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OZET

Akciger kanseri, tiim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tiiriidiir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra o©liim nedenleri arasinda ilk siralarda yer

almaktadir.

Calismanin amaci Tiirkiye’de yeni bir yontem olan Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) teknigi ile Akciger kanserlerine spesifik dizayn edilmis
olan Salsa MLPA Probemix 126/127 kitleri kullanilarak, akciger kanserleri ile
iligkilendirilmis 64 farkli gen bolgesindeki delesyon ve / veya amplifikasyonlarin

incelenerek ortaya konmastydi.

Calismaya Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklar1 Hastanesinde, histopatolojik
olarak incelenerek “ akciger kanseri” tanis1 almis 100 olgu dahil edildi. Her hastaya ait
parafine gomiilii doku 6rneklerinden, kanser dokusu iceren 5 mikronluk kesitlerden elde
edilen DNA o6rnekleri ¢calisma grubu olarak, ayni hastaya ait kanser dokusu icermeyen

kesitlerden elde edilen DNA o6rnekleri de kontrol grubu olarak ¢caligmaya alinmistir.

Calismada, akciger kanserli tiimoral dokularda en sik 2p, 3p, 13q, 17p ve 16p
delesyonlar1, yine tiimoral dokulardan yapilan calismalarda 17q, 8p ve 5q
amplifikasyonlart goriilmiistiir. Timoral alana komsu akciger dokularindan lde edilen
DNA’ larda yapilan calismalarda ise daha az siklikta olmak iizere tiimoral
alanlardakine benzer bolgelerde delesyonlar goriilmiistiir. Ayrica 6zellikle tiimoral
dokularda 5q, 8p, 9q, 10p, 11p. 11q, 12p, 14q, 17q ve 21q prob bolgelerinde de

delesyon saptanmuistir.

Sonug¢ olarak MLPA yonteminin akciger kanserlerinin genomik degisimlerinin
taramasinda kullanilabilecek ucuz, hizli ve giivenilebilir sonuclar verebilecek bir teknik
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bulgularin literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
MLPA teknigi son zamanlarda gelistirilen en 6nemli molekiiler tekniklerden birisidir ve

kanser arastirmalarinda da rahatlikla kullanilabilecek bir yontemdir.

Anahtar Sozciikler: Akciger Kanserleri, Tiimor Siipresor Gen, Onkogen, MLPA
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SUMMARY

Lung cancer has the leading mortality rate among all cancers and it is the second

most common cause of death following deaths from cardiovascular diseases.

This study was aimed to determine deleted and/or amplified regions of 64
different genes regions previously associated with lung cancer by using Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) technique and SALSA MLPA
ProbeMix 126/127 kits which are designed specifically for lung cancer.

This study was performed by analyzing 100 archival samples which had been
previously examined histopathologically and diagnosed as “lung cancer” in Istanbul
Yedikule Gogiis Hastaliklari Hastanesi. DNA extracts from 5 micron paraffin-
embedded tissue sections which contain cancerous tissues were used as sample group
and 5 micron paraffin-embedded tissue sections which contain well- differentiated

normal tissues from the same patients were used as control group in the study.

In the study, most frequently seen deletions in lung cancerous tissue were 2p, 3p,
13q, 17p, 16p and most frequently seen amplifications werel7q, 8p ve 5q. In studies
performed in well-differentiated normal lung tissues, deletions in the same region as in
cancerous tissue were observed but they were in a lower frequencies. Deletions in 5q,
8p, 9q, 10p, 11p. 11q, 12p, 14q, 17q ve 21q probe regions were seen especially in

cancerous tissues.

As a conclusion, it was determined that MLPA is a technique which can give
cheap, fast and reliable results in screening lung cancers. The findings obtained in the
study is compatible with the literature. MLPA is one of the most important molecular
techniques which have been developed recently and it can be used in cancer screening

easily and reliably.

Key Words: Lung cancer, Tumor Suppressor Gene, Oncogene, MLPA
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1.GiRiS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ niin 2003 yilina ait kanser raporunda, global kanser
oranin hizla arttign ve 2020 yilinda, bu oranin %50 artarak 15 milyon kisiyi
etkileyebilecegi bildirilmistir. Akciger kanserinin yillik 1.2 milyon yeni vaka ile birlikte

diinyada en yaygin kanser tiplerinden oldugu bu raporla agiklanmistir(77).

Akciger kanseri, tim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tiiriidiir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra o©liim nedenleri arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. 1996 yilinda ABD’de 64 bin kadin akciger kanserinden, 44 bin kadin meme
kanserinden Olmiistiir. Tim diinya ortalamasina baktigimizda Akciger kanseri

erkeklerde birinci, kadinlarda da meme kanserinden sonra ikinci siradadir(24).

Ulkemizde resmi rakamlara gore her yil yirmi bin- yirmibes bin yeni akciger
kanseri ortaya c¢ikmakta ve bu rakamin otuz bin- kirk bin’ e kadar ulasabilecegi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde akciger kanserlerinin cogu erkeklerde goriilmektedir.
Ancak 1980’lerden sonra iilkemizde kadinlarda artan sigara tiryakiligi bu oram hizla
artirmaktadir. Saghk Bakanligi verilerine gore 1983-1989 yillar1 arasinda iilkemizde
kanser sikligi 32/100.000’dir. Bunun %26 lik bolumiinii ilk siradaki akciger kanseri
olusturmaktadir.1991-1992 verilerine gore solunum sistemi kanserlerinin orani, tiim
kanserler i¢inde %43’tiir. Yine aym verilere gore yapilan tahminlerde, ger¢ek kanser

siklig1 120-130/ 100.000 olmalidir(80).

Akciger kanserlerinin baslica nedeni sigaradir. Risk sigara i¢me siiresi, toplam
icilen sigara, baglama yas1 ve i¢ilen sigaranin tiiriine gore degisir. Aktif sigara iciminden
sonra ikinci risk faktorii pasif sigara maruziyetidir. Pasif sigara maruziyetinin tek basina

kanser olugma riskini ortalama 1.2-1.3 kat arttirdig1 bildirilmektedir.



Ailede akciger kanseri olmasi, akciger kanserine yakalanma riskini artirmaktadir.
Ailede akciger kanseri olan ve hi¢ sigara i¢cmemis bir kadinin akciger kanserine
yakalanma riskinin 2.8 kat arttif1 bildirilmektedir. Yine asbestos denen tozlarla ugrasan
kisilerde, cesitli kimyasal maddelerle ¢alisilan is kollarindaki iscilerde, daha onceden
akcigerden hastalik geciren ve akcigerde nedbe dokusu gelisen kisilerde akciger kanseri

riski artmaktadir.

Kanser gelisimi ¢ok asamali bir olaydir. Meme, kolon gibi kanserlerde bircok
kalitsal mekanizma belirlenmis olup son yillarda akciger kanserinde de genetik
yatkinliklar tanimlanmaya baglamistir. Sigara icimi onemli bir faktor olmakla beraber,
sigara icenlerin %20’sinde akciger kanseri goriilmesi, baska etkenlerin de, ozellikle

genetik yatkinligin 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Karsinojenezis ¢ok asamali bir siirectir. Bu giine kadar elde edilen veriler,
karsinojenezis siirecinde farkl tiirlerde genlerin etkili oldugunu gostermistir. Kanserde
etkili oldugu diisiiniilen tiim genler birlikte degerlendirildiginde 3 ana grup altinda
toplanirlar:

1-  Onkogenler

2-  Tumor siipresor genler

3- DNA tamir genleri

Hiicre siklusunda, hiicrenin boliinmeye girebilmesini belirleyen kontrol noktalar
vardir ve hiicrenin bu kontrol noktalarindan gecip ge¢memesine gore hiicre
boliinmesine girip giremeyecegi belirlenir. Her iki kontrolde de normal regiilatér gen
iriinleri, hiicre sayisinin artiritlmasi yada hiicre sayisi artisinin inhibe edilmesine gore
gruplandirilir. Dolayisiyla kanserin tipik 6zellikleri olan kontrolsiiz hiicre poliferasyonu

ve invaze olabilme yetenegini belirleyen iki bagkalagima acgik nokta vardir(3).



Birincisi, uyarilan geni asinn aktif hale getirir. Bu baskalasim dominant
ozelliktedir, yani genin her iki allelinden sadece birinde olusan bir baskalasim bile o
genin asirt aktif hale gelmesi icin yeterlidir. Bu baskalagima ugrayan gen onkogen
olarak isimlendirilir. Onkogenlerin normal formlar1 protoonkogen adini alir ve her

normal hiicrede bulunan genlerdir(3).

Ikincisi ise hiicre cogalmasini inhibe edici geni inaktif hale getiren bagkalasimdir.
Bu bagkalagim resesif 6zelliktedir, yani genin her iki allelininde baskalasima ugramasi
gerekir. Bu genler tiimor siipresor genler olarak ifade edilir(3). Bu giine kadar 80
dolayinda protoonkogen saptanmis olup her birinin onkogenik potansiyel gostererek
farkli kanserlerin olusumunda rol oynadig: bilinmektedir. Gen, bir nokta baskalasim,
delesyon, kromozom translokasyonu yada retroviral DNA gibi bir hareketli genetik
elementin eklenmesi ile degisebilir ve farkli bir yap1 kazanabilir(3,45). Degisim genin
protein kodlayan bolgesinde olabilir ve agir aktif bir iiriin olusumuna neden olur yada
baskalasim genin komsu kontrol bolgelerinde olabilir ki bu durumda da gen asir1 iiriin

olusturur(3).

Tiimor siipresor genlerin timor gelisimindeki mekanizmalarina iligkin bilgiler
1971°de Knudson tarafindan ortaya atilmistir. Bugiin “Knudson hipotezi” veya ‘“iki
vurug” hipotezi olarak ifade edilen bu goriiste tiimor siipresor genin kontrolsiiz hiicre
proliferasyonunu kontrol etme ve inhibe etme yetenegi vardir. Bu yetenek ancak ilgili
genin her iki allelinde de baskalasim olmasi durumunda kaybolur. Tiimor siipresér gen

kontrol etme fonksiyonunu kaybeder(20).

Timor siipresdr genlerin idirlinleri, normal kosullarda hiicre dongiisiiniin negatif
diizenleyicisi olarak is goren proteinlerdir. Kanser olusumunda aktive olmasi gereken
onkogenlerin aksine tiimor baskilayici genler inaktif durumdadir. Protoonkogen {iriinleri
bliytimeyi saglarken, tiimor siipresor gen diriinleri anormal biiyiimeyi ve malign
transformasyonu durdururlar. Ancak her iki allelin de fonksiyonu kayboldugu zaman
malignansiye eslik ederek tiimor hiicrelerinin anormal proliferasyonuna katkida

bulunurlar(32).



Bugiine kadar yapilan bir¢ok calismada Akciger kanseri ile iliskili bir¢ok tiimor
slipressor gen ve onkogen tamimlanmistir. Yapilan bu caligmalarda farkli teknikler
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore degisik oranlarda farkli bolgelerde

heterozigosite kaybi oldugu saptanmistir.

Calismamizda Tiirkiye’de yeni bir yontem olan Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) teknigi ile simdiye kadar akciger kanserleri ile
iligkilendirilmis 64 farkli gen arastirilmaktadir. Yontem ilk olarak Schouten JP ve ark.
tarafindan tammmlanmistir(58). MLPA’y1 Multiplex gen dosaj analizi yapabilen kolay bir
yontem olarak kisaca tanimlayabiliriz. Bu yoOntem sayesinde PCR temelli, tek
reaksiyonda 50’ye yakin gen bolgesi incelenebilmektedir. Incelenecek gen bolgelerine
spesifik dizayn edilmis probmix’ler kullanilarak bu genlerde olugmus delesyon veya

amplifikasyonlar saptanabilir.

Calismamizda MLPA yonteminin Akciger kanserlerine spesifik dizayn etmis
oldugu Salsa MLPA Probemix 126/127 kitleri kullanilarak, akciger kanserleri ile
iligkilendirilmis 64 farkli gen bolgesindeki delesyon veya amplifikasyonlarin
incelenmesi amacglanmistir. Elde edilecek verilere gore Tiirk popiilasyonunda kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserlerinin tiirlerine gore etyolojisinde yer alan genleri ve bu
genlerdeki degisimler ile klinik prognozlan arasindaki iligkiler incelenmistir. Yontemin
diger tarama tekniklerine gore avantajlari arasinda, daha ucuz maliyette olmasi, PCR
tabanli, uygulamasi kolay, tek reaksiyonda ~ 40 genomik DNA sekansimin kopya
sayisinin belirlenmesi, 20 ng insan DNA smin yeterli olmast ve yalmz tek niikleotid

farkliligim bile ayirabilir olmasini sayabiliriz.



2.GENEL BILGILER

2.1. KANSER:

Kanser giintimiiziin en énemli saglik problemlerinden birisidir. Sik goriilmesi ve
oldiiriictiligiiniin yiikksek olmasi nedeniyle de bir halk sagligi sorunudur. Tani
olanaklarinin gelismesi ve saglik kuruluslarindan yararlanma olanaklarimin artmasi ile

her y1l daha ¢ok kanser vakasi teshis edilmektedir.

Ulkemizde 1970’li yillarda sebebi bilinen oliimler arasinda 4. sirada yer alan
kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ilk siralara kadar
yiikselmistir. Kanser, Tiirkiye’de 1982 yilinda 1593 sayili Umumi Hifzisihha
Kanunu’nun 57. Maddesi geregince “ bildirimi zorunlu hastaliklar listesi” ne alinmistir.
Yapilan istatistiksel caligmalar kanserin, populasyonun 1/3 iinden fazlasinda
goriildiigiinii, olimlerin %20 kadarindan sorumlu oldugunu ve gelismis iilkelerdeki
toplam tibbi bakim harcamalarinin %10 kadarnim1 kanser tedavi harcamalarinin

olusturdugunu gostermistir(45).

2.1.1. Kanser Nedir?

Birgok farkli bilim dali kanser i¢in degisik tamimlar yapmislardir. Bu ¢esitliligin
nedeni, kanserin bircok mekanizmay1 etkileyen bir durum olmasindan
kaynaklanmaktadir. Kanser ¢ogu kez tek bir hastalik gibi goriinse de, gergekte hiicre ve

dokular etkileyen karmasik bir hastalik grubudur (78).

Kanser, hiicrenin normal davraniglarimi diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucu olusmaktadir. Kanser hiicredeki bu temel diizenleyici mekanizmalardaki
kusurlardan kaynaklandigi icin, Ozellikle molekiiler ve hiicresel diizeyde

degerlendirilmesi gereken bir hastaliktir (23).



Kanser konusu igerisinde tanmiminin yapilmasi gereken onemli bir kelimede
neoplazidir. Neoplazinin sozciik anlami yeni biiyimedir. Willis, neoplaziyi “ Normal
dokular asan, onlarla koordine olmayan ve degisime yol acan uyart durduktan sonra
bile ayni sekilde asir1 biiyiimeye devam eden anormal bir doku Kkiitlesi” seklinde
tanimlamistir. Tlim neoplazilerin kdkeninde normal biiylime kontrollerine verilen
yanitin kaybolmasi bulunur. Tip dilinde neoplazmlar genel olarak “tiimér” adiyla,

tiimorlerle ilgilenen dal ise “onkoloji” adiyla anilir (38).

Kanser gelisimine neden olan temel degisiklik, kanserin tamiminda da siklikla
kullanilan siirekli ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal
davraniglarin1 kontrol eden sinyallere dogru tepkiyi gostermek yerine, kontrolsiiz bir
bicimde ¢ogalmay1 ve boliinmeyi siirdiirerek, normal doku ve organlan da istila ederek

tiim viicuda yayilirlar (23).

Kanser hiicreleri genelde iki 6zellige sahiptir:
i. Kontrolsiiz cogalma
ii. Bulundugu yerden viicudun bir bagka yerine yayilma yada metastaz

yapabilme yetenegi

Hiicre boliinmesi hiicre dongiisiine bagh olarak ilerler. Oysa kanser hiicrelerinde
hiicre dongiisiiniin kontrolii kaybolmus ve hiicre ¢ogalmasi hizlanmistir (78). Kanser
hiicrelerinin ortak 6zelligi olan cogalmay1 denetleyen mekanizmalarin ortadan kalkmast,

cok hiicreli sistemlerde biriken anomalilerin sonucudur.



2.1.2. Kanser Tiirleri:

Kanser viicutta yer alan herhangi bir hiicrenin anormal ¢ogalmasi sonucu ortaya
cikabildiginden, gerek davranis, gerekse tedaviye cevap yoOniinden Onemli Olgiide
degisiklik gosteren yiizden fazla degisik kanser tiirii mevcuttur. Onkolojide
neoplazmlarin benign ve malign kategorilere ayrilmasi en énemli konuyu olusturur. Bu

siniflandirma neoplazmin potansiyel klinik davranisinin degerlendirilmesine dayanir.

Bir tiimoriin sitolojik ve gros ozellikleri nisbeten masum kabul edildiginde, yani
lokalize sekilde kalacagi, diger bolgelere yayilmayacagi ve lokal cerrahi rezeksiyonla

almip, hastanin sagkalimini etkilemeyecegi diisiiniildiigiinde, “benign” oldugu soylenir.

Malign tiimorlerin hepsi kanser olarak adlandirilir. Malign kelimesi, komsu
yapilara invaze olup, onlar1 harap edebilecegini ve uzak bolgelere yayilarak (metastaz

yaparak) 6liime yol agabilecegini anlatir.

2.1.3. Benign ve Malign Neoplazmlarin Ozellikleri:

Bir tiimoriin benign veya malign Ozellikte oldugunun ayrimi, uzun siirede
dogrulanmis klinik ve anatomik kriterlere dayanarak belirgin bir dogruluk pay1 ile
yapilir. Benign ve malign tiimorlerin ayirt edilebilecegi giivenilir kriterler bulunur (38).
Bu farklar dort ana baslik altinda toplanabilir:

i. Diferansiasyon ve Anaplazi: Benign tiimorler, iyi diferansiye ve yapilari
orjin aldiklart doku igin tipik iken, malign tiimorlerde anaplazi ile diferansiasyonda
kayip vardir ve yapilar siklikla orjin aldiklar1 dokuya gore atipiktir.

ii. Biiyiime Hizi: Benign tiimorler genellikle ilerleyici ve yavas biiyiirler. Hatta
bazi donemlerde durabilir veya gerileyebilirler. Mitoz seyrek veya normaldir. Malign
tiimorlerde ise biiyime hizi kararsizdir. Yavastan hizliya dogru degisebilir. Mitoz ¢ok

sayida ve anormal olabilir.



iii. Lokal invazyon: Benign tiimorler, genellikle yapisik ve iticidir. Tyi smirli
kitle, ¢evre dokulara invaze ve infiltre etmez. Malign tiimorler ise, lokal olarak
invazivdirler. Cevre normal dokular infiltre eder, bazen yapisik ve itici goriilebilirler.

iv. Metastaz: Benign tiimorlerde yoktur, fakat malign tiimorlerde siklikla goriiliir.

Daha biiyiik ve daha az diferansiye primer tiimor daha sik metastaz yapar.

Gerek malign, gerekse bening tiimorler tiiredikleri hiicreye gore siniflandirilir.
Kanserlerin ¢ogu ii¢ ana grupta toplanabilir: Karsinomlar, sarkomlar ve 16semi veya
lenfomalardir. Insan kanserlerinin yaklasitk %90’1m1 olusturan karsinomlar, epitel
hiicrelerinden kaynaklanan tiimérlerdir. Insanda az goriilen sarkomlar, kas, kemik,
kikirdak ve fibréz doku gibi bag dokusundan gelisen solid tiimorlerdir. Insan
kanserlerinin yaklasik %7’sini olusturan 16semi ve lenfomalar ise sirasiyla kan ya da

immiin sistem hiicrelerinden gelisir.

Toplam kanser olgularinin %80’ini viicudun 11 bolgesinde ortaya ¢ikan kanserler
olusturur. Kanserlerin yarisindan fazlasini olusturan dort kanser tiirii prostat, meme,

akciger ve barsak/rektum kanserleridir (23).

2.1.4. Kanserin Gelisimi:

Tiimo6r olusumu ¢ok asamali bir siirectir. Kansere yol acan ajana (karsinojen)
maruz kalinmasi hemen tiimor gelisimine neden olmaz. Karsinojen tarafindan baslatilan
ilk baslangi¢ asamasimi takip eden olaylar zinciri sonucunda bir tiimor gelisimi olur.
Baslangic asamasim takip eden olaylar zinciri; bir karsinojen tarafindan yada karsinojen
olmayan ancak sadece transforme olan hiicreyi etkileyerek o hiicrenin ¢ogalmasini
uyaran ajanlar tarafindan olusturulabilir (3, 9, 10, 20, 78). Biitiin bu olaylar dizisi

“karsinojenezis siirecini” olusturur.



Kanser tek bir hiicreden baslar. Bu klonite kanserin temel 6zelliklerinden birini
olusturur. Olugan tiimor dokusu, anormal ¢ogalmaya baslayan tek bir hiicreden gelisir.
Fakat tiimorlerin klonal olmasi, tiimor gelismesine neden olan hiicrenin baslangigta,
kanser hiicresinin biitiin 6zelliklerine sahip oldugu anlamina gelmez. Tam tersine,
kanserin geligsmesi birbirini izleyen degisiklikler sonucu giderek malign sekle doniisen

cok agsamali bir siirectir.

Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi, mutasyonlar1 iceren cok asamali bir siire¢
sonucunda c¢ogalma, sagkalim, invazyon ve metastaz yetenekleri giderek artan

hiicrelerin secilmesi seklinde ortaya ¢ikar (23).

Karsinojenenezin merkezinde oOliimciill olmayan genetik hasar yatar. Kanserin
gelisim asamalarindan ilki olan tiimor baslangici, bir tek hiicrenin anormal ¢ogalmasina
neden olan genetik bir degisikligin sonucudur. Bu tip genetik hasar (mutasyon)
kimyasal maddeler, radyasyon ya da viriisler gibi cevresel ajanlarin etkisiyle olusabilir

veya kalitsal olarak germ hiicre dizilerinde bulunabilirler (38).

Karsinojen, dokunun stem hiicre populasyonundaki spesifik gen yada genleri
harap edebilir. Fakat bagkalasima ugramis hiicre boliinmeden latent halde kalabilir veya
cok yavas boliiniir. Bu hiicrenin hizli bir sekilde ¢ogalabilmesi, normal hiicrelere gore
baskin hale gelmesi i¢in uyaric1 ajanlarin hiicreyi etkilemesi gerekir. Pekcok ajan
hiicrenin boliinmeye girmesinde etkili olur. Ancak sadece uyarict ajanlar timor
gelisiminde etkindir. Dolayisiyla tiimor gelisimi ic¢in hiicre biiyiimesi gerekli olmakla

birlikte yeterli degildir. Diger faktorlerin de hiicreyi etkilemesi gerekir (20).

Hiicre c¢ogalmasina paralel olarak klonal tiim6r hiicrelerinden olusan hiicre
toplulugu da giderek biiyiir. Tiimor ilerlemesi bu topluluk igindeki hiicrelerde yeni
mutasyonlarin gergeklesmesiyle devam eder. Bu mutasyonlarin bir kismi1 hiicreye daha
hizli ¢cogalma gibi belirli avantajlar kazandirir. Bu 6zellik sonucunda bu hiicrelerden

tiireyen hiicrelerde timor toplulugu icinde gittikce daha baskin nitelikler kazanirlar.



Boylece, gerek cogalma hizi, gerekse (sagkalim, invazyon ve metastaz yetenegi gibi)
daha baska ozellikler acisindan avantajli yeni bir tiimor hiicre klonu ortaya ¢iktigindan
bu isleme klonal se¢im adi verilir. Klonal secilim tiimor gelisimi boyunca devam eder

ve tiimorler bu nedenle giderek daha hizli ¢ogalarak daha malign 6zellik kazanirlar (23).

Tiimor hiicreleri tiim 6zellikleriyle birlikte gelismez. Statik bir hiicre populasyonu
iken uyaricilar ve yeni bagkalasimlar ile daha dinamik hale gelirler ve gelisim devam

ettikce yeni 6zellikler kazanirlar (3, 20, 78).

2.1.5. Tiimor Biiyiimesinin Biyolojisi:

Tipik bir malign tiimoriin dogal ykiisii ¢esitli basamaklarda ¢oziilebilir: Hiicrenin
neoplastik transformasyonu, transforme olmus hiicrenin klonal genislemesi, lokal

invazyon ve sonunda uzak yayilim.

Transformasyona ugramis bir hiicrenin klonal yeni nesilleriyle tiimor kiitlesi
olugmasi bir¢gok faktoriin etkiledigi karmasik bir islemdir. Tiimor bilyiimesini etkileyen

cok sayida faktor ii¢ baslik altinda ele alinir:

1. Tiimor hiicre ¢ogalmasinin kinetigi
ii. Tiimor anjiogenezi
1ii. Tiimor ilerleyisi ve heterojenligi

Transformasyona ugramis tek bir hiicrenin klinik olarak belirgin bir kitle
olusturma siiresi ii¢ degiskene baghdir. Bu degiskenler, tiimoriin iki katina ¢ikma siiresi,

biiytime fraksiyonu, hiicre iiretimi ve kaybidir.
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[Ik basta tiimor hiicrelerinin normal hiicrelerden daha hizli béliindiigiiniin
diisiiniilmesine kargin aslinda bir¢ok tiimoriin toplam hiicre siklusu siiresi kendisine

denk olan normal hiicrelerinkine esit ya da daha uzundur.

Biiyiime fraksiyonu replikatif havuzda yer alan tiimor hiicre populasyonundaki
hiicrelerin orant seklinde tanimlayabiliriz. Klinik ve deneysel calismalar tiimor
biiytimesinin erken, submikroskopik fazinda transformasyona ugramis hiicrelerin
cogunun proliferatif havuzda yer aldigim diisiindiirmektedir (38). Tiimorler biiytidiikge
hiicreler dagilma, gida maddelerinin yetersiz olmasi, farklilasma ve mitozun GO
evresine donme nedeniyle replikatif havuzu giderek artan sayilarla terk ederler.
Gergekten de kanserlerdeki hiicrelerin ¢ogu GO fazinda kalir. Sonug olarak bir tiimoriin
klinik olarak saptanabildigi zamanda hiicrelerinin ¢ogu replikatif havuzda yer almaz.

Bazi1 hizl biiyiiyen tiimorlerde bile biiylime fraksiyonu yaklasik %20’ dir.

Giintimiizde kullanilan antineoplastik ajanlarin neredeyse tamami en biiyiik
etkilerini siklusta bulunan hiicreler iizerinde gosterirler. Yiiksek biiyiime fraksiyonlarina

sahip tiimorler antikanser ajanlara ¢ok duyarhdirlar.

Orijinal olarak transformasyona ugramis bir hiicreden sonra gelen tiim nesiller
replikatif havuzda kalsalardi tiimorlerin ¢ogu ilk hiicre boliinmesinden sonraki bir iki ay
i¢inde klinik olarak saptanabilir hale gelirdi. Ancak hiicrelerin cogu replikatif havuzu
terk ettigi icin hiicre birikimi nispeten yavas bir islemdir. Bu da bir tiimoriin klinik
olarak saptanabilir bir hale gelmesinden 6nce aylar yada yillar siiren bir latent periyod

olusmasina neden olur.

