistir. Ozel diziler, niikleik asitlerin hibridizasyonu igin birbirlerine olan
cekim kabiliyetleri 6zelliginden yararlanilarak hiicreler i¢inde islem iki tamamlayici
DNA dizisi ve RNA-DNA ya da RNA-RNA hibridizasyonu seklinde olur (Jensen,
2014). Hibridizasyon (DNA probu ve hedef dizi), avidin veya streptavidin fluoresan
isaretlemeleri ile sinyaller goriiniir hale gelmistir. In situ hibridizasyonda, fluoresan
molekiillerin gelisimi ile bu molekiillerin dogrudan (bir fluorokromla birlikte) veya
dolayli olarak (bir ara molekiil aracilifi ile) DNA bazlarina baglanmasina izin
vermigtir (Wolff, 2013). Ek olarak, dogal ve yapay niikleik asitler arasinda

hibridizasyon da miimkiindiir.

Hedef DNA

Hedel DNA'nm

samucy prob ile
birlesmest
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foresan olarak DNA prol

gorindr hale gelir Roresan ¢
e reaksi

Sekil 2-5: Hibridizasyon basamaklarini gosteren bir sema. Hibridizasyon tamamlayici
zincirdeki niikleotid dizileri bulunduran tek zincirli DNA arasinda olusur
(Kezban OZDEMIR, 2015).
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2.5.1. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Son dénemlerde Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigine dayanan
molekiiler sitogenetik teknikler, hematolojik maligniteler ve solid tiimorler dahil
olmak {izere, neoplastik hastalik ile iliskili sayisiz kromozomal anomalinin teshis ve
tanimlanmast i¢in oldukc¢a kullanish araglar haline gelmistir. Bunun nedeni, bu
genetik hastaliklarin etiyolojilerinin, onkogenlerin amplifikasyonu, timor baskilayici
genlerinin delesyonu, gen yeniden diizenlemeleri ve mutasyonlarla fonksiyon kaybi
veya kazanilmasi dahil olmak iizere ¢ok sayida edinilmis genetik anomalilerin
karmasik bir etkilesimini igermesidir (Jensen, 2014). Fluoresan in situ hibridizasyon
yontemi, belirli kromozomlarin ve kromozom bolgelerinin, fluoresan isaretli niikleik
asit problari kullanilarak in situ hibridizasyon yontemiyle belirlenmesidir. Baska bir
ifadeyle; hiicresel incelemelerde islevsel protein kodlayan DNA dizilerinin
kromozomlardaki yerini tam olarak belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir.
Sitogenetik ve molekiiler genetik yontemlerini bir arada kullanma imkani sunan bu
yontemle, kromozomdaki niikleik asit dizilerinin varligi ya da yoklugu belirlenir.
Incelenmek istenen niikleik asit dizisine tamamlayic1 olan ve belirteg gérevi yapacak
olan tek zincirli 6zgiin niikleik asit pargalarina ‘prob’ denir. Fluoresan isaretli prob,
hibridize oldugunda, kromozomlar fluoresan boyadan yayilan 1s1gn bir dalga
boyunda absorblanmasi ile goriiniir hale gelirler. Bu hibridizasyon sinyalinin
lokalizasyonu (yani bu prob ile hibridize olan DNA parcasinin yeri) fluoresan
mikroskobu kullanilarak belirlenir (Kezban OZDEMIR, 2015).

Deoksiriboniikleik asit dizilerinin sitolojik ve histolojik preparatlarda
belirlenmesini saglayan bir metod olan FISH, submikroskobik seviyelerde
kromozom diizenlemelerinin tanimlanabildigi, ¢oziintirligii arttirmis ve bu teknigi,
hem klinik teshis hem de arastirma icin uygulanabilir hale getirmistir. FISH,
sitogenetik tekniklerin daha da gelistirilmesinde itici bir gii¢ olmustur (Riegel, 2014).
FISH'in temel ilkesi, hedef DNA'nin, preparatin yiizeyinde denatiire olmasidir. Prob
DNA's1, ya fluoresan (dogrudan isaretleme) ve / veya floresan olmayan bir hapten
(dolayli isaretleme) ile konjuge edilen bir niikleotid ile isaretlenmeli ve bu prob
denatiire edilen ve isaretlenmemis olan tekrarlayan DNA ile hibiridize edilmelidir.
Hibridizasyondan 6nce, metafaz kromozom silispansiyonu veya interfaz niikleuslari,

probun erisilebilirligini arttirmak ve sitoplazma miktarin1 azaltmak i¢in enzimatik
38



olarak 6n-muameleye tabi tutulur. Hedef ve prob DNA'y1 i¢ceren 6n muamele edilmis
preparat, DNA'y1 denatiire etmek iizere (75°C +2) isitilir. Hazirlanan prob, daha
sonra hibridizasyon i¢in 37°C'de ~16-48 saat boyunca preparata uygulanir. Prob ve
hedef DNA arasindaki hibridizasyon hizi, kullanilan proba bagli olarak degisir
(Riegel, 2014).

Post hibridizasyon, baglanmamis tek iplikli DNA'y1, spesifik bagli olmayan
DNA'y1 ve istenmeyen baglanmalar1 preparattan temizleme asamasidir.
Hibridizasyon sonrast bu yikamalar zayif baglanan probu temizlemek ve sadece
dogru eslesmis olan problar1 birakmak igin uygulanir. Yikandiktan sonra, DAPI
(4,6-diamidino-2-fenilindol) igeren bir antifade soliisyonu preparata uygulanir ve bir
lamel ile kapatilir. DAPI hiicrenin yalnizca nukleusunu boyayan bir fluoresan
boyadir (Riegel, 2014). Fluorokromlari tanimlamak igin sinyaller, 6zel filtreler igeren
mikroskop kullanilarak gézlemlenir. Mikroskoba bagli kamera, goriintiiyii yakalar ve
fluoresan sinyalleri bu sayede gozlenir (Hiraoka, Sedat, & Agard, 1987). Elde edilen
goriintiiler ticari olarak alinan bilgisayarl goriintiileme sistemleri kullanilarak analiz
edilir. Standart FISH'in gelistirilmesi ile birlikte, daha hassas FISH tabanli teknikler
yavas yavas ilerlemis ve FISH goriintii alimi, goriintii 6n islemi ve dijital goriintii

analizi i¢in bir¢ok dijital goriintiileme sistemi gelistirilmistir.

Goriintillemede en sik kullanilan fluoresan isaretler FITC (fluorescein
isothiocyanate) yesil, teksas kirmizist ve rodamin kirmizi renkte fluoresan sinyal
yayarlar. FISH, interfaz ve metafaz preparatlarina uygulanabilir. Interfaz
preparatlarina uygulandiginda iFISH olarak adlandirilir. FISH de, bir veya daha fazla
DNA probu ayni1 anda kullanilabilir ve bu problar, farkli renk ile isaretlenerek ayirt
edilebilir. Problar esas olarak bu molekiiler sitogenetik tekniklerin ¢oziiniirliigiinii

belirler ve saptanan DNA dizilerinin modeline gore siniflandirilabilir.

ISH i¢in bircok farkli tipte prob kullanilmaktadir. Bunlar arasinda cDNA,
cRNA ve sentetik oligoniikleotid problari bulunur. Bu teknikte bir prob segerken,
aragtirmaci duyarlilik ve 6zgiilliigii, tiretim tesislerini, probun dokuya ne kadar kolay
niifuz ettiini, hibritlerin stabilitesini, uygulamayr ve yontemin ne kadar
tekrarlanabilir oldugunu dikkate almalidir. Kullanilabilen problar arasinda; cift

iplikgikli DNA problari, tek iplikli antisens RNA problar1 (riboproblar), polimeraz
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zincir reaksiyonu (PZR), sentetik oligodeoksiniikleotit problar1 ve oligoriboproblar
ile tiretilen tek iplikli DNA problari bulunur (McNicol & Farquharson, 1997).

2.5.2. FISH Tekniginde Kullanilan Problar

FISH i¢in bir¢ok tip prob kullanilabilir. Halihazirda, bir dizi ticari prob (6r.
tiim kromozom boyama problari, kromozom-kol boyama problart ve subtelomerik,
lokus spesifik ve tekrar eden sentromerik problar) belirli kromozomal anomalilerin

saptanmasi i¢in mevcuttur. Probun en uygun boyutu 50-300 bazdir.

FISH ig¢in problar temel olarak iki kategoriye ayrilabilir; lokus spesifik ve
kromozom boyama problari. Lokus spesifik problar, belirli bir gen veya kromozomal
alani tespit etmek icin kullanilir ve genellikle DNA dizilerinin delesyonunu veya
amplifikasyonu degerlendirmek i¢in uygulanir. Tim kromozom boyama problari ise
tam kromozomdan tiiretilmistir. Bunlar yapisal olarak normal olmayan
kromozomlarin kokenini tespit etmek ve farkli (yani, homojen olmayan)
kromozomlari igeren yeniden diizenlemeleri belirlemek igin kullanilir (Jensen, 2014;
C. Lee, Lemyre, Miron, & Morton, 2001). FISH teknigi, gen haritalamasinda,
submikroskopik delesyonlarin incelenmesinde ve kromozom anomalilerinin

tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve FISH testleri olduk¢a hassastir.

ISH i¢in kullanilan DNA problari, yiiksek derecede 6zgiil aktivasyon 6zelligi
tasir ve kullanim oncesinde mutlaka denatiirasyonlarmin yapilmasi gerekir. RNA
problari ise en yiiksek stabiliteye sahiptir ve RNaz’larla kolaylikla yok edilebilirler.
Oligoniikleotid problar1 genellikle 15-50 niikleotidden olusur. Bunlarin hedef diziye
antisense tasarimlari yapilir. Bunlar daha kii¢iik boyutlarda olduklarindan hedeflenen

bolgeye kolaylikla hibridize olurlar.

ISH tekniginde kullanilan problarin belirlenmesinde spesifik niikleik asidin
cinsi ve uygun etiketleme ¢esidi onemlidir (Wolff, 2013). Bazi prob tipleri soyle

siralanabilir;
1) Sentromerik problar
2) Tiim kromozomu isaretleyen problar

3) Lokus spesifik (belirli bir kromozom pargasina ait) problar
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4) Subtelomerik (kromozom ucuna yakin bdlgeye yonelik isaretleyen) problar

5) Telomerik (kromozom ucuna yonelik isaretleyen) problar
2.5.3. FISH Metodunu Temel Alan Uygulamalar

FISH, diger sitogenetik tekniklerin daha da gelismesine onciiliik eden esnek

bir tekniktir. Farkli uygulamalar i¢in FISH tabanli yontemler kullanan ¢oklu
yaklagimlar mevcuttur. Ornegin, ters-FISH, FISH-FISH, M-FISH, cok renkli FISH,
SKY (spektral karyotipleme), FISH, akis-FISH, Q-FISH (kantitatif FISH), COBRA-
FISH (birlesik ikili oran etiketleme FISH), cenM-FISH (sentromere 6zgii M-FISH),
pod-FISH (ebeveyn kokenli FISH tayini), heterokromatin-M-FISH, interfaz FISH
(IFISH) ve diger modifiye FISH yaklasimlari gibi pek ¢ok FISH tabanli yontem

kullanilmaktadir.

2.5.4. FISH Endikasyonlari

FISH tekniginin uygulandig: belirli endikasyonlar vardir. Bunlardan yaygin

olanlar1 su sekilde siralanabilir;

1.

2.

Mikrodelesyonlar,
Delesyonlar (parca kayiplart),

*Kromozom  tanimlama  (Konvansiyonel  sitogenetik  yOntemlerle

tanimlanamayan yeniden diizenlenmeler ve marker kromozomlarin tayini),
Zeka ve gelisim geriligi olan olgular (subtelomerik FISH),

Prenatal anoploidi taramasi (Hizli FISH),

Kanser (Her tiirlii hematolojik malignitelerde)

Kromozom ug kisimlarinin (Telomer bolgelerinin) kaybi

Preimplantasyon genetik tani1 (PGT)
2.5.5. FISH Tekniginin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

FISH, genetik degisikliklerin dogrudan gorsellestirilmesini saglayan etkili bir

tekniktir. Bu teknigin bircok uygulamasi vardir ve genellikle kromozomal

dengesizlikleri, kromozom pargalarinin kazanimi veya kaybini incelemek icin ya da
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dengesizligi olan veya olmayan spesifik kirilma noktalarini géstermek icin kullanilir
(McNicol & Farquharson, 1997). FISH baslangigta kromozomlarin siiflandirilmasi
i¢in kullanilmistir (Pinkel, Straume, & Gray, 1986), ancak bu teknik ¢ok daha sonra
tibbi ve biyolojik alanlardaki bir dizi uygulamada kabul edilmistir.

Kovansiyonel sitogenetik yontemlere kiyasla FISH yontemi ¢ok daha hassas,
hizli ve daha giivenilir bir yontemdir. Sitogenetik yontemlerle belirlenemeyen
submikroskobik delesyonlar, telomerik delesyonlar, mikrodelesyonlar ve yeniden

diizenlenmeler yiiksek ¢6ziiniirliik sayesinde FISH teknigi ile belirlenebilmektedir.

FISH teknolojisinin avantajl olan itici giicii, genotip-fenotip iliskilerini analiz
etmek isteyen genetikciler ve patologlar tarafindan arttirilmistir. FISH'in en biiyiik
avantaji sitogenetik analizde yaygin kullanimina imkan vermesidir. FISH teknigi,
genetik hastalik ya da neoplazmik bozukluklarla iliskili genetik anomalileri
belirleyen ve interfaz niikleus veya metafaz kromozomlarindaki genomlar tespit
eden kromozomal gen haritalamasidir. FSH tekniginin 6nemli bir diger avantaji, elde
edilmesi zor olan dokularin en iyi sekilde kullanimina imkan saglar (6rnegin;
embriyolar ve klinik biyopsiler). Aym1 doku {izerinde yiizlerce farkli hibridizasyon
yapilabilir, doku kiitiiphaneleri olusturulabilir ve bunlar ileride kullanim igin
dondurularak belirli bir siire arsivlenebilir (Riegel, 2014).

ISH tekniklerinin uygulanmasinin dezavantaji ise, diisik DNA ve RNA
kopyalarina sahip olan hedeflerin belirlenmesindeki zorluktur. Bununla birlikte, in
situ hibridizasyondan 6nce hedef niikleik asit dizilerinin ¢ogaltilmasi gerekir veya
hibridizasyonun tamamlanmasindan sonra sinyalin saptanmasi yoluyla in situ
hibridizasyonun duyarliliginin gelistirilmesi i¢in siirekli olarak yeni yaklagimlar

gelistirilmelidir (Jensen, 2014; Thomas Liehr, 2009).

