AKCIGER KANSERLi HASTALARDA RADYOTERAPI
ONCESIi/SONRASI SERUMDA VITAMIN D,
PHOSPHOINOSITIDE-3-KINASE, PROTEIN-KINASE B,
HYPOXIA-INDUCIBLE-FACTOR-1 ALPHA
SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Muhammed KOKPINAR
Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dah

Tez Damsmam
Prof. Dr. Ahmet KIZILTUNC

Doktora Tezi-2024



SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

AKCIGER KANSERLIi HASTALARDA RADYOTERAPI
ONCESI/SONRASI SERUMDA VITAMIN D,
PHOSPHOINOSITIDE-3-KINASE, PROTEIN-KINASE B,
HYPOXIA-INDUCIBLE-FACTOR-1 ALPHA
SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Muhammed KOKPINAR

Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dah
Doktora Tezi

Tez Danismani
Prof. Dr. Ahmet KIZILTUNC

ERZURUM
2024



ICINDEKILER

ICINDEKILER .........ocooviiiiiieeeeeeeeeee ettt I
g R D) 5 QU 3 O 11
(@ )4 LSO PP UUURPTTRPPRR v
ABSTRACT et e et e e et e e e e as V
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ........coooooiiiiic VI
SEKILLER DIZINT .......coooiiiiiiiiiiieeeeeeceee et IX
TABLOLAR DIZINI.......oooiiiiiiiie e X1
| @] 0 23 1R 1
2. GENEL BILGILER .........cocoooiiiiiiiiiii st 4
2.1. Akciger Kanseri Tanim, Epidemiyoloji, Etiyoloji ve Risk Faktorleri....................... 4
2.2. Akciger Kanseri Histopatolojisi ve Prognozu............cccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee i 6
2.2.1. Kucik hiicreli akciger kanseri (KHAK) .....cccuvveiiiieiiiie e see e 7
2.2.2. Kiigiik hiicreli dig1 akciger kanseri (KHDAK) ... 7
2.3. Akciger Kanserinde EVICIEME ........ccooviiiiiiiiiiiiiiiii it 8
2.4. Akciger Kanserinde Semptom ve Klinik Bulgular.............ccccccoviiiiiiiiinnn, 10
2.5. Akciger Kanserinde Tani ..........uuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeecssiiiiicee e 10
2.6. Akciger Kanserinde Tedavi .........cocouueiieiiiiiiieiiiiiee e 13
2.7. Vitamin D ve KHDAK THSKIST......ccvooviiieiieeiee et 14
2.8. Hypoxia-inducible-factor-1 alpha ve KHDAK TliSKiSi......c.cocveeveveeiriririsiiereiinns 18
2.9. Phosphoinositide-3-kinase ve KHDAK TISKIST .....vvoveveoveveeieeriiieciee e 22
2.10. Protein-kinase B ve KHDAK THSKIST .....cvcoveveeiieeieeceeeeee et 24
3. MATERYAL VE METOT ...t 28
3.1. Calisma ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi ...........cccceeviiiiiiiiiiiiiiiiniiicee, 28
3.2. Numunelerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi.............coooveiiiiiiiiciniiiiceice e 29



3.3. Kullanilan Cihaz, Kit ve Malzemeler ...............uuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieinnnn.... 30

3.4. ANAlIiZ YONEMI: ELISA ..o 30
3.5. Istatistiksel OIGHMICT ........cveveerieereeeeeeieree et tete sttt es ettt es st st en et en s 38
A BULGULAR .....ootieieeeee ettt ettt n s sttt sttt et an s s 40
5. TARTISMA .....oooouiiieieieeeeeeee e es sttt n ettt s sttt etes e s s 55
6. SONUC VE ONERILER...........ccoooiiiiiieoeieeeeeeeeeeee s en s 63
KAYNAKLAR ..ottt s sttt n s sttt eeees 65
EILER ..ottt ettt ettt ettt t e ettt 71
EK-1. ETIK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU...........c.cccooovvviiiinirannnnn, 71
EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU.........cooiiiiiiieeeeeeeetesee e, 72



TESEKKUR

Doktora tezi olarak sundugum bu c¢alismayr kiymetli bilgi ve katkilar1 ile
yoneten, tezimin her asamasinda yanimda olan, bilimin ve biyokimyanin felsefesini
ogreten danisman hocam Saym Prof. Dr. Ahmet KIZILTUNC’a en igten saygi ve
stikranlarimi1 sunarim.

Tez kapsaminda numunelerin toplanmasinda biiyiik emekleri olan Tez izleme
Komitesi Uyesi Dog. Dr. Hilal KIZILTUNC OZMEN’e, Tez izleme Komitesi Uyesi
Dog. Dr. Esra LALOGLU’na, akademik ve laboratuvar deneyimlerini esirgemeyen
Atatiirk Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali hocalarma ve personellerine,
calismalarim sirasinda ilgi, tecrlibe ve desteklerini esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Halil
Ibrahim OZKAN’a ve Ars. Gor. Neslihan YUCE ye, istatistiksel analizlerin yapilmasi
ve yorumlanmasinda emegi gegen Dog¢. Dr. Sinan YILMAZ’a, bu calismayr TDK-
2022-10915 nolu proje numaras1 kapsaminda destekleyen Atatiirk Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigiine, egitim 6gretim donemim boyunca beni sabirla

destekleyen esime ve aileme tesekkiir ederim.

Muhammed KOKPINAR



OZET

Akciger Kanserli Hastalarda Radyoterapi Oncesi/Sonrasi Serumda Vitamin D,
Phosphoinositide-3-Kinase, Protein-Kinase B, Hypoxia-Inducible-Factor-1 Alpha
Seviyelerinin Belirlenmesi

Amag: Bu doktora tezinin amaci, Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)
tanis1 alip kemoradyoterapi 6ncesi ve sonrast serumlarinda 1,25(OH).D3, HIFla, PI3K,
PKB seviyelerini tespit etmek, birbirleri arasindaki korelasyonu belirlemek, boylece
hastanim tani, tedavi, takip ve prognozuna katki saglamaktir.

Materyal ve Metot: Calismanin deney grubunu Atatiirk Universitesi Radyasyon
Onkolojisi Bolumii’nde KHDAK tanisi alip radyoterapi uygulanan hastalardan randomize
secilen 40-85 yas arast 50 hasta olusturmaktadir. Kontrol grubunu ise 40-72 yas arasi 30
saglikli birey olusturmaktadir. Hasta ve kontrol serumlarinin HIFla, PI3K, PKB,
1,25(0H).D3 duzeyleri ELISA yontemiyle spektrofotometrik olarak 6l¢uldi. Bunun igin de
hasta grubundan RT 6ncesinde ve sonrasinda iki defa; kontrol grubundan ise bir defa sekiz
saat gece achiginin ardindan vendz kan 6rnekleri alinmistir.

Bulgular: Calisma grubunda radyoterapi dncesi ve sonrast Wilcoxon Eslestirilmis Iki
Ornek Testi'ne gore HIFla ve PKB parametrelerinde anlamli fark gorilirken PI3K ve
1,25(0H).D3’te gorilmedi. Hasta grubunda RT 6ncesi Spearman korelasyon analizinde tim
parametreler arasmnda anlamli pozitif yonlii iliski mevcuttu. Hasta grubunda RT sonrasi
1,25(0OH)2D3 ile HIF1a; 1,25(OH).D3 ile PI3K ve HIFla ile PI3K arasinda anlamli pozitif
yonlu ve orta diizeyli korelasyon bulundu. RT o6ncesi ¢alisma grubuyla saglikli kontrol
grubu arasinda Kkarsilastirma yapmak igin gergeklestirilen MWU testine goére gruplar
arasinda 1,25(0OH)2D3 ve PKB dagilimlar1 yoniinden anlaml diizeyde fark vardi. Saglikli
kontrol grubunda PKB ile PI3K arasinda anlamli, pozitif yonlii ve yiliksek diizeyde iliski
vardi. ROC analizine gore 1,25(0OH).D3 ve PKB’nin KHDAK’ni ongdrmesi agisindan
tanisal biyobelirte¢ degerinin oldugu, HIFla ve PI3K’nin ise tanisal degerinin olmadigi
tespit edildi.

Sonug: Calismamizda kemoradyoterapi 6ncesi ve sonrasi 1,25(OH).D3, HIF1a, PKB
ve PI3K ile KHDAK arasinda anlaml iligkiler tespit edildi. Bu dort parametrenin hasta tani,
prognoz, takip ve tedavisine yardimci birer biyobelirte¢ olabilecegi sonucuna varildi. Daha
genis katilimli ve farkli kanser tiirleriyle bu parametreleri ele alan kapsamli ¢aligmalarin
yapilmasinin konuyu daha iyi aydinlatacagi kanaatine varild.

Anahtar Kelimeler:  Akciger kanseri, hypoxia-inducible-factor-1  alpha,

phosphoinositide-3-kinase, protein-kinase B, radyoterapi, vitamin D



ABSTRACT

Measurement of Vitamin D, Phosphoinositide-3-kinase, Protein-kinase B,
Hypoxia-inducible-factor-1 alpha levels in serum before/after radiotherapy
patients with lung cancer

Aim: The aim of this doctoral thesis is to determine the levels of 1.25(0OH).D3,
HIF1a, PI3K, and PKB in the serum of patients diagnosed with Non-Small Cell Lung
Cancer (NSCLC) before and after chemoradiotherapy, to determine the correlation
between them, and thus to contribute to the diagnosis, treatment, follow-up and
prognosis of the patient.

Material and method: The experimental group of the study consisted of 50
patients between the ages of 40-85 who were randomly selected from among patients
diagnosed with NSCLC and treated with radiotherapy at the Radiation Oncology
Department of Ataturk University. The control group consisted of 30 healthy
individuals between the ages of 40-72. HIFla, PI3K, PKB, 1.25(0OH).D3 levels of
patient and control sera were measured spectrophotometrically using the ELISA
method. For this purpose, venous blood samples were taken twice from the patient
group, before and after RT, and once from the control group after an eight-hour
overnight fast.

Results: In the study group, according to the Wilcoxon Paired Two Sample Test
before and after radiotherapy, there was a significant difference in HIF1a and PKB
parameters, but not in PI3K and 1.25(0OH):D3. In the patient group, there was a
significant positive correlation between all parameters in the Spearman correlation
analysis before RT. In the patient group, a significant positive and moderate correlation
was found between 1.25(0OH).D3 and HIFla; 1.25(0OH)2D3 and PI3K; and HIF1a and
PI3K after RT. According to the MWU test performed to compare the study group and
the healthy control group before RT, there was a significant difference between the
groups in terms of 1.25(0OH).D3 and PKB distributions. In the healthy control group,
there was a significant, positive and high-level correlation between PKB and PI3K.
According to ROC analysis, it was determined that 1.25(OH).D3 and PKB had
diagnostic biomarker value in predicting NSCLC, while HIFla and PI3K did not have
diagnostic value.

Conclusion: In our study, meaningful relationships were detected between
1.25(0H)2D3, HIF1a, PKB and PI3K and NSCLC before and after chemoradiotherapy.
It was concluded that these four parameters could be biomarkers that could help in
patient diagnosis, prognosis, follow-up and treatment. It was concluded that conducting
comprehensive studies with wider participation and different cancer types addressing
these parameters would shed more light on the subject.

Key Words: Lung cancer, hypoxia-inducible-factor-1 alpha, phosphoinositide-
3-kinase, protein-kinase B, radiotherapy, vitamin D



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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: Diinya Saglik Teskilati, World Health Organization
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tiirlerinin insidansi, mortalitesi ve prevalans1 hakkinda,
tilkelerin ge¢cmis yillardaki verileri kullanilarak giincel
tahminler sunmak amaciyla olusturulan proje
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GSTF : Gene spesifik transkripsiyon faktorleri

Gy : Gray, birim zamanda sogurulan doz miktar1

HIFla : Hypoxia-inducible-factor-1 alpha

HRE : Hipoksiye cevap elemanlar1

IDH : 1zositrat dehidrojenaz

IGF-1R : Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1

IQR, Q3-Q1 : Ceyreklikler aras1 aralik

KHAK : Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

KHDAK : Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

MAPK : Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz

MAPK : Mitojen aktif protein kinaz

MDM?2 : Murine double minute 2, p53 tlimdr baskilayici genini
negatif olarak kontrol altinda tutan gen

mL : Mililitre

MR : Magnetik Rezonans Gortintiileme

mMTOR : Mammalian target of rapamycin

MWU : Mann-Whitney U testi

n : Orneklem biiyiikligii

ng : Nanogram

Ort : Ortalama

p : Anlamlilik diizeyi, Probability

p300 : CBP ile birlikte transkripsiyonel ko-aktivator protein

p53 : Ttimor baskilayici gen

PDK : Piruvat dehidrojenaz kinaz

PET : Pozitron Emisyon Tomoarafisi

pg : Pikogram

PHD : Oksijene bagimli prolil hidroksilaz

PI3K : Phosphoinositide-3-kinase

PIP-3 : Fosfoinozitol-3-fosfat

PKB, AKT : Protein-kinase B

pmol : Pikomol

PTEN : Protein tirozin fosfataz ve tensin homologu

Q1-Q3 : Birinci dorttebirlik ile tiglincii dorttebirlik arasindaki agiklik

rR : Korelasyon katsayist
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ROC
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Z Skoru

: Ras Associated Factor, G-Proteini tlrlnde bir proto-

onkogen ve bunu kodlayan gen

: Receiver Operating Characteristic, islem karakteristigi

egrisi, testin ayirt edicilik orani

: Hlicre membraninda bulunan protein yapidaki tirozin kinaz

reseptdrini kodlavan aen

: Revolutions per minute, dakikadaki devir sayis1
: Radyoterapi

: Tirozin kinaz reseptorleri
: Skuamdz yassi hiicreli karsinom

. Standart Sapma, Standart Deviation

: Stiksinat dehidrojenaz

: Krebs dongusd, sitrik asit dongusu, Trikarboksilik asit
: Tumor, lenf nodu, metastaz

. Ultrasonografi

: Video Yardimli Goglis Cerrahisi

: Vitamin D reseptor

: Vaskuler Endotelyal Bliylime Faktort

: Wilcoxon Eslestirilmis Tki Ornek Testi

: Sayisal veriler lizerinde uygulanan ve degerlerin ortalamaya

g6re konumunu belirleyen puan
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1. GIRIS

Akciger kanseri, akciger dokusu hiicrelerinin ihtiya¢ ve kontrol dis1 ¢ogalarak
akciger i¢inde veya diger organlarda kitle (metastaz) olusturmasidir. Diinya Saglik
Teskilat1 (DSO) verilerine gore akciger kanseri diinyada en sik goriilen ve en fazla
6lime neden olan kanser tirudir. Akciger kanserleri icerisinde de ¢ogu vakay kiiglik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olusturur (Inal ve ark., 2013).

Radyoterapi (RT) iyonlastiric1 1smlarla saglam dokuya zarar vermeden kanserli
hiicreleri planli, kontrollii ve bolgesel olarak yok etmektir. RT kiigiik hiicreli dis1
akciger kanseri vakalarinin cogunda kiiratif ve palyatif tedavilerin yaninda en az bir kez
uygulanmaktadir (Brown ve ark., 2019).

Vitamin D, Protein-kinase B (PKB, AKT), Phosphoinositide-3-kinase (P13K) ve
Hypoxia-inducible-factor-1 alpha (HIF1a) kanserde 6nemli dort parametredir. Vitamin
D antikanserojen etkili kolesterolden sentezlenen hormon benzeri bir vitamindir. PKB
hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminde, embriyogenezde, proliferasyon, blylme,
farklilagsma ve fosforilasyonda 6nemli rol oynar. PKB uyarisindaki degisiklik apopitoz
mekanizmasini bozarak karsinogenezi baslatir. PI3K kanserde etkin rol oynayan fosfo
inozitol-3-fosfat1 fosforlayarak aktive eder. Bu aktiflenme AKT1’i uyararak PISK/AKT
sinyal iletim yolunu aktive eder. Kanserli hiicrelerde AKT ve PI3K sentezinin artisi
beklenir. HIFla dokularin oksijen seviyelerini, protein stabilizasyonunu, hiicre ici
lokalizasyonunu ve transkripsiyonunu etkiler. PI3K/AKT1 sinyal iletim yolunda PI3K
ve AKT1, HIFla'nin pozitif diizenleyicisidir. Hipoksik kosullarda HIF1la seviyesinin
yiikselmesi beklenir. Radyoterapi en iyi etkiyi oksijen varliinda gosterir. HIFla
yiiksekliginde radyoterapinin etkinligi azalacagi i¢in radyoterapi Oncesi HIFla
seviyesinin Olglilmesi ve diger parametrelerle iliskisinin belirlenmesi hayati 6nem arz

etmektedir (N. Calapoglu, 2016; Dogan & Giig, 2004; Liu ve ark., 2017).