Tiimorlerin biiyiimesini hiicre kinetiginin digindaki faktorler de etkiler. Bunlardan
en Onemlisi kan kaynagidir. Tiimorlerin damarlanmadiklan takdirde 1-2 mm’lik ¢api
yada kalinlig1 asacak sekilde biiytiyemediklerine iliskin ¢ok sayida deneysel ve klinik
kanit bulunmaktadir. Bircok ¢alisma tiimorlerin yeni kapiller olusumunda gorev alan

tim olaylar dizisini etkileme yetenegine sahip faktorler salgiladiklarini isaret
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etmektedir. Tumorlerle iliskili anjiogenik faktorler genel olarak iki grupta
siniflandirilabilir: tiimor hiicreleri tarafindan olusturulanlar ve tiimorleri infiltre eden
inflamatuar hiicrelerden tiireyenler, seklinde ayirabiliriz. Birinci grubu en iyi karakterize
eden Ornekler heparin-baglayic1 fibroblast biiytime faktorleridir (FGF). Diger tiimor
kokenli anjiogenik faktorler arasinda TGF-o (tiimor biiytime faktorii)ve EGF (epidermal
biiytime faktor) bulunur. Bir¢ok anjiogenik molekiiliin protoonkogenlerin iiriinii oldugu
ve mutasyonlarla aktive olduklari bilinmektedir. Tiimor anjiogenezi olasi bir kanser
baskilayici gen tarafindan kodlanan bir anjiogenez-inhibe edici faktoriin kaybiyla da

iligkili olabilir.

Tiimorlerin ¢ogunun bir siire icinde daha agresif hale geldikleri ve daha malign bir
potansiyel kazandiklar1 bilinmektedir. Bu olay “timor progresyonu” olarak
bilinmektedir. Klinik ve deneysel caligmalar malignite artisinin, siklikla kademeli bir
sekilde olustugunu acgiga cikarmistir. Bu biyolojik olay invazivlik, biiylime hizi,
metastaz yetenegi, karyotip, hormanal yanitlilik ve antineoplastik ilaglara duyarlilik gibi
cesitli fenotipik oOzellikleri farkli olan hiicre alt populasyonlarimin ardisik olarak
belirmesiyle iligkilidir. Malign tiimorlerin ¢cogunun kdkeni monoklonal olmasina karsin
klinik olarak belirgin hale geldikleri zaman hiicreleri son derece heterojen

durumdadirlar.

Molekiiler diizeyde tiimor ilerleyisi ve bununla iliskili heterojenligin farkli
hiicrelerde birbirinden bagimsiz olarak toplanan ¢ok sayida mutasyona bagli olma ve
boylece farkli ozelliklere sahip alt klonlar olusturma olasiliklarn yiiksektir.
Transformasyona ugramis orijinal hiicrenin ek genetik hasara ugramasina neyin
predispozisyon olusturdugu tamamen acikliga kavusmamistir. Bir¢ok arastirici
transformasyona ugramis hiicrelerin genetik olarak stabil olmadigina inanmaktadir. Bu
olay hiicreleri klonal genisleme sirasinda yiiksek hiza sahip randomize ve spontan
mutasyonlara duyarli kilmaktadir (38). Bu mutasyonlardan bazilar1 6liimciil olabilir;
digerleri protoonkogenleri ve kanser baskilayic1 genleri etkileyerek hiicre ¢ogalmasini

destekleyebilirler.
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2.1.6. Kanserin Nedenleri:

Kansere yol acan maddelere karsinojen denir. Karsinojenler yapilan ayrintili
epidemiyolojik caligmalarla belirlenmistir. Bir tiimor gelisimi ¢ok asamali bir siirectir.
Bu nedenle bir¢ok farkli faktr kanserin olusmasinda etkili olabilir. Kansere neden olan
ajanlart 3 genis gruba ayirabilirizz Radyasyon, kimyasal bilesikler ve viriisler.
Ultraviyole 1sinlari, X 1sinlar1 ve 7y 1sinlart mutajenik ve karsinojeniktir. Bu 1ginlar
DNA’y1 mubhtelif yonlerde zedelerler. Ultraviyole radyasyonu pirimidin dimerlerinin
olugmasina neden olabilir. Karsit bazlarin eliminasyonu ile piirinsiz veya pirimidinsiz
konumlar olusabilir. Tek ve cift dal kirilmalann veya dallarda capraz baglantilar
meydana gelebilir. Isinlama enerjisinin neden oldugu karsinojenezde temel
mekanizmanin DNA hasar1 oldugu varsayilmaktadir. Ayrica DNA’daki direkt
etkilerinden ayri1 olarak, X 1sinlar1 ve y 1sinlar1 dokularda serbest radikallerin olusmasina

neden olurlar (53).

Kimyasal bilesiklerin pek cok cesidi karsinojeniktir. Insanlarda kanserin gelisimi
ile pekcok madde iliskilendirilmistir. Insan kanserlerinin %80 kadarinin basta
kimyasallar olmak iizere ¢evresel faktorler nedeni ile meydana geldikleri belirlenmistir.
Kisin boyle bilesiklere maruz kalmasi, mesleginden ( benzen, asbest), beslenme
aligkanliklarindan (aflatoksin), yasam tarzindan ( sigara, alkol kullanimi) veya diger

nedenlerden ( ila¢ kullanimi) dolay1 olabilir (53).

Kimyasal maddeler ve radyasyona ek olarak bazi viriisler de, gerek deney
hayvanlarinda, gerekse insanda kansere neden olabilir. Hayvan viriis ailelerinde yer alan
bu viriislere “tiimor viriisii” ad1 verilir (23). insanda kanser olusturan viriisler Hepatit B
ve C viriisleri ( karaciger kanseri), papilloma viriisleri ( serviks kanseri ve diger
anogenital kanserler), Epstein-Barr virlisi ( Burkitt lenfomasi ve nazofarenks
karsinomu), Kaposi sarkomu ile iliskili herpes viriis ve insan T-hiicre lenfotropik
viriisiidiir ( erigkin T hiicreli 16semi). Ayrica HIV viriisii de AIDS’li hastalarda immiin

yetmezlik sonucunda gelisen kanserlerden dolayli olarak sorumludur.
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2.1.7. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri:

Kanser hiicresinin en belirgin 6zelligi kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Bu ozellik,
hiicrenin ¢ogalmasini diizenleyen mekanizmalar etkileyen degisikliklerin birikmesinin
sonucudur. Genel olarak kanser hiicresinde, hiicrenin normal ¢ogalmasini,
farklilasmasim ve sag kalimim diizenleyen mekanizmalarda bir takim anormallikler
goriiliir. Bu farklilagmalar, kanser hiicresinin bu karakteristik 6zellikleri ile malignitenin

hiicresel diizeyde tanimlanmasini saglar.

Kanser hiicreleri, hiicre kiiltiirlinde de, kontrolsiiz in vivo c¢ogalma sirasinda
sergiledikleri davranis Ozelliklerini gosterirler. Kanser hiicresi ile normal hiicrenin
kiiltiir ortamindaki ilk farki, normal hiicrelerin ¢ogalmasinin, yogunluga bagl
inhibisyondan etkilenmesidir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmast ise bu yogunluktan
etkilenmez. Normal hiicrelerin ¢ogalmasini durduran sinyallere uyarak GO’ da durmak
yerine, kontrolsiiz in vivo ¢ogalma davranislarimi siirdiirerek, yogunlugun artmasina

ragmen ¢ogalmaya devam ederler (23).

Kanser hiicreleri, normal hiicrelere gore hiicre dis1 biiylime faktorlerine daha az
gereksinim duyarlar. Bu 0Ozellik, tiimor hiicrelerinin hem in vivo hem de in vitro
kosullarda kontrolsiiz ¢ogalmasimi saglamaktadir. Ayrica baz1 durumlarda kanser
hiicreleri biiyiime faktorlerini kendileri de salgilayabilmektedir. Hiicrenin gerek
duydugu biiylime faktorlerinin kendisi tarafindan salgilanmasi hiicreyi siirekli olarak
cogalmaya uyarir. Kanser hiicrelerinin biiylime faktorlerine bagimli olmamasi, bazi
durumlarda hiicre ici sinyal sistemlerinde gerceklesen anormalliklerden, drnegin, hiicre
cogalmasim saglayan sinyal yollarinda gorev yapan biiyiime faktorii reseptorlerinin
(Ras proteinleri veya protein kinazlar gibi) yada bagka proteinlerin kontrolsiiz

aktivitesinden kaynaklanir (23).
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Kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasinda goriilen bir baska fark da, kanser
hiicrelerinde hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminin daha diizensiz olmasidir.
Yiizey adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki azalma nedeniyle kanser hiicrelerinin
cogunun tutunma yetenegi normal hiicrelere kiyasla daha diisiiktiir. Ayrica hiicre-hiicre
etkilesimi agisindan en Onemli fark kontakt inhibisyonda goriilmektedir. Timor
hiicreleri normal hiicrelerde farkli olarak, komsu hiicrelerle temas ettikten sonrada
hareket etmeyi siirdiiriir, yanlarindaki hiicrenin iizerine ¢ikar ve diizensiz, ¢ok katl

kiimeler olustururlar.

Kanser hiicrelerinin iki 6nemli o©zelligi daha vardir. Bu oOzellikler, kanser
hiicrelerinin baska doku bilegenleri ile etkilesimini degistiren ve bu nedenle invazyon ve
metastaz agisindan 6nem tagimaktadir. Bu 6zelliklerin ilki, malign hiicrelerin hiicre dis1
matriks bilesenlerini parg¢alayan ve bdylece kanser hiicresinin normal komsu dokunun
icine girmesine olanak veren proteazlar salgilamasidir. Ikinci ozellik ise, kanser
hiicreleri yeni kan damarlarinin olusumunu (anjiyogenez) hizlandiran biiyiime faktorleri

salgilamasidir.

Kanser hiicrelerinin  bir baska genel ozelligi de normal bicimde
farklilagmamalaridir. Bu farklilasma kusuru anormal ¢ogalma ile yakindan iliskilidir.
Kanser hiicreleri normal farklilasma programim izlemek yerine, siirekli aktif bicimde
cogalmalar1 ile uyumlu olarak, farklilagmanin erken asamalarinda kalirlar. Apoptoz
yada programli hiicre 6liimii bir¢ok hiicre tiiriinde farklilagmanin temel 6gelerindendir.
Kanser hiicresinin programli hiicre 6liimiinden etkilenmemesi timor gelisimini 6nemli
Olciide hizlandirir. Kanser hiicreleri apoptozdan kagislarina ek olarak, okaryotik
kromozomlarin uglarim1 kisalmaktan koruyan telomeraz enziminin ekspresyonu

sayesinde, siirsiz replikasyon yetenegine de sahiptir.
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2.2. KANSER VE GENETIK

Kanser klinikte goriilen en yaygin ve ciddi hastaliklardan biridir. Bugiine kadar
yapilan bir¢cok istatistiksel calismalarda, kanserin toplumlarin yaklasik iigcte birinden
fazlasinda goriildiigiinii, 6liimlerin yilizden yirmiden fazlasindan sorumlu oldugunu ve
gelismis iilkelerin toplam saglik harcamalarinin yaklasik %10’ undan fazlasinin kanser

tedavileri harcamalarini olusturdugunu gostermistir.

Biitiin bu veriler sonucunda kanser biitiin diinya {izerinde yapilan c¢alismalarin
odak noktasi haline gelmistir. Kanser, tedavi edilmedigi zaman 6liimle
sonuclanmaktadir. Kanserle miicadelede en onemli noktay1 erken tani1 olusturmaktadir.
Kansere yakalanma riski yiiksek olan bireylerin kanser gelismeden 6nce saptanabilmesi

biiyiik 6nem tagimaktadir.

Onceki boliimlerde normal hiicre ile tiimor hiicresi o6zellikleri verilerek
karsilagtirilmigtir. Bu boliimde ise ““ Kanser esas olarak genetik bir hastaliktir.” olgusu
vurgulanacaktir. Kanserin baglangicinda yer alan cesitli genler ve hastaliga neden olan
bu genlerin fonksiyon kayiplarindaki mekanizmalar incelenecektir. Biitiin bu konulara
gecmeden Once kanserin baslangici ve tiimor hiicrelerinin 6zellikleriyle ilgili bazi

Oonemli noktalan 6zetlemek gerekirse:

1. Kanser, molekiiler hiicre biyolojisinin pek ¢ok yoniine temas eden
hiicresel davranisdaki temel bozukluktur. Viicuttaki pek cok hiicre tipi, malign timor
(kanser) hiicrelerinin gelismesini saglayabilir.

1i. Kanser hiicreleri, kok hiicreleri ve diger ¢cogalan hiicrelerden kdken alir
ve olgun farklilagmis hiicrelerden ziyade bu hiicrelere benzerlik gosterir.

iil. Kanser hiicreleri, normal hiicre proliferasyonu i¢in gerekli olan biiyiime
faktorlerinin en azindan bazilarinin yoklugunda cogalabilirler ve normal programli

hiicre 6liimii sinyallerine kars1 direnclidirler.
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iv. Kanser hiicreleri bazi zamanlarda cevre dokuya yayilim gosterirler. Bu
metastatik yayilim, timor hiicrelerinden salgilanan degisik proteazlar ile komsu
dokularin ekstraseliiler matriksini etkilemek suretiyle olmaktadir.

V. Hem primer hem de sekonder tiimorlerin anjiyogeneze ihtiyaglari vardir.
Yeni kan damarlarinin olugmasi, tiimoral dokunun biiyiimesi ic¢in gereklidir ve
anjiyogenez sonucunda tiimor dokusu daha da biiyiiyecektir.

Vi. Kanser olusumunun agiklanmasi icin Onerilen modellerden biri olan
coklu vurus hipotezinde, kanser olusumu icin farkli mutasyonlarin gerekliligi ileri
striilmektedir. Bu mutasyonlarin 6zellikle hiicre dongiisii ve proliferasyonundaki
gorevli genlerde oldugu diistiniilmektedir.

Vii. Onkojenik mutasyonlarin ¢ogunlugu, somatik hiicrelerde meydana
gelmektedir. Ve bu mutasyonlar, germ-line DNA’ y1 etkilemedigi i¢in diger kusaklara
aktarim olmamaktadir.

Viii. Bir¢ok dokudan gelisen kanser tiiriinde, spesifik tiimor siipresor genler ve

proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar etkili olmaktadir (4, 7, 30).

Tiimo6r olusumunda en 6nemli basamag karsinojenezis siireci olusturmaktadir.
Bugiine kadar elde edilen veriler, karsinojenezis siirecinde farkli tiirlerde genlerin etkili
oldugunu gostermistir. Bu genler:

¢ Hiicre proliferasyonunda ve hiicreler arasi sinyal iletiminde gorevli proteinleri
kodlayan genler

¢ Mitotik siklus diizenleyicilerini kodlayan genler

® Programlanmis hiicre 6liimii elemanlarini kodlayan genler

¢ Kontakt inhibisyon olusumunda etkili olan elemanlar1 kodlayan genler

® Hasarli DNA’nin tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan genler (45)

Glintimiize kadar kanser olusum mekanizmalarim1 inceleyen bir¢ok calisma
yapilmis ve yayinlanmigtir. Literatiirde farkli kanser tiplerinin olusumunda etkili oldugu
diisiiniilen molekiiller mekanizmalar degerlendirildiginde genel olarak yukarida
maddeler halinde verilen mekanizmalarda etkili gen gruplarinda meydana gelen

anomaliler rapor edilmistir. Bu veriler, “Bir kanserin sporadik olarak bireylerde
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izlenmesine yada herediter bir 6zellik gostererek bir ailenin bazi fertlerinde tekrar
edilmesine bakilmaksizin kanser genetik orjini olan bir hastaliktir” varsayimimi dogrular
niteliktedir(45). Bir¢ok kanser tiiriinde mutasyonlar tek bir somatik hiicrede olusur ve
daha sonra boliinerek kanser gelisimine yol agar. Daha nadir olam ise herediter kanser
sendromunda goriiliir. Bu durumda kanserin baslamasina neden olan mutasyonlar, germ

hiicrelerine aktarilmakta ve boylece viicudun tiim hiicrelerinde yer almaktadir.

Olusum mekanizmasi ne olursa olsun, kanser olusumu bir kez basladiginda,
sitogenetik yapinin korunmasindan ve DNA’ da olusabilecek hasari tamirden sorumlu
hiicresel mekanizmalar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar kiimiilatif olarak bir artig

gostererek kanseri yayginlastirirlar (45).

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi kanser genetigi ile yakindan iliskilidir.
Okaryotik hiicrelerde hiicre dongiisii, mitoz boliinme safhalar1 arasinda bir dizi olay

ortaya koyar. Dongii, kanser genetigi ile cok yakindan iliskilidir (78).

2.2.1. Hiicre Dongiisii:

Hiicrelerin ¢ogunda birbiri ile iligkili siirecten olusmaktadir. Bu siirecte yer alan
basamaklar: hiicre biiyiimesi, DNA replikasyonu, iki katina ¢ikan kromozomlarin yavru
hiicrelere aktarimi ve hiicre boliinmesidir. Hiicre biiyiimesi, her ne kadar genellikle
kesintisiz bir siire¢ ise de, DNA hiicre dongiisiiniin sadece bir evresinde sentezlenir ve
daha sonra kopyalanmis kromozomlar hiicre boliinmesi 6ncesi bir dizi karmasik olayla
yavru cekirdeklerine dagitilir. Hiicre dongiisiiniin bu basamaklari, korunmus bir
denetleyici sistem tarafindan kontrol edilir. Bu sistem sadece hiicre dongiisiiniin farkli
olaylarimi diizenlemekle kalmaz, hiicre dongiisiiniin, hiicre ¢ogalmasini kontrol eden
hiicre dis1 sinyallerle baglantisin1 da saglar. Bu hiicre dis1 sinyal baglantilarinda
meydana gelecek problemler, hiicre dongiisiinii etkileyerek, kanser olusumunda 6nemli
bir noktayr olustururlar. Bu sinyal yolaklarinin bilinmesi kanser olusumunun

anlasilmasinda 6nemli noktalardan birini olusturmaktadir (23).
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2.2.2. Hiicre Dongiisiiniin Basamaklari:

Insan hiicreleri kiiltiir ortaminda yaklasik her 24 saatte bir boliinen bir seyir
gosterirler. Hiicre dongiisiinii, mitoz ve interfaz olmak iizere iki temel gruba ayirabiliriz.
Sitokinez ( hiicre boliinmesi ) ile sonlanan mitoz evresi sadece bir saat siirerken, hiicre
dongiisiiniin %95 ini interfaz safhasi olusturur. Interfaz sirasinda kromozomlar
yogunlugunu kaybeder ve niikleus icine yayilirlar. Bu asamada niikleus morfolojik
olarak homojen goriiniimdedir. Molekiiler diizeyde ise interfaz, hiicre biiyiimesi ve

DNA replikasyonunun gerceklestigi, boliinmeye hazirlik araligidir.

Yapilan calismalar, DNA sentezinin, dkaryotik hiicrelerde hiicre siklusunun sentez
evresi olarak adlandirilan S fazinda meydana geldigini gostermistir. S fazindan 6nce ve
sonra birer zaman araligi (Gap) olusur. Bu yilizden hiicre siklusu G1 (ilk aralik), S
(sentez), G2 (ikinci aralik) ve M (mitoz) olmak iizere dort evrede meydana gelir. G1, S
ve G2 evrelerinin hepsine birden “interfaz” adi verilir. interfazi mitoza hazirli evresi
olarak tammlamak miimkiindiir. Interfazi1 olusturan evrelerdeki gelisen olaylar1 kisaca
ozetleyecek olursak, G1 evresi mitozdan hemen sonra baslar; ribozomlar, enzimler,
membran tiirevi organeller gibi pek cok sitoplazmik elementin sentezi bu zaman siireci
icerisinde yapilir. Ayrica hiicre i¢in gerekli RNA ve proteinler sentezlenir, DNA i¢in
sentez hazirhigl yapilir. S evresinde; RNA sentezi devam ederken protein sentezi en
yiiksek diizeye ulasir. DNA sentezi yapilarak DNA miktar1 iki katina c¢ikar. G2 evresi;
biliylimenin ve sentezin ikinci donemi olarak mitozun baslamasina Onciilik eder. Bu
evrede DNA sentezi tamamlanmistir fakat RNA ve protein sentezi G1 evresindeki kadar
olmamakla birlikte devam eder. Dokulardaki bircok béliinmeyen hiicre ( dinlenme
durumundaki fibroblastlar gibi), S evresinden hemen once yeterli DNA sentezlememis
ise, yeteri kadar biiylimemis ise, hiicre siklusunu durdururlar. Boyle dinlenme
durumundaki hiicrelere GO durumunda denir. GO evresi birka¢ giin, birka¢ hafta
stirebilir hatta hiicre boliinmekten tamamen vazgecebilir (23, 27, 78). Tum veriler ele
alindiginda, gozlemler, hiicre dongiisiiniin siki bir sekilde diizenlendigini ve belirli bir

hiicrenin yagam oykiisiine ve farklilagsma basamagina bagl oldugunu gostermektedir.
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2.2.3. Hiicre Siklusu Kontrol Noktalar::

Hiicrelerin boliinme sikluslarimi tamamlayarak, faaliyetlerini devam ettirmeleri
hiicre ici sinyaller kadar ¢evrede yer alan dis uyarilar tarafindan da diizenlenir. Hiicre
biiytimesi, DNA replikasyonu, mitoz gibi farkli hiicresel olaylar, hiicre siklusu olaylar1
esnasinda koordine edilir. Biitiin bu olaylar hiicre siklusu esnasinda belirli noktalarda
diizenlenir. Bu noktalar “kontrol noktalar1” olarak tanimlanir. Hiicrelerin bir¢ogunda
tanimlanmis en Onemli kontrol noktalarindan biri G1 evresinde goriiliir. Bu kontrol
noktas1 G1’den S evresine gecisi kontrol eder. Bu kontrol noktasit ilk olarak
Saccharomyces cerevisiae’de belirlenis ve START olarak adlandirilmistir. Biitiin
hiicreler normalde START noktasin gecerek S evresine girer ve boliinme sikluslarina
devam ederler. Bu nokta dis uyarilar tarafindan kontrol edilir. START, karar verme
noktasi olmanin yaninda, DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesi tarafindan koordine

edilen, hiicre biiyiimesi noktasidir.

Hiicre siklusu kontrol noktalarimin gorevi, tamamlanmamis veya hasarl
kromozomlarin replikasyonunu engellemek ve bunlarin yavru hiicrelere gegisini
onlemektir. Bu kontrol noktalari, hiicre dongiisii sirasinda bir 6nceki evredeki olaylar
tamamlanmadan sonraki evreye gecisi engeller. Bu kontrol noktalari, replike olmamig
yada hasarli DNA’lara duyarlidir ve DNA replikasyonunun tamamlanmasi yada onarimi
ile hiicre dongiisiinii ayarlarlar. Hiicre siklusu boyunca belirlenmis 4 ana kontrol noktasi

vardir:

G1 kontrol noktasi: Eger DNA’da bir hasar varsa, siklusun G1’de durmasini
saglar.

G2 kontrol noktasi: DNA replikasyonunda bir hata olur ve ortamda replike
olmamis DNA bulunursa, siklusun G2’de durmasim saglar. Boylece, G2 kontrol noktasi
ile S tamamlanmadan M evresine gecis engellenir ve hiicreler, genom tamamen replike
oluncaya kadar G2’de kalirlar. Ancak bundan sonra G2’deki inhibisyon ortadan kalkar

ve hiicre mitozu gegerek, tiimiiyle replike olmus kromozomlar1 yavru hiicrelere dagitir.
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Replike olmamig DNA’lar algilamanin yanisira, G2’deki kontrol noktalari, hasarl
DNA'’lara da duyarhidir. Eger DNA hasan saptanirsa, kontrol noktasindaki duraklama,
hasarin onarilmasi i¢in gerekli zamani saglar.

S kontrol noktasi: DNA hasari, hiicre dongiisiinii sadece G2’de degil, G1 ve S
evresi kontrol noktalarinda da duraklatir. S’deki kontrol noktasi, hasarli DNA’nin
replike olmadan onarilmasi i¢cin, DNA’nin biitiinliigiinii siirekli olarak izler. Ayrica, S
evresi kontrol noktasi, DNA replikasyonu sirasinda yanhis baz eslesmesi yada DNA
boliimlerinin eksik replikasyonu gibi, olusabilecek hatalar1 bulma ve onarma seklinde
kalite kontrol gorevi yapar.

M kontrol noktasi: Mitoz esnasinda yavru kromozomlar mitotik igcik iizerinde
uygun sekilde dizilmezlerse, siklusu M evresinde durdurur. Bu sayede boliinen
kromozomlar yavru hiicrelere tam bir kromozom seti halinde gegerler. Mitotik igcik
izerinde yer alan kromozomlardan biri veya birkaci eksilirse bu kontrol noktast mitozun
metafaz evresinde kalmasini saglar ve boylece kromozomlarin eksik olarak yavru

hiicrelere gecmesini Onler.

Bu kontrol noktalarinda hiicre dongiisiiniin durmasi, hasar gérmiis yada replike
olmamis DNA’ya baglanan protein kompleksler ile tetiklenir. Tam olarak
tanimlanmamis bu proteinler, DNA hasarimi algilarlar ve sadece hiicre dongiisiinii
duraklatan sinyal yollarin1 uyarmakla kalmaz, DNA onarimimi ve programli durumlarda
hiicre 6liimiinii aktive ederler. Bu algilayici proteinlerin dogrudan hedefi ATM ve ATR
olarak simgelenen, birbiriyle iligkili iki protein kinazdir ve bunlar DNA hasarina
cevaben aktiflesir. Bu proteinler ilk olarak ataxia telangiectasia hastaligindan sorumlu
olan ATM kodlayan gendeki mutasyonlarla tanimlanmistir. ATR ise daha sonra
ATM’nin yakin akrabasi olarak tanimlanmistir. Bir kez aktiflesen, ATM ve ATR
sirastyla Chk2 ve Chkl kinazlar fosfatlayarak aktive ederler. Bu kez de Chk1 ve Chk2,
hiicre dongiisiinii diizenleyen sistemin bilesenlerini fosfatlayarak, hiicre dongiisiinii

duraksatirlar (23).
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Memeli hiicrelerinde G1 kontrol noktasindaki duraksama, Chk2 ve ATM
tarafindan fosforillenen, pS53 olarak bilinen diger bir proteinin etkisi ile gelisir.
Fosforillenme, aksi halde siiratle yikilacak olan p53’ii, kararli hale getirir ve DNA
hasar1 p53 miktarinda hizla artisa neden olur. pS3 proteini bir transkripsiyon faktoriidiir
ve ekspresyon artisi, hiicre dongiisiinii duraksatacak hedef genlerin uyarilmasina yol
acar. Bircok kanser tiiriinde p53’ii kodlayan gen incelenmis ve siklikla mutasyona
ugradigl goriilmiistiir. Goriilen bu mutasyonlarla, p5S3 proteinin islev kaybi, hasarl
DNA’ ya yanit olarak G1 evresinde durmay1 engeller. Hasarli DNA boylelikle replike
olarak onarilmadan yavru hiicrelere gecer. p53 genindeki mutasyonlar insan

kanserlerindeki en yaygin genetik degisikliktir.

2.2.4. Hiicre Siklusunun Diizenlenmesi:

Okaryot hiicrelerin boliinme dongiisiinde ilerlemesini kontrol eden molekiiler
mekanizmalar giinimiizde yapilan calismalarla anlasilmaya baslanmistir. Biitiin bu
calismalar, tim Okaryotlarin hiicre dongiilerinin, korunmus bir takim protein kinaz
tarafindan kontrol edildigini gostermektedir. Bu protein kinazlar, temel hiicre dongiisii

gecislerinden sorumludur.

