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Özet 

Akciğer kanseri hava yolu epitel hücrelerinin kontrolsüz çoğalması 
sonucu oluĢan bir hastalıktır. 20. yüzyılın baĢlarında nadir görülen bir hastalık 

iken günümüzde en sık görülen kanser tiplerinden biridir ve erkeklerde ölüm 

nedenlerinin baĢında gelmektedir. Kalıtsal faktörlerin akciğer kanseri 
geliĢimindeki rolü araĢtırılmıĢ, birinci derece akrabalarında kanser görülen 

kiĢilerde akciğer kanseri riskinin 2.4 kat arttığı gösterilmiĢtir. Bu nedenle 
akciğer kanserinin gen polimorfizmleri ve mutasyonlarla iliĢkisinin 

belirlenmesi hastalığın erken prognozunda önem taĢımaktadır. 

Akciğer kanseri oluĢumu büyüme, farklılaĢma, çoğalma, apoptoz gibi 

hücresel aktiviteleri düzenleyen proteinlerin bozulması veya bu proteinleri 
kodlayan genlerdeki mutasyonlardan dolayı proteinlerin iĢlevini yitirmesi ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. Notch sinyal yolağı, geliĢim döneminde hücre kaderinin 
belirlenmesinde rol oynayan bir mekanizmadır. Notch organ oluĢumu ve 

morfogenezde çeĢitli görevler üstlenenerek çoğalma, farklılaĢma ve apoptozu 
etkiler. Son çalıĢmalar notch sinyalinin hücre çoğalması ve farklılaĢması ile 

apoptotik olaylarda rol oynadığı kanıtlanmıĢtır. Ayrıca kanserli hücrelerde 
notch aktivasyonunun anormal hücre çoğalmasına neden olduğu 

görülmüĢtür. 

Ġnsanlardaki kalıtsal genetik değiĢiklikler, DNA hasarının onarım 
kapasitesini etkileyen polimorfik/genetik değiĢiklikler ve insersiyon/delesyon 

gibi moleküler değiĢimler kanser riskini artırabilen baĢlıca genetik 
faktörlerdir. Genomda binlerce aday polimorfik gen bulunmaktadır ve bu 

farklılıkları taĢıyan kiĢiler hastalıkların geliĢimine daha duyarlıdırlar. Bireyler 
arasındaki genetik varyasyonların hastalıklarla iliĢkisinin belirlenmesine 

yönelik çalıĢmalar giderek artmaktadır.  

Bu çalıĢma akciğer kanseri hastalarında NOTCH3 C381T ve A684G 

polimorfizmlerinin sıklığını belirleyerek, akciğer kanseri geliĢiminde genetik 
yatkınlık yönünden iliĢkili olup olmadığını araĢtırmak amacıyla planlandı. 

ÇalıĢmada; akciğer kanseri tanısı konan 100 hasta ve 100 sağlıklı 
bireyden alınan venöz kan örneklerinden DNA izolasyon kiti kullanılarak elde 

edilen genomik DNA analiz edildi. PCR metodu ile NOTCH3 geni C381T ve 
A684G bölgeleri ilgili primerler kullanılarak çoğaltıldı. Bu örnekler NOTCH3 

ürünü için %3’lük agaroz jel elektroforezinde yürütülerek, CCD (Charge 

Coupled Device) kamera ile değerlendirildi.  

ÇalıĢma sonunda , NOTCH3 geni C381T ve A684G polimorfizmleri için 

hasta ve kontrol grupları genotip ve alel frekansları bakımından 
değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmiĢtir. 
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Akciğer kanseri hastalarında C381T polimorfizmi açısından, %73 C aleli ve 

%27 T aleli bulunurken, kontrol grubunda; %61,5 C aleli, %38,5 T aleli 
tespit edilmiĢtir. Genotipler açısından değerlendirildiğinde, akciğer kanseri 

hastalarında %46 CC genotipi, %54 CT genotipi belirlenirken, kontrol 

grubunda   %25 CC genotipi, %2 TT genotipi, %73 CT genotipi belirlenmiĢtir. 
Yine, akciğer kanseri hastalarında A684G polimorfizmi açısından, %52 A aleli 

ve %48 G aleli bulunurken, kontrol grubunda; %66,5 A aleli, %33,5 G aleli 
tespit edilmiĢtir. Genotipler açısından değerlendirildiğinde, akciğer kanseri 

hastalarında %9 AA genotipi, %5 GG genotipi, %86 AG genotipi 
belirlenirken, kontrol grubunda %39 AA genotipi, %6 GG genotipi, %55 AG 

genotipi belirlenmiĢtir. 

Anahtar kelimeler: Akciğer Kanseri, Notch3 geni, C381T ve A684G 

polimorfizmi 
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Summary 

Lung cancer is a disease caused by uncontrolled proliferation of airway 
epithelium cells. It is one of the most common types of cancer nowadays, 

while it was a rare disease in the early 20th century. It is the leading cause 

of death in men. It has been investigated the role of hereditary factors in the 
development of lung cancer and established increasing risk of lung cancer in 

patient’s first-degree relatives by 2.4 times. Therefore determination of 
association with gene polymorphism and mutation of lung cancer is 

important in prognosis. 
  

Lung cancer assosiated with degradation of proteins which regulate 
cellular activities such as cell growth, differentiation, proliferation and 

apoptosis or the loss of function of proteins due to mutations in the genes 
which express these proteins. Notch signaling pathway is a mechanism which 

plays role in determination of cell fate during cell development. Notch plays 
role in organogenesis and morphogenesis and  effects on cell differentiation, 

proliferation, apoptosis. Also, investigations are shown that notch activation 
causes abnormal proliferation in cancer cells. 

Heritable genetic defects, polymorphisms, molecular changes such as 

insertion/deletion are major factors that may increase the risk of cancer. 
There are thousands of candidate polymorphic genes in the genome and 

people carrying these differences in their genome are more susceptible to 
the development of diseases. Thus, it is necessary to focus more research on 

this subject. 

This study was designed to determine frequency of NOTCH3 C381T and 

A684G polymorphisms and planned to investigate whether this gene 
associated with genetic predisposition of development of lung cancer or not. 

In this study, venous blood samples were obtained from 100 patients 
with lung cancer and 100 healthy subjects and genomic DNA was isolated by 

using DNA isolation kit. NOTCH3 gene C381T and A684G regions were 
amplified with polymerase chain reaction (PCR) method by using suitable 

primers. PCR products were seperated by 3% agarose gel electrophoresis 
and visualized by a charge-coupled device (CCD) camera. 

At the end of the study, between patient and control groups for NOTCH3 

gene C381T and A684G regions was found statistically significant difference 
when evaluated in terms of genotype and allele frequencies. The allele 

distributions were: patients with lung cancer, C 73%, T 27%; controls C 
61,5%, T 38,5%.  The genotype distributions were: patients lung cancer, CC 

46%, CT %54; controls CC 25%, TT 2%, CT 73%. The allele distributions 
were: patients with lung cancer, A 52%, G 48%; controls A 66,5%, G 
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33,5%.  The genotype distributions were: patients with lung cancer, AA 9%, 

GG %5, AG %86; controls AA 39%, GG 6%, AG 55%. 

Keywords: Lung cancer, Notch3 gene, C381T and A684G 

polymorphism. 
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ          

Akciğer kanseri hava yolu epitel hücrelerinin kontrolsüz çoğalması 

sonucu oluĢan genetik değiĢikliğin fenotipe yansıdığı bir hastalıktır. 
Akciğerdeki malign epitelyal tümörler akciğer kanseri ve bronĢiyal 

karsinom olarak da adlandırılır ve bu tümörlerin çoğu bronĢiyal sistem 
içinde santral ve daha küçük hava yollarının epitelyal veya nöroendokrin 

hücreleri ve %10'dan daha azı da akciğer parankiminden 
kaynaklanmaktadır (Ak & MetintaĢ, 2014). 

Akciğer kanseri 20. yüzyılın baĢlarında nadir görülen bir hastalık iken 
günümüzde en sık görülen kanser tiplerinden biridir ve erkeklerde ölüm 

nedenlerinin baĢında gelmektedir. Dünya Sağlık Örgütü 2008 raporuna 

göre kanser ölümlerinin erkeklerde % 29.3'ü, kadınlarda % 11'i akciğer 
kanseri nedeniyle olmaktadır (Ferlay et al., 2010).  

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 1981 yılında yapılan akciğer 
tümörleri sınıflaması daha sonra patolojik tanı yöntemleri ve kriterlerindeki 

değiĢikliklerle birlikte 2004 yılında yeniden düzenlenmiĢtir (Beverly, 
Felsher, & Capobianco, 2005; CoĢkunpınar, 2013). Buna göre; akciğer 

karsinomlarının iki ana grubu vardır. Bunlar; Küçük hücreli dıĢı akciğer 
kanseri (KHDAK) (%80.4) ve Küçük hücreli akciğer kanseri 

(KHAK)(%16.8)'dir (CoĢkunpınar, 2013). 

Histolojik kriterlere göre yapılan sınıflandırma, klinik yaklaĢım ve 

hastalığın prognozu için önemlidir. Küçük hücreli dıĢı akciğer 
karsinomlarının tek bir grupta toplanmasının nedeni, bu gruptaki karsinom 

tiplerinin prognozları ve tedavi yaklaĢımlarının benzer olmasıdır. KHDAK 
'de baĢlıca üç alttip; skuamöz hücreli karsinom, adenokarsinom ve büyük 

hücreli karsinomdur (CoĢkunpınar, 2013). 

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla sürdürülmeyecek 
oranlarda var olan, nadir sıklıkta, süreklilik göstermeyen iki veya daha 

fazla genetik özelliğin birlikte oluĢumu durumuna ―polimorfizm‖ 
denilmektedir (Brookes, 1999). Toplumun %1 veya daha fazlası nadir bir 

aleli taĢıyorsa bu durum polimorfiktir. Polimorfizmler insan genetik 
araĢtırmalarında anahtar fonksiyon üstlenerek, genetik bir marker gibi 

görev yapmaktadır. Günümüze kadar akciğer kanserinde birçok gen 
(örneğin; MAPK yolağı genleri ve PI3K yolağı genleri) polimorfizm 

yönünden araĢtırılmıĢ ve bazılarında önemli bulgular elde edilmiĢtir 
(Kitano et al., 2014; Li et al., 2013; Qiu et al., 2013; Wei et al., 2014). 

Akciğer kanseri geliĢim sürecinde  yaklaĢık 10-20 genetik hasarın 
oluĢması gerektiği bilinmektedir (Özkan, 2008). Akciğer karsinogenezinde 

önemli genetik olaylar; onkogenlerin mutasyona bağlı aktivasyonu, tümör 
baskılayıcı genlerin aktivasyon kaybı, hücre döngüsü ve apoptoz 

regülasyonunda görev alan genlerde ortaya çıkan değiĢiklikler,  DNA 

onarımında görev alan genlerde meydana gelen değiĢiklikler ve büyüme 
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faktörleri ile reseptörlerine iliĢkin değiĢikliklerdir (K. M. Fong & Minna, 

2002). 

Akciğer kanserinin oluĢumunda diğer kanser tiplerinde olduğu gibi 

büyüme, farklılaĢma, çoğalma ve apoptoz gibi hücresel aktiviteleri 

düzenleyen proteinlerin bozulması veya bu proteinleri kodlayan genlerdeki 
mutasyonlardan dolayı proteinlerin iĢlevini yitirmesi rol oynamaktadır. Bu 

proteinlerin ve proteinleri kodlayan genlerin bir kaçı tanımlanmıĢ olmasına 
rağmen daha birçok tanımlanamamıĢ genetik faktörün akciğer kanseri 

oluĢumunda ve yayılmasında rol oynadığı düĢünülmektedir. Bu protein ve 
proteinleri kodlayan genlerden bazıları ras, myc, bcl-2, erbB-2 gibi 

onkogenler ile p53, Rb, p16 gibi tümör baskılayıcı genlerdir (Alp, 2013; 
Sagawa, Saito, Fujimura, & Linnoila, 1998).  

Notch sinyal yolağı Ģu anda bir insan kanseri yolağı olduğu kesin 
olarak ispatlanmıĢ bir yolaktır. Notch yolağında hem inaktivasyon hem de 

aĢırı aktivite kanser geliĢimini teĢvik eder. Kanserde etkinliği bilinen TGFß 
ve STAT yolakları gibi Notch yolağı da farklı hücre tiplerinde fonksiyon 

kaybı ya da aĢırı aktivite gibi farklı özellikler göstererek  kanser geliĢimine 
neden olur (Krauss, 2006; PazarbaĢı, Kasap, & Kasap, 2011; Schulz, 

2005). 

Notch yolağı kök ve öncü hücre katmanlarını kontrol eder. 
Karakteristik fonksiyonu iki yönlü hücre akıbeti kararlarının 

regülasyonudur. Bu, hücrenin bir doku öncülü olarak mı kalacağı veya 
epidermisin bazal tabakasında olduğu gibi farklılaĢmaya mı gideceği 

kararlarını da içerir. Notch sinyalleĢmesi aynı zamanda farklılaĢmıĢ bir 
intestinal hücrenin bir enterosit mi, goblet hücresi mi olacağı veya lenfosit 

hattında T hücre veya B hücresi alt hatlarına mı geçeceği ile ilgili kararları 
da içerir (PazarbaĢı et al., 2011). Notch reseptörü ve ligandları arasındaki 

etkileĢim farklılaĢma, çoğalma ve apoptoz gibi hücre kaderinin kararlarını 
yöneten bir sinyal kaskadını baĢlatır (Ohishi et al., 2000). Notch hücre 

döngüsü, geliĢim ve sağ kalım ile ilgili yolakları içeren geniĢ ağlar boyunca 
apoptozu düzenler (Dang, 2012).  