2.5.6. Dogum Oncesi ve Sonrasi Diyagnostik ve Arastirmada FISH

Uygulamalar

FISH'in 6nemli bir avantaji, béliinmeyen hiicrelerde uygulanabilmesidir. Bu
sayede sitolojik preparatlarda ve doku kesitlerinde, kromozomlarin dogrudan
arastirilmasin1  kolaylastirmistir.  Klasik sitogenetik analiz, metafaz kromozom
yayilimi elde etmek ic¢in mitoz gegiren hiicrelere baghdir. Bu nedenle, hiicrelerin,

kisa veya uzun siireli olarak in vitro kiiltiirleri yapilmalidir. Dogum 6ncesi andploidi
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taramasi icin kiiltiire edilmemis amniyositlere FISH uygulanmasinda, zaman alici
olan hiicre kiiltiirii gerekli degildir ve sonuglar 24-48 saat iginde elde edilebilir.
Prenatal tanidaki interfaz FISH, kiiltiirsiiz koryonik villus ve amniyotik sivi
hiicrelerin 6rneklerinde andploidileri saptamak i¢in hizli, dogru, duyarli ve nispeten
spesifik bir yontemdir (Rosner et al., 2013; Stumm, Wegner, Bloechle, & Eckel,
2006). Bu yontemde kullanilan problardan lokus spesifik problari, bilinen
mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarinin klinik teshislerini dogrulamak
i¢in de kullanilir. Ancak FISH, bilinen mikrodelesyon sendromlarinin saptanmasinda
sinirlamalara sahiptir. Bazen, kii¢iik ve olagandist delesyonlar1 olan hastalar,
fluoresan probunun 6zgiilliigline bagli olarak tespitten kagabilir. FISH teknikleri
telomerlerin analizi, kanser ve yaslanma arastirmalarinda da kullanilmaktadir. Cok
renkli FISH uygulamalari kanser sitogenetigi igin en degerli olanlardir ve bu
yontemler ayni zamanda yapisal kromozomal anomalileri tespit etmek i¢in de
uygulanmistir ve kompleks Karyotiplerde translokasyonlar1 ve markir kromozomlari

tamimlamaktadir (T Liehr, Starke, Weise, Lehrer, & Claussen, 2004).

2.6. Immiinositokimya Yontemi (ISK)

Hibridizasyon isleminin ardindan, sinyali goriilebilir hale getirme yontemleri,
probu isaretlemede kullanilan belirtecin tipine bagli olarak degisir. Kullanilan prob
eger radyoaktif igaretli ise otoradyografik yontemler, eger radyoaktif olmayan bir
isaretci kullamldiysa immiinohistokimyasal (IHK) yontemler kullanilir (Selma
Yilmazer, 2017).

Radyoaktif olmayan prob kullanildiginda iki farkli yontem kullanilir.
Bunlardan biri dogrudan isaretlemedir. isaret dogruca niikleik asit probuna baglanir
ve hibridizasyon hemen mikroskop altinda gdzlenebilir. Diger bir yontem, dolayl
yontemdir. Burada proba baglanan isaretleyici molekiil dogrudan goriilemez.
Hibridizasyondan sonra ikinci bir molekiil probdaki isaretleyiciye baglanir ve o
bolgeyi goriiniir hale getirir. Burada ikinci molekiiliin kolay saptanabilir olmasi
gerekliligi onemli bir ayrintidir. Radyoaktif olmayan prob isaretlerinin biiyiik bir
kismi immiinojeniktir. Bunlar ancak immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak

saptanabilirler. En sik kullanilan radyoaktif olmayan isaretgilerin basinda
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digoksigenin ve biotin gelir. Bunlar kendilerine karsi olusturulan antikorlar ile
saptanabilirler (Selma Yilmazer, 2017).

Probla hibridize olan bdlgenin saptanabilmesi i¢in sinyal olusturan sistemler,
isarete kars1 olusturulan primer bir antikora baglanabilirler. Bu yonteme ‘tek agsamali
saptama’ denir. ki asamali olan saptama ydnteminde ise primer antikora baglanan
ikinci bir antikor vardir. Bu ydntem her primer antikora sinyal tasiyan birkag
sekonder antikor birden baglandigindan tek asamaliya kiyasla ¢ok daha duyarhidir
(Selma Yilmazer, 2017).

2.6.1. Biotin-Streptavidin Sistemi

Glikoprotein yapisinda olan avidin yumurta akindan elde edilir ve biotine
kars1 asir1 ilgisi vardir. Biotinin saptanmasinda ilk adim isaretleyici molekiilii ya da
sinyali tasiyan avidinin, biotinle isaretlenmis proba baglanmasidir. Bir avidin
molekiili dort biotin molekiilii bagladigindan gii¢lii bir sinyal verir. Avidinden farkli
olarak yiiksliz bir molekiil olan streptavidin ise Streptococcus avidini’den elde

edilmistir. Bu molekiiliin biotine kars1 ilgisi daha azdir ve daha az dayaniklidir.
2.6.2. Sinyal Olusturan Sistemler

Probun hibridize oldugu bdlgenin goriiniirliiligli antikora ya da avidine
baglanan sinyaller ile saglanir. Bu araci molekiiller florokomlar, metaller veya
enzimlerdir. Sinyale uygun olan dalga boyundaki 1sikta fluoresan yayan
florakromlarin avidine ya da antikora baglanabilen farkl: tipleri vardir. Bunlardan en
sik kullanilanlar Teksas kirmizisi, rodamin kirmizisi, floresein izotiyosiyanat (FITC)

yesil ve amino-metil-kumarin asetik asit (AMCA) ise mavi renk verir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Dekanligr Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 07/09/2016-327741 tarih ve sayili
karar1 ile onaylanmistir. Hasta grubu olarak Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dali’na akciger kanseri siiphesiyle gelen ve kiiciik hiicreli dist
akciger kanseri (KHDAK) tanisi alan 30 hastaya ait bronsiyal lavaj sivisi
kullanilmistir. Kontrol grubu olarak ise son dénemde viral bir hastalik ge¢irmemis,
herhangi bir organ kanseri hikayesi olmayan ve bronkoskopi endikasyonu olan, ayni
yas grubundan 10 bireyden alinan bronsiyal lavaj sivisi calisma materyali olarak
kullanilmistir. Calismanin  deneysel asamasi Istanbul Universitesi-Cerrahpasa,
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda Mayis 2017- Haziran
2018 tarihleri arasinda yapilmistir.

3.1. Gerecler
3.1.1. iFISH Yonteminde Kullanilan Geregler

* Buzdolab1 (Argelik 4042 T Plus +4)

e Derin Dondurucu (Argelik)

e Elektronik Terazi (Precisa XB220A)

e Etiiv (Memmert BM400)

e Benmari (Memmert)

e Santrifiij (Hettich Microliter)

e Vortex (Dragon Lab MX-S)

e Manyetik Karistirict (Are Velp Scientifica)

e Hot Plate (J.P. Selecta)

e Denaturasyon ve Hibridizasyon Cihazi (ThermoBrite StatSpin)

e Fluoresans Mikroskobu (Nikon Eclipse E600, Japan)
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Fluoresans Mikroskop filtreleri (TxRed, FITC, DAPI UV,Aqua)

Kamera sistemi (COHU Cooled CCD Camera Applied Imaging,
Newcastle,UK)

Goériintiileme Sistemi (Metasystem- Isis Imaging System)
Mikropipet (Discovery Comfort (100-1000ul), Medispec plus 10 (0,5-10 pl) )
pH stick 0-14 (Isolab)

Pastor Pipeti

Pipet ucglar

Ependorf tiipii (1,5 ml)

Kronometre

Enjektor (5 cc)

Termometre

Cam Kalemi (Faber Castell S)

Eldiven

Parafilm

Rubber Cement (Marabu Fixogum)

3.1.2. iFISH Yonteminde Kullanilan Cam Malzemeler

Lam (Menzel- Glaser Super frost ground edges (90°)
Lamel (Menzel-Glaser 100 Deckglaser 22x22mm)
Beher (50, 100, 250 ml)

Balon joje (100, 250, 500 ml)

Erlenmayer (250, 500,1000 ml)

Meziir (10, 25, 50, 100, 250, 500 ml)

Sale (100 ml)
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3.1.3. iFISH Yonteminde Kullamlan Kimyasallar

e Methanol (Merck)

e Asetik asit (Merck)

e Distilesu

e HCI (Merck)

e KCI (Merck)

e NaCl (Merck)

e Pepsin (Sigma Aldrich)

e  %96’lik Ethanol (Merck)

e Immersiyon yagi (Merck)

e Potayum Dihidrojen Fosfat (KH,POy,)

e Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (Na,HPO4.2H,0) (Merck)
e Tri-Sodyum Sitrat Dihidrat (CgHsNazO7.2H,0)

e Magnezyum Kloriir Hekzahidrat (MgCl,.6H,0)

3.1.4. iFISH Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar

Tablo 3-1: Carnoy Fiksatifi

Methanol 30 ml

Asetik Asit 10 ml

Tablo 3-2: Hipotonik Soliisyon

Potasyum Kloriir (KCl) (0,075 M) 5649

Distile su 1000 ml
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Tablo 3-3: Fosfat Buffer Soliisyonu (PBS) pH:7

NacCl 8¢
KCI 029
Na,HPO,.2H,0 149
KH,PO, 0,29
Distile su 1000 ml
Tablo 3-4: 20xSSC (Salin Sodyum Sitrat) pH:7
NaCl 43,8 ¢
Tri-Sodyum Sitrat Dihidrat
CeHsNaz07.2H,0 2
Distile su (dH,0) 250 mi

Tablo 3-5: 2 x SSC pH:7

20xSSC

50 ml

Distile su (dH,0)

450 ml

Tablo 3-6: 0,4 x SSC pH:7

20 x SSC

10 ml

Distile su (dH,0)

250 ml

Tablo 3-7: HC1, Tween20 ve Pepsin Soliisyonu

10 nm HCl i¢in 0.83 ml konsantre HCI 1000 ml dH,O
Pepsin icin 1 gr pepsin 50 ml dH,0
Tween 20 10 ml Her 6rnek i¢in 0,2ml
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Tablo 3-8: Alkol Serileri

% 70’lik Etanol 70 ml Etanol + 30 ml dH,0O
% 85’lik Etanol 85ml Etanol + 15 ml dH,O
% 100°liik Etanol 100 Etanol

3.1.5. iFISH Yonteminde Kullanilan Prob

Calismamizda MyProbes Powered by Cytocell ‘den 6zel olarak tasarlanmis ve
kalite kontrolii Glia Medikal Ltd. laboratuvarinda yapilmis olan 10g23.3 PTEN DNA
FISH prob’u (Vysis LSI PTEN (10923) / CEP 10 Dual Color Probe) (Abbott
Molecular Inc.) kullanilmistir. 50 testlik prob 100’er pl’lik tiiplerde (5x100 pl) ve
ayn1 miktarda DAPI Soliisyonu ile birlikte kitin i¢inde hazir olarak satin alinmistir
(Abbott Cat. Number: LPH025+LPEOQ7). Bir Delesyon Amplifikasyon probu olan
PTEN FISH probunun isaretledigi bolgeler Sekil 3-1’de gosterilmistir.

o oA = M M oA g M Lo I | Mo MM oA ™M s Moy M H oMo
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10 kromozomun sentromer bélgesi PTEN gen bélges1 10g23.3
10g11.1 yesil 1geretl Kirmizi 1garethi

Sekil 3-1: ‘PTEN(10q23.3) / CEP10 Dual Color’ FISH probunun 10. kromozom iizerinde
isaretledigi iki bolge.

3.1.6. immiinositokimya Yénteminde Kullanilan Geregler

e Buzdolabi (Bosh A Plus +4° C)
e Derin Dondurucu (Bosh -20° C)

e Elektronik Terazi (Precisa XB220A)
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e Etiiv (Memmert BM400)

e Benmari (Memmert)

e Santrifiij (Hettich Microliter)

e Vortex (Dragon Lab MX-S)

e Manyetik Karistirici (Are Velp Scientifica)
e [sik Mikroskobu (Lyca 2040)

e 24 kuyulu (6x4) Plate (Ardi Medical)

e Lam (Adhesive Positive Charge 90° Beyaz, 72 Ad./Pk)
e Lamel (100 'lik ambalaj, r:18mm daire)

e Pipet

e Ependorf (1ml’lik)

e Ince uglu pens

¢ Alimiinyum Folyo

3.1.7. immiinositokimya Yénteminde Kullanilan Kimyasallar

A11189)
¢ Antikor sulandirici (Zymed)
e Etanol (Merck)
e H,0, (Hidrojen peroksit) (Merck)

e PBS Tablet (Sigma)

PTEN primer antikoru (PTEN poliklonal tavsan antikoru AbClonal Cat. No.

e Mouse and Rabbit Specific HRP/AEC (ABC) Detection IHC Kit (Cat No.

ab93705, USA)
e AEC boyama kit (Invitrogen)
e HRP Large Volume AEC Substrate System

e Methyl Green zinc chloride salt, for microscopy
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3.1.8. immiinositokimya Yénteminde Kullanilan PTEN Primer Antikoru

Hiicre antijenlerini bulunduklari yerde gostermek amaciyla Isaretlenmis
poliklonal PTEN antikoru (PTEN- poliklonal tavsan antikoru AbClonal Cat. No.
A11189) kullanildi.

3.2. Yontem

KHDAK tanisin1 histopatolojik olarak almis olan 30 hasta ve bronkoskopi
endikasyonu bulunan 10 kontrol grubuna ait bronsiyal lavaj materyalinden elde
edilen hiicreler, hem interfaz FISH (iFISH) yontemi ile hem de immiinositokimyasal

(ISK) boyama yontemi kullanilarak incelenmistir.
3.2.1. Materyal Se¢imi

Yapilan c¢alismada Mayis 2017 ve Haziran 2018 tarihleri arasinda Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis hastaliklart  Anabilim
Dali’na akciger hastaliklar1 siiphesiyle basvurmus hastalar arasindan KHDAK
tanisin1 alan 30 hastaya ait bronsiyal lavaj Ornekleri ile calisilmistir. Kesin tani
alamamis ya da KHDAK disindaki tiim olgular diglanmistir. Kontrol grubu olarak
son donemde viral bir hastalik ge¢cirmemis, histopatolojik olarak akcigerde herhangi
bir maligniteye rastlanmayan ve herhangi bir endikasyon ile bronkoskopi islemi

yapilan 10 bireyden alinan brongiyal lavaj sivist ile ¢alisilmistir.

Caligma grubuna alian hastalardan ve kontrol grubunu olusturan olgulardan

bu ¢aligma i¢in ‘Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu’ alinmistir (Bkz. Formlar).