MPF: Cdc2 ve Siklin Dimeri: Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinden sorumlu
anahtar molekiillerin belirlenmesinde yapilan farkli deneysel ¢alismalardan
faydalamilmistir. Bu ¢aligmalarda kurbaga oositleri incelenmistir. Bu incelemeler
sonucunda, hormon uygulanmis oositlerde var olan bir sitoplazmik faktoriin, hormon
uygulanmis oositlerde G2’den M’ye gecisi uyardigr goriilmiistiir. Oositlerin mayoza
gecisi genellikle yumurta olgunlagsmasi olarak kabul edildiginden, bu sitoplazmik faktor
“olgunlasmay1 ilerleten faktor (MPF)” olarak adlandirilir. Fakat daha sonra yapilan
calismalar, MPF aktivitesinin, oositlerin mayazo girisiyle smirli olmadigimi gosterdi.
Aksine, MPF somatik hiicrelerde de bulunur ve hiicrelerin, mitotik dongiisiiniin M
evresine girisini uyarir. Qositlere 6zgii olmak yerine, MPF’ nin G2’den M’ye geciste

genel diizenleyici olarak davrandig goriilmektedir.
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Siklin B sentezi, memeli hiicrelerinin hiicre siklusunun S evresinde baslar.
Sentezlenen siklin B ile Cdc 2 bir kompleks olusturur. Bu kompleks hiicre siklusunun S
ve G2 evresi boyunca gorev yapar. Bu kompleks olusurken Cdc 2, diizenleyici 2
noktadan fosforlanir. Ilk fosforilasyona, Cdc 2’nin kinaz aktivitesini yapabilmesi icin
gereksinim duyulur. ikinci fosforilasyonda Cdc 2’nin aktivitesi inhibe edilir ve Cdc 2 /
siklin B kompleksinin hiicre siklusunun S ve G2 evreleri boyunca inaktif olarak bir
arada kalmalarim1 saglar. Daha sonra Cdc 25 olarak adlandirilan bir protein fosfataz
tarafindan threonin-14 ve tirozin-15’in defosforile edilmesi ile Cdc 2 / siklin B
kompleksi aktiflesir. Bu sayede G2 evresinden M evresine gecis gerceklesir. Cdc 2
protein kinazin aktiflesmesi, hedef proteinlerin fosforlanmasini saglar, boylece M evresi
olaylar1 baslar. Ayn1 zamanda Cdc 2’nin aktivitesi siklin B’ nin dagilmasim saglar.
Siklin B’ nin bu proteolitik dagilim1 Cdc 2’yi inaktive eder ve bdylece mitozun sonlanip

sitokinez tamamlanarak hiicrenin interfaza dénmesini saglar (27).

Siklin ve Siklin Bagimh Kinaz Aileleri: MPF’nin (Cdc 2/siklin B) yap1 ve
fonksiyonu, sadece M evresine giris ve ¢ikisin anlasilmasi i¢in molekiiler temel
saglamakla kalmamis, ayn1 zamanda diger hiicre dongiisii gecislerinin diizenlenmesinin
anlagilmasina temel olusturmustur. Cdc 2 ve siklin B, benzer proteinlerin olusturdugu
biiyiik ailelerin iiyeleridir. Bu ailelerin farkli tiyeleri, hiicre dongiisiiniin farkli

evrelerinin gelisimini kontrol etmektedir.

Cdk ailesinin bu iiyeleri, hiicre dongiisiiniin farkli basamaklar1 boyunca ilerlemeyi
yonlendirmek icin spesifik siklinlerle baglanirlar. Ornegin, G1’den S’ye gegis, temel
olarak, siklin D ve E ile baglanan Cdk 2, 4 ve 6 tarafindan diizenlenir. Cdk 4 ve 6’ nin
D-tipi siklinlerle ( siklin D1, D2 ve D3) olusturdugu kompleksler, G1° de restriksiyon
noktasindan geciste kritik bir role sahiptir. Siklin E, G1’in ilerleyen evresinde eksprese
edilir ve Cdk2/siklin E kompleksi G1° den S’ ye gecis ve DNA sentezinin baglamasi
icin gereklidir. Cdk2’ nin siklin A ile yaptigi kompleksler, hiicrelerin S evresi siirecinde
ilerlemesi icin fonksiyon goriir. G2’ den M’ ye gecis ise, Cdc 2’nin daha sonra siklin B

ile olugturdugu kompleks tarafindan saglanir (23).
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Hiicre siklusu swrasinda Cdk aktivitesi en az 4 mekanizma tarafindan
gerceklestirilir:

. Cdk ile siklin birlesmesi; bu sekilde olusan Cdk/ siklin kompleksi, siklin
sentezi ve yikimui tarafindan kontrol edilir.

. 161. pozisyondaki threonin reziidiiniin aktive edici fosforilasyonu;
boylece Cdk / siklin kompleksi aktive edilir. Cdk’ nin bu aktive edici fosforilasyonu
CAK ( Cdk Aktive edici Kinaz) olarak adlandirilan bir enzim tarafindan katalizlenir.

. CAK tarafindan olusturulan fosforilasyona zit olarak, Cdk’ nin amino
ucu yakininda yer alan threonin ve tirozin reziidiilerin inhibitor fosforilasyonu.

. Cdk / siklin kompleksine inhibitor proteinlerin baglanmasi; Cdk
inhibitorlerinin bir familyasi tanimlanmigtir. Bu familyanin farkh iiyeleri farkli Cdk’lar
inhibe etmektedir. Ornegin: Cdk inhibitor proteinlerinden birisi olan p16, Cdk 4 ve 6 ile

siklin D komplekslerine baglanarak hiicreyi 6zel olarak G1 evresinde durdurur.

Biiyiime Faktorleri ve D-Tipi Siklinler: Biiyiime faktorlerinin yoklugunda,
hiicreler, restriksiyon noktasini gecemezler ve duragan hale gelirler. Cogunlukla, GO
olarak bilinen dinlenme durumuna gegerler. Bu durumdan ¢ikmalar1 ve tekrar hiicre
dongiistine girmeleri ancak biiylime faktorii uyarilarina cevaben gerceklesir. Hiicre
dongiisii ilerlemesinin hiicre dig1 biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilmesi, bilyiime
faktorii reseptorlerinin uyardig hiicre i¢i sinyal yolaklarinin, sonunda, hiicre dongiisii

mekanizmasinin bilesenlerini denetledigi anlamina gelir.

Biiyiime faktorii uyarisi ile hiicre siklusunun ilerlemesi arasindaki iligki D-tip
siklinler ile yapilan caligmalarla ortaya konmustur. Biiyiime faktorii uyarisina bagh
olarak siklin D sentezi artmakta ve biiyiime faktorii ortamda oldugu siirece siklin D
sentezi de devam etmektedir. Biiylime faktorii ortamdan uzaklastirilirsa D- tip siklinler
yikilmakta ve hiicre i¢i konsantrasyonlar hizla diismektedir. Siklin D, biiyiime faktorii
uyarisinin  hedefi oldugundan siklin D diizenlenmesindeki bir defekt, kanser
hiicrelerinin bir karakteristigi olan biiyiime faktorii diizelenmesinin bozulmasina neden

olur. Hiicre siklusundaki bu defekt sonucu bazi insan kanserlerinin arttig1 bulunmustur.
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Hiicre Dongiisii Inhibitorleri: Hiicre cogalmasi sadece biiyiime faktorleri
tarafindan degil, aym1 zamanda, hiicre dongiisii ilerlemesini baskilayan bir grup farkl
sinyal tarafindan da kontrol edilir. Ornegin, eger bir DNA hasar1 olusursa, bu hasar
tamir edilmedikce hiicre siklusu kesilir. Yine bir takim hiicre dis1 faktorler, hedef
hiicrelerin ¢cogalmasim uyarmaktansa inhibe eder. Bu tiir inhibitér uyaricilarin etkisi

Ozellikle Cdk inhibitorleri tarafindan artirilir.

G1 kontrol noktasinda DNA hasarina cevaben p53 proteini aracilifi ile hiicre
dongiistiniin ~ duraklatilmasi, Cdk inhibitorlerinin etkisine uygun bir Ornektir.
Transkripsiyonel diizenleyici olarak fonksiyon gdsteren p53 proteini, en azindan
kismen, Cdk inhibitorii p21°in ekspresyonunu uyarir. p21 proteini bircok Cdk/ siklin
kompleksini inhibe eder ve p53 tarafindan uyarilmasi, DNA hasarim takiben p53’e

bagl hiicre dongiisii duraklatilmasinin mekanizmalarindan sadece biridir.

Hiicre dongiisiini S ve G2 denetim noktalarinda kontrol etmek icin, replike
olmamis yada hasara ugramis DNA’lara yanit olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
engelleyen, farkli bir molekiiler mekanizma kullanilir. Bu kontrol noktalarinda hiicre
dongiisiiniin duraklatilmasi Chk1 ve Chk2 protein kinazlar tarafindan saglanir. Chkl ve
Chk?2, Cdc2/ siklin B komplekslerinin defosforillenmesi ve dolayisiyla aktivasyonundan
sorumlu olan protein fosfotaz Cdc25C’yi fosfatlayarak inhibe eder. Cdc2 aktive
olmazsa, mitoza gecis bloke olur ve hiicre G2’de durdurulur. Benzer sekilde, Chkl ve
Chk2, Cdc25 ailesinin diger bir iiyesi olan Cdc25A’y1 fosfatlar. Cdc25A, S evresinin
baslatilmast ve devamindan sorumlu olan Cdk2 ve siklin A veya E komplekslerini
defosforile ve aktive eder. Fosforilasyon Cdc25A’nin hizla pargalanmasina neden olur,
bu da DNA hasarma yanit olarak hiicre dongiisiiniin duraklatilmasi ile sonug¢lanir (23,

27).
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2.2.5. Kanserin Genetik Yapisi:

Hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimiinii kontrol eden ¢ok cesitli genler bulunmaktadir.
Onceki boliimlerde ozellikle hiicre dongiisii  sirasinda etkili olan genlerden
bahsedilmisti. Yapilan son ¢alismalarda, hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii kontrol
eden genlerin mutasyonlarinin kanser olusumunda etkili oldugu gosterilmistir. Kanser
gelisimi, bircok kanser tiiriinde, mutasyonlarin tek bir somatik hiicrede olusmasi ve
daha sonra boliinerek kanser gelisimine yol acmasi seklinde goriiliirken, daha nadir
olarak ise kanserin baslamasina neden olan mutasyonlar germ hiicrelerine aktarilmakta
ve boylece viicudun biitiin hiicrelerinde yer almaktadir. Bu mekanizma herediter kanser
sendromlarinda goriilmektedir. Kanserde etkili oldugu diisiiniilen tiim genler birlikte
degerlendirildiginde 3 ana grup altinda toplanirlar (3,78).

1- Onkogenler
2- Timor stipresor genler

3- DNA tamir genleri

Onkogenler, cogunlukla proto-onkogenler adim verdigimiz normal hiicresel
genlerin mutant (aktif olan) allelleri olmakla birlikte telomerazlari kodlayan veya

apoptozisi bloke eden genler de olabilirler.

Timor siipressor genler ise hiicre biiylimesini diizenleyerek tiimor gelisimini
engelleyen genlerdir. Timor siipressor genler tarafindan kodlanan proteinlerin
fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine, anormal hiicre biiyiimesine ve defektif

apopitozise neden olmaktadir.

Kanserdeki mutasyonlar diger mutasyonlardan farkli yapan, mutasyonlarin giiglii
bir sekilde hiicresel proliferasyon ve uzun hiicresel yasam icin pozitif seleksiyona yol
acmasidir. Kanser hiicresi fenotipik olarak kontrolsiiz ve asir1 proliferasyon 6zelligine
sahip olup, tek bir mutant hiicre yasami tehdit eden bir hastalik gelisimine yol

acmaktadir (45).
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2.2.6. Onkogenler:

Onkogen, fonksiyon veya ekspresyon degisimiyle hiicre boliinmesi ve
proliferasyonun anormal stimiilasyonuna yol acan mutant bir gendir. Aktive edici
mutasyon, onkogenin kendisinde, onun regiilatuar elementlerinde yada onkogen
iiriiniiniin regiile edilemeyen fonksiyonuna veya artmis ekspresyonuna neden olan

onkogenin genomik kopya sayisindadir.

Retroviral onkogenlerin  olusmasina  onciilik eden hiicresel genlere
“protoonkogen” adi verilir. Bunlar ( srs,ras ve raf gibi), hiicrede 6nemli rol oynayan,
genellikle hiicrenin normal cogalmasini denetleyen sinyal yollarin da gorev yapan
genlerdir. Onkogenler ise, bu protoonkogenlerin anormal eksprese olan veya mutant
sekilleridir. Bu genlerde olusabilecek degisiklik sonrasinda, onkogenler anormal hiicre

proliferasyonuna ve tiimor gelisimine yol agarlar.

Bir retroviral genoma yerlesen onkogen, bircok yoniiyle hiicresel
protoonkogenden farkhidir. Oncelikle, viral onkogenin transkripsiyonu protoonkogenin
transkripsiyonunu diizenleyen normal diziler yerine, viral promotdr ve gii¢lendirici
dizilerin etkisiyle gerceklesir. Bu nedenle onkogenler protoonkogenlerden ¢ok daha

fazla miktarda ve bazi durumlarda da olmamas1 gereken hiicrelerde eksprese olurlar.

Onkogenler, normal hiicresel proteinlere kiyasla yapisal ve islevsel acidan
farkliliklar gosteren proteinler kodlarlar. Onkogenlerin ¢ogu ( 6rn., raf ) amino ucunda
viral diziler tasiyan bir birlesik proteinin sentezine neden olur. Bu tiir birlesik
proteinlerinin  olusmasina neden olan rekombinasyon olaylann ¢ogunlukla,
protoonkogenlerin viruslara gecisi sirasinda gerceklesir. Bu islem sirasinda
protoonkogenin hem amino hem de karboksil ucu siklikla delesyona ugrar. Bu
delesyonlar, protoonkogenin aktivitesini diizenleyen diizenleyici bolgelerin kaybina,
dolayistyla aktivitesi kontrol edilemeyen onkogen proteinlerinin ortaya ¢ikmasina neden

olabilir.
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Bugiine kadar 80 dolayinda protoonkogen saptanmis olup her birinin onkogenik
potansiyel gostererek farkli kanserlerin olusumunda rol oynadigi bilinmektedir.
Protoonkogenlerin biiyiik boliimii, viicutta hiicrelerin sosyal davranislarimi diizenleyen
mekanizmalarda gorev alan elemanlarn kodlarlar. Bir hiicrenin komsusundan gelen
sinyaller hiicreyi boliinmeye, farklilasmaya yada ©lmeye yonlendirir. Iste
protoonkogenler, ekstraselliiler ortamdan gelen sinyalleri alarak hiicre igerisinde bu
sinyalin niikleusta DNA’ya kadar ulagmasini saglayan olaylar zincirinde rol alan
proteinleri kodlarlar. Protoonkogen {iriin listesine bakildigi zaman hiicre sinyal ileti
sisteminde gorev alan her tip molekiili icermektedir (salgilanan proteinler,
transmembran reseptorler, GTP- baglayan proteinler, proteinkinazlar, gen diizenleyici
proteinler vb). Bu molekiillerin hepsi normal sartlarda kompleks zincirler halinde, daha
fazla hiicre gereksinimi oldugu durumlarda yeni hiicre iiretimi i¢in sinyalleri alirlar.
Ancak bagkalagimlar bu genlerin fonksiyonlarini degistirir, hiicre gereksinimi olmasa
dahi hiicrenin bu sinyalleri almasini ve hiicre boliinmesinin devam etmesine neden olur

(3, 37).

Nokta mutasyonlari, protoonkogenlerin onkogene doniisme sekillerinden sadece
biridir. Bircok kanser tiiriinde kromozom yapisinda translokasyon, duplikasyon ve
delesyon gibi anormallikler de goriiliir. Kromozom translokasyonlarindan kaynaklanan
gen diizenlenmeleri, siklikla onkogenlerin ortaya ¢ikmasina yol acar. Ozellikle 16semi
ve lenfomalarda ¢ok sik gbzlenen basta kromozom translokasyonlar1 olmak iizere diger
kromozom yeniden diizenlenmeleri solid tiimérlerde de rapor edilmektedir (3, 45, 55).
Kromozom translokasyonu sonucu olusan onkogen aktivasyonuna iligkin tanimlanmis
ilk Ornek c-myc geninin, antikor iireten B lenfositlerin tiimorii olan insan Burkitt
lenfomas1 ve fare plazmasitomlarindaki roliidiir. Burkitt’s lenfomada kromozom 8q da
lokalize c-myc protoonkogeni ile kromozom 14q’da lokalize IgH genleri arasindaki
karsilikli parca degisimi sonucunda c-myc immiinoglobulin lokusuna dahil olmakta ve
burada kontrolsiiz sekilde iiriin olusturmaktadir (9, 20, 45). c-myc geni, bilyiime faktor
uyarisi durumunda aktif hale gelen bir transkripsiyon faktoriidiir ve kontrolsiiz iiriin
olusturmasi hiicre proliferasyonunu yonlendirmesi icin yeterli olmakta ve tiimor

gelisimi ile sonuglanmaktadir (45).
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Bazi protoonkogenlerin translokasyonu da, genlerin protein kodlayan bolgesinde
degisikliklere neden olarak, anormal gen iiriinlerinin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanir. Bu
tiir translokasyonlarin en tipik 6rnegi, kronik myeloid 16semide, kromozom 9q2’da
lokalize olan abl protoonkogenin kromozom 22q da lokalize bcr geni ile
translokasyonudur (3, 9, 45). Kronik myeloid 16semi gelisiminin %90 kadarindan
sorumlu olan (21, 32) bu anomali sonucunda olusan bcr/abl fiizyon proteininde, abl
protoonkogen proteinin normal amino terminalinin ber aminoasit sekanslar ile degisimi
s0z konusudur ve bunun sonucunda bcr/abl fiizyon proteini sentezlenir. Abl

protoonkogeni Onkogenik aktivite kazanmistir(3, 9, 45, 78).

Insan tiimorlerinde onkogenlerin aktive olmasinda etkili diger bir mekanizma da,
genlerin hizli ve yiiksek diizeyde ekspresyonuna neden olan gen amplifikasyonudur.
Gen amplifikasyonu, normal hiicrelere gore tiimor hiicrelerinde daha sik gozlenir. Pek
cok tiimoriin progresyonunda, timoriin daha hizli gelismesi ve malign yapisinin
artmasinda onkogen amplifikasyonu 6nemli rol oynar. Bu gruba en iyi Ornek
noroblastomda N-myc; meme ve over karsinomlarinda ise erbB-2 onkogen
amplifikasyonlaridir. Amplifiye N-myc kopyalart hizla gelisen agresif tiimorlerde
siklikla gozlenir ki bu da N-myc’nin noroblastomanin malign 6zelliginin artmasinda

onemli bir rolii oldugunu ifade eder (3, 45).

2.2.7. Timor Siipresor Genler:

Bir diger mekanizma ise tiimdr siipresdr genlerin inaktivasyonudur (9).
Onkogenler, gen ekspresyonunu hizlandiran yada kodladiklar1 proteinlerde kontrolsiiz
aktivite artisina neden olan genetik degisikliklerin sonucunda anormal hiicre
cogalmasina neden olurlar. Tiimor baskilayict genler ise, hiicre c¢ogalmasinin
kontroliinde bu mekanizmanin tam tersi bir yolu simgeler, normal kosullarda hiicre
cogalmasim ve tiimor gelisimini baskilarlar. Olusan bir¢ok tiimorde bu genlerin hasar
gormesi veya inaktive olmasi nedeniyle hiicre cogalmasini negatif yonde diizenleyen

etki ortadan kalkar ve tiimor hiicrelerinde anormal ¢ogalma baslar.
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Tiimor siipresor genlerin aktivitesine iliskin ilk bilgiler Henry Haris ve arkadaslar
tarafinda 1969’da baglatilan somatik hiicre hibridizasyon deneylerinde elde edilmistir.
Normal hiicrelerin tiimor hiicreleri ile birlesmesi sonucu olusan hibrid hiicrelerde her iki
ebeveyne ait kromozomlar vardir. Ancak ¢ogu hiicre deney hayvanlarinda herhangi bir
timor olusturamamustir ki bunun nedeni, normal hiicreden kdken alan genlerin timor
gelisimini baskilamalanidir (9). Tiimor siipresor genlerin  tiimor gelisimindeki
mekanizmalarina iligkin bilgiler 1971°de Knudson tarafindan ortaya atilmistir. Bugiin
“Knudson hipotezi” veya “iki vurus” hipotezi olarak ifade edilen bu goriiste tiimor
slipresor genin kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu kontrol etme ve inhibe etme yetenegi
vardir. Bu yetenek ancak ilgili genin her iki allelinde de baskalasim olmasi durumunda

kaybolur. Tiimor siipresor gen kontrol etme fonksiyonunu kaybeder (3).

2. 2. 8. DNA Tamir genleri:

DNA bir¢ok kimyasal reaksiyonla iliski i¢indedir. DNA hiicre genomunun kalic1
kopyas1 oldugu icin yapisindaki degisiklikler, diger hiicre komponentleri olan RNA
yada proteinlere gore cok daha onemli sonuglara neden olur. Baskalasimlar, DNA
replikasyonu sirasinda yanlis bazlarin DNA’ya katilmasi nedeniyle olusur. Ayrica
DNA’da spontan veya kimyasal ajanlara, radyasyona maruz kalma durumunda da cesitli
kimyasal degisiklikler ortaya cikar (9, 20). Hiicre genomunun biitiinliigiiniin
korunabilmesi icin hiicreler harap olan DNA’y1 tamir etmek icin mekanizmalar

gelistirmek durumundadir. Bu DNA tamir mekanizmalar1 iki ana gruba ayrilir (9) :

1- DNA harabiyetinden sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak
onlenmesi
2- Harap olan bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasi

Ancak bu gruba dahil olan genlerde olusacak baskalasimlar, fonksiyonel iiriin
sentezlenmesini engelledigi icin DNA tamir edilemeyecek ve genom dengesi
bozulacaktir ki bu da Kkarsinojeneziste ©nemli bir etkendir. Ornegin Kalitsal
nonpolipozis kolorektal kanser gelisiminin %50 kadarindaki molekiiler patoloji, yanlis-
eslesme tamirinden sorumlu genlerdeki baskalasimlar nedeniyle tamirinin

gerceklesememesidir (9).
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2. 3. AKCIiGER KANSERI

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 2003 yilina ait kanser raporunda, global kanser
oranin hizla arttign ve 2020 yilinda, bu oranin %50 artarak 15 milyon kisiyi
etkileyebilecegi bildirilmistir. Akciger kanserinin yillik 1.2 milyon yeni vaka ile birlikte

diinyada en yaygin kanser tiplerinden biri oldugu bu raporla agiklanmistir (77).

Akciger kanseri, tiim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tiiriidiir. 1996 yilinda
ABD’de 64 bin kadin akciger kanserinden, 44 bin kadin meme kanserinden Olmiistiir.
Tiim diinya ortalamasina baktigimizda Akciger kanseri erkeklerde birinci, kadinlarda da

meme kanserinden sonra ikinci siradadir (24).

Ulkemizde resmi rakamlara gore her yil yirmi bin- yirmibes bin yeni akciger
kanseri ortaya c¢ikmakta ve bu rakamin otuz bin- kirk bin’ e kadar ulasabilecegi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde akciger kanserlerinin cogu erkeklerde goriilmektedir.
Ancak 1980’lerden sonra iillkemizde kadinlarda artan sigara tiryakiligi bu oram hizla
artirmaktadir. Saghik Bakanligi verilerine gore 1983-1989 yillan arasinda iilkemizde
kanser sikligi 32/100.000’dir. Bunun %26’lik boliimiinii ilk siradaki akciger kanseri
olusturmaktadir.1991-1992 verilerine gore solunum sistemi kanserlerinin orani, tiim
kanserler i¢inde %43’tiir. Yine aym verilere gore yapilan tahminlerde, ger¢ek kanser

siklig1 120-130/ 100.000 olmalidir (80).
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2.3.1. Akciger Kanseri icin Risk Faktorleri:

En sik goriilme, en ¢ok oliimciil ve en fazla sosyal ekonomik kayiplar nedeni olma
gibi bir hastaligin halk sagligi i¢in onemli ii¢ 6zelliginin tiimiinii akciger kanseri icerir
ve bu nedenle akciger kanseri tip diizeyi disinda halk sagligi agisindan da bir sorundur.
Bu sorunun ¢o6ziilmesinde 6nde gelenler koruyucu dnlemlerin alinmasi ve erken taninin
yapilmasidir. Koruyucu o©nlemleri cesitli kisisel ve genel nedenlerle ¢ok defa

saglayabilmek miimkiin olmayabilir. Ancak, erken tani i¢in taramalar cok dnemlidir.

Yas biitiin kanserlerde oldugu gibi burada da o©nce gelen yiiksek risk
faktorlerinden bir tanesidir. Kanser, 65 yas ve iizerindeki kisilerde énemli bir olgudur
ve tiim kanserlerin %58 kadar1 bu yas {izerinde olusmaktadir. Yasit 65 iizerinde olan
kisilerde kanser gelisme riski on kat daha fazladir. Akciger kanserlerinin ancak %5-10
kadar1 geng eriskinlerde goriiliir ve genellikle ailesel oykiiye baglanmaktadir. Son yirmi
yilda 65-yas ve iizeri erkeklerde goriilme oranm1 %15 diiserken, kadinlarda %60 oraninda

yiikselis goriilmektedir.

Akciger kanserinin baglica nedeni sigaradir. Tiim akciger kanserlerinin %80-90’1
tek basina sigaraya baghdir. Akciger kanseri olusumu ile giinliik igilen sigara sayisi
arasinda bir baglanti oldugu gibi, bu kanserden Oliim riski sigaraya baslama yasi,
kullanim siiresi, her giin igilen sigara sayist ve sigaradaki katran yogunlugu ile
baglantilidir. Katran orani az veya filtreli sigaralar ile hastalifin baglantilar1 agisindan
farkliliklar olup-olmadigi konusunda yeterli bilgilerimiz olmamakla beraber, her
ikisinin Oliim riskini azalttigi konusunda aciklamalar vardir. Sigara birakildiktan sonra
risk azalmaya baslar ve bu azalma 5 yil sonra belirgin duruma gelir. Ayrintilarina
girildiginde, yasamlarinin erken donemlerinde sigaray1 birakan kisiler daha diisiik 6liim
riskine sahiptir. Sigaray1 30-40 yas arasinda birakanlarda, yasa bagh akciger
kanserinden 6liim riski hi¢ sigara igmeyenlerden hafifce daha yiiksektir. Sigaray1 50-60
yas arasinda birakanlarda oliim riski yiikselmiyor fakat diismedigi de goriiliiyor.

Akciger kanseri riski pipo icenlerde, hi¢ icmeyenlere oranla yiiksek, sigara icenlere
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oranla diisiiktiir. Akciger kanseri nedeni olarak sigaranin rolii bu kadar belirgin
olduguna gore korunmanin en 6nemli iki yolu yasam bi¢imini degistirmek ve tiitiin

kullanimini ortadan kaldiracak yasalar1 getirmektir.

Cevresel veya “goniilsiiz, edinsel” sigara icimi de onemlidir. Ornegin, eslerden bir
tanesinin sigara kullandig1 ailelerde sigara kullanmayan esin akciger kanseri riski artar.
Eslerden ikisinin sigara icmedigi birinci aile ile eslerden bir tanesinin sigara igtigi ikinci
aile ile yapilan karsilastirmada ikinci ailenin sigara igmeyen esinde akciger kanseri riski
birinci aile fertlerinden %25 oranlarina kadar yiiksektir. Ciinkii, sigara dumaninda
bulunan bazi kanser yapict maddeler cevre dagilimi ile ortamdaki kisi tarafindan
alinmaktadir. Ayni durum is ortamlart i¢in de bahis konusudur ancak bunu
saptayabilmek de cok giictiir. Ancak, istatistikleri giivenli tilkelerde, 6rnegin ABD’ de
her yil akciger kanserine yakalananlarin %35 kadarinda cevresel sigara iciminin sorumlu

oldugu diisiiniiliiyor.

