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Ozet

Akciger kanseri hava yolu epitel hicrelerinin kontrolsliz cogalmasi
sonucu olusan bir hastaliktir. 20. ylzyilin baslarinda nadir gérulen bir hastalik
iken ginimuzde en sik gérilen kanser tiplerinden biridir ve erkeklerde 6lim
nedenlerinin basinda gelmektedir. Kaltsal faktorlerin akciger kanseri
gelisimindeki rolG arastirilmis, birinci derece akrabalarinda kanser goértlen
kisilerde akciger kanseri riskinin 2.4 kat arttigi goOsterilmistir. Bu nedenle
akciger kanserinin gen polimorfizmleri ve mutasyonlarla iliskisinin
belirlenmesi hastaligin erken prognozunda énem tasimaktadir.

Akciger kanseri olusumu bliyume, farkllasma, cogalma, apoptoz gibi
hlicresel aktiviteleri duzenleyen proteinlerin bozulmasi veya bu proteinleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlardan dolay! proteinlerin islevini yitirmesi ile
iliskilendirilmistir. Notch sinyal yolagi, gelisim doéneminde hiicre kaderinin
belirlenmesinde rol oynayan bir mekanizmadir. Notch organ olusumu ve
morfogenezde gesitli gérevler Ustlenenerek cogalma, farklilasma ve apoptozu
etkiler. Son cgalismalar notch sinyalinin hiicre gogalmasi ve farklilasmasi ile
apoptotik olaylarda rol oynadigi kanitlanmistir. Ayrica kanserli hicrelerde
notch aktivasyonunun anormal hilicre c¢ogalmasina neden oldugu
gorulmustar.

Insanlardaki kalitsal genetik dedisiklikler, DNA hasarinin onarim
kapasitesini etkileyen polimorfik/genetik degisiklikler ve insersiyon/delesyon
gibi molekiler degisimler kanser riskini artirabilen baslica genetik
faktorlerdir. Genomda binlerce aday polimorfik gen bulunmaktadir ve bu
farkliliklar tasiyan kisiler hastaliklarin gelisimine daha duyarhdirlar. Bireyler
arasindaki genetik varyasyonlarin hastaliklarla iliskisinin belirlenmesine
yonelik calismalar giderek artmaktadir.

Bu calisma akciger kanseri hastalarinda NOTCH3 C381T ve A684G
polimorfizmlerinin sikhdini belirleyerek, akciger kanseri gelisiminde genetik
yatkinlik yéntnden iliskili olup olmadigini arastirmak amaciyla planlandi.

Calismada; akciger kanseri tanisi konan 100 hasta ve 100 saglikli
bireyden alinan vendz kan érneklerinden DNA izolasyon kiti kullanilarak elde
edilen genomik DNA analiz edildi. PCR metodu ile NOTCH3 geni C381T ve
A684G bodlgeleri ilgili primerler kullanilarak codaltildi. Bu 6rnekler NOTCH3
artnd icin %?3'luk agaroz jel elektroforezinde vyuratlilerek, CCD (Charge
Coupled Device) kamera ile dederlendirildi.

Calisma sonunda , NOTCH3 geni C381T ve A684G polimorfizmleri icin
hasta ve kontrol gruplari genotip ve alel frekanslari bakimindan
dederlendirildiginde istatistiksel olarak anlamh bir farklilik tespit edilmistir.



Akciger kanseri hastalarinda C381T polimorfizmi acisindan, %73 C aleli ve
%27 T aleli bulunurken, kontrol grubunda; %61,5 C aleli, %38,5 T aleli
tespit edilmistir. Genotipler acisindan degerlendirildiginde, akciger kanseri
hastalarinda %46 CC genotipi, %54 CT genotipi belirlenirken, kontrol
grubunda %25 CC genotipi, %2 TT genotipi, %73 CT genotipi belirlenmistir.
Yine, akciger kanseri hastalarinda A684G polimorfizmi agisindan, %52 A aleli
ve %48 G aleli bulunurken, kontrol grubunda; %66,5 A aleli, %33,5 G aleli
tespit edilmistir. Genotipler acisindan dederlendirildiginde, akciger kanseri
hastalarinda %9 AA genotipi, %5 GG genotipi, %86 AG genotipi
belirlenirken, kontrol grubunda %39 AA genotipi, %6 GG genotipi, %55 AG
genotipi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Akciger Kanseri, Notch3 geni, C381T ve A684G
polimorfizmi



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 sighaling 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



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. GIRIS ve AMAC

Akciger kanseri hava yolu epitel hiicrelerinin kontrolstiz godalmasi
sonucu olusan genetik degisikligin fenotipe yansidigi bir hastaliktir.
Akcigerdeki malign epitelyal tumorler akciger kanseri ve bronsiyal
karsinom olarak da adlandirilir ve bu timédrlerin ¢cogu bronsiyal sistem
icinde santral ve daha klguk hava yollarinin epitelyal veya néroendokrin
hicreleri ve %10'dan daha azi da akciger parankiminden
kaynaklanmaktadir (Ak & Metintas, 2014).

Akciger kanseri 20. ylzyilin baslarinda nadir gorilen bir hastalik iken
gunimizde en sik goriulen kanser tiplerinden biridir ve erkeklerde 6lim
nedenlerinin basinda gelmektedir. Diinya Saglik Orgiiti 2008 raporuna
gore kanser olimlerinin erkeklerde % 29.3', kadinlarda % 11'i akciger
kanseri nedeniyle olmaktadir (Ferlay et al., 2010).

Dinya Sadlik Orguti (WHO) tarafindan 1981 yilinda yapilan akciger
timarleri siniflamasi daha sonra patolojik tani yéntemleri ve kriterlerindeki
degisikliklerle birlikte 2004 vyilinda yeniden dizenlenmistir (Beverly,
Felsher, & Capobianco, 2005; Coskunpinar, 2013). Buna gore; akciger
karsinomlarinin iki ana grubu vardir. Bunlar; Kigik hcreli disi akciger
kanseri (KHDAK) (%80.4) ve Kuicik hicreli akciger kanseri
(KHAK)(%16.8)'dir (Coskunpinar, 2013).

Histolojik kriterlere gbre yapilan siniflandirma, klinik yaklasim ve
hastaligin  prognozu icin ©6nemlidir. Kiglk hicreli disi akciger
karsinomlarinin tek bir grupta toplanmasinin nedeni, bu gruptaki karsinom
tiplerinin prognozlari ve tedavi yaklasimlarinin benzer olmasidir. KHDAK
'de baslica Ug¢ alttip; skuamo6z hulcreli karsinom, adenokarsinom ve buyuk
hicreli karsinomdur (Coskunpinar, 2013).

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla strdurilmeyecek
oranlarda var olan, nadir sikhkta, streklilik gostermeyen iki veya daha
fazla genetik 06zelligin birlikte olusumu durumuna “polimorfizm”
denilmektedir (Brookes, 1999). Toplumun %1 veya daha fazlasi nadir bir
aleli tasiyorsa bu durum polimorfiktir. Polimorfizmler insan genetik
arastirmalarinda anahtar fonksiyon Ustlenerek, genetik bir marker gibi
gorev yapmaktadir. GUnimuize kadar akciger kanserinde birgok gen
(6rnegin; MAPK vyolagi genleri ve PI3K vyoladi genleri) polimorfizm
yoéninden arastirlmis ve bazilarinda 6nemli bulgular elde edilmistir
(Kitano et al., 2014; Li et al., 2013; Qiu et al., 2013; Wei et al., 2014).

Akciger kanseri gelisim strecinde vyaklasik 10-20 genetik hasarin
olusmasi gerektigi bilinmektedir (Ozkan, 2008). Akciger karsinogenezinde
onemli genetik olaylar; onkogenlerin mutasyona bagli aktivasyonu, timor
baskilayici genlerin aktivasyon kaybi, hicre dénglsi ve apoptoz
reglilasyonunda gorev alan genlerde ortaya cikan degisiklikler, DNA
onariminda gorev alan genlerde meydana gelen degisiklikler ve blyime
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faktorleri ile reseptorlerine iliskin degisikliklerdir (K. M. Fong & Minna,
2002).

Akciger kanserinin olusumunda didger kanser tiplerinde oldugu gibi
bliyume, farklilasma, cogalma ve apoptoz gibi hicresel aktiviteleri
didzenleyen proteinlerin bozulmasi veya bu proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan dolayi proteinlerin islevini yitirmesi rol oynamaktadir. Bu
proteinlerin ve proteinleri kodlayan genlerin bir kagli tanimlanmis olmasina
ragmen daha bircok tanimlanamamis genetik faktorin akciger kanseri
olusumunda ve yayillmasinda rol oynadigi disinilmektedir. Bu protein ve
proteinleri kodlayan genlerden bazilari ras, myc, bcl-2, erbB-2 gibi
onkogenler ile p53, Rb, p16 gibi timdr baskilayici genlerdir (Alp, 2013;
Sagawa, Saito, Fujimura, & Linnoila, 1998).

Notch sinyal yoladi su anda bir insan kanseri yoladi oldugu kesin
olarak ispatlanmis bir yolaktir. Notch yolaginda hem inaktivasyon hem de
asiri aktivite kanser gelisimini tesvik eder. Kanserde etkinligi bilinen TGFB
ve STAT yolaklari gibi Notch yolagl da farkl hicre tiplerinde fonksiyon
kaybi ya da asin aktivite gibi farkli 6zellikler géstererek kanser gelisimine
neden olur (Krauss, 2006; Pazarbasi, Kasap, & Kasap, 2011; Schulz,
2005).

Notch vyolagi kok ve ©6ncli hicre katmanlarini kontrol eder.
Karakteristik  fonksiyonu iki yonli hicre akibeti kararlarinin
reglilasyonudur. Bu, hilicrenin bir doku 6ncili olarak mi kalacagl veya
epidermisin bazal tabakasinda oldugu gibi farklilasmaya mi gidecedi
kararlarini da igerir. Notch sinyallesmesi ayni zamanda farkhlagsmis bir
intestinal hicrenin bir enterosit mi, goblet hiicresi mi olacagi veya lenfosit
hattinda T hiicre veya B hiicresi alt hatlarina mi gegecegi ile ilgili kararlari
da icerir (Pazarbasi et al., 2011). Notch reseptdriu ve ligandlar arasindaki
etkilesim farklilasma, codalma ve apoptoz gibi hiicre kaderinin kararlarini
ybneten bir sinyal kaskadini baslatir (Ohishi et al., 2000). Notch htcre
dongisu, gelisim ve sag kalim ile ilgili yolaklari iceren genis aglar boyunca
apoptozu dizenler (Dang, 2012).

Yapilan birkag calismada, NOTCH3 geni ile akciger kanseri arasinda
muhtemel bir iliski oldugu bildirilmistir. Yapilan calismalarda Notch sinyal
sistemindeki anormalliklerin bronslarla ilgili kanserlerde rol oynayabilecegi
ve NOTCH3'Un bronsiyal karsinoma patogenezinde o6zellikle akciger
kanseri onkogenlerinin taninmasinda kullanilabilecegi belirlenmistir. Ayrica
cok degdiskenli analizler NOTCH3'in KHDAK (Non-small cell lung cancer:
NSCLC) icin bagimsiz bir prognostik faktor oldugunu go6stermis ve
hastalarin prognozisini tahmin igin kullanisli bir biyobelirtec olabilecegi
belirtilmistir. Akciger kanseri ile yapilan calismalarda, Notch sinyalinin
solunum vyollarinin epitelyal gelisimini diizenlemede 6nemli rol oynadidi
gOsterilmistir. Notch normal akciger gelisiminde rol oynamaktadir, ancak
adenokarsinomayi da iceren klicik htcreli olmayan akciger kanserlerinde
bu gelisimsel yolagin daha aktif oldugu goérilmistir. Bu nedenle de Notch
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yolaginin farmakolojik inhibisyonu akciger kanseri tedavisinde potansiyel
bir yaklasimdir. Yine akciger kanserli hastalarda NOTCH3'liin asiri eksprese
oldugu belirlenmistir, ayrica NOTCH3 asiri ekspresyonunun birgok kanser
tipi ile iliskili oldugu bildiriimektedir (Collins, Kleeberger, & Ball, 2004; Ye
et al., 2013; Zhou, Jin, Fan, & Han, 2013).

