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OZET

AK CIGER KANSERLI HASTALARDA GOZLENEN KROMOZOMAL
DUZENSIZLIKLER iLE HUCRE OLUM RESEPTORU-4 GENINDEK i
POLIMORFiZMLERIN iNCELENMESI

Akciger Kanseri (AK), genel 6lim nedenleri arasinda kalp hastaliklarindan
sonra gelen ve kanser oOlimlerinin %28 ini olusturan multifaktoriyal bir
hastahktir. Hastalhk, yasla artmakla beraber, en sk 50-70'li yaslarda kendini
goster mektedir. Temel neden sigara kullamim olup, sigara dumanmna maruziyet,
radon, mesleki nedenler, diyet, kronik akciger hastaliklari, hava kirliligi, cinsyet
ve genetik faktdrler de hastahgin gelisiminde etkendir. Bugiine kadar, AK'nden
sorumlu herhangi bir gen veya kromozom bélges tanmimlanmamstir. Ancak,
timor olusumlarinda sayisiz kromozom dizensizliklerinin  meydana geldigi
bilinmektedir.

Canhlarda hicre o6lum reseptoru-4 (DR4) olarak ismlendirilen
transmembran bir reseptér aracihg ile hiucresel 6lumin  gercgeklestigi
bilinmektedir. Sekizinci kromozomun p21-22 bélgesinde yerlesik olup gssitli
kanser tlrlerinde bu bdlgenin allelik kayiplarinin oldugu bildirilmistir.  Bu
reseptori kodlayan gende meydana gelen herhangi bir anomali, hicre
sinyalizasyonunu etkileyerek hiicre 6luminin gerceklesememes ve dolayiayla
kanserlesme ile sonuglamir. Bu gendeki dort ayri polimorfizimin (G422A, C626G,
A6B83C ve A1322G) AK ve diger kanserlerin gelisiminde etkili oldugu gibi
kemoterapdtik ilaglarla birlikte hastahgin tedavi seklinin belirlenmesinde de
etkilidir.

Cahsmamizda; C.U. Gogus Hastaliklar: Polikliniginde AK 6n tams ile
gelen 60 hasta birey ile sigara kullanan ancak herhangi bir akciger rahatsizhg
gecirmemis 30 saghkh birey hem stogenetik hem de DR4 gen polimorfizmleri
acisindan tarandi. Sitogenetik calismalarda standart prosediirler uygulanmis olup,
DR4 gen polimorfizmlerin belirlenmesnde PCR-RFLP ve PCR-ARMS
tekniklerinden faydalanmildi. Gerektigi yerde dizi analizine basvuruldu.

Calismamizda; doku ve kan sitogenetiginde 1p36, 1923, 1p33, 1g1l, 1931,
3p, 7p, 7922, 9p, 9q, 10p, 10922, 10924, 11p12-13, 11921, 11923, 12913, 12q15,
12924 ve X926 kromozomal bdlgeleri AK’nde onemli kritik bolgeler olarak
kaydedildi. Bunun yam sira hem cinsiyet hem de otozomal kromozom andploidileri
de sk rastalanan anomaliler seklinde bulundu. Bu nedenle, AK’nden sorumlu
genleri arastirirken bu kromozomal bdlgeler ile cinsyet kromozomlarinin
arastirilmas: gerektigi dustintlmektedir.

Hasta ve kontrol grubunun DR4 gen polimorfizmlerine baktigimizda, her
iki grubun G422A ve C626G degisimlerini blylk oranda heterozigot olarak
tasichgr belirlendi (Siraaiyla her iki bolge igin %56,7 ve %40). A683C ve A1322G
agisndan ise her iki grubun, her iki bdlge icin yuksek oranda AA genotipini
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tasidigr saptandir (srasyla A683C icin %68,3 ve %70; A1322G icin %88,3 ve
%80). Her dort bélge icin hasta-kontrol karsilastirilmas yapildiginda istatistiksel
olarak anlamh bir sonu¢ elde edilemedi (p>0,05). Ancak ekzon 5in A683C
bdlgesinde CC genotipinin ve ekzon 10'un A1322G bdlgesinde GG genotipinin
Onemli olabilecegi, normal TRAIL sinyalizasyonu olusturarak TRAIL direngliligi
olusturmadigi ve AK tedavisnde kemoterapttik ilaglarla birlikte TRAIL'in
tedavideki etkisini arttirdigr sdylenebilir. Bu nedenle daha fazla hasta ve diger
ekzon bolgelerin cahisiilmas gerektigi disinulmektedir.

Anahtar sozcukler: Kromozom, Gen, Frajil Bolge, Kromozom Duzensizlikleri,
Hucre Olim Reseptéru-4.
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ABSTRACT

INVESTIGATION of CHROMOSOMAL ABERRATIONS and CELL DEATH
RECEPTOR-4 POLYMORPHISMSIN LUNG CANCER PATIENTS

Lung cancer (LC) isthe most common cause of death after hearth diseases
and constitute 28% of cancer deaths and is a multifactorial disease. It increases
with aging and most frequently occurs at 50-70 years. The most common cause of
LC is smoking but also exposed to smoke, radon, working causes, diet, chronic
lung diseases, air pollution and sex. Genetic factors are also effective in
development of LC. So far, it was not identified any gene of chromosomal region
responsible from LC. It is known that innumerable chromosomal aberration
occursin tumor progression.

In organisms, it was known that cellular death occurs through a
transmembrane protein called cell death receptor-4 (DR4). It islocated at 8p21-22
region and allellic losses of this region was reported previously in various cancer
type. Some abnormalities in gene coded this protein effect cell signalization and
result with not cell death and cancer development. Four different polymorphisms
(G422A, C626G, A683C ve A1322G) occured in this gene are effective in
development of LC and other cancers, and determination the therapy form with
chemotherapeutic drugs.

In our study, 60 patients refered to University of Cukurova, Faculty of
Medicine, Chest Diseases Polyclinic for LC pre-diagnosis and 30 controls who are
smoker, healthy and not having any lung diseases were scanned cytogenetically
and DR4 gene polymorphisms wer e also analysed. In cytogenetic studies, standard
cytogenetic procedures were applicated. For determination of DR4 gene
polymorphisms, PCR-RFLP and PCR-ARMS technics were used. Sequence
analysiswas applied if necessary.

In our study, hot spotsat 1p36, 1923, 1p33, 1911, 1931, 3p, 7p, 7922, 9p, 9q,
10p, 10922, 10924, 11p12-13, 11921, 11923, 12913, 12q15, 1224 and Xg26 regions
were reported after tissue and blood cytogenetic analysises. Also, sex and
autosomal chromosome aneuploidies were found frequently. Thus, it was thought
that this chromosomes and regions should be investigated first for identifing genes
responsible from LC.

When we looked the DR4 gene polymorphisms in patient and control
groups, it was found that they have carried the G422A and C626G heterozygote
frequently (56,7% ve 40% for the two region, respectively). For A683C and
A1322G, it was seen that the both groups carried AA genotype at these regionsin
high proportion (for A683C, 68,3% and 70%; for A1322G, 88,3% and 80%,
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respectively). Thereisnot any significant differences for the four regions (p>0,05).
But CC genotype in exon 5, for A683C region, and GG genotype in exon 10, for
A1322G region may be important, and can be said that these genotypes may do
normal TRAIL signalization rather than TRAIL resistance; thus, these genotypes
may increase the TRAIL efficiency with chemotherapeutic drugsin L C treatment.

Because of these reasons, it was thought that most of patients and other exons
should be analyzed.

Key words: Chromosome, Gene, Fragile Sites, Chromosomal Abnormalities, Cell
Death Receptor-4
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1. GIRIS

Kanser, baz: etkilerle degisime ugramis hiicrelerin yerel ve/veya uzak noktalarda
kontrolsiiz olarak c¢ogalip blyimeleri sonucu olusan habis hastaliklar grubudur.
Normalde hicreler, belli bir kontrol altinda ihtiyaca gore bdlunerek biyime
faktorlerinin etkisiyle ¢cogalirlar, diger taraftan programli hiicre 6limt ya da "apoptoz”
denen olay ile yok olurlar. Bliyume faktorleri normalde, DNA'daki cesitli genlerin
etkisiyle olusan proteinlerdir. Bu genler, mutasyona ugrayarak hicrelerin asiri
bliytimesine sebep olurlar ise kanser durumu ortaya gikar.

Kanser, 6nemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunu olup, 6lim nedeni
olarak kalp ve damar hastaliklarindan hemen sonra gelmektedir. Bat1 toplumlarinda her
yil 250-350 kisiden biri kansere tutulmaktadir. Ulkemizde, kesin istatistikler
bulunmamakla birlikte insidansin bunun yarisi kadar oldugu tahmin edilmektedir.
Y urdumuzda; en sik gorilen kanserler erkeklerde akciger, prostat, kalin barsak, rektum,
mide ve pankreas, kadinlarda ise meme, akciger, kalin barsak, rektum, serviks, over,
mide ve pankreas kanserleri olarak siralanabilir. Deri kanseri sikligi, her iki cinste de
yuksek olmakla birlikte, habis melanom disindaki deri kanserleri tedaviye iyi cevap
verdiklerinden 6liim oram ok diistiktir.

Akciger kanseri (AK), akciger dokusunun malignant transformasyonu (habis -
koétcul- degisime ugramasi) ve yayilmas: (metastazi) nedeniyle olusan kanser taridar.
Tim kanser turleri arasinda en 6lumcil kanser tird olan AK’ nden diinya ¢apinda her yil
yaklagik olarak G¢ milyon insan yasamini yitirmektedir. TUm kanser 6lamlerinin %28'i
(erkeklerde %35, kadinlarda %26) AK nedeniyle olusmaktadir?.

AK gelisiminden %94 oraminda sigara sorumludur. Sigara icenlerde AK riski
icmeyenlerden 24-36 kat daha fazladir. Pasif sigara iciminde risk %3.5'tir. Sigaraya
baglama yas1, sigara icme siresi, icilen sigara sayisi ile titiin ve sigara tipi (filtreli,
filtresiz, puro, duflik tar ve nikotin igerigi, vb.) AK gelisme riskini etkiler. AK
gelisiminde etkili oldugu belirtilen yas, 1rk, cinsiyet, meslek, hava kirliligi, radyasyon,
gecirilmis akciger hastaligi, diyet, viral infeksiyonlar, genetik ve imminolojik
faktorlerin timii %6 oraminda etkilidir’. AK insidansi yasla artmakta, altinci-yedinci
dekadlarda pik yapmaktadir. Geng eriskinlerde (50 yas altinda %5-10 dolayinda) siklig:
daha azdir, genellikle aile 6ykUsi vardir ve adenokarsinom en sik izlenen kanser tipidir.
Ancak, ulkemizde genclerde adenokarsinom yaslilara gore daha fazla izlenmekle



birlikte en sik izlenen kanser tipi skuamdz hicreli kanserdir. Kadinlarda, sigara
aliskanligindaki artisa paralel olarak AK siklig1 da artis gostermektedir.

AK, multifaktoriyel kalitim gosteren bir hastaliktir. Cevre faktorlerinin yam sira
genetik faktorler de AK gelisimde etkilidir. Bugine kadar, AK’nde birgok genetik
bozukluk tanimlanmus olmakla beraber, spesifik bir kromozomal bulgu henliz
bl Id|r| | memistir4'5‘6'7'8'9'10'11'12'13'14.

Apoptoz, cok hicreli organizmalarin gelisimi ve normal hiicresel farklilasmasi
sirasinda meydana gelen programlanmis hiicre 6lim seklidir. Tumor nekroz faktor
(TNF) ailesindeki TNF ile Fas ligandlarim da igeren ve reseptorlerindeki Olum
domainleri vasitasi ile etkilerini gosteren belirli sitokinler tarafindan uyarilmaktadir.
Son zamanlarda yapilan ¢calismalarda; TNF ailesinin yeni bir Gyesi tanimlanmis ve TNF
ile iliskili apoptozisi uyaran ligand (TRAIL) olarak adlandiriimstir™. Bu liganda 6zgii
olan DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 reseptorleri hiicrenin 6lime gitmesi veya canliliginin
devam ettirilmesi agisindan énemlidir®1718:1,

Bu calismada, AK’li vakalarda sayisal ve yapisal kromozom bozukluklari ile
frajil bolgelerin belirlenmesi, bulgularin bugine kadar yapilan calismalar ile
karsilastirilmas: ve 6nemli sicak noktalarin belirlenmesi ile patolojik tani 6ncesinde
yardimci parametrelerin saglanmasi amaclandi. Bunun yan sira, hiicre 6lum resept6rii-4
gen polimorfizmleri ile AK arasindaki iliskinin belirlenmesi, apoptoz ile
iliskilendirilmesi ve buna bagli olarak hem tedavinin seklinde hem de farmakoloji
sektdriinde tedaviye yonelik cesitli ilaclarin tretimi ve tedavide bu ilaglarin gelecekte

kullanilabilir hale getirilmesine yardimci olmak amaglandi.



2. GENEL BILGILER

Akciger kanseri (AK), 1900’ U yillarin basinda nadir gdzlenen bir hastalik iken,
gunumuizde sikligr artan 6nemli bir saglik problemi haline gelmistir. Sigara tiketiminin
arttigi son yillarda AK’lerinde ciddi bir artis gozlenmistir. Genel 6lim nedenleri
arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirayr alan AK, kanser dlumlerinin %28’ ini
olusturmaktadir. 2007 yilinda ABD’ nde tahmini kanser vaka sayisi 1.444.920 ve bunun
%14.76' sinin (213.380 kisi) yeni AK vakast oldugu bildirilmistir. AK nedeniyle toplam
160.390' dan fazla 6liim beklendigi de rapor edilmistir? (Sekil 2.1). AK'nin 5 yillik sag
kalim oram %14’ dir. Erken evre (evre O veya evre 1A) kuguk htcreli olmayan AK’li
hastalarin 5 yillik sagkalim oran ise %80’ dir. Gegtigimiz son iki dekatta kullanima
giren fotodinamik terapi, elektrokoter ve lazer terapi gibi bir cok endobronsiyal tedavi
yontemleri merkezi hava yollarindaki kiglk preinvazif AK’'ni yok edebilmektedir.
Oysa, hastalarin cogunun semptomatik oldugu ve doktora basvurdugu donemde hastalik
ilerlemis ve ameliyat edilemez duruma gelmis olmaktadir. Bu donemde bu tip tedavi
yontemleri hastaya fayda saglayamaz. Bu nedenle preinvazif AK’'ni erken donemde
belirleyip lokalize edebilen yontemlere ihtiyac vardir®.

Akcifer ve brong 31% Erkak Fadin ZAH% Akcidar va brong
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Sekil 2.2. 1975-2003 yillar arasinda erkek ve kadinlarda gozlenen kanser 6lUm oranlar: ile kadinlarda

akciger ve brong kanserlerindeki artisi gosteren sematize sekil.

AK insidansi, yasla artan bir
gorilmektedir.

hastalik olup en sk 50-70 yaslarinda
AK gelismis Ulkelerde erkek kanser Olimlerinde ©nde gelen
nedenlerdendir. Kadinlar igin insidans: da sigara igiminin artisina bagli olarak hizli bir
sekilde artmaktadir®?® (Sekil 2.2). Tirkiye'de 2003 yilinda, genel kanser insidansi
Saglik Bakanlhigi Kanser Savas Dairesi’nin raporuna gore 70.32/100 000'dir. AK
insidansi, Tirkiye genelinde 11.04/100 000'dir®. Diinya geneline bakildiginda, AK
erkekler arasinda en yuksek olarak Turkiye' de gorulmektedir. Olgularin gogunda sigara
OykUsll olmasi ve sigara icme oranlarinda artis nedeni ile Ulkemizde AK epidemisi
yasandigim sdylemek gercekci bir yaklasim olacaktir.

2.1. Akciger Kanserinin Etiyolojis

AK’nin nedeni birgok faktdre bagli olmakla beraber hastalarin %85-90"inda
sigara iciminin varlig1, sigaranin énemini gostermektedir. Ulkemiz verilerine gore; AK
saptanan hastalarin %91.5'inin sigara ictigi saptanmustir®®. Sigara duman: partikiil ve
gaz fazindan olusmakla beraber 4000’ den fazla kanserojen madde icermektedir. Sigara



sayisi ve icim siresi arttikga risk artmakta, birakildiktan sonra 5. yildan itibaren risk
azalmaktadir. Sigaranin icinde bulunan karsinojenlerin miktar: ve inhalasyon derinligi
de riski arttrmaktadir. Bununla beraber AK riski sadece aktif icicilerde degil, pasif
olarak sigaraya maruz kalanlarda da yiksek olarak bulunmustur®.

Sigaraicimi diginda diger bazi risk faktorleri de sz konusudur (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Akciger kanserinde risk faktorleri
Risk Faktorleri

Sigaraicimi

Pasif sigara maruziyeti
Radon

Genetik faktorler

Mesleki nedenler

Cinsiyet

Diyet

Kronik akciger hastaliklar
Havakirliligi

Son yillarda, radon etkin bir neden olarak karisimiza gikmaktadir. Bunun disinda
arsenik, asbest, kromatlar, klorometil eter, nikel, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve
dogadaki yanmklar sonucunda agiga ¢ikan maddelerin inhalasyonu AK etiyolojisinde
dustinulmektedir. Ailesinde AK olan ve sigara igcmeyenlerde riskin 2-6 kez arttigi
bildirilmistir®. Bu durumda en riskli grup ailesinde kanser, 6zellikle AK hikayesi olup
sigara icen Kisilerdir. Son yillarda, gelismis Ulkelerde kadinlarda artan AK oranlar
kadinlarin AK’ne daha duyarli olduklarimi distndirmektedir. Yapilan hesaplamalara
gore; 2030 yilinda AK siklig1 kadinlarda erkeklere gore daha fazla olacaktir. Bu durum
artan sigara aliskanlig1 ve kadinlarin daha duyarli olmalar: ile agiklanmaktadir®®,

Gegirilmis akciger hastaliklars; tuberkiloz, kronik obstriktif akciger hastaligi
(KOAH), silikozis ve fibrozis alanlar1 bir baska risk faktorini olusturur. Daha 6nce
gecirilmis AK hikayesi ve radyasyon da etiyolojide Onemlidir. Bunun yam sira,
sanayilesmis toplumlarda fabrika bacalarindan, otomobil egzoslarindan ¢ikan ve havada
bulunan gazlar tek basina karsinojenik olmamakla beraber sigaranin karsinojenik
etkisini arttirmaktadir®.



Diyet calisgmalarinda, diyette sebze ve meyva miktar arttikca AK riskinde
azalma gosterilmistir. Baz1 calismalarda yiksek beta karoten dizeyinin AK riskini

azalttig1 belirtilmistir®*?°,

2.2. Akciger Kanserinin Simiflandirilmas

AK, kuglk hucreli olmayan AK (non-small-cell lung cancer, NSCLC) (%75-
85) ve kucuk hicreli AK (small-cell lung cancer, SCLC) (%15-25) olmak Uzere iki
blylk gruba ayrilmaktadir. Kicuk htcreli olmayan AK ise skuaméz hiicre karsinomu,
adenokarsinom ve bilyiik hiicre karsinomu olmak tizere 3 alt grupta incelenmektedir?.

A) Kuguk Hucreli Olmayan Akciger Kanseri

1. Skuamo6z Hucre Karsinomu: Epidermoid karsinom olarak da adlandirilir.
ABD’de tam konulan AK’lerinin %30-35'ini olusturur. En sik erkeklerde ve
yasl bireylerde gorilir. Genellikle, ana bronslardan birinde baslar ve yavas
blytme egilimi sergiler. Diger AK tiplerine gore goguste daha uzun sireli
lokalize olur. Erken donemde metastaz egilimi gbstermez. Sigara kullamimyla
yuksek oranda iligkilidir.

2. Adenokarsnom: ABD’deki AK olgulariin %401t olusturur. Kadinlarda
gorilen en yaygin AK olup yeni olgu sayist giderek artmaktadir. Genellikle
akcigerin dis kisimlarinda baslar. Vicudun diger kisimlarina yayilabilir.
Bronkoalveolar adenokarsinom (BAC) gibi alt tipi vardr.

3. Bilyuk Hucre Karsomu: ABD’de tam konulan AK’lerinin %5 ila %15'ini
olustururlar. Genellikle kiguk bronslarda baslar. Akcigerin herhangi bir
kisminda ortaya c¢ikabilirler. Tam konuldugunda genellikle buyuktir. Gogus
kemiginin arkasina ve merkezi sinir sistemine yayilma egilimi gosterirler. Diger
AK tiplerine gore daha buyUk hiicrelere sahip oldugu icin biytk hicreli olarak

adlandirilmustir.

B) Kuglk Hucreli Akciger Kanseri
AK’lerinin en kota prognoziu olamdir. Normal lenfositlerin yaklasik iki kati
blyuklGgtinde olan hiicrelerden olusur. Hemen yalnizca gekirdekten olusmus gibi duran
bu hicreler, kolayca zedelenebilir bir yapi gosterirler ve biyops islemi sirasinda



kolayca ezilerek taninmaz duruma gelebilirler. Nikleolus genellikle belirsizdir. Balgam
orneklerinde tamnmalar1 daha kolay olabilir. Elektron mikroskobu ile yapilan
incelemelerde sitoplazmalarinda norosekretuar granlller saptanan bu hlcrelerin bir
bagka morfolojik 6zelligi de komsu hticrelerin birbirleri Gzerinde iz birakmasidir. Kiguk
hicreli karsinoma neredeyse yalnizca sigara tiryakilerinde goérdlen bir timordir. Bu
olgularda, asir1 kilo kaybi, hiponatremi ve Cushing sendromu gibi paraneoplastik
sendromlarin sikligi da diger tiplere gore daha yuksektir. Mediyastinal yapilarin
tutulumu cok siktir. Karin organlari, kemikler ve beyinde tam amnda metastaz
bulunmas: sasirtict degildir. Tami kondugu sirada metastazi olan ve tedavi edilemeyen

veya tedaviyi kabul etmeyen hastalar birkag hafta icerisinde kaybedilirler’.

2.3. Akciger Kanserinde Tam Y ontemleri

AK’ nde tam genel anlamda 4 asamada gerceklesir:
a) Anamnez ve fizik muayene
b) Biyokimyasal tetkikler
c) Radyolojik incelemeler
-Postero-anterior, lateral akciger grafileri, floroskopi
-Ultrasonografi
-Bilgisayarli tomografi (BT) (Spiral, konvansiyonel, yiksek rezoliisyonlu)
-NuUkleer tip yontemleri [Tayum 201, Galyum 67, Teknesyum 99
sintigrafileri, Pozitron emisyon tomografisi (PET)]
-Manyetik rezonans goruntileme (MR)
d) Sitolojik ve histolojik inceleme
-Bagam sitolojisi
-Bronkoskopi  (Brons biyopsisi, endobronsiyal igne aspirasyonu,
transbrongiyal igne aspirasyonu, brons lavaji, firgalama, transbronsiyal
biyopsi)
-Transtorasik ince igne aspirasyonu ve biyopsisi
-Plevra sivi aspirasyonu ve plevra biyopsisi
-Mediastinoskopi, mediastinotomi
-Torakoskopi, torakotomi
-Lenf nodu biyopsisi



Hastalarin bagvurularindaki semptom ve bulgular genellikle AK y6niinden
dikkat gekicidir. Oksiirik ve balgam kronik sigara icicilerinde sik goriilen bir semptom
olmakla beraber, hastalarda son zamanlardaki ©kslrik ve balgam karakterindeki
degisikligin Uzerinde durulmast gerekmektedir. Hastalarda ayrica balgamda kan,
goglste supheli agrilar ve nefes darhig: sikayetleri olabilir. Istahsizlik, yorgunluk, kilo
kaybi gibi sistemik semptomlar gozlenebilir. Fizik muayenede herhangi bir bulgu
bulunmayabilir. Hastalarda omuz ve kol agrist olabilir. Vena kava stiperior sendromu
diger 6nemli bir klinik goériinim olup, ylzde ve g6z kapaklarinda 6dem, boyunda iki
tarafli sislik ve gogus duvarinda yiizeysel venlerin belirginlesmesi seklinde karsimiza
cikar. Toraks muayenesinde var olan patolojiye gore bulgular ortaya ¢ikar. Atelektazi
varliginda trake deviasyonu, supraklavikuler lenfadenopati, plevral sivi varliginda sinus
kapaliligi, matite ve solunum seslerinde azalma ve endobronsiyal obstriksiyon
varliginda lokalize ronkus gibi bulgular bulunabilir. Uzak metastazlarla ilgili olarak
metastazin oldugu bolgeye yonelik hepatomegali, kraniyal metastaz varsa basagrisi, bas
donmesi, kafa siniri cifti felgleri, kemik metastazinda lokal kemik agrilari ve deri
metastazlarina ait gorintimler ortaya gikabilir.