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar:
Anabilim Dali’nda takip edilmekte olan hastalardan toplamda 95 bronsiyal lavaj
Ornegi toplanmis ve bu toplanan tiim bronsiyal lavaj materyallerine 6n ¢alisma
uygulanmistir. Tiim olgulardan 43 tanesi KHDAK tanisini kesin olarak almis ancak
bunlardan 30 tanesinin bronsiyal lavaj 6rneginden hiicre elde edilebilmistir. iFISH
yonteminin uygulanmasi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Sitogenetik Laboratuvari’nda,
ISK yonteminin uygulanmasi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Immiinohistokimya

Laboratuvarinda yapilmistir. Calisma grubuna dahil edilen 30 hastanin 21’1 skuamoz
51



hiicreli karsinom, 6’s1 adenokarsinom ve 3’ii de KHDAK ’nin siiflandirilamayan alt

tipidir.
3.2.2. Materyal Alim

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklari
Ana bilim Dali’nca KHDAK tanisin1 alan, takip edilmekte olan ve bronkoskopi
endikasyonu bulunan olgularda c¢alisilmistir. Hastalarin randevulari giin giin takip
edilmis, materyal aymi giin alinmis ve yine ayni gin c¢alisilmistir. Calismada
kullanilan bronsiyal lavaj materyali, bronkoskopide lezyon oldugu diisiiniilen
bolgeye uzman doktor tarafindan 20 ml kadar soguk ve steril serum fizyolojik
verildikten sonra bronkoskopik boru araciligi ile aspire edilen sekresyondur. Bu
islemin yapildigi giin materyal 10 cc’lik enjektor igerisinde ya da 50 ml’lik silindir
kapta (Sekil 3-2) taze olarak ve direk ilk elden alinmistir. Brongiyal lavajin
saklanma kosulu +4°C’de en fazla 8 saattir. Bu asamadan sonra hiicre kayiplari

olduk¢a yogun oldugundan bu konuda hassasiyet gosterilmistir.

ot

Resim 3- 1: 50 mI’lik silindir kapta alinan bronsiyal lavaj 6rnegi

3.2.3. interfaz FISH (iFISH) Yéntemi

Caligmamizda, bronsiyal lavaj materyalinden elde edilen hiicrelere, 6zel olarak
tasarlanmis ve kalite kontrolii yapilmis olan 10q23.3 PTEN DNA dual color FISH
prob’u, lreticinin 6n gordiigi talimatlara gére uygulanmistir. 20 cc’lik enjektor

igerisinde temin edilen materyal 12 ml’lik kirmiz1 kapakh ii¢ tiipe boliinmis ilk iki
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tip iFISH igin igilincii tiip ISK yontemi igin ayrilmistir (Sekil 3-3). iFISH

yonteminde ilk olarak hiicre elde etme kism1 olan Harvest agamasi yapilmistir.

Resim 3- 2 : iFISH metodunun uygulanmasi igin her 6rnekten hazirlanan tiipler

3.2.3.1. Harvest (Hiicre Toplama)

1. Tipler ilk olarak 2000 rpm’de santrifiij edilmis ve silipernatant kisim

dokiilmiistiir.

2. Tiplerde kalan pellet {izerine vortex iizerinde taze hazirlanmig 1xPBS

cozeltisinden (pH 7) 6 ml. eklenerek hiicrelerin ilk yikamasi yapilmaistir.

3. Tekrar 2000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilen tliplerdeki siipernatant kisim

dokiilmiistiir.

4. 37°C’de 0,075 mol/l KCI soliisyonu 6 ml. vortex iizerinde eklenerek hiicreler

i¢in hipotonik ortam saglanmustir.
5. Tipler, sicaklig 37°C olan etiivde 30 dk. siire ile inkiibe edilmistir.

6. Siire sonunda tekrar 2000 rpm’de bu defa 7 dk. santrifiij edilip siipernatant kisim

dokiilmiistiir.

7. Tiplerde kalan pellet lizerine vortex ilizerinde taze hazirlanmis ve sogutulmus
Carnoy fiksatifinden (Methanol/ Asetik asit 3:1) 6 ml. yavasca damla damla

konulmustur.
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8.

10.

Tekrar 2000 rpm’de 7 dk. santrifiij edilen tiiplerdeki siipernatant kisim

dokilmistir.

Cikis islemi tamamlanan tiiplerin her birine tekrar vortex iizerinde soguk fiksatif
¢ozeltisinden hizlica 6 ml. konulmus, bu islem her tiip i¢in 3’er kez tekrarlanarak

yayma islemine hazirlanmistir.

(Bu asamada tiiplerdeki materyal hala bulanik goériilmiisse ya da yogun mukus
parcalar1 varsa fiksasyon islemi berraklik saglanincaya dek tekrar edilmistir.
Gerektiginde materyalin sivi ve berrak olan kismi yeni tiipe aktarilarak

homojenlik saglanmistir.)

Calismadaki 6n hazirlik olan, hiicre elde etme (harvest) ve fiksasyon islemi

yapilan tiipler hastanin patoloji raporu alinincaya kadar -20 OC’de saklanmustir.

3.2.3.2. Yayma islemi

1.Yayma isleminin yapilacagi lamlar 6nceden distile su ile yikanmis, kurulanmadan

2.

5.

6.

sogutulmus ve numaralandirilmistir.

iFISH analizi i¢in -20 °C’de saklanmis olan tiipler 2000 rpm’de 5 dk. satrifiij

edilmis ve siipernatant kismi dokiilmiistiir.

. Elde edilen pellet vortex lizerinde birka¢ saniye dondiiriildiikten sonra oda

sicakliginda ve nem orani yaklasik % 50-60 arasinda olan ortamda, lam iizerine
cizgi seklinde 2-3 damla materyalden, 1-2 damla da taze hazirlanmis ve

sogutulmus olan Carnoy fiksatifinden damlatilarak yayma islemi yapilmigtir.

. Hazirlanan preparatlar elde hafifce birkac defa cevrilerek 6rnegin lam iizerinden

akip gitmesi 6nlenmis ve yatay diizlemde kurumasi saglanmistir.

Yayma islemi yapilan lamlar diyagrami kapali olarak 151k mikroskobu altinda ve
x10 biiyiitme ile kontrol edilmistir (Sekil 3-4).

Bazi ornekler hiicre yogunluguna gore ¢ift kat ya da daha yogun sekilde tekrar
yayilmistir.
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7. Bu sekilde li¢ preparat hazirlanmistir. iIFISH igin hangisinin uygun olduguna,
hiicre yogunluguna bakilarak karar verilmis ve c¢alisilmasina karar verilen

preparatlar bir gece (overnight) oda sicakliginda yaslandirilmaya birakilmustir.

Sekil 3-2: Yayma kontrolii yapilan bir skuamoz hiicreli akciger kanseri olgusunun
brongiyal lavaj 6rnegine ait boyanmamis ham hiicreleri (x10)

3.2.3.3. iFISH tekniginin uygulanmasi
Ertesi giin hazirlanan preparatlara 1FISH tekniginin uygulanmasina
baslanilmistir.
Preparatlarin On Yikamasi ve Dehidratasyonu:

1. Yikama islemi i¢in 370C’ye ayarlanmis benmarideki bir salenin i¢ine 99 ml.
distile su + 1 ml. IN stok HCI soliisyonu konmustur. Uzerine 100 pl pepsin
eklenerek preparatlar bu hazirlanan soliisyonun i¢inde yayma kontroliinde 6n

goriilen stireye gore 2 ya da 3 dk. Bekletilmistir.

2. Siire sonunda preparatlar ¢ikarilarak oda sicakligindaki taze hazirlanmis ve Ph’1 7

olan PBS soliisyonunda 5 dk. Bekletilmistir.

3. Daha sonra 2xSSC tuz ¢ozeltisinde 2 dk. Bekletilmis ardindan dehidratasyon igin

artan alkol serilerinden geg¢irilmistir.

4. Sirastyla % 70°lik, % 85°lik ve % 100’lik alkol serileriyle 3’er dk. Muamele

edilmistir.

5. Preparatlar birka¢ dakika oda sicakliginda dik olarak kurumaya birakilmistir.
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Prob Hazirhg:

1. iFISH igin kullanilacak olan prob deneye baglanmadan énce -20 °C’den ¢ikartilip

151k almayan bir ortamda oda sicakligina getirilmistir.

2. Probdan kullanilacak kadar olan1 0,2 ml‘lik kii¢iik ependorf tiipiine ayrilip geri
kalan tekrar -20 °C’ye kaldirilmustur.

3. Ependorfa aktarilan prob pipetajla ya da vortex iizerinde hafif ¢evrilerek homojen
hale getirilmistir.
4. Dehidratasyonu tamamlanmis preparatlar iizerinde daha 6nceden belirlenmis olan

alana her preparat icin 4 pl prob dikkatlice damlatilip, iizerine temiz 22x22

mm’lik lamel ile kapatilmistir.

5. Probun hava almasinin engellenmesi ve kurumasinin énlenmesi amaciyla lamelin
etrafi yapistirict (Fixo gum) ile gevrilerek preparat denatiirasyon asamasina

hazirlanmagtir.
Prob Denatiirasyonu:

77 OC’ye ayarlanmis olan hotplate {izerine preparatlar 151k almayacak sekilde

3 dk. siire ile konularak prob denatiirasyonu yapilmistir.
Hibridizasyon Asamasi:

Preparatlar denatiirasyon isleminden hemen sonra 37 °C’de 1s1k gecirmeyen
kapali ve i¢i nemli olan hibridizasyon cihazina yerlestirilerek minumum 16 saat,

maksimum 18 saat hibridize edilmistir.

Hibridizasyon Sonrasi Yikama:

1. Hibridizasyon siiresinin sonunda preparatlar hibridizasyon cihazindan ¢ikartilarak

tizerlerindeki yapistirict dikkatlice soyulmus ve lamelleri kaldirilmastir.

2. Bunun hemen akabinde preparatlar 71,5°C’ye ayarlanmig su banyosu (benmari)
igindeki 0,4xSSC soliisyonunda 1,5-2 dk. bekletilmis ve hafifce ¢alkalanarak
cikartilmistir.

3. Daha sonra vakit kaybetmeden, 30 saniye siire ile 2xSSC + 1 damla Tween20 ile

hazirlanmis olan soliisyonun igine birakilmistir.
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4. Siire sonunda preparatlar yine hafifce calkalanarak cikartilmig ve dik bir

sekilde stizdiirtilmiistiir.

5. Daha sonra preparatlara, kitin iginden ¢ikan ve daha 6nce oda sicakligina

getirilmis olan DAPI Antifade’den 5 ul probun iizerine basilmustir.
6. Son asamada iizerlerine lamel kapatilip 15 dk. siire ile -20°C’ye kaldirilmistir.

7. Daha sonra bu preparatlar fluoresan mikroskobunda inceleninceye kadar

+4OC’ye aliarak saklanmstir.
iIFISH Goriintiileme:

+4°C’de saklanan preparatlar fluoresan mikroskopta incelenmek iizere
cikartilarak 151k almayan bir kutuda oda sicakligina getirilmistir. Preparatlar
fluoresan mikroskobu altinda, incelenecek alana immersiyon yagi damlatilarak
x100’lik objektif altinda analiz edilmistir. Analizde Teksas kirmizisi, FITC (yesil)
ve DAPI filtreleri kullanilmis ve “Isisi FISH Goriintilleme Sistemi” programi
kullanilarak goriintiilenmistir. Incelenen interfaz hiicrelerinde kirmizi (K) ile
isaretlenen bolge PTEN geninin bulundugu 10g23.3 bolgesini, yesil (Y) ile
isaretlenen bolge ise 10. Kromozomun sentromer bolgesini isaret etmektedir. Buna
gore normal hiicre (2Y2K), biallelik delesyonlu hiicre (2Y), monoallelik delesyonlu
hiicre (2Y1K), monozomik hiicre (1Y1K) ve atipik sinyaller (1Y2K, 3Y2K,
2Y3K...gibi) iceren ¢esitli hiicreler analiz edilmistir.

IFISH Goriintiilerinin Degerlendirilmesi:

KHDAK tanisini kesin olarak alan olgulara ve kontrol grubuna dahil edilen
olgulara ait bronkoskopik lavaj sivisindan elde edilen hiicrelerle hazirlanan
preparatlara uygulanan iFISH analizinde her grup i¢in en az 100 hiicre sayilmig, 100

hiicre sayilamayanlarda ise ancak sayilabilen hiicreler degerlendirilmistir.

10g23.3 bolgesinde bulunan PTEN genini isaretleyen kirmizi ve 10.
kromozomun sentromer bolgesini isaretleyen yesil renkte 1s1ma yapan problar, kendi
dalga boylarina 6zgii filtreler altinda goriintiilenmistir. Hiicre siirlart bozuk ya da

belli olmayan, hasarli ya da pargalanmis olan hiicreler diglanmistir. Ayrica st iiste
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gelmis niikleuslar ve atipik hiicreler degerlendirilmeye alinmamistir. Aralarina bir
sinyal giremeyecek kadar yakin olan sinyaller ve parcalanmig olan sinyaller tek
sinyal olarak kabul edilmistir. Ust iiste gelmis ya da birbirinin icine ge¢mis olan

hiicrelere ait sinyaller dislanmistir.

Tim olgulara ait IFISH gorintilerinin degerlendirilmesi iki bagimsiz
aragtirmaci tarafindan Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

T1bbi Biyoloji Anabilim Dal1 - Sitogenetik Laboratuvari’nda yapilmistir.
3.2.4. immiinositokimya Yontemi (ISK)

Immunositokimyasal boyama yontemini kullanabilmek icin &n hazirliklarin

yapilmasi gerekmektedir. Bu uygulamanin agamalari su sekildedir;
3.2.4.1. Harvest (Hiicre Toplama)

1. ~6-8 ml. enjektor icinde gelen bronsiyal lavaj sivisi, ilk olarak ii¢ ayri tiipe
bolinmistiir. Birici ve ikinci tiipler iIFISH yontemi i¢in ayrilmis tiglincii tiip ise
ISK yéntemi igin kullanilmistir.

2. Enjektorden 12 ml’lik kirmiz1 kapakli tiiplere aktarilan ornekler, ilk olarak 1500
rpm.” de 10 dk. santrifiij edilmistir.

3. Siire sonunda siipernatant kismi dokiilerek dipte kalan pellet {izerlerine vortex

tizerinde 6 ml. taze hazirlanmis (RT pH 6.8) PBS konulmustur.

4. Tekrar 1500 rpm.’de 10 dk. santrifiij edilmis ve yine siipernatan kismi
dokiilmiistiir. (Eger ornekte hala bulaniklik goriiliirse ya da mukus pargalar1 varsa

tekrar PBS ile yikanmaistir).
3.2.4.2. ISK i¢in Hiicre Kiiltiirii

1. Daha once distile suyla yikanmis ve kurulanmig olan 18 mm. ¢apindaki daire
seklindeki lameller, 12’lik (6x4 kuyulu) plate’in tabanina dikkatlice

yerlestirilmistir.

2. On yikamalar1 yapilan 6rnegin dipte kalan pellet kismi plate’in kuyularina
ekilmistir (Sekil 3-5).
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3. Uzerlerine her kuyucuk i¢in 1 ml DMEM konularak 37 °C deki etiive gece boyu

inkiibasyon i¢in birakilmistir.

4. Ertesi glin plate inkiibatorden ¢ikarilarak tizerlerindeki DMEM ¢ekilmis, yerine
10 dk. siire ile %70’lik etil alkol konularak hiicreler fikse edilmistir.