Calismamiz, akciger kanseri ile NOTCH3 geni C381T ve A684G
polimorfizmleri arasinda iliski olup olmadigini belirlemek amaciyla
planlanmistir. Ayrica vyapilan literatlir taramalari sonucunda akciger
kanseri acisindan henlz cok kisitli cahlsildigi gorilen bu genin, toplum
taramasi yoninden degerlendirildiginde Ulkemizdeki akciger kanseri
gelisiminde genetik yatkinhigin rolinldn belirlenmesine yonelik katki
saglayacadi ve erken teshise yardimci olacagi disintlerek planlanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Akciger kanseri tanimi

Akciger kanseri hava yolu epitel hicrelerinin kontrolstiz godalmasi
sonucu olusan genetik degisikligin fenotipe yansidigi bir hastaliktir.
Akcigerdeki malign epitelyal tumorler akciger kanseri ve bronsiyal
karsinom olarak da adlandirilir ve bu timorlerin ¢ogu bronsiyal sistem
icinde santral ve daha klguk hava yollarinin epitelyal veya néroendokrin
hicreleri ve %10'dan daha azi da akciger parankiminden
kaynaklanmaktadir (Ak & Metintas, 2014).

2.1.2. Epidemiyoloji

Akciger kanseri 20. ylzyilin baslarinda nadir gortlen bir hastalik iken
gunimizde en sik goriulen kanser tiplerinden biri olup, erkeklerde 6lUm
nedenlerinin  basinda gelmektedir. Kadinlarda da sikligi giderek
artmaktadir ve kadinlar arasinda sigara icme oraninin ylkselmesi akciger
kanseri insidansindaki artisin sebebi olarak gosterilmektedir. Tium dinyada
akciger kanserinin kiresel sikhdi her yil % 0.5, kadinlarda ise % 4.1
artmaktadir (Coskunpinar, 2013; Kiyohara & Ohno, 2010; Kligerman &
White, 2011; Kéktiirk, Yegin, Ciftci, Mullaoglu, & Oztirk, 2004; Rayet &
Gelinas, 1999).

Tum dinyada yeni kanser olgularinin %12.7'sinden (yaklasik 1.6
milyon kisi) ve kanser 6limlerinin %18.2'sinden (yaklasik 1.4 milyon Kkisi)
akciger kanseri sorumludur. Bir yilda tahmin edilen yeni kanser vakalari
dikkate alindiginda %16.5'luk oranla erkeklerde birinci, kadinlarda meme,
kolorektal ve serviks kanserinden sonra %8.5'luk oranla dérdinci sirada;
yine kanserden olimlere bakildiginda da erkeklerde birinci, kadinlarda
meme kanserinden sonra ikinci sirada gelmektedir (Ak & Metintas, 2014).

Akciger kanseri insidansini etkileyen bir baska faktor irksal farklihktir.
Bu kanser turd Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri ve Cin'de yaygin olarak
gorilmesine ragmen Afrika Ulkelerinde Ozellikle de Bati Afrika'da insidansi
cok dusuktur (Parkin, Bray, Ferlay, & Pisani, 2005).

Akciger kanseri Onlenebilir bir hastalktir. Bilinen risk faktorleri
ortadan kaldirildiinda % 85-100 oraninda gelisiminin engellenebilecedi
ongoérulmektedir (Skuladottir, Olsen, & Hirsch, 2000; Spiro & Porter,
2002). Bu konuda en 6nemli adim, sigara kullanimini minimum duzeye
indirecek hatta timuyle ortadan kaldirabilecek 6nlemlerin alinmasidir.
Akciger kanseri etyolojisinde sorumlu baslica faktér olan sigara icimi
Ulkemizde siyasi irade ve meslek o6rgitlerinin tim cabalarina ragmen
oldukca ylksek oranlarda olup, bu oran %?30'lar civarindadir. Bu durum
onumuzdeki yillar boyunca bu sorunun devam edecedinin gostergesidir
(Ak & Metintasg, 2014).



2.1.3. Etyoloji
2.1.3.1. Sigara

Akciger kanseri etyolojisinde sorumlu primer faktér sigaradir
(Kéktirk, Oztirk, & Kirisoglu, 2003). Akciger kanseri hastalarinin %90'dan
fazlasi sigara kullanmaktadir (Coskunpinar, 2013). Sigaranin akciger
kanserindeki rolt ilk olarak 1950 vyilinda vyapilan bir calisma ile
gbsterilmistir. Asiri ve uzun dbénem sigara kullaniminin bronsiyal
karsinoma olusumunda o6nemli bir faktor oldugu bu calismada ortaya
koyulmustur ve daha sonra yapilan calismalarla da dogrulanmistir
(Wynder & Graham, 1950).

Amerika Birlesik Devletlerinde akciger kanserinden dlen erkeklerin %
90'Inin, kadinlarin ise % 70-85'inin sigara kullandigi belirlenmistir (Hecht,
1999). Sigara kullananlarda akciger kanseri gorilme riski 24-36 kat daha
fazladir (Musellim, 2007).

Sigarada 4000 cesit kimyasal madde bulunmaktadir. Bu maddelerin
60 tanesi Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi tarafindan karsinojen
madde olarak tanimlanmistir (Hecht, 2002; Hoffmann, 1997). Sigara
dumanindaki baslica karsinojenler; polisiklik hidrokarbonlar, aromatik
aminler, nitrozaminler, piridin alkaloidler ve radyoaktif bilesenlerdir
(Matakidou, Eisen, & Houlston, 2005; Schwartz, Yang, & Swanson, 1996).
Sigaradaki karsinojen maddeler, DNA'da dogrudan hasar olusturabildikleri
gibi, enzimler tarafindan metabolitlerine dénlserek de etki gdsterebilirler
(Matakidou et al., 2005).

2.1.3.2. Yas

Akciger kanseri etyolojisinde sigara %90'llk bir pay ile baslica
faktordir, diger %10'luk kismi ise yas, irk, meslek, cevresel faktorler
(hava Kkirliligi), aile hikayesi, viral faktorler, immdinolojik faktorler ve
genetik faktdrler olusturur. Bunlar arasinda ise yas sigaradan sonra ikinci
sirayl alir. Amerika Birlesik Devletlerinde akciger kanseri tanisi koyulmus
her (¢ hastadan ikisi 65 yas Uzeridir (Blanchard, Arnaoutakis, & Hesketh,
2010). Yash insanlardaki insidansin bu artisi hormonal dedisikliklerle,
direncin azalmasi ile ve sigara kullananlarda sigaranin zararl etkilerine
uzun sure maruz kalmayla direkt olarak iliskilidir (Alberg & Samet, 2003).

2.1.3.3. Mesleki karsinojenler

TUm kanserler arasinda mesleki maruziyetle iliskili oldugu en cok
bilinen kanser turlG akciger kanseridir. Radon, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, bis (klorometil) eter, katran, is, nikel, krom, inorganik
arsenik bilesenleri, asbest gibi karsinojenlere mesleki maruziyet sonucu
akciger kanseri riski artmaktadir (Siegfried, 1998).



2.1.3.4. Cevresel etmenler

Hava kirliligi, biyolojik yakitlar, radon gazi, asbest, kimyasal Grinler
(bocek ilaglari, formaldehit) akciger kanseri riskinde artisa neden olan
cevresel etmenlerdir (Siegfried, 1998).

Asbest akciger kanserine neden oldugu iyi bilinen bir mineraldir.
Asbest ile temas hem mesleksel hem de cevresel sekilde olabilir. Asbest
ve akciger kanseri arasinda iliski olabilecegi 1930'lu yillarda disinilmis
ve 1955'te kanitlanmistir. Asbest temash grupta risk yaklasik 6 kat
artmakta, sigara ile sinerjistik etki gorilmekte ve risk katlanarak 60 kata
kadar c¢ikabilmektedir (Ak & Metintas, 2014).

2.1.3.5. Besin maddeleri

Akciger kanseri ile beta karoten ve vitamin C arasinda koruyucu iliski
oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (Davidson, Hsu, & Schantz,
1993). Ayrica vitamin A eksikligi de solunum sistemi epitelinde skuamoz
metaplaziye neden olmaktadir. Vitamin A acisindan fakir diyetle
beslenenlerde, zengin diyetle beslenenlere kiyasla akciger kanseri riskinin
4,6 kat daha fazla oldugu bulunmustur (Karlkaya et al., 2003). Butin bu
verilere ragmen etyolojide beslenmenin yeri ile iligkili geligkili sonuglar
bulunmaktadir. Diyette sebze ve meyvenin yer almasiyla akciger kanseri
riskinin azaltilabilecegi dlstnilmektedir. Ancak retinoidler ve alfa
tokoferol ile yapilan 6nlem calismalarinda bu ajanlarin akciger kanseri
riskini azaltmadigi hatta artirdigi saptanmistir (Ak & Metintas, 2014).

2.1.3.6. Akciger hastaliklari

Tlberkiloz, pnémoni, abse, pulmoner emboli gibi gecirilmis akciger
hastaliklari, KOAH, silikozis, fibrozis ise bir baska risk faktortnl olusturur.
Daha 6nce gegirilmis akciger kanseri hikayesi ve radyasyonda etyolojide
onemlidir (Carney, 2002). Diger malign hastaliklar nedeniyle radyoterapi
uygulanan hastalar ikinci bir kanser, primer akciger kanseri agisindan risk
altindadir (Ak & Metintas, 2014).

2.1.3.7. Genetik yatkinlik

Akciger kanseri hastalarinin hem sigara icen hem de igcmeyen
akrabalarinda akciger kanseri riski 2.4 kat artmistir (Devereux, Taylor, &
Barrett, 1996). Karsinogenez c¢ok basamakli bir sirectir ve ¢esitli
karsinojenlerin bu surecte genetik ve epigenetik hasarlara yol acan
202'den fazla mutasyonu bilinmektedir (Coskunpinar, 2013; Hussain &
Harris, 2000). Akciger kanserinin ailesel gecisli oldugu 6zellikle de vaka-
kontrol calismalar ile gosterilmistir (Gao et al., 1987; Ooi, Elston, Chen,
Bailey-Wilson, & Rothschild, 1986).



2.1.4. Patoloji

Akciger kanserinin histopatolojik alt tiplerine gore siniflandirilmasi
hastaligin evresi, tedavisi ve prognozu hakkinda onemli bilgiler saglar.
Yine bu siniflandirma hastalarin tedavisinde uyum saglamasinin yaninda
epidemiyolojik ve biyolojik calismalarin temelini olusturmasi bakimindan
da 6nemlidir. Bu kapsamda yapilan siniflandirmada akciger kanserlerinin
yaklasik % 95'inin kiglk hucreli disi akciger kanseri veya kuliglik hicreli
akciger kanseri oldugu belirlenmistir. Son zamanlarda kanser molekiler
biyolojisindeki &nemli gelismeler bu kaba siniflandirmanin yetersiz
oldugunu ortaya koymus ve daha ayrintih bir dederlendirmeye ihtiyac
duyuldugunu goOstermistir. Bu ayrintili siniflandirma o6zellikle hedefe
ybnelik tedavilerin gelismesi acisindan oldukca 6nem tasimaktadir.

Dinya Saglhk Orgiti (DSO) 1981'de yapmis oldugu 'Akciger
Tumorleri Siniflandrimasi'ni 2004'te yeniden duzenlemistir.

Tablo 2.1. invaziv malign epitelyal akciger timérleri siniflamasi-DSO 2004

1. Skuamoéz hicreli karsinom
Varyantlar;
Papiller
Berrak hcreli
Kiguk hucreli
Bazaloid
2. Kuguk hucreli karsinom
Varyant;
Kombine kliglk hucreli karsinom
3. Adenokarsinom
Adenokarsinom, miks subtip
Asiner adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Bronkioloalveoler karsinom
Varyantlar:
Non-musin0z
MUsin6z
Miks musindz ve non-musindz ya da belirsiz
MUsin salgilayan solid adenokarsinom
Varyantlar:
Fetal adenokarsinom
MUsin6z (kolloid) karsinom
Muisindz kistadenokarsinom
Tasl yluzik adenokarsinom
Berrak htcreli adenokarsinom
4. Buyuk hucreli karsinom
Varyantlar:
BlUyuk htcreli néroendokrin karsinom
Kombine buylUk hicreli néroendokrin karsinom
Bazaloid karsinom
Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
Berrak htcreli karsinom
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Rabdoid fenotipi ile blylk htcreli karsinom
5. Adenoskuamoz karsinom
6. Sarkomatoid karsinom
Varyantlar:
Pleomorfik karsinom
1§ hiicreli karsinom
Dev hicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom
7. Karsinoid tiumor
Varyantlar:
Tipik karsinoid
Atipik karsinoid
8. Tukrik bezi timorleri
Varyantlar:
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal — miyoepitelyal karsinom

Amerika Birlesik Devletleri ve Bati Avrupa Ulkeleri'nde skuaméz
hicreli karsinom ve kuguk hicreli karsinom insidansinin 1990'li yillardan
itibaren azaldigi, buna karsin adenokarsinom insidansinin artmaya
basladigi goérilmektedir. Bu (lkelerde alt tiplerin goérilme sikhdi su
sekildedir: %38 adenokarsinom, %20 skuamdéz hicreli karsinom, %5
buyuk hicreli karsinom, %13 kuguk hicreli karsinom , %18 kiguk hcreli
disi akciger kanseri ve %6 diger tiplerdir.