AK’li hastalarin sistemik veya lokal birgok semptomlari olmasina ragmen
cekilen akciger radyografisi stphe uyandirir (Sekil 2.3). Radyolojik bulgular gergekten
cok renkli olabilir. Soliter pulmoner nodul, pnémonik infiltrasyon, atelektazi, hiler
dolgunluk, mediastinal genisleme, plevral sivi varligi, lokalize saydamlik artis1 gibi
desisik radyolojik goriintimler gorilebilir?.

Ranserli
akeider
dalkiisi

Sekil 2.3. AK'li bir olguya ait akciger radyografisi



2.3.1. Bilgisayarlh Tomografi (BT)

Son yillarda biyik gelismelerin goruldigi bilgisayarli toraks tomografisi, AK
ile ugrasan hekimlerin en dnemli yardimcilarindan biridir. Noduiler gérinim olusturan
arteriydvendz malformasyon, yuvarlak atelektazi, mantar topu gorinimi, mukus tikag
ve infarktis gibi lezyonlarin ayirt edilmesinde oldukga yararli bir yontemdir. Spiral
tomografiyle 5 mm’ye kadar olan lezyonlarin gortnttlenme olanag: ortaya cikmustir.
BT, timorun genel yapisi ve dagilimi hakkinda fikir vermek disinda, hilus, mediasten
lenf bezleri hakkinda ve gogus duvariyla ilgili tutulum yontnden anlaml: sonuglar
saglamaktadir. BT incelemesinin karaciger ve slirrenal bezlere kadar genisletilmesi bu
bolgelerdeki gizli metastazlarin gosterilmesini saglar.

2.3.2. Magnetik Rezonans Goruntileme (MR)

MR, son zamanlarda BT kadar kullanimi siklasan ve secilmis bazi durumlarda
BT’ ye Ustinligi olan bir gorintileme yontemidir (Sekil 2.4). Yumusak dokularda daha
iyl goruntt ozelligi saglamasi, bircok planda kesit 6zelligi olmasi, bundan dolay:
stperior sulkus timorlerinde, aortopulmoner pencerenin degerlendirilmesinde, kalp,
blyik damarlarin daha ayrintili sinir 6zelliklerinin segilebilmesi ve kalbin pulsasyon
defektlerini ortadan kaldirmasi gibi nedenlerden dolay: tercih edilir. Mediasten, gogus
duvar: invasyonlarini, diyafragma ve spinal kanal1 daha iyi goruntulemektedir. BT ile
karsilastirildiginda; akciger parankimi hakkinda daha az bilgi vermesi, daha pahali

olmasi dezavantajlaridir®,

Sekil 2.4. Akciger dokusunun MR ile gorintilenmesi.



2.3.3. Pozitron Emisyon Tomografis (PET)

PET, uzun yillardir bilinen bir yontem olmasina ragmen, AK’lerinde 1990’ 11
yillardan sonra kullanilmaya baglanmustir. Halen cok yaygin kullamilan bir yontem
olmamakla beraber dnimizdeki yillarda sik kullanim olanagi bulunacak bir yontem
oldugu dusunulmektedir. Fluoro 18-2-deoxyglucose kulamlarak yapilan bir islemdir.
Onceden, radyografik goruntileme sadece anatomik olusumlarla simirliydi. PET’in
gelismesiyle hipermetabolik aktivite gosteren malign lezyonlarin metabolik aktiviteleri
de degerlendirilmeye baslanmistir. Son calismalar, brons kanserinin evrelendirilmesinde
PET’in BT'ye ustunligu oldugu gosterilmistir. En iyi sonu¢ BT ve PET kombine
edilerek elde edilmistir. PET’in en 6nemli kisitliligi1 ¢cok yaygin olmamas: ve pahali

olmasidir®.

2.3.4. Bronkoskopi

Bronkoskopi, gogus hastaliklar: ve yogun bakim klinikleri icin vazgegilmez
bir tan ve tedavi aracidir. AK’ nden stiphe edilen olgularda patologa incelenmek Uzere
materyal saglanmasi, islem sirasinda trakeobronsiyal agacin gorilmesine olanak
saglamasi, tani ve tedavi karar1 vermede cok fayda saglamaktadir. Rigit ve fiberoptik
olmak Uzere 2 gesit bronkoskopi vardir (Sekil 2.5). Rigit bronkoskop ile larinksten
itibaren trakea ana brons, lob bronglarim1 gormek mimkuin iken, fiberoptik bronkoskopi
ile daha periferik segment ve subsegment bronslarint incelemek ve materyal almak
imkan dogmaktadir®.

f B Ktk brarelar
R - -

Sekil 2.5. Bronkoskopi gesitleri a) Rigid bronkoskopi, b) Fiberoptik bronkoskopi
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2.4. Akciger Kanserinde Gozlenen Genetik Bozukluklar

Cogu malignansilerin kromozomal anomaliler ile iliskili oldugu bilinmektedir.
Losemili ve bazi solid timdrlere sahip olan hastalarda, sitogenetik bulgularin tam
markirlar: olarak kullamlmasi nedeniyle, arastirmacilar sitogenetik bulgulari sinirli olan
bircok kanser tipine yonelmislerdir. AK’nde de kromozomal bozukluklar elde edilmis,
0zellikle SCLC' lerde belirli kromozomal anomaliler saptanmistir. Ancak diger akciger
tumorlerinde spesifik bir kromozomal bulgu hentiz bildirilmemistir.

Testa ve Graziano®, inceledikleri her SCLC hastasinda 3. kromozomun kisa
kolunda (0zellikle 3p21-25) kayiplara rastlamiglardir. Bu bdlge, igerdigi timér
sipressor gen/genleri nedeniyle SCLC’in patogenezinde oOnemlidir. Arastirmacilar
ayrica SCLC hastalarinda 5921, 13914 ve 17p13 bolgelerinde (sirastyla APC, RBI ve
TP53 slipessor genleri icermektedir) sitogenetik kayiplar kaydetmislerdir.

Dave ve ark.” lar1, 96 tedavi gérmemis AK’li vaka ve 74 saglikli kontrol grubu
ile yaptiklar1 calismada; hastalarin %15’inden fazlasinda 1, 3, 5, 7, 9, 12, 14 ve 21.
kromozomlarda sayisal ve yapisal diizensizlikler saptamislardir. Ozellikle 7, 9 ve 21.
kromozomlarda belirlenen anomalilerin kontrol grubuna gore 6nemli derecede yilksek
oldugunu belirtmiglerdir. Arastirmacilar, AK’li hastalar arasinda bu kromozomlarin
spesifik bolgelerinde kirik noktalarim gostermis, bunlari 1p13-g21, 3g21-913, 7pl2-
ql2, 7912, 7922, 7932, 9p13-q13, 12p13, 14q11 ve 14g32 seklinde tammlamuslardir’.

Bepler ve Koehler®in insan akciger kanseri hiicre hatlari ile yaptiklar:
sitogenetik calismada, muhtemelen potansiyel timér slpressor genleri tastyan 2p, 2q,
3p, 30, 6q, 9p, 11p ve 13q kromozomal bdlgelerinde delesyonlar saptarmislardir.

Karaliziim ve ark.’, kromozom 1p11, 1q11, 2p10, 6p10, 7q11, 722, 7932, 8922,
90922, 11911, 21910 ve Xg24 bolgelerinde yapisal anomaliler saptamuslardir. Bununla
birlikte, 6zellikle i(2)(p10), i(9)(pl10), i(21)(ql0), t(11;12), t(14;15), del(X)(g24) ve Y
kromozom kaybinin ikincil degisiklikler olarak AK gelismesinde rol oynayabilecegini
ileri siirmektedirler’.

Sanchez-Cespedes ve ark.®, sigara kullanan adenokarsinomlu hastalarda
kullanmayanlara gore 3p, 69, 9p, 16p, 17p ve 19p kromozom kollarinda allelik kazang
veya kayip oldugunu gostermislerdir.
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AK’nde 3p'nin allelik kaybinin, %49-86 siklikla erken donemde meydana
geldigi, bu oranin skuamdz hicre karsinomlarinda %50-83 ve adenokarsinomlarda
%36-61 arasinda oldugu bildirilmistir'®. Hirao ve ark.®, bu orani NSCLC’ lerde %33.6,
skuamdz hicre karsinomlarinda %44.2 ve adenokarsinomlarda %30.2 olarak
bulmuslardir. Uglincti kromozomun p21 bolgesinde mismatch DNA tamir geni hMLH1,
p25 bolgesinde von Hipple-Lindau tumdr stipresdr geni ve pl4 bolgesinde FHIT timér
siipresdr geni bulunmaktadir®. Bu genlerden dolay: 3. kromozomun kisa kolunun timor
olusumunda merkezi bir rol oynadigi dilsiiniilmektedir. Ayrica, Ashman ve ark.'!
floresan in situ hibridizasyon teknigi ile yaptiklar: ¢alismada; 3p, 5q, 10, 16q ve 17p
bolgelerinde DNA kopya sayisimin azaldigini, 3q, 1p, 1q ve 14q bolgelerinde ise
arttigini ve 5. kromozomun en sik yeniden dizenlenen bir kromozom, 2., 10. ve 16.
kromozomlarin da yuksek siklikta translokasyona ugradiklarin rapor etmislerdir.

Dhillion ve ark.**lar;, NSCLC hastalarinda 1p34, 1g42, 3pl4, 3q27, 5q13,
13q14 ve 18921 bolgelerinde frajiliteye kontrol gruplarina gore daha sik rastladiklarini
bildirmiglerdir. Ayrica 1p22, 2933, 11923, 12pl13, 14923 ve 22q12 bolgelerinin de
kontrol grubundan farkl: olarak indiklendiklerini gdzlemlemislerdir. Bu bolgelerde
bulunan ilgili genlerin tumor stipressor genleri, onkogenler, mismatch tamir genleri ve
proto-onkogenler oldugu bilinmektedir. 1p22 bdlgesinde BCL10, CDC7L1, D1S155E;
1p34 bdlgesinde MYCL1; 1g42 bolgesinde TP53, BP2; 3p14 bdlgesinde FHIT, 3927
bolgesinde BCL6, TPHO, ABCCS5; 5p13 bolgesinde SKP2, DOC-2; 11923 bolgesinde
MLL, TSG11, BRCAS3; 12p13 boélgesinde CD9; 13g14 bolgesinde DBM, RBM1, RB1,;
14923 bolgesinde MAX ve 22g12 bolgesinde CYP2D6 genlerinin bulundugunu
belirtmislerdir®2.

Diger bir calismada; M-FISH teknigi ile NSCLC hastalarinda t(5;14), t(5;11) ve
t(1;6) bulundugu, ayrica’Y kromozom kayiplar: ile 20. kromozom ile 5p andploidilerine
rastlamlmis olup, 4, 5, 8, 11, 12 ve 19. kromozomlarinin sik olarak ise karistig
kromozomlar arasi translokasyonlarin da oldugu rapor edilmistir'®. Ayrica, Schenk ve
ark. (1997)*larinin 3, 8, 11, 12, 17 ve 18. kromozomlara 6zgii DNA problar: ile
yaptiklart FISH calismalarinda bu kromozomlara 6zgu yiksek oranda andploidilerin
oldugunu gostermislerdir.

12



2.5. Tumor Nekroz Faktor ile fliskili Apoptozisi Uyaran Ligand (TRAIL) ve

Hiicre Olum Reseptorleri

Apoptoz, yani programlanmis hiicre 6ltimt, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi
ve normal hicresel farklilasmas: sirasinda meydana gelmektedir. Apoptoz, tumor
nekroz faktor (TNF) ailesindeki TNF ile Fas ligandlarini da iceren ve reseptorlerindeki
O0lum domainleri vasitasi ile etkilerini gosteren belirli  sitokinler tarafindan
uyariimaktadir. Son yillarda, TNF ailesinin yeni bir tyesi tammlanmis ve TNF ile
iliskili apoptozisi uyaran ligand (TRAIL) olarak adlandiriimistir™>?%, TRAIL geni,
yaklasik 20 kb'lik bir alana yayilmistir ve 5 ekzon icermektedir. Translasyon baslama
kodonunun baslangic kismunda 1.2 kb'lik promotér bdlgesi klonlanmis ve
transkripsiyon baslama bolgesi tammlanmistir. Belirli bir TATA box kutusundan
yoksundur. Ancak, birkag varsayilan transkripsiyon faktéri baglama bdlgesini
icermektedir. TRAIL, tip Il membran proteinlerinin bir tipi olup, ¢esitli dokularda
eksprese olmaktadir. Diger TNF ligandlar1 gibi, trimerler olarak sentezlenirler ve
membrandan sistein proteazlar1 ile serbest formdaki ligandi olusturmak igin
kesilebilirler. Optimum biyolojik aktivitesi igin de bir Zn atomunun yapida olmasi
gereklidir. TRAIL’in esas fonksiyonu apoptozisi uyarmak ve transkripsiyon faktori
olan NF-B'yi aktive etmektir™®.

TRAIL, kanser hicrelerinin yok olmasinda etkilidir, fakat normal hicreler
Uizerine herhangi bir etkisi yoktur'®'’. TRAIL’i baglayan TNF reseptor (TNFR) gen
slperailesinin sinyalizasyonda gorev yapan iki reseptorinin tammlanmasi, bu ligand
tarafindan indiiklenen apoptoz mekanizmasini daha iyi bir sekilde agiklamaktadir. DR4
(6lim reseptorti 4 veya TRAIL-R1) ve DR5 (TRAIL-R2) olarak adlandirilan bu
reseptorler, korunmus bir 6lium domain motifi icermektedirler. Bu iki 06lum
reseptorlerine ek olarak, TRAIL'i baglayan U¢ reseptor daha tammmlanmistir. Decoy
reseptorleri olarak adlandirilan DcR1 (TRAIL-R3) ve DcR2 (TRAIL-R4), DR4 ve
DR5'in ekstraseltler domainlerine yakin homoloji gosterirler. DcR2, fonksiyonel
olmayan ve ucu kesik bir 6lim domainine sahip iken, DcR1 transmembran ve 6lim
domainlerinden yoksundur. Ayrica, glikofosfatidil inozitol (GPI) bir kuyruk ile
membrana bagli1 olarak bulunurlar. Bu nedenle, bu her iki reseptor bir apoptozis sinyali
iletme yetenegine sahip degildirler. Besinci bir baglanma (binding) proteini olan
¢Ozundr TNFR aile Uyesi ise, osteoprotegerin (OPG)’ dir. OPG; dimerik, ¢cozinir ve
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salgi formlarinda bulunmaktadir. Aymi zamanda, TRAIL’ e baglanma 6zelligindedir
ancak fizyolojik sicaklikta diistik affiniteye sahiptir (Sekil 2.6)10"181°

Apoptozis

Sekil 2.6. TRAIL ve hiicre 6lim reseptérleri.

TRAIL, malignant melanoma, lenfoma, kolon karsinomu, akciger karsinomu,
meme karsinomu ve malignant gliomalardan elde edilen gesitli timor hicre hatlarinda
apoptozisi uyaran agonistik DR4 ve DR5S reseptorleri ile etkilesime girmektedir. DR4,
dalak ve periferal kan |okositlerini de iceren bircok normal insan hiicre ve dokularinda
salgilanirken beyin hiicrelerinde salgilanmaz®. TRAIL, cesitli tiimér hiicrelerinde
apoptozisi uyarirken, transforme olmamis normal hicreleri uyarmaz. Bu durum,
TRAIL’in normal dokularda salgilanan fakat kanser hiicrelerinde salgilanmayan
antagonistik tuzak reseptorleri DcR1 ve DcR2 ile de etkilesime girdigini agiklamaktadir.
DcR1 ve DcR2 apoptozisi uyarmaz, ancak hicreleri apoptozisden (TRAIL ile uyarilan
apoptozis) korumaktadirlar®®*°,

DR4 ve DR5 reseptorleri, kromozom 8p21-22 bolgesinde yerlesiktir. Sisteince
zengin ekstraseltiler ligand baglama domaini ile karakterize TNF reseptdr ailesinin diger
tyeleri ile dnemli homolojiye sahiptirler. DR4 ve DR5 boyunca sinyal iletimi, bu
reseptorlerdeki sitoplazmik 6lim domainlerinin varligina baglidir. TRAIL'in DR4 ve
DR5'e baglanmasi ile bir seri kaspaz tetiklenir ve apoptozis gerceklesir (Sekil 2.7).

8p21-22 bolgesinin alelik kaybi akciger, meme, kolon, prostat, bas ve boyun
kanserleri ile hepatoseluler karsinomlarda sik rastlamilan bir durumdur. Bu veriler,
8p21-22 bolgesinde 6nemli bir veya daha fazla timor sipressor genlerin bulundugunu,
DR4 ve DRS5/KILLER genlerinin bu bdlgedeki aday timér slpressor genlerden
olabilecegini gostermektedir™®.
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Sekil 2.7. TRAIL ve hiicre 6lim reseptorleri araciligi ile hiicrenin apoptoza gitmesini saglayan hiicre ici
yolak.

8p21’ de tanumlanmus olan ilk 6lum reseptorl, DR4, 486 aminoasitten olusan bir
tip 1 membran proteinidir. Iki adet hicre disi-sisteince zengin yalanci tekrar
icermektedir. 50- ve 90-slik bu iki reseptor pargalari, c¢ogu ligand-reseptor
etkilesimlerine aracilik etmektedir. DR4 ligand baglama ilmeklerinin ana elementleri
ekzon 3 ve 4 tarafindan kodlanmaktadir®!. Son zamanlarda, DR4 geninin 3., 4., 5. ve 10.
ekzonlarinda tek niikleotidlik polimorfizmlere rastlanuldig: bildirilmistir®’. Fischer ve
ark.®, bu genin 3. ekzonunun 422. nilkleotidinde ve 4. ekzonun 626. nilkleotidinde birer
polimorfizm tammlamuslardir. 422. nikleotidde guanin adenine donusmekte (G422A)
ve bunun sonucunda meydana gelecek olan aminoasit arjinin yerine histidin olmaktadir.
626. nukleotidde ise sitozinin, guanine donustigu (C626G) tek nukleotidlik bir
polimorfizm gézlenmektedir. Bunun sonucunda, threonin yerine arjinin gelmektedir.
Otuz bir akciger kanseri hicre hatlarinda DR4 ekzon 4'Un dizi analizi sonucunda
bunlarin %68’ inde 626. niikleotidde C—G yer degisiminin gozlendigi bildirilmistir,
Dechant ve ark.*?, osteosarkoma timor ornekleri ile hiicre hatlar: tizerinde yaptiklar:
mutasyon analizlerinde bu polimorfizmlere ek olarak ekzon 5 ve ekzon 10’ da da bazi
degisikliklerin oldugunu rapor etmislerdir. Ekzon 5de 683. nikleotidde A—C
(AB83C), ekzon 10'da ise 1322. niukleotidde A—G (A1322G) polimorfizmlerinin
oldugu gozlenmistir. Ekzon 5'deki polimorfizm sonucunda glutamin yerine alanin,
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ekzon 10'da ise lizin yerine arjinin gelmektedir?>. Sonug olarak, bu nikleotid
degisiklikleri, DR4 geninin ligand baglama domaininde veya yakin bir bolgesinde
aminoasit degisikliklerine yol agmaktadir. Bu da, TRAIL'in DR4 reseptorine
baglanmasin etkilemekte ve ¢esitli malignansilerin olusmasina katkida bulunmaktadr.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. ARAC VE GERECLER
3.1.1. Cihazlar
Santrifdjler (Sogutmali, Universal 16R ve Sogutmasiz Nuve CN180)
Ettvler (Dedeoglu, Heraeus)
CO, InkUbatori (Sanyo MCO-17Al)
Steril Kabin (Kojair KR-125 Safety)
Derin Dondurucular (Siemens, Bosch)
Buzdolab (Argelik)
Pastor Firim (Ntve FN500)
Invert Mikroskop (Olympus CK40)
Sitogenetik Incelemede Kullanilan Mikroskoplar (Olympus BX51 ve
Olympus CH20)
Cytovision Gorunttleme Sistemi (Applied |maging)
Fotograf Atagmam (Applied maging)
Steril Kultdr TUpt (Greiner)
Hassas Terazi (Sartorius)
pH Metre (inolab)
Steril Plastik Pipet
Steril Flask, 25 cm? (Nunc)
Steril Petri Kabi (Nunc)
Steril disposable farkl: blyuklukte enjektorler (2 ml’ lik, 5 ml’ lik, 10
ml’ lik, 20 ml’ lik )
Bistdri
Thermal Cycler (Bioer XP Cycler)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-160)
Jel Gorunttleme Cihazi (Unitec)
Dikey Elektroforez Tanki (Biolab)
ABI 3130 Genetic Analyzer
Vorteks (Nuve NM 110)
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Otoklav (Trans)
Otomatik pipetler (Gilson, Biohit ve Socorex)
Mezur
Sale
Lam (Rodajl1)
Lamel (24X32)

3.1.2. Kimyasal Maddeler
RPMI 1640 Besiyeri (Biological Industries)
M199 Besiyeri (Biological Industries)
BioAMF Besiyeri (Biological Industries)
Ham's F10 Besiyeri (Biological Industries)
Tripsin-EDTA (Biological Industries)
Heparin (Panpharma)
Kolsisin (Seromed)
Penisilin-Streptomisin (Sigma)
Gentamisin (Biological Industries)
Fetal Calf Serum (Gibco)
L-Glutamin (Biochrom)
Phytohemmaglutinin (Biological Industries)
Sodyum Klorid (NaCl) (Merck)
Potasyum Klorid (KCl) (Sigma)
Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat (NagHPO4.2H,) (Merck)
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4) (Merck)
Tripsin (Difco Bacto)
Glasiyel Asetik Asit (Merck)
Metanol (Merck)
Etanol (Merck)
Ksilol (Merck)
Aseton (Merck)
Fenol (Merck)

Kloroform (Amresco)

18



[zoamil Alkol (Amresco)

Giemsa (Merck)

Immersiyon Y ag1 (Merck)

Entellan (Merck)

Taq Polimeraz (Fermantas ve Vivarntis)

Magnezyum Klortr (MgCl,) (Fermantas)

PCR Tamponu (Fermantas)

Restriksiyon Enzimleri (Fermantas)

Haelll ile kesilmis pUC18 marker1 (Sigma)

Primerler (MWG)

Deoksinikleosit Trifosfat Seti (ANTP) (Fermantas)
Akrilamid (Sigma)

N,N’-Metilen-bis-Akrilamit (Sigma)

Amonyum Persiilfat (Sigma)
N,N,N’,N’-tetrametiletilen-diamin (TEMED) (Sigma)
DNA izolasyonu, PCR ve Elektroforezde Kullanilan Diger Kimyasal
Malzemeler (Merck ve Sigma)

ABI’'nin dizi analiz kiti

Purifikasyon kiti (Roche)

3.2. ORNEK LERIN SAGLANMASI VE KULLANILAN YONTEMLER

GOgls Hastaliklart Klinigi’'ne akciger kanseri 6n tamsi ile basvuran ve
bronkoskopi yapilmas: uygun gorilen 60 hasta ile bu hastalara yas ve cinsiyet agisindan
uygun olan saglikli, sigara kullanan ve ailesinde kanser dykisl olmayan 30 kisiden
(kontrol grubu) etik onay alindiktan sonra, ¢alismamizin amaci dogrultusunda her iki
gruptan 12 ml kan alindi ve bu kan; DNA izolasyonu igin 3 ml EDTA’ 1 tlpe, serum
eldes igin 2 ayr1 normal tipe 4'er ml ve kan kilturt icin heparinize enjektore 1 ml
seklinde paylastirildi. Kan kdlttrinde ve kromozom eldesinde standart sitogenetik
tekniklerden yararlanildi. Bronkoskopi sirasinda endobrongiyal yapi veya mukozal
lezyon gosteren 45 hastadan, patolojiye gonderilmek (zere alinan parcalardan 2-3 adet
akciger doku parcasi, doku kultiri yapmak amaci ile antibiyotikli yikama besiyeri
icerisinde steril sartlarda Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirildi.
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Hastalardan ayrica malign olan bélgeler disinda malignite stphesi olmayan bdlgelerden
de kontrol amacli parcalar alindi. Alinan dokularin kalttrd, laboratuvarda laminar flow
kabini igerisinde aseptik galigma kosullarina uygun olarak yapildi. Doku kdltiringn
yapilmasi ve metafaz plaklarinin eldesinde standart sitogenetik teknikler kullanildi.

