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ÖZET 

       EGFR proteini epitelyal hücrelerin yüzeyinde eksprese edilen bir protein olup 
pek çok solid tümörde aşırı ekspresyonu gözlenmektedir. EGFR sinyal iletim yolağı, 
akciğer kanserlerinin gelişiminde işe karışan hücresel yolakların en önemlilerinden 
biridir. EGFR’ın aktive olması sonucunda hücre proliferasyonu, tümör invazyonu, 
metastaz, antiapoptotik sinyal iletimi, kemoterapiye direnç, ve tümör damarlanması  
ile ilişkili sinyal yolakları aktive olmaktadır. Yapılan çalışmalar normal mukozadan 
epitelyal hiperplazi ve kansere geçişde EGFR ekspresyonunun kademeli olarak 
arttığını göstermiştir. NSCLC tedavisinde en yaygın olarak incelenmiş olan 
hedeflenmiş terapiler EGFR proteininin ekstraselüler bölgesine bağlanan antikorlar 
ve tirozin kinaz fonksiyonunu baskılayan küçük moleküllerdir. Yapılan çalışmalar, 
EGFR geni mutasyonlarının ve EGFR proteini ekspresyon artışının EGFR tirozin 
kinaz inhibitörlerine cevaplılığı öngören markırlar olabileceğini göstermiştir. Hücre 
hatları ile yapılan çalışmalar PTEN’in yer aldığı PI3K yolağının inhibisyonunun ve 
Mcl-1 ekspresyonunun baskılanmasının EGFR tirozin kinaz inhibitörlerinin 
etkinliğini arttırdığını göstermektedir. Ancak bu proteinlerin NSCLC’li olguların 
tümör dokularındaki ekspresyonları arasındaki ilişki tam olarak aydınlatılabilmiş 
değildir. Bu çalışmada, NSCLC tanılı 50 olgunun tümör dokularında dizi analizi 
yöntemiyle EGFR geninde mutasyon taraması yapılmıştır. Ayrıca Western-blot 
yöntemi ile EGFR, PTEN ve Mcl-1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri 
incelenmiştir. Olguların tümör dokularının patolojik olarak değerlendirilmesi 
sonucunda,  9 tanesi adenokarsinom, 30 tanesi yassı epitel hücreli karsinom, 9 tanesi 
adenosquamöz karsinom, 2 tanesi ise büyük hücreli karsinom olarak belirlenmiştir. 
Değerlendirilen 50 olgunun ikisinde EGFR geninin 19. ekzonunda heterozigot 
durumda, c.2235_2249 (p.Glu746_Ala750del) mutasyonu belirlenmiştir. Ayrıca, 5 
olguda (% 10) heterozigot durumda 18. intronda daha önce literatürde bildirilmiş 
olan 2184+19 G/A polimorfizmi, 8 olguda (% 16) heterozigot durumda 18. intronda 
daha önce tanımlanmamış olan 2184+100 C/T polimorfizmi belirlenmiştir. 6 olguda 
(%12) yine heterozigot durumda 19. intronda daha önce tanımlanmış olan 2283+69 
G/A polimorfizmi belirlenirken, 19. intronda daha önceden tanımlanmış 2283+96 
A/G polimorfizmi de saptanmıştır. Bu polimorfizme ait allellerin dağılımı ise şu 
şekildedir; AA; 22/50 (% 44), AG; 17/50 (% 34), GG; 11/50 (% 22). İncelenmiş olan  
olgunun 23‘ünde (% 46) EGFR proteini ekspresyonunda artış, 17‘sinde (% 34) 
PTEN protein ekspresyonunda azalma,  15’inde (% 30) Mcl-1 ekspresyonunda artış 
belirlenmiştir. Ayrıca, EGFR proteini ekspresyonu artışı ya da EGFR geni 
mutasyonuna sahip dokular aynı zamanda PTEN ekspresyonu kaybı ya da Mcl-1 
proteini ekspresyonu artışına da sahip olabildiği gösterilmiştir. Bu nedenle EGFR 
proteinini hedefleyen ilaçlarla birlikte, PI3K/Akt yolağı inhibisyonunu ve ya Mcl-1 
ekspresyonunun baskılanmasını sağlayacak yeni biyolojik ajanların kullanılmasının 
EGFR tirozin kinaz inhibitörlerinin etkinliğini arttırabileceğini düşünmekteyiz.  

Anahtar Kelimeler: Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri, EGFR, Mcl-1, PTEN. 
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ABSTRACT 

 

       EGFR, expressed on epithelial cell surfaces, is frequently overekspressed in 
most of solid tumours. EGFR signaling taphway is one of the important pathways 
playing a role in development of lung cancer. Activation of the EGFR  leeds to 
activation of cellular pathways associated with cell proliferation, invasion, 
metastasis, antiapoptotic signal transduction, drug resistance and angiogenesis. 
Recently, it has been demonstrated that, EGFR expression levels are elevated 
through lung carcinogenesis. Most important targeted therapies evaluated in NSCLC  
include EGFR monoclonal antibodies and EGFR tirosine kinase inhibitors.  Recent 
studies showed that EGFR gene mutations and EGFR overexpression may be usefull 
predictive markers for response to EGFR targeting drugs.  Studies in lung cancer cell 
lines, indicated that inhibition of PI3K signaling and  Mcl-1 downregulation may 
elevate the  effectivenes of the EGFR TKI’s in tumour cells. PTEN and Mcl-1 
protein expression levels in EGFR overexpressed or mutated NSCLC tumour tissue 
samples  are not well studied. In this study, we evaluated, EGFR gene mutations by 
direct sequencing in  NSCLC tumour tissues. In addition, EGFR, PTEN and Mcl-1 
protein expression levels evaluated by Western-blotting. Histopatological evaluations 
revealed that, were adenocarcinoma, 30 were squamous cell carcinoma, 9 were 
adenosquamous carcinoma, and 2 were large cell carcinoma. We detected 
c.2235_2249 (p. Glu746_Ala750del) mutation in ekson 19 in two cases. In addition, 
we detected, 2184+19 G/A polymorphism in intron 18  in 5 cases (10%), 2184+100 
C/T polymorphism in intron 18 in 8 cases (16%), 2283+69 G/A polymorhism in 
intron 19 in 6 cases (12%).  Distribution of the alleles of 2283+96 A/G poymorphism 
in intron 19 was as follows: AA,21/50 (42%), AG;16/50 (32%), GG;11/50 (22%). 
According to Western-blotting we detected EGFR overexpression in 23 cases (46%), 
reduction of PTEN  expression in 17 cases (34%), and Mcl-1 overexpression in 15 
cases (30%). Also we showed that EGFR tutated or overexpressed tumour tissues 
also have reduction in PTEN expression or Mcl-1 overexpression. Therefore, 
approaches targeting these two proteins inaddition to EGFR irosine kinase inhibitors 
may accelerate the effectivenes of EGFR tirosine kinase inhibitors.  

 

Key Words: Nonsmall Cell Lung Cancer, EGFR, Mcl-1, PTEN. 
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SİMGELER ve KISALTMALAR 

 

TNM   : Tümör-Nod.Metastaz                  
DNA   : Deoksiribonükleik asit             
LOH    : Heterozigosite kaybı 
Rb   : Retinoblastoma 
CYP2D6  : Cytochrome P450, Subfamily IID, Polipeptid 6 
CYP1A1  : Cytochrome P450, Subfamily I, Polipeptid 1 
GST   : Glutatyon S-Transferaz 
XRCC1 : Ray Repair, Complementing Defective, in Chinese    
                                      Hamster, 1 
WHO   : Dünya Sağlık Örgütü 
AAH   : Atipik Adenomatöz Hiperplazi 
BCCD   : Bronşial Kolumnar Hücre Displizisi 
BAC   : Bronkoalveolar karsinom 
SCLC   : Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 
PTEN   : Fosfataz ve Tensin Homolog 
NSCLC  : Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Kanseri 
FHIT   : Frajij Histidin Triad 
RASSF1A  : Ras Association Domain Family Protein 1 
CDK   : Siklin Bağımlı Kinaz 
PI3K   : Fosfotidil Inozitol 3 Kinaz 
PIP3   : Fosfotidil Inozitol 3,4,5 Trifosfat 
Akt   : V-Akt Mürin Timoma Viral onkogen Homolog 1 
JAK2   : Janus Kinaz 2 
Src2   : V-Src avian sarkoma viral onkogen 
STAT3  : Signal Transduser and Activator of Transcription 3 
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GİRİŞ ve AMAÇ 
 
 

       Akciğer kanseri tüm dünyada erkeklerde ve kadınlarda ölümle sonuçlanan en 
önemli kanser türlerinden biridir. Tedavi alanındaki tüm gelişmelere rağmen akciğer 
kanserli hastaların 5 yıllık sağkalım oranları %15 civarındadır. Akciğer kanserleri, 
küçük hücreli (SCLC) ve küçük hücreli olmayan akciğer kanserleri (NSCLC)  olarak 
iki ana grup altında değerlendirilmektedir. Küçük hücreli olmayan akciğer kanserleri 
yassı epitel hücreli karsinom, adenokarsinom, büyük hücreli karsinom ve miks tipler 
gibi farklı histopatolojik alt gruplara ayrılmaktadır. Küçük hücreli olmayan akciğer 
kanserlerinde hücre döngüsünün kontrolünde, hücre büyüme ve çoğalmasında, DNA 
tamirinde ve apoptozda rol oynayan pek çok gende ve bu genlerin ürünlerinde 
değişimler saptanmıştır. Küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinde en önemli 
sinyal yolağı epidermal growth faktör reseptör sinyal yolağıdır. Bu yolak, epidermal 
growth faktörün hücre yüzeyinde bulunan reseptörüne bağlanması sonucunda aktive 
olmakta ve hücre içerisinde farklı sinyal iletim yolaklarının aktive olmasına neden 
olmaktadır.  Küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinde epidermal growth faktör 
reseptörü (EGFR) proteininin aşırı ekspresyonu yaygın olarak gözlenen bir genetik  
değişimdir. Bu nedenle son yıllarda küçük hücreli olmayan akciğer kanseri 
hastalarının tedavisinde kullanılmak üzere epidermal growth faktör reseptörü sinyal 
yolağını baskılamaya yönelik moleküler ajanların geliştirilmesine yönelinmiştir. Bu 
moleküler ajanların en önemli grubu EGFR tirozin kinaz domaini inhibitörleridir. 
Yapılan çalışmalar epidermal growth faktör reseptör proteini aşırı ekspresyonunun ve 
EGFR geni tirozin kinaz domaininde meydana gelen mutasyonların EGFR TKI’lere 
duyarlılığı iaret eden bir markır olabileceğini göstermiştir. Ancak EGFR TKI 
tedavisinde yaşanan en önemli sorun ilaca karşı gösterilen primer ya da sekonder 
dirençdir. Hücre hatları ile yapılan çalışmalar PTEN ve Mcl-1 proteinlerinin bu 
direncin kaynağı olabileceğini düşündürmektedir.  
 
       Bu çalışmada NSCLC tanılı hastaların tümör dokularında EGFR geni tirozin 
kinaz domaini mutasyonları ve EGFR protein ekpresyonu ile PTEN ve Mcl-1 
proteinleri ile ilişkisinin araştırılması hedeflenmiştir.   
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GENEL BİLGİLER 

 
 
 
 
2.1 Normal Akciğer Dokusunun Yapısı 
       Akciğerler göğüs kafesi içinde bulunan ve loblardan oluşmuş bir çift solunum 
organıdır. Sağ akciğer üç, sol akciğer ise 2 lobdan oluşmaktadır. Üst solunum yolları, 
havanın ısıtılarak ve nemlendirilerek gaz alış verişinin yapıldığı bölgeler olan 
alveollere taşınmasını sağlayan yapılardır. Tübüler şekle sahip olan bu yapıların bu iç 
kısımları epitel hücreleri ile kaplıdır. Bronşlar 1 mm’den daha geniş çaplı olup 
kıkırdak dokuya sahipken, bronşiyoller 1 mm’den daha küçük çapa sahip olup 
kıkırdak içermezler. Bronş ve broşiyoller silli hücreler, goblet hücreleri, bazal 
hücreler, nöroendokrin hücreler, yassı epitel hücreleri, clara hücreleri gibi farklı 
özelliklere sahip hücre tipleri içermektedirler. Terminal bronşiyoller duvarlarında 
alveol yapıları bulunan solunum bronşiyolleri ile sonlanırlar. Alveoller arasında 
bulunan alveoller arası duvarlar kılcal kan damarları, elastik lifler ve doku 
makrofajlarını içerir. Alveollerin iç kısmının % 97’si tip I pnömositler adı verilen 
epitelyal hücrelerle, geri kalan % 3’lük kısım ise tip II pnömositler ile döşelidir. Tip I 
pnömositler büyük yassı ve bölünme yeteneği olmayan hücrelerdir. Akciğerlerdeki 
gaz değişimi bu hücrelerin sitoplazmaları aracılığı ile gerçekleşmektedir. Küboidal 
yapıya sahip olan tip II pnömositler ise bölünebilen ve tip I pnömositlerin öncülleri 
olan hücrelerdir (1).  
 
       Akciğer dokusunda bulunan hücrelerde, hücre bölünmesi, hücre farklılaşması ve 
hücre ölümünü kontrol eden sinyal yolaklarının bozulması durumunda bu hücreler 
kontrolsüz olarak bölünüp çoğalma özelliği kazanabilmekte ve farklı histolojik 
özelliklere sahip kanser hücreleri oluşabilmektedir.  
 
2.2 Akciğer Kanserlerinin Tanısı ve Evrelendirilmesi 
       Akciğer kanseri hem erkeklerde hem de kadınlarda ölüme sebebiyet veren en 
önemli kanserlerden biridir. Tanı anında hastaların % 90’ı hastalığı işaret eden 
semptomlara sahiptir. Ancak olguların % 30’u  primer tümör ile ilişkili semptomlara 
sahipken, % 60’ı metastatik hastalık ile ilişkili sistemik semptomlara sahiptir. 
Sistemik semptomlar tümör dokusundan salınmakta olan peptidlerden veya tümör 
ilişkili antijenlere gösterilen immünolojik reaksiyonlardan kaynaklanmaktadır. 
Akciğer kanseri semptomları a) lokal semptomlar, b) intratorasik yayılım ilişkili 
semptomlar, c) göğüs kafesi dışına yayılım ve metastaz ilişkili semptomlar ve d) 
paraneoplastik sendromlar olarak ayrılmaktadır. Akciğer kanserli olgularda tümör ile 
ilişkili olarak öksürük, nefes alıp vermede güçlük, kanlı balgam, göğüs ağrısı, 
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halsizlik, kilo kaybı, kemik ağrıları, hırıltılı nefes alma, yutma güçlüğü gibi 
semptomlar gözlenebilmektedir. Akciğer kanserinin tanısında göğüs radyografisi, 
bilgisayarlı tomografi, bronkoskopi, balgamın sitolojik incelenmesi, ince iğne 
biyopsisi, plevral aspirasyon ve biyopsisi gibi yöntemler kullanılmaktadır (2). 
Akciğer kanserlerinin sınıflandırılmasında (Tablo 2.1) ve evrelendirilmesinde (Tablo 
2.2) Tümör Nodül Metastaz (TNM) sistemi kullanılmaktadır (3). 
 
Tablo 2.1. Akciğer kanserlerinin TNM sınıflama sistemi. 
 

 
Tablo 2.2. Akciğer kanserlerinin TNM sınıflama sistemine göre evrelendirilmesi. 
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2.3 Akciğer Kanserlerinin Histolojik Alt Tipleri 
       Akciğer kanserinin birbirinden farklı histolojik alt tipleri bulunmaktadır. Akciğer 
kanserlerinin % 20-25’i küçük hücreli (SCLC) histolojik alt tipine ait olup, % 70-75’i 
ise küçük hücreli olmayan akciğer kanserleri grubu (NSCLC) altında 
değerlendirilmektedir. Küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinin % 25-30’unu 
yassı hücreli karsinom, % 30-35’ini adenokarsinom, % 10-15’ini ise büyük hücreli 
karsinom oluşturmaktadır. Bu yaygın olarak görülen ana histopatolojik alt tiplere 
ilaveten bu gruplara ait özellikleri kombine olarak taşıyan tümörler ve diğer nadir 
akciğer kanseri histolojik alt tipleri de bulunmaktadır (4). NSCLC histolojik alt 
tiplerinin mikroskobik görünümü Şekil 2.1’de verilmiştir. 
Küçük hücreli akciğer karsinomları: Erkeklerde kadınlardan daha sık olarak 
gözlenen bir akciğer kanseri tipidir. Sigara tüketimi bu kanserlerin ortaya çıkmasında 
çok önemli rol oynamaktadır. Merkezi bölgelerde lokalize olup erken dönemde lenf 
nodu metastazları yaparlar. Bu kanserler, küçük, oval yada yuvarlak şekilli, az 
miktarda stoplazmaya ve hiperkromatik nükleusa sahip mitoz oranı yüksek olan 
hücrelerden oluşurlar. Geniş alanlara infiltrasyon yapma özellikleri nedeniyle nadiren 
cerrahi operasyonla uzaklaştırılabilecek durumda yakalanabilirler.   
Yassı epitel hücreli karsinom: Genellikle büyük bronşların merkezinde ortaya 
çıkan yassı hücreli karsinomda erkeklerde kadınlardan daha sık gözlenir. Sigara 
tüketimi, yassı hücreli karsinom gelişiminde çok önemli bir faktördür. Bölgesel lenf 
nodlarına yayılımı kolay olmasına rağmen göğüs boşluğu dışına yayılımı diğer 
akciğer kanseri tiplerine göre daha geç gerçekleşir. Bu histolojik alt gruba ait tümör 
kısa sürede bronş lümenini kapatarak atelektazi ve enfeksiyonlara neden olur. Bu tip 
tümörler metastaz yapmadan önce bronşları kapatmak yoluyla semptomlar 
verdiklerinden tanı anında cerrahi olarak uzaklaştırılabilir durumdadırlar ve diğer 
tümör tiplerine göre nisbeten iyi prognoza sahiptirler.    
Adenokarsinom: Erkek ve kadınlarda görülme sıklığı hemen hemen eşit olup, sigara 
tüketimi ile ilişkisi, yassı hücreli karsinoma göre daha azdır. Yassı hücreli 
karsinomlar gibi merkezi bölgelerde görülebilmelerine rağmen, çoğunlukla akciğerin 
periferal bölgelerinde oluşurlar. Genellikle musin salgılayan küboidal veya silindirik 
şekilli neoplastik hücreler içerirler. Yavaş büyüme özelliğine sahip olan ve daha 
küçük kitleler yapan bu tümörler diğer histolojik tiplere göre daha erken evrede 
metastaz yaparlar.  
Büyük hücreli karsinom: Kadınlarda ve erkeklerde görülme sıklığı hemen hemen 
aynı olup olguların % 40’ı sigara kullanımı ile ilişkilendirilmektedir. Bu tümörler 
genellikle periferal yerleşimli olup geniş kitleler oluştururlar, erken dönemde uzak 
bölgelere metastaz yapma yeteneğine sahip olmalarından dolayı kötü 
prognozludurlar. Veziküler nükleusa sahip anaplastik ve hücresel farklılaşma 
özelliğine sahip olmayan hücreler içerirler. Tanı sırasında olguların % 25’inde beyin 
metastazı bulunmaktadır (2,4).  
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Şekil 2.1. Akciğer kanseri histolojik alt tiplerinin Hematoksilen-Eozin ile boyama görünümleri (86). 
                 
2.4 Akciğer Kanseri Gelişiminde Etkili Faktörler 
2.4.1 Akciğer Kanseri ve Çevresel Ajanlar 
       1950 yılından günümüze kadar yapılan epidemiyolojik çalışmalar sigara 
kullanımının akciğer kanseri gelişimindeki rolünü ortaya koymuştur. 20. Yüzyılın 
başında akciğer kanseri nadir bir hastalık olarak bilinmesine rağmen yeni etiyolojik 
ajanlarla muamelenin artması ve ömür uzunluğunun artışı akciğer kanserini daha 
yaygın hale getirmiştir. Gelişmiş toplumlarda akciğer kanseri histolojik 
karakteristikleri de son yıllarda değişiklik göstermiştir. 1970’li yıllardan önce yassı 
epitel hücreli karsinom yaygınken bu yıllardan sonra adenokarsinom daha yaygın 
hale gelmiştir. Bu değişimin sigara kullanım davranışındaki değişimler ve sigara 
içeriğindeki değişikliler ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. 1930’lardan itibaren 
akciğer kanseri erkekler arasında daha yaygın görülmeye başlamıştır. Ancak kadınlar 
arasında akciğer kanseri görülme sıklığının artması 1960 yılından sonraki dönemde 
gözlenmiştir. Akciğer kanserinin coğrafik dağılımına bakıldığında kuzey Amerika ve 
Avrupa gibi gelişmiş toplumlarda daha yaygın olarak gözlenirken güney Amerika ve 
Afrika gibi gelişmekte olan toplumlarda daha nadir gözlenmektedir. Yüzyıllardır 
dünyanın pek çok bölgesinde tütün yaygın olarak kullanılmasına rağmen akciğer 
kanserinin günümüzdeki yaygınlaşması ilave maddeler içeren ticari sigaraların 
kullanıma girmesinin ardından gerçekleşmiştir (5).  
 
       Sigara içerisinde 4000 den fazla kimyasal materyal bulunmaktadır. Ve bunların 
yaklaşık olarak 200 tanesi karsinojenik özelliklere sahiptir. Sigara içen ve içmeyen 
kişiler arasında yapılan hasta-kontrol çalışmaları sigara kullanımının akciğer kanseri 
geliştirme riski ile ilişki olduğunu göstermiştir. Pasif içicilik olarak bilinen sigara 
içmeyen bireylerin dolaylı olarak sigara dumanına maruz kalmasının da akciğer 
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kanserine neden olduğu gösterilmiştir. Pasif içiciliğin akciğer kanseri riskini artırdığı 
ilk kez 1981 yılında yayınlanmış olan sigara içen erkeklerle evli ve sigara 
kullanmayan kadınlar üzerine yapılan çalışmalar sonucunda belirlenmiştir (5). 
Kanser genetiği alanındaki bilgilerimizin artması özel ajanlarla muamele ve spesifik 
genlerde meydana gelen değişimler arasında daha net bilgiler edinmemizi 
sağlamıştır. Sigara içeriğinde bulunan Benzo(a)pyren diol epoksitler ve diğer 
polisiklik aromatik hidrokarbon diol epoksitler, DNA’da meydana gelen 
mutasyonların en önemli sorumlularıdır (6).   
 
