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OZET

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) maligmbrlerin gelsiminde,
blylmesinde ve metastazinda 6nemli bir surgkilteden angiogenesiste kritik rol
oynar. VEGF +405G>C polimorfizimi icin C varyantl@i tasiyan Kicuk Hucreli
Disi Akciger Kanserli hastalarda cerrahi midahale sonragglvelrtan sg kalim
oranlari tespit edilnstir. ilave olarak VEGF +936C>T polimorfizimi icin T vanya
alleli tagiyan hastalar arasindags&alim oranlari artma gdimi gostermektedir.
Ayrica +936C>T ve +405G>C varyant allelerinin artayisi ile belirgin artan ga
kalim oranlari rapor edilrgiir. Calismada VEGF +405G>C polimorfiziminin erken
donem kucuk hicre giakciger kanserli hastalarda cerrahi miidahale sonraghls y
s& kalim Uzerine etkisi test edilmesi amaclanmaktadir

Bircok erken evre KHDAK'li hasta, potansiyel kifatedaviye rgmen
kanser relapsi ile ksitasmakta ve bu nedenle 6lmektedir. Evre | KHDAK'li plu
niks-metastaz ihtimali goreceli olarak yiksek olhasta subgrubunun tespit
edilmesi, bu hastalara agresif adjuvan tedavi wymubs! igin bir dayanak
olusturabilir ve adjuvan tedavi sonrasi bu hastalardhadiyi bir s§ kalim elde
edilebilir.
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ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF) play mmportant role in the
angiogenesis, which is an essential process ine¢lielopment of malignant tumors.
Three single-nucletide polymorphisms (+405G>C ie #&i-untranslated region, -
460T>C in the promoter region, and +936C>T in tharranslated region) are
common and related to VEGF protein production. slthiypothesized that such
polymorhisms may affect survival outcomes amondyestage non-small-cell lung
cancer (NSCLC) patients. In the frame work of thissis, we investigated the effect
of VEGF +405G>C polymorphism on the survival ratéhe NSCLC patients in five

years after the surgical operation.

Patients with early-stage lung cancer have a chéorceure, but many will
experince disease recurence and ultimately die assalt of their lung cancer.
Although TNM stage is the best clinical measureaofumor aggressiveness and
prognosis, there are clearly important differene#hin a stage grouping. The ability
to refine prognosis with molecular markers that exadily accessible would be
helpful.
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1. GIRIS

Akciger kanseri, halen kansere ghatlimlerin bagta gelen nedeni olup,
prognozu son derece kotl olan bir hastaliktir. A&cikanserlerinin %80’ini kiigik
hicreli dsi akciger kanseri (KHDAK) tekil etmektedir. Tani aninda hasgah
evresi en 6nemli prognostik faktérdir. Son yillardigisik mekanizmalarla etki
gosteren, daha az yan etkisi olan ¢cok sayida ypm KHDAK’nin tedavisinde
kullaniimistir. Tedavideki tim gejmelere rgmen, be yillik sagkalim %10-15
civarindadir.

Yeni etkin tedavi modellerinin getiriimesi kanserli hiicrenin davranve
biyolojisinin anlgilmasi ile ilikilidir. Bu nedenle son vyillarda ak@r kanseri
molekdiler biyolojisindeki ¢agmalara hiz verilny ve bu konuda 6nemli bir bilgi
birikimi saglanmstir. Son 20 yil icinde akger kanseri molekuler biyolojisinde
ortaya cikan gedmeler ile uygun hasta gruplarinda, konvansiyonébtaksik
kemoterapinin yani sira yeni ggirilmis spesifik ajanlarin tedavide kullanimlari
gindeme gelngtir.

Yeni damar yapimi (anjiogenez, neovaskilarizasyeigutta fizyolojik
olarak yara iyilemesi; embriyogenez, menstriel siklus vb. durumlastz
konusudur. Patolojik anjiogenez isestaa timorler olmak Uzere kollajen doku
hastaliklari (romatoit artrit vb.), retinopatilee ypsdriasis gibi hastaliklarda mevcuttur
(Parkin ve di., 1999). Onkolojide; timér dokusunda gercedie bu patolojik
anjiogenez 1970’lerden itibaren ilgi konusu okt Gunimiz teknolojisiyle
birlikte anjiogenez mekanizmalari agilanaya calgilmis ve anti-anjiogenik tedavi
yaklasimlari gelgtiriimeye baglanmstir. Aciktir ki; kanserli bir hastaya anti-
anjiogenik tedavi uygulamak suretiyle; yara iyiteesi, gebelik vb. gibi bir durumun
olmadgl ortamda hastaya hicbir yan etki olmadan, sad@oétin etrafindaki damar
yapimi bloke edilerek etkili ve spesifik bir tedayaklssimi yapilmg olacaktir
(Fidaner ve di., 2001; Siegfried ve @i, 2001). Tumor ikkili anjiogenez; spesifik
biyume faktorlerine, endotel hiicre reseptorlerirdktivasyonuna ve endotel

hicrelerinin  ¢cgalma kapasiteleri ile buna hizmet eden hicrgl dnatriks



komponentlerine Qgidir. Anjiogenik molekdiller icinde en 6nemlisi \izerinde en
¢cok durulani Vascular Endotelial Growth Factor (MBGUr.

Sonug olarak son yillarda kanser tedavisi icinikgaparatirmalarda tumor
cogalmasi ve metastazinin mekanizmalarinin @intes! icin grasiimakta ve bu
mekanizmalari hedef alan tedaviler gglilmeye calsilmaktadir. Anti-anjiogenik
tedavi de bu gowle ortaya atilmy, gerek tek bgarina gerekse konvansiyonel
tedavilere ek olarak kullanilmayadle@nms ve yan etkilerinin klasik ilaclara gore az
olmasiyla kanser tedavisinde 6nemli bir yer buftau TUmor biyolojisi ve
onkogenez konularindaki hizli gghielere paralel olarak, bircok k& timorlerde
oldugu gibi, KHDAK’'de de yeni molekiler hedefler bulungtur. Bu biyolojik
yollari hedef alan yeni ajanlar KHDAK’nin tedavisi@ giincel ardgirma konusu

olmuslardir.

1.1. Akciger Kanserinin Etiyolojisi

Akciger kanseri, 20. yuzyilin brinda nadir gorulen bir hastalik iken, sigara
icme algkanlgindaki artsa paralel olarak sikli giderek artmy ve diinyada en sik
gorilen kanser turd haline gekti. Tium dunyada kanser olgularinin %12,8’'inden
ve kanser 6lumlerinin %17,8’inden afer kanseri sorumludur. Akger kanseri tim
dunyada her yil yakigk 1,3 milyon 6lime neden olmaktadir. Ager kanserinin en
sik nedeni uzun sureli olarak titiin dumanina m&almak olmakla beraber, tim
akciger kanserli hastalarin %15'e gda bir orani sigara icmeyenlerden ghaktadir.
Akciger kanseri bircok fakttre Bh olarak ortaya cikan bir hastaliktir. Bu nedenler
arasinda; genetik faktorler, radon gazi, asbestava kirliligi gibi faktdrler sorumlu
tutulmaktadir.

Ulkemizde Salik Bakanlginin tim sglik kuruluslarinda tani alan kanser
olgularinin kaydedildii pasif kanser kayit sistemi verilerine gore &keci kanseri
insidansi 11.5/100.000°'dir. 8ls&k Bakanlginin simdiye kadar kgkuyla bakilan
verilerine kagilik, 2001 yilindaizmir olcezinde ilk defa topluma dayal gercek
kanser insidans verileri yayinlargnr. izmir Kanserizlem Denetim Merkezi'nin
1993-1994 vyillarn verilerine gbre aker kanseri tim kanserler icinde erkeklerde
%38,6’lik oranla en buydk bolimi glurmaktadir. Kadinlarda ise %5,2’lik oranla
7. siradadir.izmir il sininnda ysayan olgular baz alinarak hesaplanarsaya
standardize insidans, erkeklerde 61.6/100000, kadia 5.1/100000 dir. §hk



Bakanlg! verilerine gore akger kanseri sikfii bati bolgelerimizde en yuksek
(Akdeniz 41.0/100.000, Ege vk Anadolu 39.5/100.000) Giineyglo ve Dgu
Anadolu bélgelerimizde en diik (sirayla 17.7/100.000, 11.7/100.000§eiéerdedir.

Ulkemizdeki akgier kanseri Ozelliklerini belirlemek amaciyla Toraks
Dernesi Akciger ve Plevra Maligniteleri Caima Grubu (TAPMG) tarafindan
yapilan ulusal, hastane bazli retrospektifspahida, 11849 akger kanserli olgunun
% 90,40 erkek, % 9,6'sI kadin olup, olgular buydtanda (% 56,7) 46-65 yari
arasinda yer almaktadir. Olgularin yakka %90'Iinda sigara kullanma 6ykisu
saptanmgtir (% 77,9 aktif sigara igici, % 10,8 sigaray! dkmg). Histopatolojik
olarak ABD ve Japonya’da en sik adenokanser sag&amiAsya lkelerinde
skuamoz hiicreli kanser hala en sik kanser tipitlkemizde en sik skuamdz hiicreli
kanser (yaklgk % 45) gorulmekte, bunu benzer oranla (ysikia® 20) kicuk
hiicreli kanser ve adenokanser izlemektedir. Buyidedli kanser % 2 oraniyla en az
gorulen kanser tipidir.

1.2. Genetik Yatkinlik

Tam sigara icicilerinin sadece % 10-20’ sinde gkci kanseri gegimi,
genetik yatkinigin énemine garet etmektedir (Siegfried vegj 1999; Wei ve .,
1997). Akcger kanserli hastalarin hem sigara icen hem de iemekrabalarinda
akciger kanseri riski 2,4 kat artgtir. Artmis ailesel riskin; yg, cinsiyet, mesleksel
maruziyet ve sigara icicginden bg&msiz oldgu ve akcger kanserine
predispozisyon yaratan nadir bir otozomal genin dédyen kodominant kalitimi ile
ili skili oldugu ileri surdlmigtir (Wei ve dg., 1997; Davidson ve gi, 1993). Son 20
yil icinde akcger kanseri molekiler biyolojisinde ortaya cikanigekler ile belirli
hasta gruplarinda adjuvan tedavi, konvansiyon@talsik kemoterapi veya yeni
gelismekte olan 6zel hedeflengmajanlarin tedavide kullanimlari gindeme gegtmi
Bu nedenle son yillarda molekiler biyolojiye dayanazun sdreli sgalimi
belirleyebilecek yeni evreleme sistemleri gililmeye calsiimaktadir (Cox ve .,
2001; Groeger ve gi, 1997).

