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GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri, 20. ylizyilin baslarinda nadir goriilen bir hastalik iken, sigara igme
aliskanlhigindaki artisa paralel olarak sikligi giderek artmis ve diinyada en sik goriilen kanser
tirdi haline gelmistir. Tiim diinyada kanser olgularinin %12,8’inden ve kanser 6liimlerinin
%17,8’inden akciger kanseri sorumludur (1).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde erkeklerde prostat, kadinlarda meme kanserinden
sonra ikinci siklikta goriiliir ve her iki cinsiyette de kansere bagli 6limlerin basinda yer alir.
Tiim kanserlerin % 14.9” unu akciger kanseri olustururken, tiim kanser 6liimlerinin % 29.3’
tinden akciger kanseri sorumludur . ABD’de Akciger kanserli olgularda tan1 sonras1 bes yillik
sagkalim 1984-86 yillar1 arasinda %13 iken, 1996-2003 yillar1 arasinda ¢ok az yiikselmis ve
%16 oranina ulagmistir (2).

Ulkemizdeki akciger kanseri istatistikleri ile ilgili giivenilir bilgi olmamakla birlikte,
Saglik Bakanligi verilerine gore 1994 yilinda tim kanserlerin %17.6’sin1 akciger kanseri
olusturmaktadir. Olgularin %90.4’# erkek, %9.6’s1 kadindi (3).

Akciger kanseri gelisiminden % 94 oraninda sigara sorumludur. Akciger kanseri
gelisiminde etkili oldugu belirtilen yas, irk, cinsiyet, meslek, hava kirliligi, radyasyon,
gecirilmis akciger hastaligi, diyet, viral enfeksiyonlar, genetik ve immiinolojik faktorlerin
timii % 6 oraninda etkilidir (1).

Akciger kanseri Onlenebilir bir hastaliktir. Bindokuzytizelli yilina kadar yapilan olgu-
kontrol bazli epidemiyolojik arastirmalar sigaranin akciger kanseri ile kuvvetli iligkisi
oldugunu gostermistir. Sigaranin akciger kanseri nedeni oldugu yoniinde ilk bulgular 1962

yilinda yaymlanmigtir (1).



Karsinogenez ¢ok basamakli bir siiregte degisik karsinojenlerin (kimyasal, fiziksel ve
viral) etkisiyle olusan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla gerceklesir. Kanserlerde olusan
genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde (kromozom kayiplar) ya da tek bir niikleotid
diizeyinde (tek ya da multipl baz degisiklikleri ya da DNA promotor bdlge metilasyonu)
olusabilir. Kanser hiicresinin biiyime ve ¢ogalma siirecinde meydana gelen genetik
degisiklikler (onkogenler, tiimor siipresor genler), konakg1 faktorleri (enzim polimorfizmi) ve
timor konake1 etkilesimi (anjiogenez, invazyon) sonucunda tiimoral Kitle olusur (4).

Epidemiyolojik kanitlar karsinogenlerin metobolizmasini kontrol eden genler ile
akciger kanseri riski arasinda iliski oldugunu gostermistir. Son yillarda akciger kanserinde
hiicre siklusunda G1-S fazina gegisteki diizensizligi inceleyen arastirmalar yapilmaktadir. G1-
S fazin1 diizenleyen siklinler, siklin bagli kinazlar ve onlarn inhibitorleridir. Siklin D1
(CCND1) hiicre siklusunda G1-S fazina gegiste 6nemli bir rol oynar (5).

CCNDI1 geni 4. ekson, 242. kodon, 870. niikleotidinde tanimlanan G->A

polimorfizimi ile alternatif “’splicing’” (intron kirpilmasi) frekans: artig1 gézlemlenmistir. G
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aleli “’splice’” ‘1 transkript a iken A aleli “’splice’” ‘1 transkript b’dir. Giiniimiizde yapilan
caligmalardan CCND1 gen polimorfizimi ile akciger, meme, kolon, prostat ve diger kanser
tiirleri arasindaki iligkiler arastirilmaktir (6).

Cesitli kanser tiplerinde ve akciger kanserinde yapilan CCNDI1 ¢alismalarinda bir ¢ok
sonu¢ elde edilmesine ragmen, kanser duyarliligindan sorumlu aday genetik gostergeler
incelendiginde populasyonlar arasinda ¢ogunlukla frekanslarda farklilik oldugu bilinmektedir.
Bu sebeple, kanser risk degerlendirmelerinde, genetik gostergelerin Onemini ortaya
cikarmakta birgok populasyonda temel prevalanslari bilmek Onemlidir. Arastirilan
populasyonlar arasinda oldukca degisken allel frekanslarin bulunmasi 15181 altinda; artmis
kanser riskinin gostergesi olarak CCND1 gen polimorfizminin uygulanabilirligini saptamak
amaciyla daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Glinlimiize kadar farkli populasyonlarda yapilan
calismalarda CCNDI1 gen polimorfizminin akciger kanseri ile iligkisi tartismali sonuglar
ortaya ¢ikarmistir (5,6).

Biz bu ¢alismada akciger kanserinin, diger populasyonlardaki verileri de géz oniinde
bulundurarak CCND1 gen polimorfizmi ile iligkisini saptamaya ¢alistik. Calismamizda
Temmuz/2007- Agustos/2008 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon
Onkolojisi A.D’ na bagvuran ve akciger kanseri teshisi konmus hastalardan olusturulan hasta

grubu ile saglikli bireyler arasindan olusturulan kontrol grubunu karsilastirarak CCNDI

A870G gen polimorfizimini saptamay1 amagladik.



Ozet olarak bu calisma asagidaki hedeflere yonelik planlanmistir:
Akciger kanserli hastalarda ve kontrol grubunda CCND1 A870G gen polimorfizminin
genotip frekanslari belirlenerek akciger kanseri ve CCND1 gen polimorfizmi iliskisinin
istatistiksel olarak belirlenmesi,
Akciger kanseri etiyolojisinde rol oynayan faktorlerin degerlendirilmesi,
CCNDV1I’in akciger kanseri gelisimine dolaysiyla hastaligin kliniksel agidan erken teshis

ve tedavisi i¢in katkisinin belirlenmesi.



GENEL BIiLGILER

ISTATIKSEL BILGI

Akciger kanseri, gelismis lilkelerde hem erkekler hemde kadinlar arasinda kanserden
oliimlerin basinda yer almaktadir (7,8,9). Erkeklerde prostat, kadinlarda meme kanserinden
sonra en sik goriilen kanser tiirtidiir.(10,11). Amerika’da 2000 yilinda 164.100 kisini akciger
kanserine yakalandigi tahmin edilmektedir (12). 1989-1996 yillar1 arasinda Amerika’da 5
yillik sag kalim orani ise % 14’ diir (13). 1986-1993 yillar1 arasinda bu oran gelismis
tilkelerde %13, gelismekte olan iilkelerde ise % 9’ dur (14). Danimarka’da 1943-1994 yillar
arasinda toplam 97.281 bireye akciger kanseri teshisi konulmustur (15).

2008 verilerine gore Amerika’da 1.437.180 yeni kanser hastasi bulundugu ve 565.650
kiginin kanserden oldiigii tahmin edilmektedir. Akciger kanseri yeni kanser vakalarinin
%14,9’ unu olusturur. Tiim kanser 6liimleri arasinda % 28,6 ’lik oran ve 161.840 6liim ile en
basta gelen 6liim sebebidir (2,16).

Gelismis ve gelismekte olan lilkelerde erkekler ve kadinlar arasinda goriilen en yaygin

kanser tiirlerinin insidans ve mortalitesi grafik 1 ve grafik 2’ de gosterilmektedir (14).
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Grafik 1: Cinsiyete gore kanser tiirlerinin insidansi
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Grafik 2: Cinsiyete gore kanser tiirlerinin mortalitesi

Kadinlarda insidans orani her 100.000° de 10.8, erkeklerde ise her 100.000’de
37,5’dur. Bu iki oran karsilastirildiginda kadinlar arasinda insidans oraninin diisiik oldugu
sOylenebilir. Kadinlarda mortalite oran1 her 100.000° de 9.8, erkeklerde ise her 100.000°de
33,7°dir (14).

Ulkemizde akciger kanseri, yetmisli yillarda nedeni bilinen éliimler arasinda dérdiincii
siradayken, giintimiizde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci siraya yiikselmistir. Saglik
Bakanligi Kanserle Savas Dairesi’nin (SBKSD) 1997 yilinda yayimlanan raporunda, akciger
kanserleri 1994 yilinda tiim kanserler iginde %17.6 oraniyla birinci sirada yer almaktadir
(3,17) Tiirkiye’de 1994 yilinda genel kanser insidans1 SBKSD raporuna gére izmir il smirinda
yasayan olgular baz alinarak hesaplanan yasa-standardize insidans orani erkeklerde 61.6/100
000, kadinlarda 5.1/100 000°dir (1,18). Tirkiye’de 1985-1990 yillar1 arasinda akciger kanserli
olgularda erkek/kadin orani 10:1 iken; 1998 yilinda da bu oran korunmustur (19).

AKCIGER KANSERI EPIDEMIYOLOJiSi

Sigara: Akciger kanseri gelisiminden %90 oraninda sigara sorumludur. Sigara
icenlerde akciger kanseri riski igmeyenlerden 20 kat daha fazladir (20,21,22). Pasif sigara
iciminde risk % 3,5 tur. Sigaraya baslama yasi, sigara igme siiresi, i¢ilen sigara sayisi ile tiitiin
ve sigara tipi (filtreli, filtresiz, puro, diisiik tar ve nikotin igerigi vb.) akciger kanseri gelisme

riskini etkiler (1,20,23).