       Günümüzde sigara kullanımının akciğer kanserlerinin %90’ından sorumlu 
olduğu kabul edilmektedir. Sigara içenler sigara içmeyenlerden 20 kat daha fazla 
akciğer kanseri riskine sahiptirler. Akciğer kanseri geliştirme riski sigara kullanım 
süresinin uzunluğu ile ve bir gün içerisinde tüketilen sigara sayısı ile de koreledir. 
Sigarayı bırakmanın akciğer kanseri riskini azalttığı belirlenmiştir. Sigara 
kullanımını bıraktıktan 12 yıl sonra bu bireylerin akciğer kanseri geliştirme riski 
sigara kullanmayanlarla eşit hale gelebilmektedir. Ancak günde 20 sigaradan fazla 
içen ağır içici bireyler sigara kullanımını bıraksalar bile akciğer kanseri geliştirme 
riskleri asla sigara kullanmayanların seviyesine düşmez (2,5).      
 
       Yapılan çalışmalar sigara içen bireylerde belirli gen bölgelerinde heterozigosite 
kaybı (LOH) görülme sıklığının sigara içmeyen bireylere göre oldukça yüksek 
olduğunu göstermektedir. Bu tip sigara içimine bağlı genetik değişimlerin 
birikiminin karsinojenezise neden olduğu düşünülmektedir. K-ras geni 
mutasyonlarının sigara kullanımı ile ilişkili olduğu yapılan çalışmalarla defalarca 
gösterilmiştir (6). Ayrıca p53 genindeki mutasyonlar, sigara kullananlarda 
kullanmayanlardan daha yüksek oranda görülmektedir (6).     
 
       Akciğer kanserlerinin %9-15’inden ise diğer çevresel karsinojenler sorumludur. 
Populasyon temelli hasta kontrol çalışmaları gemi inşa endüstrisinde çalışan 
insanların akciğer kanseri gelişimi için yüksek riske sahip olduklarını göstermiştir. İş 
yerinde asbest tozuna maruz kalan işçilerin ilk maruziyetden 30-35 yıl sonra diğer 
insanlardan 10 kat daha fazla akciğer kanseri gelişimi riskine sahip olduğu 
belirlenmiştir. Sigara kullanımı ve asbest maruziyeti birlikteliği sinerjistik etki 
göstermektedir. Ayrıca yüksek derecede iyonize radyasyona maruz kalmış bireylerde 
akciğer kanseri görülme sıklığının artmış olduğu belirlenmiştir. Madenlerde çalışan 
ve yüksek miktarda radon gazına maruz kalan işçilerin akciğer kanseri riskinin arttığı 
gözlenmiştir.  Radon maruziyeti ve sigara kullanımı da sinerjistik olarak etki 
göstermektedir. Açık mekanlardaki hava kirliliği ise sadece %1’inden sorumlu 
tutulmaktadır. Fosil yakıtların yakılması sonucu oluşan polisiklik aromatik 
hidrokarbonlar, nikel ve kromium nedeniyle oluşan atmosferik hava kirliliğininde 
akciğer kanseri gelişiminde rolü olduğu düşünülmektedir (2,5).      
 
2.4.2 Akciğer Kanseri Gelişiminde Etkili Endojen  Faktörler 
       Bugüne kadar akciğer kanseri gelişiminde yatkınlığa neden olan herhangi bir 
spesifik genetik lokus tanımlanabilmiş değildir. Ancak giderek artan bilgiler, akciğer 
kanseri geliştirme riskinin belirlenmesinde genetik yatkınlığın önemli rol oynadığını 
göstermektedir. Örneğin ailesinde akciğer kanserli bir birey olan kişilerin akciğer 
kanserine yakalanma riski diğer insanlardan iki kat daha fazladır. 17p kromozom 
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bölgesinde bulunan p53 genindeki mutasyonlar ile ortaya çıkan Li-Fraumeni 
sendromunda akciğer kanseri sıklıkla gözlenmektedir. Li-Fraumeni sendromunda 
sigara kullanmayan 45 yaşından genç bireylerde bile akciğer kanseri ortaya 
çıkabilmektedir. Ayrıca deneysel çalışmalarla p53 eksprese etmeyen yada mutant 
p53 proteini taşıyan farelerin akciğer kanseri geliştirdiği belirlenmiştir. Bu bulgular 
akciğer kanseri gelişiminde p53 geninin önemli role sahip olduğunu göstermektedir. 
Buna ilaveten tümör süpresör geni olan retinoblastoma’nın (RB1)  inaktive edici 
mutasyonları sonucunda çift taraflı retinoblastoma gözlenen hastaların RB1 
mutasyonu taşıyıcısı olan yakınlarında akciğer kanserinin sıklıkla görüldüğü 
bilinmektedir (7).    
 
       Sigara kullanan bireylerin bir kısmında kanser gelişirken bir diğer kısmında 
gelişmemesi bireyler arasındaki genetik farklılıkların kansere yatkınlıkta rolü 
olduğunu düşündürmüştür.  Sigara içinde yer alan karsinojenik ajanlar sitokrom p450 
sisteminde bulunan faz 1 enzimleri tarafından metabolik aktivasyona uğratılarak ve 
böylece DNA’ya bağlanarak genetik hasarlar oluşturan reaktif ara ürünler 
oluştururlar. Bu sistemde görev alan Cytochrome P450, Subfamily 1A, Polipeptid 1 
(CYP1A1) ve Cytochrome P450, Subfamily 2D, Polipeptid 6 (CYP2D6) enzimlerini, 
Faz II enzimi olan Glutatyon S-Transferaz (GST) enzimini ve DNA tamir 
mekanizmasında görev yapan X-Ray Repair, Complementing Defective, in Chinese 
Hamster, 1(XRCC1) proteinlerini kodlayan genlerde belirlenen polimorfizmlerin 
akciğer kanser riski ile ilişki olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır (5).     
 
2.5 Akciğer Kanserlerinde Çok Basamaklı Karsinojenez 
       En son yayınlanmış olan Dünya Sağlık Örgütü (WHO) akciğer kanseri 
sınıflaması, küçük hücreli karsinom, yassı epitel hücreli karsinom, adenokarsinom 
(bronkoalveolar karsinom) ve büyük hücreli akciğer kanserlerine ilaveten invaziv 
akciğer kanserlerinin gelişimine neden olan üç tip kanser öncülü lezyon 
tanımlamaktadır. Bunlar; squamös displazi, atipik adenomatöz hiperplazi (AAH) ve 
difüz idiopatik pulmoner nöroendokrin hücre hiperplazisi olarak tanımlanmıştır (8). 
Ayrıca, 2003 yılında Ullman ve arkadaşları adenokarsinomun preneoplastik lezyonu 
olarak bronşiyal kolumnar hücre displazisi (BCCD)’nin histolojik ve sitolojik 
özelliklerini tanımlamışlardır. Bu dokulardan aldıkları genetik materyal üzerinde 
yaptıkları çalışmalar sonucunda BCCD ve adenokarsinomun erken evrelerinde 
gözlenen genetik değişimlerin büyük ölçüde örtüştüğünü belirlemişlerdir (9). AAH, 
adenokarsinom ve bronkoalveolar karsinomun (BAC) öncülü olan lezyonlar olarak 
tanımlanmaktadır. Akciğer adenokarsinomu nedeniyle opere edilen hastaların % 
40’ından fazlasında AAH özelliklerine sahip alanlar gözlendiği bildirilmektedir. 
Akciğer kanserine neden olan prekanseröz lezyonlarda, malign transformasyona 
neden olan çeşitli genlerin ekspresyonunda ve kromozomların yapısında değişimler 
gözlenmektedir (8). Yamasaki ve arkadaşları AAH ve BAC’ın örtüşen genetik 
değişimlere sahip olduklarını ve ayrıca kanser öncülü lezyonlardan kanserleşme 
aşamasına geçiş sırasında genetik değişimlerin birikmesi yoluyla çok aşamalı bir 
karsinojenezisin meydana geldiğini göstermişlerdir (10). Bu bulgular çok iyi bir 
biçimde tanımlanmış olan kolon kanserlerinde olduğu gibi akciğer kanserlerinin de 
çok basamaklı karsinojenez yolunu izlediğini göstermektedir.  
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2.6 Küçük Hücreli Akciğer Kanserlerinde (SCLC) Gözlenen Genetik Değişimler 
       Küçük hücreli akciğer kanseri dokularında yapılmış olan çalışmalar olguların  
% 90’ında 3p, 4p, 5q, 16q, 13q, 17p ve 3p kromozom bölgelerinde kayıpların 
bulunduğunu göstermiştir. Küçük hücreli akciğer kanserlerinin % 85’inde gastrin 
releasing peptid neuromedin B ve bunların reseptörü olan bombesin reseptörünün 3 
alt tipinden en az biri eksprese edilmektedir.  Bu peptidlerin salınımı ve 
reseptörlerine bağlanması otokrin bir büyüme halkası oluşmasına neden olmaktadır.  
Aynı biçimde SCLC olgularının yaklaşık olarak % 70’inde c-kit reseptörünün aşırı 
ekspresyonu görülmektedir. Bu reseptöre bağlanarak onu aktive eden ligand da yine 
SCLC tümör hücreleri tarafından sentezlenmektedir. Ayrıca SCLC olgularının  
% 10’unda c-kit geninde mutasyona rastlanmaktadır. SCLC tümör dokularında 
gözlenen bir diğer değişim, olguların %10-35’inde gözlenen c-myc geni aşırı 
ekspresyonu olup bu aşırı ekspresyonun gen amplifikasyonu sonucunda meydana 
geldiği bilinmektedir. SCLC’de sıklıkla gözlenen diğer değişimler ise p53 ve RB1 
mutasyonları ile PTEN lokusundaki heterozigosite kayıplarıdır (11). 
 
2.7 Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Kanserlerinde  Gözlenen Genetik Değişimler 
       Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri klinik olarak fark edilir hale geldiğinde 
pek çok gende değişimler barındırmaktadır. Akciğer kanserlerinde son yapılan 
çalışmalar tümör başına en az 20’den fazla genetik ve epigenetik değişim 
gözlendiğini göstermektedir. Bunlar; DNA dizi değişimleri, gen kopya sayısı 
değişimleri ve promotor metilasyonunun değişimi şeklinde olabilmektedirler.  
 
2.7.1 Kopya Sayısı Değişimleri ve Heterozigosite Kayıpları 
       NSCLC’de yapılan sitogenetik incelemeler pek çok farklı klonal karyotipik 
değişimin varlığını göstermiştir. NSCLC’de yapılan araştırmalar 3p, 6q, 8p, 9p, 9q, 
13q, 17p, 18q, 19p, 21q ve 22q kromozomal bölgelerinin artışları ile, 1p, 1q, 3q,5p, 
7p, 7q, 11q ve 12q kromozomal bölgelerin kayıplarının bu kanser tipinde yaygın 
biçimde varlığını göstermiştir. Diğer solid tümörlerde olduğu gibi akciğer 
kanserlerinde de heterozigosite kaybı yaygın olarak görülen bir genetik değişimdir. 
NSCLC’de 3p’de heterozigosite kayıpları hastaların %50’sinde gözlenmekte olup 
hastalığın erken evrelerinde ortaya çıkmaktadır. 3p25-26, 3p24, 3p21.3 ve 3p14.2 ve 
3p12 gibi farklı delesyon bölgelerinin bulunması 3 numaralı kromozomun kısa 
kolunda birden fazla tümör süpresör gen bulunduğunu göstermektedir. 3 nolu 
kromozomun bu bölgesinde beta retinoik asit reseptör geni, protein-tirozin fosfataz 
gama, semaphorin IV ve A(V) genleri, von Hippel-Lindau tümör süpresör geni, 
Frajil Histidin Triad (FHIT), Ras Association Domain Family Protein 1 (RASSF1A) 
gibi akciğer kanseri gelişiminde rol oynadığı düşünülen aday genler tanımlanmıştır. 
(7,12). Akciğer kanserlerinin NSCLC tipinde % 50 sıklıkla gözlenen diğer bir 
heterozigosite kaybı ise 17p13.1 kromozomal bölgesindedir. NSCLC tanılı olguların 
yaklaşık olarak %15’inde ise RB1 genini içeren 13q14 kromozomal bölgesinde LOH 
gözlenmektedir. Yapılan araştırmalar sonucunda, 3p, 9p ve 17p kromozom 
bölgelerinde heterozigosite kayıplarının NSCLC’ın erken evrelerinde ve prekanseröz 
lezyonlarda da belirlenmiş olması bu genetik değişimlerin çok basamaklı 
karsinojenezin erken basamaklarında meydana geldiğini göstermektedir (7). 
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2.7.2 Tümör Süpresör Gen Değişimleri 
2.7.2.1 P53 gen değişimleri 
       17p13.1 kromozom bölgesinde lokalize olan p53 geninden sentezlenen p53 
proteini DNA tamiri, apoptozis, ve hücre döngüsü kontrol noktalarında işe karışan 
çeşitli proteinlerin ekspresyonunu kontrol eden nüklear bir transkripsiyon faktörüdür 
(12). Normal p53 proteini DNA hasarına sahip hücrelerde, p21 proteinini aktive 
ederek Rb’nin defosforilasyonuna neden olmakta ve hücre döngüsünün G1-S kontrol 
noktasında durdurulmasını ve hasarın tamir edilemediği durumda hücrenin apoptoza 
gitmesini sağlamaktadır. Akciğer kanserlerinde en iyi tanımlanmış olan tümör 
süpresör gen değişimi p53 mutasyonları olup %50-70’inde belirlenebilmektedir. 
Mutant p53 proteini p21 proteinini aktive etme yeteneğini kaybettiği için hücrelerin 
G1-S kontrol noktasında durdurulması işlevini yerine getirememektedir. Mutant p53 
proteininin hücre içindeki yıkım süresi normal p53 proteinlerinden daha uzun olduğu 
için tümör hücrelerinde birikim yapmaktadır (13). Küçük hücreli olmayan akciğer 
kanserlerinde belirlenmiş olan p53 geni mutasyonlarının çok büyük bir kısmı genin 
p53 proteininin DNA bağlama altbirimini kodlayan 4. ve 10. ekzonları arasında kalan 
kodlayıcı bölgeler ve ekzon intron sınırlarında meydana gelmektedir. Bu 
mutasyonların çoğu transisyon, transversiyon ve delesyon/insersiyon tipi 
mutasyonlar olup özellikle genin 157. kodonu akciğer kanseri için mutasyonel bir 
hotspot bölgedir. Sigara içen ve içmeyen bireyler arasında p53 mutasyonlarının 
sıklığı karşılaştırıldığında, sigara içen NSCLC tanılı hastalarda p53 geni 
mutasyonlarının, sigara içmeyen hastalara göre daha sık gözlendiği belirlenmiştir. En 
yaygın olarak gözlenen mutasyonlar transversiyon tipi nokta mutasyonlar olup, 
sigaranın içerisinde bulunan kimyasal moleküllerden kaynaklanan DNA adduct’ları 
sonucunda oluşmaktadır. p53 mutasyonlarının premalignant lezyonlarda da 
saptanmış olması bu genetik değişimlerin akciğer karsinojenezisinin erken 
basamaklarında meydana geldiğini göstermektedir (12,14).  
 
2.7.2.2 RB1 geni değişimleri 
       13q14.3 kromozom bölgesinde bulunan RB1 geni, G1 tipi siklinler ve siklin 
bağımlı kinazlar (CDK) ile etkileşimi ile hücrelerin hücre döngüsüne girmelerini 
kontrol eden nüklear bir siklin dependent kinaz inhibitörünü olan RB1 proteinini 
kodlamaktadır. RB1 proteini defosforile olduğunda E2F transkripsiyon faktörüne 
bağlanarak G1/S geçişini baskılar. RB1’nin siklin E/CDK2 kompleksi tarafından 
fosforilasyonu E2F’in salınımını ve aktivasyonunu sağlar. E2F aktive olduğunda 
hücrenin S fazına geçmesini sağlayan genlerin ekspresyonu başlatılır.  Bu genin 
homozigot delesyonları, transkripsiyon başlama bölgesinin anormal metilasyonu ile 
transkripsiyonel olarak sessizleştirilmesi ve RB1 geninde nokta mutasyonları 
NSCLC’de yaygın olarak gözlenen değişimlerdir. Bu değişimler akciğer kanserinin 
erken evrelerinde ortaya çıkan değişimlerdir (15). 
 
2.7.2.3 P16 Gen değişimleri 
       NSCLC’de sıklıkla p16/Rb yolağında görev yapan proteinlerin regülasyonunun 
bozulduğı belirlenmiştir. Rb yolağında görev alan önemli bir tümör süpresör olan  
p16 proteini, 9p21 kromozom bölgesinde lokalize olan CDKN2a/p16 (INK4a) geni 
tarfından sentezlenmektedir. NSCLC’li hastalarda yapılan incelemeler genin 
promotor bölgesindeki ve 1. ekzonunda bulunan CpG adacıklarının metilasyonu ya 
da INK4a lokusunun homozigot delesyonuna bağlı olarak tümör dokularında p16 
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proteini ekspresyon kaybının bu tümör tipinde yaygın bir değişim olduğunu 
göstermiştir (16). 
 
2.7.2.4 Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 (PTEN)    
           Geni Değişimleri 
       PTEN proteini, hücrelerin canlılığının devam etmesini sağlayan Fosfotidil 
Inozitol 3 Kinaz (PI3K)/Akt yolağının negatif regülatörü olarak görev yapan bir 
proteindir. Bu proteini kodlayan gen 10q23 kromozom bölgesinde lokalizedir. 
Substratlarındaki tirozin ve serin/treonin amino asitlerini defosforile eden PTEN 
proteininin en önemli substratı PI3K’ın ürünü olan Fosfotidil Inozitol 3 Fosfatazdır 
(PIP-3). Akciğer kanserleri dahil olmak üzere pek çok kanser türünde PTEN geni 
değişimlerinin varlığı gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar PTEN protein ekspresyonu 
kaybının sitoplazmada PIP-3 konsantrasyonuna ve buna bağlı olarak Akt 
aktivitesinin artmasına neden olduğunu göstermiştir. PTEN ekspresyon kaybı 
sonucunda Akt yolağının sürekli aktif olarak çalışması hücrelerin canlı kalmasına ve 
kontrolsüz çoğalmasına neden olmaktadır. Tümör hücrelerinde gözlenen PTEN 
ekspresyon kaybının delesyon, heterozigozite kaybı ve promotor metilasyonu gibi 
farklı mekanizmalar ile sağlanabildiği gösterilmiştir. Küçük hücreli olmayan akciğer 
kanseri dokularında PTEN protein ekspresyonunun immünohistokimyasal yöntemler 
ile incelenmesi sonucunda olguların % 24-46’sında PTEN protein ekspresyonunda 
azalma belirlenmiştir. PTEN ekspresyonuna bağlı olarak küçük hücreli olmayan 
akciğer kanseri hastalarının 5 yıllık sağkalım değerleri incelendiğinde PTEN 
ekspresyonunda azalma görülen olguların sağkalım sürelerinin de kısaldığı 
belirlenmiştir. Gen ekspresyonunda azalma olmaksızın nadiren de olsa küçük hücreli 
olmayan akciğer kanseri olgularında PTEN geni mutasyonlarının da gözlenebildiği 
bildirilmiştir (17-19). 
 
2.7.3 Onkogenlerde Meydana Gelen Değişimler 
2.7.3.1 K-ras Geni Mutasyonları 
       Küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinin %18-30’unda 12p11.2 kromozom 
bölgesinde lokalize olan K-ras geninin mutasyona uğradığı belirlenmiştir. 12, 13 ve 
61. kodonda meydana gelen bu mutasyonlar özellikle adenokarsinom alt tipinde 
diğer tiplere göre daha sık olarak gözlenmektedir. Küçük hücreli dışı akciğer 
kanserlerinde en sık görülen K-ras gen mutasyonu 1. ekzonun 12. kodonunda 
meydana gelen GGT,Gly-GTT,Val mutasyonudur. Yapılan çalışmalar K-ras kodon 
12 mutasyonlarının genellikle sigara içerisinde bulunan nitrozaminler ve polisiklik 
hidrokarbonlar tarafından oluşturulduğunu göstermiştir. Mutant K-ras geni sürekli 
olarak aktif durumda bulunan ras proteinlerini kodlayarak hücrelerin çoğalmasını 
sağlayan hücresel yolakların aktive edilmesine neden olmaktadır. K-ras geni 
mutasyonları ve hastaların sağkalım süreleri açısından olgular değerlendirildiklerinde 
yabanıl tip K-ras genine sahip olguların sağkalım sürelerinin mutant K-ras genine 
sahip olgulara göre daha uzun olduğu gösterilmiştir  (13,20-22). 
 
2.7.3.2 Myc gen değişimleri 
       Myc proto-onkogen ailesi, basic helix loop helix leucine-zipper sınıfına ait 
nüklear transkripsiyon faktörlerini kodlamaktadırlar. Bu transkripsiyon faktörleri, 
hücre döngüsü kontrolü, RNA metabolizması, ve DNA sentezinde işe karışan 
genlerin direk aktivasyonu yoluyla hücre büyümesini kontrol etmektedirler. Bu gen 
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ailesi c-myc, N-myc ve L-myc genlerini içermektedir. Bu genlerden 8q24 kromozom 
bölgesinde lokalize olan c-myc geninin küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinin 
yaklaşık olarak %10’unda aşırı eksprese edildiği ve bu ekspresyon artışının gen 
amplifikasyonu yoluyla gerçekleştirildiği gösterilmiştir. Küçük hücreli olmayan 
akciğer kanseri olgularında gözlenen c-myc gen ekspresyon artışının klinik önemine 
dair herhangi bir veri bulunmamaktadır (12,13).   
 
       Akciğer kanseri dokularında yapılan incelemeler büyüme faktörlerinin hücre 
yüzeyinde bulunan reseptörlerine bağlanması sonucunda aktive olan hücresel 
yolakların bu kanser tiplerinin ortaya çıkmasında önemli bir role sahip olduğunu 
göstermiştir. Bu sinyal yolaklarının en önemlisi Epidermal Growth Faktör Reseptör 
(EGFR) sinyal iletim yolağıdır. 
 
2.8 EGFR Sinyal İletim Yolağı  
       EGFR proteini, 7p12 kromozom bölgesinde bulunan ve 28 ekzon içeren EGFR 
geni tarafından sentezlenen 1186 amino asitten oluşan 170 kDa büyüklüğünde 
transmembran bir glikoproteindir. Ligandların tanınması ve bağlanmasını sağlayan 
bir ekstraselüler altbirim, hidrofobik özelliğe sahip membran içinde diğer 
reseptörlerle ilişkileri sağlayan bir transmembran alt birim ve EGFR geninin 18. ile 
24. ekzonlarınca kodlanan protein tirozin kinaz aktivitesine sahip bir intraselüler 
altbirimden oluşmaktadır (23). EGFR proteininin bölgeleri Şekil 2.2’de görülebilir. 
EGFR süper ailesi 4 farklı, birbiri ile ilişkili transmembran reseptörden oluşmaktadır. 
Bu reseptörler EGFR/erbB1, HER2/erbB2, HER3/erbB3, ve HER4/erbB4’dür. Bu 
reseptörler özellikle ekstraselüler ve transmembran alt birimlerinde yapısal olarak 
yüksek oranda homoloji götermektedirler (24). 
 