Karsinogenez cok basamakli bir surectgigdle karsinojenlerin (kimyasal,
fiziksel ve viral) etkisiyle olgan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla gergiekle

Kanserlerde olgan genetik dgsiklikler, kromozomal dizeyde (kromozom



kayiplari) ya da tek bir nukleotid dizeyinde (tek da multipl baz desiklikleri ya
da DNA promotor bdlge metilasyonu) eébilir.

Kanser hicresinin blyime ve gadma sirecinde meydana gelen genetik
degisiklikler (onkogenler, tumér supresor genler), kogiakfaktérleri (enzim
polimorfizmi) ve tumor konakgl etkijgmi (anjiogenez, invazyon, metastaz)
sonucunda tumoral kitle ajur (Akbulut ve dg.,1997: 180; Lecture ve gi 1996:
228-231).

Bazi genlerin, 6zellikle de karsinojen metabolismde iliskili genlerdeki
kalitsal polimorfizmin cgtli cevresel maruziyetler ile stimulasyonu sonboeyde
akciger kanseri geyme olasilginin arttgr gosterilmgtir. Bunun dginda, DNA
tamiri, hicre blyumesi, sinyal iletimi ve hicrelgg kontrolt ile ilgkili genler de
akciger karsinogenezisinin @sik asamalarinda hasar gorebilir. Aker
kanserlerinde gorilen genomik dengesizlik; pek &o&mozomal (anoploidi) ve
yapisal sitogenetik anormallikleri (delesyon, argdisyon, nonresiprokal
translokasyonlari) icerir. Andploidi, mitotik chegoint (kontrol noktasi)
fonksiyonlarindaki kayip ile igkilidir. Ginimuizde genomik hibridizasyon, florosan
in-situ hibridizasyon (FISH) gibi teknikler sayede bu genetik ve preneoplastik
hiicresel dgisiklikler daha ayrintili incelemektedir. Klinik olak akcger kanseri
gelisene kadar 10-20 adet genetik hasarigrohsi gerekgi bilinmektedir (Fong ve
dig., 2002).

Akciger karsinogenezinde major genetik olaylar séyl@amabilir (Jacobson ve
dig., 1999);

= Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

=  TUmOr stpresor genlerin inaktivasyonu

» Hucre siklus regulasyonunda gérev alan genleragg/artikan dg@siklikler

= DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya c¢ikagigklikler

=  BuyUme faktorleri ve reseptorlerineskin desisiklikler

Mutasyon iki ana gen sinifini hedef alir. Hicrgagmasini uyaran genler
(onkogenler) ve tumor baskiliyact genler. Epitelyallyime faktori (EGF)
reseptorini kodlayan ERBB1 geni ve RAS protoonkiggenlaha ¢ok KHDAK
olgularinda izlenen mutasyonlardan sorumludur. $dtlarda proto-onkogen olarak
adlandirilan normal ve genellikle hicrenin boélanimies ilgili i slevlerde rol alan
genlerin sigara dumani, radyasyon, kimyasal ajamar virtsler gibi eksojen

etkenlerle onkogen haline gecerek karsinogenebistek gelsmelere yol actiklari
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anlgsiimistir. Akciger kanseri ile ilgili aktive onkogenlerin 6 familyavardir: En

onemlileri ras (H-ras, K-ras, N-ras) ve myc (N-m@myc, L-myc)'dir (Richardson
ve dig., 1993). Baskilayici genler icinde en fazla sardani ise p53 geni
mutasyonudur. p53, 17p kromozomuna yermig nikleer bir fosfoprotein olup
Ozellikle DNA hasarina cevap olarak hiicre siklusuDdA sentezi ve onarimini,
hicre differansiyasyonunu ve apoptozisi kontrolnedenleri dizenleyen proteini
kodlar. Kucuk hucreli akger kanseri (KHAK) olgularinin % 90'inda ve KHDAK
olgularinin ise % 50'sinden fazlasinda bu kromoZokalizasyonunda anormal
mutasyonlar izlenebilir.

Akciger kanseri riski ile ikkili 2 kalitsal faktor; Aryl Hydrocarbon
Hydroxylase (AHH) sistemi ve Debrisoquin metabofgnotipidir. Her ikisi de
sitokrom p450 sisteminin parcalaridir. AHH enzinstesmleri polisiklik aromatik
hidrokarbonlari ve arilaminleri glcli karsinojerdektive edebilir. Ayrica glutatyon
S-transferaz (GST-M 1) ve N asetil tranferaz (NARNNK (CYPZD 6) tutine
spesifik karsinojenler son yillarda Uzerinde dunutmemli maddelerdir (Minna ve
dig., 1999: 111).

1.3. Anjiyogenez-Tumorinvazyonu ve Metastaz

Kanser hastalarinda tedavinin yetersiz olmasininbeyilk nedeni timor
invazyonu ve metastazdir. Metastaz primer tumoniinesken olgum evresinden
itibaren balar ve zaman iginde timo6rin biyumesine paraleb&l@diyir. Tamorler
histolojik tiplerine gore farkli metastaz guiclnenigéirler. Pek cok epitel kdkenli
tumorde timor hicresinin yayihmi timorin damarlasmdan kisa bir stire sonra
meydana gelmektedir. Tumoér elumu pozitif yénde (aktive onkogenler, blyime
faktorleri, proteazlar, motilite sitokinleri) ve gatif yonde (timor baskilayici genler,
biylume faktor inhibitorleri, metastaz baskilayienter, proteaz inhibitorleri) etkili
olan elemanlarin pozitife gou kaymalari sonucunda meydana gelir (Ataerg e di
1999) Sekil 1.1.).
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Sekil 1.1. invazif kansere doniim sirasinda pozitif ve negatif yonde kontrol
Kontrolstiz proliferasyon sonucu bazi biyime fakidnve aktive olmg onkogenler
artarken, siipresor onkogenlerde azalma meydangogelnvazyonu kolaylgtiran
gen Urdnlerinde agtiolurken invazyonu kolaykiran proteinlerde kayip meydana
geliyor. (Cancer: Principles and Practice of Oncology,1987)d

Metastaz olgumunda ise tumoér hicreleri, dnce primer tumor beilyte
cogalir, interstisyel stromaya girer, buradaki kan ddari yoluyla dolaima
katilirlar. Dolgima katilan timor hicreleri hedef organasatak, hedef organin
prekapiller venullerinde endotel bazal membranirenetre olarak metastatik
kolonileri balatirlar (Ataerg ve di.) (Sekil 1.2.).

TUMOR INVAZYORNU AHITDEENES
Bl KOMSL D AMAR

STROMA

Sekil 1.2. Anjiyogenez ve tumor invazyonu. Soldasitudan invazif karsinomaya
doénupum sirasinda bazal membranda lizis meydaeaegiehterstisyel stromaya
yayilim oluyor. Sgda: Anjiyogenezin erken safhalarinda kondamarin bazal
membraninda lizis meydana geliyor ve endotel styatsru goc ediyor. Stromada
lateral proteoliz ile gegieme meydana gelerek limen @lyor. (Cancer:

Principlesand Practice of Oncology, 1997.den)

Anjiogenezis yeni kapiller damar geini olup embriyonik gelme, yara
lyilesmesi ve organ hipertrofisi gibi fizyolojik olayladdneminde gorulmektedir.
Ancak kontrolstiz anjiogenezis birgok patolojik dwwn varlginda; diyabetik
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sorumlu tutulmaktadir. Anjiogenezis ekstraselliiteatriks, solubl faktér ve hicreler
arasindaki etkilgm sonucu; endoteliyal hiicrelerin differansiasyomigrasyonu ve
proliferasyonu ile seyreden kompleks Blemdir (Nie ve dg., 2000).

Anjiogenesis bircok  neoplastik  ve non-neoplastik asthlgin
etiyopatogenezinden ve ilerlemesinden; Ozellikldidsaiumorlerin buyime ve
metastaz yapmasindan sorumlu tutulmaktadir. TUmdrmgervaskilarizasyonun
baslangictaki bir enflamatuvar olaya cevap veya tumongkrotik Grinlerine kg
olabilecei ileri surtlmigtir (Mangi ve dg., 2000).

Cogu insan tumoru bangicta aylarca, hatta yillarca vaskilarizasyodsuz
Fakat sonra vaskularize olur ve hiicre alt grupdaniogenetik fenotipi bdatir.
Prevaskiler donemde timor iyi perflize olur, nad#e€hmma3 ten buytk ve milyon
veya daha fazla hiicre icerir. Prevaskiler donengy@ ynikrometastaz doéneminde
hiicreler hizla ¢galir, gengler, vaskularize olur; yeni damar eumu yeterli olmazsa
hicreler nekrozagrar (Mangi ve di., 2000).

Tumor hicreleri bir veya daha fazla pozitif regdtée uyarildginda
anjiogenik protein ekstravaskuler matrikse gecemlanpogenesisi bdatir. Kanserli
hastalarin biyopsi 6rneklerinde anjiogenesisin aapiasi metastaz veya reklrens
tahminini sglar. Hematolojik malignensilerde de anjiogenesipiognostik roli
vardir. Kemik ilginin lenfoid dokuya benzegii kabul edilmektedir. Lenf nodu,
karacger, dalak ve lenfohematopoetik doku buylumesi vekdgonu intravaskuler
yataktaki dolama balidir (Bruyn ve dg., 1970). Tumorler yeni damar yapimini
gerceklgtiremedikleri takdirde etraf damarlardan difiizyoblkeslenir ve en fazla 0,5
— 1 cm3'luk hacme kadar buytyebilirler. Bu hacimdenra cgalmalari ve metastaz
yapabilmeleri icin anjiogenez gereklidir (Folkmaa dig., 1971).

Tumor iliskili anjiogenez; spesifik buyume faktorlerine, etelohlcre
reseptdrlerinin aktivasyonuna ve endotel hicreiergogalma kapasiteleri ile buna
hizmet eden hiicre dimatriks komponentlerine padir.

Anjiojenezde birgcok ajan rol alir. Bunlar; timotidnelerinden, monosit,
fibroblast gibi ortamdaki g@er hicrelerden ve kollajen matriksin yikimi sonndsu

acga cikabilirler (Klagsbrun ve di, 1996).