Gelismis tlkelerde sigara igimi prevalansi kadinlarda % 20-40, erkeklerde % 30-40
iken gelismekte olan iilkelerde bu oranlar sirastyla % 2-10 ve % 40-60’tir. Diinya genelinde
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ise erkeklerde % 47-52, kadinlarda % 10-12 siklikta sigara kullanimi oldugu tahmin
edilmektedir. Erkekler kadinlara gore sigara igmeye daha kiiciik yaslarda baglamaktadirlar.
Erkekler daha uzun siireli, yiiksek katran igerikli ve derin inhalasyonlu sigara aligkanligina
sahiptirler. Amerika Birlesik Devletleri ve Bat1 Avrupa’da kadinlarda sigara aliskanligi ikinci
diinya savasi sonrasi baslamistir. Son zamanlarda yapilan olgu-kontrol ¢aligmalari, giinliik
sigara tiikketimi ve yag faktorii gézoniinde bulundurulmadiginda sigara i¢en kadinlarda akciger
kanseri gelisme riskinin erkeklere gore daha yiiksek oldugunu gostermistir . Tiirkiye’de ise
sigara icme prevalansi kadinlarda % 24, erkeklerde % 63’tiir (1).

Sigara dumanimin karsinojenik etkisi, karsinojenlerin DNA’ya ulagsmasi, DNA’da
hatali kodlama ve mutasyon olusmasina baghdir. sigara igme siiresi, glinliik sigara igme
miktari, sigaranin agizda kalma siiresi, izmaritin uzunlugu gibi faktorlerdir (24).

Sigara; karsinojenler, kokarsinojenler (kendileri karsinojen olmayan ancak diger
maddelere karsinojen 6zellik kazandiran) ve timdr promotorlart (karsinojenezisi reversibl
olarak potansiyalize eden ve kendileri karsinojen olmayan maddeler) olmak {izere binlerce
substrat igerir. Sigara dumanindaki major karsinojenler; polisiklik hidrokarbonlar, aromatik
aminler, nitrozaminler, piridin alkaloidler ve radyoaktif bilesenlerdir (24,25,26).

Sigaradaki substratlar, DNA’da dogrudan hasar olusturabilecekleri gibi, enzimler
tarafindan aktif metabolitlerine doniiserek de etki gosterebilirler. Polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), dokuda ilk olarak fenol, dihidrodiol ve merkaptiirik asitlere
dontigiirler. Ara dioller ve fenol epoksitler, PAH’1n baslica metabolitleri olup, hiicresel
makromolekiillerle kovalent baglar yaparlar ve DNA-hidrokarbon addiiktlerini olustururlar.
Addiiktler olustuktan sonra, DNA’da nokta mutasyonlarina ve asenkron DNA
replikasyonlarina neden olurlar. Bu degisiklikler, gen amplifikasyonuna ve malign
transformasyona yol agarlar (24,27).

Akciger kanseri gelisiminde etkili oldugu belirtilen yas, 1k, cinsiyet, meslek, hava
kirliligi, radyasyon, gecirilmis akciger hastaligi sekeli, diyet, viral enfeksiyonlar, genetik ve
immiinolojik faktorlerin timi % 6 oraninda etkilidir (1).

Yas Ve Cinsiyet: Hastalarin ¢cogu 50-70 yas grubundadir. Erkeklerde daha sik
goriilmektedir, ancak son yillarda insidanst kadinlarda erkeklere gore daha hizli artis

gostermektedir. Histolojik tipler ve sagkalim agisindan da cinsler arasinda farkliliklar vardir

).

Irk: Siyahlarda daha sik goriilmektedir (25).



Asbest: Asbestin iki ana grubu vardir; serpantin ve amfibol. Serpantin grubu lifler
kivrimlidir ve en sik bilinen 6rnegi beyaz asbesttir (krizotil asbest) amfibol grubundaki lifler
ise diizdiir. Amfibol grubunda 5 tiir asbest vardir; krokidolit(mavi asbest), amozit (kahverengi
asbest), aktinolit, tremolit, antofilit. Amfibol grubu liflerin fiziksel 6zelliklerinin ve dokularda
uzun siire degismeden kalabilmesinin toksite artisinda onemli oldugu kabul edilmektedir.

Asbestin kanserojen etkisi, sigara ile birlestiginde 91 kat artar (1,28).

Sosyoekonomik Durum: Mesleki gelir ve egitime gore belirlenen diisiikk ve yiiksek
sosyal siniflar arasinda mortalitede 2 kat fark goriilmistiir. Egitim diizeyi diisiik olanlarda
sigara igme prevelansi ve zarari artmaktadir. Sosyoekonomik diizey saglik hizmetlerine

ulagimi, kaliteyi ve kullanimi1 etkilemektedir (20,25).

Beslenme: Taze meyve, sebze ve karotenoid tiiketiminin, tiim histolojik tipler igin
sigara icenlerde ve birakanlarda kanser riskini diisiirdiigii gosterilmistir. Daha yiiksek
seviyedeki tiiketimle daha diisiik seviye karsilastirildiginda, sigara i¢imi, yas, cinsiyet ve
akciger kanseri i¢in diger risk faktorleriyle birlikte degerlendirildiginde %40-50 arasinda risk
azalmasi1 séz konusudur. Ozellikle B karoten olmak iizere en giiglii antioksidanlar

karotenoidlerdir. (1,20,25).

Vitamin A ve beta karotenden fakir beslenmenin hayvan modellerinde akciger kanseri
riskini artirdig1 gosterilmistir. Insanlardaki calismalarda da diyetinde betakaroten/retinol
miktar1 yliksek olanlarda akciger kanseri riskinin %40 azaldigini tespit etmistir. Beta karoten,
A vitamininin onciilidiir ve turunggiller, yesil sebzeler ile balikta bulunur. Ayrica yiiksek
yagl diyetle beslenen sigara igicilerde kanser riski daha yiiksektir. Sari-yesil sebze ve
meyvelerin yeterli alim1 riski azaltir. Cayin (6zellikle yesil ¢ay) koruyucu olduguna dair de
bazi bulgular mevcuttur (1,25).

Akciger Hastaliklari: Akciger kanser riskinin tiiberkiiloz, pulmoner fibrozis (Orn.
silikozis), kronik bronsit ve amfizemi olan hastalarda arttigi bildirilmektedir. Yine fibrozisle
giden skleroderma ve sarkoldozis gibi hastaliklarda da akciger kanseri riskinin arttig1 degisik

caligmalarda bildirilmistir (25).

Genetik Faktorler: Ebeveynlerinden birinci derece akrabalarinda kanser olanlarda
akciger kanseri riski 2.4 kat artmig bulunmustur. Aril hidrokarbon hidroksilaz enzimi sigara
dumaninda yogun bulunan polisiklik hidrokarbonlar1 aktif karsinojenlere ¢eviren bir enzimdir.

Yiiksek enzim aktivitesi gosteren kisilerde risk artmis olabilir. Hiicre biiylimesi ile ilgili
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islevleri olan baz1 genlerde dis etkenlerle (radyasyon, kimyasal maddeler, viriisler) degisiklik
meydana gelerek “onkogen” haline gelmesi karsinogenezde dnemlidir. Bu onkogenlerin en
onemli gruplari “myc” (C-myc, L-myc, N-myc) ve “ras” (K-ras, H-ras, N-ras) aileleridir.
Buna karsilik bazi timor supresor genlerinde de (retinoblaston ve p53 geni) kanser

hastalarinda mutasyon saptanmustir (20,25,29)

AKCIGER TUMORLERININ HISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRILMASI

Akciger kanserleri; epidermoid kanser, adenokanser, biiyiik hiicreli kanser ve kiigiik
hiicreli kanser olmak tizere dort gruba ayrilir. Ancak tedavi agisindan klinikte histopatolojik
smiflama yerine, kiiciik hiicreli olanlar ve olmayanlar seklinde iki ana grupta incelenmektedir
(30,31).

A. Preinvaziv lezyonlar

1- Skuaméz displazi/karsinoma insutu
2- Atipik adenomatdz hiperplazi
3- Diffiiz idiopatik pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi

B. Invaziv/Malign

-
1

Skuamoz hiicreli karsinom
Varyantlart:
- Papiller
- Seffaf hiicreli
- Kiigiik hiicreli
- Bazoloid
2- Kiiciik hiicreli karsinom

Varyant:

- Kombine kiiciik hiicreli karsinom



3- Adenokarsinom
- Asiner
- Papiller
- Bronkoalveoler karsinom
-Nonmiisindz(clara hiicresi/Tip II pndmosit tipleri)
-Miisindz (Goblet hiicre tipi)
-Mikst miisindz ve nonmiisindz
- Miisin yapan solid adenokarsinom
- Mikst
- Varyantlar
Iyi diferansiye fotal adenokarsinom
Miisinoz (kolloid)
Miisin6z kistadenokarsinom
Tash yiiziik hiicreli
Seffaf hiicreli
4-  Biiyiik hiicreli karsinom varyantlari
- Kombine biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
- Bazaloid karsinom
- Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
- Seffaf hiicreli karsinom
- Rabdoid fenotip iceren biiyiik hiicreli karsinom
5- Adenoskuamd6z karsinom
6- Pleomorfik, sarkomatoid veya sarkomat6z elemanlar i¢eren karsinomlar
-Spindle ve/veya dev hiicre iceren karsinomlar
Pleomorfik karsinom
Spindle hiicreli karsinom
Dev hiicreli karsinom
- Karsinosarkom

- Blastom (pulmoner blastom)



7- Karsinoid timor
- Tipik karsinoid
- Atipik karsinoid

8- Tiikriik bezi karsinomlar1
-Mukoepidermoid karsinom
-Adenoid kistik karsinom
-Digerleri