3.2.1. Sitogenetik Calismalar

GoOgus Hastaliklarr Anabilim Dal1 Poliklinigi’ ne akciger kanseri On tanst ile
basvuran ve bronkoskopi yapilan hastalardan (45 hasta) alinan doku ornekleri yikama
besiyeri (EK-1) icerisinde tasinarak steril sartlarda doku kudltard yapildi. Alinan
orneklerin doku kulturt, laboratuvarda laminar flow kabini igerisinde aseptik calisma
kosullarina uygun olarak yapildi. Ayrica hasta (60) ve kontrol gruplarindan (30) alinan
kan dokularina 72 saatlik kisa sreli kiltir yontemi uygulandi. Hem doku hem de kan
dokusu kdltdrlerinin yapilmasi ve metafaz plaklarinin eldesinde standart sitogenetik
teknikler kullanildi®*.

A. Doku Kaltarinin Yapilmas

1. Yikama besiyerinde gelen doku, laminar flow kabini icinde steril petri
kabina alind.

2. Doku, ug¢ kez yikama medyumu ile yikandiktan sonra steril bisttri yardimi
ile cok kiiglk parcalara ayrild.

3. Dahasonratizerine 1 ml kadar Tripsin-EDTA (EK-2) soltisyonu eklendi ve 1
saat 37 °C de bekletilerek dokunun pargalanmasi sagland.

4. Diger taraftan hiicre ekiminde kullanilacak flasklara 2 ml Bio-AMF besiyeri
(EK-1) konarak flasklar ekime hazir hale getirildi.

5. Kugik parcalara bolinmis ve enzimatik olarak parcalanmis olan doku
Uzerine 2 ml yikama besiyeri (EK-1) eklenerek Tripsin-EDTA'min etkisi
ortadan kaldirildh.

6. Sonra, bir pipet yardim ile alinan 6rnekler steril tiplere konuldu ve 1000
devirde 8 dk santrifij edildi.

7. Santrifijden sonra Ustteki stipernatan kisim pelletin Gzerinde 0.5-0.75 ml sivi
kalacak sekilde atildi. Pellet pipeta) ile homojen bir sekilde karistirildi ve 2
ml Bio-AMF besiyeri igeren doku kiltir flasklarina ekim yapildi.
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8. Flasklarin kapag1 gevsek kapatilarak dokunun 37 °C’ de, %5 oraninda CO;
iceren inkiibatorde agik sistemle kultlrd yapildh.

9. 7. gunde, invert mikroskobunda inceleme yapilarak hiicre yapismasinin olup
olmadig1 kontrol edildi.

10. Y apigmanin olmasi durumunda, kiltr flasklarimn besiyerleri degistirildi.

11. 10. ginde, Ureme tekrardan kontrol edilerek yeterli mitoza sahip olan flasklar
kromozom eldesi i¢in hasata alindi.

M etafaz Alanlarinin Eldes (Hasat)

1. Yeterli miktarda mitotik hiicre yogunlugu saptanan flasklarin besiyerleri
hasattan 1 giin 6nce degistirildi.

2. Ertesi gin, flasklara 10 damla kolsisin (EK-2) damlatilarak 4 saat bekletildi.

3. Kaolsisin ile inkiibasyondan sonra flask icerigi santriftjj tUplerine aktarildh.

4. Daha sonra, flasklara 1'er ml Tripsin-EDTA (EK-2) eklendi ve kisa bir
yikamadan sonra icerigi pipet yardimi ile aym santrifdyj tipine aktarildi.

5. Flasklara tekrardan 1 ml Tripsin-EDTA (EK-2) eklenerek kapaklar1 sikica
kapatildi ve 37 °C’de 5 dk inkube edildi.

6. 5 dk sonra flasklara hafif olarak mekanik kuvvet uygulandi ve hicrelerin
flasktan tam olarak sokilmesi saglandh.

7. Sonra invert mikroskopta hicrelerin  flasktan tam olarak sokulup
sokulmedigi kontrol edildi.

8. Yeterince hicre sokuldugl zaman flaska 2 ml yikama besiyeri (EK-1)
eklenerek tripsin aktivitesi durduruldu.

9. Flaskin igerigi santriflij tUplne aktarildi ve 1000 devirde 8 dk santrifj edildi.

10. Santriftjjden sonra Ustteki stipernatan kisim pelletin Gzerinde 0.5-0.75 ml sivi
kalacak sekilde atildi. Pellet pipetg) ile homojen bir sekilde karistirildh.

11. Uzerine 6 ml 0.075 M KCI (hipotonik ¢ozelti) (EK-2) eklendi ve 37 °C'lik
inkUibatorde 25 dk bekletildi.

12. Slre sonunda Uzerine taze olarak hazirlanmis 3:1 oramndaki metanol-asetik
asitten (fiksatif) (EK-2) 13 damla damlatilarak hticrelerin bir sonraki fiksatif

asamasina alismasi sagland.
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13. Tup santriftj edildi ve pelletin Uzerine 0.5 ml sivi kalacak sekilde Ustteki
stipernatan atild.

14. Hucre pelleti, hicre zarlarimin zayiflatilmas: amact ile 3 kez 6 ml fiksatifle
yikandi. Her bir yikamada fiksatif tpe pipet ile yavas yavas eklenerek
pipetajland: ve santrifiij edildi.

15. Uglincli yikamadan sonra hiicre pelletinin tzerinde 0.5 ml sivi kalacak
sekilde slipernatan atildi.

16. Hucre pelleti pipetajlama ile homojenize edildi ve preparat hazirlamak Uzere
pipete cekildi.

17. Dezenfektan ile yikandiktan sonra en az 2 saat asetonda bekletilen ve daha
sonra saf suya alinan soguk lamlar Gzerine hiicre stispansiyonu 30°'lik bir
egimle damlatilarak kromozom preparatlar1 hazirlandi.

18. Preparatlar 37 °C'de 2 gun yaslandirildiktan sonra yapisal ve sayisal
kromozom anomalilerini saptamak amaciyla GTG-bandlama yontemi ile
boyandh.

B. Kan Kultarinin Yapilmas

Kromozom analizi icin, hasta ve kontrollerden steril sartlarda heparinle yikanmis
enjektore 1 ml kan alindi. Her birey igin, igerisinde 3' e ml normal (RPMI-1640,
R0883) ve M199 besiyerlerinin (EK-1) bulundugu steril kdltdr tOplerine her olgu
kanindan 3' er damlailave edilerek ekim yapildi. isim karisikligim énlemek amaciyla,
tuplerin Uzerine daha dnceden bireyin ismi yazildi. Ekim islemi yapilan kultdr tipleri
hafifce karistirildiktan sonra 37°C’de 72 saat sireyle inkibatorde tutuldu. Kiltire 70
saat sonra her tipe final konsantrasyonu 10 ng/ml olacak sekilde 30 m kolsisin (EK-2)
eklendi ve iki saat daha kultire devam edildi. Sire sonunda, tupler hafifce
karstirildiktan sonra 1200 devirde 10 dk santrifiij edildi. Daha sonra tiplerin Ustiinde
kalan stipernatan pastor pipeti ile atildh. Dipte kalan ¢okelti, tipin alt kismina parmakla
hafifce vurarak karistirildi. TUplere 6'sar ml hipotonik solusyonu (0.075 M KCl) (EK-2)
ilave edildi ve 13 dk ettivde bekletildi. Sire sonunda her tipe 6 damla soguk fiksatif
solusyonu (EK-2) eklenerek karistirildi. Tapler 1200 rpm'de 10 dk santrifdy edildi.
Supernatan atildiktan sonra ¢okelti tekrar hafifce karistirildi ve tzerine taze hazirlannus
6 ml fiksatif solusyonu ilave edildikten sonra 1200 devirde 10 dk santriftj edildi.
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Uclincii kez fiksatif ile yikamadan sonra, gokeltinin miktarina gore cok az fiksatif
birakilip pipetajlanarak hiicre siispansiyonu elde edildi. Daha 6nceden temizlendikten
sonra asetonda bekletilen ve yaymadan en az 24 saat Once saf sudan gegirilerek
buzdolabinda sogutulmus olan lamlar tzerine 30°lik bir egimle 1-2 damla hicre
sispansiyonu damlatilarak yayma yapildi. Lamlara hastamin ismi ve kullamilan
mediumun c¢esidi yazilarak havada kurutuldu. Yayilan preparatlar yaslandirmak
amaciyla 2 gun 37°Cde inkubatorde bekletildi. Preparatlar, yapisal ve sayisal
kromozom anomalileri ile kromozomal frajil bolgeleri saptamak amaci ile GTG-

bandlama yontemi ile boyandh.

C. Preparatlarin GTG (G-bands by Trypsin using Giemsa) Bantlama
Y dntemiyle Boyanmas
Analiz igin; 2 gun 37°C’'de yaslandiriimak Uzere bekletilen preparatlar GTG
bantlama teknigi ile boyanarak incelemeye hazir hale getirildi®.
Bunun icin sirastyla su islemler yapildi:
1,5 ml’ lik tripsin stok soliisyonu (EK-2) eritilerek bir sale icerisindeki 75 ml % 0.9’
luk NaCl icerisine eklendi ve pH’ s1 7.5-7.8' e ayarlandh.
Ikinci bir saleye de 75 ml fosfat tamponu (EK-2) ilave edildi.
Uclincii bir salede ise fosfat tamponu icerisinde % 7-10' luk olacak sekilde giemsa
boya ¢ozeltisi (EK-2) hazirlandi.
Metafaz kalitesine gore siralanan preparatlar, mikroskop altinda metafazlarin agik ve
koyuluguna gore degisik saniyelerde tripsinle muamele edildi (genellikle 35-40
saniye).
Preparatlar daha sonra fosfat tamponundan gegcirildi. Hafifce calkalanarak yikandi.
Daha sonra Giemsa boya soltsyonu ile 3-5 dk boyand:.
Akan musluk suyundan gegirilen preparatlar havada kurutuldu.
Bantlar1 boyanmis metafaz kromozomlari mikroskop altinda sayisal ve yapisal olarak
incelendi.
Hazirlanan preparatlar 100X objektifte incelendi.
Her hasta icin normal kan kiltirlerinde 25, M199 kan kilttrlerinde 50, doku kaltr
preparasyonlarinda 25 metafaz plagi incelenmeye calisildi. Ancak mitotik indeksi

distk olan hasta preparatlarinda ise mevcut olan metafaz plaklar: incelendi.
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Preparatlar inceleme sonrasi Ksilol’ den gegirilerek immersiyon yagindan
temizlendikten sonra entellan ve lamel ile kapatilarak devamli hale getirildi ve
fotograf gekimi igin saklandh.

3.2.2. Molekiler Genetik Calismalar
3.2.2.1. DNA Eldes

Hasta ve kontrol grubundan alinan kamn 8 ml’si serum elde etmek amaci ile
kirmizi kapakli iki tipe, 3 mI’si DNA elde etmek amaciyla EDTA’ |1 tlpe aktarildh.
Kirmizi kapakli tlplere alinan kanlar 5000 devirde 8 dk santriflj edilerek serumlari
ayrildi. Steril ependorf tuplere aktarilarak -20 °C'de DNA elde etmek amaci ile
saklanlan 6rneklerden Fenol-Kloroform-izoamil yontemi®’, EDTA’l1 tuplere alinan
kanlardan ise doymus tuz cozeltisi ile coktiirme yontemi®® kullanilarak genomik DNA
izole edildi.

a) Fenol-K lor oform-izoamil Y éntemi ile Serum Orneklerinden DNA izolasyonu

1. Her olguyaait 100" er ul serum drnegi ependorf tiplere konuldu.

2. Uzerine 300 ul lizis tamponu ve 0.5 pl proteinaz K (100 mg/pl) ilave edildi (EK-
3).

3. 55°C de4 saat inkiibe edildi.

4. Siire sonunda tizerine 600 ul Fenol-Kloroform-izoamil (25:24:1) eklendi ve 2-3
saat 0 °C’ de bekletildi.

5. Ornekler araaravorteksendi.

6. Dahasonra 13.000 devirde 15 dk +4 °C’ de santriftj edildi.

7. Ust faz baska bir ependorf tiipe alinch ve iki kat1 kadar tekrardan Fenol-
Kloroform-izoamil (25:24:1) eklendi.

8. Vortekdenen drnekler tekrardan 30-45 dk 0 °C’ de bekletildi.

9. 13.000 devirde 15 dk +4 °C’ de santrifiyj edildi.

10. Santrif(ij sonrasinda Ust faz baska bir ependorf tlipe alindi, tzerine 2 kat1 kadar
kloroform eklendi ve karistirildi.

11. 13.000 devirde 15 dk +4 °C’ de santriftj edildi.

12. Ust faz baska bir tiipe alinch ve %100 lik saf etanol eklendi.

13. -20 °C’de 1-3 gece bekletildi.
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14. 13.000 devirde +4 °C’ de 15 dk santrif{j edildi.

15. Ustteki siv1 atilch. Pellet kurutuldu ve yaklasik 20-30 ul saf suda ¢ozind.
16. DNA’larin konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrede dlguldu (EK-4).
17. Daha sonra-20 °C’ de PCR yapmak Uzere sakland.

b) Doymus Tuz Cozeltisi ile Coktiirme Y dntemi ile Kandan DNA izolasyonu

1.

Hasta ve kontrollerden alinan ve EDTA’|1 tuplere aktarilan 3 ml kandan 750 pl
steril ependorf tUplere alindh.

Her bir ependorf tipun tUzerine 750 pl eritrosit lizis tamponu (EK-3) eklendi ve
3 dk soguk buz Uzerinde bekletildi.

3. Sire sonunda 4500 devirde 5 dk santriftj edildi.

4. Ustte kalan siipernatan kisim dokulerek pellet tizerine 1 ml eritrosit lizis ilave

edildi ve pellet ¢cozelti icerisinde homojen olana kadar calkaland:.

5. Dahasonra 4500 devirde 5 dk santrifiij edildi ve stipernatan kisim dokuldi.

6. Altta kalan pelletin Uzerine bu defa 1 ml fizyolojik tampon (EK-3) ilave edildi

ve yine pellet homojen bir sekilde karisana kadar galkalama islemine tutuldu.

7. Yine 4500 devirde 5 dk santrifi)j edilerek tsteki sivi atildi.
8. Fizyolojik tampon asamasi bir kez daha tekrarland.
9. Sonra pelletin Gzerine 300 ul TE-9 (pH:9), 100 ul %10’ luk SDS ve 20 ul 10

10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.

mg/ml proteinaz K ilave edilerek 2 saat 65 °C’ deki benmaride bekletildi (EK-3).
Sire sonunda pelletin parcalanip parcalanmadigi kontrol edildi ve parcalanma
durumunda tzerine 200 ul doymus (6M) tuz c¢ozeltisi (EK-3) ilave edildi ve
bulutsu, siit gérinimi elde edilene kadar hafifce karistirildh.

13000 devirde 10 dk santriflij edilerek proteinlerin presipite olmas: sagland.
Ustteki berrak kisim temiz ependorf tiiplere aktaril ch.

Uzerine yaklasik 1 ml saf etanol eklendi ve DNA olusumu gozlendi.

13000 devirde 10 dk santrifiij edilerek DNA’nin gokmesi sagland.

Alkol uzaklastirildiktan sonra alttaki pellet iki kez %70’lik alkol (EK-3) ile
yikand: ve sonradan kurumaya birakildi.

Kuruma tamamlandiktan sonra pelletin Gzerine 100 pl distile su ilave edilerek
DNA’nin yeniden ¢ozulmesi sagland:.

DNAse inhibisyonu icin DNA 6rnekleri 65-70 °C’ de 15 dk bekletildi.
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18. DNA’larin konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrede dlguldu (EK-4).
19. Daha sonra-20 °C’ de PCR yapmak Uzere sakland.

3.2.2.2. Hicre Olim Reseptori-4 (DR4) Genindeki  Polimorfizmlerin
incelenmes

3.2.2.2.1. Primer Secimi

DR4 geninin t¢ ekzonundaki (ekzon 3,4,5) sirasiyla G422A, C626G ve A683C
polimorfizmlerin belirlenmesinde primerler literatirlerden secilerek alindi®**®. Genin
10. ekzonundaki A1322G polimorfizimin belirlenmesi igin kullamilacak olan primerler
tarafimizdan dizayn edilirken, internal kontrol olarak da CYP19 geninin 427 bg'lik
ortak bélgesinin amplifikasyonunu saglayan primerler secildi®® (Cizelge 3.1.).

Primer secimi tamamlandiktan sonra primerlerin gen Uzerindeki yerleri
belirlendi. Calismamizda PCR’'a dayali RFLP teknigi (PCR=Polymerase Chain
Reaction; RFLP= Restriction Fragment Lenght Polymorphism) uygulanacag: icin
kullanmlacak olan enzimlerin kesim bolgeleri tespit edildi (Cizelge 3.2.). Ekzon 10’ daki
polimorfizmin belirlenmesinde ARMS (Amplification Refractory Mutation System)
teknigi uygulandig: icin herhangi bir enzim kesim bolgesi gosterilmemistir. Ekzon 10
icin ise kullanilacak olan internal kontrol bolgesi, CYP19 geninin 2. ekzonundaki 39.
kodonu iceren 427 bc'lik ortak bolgesi, cizelge 3.2." de gosterildi.

Cizelge 3.1. DR4 gen bdlgesindeki polimorfizmlerin belirlenmesinde kullanilan primerler

Gen Bdolges Kullanilan Primerler
Ekzon 3 (G422A) Forward primer: 5'-atcctctgggaactctgtgg-3’
Reverse primer: 5 -taccactcccacctcactge-3’
Ekzon 4 (C626G) Forward primer: 5 - aaggtcaagggacacgtcagg-3’
Reverse primer: 5'- gcttctgtgggttctttgagg-3'
Ekzon 5 (A683C) Forward primer: 5'- atcccacctggecagctttcca-3'
Reverse primer: 5'- agacaggagtctcgggctgct-3'
Ekzon 10 (A1322G) Forward primer: 5'- ctctgatgctgttctttgac-3'
Reverse primer (C): 5'- gaggtcctgaatcttctcac-3’
Reverse primer (T): 5'- gaggtcctgaatcttctcat- 3
Internal Kontrol Forward primer: 5S-atctgtactgtacagcacc-3¢
(CYP 19 geni ortak blgesi) Rever se primer: 56ctccaagtcctcatttgct-3¢
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Cizelge 3.2. DR4 genindeki 3., 4., 5. ve 10. ekzonlar ile internal kontrol icin secilen amplifikasyon
bolgeleri, primerleri gosteren nikleotid dizileri, polimorfizmlerin gozlendigi nikleotid bolgeleri ve enzim
kesim bolgeleri

Ekzon 3 (G422A) —

GAAGAGTTTCCTAGCCACCGCCACGATCCTCTGGGAACTCTGTGGCAATTCATTCATTGGCTTTTCTCTC
CCTTCCCAGGATCTCATAGATCAGAN ACGTCCTGGAGCCTGTAACCGGTGCACAGAGGGTGTGGGTTAC
ACCAATGCTTCCAACAATTTGTTTGCTTGCCTCCCATGTACAGCTTGTAAATCAGGTACAGAATGTGTGG

ACCTCTTGTCCAGAGGTGGAGTGAGGGGCAGTGAGGTGGGAGTGGTAGCCAATGTGAGTCAGGGAACC
A G

Ekzon 4 (C626G) —p
GAGGGAGTTGGGGTGGTGAGGAAAGGTCAAGGGACACGTCAGGGAAACACATTCCCAAAACCTTGTAC
TCTGTCATCAGATGAAGAAGAGAGAAGTCCCTGCACCACGACCAGGAACACAGCATGTCAGTGCAAAC
CAGGAACTTTCCGGAATGACAATTCTGCTGAGATGTGCCGGAAGTGCAGCACAGGNGTGAGACAACA

GCCAAGGGGCTCCCAGCAGCCTCAAAGAACCCACAGAAGCAAGGAACCCTAAAAA
SR

Ekzon 5 (A683C)
AGGGACATTGGGCAGGGAGAGTGGCTCCTCTTTCATCCCACCTGGCCAGCTMTCAAGAGTCCCCC
CCCTCCCTCCCTGTGTGTACCCAGGTGCCCCAGAGGGATGGTCAAGGTCAAGGATTGTACGCCCTGGAG
TGACAT"CGAGTGTGTCCACAAAGAATCAGGTACAAAGCCCACTGGGGAAGCCCCAGCTGCAGAGGAG
ACAGGGACCAGCAGCCCGAGACTCCTGTCTTTTCCTGTCTTTTCTCAGGCAATGGACATAATATATGGG
TGATTTTGGTTGTGAC

Ekzon 10 (A1322G)

CACCCAGCTCTGATGCTGTTCTTT_GAEAAGTTTGCAAACATCGTGCCCTTTGACTCCTGGGACCAGCTCA
TGAGGCAGCTGGACCTCACGAAAAATGAGATCGATGTGGTCAGAGCTGGTACAGCAGGCCCAGGGGAT
GCCTTGTATGCAATGCTGATGAAATGGGTCAACAAAACTGGACGGAACGCCTCGATCCACACCCTGCTG

GATGCCTTGGAGAGGATGGAAGAGAGACATGCAAGAGAGAAGATTCAGGACCTCTTGGTGGA
—

internal Kontrol (CYP19) —_—

CCTAAATGTCTGATCACATTATAAAACAGTAAGTGAATCTGTACTGTACAGCACCCTCTGAAGCAACAG
GAGCTATAGATGAACCTTTTAGGGGATTCTGTAATTTTTCTGTCCCTTTGATTTCCACAGGACTCTAAAT
TGCCCCCTCTGAGGTCAAGGAACACAAGATGGTTTTGGAAATGCTGAACCCGATACATTATAACATCAC
CAGCATCGTGCCTGAAGCCATGCCTGCTGCCACCATGCCAGTCCTGCTCCTCACTGGCCTTTTTCTCTTG
GTGTGGAATTATGAGGGCACATCCTCAATACCAGGTAAGTCAGTCATTTATTTCTGTATCTAAGGAGAT
TATTTACTTGGGATTTTGGTCCATCATGGTAAAGAAAAATTTTGCAAAAAGGACAAAAAGCAAACCTGG

AAAGATCTCTGAAGACTATGTCTGTGTTAGCAAATGAGGACTTGGAGAAATTTCAGACCAATTA
<
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3.2.2.2.2. DR4 Geni 3, 4. ve 5. Ekzonlarin PCR ile Amplifikasyonu
Orneklerimiz icin uygun amplifikasyon kosullar: ilk denemede elde edilmis olup
cizelge 3.3."de verilmistir.