Yapılan birkaç çalıĢmada, NOTCH3 geni ile akciğer kanseri arasında 
muhtemel bir iliĢki olduğu bildirilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda Notch sinyal 

sistemindeki anormalliklerin bronĢlarla ilgili kanserlerde rol oynayabileceği 

ve NOTCH3'ün bronĢiyal karsinoma patogenezinde özellikle akciğer 
kanseri onkogenlerinin tanınmasında kullanılabileceği belirlenmiĢtir. Ayrıca 

çok değiĢkenli analizler NOTCH3'ün KHDAK (Non-small cell lung cancer: 
NSCLC) için bağımsız bir prognostik faktör olduğunu göstermiĢ ve 

hastaların prognozisini tahmin için kullanıĢlı bir biyobelirteç olabileceği 
belirtilmiĢtir. Akciğer kanseri ile yapılan çalıĢmalarda, Notch sinyalinin 

solunum yollarının epitelyal geliĢimini düzenlemede önemli rol oynadığı 
gösterilmiĢtir. Notch normal akciğer geliĢiminde rol oynamaktadır, ancak 

adenokarsinomayı da içeren küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinde 
bu geliĢimsel yolağın daha aktif olduğu görülmüĢtür. Bu nedenle de Notch 
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yolağının farmakolojik inhibisyonu akciğer kanseri tedavisinde potansiyel 

bir yaklaĢımdır. Yine akciğer kanserli hastalarda NOTCH3'ün aĢırı eksprese 
olduğu belirlenmiĢtir, ayrıca NOTCH3 aĢırı ekspresyonunun birçok kanser 

tipi ile iliĢkili olduğu bildirilmektedir (Collins, Kleeberger, & Ball, 2004; Ye 

et al., 2013; Zhou, Jin, Fan, & Han, 2013).  

ÇalıĢmamız,  akciğer kanseri ile NOTCH3 geni C381T ve A684G 

polimorfizmleri arasında iliĢki olup olmadığını belirlemek amacıyla 
planlanmıĢtır. Ayrıca yapılan literatür taramaları sonucunda akciğer 

kanseri açısından henüz çok kısıtlı çalıĢıldığı görülen bu genin, toplum 
taraması yönünden değerlendirildiğinde ülkemizdeki akciğer kanseri 

geliĢiminde genetik yatkınlığın rolünün belirlenmesine yönelik katkı 
sağlayacağı ve erken teĢhise yardımcı olacağı düĢünülerek planlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Akciğer Kanseri  

2.1.1. Akciğer kanseri  tanımı 

Akciğer kanseri hava yolu epitel hücrelerinin kontrolsüz çoğalması 
sonucu oluĢan genetik değiĢikliğin fenotipe yansıdığı bir hastalıktır. 

Akciğerdeki malign epitelyal tümörler akciğer kanseri ve bronĢiyal 
karsinom olarak da adlandırılır ve bu tümörlerin çoğu bronĢiyal sistem 

içinde santral ve daha küçük hava yollarının epitelyal veya nöroendokrin 
hücreleri ve %10'dan daha azı da akciğer parankiminden 

kaynaklanmaktadır (Ak & MetintaĢ, 2014).  

2.1.2. Epidemiyoloji 

Akciğer kanseri 20. yüzyılın baĢlarında nadir görülen bir hastalık iken 
günümüzde en sık görülen kanser tiplerinden biri olup, erkeklerde ölüm 

nedenlerinin baĢında gelmektedir. Kadınlarda da sıklığı giderek 
artmaktadır ve kadınlar arasında sigara içme oranının yükselmesi akciğer 

kanseri insidansındaki artıĢın sebebi olarak gösterilmektedir. Tüm dünyada 
akciğer kanserinin küresel sıklığı  her yıl % 0.5, kadınlarda ise % 4.1 

artmaktadır (CoĢkunpınar, 2013; Kiyohara & Ohno, 2010; Kligerman & 

White, 2011; Köktürk, Yeğin, Çiftçi, Mullaoğlu, & Öztürk, 2004; Rayet & 
Gelinas, 1999). 

Tüm dünyada yeni kanser olgularının %12.7’sinden (yaklaĢık 1.6 
milyon kiĢi) ve kanser ölümlerinin %18.2’sinden (yaklaĢık 1.4 milyon kiĢi) 

akciğer kanseri sorumludur. Bir yılda tahmin edilen yeni kanser vakaları 
dikkate alındığında %16.5’luk oranla erkeklerde birinci, kadınlarda meme, 

kolorektal ve serviks kanserinden sonra %8.5’luk oranla dördüncü sırada; 
yine kanserden ölümlere bakıldığında da erkeklerde birinci, kadınlarda 

meme kanserinden sonra ikinci sırada gelmektedir (Ak & MetintaĢ, 2014). 

Akciğer kanseri insidansını etkileyen bir baĢka faktör ırksal farklılıktır. 

Bu kanser türü Avrupa, Amerika BirleĢik Devletleri ve Çin'de yaygın olarak 
görülmesine rağmen Afrika ülkelerinde özellikle de Batı Afrika'da insidansı 

çok düĢüktür (Parkin, Bray, Ferlay, & Pisani, 2005). 

Akciğer kanseri önlenebilir bir hastalıktır. Bilinen risk faktörleri 

ortadan kaldırıldığında % 85-100 oranında geliĢiminin engellenebileceği 

öngörülmektedir (Skuladottir, Olsen, & Hirsch, 2000; Spiro & Porter, 
2002). Bu konuda en önemli adım, sigara kullanımını minimum düzeye 

indirecek hatta tümüyle ortadan kaldırabilecek önlemlerin alınmasıdır. 
Akciğer kanseri etyolojisinde sorumlu baĢlıca faktör olan sigara içimi 

ülkemizde siyasi irade ve meslek örgütlerinin tüm çabalarına rağmen 
oldukça yüksek oranlarda olup, bu oran %30'lar civarındadır. Bu durum 

önümüzdeki yıllar boyunca bu sorunun devam edeceğinin göstergesidir 
(Ak & MetintaĢ, 2014).  
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2.1.3. Etyoloji 

2.1.3.1. Sigara   

Akciğer kanseri etyolojisinde sorumlu primer faktör sigaradır 

(Köktürk, Öztürk, & KırıĢoğlu, 2003). Akciğer kanseri hastalarının %90'dan 

fazlası sigara kullanmaktadır (CoĢkunpınar, 2013). Sigaranın akciğer 
kanserindeki rolü ilk olarak 1950 yılında yapılan bir çalıĢma ile 

gösterilmiĢtir. AĢırı ve uzun dönem sigara kullanımının bronĢiyal 
karsinoma oluĢumunda önemli bir faktör olduğu bu çalıĢmada ortaya 

koyulmuĢtur ve daha sonra yapılan çalıĢmalarla da doğrulanmıĢtır 
(Wynder & Graham, 1950). 

Amerika BirleĢik Devletlerinde akciğer kanserinden ölen erkeklerin % 
90'ının, kadınların ise % 70-85'inin sigara kullandığı belirlenmiĢtir (Hecht, 

1999). Sigara kullananlarda akciğer kanseri görülme riski 24-36 kat daha 
fazladır (Müsellim, 2007). 

Sigarada 4000 çeĢit kimyasal madde bulunmaktadır.  Bu maddelerin 
60 tanesi Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı tarafından karsinojen 

madde olarak tanımlanmıĢtır (Hecht, 2002; Hoffmann, 1997). Sigara 
dumanındaki baĢlıca karsinojenler; polisiklik hidrokarbonlar, aromatik 

aminler, nitrozaminler, piridin alkaloidler ve radyoaktif bileĢenlerdir 

(Matakidou, Eisen, & Houlston, 2005; Schwartz, Yang, & Swanson, 1996). 
Sigaradaki karsinojen maddeler, DNA'da doğrudan hasar oluĢturabildikleri 

gibi, enzimler tarafından metabolitlerine dönüĢerek de etki gösterebilirler 
(Matakidou et al., 2005). 

2.1.3.2. Yaş 

Akciğer kanseri etyolojisinde sigara %90'lık bir pay ile baĢlıca 

faktördür, diğer %10'luk kısmı ise yaĢ, ırk, meslek, çevresel faktörler 
(hava kirliliği), aile hikayesi, viral faktörler, immünolojik faktörler ve 

genetik faktörler oluĢturur. Bunlar arasında ise yaĢ sigaradan sonra ikinci 
sırayı alır. Amerika BirleĢik Devletlerinde akciğer kanseri tanısı koyulmuĢ 

her üç hastadan ikisi 65 yaĢ üzeridir (Blanchard, Arnaoutakis, & Hesketh, 
2010). YaĢlı insanlardaki insidansın bu artıĢı hormonal değiĢikliklerle, 

direncin azalması ile ve sigara kullananlarda sigaranın zararlı etkilerine 
uzun süre maruz kalmayla direkt olarak iliĢkilidir (Alberg & Samet, 2003).  

2.1.3.3. Mesleki karsinojenler 

Tüm kanserler arasında mesleki maruziyetle iliĢkili olduğu en çok 
bilinen kanser türü akciğer kanseridir. Radon, polisiklik aromatik 

hidrokarbonlar, bis (klorometil) eter, katran, is, nikel, krom, inorganik 
arsenik bileĢenleri, asbest gibi karsinojenlere mesleki maruziyet sonucu 

akciğer kanseri riski artmaktadır (Siegfried, 1998). 
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2.1.3.4. Çevresel etmenler 

Hava kirliliği, biyolojik yakıtlar, radon gazı, asbest, kimyasal ürünler 
(böcek ilaçları, formaldehit) akciğer kanseri riskinde artıĢa neden olan 

çevresel etmenlerdir (Siegfried, 1998). 

Asbest akciğer kanserine neden olduğu iyi bilinen bir mineraldir. 
Asbest ile temas hem mesleksel hem de çevresel Ģekilde olabilir. Asbest 

ve akciğer kanseri arasında iliĢki olabileceği 1930'lu yıllarda düĢünülmüĢ 
ve 1955'te kanıtlanmıĢtır. Asbest temaslı grupta risk yaklaĢık 6 kat 

artmakta, sigara ile sinerjistik etki görülmekte ve risk katlanarak 60 kata 
kadar çıkabilmektedir (Ak & MetintaĢ, 2014).  

2.1.3.5. Besin maddeleri 

Akciğer kanseri ile beta karoten ve vitamin C arasında koruyucu iliĢki 

olduğu yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Davidson, Hsu, & Schantz, 
1993). Ayrıca vitamin A eksikliği de solunum sistemi epitelinde skuamöz 

metaplaziye neden olmaktadır. Vitamin A açısından fakir diyetle 
beslenenlerde, zengin diyetle beslenenlere kıyasla akciğer kanseri riskinin 

4,6 kat daha fazla olduğu bulunmuĢtur (Karlıkaya et al., 2003). Bütün bu 
verilere rağmen etyolojide beslenmenin yeri ile iliĢkili çeliĢkili sonuçlar 

bulunmaktadır. Diyette sebze ve meyvenin yer almasıyla akciğer kanseri 

riskinin azaltılabileceği düĢünülmektedir. Ancak retinoidler ve alfa 
tokoferol ile yapılan önlem çalıĢmalarında bu ajanların akciğer kanseri 

riskini azaltmadığı hatta artırdığı saptanmıĢtır (Ak & MetintaĢ, 2014). 

2.1.3.6. Akciğer hastalıkları  

Tüberküloz, pnömoni, abse, pulmoner emboli gibi geçirilmiĢ akciğer 
hastalıkları, KOAH, silikozis, fibrozis ise bir baĢka risk faktörünü oluĢturur. 

Daha önce geçirilmiĢ akciğer kanseri hikayesi ve radyasyonda etyolojide 
önemlidir (Carney, 2002). Diğer malign hastalıklar nedeniyle radyoterapi 

uygulanan hastalar ikinci bir kanser, primer akciğer kanseri açısından risk 
altındadır (Ak & MetintaĢ, 2014). 

2.1.3.7. Genetik yatkınlık  

Akciğer kanseri hastalarının hem sigara içen hem de içmeyen 

akrabalarında akciğer kanseri riski 2.4 kat artmıĢtır (Devereux, Taylor, & 
Barrett, 1996). Karsinogenez çok basamaklı bir süreçtir ve çeĢitli 

karsinojenlerin bu süreçte genetik ve epigenetik hasarlara yol açan 

202'den fazla mutasyonu bilinmektedir (CoĢkunpınar, 2013; Hussain & 
Harris, 2000). Akciğer kanserinin ailesel geçiĢli olduğu özellikle de vaka-

kontrol çalıĢmaları ile gösterilmiĢtir (Gao et al., 1987; Ooi, Elston, Chen, 
Bailey-Wilson, & Rothschild, 1986). 
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2.1.4. Patoloji  

Akciğer kanserinin histopatolojik alt tiplerine göre sınıflandırılması 
hastalığın evresi, tedavisi ve prognozu hakkında önemli bilgiler sağlar. 

Yine bu sınıflandırma hastaların tedavisinde uyum sağlamasının yanında 

epidemiyolojik ve biyolojik çalıĢmaların temelini oluĢturması bakımından 
da önemlidir. Bu kapsamda yapılan sınıflandırmada akciğer kanserlerinin 

yaklaĢık % 95'inin küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri veya küçük hücreli 
akciğer kanseri olduğu belirlenmiĢtir. Son zamanlarda kanser moleküler 

biyolojisindeki önemli geliĢmeler bu kaba sınıflandırmanın yetersiz 
olduğunu ortaya koymuĢ ve daha ayrıntılı bir değerlendirmeye ihtiyaç 

duyulduğunu göstermiĢtir. Bu ayrıntılı sınıflandırma özellikle hedefe 
yönelik tedavilerin geliĢmesi açısından oldukça önem taĢımaktadır.  

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 1981'de yapmıĢ olduğu 'Akciğer 
Tümörleri Sınıflandrıması'nı 2004'te yeniden düzenlemiĢtir. 