9- Klasifiye edilemeyen karsinom

WHO: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)

IASLC: International Association fort he Study of Lung Cancer

AKCIGER KANSERLERINDE EVRELEME

Kanserli hastalar1 prognoz 6zelliklerine gore gruplayip, tedavilerini planlama ihtiyaci
bir evreleme sisteminin gelistirilmesine yol agmustir (32). ilk kez 1946°da Denoix tarafindan
Onerilen TNM sistemi 1966’da “International Union Against Cancer” (UICC) ve 1973’de
“American Joint Committee on Cancer” (AJCC) tarafindan akciger kanserlerine de
uyarlanmistir. Bu iki farkli yaklasim 1986’da AJCC ve UICC’nin yillik toplantilarinda
yeniden gozden gegirilip “Uluslararast Akciger Kanseri Evreleme Sistemi” adi altinda tek bir
sistem haline getirilmistir (32,33,34). On yildan beri kullanilmakta olan bu evreleme
sisteminde Evre I, II ve IIIA i¢indeki TNM alt gruplarinin prognoz agisindan oldukga
heterojen oldugu gozlenmistir. Evreleme sisteminin daha 6zgiil hale getirilmesi amaciyla
AJCC ve UICC’nin 1996 yillik toplantilarinda da onaylanan yeni bir diizenleme yapilmigtir
(35,36,37). Evre 1 ve II, T’nin durumuna gore A ve B olarak ikiye boliinmiis, T3NOMO,
T2NIMO ile benzer prognoz Ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle 1IB’ye almmistir. T4
kavrami igine yeni bir tanimlama (tiimorle ayni1 lobda satellit lezyon) sokulmus, timoérden

farkli lobdaki satellit lezyon ise M1 igine dahil edilmistir (1).
Primer Timor(T) (Sekil 1)

Tx: Primer timoriin belirlenememesi. Balgam veya brons lavaj sivisinda malign

hiicreler goriilmesine ragmen radyolojik veya bronkoskopi ile tiimoriin saptanamamas.

TO: Primer tiimor belirtisi yok
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Tis: Insitu karsinom

T1: En genis ¢apt < 3 cm olan, akciger veya visseral plevra ile ¢evrili, bronkoskopik

olarak lob bronsundan daha proksimale (ana bronga*) invazyon yapmayan timor.
T2: Asagidaki 6zelliklerden birini igeren timor;
- en genis ¢ap1 >3 cm
- ana bronsa invaze ancak ana karinadan 2 cm uzakta
- visseral plevraya invaze

- hiler bolgeye uzanan fakat biitiin akcigeri kapsamayan atelektazi yada obstriiktif

pnomoni

T3: Herhangi bir biiyiikliikte; gogiis duvart (superior sulkus tiimdrleri dahil),
diyafragma, mediastinal plevra veya parietal perikarddan herhangi birine invaze veya
karinaya <2 cm yakin fakat karinay1 invaze etmeyen veya biitiin bir akcigerde atelektazi ya da
obstriiktif pndomoniye neden olan tiimor. Nervus frenikus, nervus vagus invazyonlari,

mediastinal yagli doku, ekstraperikardiyal pulmoner arter ve azigos ven invazyonlari

T4: Herhangi bir biiyiikliikte; mediasten, kalp (myokard), bliylik damarlar, perikard i¢i
pulmoner arter ve ven tutulumu, trakea, 6zefagus, vertebra, trakeal karina’dan herhangi birine
invaze veya malign plevral- perikardiyal effiizyon ya da ayni lobda satellit nodiilleri olan

timor. Nervus laringeal rekiirrens invazyonu

Sekil 1: T Faktorii
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Bolgesel Lenf Nodlar1 (N) (Sekil 2)
NX: Bolgesel lenf nodu degerlendirilememesi.
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Ayni taraf peribronsiyal ve/veya hiler lenf nodu metastazi, primer tiimoriin direkt

invazyonu ile intrapulmoner lenf nodu tutulumu.
N2: Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nod(lar)una metastaz.

N3: Karsi taraf mediastinal- hiler, ayn1 veya karsi taraf skalen veya supraklavikuler

lenf nodlarina metastaz.

Sekil 2: N Faktorii
Uzak Metastaz (M)
MX:Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi.
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var (Sekil 3) (31).

Ml

Sekil 3: M Faktorii
12



AJCC ve UICC 1996 yilinda TNM sisteminde yaptigt son diizenlemede, yeni
evreleme sisteminin kiiciik hiicreli dahil olmak {izere akciger kanserinin 4 ana hiicre tipine de
uygulanmasini Onermislerdir. Ancak ‘“Veterans Administration Lung Cancer Group’’un
(VALG) onerdigi smirhi ve yaygin hastaliktan olusan ikili sistem pratik hayatta daha cok
kullanilmistir. “International Association for the Study Lung Cancer” (IASLC) 1989°da bu
sistemi tekrar diizenlemistir. Kabaca Evre I, II, III’ii sinirli, Evre IV’li yaygin hastalik kabul

edebilecegimiz bu sistem asagida gosterilmistir.

Smmirh Hastahk: Bir hemitoraksa sinirli tiimor; ayni ya da karsi tarafa hiler,
mediastinal ve supraklavikular lenf bezi metastazi; ayni taraf malign plevral effiizyon
(TNM’ye gore Evre |, 11, 1)

Yaygin Hastahk: Sinirli hastalik kapsamina girmeyen timoér (1).(TNM’ye gore Evre
V)

HUCRE SiKLUSU

Hiicre siklusu ¢ogalmak lizere uyarilmig bir hiicrede gergeklesen ve sonugta birbirine
tipa tip benzeyen iki yavru hiicreye boliinmesiyle tamamlanan bir siiregtir (38,39). Bir ¢ok
yetiskin dokulardaki hiicreler boliinmeyen (quiescent) durumdadir. Bu faz hiicre dongiisiiniin
Go faz1 olarak adlandirilir (40). Hiicreyi boliinmeye sevkeden sinyaller (6rnegin, biiyiime
faktorleri, sitokinler veya mitojenler) ¢ok cesitlidir. Hiicre boliinme sinyalini aldiginda sinyal
ileti kaskad1 “signal transduction cascade” adi verilen bir ileti mekanizmasi (6rnegin, MAP
kinaz, Protein Kinaz C veya JAK/STAT yollar1) devreye girer. Bu ileti mekanizmasi ya
transkripsiyonu, hiicre siklusunu veya hiicre iskeletini kontrol eden bir substrati fosforiller
yada nukleusa ulasip (STAT’ da oldugu gibi) dogrudan transkripsiyonu modiile eder. Bdylece,
hiicre siklusa sokularak boliinmeye (mitozise) sevk edilmis olur (39,41,42).

Hiicreler mitozise girmeden once bir hazirlik sathasi gecirirler ve bu sathada hiicreler
hacimce biiyiirler. Bu hazirlik sathasinda bdoliinme igin gerekli olan ¢esitli diizenleyici
proteinler (Orn. Siklin’ler) ve makromolekiiller (Orn. Deoksiriboniikleik asit’ler) sentezlenir.
Bu hazirlik sathasina da interfaz denir. Interfaz kendi icinde G1, S, ve G2 olmak iizere gesitli
alt bolimlerden (fazlardan) olusur. Mitozis ve interfaz beraberce hiicre siklusu olarak bilinen
bir siireci olustururlar. Dolayisiyla, bir hiicre siklusu, fazlarin isleyis sirasina gore s6ylemek
gerekirse; G1, S, G2 ve M fazlarindan olusur. G1 ve G2 kisaltmalar1 “gap” (ara, bosluk)
sozcligiinden gelmektedir. S ise DNA sentezi (replikasyonu) fazini gosterir. M ise mitozis
anlamina gelmektedir (Sekil 4) (38,39,40).
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Sekil 4: Hiicre siklusu

Hiicre siklusuna giren bir hiicre DNA sentezi yapar, boylece DNA’sin1 replike eder
(ikiye katlar) ve ardindan da DNA mitozisle iki yavru hiicreye esit olarak dagilir. Genel
olarak, G1 fazi DNA sentezine (S fazina) ve G2 faz1 ise mitozise (M fazina) hazirlik
fazlaridir. Bu fazlarda RNA ve protein sentezleri yapilir ve ayrica hiicre kendisini bdliinme
i¢in yeniden organize eder (39,43,44).

GO fazinda (istirahat fazi) hiicreler genellikle spesifik bir islevi gormek {iizere
programlanir.

G1 fazinda spesifik hiicre fonksiyonlar i¢in gerekli proteinler ve RNA sentezlenir.
Ayrica, DNA sentezi i¢in gerekli bir¢ok enzim iiretilir.

S fazinda (DNA sentez fazi) hiicre i¢cindeki DNA miktari ikiye katlanir.

G2 fazinda DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder.

M fazinda (mitoz) protein ve RNA sentez hizi aniden yavaslar, genetik materyal
olusan iki yeni hiicreye dagitilir. Mitozu takiben olusan yeni hiicreler ya GO ya da G1 fazina
girer.