 
 

      
 
 
Şekil 2.2. EGFR ekzonları ve kodladığı protein bölgeleri. 
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       EGFR proteini epitelyal hücrelerin yüzeyinde eksprese edilmekte olup pankreas, 
mesane, prostat, ovaryum, glioma, meme, akciğer, renal, baş ve boyun kanserleri ve 
kolorektal kanserler gibi pek çok solid tümörde aşırı ekspresyonu gözlenmektedir 
(25). EGFR sinyal iletim yolağı, akciğer kanserinin gelişmesinde işe karışan hücresel 
yolakların en önemlilerinden birisidir. EGFR’i aktive ettiği bilinen ligandlar; EGF, 
TGF-Alfa, heparin binding EGF-like büyüme faktörü, amphiregülin, betacellulin ve 
epiregülin’dir. Ligandın reseptöre bağlanması reseptörün dimerizasyon bölgesinin 
açığa çıkması ile sonuçlanan bir konformasyonel değişime neden olmaktadır. 
Dimerizasyon domaininin açığa çıkması sonucunda EGFR proteinleri birbirleri ile 
homodimerizasyona ya da diğer reseptörler ile heterodimerizasyona uğramaktadır 
(26). EGFR proteini tercihen meme kanserilerinde prognostik bir belirteç olarak 
kullanılmakta olan Her2 proteini ile dimerizasyon yapmaktadır (27). Dimerizasyon, 
sitoplazmik altbirimde yer alan özgül tirozin amino asitlerinin otofosforilasyonunu 
sağlayan Tirozin kinaz (TK) altbirimini aktive etmektedir. Bu fosforillenmiş tirozin 
amino asitleri, gen transkripsiyonunu kontrol eden hücresel yolakları aktive eden 
adaptör proteinlerin bağlanması için bağlanma noktaları olarak görev yapmaktadır 
(28).  
 
       EGFR aracılığı ile aktive olan 3 hücresel yolak tanımlanmıştır, bu yolaklar; 
Ras/Raf/Mitogen activated protein (MAP) kinaz, Jak2/STAT3 ve PI3K/Akt 
yolaklarıdır (Şekil 2.3). Bu yolakların aktivasyonu hücre proliferasyonu, tümör 
invazyonu, metastaz, antiapoptotik sinyal iletimi, kemoterapiye direnç, anjiyogenez 
ve hücre hücre bağlantılarının kurulması ile ilişkili hücresel aktiviteleri 
tetiklemektedir  (26). 
 
2.8.1 Ras/RAF/MAPK Yolağı 
       EGFR transotofosforilasyonu, V-Src avian sarkoma viral onkogen (src2), 
büyüme faktörü reseptörüne bağlı protein 2 (Grb2), SH3 ve Son of Sevenless (SOS) 
gibi sinyal transdüksiyon moleküllerinin bu reseptör ile kompleks kurmasını 
sağlamaktadır. Otofosforilasyonla aktive olan EGFR, Grb2 adaptör proteininin SH2 
domaine bağlanır. Grb2 proteini ise, SH3 domaini aracılığı ile SOS proteinine 
bağlıdır. Dolayısı ile EGFR aktivasyonu SOS proteininin plazma membranına 
toplanmasını sağlar. Membrana göçen SOS proteini, farnezilasyon ile plazma 
membranına yönlendirilmiş olan Ras proteini ile kompleks oluşturmaktadır. Ras 
proteininin aktivasyonu sonucunda serin treonin kinaz RAF, mitogen activated 
protein kinase 1 ve 2 (MAPK), ERK 1ve 2 yolağının aktive olmasına neden 
olmaktadır. Bu yolağın aktive olması hücrelerin hücre döngüsünün G1 fazından S 
fazına geçmesi için gerekli olan siklin D1 ‘i de içeren pek çok nüklear proteini aktive 
etmektedir (29). 
 
2.8.2 Signal Transduction and Activator of Transcription (STAT)Yolağı 
       EGFR proteini tarafından aktive edilen ikinci sinyal yolağı STAT yolağıdır. 
STAT protein ailesi hücre membranında bulunan reseptörlerce oluşturulan sinyalleri 
hücre çekirdeğine taşıyan ve DNA’ya bağlanarak pek çok genin ekspresyonunu 
kontrol eden 7 protein içermektedir (STAT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b ve 6). STAT proteinleri 
tetramerizasyon domaini, coil-coil domaini, DNA bağlama domaini, linker domain, 
Src homoloji (SH)2 domaini, C terminal bölgede korunmuş Tirozin amino asidi ve 
C-terminalde transaktivasyon domininden oluşmaktadır. Büyüme faktörlerince 
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uyarılmamış olan hücrelerde STAT proteinleri N-terminal uçlarından birbirine 
bağlanmış olan dimerler halinde sitoplazmada lokalizedirler.  STAT proteinleri SH2 
domainleri aracılığıyla reseptör komplekslerindeki fosfotirozin bölgelerine 
bağlanarak bu bölgelerde toplanmaktadır. Hücre yüzeyinde bulunan epidermal 
growth faktör reseptörünün aktivasyonu STAT3 proteinini 705. pozisyonunda 
bulunan tirozin amino asidinden fosforilleyen reseptör ilişkili tirozin kinazları aktive 
etmektedir. Aktive olan STAT proteinleri dimerize olarak çekirdeğe transfer 
olmaktadır. Nükleusa trabsfer olan STAT proteinleri farklı genlerin promotör 
dizilerine bağlanarak bu genlerin ekspresyonunu kontrol etmektedir. STAT3 apoptoz 
inhibitörleri (Bcl-XL, Mcl-1), hücre döngüsünü kontrol eden proteinler (Siklin D1, c-
Myc) ve anjiyogenez uyarıcısı olan VEGF proteinlerinin ekspresyonunu artırarak 
onkogenezde rol oynamaktadır (30, 31). 
 
2.8.3 Fosfotidil Inozitol 3- Kinaz (PI3-K)/Akt Yolağı 
       EGFR aracılığı ile aktive edilen diğer bir yolak ise PI3-K/Akt yolağıdır. PI3K 
bir katalitik alt birim  (p110) ve bir adet adaptör/regülatör altbirimden (p85) oluşan 
heterodimerik bir proteindir. PI3-K aktivasyonu hem tirozin kinaz reseptör kinazlar 
hem de sitoplazmik tirozin kinazlarla aktivasyon yoluyla gerçekleştirilebilmektedir. 
Aktive olan PI3-K, Fosfotidil Inozitol (4,5) Bifosfatı (PIP2) inozitol halkasının C3 
pozisyonundan fosforile ederek Fosfotidil Inozitol (3,4,5) Trifosfata (PIP3) 
dönüştürmektedir. Fosfataz ve tensin homolog (PTEN) sitoplazmada PIP3’ün 
PIP2’ye dönüştürülmesini sağlayan bir protein olup PI3-K/Akt yolağının 
inhibisyonunu sağlayan önemli bir proteindir. Serin/threonin kinaz olan Akt proteini 
Plekstrin homoloji domainleri aracılığı ile PIP3’e bağlanmaktadır. 3’ fosfoinositid 
bağımlı kinaz 1 (PDK1) tarafından Ser473 ve Thr308 pozisyonlarından 
fosforilasyonu sonucunda Akt aktive olmaktadır. Aktive olan Akt, apoptozu 
engelleyan pek çok substratı fosforile ederek aktivasyon göstermektedir. Akt 
tarafından proapoptotik Bcl2 ailesi üyesi olan BAD proteininin Ser136 
pozisyonundan fosforilasyonu, bu proteinin antiapoptotik Bcl2 ailesi üyesi 
proteinlerle ilişki kurmasını engelleyerek mitokondriden sitokrom c salınımını ve 
dolayısıyla apoptozu engellemektedir. Akt tarafından kaspaz 9’un Ser196 
pozisyonundan fosforilasyonu ise proteinin konformasyonel değişimine neden olarak 
proteolitik aktivitesini engellemekte ve böylece apoptozu baskılamaktadır. Forkhead 
transkripsiyon faktörü 1 (FKHRL1)’in Akt tarafından fosforilasyonu, bu 
transkripsiyon faktörünü inaktif hale getirerek apoptozda rol oynayan Fas ligand, 
Bim, IGFBP1 ve Puma gibi proteinlerin ekspresyonunu engellemektedir. Siklik 
AMP-response-element-binding protein (CREB)’in Akt tarafından fosforilasyonu, 
Bcl2 ve Mcl-1 gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunun artmasına neden 
olarak hücrelerin apoptoza gitmesini engellemektedir. Ayrıca p53 proteininin 
degredasyonunu uyaran MDM2 proteininin Akt aracılı fosforilasyonu, bu 
proteinlerin nükleusa translokasyonunu ve p53e bağlanmasını artırarak apoptozu 
baskılamaktadır (32).  
 

       Aktive olan bu üç yolak, bir yandan hücre bölünmesi ve çoğalmasını sağlayan 
proteinlerin ekspresyonlarını artırarak hücre canlılığını uyarırken, diğer taraftan da 
mitokondriden sitokrom c salınımını kontrol ederek apoptozda önemli rol oynayan 
çeşitli proteinlerin ekspresyonlarını etkilemektedirler. 
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Şekil 2.3. EGFR sinyal iletim yolağı (87). 
 
2.9 Apoptoz Sinyalleri 
2.9.1 Ölüm Reseptörleri ile Oluşturulan Apoptoz 
      İmmün sistem hücreleri tarafından sentezlenen ve Tümör Nekrosis Factor 
(TNF)’i de içeren çeşitli ligandların hücrelerin yüzeyinde eksprese edilen ölüm 
domaini içeren reseptörlerine bağlanması hücrelerin programlanmış hücre ölümüne 
uğramasına neden olmaktadır (Şekil 2.4). Ölüm domaini içeren reseptörler 
transmembran TNF reseptör süperailesinin üyeleri olup sitoplazmik bölgelerinde 
ölüm domaini bulunmasıyla karakterizedirler. Bu domain Fas ve TNF-R1de ve diğer 
aile üyelerinde bulunmamaktadır. Bu reseptörler sinyal iletiminde bazı ortak yolları 
kullansalarda tamamen özdeş değildirler. Fas, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptörleri, 
Fas associated death domain (FADD) adaptör proteinleri ile ilişki kurarken, TNF-R1 
ve DR3 reseptörleri ise TNFR associated death domain (TRADD) adaptör proteinleri 
ile ilişki kurmaktadır. Fas-Fas ligand bağlantısından sonra reseptörün sitoplazmik 
bölgesinde Fas’ın Death Domainleri (DD)’leri ile FADD’nin DD’leri 
bağlanmaktadır. FADD’in C terminal bölgesinde bulunan death effector domainler 
(DED) Kaspaz 8’de bulunan DED domainler ile ilişki kurması nedeniyle FasL-Fas, 
FADD ve kaspaz 8’i içeren ‘death inducing signaling complex’ adı verilen (DISC) 
bir protein kompleksi oluşmaktadır. Kaspaz 8 inaktif halde sentezlenmektedir. Bu 
prokaspaz 8’in kırpılması ile aktif kaspaz 8 oluşmaktadır. Aktive olan kaspaz 8 ise 
efektör prokaspazlar olan kaspaz-3,-6 ve -7’yi keserek aktive etmektedir. Efektör 
kaspazlar ise hücre içinde pek çok substratı proteolitik olarak kesme yeteneğine sahip 
olup apoptozun belirteçlerinden olan DNA fragmentasyonunu meydana 
getirmektedir. TNF-R1 ile gerçekleşen sinyal iletimi, Fas reseptörünün oluşturduğu 
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sinyalden farklılık göstermektedir. TNF-R1, TRADD proteinleri ile ilişki 
kurmaktadır. TRADD proteinleri FADD üzerinde bulunan DD’ler ile ilişki kurarak 
yukarıda anlatıldığı gibi kaspaz 8’in aktivasyonunu sağlayabilmektedir. Ancak buna 
ilaveten TRAF1, TRAF2 ve RIP proteinleri ile ilişki kurarak antiapoptotik NFkB ve 
JNK yolaklarını aktive edebilmektedir (33). 
  
2.9.2 Mitokondri Bağımlı Apoptoz 
       Hücre dışından gelen ölüm sinyalleri ile aktive olan kaspaz 8 enzimi mitokondri 
membranında bulunan Bid proteinini keserek tBid proteinine dönüştürmektedir. tBid 
proteini mitokondri mebranında Bak proteinlerinin oligomerize olmasını 
indüklemekte ve mitokodriden sitokrom c salınımını sağlamaktadırlar. 
Mitokondriden salınan sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktör (Apaf-1)’in 
oligomerizasyonunu sağlamaktadır. ATP varlığında, Apaf-1’in üzerinde yer alan 
kaspaz aktivasyon ve recruitment domain (CARD) aracılığıyla, kaspaz-9 ile ilişki 
kurmasıyla apoptozom kompleksini oluşturmaktadır. Apoptozom kompleksi ise yine 
diğer efektör kaspazların kesimi yoluyla apoptozu tetiklemektedir (33). 
 

                    
 
Şekil 2.4. Hücresel apoptoz yolakları (86). 
 
2.9.2.1 Bcl-2 ailesi Üyeleri ve Apoptoz        
       Mitokondri membranının geçirgenliği Bcl-2 ailesi proteinleri tarafından sıkı bir 
biçimde kontrol edilmektedir. Bcl-2 ailesi fonksiyonları ve sahip oldukları Bcl-2 
homoloji domainlerine bağlı olarak üç gruba ayrılmaktadır. Bax ve Bak proteinlerini 
içeren proapoptotik efektörler; BH1,  BH2  ve BH3 domainlerine ve mitokondri 
membranına lokalizasyonu sağlayan C terminal transmembran segmente sahiptirler. 
Aktive olduklarında mitokondri membranında oligomerize olarak membran 
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geçirgenliğini artırmakta ve sitokrom c salınımına neden olmaktadırlar.  Mcl-1, Bcl-
2, Bcl-XL, Bcl-w ve A1’i içeren prosurvival proteinler; Proapoptotik proteinler ile 
benzer domainlere sahiptirler. Ancak diğer proteinler N-terminal kısımda BH4 
domainine sahipken, Mcl-1 proteininde bu domain bulunmamaktadır.  Bim, Bid, 
Puma, Noxa’yı içeren sadece BH3 içeren proteinler; proapoptotik Bcl-2 proteinlerini 
aktive ederek yada prosurvival Bcl-2 proteinlerini inaktive ederek apoptozu 
indüklemektedirler (34). 
  
       1q21 kromozom bölgesinde lokalize olan Mcl-1 geni tarafından sentezlenen 
prosurvival  Mcl-1 proteini, 350 amino asitten oluşmaktadır. Mcl-1 proteininin yapısı 
ilk kez 1993 yılında tanımlanmıştır. C terminal hidrofobik transmembran domain, 
sitozole bakan kısımda BH1, BH2 ve BH3 domainlerine sahiptir. Proteinin N-
terminalinde kısa ömürlü proteinlerde bulunan 2 adet PEST dizisi (prolin, glutamik 
asit, serin ve treonin amino asidince zengin) bulunmaktadır (Şekil 2.5). 
Mitokondrinin dış membranında lokalize olup mitokondriden sitokrom c salınımını 
engeller. Hücre içinde Mcl-1 protein seviyesi transkripsiyonel, translasyonel ve 
posttranslasyonel seviyede kontrol edilmektedir. EGF ve VEGF gibi büyüme 
faktörlerinin  membrandaki reseptörlerine bağlanarak bu reseptörleri aktive etmesi 
hücre içinde Ras/Raf/MAPK, Jak/STAT, PI3K/Akt yolaklarını aktive etmektedir. Bu 
yolaklar ise Mcl-1 mRNA’sının ekspresyonunun artmasına neden olmaktadır. Mcl-1 
ekspresyonu, 3’ ifade edilmeyen bölgesine mir29 mikroRNA’sının bağlanması ve 
ikinci ekzonun çıkarılmasına neden olan alternatif splicing mekanizmaları ile 
posttarnskripsiyonel seviyede de kontrol edilmektedir. Alternatif splicing  ile 
oluşturulan Mcl-1S/ΔTM izoformunda PEST ve BH3 domainleri bulunurken BH1 ve 
2 transmembran domainleri bulunmamaktadır. Mcl-1S/ΔTM izoformunun 
ekspresyonu hücrenin apoptoza girmesini indüklemektedir. Mcl-1 proteininin 
postranslasyonel kontrolü ubiquitin aracılı protein yıkım yolağı ile 26S 
proteazomlarda degrede edilerek gerçekleştirilmektedir. PEST domaini içinde yer 
alan Asp127 ve Asp157 bölgelerinden Kaspaz 3 enzimi aracılığı ile kesilmektedir. 
Ancak bu kesimin proteinin fonksiyonu ve yıkımı ile ilişkisi tam olarak aydınlatılmış 
değildir (34, 35). Normal hücrelerde Mcl-1, proapoptotik Bcl-2 ailesi üyelerine 
bağlanarak bu proteinleri inaktif durumda tutmaktadır (36). Hücre içerisinde 
proapoptotik üyeler ile prosurvival Bcl-2 ailesi proteinlerinin birbirine oranı hücrenin 
apoptoza gidip gitmeyeceğine karar veren en önemli faktörlerden birisidir. Kanser 
hücrelerinde bu denge çoğunlukla antiapoptotik yönde bozulmuş durumdadır. Bunu 
destekleyen bir çalışmada da, cerrahi yolla elde edilen primer küçük hücreli olmayan 
akciğer kanseri dokularının yaklaşık olarak yarısında, Mcl-1 proteininin aşırı 
eksprese olduğu gösterilmiştir (37). 
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Şekil 2.5. Mcl-1 geni, mRNA’sı ve proteininin yapısı ( 35). 
 
2.10 NSCLC’DE Konvensiyonel Tedavi 
       Akciğer kanseri tedavisinde cerrahi tedavi ilk kez 1933 yılında akciğer kanserli 
bir hastada yapılan ilk başarılı pnemonektomi ile uygulanmaya başlanmıştır. 
Bölgesel lenf nodu metastazlarının öneminin anlaşılması ile evrelendirmede önemli 
olan cerrahi mediastinal lenf nodu örneklemesi uygulamasına geçilmiştir. 1940’li 
yıllarda nitrogen mustard akciğer kanseri tedavisinde kullanılan ilk kemoterapötik 
ajan olmuştur. Megavoltaj linear akseleratörlerin bulunması ile 1950’li yıllarda 
radyoterapi akciğer kanseri tedavisinde uygulanmaya başlanmıştır. Son 20 yıldır 
yapılan çalışmalarla, platinum temelli ikili kemoterapi uygulamalarının hastaların 
sağkalım sürelerini uzattığı, ayrıca, hastalığın semptomlarını hafiflettiği ve yaşam 
kalitesini artırdığı gösterilmiştir (38).   
 
       Bütün bu teknolojik gelişmelere rağmen akciğer kanserli hastaların 5 yıllık 
sağkalım ortalaması % 15’dir (24). Bunun nedenlerinden birisi olarak hastalığın 
genellikle ileri evrelerde tespit edilebilmesi gösterilmektedir. Günümüzde yeni tanı 
almış olan akciğer kanserli olguların % 75’i bölgesel ya da uzak bölgelere metastaza 
sahiptir. Ayrıca akciğer kanserlerinin daha erken evrelerde belirlenebilmesine olanak 
sağlayacak herhangi bir tarama programı bulunmamaktadır (39). 
 
       Tedavi açısından NSCLC üç ana gruba ayrılmaktadır. Bunlar, Erken evre 
(cerrahi+adjuvan terapi), lokal ileri evre (kombine kemoterapi+radyoterapi) ve ileri 
evre (sistemik terapi) küçük hücreli olmayan akciğer kanseridir. Erken Evre akciğer 
kanserlerinin tedavisinde cisplatin temelli adjuvan kemoterapi, cerrahi tedavi 
uygulanmış stage II ve III küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinde tedavi 
oranlarını arttırmak için uygulanmaktadır. Akciğer kanseri heterojen bir hastalık 
olduğu için hastaların uygulanan terapiye cevaplılıkları da farklılık göstermektedir. 
Bu nedenle konvansiyonel evrelendirme ve morfolojik incelemeler ile terapiye 
cevaplılığın öngörülmesi mümkün olmamaktadır (39). İleri Evre Akciğer 
Kanserinde, cisplatin ya da karboplatin’in gemsitabin, paclitaksel, doketaksel ya da 
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vinoralbine gibi üçüncü nesil ajanlar ile kombine olarak kullanılması fit olan ileri 
evre NSCLC hastalarında standart terapi olmasına rağmen fit olmayan ve daha yaşlı 
hastalarda vinorelbine ya da gemcitabine ile tek ajan olarak tedavi yapılmaktadır 
(24). Platinum türevleri DNA iplikleri arasında çapraz bağlantılar oluşturarak geri 
dönüşümsüz olarak DNA’da hasar meydana getirerek hücrelerin proliferasyonunu 
engellemektedir. Platinum terapisine dirençlilik ilacın hızlı detoksifikasyonu yada 
ilaç tarafından DNA’da oluşturulan hasarların Endonuclease Excision Repair Cross-
Complementing 1 (ERCC1) proteinini de içeren Nucleotid Eksizyon Repair (NER) 
sistemi tarafından etkin bir biçimde tamir edilmesi yoluyla gerçekleşebilmektedir 
(40).  
 
       Son yapılan çalışmalar cerrahi girişim ile elde edilen dokulardaki gen ifade 
profillerinin  rekürrens, yaşam süresi ve terapiye cevaplılığın öngörülmesi için 
önemli bilgiler sağladığını öne sürmektedir. Bu proteinlerden en önemlisi ERCC1 
proteinidir. ERCC1 cisplatin ile indüklenmiş DNA adduct’larının tamirinde görev 
alan bir nükleotid eksizyon tamir enzimidir. Yapılan çalışmalarla ERCC1 eksprese 
etmeyen tümörlerin cisplatin temelli adjuvan terapilerden daha fazla fayda gördüğü, 
ERCC1 eksprese eden tümörlerin ise bu tedavilerden yarar görmediği belirlenmiştir 
(39). Ayrıca ERCC1 geninde 118C polimorfizmine sahip olan hastalarda protein 
ekspresyon oranının daha düşük olduğu ve platin temelli tedavi aldıktan sonra bu 
polimorfizme sahip olmayanlardan daha uzun sağkalım süresine sahip oldukları 
gösterilmiştir (41). İleri evre küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinin temel 
terapisinde sistemik kemoterapi kullanılmasına rağmen kemoterapinin etkinliğinin  
kısa sürede platoya erişmesi nedeniyle yeni hedeflenmiş tedavi seçeneklerinin 
geliştirilmesine yönelik çalışmalara ağırlık verilmiştir. Bu amaçla küçük hücreli 
olmayan akciğer kanseri gelişiminde önemli rol oynayan hücresel yolaklar üzerinde 
etkin yeni moleküller geliştirilmiştir. Bu moleküller, mTOR inhibitörleri, NSCLC’de 
yaygın biçimde aşırı eksprese edilen EGFR proteinini hedefleyen EGFR inhibitörleri, 
tümör damarlanmasını engellemeyi amaçlayan VEGFR inhibitörleri,  tümör 
gelişiminde rol oynayan proteinleri de içeren pek çok proteinin yıkıldığı proteozom 
komplekslerini hedefleyen proteazom inhibitörleridirler (39). 
 