Cizelge 3.3. DR4 geni 3., 4. ve 5. ekzonlar icin optima amplifikasyonun gergeklestigi PCR reaksiyonu

25 pl reaksiyon
PCR Bileseni Final Konsantrasyon karisgminda miktar
Primer 1 (5 pmol/pul) 5 pmol 1y
Primer 2 (5 pmol/pul) 5 pmol 1yl
MgCl2 (25 mM) 1.25 mM 1.25 pl
dNTP mix (25 mM) 0.2mM 0.2 ul
Taq polimeraz (Fermantas) 5 U 1l
Genomik DNA 50 ng 1y
10xPCR tamponu 1X 2.5l
Su 17.05 pl

PCR reaksiyonun hazirlanmasinda sirastyla su islemler uygulandh:

Reaksiyonda kullanmilacak olan DNA'lar ve diger cozeltiler -20 °C’den alinip
¢cOzdaraldo.

Laminar flow kabin igerisinde 200 pl’ lik PCR tupleri hazirlandi.

Tdim DNA ornekleri ile cozeltiler vortekdendi ve daha sonra kisa sireligine
santrifilj edilerek tiptin kenarindaki tim damlalarin tipin dip kisminda toplanmast
saglandh.

Ik 6nce, 200 pl’lik PCR tipiine hesap edilen miktarlarda 10X PCR tampon, MgCly,
primerler ve dNTP mix eklenerek PCR mix hazirland:.

Daha sonra, her bir PCR tUpline hesap edilen miktarlarda su ve hasta DNA’lari
eklendi.

PCR mix de esit oranlarda tiiplere paylastirild.

Son olarak, taq polimeraz eklendi ve her bir tip vorteksenerek karigimi sagland.
Tupler kisa sireligine santriflj edildikten sonra daha onceden programlanmis
thermal cycler’ayerlestirildi ve cihaz calistirildi (Cizelge 3.4a ve 3.4b).
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Cizelge 3.4. DR4 geni 3, 4. ve 5. ekzonlar igin optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR
programindaki 1s1 donguleri; (a) 3. ve 4. ekzonlar, (b) 5. ekzon icin.

(@)

1. On denatiirasyon 94 °C'de 5 dk 1 dongui
2. Denatuirasyon 94 °C'de30sn
Baglanma (annealing) 62 °C'de 30 sn 35 dongu
Uzama (extention) 72°C'de30 sn
3. Final Uzama 72 °C'de5 dk 1 dongt
4. 4 °C de muhafaza

(b)

1. On denatiirasyon 94 °C'de 5 dk 1 dongui
2. Denaturasyon 94 °C'de30sn
Baglanma (annealing) 58 °C'de 30 sn 35 dongu
Uzama (extention) 72°C'de30 sn
3. Final Uzama 72 °C'de5 dk 1 dongt
4. 4 °C de muhafaza

Cihaz durduktan sonra, PCR amplifikasyon Urintnun elde edilip edilmedigini
gormek icin Uriinler %10’ luk poliakrilamid jelde (EK-5) yiritilduler. Uriinlerin
blytkluklerini belirlemek igin Urtnlerle birlikte Haelll ile kesilmis pUC18 markiri
kullanld.

32223 RFLP Teknigi ile DR4 Geni 3, 4. ve 5 Ekzonlarin PCR

Urdnlerinin Kesimi

DR4 gen bolgelerindeki polimorfizmlerin belirlenmesinde ekzon 3 igin Fokl,
ekzon 4 igin Dralll ve ekzon 5 icin Taql restriksiyon enzimleri kullanildi. Bu enzimlerin
optimum aktivasyon gosterdikleri tamponlar ise sirasiyla Fokl igin 1X Buffer Tango
[33mM Tris-asetat (pH 7.9), 10mM magnezyum asetat, 66mM potasyum asetat, 0.1
mg/ml BSA], Dralll igin 1X Buffer G [10mM Tris-HCI (pH 7.5), 10mM MgCl,, 50mM
NaCl, 0.1 mg/ml BSA] ve Tagl icin 1X Buffer Tagl [10mM Tris-HCI (pH 8.0), 5mM
MgCl,, 100mM NaCl, 0.1 mg/ml BSA] tamponlaridir. Kesim reaksiyonu ¢izelge 3.5 de
gogerildigi gibi hazirlanmstir.
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Cizelge 3.5. DR4 geni 3., 4. ve 5. ekzonlart icin hazirlanan kesim reaksiyonu karsimlar

Reaksiyon K arisim Miktar (ul)
Amplifiye truin (PCR Uriind) 10
Steril bidistile su 12
1X Tampon 25
Restriksiyon enzimi (10U/pl) 0.5
Toplam Hacim 25

Ekzon 3 ve 5 igin ayri1 ayr1 hazirlanan kesim reaksiyonu karisimi 65 °C’de,
ekzon 4 icin hazirlanan kesim reaksiyonu karisimi ise 37 °C bir gece inkiibe edildi.
Ertesi gin kesim reaksiyon karisimlar: tzerine 5 pl krezol kirmizisi yikleme boyasi
eklendi (EK-3) ve hazirlanan %10’ luk poliakrilamid jelde (EK-5) yuritilerek
polimofizmler belirlenmeye ¢alisildi.

3.2.2.2.4. DR4 Geni 10. Ekzonun ARM S Y 6ntemi ile Amplifikasyonu

10. ekzonun A1322G bdlgesinin amplifikasyonu igin primerler tarafimizca
dizayn edilirken bu bolgedeki amplifikasyonu kontrol etmek amaciyla CYP19 geni,
ekzon 2, 39. kodonu iceren 427 bc'lik ortak bolgesi de internal kontrol olarak kullamld:
(Cizelge 3.2.). Bu bolgelerin optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR reaksiyonu
cizelge 7'da, optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR programindaki 1si donguleri
ise cizelge 3.6."da gosterildi.
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Cizelge 3.6. DR4 geni 10. ekzon igin optimal amplifikasyonun gerceklestigi PCR reaksiyonu

50 pl reaksiyon
PCR Bileseni Final Konsantrasyon  karisiminda miktar

Primer 1 (5 pmol/pul) 5 pmol 2l

Primer 2 [(C) veya (T)](5 pmol/ul) 5 pmol 2l

Internal kontrol primer 1 (5 pmol/ul) 5 pmol 2l

Internal kontrol primer 2 (5 pmol/ul) 5 pmol 2l

MgCl; (50 mM) 2mM 2ul

dNTP mix (25 mM) 0.2mM 0.4 pl

Taq polimeraz (Vivantis) 2U 2ul

Genomik DNA 50 ng 2l

10xPCR tamponu (Buffer A) 1X 5l

Su 30.6 ul

PCR reaksiyonun hazirlanmasinda sirastyla su islemler uyguland:

Reaksiyonda kullanmilacak olan DNA'lar ve diger cozeltiler -20 °C’den alinip
¢cOzdaraldo.

Laminar flow kabin igerisinde 200 pl’ lik PCR tupleri hazirlandi.

Tdim DNA ornekleri ile cozeltiler vortekdendi ve daha sonra kisa sireligine
santrif(j edilerek tipln kenarindaki tim damlalarin tipun dip kisminda toplanmasi
saglandh.

Ilk 6nce, her bir drnek igin 2 ayr1 200 pl’'lik PCR tlpline hesap edilen miktarlarda
10X PCR tampon, MgCly, primerler (primer 1, primer 2 [bir tipe (C), digerine (T)],
internal kontrol primer 1 ve primer 2) ve dNTP mix eklenerek PCR mix hazirland.
Daha sonra, her bir hasta icin ikiser PCR tUpl hazirland: ve birine C digerine de T
etiketlenmesi yapildi. Hesap edilen miktarlarda su ve hasta DNA’ lar1 eklendi.

Her iki tupteki PCR mixler de esit oranlarda tliplere paylastirildi.

Son olarak, taq polimeraz eklendi ve her bir tip vortekslenerek karigimi sagland.
Tupler kisa sureligine santriflj edildikten sonra daha onceden programlanmis

thermal cycler’ayerlestirildi ve cihaz ¢alistirildi (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. DR4 geni 10. ekzon icin optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR programindaki 1si
dénguleri

1. On denatiirasyon 95 °C'de 10 dk 1 dongui
2. Denaturasyon 95 °C'de 1 dk
Baglanma (annealing) 56 °C’'de 1 dk 34 dongu
Uzama (extention) 72°Cdeldk
3. Final Uzama 72 °C'de 10 dk 1 dongt
4. 4 °C de muhafaza

Cihaz durduktan sonra, PCR amplifikasyon trtnlerini gérmek ve polimorfizmi
belirlemek amact ile Urinler %210 luk poliakrilamid jelde (EK-5) ydrdtuldaler.
Uriinlerin buytkluklerini belirlemek icin Grinlerle birlikte Haelll ile kesilmis pUC18
markar1 kullanildi.

3.2.2.2.4.1. DNA Diz Analizi

ARMS yontemi ile DR4 geni ekzon 10'daki A1322G polimorfizmi tespit
edilemeyen hastalarda (H24 ve H38) 4. bir primer daha segilerekten uygun bolgenin dizi
analizi yapildi (Cizelge 3.8) *. Daha 6nceden kullanilan forward primer ile 4. primer
arasindaki 299 bg'lik bolge, cizelge 3.9'daki resksiyon karisimi ve thermal cycler
programu ile gogaltildh.

Cizelge 3.8. Dizi andizi igin kullamlan 4.primer, amplifiye edilen 299 b¢'lik bdlge ve 1322. niikleotid bolges

Dizi Analizinde Kullanmilan 4. Primer

5'- geetgtgcecatcttctaagta- 3

Amplifiye Edilen Bolge

5" —CTCTGATCCTGITCTTTGACAAGT TTGCAAACATCGTGCCCTTTGACT CCTGGGACCA
GCTCATGAGGCAGCT GGAmCGAAAAATGAGATCGATGT GGTCAGAGCTGGTACAGCA
GGCCCAGGGGATGCCT TGTATGCAAT GCTGAT GAAAT GGGT CAACAAAACT GGACGGAACG
CCTCGATCCACACCCTGCTGGATGCCT TGGAGAGGAT CGAAGAGAGACAT GCAAGAGAGAA
GATTCAGGACCTCTTGGTGGACT CTGGAAAGT TCATCTACT TAGAAGAT GGCACAGEC- 3
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Cizelge 3.9. DR4 geni 10. ekzon'daki 299 bc'lik bdlgenin gogaltilmasinda hazirlanan reaksiyon karisimi
(a) ile optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR programindaki 1s1 donguleri (b)

(@

50 pl reaksiyon
PCR Bileseni Final Konsantrasyon  karisitminda miktar

Primer 1 (5 pmol/pul) 5 pmol 2l
Primer 2 [(C) veya (T)](5 pmol/ul) 5 pmol 2l
MgCl; (50 mM) 2mM 2ul
dNTP mix (25 mM) 0.2mM 0.4 pl
Taq polimeraz (Vivantis) 2U 2ul
Genomik DNA 50 ng 2l
10xPCR tamponu (Buffer A) 1X 5l
Su 34.6 ul
b
1. On denatiirasyon 95 °C’'de 10 dk 1 dongu
2. Denaturasyon 95°C'de 1 dk

Baglanma (annealing) 62 °C'de 1 dk 34 dongu

Uzama (extention) 72 °C'de 1l dk
3. Final Uzama 72 °C'de 10 dk 1 dongt
4. 4 °C’de muhafaza

Uygun bolge cogaltildiktan sonra dizi analizi icin ABI'min dizi analiz kitindeki
reaksiyonu karisimi ve thermal cycler programu kullanilarak bolgenin amplifikasyonu
sagland: (Cizelge 3.10)

Cizelge 3.10. (a) Dizi analizinde kullanilan reaksiyon karisimi, (b) Thermal cycler programi

(@

Reaksiyon Karisim
BigDye

Tampon

Primer (3.2 pmol)
PCR Uriinii

Distile Su

Toplam

Miktar (m)

RWINIEFININ
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Cizelge 3.10. (Devam)

(b)
1. On denatiirasyon 96 °C'de 1 dk 1 dongui
2. Denaturasyon 96 °C'de 10 sn
Baglanma (annealing) 62 °C'de5sn 25 dongu
Uzama (extention) 60 °C’'de 4 dk

3. 4 °C'de muhafaza

Cogaltilan Urtnler daha sonra purifikasyon kiti (Roche) ile saflastirildi. Saflastirma
islemi su sekilde yapild:

1 g sefadeks tartilip 12 ml distile suda ¢ozduldi.

Filtreli tiplere (spin kolon) 600 m aktarildi.

5400 rpm’de 3 dk santriftj edildi.

Toplamatipleri atildi ve spin kolonlar yeni toplama tiiplerine kondu.

Uriinler, jel haline gelen sefadekse degmeden pipetle tamamen spin kolona

aktarildi.

Spin kolonlar 5400 rpm'de 5 dk santriflij edildi ve bdylece purifiye triin elde

edilmis oldu.

Saflastirma isleminden sonra Urdinlerin Gzerine 5 er i distile su ilave edilerek
hacim 15 m’ye ¢ikarildi. Sonra Urlinler sequece plate Gzerindeki kuyulara yuklendi ve
95 °C’de 5 dk denatiire edildi. Denatiirasyon sonrasinda plate hemen buz Uzerine alinip
en az 3 dk buzda bekletildi. Sire sonunda plate sequencing cihazina (ABI 3130)
yerlestirildi ve baslama komutu alinarak dizi analizinin gerceklesmesi saglandi.

3.2.2.2.5. Poliakrilamid Jel Elektrofor ezi

Calismamizda 3., 4., 5. ve 10. ekzonlardaki polimorfizmlerin belirlenmesi ve
yorumlanmasinda %10’ luk poliakrilamid jeli kullamldi. Jel asagidaki sekilde kullamma
hazir hale getirildi:

Dikey elekroforez cihazi temizlenip saf sudan gegirilerek kullamma hazir hale

getirildi.



Elektroforez camlar1 su ile temizlendikten sonra %70'lik alkol ile silinerek
kurutuldu.

Camlarin arasina sizdirmay:r Onlemek amaci ile vazelinlenmis spacerlar
yerlestirildi.

Arasina aralayici cubuk (spacer) konmus olan camlar dikey elektroforez
aparatina yerlestirildi ve vidalar1 sikistirildi.

Daha sonra 12 kuyuluk tarak %70'lik alkolle silinerek camlarin arasina
yerlestirildi.

%10’ luk poliakrilamid jeli olusturmak tzere; cam bir kavanoz icerisinde 5.20 ml
distile su, 800 pl 10XTBE, 2 ml %40’ lik akrilamid, 50 ul APS ve 5 pl TEMED
bilesenleri eklenerek jel hazirlandi (EK-5).

Polimerizasyon baslatici katalizor bir bilesen olan TEMED eklendikten sonra
poliakrilamid karigimi mimkin oldugunca hizli bir sekilde enjektore gekilip, iki
cam arasina hava kabarcig1 olusturmayacak sekilde enjekte edildi.
Polimerizasyonun gerceklesmesi igin yaklasik 10-15 dk beklendi. Sire sonunda
aparat tanka yerlestirildi, jelin alt ve Ust sinirlarina temas edecek sekilde tanka
1XTBE tamponu eklendi (EK-5).

Tampon eklendikten sonratarak diizgiin bir sekilde gekildi.

Olusan her bir kuyuya ytkleme tamponu eklenmis PCR ve kesim drlnleri ile
ornek blyudkltklerini tespit etmek amaciyla Haelll ile kesilmis pUC18 markeri
aplike edildi.

Tankin kapag: kapatilarak guc kaynag: calistirildi ve 1,5 saat sire ile akim
uyguland.

Sire sonunda jel camlar arasindan aimnarak 1XTBE'de 0.5 pg/ml
konsantrasyonda hazirlanmis olan EtBr ¢ozeltisinde 10 dk boyand: (EK-5).

Boya artiklar1 uzaklastirmak amaci ile jel, saf su icerisine alindi ve bir siire sonra
Uvitec goruntileme cihazinin igerisine yerlestirilerek ekranda izlemeye alindh.
Fokus ayar1 yapilarak istenilen gortntt elde edildikten sonra gorinti diskete
aktarildi.

Jel goruntdlerinin yorumlanmas: Haelll ile kesilmis pUC18 marker bantlar: ile
kiyaslama yoluyla yapildi. Boylece DR4 geni ekzonlarindaki polimorfizmler
belirlenmeye calisild.
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3.3. ISTATISTIK SEL ANALiZ

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 13.0 paket program kullamldi. Kesikli
degiskenler (grup, AK tipi, klinik bulgular, ailede kanser 6ykusl, frajil bolgeler, gibi)
say1 ve yuzde olarak, sirekli degiskenlerse (yas, sigara tuketim miktarlari, gibi)
ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak
ozetlendi. Kesikli degiskenlerin karsilastiriimasinda c? test istatistigi kullanildi. Tum
testlerde istatistiksel ®nem diizeyi 0.05 olarak alind.
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4. BULGULAR

Calismamizda; 5'i kadin, 55'i erkek olmak Uzere toplam 60 hastamin ve saglikls,
sigara icen ve ailesinde kanser dykusi olmayan 1'i kadin, 29'u erkek olmak Uzere
toplam 30 kisiden olusan kontrol grubunun analizi yapildi. Hastalarin yas araligi 33-77
arasinda olup, genel yas ortalamasi 57,97+9,45, kontrol grubunun yas araligi ise 37-71
arasinda olup, genel yas ortalamasi 53,37+£10,39 olarak belirlendi. Hasta ve kontrol
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak simirda bulundu (p=0,046) (Cizelge 4.1,
Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinin yas dagilim

Hasta Kontrol

Yas gruplar1 |[Say1 | % Say1 |[%
<40 3 5 3 10
41-50 9 15 10 33,33
51-60 24 40 11 36,67
61-70 17 2833 |4 13,33
71> 7 11,67 |2 6,67
Toplam 60 100 30 100

Cizelge 4.2. Akciger kanserli hasta-kontrol gruplarina ait demografik 6zellikler

Ozellikler Hasta Grubu (n=60) Kontrol Grubu (n=30) | p degeri
Yas (yil) 57,97+9,45 53,37+10,39 0,046
(Ortalama+SD)
Sigara Tuketimi 40,18+25,91 36,13+19,22 0,406
(Paket-yil)
Ailede Akciger %16,7 (10/60) %0 (0/30)
K anseri Oykiisii
Ailede Genel %35 (21/60) %0 (0/30)
K anser Oykuisii

Yirmi bir hastamn (%35) ailesinde genel kanser Oykusl (akciger kanseri,
lenfoma, hepatoseliler karsinoma, mide karsinomu, meme kanseri, kolon karsinomu,
vs) mevcut iken, 10’unun (%16,7) ailesinde ailesel akciger kanseri 6yklstintn oldugu
kaydedildi. Bununla birlikte, kontrol grubunu secerken saglikli bireylerin ailelerinde
herhangi bir kanser dykisiintin olmamasina dikkat edildi (Cizelge 4.2).
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Hastalarin sigara kullanimlarina iliskin bilgilere bakildiginda, 6 hasta (vaka 17,
32, 34, 39, 47, 56) (%10) disinda diger hastalarin sigara Oykusine sahip oldugu,
hastalarin 43'Unin (%71,67) hala kullandigi ve 11'inin (%18,33) sigaray:r biraktig:
[ortalama 6,64+7,23 yil, min. 1 yil- max. 25 yil] kaydedildi. Ortalama sigara kullamm
miktarlar: ise 40,18+25,91 paket-y1l olarak tespit edildi. Kontrol grubunda ise ortama
sigara kullamm miktar1 36,13+19,22 paket-yil olarak belirlendi. Aradaki farkin ise
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi (p=0,406).

Hastalarin klinik tablosuna baktigimizda siklik sirasina gore; oksurik (%70),
nefes darlig1 (%55), balgam ¢ikarma (%51,6), gogus agrisi (%21,7), kilo kaybr (%20),
art agrist (%20), hirilt1 (%15) ve hemoptizi (%11,7) gibi sikayetlerinin oldugu
belirlendi. Hastalarin patolojik tamlarina bakildiginda ise; hastalarimimizin 51’inin
(%85) NSCLC ve 9'unun (%15) SCL C hastalarindan olustugu belirlendi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Hastalarin patol oji sonuglarina gore siniflandiriimast

Akciger kanseri tipi Sayr | %
NSCLC 51 85
SCLC 9 15
Toplam 60 100

NSCLC hagtalarinin yas ortalamasi 58,78+9,48, SCLC hastalarinin ise
53,33+8,32 oldugu tespit edildi. Her iki grup arasindaki yas farkimin anlamli olmacig:
belirlendi (p=0,111) (Cizelge 4.4). NSCLC hastalarinda ortalama sigara tiiketim miktar:
38,67+25,41 paket-yil bulunurken, SCLC hastalarinda 48,78+28,58 paket-yil olarak
kaydedildi. Bununla birlikte, NSCLC hastalarimin %13,7'sinde (7/51) ve SCLC
hastalarinin %33,3’ Unde (3/9) ailesel akciger kanser dykusi rapor edildi. Genel olarak
ailesel kanser dykulerine baktigimizda NSCLC hastalarimin %31,4' niin (16/51), SCLC
hastalarinin ise %55.6' sinin (5/9) bdyle bir dykiye sahip oldugu kaydedildi (Cizelge
4.4). Hem ailesel akciger kanser dykist hem de genel kanser dykisti agisindan her iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad: (sirasiyla p=0,243 ve
p=0,358).
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Cizelge 4.4. Akciger kanser tipine gore hasta grubunun demografik 6zellikleri

NSCLC (n=51) SCLC (n=9) p degeri
Ozellikler
Yas (yil) 58,78+9,48 53,33+8,32 0,111
(Ortalama+SD)
Sigara Tuketimi 38,67+25,41 48,78+28,58 0,284
(Paketsyil)
Ailede Akciger %13,7(7/51) %33,3 (3/9) 0,243
K anseri Oykiisii
Ailede Genel %31,4(16/51) %55,6(5/9) 0,358
K anser Oykuisii

4.1. Sitogenetik Bulgular
4.1.1. Doku Kulturlerinden Elde Edilen Sitogenetik Bulgular

Calismamizda; 3'U kadin ve 42'si erkek olmak toplam 45 hastanin hem malign
hem de normal akciger doku kdlturleri yapildi. Sonug olarak, 45 hastamin 12’sinin
(%26,67) hem malign hem de normal kulturlerinde normal Greme gerceklesmezken, 7
(%15,55) hastanin ise her iki kdltirinde mantar Uremes gozlendi. Geri kalan 26
hastanin 5’inin (%19,2) malign kudlturlerinde treme gozlenirken normal kaltiriinde
Ureme saptanmadi. On bir hastamn da (%42,3) doku kiiltlrlerinde tam tersi bir durum
belirdi. Hem malign hem de normal kilturlerinden sonug alinanlarin sayist 10 (%38,46)
olarak saptandi. Ureme basarisizliklarinin, dokunun alindigi bolgenin enfeksiyonlara
maruz kalmasi, alim esnasinda kontaminasyonun gerceklesmesi ve alinan bdlgede
nekrotik dokunun bulunmasi gibi nedenlere bagli oldugu sonucuna varildi.