1.4. Buyume Faktorleri ve Reseptorleri

Kanser hucreleri, géli hormonlar Uretirler ve bu hormonlarin hicre
yuzeyindeki reseptorleriyle etkiieni sonucunda kendi bliytumelerini otokrin yollarla
stimile ederler (Fernandes veg.di1999). Neoplastik htcrelerin birgok buyime
faktorindn salinimi ile g@alma avantaji sdadiklari bilinmektedir (Perez ve @i
1998: 222). Pek cok buyume faktorii ve reseptoriigakde kanser hucreleri ve
normal hicreler tarafindan eksprese edilmektediBexgfried ve di., 1999)

Eger bir timor hicresi, hem bir biylume faktori hemedeeptorind tayorsa
kendisini uyaran buyime halkasina sahip demektionaB ‘Otokrin  Bluylime
Halkasr'denir. Otokrin hucreler normal hicrelerde dulunur, ancak sadece
fizyolojik uyarilara yanit verirler. Dengeli biyimein kasilhkh dizenleyici
sistemler bir arada bulunur. Kanser hicrelerinde ls dengeler bozulngtur
(Hasturk ve di., 2000: 33-34). Ancak tek bir buyume faktort kangelisimini
regule edemez.

Pek cok buylime faktoril ve reseptdri “multiotokimop” olusturarak etki
gosterirler. Metastaz ve invazyonun da bu buyumeaofeeri ve reseptdrlerinin
etkilesimi sonucunda ortaya cik kabul edilmektedir (Siegfried ve @j 1999;
Takanami ve d@., 2000 ). KHDAK’ lerinde karakteristik olarak Kgsave EGFR ve
ligandlari aktive olurken, KHAK’de noropeptidler veeseptorleri aktive olur
(Heasley ve @., 1998: 19-21).

Kan destgi olmayan kanser kolonileri ¢cap olarak 1 mm’'den aldhzla
blyumezler. Yeterli kan degieolmayan koloniler istirahat halinde gi#erdir (yani
hiicre siklusunun GO fazindaki gibighkerdir): bu durumdaki koloniler tipik olarak
daha hizli prolifere olurlar fakat artgnproliferasyon hizina kompensatuar olarak
hicre 6limi de artar. Kan akimgkmdikdan sonra, htcre 6lim hizi azalr ve timor
hizla bayar.

Tumorler neovaskuilarizasyon olmaksizin ancak 1A2 Iooyuta ulgabilirler.
Tamorian buydmesi icin yeni damar yapilari ile dielktemesi gerekir (Aikawa ve
dig., 1999: 111; Pezella ve @j 1999: 139-141). Mikrodamar dansitesi bu yeni
damarlanmanin morfolojik bir gostergesi olarak aaptstir ve metastaz ve
sggkalimda azalma ile gkili bulunmustur. Yeni damarlarin okumu, kompleks bir
surectir ve endotel hiicre proliferasyonunu ve nagoaunu stiimile eden faktorler

arasindaki dengeye gedir. Bu olaylar kaskadinin tetiklenmesi icin timo
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hicrelerinden ¢gtli enzimler, buyime faktorleri ve anjiogenik maaer salinmasi
gerekir. Vaskuler buyime faktorleri olarak shea PD-ECGF, VEGF ve HGF
tanimlanmgtir (O’'Byrne ve dg., 2000).

1.4.1. Epidermal Growth Faktor (EGF)

Transforming Growth Faktor-a(TGF-a) ve EGF Resgp{&@GFR)EGF v e
TGF-a, hicre proliferasyon ve differansiyasyonunyaran mitojenik etkileri
gosterilmi olan peptidlerdir. EGF, yuzey reseptori argciile etkilerini gosterir
(Groeger ve d@., 1997). EGFR, tirozin kinaz aktivitesine sahip tstansmembran
glikoproteindir. Tirozin kinazlar hem normal hicbélyimesi ile hem de malign
transformasyon ile gkili proteinlerdir (Raymond ve di, 2000).

Pek cok cabmada aberran EGFR sinyalizasyonu ve EGFR regulasyon
bozuklygunun timaor gedimi ile iliskili oldugu gosterilmgtir (Lei ve dig., 1998).
EGFR' nin apoptozis inhibisyonu, hiicre motilitesiradts, protein sekresyonunda
artis, adezyon, invazyon, hiicre ggan siuresinde asti diferansiyasyon, anjiyogenez
ve metastaz galmi gibi pek ¢cok olayda dnemli rol algh gOsterilmgtir (Baselga ve
dig., 2001). Yuksek dizeyde EGFR ekspresyonu ilerie elvastalik, metastatik
fenotip gelsimi, sgkalimda azalma ve kotl prognoz ileskili bulunmustur
(Rabiasz ve @., 1992). KHDAK’ lerinin % 13-80’'inde EGFRsal ekspresyonu
saptanmgtir. Ozellikle yassi huicreli akger kanserlerinde normal dokunun 2-3 Kati
EGFR ekspresyonu s6z konusudur (Perez ge t1998: 54).

1.4.2. Transforming Growth Faktor-g1 (TGF-p1)

Hucre fonksiyonlarinin regulasyonunda rol oynayain polipeptit olup,
normal epitelyal hiicrelerin biyumesini inhibe efleakanami ve @., 1996). TGF-i3
peptidleri, hiicre blyumesi, diferansiyasyonu, adezymigrasyon, anjiogenez,
ekstraselliler matriks formasyonu ve immun fonkslgo etkileyen multifoksiyonel
polipeptidlerdir (Takanami ve gli, 1997). Neoplastik hiicreler inhibitor aktiviteder
karsi direng gedtirirler. Neoplastik hiicrelerde TGF-R1 ekspresygtsterilmitir.
TGF-31’in anjiogenezde, stromal formasyonda ve imrfainksiyonlarda rolt olup,
tumor progresyonuna etkisi olgim gosterilmgtir. TGF-R1, angiogenezi stimiule

eder, immun fonksiyonlari baskilar, adezyon moletkspresyonu ve ekstraselliler
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matriks komponentini arttirarak metastatik potaekiyarttirir (Hasegawa ve gl
2000).

1.4.3. Hepatosit Growth Faktér (HGF)

Plazmada bulunan ve trombositlerden sentezleneh, ld&as olarak karaar
rejenerasyonunda rol oynar. Epitel hicre prolifgoasi, migrasyon ve
differansiyasyonunda rol oynar. HGF, normal gkcile ¢ok diiik diizeyde eksprese
edilir. Yaralanma sirasinda HGF ekspresyonu artambriyonal akgcterde
tomurcuklanma ve dallanmayi uyarir. KHAK ve KHDAKiinde HGF ekspresyonu
artmstir. Opere edilebilir KHDAK’lerinde yiksek HGF dige koéti prognozu
gosterir (Hasturk ve di, 2000: 77).

1.4.4. Fibroblast Buyime Faktori (FGF)

Mezenkimal, néronal ve epitelyal hiicreler tUzerméojenik etki gosterir.

Tumor anjiyogenezini uyarir (Akbulut veglj 1997: 74).

1.4.5. Kok Hucre Faktori (SCF/c-kit)

SCF ceitli sitokinlerin yardimiyla myeloid ve lenfoid o6ichicrelerinin
proliferasyonunu arttirir, ciltteki mast hicrelea bazofillerin aktivasyonunu uyarir
(Hasturk ve di., 2000: 99).

1.4.6. Nikotin ve Opioid Reseptdrleri

Akciger kanseri hicrelerinde nikotin ve opioid reseptkspresyonu
mevcuttur. Opioidler, kanser hiicresini baskilar aoptozisi uyarirlar. Aksine
nikotin reseptdrleri, opioidlerin apopitotik etkilei antagonize ederler (Takanami ve
dig., 1996). Nikotin-opioid etkilgmi, akciger kanserinin 3/4’Ginde gdosterilgtir
(Minna ve dg., 1993: 77).
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1.4.7. Matriks Metallo Proteinazlar (MMP)

Bronsiyal in-situ karsinomdan invaziv ve metagtatikciger kanserine
progresyon, bazal membranin yikimi, cevre dokulam@azyon, lenf ve kan
damarlarina intravazasyon, damaginla ekstravazasyon ve sekonder bir dokunun
invazyonu sonucunda alur (Bolon ve dg., 1999). Tumaorun yayihmi icin gli
derecelerde doku yikimi gereklidir. Ekstraselliteatriksin degradasyonu ve bazal
membrana penetrasyonu timoérin invazyonu ve meatagttilimda 6nem tar. Bu
yetenge sahip olan MMP ailesi, proteolitik enzimlerdenusolp, KHDAK
gelisiminde oOnemli bir yeri oldgu csitli calismalarda gosterilngtir. MMP-2
(Gelatinase A)'In qri ekspresyonu KHDAK’ lerinde kotl prognozu goster
bagimsiz bir risk faktoridur (Passlick vegdi 2000). Aynisekilde MMP-9 bazal
membrandaki tip 4 kollajeni parcalayan bir endopadir ve koti prognozu
godsteren bamsiz bir risk faktori olarak bilinmektedir (Cox d&., 2000).

1.4.8. PD-ECGF

Endotelyal hicre proliferasyonu uyaran bir faktordNukleik asit sentezinde
kullanilan timidin fosforilaz enzim aktivitesine meer etkisi oldgu gosterilmgtir.
Ozellikle karagger, akcger, dalak ve lenf nodlarinda PD-ECGF ekspresyonu
yuksektir. O’ Bryne ve arkadirininin 223 opere KHDAK’li hastada yaptiklari
immunohistokimyasal c¢aimada, VEGF ve PDECGF’nin prognostik géei olan
anjiyogenik buyume faktorleri olgw ve mikrodamar dansitesinin  de

KHDAK’lerinde prognostik Gheme sahip olghu bildirilmistir.

