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OZET

Celik, B. (2022). Akciger Kanserli Hastalarda KIFC1 Proteininin Ekspresyon ve
Metilasyon Profillerinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Temel Onkoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Kansere bagli oliimlerde ilk siralarda yer alan akciger kanseri en sik goriilen
kanser tiiridiir. Akciger kanserinin tani, tedavi ve takibine yonelik kesfedilen
biyomarkerlar ve hedefe yonelik ajanlar olmasina ragmen halen hem iilkemizde hem de
diinyada kanser bagli 6lim nedenlerinin basinda yer almaktadir. Bu nedenle akciger
kanserinin molekiiler alt yapisini aydinlatmaya yonelik yeni mekanizmalarin
bilinmesine ihtiyag duyulmaktadir. Kinesin aile tiyesi (KIFC1)’in normal hiicrelerdeki
islevi ve fonksiyonel rolii tartisilmaktayken birgok kanser tiirlinde malign hiicrelerin
hayatta kalmasinda etkili ve kritik bir rol oynadig: bildirilmistir. KIFC1 proteini kanser
hiicrelerinde sentrozomlarin kiimelenmesinde ve mikrotiibiil dinamiginde Kkritik rol
oynayarak, apoptotik hiicre oliimiinden kagmaya yardimci olan malign hiicrelerin
hayatta kalmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Yiiriitiilen caligmada KIFC1 proteininin akciger
kanserinde invaziv veya non-invaziv biyomarker olarak kullanilip kullanilmayacaginin
belirlenmesi amaciyla akciger kanseri teshisi alan 39 hastanin tiimor dokusu ve tiimore
eslenik normal dokusu ile serum ve lenfositleri ve saglikli kontrollere ait lenfosit ve
serum orneklerinde ekspresyon ve metilasyonu durumlart arastirildi. QRT-PCR yontemi
kullanilarak doku ve lenfosit numunelerinde KIFC1 gen ekspresyonu karsilastirildi.
Metilasyon durumunu belirlemek icin Metilasyon Spesifik PCR (MSP) yontemi
kullanildi. Calismada ekspresyon diizeyleri artig/azalisi ile metilasyon profilleri ile
hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri istatistiksel yontemler kullanilarak analiz edildi.
KIFC1 gen ekspresyonu artan %62,1 (24/37) hastanin %95,8’inde (23/24) unmetilasyon
tespit edildi. Hastalarin timoér ve eslenik normal doku Orneklerinin ortalama
fold&change degerleri karsilastirildiginda tiimoér dokusunda eslenik normal dokuya gore
3,2 kat KIFC1 geninin ekspresyon seviyesinde artma oldugu gozlendi. Hasta serum
ornekleri ile saglikli serum 6rneklerinin fold&change degerleri karsilastirildiginda hasta
serumlarinda saglikli serumlara gore 2,4 kat KIFC1 geninin ekspresyon seviyesinde
art1is oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda hastalara ait klinik parametreler ile metilasyon

ve eskpresyon sonuglart istatistiksel olarak karsilastirildigin da KIFC1 ekspresyonu ile
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metastaz (p=0,013), timor evresi (p=0,040) ve timor grade (p=0,010) arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik tespit edildi. Sonug olarak, akciger kanseri tanili hastalara
KIFC1 geninin ekspresyon seviyesindeki artisin saglikli popiilasyona goére daha fazla
oldugu ve bu nedenle KIFC1 geninin ekspresyon ve metilasyon durumlarinn akciger
kanser tarama biyomarker1 olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica KIFC1
geninin metilasyon profilinin akciger kanserinin skuaméz hiicreli akciger kanseri alt
tipini tayin etmede potansiyel bir biyomarker olabilecegi de degerlendirilebilir. Calisma
sonucu ortaya ¢ikan sonuglarin, daha genis hasta sayisi ile analiz edilerek devam

etmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Metilasyon, ekspresyon, akciger kanseri, KIFC1, diyagnoz
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ABSTRACT

Celik, B. (2022). Investigation of expression and methylation profiles of KIFC1
protein in patients with lung cancer. Istanbul University Institute of Health Sciences,

Department of Basic Oncology. Doctoral Thesis. Istanbul.

Lung cancer is the most common cancer, ranking first in cancer-related deaths.
Despite the discovery of biomarkers and targeted agents for the diagnosis, treatment,
and follow-up of lung cancer, it is still a leading cause of cancer-related deaths in our
country and the world. Thus, there is a need for new mechanisms to elucidate the
molecular mechanisms of lung cancer. While the functional role of the kinesin family
member (KIFC1) in normal cells is debated, it has been reported to play an effective
and crucial role in malignant cell survival in many cancers. The KIFC1 protein plays a
critical role in centrosome clustering and microtubule dynamics in cancer cells and is
essential for the survival of malignant cells that escape apoptotic cell death. To
determine whether KIFC1 protein can be used as an invasive or noninvasive biomarker
in lung cancer, this study examined the expression and methylation of 39 patients with
diagnosed lung cancer, tumor tissue and tumor-conjugated normal tissue, serum, and
lymphocytes, as well as lymphocyte and serum samples from healthy controls. KIFC1
gene expression was compared in tissue and lymphocyte samples using the qRT-PCR
method. The methylation-specific PCR(MSP) method was used to determine
methylation status. The study analyzed the increase/decrease in expression level,
methylation profiles, and clinical and pathological characteristics of the patients using
statistical methods. Unmethylation was detected in 95.8% (23/24) of 62.1% (24/37)
patients with increased KIFC1 gene expression. When the mean fold & change values
of tumor and conjugated normal tissue samples of the patients were compared, the
expression level of KIFC1 gene was found to be increased 3.2-fold in tumor tissue
compared to conjugated normal tissue. When the Fold&Change values of the patient
serum samples were compared with the healthy serum samples, it was found that the
expression level of the KIFC1 gene was increased 2.4-fold in the patient serum
compared with the healthy serum. At the same time, statistical significance was found
between KIFC1 expression and metastasis (p=0.013), tumor stage (p=0.040), and tumor
grade (p=0.010) when patients' clinical parameters and methylation and expression
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results were statistically compared. KIFC1 gene expression is thought to be more
elevated in patients diagnosed with lung cancer than in the healthy population, so
KIFC1 gene expression and methylation status can be used as biomarkers for lung
cancer screening. In addition, it can be assumed that the methylation profile of the
KIFC1 gene could be a potential biomarker for determining the squamous cell lung
cancer subtype of lung cancer. The results of the study need to be followed up by

analysis of a larger number of patients.

Key Words: Methylation, expression, lung cancer, KIFC1, diagnosis
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde kanser insidansi ve mortalitesi hizla artmaktadir. Giiniimiizde
hizli niifus artis1 ve niifustaki yasli oraninin artmasi, kanserin énde gelen 6liim nedenleri
arasinda yer almasma neden olmaktadir. Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajansi
(GLOBOCAN) istatistiklerine gore 2020 yilinda diinya’da ortalama 19,3 milyon yeni
kanser vakasi teshis edilmis ve 10 milyon kisi kanserden dolay1 hayatin1 kaybetmistir.
GLOBOCAN 2020 yil1 verilerine gore ise 2,2 milyon kisi akciger kanseri tanis1 almig

ve 1,79 milyonu bu kanser tiirii nedeniyle hayatin1 kaybetmistir [1].

Akciger kanseri global olarak hem erkeklerde hem de kadinlarda onde gelen
Olim nedenleri arasinda yer almaktadir. Her yil yaklasik 1,6 milyon kisi akciger
kanserinden dolayr hayatini kaybederken, 5 yillik sag kalim oranlart %15’dir [2].
Akciger kanseri %11,6 ‘lik oranla hem kadin hem de erkeklerde en sik goriilen kanser
turtidir. Kanser kaynakl 6liim sebepleri arasinda akciger kanseri %18 oran ile ilk sirada
yer alirken, kolorektal kanser ikinci, mide kanseri ti¢iincii ve karaciger kanseri dordiincii
sirada yer almaktadir. 2020-2030 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) akciger, meme, prostat ve kolorektal kanserlerinin ‘dort biiyiik kanser’ olarak
kabul edilecegi bildirilse de, 2030 yilina kadar tiroid kanserinin, kolorektal kanserin
yerini alabilecegi, melanoma ve rahim kanserinin de sirasiyla en sik goriilen besinci ve
altinc1 kanser olacagi tahmin edilmekle birlikte akciger kanserinin bu siire zarfinda en
fazla oliime sebep olan kanser tiirli olmay: siirdiirecegi Ongiiriilmektedir [3]. Diinya
saghik orgiiti (WHO) 2050 yilinda insanlarin %16'sinin kanser hastas1 olacagini
ongormektedir [4].

Cerrahi alanda yasanan teknojik gelismelere ve yeni anti-tiimdr ilaglara ragmen
akciger kanserli hastalarda sag kalim oranlari uzun yillardir degismemektedir. Bu
nedenle, akciger kanserinde hiicre proliferasyonunun altinda yatan molekiiler, genetik
ve epigentik degisikliklerin arastirilmasi son derece 6nemlidir. Epigenetik ve genetik
degisiklikler uzun zamandan beri karsinogeneze sebep olan iki ayr1 mekanizma olarak
kabul edilmektedir. Hem genetik hem de epigenetik mekanizmalarda tiimor baskilayict
genlerin ve/veya onkogenlerin mutasyona ugramasi, fonksiyon kaybina veya kazancina
yol agarak anormal gen ekspresyonu sonucu kanser olusumuna neden olmaktadir [5].

Timoér olusumu baglayip ilerlerken genom boyunca DNA metilasyon kaybi



(hipometilasyon), CpG adaciklarinin promotér bdolgelerindeki metilasyon —artisi
(hipermetilasyon) ve histon modifikasyonlar1 gibi cesitli epigenetik degisiklikler
olmaktadir [5].

Akciger kanserinin erken ve dogru teshisi, hastaligin etkin tedavisi i¢in oldukga
onemlidir. Molekiiler yontemler ve analitik platformlardaki gelismeler sayesinde,
akciger kanseri teshisinde ¢ok sayida potansiyel biyobelirte¢ tanimlanmistir. Molekiiler
biyobelirtecler, akciger kanserinin erken ve invaziv olmayan bir evresinde hastaligin
seyrini, tedaviye yanitin1 izlemede ve tan1 koymada faydali olabilir, ancak bunlarin
higbiri heniiz klinik ortamda ilk tercih olarak kullanilamamaktadir. Son yillarda, viicut
stvilarinda farkli kanser tiirlerine ait biyobelirteglerin arastirilmasi oldukg¢a yaygin bir
metodolojidir. Yapilan c¢alismalar balgam, kan ve idrar Orneklerinin biyobelirteg
talebine cevap verebilecegini gostermistir [6]. Akciger kanserinin erken teshisi i¢in daha
giivenilir testlerin gelistirilmesi ve yeni biyobelirteclerin kesfi, hastalikta etkin tedaviye
cevabin artmasina, hasta konforunun saglanmasina ve saglik otoritelerinin daha

giivenlilir ve kanita dayali tedavi planlamalarina olanak saglayacag diisiiniilmektedir.

Kinesin ailesi tiyesi C1 (KIFC1/HSET), kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
saglayan hem premalin hem de malin lezyonlarda gbzlenen bir proteindir [7] . KIFC1
proteininin kanser hiicrelerinde ekstra sentrozomlarin kiimlenmesinde etkin rol aligi
bilinsede bunu hangi mekanizmalar tizerinden gergeklestirdigi gliniimiizde hala
belirsizdir [8]. Literatiirde akciger kanseri tanili tiimor/eslenik normal doku ve serum
orneklerinde KIFC1 gen ekspresyon ve metilasyon durumunu goésteren bir ¢alisma
mevcut degildir. Sentromer stabilitesi, hiicrede mitoz boliinme esnasinda metilasyon
mekanizmasi ile diizenlenebildiginden ve KIFC1 proteinin de sentromerler iizerinde
oldukga etkin bir protein oldugu gerceginden yola ¢ikarak akciger kanseri hastalarida
KIFC1 gen ekspresyon durumu ile metilasyon mekanizmasi arasindaki iligki arastirildi.
Ayrica ekspresyon artisi azalisin metilasyon mekanizmasi ile kontrol edilip edilmedigi
degerlendirildi. Akciger kanserli hastalara ait doku,eslenik normal doku ve serum ve
lenfositleri ile yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis kontrol lenfosit ve serumlarinda
metilasyon ve eksperesyon durumlari arasindaki iligski agiga cikarilip karsilagtirilarak
KIFCL1’in akciger kanserli hasta grubunda invaziv/non-invaziv biyomarker olup

olmayacagi degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

Kanser, diinya ¢apinda 6nde gelen ikinci 6liim nedenidir ve 2020'de tahmini 10
milyon 6liimden sorumludur. Diinya genelinde, her 6 6limden 1'i kansere baglidir
GLOBACAN ve TUIK verilerine gore Tiirkiye’de ise bu say1 5 dliimde 1°dir [9, 10].
2020 yili Tiirkiye kanser istatistiklerine gore 2018 yilindaki toplam kanser vaka sayisi
210.537°dir. Ulkemizde kanserden kaynakli oliimlerde ise total sayr 116.710’dur.
Kanser kaynakli 6liimler incelediginde ise % 28,9 oranla akciger kanseri en yiiksek

mortalite oranina sahiptir [11].

Akciger kanserinde 5 yillik sag kalim oranlari, teshis anindaki hastaligin
evresine bagl olarak %4-17 arasinda degismektedir [12]. Invaziv/non-invaziv
biyobelirteglerin gelistirilmesi, akciger kanserinin erken teshis olasiligini artirsa da,

akciger kanseri vakalari yalnizca %10-15'i erken evrede teshis edilebilmektedir [13].

Akciger kanserinde en Onemli etken tiitlin {rlinlerinin kullanimindan
kaynaklansada radon gazi, asbest, hava kirliligi ve kronik enfeksiyonlar akciger kanseri
olusumuna katkida bulunmaktadir [14]. Ayrica, ¢ok sayida kalitsal veya de-novo
mutasyonlar da akciger kanserine yatkinliga sebep olmaktadir [15].

Tiimdr olusumu, genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan ¢ok
asamal1 bir siirectir. Timor olusumu siiresince malign hiicreler hayatta kalabilmek i¢in
timor mikro-gevresine uyum saglayan gesitli 6zellikler kazanirlar. Kanserin hallmarks
olarak bilinen baslica ayirt edici 6zellikleri, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, metabolik
yeniden programlanma, tiimor anjiyogenezi, metastaz ve bagisiklik sisteminden kagist
olarak siralanabilir. Ayrica epigenomun bozulmasi da, insan kanserlerinin ayirt edici

Ozelligi olarak kabul edilmis ve tiimor patogenezi ile iligkilendirilmistir [16].

2.1. Epigenetik

Kanserin genetik mutasyonlarin birikimi sonucu ortaya ¢iktigi kabul edilsede
[17]; bu paradigma giiniimiizde epigenetik mekanizmalarinda kanserlerde yaygin olarak
etkin oldugu seklinde genisletilmistir [18, 19]. ‘Epigenetik’ terimi ilk defa 1942 yilinda
Conrad W. tarafindan DNA sekansinda bir degisiklik olmaksizin fenotipteki kalitsal
degisiklikleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. 2008 Cold Spring Harbor Epigenetigi

toplantisindan sonra ise daha kapsamli olarak ‘DNA sekansinda degisiklikler



olmaksizin kromozomdaki degisikliklerden kaynaklanan kalitsal bir fenotip’ olarak
tanimlanmstir [20]. Giiniimiizde ise epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin

gen ekspresyonundaki kalitsal degisikliklerin incelenmesini ifade etmektedir.

Epigenetik ve genetik degisiklikler uzun zamandir karsinogeneze dahil olan iki
ayr1 mekanizma olarak kabul gérmektedir. Tiim eksom dizileme caligmalar1 sonucunda
epigenomu kontrol eden genlerdeki inaktive edici birgcok mutasyonun kesfiyle
epigenetik mekanizmlarin kanser olusumunda etkileri daha net anlagilmistir. Epigenetik
diizenlemeler DNA metilasyonu, histon modifikasyonu (histonlarda kovalent
degisiklik), niikleozom konumlandirma (fiziksel degisiklikler) ve kodlamayan
RNA'larim (miRNA, siRNA) translasyon sonrasi gen diizenlemelerini icermektedir. Bu
metabolik siire¢lerin herhangi birinde meydana gelen bozukluklar , kanser olusumu,
gelisimi ve metastazinda rol oynayan anormal gen fonksiyonuna ve degisen gen

ekspresyonuna neden olmaktadir [21].

2.1.1. DNA Metilasyonu

Insan genomunda sitozin ile guanin niikeobazlarinin  bir araya gelerek
olusturduklar1 bolgeler CpG adaciklar1 olarak adlandirilmaktadir. CpG adaciklari, tiim
genomun %1°ni, gen ifadesini diizenleyen promotor bolgelerin ise yaklasik %50'sini
olugturmaktadir [22]. CpG adaciklart DNA’nin (genin) baslangi¢ bolgeleri olarak
bilinen promotdr bolgelerinde normalden fazla yerlesim gostermektedir. CpG
adaciklarinin gorevi bir nevi genin  baslangic noktasini belirleyerek, DNA’ya

baglanacak molekiil i¢in tanima bdlgesi olusturmaktir [23].

Metilasyon, DNA promotor bélgelerinde bulunan CpG (C;sitozin-P;fosfat-
G;Guanin) adaciklarindaki Sitozin bazinin 5 numarali karbonuna kimyasal olarak metil
grubunun eklendigi epigenetik bir mekanizmadir [24]. Sitozin bazinin 5 numarali

karbonuna metil grubunu veren S-Adenozil Metiyonin (SAM

)’dir. CpG adaciklarina metil gurubu ekleyen enzim ise DNA metiltransferaz
(DNMT)’lardir [25].

Memeli genomunda, DNA metilasyonu, kanserle iligkili ilk epigenetik belirteg
olarak kabul gérmektedir. Tiimor siipresér genlerin hipermetilasyonu, onkogenler ve
retrotranspozonlarin hipometilasyonu tiimoér olusumu ve gelisimine sebep olan

epigenetik mekanizmalardir [26]. DNA metilasyonu hiicrelerde gen ekspresyonunun



diizenlenmesi, mitoz bdliinme esnasinda sentromer stabilitesi ve kromozom ayrimi, X-
kromozomu inaktivasyonu mekanzimasinda [27] ve imprint genlerin monoalelik
susturulmasinda oldukga Onemli rollere sahiptir [28]. Tim bu etkileri gz Oniine
alindiginda metilasyon mekanizmalar1 kanser olusum ve gelismesinde oldukga etkili

olan epigenetik olaylardir.

2.1.1.1. DNA Hipermetilayonu

DNA hipermetilasyonu DNA promotdr bolgelerinde bulunan CpG
adaciklarindaki sitozin bazina metil grubu eklenmesidir ve tiimor-spesfiktir[29-32].CpG
adaciklarminin hipermetilasyonu ile gen ekspresyonu susturulabilmekte, hiicre dongiisii,

farklilasmasi, sinyalizasyonu,ve apoptoz olaylar1 diizenlenebilmektedir [33].

Tiimor supresor genlerin (TSG) hipermetilasyonu kanser olusumunda oldukga
etkili bir mekanizmadir. Tiimor supresor genler hiicrelerde biiylime, ¢ogalma ve
apoptoz gibi birgok fizyolojik siireci diizenlemektedir. Ayrica, transkripsiyon
faktorlerini, adezyon molekiillerini, anjiyogenez ve DNA tamir mekanizmalarinda rol
alan proteinler ile hiicre dongiisiinii diizenleyen siklin bagimli kinaz inhibitorleri ve
GTP-az molekiillerini kodlamaktadirlar [21, 34, 35].

Kanserde, timor supresor Ozellige  sahip genlerin ekspreyonu promotor
bolgelerindeki CpG adaciklarinin  metillenmesiyle  baskilanmaktadir [36]. Timor
supresor genlerin epigenetik olarak susturulmasi, karsinogenezin erken evrelerinde
meydana gelmektedir. Benign tiimorlerde ve erken neoplastik siireglerde de tiimor
supresor gen ekspresyonu epigenetik olarak baskilanabilmektedir [26]. DNA tamir
mekanzimasinda rol alan genlerin promotor bolgelerindeki hipermetilasyon ile DNA
hasart onarim siirecini engellenmekte ve genetik kararsizlik ortaya ¢ikmaktadir.
Hiicrede genetik kararsizligin birikmesi  karsinogenezi baslatmaktadir [21, 37].
Ornegin, CDKN2A geninin akciger kanseri alt tiplerinde hiper metile oldugu tespit
edilmistir [33].

2.1.1.2. DNA Hipometilasyonu
DNA hipometilasyonu, DNA’nin metil kaybidir. Hipometilasyon, SINE veya
LINE gibi tekrarlayan dizilerin ve retrotranspozonlarin hipometilasyonu ile olusan

mikrosatellit intsabilitesi; onkogenlerin hipometilasyon ile asir1 ekspresyonu; ve loss of



imprinting (LOI) olmak flizere ii¢ molekiiler mekanizma ile karsinogeneze Yol
acmaktadir [38].

2.1.2. Histon Modifikasyonu

DNA yaklasik 146 baz ¢ifti halinde histon proteinlerinin etrafina sarilmaktadir
[39]. Histon modifikasyonlari(asetilasyon ve metilasyon) ile gen aktivitesi
diizenlenmektedir. Histon asetilasyonu ile gen ekspresyonu aktive edilirken, histon
metilasyonu ile inakitve edilmektedir [40]. Histon asetiltransferaz histonlar
asetilleyerek transkripsiyonel ifadeyi aktive ederken ve histon deasetiltransferazlar
deasetilasyon mekanizmas1 ile gen ifadesini baskilamaktadir [41]. Histon
modifikasyonlaru, yalnizca DNA’nin transkripsiyon, onarim ve replikasyon
diizenlenmesinde degil, ayn1 zamanda kromatin yapisini ve stabilitesini diizenlemesinde
de rol oynadigindan [42] kromatin diizenlemesinde rol alan genlerin  malign
transformasyon sirasinda degisime ugramasi sasirtict degildir. Akciger kanserinde
SETDBL1 ile UTXJMJD3 histon modifikasyonundan sorumlu genlerde mutasyonlar
tespit edilmistir [43].

2.1.3. miRNA Regiilasyonu

miRNA'lar hedef mRNA'ya baglanip translasyonu etkileyerek gen ifadesini
kontrol etmektedirler. miRNA'lar hiicre gelisimi, farklilagmasi, dongiisii ve apoptoz
mekanizmalarinda rol oynamaktadir. Ayrica diyabet, immiin veya nodrodejeneratif
bozukluklar ve kanser gibi g¢esitli biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde de yer alirlar
[44]. miRNA'lar insan genonumdan yer alan protein kodlayan genlerin yaklasik %
30'unun islevini diizenlemektedir [45]. Saglikli bir hiicrede miRNA’nin fonksiyon kaybi
malign donisiimi baslattiginda, o miRNA’nin tiimor baskilayici olarak gorev yaptigi
anlasilmaktadir. Bir miRNA'nin fonksiyon kaybi nedenleri ise, genomik delesyon,
mutasyon, epigenetik susturma olarak siralanabilir [46].

miRNA'larin %50’si CpG adaciklari ile iliskilidir. Bu 6zelliklerinden dolay:
miRNA'lar epigenetik degisikliklere yatkin hale gelmektedirler [47]. Literatiirde,
miRNA'larin epigenetik olarak diizenlendigi de ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir [48].
miRNA'larin hiicre ve tdmédre 6zgii oldugu belirlenmistir. Ornegin, Let-7a-3 meme

kanserinde asir1 oranda metile iken aksine akciger tiimorlerinde hipometiledir [49].