Temel de bazi meslek ortamlar akciger kanseri icin tek baslarina bir neden
konusudur. Meslekle ilgili akciger kanseri yapici maddelerin 6nde gelenleri arasinda
arsenik, asbest, eter, krom, nikel ve vinil klorit vardir. Baz1 6n goriilere gore, akciger
kanserlerinin mesleki nedenlerle olugsma oran1 %?20’lere kadar yiikselmektedir. Sigara
kullanilmasinin bu kisilerde riski 90 kat kadar arttirabilecegi ileri siiriilmiistiir. Meslek
baglantili akciger kanserleri i¢in, asbest ve komiir ocaklarindaki iligski, deneysel ve
yayginlik asamali yapilmis ¢alismalar sonunda ortaya konulmustur. Sosyal ve ekonomik
diizeyi alt siralarda olan kisilerde, Afrika kokenli insanlarda Akciger kanseri goriilme
sikliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Fakat bu ortamlarda ve irklarda sigara
kullaniminin da daha fazla oldugu bir gergektir. Beslenmenin rolii zaman zaman
tartisilmakla beraber kesin bulgu ve bilgiler ortaya konamamistir. Koruyucu rolii olanlar
icinde taze sebze ve meyvelerdeki anti-oksidan maddeler ve karoten ihtiva eden
yiyecekler giindemdedir. Risk nedeni olarak kolestrol ve yag oram yiiksek yiyeceklere

isaret edilmektedir
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Cevresel radon maruziyetinin de akciger kanseri gelisimi ile iligkili olabilecegi,

cografi olarak akciger kanseri yiiksekligine yol acabilecegi bilinmektedir.

Ailede akciger kanseri olmasi akciger kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir.
Ailede akciger kanseri olan ve hi¢ sigara igmemis bir kadinin akciger kanseri riski 2.8
kat artmis iken; ailede akciger kanseri olmayan ve sigara icen bir kadinda bu risk 11.3
kat artmistir; ailede akciger kanseri olan ve sigara icen bir kadinda ise bu riskin 30 kat

arttig1 gosterilmistir.

2. 3. 2. Akciger Kanserinin Belirtileri:

Akciger kanseri baslangicta pek o©zel olmayan bir grup genel sikayetlerle
baslamaktadir. En basit bir soguk alginlig1 ve yorgunlukta da goriilebilen bu sikayetlere
cok defa onem verilmemektedir. Halbuki, erken tan1 konulan, uygun ve gerekli cerrahi
tedavi yapilan hastalarda bes yillik yasama oranlan %70-80 diizeylerine
cikabilmektedir. Hastaliin semptomlarinin iyi bilinmesi erken tani agisindan yarar

saglamaktadir. En sik goriilen akciger kanseri belirtileri:

. Bitmek bilmeyen ve zamanla daha kétiiye giden bir oksiiriik
= Kalic1 gogiis agrist

= Kan tiikiirmek

. Nefes darlig

. Hinltili nefes alip-vermek.

. Sik sik zatiirre veya bronsit olmasi ve gegcmemesi

. Boyun ve yiizde siskinlik

. Istahsizlik ve kilo kayb1

= Yorgunluk
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Akciger kanserinin akciger dis1 belirtileri, tiimoriin diger organlara metastazlarina
bagh olabildigi gibi tiimorden salinan bazi immiinolojik ve hormonal maddelere bagh
da olabilir. Metastaz belirtileri organa 6zgii olup 6rnegin kemik metastazlarinda agri,
beyin metastazinda biling bozuklugu, kasilmalarla seyreden nobet, gorme bozukluklari
olabilir. Metastaz belirtilerinin disinda istahsizlik, kilo kaybi, kuvvet kaybi, halsizlik,
ates gibi sikayetler olgularin bircogunda goériilebilir. Ayrica 6zellikle kiiciik hiicreli
akciger kanserinde tiimérden salinan baz1 hormonal maddelere bagli olarak parmaklarda
comaklasma, deri lezyonlari, norolojik tablolar, kan tablosunda bozulma gibi bulgular

olabilir.

2. 3. 3. Akciger Kanserinin Tipleri:

Akciger siklikla ekstratorasik organlarin kanserlerinin metastaz yeri olmasina
ragmen primer akciger kanserleri de oldukg¢a sik goriiliir. Primer akciger tiimorlerinin
9%95°1 bronsial epitelden kaynaklanir (bronkojenik karsinomlar). Kalan %35’i icinde
bronsial karsinoidler, mezoteliomalar, bronsial gland neoplazmlari, mezenkimal
malignensiler (fibrosarkomlar, leimyomalar), lenfomalar ve birka¢c benign lezyon

bulunur. En sik goriilen benign lezyon kiiciik (3-4 cm), kiiresel hamartomlardir.

Bronkojenik karsinomlar, endiistrilesmis {iilkelerdeki kansere bagli oOliimlerin
biiyiik kismini olugtururlar. Baslica dort histolojik tipte bronkojenik karsinoma vardir.
Bunlar, Squaméz hiicreli, adenokarsinoma, Biiyiikk hiicreli indifferansiye ve kiigiik
hiicreli karsinoma’dir. Giinlimiizde tedavi acisindan degerlendirme yapilirken ilk 3 tip
bir kategoriye sokulup “ Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Karsinomu” (KHOAK) diye
adlandirilir. Bu sekilde “ Kiigiik Hiicreli Akciger Karsinomu” (KHAK) bu gruptan
ayrilmis olur (38).
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Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Karsinomlar:

Squamdiz hiicreli karsinoma, erkeklerde daha sik goriilmektedir. Ozellikle sigara
icenlerde goriilmektedir. Biiyiik bronslarin santralinden ¢ikmaya meyillidir, lokal hiler
lenf nodlarina kolay yayilir fakat toraks disina diger akciger tiimorlerinde oldugundan
daha ge¢ yayilir. Squamoz karsinoma, brons epitelinde yillar once baslayan bir
metaplazi vea displaziyi izleyen in-situ karsinomdan sonra ortaya ¢ikar. Mukozada 1-2
cm capinda, kalinlagsma ve irregiiler nodiil tarzinda kabariklik yavas yavas gelisir. Bu
durumda heniiz klinik ve radyolojik bir bulgu olmadigr halde, balgamda brons yikama
ve firca ile aliman materyalde atipik epitel hiicreleri goriiliir. Histolojik olarak bu
tiimorler, keratin inciler ve interselliiler kopriiler olusturan iyi diferansiye tipten,
minimal bir squamoz Ozelligi olan indiferansiye tipe kadar degisen cesitlerdedir.
Squaméz hiicreli karsinomlar, metastaz yapmadan Once biiyiik ve bronglan tikayan
semptomatik kitle yaptiklarindan diger tiplere gore hafifce daha iyi bir prognoza

sahiptir. Tam konuldugunda genellikle cerrahi olarak ¢ikarilabilir durumdadirlar.

Adenokarsinomlar, tim KHOAK icinde %30-35 oraninda goriilmektedir. Santral
yerlesimli olabilecegi gibi, cogunlukla periferal yerlesimlidir. Periferal akciger skarlar
ile ilgili olarak ortaya cikar. Adenokarsinomlar, yavas biiyiirler ve daha kiiciik kitle
yaparlar. Ayrica diger subtiplere gore daha erken safhada metastaz yaparlar.
Bronchioloalveolar karsinoma (BAC), 6zel bir adenokarsinoma tipidir. iki ¢esidi vardir.
BAC’in yarisindan azi multifokal miisindz tiimorlerdir. Bazen tek baslarina kitle
yaparlar, bazen de birbirleri ile birlesen kitleler olustururlar. Histolojik goriiniim aldatici
olarak benign olup mitoz nadirdir. Diger ¢esidi 10 cm c¢apa kadar ulasabilen, gri-beyaz
tek bir nodiil seklinde olup bir iist lob i¢inde ve perifere yakin yerlesimlidir. BAC’1n

prognozu diger bronkojenik karsinomlara gore daha iyidir.
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Biiyiik hiicreli karsinomalar, sitolojik diferansiyasyon gostermeyen belki de
squamoz veya glandiiler neoplazmlarin, herhangi bir kategoriye giremeyecek kadar,
indifferensiye seklidir. Tumor bazen vahsi bir anaplazi gosteren dev hiicrelerden
olugmustur. Erken fazda uzak yerlere yayilma egiliminden dolay1 kotii prognozludurlar.
Yarisindan fazlasinda tan1 kondugu zaman beyin metastazi vardir ve 5 yillik yasama

orant %?2-3 diir.

Kiiciik Hiicreli Akciger Karsinomlar:

Erkeklerde kadinlara oranla daha sik olup, sigara i¢cimi ile ¢ok yakin ilgileri vardir.
Soluk gri renkte, santral lokalizasyonda kitleler olup, hiler ve mediastinal lenf nodlarim
erken fazda tutarlar. Bu kanserler, kiigiik, oval-yuvarlak, lenfosit benzeri ve ¢ok mitoz
gosteren hiicrelerden meydana gelmistir. Bu klasik yulaf hiicreli (oat cell) kanserdir.
KHAK’lar hizli bilyiiyen, genis infiltrasyon yapan ve erken yayilan lezyonlardir ve
nadiren rezeke edilebilir durumda yakalanirlar. Bu nedenle hemen her zaman kombine
radyoterapi ve kemoterapi ile tedavi edilirler. Iki yillik sag kalim orani %S5-8

dolayindadir (38).

2.3.4. Akciger Kanserinde Tan1 ve Evrelendirme:

Daha onceki boliimlerde anlatilan belirti ve bulgularla hekime bagvuran hastalarda
ayrintili bir oykii ve fizik muayenenin ardindan tani i¢in atilacak ilk adim standart
akciger grafisinin (2 yonlil) cekilmesidir. Birgok olguda bu goriintilleme yontemi ile
timor yada tlimoriin olusturdugu enfeksiyon, plorezi, atelektazi (akcigerin ¢okmesi)
gibi tablolar saptanabilir. Akciger grafisinde tiimor yada tiimor ile iligkili olabilecek
diger goriiniimlerin saptanmasi halinde atilacak 2. adim genellikle akcigerin bilgisayarl
tomografisinin c¢ekilmesidir. Bilgisayarli tomografi goriilen lezyon hakkinda detayl

bilgi verdigi gibi standart akciger grafisinde goriilemeyecek kadar kiiciik olan diger
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lezyonlarin goriilmesine de olanak saglar. Standart akciger grafisi ve bilgisayarli
tomografilerin incelenmesinden sonra hastalifin bolgesel yayilimi ve lokalizasyonu
ortaya c¢ikar. Hekim bu noktada artik kesin tani i¢in gerekli olacak biyopsi yonteminin
ne olacagina karar verebilir. Ornegin cerrahi miidahale diisiiniilen olgularda ve santral
bolgede yer alan tiimorlerde bronkoskopi yapilmasi hem evreleme hem de tami icin
gerekli iken, bronkoskopi ile ulagilamayacak periferik bolgelerde yer alan tiimorlerde
bilgisayarli tomografi rehberliginde igne biyopsisi tercih edilebilir. Yine bu ilk
incelemelerin sonucunda tiimore cerrahi bir girisim disiiniilmiiyorsa tam igin ilk
asamada balgam muayenesi istenebilir. Bu tiir hastalarda balgamin sitolojik incelemesi
sonucunda taniya ulasilamaz ise diger yoOntemlere basvurulur. Akciger grafisi ve
bilgisayarli tomografi ile goriintiilenen tiimorde balgam, plevra sivisi sitolojisi,
bronkoskopi veya igne biyopsisi gibi yontemlerle hiicre tipi tanis1 da konulduktan sonra
elde edilen sonuca gore evreleme calismalarina baslanmalidir. Kanserde evreleme
hastaligin seyri ve uygulanacak tedavi yonteminin belirlenmesi agisindan son derece

onemlidir ve mutlaka yapilmasi gerekir (38).

Kiigiik hiicreli akciger kanseri simirli ve yaygin evre olmak iizere 2 evrede
incelenir. Siirli evrede hastalik gogsiin tek bir tarafi ile sinirhdir, karst akcigere veya
diger organlara yayilim yoktur. Yaygin evre kiiciik hiicreli akciger kanserinde hastalik,
akciger dis1 diger organlara yada kars1 akcigere metastaz yapmistir. Sinirli ve yaygin
evrelerde tedavi farklilik gosterdiginden kiiciik hiicreli akciger kanseri tanist konulan
olgularda en azindan beyin tomografisi yada MR'1, kemik sintigrafisi ve {ist batin

tomografisi veya ultrasonografisi ile uzak organ metastazlart arastirilmalidir.

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin erken evrelerinde cerrahi tedavi
sagkalim iizerine en etkili tedavi modalitesi oldugundan bu hastalikta evreleme
calismalan kiigiik hiicreli akciger kanserine gore daha detayli incelemeleri gerektirir.
Kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde evreleme TNM sistemine gore yapilir. Bu sistemde
T ile tiimor boyutu, tiimdriin komsu doku ve organlarla iliskisi, tiimoriin bronkoskopik
goriinimii gibi birgok 6zelligi tanimlanirken, N tiimore ait bolgesel veya uzak lenf
bezlerindeki metastaz varligimi yada yoklugunu tanimlar. M uzak organ metastazlari ile

iligkili olup, M1 olarak tanimlanan olgular yani uzak organ metastazi saptanan olgular
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dogrudan bagka bir incelemeye gerek olmaksizin evre IV olarak simiflandirilir. TNM
sistemine gore akciger kanseri olgular1 evre I, evre II, evre III ve evre IV olarak dort
grupta ele alimir. Evre 1 ve II, erken evre akciger kanseri olarak tanimlanir ve bu tiir

olgularda mutlaka cerrahi tedavi olanaklar1 arastirilmalidir.

Akciger kanserinin anatomik yayginliginin saptanmasi yani evrelendirmesi,
hastaligin prognozunun belirlenmesi, tedavi seklinin secimi ve farkli klinik tedavi
serilerinin sonuglarimin karsilastirilmas: icin gerekli bilgiyi saglar. Ozellikle kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri olgularinda, kiiratif cerrahi veya radyoterapi arasindaki
secimde evrelendirme esas rolii oynamaktadir. Bu nedenle Amerikan Kanser Birligi ve
Uluslararas1 Kanser Miicadele Birligi, akciger kanseri i¢in primer tiimoriin biiyiikligi
ve yayginligina (T), bolgesel lenf bezi tutulumuna (N), uzak metastazin varligina (M)
dayanan TNM evrelendirme klasifikasyonunu, 1997 yilinda modifiye etmisler ve bugiin

kullanilan tanimi yapmislardir (Tablo 2.3.4.1).

Tablo 2.3.4.1: Akciger Kanserlerinde Yeni Uluslararast TNM Sistemi

PRIMER TUMOR (T)

TO: Primer Tiimor saptanmamasi.

Tx: Radyolojik ve bronkoskopik olarak saptanamayan fakat bronkopulmoner sekresyonlarda malign
hiicre bulunmasi.

Tis: In situ karsinom

T1: En biiyiik cap1 3 cm veya daha az olan, akciger parankimi veya visceral plevra ile ¢evrilmis timor.
Bronkoskopik olarak lob brongunun proximaline invazyon olmamasi.

T2: 3 cm den bilyiik tiimor veya herhangi biiyiikliikteki bir tiimoriin visseral plevraya yayilmasi veya
hiler bolgeye kadar genisleyen atalektazi ve obstriiktif pnomoniye neden olmasi. Bronkoskopik tetkikte,
karinadan en az 2 cm daha uzakta olan tiimor.

T3: Herhangi biiyiiklikteki tiimoriin, gogiis duvart (Superior sulcus tiimorii  dahil),
diyafragma,mediastinal plevra,parietal perikarda yayilmasi veya tiim akcigeri kapsayan atelektazi ve obstriiktif
pnomoniye neden olmasi veya bronkoskopik tetkikte karinaya 2 cm’den daha az mesafede fakat karinaya
yayillmamis olmast.

T4: Herhangi biiytikliikteki tiimoriin mediasten, kalp, biiyiik damarlar, trakea, 6zofagus, vertebra ve
karinaya yayilmas1 veya malign plevra ve perikard sivisi saptanmasi veya akcigerin aym lobunda birden fazla
neoplastik nodiil bulunmasi.

NODAL TUTULUM (N)

NO: Rejyonal lenf nodlarinda metastaz olmamasi.

N1: Aym taraf peribronsial ve/veya hiler lenf bezlerinde metastaz veya direkt yayilim mevcut.

N2: Aym taraf mediastinal ve/veya subcarinal lenf bezlerinde metastaz olmasi.

N3: Kars1 taraf hiler veya mediastinal lenf bezlerinde metastaz saptanmasi, ayni taraf veya kars1 taraf
skalen veya subraklavikuler lenf bezlerinde metastaz mevcut.

UZAK METASTAZ (M)

MO: Uzak metastazin olmamasi

M1: Uzak metastaz mevcut.
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Evre Gruplar

"Occult" karsinom (TxNOMO), bronkopulmoner sekresyonlarda malign hiicreler
belirlenmis, fakat tiimor radyolojik ve bronkoskopik olarak gosterilememistir (Tablo 2.
3.4.2).

1997'de evre I timorler IA ve IB olarak ikiye ayrilmistir. Evre I'de lezyonlar
tamamen akciger igerisindedir. Uzak metastaz veya lenf bezi tutulumu yoktur. Evre
IA'da (T1 NO MO) hastalarin 5 yillik yasam siireleri, evre IB hastalardan daha iyidir. Bu
hastalarda cerrahi tedavi tercih edilir. Evre [A’da 5 yillik yasam siiresi %67, IB'de ise
%57'dir. Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserli (KHOAK) hastalarin %13’ IA,

%231 ise evre IB’dir.

Tablo 2.3.4.2: . Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserinde Evre Gruplari.

Evre Tx Nx Mx
Occult carcinoma X ? ?
Stage 0 (Karsinoma Insutu) IS 0 0
Stage 1A 1 0 0
Stage 1B 2 0 0
Stage IIA 1 1 0
Stage 1IB 2 1 0
3 0 0
Stage IITA 3 1 0
1-3 2 0
Stage III1B herhangi N 3 0
4 herhangi T 0
Stage IV herhangi T herhangi N 1
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Evre II, 1997'de bu gruptaki hastalar yasam siirelerine gore, IIA ve IIB olarak
ikiye ayrilmistir. Evre IIA (TIN1Mo) hastalarin 5 yillik yasam siireleri %55'tir.
KHOAK' hastalarin %1 den daha az1 bu evrededir. Evre IIB hastalar ise, T2N1MO ve
T3NOMO gruplarimi kapsar. Gogiis duvaria invaze, ancak lenf nodu tutulumu olmayan
(T3NOMO) tiimorlerin prognozu, lenf nodu tutulumu olan kiigiik tiimorlere gére daha
iyidir. Bu nedenle T3NOMO tiimor, evre III yerine, evre IIB olarak evrelenmektedir.

Evre II B hastalarin 5 yillik yasam siireleri %38'dir.

Evre III hastalar, cerrahi rezektabiliteye gore, IIIA ve IIIB olarak ikiye ayrilirlar.
Evre IIIA tiimorler, cerrahi olarak ¢ikarilabilmesine ragmen, evre IIIB tiimorlere cerrahi
tedavi yapilamaz. Evre IITA hastalarda tiimoriin akciger dis1 yayilimi olmasina ragmen,
sinirli bir lenf bezi yayilimi vardir.. Bu hastalar T3AN1IMO veya T1-3N2MO gruplarin
kapsar. KHOAK'lerin %10’u bu evrededir. Bu hastalarda tedavi degiskendir. Son
yapilan caligmalarda, evre IIIA hastalarda cerrahi dncesi kemoterapinin, yasam siiresini
diizelttigi ve cerrahi sonrasi hastaliksiz siireyi uzattign gosterilmistir. Evre IIIA

hastalarda 5 yillik yasam siiresi %23 tiir.

Evre IIIB hastalarda, tiimoriin akciger dis1 yayilimi ile beraber, karsi taraf hiler ve
mediastinal lenf bezlerine, ayn1 veya kars1 taraf skalen ve supraklavikiiler lenf bezlerine,
uzak metastaz olmaksizin yaygin mediastinal lenf bezlerine yayilim ve sitoloji pozitif
malign plevral efiizyon mevcuttur. Bu hastalar T1-3N3MO veya T4NO-3MO gruplarini
kapsar ve KHOAK'nin %20'sini olusturur. Bu hastalara palyatif tedavi uygulanir. Kesin

tedavileri yoktur. Bes yillik yagsam siiresi ¢ok yonlii tedavi ile %5'tir.

Evre 1V, herhangi bir metastatik yayilimi olan hastalar1 kapsar. Bu hastalar
herhangi T ve herhangi N’i olan M1 hastalar olarak gruplandirilir. KHOAK'li hastalarin
%27'si evre IV'diir. Bu hastalara cerrahi tedavi uygulanamaz. Palyatif olarak tedavi
edilirler. Bes yillik yasam siireleri %1'dir. Bu hastalarin ortalama yasam siireleri 1

yildan daha azdir (35).
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2.4. AKCiGER KANSERiIi MOLEKULER BiYOLOJiSi:

Akciger kanserlerinin ¢ogu, sigara icme aligkanligina baglanmasina karsin, agir
sigara icicilerin yaklasik %20'sinde akciger kanseri olusur. Konak faktorleri bu degisik
kisisel duyarlilikta 6nemli rol oynarlar. Ailesel soy agacinin analizi, akciger kanserinin
diger kanserlerle birlikte belli ailelerde daha ¢ok goriildiigiinii gostermistir. Bir¢cok
calismada akciger kanserli hastalarin ailelerinde, kontrollere nazaran 2—5 kez daha fazla
akciger kanserine rastlandigi gosterilmistir (61, 76). Ailelerinde kanser hikayesi olan
sigara tiryakilerinde akciger kanseri riski, sigara igmeyen ve aile hikayesi
olmayanlardan 30—47 kat daha fazladir. Akciger kanserli hastalarin hem sigara icen hem
de icmeyen akrabalarinda akciger kanseri riski 2.4 kat artmistir. Artmis ailesel riskin;
yas, cinsiyet, mesleksel maruziyet ve sigara iciciliginden bagimsiz oldugu ve akciger
kanserine predispozisyon yaratan nadir bir otozomal genin Mendelyen kodominant

kalitim ile iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir (14, 76).

Son yillarda molekiiler biyolojiye dayanan uzun siireli sagkalimi belirleyebilecek
yeni evreleme sistemleri gelistirilmeye calisilmaktadir. Yapilan molekiiler biyolojik
calismalar bu nedenle 6nem kazanmistir. Ayrica bu sayede belirlenecek belirli hasta
gruplarinda adjuvan tedavi, konvansiyonel sitotoksik kemoterapi veya yeni gelismekte

olan 6zel hedeflenmis ajanlarin kullanimi miimkiin olacaktir (11, 25).

Bugiine kadar yapilan bir¢ok calismada Akciger kanseri ile iliskili bir¢ok tiimor
slipressor gen ve onkogen tanimlanmistir. Bu ¢aligmalar sirasinda goriilmiistiir ki, bazi
genlerin, Ozellikle de karsinogen metabolizmasi1 ile iligkili genlerdeki kalitsal
polimorfizmin cesitli ¢evresel maruziyetler ile uyarilmasi sonucu bireyde akciger
kanseri gelisme olasiligii arttirmaktadir. Bunun disinda, DNA tamiri, hiicre biiylimesi,

sinyal iletimi ve hiicre siklus kontrolii ile iligkili genler de akciger karsinogenezisinin
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degisik asamalarinda hasar gorebilir. Akciger kanserlerinde goriillen genomik
dengesizlik; pek cok sayisal (anoploidi) ve yapisal sitogenetik anormallikleri (delesyon,

amplifikasyon, translokasyonlar) icerir (1, 18).

Akciger kanserlerinde goriilen anoploidik degisimler, 6zellikle mitotik kontrol
noktalarindaki (mitotik checkpoint) fonksiyonel kayip ile iligkilidir (1,18). Artan
genetik teknikler sayesinde bu preneoplastik hiicresel degisimler daha ayrintil

incelenmektedir.

Akciger karsinogenezisinde olusan major genetik olaylar sdyle siralanabilir(16,
33, 40):

I.  Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

II. Tumor siipresor genlerin inaktivasyonu

III. Hiicre siklus regulasyonunda gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler

IV. DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler

V. Biiyiime faktorleri ve reseptorlerine iliskin degisiklikler

2. 4. 1. Onkogenlerin Aktivasyonu:

Onkogenlerin normal hiicresel isleyiste ve kanser olusumundaki etkileri daha
onceki boliimlerde anlatilmistir. Tekrar 6zetlemek gerekirse onkogenler, protoonkogen
denen normal hiicresel genlerden gelisir. Protoonkogenlerin kodlanmis protein iiriinleri
genel olarak hiicre sinyalizasyonu ve hiicre biiyiimesinin regulasyonunda 6nemli rol
oynar. Bu genler mutasyon, kromozomal translokasyon, amplifikasyon veya
transkripsiyonel disregulasyon ile aktive olarak anormal protein sentezine veya asiri
protein yapimia neden olur. Genin yapisal bir bolgesindeki degisiklik sonucu farkli
fonksiyon gosteren bir protein sentezlenir. Bu tip degisiklikler siklikla nokta
mutasyonlart sonucunda olusur ve en sik ras onkogen ailesinde goriiliir. Bir diger
mekanizma da, genin ekspresyonunu regiile eden bolgede olusan bir degisiklik sonucu,

yapisal olarak normal olmasina karsin siirekli olarak uyarilma sonucu gen iiriiniiniin
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asirt miktarda tiretilmesidir. Kromozomal traslokasyonlarda ise kromozomun bir bolgesi
koparak yer degistirir. Genin yeni yerlestigi bolge, devamli uyar1 alan bir genin
regiilatuar bolgesinin kontrolii altinda ise siirekli uyarilacaktir. Gen amplifikasyonu ile

de hiicre icindeki DNA miktari artar. Myc ailesi buna bir 6rnek olusturur (54).

Ras Ailesi

Ras ailesi, H-ras, K-ras ve N-Ras’tan olusur. Kanser gelisimde 6zellikle gendeki
nokta mutasyonu ile rol oynar. Ras proteinleri, membranda bulunan Guanozin
trifosfataz (GTPase) aktivitesine sahiptir ve hiicre membranindan niikleusa sinyal

transdiiksiyonunda ve hiicre biiytimesinde rol oynar (17, 40, 65).

Ras proteinin normal hiicredeki gorevi, uyarici sinyallerin oldugu durumlarda
Guanozin trifosfat (GTP)’ a baglanip aktif hale gecerek, uyarici sinyalleri niikleusa
iletmek; bu sinirh sinyal iletimi sona erdiginde de GTP molekiiliiniin GTPase enzimi
araciligiyla hidrolize olmasi sonucu Guanozin difosfat (GDP) proteinine baglh inaktif
formunu olusturup, istirahat fazina donmesini saglamak ve bir sonraki uyariy1
beklemektir. Mutant Ras proteini GTPase aktivitesini inhibe ettiginden, gen {riinleri

kontrolsiiz olarak tiretilir (18, 33, 43).

H-ras, K-ras ve N-ras genleri 11p15.5’te lokalizedir ve 12, 13, ve 61. kodonlarda
kodlanir. En sik K-ras mutasyonu goriiliir ve bu mutasyon siklikla 12. kodonda olusur.
H-ras mutasyonu daha seyrek olup, N-ras mutasyonu ise c¢ok nadirdir (43). K-ras
aktivasyonu, KHDAK’ lerinin %15-50’sinde goriilir. Adeno ve biiylik hiicreli
kanserlerde %30-60 oraninda, yassi hiicreli kanserlerde ise daha az oranda goriiliir.
KHDAK’ lerinde ise ¢cok daha nadir goriiliir. K-ras mutasyonu goriilenlerde sagkalimda

azalma, erken relaps ve kotii prognoz goriiliir (17, 25, 33, 40, 43).
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K-ras mutasyonu sigara i¢imi ile iligkilidir. Sigara icen akciger kanserli olgularda
hi¢ icmemis olanlara gore daha sik goriiliir (17, 33, 65).
Myc Ailesi

Myc genleri, DNA’ ya baglanan ii¢ niikleer fosfoproteini kodlar. Bu proteinler
hiicre proliferasyon ve diferansiyasyonunda etkilidirler ve DNA sentezinin
baslamasinda rol alirlar. Klonlandiklar kiiltiire ve elde edilme sartlarina gére bu genler,
C-myc, N-myc ve L-myc’ten olusur (37). KHAK’ lerinin %18-31, KHDAK" lerinin ise
%8-20 sinde myc aktivasyunu izlenir. c-myc amplifikasyonu olan hiicrelerde biiyiime
faktorii gereksinimi azalir hiicre siklusunda G1 fazi1 kisalir ve bunun sonucunda
proliferasyon olusur. c-myc timor biiyiime hizinda artis ve sagkalimda kisalma ile

iligkilidir (17, 25, 43).