2.11 EGFR Tirozin Kinaz İnhibitörü (TKI) Temelli Hedeflenmiş Terapiler 
       EGFR proteini normal bronşiyal mukozada bronşiyal bazal laminaya sıkı 
biçimde tutunmuş olan bazal hücrelerde eksprese edilmektedir. Yapılan çalışmalar 
normal mukozadan epitelyal hiperplazi ve kansere geçişte EGFR ekspresyonunun 
kademeli olarak arttığını göstermiştir. Ayrıca düşük grade ve yüksek grade 
displaziler arasında da EGFR ekspresyonu açısından istatistiksel olarak anlamlı fark 
gözlenmektedir. NSCLC’de EGFR ekspresyonu  histolojik alt tiplere göre değişiklik 
göstermektedir. Yassı hücreli karsinomda % 84, adenokarsinomda % 65, büyük 
hücreli karsinomda % 68 oranında aşırı ekspresyon gözlenirken, küçük hücreli 
karsinomda ise ekspresyon artışı gözlenmemektedir. Bazı çalışmalarda NSCLC’de 
EGFR aşırı ekspresyonunun kısa yaşam süresi ile ilişkili olduğu bildirilmesine 
rağmen bazı çalışmalarda EGFR aşırı ekspresyonunun prognostik bir önemi olmadığı 
öne sürülmüştür. Diğer taraftan, EGFR gen kopya sayısı ile protein ekspresyonu 
arasında korelasyon gözlenmektedir. EGFR aşırı eksprese eden tümörlerin çok büyük 
kısmında EGFR geninin lokalize olduğu 7. kromozomun sayısında artış gözlenmekte 
olup, hastaların sadece % 10’unda gen amplifikasyonu gözlenmektedir. Ayrıca gen 
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kopya sayısı yada gen amplifikasyonu olmayan tümörlerde de EGFR geninin aşırı 
ekspresyonunun gözlenmesi, EGFR aşırı ekspresyonunda başka mekanizmaların da 
etkin olabileceğini göstermektedir (29). 
 
       Hedeflenmiş terapi tümör gelişiminde önemli rol oynadığı bilinen seçilmiş tek 
bir molekül üzerine spesifik olarak etki gösteren biyolojik antikanser ilaçların 
kullanımını ifade eden bir terimdir. NSCLC tedavisinde en yaygın olarak incelenen 
hedeflenmiş terapiler antianjiogenetik ajanlar ve EGFR inhibitörleridirler (42). 
EGFR aktivasyonu NSCLC’de tümör büyümesi ve proliferasyon, anjiyogenez, 
apoptoz inhibisyonu, invazyon ve metastazı indüklemektedir (43). EGFR proteininin 
ekstraselüler domainini hedefleyen antikorlar ve tirozin kinaz fonksiyonunu 
engelleyen küçük moleküller (gefitinib ve erlotinib) EGFR sinyal yolağını 
engellemek üzere geliştirilmiş olan ajanlardır. EGFR’nin NSCLC gelişimindeki rolü 
nedeniyle bu sinyal yolağını inhibe etmek amacıyla geliştirilmiş olan monoklonal 
antikorlar (mAb) EGFR’nin ekstraselüler altbirimine bağlanarak EGFR’nin kendi 
ligandlarının bağlanmasını kompetetif olarak engeller. EGFR-mAb kompleksi 
internalize edilmekte, ve bu internalizasyon EGFR’nin hücre yüzeyindeki ekspresyon 
ifade oranının azalmasını sağlamaktadır (26). EGFR genine yönelik olarak 
sentezlenmiş bir monoklonal antikor olan cetuximab doz bağımlı bir biçimde hücre 
döngüsünün G1 fazında bloklanması, programlı hücre döngüsünün uyarılması ve 
tümör anjiyogenezinin baskılanması yoluyla hücre proliferasyonunu baskılar. Ayrıca 
kimerik yapısından dolayı bu antikor konakçı immün sistemini uyararak antikor-
bağımlı hücre aracılı sitotoksisite de oluşturabilir (44). EGFR TKI’ler ise reseptör 
interalizasyonunu etkilememektedir. EGFR TKI’ler EGFR in ATP cebini bloke 
ederek EGFR fosforilasyonunu ve dolayısı ile sinyalleşmesini baskılamaktadır (26). 
Erlotinib oral yolla alınan düşük moleküler ağırlıklı quinazolin temelli bir ajan olup 
seçici ve geri dönüşümlü olarak EGFR nin TKI aktivitesini ATP ile yarışarak inhibe 
etmektedir.  Yarı ömrü 36 saat olan erlotinibin oral yolla alınımdan sonra % 60’ı 
emilmektedir. Emilen erlotinib’in % 93’ü proteine bağlı olarak bulunmaktadır.  
Erlotinib P450 sistemi ile (özellikle CYP3A4 ile) metabolize edilmektedir. Erlotinib 
2005 yılının Ekim ayında European Medicinal Evaluation Agency tarafından 
kemoterapi dirençli ileri evre NSCLC hastalarının tedavisi için onaylanmıştır (45).  
 
       EGFR TKI terapisi, akciğer kanseri hastalarının % 9-18’sinde klinik ya da 
patolojik cevaplılık sağlamaktadır. Histopatolojik olarak BAC ya da adeno/BAC 
tanısı alan olgular, sigara kullanım öyküsü olmayanlar, ve kadın hastalar bu 
terapilere daha fazla yanıt vermektedir (43). EGFR protein ekspresyonunun EGFR 
TKI’lere cevaplılıkla ilişkisi üzerine yapılan çalışmaların sonuçları arasındaki 
farklılıkların çalışılan hasta popülasyonu ve kullanılan metodların farklılıklarından 
kaynaklanabileceği düşünülmektedir (46). 2004 yılında iki araştırma grubu 
kemoterapiye dirençli NSCLC hastalarının bir kısmının EGFR TKI’leri ile tedavi 
edildiklerinde tedaviye cevap verdiklerini ve tedaviye cevap veren olguların büyük 
bir kısmında EGFR geninin tirozin kinaz alt birimini kodlayan ekzonlarında 
mutasyon bulunduğunu göstermişlerdir. Bu güne kadar yapılan çalışmalar EGFR 
geninde mutasyon olmayan NSCLC olgularının % 10’u, EGFR geninde mutasyona 
sahip olan NSCLC hastalarının ise % 70’inin bu ilaçlara cevap verdiğini 
göstermektedir. Ayrıca EGFR TKI ile tedavi edildiklerinde EGFR mutasyonuna 
sahip olan hastaların bu mutasyona sahip olmayan hastalardan daha uzun sağkalım 



20 

 

süresine sahip olduğu bildirilmiştir. EGFR mutasyonlarının genellikle dişilerde, 
sigara kullanmayanlarda, adenokarsinoma histolojisine sahip tümörlerde ve doğu 
asya kökenli hastalarda gözlendiği bildirilmiştir. EGFR mutasyonlarının, sigara 
içmeyen bireylerde içenlerden daha yüksek sıklıkta gözlenen bir genetik değişiklik 
olması nedeniyle özellikle önem kazanmaktadır. Ayrıca sigara kullanan bireyler 
kullanım alışkanlıkları açısından değerlendirildiğinde sigara kullanım miktarı ile 
EGFR mutasyon görülme yüzdesi arasında ters bir ilişki olduğu gözlenmektedir. Bu 
sonuçlar EGFR mutasyonlarının sigara içerisinde bulunan karsinojenlerin dışında 
başka bir karsinojen tarafından oluşturulduğunu düşündürmektedir. EGFR 
mutasyonları genellikle genin tirozin kinaz domainini kodlayan ilk 4 ekzonunda 
bulunmaktadır. Yaklaşık olarak EGFR mutasyonlarının % 90’ı kodon 746 ile 750 
arasında bulunan 5 amino asitin (ELREA) kaybına yol açan küçük delesyonlar yada 
kodon 858’de Leusin’in Arjinine dönüşmesine neden olan nokta mutasyonlarıdır. 
Mutasyonların % 3’ü kodon 719’da meydana gelip glisin amino asidinin sistein, 
alanin ya da serin amino asidine dönüşmesine (G719X) neden olmaktadır. Ayrıca 
mutasyonların % 3’ü 20. ekzonda meydana gelen ve çerçeve kaymasına neden 
olmayan insersiyon mutasyonlarıdır. 20. ekzonda meydana gelen mutasyonlar 
nadiren aynı bireyde diğer mutasyonlar ile birlikte görülebilmektedir. Bu 
mutasyonların dışında pek çok nadir nokta mutasyonu da gözlenebilmektedir. 19. 
ekzonda meydana gelen delesyonlar ve L858R mutasyonları EGFR’ın ve diğer HER 
ailesi üyelerinin liganda bağımlı olmayan bir yolla sürekli bir şekilde artmış 
fosforilasyonuna neden olur.  Yapılan klinik çalışmalar sonucunda delesyon tipi 
EGFR mutasyonuna sahip olan hastaların EGFR TKI cevaplılık oranlarının diğer tip 
mutasyonlara sahip olanlardan daha yüksek olduğu bildirilmiştir. Yüksek derecede 
EGFR geni kopya sayısı artmış olguların EGFR TKI ‘lere cevaplılık oranı %34 iken, 
EGFR geni kopya sayısı değişmemiş ya da düşük seviyede artışa sahip bireylerin 
cevaplılık oranı ise %10’dur. Bu yüzdeler mutasyon pozitif hastaların cevaplılık 
yüzdelerinin oldukça altında kalmaktadır (28). NSCLC hücre hatları ve primer 
tümörlerde yapılan çalışmalar EGFR geni mutasyonlarının EGFR gen 
amplifikasyonu ile ilişkili olduğunu ve mutant EGFR alelinin seçici olarak amplifiye 
olduğunu göstermiştir (45). FISH yöntemi ile belirlenen EGFR gen amplifikasyonu 
ve yüksek derecedeki polizomisi NSCLC hastalarının % 31-45 ‘inde belirlenmiş 
olup, EGFR TKI’leri ile tedaviye cevaplılık ve daha uzun sağkalım süresi ile 
ilişkilendirilmektedir (47).  
 
       Mitokondriden sitokrom c’nin salınımını takiben kaspaz proteinlerinin 
aktivasyonu hücrelerin apoptozisinde önemli bir rol oynamaktadır. Mitokondri 
membranında lokalize olan proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin birbirilerine 
oranı, hücrelerin apoptoza gidip gitmemelerini belirleyen bir faktördür. 
Antiapoptotik Bcl-2 ailesine ait proteinlerin NSCLC’de aşırı olarak eksprese edildiği 
bilinmektedir (48). Hücre içerisinde PI3K/Akt, STAT3 ve Ras/Raf/MAPK gibi farklı 
yolakların Mcl-1 protein ekspresyonu üzerinde etkili olduğu gösterilmiştir (48). 
Parafine gömülü NSCLC doku örneklerinden alınmış kesitlerin 
immünohistokimyasal olarak değerlendirilmesi antiapoptotik Bcl-2 ailesinin bir üyesi 
olan Mcl-1’in NSCLC hastalarının %58’inde yüksek miktarlarda eksprese edildiğini 
göstermiştir (47). Flavopiridol yarısentetik bir Flavonoid olup ATP ile kompetetif bir 
yarışa girerek hücre döngüsünün kontrolünde önemli rol oynayan siklin bağımlı 
kinazları inhibe eden bir ajandır. Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücre 
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hatları ile yapılan çalışmalar bu molekülün tümör hücrelerinde EGFR sinyal 
yolağının aktivasyonu sonucunda STAT3 proteini aracılığı ile eksprese edilmekte 
olan antiapoptotik myeloid cell leukemia 1 (Mcl-1) proteininin ekspresyonunu 
baskıladığını göstermiştir. Bu proteinin ekspresyonunun azalması mitokondrial 
apoptoz yolağında dengenin proapoptotik proteinler lehine dönmesine ve hücrelerin 
apoptotik uyarılara daha duyarlı hale gelmesine neden olmaktadır (49). NSCLC 
hücre hatları ile yapılmış olan bir diğer çalışmada ise Mcl-1 aşırı eksprese eden 
NSCLC hücre hatlarının sitotoksik ajanlar ve EGFR TKI’ler ile muamele edildikten 
sonra hücresel canlılık oranlarının Mcl-1 eksprese etmeyen hücre hatlarından 
oldukça yüksek olduğunu, ve ayrıca Mcl-1 ekspresyonunun antisense 
oligonükleotidler kullanılarak baskılanmasının bu hücre hatlarını sitotoksik ajanlarca 
oluşturulan apoptotik uyarılara daha duyarlı hale getirdiğini göstermiştir. Ayrıca 
NSCLC hücre hatlarının EGFR TKI ve Mcl-1 antisense oligonükleotidleri ile 
kombine olarak muamele edilmesinin hücre canlılığının azalmasında sinerjistik 
olarak etki gösterdiği belirlenmiştir (48). Edwards ve arkadaşlarının hücre hatları ile 
yapmış oldukları çalışmada da EGFR TKI’lere ilave olarak Mcl-1 ekspresyonunda 
rol oynayan sinyal yolaklarının kombine olarak bloke edilmesinin hücrelerin 
apoptoza gitmesinde sinerjistik rol oynadığı gösterilmiştir (50).  
 
        NSCLC tanılı hastalarda EGFR TK domain mutasyonlarının görülme sıklıkları 
açısından etnik ve coğrafik farklılıklar gözlenmekte olup EGFR TK domain 
mutasyonlarının bölgemizdeki NSCLC gelişimindeki rolü bilinmemektedir. Ayrıca, 
EGFR geni tirozin kinaz domain mutasyonu veya aşırı ekspresyonuna sahip primer 
NSCLC tümör dokularında EGFR TKI’lere karşı geliştirilen primer ve sekonder 
direncin kaynağı olabileceği öne sürülen PTEN ve Mcl-1 proteinlerinin ekspresyon 
profilleri bilinmemektedir.  
 
       Bu çalışmada, EGFR tirozin kinaz domaini mutasyonlarının ülkemizde NSCLC 
hastalarında hastalığın etiyolojisindeki öneminin belirlenmesi hedeflenmiştir. Ayrıca, 
NSCLC hastalarından alınan primer tümör doku örneklerinde EGFR TK tedavisine 
direnç ile ilişkilendirilmekte olan, PI3-K sinyal iletim yolağında rol alan PTEN 
proteini ile mitokondri bağımlı apoptoz mekanizmasında önemli rol ynayan Mcl-1 
proteinlerinin ekspresyon profillerinin belirlenmesi amaçlanmaktadır. 
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MATERYAL ve METODLAR 
 
 
       Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Göğüs Cerrahisi Anabilim Dalı Tarafından 
küçük hücreli olmayan akciğer kanseri tanısı almış 50 olgu çalışmaya dahil 
edilmiştir. Bu hastalara ait periferal kan ve tümör dokularından elde edilen DNA 
kullanılarak direk dizileme yöntemi ile EGFR geninde mutasyon taraması 
gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, tümör ve tümöre komşu normal akciğer dokusundan elde 
edilen protein ekstarktları kullanılarak Western Blot yöntemi ile EGFR, PTEN ve 
Mcl-1 proteinlerinin ekspresyonları incelenmiştir.  
 
3.1 Periferal Kandan DNA İzolasyonu 
       Tüm olgulardan operasyon öncesi K3 EDTA’lı tüpe (Vacuette) 10 ml periferal 
venöz kan alınmıştır. DNA izolasyonu için yüksek tuz konsantrasyonu kullanılarak 
proteinlerin çöktürülmesi esasına dayanan yöntem uygulanmıştır. 
 
3.1.1 Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 
0.5 M EDTA (pH:7.4-8): 100 ml 0.5 M EDTA solüsyonu hazırlamak için 18.6120 
gr EDTA (Sigma) 100 ml steril distile su içinde çözüldü. NaOH çözeltisi kullanılarak 
solüsyonun pH’sı 7.4 olarak ayarlandı. Hazırlanan solüsyon +4 oCde saklandı. 
 
0.1 M NaCl: 100 ml 0.1 M NaCl solüsyonu hazırlamak için 23.4 gr NaCl (Sigma) 
100 ml steril distile su içinde çözüldü. Hazırlanan solüsyon oda ısısında saklandı. 
 
White Blood Lizis Tamponu (WBL): 2.5 ml 0.1 M NaCl çözeltisi, 5 ml 0.5 M 
EDTA çözeltisi ve 92.5 ml steril distile su karıştırıldı. Hazırlanan solüsyon otoklavda 
steril edildikten sonra oda ısısında saklandı. 
 
Eritrosit Liziz Tamponu 
155 mM NH4Cl 
10mM KHCO3 
1 litre eritrosit liziz tamponu hazırlamak için 8.28 gr NH4Cl (Sigma), 1 gr KHCO3 
(Sigma) toplam hacim 1 lt olacak şekilde distile suda çözüldü. Hazırlanan solüsyon 
otoklavda steril edildikten sonra +4 Cde saklandı. 
 
9.5 M Amonyum Asetat Çözeltisi: 36.613 gr amonyum asetat (Sigma) 20 ml distile 
suda çözüldükten sonra toplam hacim 50 ml’e tamamlandı. Otoklavda sterilize 
edildikten sonra oda ısısında saklandı. 
 
 %10’luk Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) çözeltisi: 10 gr SDS (Sigma) 100 ml 
distile suda çözüldükten sonra 0.22 µm çaplı filtreden geçirilerek steril edildi ve oda 
ısısında saklandı. 
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Proteinaz K Çözeltisi: 10 mg Proteinaz K (Sigma) 1 ml steril distile suda çözüldü. 
Daha sonra 50 µl’lik kısımlara ayrılarak -20 oC’de saklandı. 
 
%70’lik Etanol: 70 ml %99’luk etanol ile 30 ml distile su karıştırıldı ve +4 oC de 
saklandı.  
 
3.1.2 Uygulanan İşlemler 
1.       K3 EDTA’lı tüp içerisindeki 10 ml venöz kan alt üst edildikten sonra 50 ml’lik 
          santrifüj tüpüne alındı. 
2.       Kan üzerine 30 ml lizis tamponu eklendikten sonra vorteks kullanılarak iyice 
          karıştırıldı. 
3.       Santrifüj tüpü -20 oC buzdolabında 20 dakika bekletildikten sonra +4 oC’ deki 
          soğutmalı santrifüjde 1500 rpm de 10 dakika satrifüj edildi. 
4.       Santrifügasyon sonrası oluşan dökelti uzaklaştırılarak çökelti el ile vurularak 
          kaldırıldı. 
5.       Çökeltinin üzerine 20 ml lizis tamponu eklendi ve vorteks kullanılarak 
          karıştırıldı. 
6.       Örnek, +4 oC deki soğutmalı santrifüjde 1500 rpm de 10 dakika satrifüj edildi. 
7.       Dökelti uzaklaştırıldıktan sonra çökelti el ile vurularak kaldırıldı. 
8.       Çökeltinin üzerine 9.4 ml WBL tamponu, 50 µl Proteinaz K(20mg/ml) ve 500 
          µl % 10’luk SDS ilave edilip yavaşça alt üst edildi. 
9.       50ml’lik santrifüj tüpünün kapağı parafilm ile sarıldı ve 37 oC etüvde bir gece 
          bekletildi. 
10.     16 saat sonra bu karışımın üzerine 3.7 ml amonyum asetat (9.5 M) eklendi ve 
          beyaz köpüklü bir görünüm elde edilinceye kadar elle vurularak iyice 
          karıştırıldı. 
11.     Karışım 5000 rpm de 30 dakika satrifüj edildi. 
12.     Santrifügasyon sonucu oluşan dökelti yeni bir 50 ml’lik santrifüj tüpüne 
           alındı. 
13.     Yeni santrifüj tüpüne alınmış olan dökeltinin üzerine 2 katı kadar etanol 
          falkon tüpün kenarından yavaşça sızdırılarak ilave edildi. 
14.     Falkon tüp yavaşça alt üst edilerek DNA iplikçiklerinin toplanması sağlandı. 
15.     Oluşan DNA iplikçikleri 1.5 ml’lik ependorf tüp içerisinde bulunan %70’lik 
          etanol içerisine alındı. 
16.     Ependorf tüpler 12000 rpm de 10 dakika santrifüj edilerek DNA’nın çökmesi  
          sağlandı. 
17.     Santrifügasyon sonrası oluşan dökelti uzaklaştırıldı. 
18.     Ependorfun kapağı açık olacak şekilde 37 oC’lik etüvde  1-2 saat tutularak 
          alkolün DNA’dan uzaklaşması sağlandı. 
19.    Alkol uzaklaştıktan sonra DNA nın üzerine 200 µl steril distile su ilave edildi 
         ve 37oC’lik etüvde 1 saat bekletildi. 
20.    İzole edilen DNA’lar -20oC’lik derin dondurucuda saklandı. 
 
3.2 Tümör Dokularından DNA İzolasyonu 
       Ameliyat sırasında olgulardan elde edilen tümör dokularından DNA izole 
edilmesi için yüksek konsatrasyonda tuz çözeltisi kullanılarak proteinlerin 
çöktürülmesi esasına dayanan yöntem uygulanmıştır. 
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3.2.1 Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 
 
0.5 M EDTA (pH:8.0) [Bkz Syf. 17] 
 
%10’luk Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Çözeltisi [Bkz. Syf. 17] 
 
0.1 M Tris HCl (pH 7.4): 1.211 gr tris base (Sigma) 100 ml steril distile su 
içerisinde çözüldü. Derişik HCl kullanılarak solüsyonun pH’sı 7.4’e ayarlandı. 
 
Tampon A: 1000 µl 0.1 M Tris-HCl (pH:7.4) ve 40 µl 0.5 M EDTA (pH:8) 15 
ml’lik santrifüj tüpü içerisinde karıştırıldı. Toplam hacim 10 ml olacak biçimde steril 
distile su ilave edildi. 
 
Ayrıştırma Tamponu: Hazırlanmış olan 10 ml tampon A üzerine 840 µl proteinaz 
K çözeltisi ve 340 µl %10’luk SDS çözeltisi ilave edildi. Hazırlanan tampon 3’er 
ml’lik tüplere ayrılarak -20 oC’de saklandı.  
 