2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) ve Kiigiik Hiicre Dis1
Akciger Kanseri (KHDAK) olmak iizere iki ana gruba ayrilir [50]. KHAK'lar genel
olarak sigaradan kaynaklanan agresif akciger tiimdrleridir. Akciger kanserlerinin %15-
20'si KHAK ’lardir. KHDAK lar ise kendi arasinda akciger adenokarsinomu (AAD),
akciger skuamoz hiicreli karsinom,biiyiik hiicreli karsinom ve bronsiyal karsinoid timoér
olmak tizere dort alt tipe ayrilir. Bunlar arasinda akciger adenokarsinomu, KHDAK 'nin
en yaygm alt tipidir ve en sik gorilen primer akciger timoridir. Akciger
adenokarsinomu siklikla sigara igmeyen kadinlarda ortaya ¢ikar [50, 51]. Kiigiik hiicreli
karsinomlar kotii diferansiye ve yiiksek gradli noroendokrin tiimorler olup, oldukga
agresiflerdir [52]. Erken evrede metastaz ile karakterizedir ve hastalarin yarisindan
fazlast ileri evrede teshis edilir [53]. KHAK'1 hastalarda immiinosupresif durum,
prognozu etkileyebilir [54].Adenokarsinom, akciger kanserinin en yaygin histolojik

tipidir ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinin %40'1indan fazlasini olusturur [55].

2.2.1. Akciger Anatomisi

Akcigerler, plevral kese ise sarilmis ve gogiis boslugunun her iki tarafina
yerlesmis koni seklindeki organlardir. Sag akciger daha biiyiik ve ili¢ lob icermektedir.
Daha kiigiik olan sol akciger iki lobdan olusmaktadir. Akcigerler iki adet primer
bronstan olusur ve bronglar giderek daha da kiigiilen bronslara ayrilir ve terminal dallari
bronsiyol olarak adlandirilmaktadir. Bronsiyol epiteli 4 adet hiicre tipini igermektedir.
Bunlar; silyali kiibik(izosilindirk) epitel hiicre, silyasiz (prizmatik) Clara hiicresi,
firgams1 kenarli Brush hiicreleri ile kiigiik graniiler hiicrelerdir. Bronsiyollerin baslangig
kisimlarinda epitel ¢ok katli prizmatik epiteldir. Terminal u¢ kisimlari ise tek katl titrek
tiylii prizmatik veya kiibik epitel ile doselidir. [56]. Akciger kanserleri farkili hiicreler
ve bolgelerdeki hiicrelerden koken aldigr Sekil 2-1’de gosterilmistir.
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Sekil 2-1. Akciger Anatomisi ve Dort Ana Akciger Kanser Tiiriiniin Koken Aldigi Bolgeler
[57].

2.2.2. Akciger Kanserinin Orijin Hiicreleri

Akciger hava yollart ve alveoller olmak tizere iki farkli anatomik kisimdan
olugmaktadir. Hava yollarindaki bazal epitel hiicreleri silyali, ndroendokrin ve kuliip
hiicrelerine farklilasabilmektedir [57, 58]. Bazal hiicreler, skuamoz hiicreli karsinomun
orijin hiicresi olarak kabul edilir. Silyali hiicreler, akciger hava yolunda baskin hiicre
tipidir. Bu hiicreler, sillerini koordineli bir sekilde atarak [59] akcigeri eksojen
elementlerden temizler [60]. Silyali hiicreler ayn1 zamanda hava yollarinin kemosensor
ve mekanosensorleridir [61, 62]. Silyali hiicreler, akcigerdeki en farkli hiicre tipi oldugu
diistiniilmektedir. Displazi gosterebilir ve daha sonra sillerini kaybederek akciger
adenokarsinomuna doniisebilmektedirler. Bu hiicre tipi daha sonra pulmoner AAD'nin
oncii lezyonu olan genislemis ¢ekirdekli mukus kolumnar hiicreler haline de gelebilir
[63]. Ayrica akcigerin silyali hiicreleri mukonodiiler papiller tiimori gibi diger nadir
tiimorlere de doniisebilir [64] .

Pulmoner noroendokrin hiicreler (PNEH) bronsiyol epitel hiicrelerdir [65].
Akciger hava yollarindaki mekanik gerilme, hipoksi veya hiperkarbi gibi birgok farkli
kosullara yanit olusturmada etkindirler. Noropeptitler araciligiyla akcigerdeki bagisiklik
cevabi aktive ederler [66]. Akciger hasar1 sirasinda, PNEH'ler kuliip ve silyal1 hiicreleri

olusturabilir [67]. PNEH'ler biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom ile ve pulmoner



karsinoid tiimorler olmak tizere farkli timor tiplerinin orjin hiicreleri olabilir. Ancak,
AAD'ye de doniisebilirler [68].

Kuliip hiicreleri, akcigerin biiyiik ve kii¢iik bronsiyollerine yayilmis olan kiiboid
hiicrelerdir. Bronsiyolleri kaplayan bilesenleri salgilarlar ve distal solunum yollarindaki
salgi icerigini diizenlerler. Kuliip hiicreleri, endoplazmik retikulumlarinda bulunan
sitokrom p450 enzimleri araciligiyla akcigerin detoksifikasyonunda rol oynar ve
kendilerini yenileyebilirler. Ayrica siliyer, kadeh ve alveolar tip 2 (AT2) hiicrelerin
onciistidiirler [69]. Kuliip hiicrelerinin KRAS mutasyonlarinda hayatta kaldigi ve AAD'a
yol agabilecegi bilinmektedir [70].

Goblet hiicreleri, solunum yolu yiizeyinde, solunan partikiillerin ve
mikroorganizmalarin yakalanmasi ve taginmasini saglayan misinleri salgilar [71].
Literatiirde yiiksek miisin seviyeleri AAD agresifligi ile iliskilendirilmistir [72].
Bununla birlikte, goblet hiicreleri nadir olarak AAD’a sebep olmaktadir [73, 74].

Hava yollar1 ve alveolar bosluk arasindaki bdlge bronsioalveolar kanal bileskesi
olarak adlandirilmaktadir. Bu kanal hem hava yolu hem de alveolar hiicrelere
dontigebilen bronsioalveolar kok hiicrelerini igerir [75]. KRAS mutasyonlarinda, bu
hiicreler brongioalveolar kanal bileskesinde cogalir ve potansiyel olarak AAD
olusumuna katkida bulunurlar [76, 77] .

Alveolar boslukta, alveollerdeki ylizey gerilimini azaltarak ¢okmelerini 6nleyen
alveollere pulmoner siirfaktan saglayan AT2 progenitor hiicreleri bulunmaktadir. AT2
hiicreleri kendini yenileyebilir ve hava-kan bariyerinin bir parcasi olan 6zel bir epitel
hiicresi tiirii olan alveolar tip 1 (AT1) hiicrelerini olusturabilir. AT2 hiicreleri, AAD'daki
en iyi karakterize edilmis hiicrelerden biridir [78, 79].

Ozetle akciger kanseri, farkli akciger epitel hiicrelerinden koken alir.
Bronsiyolar epitel hiicreleri, bronsioalveolar kanali1 ve alveolar boslugu kaplar. PNEH
epitel hiicreleri kii¢iik hiicreli akciger karsinomu ve biiyiik hiicreli akciger karsinom
olusumunda temel hiicrelerdir. Bazal hiicreler, kuliip hiicreleri ve AT2 hiicreleri ise
skuamdz hiicreli  karsinomaya yol agabilirler. AT2 hiicreleri, genellikle akciger
adenokarsinomunun koken aldigi hiicreler olup silyali hiicreler, goblet hiicreleri ve
bronsioalveolar kok hiicreleri de akciger adenokarsinomuna yol agabilmektedir. AT1
hiicrelerinin ise akciger kanseri gelisimine katki saglayabilecek hiicre olduguna dair bir

kanit yoktur [80]. Akciger kanseri orijinleri Sekil 2-2°de gosterilmistir.
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Sekil 2-2. Akciger Kanserinin Orijin Hiicreleri [81].

2.2.3. Akciger Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Normal saglikli bir akciger hiicresinin, malign akciger kanseri fenotipine

doniisiimii ¢ok asamali bir dizi genetik ve epigenetik degisiklik sonucu olmaktadir.
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Hiperplazi, metaplazi, displazi ve karsinoma in situ (CIS) gibi morfolojik anormallikler,
invaziv kanserlerden onceki asamalardir. Kronik inflamasyon ve mekanik travma
sonucu genellikle brons epitel hiperplazisi ve skuamoéz metaplazisi gibi reaktif
degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir. Displazi ve karsinoma in situ, akcigerin skuamoz
hiicreli karsinomundan 6nce olusan premalign degisikliklerdir [82-84].

Akcigerlerde meydana gelen epigenetik degisiklikler DNA  yapisinin
bozulmasina ve sonraki mutasyonlara daha fazla duyarli hale gelmesine yol agar. Hiicre
dongiistinii diizenleyen protoonkogenler ve timor baskilayici genleri ile DNA hasar
onarim Mmekanizmalarindaki mutasyonlarla olusan neoplastik siire¢ nedeniyle hiicre
boliinme mekanizmalari bozulmaktadir. Ayrica, biiylime faktorlerinin  artan
ekspresyonu, siirekli anjiyogenez, anti-apoptotik ve pro-apoptotik gen mutasyonlar: ile
apoptozdan kaginma, siirsiz replikasyon potansiyeli, doku invazyonu ve metastaz gibi
diger degisiklikler de tiimér ilerlemesinde rol oynarlar [85].

Kanserin ilk olusumu, kanser hiicrelerinde meydana gelen somatik degisiklikler
veya ‘vuruslar’ ile ortaya cikmaktadir [86]. Brons epitelinde meydana gelen ilk
molekiiler degisiklik mikrosatellit degisiklikleridir. Mikrosatellit degisiklikleri, kiigiik
tekrarlayan DNA dizilerinin uzamasi (extensions) veya silinmesidir(deletions).
Mikrosatelit instabilite (MSI, alel kaymasi) veya normal olarak mevcut bir alelin
yoklugu olan heterozigotluk kaybi (LOH) seklinde gerceklesmektedir. Bir hiicrenin
kansere doniismesi igin minimum {i¢ veya daha fazla genomik degisiklik gerekirken,
timor ilerlemesi ve metastaz lezyonlar1 i¢in daha fazla DNA degisikliklerine ihtiyag
duyulur. Displazi evresinde siklikla saptanan molekiiler degisiklikler zamanlama
acisindan orta evre degisiklikleri, CIS veya invaziv evrelerde saptanan degisiklikler gec
evre degisiklikleri olarak adlandirilir. Displazi asamasinda ayrica DNA metilasyonu
gerceklesmektedir [82, 87, 88]. Akciger kanseri olusum asamalari Sekil 2-3’de

gosterilmistir.
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Sekil 2-3. Akciger Kanserinin Olusum Asamalar [82].

Mutasyonlar, akciger kanseri gelisiminde siklikla meydana gelir. Bu
mutasyonlarin saptanmasi, hastaligin hem teshis hem de tedavi asamalarinda 6nem tasir.
Kanser hiicrelerine biiyiime avantaji saglayan bu mutasyonlar siiriicii (driver)
mutasyonlar olarak adlandirilir. Karsinogeneze sebep olan siiriicii mutasyonlarin sayisi
simurhidir. Birgok solid tiimor, 40 ila 150 adet sessiz olmayan mutasyona (non-silent)
sahiptir. Bu non-silent mutasyonlarin ¢ogu, malign fenotipe katkida bulunmayan yolcu
(passenger) mutasyonlar olarak kabul edilir. Genomik degisiklikler, DNA'nin yeniden
diizenlenmesini (rearrangements) kapsar. Bunlar, nokta mutasyonlari olarak bilinen tek
niikleotid varyantlar1 ile amplifikasyonlar, delesyonlar, inversiyonlar ve
translokasyonlardir [86, 89, 90]. Akciger kanseri olusumu sirasinda meydana gelen
genomik degisikliler ise genellikle nokta mutasyonlari (missens ve nonsense
mutasyonlar, g¢erceve kaymasi), yeniden diizenlenme (transversiyon transition ve
somatik kopya sayisi farkliliklar) degisiklikleridir [91]. Akciger kanseri birgok genetik
anormalik igerebilir [92]. 2015 WHO ‘ya gore akciger kanseri alt tiplerinde

tanimlanmis 6nemli degisiklikler Tablo 2-1’de verilmistir.
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Tablo 2-1. Diinya Saghk Orgiitii (WHO)’ya gore Akciger Kanserinde Géoriilen Onemli
Genetik Degisiklikler [93].

Mutasyon Ié:ﬁ;l;:niicreli Adenokarsinom SKl;l;leil:]lgrzn Hiicreli
BRAF 0 pr= s
EGFR

Beyaz Irk <1 10-20 <5
Asyalilar <5 35-45 <1
ERBB2/HER2 0 <5 0
KRAS

Beyaz Irk <1 15-35 <5
Asyalilar <1 5-10 <5
PIK3CA <5 <5 515
RB >90 515 515
TP53 >90 30-40 50-80
Amplifikasyon

EGFR <1 5-10 10
ERBB2/HER2 <1 <5 <1

MET <1 <5 s

MYC 20-30 5-10 5-10

FGFR1 <1 <5 1525

GenYeniden Diizenlenmesi

ALK 0 5 <1
RET 0 1-2 0
ROS1 0 1-2 0
NTRK1 0 1-2 0
NRG1 0 <1 0

2.2.4. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Kanser yiikiiniin 2050 yilina kadar iki katina ¢ikacagi ve akciger kanserinin ilk
sirada olacagi tahmin edilmektedir [94]. GLOBOCAN 2020 verilerine gore hem kadin
hem erkeklerde en sik goriilen ve fazla mortaliteye sebep olan 10 kanser tiirii Sekil 2-4

ve Sekil 2-5’de gosterilmistir.
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Sekil 2-4. GLOBOCAN 2020 Verileri Diinya Geneli Hem Kadin Hem Erkeklerde En Sik
Goriilen Kanser Tiirleri [1].

Mortalite
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Sekil 2-5. GLOBOCAN 2020 Verileri Diinya Geneli Hem Kadin Hem Erkeklerde Kanser
Kaynakli Mortalite Oranlari [1].

Ulkeler arasinda akciger kanseri insidansi ve demografik dagilim &nemli
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliklarin tiitiin kullanim oranlar1 ve ekonomik
gelisimle baglantili oldugu kaydedilmistir [95]. Ulkemizde ve tiim diinyada erkeklerde
en fazla goriilen akciger kanseri iken; Tiirkiye’de kadinlarda en sik goriilen dordiincii
kanser akciger kanseridir [96]. Kanser istatistiklerine gore Cin, Endonezya, Dogu

Avrupa ve Afrika'nin Kuzey ve Giliney bdlgelerinde sigara igme prevalansinin son



zamanlarda artmasiyla birlikte bu bolgelerde akciger kanseri insidansi artmistir [14].
Erkeklerde en yiiksek akciger kanseri insidans oranlari Orta ve Dogu Avrupa'da
goriilmektedir. Bat1 Afrika'da ise diisiik insidans oranlar1 goériilmektedir. Kadinlarda,
insidans oranlar1 genellikle daha disiiktiir ve cografi dagilimi erkeklerden biraz
farklidir. Bu da esas olarak tiitiin igiciligine farkli tarihsel maruziyetten
kaynaklanmaktadir. Boylece, en yiiksek oran Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa'da,
nispeten yiiksek oran Dogu Asya'da ve en diisiik oranlar yine Bati ve Orta Afrika'da
goriilmektedir [97]. Tirkiye Birlesik Veri Tabanmi, 2017 ve GLOBOCAN 2020
istatistiklerine gore erkeklerde ve kadinlarda en fazla goriilen kanserler sirasiyla Tablo
2-1 ve Tablo 2-2’de gosterilmistir.

Tablo 2-2. Tiirkiye Birlesik Veri Tabam, 2017 ve GLOBOCAN 2020 Istatistiklerine Gore
Erkeklerde En Fazla Goriilen Kanser Tiirleri [98] .

Tiirkiye Diinya Bat1 Asya Orta Dogu ve Avrupa ABD
1 Akciger Akciger Akciger Akciger Prostat
2  Prostat Prostat Prostat Prostat Akciger
3 Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4 Mesane Mide Mesane Mide Mesane
5 Mide Karaciger Mide Mesane Deri Melanomu

Tablo 2-3. Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2017 ve GLOBOCAN 2020 istatistiklerine Gore
Tiirkiye’de Kadinlarda En Fazla Goriilen Kanser Tiirleri [98].

Tirkiye Diinya Bat1 Asya Orta Dogu ve Avrupa AB.D
1 Meme Meme Meme Meme Meme
2 Tiroit Kolorektal Tiroit Kolorektal Akciger
3 Kolorektal Akciger Kolorektal Uterus Korpusu Kolorektal
4 Akciger Utesrus serviksi  Akciger Akciger Uterus Korpusu
5 Uterus Korpusu Tiroit Uterus Korpusu  Uterus serviksi Deri Melanomu

Bat1 iilkelerindeki akciger kanserlerinin yaklagik %10-15' ise hi¢ sigara
kullanmamuis kisilerde goriilmektedir. Bunun sebepleri arasinda pasif i¢icilik, radon ve

hava kirliligi maruziyeti ile genetik faktorlerin etkili oldugu ¢aligmalarla gosterilmistir
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[99]. Kistikfibroz, Alfa-1 antitripsin  eksikligi, Birt-Hogg-Dubé, Lenfanjio
leiomyomatozis, Pulmoner fibroz hastaliklarinin da akciger kanseri gelistirme riski ile

iliskisi oldugu literatiirde belirtilmistir [15].

Siirveyans Epidemiyoloji Sonug verilerine gore akciger kanseri 5 yillik sagkalim
orani 2011'de % 15,6’iken ve 2019'da bu oran %19,4 olarak belirlenmistir [100]. Sag
kalimdaki bu iyilesmeyi saglayan faktorler arasinda tiitiin kullaniminda azalma, artan
torakoskopik ameliyatlar ve erken evre hastalik i¢in stereotaktik radyasyon ve ileri evre

hastalik i¢in de hedefe yonelik ve immiinolojik tedaviler yer almaktadir [101, 102].

Akciger kanseri insidanst ve mortalitesi kadinlarda erkeklere goére daha
diistiktiir. Bunun nedenleri arasinda ilk olarak akciger kanseri teshisi konan kadinlarin
demografik dzelliklerinin erkeklerden farkli olmasidir. Ikinci olarak kadinlarin daha
genc yasta akciger kanseri teshisi almasi, sigara igme oranlarinin erkeklerden daha
diistik olmasi ve kadinlarda adenokarsinom teshisi konma olasiliginin daha yiiksek
olmasidir [103]. Ancak, mevcut egilimlerin devam etmesi durumunda 2045'te
kadinlarda akciger kanserinden Oliimlerinin sayisinin erkeklerden daha fazla olacagi

ongoriilmektedir [104].

Akciger kanseri en ¢ok 70 yas ve lizeri kadin ve erkeklerde goriilmekteyken, 40
yas ve listli erkeklerde ve 60 yas ve {istli kadinlarda kansere bagli oliimlerin en sik
nedenidir [101]. Akciger kanseri tanisinda ortalama medyan yas 70 iken, akciger

kanserinden 6liimde ortalama median yas 72'dir [105].

2.2.5. Akciger Kanseri Etiyolojisi
Akciger kanseri olusumuna sebep olan bir¢ok risk faktdrii bulunmaktadir. Son
zamanlardaki epidemik arastirmalar, akciger kanseri insidansindaki artigindan tiitiin
kullanimi, radon maruziyeti, i¢ ve dig hava kirliligi, zararli mesleki maruziyetler,
kalitsal yatkinlik, radyasyona maruz kalma ve dengesiz beslenmenin sorumlu oldugu

bulunmustur [97].

Akciger kanseri cinsiyete gore farklilik gostermektedir. Diinya capinda artan
akciger kanseri yiikii daha ¢ok erkek akciger kanseri vakalarindan kaynaklansa da, ¢ogu
tilkede kadinlarda artan bir insidans gozlemlenmektedir [14]. Meme kanseri tiim
diinyada kadinlarda kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedeni olmasina ragmen [106],

akciger kanseri, Kuzey Amerika, Kuzey/Bat1 Avrupa, Avustralya ve Yeni Zelanda dahil
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olmak iizere bircok bolgede kadinlarda kansere bagl oliimlerin 6dnde gelen nedenidir.
Bu boélgelerdeki yliksek 6liim oranlarinin sebebi olarak yerel sigara icme aligkanliklart
gosterilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii, diinya genelinde tahmini erkeklerin %48'inin ve
kadinlarin %10'unun sigara kullandigin1 vurgulamistir. Tiitiin kullanim oranlariin diigiik
oldugu Cinli kadinlarda ise sigara icme prevalansimin daha diisiik olmasimna ragmen
akciger kanseri orani bir¢ok Avrupa lilkesindekiyle benzerdir. Bu durumun komiir,
1sinma veya yemek pisirmeden kaynaklanan dumanin solunmasiyla iliskili olabilecegi

varsayllmaktadir [14].

Tiitiin  kullanim1, akciger kanserine sebep olan agik ara en Onemli risk
faktoriidiir. Diinya’da akciger kanseri vakalarinin erkeklerde %80', kadinlarda ise
%50'si sigaradan kaynaklanmaktadir [107]. Sigara icenlerde akciger kanseri riski, uzun
yillar boyunca sigara icilmesiyle birlikte artar. Akciger kanserinde sigara i¢me

sliresinin, glinliik i¢ilen sigara miktarindan daha etkili oldugu bildirilmistir [108] .

Pasif igicilikte akciger kanseri riskini arttirmaktadir. Sigara igmeyen akciger
kanserlerinin en az %]17'si ¢ocukluk ve ergenlik doneminde yiiksek diizeyde sigara
dumanina maruziyetten kaynaklandig bildirilmistir [109]. Diinya ¢apindaki tiim akciger
kanseri vakalarinin %25'1 hi¢ sigara i¢gmeyen bireylerde goriilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde yapilan arastirmaya gore akciger kanserinin kadinlarda %19'u ve
erkeklerde ise %9'u sigara igmeyenlerde goriilmektedir [110]. Giiney Asya iilkelerinde
ise akciger kanseri tanili kadinlarin ise %80 kadarinin hi¢ sigara i¢medigi rapor

edilimigtir [111].

Iklim degisikligi ve hizla ilerleyen sanayilesme sonucu artan hava kirliligi cesitli
kanserlere sebep olmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar, hava kirliliginin, sigaradan
bagimsiz olarak artan akciger kanseri riski ve mortalitesi iliskili oldugunu belirtmistir
[112]. Diinya genelinde 6nemli bir sorun kaynagi olan hava kirlilignden dolay1 olusan
partikiil, kiikiirt dioksit ve duman kansere sebep olan etmenler arasinda yer almaktadir.
Fabrikalar ve otomobillerin neden oldugu kirli hava, yemek dumanlarina veya i¢ mekan
dekorasyonundan kaynaklanan formaldehitlere uzun siire maruz kalma akciger kanseri
riskini yliksek oranda arttirmaktadir [113]. Ara¢ egzozundan g¢ikan nitrik oksit ve
nitrojen dioksit gibi kimyasal maddeler de kanserojenik etki gostermektedir [113].