Ulkemizde ise en sik skuamdz hiicreli karsinom (%45) gérilmekte,
bunu kutguk hicreli karsinom (%?20), adenokarsinom ve buyudk hucreli
karsinom izlemektedir. Ancak son yillarda llkemizde de adenokarsinom
sikhiginin ciddi sekilde artmaya basladigi gorilmektedir (Ak & Metintas,
2014).

2.1.5. Histopatoloji

Daha 6énce 1981 yilinda Diinya Saglik Orgiti (WHO) tarafindan
yapilan akciger timorleri siniflamasi daha sonra patolojik tani yontemleri
ve kriterlerindeki  degisikliklerle  birlikte 2004 vyiinda yeniden
dizenlenmistir (Coskunpinar, 2013; Travis, Brambilla, Muller-Hermelink,
Harris, & Cancer, 2004). Akciger karsinomlarinin iki ana grubu vardir:
(Coskunpinar, 2013).

1) Kaguk hucreli dist (%80.4)
2) Kuguk hucreli (%16.8)



Histolojik kriterlere gére yapilan siniflandirma, klinik yaklasim ve
hastaligin prognozu icin Onemlidir. Kiglik hicreli disi  akciger
karsinomlarinin tek bir grupta toplanmasinin nedeni, bu gruptaki karsinom
tiplerinin prognozlari ve tedavi yaklasimlarinin benzer olmasidir. KHDAK'de
baslica U¢ alttip; skuaméz hucreli karsinom, adenokarsinom ve buylk
hicreli karsinomdur.

2.1.5.1. Kicglik hicreli disi akciger kanseri (KHDAK)

Farkh hucrelerden kékenlenmeleri, tedavi yanitlari ve prognozlarinin
benzerlik gobstermesinden dolayr hepsine ortak bir ad ile KHDAK
denilmektedir (Passlick et al., 2000). Metastaz yapma orani KHAK'a gore
cok azdir. Tiurkiyede en cok rastlanan tipi skuamo6z hicreli akciger
kanseridir.

2.1.5.1.1. Skuamoéz hicreli karsinom

En sik gorilen akciger kanseri tipidir. Erkelerde daha sik goérdlar
(Kargi, 1999). Tum akciger kanserlerinin yaklasik %25-30'u skuamoz
hicreli karsinomdur.

2.1.5.1.2. Adenokarsinom

Genellikle akcigerin periferinden, alveoler vylizey epiteli ya da
brongiyal mukoza bezlerinden kaynaklanir. Sigara ile en az iliskisi olan
akciger kanseridir. Erkeklere oranla kadinlarda daha fazla goérilir ve diger
alt tiplere nazaran daha geng yasta ortaya cikmaktadir (Passlick et al.,
2000). Metastazlarini genellikle kemik, santral sinir sistemi, adrenal bezler
ve karacigere yaparlar (Kargi, 1999).

2.1.5.1.3. Blylk hicreli karsinom

Akciger kanserlerinin yaklasik %10-15'ini olusturur. Santral veya
periferik yerlesim gdsterebilen, bayuk ntkleuslu, koétid diferansiye
ozelliktedir (Passlick et al., 2000). Erken metastaz yaptigindan prognozu
kétadur (Kargi, 1999).

2.1.5.2. Kiglik hicreli akciger kanseri (KHAK)

Erkeklerde daha sik gérilmektedir ve sigara icimi ile iliskisi en
belirgin akciger kanseridir (Kargi, 1999). Mikroskop altinda gorilen kanser
hicrelerinin boyutu yltzinden kiglk hicreli akciger kanseri (KHAK) olarak
adlandirihr. Erken ve yaygin metastaz gosteren agresif bir timadrdir
(Spivack, Fasco, Walker, & Kaminsky, 1997). Tani koyuldugunda %380
uzak metastaz yapmistir.

Karsinoid Tumér

Tum akciger timorlerinin %1 kadarini olusturan karsinoidler kiglk
hicreli akciger karsinomu gibi brons mukozasindaki noéroendokrin
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hicrelerden kaynaklandiklari dustntlmektedir. Tedavi konusunda iyi bir
tanimlama yapilmamistir, genelde cerrahi ydntem kullanihir. Tipik
karsinoidler metastaz olasihg dusik olan iyi prognozlu tumorlerdir
(Coskunpinar, 2013).

2.1.6. Akciger kanserinin molekiiler biyolojisi

Karsinogenezin temelinde 6ldiricl olmayan genetik hasarlar vardir
(Yang, Schwartz, McAllister, Swanson, & Aston, 1999). Bu genetik
hasarlar veya mutasyonlar; kimyasal maddeler, radyasyon, UV gibi
cevresel ajanlar ya da virlslerin etkisiyle ortaya cikabilir. Genetik hasarin
hedefi olan genler; onkogenler, timdr baskilayici genler ve DNA onarimini
dizenleyen genlerdir. Karsinogenez, fenotipik ve genetik dizeyde cok
basamakli bir olaydir.

Akciger kanseri gelisme silrecinde yaklasik 10-20 genetik hasarin
olusmasi gerektigi bilinmektedir (Ozkan, 2008). Akciger karsinogenezinde
onemli genetik olaylar; onkogenlerin mutasyona bagli aktivasyonu, timor
baskilayici genlerin aktivasyon kaybi, hicre ddénglusi ve apoptoz
reglilasyonunda goérev alan genlerde ortaya cikan degisiklikler, DNA
onariminda gorev alan genlerde meydana gelen degisiklikler ve blyime
faktorleri ile reseptorlerine iliskin degisikliklerdir (K. M. Fong & Minna,
2002).

DNA hasarinin olusumu, kimyasal karsinogenezin ilk asamasidir.
Genetik hasarin temelinde, mutasyonlar ve delesyonlar vardir (Donnellan
& Chetty, 1998). Bir organizmanin tasidigi tim genler, bireyin genotipini,
ortaya cikardidi fiziksel gorinim ve islevi ise fenotipini olusturur. Genlerin
nikleotid dizilimindeki herhangi bir degisiklik, kodladigi tim proteinin
kopyalarini etkiledigi icin mutasyonlar bir organizmanin tim hcrelerinin
zarar goérmesine neden olabilir. Bir genin, kontrol ya da yapisal
bélgesindeki mutasyon, proteinin islev kazanmasina, kaybetmesine ya da
yeni bir 6zellik kazanmasina neden olur (Sarasin, 2003).

Toplumda %1'den daha yilksek oranda bulunan gen degisimleri
polimorfizm olarak tanimlanmaktadir. Genetik mutasyonlar, bir cesit
genetik polimorfizmdir. Polimorfizmler mutasyonlar gibi bazi DNA
bolgelerinde eksilme, artma ve rekombinasyon gseklinde goérllse de
genomda en cok tek nukleotid polimorfizmi olarak goérultrler (Hartl &
Clark, 1997).

Genetik polimorfizm calismalari, hastalik riski olan kisilerin ve ilag
tedavisi icin yeni hedeflerin belirlenmesini saglar. Kimyasallari ya da
karsinojenleri metabolize eden enzim polimorfizmleri, kalitsal ya da
cevresel olarak hastallk olusumunda dodgrudan etki gosterirken, DNA
onarim genlerindeki polimorfizmler dolayl etki gésterir (Ozkan, 2008).
Eder polimorfizm, enzimi kodlayan bélgede olusmus ise vicuttaki enzim
seviyesi populasyon icerisinde farkhhklar olusturur. Enzimlerin bu
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polimorfik durumlari, gesitli hastaliklara, 6zellikle kansere yatkinhk saglar
(Hartl & Clark, 1997).

Akciger kanserinin olusumunda didger kanser tiplerinde oldugu gibi
bliyume, farklilasma, cogalma ve apoptoz gibi hicresel aktiviteleri
didzenleyen proteinlerin bozulmasi veya bu proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan dolayi proteinlerin islevini yitirmesi rol oynamaktadir. Bu
proteinlerin ve proteinleri kodlayan genlerin bir kagli tanimlanmis olmasina
ragmen daha bircok tanimlanamamis genetik faktorin akciger kanseri
olusumunda ve olusumundan sonra rol oynadigi disinidlmektedir. Bu
protein ve proteinleri kodlayan genlerden bazilari ras, myc, bcl-2, erbB-2
gibi onkogenler ile p53, RB, P16 gibi timér baskilayici genlerdir (Alp,
2013; Sagawa et al., 1998).

Ras onkogeni tum tumoér tiplerinde 925 oraninda, kolon
kanserinde %50 ve akciger kanserinde %25 oraninda bulunur (Alp, 2013).
RaskK geninin 12. kodonundaki nokta mutasyon akciger
adenokarsinomunda 6nemli bir genetik degisikliktir (Sagawa et al., 1998).

Myc proteinleri dnemli transkripsiyon faktérleridir. Ug tip myc
proteini vardir; L-myc, C-myc ve N-myc. Bu (¢ proteini sentezleyen
genlerin akciger kanseriyle iliskisi vardir. Bunlardan en énemlisi L-myc'dir.
C-myc daha ¢ok meme kanserinde, N-myc ise ndroblastomada énemlidir
(Alp, 2013). L-myc onkogeni 1P34 kromozomuna lokalize olmustur. Hicre
proliferasyonunu ve farklilasmasini dlzenleyen transkripsiyonel bir
faktordlr (Shih et al., 2002). L-myc kiglk htcreli disi akciger kanseri ve
adenokarsinomda daha az artisa ugrarken kiglk hicreli akciger
kanserinde saglkli hicreye goére %80-90 daha fazla ifade edilmektedir
(Takahashi et al., 1989).

ErbB-2 protoonkogeni (her2/neu olarak da adlandirilir; Human
epidermal growth factor 2); tirozin kinaz buyume faktdérli reseptdrinl
kodlar. Insan timérlerinde erbB-2'nin genellikle arttidi ve asir ifade
edildigi tespit edilmistir (Alp, 2013). ErbB-2 genindeki artis veya fazla
ifadelendirilme klguk htcreli disi akciger kanserinde %25 iken, klglk
hicreli akciger kanserinde gorilmemistir (Imyanitov et al., 1992).

p53 mutasyonlari klicik hicreli akciger kanserinde %50, klcik
hicreli disi akciger kanserinde %80'den fazla gorilir (Lee et al., 1995).

pl6 mutasyonlari kliclk hicreli akciger kanserinde goérilmezken,
klglk hicreli disi akciger kanserinde %50 oraninda goérilir (Andujar et
al., 2010).

RB'nin klcglk hlcreli akciger kanserinin %80'inde, klcik hucreli

disi akciger kanserinin %40'iInda mutasyona udradigi belirlenmistir
(Shimizu et al., 1997).

11



2.1.7. Polimorfizm

Genetik polimorfizmler toplumda bulunma frekansi yuksek, bir gen
veya DNA dizisindeki degisikliklerdir. DNA dizisindeki bu degisiklikleri
mutasyondan ayiran 0zellik, en az 100 kisiden 1’inde bulunmasidir.
Genetik polimorfizmlerin en yaygin tiri tek baz cifti varyasyonu iceren tek
ntkleotid polimorfizmleridir (Shenfield, 2004).

Tek nukleotid polimorfizmleri (SNP) genomda tek bir nikleotidin
(A,T,C veya G) bir baskasiyla yer degistirdiginde olusan DNA dizi
degisimleridir (Vignal, Milan, SanCristobal, & Eggen, 2002).

Bazi gen polimorfizmleri bir hastalik riskini arttirirken bazilar
azaltabilmekte (koruyucu alel), bazi polimorfik aleller ise yalnizca cevresel
bir faktoérin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir (Ekmekgi, Konag, &
Onen, 2008).

2.2. Notch Sinyal Yolagi

Kansere neden olan 250'nin Uzerinde gen tanimlanmistir ve gesitli
mekanizmalarin bu genler aracihidiyla insan kanserlerine sebep oldugu
disunulmektedir. Bu calismalar henidz tamamlanmamistir ancak son
olarak onkogenlerin blyik cogunlugunun bu yolaklarda aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu yolaklar ayni zamanda normal hiicrelerinde gogalmasini,
farklilagsmasini, yasamini ve fonksiyonunu duzenleyen sistemlerdir. Kanser
hicreleri kontrolsliz ¢ogalma, farklilasmanin bloke edilmesi, azalmis
apoptoz, degismis doku yapisi gibi karakteristik 6zelliklere sahiptir ve
kanser hicrelerinde bu yolaklarin aktivitesi artmis veya inaktive edilmistir.
Bazi kanser yolaklar spesifik bir kanser tlriine neden olurken, digerleri
malignant timorlerin genis bir araliginda kritik rollere sahip olabilirler. Bir
"kanser iligkili yolak" en azindan bir insan kanserinin gelisimi igin bir
genetik veya epigenetik mutasyonla aktivasyonu veya inaktivasyonu
gerekli olan bir hlcresel regilatér sistemdir. Tipik olarak kanser yolaklari
bir kanser tipine veya farkli kanser tiplerine sahip bireylerde ayni regilatér
sistemlerin farkli bilesenlerindeki degisimlerle ortaya cikabilirler (Schulz,
2005).