Ulusal ve wuluslararas: literatlir taramasinda akciger kanserinin ve
radyoterapinin bu dort parametre iizerinde etkili oldugunu kanitlayan farkli ¢caligmalara
ulagilmig, ancak insan serumunda bu dort parametrenin birlikte degerlendirilerek
aralarindaki iliskinin saptandigi bir calismaya rastlanmamistir. Tez konusu, bu dort
parametrenin radyoterapi Oncesi ve sonrast kontrol grubuyla karsilastirmali olarak
tespiti, akciger kanserinin erken tanisina (erken evrede biyopsi alinmasina), prognozuna
ve tedavinin etkin olup olmadigma yardimci olmasi konusunda bilime 151k tutmasi ve
literatiirdeki eksikligin giderilmesi agisindan duyarliligi ve 6zgiilliigl yiiksek 6zgiin bir
calismadir.

Bu doktora tezinin amaci, KHDAK tanis1 alip RT tedavisi alacak hastalarda
kemoradyoterapi oncesi ve sonrasi serumlarinda 1,25(OH).D3, HIFla, PKB ve PI3K
seviyelerini tespit etmek ve birbirleri arasindaki korelasyonu belirlemektir. Calisma
sonunda bu parametrelerin sonug¢larmin saglikli kontrol grubundan ve RT Oncesi
degerlerden farkli ¢ikmasi, 6rnegin PKB ve PI3K i¢in beklenenden yiiksek olmasi
durumunda “imatinib gibi AKT inhibitorQ, arrestin gibi PI3K inhibitéri mu verilecek?”,
D vitamini eksikliginde ise “vitamin D takviyesi mi yapilacak?” seklinde hekime yol
gosterecektir. PI3K yolu HIF’i aktive ettigi i¢cin PI3K/AKT inhibitorii HIF’in de negatif
regiilatoridiir. Dolayisiyla HIF, vitamin D, PI3K ve AKT’yi normal seviyede tutmak
kemoradyoterapinin etkinligini artiracaktir. Bu kapsamda c¢alismaya ait arastirma
asagidaki sorulara cevap aramaktadir:

a. RT oncesi ve sonrasi akciger kanserli kisilerde 1,25(0OH).D3, HIF1a, PKB ve
PI3K seviyeleri arasindaki iligki nedir?

b. Akciger kanseri gelisiminde, prognozunda ve RT tedavi protokoliinde

1,25(0OH).D3, HIF1a, PKB ve PI3K’nin roli nedir?



Calismanin basariyla sonuclanmasi akciger kanserinde erken evrede biyopsiye
gidilerek erken teshise yardimci olabilecek, hastaligin prognoz parametrelerini
destekleyebilecek ve RT tedavisinin etkinligini takip parametrelerinde klinisyene
yardimci olabilecektir. Akciger kanserinin ve RT’nin bu parametreler (izerine etkisi ve
birbirleri arasindaki iliski tespit edilebilecektir. Bu parametrelerin beklenenden yliksek
veya disik c¢ikmasina baglh olarak hekim, hastanin tedavi protokoliinii

degistirebilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akciger Kanseri Tanim, Epidemiyoloji, Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Kanser, viicudun herhangi bir hiicresinin normal kontrol mekanizmalarinin
diginda anormal miktarda g¢ogalmasidir. Kanser, genetik ve cevresel faktorlerin
karmasik etkilesiminin bir sonucudur. Bu c¢ogalmanin sonucu olarak hiicrenin
metabolik ihtiyacini karsilayabilmesi i¢cin anjiogenez denilen var olan damarlardan yeni
damarlar olusturmasi gerekir. Metastaz i¢in bu gerekli bir yoldur. Akciger kanseri,
akciger dokusu hiicrelerinin ihtiya¢ ve kontrol dis1 ¢ogalarak akciger icinde veya
viicudun diger organlarmda kitle olusturmasidir (Kiglikkaya ve ark., 2018).

Akciger kanseri diinya genelinde her yil yaklasik 1.6 milyon (1.1 milyon erkek
ve 500 bin kadin) insanin 6liimtine neden olan yaygin bir hastaliktir. Akciger kanserinin
karakteristik 6zellikleri ileri evrede teshis konma, agresif ilerleme ve sistemik tedavilere
olumlu yanit vermedir. Akciger kanseri kanserden Olumlerde erkeklerde birinci,
kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Tedavi tekniklerinin
gelismesine ragmen hastalarin bes yillik sagkalim orani %10-20 arasindadwr. Erken
evrede bilgisayarli tomografi (BT) ile tespit edilebilmesine ragmen tiim kanserler
icerisindeki 6liim oran1 %20 seviyelerindedir (Dirican ve ark., 2016).

Akciger kanseri olgularinin %85°1 sigara ile iliskili olup diinyada kanserden
6liim oranlarinda birinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde ise akciger kanserinin sigara
ile iligkisi 2013-2018 yillar1 arasinda %90 oranindadir (Erbaycu, 2020).

Tiirkiye’de 2018 yilinda yeni kanser tanis1 alan hasta sayis1 210 bin civarinda
iken, 2020 yilinda bu say1 yaklasik 233 bine ylikselmistir. Benzer sekilde 2018 yilinda
Tiirkiye’de kansere bagl 6liim sayis1 yaklasik 116 bin iken, 2020 yilinda bu say1 126

bini gegmistir (Globocan, 2020).



2020 y1l1 istatistiklerine gore her kadin/erkek cinsiyet ve her yastan kanser tanisi
konulan yeni vaka sayist Sekil 2.1°de gosterilmistir Buna gore Tiirkiye’de 2020 yilinda
en ¢ok gorulen kanser tiirleri sirasiyla akciger kanseri (%17.6), meme kanseri (%10.3),
kolorektal kanser (%9.1), prostat kanseri (%8.3) ve tiroid kanseri (%5.9)’dir. Ayrica bu

bes kanser tiirii, tim kanserlerin %50’sinden fazlasini olusturmaktadir (Globocan,

2020).
Kanser Yeni Vaka Oranlan (Kadin-Erkek)

Diger | | | | | % 48.8
Tiroid " 5.9
Prostat | % 8.3

Kolorektal | % 9.1
Meme | % 10.3

Akciger : % 17.6

Sekil 2.1. Tiirkiye’de her yas ve cinsiyetten kanser tanisi alan yeni vaka oranlar1

Uranyum bozunmasiyla ortaya ¢ikan radon gazi, asbestozis, komir, radyasyon,
pasif sigara i¢iciligi, ¢esitli metaller, organik kimyasallar, kirletici maddeler, tuberkiiloz
gecirme oykdsi, arsenik, egzoz partikilleri ve bircok mesleki maruziyetler (lastik
iretimi, tags doseme, cati1 kaplama, baca temizleyiciligi gibi) cevresel toksinler olarak
akciger kanseri igin diger risk faktorleridir (Bayram, 2019).

Diyet ile ilgili risk faktorleri beta karoten, C vitamini ve alfa-tokoferoliin
serumda diisiik olmasi, ekmek, piring, kirmiz1 et, siit iiriinleri, bitkisel ve hayvansal
yaglar basta olmak lizere bircok gida sayilabilir. Sebze, meyve ve aygicek yaginin
akciger kanseri i¢in koruyucu olabilecegini destekleyen ¢alismalar mevcuttur (Alici &

Simsek, 2022).



Akciger fibrozisli hastalarda sigaradan bagimsiz olarak 7 kat, insan immdin
yetmezlik virtisu enfeksiyonunda 2.5 kat ve kronik obstriiktif akciger hastaligi olanlarda
ise 2.8 kat akciger kanserine yakalanma riski oldugu tespit edilmistir. Human papilloma
virlis ve Ebstein Barr viriisii de akciger kanseri riskini artirmaktadir (Lim ve ark., 2009).

Akciger kanseri diginda hastalara uygulanan radyoterapi, erkek cinsiyet ve
ailesel genetik yatkinlik da akciger kanseri i¢in risk faktorii olarak rapor edilmistir
(Topu ve ark., 2004).

Etkin tiitlin tirtinleri kontrol politikalari, saghk egitimi ve korunma onlemleri,
toplumda farkindaligi saglayacak bilgilendirmeler, akciger kanseri insidansini
azaltabilecek 6nlemlerden bazilaridir (Erbaycu, 2020).

2.2. Akciger Kanseri Histopatolojisi ve Prognozu

Akciger kanserlerinin histopatolojik alt tiplerine gore smiflandirilmast en iyi
tedavi yontemi ve hastaligin prognozu hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir.
Smiflandirma, dogru tani i¢in 151k mikroskobuna ek olarak immiinohistokimyasal
boyamalara dayanmakta ve tedavi stratejisini belirlemektedir. 2015 yilinda DSO’niin
kabul ettigi son siniflandirmaya gore akciger kanseri KHAK ve KHDAK olarak ikiye
ayrilmaktadr (Sekil 2.2) (Li ve ark., 2016). Bu smiflandirma tiimoriin mikroskobik
goriintiisiine gore yapilir. Bu iki tlimoriin bliylime, yayilim hizi ve tedavileri farkhidir.
KHDAK ise non-skuaméz (adenokarsinom ve biiyiik hiicreli karsinom) ve yassi hiicreli
(epidermoid-skuaméz) karsinom olmak tizere alt basliklara ayrilmaktadir (Diniz ve ark.,

2017).
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Sekil 2.2. Akciger kanserinin histopatolojik siniflandirmasi

2.2.1. Kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK)

Akciger kanserlerinin %10-15’ini olusturur. En hizli biiyliyen ve yayilim
gOsteren (metastaz yapan) akciger kanseri tipidir. Sigara ile ¢ok yakindan iliskili olup
bu tiimorlerin sadece %1°1 sigara igmemis kisilerde ortaya ¢ikar. Cok hizli metastaz
yaptigindan genellikle tani konuldugu sirada viicutta yayilmis (metastaz) oldugu
goriiliir. Bununla beraber kemoterapiye yaniti gayet iyidir, ancak tani konuldugunda
ileri evrede oldugu i¢in prognozu kotiidiir (Dogan, 2012).

2.2.2. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)

En fazla goriilen akciger kanseri tipi olup tiim akciger kanseri hastalarinin %85-
90’11 olusturur. KHDAK nin DSO niin son smiflamasina gére (i¢ ana tipi vardur:

Adenokarsinom: Kadinlarda ve sigara igmeyenlerde daha sik goriiliir. Geligmis
tilkelerde en sik goriilen (%40) akciger kanseri tiiriidiir.

Skuamoz yassi hiicreli karsinom (SCC): Ulkemizde en sik goriilen akciger
kanseri tiiridiir. Erkeklerde daha sik goriiliir. Sigara kullanimi ile yakindan iliskilidir.

Hastalik siklikla akciger iginde sinirh kalir veya komsu lenf bezelerine yayilir. Akciger



kanserleri igerisindeki orant %25-30’dur. Adenokarsinoma gore SCC daha ge¢ metastaz
yapar (Alar & Sahin, 2012).

Buyuk hucreli karsinom: KHDAK ler i¢inde en az siklikta goriilenidir ve tiim
akciger kanserlerinin %10 kadarini olusturur. Uzak organlara metastaz yapma egilimi
yuksektir (Liu ve ark., 2019).

2.3. Akciger Kanserinde Evreleme

Kiiciik hiicreli akciger kanseri i¢in en yaygin evreleme sistemi iki asamalidir:
Smirh evre (tek tarafli akcigerde) ve ileri evre (kanser karsi akcigere veya viicuda
metastaz yapmis ise).

Akciger kanserinde diinya genelinde kabul goérmiis “Uluslararasi Akciger
Kanseri Calisma Dernegi (International Association forthe Study of Lung Cancer:
IASLC)” tarafindan tanimlanan TNM evreleme sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu sistemde T primer timord, N bolgesel lenf bezlerini ve M uzak metastazi temsil
eder. TNM evreleme sistemi, timorin biytikligi, ciddiyeti, metastaz durumu, hastanin
hayatta kalma orani, hastaligin prognozu, hastaya uygulanacak en iyi tedavi yontemi
hakkinda standart olusturur. Giiniimiizde 2016 yilinda IASLC tarafindan kabul edilen 8.

TNM evreleme sistemi kullanilmaktadir (Tablo 2.1) (Cok, 2018).



Tablo 2.1. Akciger kanseri TNM evreleme sistemi

T: Primer TUumor

Primer tumor degerlendirilemiyor.

Tx Tumdriin bronkoskopi veya goriintileme ile saptanamadigi, fakat malign hucrelerin balgam
ya da bronsial lavajda goriildiigii durumlar

T0 Primer timore iliskin belirti yok.

Tis Karsinoma in situ
Akciger veya visseral plevra ile ¢evrili, <3 cm timor

e  Tla(mi) Minimal invaziv adenokarsinom

e TlaTumdrin en genis ¢cap1 <1 cm

e T1b Tumdrin en genis capr>lem <2 cm

e Tlc TumOrin en genis ¢apr>2 cm < 3 cm
TumOrin en genis ¢api>3 cm < 5 cm veya

T1

e Karina tutulumu olmayan ana brons tutulumu
T2 o Visseral plevra tutulumu
o Hiler bolgeye yayilan atelektazi veya post-obstriiktif pnémoni
T2a TumOrun en genis capr>3cm < 4 cm
T2b Timdrin en genis ¢apr>4cm < 5 cm
Tumorin en genis capr>5 cm < 7 cm veya
e Primer timér ile ayni lobta nodiil olmasi

T3 o Asagidaki yapilarin direkt invazyonu
v’ Parietal plevra ve superior sulkus timdrleri dahil gogis duvari tutulumu
v" Frenik sinir
v’ Parietal perikard
Tumdrin en genis capt >7cm veya
e ipsilateral farkli lobta nodiil(ler) olmasi
T4 o Asagidaki yapilarin direkt invazyonu
v Diyafram, kalp, mediasten, rekirren laringeal sinir, major damarlar, trakea, vertebra
korpusu, 6zefagus, karina
N: Bolgesel Lenf Nodu Tutulumu
N Bolgesel lenf nodlart degerlendirilemiyor.
NO Bolgesel lenf nodu yayilimi yok.
N1 Ipsilateral peribronsial, intrapulmoner lenf nodlarinda ve/veya hilerde metastatik tutulum
N2 Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodlarinda metastatik tutulum
N3 Mediastinal ve/veya hiler lenf nodlarinin kontralateral tutulumu

Skalen veya supraklavikiiler lenf nodlarinn tutulumu

M: Uzak Metastaz

MO Uzak metastaz yok.
Uzak metastaz var.

e MlaKarsi akcigerde metastatik noduller
M1 v" Perikardiyal, plevral metastatik noduller
v Perikardiyal, plevral malign efiizyon
M1b Tek ekstratorasik metastaz
M1c Multipl ekstratorasik metastaz




2.4. Akciger Kanserinde Semptom ve Klinik Bulgular

Akciger kanserinde bulgularin biiyiik ¢ogunlugu timorin lokal, metastatik ve
sistemik durumuna gore semptomatiktir. Diger solunum sistemi hastaliklarinda oldugu
gibi en sik goriilen belirtiler: Oksiirtik (%51.6), gogiis agrist (%44.2), nefes darligi
(%34.8), balgam cikarma (%21), kilo kaybi (%19), hemoptizi (%14.1), halsizlik
(%12.7) ve istahsizliktir (%10.7). Rutin tarama ve baska bir sistem hastalig1 incelemesi
sirasinda ortaya c¢ikan asemptomatik bulgular yok denecek kadar azdwr. Ekstremite
agrisi, norolojik semptomlar, ses kisikligi, gastrointestinal sistem bulgulari, terleme,
vena kava superior sendromu, ¢omak parmak, lenf bezi tutulumu, kardiyovaskdler
sistem hastaliklar1 semptomlari, psikiyatrik semptomlar, horner sendromu ve higkirik
daha az gortlen belirtilerdir (Erbaycu ve ark., 2009).

Akciger bol kanlanan bir organ olmasi nedeniyle akciger kanserinde lenf sistemi
ve kan yoluyla diger organ ve dokulara metastaz olay: siktir (Tablo 2.2) (Alar & Sahin,

2012).

Tablo 2.2. Akciger kanserinde metastaz ve sikligi

Metastaz bolgesi Sikhk (%) Metastaz bolgesi Sikhk (%)
Santral sinir sistemi 0-20 Plevral doku 8-15
Kemik doku 25 Karaciger dokusu 1-35
Kalp-perikard 20 Deri-yumusak doku 1-3
Bobrek 10-15 Adrenal 2-22
Gastrointestinal sistem 12

2.5. Akciger Kanserinde Tani
Akciger kanserine spesifik herhangi bir laboratuvar testi yoktur, ancak muhtemel
girisimlere hazirlik igin tam kan sayimi, Alanin Aminotransferaz (ALT), Aspartat

Aminotransferaz (AST), Gama glutamil transferaz (GGT), C-reaktif protein (CRP),
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glukoz, dre, kreatinin, sodyum, potasyum, alkalen fosfataz, kalsiyum ve sedimantasyon
gibi biyokimyasal testler istenmektedir (Y1lmaz & Kabalak, 2024).