Tablo 2.1. Ġnvaziv malign epitelyal akciğer tümörleri sınıflaması-DSÖ 2004  

         1. Skuamöz hücreli karsinom 
  Varyantlar; 
   Papiller 
   Berrak hücreli 
   Küçük hücreli 
   Bazaloid 
 2. Küçük hücreli karsinom 
  Varyant; 
   Kombine küçük hücreli karsinom 
 3. Adenokarsinom 
  Adenokarsinom, miks subtip 
                 Asiner adenokarsinom 
  Papiller adenokarsinom 
  Bronkioloalveoler karsinom 
 Varyantlar:  
                                     Non-müsinöz 
               Müsinöz 
               Miks müsinöz ve non-müsinöz ya da belirsiz 
  Müsin salgılayan solid adenokarsinom 
   Varyantlar: 
               Fetal adenokarsinom 
               Müsinöz (kolloid) karsinom 
               Müsinöz kistadenokarsinom  
               TaĢlı yüzük adenokarsinom 
               Berrak hücreli adenokarsinom 
 4. Büyük hücreli karsinom 
  Varyantlar: 
 Büyük hücreli nöroendokrin karsinom 
   Kombine büyük hücreli nöroendokrin karsinom  
   Bazaloid karsinom 
   Lenfoepitelyoma benzeri karsinom  
   Berrak hücreli karsinom 
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   Rabdoid fenotipi ile büyük hücreli karsinom 
 5. Adenoskuamöz karsinom 
 6. Sarkomatoid karsinom 
                 Varyantlar:   
   Pleomorfik karsinom 
   Ġğ hücreli karsinom 
   Dev hücreli karsinom 
                  Karsinosarkom 
              Pulmoner blastom 
 7. Karsinoid tümör 
  Varyantlar: 
                         Tipik karsinoid 
          Atipik karsinoid 
 8. Tükrük bezi tümörleri 
                 Varyantlar: 
                        Mukoepidermoid karsinom 
                  Adenoid kistik karsinom 
          Epitelyal – miyoepitelyal karsinom 

 

Amerika BirleĢik Devletleri ve Batı Avrupa Ülkeleri'nde skuamöz 

hücreli karsinom ve küçük hücreli karsinom insidansının 1990'lı yıllardan 
itibaren azaldığı, buna karĢın adenokarsinom insidansının artmaya 

baĢladığı görülmektedir. Bu ülkelerde alt tiplerin görülme sıklığı Ģu 
Ģekildedir: %38 adenokarsinom, %20 skuamöz hücreli karsinom, %5 

büyük hücreli karsinom, %13 küçük hücreli karsinom , %18 küçük hücreli 
dıĢı akciğer kanseri ve %6 diğer tiplerdir. 

 Ülkemizde ise en sık skuamöz hücreli karsinom (%45) görülmekte, 

bunu küçük hücreli karsinom (%20), adenokarsinom ve büyük hücreli 
karsinom izlemektedir. Ancak son yıllarda ülkemizde de adenokarsinom 

sıklığının ciddi Ģekilde artmaya baĢladığı görülmektedir (Ak & MetintaĢ, 
2014). 

2.1.5. Histopatoloji 

Daha önce 1981 yılında Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 

yapılan akciğer tümörleri sınıflaması daha sonra patolojik tanı yöntemleri 
ve kriterlerindeki değiĢikliklerle birlikte 2004 yılında yeniden 

düzenlenmiĢtir (CoĢkunpınar, 2013; Travis, Brambilla, Muller-Hermelink, 
Harris, & Cancer, 2004). Akciğer karsinomlarının iki ana grubu vardır: 

(CoĢkunpınar, 2013). 

1) Küçük hücreli dıĢı (%80.4) 

2) Küçük hücreli (%16.8) 
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Histolojik kriterlere göre yapılan sınıflandırma, klinik yaklaĢım ve 

hastalığın prognozu için önemlidir. Küçük hücreli dıĢı akciğer 
karsinomlarının tek bir grupta toplanmasının nedeni, bu gruptaki karsinom 

tiplerinin prognozları ve tedavi yaklaĢımlarının benzer olmasıdır. KHDAK'de 

baĢlıca üç alttip; skuamöz hücreli karsinom, adenokarsinom ve büyük 
hücreli karsinomdur. 

2.1.5.1. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) 

Farklı hücrelerden kökenlenmeleri, tedavi yanıtları ve prognozlarının 

benzerlik göstermesinden dolayı hepsine ortak bir ad ile KHDAK 
denilmektedir (Passlick et al., 2000). Metastaz yapma oranı KHAK'a göre 

çok azdır. Türkiyede en çok rastlanan tipi skuamöz hücreli akciğer 
kanseridir.  

2.1.5.1.1. Skuamöz hücreli karsinom 

En sık görülen akciğer kanseri tipidir. Erkelerde daha sık görülür 

(Kargı, 1999). Tüm akciğer kanserlerinin yaklaĢık %25-30'u skuamöz 
hücreli karsinomdur.  

2.1.5.1.2. Adenokarsinom 

Genellikle akciğerin periferinden, alveoler yüzey epiteli ya da 

bronĢiyal mukoza bezlerinden kaynaklanır. Sigara ile en az iliĢkisi olan 

akciğer kanseridir. Erkeklere oranla kadınlarda daha fazla görülür ve diğer 
alt tiplere  nazaran daha genç yaĢta ortaya çıkmaktadır (Passlick et al., 

2000). Metastazlarını genellikle kemik, santral sinir sistemi, adrenal bezler 
ve karaciğere yaparlar (Kargı, 1999). 

2.1.5.1.3. Büyük hücreli karsinom 

Akciğer kanserlerinin yaklaĢık %10-15'ini oluĢturur. Santral veya 

periferik yerleĢim gösterebilen, büyük nükleuslu, kötü diferansiye 
özelliktedir (Passlick et al., 2000). Erken metastaz yaptığından prognozu 

kötüdür (Kargı, 1999). 

2.1.5.2. Küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK)  

Erkeklerde daha sık görülmektedir ve sigara içimi ile iliĢkisi en 
belirgin akciğer kanseridir (Kargı, 1999). Mikroskop altında görülen kanser 

hücrelerinin boyutu yüzünden küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) olarak 
adlandırılır. Erken ve yaygın metastaz gösteren agresif bir tümördür 

(Spivack, Fasco, Walker, & Kaminsky, 1997). Tanı koyulduğunda %80 

uzak metastaz yapmıĢtır.  

Karsinoid Tümör 

Tüm akciğer tümörlerinin %1 kadarını oluĢturan karsinoidler küçük 
hücreli akciğer karsinomu gibi bronĢ mukozasındaki nöroendokrin 
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hücrelerden kaynaklandıkları düĢünülmektedir. Tedavi konusunda iyi bir 

tanımlama yapılmamıĢtır, genelde cerrahi yöntem kullanılır. Tipik 
karsinoidler metastaz olasılığı düĢük olan iyi prognozlu tümörlerdir 

(CoĢkunpınar, 2013).  

2.1.6. Akciğer kanserinin moleküler biyolojisi 

Karsinogenezin temelinde öldürücü olmayan genetik hasarlar vardır 

(Yang, Schwartz, McAllister, Swanson, & Aston, 1999). Bu genetik 
hasarlar veya mutasyonlar; kimyasal maddeler, radyasyon, UV gibi 

çevresel ajanlar ya da virüslerin etkisiyle ortaya çıkabilir. Genetik hasarın 
hedefi olan genler; onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve DNA onarımını 

düzenleyen genlerdir. Karsinogenez, fenotipik ve genetik düzeyde çok 
basamaklı bir olaydır.  

Akciğer kanseri geliĢme sürecinde  yaklaĢık 10-20 genetik hasarın 
oluĢması gerektiği bilinmektedir (Özkan, 2008). Akciğer karsinogenezinde 

önemli genetik olaylar; onkogenlerin mutasyona bağlı aktivasyonu, tümör 
baskılayıcı genlerin aktivasyon kaybı, hücre döngüsü ve apoptoz 

regülasyonunda görev alan genlerde ortaya çıkan değiĢiklikler,  DNA 
onarımında görev alan genlerde meydana gelen değiĢiklikler ve büyüme 

faktörleri ile reseptörlerine iliĢkin değiĢikliklerdir (K. M. Fong & Minna, 

2002). 

DNA hasarının oluĢumu, kimyasal karsinogenezin ilk aĢamasıdır. 

Genetik hasarın temelinde, mutasyonlar ve delesyonlar vardır (Donnellan 
& Chetty, 1998). Bir organizmanın taĢıdığı tüm genler, bireyin genotipini, 

ortaya çıkardığı fiziksel görünüm ve iĢlevi ise fenotipini oluĢturur. Genlerin 
nükleotid dizilimindeki herhangi bir değiĢiklik, kodladığı tüm proteinin 

kopyalarını etkilediği için mutasyonlar bir organizmanın tüm hücrelerinin 
zarar görmesine neden olabilir. Bir genin, kontrol ya da yapısal 

bölgesindeki mutasyon, proteinin iĢlev kazanmasına, kaybetmesine ya da 
yeni bir özellik kazanmasına neden olur (Sarasin, 2003). 

Toplumda %1'den daha yüksek oranda bulunan gen değiĢimleri 
polimorfizm olarak tanımlanmaktadır. Genetik mutasyonlar, bir çeĢit 

genetik polimorfizmdir. Polimorfizmler mutasyonlar gibi bazı DNA 
bölgelerinde eksilme, artma ve rekombinasyon Ģeklinde görülse de 

genomda en çok tek nükleotid polimorfizmi olarak görülürler (Hartl & 

Clark, 1997). 

Genetik polimorfizm çalıĢmaları, hastalık riski olan kiĢilerin ve ilaç 

tedavisi için yeni hedeflerin belirlenmesini sağlar. Kimyasalları ya da 
karsinojenleri metabolize eden enzim polimorfizmleri, kalıtsal ya da 

çevresel olarak hastalık oluĢumunda doğrudan etki gösterirken, DNA 
onarım genlerindeki polimorfizmler dolaylı etki gösterir (Özkan, 2008).  

Eğer polimorfizm, enzimi kodlayan bölgede oluĢmuĢ ise vücuttaki enzim 
seviyesi populasyon içerisinde farklılıklar oluĢturur. Enzimlerin bu 
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polimorfik durumları, çeĢitli hastalıklara, özellikle kansere yatkınlık sağlar 

(Hartl & Clark, 1997). 

Akciğer kanserinin oluĢumunda diğer kanser tiplerinde olduğu gibi 

büyüme, farklılaĢma, çoğalma ve apoptoz gibi hücresel aktiviteleri 

düzenleyen proteinlerin bozulması veya bu proteinleri kodlayan genlerdeki 
mutasyonlardan dolayı proteinlerin iĢlevini yitirmesi rol oynamaktadır. Bu 

proteinlerin ve proteinleri kodlayan genlerin bir kaçı tanımlanmıĢ olmasına 
rağmen daha birçok tanımlanamamıĢ genetik faktörün akciğer kanseri 

oluĢumunda ve oluĢumundan sonra rol oynadığı düĢünülmektedir. Bu 
protein ve proteinleri kodlayan genlerden bazıları ras, myc, bcl-2, erbB-2 

gibi onkogenler ile p53, RB, P16 gibi tümör baskılayıcı genlerdir (Alp, 
2013; Sagawa et al., 1998). 

Ras onkogeni tüm tümör tiplerinde %25 oranında, kolon 
kanserinde %50 ve akciğer kanserinde %25 oranında bulunur (Alp, 2013). 

RasK geninin 12. kodonundaki nokta mutasyon akciğer 
adenokarsinomunda önemli bir genetik değiĢikliktir (Sagawa et al., 1998). 

Myc proteinleri önemli transkripsiyon faktörleridir. Üç tip myc 
proteini vardır; L-myc, C-myc ve N-myc. Bu üç proteini sentezleyen 

genlerin akciğer kanseriyle iliĢkisi vardır. Bunlardan en önemlisi L-myc'dir. 

C-myc daha çok meme kanserinde, N-myc ise nöroblastomada önemlidir 
(Alp, 2013). L-myc onkogeni 1P34 kromozomuna lokalize olmuĢtur. Hücre 

proliferasyonunu ve farklılaĢmasını düzenleyen transkripsiyonel bir 
faktördür (Shih et al., 2002). L-myc küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri ve 

adenokarsinomda daha az artıĢa uğrarken küçük hücreli akciğer 
kanserinde sağlıklı hücreye göre %80-90 daha fazla ifade edilmektedir 

(Takahashi et al., 1989). 

ErbB-2 protoonkogeni (her2/neu olarak da adlandırılır; Human 

epidermal growth factor 2); tirozin kinaz büyüme faktörü reseptörünü 
kodlar. Ġnsan tümörlerinde erbB-2'nin genellikle arttığı ve aĢırı ifade 

edildiği tespit edilmiĢtir (Alp, 2013).  ErbB-2 genindeki artıĢ veya fazla 
ifadelendirilme küçük hücreli dıĢı akciğer kanserinde %25 iken, küçük 

hücreli akciğer kanserinde görülmemiĢtir (Imyanitov et al., 1992). 

p53 mutasyonları küçük hücreli akciğer kanserinde %50, küçük 

hücreli dıĢı akciğer kanserinde %80'den fazla görülür (Lee et al., 1995). 

p16 mutasyonları küçük hücreli akciğer kanserinde görülmezken, 
küçük hücreli dıĢı akciğer kanserinde %50 oranında görülür (Andujar et 

al., 2010). 

 RB'nın küçük hücreli akciğer kanserinin %80'inde, küçük hücreli 

dıĢı akciğer kanserinin %40'ında mutasyona uğradığı belirlenmiĢtir 
(Shimizu et al., 1997). 
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2.1.7. Polimorfizm  

Genetik polimorfizmler toplumda bulunma frekansı yüksek, bir gen 
veya DNA dizisindeki değiĢikliklerdir. DNA dizisindeki bu değiĢiklikleri 

mutasyondan ayıran özellik, en az 100 kiĢiden 1’inde bulunmasıdır. 

Genetik polimorfizmlerin en yaygın türü tek baz çifti varyasyonu içeren tek 
nükleotid polimorfizmleridir (Shenfield, 2004). 

Tek nükleotid polimorfizmleri (SNP) genomda tek bir nükleotidin 
(A,T,C veya G) bir baĢkasıyla yer değiĢtirdiğinde oluĢan DNA dizi 

değiĢimleridir (Vignal, Milan, SanCristobal, & Eggen, 2002). 

Bazı gen polimorfizmleri bir hastalık riskini arttırırken bazıları 

azaltabilmekte (koruyucu alel), bazı polimorfik aleller ise yalnızca çevresel 
bir faktörün etkisi altındayken riski etkileyebilmektedir (Ekmekçi, Konaç, & 

Önen, 2008). 