3.2.2 DNA İzolasyonu Sırasında Uygulanan İşlemler 
1.       Yaklaşık olarak 0.5 cm3 tümör dokusu 15 ml’lik santrifüj tüpüne alındı.  
2.       Tümör dokusunun üzerine 4 ml ayrıştırma tamponu ilave edildi. 
3.       Pro 200 homojenizatör (OFERTA) kullanılarak tümör dokusu parçalandı. 
4.       Homojenatı içeren 15 ml’lik santrifüj tüpü daha önceden 65 oC’ye ayarlanmış 
          su banyosu içerisinde  1.5-2 saat inkübe edildi. 
5.       Süre sonunda su banyosundan çıkartılan örneğin üzerine 1 ml doymuş NaCl 
          çözeltisi ilave edildi ve vorteks kullanılarak karıştırıldı. 
6.       5000 rpm’de 25 oC’de 30 dakika santrifüj edildi. 
7.       Santrifüj işlemi sonucunda oluşan dökelti 15 ml’lik yeni bir santrifüj tüpüne 
          alındı. Üzerine 2 katı kadar izopropanol (Sigma) ilave edildi ve yavaşça alt üst 
          edilerek DNA’nın toplanması sağlandı. 
8.       Pipet kullanılarak  DNA 1.5 ml’lik ependorf tüpü içerisinde bulunan, 500 µl  
          %70’lik alkol içerisine aktarıldı. 
9.       13000 rpm de 25 oC’de 10 dakika santrifüj edildi. 
10.     Santrifüj işlemi sonunda oluşan dökelti uzaklaştırıldı. 
11.     Ependorf kapağı açık olarak 37oC’lik etüv de 1-1.5 saat bekletilerek alkolün  
          uzaklaşması sağlandı. 
12.     Alkol uzaklaştıktan sonra üzerine 100 µl steril distile su ilave edildi. 
13.     DNA nın su içerisinde çözünmesi için 37 oC’lik etüvde 30 dakika bekletildi. 
14.     İzole edilen DNA’lar -20oC’lik derin dondurucuda saklandı. 
 
3.3 DNA Miktarının Ölçülmesi 
1.       İzole edilen DNA örneklerinden 5’er µl alınarak 1.5 ml’lik ependorflar  
          içerisine alındı.  
2.       DNA örneklerinin üzerine 995 µl distile su ilave edildi. 
3.       Spektrofotometre’de (Shimadzu) örneklerin 260 ve 280 nm’de verdiği 
          absorbans değerleri ölçüldü. 
4.       Örneklerdeki DNA miktarı, örneklerin  260 nm’de verdikleri absorbans 
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          değerinin 50 ve sulandırma faktörü değeri ile çarpılması ile µg/ml cinsinden 
          belirlendi. 
 
3.4 PCR için kullanılan primer dizileri 
 
EGFR 18F Primeri 5’ caa atg agc tgg caa gtg ccg tgt c 3’ 
EGFR 18R Primeri 5’ gag ttt ccc aaa cac tca gtg aaa c 3’ 
EGFR 18intF Primeri 5’ caa gtg ccg tgt cct ggc acc caa gc 3’ 
EGFR 18intR Primeri 5’ cca aac act cag tga aac aaa gag 3’ 
EGFR 19F Primeri 5’gca ata tca gcc tta ggt gcg gct c 3’ 
EGFR 19R Primeri 5’cat aga aag tga aca ttt agg atg tg 3’ 
EGFR 19intF Primeri 5’ cct tag gtg cgg ctc cac agc 3’ 
EGFR 19intR Primeri 5’cat tta gga tgt gga gat gag c 3’ 
EGFR 21F Primeri 5’ cta acg ttc gcc agc cat aag tcc 3’ 
EGFR 21R Primeri 5’ gct gcg agc tca ccc aga atg tct gg 3’ 
EGFR 21intF Primeri 5’ cag cca taa gtc ctc gac gtg g 3’ 
 EGFR 21intR Primeri 5’ cat cct ccc ctg cat gtg tta aac 3’ 
 
3.5 PCR Karışımının Hazırlanması 
 
                                                        Stok Konsantrasyonu        Kullanılan Miktar 
Reaksiyon tamponu                                      10X   2.5 µl 
MgCl2  (Fermentas)                                      25 mM   4 µl 
dNTP karışımı (Fermentas)                          10 mM                         1.5 µl 
Primer (İleri)                                                 20 pmol/µl  1 µl 
Primer (Geri)                                                 20 pmol/µl  1 µl 
Taq DNA polimeraz (Fermentas)                 5U/µl   0.2 µl 
Genomik DNA                                              100 ng/µl  1 µl 
Steril distile su                                                   -                            13.8 µl 
 
Toplam hacim 25 µl olacak şekilde PCR reaksiyonu kuruldu. 
 
3.6 EGFR Geni Ekzon 18, 19 ve 21’in PCR İşlemi ile Amplifikasyonu 
       Amplifikasyon işlemi, 94 oC’de 5 dakika başlangıç denatürasyonu sonrası 94 
oC’de 1 dakika denatürasyon, 55oC’de 1 dakika tutunma, 72 oC’de 1 dakika 
uzama’dan oluşan döngünün 30 kez tekrarlanması ve 72 oC’de 10 dakika son uzama 
olacak şekilde gerçekleştirildi. 
 
3.7 PCR Ürünlerinin Pürifikasyonu 
       PCR sonrası, tüp içerisindeki ürün dışı PCR bileşenlerinin uzaklaştırılmasını 
sağlayan pürifikasyon basamağı Invisorb Spin PCRapid Kit(250) (INVITEK) 
kullanılarak uygulandı.  
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3.7.1 PCR Pürifikasyon İşlemleri 
 
1.       PCR ürününün üzerine 130 µl Buffer P eklendi. 
2.       Pipet ile biraz karıştırıldıktan sonra, önceden hazırlanmış filtreler içerisine  
          yerleştirilmiş receiver tüplerine aktarıldı. 
3.       Oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi. 
4.       10 000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi. 
5.       Receiver tüpünün altı boşaltılmadan üzerine 700 µl Wash Buffer eklendi. 
6.       10 000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi. 
7.       Receiver tüplerin altı boşaltıldı. 
8.       14 000 rpm de 3 dakika kuru santrifüj yapıldı. 
9.       Sonra filtreler ependorf tüplerine alındı. 
10.     Üzerine 30 µl elution buffer eklendi. 
11.     Oda sıcaklığında 3 dakika bekletildi. 
12.     10 000 rpm de 2 dakika santrifüj edildi ve filtreler atıldı. 
 
3.8 Dizi Analizi PCR Reaksiyonunun Kurulması 
 
1.       4’er µl Big Dye terminator v3.1 (Applied Biosystems) tüplere dağıtıldı. 
2.       30-90 ng  (5µl) PCR ürünü eklendi. 
3.       3.2 pmol intronik Forward yada intronik Reverse primer eklendi 
4.       Toplam hacim 20 µlt olacak şekilde deiyonize su ile tamamlandı. 
5.       İyice karıştırılıp spin edilerek çöktürüldü. 
6.       ABI Prism 9700 PCR cihazının Perkin Elmer (PE) menüsünün Big Dye  
          Terminator programında PCR dizileme işlemi gerçekleştirildi.  
 
1.       Tüpler termal cycler cihazına kondu ve doğru volüme ayarlandı. 
2.       Başlangıç denatürasyonu: 
          96 °C’de 1 dakika yapıldı. 
3.       Aşağıdaki işlemler 25 döngü halinde gerçekleştirildi: 
          • 96 °C’de 10 saniye 
          • 50 °C’de 5 saniye 
          • 60 °C’de 4 dakika 
Pürifikasyon işlemine kadar tüpler +4 OC’de bekletildi. 
 
3.9 Sodyum Asetat ile Dizileme Sonrası Pürifikasyon  
1.       Dizileme reaksiyonundan sonra PCR cihazından çıkarılan örneklerin üzerine 
          2’şer µl 3 M sodyum asetat eklendi 
2.       Üzerine %95-99’luk -20 oC’de soğutulmuş etanolden 50 µl ilave edilerek 
          hafifçe pipetle karışması sağlandı  
3.       Bu karışım 1.5 ml’lik ependorf tüplere alınarak -20 oC’de15 dakika tutuldu.  
4.       Bu işlem sonrasında 13000 rpm de 20 dakika santrifüj yapıldı.  
5.       Santrifüj sonrasında dökelti uzaklaştırıldıktan sonra çökeltinin üzerine +4oC’de 
          muhafaza edilen %70’lik etanolden 250 µl eklendi ve pipet yardımıyla  
           hafifçe karıştırıldı. 
7.       1300 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. 
8.       Santrifüj sonunda dökelti uzaklaştırıldı ve örnekler 37oC’deki etüvde  
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          kurumaya bırakıldı.  
9.       Kuruma işleminden sonra her örneğin üzerine 22 µl Hi-Di Formamid 
          (Applied Biosystems) eklendi. 
10.     Formamid eklenmiş olan dizileme reaksiyonu ürünleri tüp (Applied 
           Biosystems) içerisine alındı.  
11.      Tüpün ağzı septa (Applied Biosystems) ile kapatıldıktan sonra 95 oC’de 5 
           dakika denatüre edildi. 
12.      Buzda 2 dakika bekletildikten sonra ABI Prism dizi analizi cihazına önekler 
           yüklendi. Daha sonra kapiller (Applied Biosystems), POP-6 polimer  (Applied 
           Biosystems), EDTA içeren Buffer (10x) (Applied Biosystems) ile dizi analizi 
           cihazında (ABI 310 Prism) 36 dakika yürütüldü. 
13.      Örnekler yürütüldükten sonra, GenBank ulaşım numarası NM_005228.3 ‘dan  
           ulaşılan EGFR cDNA dizisi referans olarak alınarak diziler okundu. 
 
 
1 ATG CGA CCC TCC GGG ACG GCC GGG GCA GCG CTC CTG GCG CTG CTG  45 
1  M   R   P   S   G   T   A   G   A   A   L   L   A   L   L   15 
46 GCT GCG CTC TGC CCG GCG AGT CGG GCT CTG GAG GAA AAG AAA GTT 90 
16  A   A   L   C   P   A   S   R   A   L   E   E   K   K   V  30 
91 TGC CAA GGC ACG AGT AAC AAG CTC ACG CAG TTG GGC ACT TTT GAA 135 
31  C   Q   G   T   S   N   K   L   T   Q   L   G   T   F   E  45 
136 GAT CAT TTT CTC AGC CTC CAG AGG ATG TTC AAT AAC TGT GAG GTG 180 
46   D   H   F   L   S   L   Q   R   M   F   N   N   C   E   V  60 
181 GTC CTT GGG AAT TTG GAA ATT ACC TAT GTG CAG AGG AAT TAT GAT 225 
61   V   L   G   N   L   E   I   T   Y   V   Q   R   N   Y   D  75 
226 CTT TCC TTC TTA AAG ACC ATC CAG GAG GTG GCT GGT TAT GTC CTC 270 
76   L   S   F   L   K   T   I   Q   E   V   A   G   Y   V   L  90 
271 ATT GCC CTC AAC ACA GTG GAG CGA ATT CCT TTG GAA AAC CTG CAG 315 
91   I   A   L   N   T   V   E   R   I   P   L   E   N   L   Q  105 
316 ATC ATC AGA GGA AAT ATG TAC TAC GAA AAT TCC TAT GCC TTA GCA 360 
106  I   I   R   G   N   M   Y   Y   E   N   S   Y   A   L   A  120 
361 GTC TTA TCT AAC TAT GAT GCA AAT AAA ACC GGA CTG AAG GAG CTG 405 
121  V   L   S   N   Y   D   A   N   K   T   G   L   K   E   L  135 
406 CCC ATG AGA AAT TTA CAG GAA ATC CTG CAT GGC GCC GTG CGG TTC 450 
136  P   M   R   N   L   Q   E   I   L   H   G   A   V   R   F  150 
451 AGC AAC AAC CCT GCC CTG TGC AAC GTG GAG AGC ATC CAG TGG CGG 495 
151  S   N   N   P   A   L   C   N   V   E   S   I   Q   W   R  165 
496 GAC ATA GTC AGC AGT GAC TTT CTC AGC AAC ATG TCG ATG GAC TTC 540 
166  D   I   V   S   S   D   F   L   S   N   M   S   M   D   F  180 
541 CAG AAC CAC CTG GGC AGC TGC CAA AAG TGT GAT CCA AGC TGT CCC 585 
181  Q   N   H   L   G   S   C   Q   K   C   D   P   S   C   P  195 
586 AAT GGG AGC TGC TGG GGT GCA GGA GAG GAG AAC TGC CAG AAA CTG 630 
196  N   G   S   C   W   G   A   G   E   E   N   C   Q   K   L  210 
631 ACC AAA ATC ATC TGT GCC CAG CAG TGC TCC GGG CGC TGC CGT GGC 675 
211  T   K   I   I   C   A   Q   Q   C   S   G   R   C   R   G  225 
676 AAG TCC CCC AGT GAC TGC TGC CAC AAC CAG TGT GCT GCA GGC TGC 720 
226  K   S   P   S   D   C   C   H   N   Q   C   A   A   G   C  240 
721 ACA GGC CCC CGG GAG AGC GAC TGC CTG GTC TGC CGC AAA TTC CGA 765 
241  T   G   P   R   E   S   D   C   L   V   C   R   K   F   R  255 
766 GAC GAA GCC ACG TGC AAG GAC ACC TGC CCC CCA CTC ATG CTC TAC 810 
256  D   E   A   T   C   K   D   T   C   P   P   L   M   L   Y  270 
811 AAC CCC ACC ACG TAC CAG ATG GAT GTG AAC CCC GAG GGC AAA TAC 855 
271  N   P   T   T   Y   Q   M   D   V   N   P   E   G   K   Y  285 
856 AGC TTT GGT GCC ACC TGC GTG AAG AAG TGT CCC CGT AAT TAT GTG 900 
286  S   F   G   A   T   C   V   K   K   C   P   R   N   Y   V  300 
901 GTG ACA GAT CAC GGC TCG TGC GTC CGA GCC TGT GGG GCC GAC AGC 945 
301  V   T   D   H   G   S   C   V   R   A   C   G   A   D   S  315 
946 TAT GAG ATG GAG GAA GAC GGC GTC CGC AAG TGT AAG AAG TGC GAA 990 
316  Y   E   M   E   E   D   G   V   R   K   C   K   K   C   E  330 
991 GGG CCT TGC CGC AAA GTG TGT AAC GGA ATA GGT ATT GGT GAA TTT 1035 
331  G   P   C   R   K   V   C   N   G   I   G   I   G   E   F  345 
1036 AAA GAC TCA CTC TCC ATA AAT GCT ACG AAT ATT AAA CAC TTC AAA 1080 
346   K   D   S   L   S   I   N   A   T   N   I   K   H   F   K  360 
1081 AAC TGC ACC TCC ATC AGT GGC GAT CTC CAC ATC CTG CCG GTG GCA 1125 
361   N   C   T   S   I   S   G   D   L   H   I   L   P   V   A  375 
1126 TTT AGG GGT GAC TCC TTC ACA CAT ACT CCT CCT CTG GAT CCA CAG 1170 
376   F   R   G   D   S   F   T   H   T   P   P   L   D   P   Q  390 
1171 GAA CTG GAT ATT CTG AAA ACC GTA AAG GAA ATC ACA GGG TTT TTG 1215 
391   E   L   D   I   L   K   T   V   K   E   I   T   G   F   L  405 
1216 CTG ATT CAG GCT TGG CCT GAA AAC AGG ACG GAC CTC CAT GCC TTT 1260 
406   L   I   Q   A   W   P   E   N   R   T   D   L   H   A   F  420 
1261 GAG AAC CTA GAA ATC ATA CGC GGC AGG ACC AAG CAA CAT GGT CAG 1305 
421   E   N   L   E   I   I   R   G   R   T   K   Q   H   G   Q  435 
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1306 TTT TCT CTT GCA GTC GTC AGC CTG AAC ATA ACA TCC TTG GGA TTA 1350 
436   F   S   L   A   V   V   S   L   N   I   T   S   L   G   L  450 
1351 CGC TCC CTC AAG GAG ATA AGT GAT GGA GAT GTG ATA ATT TCA GGA 1395 
451   R   S   L   K   E   I   S   D   G   D   V   I   I   S   G  465 
1396 AAC AAA AAT TTG TGC TAT GCA AAT ACA ATA AAC TGG AAA AAA CTG 1440 
466   N   K   N   L   C   Y   A   N   T   I   N   W   K   K   L  480 
1441 TTT GGG ACC TCC GGT CAG AAA ACC AAA ATT ATA AGC AAC AGA GGT 1485 
481   F   G   T   S   G   Q   K   T   K   I   I   S   N   R   G  495 
1486 GAA AAC AGC TGC AAG GCC ACA GGC CAG GTC TGC CAT GCC TTG TGC 1530 
496   E   N   S   C   K   A   T   G   Q   V   C   H   A   L   C  510 
1531 TCC CCC GAG GGC TGC TGG GGC CCG GAG CCC AGG GAC TGC GTC TCT 1575 
511   S   P   E   G   C   W   G   P   E   P   R   D   C   V   S  525 
1576 TGC CGG AAT GTC AGC CGA GGC AGG GAA TGC GTG GAC AAG TGC AAC 1620 
526   C   R   N   V   S   R   G   R   E   C   V   D   K   C   N  540 
1621 CTT CTG GAG GGT GAG CCA AGG GAG TTT GTG GAG AAC TCT GAG TGC 1665 
541   L   L   E   G   E   P   R   E   F   V   E   N   S   E   C  555 
1666 ATA CAG TGC CAC CCA GAG TGC CTG CCT CAG GCC ATG AAC ATC ACC 1710 
556   I   Q   C   H   P   E   C   L   P   Q   A   M   N   I   T  570 
1711 TGC ACA GGA CGG GGA CCA GAC AAC TGT ATC CAG TGT GCC CAC TAC 1755 
571   C   T   G   R   G   P   D   N   C   I   Q   C   A   H   Y  585 
1756 ATT GAC GGC CCC CAC TGC GTC AAG ACC TGC CCG GCA GGA GTC ATG 1800 
586   I   D   G   P   H   C   V   K   T   C   P   A   G   V   M  600 
1801 GGA GAA AAC AAC ACC CTG GTC TGG AAG TAC GCA GAC GCC GGC CAT 1845 
601   G   E   N   N   T   L   V   W   K   Y   A   D   A   G   H  615 
1846 GTG TGC CAC CTG TGC CAT CCA AAC TGC ACC TAC GGA TGC ACT GGG 1890 
616   V   C   H   L   C   H   P   N   C   T   Y   G   C   T   G  630 
1891 CCA GGT CTT GAA GGC TGT CCA ACG AAT GGG CCT AAG ATC CCG TCC 1935 
631   P   G   L   E   G   C   P   T   N   G   P   K   I   P   S  645 
1936 ATC GCC ACT GGG ATG GTG GGG GCC CTC CTC TTG CTG CTG GTG GTG 1980 
646   I   A   T   G   M   V   G   A   L   L   L   L   L   V   V  660 
1981 GCC CTG GGG ATC GGC CTC TTC ATG CGA AGG CGC CAC ATC GTT CGG 2025 
661   A   L   G   I   G   L   F   M   R   R   R   H   I   V   R  675 
2026 AAG CGC ACG CTG CGG AGG CTG CTG CAG GAG AGG GAG CTT GTG GAG 2070 
676   K   R   T   L   R   R   L   L   Q   E   R   E   L   V   E  690 
2071 CCT CTT ACA CCC AGT GGA GAA GCT CCC AAC CAA GCT CTC TTG AGG 2115 
691   P   L   T   P   S   G   E   A   P   N   Q   A   L   L   R  705 
2116 ATC TTG AAG GAA ACT GAA TTC AAA AAG ATC AAA GTG CTG GGC TCC 2160 
706   I   L   K   E   T   E   F   K   K   I   K   V   L   G   S  720 
2161 GGT GCG TTC GGC ACG GTG TAT AAG GGA CTC TGG ATC CCA GAA GGT 2205 
721   G   A   F   G   T   V   Y   K   G   L   W   I   P   E   G  735 
2206 GAG AAA GTT AAA ATT CCC GTC GCT ATC AAG GAA TTA AGA GAA GCA 2250 
736   E   K   V   K   I   P   V   A   I   K   E   L   R   E   A  750 
2251 ACA TCT CCG AAA GCC AAC AAG GAA ATC CTC GAT GAA GCC TAC GTG 2295 
751   T   S   P   K   A   N   K   E   I   L   D   E   A   Y   V  765 
2296 ATG GCC AGC GTG GAC AAC CCC CAC GTG TGC CGC CTG CTG GGC ATC 2340 
766   M   A   S   V   D   N   P   H   V   C   R   L   L   G   I  780 
2341 TGC CTC ACC TCC ACC GTG CAG CTC ATC ACG CAG CTC ATG CCC TTC 2385 
781   C   L   T   S   T   V   Q   L   I   T   Q   L   M   P   F  795 
2386 GGC TGC CTC CTG GAC TAT GTC CGG GAA CAC AAA GAC AAT ATT GGC 2430 
796   G   C   L   L   D   Y   V   R   E   H   K   D   N   I   G  810 
2431 TCC CAG TAC CTG CTC AAC TGG TGT GTG CAG ATC GCA AAG GGC ATG 2475 
811   S   Q   Y   L   L   N   W   C   V   Q   I   A   K   G   M  825 
2476 AAC TAC TTG GAG GAC CGT CGC TTG GTG CAC CGC GAC CTG GCA GCC 2520 
826   N   Y   L   E   D   R   R   L   V   H   R   D   L   A   A  840 
2521 AGG AAC GTA CTG GTG AAA ACA CCG CAG CAT GTC AAG ATC ACA GAT 2565 
841   R   N   V   L   V   K   T   P   Q   H   V   K   I   T   D  855 
2566 TTT GGG CTG GCC AAA CTG CTG GGT GCG GAA GAG AAA GAA TAC CAT 2610 
856   F   G   L   A   K   L   L   G   A   E   E   K   E   Y   H  870 
2611 GCA GAA GGA GGC AAA GTG CCT ATC AAG TGG ATG GCA TTG GAA TCA 2655 
871   A   E   G   G   K   V   P   I   K   W   M   A   L   E   S  885 
2656 ATT TTA CAC AGA ATC TAT ACC CAC CAG AGT GAT GTC TGG AGC TAC 2700 
886   I   L   H   R   I   Y   T   H   Q   S   D   V   W   S   Y  900 
2701 GGG GTG ACC GTT TGG GAG TTG ATG ACC TTT GGA TCC AAG CCA TAT 2745 
901   G   V   T   V   W   E   L   M   T   F   G   S   K   P   Y  915 
2746 GAC GGA ATC CCT GCC AGC GAG ATC TCC TCC ATC CTG GAG AAA GGA 2790 
916   D   G   I   P   A   S   E   I   S   S   I   L   E   K   G  930 
2791 GAA CGC CTC CCT CAG CCA CCC ATA TGT ACC ATC GAT GTC TAC ATG 2835 
931   E   R   L   P   Q   P   P   I   C   T   I   D   V   Y   M  945 
2836 ATC ATG GTC AAG TGC TGG ATG ATA GAC GCA GAT AGT CGC CCA AAG 2880 
946   I   M   V   K   C   W   M   I   D   A   D   S   R   P   K  960 
2881 TTC CGT GAG TTG ATC ATC GAA TTC TCC AAA ATG GCC CGA GAC CCC 2925 
961   F   R   E   L   I   I   E   F   S   K   M   A   R   D   P  975 
2926 CAG CGC TAC CTT GTC ATT CAG GGG GAT GAA AGA ATG CAT TTG CCA 2970 
976   Q   R   Y   L   V   I   Q   G   D   E   R   M   H   L   P  990 
2971 AGT CCT ACA GAC TCC AAC TTC TAC CGT GCC CTG ATG GAT GAA GAA 3015 
991   S   P   T   D   S   N   F   Y   R   A   L   M   D   E   E  1005 
3016 GAC ATG GAC GAC GTG GTG GAT GCC GAC GAG TAC CTC ATC CCA CAG 3060 
1006  D   M   D   D   V   V   D   A   D   E   Y   L   I   P   Q  1020 
3061 CAG GGC TTC TTC AGC AGC CCC TCC ACG TCA CGG ACT CCC CTC CTG 3105 
1021  Q   G   F   F   S   S   P   S   T   S   R   T   P   L   L  1035 
3106 AGC TCT CTG AGT GCA ACC AGC AAC AAT TCC ACC GTG GCT TGC ATT 3150 
1036  S   S   L   S   A   T   S   N   N   S   T   V   A   C   I  1050 
3151 GAT AGA AAT GGG CTG CAA AGC TGT CCC ATC AAG GAA GAC AGC TTC 3195 
1051  D   R   N   G   L   Q   S   C   P   I   K   E   D   S   F  1065 