Gerek malign, gerekse normal akciger dokusunda veya her ikisinde Ureme
gerceklesen ve kromozom analizi icin hasata alinarak preparatlar: olusturulan érneklerin

karyotip analiz sonuglar1 Cizelge 4.5’ de verildi.
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Cizelge 4.5. Akciger kanserli hastalarin malign ve normal akciger dokularinda gozlenen yapisal ve sayisal

kromozom diizensizlikleri

Y apisal ve Sayisal Kromozom Duizensizlikleri
(Anomali Saptanan Hiicre Sayisi/Total Hiicr e Sayisi)

Hasta No. Malign Akciger Dokusu Normal Akciger Dokusu
H1 Ureme Gozlenmedi 46,XY,22p+ (2/20)
48,XY ,+18,+mar (2/20)
47,XY ,+18 (1/20)
46,XY 4p+,del (13)(g2ladter) (1/20)
46,XY ,dd(13)(g21aqter) (1/20)
46,XY ,dd (10)(g24aqter) (1/20)
44,XY ,-21,-D,4p+ (1/20)
46,XY 5p+ (1/20)
H2 45,XY ,-18 (1/20) Ureme Gozlenmedi
45X -Y (8/20)
45X -Y ,13p- (1/20)
42X -Y ,-19,-20x2 (1/20)
H5 Hipoploidi ve hiperploidi tipte sayisal 46,XY , endoreduplikasyon (3/32)
kromozom anomalileri Tetraploidi (1/32)
(3/12)
H6 Hipoploidi ve hiperploidi tipte sayisal Ureme Gozlenmedi
kromozom anomalileri
(3/15)
H11 46,XY inv(9)(p11;q13) (25/25) 46,XY inv(9)(p11;q13) (25/25)
H12 88,XXYY ,-3-8,-14,-20 (1/11) 45X Y (1/2)
41,XY,-1,-13,-16,-17 (1/11)
47 XYY (4/11)
56,X,+1,+2,+Dx2, +19x2,+20x2,
+16X2, -22, -Y, +?, -11,+12 (1/11)
40,-X,-Y ,-2,-4,-5,-8, +11, +17,+18,-
19,-20,-21 (1/11)
52, XYY ,+2,+4x2,+5,-17, +19,+20
(1/12)
H13 46,XY (25/25) 37,X,-4,-7,-10,-13,-15,-17,-18,-21,-Y (1/6)
44,XY -14,-15 (1/6)
45 XY ,-17 (1/6)
H14 45,XY ,-20 (1/19) Ureme Gozlenmedi
45XY ,-11 (1/19)
45,XY ,-21,del(1)(p36ater) (1/19)
42, XY -1,-9,-15,-17 (1/19)
44,XY -6,-8 (1/19)
45,XY -9 (1/19)
44, XY -4,-21 (1/19)
H15 Ureme Gozlenmedi 44,XY -8,-18 (1/12)
44, XY -5,-18 (1/12)
H17 43,XX,-13,-20,-22 (1/17) 45X X -16 (1/21)
45 X X,-22 (1/17) 46,XX,13q+ (1/21)
41,X,-10,-20,-21,-22,-X (1/17)
45,XX,-16 (2/17)
45X X ,-22 (117)
43 XX -8,-17,-22 (1/17)
H20 46,XY (18/18) Ureme Gozlenmedi
H21 Ureme Gozlenmedi 46,XY (25/25)
H22 45,XY -9 (1/25) Ureme Gozlenmedi
44 XY -4,-7 (1/25)
H24 Ureme Gozlenmedi 44X -17,-Y (1/25)
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Cizelge 4. 5. (Devami)

Y apisal ve Sayisal Kromozom Duizensizlikleri

( Anomali Saptanan Hicr e Sayisi /Total Hcr e Sayisi)
Hasta No. Malign Akciger Dokusu Normal Akciger Dokusu
H29 46,XY ,9gh+ (25/25) 46,XY 90h+, del (14)(paqll) (1/25)
46,XY ,9qgh+, dup(5q) (1/25)

46,XY ,9gh+ (23/25)

H30 46,XY Y gh+ (25/25) 46,XY .Y gh+ (25/25)
H32 47, XY ,+20 (1/25) 47,XY +C (1U25)
46,XY ,del (60) (1/25) 22ps+ (25/25)

46,XY ,del(22)(qllagter) (1/25)
22pst+ (25/25)

H33 Ureme Gozlenmedi 46,XY (25/25)
H36 45 XY -19 (1/25) 46,XY (25/25)
46,X,-Y +2 (7/25)
45,XY ,-10 (1/25)

Hipoploidi (3/25)

H38 46,XY ,de (9)(qllaqter) (U25) 48 XY +marX2,de (3)(q25aqter) (U25)
47 XY +mar (1/25)
H39 Ureme Gozlenmedi 45,X (20/25)
H40 Ureme Gozlenmedi 46,XY (25/25)
H42 Ureme Gozlenmedi 46,XY ,endoreduplikasyon (1/25)
9gh+ (25/25)
H43 Ureme Gozlenmedi 45,XY -1 (1/25)

46,XY ,dd(9)(g22aqter) (1/25)
46,XY ,endoreduplikasyon (1/25)
9gh+ (25/25)

H44 Ureme Gozlenmedi 47, XY ,+18 (4/25)

46,XY ,dd(22)(gql1aqter) (1/25)
46,XY ,t(12;X)(024;p22) (1/25)
46,XY ,del(13p) (1/25)

H46 Ureme Gozlenmedi 46,XY ,ddl(8)(q24aqter) (1/25)
45,XY,-18 (1/25)

9gh+ (25/25)

Malign akciger doku kdltriinde Uremesi gerceklesen ve kromozom analizi
yapilan 15 hastamin 13'tinde (%86,7) sayisal ve yapisal kromozom duizensizlikleri
saptandi. Karyotipi normal olan (46,XY) iki hastanin oldugu kaydedildi (H13 ve H20)
(Cizelge 4.5).

Uc kiside (%20) (H2, H12, H36) cinsiyet kromozom andploidileri saptandh.
H2' de 10/20, H12'de 2/11 ve H36'da 7/25 oranlarinda’Y kromozom kayiplarina, bunun
yan sira H12'de ayrica 5/11 oraminda XYY kromozom kurulusuna rastlandi. Cinsiyet
kromozom andploidilerinin yam sira hastalarimizda farkli otozomal kromozomlarin
artisit ya da azalisi seklinde olan otozomal kromozom anéploidileri gozlendi
(H2,H5,H6,H12,H14,H17,H22,H32,H36,H38) (Cizelge 4.5).

Sayisal kromozom dizensizlikleri disinda 5 hastada (H2,H11,H14,H32,H38)
(%33,3) yapisal kromozom anomalileri de saptandi. H2'de 13p- (1/20), H11'de
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inv(9)(p11;q13) (25/25), H14'de del(1)(p36apter) (1/19), H32'de del(6q) (1/25) ve
del(22)(qllaqter) (1/25), H38de ise del(9)(qllaqter) (1/25) yapisal kromozom
anomalileri kaydedildi. Ayrica, 9gh+ (H29), Ygh+ (H30) ve 22ps+ (H32) gibi
heteromorfizmlere tum metafaz alanlarinda rastland: (Cizelge 4.5).

Normal akciger doku kulttrlerinde Ureme basarisi saglanan 21 kisinin 18’inde
(%85,7) yapisal ve sayisal kromozom anomalileri  belirlendi. Ucg hastada
(H21,H33,H36) tum metafaz alanlar1 normal bulundu (46,XY). Hastalarin 3'tnde
(%14,3) (H12,H13,H24) Y kromozom kayiplari saptanmis olup, tek bir hastada da
(H39) 45X kromozom kurulusuna rastlandi (20/25 oraninda). On bir hastada ise
(H1,H5,H13,H15,H17,H24,H32,H38,H43,H44,H46) (%52,4) farkl: sayisal kromozom
anoploidileri kaydedildi (Cizelge 4.5). Bu sayisal andploidiler icerisinde 6zellikle 18.
kromozomun artiglar: veya azalislari dikkat ¢ekti (H1,13,15,44,46). Bunun yam siraH1
ve H38'de 2/20 ve 1/25 oranlarinda marker kromozom kuruluslar: tespit edildi (Cizelge
4.5).

Normal akciger dokusunda sayisal kromozom dizensizliklerinin yam sira
hastalarimizin  6'sinda (%28,6) (H1,H5,H11,H17,H29,H38,H43,H44,H46) yapisal
kromozom dlzensizlikleri de saptandi. Bunlar; H1'de del(13)(g2laqter) (2/20),
del(10)(q24aqter) (1/20), 22p+ (2/20), 4p+ (2/20), 5p+ (1/20); H29' da del(14)(paxgll)
(1/25), dup(5q) (1/25); H38'de del(3)(g25aqter) (1/25); H4A3'de del(9)(g22aqter)
(1/25); H44' de del(22)(gllagter) (1/25), t(12;X)(q24;p22) (1/25), del(13p) (1/25); ve
H46' da del(8)(qz4aqter) (1/25) olarak kaydedildi. Ayrica, H11'in tUm metafazlarinda
inv(9)(p11;q13) saptandi. Bunun yam sira, H17'de tek bir metafazda 139+, H5'de g
metafazda ve H43' de tek metefazda endoreduplikasyona ugramis hlicrelere rastland.
Ayrica, 4 hastada (H29,42,43,46) 9gh+, bir hastada (H30) Y gh+ ve yine tek bir hastada
(H32) 22pst gibi heteromorfizmlere tim metafaz alanlarinda rastlanild: (Cizelge 4.5,
Sekil 4.1).

Malign akciger dokusu icin kontrol amaci ile galisilan normal akciger dokusu
tipk1 malign doku gibi ¢esitli sayisal ve yapisal kromozom diizensizlikleri icermektedir.
Bu sonuglar, normal akciger dokusunun kontrol amaci ile kullanilamayacagin,
malignitenin tim akciger dokusuna yayilmis veya dokuyu etkilemis olabilecegini
gostermektedir.
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del{14}(q22—qter)

del(2){g2]1-gter)
L 2

Kromozom 7
T ‘ 22 del(il}(qll gter)

R \" \
inv(7)(pll; g34)

Sekil 4.1. Hasta grubunda gozlenen kromozom anomalilerinden bazilarimn kismi metafaz
gorintuleri
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4.1.2. Kan Klturlerinden Elde Edilen Sitogenetik Bulgular

Hasta grubunda yer alan 60 hastamin 56’ sinin (%93,3) ve kontrol grubunda yer
alan saglikli ve sigara kullanan 30 (%100) bireyin kan kiltirlerinden sitogenetik
sonuclar elde edildi. Hasta grubunda 4 Kisi yetersiz ve kalitesiz mitoz nedeniyle
degerlendirmeye alinamadi. Her iki grup igin kan kaltdrleri iki farkli besiyerinde
yapildi. Normal besiyerinde (RPMI-1640) 25, folik asitten yoksun besiyerinde (M199)
ise 50 metafaz plag: incelenerek sonuglar degerlendirildi.

4.1.2.1. Normal Besyerinde Kultire Edilen Kan Dokularinda Saptanan

Sitogenetik Bulgular

Calismamizda normal besiyerinin kullanilmasindaki amag, bireyin kalitsal ya da
sonradan kazandigi sayisal ya da yapisal kromozomal bir dizensizlige sahip olup
olmadigini tespit etmekti. Bu nedenle normal besiyerinden her birey icin 25 metafaz
plag1 incelenerek dnceden ve sonradan kazamlmis kromozomal bozukluklar belirlendi
(Cizelge 4.6). Hasta grubu icin toplam 1400 hiicre incelendi ve bunlarin 121’ nin (%8,6)
sayisal velveya yapisal kromozom dizensizlikleri tasidiklart gozlendi. Kontrol
grubunda ise toplam 750 hticre incelendi ve 30 hiicrede (%4) diizensizlik tespit edildi.
Hasta ve kontrol gruplari arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,000). Mevcut olan kromozom anomalileri Cizelge 4.6 da gosterildi.

Hasta grubunda toplam 44 kisinin (%73,3) degisik sayisal ve/veya yapisal
kromozom duizensizlikleri tasidig:r saptandi (Cizelge 4.6). Bu dizensizliklerin bazilar:
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2de gosterilmektedir. Hastalarimizin  15'inde  (%26,8),
1,2,34,6,7,10,11,16,18 ve Y kromozomlarimn belirli bolgelerini iceren delesyonlar
yuksek oranda tespit edildi. H3' de 1/25 oraninda del(18)(pl1.2&pter) ve 1/25 oraminda
del(18)(g21aqter) saptanirken, ayni metafazda del(Y)(pl2&pter) de birlikte eslik
etmekteydi. Bununla birlikte H5' de del(6)(p2lapter), H6' da del(11)(pl2&apter), H9' da
del(1)(g23aqter), H10'da del(4)(g2laqter), H17'de del(2)(p2lapter), H19'da
del(1)(p33apter), H22'de del(4)(ql2aqgter), H27'de del(18)(pllapter) ve
del(Y)(ql2aqter), H37'de del(16q), H50'de del(11)(pl3apter) ve del(7)(pldapter),
H53'de del(7)(pllapter) ve del(18)(ql2apter), H57'de del(10)(g22.3aqter)
duzensizlikleri de 1/25 oranlarinda metafaz hiicrelerinde tespit edildi. Ayrica, H8 ve
H56 hastalarinda del (3)(pl4&apter) (1/25 oraninda) kromozom anomalisine de rastland:.
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Yine, H56 hastasinda del(10)(g24&aqter) (1/25) delesyonu da ayni hiicrede saptanan
diger bir anomali olarak kaydedildi (Cizelge 4.6).

Delesyonlarin yam sira translokasyonlar ve inversiyonlar da siklikla gozlendi.
Dokuz hastada (%16,1); 1,4,5,6,7,8,9,11,12,15,17,21 ve X kromozomlarin: igeren
translokasyonlarin oldugu kaydedildi (Cizelge 4.6). Bu translokasyonlar, H10 da
t(4;12)(g25;pter) (1/25), H15' de t(1;9)(g23;p12) (1/25), H17' de t(1;11)(p22;925) (1/25)
ve 1(8;9)(g22;p24) (1/25), H31'de t(1;15)(g25;qter) (1/25), H35'de t(7;15)(pter;q22)
(/25), H46'da t(1;17)(p36;qter) (1/25), HA7'de t(11;21)(pter;pter) (1/25), H49'da
t(5;6)(q14;925) (1/25), ve H58 de t(1;X)(p36;qter) (1/25) olarak belirlendi (Cizelge
4.6). Kromozom 7 ve 9'da perisentrik inversiyonlar tespit edildi. H11 hastasinin tim
metafazlarinda (25/25) inv(9)(p11;913) saptanirken, H42 hastasinin tek bir metafazinda
inv(7)(pl11;034), H47 hastasinin tek bir metafazinda da inv(9)(p11;q12) saptandh (Sekil
4.1).

Ayrica, normal besiyerinde yapisal kromozom dizensizliklerinin yam sira
otozomal ve gonozomal kromozom andploidileri gozlendi. Alti hastada (%10,7) X
kromozomu andploidileri (X, XXY, XXX, XXXX) gozlendi. Bu hastalarin besinde
(%8,9) (H10,H12,H37,H44,H46) 1/25 oramnda 47,XXY kromozom kurulusuna
rastlandi. H46'da ayrica tek bir metafazda 48 XXXX kromozom kurulusu gozlendi.
H54'de ise 2/25 oraminda 45,X, 1/25 oramnda 47,XXX Kkaryotipi gosteren metafaz
alanlar1 elde edildi. Hasta grubumuzda yine yiksek oranda buldugumuz diger bir bulgu
ise Y kromozomu kayiplaridir. On bir hastada (%19,6)
(H3,H4,H6,H8,H12,H24,H30,H38,H44,H46,H55) 1-3 arasinda degisen oranlarda bu
kromozomun olmadig kaydedildi. Ayrica, hastalarimizin 25’ inde (%44,6), gerek azalis
ve gerekse artiglar seklinde sayisal otozomal kromozom andploidilerine de rastlandh
(Cizelge 4.6). Ozellikle 4,6,8,9,10,12,13,14,17,18,19,20,21,22 kromozomlarinda azalss,
5,8,14 ve 19. kromozomlarda artis seklinde andploidiler gozlendi. 19. kromozomun
artisgtnin H44 ve H48 icin ortak bir bulgu oldugu belirlendi. Ayrica asentrik (H41 ve
H53) ve marker kromozomlar (H1) da gdzlenen diger anormal kromozomal bulgulardir
(Sekil 4.2).

Sayisal ve yapisal kromozom diizensizlikleri disinda kuigiik Y kromozomu (H9),
9gh+ (H12,42,43,46,60), Y gh+ (H30,34,47,48,53), 16gh+ (H37), 22p+ (H47) ve 22ps+
(H57) gibi kromozomal polimorfik yapilar gozlendi (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.2. Hasta grubunda saptanan gonozomal ve otozomal sayisal kromozom anomalilerinden bazilar:
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Cizelge 4.6. Akciger kanserli hasta grubu ile kontrol grubunun Ienfosit hiicrelerinde gozlenen yapisal ve

sayisal kromozom dizensizlikleri

Y apisal ve Sayisal Kromozom Duizensizlikleri
(Anomali Saptanan Huicre Sayis /T otal Hiicr e Sayisi)

Normal Besiyeri

Folik Asitten Yoksun Besiyeri

45,XY ,-18 (1/25)
45,XY ,-20 (1/25)
45,XY -4 (2/25)

No. (RPM [-1640) (M 199)
H1 47 XY +mar (1/25) 26,XY dup(4q) (1/50)
45,XY ,-17 (1/25) 46,XY ,-12,+9 (1/50)
H3 46,XY del (18)(qe1aqter), 46,XY
del(Y)(pl.2apter) (1/25)
46,XY ,del (18)(p11.22pter) (1/25)
45X Y (1/25)
H4 45X ,-Y (2/25) 46,XY del (12)(qR42aqter) (1/50)
45, XY ,-21 (1/25) 45,XY ,-18 (2/50)
46,XY del (11)(q12aqter) (1/50)
46,XY del (11)(q232qter) (1/50)
H5 44,XY ,-4,-5,del (6)(p2L&xter) (1/25) 45,XY ,-18 (1/50)
45,XY ,-20 (1/50)
44,X,-9,-Y (1/50)
46,XY ,del (6)(q62xter) (1/50)
45,XY ,-17 (1/50)
42,XY -12,-15,-19,-20 (1/50)
45,XY ,-8 (1/50)
45,XY ,-15 (1/50)
5 48 XXX X (1/50)
a 45,XY ,-19 (1/50)
2 46,XY t(2;Y)(q31ap11) (1/50)
O He 45,XY ,-18 (1/25) 41,XY ,-2227? (1/50)
oo 45X ,-Y (1/25) 44,XY ,-14,-18 (1/50)
2 45X del (11) (pL2ater),-Y (1/25) 45,XY ,-15 (1/50)
L 45 XY ,-19 (1/50)
- 45X ,-Y (1/50)
B 46,XY 45,XY ,-19 (1/50)
& 45X ,-Y (1/50)
X 45,XY ,-15 (1/50)
T 47 XXY (1/50)
'S5 H8 45,XY ,-10 (1/25) 46,XY Ap+ (1/50)
> 45X ,-Y (1/25) 46,XY 9gh+ (2/50)
45, XY -17,del (3)(pl42apter) (1/25)
45,XY ,-12 (1/25)
H9 46,XY , del(1)(q232qter) (1/25) 45X ,-Y (2/50)
Kiiclk Y (25/25) 45,XY ,-22 (1/50)
45,XY ,-9 (1/50)
Kiiclk Y (50/50)
H10 45,XY ,-2,1(4;12)(q25; pter) (1/25) 46,XY
46,XY ,del (4)(q2Laqter) (1/25)
49,XXY ,-12,-19, +22,+ace,+7x2 (1/25)
H11 46,XY ,inv(9)(p11;q13) (25/25) 46,XY ,inv(9)(p11;q13) (50/50)
H12 43 XY ,-4,-9,-14 (1/25) 45,XY ,-22 (1/50)
45X ,-Y (1/25) 46,XY 1(13;14)(q34;q12) (1/50)
47 XXY (1/25) 45,XY ,-17 (1/50)
45,XY -9 (1/25) 45,XY ,-8 (1/50)
9gh+ (25/25) 9gh+ (50/50)
H13 45,XY -8 (1/25) 44,XY ,-3,-8 (1/50)

44,XY ,-16,-18 (1/50)
46,XY ,del (10p) (1/50)

48



Cizelge 4.6. (Devami)

Y apisal ve Sayisal Kromozom Duizensizlikleri
(Anomali Saptanan Huicre Sayis /T otal Hiicr e Sayisi)

Normal Besiyeri

Folik Asitten Yoksun Besiyeri

No. (RPM1-1640) (M199)
H14 46,XY 45,XY ,-22 (1/50)
46,XY ,t(9;11) ? (1/50)
47,XY ,+21 (1/50)
44,XY ,-6,-11 (1/50)
44,XY ,-3,-18 (1/50)
45,XY ,-20 (1/50)
H15 45,XY ,-21 (1/25) 46,XY t(6;X)(p21;qter) (1/50)
43,XY ,-4,-6,-13 (1/25) 45,XY ,-7,der (8)t(8;?)(pter;?) (1/50)
46,XY ,t(1,9)(923;p12) (1/25)
44,XY ,-17,-20 (1/25)
44,XY ,-4,-8 (1/25)
45,XY,-14 (1/25)
H17 46,XX,t(1;11)(p22;q25) (1/25) 44,XX,-3,-13 (1/50)
46,X X,1(8;9)(g22;p24),dd (2) (p21apter)
(1/25)
H18 47,XY ,+14 (1/25) 46,XY ,dd(3p),5q+ (1/50)
H19 47 XX, +?, del(1)(p33apter) (1/25) 46,XY
45,XX,-22 (1/25)
> H22 46,XY ,dd (4)(gl2aqter) (1/25) 44,XY ,-19,-21 (1/50)
= 47 XY ,+D,-(6p-6015) (1/25) 45,XY ,-19 (1/50)
6 45,XY ,-22 (1/50)
c H24 45X ,-Y (1/25) 46,XY
‘% H27 46,XY ,dd (18)(pl1&pter) (1/25) 46,XY ,dd(9q) (1/50)
T 46,XY del(Y)(ql2agter) (1/25) 47 XX ,+1X2,+2X2,-3,+7X2, -9X2, +10,
= 45,XY ,-19 (1/25) +11X2,+12,-13X2,+15,+16,-18,-20X 2, -
g 21X2, -22,-Y +X (1/50)
S 46,XY ,endoreduplikasyon (1/50)
v H28 45,XY,-21 (1/25) 46,XY
o 45,XY ,-22 (1/25)
oo H29 46,XY 46,XY ,dd (4)(gl3aqter) (1/50)
C  H30 45,X,-Y (1/25) Y gh+ (50/50)
< Y gh+ (24/25)
H31 46,XY t(1;15)(q25;qter) (1/25) 46,XY ,dd (14)(g22aqter) (1/50)
46,XY ,endoreduplikasyon (1/50)
H32 44,XY ,-14,-17 (1/25) 45,XY ,-18 (1/50)
45,XY ,-18 (1/25) 45,XY ,-20 (1/50)
H33 45,XY ,-19 (1/25) 47,XY ,+21 (1/50)
Quadriradial gorinim (3;9) (1/50)
H34 Y gh+ (25/25) 47, XYY (1/50)
48, XXY ,+?1(2;6)(g31;921) (1/50)
47,XY +15 (1/50)
Y gh+ (50/50)
H35 46,XY ,t(7;15)(pter;g22) (1/25) 47,XY ,+17 (1/50)
H36 46,XY 45,Y ,-X (1/50)

45,XY,-18 (1/50)
47 XXY (1/50)
46,XY ,t(2;4)(g21;qter) (1/50)
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Cizelge 4.6. (Devami)

Y apisal ve Sayisal Kromozom Duizensizlikleri
(Anomali Saptanan Huicre Sayis /T otal Hiicr e Sayisi)

Normal Besiyeri

Folik Asitten Yoksun Besiyeri

del (7)(pl42xpter) (1/25)

No. (RPM1-1640) (M199)
H37 46,XY ,del (16q) (1/25) 45,XY ,-19 (1/50)
47, XXY (1/25) 50,XY ,del (4)(pL4&xpter),+aceX 4 (1/50)
16gh+ (25/25) 45,XY ,-22 (1/50)
45X ,-Y ,del (3)(p23apter) (1/50)
47, XY +22 (1/50)
16gh+ (50/50)
H38 45X ,-Y (3/25) 45,XY -5 (1/50)
45,XY -4 (1/25) 46,XY der(L;4)t(1)(qter:g25) (1/50)
45,XY ,-20 (1/25) 46,XY dél (2)(q21-qter) (1/50)
47 XY ,+mar (1/50)
47 XXY (1/50)
H39 46,XX (25/25) 45,X (3/50)
46,XX,2p+ (1/50)
H40 46,XY (25/25) 45X -Y (1/50)
46,XY ,del (7)(g322aqter) (1/50)
46,XY ,dd (20)(gcenaqter) (1/50)
H41 47,XY +ace (1/25) 45,XY ,-14 (1/50)
H42 46,XY inv(7)(p11;g34) (1/25) 45,XY ,-16 (1/50)
S agh+ (25/25) 45,XY ,-19 (1/50)
2 45,XY ,-3 (1/50)
2 9gh+ (50/50)
O  H43 46,XY ,9qh+ (25/25) 46,XY ,9gh+ (50/50)
% Ha4 45X,-Y (1/25) 46,XY ,dél (9p) (1/50)
45,XY ,-20 (1/25)
L 48 XXY +19 (1/25)
% Hiperploidi (1/25)
H45 45,XY ,-18 (1/25) 45,XY ,-20 (1/50)
8  Hae 45X -Y (1/25) 45,XY ,-14 (1/50)
X 47, XXY (1/25) 9gh+ (50/50)
o) 48 XXXX (1/25)
XS] 46,XY (1;17)(p36;qter) (1/25)
;‘E 9gh+ (25/25)
H47 46,XY t(11;21)(pter;pter) (1/25) Y gh+ (50/50)
46,XY inv(9)(p11;q12) (1/25) 22p+ (50/50)
Y gh+ (25/25)
22p+ (25/25)
H48 45,XY -17 (1/25) 47, XY +mar (1/50)
47,XY ,+19 (1/25) 46,XY ,endoreduplikasyon (1/50)
Ygh+ (25/25) 45,X.Y (1/50)
Y gh+ (49/50)
H49 46,XY 1(5:6)(q14:925) (1/25) 45,XY ,-20 (1/50)
45,XY -4 (1/25) 45,X,-Y (1/50)
45,XY ,-4 (1/50)
H50 45,XY ,-22, del(11)(pl3apter), 47 XY ,+6 (1/50)

45,XY ,-13 (1/50)

45,XY ,-16 (1/50)

46,XY ,dd(1)(gllaqter) (1/50)
45,XY ,-18 (1/50)

46,XY 1(8;12)(qter;q15) (1/50)
45,X,-Y (1/50)

47,XY +21 (1/50)
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Cizelge 4.6. (Devami)

Y apisal ve Sayisal Kromozom Duizensizlikleri
(Anomali Saptanan Huicre Sayis /T otal Hiicr e Sayisi)

No.