Hiicre I¢i Sinyal Ileticileri Ve Niikleer Transkripsiyon Faktorleri

Bu grupta c-erb B-1, c-erb B-2, c-fins, c-met, c-srs, c-raf-1, c-fos ve c-jun yer alir.
Bunlar cesitli biiyiime faktorii ve reseptorlerini kodlarlar ve bazi akciger kanseri
tiirlerinde ekspresyonlari artmistir.

a) c-erb B-1: Epidermal growth faktér (EGF) reseptoriinii kodlar. Membran
glikoproteini olup, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Ozellikle yass1 hiicreli kanserlerde
asir1 ekspresyonu goriiliir.

b) c-erb B-2: Transmembran biiyiime faktdr reseptorii olarak gorev yapan bir
proteini kodlar. P185 neu, kodlanan protein olup, hem yass1 hiicreli hem de adeno
kanserlerde asir1 ekspresyonu goriiliir. P185 asir1 ekspresyonu adeno kanserlerde kotii
prognostik bir gostergedir. Kemorezistans ve yiiksek metastatik potansiyel ile iliskilidir
(43). Akciger kanserlerinin %30-64 iinde goriiliir (65).

c) c-fms: Koloni Stimiile Edici Faktor (CSF) 1 icin bir protein kodlar. KHAK de

ekspresyonu goriiliir (43).
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d) c-met: Hepatosit Growth Faktor (HGF) reseptoriinii kodlar. KHAK’lerinin
cogunda, KHDAK lerinin ise yarisinda c-met ekspresyonu goriiliir. KHDAK lerinde
ozellikle adeno ve yass1 hiicreli kanserlerde goriiliir(43).

e) c-src: pp60c-src N tirozin kinazlar1 kodlayan protoonkogenlerdir. KHAK’ de,
adeno kanserlerinin %60’ 1nda ve kotii diferansiye yassi hiicreli akciger kanserlerinin
bir kisminda c-src tespit edilmistir (43),

f) c-raf-1: Hiicre disindaki reseptorlerden niikleusa sinyal transdiiksiyonunu
saglayan serin treonin kinaz aktivetesine sahip bir protoonkogendir. KHAK’lerinin
%80’ inde delesyonu goriiliir (43).

g) c-fos ve c-jun: Erken transkripsiyon faktorleridir. Protein sentezi olmaksizin

mutajenik uyarilarla aktive olurlar.

2.4.2. Tiumor Siipressor Genler (TSG):

p53 Tiimor Siipressor Geni

Insan kanserlerinde en sik goriilen mutant gen olup, 17p13 lokusunda yerlesmistir.
Tiim kanserlerin % 50’ sinde goriilirken KHAK’ lerinin % 90’ inda, yassi hiicreleri
kanserlerin % 65’inde, biiyiik hiicreli kanserlerin % 60’1nda ve adeno kanserlerin %

33’iinde gosterilmistir (17, 25, 31, 42, 65, 73).

pS3 proteininin hiicre fonksiyonlarindaki rolii; gen transkripsiyonu, DNA sentez
ve tamiri, genetik stabilitenin korunmasi, hiicre siklusunun arresti, biiyiimeyi
sonlandirma ve programli hiicre olimiidiir (31, 40). DNA hasar1 yada hipoksemi p53
iiretimini uyarir. p53 gen fonkiyon kaybi sonucunda hiicre biiylimesinin kontrolii
ortadan kalkar ve DNA tamiri yapilmaksizin hiicre siklusu kontrolsiiz olarak cogalir.
157, 248 ve 278. kodonlarda meydana gelen mutasyonlar akciger kanseri agisindan
onem tasir. Akciger kanserlerinde bu bolgelerde en sik goriilen mutasyon tipi GC>TA

transversiyonudur.
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p53 fonksiyon kayiplani genellikle allelik kayiplar ve somatik missense
mutasyonlar seklindedir. Bu mutasyonlar KHAK lerinin % 90’ inda, KHDAK’lerininde
% 50’ sinden fazlasinda goriiliir. Bu mutasyonlar sonucunda, hem timor siipressor
fonksiyonlarinda kayip hem de onkojenik fonksiyon kazanma seklinde dual bir etki

ortaya cikabilir (18, 31, 42).

p53 gen mutasyonlart karsinogenezin erken basamaklarinda goriiliir. K-ras
geninde belli bir noktada mutasyon olurken, pS3 mutasyonlar1 17. kromozom {iizerinde
tim gen boyunca olusabilir (65, 31). Akciger kanserlerindeki p53 mutasyonu sigara

i¢imi ile iligkilidir.

Retinoblastom Geni (RB)

RB ilk bulunan TSG’dir. 13q14 de lokalizedir. RB protein yoklugu KHAK lerinin
hemen hepsinde goriilirken, KHDAK’ lerinin sadece % 10-30’ unda goriliir (11, 17,

73). Bu gen hiicresel diferansiyasyonda ¢ok énemli bir role sahiptir.

p16-siklinD1/CDK 4-6-RB yolu hiicre siklusunun Gl’den S transisyonunda
Oonemli gorevlere sahiptirler. Bu yoldaki proteinlerin fonksiyon bozuklugu mitojenik
aktiviteyle sonlanir (18, 25, 42, 59). Bu yoldaki proteinlerden biri olan p16, kromozom
9p21°de lokalize olup, genellikle akciger kanserinde allelik kayba yada mutasyona
ugrar. KHDAK”’ lerinin % 10-40’1inda homozigot delesyonlar ve nokta mutasyonlari

saptanir.

Bu yolda adi gegen bir diger proteinde p19°dur. p19, pS3/MDM?2 kompleksi ile
baglanir ve p53 degredasyonunu oOnler. Bir diger CDK inhibitorii de p27 olup, p27
ekspresyonunda azalma KHDAK’ lerinde kotii prognoz ile iligkilidir (18).
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Kromozom 3p Kayb

Kromozom 1p, 1q, 2q, 3p, 4p, 4q, 5q, 6p, 69, 8p, 8q, 11p, 11q, 14q, 17q, 18q ve
22q tiimor siipressor genlerinin lokalize oldugu bolgelerdir. Bu bolgelerdeki hemizigot
delesyonlar ile tiimor siipressor genler azalmig olur. Akciger kanserinde sik goriilen

kirilma noktalar1 1p, 3p, 9p ve 17p’dir.

Frajil histidin triad geni (FHIT) 3pl4.2 lokolizasyonunda bulunur. Akciger
kanserinde bu bolgenin hemizigot yada bazen homozigot olarak delesyona ugradigi
gosterilmistir. FHIT gen anomalileri KHAK’ lerinin % 80’inde, KHDAK’ lerinin ise
%42’sinde gosterilmistir (22, 64) FHIT allel kaybinin sigara i¢imi ve olasilikla kotii
prognozla iligkili oldugu da gosterilmistir (18).

3p delesyonunun karsinogenezin erken basamaklarinda gergeklestigi diisiiniiliir,
clinkii sigara icen kisilerde gelisen displazik lezyonlarda da goriilir. Bu degisiklik
KHAK’lerinin %100’iinde, KHDAK’lerinin ise % 50’sinde goriiliir (25). 3p
delesyonunda hiicre siklus regulasyonu bozulur. 3p bolgesinde bulunan bir gen,
ubiquitin aktive edici enzim ile homologdur. Ubiquitin, aktive edici enzim ile fosforile
olduktan sonra, CCNDI degradasyonu ile hiicre siklus regulasyonunda gorev alir.
Tiitiine bagli gelisen kanserlerde hiicre siklus kontroliiniin kaybi CCNDI gen
amplifikasyonu ve/veya ubiquitin aktive edici enzim delesyon mekanizmalar ile

aciklanabilir (14).
3p21.3 bolgesinde yer alan bir baska TSG ise RASSFI olup, KHDAK’ lerinin

%30’ unda ve KHAK’ lerinin ise % 90’ 1indan fazlasinda promotor bdlge

hipermetilasyonuna ugrar. Bu hipermetilasyon kétii prognoz ile iliskilidir (18).
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2.4.3. Akciger Kanserinde Biiyiime Faktorleri ve Reseptorleri:

Pek cok biiytime faktorii ve reseptorii akcigerde kanser hiicreleri ve normal
hiicreler tarafindan eksprese edilmektedirler (61). Bu biiyiime faktorleri otokrin,
parakrin jukstakrin yollarla kanser biiylimesinde rol oynarlar (61, 67). Eger bir timor
hiicresi, hem bir bityiime faktorii hem de reseptoriinii tasiyorsa kendisini uyaran bilyiime
halkasina sahip demektir. Buna * Otokrin Biiyiime Halkas1” denir. Normal hiicrelerde
bu diizenleyici sistemler bir denge igerisinde islemektedir. Kanser hiicrelerinde ise bu

dengeler bozulmustur (29).

Epidermal Growth Faktor (EGF) ve Transforming Growth Faktor-a (TGF-a),
hiicre proliferasyon ve differansiyasyonunu uyaran mitojenik etkileri gosterilmis olan
peptidlerdir. EGF, ylizey reseptorii aracilign ile etkilerini gosterir (25,33,72). EGF
Reseptorii (EGFR), tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran glikoproteindir.
Tirozin kinazlar hem normal hiicre biiylimesi ile hem de malign transformasyon ile
iligkili proteinlerdir (15,41,51). Pek ¢ok calismada aberran EGFR sinyalizasyonu ve
EGFR regiilasyon bozuklugunun tiimor gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir
(15,41,51). KHDAK’ lerinin % 13-80’inde EGFR asir1 ekspresyonu saptanmistir.
Ozellikle yass1 hiicreli akciger kanserlerinde normal dokunun 2-3 kati EGFR

ekspresyonu soz konusudur (47).

Transforming Growth Faktor-B1  (TGF- 1), hiicre fonksiyonlarinin
regiilasyonunda rol oynayan bir polipeptit olup, normal epitelyal hiicrelerin bilyiimesini
inhibe eder (28, 67). TGF — peptidleri, hiicre biiyiimesi, diferansiyasyonu, adezyon,
migrasyon, anjiogenez, ekstraselliiler matriks formasyonu ve immiin fonksiyonlar

etkileyen multifonksiyonel polipeptidlerdir (68).

TGF —f, in vitro olarak kanser hiicre proliferasyonunu baskilar (28, 67).
TGF —B1, angiogenezi stimiile eder, immun fonksiyonlar1 baskilar, adezyon molekiil

ekspresyonunu ve ekstraselliiler matriks komponentini arttirarak metastatik potansiyeli
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arttirir (28). TGF —f1 ekspresyonu olan hastalarda sagkalimin daha koti oldugu
gosterilmistir (65, 69). Ozellikle adeno kanserli olgularda TGF —f31 ekspresyonunun
sagkalimda azalma ve kotii prognoz ile iligkili oldugu pek ¢ok calismada gosterilmistir

(8).

Hepatosit Growth Faktor (HGF), plazmada bulunur ve trombositlerden
sentezlenir. Esas olarak karaciger rejenerasyonunda rol oynar. HGF, endotel hiicreleri
ve melanositler icin mitojenik etki gosterir ve endotel hiicrelerinde tiibiil olusumunu
uyarir (2). HGF, normal akcigerde ¢ok diisiik diizeyde eksprese edilir. KHAK ve
KHDAK’ lerinde HGF ekspresyonu artmistir. Opere edilebilir KHDAK’ lerinde yiiksek
HGF diizeyi kotii prognozu gosterir (17, 29).

2. 5. MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION
(MLPA) YONTEMI

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemini ilk defa
2002 yilinda Schouten ve arkadaslar1 tamimlamiglar ve son haliyle relatif kantitatif PCR
yontemi olarak tariflemislerdir (58). MLPA; 45 taneye kadar spesifik dizinin, bir
multiplex PCR’dan sonra es zamanli olarak degerlendirilebildigi yeni bir metodtur.
Amplifikasyon {iriinleri bir dizileme cihazi ile ayristirllir. Sadece bir tek primer cifti
kullanilir. Olusan fragment uzunluklar1 130 - 490 bp arasinda oldugundan jel paternine
uygundur. Elde edilen sonuglarin kontrol 6rnegiyle karsilagtiritlmasi sonucunda hangi
dizinin delesyon / insersiyon tasidigi tespit edilir. MLPA reaksiyonunda 45 dizinin
amplifikasyonu icin sadece 20 ng insan DNA’s1 yeterli olmakta ve tek niikleotid
degisimleri  (baglanma  bdlgesindeki)  goriilebilmektedir. Diger tekniklerle
karsilastirildiginda MLPA reaksiyonu daha hizli, ucuz ve uygulanmasi kolaydir. Gerekli
ekipmanlar ise ¢cogu molekiiler laboratuvarinda bulunabilmektedir (79). Teknige; kolay
uygulanabilir, iiretken, sensitif olmasi ve dogru multipleks analiz sonucu verebilmesi
icin bircok modifikasyon yapilmistir. Her bir MLPA probu hedef diziye hibridize

olduklarinda birbirine eklenebilecek iki oligoniikleotid icerir. Biitiin baglanmis problar
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5 ve 3' uglarinda PCR ile sadece tek primer ¢ifti kullanilarak aym anda amplifiye
olmalar i¢in tanmimlayici dizilere sahiptirler. Her prob uzunluklar 130 ve 480 baz cifti
arasinda degismek {iizere birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon iirtinii verir. Her
MLPA probunun iki oligoniikleotid parcasindan bir tanesi kimyasal olarak
sentezlenmistir ve 5' ucunda PCR ile amplifikasyon i¢in sabit bir dizi ve 3' ucunda
hedefe spesifik olan dizi bulunur. Probun diger oligoniikleotidi 5' ucunda 25-43
niikleotid uzunlugunda ve ilk oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize olan
diziyi icerir, 3' ucunda ise PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan sabit dizi ve 19-
370 niikleotid uzunlugunda dolgu dizisi bulunur. 80-440 niikleotid uzunlugundaki
oligoniikleotidler =~ MLPA  Kkalitesini  karsilayacak  sekilde  ticari  olarak
bulunmadiklarindan kimyasal olarak sentezlenmistir. Bu oligoniikleoditlerinin sentezi
i¢cin M13 klonlarinin tek zincirli DNA s1 kullanilmistir. M13 DNA s1 komplementer
oligoniikleotidlerin baglanmas1 ile kismen ¢ift zincirli hale getirilmistir ve iki
restriksiyon endoniikleaz ile kesilmistir. Bu enzimlerden bir tanesi DNA y1 kendi
tanima bolgesinden, hedef diziye miitkemmel bir komplementer olacak sekilde fosforile
5' ucundan kesmektedir. 35-42 prob igeren kitler genellikle problar arasinda 6 yada 9
baz cifti uzunluk farki olacak sekilde dizayn edilmistir. Spesifik bir MLPA prob kitinde
kullanilan biitiin problar farkli M13 kaynakli vektorlerden elde edilmislerdir ve farkli
dolgu ve hibridizasyon dizileri igerirler. Farkli problarin birbirleri ile heterodubleks
formasyonunu 6nlemek icin problarin sadece ug¢ kisimlar ortak dizi igerir. Bunun igin
118 farkli dizide ve uzunlukta dolgu dizisi iceren M13 kaynakli MLPA vektorii
hazirlanmistir. Hedef diziye spesifik sentetik oligoniikleotitler, gerekli dizi uzunlugunu
saglayacak esneklikte bu vektorlere kolayca eklenebilirler. Iki sentetik oligoniikleotid
pargayi iceren 94-124 baz cifti uzunlugundaki problar amplifikasyonda basarili sekilde
kullanilmigtir. M13 kaynakli oligoniikleotid problarinin hibridize olmayan dolgu
dizilerinin farkli uzunluklar1 bize amplifikasyon iiriinlerinin farkli 6zellikleri sayesinde
avantaj saglamistir. Hibridize olan hedefe spesifik kisa diziler ise mutasyonlar
saptamada ve tek niikleotid polimorfizm analizlerinde de hedef diziye yarigsmali sekilde

baglanmadiklarindan dolay1 avantaj saglamistir (58).
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Hibridizasyon ve ligasyon asamalarindan sonra PCR ile amplifikasyonda biitiin
problar icin tek c¢ift primer kullanilmaktadir. Primerlerden bir tanesi FAM [N- (3-
fluoranthyl) maleimide] ile isaretlenmistir (63). Genomik DNA’ da oldugu gibi mRNA

arastirmalarinda da kullanilabilir. (79).

2.5.1 Akciger Kanserinde MLPA Tekniginin Kullanimu:

Calismamizda Tiirkiye’de yeni bir yontem olan Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) teknigi ile simdiye kadar akciger kanserleri ile
iligkilendirilmis 64 farkli gende dizayn edilmis prob bolgelerindeki degisimler
arastirilmistir. Bugiine kadar yapilip, literatiirde yayinlanmis MLPA teknigi ile ilgili
bircok yayin olmasina karsin, akciger kanserine yonelik bu teknigin kullanildigi bir
calisma yaymlanmamistir. Yaptigimiz akciger kanserine yonelik MLPA tekniginin

kullanildig1 calismamiz bu bakimdan bir ilk olma 6zelligindedir.

Calismamizda akciger kanserine yonelik dizayn edilmis mevcut kitler kullanildigi
icin belli kromozom ve gen bolgeleri incelenebilmistir. Bu prob bolgelerinin dizayninda
iiretici firma, bugiine kadar yapilan ve literatiirde yayinlanarak akciger kanserleriyle
iligkilendirilmis bolgeleri dikkate almiglardir. Kullanilan problarin lokalizasyonlar1 ve
gen isimleri Tablo 2.5.1.1 ve Tablo 2.5.1.2.°de belirtilmistir. Calismamiz sirasinda
sadece bu bolgelerin incelenebilir olmasi bir dezavantaj olarak kabul edilebilir. Fakat
yinede yontem bircok farkli geni bir arada inceleyebilmesi nedeniyle bircok teknige

gore avantaj saglamaktadir.

Akciger kanserinde bir¢ok genomik degisim tanimlanmistir. Bunlar biiyiik
kromozom degisimlerinden, spesifik genlerdeki nokta mutasyonlarina kadar
degismektedir. MLPA teknigi bu genis dagilim icerisinde ozellikle, tanimlanmig
kromozomal degisimlere yonelik bir kit dizaym yapmustir. ileriki siirecte belirli
genlerdeki spesifik degisimlere yonelik dizayn edilecek yeni problar ile daha ayrintili

bir inceleme sansi dogacaktir.
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Tablo 2.5.1.1: MLPA Salsa-P126 akciger kanseri kiti prob bolgeleri

Uzunluk(bp) | Salsa Prob # Kromozomal
pozisyon
64-70-76-82 DQ-control bands*
94 Synthetic Control probe 2ql4
130 IL4 probe 0797-1.0463 05q31.1
136 HMBS probe 1662-1.1237 11q23.3
142 CREBBP probe 3088-L3991 16p13.3
148 CDH6 probe 1254-1.0815 05q11
154 MEN probe 13404-1.2795 11ql3
160 PRKCE probe 0822-L0130 02p21
166 ENG probe 3005-1.2445 09q34.1
172 CREBBP probe 3087-1.2487 16p13.3
178 JAK?2 probe 3179-L2518 09p24
184 MASS1 probe 3994-1.3261 05q14.3
193 PDGFRB probe 2438-L3596 05q32
202 APC probe 1537-L.0980 05q22
211 ATM probe 1632-L1170 11923
220 RBI1 probe 0582-1.0147 13q14.3
226 PRSS7 probe 2117-L.1603 21g21.1
238 MSH?3 probe 2108-L0795 05q14.1
247 DNAJD1 probe 3297-1.2661 13q14.1
256 MASS1 probe 3993-L.3260 05q14.3
265 ZNF198 probe 0803-L0635 13ql1
274 CDKN2A probe 1291-L.0835 09p21
283 DECR?2 probe 1078-1.0648 16p13.3
292 TSC1 probe 1849-L1414 09q34
301 CREBBP probe 3086-1.2486 16p13.3
310 IL18 probe 0471-L0054 11g23.1
319 ATM probe 2662-1.2129 11q23
328 CREBBP probe 3085-1.3993 16p13.3
337 DLEUI probe 1590-L1162 13q14.3
346 THRSP probe 0621-L0178 11q13.5
355 FANCL probe 2743-1.2170 02pl6.1
364 NRXN1 probe 3986-1.3253 02p16.3
373 FGFR4 probe 2243-1.3902 05q35.3
382 BRCA2 probe 1614-L1196 13q12.3
391 APC probe 1701-L1469 05922
400 DLEU1 probe 0801-L0639 13q14.3
409 RBI1 probe 1796-L1359 13q14.2
418 LOX probe 3995-1.3262 05q23.2
427 TRAF?2 probe 1141-L.0698 09q34
436 TEKT3 probe 2728-1.2155 17p12
445 KIAA1030 probe 1143-L0700 1125
454 BDNF probe 3090-L3996 11pl4
463 DLEUT7 probe 3042-1.2417 13q14.3
472 NRXN1 probe 3987-L3254 02p16.3
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Tablo 2.5.1.2: MLPA Salsa-P127 akciger kanseri kiti prob bolgeleri

Uzunluk (bp) | Salsa Probe # Kromozomal
pozisyon
64-70-76-82 | DQ-control bands*
94 Synthetic Control probe. 2ql4
130 CTSB probe 1212-L0766 08p22
136 CREM probe 0981-L.0566 10p12.1
142 ERBB?2 probe 0675-L0146 17q21.1
148 CDKN2A probe 1523-1L.0957 09p21
157 BRCA1 probe 2808-1L.2168 17q21
166 TP53 probe 2374-1.1496 17p13.1
172 TGFBR 2 probe 2797-1.2182 03p22
178 MSRI1 probe 2534-1.3442 08p22
184 DLCI probe 2754-1.2203 08p22
193 TP53 probe 1996-L.1536 17p13.1
202 CDKN2A probe 0602-L0166 09p21
211 CTNNBI probe 3985-1.3252 03p22
220 FANCD?2 probe 2133-L1626 03p25.3
226 HEI10 probe 1732-L1318 14q11.1
238 TINF2 probe 0974-1.0561 14q12
247 RUNXI1 probe 2836-L2267 21q22.3
256 TP53 probe 2377-L1499 17p13.1
265 FHIT probe 2288-1.2213 03p14.2
274 BRCA1 probe 0437-L0002 17q21
283 NKX3A probe 2542-1.2014 08p21
292 SOD1 probe 2116-L1604 21q22.11
301 TP53 probe 1991-L1501 17p13.1
310 LRMP probe 0495-L.0070 12p12.3
319 BCLG probe 3194-1.2547 12p13.2
328 RASSF1 probe 2248-1.1734 03p21.3
337 PPMI1D probe 3195-1.2652 17q23.3
346 APP probe 0987-L0330 21q21.3
355 CCND?2 probe 0498-1.0084 12pl3
364 MSRA probe 1202-L0787 08p23.1
373 FGFRI1 probe 1046-L0624 08pl11.2
382 CUGBP2 probe 1522-L.0952 10p14
391 NFKBIA probe 0478-L0061 14q13
400 RASSF]1 probe 3991-1.3258 03p21.3
409 ERBB2 probe 0446-L.0390 17q21.1
409 ROBOI probe 4603-1.3256 03p12.2
418 LASP1 probe 1058-L0631 17q12
427 TIAMI probe 0817-L0335 21q22.11
436 KIAA0909 probe 1241-L0783 17p13
445 ROBOI probe 3988-1.3255 03p12.2
454 TEAD4 probe 4227-1.3563 12p13.3
463 RENT?2 probe 0979-L0568 10p14
472 CTNNBI probe 3984-1.3251 03p22
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER:

3. 1. 1. Kullanilan Gerecler:

Spektrofotometre (Eppendorf)

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 310)

Manga Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Spektrofotometre Kiivetleri (Eppendorf)

Mikro Pipet takimi (Gilson)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Jel goriintilleme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Elektroforez aleti (Consort E844)

Mikrodalga firin (Arcelik)

Su banyosu (Niive)

Etiiv (Friocell MMM Med Center)

Vorteks (Heidolph)

Deep-freeze (Meraeus)

Buzdolabi (Argelik)

Santrifiij tiipleri

Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)

ABI 310 yiikleme tiipleri (ABI)

ABI 310 47 cm Kapiller (ABI)
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3. 1. 2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler:

DNA Ekstraksiyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I)
Salsa MLPA Lung Probe Mix 1-2 ( Salsa P126/127- MRC Holland)
Performans Optimize Edici Polimer 4 (POP4 TM) (ABI)

10X EDTA I1 Buffer (ABI)

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

Mineral Yag (Roche)

Ksilol ( Merk-1.08685.2500)

Doku Pargalayici Tampon (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer) (Roche-Lot:
13562000)

Etanol (95%) (Tekel)

6X Jel yiikleme tamponu (Sigma)

Agoroz ( Sigma-Lot: 072K0059)

Etidyum Bromid (Sigma)

Proteinaz K (QIAGEN)

Distile Su
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3.2. YONTEMLER:

3. 2. 1. Materyal Secimi:

Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklari Hastanesinde, histopatolojik olarak
incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanis1 almis 100 olgu calismaya
almmustir. Olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin bloklara
gomiilii dokulardan hazirlanmis ve Hematoksilen- Eozin ile boyanmis arsiv preparatlart,
yeniden Diinya Saglk Orgiitii (DSO) kriterlerine gore gradelendirilmis ve TNM
siniflamasina gore evrelendirilmistir. Her hastaya ait doku 6rneklerinden kanser dokusu
iceren 5 mikronluk kesitlerden elde edilen DNA oOrnekleri ¢alisma grubu olarak, ayni
hastaya ait kanser dokusu icermeyen kesitlerden elde edilen DNA 6rnekleri de kontrol
grubu olarak calismaya alinmistir. Olgularin yaslari, cinsiyetleri, biyopsi sekli, takip
araliklari, rekiirrens ve/veya progresyon durumlari hastalara ait patoloji raporlari, hasta

dosyalarindan temin edilmistir.

3. 2. 2. Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu Ile Parafine
Gomiilii Dokudan DNA Elde Etme Protokolii

1. Parafinli dokudan 10 pm ‘lik kesitler alimir ve ependorf tiipii igerisine
konulur.
2. Icinde kesit bulunan ependorf tiipiine 1200 ul ksilol eklenir. 15 saniye

vorteks yapilir. Ornekler 70° C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dakika bekletilir. Hizli
devirde (14000 rpm) 3 dakika santrifiij edilir. Siipernatant1 atilip aymi islem iki defa
daha tekrarlanir.

3. Pelet iizerine siiziilmiis %100’liikk etanoldan 1200 pl konularak 70° Cye
ayarlanmis su banyosunda 15 dakika bekletilir. Daha sonra hafifce vorteks yapilir.

4. 3 dakika tam devirde santrifiij yapilarak siipernatanti atilir.
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5. Alnabildigi kadar alkol uzaklastirilip etiivde 20 dakika kurutulur.

6. 180 pl buffer ATL + 20 pl Proteinaz K konulurak vorteks yapilir, 56° C
‘de calkalamali su banyosunda bir gece bekletilir.

7. Inkiibasyon sonunda &rnekler vortekslenerek 8000 rpm’ ye ayarlanmis
santrifiijde 2 dakika santrifiij edilir.

8. Siipernatantlar alinarak ayr bir tiipe aktarilir.

9. [lk tiipteki peletin iizerine tekrar 180 pl buffer ATL + 20 pl Proteinaz K
konulurak vorteks yapilir, 56" C “de calkalamal1 su banyosunda bir saat bekletilir.

10. Su banyosundan alinan ornekler 6rnekler vortekslenerek 8000 rpm’ ye
ayarlanmis santrifiijde 2 dakika santrifiij edilir.

11. Siipernatantlar daha once aktarilan siipernatantlarla birlestirilir.

12. Elde edilen 6rnekler Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu’na

uygun ekstraksiyon protokolii ayarlanarak yiiklenir.