Ekzon 18 

Ekzon 19 

Ekzon 21 
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3196 TTG CAG CGA TAC AGC TCA GAC CCC ACA GGC GCC TTG ACT GAG GAC 3240 
1066  L   Q   R   Y   S   S   D   P   T   G   A   L   T   E   D  1080 
3241 AGC ATA GAC GAC ACC TTC CTC CCA GTG CCT GAA TAC ATA AAC CAG 3285 
1081  S   I   D   D   T   F   L   P   V   P   E   Y   I   N   Q  1095 
3286 TCC GTT CCC AAA AGG CCC GCT GGC TCT GTG CAG AAT CCT GTC TAT 3330 
1096  S   V   P   K   R   P   A   G   S   V   Q   N   P   V   Y  1110 
3331 CAC AAT CAG CCT CTG AAC CCC GCG CCC AGC AGA GAC CCA CAC TAC 3375 
1111  H   N   Q   P   L   N   P   A   P   S   R   D   P   H   Y  1125 
3376 CAG GAC CCC CAC AGC ACT GCA GTG GGC AAC CCC GAG TAT CTC AAC 3420 
1126  Q   D   P   H   S   T   A   V   G   N   P   E   Y   L   N  1140 
3421 ACT GTC CAG CCC ACC TGT GTC AAC AGC ACA TTC GAC AGC CCT GCC 3465 
1141  T   V   Q   P   T   C   V   N   S   T   F   D   S   P   A  1155 
3466 CAC TGG GCC CAG AAA GGC AGC CAC CAA ATT AGC CTG GAC AAC CCT 3510 
1156  H   W   A   Q   K   G   S   H   Q   I   S   L   D   N   P  1170 
3511 GAC TAC CAG CAG GAC TTC TTT CCC AAG GAA GCC AAG CCA AAT GGC 3555 
1171  D   Y   Q   Q   D   F   F   P   K   E   A   K   P   N   G  1185 
3556 ATC TTT AAG GGC TCC ACA GCT GAA AAT GCA GAA TAC CTA AGG GTC 3600 
1186  I   F   K   G   S   T   A   E   N   A   E   Y   L   R   V  1200 
3601 GCG CCA CAA AGC AGT GAA TTT ATT GGA GCA TGA 3633 
1201  A   P   Q   S   S   E   F   I   G   A  * 
 
Şekil 3.1. EGFR geninin cDNA nükleotid dizilimi ve amino asit kodları. 
 
3.10 Tümör ve Kontrol Dokulardan Protein Lizatlarının Elde Edilmesi 
       Normal akciğer dokuları ve tümör dokularından protein lizatlarının elde edilmesi 
için, hücrelerin parçalanmasını sağlayan deterjanlar, protein stabilizasyonunu 
sağlayan tuzlar ve proteinlerin parçalanmasını engelleyen proteaz inhibitörleri içeren 
Triton-X tamponu kullanılmıştır. 

 
3.10.1 Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 
Triton-X Tamponu 
Triton-X Tamponu içerisinde bulunan kimyasal maddeler ve konsantrasyonları 
aşağıda verilmektedir. 

 
NaF (Sodyumflorid)(Sigma)                                                                  100 mM 
Hepes (N-(2-hidroksietil)piperazin-N-(2-etan-sulfonikasit))(Sigma)    50 mM 
NaCl(Sodyumklorür) (Sigma)                                                                150 mM 
Gliserol (Sigma)                                                                                      %10 
Triton-X 100 (Sigma)                                                                             %1.2 
MgCl2 (Magnezyumklorid)(Sigma)                                                       1 mM 
EGTA(Etilenbis(oksietilennitrilo)tetraasetikasit)(Sigma)                      1 mM 
PMSF(Fenilmetansülfonilflorid)(Sigma)                                               1mM 
Sodyumortovanadat(Sigma)                                                                   1mM 
Sodyum-pirofosfat (Sigma)                                                                    10mM 
Leupeptin (Sigma)                                                                                  10µg/ml 
Aprotinin (Sigma)                                                                                   10µg/ml 
Pepstatin A (Sigma)                                                                                1 µg/ml 
 
       4.199 g NaF, 13,015 g Hepes, 8.766 g NaCl, 0.09521 g MgCl, 0.3804 g EEGTA, 
0.1742 g PMSF, 0.1839 g Sodyumortovanadat, 4.461 g Sodyum-pirofosfat tartılıp 
500 ml bidistile su içinde çözüldü. 10 mg/ml’lik stoktan 1 ml Leupeptin, 10 
mg/ml’lik stoktan 1 ml Aprotinin, 10 mg/ml stoktan 100 µl Pepstatin A, %10’luk 
gliserol’den 100 ml ve 12 ml Triton-X-100 eklendikten sonra son hacim 1 litre 
olacak şekilde bidistile su ile tamamlandı. 50 ml’lik santrifüj tüplerine bölünerek  
-20 oC’de saklandı. 
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3.10.2 Protein Lizatlarının Elde Edilmesi Sırasında Uygulanan İşlemler 
1.       0.5 cm3 doku, 2 ml’lik ependorf içerisinde bulunan 500 µlt Triton-X tamponu 
           içerisine alındı. 
2.       Pro 200 homojenizatör (OFERTA) kullanılarak tümör dokusu parçalandı. 
3.       Elde edilen homojenat 10000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 
4.       Santrifügasyon sonunda oluşan dökelti steril 1.5 ml’lik ependorf tüplere 
          alınarak -20 oC’de saklandı. 
 
3.11 Standart Protein Grafiğinin Hazırlanması 
3.11.1 Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 

 
Stok BSA(Bovin Serum Albümin): 0.1 gr toz BSA(Sigma) tartılıp toplam hacim 10 
ml olacak biçimde bidistile su içinde çözüldü.  
 
3.11.2 Protein Dilüsyon Serisinin Absorbanslarının Ölçülmesi 
1.       1 ml stok BSA alınarak üzerine 9 ml bidistile su eklenerek 1:10 oranında  
          sulandırıldı. 
2.       Hazırlanan bu çözeltiden 0.5, 1, 2.5, 5,7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25, 
          27.5, 30, 32.5, 35, 37.5, 40, 42.5 ve 45 µl’lik hacimlerde 20 farklı 1.5 ml’lik 
          ependorf tüplere aktarıldı. 
3.       Her ependorfa 1:4 oranında sulandırılan protein assay kitinden (Biorad) 1 ml 
          eklenip 5 dakika beklendi. 
4.       Bu süre sonunda spektrofotometrede (Shimadzu) hazırlanmış olan örneklerin 
          595 nm’de verdikleri absorbans değerleri ölçüldü. 
5.       X ekseninde protein miktarı (µg/µl cinsinden) ve Y ekseninde absorbans 
          değerleri olacak şekilde milimetrik kağıt kullanılarak standart protein grafiği 
          hazırlandı. 

 
3.12 Dokulardan Elde Edilen Proteinlerin Miktar Tayini 
 
1.       Dokulardan elde edilmiş olan protein lizatlarından birer mikrolitre alınarak  1.5 
          ml’lik ependorf tüplere konuldu. 
2.       Her ependorfa 1:4 oranında sulandırılan Biorad protein assay kitinden 1 ml  
          eklenip 5 dakika inkübe edildi. 
3.       Bu süre sonunda spektrofotometrede (Shimadzu) hazırlanmış olan örneklerin 
          595 nm’de verdikleri absorbans değerleri ölçüldü. 
4.       Her bir örnek için standart protein grafiğinde örneğin verdiği absorbans değere 
          karşılık gelen protein miktarı µg/µl olarak belirlendi. 
5.       Western Blot sırasında her kuyucuğa 100 mg potein yükleneceği için her bir 
          örnekten ne kadar alınması gerektiği hesaplandı.  
 
3.13 Western- blot 
       Western-blot yöntemi uygulanarak normal ve tümör dokularındaki EGFR, 
PTEN, TNF-alfa ve Mcl-1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi.  
 
3.13.1Western-blot’da Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 
Ayrıştırma Jeli Tamponu (Resolving Buffer): 90.75 g Tris-Base (Sigma) tartılarak 
500 ml bidistile suda çözüldü. Çözeltinin pH’sı HCL kullanılarak, 8.8’e ayarlandı. 
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Yükleme Jeli Tamponu (Stacking Buffer): 30.25 g Tris-Base (Sigma) tartılarak 
500 ml bidistile suda çözüldü. Çözeltinin pH’sı, HCL kullanılarak, 6.8’e ayarlandı.  
 
%10’luk Sodyum Dodesil-sülfat (SDS): 10 g SDS (Sigma) tartılarak 68oC’de 100 
ml bidistile su içinde çözüldü. Çözeltinin pH’sı 7.2’ye ayarlandı. 
 
%10’luk Amonyum persülfat (APS): 1 gr APS tartılarak 10 ml bidistile su içinde 
çözüldü. Hazırlanan solüsyon +4 oC’de saklandı. 
 
Akrilamid-bisakrilamid (29:1): 29 gr akrilamid (Sigma) ve 1 gr bisakrilamid 
(Sigma) tartılarak 100 ml bidistile su içerisinde çözüldü. Hazırlanan solüsyon 
aluminyum folye ile sarılarak +4 oC’de saklandı. 
 
2X Yükleme Tamponu: 1 ml Gliserol (Sigma), 3 ml %10’luk SDS, 1.25 ml 1M 
Tris, 20 µl Bromofenol mavisi (Boehringer Mannheim), ve 0.5 ml B-merkaptoetanol 
(Sigma) 15 ml’lik tüp içerisinde karıştırıldı. Enjektöre çekilip 0.22 µm’lik filtreden 
geçirilerek partiküllerden arındırıldı. 1 ml’lik alikotlara bölünerek -20oC’de saklandı. 
 
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilendiamin): Hazır solüsyon (Sigma-Aldrich) olarak 
kullanılmıştır. 
 
% 6’luk Ayırıcı Jel (Resolving Jel) 
5.3 ml distile su 
2.5 ml ayrıştırma tamponu 
2 ml akrilamid-bisakrilamid 
0.1 ml %10’luk SDS 
0.1 ml %10’luk APS 
8 µl TEMED 15 ml’lik tüp içerisinde karıştırılarak hazırlandı. 
 
% 10’luk Ayırıcı Jel (Resolving Jel) 
3.85 ml distile su 
2.5 ml ayrıştırma tamponu 
3.5 ml akrilamid-bisakrilamid 
0.1 ml %10’luk SDS 
0.1 ml %10’luk APS 
10 µl TEMED 15 ml’lik tüp içerisinde karıştırılarak hazırlandı. 
 
Yükleme Jeli (Stacking Jel) 
3 ml distile su 
1.25 ml yükleme jeli tamponu 
0.625 ml akrilamid-bisakrilamid 
50 µl %10’luk SDS 
50 µl %10’luk APS 
5 µl TEMED 15 ml’lik tüp içerisinde karıştırılarak hazırlandı. 
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3.13.2 Örneklerin Yükleme İçin Hazırlanışı 
1.       Protein lizatları yükleme işlemine başlamadan 30 dakika önce derin 
          dondurucudan çıkartıldı. 
2.       Lizatların kar içerisinde çözülmesi sağlandı. 100 µg protein içerecek kadar 
          örnek alınarak ependorf tüplere konuldu. 
3.       Toplam hacim 15 µl olacak şekilde 15 µl Triton-X tamponu ilave edilerek  
          tüm örneklerin aynı hacimde olması sağlandı 
4.       Her örneğin üzerine 5 µl 2X yükleme tamponu ilave edildi. 
5.       Ependorfların kapakları parafilm ile kapatılarak 5 dakika kaynar suda 
          bekletildi. 
6.       Süre sonunda 30 dakika 10000 rpm de santrijüj edilen örnekler kullanılarak 
          yükleme işlemine geçildi. 
 
3.13.3 Örneklerin Yüklenmesi ve Elektroforez 
1.       Camlar önce absolü etanol ile sonra bidistile su ile yıkanıp iyice kurulandı. 
2.       İki cam üst üste yerleştirildikten sonra yan taraflar kıskaçlar ile sıkıştırılarak, 
          alt kısm ise jel dökme aparatında sıkıştırılarak dikey olarak sabitlendi. 
3.       EGFR proteini için %6’lık, PTEN ve Mcl-1 için %10’luk ayrıştırıcı jel 
          hazırlandı. 
4.       Hazırlanmış olan ayrıştırma jeli pipet kullanılarak üst kısımda 1 cm boşluk 
          kalacak şekilde iki cam arasına döküldü. 
5.       Üst kısımda bırakılan boşluk % 0.1 ‘lik SDS çözeltisi ile dolduruldu. 30-45 
          dakika ayrıcı jelin donması beklendi. 
6.       Süre sonunda üst kısımdaki %0.1’lik SDS döküldü ve bidistile su ile birkaç 
           kez yıkandı. 
7.       Yükleme jeli hazırlanıp, ayırıcı jelin üzerine döküldü ve hava kabarcığı 
           kalmamasına dikkat edilerek tarak yerleştirildi. 
8.       30-45 dakika sonra yükleme jeli polimerize olduktan sonra tarak dikkatlice 
           çıkartıldı. 
9.       Jel dökme aparatından alınan camlar elektroforez tankının içine yerleştirildi. 
10.     Elektroforez tankı kısa camın üst seviyesine kadar 1X elektroforez  tamponu 
          ile dolduruldu. 
11.     Tarakların oluşturduğu kuyucuklar elektroforez tamponu ile yıkandı. 
12.     İlk kuyucuğa moleküler ağırlığı bilinen proteinleri içeren protein marker’ı 
          yüklendi. 
13.     Yükleme işlemine hazırlanmış olan protein örnekleri diğer kuyucuklara 
          yüklendi. 
14.     Örnekler yükleme jelinde 80-90 Volt’da 15-20 dakika yürütüldü. Örneklerin 
          ayrıştırma jeline geçmesinden sonra akım 100-120 Volt’a getirilerek yükleme 
          tamponu içerisinde bulunan Bromofenol mavisi cam plaklardan çıkana kadar 
          yürütme işlemi gerçekleştirildi. 

 
3.13.4 Proteinlerin Jelden Membrana Transferi (Islak Transfer) 
3.13.4.1 Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 

 
1x Protein Transfer Tamponu: 3 gr Glisin, 5.8 gr Tris baz tartılıp 800 ml bidistile 
su içinde çözüldükten sonra toplam hacim 1 lt olacak şekilde 200 ml Metanol 
(Merck) ilave edildi. 
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3.13.4.2 Proteinlerin Transferi Sırasında Uygulanan İşlemler 
1.       Membrana transfer işlemine geçilmeden 10-30 dakika önce Polivinildiflorid 
          membran (PVDF) metanol ile ıslatıldı. 
2.       Camlar elektroforez tankından çıkartılarak 1X protein transfer tamponuna  
          alındı. 
3.       Kuyucukların bulunduğu yükleme jeli kesilip atıldı ve jel tampon içine alındı. 
4.       Sandviç arasına ilk önce sünger yerleştirildi ve protein transfer tamponu iyice 

    emdirildi. 
5.       Sünger üzerine transfer kağıdı tamponla doyurularak yerleştirildi. 
6.       Transfer kağıdı üzerine jel büyüklüğünde kesilmiş ve metanolle ıslatılmış olan 

    membran yerleştirildi. 
7.       Membranın üzerine transfer tamponu emdirilmiş transfer kağıdı ve onun 
          üzerine yine tampon emdirilmiş sünger yerleştirildi. 
8.       Sandviç sıkıştırılarak kapatıldı ve transfer tankına yerleştirildi. 
9.       Transfer tankı 1X protein transfer tamponu ile dolduruldu. 
10.     Jelin anot membranın katot tarafında bulunmasına dikkat edildi. 
11.     +4 OC’deki transfer tankında 1 gece boyunca 40 Volt ve 60-70 mA’de 
           proteinlerin membrana transferi gerçekleştirildi. 

 
3.13.5 Menbranların Blotlanması (Antikor ile İşaretlenmesi) 
3.13.5.1 Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 
 
10X Phosphate Buffered Saline (PBS): 40 gr NaCl (Merck), 1 gr KCl (Merck), 7.2 
gr Na2HPO4 (Merck) ve 1.2 gr KH2PO4 (Merck) tartılıp 500 ml bidistile su içinde 
çözülüp, 1 M HCl kullanılarak pH: 7.4’e ayarlandı. 

 
%0.1’lik PBST: 100 ml 10X PBS üzerine 900 ml bidistile su ve 1 ml Tween-20 
(polioksietilen-sorbitanmonolaurat)(Sigma) ilave edildi. 

 
%3’lük Süt Tozu (Bloklama Çözeltisi):1 gr yağsız süt tozu PBST içinde çözülüp 
100 ml’ye PBST ile tamamlandı. 
 
3.13.5.2 Membranların Antikor ile İşaretlenmesi Sırasında Uygulanan İşlemler 
1.       Eldiven giyilerek membranlar temiz küçük kaplara alındı. 
2.       Membranın üstünü kaplayacak kadar bloklama çözeltisi konuldu ve 20 dakika 
          Heidolph marka çalkalayıcı üzerinde prehibridizasyona bırakıldı. 
3.       Daha sonra çözelti dökülerek final konsantrasyon 2 µgr/ml olacak şeklide 
          bloklama çözeltisi içinde seyreltilmiş olan PTEN/EGFR/Mcl-1 ve 
          GAPDH primer antikoru konularak 4 saat çalkalandı. 
4.       Süre sonunda yıkama işlemine geçildi. 15 dakika boyunca her beş dakikada bir 
          PBST değiştirilerek membran çalkalayıcıda yıkandı. 
5.       Yıkama işleminden sonra bloklama çözeltisi içinde 1/10000 oranında 
          seyreltilen sekonder antikor Horseradishperoxydase (HRP) konuldu ve 1 saat 
          boyunca çalkalandı. 
6.       Bu işlem bittikten sonra tekrar PBST ile 15 dakika yıkama işlemi yapıldı. 
7.       İşlem sonunda pens aracılığla alınan membranın kurutma kağıdı ile suyu 
          alındı. Sterechfilm üzerine yerleştirildi. Üzerine Enhanced chemiluminescence 
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          (ECL) (Amersham Biosciences) dökülüp 1 dakika bekletildi. 
8.       Süre sonunda ECL’in fazlası kurutma kağıdı ile alındıktan sonra strechfilm ile 
          üzeri örtüldü, kenarı sıkıca kapatıldı. 
9.       Film kasetin içine bantlandı. 
10.     Karanlık odada film membran üzerine yerleştirildi ve 1-8 dakika sonra banyo 
          edildi. 
 
3.13.6 Tümör ve Kontrol Örneklerinde Protein Ekspresyon Miktarlarının 
Belirlenmesi 
       Banyo sonunda elde edilen filmler Hewlett peckard marka tarayıcı ile tarandı. 
EGFR, PTEN ve Mcl-1 ve eşit yüklemeyi kontrol amacı ile kullanılan GAPDH 
antikorlarının filmde oluşturduğu bantlar Scion image adlı bilgisayar programı 
kullanılarak ölçüldü.  
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                                                             BULGULAR 
 
 
       Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Göğüs Cerrahisi tarafından küçük hücreli 
olmayan akciğer kanseri tanısı ile opere edilen yaşları 39 ile 79 arasında değişen ve 
yaş ortalamaları 61.34 olan 2’si kadın, 48’i erkek 50 olgu çalışmaya dahil edilmiştir.  
 
4.1 Tümör Materyalinin Patolojik ve Histolojik Olarak İncelenmesi 
       Çalışma kapsamına alınan olgulardan lobektomi yoluyla elde edilen tümör 
dokuları ve bölgesel lenf nodu biopsileri patolojik olarak incelenmiş, tümörlerin 
evrelendirmeleri TNM sistemine, derecesi ise WHO sınıflandırmasına göre 
yapılmıştır. Olguların tümör dokularının patolojik olarak değerlendirilmesi 
sonucunda,  9 tanesi adenokarsinom, 30 tanesi yassı epitel hücreli karsinom, 9 tanesi 
adenosquamöz karsinom, 2 tanesi ise büyük hücreli karsinom olarak belirlenmiştir. 
Olguların patolojik olarak incelenmesi sonucunda TNM sınıflamasına göre 
dağılımları şu şeklidedir, T1N0M0 3 hasta, T1N1M0 2 hasta, T2N0M0 21 hasta, 
T2N1M0 18 hasta, T2N2M0 1 hasta, T3N0M0 3 hasta, T3N1M0 1 hasta, T4N0M0 1 
hasta. Evrelerine göre ise hastaların dağılımı şu şekilde bulunmuştur; 3 olgu evre 1a, 
21 olgu evre 1b, 3 olgu evre 2a, 20 olgu evre 2b, 2 olgu evre 3a, 1 olgu ise evre 3b 
olarak değerlendirilmiştir. Olguların yaşları, cinsiyetleri, tümörlerin histolojik 
sınıflandırılmaları, tümör çapları, TNM sınıflamaları, ve histolojik evreleri ve diğer 
klinik takip verileri tablo 4.1’de verilmiştir.   
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Tablo 4.1. Çalışma kapsamında değerlendirilen olguların klinikopatolojik verileri. 