Normal Besiyeri
(RPM |-1640)

Folik Asitten Yoksun Besiyeri
(M 199)

Akciger Kanserli Hasta Grubu

H51

H52

H53

H54

H55

H56

H57

H58
H59

H60

46,XY (25/25)

46,XY (25/25)

47 XY +8 (1/25)

47,XY +ace (1/25)

46,XY ,del(7)(pllapter) (1/25)
46,XY ,del(18)(ql2apter) (1/25)
Y gh+ (25/25)

45X (2/25)
45, XX -14 (1/25)
47 XX +5 (1/25)
47, XXX (1/25)
45,XY ,-10 (1/25)
45X ,-Y (2/25)

46,XY del (10)(qRa&qter) (1/25)
46,XY dél(3)(pl42xpter) (1/25)
46,XY del (10)(g22.32qter) (2/25)
46,XY 22ps+ (25/25)

46,XY t(1;X)(p36;qter) (1/25)
46,XY (25/25)

46,XY ,9gh+ (25/25)

46,XY,i(90) (1/50)

55, XY ,+2X2, +3, +14, +15, +16X2, -17,
+19 (1/50)

45,XY ,-19 (1/50)

45,X,-Y (2/50)

57, XXYY +1,+3,+4,+5,+12 +14, +17,
+19,+21 (1/50)

46,XY ,inv(7)(p12;q32) (1/50)
46,XY ,t(10;13)(g22;qter) (1/50)
45,X,-Y (3/50)

45,X -Y ,del(20)(qllaqter) (1/50)
45,XY -7 (1/50)

45,XY ,-15 (1/50)

47,XY ,+21 (1/50)

45,X,-Y (3/50)

46,XY ,dd(7)(gllaqter) (1/50)
48,XY ,+13X2 (1/50)

46,XY ,dd(9)(g32aqter) (1/50)
47,XY +4 (1/50)

Y gh+ (49/50)

45,XX,-6 (1/50)

45,X (3/50)

46,X,-X,+21 (1/50)

47,XX,+2 (1/50)

45,XX,-18 (1/50)

46,XY ,dd (15)(g22aqter) (1/50)
46,XY ,de (1)(g31aqter) (1/50)
47 XXY (1/50)

45,X0,-Y (1/50)

46,XY t(1;3)(p13;qter) (1/50)
46,XY ,endoreduplikasyon (2/50)
45,X,-Y (3/50)

47 XY ,+? (1/50)

46,XY ,del (10)(g22.3aqter) (3/50)
46,XY ,trizomi(10g24&adter) (1/50)
47,XY +ace (1/50)

47, XYY (1/50)

45,XY ,-17 (1/50)

45,XY ,-18 (1/50)

46,XY ,22ps+ (50/50)

46,XY (50/50)

47,XY +ace (1/50)

47 XXY (1/50)

45,XY -6 (1/50)

46,XY ,dd (12)(gl3aqter) (1/50)
46,XY ,t(4;5)(g31; pter) (1/50)
46,XY ,de (3)(pldapter) (1/50)
45,X,-Y (1/50)

45,XY ,-11 (1/50)

9gh+ (50/50)
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Cizelge 4.6. (Devami)

Y apisal ve Sayisal Kromozom Duizensizlikleri
(Anomali Saptanan Huicre Sayis /T otal Hiicr e Sayisi)

Normal Besiyeri

Folik Asitten Yoksun Besiyeri

No. (RPM1-1640) (M199)
K1 46,XY kiclk Y,9gh+ (25/25) 46,XY, kiclkY ,9gh+ (50/50)
K2 46,XY (25/25) 47,XY +19 (1/50)
46,XY t(5;20)(ql15;qter)
K3 46,XY,Y gh+ (25/25) 49 XY +2,+6,+8 (1/50)
45,XY -8 (1/50)
47 XXY (1/50)
> Y gh+ (50/50)
= K5 46,XY ,inv(9)(pl1;g13) (25/25) 46,XY ,inv(9)(p11;913) (50/50)
6 K6 46,XY ,dd (4)(gl2aqter) (1/25) 46,XY ,inv(7)(p13;932) (1/50)
o) K7 47, XY +? (1/25) 46,XY ,t(9;22)(q11;911) (1/50)
= 46,XY trizomi 14g24aqter (1/25) 45X ,-Y (1/50)
5 K8 46,XY ,del(14p) (1/25) 46,XY (50/50)
N K16 46,XY (25/25) 47 XXY (1/50)
K17 46,XY (25/25) 48,XY +aceX2 (1/50)
K19 46,XY (25/25) 46,XY ,dd(1)(g32aqter) (1/50)
45,XY ,-18 (1/50)
K23 46,XY (25/25) 46,XY ,dd (6)(gl5aqter) (1/50)
K27 46,XY ,dd(9)(g32aqter) (1/25) 46,XY (50/50)
K28 46,XY (25/25) 46,XY t(3;16)(p14;qter) (1/50)

Kontrol grubunda, normal besiyeri igerisinde 23 kisinin (%76,7) normal
karyotipe sahip oldugu gozlendi (46,XX/46,XY). Bir kisinin (K5) tim metafaz
hiicrelerinde inv(9)(p11;q13) kromozomal diizensizliginin oldugu, U¢ Kisinin (K6,8,17)
(%10) sirastyla del(4)(ql2aater), del(14p) ve del(9)(g32aqter) kromozom kayiplarina
sahip oldugu (1/25 oranlarinda), ve K7 kisisinin 47,XY ,+? (1/25) ve 46,XY trizomi
1l4g24aqgter (1/25) kromozom kuruluslarini tasichigi saptandi. Ayrica, K1 Kisisinde
kicuk Y ve 9gh+, K3 kisisinde de Y gh+ heteromorfizmlerine tim metafaz alanlarinda
rastland: (Cizelge 4.6).

4.1.2.2. Folik Asitten Yoksun Besyerinde (M199) Kdultire Edilen Kan

Dokularinda Saptanan Sitogenetik Bulgular

Calismamizda hasta ve kontrol gruplarimin her ikisi i¢in normal besiyerinin yan
sira folik asitten yoksun besiyeri kullanaraktan da hticre kalttrt yapildi. Bu medyum,
frajil bolgeleri indiklemek ve hastaligin olusumunda dnemli olabilecek sicak noktalari
belirlemek igin kullanldi. Her birey igin 50 metafaz alam incelendi. Saptanan sayisal ve
yapisal kromozom bozukluklari ile frajil bolgeler kaydedildi.
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Hasta grubunda 47 kisinin (%83,9), kontrol grubunda ise 12 kisinin (%40) en az
bir say1sal velveya yapisal kromozom diizensizligine sahip oldugu kaydedildi. On sekiz
hastada (%32,1), 1,2,3,4,6,7,9,10,11,12,14,15 ve 20. kromozomlar1 iceren delesyonlar
tespit edildi (Cizelge 4.6). H50 ve H55'de 1. kromozomda 1/50 oranlarinda iki tip
delesyon [del(1)(gllaqter) ve del(1)(g3laqter)] saptandi. H55'de bu delesyonla
birlikte 15. kromozomun uzun kolunda bir delesyon tespit edildi [del(15)(g22aqter)]
(1/50). H38' de 1/50 oraninda del(2)(g21laqter) saptamirken, H18, H37 ve H60'da 3.
kromozomun kisa kolunu iceren delesyonlar [del(3p), del(3)(p23apter) ve
del(3)(pl4apter)] (1/50) saptandi. H37' de ayrica del(4)(pl4&apter) (1/50) gozlenirken
4. kromozomda bir baska delesyon da [del(4)(gl3&qter)] H29' da kaydedildi (1/50). 6.
kromozomda ise tek bir delesyon, del(6)(g26aqter), 1/50 oraninda H5’de bulundu. Iki
hastada (H40 ve H53) 7. kromozomu iceren 2 farkl: tipte delesyon [del(7)(g32aqter)
ve del(7)(gllaqter)] (/50 oranlarinda) saptanirken, aymi hastalarda 9. ve 20.
kromozomlar: ilgilendiren farkl: iki tipte delesyon daha saptand: [del(9)(g32aqter)
(H53) ve del(20)(gcenaqgter) (H40)] (1/50) (Sekil 4.1). 9. kromozomun uzun ve kisa
kolunun delesyonlar: iki hastada (H27 ve H44) gbzlenen diger bulgular arasinda yer
amaktadir. Diger bir delesyona ugrayan kromozom da 10. kromozomdur. H13'de 10.
kromozomun kisa kolunun (10p) delesyonu 1/50 oramnda saptanirken, H57'de 3/50
oraninda del(10)(g22.3aqter) saptandi. On birinci ve 12. kromozomlardaki delesyonlar
da [del(11)(g21laqter), del(11)(g23aqter), del(12)(g24aqter) (H4),
del(12)(ql3aqter) (H59) (1/50)] hasta grubunda saptanan diger yapisal kromozom
duzensizlikleri arasinda yer almaktadir (Cizelge 4.6).

Hasta grubunda delesyonlar disinda ayrica translokasyon, derivatif kromozom
olusumu, inversiyon, duplikasyon, quadriradial gérinum, izokromozom olusum ve
endoreduplikasyon  gibi  yapisal kromozom  dizensizlikleri de  saptandh.
Translokasyonlarin ¢zellikle, 1,2,3,4,5,6,8,9,10,11,12,13,14,X ve Y kromozomlari
arasinda  olustugu gozlendi. Bu translokasyonlar; t(2;Y)(g31;p1l) (H5),
t(13;14)(q34,012) (H12); t(9;11)(%7) (H14), t(6:X)(p21;qter) (H15), 1(2;6)(031;021)
(H34), t(2;4)(g21;qter) (H36), t(8;12)(qter;ql5) (H50), t(10;13)(g22;qgter) (H51),
t(1;3)(pl3;qter) (H55) ve t(4;5)(g31;pter) (H60) seklinde rapor edildi (1/50). On bes
no’'lu hastada, translokasyon disinda bir hicrede tammlanamayan derivatif 8
kromozomuna rastland: [der(8)t(8;?)(pter;?)] (1/50). Ayrica dup(4q) (H1), i(99) (H51),
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quadriradial gorinim (H33), inv(7)(p12;032) (H51) ve trizomi (10)(g24&aqter) (H57)
gibi kromozom yeniden dizenlenmeleri de 1/50 oramnda saptanan diger bulgulardir.
inv(9)(p11;q13) kromozom vyeniden duzenlenmesi ise 11 no’lu hastamin tim
metafazlarinda saptand: (Cizelge 4.1). Bunun yan sira, 4 hastada (H27,H31,H48,H55)
endoreduplikasyon olusumlar1 da tek metafazlarda gozlendi (Sekil 4.2).

Hasta grubumuzda yapisal kromozom dizensizlikleri disinda sayisal kromozom
duzensizliklere de rastlanci. Ozellikle, cinsiyet kromozom andploidileri 22 kiside
(%39,3) belirlendi. Y kromozom kayiplari 15 hastada (%26,8) 1-3/50 oranlarinda
saptanirken, XXY kromozom kurulusu 6 hastada (H7,H34,H36,H38,H55,H59) 1/50
oranlarinda, XYY ise 2 hastada (H34 ve H57) 1/50 oraninda saptandi. Bes no’lu erkek
bir hastada tek bir metafazda 48, X XXX kromozom kurulusu, 39 ve 54 no’lu hastalarda
ise sirasiyla %6 ve %8 oranlarinda 45,X kromozom kurulusu gozlendi (Cizelge 4.6)
(Sekil 4.2).

Cinsiyet kromozom anoploidileri disinda hastalarimizin 34’ tGinde  (%60,7)
otozomal kromozom andploidileri de gozlendi. Bunlar; 3,4,5,6,7,8,9,11,12, 13,14,15,
16,17,18,19,20,21 ve 22. kromozomlarin azalsi, 2,4,6,9,13,1517,21 ve 22
kromozomlarin artis1 seklinde gozlendi (Cizelge 4.6). Ayrica, iki hastada (H38 ve H43)
47, XY ,+mar ve diger iki hastada (H57 ve H59) 47,XY ,+ace kromozom kuruluglarina
rastlamild: (1/50). Ug hastada da (H8,H18,H39) srasiyla 4p (1/50), 5q (1/50) ve 2p
(1/50) kromozom kollarinda artislar tespit edildi (Cizelge 4.6). Heteromorfizm gosteren
kromozomlar ise hastalarin normal besiyerlerinde tespit edildigi gibi bulundu.

Kontrol grubunda ise 10 (%33,3) kiside sayisal ve/veya yapisal kromozom
duzensizlikleri tespit edildi. Ug kiside (K2,7,28) iic farkl: tipte translokasyon saptandh.
Bunlar; K2'de t(5;20)(ql5;qgter) (1/50), K7'de t(9;22)(g11;g11) (1/50) ve K28de
t(3;16)(p14;qter) (1/50) seklindeydi. Translokasyonlarin yam sira K5 ve K6’ da sirasiyla
inv(9)(p11;q13) (50/50) ve inv(7)(pl3;g32) (1/50), K19 ve K23'de del(1)(g32aqter)
(1/50) ve del(6)(gl5;qter) (1/50) yapisal kromozom duzensizlikleri de belirlendi.
Ayrica, kontrol grubunda sayisal kromozom anomalileri de tespit edildi. iki kiside (K3
ve K16) 47,XXY kromozom kurulusu 1/50 oraminda saptanirken, K7'de Y kromozom
kaybina (45,X,-Y) (1/50) ve K17'de 48, XY ,+aceX2 (1/50) dizensizligine rastland.
Bunlarin yam sira normal otozomal kromozom sayisindan sapmalar da gozlendi.
Ozellikle, 2, 6, 8, ve 19. kromozomlarda artis, 8 ve 18. kromozomlarda azalislar



gozlendi. Heteromorfizm gosteren kromozomlar ise kontrol grubunu olusturan kisilerin
normal besiyerlerinde tespit edildigi gibi bulundu (Cizelge 4.6).

Folik asitten yoksun besiyerinde elde edilen metafaz plaklarinda yapisal ve
sayisal kromozom diizensizlikleri diginda frajil bolgeler de tespit edildi. Kromozomal
frajil bolgeler, uygun in vitro kosullar altinda kromozomun bir ya da her iki
kromatidinde ortaya ¢ikan gogunlukla boyanmamis gap, daha az siklikta kirik ve ¢ok
nadir gozlenen delesyonlar, multiradiyal olusumlar ve asentrik fragmentler seklinde
tamimlanmaktadir*®*#2, Folik asitten yoksun besiyeri frajil bolgeleri indiklemek icin
uygun bir ortam olusturmaktadir.

Hasta grubunda folik asitten yoksun besiyerinde incelenen 2800 hiicrenin toplam
304 frajilite tasidigi, hiicre basina %10,85 frajilite dustiigt, kontrol grubunda ise 1500
hiicrenin toplam 279 fragjilite tasichg: ve hiicre basina %18,60 fragjilitenin distigl tespit
edildi (Cizelge 4.7). Yas gruplarina gore hicre basina disen frajilite miktarlarina
bakildiginda; hasta grubunda 50 yas Gzerinde, kontrol grubunda ise 40 yas Uzerinde
frajilite sayisinda artisin gozlendigi kaydedildi (Sekil 4.3).

0,25+
g 3
2 2
2 > 0,
8y
T o 0,15
S o
g2 01
Qo =
5 ® 005
T
<40 41-50 51-60 | 61-70 70>
O Hasta 0,14 0,093 | 0,075 | 0,118 | 0,137
B Kontrol 0,1 0,202 | 0,203 | 0,165 0,18

Yas Gruplar

Sekil 4.3. Yas gruplarina gore hiicre basina diisen frajilite sayilarinin dagilim

Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan  frajil  bolgelerin - sayis;, kromozom
bolgelerine gore dagilimi, populasyondaki sikligr (hicre basina dusen frajilite
sayisi=saptanan frgjilite sayisi/incelenen hiicre sayisi), nisbi oram (saptanan frajilite
sayisi/toplam frajilite sayisi) ve dnemlilik derecesi gizelge 4.7."de gosterildi. Buna gore;
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hasta grubunda frajilitenin en yogun oldugu kromozom bdlgeleri dnemlilik sirasina
gore; 3pl4, 9913, 1921, 7922, 1912, 10924, 16024, 10922, 7932, 14924, 1932, 2921,
5031, 6p21, 3p25, 19913 ve Xg26 seklinde siralandigi gorulmektedir (Cizelge 4.7).
Kontrol grubunda ise; 3p14, 14924, 16022, 10g22, 19p13, 2931, 7932, 8922, 7q22,
9032, 9934, 2p23, 5031, 1p36, 1912, 2921, 3p25, 3p21, 3927, 9913, 11pl4, 12q15,
14022, 15021, 16024, 17921, 19913 ve Xg22 seklindedir (Cizelge 4.7). Hicre basina
disen frajilite sayisi agisindan hasta grubunu kontrol grubu ile karsilastirdigimizda,
sadece 1921 kromozom bdlgesinin kontrol grubuna gore cok daha yiksek oranda
eksprese oldugunu ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p=0,015). 2p23, 2931, 3pl4, 3927, 6025, 8922, 9932, 9934, 11pl4, 14924, 16922 ve
19p13 kromozom bdlgeleri hasta grubundan daha ¢ok kontrol grubunda daha fazla
eksprese olup istatistiksel olarak kontrol grubuna yonelik anlamlilik ifade etti (p=
0,000-0,046) (Cizelge 4.7) (Sekil 4.4). Hasta grubunda saptanan frajil bolgelerden
bazilar1 Sekil 4.5 da gosterildi.
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Cizelge 4.7. Hasta ve kontrol gruplarindaifade olunan frajil bolgelerin sayisi, hiicre basina disen frajil

bolge sayisi, nisbi oran ve 6nemlilik sirasi

c Hasta Grubu (56) Kontrol Grubu (30)

8% Hiicre Basina Hiicre Basina S
EG FB Diisen FB Nisbi FB Diisen FB Nisbi c” Tedti
<3 Sayis | Skhg (%) | Oran* | Sra | Sayis | Sikh@ (%) | Oran* | Sira | (p degeri)
1p36 1 0,03 0,32 3 0,20 1,07 8 0,093
1p22 4 0,14 1,31 2 0,13 0,71 0,937
1p13 2 0,07 0,65 1 0,06 0,35 0,955
1gl12 9 0,32 2,96 5 3 0,20 1,07 8 0,473
1921 11 0,39 361 |3 0 - - 0,015
1925 3 0,10 0,98 2 0,13 0,71 0,810
1932 5 0,17 164 |8 2 0,13 0,71 0,726
2p23 1 0,03 0,32 4 0,26 1,43 7 0,034
2021 5 0,17 1,64 8 3 0,20 1,07 8 0,877
2023 3 0,10 0,98 0 - - 0,205
2031 2 0,07 0,65 6 0,40 2,15 5 0,017
3p25 4 0,14 1,31 9 3 0,20 1,07 8 0,658
3p21 2 0,07 0,65 3 0,20 1,07 8 0,239
3p14 33 1,17 10,85 |1 43 2,86 1541 |1 0,000
3927 0 - - 3 0,20 1,07 8 0,018
4931 2 0,07 0,65 2 0,13 0,71 0,526
4933 3 0,10 0,98 1 0,06 0,35 0,678
5013 3 0,10 0,98 1 0,06 0,35 0,678
5031 5 0,17 164 |8 4 0,26 143 |7 0,548
6p25 3 0,10 0,98 0 - - 0,205
6p21 5 0,17 1,64 8 1 0,06 0,35 0,349
6021 10 0,35 3,28 3 0,20 1,07 0,372
6025 0 - - 3 0,20 1,07 0,018
6026 3 0,10 0,98 0 - - 0,205
7922 10 0,35 3,28 4 5 0,33 1,79 6 0,900
7032 6 0,21 197 |7 6 0,40 215 |5 0,273
8013 2 0,07 0,65 2 0,13 0,71 0,526
8922 3 0,10 0,98 6 0,40 2,15 5 0,046
8024 2 0,07 0,65 4 0,26 1,43 7 0,103
9p22 3 0,10 0,98 1 0,06 0,35 0,678
9p13 3 0,10 0,98 0 - - 0,205
9913 12 0,42 394 |2 3 0,20 107 |8 0,227
9922 3 0,10 0,98 1 0,06 0,35 0,678
9932 1 0,03 0,32 5 0,33 1,79 6 0,013
9934 1 0,03 0,32 5 0,33 1,79 6 0,013
1022 |6 0,21 197 |7 7 0,46 250 |4 0,152
10924 8 0,28 2,63 6 2 0,13 0,71 0,324
11pl14 0 - - 3 0,20 1,07 8 0,018
11923 3 0,10 0,98 2 0,13 0,71 0,810
12913 3 0,10 0,98 2 0,13 0,71 0,810
12915 1 0,03 0,32 3 0,20 1,07 8 0,093
14922 3 0,10 0,98 3 0,20 1,07 8 0,438

* Nisbi oran= Saptanan frajil bolge sayia/toplam frajil bdlge sayisi; MKK=Multi kromozom kiriklari,

FB=Fragjil Bdlge
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Cizelge 4.7. (Devami)

Hasta Grubu (56)

Kontrol Grubu (30)