5. Siire sonunda etil alkol ¢ekilerek yerine her kuyu i¢in 1ml PBS konulmustur.

(Eger materyal hala eritrosit yoniinden zengin goriiniiyorsa bir kez daha alkolle

yikanip homojenize saglanmistir.)

6. Son asamada, plate icerisinde hazirlanan Ornekler calisilacagi giine kadar

+4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

& sfe2his 83 [04/18
L A3
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Resim 3- 3 : Taban kismindaki lamelin iizerine lavaj 6rneginin ekildigi 6x4’liik plate

3.2.4.3. ISK Yonteminin Uygulanmasi

Isaretlenmis poliklonal PTEN antikoru (PTEN- poliklonal tavsan antikoru-
AbClonal Cat. No. A11189) ve Histostain-Plus Bulk Kit (Mouse and Rabbit Specific
HRP/AEC (ABC) Detection IHC Kit (ab93705, USA)) kullanilarak hiicre
antijenlerini bulunduklar1 yerde gostermek amaciyla Streptavidin-Biotin-Peroksidaz

yontemi kullanilarak immunositokimyasal boyama islem sirasi su sekildedir:

1. +4 °C’de buzdolabindan gikarilan plate’in kuyularindan PBS c¢ekilip ve yerine

5 dk. siire ile 10’ar damla Bloklama Solusyonu (Solition A) konulmustur.
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10.

11.

Bu siire i¢inde primer antikoru 1:250 oranminda (2 pl Primer Antikor 498 pl.
Antibody Diluent olacak sekilde) Antibody Diluent ile seyreltilmis ve 1siktan

korunarak vortex iizerinde ¢calkanmistir.

Bloklama asamasindan hemen sonra bloklama solusyonu kuyulardan gekilerek

giderilmistir.

. Daha sonra her kuyucuk i¢in daha Once hazirlanmis olan primer antikor

karistmindan 500 pl konulmustur. Bu sekilde +4 %C’de buzdolabinda nemli

ortamda bir gece bekletilmistir.

Ertesi giin 3 kez 5 dk. siire ile kuyucugun tabanindaki lamelin iizerini kaplayacak

kadar (4-5) damla PBS ile yikanmustir.

En son PBS cekildikten sonra Broad Spectrum Second Antibody (Solution B)
(Biotinylated Goat Anti-Polyvalent, Mouse and Rabbit specific HRP) 15 dk. siire

ile her kuyucuga 10’ar damla konulmustur.

Siire sonunda Sekonder Antikor kuyucuklardan ¢ekilip atilmis ve yine 3’er kez 5

dk. PBS ile yikamalar1 yapilmistir.

Son yikamadan sonra 10 dk. siire ile her kuyucuk i¢in 10’ar damla HRP
Streptavidin Peroksidaz (Solution C) (Mouse and Rabbit specific HRP)

damlatilmistir.
Bu agsamada siire sonunda 3’er kez 5 dk. PBS ile yikamalar1 yapilmistir.

Kromojen AEC (Invitrogen, Thermo Fisher) firma protokoline gore
hazirlanmigtir. Bu karisim satin aliman kitin i¢inden c¢ikan 3 soliisyonla
yapilmistir. Kromojen, A soliisyonundan 1 damla, B soliisyonundan 2 damla ve
C soliisyonundan da 1 damla, 1 ml. distile su igine damlatilarak 1 ml’lik

ependorfta hazirlanmistir

(Hazirlanan kromojen maksimum 20 dk. i¢inde kullanilmali ve Alimiinyum

folyo ile sarilarak 1siktan korunmalidir).

Siire sonunda PBS ¢ekilerek yerine hazirlanan kromojenden her kuyucuk icin
500 pl konularak reaksiyon inverted 1sik mikroskobu altinda takip edilmistir
(Sekil 3-6).
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12.

13.

14.

15.

16.

Ik 10 dk. icerisinde kirmiz1 renk degisimi gdzlemlenmistir. Tam bu asamada

reaksiyonu durdurmak i¢in distile su kullanilmistir.

ISK  metodunun sonunda daha Onceden yikanmis kurutulmus ve
numaralandirilmis olan lamlara 1’er damla taze hazirlanmis gliserin jel

damlatilmistir.

ISK uygulamasinin en basinda kuyucuklarin igine yerlestirilen lameller, biikiik
uclu igne ve ince uglu pens yardimiyla dikkatlice kaldirilarak ters ¢evrilmis ve

bu lamlarin {izerine yapistirilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlarin 1-2 saat siire ile oda 1sisinda iyice yapismast

ve jelatinin donmasi beklenilmistir.

Daha sonra preparatlar alimip 151k mikroskopunda farkli on bolge secilerek

fotograflanmis ve arsivlenmistir.

Resim 3- 4 : Inverted 151k mikroskobu

3.2.4.4. Immun Boyama Ozgiilliigiiniin Kontrolii

Negatif Kontrol: Immiin boyamanin kontrolii icin bir negatif kontrol

kullanilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan bu kuyucuga primer antikor yerine

PBS damlatilarak tiim islem basamaklar1 aynen uygulanmistir.
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3.2.4.5. ISK Degerlendirme

PTEN immun reaksiyonunun LEICA DM500 marka 1gik mikroskobunda x40
biiyiitmede rastgele segilen 10 alanda bulunan hiicrelerde yar1 kantitatif olarak tespiti
yapildi. ( -; boyanma yok, +; zayif boyanma, ++; orta derecede boyanma, +++;
siddetli boyanma). Bu degerlendirmeye gore (-):0, (+):1, (++):2 ve (+++): 3 ile

numaralandirilarak istatistiksel olarak analizi yapildi.
3.2.4.6. Istatistiksel Yontemler

Tiim istatiksel olarak degerlendirilmesinde gruplar arasi kiyaslamalar igin
One-way ANOVA testi kullanildi. Coklu kiyaslama testi olarak ise hem gruplar
arasinda, hem de grup iginde Tukey-Kramer Multiple Comparisons testi uygulandi.

Anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak seg¢ildi.
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4. BULGULAR

Hata grubu olarak Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda takip edilmekte olan KHDAK tanili olgular,
kontrol grubu olarak ise bronkoskopi endikasyonu bulunan ve akcigerde herhangi bir

maligniteye rastlanmayan 10 bireyden alinan bronsiyal lavaj 6rnegi ile ¢alisilmistir.

Toplamda 95 olgudan bronsiyal lavaj 6rnegi toplanmistir. Tiim olgulara ait
tanilarin sayisal olarak dagilimi1 Tablo 4.1 de gosterilmistir. Toplanan tiim bronsiyal
lavaj materyallerine 6n ¢alisma uygulanmistir. Tiim olgulardan 43 tanesi KHDAK
tanisini kesin olarak almis ancak bunlardan 30 tanesinin bronsiyal lavaj 6rneginden

hiicre elde edilebilmistir.

Tablo 4-1: Toplanan tiim olgulara ait tanilarin sayisal olarak dagilimi

Toplam | roplam KHAK | KHDAK | Tiberkiloz | - OPS". Tam
olgu sayisi Kontrol olgu sayis1 | olgu sayis1 | hasta sayisi Edilenlerin Almayanlar
gu say grubu sayisi gu say gu say y sayisi y
95 21 20 43 2 2 7

Bu 95 olgunun 64 tanesine (43 KHDAK ve 21 kontrol grubu olmak fiizere)
IFISH protokolii uygulanmis ve bunlardan 40 tanesinde (30 KHDAK ve 10 Kontrol
grubu olmak tiizere) prob hibridizasyonu basarili olmus, sinyal alinabilmistir. Patoloji
sonuglarina gére KHDAK kesin tanis1 olan toplam 43 hasta vardir. Bunlarin alt

tiplerine gore dagilimi Tablo 4.2. de gosterilmektedir.

Tablo 4-2: Toplanan tiim olgulardan KHDAK hastalarinin alt tiplerine gore dagilimu

KHDAK

Skuamoz hiicreli

TOPLAM Alt siniflandirilmasi . .
karsinom olgu Adenokarsinom olgu sayisi
KHDAK olgu sayis1 | yapilamayan olgu sayisi sayisi
43 8 28 7
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Calisma grubuna dahil edilen 30 KHDAK hastanin 21’1 skuamdz hiicreli
karsinom, 6’s1 adenokarsinom ve 3’ii de KHDAK siniflandirilamayan alttipidir.
Calisma grubundaki hastalarin %10’u kadin (n=3), %90’1 erkek (n=27) olup yas
ortalamalar1 kadinlarda 54,6 erkeklerde 65,7°dir. Kontrol grubuna dahil edilen
olgularin ise tamami erkeklerden olusmustur. Bu grubun yas ortalamasi 60,6 dur.
Hasta grubundaki olgulara ait 6zellikler Tablo 4.3’te ve kontrol grubundaki olgulara

ait Ozellikler de Tablo 4.4’te verilmistir.

Yas, cinsiyet gibi 6zellikler olgu se¢iminde goz ardi edilmistir. Hastalarin
Kanser evrelendirilmesi, hastaya ait BT goriintiileri ve PET sonucu goz Oniinde
bulundurularak belirlenmistir. Bunlarin disinda son yapilan bildiriler de (Turna, Ak,
Kémiirciioglu, Yurt, & Yilmaz, 2017) dikkate almarak Istanbul Universitesi-
Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis hastaliklar1 Anabilim Dali’nda, Tiirkiye
Solunum Aragtirmacilar1 Derneginin hazirlamis oldugu ‘Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger
Kanserinde 8. Evreleme TNM Ozet Kitab:1® rehber alinarak gogiis hastaliklari uzmani

tarafindan yapilmistir.

*Hastalarin sigara kullanma durumlart paket/ yil olarak gdsterilmistir. Bu,
hastalarin giinliik igtikleri paket sayisiyla i¢tigi yilin carpim ile elde edilen sayidir
(Ornegin 40 yil boyunca giinde 2 paket sigara kullanan kisinin paket/y1l degeri
80°dir).

Tablo 4-3: Hastalarin cinsiyet, yas, tan1 ve TNM’ye gore evrelerini gosteren dagilim

Sigara
Ol\ll%u E/K | Yas Kullamimi Histopatolojik Tam Evre
Paket-yil*
1 E 69 | 80/ Birakmig KHDAK Evre IV /M1
2 E 77 | 30 /Aktif Adenokarsinom Evre I1IC / T3N3MO
3 E 62 | 72 /Aktif Skuamoz hiicreli karsinom Evre 1A /TANIMO
4 E 64 35 / Birakmus Skuamdz hiicreli karsinom Evre 11B / T3NOMO
5 K 58 | 40 /Birakmis Adenokarsinom Evre IV /T2N1M1
6 E 76 110 /Birakmis Skuamoz hiicreli karsinom Evre I11B / T2b N3Mx
7 E 76 | 50 /Aktif Skuaméz hiicreli karsinom Evre IIA/ T2N2MO
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8 45 | 40 /Aktif KHDAK Evre IV

9 62 50 /Birakmus Skuaméz hiicreli karsinom Evre 1A/ T2N2MO
10 58 45 / Birakmig Skuaméz hiicreli karsinom Evrelendirilemedi

11 41 100 / Birakmis Skuamdz hiicreli karsinom Evre IV

12 69 Bilgi yok Adenokarsinom Evrelendirilemedi

13 53 | 30 /Aktif KHDAK Evre IV

14 60 45 / Birakmis Skuamdz hiicreli karsinom Evre 1A / T2N2Mx
15 67 Bilgi yok Adenokarsinom Evre I1IB / T2a N3MO
16 66 75 / Birakmig Skuaméz hiicreli karsinom Evre I1IB / T2b N3MO
17 70 40 / Birakmis Skuaméz hiicreli karsinom Evre I1IB / TAN2MO
18 60 | 135/ Aktif Skuaméz hiicreli karsinom Evre I1IA / TANOMO
19 55 | 40/ Aktif Skuamoz hiicreli karsinom Evre 11IB / T3N2MO
20 78 5 / Birakmig Skuaméz hiicreli karsinom Evre I1IC / TAN3MO
21 72 80/ Birakmus Skuaméz hiicreli karsinom Evrelendirilemedi

22 53 | Hig kullanmadi | Skuamdz hiicreli karsinom Evrelendirilemedi

23 61 Bilgi yok Skuamdz hiicreli karsinom Evre 11IB / TIN3Mx
24 62 90 / Birakmis Skuamdz hiicreli karsinom Evre 1A / T2aN2MO
25 77 Bilgi yok Skuamdz hiicreli karsinom Evre 1A/ T2N2MO
26 72 | 85/Aktif Skuamoz hiicreli karsinom Evre IV

27 78 30 / Birakmusg Skuamdz hiicreli karsinom Evrelendirilemedi

28 73 | Hig kullanmad:1 | Adenokarsinom Evre I1I1B / T3N2MO
29 59 | 40 /Aktif Adenokarsinom Evre IV

30 66 50 / Birakmis Skuamdz hiicreli karsinom Evre 111 /TTANXMX

Kontrol grubunun tamami Erkelerden olusmustur. Yas ortalamalari ise

60,6 d1ir. Bu gruba ait olgularin 6zellikleri Tablo 4-4’te verilmistir.
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Tablo 4-4: Kontrol grubuna ait yas, cinsiyet ve sigara kullaniminin dagilimi

Kontrol

grubu | Cinsiyet | Yas Sigara Kullanim
Olgu No (paket/yil)
K-1 E 70 150 / Birakmis
K-2 E 58 25 | Aktif
K-3 E 61 Hig kullanmadi
K-4 E 57 40 / Birakmis
K-5 E 48 30 / Birakmus
K-6 E 59 32 / Birakmus
K-7 E 65 50 / Birakmis
K-8 E 64 Hig kullanmadi
K-9 E 68 Hig kullanmadi
K-10 E 56 90 / Birakmus

4.1. KHDAK Olgularmmn Sigara Kullanimina Gore Degerlendirilmesi

Calisma grubuna dahil edilen KHDAK olgularimin % 33,4’ aktif sigara
kullanicisi, % 66,6’s1 ise sigaray1 bir siire kullandiktan sonra birakmustir (bu gruptan

3 kisinin sigara kullanma alisgkanlig1 hakkinda bilgi edinilememistir).
4.2. KHDAK Olgularimin Evre Dagilimlarina Gore Degerlendirilmesi

Calisma grubuna dahil edilen KHDAK olgularmin evrelendirilmesi Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis hastaliklar1 Anabilim
Dali’nda uzman doktorlar tarafindan hastaya ait BT goriintiileri ve PET sonug raporu
g6z oniinde bulundurularak KHDAK 8. evreleme rehberine (Giintiili Ak, 2016) gére
yapilmistir. Bu verilere gore bu gruptaki olgularin % 23,4’ Evre IV, % 56,6’s1 Evre
I, % 3,4t Evre Il olarak tespit edilmisken % 16,6’sinin ise evrelemesi

yapilamamigtir.
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4.3. KHDAK Olgularma Ait iFISH Sinyal Bulgular

Toplamda 95 olgudan toplanan bronsiyal lavaj Orneklerinin tliimiine On
calisma uygulanmistir. Tim bu olgularin 43 tanesi KHDAK tanisimi kesin olarak
almis ve bunlardan 30 tanesinin bronsiyal lavaj 6rneginden hiicre elde edilebilmistir.
Kontrol grubu icin de toplamda 21 6rnek toplanmis, bunlarin ancak 10 tanesinden
hiicre elde edilebilmistir. Toplamda 64 olguya IFISH teknigi uygulanmis ve

bunlardan ancak 40 tanesinden sinyal alinabilmistir.