Akciger kanserinin tanisinda goriintiileme (direkt akciger grafisi, MR, BT, PET,
endobronsiyal ultrasonografi) ve girisimsel (bronkoskopi, mediastinoskopi, ince igne
aspirasyon biyopsisi, videotorakoskopik cerrahi ve torakotomi) yontemlerden
yararlanilmaktadir.

Direkt Akciger Grafisi: Soliter pulmoner nodil, atelektazi, pndmonik
infiltrasyon, hiler dolgunluk, mediastinal genisleme, plevral sivi ve lokalize saydamlik
artig1 gibi durumlar saptanabilir.

Bilgisayarlh Tomografi (BT): Direkt akciger grafisinde kitle lezyonu saptanan
her hastaya uygulanmasi gereken bir radyolojik yontemdir. BT tiimoriin genel yapis1 ve
dagilimi, hiler bolge ve mediastinal tutulum ile bu bolgedeki lenfadenopatiler, buyik
damar ve kalp invazyonu, gégiis duvari tutulumu ve plevral efuzyon gibi timdrin gerek
evrelemesinde gerekse cerrahisi i¢in gerekli 6nemli ipuglarini verir.

Magnetik Rezonans Goruntileme (MR): Yumusak dokularda daha iyi goriintii
vermesi ve bircok planda kesit almasi gibi ozellikleri nedeniyle mediastenin, gogiis
duvarinin, kalp ve biiyilk damarlarin, diyafragma ve spinal kanalin daha ayrintili
degerlendirilmesine olanak saglar. Ancak BT ile karsilastirildiginda akciger parenkimi
hakkinda daha az bilgi vermesi ve daha pahali olmas1 dezavantajlaridir.

Pozitron Emisyon Tomografisi (PET): (18F) Floro-2-deoksi-D-glukoz
kullanilarak uygulanan pozitron emisyon tomografisi (FDG-PET) anormal Kitle tespiti
ve evreleme amagh kullanilmaktadir. Bu goruntileme yonteminde yanlis pozitif
(pnémoni, granuloma, sarkoidoz, tlberkiloz, aspergilloz, histoplazmoz, inflamasyon,
pulmoner hamartom, atelektazi ve bronsiektazi gibi inflamatuar cevaplar) ve yanlis

negatif (1 cm ve altindaki KHDAK, atipik karsinoid, bronkoalveolar karsinom gibi)
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sonuglar almabilecegi unutulmamalidir. Bu radyolojik islemin en 6nemli dezavantaji
cok yaygin olmamasi ve yiksek maliyetidir (Akpinar ve ark., 2013).

Bronkoskopi: Santral yerlesen ve endobronsiyal tiimorlerde histopatolojik tani
degeri %90’ m tizerindedir. Buna karsilik periferik lezyonlarda tani degeri %40’a kadar
diisebilmektedir. Lezyondan direkt biyopsi, brons i¢i yikama ve firgalama ile hiicre elde
edilmesi, transbronsiyal biyopsi ile parenkim i¢i kitleden ince igne ile doku alinmasi
islemlerinden olusur. Giliniimiizde videobronkoskopi, endobronsiyal ultrasonografi,
otofloresan bronkoskopi, elektromanyetik navigasyon diagnostik bronkoskopi gibi
cesitleri mevcuttur (Almeida, 2012).

Transtorasik Ince Igne Aspirasyon Biyopsisi: Periferik tumorlerde BT veya
Ultrasonografi (USG) esliginde yapilan ince igne aspirasyon biyopsisi onemli bir teshis
aracidir. Ancak bu islemin kanama, pndmotoraks gibi komplikasyonlar1 mevcuttur.

Mediastinoskopi: Bu cerrahi islemde genel anestezi altinda mediastinoskop ya
da video-mediastinoskop adi verilen alet yardimiyla mediastendeki lenf bezleri ve
kitlelerden biyopsi alinir. Tan1 ve kanser evresi tespiti amaciyla uygulanir.

Torakoskopi: Lokal anestezi altinda ve sedatif analjezi ile hastanin toraks
bosluguna girilerek lezyonlardan biyopsi almak ya da plevral siviyr bosaltmak icin
kullanilan bir cerrahi islemdir.

Video Yardimli Gogiis Cerrahisi (Video Assisted Thoracic Surgery, VATS): Bu
endoskopik cerrahi islem genel anestezi altinda uygulanan hem teshis hem tedavi
amaciyla kullanilabilen gilinlimiiziin 6nemli operasyonlarindan birisidir. Bu teknikle
lobektomi, pndmonektomi gibi acik cerrahide yapilan tiim islemler giivenle

uygulanabilmektedir (Toker & Kaya, 2009).
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Torakotomi: Minimal invazif yontemler ile tan1 konamayan hastalarda en son
care olarak torakotomi ile kitleden direkt biyopsi ve kanser evresine gore yapilmasi
gereken cerrahi rezeksiyon islemidir (Almeida, 2012).

2.6. Akciger Kanserinde Tedavi

Kiigiik hiicreli akciger kanseri hizli biiylime 6zelligi, hematojen yoluyla metastaz
hiz1 yiiksek olmasi nedeniyle evre 1 doneminde cerrahi uygulanabilir. Ayrintili bir
evrelemenin ardindan radyoterapi ile birlikte platin bazli kemoterapi (etopozid ve
sisplatin) temel tedavi yaklasimidir (Oztuna ve ark., 2003).

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde hastanin yasi, pulmoner kardiyak
ozellikleri, hastaligin evresi, ko-morbidite durumuna goére degismekle birlikte
mediastene invazyonu olmayan antimetastatik evre 1 ve evre 2’de temel yaklasim
cerrahidir (segmentektomi, lobektomi ve wedge rezeksiyonu). Cerrahiye uygun
olmayan hastalarda radyoterapi ve kemoterapi en uygun tedavi yaklasmmidir (Yilmaz,
2018).

Kiiciik hiicreli dis1 evre 3 akciger kanserinde cerrahiye uygun lenf nodu tutulumu
olan hastalarda rezeksiyon sonrasinda kemoterapi veya radyoterapi uygulanabilir.
Cerrahiye uygun olmayan lokal ileri evre hastalarda es zamanli veya ardisik olarak
kemoterapi (sisplatin+vinca alkaloid, sisplatin+etoposid, sisplatin+pemetreksetin (non
skuamoz histolojide) ve radyoterapi (indiksiyon kemoterapisinin ardindan 60-66 Gray
dozun, 30-33 fraksiyonda verildigi, 6-7 hafta suren bir tedavidir) en uygun tedavidir
(Kanat ve ark., 2003).

Ileri evre 4 akciger kanserinde tedavi yaklasimi hastanm yasam Kkalitesini
bozmadan tedaviye bagli yan etkileri asgari diizeyde tutarak sagkalim siiresini
uzatmaktir. Tiimoriin ve hastanin durumuna gore cerrahi ve kemoterapi segenekler

arasindadir (Yilmaz, 2018).
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2.7. Vitamin D ve KHDAK 1liskisi

Vitamin D, Kalsiyum ve fosfatin sindirim yolunda kullanimi, emilimi, bagisiklik
sistemi, tiroid fonksiyonlarina ve kemik gelisimi {izerine etkisi olan yagda ¢Gzlnen,
antiproliferatif, sitotoksik, imminomodulator, antikanserojen etkiye sahip hormon
benzeri steroldiir. Vitamin D’nin D2 (ergokalsiferol) ve D3 (kolekalsiferol) olmak iizere
iki 6nemli formu mevcuttur. Yapilan ¢alismalar otuzdan fazla dokuda bulunan kalsitriol
(1,25(0OH).D3) ve analoglarinin vitamin D reseptorii araciligi ile insan kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasmi inhibe ettigini (antikanser 6zelligi) gostermektedir (Urbschat
ve ark., 2013).

Vitamin D kaynaklar1 giines 15181 etkisiyle (UVB) ciltte, yiyeceklerden ve
ilaclardan saglanir. Deride sentezlenen ve diyetle alman D vitamini inaktif vitamin D
baglayici proteine baglanarak dolasima dahil olur. Karacigerde 25 hidroksilaz (bunu
saglayan gen CYP2R1’dir.) ile hidroksillenerek dolasimdaki gercek formu olan 25-
hidroksivitamin D, yani 25(OH)D’ye doniistir. Bobreklerde 1a-hidroksilaz enzimi
tarafindan hidroksillenerek aktif formu ve kaynagi sadece bobrek olan 1,25(0OH)2D’ye
yani kalsitriole doniismektedir. Bunu saglayan gen ise sadece CYP27B1’dir (Sekil 2.3)

(Duman & Un, 2019).
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Sekil 2.3. Vitamin D sentezi ve metabolizmasi

Kanda kalsiyum ve fosfor diizeylerinin diismesi ile artan paratiroit hormonu, D
vitamini dretimini artirmaktadir. 25(OH)D’nin yarilanma omrii 2-3 hafta iken,
1,25(0OH);D’nin yarilanma omrii 4-6 saattir. Bu ylzden 1,25(OH).D’nin kandaki
miktar1 25(OH)D’nin miktarindan 1000 kat daha azdir. Kandaki 25(OH)D yeterlilik
dizeyinin 30-60 ng/mL olmasi beklenir. 25(OH)D’nin antikanserojen etkisi 30
ng/mL’nin iizerinde ortaya ¢ikmaktadir. 1,25(OH)2D’nin kanser hiicrelerinde
proliferasyon, invazyon, metastaz ve anjiogenez Uzerine azaltici, apoptozis ve
diferansiasyon tizerine artirict etkileri mevcuttur. D vitamini, akciger kanserli hastalarin
prognozunu olumlu yoénde etkileyen ve hasta sagkalimmi artiran protektif hormon
benzeri bir steroldir (Upadhyay ve ark., 2013).

Dolagimda vitamin D’nin aktif formu olan 1,25(0OH).D3’iin serumda yiiksekligi
ve yuksek vitamin D alimi ile akciger kanseri insidansi arasinda negatif bir korelasyon

vardir. PI3K/Akt/mTOR yolunun aktivasyonu kanser hicrelerinin  kontrolsiiz
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cogalmasina, genomik kararsizliga ve metabolik olarak hiicrelerin yeniden
programlanmasina neden olabilmektedir. Vitamin D ise endometrium, prostat, akciger
ve hepatoselluler kanser gibi bazi kanserlerde PI3K/AKT yolunu inhibe ederek hiicre
biiylimesini ve ¢ogalmasini engellemektedir (Duman & Un, 2019; Wang ve ark., 2022).

PI3K/AKT/mTOR yolu, timér olusumunda ve gelisiminde Onemli bir rol
oynamaktadir. PI3K, biiyime faktorleri gibi yukar1 yonlii sinyaller tarafindan
uyarildiginda, asagi yondeki sinyal molekullerini daha da aktive eden kanser hicresi
proliferasyonunu, istilasini, metastazi, anjiyogenezi ve karbonhidrat metabolizmasimni
diizenleyen AKT’yi aktive eder. Buna gore, tiimorlerin biiylimesi ve metastazi,
PIBK/AKT/mTOR yolundaki her bir molekiiliin ekspresyonunun baskilanmasi ve
sinyallemenin bloke edilmesiyle inhibe edilebilir ve bu durum antitumor etkisi ile
sonuglanir (Sekil 2.4). PI3K, Akt ve mTOR’un otofaji, glukoz metabolizmasi, protein
sentezi, hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi ve daha bir¢ok siliregte rol oynadigi

gorulmektedir (Xu ve ark., 2020).

' Growth factor
RIK
“a

Sekil 2.4. PI3K/AKT/mTOR sinyal yoluna genel bakis
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Normal hucreler, oksijen varliginda glukozu pirlivata glikolizis yoluyla parcalar
ve daha sonra olusan piriivatin biiyilkk ¢ogunlugunu oksidatif fosforilasyonla
mitokondride tamamen okside edip CO2’¢ doniistiiriir. Anaerobik kosullarda ise normal
hiicreler glikolitik pirtivati mitokondrial oksidasyona yonlendirmeyip biiyiik Slgiide
laktata indirger. Warburg’un calismasindan koken alan temel mekanizma, normal
hiicrelerin aksine hizli prolifere olan tiimérlerin bu islem sonucu Uretilen 1 molekdl
glukozdan elde edilen ATP miktarinin ¢ok az olmasina ragmen glukozu aerobik
ortamda laktata doniistiirmesidir. Gorliniirde mantiga aykir1 gelen bu mekanizmaya
Warburg etkisi denir (Kisacam & Temizer Ozan, 2019; Vander Heiden ve ark., 2009).

Yiyan ve ark. (2022) tarafindan yapilan c¢alismada vitamin D’nin
PISK/AKT/mTOR sinyal iletim yolunun inaktivasyonu KHDAK hiicrelerinde Warburg
etkisini ve kok hiicre devamliligini baskiladigi, dolayisiyla KHDAK’nin ilerlemesini
inhibe ettigi (antitimor etkisi) gosterilmistir (Sekil 2.5). Bu ¢alisma, D vitamininin

KHDAK ’ye karsi1 tedaviye potansiyel bir parametre oldugunu gostermektedir (Yiyan ve

ark., 2022).
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Sekil 2.5. Vitamin D’nin KHDAK’nde Warburg etkisi

17



2.8. Hypoxia-inducible-factor-1 alpha ve KHDAK Tliskisi

HIF1-2-3, dimerik yapiya sahip 6karyotik hiicrelerde transkripsiyon faktoriidiir.
Dokularda hipoksiye karsi ilk ve erken cevabi dizenleyen HIF1o’dir. HIF1 proteininin
stabilizasyon ve aktivasyonunda esas rolii dokularin oksijen miktar1 belirler ancak
cevabin siddetini biiyiime faktorlerine dayali sinyal yolaklarindan olan Ras/Raf/MAPK
ve PIBK/Akt/mTOR ayarlar. Bu yolaklar hipoksiden bagimsiz olarak normal sartlarda
HIF1 aktivitesi Uzerine etkilidir. HIF proteini anjiyogenezis, eritropoezis,
hidroksilasyon, apopitozis, ubikitinasyon, asetilasyon, hiicre proliferasyonu,
fosforilasyon, demir metabolizmasi, oksijen metabolizmasi1 ve glukoz metabolizmasi
gibi metabolik strecglerin transkripsiyonel duzenleyicisidir. PI3K/AKT sinyal
yolagidaki PI3K ve AKT, HIFla’nin pozitif diizenleyicisi; P53 ve mTOR ise negatif
regulatoradir (N. Calapoglu, 2016; Lu ve ark., 2002).

p53 tiimor baskilayict gen, insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan gendir
ve siklikla akciger pre-malign ve malign lezyonlarinda diizensiz oldugu tespit edilmistir
(Sun, 2006). HIFla KHDAK hastalarda buyik olclde eksprese edilmekte olup bu
durum hastaligin kotii prognozu ile iliskilidir (Swinson ve ark., 2004).

Normokside, HIF-1a prolil hidroksilasyonu proteazomal bozulmay1 uyarirken;
HIF-1a asparajin hidroksilasyonu CBP/p300 baglanmasini1 bloke ederek HIF-1la
fonksiyonunu bozar. Hem prolil (PHD) hem de asparaginil (FIH) hidroksilazlar O2,
Fe(Il) ve a-ketoglutarat (aKG) gerektirir. Hipoksi altinda ise HIF-1a hidroksillenemez
ve niikleer translokasyonu HIF-1f ile dimerizasyona, CBP/p300 ortak aktivatorleri ile
birlesmeye, dolayisiyla hipoksiye cevap elemanlarma (HRE’ler) baglanir ve hedef

genlerin transkripsiyonunu arttirir (Sekil 2.6) (Infantino ve ark., 2021).
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Sekil 2.6. HIF-1a’nin oksijene bagimli diizenlenmesi

cAMP yanit elemani baglayici proteine (CREB) baglayici protein (CBP) ve onun
homologu p300, DNA onarimi, hiicre biiyimesi, farklilasmas1 ve apoptoz gibi birgok
hicresel aktivitelerde rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonel ortak
aktivatorleridir. CBP ve p300 embriyonik gelisim sirasinda degistirilebilir rollere
sahiptir ve bir¢ok siirecte hiicresel homeostazi kontrol edebilen proteinlerdir. CBP/p300
cesitli mekanizmalar yoluyla transkripsiyonel kontrole katilir: (1) Gene spesifik
transkripsiyon faktorleri (GSTEF’ler) ile bazal transkripsiyon faktorleri (BTM) arasinda
kopri kurmak, (2) Coklu protein komplekslerinin olusumuna katkida bulunmak ve post-
translasyon sonrasi modifikasyonlar yoluyla GSTF’lerin aktivasyon durumunu
dogrudan ve/veya dolayli olarak diizenlemek, (3) Nukleozomlar ve belirli GSTF’ler

Uzerinde asetil-transferaz aktivitesini saglamak (Sekil 2.7) (Karamouzis ve ark., 2007).
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Sekil 2.7. CBP/p300’iin kontrol mekanizmalari. Ac: asetil grubu

CBP geninin akciger kanseri hiicre dizilerinin neredeyse %15’inde ve primer
akciger tlimorlerinin %5’inde genetik olarak degistirildigi gosterilmistir (Kishimoto ve
ark., 2005).