1.4.9. VEGF

Anjiogenik molekdller icinde en énemlisi ve Uzetéen cok durulani VEGF
dur. VEGF 46 kilodalton @rliginda, homodimerik, heparin-binding glikoprotein
yapisinda bir molekdl olup géi alt gruplar tanimlanngtir. VEGF A, B, C, D, E,
ya da aminoasit sayilarina gore VE@FVEGFes, VEGF g, VEGF,06 Ve VEGHR 45
gibi isoformlari bulunmaktadir (51). Fakat bunladérdi de endotel proliferasyonu,
in vitro migrasyon ve in vivo permeabilite acisindaenzer fonksiyonlar gosterirler

(Houch ve d§., 1991). VEGF, endotelyal hicre bluyimesinde rohayan
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anjiyogenik bir faktordir. Damar permeabilitesinrttiaur. Endotele spesifik
mitojenik faktor olarak etki gosterir. Ekspresyogagitli genlere ve proteinlere lga
olarak dgisim gosterir (Aikawa ve @., 1999). Mutant p53 proteini ve mutant ras
ekspresyonu VEGF ekspresyonunu arttirir (Rak \&, @d000). VEGIgg isoform
ekspresyonunun timor anjiyogenezi, postoperatifapsel ve sgkalim ile
korelasyonunun d@er isoformlara gore daha yiksek agidau ve KHDAK’lerinde
prognostik bir belirleyici olarak kullanilabilegebildirmistir (Yuan ve dg., 2001).
VEGF biyolojik aktivitesini temel olarak ¢ resepidle gerceklgtirir. Tirozin kinaz
yapisinda olan bu reseptdrleri VEGF-R1 (flt-1), VER2 (flk-1/KDR) ve VEGF-
R3 (flt-4) olarak siralanabilir. Bunlardan VEGF-R& R2 endotel hiicreleri Gzerinde
iken VEGF-R3 lenf damarlari Gzerinde bulunmaktgiliche ve dg., 2001). VEGF
reseptorlerinin  aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfasitol-3 kinaz ve ras GTPaz
aktivator proteinleri gibi bir dizi hicre ici sindetim proteinlerini fosforile ederek
endotel hicrelerinin proliferasyon, migrasyon viedinsiyasyonunu gkar (Dvorak
ve dig., 1995). Nitric oxide (NO) ise anjiogenezin VEG&glmli bir mediyatoridur.
VEGF’in NO sentez enzimi Uzerindeki uyarici etkssinucu olgan NO, endotel
hiicre migrasyonunda rol alir (Laka vegdi2000). Basta ras, src ve her-2
onkogenleri olmak tzere VEGF duzeyi; p53 gen mutasy IL-1B, I1L-6, IL-10, IL-
13, FGF-4, PDGF, TGB; IGF-1, TNFea ve NO gibi bircok endojen ajan ile
dizenlenmekte ve timor hicrelerinde VEGF eksprasyotmaktadir (Ria ve g,
2000). Dguk glukoz seviyesi, oksidatif stres ve 0zelliklgpdksik ortamda diuzeyi
hizla artan hypoxia-inducible transcription factoHIF-1)'de VEGF saliniminda
etkili rol oynamaktadir (Longo ve @i 2002). Ayrica, VEGF muhtemel temel
anjiogenik faktor olma 6zefli yaninda; VEGF'e maruz kalan damarlarda, endotel
hiicreleri arasinda fenestrasyon, vezikller organet transseliler gap glumuna
olanak sglayarak vaskuler permeabiliteyi artirir (Bates vigg.,d2002). Endotel
hicreleri icin migratuar 6zedlininin yani sira VEGF; hucre gdimatriks yikimindan
sorumlu olan matriks metalloproteazlar ile Grokineg doku tipi plazminojen
aktivatorlerinin salinimini  da uyarir. Boyleliklenviazyon ve metastazi da
kolaylastirir (Ferrara ve @., 1997). VEGF bazi ilging 6zelliklere sahiptirsa&ida
belirtilen bu 6zellikler kanser tedavisinde faydalmaktadir (Barry ve @i, 2000:
44-47);

= VEGF, olgunlamis ve prolifere olmayan kan damari endotel hicretkin

kendi reseptorlerini indikler. Bu normal, istirahdtalindeki endotel
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hicrelerinin VEGF reseptori yoktur ama VEGF'ye mzakaldiklarinda
reseptoru Uretirler.

VEGF, kan damarlarinin gjumuna yol acan der bircok buyime
faktorandn dretimini ve aktivitesini indtkler.

VEGF, c-ras ve VEGF duretimini daha ileriye goturdiger onkogen ve
bayume faktorleri tarafindan induklenir.

Normal gelsim icin diger faktorlere de gereksinim duyan normal kan
damarlarinin aksine, VEGF tarafindan induklenen Bamarlari sizdirma
ozelligine sahiptir. Orngin, fibrinojen gibi VEGF ile indiiklenen plazma
proteinleri yeni olgan damarlardan ¢hri sizarlar. Bdylece, tUmorin
etrafinda stingerimsi bir jel alur. Bu jel VEGF icerir: bu durum anjiogenezi
daha da ilerletir.

VEGF'Un, induklenmj epitel hicrelerinde apoptozisi baskifadi
gorilmektedir. Non-metastatik paraneoplastik semdo timorin kendisine
veya metastazina gla olmaksizin geken bir grup bulgu ve semptomu icerir.
Ektopik ACTH salgilanmasina pla olarak Cushing sendromu, ADH'In
artmsg Uretimine bgh “uygunsuz ADH sendromu” , jinekomasti, kemik
metastazi olmaksizin ortaya ¢ikan hiperkalsemintaizés veya hipertrikozis
gibi deri lezyolari, I6komoid reaksiyon, trombogiami veya trombositoz gibi
hematolojik dgisiklikler de izlenebilir. Oldukca sik goérilen ve ilemis
hastalgin bir bulgusu olan trombositozis ise metastatikmie iligi
tutulumuna, myeloproliferatif hastaliklara, ilagaakut hemarojik episodlara
ve tumorin yap# buylme faktorlerine k@dir. Bu bulgular genellikle
primer tumoérin tedavisi ile geriler ve niks durumida tekrarlayabilir
(Haydaroglu ve d., 2000).

1.5. Akciger Kanserinde Hedefe Yonelik Tedaviler

Akciger kanserinin tedavisinde gon bir sekilde uygulanan KT rejimlerinin

etkileri gelstiriimeye calsilmistir. Ancak bu cabalara genen bu gruptaki hastalarin

prognozunda ilerleme g@namamytir. Son 20 yildir akger kanseri molekiler

biyolojisinde ortaya cikan gstneler ile 6zel olarak hedeflengnajanlarin tedavide

kullanimlari gindeme gelsgtir. EGF reseptériniin hem kanser biyolojisindeki

patogenetik yeri, hem de tumor gehindeki yeri g6z 6nune alinginda en cok
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EGFR inhibitdrlerinin akger kanseri tedavisindeki rolt atailmistir. EGFR
inhibitord ajanlar KHDAK’'de yliksek oranda ekspresdilen EGFR’nin bloke
edilmesi tirozin kinaz aktivitesinin inhibe edilmag sonucta hiicre aktivasyonu ve
proliferasyonunun inhibisyonuna neden olurlar. @&b (ZD1839, ressa) ve
Erlotinib (OS 774,Tarceva) daha dnce KT ile tedediien hastalarda gon olarak
kullanilan ve argtirilan ajanlardir. Bu ajanlar KHDAK’de umit vereajanlar
olmakla birlikte rolleri tam ankalmis degildir, yapilan faz Il calgmalarda platin
temelli kombine KT’lere eklenmeleri ile de gs&alim avantaji sdanamamtir.
Ancak secilmg hastalarda daha etkin olabilecekleri belirtiimelkteJapon irkinda,
sigara icmeyen ve adenokarsinomlu o6zellikle kadastdlarda daha iyi sonuclar
bildirilmi stir. Gefitinib ileri evre KHDAK tedavisinde FDA orya alarak 3.sira KT
ajani olmytur. Ayrica molektler hedefe yoneltilgpntedaviler arasinda hiicre sinyal
iletim inhibitorleri, matriks metalloproteinaz irthtorleri, antianjiogenesis tedaviler
(VEGF'U hedefleyen Bevacizumab), antisens tedavilantikor tedaviler ve
immunoterapiler yer almaktadir (Akkoclu vezdi2005).

Tamorler,  anjiogenik  faktorlerin  Gretimiyle  karakize  dokular
olduklarindan, bunlarin ekspresyonunun ya da etkile inhibisyonu tumor
anjiogenezinin baskilanmasinda indirek ancak etkili yaklgimdir. Oncelikli
hedefler icinde en ¢ok tercih edilenler VEGF ve \lFEf@septorleridir (Gulli ve di,
2000).

1.6. Anti VEGF Stratejileri

VEGF'in endotel hicreleri Uzerinde bulunan transtbean tirozin kinaz
reseptorlerine Gdanmasi ile tetiklenen sinyal yolu, bircok seviyddekli acilardan
inhibe edilerek, VEGF'in etkingi dnlenebilmektedir (Jung ve gj 2002; Kim ve
dig., 2002). Bu mekanizmalari 3 grupta toplayabiliriz;

» VEGF inhibitorleri
» VEGFR inhibitorleri

=  Monoklonal Antikorlar
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1.6.1 VEGF’e yonelik monoklonal antikorlar

rhuMab VEGF (Bevacizumab, Avastin_); anti-anjiojenik ve anti-tumor
etkinligi olan rekombinant insan monoklonal VEGF antikonuduFaz |
calismalarinda kemoterapi ile birlikte kullanifinda serum VEGF seviyelerini
Olcilemeyecek seviyelere kadarsdidUsii ve farkh timorlerde buyumeyi inhibe
ettigi bulunmutur. Ayrica yakin zamanda yapilymandomize faz Il cagmasinda
metastatik kolorektal kanserli hastalarda konvams®y tedaviye kiyasla klasik IFL
tedavisiyle kombine edildinde hastalarda survinin 6nemli derecede @rttimor
progresyonunda ciddi azalmanin qgidu ve tromboembolik komplikasyonda
herhangi bir aryiolmadgi tespit edilmgtir. (Margolin ve dg., 1999).

VEGF-trap; Faz | calgmalari devam eden ve monoklonal antikorlara gore
VEGF’ e olan affinitesi ¢cok daha yiksek olan spkS#fEGF antogonistidir. Cilt alti
uygulang! ise bir dger 6nemli avantajidir (Dupont vegdi 2003).

1.6.2. VEGF reseptorlerine yonelik tedaviler

VEGF sistemi ayni zamanda monoklonal antikorlgdada spesifik tirozin
kinaz inhibitorleri aracifityla VEGF'in reseptorleri hedef alinarak da inhibe
edilebilir. Bunlar anjiojenezde direk veya indirelarak rol alan VEGFR-1 (flt-1),
VEGFR-2 (FIk-1), Tie-1 ve Tie-2 gibi reseptorleredef alan kiciuk molekullerdir.
Bunlarin iginde ise en oOnemlisi, Ozellikle timoér kdeunda endotel htcre
proliferasyonu ve kemotaksisinden sorumlu olan
FIk-1 (VEGFR-2)’ dir (Ferrara ve gi, 1999).

