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1.GIRIS VE AMAC

Akciger kanserinin 6zellikle Amerika Birlesik Devletlerinde, diger kanser
tiirlerinin tedavisi ile ilgili sayisiz ilerlemelere ragmen hemen hemen tamamen
6limciil oldugu rapor edilmigtir. Degisik akciger kanser tirlerinin iki gruba
ayrilmaktadir. Birinci grup, kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC) olup, noroendokrin
kokenli oldugu dusiinilmektedir. Bu tip akciger kanserinde hastalarin yagam siiresinin
kemoterapi ile aylarca uzatilabilecegi cesitli klinik ¢aligmalar ile gésterilmistir. Tkinci
grubu olugturan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) igersinde skuaméz
hiicreli karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli karsinom yer almakta olup bu
grupta, mevcut kemoterapotik ajanlann higbir etkisi olmadigy gésterilmigtir (70).

Kazein kinaz (CKII) enzimi bir serin treonin kinazdir. Prokaryotik ve
okaryotik hiicrelerin ¢ogunda tanimlanan protein kinazlardan biri olan CK II, memeli
hiicrelerin ¢ogunda hem sitoplazma hem de ¢ekirdekte bulunmug olmasina ragmen ,
hiicre regiilasyonundaki kritik rolii son yillarda anlasilmaya baslanmistir (21,47,61).
Normal prolifere olmug dokularda ve biiyiime fazindaki malign kanser hiicrelerinde
CKII aktivitesi yiikksek bulunmustur. Ozellikle mitojenle uyarilan lenfositlerde, fare
embriyogenezinde ve transforme insan hiicre kiiltiirlerinde artrmg CKII aktivitesi
gozlendigi bildirilmigtir (44,50).

CKII enzimi kendi kendini fosforile eden bir enzim olup 100’ den fazla
substrat: bulunmaktadir (4). CKII’nin substratlarindan olan myc onkoproteini (pmyc),
c-myec (hiicresel myc geni) onkogeninin bir triinii olup miktan pekgok kanser tiiriinde
artmaktadir (9). C-myc geninin amplifikasyonu sonucu p62 proteininin asin
dretiminin, ozellikle kiigik hiicreli akciger kanserinde (SCLC) amplifiye oldugu
belirlenmistir (68). Myc’in, CK II i¢in substrat olarak gérev yapip yapmadigini tayin
etmek igin, c-myc onkoproteini iceren kompleksler y **P ATP varliginda saflasmig
enzimle inkiibe edilmekte ve sonugta otofosforilasyon 6zelligi olan CK II enziminin B
alt unitesine fosfat grubu girmektedir. CK II, substrat olarak uyumlu dizilere karsilik
gelen sentetik peptidler kullanabilme 6zelligine sahiptir (37). Bu ¢aliymamizda, gesitli
aragtincilar tarafindan kulamimas: 6nerilen RRRDDDSDDD dizili sentetik peptid ve
c-myc *'®*'® peptid dizilerini, normal ve kanser tamsi konmus olgulara ait akciger
dokusunda CK II enzimine kars: substrat olarak kullanilmasi planlanmigtir.

Myc geninin c-myc, v-myc, N-myc, L-myc, P-myc, R-myc ve B-myc gibi farkli

genomlan bulunmustur. Herbir genomun amplifikasyonu, kanser tiirlerine gore



degismektedir (10). C-myc, N-myc ve L-myc’den olusan myc ailesi onkbgenlerinin
amplifikasyonu veya agin ekspresyonu, kiigik hiicreli akciger kanserinde siklikla
rastlanmasina karsilik kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde yaygin degildir. C-
myc aktivasyonunun yaygin mekanizmasi, asirt ekspresyonla sonuglanan gen
amplifikasyonudur (43). N-myc geni ilk kez, c-myc geninin 2.ekzonu ile homoloji
gostermesi ile saptanmigtir. Bu gen néroblastoma, retinoblastoma ve kiigiik hiicreli
akciger kanserinden tﬁrevlemhis tiimor ya da hiicre soylarinda amplifiye olmakta veya
eksprese edilmektedir. Ayrica, hem c-myc hem de n-myc genlerinin kiigitk bir bolgest
ile homoloji gosteren, kiigiik hiicreli akciger kanseri DNA’sindan klonlanan giincii
bir myc iligkili gen tarif edilmigtir. L-myc ad1 verilen ve gen haritalama ¢aligmalan
ile insan 1p 32 kromozomunda yer alan bu genin, insan timorlerinde sitogenetik
anormallikle iligkili oldugu bildirilmistir (45). Kanser hastalani, L-myc igin 2 allel
tarafindan tammlanan polimorfik paterne gore 3 genetik tipe siniflandinlabilirler.
Restriction Fragment Length Polimorphism (RFLP) analizi ile L-myc onkogeninin S
allelinin kansere yatkinlikla iligkili olabilecegi diigiiniilmekte olup, halen tiimér
safhasi, metastaz durumlan ve hastalifin prognozu ile ilgisi agiklifa kavugmamgtir
(63).

Giiniimiize kadar yapilan galigmalarda, bir¢ok kanser tiiriinde myc geninin
amplifiye olmasinin saptanmasina kargin, genin genomik igleyisi nasil kontrol ettigi
anlagilamamgtir. Baz: aragtincilar da, L-myc geninin kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri vakalarinda metastatik potansiyel igin bir belirleyici oldugunu rapor
etmislerdir (26, 27). Ayrica, akciger kanserlerinde temel olan ilk bulgulara karsilik L-
myc polimorfizminin, énceden teghiste ve 1p32 bolgesiyle ilgili insan tiimérlerinde
sitogenetik degisikliklerin analizinde genis ¢apta uygulanabilir bir genetik marker
olabilecegi digsinilmektedir (45).

Yaptigimuz literatiir aragtirmasinda insan akciger dokusunda CK II enziminin
kinetik oOzelliklerini gosteren kargilagtiriimali bir ¢aliymaya rastlanmamistir. Bu
nedenle ¢alismamizin ilk asamasinda, hem normal hem de akciger tamst konmug doku
omeklerinde, CK II enziminin c-myc ve sentetik peptide karst gosterdigi kinetik
Ozellikler hakkinda bilgi edinilmesi amaglanmagtir.

Caligmamizin ikinci agamasinda ise, normal ve akciger tamisi konmus
olgularda incelenecek L-myc gen polimorfizmi ile, hastaliga yatkinhk, prognoz ve
metastatik durum arasinda bir iligkinin var olup olmadiginin aragtinlmasi

planlanmustir.
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2.GENEL BILGILER

Akciger kanseri Amerika Birlesik Devletleri'nde en bagta gelen olim
nedenidir. Diger kanser tiirlerinin tedavisi ile ilgili ilerlemelere ragmen akciger
kanseri, hemen hemen tamamen o6limcildir. Akciger kanserinin karsinogenez
doneminde molekiiler seviyede olan olaylar ile ilgili son yillarda bir¢cok yeni bilgi
bulunmugtur. Bu bulgular, akciger kanserinin gelisimini anlamaya yardim eder, ayrica
tami ve tedavisinde de 6nemlidir (70).

Cogu epidemiyolojik, sitogenetik ve deneysel ¢aligmalar, dolayh olarak
kanserin genetik hasar tarafindan olugtugu hipotezini desteklemektedir. Klinik olarak
onkogenler, hastalifin etyolojisinin anlagilmast ile birlikte tiimérlerin tedavi, prognoz
ve teshisi igin daha kesin taniya olanak saglamaya yardim etmektedir (64).

Kanserde etyolojik faktorleri teker teker incelerken bunlarin 6nem siralarin
saptamak gictiir. Ciinkii bir bolgeden digerine , cinsler arasinda ve zaman siireci
igersinde bu faktorlerin 6nem siralan bariz bir bigimde degisebilir. Biitiin bunlar
degerlendirilerek yapilan incelemeler sonucunda, kanserlerde etyolojik faktor olarak
kabul edilen baslica nedenler; iyonize radyasyon, ultraviyole isinlan, hava kirliligi,
beslenme faktorleri, alkol, viriisler, genetik faktorler ve immiin yetersizliktir. Akciger
kanserlerinin etyoloji ve patogenezinde ise yukarda saydigimiz etyolojik faktorlerin
yam sira, uzun sireli sigara igiminin, mesleki faktorlerin ve solunum yolu ile alinan
radyoaktif pargaciklarin rolii oldugunu bildiren aragtirmalar mevcuttur (56) .

Son zamanlarda akciger kanserinin patogenezindeki molekiiler temeller
arastinlmaya baglanmigtir. Akciger kanserindeki baslica molekiiler degisiklikler
sunlardir:

“Genetik Instabilitenin Gostergeleri: Akciger kanseri karsinogenezin birgok
basamaginin sonunda gorilur ve birgok olguda kronik sigara igimine bagh
karsinogenler tarafindan olugturulan genetik ve epigenetik hasar sonucu goriiliir. Insan
kanserlerinde genetik instabilite iki seviyede olusur; bunlardan birincisi, kromozomal
seviyede olup say1 anomalileri (aneuploidi) ve yapisal anomalilerdir (delesyon ve
non-resiprokal  translokasyonlar). Ikincisi, selliler genlerle ilgili olup
protoonkogenler, timor siipresor genler ve DNA onanm genleri bu grup igersinde yer
almaktadir (13). |

Akciger kanseri hiicrelerinde gozlenen 6zel molekiiler degisiklikler ise
biyimenin uyariimas: sonucu onkogenlerde olmaktadir. Uyanimayi saglayan yollarn

birgogu protoonkogen olusumuna neden olmaktadir. Uyany: saglayan baglica yollar;
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gastrin serbestleyen peptid (GRP)/Bombesin (BN) otokrin halkasi, epidermal biiyiime
faktor reseptorii (ERBB) ailesi, difer membran protein kinazlan, nikotin ve opioid
reseptorleri, ras protoonkogen ailesi ve myc' tir. Diger spesifik degisiklikler ise tiimor
siipresor genleri (P53) , p 16-siklin D1-CDK4-Rb Yolu (Retinoblastom geni, siklin
D1 ve CDK 4, p19 *¥F diger aday TSG’ler) , apoptozis , telomeraz aktivitesi,belirgin
metilasyon, anjiyogenezis ve metaztazlar olarak tammlanmistir (13) .

2.1.PROTEIN KINAZLAR

Proteinlerin fosforilasyonu ve defosforilasyonu, hicrelerin biiyiime ve
cogalmas: ile iligkili olaylann kapsayan hiicresel olaylann degisikligini kontrol eden
baslica mekanizmadir. Yapilan genetik ve biyokimyasal galiymalarda, diizenleyici
sinyallerin iletilmesine ve hiicre boliinmesinin diizenlenmesine karigan protein kinaz
ag varlig gosterilmistir (35).

Protein kinazlar (PK) protein substratlarda seril, treoril ve trozil kalintilan
lizerine nitkleozid trifosfatlarimin y fosfatlarim transfer eden enzim ailesi olarak
tammlanir (24). Protein kinazlar sitoplazma, niikleus, membranlar ve organellerde
mevcut olup, aktiviteleri genellikle sinyal iletisim yollan aracihig ile olan ailosterik
diizenleyici mekanizmalara baglhidir. Protein kinazlar, fosforilasyon yoluyla hiicresel
diizenlemede, ¢esitli fizyolojik iglemlerin modiilasyonunda rol alir. Bu fizyolojik
olaylar arasinda, metabolik yollarin diizenlenmesi ve metabolitlerin, iyonlarn
membran transportu, gen transkripsiyonu, DNA replikasyonu, hiicre boliinmesi ve
sinaptik ileti sayilabilir (61). Protein kinazlar, ¢oklu substratlart varhgna izin veren
protein substrat spesifisitesinden ¢ok, alic1 amino asid spesifitesine gore simflandinlir.

Buna gore protein kinazlarin simiflanmasi agagida gosterilmistir (24).

- Protein- serin /treonin protein kinazlar

- - Protein- tirozin kinazlar

- Protein sistein kinazlar

- Protein histidin kinazlar

- Protein-aspartil ya da glutamil kinazlar

Protein kinazlar i¢in molekiiler duzenleyicilerin tamimlanmasi bir baska
simiflandirmaya izin vermektedir.

- Protein serin/treonin kinazlar (ser/thr kinaz) agagidaki gibi diizenleyicilere

gore gruplandinilabilirler (24).



-Siklin nukleotid diizenleyici protein kinazlar

-Ca ** kalmodulin diizenleyici protein kinazlar

-Diagil gliserol Ca*-diizenleyici protein kinazlar

-Ribozomal S6 protein kinazlan

-Serpentin reseptor kinazlar

-Kazein kinaz II

-Glikojen sentaz kinaz 3

-cdc2 ailesi

-cdc2-iligkili protein kinazlar

-MAP kinazlar

-Mos/raf protein kinazlar

-Kazein kinaz I

-Cift spesifisiteli protein kinazlar

-Diger protein kinazlar

Bu protein kinazlann ¢ogu, onlann allosterik diizenleyicilerinin baglanmasi
sonrast holoenzim durumundan, diizenleyici alt iinitelerinin aynimas: ile aktif hale
gelirler. Kazein kinazlar (CK) olarak bilinen enzim grubu ve siklin bagimh protein
kinazlarda (CDKs) holoenzim, (diizenleyici baglanmasi sonrasi) katalitik alt iiniteleri
ile diizenleyici alt unitelerinin birlesmesi ile aktive hale gelmektedir (2). Kazein
kinazlar, ¢ogu hiicre alt kompartmanlarinda tanimlanmug siklin niikleotid-bagimsiz ve
Ca"%/kalmodulin duyarsiz ser/thr kinazlardir (1). Kazein kinazlar. kazein, fosvitin ve
digerlerini igeren asidik proteinleri fosforile ederler. Kazein kinazlarin fosforil vericisi
olarak ATP, GTP veya diger niikleozid trifosfatlart kullandig, kofaktor olarak Mg™
veya Mn"®ye siki bir sekilde bagimlilik gosterdigi agiklanmistir. Dogal olarak kazein
kinazlar, poliaminler gibi, olusan polikatyonik molekiller tarafindan aktive
edilebilirler ve negatif yiikli karbonhidratlar ve heparin gibi polianyonik bilesikler
tarafindan da inhibe edilebilirler. Hiicre dizenlenmesinde 100 den fazla proteini
fosforile eden, kazein kinazlarin rolii hala tam olarak ag¢ikligi kavusmamstir (15,21) .
Kazein kinazlarin, dietil aminoetil (DEAE) seliiloz kromotografisindeki eliisyonlarina
bagh olarak, kazein kinaz I (CK I) ve kazein kinaz Il (CK II) olmak iizere 2 gruba
aynildig: bildirilmistir (4).



2.1.1.Kazein Kinaz I ( CK-1): Bu enzim kazein kinaz [I’den 6nce DEAE selliiloz
kromotografik kolonundan eliie olup maya, kiimes hayvanlan ve memeliler igeren
cesitli okaryotlann, ¢ogu hiicresinde tammlanmigtir (22) .

Bu enzimin niikleus, sitoplazma ve mitokondride bulundugu ve tek bir alt iinite
icérdigi ve tavsan retikiilositlerinden elde edildiginde molekul agirhigimin 37.000
dalton oldugu gosterilmistir (20). Fosforilasyon reaksiyonlarinda, CK I sadece seril
kalintilarin1 fosforile eder ve optimal aktivitesi igin fosforil vericisi olarak da sadece
ATP’yi kullanmaktadir. Ek olarak enzim, seril ve treonil kalintilan tizerinde kendi
kendini fosforilleyebilme ozelligine sahiptir. Kazein kinazlar I substratlarin
bazilarinin protein sentezi baslatma faktorleri, araci ribontikleoprotein partikiilleri,
RNA polimeraz igeren niikleer asidik proteinler, kirmiz1 hiicre membran proteini ve
glikojen sentaz oldugu bildirilmesine karsiik, molekiller seviyede enzimin
fonksiyonel rolii ve diizenlenme mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir (22).
2.1.2.Kazein Kinaz I ( CK II) : Kazein kinaz II, ¢ogu bitki ve hayvan dokularim
iceren farkl1 hiicre tiplerinden izole edilmis olup, hem sitoplézma hem de niikleusta
lokalize oldugu gosterilmistir (4,32).