Tipik bir insan hiicre kiiltiiriinde interfaz; 24 saatlik siklusun 23 saatini iggal eder. M
fazi1 1 saat siirer (38,39,43,45)

Hiicre proliferasyonu hiicre siklusu i¢inde yer alan bazi kontrol noktalari (“‘check-
points”) tarafindan diizenli olarak kontrol edilir. Hiicre siklusunda olusan bir hata kontrol
noktalar1 tarafindan diizenlenir; hatanin derecesine bagl olarak, ya hata tamir edilecektir ya
da mitoz durdurulacaktir. Okaryotik hiicre siklusunda ii¢ adet kontrol noktas1 vardur:

a) G1/S smir1

b) G2/M
¢) Metefaz/Anafaz siir1 (Sekil 5) (38,46,47,48).
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Sekil 5: Hiicre siklusu kontrol noktalar

SIKLINLER- SiIKLiN BAGIMLI PROTEIN KiNAZLAR (CDK)- SiKLiN
BAGIMLI KiNAZ INHIiBiTORLERI (CDI)

Hiicre siklusu siklusa 0zgii bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimli
serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitérleri (CDI) tarafindan
0zgiin olarak kontrol edilir. Siklinler, CDK ve CDI’lerinin diizeyleri hiicre siklusunun ¢esitli
asamalarinda farklilik gosterir ve olduk¢a komplike bir diizen i¢inde siklusun ilerlemesini
diizenlerler. CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda inaktiftirler. Ancak, siklin’e
baglandiklarinda aktiflesirler ve boylece aktif siklin-CDK kompleksleri meydana gelir
(38,39).

Siklinler (A, B1, D ve E) siklusun ¢esitli fazlarinda periyodik olarak bir taraftan sentez
edilirlerken diger taraftan da yikilirlar. Bu yiizden de siklinler olarak isimlendirilmislerdir.

Siklin A: CDK2 ve CDK1’ e baglanir. Olusan kompleks, S fazinda aktive olur. Ancak
fosforilasyonunu sagladig1 hedef proteinler tam olarak bilinmemektedir.

Siklin B : Hiicre G2 fazina girdiginde siklin B sentezlenir. CDK1’e baglanarak
SiklinB/CDK1 kompleksini olusturur. Hiicrenin M fazina gegebilmesi i¢in fosforilasyon ile
aktive olmasi gerekir. Aktive kinaz, mitozu da ilgilendiren ¢esitli proteinlerin

fosforilasyonunu saglar. DNA replikasyonu, niikleer lamina depolimerizasyonu ve mitoz
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iplerinin olusumu gergeklesir. Hiicre boliinmesinden sonra; yeni bir biiyiime uyaris1 gelerek
siklinlerin sentezi tekrar baslayincaya kadar geri kalan siklinler etkilerini yitirir ve hiicreler
mitoza giremez.

Siklin D1,2,3: CDK4 ve CDK6’ya baglanir. Siklin D1-CDK2‘nin esas rolii
retinoblastomun (Rb) fosforilasyonudur. Boylece G1-S engeli asilir ve hiicre S fazina girer.
Siklin D-CDK2,4 ve 5; GO dan G1’e gegiste de etkilidir.

Siklin E: G1-S gegisinde etkilidir. CDK2’ye baglanir. Olusan kompleks Rb
fosforilasyonunu saglar (38,39,46,49).

Siklinlerin periyodik yapim ve yikimlari, dolayisiyla iligkide bulunduklari1 CDK
(CDK2, CDK4, CDKS5, CDK6, CDK7 ve CDK25)’larin aktivitelerinin diizenlenmesini ve
hiicrenin bir fazdan diger bir faza gegmesinde rol alirlar (6,39,50,51)

CDPI’leri (pl5, pl8, pl9, p21 ve p27) ise ya siklinler, ya CDK’larin kendisi yada
siklin-CDK komplekslerine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe ederler. Siklinlerin
seviyeleri transkripsiyon diizeyinde regiile edilir. (Sekil 6)(38,39).

Siklin-bagiml kinaz
inhibitéri (CDI)

Siklin

aktivasyon inhibisyon

'y I'd
Siklin-bagimlh
kinaz (CDK)

'

Substrat:serin P Substrat:serin
hipofosforile ¢— fosforile

Inaktif AKktif

Fosfataz

Sekil 6: Siklin bagimh protein kinaz (CDK) sistemi

Yikimlar: ise “ubiquitin” metabolik yoluyla saglanir Siklinlerin destriiksiyonunda 2
ubikutin ligaz 6nemlidir: Birincisi G1 ve S fazinda “SCF” adi verilen enzim kompleksidir.

G1/ S siklinlerin ubikutilasyonu ve destruksiyonundan sorumludur. ikincisi M fazinda
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“anaphase-promoting complex”(APC) olup ubikutilasyon ve M-siklinlerin proteolizinden
sorumludur. APCnin aktivasyonu ig¢in ise aktive edici subunit gereklidir. 2 aktive edici
subunit vardir. Bunlardan biri Cdc20, digeri Hetldir. Cdc20 mitoz asamasinda, Hctl ise G1
fazinda APC yi aktive eder (52).

(A) Proteolizisin SCF tarafindan kontrolu

aktif SCF

/" coklu ubikuitin zinciri

i "
kinaz l Proteozomda
e = CKl'in
¥ degradasyonu
CDK inhibitor protein ubikuitin (? )
- @
ubikuitilasyon
enzimleri
(B) Proteolizisin APC tarafindan kontrolu
aktive edici altunite
inaktif APC {
__ coklu ubikuitin zinciri
M-siklin ’
7
aktif APC
¥ Proteozomda
== M-siklinin
degradasyonu

Cak ubikuitin (§)
Gh)
ubikuitilasyon

enzimleri

Sekil 7: Hiicre siklusunda SCF ve APC aracihi proteolizisin kontrolii.

RETINOBLASTOM PROTEINI

Retinobalastom proteini (RB) ilk bulunan timor siipresor genidir. 13q14° de
lokalizedir. RB protein yoklugu KHAK” lerinin hemen hepsinde goriiliirken, KHDAK” lerinin
sadece %10-30’ unda gortliir (4).

Rb proteini G1’in diizenlenmesinde Kritik bir role sahiptir. G1 de Rb; E2F’e gevsek
baglanir. G1 progresyonunda yer alan G1-CDK aktivitesinde en iyi anlasilan, bir gen
diizenleyici protein olan “E2F”dir. E2F; spesifik DNA zincirine baglanir. E2F, S fazina giris
icin gerekli proteinleri (G1/S Siklinleri ve S siklinleri) kodlar. G1 de Rb; E2F’e baglanarak S

faz genlerinin transkripsiyonunu bloke eder. Rb proteininin fosforilasyonu E2F’nin
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serbestlesmesini dolaysiyla hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina gecisini saglar
(38,52,53,54).

Kanser hiicrelerinde siklikla G1 progresyonu ve S fazi baslangicinin kontroli bozulur.
Bunun sonucunda hiicre siklusu girisinin 6nii alinamaz ve asir1 hiicre proliferasyonu meydana
gelir. Kanser gelisiminin kontroliinde ileri metodlar gelistirebilmek i¢in bizlerin Oncelikle
memeli hiicresinde G1 progresyonunun kontroliinde yer alan proteinleri daha iyi anlamamiz
gerekir.

Memelilerde G1 progresyonunda yer alan CDK’1n aktivitesi 3 mekanizma ile suprese
edilir:

a. Hct1l-APC aktivasyonu,

b. Cdk inhibitor protein (CKI) akiimiilasyonu,

c. Siklin gen transkripsiyonunun inhibisyonu (52).

a) Hct1l-APC Aktivasyonu:

Hctl-APC mitozisde (M fazi) aktif olan M-CDK kompleksinin G1 fazinda inaktif
duruma gegmesini saglar. Sonugta Hct1-APC aktivitesi artarsa M-CDK kompleksini aktive
eden Cdc20-APC aktivitesi azalir (Sekil 8) (52).

inactiva . 1
Sic] ® — active Sicl

+

inactive active
Hct‘l-@ Het1-APC

APC

activa inactive
M-Cdk M-Cdk

M Gy 5

Sekil 8: Hctl-APC aktivasyonu

b) Cdk Inhibitor Protein (CKI) Akiimiilasyonu

CKT’lar, 2 aileden olusur: Birincisi; tim CDK’lar1 genis capli olarak inhibe eden
protein grubudur. Bunlar, p21, p27 ve p57dir. Diger aile ise segici olarak SiklinD/CDK4 ve
SiklinD/CDKG6 iizerinde etkilidir. Bunlar p15, p16, p18, p19 protein ailesi olup bazen INK4
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proteinleri olarak da adlandirilirlar. Ciinkii CDK4 ve CDKG6 inhibitdrleridirler (Sekil 9)

(38,52,55,56).

P53 qu MOz
l®
21 g
p‘_L © = p19
— A
Restriction @

&
Gene <-_/
transcription

Sekil 9: Cdk Inhibitér Protein (CKI) Akiimiilasyonu

¢) Siklin Gen Transkripsiyonunun Inhibisyonu

G1 progresyonunda yer alan G1-CDK aktivitesinde en iyi anlasilan, bir gen
diizenleyici protein olan “E2F”dir. E2F; spesific DNA zincirine baglanir. S fazina giris i¢in
gerekli proteinleri-G1/S Siklinleri ve S siklinleri-kodlar. E2F fonksiyonu primer olarak Rb
(Retinoblastom) proteinle olan iligkisiyle kontrol edilir. Rb proteini; hiicre siklus
progresyonunu inhibe eder. G1 de Rb; E2F’e baglanir ve S faz genlerinin transkripsiyonunu
bloke eder. Hiicreler ekstraseliiler sinyallerce boliinme i¢in stimiile edilirse, aktive G1-CDK
birikir ve Rb’u fosforile eder. Boylece Rb’un E2F’e afinitesi azalir. Rb; E2F’den ayrilir.

Sonugta E2F, S faz1 gen ekspresyonunu aktive eder (Sekil 10) (38,52).

aktif
G1-Cdk

aktif

G1IS~Cdk "\

pozitif feedback

aktif E2F
proteln

aktif Rb
proteln

G1/S-siklin
S-fazi gen (siklin E) aktif DNA
S-siklin S-Cdk SENTEZI
(siklin A)

—
transkripsiyonu
inaktive E2F
protein

Q pozitif

feedback

|nak1|f Rb protein

Gy

Sekil 10: S-faz1 baslangicinin kontrol mekanizmalari.
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Bu transkripsiyonel kontrol sistemi; diger tiim kontrol sistemlerinde oldugu gibi; hiicre
siklusunu diizenler, feedback halkalarini ve G1/S gegisini kuvvetlendirir.