HucreBasina

HucreBasina

IS

E_

g FB Diisen FB | Nisbi FB Diisen FB | Nisbi c? Testi
<3 Sayis Skh@ (%) | Oran* | Sira | Sayis Sikhg (%) | Oran* | Sira | (p degeri)
14024 | 6 0,21 197 |7 |11 |073 394 |2 |0010
1521 |1 0,03 0,32 3 0,20 107 |8 | 0,093
16q22 |3 0,10 0,98 8 0,53 286 |3 | 0,009
1624 |8 0,28 263 |6 |3 0,20 1,07 |8 | 0597
7Rl |4 0,14 1,31 3 0,20 107 |8 | 0658
1821 |3 0,10 0,98 1 0,06 0,35 0,678
19p13 |3 0,10 0,98 6 0,40 215 |5 | 0,046
19913 | 4 0,14 131 |9 |3 0,20 1,07 |8 |0658
X2 |1 0,03 0,32 3 0,20 107 |8 | 0,093
X26 | 4 0,14 131 |9 |0 - - 0,143
MKK |2 0,07 0,65 5 0,33 179 |6 | 0043
Digerler | 76 80

Toplam | 304 | 10,85 279 | 18,60 0,000

* Nisbi oran= Saptanan frajil bolge

kiriklari, FB=Fr ajil Bdlge

sayisi/toplam frajil bdlge sayis; MKK=Multi kromozom
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HucreBasina Disen Frajil Bolge Sayisi

1921 2023 2031 314 3927 6025 8022 W3R 9934 11pl4 14924 16q2 1913

Kromozom Bdlgeleri

O Hasta Grubu
@ Kontrol Grubu

Sekil 4.4, Hasta-kontrol gruplarinda hiicre bagina diisen frajilite sayisimin belirli kromozomal bdlgelerdeki dagilimim gosteren siitun grafigi
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Sekil 4.5. Hasta grubunda saptanan frajil bdlgelerin bazilarinin kismi metafaz gorunttileri
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Hasta grubunun %85’ini olusturan NSCLC grubunda (n=51), 2350 hicre
incelendi, 101 farkli bolgede toplam 248 frajilite tespit edildi ve hiicre basina %10,55
frajilitenin dustigl kaydedildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki farkin
kontrol grubu yonunde anlamli oldugu bulundu (p=0,000). NSCLC ve kontrol
gruplarinda saptanan frajil bolgelerin sayisi, kromozom bdlgelerine gore dagilim,
populasyondaki sikligi (hiicre basina dusen frgilite sayisi=saptanan frajilite
sayisi/incelenen hiicre sayisi), nisbi oran (saptanan frgjilite sayisi/toplam frajilite sayisi)
ve Onemlilik derecesi gizelge 4.8 de gosterildi. Buna gore; NSCLC grubunda frajilitenin
en yogun oldugu kromozom bolgeleri 6nemlilik sirasina gore; 3pl4, 9913, 6021, 7922,
10924, 16924, 1912, 10922, 1921, 6p21, 14924, 1p22, 2921, 3p25, 7932 ve Xq26
seklindedir. Kontrol grubu ile hiicre basina disen frajilite agisindan karsilastirildiginda
1p36, 231, 3pl4, 3927, 6025, 9932, 9g34, 11pl4, 14924, 16022 ve 19p13 kromozom
bolgelerinin kontrollerde daha fazla eksprese oldugu ve istatistiksel olarak anlaml:
oldugu bulundu (p=0,001-0,037) (Cizelge 4.8.) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. NSCLC-kontrol gruplarinda hiicre basina disen frgilite sayissmin bdirli  kromozomal
bolgelerdeki dagilimini gosteren siitun grafigi
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Cizelge 4.8. NSCLC ile kontrol gruplarinda ifade olunan frajil bolgelerin sayisi, populasyondaki sikligi,

nisbi oran ve 6nemlilik sirast

c NSCLC (47) Kontrol (30)

8% Hiicre Basina Hiicre Basina S
ET FB Diisen FB Nisbi FB Diisen FB Nisbi c’ Teti
<3 Sayis Skhg (%) | Oran* | Srra | Sayis Skhg (%) | Oran* | Sra | (p degeri)
1p36 0 - - 3 0,20 107 |8 0,030
1p22 4 0,17 161 |8 2 0,13 0,71 0,778
1912 6 0,25 241 |6 3 0,20 1,07 |8 0,729
1921 5 0,21 201 |7 0 - - 0,074
1932 3 0,12 1,20 2 0,13 0,71 0,962
2p23 1 0,04 0,40 4 0,26 143 |7 0,060
2021 4 0,17 161 |8 3 0,20 1,07 |8 0,833
2931 2 0,08 0,80 6 0,40 215 |5 0,037
3p25 4 0,17 161 |8 3 0,20 1,07 |8 0,833
3pl4 31 1,31 1250 | 1 43 2,86 1541 | 1 0,001
3927 0 - - 3 0,20 107 |8 0,030
5031 3 0,12 1,20 4 0,26 143 |7 0,324
6p21 5 0,21 201 |7 1 0,06 0,35 0,263
6021 9 0,38 362 |3 3 0,20 1,07 |8 0,322
6025 0 - - 3 0,20 1,07 |8 0,030
7922 8 0,34 322 |4 5 0,33 1,79 |6 0,971
70932 4 0,17 161 |8 6 0,40 215 |5 0,173
8022 3 0,12 1,20 6 0,40 215 |5 0,089
80924 2 0,08 0,80 4 0,26 143 |7 0,164
9913 10 0,42 403 |2 3 0,20 107 |8 0,241
9932 1 0,04 0,40 5 0,33 1,79 |6 0,026
9934 1 0,04 0,40 5 0,33 1,79 |6 0,026
10922 6 0,25 241 |6 7 0,46 250 |4 0,273
10924 8 0,34 322 |4 2 0,13 0,71 0,219
11pl14 0 - - 3 0,20 107 |8 0,030
14924 5 0,21 201 |7 11 0,73 394 |2 0,015
16922 3 0,12 1,20 8 0,53 286 |3 0,022
16924 7 0,29 282 |5 3 0,20 107 |8 0,562
19p13 1 0,04 0,40 6 0,40 215 |5 0,011
19913 3 0,12 1,20 3 0,20 1,07 |8 0,580
X026 4 0,17 161 |8 0 - - 0,110
Diger 105 119

Toplam | 248 | 10,55 279 | 18,60 0,000

* Nishi oran= Saptanan frajil bdlge sayia/toplam frajil bolge sayis; MKK=Multi kromozom

kiriklari, FB=Fr ajil Bdlge
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SCLC grubunda (n=9) 450 hiicre incelendi, 37 farkli bolgede toplam 56 tane
frajilite saptandi. Hicre basina dusen frajilite oramna bakildiginda bu oran %12,44
olarak bulundu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki farkin kontrol grubu
yonunde anlamlt oldugu bulundu (p=0,010) (Cizelge 4.9).

2 B SCLC Grubu
15 m Kontrol Grubu

Hucr e Basina Dusen Frajil Bolge Sayis

1921 131 3p14

Kromozom Bolgeleri

Sekil 4.7. SCLC-kontrol gruplarinda hiicre basina disen frajilite sayisimin belirli  kromozomal
bolgelerdeki dagilimini gosteren siitun grafigi

SCLC ve kontrol gruplarinda saptanan frajil bolgelerin sayisi, kromozom
bolgelerine godre dagilimi, populasyondaki sikligi (hiicre basina dusen frajilite
sayisi=saptanan frajilite sayisi/incelenen hicre sayisi), nisbi orant (saptanan frajilite
sayisi/toplam frajilite sayisi) ve 6nemlilik derecesi cizelge 4.9’ da gosterildi. Buna gore;
SCLC grubunda frajilitenin en yogun oldugu kromozom bélgeleri 6énemlilik sirasina
gore; 1921, 1912, 1931, 1pl3, 1932, 3pl4, 5931, 7922, 7932, 9913, 9922, 11923,
17921, 19p13, 1p36, 20921, 6021, 14924, 15921, 16924 ve 19q13 seklindedir. Bu grup,
kontrol grubu ile hiicre basina disen frajilite agisindan karsilastirildiginda 1921 ve 1931
bolgelerinin kontrol grubuna gore daha fazla eksprese oldugu ve aradaki farkin
istatistiksel olarak anlaml1 oldugu bulundu (sirasiyla p=0,000 ve p=0,010). Ancak 3pl4
bolgesinin, kontrol grubunda daha fazla eksprese oldugu ve istatistiksel olarak bu farkin
anlaml1 oldugu bulundu (p=0,003) (Cizelge 4.9) (Sekil 4.7).
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Cizelge 4.9. SCLC ile kontrol gruplarinda ifade olunan frajil bolgelerin sayisi, populasyondaki sikligr,

nisbi oran ve 6nemlilik sirast

c SCLC (9) Kontrol (30)

8% Hiicre Basina Hiicre Basina S
ES FB Disen FB Nisbi FB Disen FB Nisbi c’ Tedti
<3 Sayis Skhg (%) | Oran* | Sira | Sayis Sikhig (%) Oran* | Sira | (p degeri)
1p36 1 0,22 1,78 |4 3 0,20 107 |8 0,927
1912 3 0,66 535 |2 3 0,20 107 |8 0,119
1921 6 1,33 10,71 | 1 0 - - 0,000
1931 2 0,44 357 |3 0 - - 0,010
2p23 0 - - 4 0,26 143 |7 0,273
2021 1 0,22 1,78 |4 3 0,20 107 |8 0,927
2031 0 - - 6 0,40 215 |5 0,180
3p25 0 - - 3 0,20 107 |8 0,343
3p21 0 - - 3 0,20 107 |8 0,343
3pl4 2 0,44 357 |3 43 2,86 1541 |1 0,003
3927 0 - - 3 0,20 1,07 |8 0,343
5031 2 0,44 357 |3 4 0,26 143 |7 0,552
60921 1 0,22 1,78 |4 3 0,20 107 |8 0,927
60925 0 - - 3 0,20 107 |8 0,343
7922 2 0,44 357 |3 5 0,33 1,79 |6 0,731
7032 2 0,44 357 |3 6 0,40 215 |5 0,898
8g22 0 - - 6 0,40 215 |5 0,180
8924 0 - - 4 0,26 143 |7 0,273
9q13 2 0,44 357 |3 3 0,20 107 |8 0,370
9922 2 0,44 357 |3 1 0,06 0,35 0,074
9932 0 - - 5 0,33 179 |6 0,221
9g34 0 - - 5 0,33 1,79 |6 0,221
10922 0 - - 7 0,46 250 |4 0,148
11pl14 0 - - 3 0,20 107 |8 0,343
12q15 0 - - 3 0,20 107 |8 0,343
14922 0 - - 3 0,20 107 |8 0,343
14924 1 0,22 1,78 |4 11 0,73 394 |2 0,226
15921 1 0,22 1,78 |4 3 0,20 107 |8 0,927
16922 0 - - 8 0,53 286 |3 0,122
16924 1 0,22 1,78 |4 3 0,20 107 |8 0,927
17921 2 0,44 357 |3 3 0,20 107 |8 0,370
19p13 2 0,44 357 |3 6 0,40 215 |5 0,898
19913 1 0,22 1,78 |4 3 0,20 107 |8 0,927
Xq22 0 - - 3 0,20 107 |8 0,343
MKK 0 - - 5 0,33 179 |6 0,221
Diger 22 102 0,504
Toplam | 56 12,44 279 |18,60 0,010

* Nishi oran= Saptanan frajil bdlge sayia/toplam frajil bolge sayis; MKK=Multi kromozom

kiriklari, FB=Fr ajil Bdlge



Hasta grubu kendini olusturan alt gruplar (NSCLC ve SCLC) agisindan
degerlendirildiginde bazi kromozom bolgeleri agisindan farkl: anlamliliklar ortaya gikti.
NSCLC grubu, SCLC grubu ile eksprese olunan frajil bdlgeler acisindan
degerlendirildiginde 1p13, 1921, 1931, 9922 ve 19p13 bolgeleri agisindan bir farklilik
gbzlendi. Bu farklilik SCLC grubu yonunde anlamlilik ifade etti (p=0,001-0,017).
Toplam frajilite agisindan ise herhangi bir farklilik bulunmad: (p=0,292) (Cizelge 4.10)
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. NSCLC ve SCLC gruplarinda hiicre basina disen frgjilite sayisinin belirli kromozomal
bolgelerdeki dagilimini gosteren siitun grafigi

65



Cizelge 4.10. NSCLC ile SCLC gruplarinda ifade olunan frajil bdlgelerin sayisi, populasyondaki sikligr,

nisbi oran ve 6nemlilik sirast

c NSCL C (47) SCLC (9)

8% Hicre Basina Hicre Basina R _
ET FB Diisen FB Nisbi FB Diisen FB Nisbi c’ Teti
<3 Sayis Skhg (%) | Oran* | Sira | Sayis | Sikhg (%) | Oran* | Sira | (p degeri)
1p22 4 0,17 161 |8 0 - - 0,382
1p13 0 - - 2 0,44 357 |3 0,001
1912 6 0,25 241 |6 3 0,66 53 |2 0,160
1921 5 0,21 201 |7 6 1,33 10,71 | 1 0,001
1931 0 - - 2 0,44 357 |3 0,001
1932 3 0,12 1,20 2 0,44 357 |3 0,146
2021 4 0,17 161 |8 1 0,22 1,78 0,811
3p25 4 0,17 161 |8 0 - - 0,382
3pl4 31 1,31 1250 | 1 2 0,44 357 |3 0,118
5031 3 0,12 1,20 2 0,44 357 |3 0,146
6p21 5 0,21 201 |7 0 - - 0,328
6021 9 0,38 362 |3 1 0,22 1,78 0,602
7922 8 0,34 322 |4 2 0,44 357 |3 0,736
70932 4 0,17 161 |8 2 0,44 357 |3 0,251
9913 10 0,42 403 |2 2 0,44 357 |3 0,955
9922 1 0,04 0,40 2 0,44 357 |3 0,017
10922 6 0,25 241 |6 0 - - 0,284
10924 8 0,34 322 |4 0 - - 0,216
14924 5 0,21 201 |7 1 0,22 1,78 0,968
16924 7 0,29 282 |5 1 0,22 1,78 0,784
17921 2 0,08 0,80 2 0,44 357 |3 0,065
19p13 1 0,04 0,40 2 0,44 357 |3 0,017
19913 3 0,12 1,20 1 0,22 1,78 0,627
X026 4 0,17 161 |8 0 - - 0,382
Diger 115 20

Toplam | 248 | 10,55 56 12,44 0,292

* Nishi oran= Saptanan frajil bdlge sayia/toplam frajil bolge sayis; MKK=Multi kromozom

kiriklari, FB=Fr ajil Bdlge
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4.2. Molekiler Genetik Bulgular

Calismamizin molekuler genetik kismi 60 hasta ile 30 kontrol grubu Gzerinde
yapildi. Her iki gruptan hem kan hem serum DNA'’lar1 elde edildi ve miktarlari ile
safliklart spektrofotometrede Olguldi (EK-4). Ayrca, konsantrasyonlar: da istatistiksel
olarak karsilastirildi. Ancak, elde edilen DNA konsantrasyonlari normal bir dagilim
gostermedigi icin verilerin In'leri anarak normal bir dagilim gostermesi saglandi ve
sonrasinda istatistiksel analiz uygulandi. Her iki grup arasinda gerek kan DNA ve
gerekse serum DNA konsantrasyonlari agisindan anlamli bir sonug elde edilemedi
(srasiyla p=0,887 ve p=0,375) (Sekil 4.9).

Kan ve serum DNA’lar elde edildikten sonra DR4 geni ekzon 3, 4 ve 5 igin
PCR-RFLP teknigi, DR4 geni ekzon 10 i¢in de ARMS teknigi uyguland:.

- I Sarwm DA

-2

(=)
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HASTA GRUBT (m=i0)

EONTROL GRUBL (n=30)

B Ken DA

Sekil 4.9. Hasta ve kontrol gruplarinda kan ve serum DNA konsantrasyonlarimn dagilimi
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4.2.1. DR4 Geni Ekzon 3, 4 ve 5'deki Polimorfizmlerin PCR-RFLP Teknigi

ile Degerlendirilmes

Her bir 6rnek icin DR4 geni 3., 4. ve 5. ekzonlarinin PCR ile amplifikasyonu
yapillarak PCR Urunleri elde edildi. %10’luk poliakrilamid jelde ydrttilerek Griin
blyukleri belirlendi (sirasiyla 230 bg, 220 bg ve 201 bg'lik drunler) (Sekil 4.10). Daha
sonra bu Urtinler Fokl (ekzon 3), Dralll (ekzon 4) ve Tagl (ekzon 5) restriksiyon
enzimlerine maruz birakildi. Sonra, %10’luk poliakrilamid jelde yurittlerek kesim
dranlerinin biytkleri belirlendi. Ekzon 3'de 230 bg'lik tek bir bant normal (GG), 230-
160-70 b¢'lik U¢ bant heterozigot (GA), 160-70 bg'lik iki bant ise homozigot (AA)
olarak belirlendi (Sekil 4.10a). Ekzon 4'de, 220 bc¢'lik tek bir bant homozigot (GG),
220-164-56 bg'lik g bant heterozigot (GC) ve 164-56 bg'lik iki bant normal varyant
(CC) (Sekil 4.10b), ekzon 5'de ise 201 be'lik tek bir bant homozigot (CC), 201-110-91
b¢’lik ¢ bant heterozigot (AC) ve 110-91 bg'lik iki bant normal (AA) olarak kaydedildi
(Sekil 4.10c).
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Sekil 4.10. PCR-RFLP yontemi ile belirlenen DR4 geni ekzon 3,4, ve 5 polimorfizmlerini gosteren
%10’ luk poliakrilamid jel gorintust, @) DR4 geni ekzon 3 igin, normal: 230 bg, heterozigot: 230-160-70
bc, homozigot: 160-70 bg; b) ekzon 4 icin, normal: 164-56 bg, heterozigot: 220-164-56 bg, homozigot:
220 bg; c) ekzon 5i¢in, normal:110-91 bg, heterozigot: 201-110-91 bg, homozigot: 201 bg.
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Ekzon 3 agisindan hasta ve kontrol gruplar: degerlendirildiginde; hastalarin ve
kontrollerin buyuk bir orani [hastalarin 34’ (%56,7) ve kontrollerin 12'si (%40)] GA
genotipine sahip olarak bulundu. Bunun yam sira, hastalarin 15'inin (%25) ve
kontrollerin 10’unun (%33,3) GG genotipini ve yine hastalarin 11'inin (%18,3) ve
kontrollerin 8'inin (%26,7) AA genotipini tasidig: belirlendi (Cizelge 4.11). Hasta ve
kontrol grubu arasinda DR4 geni, ekzon 3 genotipleri agisindan herhangi bir anlamli
farklilik saptanmadi (p=0,324).

Cizelge 4.11. Hasta-kontrol gruplar arasinda DR4 geni, ekzon 3, G422A polimorfizmlerinin dagilimi.
Hasta Grubu (n=60) | Kontrol Grubu (n=30)
G422A | Say1 | % Sayn %
GG 15 25 10 33,3
GA 34 56,7 12 40
AA 11 18,3 8 26,7
P degeri | 0,324

DR4 geni, ekzon 4’ deki polimorfizmlerin dagilimi Cizelge 4.12' de verildi. Buna
gore; hastalarin %56,7'si ve kontrollerin  %40'1 CG genotipine (heterozigot) sahip
bulundu. Hastalarin %20'si CC bulunurken, %23,3'0 GG olarak belirlendi. Kontrol
grubunda ise CC genotipi %33,3 ve GG genotipi %26,7 oramnda kaydedildi. Sonug
olarak; hasta ve kontrol grubu arasinda DR4 geni, ekzon 4 genotipleri agisindan
herhangi bir anlamli farklilik saptanmad: (p=0,271).

Cizelge 4.12. Hasta-kontrol gruplar arasinda DR4 geni, ekzon 4, C626G polimorfizmlerinin dagilimi.

Hasta Grubu (n=60) | Kontrol Grubu (n=30)
C626G Say1 | % Sayi | %
CcC 12 20 10 33,3
CG 34 56,7 12 40
GG 14 23,3 8 26,7
P degeri 0,271

Ekzon 5'deki durumu inceledigimizde; hastalarin %68,3' 0 normal iken (AA),
%31,7'si heterozigot (AC) olarak bulundu. Homozigot (CC) olan herhangi bir hastaya
rastlanmadi. Kontrol grubunda ise, bireylerin %70 inde AA genotipi yani normal
genotip saptanirken, %23,3'Unu bu ekzon igin heterozigot olan bireyler olusturdu.
Kontrol grubunda hasta grubundan farkli olarak homozigot (CC) olan bireyler de
belirlendi  (%6,7). iki istatistiksel  olarak
karsilastirdigimizda herhangi Ancak CC

Her grubu bu ekzon agisindan

bir anlamlihik bulunmadi  (p=0,086).
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genotipinin sadece kontrol grubunda saptanmasi ve p degerinin 0,086 olmasi, bu
genotipin belki de akciger kanserini 6nlemede 6nemli olabilecegini gostermektedir
(Cizelge 4.13).

TUm bu polimorfizm calismalar1 hem kan hem de serum DNA'’larinda calisildi

ve sonuglar birbiri ile uyumluluk gosterdi.

Cizelge 4.13. Hasta-kontrol gruplar arasinda DR4 geni, ekzon 5, A683C polimorfizmlerinin dagilimi.

Hasta Grubu (n=60) | Kontrol Grubu (n=30)
A683C Say1 | % Sayi | %
AA 41 68,3 21 70
AC 19 31,7 7 23,3
CcC 0 - 2 6,7
P degeri 0,086

DR4 geni 3., 4. ve 5. ekzon polimorfizmlerini hasta at gruplarinda (NSCLC ve
SCLC) daayricadegerlendirildi.

NSCLC hastalarit  (n=51) ekzon 3'deki polimorfizmler agisindan
degerlendirdigimizde, grubun %54,90'1 GA, %23,53' 0 GG ve %11'i AA genotipine
sahip oldugu bulundu. SCLC hastalarinda bu oran %66,67 GA ve %33,33 GG genotipi
seklindedir. AA genotipine sahip herhangi bir hastaya rastlanmacdi. NSCLC hastalarin
kontrol grubu ile karsilastirchigimizda aradaki farkin anlamli olmadigi goruldi
(p=0,758). NSCLC hastalarii SCLC hastalar1 ile ekzon 3 polimorfizmi agisindan
karsilastirdigimizda ise aradaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlendi
(p=0,198) (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Hasta at gruplarimin birbirleri ve kontrol grubu ile DR4 geni, ekzon 3, G422A
polimorfizmleri agisindan iliskisi, dagilimi ve istatistiksal Gnemi

NSCLC (51) SCLC (9 Kontrol (30)
GG 12 (%23,53) 3 (%33,33) 10 (%33,33)
Ekzon 3 | GA 28 (%54,90) 6 (%066,67) 12 (%40)
AA 11 (%21,57) - 8 (%26,67)
Toplam 51 9 30
p degeri 0,198 0,758
p degeri 0,198 0,387

SCLC hastalarimi ekzon 3, G422A, polimorfizmi agisindan kontrol grubu ve
NSCLC hasta grubu ile karsilastirdiginizda aradaki farkin anlamsiz oldugu bulundu
(sirasiyla p=0,387 ve p=0,198) (Cizelge 4.14).
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Ekzon 4, C626G polimorfizmi yoninden hasta alt gruplar: birbirleri ve kontrol
NSCLC-SCLC ve SCLC-Kontrol
gruplar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (sirasiyla
p=0,451, p=0,472 ve p=0,914) (Cizelge 4.15).

grubu ile Kkarsilastirildiginda NSCLC-Kontrol,

Cizelge 4.15. Hasta dt gruplarimin birbirleri ve kontrol grubu ile DR4 geni, ekzon 4, C626G
polimorfizmleri agisindan iliskisi, dagilimi ve istatistiksel Gnemi

NSCLC (51) SCLC (9 Kontrol (30)
CC 10 (%19,60) 2 (%22,22) 10 (%33,33)
Ekzon4 | CG 28 (%54,90) 6 (%66,67) 12 (%40)
GG 13 (%25,50) 1(%11,11) 8 (%26,67)
Toplam 51 9 30
p degeri 0,472 0,451
p degeri 0,472 0,914

Ekzon 5, A683C polimorfizmi yoninden hasta alt gruplar: birbirleri ve kontrol
NSCLC-SCLC ve SCLC-Kontrol
gruplar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (sirasiyla
p=0,190, p=0,698, p=0,322, p=0,518, p=0,295 ve p=0,230) (Cizelge 4.16).

grubu ile Kkarsilastirildiginda NSCLC-Kontrol,

Cizelge 4.16. Hasta dt gruplarimin birbirleri ve kontrol grubu ile DR4 geni, ekzon 5, A683C
polimorfizmleri agisindan iliskisi, dagilimi ve istatistiksel Gnemi

NSCLC (51) SCLC (9 Kontrol (30)
AA 35 (%68,63) 6 (%066,67) 21 (%70)
Ekzon5 | AC 16 (%31,37) 3 (%33,33) 7 (%23,33)
CC - - 2 (%6,67)
Toplam 51 9 30
p degeri 0,908 0,947
p degeri 0,908 0,951

4.2.2. DR4 Geni Ekzon 10'daki A1322G Polimorfizmin ARMS Teknigi ile

Degerlendirilmes

DR4 geni ekzon 10, A1322G polimorfizmin saptanmasi igin her bir 6rnegin
ARMS teknigi cercevesinde ve internal kontrol varliginda iki ayri tUpte reaksiyonu
hazirlanarak (bir tupte A, digerinde G primeri konuldu) PCR amplifikasyonu saglandh.
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Elde edilen Grlnler %10’ luk poliakrilamid jelde yurattldi ve Grin blydkldkleri tespit
edildi (internal kontrol 427 bg, istenilen Urtin 254 bg) (Sekil 4.11). Jelde her iki tlpe
konulan internal kontrol 427 bg buyUkligiinde bant verdi. Birinci tlpte eger ekstradan
254 be'lik bir amplifikasyon varsa bu durumda 1322. nikleotidde A allelinin oldugu,
ikinci tupte sayet amplifikasyon varsa o bolgede G allelinin oldugu kabul edildi.