KHDAK tanisim1 kesin olarak alan olgulardan edinilen ve kontrol grubuna
dahil edilen olgulardan alinan bronkoskopik lavaj orneklerinden elde edilen
hiicrelerle hazirlanan preparatlara uygulanan iFISH analizinde her olgu igin iki farkli
arastirmaci tarafindan en az 100’er hiicre sayilmis, hiicre sayist 100’ bulmayan

olgularda ise sayilabilen kadar hiicre degerlendirilmistir.

IFISH analizinde PTEN FISH probunun dalga boylarina 6zgii olan Teksas
kirmizisi, FITC (yesil) ve DAPI filtreleri kullanilmistir. Her olgu i¢in kromozomlar
birbirinden bagimsiz olarak incelenmistir. Hasta grubuna ait iFISH analiz sonuglar
Tablo 4.5te, Kontrol grubuna ait analiz sonuglari da Tablo 4.6’da gosterilmistir.
Calisma grubundaki KHDAK olgularina ve kontrol grubuna ait atipik sinyal dagilimi
Tablo 4.7°de detayli olarak gosterilmistir.

Calismamizdaki sonuglara goére kromozom kazanglarima / kayiplarina
rastlanmistir. Burada en dikkat ¢eken 23 ve 25 nolu olgulardaki atipik sinyal
oranidir. Bu iki olguda diger olgulara kiyasla oldukga yiiksek seviyede atipik sinyal

goriilmistiir. Bu olgulara ait bulgular ayrica degerlendirilmistir.
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Tablo 4-5: KHDAK olgularina ait iFISH bulgulart *

KHDAK HASTA GRUBU iFISH ANALIZ SONUCLARI

NO Igggllg: (2Y/2K) hiicre sayisi hlzilf/iil(y)m hiicre sayis1 | , Smyallll.(.ar

@Y) (2Y/1K) “f'erse:ym‘l'“e

H-1 326 282 0 11 4 29
H-2 312 295 0 2 5 10
H-3 220 177 0 8 4 31
H-4 215 184 3 4 14 10
H-5 208 185 0 9 5 9
H-6 216 192 0 8 6 10
H-7 308 266 0 12 13 17
H-8 225 206 2 3 7 7
H-9 303 262 0 20 11 10
H-10 211 188 0 11 4 8
H-11 157 132 0 6 5 14
H-12 203 180 0 9 5 9
H-13 224 195 0 8 6 15
H-14 206 179 0 8 7 12
H-15 213 187 0 3 8 15
H-16 196 170 6 10 3 7
H-17 202 180 0 10 2 10
H-18 205 172 0 14 9 10
H-19 180 123 0 15 22 20
H-20 244 195 0 21 7 21
H-21 217 202 0 7 4 4
H-22 188 146 0 9 5 28
H-23 307 187 0 9 2 109**
H-24 215 181 0 13 6 15
H-25 277 65 0 0 4 208**
H-26 186 151 0 8 5 22
H-27 209 192 0 3 5 9
H-28 206 182 0 6 4 14
H-29 221 193 0 7 8 13
H-30 202 190 0 2 2 8

*(K: karmizi sinyal-10023, Y: yesil sinyal-sentromer) ** 23 ve 25 no’lu bu iki olgu Evre Il Skuamoz tipi akciger kanseri (23
no’lu olgu: Evre I1IB / TIN3Mx ve 25 n’olu olgu: Evre IlIA / T2N2MO0) tanist alan ve sirasiyla 61 ve 77 yaslarindaki

hastalardr.
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iFISH analiz sonuclarina gore 23 nolu olguda %35,5 ve 25 nolu olguda da
%75 oraninda atipik sinyal oran1 gozlenmistir. Bu bulgular birbirinden bagimsiz 3

arastirmaci tarafindan sayilarak dogrulanmustir.

Tablo 4-6: Kontrol grubuna ait iFISH bulgular1 *

KONTROL GRUBU iFISH ANALIZ SONUCLARI
Kontrol T}cIJPIam Normal hiicre | Monozomik '\c/jlglg(sjscl)lsllijk _ l?iG_ER
No iicre sayisi hiicre sayisi hiicre sayisi . Atipik f‘lnyaller
Sayisi (2Y12K) (1Y/1K) 2Y/1K) iceren hiicre sayisi
K-1 325 315 5 4 1
K-2 108 101 1 3 3
K-3 211 197 7 3 4
K-4 202 185 5 4 8
K-5 208 200 4 0 4
K-6 228 212 2 5 9
K-7 202 190 2 2 8
K-8 104 98 2 2 2
K-9 213 200 4 3 6
K-10 116 107 3 3 3

*(K: kirmuzi sinyal-10023, Y: yesil sinyal-10.kromozom sentromer bolgesi)
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Tablo 4-7: KHDAK olgularina ait atipik sinyali olan hiicrelerin sayisal dagilimi

Hasta | ~ipik ATIPIK SINYALLER
grubu sinyale
olgu S%h'p
No hiicre | 1Y/2K | 3Y/3K | 4Y/4K | 6Y/6K | 2Y/3K | 3Y/2K | 5Y/3K | 5Y/4K | 6Y/4K | 2K
sayis1

1 29 11 13 4 - 1 - - - - -
2 10 5 3 1 - - 1 - - - -
3 31 26 - - - 3 2 - - - -
4 10 3 2 - - 1 4 - - - -
5 2 2 - - - - - - - - -
6 3 3 - - - - ] ] - - -
7 17 5 6 - - 3 3 - - - -
8 7 2 2 1 - - 2 - - - -
9 10 5 3 - - 2 - - - - -
10 2 2 - ; - - - - - - -
11 5 5 - - - - ; - - - -
12 9 7 2 ; - - - - - - -
13 15 14 1 - - - - - - - -
14 12 4 2 - - - 4 - - - 2
15 15 7 2 - - 5 - - - 1
16 2 4 - p - - - - - -
17 7 - - - - - - - -
18 10 6 2 1 - - 1 - - - -
19 3 3 - - - - - - - - -
20 21 10 5 - - - 1 - - - 5
21 4 3 1 - - - - - - - -
22 24 24 - - - - - - - - -
23 98 98* - - - - - - - - -
24 15 8 5 1 - - - - - - 1
25 173 1 1 - 1 - 165* 1 3 1 -
26 6 6 - - - - - - - - -
27 2 2 4 1 - - 2 - - - -
28 14 6 6 2 - - - - - - -
29 13 4 1 - - 1 5 - - - 2
30 18 12 2 2 - - 2 - - - -

(K: karmizi, Y:yesil sinyal) *23 ve 25 no’lu olgularda rastlanan bu yiiksek atipik sinyal bulgularina, tartisma kisminda
deginilmigtir.
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Tablo 4-8: Kontrol grubu olgularina ait atipik sinyali olan hiicrelerin sayisal dagilimi

Konrol Atipik i Qi
. . ATIPIK SINYALLER
Grubu Sinyale Sahip

Olgu No Hiicre Sayisi 1Y2K 3YRBK | 4Y/4K 2Y/3K 3Y/2K 1Y

K-1 1 : : i i 1

o

K-2

K-3

D | -
1
1
1
1

K-4

K-5

|-

K-6

NG
(BN

1

1

1

K-7

K-8

K-9

WOHSZT N O|d~O &~ w
PlWRP WO WM W W

K-10
(K: kirmuzi, Y:yesil sinyal)

4.4, KHDAK Olgularma Ait iFISH Gériintiilerinin Degerlendirilmesi

Calismada uygulan tiim iFISH analizleri ve IFISH sonuglarinin goriintiilenmesi
Istanbul Universitesi- Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali Sitogenetik Laboratuvari’nda yapilmigtir. Toplam 64 olguya iFISH teknigi
uygulanmis, bunlardan 40 tanesinde degerlendirilebilecek kalitede sinyal
aliabilmistir. iIFISH metodu uygulanmasi i¢in KHDAK olgularina ve kontrol grubu
olgularma ait hazirlanan tiim preparatlar ISK sonuglarindan habersiz olan iki
bagimsiz arastirmaci tarafindan analiz edilmis, iki analizde goriilen tiim bulgular
birlikte degerlendirilmistir. Her olgu igin en az 100 hiicre sayilmistir. Ust {iste gelmis
ya da birbiri i¢ine geg¢mis hiicrelere ait sinyaller diglanmistir. Aralarina tek sinyal
girebilecek kadar yakin olan ya da parcalanmis olarak gdzlenen sinyaller tek sinyal
olarak sayilmistir. Hiicre smirlari belli olmayan, hasarlanmis olan hiicreler ya da
sitolojik olarak atipik sayilan hiicrelere ait sinyaller ise degerlendirmeye

alinmamustir.
4.5. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait iFISH Gériintiileri

IFISH sonuglarmin goriintiilenmesi FISH goriintiileme sistemi olan Isisi FISH
Imaging System programi kullanilarak yapilmistir. Bu goriintiilerden bazilar1 Sekil

4.1- Sekil 4.10 arasinda verilmistir. Kirmiz1 sinyal (K) 10g23.3 bolgesinde bulunan
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PTEN genini, yesil sinyaller (Y) ise 10. kromozomun sentromer bolgesini isaret

etmektedir.

Sekil 4-1: Kontrol grubuna ait normal (2Y2K) sinyalleri igeren ti¢ hiicrenin iFISH
goruntisu.

Sekil 4-2: Kontrol grubuna ait normal (2Y2K) sinyalleri igeren 6 hiicreye ve 1 tane (ok ile
gosterimig) monoallelik delesyonlu (2Y1K sinyali olan) hiicreye ait iFISH
goruntiisi.
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Sekil 4-3: Skuamoz hiicreli akciger kanseri olgusuna ait iIFISH goriintiisii. A) Monoallelik
(2Y 1K) delesyonu igeren hiicre B) Normal (2Y2K) sinyal igeren iki hiicre.

Sekil 4-4: Skuamoéz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait iIFISH goriintiisii. Ayni
alanda monoallelik 2Y1K (A), monozomi (1Y1K) (B) ve normal (2Y2K)(C)
sinyali olan hiicreler.
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Sekil 4-5: Skuamoz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait atipik sinyal (1Y2K) igeren
bir hiicrenin iFISH goriintist.

Sekil 4-6: Skuamoz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait iFISH goriintiisii. Hiicrelerin
cogu atipik sinyal (1Y2K) i¢cermektedir.
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Sekil 4-7: Skuamoz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait Monoallelik delesyon
(2Y1K) igeren bir hiicrenin iFISH goriintiisii.

Sekil 4-8: Skuaméz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait (A) normal sinyal igeren
(2Y2K) ve (B) atipik sinyal igeren (2Y 1K) iki hiicrenin iFISH goriintiisii.
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Sekil 4-9: Adenokarsinom tanili bir olguya ait 3Y3K sinyal i¢eren bir hiicrenin iFISH
goruntiisti.

Sekil 4-10: Adenokarsinom tanili bir olguya ait (6Y4K) sinyal igeren atipik bir hiicrenin
iFISH goriintiisii.
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4.6. KHDAK Olgularmna Ait iFISH Bulgularinn istatiksel Analizleri

Calisma grubu olan KHDAK olgularina ve kontrol grubu olgularina ait
bulgular istatiksel olarak Tablo 4.9’da gosterildigi tizere degerlendirilmistir.
Istatiksel analizde Kolmogorov and Smirnov, Paired T testi kullanilmistir.

KHDAK hastalarina ait hiicreler IFISH analiz sonuglarindaki sinyal
Ozelliklerine gore degerlendirildi. Hiicrelerin normal sinyal alinan hiicre sayisina
kiyasla istatistiksel olarak degerlendirmesi yapildi (Paired T Testi). Bu
degerlendirmelere goére biallelik delesyonlu, monoallelik delesyonlu, monozomik
hiicre ve atipik sinyal iceren hiicre sayilarinin, normal sinyal alinan hiicrelere kiyasla
ileri derecede istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis oldugu saptandi
(P<0.0001).

Kontrol grubuna ait hiicreler iFISH analiz sonuglarindaki sinyal 6zelliklerine
gore degerlendirildi. Hiicrelerin normal sinyal alinan hiicre sayisina kiyasla
istatistiksel olarak degerlendirmesi yapildi (Paired T Testi). Bu degerlendirmelere
gore monoallelik delesyonlu, monozomik hiicre ve atipik sinyal iceren hiicre
sayilarinin, normal sinyal alinan hiicrelere kiyasla ileri derecede istatistiksel olarak

anlaml diizeyde azalmis oldugu saptandi (P<0.0001).

Tablo 4-9: KHAK ve kontrol grubu olgularinda iFISH analiz sonuglarina gore hiicrelerdeki
sinyal sayilarinin karsilagtirilmasi ve tanimlayici istatistikleri.

Hiicre sayisi KHDAK (n=28%) Kontrol (n=10)
Toplam 226.73+43.45 191.70+67.34 0.0213
Normal sinyal 192.394+40.13 180.5+65.62 0.096
Atipik sinyal 13.82+6.98 * 4.8+2.78 " 0.0153
Biallelik delesyonlu 0.39+£1.28 * -- --
Monoallelik delesyonlu 6.64+4.17 * 2.9+1.37 * 0.0075
Monozomik 8.82+4.80 * 3.5+1.84 * 0.0101

Degerler Ort. = SS olarak verilmistir. * p<0.0001 normal sinyale kiyasla.

+Calisma grubundaki olgulara ait atipik sinyal dagilimi Tablo 4.7 de detayl

olarak gosterilmistirr KHDAK grubu olgularindan 2 tanesinde yiiksek atipik sinyal

saptanmistir. Bu oran diger olgulara kiyasla oldukca yiiksek seviyede goriildiiglinden

bu iki olgu istatistiksel analizlere dahil edilmemistir.
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KHDAK hastalar1 ve kontrol grubuna ait veriler birbirleriyle kiyaslandiginda
toplam hiicre sayisinda, kontrol grubunda anlamli bir azalma saptanirken (p=0.0213)
normal sinyal sayisinda bir azalma gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (P=0.096). Monoallelik delesyonlu hiicre (p=0.0075), monozomik
hiicre (p=0.0101) ve atipik sinyal (p=0.0153) iceren hiicre sayilarinin KHDAK

grubuna kiyasla anlamli diizeylerde azalmis olduklari saptandi.

4.7. Immiinositokimyasal Analiz

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar:
Anabilim Dali’nda takip edilmekte olan hasta ve kontrol gruplarmna ait bronsiyal
lavaj materyalinden elde edilen hiicrelere isaretlenmis PTEN poliklonal tavsan

antikoru kullanilarak immunositokimyasal boyama uygulandi.