% Serbestlesen E2F, kendi gen transkripsiyonunu arttirir.

% G1/S siklin ve S siklin genlerinin E2F-bagimli transkripsiyonu sayesinde G1/S-CDK
ve S-CDK aktivitesi artar. Bu da Rb fosforilasyonu ve E2F agiga ¢ikmasini saglar.

% G1/S CDK ve S-CDK aktivitesi Hct1-APC ve CKI proteinlerinin fosforilasyonunu
arttirarak bunlarin inaktivasyon ve destriiksiyonunu saglar.

Rb proteinin tamamen kayb1 halinde hemen hiicre proliferasyonunda artis olusmaz. Cilinkii

Hctl ve CKI proteinleri G1 kontroliinde yardimei olur (52).

SIKLIN D1 (CCND1):

Siklin D1 hiicre siklusunda G1 fazinda CDK-4 ( Siklin bagimh kinaz) ile kompleks
olusturarak Rbl (Retinoblastom tiimor siipresor protein)’ 1 fosforile ederek Rbl/E2F
kompleksinden E2F’nin ¢oziinmesine neden olur. Coziinen E2F, hiicre siklusu S fazina
girerken Siklin E ve diger genlerin transkripsiyonunu saglar. G1-S gecisi sirasinda GSK-3f3
¢ekirdekten igeri girer ve siklin d1°i fosforiller. Fosforillenen Siklin D1 crm ile sitoplazmaya

tasinir ve 26 S proteozom tarafindan ubiquitin ligazlar araciligiyla yikilir (Sekil 11)

(6,57,58,59).
Mitogen
AKT 1 GSK3p
! t
NFkB 2
& Ub-ligase b
¥
l CAK GSK3[$ Cip/Kip l—’ (Ub)
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Sekil 11: Siklin D1 Fonksiyonu
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SiKLIN D1 GENI:

Siklin D1 geni 11q13’te lokalize olmustur (Sekil 12) (60,61).

A

11g13

Sekil 12: Siklin D1 geni lokalizasyonu

Siklin D1 geninin 4 ekson 242 kodon 870 niikleotidinde G—>A polimorfizimi
tanimlanmistir. G870’in bulunmasi (transkript a) Thr 286 ‘y1 iceren ekson 5’in ekson 4’e
baglanmasini saglar. Thr286 (Threonine286), Crm1 ile Siklin D1’in hiicre ¢ekirdegi disina
tasinmasit igin gereklidir. A870 alelinin bulunmasi durumunda (transkript b) Thr 286’y1
kodlayan ekson 5 eksik oldugu tespit edilmistir (Siklin D1b).Bu durumda Siklin D1 b’nin

cekirdek icinde biriktigi ve normal hiicrelerin malginat degisimini uyardigr gosterilmistir

(Sekil 13) (6,62).

SiKLIN D1

Exon 1-3

A870G
IEksonl intron1 | Ekson2 | intron2 | Ekson3 | intron3 | Ekson4 | intron4 | Ekson5 | 3’UTR
A870G~>Transkript a
I Eksonl Ekson2 Ekson3 Ekson4 Ekson5

| Thr 286’y1 kodlayan ekson 5’i igerir (Siklin D1)

A870 > Transkript b

I Eksonl Ekson2 Ekson3

Ekson4

intron4

| Thr 286’y1 kodlayan ekson 5’i icermez (Siklin D1b)

Sekil 13: Siklin D1 gen transkripsiyonu
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GEREC VE YONTEM

Gerecler

CCND1 genetik polimorfizmi ile akciger kanseri olusumu arasindaki iliskinin
aragtirilmas1 amaciyla “Trakya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurul” izini
alind1. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Klinigi’nde akciger kanseri
teshisi konulmus; radyoterapi ve kemoterapi tedavisi géormemis 75 (72 erkek, 3 kadin)
hastadan kan ornekleri alindi. Kontrol grubunda ise hasta grubu ile yas ve cinsiyet
bakimindan uymulu alacak sekilde 58 (55 erkek, 3 kadin) saglikli bireyden alinan kan
ornekleri kullanildi.

Hastalarin yas, cinsiyet, sigara, patolojik tetkikleri, klinik ve cerrahi yontemlerle
yapilan evrelendirilme degerlendirildi. Kontrol grubu; herhangi bir akciger kanserine yonelik
bulgusu olmayan, akciger grafisi normal sinirlarda olan ve ailede bilinen bir kanser hastaligi
olmayan bireylerden olusturuldu.

Kontrol ve hasta gruplarinin belirlenmesinin ardindan 2 ml EDTA’ 11 vakumlu tiiplere
kanlar1 alindi. Hasta grubunun kan 6rneklerinden DNA izolasyon kiti (Vivantis) kullanilarak
DNA izole edildi. Kontrol grubunun kan &rneklerinden tuz — ¢oktiirme yontemi ile DNA izole
edildi. Izole edilen DNA’ larin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile calismamizda
kullanacagimiz CCND1 genin 870. niikleotidi i¢eren bolgesi ¢ogaltildi. PCR sonunda olusan
triinler 5 pg/mL etidyum bromid ile hazirlanmis %2,5’ luk agoroz jellere yiiklenerek U.V 151k

altinda gozlendi.
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Kimyasal Malzemeler
Agaroz (Sigma)
Borik Asit (Sigma)
dNTP (deoksi Niikleotid Tri Fosfat; dATP, dCTP, dGTP, dTTP ) (MBI)
Etanol %100 (Promega)
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (Sigma)
Magnezyumklorur (Sigma)
Proteinaz K (BioBasic)
Sodyum Dodesil Siilfat SDS (Sigma)
Taq Polimeraz Seti (BioBasic)

Trisma Base (Sigma)

Calismada Kullanilan Cihazlar

Agaroz Elektroforez Tanki (Bio-Metra)
Derin Dondurucu (AEG)

Distile Su Cihaz1 (Niive)

Dijital Fotograf makines: (Canon Powershot A75)
Gilig Kaynagi (Bio-Metra)

Manyetik Karistirict (Niive)

Otoklav (Niive)

Otomatik Mikro Pipetler (Socorex)

pH metre (Schott)

Santrifiij (Hettich)

Spektrofotometre (Biotech)

Terazi (Scaltec)

ThermalCycler (Techne)

Vorteks (Velp)

Cozeltiler

Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltisi

10X Yiikleme Cozeltisi
4 gr Sukroz
25 mg BPB (Bromofenolmavisi) = dH20 ile 10 ml’ye tamamlanur.
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10X TEB (Tris Borat Elektroforez Cozeltisi ) (1 litre icin) pH 7.4
54 gr Tris bazi

3.32gr EDTA

27.5 gr Borik Asit

Yontemler

DNA izolasyonu (Tuz —¢oktiirme yontemi)

DNA saflastirilmasinda DNA's1 izole edilecek hiicreler ¢esitli tamponlarla muamele
edilerek pargalanir. Elde edilen 6ziit santrifiij ile ¢ok hizli dondiirtilerek DNA igceren bolimii
ayrilir. Bu boliim bir deterjan ve protein parcalayici enzimlerle birlikte 37 °C de tutulur. Bu
islem sirasinda DNA'ya bagli proteinler parcalanir. Bu sekilde DNA protein ve diger
molekiillerden ayrilir ve saf olarak elde edilir. Son olarak DNA, etil alkol igerisinde

coktiiriiliir. DNA, yapisini koruyacak bir tampon ¢dzelti igerisine alinarak -20 °C' de saklanir.

Hiicre Parcalama Cozeltisi ( Lizis Buffer)

155 mM NH,CI
10 mM KHCO3
0.1 mM EDTA

Cekirdek Parcalama Cozeltisi ( Niikleaz Buffer, pH; 8.2)

10 mM Tris-HCI
400 mM NacCl
2mM EDTA

DNA izolasyon Yéntemi

. DNA” s1 izole edilecek kan drneginden 1 ml ayr1 bir tiibe alinir ve {lizerine 5 ml
lizis buffer ( hiicre parcalama ¢ozeltisi ) eklenir. Bu sekilde 15 dakika boyunca 0 °C’ de
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda 5000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilir.

. Santrifiij sonunda iist siv1 atilir ve kalan ¢okelti lizerine tekrar 5 ml lizis buffer
( hiicre pargalama ¢ozeltisi ) eklenir. Bu sekilde tekrar 5000 rpm’ de 10 dakika santrifiij
edilir.

. Santrifiij sonunda yine st sivi atilir. Kalan ¢okelti iizerine 700 pl niikleaz
buffer ( ¢ekirdek parcalama ¢ozeltisi ), 100 pl derisik HO, 25 pl %10’ Iuk SDS ve 20 pl

proteinaz K(20 mg/ml) ilave edilerek 37 °C’ de gece boyu bekletilir.
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. 37 °C’ de gece boyu beklettigimiz karigimin tizerine 800 ul derisik H,O ve 800
ul SM NaCl ilave edilir. Daha sonra 11.000 rpm’ de 25 dakika santrifiij edilir.

. Santrifiij sonunda tist s1v1 ayr1 bir tlipe alinir ve ¢okelti atilir.

. Kalan s1v1 iizerine mevcut stvinin 3 — 4 kat1 hacimde etanol ilave edilerek sivi
igerisinde bulunan DNA’ nin ¢6kmesi saglanir.