Enzimin gen replikasyonu, transkripsiyon ve hiicre proliferasyonunda énemli
rolleri olan bilinen protein substratlarinin olmasi yaninda, iki katalitik alt
tniteden (a veya o) ve iki regulatuvar (enzimin aktivitesini uyaran) alt iinite (8)’dan
olusmasi ve onun spesifik etkilesimlerinin baz: substrat ve inhibitérlerle etkilenmesi,
CK II enzimini ilging yapan en 6nemli yaklagimlardir. Kazein Kinaz II, 55 yil once
kesfedilmesine ragmen, dogal diizenlenmesi hala agiklanmaktan uzaktir. Bu
problemin ¢6ziimlenmesi sirasinda ulasilan en 6nemli bulgu, fonksiyonel analoglarin,
diizenleyici CK2f alt tinitesinin, siklin bagimh protein kinazlann, regulasyonlarinda
gorev alan siklinlere benzedigi ve bu alt initelerin CK II’nin katalitik aktivitesinin
modiilasyonunda bir faktér olup olmadigim tayin etmede 6nemli olacag: sonucuna
ulasilmasidir (4).

Kazein Kinaz II asidik substratlarda, hem seril hemde tereonil kalintilarim
fosforile etmektedir. Kazein Kinaz [I’'nin molekiil agirlig1 yaklasik 130.000 dalton
olup, en 6nemli yapisal 6zelligi o 2 B2, a a’ B2 ve a’2 B 2 izoformlanim olugturmak
iizere birlesen a, a’, B olmak iizere 3 farkh alt iiniteden olusan bir heterotetramer
olmasinin yaninda a ve o’ alt unitelerinin katalitik , B Unitelerinin ise diizenleyici

ozellige sahip oldugu gosterilmigtir (4).



2.1.2.1.Kazein Kinaz II alt iinitelerinin ozellikleri: Insan CK II o ve o’ alt
iinitelerine ait genlerin sirasiyla 20. ve 16. kromozomda, {3 alt Ginitesinin geninin ise
6.kromozom izerinde yer aldif: gosterilmistir. Insan rekombinant o ve o’ alt
dnitelerinin sirasiyla 391 ve 350 amino asitten olustugu ve molekiiler agirliklarinin
yine sirastyla 43.000 ve 38.000 dalton oldugu bildirilmistir. Beta (B) alt wnitesi 215
amino asitten meydana gelirken, molekiler agirhigs 28000 dalton oldugu gosterilmistir
(35,53).

insan « alt initesinin, niikkleozid baglama ve fosforilasyon igin gerekli birimleri

igerdigi ve substrat baglamasi i¢in histidin gruplan ile korunmug bir bélgeye sahip

oldugu kanitlanmistir. Karboksil ucunun p34 cdc-2 kinaz tarafindan fosforile edilen
ozel bir bolge igerdigi ve a alt unitesi igin 71-80 amino asid (a.a.) ve &’ alt iinitesi icin
ise 72-8la.a arasinda bulunan ana diziyi (K" PVKKKKIKR 2% binyesinde
bulundurdugu gosterilmigtir. Beta (B) alt Unitesinin, N terminal bélgesinin bir
otofosforilasyon elementi igerdigi bildirilmistir (31). Ayrica o ve o’ alt tniteler, bir
niikkleer sinyal birimi igerirler ki bu birimin f alt (initesininde mevcut olmadig:
gosterilmigtir. Alfa ve o’ Unitelerinin sitoplazmadan ntikleusa translokasyonun bu
diziler araciligtyla olabilecegi ve a alt tinitelerinin kendi kendilerine aktiflesebilecegi
ileri surilmiistir (4). P unitesi ve iki a alt unitesinin birbirini fosforile ederek,
tetramer yapi olusumundan dolayr otofosforilasyonu arttirabilecegi fikri ortaya
atilmistir (23). Beta (B) alt initesi, ashinda katalitik olarak inaktif olup, mutasyon
sonucu f3 otofosforilasyon bélgelerinin kaybinin, o alt iinitelerini aktive etme
kapasitesi iizerine hi¢ bir etkisi olmadifi agiklanmistir (40). Ancak B alt iinitesi
ilea ve a’ katalitik alt lnitelerinin 1s1 ve drenin etkisi sonucu olusan proteolitik
degradasyon ve denaturasyona kars: stabilize etkisi gosterilmigtir. Beta () iinitesinin
s0z konusu alt iinitelere aktivasyonlarim spesifik bolgelerine polibazik efektorlerin
baglanmasi sonucu gerceklestigi bildiriliﬁistir. Diger taraftan, B alt iinitesinin
potansiyel substratlanmin bir kisminin igin CK II spesifitesini ayarladiis ve
kalmodulin varh@inda B alt Gnitesi  fosforilasyonunun inhibe olabilecegi rapor
edilmigtir (5). Kazein Kinaz II nin biyolojik rolleri, diizenlenmeleri ve farkh
dokularda CK II’nin alt initelerinden tetramerik holoenzim olusum hizi heniiz
anlasilamamigtir. Yapilan ¢aligmalar sonucu, soz konusu holoenzimin, ¢ok uzun yan

6mre séhip oldugu ortaya ¢ikmistir. Ancak serbest B alt iinitesinin boyle bir 6zellige
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sahip olmadigt ve CK I[I’ninave o’ alt unitelerinin sadece file etkilesime
girebilecedi, oysaki (3 alt Gnitesi a, o’ ve [ alt iiniteleriyle de etkilesime girebilecegi
gosterilmistir (17). Kazein kinaz II, hem prokaryot hem de okaryot dokularinda ve
¢ogu hiicrelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Kazein Kinaz II farkhilagmis hiicrelerde
disik, hizla ¢ogalan hiicrelerde yitksek aktivite gostermektedir. Yapllan son
¢aligmalar, CK II’nin hem sinyal iletimi, hem de hiicre siklus kontrol sistemini de
direkt olarak igine alan hiicre proliferasyonunun kontrol edilmesinde kritik bir role
sahip oldugu teorilerini desteklemektedir. Kazein Kinaz II (CK II) diizenleyici
enzimler, yapisal proteinler, onkoproteinler ve kanser siipresor genlerin proteinlerini
de iceren 50’den fazla farkh proteini fosforile etmektedir. Kazein kinaz II'nin ya
ATP’yi ya da GTP’yi, magnezyum veya manganez varhginda fosfat verici substrat
olarak kullandig: bildirilmistir (18).

2.1.2.2.CK II substratlan: Kazein kinaz II enziminin 100’den fazla bilegigi substrat
olarak kullanabilecegi gosterilmigtir. S6z konusu substartlar arasinda g¢ogu
sitoplazmik, niikleer enzimler diizenleyici protéinler, yapisal elementler, onkogenlerin
proteinleri, timor supresor gen irinleri ve bir ka¢ zara bagl resept6riin onemli
oldugu bulunmustur (21, 39) (Tablo 1a,1b). Kazein kinaz II, pek ¢ok dokudan
saflagtinlmig olup, hem sitoplazma hem de c¢ekirdekte bulundugu ve bilyiime
faktorlerinin uyarmasiyla da aktive olabildigi bilinmekteir. Bu klasik bilgilere ek
olarak, CK II’nin maya hiicre bolinmesini kontrol eden proteinlerle bir benzerlik
gostermesi onun hiicre proliferasyonunun kontrolinde bazi olaylarda gorev
alabilecegi gorisu ileri siirilmistir .Kazein kinaz II'nin, myc, myb, fos, SV40 biyiik
T antijen ve E,, tranforme edici proteini igeren bir kag onkoproteini substrat olarak

kullandig1 da yapilan aragtirmalar sonucu kesinlik kazanmugtir (37).



Tablo 1a. CK-II’nin Kullandi§: Protein Yaplsmdaki Substratlar (4)

Nukleik asid sentezinde gdrev alan enzimler ‘
RNA polimeraz I

RNA polimerazila
DNA Topoisomeraz I
DNA Topoizomeraz II
DNA ligaz

Transkripsiyon faktdrleri: Niikleer protein iiriinleri ve tiimdr baskilayrc: proteinler
Baskilayic1 proteinler

Androjen reseptor

c-myc

SV-40"mn bityilkk T antijeni

c-myb’

Serum cevap faktérii (SRF)
EIA-adenovirus®

N-myc

C-jun

P-53°

Retinoblastoma®

Papilloma virus E7

cAMP diizenleyici element baglayan protein

Sinyal iletimi proteinleri

p34 cdc-2

Protein kinaz C

Protein kinaz A - dilzenleyici alt iinite

Insiilin reseptori

Kalneksin

Kaldesman®

Kalsequestrin

Kalmodulin

DAR PP-32

Phosphate inhibitor-2

Synaptotagmin

LD-Lipoprotein reseptor
Protein Sentez Faktdrleri

elF3

elF4B

elF5

elF1p*

elF2p

¢IF2B (protein sentez guanin niikleotid degistirici faktor)




Tablo 1b. CK-II'nin Kullandi1 Protein Yapisindaki Substratlar (4)

iskelet ve yapisal proteinler

B-Tubulin

Mybzin agr zinciri (beyin, diiz ve iskelet kasi)
Myozin hafif zinciri a

Spektrin

Troponin-T

Klatrin zincir b-zinciri

tqu

MAP-IB

Diger niikleer ve niikleolar proteinler
HMGI®

HMG14

Niikleolin®

Niikleolar protein B23

HMG-benzer protein P1

P120 hiicre proliferasyonu niikleolar protein
pp335 proliferasyon niikleer P proteini
Niikleer DNA baglayic1 protein p200

FK 506-baglayic protein

a: Bu proteinler aym zamanda cdc-2/cdks kinazlar
tarafindan da fosforile edilebilirier.

2.1.2.3.Kazein Kinaz II’nin Subselliiler Lokolizasyonu: Kazein kinaz II (CK II),
genellikle hiicre sitoplazmalarinda baskin olan, aktivitesi ise hizli ¢ogalan normal
hiicreler ve tiim kanser hiicrelerinde olduk¢a yiiksek bir ezimdir. Mitojenik olaylar
sirasinda  kinazlanin, nitkleus ve nikleolar kompartmanlarda yogZunlagtig
gosterilmistir (12). CK IT'nin Go / G, gegis faz1 sirasinda hem stoplazma hem de
niikleusta bulundugu gosterilmistir. Gy’in erken fazinda alfa alt iinitesinin niikleusta
yogunlasugi, Gi/S ge¢is faz1 sirasinda sitoplazmaya dogru hareket ettigi yapilan
arastirmalar sonucu agiklik kazanmistir (47). CK II a seklinin G1 fazinda sitozolik,
o’'nin ise nikleusta yogunlastigi ve aynlabilece@i rapor edilmistir (73). Daha
sonralan , o, o’ ve B alt unitelerinin timiiniin niikleusta lokalize oldugu bildirilmistir
(39).

Kazein kinaz II enzimi, substrat olarak kullandig: bilesiklerin spesifik amino
dizilerini fosforile eder. Kinazlar, hiicre yiizeyinden fosforilasyon reaksiyonlan

sirasinda ekstraselliiler matrikse salinirlar. Bdylece CK II’nin sitoplazmadan niikleus
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i¢ine ve niikleus i¢inde mitogenik sinyal iletiminde bir roli oldugu fakat diuzenleme
mekanizmalaninin ise hala agiklanamadig: gérilmektedir (69).

2.1.2.4.Enzim Aktivasyonu ve Diizenlemesi: Dogal olarak olusan polikatyonik
uyaricilar arasinda yer alan poliaminlerden, putresin, spermin ve spermidin, kazein

kinaz II enziminin aktivitesini diizenlemekte gorev alirlar. Lizin ve omitinin |
polimerlerini iceren sentetik polimerlerin de bu amag i¢in kullamldig: gosterilmigtir.

Bu bilegiklerin tiimii pozitif yiikli organik bilesiklerdir ( 62). Heparin, dextran silfat,

inozitol hekzasiifat, kondroitin siilfat A, C, hyoliirinik asit, 2-3 bifosfogliserat ve

poliglutamat, polianyonik inhibitérler olup negatif yiiklii polisakkaridlerdir. Heparin,

CK II aktivitesinin tammlanmasinda hem ATP hem de GTP ile kullanilan bilinen en

iyi inhibitor olarak tammlanmgtir. Bu inhibitorler, protein substratlarla genellikle

yangirlar. Heparinin hem a alt dnitesinin aktivitesini hem de CK II'nin

otofosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (19,21). Kazein Kinaz I

aktivitesindeki artmanin, enzimin yeniden yapiminda alt initelerinin tiimiiniin artti3

ancak bu durumun hiicresel serum hormon ve bilyiime faktorlerinin etkisi ile iligkili

oldugu bildirilmistir. Enzimin aktivitesinin, serumla uyanlmig insan W 138 fibroblast

hicrelerinde (8) IGF-I ile uyanimig fare Balb ¢ 3T3 hiicrelerinde (30) insiiline

indiikklenmis fare 3T3 sigan adipositleri (11) ve tiimér nekrozis faktér ile uyarilmisg

fare Swiss 3T3 hicrelerinde (66) arttigi saptanmugtir. Yapilan géllsmalar, hizla

prolifere olan hiicrelerde ve tiimér icermeyen dokularla karsilastinldiginda prolifere

olan tumoér dokusunda CK II aktivitesinin arttiim gdstermistir (44,50). Son yillarda

diizenleyici nikleer proteinlerin fosforilasyonu ile niikleer olaylarin diizenlenmesinde,

CK II'nin rolii hizla 6nem kazanmaktadir. Ozellikle CK II igin fizyolojik substratlarin

listesinde nikleer onkoproteinler, tiimér siipresor proteinler , transkripsiyon faktorleri

ve DNA metabolizmasina kansan proteinler énem tagimaktadir . Bu proteinlerin

timiiniin hiicrelerde fosforile edilebilen bolgelerinin CK I tarafindan fosforile

edilebilecegi dusiiniimektedir. Ancak , son zamanlarda fosforilasyon proteinler

arasinda ozellikle c-myc (37) ve N-myc (46) proteini ile yapilan ¢aligmalar énem

kazanmaktadir (35) (Tablo 2).
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Tablo 2. CK II tarafindan fosforile edilen diizenleyici niikleer proteinler (35)

Protein Fonksiyonu . Fosforilasyonun Etkisi

c-mye Transkripsiyon faktord Bilinmiyor

N-mye | Transkripsiyon faktory Bilinmiyor

Max Transkripsiyon faktorg Max/max homodimerlerinin  DNA'ya
baglanmasmi inhibe eder

c-myb Transkripsiyon faktérd DNA baglanmasim degigtirir

c-hm . Transkripsiyon faktdri DNA baglanmasms inhibe eder

SRF Transkripsiyon faktor DNA baglanmasinin hiam arttnir vey a

c-ErbA Transkripsiyon faktord Bilinmiyor

PU.1 Transkripsiyon faktori NF-EMS ile etkilegimi baglats

P53 Tomdr baskilayiar DNA baglanmasm aktive eder
CK I mutasyonu antiproliferatif
potansiyeli bozar,

UBF Nikieer transkripsiyon faktdrit RNA polimeraz bagimls transkripsiyonun
bariz transaktivasyonu

E7 HPV tip 16 protein’e donigtilriicd CK @O  bdlgesindeki  nntasyon
transformasyon potansiyelini azaltr

Bayuk T ) SV40’m transforme edici proteini Nkleer transpost artar

Topoizomeraz I DNA topoizomeraz Aldivitesi 10 kat artar

DNA ligaz DNA’nin ATP bagm: ligasyonu Aktivitesi artar

Gorildugi gibi, CK II niikleer proteinlerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
oldukga 6nemli bir role sahiptir. Ozellikle gen ekspresyonuna karisan proteinlerin CK
II ile fosforilasyonu, CK II’nin proliferatif olaylan kontrol eden diizenleyici yollarin

o6nemli bir elemam oldugunu gosterilmigtir (35).