CBP/p300°deki mutasyonlar p53 genine gore nadir oldugundan CBP/p300
alternatif mekanizmalar yoluyla akciger karsinogenezine katkida bulunabilir. Terapotik
miidahalelere yonelik potansiyel stratejiler ¢ogunlukla CBP/p300 asetil-transferaz

aktivitesini hedeflemektedir (Sekil 2.8) (Karamouzis ve ark., 2007).
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Sekil 2.8. Akciger kanserinde CBP/p300 mutasyonunun etki mekanizmasi
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Hipoksik kosullar altinda kanser hiicreleri HIF-1’i aktive eder ve bunun
mitokondri ile etkilesimi, hiicrenin hayatta kalmasi i¢in kritik 6neme sahiptir. HIF-1a,
piruvat dehidrojenaz kinazi (PDK) aktive ederek piruvatin asetil-CoA’ya doniistimiinii
bozar. Mitokondriyal proteinlerin BCL2 ailesine ait iki protein (BNIP3 ve BNIP3L),
HIF-1 ile aktivasyonu takiben mitofajiyi tetikler. Stiksinat dehidrojenaz (SDH), fumarat
hidrataz (FH) ve izositrat dehidrojenaz (IDH) TCA donglsi enzimlerini kodlayan
genlerdeki dizensizlik ve/veya mutasyonlar, siiksinat, fumarat ve L-2-hidroksiglutaratin
(L-2HG) birikmesine yol agar. PHD’nin aktivitesini azaltir, bu da HIF-1a alt {initesinin
stabilizasyonuyla sonuglanir. HIF-1, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda Kompleks
| ve Kompleks II’de bir azalmaya neden olur, bdylece hipoksik kosullarda elektronlarin
oksijene aktarilmasinda Kompleks IV aktivitesini gelistirip ROS {iretimini azaltir ve
membran potansiyelini korur. Mitokondriyal ROS (mtROS), HIF-1"i aktive eder (Sekil

2.9) (Infantino ve ark., 2021).
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Sekil 2.9. HIF-1a ve mitokondriyal fonksiyonu. CS: sitrat sentaz; ACO: akonitaz; IDH: izositrat
dehidrojenaz; aKGDHC: aKG dehidrojenaz kompleksi; SUCL: Siksinil-CoA ligaz; FH: fumarat
hidrataz; MDH: malat dehidrojenaz; PDH: piruvat dehidrojenaz; PHD: oksijene bagimli prolil
hidroksilaz; L-2HG: L-2-hidroksiglutarat; aKG: a-ketoglutarat; Ac-CoA: Asetil-Koenzim A.
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Hipoksik kosullarda HIF-1a, ¢ok ¢esitli genlerin aktivasyonunda bir
transkripsiyon faktorii olarak islev goren, biiyiik fenotipik degisiklikleri diizenleyen ve
sonunda Epitelyal Mezenkimal Gegise (EMT) yol acan HIF kompleksini
olusturur. EMT"yi takiben hticreler, normal morfolojilerini kaybeder ve mezenkimal
ozellik kazanir. Ekspresyonu HIF-1o’nin aktivasyon durumuyla baglantili olan ve EMT
ile sonuglanan genlerin EMT gecisi ve artan invazivlik, hiicresel proliferasyon,
migrasyon, i benzeri hiicresel goriiniim, kemo/radyoterapiye diren¢ ve tliimoriin

niiksetmesi ile sonuglanir (Sekil 2.10) (Sharma ve ark., 2022).
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Sekil 2.10. Ekspresyonu HIF-1a’nin aktivasyon durumuyla baglantili olan ve EMT ile
sonuclanan genler

2.9. Phosphoinositide-3-kinase ve KHDAK Tliskisi
PI3K, kanserde etkin rol oynayan fosfoinozitol-3-fosfat1 (PIP-3) fosforlayarak
aktive eder. Bu aktiflenme protein kinaz B’yi uyararak PI3K/AKT/mTOR sinyal iletim

yolunu aktive eder. Kanser mekanizmasinda timor siipresor geni olan PTEN, PIP-3’U
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inhibe eder. Kanserli hiicrelerde PI3K aktivite, miktar ve sentezinin artis1 beklenir
(Coban & Guran, 2013).

Fosfoinositid-3-kinaz (P13K) sinyal yolu, hicre biyumesinde ve hiicrenin
hayatta kalmasinda kritik bir role sahiptir. PI3K/AKT/mTOR yolundaki degisiklikler,
PI3K aktivasyonu ve malign transformasyonla birgok diizeyde meydana gelebilir.
PI3K’ler genellikle EGFR, IGF1-R ve HER2/neu gibi tirozin kinaz reseptorleri
(RTK’ler) tarafindan aktive edilir ve aktivasyon siklikla enzimlerin fosfotirozin
baglanmasiyla hiicre zarlarina alinmasi yoluyla gergeklesir. PI3K yolu, bilesenlerinden
birini etkileyen ve PI3K sinyallemesinin artmasma neden olan genetik degisiklikler
nedeniyle akciger kanserinde siklikla serbest birakilir. PI3K aktivasyonu siklikla, RTK
mutasyonunun ve/veya amplifikasyonunun aktive edilmesine, PI3K amplifikasyonuna,
PTEN kayb1 veya inaktivasyonuna, AKT nin asir1 ekspresyonuna, pl10a katalitik alt
birimini kodlayan PIK3CA geninin mutasyonel aktivasyonuna veya aktivasyonuna
yanit olarak Ras onkogeninin mutant formlarina neden olur (Sarris ve ark., 2012).

Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii (IGF-1R) hiicre biyiimesini,
proliferasyonunu ve apoptozu dizenleyen bir tirozin kinaz reseptoridir. Artan IGF1
sinyallemesi PISBK/AKT/mTOR yoluyla hiicre proliferasyonu ve apoptozun ¢ogalmasina
ve RAF/RAS/MEK/ERK yolunun inhibisyonuna neden olarak insanlarda koétii yagsam
kosullarina ortam hazirlamaktadir. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri de dahil olmak
Uzere birgok kanser tiirdl, IGF-1R ve ligandini eksprese eder (Sekil 2.11) (Huang ve ark.,

2016).
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Sekil 2.11. IGF-1R sistemi ve ilgili reseptorler. IR: insiilin reseptéri; EGFR: epidermal biiyiime
faktori reseptoru; c-MET: mezenkimal-epitelyal gegis, tirozin kinaz reseptorii

KHDAK tedavisinde kemoradyoterapinin yani sira hedefe yonelik tedavi de en
onemli yontemlerden biridir. Epidermal Buyime Faktori Reseptori
(EGFR) mutasyonlar1 olan KHDAK hastalarinin %67’sinde PI3K yolaginin yapisal
aktivasyonu vardir. Klinik calismalar, ilerlemis KHDAK’de PI3K yolunun asiri
ekspresyonunun kotii  bir prognostik faktor oldugunu gdostermistir. PIS3K  yolu
aktivasyonuna sahip EGFR mutasyonlar1 olan hastalarda sagkalim orani daha diistiktiir
(Jiang ve ark., 2022).

2.10. Protein-kinase B ve KHDAK fliskisi

PKB hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilasmasi, motilitesi, hiicre i¢i sinyal
iletiminde ve apopitoziste énemli rolil olan bir enzimdir. Protein kinaz, hiicrede sinyal
iletimi esnasinda proteinlerin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu saglar. Membran
fosfolipidlerinden hiicreye gelen uyari ile PI3K’nin fosforlamasiyla fosfo inozitol-3-
fosfat (PIP-3) aktive olur, bu aktiflenme protein kinaz B (Akt proteini)’yi aktifler.
Protein kinaz B, Akt 1 ve Akt 2 genleri tarafindan kodlanan 6nemli bir proteindir.
Tumor hicrelerinde, sinyal iletiminde gorevli PI3K ve protein kinazlarin sentezinin

artmasi, akciger kanseri patogenezi lizerine dogrudan etkili parametrelerdir. PI3K,
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AKT1 genini aktive eder, bu da mTOR sinyal iletim yolundan hicrenin biyimesini,
cogalmasini, metastazi ve anjiogenezi saglayarak etkisini gosterir. Kinazlarin aktive
olmasi i¢in gerekli fosfat ATP’den saglanir. Genel olarak kanserlerde ilk etkilenen
mekanizma hiicre i¢i sinyal iletim yolaklari oldugu icin KHDAK’de diger kanserlerde
oldugu gibi imatinib gibi protein kinaz inhibitorleri kullanim alan1 bulmustur (Coban &
Gdran, 2013).

Insan viicudundaki ROS1 geni, hiicre yiizeyinde bulunan protein yapidaki tirozin
kinaz reseptorini kodlamakla gorevlidir. Bu reseptor, hiicrelerin buyiumesi, ¢ogalmasi,
farklilagmasi, hayatta kalmasi ve anjiogenez ile ilgili gesitli sinyal yolaklarini aktive
eder. Sekil 2.12°de ROS1 geninin kodladig1 tirozin kinaz reseptOriiniin, hiicre iginde
hangi sinyal yollarin1 aktiflestirerek hiicre biiylime ve cogalmasinda rol aldigi
gosterilmektedir (Ozdogan, 2024).
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Sekil 2.12. ROS1 geninin kodladig: tirozin kinaz reseptoriiniin gorevleri

Hucrede sinyal iletimi esnasinda proteinlerin Akt aracili fosforilasyonu, bunlarin
aktivasyonunu (oklar) saglar veya inhibisyonuna (oklar1 bloke etme) neden olur. Bu

substratlarin Akt tarafindan diizenlenmesi, Sekil 2.13’te gdosterilen cesitli hiicresel
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olaylarin (yani hayatta kalma, c¢ogalma, buyime, glukoz alimi, metabolizma ve
anjiyogenez) aktivasyonuna katki saglar. Ornegin eNOS ve MDM2 proteinlerinin Akt
aracili fosforilasyonu hucresel fonksiyonlarda pozitif regulatér iken AS160, Casp9,
BAD, FOXO, GSK3, p27, PRAS40, TSC2 negatif regiilator islevi goriir. Yani AKT
tarafindan aktive veya inhibe edilen proteinler hiicrenin hayatta kalma, c¢ogalma,
biyume, glukoz alimi, metabolizma ve anjiyogenez uzerine etki eder (Manning &

Cantley, 2007).
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Sekil 2.13. AKT substratlarmin hiicresel fonksiyonlar1

AKT aktivasyonu, bir¢ok fizyolojik substratin fosforilasyonu yoluyla hiicre
dongisu ilerlemesini, hayatta kalmayi, metabolizmay1 ve gogii uyarir. AKT hiicre
dongiisiinde PTEN/PI3K’den sonra gelen AKT1, AKT2 ve AKT3 genleri tarafindan
kodlanan bir serin-treonin kinazdir. Bunlar her hiicrede eksprese edilir, ancak
ekspresyon seviyeleri doku tipine bagli olarak degisir. AKT’nin amino terminali
fosfolipitleri baglayan bir alan igerir. AKT aktivitesi, PIP3 baglanmasi yoluyla AKT’yi
hiicre zarma toplayan ve bunun Phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1)

tarafindan aktivasyonu PI3K tarafindan diizenlenir (Sekil 2.14) (Carnero, 2010).
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Sekil 2.14. Kanserde PKB/AKT genel mekanizmasi

Sekil 2.15’te PI3K/Akt/mTOR sinyal yollarmin kanser gelisimine katilimi
gosterilmistir. Buna goére PI3K’nin oto-fosforilasyonu, PIP2’den PIP3’e doniisiim
yoluyla Akt’nin aktivasyonuna yol acar. PI3K/Akt ve mTORC1, timér hicrelerinin
blylmesine ve kanser hicrelerinin enerji depolamasina neden olur. Akt’nin
diizenlenmesi, apoptoz ve otofajinin inhibisyonunu tesvik eden hedef genlerin ve
proteinlerin fosforilasyonunu tesvik eder. Diizensiz olarak ¢ogalan miRNA’lar ayni

zamanda kanser hiicresi ¢ogalmasina da neden olur (Rascio ve ark., 2021).
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Sekil 2.15. PI3K/Akt/mTOR sinyal yollarinin kanser gelisimine katilimi
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsma ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi

Calismanm yiritiilebilmesi i¢in gerekli etik kurul izni Erzurum Atatiirk
Universitesi Klinik Arastrmalar Etik Kurulunun 04.11.2021 tarih ve 464 sayih
toplantisinin 07/32 nolu karari ile alimmistir (Ek-2). Calisma Agustos 2021-Ekim 2023
tarihleri arasinda Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda
yiiriitiilmiis olup TDK-2022-10915 proje kodu ile Atatirk Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

Calisma grubu Atatiick Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisine
Erzurum ve cevre illerden bagvuran ve KHDAK tanisi almis bireylerden
olusturulmustur. Hastalarin calismaya dahil edilme kriterleri lokal ileri evre (Evre 3A,
Evre 3B, Evre 3C) KHDAK tanisi almis, daha once cerrahi yapilmamis ve RT veya
kemoterapi almamis olmak seklinde belirlenmistir. Tedavi siirecinde ex olan veya
herhangi bir sebeple tedaviyi tamamlayamayan hastalar arastirma kapsami diginda
tutulurken diyabet ve hipertansiyon gibi kronik hastaligi olanlar, dislanma kriteri
sayllmamistir.

Arastirma Oncesi c¢alisma grubunu olusturan Orneklem sayisi 50 olarak
belirlenmistir. Bir radyasyon onkolojisi uzmani koordinatorliigiinde KHDAK tanisi
almis toplam 50 hastadan, RT’den hemen Once ve sonra kan ornekleri alinmustir.
Caligma grubundaki hastalara Lineer Akselerator 6zellikli Varian Trilogy 13.6 Version
(Seri N0:6196 USA) cihazt ile hafta i¢i her giin 2 Gy/giin/fraksiyon olmak iizere
toplamda 66 Gy radyoterapi (yaklasik 6-7 haftalik bir tedavi siireci) uygulanmustir.
Kemoterapi tedavisi olarak es zamanh haftahk 45 mg/m? paklitaksel, AUC2’den

karboplatin uygulanmistir.
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Saglikli kontrol grubunu olusturan 6rneklem sayisi ise 30 olarak belirlenmistir.
Kontrol grubu Erzurum Atatirk Universitesi polikliniklerine basvuran, bilinen kronik
hastaligi olmayan saglikli bireylerden olusturulmustur.

Calismaya dahil olacak kisilere calisma dncesi arastirma ile ilgili bilgi verilmis,
Bilgilendirilmis Géniillii Onam Formu okutularak gerekli onaylar alinmistir. Calisma
grubu ve kontrol grubunun demografik bilgilerine iliskin (yas, cinsiyet, egitim durumu,
medeni durum, aile hikdyesi, kronik hastalik durumu, sigara ve alkol kullanim durumu)
bilgileri elde etmek i¢in arastirmaci tarafindan gerekli hasta dosyasi taranarak
olusturulan Kigisel Bilgi Formu kullanilmistir.

3.2. Numunelerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Calisma grubundan RT ©ncesi ve sonrasinda olmak iizere iki defa kontrol
grubundan ise bir defa sekiz saat gece aghiginin ardindan vendz kan 6rnekleri alinmistir.
Serum elde etmek igin piht1 aktivatorii igeren jel seperatorlii biyokimya tipleri
(GreinerBio-oneGmbH, Vacuette, Kremsmiinster, Avusturya) kullanilmustir. Jelli
tuplerdeki numunelerin serumlar1 3000-4000 rpm’de 10 dakikalik sogutmali (+4°C)
santrifij islemi sonrasinda ayrilmistir. Elde edilen serumlar etiketlenmis, kilitli kapakli
mikro santrifllj tlplerine aktarilarak alikotlanmis ve ¢alisma giiniine kadar -80°C derin
dondurucuda (Nive DF 290, Turkiye) saklanmustir.