Immiin boyamanin sonuglarmin 151tk mikroskobik diizeyde bagimsiz 2
aragtirmaci tarafindan yapilan analiz sonuglarma gore immiinpozitiflik boyama
sonucunda nukleus ve sitoplazmalari kirmizi olarak boyanmis hiicreler PTEN
immiinpozitif olarak degerlendirildi. PTEN immiin reaksiyonunun Leica marka 1s1k
mikroskobunda x40 biiyiitmede rastgele segilen 10 alanda bulunan hiicrelerin yari
kantitatif tespiti yapildi. ( -; boyanma yok, +; zayif boyanma, ++; orta derecede
boyanma, +++; siddetli boyanma). Bu degerlendirmeye gore (-):0, (+):1, (++):2 ve
(+++): 3 ile numaralandirilarak istatistiksel olarak analizi yapildi.

Kontrol ve hasta gruplarina ait immiin boyanmalarin istatistiksel olarak

degerlendirmesinde hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla PTEN immiin

pozitifliginde ¢ok ileri diizeyde artig saptand1 (p<0.0001) (Tablo 4-10).

Tablo 4-10: PTEN immiin boyamasi yapilan gruplarin immiin reaksiyon siddeti
acisindan degerlendirilmesi.

PTEN Immunositokimyasal
Grup

degerlendirme
Kontrol 1,59+0,11
Hasta 2,55+0,60°

#p<0.0001 kontrol gruba kiyasla
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Kontrol ve hasta gruplarinin kiyaslamasindan sonra hasta grubunun alt
tiplerinin  de (skuamé6z hiicreli karsinom, adenokarsinom ve KDHAK’in
smiflandirilamayan alt tipi) PTEN immun pozitifligi bakimindan istatistiksel
degerlendirmesi yapildi. Bu degerlendirmelere gore skuamoz hiicreli karsinom ve
KDHAK hasta gruplarinda kontrol grubuna kiyasla PTEN immun pozitifliginde ileri
diizeyde anlamli bir artis saptandi (p<<0.001). Hasta grubu skuamdz hiicreli karsinom
ve adenokarsinom alt tipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0.05) (Tablo 4-11).

Tablo 4-11: PTEN immiin boyamasi yapilan kontrol ve hasta alt gruplarin immiin
reaksiyon siddeti a¢isindan degerlendirilmesi

Grup PTEN immunositokimyasal degerlendirme
Kontrol 1,59+0,11
Skuaméz 2,554+0,60%
Adenokarsinom 2,05+0,10
KHDAK’1n grup_la_ndlrllamayan 3,0£0,5%
alt tipi
2P h<0.001 vs kontrol, °p<0.05 vs Adeno

Hasta (Skuaméz hiicreli akciger kanseri, adenokarsinom ve KDHAK’nin
siniflandirilamayan alt tipi) ve kontrol gruplarina Streptavidin-Biotin-Peroksidaz
yontemi ve poliklonal PTEN antikoru (1:250 sulandirma) kullanilarak yapilan
immiinositokimyasal boyamanin goriintileri Sekil 4.11 - Sekil 4.21 arasinda

verilmistir.
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Sekil 4-11: Kontrol grubuna ait bir olguda niikleusu ve sitoplazmasi belirgin sekilde goriilen
bir epitel hiicresi. Niikleusta heterokromatin bdlgelerin bazi kistmlarinda PTEN
(+) boyanma goriilmekte (—). Zit boyama: Hematoksilen (x100).

Sekil 4-12: Kontrol grubuna ait bir olguda niikleusu ve sitoplazmasi belirgin sekilde goriilen,
sitoplazmas1 PTEN (+) olan bir epitel hiicresi ve etrafinda hiperplazik hiicreler
goriilmekte. Zit boyama: Hematoksilen (x100).
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Sekil 4-13: Skuaméz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait bronsiyal lavaj sivisinda
hem niikleus hemde sitoplazmada PTEN(+) alanlar goriilmekte. Zit boyama:
Hematoksilen, (x100).

Sekil 4-14: Skuamoz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguda epitel hiicrenin nukleus ve
yogun olarak sitoplazmasinda PTEN (+)’ligi goriilmekte. Zit boyama:
Hematoksilen, (x100).
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Sekil 4-15: Skuamé6z hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait bol mukuslu ve epitel
hiicreleri bakimindan olduk¢a zengin olan bir alanda PTEN(+) lenfositler
goriilmektedir (—). Z1t boyama: Hematoksilen (x10)

Sekil 4-16: Skuaméz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait PTEN (+) bir goblet hiicresi
goriilmekte. Zit boyama: Hematoksilen (x100)
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Goblet hiicreleri epitel hiicreleri arasinda yer alan kadeh benzeri morfolojileri
olan ve musin salgis1 salgilayan hiicrelerdir. Musinin dehidrasyonu ile mukus sivisi
olusur. Mukus kayganligi ile dokularin kimyasal ya da fiziksel olarak zarar

gormelerini engeller.

Sekil 4-17: Skuamoz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait hiicre siirlar1 ve nukleusu
oldukga belirgin olan PTEN (+) bir lenfosit hiicresi goriilmekte.

Sekil 4-18: Skuamdz hiicreli akciger kanseri tanili bir olguya ait epidermoidal kdkenli PTEN
(+) tiimor hiicresi goriilmekte. Solunda ndtrofil (N) ve onun hemen altinda
siirlart tam bir yuvarlak PTEN(-) lenfosit hiicresi (L) goriilmekte. Zit boyama:
Hematoksilen (x100).
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Sekil 4-19: Skuamdz hiicreli akciger kanseri tanili dort farkli olguya ait PTEN (+) makrofaj
hiicreleri. A) Hiicre siirlart oldukga belirgin olan aktif PTEN(+)bir makrofaj
hiicresi (X100). B) I¢i graniil dolu yipranmis ve yaslanmis bir PTEN(+)
makrofaj hiicresi (X40). C) Vokuollesemis juvenil bir makrofaj hiicresi. Hemen
etrafinda goriilen yogun PTEN(+) boyanmis lenfosit hiicreleri (—)(X40). D) I¢i
graniillerle dolu PTEN(+) makrofaj hiicreleri (X40). E) Siliyali yiizey

epitelinden koken alan hasarlanmis yogun PTEN(+) makrofaj hiicresi. Zit
boyama: Hematoksilen (x100)
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Sekil 4-20: Adenokarsinom tanili bir olguya ait bronsiyal lavaj sivisinda gézlenen PTEN (+)
bir makrofaj hiicresi. Hemen sag altinda brons epitelleri goriilmektedir.
Z1t boyama: Hematoksilen (x100)

A
5 -

Sekil 4-21: Adenokarsinom tanili bir olguya ait dort farkli hiicre tipi bir arada. A) PTEN (+)
olan iistte yuvarlak ve i¢i graniillii olarak goriilen makrofaj hiicresi, B) I¢i
parcalt graniillii olarak goriilen nétrofil, C) Lenfosit hiicresi ve en altta brong
epitel hiicreleri (—) goriilmektedir. Zit boyama: Hematoksilen (x100).
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4.7.1. Iimmiinositokimyasal Analizlerde Karsilastigimiz Diger Bulgular

Immiin boyamalarimiz tamamlandiktan sonra hazirladigimiz preparatlari
mikroskop altinda incelerken, bronsiyal lavaj sivissnda pek de sik
karsilasmayacagimiz bazi bulgulara rastladik. Bunlarin ilki metaplazik hiicre
kiimeleri idi. Metaplazik hiicre en basit tanimiyla, 6zellesmis bir hiicre grubunun
yerini bir baska oOzellesmis hiicre grubuna birakmasidir. Bu cogunlukla geri
dontistimliidiir. Bu doniisiim daha c¢ok anormal bir uyar1 sonucu olur. Degisen
sartlara uygunluk saglayamayan hassas bir dokunun, daha giiclii ve dayanikli bir
yaptya donilismesi olarak da bilinebilir. Burada 6zellikle, mekanik ya da kimyasal
tahris olarak veya enfeksiyona karst olan, savunma durumuna ge¢gme halinin séz
konusu oldugu uyum s6z konusudur. En fazla metaplazi, iist solunum borularindaki
silli prizmatik epitel hiicrelerinin sigaranin kullanimi etkisi ile ¢ok katli yass1 epitel
hiicrelerine doniismiis olmasidir. Sekil 4-22°te epitel hiicreden koken alan ancak
metaplazik hiicre grubuna donlisen kiimelenmis hiicre gruplart goriilmektedir.
Metaplazik hiicreler kanser degildir. Ancak kanserin olugmasi i¢in ¢ok uygun bir

ortam olusturmasi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir.

Sekil 4-22: Doku diizeyinde PTEN (+) boyanan kiimelesmis metaplazik hiicre tabakasi
goriilmekte (x100).
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Adenokarsinomlar KHDAK grubunun en agresif seyreden alt tipidir. Bu
hastalarin immiin sistemi olduk¢a zayiflamis oldugundan diger organizmalar
tarafindan daha c¢abuk ve daha kolay enfekte edilebilirler. Bu tip vakalarda akciger
bronsiyal lavajinda mantarlarin goriilmesi az da olsa olasidir. Sekil 4-23’de oldugu
gibi Candida albicans tipi mantara rastlanabilir. Bulasici oldugundan, arastirict ya da
sitolog tarafindan gézlenen bu tip olgularda 6nce hekim bilgilendirilmeli, materyal
patolojiye gonderilmeden de patalog bu konuda uyarilmali ve ona gore bulasmaya

kars1 korunma amacli 6nlem alinmalidir.

Sekil 4-23: Adenokarsinom tanili bir akciger kanseri olgusuna ait brongiyal lavaj 6rneginde
az rastlanan bir Candida albicans (Saprofit oportunist) tiirii mantar. Boncuk

seklinde sporlardan olusan gévdesi ve hemen etrafinda yumurtalar1 goriilmekte
(x40).

Her soluk alindiginda akcigerlere 700-800 antijen de birlikte alinmaktadir.
Bu antijenlere kars1 hiicrelerin savunma sistemi olan makrofajlarla miicadele edilir.
Baz1 akciger enfeksiyonlarinda savunma sistemi zayifladigindan  zararh
mikroorganizmalara karst miicadele de zayiflar. Bu durumda Sekil 4-24’teki gibi

bazi bakteriler de akcigerlerde ¢ogalip barinabilme sansi bulabilmektedir.
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Sekil 4-24: Kontrol grubuna ait bir olgudan alinan bronsiyal lavaj materyalinde diplokok
bakteri kiimeleri (x20)
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5. TARTISMA

Diinya genelinde kansere bagl gelisen dliimlerin 6nde gelen nedenlerinden
biri olan akciger kanserinde, bes yillik sag kalim orani sadece % 15 civarindadir
(Jacques Ferlay et al., 2015). Tek basma her yi1l meme, pankreas, kolon ve prostat
kanserlerinden daha fazla 6liimden sorumlu tutulan akciger kanseri, hem erkeklerde
hem de kadinlarda goriilen ikinci en yaygin kanserdir (Larsen & Minna, 2011). Bu
nedenlerle, akciger kanserinin klinik tedavisindeki ilerlemenin, 6zellikle hiicre
diizeyinde, yani molekiiler temel ve tiimor biyolojisi anlayisimizdaki ilerlemeler ile
saglanabilecegi aciktir. En yaygin akciger kanseri tiirii, kiiclik hiicreli dis1 akciger
kanseridir (KHDAK) ve adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli
karsinom olmak {iizere ii¢ bliylik histolojik alt tip icerir. Kiiciik Hiicreli Akciger
Kanseri Hastalarinin ¢ogu genellikle ¢esitli tedavilerin yeterli diizeyde olamayacagi
ileri bir agamada tan1 almaktadir. Bu nedenle erken tani tedavi sansini arttirmaktadir.
Evre IV hastalarinda uygulanan kiirler ile sag kalim yine de oldukca diisiik
diizeydedir. Ayrica KHDAK genetik acidan olduk¢a heterojen bir hastalik
oldugundan her hastada uygulanan tedaviye ayni diizeyde cevap alinamadigi
bildirilmistir (Knight et al., 2017).

Ramalingam ve arkadaslarinin yayinladigi 31.266 olguyu kapsayan
retrospektif bir caligmaya gore, akciger kanserinin geng hastalarda agresif bir hastalik
olmadigini ve akciger kanseri olan tiim hastalarin ayni tedavi kilavuzlart kullanilarak
yonetilmesi gerektigini bildirmelerine ragmen (Ramalingam et al., 1998), Ozen ve
arkadaslarinin yayinladiklart akciger kanseri tanili 35 yas alt1 17 hastada yaptiklar
caligmada ise, hastaligin etiyolojisinin yasli hastalarda gozlenen akciger kanserinden
farkli oldugunu ve bu yas grubu hastalarin ayr1 degerlendirilmesi gerektigini

bildirmislerdir (Ozen et al., 2012).

Son yillarda yapilan sayisiz calismada, KHDAK'de meydana gelen cok
sayida somatik mutasyonun belirlenmesini saglamigtir. Diger kanser tiirlerinde de
oldugu gibi, bu caligmalarin da temel amaci, ilerletici mutasyonlarinin, yani tiimoral

siireci ilerletebilen onkojenik mutasyonlarin tanimlanmasidir: bu mutasyonlar,
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protein kinazlar gibi sinyal proteinlerini kodlayan genler diizeyinde gézlemlenmistir.
KHDAK ile iliskili oldugu bilinen, fonksiyonel potansiyeli olan genler daha sik
mutasyona ugramistir. Bu genler: EGFR (% 10-30), FGFR1 (% 20), KRAS (% 15-
30), PTEN (8%), PIK3CA (% 2-5), ERBB2 ( HER2) (% 2-5), BRAF (% 1-3), ALK (%
3), ROS1 (% 1), MAP2K1/MEK1 (% 1), RET (% 1), NRAS (% 1) ve AKT1 (<% 1)dir
(Levy et al., 2012). Kopya sayis1 degisikliklerine bakildiginda ise PTEN burada % 31
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kim et al., 2014).

PTEN, kromozom 10 iizerinde bulunan bir tiimor baskilayici gendir. Hiicre
¢ogalmasi yolunda iki negatif diizenleyici vardir bunlar: PTEN ve AKT'nin yukari ve
asag1 yonde hareket eden TSC1 / TSC2 kompleksidir. AKT" nin asag1 yonde efektorii
olan serin/treonin kinaz mTOR, tiimér hiicrelerinde hiicre biiyiimesi, motilitesi ve
sagkaliminin diizenlenmesinde O6nemli bir hiicre i¢i sinyallesme enzimidir. Bu
nedenle glinimiizde hem KHDAK hem de KHAK hastalarinda PISBK/AKT/mTOR
yolagini hedef alan tedaviler, 6n plana ¢ikmistir (Larsen & Minna, 2011).