2.2.0NKOGENLER ve MYC ONKOPROTEINLERIi

Onkogen aragtirmalan zerinde yapilan ¢ahigmalar son 10 yilda énem
kazanmustir. Bu yogunlagmanin sebebi ise, her yil evrensel olaral 6.3 milyon insamin
kanserden olmesinden kaynaklanmaktadir . Onkogenler, kansere yol agan genler
olarak tammlanmaktadir. Onkogenler, tim normal hiicrelerde mevcut normal
protoonkogenlerin degismis sekilleridir ~Giiniimiizde yaklagik 200 protoonkogen
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tanimlanmigtir ve bu genlerin en azindan birinin akti'Ve olmug onkogenik sekli gogu
insan timor gruplanyla iligkili oldugu agiklanmistir. Protoonkogenler ozellikle,
hiicreler arasi sinyal iletiminin 6nemli proteinlerini kodlama o6zelligine sahip olup
normal hiicresel genlerdir. Onkoproteinler, protoonkogenlerin mutasyona ugramg
sekillerinin transkripsiyonu sonucu olusan onkogenler tarafindan kodlanilan
proteinlerdir. Bu gibi mutasyona ugramig proteinler fonksiyon olarak anormaldirler ve
normal hiicrede bulunmazlar. Pek ¢ok grupta onkogenler, biiyime faktor uyansina
karsihk olarak normal olarak iretilen transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir. Bu
proteinler spesifik DNA dizilerine baglanmada biyiime kontrol genlerinin
‘ekspresyonu regiile etmektedirler Bu transkripsiyon faktorlerinin aktivitesinin,
fosforilasyonla diizenledigi agtklanmigtir. Myc proteinlerinin tiimii (c-myc, N-myc ve
L-myc) temel, helix-loop-helix ve 16sin zipper bolgesi igerirler. Myc gen iiriinlerinin
baglica fonksiyonlan hiicre proliferasyonunu indiikklemek ve mitojenik uyanya
karsilik olarak son donem farklilasmamn inhibisyonu olarak tanmimlanmiglardir. Bu
genler, insan timorlerin gogunda siklikla, ya amplifikasyon ya da asin ekspresyonla
onkogenlere doniigme yetenegine sahiptirler (68).. ]

C-myc tavuk (avian) myelositomatozis virus MC29’dan elde edilmis viral
transformasyon onkogeni olan v-myc’nin normal hiicresel homologudur (60) C-myc
geninin 2. ve 3. egzonunun translasyonu sonucu olusan Myc onkoproteinin, birkag
protein kinaz tarafindan fosforile edilebildigi ve niikleusta yerlestigi bilinmektedir .
Ancak, diger kromozomlarda V-myc, N-myc, L-myc benzeri birgok alt geklinin
bulundugu bildirilmigtir,. DNA’ya giiglii baglanma ve dimerizasyondaki P-myc
proteinlerinin kabiliyeti, onlann niikleer yerlesimi bu proteinlerin fonksiyone! olarak
transkripsiyonel diizenleyiciler oldugunu gostermektedir (9,60). .P-myc hiicre
gogalmas: ve farklilagmasinda onemli sorumluluklar istlenmistir. Amplifikasyon,
kromozomal translokasyon ya da nokta mutasyonu tarafindan C-myc genindeki
olusan molekiiler degisimler, biiyiime faktér gereksiniminin azalmasina, hiicre
siklusunun ‘G; fazimin kisalmasina , normal hiicrelerin transformasyonuna ve
immobilizasyonuna neden oldugu bildirilmistir (29,49,60) P-myc’nin kiigiik hiicre
akciger kanserinde (55), kolon kanseri (3) ve digerlerinde de amplifiye oldugu
bilinmektedir (3,49,55)

Yapilan ¢ahgmalarda c-myc onkoproteininin baglica hiicre ¢ekirdeginde
lokalize olan ve  DNA'ya baglanabilen 64-67 kDA agirhginda bir protein oldugu

anlasilmigtir (54). Bazi iyi tammlanmiy protoonkogenlerin evoliisyon sirasinda
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drozofiladan vertebrallara kadar iyi korunmus oldugu bildirilmistir (59). In situ
hibridizasyon ¢aligmalariyla myc gen lokusunun Burkit lenfoma translokasyonlarinin
kirlma noktas1 olan 8.kromozomun q24 bolgesinde yer aldig: tarif edilmistir (52).
Son yillarda yapilan ¢aligmalar, cesitli insan malignitelerinde aktive oldugunda 6nemi
gosterilmiy olan myc gen ailesinden Ugiinde odaklanmigtir. Bunlardan en yaygin
caligilan c-myec, ilk olarak avian myelomatosis viriisi MC29'un transforme edici geni
ile benzerlik gostermesiyle tammlanmstir. Diger iki myc geninden, N-myc
noroblastoma, L-myc ise kiigiik hiicreli akcifer kanseri hiicrelerinde aplifiye olan
dizilerde v-myc ile benzerlikleriyle kesfedilmiglerdir. Bu ii¢ proto-onkogenik aileye
ek olarak S-myc ve B-myc denilen iki myc geni de tammlanmigtir Daha heniiz kismi
olarak tamimlanmalarina ragmen, bu iki gen, c-myc, L-myc ve N-myc'den farkli
olarak malign olusumlan baskilamada gorev alan proteinleri kodladiklarindan olduk¢a
ilgingtirler (9,54,60) (Tablo 3).

Tablo 3. Glinimiizde tamimlanmig memeli myc genleri (54)

Myc geni Fonksiyonlan cmyc ile amino asid dizisi
benzerlidi (%)
c-myc Hiicresel transformasyon -
Apoptozis
Hiicre dongiisii ilerleyigi
L-myc Hiicresel transformasyon 35
Hiicre dongiisii ilerleyigi
N-myc Hiicresel transformasyon 38
Hiicre dongiisii ilerleyisi
S-myc Bityiimenin baskilanmasi 31
Apoptozis
B-myc Neoplastik transformasyonun 61
inhibisyonu
P-myc, L-myc Psddogenler L-myc'den tiirevlenmig

Myc genleri, gen amplifikasyonu, kromozomla translokasyon, proviral insersiyon ve
retroviral transdiiksiyon ile aktive olabilirler (Tablo 4) (54).
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Tablo 4. Myc aktivasyonunun hangi durumlarda goriildiigi, mekanizmas: ve etkileri

(34)
C-myc Aktivasyon Mckanizmasi Etkileri Goriilmesi
Amplifikasyon Arfomg myc proteini Gastrik  adenokarsinom,  kiigiik
hiicreli akciger kanseri, glioblastom,
meme kanseri kolon kanseri, plazma
hiicre  16semisi, promyelositik
losemi, graniilositik 16semi
Proviral insersiyon Viral uzun ug tekrarlariyla myc'in -~ Avian leukosis viriisti veya Molony
ekspresyonunun yeniden miirin 16semi viriisii ile infekte olma
diizenlenmesi sonucu 1osemi
Retroviral transdiiksiyon Viral Gag-myc fiizyon proteininin  Felin 16semi viriisleri (GT3 ve FTT)
ekspresyonunun yeniden avian losemi viriisleri (MC29 ve
diizenlenmesi MH?2)
Kromozomal translokasyonlar Tiimden ya da kesintili olarak Burkit lenfoma, fare plazmastomasi

myc'in ekspresyonunun yeniden
diizenlenmesi ‘

C-myc proteini dizisinin bilinen diger transkripsiyon faktorlerinde oldugu gibi
bir seri ozellik igermesi ile bu proteinin gen ekspresyonu kontrolinde bir roli
olabilecegi kamsina vanlmigtir. Losin  zipper bolgesi, v-fos ve v-Jun
onkoproteinlerdekine benzer olarak tamimlanmig ve bu proteinin en sondaki
karboksil (C) ucunda lokalize oldugu bildirilmigtir. Bunun hemen ardindan, helix-
loop-helix motifi ismini alan ikinci bir bolge yer almakta ve bu bolge immiinglobulin
baglanmasin: arttirict proteinlerden E12 ve E47 igeren transkripsiyon faktorlerinin bir
kisminda da tammlanmgtir. C-myc proteinin, amino (N)ucunda dizi spesifik DNA
baglanmasina karigan ve transkripsiyonal transaktivatér etkisine sahip bir bolge olan
"temel bolge" yer almaktadir ve bu bolge de daha dnceleri myogenik transkripsiyon
faktori olarak bilinen Myo D'de tammlanmigtir (54) C-myc'in transkripsiyonel
aktivasyonda oldugu kadar, transkripsiyonel baskilamada da etkin oldufu ve hatta
onun proglamlanmig hiicre 6liimii (apoptozis) ile hiicre dongiisi ilerleyiginde oldugu
gibi bir roli olabilecegi diisinilmektedir (49,54)

15



P1 promotéri sitoplazmik c-myc mRNA’simin %75-90, P2 promotorii ise
%10-25 ine katkida bulunmaktadir. P1 ve P2 promotérinin yaklagik 1500 bp
agagisinda ve translasyon baslama bolgesinin yakininda P3 promotorii yer almaktadir.
Bu promotor c-myc mRNA’sinin sadece %5 kadar katkida bulundugundan P1 ve P2
ye oranla daha az énemli oldugu dustniilmektedir. Sadece insan c-myc geninde
bulunan PO promotoriinin, P1 ve P2 baslama bolgesinin 600 bp daha yukarisinda yer
aldig1 gosterilmistir. PO promotériiniin 6nemi heniiz anlagilamamis olup, ¢ogu hiicre
soylarinda genin tekrardan diizenlenmesinde rol aldigi gozlenmistir. C-myc’in
mRNA’sinin yarit émriiniin 15 dakika, proteininin 30 dakika oldugu gosterilmis,
ancak hala bu degerlere tam bir kesinlik getirilememistir (10,49,54) (Sekil 1).

Daralma bolgesi

CUG AUG

Transaktivasyon
bolgesi

c-Myc 2

c-Mye 1

Sekil 1: Insan c-myc geninin yapisinin sematik olarak gosterilmesi ve c-myc 1 ve c-
myec 2 protein trtinleri

Gen promotor bolgeleri PO,P1,P2,P3 olarak gosterilmigtir. Iki proteinin baglatic bélgeleri baslanct
amino asid kodonu CTG (CUG) ve ATG (AUG) olarak gésterilmistir. NL:niikleer lokalizasyon, BR;
temel bolge, HLH; helix-loop-helix, LZ; lésin zipper
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Son zamanlarda aragtirmacilarin ilgisi, c-myc geninin iki alternatif translasyon
iriinii olan c¢c-myc 1 ve c-myc 2'nin farkli roller iistlenmesi ¢evresinde toplanmugtir.
Buna gore c-myc 2'nin hiicre bilyiimesini uyardigi, c-myc 1'in ise biiyiimeyi
baskiladigi gosterilmistir (Sekil 1).C-myc 2, c-myc’in daha kisa ve baskin olan formu
olup bir standard AUG kodonundan baslatilirken, c-myc 1 daha uzun bir proteindir ve
AUG olmayan bir kodondan (insanda CUG ) baslatilmakta oldugu saptanmistir. EFII
adi verilen spesifik g¢ogaltict bir elementin c-myc 2 tarafindan degil c-myc |1
tarafindan aktive oldugu bildirilmistir. EFII analiz edildiginde ise myc ile uyan max
baglanma bolgesi (CACGTG) igermedigi ve c-myc 1 tarafindan aktivasyonunun bir
CCAAT/enhancer baglama proteini (EBP) igin uyumlu bir baglama bélgesi igeren
tekrarlayan bir diziye bagimli oldugu gosterilmisti. Bu durumda myc:max
heterodimerlerine baglanirken max:max dimerlerine baglanamamakta oldugu
saptanmigtir. Tiim bu bilgilerden, myc:max ile CCAAT/EBP nin ayn1 baglama bolgesi
igin yanigtig1 dustinilmektedir (54) (Sekil 2).

Transaktivasyon

Myc 1 yiiksek: Myc-2 yiiksek

—_—
Hiicresel hedef bilinmiyor
Diigiik hiicre yogunlugu
JYitltsek hiicre yogunlugu
Transaktivasyon
Myc 1 diisiik: Myc-2 yiiksek
s
ODC (ornitin dekarboksilaz,) vb.
Mye 1
veya 2

Sekil 2: iki myc proteininin (c-myc 1 ve c-myc 2) farkli ozellikleri
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Myc ailesinin onkogenlerinin farkli kanserlerin gesitliliginde rol aldig
bilinmektedir (29,49,54). Myc genleri karsinogenezise kanistiklarinda, olusan
olaylarin baslangi¢ safhasinda degil, timor ilerleyisi sirasinda myc’in tekrar
diizenlenmesi ve amplifikasyonu sonucu meydana geldigini gostermistir. Myc
amplifikasyonu gosteren kiigiik hiicreli akciger timorlerinin, daha fazla agresif (kotu
huylu) ve bu tiimére sahip hastalarin da, daha kotii prognoza sahip olduklari
agiklanmistir (68).

Myb proteini transkripsiyonel aktivasyon, negatif diizenleme, dizi spesifik
DNA baglama birimleri igermektedir. Myb pozitifligi myc’yi igeren genlerin ¢ogunun
transkripsiyonunu stimulasyonu kadar kendi transkripsiyonunun diizenlenmesinde
gorev almaktadir. Myc, myb’ye benzer olarak genellikle amplifikasyonla aktive olur
ve l6semi, kolon kanseri melanom, g6giis kanserleri ve ayn1 zamanda bazi servikal
timorlerde de gosterilmistir (51,68). Diger taraftan tim 3 myc geninin anormal
ekspresyonu, hem kiigitk hiicreli hem de kigiik hicreli olmayan akciger kanserinde
saptanmustir. Myc’in amplifikasyonunun p62 protein triniinin agir Gretimine yol
agtig1 ve kiigiik hiicreli akciger kanserinin progresyonu ile iliskili oldugu agiklanmigtir
(68).

Myc gen ailesinin birkag insan tiimoriinde, kromozomal translokasyonlar ya
da gen amplifikasyonlar gibi yeniden yapilan DNA diizenlenmelerinden dolay: aktive
olabildigi bildirilmistir (38). Ik kez L-myc geni, C-myc ve N-myc geni ile homoloji
gosteren bir dizi gen amplifikasyonu varhginda insan kiguk hiicre akciger kanseri
hiicre soyundan izole edilmis (45) ve Kaye ve ark 1988 (28) tarafindan
dizilendirilmistir. C-myc veya N-myc’in biyokimyasal fonksiyonlar1 bilinmemesine
ragmen, her iki gen kisa yasam sureli niikleer fosforile proteinler kodladigi ve
DNA’ya baglanabilme ozelligi bilinmektedir. L-myc geninin ekspresyonunun
diizenlenmesinin kompleks oldugu bildirilmistir. C-myc ekspresyonu, daha yaygin
olmasina ragmen, L-myc gen ekspresyonunun fetal beyin, bobrek ve akciger dokusu
ile yetiskin akciger dokusu ile simrh oldugu kamitlanmistir. Yapilan ¢aligmalarda,
kiigiik hiicreli akciger kanserinde yiikselen endokrin hiicrelerin, fetal akcigerde bol ve
yetiskin akcigerde azalmig sayida olmasindan dolayi, hem yeni dogan ve yetiskin
akcigerinde neonatal L-myc ekspresyonu olmas ilgi gekicidir (65). N-myc’in artmisg
ekspresyonunun, kemoterapiye alinan zayif cevap, hizli tiimor biyiimesi ve kisa

yasam siiresi ile iliskili oldugu gosterilmisti Yapilan galismalarda, N-myc siklikla
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noroblastoma, retinoblastoma, glioma ve astrositomalarda amplifiye olurken, L-myc
amplifikasyonu kiigiik hiicreli akciger kanserinde tespit edilmistir (68).