2.2. Notch Sinyal Yolağı  

Kansere neden olan 250'nin üzerinde gen tanımlanmıĢtır ve çeĢitli 

mekanizmaların bu genler aracılığıyla insan kanserlerine sebep olduğu 
düĢünülmektedir. Bu çalıĢmalar henüz tamamlanmamıĢtır ancak son 

olarak onkogenlerin büyük çoğunluğunun bu yolaklarda aktivite gösterdiği 
belirlenmiĢtir. Bu yolaklar aynı zamanda normal hücrelerinde çoğalmasını, 

farklılaĢmasını, yaĢamını ve fonksiyonunu düzenleyen sistemlerdir. Kanser 
hücreleri kontrolsüz çoğalma, farklılaĢmanın bloke edilmesi, azalmıĢ 

apoptoz, değiĢmiĢ doku yapısı gibi karakteristik özelliklere sahiptir ve 
kanser hücrelerinde bu yolakların aktivitesi artmıĢ veya inaktive edilmiĢtir. 

Bazı kanser yolakları spesifik bir kanser türüne neden olurken, diğerleri 
malignant tümörlerin geniĢ bir aralığında kritik rollere sahip olabilirler. Bir 

''kanser iliĢkili yolak'' en azından bir insan kanserinin geliĢimi için bir 

genetik veya epigenetik mutasyonla aktivasyonu veya inaktivasyonu 
gerekli olan bir hücresel regülatör sistemdir. Tipik olarak kanser yolakları 

bir kanser tipine veya farklı kanser tiplerine sahip bireylerde aynı regülatör 
sistemlerin farklı bileĢenlerindeki değiĢimlerle ortaya çıkabilirler (Schulz, 

2005). 

Bu son kriterlere göre çeĢitli düzenleyici sistemler, prototipik kanser 

yolakları olarak değerlendirilebilir. Bunlar MAPK yolağı, TP53 düzenleyici 
sistemi ve RB1 yolağı etrafında yoğunlaĢmıĢ olan hücre döngüsü 

düzenleme ağından oluĢmaktadır. Bu yolakların hepsi birbiri ile etkileĢim 
halindedir. Bunlar aynı zamanda PI3K yolağı, PKC kinazlar, STAT yolağı, 

NFKB yolağı ve TGFß yanıt yolağı gibi diğer yolaklar ve proteinlerle de 
bağlantılıdırlar. Üçüncü bir kanser yolağı grubu da WNT ve Hedhehog yanıt 

yolağı ve Notch regülatör sisteminden oluĢmaktadır (PazarbaĢı et al., 
2011).  

Notch yolağına ilk olarak Drosophila melanogaster'de rastlanmıĢ ve 

insandan ziyade model organizmalarda geliĢimdeki fonksiyonu daha yoğun 
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olarak çalıĢılmıĢtır. ġu anda bir insan kanseri yolağı olduğu kesin olarak 

ispatlanmıĢtır ve aynı zamanda Alzheimer hastalığında bir faktör olarak 
nitelendirilir. Kanserde etkinliği bilinen TGFß ve STAT yolakları gibi Notch 

yolağı da farklı hücre tiplerinde fonksiyon kaybı ya da aĢırı aktivite gibi 

farklı özellikler göstererek  kanser geliĢimine neden olur (Krauss, 2006; 
PazarbaĢı et al., 2011; Schulz, 2005). 

Notch yolağı kök ve öncü hücre katmanlarını kontrol eder. 
Karakteristik fonksiyonu iki yönlü hücre akıbeti kararlarının 

regülasyonudur. Bu, hücrenin bir doku öncülü olarak mı kalacağı veya 
epidermisin bazal tabakasında olduğu gibi farklılaĢmaya mı gideceği 

kararlarını da içerir. Notch sinyalleĢmesi aynı zamanda farklılaĢmıĢ bir 
intestinal hücrenin bir enterosit mi, goblet hücresi mi olacağı veya lenfosit 

hattında T hücre veya B hücresi alt hatlarına mı geçeceği ile ilgili kararları 
da içerir (PazarbaĢı et al., 2011).  

2.2.1. Notch sinyal yolağı elementleri 

Notch sinyali evrim süresince korunmuĢ, geliĢim döneminde hücre 

kaderinin belirlenmesinde rol oynayan hücre etkileĢim mekanizmalarından 
biridir. Notch sinyal yolağı organ oluĢumunu ve morfogenezi etkileyerek 

proliferasyonda, farklılaĢmada ve apoptozda düzenleyici rol oynar 

(Artavanis-Tsakonas, Rand, & Lake, 1999). 

Notch, komĢu hücreler ile liganlar aracılığıyla iletiĢim kurarak 

hücrelerin farklılaĢmasında rol oynayan bir proteindir. Ġlk olarak 
Drosophila melanogaster'de karakterize edilen Notch geni 300 kd'luk tek 

geçiĢli transmembran reseptörü kodlar. Notch reseptörü hücre içi ve hücre 
dıĢı kısımlar olmak üzere iki kısımdan oluĢur. Büyük ekstraselüler bölge 36 

ardıĢık EGF (Epidermal Growth Factor) benzeri tekrar ve 3 sisteince zengin 
LIN 12 tekrarı bulundurur. EGF tekrarları Notch reseptörünün ligandlarla 

etkileĢimini sağlar. Notch reseptörünün hücre içi kısmına Notch hücre içi 
bölge (Notch Intraselüler Domain: NICD) de denir. Hücre içi bölgede ise; 6 

ardıĢık ankirin tekrarı, RAM 23 bölgesi, bir glutamin zengin bölge (opa) ve 
prolin, glutamat, serin ve treonince zengin PEST bölgesi bulunur (ġekil 

2.1). RAM 23 domaini ve ankirin tekrarları Notch reseptörünün nükleustaki 
transkripsiyon faktörleri ile bağlantısını güçlendirir (Kidd, Kelley, & Young, 

1986; Wharton, Johansen, Xu, & Artavanis-Tsakonas, 1985). 
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ġekil 2.1. NOTCH3 reseptörünün yapısı 

Memelilerde dört Notch geni (Notch 1, 2, 3, 4) bulunur. Notch sinyal 
sisteminin temel elementleri; Notch reseptörü, DSL (Delta ve Serrate 

Benzeri) Ligandlar ve CSL (omurgalılarda CBF1/RBPJK-kappa, 
Drosophila'da Su(H), C. elegans'ta Lag 1) DNA bağlayıcı proteinlerdir. 

Notch reseptörünün ligandları Delta benzeri liganlar (DLL1, DLL3 ve DLL4) 

ve Serrate Benzeri liganlar (JAG1 ve JAG2) olmak üzere iki gruba ayrılır 
(ġekil 2.2). Hücre hücre etkileĢimlerinde bir hücrede Notch reseptörü diğer 

hücrede ise Notch ligandı bulunur (Acar et al., 2008; Miele, 2006; Ohishi 
et al., 2000). KomĢu hücrelerde notch reseptörü ve ligandları eksprese 

olur. Eğer hücrelerin birinde diğerine göre ligand fazla ise o hücre sinyalci 
rolüne bürünür (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). 

--- --- -----
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ġekil 2.2. Notch reseptörleri ve DSL bigandları (Dallman, Smith, Benson, & Lamb, 2005) 

2.2.2. Notch sinyal yolağının aktivasyonu  

Notch reseptörü ve ligandları arasındaki etkileĢim farklılaĢma, 
çoğalma ve apoptoz gibi hücre kaderinin kararlarını yöneten bir sinyal 

kaskadını baĢlatır (Ohishi et al., 2000). 

Aktivasyonu sırasında Notch reseptörü en azından 3 kere ayrılma 

iĢlemine maruz kalır. Ġlk olarak Notch reseptörünün biyosentez iĢleminin 
bir parçası olarak, golgi içinde furin-benzeri proteazlar Notch proteinlerini 

heterodimerlere dönüĢtürür. Bu ayrılma 'S1 ayrılması' olarak adlandırılır ve 
aktif hücre içi bölgenin (NICD) ligand indüklü salınımı ile ilgili değildir, 

fakat Notch reseptörünün hücre yüzey ifadesi için gereklidir. Notch 
reseptörü sentez iĢleminden sonra olgunlaĢarak hücre zarına yerleĢir. Bir 

transmembran protein olan Notch reseptörü hücre içi bölge ,hücre dıĢı 
bölge ve zarı kateden bölge olmak üzere 3 kısımdan oluĢur. Notch 

reseptörü ligandı ile hücre dıĢı bölge aracılığıyla bağlantı kurar. Bu 

bağlantıyı sağlayan Notch reseptörünün hücre dıĢı bölgesinde yer alan EGF 
benzeri tekrarlardır. Ayrıca ligandlar da reseptörlerle DSL bölgeleri 

aracılığıyla bağlantı kurarlar. Ligand reseptör bağlantısı gerçekleĢtiği 
zaman ikinci ayrılma gerçekleĢir. Bu ayrılma 'S2 ayrılması' olarak 

adlandırılır ve Notch'un hücre dıĢı bölgesi serbest kalır. Bu proteolitik 
ayrılma iĢlemi  hücre zarında bulunan ADAM17 metalloproteazın katkısıyla 

olur. 'S3 ayrılması' olarak adlandırılan üçüncü ayrılma hemen sonrasında 
gerçekleĢir. Transkripsiyonel olarak aktif olan hücre içi kısım (NICD) 

zardan ayrılır ve böylece aktive Notch oluĢur. Son ayrılma da proteolitik 
bir iĢlemdir ve bu iĢlemden yine zarda yer alan presenilin ve nicastrini 

bünyesinde bulunduran Gamma sekretaz kompleksi sorumludur. Gamma 
sekretaz Notch'un karboksil ucunu (NICD) keser ve NICD sitoplazma 
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içinde serbest kalır. Aktive Notch bundan sonra bir taĢıyıcı protein 

aracılığıyla nükleusa geçer (Kramer, 2000). 

NICD'nin nükleustaki metabolizması E3 ubikutin ligazlar ile 

ubikutinasyon ve fosforilasyon ile kontrol edilir. Fossorilasyona maruz 

kalan NICD aktif haldedir. NICD ubikutinlenerek yıkıma uğrarsa hücre eski 
haline gelir ve Notch sinyalinin bir sonraki turu için hazırlanır (Kopan, 

2002). 

Nükleusta NICD ile bağlantı kurduğu bilinen tek transkripsiyon faktörü 

CSL'dir. NICD'nin yokluğunda CSL, histon deasetilazlar (HDACs) veya 
korepresörlerle bağlantılı halde bulunur ve transkripsiyonel olarak 

baskılanmıĢ haldedir. NICD'nin CSL'ye bağlanması ile birlikte NICD 
korepresör kompleksinin yerine geçer ve aktif haldeki NICD/CSL histon 

asetilazlara (HATs) veya Mastermind/Lag3'e bağlanarak hedef genlerin 
transkripsiyonunu aktive edip kromatin yeniden düzenlenmesini 

sağlayabilir. Ayrıca NICD/CSL kompleksi Notch iliĢkili transkripsiyon 
faktörlerinden RBPJK ile bağlantı kurarak da hedef genlerin 

transkripsiyonunu sağlayabilir (Kopan, 2002). 

2.2.3. Notch, apoptoz ve kanser  

2.2.3.1. Apoptoz  

Apoptoz, programlı hücre ölümü olarak adlandırılır ve tüm çok hücreli 
organizmalarda  geliĢim sırasında düzgün organogenezi yöneten ve doku 

homeastazını sağlayan önemli bir iĢlemdir. Örneğin; uzuvların geliĢimi 
sırasında bağımsız parmakların oluĢumu için fazladan hücreleri seçici 

olarak yok eder. Ayrıca immün sistemin olgunlaĢması sırasında görevini 
yitirmiĢ T hücrelerinin yıkımından da sorumludur. Yine apoptoz hücrelere 

geri dönüĢümsüz zararlar veren iyonize radyasyon gibi dıĢ etkilere karĢı 
hücresel savunma mekanizması olarak görev yapar (Kerr, Wyllie, & Currie, 

1972). 

Düzenli embriyonik geliĢim ve normal doku homeastazisi; hücre 

büyümesi, farklılaĢması ve apoptozu içeren bir seri moleküler iĢlemden 
oluĢur. Bu iĢlemlerden herhangi birinde devamlı olarak oluĢan bir aksaklık 

kanserin geliĢimine katkıda bulunur. Özellikle apoptozdaki kusurlar 
neredeyse tüm kanser tiplerinde görülmektedir (Dang, 2012). 

Notch sinyal yolağı hem embriyonik geliĢimde hem de organ 

homeostazında hücre kaderinin belirlenmesinde önemli rol oynar. Notch 
hücre döngüsü, geliĢim ve sağ kalım ile ilgili yolakları içeren geniĢ ağlar 

boyunca apoptozu düzenler (Dang, 2012). 

Notch sinyal yolağı ve p53 ve NF-KB sinyal yolakları arasındaki iliĢki 

apoptozu  çeĢitli yollardan etkileyerek kanserleĢme sürecine katkıda 
bulunabilir. 



17 

 

2.2.3.2. Notch - p53 sinyal yolaklar ve kanser 

p53; hücre döngüsünün ilerlemesini inhibe eder ve DNA hasarından 
sonra apoptozu baĢlatarak hücre döngüsü regülatörü olarak görev yapar. 

Bir hücre DNA'ya zarar veren kemoterapotik, UV ıĢık veya iyonize 

radyasyon gibi ajanlara maruz kaldığı zaman p53 ekspresyonu artar bu da 
p21 aktivasyonuyla sonuçlanır ve  nihayetinde hücre döngüsü bloke edilir. 

Bu noktada, hasarlı hücre hasarın geri dönüĢümlü olup olmadığına bağlı 
olarak ya tamir edilir ya da apoptoza yönlendirilir (Vousden & Lane, 2007). 

p53 geninde oluĢan inaktive edici mutasyonlar tüm insan kanserlerinin 
%50'sinden fazlasında görülür. 