Analizlerin yapilacagi giinden bir giin 6nce 6rnekler sirayla -20°C, +4°C ve oda
sicakligina almarak asamali olarak ¢ozdirilmiistir. 1,25(OH).D3 pmol/L, HIF1l-a
pg/mL, PKB ng/mL, PI3K ng/mL o&lcimleri enzim-bagli immunosorbent 6l¢im
(ELISA) metoduyla ticari Kitlerde yer alan talimatlara gbre serum numunesinde
gerceklestirilmistir (sirastyla SunRed Human 1,25-dihydroxivitamin D3 (DVD/DHVD)
ELISA kit Katalog No: 201-12-1557; SunRed Human hypoxia-inducible factor la

(HIF-1 o) ELISA kit Katalog No: 201-12-0423; SunRed Human protein kinase B (PKB)
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ELISA kit Katalog No: 201-12-0893; SunRed Human Phosphotylinosital 3 kinase
(P13K) ELISA kit Katalog No: 201-12-0897).

3.3. Kullanilan Cihaz, Kit ve Malzemeler

Tablo 3.1. Kullanilan cihaz, kit ve malzemeler

Malzeme/Cihaz/ Kit adi Firma

Santrifuj Backman Coulter, Allegra X30R, ABD
Derin dondurucu (-80 °C) Nuve DF 290, Turkiye
Buzdolabi (-20, +4 °C) Arcelik 5231 NFY, Trkiye
Avyarlanabilir Hacimli 8 kanalli Otomatik Pipet (10-100 pL) Eppendorf Research Plus, Almanya
Ayarlanabilir Hacimli Otomatik Pipet (100-1000 pL) Axygen, ABD
Ayarlanabilir Hacimli Otomatik Pipet (20-200 pL) Axygen, ABD

Tek Kullanimlik Pipet Ucu (10, 20, 100, 200, 1000 pL) ISOLAB, Almanya

Kilitli Kapakli Mikro Santrifiij Tipii (1.5 mL) ISOLAB, Almanya

Vorteks Velp Scientifica ZX3, italya
Inkiibator Inovia Technology SC-200-1001, Tlrkiye
Saf Su Cihaz1 Mes mp MINIpure, Turkiye
Mikroplate Okuyucu (Spektrofotometri Cihazi) BIO-TEK PowerWave XS, ABD
Insan 1,25 Vitamin D ELISA Kiti SunRed Biotechnology Company, Cin
Insan HIF-1 o ELISA Kiti SunRed Biotechnology Company, Cin
Insan PKB ELISA Kiti SunRed Biotechnology Company, Cin
Insan PI3K ELISA Kiti SunRed Biotechnology Company, Cin

3.4. Analiz Yontemi: ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA): Enzime bagli immuno 6lgim
antikor ve antijenleri kullanarak bir molekilin bir sollsyon igindeki tespitini ve
miktarmi belirleyen biyokimyasal bir yontemdir. Orneklemde immuno élgiim ile tespit
edilecek maddeler genellikle protein yapisinda olup analit olarak adlandirilir
(Avrameas, 1969).

Yalow ve Berson radyoaktif sinyale bagl antikor aracili saptama teknigini 1960
yilinda kullanan ilk kisilerdir. Ancak radyoaktif isinlarin saglik riski nedeniyle

radyoaktivite icermeyen yoOntemlerin aranma ihtiyact belirli enzim-substrat
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kombinasyonlarinin 6lgiilebilir renk degisiklikleri iirettiginin kesfedilmesine neden
olmustur. Boylece spesifik analitleri tespit edebilen antikorlara bagli enzim-substrat
kombinasyonlar1 gelistirilmistir (Yalow & Berson, 1960).

Enzim Immuno Assay (EIA), immiinolojik tepkimelerin varhigini ve
konsantrasyonunu 6lgmek icin enzimin katalitik 6zelliginden yararlanilan biyokimyasal
yontemdir. Enzime bagli immiino sorbent testi (ELISA), klinitk uygulama
calismalarinda, temel bilim arastrmalarinda ve teshiste yaygin olarak kullanilan en
spesifik ve basit testlerden olan bir EIA yontemidir. Analitik yontemlerdeki gelismelere
bagli olarak ELISA testi 6zgilligini ve duyarliligmi artirmak igin siirekli olarak
optimize edilmistir (Lequin, 2005).

ELISA teknigi hedef protein olan antijen ile ilgili antijene kars1 birincil antikor
arasindaki etkilesime dayanir. Antijenin varligi, eklenen substratin enzime bagl antikor
kataliziyle dogrulanir; bunlarin {iriinleri ya niteliksel olarak gorsel incelemeyle ya da
niceliksel olarak bir liminometre veya spektrofotometreden almman okumalar
kullanilarak tespit edilir. ELISA yontemleri antijenin nasil tespit edildigine bagli olarak
farkli kategorilere ayrilir ve genel olarak dogrudan, dolayli, sandvi¢ ve rekabet¢i ELISA
olarak siniflandirilir. Bunlarim tiimii antijenlere, antikorlara, substratlara ve deney
kosullarina gore degisiklik gosterebilir. Direkt ELISA, enzimle konjuge edilmis primer
antikorlarin antijen kapl plakalara baglanmas1 esasina dayanir. Dolayli ELISA, antijen
kapli plakalara bagli birincil antikorlara 6zgii enzime bagl ikincil antikorlar1 ortaya
koyar. Rekabet¢i ELISA, birincil antikor i¢in 6rnek antijen ile plaka kapli antijen
arasinda bir rekabeti ve ardindan enzime bagl ikincil antikorlarin baglanmasni igerir.
Sandvi¢ ELISA teknigi ise antikorla 6nceden kaplanmig plakaya eklenen bir numune
antijeni ve enzime bagli sekonder antikorlarin antijen {izerindeki tanima bolgelerine

sirali baglanmasini igerir (Lin, 2015).
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Karmagik analitler sandvi¢ ELISA yontemi ile analiz edilir. Testin ad1 fiziksel
yapist geregi ilgili antijeni iki antikor molekiilii arasinda sandvi¢ yapabilmesinden
kaynaklanmaktadir. Bir yakalama antikoru igeren kaplama tamponu soliisyonu,
kuyucuklu bir plakaya ilave edilir ve antijenle birlesmesi saglanir. Inkiibasyonun
ardindan plaka yikanir ve kuyucuklarda kalan baglanma bolgelerini bloke etmek i¢in
bloke edici tampon eklenir. Numune daha sonra her kuyucuga eklenir ve kitin talimatina
gore bir siire inkiibe edilir. Sonuglarin dogrulugundan emin olmak i¢in her bir plaka ile
bir standart numune (pozitif kontrol) ve bir kor numune (negatif kontrol) ¢alismaya
eklenmelidir. Daha sonra her kuyucuga bir tespit antikoru eklenir, sonra konjuge bir
ikincil antikor ve bloke edici tampon eklenir. Her adim sonrasinda kuyucuklar fosfat
tamponlu tuzlu su ile yikanir. Substrat soliisyonu eklenir ve sonucu belirlemek igin bir
mikroplaka okuyucu kullanilir (Buss ve ark., 1997).

Sandvi¢ ELISA’nin avantaji, analit tespitinde yiiksek 6zgilliige sahip olmasidir.
Yakalama antikoru numunedeki spesifik antijeni immobilize ettigi i¢in dogrudan ve
dolayli ELISA’larm aksine numunenin dnceden saflastirilmasi gerekmez. iki antikor
tanima adimi1 kullanilarak antijen birincil ve ikincil antikorlar arasinda etkili bir sekilde
sikistirilir.  Sandvi¢ ELISA’nin en Onemli dezavantaji, belirli birincil ve ikincil
antikorlarin kullanilmasinin gerekli olmasidir. Birincil ve ikincil antikorlar antijen
iizerindeki farkli epitoplara baglanir ve antijen baglanma bdlgeleri icin rekabeti
onlemek amaciyla “eslesen ciftler” olarak birlikte calistiklarinin dogrulanmasidir.
Sandvi¢ ELISA yontemi ayrica dogrudan ve dolayli ELISA’lara gore pahali ve daha
fazla zaman alicidir (Clark & Engvall, 2018; Shah & Maghsoudlou, 2016).

1,25(0OH),D3 Olguimii: Serum numunesinde Vitamin D dizeyi 6lglimi igin
ticari ELISA kiti (Sun Red Biotechnology Company Human DVD/DHVD3 ELISA kit

Katalog No: 201-12-1557, China) kullanilmistir. Serum, plazma ve diger ilgili viicut
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stvilarindaki Vitamin D Olglimii amaciyla {iretilen kitin standart egri araligi 5-1500
pmol/L, duyarliligi 4.3177 pmol/L, ¢alisma i¢i kesinlik CV degeri <%10, calismalar
arasi kesinlik CV degeri <%12’dir.

Sandvi¢ ELISA prensibine gore ¢alisan bu kitte, 6ncelikle insan 1,25 Vitamin D
antikoru ile kaplanmig olan kuyucuklara numune eklenir. Numunedeki Vitamin D, kati
faz1 olusturan kuyucuklardaki antikorlarina baglanir. Inkiibasyonun ardindan eklenen
biyotinlenmis insan 1,25 Vitamin D antikoru numunedeki Vitamin D ile baglanir. Daha
sonra Streptavidin-HRP eklenir, biyotinlenmis Vitamin D antikoruna baglanir ve
immunkompleks olusur. 37°C’de 60 dakikalik inkiibasyondan sonra yapilan yikama
islemi ile antikora baglanmamis serbest haldeki Streptavidin-HRP deney ortamindan
uzaklastirilir. Sonra kromojen A ve B soliisyonlar1 eklenir ve numunelerdeki 1,25
Vitamin D konsantrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde renk degisimi gerceklesir.
37°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda asidik karakterli stop ¢ozeltisinin
eklenmesi ile reaksiyon durdurulur ve 450 nm dalga boyunda absorbans élciimi yapilir.

Kitin kullanim talimat1 dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek serum
numunesinde 1,25 Vitamin D (1,25(OH)2D3) miktar1 analiz edilmistir:

a. Kit ve numuneler oda sicakligina getirilerek hazirlandi.

b. Standart kuyucuklarina 50 pL standart eklendi.

c. Numune kuyucuklarina 40 uL. numune ve 10 uL DVD/DHVD3 antikoru eklendi.

d. Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarma 50 pL streptavidin-HRP
eklendi, kuyucuklarin iizeri kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

e. Her bir kuyucukta 350 pL yikama soliisyonu 1-2 dk kadar bekletilerek bes defa

yikama yapild1.
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f. Kor, standart ve numune kuyucuklarma 50 uL kromojen A ve B soliisyonlari
eklendi. Kuyucuklarin iizeri kapatilarak 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda mavi renk olustu.

g. Her bir kuyucuga 50 pL durdurma (Stop) soliisyonu eklendi, mavi rengin sariya
donistiigli goriildii. BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda 450
nm’de absorbans degerleri 6lgtildii. R? degeri 0.9916 olarak tespit edildi. Standart
egriden yola ¢ikilarak numunelerin 1,25 Vitamin D konsantrasyonlar1 pmol/L
birimine goére belirlendi.

HIF1a Ol¢imii: Serum numunesinde HIF-1o dizeyi 6lctimii igin ticari ELISA
kit (Sun Red Biotechnology Company Human HIF-1a ELISA kit Katalog No: 201-12-
0423, China) kullanilmistir. Serum, plazma ve diger ilgili viicut sivilarindaki HIF-1a
Olciimii amaciyla iiretilen kitin standart egri araligi 1-300 pg/mL, duyarliligi 0.946
pg/mL, calisma i¢i kesinlik CV degeri <%10, calismalar arasi kesinlik CV degeri
<%12"dir.

Sandvi¢ ELISA prensibine gore ¢alisan bu kitte 6ncelikle, insan HIF 1o antikoru
ile kaplanmis olan kuyucuklara numune eklenir. Numunedeki HIF-1a Kati fazi olusturan
kuyucuklardaki antikorlarina baglanir. Inkiibasyonun ardindan eklenen biyotinlenmis
insan HIF-1a antikoru, numunedeki HIF1a ile baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP
eklenir, biyotinlenmis HIF-1a antikoruna baglanir ve immunkompleks olusur. 37°C’de
60 dakikalik inkiibasyondan sonra yapilan yikama islemi ile antikora baglanmamis
serbest haldeki Streptavidin-HRP deney ortamindan uzaklastirilir. Kromojen A ve B
soliisyonlar1 eklenir ve numunelerdeki HIF1a konsantrasyonu ile dogru orantili olacak
sekilde renk degisimi gerceklesir. 37°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda asidik
karakterli stop ¢Ozeltisinin eklenmesi ile reaksiyon durdurulur ve 450 nm’de absorbans

Olctimii gerceklestirilir.
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Kitin kullanim klavuzu dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek serum
numunesinde HIF-1a analiz edilmistir:

a. Kit ve numuneler oda sicakligma getirilerek hazirlandi.

b. Standart kuyucuklarma 50 uL standart eklendi.

c. Numune kuyucuklarina 40 pL numune ve 10 uL HIF-1a antikoru eklendi.

d. Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarma 50 pL streptavidin-HRP
eklendi, kuyucuklarin tizeri kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

e. Her bir kuyucukta 350 pL yikama soliisyonu 1-2 dk kadar bekletilerek bes defa
yikama yapildi.

f. Kor, standart ve numune kuyucuklarma 50 uL kromojen A ve B soliisyonlari
eklendi. Kuyucuklarin tizeri kapatilarak 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda mavi renk olustu.

g. Her bir kuyucuga 50 pL durdurma (stop) soliisyonu eklendi, mavi rengin sariya

dontstiigi gorildi. BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda 450

nm’de absorbans degerleri 6lgiildii. R? degeri 0.9889 olarak tespit edildi. Standart

egriden yola ¢ikilarak numunelerin HIF-1o konsantrasyonlar1 pg/mL birimine gore
belirlendi.

PKB (AKT) Olcumi: : Serum numunesinde PKB diizeyi 6lciimil icin ticari
ELISA kit (Sun Red Biotechnology Company Human PKB ELISA kit Kat. no: 201-12-
0893, China) kullanilmigtir. Serum, plazma ve diger viicut sivilarindaki PKB 6l¢iimii
amaciyla tiretilen kitin standart egri araligi 0.75-200 ng/mL, duyarliligi 0.726 ng/mL,
calisma i¢i kesinlik CV degeri <%10, ¢alismalar aras1 kesinlik CV degeri <%12’dir.

Sandvi¢ ELISA prensibine gore ¢alisan bu kitte dncelikle, insan PKB antikoru
ile kaplanmis olan kuyucuklara numune eklenir. Numunedeki PKB kat1 faz1 olusturan

kuyucuklardaki antikorlarma baglanir. Inkiibasyonun ardindan eklenen biyotinlenmis

35



insan PKB antikoru numunedeki PKB ile baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP

eklenir, biyotinlenmis PKB antikoruna baglanir ve immunkompleks olusur. 37°C’de 60

dakikalik inkiibasyondan sonra yapilan yikama islemi ile antikora baglanmamis serbest

haldeki Streptavidin-HRP, deney ortamindan uzaklastirilir. Kromojen A ve B

solisyonlar1 eklenir ve numunelerdeki PKB konsantrasyonu ile dogru orantili olacak

sekilde renk degisimi gerceklesir. 37°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda asidik
karakterli stop solisyonunun eklenmesi ile reaksiyon durdurulur ve 450 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iimii gerceklestirilir.

Kitin kullanim klavuzu dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek serum
numunesinde PKB analiz edilmistir:

a. Kit ve numuneler oda sicakligma getirilerek hazirlandi.

b. Standart kuyucuklarma 50 uL standart eklendi.

€. Numune kuyucuklarina 40 puLL numune ve 10 uLL PKB antikoru eklendi.

d. Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarina 50 uL streptavidin-HRP
eklendi, kuyucuklarin {izeri kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

e. Her bir kuyucukta 350 uL yikama soliisyonu 1-2 dk kadar bekletilerek bes defa
yikama yapildi.

f. Kor, standart ve numune kuyucuklarma 50 pL kromojen A ve B soliisyonlari
eklendi. Kuyucuklarm tizeri kapatilarak 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda mavi renk olustu.

g. Her bir kuyucuga 50 pL durdurma (stop) soliisyonu eklendi, mavi rengin sariya
doniistiigli goriildii. BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda 450
nm’de absorbans degerleri 6lgiildii. R? degeri 0.9999 olarak tespit edildi. Standart
egriden yola ¢ikilarak numunelerin PKB konsantrasyonlar1 ng/mL birimine gore

belirlendi.

36



PI3K Olg¢timii: Serum numunesinde PI3K diizeyi 6lctimii igin ticari ELISA Kit
(Sun Red Biotechnology Company Human PI3K ELISA kit Katalog No: 201-12-0897,
China) kullanilmigtir. Serum, plazma ve diger ilgili viicut sivilarindaki PI3K 6l¢iimii
amaciyla iretilen kitin standart egri araligi 0.25-70 ng/mL, duyarlilhigr 0.243 ng/mL,
calisma i¢i kesinlik CV degeri <%9, ¢alismalar arasi kesinlik CV degeri <%11°dir.