Insan kiigik hiicreli akciger kanseri (SCLC) hiicre soylarinda gen
amplifikasyonu varken ya da olmaksizin bu genin 1p32 kromozom bolgesinde yer
aldig1 gosterilmistir. Myc gen ailesinin yapisal organizasyonu 3 egson 2 intronla
korunmakta ve .bariz bir sekilde translasyon olmayan egson 1 ile egson 2’nin 5’
ucunun yakiminda yer alan , baskin bir translasyon baglama bolgesi, diger myc genleri
ile benzemektedir. L-myc geninin oldukga stabil yapisinin olusumuna yiiksek
derecede G ve C’ler katildig1 gosterilmistir (28) (Sekil 3). L-myc geninin 1.8 Kb
(34kDa), 2.0 Kb (37 kDa), 3.6 Kb (60 kDa) ve 3.8 Kb (66 kDa) olmak iizere 4 farkli
transkripti oldugu bildirilmistir (49)

Egzonl Egzon2 P

5 BB P, EH egzon 3 EH'EB 3’

Sekil 3. insan L-myc geninin kismi bir restriksiyon haritast (i: intron, E: EcoRI, B:
Bam H1, P:Pvu II, H:Hind III pA:Poly A) ( 28 )

Insan plasental genomik kiitiphanesinde yapilan analizlerde Eco RI kesimi
sonucu, L-myc’in gen polimorfizminden sorumlu 10 kb (L) ve 6 kb (S) hk iki
fragment tanimlanmistir (28). Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde RFLP nin 6
kb’lik allelini tagiyan hastalarin (heterozigot veya homozigot durumunda), diger
organlara metastazin artmis insidansi olacag: gibi lenf nodu metastazim da en yiiksek
derecede sahip olduklar bildirilmistir (27). L-myc gen polimorfizmi akciger, bobrek,
mide ve meme kanserlerinde ¢aligilmis olup , cogu timorde lokal veya uzak metastazi

belirttigi bildirilmesine ragmen konu halen tartigilmaktadir (67).




3.MATERYAL VE METOD

3.1.CALISMADA KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE
CIHAZLAR

3.1.1.KIMYASAL MADDELER

MOPS (3-[N-morpholino]propanesulfonic acid) (Sigma M 8899), B-gliserol fosfét (Sigma
G 6626), EGTA ( Ethylene Glycol-bis(B-aminoethylether N,N,N’ N’-Tetraacetic Acid)
(Sigma E 0396), sodium ortovanadat (Sigma S-6508), Dithiothreitol (Sigma D 9779), 3-
merkaptoetanol (Sigma M 6250), EDTA ( Ethylenedinitrilo tetraacetic acid dihidrat)
(Merck K-90602121), Trizma hidroklorid ( Sigma T 3253), 2,5-difeniloksazol (PPO)
(Sigma D 4630 ), 1,4-di 2(5-fenil oksazolil) benzen (POPOP) (Merck 838 K 1661149),
Toluen (Sigma T 4428), TCA (triklor asetik asit) (Sigma T 9159), Fosforik asit ( Sigma P
6560), Aseton (Carlo Erba Code:301511), c-myc pep;id—l (EQKLISEEDL) (Calbiochem
PP01-PP62), Protein Kinaz A inhibitér peptid (PK I) (Cat #12-151), ATP (Sigma A 2383),
CK II enzimi igin sentetik substrat peptid dizisi (RRRDDDSDDD) (Arg-Arg-Arg-Asp-
Asp-Asp-Ser-Asp-Asp-Asp) (American Peptide Company, 86-2-25), **P (3000Ci/mmol)
(Amersham), Sodyum hidroksit (Merck B 102362), Sodyum karbonat (Sigma S 7795),
Potasyum sodyum tartarat (Sigma P 0165), Folin-Ciocalteau (Sigma F 9252 ), Sigir serum
albumini (Sigma ) Sodyum tungstat (Sigma S 0765), Sodyum molibdat ( Sigma S 6646 ),
Lityum silfat , Bakir siilfat (Merck) , Agaroz (Sigma A 9414), Amonyum asetat (Sigma A-
8920), Amonyum klorid (Sigma A-5666), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit
(Sigma B-6768), Hidroklorik asid (%37 Merck K-13190114), Brom fenol mavisi (Sigma
B-6896), dNTP seti (MBI Fermentas ), Etanol (%99Tekel), Etidium bromid (Sigma E-
8751), Hidrojen peroksid (%35 Merck K-22035097), Mineral yag (Sigma M 5904),
Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Sodium dodesil (Lauryl) siilfat (Sigma L-
5750), Sodyum Hidroksid (Merck C754962), Potasyum dihidrojen fosfat (Merck A
741071), Sodyum Kloriir (Carlo Erba 368257), Trizma Baz (Sigma T 1503), DNA marker
(100 bp DNA ladder, PUC 19/Msp 1), Proteinaz K (Stratagene 300-141), Potasyum
hidroksid (Sigma P 1767), Primerler (L-myc gen bélgesi igin kullanilan primer dizileri
5’AGT TCA CTC ACA GGC CAC AT 3’

5> TGC ATA TCA GGA AGC TTG AG 3’ (Stratagene )



3.1.2-CIHAZLAR

Homojenizatér (Ultraturrax), Ultrasantifiij (Sorval), Beta sayaci ( Peckard TRI-CARB
1000 TR), Hassas terazi (Mettler), Elektroforez i¢in gii¢ kaynag: ( Titan plus Helena
Laboratories), Polaroid kamera (DS34 Direct screen instant camera), siticth manyetik
kangtirict (Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantrifiij (TDX), PCR aleti (MJ
Research Techne) , pH metre (Hanna), Pipet takimi (Brand), Falkon santrifiij (Hereaus) ,
spektrofotometre (Schimadzu UV-1208), Su Banyosu (Elektromag), UV transilluminator
(Stratagene UV/White light transilluminator), Vortex (Nuve mix), Elektroforez sistemi
(LKB 2013 miniphor electrophoresis , LKB 2012 maxipor electrophoresis) .

3.2. CALISMADA KULLANILACAK COZELTILERIN

HAZIRLANMASI

3.2.1. CK I TAYINi ICIN KULLANILAN COZELTILER

Seyreltme Tamponunun Hazirlanmasi(ADB):

20mM MOPS (3-[N-morpholino]propanesulfonic acid) (pH 7.2) , 25 mM B-glycerol
phosphate, SmM EGTA, 1mM sodium orthovanadate, ImM dithiothreitol igeren

tampon hazirland1.

Substrat Karisimlarinin Hazirlanmasi

Substrat Peptidin Hazirlanmasi: CK-II enzimine 6zgin 1mM’lik substrat

peptidden 0,5 mM ve 0.1 mM’lik konsantrasyonlarda seyreltme famponu icersinde
seyreltme yapilmigtir.

a)0.5 mM Substrat Peptid: 100 ul 1mM lik substrat peptid alinarak 200 pl seyreltme
tamponunda seyreltilmistir. .

b)0.1 mM Substrat Peptid: 20 pl 1mM lik substrat peptid alinarak 200 pl seyreltme
tamponunda seyreltilmistir.

c-myc Peptid Kansimlarimn Hazirlanmasi: 100 ug -20°C‘de saklanan c-myc

peptid , 100 ul (20 mM Tris, O. 15M NaCl, pH7.4) tamponda ¢6zildii. Daha sonra bu
peﬁtidin de 1.5 uM, 1uM, 10 uM ve 0.5 uM lik diliisyonlan hazirlanarak

fraksiyonlarina aynldi. Tim bu iglemler soguk odada gergeklestirildi.

a)10uM c-myc Peptid hazirlanmasi: Hazirlanan stok peptid karigimindan 13,6 pl

alinip seyreltme tamponu ile 200 pl’ye tamamland.

b)1.5 uM c-myc Peptid hazirlanmasi: 10 pM lik c-myc ¢ozeltisinden 30 ul alinip 200

ul’ye seyreltme tamponu ile tamamland:.



c) 0.5 uM c-myc Peptid hazirlanmasi: 10 pM lik c-myc ¢ozeltisinden 5 pl alinip 100
‘ul’ye seyreltme tamponu ile tamamlandi.

d)'l MM c-myc Peptid hazirlanmasi: 10 uM hk c-myc ¢ozeltisinden 10ul alimp 100
ul’ye seyreltme tamponu ile tamamlanda.

Mg/ATP Kokteylinin Hazirlanmasi: 75 mM MgCl; ve 500 uM ATP seyreltme
tamponunun 1 ml’sinde ¢6ziilerek hazirlandi.

P*? Hazirlanmas:: 90 pl Mg/ATP kokteyline 10 ul (100 uCi) 3000 Ci/mmol P*
eklenmesi kosuluna gore, son hacmi 250 ul olan bir radyoaktif P*? karisimi hazirland:
Sintilasyon Sivissmin Hazirlanmasi:1 litre toluen/alkol (3/1), v/v) i¢inde 2 g 2,5-
difeniloksazol (PPO) ve 25 mg 1,4-di [2-(5-feniloksazolil)] benzen (POPOP) ¢oziildi.

3.2.2. LOWRY YONTEMIi iLE PROTEIN TAYININDE KULLANILAN
COZELTILER

A:0.1 N NaOH i¢inde %2 Na,CO;

B:%1 sodyum potasyum tartarat ig¢inde %0.05 CuS04.5H,0

C:50ml (A) + 1 mi (B) (Hazirland1g1 giin kullanilir)

D: 1N Folin-Ciocelteau Fenol Ayiraci (Merck)

3.2.3. L-MYC GEN POLIMORFIiZM GOSTERMEK iCIiN KULLANILAN
COZELTILER

3.2.3.1. DNA ORNEKLERININ HAZIRLANMASI iCIN KULLANILAN
COZELTILER
1. Eritrosit Parcalama Tamponu

8.74 gram amonyum kloriir, 1 gram potasyum bikarbonat, 200 ul 0.5 molarlik
Etilen diamine tetra asetat (EDTA)’min tartimlar1 yapilarak erlen igine alindi. 900
mililitre ddH,0 eklendi ve ¢6zeltinin pH's1 bir normal sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
7.4'¢ ayarlandi. Daha sonra balon joje i¢ine alinarak bir litreye tamamlandi. Cozelti
istya dayamkli cam sigelere aktanlarak 120°C'de 15 dakika otoklavda sterilize

edildikten sonra +4°C'de sakland.



2. 0.5 M Disodium Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH:8.0)

186.1 gram etilen diamin tetra asetat (EDTA) tartilarak beher igine alindi ve
800 ml ddH;O eklendikten sonra manyetik kanstincit yardimiyla ¢oziindiirilda ve
pH's1 sodyum hidroksid gozeltisi ile 8.0'e ayarlanarak ddH-O ile 1 litreye tamamlandi.
Cozelti 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3. 4 Molar Sodyum Kloriir (NaCl)
233.6 gram Sodyum kloriir tartilarak erlene ahindi. Uzerine 800 mililitre

ddH;0 ilave edildikten sonra manyetik kanstirici yardimiyla iyice ¢oziindirildii.
Balon jojeye aktanlarak 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 120°C'de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi.
4. Lokositleri Parcalama Tamponu

25 mililitre 4 molar sodyum kloriir ve 50 mililitre 0,5 molar 50 mililitre etilen
diamin tetra asetat (EDTA) direkt balon jojeye aktanlarak 1 litreye tamamlandi.
Cozelti 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda isisinda
saklandi.

5. 1 Molar Tris tamponu (stok)

121.1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 mikrolitre
hidroklorik asit ile yaklasik 800 mililitre ddH,O eklenerek manyetik kangtirici
yardimiyla iyice ¢oziindiirildi. Daha sonra balon jojeye aktanldi ve 1 litreye
tamamland. Cézelti 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra
kullamld.

6. 9.5 Molar Amonyum asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi. Uzerine 80 mililitre
ddH;O eklenerek manyetik kanstiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktanldi ve
ddH;O ile 100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize
edilir ve +4°C'de sakland.

7. %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS)

10 gr sodyum dodesil siilfat tartildi. SDS tozlarimi kaldirmamaya dikkat
ederek beher i¢ine alind1 ve iizerine 80 mililitre ddH20 eklendi. Manyetik kangtiric
yardim: ile ¢oziindirildi ve pH’st 7.2’ye ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden
gegirilerek sterilize edilip, oda 1s1sinda saklandi.
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8. Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram proteinaz K tartilarak steril bir gode i¢inde steril ddH,0 ile 1
militreye tamamland: ve -20 °C’de saklandi.
9. SxTBE Tamponu: 54 g Tris Base ve 27.5 g Borik asit tartilarak bir erlende 800 ml
ddH0 ile ¢oziildi iizerine 20 ml 0.5 M EDTA(pH:8) eklenerek distile su ile 1L’ye
tamamlandi.
3.2.3.2. L-MYC GEN POLIMORFIZMI iCIN KULLANILAN COZELTILER
%2 'lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi:
2 g agaroz tartilarak behere alindi. Uzerine 100 ml 1xTBE ¢ozeltisi eklenerek
mikrodalga firnnda kaynatildi. Daha sonra Gzerine 1 pl 10 mg/ml ‘lik etidyum bromiir
eklenerek kanigtinldi. Yaklagik 70 °C’ye sogutularak elektroforez kiivetine dokiildii.
Tarak yerlestirildi ve jel sogumaya birakildi. Jel donduktan sonra tank 1xTBE
¢ozeltisi ile dolduruldu.
3.3. ORNEKLERIN SECiMi VE TANIMI

Caliymada akciger kanserli ve kontrol olmak iizere iki farkh grup
kullamlmugtir. Akciger kanserli bireyler Yedikule, Giilhane Askeri Tip Akademisi,
Siireyyapasa, Siyami Ersek ve Marmara Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi Bilim
Dallarinda takip edilen 35-76 yaglan arasi erkek ve 43-70 yaslan arasi kadin
hastalardan segilmigtir. Kontrol grubu ise, herhangi bir é.kciger rahatsizify olmayan,
tercihen sigara kullanmayan 19-78 yaslan arasi erkek ve 25-62 yaslan arasindaki
kadinlardan olugturulmugtur. Hastalann klinik parametrelerine gore  yapilan
aymnmlarla kanser evrelendirilmeleri, kan 6rneklerinin saglandi klinikler tarafindan
yapilarak, bu analize gore hastalar caligmaya dahil edilmistir.Buna gore, akciger
grafisinde kitle tespiti yapilmig, klinik olarak da akciger kanserine 6zgiin belirtiler
veren hastalar c¢aligma grubuna alinmistir. Hastalar siirvileri agisindan kanser
evrelendirilmesine gore de daha detayl takipe alindi. Diger taraftan, herhangi bir
akciger kanserine yonelik bulgusu olmayan akciger grafisi temiz ¢ikan ve ailede
bilinen bir kanser hastah olmayan bireylere ait ornekler ¢aligmada kontrol grubu
olarak kullamilmiglardir. Omeklerin alinmasi sirasinda uygulanan protokolde, sigara,
alkol ve gegitli ilag aligkanliklari, beslenme ve sosyoekonomik diizeyleri de ayrintili

olarak incelemeye alinmgtir.
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Kazein kinaz [I enziminin normal ve akciger tamst konmus olgularda kinetik
Ozelliklerine ait degiskenliklerini incelemek iizere alinan doku ornekleri kuru buz
icinde laboratuvara getirerek galiymaya alinmistir.

L-myc gen polimorfizmi kan 6rnekleri steril EDTA’l tiiplere alinarak, DNA
izolasyonu igin, en geg bir giin i¢inde ¢aligilmak iizere oda isi1sinda saklanmistir.

3.4. KAZEIN KINAZ II’NiN KISMi SAFLASTIRILMASI ve TAYINi
1.HOMOJENIZASYON VE SITOZOL FRAKSiYONUNUN HAZIRLANMASI:

Cerrahi ameliyat sirasinda CKII enzim aktivitesinin tayini igin hastadan alinan
normal ve akciger timérli insan dokusuna bir 6n saflagtirma protokolii uygulandi.
(21) Buna gore once alinan taze doku érneklerinin yés agirhiklan saptandiktan sonra
dokular +4°C°de agirhiklarinin 2 kat1 hacmindeki 0.1 M Tris-HC1 (pH:7.5), 2mM
EDTA ve 2mM B-merkaptoetanol igeren sofutulmus tampon igersinde ultraturrax
aletinde homojenize edildikten sonra +4°C’de 39.000 g’de 2 saat santrifiyj
edilmislerdir. Daha sonra sitozol fraksiyonlanindaki protein miktan Lowry yontemi ile
CK II Enziminin Hazirlanmasi: Normal ve timérlii doku homojenatindan elde
edilen sitozol fraksiyonlarindaki enzim miktan 10-200 ug protein olacak sekilde
seyreltme tamponu igersinde seyreltilmistir.