Diinya c¢apinda yaklasik 3 milyar insan, enerji kayna@i olarak kati yakitlar
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kullanmaktadir. Cin'de evlerde komiiriin yemek pisirme amaciyla kullaniimasinin

akciger kanseri riskini arttirdigi bilinmektedir [114].

Radon, akciger kanserinin sigaradan sonra ikinci en yaygin nedenidir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik 20.000 akciger kanseri 6liimiiniin radonla ilgili
oldugu bildirilmistir [115]. Radon, uranyumun bozunma serisindeki radyumdan dogal
olarak iiretilen bir soy gazdir [116]. Artan akciger kanseri riskine neden olan etiyolojik
faktorlerin baslangigta tozla iligkili pnomokonyoz, arsenik veya kobalt oldugu
diisiiniilse de, gergek kanserojenler, basta radon ve onun bozunma iiriinleri olmak tizere
radyoaktif maddelerdir. Avrupa, Kuzey Amerika ve Cin'de yiiriitilen {i¢ kohort
calismasi, kronik olarak radona maruz kalmanin akciger kanseri olusumuna katkida

bulundugunu gostermistir [117].

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi, akciger kanserine sebep olan 12 adet
mesleki ajan belirlemistir. Bunlar aliiminyum , arsenik, asbest, bis-klorometil eter,
berilyum, kadmiyum, alti degerlikli krom, kok komiirii ve dumanlari, kristal silika,
nikel, radon ve kurumdur [118]. Asbest, iyi bilinen mesleki bir kanserojendir ve dogal
olarak olusan silikat minerallerinin ¢esitli formlarini1 igerir. Yiiksek diizeyde asbeste
maruz kalmak akciger kanserine ve mezotelyomaya neden olabilir [119]. Diinya
capinda erkekler arasinda akciger kanseri 6liimlerinin %10'unun ve kadinlar arasinda
%5'inin mesleki kanserojenlere, yani asbest, arsenik, berilyum, kadmiyum, krom, nikel,

silika ve dizel dumanlarina maruz kalmaya bagli olabilecegi tahmin edilmektedir [120].

Akciger kanserinin patogenezinde genetik faktorler de etkilidir [107]. Ailede
kanser oykiisii, 0zellikle erken yasta akciger kanserine yakalanan aile iiyelerinin varligi
akciger kanseri riskini arttirmaktadir [121, 122]. Ailesinde akciger kanseri dykiisii olan
ve sigara igen kisilerde ise akciger kanseri riski iki kat daha fazladir [123]. Akciger
kanseri gelisiminden sorumlu en yaygin genetik mutasyonlar, kiigiik hiicreli akciger
kanseri igin MYC, BCL2 ve TP53 genlerinde ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri igin
EGFR, KRAS ve p16 genlerinde goriilmektedir [124, 125].

Epidemiyolojik ¢aligmalar ile yliksek dozda radyasyona maruz kalmanin akciger
kanseri ile iligkili oldugu belirlenmistir. Akciger kanserine sebep olan iki tiir radyasyon
tamimlanmistir. Bunlar: diisiik lineer enerji transfer radyasyonu olan X ve Gamma

isinlart ile yiiksek lineer enerji transfer radyasyonlari olan nétronlar ve radondur.
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Bununla birlikte, diisiikk doz radyasyonun akciger ile ilgili olup olmadig1 giiniimiizde

hala belirsizligini korumaktadir [126].

Beslenme aliskanliklar1 da kanser olusumunda etkilidir. Retinol ve beta-karoten
gibi antikanserojenik aktiviteye sahip oldugu diisliniilen mikrobesinlerin ozellikle
meyve ve sebzelerde yaygin oldugu bildirilmistir [127, 128]. Kirmiz1 et, siit {irlinleri,
doymus yaglar ve lipidler gibi belirli diyet 6gelerinin akciger kanseri riskini artirdigi
One siirtilmistiir. Bir meta-analiz, yiiksek kirmiz et tiiketiminin akciger kanseri riskinde

onemli (% 24) bir oranda arttirdigi bulunmustur [129].

Kronik akciger hastaliklari, akciger kanserine sebep olan etiyolojik faktorler
arasinda yer almaktadir. Ozellikle erkeklerde kronik obstriiktif akciger hastaligi
(KOAH) ile akciger kanseri arasinda gii¢lii bir iliski vardir [130]. Ayrica Alfal-
antitripsin eksikligi olanlarda akciger kanseri riskinin iki kat daha fazla oldugu
bildirilmistir. Interstisyel fibrozisli hastalarda da akciger kanseri riskinin 8,25 kat olacak
sekilde belirgin bir sekilde arttig bildirilmistir [131]. Diger fibrozan hastaliklardan olan
asbestoz ve skleroderma hastaliklarininda artan akciger kanseri ile iliskisi literatiirde
bildirilmistir [132].

Akciger kanseri etiyolojik faktorleri arasinda viral enfeksiyonlar da vardir.
Brongiyal skuamoz hiicre lezyonlarinda tespit edilen insan papilloma viriisii (HPV)
akciger kanseri igin potansiyel bir risk faktoriidiir [133]. Asya kohortlarinda, 6zellikle
sigara igmeyen akciger kanseri vakalarinda yiiksek oranda HPV DNA insidansi
bildirilmistir; ancak, Bat1 Avrupa'daki ¢alismalar, akciger kanserinde HPV'nin etiyolojik
etkisini gostermemistir [134]. Kanser Genom Atlas verilerine gore, akciger kanseri
doku orneklerinin %21’inde, eslenik normal dokuya kiyasla daha fazla viral diziler

bulundugunu bildirmistir [135].

2.2.6. Akciger Kanseri Histopatolojisi
Akciger kanserinin patofizyolojisi olduk¢a karmasiktir. Sigara dumani gibi
kanserojenlere siirekli olarak maruz kalmak akciger epitelinde displaziye yol agar.
Karsinojenlere maruziyet devam ettikce, genetik mutasyonlar ortaya ¢ikarak birikmekte
ve protein sentezini etkilemektedir. Boylece hiicre dongiisii bozularak karsinogenez

olusumu baslamaktadir [136].
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Akciger kanserlerinin histopatolojik siniflandirmasi, akciger kanserlerinin teshis
ve tedavisinin Onemli bir pargast olan hiicresel ve molekiiler alt tiplerine gore
yapilmaktadir. 2021 Diinya Saglik Orgiitii akciger tiimérleri siniflandirma sistemi,

akciger kanserlerini:

1. Oncii glandiiler lezyonlar,

2. Adenokarsinomlar,

3. Adenoskuamozkarsinomlar,

4. Skuamo6z oncii lezyonlar,

5. Skuamoz hiicreli karsinomlar,

6. Biiyiik hiicreli karsinomlar,

7. Sarkomatoid karsinomlar,

8. Akciger noroendokrin neoplazmalar,

9. Tukiirik bezi tipi tiimorleri,

10. Noroendokrin tiimérler,

11. Noroendokrin karsinomlar,

12. Diger Epitel Tiimorler olarak gruplandirilmaktadir [98].
2.2.6.1. Oncii Glandiiler Lezyonlar

Oncii  glandiiler lezyonlar arasinda atipik adenomatdz hiperplazi ve
adenokarsinoma in situ bulunur. AAH, akciger adenokarsinomu igin preinvaziv bir
lezyondur ve genellikle 5 mm veya daha kiigiiktiir. Adenokarsinoma in situ ise miisinéz
veya non-miisin6z olabilir. Bu tiimérler genellikle 3 cm'den kiigiik veya esittir. Alveolar

yapilar boyunca kisith biiyiime olarak tanimlanan ‘lepidik’ biiylime paterni gosterirler.

Noninvazivdirler [137].

2.2.6.2. Adenokarsinom

Adenokarsinom  patolojisi  glandiiler neoplastik  diferansiasyon veya
intrasitoplazmik miisin iiretimi ile karakterizedir. Glandiiler neoplastik diferansiasyon
oran ve yapisina gore miisindz ve non-miisindz olarak smiflandirilmaktadir. Non-

miisindz alt tipleri: Asiner, papiller, mikropapiller, lepidik ve solid’tir. Bu alt tiplerin
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patolojik olarak tanimlanmasi prognoz agisindan 6nemlidir. Solid, mikropapiller ve
kribriform paternleri kotii prognoza sahiptir [138]. Adenokarsinomanin daha az goriilen
diger formlar1 arasinda kolloid, enterik-benzeri, lenfoepitelyal ve fetal gelmektedir
[137].

Minimal invaziv adenokarsinom (MIA), 3 cm'den kiigiik veya esit olan soliter
bir adenokarsinomdur. Genel olarak bir lepidik biiylime paterni gosterir ve minimal
invazyon derinligi 5 mm'den azdir. invazyon derinligi 5 mm'den fazla ise lepidik-
predominant adenokarsinom olarak tanimlanir. Daha 6nce miisindz brongiyoloalveolar
karsinom olarak tanimlanan invaziv misindz adenokarsinom, MIA olarak
siiflandirilamayan miisindz lezyonlari igerir. %10'dan fazla miisindz ve non-miisindz

biiylime paternleri mevcutsa lezyon mixed adenokarsinom olarak siniflandirilir [137].

2.2.6.3. Adenoskuamoz Karsinom

Adenoskuamd6z karsinomlar, %10'dan fazla glandiiler ve skuamdz hiicreli
karsinom bileseni iceren akciger tiimorleridir. Nadir goriilen ve oldukca agresif bir
akciger tiimoriidiir. Yiiksek rekiirrens ve beyin metastazi riski nedeniyle, tim beyin
postoperatif profilaktik radyoterapi ile radikal olarak rezeke edilmis evre 1 tiimorlerde

bile adjuvan kemoterapi 6nerilmektedir [139].

2.2.6.4. Skuamdéz hiicreli karsinom

Sitolojik olarak keratin, hiicreler arasi dezmozom igeren skuamoid goriiniim
sergileyen tiimorlerdir. Immiinohistokimyasal olarak p40 ve p63 veya desmoglein
ekspresyonu gibi biyobelirteglerin pozitifiligi ile skuaméz hiicreli karsinom tanisi
aliir. Skuamdoz hiicreli karsinomun alt tipleri, Keratinize skuaméz hiicreli karsinom,
Non-keratinize skuamoz hiicreli karsinom, bazoloid skuamoz hiicreli karsinomlardir.
Skuamoz hiicreli karsinomlar en sik kavitasyon veya nekroz ile sonuglanan akciger
timorleridir. Bu kanserler Pancoast tiimdrleri ve hiperkalsemi olarak ortaya cikabilir.

Pancoast timdrlerinde ameliyat sonrasi niikkslerin en sik goriildiigii yer beyindir [137].

2.2.6.5. Biiyiik Hiicreli Karsinom

Biiylik hiicreli karsinom, glandiiler, skuam6z veya noéroendokrin kanserlerle
uyumlu sitolojik 6zelliklere sahip olmayan malign bir epitelyal neoplazmdir. Tipik
olarak immiinohistokimyasal olarak p40 ve TTF-1 ekspresyonlar1 yoktur. Kiigiik hiicreli

karsinomun sitolojik 6zelliklerinden de yoksundurlar. Biiyiik hiicreli karsinom tipik
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olarak, belirgin niikleollere sahip yuvarlak ve poligonal sekilli hiicrelerden olusur.

Hiicreler, herhangi bir tanimlayici 6zelligi olmayan bol sitoplazmali ve biiyiiktiir [140].

2.2.6.6. Sarkomatoid Karsinom
Sarkomatoid karsinomlar malin epitelyal bilesen iceren ve sarkomlari
diistindiiren az difereansiye akciger kanseridir. Alt tipler arasinda pleomorfik karsinom,

karsinosarkom ve pulmoner blastom bulunur [137].

2.2.6.7. Kiiciik Hiicreli karsinom

Kiigiik hiicreli karsinom, az miktarda sitoplazmaya sahip, yuvarlak/ oval sekilli
hiicrelerden olusan, dinlenme fazindaki lenfosit biiyiikliigiinde hiicrelerin olusturudugu
akciger kanseridir. Belirgin bir niikleol goriilmez. KHK’lar yaygin olarak nekrotiktir.
Genellikle kromogranin veya sinaptofizin ile pozitif boyanirlar., WHO daha once
KHK’y1 ii¢ hiicre alt tip olarak siniflandirmistir ancak bu tiir bir siiflandirmanin ¢ok

fazla klinik 6nemi veya prognostik degeri olmadigi gosterilmistir [141].

2.2.7. Akciger Kanser Evrelemesi

Klinik evreleme, akciger kanseri hastalarinda tedavi secenegini etkilemenin yan
sag kalim tahmininde de ¢ok o6nemli rol oynar. En dogru prognostik belirtecleri
saglamak icin daha fazla veri elde edildikce, kilavuzlar siirekli olarak giincellenmekte
ve akciger kanserinin klinik tespiti ve evrelenmesine yardimci olmaktadir. TNM
evreleme metodu 1970'lerde kullanima baslamasindan bu yana, uluslararasi olarak
gecerli olmak {izere en son 8. baski ile 6nemli revizyonlardan gegerek belirlenmistir.
Akciger kanseri evrelemesinde TNM evreleme sistemi kullanilmaktadir. T:birincil
timor boyutunu; N:bolgesel lenf digiimleri tutulum derecesini; M: uzak metastatik
yayilim varligim1 veya yoklugunu tanimlamlar. TNM klinik evresi (k-evresi) cerrahi
olmayan hastalarda ve TNM patolojik evresi (p-evre) ise cerrahi olan akicger kanserli

hastalarda tiimorii evrelemek igin kullanilmaktadir [142].

TNM smiflandirmasinin 8. baskisi, KHDAK, KHAK ve bronsiyal karsinoidlerin
evrelenmesi i¢in gegerlidir. Akciger kanserinin i¢in 8. Baski TNM evreleme sistemi ve

5 yillik sag kalim oranlar1 Tablo 2-4’de gosterilmistir [143].
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Tablo 2-4. Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri ve Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri 8. Baski

TNM Evrelemesi Ozellikleri [144]

Kategori  Ozellikler 5 yilik sag kahm
Tx Gorilintiileme veya bronkoskopide degerlendirilmeyen tiimor
Balgam veya bronsiyal yikama sivisinda malin hiicre varlig1
TO Primer tiimor kanit1 yok
Tis Karsinom _in situ; lepidik paternli 3 cm’den kii¢iik
adenokarsinom
T1 <3 cm timor
Tla(mi) Minimal invasiv adenokarsinom
Tla En genis timér ¢ap1 <1 cm? % 92
T1ib En genis tiimor ¢apt >1 cm, <2 cm % 83
Tic En genis tliimor ¢ap1 >2 cm, <3 cm % 76
En genis tiimor ¢apt >3 cm, <5
T2 * Ana brons,visseral pleza invazyonu
* Atelektazi veya obstriiktif pndmoni
T2a En genis tiimor ¢ap1 >3 cm, <4 cm % 67
T2b En genis timor ¢apt >4 cm, <5 cm % 60
En genis tiimor ¢ap1 >5- <7 cm
TS ek init partyeed perkard invazyont %52
*Primer tiimor lobunda nodiil
En genis tiimor ¢ap1 >7 cm
T4 *Diyafram,mediasten, carina,trakea,kalp,biiyiik damarlar
Rekiirren laringeal sinir,6zefagus,vertebral body invazyonu
*Primer tlimor lobundan farkli lobda nodiil
NO Lenf bezlerine metastaz yok % 75
N1 *[psilateral periprons.iyal,hiler, intrapulmoner lenf bezlerine % 49
metastaz veya direkt invazyon
N2 *]psilateral mediastinal ve subkarinal lenf bezlerine metastaz % 36
* Kontralateral mediastinal,ipsilateral
N3 veya kontralateral supraklavikiiler % 20
veya skalen lenf bezlerine metastaz
MO Uzak metastaz yok
*Kars1 akcigerde metastatik nodiil
M1la Plevral/perikardiyal metastatik nodiil % 11,4
Malin plevral /perikardiyal efiizyon
M1b % 11,4

Tek ekstratorasik organ metastazi
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Tablo 2-5. Kiiciik Hiicre Disi1 Akciger Kanseri ve Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri 8. Baski
Evrelemesi [144].

Stage 5 yillik sag kalim
Stage 1Al T1mi/ T1aNOMO % 92
Stage 1A2 T1bNOMO % 83
Stage 1A3 T1cNOMO % 77
Stage IB T2aNOMO % 68
Stage 1A T2bNO % 60
Stage 11B Tla,b,c/ T2a,bN1IMO/ T3NOMO % 53
Stage I11A Tla,b,c/ T2a,bN2MO / T3N1IMO/ TANO/N1IMO % 36
Stage 111B T1a,b,c/ T2a,bN3MO0 / T3/ TAN2MO % 26
Stage I1IC T3/ T4N3MO % 13
Stage IVA TNM1la/M1ib % 10
Stage IVB TNMlc 0

2.2.8. Akciger Kanseri Prognozu

2.2.8.1. KHDAK Prognozu

KHDAK'l1 hastalarda bagvuru sirasindaki TNM evresi, prognoz iizerinde en
onemli etkiye sahiptir. Yiiksek bir TNM evrelemesi ileri hastalik ve kotii sonuglarla
iligkilidir. Ko6tii prognoza isaret eden diger faktorler arasinda tani aninda hastanin
durumu, anoreksi, kilo kaybi ve karaciger veya deri metastazlarinin varhigr yer
almaktadir [145]. Adenokarsinomlu hastalarda EGFR'nin aktive edici mutasyonlarin
varligi hastalarin, EGFR mutasyonlar1 olmayanlara gore daha iyi prognoza sahip

oldugunu ortaya koymustur [146].

2.2.8.2. KHAK Prognozu
Kanserin boyutu ve yayilimi ve basvuru anindaki evre, KHAK’l1 hastalar i¢in
en Onemli prognostik faktordiir. Hastanin genel durumu ve kilo kayb1 KHAK igin

bagimsiz prognostik faktorlerdir [137].
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2.2.9. Akciger Kanseri Tani ve Tarama Yontemleri

2.2.9.1. Yiiksek Riskli Gruplar1 Tarama

Yiiksek risk gruplarinin taranmasi, akciger kanserini tedavi edilebilir asamada
erken teshisine olanak tanir. Yiksek risk grubu: yogun sigara igme Oykiisii olanlar,
halen sigara igenler veya 15 yildan daha kisa bir siire 6nce sigaray1 birakmis olanlar ile

55-80 aras1 yas grubu arasinda olanlar1 igerir [147] .

Amerikan Kanser Dernegi 2020 yili i¢in 135.720 kisinin akciger kanseri
nedeniyle hayatin1 kaybettigini bildrimis ve yiliksek risk gruplarimin daha yaygin
taranmasi ile  Amerika Birlesik Devletlerinde yillik  oratalama 45.000 hayat
kurtarabilmistir. Bdylece akciger kanseri tarama baglama yasinin 55'ten 50'ye
disiiriilmesini ve sigara dykiisiiniin 30 yildan 20 yila diisiiriilmesini tavsiye etmistir. Su
anda, Onerilen popiilasyonun yalnizca bir kismi taranmaktadir. Akciger kanseri tarama
kilavuzlart ve bu muayeneleri yiiksek riskli hastalar igin regeteleme ile daha da

yayginlastirilmahidir [147].

2.2.9.2. Radyografik Tarama ve Tani

Japonya'da yapilan bir ¢aligmada, akciger kanseri i¢in yillik gogilis rontgeni
taramasinin, akciger kanseri mortalitesini %25 oraninda azalttigin1 gostermistir [148].
Japonya, Osaka'da gerceklestirilen bir ¢alismada yayinlanan sonuglar, diisiik doz sarmal
bilgisayarli tomografi (LDCT) kullamilarak yiiksek riskli sigara igicilerinin taramast,
standart radyografik taramaya kiyasla akciger kanserinde %20'lik bir azalma
gosterdigini ortaya c¢ikarmistir [149]. Akciger kanseri teshisinde kullanilan gogiis
radyografisi ile yaklastk 1 ¢cm capinda olan ve 10%dan fazla hiicreye bronsiyal ve

vaskiiler epitel tiimorler tespit edilebilir [148].

2.2.9.3. Sputum Muayenesi

Akciger kanserinin kullanilan diger bir tani prosediirii ise sitolojik sputum
incelemesidir. Sputum muayenesi daha biiyiik bronslardan (skuaméz ve kiigiik hiicreli
karsinomlar) kaynaklanan merkezi tiimorlerin saptanmasina yardimci olmaktadir.
Genel olarak, sputum ornekleri kiigiik bronslar, bronsiyoller ve alveoller gibi hava yolu
dallarindan kaynaklanan kii¢iik adenokarsinomlari (¢ap < 2 cm) tespit edemez. Sigaraya

maruz kalma degisiklikleri (filtreler ve azalan nikotin igerigi) adenokarsinomlari
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arttirdig1 ve skuamoz karsinomlart azalttigl i¢in bu daha biiyiik bir 6nem kazanmustir.

Sputum sitolojisinin erken akciger kanserine duyarliligt %20-30 oranindadir [150].

2.2.9.4. Bronkoskopi ve Akciger Doku Biyopsisi

Beyaz 151k bronkoskopisi (BIB), akciger kanserinin histolojik teshisinde en sik
kullanilan tani aracidir. Bununla birlikte, bronkoskopinin malign oncesi lezyonlar i¢in
onemli tan1 simirlamalar1 vardir. Bu lezyonlar, 0,2-1 mm kalinliginda ve birkag
milimetre ¢apinda birkac¢ hiicre katmanindan olustugu i¢in gorsel olarak tespit edilmesi
zordur.Vakalarin sadece %29'u deneyimli kisiler tarafindan yapilan bir bronkoskopi
sonrast tespit edilmektedir. Bu yontem erken invaziv ve in situ kanserleri tespit edebilse

de, displazilerin tespit edilmesinde net sonuglar saglamayabilir [54].

Akciger doku biyopsisi kanser dogrulamasi i¢in altin standarttir. Akciger dokusu
biyopsi ornekleri, histopatolojik yontemlerle akciger kanserinin alt tipini tanimlamak
i¢in yeterli doku materyaline sahip olmalidir. ik biyopsi, erken taniyr dogrulamak, artan
komplikasyon riskini azaltmak,tedaviye erken baslamak ve biyopsiyi tekrarlamaktan

kag¢inmak i¢in kritik neme sahiptir [54].

Akciger kanseri tanisinda yaygin olarak kullanilan prosediirler, fiber optik
bronkoskopisi  (transbronsiyal igne aspirasyonu ile birlikte olan/olmayan),
endobrongiyal ultrasonografi, transtorasik-igne aspirasyonu, mediastinoskopi, plevral
stv1 analizi (torasentez), torakoskopi ve cerrahi yaklasimlari igerir. Tiim bu prosediirler
maliyetlidir, komplikasyonlara egilimlidir ve daha fazla numuneye ihtiya¢ duyulabilir
[151].