INK4a/ARF bir tümör baskılayıcıdır ve normalde Mdm2 (murine 
double minute) ile birlikte bulunarak Mdm2'yi inaktive eder. INK4a/ARF ile 

Mdm2 ayrıldığında Mdm2'nin yarı ömrü uzar. Ortamda serbest Mdm2 
bulunduğunda,  p53 Mdm2 tarafından Mdm2'nin E3 ubikutin-ligaz 

aktivitesi sayesinde inaktive edilir. Bu da p53'ün hasarlı hücreyi apoptoza 
yönlendirmesini engeller (Ladanyi et al., 1993; Sanchez-Cespedes et al., 

1999). 

Notch sinyal yolağı apoptoz ve kanser üzerindeki etkisinden dolayı 

p53 sinyal yolağı ile iliĢkilidir. Aktive olmuĢ Notch'un ekspresyonu p53 

ekspresyonu ile negatif olarak iliĢkilidir (Beverly et al., 2005). 

Notch sinyal yolağı çeĢitli mekanizmalarla p53 ekspresyonunu ve 

aktivitesini baskılamaktadır. Aktive olmuĢ Notch bir tümör süpressör 
olarak görev yapan INK4a/ARF'nin ekspresyonunu baskılar, bu da daha 

fazla Mdm2'nin serbest kalmasına yol açar. Ortamda fazla miktarda 
bulunan Mdm2 p53'e bağlanarak onun degredasyonuna neden olur 

(Beverly et al., 2005). Ayrıca Notch iliĢkili bir transkripsiyon faktörü olan 
RBJK p53 promotörü ile bağlanarak p53'ün transkripsiyonunu 

engelleyebilir (Boggs, Henderson, & Reisman, 2009). Notch sinyal yolağı 
bu mekanizmalar aracılığıyla kanserde p53 fonksiyonlarını baskılar ve 

böylece  kanserleĢme sürecine katkıda bulunur (Dang, 2012). 

2.2.3.3. Notch - NF-ƙB sinyal yolakları ve kanser 

Nüklear faktör kappa B (NF-ƙB), B hücrelerinde inhibitör kappa (Iƙ) 

zincirinin ekspresyonunu düzenleyen nüklear faktördür. NF-ƙB sinyal yolağı 

immünite, çoğalma, inflamasyon ve apoptoz gibi çok sayıda hücresel 
fonksiyonda çeĢitli roller oynar. KanserleĢme sürecinde bu sinyal yolağı 

onkogeneze her yönden katkıda bulunur (Basseres & Baldwin, 2006). 

Memelilerde bu ailenin 5 üyesi vardır; Sınıf 1: NF-ƙB1 (p50 ve onun 

prekürsörü p105) ve NFƙB2 (p52 ve onun prekürsörü p100) ve Sınıf 2: 

(Re1A-p65, Re1B, cRe1). Bu proteinler homodimer ve heterodimer yapıda 

olabilir. 
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NF-ƙB dimerleri normalde sitoplazmada IKB ile bağlı inaktif halde 

bulunurlar. TNF-α, IL-1, virüsler, DNA'ya zarar veren ajanlar  gibi çeĢitli 
uyaranlara maruz kalındığı zaman IƙB Kinaz (IKK) kompleksi uyarılır ve bu 

da IƙB'nin fosforlanarak yıkımı ile sonuçlanır. IƙB'nin inhibitör etkisi 

olmayınca NF-ƙB dimerleri serbest kalır ve hedef genlerin 

transkripsiyonunu gerçekleĢtirmek üzere çekirdeğe geçerler (Dang, 2012). 

NF-ƙB'nin en iyi bilinen fonksiyonu hücre sağ kalımını desteklemesi ve 

apoptozu inhibe etmesidir (Beg, William, Bronson, Ghosh, & Baltimore, 
1995; White, Roy, & Gilmore, 1995). Apoptoz üzerinde Notch sinyalinin 
etkisi; NF-ƙB yolağında Notch'un regülasyonu ile olur. RBP-JK, NF-ƙB 

yolağında promoter element olarak görev yapar ve NF-ƙB prekürsör 

p100'ün transkripsiyonunu baskılar. Aktive Notch varlığında RBP-JK'nın 

promoter aktivitesi indüklenir ve bu da transkripsiyonun artmasına neden 
olur (Cheng et al., 2001). RBP-JK ayrıca IƙB-α'nın transkripsiyonunu 

baskılar ve NICD varlığında transkripsiyon benzer olarak tekrar aktive 

edilir (Oakley et al., 2003).  

Apoptozu düzenlemede Notch'un NF-ƙB yolağını nasıl düzenlediğine 

dair modeller;  

Birinci modelde ; aktive Notch p50, Re1A, Re1B ve cRe1 NF-ƙB 

genlerinin transkripsiyonunu uyarır. RBP-JK, bir Notch CSL proteini, 

normalde bu genlerin transkripsiyonunu baskılar. NICD varlığında 
transkripsiyon aktive edilir. 

Ġkinci modelde ; NICD NF-ƙB'ye bağlanmak için IƙB-α ile yarıĢır. 
Aktive Notch (NICD) sitoplazmik IƙB'ye benzerlik gösteren 6 ankirin tekrarı 

içerir. IƙB-α ile inhibe olan NF-ƙB dimerleri NICD ile iliĢki kurunca serbest 

kalır ve bu da onların aktivasyonuyla sonuçlanır. 

Diğer bir modelde ise; NICD IKK'ya bağlanarak IƙB'nin 

fosforilasyonunu artırır ve yıkımı ilerletir. Böylece serbest kalan NF-ƙB 

dimerlerinin aktivitesi artar (Dang, 2012). 

Bütün bu mekanizmalar aracılığıyla Notch NF-ƙB'nın apoptozu inhibe 

etme fonksiyonuna NF-ƙB aktivitesini artırarak dahil olur ve böylece 

kanserleĢme sürecine katkıda bulunur. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. Gereç 

3.1.1. Araştırma grubu 

Bu çalıĢma, 2014/164 sayılı ve 12.06.2014 tarihli etik kurul kararı 
ile onayı alınan ve 2011-2012 yılları arasında EskiĢehir Osmangazi 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Eğitim Uygulama ve AraĢtırma Hastanesi Göğüs 
Hastalıkları Anabilim Dalı'na baĢvuran  akciğer kanseri  tanısı 

konulmuĢ 100 hasta ve 100 sağlıklı birey ile gerçekleĢtirildi.  

ÇalıĢma aĢamalarımız Ģu Ģekildedir:  

1. Akciğer kanseri hastası ve sağlıklı kontrollerin periferal 
arterlerinden EDTA’lı tüpe 10 ml kan alınımı  

2. Kandan PureLinkTM Genomic DNA Ġzolasyon Kiti kullanılarak 
genomik DNA izolasyonu  

3. DNA’nın miktar ve kalitesinin Nano drop (Mikro Ölçekli 
Spektrofometre) ile ölçümü  

4. Ġzole edilen DNA’dan NOTCH3 geni C381T ve A684G  gen 
bölgelerinin PCR’da çoğaltılması  

5. Elde edilen PCR ürünlerinin agaroz jel elektroforezine tabi tutulması 

ve UV translüminatörde görüntülenmesi  

6. C381T ve A684G gen bölgelerinin uygun restriksiyon enzimleri ile 

kesimi 

7. Elde edilen kesim ürünlerinin agaroz jel elektroforezinde 

yürütülmesi ve UV translüminatörde görüntülenmesi  

8. Çekilen jel görüntülerinden faydalanılarak genotiplerin belirlenmesi 

ve istatistiksel analizlerin gerçekleĢtirilmesi. 

3.1.2. Kullanılan cihaz ve gereçler 

1. Buzdolabı (Bosch) 
2. Soğutmalı santrifüj (Scanspeed 1580 R) 

3. Su banyosu (GFL) 
4. Hassas terazi (Presica 125 A)  

5. Vorteks (IKA- MS2 minishaker) 
6. Derin dondurucu (-20) (Bosch) 

7. Mikro dalga fırın (Arçelik MD 55 I) 

8. Elektroforez için güç kaynagı (Bio-Rad power Pac- 3000) 
9. PCR cihazı (Runik Thermal cycler)(Sacem) 

10. UV translüminatör (Syngene) 
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11. Otomatik pipet seti(Bio Hit) 

12. Çeker ocak 
13. Mikro Ölçekli Spektrofometre (ATCGene ASP-3700) 

14. Buz makinesi (Hoshizaki FM- 120 DE) 

3.1.3. Kullanılan kimyasal maddeler ve malzemeler  

1. Deiyonize su (dH2O) 

2. DNA örneklerini saklama kutusu 
3. Polypropilen kapaklı tüp (0.2 ml) 

4. Polypropilen kapaklı tüp (1.5 ml) 
5. Eldiven (Steril)  

6. Steril mikropipet ucu (100-1000 µl) 
7. Steril mikropipet ucu (10-100 µl) 

8. Steril mikropipet ucu (0,5-10 µl) 
9. 10x TBE Buffer 

10. PCR için Master Mix  
11. C381T Bölgesi için Primer çifti 

12. A684G Bölgesi için Primer çifti 
13. Agaroz 

14. Nükleik Asit Jel Boyası 

15. Marker ( 50 bç) 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. DNA izolasyonu 

 DNA izolasyonu için PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit 
(InvitrogenCorporation, Carlsbad, California, USA) kullanıldı. 

İzolasyon Prensibi 

PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit, spin ile kolon bazlı nükleik asit 

izolasyonu tekniğini kullanmaktadır. Bu teknik katı bir faz kullanarak 
nükleik asitlerin hızlı bir Ģekilde saflaĢtırılmasını sağlamaktadır. Nükleik 

asitlerin bağlandığı bu katı faz, genellikle silika bazlı bir zardan meydana 
gelmektedir. PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit, hücreleri lize eden ve 

hücre proteinlerini denatüre eden kaotropik tuzların varlığında silika bazlı 

zara DNA’yı seçici olarak bağlamaktadır. Guanidin hidroklorid tuzu 
kaotropik tuz olarak kit çözeltisinde kullanılmıĢtır. Kit kullanma klavuzu, 

izolasyon protokolü sonunda isteğe göre 25-200 µl aralığında elüsyon 
solüsyonu kullanılabileceğini bildirmiĢtir. 

İzolasyon Protokolü 

 Su banyosu 55ºC olarak ayarlandı. 

 EDTA’lı tüpe alınmıĢ taze kandan steril 2 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne 
200 µl kondu. Eğer kan +4ºC’de birkaç gün bekletilmiĢ ise yavaĢça 

alt üst edilerek karıĢtırıldıktan sonra tam kan halinde mikrosantrifüj 
tüpüne konuldu. 

 Kit solüsyonları içerisinde bulunan proteinaz K’dan 20 µl, 
mikrosantrifüj tüpündeki örnek üzerine eklendi. 

 Yine kit solüsyonları içerisinde bulunan RNAaz A’dan 20 µl, örnek 
üzerine eklendi. KarıĢım iyice vortekslendi. Daha sonra karıĢımın oda 

sıcaklığında 2 dakika inkübasyonu yapıldı. 

 KarıĢım üzerine kit solüsyonları içerisinde bulunan PureLinkTM 

Genomic Lysis/Binding Buffer’dan 200 µl eklenerek homojen bir 

solüsyon elde etmek için mikrosantrifüj tüpü iyice vortekslendi. 

 Proteinlerin parçalanmasını teĢvik etmek için karıĢım su banyosunda 

55ºC’de 10 dakika inkübe edildi. 

  Ġnkübasyondan sonra lizat üzerine 200 µl %98,9’luk etil alkol 

eklendi. Homojen bir solüsyona ulaĢmak için mikrosantrifüj tüpü 5 
saniye iyice vortekslendi. 

 Kit ambalajı içerisinden bir toplama tüpü içerisine yerleĢtirilmiĢ 
PureLinkTM Spin Column çıkarıldı. 
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 PureLinkTM Genomic Lysis/Binding Buffer ve etil alkol ile birlikte 

yaklaĢık olarak 640 µl gelen lizat, mikrosantrifüj tüpünden alınarak 
PureLinkTM Spin Column içerisine aktarıldı. 

 Ġçerisinde lizat bulunan PureLinkTM Spin Column, oda sıcaklığında 1 

dakika 10.000 g’de santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonrasında içerisinde atık solüsyon bulunan toplama tüpü 

atıldı. PureLinkTM Spin Column, kit ambalajı içerinde bulunan yeni bir 
toplama tüpü içerisine yerleĢtirildi. 

 Yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirilmiĢ PureLinkTM Spin Column 
içerisine kit solüsyonları ile birlikte verilen ve protokol öncesinde etil 

alkol ile hazırlanmıĢ 500 µl Wash Buffer 1 eklendi. 

 PureLinkTM Spin Column oda sıcaklığında 1 dakika 10.000 g’de 

santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonrasında içerisinde solüsyon biriken toplama tüpü 

atılarak PureLinkTM Spin Column yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirildi. 

 PureLinkTM Spin Column içerisine kit solüsyonları ile birlikte verilen 

ve protokol öncesinde etil alkol ile hazırlanmıĢ 500 µl Wash Buffer 2 
eklendi. 

 PureLinkTM Spin Column oda sıcaklığında maksimum hızda 3 dakika 

santrifüj edildi.  

 Santrifüj sonrasında içerisinde solüsyon biriken toplama tüpü atıldı. 

PureLinkTM Spin Column, 2 ml’lik, kapağı koparılmıĢ, steril 
mikrosantrifüj tüpü içerisine yerleĢtirilerek kapağı açıldı ve oda 

sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi. 

 PureLinkTM Spin Column içerisine 50 µl PureLinkTM Genomic Elution 

Buffer eklendi. Oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi. 

 PureLinkTM Spin Column oda sıcaklığında maksimum hızda 1 dakika 

santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonrasında, PureLinkTM Spin Column altında bulunan 

mikrosantrifüj tüpü saflaĢtırılmıĢ genomik DNA içeren yaklaĢık olarak 
50 µl çözeltiye sahipti. 

 Üst kısımdaki PureLinkTM Spin Column, DNA içeren mikrosantrifüj 
tüpünden çıkarılarak steril yeni bir mikrosantrifüj tüpüne yerleĢtirildi. 