2. PROTEIN TAYINI

Hazirlanan akciger homojenati ve sitozol omeklerinin kapsadigi protein
diizeylerinin belirlenmesinde, Lowry ve ark’nin ( 36 ) énerdigi yontem kullanildi.

0.1 N NaOH icinde %?2 lik olacak sekilde hazirlanmis Na,COs ¢ozeltisinden
50 ml alindi ve %1°lik sodyum potasyum tartarat igindeki %0.05 CuSO4.5H,O
¢ozeltisinin 1 ml’sine katild1. Hazirlanan bu taze ¢ozeltiden 2 ml alinarak, tizerine 0.1
ml sitozol ve kaba akciger doku homojenati katildi, iyice kanstirildiktan sonra 10 dak.
oda 1sisinda tutuldu. 0.1 ml Folin ayiract katlmasindan 30 dak. sonra,
spektrofotometrede 546 nm dalga boyunda géstermis oldugu absorbans siddeti
okundu. Sigir serum albumini kullamlarak g¢izilen standart egriden, sitozol ve
homojenat 6rneklerinin igerdigi protein diizeyleri hesapland.
3.KAZEIN KINAZ II'NiN KINETIK OZELLIiKLERININ GOSTERILMESI

Endojen Kazein Kinaz II aktivitesi tayin igin eksojen fosfat alicilan
eklendikten sonra asidde ¢oken proteinlerin yapisina sokulan yP*2 ATP’nin (3000

Ci/mmol) verdigi radyoaktivitenin olgulmesi ile tayin edildi (21,32). Eksojen alic
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olarak kazein kinaz II substrat peptid ve c-myc reaksiyona eklendi. Her yontem
kokteyli seyreltme tamponu igersinde 100 umol ATP (3000 Ci/mmol) ve 500 uM
soguk ATP iceriyordu. Protein muhteviyat1 (10-200 g protein) olan doku preparatlan
kullanildi. Reaksiyonun son hacmi 50 pl ‘ye tamamlandi. Reaksiyon, eksojen
substratlarin varh@inda tayin kokteylinin reaksiyona eklenmesi ile baglatildi. Tipler
kangtinldiktan sonra 30°C ¢alkalamali su banyosunda 10 dakika inkiibe edildikten
sonra reaksiyon %40'hik triklor asetik asidin (TCA) min herbir tiipe eklenmesi ile
durduruldu. P81 kagitlarina 6rneklerden 25 pl tatbik edildikten 30 sn sonra bu kagitlar
once fosforik asit sonra asetonda yaklagik 3 defa sivilan her seferinde yenilenerek
iyice yikandiktan sonra, 5 ml sintilasyon sivisi iginde Beta sayacinda radyoaktiviteleri
okundu. CK-II enziminin aktivite tayini asagidaki formiile dayanarak pmol fosfat/min
olarak hesaplandi.

Sonuglarnn Hesaplanmas::

[ (A-B)-(C-B)]. 2.8 _ pmol fosfat (CK-II substratina sokulan)/min

SRx10
A=CKII Enzim+inhibitér+substrat
B=Substrat
C=CK II Enzimi
SR=2680 cpm/pmol ATP
Michaelis- Menten Katsayia (Km) ve Maksimum Hiz (V max)'in Grafiksel
Yontemlerle Belirlenmesi: Bir reaksiyonun baslangi¢ hiz1 v ile kullamlan substratin
konsantrasyonu [S] arasinda Michaelis-Menten esitligi gegerlidir. Kullandiimiz
deney kosullarinda CK IT’ye 6zgii sentetik substrat peptid, c-myc-peptidin Km ve
Vmax degerlerinin belirlenmesinde giderek artan substrat kullanarak sitozol
fraksiyonunda s6z konusu enzimin fosforilasyon hizim1 belirledik. Yukarda belirtilen
bilgilerin 15151 altinda Kazein kinaz enziminin aktivitesi, peptid substatlarin
reaksiyona gesitli konsantrasyonlarda (substrat peptid 1mM, 0,5 mM ve 0.1 mM; c-
myc peptid 1.5 pM, 1uM, 10 uM ve 0.5 uM) eklenmesi sonrasinda asidde ¢oken
proteinlerin yapisina sokulan yP*2-ATP nin 6l¢iilmesi ile tayin edildi. Sentetik substrat
peptid ve c-myc peptid kullanilarak kazein kinazin kinetik degerlendirilmesi igin
gerekli Vmax ve Km degerleri saptanmusgtir.
Hill Egrisi: Ik hiz ile substrat derisimi arasindaki iligki, Hill denklemi kullamlarak

incelenmistir. Egim (n) , apsis ekseninde log [S], oordinat eksenine log VO/Vmax-VO0
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degerlerini isaretleyerek hesaplandi. N degerinin birden kiigiik ve bilyiikk olmasina
gére enzimin negatif ve pozif kooperite degerleri belirlenmistir. n, esas alt birim
sayisina yaklaghiginda, alt birim sayist ile n arasindaki iliskide, pozitif bir
kooperativite igin gegerlidir. Negatif kooperetivitede n, birden kiigiik olarak kabul
edilmektedir. (57)

3.5. L-MYC GEN POLIMORFIZMi ICIN KULLANILAN YONTEMLER
1-DNA HAZIRLANMASI

10 ml periferik kan ornegi steril EDTA’h tiiplere alindiktan sonra ¢aligma igin
falkon tiipiine aktanldi. Uzerine 1:3 oraninda (30ml) eritrosit pargalama ¢ozeltisi
eklenerek kangtinlip ve +4°C’de 15 bekletildi. +4°C’den ¢ikarilan 6rneklerin 1500
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlan atilip ve pelletleri tamamen
siisspanse edilerek Uzerlerine tekrar 15-20 ml eritrosit pargalama ¢ozeltisi eklendi.
Omekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilip stpernatantlari atilarak pelletleri siispanse edilmigtir. Siispanse olan pellet
iizerine 500 pl %10’luk SDS 50ul proteinaz K (20 mg/ml) ve 9.4 ml l6kosit
parcalama gozeltisi eklenerek 56°C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast her 1 ml 6rmek bagina 0.37 ml 9.5 M “lik amonyum asetat gozeltisi eklendikten
sonra yavas¢a kanstinldi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek proteinler
¢oktiirildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kismun tizerine 1:2 oraminda %99’luk absoliit
alkol eklenerek DNA’nin presipitasyonu saglanmistir. Yogunlasan DNA’nin alkol
yiizeyine ¢tkmasi beklenerek yiizeye gikan DNA steril bir mikropipet ucuyla alinip,
DNA %70’lik alkolde yikanmigtir ve daha sonra korunmak tizere Tris-EDTA ¢ozeltisi
iginde ¢oziindiirilmiigtir (41) . '

DNA Saftik Tayini: DNA o6mekleri Tris-EDTA ¢ozeltisi ile 1/100 oraminda
sulandinldi. 260 nm’de DNA’nin ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu
absorbans Tris EDTA ¢ozeltisi ile spektrofotometre sifirlanarak 6lgiildii.

260 nm’de okunan absorbans / 280 nm’de okunan absorbans oranindan DNA
saflifn saptandi. O.D.260 / O.D.2g0 oram 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz olarak kabul
edildiginden bu oranin altinda bir degere sahip olan DNA’lara temizleme islemi
uygulandi.

DNA Miktarun Saptanmas:: Cift iplikli DNA’min 260 nm’de vermis oldugu 1
absorbans 50 pg/ml (50ng/ul)’ dir. Bu temel bilgiden faydalanarak DNA formiilii
agagidaki formile gore hesapland: .

“DNA Konsantrasyonu (ng/ul ): Sulandirma katsayist (100) x ODs0 x 50”
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2. L-MYC GEN POLIMORFIZM CALISMASI

DNA érneklerinden L-myc gen bélgesinin gogaltiimast i¢in 25 pl hacimde
PCR kangimi hazirlandi. Kanigim 1 iinite taq polimeraz enzimi ve enzimin galigmasi
i¢in gereksinim duydugu 10xReaksiyon ¢ozeltisi, L-myc bolgesine 6zgii 100 ng’lik
primer ¢ifti, 200 uM  deoksiriboniikleotid trifosfat (INTP) icermektedir. DNA
omekleri  yaklagk 500 ng  olacak  gekilde PCR  kangimlarina
eklenmistir.Buharlagmanin engellenmesi i¢in kangimin iizerine 50 ul mineral yag
damlatilarak 6rneklerin Techne Mini Thermal Cycler'da asagidaki kogullarda PCR'lan
gerceklestirildi (63,72).

L-myc gen boélegesi icin kullamlan amplifikasyon kogulu: 94 °C'de 30sn
denatiirasyon, 50 °C'de 1 dak baglanma 72 °C'de 1 dak uzanma olmak iizere 34 dongii
olarak gerceklesmisgtir.

Agaroz jel elektroforezi: PCR sonrasi olusan amplifikasyon friinlerinin
incelenmesi igin %2’lik agaroz jel hazirlandi. Ornekler agaroz elektroforezinde
hazirlanmig olan jele tatbik edilerek 100 voltluk elektrik akiminda yinitiildi.

Alinan 15 pl PCR irtinleri son konsantrasyonu Ix olacak sekilde eklenen Sx
ik yiikleme tamponu ile kangtinlarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Kuyucuklardan
birine PUC19 /Msp 1 size marker yiiklendi. Yiikleme iglemi bittkten sonra elektrotlar
yerlestirilerek 6rnekler 80-100 V’ta yiiriitiilda. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel
UV altinda incelendi ve poloroid kamera ile jelin fotografi ¢ekildi..

Amplifikasyon Uriinlerinde L-Myc Gen Polimorfizminin Tespiti:

Amplifiye olan PCR iriinleri Eco RI enzimi ile kesildi. Kesim igleminde bir
Ornek i¢in 20 ul PCR amplifikasyon driini, 16.3 ul didistile su, 2 ul 10x buffer, 0.2 pl
Acetylated BSA (10 ug/ul) kullanildi.

Kesim iglemi igin kangim hazirlandiktan sonra érekler 37°C 1sitma blogunda
en az bir en ¢ok 4 saat inkiibe edildiler. Kesim iiriinleri, %2’lik agaroz jelde 1XTBE
¢ozeltisi iginde, 120 voltluk elektrik akiminda 2 saat yurnitildi. Elektroforez
tamamlandiktan sonra jel UV altinda incelendi ve poloroid kamera ile fotografi

cekilerek sonuglar degerlendirilmistir.



3.6.SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESINDE KULLANILAN
iSTATISTIKSEL HESAPLAR

Bu caligmanin istatistiksel analizleri SPSS paket program kullanilarak
yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik simn p<0.05 olarak alinmugtir. L-myc allellerinin
gorilme sikhiinin ve gruplar arasi farkhliklarin degerlendirilmesinde Ki kare testi

kullaniimugtir.



4.BULGULAR
4.1.Kazein Kinaz II Enziminin Kinetik Ozelliklerinin RRRDDDSDDD Dizili
Sentetik Substrat Peptid ve c-myc “**** (EQKLISEEDL) Peptid Kullanarak
Saptanmasi:
Doku Ekstraktlarinin Hazirlanmas

Normal ( yas agirhik 4,4 g) ve akciger kanseri tams1 konmug olgulardan elde
edilmis doku omekleri (yag agirhk 1,2 g), sogukta kiigitk pargalara aynldiktan sonra
soguk 0,1 M Tris-HCl (pH 7,5), 2 mM EDTA, 2mM [-merkaptoetanol igeren
tamponda ultrathorax cihazi ile homojenize edildikten sonra, +4°C’de, 39.000‘ g'de 2
saat santrifiij edilmiglerdir. Elde edilen sitozol fraksiyonunda Kazein Kinaz II'nin
enziminin kinetik Ozellikleri aragtinlmigtir. Yapilan kismi fraksinasyon sirasinda,
akciger timorli hastanin, tiimor igermeyen dokusunun kaba homojenatindaki, total
hacim, protein ve total protein degerleri sirasiyla 8.8 ml, 38mg/ml, 334.4 mg protein
olarak saptanmistir. Aym fraksiyonun tiimér igeren dokudaki total hacim, protein ve
total protein degerleri ise sirasiyla 2.4ml, 22.8 mg/ml ve 54.72 mg protein oldugu
gozlenmistir. Kaba homojenatlarin 39.000 g'de 2 saat santrifiij edilmesi ile hazirlanan
sitozol fraksiyonlarinda ise, timér icermeyen normal doku igin, total hacim 8 ml ,
31.2 mg/ml, 249.6 mg protein bulunmustur. Timorli doku sitozolinde ise, total
hacim 1.5 ml, 19.2 mg/ml, 28.8 mg protein oldugu saptanmgtir.
4.1.1.Substrat Olarak Sentetik Substrat Peptidin (RRRDDDSDDD) Kullamimas:
ile Kinetik Analiz

Kazein kinaz II enziminin kinetigi, sentetik substrat peptid (RRRDDDSDDD)
kullanarak ¢aligtldi. Onceden hazirlanmig ImM, 0.5 mM, ImM konsantrasyonda
substrat peptid kullanarak CK II enziminin aktivite degerleri pmol fosfat
/min/mgprotein olarak hesaplanmig, CK-II enziminin, subtrat peptidin yukanda
verilen konsantrasyonlarina gore Michaelis Menten tipi kinetik o6zellikleri
aragtinimugtir. Bir enzim tnite (U) degeri ise, 37 derecede bir dakikada substrat igine
1 pmol *’P transferini katalizleyen enzim miktan olarak tammlanmistir. Verilen
substrat konsantrayonlarina 6zgii Vmax ve km degerleri hesaplanmistir. 1/V ve 1/[S]
noktalarina gore ¢izilen Lineweaver Burk dogrusundan, normal akciger dokusundaki
CK II aktivitesi Vmax:500 pmol/min/mg protein ve Km:0.05 mM, kanserli dokuda ise
Vmax: 1250 pmol/min/mg protein ve Km:0.77 mM olarak saptanmigtir (Sekil 4,5).
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ilk hz ile substrat derigimi arasindaki iligki, Hill denklemi kullamlarak
incelemigtir. Hill grafiklemesinde genig bir substrat denigimi aralif1 i¢inde, linner bir
iligki elde edilmigtir Egim (n) asgari alt birim sayiss RRRDDDSDDD substrat peptidi
i¢in normal ve tiimorli dokuda sirasiyla 0.83 ve 0.95 olarak saptanmigtir (Sekil 6).
4.1.2.Substrat Olarak c-myc Peptidin Kullaniimasi ile Kinetik Analiz

Kazein kinaz i enziminin Michaelis Menten kinetigi, c-myc +'**!’
(EQKLISEEDL) peptidi kullanarak arasgtinlmugtir. c-myc igin 1.5uM, 1 uM, 10 uM,
0.5 pM konsantrasyonlarinda CK II enziminin aktivite degerleri pmol fosfat
/min/mgprotein (U/mg protein) olarak hesaplanmistir. 1/V ve 1/[S] noktalarina gére
cizilen Lineweaver Burk dogrusundan, normal akciger dokusundaki CK II aktivitesi
Vmax:714 pmol/min/mg protein ve Km:0.33 uM, kanserli dokuda ise Vmax:666
pmol/min{mg protein ve Km:0.18 uM olarak bulunmugtur (Sekil 7,8).

Hill grafiklemesinde genig bir substrat derigimi aralif: iginde, linner bir iligki
elde edilmistir ESim (n) asgari alt birim sayisi c-myc substrat peptidi i¢in normal ve
tiimorlia dokuda 0.66 olarak saptanmstir (Sekil 9).
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Sekil 4. Normal ve kanserli dokuda RRRDDDSDDD substrat peptidi kullanarak CK

I aktivitesi
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Sekil 9. Normal ve kanserli dokuda c-myc (EQKLISEEDL) peptidi kullanarak CK II
aktivitesi (Hill Egrisi)
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4.2. L-myc Gen Polimorfizminin Gdsterilmesi
Caligmamzda kullamlan saghkli ve akciger kanserli olgulara ait yag

ortalamalan Tablo 5'de gosterilmigtir.