2.2.10. Akciger Kanserinde Kullanilan Biyobelirtec Numuneleri

2.2.10.1. Sputum
Balgamin sitolojik incelemesi akciger kanserinin erken teshisi i¢in yararli bir
tarama aract olmasma ragmen, daha kiigiik hava yollarindan kaynaklanan

adenokarsinomlar gibi periferik tiimdorler gozden kagabilir [54].

Akciger kanserinde yaygin olarak inaktive edilmis veya mutasyona ugramis gen
pl6 genidir [152]. Akciger kanseri hastalarinin balgamindaki CpG adalarmin
hipermetilasyonunun o6l¢iimii, KHDAK kanserinin erken evreleri ile yiiksek bir
korelasyon gostermistir. Bu da p16 CpG hipermetilasyonunun akciger kanserinin erken

teshisinde yardime1 olabilecegini diisiindiirmektedir [54].
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miRNA’lar akciger kanseri taramasi ve erken teshisi igin potansiyele sahiptir ve
akciger kanserinin erken teshisinde miRNA'larda kullanilabilir. miRNA'lar, genellikle
mRNA dizilerini hedefleyen 22 niikleotid uzunlugundaki kodlamayan RNA'lardir.
Translasyonu Onler ya da mRNA bozulmasini destekler ve belirli genlerin down
regiilasyonuna yol agar. MRNA'dan daha kararli yapida olan miRNA’lar, akciger kanser
riski veya teshisi i¢in Klinik uygulamada bir belirte¢ olarak daha pratiktir.Bu
miRNA'lar, akciger kanseri evre 1 de dahil olmak {izere tiim kanser evrelerini saglikli
kontrollerden ayirt etmek igin yiiksek Ozgiillik ve duyarlilik sergileyen miR-155 ve
miR-197 igerir [153].

2.2.10.2. Bronkoalveolar Lavaj (BAL)

Bronkoalveolar lavaj (BAL) orneklerinin rutin sitopatolojik analizi, yillardir
yaygin bir tant materyali olarak kullanilmaktadir. BAL orneklerinde TP53 ve KRAS
mutasyonlar1 tespit edilebilir. p16 geninin CpG adasinin metilasyonu ve mikrosatellit

degisikligini igeren molekiiler belirtegler de bulunmustur [154].

2.2.10.3. Periferik Kan

Akciger karsinomlarinin sinirhi erisilebilirligi, serum veya plazma gibi daha
erisilebilir ve invaziv olmayan numunelerde tiimorle iligkili belirtecleri belirleme
cabalarma yol agmistir. DNA teknolojilerinin gelismesi ve kanda dolasan DNA'nin
nanogram miktarlarin1 tespit edebilen PCR tekniklerinin kullanilmasiyla, kanser
hastalarinin plazma ve serumunda saglikli kontrollere gore dort kat daha fazla serbest
DNA’nin bulundugu tespit edilmistir [155]. KHAK hastalarinda tiimoér ve plazma
DNA'larindaki mikrosatellit degisikliklerinin karsilastirildigi ¢alisma sonrasinda; timor
DNA'sinda mikrosatellit degisiklikleri olan hastalarin %93"iniin plazma DNA'sinda da
degisiklikler gosterdigini bildirilmistir [156]. Bu sonuglar, dolasimdaki DNA
modifikasyonlarinin  akciger kanseri i¢in erken tespit biyobelirtecleri olarak

kullanilabilecegini gostermektedir [54].

Dolagimdaki DNA'daki bir bagka modifikasyon ise DNA metilasyonudur.
Hipermetile DNA, tiim kanser evrelerinde bulundugundan ve erken akciger kanseri
tespit belirteci olasiligini ortaya ¢ikarmigtir. T53 ve RAS gen mutasyonlari, pankreas ve
kolorektal kanserlerinde gibi diger kanser hastalarinin plazma ve serumunda belirteg

olarak yerlesmis, akciger kanserinde heniiz belirlenmemistir [157].
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2.2.10.4. idrar

Biyobelirte¢ arayisinda idrar nadiren incelenir. Bununla birlikte, idrar, akciger
kanserinin bir biyolojik belirteci olarak kullanim potansiyeli gosterir. Ugucu organik
bilesiklerin varligi ve proteomik analizler, akciger kanseri teshisi i¢in potansiyel

biyobelirtegler olarak onerilmistir [54].

Yakin zamanda Onerilen bir bagka test, antiviral FDA onayli ilag amantadinin
doniistiiriilmesidir. Amantadin, spermin spermidin SSAT-1 veya N!-asetiltransferaz
enzimi tarafindan asetillenir [158] ve asetillenmis molekiiller katalize edilmediginden,
idrar numunelerinde asetillenmis amantadin seviyeleri tespit edilebilir [159]. SSAT-1,
hiicre dongiisiinde rolii olan ve akciger kanserinde upregiile olan bir enzimdir [160].
Idrardaki asetil amantadin diizeylerinin dl¢iimii kanserin ilerlemesini gdstermek icin
kullanilabilir ve invaziv degildir (idrar 6rnegi), basittir ve akciger kanseri teshisi i¢in

klinik uygulanabilirligi vardir [158].

Son zamanlarda, akciger kanseri teshisinde hiicre disi vezikiillerin potansiyel
kullanim1 Onerilmistir [161]. Bu vezikiiller, idrar, BAL ve fare serumu dahil olmak
tizere farkli viicut sivilarindan izole edilmektedir. Bu viicut sivilarinda EpCAM
seviyeleri Ol¢iiliir. Ciinkii bu protein, bir hiicre-hiicre adhezyonunun aracis1 olarak
timor olusumuna dahil olur [162]. Fareler sigara dumanina maruz birakildiginda,
BAL'deki vezikiil konsantrasyonunda bir artis gozlemlendiginden bu da farkli viicut
stvilarinda vezikiillerin saptanmasinin akciger kanserinin erken teshisi i¢in potansiyel
olarak uygulanabilir olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak vezikiillerin insanlarda test
edilmemis olmasi1 dikkat cekicidir ve testin validasyonu i¢in daha fazla calisma

yapilmalidir [54].

2.2.11. Akciger Kanseri Tedavisi

Akciger kanseri tedavisinde hastanin tiimor evresine ve alt tipine gore farkli
tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar, cerrahi, lokal postoperatif radyasyon,
adjuvan kemoterapi, EGFR (epidermal biiyiime faktorii reseptorii) [163], ALK
(Anaplastik lenfoma kinaz),ROS-1 inhibitorleri, immiinoterapi, lobektomi ve ardindan

adjuvan kemoterapi, platin bazli kemoterapi ve lokal postoperatif radyasyondur [137].

Hastaligin erken evrelerinde tiimorii ve yakindaki lenf diigiimlerini ¢ikarmak
icin yapilan cerrahi en tutarli ve basarili tedavidir. Tiimorler anatomik segmentektomi,

lobektomi veya pnomonektomi ile ¢ikarilmaktadir [164-166].
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2.2.12. Akciger Kanserinin Onlenmesi

Akciger kanserinin 6nlenebilmesi i¢in en 6nemli tedbir, tiim bireylerde sigaranin
birakilmasidir. Hastalar, her klinisyen ziyaretinde akciger kanserinin sigara ile klinik
korelasyonu hakkinda bilgilendirilmelidir [137]. Akciger kanserine bagli morbidite ve
mortaliteyi azaltmada diger bir yontem ise bireylerin etkin taranmasidir. Yiiksek riskli
bireyler i¢in birincil koruma diisiik doz sarmal bilgisayarli tomografidir. 66-80 yaslari
arasindaki sigara igenlerin, 55-64 yasindakilere kiyasla taramadan daha fazla fayda

sagladig1 belirlenmistir[167].

Akciger hastalig1 oykiisii, ailede akciger kanseri 0ykiisii ve asbeste maruz kalma
gibi Klinik faktorleri igeren farkli modeller akciger kanserinin mortatile ve morbidite
oranlarmi diisiirmede yararli olabilir. Bu modellemeler ile yiiksek risk altindaki bireyleri
belirlemek i¢in uygulanabilir. Yiiksek riskli bireyler, 20 paket/y1l {izerinde sigara igme
Oykiisii olan ve aktif olarak sigara icen veya son 15 yil i¢inde sigaray1 birakmis kigiler
olarak tanimlanmaktadir [137]. ABD’de hazirlanan giincel kilavuzlar, sigara i¢me
Oykiileri nedeniyle yliksek akciger kanseri riski tasiyan 50 ila 80 yas arasindaki hastalar
igin y1llik LDCT 6nermektedir [168].

2.3. KIFC1 (Kinesin Siiper Ailesi C1) Proteini ve Kanser

2.3.1. KIFC1 Proteinin Yapisal Ozellikleri

KIF siiper ailesi, 39 adet N-kinesin, 3 adet C-kinesin ve 3 adet M-kinesin olmak
lizere toplam 45 iiyeden olusan motor protein ailesidir [169]. KIF siiper ailesinin
mikrotiibiil eksi ucuna baglanan tek alt grubu Kinesin 14 ailesi (KIF 14) ‘tir [170].
KIF14 proteinleri, C-terminal kinesinlerdir [171, 172]. KIFC1 memeli hiicrelerinde ig
ipliklerinin eksi ucuna etki ederek hiicre i¢i motiliteye sebep olan KIF14 ailesine

mensup olan tek tiyedir [173].

HSET olarak da adlandirilan KIFC1, 6. kromozomun kisa koluna lokalize olan
2. bolge 1 bant 3. alt bant ikinci alt zonda bulunur [174]. KIFC1’in toplamda 20 ekzon
iceren dort transkripti vardir. Yapisal olarak KIFCI1 kuyruk, sap ve motor olmak iizere
3 kisimdan olusur. Sekil 2-5’de KIFC1 gen domainleri gosterilmistir. C terminal ucu
mikrotiibiil baglama bolgesini ve ATP'nin hidrolizi i¢in katalitik bolgeleri icerir [175,
176]. Sap domain hiicre i¢i tasima hareketlerini [175, 177] ve mikrotiibiil
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organizasyonunu diizenlemektedir [178] KIFC1 kuyruk domain ise zarli organeller
[179], vezikiiller ve y-tubulini tanima ve baglamada rol alir [180, 181]. KIFC1'in kuyruk
(NLS) domaini ayrica interfazda kinesin proteinlerinin ¢ekirdege transferini saglar

[182]. KIFC1 protein domainleri Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2-6. KIFC1 Proteinin Domainleri [183].

2.3.2. KIFC1 Proteinin Hiicredeki Fonksiyonlari

Kromozom ve Mikrotiibiil Dinamigi; KIF’ler kromozom ve mikrotiibiil
dinamigine etki ederek mitoz boliinme sirasinda 6nemli roller oynamaktadir [184, 185].
Mitoz boliinme, hiicre ¢ekirdegindeki kardes kromatidlerin ayrilarak her birinin kendi
cekirdegine ayrilmasiyla son bulan hiicre dongiisiiniin bir pargasidir. Mitoz sirasinda,
kromozomlar yogunlasarak hiicrenin ortasina siralanir. Daha sonra  her bir
kromozomlar hiicrenin kargi taraflarina ¢eken ig ipliklerine baglanir. Karyokinez ile
kardes kromatidler 1g iplikleri vasitasiyla 6zdes iki c¢ekirdege ayrilir. Daha sonra her
biri sitokinez ile kendi ayr1 sitoplazmik bolmesinde ¢evrelenerek yeni hiicreler olusur.
Mitoz bolinme esnasindaki disregiilasyon, hiicrelerin normaldan az veya daha fazla
sayida kromozom igermesine sebep olabilir. Bu da andploid hiicre olusumuna sebep
olur [186]. Mitoz sirasinda meydana gelen disregiilasyonlar apoptozu (programlanmis
hiicre 6liimii) indiikleyebilir veya mutasyonlara neden olabilir. Bu tiir mutasyonlarda
belirli kanser tiirlerinde ortaya ¢ikabilir [187]. Bu nedenle, KIF ekspresyonundaki

degisiklikler kanser olusumuna neden olabilir.

Sentrozom Kiimelenmesi; KIFC1 kanser hicrelerinde esktra sentrozom
kiimelenmesinde kritik role sahip olan motor proteindir[188]. Sentrozom, mitoz
bolinme sirasinda ig ipliklerini olusturan mikrotubul organizasyon merkezleridir.
Normal saglikli hiicrede her biri zit kutupta olan karsilikli bir ¢ift sentrozom

bulunmaktadir [189]. Hiicre boliinmesi sirasinda, sentrozomlar S(sentez) evresinde
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kendini esler [190]. Hiicrelerin ikiden fazla sentrozoma sahip oldugu durum sentrozom
amplifikasyonu olarak adlandirilir. Sentrozom amplifikasyonu kanser hiicrelerine
Ozgudiir ve artan timor evresi  [191-193] ve kromozomal instabilite ile iliskilidir [194].
Sentrozom amplifikasyonu, multipl(¢oklu) kutup olusumuna sebep olarak genetik
kararsizliga neden olur ve bu durum ve birgok kanser hiicresinin ayirt edici 6zelligidir.
Genetik kararsizlik (instabilte) seviyesi ise sentrozom amplifikasyonu ile birlikte
artmaktadir [195, 196]. Sentrozom amplifikasyonu, kromozomal instabilite, anoploidi,
hiicre donglisii, apoptozu ve tiimorogenez basamaklarini etkiler.  Sentrozom
amplifikasyonu ayrica timor farklilagmasi, metastaz ve niiks ile iliskilidir. KIFC1’e
ekstra sentrozomlarin bi-polar olarak bir araya gelmesindeki etkilerine bakildiginda

tiimorogeneze sebep olan oldukga etkili bir protein oldugu anlasilmaktadir[190, 197].

Cok kutuplu(multipl) hiicreler , bipolar kutuplu hiicrelere doniisiirken hiicrede
herhangi bir hata meydana gelirse hiicre apoptoza yonlenmektedir[198]. Ancak, artan
KIFC1 ekspresyonu ¢ok kutuplu kanser hiicrelerinin normal saglikli hiicrelerde oldugu
gibi iki kutuplu hale doniismesine yardimci olarak kanser hiicrelerinin apoptozdan
kagmasina aracilik eder. Boylece normal bipolar hiicre bdliinmesi ile genetik
kararsizligi ortadan kaldirarak kanser hiicrelerinin  hayatta kalmasina olanak
saglamaktadir [199, 200].

KIFCI’in  kanser hiicrelerindeki  sentrozom  kiimelenmesindeki  etKi
mekanizmalar1  Sekil 2-7°de gosterilmistir. Interfaz evresinde amplifiye olan
sentrozomlar, prometetafaz evresinde gegici olarak ¢oklu kutuplar1 olusturur. Bu gegici
coklu kutuplagma kanser hiicrelerinde genetik kararsizliga sebep olur. Daha sonra
mikrotiibiiller merotelik baglanma seklinde kinetokorlara baglanarak sentorozomlarin
kiimelenmesini baglatir.  Kisa bir siire sonra, psddobipolar ig iplikleri olusarak
amplifiye sentrozomlarin  kiimelenmesini daha da tesvik eder [201]. Merotelik
baglanmalar devam ettik¢e anafaz evresinde artan laging kromozomlar, kromozom
instabilitesini daha da arttirir [201, 202]. Bu islem sirasinda, KIFC1l c¢ekirdege
tasinmaktadir [203]. KIFC1 polar(antiparalel, zit kutuplara giden) mikrotiibiillerin
uclarina c¢apraz baglanip, mikrotiibiiller boyunca kayarak mikrotiibiil organizayon
merkezi olan hiicre kutuplarina dogru hareket eder. KIFC1 ve mikrotiibiiller arasindaki
capraz baglanma sadece polar(zit kutuplara giden) mikrotiibiiller arasinda gergeklesir.

Bu sekilde KIFC1 mikrotiibiil kilitleme kuvvetleri tretir. Kilitleme kuvveti bu iki
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sentrozomun birlikte kiimelenmesine neden olur. Hiicre dongiisiinde etkili olan bazi
siklinlerin artan ekspresyonunu, anafaz evresinin gecikmesine neden olur. Bu gecikme
ise KIFC1’a ¢ok kutuplu hiicrelerin normal bipolar kutupla hale doniismesi i¢in gereken
stireyi saglamaktadir. Yapilan arastirmalarda KIFCL1 inhibe edilerek susturulmasiyla
siklin-A’nin sentezinin geciktirildigi gosterilmistir [204]. KIFC1'in asir1 ekspresyonu
ise, Madl'in Mad2'ye oranmi ve Aurora-B kinazin aktivitesini artirarak anafazi
uzatirken tiim hiicre dongiisiinii kisaltan [205] siklin B1, siklin D ve siklin A
ekspresyonlarini artttirir. Mitozdan ¢ikista ise, tiim sorumlulugunu yerine getiren KIFC1
ubikitinasyon ile degrede edilmektedir [8]. Hiicre boliinmesi sirasinda KIFC1

proteininin senrozom kiimelenmesi asamalarindaki rolii Sekil 2-7°de gosterildi.
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Sekil 2-7. Hiicre Boliinmesi Sirasinda KIFC1 Proteininin Senrozom Kiimelenmesi
Asamalarindaki Rolii [8].

Interfaz evresinde duplike olan sentrozomlar, profaz evresinde birbirinden
ayrilir. KIFC1 bu arada gekirdege tasinmistir (Sekil 2-7a). Ran-GTPase gradyani
kademeli olarak azalarak KIFC1’in mikrotiibiillerle baglanmasini diizenler [206].
KIFCI1, yalnizca sentrozomlarin organizasyonuna yardimci olmakla kalmayip, ayni
zamanda mikrotiibiillere ¢apraz baglanarak ve mikrotiibiill boyunca kayarak ekstra
sentrozomlar1 kiimeler [207] (Sekil 2-7b). Bu islem sirasinda, NuMA, sentrozomlarin
etrafindaki eksi uclara yardimci olur ve dynein, astral mikrotiibiil uglarini hiicre
korteksine gomer [208]. Eg5, spindle seklini hassas bir sekilde diizenlemek igin
KIFC1'e kars1 zit kuvvet olusturur [208] (Sekil 2-7c). Ge¢ metafazda KIFC1, APC/C
kompleksi tarafindan degrede edilebilmektedir. SAC kompleksleri merotelik kinetekor
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mikrotiibiilleri ve sentetik kinetekor mikrotiibiilleri diizenlendigi gibi, ¢ok kutuplu
kanser hiicrelerinin bipolar kutuplara donistiirmede de rolii vardir (Sekil 2-7d). Bu

arada lagging kromozomlarin orani artmaya devam eder [201] (Sekil 2-7e).

Tiimér ilerlemesi; KIFC1 kanser hiicresinin survival sinyallerini koruyarak
timor ilerlemesine de sebep olur. KIFC1 bunu survivin proteininin, E3 ligaz APC/C
molekiilleri tarafindan degrede edilerek ortadan kaldirilmasini  engelleyerek
yapmaktadir. KIFC1, survivin'e baglanir ve survivin'in poly-ubikitinasyondan korur

[205] ve bu sekilde kanser hiicreleri apoptozdan kagarak hayatta kalir.

Diger Roller; KIFC1 hiicre igerisindeki organellerin, protein komplekslerinin
ve mesajct RNA'larin (mRNA'lar) taginmasini da saglar [209]. Ayrica KIFC1’in, hiicre
ici  vezikill ve organellerin taginmasinda [210], oosit gelisiminde [211],
spermatogenezde [212, 213] ve ¢ift sarmalli DNA tasinmasinda rol oynadigi
bilinmektedir [214].

2.3.3. KIFC1 Proteininin Kanserdeki Rolii

KIFC1, gesitli kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen ve timor evresi ve
malignitesi ile pozitif olarak iligkili olan bir proteindir [8]. KIFC1, yumurtalik kanseri,
meme kanseri ve kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde up-regiile edilir ve kanserin
baslamasim ve ilerlemesine aracilik eder [215]. KIFC1’in yumurtalik kanserinde kotii
prognozu ve daha kisa genel sag kalim oranini tahmin etmede ve potansiyel metastaz
belirteci olarak kullanabilecegi bildirilmistir [216]. KIFC1’in ayrica meme kanseri
dokularinda ve hiicre hatlarinda da asir1 eksprese edildigi ve KIFC1 ekspresyonunun
susturulmast durumunda meme Kanseri hiicre canliliginin azaldigi bildirilmistir [215].
KIFCL’in  hepatoseliiler karsinomda in-vitro olarak proliferasyonu arttirdigi
belirtilmistir [217], KIFC1'in ayrica yumurtalik [216], meme [205], mesane [218],
akciger [219], bobrek [220] tiimorlerinde yaygin olarak eksprese edildigi bildirilmistir.

KIFC1’in kanser metastazina sebep oldugu bildirilmistir. Kii¢iik hiicre dist
akciger kanserinde, Alzheimer antijeni ve N-kaderin ile birlikte, KIFC1'in asir
ekspresyonu beyin metastazi olusabilecek vakalari belirlemek i¢in kullanima aday
oldugu rapor edilmistir [219]. Benzer sekilde, in-siliko gen ekspresyonu veri analizi ile
KIFC1 ekpresyon profilinin yumurtalik kanseri i¢in metastaz tahminini belirlemede
aday olabilecegi  diisiiniilmektedir [216]. Ayrmtili  mekanizmalar  heniiz

bilinmemektedir, ancak, KIFC1'in kanser hiicrelerinde, hiicre polaritesini devamini
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saglayarak epitelyal-mezenkimal gecisi de (EMT) giiclendirdigi varsayilan hipotezler
arasindadir. Ve boylece hiicre hareketliligini artirarak metastaza sebep olabilecegi
bildirilmektedir[191].

KIFC1, kanser hastalar1 igin potansiyel bir kemoterapi hedefi olarakta
onerilmistir. Simdiye kadar KIFC1'i inhibe eden ii¢ adet ajan tespit edilmistir. CW069
ve AZB82 KIFC1’i dogrudan inhibe etmektedir. KIFCL'i transkripsiyonel olarak
baskilayabilen PJ34 de umut verici bir secenektir. PJ34 polimeraz (PARP) inhibitorii
olarak gorev yapmaktadir [221]. PJ34 ile tedavi edilen g¢esitli meme kanseri hiicre
hatlarinda KIFC1 mRNA miktarinin 6nemli 6l¢iide azaldiginin gosterilmesinden dolay1
[215] PARP inhibitorlerin de daha Once bir transkripsiyonu diizenleyici olarak
bildirildigi goz Oniline alindiginda, PJ34'in KIFC1 ekspresyonunu transkripsiyonel
olarak baskiladig diistiniilmektedir [222].

KIFC1’in ilag direnci artisina sebep oldugu da cesitili ¢alismalarda
gosterilmistir. Meme ve prostat kanseri [223] tizerine yapilan ¢alismalarda, KIFC1'in
ila¢ direnciyle alakali oldugu bildirilmistir. Dosetaksel ve paklitaksel’in etki
mekanizamas1 mikrotiibiillerin alt birimi olan beta tubuline baglanarak mikrotiibiillerin
ayrismasini Onler ve mikrotiibiil organizasyonu ve uzamasimi bozar [224]. KIFC1
inhibe eden ilaglarin, prostat kanseri hiicrelerinin taksan duyarliligini artirdigi da

gozlemlenmistir [225].