* E; Erkek, K; Kadın, TNM; Tümör Nod Metastaz, YEHK; Yassı Epitel Hücreli Karsinom, ADK; 
Adenokarsinom, BHK; Büyük Hücreli Karsinom, ASK; Adenosquamöz Karsinom, * Takipsiz 

Hasta 
Kodu 

Cinsiyet Yaş Materyal Alış 
Tarihi 

Tümör Tipi Tümör 
Çapı 

TNM Evre Klinik 
Takip 

2 E 54 20.05.2005 YEHK 8 cm T2N0M0 1b Ex/9a 
3 E 56 26.05.2005 ASK 8 cm T2N1M0 2a Ex/12a 
4 E 51 03.08.2005 ASK 1.1 cm T2N0M0 1b * 
5 E 58 03.08.2005 BHK 6.5 cm T2N1M0 2b * 
7 E 48 12.08.2005 ASK 11 cm T2N1M0 2b 34a 
8 E 66 09.09.2005 YEHK 10 cm T2N0M0 1b Ex/18a 
9 E 47 12.09.2005 YEHK 2 cm T2N1M0 2b 33a 

11 E 69 23.09.2005 YEHK 8.5 cm T2N1M0 2b 33a 
13 E 67 30.09.2005 YEHK 4 cm T3N0M0 2b Ex/7a 
14 E 53 13.10.2005 YEHK 8 cm T2N0M0 1b * 
15 E 79 25.10.2005 YEHK 2 cm T2N0M0 1b * 
16 E 65 20.10.2005 YEHK 9 cm T2N1M0 2b 32a 
18 K 69 26.12.2005 YEHK 3.5 cm T2N1M0 2b 30a 
19 E 56 16.01.2006 ASK 7.5 cm T2N0M0 1b 29a 
20 E 66 23.01.2006 ADK 5.5 cm T2N0M0 1b 29a 
21 E 70 23.01.2006 ASK 2 cm T1N1M0 2a * 
22 E 77 31.01.2006 YEHK 6 cm T2N2M0 3a * 
24 E 50 16.02.2006 YEHK 6 cm T2N0M0 1b 28a 
25 E 67 20.03.2006 YEHK 5 cm T2N1M0 2b * 
26 E 67 10.03.2006 ASK 5 cm T2N0M0 1b Ex/23a 
27 E 68 21.03.2006 BHK 2 cm T1N1M0 2a * 
28 E 71 23.03.2006 ADK 9 cm T2N1M0 2b 27a 
30 E 58 31.03.2006 ASK 6.5 cm T2N0M0 1b * 
31 E 60 5.04.2006 ASK 5 cm T2N0M0 1b * 
32 E 62 10.04.2006 YEHK 8.5 cm T2N0M0 1b * 
33 E 65 14.04.2006 ASK 9.5 cm T3N0M0 2b * 
34 E 62 17.04.2006 YEHK 2 cm T1N0M0 1a 26a 
36 E 57 21.04.2006 YEHK 7 cm T2N0M0 1b 26a 
37 E 62 02.05.2006 YEHK 8.5 cm T2N1M0 2b Ex/3a 
38 E 51 04.05.2006 YEHK 3 cm T2N1M0 2b 25a 
40 E 45 29.05.2006 YEHK 5.5 cm T2N0M0 1b * 
42 E 57 20.06.2006 YEHK 6 cm T2N0M0 1b 24a 
43 E 59 10.08.2006 ADK 3.2 cm T3N1M0 3a 22a 
44 E 68 10.08.2006 YEHK 3.8 cm T2N0M0 1b 22a 
46 E 71 21.09.2006 YEHK 6.5 cm T1N0M0 1a * 
47 E 67 20.10.2006 YEHK 4 cm T2N1M0 2b * 
49 E 54 15.11.2006 YEHK 3.5 cm T2N1M0 2b 19a 
51 E 70 15.12.2006 ADK/BAK 11 cm T4N0M0 3b * 
52 K 63 18.12.2006 ADK 3.2 cm T2N1M0 2b 18a 
53 E 68 07.01.2007 YEHK 4.2 cm T3N0M0 2b Ex/6a 
55 E 59 06.03.2007 YEHK 2.5 cm T1N0M0 1a * 
56 E 55 08.03.2007 YEHK 4.5 cm T2N1M0 2b 16a 
58 E 61 13.03.2007 ADK/BAK 2.5 cm T2N0M0 1b 16a 
59 E 54 30.03.2007 ADK 5 cm T2N0M0 1b * 
60 E 63 01.06.2007 YEHK 2.5 cm T2N1M0 2b * 
61 E 60 12.06.2007 YEHK 3.8 cm T2N0M0 1b * 
62 E 39 10.08.2007 ADK 4 cm T2N0M0 1b 10a 
63 E 63 13.08.2007 YEHK 3 cm T2N1M0 2b 10a 
64 E 43 13.08.2007 YEHK 8 cm T2N0M0 1b 10a 
65 E 75 17.08.2007 ADK 4 cm T2N1M0 2b * 
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4.2 EGFR  Geni  Tirozin Kinaz Domain Mutasyon ve Polimorfizmleri 
       EGFR proteininin tirozin kinaz domainini kodlayan 18. ve 21. ekzonlarda 
çalışma kapsamına alınan 50 olgunun hiçbirinde mutasyon gözlenmezken, küçük 
hücreli olmayan akciğer kanseri tanılı 50 olgudan ikisinde (4%), 9 adenokarsinom 
olgusunun 2’sinde (%22.2) EGFR geninin 19. ekzonunda heterozigot durumda, 
cDNA’da bulunan 2235. ve 2249. nükleotidler arasında kalan 15 nükleotidin 
delesyonuyla ortaya çıkan ve EGFR proteininde 746 ve 750. amino asitler arasında 
kalan 5 amino asitin (ELREA) delesyonuna neden olan  c.2235_2249 (p. 
Glu746_Ala750del) mutasyonu belirlenmiştir (Şekil 4.1 a-b). Bu mutasyona sahip 
olan olgulardan birisi (51 numaralı olgu) bronkoalveolar özellikleri belirgin 
adenonokarsinom histolojisine sahip tümörlü bir erkek olgu iken diğeri (52 numaralı 
olgu) adenonokarsinom histolojili tümöre sahip bir kadın olgudur. Tümör 
dokularında belirlenmiş olan bu mutasyonun somatik bir mutasyon olduğunu 
göstermek için EGFR TK domaini mutasyonu belirlenmiş olan iki olgunun periferal 
kanlarından izole edilen DNA örnekleri kullanılarak dizi analizi yöntemi ile 
incelenmiş ve ikisinde de c.2235_2249 mutasyonu gözlenmemiştir. 
 
       EGFR geninin ekzonik bölgesinde belirlenmiş olan bu mutasyona ilave olarak, 
EGFR geninin 18. ve 19. intronlarında 4 farklı polimorfizm belirlenmiştir. 5 olguda 
heterozigot durumda (%10) 18. intronda daha önce literatürde bildirilmiş olan 
2184+19 G/A polimorfizmi (db SNP rs 17337 107) (Şekil 4.1 c), 8 olguda 
heterozigot durumda (%16) 18. intronda daha önce tanımlanmamış olan 2184+100 
C/T polimorfizmi belirlenmiştir (Şekil 4.1 d). 6 olguda yine heterozigot durumda 
(%12) 19. intronda ise daha önce tanımlanmış olan 2283+69 G/A polimorfizmi 
belirlenirken (Şekil 4.1 e) 19. intronda daha önceden tanımlanmış 2283+96 A/G 
polimorfizmi (db SNP rs 2017000) de saptanmıştır (Şekil 4.1 f). Bu polimorfizme ait 
allellerin dağılımı ise şu şekildedir; AA; 22/50 (%44), AG; 17/50 (%34), GG; 11/50 
(%22).  
 
       Bu polimorfizmlerin histolojik alt tiplere göre dağılımı incelendiğinde intron 18 
2184+19 G/A polimorfizmi 4 yassı epitel hücreli karsinom ve 1 adenosquamöz 
karsinomda, intron 18 2184+100 C/T polimorfizmi 5 yassı epitel hücreli karsinom, 2 
büyük hücreli karsinom ve 1 adenosquamöz karsinomda, inton 19 2283+69 G/A 
polimorfizmi ise 4 yassı epitel hücreli karsinom, 1 büyük hücreli karsinom ve 1 
adenosquamöz karsinomda, intron 19 2283+96 A/G polimorfizminin 16 yassı 
epitelyum hücreli karinom, 5 adenosquamöz karsinom, 6 adenokarsinom ve 1 büyük 
hücreli karsinomda gözlenmiştir. Allelik frekansları düşük olan intron 18’de yer alan 
2184+100 C/T ve 19. intron’da yer alan 2283+69 polimorfizmlerinin 5’i yassı epitel 
hücreli karsinom ve 1’i büyük hücreli karsinomlu tümöre sahip olan 6 olguda beraber 
gözlenmiştir. 
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Şekil 4.1. a-b) c.2235_2249del mutasyonunun forward ve reverse primerler ile elde edilen  
                 dizi analizi görüntüsü. c) 2184+19 G/A polimorfizmi d) 2184+100 C/T polimorfizmi  
                 e) 2283+69 G/A polimorfizmi f) 2283+96 A/G polimorfizmi 
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4.3 Western-blot Sonuçları 
4.3.1 Normal Akciğer Dokuları ve Tümör Dokularında EGFR Protein 
         Miktarları 
       İncelenmiş olan 50 olgudan 23’ünün (% 46) tümör dokularında EGFR 
proteininin ekspresyonunun normal dokuya göre artmış olduğu belirlenmiştir. EGFR 
ekspresyon artışı gözlenen tümörlerin 14‘ü yassı epitel hücreli karsinom, 4’ü 
adenokarsinom, 4’ü adenosquamöz karsinom, 1’i ise büyük hücreli karsinom 
histolojisine sahipti. EGFR ekspresyon artışının evrelere göre dağılımı 
incelendiğinde evre 1 olguların 12’sinde (12/24), evre 2 olguların 10‘unda (10/23), 
evre 3 olguların ise 1’inde (1/3) EGFR ekspresyonunda artış gözlenmiştir. EGFR 
protein ekspresyon seviyesinin belirlenmesi için yapılmış olan bir Western-blot 
sonucu Şekil 4.2’de görülmektedir.  
 
 
 
 

                      
 

                     
 
Şekil 4.2. 27,28, 30 ve 31 numaralı olguların EGFR ve GAPDH proteinlerinin Western-blot 
                 görüntüsü N;Normal doku, T;Tümör dokusu;* EGFR proteininde ekspresyon artışı 
                 gözlenen örnek.      
 
4.3.2 Normal Akciğer Dokuları ve Tümör Dokularında PTEN Protein 
         Miktarları 
       İncelenmiş olan 50 olgudan 17’sinin (% 34) tümör dokularında PTEN 
proteininin ekspresyonunun normal dokuya göre azaldığı belirlenmiştir. Normal 
akciğer dokusuna göre PTEN protein miktarında azalma gözlenen tümörlerin 13‘ü 
yassı hücreli karsinom, 2’si adenokarsinom, 1’i adenosquamöz, 1’i ise büyük hücreli 
karsinom histolojisine sahipti. PTEN ekspresyon azalmasının evrelere göre dağılımı 
incelendiğinde evre 1 olguların 7’sinde (7/24), evre 2 olguların 8‘inde (8/23), evre 3 
olguların ise 2’inde (2/3) PTEN protein seviyesinin normal akciğer dokusuna göre 
azaldığı gözlenmiştir. PTEN protein ekspresyon seviyesinin belirlenmesi için 
yapılmış olan bir Western-blot sonucu Şekil 4.3’de görülmektedir.  
 
 
 

                        
 

                        
 
Şekil 4.3. 15,16,18, ve 19 numaralı olguların PTEN ve GAPDH proteinlerinin Western-blot 
                görüntüsü. N; Normal doku, T;Tümör dokusu;* PTEN proteininde ekspresyon azalışı 
                gözlenen örnek. 
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4.3.3 Normal Akciğer Dokuları ve Tümör Dokularında Mcl-1 Protein 
         Miktarları 
       İncelenmiş olan 50 olgudan 15’inin (% 30) tümör dokularında Mcl-1 proteininin 
hem uzun hem de kısa izoformunun ekspresyonunun normal dokuya göre arttığı 
belirlenmiştir. Normal akciğer dokusuna göre Mcl-1 protein miktarında artış 
gözlenen tümörlerin 11‘i yassı epitel hücreli karsinom, 2’si adenosquamöz karsinom, 
1’i adenokarsinom, 1’i ise büyük hücreli karsinom histolojisine sahipti. Mcl-1 
ekspresyon artışının evrelere göre dağılımı incelendiğinde evre 1 olguların 6’sında 
(6/24), evre 2 olguların ise 9‘unda (9/23) Mcl-1 protein seviyesinin normal akciğer 
dokusuna göre arttığı gözlenmiştir. Mcl-1 protein ekspresyon seviyesinin 
belirlenmesi için yapılmış olan bir Western-blot sonucu Şekil 4.4’de görülmektedir.  
 
 
 
 
 

                            
 

                             
 
 
Şekil 4.4. 15,16,18 ve 19 numaralı olguların Mcl-1ve GAPDH proteinlerinin Western-blot görüntüsü.  
                N; Normal doku, T;Tümör dokusu;* Mcl-1 proteininde ekspresyon artışı gözlenen örnek.      
 
 
       PTEN ve Mcl-1 protein ekspresyon düzeyleri, EGFR proteini ekspresyon düzeyi 
ile birlikte değerlendirildiğinde EGFR proteininin ekspresyonunda artış gözlenen 23 
olgunun 6’sında (%26) PTEN protein ekspresyonunda azalma gözlenmiştir. Ayrıca 
bu 23 olgunun 6’sında ise (%26)  Mcl-1 protein ekspresyonunda artış gözlenmiştir. 
44 numaralı olguda EGFR ve Mcl-1 proteinilerinin ekspresyonunda artışa eşlik eden 
PTEN ekspresyonunda azalma belirlenmiştir. EGFR mutasyonu bulunmuş olan iki 
olgudan birinde PTEN protein ekspresyonunda azalma gözlenirken diğerinde ise 
Mcl-1 ekspresyonunda artış gözlenmiştir.   
 
4.4 Klinik Takip 
       Çalışma kapsamında değerlendirilmiş olan olgulardan 29 tanesi klinik olarak 
takip edilebilmiştir. Olguların takip süreleri 10 ayla 34 ay arasında değişmektedir. 
Klinik olarak takip edilen olguların 7’si hastalığın hızlı progresyonu sebebi nedeniyle 
tüm tıbbi tedavilere yanıtsız hale gelmiştir. 
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Tablo 4.2. Çalışma kapsamında değerlendirilen olgulara ait EGFR mutasyon ve polimorfizm dağılımları ve EGFR, PTEN ve Mcl-1 protein ekspresyon seviyeleri 

 

Hasta 
Kodu 

Mutasyon İntron 18 
2184+19 G/A 
Polimorfizmi 

İntron 18 2184+100 
C/T Polimorfizmi 

İntron19 
2283+69 G/A 
Polimorfizmi 

İntron19 
2283+96 A/G 
Polimorfizmi 

EGFR 
Protein 

Seviyeleri 

PTEN 
Protein 

Seviyeleri 

Mcl-1 Protein 
Seviyeleri 

2 - G/A C/C G/G A/G Normal Normal Normal 
3 - G/G C/C G/G A/G Artmış Normal Normal 
4 - G/G C/C G/G A/G Normal Normal Artmış 
5 - G/G C/T G/A A/A Artmış Azalma Normal 
7 - G/G C/C G/G A/G Artmış Normal Artmış 
8 - G/G C/C G/G A/G Normal Azalma Normal 
9 - G/G C/C G/G A/A Artmış Normal Artmış 
11 - G/G C/C G/G G/G Artmış Azalma Normal 
13 - G/G C/T G/G A/A Normal Azalma Artmış 
14 - G/G C/C G/G A/A Normal Normal Artmış 
15 - G/A C/C G/G A/G Artmış Normal Artmış 
16 - G/G C/C G/G G/G Normal Azalma Artmış  
18 - G/G C/C G/G A/G Normal Normal Normal 
19 - G/A C/C G/G A/G Artmış Normal Normal 
20 - G/G C/C G/G G/G Normal Normal Normal 
21 - G/G C/C G/G A/A Artmış Normal Normal 
22 - G/G C/C G/G G/G Artmış Normal Normal 
24 - G/G C/C G/G A/A Normal Normal Normal 
25 - G/G C/T G/A A/A Normal Azalma Normal 
26 - G/G C/T G/A A/G Artmış Azalma Normal 
27 - G/G C/T G/G G/G Artmış Normal Artmış 
28 - G/G C/C G/G G/G Normal Normal Normal 
30 - G/G C/C G/G A/A Normal Normal Normal 
31 - G/G C/C G/G A/A Normal Normal Normal 
32 - G/G C/C G/G A/A Normal Azalma Normal 
33 - G/G C/C G/G A/A Normal Normal Normal 
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34 - G/G C/T G/A A/A Artmış Azalma Normal 
36 - G/G C/T G/A G/G Normal Normal Artmış 
37 - G/G C/C G/G A/A Normal Azalma Artmış 
38 - G/G C/C G/G A/G Artmış Normal Normal 
40 - G/G C/C G/G A/G Artmış Azalma Normal 
42 - G/G C/C G/G A/A Normal Normal Normal 
43 - G/G C/C G/G A/G Normal Azalma Normal 
44 - G/G C/T G/A A/A Artmış Azalma Artmış 
46 - G/G C/C G/G A/G Normal Azalma Artmış 
47 - G/G C/C G/G A/A Artmış Azalma Normal 
49 - G/G C/C G/G G/G Normal Normal Normal 
51 c.2235_2249del G/G C/C G/G A/A Normal Azalma Normal 
52 c.2235_2249del G/G C/C G/G A/A Normal Normal Artmış 
53 - G/A C/C G/G A/A Normal Normal Artmış 
55 - G/A C/C G/G A/G Artmış Normal Artmış 
56 - G/G C/C G/G A/A Normal Normal Normal 
58 - G/G C/C G/G A/G Artmış Normal Normal 
59 - G/G C/C G/G G/G Artmış Normal Normal 
60 - G/G C/C G/G A/G Normal Azalma Normal 
61 - G/G C/C G/G G/G Artmış Normal Normal 
62 - G/G C/C G/G G/G Artmış Normal Normal 
63 - G/G C/C G/G A/A Normal Normal Normal 
64 - G/G C/C G/G A/G Artmış Normal Normal 
65 - G/G C/C G/G A/A Artmış Normal Normal 
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TARTIŞMA ve SONUÇLAR 

 
 
       Küçük hücreli olmayan akciğer kanserleri genellikle geç dönemde tanı konması 
ve kullanılan kemoterapötik ilaçlara karşı dirençli olmaları nedeniyle kötü prognoza 
sahip bir kanser türüdür. Günümüzde NSCLC tedavisinde cerrahi operasyon, 
kemoterapi ve radyoterapi yöntemleri uygulanmaktadır. Platinum temelli kombine 
terapi uygulanan NSCLC hastaların %20’sinde cevaplılık gözlenmekte olup 
hastaların ortalama yaşam süreleri 8-12 ay arasında değişmektedir. Son yıllarda ise 
NSCLC primer tümör dokularında ve hücre hatlarında ekspresyonu değişmiş, hücre 
çoğalması ve apoptoz mekanizmasında rol oynayan spesifik proteinlerin 
inhibisyonuna yönelik özgül küçük moleküllerin geliştirilmesine yönelik çalışmalar 
önem kazanmıştır. EGFR tirozin kinaz inhibitörleri NSCLC ‘de hedeflenmiş tedavi 
için en umut verici ajanlardır.  
 
       2000-2003 yılları arasında Massachusetts hastanesinde 275 ileri evre 
kemoterapiye dirençli küçük hücreli olmayan akciğer kanserli hastaya tek ajan olarak  
Gefitinib verilmiştir. Bu hastalardan 25’inin Gefitinib terapisine olumlu yanıt verdiği 
gözlenmiştir. Bu hastaların  9’unun primer tümör dokusunda EGFR geninin 28 
ekzonu dizi analizi yöntemi ile incelenmiş ve olguların 7’sinde genin tirozin kinaz 
bölgesini kodlayan ekzonlarda heterozigot mutasyonlar belirlenmiştir. Bu olguların 
normal akciğer dokularında ise mutasyon belirlenememiş olması EGFR TK 
mutasyonlarının tümör oluşumundan sonra ortaya çıktığını düşündürmüştür. Bu 
bulgular EGFR geni TK domaininde mutasyon taşıyan küçük hücreli olmayan 
akciğer kanseri tanılı hastaların EGFR TKI’ler ile tedavi edilebileceğini 
düşündürmüştür (51). Aynı dönemde Paez ve arkadaşları 119 primer NSCLC’li 
olgunun 16’sının tümör dokularında EGFR geninde mutasyon belirlemişlerdir. 
EGFR geni mutasyonlarının uzakdoğu orijinli bireylerde, kadınlarda ve 
adenokarsinom tanılı olgularda diğer gruplardan daha yüksek sıklıkta görüldüğünü 
bildirmişlerdir (52). Pao ve arkadaşları primer NSCLC’de EGFR mutasyonu sıklığını 
% 5 olarak bildirmişlerdir (53). Bu çalışmalarda, uzakdoğu orijinli hastalarda EGFR 
geni mutasyonlarının görülme oranının daha yüksek olduğunun belirlenmesi üzerine 
uzak doğulu NSCLC hastalarında EGFR mutasyonlarının taranmasına yönelik pek 
çok çalışma yapılmıştır. Bu çalışmaların sonuçları tablo 5.1’de görülmektedir. 
Tabloya bakıldığında NSCLC tanılı hastalarda EGFR geninin TK domaininde 
mutasyon görülme sıklığı uzak doğulu toplumlarda oldukça yüksek olup, % 17 ile % 
42 arasında değişmektedir. Bu mutasyonların görülme sıklığına ilişkin çok çalışma 
bulunmamasına rağmen  Kafkas orijinli NSCLC hastalarında bu oran % 5 ile 13 
arasında değişmektedir. Al-Kuraya ve arkadaşlarının yaptığı tek çalışmada ise Suudi 
kökenli NSCLC hastalarda bu mutasyonların görülme sıklığı % 2.9 olarak 
belirlenmiştir (52-65). Bizim çalışmamızda incelenmiş olan 50 olgudan ikisinde (% 
4) EGFR geninde mutasyon belirlenmiştir. Belirlenen bu oran diğer kafkas ve arap 
orijinli NSCLC’lu hastalarda yapılmış olan çalışmalarda belirlenmiş olan oranlara 
benzerlik göstermektedir (Tablo 5.1). 
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       NSCLC tanılı olgularda gözlenen mutasyonların dağılımı incelendiğinde 19. 
ekzonda çerçeve kaymasına neden olmayan delesyon tipi mutasyonlar ve 21. 
ekzonda gerçekleşen L858R amino asit değişimine neden olan mutasyonların 
olguların %90’ından fazlasında bulunduğu gözlenmiştir (63,66). Bizim çalışmamızda 
da literatürle uyumlu olarak iki olgumuzun (51 ve 52 numaralı olgular) 19. 
ekzonunda heterozigot durumda gözlenen ve çerçeve kaymasına neden olmayan p. 
Glu746_Ala750del delesyon tipi mutasyon  belirlenmiştir. 
 