Tablo 5. Gruplara ait yag ortalamalan

Grup Yag (yil)
Saghkh grup 55.3+£16.29
(erkek 19-78 yas, kadin 25-62 yas)
Akciger kanserli hasta grubu 58.53+11.01
(erkek 35-76 yas, kadin 43-70 yas)

Tablodaki degerler ortalamatstandart sapma olarak’ cinsiyet farki gézetmeksizin

verilmigtir.

Vicut-kiitle indekslerinin student-t testi kullanarak istatistiksel olarak
karsilagtinlmasinda, saghkli grupta kontrol grubu arasinda anlamh bir fark
bulunmamgtir -(p>0.05). Viicut kiitle indekslerinin, saglikh ve kanser grubunda
kargilagtirilmas: sonucunda kadinlarda, viicut kiitle indeksinin her iki grupta da
anlamh olarak yiiksek oldugu g6zlenmistir (Tablo 6).

Tablo 6.Gruplar aras: viicut-kiitle indekslerinin kargilagtinlmasi

Grup Viicut -kiitle indeksi (kg/m2) P
Kadin Erkek
Saghkh ' 27.613.4 21.8+2 P<0.01
N=7 N=7
Akciger kanserli 29.843.7 24.413.9 P<0.01
grup N=6 N=46

Tablodaki degerler ortalamatstandart sapma olarak yas dikkate alinmadan verilmistir
(N=06rnek sayist, p<0.05).
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Saglhikli ve akciger kanserli gruplar arasinda sigara kullanim
karsilagtinldifinda, hastalann yaklagik %94'iiniin sigara kullandifi ortaya ¢ikmstir.
Buna gore yapilan analiz sonucunda, akciger kanserli bireylerde sigara kullaniminin
yiiksek oldugu saptanmig, ancak istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05)
(Tablo 7). Ayrica, akciger kanserli hastalarda yilda 20 paketten fazla sigara igmenin
erkeklerde kadinlara gore daha fazla oldugu saptanmstir (p<0.01) (Tablo 8).

Tablo 7. Gruplar aras: sigara kullamminin kargilagtinimasi

Sigara Kullanmayanlar Kullananlar Toplam
Grupla
Saghkh grup N=4 N=18 N=22
(%18.2) (%81.8) (%25)
Akciger kanserli N=4 N=62 N=66
grup (%6.1) (%93.9) (%75)
Toplam N=8 N=80 =88
(%9.1) (%690.9) (%100)

Tablodaki degerler N=6rek sayisi ve yiizde olarak verilmigtir. Gruplar arasindaki
faklihk Kikare testi le gosterilmigtir (X:2.93;p>0.05).
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Tablo 8. Akciger kanserli hastalarda sigaramin yildaki paket miktarina gore

kullammnin cinsiyet faktoriyle incelenmesi

Cins Kadin Erkek Toplam
m\

Sigara>20 paket/yil N=4 N=5 N=9
(%44.4) (%55.6) (%14.1)

Sigara<20 paket/yil N=4 N=51 N=55
(%7.3) (%92.7) (%685.9)

Toplam N=8 =56 N=64
(%12.5) (%87.5) (%6100)

Tablodaki degerler N=6rnek sayis: ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki
farkhihik Kikare testi ile gosterilmistir (Fisher testi p:0.01;0dds ratio 10.2,%95 CI

1.934-53.786).

L-myc geni PCR iiriinleri, Eco RI enzimi ile 1-4 saat 37 derecede kesim
sonrast [LL :267 ; LS: 267,142,125 ve SS: 142,125 baz ¢ifti(bp) ] olmak iizere 3 farkl
genotip gosterdi. L-myc genotiplerinin allel tiplerine gére heterozigot (LL) ve

homozigot (LL ve SS) tasiyan bireyler Sekil 10°da gosterilmigtir.
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marker LL LL LS LS LL S8

Sekil 10. L myc genotiplerinin gosterilmesi (Kanal 1:PUC19 DNA/MSP1
marker ; Kanal 2:LL ; Kanal 3: LL; Kanal 4: LS; Kanal 5:LS
Kanal 6:SS

L-myc genotiplerinin 37 saglikh bireyde (18 kadin, 19 erkek) ve 67 akciger
kanserli hastada (9 kadmn, 58 erkek) total olarak yapilan karsilastirmalarinda gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamugtir (p>0.05) (Tablo 9).

Gen sayim metodu ile saglikli ve akciger kanserli grupta belirlenen L-myc'in L

ve S allel siklig1 ise sirasiyla, 0.595:0.405 ve 0.586:0.414 olarak saptanmustir.
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Tablo 9. L-myc genotiplerinin gruplara gore dagilimi

L-myc LL LS SS Toplam
\cp\

Saghkh N=14 N=16 N=7 N=37

(%37.8) (%643.2) (%18.9) (%36.6)

Akciger kanserli N=19 N=37 N=8 N=64

(%29.7) (%57.8) (%12.5) (%63.4)

Toplam N=33 N=53 N=15 N=101

(%32.7) (%52.5) (%14.8) (%100)

Gruplar arasi1 farkhilik Kikare testi ile gosterilmistir. (X*:2.075;p:0.354;N=6rnek

sayi1s1)

S allelini tagima , cinsiyet faktorii agisindan saghikli ve akciger kanserli hasta -
grubu istatistiksel olrak kargilagtinildiginda, S allelinin kontrol grubundaki kadin
bireylerde daha sik olarak bulundugunu gésteren, anlamh fark bulunmustur (p<0.02)

(Tablo 10).
Tablo 10. S Allelini tagima agisindan saglikli grubun cinsiyet faktorii goze

ahinarak karstlagtirnlmas.

S alleli S tagimayanlar S tasiyanlar Toplam
Cins (LL) (LS+SS)

Kadin N=4 N=14 N=18
(%622.2) (%77.8) (%648.6)

Erkek N=10 N=9 N=19
(%652.6) (%647.4) (%51.4)

Toplam T N=14 N=23 N=37
(%637.8) (%662.2) (%6100)

Gruplararasi farlilik kikare testi ile gosterilmistir.(X*:3.63;p<0.05;N=o6rnek sayis1) -

Akciger kanserli hasta grubunda ise, S alleli tagimada cinsiyet agqisindan

anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Tablo 11)

42



Tablo 11.Akciger kanserli hastalarda S alleli tagimada cinsiyet faktérii

S alleli S tagimayanlar S tagryanlar Toplam
Cins (LL) (LS+SS)

Kadin =3 N=5 N=8
(%637.5) (%662.5) (%612.5)

Erkek N=16 N=40 N=56
(%28.6) (%71.4) (%87.5)

Toplam N=19 N=45 N=64
(%629.7) (%670.3) (%100)

Gruplararasi farlihk kikare testi ile gosterilmistir.(X*:0.15;p>0.05;N=6mek say1s)

Cahiymamizda kigiik hiicreli olmayan akciger kanserli vakalanmizin %23'G
adenokarsinom, %72.1 'i epidermoid karsinom, %4.9'u ise bronkiolo alveolar
karsinomdu. Caligmamiza alinan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalann
timor alt tiplerinin L-myc genotiplerine gore dagilimlan Tablo 12'de gésterilmigtir.

Tablo 12. Akciger kanserli hastalann L -myc genotiplerine gore timor tiplerinin

ayrnim L myc genotipi

Tiimor tipi LL LS SS

Adenokarsinom 4 8 -
%33.3 %66.7

Epidermoid 15 18 5
%39.5 %47.4 %13.2

Bronkioloalveolar - 3 -

%100

LL:homozigot, LS: heterozigot,SS:homozigot bireyler
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SS homozigot olma agisindan tiimér tipine gére hastalar incelendiginde,

epidermoid kanserli hastalarda SS genotipi sikhif1 diger tiirlere gére yiksek olup,

istatistiksel anlamliliga ulagsmamigtir (p:0.1539) (Tablo 13).

Tablo 13.Akciger kanserli hastalarda SS genotipi tasima ve tiimér tipinin

epidermoid kanser olmasinin degerlendirilmesi

L-myc SS LL+LS Toplam
X
Epidermoid N=5 N=38 N=43
Karsinom (%11.6) (%88.4) (%72.9)
Diger kanser tipleri N=- N=16 N=16
(%0 (%100) (%27.1)
Toplam N=5 N=54 N=59
(%8.5) (%91.5) (%100)

Gruplararas: farlilik kikare testi ile gésterilmistir.(p:0.1539 Odd ratio: 1.3158 %95 CI
1.01531-1.26116; N=6rmek say1s1)

Akciger kanserli
adenokarsinomun olmast degerlendirildiginde,

genotipi siklid: istatistiksel olarak anlaml degildi.

hastalarda SS genotipi
adenokarsinomlu hastalarda SS

tagima ve timor

tipinin




Tablo 14. Akciger kanserli hastalarda SS genotipi tagima ve timoér tipinin

adenokarsinomun olmasinin degerlendiriimesi

L-myc SS LL+LS ‘Toplam

Adenokarsinom N=0 N=13 N=13
(%0) (%6100) (%672.9)

Diger kanser tipleri N=5 N=41 N=46
(%610.9 (2689.1) (%27.1)

Toplam = N=54 N=59
(%8.5) (2691.5) (%100)

Gruplararas: farlilik kikare testi ile gosterilmigtir.( p:0.214 Odd ratio: 0.8913 %95 CI
0.805-0.986; N=6rnek sayist)

Hasta grubundaki bireylerin %94.1'inin  6zge¢mislerinde  kanser
bulunmamakta iken, %5.9'unda ise ikincil bir kanser vardi. Hasta grubundaki
bireylerden %81.5'unun gegmisinde herhangi bir akciger hastalifn gegirme
bulgusunun olmadigi, %18.5 vakanin 6zgegmislerinde ise, tiiberkiiloz veya kronik
obstriiktif akciger hastahiginin mevcut oldugu saptandi. Hastalarin %29.7'sinde ailede
1.dereceden akrabalarda kanser varken, %70'inde ise boyle bir bulguya rastlanmadi.
Ailede 2. veya 3. derecede kanser varhig incelendiginde ise, sadece 4 (%6.3) vaka bu
durumdaydi. Buna goére, ¢alismamizdaki akciger kanserli bireylerin gegmigte kanser
veya herhangi bir akciger hatalif1 ge¢irmis olup olmamalan birinci ve ikinci {giinci
dereceden akrabalaninda kanser hikayesi olup olmamasina ait bilgiler ve hastalarin L-
myc genotip dagilimlan Tablo 15'de gosterilmistir. Bu parametreler ile L-myc

genotipi arasinda anlamli bir iligki bulunamamigtir (p>0.05).
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Tablo 15. Akciger kanserli hastalarin 6zgegmis bilgileri ve L-myc genotip

dagilimlan
L-myc genotipi

LL LS 'S8
Gecmiéte akciger hastalig:
“-) 16 26 4
+) 3 7 1
Ailede l.dereceden akrabada kanser
) 12 24 3
) 6 9 2
Ailede 2. veya 3.derecedeki akrababa kanser
¢) 17 30 5
) 1 3 -
Gecgmiste kanser hikayesi
) 19 31 5
*) - 4 )

LL:homozigot, LS: heterozigot,SS:homozigot bireyler

Caliymamiza katilan hastalar L-myc genotipi ile lenf nodu metastazi, tiimér
buyikliga ve klinik evreleme agisindan kargilastinldiklarinda anlamli bir fark
go6zlenmemistir (p>0.05) (Tablo 16).
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Tablo 16. Akciger kanserli hastalarda cerrahi teshisle nod metastazi, timor
buyuklugi
cerrahi miidahale oncesi ve sonras: klinik evreleme, farklilagma ve uzak metastaz

agisindan L-myc genotipi dagiliminin incelenmesi

L-myc Genotipi

LL LS SS
Lenf nodu metastaz1
No- 7 10 -
N1 1 2
N2 3 6 -
Tiimdr biiyikligi
T1 3 2 -
T2 6 10
T3 1 3 -
T4 1 3 -
Cerrahi Miidahale
Oncesi Evre
I 13 18 2
i | - 2 2
m 3 7 2
v 2 4 -
1A 3 2 -
1B 3 6 -
II (a,b) 1 2
ma 2 3 -
Imb 1 4 -
v 1 1 -
Farkhlasma
Bilinmiyor - 3 -
Iyi 1 1 -
Orta 6 2 In
Zayif 4 2 1
Uzak Metastaz
¢ 12 26 6
) 3 4 -

LL:homozigot, LS: heterozigot,SS:homozigot bireyler

Akciger kanserli hastalarda timor biyiiklik safhasi ile nod metastazi arasinda
istatistiksek olarak anlaml:i fark bulunmustur. Buna gore timor sathas: T2, T3 ve T4
olan hastalarda nod metastaz1 safhasinin N1 veya N2 olma durumunun daha yiiksek

oranda oldugunu gésteren anlamli fark bulunmustur (Tablo 17).
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Tablo 17. Akciger kanserli hastalarin timér safhasi ile nod metastaz: arasindaki iligki

d metastaz NO N1,N2 Toplam
\Num\
T1 ' N=6 N=0 N=6
(%100) (%81.8) (%25)
T2,13,T4 N=14 N=19 N=33
(%642.4) (%57.6) (%75)
Toplam N=20 N=19 N=39
(%51.3) (%48.7) (%6100)

Tablodaki deferler N=6rnek sayis1 ve yiizde olarak verilmigtir. Gruplar arasindaki fakhilik Kikare testi
le gosterilmigtir (Fishet testi p:0.02 Cohort:7 %95 CI1 0.525-0.933).

Yilda 20 paket ve iizeri sigara igen akciger kanserli hastalar, nod metastazi
agisindan degerlendirildiginde, bu hastalarin nod metastazlarinin yilda 20 paketten az
icen diger hastalara gore daha ileri evrelere ulagmas: istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (Tablo 18).

Tablo 18. Akciger kanserli hastalarin sigara i¢imi ile nod metastaz: arasindaki iligki

% NO N1,N2 Toplam
Sigara <20 paket/yil N=1 N=7 N=8
(%12.5) (%687.5) (%22.9)

Sigara >=20 paket/y:l N=17 N=10 N=27
(%63) (%37) (%77.1)

Toplam N=18 N=17 N=35

(%51.4) (%648.6) (%100)

Tablodaki degerler n=06rnek sayis1 ve ytizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki

faklillk Kikare testi le gosterilmistir (Yate's testi p:0.035; Odds ratio>=20: 0.084 %95
CI 0.009-0.786;N=06rnek sayis).
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Yilda 50 paket ve iizeri sigara igen akciger kanserli hastalar, nod metastazi
agtsindan degerlendirildiginde, bu hastalarin nod metastaziarinin yilda 50 paketten az

icen diger hastalara gére N2 evresinde olma riski 3 kat artmig bulunmustur (Tablo

19).

Tablo 19. Akciger kanserli hastalarinda >50 paket/yil sigara igimi ile nod metastaz

arasindaki iligki
od metastazi N2 N1,NO Toplam
Grup
Sigara <50 paket/yill N=4 N=18 N=22
(%18.2) (%81.8) (%75.9)
Sigara >=50 paket/yil N=3 N=4 N=7
(%642.9) (%657.1) (%24.1)
Toplam N=7 N=22 N=29
(%624.1) (%675.9) (%6100)

Tablodaki degerler N=6mek sayis1 ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki faklihk Kikare testi
le gosterilmistir (p:0.18391; Odds ratio>=50: 3.375 %95 C10.53181-21.419).

Yilda 50 paket ve iizeri sigara i¢en akcifer kanserli hastalar, tiimoér tipi
agisindan degerlendirildiginde, yilda 50 paketten fazla igen hastalanin, epidermoid

karsinom olma siklig1, yilda 50 paketten az igenlere gore istatistiksel agidan anlamh

olarak yiiksek bulunmugtur (Tablo 20).
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Tablo 20. Akciger kanserli hastalarinda >50 paket/yil sigara igimi ile timor tipi

arasindaki iligki

Nod metastaz Adeno karsinom Epidermoid Toplam
\ﬁ'phr\ karsinom
Sigara <50 paket/yil N=13 N=9 N=22
(%659.1) (2540.9) (%656.4)
Sigara >=50 paket/y1l N=1 N=16 N=17
(%65.9) (%694.1) (%43.6)
Toplam N=7 N=22 N=39
(%17.9) (%656.4) (%100)

Tablodaki degerler N=6rnek sayist ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki
faklilik Kikare testi ile gosterilmigtir (Fisher testi p:0.040; Odds ratio>=50: 6.933

%95 CI 0.57983-0.83).