1.6.3. VEGF reseptdr tirozin kinaz inhibitorleri

SU5416; Klinik olarak test edilmi ilk VEGF reseptor tirozin kinaz
inhibitéradur. Parenteral uygulanan kinolon derivadarak SU5416, VEGFR-2 (Flk-
1)'i inhibe eder (Kuenen ve gi 2002). Kisa yarilanma omri, aktif plazma
konsantrasyonu icin sik araliklarla kullaniimasi &zellikle gemcitabine/cisplatin
kemoterapisi ile kombine kullanimda ortaya cikanmmner emboli, myokardiyal
enfarktls ve serebrovaskiler olay gigimesi kullanimini kisittamaktadir (Hurwitz
ve dig., 2003).
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SU6668; VEGF, bFGF ve PDGF reseptdrlerini inhibe eden déxdlaniml
antianjiojenik ajandir (Herbst vegj 2002). Gunde tek dozluk uygulamalar hastalar
efflzyona sebep olabilmektedir (Rosen v&,d2001).

SU11248; ise gerg spektrumlu oral tirozin kinaz inhibitérudur ve VEG
PDGF, c-Kit ile Flt-3 kinaz aktivitesini inhibe edéMendel ve di., 2002).

PTK787/2K22854; oral VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptor inhibitoradar.
Ataksia, vertigo, hipertansiyon ve vendz tromboelizbo gorilen yan etkileridir.
Hepatik metastazi olan kolorektal kanserli hastiakan akimini belirgin azakgt
g6zlemlenmgtir. Kombine faz Il ve Il ¢cakmalar stirmektedir (Trarbach vegdi
2003).
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2. AMAC

Klaguk htcreli dy1 akciger kanseri (KHDAK) tum akger kanserlerinin
yaklasik %80’ini olusturmaktadir. Bu hastalarin tcte birinden daha g&reevrede
yakalanmakta ve kiratif cerrahi tedaviygmen anlamli oranda relapslar meydana
gelmektedir. Relapslarin blyuk @anlugu ise toraks @1 uzak metastazlar halinde
izlenmektedir. Geri kalan hasta grubunda ise tedawnirli bir etkinlik
gostermektedir. Bu durum, bu hastalarda izlenermsliz seyri aciklayabilecek
prognoztik faktdrlerin dGnemini ortaya koymaktadir.

Hastalgin prognozunda en 6nemli glgken tumorin evresidir. Cerrahi
rezeksiyon sonrasi 5 yillik g&alim orani evre IA timorlerde yakla %70 iken
evre IIB timorlerde %40 dir. Farkiiin nedeni ¢gu erken evre tumorde hali
hazirda mikroskobik dizeyde yayllmanin gercgklig olmasidir. Ginimuiz modern
kanser argirmalarinda standart klinik geskenlerle (Tumaor boyutu, farkhma ve
evre gibi) timaordn intrinsik genetik ve biyokimya&arakteristikleri harmanlanarak
prognozun ve tedaviye yanitin dngoérilmesi amacl&taoiar. Bu karakteristik
Ozelliklerin tanimlanmasinda gen ekspresyonusigeliari dan (northern blot ve pcr
ile) veya secili aday protein molekilinun dizeyidlgminden (immunoblot veya
immunohistokimyasal teknikler kullanilarak) yaramlar. Hicre dongidsunin
regulasyonu, apoptoz ve anjiyogesizden sorumlugagkgen ve protein prognostik
biyomarker gorevi gorur.

Angiogenesis malign tumorlerin gethinde, biylimesinde ve metastazinda
onemli bir sureci tgil eder. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
angiogenesiste kritik rol oynar. Artan VEGF ekspoesi timor biylimesi ve
metastaz ile ikkilidir.

Angiogenik  faktorleri veya  reseptorlerini  kodlayangenlerdeki
polimorfizimler protein ifade oranlarini ve/veya tiakesini desistirebilir. Bu
fonksiyonel polimorfizimler, d§iilk penetransta olmalarina kew, bir populasyonda

bireyler arasinda bir hastgd olan yatkinlik derecesinin g&ldetinin farklilgmasina
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katkida bulunabilir. Tek B#arina bazi polimorfizimler, cevresel faktorleritkisi
veya kombinasyonu ile anjiogenik pathwaylere etheldlir ve busekilde kansere
yatkinlik  derecesini ve siddetini  degistirebilir.  Anjiogenik  genlerdeki
polimorfizimlerin rollerinin aratirilmasi timor anjigenezisini daha iyi agilenasini,
riskli gruplarin saptanmasi ve yeni tedavi str&agpin belirlenmesi icin faydali
olabilir. Solid kanserlerdeki anti-anjiogenik tedan etkinliginin gelistiriimesi
bireydeki anjiogenik potansiyelin genotipik esaaldayall olarak tahmin edilmesiyle
mimkun olabilir.

Uc tek nikleotid polimorfizimi (5°UTR bolgesinde4®5G>C, promotor
bdlgesinde -460T>C ve 3" UTR boélgesinde +936C>Thejeve VEGF protein
aretimi ile iligskilidir. VEGF +405G>C polimorfizimi i¢cin C varyanalleli tasiyan
KHDAK'li hastalarda cerrahi mudahale sonrasi bétirgrtan sg kalim oranlari
tespit edilmjtir. ilave olarak VEGF +936C>T polimorfizimi icin T vamyaalleli
taslyan hastalar arasindagskalim oranlari artmagdimi géstermektedir. Ayrica
+936C>T ve +405G>C varyant allelerinin artan sayesibelirgin artan sakalim
oranlari rapor edilngtir.

Calsmada VEGF +405G>C polimorfiziminin erken donem Kcidiiicre dgl
akciger kanserli hastalarda cerrahi midahale sonragh sag kalim tzerine etkisi
test edilmesi amaclanmaktadir. Bunu yaparken dakaeyinde VEGF protein ifade
oranlari ve timér doku Kkesitlerinde goOzlenen mikmdr y@unlugu ile
kargilastirma yapilmasi hedeflenmektedir. Primer meme kansskalarinda doku
kesitlerinde godzlenen mikro damar ggmlugu ile nodal metaztas ve geaalim
arasinda hdanti saptanmgtir. Benzer sekilde, dger bircok kanser tirinde
vaskularite ve invaziv davranarasinda bganti rapor edilmtir.

Bugline kadar yapilan cghalarda VEGF Polimorfizimleri ve doku
dizeyinde ifade oranlan tek bir gaha olarak yayinlanmagtir. Bu sekilde
literatlirde bir bgluk doldurulabilir.
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3. GERECLER

3.1 Calsmada Kullanilan Ornekler

Bu calsma retrospektif bir olup agarmadaki hasta grubu 6rnekleri, Ocak
1999 ile Aralik 2007 tarihleri arasindstanbul Yedikule Ggiis Hastaliklari Eitim
ve Arastirma Hastanesi'ne kauran ve kicuk hucreli gl akciger kanseri tghisi
konulan hastalardan alinghr. Baglangic materyali olarak kan oOrnekleri mevcut
olmadgindan patolojik parafin doku bloklari kullanilghr. DNA analizi parafin
bloklardan alinan 10-15 um.lik kesitlerden DNA oledilerek yapilntir.
Hastalarin cinsiyet, ya dosum yeri, meslek gibi demografik bilgilerine ve aai
sigara icim durumu, miktar ve siresi bilgileri gdajo arsivi hasta kayit
dosyalarindan elde edilstir.

Bu calsmada KHDAK tanisiyla torakotomi yapilgolan, patolojik evreleme
sonucunda T1 veya T2-NOMO evrelerindeki, rezeksiyeomplet olarak baariimis
ve kayitlarina ulalmig, operatif mortalite gejmemg toplam 66 hasta

degerlendirildi.

3.2 Kimyasallar

Bu calgmada kullanilan tim kati ve sivi kimyasallar molekibiyolojik
kullanima uygun olup, aksi belirtiimegiitakdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da
Merck (ALMANYA) tercih edilmistir.

3.3. Tamponlar, Solusyonlar ve Enzimler

3.3.1 Kit ile DNA Izolasyonu

Parafin doku blok kesitlerinden DNA izolasyonu amyéa QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit (Qiagen, ALMANYA) kullaniingtir.
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3.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tamponlarr ve DR Polimeraz

Enzimleri
10x MgCl’stiz Tampon : 200mM (NH4)}SOy
(Fermentas, ITVANYA) 750 mMTris—HCI (pH 8.8)
% 0.1 Tween 20
MgC|2 . deO’da 25 mM

(Fermentas, ITVANYA)

Deoksiribonikletidler (dNTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP,
(Fermentas, ITVANYA) dTTP

Taqg DNA Polimeraz :  Rekombinant Taq DNA Pol
(Fermentas, ITVANYA)

3.3.3 Restriksiyon Enzimleri ve Restriksiyon Tampotari

BsmFI (Faql) »2u/ul

(Fermentas, ITVANYA)

Reaksiyon Tamponu . Tango Buffer + SAM
(Fermentas, ITVANYA) 33 mM Tris-acetate (pH 7.9)

10mM magnesium acetate

66 mM potassium acetate
0.1mg/ml BSA

0.05mM S-adeno sylmethionine

Tanima Dizisi . 5" GGGAC(Ny 3
3’ CCCTG(NY4 3’

3.3.4. Elektroforez Tamponlari ve Jel sistemlri

10X TBE : 890 mM Tris-Base
890 mM Borik Asit
20 mM NaEDTA.2H,0

(pH 8.3)
10X Bromfenol Mavisi (BPB) : 2.5 mg/ml BPB
Etidyum Bromid (EtBr) : 10 mg/ml

%1 veya %2’ lik Agaroz Jel : 0.5X TBE Tamponunda %1 veya %2
(w/v) agaroz
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3.3.5. Oligonukleotid Primerler

Tablo 3.1 VEGF +405G>C polimorfik boélgelesi icinlkanilan primer dizileri

Genetik Polimorfizm Primer Dizisi

F-5’-TGT GCG TGT GGG GTT GAG GG-3’
R-5-GTC TGT CTG TCT GTC CGT CA-3’