Sandvi¢ ELISA prensibine gore calisan bu kite dncelikle, insan PI3K antikoru
ile kaplanmis olan kuyucuklara numune eklenir. Numunedeki PI3K kat1 faz1 olusturan
kuyucuklardaki antikorlarina baglanir. Inkiibasyonun ardindan eklenen biyotinlenmis
insan PI3K antikoru numunedeki PI3K ile baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP
eklenir, biyotinlenmis PI3K antikoruna baglanir ve immunkompleks olusur. 37°C’de 60
dakikalik inkiibasyondan sonra yapilan yikama islemi ile antikora baglanmamis serbest
haldeki Streptavidin-HRP deney ortamindan uzaklastirilir. Kromojen A ve B
soliisyonlar1 eklenir ve numunelerdeki PI3K konsantrasyonu ile dogru orantili olacak
sekilde renk degisimi gerceklesir. 37°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda asidik
karakterli stop solusyonunun eklenmesi ile reaksiyon durdurulur ve 450 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iimii gerceklestirilir.

Kitin kullanim klavuzu dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek serum
numunesinde PI3K analiz edilmistir:
a. Kit ve numuneler oda sicakligina getirilerek hazirlandi.
b. Standart kuyucuklarina 50 pL standart eklendi.
C. Numune kuyucuklarina 40 pL numune ve 10 pL PI3K antikoru eklendi.
d. Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP

eklendi, kuyucuklarin iizeri kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

e. Her bir kuyucukta 350 pL yikama soliisyonu 1-2 dk kadar bekletilerek bes defa

yikama yapild1.
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f. Kor, standart ve numune kuyucuklarma 50 uL kromojen A ve B soliisyonlari
eklendi. Kuyucuklarin iizeri kapatilarak 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasmnda mavi renk olustu.

g. Her bir kuyucuga 50 uLL durdurma soliisyonu eklendi, mavi rengin sartya doniistiigii
gorildid. BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda 450 nm’de
absorbans degerleri 6lgiildii. R? degeri 0.9990 olarak tespit edildi. Standart egriden

yola ¢ikilarak numunelerin PI3K konsantrasyonlari ng/mL birimine gore belirlendi.

Tablo 3.2. Kullanilan kitlerin 6l¢iim parametreleri

1,25(0OH)2D3 HIFla PKB PI13K
Ydntem ELISA ELISA ELISA ELISA
Birimi pmol/L pg/mL ng/mL ng/mL
Kitin standart 5-1500 1-300 0.75-200 0.25-70
egri araligi pmol/L pg/mL ng/mL ng/mL
Duyarliligi 4.317 pmol/L 0.946 pg/mL 0.726 ng/mL 0.243 ng/mL
Calisma i¢i
kesinlik CV <%10 <%10 <%10 <%9
degeri
Caligsmalar arasi
kesinlik CV <%12 <%12 <%12 <%11
degeri
R2 degeri 0.9916 0.9889 0.9999 0.9990

3.5. istatistiksel Olciimler

Calisma verilerinin analizinde SPSS versiyon 27 kullanildi. Numerik degiskenler
ortalama, standart sapma, ortanca ve ¢eyreklikler, kategorik degiskenler ise say1 ve
yiizdeler seklinde hesaplandi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov
Smirnov testi, basiklik ve carpiklik i¢in hesaplanan z degerleri (-2 ile +2 araliginda
normal kabul edildi) ve grafikleme yontemleri ile arastirildi. Normal dagilan
degiskenlerin gruplar aras1t mukayese edilmelerinde student t, normal dagilmayanlar i¢in
Mann Whitney U, grup i¢i ardisik dlglimlerin karsilastirilmasinda Wilcoxon, kategorik

degiskenlerin karsilastirilmasinda ise Ki kare testleri kullanildi. Olgiim parametreleri
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arasindaki iligkilerin  degerlendirilmesinde = Spearman korelasyon analizinden
yararlanildi. Korelasyon analizi Tablo 3.3’te belirtilen degerlendirme cetveline gore
yapildi. Parametrelerin birinci 6lcimleri ile Receiver Operating Characteristic (ROC)
analizi yurutilerek, kesme noktas: ve karsilik gelen sensitivite spesifite (duyarlilik ve
0zgullik) degerleri hesaplandi. p<0.05 olarak bulunan biitiin analizlerin sonuglari

anlamli olarak degerlendirildi.

Tablo 3.3. Korelasyon katsayisi (r) degerlendirme cetveli

Korelasyon katsayisi (r) Durum
<0.2 Cok zayif iligki ya da korelasyon yok
0.2-0.4 Zayif korelasyon
0.4-0.6 Orta korelasyon
0.6-0.8 Yiksek (ileri) korelasyon
0.8> Cok yuksek korelasyon
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4. BULGULAR

Calismanin konusunu olusturan KHDAK tanis1 alip RT dncesi ve sonrast 50
hastanin ve 30 saglikli kontrol grubunun serumlarinda 1,25(OH).D3, HIFla, PI3K,
PKB seviyeleri tespit edilerek birbirleri arasindaki korelasyon bu bélimde analiz
edilmistir. Calisma ve kontrol grubunun sosyal demografik 6zelliklerine ait tanimlayict
bilgiler Tablo 4.1°de verilmistir. Buna gore calisma grubundaki katilimcilarin %92’si
erkek olup %44’ 55-64 yas araligindadir. %94 katilimci evli olup meslek olarak %54’
emeklilerden olusmaktadir. Hastalarin %54’tinde kronik bir hastalik 6ykiisii mevcut
olup ailede kanser Oykiisii olan hasta oran1 %42°dir. %92 gibi yiksek bir oranda sigara
kullanma 6ykiisii mevcut olup bunlarin %35°1 alkol kullanmaktadir. Hastalarda goriilen
KHDAK1 ¢esitlerinden %80°1 SCC olup %20’s1 adenokarsinom tipine sahiptir.

Kontrol grubundaki katilimcilarin sosyal demografik ozelliklerine iligkin
tanimlayici bilgiler ise katilimcilarin %80’ini erkek ve %20’sini kadin cinsiyet
olusturmaktadir. Ki kare testine goére p=0.164 oldugundan ¢alisma ve kontrol grubunda
cinsiyet dagilimlar1 benzerdi. Katilimecilarin yas araliginda 40-54 grubu %66.6 ile en

yiiksek orani temsil etmektedir.
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Tablo 4.1. Gruplarin sosyal demografik 6zelliklerine ait tanimlayic bilgiler

Degiskenler Calisma Grubu Kontrol Grubu
n % n %
Cinsiyet Kadin 4 8.0 6 20.0
Erkek 46 92.0 24 80.0
40-54 yas 7 14.0 20 66.6
Yas 55-64 yas 22 44.0 5 16.6
65 yas ve Ustl 21 42.0 5 16.6
. Evli 47 94.0
Medeni Durum Bekar 3 6.0
Emekli 27 54.0
Meslek Serbest, isci 19 38.0
Ev hanmim 4 8.0
Kronik Hastalik Var 27 54.0
Durumu Yok 23 46.0
Sigara Kullanma Kullanmyor 46 92.0
Oykiisi Kullanmryor 4 8.0
Alkol Kullanma Kullaniyor 5 10.0
Oykiisti Kullanmryor 45 90.0
Ailede Kanser ﬁgnzg 82%3:3 O 21 42.0
Oykdst olma 29 58.0
yan
Adenokarsinom 10 20.0
Kanser Turi Skuamdz Hucreli
Karsinom (SCC) 40 80.0
TOPLAM 50 100.0 30 100.0

Hasta ve saglikli kontrol grubunun yas dagilimina gore karsilastiriimasi Tablo
4.2°de verilmistir. Buna gore Mann-Whitney U testi 247.500; Wilcoxon W testi
712.500; Z skoru —4.998; p degeri (2-tailed) .000 (p<0.05) oldugundan gruplar arasinda
yas dagilimi agisindan anlamli diizeyde fark vardi (p<0.001). Nonparametrik analiz
kullanildig: i¢in sonuclar ortanca (median) ve IQR (Q1-Q3) iizerinden degerlendirildi.
Buna gore hastalarin ortanca yasi 63.0 (10.0) ve kontrollerin ortanca yas1 47.5 (14.0)
idi. Buna gore hasta ve kontrollerin yas ortalamasi birbirine yakin olmasina ragmen
dikkate alman parametrelerin sonuclarinda farklilhlk olmast da go6zoniinde

bulundurulmalidir.

Tablo 4.2. Gruplarmn yas dagilimina gore karsilagtirilmasi

Ortalama SD Ortanca Q1 Q3
Hastalar  Yas 63.6 9.2 63.0 59.0 69.0
Kontrol ~ Yas 50.2 9.2 47.5 42.0 56.0
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Calisma grubuna iliskin 1,25(OH).D3, HIFla, PKB, ve PI3K degiskenlerinin RT
oncesi ve sonrasi karsilastirilmasi Tablo 4.3’te gosterilmistir. Buna gore calisma
grubunda yer alan KHDAK tanisi almis hastalarin RT 6ncesi ve sonrast 1,25(0OH)2D3,
HIFla, PKB, ve PI3K degerleri arasinda anlamli bir farkliligin olup olmadigini
belirleyebilmek i¢in Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi’nden yararlanildi ve
sonuglar asagida verildi. Yapilan analiz sonucunda HIFla ve PKB degiskenlerinin RT
oncesi ve sonrast degerleri arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii. Buna gore
HIF1a RT 6ncesi medyan degeri 51.0 (43.9-58.0) iken, RT sonrast medyan degeri 45.3
(32.8-58.2) idi. Elde edilen bu bulguya goére RT o6ncesi ve sonrast HIF1a dagilimlari
arasinda anlamli bir farkliik vardi (p=0.010). Benzer sekilde PKB’nin RT oncesi
medyan degeri 9.4 (6.8-14.0) iken RT sonrasi medyan degeri 12.5 (7.0-23.2) idi. Elde
edilen bu bulgu RT 6ncesi ve sonras1 PKB’nin dagilimlar1 arasinda anlamli bir farklilik
oldugunu gosterdi (p=0.046). 1,25(0OH).D3 ve PI3K parametrelerinde RT oncesi ve

sonrasi arasinda anlamli bir fark goriilmedi (sirayla p=0.175 ve p=0.958).

Tablo 4.3. Calisma grubuna iliskin 1,25(OH).D3, HIFla, PKB, ve PI3K
degiskenlerinin RT Oncesi ve sonrasi karsilastiriimasi

RT Oncesi RT Sonrasi Test Degeri
Ort. £ SS/ Medyan (Q1-Q3) Ort. + SS/ Medyan (Q1-Q3) Z skoru p
1,25(0H).D3 210.1+69.4 202.5+96.1
—1.356 0.175
(pmol/L) 207.5 (166.6-227.6) 187.3 (151.0-212.6)
HIFla 51.9+£17.0 446+17.2 .
—2.563 0.010
(pg/mL) 51.0 (43.9-58.0) 45.3 (32.8-58.2)
PKB 12.7+£10.7 19.9+ 23.0 .
-1.994 0.046
(ng/mL) 9.4 (6.8-14.0) 12.5(7.0-23.2)
PI3K 108£6.5 12.2412.1 s oo
(ng/mL) 9.0 (7.0-11.6) 9.4 (6.3-12.4) ' '
*p<0.05
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Calisma grubunda Tablo 4.3’e¢ gore hesaplanan RT Oncesi ve sonrasi
1,25(0H).D3, HIF1la, PKB ve PI3K parametrelerinin dagilim grafikleri sirasiyla Sekil
4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir. Bu dagilimlarin hesaplanmasinda
kullanilan teknik “Iki Bagimli Grup Karsilastrmas: I¢in Kullanilan Parametrik

Olmayan Wilcoxon lsaretli Sira Sayilar1 Testi’dir.

3
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Sekil 4.1. Calisma grubunda radyoterapi 6ncesi ve sonrasi 1,25(OH)2D3 dagilim1
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Sekil 4.2. Caligma grubunda radyoterapi 6ncesi ve sonrast HIF 1o dagilimi

43



p=0.046

E
o
B 1000
E- 750
@
:5 50,0
:
—— ——
0
l Radyoterapi éncesi(n=50) Radyoterapi sonrasi(n=50)
Sekil 4.3. Calisma grubunda radyoterapi 6ncesi ve sonrast PKB dagilimi
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Sekil 4.4. Calisma grubunda radyoterapi 6ncesi ve sonrast PI3K dagilimi

Hasta grubunda radyoterapi oncesi siirekli iki degisken arasindaki iligkinin
yonuni ve derecesini tespit etmek icin Spearman korelasyon analizi yapildi. Hasta
grubunda radyoterapi 6ncesi tiim parametreler arasinda anlamli pozitif yonlii iliski vardi
(Tablo 4.4). Ornegin 1,25(0H);D3 ile HIFla arasinda anlamli, pozitif yonlii ve ileri
diizeyde korelasyon (r=0.622, p<0.001); 1,25(OH).D3 ile PKB arasinda anlamli, pozitif
yonli ve ileri diizeyde korelasyon (r=0.704, p<0.001); 1,25(0OH).D3 ile PI3K arasinda
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anlamli, pozitif yonlii ve orta diizeyde korelasyon (r=0.537, p<0.001); HIF1a ile PKB
arasinda anlamli, pozitif yonlii ve orta diizeyde korelasyon (r=0.560, p<0.001); HIFla
ile PI3K arasinda anlamli, pozitif yonli ve ileri diizeyde korelasyon (r=0.615, p<0.001);
PKB ile PI3K arasinda anlamli, pozitif yonlii ve orta diizeyde korelasyon (r=0.477,

p<0.001) vardu.

Tablo 4.4. Hasta grubunda radyoterapi dncesi parametreler arasi iliskiler

HIF1a pg/mL PKB ng/mL PI3K ng/mL
1,25(0H);D3 pmol/L  r=.622; p=.000"  r=.704; p=.000" r=.537; p=.000"
HIFla pg/mL r=.560; p=.000" r=.615; p=.000"
PKB ng/mL r=.477; p=.000"
*p<0.05

Calisma grubunun (Tablo 4.4°e¢ gore olusturulan) radyoterapi Oncesi

1,25(0OH).D3, HIFla, PKB ve PI3K parametrelerinin sagilim grafigi Sekil 4.5°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Calisma grubunda radyoterapi oncesi parametrelerin sagilim grafigi
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Hasta grubunda radyoterapi sonrasi parametreler arasindaki iliskiyi tespit etmek
icin Spearman korelasyon analizi yapildi. Buna gore 1,25(OH)2D3 ile HIF1a (r=0.413,
p=0.003); 1,25(0OH).D3 ile PI3K (r=0.474, p<0.001) ve HIFla ile PI3K arasinda

anlamli pozitif yonli ve orta diizeyli (r=0.586, p<0.001) korelasyon vardi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Hasta grubunda radyoterapi sonras1 parametreler arasi iliskiler

HIF1a pg/mL PKB ng/mL PI3K ng/mL
1,25(0H);D3 pmol/L  r=.413; p=.003"  r=.208; p=.148 r=.474; p=.001"
HIF1e pg/mL r=-.260; p=.068 r=.586; p=.000"
PKB ng/mL r=.002; p=.987

*p<0.05

Calisma grubunda radyoterapi sonrasi 1,25(OH).D3, HIFla, PKB ve PI3K
parametrelerinin  (Tablo 4.5’e¢ gore olusturulan) sagilim grafigi Sekil 4.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Calisma grubunda radyoterapi sonrasi parametrelerin sagilim grafigi
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RT oOncesi ¢aligma grubuyla saglikli kontrol grubunda 1,25(OH).D3, HIFla,
PKB ve PI3K parametreleri arasinda karsilastirma yapmak i¢in verileri normal dagilim
gostermeyen bagimsiz iki grup arasinda gergeklestirilen Mann-Whitney U (MWU), ayni
bireylerin iki farkli sonucunu karsilastirmak i¢in yapilan Wilcoxon W (W) testi, bir veri
noktasmin ortalamanin tam olarak kag¢ standart sapma iistiinde veya altinda oldugunu
Olgen Z skoru, sonuglarm anlamlilik diizeyini 6lgen p degeri, ortalama, standart sapma,
medyan, birinci ve tgtincu ¢eyreklikleri gosteren Q1-Q3 sonuglar1 bulunmaktadir. Tablo
4.6’da goriildigi tizere calisma grubunda 1,25(OH)2D3’tin medyan degeri 207.5,
saglikli kontrol grubunun medyan degeri 232.5 (p=0.033) ve ¢alisma grubunda PKB’nin
medyan degeri 9.4, saglhkli kontrol grubunun medyan degeri 50.7 (p<0.001)
oldugundan gruplar arasinda 1,25(OH)2D3 ve PKB parametreleri dagilimlar1 yoniinden

anlaml diizeyde fark vardir.