Caligmamizdaki akciger kanserli hastalann beslenmesi meyve ve zeytinyag:

agisindan arastirildiginda, %33.3"iiniin az, %40.7'sinin orta, %25.9'unun ise bol meyve

yedigi, ancak sadece %18.5'unun bol zeytinyag: kullandif1 ortaya ¢ikmig olup, L-myc

genotipi ve diger parametrelerle aralarinda anlaml bir iliski bulunmamgtir Meyve ve

zeytinyagi altm agisindan akciger kanserli hastalann L-myc genotipine gore

dagilimlan Tablo 21'de verilmistir.
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Tablo 21. Meyve ve zeytinyag ile beslenme agisindan L-myc genotiplemesi

L-myc LL LS SS
Meyve
Az 6 9 1
%37.5 %60 %6.25
Orta 6 10 3
%31.6 %52.6 %15.8
Bol 4 10 -
%28.6 %71.4
Zeytinyag:
Az 7 11 1
%36.8 %57.9 %5.3
Orta 5 13 3
%23.8 %61.9 %14.3
Bol 4 5 -
%44.4 %55.6

LL:homozigot, LS: heterozigot,SS:homozigot bireyler

Gegmigste akciger hastalifi gegirmis olma, meyve kullanimi az ve bol olan

akciger kanserli hastalarda incelendiginde, gegmigte akcier hastaligi olan kigilerin

olmayanlara gore istatistiksel olarak anlamli bir gekilde bol meyve ile beslendikleri

saptanmig olup (p<0.05) (Tablo 22), boyle bir anlamlilik zeytinyag: ile beslenme ele

alidiginda, s6z konusu olmamugtir.
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Tablo 22, Gegmiste akcifer hastalifi gecgirme agisindan meyve ile

beslenmenin degerlendirilmesi

Gecmigte akcifer Gegmigte akcifer Gegmiste akcifer Toplam
astahdy hastahf yok hastahf var
Meyve
N=11 N=7 N=18
Meyve az (%61.1) (%38.9) (%33.3)
Meyve bol N=32 N=4 N=36
(%688.9) (%11.1) (66.7)
Toplam N=43 N=11 N=54
(%79.6) (%20.4) (%6100)

Gruplararast farkhilik Kikare testi ile gosterilmistir. (X“=4.12; p:0.042; Odds ratio:

0.196; %95 CI 0.048-0.802;N=6rnek sayisi)

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarda tiimériin histolojik tipi ile

meyve ile beslenme ele alindiZinda, az meyve ile beslenen akciger kanserli hastalarda

epidermoid kanser tipinin adeno karsinoma gore anlaml1 derecede daha sik bulundugu
saptanmustir (p<0.05) (Tablo 23).

Tablo 23. Akciger kanserli hastalarda histolojik olarak belirlenmis timér tipi ile

meyve ile beslenmenin degerlendirilmesi

Histolojik tiimdr- Adenokarsinom Epidermoid Toplam
tipi
Meyve

N=1 N=15 N=16
Meyve az (%6.3) (%693.7) (%33.3)
Meyve bol N=14 N=21 N=3§
(%40) (%60) (66.7)

Toplam N=15 N=36 N=51
(%629.4) (%70.6) (%100)

Gruplararas: farklilik Kikare testi ile gosterilmigtir. (X2=4.5; p:0.034; Odds ratio: 1;
%95 CI 0.012-0.845;N=06rmek sayis1)
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5.TARTISMA ve SONUC

Kazein kinaz II (CK II), hem prokaryot hem de okaryotlarin stoplazma ve
niikkleusunda bulunan serin-treonin kinazlardan biri olup, hem sitoplazmik hem de
nitkleer 100'den fazla asidik substrat1 fosforile ettigi bildirilmistir ( 4 ). Kazein kinaz
II aktivitesinin, farkhlasan hiicrelere karsi ¢ogalan hiicrelerde farkli oldugu,
¢ogalmayan ve farklilasmayan hiicrelerde ise bu aktivitenin olduk¢a disiik oldugu
belirlenmigtir. CK II'nin sitozolik substratlar1 arasinda translasyonel kontrolde,
- metabolik diizenlemede gorev alan proteinlerle, hiicre iskeleti proteinlerinin, niikleer
substratlan arasinda da gesitli transkripsiyon faktorleri ve onkopr‘oteinlérin yer aldig
gosterilmistir. Bu onkoproteinler arasinda myc, myb, fos, .SV 40 ve p 53'in de yer
almas1 bu enzimi ilgi ¢ekici bir hale getirmistir (35,39). Caligmamizda, kanser
mekanizmasinda onemli rol oynayan onkoproteinlerden c-myc'in EQKLISEEDL
peptid dizisini ve yine enzim i¢in RRRDDDSDDD dizili spesifik sentetik bir substrat
peptid varlifinda, enzimin aktivitesinin normal ve akciger kanserli dokudaki degisimi
incelenmistir.

Yapilan literatiir arastirmasinda, gesitli substrat peptid dizileri kullanarak CK
I aktivitesinini tayin edildigi rapor edilmistir (32, 33, 39). RRRDDDSDDD dizili
peptid ile yapilan galigmalarda, km degerinin 0.06 mM oldugu bildirilmistir (32).
Calismamizda, insan akciger timorli dokuda kazein kinaz aktivitesini eksojen
substrat olarak RRRDDDSDDD peptid dizisi varliginda 1250 U/mg protein, enzimin
Km degerini ise 0.177 mM olarak saptadik. Akciger tiimérlii dokuda saptanan CK 11
aktivitesi aym hastanin normal dokusunda bulunan degerden yaklagik %150 daha
yilksek bulundu. Tumér tagimayan dokudaki CK II enziminin, sentetik substrat
peptide karst km degeri ise 0.05 mM olarak bulunmustur.

Bu ¢aligmamiz, insan akciger dokusu kullanilarak yapildigindan, bu konuda
yapilan ¢aligmalar arasinda orjinalligini korumaktadir. CK II'nin substrat olarak
kullandig1 peptidin en 6nemli 6zelliklerinden birinin, birkag aspartik ya da glutamik
asit kalintis1 igermesi oldugu bilinmektedir (39). Cahsmdmlz ile en uyumlu arastirma,
Miinstermann ve arkadaslarinin (44) gogis ve kolorektal kanserli hasta dokularinda,-
CK II aktivitesini tayin etmede, RRRDDDSDDD peptidini substrat olarak
kullandiklan ¢aligmadir. Miinstermann ve arkadaslan (44) aym hastanin tiimorlii ve
timor tagimayan dokusunda CK I  aktivitesini Slgmiis ve normal kolorektal

mukozada CK Il enzim aktivitesini 13-106 U arasinda saptamisladir. Buradaki CK 11
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aktivitesinin , kanser olmayan dokudakine gore 8 kat yiiksek bulundugu saptanmistir.
Caliymamizda ise RRRDDDSDDD substrati kullanildiginda kanserli dokudaki CK 11
enzim aktivitesini, normal akciger dokusundakine oranla 2,5 kat artmis oldugu
gozlenmigtir. Prowald ve arkadaslari (50) ise yaptiklan ¢aligmada, insan menenjiyom,
glioblastom, anaplastik bir kanserin beyin metastazint igeren primer hiicre
kiltirlerinde, C K II aktivitesini 200-500 U /mg proteiﬁ olarak, transforme hiicre
serilerinde ise bu aktiviteyi 1000-1600 U /mg protein olarak saptamiglardir . Aynica
Kuenzel ve Krebs (32) sigir karacierinden saflastirdiklan CK II enziminin
aktivitesini, Arg-Arg-Arg-Glu-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Glu (RRREEETEEE) sentetik
substart peptidi kullanarak tayin etmisler ve enzimin km degerini 500uM, Vmax
degerini ise 33 nmol/min/mg protein olarak saptamiglardir. Bu ¢aligmanin sonunda,
karaciger dokusunda, diger kinaz aktivitelerinden CK 1I aktivitesini ayrrmada bu
peptidin de yararhlig belirlenmigtir.

CK II enziminin aktivitesinin EQKLISEEDL dizili c-myc peptid kullanarak
saptandif1 ¢calisgmamizda, CK II enziminin normal doku (714U) ile akciger kanserli
dokudaki aktivitesi (666 U) arasinda istatistiksel agidan bir farkhihk bulunmamigtir.
Kazein kinaz II igin km degerleri ise normal ve tiimoérli doku i¢in sirasiyla 0.33 uM
ve 0.18 uM olarak saptanmustir. Yapilan literatir arastirmalaninda, H-Glu-Glu-Glu-
Thr-Pro-Pro-Thr-Thr-Ser-Ser-Asp-Ser-Glu-Glu-Glu-Gin-Glu-Asp-Glu-Glu-Glu-OH
(H-EEETPPTTSSDSEEEQEDEEE-OH) dizili myc-peptidi ile CK II enziminin
aktivitesinin Vmax degeri 31 nmol/min/mg protein, km degeri ise 27 uM olarak
bulunmustur (39). Yaptigimiz literatiir arastirmasinda c-myc peptidinin kazein kinaz
ile kinetik ozelliklerini, normal ve kanserli insan akciger dokusunda gosteren bir
kinetik ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle substrat olarak c-myc kullanarak elde
ettigimiz kazein kinaz II ‘ye ait kinetik bulgulanmizin literatiirde yeri belirlenmistir.
Ancak, ¢aliymamizda, normal ve akciger timorli dokudaki CK II aktivitesi, myc
peptidi kullanarak 6lgildiigiinde elde edilen degerler incelendiginde, enzimin her iki
dokuda da Vmax degeri acisindan biiyikk bir farkhlik gozlenmemesine ragmen,
enzimin timorla dokudaki km degerinin normal dokudakine oranla diigiik olmasinin
ilgi gekici oldugu sonucuna varilmistir. Bu bulgu, tiimorli dokuda enzimin c-myc
peptide kargi ilgisinin normal dokudakindekine goére daha fazla oldugu seklinde

yorumlanmstir.
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Insan CK II enziminin molekiiler agirhg sirasiyla 43 ve 38 kDa olan iki kinaz
aktif alt tinite (o ve a') ile molekiil agirlif1 28 kDa olan iki diizenleyici alt initeden
(B) olusan tetramerik bir yapr oldugu bildirilmistir (35,53). Calismamiz sonucu
¢izdigimiz Hill egrilerinden belirlenen n degerleri, alt birim sayisina
ulasgiimadigindan, CK II enzimi ile kullandigimiz substratlari arasinda, negatif bir
kooperasyon varlig1 gozlenmistir. Literatiirde, farkli amino asid dizilerinden olusan c-
myc peptidlerinin kullamldig: ¢aligmalarda, myc 222-238 ve myc 246-263 igin km ve
Vmax degerleri sirasiyla 10.43 uM ve 26-104 nmol/min/mg protein; 20 uM ve 116
nmol/min/mg protein) oldugu bildirilmistir (37). Giindogus ve arkadagslan ise (18),
taze koyun akciger dokusunda pmyc kullanarak CK II aktivitesini 100 U olarak
bildirmislerdir .

Myc onkoproteini farkl protein kinazlarla 4 veya 5 ser/thr kalintilan izerinden
fosforile edilebilmekteir. Fosforile edilmemis myc onkoproteininin, biyolojik olarak
aktif olmadif: max proteini ile bir heterodimerizasyona girmesinin engellendigi
bilinmektedir. Pmax'in ise ¢ogu memeli hiicresinde bol miktarda bulundugu
bildirilmistir (18). CK II'nin fosfor vericisi olarak ATP veya GTP'yi, kofaktér olarak
da Mg+ ve Mn+2 kullandifi ve poliaminlerin varhginda hem aktivitesi hem de
substrat spesifisitesinin degigebilecegi rapor edilmistir (15,21). Manduca sexta beyin
sitozolii, drozofilo melanogester ve sigir timusundan saflastirilan CK II ‘nin GTP
kullanilarak oiciilen km degerleri sirasiyla 55, 66, 30 uM olarak saptanmigtir. Substrat
olarak kazein ve fosfor vericisi olarak ATP kullanildigindaki 6lgiim degerlerinin ise,
34,17, 14 uM olarak bulundugu bildirilmistir (6).

Kugiik hiicreli akciger kanserinde c-myc ekspresyonunun maligniteye katkida
bulundugu, ancak malignensiye yol agabilecek primer genetik bozukluktan ziyade,
artmis timdorijenite igin ikincil bir faktor olabilecegi bildirilmigtir (29). Caligmamizda
ise, insan akciger tiimorli dokudan elde ettigimiz CK II i¢in, ATP fosfat vericisi ve c-
myc substrat peptidi kullanilarak saptanan km degerleri, normal dokudan elde edilene
oranla daha digik bulunmustur. Bu sonug bizim, akciger kanserli dokuda CK II
enziminin substrat olarak c-myc peptide affinitesinin daha fazla oldugu seklinde
yorumlamamiza neden olmugtur. Her iki dokudan elde edilen Vmax degerleri arasinda
ise, onemli bir farkiihk gozlenmemistir. Yapilan galismalarda, CK II igin eksojen
substrat olarak bilinen pp105, pp135 gibi niikleolar fosfoproteinler gibi faktorler igin
olgiilen km degerleri sirasiyla 0.15 ve 0.1 puM olarak bildirilmistir (48) . Bu
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sonuglardan yola ¢ikarak, c-myc peptidi i¢in hem normal (0.33 uM) hem de timorlii
akciger dokusundan (0.18 uM) elde settigimiz km degerlerinden, c-myc ‘in CK II igin
iyi birer substrat oldugu izlenimi elde edilmistir.

C-myc géninde translokasyon, amplifikasyon veya yakin retroviral insersiyon
gibi yapisal degisiklikler tagtyan tiimorlerde, c-myc ekspresyonunun diizenlenme
bozuklugu ya da artmug ekspresyonunun tiimér olusuma katkida bulundugu
diisiiniilmektedir. C-myc’deld genetik degisikliklerin nigin baz tiimér tiplerinde olup,
‘bazilarinda olmadig1 heniiz agiklanamamstir. Ozel bir somatik degisikligin, hiicre
tipine bagh olarak artmigy olmasinin, sebeplerden biri olabilecegi diisiiniiimekte ve
bazi hiicrelerde myc’in daha tiimérojenik olabildigi, digerlerinde Lise timor spesifik
bagka faktorlerin yaninda yer alabilecegi disiiniiimektedir.C-myc ekspresyonu, tek
bagina ne normal gelisme igin ne de timér olusumu igin yeterli degildir. Bulgular
malign transformasyon igin, en az iki onkojenik olayin birarada bulunmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Boylece hiicre geligmesi i¢in, c-myc ekspresyonu
gerekli olmasina ragmen, tek bagina yeterli gorillmemektedir. Ayrica gelismenin her
asamasinda c-myc ekspresyonunun gerekliligi de agik olmayip, myc’e benzer
fonksiyonlan olan N-myc, L-myc gibi proteinlerin c-myc’in yerini doldurabilecegi
disiniilmektedi (29). L-myc geninin hem yenidoganda hem de yetiskin akcigerinde
neonatal ekspresyonu énemlidir (65).