PTEN ekspresyonunun kaybi, dil kanseri, 6zofagus kanseri ve oral skuamoz
hiicreli kanserler daha ileri diferansiye hastalik [36] ile daha kisa sag kalim siirelerine
baglanmistir (Tachibana et al., 2002). Genetik degisiklik ve PTEN ekspresyonu
arasindaki korelasyon, incelenen tiimoriin tliriine bagli olarak degismesine ve tutarsiz
olmasina ragmen, bu ekspresyon kaybi, bazi ¢alismalarda allel kaybina ve promoter

hipermetilasyonuna yorumlanmistir (Baeza et al., 2003).

KHDAK’de homozigot delesyon ve PTEN mutasyonu nadiren meydana gelir,
ancak LOH'un timorlerde % 50'den fazla oldugu bildirilmistir. Akciger
timorogenezinde PI3K/AKT/mTOR yolaginin aktivasyonu, genellikle PI3K veya
PTEN'de oldugu kadar EGFR veya KRAS'daki mutasyonlar, PIK3CA'nin
amplifikasyonu, PTEN kayb1 veya AKT'nin aktivasyonu yoluyla patogenezde erken
olusur ve apoptozun inhibisyonuna neden oldugundan patolojik hiicre sag kalimi ile

sonuglanir (Sansal & Sellers, 2004).

Genom dizilemesi kullanilarak yapilan calismada akciger kanserinde DNA
kopya sayisindaki ve karmagsik genomik yeniden diizenlemelerinde degisiklikler
oldugu bildirilmistir (Giangreco, Groot, & Janes, 2007). KHDAK’nin hem

adenokarsinomlarinda hem de skuamoz hiicreli karsinomlarinda, TP53, FGFR1,
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FGFR2, FGFR3, DDR2 genlerinin ve PI3K yolundaki genlerin tekrarlayan
mutasyonlari, PTEN ve CDKN2A'nin kantitatif gen anomalilerinin tespit edildigi
bildirilmistir (Testa et al., 2018). Akciger kanserinin molekiiler karakterindeki
gelismeler, yeni tedavi segenekleri ve ila¢ direncinin mekanizmalarini anlamak igin
giiclii bir gerekce saglamistir. Bu nedenle biz de ¢alismamizda KHDAK hastalarinda
PTEN genini hem iFISH hem de ISK boyama yontemleri ile arastirdik.

PTEN geninin somatik hiicrelerdeki degisiklikleri, baz1 hiicre dizilerinde ve
beyin tiimoérleri, melanom, tiroid tiimoérleri, endometriyal karsinomlar ve prostat
karsinomlar1 dahil olmak {izere primer tiimdrlerde yaygindir. Ancak meme kanseri,
bobrek karsinomlart ve bas-boyun skuamdéz hiicreli karsinomlarinda bu tiir

degisikliklerin daha nadir olarak goriildiigii bildirilmistir (Tachibana et al., 2002).

PTEN’in hiicre boéliinmesi sinyal yolaklarindaki gorevine bakacak olursak
apopotozda 6nemli bir rolii olan Kaspaz 9’la dolayli olarak iliskili oldugunu goriiriiz.
Kaspas-9, PI-3K/Akt yolundan etkilenir. PTEN, PI-3K'nin daha diisiik bir
konsantrasyonuna yol acan PI-3K'yi defosforile eder. Fosforile olan (aktif) Akt
konsantrasyonu azalir ve sonu¢ olarak Akt'in down steam hedefleri azalir (Araki,
2004). KHDAK’nde hiicre dongiisiiniin anahtar proteinlerinden biri olan P53
inaktivasyonu ve PTEN kaybi, apoptoza Kkarsi koruma saglayabilecegi
belirtilmektedir (Georgescu, 2010)

Mutasyonlarla fonksiyon kaybi, ekspresyon kaybina kiyasla, KHDAK'de ¢ok
diisiik seviyededir. Genetik ve epigenetik degisimler (6rn. Metilasyon) PTEN'in
inaktivasyonunda da rol oynar ve PTEN ekspresyon kaybi prostat ve servikal
kanserlerde sik goriiliir. PTEN, AKT ve PI3K (fosfatidilinositol-3 kinaz) yolaklarini
akig yoniinde diizenler. PTEN-null tiimorler bu nedenle daha yiiksek proliferatif
aktiviteye, biiylimeye ve sag kalima sahiptir. PTEN inaktivasyonu, AKT ve diger alt
molekiillerin aktiflesmesi ile sonug¢lanir, bu nedenle tirozin kinaz inhibitér cevabinin

biyo-belirtegleri olarak kullanilabilir (Tang et al., 2006).

Skuaméz tipi karsinomlu olgularda PTEN’in ileri evre tiimorlerde, daha az
oranda ifade edildigi belirtilmektedir. Yanagawa ve arkadaslar1 skuamoz tipi akciger
kanseri hiicrelerinde, PTEN ekspresyon kaybmin anlamli olarak daha sik
gorildiiglinii ancak yalnizca adenokarsinomlarda PTEN ifadesinin hastaliksiz sag
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kalim iizerinde 6nemli bir etki yarattigini bildirmislerdir (Yanagawa et al., 2012). Bu
histolojik iligkinin, daha 6nce KHDAK’da  bildirilen PTEN sonuglarindaki
farkliliklar1 agiklayabilecegini ve adenokarsinomlarda, PTEN kaybiyla iliskili olan,
ancak skuamoz hiicreli karsinomda gozlenmeyen prognostik farkliliklarin nedenlerini
aciklamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag oldugunu ileri siirmiislerdir (Yanagawa
etal., 2012).

Calismamizda; KHDAK tanili olgulardan elde edilen bronsiyal lavaj sivisi
orneklerinde, PTEN genindeki olas1 delesyon ve amplifikasyonlar1 interfaz fluoresan
in situ hibridizasyon (iFISH) metodu kullanilarak arastirdik ve PTEN ekspresyon
seviyelerini de immiinositokimya (ISK) yontemi ile mikroskop altinda analiz ettik.
Daha onceki yapilan ¢alismalarda (Lim et al., 2007; Lotan et al., 2011; Mina et al.,
2012) akciger kanseri teshisi konulmus hastanin, akciger dokusundan biyopsi
yontemi ile dogrudan elde edilen hiicrelere ya da ticari olarak satin alinan hiicre
hatlarindaki hiicrelere FISH yontemi kullanarak bazi genlerin delesyon ve
amplifikasyonlarina bakilmis oldugunu, fakat literatiirde her olguya ait sonuglarin

birbirinden farkli olarak degerlendirildigini gbzlemledik.

Calismamizda KHDAK tanisi alan olgular1 ve bronkoskopik endikasyonu
bulunan ancak malignitesi olmayan kontrol grubu olgularini kullandik. Uzman hekim
tarafindan bronkoskopi yontemi ile alinan bronsiyal lavaj sivisindan elde edilen
hiicrelerde iFISH metodu kullanarak PTEN geninin olast delesyon ve
amplifikasyonlarini arastirdik. Hastalara ait preparatlar 6rnek basina minumum 200

hiicrede PTEN genine 06zgii sinyalleri skorlayarak degerlendirdik.

Calismamizda PTEN probu kullanarak uyguladigimiz iFISH analizindeki
hiicrelerin sinyal 6zelliklerine gére, KHDAK hastalarinda normal sinyal alinan hiicre
sayisina kiyasla; biallelik delesyonlu, monoallelik delesyonlu, monozomik hiicre ve
atipik sinyal igeren hiicre sayilarimin anlamli diizeyde azalmis oldugunu ilk kez
bronsiyal lavaj oOrneklerinde saptamis olduk. Calismamizda hasta grubu ile
karsilagtirma i¢in kullandigimiz kontrol grubuna ait hiicrelerin iFISH analiz
sonuglarindaki sinyal 6zelliklerine gbére monoallelik delesyonlu, monozomik hiicre
ve atipik sinyal iceren hiicre sayilarinin normal sinyal alinan hiicrelere kiyasla

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis oldugunu saptadik.
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Kanser hiicrelerinde genomik dengesizlikler, kromozomal anomaliler ve
mutasyon oranlart normal hiicrelere gore oldukca yiiksektir. KHDAK’nde de hem
yapisal hem de sayisal pek cok kromozomal anomalinin bulundugu daha once
bildirilmistir (Tahara et al., 2010). Bizim bulgularimizda ayrica bu agidan goze
carpan iki olgu vardir. Hasta grubumuzda yer alan 23 ve 25 nolu olgularda gozlenen
atipik sinyal orani, grubun diger olgularina kiyasla oldukga yiiksek bulunmustur. 23
nolu olguda yiiksek oranda gozlenen 1Y2K (Y; 10.kromozomun sentromer bolgesi,
K; PTEN gen bolgesi) sinyalin varligi, 10. kromozomun allelerden birinin sentromer
bolgesinin  kayboldugu, ancak PTEN gen bolgesinin korundugu bir yeniden
diizenlenme oldugunu disiindiirmektedir. 25 nolu olguda ise yiiksek oranda
gozlemledigimiz 3Y2K atipik sinyallerin kromozom kopya sayisindaki artisla
birlikte, PTEN gen bolgesinde de bir delesyon olduguna isaret etmektedir.

KHDAK hastalar1 ve kontrol grubuna ait verilerin birbirleri ile kiyaslamalar
sonucunda, g¢alisilan tiim orneklerden elde edilen toplam hiicre sayisinin, kontrol
grubuna oranla anlamli bir azalma oldugunu saptadik. Fakat normal sinyal sayisinda
gozlenen bu azalma, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kontrol grubunda
KHDAK grubuna kiyasla monoallelik delesyonlu, monozomik hiicre ve atipik sinyal

goriilme oraninin da anlaml diizeylerde azalmis oldugunu saptadik.

IFISH bulgularimiza gore ¢alismamiza dahil ettigimiz hasta grubunda, normal
sinyal (2Y/2K) igeren hiicre sayisin1 % 83 oraninda gozlerken, PTEN gen kaybini
(biallelik delesyonlu hiicre % 0.16, monoallelik delesyonlu hiicre % 2.82 ve
monozomik hiicre % 3.76 oraninda) toplamda % 6.74 olarak saptadik. Yine hasta
grubumuzda toplam atipik sinyal oranini ise % 10.25 olarak hesapladik. Kontrol
grubunda normal sinyal igeren hiicrelerin oranini1 % 94.2 olarak saptadik ve bu grupta
biallelik delesyona rastlamadik. Monoallelik delesyonlu hiicre sayisina % 1.5,
monozomik hiicre sayisina % 1.8 ve atipik sinyal igeren hiicre sayisina da % 2.5
oraninda rastladik. Hasta grubunda normal sinyal igeren hiicre sayisinin kontrol

grubuna gore % 11.2 azalmig oldugunu tespit ettik.

Yoshimoto ve arkadaglart PTEN seviyelerini, sitoplazmik ve/veya niikleer
boyanma yogunlugunun ve yilizdesinin bir {iriinii olarak rapor etmis ve her bir vaka

icin veri saglamadiklari halde, PTEN protein seviyeleri ile siirekli degisken ve PTEN
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genomik durumu arasinda genel bir korelasyon bulmuslardir (Yanagawa et al.,
2012).

Lotan ve arkadaslar1 prostat kanseri olgularinda immiinohistokimyasal olarak
PTEN boyanmasimin, PTEN genomik kaybinin saptanmasi i¢in oldukga hassas
oldugunu ve FISH yonteminin PTEN kayb1 olan vakalarin yaklasik % 80'ini ve
yiikksek ¢Oziintirliiklii SNP dizisi kayb1 olan vakalarin da % 80'inden fazlasini
saptadiklarin1 bildirmislerdir (Lotan et al., 2011). Ay arastiricilar, prostat kanseri
olgularinda PTEN protein kaybinin timdr derecesi ve patolojik evre ile ileri derecede
korelasyon gostermesine ragmen, igne biyopsilerinde patolojik tiimor evresinin
bilinmedigini ve tiimoér derecesinin rutin olarak az tahmin edildigini de (vakalarin
yaklasik % 20'sinde) 6ne siirmiislerdir. Bu sekilde, bir prognostik biyobelirte¢ olarak,
PTEN kaybi, hastaligin ilerlemesine egilimli ve dolayisiyla tedavi gerektiren diisiik
riskli prostat kanseri hastalarinin belirlenmesi i¢in yararli olabilecegi bildirilmistir

(Lotan et al., 2011).

Lim ve arkadaslar1 KHDAK’li dokulara ait hiicrelerden immiinohistokimya
yontemi kullanarak yari kantitatif skorlama ile elde eldikleri bulgulara gére PTEN
veya pAKT ekspresyonu ile Evre-I KHDAK hastalik igin klinik sonug agisindan fark
olmadigini, ancak Evre-IV hastalariin daha biiyiik bir kisminda PTEN-delesyonuna
rastladiklarini bildirmisler ve analiz sonuglarina gore ileri evredeki timorlerde PTEN
kaybinin 6nemli roliiniin oldugunu géstermislerdir (Lim et al.,, 2007). Bu
arastiricilarin verilerine goére, PTEN kaybi veya pAKT'nin asir1 ekspresyonu, koti
prognoza sahip akciger tiimorlerinin agresif bir alt kiimesini isaret etmektedir. PTEN
fonksiyonunu ya da aktiflestirilmis AKT, mTOR ve diger alt sinyal transdiiksiyon
molekiillerini  hedefleyen yeni tedaviler ile hedeflenebilen koti prognoz

belirlenmesini miimkiin kilacagini1 6ne siirmiiglerdir (Lim et al., 2007).

Mina ve arkadaslari, 230 primer mide kanseri olgusunu, PTEN delesyonu i¢in
FISH ile doku mikrodizi formatinda analiz etmisler, genomik PTEN delesyonunun
gastrik adenokarsinomda nadir bir olay oldugunu ancak metastatik hastalik ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir (Mina et al., 2012)

Olaussen ve arkadaslarn KHDAK’nde PTEN ifadesinin kaybinin, bir

prognostik isaretleyici oldugu yargisini desteklemislerdir. Caligmalarinda akciger
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dokularinda immiinohistokimyasal analiz kullanarak, klinik takip verileri bulunan ve
Evre-I KHDAK’li 53 hastanin 6rneklerinde PTEN ekspresyonunu retrospektif olarak
analiz etmisler, 53 Ornekten 7’sinde PTEN negatif (-) boyama oldugunu
gostermislerdir. PTEN ekspresyonu ve klinikopatolojik parametreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulamamiglardir. Erken evre KHDAK
hastalarinda PTEN geninin genetik degisikliklerinin, &zellikle PTEN proteini
kaybinin hi¢ de nadir olmadigini gézlemlemislerdir (% 13.2). Burada, PTEN protein
ekspresyonunun seviyesinin erken evre KHDAK'de bagimsiz bir prognostik belirteg

olmadigini da bildirilmistir (Olaussen et al., 2003).