Bu son kriterlere gbre cesitli dizenleyici sistemler, prototipik kanser
yolaklari olarak dederlendirilebilir. Bunlar MAPK yolagi, TP53 dlzenleyici
sistemi ve RB1 vyolagl etrafinda yodunlasmis olan hlicre doénglsu
dizenleme agindan olusmaktadir. Bu yolaklarin hepsi birbiri ile etkilesim
halindedir. Bunlar ayni zamanda PI3K yoladi, PKC kinazlar, STAT yoladi,
NFKB yolagi ve TGFB yanit yolagi gibi diger yolaklar ve proteinlerle de
baglantilidirlar. Uclincii bir kanser yolagi grubu da WNT ve Hedhehog yanit
yolagi ve Notch regilatdor sisteminden olusmaktadir (Pazarbasi et al.,
2011).

Notch yolagina ilk olarak Drosophila melanogaster'de rastlanmis ve
insandan ziyade model organizmalarda gelisimdeki fonksiyonu daha yogun
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olarak calisiimistir. Su anda bir insan kanseri yolagi oldugu kesin olarak
ispatlanmistir ve ayni zamanda Alzheimer hastaliinda bir faktor olarak
nitelendirilir. Kanserde etkinligi bilinen TGFB ve STAT yolaklar gibi Notch
yolagl da farkli hicre tiplerinde fonksiyon kaybi ya da asir aktivite gibi
farkli 6zellikler gbstererek kanser gelisimine neden olur (Krauss, 2006;
Pazarbasi et al., 2011; Schulz, 2005).

Notch yolagi koék ve o6ncli hlicre katmanlarini kontrol eder.
Karakteristik  fonksiyonu iki yo6nld hicre akibeti kararlarinin
regllasyonudur. Bu, hlicrenin bir doku 6ncili olarak mi kalacagi veya
epidermisin bazal tabakasinda oldugu gibi farkhlasmaya mi gidecegi
kararlarini da igerir. Notch sinyallesmesi ayni zamanda farklilasmis bir
intestinal hicrenin bir enterosit mi, goblet hiicresi mi olacagi veya lenfosit
hattinda T hiicre veya B hiicresi alt hatlarina mi gegecegi ile ilgili kararlari
da icerir (Pazarbasi et al., 2011).

2.2.1. Notch sinyal yolagi elementleri

Notch sinyali evrim siresince korunmus, gelisim déneminde hicre
kaderinin belirlenmesinde rol oynayan hicre etkilesim mekanizmalarindan
biridir. Notch sinyal yolagli organ olusumunu ve morfogenezi etkileyerek
proliferasyonda, farklilasmada ve apoptozda dilzenleyici rol oynar
(Artavanis-Tsakonas, Rand, & Lake, 1999).

Notch, komsu hicreler ile liganlar araciligiyla iletisim kurarak
hiicrelerin farklilasmasinda rol oynayan bir proteindir. Ik olarak
Drosophila melanogaster'de karakterize edilen Notch geni 300 kd'luk tek
gegisli transmembran reseptdri kodlar. Notch reseptéri hiicre ici ve hlicre
disi kisimlar olmak Gzere iki kissmdan olusur. BlyUk ekstraseltler bolge 36
ardisik EGF (Epidermal Growth Factor) benzeri tekrar ve 3 sisteince zengin
LIN 12 tekrar bulundurur. EGF tekrarlari Notch reseptérinin ligandlarla
etkilesimini saglar. Notch reseptorinin hicre ici kismina Notch hicre igi
bolge (Notch Intraselller Domain: NICD) de denir. Hicre ici bdlgede ise; 6
ardisik ankirin tekrari, RAM 23 bdlgesi, bir glutamin zengin bdlge (opa) ve
prolin, glutamat, serin ve treonince zengin PEST bdélgesi bulunur (Sekil
2.1). RAM 23 domaini ve ankirin tekrarlari Notch reseptérinin nikleustaki
transkripsiyon faktoérleri ile baglantisini gliclendirir (Kidd, Kelley, & Young,
1986; Wharton, Johansen, Xu, & Artavanis-Tsakonas, 1985).
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HUCRE ZARI

IDI EGF Benzeri Tekrarlar RAM23 Bolgesi . PEST Bélgesi

DLin Notch Tekrarlar DAnkirin Tekrarlari

Sekil 2.1. NOTCH3 reseptérinin yapisi

Memelilerde doért Notch geni (Notch 1, 2, 3, 4) bulunur. Notch sinyal
sisteminin temel elementleri; Notch reseptdrl, DSL (Delta ve Serrate
Benzeri) Ligandlar ve CSL (omurgalilarda CBF1/RBPJK-kappa,
Drosophila'da Su(H), C. elegans'ta Lag 1) DNA baglayici proteinlerdir.
Notch reseptérinin ligandlari Delta benzeri liganlar (DLL1, DLL3 ve DLL4)
ve Serrate Benzeri liganlar (JAG1 ve JAG2) olmak Uzere iki gruba ayrilir
(Sekil 2.2). Hicre hicre etkilesimlerinde bir hiicrede Notch reseptori diger
hicrede ise Notch ligandi bulunur (Acar et al., 2008; Miele, 2006; Ohishi
et al., 2000). Komsu hicrelerde notch reseptdéri ve ligandlari eksprese
olur. Eger hicrelerin birinde digerine gore ligand fazla ise o hiicre sinyalci
roliine barundr (Artavanis-Tsakonas et al., 1999).
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Sekil 2.2, Notch reseptdrleri ve DSL bigandlan (Dallman, Smith, Benson, & Lamb, 2005)
2.2.2. Notch sinyal yolaginin aktivasyonu

Notch reseptéri ve ligandlari arasindaki etkilesim farklilasma,
cogalma ve apoptoz gibi hiicre kaderinin kararlarini yoneten bir sinyal
kaskadini baglatir (Ohishi et al., 2000).

Aktivasyonu sirasinda Notch reseptdéri en azindan 3 kere ayrilma
islemine maruz kalir. Ilk olarak Notch reseptériiniin biyosentez isleminin
bir parcasi olarak, golgi icinde furin-benzeri proteazlar Notch proteinlerini
heterodimerlere donustirir. Bu ayrilma 'S1 ayrilmasi' olarak adlandirilir ve
aktif hicre ici bolgenin (NICD) ligand indUkli salinimi ile ilgili degildir,
fakat Notch reseptdérinin hicre vylzey ifadesi igin gereklidir. Notch
reseptdri sentez isleminden sonra olgunlasarak hicre zarina yerlesir. Bir
transmembran protein olan Notch reseptéri hilcre ici bdlge ,hicre disi
bolge ve zarn kateden bdélge olmak uUzere 3 kisimdan olusur. Notch
reseptorli ligandi ile hicre disi boélge araciigiyla baglanti kurar. Bu
baglantiyi saglayan Notch reseptorinin hiicre disi bolgesinde yer alan EGF
benzeri tekrarlardir. Ayrica ligandlar da reseptdrlerle DSL bdlgeleri
aracihdiyla baglanti kurarlar. Ligand reseptdor badlantisi gerceklestigi
zaman ikinci ayrilma gergeklesir. Bu ayrilma 'S2 ayrilmasi' olarak
adlandirihr ve Notch'un hicre disi bélgesi serbest kalir. Bu proteolitik
ayrilma islemi hicre zarinda bulunan ADAM17 metalloproteazin katkisiyla
olur. 'S3 ayrilmas!' olarak adlandirilan Gglncid ayrilma hemen sonrasinda
gerceklesir. Transkripsiyonel olarak aktif olan hicre ici kissm (NICD)
zardan ayrilir ve bdylece aktive Notch olusur. Son ayrilma da proteolitik
bir islemdir ve bu islemden yine zarda yer alan presenilin ve nicastrini
blinyesinde bulunduran Gamma sekretaz kompleksi sorumludur. Gamma
sekretaz Notch'un karboksil ucunu (NICD) keser ve NICD sitoplazma
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icinde serbest kalir. Aktive Notch bundan sonra bir tasiyici protein
aracihgiyla ntkleusa gecer (Kramer, 2000).

NICD'nin ntkleustaki metabolizmasi E3 ubikutin ligazlar ile
ubikutinasyon ve fosforilasyon ile kontrol edilir. Fossorilasyona maruz
kalan NICD aktif haldedir. NICD ubikutinlenerek yikima ugrarsa hicre eski
haline gelir ve Notch sinyalinin bir sonraki turu icin hazirlanir (Kopan,
2002).

Nikleusta NICD ile baglanti kurdugu bilinen tek transkripsiyon faktoru
CSL'dir. NICD'nin yoklugunda CSL, histon deasetilazlar (HDACs) veya
korepresorlerle badlantili  halde bulunur ve transkripsiyonel olarak
baskilanmis haldedir. NICD'nin CSL'ye baglanmasi ile birlikte NICD
korepresdr kompleksinin yerine gecer ve aktif haldeki NICD/CSL histon
asetilazlara (HATs) veya Mastermind/Lag3'e badlanarak hedef genlerin
transkripsiyonunu  aktive edip kromatin yeniden dizenlenmesini
saglayabilir. Ayrica NICD/CSL kompleksi Notch iliskili transkripsiyon
faktorlerinden RBPJK ile baglanti kurarak da hedef genlerin
transkripsiyonunu saglayabilir (Kopan, 2002).

2.2.3. Notch, apoptoz ve kanser
2.2.3.1. Apoptoz

Apoptoz, programli hicre 6limuU olarak adlandinlir ve tim ¢ok hucreli
organizmalarda gelisim sirasinda dizgln organogenezi ydneten ve doku
homeastazini sadlayan énemli bir islemdir. Ornedin; uzuvlarin gelisimi
sirasinda bagimsiz parmaklarin olusumu icin fazladan hicreleri secici
olarak yok eder. Ayrica immin sistemin olgunlasmasi sirasinda gdérevini
yitirmis T hdcrelerinin yikimindan da sorumludur. Yine apoptoz hcrelere
geri dontsumslz zararlar veren iyonize radyasyon gibi dis etkilere karsi
hlicresel savunma mekanizmasi olarak goérev yapar (Kerr, Wyllie, & Currie,
1972).

Dizenli embriyonik gelisim ve normal doku homeastazisi; hicre
blyUumesi, farklilasmasi ve apoptozu igeren bir seri molekiler islemden
olusur. Bu islemlerden herhangi birinde devamli olarak olusan bir aksaklik
kanserin gelisimine katkida bulunur. Ozellikle apoptozdaki kusurlar
neredeyse tUm kanser tiplerinde goértlmektedir (Dang, 2012).

Notch sinyal yolagi hem embriyonik gelisimde hem de organ
homeostazinda hlicre kaderinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Notch
hiicre donglsi, gelisim ve sag kalim ile ilgili yolaklari iceren genis aglar
boyunca apoptozu dizenler (Dang, 2012).

Notch sinyal yolagi ve p53 ve NF-KB sinyal yolaklari arasindaki iliski
apoptozu  c¢esitli yollardan etkileyerek kanserlesme slrecine katkida
bulunabilir.
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2.2.3.2. Notch - p53 sinyal yolaklar ve kanser

p53; hlicre dénguslunun ilerlemesini inhibe eder ve DNA hasarindan
sonra apoptozu baslatarak hlcre donglsi regulatdorl olarak gérev yapar.
Bir hicre DNA'yva zarar veren kemoterapotik, UV 1sik veya iyonize
radyasyon gibi ajanlara maruz kaldigi zaman p53 ekspresyonu artar bu da
p21 aktivasyonuyla sonuclanir ve nihayetinde hlicre déngusu bloke edilir.
Bu noktada, hasarli hiicre hasarin geri donisimli olup olmadigina bagh
olarak ya tamir edilir ya da apoptoza yénlendirilir (Vousden & Lane, 2007).
p53 geninde olusan inaktive edici mutasyonlar tim insan kanserlerinin
%50'sinden fazlasinda goéralir.

INK4a/ARF bir timoér baskilayicidir ve normalde Mdm2 (murine
double minute) ile birlikte bulunarak Mdm?2'yi inaktive eder. INK4a/ARF ile
Mdm?2 ayrildiginda Mdm2'nin yari é6mri uzar. Ortamda serbest Mdm?2
bulundugunda, p53 Mdm2 tarafindan Mdm2'nin E3 ubikutin-ligaz
aktivitesi sayesinde inaktive edilir. Bu da p53'lin hasarli hicreyi apoptoza
yonlendirmesini engeller (Ladanyi et al., 1993; Sanchez-Cespedes et al.,
1999).