       Yapılan çalışmalarda EGFR mutasyonları ile tümörlerin histolojik tipi 
değerlendirildiğinde EGFR mutasyonlarının tüm histolojik tiplerde görülebileceği 
ancak adenokarsinom’larda görülme sıklığının (% 40-47) diğer histolojik alt tiplerde 
görülme sıklığından (% 3-9.2) çok daha yüksek olduğu gözlenmiştir (55,59,64). 
Bizim çalışmamızda 9 adenokarsinom histolojisine sahip NSCLC’lu olgudan 2’sinde 
(% 22.2) EGFR geni mutasyonu belirlenmiştir. Yassı epitel hücreli karsinom, büyük 
hücreli karsinom ve diğer tip NSCLC tümör dokularının hiç birisinde EGFR geni 
mutasyonu belirlenememiştir. Çalışmamızda adenokarsinom histolojisine sahip 
tümörlerde EGFR geni mutasyonlarının sıklığının, daha önce yayınlanmış olan 
değerlerden daha düşük olmasının, hasta sayısının yetersizliğinden kaynaklanmış 
olabileceğini düşünmekteyiz.  
 
       Adenokarsinomlar tümör hücrelerinin çoğalma tipine göre bronkoalveolar ve 
karsinom özelliği taşıyan adenokarsinom ve bronkoalveolar ve karsinom özelliği 
taşımayan adenokarsinom olmak üzere iki alt grupda incelenmektedirler. EGFR 
mutasyonları ile adenokarsinom alt tipleri arasındaki ilişki değerlendirildiğinde BAC 
özellikleri taşıyan adenokarsinom’larda EGFR geni mutasyonu sıklığının BAC 
özellikleri taşımayan adenokarsinomlardan daha yüksek olduğu bildirilmektedir (67). 
Bizim çalışmamızda BAC özellikleri taşıyan adenokarsinomlu 2 olgunun 1’inde  
(% 50), BAC özellikleri taşımayan adenokarsinomlu 7 olgunun 1’inde (% 14) EGFR 
geninde mutasyonu belirlenmiştir. Bu bulgu daha önce yapılmış olan çalışmalarla 
uyum göstermektedir. 
 
       EGFR mutasyonları ile ilişkilendirilmiş olan bir diğer klinikopatolojik faktör de 
hastanın cinsiyetidir. Yapılan çalışmalar NSCLC’lu kadın olgularda EGFR geni 
mutasyon sıklığının (% 42.9-50), NSCLC’lu erkek olgulardan (% 4-23.1) daha 
yüksek olduğunu göstermiştir (55,59,64). Bizim çalışmamızda da 48 erkek NSCLC 
olgusunun 1’inde 2 kadın NSCLC olgusunun 1’inde mutasyon belirlenmesi 
literatürdeki bulgular ile uyum göstermektedir.  
 
       Bu bulgular bronkoalveolar özelliklere sahip adenokarsinomlu hastaların ve 
kadın NSCLC ‘li hastaların EGFR geni mutasyonuna sahip olma olasılığı en yüksek 
grup olduğunu ve bu özelliklere sahip kemoterapiye dirençli NSCLC’li hastalarda 
EGFR geninde TK domain mutasyon taraması yapılarak hastaların EGFR proteinini 
hedefleyen tirozin kinaz inhibitörleri ile tedavi edilebileceğini desteklemektedir. 
 
       Daha önce NSCLC tümör dokularında Western-blot, immünohistokimya ve 
qantitatif real time PCR gibi farklı yöntemler kullanılarak yapılmış olan çalışmalar 
olguların % 27-83’ünde EGFR proteininin aşırı eksprese edildiğini göstermiştir (68-
70). Çalışmamızda, cerrahi operasyon yoluyla elde edilen tümör ve normal akciğer 
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dokularında, NSCLC’lerinde aşırı ekspresyonu gözlendiği bilinen EGFR proteininin 
ekspresyon seviyesi western-blot tekniği ile incelenmiştir. Çalışmamız kapsamında 
incelenmiş olan 50 olgunun 20’sinde (% 40) EGFR proteini ekspresyonunun normal 
akciğer dokusuna göre artmış olduğu belirlenmiş olup bu değer daha önce yapılmış 
olan çalışmalarla uygunluk göstermektedir. Yine daha önceki çalışmalar ile uyumlu 
olarak, bizim çalışmamızda da, EGFR proteini aşırı ekspresyonunun görülme sıklığı 
yassı epitel hücreli karsinomda diğer histolojik alttiplerde görülme sıklığından daha 
yüksek bulunmuştur (70-72). Tümör evrelerine göre EGFR ekspresyon artışları 
değerlendirildiğinde, tümör evresi ile EGFR ekspresyon artışı arasında herhangi bir 
farklılık gözlenmemiştir. Bu bulgu Daha önce yayınlanmış olan çalışmalarla 
uyumludur (73, 74). EGFR proteininin aşırı ekspresyonunun NSCLC’li hastalarda 
prognostik olarak önemine dair birbiriyle çelişen yayınlar bulunmaktadır. Bazı 
araştırmacılar EGFR aşırı ekspresyonunun prognostik olarak önemli olmadığını öne 
sürerken diğer araştırmacılar EGFR aşırı ekspresyonunun sağkalım süresinin 
kısalması ve kötü prognoz ile ilişkili olduğunu öne sürmektedir. EGFR ekspresyon 
seviyesinin NSCLC hastalarının sağkalımları üzerine etkisini inceleyen 18 çalışmada 
yer alan 2972 hastanın değerlendirildiği bir meta analiz çalışmasında EGFR aşırı 
ekspresyonunun hastaların sağkalımı üzerine etkili olmadığı gözlenmiştir. Klinik 
olarak takip edilebilmiş olan 29 olgumuzun EGFR protein seviyeleri ve sağkalım 
süreleri değerlendirildiğinde, EGFR ekspresyonunda artış gözlediğimiz 13 olgunun 
2’si (%16), EGFR ekspresyonunda artış gözlemediğimiz olguların ise 5’i (% 31) 
hastalığın hızlı progresyonu sebebi nedeniyle tüm tıbbi tedavilere yanıtsız hale 
gelmiştir. Her ne kadar bu veriler EGFR ekspresyon artışının hastaların klinik 
tablosu üzerinde negatif bir etkiye sahip olmadığını düşündürse de, 21 hastaya ait 
klinik takibin yapılamamış olması ve tüm olguların takip sürelerinin farklı olması 
nedeniyle EGFR protein ekspresyonunun klinik açıdan öneminin uzun süreli 
takiplerin tamamlanmasından sonra yapılmasının daha doğru olacağını 
düşünmekteyiz. Çalışmalar arasında, EGFR aşırı ekspresyon sıklıkları ve prognostik 
önemi açısından gözlenen farklılıkların EGFR ekspresyonunun incelenmesinde farklı 
antikorların kullanılması, farklı protokollerin uygulanması, aşırı ekspresyon 
tanımlama kriterlerinin farklılık göstermesi ve hasta popülasyonlarının farklı 
özelliklere sahip olmasından kaynaklanabileceği düşünülmektedir (75).   
 
       IDEAL ve INTACT 1/2 faz II çalışmalarında EGFR ekspresyon seviyesi ile 
EGFR TKI’lerine cevaplılık arasında ilişki bulunamamıştır. Ancak, EGFR 
TKI’lerine cevaplılık ve EGFR ekspresyon seviyesi arasındaki ilişkiyi değerleniren 
BR.21 faz çalışmasında EGFR proteinini aşırı eksprese eden NSCLC’li hastaların 
EGFR eksprese etmeyen olgulara göre EGFR tirozin kinaz inhibitörleri ile tedaviden 
daha fazla yarar gördüklerini ve bu hastaların sağkalım sürelerinin arttığını 
göstermiştir (76). Capuzzo ve arkadaşları da EGFR aşırı ekspresyonu gösteren 
olguları ekspresyon düzeyi değişmeyen olgularla karşılaştırdıklarında, EGFR TKI’ler 
ile tedaviye duyarlılık oranlarının daha yüksek (% 21-% 5), hastalığın ilerlemesi 
oranlarının daha düşük, dolaysıyla yaşam sürelerinin de daha uzun olduğunu 
göstermişlerdir  (77). Bu bulgular kullanılan antikorlar ve EGFR ekspresyon seviyesi 
değerlendirilirken kulanılan kriterlerin standardizasyonu sağlanabilirse NSCLC’li 
olgularda EGFR protein ekspresyon seviyesinin belirlenmesinin de EGFR TKI’lerine 
cevaplılığı öngören bir markır olarak kullanılabileceğini göstermektedir. FDA, 
EGFR tirozin kinaz inhibitörlerinin kemoterapiye dirençli ileri evre NSCLC 
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hastalarının tedavisinde kullanılabilmesi için onay vermiştir. Çalışma kapsamında 
değerlendirdiğimiz olgular primer opere edilebilir küçük hücreli olmayan akciğer 
kanseri hastaları olduğu için EGFR tirozin kinaz inhibitörleri ile tedavi almamış 
olgulardır. Bu nedenle, tümör dokusunda artmış EGFR proteini ekspresyon 
seviyesinin EGFR tirozin kinaz inhibitörlerine cevaplılık için bir belirteç olup 
olmadığına dair bir değerlendirme yapılamamıştır.  
 
       Aktive edici EGFR tirozin kinaz mutasyonlarına sahip hastalarda EGFR TKI’ler 
ile elde edilen cevaplılığa rağmen 6-12 ay sonra bu ilaçlara karşı direnç 
gelişebilmektedir. EGFR tirozin kinaz inhibitörlerinin etkinliğinin artırılabilmesi ve 
EGFR TKI’lere karşı oluşan direnci ortadan kaldırılabilmesi için EGFR TKI’leri ile 
kombine olarak kullanılabilecek yeni ilaçların geliştirilmesinin gerekliliği ortaya 
çıkmıştır. EGFR TKI’lerin biyolojik etkinliğini belirleyen ve ilaca direnç 
geliştirilmesine neden olan mekanizmaların aydınlatılmasına yönelik çalışmalar ise 
devam etmektedir. Adenokarsinom hücre hatlarında yapılan bir çalışmada PTEN 
ekspresyonunda azalma gözlenen ve EGFR TKI’lere karşı dirençli alt hücre 
popülasyonlarının varlığı gösterilmiştir. Bu bulgular PTEN ekspresyon kaybının 
EGFR tirozin kinaz inhibitörlerinin biyolojik etkinliğini belirleyen bir faktör 
olduğunu düşündürmüştür (78). Kemoterapiye dirençli olan ve EGFR TKI tedavisi 
uygulanmış olan EGFR geni tirozin kinaz domaini mutasyonuna sahip NSCLC 
olgularda yapılmış olan bir çalışmada da tümör dokularında PTEN kaybı gözlenen 
olguların sağkalım sürelerinin PTEN eksprese eden tümörlere sahip olan olgulardan 
daha uzun olduğu gösterilmiştir (79). Çalışmamızda küçük hücreli olmayan akciğer 
kanserli hastaların % 34’ünün tümör dokusu örneklerinde PTEN proteini 
ekspresyonunun, normal dokuya göre azaldığı belirlenmiştir. PTEN ekspresyon 
kaybının evrelere göre dağılımı değerlendirildiğinde evre 1 ve evre 2 arasında fark 
gözlenmezken, evre 3 küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinde PTEN 
ekspresyon kaybının diğer evrelere göre daha yüksek olduğu gözlenmiştir. PTEN 
protein ekspresyonu azalmasını ileri evre NSCLC ile ilişkilendiren yayınlar 
bulunmasına rağmen bu ilişkiyi reddeden yayınlar da mevcuttur (80,81). Bu bulgular 
PTEN ekspresyonunun evreler ile ilişkisinin tam olarak ortaya konması için daha 
fazla sayıda çalışma yapılması gerektiğini ortaya koymaktadır. Ayrıca çalışmamızda, 
EGFR ekspresyon artışı gözlenmiş olan 21 olgunun 7’sinde ve EGFR geninde 
mutasyon gözlenmiş 2 olguda PTEN ekspresyonunda azalma gözlenmiş olması 
PTEN ekspresyon kaybının EGFR TKI’lere karşı gözlenen primer direncin 
nedenlerinden biri olabileceği görüşünü desteklemektedir. Bu nedenle EGFR 
TKI’leri ile kombine olarak kullanılabilecek PI3-K/Akt yolağının alt basamaklarını 
bloke edici ajanların geliştirilmesi EGFR TKI’lerin etkinliğinin artırılmasına neden 
olabilir.  
        
       EGFR TKI’lerinin etkinliğinin artırılmasında, mitokondri membran 
geçirgenliğini kontrol eden antiapoptotik Bcl-2 ailesi üyelerinin ekspresyon 
seviyelerinin azaltılmasını veya bu proteinlerin apoptotik Bcl-2 ailesi üyelerini 
baskılamasını engelleyen ajanlar en umut vaad edici yaklaşımlar olarak ön plana 
çıkmaktadır. Mitokondriyal apoptoz mekanizmasında rol oynayan ve NSCLC tümör 
dokularında aşırı eksprese edildiği bilinen Mcl-1 proteini bu yaklaşımlardaki temel 
noktayı oluşturmaktadır. 
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       Mcl-1, ilk kez 1993 yılında insan myeloid hücre hatlarının farklılaşması 
sırasında eksprese edildiği belirlenmiş olan bir proteindir. 1995 yılında 
immünohistokimyasal olarak farklı insan dokularının incelenmesi sonucunda akciğer 
dokusu da dahil pek çok dokuda farklı seviyelerde eksprese edildiği gözlenmiştir 
(82). 1999 yılında NSCLC primer tümör dokularının immühistokimya yöntemi ile 
incelenmesi sonucunda bu dokuların % 58’inde Mcl-1 proteininin aşırı eksprese 
edildiği belirlenmiştir. Ancak bu çalışmada Mcl-1 proteini aşırı ekspresyonu ile 
hastaların klinik ve patolojik verileri arasında herhangi bir ilişkisi belirlenememiştir 
(37). Mcl-1 proteininin alternatif splicing ile oluşan kısa izoformu 2000 yılında 
tanımlanmış olup bu izoformun, orijinal protein ürününden farklı olarak proapoptotik 
etkiye sahip olduğu öne sürülmüştür (83).  
 
       NSCLC hücre hatlarıyla yapılan çalışmalarda hemen hemen tüm NSCLC hücre 
hatlarının farklı seviyelerde Mcl-1 proteinini eksprese ettiği belirlenmiştir. CMV 
promotoru ile eksprese edilen Mcl-1 ekspresyon vektörü ile transfekte edilmiş 
NSCLC hücre hatlarının kemoteröpatik ajanlar ve EGFR TKI’leri ile oluşturulan 
apoptotik uyarılara karşı dirençli hale geldiği gözlenmiştir. NSCLC hücre hatlarının 
Mcl-1 mRNA’sına spesifik olarak sentezlenmiş olan antisens oligonükleotidler ile 
transfeksiyonu diğer Bcl-2 ailesi üyesi proteinlerin ekspresyonunu etkilemeksizin 
Mc1-1 protein ekspresyonunu baskıladığı ve bu hücrelerde kaspaz aktivitesinin 
artmasına neden olduğu gösterilmiştir. Mcl-1 antisens oligonükleotidleri ile 
transfekte edilmiş NSCLC hücre hatlarının NSCLC tedavisinde kullanılan 
kemoteröpatik ajanlar tarafından oluşturulan apoptotik uyarılara karşı daha duyarlı 
hale geldiği gözlenmiştir (48).   
 
       Bcl-2 ailesi inhibitörü olarak geliştirilen küçük moleküllerden birisi de GX15-
070 olup, antiapoptotik Bcl-2 ailesi üyelerine bağlanarak bu proteinlerin 
proapoptotik Bcl-2 ailesi üyelerine bağlanmalarını engellemektedir. Bu etki 
sonucunda apoptotik Bcl-2 ailesi üyeleri aktive olarak sitokrom c’nin salınımını 
sağlayarak apoptozu indüklemektedirler. EGFR tirozin kinaz domaini mutasyonuna 
sahip NSCLC hücre hatlarının EGFR TKI’leri ve GX15-070 ile birlikte muamele 
edilmesi hücresel apoptoz oranını arttırmaktadır  (84). NSCLC’da sıklıkla aktive 
olduğu bilinen STAT proteinlerini hedefleyen G-quartet oligonükleotidler de 
NSCLC tedavisinde kullanılmak üzere geliştirilmeye çalışılan bir diğer yaklaşımdır. 
NSCLC tümörü bulunan nude mice’da G-quartet oligonükleotidlerin uygulanması  
sonucunda selektif olarak STAT3 aktivitesinin inhibe edildiği ve bunun sonucunda 
STAT3 aracılığı ile eksprese edilen Mcl-1’i de içeren genlerin ekspresyonunun 
baskılandığı ve böylece apoptozun arttığı gösterilmiştir (85). Yapılan bir diğer 
çalışmada da NSCLC hücre hatlarının STAT3 spesifik çift zincirli 
oligodeoksinükleotidler ile muamele edilmesinin hücrelerde spesifik olarak Mcl-1 
protein ekspresyonunu baskıladığı ve apoptozu uyardığı belirlenmiştir (31). 
Çalışmamızda NSCLC tanılı hastaların primer tümör dokularının % 30’unda Mcl-1 
ekspresyon artışı gözlenmiştir. Evrelere göre Mcl-1 ekspresyon seviyeleri 
değerlendirildiğinde evre 2 NSCLC ‘de Mcl-1 ekspresyonunda artış görülme 
sıklığının evre 1 olgulardan daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Yapılan literatür 
taramasında Mcl-1 proteininin evreler ile ilişkisini gösteren herhangi bir yayına 
rastlanmamıştır. Çalışmamız kapsamında ancak sınırlı sayıda olgu 
değerlendirilebildiği için Mcl-1 proteininin, hastalığın progresyonu ile ilişkisinin 
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belirlenebilmesi amacıyla daha fazla çalışma yapılması gerekmektedir. 
Çalışmamızda EGFR ekspresyonunda artış gözlenen 21 olgunun 6’sında, aynı 
zamanda Mcl-1 ekspresyonunda azalma da belirlenmiştir. Bu bulgu, sınırlı sayıda 
örnekte elde edilmiş olsada, EGFR protein ekspresyonu artmış olan olgularda Mcl-1 
proteininin de ekspresyonundaki artışın EGFR TKI’leri ile oluşturulan apoptotik 
uyarıların etkisini azaltabileceği şeklinde yorumlanabilir. Bu nedenle EGFR TKI’ler 
ile birlikte STAT yolağı ve Mcl-1 ekspresyonunun baskılanmasına yönelik 
yaklaşımların tedavi başarısını artırabileceğini düşündürmektedir.  
 
 
      Sonuç olarak Türkiye’de ilk kez yapılan bu çalışmada küçük hücreli olmayan 
akciğer kanserli olgularda EGFR geninde mutasyon oranı % 4, EGFR proteininde 
ekspresyon artış oranı ise % 46 olarak belirlenmiştir. Ayrıca bu çalışma ile EGFR 
ekspresyonunda artış gözlenen primer NSCLC tümör dokularında aynı zamanda 
PTEN proteini ekspresyon kaybı veya Mcl-1 proteini ekspresyon artışının da 
gözlenebileceği belirlenmiştir. Bu bulgular ışığında daha fazla sayıda materyal ve 
farklı merkezlerde yapılacak çalışmalarla bu proteinlerin interaksiyonlarının 
moleküler mekanizmasının aydınlatılmasına ve buna paralel olarak yeni biyolojik 
ajanların geliştirilmesine olanak sağlanabilecektir.  
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Tablo 5.1. NSCLC’li olgularda EGFR mutasyonlarının sıklığını bildiren yayınlar ve EGFR geni TK 
                  domain mutasyonlarının toplumlara göre dağılımı. 
 
REFERANS ÇALIŞILAN ÜLKE MUTASYON SIKLIĞI 
Paez J.G. 2004 Amerika birleşik devletleri 

Japonya 
%2 
%28 

Pao W 2004 Amerika birleşik devletleri %5 
Kosaka T 2004 Japonya %40 
Shigematsu H 2005 Japonlarda,  

Tayvan,  
ABD  
Avustralya,  
doğu asya 
diğer  

%27 
%34 
%14 
%8 
%30   
%8 

Tokumo M 2005 Japonya %32 
Sugio K 2005 Japonya %42.2 
Murray S 2006 Yunanistan 

Çek cumhuriyeti 
%12 
%30 

Nakatani K 2006 japonya %27 
Al-Kuraya K 2006 Suudi arabistan %2.9 
Suzuki M 2006 Japonya %25.3 
Ichilhara S 2006 Japonya  %38.7 
Bae NC 2007 Kore %17 
Wu Li-Yong 2007 Çin %30 
Han Sae-Won 2007  Kore %23.3 
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                                                               ÖZGEÇMİŞ 
 
 
 
      27.05.1978 tarihinde Antalya’da doğan Zafer ÇETİN, ilköğretimini 1985-1989 
yılları arasında Gazi İlköğretim Okulunda tamamlamıştır. Orta öğrenimini 1989-
1992 yılları arasında Gazi Çiftliği Lisesinde, Lise Öğrenimini 1992-1995 yılları 
arasında Aydınlıkevler Lisesinde yapmıştır. 1995-1999 yılları arasında Akdeniz 
Üniversitesi Fen ve Edebiyat Fakültesi Biyoloji bölümü lisans programını 
tamamlamıştır. 1999-2002 yılları arasında Akdeniz Üniversitesi Sağlık Bilimleri 
Enstitüsü Tıbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalında Tıbbi Genetik yüksek lisans 
programına kayıt olmuş ve aynı anabilim dalında araştırma görevlisi olarak göreve 
başlamıştır. 2002 yılında yüksek lisans programından mezun olmuş ve aynı anabilim 
dalında Tıbbi Genetik doktora programına başlamıştır.  
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