Li ve arkadaslar1 immiinofluoresan analizi kullanarak, PTEN'in esas olarak
sitoplazmada lokalize oldugunu ortaya koymuslardir (D.-M. Li & Sun, 1997).
Bununla birlikte, cesitli hiicre tipleri i¢in (O0rnegin, folikiiler tiroid hiicreleri,
keratinositler ve noronlarda) niikleer ve/veya niikleer membranla iliskili ekspresyon
da bildirilmistir (Gimm et al., 2000; Lachyankar et al., 2000). Tachibana ve
arkadaslari, 6zafagus tiimoérlerinin ¢cogunda sitoplazmik PTEN ekspresyonu oldugunu
gozlemlemisler, bununla birlikte, sitoplazmik boyanmanin kapsami ve yogunlugunun
heterojen oldugunu gostermislerdir (Tachibana et al., 2002). Bizim ¢alismamizin
sonuglarinda da hem niikleer hem de sitoplazmik PTEN boyanmanin her hastada
farkli ozellikte oldugunu gozlemledik. Bu bakimdan immiinositokimyasal analiz
sonuglarimiz bu ¢alisma ile uyumludur. Baz1 arastirmacilar (Ding et al., 2000; Song
et al., 2012) PTEN proteininin agirlikli olarak sitoplazmada lokalize oldugunu ve
genellikle giiclii bir sekilde boyanmis oldugunu bildirmislerdir. Bu farklilik i¢in olasi
aciklamalar su sekilde olabilir: Ilk olarak, bizim calismada kullanildigimiz PTEN'in
primer antikoru, diger arastiricilarin kullandiklar1 antikorlardan farkli olabilir. Ikinci
olarak, incelenen hastalar arasinda aile dykiisii, tiimor gelisim nedenleri, prognoz ve
genetik yapi farkli olabilir. Benzer sekilde, Knobbe ve arkadaslari KHDAK
dokusunda olmasada normal néronlar ve endotelyal hiicreler de dahil olmak tizere bir
dizi glioblastoma multiform hiicresinde niikleer veya periniikleer PTEN boyamasinin
gozlemlendigini bildirmigler, ancak niikleer PTEN ekspresyonunun insidansi

hakkinda sonug bildirmemislerdir (Knobbe et al., 2002).
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Li XB. ve arkadaslar1 primer KHDAK hastalarinin PTEN ekspresyonu
seviyelerini ve bunlarin prognostik etkilerini aragtirmiglar, immunohistokimyasal
olarak yiiksek diizeyde saptanan PTEN protein ekspresyonunun, KHDAK
hastalarinda daha iyi prognozla iliskili oldugunu bildirmislerdir (X. Li et al., 2015).
Bu calismada yiiksek PTEN ekspresyonu ile iligkili uzun sag kalim KHDAK'mn
sadece adenokarsinom histolojik alt tipinde gozlemlemisler ve bulgularini
Yanagawa'nin (Yanagawa et al., 2012) bu yondeki ¢alismasiyla uyumlu oldugunu
bildirmislerdir. Yine aym sekilde Coate ve arkadaslari Skuamoz hiicreli akciger
kanserinde PTEN protein ekspresyon kaybinin daha sik goriillmesine ragmen, yiiksek
PTEN ekspresyonuyla iliskili daha uzun sag kalimim, sadece adenokarsinom
hastalarinda gorildiigiinii ve gozlenen bu farkliliklarin nedenleri i¢in daha fazla
arastirma yapilmasi gerektirdigini bildirmislerdir (Coate, John, Tsao, & Shepherd,
2009). Biz de calismamizda KHDAK hastalarinin brongiyal lavaj sivilarinda
immunositokimya yontemi ile PTEN ekspresyonlarinda belirgin bir artis
gozlemledik. Ancak ne yazik ki niikleer ve sitoplazmik PTEN ekspresyonunun
hastalik prognozu ile nasil bir korelasyon gosterdigi ve hastanin hayatta kalmasin
nasil etkiledigi halen tam olarak bilinmemektedir. Niikleer PTEN ifadesi, bizim
caligmamizda ilging sonuglarla yeni bir gozlemi temsil etse de, bu sonuglarin
dogrulanabilmesi i¢in daha kesin, daha genis kapsamli ve olgu sayisinin arttirildigi

calismalara ihtiya¢ oldugu kuskusuzdur.

PTEN tiimér baskilayici genine ait ¢alismalar son on yilda hiz kazanmis ve
pek cok kanserin ilerleyis siirecinde Onemli bir roliiniin oldugu bildirilmistir.
Calismamizda daha once literatiirde rastlamadigimiz KHDAK hastalarinin brongiyal
lavaj 6rneklerinde PTEN genini ve ekspresyon seviyelerini interfaz Fluoresan In Situ
Hibridizasyon metodu (iFISH) ve immiinositokimya yontemi (ISK) kullanarak
gosterdik. Calismamizin bulgularina gére iIFISH metodu ile KHDAK hastalarinda
PTEN gen kaybmin kontrol grubuna kiyasla artmis oldugunu (Monoallelik
delesyonlu hiicre (p=0.0075) ve monozomik hiicre (p=0.0101) igeren hiicre
sayllarmin KHDAK grubuna kiyasla) saptadik. Buna karst immiinositokimya
yonteminde ise her hasta da farkli yogunluklarda sitoplazmik ve niikleer PTEN

ekspresyonu oldugunu gozlemledik.

96



Immiinhistokimya, cerrahi ve tedavi kararlarma, diisik maliyetle fayda
saglayabileceginden, kanser vakalarmin % 95'inde tamamlayict bir tan1 yontemi
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, Matos ve arkadaslari, klinisyenlerin, KHDAK
hastalarini tedavi etmek igin immiinohistokimya ile saptanan PTEN ekspresyonunu
bir prognostik faktoér olarak kullanmasini 6nermislerdir (De Matos, Trufelli, De
Matos, & da Silva Pinhal, 2010).

Bulgularimiz varhiginda; bronsiyal lavaj orneklerinden PTEN genindeki
genetik degisiklikleri analiz etmede immiinositokimya yonteminin yaninda, daha
hassas sonuglar saglayan FISH tekniginin de hastalik tanisinda uygun bir yontem
olarak kullanilabilecegini gosterdik. Akciger dokusundan bronsiyal lavaj sivisina
gecen hiicrelerin  molekiiler sitogenetik yontemlerle arastirilmasi, hastaligin
tanisindan tedavisine dogru olan slirecte klinisyenleri hastaligin tedavisini
yonlendirmesi ~ bakimindan fayda saglayacagini  diistinmekteyiz.  Ayrica
Immunositokimyasal boyama yonteminin rutinde hem daha hizli, daha kolay hem de

daha ekonomik olmasi agisindan bir tan1 araci olarak kullanilabilecegini gosterdik.

Sonu¢ olarak; KHDAK hastalarinda PTEN gen kaybinin arastirilmasinda
immiinositokimya yontemine ilave olarak FISH yonteminin de kullaniminin faydali
olacagini diisiinmekteyiz. Akciger kanseri tanisinda, daha ¢ok biyopsi materyalinden
elde edilen doku orneklerine uygulanan immiin boyama ydnteminin, bronsiyal lavaj
orneklerinde de uygulanabilirligi ve bu konuda daha fazla vakada yapilacak olan
caligmalarla klinikte rutin bir tan1 aract olabilecegi netlesecektir. Tim bu
gbzlemlerimiz 15181inda bronsiyal lavaj 6rnekleri kullanilarak hastalik tanist koymada
daha kesin sonuclar alinabilecek ileri molekiiler teknikler uygulanarak ¢aligmalarin
yapilabilecegini diistinmekteyiz. Kuskusuz ki daha genis kapsamli ve daha cok
parametre kullanilarak planlanacak olan c¢alismalar, akcigere ait hiicrelerin
tiimorogenez yolunda farklilagsmasinin molekiiler diizeyde daha iyi anlasilmasina

olanak saglayacaktir.
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FORMLAR

ASGARI BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU
Bu bir doktora tezidir.

Akciger kanseri en sik goriilen kanserler arasinda 1,8 milyon ile ilk sirada yer
almaktadir. Tiimor ¢cogunlukla ana brons kokenli olup santral yerlesimlidir. Akciger kanseri
hastaliginin seyri, taninin konuldugu andaki evre ile iliskilidir. Akciger kanserleri mikroskop
altinda izlenen hiicrelerin goriintiisiine gore kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiglik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak {izere iki ana gruba ayrilir. Akciger
kanserlerinin yaklagik % 80’1 kii¢iik hiicreli dis1 grubundadir. Bazi kanser tiirlerinde, timor
baskilayict genlerinden biri olan PTEN geni fonksiyonlarmin ortadan kayboldugu,

bazilarinda ise ekspresyonunun arttigi gésterilmistir.

Bu c¢alismada amag; KHDAK tanist almis 30 hastanin brongiyal lavaj
materyallerinde, tiimor baskilayici genlerinden biri olan PTEN geninin fluoresan in situ
hibridizasyon (FISH) metodu kullanarak tespit edilmesi ve PTEN ekspresyon seviyelerinin
immiinohistokimya (IHC) yontemi ile gosterilmesidir. Bu anlamda yapmay1 planladigimz
calismada PTEN ekspresyon seviyelerinin artma ya da azalma durumuna gore prognoza

yansimasi incelenecektir.

Bu calisma icin, rutin tetkik amaciyla verdiginiz bronsival lavaj materyaliniz

arastirma amaciyla laboratuvarimizda kullanilacaktir. Yurtdisina herhangi bir materyal

gOnderilmeyecektir.

Kabul etmeniz halinde katilacaginiz bu c¢alisma yalmzca bir aragtirmadir.
Arastirmanin amaci; sizden alinan bronsiyal lavaj 6reginde, hastaliginiz ile iliskisi oldugu

diistiniilen PTEN geninin ekspresyonunu incelemektir.

Gonilli olarak katildiginiz bu arastirma tizerinde sizin herhangi bir sorumlulugunuz

bulunmamaktadir. Aragtirma boyunca sizden hi¢bir maddi katki talebi olmayacak ve bagl

oldugunuz saglik kurumuna da (SGK) herhangi bir ticret 6detilmeyecektir. Bu ¢alisma sizin
icin herhangi bir rahatsizlik veya riSK olusturmayacaktir. Kisa dénemde size bir fayda

saglamayacak ancak uzun donemde hastaligin seyrinin iyi anlagilabilmesi ve alternatif tedavi
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gelistirebilmesi bakimindan yarar saglayacaktir.

Aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize bagli olup arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz. Reddetmeniz halinde tedavinize engel ya da cezai bir durum ortaya
¢ikmayacaktir. izleyiciler, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar size ait tibbi

bilgilere ulasilabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.

Siz veya yasal temsilciniz ‘Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’ nu imzalamakla
bunu kabul etmis olacaksimiz. Kimliginizi ortaya koyacak kayitlar gizli tutulacaktir.
Aragtirma esnasinda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda size veya yasal

temsilcinize derhal haber verilecektir.

Sizin aragtirma hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir konu hakkinda daha
fazla bilgi temin edebilmeniz icin temasa gecebileceginiz kisiler ve/veya arastirmacilara
giiniin i¢inde erisebileceginiz telefon numarasi; (0212) 414 30 00 / 21801°dir. Aragtirmada
yer alacaginiz Ongdriilen siire maksimum 1 bucuk yil olacaktir. Arastirmaya katilmasi

beklenen goniillii sayis1 30°dur.

“Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinin brons lavajinda PTEN geninin
fluoresan in situ hibridizasyonu ve immiinohistokimya yontemleri ile karsilastirilmasi” adli

calisma kapsaminda alinan brongiyal lavaj materyalimin;

1. Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
2. lleride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullamlmasina izin veriyorum.
3. Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim aciklamalart okudum, dinledim,
anladim, istedigim sorular1 sordum ve cevaplar1 aldim. Bana, yukarida konusu ve amaci
belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen arastirmact
tarafindan yapildi. Arastirmaya goniilli olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Bu klinik arastirmaya, goniillii

olarak, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

Hasta/ hasta yakin1 Adi, Soyadi Imzas1 Tarih
Agiklama yapan arastirmaci Adi, Soyadi Imzas1 Tarih
Olur alma iglemine tanik olan kisinin Adi, Soyadi Imzas1 Tarih
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pulegium on human lympocyte culture” Poster Presentation Turkish FEPS
Physiology Congress Yeditepe Universitesi-Istanbul 3-7 Ekim 2011

Sertifikalar

VII. Multidisipliner Kanser Arastirma & 1.Temel Onkoloji Kongresi- Seferihisar /
[zmir 11-14 Ekim 2018

International Symposium on Multidisciplinary Academic Studies IMASES 2018
Berlin / Germany 27-29 Haziran 2018

XV. Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresi Fethiye/ Mugla 26-29 Ekim 2017

Molekiiler Kanser Zirvesi Istinye Universitesi- Istanbul 25-26 Mart 2017
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24. Biennial International Congress on Thrombosis Hali¢ Kongre ve Kiiltiir
Merkezi-Istanbul 4 May1s 2016

XIV. Ulusal T1ibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi Fethiye-Mugla 27-30 Ekim 2015
VII. Detae Giinleri Arastirmanin Merkezinde 70 y1l Istanbul Universitesi Kongre
ve Kiiltiir Merkezi-istanbul 11-12 Kasim 2015

V. Ege Tip Genetik Calistayr Hematolojik Malignitelerde Uygulamali Real-Time
PCR ve FISH Kursu Ege Universtiesi Tip Fakiiltesi-izmir 10-11 Mart 2014

VI. Detae Giinleri ‘Datae’nin 70. yasinda Hastalik ve Sagliga Bakis’ Istanbul
Universitesi Kongre ve Kiiltiir Merkezi-istanbul 24-25 Kasim 2014

VIII. Ulusal Tromboz, Hemostaz ve Anjioloji Kongresi Florence Nightingale
Hastanesi-istanbul 9 Mayis 2014

XIII. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi Kusadasi-Aydin 27-30 Ekim
2013

The Erasmus Intensive Programme ‘Clasic andModern Methods for Molecular
Diagnostics in Human Pathology’ Transilvania University-Lifelong Learning
Programme EIP-RO Brasov-Romania 13-24 Mayis 2013

I.Hematolojik Genetik Sempozyumu Ege Universitesi Tip Fakiiltesi-Izmir 4Aralik
2013

GEN’ETIK Prof. Dr. Asim Cenani Giinii Sempozyumu Istanbul Universitesi CTF.
Prof. Dr. Cem Demiroglu Oditoryumu-istanbul 14 Aralik.2012

38. Ulusal Fizyoloji Kongresi Karadeniz Teknik Universitesi-Trabzon 25-29
Eyliil 2012

Turkish FEPS Physiology Congress Yeditepe Universitesi-Istanbul 3-7 Ekim
2011

XII. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi Konyaalti-Antalya 27-30 Ekim
2011

DNA Day Lecture by James Watson Bogazigi Universitesi- Istanbul 18 Nisan
2011

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):

Kanser. Hematolojik Maligniteler, Sitogenetik, Kanser Genetigi, Molekiiler Biyoloji
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