VEGF 405G>C polimorfizmi

3.3.6. DNA Buyukluk Markorleri

GeneRuler 50 b¢ DNA markort @ 50, 100, 200, 250, 300, 400,500,

(Fermentas, ITVANYA) 600,700, 800, 900, 1000 baz ciftlik
fragmentler iceren DNA markoéri

GeneRuler 100 b¢ DNA markord : 80, 100, 200, 300, 400,

(Fermentas, ITVANYA) 500,600,700,800,900, 1000 baz
ciftik fragmentler iceren DNA
markoru

3.3.7. Cihazlar

Otoklav . Dik Tip Otoklav

(BBS, TURKIYE)

Tartilar . Hassas Terazi, XB 220 A

(PresicajSVICRE)

Santrifijler : Minispin Plus

(Eppendorf, ALMANYA)

Derin Dondurucular ;. -20°C, 2021 D
(Arcelik, TURKIYE)

Dokumantasyon Sistemi Bio-RAd Universal
(BiO-RAD, ITALYA)

Yatay Elektroforez Sistemleri Flowgen
(INGILTERE)

21



Is1 Blogu
(INGILTERE)

Guc¢ Kaynaklari
(ITALYA)

Manyetik Karstiricilar

(ALMANYA)

Bu__zdolabl
(TURKIYE)

Spektrofotometre
(JAPONYA)

Thermo-Cycler
(INGILTERE)

Vorteks
(ALMANYA)

Su Banyosu
(TURKIYE)

Su Aritma Sistemi
(FRANSA)
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Techne DB 2D

BiO-RAD PowerPac Basic

Heidolph, MR 301

Beko 8740, Arcgelik

Schimadzu UV 1601

Techne TC-512

Heidolph REAX

Nuve BM 402

Milipore Milli Q



4. YONTEMLER

4.1. Parafin Doku Bloklarindan Kit ile DNA izolasyonu

DNA izolasyonu amaciyla QlAamp DNA FFPE Tissue KiQiagen,
ALMANYA) kullanilmi s ve iki ssamali olarak gagidakisekilde yapilmgtir.

4.1.1. Dokudan Parafinin Uzaklatiriimasi

= 25-50 mg formalinle tespit edilg)i parafin blga gomulmg doku
orneklerinden 10 kalinliginda 10-20 yaprak kesilerek, 1,5 ml'lik ependorf
tuplerine alindi.

= 1 ml ksilol eklendi, 56 °C’de 15 dakika beklendi.d&kika 13.000 rpm’de
santrifij edildi, Ustteki sivi dokuldi. Bgléem 3-4 defa tekrarlandi.

= 1 ml %100 etanol eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’detistilj edildi, Ustteki
sivi dokaldu.

= 1 ml %80 etanol eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’detisiin edildi, Ustteki sivi
dokalda.

= 1 ml %60 etanol eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’detisiin edildi, Ustteki sivi
dokualda.

= 1 ml %40 etanol eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’detistin edildi, Ustteki sivi
dokalda.

= 1 ml cift distile su eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’dantrifiij edildi, Ustteki
sivi dokaldu.

4.1.2. DNAizolasyonu

= Dokular 200ul “lisis buffer” ve 40ul proteinazK ile karstirildi, 37 °C’'de 1
gece bekletildi.
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= Uzerine 2Qul proteinazK eklendi, 1-2 saat 55 °C’de bekletildi

= Uzerine 20Qul “baglanma buffer” eklendi, +70 °C’de 10 dakika beklendi

= Uzerine 10Qul isopropanokklendi, kargtirildi.

= Filtreli taplerin altini 6rnek sayisi kadar dizigeiine filtreli tip koyduktan
sonra kapgni kapatip ustlerine numaralari yazildi.

= Karigim filtreli tiplere konuldu, 1 dakika 8.000 rpm’dantrifiij edildi.

= Alttaki tip atildi, yerine temiz tip kondu.

= Filtreli tiptn tzerine 50Ql “uzaklastiran buffer” eklendi, alt Ust edildikten
sonra 1 dakika 8.000 rpm’de santriftj edildi.

= Alttaki tip atildi, yerine temiz tip kondu.

= Filtreli tipln Gzerine 500l “yikama buffer” eklendi, alt Gst edildikten sonra
1 dakika 8.000 rpm’de santrifij edildi.

= Alttaki tip atildi, yerine temiz tip kondu.

= Son iki basamak tekrarlandi. Sonra alttaki tip¢indeki sivi dokuldi ve
tekrar filtreli tGpln altina konup maksimum hizd8.A00 rpm’de tekrar
santrifij edildi.

= 1.5 ml ependorf tipin kapea numara yazilip filtreli tip bu ependorfun
icine kondu ve uzerine 200 ml. +70 °C’de isitgnisulandirma buffer”
eklendi, 1 dakika 8.000 rpm’de santriftij edildi.

4.2. DNA'nin Nitel ve Nicel Analizi

izole edilen genomik DNA, ekstraksiyon proseduriiasnda DNA
fragmantasyon olasgina kasi test edilir. Bu amacla yluzde % 0.7 lik
(agirlik/hacim) jel hazirlanir, elde edilen Ornekleelg yuklenir ve yaratular,
elektroforez glemi sonrasi UV gik altinda tek ve siki bir bant gézlenmesi DNA
ornesinde fragmantasyon olmagiseklinde yorumlanir. Cikarilan DNA'nin miktari
ve kalitesi, bu dzellikleri bilinen bir DNA standhrile kagllastirilarak tahmin edilir.

DNA izolasyonunda kullanilan yontemin yani sira ANayng olarak
kullanilan materyalin niteli de elde edilen verimi etkiler. Materyaliglenme bi¢gmi,
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yasi ve saklanma kaillari 6nemlidir. Orngin parafine gémmesiemi sirasinda
ortamdaki  fenolin yeterince  uzaaulmamasi izolasyon sonrasinda
gerceklgtirilecek PCR reaksiyonunda inhibe edici etki gésteParafine gomali
dokulardan DNA izolasyonu sonucu genomik DNA 500-@&@z ciftlik fragmanlar
seklinde elde edilir. Bu sebeple izolasyon sonraSRReaksiyonunda kalip DNA
gorevi goérecek fragmanlar hedeflen bolgenin uzgumhw belirler. Tipik jel
goruntist smeageklindedir, genomik DNA jelde kuyucuklarin hemenirada yer
alir. Ayrica mitokondrial DNA bant okwmu gosterebilir.

Nukleotidlerin heterosiklik halkalart 260 nm. dalgboyundaki sigi
maksimum emme Ozedli tasidigindan, bu dalga boyundaki emme derecesi nikleik
asitlerin miktarinin bir olctsudidr. Buna gore DNAin miktar ve saflil,
spektrofotometrede 260 ve 280 nm. dalga boylarieldiz edilecek dgerlerden
belirlenebilir. 1 optik dansite (OD) cift iplikli DA icin 50 pg/ml. tek iplikli DNA
veya RNA icin 40 ug/ml. ve oligonikleotidler icin ise 2Qug/ml'ye kasilk
gelmektedir.izole edilen DNA cift iplikli ise, miktarinin belignmesi icin gagidaki

formulden yararlantlir.

Konsantrasyon (ug/ml)= seyreltme faktori x%#x 50 pg/ml

260 ve 280 nm dalgaboylari arasindaki oran DNA'safligi ve kalitesi hakkinda
fikir verir. Bu oran en iyi saflgirimis DNA'da yaklgik 1.8'dir. 1.8'den buyik
degserler RNA kontaminasyonunu, glik deserler ise protein kontaminasyonunu

isaret eder.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) molekiiler gettetkullanilan en temel
tekniklerden biridir. Belirli DNA dizilerinin enziratik sentezi icin kullanilan bir
metottur ve bir ¢gt in vitro klonlamadir. Genetik tani, gen klonlasnababalik
tayini, nokta mutasyonlari analizi, prenatal taaive bircok dier uygulama alani
olmasi nedeniyle cok 6nemli bir ¢teolarak biyoloji biliminde yeni ufuklar acnstir.

Her PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen dongeélerdlgsur. PCR’In temel

prensibi, iki kisa sentetik oligonukleotid primerimer birinin DNA’da istenilen
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bolgenin homolog zincirlerinin ke uglarina balanacaksekilde hibridize edilmesi
ve bu bolgenin polimeraz enzimi ilegtiimasinin sglanmasidir.

Tipik bir PCR reaksiyonu @altilacak DNA'y1, istenilen bdlgeyi hedefleyen
ileri ve geri primerleri, reaksiyon tamponunu, MgGlINTP’leri ve Taq polimeraz
enzimini icerir. Taq polimeraz aktivitesi icin sest Md? iyonlarina ihtiya¢ duyulur.
Reaksiyon tamponu enzim aktivitesi igin gerekliniar icereceksekilde hazirlanir
ve dNTP’lerde DNA sentezi icin gerekli nukleotidlesaslar. Nukleotidler iki
deserlikli katyonlari yakalady icin Mg konsantrasyonunu nikleotid
konsantsrasyonundan biraz daha fazla tutulmaliélig’? ve diger tuzlar primerlerin
kalip DNA'ya hibridizasyonunu engelleyebilirler.

Kalip denattrasyonu, primer @anmasini ve k#ianan primerlerin 1siya
dayanikli Taq polimeraz tarafindan uzatilmasinregedéngintn seri halde tekrari,
sinirlart primerlerin 5’ uclari tarafindan belirlem 6zel fragmanin Ustsel artile
sonugclanir. Bir dongude primer uzamasi ile sentezielrin bir sonraki dongiude
kalip gorevi géreca icin DNA kopyalarinin sayisi teorik olarak herrdjiide ikiye
katlanacaktir. Olgan Urln; bglangic DNA miktari ve déngu sayisinaghdir. Sonug
olarak 30 donguluk bir PCR hedef DNA dizisini mihlarca kez katlayacak bir Griin
verebilir. Ancak zamana Bh olarak enzim aktivitesinde diis ve serbest
nikleotidlerin azalmasi sonucu veriminsdiesi kacinilmazdirStandart birPCR
protokoll yoktur. Bilgenler ¢c@altilacak DNA bolgesinin 6zelliklerine gore gigir.