Elde edilen DNA 6rnekleri %1’lik agoroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek

goriintiilendi. Elde edilen DNA’lara ait 6rnek jel goriintiisii Sekil 3.2.2.1°de verilmistir.

Sekil 3.2.2.1: Ornek DNA’ lara ait %1°lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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3.2.3. izole Edilen DNA Orneklerinin MLPA Yontemiyle Analizi:

3.2.3.1. DNA Denatiirasyonu Ve SALSA P126 ve 127 Probe Miks Ile

Hibridizasyonu:

- Orneklerimizden elde ettigimiz DNA dan 5 ul (20-250 ng DNA) alindu.

- Alinan 6rnekler 200 pl lik PCR strip tiiplerine aktarildi.

- 98 °C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA nin denatiirasyonu
saglandu.

- Sonrasinda drnekler 25 °C’ye sogutuldu.

- 25 °C’deki DNA 6rneginin iizerine 1.5 ul SALSA Probe Mix (P126/ P127) ve
1.5 ul MLPA Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edildi.

- Sonraki agsamada buharlagmay1 6nlemek icin PCR strip tiiplerinin iizerine 5 pl
mineral yag eklendi.

- Daha sonra 95 °C de 1 dk. inkiibe edilip 6rnekler 60 °C de 16 saat hibridizasyona
birakildi.

3.2.3.2. Ligasyon Reaksiyonu:

- Hibridizasyon siiresi bitiminde termal cycler cihazinin 1sis1 54 °C ye indirildi.

- Ornekler 54 °C ye geldikten sonra strip tiiplerden mineral yag dikkatli sekilde
pipet ile alindi.

- Hibridizasyon {iriiniine 32 pl Ligaz-65 miks ilave edildi.

- 54 °C de 15 dk. inkiibasyona birakildi.

- Daha sonra 98 °C de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.
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3.2.3.3. PCR:

- Ligasyon reaksiyonu tiriiniinden 10 pl alinarak ayr1 PCR strip tiiplerine aktarildu.
- Daha sonra ligasyon iiriinii konmus her strip tiipiine sirasiyla:

-4 ul 10XSALSA PCR Buffer

- 26 pl distile su

- 10 ul Polimeraz miks,

konularak PCR baslatildi.

-PCR sartlari:
Denatiirasyon 30sn 95°C
Annealing 30sn 60 °C 38 dongii
Ekstansiyon 60sn 72°C

Final Ekstansiyon =~ 20 dk 72 °C
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3.2.3.4. ABI 310 Cihazina Yiikleme:

- PCR bitiminde elde edilen iiriinlerden 3 pl alinarak ABI 310 cihazi yiikleme
tiiplerine aktarildi.

- Daha sonra iizerlerine:

- 0.5 pl internal size standart (Rox 500)

- 12 pl deiyonize formamid konularak pipetajla homojenize edildi.

- Ornekler 94 °C de 4 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlari
saglandi.

- Devaminda 6rnekler buz iizerine alindi.

- ABI 310 cihazinda; 15 kV de 5 saniye injeksiyon zamani, 60 °C ve 15 kV de 25
dakika yiiriitme zamany, filitre C sartlar1 saglandi.

- Daha sonrasinda ABI cihazina yiiklenilerek, Gene Mapper programinda
okutulmaya baslandi.

- Her ornege ait pik goriintiileri ve pik alanlan elde edildi.

3.2.4.5. Degerlendirme:

Okutulan 6rneklerin pik alanlar1 ve prob uzunluklar1 excel dosyast formatinda
kaydedildi.

Spesifik olmayan amplifikasyon pik iiriinleri kaldirildi. Normal ve test 6rneklerine
ait sadece beklenen MLPA fiirlinlerinin pik alanlar1 kaldiginda problarin elde edilen
boyut ve pik alanlar1 Diagenanalyser programina aktarildi. Normal 6rnekler eksternal
kontroller olarak kaydedildi. Diagenanalyser programi tarafindan test 6rneginin biitiin
pik alanlari, her bir pik alaninin (internal kontrol pikleri) o cizgideki biitiin piklerin
toplam pik alanina boliinmesiyle birbirlerine gore oranlar tayin edildi. Bu oranlar, pik
alanlar1 normal karyotipe sahip oldugu bilinen ve test 6rneklerle aym testte calisilmis 3
ormegin kanlarindan elde edilen pik alanlarimin (eksternal kontrol pikleri) ortalama

sonugclari ile kiyaslandi ve doz tayinine gidildi.
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Kontrol olarak kromozomal agidan normal oldugu bilinen vakalarin pikleri
eksternal kontrol olarak kullanildi. Her testte 3 eksternal kontrol test Ornekleri ile
birlikte calisildi. Relatif kantitatif PCR yontemi olan MLPA ile degerlendirme
yapilirken Diagenanalyser programi otomatik olarak internal kontrol ve ekstrenal kontol

pik degerleri ile asagidaki formiilii kullanarak her bir prob spesifik bolge i¢in doz tayini

yapmaktadir:
Hasta T. P. A. D.
Hasta P. A. T.D. (i.P.A.)
Doz Orani1 =
1. Kontrol T. P. A. D. 2. Kontrol T. P. A. D. 3. Kontrol T. P. A. D.
+ +
1. Kontrol P. A. T. D. 2. Kontrol P. A. T. D. 3. Kontrol P. A. T. D.
(E.P.A)
3
T.P. AD.: Test Piki Alan Degeri
P.A. T.D.: Pik Alanlar1 Toplam Degeri
I.P. A Internal Pik Alanlari
E.P. A.: Eksternal Pik Alanlart

-Yontem geregi olarak, program tarafindan test edilen prob bolgesi i¢in, doz orani
0.7 ve 1.3 degerleri arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu bolgenin normal dozda
oldugu, 0.5 ile 0.7 degerleri aras1 gri alan, 0.5’den kii¢iik degerlerde delesyon yani doz
eksigi oldugu, 1.3 ile 1.8 aras1 degerler gri alan, 1.8’den biiyiikk degerler ise

amplifikasyon yani doz fazlasi oldugu belirlenmektedir.

Gri alan olarak belirlenmis deger araliklarindaki bolgeler, Diagenanalyser
programinda yer alan dogrulama boliimiinde gercek bir delesyon veya amplifikasyon
olup olmadig1 yoniinde tekrar incelenmislerdir. Burada elde edilen pik degerlerinin
gercek bir delesyon veya amplifikasyon olup olmadigi, bu pik degerinin elde edildigi
hastanin sentetik prob biiyiikliigii ile kantrollerin sentetik prob biiyiikliikleri

karsilagtirilarak dogrulanmaktadir. Gri alan formiilii su sekilde tanimlanabilir:
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Hasta Spesifik Prob Alani

Gri Alan Formiilil; —------== oo -

Kontrollerin Ortalama Hasta Mutasyonlu Alana
Karsilik Gelen Bolge Alant

Gri alan formiilii uygulanmis bolgenin sonuglari, doz oran1 0.7 ve 1.3 degerleri
arasinda hesaplandiginda Ornege ait bu bolgenin normal dozda oldugu, < 0.7
degerlerinde bolgede kesin delesyon yani doz eksigi oldugu, > 1,3 degerlerinde ise kesin

amplifikasyon 1,3 ile yani doz fazlas1 oldugu seklinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklari Hastanesinde, histopatolojik olarak
incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanis1 almis 100 olgu calismaya
alindi. Olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin bloklara
gomiilii dokulardan hazirlanmis (FFPT) ve Hematoksilen- Eozin ile boyanmis arsiv
preparatlar;, yeniden Diinya Saghk Orgiitii (DSO) kriterlerine goére ve TNM
simniflamasina gore evrelendirildi. Her hastaya ait doku orneklerinden kanser dokusu
iceren 5 mikronluk kesitlerden elde edilen DNA oOrnekleri ¢alisma grubu olarak, ayni
hastaya ait kanser dokusu icermeyen kesitlerden elde edilen DNA 6rnekleri de kontrol
grubu olarak caligmaya alindi. Olgularin yaslari, cinsiyetleri, biyopsi sekli, takip
araliklari, rekiirrens ve/veya progresyon durumlari hastalara ait patoloji raporlari, hasta

dosyalarindan temin edildi.

4. 1. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik ve Klinik Ozellikleri:

Calisma grubumuza dahil edilen hastalarin 32’si kadin, 68’i erkek olup, yas
ortalamast 58,98+ olarak saptandi.(Tablo 4.1.1) Hastalarin %90’ninda sigara
kullanimi Oykiisii mevcuttu. Hastalar ayrica ailelerindeki kanser Oykiisii agisindan da

degerlendirildi.(Tablo 4.1.2)
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Tablo 4.1.1.: Hastalarin yas gruplarina gore dagilimlari

Yas n %
<39 4 4
40-49 18 18
50-59- 28 28
60-69 22 22
70+ 28 28
Toplam 100 100

Tablo 4.1.2 : Hastalarin ailelerinde kanser oykiisii varligi dagilimi

Ailede Kanser OyKkiisii n %
var 26 26
yok 74 74
Toplam 100 100

Calismamizda yer alan kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri tanis1 almig vakalar
histopatolojik olarak, 46’s1 squamoz hiicreli, 54’ti de adenokarsinom seklinde
degerlendirilmistir(Tablo 4.1.3). Bu vakalarin grade ve TNM simniflarina gore
dagilimlan Tablo 4.1.4, Tablo 4.1.5°de belirtilmistir. Bu dagilimlara gore vakalarin
%86’s1 Grade III, TNM simiflamas1 kriterlerine gore siniflandirildiginda ise %32

oraninda T3N1MO sinif1 ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.1.3: Vakalarin histopatolojik tanilarina gore dagilimlar

Histopatolojik Tam n %
Squamoz 46 46
Adenokarsinom 54 54
Toplam 100 100

Tablo 4.1.4: Vakalarin Grade’lerine gore dagilimlari

Evre n %
Grade | 2 2
Grade II 12 12
Grade 111 86 86
Toplam 100 100

Tablo 4.1.5: Vakalarin TNM siniflamasina gore dagilimlari

TNM Smiflamasi n %
T3N1IMO 30 30
T2N1MO 26 26
T2NOMO 10 10
T3NOMO 10 10
T4NIMO 6 6
T2N2MO 4 4
T4NOMO 4 4
T3N2MO 2 2
T2NOM1 2 2
T3N2M1 B B
T4N2MO B B
Toplam 100 100
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4.2. Arastirma Grubu Bireyleri MLPA Bulgular:

Calisma grubuna alinan hastalarin parafin dokulara gomiilii doku 6rneklerinden
elde edilen DNA 6rneklerinde P126 ve P127 Akciger kanseri kiti kullanilarak MLPA
yontemi calisilmistir. Calismada ABI 310 cihazina yiiklenen 6rnekler, Genemapper
V.3.7 programi kullanilarak incelenmistir. Bu programda elde edilen piklerin
biiyiikliikleri kontrol hastalar ile karsilastirilmak iizere Excel tabanlh Diagenanalyser
programina aktarilmistir. Genemapper programinda elde edilen piklerin boyutu
oncelikli olarak DNA miktariyla orantilidir. Kaliteli ve yeterli miktarda (50- 500 ng)
DNA elde edilemeyen orneklerde pikler diisiik ve non-spesifik olabilmektedir.
Calismaya alinan 100 tiimoral doku ve 100 saglam cevre doku orneklerinde, ilk
degerlendirmelerinde, orneklerin %84’iinde yeterli DNA miktarina bagli olarak
kaliteli pikler elde edildi, kalan orneklerden ise degerlendirilebilecek diizeyde pikler
elde edilemedi. Bu orneklerden tekrar DNA elde edilerek yapilan ikinci calismada,
istenen pikler elde edildi. MLPA yonteminde kullanilan DNA miktarinin diizeyini,
prob piklerinin baslangicinda yer alan DQ ( DNA Quantity) fragmentlerine gore
yapildi. Bu pikler 64, 70, 76, 82 bp uzunlugunda, ligasyon olmasa bile goriilen
piklerdir. Elde edilen prob piklerine gore bu kontrol piklerini karsilagtirarak DNA
miktar1 belirlenebilmektedir. Buna gore bu kontrol pikleri elde edilen prob piklerine
gore bityitkse DNA miktarinin yeterli olmadigimi gostermekte, eger bu kontrol pikleri
prob piklerinden kiigiik veya goriinmiiyor ise DNA miktarinin yeterli oldugunu
gostermektedir. Calistigimiz hastalarin % 16’sinda bu kontrol pikleri, prob piklerine
gore oldukca biiyiiktii. (Sekil 4.2.1) Bu hastalarda kaliteli pik elde edilememesinin

nedeni de yeterli DNA elde edilememesinden &tiirii oldugunun sonucuna varildi.
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] | an 4

Degerlendirmeye Almamayan Pikler

vh

DQ (DNA Sentetik Kontrol Probu Pild

Quantity)
Kontrel Pilleri

P Arhk Prmer-Dimer Pikleri

Sekil 4.2.1 : Degerlendirmeye alinamayan MLPA pik goriintiileri

Her calismada saglikli oldugu bilinen sigara icmeyen, ailesinde kanser oykiisii
olmayan, bilinen bir kanserojen maruziyeti bulunmayan 4 bireyin periferik kanindan
elde edilen DNA o6rnekleri internal kontrol olarak caligmaya dahil edildi. Bu kontrol
sayist MLPA yonteminin 6nerdigi sayidir. Calismada kullandigimiz kontrollere ait
pik goriintiileri ve piklerin karsilig1 olan prob bolgeleri Sekil 4.2.2 ve Sekil 4.2.3°de

gosterilmistir.
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8000
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[—— T
D4 Kontrol T
Pikleri Sq14.1
Sq31.1 2q21.4 139141 5q35.3
11q23.3 13q14.3 Sqi4.3 2p16.3 13q12.3
16p13.3 11423 13q11 2p16.1 5q22 2p16.3
5q22 w2 1q13.5 13q14.3 e
11q13 5q32 16p13.3 13q14.3 13q14.2
5 2p21 Sq14.3 9g34 16p13.3 5q23.2 11p14
Sentetik Kontrol pqza1 7024 16p13.3 | 11023 oq3a | 11025
Probu Piki 23, 1Ip12
16p13.3 Ul txh ¥

Sekil 4.2.2: Kontrollere ait MLPA Salsa P126 pik goriintiileri ve prob bolgeleri

200 300 oo
000
£000
4000
2000 U
o JmU L
‘vf’ f
DO Kontrol T T
Pikleri 14012
8p22 14114 21022.3 3p11.2
10p12.1 3p25.3 1Tpi3d gp23a 10p14
17q21.1 aoiP?2 Ip14.2 12p13 14413 3p22
9p21 e 17q21 21q21.3 3pH3 10p14
17131 spH 17q23.3 ip122 "
17921 8p22 Mqz2.11 P23 2 12p13.3
Sentetik Kontrol 17p13.1|8922 17p134 | 12p132 21q2;r.111T 1gp1z.z
Probu Piki 12p12.3 »
3p22

Sekil 4.2.3: Kontrollere ait MLPA Salsa P127 pik goriintiileri ve prob bolgeleri
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Elde edilen bu piklerin bp uzunluklar1 Genemapper programinda goriilebilir. Bu pik
alanlar1 daha sonra Excel programina aktarilarak, varsa non-spesifik pikler silinerek
kaydedilir. Daha sonra Excel formatina alinan pik alanlari, yine Excel tabanli ¢alisan
Diagenanalyser programinda degerlendirmeye alinir. Bu programda kontrol pikleri ile
hasta pikleri karsilastirilarak bir ortalama deger elde edilir. Bu deger 0.7’nin altinda ise

delesyon yoniinde, 1.3’iin iistiinde ise amplifikasyon yoniinde degerlendirilir.

20 0 40

2000
00D

4000,

LA
VS

p2 24 139143 13q141 13qit 13q12.3

i

13q.143

Sekil 4.2.4: 2p, 3p ve 13q kromozom bolgelerinde delesyon saptanan hastalara ait

ornek MLPA pik goriintiileri ve delesyon goriilen prob bolgeleri

Calisilan hasta gruplarindan 2p, 9p ve 13q kromozomal bolgelerine ait saptanan
delesyonlarin pik goriintiileri Sekil.4.2.4’de  verilmistir. Bu goriintiilerde prob
bolgelerinin karsilik geldigi pikler belirtilmistir. Bu piklere gore delesyonlu bolgelerdeki
diismeler rahathikla goriilebilmektedir. Yine hastalardan elde edilen piklerin area’lar
kontrollerin area’lar ile karsilastirilmak iizere Diagenanalyzer programina aktarilmis ve

degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler Tablo 4.2.1°de verilmistir.
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Tablo 4.2.1: 2p, 9p ve 13q kromozomal bolgelerine ait saptanan delesyonlarin

Diagenanalyzer programinda 6rnek degerlendirme sonuglari

2,355287 2,673684
3,267637 2,592828

3,694688 2,58981

2,46977 2,722603

3,716354 2,631532

1,743273 1,950657

2,818708 2,791187
3,7322 2,856788
2,992826 2,364787
2,483251 2,617835
3,028064 4,540567
3,656615 4,160664
3,305494 3,938227
3,388199 3,798437
3,574199 4,709078
4,492838 6,034677
1,827952 1,831562
4,17368 4,520403
3,36006 2,765087

2,241109 2,243967 0,501276
4,344249 4,836829 0,513387
2,231923 1,465455

2,303406 2,519003

1,737 2,316598

1,995098 2,048261

2,366771 2,356529

1,681649 1,624547

2,015173 1,964719

1,925315 1,823603

1,118466 1,166839 0,432498
1,389331 1,193172 0,55881
1,127411 0,879996

2,012189 1,866949
1,083424 1,340159

1,794539 1,46718

1,045959 0,700906

1,20119 1,222656

1,804182 1,102665

1,22393 0,839104

0,721936 0,698452

0,292644 0,567185

1,157747 0,9121 0,487823
1,104264 0,75271 0,381639
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Diagenanalyzer programindan elde edilen bu Tablo 4.2.1°de, 6rnek bir hastaya ait
pik alanlarinin degerlendirme sonuclar1 yer almaktadir. Bu tabloya gore son siitunda yer
alan degerler, hasta ile kontrollerin karsilastirilmasi sonucu elde edilen oranlarn
gostermektedir. Bu oranlar degerlendirilirken 0.5’in alt1 kesin delesyon ( sar1 bolgeler) ve
1.8’in iistiinde yer alan degerlerde kesin amplifikasyon yoniinde degerlendirilir. Yine
Diagenanalyzer programinda yer alan bir 6zellige gore de 0.5- 0.7, 1.3- 1.8 arasindaki
degerler gri zon olarak tanimlanmakta ve dogrulama islemiyle yeniden incelenmektedir.
Bu tabloda 2p, 9p ve 13q kromozomal bolgelerine karsilik gelen problardaki delesyonlar
gosterilmistir. Tabloda gosterilen bu hastada herhangi bir amplifikasyon goriilmemistir.

Mavi renk ile gosterilen bolgeler normal olarak degerlendirilmis bolgelerdir.
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Sekil 4.2.5: 5q ve 16p kromozom bolgelerinde delesyon saptanan hastalara ait 6rnek

MLPA pik goriintiileri ve delesyon goriilen prob bolgeleri

Hasta gruplarindan 5q ve 16p kromozomal bolgelerine ait saptanan delesyonlarin
pik goriintiileri Sekil 4.2.5’de verilmistir. Sekilde 5q ve 16p bolgelerine ait prob
bolgelerine karsilik gelen pikler belirtilmistir. Delesyonlu piklerin diger piklere gore
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu hastadan elde edilen piklerin area’lar1 kontrollerin
area’larnn ile karsilastirilmak iizere Diagenanalyzer programina aktarilmis ve

degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler Tablo 4.2.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2.2: 5q ve 16p kromozomal bolgelerine ait saptanan delesyonlarin

Diagenanalyzer programinda 6rnek degerlendirme sonuglari

2,355287 2,197314
3,267637 3,51179
3,694688 2,548731
2,46977 2,372835 0,460751
3,716354 2,454874 0,46056
1,743273 1,874048
2,818708 2,772936
3,7322 4,629429
2,992826 3,418654
2,483251 2,590707
3,028064 3,761011 0,542051
3,656615 3,711104 0,514902
3,305494 2,813689 0,451216
3,388199 3,362571
3,574199 3,241252
4,492838 5,873214
1,827952 1,938845
4,17368 4521214
3,36006 2,906763
2,241109 2,005618
4,344249 4,205063
2,231923 1,31968
2,303406 2,291109
1,737 2,263303
1,995098 0,757036
2,366771 2,412052
1,681649 1,49868
2,015173 1,882857
1,925315 2,17305
1,118466 1,62746
1,389331 1,27993
1,127411 1,29689
2,012189 2,471739
1,083424 1,525671
1,794539 1,556142
1,045959 0,955441
1,20119 1,356859
1,804182 1,468209
1,22393 1,495953
0,721936 0,93961
0,292644 0,684025
1,157747 1,120209
1,104264 0,912431
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Sekil 4.2.5°de pik goriintiileri verilen bu hastadaki diisiik pikler, Diagenanalyzer
programi ile de incelenmis ve sar1 renk ile gosterilen bolgelerdeki delesyonlar
gosterilmistir. Kullandigimiz prob mixlerde belli bolgeler icin birden fazla prob dizayn
edilmis ve saptanan bu delesyonlarin benzer bolgelerde de goriillmesi sonucun
giivenirliligini arttirmistir. Gri zon ile uyumlu degerlerde dogrulama formiilii kullanilarak
saptanan delesyonun gercek bir delesyon olup olmadigi kontrol edilmistir. Sekillerde ve
tablolarda verilen degerler secilmis bazi hastalara aittir. Calismada bu kriterler

kullanilarak her hasta benzer sekilde degerlendirildi.
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Sekil 4. 2. 6: 11p ve 11q kromozom bdlgelerinde delesyon saptanan hastalara ait

ornek MLPA pik goriintiileri ve delesyon goriilen prob bolgeleri

Sekil 4.2.6’da verilen pik goriintiilerinde 11. kromozomun p ve q bolgelerindeki
delesyonlar gosterilmistir. 11 kromozomun 6zellikle q kolundaki delesyonlar akciger
kanserleriyle yakindan iliskilidir. Aym hastada p kolundada delesyon goriilmesi
monozomi 11’1 diisiindiirmiistiir. Hastaya ait Diagenalyzer degerlendirme sonuglar

Tablo 4.2.3’de verilmistir.
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Tablo 4.2.3: 11p ve 11q kromozomal bdlgelerine ait

Diagenanalyzer programinda 6rnek degerlendirme sonuglari

saptanan delesyonlarin

2,35528701

2,715995

3,26763727

3,69468762

2,4697699

3,71635442

1,74327254

2,81870752

3,73219988

2,99282612

3,907661

2,83513
2,559679

2,97514

1,421571
2,952438

5,02289

3,877719

2,48325129

2,923937

3,02806393

3,58691

3,65661479

3,691198

3,30549446

2,961716

3,38819863

0,459073

3,588351

3,57419874 2,1594

4,49283811 5,486111

1,82795191 1,424734

4,17367987 4,382233

3,36005977 2,770291

2,2411086 2,814642

4,34424946 4,083025

2,23192311 1,845748

2,30340576 2,5638699

1,73700032 1,933676

1,99509801 0,634437 0,317998
2,36677065 2,757218 0,364971
1,68164896 1,262338

2,01517334 2,05383

1,92531549 2,036715
1,11846568 1,283986

1,38933109 1,245856

1,12741132 1,144679

2,01218868 1,868626

1,08342413 1,217285

1,79453867 1,686726

1,045959 1,095374

1,20118976 1,204528

1,8041823 1,391489

1,22393043

1,076642

0,72193644

0,91263

0,29264431

0,511146

0,617815

1,1577466

1,239179

1,10426413

0,911751
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Sekil 4.2.7: 17p ve 17q kromozom bolgelerinde delesyon saptanan hastalara ait 6rnek

MLPA pik goriintiileri ve delesyon goriilen prob bolgeleri

Calismada akciger kanserine yonelik P126 ve P127 MLPA probmiksleri
kullanilmistir. Sekil.4.2.7’de P127 pobmiks’inde yer alan 17p ve 17q bolgelerindeki
delesyonlar goriilmektedir. Bu bolgeler icerisinde 6zellikle 17p13.1 bolgesinde yer alan
pS3 genine ait delesyonlar dikkat ¢ekicidir. Bu gene ait probmiks igerisinde 3 ayr1 prob
dizayn edilmistir. Pik goriintiileri verilen hastada bu ii¢ bolgede de delesyon saptanmustir.

Bu piklere ait Diagenalyzer programi degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.2.4’de verilmistir.
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Tablo 4.2.4: 17p ve 17q kromozomal bdlgelerine ait saptanan delesyonlarin
Diagenanalyzer programinda ornek degerlendirme sonuglart

0,545322

0,471295
0,453079

0,386412

0,51609
0,521667

0,414719

0,489946

0,487998

0,446625
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Sekil 4.2.8: 3p, 10p ve 14q kromozom bolgelerinde delesyon saptanan hastalara ait 6rnek

MLPA pik goriintiileri ve delesyon goriilen prob bolgeleri

Akciger kanserleriyle iliskilendirilmis 6nemli bolgelerde biride kromozom 3p
bolgesidir. 3. kromozomun p kolunda tanimlanmis birgok tiimor baskilayici gen
mevcuttur. Yapilan calismada incelenen hastalarm biiyiikk ¢ogunlugunda bu bdlgede
delesyon saptanmustir. Sekil.4.2.8’de 3. kromozomun p kolunda ve 14. kromozomun q
kolunda delesyonlar1 olan bir hasta goriilmektedir. Bu hastadan elde edilen pik alan

degerleri ve kontroller ile karsilastirma sonuglart Tablo 4.2.5’de verilmistir.
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Tablo 4.2.5: 3p, 10p ve 14q kromozomal bolgelerine ait saptanan delesyonlarin

Diagenanalyzer programinda 6rnek degerlendirme sonuglari

0,496656
0,486665
0,423132
0,548254

0,461361
0,52015
0,43752
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Tablo 4.2.5°de ozellikle 3p21.3 bolgesinde yer alan RASSF1 genine ait prob
bolgelerindeki delesyonlar siklikla diger hastalarda da saptanmistir. Bununla birlikte yine
3p22 ve 3pl2.2 bolgelerinde de delesyonlar sik goriillen delesyon bdlgelerini

olusturmaktadir.
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Sekil 4.2.9: 8p kromozom bolgesinde delesyon saptanan hastalara ait 6rnek MLPA pik

goriintiileri ve delesyon goriilen prob bolgeleri

Sekil 4.2.9°da pik goriintiileri verilen hastada, 8. kromozoma ait dizayn edilen prob
bolgelerindeki kayiplar goriilmektedir. Bu kromozoma ait birden fazla bolge incelenmis
ve pik goriintiileri verilen hastada bu bolgelerin hepsinde delesyon oldugu gozlenmistir.
Bu durum bize 8. kromozomun p kolunda biiyiik bir kayip oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu hastaya ait Diagenalyzer verileri Tablo 4.2.6’da gosterilmistir.
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Tablo 4.2.6: 8p kromozom bolgelesine ait saptanan delesyonlarin Diagenanalyzer

programinda 6rnek degerlendirme sonuglar

0,461832

0,562128

0,502674

0,571132

0,580441

0,479303
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Sekil 4.2.10: 17q kromozom bdolgesinde amplifikasyon saptanan hastaya ait ornek MLPA

pik goriintiisii ve amplifikasyon goriilen prob bolgeleri

Incelenen hasta grubu igerisinden 9 hastada 17q bolgesinde amplifikasyon
saptanmistir. Bu bolgeye yonelik incelenen prob bolgeleri ve alinan pik goriintiileri Sekil
4.2.10’da verilmistir. Sekli inceledigimizde 17q bolgesine karsilik gelen piklerdeki artig
dikkat cekmektedir. Bu hastaya ait Diagenalyzer sonuglar1 Tablo.4.2.7’de verilmistir. Bu
tabloda amplifikasyon goriilen bolgeler kirmizi renk ile gosterilmistir. Bu alanlarin diger
kontrollerin pik alanlarina gore karsilastirildiginda oranmn 1.8’in iistiinde olmasi,

amplifikasyon yoniinde degerlendirilmektedir.