. Etanol ile ¢oken DNA ependorf tiiplerine alinarak 400 ul derisik H,O i¢inde

¢oziiliir ve bu sekilde kullanilincaya kadar -20 °C’ de derin dondurucuda saklanir.

DNA izolasyonu (izolasyon Kiti)

1) Protokole baslamadan 6nce lyophilized Proteinase K’ya 5,5 ml dH,O ilave
edilir.

2) 2.200 pul kanin {izerine 20 ul proteinaz K ve 200 ul Solution B1 ilave edilir.15
sn vortekslenir. 65 °C 10 dak inkiibasyon edilir. Kisa bir santrifiij yapilir.

3) 200 pl Solution B2 ilave edilir ve 15 sn vortekslenir. Kisa bir santrifiij yapulir.

4) Biitiin karigim Spin filtreye transfer edilir. 1 dak, 13000*g santrifiij edilir. Spin
filtre yeni tiipe transfer edilir. 500 ul Solution B3 spin filtreye ilave edilir. 30 sn 13000*g
santrifiij edilir.

5) Spin filtre kadirilir,tiip i¢indeki bosaltilip,spin filtre tekrar yerine konur. 500 pl
Solution B4 spin filtreye ilave edilir. 30 sn 13000*g santrifiij edilir.

6) Spin filtre kadirilir,tiip i¢indeki bosaltilip,spin filtre tekrar yerine konur. 30 sn
13000*g santrifiij edilir. Spin filtre dikkatlice kaldirilir yeni bir tiibe yerlestirilir.

7) 200 pl Solution B35 spin filtreye ilave edilir. 5 dak 65°C de inkiibe edilir 1 dak
13000*g santrifiij edilir Filtre ¢ikartilir ve tiip kapatilir.

Kit i¢indeki solusyonlarin igerikleri:

Solusyon B1 Guanidine HCl/Tween soliisyon
Solusyon B2 100% Ethanol

Solusyon B3 Etanol/Guanidine HCI soliisyon
Solusyon B4 Etanol, Tris, NaCl

Solusyon B5 10 mM Tris-HCI.
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Elde edilen DNA &rnekleri +4°C’de saklandi. DNA’nmn kalitesini ve miktarmi
belirlemek i¢in spektrofotometre cihazinda 260 nm ve 280 nm’deki dalga boylarinda 6l¢iim

yapildi. Ayni zamanda %0.8 agaroz jel elektroforezi yapilarak DNA gozlendi (Resim 1).

Resim1:960.8 agaroz jel elektroforezi

CCND1 geninde A870G polimorfizmin gozlendigi 4. ekzon bdlgesini ¢ogaltmada
kullanilan primerler

F:5>-AGT TCATTT CCA ATC CGC CC-3’

R:5°-TTT CCG TGG CAC TAG GTG TC-3’

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ‘in Hazirlanisi:

1 6rnek i¢in hazirlanan karigim:

0,2 ug genomik DNA,

0,5 pmol/L  primer F

0,5 ymol/LL primer R

0,2 mmol/L  dNTP,

2,5mmol/L  MgCl,

1X Taq Buffer
15U Tag DNA
Toplam: 50 ul
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PZR Programi:
On denatiirasyon : 94 °C 5 dakika
Denatiirasyon  : 94 °C 1 dakika

Son sentez : 60 °C 1 dakika 35 dongii
Baglanma : 72 °C 1 dakika
Sentez : 72 °C 7 dakika

PZR iiriinii 1 pl ylikleme tamponu ile karistirilarak %2’lik agaroz jelde yiiriitiildii
(Resim 2).

212bg

Resim 2: 212 b¢’lik PZR iiriinlerinin % 2,5’ luk agaroz jelde
UV isig1 altindaki goriintiisii. 1: 100-b¢ DNA marker

Dérdiincii Ekzon Bélgesinin PZR Uriinlerinin Msp | Enzim Kesimi:

Msp | enzimi 10 X Buffer R (Vivantis) ve Buffer Tango tamponuyla (Vivantis)
birlikte kullanildi.

1 6rnek i¢in kullanilan miktarlar ;

8 ul derisik H,O

1 ul Tampon

0,5 ul Msp I restriksiyon enzimi

Toplam Hacim : 9,5 pl
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Hazirlanan bu mix {izerine 4 pl PZR firiini ilave edilir ve 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda iiriinler 5Spug/mL etidyum bromid ile hazirlanan % 2,5
luk agaroz jelde yiiriitiilerek U.V 151k altinda olusan bantlar gdzlendi.

Mspl restriksiyon enziminin ¢alisma mekanizmast:

5’-...ClCGG....-3’

3’-...GGCAC.....-5’

PZR iirlin, steril saf su, tampon, Msp | restriksiyon enzimi sirasiyla eklenerek toplam
15 pl karisim elde edildi. 0.2 ml’lik tiiplerde olan karisim 37 °C de 24 saat siireyle kesim
islemi yapilmak iizere etiiv cihazina yerlestirildi.

% 2,5’luk agaroz jel hazirlandi. Msp | enzimi ile kesilen PZR iiriiniinden 9 ul ve
yiikleme tamponundan 1.8 ul karistirthip % 2°lik agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi.
Kesim iiriinleri DNA molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildi. Yiiriitme sonrasi jel tizerindeki
bantlar, ultraviyole 151k altinda incelendi.

Restriksiyon islemi sonucunda CCND1 genin 870. pozisyonundaki A->G
polimorfizmin varliginda bant olusumlar1 asagidaki sekilde gozlenecektir (Sekil 14).

AA genotipinde 37 ve 175 bazlik bantlar (restriksiyon yok),

GG genotipinde 34, 37 ve 141 bazlik bantlar olusur (restriksiyon tamamlanir),

Heterozigot AG genotipi 34,37,141 ve 175 bazlik bantlarla karakterize olur
(34 ve 37 bazlik bantlar %2,5’luk agaroz jelde goriilmemektedir.) (Resim 3).

1 2 3 4 5 6 7

<+  175bg

141 be

Resim 3: CCND1’ in RFLP analizi. 1: 50-b¢ DNA marker. 2,3 ve 6 : AG
heterezigot mutant (175, 141, 37 ve 34 b¢). 4 ve 7: AA homozigot mutant
(175 ve 37 be). 5: GG homozigot wild tip (141,37 ve 34 b¢)
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212 b¢ GG AG AA
€ m e - >
A Aleli — s 175 bg
DU Me--»
175 b 37 bg — 141 bg
212 bg
€ >
G Aleli 37b
D e ale oy CAN _— = =i
141 bg 34bg 37 bg

Sekil 14: Msp | restriksiyon enzimi ile kesilen PZR iiriinleri

ISTATIKSEL ANALIZ:

Verilerin analizi SPSS 15.01 paket programinda yapildi. Sonuglar ortalama =+ standart
sapma olarak verildi. Calismada elde edilen verilerin degerlendirilmesinde ki-kare, student t

testi kullanildi. P < 0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Akciger kanseri tanilt 75 (72 erkek,3 kadin) olgunun ve kontrol grubu olarak se¢ilen

58 (55 erkek, 3 kadin) bireyin Karakteristik 6zellikleri tablo 1°de gértilmektedir.

Tablo 1: Hasta ve Kontrol Grubunun Karakteristik Ozellikleri

HASTA (%) (n=75,2%100) | KONTROL (%) (n=58,%6100)
CINSIYET (E:K) E: 72 (96); K: 3 (4) E: 55 (94,8); K: 3(5,2)
ORTALAMA YAS =SS 62,00+9,77 57,78+15,74
SS: standart sapma (p=0,06)

Hasta grubunun histolojik alt tipleri tablo 2 ve grafik 3’de verilmistir.

Tablo 2: Hasta grubunun histolojik alt tipleri

HUCRE TiPi n=75, (%)
KHAK? 14 (18,7)
KHDAK?" 61 (81,3)

®Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

bKiig:iik Hiicre Disi1 Akciger Kanseri
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90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
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18,70%

i

KHDAK KHAK

Grafik 3: Hasta grubunun histoojik alt tipleri

Hasta grubunun tiimor evreleri tablo 3 ve grafik 4’de verilmistir.

Tablo 3: Hasta grubunun tiimér evreleri
EVRE n=75, (%)
EVRE 1 2(2,7)
EVRE 2 1(1,3)
EVRE 3 26 (34,7)
EVRE 4 34 (45,3)
SINIRLI 10 (13,3)
YAYGIN 2(2,7)
50,00% 45,30%
45,00%
40,00%
34,70%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00% 10,30%
10,00%
5,00% 2,70% 1,30% . 2,70%
0,00% L TN [
EVRE 1 EVRE 2 EVRE 3 EVRE 4 SINIRLI YAYGIN

Grafik 4: Hasta grubunun tiimor evreleri
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75 hasta ve 58 saglikli bireyden olusan toplam 133 bireyde A870G alelinin akciger
kanseri ile iligkili olup olmadigini istatistiksel olarak arastirdik. Genotiplerin hasta ve kontrol
gruplardaki dagilimlar1 Tablo 4° de gosterilmistir.

Ho: A870G gen polimorfizimi ile grup arasinda bir iligki yoktur.

Hi: A870G gen polimorfizimi ile grup arasinda bir iliski vardir.

TABLO 4: GRUP-GENOTIP ILISKiSi

GENOTIP TOPLAM HASTA,n(%) KONTROL,Nn(%)
AA 40 25 (33,3) 15 (25,9)
AG 68 37 (49,3) 31(53,4)
GG 25 13 (17,4) 12 (20,7)

P=0,634>0,05 oldugundan genotip ile grup arasinda anlamh bir iliski yoktur.