Notch sinyal yolagi apoptoz ve kanser (zerindeki etkisinden dolayi
p53 sinyal yolagi ile iliskilidir. Aktive olmus Notch'un ekspresyonu p53
ekspresyonu ile negatif olarak iliskilidir (Beverly et al., 2005).

Notch sinyal yoladi cesitli mekanizmalarla p53 ekspresyonunu ve
aktivitesini baskilamaktadir. Aktive olmus Notch bir timoér sipressor
olarak goérev yapan INK4a/ARF'nin ekspresyonunu baskilar, bu da daha
fazla Mdm2'nin serbest kalmasina yol acar. Ortamda fazla miktarda
bulunan Mdm2 p53'e baglanarak onun degredasyonuna neden olur
(Beverly et al., 2005). Ayrica Notch iliskili bir transkripsiyon faktoéri olan
RBJK p53 promotdéri ile badlanarak p53'Un transkripsiyonunu
engelleyebilir (Boggs, Henderson, & Reisman, 2009). Notch sinyal yolagi
bu mekanizmalar araciliiyla kanserde p53 fonksiyonlarini baskilar ve
boylece kanserlesme sirecine katkida bulunur (Dang, 2012).

2.2.3.3. Notch - NF-kB sinyal yolaklari ve kanser

Niklear faktor kappa B (NF-kB), B hicrelerinde inhibitor kappa (Ik)
zincirinin ekspresyonunu diizenleyen niklear faktérdir. NF-4B sinyal yolagi
immunite, cogalma, inflamasyon ve apoptoz gibi ¢ok sayida hicresel
fonksiyonda cesitli roller oynar. Kanserlesme slirecinde bu sinyal yolagi
onkogeneze her yénden katkida bulunur (Basseres & Baldwin, 2006).

Memelilerde bu ailenin 5 Gyesi vardir; Sinif 1: NF-kB1 (p50 ve onun
prekirsérid p105) ve NFkB2 (p52 ve onun preklrséri p100) ve Sinif 2:
(RelA-p65, RelB, cRel). Bu proteinler homodimer ve heterodimer yapida
olabilir.
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NF-kB dimerleri normalde sitoplazmada IKB ile bagli inaktif halde
bulunurlar. TNF-a, IL-1, virtsler, DNA'ya zarar veren ajanlar gibi gesitli
uyaranlara maruz kalindigi zaman IkB Kinaz (IKK) kompleksi uyarilir ve bu
da IkB'nin fosforlanarak yikimi ile sonuclanir. IkB'nin inhibitor etkisi
olmayinca NF-kB dimerleri serbest kalir ve hedef genlerin
transkripsiyonunu gerceklestirmek tzere cekirdege gecerler (Dang, 2012).

NF-4B'nin en iyi bilinen fonksiyonu hticre sag kalimini desteklemesi ve
apoptozu inhibe etmesidir (Beg, William, Bronson, Ghosh, & Baltimore,
1995; White, Roy, & Gilmore, 1995). Apoptoz uzerinde Notch sinyalinin
etkisi; NF-kKB yolaginda Notch'un regilasyonu ile olur. RBP-JK, NF-kB
yolaginda promoter element olarak goérev yapar ve NF-kB prekirsor
p100'Un transkripsiyonunu baskilar. Aktive Notch varliginda RBP-JK'nin
promoter aktivitesi indlklenir ve bu da transkripsiyonun artmasina neden
olur (Cheng et al., 2001). RBP-JK ayrica IkB-a'nin transkripsiyonunu
baskilar ve NICD varhdinda transkripsiyon benzer olarak tekrar aktive
edilir (Oakley et al., 2003).

Apoptozu dizenlemede Notch'un NF-AB yolagini nasil diizenledigine
dair modeller;

Birinci modelde ; aktive Notch p50, RelA, RelB ve cRel NF-kB
genlerinin transkripsiyonunu uyarir. RBP-JK, bir Notch CSL proteini,
normalde bu genlerin transkripsiyonunu baskilar. NICD varlidinda
transkripsiyon aktive edilir.

Ikinci modelde ; NICD NF-kB'yve badlanmak icin IkB-a ile yarisir.
Aktive Notch (NICD) sitoplazmik IkB'ye benzerlik gésteren 6 ankirin tekrari
icerir. IkB-a ile inhibe olan NF-kB dimerleri NICD ile iliski kurunca serbest
kalir ve bu da onlarin aktivasyonuyla sonuglanir.

Diger bir modelde ise; NICD IKK'ya baglanarak IkB'nin
fosforilasyonunu artirir ve yikimi ilerletir. Bdylece serbest kalan NF-4B
dimerlerinin aktivitesi artar (Dang, 2012).

Bltin bu mekanizmalar aracilidiyla Notch NF-AB'nin apoptozu inhibe
etme fonksiyonuna NF-KB aktivitesini artirarak dahil olur ve bdylece
kanserlesme surecine katkida bulunur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Arastirma grubu

Bu calisma, 2014/164 sayili ve 12.06.2014 tarihli etik kurul karari
ile onayr alinan ve 2011-2012 vyillann arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi E§itim Uygulama ve Arastirma Hastanesi Gogiis
Hastaliklari Anabilim Dali'na basvuran akciger kanseri tanisi
konulmus 100 hasta ve 100 saglikli birey ile gergeklestirildi.

Calisma asamalarimiz su sekildedir:

1.Akciger kanseri hastasi ve sadlikh kontrollerin periferal
arterlerinden EDTA’l tipe 10 ml kan alinimi
2.Kandan PureLink™ Genomic DNA Izolasyon Kiti kullanilarak
genomik DNA izolasyonu
3.DNA'nin  miktar ve Kkalitesinin Nano drop (Mikro Olgekli
Spektrofometre) ile dlgimu
4.1zole edilen DNA'dan NOTCH3 geni C381T ve A684G  gen
bélgelerinin PCR’da ¢ogaltiimasi
5. Elde edilen PCR Urlnlerinin agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi
ve UV transliminatdérde gorintilenmesi
6.C381T ve A684G gen bdlgelerinin uygun restriksiyon enzimleri ile
kesimi
7.Elde edilen kesim Urdnlerinin agaroz jel elektroforezinde
yuratilmesi ve UV transliminatérde gorintilenmesi
8. Cekilen jel goéruntulerinden faydalanilarak genotiplerin belirlenmesi
ve istatistiksel analizlerin gergeklestiriimesi.
3.1.2. Kullanilan cihaz ve gerecler
1. Buzdolabi (Bosch)
2. Sogutmali santriflij (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 firin (Argelik MD 55 I)
8. Elektroforez icin glic kaynagi (Bio-Rad power Pac- 3000)
9. PCR cihazi (Runik Thermal cycler)(Sacem)
10. UV transliminator (Syngene)
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11.
12.
13.
14.

Otomatik pipet seti(Bio Hit)

Ceker ocak

Mikro Olgekli Spektrofometre (ATCGene ASP-3700)
Buz makinesi (Hoshizaki FM- 120 DE)

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler

OVCoONOTUTDA, WNHR

. Deiyonize su (dH,0)

. DNA d6rneklerini saklama kutusu

. Polypropilen kapakh tip (0.2 ml)

. Polypropilen kapakh tip (1.5 ml)

. Eldiven (Steril)

. Steril mikropipet ucu (100-1000 pl)
. Steril mikropipet ucu (10-100 pl)

. Steril mikropipet ucu (0,5-10 pl)

. 10x TBE Buffer

. PCR igin Master Mix

. C381T Bolgesi igin Primer cifti
. A684G Bdlgesi icin Primer cifti
. Agaroz

. Nukleik Asit Jel Boyasi

. Marker ( 50 bg)
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3.2. Yontem
3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin PureLink™ Genomic DNA Mini Kit
(InvitrogenCorporation, Carlsbad, California, USA) kullanildi.

Izolasyon Prensibi

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, spin ile kolon bazli niikleik asit
izolasyonu teknigini kullanmaktadir. Bu teknik kati bir faz kullanarak
nikleik asitlerin hizli bir sekilde saflastiriimasini saglamaktadir. Nikleik
asitlerin baglandigi bu kati faz, genellikle silika bazli bir zardan meydana
gelmektedir. PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, hiicreleri lize eden ve
hiicre proteinlerini denatiire eden kaotropik tuzlarin varliginda silika bazl
zara DNA'y1 secici olarak baglamaktadir. Guanidin hidroklorid tuzu
kaotropik tuz olarak kit ¢ozeltisinde kullaniimistir. Kit kullanma klavuzu,
izolasyon protokoll sonunda istege gore 25-200 pl araliginda elisyon
solisyonu kullanilabilecegini bildirmistir.

Izolasyon Protokolii
e Su banyosu 55°C olarak ayarlandi.

e EDTA’ll tipe alinmis taze kandan steril 2 ml’'lik mikrosantrifij tipline
200 pl kondu. Eger kan +4°C’de birkag glin bekletilmis ise yavasca
alt Ust edilerek karistirildiktan sonra tam kan halinde mikrosantrifij
tipune konuldu.

e Kit solisyonlarn igerisinde bulunan proteinaz K’'dan 20 pl,
mikrosantrif(ij tipundeki 6rnek tGzerine eklendi.

e Yine kit solUsyonlar igerisinde bulunan RNAaz A’dan 20 pl, érnek
Uzerine eklendi. Karisim iyice vortekslendi. Daha sonra karisimin oda
sicakliginda 2 dakika inkiibasyonu yapildi.

e Karisim (zerine kit soliisyonlari igerisinde bulunan PureLink™
Genomic Lysis/Binding Buffer'dan 200 pl eklenerek homojen bir
solisyon elde etmek igcin mikrosantriflij tipuU iyice vortekslendi.

e Proteinlerin parcalanmasini tesvik etmek icin karisim su banyosunda
550C’de 10 dakika inkube edildi.

e Inklibasyondan sonra lizat Gzerine 200 pl %98,9'luk etil alkol
eklendi. Homojen bir sollisyona ulasmak icin mikrosantriftij tipt 5
saniye iyice vortekslendi.

e Kit ambalaji icerisinden bir toplama tupd igerisine yerlestirilmis
PureLink™ Spin Column gikarildi.

21



PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer ve etil alkol ile birlikte
yaklasik olarak 640 pl gelen lizat, mikrosantrifiij tiptinden alinarak
PureLink™ Spin Column igerisine aktarildi.

icerisinde lizat bulunan PureLink™ Spin Column, oda sicakh§inda 1
dakika 10.000 g'de santrifij edildi.

Santriflij sonrasinda icerisinde atik sollisyon bulunan toplama tupu
atildi. PureLink™ Spin Column, kit ambalaji icerinde bulunan yeni bir
toplama tlpu icerisine yerlestirildi.

Yeni bir toplama tipline vyerlestiriimis PureLink™ Spin Column
icerisine kit soltsyonlari ile birlikte verilen ve protokol dncesinde etil
alkol ile hazirlanmis 500 ul Wash Buffer 1 eklendi.

PureLink™ Spin Column oda sicaklifinda 1 dakika 10.000 g'de
santrifij edildi.

Santrifij sonrasinda igerisinde solisyon biriken toplama tlpu
atilarak PureLink™ Spin Column yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

PureLink™ Spin Column igerisine kit soliisyonlari ile birlikte verilen
ve protokol dncesinde etil alkol ile hazirlanmis 500 pl Wash Buffer 2
eklendi.
PureLink™ Spin Column oda sicakliinda maksimum hizda 3 dakika
santriftj edildi.

Santrifj sonrasinda igerisinde sollisyon biriken toplama tapU atildi.
PureLink™ Spin Column, 2 mllik, kapad koparilmis, steril
mikrosantriflij tlpU icerisine yerlestirilerek kapadi acildi ve oda
sicakhdinda 1 dakika inkibe edildi.

kTM kTM

PureLin Spin Column igerisine 50 pl PureLin Genomic Elution
Buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkibe edildi.

PureLink™ Spin Column oda sicakliinda maksimum hizda 1 dakika
santriftj edildi.

Santrifiij sonrasinda, PureLink™ Spin Column altinda bulunan
mikrosantriftj tipd saflastirimis genomik DNA iceren yaklasik olarak
50 pl ¢dzeltiye sahipti.

Ust kissmdaki PureLink™ Spin Column, DNA iceren mikrosantrifiij
tipunden cikarilarak steril yeni bir mikrosantriftj tipine yerlestirildi.

kTM kTM

PureLin Spin Column icerisine 50 pl PureLin Genomic Elution
Buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkibe edildi.
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e Yeni santrifiij tipine yerlesik PureLink™ Spin Column, oda
sicakhiginda maksimum hizda 1,5 dakika santrifij edildi.

e Santrifij sonrasinda PureLink™ Spin Column altinda bulunan
mikrosantriflj tipa saflastirilmis genomik DNA iceren yaklasik olarak
50 ul ¢ozeltiye sahipti.

e Saflastirllmis genomik DNA iceren birinci ve ikinci santrifij tupleri
birlestirilerek genotip analiz zamanina kadar -20'de saklandi.