KIFCI ¢esitli doku tiplerinde eksprese edilen ve ¢ok sayida biyolojik olaya
dahil olan hem somatik hem de germ hiicreler i¢in olduk¢a 6nemli olan bir protein olsa
da islevi oldukc¢a belirsizdir. KIFC1’in bir ¢ift sentrozomu olan normal somatik
hiicrelerde  fonksiyonu belirsizdir. Ayrica, KIFC1 ve NUMA proteinlerinin
mikrotiibiillerin  eksi u¢ organizasyonunda etkili olan redundant proteinler oldugu
bildirilmistir [226]. Ayrica, ¢oklu sentrozoma sahip olmayan MCF-7 hiicre hatlari
canliligimin, KIFC1'in deplesyonundan onemli Olclide etkilenmedigi de bildirilmistir
[199]. Ayrica, KIFC1'in normal RPE1 hiicrelerinde ("\TERT-immortalize insan Retinal
Pigment Epitelyal hiicreleri) de redundant oldugu da kanitlanmigtir [188].

Yapilan calismalar sonrasinda akciger kanseri olusumu ve gelisiminde birgok
biyokimyasal ve molekiiler siire¢ bildirilmistir. Bu bilgiler 1s1§indan planlanan tez
caligmasinda ekpresyon ve metilasyon profilleme teknikleri kullanilarak KIFC1’in

ekspresyon ve metilasyon degisiklikleri, akciger kanserli hastalarin tiimoér, eslenik
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normal doku, serum ve lenfosit 6rnekleri ile saglikli kontrollerin serum ve lenfosit
orneklerinde analiz edilerek, KIFCL1’in akciger kanserinde invaziv/non-invaziv

biyomarker olarak kullanilmasi arastirildi.



3. GEREC VE YONTEM

25.02.2020 tarih ve 2020/324 numarali Etik Kurulu onay:r ile Istanbul
Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmis
olan galismada, 2020-2021 yilllart arasinda 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Onkoloji
Enstitiisii’'ne bagvuran 39 akciger kanserli hastaya ait tiimor, eslenik normal doku,
serum ve lenfosit ornekleri ile hastalarla yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis 39
saglikli bireye ait serum ve lenfosit 6rneklerinden DNA ve RNA izolasyonu yapilarak
analizler gergeklestirilmistir. Hem hasta hem saglikli kontroller ¢aligma 6ncesinde konu
hakkinda bilgilendirildikten sonra goniillii onam formlarini imzalamis ve ¢alismada yer

almaya kabul eden hastalarin serum, akciger tiimor, eslenik normal doku &rnekleri

kullanilmuastir.

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Deneysel islemlerde kullanilan cihazlar Tablo 3-1’de belirtilmistir.

Tablo 3-1. Deneysel islemlerde Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihaz Ad Marka
Bilgisayar Hp
Jel Dokiimasyon Sistemi BRL
Jel Goriintiileme Sistemi BRL
-80 Derin Dondurucu Sanyo
Yatay Gel Elektroforez Tanklar1 ve Jel Dokme Sistemleri BIORAD
Yiiksek Hizl1 Sogutmali Santrifiij Heraeus
Mikropipetler Gilson

Spektrofotometre NanoDrop 2000
QPCR Cycler

Yatay Gel Elektroforez Tank1
Etiiv

Otaklav

Vorteks

Thermo Scientific
MIC
BRL
Niive
Niive

FINEPZR




Mini Thermal Cycler Accuris
+4 Buzdolab: Argelik
Azot Tanklar1 Boss

3.1.2. Kullanilan Kitler ve Kimyasallar
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Deneysel islemlerde kullanilan kitler ve kimyasallar Tablo 3-2’de belirtilmistir.

Tablo 3-2. Deneysel islemlerde Kullamlan Kitler ve Kimyasallar

Kullanilan Kit Adi Marka
Agarose, Molecular Grade Bioline
HyperLadder 100bp Bioline
Quick-DNA Miniprep Plus Kit ZymoResearch
EZ DNA Methylation-Gold™ Kit ZymoResearch
Human Methylated & Non-methylated DNA Set (DNA w/ primers) Sentebiolab
1 gen bolgesi igin MSP primer sentezi Sentebiolab
ZymoTaq™ Polymerase ZymoResearch
Quick-RNA™ MiniPrep Kit ZymoResearch
SensiFAST cDNA Synthesis Kit Bioline
SensiFAST SYBR No-ROX Kit Bioline
KIFC1 Ekspresyon Spesifik Primer Sentebiolab
Kontrol Primer Sentebiolab
Etidyum Bromiir Merck
Etanol Merck
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3.2. YONTEM

3.2.1. Hastalara ait Taze Doku ve Periferik Kan Orneklerinin Toplanmasi
Akciger kanseri tanisina sahip 39 hastanin akciger tiimoril, eslenik normal
dokusu, lenfosit ve serum 6rnekleri metilasyon ve ekspresyon deneylerinde kullanilmak
tizere numaralandirildi ve gruplandi. Elde edilen ornekler deneysel asamalara kadar

gecen siire zarfinda -270°C’azot tanklarinda ve -80°C buzdolaplarinda saklandi.

3.2.2. Hasta ve Kontrol Ornek Kanlarindan Lenfosit Eldesi

Cerrahi Oncesinde akciger kanseri tanisi alan hastalar ile saglikli kontrollerden
10 ml periferik kan EDTA’l1 tiiplere alindi. Daha sonra igerisinde fikol bulunan falcon
tiiplerine transfer edilerek ve 1500 rpm’de yarim saat siireyle santrifiij edildi. Falkon
tiiplerinin orta kisiminda toplanan lenfositler toplanarak baska bir tiiplere alindi 1950
rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Uzerinde biriken sivi uzaklastirildi ve 4ml phosphate
buffered saline (PBS) eklendi ve hacimleri 1’er ml olacak sekilde 4 adet cryo tiipe
dagitildi. Deneysel islemlere kadar dnce -80°C buzdolaplarinda saklandi ve daha sonra

270°C’azot tanklarina alinda.

3.2.3. Hasta ve Kontrol Ornek Kanlarindan Serum Eldesi

Cerrahi 6ncesinde, biyopsi ile akciger kanseri tanist alan hastalardan 9 mL kan
numunesi alindi. Saglikli kontrollerden alinan kan niimuneleri 9 mL olacak sekilde
serum (kuru tiiplere) ayrildi. Serum tiipiine alman kanlar 1950 rpm’de yarim saat
slireyle santrifiij edildikten sonra en istte toplanan serum sivist 4 adet cryo tiipe
hacimleri 1’er  ml olacak sekilde dagitildi. Deneysel islemlere kadar -80°C

buzdolaplarinda saklanda.

3.2.4. Hastalara Ait Taze Tiimér ve Eslenik Normal Doku Orneklerinden DNA
Izolasyonu

Taze doku 6rneklerinden DNA izolasyonu *Quick-DNA TM Miniprep Plus Kit’
kullanilarak gergeklestirildi. Dokulara Proteinaz K ¢ozeltisi ilave edildikten sonra
55°C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi. Daha sonra 12.000xg’de 1 dakika boyunca
¢Oziilmeyen kalintilar1 uzaklagtirmak i¢in santrifiij edildi. DNA konsantrasyon 6l¢limii
Nanodrop 2000 (Thermofisher, ABD) cihazi ile dlgiildii, elde edilen DNA varliginin

konfirmasyonu ise 0.8’lik agoroz jel ile saglandi. Bisiilfiit doniisiimii islemine baslandi.
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Toplanan hasta ve saglikli bireylere ait tiimor/eslenik normal doku 6rneklerinden DNA

eldesi Tablo 3-3°de detayl1 olarak gosterilmektedir.

Tablo 3-3. Taze Tiimér ve Eslenik Normal Dokulardan DNA izolasyon Protokolii

200 pL doku 6rnegi ¢ozeltisi
l
200 pL Bio Fluid Cell Buffer

l
20 uL Proteinaz K

!
15 sn. vorteks

l
5510 dk. inkiibasyon

!
420 uL Genomik Binding Buffer ve kolumlara aktarma

!
12000 g’de 1 dk.santrifiij

!

Kolumlar toplama tiiplerine transfer

l
400 uL DNA Pre-Wash Buffer

l
12000 g'de 1 dk. santrifiij

!
700 uL g-DNA Wash Buffer

1
12000 g'de 1 dk. santrifiij

!
20 uL g-DNA Wash Buffer

l
12000 g'de 1 dk. santrifiij

!
50 puLDNA Elution buffer

l

5 dk. 24°C'de inkiibasyon
l

12000 g'de 1 dk. santrifiij

l
DNA




40

3.2.5. Hasta ve Saghkh Kontrol Serum Orneklerinden DNA izolasyonu
‘Zymo Research Quick-DNA TM Miniprep Plus Kit’ kullanilarak hasta ve kontrol

serum Orneklerinden  DNA izolasyonu yapildi ve Tablo 3-4’te detayli olarak

gosterilmektedir.

Tablo 3-4. Serum Orneklerinden DNA izolasyonu Protokolii

200 ul Serum

!
200 pl Bio Fluid Cell Buffer

1
20 pl Proteinaz K

!

15 sn. vorteks
l
55°C 10 dk. inkiibasyon

420 ul  Genomik Binding Buffer ve kolumlara aktarma

l
12.000 g’de 1 dk.santrifiij

!

Kolumlar toplama tiiplerine transfer

!
400 pl DNA Pre-Wash Buffer

!
12.000 g'de 1 dk. santrifiij

!
700 uL. DNA Wash Buffer

!
12000 g'de 1 dk. santrifiij

!
20 uL g-DNA Wash Buffer

!
12.000 g'de 1 dk. santrifiij

!
50 ul DNA Elution Buffer

"
5 dk. 24°C'de inkiibasyon

!
12.000 g'de 1 dk. santrifiij

!
DNA
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3.2.6. Taze Doku ve Lenfosit Orneklerinden RNA izolasyonu

Hastalara ait timor ve eslenik normal doku ile hastalardan alinan lenfosit
orneklerinden RNA izolasyonu Tablo 3-5’de gosterildigi sekilde ‘Zymo Research
Direct-zol RNA MiniPrep Plus Kit’ kullanilarak gergeklestirildi. Toz halinde kit
icerisinde bulunan RNA Pre-Wash Buffer iizerine 48 mL % 100 Etanol ve Direct-
zol™ RNA Pre-Wash Buffer iizerine 10 mL % 100 etanol eklenerek kullanima hazir
hale getirildi. RNA Nanodrop 2000 cihazi ile olgililerek sonraki asama olan cDNA

sentezi islemine ge¢ildi.

Tablo 3-5. Taze Doku ve Lenfositlerden RNA izolasyonu Protokolii

10 ul Doku ¢ozelti/lenfosit 6rnegi

l
300 pl Trizol

!
Vorteks

!
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

l
350 pl 6rnek toplanir

!
350 pl Etanol

!
Vorteks

!
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

!
400 pl RNA Wash Buffer

!
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

!
50 ul DNAase+750 uL. DNA Digestion Buffer (ayri tiipte)

l
80 pl filtrelere dagit

!
15 dk. oda sicakliginda inkiibasyon

l
400 pl Direct-ZoIRNA Pre-wash

!
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

!
400 pl Direct-ZolIRNA Pre-wash

1
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

!
700 ul RNAWash Buffer

l
12.000 g’de 2 dk. santrifiij
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l
100 pl DNAase, RNAase Free Water

1
12.000 g’de 30 sn. santrifijj

!
RNA

3.2.7. Metilasyon ve Eksperesyon Tespiti i¢in Primer Dizaym

KIFC1 geni i¢in gerekli olan primerler https://www.urogene.org/methprimer/ ve
https://primer3.ut.ee/ online araglardan faydalanilarak tasarlandi. KIFC1 metile ve
unmetile primerleri (Sentebiolab) deneysel asamalarda konsantrasyonu 10 nmol olacak
sekilde sulandirild1 ve daha sonra aliquot edildi. Tablo 3-6’da Metilasyon Spesifik PCR
KIFC1 metile ve unmetile revers ve forwad primer dizileri gosterilmektedir. Metile ve
unmetile kontrol gen primerleri olarak ‘Zymo Research EZ-DNA Methylation-Gold™
Kit’e (Zymo, ABD) ait DAPK1 kontrol primerleri kullanildi ve Tablo 3-7°de DAPK1
metile ve unmetile revers ve forwad primer dizileri gosterilmektedir. Real-Time KIFC1
reverse ve forward primer dizileri Tablo 3-8’de, Real-Time pSeta-actin reverse ve

forward primer dizileri Tablo 3-9’da gosterilmektedir.

Tablo 3-6. Metilasyon Spesifik PCR KIFC1 Metile ve Unmetile Revers ve Forward Primer

Dizileri
KIFC1 Metile Revers 5’AACGAATTAATTCCACTTCCGA 3°
KIFC1 Metile Forward 5> GTTTTTCGGTACGGGTTTTC 3’
KIFC1 Unmetile Revers 5’AACAAATTAATTCCACTTCCAA 3°

KIFC1 Unmetile Forward 5> TTTTTGGTATGGGTTTTTGT 3’



https://www.urogene.org/methprimer/
https://primer3.ut.ee/
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Tablo 3-7. Metilasyon Spesifik PCR referans DAPK1 Metile Revers ve Forward Primer
Dizileri

DAPK1 Metile Revers 5S’ATTGGGAAGGTTAAGGYGGAGGGAAATTTGGT 3°

DAPK1 Metile Forward 5’CCCCAAACRAAACAATCCCCAAAACCACATTCCTA 3’

Tablo 3-8. Real-Time KIFC1 Reverse ve Forward Primer Dizileri

KIFC1 Ekspresyon Revers 5’ CGTCTTCACTTCCTGTTGGC 3°

KIFC1 Ekspresyon Forward 5> AACTCTCTGGGTGGTAGTGC 3°

Tablo 3-9. Real-Time feta-actin Reverse ve Forward Primer Dizileri

S-actin Ekspresyon Revers 5> TGCTTGCTGATCCACATCTG 3

pS-actin Ekspresyon Forward 5> GCACCACACCTTCTACAATG 3’

3.2.8. Metilasyon Deneyleri
Akciger kanseri tanist almig hastalara ait timor ve eslenik normal doku ve serum
ornekleri ile saglikli kontrollere ait serum 6rneklerinde Metilasyon Spesifik PCR (MSP)
yontemiyle KIFC1 geni promotér metilasyonu arastirildi. Metilasyon reaksiyonlari
‘Zymo Research EZ-DNA Methylation-Gold™ Kit* ve ‘Zymo Taqg™ Pre-Mix, Zymo
Kit” prokollerine uygun olarak yapildi.

3.2.8.1. Bisiilfit Doniistiimii

Akciger kanseri tanili hastalara ait tiimor ve eslenik normal doku ve serum
ornekleri ile yas ve cinsiyet olarak hastalarla eslestirilimis saglikli bireylere ait
serumlardan elde edilen DNA &rneklerinde ‘EZ-DNA Methylation-Gold™  Kit’
kullanilarak bisiilfit doniisiimleri gerceklestirildi. Bisiilfit doniisiim deney asamalarina

baslamadan once kit protokoliine gére CT Conversion Reagent hazirlama islemi
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yapildi. CT conversion reagent hazirlama ve bisiilfit doniisimii Tablo 3-10°da detayli
olarak gosterilmektedir.

Tablo 3-10. CT Conversion Reagent Hazirlama ve Bisiilfit Doniisiimii Protokolii

CT Conversion Reagent Hazirlama

900 ul DNAase-free water

!
300 ul M-Dilution Buffer

!
50 ul M-Dissolving Buffer

!
10 dk. vorteks

!
Bi-Siilfit Modifikasyonu

!
20 ul DNA

!
130 pl CT Conversion Reagent

l
Pipetaj

Plate vortekslenir

l
Thermal Cycler (98°C 10 dk; 64°C 59 dk; 64°C 59 dk; 64°C 32 dk; 4°C hold)

!
600 ul M-Binding Buffer (Zymo-Spin ™ IC Colum+Collection Tube)

!
DNA 6rnegi ekle

1
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

l
100 pul M-Wash Buffer

!
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

\
200 pl M-Desulphonation Buffer

l
20-30 °C'de inkiibasyon 20 dk.

!
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

!
200 pl M-Wash Buffer (x2)

\
12.000 g’de 30 sn. santrifiij (x2)

!
10 pl M-Elution Buffer

1
12.000 g’de 30 sn. santrifiij

|
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DNA

3.2.8.2. KIFC1 Geninin Metilasyon Spesifik PCR Yontemi ile Analizi

KIFC1 geni metilayon profillerinin belirlenmesi igin MSP yontemi kullanildi.
Metile ve unmetile PCR asamalari ‘Zymo Taq™  Pre-Mix’ kit kullanilarak
gergeklestirildi. Tablo 3-11’de metile ve unmetile PCR asamalar1 gosterilmektedir. Bu
asamadan sonra %2’lik agoroz jelde elde edilen 6rnekler yiiriitiilerek metile ve unmetile

ornekler tepit edildi.

Tablo 3-11. KIFC1 Metilasyon Spesifik PCR Protokolii

7.5 ul dH,0
l

Zymo Taq Premix

!
10 ul Forward KIFC1 Primer

1
10 pl Reverse KIFC1 Primer

!
22 ul Mix dagit

!
3 ul DNA

!
Thermal Cycler (95°C 10 dk; 95°C 30 sn; 95°C 30 sn; 56°C 30
sn; 72°C 30 sn; 72°C 7 dk)

3.2.8.3. Yatay Jel Elektroforezi
Metile ve unmetile PCR asamalar1 gerceklestirildikten sonra % 2’lik agoroz jel

hazirlanarak orneklerin metilasyon durumlar1 degerlendirildi. Agoroz jel hazirlama ve

orneklerin jele yiiklenme asamalar1 Tablo 3-12°de detayli olarak gosterilmektedir.
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Tablo 3-12. Yatay Jel elektoroforez Protokolii

% 2 Agaroz Jel

!
50 ml 1X TBE

}
1 gr. Agaroz

l
1 dk mikrodalga

!
5 ul Hyper Ladder (Jel yiikleme)

!
4 ul DNA(Metile) +1 pl yiikleme boyasi (Jel yiikleme)

!
4 pl DNA(Unmetile) +1 pl yiikleme boyasi (Jel yiikleme)

l
100 Volt +45 dk (Jelde yiiriitme)

3.2.9. KIFC1 Ekspresyon Deneyleri

Hastalara ait tiimor,eslenik normal doku ve lenfosit ornekleri ile,yas ve
cinsiyet olarak hastalar ile eslestirilmis saglikli bireylere ait lenfosit 6rneklerinden
‘Zymo Research Direct-zol RNA MiniPrep Plus Kit” kullanilarak RNA 6rnekleri 1zole
edildi. Daha sonra ‘Bioline SensiFAST cDNA Synthesis kit” kullanilarak RNA
orneklerinden = cDNA elde edildi. KIFC1 ekspresyon seviyesindeki farkliliklar
karsilastirildi.

3.2.9.1. cDNA Sentezi
izole edilen RNA’dan ‘Bioline SensiFAST cDNA Synthesis Kit® (Meridian,
Bioline, ABD) kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Tablo 3-13‘te cDNA sentez

asamalar1 detayli olarak gdsterilmektedir.

Tablo 3-13. ¢cDNA Sentezi Protokolii

cDNA Sentezi

RNA (n ng)

!
4 pul 5X Transfer Buffer

1
1 pl Reverse Transkriptaz
1
Total 20 uL RNAse DNAse free water (20 pl)

!
Thermal Cycler (25°C 10 dk.; 42°C 15 dk.; 85°C 5 dk; 4°C hold)

|
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| cDNA |

3.2.9.2. KIFC1 Gen Ekspresyonunun Real-Time Yontemi ile Analizi

KIFC1 gen ekspresyon analizi i¢in SYBR Green yontemi kullanilarak es
zamanli qRT-PCR deneyleri yapildi. Deneyler ‘SensiFAST™SYBR®No-ROXKit-
Bioline’kit kullanilarak ‘Mic PCR Biomolecular Systems’ cihazinda gergeklestirildi.
Real-Time deneyi Tablo 3-14’de ayrintili olarak gosterildi.

Tablo 3-14. KIFC1 Real-Time Deney Protokolii

10 pl Sybr Green 2X

!

10 uM,10 pl KIFC1 Forward Primer
!

10 uM, 10 pl KIFC1 Reverse Primer
l

3 ul cDNA

l

5,4 ul DNAase, RNAaseFree Water
l

20 pl Mic-PCR tiiplerine dagitildi
!
Mic-Pcr Bio Molecular Systems cihazina yiiklendi
!
Thermal Cycler ( 95°C 5 dk; 60°C 2 dk; 72°C 15 dk)

Hastalara ve saglikli kontrollere ait tiim doku ve periferik kan orneklerindeki
ACt (Hedef gen Ct-Referans Gen Ct) degerleri ile ayni hastanin tiimére eslenik normal
doku 6rneklerinin ACt (Hedef gen Ct-Referans Gen Ct) degerleri kullanilarak 222 fold
change formiilii kullanilarak hesaplandi [227].

3.2.10. istatistiksel Analiz

Calismadaki nitel degiskenlere ait tanimlayici istatistikler say1 ve yiizde olarak,
nicel degiskenlere ait tanimlayici istatistikler ise ortalama, medyan, standart sapma,
minimum ve maksimum olarak verilmistir. Nicel degiskenlerin normal dagilima
uygunluklart Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. ki bagimsiz grup ortalama
karsilastirlmasinda Mann Whitney U testi kullanilmistir. Ikiden fazla bagimsiz grup
ortalama  karsilastirmasinda  Kruskall =~ Wallis  testi  kullanilmistir.  Coklu

karsilastirmalarda post hoc test olarak Dunn testi kullanilmistir. Nitel degiskenler
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arasindaki iliskiler Pearson ki kare, Fisher Exact test, Fisher Freeman Halton testleri ile
incelenmistir. Nicel degiskenler arasindaki iliskiler ise Spearman korelasyon katsayisi
ile arastirilmustir. Istatistiksel olarak anlamlhilik diizeyi p<0,05 olarak alimis ve

hesaplamalarda SPSS (28 Version, Armonk, NY: IBM Corp) kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Akciger Kanserli Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozellikleri

Calismada, akciger kanseri tanis1 almis hastalara ait timor dokusu, tiimore eslenik
normal doku, lenfosit ve serumlar1 ile hastalar ile yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis
saglikl1 kontrol 6rneklerinin lenfosit ver serumlarindaki KIFC1 ekspresyon seviyeleri ve
metilasyon profilleri degerlendirildi. KIFC1 genindeki ekspresyon ve metilasyon
profillerindeki farkliliklarinin tespiti ve analizi i¢in hasta tiimdr, tiimore eslenik normal
doku ve serum ve lenfosit 6rnekleri ile saglikli bireylere ait serum ve lenfosit 6rnekleri

hem kendi aralarinda hem de gruplar arasinda karsilastirildi.

Akciger kanserli hastalarin ortalama yasi1 63 (45-78)’tiir. Bu hasta grubunun 22’si
erkek (%56.4), 17°si (%43.6) ise kadin hastalardan olusmaktadir. Akciger kanseri tanili
hastalarin  %71,8’1 (28/39) sigara kullanmakta iken, % 17,9’u (7/39) alkol

kullanmaktadir.