PCR reaksiyonunda kullanilacak enzim tipinin segim yapilacak
amplifikasyonun keullari belirler. Bir tek enzim kullanilgh gibi kombinasyon da
olusturulabilir. Termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’ delde edilen Taq
DNA polymeraz ve modifikasyonlari neredeyse tim DMAplifikasyonlarinda
kullantlir. Diger DNA polimerazlar da birbirlerinden nikleotid ekie hizlari,
yarllanma Omdarleri, 1s1 tolerans farkliliklari, eksikleaz 6zelliklerinin olup
olmamasi gibi yonleriyle ayrilirlar. Hot-start DNgolimeraz enzimleri non-spesifik
arin olsumunu engellemesi, yuksek Isilara dayanabilmeskulkdiannealing
Isilarinda da cajabilmesi gibi nedenlerle tercih edilmektedir.

Bu ¢alsmada yapilan polimeraz zincir reaksiyagautlari Tablo 4.1. ve Tablo

4.2.de verilmitir.
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Tablo 4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyolgerigi

VEGF 405G>C Hedef Bolgesi Reaksiyon Bigenleri
Tampon (10X) (NH4)2S04

MgCl2 (mM) 2

dNTP (mM) 0.4

Primerler (pmol) 0.4

Taq Polimeraz (u) 1

DNA (ng) 50-100

Toplam Hacim(ul) 25

Tablo 4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon $(dlar

PCR Isi DonguSartlar

VEGF 405G>C

Baslangic
Denaturasyonu| 94°C, 5 dk

Denatiirasyon 94°C, 30 sn

Baglanma 55°C, 1 dk
Uzama 72°C, 1 dk
Son Uzama 72°C, 5 dk
Dongu Sayisi 30

4.4. Restriksiyon Enzimi Analizi

Restriksiyon endonukleazlarin g biyolojik fonksiyonu, bakteriyel
savunma mekanizmasinda oynadiklari roldir. Baktehilicre icine giren yabanci
DNA’lar1 6zel endonikleazlar aragilyla taniyip keserler ve bu sayede belirli
bakteriyofajlara diren¢ gosterir ve bliyumelerimigarlar. Bu 6zel endontkleazlar
restriksiyon enzimleri veya restriksiyon endontklea olarak adlandirilir.
Gunumuzde 300’e yakin farkli DNA dizilimini taniyayaklssik 3000'den fazla
restriksiyon endonukleaz vatindan s6z edilmektedir.

Restriksiyon enzimleri veya gkr adiyla restriksiyon endonukleazlari cift
zincirli DNA'y1 seker fosfat bgindan kopararak keser. Bu kesim ¢ift zincirin
karsilikl fosfat balarinda simetrik veya asimetrgekilde olabilir. Kesim simetrik
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ise DNA parcalarn herhangi bgekilde birbirine tutunamayagaicin kit u¢ olgur,
fakat enzim DNA'nin her iki zincirini tam kautiklh kesmems ise yapgkan uclar
olusur ve bu uclardaki bazlar hidrojengéaurarak birbirine tekrar yagabilir. Her
restriksiyon enzimi DNA lzerinde 4-6 baz ciftliklibe bir diziyi tanir ve ancak bu
tanima boélgesi bulungu zaman DNA'yl bu boélgeden veya bu bdlgeye bebiti
uzaklhktan ve de her tanima boélgesi icin bir kesmapacaksekilde ayirir. Bu
bakimdan restriksiyon endonuikleazlari molekiler olmjde oldukca kullarsii
enzimlerdir ve ginimuzde gt bakterilerden saflgtirilan, farkh tanima bdlgelerine
sahip, kor ve yapkan uclu kesim yapabilen pek cok restriksiyon enzicari
olarak mevcuttur. Farkli tanima bdlgelerine sahgk gok enzimin var okw bu
enzimlerin ilgili gen tzerinde ofan bir mutasyonu veya polimorfizmi taramak igin
sik¢a kullaniimasina olanak@amistir. Tek bir baz ciftinin dgisimi ile olusan bir
mutasyon restriksiyon enzim boélgesinin ortadan kelkina veya yeni bir kesme
bdlgesi olgmasina neden olabilir. Restriksiyon enzim analiei tespit edilebilen
mutasyonun saptanmasinda kullanilan yakia mutasyonun bulungu bélgenin
PCR ile ¢cgaltilmasi ve ¢@altilan DNA'nin mutasyona 6zgu restriksiyon enzilai
kesildikten sonra analiz edilmesinden ibarettir.

Tipik bir restriksiyon PCR urini, enzim tamponestriksiyon enzimi ve su
icerir. Reaksiyon tamponu son konsantrasyon 1Xaklaekilde konur. Reaksiyon
sicaklgi kullanilan restriksiyon enziminin optimum gatha sicakig olmalidir. Cok
yuksek sicakliklar enzim bozulmasina ve deaktivagygol acarken cok dquk
sicaklik enzim aktivitesini diirir veya tamamen durdurabilir. Yiksek enzim
konsantrasyonu star aktivitesine yol acip spesiliwayan fazla kesilmelere yol
acacgindan enzim konsantrasyonu kullanilan DNA miktariggpre dgru
ayarlanmalidir. Enzim konsantrasyonunugidiiolmasi ise reaksiyon suresini uzatir.
Reaksiyon suiresi, kullanilan enzim ve DNA orani dazimin tirtne bzidir.
Reaksiyon siresinin gaii@den fazla tutulmasi yine star aktivitesine ychlair. Bu
yuzden enzim miktari, DNA miktari ve reaksiyon sirdgsru ayarlanip optimize
edilmelidir. Bu tezde kullanilan enzimlerin optireiolmu sartlari Tablo 4.3.de

verilmistir.
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Tablo 4.3. Restriksiyon Enzimi Kesifartlari
Restriksiyon Enzimi Miktar (U) Sicaklik (°C) Sure (saat)
BsmFI 1 37°C Gece Boyu

4.5. Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi DNA fragmanlarini tespit etmekayirmak icin standart bir
metottur. DNA fragmanlari uygun bir tampon icine jele yiklenmg olarak negatif
elektrottan (katot) pozitif elektrota (anot) yuriggkek ayrilir. DNA iskeletindeki
negatif yuklu fosfat gruplarinin vagh nedeni ile DNA molekdlleri anoda g
yurtr. DNA bantlari etidyum bromid (EtBr) veya gugniiioyamasi ile gérinur hale

getirilir.

4.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi ve Etidyum Bromid Bbyamasi

Agaroz jel elektroforezi DNA fragmanlarint molekiil gzirliklarina goére
ayirir. deisik agaroz konsantrasyonlari gigk ayirim kapasitesi ggar. Yuksek
konsantrasyonlar kisa fragmanlari ayirmada dahsifeqii.

Agaroz jel, agarozun 0.5X TBE tamponu i¢inde ¢irsi ve kaynatiimasi ile
hazirlanir. EtBr, son konsantrasyon 0,5 mg/ml dagekilde ve degradasyonu
engellemek icin jel solisyonu 50°C’ye gstulduktan sonra konur. Soltsyon jel
kabina dokulur, taraklar yegtilir ve jel polimerize olmasi icin beklenir.
Polimerizasyondan sonra jel icinde 0,5 TBE tamplonlunan yatay jel elektroforezi
aparatina konur, taraklar jelden nazikce cikavdimoylece érnekleri ytklemek igin
kuyucuklar olgturulmus olur. Ornekler BPB vyiikleme tamponu ile son
konsantrasyon 1X olacakekilde karstirihr ve mikropipet kullanilarak jeldeki
kuyucuklara ytklenir. Elektrik akimi verilmesi ikerlikte DNA anoda d@ru hareket
etmeye bglar. Agaroz jeller genellikle 100-150 Voltta (V) 4% dakika ydrataltr.
Voltaj yukseldikge agaroz jelin ayirma guct azaDNA fragmanlarinin optimum
ayirmini sglamak icin 5vV/cm akim uygulanmalidir. Elektroforezmamlandiinda
DNA bantlari UV ik altinda gozlenebilir.

Bu calsmada PCR drnekleri ve restriksiyon enzimi kesirmietinin tamami
%?2’lik agaroz jelde EtBr boyamasi ile UVsik altinda gozlenmngi ve
goruntilenmgtir.
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4.6. VEGF +405G>C Polimorfik BélgelesininMolekuler Analizi

Bu tezde Vascular Endothelial Growth Factor gefade oranlarini
degistirdigi bilinen VEGF +405G>C polimorfizmi ve Kuguk HucrdDisi Akciger
Kanserli (KHDAK) hastalarda cerrahi midahale sonfayillik sg kalim tzerine
etkisi PCR-RFLP metodu kullanilarak gtralmistir. Polimorfik gen bdlgelesi uygun
primerler ve enzimler kullanilarak PCR ydntemi gegaltiimis ve bunu takiben
polimorfik DNA dizileri, restriksiyon enzim kesimie agaroz jel elektroforezi ile
incelenmgtir. PCR drunleri ve kesim sonrasi ghm fragmanlarin boylari Tablo
4.4°de goOsterilmitir. Saptanan polimorfizmlerin  verileri istatikselolarak

incelenmitir.
Tablo 4.4. VEGF Gen Polimorfizmi
Beklenen Allel
Polimorfik Bolge SNP Numarasi Kesim Enzimi Boyutu
C=304
VEGF 405G>C rs2010963 BsmFlI G=203+101
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5. SONUCLAR

5.1.0Orneklerin Tanimi

Bu argtirmada Ocak 1999 ile Aralik 2007 yillar1 arasitddDAK tanisiyla
torakotomi yapilmy olan, patolojik evreleme sonucunda T1 veya T2-NOMO
evrelerindeki, rezeksiyonu komplet olarak séamis ve operatif mortalite
gelismems toplam 66 hasta gerlendirildi.

5.2 DNAlzolasyonu

Hasta grubuna ait parafin doku bloklarindan k&lesitler alinarak bolim
4.1’de anlatilan yontemlerle DNA izolasyonu gerestiliimistir. Elde edilen DNA
ornekleri 3 pul alinarak % 0.7 agaroz jelde incelgtimve yiritilen prosedir sonucu
olusan fragmantasyon diizeyi ve olasi mRNA kontaminasggan varlg izlenmistir
(Sekil 5.1.). Sghkh bireylerden alinan yanik i¢i epitelyum hieghden izole edilen
DNA deneylerde kontrol amacli olarak kullanitm.