Tablo 4.6. Parametrelerin kontrol grubu ve radyoterapi oncesi c¢alisma grubuyla
karsilastirilmasi

RT Oncesi Kontrol

Calisma Grubu (n=50) Grubu (n=30) MWU W Z p
1,25(0OH)2D3 pmol/L
Ort£SS 210.1+69.4 296.2 +152.1 536 1811 2127 0033
Medyan 207.5 232.5
(Q1-Q3) (166.6-227.6) (187.9-395.0)
HIFla pg/mL
Ort£SS 51.9+17 54.8 +36.2 625 1090 -1242 0214
Medyan 51.0 41.1
(Q1-Q3) (43.9-58.0) (30.5-73.2)
PKB ng/mL
Ort£SS 12.7+£10.7 61.1+46.2 72 1347 —6.738 0.000"
Medyan 9.4 50.7
(Q1-Q3) (6.8-14.0) (32.0-65.3)
PI3K ng/mL 1180  -0.348
Ort+SS 10.8+6.5 18.0+£19.6 715 0.728
Medyan 9.0 7.4
(Q1-Q3) (7.0-11.6) (4.0-26.9)
*p<0.05
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RT oOncesi ¢alisma ve saglikli kontrol grubunda 1,25(0OH).D3, HIFla, PKB ve
PI3K parametrelerinin  dagilmlarina ait kutu grafikleri (Tablo 4.6’ya gore

olusturulmustur) sirastyla Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.7. RT 6ncesi calisma (hasta) ve kontrol grubunda 1,25(0OH)2D3 dagilimi
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Sekil 4.8. RT 6ncesi ¢aligma (hasta) ve saglikli kontrol grubunda HIF1a dagilimi

48



_'é
o

- p=0.000* *p<0.05

1000

. —
guny

Protein-kinase B(AKT, PKB) ng/mL

———

— ——aa

Saghkh kontrol(n=30) Hasta ¢alisma(n=50)
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Sekil 4.10. RT oncesi ¢alisma (hasta) ve saglikli kontrol grubunda PI3K dagilimi

Saglikli kontrol grubunda parametreler arasindaki iligkinin yoniinii ve derecesini
tespit etmek i¢in Spearman korelasyon analizi yapilmistir. Tablo 4.7’de goriildiigi gibi
PKB ile PI3K arasinda anlamli, pozitif yonlii ve yiiksek diizeyde iligki vard1 (r=0.772,

p<0.001).
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Tablo 4.7. Saglikli kontrol grubunda parametreler arasi iliskiler (n=30)

HIFla PKB PI3K

pg/mL ng/mL ng/mL
1,25(OH);D3 pmol/L  r=.251; p=.182 r=-.224; p=.233 r=-.262; p=.162
HIFla pg/mL r=.043; p=.820 r=.107; p=.572
PKB ng/mL r=.772; p=.000"

*p<0.05

Saglikli kontrol grubunda 1,25(0OH)2D3, HIF1a, PKB ve PI3K parametrelerine

ait sa¢ilim grafigi (Tablo 4.7’ ye gore olusturulan) Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Saglikli kontrol grubunda parametrelerin sagilim grafigi

Calisma (hasta) grubunun RT oncesi, RT sonrasi ve kontrol grubuna ait
1,25(0H)2D3, HIFla, PKB ve PI3K parametrelerinin kutu grafikleri sirasiyla Sekil
4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°te (Tablo 4.6 ve Tablo 4.7’ye gore

olusturulan) gosterilmistir.
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1,25-dihydroxyvitamin D3(1,25(0H)2D3) pmol/L

Hypoxia-inducible-factor-1 alpha(HIFla) pg/mL
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Sekil 4.12. Calisma grubunun RT 6ncesi/sonrasi ile kontrol grubuna ait
1,25(0OH),D3’iin grafigi
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Sekil 4.13. Calisma grubunun RT 6ncesi/sonrasi ile kontrol grubuna ait
HIFlo’nin grafigi
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Sekil 4.14. Calisma grubunun RT 6ncesi/sonrasi ile kontrol grubuna ait PKB’nin grafigi
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Sekil 4.15. Caligma grubunun RT 6ncesi/sonrasi ile kontrol grubuna ait
PI3K’nin grafigi

KHDAK’li hastalarin tanisal degerlerinin 1,25(OH).D3, HIFla, PKB ve PI3K
parametrelerinin birincil dl¢limleriyle tahmin edilmesine yonelik ROC analizi yapildi
(Tablo 4.8). Yapilan analiz sonucunda elde edilen bulgulara gore bu parametreler

icerisinde 1,25(0OH)2D3 ve PKB’nin KHDAK’ni 06ngormesi agisindan tanisal
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biyobelirte¢ degerinin oldugu tespit edildi (p<0.05 ve AUC>0.5 oldugu i¢in). HIFla ve
PI3K’m ise tanisal degerinin olmadigi goriildii (p>0.05 ve AUC<O0.5 oldugu igin).
1,25(0H).D3 igcin AUC=0.643 (%95 GA: 0.509-0.776) idi (p=0.036).
1,25(0OH).D3 igin 259.96 kesme noktasindaki (Cut-off) sensitivite %46.7, spesifite
%99.0 idi.
PKB igin AUC=0.952 (%95 GA:0.910-0.994) idi (p<0.001). PKB igin 23.23

kesme noktasinda (Cut-off) sensitivite %86.7 ve spesifite %92 idi.

Tablo 4.8. 1,25(0OH).D3, HIF1a, PKB, ve PI3K degiskenlerine ait ROC tablosu

95% GA
Degiskenler AUC SS p Alt stmr  Ust simir
1,25(0H).D3 643 .068 036 509 776
HIFla 417 077 276 267 .567
PKB .952 021 .000 910 .994
PI3K AT7 .080 770 320 .633

GA: Giiven araligi, AUC: Egri altinda kalan alan, SS: Standart sapma, p: Anlamlilik diizeyi

Tablo 4.8 verilerine gore olusturulan 1,25(OH).D3, HIFla, PKB, ve PI3K

parametrelerine ait ROC egrisi Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.16. 1,25(0OH),D3 (Dvit3), HIF1la, PKB ve PI3K parametrelerinin ROC egrisi

Calismanin konusu olan KHDAK’li hastalarin %?20’sini adenokarsinom ve
%80’ini SCC alt tipi olusturmaktadir. Yapilan Mann Whitney U testi, Wilcoxon testi, Z
skoru ve p degerlerine gore bu iki kanser tiiriine ait dort parametrenin (1,25(0OH).D3,
HIFla, PKB ve PI3K) RT 0Oncesi ve sonrast dagilimlar1 benzerdi (tuma igin p>0.05).
Yani adenokarsinom ve SCC turi kanserlerde bu dort parametre sonuglarmin

dagilimlar1 agisindan fark yoktu.
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5. TARTISMA

Bu calismanin hedefi akciger kanserli hastalarm RT Oncesi ve sonrasi
1,25(0H)2D3, HIFla, PKB ve PI3K serum seviyeleri ile KHDAK arasindaki iligkiyi
aciklayarak elde edilen sonuglarla hasta tani, prognoz ve tedavisine katki saglamaktir.
Bu kapsamda calisma grubu Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Bolimii’ne Erzurum ve ¢evre illerden basvuran KHDAK tanis1 almis kisilerden
olusturulmustur. Hastalarin ¢alismaya dahil edilme kriterleri lokal ileri evre (Evre 3A,
Evre 3B, Evre 3C) KHDAK tanist almis olmak, daha dnce cerrahi yapilmamis olmak,
RT veya kemoterapi almamis olmak seklinde belirlenmistir. Tedavi siirecinde ex olan
veya herhangi bir sebeple tedaviyi tamamlayamayan hastalar arastirma kapsami diginda
tutulurken diyabet ve hipertansiyon gibi kronik hastaligi olanlar diglanma kriteri
sayllmamistir.

Calisma grubu radyasyon onkolojisi uzmani koordinatorliigiinde KHDAK tanisi
alip kemoradyoterapi tedavisini tamamlayan toplam 50 hastadan olusmaktadir. Caligma
grubundaki hastalara lineer akselerator 6zellikli VVarian Trilogy 13.6 Version (Serial No:
6196 USA) cihazi ile hafta i¢i her giin 2 Gy/gilin/fraksiyon olmak iizere toplamda 66 Gy
RT uygulanmistir. Kemoterapi i¢in es zamanli haftalik 45 mg/m? paklitaksel,
AUC=2’den karboplatin uygulanmistir. Hasta serumlar1 RT’den hemen &nce ve
kemoradyoterapi tedavisi sonrasi almmustir.

Kontrol grubu ise, Erzurum Atatiirk Universitesi polikliniklerine basvuran 30
saglikli bireylerden (bilinen herhangi bir kronik hastaligi olmayan) olugsmaktadir.

Caligma grubundan RT 6ncesinde ve sonrasinda olmak tizere iki defa ve kontrol
grubundan bir defa sekiz saat gece agliginin ardindan vendz kan ornegi alinip serum
elde edilmistir. Analizlerin yapilacagi guniin dncesinde -80°C’de bekletilen Grnekler

sirayla -20°C, +4°C ve oda sicakligina alnarak asamali olarak c¢ozdiirtilmiistiir.
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1,25(0OH).D3, HIFla, PKB ve PI3K analizleri ELISA metoduyla ticari Kitlerde yer alan
talimatlara gore serum numunesinde gergeklestirilmistir. Veriler IBM SPSS v27 paket
programi kullanilarak uygun istatistiksel yOntemlerle analiz edilmistir. Analiz
sonucunda elde edilen bulgular literatiirdeki benzer ¢aligmalarin sonuglariyla
desteklenerek asagida tartisilmistir.

Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25(0OH).D3 (kalsitriol), D vitamini reseptdrine
(VDR) baglanarak ve gen ekspresyonunu diizenleyerek anti-kanser aktivitesi gosterir.
Kalsitriol, hiicre dongiisiinde yer alan p21 ve p27 ekspresyonunu uyarir, hiicre adezyon
molekiili olan e-kaderin ekspresyonunu uyararak DNA hasarinin tamirini ve p53
miktarmi arttirarak hiicre ¢ogalip biiylimesini inhibe etmektedir (Ari, 2021). D vitamini,
reseptorii araciligiyla akciger kanseri epitel hiicre hattinda antiproliferatif etki gosterir.
Antiproliferatif etkisini DNA sentezini ve hiicre biiylimesini engelleyen siklin bagimli
kinaz komplekslerinin inhibitorlerini artirarak ve aktivatorlerini azaltarak hicre
dongiisiinii G1/S kontrol noktasinda durdurarak gosterir (Norton & O'connell, 2012).
Songyang ve ark. vitamin D’nin aktif formu olan 1,25(OH);D3’nin tiimér hiicre
cogalmasmi baskilayarak akciger kanserinin baslangicini Onleyebilecegini veya
azaltabilecegini, kemoterapiye cevabi artirabilecegini veya geleneksel kemoterapiye
diren¢ gelisimini geciktirebilecegini rapor etmistir (Songyang ve ark., 2021). Akciger
kanserli hastalarda, kontrol grubuna gore daha diisiik ¢ikan D vitamini diizeyi sonuglar1
yapilan diger ¢alismalarin sonuclar ile tutarlilik gostermektedir (Nakagawa ve ark.,
2005; Upadhyay ve ark., 2013). Lappe ve ark.’nin D vitamini ve kalsiyum takviyesinin
kanser riskini azalttigina dair bir ¢alismas1 mevcuttur (Lappe ve ark., 2007). Calismada
kontrol grubundaki D vitamininin medyan degeri 232.5 (187.9-395.0) hasta grubunun
RT o6ncesi medyan degeri ise 207.5 (166.6-227.6) olarak bulunmustur. Bu bulguya gore

gruplar arasinda D vitamini dagilimlarinin anlaml diizeyde farkli oldugunu séylemek
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mumkindir (p<0.05). Agiklanan bu nedenlerle vitamin D diisiikliigii olan bir hastaya
uygulanacak kemoradyoterapi oncesi hastalarin diisiik olan 1,25(OH)2D3 seviyesini
normale ¢ekmek icin vitamin D takviyesi yapilmalidir. Ama¢ kemoradyoterapiden
hastalarin daha etkin bir sekilde yararlanmasini saglamaktir.

Viicutta vitamin D’nin en iyi gostergesi olan serum 25(OH)D seviyesi
Degirmencioglu ve ark.’nin ¢alismasinda KHDAK’li hastalarda kontrol grubuna gore
daha diisiik ¢ikmistir (Degirmencioglu ve ark., 2019). Bu ¢alismada da kontrol grubuna
gore hasta grubunda 1,25(0OH)2D3 seviyesi diisiikk ¢ikmistir. Bu da hasta takip, tedavi ve
prognozunda 25(OH)D yerine serumda yarilanma omrii daha kisa olan 1,25(0OH).D3
Olgtimlerinin  yapilabilecegini gostermektedir. Ayrica sigara dumaniyla iligkili
kanserojen olan benzo[a]piren tarafindan aktive edilen CYP24Al, Kkalsitriolii
parcalayarak D vitamini diisiikligiine neden olur (Matsunawa ve ark., 2009).
CYP24A1, vitamin D’nin aktif metabolitinin (1,25(OH)2D3) pargalanmasini baslatan
enzim olarak bilinir (Li ve ark., 2019). Bu da akciger kanserli ¢alisma grubumuzdaki
yuksek sigara iceme orani (%92) vitamin D diistikligiinin bir nedeni olabilecegine
isaret etmektedir.

Hipoksi, kanserde tedavi sonucunu olumsuz etkileyen timorlerin ortak bir
ozelligidir. HIF1 yolu, hiicre ¢ogalmasini, anjiyogenezi, glukoz metabolizmasini ve
apoptozu diizenleyen ¢ok sayida genin transkripsiyonunu indiikledigi igin hipoksik
hicrelerde 6nemli bir hayatta kalma yoludur. PKB (AKT), bir¢cok kanser tirtinde
hipoksi ile aktive edilir (Stegeman ve ark., 2016). Mevcut ¢alismamizda da radyoterapi
oncesi hasta grubunda HIFla ile PKB arasinda anlamli, pozitif yonlii ve orta diizeyde
korelasyon (r=0.560, p<0.001) tespit edilmesi, Stegeman ve ark.’nin ¢alismasini

destekler niteliktedir.
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Gu ve ark. radyasyonun KHDAK’li hastalarda HIF-la ekspresyonunu
arttirdigini  tespit etmistir (Gu ve ark., 2015). HIF-1 piriivatin Asetil CoA’ya
doniigiimiinii inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu durdurur (N. S. Calapoglu, 2016).
RT Oncesi yiiksek ¢ikan HIF-1a seviyesini normala ¢ekmek igin doxorubicin, EZN-
2968, aminoflavon, gefitinib gibi inhibitorler vererek tedaviye baglamak RT’nin
etkinligini artirabilir. Ancak calismada RT sonrasi HIF-la seviyesinin diismesi
hastalarm radyoterapiye olumlu yanit verdiginin gostergesi olabilir.

Kanserde aktive olan PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolu hucre proliferasyonu ve
biyumesinde dnemli bir role sahiptir. RAS mutant genine sahip KHDAK, bu yolda
asilmast en zor engeldir. Kanser hiicrelerinde DNA ¢ift sarmal yapiyr bozan
radyoterapi, kemoterapi ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu inhibit6rlerinin birlikte
kullanim1 hasta sagkalimi ve tedavi olasiligmi artiracaktir. Bu yolun uyarilmasi HIF1a
ve VEGF’yi yikseltir; dogal inhibitérii ise kanserde azalan PTEN’dir. KHDAK
hicrelerinin PI3K (wortmannin, arrestin), AKT (imatinib, perifosin), protein kinaz olan
MEK (binimetinib) ve mTOR (rapamisin) inhibitérleriyle tedavisinin kanser hucresi
proliferasyonunu onemli Ol¢iide azaltabilecegi rapor edilmistir (Chen ve ark., 2020;
Kigiukoner, 2013). Erkeklerde, sigara icenlerde, SCC hastalarinda ve hastaligin erken
evresinde PI3K artis1 beklenir (Sanaei ve ark., 2022). Bu ¢alismada RT dncesi hasta
grubunda HIFla ile PKB arasinda anlamli, pozitif yonlii ve orta diizeyde korelasyon
(r=0.560, p<0.001); HIFla ile PI3K arasinda anlamli, pozitif yonlii ve ileri dizeyde
korelasyon (r=0.615, p<0.001); PKB ile PI3K arasinda anlamli, pozitif yonlii ve orta
duzeyde korelasyon (r=0.477, p<0.001) mevcuttur. Bu da PISK/AKT/mTOR sinyal
yolunun HIF1a ile etkilesiminin kanser takip ve tedavisindeki 6nemini gostermektedir.
Saglikli kontrol grubunda PKB ile PI3K arasinda anlamli, pozitif yonlii ve yiiksek

diizeyde iligki (r=0.772, p<0.001) tespit edilmesi literatiirle ayn1 dogrultuda oldugunu
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gostermektedir. Hasta grubunda kontrol grubuna gére medyan degeri RT 6ncesi anlamli
olarak diisiik ¢ikan PKB’nin kanserde erken teshise gidebilmek i¢in kanser taramalarina
yardimci bir biyobelirteg olabilecegini gostermektedir.