Ilk 50 pl'lik eliisyon muamelesi, silikaya baglanmis DNA'nin yaklasik
olarak %80'ni elde etmekte, ikinci 50 pl'lik elisyon muamelesi ise geri
kalan kismi yakalamayi saglamaktadir.

3.2.2 Calisma dizayni

Calismamiz kapsaminda arastirilan gen bdlgelerinin  PCR ile
amplifikasyonu icin 06ncelikle veri bankasi analizleri ve literatur
degerlendirmeleri yapilmistir. Yapilan dederlendirmeler sonucunda asagida
belirtilen primer dizilerinin kullanilmasina karar verilmistir.

C381T (rs3815188) ve A684G (rs1043994) bdlgeleri icin veri bankasi
analizleri yapilmis ve bu gen bdlgeleri NCBI ve Ensembl genom veri
tabaninda taranmistir. Primerlerin vyerlestigi sekanslar ve restriksiyon
enzimlerinin kesim bdlgeleri belirlenip restriksiyon fragmentlerinin
uzunluklari tespit edilmistir (Sekil 3.2. ve 3.5.).

Bununla birlikte yapilan veri bankasi degerlendirmesi sirasinda G684A
(rs1043994) bolgesindeki atasal alelin A aleli oldugu ve varyasyonun
684A>G (A684G) oldugu belirlenmistir (Sekil 3.5.).

3.2.3. Izole edilen DNA érneklerinin PCR ile amplifikasyonu
3.2.3.1. Kullanilan ¢ézeltiler
Master miks

PCR karisimi igin icinde taq polimeraz, dNTP karisimi ve uygun
tampon ¢ozeltiler bulunan PCR master miks kullanildi. Master miks icerigi
su sekildedir; 20 mM Tris-HCI (ph 8,9), 1.8 mM MgCl,, 22 nM NH4CI, 22
mM KCI, 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 Unit/ml One Taq DNA polimeraz.
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Primer

C381T ve A684G bdlgeleri icin Uretici firmadan temin edilen liyofilize
primerler ddH20 ile 100pM’lik konsantrasyonda hazirlandi ve stok primer
cOzeltisi olarak kullanildi. Daha sonra bu stok c¢oézeltiden 5uM ve 10uM
konsantrasyonda dilisyonlar vyapildi. C381T bdlgesi icin 5uM, A684G
bdlgesi icin 10uM derisimindeki primer ¢dzeltileri kullanildi.

Calismamizda C381T ve A684G gen bdlgelerinin amplifikasyonu igin
kullanilan primer dizileri su sekildedir;

C381T Gen Bolgesi icin Kullanilan Primerler

C381T Gen Bolgesi igin:

Forward Primer: 5'-TGT GCT GCC CAA CCA AGC CA-3'
Reverse Primer: 5'-ACT GAC CAC ACC CCC GACTA 3'
A684G Gen Bolgesi igin:

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 sartlari

Arastirma grubu bireylerinden elde edilen DNA &rneklerinin PCR ile
amplifikasyonu igin 25 pl lik karisim hazirlandi. PCR amplifikasyon hazirhgi
DNA, PCR miks, forward-reverse primer ve su ile hazirlandi ve Thermal
Cycler cihazinda yurutuldi. PCR reaksiyonlari, primer dizileri ve annealing
Isilar1 asagida 6zetlenmistir.

PCR reaksiyonu 25 pl
Master mix 12,5 pl
Primer F (5-10 puM) 0,5 ul
Primer R (5-10 pM) 0,5 pl
ddH20 10,5 pl
DNA 1 ul
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Her bir DNA 6rnegi icin hem C381T hem de A684G primerleri
kullanilarak ayri ayri PCR islemi yapildi.

C381T icin PCR sartlari;

94 °C de 30 sn

94 °C de 20 sn denatiirasyon

59.4 °C de 1 dk baglanma 30 Dongii
68 °C de 90 sn sn uzama

68°C de 5 dk son baglanma

G684A icin PCR sartlari;

94 °C de 30 sn

94 °C de 20 sn denatiirasyon

61.8 °C de 1 dk baglanma 30 Dongii
68 °C de 90 sn sn uzama

68°C de 5 dk son baglanma

+4 °C de bekleme olmak lzere amplifikasyon sartlari diizenlendi.

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasi olusan Urlunlerin incelenmesi igin % 3'lUk agaroz jeli
hazirlandi ve 6rnekler agaroz jel elektroforezi yontemine tabi tutuldu.

3.2.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri
10 X Tris borat EDTA (TBE) buffer

e Bir mezlr icine 108 g tris base, 50 g borik asit ve 40 ml 0.5 M
EDTA (pH=8) kondu.

e Distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

e Manyetik karistiricida karistirildi.
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%3'liik agaroz jelin hazirlanmasi

e 3 gr agaroz tartilip bir beher icerisinde TBE buffer ile 100 ml'ye
tamamlandi.

e Mikrodalga firinda kaynatildi.

eYaklasik 60 dereceye kadar sogutulduktan sonra Gzerine 5 pl ntkleik
asit jel boyasi eklendi.

e Elektroforez baslamadan dnce tank, taraklar ve jel yatagi temizlendi.
e Jel donduktan sonra Uzeri 1XTBE Buffer ile dolduruldu.

e14 ul PCR Grund alinip jeldeki kuyucuklara yuklendi (her jelin bir
kuyusuna marker ylklendi).

eYlkleme iglemi bittikten sonra elektrodlar yerlestirilerek 100 voltta
30 dakika yuratalda.

eElektroforez tamamlandiktan sonra jel, CCD kamera altinda
incelenerek fotografi cekildi.

3.2.5. Jelin CCD kamera ile degerlendirilmesi
C381T Gen Bdlgesi

C381T bolgesinin toplam uzunlugu 224 bg¢'dir. C381T bdlgesi icin
yapilan gradiyent calismasinda jelde sirasiyla 55, 56, 57, 58.2, 59.4, 60.6,
61.8 ve 64 °C sicakliklar kullanilarak amplifikasyon yapilmistir.
Amplifikasyon sonucunda Sekil 3.1'de gorildiglu 224 bg'lik bantlar elde
edilmistir ve en parlak bantin gézlendigi ve non-spesifik bant agisindan en
temiz olan sicaklik baglanma sicakligi olarak segilmistir. Bu sicakhk C381T
bélgesi icin 59.4 °C olarak belirlenmistir (Sekil 3.1.).
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M 550C 56°C 57°C 58.20C 59.4°C 60.6°C 61.8C 64°C

— 224b¢

Sekil 3.1. C381T gen bdlgesinde optimum PCR rini elde etmek icin yapilan PCR
calismalar

C381T bolgesi icin forward ve reverse primerler uygun bdlgelere
yerlestirildiginde olusan tam dizi 224 bg olarak bulunmustur. Enzim kesim
bélgeleri, C alleli ve T alleli varliginda kesim boélgelerinin degisimleri ve
olusan kesim bdlgelerinin uzunluklan $Sekil 3.2 ve Sekil 3.3'de
gosterilmistir.

C381T gen bodlgesinin restriksiyon enzimi (Acil) kesimi icin hazirlanan
tek orneklik kesim sartlari ve miktarlari asagidaki gibidir.

Malzeme Adi Miktan (pl)
Cut smart 1.5
Acil 0.1
Su 1.4
PCR Urund 12

Acil enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (C alleli) varliginda
jelde dort kesim boélgesi (86 bg, 80 bg, 38 bg, 20 bg) olusmaktadir.
Polimorfizm gorilip C alleli T alleli ile yer degistirdiginde ise ¢ kesim
boélgesi (166 bg, 38 bg, 20 bg) olusmaktadir. Burada belirleyici bantlar C
alleli icin 86 ve 80 bc'lik, T alleli icin 166 bg'lik bantlardir (Sekil 3.3).
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PRIMER
DiziLERi

C381T FORWARD : 5' TGTGCTGCCCAACCAAGCCA 3!
C381T REVERSE : 5' ACTGACCACACCCCCGACTA 3'

TAM Dizi

TGTGCTGCCCAACCAAGCCATCTCTGCCCACAGGTGCCCGCCTGGCTGGGT
GGGTGAGCGGTGTCAGCTGGAGGACCCCTGTCACTCAGGCCCCTGTGCTG
GCCGTGGTGTCTGCCAGAGTTCAGTGGTGGCTGGCACCGCCCGATTCTCAT
GCCGGTGCCCCCGTGGCTTCCGAGGTGAGAGGGGAAGAGTCTGGAGGGGA
GGTAGTCGGGGGTGTGGTCAGT

ENZIM
KESIM
BOLGESI

5'..C"CGC...3'
3'..GGC'G...5'

C ALLELI

TGTGCTGCCCAACCAAGCCATCTCTGCCCACAGGTGCC (38)
CGCCTGGCTGGGTGGGTGAG (20)

CGGTGTCAGCTGGAGGACCCCTGTCACTCAGGCCCCTGTGCTGGCCGTGG
TGTCTGCCAGAGTTCAGTGGTGGCTGGCAC (80)

CGCCCGATTCTCATGCCGGTGCCCCCGTGGCTTCCGAGGTGAGAGGGGAA
GAGTCTGGAGGGGAGGTAGTCGGGGGTGTGGTCAGT (86)

T ALLELI

TGTGCTGCCCAACCAAGCCATCTCTGCCCACAGGTGCC (38)
CGCCTGGCTGGGTGGGTGAG (20)

CGGTGTCAGCTGGAGGACCCCTGTCACTCAGGCCCCTGTGCTGGCCGTGG

TGTCTGCCAGAGTTCAGTGGTGGCTGGCAC T GCCCGATTCTCATGCCGGT
GCCCCCGTGGCTTCCGAGGTGAGAGGGGAAGAGTCTGGAGGGGAGGTAGT
CGGGGGTGTGGTCAGT (166)

Sekil 3.2. NOTCH3 C381T bdlgesinin enzim kesim bdlgeleri
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Sekil 3.3. Acil enzimi ile kesilen C381T gen bdlgesi

A684G Gen Bolgesi

A684G bolgesinin toplam uzunlugu 420 bg'dir. G684A bdlgesi igin
yapilan gradiyent calismasinda jelde sirasiyla 55.2, 56, 57, 58.2, 59.4,
60.6, 61.8 ve 64°C sicakliklar kullanilarak amplifikasyon yapilmistir.
Amplifikasyon sonucunda Sekil 3.4'de goérildigld gibi 420 bg'lik bantlar
elde edilmistir ve en parlak bantin gbzlendigi ve non-spesifik bant
acisindan en temiz olan sicaklik baglanma sicaklhdi olarak segilmistir. Bu
sicaklik A684G bélgesi igin 61.8 °C olarak belirlenmistir (Sekil 3.4.).
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M  55.20C 56°C 579C 58.2°C 59.4°C 60.6°C 61.8°C 64°C

500b¢ — 420bg
350bg
300bg
250bg

200bg

Sekil 3.4. A684G gen bolgesinde optimum PCR Urinu elde etmek icin yapilan PCR
calismalan

A684G bdlgesi icin forward ve reverse primerler uygun bdlgelere
yerlestirildiginde olusan tam dizi 420 bg olarak bulunmustur. Enzim kesim
bélgeleri, A alleli ve G alleli varliginda kesim bdlgelerinin degisimleri ve
olusan kesim bdlgelerinin uzunluklan $Sekil 3.5 ve Sekil 3.6'da
goOsterilmistir.

A684G gen bolgesinin restriksiyon enzimi (Mwol) kesimi igin
hazirlanan tek orneklik kesim sartlari ve miktarlari asagidaki gibidir.