 PureLinkTM Spin Column içerisine 50 µl PureLinkTM Genomic Elution 

Buffer eklendi. Oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi. 
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 Yeni santrifüj tüpüne yerleĢik PureLinkTM Spin Column, oda 

sıcaklığında maksimum hızda 1,5 dakika santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonrasında PureLinkTM Spin Column altında bulunan 

mikrosantrifüj tüpü saflaĢtırılmıĢ genomik DNA içeren yaklaĢık olarak 

50 µl çözeltiye sahipti. 

 SaflaĢtırılmıĢ genomik DNA içeren birinci ve ikinci santrifüj tüpleri 

birleĢtirilerek genotip analiz zamanına kadar -20’de saklandı. 

Ġlk 50 µl’lik elüsyon muamelesi, silikaya bağlanmıĢ DNA’nın yaklaĢık 

olarak %80’ni elde etmekte, ikinci 50 µl’lik elüsyon muamelesi ise geri 
kalan kısmı yakalamayı sağlamaktadır. 

 
3.2.2 Çalışma dizaynı 

 
ÇalıĢmamız kapsamında araĢtırılan gen bölgelerinin PCR ile 

amplifikasyonu için öncelikle veri bankası analizleri ve literatür 
değerlendirmeleri yapılmıĢtır. Yapılan değerlendirmeler sonucunda aĢağıda 

belirtilen primer dizilerinin kullanılmasına karar verilmiĢtir. 
C381T (rs3815188) ve A684G (rs1043994) bölgeleri için veri bankası 

analizleri yapılmıĢ ve bu gen bölgeleri NCBI ve Ensembl genom veri 

tabanında taranmıĢtır. Primerlerin yerleĢtiği sekanslar ve restriksiyon 
enzimlerinin kesim bölgeleri belirlenip restriksiyon fragmentlerinin 

uzunlukları tespit edilmiĢtir (ġekil 3.2. ve 3.5.). 
Bununla birlikte yapılan veri bankası değerlendirmesi sırasında G684A 

(rs1043994) bölgesindeki atasal alelin A aleli olduğu ve varyasyonun 
684A>G (A684G) olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 3.5.). 

 

3.2.3. İzole edilen DNA örneklerinin PCR ile amplifikasyonu 

3.2.3.1. Kullanılan çözeltiler 

Master miks 

PCR karıĢımı için içinde taq polimeraz, dNTP karıĢımı ve uygun 
tampon çözeltiler bulunan PCR master miks kullanıldı. Master miks içeriği 

Ģu Ģekildedir; 20 mM Tris-HCl (ph 8,9), 1.8 mM MgCl2, 22 nM NH4Cl, 22 
mM KCl, 0,2 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP ,dNTP, dTTP),  %5lik gliserol, 

%0,06 IGEPAL  CA-630, %0,05 Tween 20, Xylene Cyanol FF, Tartrazine, 

25 ünit/ml One Taq DNA polimeraz. 
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Primer 

C381T ve A684G bölgeleri için üretici firmadan temin edilen liyofilize  
primerler ddH20 ile 100µM’lik konsantrasyonda hazırlandı ve stok primer 

çözeltisi olarak kullanıldı. Daha sonra bu stok çözeltiden 5µM ve 10µM 

konsantrasyonda dilüsyonlar yapıldı. C381T bölgesi için 5µM, A684G 
bölgesi için 10µM deriĢimindeki primer çözeltileri kullanıldı.  

      ÇalıĢmamızda C381T ve A684G gen bölgelerinin amplifikasyonu için 
kullanılan primer dizileri Ģu Ģekildedir; 

C381T Gen Bölgesi için Kullanılan Primerler 

C381T Gen Bölgesi için: 

Forward Primer: 5'-TGT GCT GCC CAA CCA AGC CA-3'  

Reverse Primer: 5'-ACT GAC CAC ACC CCC GAC TA 3'  

A684G Gen Bölgesi için: 

Forward Primer: 5'-TAG TCG GGG GTG TGG TCA GT -3'  

Reverse Primer: 5'-CCT CTG ACT CTC CTG AGT AG- 3'  

3.2.3.2. Amplifikasyon şartları 

AraĢtırma grubu bireylerinden elde edilen DNA örneklerinin PCR ile 
amplifikasyonu  için 25 l lik karıĢım hazırlandı. PCR amplifikasyon hazırlığı 

DNA, PCR miks, forward-reverse primer ve su ile hazırlandı ve Thermal 

Cycler cihazında yürütüldü. PCR reaksiyonları, primer dizileri ve annealing 
ısıları aĢağıda özetlenmiĢtir. 

 

                    

    

 

 

                      

 

 

 

 

PCR reaksiyonu  
 

25 µl 

Master mix   12,5 µl 
 

Primer F (5-10 µM)               0,5 µl 
 

Primer R (5-10 µM)               0,5 µl     
 

ddH2O   10,5 µl    
 

DNA                                     1 µl                
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Her bir DNA örneği için hem C381T hem de A684G primerleri 

kullanılarak ayrı ayrı PCR iĢlemi yapıldı. 

C381T için PCR Ģartları; 

 94 0C de    30 sn   

94 0C de   20 sn denatürasyon  

59.4 0C  de   1 dk bağlanma                            30 Döngü 

68 0C de   90 sn sn uzama     

680C de          5 dk son bağlanma  

 

G684A için PCR Ģartları; 

 94 0C de    30 sn   

94 0C de   20 sn denatürasyon   

61.8 0C  de   1 dk bağlanma                            30 Döngü 

68 0C de   90 sn sn uzama     

680C de   5 dk son bağlanma   

       +4 oC de bekleme olmak üzere amplifikasyon Ģartları düzenlendi. 

 

 3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi 

PCR sonrası oluĢan ürünlerin incelenmesi için % 3'lük agaroz jeli 

hazırlandı ve örnekler agaroz jel elektroforezi yöntemine tabi tutuldu. 

3.2.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi Çözeltileri 

10 X Tris borat EDTA (TBE) buffer 

 Bir mezür içine 108 g tris base, 50 g borik asit ve 40 ml 0.5 M 

EDTA (pH=8) kondu.  
 

 Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı. 
 

 Manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırıldı. 
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%3'lük agaroz jelin hazırlanması 

 3 gr agaroz tartılıp bir beher içerisinde TBE buffer ile 100 ml'ye 
tamamlandı. 

 Mikrodalga fırında kaynatıldı. 

 YaklaĢık 60 dereceye kadar soğutulduktan sonra üzerine 5 l nükleik 

asit jel boyası eklendi. 

 Elektroforez baĢlamadan önce tank, taraklar ve jel yatağı temizlendi. 

  Jel donduktan sonra üzeri 1XTBE Buffer ile dolduruldu. 

 14  l PCR ürünü  alınıp  jeldeki kuyucuklara yüklendi  (her jelin bir 

kuyusuna marker yüklendi).  

 Yükleme iĢlemi bittikten sonra elektrodlar yerleĢtirilerek 100 voltta 
30 dakika yürütüldü. 

 Elektroforez tamamlandıktan sonra jel, CCD kamera altında 
incelenerek fotoğrafı çekildi.   

 

3.2.5. Jelin CCD kamera ile değerlendirilmesi 

C381T Gen Bölgesi 

C381T bölgesinin toplam uzunluğu 224 bç'dir. C381T bölgesi için 

yapılan gradiyent çalıĢmasında jelde sırasıyla 55, 56, 57, 58.2, 59.4, 60.6, 

61.8 ve 64 0C sıcaklıklar kullanılarak amplifikasyon yapılmıĢtır. 
Amplifikasyon sonucunda ġekil 3.1'de görüldüğü 224 bç'lik bantlar elde 

edilmiĢtir ve en parlak bantın gözlendiği ve non-spesifik bant açısından en 
temiz olan sıcaklık bağlanma sıcaklığı olarak seçilmiĢtir. Bu sıcaklık C381T 

bölgesi için 59.4 0C olarak belirlenmiĢtir (ġekil 3.1.). 
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ġekil 3.1. C381T gen bölgesinde optimum PCR ürünü elde etmek için yapılan PCR 

çalıĢmaları 

 

C381T bölgesi için forward ve reverse primerler uygun bölgelere 

yerleĢtirildiğinde oluĢan tam dizi 224 bç olarak bulunmuĢtur. Enzim kesim 
bölgeleri, C alleli ve T alleli varlığında kesim bölgelerinin değiĢimleri ve 

oluĢan kesim bölgelerinin uzunlukları ġekil 3.2 ve ġekil 3.3'de 

gösterilmiĢtir. 

C381T gen bölgesinin restriksiyon enzimi (AciI) kesimi için hazırlanan 

tek örneklik kesim Ģartları ve miktarları aĢağıdaki gibidir. 

 

Malzeme Adı                                             Miktarı (µl) 
 

Cut smart                                                       1.5 
AciI                                                                0.1 

Su 1.4 
PCR ürünü 12 

 

AciI enzimi ile kesim sırasında yabanıl tip allel (C alleli) varlığında 

jelde dört kesim bölgesi (86 bç, 80 bç, 38 bç, 20 bç) oluĢmaktadır. 
Polimorfizm görülüp C alleli T alleli ile yer değiĢtirdiğinde ise üç kesim 

bölgesi (166 bç, 38 bç, 20 bç) oluĢmaktadır. Burada belirleyici bantlar C 

alleli için 86 ve 80 bç'lik, T alleli için 166 bç'lik bantlardır (ġekil 3.3).  
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PRĠMER 
DĠZĠLERĠ 

C381T FORWARD : 5' TGTGCTGCCCAACCAAGCCA 3' 

C381T REVERSE :   5' ACTGACCACACCCCCGACTA 3' 

TAM DĠZĠ 

TGTGCTGCCCAACCAAGCCATCTCTGCCCACAGGTGCCCGCCTGGCTGGGT

GGGTGAGCGGTGTCAGCTGGAGGACCCCTGTCACTCAGGCCCCTGTGCTG

GCCGTGGTGTCTGCCAGAGTTCAGTGGTGGCTGGCACCGCCCGATTCTCAT

GCCGGTGCCCCCGTGGCTTCCGAGGTGAGAGGGGAAGAGTCTGGAGGGGA
GGTAGTCGGGGGTGTGGTCAGT  

ENZĠM 
KESĠM 
BÖLGESĠ 

5'…CˇCGC…3' 
3'…GGCˇG…5' 

 

 

 

C ALLELĠ 

TGTGCTGCCCAACCAAGCCATCTCTGCCCACAGGTGCC (38) 

CGCCTGGCTGGGTGGGTGAG  (20) 

CGGTGTCAGCTGGAGGACCCCTGTCACTCAGGCCCCTGTGCTGGCCGTGG

TGTCTGCCAGAGTTCAGTGGTGGCTGGCAC (80) 

CGCCCGATTCTCATGCCGGTGCCCCCGTGGCTTCCGAGGTGAGAGGGGAA

GAGTCTGGAGGGGAGGTAGTCGGGGGTGTGGTCAGT (86)  

 

 

 

T ALLELĠ 

TGTGCTGCCCAACCAAGCCATCTCTGCCCACAGGTGCC  (38) 

CGCCTGGCTGGGTGGGTGAG (20) 

CGGTGTCAGCTGGAGGACCCCTGTCACTCAGGCCCCTGTGCTGGCCGTGG

TGTCTGCCAGAGTTCAGTGGTGGCTGGCACTGCCCGATTCTCATGCCGGT

GCCCCCGTGGCTTCCGAGGTGAGAGGGGAAGAGTCTGGAGGGGAGGTAGT
CGGGGGTGTGGTCAGT (166)  

ġekil 3.2. NOTCH3 C381T bölgesinin enzim kesim bölgeleri 
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ġekil 3.3. AciI enzimi ile kesilen C381T gen bölgesi 

A684G Gen Bölgesi 

A684G bölgesinin toplam uzunluğu 420 bç'dir. G684A bölgesi için 

yapılan gradiyent çalıĢmasında jelde sırasıyla 55.2, 56, 57, 58.2, 59.4, 
60.6, 61.8 ve 640C sıcaklıklar kullanılarak amplifikasyon yapılmıĢtır. 

Amplifikasyon sonucunda ġekil 3.4'de görüldüğü gibi 420 bç'lik bantlar 
elde edilmiĢtir ve en parlak bantın gözlendiği ve non-spesifik bant 

açısından en temiz olan sıcaklık bağlanma sıcaklığı olarak seçilmiĢtir. Bu 
sıcaklık A684G bölgesi için 61.8 0C olarak belirlenmiĢtir (ġekil 3.4.). 
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ġekil 3.4. A684G gen bölgesinde optimum PCR ürünü elde etmek için yapılan PCR 

çalıĢmaları 

A684G bölgesi için forward ve reverse primerler uygun bölgelere 

yerleĢtirildiğinde oluĢan tam dizi 420 bç olarak bulunmuĢtur. Enzim kesim 
bölgeleri, A alleli ve G alleli varlığında kesim bölgelerinin değiĢimleri ve 

oluĢan kesim bölgelerinin uzunlukları ġekil 3.5 ve ġekil 3.6'da  
gösterilmiĢtir. 

A684G gen bölgesinin restriksiyon enzimi (MwoI) kesimi için 
hazırlanan tek örneklik kesim Ģartları ve miktarları aĢağıdaki gibidir. 