Sekil 5.1. Genomik DNA d&rneklerinin % 0,7’lik agargelde goérinumiu (1 kb

markar)
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5.3. VEGF +405 G>C Lokusunun Molekiler Analizi

Bu calgmada VEGF geni +405 bdlgesinde yer alan polimorifierin
KHDAK hastalarda szkalim (izerine etkisi test ediimeye gadmistir. Ozellikle
azalan VEGF Uuretimi ile gkili VEGF +405C allelinin cerrahi rezeksiyon sonréek
tek bireylerde sgkalim lGzerine etkisi sorgulansgtir.

Gerceklgtirilen bu retrospektif cagmada argtirilan VEGF polimorfik bélge,
hastalara ait DNA o6rnekleri kullanilarak boélim 24l belirtilen sartlarda PCR
yontemi ile ¢@altiimistir. Cazalan gen bdlgeleri agaroz jel elektroforezi ve EtBr
boyamasi ile UV gigl altinda gorintilenngiir. Basarili bir sekilde amplifiye olan
bdlgeler bélim 4.5.'te belirtilersartlar kullanilarak restriksiyon analizine tabii
tutulmus ve ardindan agaroz jel elektroforezi yontemi ileelenmgtir. Restriksiyon
analizi ile belirlenen aleller DNA dizi analizi igogrulanmstir.

+405 G>C polimorfik bolgesi icin C alelli dik plazma VEGF duzeyi ile
ili skilidir. +405 G>C polimorfik boélgesinin MZF1 trangksiyon faktéri bglanma
bolgesi icinde yer aldi ve C alellinin bglanma spesifitesini diirdigl
distindlmektedir. VEGF geni Uzerinde +405 G>C mutasyonubulunduran
polimorfik bolge, VEGF +405 Forward ve Reverse mitari ile sinirlandirilarak
PCR yontemi ile ¢galtilmis, 304 b¢’lik amplifikasyon triniu elde edilgnve % 2
agaroz jelde goruntilenstir (Sekil 5.2.). PCR uranleri BsmFI restriksiyon enzimi
ile kesilen amplifikasyon drunleri % 2 agaroz jeldeo 0.5 EtBr iceren)
goruntulenmgtir. G alelli igin 304 b¢’lik PCR Urinun BsmFI emnziile kesimi 203b¢
ve 101 bc¢'lik fragmentler okiurmaktadir. C alelli icin kesilmemitam uzunluktaki
304 be’lik fragment gozlenirSekil 5.3.).

12
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Sekil 5.2. VEGF +405 F-R PCR 0rinu % 2 agaroz jgidainimu (50 b¢ markor)
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FI

Sekil 5.3. BsmFI kesim trtnlerinin % 2 agaroz jetpietinimu (50 b¢ markar)

Tam restriksiyon Urdnlerinin - kesim paternleri itesgerek hastalarin
tasidiklari genotip frekanslari ve aleller belirlerstivi (Tablo 5.1.).

Tablo 5.1. VEGF +405 Genotip Frekanslari

Genotip | Frekans %
GG 3 4.5
GC 53 80.3
cCC 10 15.2

Genotip d&liminin Hardy-Weinberg Dengesine uyumliglu bakildginda, X2
degeri 25,73 olarak hesaplanmaktadir. Genotigildal istatisksel olarak anlamhidir
(p<0.001). Hastalardaki bu genotipgdami rastlantisal d&ldir.
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6. TARTISMA

Insan genomundaki genetik varyasyon, genetik veegelifaktorlerin birlikte
karakterize etfii kompleks hastaliklardan biri olan kanser saranalari icin gok
gucli bir kaynaktir. Populasyona atfedilen kansehtkninin az rastlanan gen
hatalar1 ile dgil, genellikle DNA dizisindeki polimorfik varyasydarla iliskili
oldugu giderek anlghr hale gelmgtir. Bu goris, akciger kanseri dahil olmak Uzere
pek cok kanser ofum mekanizmasi icin kabul edilgir. Cogu kanser turd,
genomik ve cevresel faktorlerin kargnaetkilesimlerinin bir sonucudur.

Kiacuk hucreli dn akciger kanseri (KHDAK) tum akger kanserlerinin
yaklasik %80’ini olusturmaktadir. Bu hastalarin tcte birinden daha d&reevrede
yakalanmakta ve kiratif cerrahi tedaviygmen anlamli oranda relapslar meydana
gelmektedir. Relapslarin blyuk @mlugu ise toraks @1 uzak metastazlar halinde
izlenmektedir. Geri kalan hasta grubunda ise tedawnirli bir etkinlik
gostermektedir. Bu durum, bu hastalarda izlenermsliz seyri agiklayabilecek
prognoztik faktdrlerin Gnemini ortaya koymaktadir.

Hastalgin prognozunda en onemli gleken tumorin evresidir. Cerrahi
rezeksiyon sonrasi 5 yillik g&alim orani evre IA timorlerde yakl&a %70 iken
evre IIB timorlerde %40 dir. Farkiiin nedeni ¢gu erken evre tumorde hali
hazirda mikroskobik dizeyde yayllmanin gercgklig olmasidir. Ginimuiz modern
kanser argirmalarinda standart klinik gskenlerle (Tumaor boyutu, farkhima ve
evre gibi) timordn intrinsik genetik ve biyokimyagarakteristikleri harmanlanarak
prognozun ve tedaviye yanitin ongorilmesi amacldmmoa. Bu karakteristik
Ozelliklerin tanimlanmasinda gen ekspresyonusigediari dan (northern blot ve pcr
ile) veya secili aday protein molekilinun dizeyidlgminden (immunoblot veya
immunohistokimyasal teknikler kullanilarak) yaramla. Hucre doéngusinin
regulasyonu, apoptoz ve anjiyogesizden sorumlugagkgen ve protein prognostik

biyomarker gorevi gorur.
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Memeli hicreleri ygayabilmek igin oksijen ve besin maddelerine ihtiyag
duyarlar ve bu nedenle kan damarlarinin 100-200 yakininda olacaksekilde
konumlanirlar, bu mesafe oksijenin difizyon lim&insdegerdir. Cok hcreli
organizmalarda blUyime icin vaskulogenezis ve aejiegis ile yeni kan
damarlarinin olgumu gereklidir. Bu slre¢ pro- ve anti anjiogenik lekailler
arasindaki bir denge ile duzenlenir.slehastaliklarda 6zellikle kanserde bu denge
ortadan kaybolur. Kan damarlari olmaksizin, tanrokiitik boyuta ulgamazlar ve
baska bir organa metastaz yapamazlar. Begekilde, etkin kan dokami olmaksizin
tumorin her bolgesine efektif miktarda anti kangeclarini  yonlendirmemiz
mimkin olmazdi. Tumdr blyimesi ve metastazininogejiezis bamli olmasi
nedeniyle anjiogenezisi bloke etmek timaor blyumesigellemede etkin bir strateji
olarak kimi kanser turlerinde kullaniimaktadir. kKanlemekte olan dokular
anjiogenik kapasite kazanmaktadirlar. Pro-anjidgemolekdllerin etkisi anti-
anjiogenik molekullerce dengelegidisiirece anjiogeniksartel kapali durumdadir
ancak denge anjiogenezis yoninde boziuddasartel acik konuma getirilir. Géli
sinyaller metabolik stres (hipoksi, yiuksek pH vedylisemi gibi), mekanik stres
(6brnek olarak, c¢galan hicrelerden kaynaklanan basing), immun veflanuator
yanit (dokuya gecrgi immun veya inflamator hicrelerin etkisi) ve geketi
mutasyonlar (6rnek olarak, onkogen aktivasyonu,iogepik duzenleyicilerin
dretimini kontrol eden timor supresor genlerin dgdmu) dengenin bozulmasinda
etkindir. Cevrenin ve genetik faktorlerin etkil@inin nasil timor anjiogenezisine ve
blylumeye etki etdi karmalk bir konudur ve halen bluyuk 6lciide anlamamstir.
Pro- ve anti-anjiogenik faktorlerin salinimi kanshiicrelerinden, endothelial
hiicrelerden, stromal hiicrelerden, kan ve ekstrisetiiatriksten kaynaklanabilir.
Goreceli dgilimlari ise buylk olasilikla timor tipine ve bosgee gore dgskenlik
gostermektedir. Ayni zamanda tumoriun geli regresyonu ve relaps evrelerinde
farkhlik gozlenmektedir.

Tumor icindeki damarlarin  yonlugu, genel olarak anjiogenik ve
muhtemelen metastatik potansiyellerin bir oOlcutiarak digunulmektedir.
Fontanini’nin calgmasinda oldgu gibi bazi cakmalarda, erken evre rezektabl
KHDAK’'nde mikrodamar ygunlugunun metastatik hastalik ve kotu prognoz igin
bagimsiz bir faktér oldgunu gosterilmytir.

Akciger kanserlerinin biyuk kismi VEGF eksprese eder.eRspresyonun,

yuksek mikrodamar dansitesi, hematojen ve lenfajestastaz ve kotl prognozla
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iliskili oldugu bircok calgma tarafindan gOsterilgtir. Salven ve arkagar
KHDAK’de yiksek plazma VEGF diuzeylerinin kemorearss ve kotu sgkalimla
ili skili oldugunu bildirmitir.

Bu calsma kapasaminda VEGF geni U(zerinde vyer alan +405G>C
polimorfizmleri KHDAK tanisi konmg ve rezeksiyonu komplet olarak gaalmig
66 farkl bireyde caftiimistir. Calsilan hasta grubundaki genotipgdaminin Hardy-
Weinberg’e uymamas! ve bu uyumsuzin istatistksel olarak oldukca anlaml
olmasi (p<0.001) s6z konusu hasta grubundaki gendgiliminin raslantisal
olmadgini gostermektedir. Calian grupta “C” alelinin baskin olmasi, bu alelin
KHDAK hastalarinda cerrahi midehale sonrasindakayastresi tzerinde pozitif
etkisi oldigu soylenebilir. Turk popilasyonu tzerine ilk kezpyan bu calkmanin
sonugclarinin mevcut literattirle uyumlu ofalugdrilmektedir.

Bircok erken evre KHDAK'li hasta, potansiyel kufatiedaviye rgmen kanser
relapsi ile kagilasmakta ve bu nedenle 6lmektedir. Evre | KHDAK'li pluntks-
metastaz ihtimali goreceli olarak yiksek olan hastiagrubunun tespit edilmesi, bu
hastalara agresif adjuvan tedavi uygulanmasi igm dayanak olsturabilir ve

adjuvan tedavi sonrasi bu hastalarda daha iyieikalim elde edilebilir.
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