HIF1, AKT ve Hipoksi arasindaki etkilesim, timor tipleri ve histolojiler arasinda
degisiklik gostermektedir ve bu durum, hedefe yonelik tedavilere yanit1 6nemli oranda
etkileyebilir (Stegeman ve ark., 2016). HIF1a radyoterapi 6ncesi medyan degeri 51.0
(43.9-58.0) iken, RT sonras1t medyan degeri 45.3 (32.8-58.2) idi. Elde edilen bu bulguya
gore RT Oncesi ve sonrast HIFla dagilimlar1 arasinda anlamli bir farklilik vardi
(p=0.010). Benzer sekilde PKB’nin RT 6ncesi medyan degeri 9.4 (6.8-14.0) iken RT
sonras1t medyan degeri 12.5 (7.0-23.2) idi. Elde edilen bu bulguya gére RT dncesi ve
sonrast PKB’nin dagilimlar1 arasinda anlamli bir farklilik vardi (p=0.046). RT 6ncesi
hipoksiye bagli olarak yilikselen HIF1o degerinin RT sonrasi diismesi radoterapi ile es
zamanli verilen kemoterapinin (paklitaksel ve karboplatin tedavisi) etkin oldugunu
gostermektedir. RT sonrasi yiikselen PKB degeri ise HIFloa ile arasindaki negatif
korelasyon ile iliskilidir.

PIBK/AKT sinyal yolu KHDAK ve diger tiim kanserlerde tedavi direncinde
(kemoradyoterapi) 6nemli bir faktérdur (Schuurbiers ve ark., 2009). Bu ¢alismada da
PI3K ve PKB’ nin radyoterapi oncesine (sirayla medyan 9 ve 9.4) gore radyoterapi
sonrast (sirayla 9.4 ve 12.5) daha yiiksek ¢ikmasi, literatiirle uyumlu olarak tedavi
direnci ile iligkili oldugunun bir kanit1 olabilir. PI3K’da p degeri anlamli olmasa da
PKB’de p<0.05 (p=0.046) ile RT 6ncesi ve sonrasi anlamli bir fark vard.

Brognard ve ark. Akt/PKB gibi hayatta kalmay1 destekleyen spesifik bir kinazin
hedeflenmesinin, KHDAK hcrelerinin apoptotik potansiyelini degistirebilecegini,
bunun da kemoterapi ve radyoterapinin daha etkili olacagini ileri siirmiistiir. Akt/PKB

aktivitesinin  modiilasyonu, KHDAK hiicrelerinin  radyasyona  duyarliligini
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degistirebilecegini gostermistir (Brognard ve ark., 2001). Mevcut ¢alismamizda kontrol
grubunda PKB medyan 50.7, RT Oncesi hastalarda medyan 9.4, RT sonras1 12.5 ¢ikmasi
kanser  hiicrelerinde azalan Akt’nin tedavi sonrasi yiikselise gegmesi
kemoradyoterapinin etkinliginin bir gostergesi olabilir.

Mevcut arastirmalar KHDAK hastalarinda serum HIFla diizeylerinin saglikli
kontrollere gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Afsar & Uysal, 2019). Bunun
nedenleri, yiikksek HIF1a protein ekspresyonuna sahip tiimor dokularmin doku nekrozu
yasamasi ve bunun sonucunda biiyiik miktarda HIF 1o’ nin kan dolasimina girmesi veya
KHDAK hastalarmin hematolojik sisteminde kanser kok hicrelerinin 6zel bir
diizenleme mekanizmasmnin bulunmas:1 olabilir. Radyoterapi sonrasi seviyesinin
diismesi ise RT nin etkinliginin bir gdstergesi olabilir.

1,25(0H)2D3 ve RT’nin kanser hiicrelerini 6ldiirme konusunda sinerjistik bir
etki yaptigina dair ¢alismalar vardir (Ji ve ark., 2020). Bu calismada da literatirle
uyumlu olarak hastalarin RT sonrasi RT 6ncesine gore seviyesi azalan 1,25(OH).D3’iin
antikanser bir hormon oldugu anlasilmaktadir.

Hipoksinin  HIF-1a/VEGF yolunu aktive ettigi, anjiogenezi uyardigi,
radyoterapiye direnci arttirdigi bilimsel bir gercektir (Malekan ve ark., 2021). HIF-
1o/VEGF yolunun inhibisyonunun, hipoksinin hiicre canliligi, istilas1t ve gocii
Uzerindeki etkisini tersine ¢cevirmekte ve bdylece radyoterapiye direnci engellemektedir
(Zhu & Zhang, 2018). lIyonize isinlarla veya kemoterapiyle oldiiriilen kanser
hiicrelerinin yerine saglikli viicut hiicreleri gegecegi i¢in hipoksi durumu ortadan kalkar
ve HIF1 a seviyesi normale doner. Bu ¢alismada da hasta grubunda radyoterapi sonrasi
HIFla seviyesinin diigmesi; radyoterapi sonrast HIFla ile 1,25(0OH).D3 (r=0.413,

p=0.003); radyoterapi sonras1 1,25(0OH).D3 ile PI3K (r=0.474, p<0.001) ve HIFla ile
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PI3K arasinda anlamli pozitif yonlii ve orta diizeyli (r=0.586, p<0.001) korelasyon
bulunmas1 kemoradyoterapinin etkinliginin bir gostergesi olabilir.

Vitamin D eksikligi diinya ¢apinda her iki cinsiyette ve tiim yas gruplarinda
goriilmektedir. Vitamin D’nin kanser hiicrelerinde AKT (PKB)’yi diisiirdiigti asikardir
(Wang ve ark., 2021). Bu galismada da RT Oncesi ¢alisma grubuyla saglikli konrol
grubu arasinda karsilastirma yapildiginda ¢alisma grubunda 1,25(OH).D3’iin medyan
degeri 207.5, saglikli kontrol grubunun medyan degeri 232.5 (p=0.033) idi. Calisma
grubunda PKB’nin medyan degeri 9.4 iken saglikli kontrol grubunun medyan degeri
50.7 (p<0.001) oldugundan gruplar arasinda 1,25(OH).D3 ve PKB parametreleri
dagilimlar1 yoniinden anlamh diizeyde fark ¢ikmasi, bir testin tan1 koyma basarisini (en
yiiksek spesifite ve sensitivite degerlerini) belirlemek amaciyla yapilan ROC analiziyle
birlikte degerlendirildiginde PKB ve 1,25(0OH).D3’iin prognostik ve tanisal
biyobelirtecler olabileceginin gostergesidir.

Duyarlilik ve 6zgullik arasindaki iliskinin grafiksel bir gdsterimi olan ROC
analizi farkli tani testlerinin dogru klinik tan1 koymadaki basarisinin karsilastirilmasina
olanak saglar (Kilig, 2013). Songyang ve ark. tarafindan D vitamininin KHDAK
hiicrelerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve metastazini inhibe edebilecegini, hiicre
apoptozunu tesvik edebilecegini, kemoterapi ilaclarinin duyarliligini artirabilecegi
ispatlanmistir. D vitamininin bu etkileri PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu ile iliskili
olabilir. PI3K/AKT/mTOR protein yolu tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasi, metastazi ve ilag
direncinde 6nemli rol oynar (Songyang ve ark., 2021). Buna gére PKB icin %95
GA’nda AUC=0.952; p<0.001; 23.23 kesme noktasinda (Cut-off) sensitivite %86.7 ve
spesifite %92 ¢ikmasi hastada erken teshise yardimeci1 bir biyobelirteg olarak
degerlendirilmelidir. ROC analizine gore 1,25(0OH)2D3 i¢in %95 GA’nda AUC=0.643;

p=0.036; 259.96 kesme noktasindaki (Cut-0ff) sensitivite %46.7 ve spesifite %99.0
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¢ikmast 1,25(OH)2D3 disiikliigii olan bir hastada erken teshise yardimci bir
biyobelirteg olarak degerlendirilmelidir. 1,25(0OH).D3 ile PKB arasinda RT Oncesi
anlamli, pozitif yonlii ve ileri diizeyde korelasyon (r=0.704, p<0.001) bu iki
parametrenin erken taniya yardimci bir biyobelirte¢ olmasini destekler niteliktedir.
Ulusal ve uluslararas1 yaymlarda KHDAK hastalarinda bu iki parametrenin birlikte
degerlendirildigi ¢alismanin olmamasi nedeniyle ¢alismamiz bu yoniiyle de literatirdeki
eksikligi gidermistir.

Skuam6z hiicreli karsinom adenokarsinomla karsilastirildigimmda SCC daha
agresif, invaziv, sagkalim daha kotii, sigara icenlerde daha sik ve kotii prognoza sahiptir
(Kawase ve ark., 2011). Calismanin konusu olan KHDAK’li hastalarin %20’sini
adenokarsinom; %80’ini SCC alt tipi olusturmakta ve hastalarm 9%92’si sigara
kullanmakta veya kullanma oykulsi bulunmaktadir. Bu iki kanser alt turine ait
1,25(0OH).D3, HIF1a, PKB ve PI3K 6lgtimleri RT éncesi ve sonrasi dagilimlar1 benzer

oldugundan dort parametrenin iKi kanser tiri arasinda fark yoktur (tim icin p>0.05).
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma grubunda RT 6ncesi ve sonrast 1,25(0OH).D3 6lcuimu istatistiksel olarak
anlamli olmasa da literatiirle uyumlu olarak RT sonrasi 6l¢limii RT Oncesine gore daha
diistik bulunmustur.  Kemoradyoterapi sonrasinda vitamin D konsantrasyonunun
azalmasi nedeniyle kemoradyoterapi ile es zamanli vitamin D takviyesi, vitamin D’nin
antikanser 6zelliginden dolay1 tedavinin etkinligini artirabilir.

Calisma grubunda RT oncesi ve sonrast HIFla Olglimi istatistiksel olarak
anlamli olup RT sonrast 6l¢iimii RT Oncesine gore daha diisiik bulunmustur. Bu da
kemoradyoterapinin etkin oldugunun kanit1 olabilir. RT 6ncesi yiiksek ¢ikan HIFla
seviyesini normale diisiirmek i¢in inhibitorler vermek tedavinin etkinligini artirabilir.

Calisma grubunda RT 6ncesi ve sonrast PKB 6lglimd, istatistiksel olarak anlamli
olup RT sonrasi 6lglimii RT Oncesine gore daha yiiksek bulunmustur. Bu durum
kemoradyoterapinin PKB Uzerine olumlu etkisinin bir gostergesi olabilir.

Calisma grubunda RT oncesi PI3K 6lgiml kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olmasa da literatiirle uyumlu olarak yiiksek bulunmustur. Serumda PI3K,
normale cekmek icin tedaviye arrestin gibi inhibitor takviyesi tedaviye yaniti
yukseltebilir.

Hasta grubunda radyoterapi Oncesi spearman Kkorelasyon analizine gore
1,25(0OH).D3, HIFla, PKB ve PI3K parametrelerinin tiimii arasinda anlamli, pozitif ve
orta/ileri diizeyde korelasyon tespit edilmistir. Bu durum serumda 1,25(OH).D3, HIF1a,
PKB ve PI3K parametreleri akciger kanserinde erken evrede biyopsiye gidilerek erken
teshise yardimci olabilecek, hastalifin prognoz parametrelerini destekleyebilecek,
kemoradyoterapi tedavisinin etkinligini takip parametrelerinde klinisyene yardimci

olabilecektir.
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Calisma grubunda radyoterapi sonrasi spearman korelasyon analizine gore
1,25(0OH).D3 ile HIF1a; 1,25(0H)2D3 ile PI3K ve HIFla ile PI3K arasinda anlamli,
pozitif yonli ve orta dizeyde korelasyon tespit edilmesi hasta takip, tedavi ve
prognozuna katk1 saglayacak parametreler oldugunun ispatidir.

Calisma grubunun RT oncesi Ol¢iimii ile saglikli konrol grubu arasinda yapilan
karsilastirmaya gore 1,25(0OH).D3 ve PKB degerleri hastalarda saglikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli ve diisiik ¢ikmustir. Bu da 1,25(OH).D3 ve PKB’nin
KHDAK’nde erken taniya gitmek igin biyobelirte¢ parametresi olabilecegini
gostermektedir. AKT/PKB sinyal yolu uyaranlari ve D vitamini takviyesi
kemoradyoterapi etkinligini ve hasta sagkalimini artiracaktir. HIFla ve PI3K ise
istatistiksel olarak anlamli olmasa da literatiirle uyumlu olarak yiiksek bulundugu icin
arrestin gibi inhibitdr ilavesiyle tedavi orani ytikseltilebilir.

KHDAK’li hastalarin 1,25(OH)2D3, HIF1a, PKB ve PI3K serum seviyelerinin
RT oncesi Olcimleriyle tanisal degerinin olup olmadigmi tahmin icin ROC analizi
yapildi. Buna goére 1,25(0OH)2D3 ve PKB’nin, KHDAK’ni 6ngérmesi agisindan erken
taniya yardimci tanisal bir biyobelirte¢ oldugu tespit edilmistir.

Calismaya katilan hasta ve kontrol grubunun sayisal azligi (hastalarin ex olmasi,
tedaviyi tamamlamama, kit temininde zorluk, numune toplama siirecinin uzun olmasi
vb.) ¢alismanin baslica zayif yonleridir. Calisma sonuglar1 1,25(OH)2D3, HIF1a, PKB
ve PI3K’m KHDAK igin tanisal biyobelirtec, terapotik hedef ve prognoz takibine
yardimc1 parametreler olabilecegine isaret etmektedir. Konunun daha saglikli sonuglara
ulasabilmesi agisindan akciger ve diger kanserlerde daha fazla katilimcinin oldugu, daha

uzun sureli ve kapsamli ¢aligmaya ihtiyag duyulmaktadir.
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inin MNumarasi
Ana Bilim Dali Tibbi Biyokimya

Ogrencinin Kayith Oldugu Program Doktora
Tairll

Yukanda bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlan asafidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldufunu, aksi hilde
doacak hukuki sorumluluklan kabul ve beyan ederiz.

Baldmler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlan
1 Girig %6 % 15

1. Genel Bilgiler % 31 % 35

TIL Materyal ve Metod % 20 % 35
“IV. Bulgular % 10 % 15

V. Tartisma % B % 20

Not: Yedi kelimeye kadur benzerlikler ile Baghk, Kaynakga, Ieindekiler, Tegekkiir, Dizin ve Ekler kisimlars
tarama digi birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yamnda rek bir kaynaktan olan benzerlik

oranilarimn %5 'den bityik olmamas gerekir,




EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETiK KURULU

Boliimil : Dekanhik

Servisi : Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
Say1  :B.30.2.ATA.0.01.00/4¢4
Konu : Etik Kurul Karan

04.11.2021

Saymn: Dog. Dr. Hilal KIZILTUNC OZMEN
Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dah
Ogretim Uyesi

Degerlendirilmek tizere Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'na bagvuruda bulundugunuz
“Akciger Kanserli hastalarda radyoterapi dncesi/sonras: serumda Vitamin D, Phosphoinositide-
3-kinase, Protein-kinase B, Hypoxia-inducible-factor-1 alpha seviyelerinin belirlenmesi” isimli
bilimsel tez ¢alismasina ait Kurul Karan ekte sunulmustur,
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ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETIK KURULU
KARAR

= ETIK KURULUM ADI Avark Opiversitesi Top Fakoliesi Klinik Arastrmalar Etik Kurulu

EE E - ACIK ADRES]: Atattirk Oniversiiesi Tip Fakaltesi Dekanligs

|

= Ex TELEFON

A FAKS

EPOSTA

SORUMLU ARASTIRMACI
UNVANVADISOYADI

ARASTIRMACININ ACIK ADI

Vitamin D, Phosphoinositide-3-kinuse, Protein-kinase B,

Toplant Sayisi: 07 Karar No: 32

Tarih:04.11,2021

Akeiger kanserli hastalarda radyoterapi Gncesi/sonrasi serumdn

Hypoxia-inducible-factor-1 alpha sevivelerinin belirlenmesi

KARAR
BILGILERI

Yukanda bllgileri verilen bayvurs dosyas: fle Hgili belgeler arajtrmanin/caligmania gerekge, amag, yaklapm ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve galimanin biigesinin BAP tarafindan kargilanmas kogulu ile
yapilmasinda bilimse! ve etlk agidan sakinca olmadigima oy birligi ile karar verildi.

Klinik Arastirmalar Hakkinda Yanetmellk kapsaminda yer alan araglirma larfcalismular igin TUrkiye fing ve
Tibbi Cihaz Kurumu'ndan izin almmaw gerckmektedir,
Arastirmaciva calismatannda basanilar dileriz,
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