Malzeme Adı                                             Miktarı (µl) 

Cut smart                                                       1.5 

MwoI                                                              0.2 
Su                                                                  1.3 

PCR ürünü                                                       12 

MwoI enzimi ile kesim sırasında yabanıl tip allel (A alleli) varlığında  

sekiz kesim bölgesi (168 bç, 60 bç, 57 bç, 44 bç, 37 bç, 30 bç, 15 bç, 9 

bç) oluĢmaktadır. Polimorfizm görülüp A alleli G alleli ile yer 
değiĢtirdiğinde ise jelde dokuz kesim bölgesi (107 bç, 61 bç, 60 bç, 57 bç, 

44 bç, 37 bç, 30 bç, 15 bç, 9 bç) oluĢmaktadır. Burada belirleyici bantlar G 
alleli için 107 ve 61 bç'lik, A alleli için 168 bç'lik bantlardır (ġekil 3.6).  
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PRĠMER 

DĠZĠLERĠ 

 

G684A FORWARD : 5' TAGTCGGGGGTGTGGTCAGT 3' 

G684A REVERSE :  5' CCTCTGACTCTCCTGAGTAG 3' 

 
 
 

 
 

TAM DĠZĠ 

 

TAGTCGGGGGTGTGGTCAGTCCTAAACTCACCCTGTCCTGGTCCCTCCAGG
CCCTGACTGCTCCCTGCCAGATCCCTGCCTCAGCAGCCCTTGTGCCCACGGT
GCCCGCTGCTCAGTGGGGCCCGATGGACGCTTCCTCTGCTCCTGCCCACCT

GGCTACCAGGGCCGCAGCTGCCGAAGCGACGTGGATGAGTGCCGGGTGGG
TGAGCCCTGCCGCCATGGTGGCACCTGCCTCAACACACCTGGCTCCTTCCG

CTGCCAGTGTCCAGCTGGCTACACAGGGCCACTATGTGAGAACCCCGCGGT
GCCCTGTGCACCCTCACCATGCCGTAACGGGGGCACCTGCAGGCAGAGTGG
CGACCTCACTTACGACTGTGCCTGTCTTCCTGGTGAGTGAGCCCTACTCAGG

AGAGTCAGAGG 

 

 
ENZĠM 
KESĠM 

BÖLGESĠ 

 

5'…GCNNNNNˇNNGC…3' 

3'…CGNNˇNNNNNCG…5' 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
A ALLELĠ 

 

TAGTCGGGGGTGTGGTCAGTCCTAAACTCACCCTGTCCTGGTCCCTCCAGG

CCCTGA (57) 

CTGCTCCCTGCCAGATCCCTGCCTCAGCAGCCCTTGTGCCCACG (44) 

GTGCCCGCTGCTCAGTGGGGCCCGATGGACGCTTCCT (37) 

CTGCTCCTGCCCACC (15) 

TGGCTACCA (9) 

GGGCCGCAGCTGCCGAAGCGACGTGGATGAGTGCCGGGTGGGTGAGCCCT

GCCGCCATGG (60) 

TGGCACCTGCCTCAACACACCTGGCTCCTT (30) 

CCGCTGCCAGTGTCCAGCTGGCTACACAGGGCCACTATGTGAGAACCCCGC

GGTGCCCTGTGCACCCTCACCATGCCGTAACGGGGGCACCTGCAGGCAGA

GTGGCGACCTCACTTACGACTGTGCCTGTCTTCCTGGTGAGTGAGCCCTACT
CAGGAGAGTCAGAGG (168) 
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G ALLELĠ 

 

TAGTCGGGGGTGTGGTCAGTCCTAAACTCACCCTGTCCTGGTCCCTCCAGG
CCCTGA (57) 

CTGCTCCCTGCCAGATCCCTGCCTCAGCAGCCCTTGTGCCCACG (44) 

GTGCCCGCTGCTCAGTGGGGCCCGATGGACGCTTCCT (37) 

CTGCTCCTGCCCACC (15) 

TGGCTACCA (9) 

GGGCCGCAGCTGCCGAAGCGACGTGGATGAGTGCCGGGTGGGTGAGCCCT

GCCGCCATGG (60) 

TGGCACCTGCCTCAACACACCTGGCTCCTT (30) 

CCGCTGCCAGTGTCCAGCTGGCTACACAGGGCCACTATGTGAGAACCCCGC

GGTGCCCTGT (61) 

GCGCCCTCACCATGCCGTAACGGGGGCACCTGCAGGCAGAGTGGCGACCT

CACTTACGACTGTGCCTGTCTTCCTGGTGAGTGAGCCCTACTCAGGAGAGTC
AGAGG (107) 

 

ġekil 3.5. NOTCH3 A684G bölgesinin enzim kesim bölgeleri 

 

ġekil 3.6. MwoI enzimi ile kesilen A684G gen bölgesi 
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3.2.6. Verilerin istatistiksel olarak değerlendirilmesi 

 Hasta ve kontrollerde alel ve genotip dağılımı  Pearson Ki-Kare 
analizleriyle değerlendirildi. Genotip ve alellerin ODDS oranları (OR) ikili 
lojistik regresyon analizi ile değerlendirildi. P˂ 0,05 değeri anlamlı kabul 

edildi. Tüm analizler IBM SPSS Statistics 21 programı kullanılarak 

gerçekleĢtirildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 

 

4. BULGULAR 

ÇalıĢmamız kapsamında 100 hasta ve 100 kontrol bireyin C381T 

polimorfizmini belirleyebilmek için ilgili bölge PCR ile çoğaltıldı ve AciI 
enzimi kullanılarak örneklerin enzim kesimi gerçekleĢtirildi. ÇalıĢma 

sonucunda, Tablo 4.1'de de görüldüğü gibi 100 akciğer kanseri 
hastasından oluĢan grupta C381T polimorfizmi açısından, 146 adet C aleli 

(%73) ve 54 adet T aleli (%27) olduğu tespit edildi. 100 bireyden oluĢan 
kontrol grubunda ise 123 adet C aleli (%61,5) görülürken, 77 adet T aleli 

(%38,5) tespit edilmiĢtir. Hasta ve kontrol grubu alel frekansı bakımından 
değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmiĢtir 

(p=0,014). 

Genotipler açısından değerlendirildiğinde, 100 Akciğer kanseri 
hastasının 46'sı (%46) CC genotipi, 54'ü (%54) CT heterozigot genotipi 

belirlenmiĢtir. Kontrol grubunun ise 25'i (%25) CC genotipi, 2'si (%2) TT 
genotipi, 73'ü (%73) CT heterozigot genotipi belirlenmiĢtir. Hasta ve 

kontrol grubu genotip frekansı açısından değerlendirildiğinde istatistiksel 
olarak anlamlı bir fark elde edilmiĢtir (p= 0,002). (Tablo 4.1) (Grafik 4.1) 

A684G polimorfizmini belirleyebilmek için 100 hasta ve 100 kontrol 
bireyin ilgili bölgeleri PCR ile çoğaltıldı ve MwoI enzimi kullanılarak 

örneklerin enzim kesimi gerçekleĢtirildi. ÇalıĢma sonucunda, Tablo 4.1'de 
de görüldüğü gibi 100 akciğer kanseri hastasından oluĢan grupta A684G 

polimorfizmi açısından, 104 adet A aleli (%52)  ve 96 adet G aleli (%48) 
olduğu tespit edildi. 100 bireyden oluĢan kontrol grubunda ise 133 adet A 

aleli (%66,5) görülürken, 67 adet G aleli (%33,5) tespit edilmiĢtir. Hasta 
ve kontrol grubu alel frekansı bakımından değerlendirildiğinde istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmiĢtir (p=0,003). 

Genotipler açısından değerlendirildiğinde, 100 Akciğer kanseri 
hastasının 9'u (%9) AA genotipi,  5'i (%5) GG genotipi, 86'sı (%86) AG 

heterozigot genotipi belirlenmiĢtir. Kontrol grubunun ise 39'u (%39) AA 
genotipi, 6'sı (%6) GG genotipi, 55'i (%55) AG heterozigot genotipi 

belirlenmiĢtir. Hasta ve kontrol grubu genotip frekansı açısından 
değerlendirildiğinde  istatistiksel olarak değerlendirildiğinde anlamlı bir 

fark elde edilmiĢtir (p= 0,000). (Tablo 4.1) (Grafik 4.3) 
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Tablo 4.1. C381T ve A684G polimorfizmi genotip ve alel frekansları 

  
GENOTİP ALEL 

C381T n CC  (%) CT (%) TT(%) P C  (%) T  (%) P 

Kontrol 100 25    (25) 73  (73) 2   (2) 

 

0.002 

123 (61.5) 77 (38.5) 

 

0.014 Akciğer 

Kanseri 
100 46   (46) 54  (54) 0   (0) 146 (73) 54 (27) 

A684G n AA(%) AG  (%) GG  (%) P A(%) G(%) P 

Kontrol 100 39    (39) 55  (55) 6   (6) 

 

0.000 

133 (66.5) 67 (33.5) 

 

0.003 Akciğer 

Kanseri 
100 9   (9) 86  (86) 5   (5) 104 (52) 96 (48) 

p˂0,05 değerleri önemli bulundu. 

 

 

Grafik 4.1. C381T polimorfizmi genotip ve alel frekansları grafiği 
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C381T BÖLGESĠ 

 

Grafik 4.2. C381T genotiplerinin kontrol ve akciğer kanseri hastalarında dağılımı 

 

 

Grafik 4.3. A684G polimorfizmi genotip ve alel frekansları grafiği 
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A684G BÖLGESĠ 

  

Grafik 4.4. A684G genotiplerinin kontrol ve akciğer kanseri hastalarında dağılımı 

Aleller ile hastalık arasında risk olup olmadığını belirlemek amacıyla 

risk analizi yapılmıĢ olup, buna göre C381T polimorfizmine bakıldığında; T 
aleli frekansının hasta ve kontrol grubu açısından C aleli ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir 
(OR=2,627 ve p=0,001). C aleli bulunduran bireylerin hastalık riski T aleli 

bulunduran bireylere göre 2,627 kat daha fazladır  (Tablo 4.2.).  

A684G polimorfizmine bakıldığında ise; G alel frekansı hasta ve 

kontrol grubu açısından A aleli ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 
anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir (OR=3,389 ve p=0,000). G aleli 

bulunduran bireylerin hastalık riski A aleli bulunduran bireylere göre 3,389 

kat daha fazladır (Tablo 4.2.). 
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Tablo 4.2. Alele göre hastalık riski 

HASTALIK RİSKİ (ALEL) 

C381T Wald P OR Alt limit Üst limit 

C/T 10,421 0,001 2,627 1,461 4,721 

A684G Wald P OR Alt limit Üst limit 

G/A 14,665 0,000 3,389 1,814 6,329 

p˂0,05 değerleri önemli bulundu. 

Genotipler açısından risk faktörleri değerlendirildiğinde, C381T 

polimorfizmi için CT genotip frekansı hasta ve kontrol grubu açısından CC 
ile karĢılaĢtırıldığında (OR=2,487 ve p=0,003) istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuĢtur. CC genotipi bulunduran bireylerde hastalık görülme riski CT 
genotipi bulunduran bireylere göre 2.487 kat artmaktadır.  Bu 

değerlendirmede C381T polimorfizmi için TT genotip frekansının hasta ve 
kontrol grubu açısından CC genotipi ile karĢılaĢtıması yapılmamıĢtır. 

Kontrol grubunda TT genotipi bulunmaması ve örnek hacmi 
yetersizliğinden dolayı TT genotipi dikkate alınmamıĢtır (Tablo 4.3). 

A684G polimorfizmi için genotipler açısından risk faktörleri 

değerlendirildiğinde AG ve GG genotip frekansı hasta ve kontrol grubu 
açısından AA ile karĢılaĢtırıldığında (OR=6,776 ve p=0,000 , OR=3,611 ve 

p=0,070) AG genotipi için istatistiksel olarak anlamlı bulunurken, GG 
genotipi için istatistiksel olarak anlamlı bulunamamıĢtır. AG genotipi 

bulunduran bireylerde hastalık görülme riski AA genotipi bulunduran 
bireylere göre 6,776 kat artmaktadır (Tablo 4.5). 
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Tablo 4.3. Genotipe göre hastalık riski 

HASTALIK RİSKİ (GENOTİP) 

C381T Wald P OR Alt limit Üst limit 

CC/CT 8,838 0,003 2,487 1,364 4,545 

A684G Wald P OR Alt limit Üst limit 

AG/AA 21,979 0,000 6,776 3,045 15,078 

GG/AA 3,275 0,07 3,611 0,899 14,507 

p˂0,05 değerleri önemli bulundu. 
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5. TARTIġMA 

Akciğer kanseri hava yolu epitel hücrelerinin kontrolsüz çoğalması 

sonucu oluĢan genetik değiĢikliğin fenotipe yansıdığı bir hastalıktır (Ak & 
MetintaĢ, 2014). Akciğer kanseri 20. yüzyılın baĢlarında nadir görülen bir 

hastalık iken günümüzde en sık görülen kanser tiplerinden biridir ve 
erkeklerde ölüm nedenlerinin baĢında gelmektedir. Kadınlarda da sıklığı 

giderek artmaktadır ve kadınlar arasında sigara içme oranının yükselmesi 
akciğer kanseri insidansındaki artıĢın sebebi olarak gösterilmektedir 

(CoĢkunpınar, 2013; Kiyohara & Ohno, 2010; Kligerman & White, 2011; 
Köktürk et al., 2004; Rayet & Gelinas, 1999). 

Akciğer kanseri geliĢim sürecinde  yaklaĢık 10-20 genetik hasarın 

oluĢması gerektiği bilinmektedir (Özkan, 2008). Akciğer karsinogenezinde 
önemli genetik olaylar; onkogenlerin mutasyona bağlı aktivasyonu, tümör 

baskılayıcı genlerin aktivasyon kaybı, hücre döngüsü ve apoptoz 
düzenlenmesinde görev alan genlerde ortaya çıkan değiĢiklikler,  DNA 

onarımında görev alan genlerde meydana gelen değiĢiklikler ve büyüme 
faktörleri ile reseptörlerine iliĢkin değiĢikliklerdir (K. M. Fong & Minna, 

2002). 

Akciğer kanserinin oluĢumunda diğer kanser tiplerinde olduğu gibi 

büyüme, farklılaĢma, çoğalma ve apoptoz gibi hücresel aktiviteleri 
düzenleyen proteinlerin bozulması veya bu proteinleri kodlayan genlerdeki 

mutasyonlardan dolayı proteinlerin iĢlevini yitirmesi rol oynamaktadır. Bu 
proteinlerin ve proteinleri kodlayan genlerin bir kaçı tanımlanmıĢ olmasına 

rağmen daha birçok tanımlanamamıĢ genetik faktörün akciğer kanseri 
oluĢumunda ve sonrasında rol oynadığı düĢünülmektedir. Bu protein ve 

proteinleri sentezleyen genlerden bazıları; ras, myc, bcl-2, erbB-2 gibi 

onkogenler ve p53, RB, P16 gibi tümör baskılayıcı genlerdir (Alp, 2013; 
Sagawa et al., 1998). 