82



Tablo 4.2.7: 17q kromozom bolgelesine ait saptanan amplifikasyonlarin Diagenanalyzer

programinda 6rnek degerlendirme sonuglar
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Cevre akciger dokusu ve tiimoral dokudan elde edilen DNA’lar ayr1 ayr1 MLPA

yontemi ile incelendi. Elde edilen sonuclar Tablo 4.2.8°de gosterildi.

Tablo 4.2.8: Akciger kanserli tiimoral ve ¢evre dokulardan elde edilen MLPA sonuclar

IKromozomal Tiiméral Doku Cevre Doku

Bolge Delesyon (%) Amplifikasyon(%) | Delesyon (%) Amplifikasyon(%)
2p 72 --- 12 ---
3p 64 --- 12 —
5q 12 3 2 ---
8p 8 4 2 -—-
9p --- --- 2 ---
9q 16 --- - ---
10p 22 --- 6 ---
11p 2 --- 2 ---
11q 20 --- 2 —
12p 20 --- 6 —
13q 76 --- 14 ---
14q 4 --- -- ---
16p 30 --- 2 ---
17p 38 --- 4 ---
17q 6 9 2 1
21q 16 --- 4 ---

Bu sonuglar incelendiginde, akciger kanserli tiimoral dokularda en sik 2p, 3p,
13q, 17p ve 16p delesyonlari, yine tiimoral dokulardan yapilan ¢alismalarda 17q, 8p
ve 5q amplifikasyonlar1 goriilmiistiir. 9. kromozomun p bdlgesine yonelik prob
bolgelerinde herhangi bir delesyon veya amplifikasyon saptanmamigtir. TUmor
cevresi akciger dokularindan yapilan ¢aligmalarda ise daha az siklikta olmak iizere
tiimoral alanlardakine benzer bolgelerde delesyonlar goriilmiistir. Bu bolgelerde

sadece 17q bolgesinde bir hastada amplifikasyon goriilmiistiir.
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Tablo 4.2.9: Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen MLPA sonuglarinin Grade’

lere gore dagilimlar ( -: Delesyon Yok, +: Delesyon Var)

2 3 5q 8p | 9p 9q 10p | 11q | 11
AR R A R AR

Grade
0 0 |14]6 |8 |12(2 [14]0(14]0(14]0 |8 |6 |12|2 |14]0

Grade
1-2 |28(58128(58]|76]|10[7818(86|0(70|16]70(16|168(18]|84 2

12p | 13q [ 14q | 16p | 17q | 17p | 21q
-+ -+ - -] -]+

Grade
0 12(2 [2 [12|14({0|12|2 |14]|0|8 |6 |14]|0

Grade
1-2 |68(18122(64182]4(58]28(80|6(54(32]70(16

Tablo 4.2.10: Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen MLPA sonuclarinin T1,
T2 ve T3’ lii olgulara gore dagilimlar ( -: Delesyon Yok, +: Delesyon Var)

2 3 5 8p | 9p | 9 10p | 11q | 11

AR R R R
T1|11[30]|17(24]|35(6|41]{0[41]10]38|3|33(8 |35[(6 |41|0
T2|17(30]113(34145(2|39|8[47]0]38|9|35(12]|37[10]|45|2
T3|0 (12|14 [8 |8 [4]|12]|0[12]0|8 [4]|10(2 |8 [14]12]|0

12p | 13q | 14q | 16p | 17q | 17p | 21q

-+ -+ -] - -] - -+
T1|37(4 |7 [34]41(0(29]12|41]0(31]|10|37|4
T2|35[12]115(32]43(4(37]10(41]|6(25]|22|37]|10
T3|8 [4 |2 [10]12(0|4 |8 [12]0[6 |6 |[10]|2
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Tablo 4.2.11: Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen MLPA sonuglarinin

olgularin lenf nodu tutulumuna goére dagilimlan ( -: Delesyon Yok, +: Delesyon Var)

2 3 5 8p 9p 9 10p | 11q | 11
AR RN R IR I R RN A R E:
NO|6 [20]|12(14]|18]8(2412(2610(22[4]18(8 |20[(6 [26]0
N1]20(44120(4416212(60]14(64]10|56]|8|52(12]|52[12(64]0
N2(2 [8 |2 |8 [88[2]|8 |2[10[(0]|6 |48 [2 |8 |2 |8 (2
12p 13q | 14q | 16p | 17q | 17p | 21q
RN I R I R
NO([24]2 |6 [20(26[0]20]|6 [26[{0]16|10(24(2
N1(48(16]16|48(62(2]44120(58(6]40|24]|52(12
N2(8 [2 |2 |8 (8 [2]|6 |4 [10{0]|6 |4 (8 (2

Tablo 4.2.12: Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen MLPA sonuglarinin

olgularin metastaz sikliklarina gére dagilimlan ( -: Delesyon Yok, +: Delesyon Var)

2p 3p 5q Sp | 9p 9q 10p | 11q | 11
-+ -+ -] - -] - -] -+ -
MO0 |28[68|34]62|84]12|88[8[96]|0]80(16]|78[18]76(20]96
M1|0 [4 |0 |4 |4 |0 |4 |04 0|4 (4]0 |2

oo+ [P

()
N

12p 13q | 14q | 16p | 17q | 17p | 21q
AR RN N N
MO |78|18(24(7219214(70[{26]90|6[58|38]80|16
M1(2 |2 |0 |4 |4 (0|0 (4 [4 |0[4 |O (4 |O

Tablo 4.2.9-12’ de tiimor dokularindan MLPA ile elde edilen sonuglarin olgularin
grade ve TNM siniflamalarina gore dagilimlar1 incelendi. Bu sonuglara gore ileri grade’
li olgularda delesyon sikliginin arttign goriillmektedir. Fakat bu sonuglar degisken
sayisinin  ¢coklugundan ve Ornek sayisimin azligindan dolayr istatistiki acidan
degerlendirilemedi. Bununla birlikte T2 ve N2’ li olgularda delesyon sikligindaki artis
dikkat ¢ekiciydi.
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S.TARTISMA

Kanser giiniimiiziin en onemli saglik problemlerinden birisidir. Sikliliginin ve
mortalitesinin  yiiksek olmast kanser iizerindeki calismalarin yogunlagsmasini
saglamistir. Ozellikle kanser etyolojisinin aydinlatilmasi, tedavi ve erken tam bu
calismalarin basin1 olusturmaktadir. Kanserin genetik bir hastalik olarak da kabuliinden
sonra bu calismalar 6zellikle genetik alt yapinin arastirilmasi iizerine yogunlagmistir.
Yapilan caligmalar akciger kanserinin sigara icimi ile iligkisini belirgin bir sekilde
ortaya koymustur. Fakat agir sigara i¢icilerinin sadece %20’ sinde akciger kanserinin
goriilmesi ve ailelerinde akciger kanseri olan bireylerde, toplumun diger kesimlerine
gore daha yliksek oranda akciger kanserine yakalanmalari akciger kanserinin genetik alt
yapisinin ~ oldugunu  gostermistir.  Akciger kanserinin  genetik  etyolojisinin
aydmlatilmasina yonelik bugiine kadar birgok calisma yapilmistir. Bu calismalarda
farkli teknikler ve doku sekilleri kullanilmis, akciger kanseriyle iliskilendirilmis bir¢ok

gen tanimlanmis ve halende tanimlanmaktadir.

Calismamiza Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklari Hastanesinde, histopatolojik
olarak incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanist almig 100 olgu dahil
edilmistir. Olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin bloklara
gomiilii dokulardan hazirlanmig ve Hematoksilen- Eozin ile boyanmis arsiv preparatlari,
yeniden Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gore gradelendirilmis ve TNM simiflamasina
gore evrelendirilmistir. Her hastaya ait doku oOrneklerinden kanser dokusu iceren 5
mikronluk kesitlerden elde edilen DNA 6rnekleri calisma grubu olarak, ayni hastaya ait
kanser dokusu icermeyen kesitlerden elde edilen DNA 6rnekleri de kontrol grubu olarak
calisgmaya alinmistir. Olgularin yaslar, cinsiyetleri, biyopsi sekli, takip araliklari,

hastalara ait patoloji raporlari, hasta dosyalarindan temin edilmistir.
Elde edilen DNA oOrnekleri MLPA yontemiyle, akciger kanserine yonelik

hazirlanmis P126 ve P127 probmiksleriyle calisilmig, incelen prob bolgelerindeki

amplifikasyon ve/veya delesyonlar arastirilmistir.
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5.1. PARAFINE GOMULU DOKULARDAN DNA ELDE ETME
PROTOKOLLERININ KARSILASTIRILMASI:

Yaptigimiz MLPA calismasinda en ¢ok zorlanilan ve zaman alan basamak
parafine gomiilii dokulardan DNA ekstraksiyonu oldu. DNA eldesinde kullandigimiz ilk
protokol DNA ekstraksiyon kitinde tavsiye edilen protokoldii. Bu protokoliin ilk
denemelerinde istenilen kalitede ve miktarda DNA elde edilemedi. Bunun sebebi,
dokularin gomiilii oldugu parafini yeterince uzaklastirillamamasi olarak diisiiniildii.
Yapilan literatiir taramalarinda, parafine gomiilii dokulardan DNA eldesinde benzer
problemlerle karsilasildigr goriildii. Yapilan ¢aligmalarda parafine gomiilii dokulardan
DNA eldesi protokolleri ¢cok kisa anlatilmis ve bircok yayinda kullanilan protokol ve
kimyasallar belirtilmemistir. Foster ve arkadaslariin 2005 yilinda yayinlanan
calismalarinda parafine gomiilii akciger dokularindan DNA elde etmislerdir (19). DNA
eldesinin deparafinizasyon basamaginda uyguladiklar1 protokolde, parafin kesitlerini
50ul proteinaz K digestion tamponunda 55°C’ de 24 saat inkiibasyona birakmiglardur.
Bu protokolde zor olan kisim kullanilan proteinaz K digeston tamponunun igeriginin
hazirlanmasi ve siiresinin uzun olmasiydi. Calismamizda bu protokol denendi ve yine
istenen miktarda DNA elde edilemedi. Dacic S ve ark.’nin yapmis olduklar1 calismada
dokular1 sadece proteinaz K soliisyonunda bekleterek DNA elde etmislerdir (12).
Tanmimlanan protokol oldukg¢a basit ve kisadir. Bu protokolil takip ettigimizde ise hig
DNA bandi goriilmemistir. Tanaka ve ekibinin yayinlanan c¢alismalarinda
deparafinizasyonda ksilol kullanmislar ve daha sonrasinda proteinaz K soliisyonunda
bekletmislerdir (71). Bu protokol bizim en iyi DNA elde ettigimiz yontem oldu.
Calismamizda en O6nemli modifikasyonlar bu yaymda izlenen protokoller iizerinde
yapilmigtir. Burada ana problemin parafinin dokulardan uzaklastirilmasinda oldugu
diisiiniildii. Baslangicta takip ettigimiz kit protokoliinde, doku kesitleri ksilol igerisinde
bekletilmeden sadece ksilol ile vortekslenip uzaklastiriliyordu. Bu islemlerin sonucunda
parafini  yeterince uzaklastirilamayan dokularda yeterince  homojenizasyon
saglanamamas1 ve dokularin par¢alanamamasindan yeterli miktarda DNA elde

edilemedi.
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Elde edilen DNA miktarinin kullanilan doku tipine gore degiskenlik gosterdigi
bilinmektedir. Akciger dokusu diger dokulara oranla DNA’ nin daha az elde edildigi
dokulardandir. Bunun sebebi diger organlara gore farklilik gosteren hiicresel
kurulusudur. Akcigerin genis hava bosluklarindan olusan histolojisi hiicre sayisinda
azliga, bu bosluklara parafinin dolmasi1 nedeniyle parafinin diger doku kesitlerine oranla
daha zor uzaklastirrlmasina neden olmaktadir. Bu nedenle kit protokollerinde tavsiye
edilen kesit sayisindan fazla kesit kullanarak bu acik kapatildi. Literatiirde tavsiye
edilen yontemlerden bazilarinda dokulari 65°C’de etiivde 1 saat bekletilmesi
Onerilmistir. Calismamizda bu protokolleri biraz genisleterek, etiivde degil ama
65°C’deki su banyosunda dokular, ksilol icinde 15 dakika bekletildi. Burada
diisiincemiz su banyosu i¢inde 1s1 iletkenliginin biraz daha iyi olmasiydi. Bu basamak
en az 3 kere tekrar edildi. Daha sonra ksilol, alkol yardimiyla dokulardan uzaklastirildi.
Verilen protokollerden farkli olarak yaptigimiz bir islem de dokularin
homojenizasyonunu saglamak i¢in proteinaz K (QIAGEN) ve doku parcalayic1 tampon
(MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer-Roche-Lot: 13562000) ile 56°C’ deki su
banyosunda gecelik birakilmasiydi. Bu islem siireyi uzatsa da sonucunda dokularin
olduk¢a iyi parcalanarak homojenize olduklarini goriildii. Bu islemler sonucunda
MLPA yontemi i¢in yeterli miktarda ve kalitede DNA elde edilebildi. DNA’ nin
kalitesini ve miktarini, agaroz jeldeki goriintiler ve MLPA’nin kendi i¢inde dizayn
ettigi sentetik problarla karsilastirarak karar verildi. Agaroz jel elektroforezindeki DNA
goriintiilerinde bazi orneklerde smear goriintiisii alindi. Incelenen literatiirlerde, bu
goriintliniin formalin fikse dokularda goriilebildigini, sebebinin de formalinin DNA’da

kiriklar olusturabilmesinden kaynaklandigi 6ne siiriilmiistiir.
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5.2. CALISMA GRUBUNDA ELDE EDIiLEN VERILERINIiN LITERATUR
BILGILERI iLE KARSILASTIRILMASI:

Yapilan calismada kromozom 2p, 3p, 5q, 8p, 9p, 9q, 10p, 11p, 11q, 12p, 13q, 14q,
16p, 17p, 17q ve 21q bolgelerindeki degisimler MLPA yontemiyle incelenmistir. Bu
incelemeler sonucunda o6zellikle tiimoral dokulardaki 2p, 3p ve 13q bolgelerindeki

delesyonlar dikkat ¢ekicidir.

Simdiye kadar akciger kanserlerindeki genomik degisikliklerle ilgili bir¢ok
calisma yayinlanmistir. Bu ¢alismalarda farkli teknikler ile farkli gen ve kromozom

bolgeleri incelenmistir.

Yan ve ark.’larimin 2005 yilinda yaptiklart bir ¢calismada Karsilastirmali Genomik
Hibridizasyon (KGH) yontemiyle akciger tiimor dokularindaki genomik degisimleri
arastirmislar ve ozellikle 1p, 2q, 3p, 4p, 49, 6p, 69, 8p, 13q, 13p ve 16p kromozomal
bolgelerinde delesyon saptamislardir. Bu bolgeler icerisindeki en sik degisimleri %56.4

oraniyla 3p, %53.8 ile 5q ve %51.3 ile 13q bolgelerinde gostermislerdir (81).

Dacic S ve ark. 2005 yilinda yaymladiklarnn baska bir caligmada, akciger
adenokarsinomlu 20 hastanin parafin dokularindan elde ettikleri DNA Orneklerinde
mikrosatellit markerlar kullanarak 1p, 3p, 5q, 9p, 99, 10q, 17p ve 22q bolgelerindeki
degisimleri incelemisler ve 6zellikle 3p bolgesinde heterozigozite kaybi bulmuslardir

(13).

Yoshino I ve arkadaslarinin 49 adenokarsinomlu, 22 skuamoz hiicreli karsinomlu
akciger kanseri hastalarinda heterozigosite kaybim1 mikrosatellit markerlar kullanarak,
FHIT, p53, CDKN2, hMLHI, hMSH3 genlerini arastirmiglardir. Adenokarsinomali
vakalarin %67’sinde, skuamoz  hiicreli karsinomali vakalarinda %90 ninda

heterozigosite kayb1 saptanmistir (82).
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Sato M ve arkadaslar1 2002’de yaptiklan bir calismada kiigiik hiicreli ve kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserli olgularda FHIT, CDKN2A, PI4ARF, CDKN2B, PTEN,
TP53 genlerinin homozigot delesyonlarin1 arastirmislar ve olgularin %59’unda bu

genlerin 1 ila 6’sinda homozigot delesyon bulmuslardir (56).

MLPA yontemiyle yapilan bircok farkli caligma bulunmasina karsin, akciger
kanserine yonelik yapilmis herhangi bir c¢alisma literatirde yaymlanmamistir.
Calismamiz bu bakimdan bir ilk olma 6zelligini tasimaktadir. Elde ettigimiz veriler,
literatiirde yayinlanmis diger tekniklerle yapilan calismalardan elde edilen verilerle

karsilastirilmistir.

5.2.1. Kromozom 2p, 3p ve 13q Degisimleri:

Kromozom 2p ve 3p, akciger kanserlerinde genomik instabilite acisindan en
duyarli bolgelerdir (49). Akciger kanserli vakalarda yapilan bircok calismada diger
kromozomal bolgelere gore bu alanlarda daha fazla oranda delesyon saptanmistir. Bu
calismalarda 2p ve/veya 3p’de %25-75 oranlan arasinda degisen sikliklarda delesyon
goriilmiistiir. Saptanan bu delesyonlar, hastanin klinik ve demografik 6zellikleri ile
karsilastirildiginda, 6zellikle erken donem tiimorlerde ve uzun siireli sigara igicilerinde
daha yiiksek siklikta goriildiigii saptanmustir. Bu veriler karsinogenezisi tetikleyen
genetik degisimlerin 2p ve 3p’deki delesyonlarin olabilecegini diistindiirmiistiir. Yapilan
epigenetik calismalarda, karsinogenezisin baslangi¢ siirecinde artmis CpG bolgeleri
metilasyonunun yaninda tim genomda genel bir metilasyon azalmasi oldugu
gosterilmistir. Artan DNA hipometilasyonu, kromatin yapisin1 duyarhilastirarak
genomik degisimlere zemin hazirlar. Genomik instabiliteye en duyarli bolgeler olan 2p
ve 3p kromozomal bolgelerinde yiiksek oranda delesyon bulunmasi karsinogenezis
stirecinde epigenetik degisikliklerin 6nemli bir rol oynadiginin gostergesidir. Yine 2p ve
3p bolgelerinde bulunan tiimor baskilayict genler, bu degisimlerin ana sebeplerinden
birini olusturmaktadir. Ozellikle FHIT geni akciger kanserindeki 6nemli aday tiimor

baskilayict genlerden birisidir.
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Calismamizda elde ettigimiz veriler literatiir ile uyumlu bulunmustur. 100 timor
dokusu igerisinde 72 hastada (%72) 2p delesyonu, 64 hastada da (%64) 3p delesyonu
saptanmistir. Yine calistigimiz tiimor dokusu icermeyen komsu akciger dokularinda 12
olguda (%12) 2p, yine 12 olguda (%12) 3p delesyonu saptanmistir. Tiimor dokusu
icermeyen saglam dokularda bu delesyonlarin goriilmesi, bu dokularda genomik
degisimlerin oldugunu ancak hiicresel diizeyde neoplastik degisimlerin heniiz
olugmadigini diisiindiirmiistiir. Ciinkii delesyon saptadigimiz saglam doku orneklerinin

yine calisilan tiimoral sahalarinda bu degisimler goriilmiistiir.

2p ve 3p delesyonu ile hastalarin histopatolojik ve demografik o6zellikleri
karsilastirildiginda, squamoz hiicreli karsinomlarda 3p delesyonu, adenokarsinomlara
gore istatistiksel agidan anlamli bir oranda yiiksek bulunmustur (p=0.01). Bu verimizin

de literatiirle uyumlu oldugu saptanmustir.

Calismamizda 13q delesyonu en yiiksek oranda saptanan delesyondur.(%76)
Literatiirde akciger kanserli vakalarda 13q degisimlerini inceleyen ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Ozellikle yapilan calismalar prostat ve meme kanserleriyle
kromozom 13’deki degisimlerin iliskili oldugunu gostermektedir (39). Akciger
kanserine yoOnelik yapilan c¢alismalarda ise 13q bolgesinde heterozigozite kaybi
arastirilmis ve %40-80 oranlarinda kayip saptanmistir. 13q12.2, 13ql4.1 ve 13q22
kromozomal bolgelerinin kayiplar1 KHDAK’lerinde siklik gosterir. Bununla birlikte
BRCA2 gibi baz1 tiimér baskilayic1 genler 13q12.1 bolgesinde yerlesiktir. Ancak bu
genlerin KHDAK’ lerindeki rolii heniiz net degildir.

Kwong F ve arkadaglarinin 2002 yilinda yapmis olduklar1 bir calismada icinde
RB1 genininde oldugu 13q14.3 bolgesine ait allelik kayip %16.7 gibi beklenenden az
bir oranda bulunmustur. Bu c¢alismanin aksine Reissmann, RBI geninin KHDAK’
lerinde inaktive oldugunu gostermistir (52). Bununla birlikte RBI genine ¢ok yakin
D13S284 mikrosatellit bolgesine lokalize DICEI geni de arastirilmasi planlanan aday
tiimor baskilayici genler arasinda gosterilmektedir. Bizim calismamizda da bu bolgeler

incelenmis ve %76 gibi yiiksek oranda bir delesyon saptanmistir. Bu bolgeler ile ilgili
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akciger kanserinde yapilmis ¢ok fazla calisma olmamasindan dolayi verilerimiz istenen
diizeyde karsilastirilamamistir. Elde ettigimiz veriler bundan sonra yapilacak benzer
calismalar i¢in 6nemli bir kaynak olusturacagim diisiinmekteyiz. Yine ¢aligmamizda
13q bolgesi delesyonlari, saglam c¢evre akciger dokularindan yapilan analizlerde de en

yiiksek oranda (%14) saptanmistir.

5.2.2. Kromozom 17p Degisimleri:

Calismamizda o6zellikle tiimorlii dokularda yiiksek siklikta (%36) gozlenen diger
bir anomali kromozom 17p delesyonudur. Kromozom 17p’de lokalize p53 timor
baskilayici geninin akciger kanseri ve yine bircok kanser tiiriinde 6nemli bir rolii oldugu
pek cok literatiirde rapor edilmistir. p53 geni insan kanserlerinde en sik goriilen mutant
gen olup, 17pl3 lokusunda yerlesmistir. Tim kanserlerin %50’sinde goriiliirken
KHAK’lerinin %90’1inda, yass1 hiicreleri kanserlerin %65’inde, biiyiilk hiicreli
kanserlerin %60’ 1nda ve adenokanserlerin %33’iinde bu genin mutasyonu gosterilmistir

(17,25,31,42,65,73).

pS3 proteininin hiicre fonksiyonlarindaki rolii; gen transkripsiyonu, DNA sentez
ve tamiri, genetik stabilitenin korunmasi, hiicre siklusunun arresti, biiyiimeyi

sonlandirma ve programli hiicre 6liimiidiir (31, 40).

Calismamizda yer alan 55 adenokarsinomlu olgunun %40.7’sinde 17p delesyonu
goriiliirken, squamoz hiicreli karsinomlu olgularimizda bu oran %34.7’dir. Bu iki grup
arasinda 17p delesyonu goriilme siklig1 acisindan istatistiki agidan anlamli bir fark
ortaya ¢cikmamistir. Ayrica tiimor dokusu icermeyen cevre akciger dokularindan yapilan
calismalarda 17p delesyon orami %4’tiir. Elde ettigimiz veriler literatiir ile uyumlu
verilerdir. Bu verilerle 17p delesyonlarinin akciger kanseri gelisiminde onemli bir rolii

oldugu tekrar gosterilmistir.
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5.2.3. Kromozom 16p, 10p, 11q, 12p, 9q ve 21q Degisimleri:

Yaptigimiz ¢alismada diger sik rastlanan delesyonlar 16p (%30), 10p (%22), 11q
(%20), 12p (%20), 9q (%16) ve 21q kromozomal bolgelerindedir. Takamochi K ve
ark.’min 2001 yilinda yayinlanan bir calismasinda, KHDAK’l1 vakalarda 9q ve 16p
bolgelerindeki heterozigozite kayiplarini mikrosatellit belirleyiciler kullanarak
incelemigler ve %35 oraninda 16p delesyonu, %78 oraninda ise 9q delesyonu
saptamislardir (66). Elde ettikleri 9q delesyon oram1 hem bizim ¢aligmamiza gore hem
de literatiirdeki diger ¢aligmalara gore yiiksek bir orandir. 9q kromozomal bdlgesine
lokalize TSC geni, Tiiberous sclerosis (TSC) hastaligindan sorumludur. Bu hastalik
mental retardasyon, konviilsiyon ve bir¢cok organdaki multiple hamartomlarla seyreder.
Ozellikle akcigerdeki bu lezyonlarin adenokarsinomlara doniisme riski yiiksektir.
Takamochi ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bu ¢alismada ayrica akciger kanserinin
progresyonu ile birlikte 9q bolgesinin kaybinda da progresyon gosterdigi
vurgulanmistir. Bu bilgi, 9q bolgesinde akciger adenokarsinomlart ile ilgili birden fazla
timor baskilayici genin varligim diisiindiirmektedir. Yan WS ve ark’nin yapmis

olduklar1 bagka bir calismada 9q ve 16p delesyon oranlar1 %35.9 olarak verilmistir (81).

16p kromozomal bolgesinde lokalize CBP geni, biiyiimeyi de igeren temel hiicre
fonksiyonlarinda, farklilagmada, DNA tamirinde ve apopitoziste gorev alir. CBP
geninin onkogenik rolii, akut myeloid 16semide MOZ geni ve daha baska genlerle
flizyon proteini olusturmasiyla ortaya ¢ikmistir. Akciger kanserinde 6zellikle squamoz
hiicrelilerde CBP delesyonlar1 gosterilmistir (34,36,46). Bizim calismamizda squamoz
hiicreli karsinomlar ile adenokarsinomlu vakalar 16p delesyonu agisindan

karsilastirildiginda anlamli bir fark ortaya ¢ikmamasgtir.

Akciger kanseriyle iliskilendirilmis bir diger kromozomal bolge 11q bolgesidir.
11q13 kromozom anomalileri Multiple Endokrin Neoplazi Tip 1 (MEN1)’li hastalardaki

timor artist ile iligkilidir. Baz1 hastalarda MEN1’in sendromunun bir pargasi olarak
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akciger kanseri de goriilebilir. MENI gen anomalileri 6zelliklede heterozigozite kaybi
sporadik akciger kanserlerinde gosterilmistir. Akciger adenokarsinomlarinda, 11q22-24
bolgesinde heterozigizite kaybi frekansinda artis gosterimistir (48). Bu durum 3
muhtemel tiimor baskilayicit gen varligim gostermektedir. Akciger kanseri gelisimi ve
ilerlemesi ile iligkili diger bir tiimor baskilayict genin 11q23 bolgesinde lokalize oldugu
diisiiniilmektedir. Petzmann S. ve ark.’min 2001 yilinda yayinlanan akciger karsinoidli
vakalarda yapilan calismalarinda, 11q bolgesine yonelik mikrosatellit markerlar
kullanmislar, incelenen hastalarin %65’inde bu bdlgelerde heterozigozite kaybi
bulmuslardir (48). Bizim ¢alismamizda 11q bolgesi delesyonlart incelenen tiimorli
dokular icerisinde %20 oraninda saptanmistir. Bu oran literatiirdeki caligmalara gore
daha diisiiktiir. Ciinkii incelenen literatiirlerde 11q degisimleri ¢ok daha spesifik bir
grupta Ozellikle akcigerin noroendokrin tiimorlerinde arastirillmigtir. Bu yiizden

oranlarin biraz daha yiiksek saptandiginmi diisiinmekteyiz.