Genotip ile grup arasindaki iliski istatistiksel olarak x* testi ile degerlendirildi. P degeri
0,050’ den biiyik oldugundan (P=0,634) grup ile genotip arasinda anlamli bir iligki

bulunamadi. Gruba gore genotip dagilimlar1 Grafik 5° de gosterilmistir.

49,30% 53,40%
60,00%

50,00%
. 33,30%
40,00% 25,90%

0,
30,00% 17,40% 20,70%

20,00%

10,00%

0,00%
AA AG GG

mHASTA mKONTROL

Grafik 5: Grup- Genotip iliskisi

Hasta ve kontrol grubunda A870 aleli ile akciger kanseri arasinda iliskili olup
olmadigini istatistiksel olarak arastirdik. Genotiplerin hasta ve kontrol gruplardaki dagilimlari
Tablo 5’ de gosterilmistir.

Ho: A870 aleli tasiyan bireyler ile 870G aleli tasiyan bireyler arasinda akciger
kanseri goriilme sikligi bakimindan anlamli bir fark yoktur.

Hi: A870 aleli tasiyan bireyler ile 870G aleli tagiyan bireyler arasinda akciger
kanseri goriilme siklig1 bakimindan anlamli bir fark vardir.
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TABLO 5: GRUP-A870 ALELI iLISKISI

GENOTIP TOPLAM HASTAN(%) KONTROL,n(%)
AA+AG 108 62 (82,7) 46(79,3)
GG 25 13 (17,3) 12 (20,7)

P=0,65>0,05 oldugundan A870 aleli ile grup arasinda anlamh bir iliski yoktur.

Hasta ve kontrol grubunda A870 aleli ile hastalik arasindaki iliski istatistiksel olarak
+* testi ile degerlendirildi. P degeri 0,050° den biiyiik oldugundan (P=0,65) grup ile A870 aleli
arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. Gruba goére A870 aleli dagilimlart Grafik 6> da

gosterilmistir.

82,70% 79,30%

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

17,40% 20,70%

AA+AG GG

mHASTA mKONTROL

Grafik 6:A870 aleli ile grup arasindaki iliski

Hasta ve kontrol grubunda 870G aleli ile akciger kanseri arasinda iliskili olup
olmadigini istatistiksel olarak arastirdik. Genotiplerin hasta ve kontrol gruplardaki dagilimlari
Tablo 6” da gosterilmistir.

Ho: A870 aleli tasiyan bireyler ile 870G aleli tasiyan bireyler arasinda akciger
kanseri goriilme siklig1 bakimindan anlamli bir fark yoktur.

Hi: A870 aleli tasiyan bireyler ile 870G aleli tagiyan bireyler arasinda akciger

kanseri goriilme siklig1 bakimindan anlamli bir fark vardir.

TABLO 6: GRUP-870G ALELI iLiSKiSi

GENOTIP TOPLAM HASTAN(%) KONTROL,n(%)
AA 40 25(33,3) 15(25,9)
AG+ GG 93 50(66,7) 43(74,1)

P=0,35>0,05 oldugundan 870G aleli ile grup arasinda anlamh bir iliski yoktur.
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Hasta ve kontrol grubunda 870G aleli ile hastalik arasindaki iliski istatistiksel olarak

¥ testi ile degerlendirildi. P degeri 0,050° den biiyiik oldugundan (P=0,35) grup ile 870G aleli

arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. Gruba goére 870G aleli dagilimlar1 Grafik 7° de

gosterilmistir.

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

82,70%

17,40%

20,70%

AA+AG

mHASTA mKONTROL

Grafik 7:A870 aleli ile grup arasindaki iliski

39 MO ve 36 M1 bireyden olusan hasta grubu ile CCND1 A870G gen polimorfizimi

arasindaki iliski olup olmadigimi istatistiksel olarak arastirdik. Genotiplerin M0 ve MI

gruplardaki dagilimlar: Tablo 7” de gosterilmistir.

Ho: CCND1 A870G gen polimorfizimi ile metastaz arasinda bir iliski yoktur.

H;:CCND1 A870G gen polimorfizimi ile metastaz arasinda bir iligki vardir.

TABLO 7: GENOTIP-METASTAZ (M) ILISKISI

GENOTIP TOPLAM MO,n(%) M1,n(%)
AA 24 11 (28,2) 14 (38,9)
AG 39 18 (46,2) 19 (52,8)
GG 11 10 (25,6) 3(8,3)

P=0,132>0,05 oldugundan genotip ile metastaz arasinda anlamh bir iliski yoktur.

Genotip ile metastaz arasindaki iligki istatistiksel olarak XZ testi ile degerlendirildi. P

degeri 0,05’ den biiyiik oldugundan (P=0,132) metastaz ile genotip arasinda anlaml bir iliski

yoktur. Metastaza gore genotip dagilimlar1 Grafik 8’ de gosterilmistir.
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Grafik 8: Metastaz - Genotip iliskisi

A aleli varliginda olusan transkript b varliginda hiicrenin malgin degisimini
uyardigindan dolay1 870G alelini homozigot tasiyan bireyler ile 870A alelini hem homozigot
hem de heterozigot tasiyan bireyler arasinda metastaz durumuna gore istatistiksel olarak
arastirdik. Olusturulan dominant modelin genotip dagilimlar1 Tablo 8’ de verilmistir.

Ho: Dominant modele gore 870G genotipi ile metastaz arasinda bir iligki yoktur.

H,: Dominant modele gore 870G genotipi ile metastaz arasinda bir iliski vardir.

TABLO 8: DOMINANT MODELE GORE GENOTIP-METASTAZ (M) ILISKISi

GENOTIP TOPLAM MO0,n(%) M1,n(%)
AA+AG 48 29 (74,4) 33(91,7)
GG 26 10 (25,6) 3(8,3)

P=0,048<0,05 oldugundan 870G genotipi ile metastaz arasinda anlamh bir iliski vardir.

Genotip frekanslari istatistiksel olarak y° testi ile degerlendirildi. P degeri 0,050° den
kiiclik oldugundan (P=0,048) 870G alelini tasiyan bireyler ile 870A alelini tasiyan bireyler
arasinda metastaz bakimindan anlamli bir fark bulundu. Hasta grubunda 870G aleli ile 870A

aleli tagiyan bireylerin genotip dagilimlari grafik 9 da gdsterilmistir.

91,70%
100,00% 74,40%
20,00%
60,00%
25,60%
40,00% 8,30%

20,00%

0,00%
AA AG+GG

MO m M1

Grafik 9: Metastaz - Genotip iliskisi
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TARTISMA

Akciger kanseri, diinyada kanser nedeniyle 6liimlerin basinda yer almaktadir. %80-90
oraninda sigara sorumludur (63). Son yillarda yapilan ¢aligmalar karsinogen metabolizmasini
kontrol eden genlerle akciger kanseri ile arasinda iligki olabilecegini gostermektedir.Yapilan
calismalar daha ¢ok hiicre siklusunda G1->S fazina gegisi saglayan siklin, siklin bagiml
kinazlar ve onlarin inhibitorleri izerinedir (5,64).

Calismamizda arastirdigimiz Siklin D1 A870G gen polimorfizimi hiicre siklusunda
retinoblastom proteini fosforile ederek Rb/E2F kompleksinin ayrilip hiicrenin G1 fazindan S
fazina gecisini saglar (29,65,66,67).

Siklin D1 geni 4. ekson, 242. kodon, 870. Nkleotidinge G—>A polimorfizimi
tanimhdir. G alleli varliginda (transkript b) Thr286 kodlanir ve Siklin D1 hiicre disina crm1
ile taginir. A alelinin varliginda (transkript a) ise Thr286 kodlanmaz ve hiicre malgin degisime
ugrar (68).

Yapilan ¢esitli aragtirmalarda Siklin D1 geni A870G gen polimorfiziminin kolon
kanseri ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir (69,70).

2005 yilinda Kuzey Hindistan’da Sobti ve ark. yaptig1 ¢alismada akciger kanseri ile
CCNDI1 A870G gen polimorfizimi arasindaki iliskiyi gostermeyi hedeflemis, 151 akciger
kanserli hastay1 151 saglikli bireyden olusan kontrol grubuyla karsilastirmistir. AA, AG, GG
genotiplerinin dagiliminda hasta ve kontrol gruplari arasinda fark olmadigini, AA+AG ile GG

genotiplerinin sigara icenlerle kontrol grubu kasilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
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oldugunu gostermistir (5).Genotip dagilimi bizim ¢alismamizla uyumludur ancak bizim hasta
ve kontrol grubundaki bazi bireylerin sigara i¢gme aligkanliklarini tespit edemedigimizden
sigara aligkanlig1 ile A870G gen polimorfizimini karsilastiramadik.

2005 yilinda Gaustchi ve ark. yaptig1 ¢alismada kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri ile
CCND1 AS870G gen polimorfizimi arasindaki iliskiyi gostermeyi hedeflemis, 244 kiigiik
hiicre dis1 akciger kanserli hastayr 187 saglikli bireyden olusan kontrol grubuyla
karsilastirmistir. AA, AG, GG genotiplerinin dagiliminda hasta ve kontrol gruplar arasinda
fark olmadigini, AA+AG ile GG genotiplerinin sigara igenlerle kontrol grubu
kasilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir. Yas, cinsiyet, timor
evresi ile A870G arasinda bir iliski bulamamislardir (63).

2006 yilinda Adel K. Ayed’in yaptig1 ¢alismada evre 1-2 kiiclik hiicre dis1 akciger
kanseri ile CCND1 A870G gen polimorfizimi arasindaki iliskini gostermeyi hedeflemis, 98
kiiciik hiicre dis1 akciger kanserli hastayr immiinohistokimyasal incelemistir. Sikiln D1 pozitif
timorlerin, siklin D1 negatif tiimorlere gore daha kisa yasadiklarint (5 yillik sag kalim
incelendiginde) belirtmislerdir (64).