Notch sinyal yolağı karsinogenezde önemli role sahiptir. Günümüzde 
kanser iliĢkili bir yolak olduğu kesin olarak ispatlanmıĢtır ve farklılaĢma, 

çoğalma ve apoptoz gibi hücre kaderinin kararlarını yöneten bir sinyal 
yolağını baĢlatır. Son yıllarda akciğer kanseri ve diğer kanser tipleri ile 

Notch sinyal yolağının iliĢkisini araĢtırmayı amaçlayan pek çok çalıĢma 
yapılmaktadır. 

Notch sinyal yolağı, kanserlerde kemik metastazında önemli rol 
oynar. Bu yolak göğüs ve prostat kanserinde kemiklere metastaza katkıda 

bulunur fakat NSCLC'de bu yöndeki etkisi henüz net değildir. Liu ve 
arkadaĢları tarafından 2014 yılında yapılan çalıĢmada NSCLC'de kemiklere 

metastazın görüldüğü durumlarda NOTCH3'ün aĢırı eksprese olduğu 
gösterilmiĢtir(L. Liu et al., 2014). 

Min Zhou ve arkadaĢları 2013 yılında yetiĢkin akciğer kanserinde 

NOTCH3 reseptör proteinin ekspresyon analizini yapmıĢlardır. Notch sinyal 
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sistemindeki anormalliklerin bronĢlarla ilgili kanserlerde rol oynadığı 

düĢünülmektedir. Bu çalıĢmada yetiĢkin akciğer kanserli hastalarda 
NOTCH3'ün ifadesinin primer bronĢiyal kanserin patolojisindeki rolünün 

araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Notch mRNA'sının ekspresyonunun akciğer 

adenokarsinoma grubunda normal akciğer grubundan daha fazla olduğu 
belirtilmiĢtir (Zhou et al., 2013). 

Yuan-zi Ye ve arkadaĢları, 2013 yılında, Çin'de küçük hücreli olmayan 
akciğer kanserli (NSCLC) hastalarda NOTCH3'ün ekspresyonunu 

değerlendirmek ve onun prognozu ile iliĢkisini belirlemek için 
immünohistokimya ve western blot tekniklerini kullandılar. Ameliyatla 

tedavi altındaki 131 hastadan kanser dokusuna komĢu olup kanser 
olmayan akciğer dokuları ve NSCLC dokuları alınarak NOTCH3 ifadesinin 

belirlenmesi için 5 yıl süren bir araĢtırma planladılar. 131 hastadan 
67'sinde NOTCH3'ün yüksek ekspresyonu gözlendi ve ekspresyonun bitiĢik 

kanser olmayan dokulardan daha yüksek olduğu görüldü. NSCLC'de 
NOTCH3'ün ifade edildiği hastalarda tüm yaĢam zamanının daha kısa 

olduğu ve NOTCH3'ün NSCLC için bağımsız bir prognostik faktör olduğu 
belirtilmiĢtir (Ye et al., 2013). 

Fuming Yi ve arkadaĢları 2013 yılında Notch sinyal yolağı kanserin 

oluĢumunun yanı sıra geliĢimde de önemli rol oynadığını belirtmiĢlerdir. 
ÇalıĢmada NOTCH3'ün akciğer kanseri geliĢimi ve sağkalım için önemli 

olduğunu gösteren bulgular elde edilmiĢtir (Yi, Amarasinghe, & Dang, 
2013). 

Yapılan bir çalıĢmada memelilerde NOTCH3 reseptörünün akciğer 
doku geliĢimi ve akciğer karsinogenezi ile iliĢkilendirildiği belirtilmiĢtir. 

Akciğer kanserli dokularda ve hücre hatlarında NOTCH3 reseptörünün 
ekspresyonunu belirlemek için immünohistokimya ve western blot 

teknikleri uygulanmıĢtır. Hücresel farklılaĢma ve lenf nodu metastazı 
görülen tümör dokularında NOTCH3 reseptörünün ekspresyonu normal 

dokulara göre daha yüksek bulunmuĢtur (Chang et al., 2009). 

Yapılan diğer bir çalıĢmada Notch sinyal yolağının onkogenezi de 

içeren kritik embriyonik geliĢim yolağı olduğu ve NSCLC'de 
tümörogenezden sorumlu kanser kök hücrelerinin korunmasına katkıda 

bulunduğu belirtilmiĢtir. Yapılan hücre kültürü çalıĢmalarında NOTCH3'ün 

özellikle insan akciğer kanseri hücre hatlarında regülasyonunun arttığı 
gözlenmiĢtir (Osanyingbemi-Obidi, Dobromilskaya, Illei, Hann, & Rudin, 

2011). 

Jun Konishi ve arkadaĢları tarafından 2009 yılında yapılan çalıĢmada 

NOTCH3'ün apoptozu düzenleyerek ve EGFR/MAPK yolağı iĢbirliği yaparak 
akciğer kanserinde önemli rol oynadığı belirtilmiĢtir (Konishi et al., 2009). 

Jun Konishi ve arkadaĢları tarafından 2007 yılında yapılan diğer bir 
çalıĢmada ise Notch sinyalinin birçok kanser tipinde kanserleĢme sürecine 

katkıda bulunduğu ve Notch reseptörü aktivasyonunun inhibe edilmesinin 



42 

 

tedavide strateji olabileceği belirtilmiĢtir. NOTCH3 aktivasyonunun gamma 
sekretaz inhibitörü kullanılarak inhibisyonu proliferasyonu azaltıp, 
apoptozu indükler. Bu da akciğer kanserinde hedefe yönelik tedavi için 

yeni bir yaklaĢımdır (Konishi et al., 2007). 

NOTCH3'ün akciğer kanserindeki rolü ile ilgili ekspresyon ve hücre 
kültürü çalıĢmaları bulunmasına rağmen bu gen üzerindeki 

polimorfizmlerin hastalık ile iliĢkisinin araĢtırıldığı yalnızca bir çalıĢma 
bulunmaktadır. 2014 yılında yapılan bu çalıĢmada Chunlei ve arkadaĢları 

tarafından NSCLC hastalarının prognozu ve kemoterapiye yanıtlarıyla 
NOTCH3 proteininin ve gen polimorfizmlerinin iliĢkisi araĢtırılmıĢ ve 

NSCLC'nin farklı evrelerindeki 594 hasta ile çalıĢılmıĢtır. Tümörlü 
dokularda NOTCH3 ekspresyonu ve gen polimorfizmleri belirlenmiĢtir. 

NOTCH3 605 C-T ve 1735 T-C gen polimorfizmlerinin genotip ve alel 
frekansları ile kemoterapiye iyi veya kötü yanıt verme arasında önemli bir 

iliĢki bulunamamıĢtır. Ancak yüksek NOTCH3 ekspresyonunun görüldüğü 
tümörlerin kemoterapiye daha fazla direnç gösterdiği görülmüĢtür. Ayrıca 

NOTCH3 ekspresyonunun yüksek olduğu hastalar NOTCH3 
ekspresyonunun düĢük olduğu hastalardan daha zayıf prognoza sahip 

olduğu saptanmıĢtır. Ġn vitro çalıĢmalarda NSCLC hücrelerinde NOTCH3 

inhibisyonunun çoğalma, göç ve yayılma yeteneklerini baskıladığı ve 
apoptozu teĢvik ettiği gösterilmiĢtir. ÇalıĢmada NOTCH3'ün ilerlemiĢ 

NSCLC'nin prognozunda ve kemoterapiye yanıtın belirlenmesinde marker 
olarak kullanılabileceği belirtilmiĢtir (Shi, Qian, Ma, Zhang, & Han, 2014). 

Menon ve arkadaĢları tarafından 2011 yılında yapılan çalıĢmada 
migrende sırasıyla ekson 3 ve 4'te bulunan C381T ve G684A  tek nükleotid 

polimorfizmlerinin rolü araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmanın ilk kısmında 275 migrenli 
ve 275 kontrol birey C381T polimorfizmi açısından kıyaslandığında C381T 

varyantı ve migren arasında önemli bir iliĢki bulunmuĢtur. Yine bu hasta 
ve kontrol grupları için G684A varyantı da migrenle önemli derecede iliĢkili 

bulunmuĢtur. Takip eden çalıĢmada 300 migren ve 300 kontrol birey 
kullanılarak aynı polimorfizmler değerlendirilmiĢ ve C381T varyantı ile 

migren arasında bir iliĢki gösterilemezken, G684A varyantı tekrar migrenle 
önemli derecede iliĢkili bulunmuĢtur (Menon et al., 2011).  

Menon ve arkadaĢları  (Menon et al., 2011) gibi yapılan bazı 

çalıĢmalarda (Wang et al., 2000); (J. Liu et al., 2009); (Schwaag et al., 
2006) G684A bölgesi için atasal alel G ve varyasyon değiĢikliği G>A olarak 

ifade edilmiĢ olmasına rağmen, genom browser veri tabanları 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs1043994,http://www.ensembl

.org/) ve güncel literatürlerde ((Joutel & Debette, 2011); (J. C. Fong, 
2015)) belirtildiği gibi rs1043994 varyasyonu 684. pozisyondaki A alelilin 

G aleli ile değiĢmesi ile meydana gelmekte ve atasalalelin de A aleli olduğu 
belirtilmektedir. Paralel olarak bizim çalıĢmamızdaki kontrol bireylerdeki 

yaygın alel de A alelidir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs1043994
http://www.ensembl.org/
http://www.ensembl.org/
http://www.ensembl.org/
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ÇalıĢmamızda, C381T polimorfizmi genotip ve alel frekansları ile 

akciğer kanseri arasında anlamlı iliĢki tespit edilmiĢtir. Yine çalıĢtığımız 
ikinci bölge olan A684G polimorfizmi genotip ve alel frekansları ile akciğer 

kanseri arasında anlamlı iliĢki tespit edilmiĢtir. Daha önce de belirtildiği 

gibi, NOTCH3 geninin çalıĢtığımız bölgeleri ile ilgili baĢka hastalık 
türlerinde polimorfizm çalıĢmaları yapılmıĢ olmasına rağmen akciğer 

kanseri ile C381T ve A684G bölgeleri arasında ülkemizde ve diğer 
ülkelerde yapılan herhangi bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Akciğer kanseri sıklıkla aile öyküsünün eĢlik ettiği sigara dumanı ve 

asbest maruziyeti sonucu oluĢan kötü prognozlu, düĢük sağ kalımlı ve 
ölümcül bir hastalıktır. Tüm dünyada ve ülkemizde ölüm nedenlerinin 

baĢında gelmektedir. Akciğer kanserinin oluĢumunda diğer kanser 
tiplerinde olduğu gibi büyüme, farklılaĢma, çoğalma ve apoptoz gibi 

hücresel aktiviteleri düzenleyen proteinlerin bozulması veya bu proteinleri 
kodlayan genlerdeki mutasyonlardan dolayı proteinlerin iĢlevini yitirmesi 

rol oynamaktadır.  Akciğer kanseri ve karsinogenezle ilgili araĢtırmalara 
her gün bir yenisi eklenmekte olup, hastalığın moleküler nedenlerinin 

belirlenmesi ve yeni geliĢtirilen terapilerin hedeflenmesi günümüz kanser 

araĢtırmalarının ana hedefidir. 

Biz de araĢtırmamızda karsinogenezde önemli role sahip olan, 

günümüzde kanser iliĢkili bir yolak olduğu kesin olarak ispatlanmıĢ 
farklılaĢma, çoğalma ve apoptoz gibi hücre kaderinin kararlarını yöneten 

bir sinyal yolağı olan Notch sinyal yolağının akciğer kanseri ile iliĢkisini 
araĢtırmayı amaçladık. Bu amaçla NOTCH3 geni C381T ve A684G 

bölgelerinin polimorfizm durumlarını değerlendirdik.  

Akciğer kanseri hasta grubu ile sağlıklı kontrol grubu arasında 

NOTCH3 geni polimorfizmine ait C381T gen bölgesinin alel (p=0,014) ve 
genotip frekansı (p=0,002) istatistiksel açıdan anlamlı bulundu. 

Yine akciğer kanseri hasta grubu ile sağlıklı kontrol grubu arasında 
NOTCH3 geni polimorfizmine ait A684G gen bölgesinin alel (p=0,003) ve 

genotip frekansı (p=0,000) istatistiksel açıdan anlamlı bulundu. 

Akciğer kanseri ile sağlıklı kontrol grubu C381T bölgesi için hastalık 

riski CT genotip frekansı açısından CC ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p=0,003). Türk toplumunda NOTCH3 geni C381T 
polimorfizmi için CC genotipinin artması durumunun akciğer kanseri için 

risk faktörü olduğu belirlenmiĢtir. CC genotipini bulunduran bireylerin CT 
genotipini bulunduran bireylere göre hastalık riski 2,487 kat artmaktadır. 

Akciğer kanseri ile sağlıklı kontrol grubu A684G bölgesi için hastalık 
riski AG ve GG genotip frekansı açısından AA ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0,000). Türk toplumunda NOTCH3 
geni A684G polimorfizmi için AG genotipinin artması durumunun akciğer 

kanseri için risk faktörü olduğu belirlenmiĢtir. AG genotipini bulunduran 
bireylerin AA genotipini bulunduran bireylere göre hastalık riski 6,776 kat 

artmaktadır. 

Akciğer kanseri ve NOTCH3 gen polimorfizmleri ile ilgili kısıtlı sayıda 

çalıĢma bulunmaktadır. Ayrıca literatür bilgileri tarandığında çalıĢmamız 
NOTCH3 geninde polimorfizm durumlarını değerlendirdiğimiz C381T ve 

A684G bölgeleri ile akciğer kanserinin iliĢkisinin araĢtırılması konusunda 

yapılan ilk çalıĢmadır. Bu nedenle yapmıĢ olduğumuz çalıĢmanın Akciğer 



45 

 

kanseri geliĢiminde NOTCH3 gen polimorfizminin etkisinin belirlenmesine 

yönelik önemli katkı sağlayacağını ve diğer toplumlarda bu polimorfizmin 
çalıĢılması için kaynak oluĢturacağını düĢünmekteyiz. 
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