Bugiine kadar yapilan calismalarda, kromozom 12’nin p kolundaki
polimorfizmlerin akciger kanserinin gelisimi ve prognozuyla iliskili oldugu saptanmistir
(44). 12p’de lokalize timor gelisimi ile ilgili en onemli gen KRAS dir. J Lei ve
arkadaglarinin 2003 yilinda yayinlanan yayinlarinda, akciger adenokarsinomlu vakalar
tizerinde kromozom 12p bolgesini incelemisler ve inceledikleri dokularin yaklasik
olarak %50’sinde 12p bolgesinde heterozigozite kaybi saptamislardir. Ayrica bu
yaymnda KRAS2 mutasyonunu %40 oraninda bulmalarinin yaninda, bu mutasyonun
mevcut oldugu hastalarin hepsinde 12p heterozigozite kaybr oldugunu saptamislardir.
Yine bu yayinda KRAS2 nin akciger kanseri icin gii¢lii bir tiimor baskilayici gen oldugu
iddia edilmistir (44). Biz de calismamizda 12p bolgesine ait dizayn edilmis farkli prob
bolgelerinde yaptigimiz incelemelerde, tiimor dokularinin %?20’sinde delesyon
oldugunu saptadik. Kullandigimiz probmiksler icerisinde KRAS genine spesifik dizayn
edilmis bir prob olmamasina karsin, farkli bolgelerdeki birden cok saptanan kayiplar
nedeniyle, bu gende de delesyon olabilecegini diisiindiik. Uchiyama M. ve ekibinin
yapmis oldugu bir baska ¢alismada, KHDAK’lu vakalarda 12p bolgesini incelemisler ve
%18 oraninda kayip saptamislardir (75).
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Yapilan sitogenetik ve heterozigozite kaybi1 analizlerinde KHDAK’larinda 21q
delesyonlar sikca rastlanmistir (57,74). Bu durumda 21q bolgesinde tiimor baskilayict
genler olabilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte bu bolgeyle ilgili bilgilerin ¢cok
net olmamasi nedeniyle bu bolgede oldugu diisiiniile tiimor baskilayici gen acikca
tanimlanamamugstir. Lee EB ve arkadaglarinin KHDAK’lu vakalarda 21. kromozomdaki
heterozigozite kaybi {izerine yaptiklar1 ¢alismada, hastalarin %56.4 oraninda 21qg21.2,
21.3 ve 22.1 bolgelerinden en az birinde heterozigozite kaybr saptamislardir. Buna
benzer olarak Takashi K. ve arkadaslarinin yaptiklar1 benzer bir ¢alismada %351.1
oraninda 21q bolgesinde heterozigozite kaybi saptamislardir (70). Calismamizda elde
ettigimiz %16’lik 21q delesyon orami literatiirdeki bazi ¢alismalara gore diisiik oranda

saptanmistir.

5. 2. 4. Kromozom 5q, 8p, 9p, 11p, 14q ve 17q Degisimleri:

Yapmis oldugumuz calismada ayrica 5q, 8p, 9p, 11p, 14q ve 17q bolgeleri de
incelenmistir. Bu bolgeler icerisinde 5q bolgesinde %12, 8p bolgesinde %8, 11p
bolgesinde %2, 14q bolgesinde %4, 17q bolgesinde %6 oraninda delesyon goriilmiistiir.
9p bolgesinde ise herhangi bir delesyon saptanmamistir. Bu oranlar literatiirde
yaymlanmis calismalarla karsilastirldiginda, elde ettigimiz oranlarin daha diisiik
oldugu, fakat bu bolgelerin incelendigi yayin ve incelenen hasta sayilarinin diisiik
olmasindan otiirii kesin bir sonuca varilamamaktadir. Ayrica bu ¢alismalarda verilen
oranlar birbirleriyle karsilastirildiginda farklilik gostermektedir. Shin J.H. ve ark.’min
yaptiklar1 bir calismada akciger kanserli 13 vakada %100 oraninda 5q’nun degisik
bolgelerinde heterozigozite kaybi gosterirken, baska bir ¢alismada Yan WS. ve
arkadaslar bu oran1 %53.8 olarak saptamiglardir (60,81). Bu farkliliklarin temelinde
kullanilan yontemin farkli olmasi, hasta sayisindaki degiskenlik, calisilan hastalarin

klinik, histopatolojik, demografik 6zelliklerinin farkli olmas1 gosterilebilir.
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5.3. MLPA’NIN KULLANILABILIRLiGI:

MLPA yontemi iilkemiz ve diinya icin olduk¢a yeni bir yontemdir. MLPA ile
yapilmis calismalar heniiz son 2-3 yil icerisinde literatiirde yayinlanmaktadir. Bu
nedenle MLPA ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen verilerin, karsilasilan sorunlarin,
yontemin giivenirliliginin daha net anlasilabilmesi i¢in benzer calisma sayilarinin

artmas1 gerekmektedir.

MLPA’y1 multiplex gen dosaj analizi yapabilen, PCR temelli, tek reaksiyonda
50’ye yakin gen bolgesi inceleyebilen kolay bir yontem olarak tanimlayabiliriz. Yontem

4 ana basamaktan olusmaktadir.

[Ik 2 basamak denetiirasyon ve hibridizasyon basamaklarindan olusmaktadir.
Denatiirasyonda DNA ilk olarak 94°C’de 5 dakika denetiirasyona birakilmistir. Kit
protokoliine gore; problarin hedeflerine hibridizasyonunun hemen hemen 12 saatten
sonra tamamlandigi ve hibridizasyon periyodunun 12 ile 24 saat arasinda herhangi bir
siirede olabilecegi bildirilmistir. Calismamizda, 16 saat hibridizasyon siiresi
uygulanmistir ve basarili sonuglar alinmistir. Bu basamaklarda karsilagtigimiz en
onemli problem buharlasmadir. Final hacim 8 ul gibi diisilk hacimde oldugundan
buharlasma durumunda yanlis sonuglar, kalitesiz pik goriintiileri elde edilebilir. Bu
nedenle ¢alismamizda buharlagsmayr Onlemek amaciyla mineral yag kullamilmistir.
Hibridizasyona birakilacak o©rneklerin {izerine 5 pl yag konularak bu problem
cOziilmiistir. Bu c¢oziim daha sonra MLPA’ nin iiretici firmas: tarafindan da

protokollere eklenmistir.

Kit protokoliine gore; ilk kullanimdan oOnce kit ile saglanan tiiplerin (DNA
polimeraz ve ligaz hari¢) bir ka¢ saniye siire ile vortekslenmesi tavsiye edilmektedir.
MLPA tamponunun tuz ve diger bilesenlerden olusan yiiksek bir konsantrasyona sahip

olduguna dikkat edilmelidir. MLPA tamponu genellikle -20 °C de donacaktir, bazen sivi
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olarak da kalabilmektedir. Calismamizda bu tavsiyeye uyulmus ve basarili sonug

alinmastir.

MLPA tekniginde diger bir 6nemli basamak ligasyon basamagidir. Bu basamakta
hibridizasyonu gerceklesen problar hedef dizilerinde birlesirler. Hedef dizilerde
delesyon mevcut ise tam anlamiyla hibridizasyon olmayacagindan ligasyon islemi
gerceklesmez. Protokole gore, 98°C ligaz inaktivasyon isleminden sonra, 6rnekler 4°C
de bir haftaya kadar saklanabilir. Daha uzun siireler i¢in —20°C de saklanmasi tavsiye
edilmektedir. Calismamizda ligasyon lriinleri ile ilgili bu tavsiyelere uyulmus ve sonug
elde edemedigimiz orneklere ait iiriinler PCR asamasi icin tekrar kullanilmistir. Bu

tekrar kullandigimiz 6rneklerden basarili sonuglar elde edilmistir.

Yontemi temelini olusturan basamak PCR basamagidir. Bu yontemin diger
yontemlere gore one ¢ikaran nokta, tek bir primer ciftinin kullanilmasiyla bircok gen
bolgesinin aynm1 anda incelenebilmesidir. Kit protokoliine gore, MLPA PCR iiriinlerinde
kullanilmis mikropipetlerin MLPA reaksiyonlarinin diger basamaklarinda hi¢ bir zaman
kullanilmamalidir. PCR’dan sonra, tiipler termal cyclerin yakiminda acilmamalidir.
Calismamizda kontaminasyonu Onlemek amaci ile bu tavsiyelere uyulmus ve

orneklerimizin hi¢birinde kontaminasyon goriilmemistir.

Protokolde; ligasyon iiriiniine polimeraz miksinin ilave edilmesinden sonra
miimkiin olan en kisa zamanda PCR’1n baslatilmas1 Onerilmistir. Bu tavsiyeye uymak
izere calismamizda; uygulama kolaylig1 ve zaman kazanma agisindan avantaj saglamast
amac1 ile ornek sayisma yeterli gelecek sekilde su, PCR tamponu ve polimeraz
miksinden olusan soliisyon hazirlanarak, tiim tiiplere dagitilmis ve sonra ligasyon
iriinlerini ilave edilerek PCR reaksiyonu kisa siirede baslatilabilmis ve basarili sonuglar

alinmastir.
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MLPA yonteminde, PCR dongiilerinin protokolde tavsiye edilen sayis1 35’tir.
Ancak yine protokole gore ¢cogu kullanici icin 33 dongii yeterli olabilmektedir ve bircok
kullanict dongii sayisim 30’a diistirebilmektedir. Sadece 10-20 ng insan DNA s1 iceren
DNA ornekleri, PCR dongii sayisinin 37°ye cikarilmasini gerektirebilir. Calismamizda
elde ettgimiz DNA miktarlar1 bu oranlar arasinda oldugundan, PCR i¢in 6rneklerimizde

38 dongii uygulanmistir.

Kit protokoliine gore; PCR iiriinleri 4°C de en az bir hafta siiresince saklanabilir.
Kullanilan floresan etiketleri 1s18a duyarli olduklar1 i¢cin PCR {iriinleri karanhik bir

kutuda saklanmali veya aliiminyum folyoya sarilmalidir.

Kit protokoliine gore; biitiin kitler i¢in tek ¢ift primer kullanildigindan MLPA
teknigi, PCR bulagma problemlerine siradan PCR reaksiyonlarina goére daha fazla
hassastir. Calismamizda DNA ekstraksiyonu, prob hibridizasyon islemi ve PCR farkli
odalarda yapilmistir ve pipet sterilizasyonuna azami dikkat gosterilmistir. Caligmamizda

kontaminasyon problemine rastlanmamastir.

Calismamizda karsilastigimiz veya MLPA teknigi calisilirken karsilagilabilecek
bazi problemler ve ¢oziimleri sunlardir:

1. PCR iriinleri kapiller elektroforez cihazinda yiiriitiilirken hi¢ bir pik
almamiyorsa; molekiil agirligi isaretleyicisinin (size standart) reaksiyona eklendiginden
emin olunmasi, kapiller ve elektroforez sartlarinin kontrol edilmesi tavsiye edilmistir.
Cihaz ile ilgili baz1 problemler, 6rnegin kapillerin tikanmasi da bu duruma yol
acabilmektedir. Calismamizda bazi1 deneylerde bu problemle kars1 karsiya kaldik.
Problem yeni kapillerin kullanilmasi ve cihazin tekrar temizlenmesiyle ¢oziildii.

2. Kit prosediiriinde belirtildigi gibi; dort kontrol fragmanimin goriiniir halde
oldugunu kontrol edilmelidir. Her SALSA arastirma (prob) miksi, ligasyon yapilmasa
bile 64, 70, 76 ve 82 nt fragmanlarin1 amplifiye edecegi bildirilmistir. Bu bantlar,
MLPA icin 50 ng dan fazla insan DNA s1 kullanmildigi zaman kiiciik olacaktir.
Protokolde, bu bantlar beklenen MLPA amplifikasyon iiriinlerinden daha giiclii ise, ya

ligasyon reaksiyonunun basarisiz oldugu ya da 6rnek DNA miktarinin tavsiye edilen
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minimum miktar olan 20 ng’den ¢ok daha az olabilecegi bildirilmistir. Her iki durumda
da elde edilen sonuglar giivenilir olmayabilecektir. Protokolde bildirildigi {izere
ligasyona bagl olan kontrol miksi tarafindan 94 nt lik bir besinci bant (sentetik kontrol
probu piki) iiretilmektedir. Bu, insan IL1B genine 6zel bir sentetik MLPA probunun
amplifikasyon iiriinidiir. Bu bant, beklenen MLPA amplifikasyon iiriinlerinin coguyla
benzer pik alanlarina sahip olmalidir. Calismamizda bu internal kontrol sistemi biiyiik
kolaylik saglamistir. Bu kontrol pikleri ile kullandigimiz DNA’ nin miktarinin yeterli
olup olmadigr tayin edilebilmistir. Diisiik pik alman Orneklerde c¢alisma tekrar
edilmistir.

3. Protokole gore primer pikleri mevcut, fakat kontrol fragmami ve prob
amplifikasyon {Uriinleri yok ise; PCR reaksiyonunun basarisiz olarak yorumlanmasi
gerektigi bildirilmistir. Bu durumda ayn1 ligasyon reaksiyon iiriinii kullanarak, 6rnegin
farkli bir thermal cycler kullanimiyla, PCR reaksiyonunun tekrarlamasi tavsiye edilir.
Boyle bir problemle karsilasildigindan caligmayi tekrar hibridizasyon basamagindan
baslatmak, kit kaybina yol acacaktir. Yontemde hibridizasyon giiglii bir seklide
oldugundan bu basamakta ¢ok hata goriillmemektedir. Bu nedenle ¢oziim calismayi
tersten takip ederek olmalidir. Ve PCR iiriinleri tekrar okutulmali, yine pikler diisiik

veya yok ise PCR ligasyon iiriinleriyle tekrar yapilmalidir.

DQ bantlar1 goriiniiyor, fakat sinyaller zay1f ise (pik alanlan diisiik ise); protokole
gore, PCR reaksiyonunun tiipleri bir baska 4 dongii i¢in termal cycler’a yerlestirilebilir
veya aym ligasyon reaksiyonlarim1 kullanan (fakat 36-40 dongii ile) yeni bir PCR
yapilabilir.

Protokolde bildirildigine gore; farkli ornekler arasinda goreceli pik alanlarinda
biiyiik farklar varsa; bu DNA hazirliklarindaki bozukluklardan kaynaklanabilir. Daha az
miktarda ornek kullanilmasi problemi siklikla ¢6zmektedir. Bu duruma bagka bir sebep
ise, kapiller elektroforezde floresan tespit aygitinin doymasi ile sonuglanan kapillerin
fazla yiiklenmesidir. Elektroforez sirasinda tamamlanmamis denatiirasyon, genis piklere
(6zellikle daha uzun fragmanlarin pikleri) neden olabilir. Calismamizda boyle bir

problemle karsilagilmamustir.
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Protokolde bildirildigine gore; daha uzun problarda kisa olanlara gore daha diisiik
pik alanlarinin goriilmesinin birgok nedeni olabilir. DNA 6rneginin hacmi + prob miksi
+ MLPA tamponu (buffer) 8 ul dir. 16 saat hibridizasyon reaksiyonu siiresince
buharlagma, 1sitilmis kapak (lid) nedeniyle diisiiktiir. Genel olarak, bu 16 saat
inkiibasyondan sonra tiipiin dibinde 6-6.5 ul den daha fazla sivi kalir. Eger hacim,
Ornegin tiiplerin kétii kapatilmasindan, yanlis 1sitilmis kapak sicakligr vb. nedenlerden
dolayi, 5 ul den diisiik ise, amplifikasyon iiriiniiniin arttirilmis uzunlugu ile birlikte pik
yiiksekliklerinin kaybolmas1 meydana gelebilir. Calismamizda, bazi tiiplerdeki sivinin
tamaminin buharlastigi goriildiigiinden, hibridizasyon asamasinda buharlagma nedeni ile
meydana gelebilecek kayiplart onlemek i¢in tiiplere mineral yag eklenmistir ve bu

sebeple dogabilecek problemler 6nlenebilmistir.

5.4. MLPA’NIN AVANTAJLARI VE DEZAVANTAJLARI:

Yontem PCR tabanli, uygulamasi kolay, bir tek reaksiyonda en az 40 genomik
DNA sekansinin kopya sayisimi belirleyebilmektedir. Calismada 20 ng insan DNA’s1
yeterli olmaktadir. Bu nedenle kisith DNA ile yapilacak calismalarda biiyiik avantaj
saglayacaktir. Piyasada kullanilan bazi hazir kitlerde ¢ok yiiksek DNA miktarlar
gerekmektedir. MLPA bu bakimdan ozellikle kisith doku veya baska bir ornekle
calisacaklar icin biiyiik kolaylik saglayacaktir.

Yontemin hassasiyeti iiretici firma tarafindan tek niikleotid farkliligin1 bile
ayirabilir diizeyde oldugunu soylese bile probun baglanma bolgesine gore bu 2-3 baz

oynayabilmektedir.

Yalnizca bir termal cycler ve sekans tip elektroforez cihazi MLPA tekniginin
yapilabilmesi icin yeterlidir. Bu cihazlar bugiin icin bir¢cok laboratuarda bulunan

cihazlardir.
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Bir¢ok uygulama i¢in ayni protokoliin uygulanmasi yontemin kullanilabilirliginde
biiyiik kolaylik saglamaktadir. Verilen protokoller oldukca net ve kolay uygulanan
protokollerdir. Ornek sayisi ile degismekle birlikte ortalama olarak sonuglara 24 saatte
ulagilabilmektedir. Bu siire incelenen bolgelerin ¢coklugu diisiiniildiigiinde, ayni islemi

yapabilecek farkli tekniklere gore oldukga kisa bir siiredir.

Tiim kimyasallar sividir ve bircok uygulama igin sabittirler. Bu sayede hem

kullanimlar1 kolay hem de kalite kontrolii daha rahat yapilabilmektedir.

Yontemin en onemli avantajlarindan biriside yaptigr is diisiiniildiigiinde toplam

maliyetin oldukga diisiik olmasidir.

Yontemin dezavantajlarim1 inceleyecek olursak Oncelikle sonuglar 6rnek kalitesi
ile direkt iliskilidir. Kullanilan DNA kaynagma gore sonuglar arasinda farkliliklar
goriilebilir. Kandan elde edilen DNA ile calisildiginda elde edilen pik kalitesi ile
dokudan elde edilmis pik kalitesi arasinda farkliliklar olusmaktadir. Bizim
calismamizda timor dokusundan elde edilmis DNA’lara ait pik goriintiisii ile aym
hastaya ait tiimor dokusu icermeyen komsu akciger dokularindan elde edilen pik
goriintiileri arasinda bile farkliliklar olusmustur. Bu nokta da karsilastigimiz en 6nemli
problem, DNA miktar diisitk 6rneklerde genel pik diisiikliigii ve orneklerdeki sonlara
dogru meydana gelen pik diismeleridir. Bu problemin ¢dziimiinde dokudan tekrar daha

yogun DNA elde edilerek calismanin tekrar edilmesi olmustur.

Yontemin bir diger dezavantaji tiim triploidileri ve dengeli translokasyonlari
tarayamamasidir. Ayrica bu teknikle mozaik durumlar ayirt edilememektedir. Ozellikle

kanser calismalarinda, prenatal tanilarda bu énemli bir dezavantaj olusturmaktadir.

Kullanilan kitler tanisal amagli degil arastirma amach iiretilmistir. Bunun nedeni

heniiz ISO sertifikasinin ve CE belgesinin olmamasidir.
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55. MLPA’NIN AKCIGER KANSERi ARASTIRMALARINDA
KULLANIMI:

MLPA teknigi uygulamasi kolay ve diger tekniklere gére daha ucuz bir yontemdir.
Uretici firma tarafindan siirekli gelistirilen bir iiriin yelpazesi vardir. Bu yeni iiriinlerin
gelisimde en Onemli kriter, talebin olmasidir. Piyasadaki kitlerin cesitliliginin
genislemesi ve giivenirliliginin artmasi yapilan calisma sayisindaki artisa bagh

olacaktir.

Literatiirde akciger kanserine yonelik MLPA tekniginin kullanildig1 bir ¢alisma
yaymlanmamistir. Bizim ¢alismamiz bu nedenle bir ilk olma 6zelligindedir. Bu nedenle
elde ettigimiz verileri, literatiirde yayinlanmis farkli yontemlerle yapilan ¢aligmalarla
karsilagtirabildik. Calismamizdan elde ettigimiz bazi verilerin, literatiirdeki verilerle

uyusmamasinin en énemli nedenlerinden birinin bu oldugunu diistinmekteyiz.

Akciger kanserinde goriilen genomik degisiklikler olduk¢a genis bir skalada yer
almaktadir. Bu degisimler tek niikleotid degisimlerinden, kromozomal artma veya
azalmaya kadar degismektedir. Bu nedenle akciger kanserinin genetik etyolojisini
arastirmak oldukga zor olmaktadir. Kanser aragtirmalarinda bugiin i¢in kullanilan, rutin
sitogenetik analizler, Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), Karsilastirmali genomik
hibridizasyon (KGH) ve bu yoOntemlerde daha hassas olan molekiiler yontemler
calismalarin biiyiilk cogunlugunu olusturmaktadir. Molekiiler yontemler igerisinde
mikrosatellit analizleri, dizi analizleri, restriksiyon enzim kesimleri akciger
kanserlerinin arastirilmasinda 6n plana c¢ikmaktadir. Ayrica akciger kanseriyle
iligkilendirilmis bircok gen ve yine bircok aday gen bulunmaktadir. Tiim bunlar akciger

kanserine yonelik ¢alismalar zorlastirmaktadir.

MLPA’nin akciger kanserine yonelik dizayn ettigi ve bizim calismamizda
kullandigimiz P126 ve PI127 Kkitleri, akciger kanserindeki daha biiyilk genomik

degisimlerin saptanmasi amaciyla dizayn edilmistir. Problarin hazirlanmasinda
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literatiirde 6n plana ¢ikmis kromozomal bolge degisiklikleri dikkate alinmistir. MLPA
yonteminin hassasiyeti tek bazlik degisimleri bile saptayabildigi halde bu kitlerin
dizaym genelde gene yonelik degil, kromozomal degisimlere yoneliktir. Bunun en
onemli nedeni, tek caligmada daha fazla bolgenin taranmasinin istenmesidir. Yine
teknigin farkli tiimor baskilayici genlere yonelik, gendeki degisimleri daha genis
inceleyebilecek kitleri mevcuttur. Bu nedenle elde edilen veriler daha yiizeysel
verilerdir. Ayrica akciger kanseriyle iliskilendirilmis daha bir¢ok kromozomal bolge
olmasina karsin, bu bolgeler kitte yer almamaktadir. Bu bolgeler i¢inde 1p, 1q, 4p, 4q,
6p, 6q, 8q, 16p ve 18p bolgeleri sayilabilir. Ama yinede mevcut kitlerle akciger

kanserine yonelik 6nemli degisimler incelenebilmektedir.

Sonug olarak akciger kanserindeki genomik degisimlerin biiyiik cogunlugu MLPA
yontemiyle incelenebilmektedir. Ve bu calisma diisiik bir maliyette ve zamanda
yapilabilir. Elde edilen veriler ile daha sonra farkli kitler kullamilarak gene spesifik
degisimler arastirilabilir ve detayli sonuclar elde edilebilir. Ayrica mevcut kitte bulunan
bolgelere ilave problar hazirlanarak incelenen bolgeler genisletilebilir. MLPA teknigi
son donemlerde gelistirilen en ©6nemli molekiiler tekniklerden birisidir ve kanser

taramalarinda da rahatlikla kullanilabilecek bir yontemdir.
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6. SONUC VE ONERILER

KHDAK’lerinde, parafine gomiili timor dokularinda ve cevre akciger
dokularindaki genomik degisimlerin MLPA yontemiyle incelenmesi amaclanan bu
calismada, parafine gomiilii 100 tiimor ve 100 cevre dokusu MLPA yontemiyle
incelenerek, elde edilen bulgular hastalarin klinik ve demografik ozellikleri ile
karsilagtirlldi.  Yine caligmamizda saptanan sonuglarin literatiir ile uyumlar

kargilastirildi.

Basarili bir MLPA calismas1 i¢in kullanilacak DNA miktarinin ve kalitesinin
onemli oldugu caligmamizda da gosterilmistir. Parafine gomiilii dokulardan DNA elde
ederken karsilagilan problemler degerlendirmis ve mevcut protokoller {izerinde
modifikasyonlar uygulanarak bu problemler ¢oziilmiistiir. Diizenlenen bu son parafine
gomiilii dokulardan DNA elde etme protokolil ile calismamizda kullanilacak biitiin

dokulardan MLPA y6ntemi i¢in uygun kalitede ve miktarda DNA elde edilmistir.

Calismamizda uyguladigimiz MLPA yoéntemi, iilkemiz ve diinya icin yeni bir
teknik olup, kisaca MLPA’y1 multiplex gen dosaj analizi yapabilen, PCR temelli, tek
reaksiyonda 50’ye yakin gen bdlgesi inceleyebilen kolay bir yontem olarak
tanimlayabiliriz. Yontemin kisa siirede bu kadar ¢ok gen bolgesini inceleyebilmesi

caligmamizda da siire ve incelenen bolgeler agisindan biiyiik kolaylik saglamistir.

Yaptigimiz incelemelerde akciger kanserli tiimoral dokularda en sik 2p, 3p,
13q, 17p ve 16p delesyonlari, yine tiimoral dokulardan yapilan ¢alismalarda 17q, 8p
ve 5q amplifikasyonlar1 goriilmiistiir. 9. kromozomun p bolgesine yonelik prob
bolgelerinde herhangi bir delesyon veya amplifikasyon saptanmamigstir. TUmor
cevresi akciger dokularindan yapilan ¢aligmalarda ise daha az siklikta olmak iizere
timoral alanlardakine benzer bolgelerde delesyonlar goriilmiistir. Bu bdolgelerde

sadece 17q bolgesinde bir hastada amplifikasyon goriilmiistiir.
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Ayrica ¢aligsmamizda bu bulgulara ilaveten 6zellikle tiimoral dokularda 5q, 8p, 9q,
10p, 11p. 11q, 12p, 14q, 17q ve 21q prob bolgelerinde de delesyon saptanmistir. Elde

edilen veriler, genellikle literatiir ile uyumlu bulunmustur.

Bazi prob bolgelerinde saptanan delesyon oranlarinin literatiirde verilen oranlarda
farklilhik gostermesinin sebebi olarak kullanilan yontemin farkli olmasi, hasta
sayisindaki degiskenlik, calisilan hastalarin  klinik, histopatolojik, demografik

ozelliklerinin farkli olmas1 gosterilmistir.

Yaptigimiz c¢alismada squamoz  hiicreli karsinomlarda 3p delesyonu,
adenokarsinomlara gore istatistiksel acidan anlamli bir oranda yiiksek bulunmustur.

Elde edilen bu veri literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Yine yapilan literatiir caligmalan sonucu ¢alismamizda kullandigimiz P126 ve
P127 MLPA akciger kanseri kitinin, incelenen bolgeler acisindan daha da
genisletilebilecegi sonucuna vardik. Kullanilan bu kitlerin dizayninin genellikle akciger
kanserinde tanimlanmis daha biiyiik genomik degisimlere yonelik oldugu goriilmiis,
daha hassas veriler icinse yine MLPA yonteminin dizayn ettigi spesifik genlere yonelik
diger kitlerle veya yonteme alternatif microarray KGH gibi teknikler ile calismalarin

yapilabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak MLPA yonteminin akciger kanserlerinin genomik taramasinda
kullanilabilecek ucuz, hizli ve giivenilebilir sonuclar verebilecek bir teknik oldugu
goriilmiistir. MLPA teknigi son donemlerde gelistirilen en Onemli molekiiler
tekniklerden birisidir ve kanser genomik taramalarinda da rahatlikla kullanilabilecek bir
yontemdir. Literatiirde akciger kanserine yonelik MLPA tekniginin kullanildigi bir
calisma yayinlanmamistir. Bizim calismamiz bu nedenle bir ilk olma 6zelligindedir.
Elde ettigimiz sonuglar benzer calisma yapacak pek cok arastirmaciya da kaynak

olusturacaktir.
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