Malzeme Adi Miktan (pl)
Cut smart 1.5
Mwol 0.2
Su 1.3
PCR drund 12

Mwol enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (A alleli) varhginda
sekiz kesim boélgesi (168 bg, 60 bg, 57 bg, 44 bg, 37 bg, 30 bg, 15 bg, 9
b¢) olusmaktadir. Polimorfizm goéralip A alleli G alleli ile yer
degistirdiginde ise jelde dokuz kesim bdlgesi (107 bg, 61 bg, 60 bg, 57 bg,
44 bg, 37 bg, 30 bg, 15 bg, 9 bg) olusmaktadir. Burada belirleyici bantlar G
alleli icin 107 ve 61 bg'lik, A alleli icin 168 bg'lik bantlardir (Sekil 3.6).
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PRIMER
DiziLERi

G684A FORWARD : 5' TAGTCGGGGGTGTGGTCAGT 3!
G684A REVERSE : 5' CCTCTGACTCTCCTGAGTAG 3'

TAM Dizi

TAGTCGGGGGTGTGGTCAGTCCTAAACTCACCCTGTCCTGGTCCCTCCAGG
CCCTGACTGCTCCCTGCCAGATCCCTGCCTCAGCAGCCCTTGTGCCCACGGT
GCCCGCTGCTCAGTGGGGCCCGATGGACGCTTCCTCTGCTCCTGCCCACCT
GGCTACCAGGGCCGCAGCTGCCGAAGCGACGTGGATGAGTGCCGGGETGGEG
TGAGCCCTGCCGCCATGGTGGCACCTGCCTCAACACACCTGGCTCCTTCCG
CTGCCAGTGTCCAGCTGGCTACACAGGGCCACTATGTGAGAACCCCGCGGT
GCCCTGTGCACCCTCACCATGCCGTAACGGGGGCACCTGCAGGCAGAGTGG
CGACCTCACTTACGACTGTGCCTGTCTTCCTGGTGAGTGAGCCCTACTCAGG
AGAGTCAGAGG

ENZIM
KESIM
BOLGESi

5'...GCNNNNN"NNGC...3'
3'...CGNN"NNNNNCG...5'

A ALLELI

TAGTCGGGGGTGTGGTCAGTCCTAAACTCACCCTGTCCTGGTCCCTCCAGG
CCCTGA (57)

CTGCTCCCTGCCAGATCCCTGCCTCAGCAGCCCTTGTGCCCACG (44)
GTGCCCGCTGCTCAGTGGGGCCCGATGGACGCTTCCT (37)
CTGCTCCTGCCCACC (15)

TGGCTACCA (9)

GGGCCGCAGCTGCCGAAGCGACGTGGATGAGTGCCGGGTGGGTGAGCCCT
GCCGCCATGG (60)

TGGCACCTGCCTCAACACACCTGGCTCCTT (30)

CCGCTGCCAGTGTCCAGCTGGCTACACAGGGCCACTATGTGAGAACCCCGC

GGTGCCCTGTGCACCCTCACCATGCCGTAACGGGGGCACCTGCAGGCAGA
GTGGCGACCTCACTTACGACTGTGCCTGTCTTCCTGGTGAGTGAGCCETACT
CAGGAGAGTCAGAGG (168)
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G ALLELI

TAGTCGGGGGTGTGGTCAGTCCTAAACTCACCCTGTCCTGGTCCCTCCAGG
CCCTGA (57)

CTGCTCCCTGCCAGATCCCTGCCTCAGCAGCCCTTGTGCCCACG (44)
GTGCCCGCTGCTCAGTGGGGCCCGATGGACGCTTCCT (37)
CTGCTCCTGCCCACC (15)

TGGCTACCA (9)

GGGCCGCAGCTGCCGAAGCGACGTGGATGAGTGCCGGGTGGGTGAGCCCT
GCCGCCATGG (60)

TGGCACCTGCCTCAACACACCTGGCTCCTT (30)

CCGCTGCCAGTGTCCAGCTGGCTACACAGGGCCACTATGTGAGAACCCCGC
GGTGCCCTGT (61)

GCGECCCTCACCATGCCGTAACGGGGGCACCTGCAGGCAGAGTGGCGACCT
CACTTACGACTGTGCCTGTCTTCCTGGTGAGTGAGCCETACTCAGGAGAGTC
AGAGG (107)

Sekil 3.5. NOTCH3 A684G bdlgesinin enzim kesim bdlgeleri

M B4 AG GG

EREE

Sekil 3.6. Mwol enzimi ile kesilen A684G gen bdlgesi
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3.2.6. Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Hasta ve kontrollerde alel ve genotip dagilimi  Pearson Ki-Kare
analizleriyle degerlendirildi. Genotip ve alellerin ODDS oranlari (OR) ikili
lojistik regresyon analizi ile dederlendirildi. P< 0,05 degeri anlamli kabul
edildi. Tum analizler IBM SPSS Statistics 21 programi kullanilarak
gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

GCalismamiz kapsaminda 100 hasta ve 100 kontrol bireyin C381T
polimorfizmini belirleyebilmek icin ilgili bolge PCR ile cogaltildi ve Acil
enzimi kullanilarak &rneklerin enzim kesimi gerceklestirildi. Calisma
sonucunda, Tablo 4.1'de de goruldigd gibi 100 akciger kanseri
hastasindan olusan grupta C381T polimorfizmi acisindan, 146 adet C aleli
(%73) ve 54 adet T aleli (%27) oldugu tespit edildi. 100 bireyden olusan
kontrol grubunda ise 123 adet C aleli (%61,5) goérulirken, 77 adet T aleli
(%38,5) tespit edilmistir. Hasta ve kontrol grubu alel frekansi bakimindan
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik tespit edilmistir
(p=0,014).

Genotipler acgisindan dederlendirildiginde, 100 Akciger kanseri
hastasinin 46'si (%46) CC genotipi, 54'G0 (%54) CT heterozigot genotipi
belirlenmistir. Kontrol grubunun ise 25'i (%25) CC genotipi, 2'si (%2) TT
genotipi, 73'l0 (%73) CT heterozigot genotipi belirlenmistir. Hasta ve
kontrol grubu genotip frekansi agisindan dederlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamh bir fark elde edilmistir (p= 0,002). (Tablo 4.1) (Grafik 4.1)

A684G polimorfizmini belirleyebilmek igin 100 hasta ve 100 kontrol
bireyin ilgili bolgeleri PCR ile c¢odaltildi ve Mwol enzimi kullanilarak
orneklerin enzim kesimi gercgeklestirildi. Calisma sonucunda, Tablo 4.1'de
de gorildiigla gibi 100 akciger kanseri hastasindan olusan grupta A684G
polimorfizmi agisindan, 104 adet A aleli (%52) ve 96 adet G aleli (%48)
oldugu tespit edildi. 100 bireyden olusan kontrol grubunda ise 133 adet A
aleli (%66,5) gorulurken, 67 adet G aleli (%33,5) tespit edilmistir. Hasta
ve kontrol grubu alel frekansi bakimindan degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlaml bir farkhhk tespit edilmistir (p=0,003).

Genotipler acisindan dederlendirildiginde, 100 Akciger kanseri
hastasinin 9'u (%9) AA genotipi, 5'i (%5) GG genotipi, 86'sl (%86) AG
heterozigot genotipi belirlenmistir. Kontrol grubunun ise 39'u (%39) AA
genotipi, 6'st (%6) GG genotipi, 55'i (%55) AG heterozigot genotipi
belirlenmistir. Hasta ve kontrol grubu genotip frekansi acisindan
dederlendirildiginde istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir
fark elde edilmistir (p= 0,000). (Tablo 4.1) (Grafik 4.3)
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Tablo 4.1. C381T ve A684G polimorfizmi genotip ve alel frekanslari

GENOTIP ALEL
C381T n CC (%) CT (%) TT(%) P C (%) T (%) P
Kontrol 100 25 (25) 73 (73) 2 (2 123 (61.5) | 77 (38.5)
= 0.002 0.014
Akciger
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) 133 (66.5) | 67 (33.5)
s 0.000 0.003
Akciger
Kanseri 100 9 (9 86 (86) 5 (5) 104 (52) 96 (48)
p<0,05 dederleri 6Gnemli bulundu.
C381T
200 -~
150 - 146

100

50

CcT

Kontrol

MCC HCT MTT MC MT

Hasta

Grafik 4.1. C381T polimorfizmi genotip ve alel frekanslari grafigi
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C381T BOLGESI

Kontrol Akciger kanseri

MCC WCT MTT MCC MCT

Grafik 4.2. C381T genotiplerinin kontrol ve akciger kanseri hastalarinda dagilimi

A684G
150 -+
133
100 -
50 -
0 .
AA AG GG A G
Kontrol Hasta
HAA HAG MGG MA MG

Grafik 4.3. A684G polimorfizmi genotip ve alel frekanslari grafigi
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A684G BOLGESI

Kontrol Akciger Kanseri

HAA HAG MGG HAA HAG MGG

5%

Grafik 4.4. A684G genotiplerinin kontrol ve akciger kanseri hastalarinda dagilimi

Aleller ile hastalik arasinda risk olup olmadigini belirlemek amaciyla
risk analizi yapilmis olup, buna gore C381T polimorfizmine bakildiginda; T
aleli frekansinin hasta ve kontrol grubu agisindan C aleli ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir
(OR=2,627 ve p=0,001). C aleli bulunduran bireylerin hastalik riski T aleli
bulunduran bireylere gére 2,627 kat daha fazladir (Tablo 4.2.).

A684G polimorfizmine bakildiginda ise; G alel frekansi hasta ve
kontrol grubu acisindan A aleli ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamh oldugu tespit edilmistir (OR=3,389 ve p=0,000). G aleli
bulunduran bireylerin hastalik riski A aleli bulunduran bireylere gére 3,389
kat daha fazladir (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. Alele gére hastalik riski

HASTALIK RiSKi (ALEL)

C381T Wald P OR Alt limit Ust limit
CIT 10,421 0,001 2,627 1,461 4,721
AB84G Wald P OR Alt limit Ust limit
GIA 14,665 0,000 3,389 1,814 6,329

p<0,05 dederleri 6Gnemli bulundu.

Genotipler acisindan risk faktorleri degerlendirildiginde, C381T
polimorfizmi igin CT genotip frekansi hasta ve kontrol grubu agisindan CC
ile karsilastirildiginda (OR=2,487 ve p=0,003) istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. CC genotipi bulunduran bireylerde hastalik gértlme riski CT
genotipi bulunduran bireylere gbére 2.487 kat artmaktadir. Bu
dederlendirmede C381T polimorfizmi icin TT genotip frekansinin hasta ve
kontrol grubu acisindan CC genotipi ile karsilastimasi yapilmamistir.
Kontrol grubunda TT genotipi bulunmamasi ve o6rnek hacmi
yetersizliginden dolayi TT genotipi dikkate alinmamistir (Tablo 4.3).

A684G polimorfizmi icin genotipler acisindan risk faktoérleri
degerlendirildiginde AG ve GG genotip frekansi hasta ve kontrol grubu
acisindan AA ile karsilastirildiginda (OR=6,776 ve p=0,000 , OR=3,611 ve
p=0,070) AG genotipi icin istatistiksel olarak anlamli bulunurken, GG
genotipi icgin istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. AG genotipi
bulunduran bireylerde hastalik goértilme riski AA genotipi bulunduran
bireylere gére 6,776 kat artmaktadir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.3. Genotipe goére hastalik riski

HASTALIK RiSKi (GENOTIP)

C381T Wald P OR Alt limit Ust limit
CC/ICT 8,838 0,003 2,487 1,364 4,545
A684G Wald P OR Alt limit Ust 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 dederleri 6nemli bulundu.

39




5. TARTISMA

Akciger kanseri hava yolu epitel hiicrelerinin kontrolstiz godalmasi
sonucu olusan genetik degisikligin fenotipe yansidigi bir hastaliktir (Ak &
Metintas, 2014). Akciger kanseri 20. ylzyillin baslarinda nadir gorilen bir
hastalik iken ginimulzde en sik goérlilen kanser tiplerinden biridir ve
erkeklerde 6lim nedenlerinin basinda gelmektedir. Kadinlarda da sikhigi
giderek artmaktadir ve kadinlar arasinda sigara icme oraninin yukselmesi
akciger kanseri insidansindaki artisin sebebi olarak gosterilmektedir
(Coskunpinar, 2013; Kiyohara & Ohno, 2010; Kligerman & White, 2011;
Koktlrk et al., 2004; Rayet & Gelinas, 1999).

Akciger kanseri gelisim silrecinde vyaklasik 10-20 genetik hasarin
olusmasi gerektigi bilinmektedir (Ozkan, 2008). Akciger karsinogenezinde
onemli genetik olaylar; onkogenlerin mutasyona bagli aktivasyonu, timor
baskilayici genlerin aktivasyon kaybi, hicre dongusi ve apoptoz
dizenlenmesinde goérev alan genlerde ortaya cikan dedisiklikler, DNA
onariminda gorev alan genlerde meydana gelen degisiklikler ve blyime
faktorleri ile reseptorlerine iliskin degisikliklerdir (K. M. Fong & Minna,
2002).

Akciger kanserinin olusumunda diger kanser tiplerinde oldugu gibi
baylime, farklilasma, codalma ve apoptoz gibi hicresel aktiviteleri
diuzenleyen proteinlerin bozulmasi veya bu proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan dolayi proteinlerin islevini yitirmesi rol oynamaktadir. Bu
proteinlerin ve proteinleri kodlayan genlerin bir kagl tanimlanmis olmasina
ragmen daha birgok tanimlanamamis genetik faktorin akciger kanseri
olusumunda ve sonrasinda rol oynadigi disinutlmektedir. Bu protein ve
proteinleri sentezleyen genlerden bazilar; ras, myc, bcl-2, erbB-2 gibi
onkogenler ve p53, RB, P16 gibi tumo6r baskilayici genlerdir (Alp, 2013;
Sagawa et al., 1998).