2003 yilinda Cin polpulasyonunda Shi Quiling ve ark. yaptig1 caligmada akciger
kanseri ile CCND1 A870G gen polimorfizimi arasindaki iliskiyi gostermeyi hedeflemis, 182
akciger kanserli hastayr 185 saglikli bireyden olusan kontrol grubuyla Kkarsilagtirmistir. A
alleli frekansi ile G aleli frekansim1 karsilastirip aralarinda istatistiksel olarak anlamli
oldugunu géstermislerdir (p<0,05) Ayrica AA genotipini yas, cinsiyet, sigara durumuna gore
GG genotipi ile karsilastirdiklarinda yiiksek bulmuslardir (71).

2001 yilinda Mulan Jin ve ark. yaptig1 ¢alismada evre 1-2 kiiciik hiicre dis1 akciger
kanseri ile CCND1 A870G gen polimorfizimi arasindaki iliskini gdstermeyi hedeflemis, 106
kiiciik hiicre dig1 akciger kanserli hastayr immiinohistokimyasal incelemigtir. CCND1+/p16-
hastlarin toplam sagkalim orani ile CCNDI1-/p16+ hastalarla karsilastirildiginda daha diisiik
bulmuslardir (67).

1999 yilinda Keum ve ark. yaptig1 kiigiik hiicre disi akciger kanseri ile CCNDI1
A870G gen polimorfizimi arasindaki iligkini gostermeyi hedeflemis 69 kiigiik hiicre dist
akciger kanserli hastay1 immiinohistokimyasal incelemistir. Evre 1 de Siklin D1+ ile evre 2-3
karsilastirildiginda anlamli istatistiksel bir iligki bulmuslardir (p<0,05) (72).

CCND1 A870G gen polimorfizminin akciger kanseri olusma riskiyle iliskisini
gostermeyi hedefledigimiz c¢alismamizda 75 akciger kanserli hastada CCND1 870AA,
870AG, 870GG genotipleri sirasiyla, 25(%33,3), 37(%49,3), 13(%17,4); kontrol grubunda ise
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15(%25,9), 31(%51,3), 12(%20,7) olarak tespit edilmistir (tablo 7). CCND1 A870G gen
polimorfizimi ile hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur
(p=0,634). Bu sonug¢ 2005 yilinda Kuzey Hindistan’da Sobti ve ark. yaptigi c¢alisma ile
uyumludur.

AA+AG/GG genotipi hasta grubu (AA+AG:62(%82,7); GG:13(%17,3)) ile kontrol
grubu (AA+AG:46(%79,3); GG:12(%20,7)) arasinda karsilastirildiginda anlamli istatistiksel
bir fark yoktur. Bu sonu¢ 2005 yilinda Kuzey Hindistan’da Sobti ve ark. yaptigi ¢alisma ile
uyumludur.

AA/AG+GG genotipi hasta grubu (AA:25(%33,3); AG+GG:50(%66,7)) ile kontrol
grubu (AA:15(%25,9); AG+GG:43(%74,1))arasinda karsilastirildiginda anlamli istatistiksel
bir fark yoktur. Bu sonu¢ 2005 yilinda Kuzey Hindistan’da Sobti ve ark. yaptigi calisma ile
uyumludur

Calismamizda hasta grubu igersinde 870G alelini homozigot tastyan bireyler ile 870A
alelini hem homozigot hem de heterozigot tasiyan bireyler arasinda metastaz durumuna gore
karsilastirildiginda (MO: (AA+AG:29(%74,4), GG:10(%25,6); M1: (AA+AG:33(%91,7),
GG:3(%8,3)) istatistiksel olarak anlamli istatiksel bir iligki bulundu (p=0,048). 2005 yilinda
Gaustchi ve ark. yaptig1 244 kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri hastada arastirdigt AA+AG/GG
ile hastaligin evresi (1-3/4) arasinda istatistiksel bir iliski bulamamiglardir.

Genotip ve aleller biitiin gruplarda Hardy — weinberg esitligindeydi. Istatiksel analiz xz
kullanilarak yapilda.
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SONUC

Akciger kanseri etyolojisinde yas, cinsiyet, sigara, alkol, asbest maruziyeti, genetik
yatkinligin kombine olarak rol aldigi bilinmektedir. Akciger kanseri gelisiminde siklin D1
genindeki A870G polimorfizminin etkisini arastirmay1 hedefledigimiz ¢aligmada, 75 akciger
kanseri tanis1 almig hasta ile 58 saglikli kontrol grubunu olusturan bireyler karsilastirilmistir.
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ve
agaroz jel elektroforez teknikleri kullanilarak 133 ornekten elde edilen DNA’lardan A870G
polimorfizmi arastirilmustir.

Yas, cinsiyet, gruplara gore karsilastirildiginda anlamli istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamustir.

Hasta grubu igersinde metastaz durumda 870G aleli ile 870A aleli karsilastirldiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p=0,048).

Yaptimiz ¢alisma sonucunda;

1. Akciger kanserinde metastaz durumunun olugsmasinda A870 alalelinin rol
alabilecegi

2. Klinik agidan degerlendirildiginde A alelinin varliginin hastaligin ileri sathasinda
metastaz riskini artirabilecegi

3. Kanser gelisiminde etkili olan tiimor supresér gen ve onkogenlerin yani sira

CCND1 genlerininde g6z ardi edilmemesi gerektigi
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4. Ayrica genis hasta gruplarint igeren ileri ¢aligmalarla CCND1 gen
polimorfizmlerinin arastirilmasimin uygun olacagi, boylelikle degerlendirmenin istatistiksel

olarak daha anlaml sekilde tespit edilebilecegini diisiinmekteyiz.
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OZET
AKCIGER KANSERLI HASTALARDA SiKLiN D1 (CCND1) GEN

POLIMORFIZIMININ ARASTIRILMASI

Suat CAKINA

Amag: Bu calisma akciger kanseri teshisi konmus hastalarda Siklin D1(CCND1) gen
polimorfizimini aragtirmak ve bu polimorfizimin akciger kanserinin gelisimindeki roliinii
belirleyerek erken teshis ve tedaviye kliniksel katki saglayabilmek amaciyla planlandi.

Gere¢ ve yontem: Saglikli 58 bireyden olusan kontrol grubundan ve Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji poliklinigine basvuran akciger kanseri teshisi konulan
radyoterapi ve kemoterapi tedavisi gormemis 75 hastadan almman kan 6rneklerinden Vivantis
DNA izolasyon kiti ile DNA’lar1 elde edildi. Elde edilen DNA’ lardan CCNDI1 geninin 4.
eksonundaki A870G gen polimorfizimini igeren bolge 6zgiin primerlerle PZR ( polimeraz
zincir reaksiyonu) metoduyla ¢ogaltildi. Daha sonra PZR iiriinleri Mspl restriksiyon enzimi
ile kesildi, %.2,5° luk agaroz jel ile elektroforez cihazinda yiiriitiliip ultraviyole (UV) 15181
altinda incelendi.

Bulgular: Hasta grubundaki A870G genotip dagilimi (AA = 33.3%, AG = 49.3% ve
GG = 17.4% ) kontrol grubu ile karsilastirildiginda (AA =25.9%, AG= 53.4% ve GG =
20.7%) istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). Hasta grubu icersinde
AA+AG/GG genotipi ile metastaz (M) durumuna gore incelendiginde MO (metastaz yok;
AA+AG= 74.4%, GG= 25.6%) ve M1 (metastaz var; AA+AG= 91.7%, GG=8,3%) arasinda
anlaml istatistiksel biri iliski goriildi (p<0.05)

Sonu¢: Calismamizdaki bulgular istatistiksel olarak (x2) degerlendirildiginde
metastazin gelisimine A alelinin G aleline karsilik daha fazla katki yaptigi saptanmistir

(p<0,05). Bu durum hastaligin MO ve M1 evrelerinde A alelinin artmasiyla paralellik gosterir.

Anahtar Kelimeler: akciger kanseri, siklin d1, polimorfizm
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SUMMARY
INVESTIGATION OF CYCLIN D1 (CCND1) GENE
POLYMORPHISM IN PATIENTS WITH LUNG CANCERS
Suat CAKINA

Objectices: In this study, we aimed to investigate the CCND1 gene polymorphism in
lung cancer patients, and this polymorphism that is determined a role of lung cancer develop
may contributes to early diagnosis and treatment.

Material and methods:

Consisting of 58 healthy individuals from the control group and Trakya University
Faculty of Medicine Oncology clinics applied to diagnose 75 lung cancer patients. None of
the lung cancer patients had received radiation and or chemotherapy.

DNA was extracted from whole blood samples of study groups by Vivantis blood
DNA kits. The CCND1 G/A polymorphism at nucleotide 870, codon242 in exon 4, was
detected with the polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP). After PCR product were digested with the restriction enzyme Mspl. The restriction
digest products were analyzed through electrophoresis on 2.5% agarose gel by UV.

Results:

We did not find significant gene frequency of A870G between the patients (AA =
33.3%, AG = 49.3% ve GG = 17.4% ) and the controls (AA =25.9%, AG= 53.4% ve GG =
20.7%) (p>0.05). In the patients groups, we find significant gene frequency of AA+AG/GG
between MO (metastas (-) ; AA+AG= 74.4%, GG= 25.6%) and M1 ( metastas (+); AA+AG=
91.7%, GG=8,3%) (p<0.05).

Conclusion:

Working as our statistical findings (x2) is evaluating the development of metastases
contribute to the A allel than G allel (p<0.05). Stages of the illness in this case, MO and M1
indicates a parallel increase in A allel.

Key words: lung cancer, cyclin d1, polymorphism
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