L-myc, tiimér olusumu sirasinda geg aktive oldugu diisiiniilen, 1. kromozomun
uzun kolunun 32. segmentinde yer alan bir niikleer onkogendir. L-myc geni, L (10
kilobaz) ve S (6 kilobaz) olmak tizere EcoRI enzimi kesimiyle iki allel
polimorfizmine sahiptir (16) Kawashima ve arkadaglarinin (27) 51 Japon akciger
kanserli hastada yaptiklan galigmada, L-myc geni ile metastatik durum arasinda bir
iligkinin oldugu rﬁpor edilmis ve L-myc RFLP’sinin sadece metastaz sikligin1 degil,
metastaz uzakhg ve mzim da etkileyebilecegi sav1 ortaya atilmistir. LS ve SS tasiyan
akciger kanserli bireylerde LL tipli olanlardan daha hizli metastaz gelisebilmektedir
(27). Weston ve arkadaslan ise (71), Afrikali Amerikalilar ve Beyaz irk arasinda
yaptiklan galigmalar sonucunda, her iki irk arasinda lenf nod metastaz1 ve L-myc
genotipi arasinda bir farkhilik olmadiini bildirmiglerdir. Tiimor histolojik tipi
agisindan incelediklerinde de her iki grup arasinda bir fakhlik gozlenmedigini rapor
etmiglerdir. Her 1ki irk arasinda, L ve S allel sikhig1 agisindan ise anlamh fark

saptamis olup, Beyaz irk ve Afrikalh Amerikalilarda sirasiyla 0.509:0.491 ve
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0.277:0.763 olarak bildirmislerdir. Tamai ve arkadaslar1 (63), histolojik olarak tipi
tayin edilmiy, radyasyon veya kemoterapi gormeyen 56 akciger kanserli hastada L-
myc gen polimorfizmini aragtirmiglardir.Bu ¢aligmanin sonucunda akciger kanseri ile
L-myc’in allelik siklig1 arasinda herhangi bir ilgi bulunamamig ve her iki grupta da
allel sikhigimi birbirine yakin oldugu anlagilmistir (63). Calismamizda saglikh
bireylerde L ve S alleli sikliginin oranlarini , 0.595:0.405 olarak saptanmistir. Akciger
kanserli hastalarda ise bu oran, 0.586:0.414 olarak bulundu. Bu sonuglarimiz, Tamai
ve arkadaslarimin bildirdikleri saglikli beyaz populasyondaki L-myc polimorfizm
galigmas: ile uygunluk gostermektedir (0.562:0.438) (63). Weston ve arkadaslan (72)
Amerika populasyonunda yaptiklan ¢aligmada, L-myc genotipinin akciger kanseri
riskini tayin etmedigini bildirmiglerdir. Bu bulgularin, daha once Amerika (63),
Norveg (65), Japon (27) populasyonlarinda yapilan galigmalardakine benzer oldugu
sonucuna varmislardir. Ge ve arkadaslar1 (16) saglikli ve akciger kanserli hastalarda
yaptiklari L-myc genotipinin sikliini- sirasiyla LL:LS:SS igin 0.30:0.34:0.36 ve
0.23:0.46:0.31 olarak bildirmislerdir. Aynica, L-myc gen polimorfizminde, baskin
genotipin hem normal ve akciger kanserli bireylerde LS ve SS oldugunu
agiklamiglardir (16). Cahgmamizda L-myc genotiplerini ¢aligma grubumuzdaki
saghkh ve akciger kanserli hastalarda 0.37:0.43:0.20 ve 0.29:0.59:0.12 olarak
saptanmistir. Bu sonuglanmiz, Ge ve arkadaglarinin (16) ¢alismasi ile de uyumlu
oldugu gozlenmistir. Ancak Tirk populasyonundaki akciger kanseri hastalarinda LS
genotipinin sikhifinin fazla, SS’nin ise az oldugu g6z oOniine alinmasi gereken bir
bulgu olup istatistiksel olarak anlamhlik simirina ulagsmamugtir. Cinsiyet agisindan,
akciger kanserli ve saghkli bireylerdeki L-myc gen polimorfizmi arastinldiginda
sonuglarimiz, saglikli kadinlarda SS genotipinin erkeklere oranla daha fazla siklikta
bir dagilim  gostermistirdigini ortaya koymaktadir .Bu sonucumuz, Ge ve
arkadagslarinin kadin bireylerde LS heterozigotlugunun anlaml olarak azalmasi ve bu
anlamliligin erkeklerde gozlenmemis olmasi ile uyumludur (16).

Caligmamizdaki akciger kanserli hastalar cerrahi teshis ile saptanan timor
buyiik safhalarina gore sxmﬂandmldtémda, %15.44 T1, %56's1 T2, %17.3'4 T3,
%10.3'a T4 everesindeydi. Nod metastazi agisindan ise, %51.3'i NO, %25.6'st N1,
%23.1't N2 sathasindaydi. Hastalarimizin %86.2 'sinde uzak metastaz yokken 1.5
yithik takip sonrasi ancak %13.7'inde metastaz tespit edildi. Timor farkhilagmas:
acgisindan ele alindiginda ise hastalarimizin, %10.7'sinin farklilasma duzeyi

bilinmezken, %7.1 'inin iyi, %50'sinin orta, %32'sinin de zayif derecede farklilagma
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gosterdigi saptandi. Kanserli vakalarin %75.9'u herhangi bir kanserojen maddeye
maruz kalmamisken, %24.1'inin kanserojenle temas edilebilen ortamlarda bulundugu
gozlenmistir.

Yapilan ¢aligmalarda, SS alleli tasimanin adenokarsinom riski tizerine etkisi
bildirilmigtir (65). Caliymamizda, tiimor tipi agisindan epidermoid kanserli hastalarda
SS genotipitagima sikli§i  anlamlilifa yakin olarak yiiksek bulunmusken,
adenokarsinomda boyle bir yiikseklik saptanmamistir.

Gelismig iilkelerde orta yagta, erkekler arasinda sigaranin kansere bagh
olimlerde en onemli nedenlerden biri olabilecegi goériigii ileri siirilmektedir.
Amerika’da, orta yasta kadin 6liimlerinin hemen hemen 1/3’iiniin sebebinin sigara
oldugu distinilmektedir. Sigaradan etkilenen baslica bélge akciger olup, Kanada,
ingiltere, Isveg, Japonya veya Amerika’y1 kapsayan 5 gelismis iilkede sigara igmenin
akciger kanserinde o6liim oranina katkist degerlendirilmistir. Bu katki oraminin
erkeklerde %83-92, kadinlarda da %57-80 arasinda oldugu bildirilmistir (7).
Cahsmamizda saghkli ve akciger kanserli grup arasinda sigara kullanimi agisindan
istatistiksel olarak anlamhi fark bulunmamistir (p>0.05). Akciger tiimorlerinden
epidermoid karsinom, adenokarsinom gére sigara i¢imi ile daha ¢ok iliskili oldugu
saptanan bir timor tipidir. Akciger timérlerinden epidermoid karsinom 20.yiizyilin
son yansinin erken donemlerinde tiim diinyada en yaygin hiicre tipi iken, simdilerde
Japonya ve Amerikada, bu hiicre tipi yerine adenokarsinomdan daha ¢ok yaygin hale
gelmistir. Ancak epidermoid kanser halen Avrupa ve ¢ogu dinya iilkesinde en yaygin
kanser tiirii olmaya devam etmektedir. Amerika ve Japonya'da epidermoid karsinom
siklifinin azalip adenokarsinomun artmasinin iki iilkede muhtemel sigara aligkaliginin
azalmasina bagh olabilecegi diigiiniilmektedir (58). Sigaramin, iginde poliniikleer
aromatik hidrokarbonlari fenol, nikotin, karbazol, benzo (a)piren indol vb. gibi
karsinojen ve kokarsinojen pek ¢ok maddeyi banindirdigy bilinmektedir (25). Sigara
igme aligkanh@inin degistigi Amerika ve Japonya'da da gorildiigi iizere, epidermoid
karsinomun sigara ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir (58). Caligmamizda da, yilda
50 paketten yiksek sigara igenlerde, epidermoid karsinom sikliginin istatistiksel
agidan anlamli olarak adenokarsinoma gére yiiksek oldugunu saptanmustir.

Sigarada bulunan bu karsinojen ve kokarsinojen maddelerin oksidan hasara yol
acgabilecekleri dusinildiginde, meyve ve sebzeden zengin beslenmenin bu kanser
tipinin ilerleyisini azaltabilecegi akla gelmektedir. Nitekim yapilan pek ¢ok

kargilagtinimali ¢alismalarda, akciger kanser riski ve meyve ve sebze incelenmis olup,
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beta karoten, C, E vitamini ile akciger kanseri riski arasinda zit anlamli bir iliskinin
bulundugu rapor edilmistir (34). Caliymamizda meyveden az beslenen akciger
kanserli hastalarda epidermoid karsinom sikhgim adenokarsinoma gére anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Boylece, meyve ve sebze ile beslenmenin sigaramin
oksidan hasar yapici etkisini hafifletmesinden dolayi, epidermoid karsinomun bu
hastalarda daha az olabilecegi kanisina vardik.

Ayrica ¢alismamizda, L-myc genofipi ile sigara kullanimi arasinda da herhangi
bir iligkiye rastlanmamstir. Ancak 50 paket/yildan fazla sigara igen hastalarda LL, LS
ve SS genotipi tasimaya gore, epidermoid kanser olanlann yiizdeleri sirasiyla %80 ,
%64.7 ve %100 olarak saptanmig olup bu degerler istatistiksel anlamliliga
ulagmamgtir. 50 paket/y1l dan fazla sigara igenlerde nod metastazimin daha ileri
safhada olma riski yiiksek bulunmus olup istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Akciger kanseri hastalarinda tiimér tipi ve lenf nod metastaz1 agisindan L-myc
genotipi incelendiginde, aralarinda bir iliski saptanmamis olup, bu bulgulanimiz, Ge
ve arkadaslan (16) ile Fong ve arkadaslarnmin (14) yaptig1 ¢aligmalar ile uyumluluk
géstennektedif. Weston ve arkadaslan (71) L-myc genotipiniﬁ tiimor safhas: ile higbir
ilgisinin olmadigim bildirmis ve L-myc genotipinin zayif prognozun bir belirleyicisi
olma savim ¢uritmislerdir (71).

Akciger kanserinin evresinin belirlenmesinde kullanilan genis serilerle uyumlu
olarak, ¢ahiymamizda da akciger kanserli hatalarda tiimér biyikligii (T safhasi)
arttik¢a nod metastazimin da attif1 gozlenmistir (42).

Tamai ve arkadaslan yaptiklan ¢alismada, lenf nodu metastazi olmasi ya da
olmamasinin L-myc genotipi ile iligkili olmadigim bildirmislerdir (63). Klinik satha
ve L-myc genotipi arasindaki ilgi ele alindifinda, bizim bulgulanimiz da, akciger
kanseri hastalarinda klinik safha ile L-myc’in allelik sitkhginin bir iligkisi olmadigini

ortaya koymaktadir.
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- Sonug olarak diyebiliriz ki,

1.

Kazein kinaz II enziminin aktivitesinin  RRRDDDSDDD  substrat peptidi
kdllamldlgmda, timorli insan akciger dbkﬁsundé, normal insan akcigerinkine
oranla 2.5 kat yiiksek oldugu bulunmustur.

Kazein kinaz II aktivitesinde, substrat olarak EQKLISEEDL dzili c-myc peptidi

kullamldiginda, tiimérli ve normal insan akciger dokusu arasinda herhangi bir

degisim gozlenmemistir.

Kazein kinaz II enziminin c-myc péptjdine affinitesinin tiumorlii-dokuda normal
dokuya kiyasla daha yﬁksek oldugu ve bu peptidle her iki dokuda da elde edilen
km degerlerinden de, EQKLISEEDL dizili c-myc peptidinin CK II igin iyi bir
substrat oldugu kamsina vanimistir.

L-myc geni allelik durumunun akeiger kanserli ve saglikli bireyler arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir farkllilk gostermemektedir.

Sigara aligkanhigimin akciger adenokafsinomuna degil epidemonid karsinomuna
etki eden bir faktor oldugu dﬁsﬁnﬁldﬁgﬁndé meyve ile beslenmenin

antikarsinojenite agisindan olduk¢a dnemli oldugu kamsina varilmstir.
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Caligmamizda elde ettigimiz sonuglar dogiulttisunda, kazein kinaz I
enziminin RRRDDDSDDD sentetik peptidini ve EQKLISEEDL dizili c-myc
enzimin aktivitesinin RRRDDSDDD peptidi_kullanildiginda, normal ddkuya
gore daha yiiksek olmasi tiimorigenezde bu enzimin aldign yerin oidukca
onemli oldugunu yansitmaktadir. Ayrica,. akeciger kansen'nih metastatik
durumu ve hastaligin prognozu ile L-myc genotipi araSmda bir iligki olmadig
‘saptanmig olup; ¢aliyma gruplanm daha da genisletmek ve Turk
populasyonundaki L-myc'in allelik dagilimi osaptaxn'annn, faydali olacag

kanisindayiz.

61



. 6.0ZET

v Callsmamizda akciger timorli ve timer icermeyen akciger dokusunda , CK II
aktivitesi, hem RRRDDDSDDD dizili peptid hem. de c-myc (401-419 a.a. ) peptidi
kullanarak tayin edilmigtir. Tamor igeren dokuda CK II aktivitesi, RRRDDDSDDD
peptidi kullamldiginda normal dokﬁyé oranla ya‘klasnic 2.5 kat daha yiiksek tespit
edilmig olup, aym zamanda kullamlan c-myc peptide karst CK II affinitesinin de
oldukga iyi (yﬁksek).oldugu bulunmugtur. ::§Qnuqianmxz1n CK II enziminin hiicre
proliferasyonunda rolﬁm‘i ve aktii/asyon mekanizmalanim agiklamaya yardimet
olabilecegi kamisina vanimstir.

Aynca, L-myc gen polimorfizmi saptamak igin Polimeraz Zincirleme
Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon Fragxham Gen Polimorfizmi (RFLP) ve agaroz jel
elektroforeziAteknikleri\ kullanilmigtir. 37 saglikli, 64 akciger kanseri tams1 konmug
hastada L-myc gen polmorifizmi saptanmig ve L-myc gen polimorfizminin klinik ve
cerrahi teshis sirasinda goz oniine alinan parametrelerle olan iligkisi incelenmistir. L-
myc gen polimorfizmi saptamak igin Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PCR),
Restriksiyon Fragmam Gen Polimorfizmi (RFLP) ve agaroz jel elektroforezi
teknikleri kullamlmstir. Caliyma sonunda L-myc gen polimorfizminin (LL, LS ve SS)
tiimor safhast veya nod met'asiazm_a etkisi oiduguna dair bir btiigu saptanmamvlstlr.
Ancak L-myc geninin S allelinin bulunmas ilemetastaz durumu arasindaki ilgi, hasta
takibi igin gerekli siiree kisa oldugundan yeterince incelenememistir. Bu sonuglara
gore L-myc genotipinin akciger kanser riski ve hastahgin evrelenmesindeki

parametreler lizerine bir etkisi olmadifi kamsina vanlmstir.
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7.SUMMARY

THE KINETIC CHARECTERIZATION OF CASEIN KINASE I (CK Il) BY
USING MYC ONCOPROTEIN AS SUBSTRATE IN NORMAL AND LUNG
CANCER TISSUES AND RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM ANALYSIS OF THE L-MYC GENE

In our study, casein kinase (CK) II acﬁvity was assayed in lung cancer and
normal tissue using RRRDDDSDDD sequenced peptide and c-myc (401:419th
aminoacid sequnce). In the lung cancer tissue RRRDDDSDDD peptide was
phosphorylated by CK II 2.5 fold higher comparing the acﬁvity of the enzyme in
normal lung tissue. Also, the c-myc phoSphorylating activity of CKII 'v)as found to be
considerably high. Our results may help to explain the role of CK II in cellular
proliferation and its mechanisms of activation. |

Additionally, L-myc gene polymorphism was studied using restriction
fragment length polymorphism (RFLP) and agarose gel electropheresis was
performed 'i'n order to assess the gene fragments. L-myc gene polymorphism and its
clinical, shrgical prognostic importance in 64 lung cancer patienté, comparing the data
from 37 healthy individuals were inveétigated. There was no statistically significant
correlation between L-myc gene polymorphism (LL, LS and SS) and T stage or nodal
status in lung cancer patients. However, no connection was found between presence
of S allele of L-myc and metastatic status of the patients possibly due to relatively
short follow-up period of the cases. '

As a result, L-myc genotype has no effect on clinical or surgical staging

factors of patients with lung cancer. .
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