Notch sinyal yolagi karsinogenezde 6nemli role sahiptir. Ginlimizde
kanser iligkili bir yolak oldugu kesin olarak ispatlanmistir ve farklilasma,
cogalma ve apoptoz gibi hiicre kaderinin kararlarini yoneten bir sinyal
yolagini baslatir. Son yillarda akciger kanseri ve diger kanser tipleri ile
Notch sinyal yolaginin iliskisini arastirmayi amaclayan pek cok calisma
yapilmaktadir.

Notch sinyal yolagi, kanserlerde kemik metastazinda onemli rol
oynar. Bu yolak gdgls ve prostat kanserinde kemiklere metastaza katkida
bulunur fakat NSCLC'de bu yondeki etkisi henliz net degildir. Liu ve
arkadaslan tarafindan 2014 yilinda yapilan galismada NSCLC'de kemiklere
metastazin gorildigld durumlarda NOTCH3'Un asin eksprese oldugu
gosterilmistir(L. Liu et al., 2014).

Min Zhou ve arkadaslani 2013 vyilinda yetiskin akciger kanserinde
NOTCH3 reseptor proteinin ekspresyon analizini yapmislardir. Notch sinyal
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sistemindeki anormalliklerin bronslarla ilgili kanserlerde rol oynadigi
diusinldlmektedir. Bu calismada yetiskin akciger kanserli hastalarda
NOTCH3'lUn ifadesinin primer bronsiyal kanserin patolojisindeki rolinln
arastirlmasi amaclanmistir. Notch mRNA'sinin ekspresyonunun akciger
adenokarsinoma grubunda normal akciger grubundan daha fazla oldugu
belirtilmistir (Zhou et al., 2013).

Yuan-zi Ye ve arkadaslari, 2013 yilinda, Cin'de klguk hicreli olmayan
akciger kanserli (NSCLC) hastalarda NOTCH3'Un ekspresyonunu
degerlendirmek ve onun prognozu ile iliskisini belirlemek igin
immunohistokimya ve western blot tekniklerini kullandilar. Ameliyatla
tedavi altindaki 131 hastadan kanser dokusuna komsu olup kanser
olmayan akciger dokulari ve NSCLC dokulari alinarak NOTCH3 ifadesinin
belirlenmesi igin 5 yiIl sliren bir arastirma planladilar. 131 hastadan
67'sinde NOTCH3'Uin ylksek ekspresyonu gozlendi ve ekspresyonun bitisik
kanser olmayan dokulardan daha ylksek oldugu gorildi. NSCLC'de
NOTCH3'in ifade edildigi hastalarda tim yasam zamaninin daha kisa
oldugu ve NOTCH3'in NSCLC icin bagimsiz bir prognostik faktdor oldugu
belirtilmistir (Ye et al., 2013).

Fuming Yi ve arkadaslari 2013 yilinda Notch sinyal yolagi kanserin
olusumunun yani sira gelisimde de 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir.
Calismada NOTCH3'Un akciger kanseri gelisimi ve sagkalim igin 6énemli
oldugunu goésteren bulgular elde edilmistir (Yi, Amarasinghe, & Dang,
2013).

Yapilan bir calismada memelilerde NOTCH3 reseptorinin akciger
doku gelisimi ve akciger karsinogenezi ile iliskilendirildigi belirtilmistir.
Akciger kanserli dokularda ve hilicre hatlarinda NOTCH3 reseptérinin
ekspresyonunu belirlemek igin immunohistokimya ve western blot
teknikleri uygulanmistir. Hucresel farklilasma ve lenf nodu metastazi
gorulen tiumoér dokularinda NOTCH3 reseptérinidn ekspresyonu normal
dokulara gore daha yuksek bulunmustur (Chang et al., 2009).

Yapilan diger bir calismada Notch sinyal yolaginin onkogenezi de
iceren  kritik embriyonik gelisim yolagi oldugu ve NSCLC'de
timorogenezden sorumlu kanser kdk hicrelerinin korunmasina katkida
bulundugu belirtilmistir. Yapilan hiicre kiltlri calismalarinda NOTCH3'ln
Ozellikle insan akciger kanseri hilicre hatlarinda regilasyonunun arttig
gbzlenmistir (Osanyingbemi-Obidi, Dobromilskaya, Illei, Hann, & Rudin,
2011).

Jun Konishi ve arkadaslar tarafindan 2009 yilinda yapilan calismada
NOTCH3'in apoptozu dizenleyerek ve EGFR/MAPK yoladi isbirligi yaparak
akciger kanserinde énemli rol oynadigdi belirtilmistir (Konishi et al., 2009).

Jun Konishi ve arkadaglar tarafindan 2007 yilinda yapilan diger bir
calismada ise Notch sinyalinin birgok kanser tipinde kanserlesme slrecine
katkida bulundugu ve Notch reseptori aktivasyonunun inhibe edilmesinin
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tedavide strateji olabilecegi belirtilmistir. NOTCH3 aktivasyonunun gamma
sekretaz inhibitéri kullanilarak inhibisyonu proliferasyonu azaltip,
apoptozu indikler. Bu da akciger kanserinde hedefe yonelik tedavi icin
yeni bir yaklasimdir (Konishi et al., 2007).

NOTCH3'Un akciger kanserindeki rolQ ile ilgili ekspresyon ve hiicre
kiltiri  calismalart  bulunmasina ragmen bu gen (zerindeki
polimorfizmlerin hastalik ile iliskisinin arastirildidi yalnizca bir calisma
bulunmaktadir. 2014 yilinda yapilan bu calismada Chunlei ve arkadaslari
tarafindan NSCLC hastalarinin prognozu ve kemoterapiye yanitlariyla
NOTCH3 proteininin ve gen polimorfizmlerinin iligkisi arastirilmis ve
NSCLC'nin farkli evrelerindeki 594 hasta ile calisilmistir. Tumoérla
dokularda NOTCH3 ekspresyonu ve gen polimorfizmleri belirlenmistir.
NOTCH3 605 C-T ve 1735 T-C gen polimorfizmlerinin genotip ve alel
frekanslar ile kemoterapiye iyi veya kétld yanit verme arasinda énemli bir
iliski bulunamamistir. Ancak ytksek NOTCH3 ekspresyonunun goruldagi
timorlerin kemoterapiye daha fazla direng gosterdigi gorilmustir. Ayrica
NOTCH3 ekspresyonunun yuksek oldugu hastalar NOTCH3
ekspresyonunun distk oldugu hastalardan daha zayif prognoza sahip
oldugu saptanmistir. In vitro calismalarda NSCLC hiicrelerinde NOTCH3
inhibisyonunun c¢odgalma, gbéc ve vyayllma yeteneklerini baskiladigi ve
apoptozu tesvik ettigi goOsterilmistir. Calismada NOTCH3'Un ilerlemis
NSCLC'nin prognozunda ve kemoterapiye yanitin belirlenmesinde marker
olarak kullanilabilecegdi belirtilmistir (Shi, Qian, Ma, Zhang, & Han, 2014).

Menon ve arkadaslan tarafindan 2011 yilinda yapilan calismada
migrende sirasiyla ekson 3 ve 4'te bulunan C381T ve G684A tek nukleotid
polimorfizmlerinin rolG arastirlmistir. Calismanin ilk kisminda 275 migrenli
ve 275 kontrol birey C381T polimorfizmi agisindan kiyaslandiginda C381T
varyantl ve migren arasinda édnemli bir iliski bulunmustur. Yine bu hasta
ve kontrol gruplari icin G684A varyanti da migrenle énemli derecede iligkili
bulunmustur. Takip eden calismada 300 migren ve 300 kontrol birey
kullanilarak ayni polimorfizmler dederlendirilmis ve C381T varyanti ile
migren arasinda bir iliski gésterilemezken, G684A varyanti tekrar migrenle
onemli derecede iliskili bulunmustur (Menon et al., 2011).

Menon ve arkadaslari (Menon et al., 2011) gibi yapilan bazi
calismalarda (Wang et al., 2000); (J. Liu et al., 2009); (Schwaag et al.,
2006) G684A bolgesi icin atasal alel G ve varyasyon degisikligi G>A olarak
ifade edilmis olmasina ragmen, genom browser veri tabanlari
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs1043994,http://www.ensemb]
.org/) ve guncel literatirlerde ((Joutel & Debette, 2011); (J. C. Fong,
2015)) belirtildigi gibi rs1043994 varyasyonu 684. pozisyondaki A alelilin
G aleli ile dedismesi ile meydana gelmekte ve atasalalelin de A aleli oldugu
belirtilmektedir. Paralel olarak bizim calismamizdaki kontrol bireylerdeki
yaygin alel de A alelidir.
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Calismamizda, C381T polimorfizmi genotip ve alel frekanslar ile
akciger kanseri arasinda anlamh iliski tespit edilmistir. Yine calistigimiz
ikinci bolge olan A684G polimorfizmi genotip ve alel frekanslar ile akciger
kanseri arasinda anlamli iliski tespit edilmistir. Daha 6nce de belirtildigi
gibi, NOTCH3 geninin calistigimiz bdlgeleri ile ilgili baska hastalik
tirlerinde polimorfizm calismalari yapilmis olmasina ragmen akciger
kanseri ile C381T ve A684G bolgeleri arasinda Ulkemizde ve diger
ulkelerde yapilan herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri siklikla aile 6ykisunin eslik ettigi sigara dumani ve
asbest maruziyeti sonucu olusan koétl prognozlu, disik sag kalimli ve
oliumcdl bir hastaliktir. Tum didnyada ve Ulkemizde 6lim nedenlerinin
basinda gelmektedir. Akciger kanserinin olusumunda diger kanser
tiplerinde oldugu gibi bliylime, farklilasma, codalma ve apoptoz gibi
hlicresel aktiviteleri dlizenleyen proteinlerin bozulmasi veya bu proteinleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlardan dolay! proteinlerin islevini yitirmesi
rol oynamaktadir. Akcidger kanseri ve karsinogenezle ilgili arastirmalara
her gin bir yenisi eklenmekte olup, hastaligin molekiler nedenlerinin
belirlenmesi ve yeni gelistirilen terapilerin hedeflenmesi ginimuiz kanser
arastirmalarinin ana hedefidir.

Biz de arastirmamizda karsinogenezde O©Onemli role sahip olan,
glinimizde kanser iliskili bir yolak oldugu kesin olarak ispatlanmis
farklilasma, cogalma ve apoptoz gibi hlicre kaderinin kararlarini yéneten
bir sinyal yoladi olan Notch sinyal yolaginin akciger kanseri ile iligkisini
arastirmayr amagladik. Bu amagla NOTCH3 geni C381T ve A684G
bélgelerinin polimorfizm durumlarini degerlendirdik.

Akciger kanseri hasta grubu ile saglkh kontrol grubu arasinda
NOTCH3 geni polimorfizmine ait C381T gen bdlgesinin alel (p=0,014) ve
genotip frekansi (p=0,002) istatistiksel agidan anlaml bulundu.

Yine akciger kanseri hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda
NOTCH3 geni polimorfizmine ait A684G gen bdlgesinin alel (p=0,003) ve
genotip frekansi (p=0,000) istatistiksel agidan anlaml bulundu.

Akciger kanseri ile saglikl kontrol grubu C381T bdlgesi icin hastalik
riski CT genotip frekansi agisindan CC ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,003). Turk toplumunda NOTCH3 geni C381T
polimorfizmi igin CC genotipinin artmasi durumunun akcidger kanseri igin
risk faktort oldugu belirlenmistir. CC genotipini bulunduran bireylerin CT
genotipini bulunduran bireylere gore hastalik riski 2,487 kat artmaktadir.

Akciger kanseri ile saglikli kontrol grubu A684G bdlgesi icin hastalik
riski AG ve GG genotip frekansi acisindan AA ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,000). Tirk toplumunda NOTCH3
geni A684G polimorfizmi igin AG genotipinin artmasi durumunun akciger
kanseri icin risk faktori oldugu belirlenmistir. AG genotipini bulunduran
bireylerin AA genotipini bulunduran bireylere gbére hastalik riski 6,776 kat
artmaktadir.

Akciger kanseri ve NOTCH3 gen polimorfizmleri ile ilgili kisitli sayida
calisma bulunmaktadir. Ayrica literatlr bilgileri tarandiginda calismamiz
NOTCH3 geninde polimorfizm durumlarini dederlendirdigimiz C381T ve
A684G bolgeleri ile akciger kanserinin iligkisinin arastiriilmasi konusunda
yapilan ilk calismadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz calismanin Akciger
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kanseri gelisiminde NOTCH3 gen polimorfizminin etkisinin belirlenmesine
yonelik onemli katki saglayacagini ve diger toplumlarda bu polimorfizmin
calisiilmasi icin kaynak olusturacagini disiinmekteyiz.
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