TNM evreleme sistemi kullanilarak akciger kanseri tanisi almis bireylerin
metastaz bulgusu ve kanser evreleri degerlendirildi. Akciger kanseri tanisi alan
hastalarin % 30,8’inde (12/39) radyolojik olarak metastaz bulgusu bildirilmis olup bu
bireylerin % 41,7°sinin (5/12) metastaz bolgesi beyindir. Hastalarin % 20,5 (8/39) evre
1, %48,7 (19/39) evre 2, %30,8’i (12/39) evre 3 olarak smiflandirilmistir. Akciger
kanseri tanili hastalarin % 20,5’i (8/39) akciger adenokarsinomu, %28,2’si (11/39)
KHAK, % 41’1 (16/39) skuaméz hiicreli karsinom ve %10,3’i (4/39) diger alt tiplere
sahiptir. Hastalarin %25,6’s1 (10/39) calisma sirasinda veya sonrasinda hayatini
kaybetmistir. Hastalarin klinik ve patolojik ozellikleri Tablo 4-1’de gosterilmektedir.
Saglikli kontrollere ait 6zellikler de Tablo 4-2°de gosterilmektedir. Nitel degiskenlere

ait tamimlayici istatistikler say1 ve yiizde olarak verilmistir.



Tablo 4-1. Akciger Kanserli Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozellikleri

Parametreler N %

Cinsiyet Kadin 17 43,6

Erkek 22 54

<63 yas Kadmn 19 48,7

Erkek 20 51,3

<71 yas Kadin 30 769

Erkek 9 231

Adenokarsinom 8 20,5

. KHAK 11 28.2
Patoloji tipi e

Skuamdoz Hiicreli 16 41,0

Diger 4 10,3

Olii-Sag Olii 10 25,6

Sag 29 74,4

Var 12 30,8

Metastaz Durumu ey - oy

Beyin Metastazi Var 5 12,8

Yok 34 87,2

1 8 20,5

Evre 2 19 487

3 12 30,8

1 8 20,5

2 12 30,8

Grade ; " o

4 8 20,5

Sigara Kullanimi Evet 28 71,8

Hayir 11 28,2

Alkol Kullanimi Evet 7 17,9

Hayir 32 82,1

. Unmetile 29 7.3

Tiimor Doku Metilasyonu Metile . yar

: Unmetile 26 70,3

Normal Doku Metilasyonu Metile " 207

. Unmetile 32 86,5

Hasta Serum Metilasyonu Metile : 128

Artma 22 59.4

KIFC1 Ek Degisimi
C1 Ekspresyon Degisimi Agalima s 206
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Tablo 4-2. Saghkl Kontrollere Ait Ozellikler

Parametreler Saghkh Kontrol
Sayisi
<63 14 %35.8
Yas
>63 25 %64.1
Lo Erkek 21 %53.8
Cinsiyet
Kadin 18 %46.1

4.2. KIFC1 Geninin Ekspresyon Analizi

Akciger kanseri tanist almis hastalara ait tiimor ve timore eslenik normal doku
ve lenfosit ornekleri ile hastalar ile yas ve cinsiyet acisindan eslestirilmis saglikli
kontrol lenfosit 6rneklerinde KIFC1 ekspresyonu gRT-PCR metodu kullanilarak analiz
edildi ve  karsilastirildi. Deneyler Mic PCR Biomolecular Systems cihazinda
gerceklestirildi. Hastalara ait timor 6rneklerinin ACt (Hedef gen Ct-Referans Gen Ct)
degerleri ile ayn1 hastanin timdre eslenik normal doku 6rneklerinin ACt (Hedef gen Ct-
Referans Gen Ct) degerleri kullanilarak 224t fold change formiilii kullanilarak

hesaplandi.

25

20

Mormalised Fluorescence

5 10 15 20 25 30 35 40
Cycles

Sekil 4-1. Hasta ve saghkh bireylere ait 6rneklerin hedef gen (KIFC1) ve referans gen i¢in
aplikasyon egrileri
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KIFC1 geni ile referans gen ekspresyon seviyeleri kullanilarak akciger kanserli
hastalara ait tiimor, timdre eslenik normal doku 6rnegi ve lenfositlerinde ACt degerleri
hesapland: (Sekil 4-2). Boylece her bir hastanin tiimor, tiimoére eslenik normal doku ve

lenfosit 6rneklerinde 244 deger farkliliklar tespit edildi.

|
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b
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6 I 1 |
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| tem o
| AR il i
2 i i all | i
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0 W|s: (. Il i Ll i1 o z!l I
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123 @16?1819 2223242526272%2 I>
|

-10

B Timor M Normal Doku M Serum

Sekil 4-2. Akciger kanserli hastalara ait tiimor, tiimore eslenik normal doku ve lenfosit
orneklerinde KIFC1 geninin delta ACt degerlerinin siitun grafik ile gosterimi.

Nicel degiskenlere ait tanimlayicr istatistikler ortalama, medyan, standart sapma,

minimum ve maksimum olarak Tablo 4-3’te gosterilmektedir.

Tablo 4-3. Nicel degiskenlere ait istatistiksel ortalama, medyan, standart sapma, minimum
ve maksimum degerler

Ortalama Medyan Std. Sapma  Minimum Maksimum

Yas 63,10 63,00 8,580 45 78
AT 2:24¢t 7,04888 0,33319  31,594551 0,002 197,928
AN 2:3act 1,90096  0,08621 9,854875 0,002 61,704

12( | “— h

e SR

9303132333%% 556323839
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AL24ACt 1,24505  0,04946 5,370986 00,001 33,477
SL 2-act 1,20910  0,05466 3,757015 0,000 21,445

(AT: Akciger Tiimor doku 6rnegi; AN: Akciger Timori eslenik Normal Doku 6rnegi;
AL: Akciger kanser tanili hasta lenfosit; SL: Saglikli kontrol lenfosit).

Hastalara ait akciger timori, tiimore eslenik normal doku, lenfosit 6rnekleri ile
saglikli  kontrollere ait lenfosit ornekleri kendi aralarinda 24t ortalamalar
bakimindan karsilastirilmasi sonucunda elde edilen tanimlayici istatistik degerleri ve p
degerleri istatistiksel olarak analiz edildi. Istatistiksel olarak anlamli ¢ikan parametreler
Tablo 4-4’te gosterilmektedir. Metaztaz bulgusu olan hastalarin lenfosit 6rneklerinde 2°
AACE ortalamalar1, metastaz olmayan hastalara gore anlamli derecede yiiksek ¢ikmustir
(p=0,033). Bu durum hasta lenfosit érneklerinin metastaz bulgularin1 degerlendirmede
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica Grade 4 tanili hastalara ait akciger tiimor
dokusundaki 224t ortalamas1 Grade 1, 2 ve 3 olanlara gore anlamli derecede yiiksek
cikmistir (p=0,019). Bu durum akciger tiimor dokularindaki KIFC1 geni ekspresyon
profilinin hastalik ~ evrelendirme degerlendirilmesinde  kullanilabilecegini
diistindiirmektedir.

Tablo 4-4. Akciger Tiimor Dokusu, Tiimére Eslenik Normal Doku, Hastalara ve Saghklh
Kontrollere Ait Lenfosit Orneklerinin 244t Ortalamalar1 Bakimindan

Karsilastirilmasi
-AACt Metastaz o .

2 n Ortalama  Medyan Std.Sapma Minimum Maksimum p degeri
Durumu
Var 12 2,47343 1,04292 3,400227 0,035 11,411

AT 224t 0,111
Yok 27 9,08241 0,29534  37,948420 0,002 197,928
Var 12 5,25102 0,02041  17,779085 0,002 61,704

AN 2-4ACt 0,049
Yok 27 0,41205 0,12690 0,853064 0,011 4,336
Var 12 3,23757 0,31849 9,540164 0,001 33,477

AL 2-4Act 0,033
Yok 27 0,35949 0,04316 1,004366 0,001 4,095
Var 12 1,12698 0,18823 2,066320 0,008 6,610

SL 2-aact 0,126
Yok 27 1,24560 0,04040 4,338082 0,000 21,445

27AACt Grade n Ortalama  Medyan Std.Sapma Minimum  Maksimum p degeri

AT 2:4ACt 4 8 0,79312  0,02787  2,056913 0,002 5,877 0,019




2 12 1,38899  0,19021  2,743342 0,012 7,765
3 11 1,49123  0,71079  1,942770 0,029 6,635
4 8 2943624  3,52773 68,384676 0,035 197,928
1 8 0,14887  0,16595  0,116914 0,015 0,380
2 12 0,62061  0,10462  1,240122 0,025 4,336
AN 2-4ACt 0,481
3 11 584224  0,12560 18,529663 0,002 61,704
4 8 0,15432  0,02807  0,267886 0,004 0,772
1 8 0,46219  0,03273  1,228281 0,007 3,502
2 12 2,83264  0,03560  9,650720 0,001 33,477
AL 2-3act 0,186
3 11 0,49516  0,29934  0,588237 0,001 1,818
4 8 0,67765  0,08468  1,402755 0,003 4,095
1 8 0,03362  0,03119  0,029801 0,002 0,096
2 12 3,16626  0,13559  6,411418 0,003 21,445
SL 2-AACt 0,331
3 11 0,65849  0,08045  1,239242 0,000 4,050
4 8 0,20594  0,11428  0,250296 0,012 0,702

(AT: Akciger Timor doku 6rnegi; AN: Akciger Tiimori eslenik Normal Doku 6rnegi;
AL: Akciger kanser tanil1 hasta lenfosit; SL: Saglikli kontrol lenfosit).

Ekspresyon profili ile cinsiyet arasinda (p=0,112) ve < 63 yas durum arasinda
anlaml1 bir iligki gézlenmemistir (p=0,748). KIFC1 ekspresyon profili artan ve azalanlar
bireyler arasinda yas ortalamasi bakimindan da istatistiksel olarak anlaml bir farklilik

gozlenmemis (p=0,835) olup ve Tablo 4-5’de gosterilmistir.

Tablo 4-5. KIFC1 gen ekspresyonu artan ve azalanlar arasinda yas ortalamasi

KIFC1 Ekspresyon N Ortalama  Std. Sapma p degeri
Artma 24 63,33 8,063

Yas 0,835
Azalma 15 62,73 9,632

Akciger kanserli hastalarin timor doku, tiimore eslenik normal doku ve lenfosit
ornekleri ile saglikli kontrollere ait lenfosit oOrneklerindeki KIFC1 ekspresyon
diizeylerindeki artis/azalisi, hastalarin klinik ve patolojik o6zellikleri ile karsilastirildi.

Hastalarin  Kklinik ve patolojik oOzellikleri ile KIFC1 ekspresyon seviyeleri
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karsilagtirildiginda cinsiyet, patolojik alt tip, sigara kullanimi, alkol tiiketimi, arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmemistir.(p>0,05). Akciger kanserli
hastalarinin KIFC1 gen ekspresyonu ile tiimor evresi(p=0,040) ve tiimor gradi
(p=0,010) ile arasinda da anlamli bir iligki tespit edilmistir. KIFC1 gen ekspresyonu ile

metastaz durumu arasinda anlamli iligki bulunmustur (p=0,013).

Hastalardaki KIFC1 gen ekspresyonu ile metastaz durumu arasinda da anlaml
iliski bulunmustur (p=0,013). Ekspresyon profili artan hastalarda metastaz goriilme
orani %45.8 (11/24) iken ekspresyon profili azalanlarda %6.7 (1/15) oraninda metastaz
bulgusu goriilmektedir.

Hastalardaki KIFC1 gen ekspresyonu ile tiimor evresi arasinda anlamli bir iliski
goriilmiistir (p=0,040) evre 1 tanmili hastalarda KIFC1 ekspresyon orani anlamli
derecede diisiik iken 6/8(%40); KIFC1 ekspresyonu artan hastalarin %50°si (12/24) evre
2 ve % 41,7’si (10/24) evre 3’tir(p=0,040). Bu veriler KIFC1 ekspresyon seviyesi
arttikca timor evresinin arttigini ve KIFC1 ekspresyon artiginin ileri timdr evresi ile

istatsitiksel bir anlamlilik oldugunu goéstermektedir (p=0,040).

Hastalardaki KIFC1 gen ekspresyonu ile histolojik grade arasinda anlamli
derecede iliski goriilmiistiir (p=0,010). KIFC1 ekspresyonu artan hastalarin %33,3’iiniin
grade 3 ve grade 4 oldugu, eksperesyon seviyesi diisen hastlarin ise %40’ 1nin grade 1 ve
grade 2 hastalar1 oldugu tespit edilmistir. Bu durum ise KIFC1 ekspresyon artis1 ile

grade artig1 arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulundugunu géstermektedir (p=0,010).

Hastalardaki KIFC1 gen ekspresyonu ile hasta serumlarinin metilasyon durumu
arasinda anlamli bir iligki goriilmiistiir (p=0,042). KIFC1 ekspresyonu artan hastalarin
%95,8 inde unmetilasyon durumu tespit edilmistir. Bu veriye gore hasta serumlarinda
KIFC1 ekspresyon seviyesi artan hastalarda unmetilasyon durum gozlenmesi dikkat
cekicidir (p=0,042).

KIFC1 gen ekspreyon profilinde artis ve azalma durumu bakimindan ilgili
degiskenler arasindaki iliskilerin incelenmesi sonucunda elde edilen p degerleri ve

tanimlayici istatistikler Tablo 4-6.’da yer almaktadir.
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KIFC1 Ekspresyon

Parametreler Profili p
Artan Azalan
Hasta sayis1 13 4
Kad
- aam % 54,2 26,7
Cinsiyet 0,112
Erkek Hasta say1s1 11 11
% 45,8 73,3
Hasta sayist 11 8
63 1t
3 yas i % 458 533 o4
yas 63 st Hasta sayist 13 7 ’
yas ust % 54,2 46,7
71 vas altt Hasta sayist 20 10
b yas % 83,3 667 0t
S L . Hasta sayis1 4 5 ’
uistii
< % 16,7 333
. Hasta sayist 4 4
Adenokarsinom
% 16,7 26,7
KHAK Hasta sayis1 10 1
N % 41,7 6,7
Patoloji tipi 0,108
Skuaméz H Hasta sayis1 8 8
' % 33,3 53,3
Di Hasta sayist 2 2
o % 83 13,3
. Hasta sayist 7 3
Ol
Olii-Sas % 29,2 20,0 0.711
troag Sas Hasta sayis1 17 12 ’
a
g % 70,8 80,0
Var Hasta sayist 11 1
Metastaz % 45,8 6,7
0,013
Durumu Yok Hasta sayist 13 14
% 54,2 93,3
H 4 1
\Var asta sayisi
. % 16,7 6,7
Beyin Met 0,631
Yok Hasta sayis1 20 14
% 83,3 93,3
1 Hasta sayist 2 6
% 8,3 40,0
Hasta sayist 12 7
Evre 2 0,040
Y % 50,0 467
3 Hasta sayis1 10 2
% 41,7 13,3
Grade 1 Hasta sayist 2 6 0,010
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% 8,3 40,0
’ Hasta sayis1 6 6
% 25,0 40,0
3 Hasta sayis1 8 3
% 33,3 20,0
4 Hasta sayist 8 0
% 33,3 0,0
Kullanwvor Hasta sayist 15 13
u
. Y % 62,5 86,7
Sigara 0,150
Kullanmuvor Hasta sayist 9 2
u 1
Y % 375 133%
Hasta sayist 3 4
Kullaniyor
% 12,5 26,7
Alkol 0,396
Kull Hasta sayist 21 11
nmiyor
utlanmiyo % 87,5 73,3
Unmetile Hasta sayist 16 13
Tiimor Doku % 69,6 86,7 0.273
Metilasyon Metile Hasta sayis1 7 2 ’
% 30,4 13,3
Unmetile Hasta sayist 18 8
Normal Doku % 81,8 533 080
Metilasyon Metill Hasta sayis1 4 7 ’
% 18,2 46,7
) Hasta sayis1 23 9
Unmetile
Hasta Serum % 95,8 69.2 0.042
Metilasyon _ Hasta sayis1 1 4 ’
Metile
% 4,2 30,8

Hastalara ait tiimér, tiimdre eslenik normal doku ve lenfosit 6rneklerine ait 244t

degerlerinin birbirleri ile korelasyon durumlari incelenmistir. Tablo 4-7°de 224¢t

degerleri arasindaki iligkileri non-parametrik korelasyon testi ile incelenmesi sonucunda

elde edilen korelasyon katsayisi ve p degerleri yer almaktadir. Hastalarin lenfosit

orneklerinin 224t degerleri ve saglikl kisilere ait lenfosit 6rneklerinin 242" t degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki gbzlenmistir (r=0,491; p=0,002). Hasta ve

saglikli kontrol grubunun lenfosit 6rnekleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

s6z konusudur. Tiimdr dokularina ait 222t degerleri ile tiimore eslenik normal dokulara

ait 244t degerleri, hastalarin lenfosit drnekleri ile saglikli kontrol grubunun lenfosit

orneklerine ait 224 degerleri arasinda anlamli iliski gozlenmemistir (sirastyla p=0,821;

p=0,152; p=0,397).
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Tablo 4-7. Hastalarin Timér Doku, Tiimdre Eslenik Normal Doku ve Lenfosit
Orneklerine Ait 222 Degerlerinin Birbirleri Ile Korelasyon Durumlarimin

incelenmesi

AN 2—AACt AH 2-AACt S L2—AACt

AT2AACt r 0,037 0,234 0,139
p 0,821 0,152 0,397

N 39 39 39

AN2-AACt r -,201 0,083
p 0,219 0,615

N 39 39

AL 2-44ct r 0,491
p 0,002

N 39

(AT: Akciger Timor doku ornegi; AN: Akciger Timori eslenik Normal Doku

ornegi; AL: Akciger kanser tanili hasta lenfosit; SL: Saglikli kontrol lenfosit).

delta

1,000
500
ooo
at al

an

grup

nor

Sekil 4-3. Akciger kanserli hastalarin Tiimoér Doku, tiimore Eslenik Normal Doku ile
Hastalara Ait lenfosit ve Saghikh kontrollere ait lenfosit 6rneklerinin 242t Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Gruplar arasinda 244Ct

tanimlayici istatistikler ve p degerleri Tablo 4-8’de verilmistir. Gruplar arasinda

ortalamalar1 bakimindan karsilagtirmalar yapilmis ve

2-AACt
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ortalamalar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p=0,025).
Farkliliklar detayli olarak incelendiginde, akciger kanserli hastalarin timor doku (AT)
grubunun 222 ortalamasi, hastalarin tiimore eslenik normal doku (AN), hastalara ait
lenfosit Ornekleri (AL), ve saglikli kontrollere ait lenfosit Ornekleri (SL) 224Ct
ortalamalarindan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (sirasiyla p=0,050; p=0,005;
p=0,015).

Tablo 4-8. Akciger Normal Doku, Akciger Tiimor Doku, Hasta Serum Ve Saghkli Serum
2-4ACt Ortalamalarimin Karsilastirilmasi

Grup Ortalama Medyan Std. Sapma Minimum  Maksimum p
AN 244t 1,90096 0,08621 9,854875 0,002 61,704

AT 244¢t 7,04888 0,33319  31,594551 0,002 197,928

AL24ACt 1,24505 0,04946 5,370986 0,001 33,477 0,025
SL2-4act 1,20910 0,05466 3,757015 0,000 21,445

(AT: Akciger timor doku ornegi; AN: Akciger tiimorii eslenik normal doku 6rnegi;
AL: Akciger kanser tanili hasta lenfosit; SL: Saglikli kontrol lenfosit).

KIFC1 gen nihai ekspresyon seviyeleri 224¢t fold change formiilii kullanilarak
hesaplandi (Sekil 4-3). Hastalarin timor dokusunda, tiimore eslenik normal dokuya gore
%59’unda (23/39) ekspresyon seviyesinde artis, %30,8’inde (12/39) ise ekspresyon
seviyesinde azalma goriildi. Hastalarin %10,2’sinde (4/39) ise timdr dokusu ve timore
eslenik normal doku arasinda anlamli ekspresyon farkliligi saptanmadi. Gruplar arasi
nicel analiz yapildiginda, akciger kanseri tanili hastalarin tiimor 6rneklerinde, timor

dokusuna eslenik normal dokuya gére KIFC1 geninin 3,2 kat arttig1 hesaplandi.
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Sekil 4-4. Tiimor orneklerinde eslenik normal doku orneklerine gore KIFC1 geninin
ekspresyon seviye degisikliklerinin 244t fold change formiilii ile analizinin
logaritmik dagilim grafigi. 1,5 cut off noktasinin iistiinde olan degerler ekspresyon
artisi, 1,5’un altinda olan degerler ise ekspresyon azalisi1 olarak kabul edildi.

Hasta lenfosit ornekleri ile saglikli  kontrollerin  lenfosit  Grnekleri
karsilastirildiginda hasta lenfosit Orneklerinin %48,7’inde (19/39) saglikli kontrol
lenfosit 6rneklere gére KIFC1 geni ekspresyon seviyesinde artma, %30,8’sinin (12/39)
de ise ekspresyon seviyesinde azalma tespit edildi. Hastalara ait lenfosit 6rneklerinin
%20,5’inde (8/39) ise hastalara ait lenfosit 6rnekleri ve saglikli kontrollere ait lenfosit
ornekleri arasinda anlamli ekspresyon farkliligi saptanmadi. Gruplar arasi nicel analiz
yapildiginda, akciger kanseri tanili hastalarin lenfosit 6rneklerinde, saglikli kontrollerin

lenfosit 6rneklere gére KIFC1 geninin 2,4 kat arttigi hesaplandi.
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Sekil 4-5. Hasta serum orneklerinde saglikli kontrol serum orenklerine gore gore KIFC1
geninin ekspresyon seviye degisikliklerinin 224t fold change formiilii ile
analizinin logaritmik dagilim grafigi. 1,5 cut off noktasinin iistiinde olan degerler
ekspresyon artigi, 1,5’un altinda olan degerler ise ekspresyon azalisi olarak kabul
edildi.

4.3. KIFC1 Geninin Metilasyon Analizi

Akciger kanseri tanisi almig 39 hastaya ait tiimor dokusu, tiimore eslenik normal
doku ve serum ornekleri ile hastalarla yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis 39 saglikli
bireye ait serum niimunelerinde KIFC1 metilasyon profili MSP yontemi kullanilarak

arastirildi.

AHO13 AHO14 AHO16 AHO018 AHO19 AH022 AH023 AH024 AHO025 AHO026

Sekil 4-6. Hasta serumlarina ait metile ve unmetile jel goriintiisii (M: Metile; U: unmetile;
bp: base pair)
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4.3.1. Tiimér Dokularinin Metilasyon Analizi
Akciger kanserli hastalarin tiimor orneklerinin %23,1’inde (9/39) metilasyon,
%74,4’tinde (29/39) unmetilasyon durumu gozlemlendi (Sekil 4-7). Hastalarin timor

dokularinin %2,5’inde (1/39) ise metilasyon profili saptanamadi.

Tamor Orneklerinde KIFC1 Geninin Metilasyon Durumlari

35
30
25
20
15

10

W Metile ®mUnmetile = Missing

Sekil 4-7. Akciger kanserli 39 hastaya ait tiimoér érneklerinde KIFC1 geninin metilasyon
durumlarmmin siitun grafigi. Timor o6rneklerinin 9’unda metilasyon ve 29’unda
unmetilasyon gozlendi.1 6rnekte ise metilasyon profili saptanamadi.

Hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri ile metilasyon profilleri karsilastirildiginda
hastalara ait tiimor dokularindaki metilasyon profili ile patalojik alt tipleri arasinda
anlaml bir iligki gortilmiistiir (p=0,050). Skuamdz hiicreli patolojiye sahip akciger
hastalarinin timor dokusunda unmetile orant %93,75 (15/16) oraninda anlamli derecede
yiiksek oldugu tespit edilmistir. KHAK tanili hastalarin tiimér dokusunda unmetile
orant %54,6 (6/11) olarak tespit edilmistir. AAD tanili hastlarina timoér dokularinda
ise % 62,5 (5/8) oraninda unmetilasyon goriilmistiir ve analizler akciger kanseri alt
tiplerinde metilasyon profillerinin farkli olabilecegini gdstermektedir. Ayrica sigara
kullanim1 ile metilasyon profili arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (p=0,044).
Metilasyon profili tespit edilebilen 6rnekler arasinda sigara kullanan hastalarin timor
dokularinda unmetile oran1  %85,2°dir (23/27). Bu durum ise sigara kullaniminin
akciger kanserinde metilasyon profilini etkileyebilecegini gostermektedir. Hastalara ait

timor dokularinda metilasyon profili ile ilgili degiskenler arasindaki iliskilerin
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incelenmesi sonucunda elde edilen p degerleri ve tanimlayici istatistikler Tablo 4-9’da

gosterilmektedir.

Tablo 4-9. Tiimér Doku Metilasyon Profili ile flgili Degiskenlerin incelenmesi

Akciger Tiimér Doku
Parametreler Metilasyon Profili P
Unmetile Metile
Kadin Hasta sayist 12 5
. % 41,4 55,6 0,703
Cinsiyet
Erkek Hasta sayis1 17 4
% 58,6 44 4
63 vas altt Hasta sayist 15 4
vas % 51,7 444 1000
<63 yas '
63 vas {isti Hasta sayist 14 5
usti
N % 48,3 55,6
71 1t Hasta sayist 22 7
as alt1
<71 yas % 75,9 77,8 1,000
yas 71 vas iisti Hasta sayist 7 2
usti
e % 24,1 22,2
. Hasta sayist 5 3
Adenokarsinom
% 17,2 33,3
H
KHAK asta sayisi 6 5
e % 20,7 55,6 0,050
Patoloji tipi
Skuaméz H Hasta sayis1 15 1
y4 .
Y % 51,7 11,1
Dis Hasta sayist 3 0
iger
& % 10,3 0,0
. Hasta sayist 7 2
Olu
.o % 24,1 22,2 1,000
Olii-Sag
Sas Hasta sayist 22 7
£ % 75,9 77,8
Var Hasta sayis1 10 2
Metastaz % 34,5 22,2 0,689
Durumu Hasta sayist 19 7
Yok
% 65,5 77,8
\Var Hasta sayist 5 0
. % 17,2 0,0 0,312
Beyin Met
Yok Hasta sayis1 24 9
% 82,8 100,0
1 Hasta sayisi 7 1
% 241 11,1 0,133
Evre
5 Hasta sayist 11 7
% 37,9 77,8
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3 Hasta sayist 11 1
% 37,9 11,1
1 Hasta sayist 5 2
% 17,2 22,2
) Hasta sayist 9 3
% 31,0 33,3 0,873
Grade '
3 Hasta sayis1 8 3
% 27,6 33,3
4 Hasta sayist 7 1
% 24,1 11,1
Kull Hasta sayist 23 4
niyor
. HHantyo % 79,3 44,4 0,044
Sigara
Kullan . Hasta sayist 6 5
o % 20,7 55,6
Hasta sayist 7 0
Kullantyor
% 24,1 0,0
Alkol 0,164
Hasta sayist 22
Kullanmiyor
% 75,9 100,0

4.3.2. Tiimore Eslenik Normal Dokularm Metilasyon Analizi

Akciger kanseri tanili hastalarin tiimore eslenik normal dokularmin %28,2’sinde

(11/39) metilasyon, %66,7’sinde (26/39) unmetilasyon durumu gozlemlendi (Sekil 4-8).

Hastalarin tiimore eslenik normal dokularimin %5,1’inde (2/39) ise metilasyon profili

saptanamadi.
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Normal Dokularda KIFC1 Geninin Metilasyon Durumlar
30
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N Metile mUnmetile = Missing

Sekil 4-8. Akciger kanserli 39 hastaya ait eslenik normal doku o6rneklerinde KIFC1
geninin metilasyon durumlarimin siitun grafigi. Eslenik normal doku 6rneklerinin
117’inde metilasyon ve 26’sinda unmetilasyon gozlendi. 2 Grnekte ise metilasyon
profili saptanamadi.

Hastalarin  klinik ve patolojik Ozellikleri ile metilasyon profilleri
karsilastirildiginda hastalara ait tiimore eslenik normal doku metilasyon profili ile sigara
kullanimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski goriilmiistiir (p=0,018). Timor
dokusuna eslenik normal dokularinda metilasyon profili belirlenmis sigara kullanan
hastalarin %59,3’tinde (16/27) unmetilasyon; %40,7’sinde (11/27) gozlemlendi. Bu
durum sigara kullaniminin metilasyon profilini etkileleyebilecegini gostermektedir.
Hastalara ait timore eslenik normal dokularinda metilasyon profili ile ilgili degiskenler
arasindaki iligkilerin incelenmesi sonucunda elde edilen p degerleri ve tanimlayici

istatistikler Tablo 4-10’de gosterilmektedir.

Tablo 4-10. Tiimére Eslenik Normal Doku Metilasyon Profili ile ilgili Degiskenlerin

incelenmesi
Akciger Eslenik Normal
Parametreler Doku Metilasyon Profili p
Unmetile Metile
L Hasta sayis1 13 2
Cinsiyet Kadin y 0,072

% 50,0 18,2
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Hasta sayis1 13 9
Erkek
© % 50,0 81,8
Hasta sayist 12 6
63 1t
3 yas alt % 46,2 545 0,728
a
yas 63 At Hasta sayist 14 5
vas ust % 53,8 455
71 vas alty Hasta sayis1 19 9
yas % 73,1 81,8 0,695
<71 yas
71 st Hasta sayist 7 2
yas ust % 26,9 18,2
. Hasta sayist 6 2
A k
denokarsinom % 231 18.2
KHAK Hasta sayist 8 2
e % 30,8 18,2 0,775
Patoloji tipi
Skuaméz M Hasta sayist 10 5
“r % 38,5 455
Diger Hasta sayist 2 2
& % 7.7 18,2
Ol Hasta sayist 6 2
. B % 23,1 182 1,000
Olii-Sag ’
Sas Hasta sayist 20 9
8 % 76,9 81,
Var Hasta sayist 9 1
Metastaz % 34,6% 9,1 0,224
Durumu Yok Hasta sayis1 17 10
% 65,4 90,9
Var Hasta sayist 3 1
. % 115 91 1,000
Beyin Met '
Yok Hasta sayist 23 10
% 88,5 90,9
1 Hasta sayist 5 3
% 19,2 27,3
Hasta sayis1 12 7 0,324
Evre 2 '
Y % 46,2 63,6
3 Hasta sayis1 9 1
% 34,6 91
1 Hasta sayist 4 4
% 15,4 36,4
) Hasta sayist 8 4
% 30,8 36,4 0,211
Grade
3 Hasta sayist 7 3
% 26,9 27,3
4 Hasta sayist 7 0
% 26,9 0,0
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Kullanivor Hasta sayist 16 11
. Y % 615 1000
Sigara 0,018
Kullanmuvor Hasta sayis1 10 0
u
Y % 38,5 0,0
Hasta sayist 3 3
Kullaniyor
% 11,5 27,3
Alkol 0,335
Hasta sayis1 23 8
Kullanmiyor
% 88,5 72,7

4.3.3. Hasta Serum Orneklerinin Metilasyon Analizi
Akciger kanserli hasta serum 6rneklerinin %12,8’inde (5/39) metilasyon durumu
gozlenirken, %82,1’inde (32/39) unmetilasyon durumu gozlemlendi (Sekil 4-9).

Hastalarin serum 6rneklerinin %35,1’inde (2/39) ise metilasyon profili saptanamadi.

Hastalarin Serum Orneklerinde KIFC1 Geninin Metilasyon Durumlan
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Sekil 4-9. Akciger kanserli 39 hastaya ait serum orneklerinde KIFC1 geninin metilasyon
durumlarimin siitun grafigi. Serum Orneklerinin 5’inde metilasyon ve 32’sinde
unmetilasyon gozlendi. 2 6rnekte ise metilasyon profili saptanamadi.

Hastalarin  klinik ve patolojik Ozellikleri ile metilasyon profilleri
karsilastirildiginda hastalara ait serum 6rneklerinin metilasyon profili ile <63 yas hasta
bireyler arasinda anlamli bir iliski goriilmistir (p=0,046). Serum Orneklerinde
metilasyon profili belirlenmis 63 yas alt1 hastalarda unmetilasyon orani

%100°diir(18/18) ve metilasyon oranina gore anlamli derecede yiiksektir (p=0,046).
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Buda akciger kanserli hastalarda yas ile metilasyon profilinin baglantili olabilecegini

gostermektedir.

Akciger kanseri hasta serumlarinin metilasyon profili ile hastaligin gradi
arasinda da anlamli bir iliski bulunmustur (p=0,040). Serum orneklerinde metilasyon
profili belirlenmis grade 4 tanili olan hastalarin tamaminda unmetilasyon goriilmiistiir.
Bu baglamda hastaligin grade artis1 ile unmetilasyon oranini arasinda anlamli bir iligki
oldugu disiiniilebilir. Hastalarin serum o6rneklerinin  metilasyon profili ile ilgili
degiskenler arasindaki iligkilerin incelenmesi sonucunda elde edilen p degerleri ve

tanimlayici istatistikler Tablo 4-11°de gosterilmistir.

Tablo 4-11. Hasta Serum Orneklerinin Metilasyon Profili ile ilgili Degiskenlerin

incelenmesi
Hasta Serumlarinin
Parametreler Metilasyon Profili p
Unmetile Metile
Hasta sayist 14 2
Kad
- Ny % 43,8 40,0
Cinsiyet Hasta sayis1 18 3 1,000
Erkek 4
% 56,3 60,0
Hasta sayist 18 0
63 It
3 vas alt % 56,3 00 s
yas 63 st Hasta sayisi 14 5 '
as usti
ya % 438 100,0
71 It Hasta sayist 26 2
. vas affl % 81,3 00 o
yas 71 vas iisti Hasta sayisi 6 3 ’
yas ust % 18,8 60,0
. Hasta sayis1 4 2
Adenokarsinom
% 12,5 40,0
KHAK Hasta sayist 11 0
e . % 34,4 0,0
Patoloji tipi 0,208
Skuaméz H Hasta sayist 13 3
’ % 40,6 60,0
Dis Hasta sayisi 4 0
et % 12,5 0,0
. Hasta sayis1 8 2
Olu
Olil-Sas % 25,0 40,0 0.507
>as 5 Hasta sayisi 24 3 ’
Sag

% 75,0 60,0
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Var Hasta sayist 11 1
Metastaz % 34.4 20,0 1,000
Durumu Yok Hasta sayisi 21 4 ’
% 65,6 80,0
H
Var asta sayist 5 0
. % 15,6 0,0
Beyin Met 1,000
Yok Hasta sayist 27 5
% 84,4 100,0
1 Hasta sayist 6 1
% 18,8 20,0
Hasta sayist 15 4
Evre 2 0,302
Y % 46,9 80,0
3 Hasta sayist 11 0
% 34,4 0,0
1 Hasta sayis1 5 3
% 15,6 60,0
9 Hasta sayist 9 1
Grade % 28,1 20,0 0.040
3 Hasta sayisi 10 1 ’
% 31,3 20,0
4 Hasta sayist 8 0
% 25,0 0,0
Kull Hasta sayist 22 4
ullaniyor
Sigara ’ % 088 80.0 1,000
g Kullanmuvor Hasta sayis1 10 1 ’
u
Y % 31,3 20,0
Hasta sayis1 5 1
Kullaniyor
% 15,6 20,0
Alkol 1,000
Hasta sayist 27
Kullanmiyor
% 84,4 80,0

4.3.4. Saghkh Kontrol Serum Orneklerinin Metilasyon Analizi

Kontrol serumlarinin %71,8’inde (28/39) metilasyon durumu gozlenirken,

%25, 7’sinde (10/39) unmetilasyon durumu goézlendi (Sekil 4-10). Saglikli kontrol serum

orneklerinin %2,5’inde (1/39) ise metilasyon profili saptanamadi.
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Kontrol Serumlarinda KIFC1 Geninin Metilasyon Durumlar
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Sekil 4-10. Saghkh 39 kontrole ait serum orneklerinde KIFC1 geninin metilasyon
durumlarimin siitun grafigi. Serum orneklerinin 28’inde metilasyon ve 10’unda
unmetilasyon gozlendi. 1 6rnekte ise metilasyon profili saptanamadi.

Saglikli kontrollere ait serum orneklerinin metilasyon orant %71,8(28/39) iken
akciger kanseri hasta serumlarinda bu oran %12,8°dir (5/39). Bu durum akciger kanserli
hastalarin serum Ornekleri ile saglikli kontrol serumlarindaki metilasyon profillerinin
oldukga farkli oldugunu gostermektedir. Akciger kanseri tanisinda KIFC1 geni
metilasyonu arastirilarak biyobelirte¢ olarak kullaniabilecegini ve hastalarin metilasyon

profili acisindan degerlendirilebilecegini gostermektedir.

4.3.5. Akciger Kanserli Hastalara Ait Tiimor, Eslenik Normal Doku ve Serum
Ornekleri Ile Kontrol Grubuna Ait Serum Orneklerindeki Metilasyon Verilerinin
Karsilastiriimasi

Akciger kanserli timor dokularinin %23,7°sinde (9/38) metilasyon, %76,3’{inde
(29/38) unmetilasyon durumu gozlendi; hastalarin  eslenik normal dokusunun
%29,7’sinde  (11/37) metilasyon, %70,3’linde (26/37) unmetilasyon durumu
gbzlemlendi. Hasta serum orneklerinin %13,5’inde (5/37) metilasyon gézlemlenirken,
%86,5’inde (32/37) unmetilasyon gézlemlendi;kontrol serum orneklerinin %73,7’sinde
(28/38) metilasyon, %26,3’iinde (10/38) unmetilasyon goriildii ve Tablo 4-12’de

gosterilmektedir. Hastalara ait tiimor,eslenik normal doku ver serum oOrneklerinin
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tamaminda unmetilsayon orant yiiksek iken ; kontrol serum 6rneklerinde metilasyon
orani daha yiliksek bulunmustur. Akciger kanserli hastalarin serumlarinda unmetile orani
%86.5 metilasyon orani ise gore %13,5 iken ;saglikli konrol serumlarinda ise %73,7
oraninda metilasyon %26,3 oraninda unmetilasyon goriilmustir. Bu veriler
dogrultusunda hasta serumlarindaki KIFC1 metilasyon oran artisinin akciger kanseri
hastlarinin  rutin taramalarinin  yaninda timdr ilerlemesinin  degerlendirmede
kullanilabilirligini gostermektedir. Akciger kanseri tanili hastalara ait tiimor ve normal
eslenik doku ve serumlar1 ile yas ve cinsiyet olarak hastalarla eslestirilimis saglikli
bireylere ait serum Orneklerindeki metilasyon profillerinin kendi aralarinda
karsilagtiritlamlart sonucunda anlamli bir iligski bulunmustur (p <0,001) ve Tablo 4-12’da
gosterilmektedir.

Tablo 4-12. Akciger Kanserli Hastalarin Tiimér, Eslenik Normal Doku ve Serum
Ornekleri Ile Kontrol Grubuna Ait Serum Orneklerinde Metilasyon Verilerinin

Karsilastirilmasi
Gruplar
Normal Tiimor Hasta Kontrol p
Doku Doku Serum Serum
] n 26 29 32 10
Unmetile
Metilasyon % 70,3 76,3 86,5 26,3
<0,001
Durumu n 11 9 5
Metile
% 29,7 23,7 13,5 73,7
n 37 38 37 38 150
Toplam
% 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Sekil 4-11°de hastalara ait tiimor,eslenik normal doku ve serum &rnekleri ile
saglikli bireylere ait serum Orneklerinde KIFC1 geninin metilasyon durumunun siitun
grafigi gosterilirilmektedir. Hastalara ait serum ve doku niimunleri kendi arasinda
incelendiginde unmetilasyon orani en yiiksek olan grup hasta serum 6rnekleridir. Analiz
edilen tiim gruplar karsilastirildiginda hastalara ait serum orneklerinde %86,5 (32/37)
unmetilasyon profili goriilmekteyken bunu sirasiyla akciger tiimdér dokusu
%76,3(29/38), akciger eslenik normal dokusu %70,3 (26/37) ve kontrol serum %26,3
(10/38) ornekleri takip etmektedir.
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Sekil 4-11. Hastalara ait tiimor, eslenik normal doku ve serum ornekleri ile saghkl
serumlara ait KIFC1 geninin metilasyon durumunun siitun grafigi.

4.3.6. KIFC1 Metilasyon ve Ekspresyon Verilerinin Karsilastirmasi

Akciger kanserli doku, eslenik normal doku ve serum Ornekleri ile kontrol
serumlarinda KIFC1 gen ekspresyon ve metilasyon profilleri istatistiksel olarak
karsilastirildiktan sonra analiz edildi. Analiz sonucunda yalnizca hastalarin serum
orneklerinde KIFC1 genine ait ekspresyon ve metilasyon verileri arasinda istatistiksel
bir anlamlhilik gozlendi (p=0,042). Boylece KIFC1 serum metilasyon
degerlendirmelerinin akciger kanserli hastalarda non-invaziz bir biyomarker olarak

arastirilabilecegini diisiiniilebilir.

4.3.6.1. Akiciger Eslenik Normal Doku Orneklerinde KIFC1 Metilasyon ve
Ekspresyon Verilerinin Karsilastirilmasi

Akciger kanserli hastalarin timor eslenik normal doku 6rneklerinde KIFC1
genine ait ekspresyon ve metilasyon verilerinin karsilastirilmasi sonucunda istatistiksel

anlamlilik gézlenmedi (p=0,063) (Tablo 4-13).
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Tablo 4-13. Akciger Kanserli Hastalarin Eslenik Normal Doku Orneklerinde KIFC1
Metilasyon ve Ekspresyon Verilerinin Karsilastirilmasi

Eslenik Normal Dokularin

Metilasyon Profili P
Unmetile Metile
n 18 4
Artma
KIFC1 Ekspresyon % 69.2 364 0.063
Durumu n 8 7 '
Azalma % 30.8 63.6
Toplam n 26 11 37
P % 100.0 100.0 100.0

4.3.6.2. Akiciger Tiimoér Doku Orneklerinde KIFC1 Metilasyon ve Ekspresyon
Verilerinin Karsilastirilmasi

Akciger kanserli hastalarin tiimor 6rneklerinde KIFC1 genine ait ekspresyon ve
metilasyon verilerinin karsilastirilmasi sonucunda istatistiksel anlamlilik gdzlenmedi

(p=0,226) (Tablo 4-14).

Tablo 4-14. Akciger Kanserli Hastalarin Tiimér Doku Orneklerinde KIFC1 Geninin
Metilasyon ve Ekspresyon Verilerinin Karsilastirilmasi

Tiimor Dokularinin

Metilasyon Profili p
Unmetile Metile
n 16 7
Artma
KIFC1 Ekspresyon % 55.2 7.8 0226
Durumu n 13 2 '
Azalma % 448 222
Toolam n 29 9 38
P % 100.0 100.0 100.0

4.3.6.3. Akciger Hasta Serum Orneklerinde KIFC1 Geninin Metilasyon Ve
Ekspresyon Verilerinin Karsilastirilmasi

Akciger kanserli hastalarin serum 6rneklerinde KIFC1 genine ait ekspresyon ve
metilasyon verilerinin karsilastirilmasit sonucunda istatistiksel anlamlilik goézlendi

(p=0,042) (Tablo 4-15). Hasta serum orneklerinde KIFC1 gen ekspresyonu artan %62,1
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(24/37) hastanin  %95,8’inde  (23/24) unmetilasyon gozlendi.Yiiksek oranda
unmetilasyon gozlenen hastlarda KIFC1 gen ekspresyondaki artis oldukg¢a dikkat ¢ekici
olup; bu gen eckpsresyon artisinin unmetilasyondan kaynaklanabilecegini akla
getirmektedir. Dolayisiyla, KIFC1’in akciger kanserli hastalarda non-invaziv
biyomarker olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

Tablo 4-15. Akciger Kanserli Hasta Serum Orneklerinde KIFC1 Geninin Metilasyon ve
Ekspresyon Verilerinin Karsilastirilmasi

Hasta Serumlarinin

Metilasyon Profili p
Unmetile Metile
n 23 1
Artma
KIFC1 Ekspresyon % 7.3 20 0.042
Durumu n 9 4 '
£2aliS % 28.1 80.0
Toolam n 32 5 37
P % 100.0 100.0 100.0

4.3.6.4. Saghkh Kontrol Serum Orneklerinde KIFC1 Metilasyon ve Ekspresyon
Verilerinin Karsilastirilmasi

Saglikli kontrol serum drneklerinde KIFC1 genine ait ekspresyon ve metilasyon
verilerinin karsilagtirilmasi sonucunda istatistiksel bir anlamlilik gézlenmedi (p=0,968)
(Tablo 4-16).

Tablo 4-16. Saglikh Kontrol Serum Orneklerinde KIFC1 Geninin Metilasyon ve
Ekspresyon Verilerinin Karsilastirilmasi

Saghkl Kontrol
Serum Metilasyon Profili p
Unmetile Metile
n 6 17
Artma
KIFC1 Ekspresyon % 60.0 60.7 0.968
Durumu n 4 1 '
Azalma % 40.0 39.3
n 10 28 38

Toplam % 100.0 100.0 100.0
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, diinya capinda kansere bagli oliimlerin yaklasik %25'ini
olusturur [228] ve ozellikle gelismis tilkelerde en sik teshis edilen kanserdir [229].
Kiiresel olarak, kanser yiikiiniin 2050 yilina kadar iki katina g¢ikacagi ve akciger
kanserinin en sik goriilen kanser olmay siirdiirecegi ongoriilmektedir.Akciger kanseri
hastalarinin % 70’1 ileri evrede tan1 almaktadir ve 5 yillik sagkalim orani %15,6°dir
[230]. Akciger kanseri igin standart tedaviler, tek basimna veya kombinasyon halinde
cerrahi, platin bazli kemoterapi, radyoterapi, kombine kemo radyoterapi ve hedefe
yonelik tedaviyi igerir [228]. Ancak iyilestirilmis tedavilere ragmen, akciger kanseri
kotii prognoza sahiptir [231]. Akciger kanserinin mevcut teshisi, biyopsilerin patolojik
degerlendirmesiyle tamamlanan farkli goriintiileme sistemlerini  igerir ancak bu
teknikler akciger kanserini erken evrede tespit edememektedir [54]. Giiniimiizde akciger
kanserinde kullanilan tani araglari, goglis radyografisi ve balgam sitolojisi, kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanserinin (KHDAK) teshisinde yeterince hassas degildir. CEA
(karsinoembriyonik antijen), CYFRA 21-1, NSE(noéron-spesifik enolaz) ve SQHK
(skuamoz hiicreli karsinom antijeni) gibi timor belirtecleri ise akciger kanserinin erken
evresinde taniyr miimkiin kilmaz [13]. Bu veriler, radyolojik yaklasimlara alternatif ve
tamamlayict olarak kullanilabilecek ve akciger kanseri tespitini ve evresinin
belirlenmesini iyilestirebilecek daha spesifik, daha az invaziv biyomarkerlarin

bulunmast ihtiyacini gostermektedir [232].

Yiiriitillen tez calismasinda KIFC1 geninin akciger kanseri tanili hastalarda tani,
tedavi ve prognozun izlenmesinde invaziv/non invaziv biyobelirte¢ olarak kullanilip
kullanilmayacagmin belirlenmesi  amaciyla ekspresyon profilleri ile metilasyon
durumlarinin belirlenmesi hedeflendi. Kanser arastirmalarinda epigentik ve genetik
mekanizmalarin kanser olusumu ve gelisimi iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi
olduk¢a Onemlidir. DNA metilasyonu genin promotor bolgesindeki CpG
adaciklarindaki sitozin bazina metil grubunun eklendigi epigenetik bir mekanizmadir
[24]. Akciger kanseri de genetik ve epigenetik degisiklikler arasindaki etkilesim

sonucu ortaya ¢ikan ve % 95 6liim ile sonuglanan bir kanserdir [228].

DNA metilasyon durumlarinda goézlenen degisiklikler kanser hiicrelerinin

onemli bir ozelligidir. DNA hipometilasyonunun, kanser evresi ile bagmtili oldugu
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bildirilmigtir. Tiimor iyi huylu bir kitleden metastatik kansere ilerledik¢e genom ¢apinda
DNA metilasyonunun azaldigi (hipometilasyon) bilinmektedir [233]. Bu veriler CpG
dintikleotidlerinde DNA hipometilasyonu veya hipermetilasyonunun kanser tanisinda
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica, epigenetik degisiklikler dinamik ve geri
doniistimlii oldugundan, kansere kars1 daha etkili terapdtik stratejilerin gelistirilmesi
icin umut verici hedeflerdir. Akciger kanserinde yiliksek vaka sayisi ve Olim oranini
azaltmaya yardimci olabilecek epigenetik modifikasyonlar1 hedefleyen tanisal ve
terapotik yaklasimlara odaklanmak oldukga akillica bir ¢6ziim sunabilir  [228].
Calismamizda akciger kanseri tanisi almig hastalarin tiimor,eslenik normal doku ve
periferik kan ornekleri ile saglikli kontrollere ait oOrneklerde KIFC1 ekspresyon ve
metilasyon durumlart agisindan degerlendirilip istatistiksel olarak analiz edildikten
sonra akciger kanserinde invaziv/non-invaiz biyobelirte¢ olup olmayacag: arastirildi.
Bu baglamda hastalarin doku, lenfosit ve serumlarindan izole edilen DNA ve RNA
ornekleri analiz edildi ve istatistiksel analizi sonrasinda degerlendirme sonuglari

verildi.

Kinesin siiper ailesi proteinleri (KIF'ler), mikrotiibiillere baglanabilen,
organelleri, protein komplekslerini ve mesajci RNA'lar1 (mRNA) mikrotiibiil boyunca
tastyarak hareket eden motor proteinlerdir. KIF'lerin kromozomal ve ig ipliklerinin
hareketlerine katilarak mitoz hiicre boliinmesinde rol aldigi bildirilmistir [185] bu
nedenle, KIF ekspresyon artisinin kanser olusumunda etkili oldugu diisiiniilmektedir
[8]. KIFCL ise mitoz boliinme sirasinda kromozomlarin bir araya gelerek hiicrenin
ekvatoryal diizlemine hizalanmas: igin gerekli olan KIF ailesi proteinidir [234].
KIFC1’in, gesitli kanser hiicrelerinde artan ekspresyonunun tiimor evresi ve malignitesi
ile pozitif olarak iligkili oldugu bildirilmistir [8]. KIFC1’in hepatoseliiler karsinomda in-
vitro olarak proliferasyonu arttirdigi belirtilmistir [217], yumurtalik [216], meme [205],
mesane [218], bobrek [220] kanserlerinde yaygin olarak eksprese edildigi bildirilmistir.
Ancak KIFCl'in akciger kanseri alt tiplerindeki ekspresyon profili, ekspresyon
profilinin hangi mekanizmlar ile diizenlendigi ve metilasyon profili heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Ayrica KIFC1 geninin akciger kanserli hastalara ait tiimor, eslenik
normal doku ve periferik kanlarinda  invaziz/non-invaziv biyomarker olarak
kullanimimin  arastirildigi bir ¢alisma da yoktur. Calismada qRT-PCR ve MSP
metodlart kullanilarak akciger tiimorlii taze doku numunelerinde ve eslenik normal

dokusunda, hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerinde KIFC1 ekspresyon seviyeleri ile
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metilasyon durumlart arastirildi. Calismada, ilk kez hem KHAK hem de KHDAK
hastalarin tiimor doku,eslenik normal doku ve serum 6rnekleri ile saglikli kontrol serum
ornekleri KIFC1 ekspresyon ve metilasyon profilleri agisindan arastirildi. Calismamizda
literatiire uygun bir sekilde akciger kanserli hastalarin KIFC1 gen ekspresyonu ile
timor evresi arasinda anlamli bir iligki goriildii (p=0,040). Evre 1 tanili hastalarda
KIFC1 ekspresyon orani anlamli derecede diisiikk iken 6/8(%40); KIFC1 ekspresyonu
artan hastalarin %50’si (12/24) evre 2 ve % 41,7’si (10/24) evre 3’tiir(p=0,040). Bu
veriler KIFC1 ekspresyon seviyesi arttik¢a timor evresinin arttigini ve KIFC1
ekspresyon artiginin ileri timor evresi ile iligkili oldugunu 6nermektedir. Ayrica Grade

2°84Ct ortalamast Grade 1, 2 ve 3

4 tanili hastalara ait akciger timor dokusundaki
olanlara gore anlaml derecede yiiksek c¢ikmistir (p=0,019). Bu durum akciger tiimor
dokularindaki  KIFC1 geni ekspresyon profilinin  hastalik  evrelendirme

degerlendirilmesinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

KIFCL'in kanser hiicrelerinde, hiicre polaritesini arttirtp bu polaritenin
stirekliligini saglayarak epitelyal-mezenkimal(EMT) gegise yol actigi bildirilmistir.
Ogden ve ark. tarafindan KIFC1’in hiicre hareketliligini artirip EMT’yi hizlandirarak
metastaza sebep oldugu dnerilmistir [191]. In-siliko gen ekspresyonu veri analizine gore
KIFC1 ekpresyon profilinin yumurtalik kanseri i¢in metastaz tahminini belirlemede
kullanilabilecegi Onerilmistir [216]. Calismamizda verilen literatiirle uygun olacak
sekilde hastalarin artan KIFC1 gen ekspresyonu ile metastaz durumu arasinda anlamli
iliski bulunmustur (p=0,013). Ekspresyon profili artan hastalarda metastaz goriilme
orant %45.8 (11/24) iken ekspresyon profili azalanlarda %6.7 (1/15) oraninda metastaz
bulgusu saptandi. Bu durum KIFC1’in artan ekspresyonun metastaza sebep
olabilecegini ve akciger kanserinde onkogenik 6zellige sahip bir gen olarak kabul
edilebilecegini  Onerebilir. Calismamizda spesifik olarak hastalarin  lenfosit
orneklerindeki metastaz oran1 anlamli derecede yiiksek ¢ikmustir (p=0,033). Bu durum
akciger kanserli hasta lenfosit Orneklerinin metastaz bulgularini degerlendirmede

kullanilabilecegini gdstermektedir.

Beyin metastazlar tiim kanser tiirleri arasinda en yaygin olarak KHAK ve
KHDAK kanserlerinde goriilmektedir. Literatiirde kiigiik KHDAK hastalarinin %25'inin
beyin metastazlarindan etkilendigi bildirilmistir [219]. Grinberg-Rashi ve ark.
caligmalarinda primer KHDAK tiimorlerinde KIFC1 genide dahil olmak iizere CDH2



78

ve FALZ genlerinin gen ekspresyon durumlarini gPCR metoduyla incelemistir ve CDH2
birlikte KIFCI’in beyin metastazini ongdrebilmede kullanabilecegini 6nermislerdir
[219]. Kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde, Alzheimer antijeni ve N-kaderin ile birlikte,
KIFC1'in artan ekspresyonu beyin metastazi olusabilecek vakalari belirlemek i¢in aday
oldugu rapor edilmistir [219]. Ancak ¢alismamizda KIFC1 ekspresyon profili ile ilgili
degiskenlerin incelenmesi sonucunda KIFC1 ekspresyon seviyesi ile beyin metastazi

arasinda anlamli bir iligki tespit edilmedi (p>0,05).

Calismamiz KIFC1 ekspresyonu acisindan degerlendirildiginde akciger kanserli
hastalarin timor dokusunda, timore eslenik normal dokuya gore %59’unda (23/39)
ekspresyon seviyesinde artig, %30,8’inde (12/39) ise ekspresyon seviyesinde azalma
goriildii ve tiimor orneklerinde eslenik normal dokuya gore KIFC1 geninin 3,2 kat
arttig1 hesaplandi. Hasta lenfosit ornekleri ile saglikli kontrollerin lenfosit 6rnekleri
karsilagtirildiginda ise hasta lenfosit 6rneklerinin %48,7’inde (19/39) saglikli kontrol
lenfosit 6rneklere gore KIFC1 geni ekspresyon seviyesinde artma, %30,8’sinin (12/39)
de ise ekspresyon seviyesinde azalma tespit edildi ve hastalarin lenfosit 6rneklerinin,

saglikli kontrollerin lenfosit 6rneklere gore KIFC1 geninin 2,4 kat arttig1 hesaplandi.

DNA metilasyonu gibi biyobelirteglerin  kanseri tespit etmek igin, genetik
mutasyon taramasina gore cesitli avantajlara sahip oldugu ve anormal DNA
metilasyonunun insidansinin somatik mutasyonlarinkinden daha yiiksek oldugu
bildirilmistir [228]. Global DNA hipometilasyonunun akciger kanseri i¢in tanisal bir
belirteg olarak kullanilabilecegi oOnerilmistir. Ayrica, gene 0zgii promotdr DNA
metilasyonu, erken akciger kanseri teshisi icin gilivenilir ve gii¢lii bir belirte¢ olarak ve
ayni zamanda hasta prognozunu izlemek i¢in kullanilabilecegi de bildirilmistir [228].
Dolayisyla doku ve viicut sivilarindaki DNA metilasyon durumunun degerlendirildigi
bir¢ok calisma mevcuttur. Ahrendt ve ark. ¢alismalarinda KHDAK hastalarindan elde
edilen bronkoalveolar lavaj (BAL) 0Orneklerinin %24'tiinde  CDKN2A promotor
metilasyonu gozlemlenmistir [88]. Tsou ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada ise
adenokarsinomlu hastalarda OPCML ve CDKN2A genlerinde evre 1 timdr 6rneklerinde
dahi DNA metilasyonu varligi gosterilmistir [235]. Leng ve ark. tarafindan yapilan
caligmada ise akciger kanserli hastalarin sputum niimunelerinde akciger kanser risk
degerlendirmesinde kullanmak amaciyla 31 adet genin promotdr metilasyonu analiz

edilmistir [236]. Bu baglamda erken evre akciger kanseri tespitini saglamak amaciyla
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spesifik hedefleri belirlemek i¢in bu hasta grubunda  birgok gen acisindan
degerlendirilmistir. Hsu ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢alismada ise FHIT, CDKN2A, ve
CDH13 genlerinin promotdr bolgelerinde hipermetilasyonu  degerlendirmeleri
sonucunda bu genlerin %73 duyarlilik ve %82 6zgiilliik ile akciger kanseri riskini
degerlendirmede kullanilabilecegini 6nermislerdir [237]. Caligmamizda KIFC1 geninin
metilasyon profilini arastirdik ve akciger kanserli hastalarda invaziv/non-invaziv
biyomarker olarak kullanilabilecegini degerlendirdik. Calisma sonuglarma gore
hastalara ait timor,eslenik normal doku ve serum Orneklerinin tamaminda
unmetilasyon oran1 yiiksek iken ; kontrol serum 6rneklerinde metilasyon orani daha
yiiksek bulunmustur. Akciger kanserli hastalarin serumlarinda unmetile oran1 %86.5
metilasyon orani ise gore %13,5 iken ;saglikli konrol serumlarinda ise %73,7 oraninda
metilasyon %26,3 oraninda unmetilasyon goriilmiistiir. Bu veriler dogrultusunda hasta
serumlarindaki KIFC1 metilasyon oran artisinin akciger kanseri hastalarmin rutin

taramalarinin yaninda kullanilabilirligini gostermektedir.

Dikkat ¢ekici bir sekilde literatiirde, tiimor dokulari ile eslesen plazma
numunelerinin metilasyon oranlarinin karsilastirilmasi sonucunda %75’e varan uyumlu
sonuglarin elde edildigi calismalar mevcuttur. Belinsky ve ark. tarafindan yiiriitiilen
calismada hem kan hem de tiimoér dokusunda metilasyon profilleri arastirilan DAPK,
GATA5,PAX5h, ve CDKN2A' genlerinin kandaki promot6ér metilasyon oraninin timor
dokusundakinden 0,2-0,6 kat daha diisiik oldugu tespit edilmistir [238]. Daha sonraki
calismalarda ise = CDKNZA'nin metilasyon oranlarimi %22,2'den %75,7'ye kadar
degistigi gosterilmistir [239]. Calismamizda akciger kanseri tanili hastalara ait timor ve
normal eslenik doku ve serumlar1 ile yas ve cinsiyet olarak hastalarla eslestirilmis
saglikli bireylere ait serum Orneklerindeki metilasyon profillerinin kendi aralarinda
karsilagtirilmalart sonucunda anlamli bir iliski bulunmustur(p<0,001). Akciger kanserli
hastalarin serumlarinda KIFC1 geni %86,5(32/37) oraninda unmetile iken timor
dokularinda %76,3°1(29/38), eslenik normal dokularin %70,3°1i(26/37) ve saglikli
kontrollere ait serumlarda ise %?26,3’linde(10/38) unmetile durum tespit edilmistir
(p<0,001). Calismamizda yukarida belirtilen ¢aligsmalara benzer sekilde tiimor doku ve
eslesen plazma orneklerinde oldugu gibi hastalarin tiimor dokulart ile serumlar: arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmistir.Calismamizda gruplar arasinda 224¢t

ortalamalar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklihik  vardir (p=0,025).

Calismamizin bu anlamli grup korelasyon analiz sonuclarina gore KIFC1 akciger
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kanseri teshisi ve ayni zamanda prognozunu izlemede invaziz/non-invaziv bir

biyomarker olarak kullanilabilecegi onerildi.

Kandaki metilasyonu saptamanin klinik 6nemi, rutin taramanin yaninda timor
ilerlemesinin degerlendirilmesini kolaylastirmasidir. Bununla birlikte, kan 6rneklerinde
biyobelirteglerin bulunmasi, akciger kanserinin invaziv hale geldiginin gostergesi kabul
edildiginden [17] ileri meteztazi yansitmaktadir. Calismamizda akciger kanseri hasta
serumlariin metilasyon profili ile gradei arasinda anlamli bir iligski bulundu (p=0,040).
Serum Orneklerinde KIFC1 metilasyon profili belirlenmis grade 4 tanili olan hastalarin
tamaminda unmetilasyon goriilmiistiir. Bu baglamda hastaligin grade artis1 ile KIFC1
unmetilasyon oranini arasinda anlamli bir iligski oldugu (p=0,040) ve bunun da akciger
timorii evrelemesinde ve invazyon seviyesinin belirlenmesinde kullanilabilecegi
Onerildi. Ayrica hastalara ait serum Orneklerinin metilasyon profili ile <63 yas hasta
bireyler arasinda anlamli bir iliski goriilmiistiir (p=0,046). 63 yas alti hastalarda
unmetilasyon oran1 %100’diir(18/18) ve bu metilasyon oranina gore anlamli derecede
yiiksektir (p=0,046). Buda akciger kanserli hastalarda yas ile metilasyon profilinin
baglantili olabilecegini gostermektedir. Ayrica saglikli  kontrollere ait serum
orneklerinin metilasyon oran1 %71,8(28/39) iken hasta serumlarinda %12,8’dir (5/39).
Bu durum da akciger kanserli hastalarin serum O&rnekleri ile saglikli kontrol
serumlarindaki metilasyon profillerinin olduk¢a farkli oldugunu gdstermektedir.
Akciger kanseri tanisinda KIFC1 geni metilasyonu arastirilarak biyobelirteg olarak
kullanilabilecegini  ve  hasta  serumlarmin  metilasyon  profili  agisindan

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Akciger kanseri igin ideal DNA metilasyon markerlar1 belirleyebilmek igin
timor dokularindaki metilasyon profilinin eslenik normal dokuya kiyasla onemli
olgiide farkli olmast gerektigi bildirilmistir [235]. Tsou ve ark. calismalarinda akciger
adenokarsinomu i¢in hassas ve spesifik DNA metilasyon belirteglerinden olusan bir
panelin tanimlanmas1 amaciyla yaptiklari ¢alismada akciger adenokarsinomu alt tipinde
ve saglikli kontrollerde 28 genin metilasyon profillerini Kkarsilastirmistir. Akciger
adenokarsinomlu hastalarda saglikli kontrollerden anlamli derecede farkli olarak
OPCML, CDX2, HOXA1, ve CDKN2A genlerinde hipermetilasyon durumunu tespit
etmiglerdir. Calismamizda ise hastalara ait timor dokularindaki KIFC1 metilasyon

durumu ile skuaméz patalojik alt tipi arasinda anlamli bir iliski gorilmiistir (p=0,050).
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Skuamoz hiicreli patolojiye sahip akciger hastalarinin tiimér dokusunda unmetilasyon
oran1 %93,75 (15/16) iken, KHAK bu oran %54,6 (6/11), ve AAD tanili timor
dokularinda ise % 62,5 (5/8) olarak tespit edilmistir. Caligma sonuglarimiza gére KIFC1
metilasyon profilinin skuam6z hiicreli patolojiye sahip akciger hastalar1 i¢in
biyobelirteg olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sigara kullanim1 akciger kanseri, 6zellikle skuamoz ve kiiciik hiicreli akciger
kanseri ile giiglii bir sekilde iliskilidir. Tiim akciger kanserlerinin %80'den fazlas1 da
sigaraya atfedilebilmektedir [240]. Literatiirde sigara kullaniminin ve akciger kanseri ile
iligkili metilasyon degisikliklerini etkiledigini gdsteren ¢aligmalar mevcuttur. Russo ve
ark. c¢aligmalarinda brons epitelinin %35'inde, sigara igenlerin kan Orneklerinin
%41'inde DAPK geninde hipermetilasyon durumu tespit ederken, sigara igmeyenlerin
ise etkilenmemis oldugunu tespit etmistir. Sigara/akciger kanseri ile iligkili metilasyon
degisikliklerinin baglantili oldugunu 6nermistir [241]. Calismamizda sigara kullanimi
ile metilasyon profili arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (p=0,044). Metilasyon
profili tespit edilebilen ornekler arasinda sigara kullanan hastalarin tiimér dokularinda
unmetile oran1 %85,2°dir (23/27). Bu durum ise sigara kullaniminin litereatiirde
belirtildigi sekilde akciger kanserinde metilasyon profilini etkileyebilecegini ve
bununda akciger kanseri olusumuna katki saglayabilecegini gdstermektedir.

DNA metilasyonu, kanserle iligkili belirlenen ilk epigenetik belirtectir. Timor
siipresor  genlerin  hipermetilasyonu,  onkogenler =~ ve  retrotranspozonlarin
hipometilasyonu tiimér olusumuna sebep olan epigenetik mekanizmalardir [26]. DNA
metilasyonu hiicrelerde gen ekspresyonunun diizenlenmesi, mitoz boliinme esnasinda
sentromer  stabilitesi ve kromozom ayrimi, X-kromozomu inaktivasyonu
mekanzimasinda [27] olduk¢a Onemlidir. Calismamizda akciger kanserli hastalarin
serum orneklerinde KIFC1 genine ait ekspresyon ve metilasyon verilerinin
karsilastirilmas1 sonucunda istatistiksel anlamlilik gézlendi (p=0,042). Hasta serum
orneklerinde KIFC1 gen ekspresyonu artan %62,1 (24/37) hastanin %95,8’inde (23/24)
unmetilasyon gozlendi. Yiiksek oranda unmetilasyon gozlenen hastalarda KIFC1 gen
ekspresyondaki artis oldukca dikkat c¢ekici olup; bu gen ekpsresyon artisinin
unmetilasyondan kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Dolayisiyla, KIFC1’in
akciger kanserli hastalarda onkogenik bir gen olarak onerilebilecegi ve non-invaziv
biyomarker olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica KIFC1 hiicrelerde mitoz

bolinme sirasinda kromozomlarin taginmasi sirasinda ig ipliklerinin hareketlerine
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katilarak mitoz hiicre boliinmesinde rol aldig1 [185] ve DNA metilasyon mekanizmasin
mitoz bolinme sirasinda ig ipliklerinin baglandigi sentromer stabilitesi tizerindeki
etkileri bilindiginden [27] KIFC1 gen ekspresyonunu malign hiicrelerede metilasyon
mekanizmasi ile Kontrol edilebilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda hastalarin
serum orneklerinde KIFC1 genine ait ekspresyon ve metilasyon verilerinin
karsilastirilmast sonucunda istatistiksel anlamlilik gozlendi (p=0,042). Hasta serum
orneklerinde KIFC1 gen ekspresyonu artan %62,1 (24/37) hastanin %95,8’inde (23/24)
unmetilasyon gozlendi. Unmetilasyon gozlenen hastalardaki KIFC1 gen ekspresyondaki
artis olduk¢a dikkat ¢ekici olup; bu gen ekpsresyon artiginin unmetilasyondan
kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir.

Akciger kanserinin erken evrede teshisi, hasta prognozunu iyilestirmek ve son
derece yiiksek olan vaka sayilar ile %95’e kadar ¢ikabilen 6liim oranlarini azaltmak
icin oldukga 6nemlidir. Bu nedenle yiiksek risk gruplarindaki bireyler ile erken evredeki
akciger kanserli hastalar i¢in invaziv olmayan, dogru ve hizli yontemlere acil ihtiyag
duyulmaktadir. KIFC1 hipometilasyon oranlari tiimér doku, eslenik normal doku ve
hasta serumlarinda oldukga yiiksek ve anlamlidir. Bu hipometilasyon KIFC1 genin
onkogenik 0zelligini gostermesine neden olarak ekspresyon artis1 sagladig
varsaydigimizda elde edilen hipometilasyon verisinin ekspresyon verisi ile birlikte daha
anlamli hale geldigini diisindiirmektedir. Bu iki molekiiler degisikligin hastaligin klinik
seyrinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir. KIFC1 geninin ekspresyon seviyesindeki
artigin saglikli popiilasyona gore daha fazla oldugu ve bu nedenle KIFC1 geninin
ekspresyon ve metilasyon durumlarinin akciger kanser tarama biyomarker1 olarak
kullanilabilecegi disiinilmektedir. Ancak daha yiliksek hasta sayilarmi igeren

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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