Hastalarimizin %85’ inde AA genotipi saptanirken, %10"unda AG ve %1,7’ sinde
GG genotipi tespit edildi. Iki hastada (H24 ve H38) (%3,33) bu bolge icin internal
kontrol disinda herhangi bir amplifikasyon gbzlenmedi. Kontrol grubunda ise AA
genotipi %80 iken AG ve GG genotipleri %10 ar oranlarda kendini gosterdi. Hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda mevcut olan farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
gozlendi (p=0,230) (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Hasta-Kontrol gruplar: arasinda DR4 geni, ekzon 10, A1322G polimorfizmlerinin dagilim.

A1322G Hasta Grubu (n=60) | % Kontrol Grubu (n=30) | %
AA 51 85 24 80
AG 6 10 3 10
GG 1 1,7 3 10
Belirlenemeyen | 2 3,3 0 -
P degeri 0,230

DR4 geni, ekzon 10, A1322G polimorfizmi yoniunden hasta alt gruplarina
baktigimizda;
- NSCLC grubunda %86,3 oraninda AA, %7,8 oraminda GA genotipine ve %2 oraninda
GG genotipine rastlandi. 1ki hastada (H24 ve H38) (%3,9) her iki allelin de olmadig:
gbzlenerekten dizi analizine gidildi.
- SCLC grubunda %77,8 oraninda AA ve %22,2 oraminda GA genotipleri gozlendi
(Cizelge 4.18).
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Sekil 4.11. ARMS yontemi ile beirlenen DR4 geni ekzon 10 polimorfizmini gosteren %10’ luk
poliakrilamid jel goruntist (internal kontrol 427 bg; AA genctipinde sadece A allelinde 254 bg'lik bir
bant; AC genoctipinde her iki alelde 254 b¢'lik bant; 24 ve 38. vakalarda her iki allelde de amplifikasyon

yok).

Cizelge 4.18. Hasta alt gruplarimn birbirleri ve kontrol grubu ile DR4 geni, ekzon 10, A1322G

polimorfizmleri agisindan iliskisi, dagilimi ve istatistiksal Gnemi

NSCLC (51) SCLC (9 Kontrol (30)
AA 44 (%86,3) 7 (%77,8) 24 (%80)
Ekzon 10 | GA 4 (%7,8) 2 (%22,2) 3 (%10)
GG 1 (%2) - 3 (%10)
Belirlenemeyen | 2 (%3,9) - -
Toplam 51 9 30
P degeri 0,332 0,199
P degeri 0,332 1,000

Ekzon 10, A1322G polimorfizmi yoninden hasta alt gruplart birbirleri ve
kontrol grubu ile karsilastirilirsa NSCLC-Kontrol, NSCLC-SCLC ve SCLC-Kontrol
gruplar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (sirasiyla
p=0,199, p=0,332 ve p=1,000) (Cizelge 4.18).
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4.2.3. DNA Dizi Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmes

H24 ve H38in yapilan dizi analizleri sonucunda elde edilen ekzon 10 dizisi

cizelge 4.19'de verildi. Aym dizinin kismi elektroforegram goruntlisii de sekil 4.12'de

goserildi.

National Center for Biotechnology Information (NCBI)/Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) web sayfasinda gen dizilerindeki benzer ve farkli
bolgeler belirlendi. Analiz sonucunda 24 no’lu hastada %98, 38 no’lu hastada %99
uyum saptandi (Sekil 4.13). Her iki hastanin ekzon 10, 1322. nikleotidin adenin bazi
oldugu belirlendi. Bu durumda hasta grubumuzda ekzon 10’da, 1322. niikkelotidde AA
genotipli kisi sayisi 46’ ya (%90,2) yukseldi.

Cizelge 4.19. H24 ve H38'in dizi andizi sonucunda elde edilen ekzon 10 dizis

Hasta No

Ekzon 10 Dizis

H24 F

GKCTASGGGGCCTTTGACTCCTGGGACAGCTCATGAGGCAGCTGGACCTCACGAAAAA
TGAGATCGATGTGGTCAGAGCTGGTACAGCAGGCCCAGGGGATGCCTTGTATGCAAT
GCTGATGAAATGGGTCAACAAAACTGGACGGAACGCCTCGATCCACACCCTGCTGGA

TGCCTTGGAGAGGATGGAAGAGAGACATGCAAA AKAGAAGATTCAGGACCTCTTGGT
GGACTCTGGAAAGTTCATCTACTTARAAGATGGCACAGGC

GTTCGRRTCCTAKAGTCTGATCTTCTCTTTTGCTGTCTCTCTTCCTCCTCTCAAGGCATC
CAGCASGGAGTGGATCGAGGCGTTCCGKCCAGTTTTGTTGACCCATTTCATCAGCATT
GCATACAAGGMATCCCCTGGRCCTGCTGTACCASCTCTGACCACATCSATCTCATTTTT
CGKGAGGKCCASCTGCCTCATGARCTGGTCCCAAGAGTCAAAGGGAACSATGTTTGCA
AACTTGTCAAARAACAGCATCAGAG

H38 F

GCCTSSTKACCTTTGMTCTGGGACAGCTCATGAGGCAGCTGGACCTCACGAAAATGAG
ATCGATGTGGTCAGAGCTGGTACAGCAGGCCCAGGGGATGCCTTGTATGCAATGCTGA
TGAAATGGGTCAACAAAACTGGACGGAACGCCTCGATCCACACCCTGCTGGATGCCTT

GGAGAGGATGGAAGAGAGACATGCAAAAGAGAAGATTCAGGACCTCTTGGTGGACT
CTGGAAAGTTCATCTACTTAGAAGTGGCACAGGCA

GATCRRTCAGAGAGGTCCTGATCTTCTCTTTTGCATGTCTCTCTTCCATCCTCTCCAAG
GCATCCAGCAGGGTGTGGATCGAGGCGTTCCGTCCAGTTTTGTTGACCCATTTCATCA
GCATTGCATACAAGGCATCCCCTGGGCCTGCTGTACCAGCTCTGACCACATCGATCTC
ATTTTTCGTGAGGTCCAGCTGCCTCATGAGCTGGTCCCAGGAGTCAAAGGGCACGATG
TTTGCAAACTTGTCAAARAACAGCATCAGAGA

F: Forward primer, R: Reverse primer
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gorintast

Soore

Identities
Strand=Flus/Plus
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Zhict
Juery
Zhict
Juery

Shict

@)

20

437 bits

2e-119
1/239

(2271,
2367239

Expect
[958%) , Gaps

(0%}

CCTTTGACTCCTGGGACCAGCTCATGAGGCAGC TGGACCTCACGALAAATGAGATCGATG

T R R R R R R R RN N RN RN
CCTTTGACTCCTGGOGAC- AGCTCATGAGGC AGCTGGACCTCACGAARAATGAGATCGATG

TGGTCAGAGCTGGTAC AGCAGGCCCAGEGGATGCCTTGTATGCAATGC TGATGAAATGGG

O R R R R N R R R NN R
TGGTCAGAGC TGGTACAGCAGGCCCAGGGGATGCCTTGTATGCAATGC TGATGAAATGGS

TCALRCAARACTGGACGGAACGCCTCGATCCACACCCTGC TGGATGCCTTGGAGLAGGATGG

T T R R R R R RN R
TCARCARARCTGGACGGARCGCCTCGATCCACACCC TGUTGGATGCCTTGGAGAGGATEG

AAGRGAGACATGCAAGAGAGARGATTC AGGACCTCTTGGTGGACTC TGGARAGTTCATC

T R R R R R R R R R RN R
AAGAGAGACATGCAAAARAGAAGATTCAGGACCTCTTGGETGGACTC TGEALAGTTCATC

=

a9

139

129

199

139

258

248

Sekil 4.13. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) veri tabanina gore elde edilen gorintiler (a) 24
no'lu hastaya ait gérintd, (b) 38 no'lu hastaya ait gorint
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Jocore =

406 hbits (211), Expect = 3e-110
Identities

= 2207222 (99%), Gaps = 17222 (0%)

Strand=Plus/Flus

Query 37

Shict 24

Query 97

Shict 83

Query 157
Shjct 143
Query 217
Shict 203
CPO time:

(b)

CAGCTCATGAGGCAGCTGGACCTCACGALLAATGAGATCGATGTGGTCAGAGCTGSTACL 56
e e e e trrrer e e et
CAGCTCATGAGGCAGCTGGACCTCACGAALL-TGAGATCGATGTGGTCAGAGCTGSTACA B2
GUAGGCCCAGHGGATGCCTTGTATGC AATGC TGATCGALATGSCGTCALCAAAACTGGACSG 156
PP Er et ettt et et e e e e el
GUAGGCCCAGEGGATGCCTTGTATGC AL TGC TGATGALATGGGTCALCARARCTGGACGG 142
BACGCCTCGATCCACACCCTGCTGGATGCC TTGGAGAGGATGGAMGAGAGACATGCALGA 216
R R R R R R R RN .
BACGCCTCGATCCACACCCTGCTGGATGCC TTGCGAGAGGATGCAAGAGAGACATGCAARL 202
GAGAAGATTCAGGACCTCTTGGTGGACTC TGGARAGTTCATC 255
[P TEr et ettt
GAGAAGATTCAGGACCTCTTGGTGGACTC TGGAMAGTTCATC 244

0.03 user secs. 0.02 sys. secs 0.05 total secs.

Sekil 4.13. (Devam)
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5. TARTISMA

Akciger kanseri (AK), sigara tuketiminin arttig1 son yillarda ciddi olarak artis
gogteren ve genel 6lim nedenleri arasinda kalp hastaliklarindan sonraikinci sirayr alan
onemli bir hastaliktir. Kanser élimlerinin %28’ ini olusturan AK, oldukca sessiz
blylyen ve yayilan bir kanser ¢esididir.

AK gelisiminden %90’ 1n (izerinde sigara sorumludur®**44%° Ancak, sitogenetik
ve molekiler genetik calismalar AK gelisiminde birgok genetik diizensizligin meydana
geldigini gostermektedir. Bu hasarlar kromozom dizensizlikleri, baskin onkogenlerin
aktivasyonu ve timor supressor genlerin inaktivasyonu seklindedir. Ancak, kanser
olusumu sirasinda bu lezyonlarin  olusum sirasi henliz tam olarak  agiklik
kazanmamustir®®.

AK, vyasla artan bir hastalik olup daha cok 50-70°'li yaslarda kendini
gostermektedir. Hastalik blyidk oranda sigara kullanim sikliginin erkeklerde daha
yuksek olmasi nedeni ile daha cok erkekleri etkilemektedir. Son yillarda, kadinlarin da
sigara kullanimimin artmast nedeni ile kadinlardaki insidansin da arttigi rapor
edilmistir??*®, Nitekim, calisma grubumuzdaki hastalarin %50'si 51-70 yas araliginda
yer amakta olup (Cizelge 4.1), %92'sini erkekler olusturmaktadir. Bdylece bu
sonuclarin daha o6nceden elde edilen bulgular ile uyumluluk icerisinde oldugunu
sdylemek yerinde olacaktir.

Daha once belirtildigi gibi, sigara tuketimi AK gelisimini tetiklemektedir.
Ancak, her sigara igcen kiside AK gelisecegi soylenemez. Cevresel faktorlerin yan sira
genetik faktorler de kansere duyarlilikta dnemli rol oynamaktadir. AK’ne yatkinligin
ailesel bir gegisi oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Ailesinde AK olan ve sigara
icmeyenlerde riskin 2-6 kez arttig1 bildirilmistir. Bu durumda en riskli grup ailesinde
kanser, ozellikle AK hikayesi olup sigara icen kisilerdir®. Calisma grubumuzda;
hastalarimizin %35’inde ailesel kanser dykusl olmakla beraber, bunlarin da %47’ sini
ailesel AK 6ykusl olusturmaktadir. Kontrol grubumuzda; sigara tiketimi hasta grubu
ile hemen hemen aym olmakla bhirlikte (p>0.05), bu grubu olusturan kisilerde ailesel
herhangi bir kanser Gykusunin bulunmamast AK’nde genetik yatkinligin 6nemli

olabilecegini gbstermektedir.
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Calisma grubumuzu olusturan AK 0On tamst ile gelen 60 hastanin %85’ ine
NSCLC ve %15’ine SCLC tarsi konuldu. Bu dagilimin literatirlerde gosterilen %75-
85 NSCLC ve %15-25 SCLC dagilimina uygun oldugu gdzlenmektedir?®?’.

5.1. Sitogenetik

Bugiine kadar, AK Uzerine yapilan gesitli sitogenetik, molekiler sitogenetik ve
molekiler genetik calismalarinda AK’nden sorumlu olabilecek belirli bir kromozomal
dizensizlik ya da gen/genler tam olarak belirlenememistir. Bu tip hastalarda cesitli
kromozomal dizensizlikler saptanmis, ancak spesifik bir kromozomal bulgu elde
edilememistir. Bugine kadar calismalarin bircogunda; malign dokunun bulundugu
brons epitelyum ornegi, kitle 6rnegi veya doku bankalarindan saglanan AK hticre hatlar:
kullanilmistir*®#"484°  Baz; calismalarda ise lenfosit hiicre kiiltirleri kullamlmustir™*2.
Biz de calismamizda hem brons epitelyumu (malign ve normal bolgelerden) hem de
lenfosit hicrelerinden kiltirler yaparak AK’ne neden olabilecek sicak noktalar
belirlemeye calistik. Brons epitelyum kultirlerimizi  degerlendirdigimizde kimi
hastalarin hem malign hem normal brons epitelyum kilturlerinde Greme basarisizliklar:
saptanirken, kimilerinde ise ya malign ya da normal kulttrlerinde bu basarisizlik elde
edildi. Nitekim, Sozzi ve ark.* larinin yaptiklari calismada da bu tip basarisizliklar elde
edilmis olup, bunun alinan dokudaki enfeksiyonlar, alim esnasindaki kontaminasyonlar
veya nekrotik dokudan kaynaklandigi distinilmektedir.

AK’nde, karyotipin olduk¢a kompleks ve heterojen kromozom diizensizlikleri
gosterdigi  bilinmektedir®®>®. Calismamizda, incelenen farkl: timor orneklerinde
oldukc¢a kompleks ve heterojen kromozom diizensizlikleri (yapisal ve sayisal) saptandh.
Malign doku kulttrlerinde ozellikle cinsiyet kromozom andploidileri dikkat c¢ekiciydi.
Ozellikle, Y kromozom kayiplar1 3 hastada yilksek oranlarda saptamirken, bir hastada
47, XYY karyotipinin 5/11 oraninda bulunmasi dikkate deger. Cinkl, ayn hastanin
lenfosit kiltdr sonucuna bakildiginda hastamin XYY kromozom kurulusunu mozaik
formda dahi tasimachgir gozlendi. Normal brons epitelyum kilttrlerinden elde edilen
sonuglarda da cinsiyet kromozom bozukluklar: belirlendi. Ozellikle, Y kromozom
kayiplar1 bu dokularda da mevcut iken bayan bir hastada da (H39) 20/25 oraminda 45,X
kromozom kurulusu saptandi. Aym hastamin lenfosit kiltir sonucuna baktigimizda
hastamin M199 kdltirinde 3/50 oramnda bu dizensizligi tasidigi, ancak normal
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besiyerinde (RPMI-1640) tamamiyle cinsiyet kromozomlar1 agisindan normal hiicreler
icerdigi gozlendi. Yine, hasta grubunun lenfosit kiltirlerinden elde edilen sitogenetik
sonuglarina bakildiginda, iki hastamn (H3 ve H27) Y kromozomunun farkl
bolgelerinde (Ypl2 ve Ygl2) delesyonlar tasidigi belirlendi. Ayrica, 58 no’lu hastada
tek bir metafazda X kromozomunu igeren bir translokasyon mevcuttu
[t(1;X)(p36;qgter)].  Bununla  birlikte, X kromozomu  andploidileri  de
(X, XXY XXX, XXXX) rastlanan diger cinsiyet kromozom bozukluklari arasinda yer
almaktaydi. Aym hastalarin folik asitten yoksun besiyerinde (M199) elde edilen lenfosit
hicrelerinde X ve Y’yi iceren translokasyonlar [t(2;Y)(g31;p11) ve t(6;X)(p21;qter)]
saptanan diger bulgular arasinda yer almaktadir. Bu besiyerinde diger besiyerinde
oldugu gibi Y kromozom kayiplari, XXY, XYY, XXXX ve X kromozom kuruluslar: da
belirlendi. X kromozomunun farkl tipteki insan timorlerinin malignite olusumunda ve
karsinojenitede rolii oldugu ve bundan sorumlu cok fazla genin oldugu bilinmektedir®.
Ozellikle, %20-30 oraninda gozlenen X kromozomu kayiplarinin akciger, ovaryum,
tedtis, sinir sistemini de igeren genis skaladaki timdrler ile melanomlarda sitogenetik
olarak bulundugu kaydedilmistir®*>*. Ayrica meme, ovaryum, serviks ve papillar renal
hiicre karsinomlarinda, X kromozomundaki kazang ve delesyonlarin timor
progresyonunda ve metastaz olusumunda etkili oldugu da kaydedilmistir™®. Y
kromozomu delesyonlarinin da prostat kanseri, erkek meme kanseri ve pankreatik
adenokarsinomlarda rolleri oldugu bildirilmistir™. Y kromozomu kayiplarimin da
AK’'nde ve diger bazi kanser tiplerinde sk go6zlenen bir durum oldugu
bildirilmistir®™>***"*® Tim bu calismalar ve mevcut calismamizda X ve Y
kromozomlarindaki bu tir yapisal ve sayisal bozukluklarin AK ile iliskili tutulmasi,
Ozellikle bu kromozomlar1 hemizigot olarak tasiyan erkeklerde, bu kromozomlar
Uzerinde tumor olusumu ile iligkili genlerin bulunabilecegini gostermektedir.
Calismamizda; cinsiyet  kromozom  andploidileri  disinda  otozomal
kromozomlarda da artis ve azalmalar gozlendi. Ozellikle, doku kiiltiirlerinde yiiksek
oranda 18,19 ve 20. kromozomlarda artis; 8,17,18,20,21 ve 22. kromozomlarda azalislar

4 |arinin NCI-H olarak isimlendirilen AK hiicre hatlar:

tespit edildi. Grigorova ve ark.
ile yaptiklar: calismada, 7, 14, 19 ve 20. kromozomlarinda artis, 4,5,6,8,10,18,21 ve 22.
kromozomlarda azalislar  saptamuglardir.  Nitekim, bizim  bulgularimiz ile

karsilastirdigimizda ortak olan kromozomlarin artis yontunde 19 ve 20. kromozomlar,
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azalis yonunde ise 8,18,21 ve 22. kromozomlar oldugu gorulmektedir. Hastalarimizin
normal kan kdlturlerinde 4,6,8,9,10,12,13,14,17,18,19,20,21 ve 22. kromozomlarda
azalis, 58,14 ve 19. kromozomlarda artis; folik asitten yoksun besiyerinde ise
3,4,5,6,7,8,9,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21 ve 22. kromozomlarda azalis, 2,4,6,9,13,
15,17,21 ve 22. kromozomlarda ise artiglar tespit edildi. Kontrol grubunda ise
kromozom sayisindaki artis ve azaliglarin gok daha az oranlarda oldugu gozlendi. Bu tip
otozomal kromozom artis ve azalislarimin hasta grubunda daha fazla gézlenmesi, AK
gelisiminde bir veya daha fazla genin az ya da ¢ok eksprese olmasi ile agiklanabilir.
Cunkd bu kromozomlar Uizerinde sayi1siz onkogen, timor stpressor genleri, DNA tamir
mekanizmasinda gorev yapan enzim genleri, apoptozdan sorumlu cesitli genler veya
aday genler, vs. bulunmaktadir.

Calismamizda; hastalarin  gerek doku  kdltlrlerinde, gerekse lenfosit
kiltdrlerinde 1. kromozomun ise karistigi ¢esitli kromozom yeniden diizenlenmeleri
belirlendi. Ozelikle 1p36, 1023, 1p33, 1gll ve 1931 bolgelerinde delesyonlarin
saptanmasimn - yam  sira t(1;9)(g23;p12), t(1;11)(p22;025), t(1;15)(g25;qter),
t(1;17)(p36;qter), t(1;X)(p36;qter) ve t(1;3)(pl3;qter) gibi translokasyonlarin oldugu
kaydedildi. Bunun yam sira 1921 kromozomal bdlgesinin hasta grubunda kontrol
grubuna gore daha yiksek oranda eksprese oldugu kaydedildi (p=0,015). Birinci
kromozomun kisa kolunun birgok timor stipressor geni ihtiva ettigi ve solid timorlerin
%54’ inden fazlasinda 1p bdlgesinde 6zellikle 1p32-p36’ da heterozigosite kayiplarinin
(LOH) olduguna inamimaktadir™. Servikal karsinomlu hastalar ile yapilan bir
calismada hastalarin %95'inde, 1. kromozomda yapisal diizensizliklerin 6zellikle p34,
p32 ve p22 bolgelerinde delesyonlarin oldugu bildirilmistir®. Yine, néroblastomalilarin
%86'sinda 1p’de LOH kayiplarinin oldugu rapor edilmistir®™. Bununla beraber SCLC
ve NSCLC hastalarinda da 1. kromozomda kirik noktalarinin oldugu kaydedilmistir®.
Bununla beraber, Dillon ve ark.*larinin yaptiklar calismada; NSCLC hastalarinda
1p22, 1p34 ve 1942 bogelerinde frajil bolgeler tespit edilmistir. Bu bolgelerde sirasiyla
1p22'de BCL10, CDC7L1 ve D1S155E; 1p34'de MYCL1; 1g42'de TP53 ve BP2
genleri bulunmaktadir. Bu calismada; 1921 yaygin olarak meme kanserinde eksprese
olmakla beraber o bolgede bilinen herhangi bir gen bulunamarmstir*?. Ayrica, 1p36
bolgesinde TP73 timor siipressdr geni haritalanmistir®. Bu genin inaktivasyonunun
akut miyeloid l6semi ve diger malignansilerde kismen etkili oldugu bildirilmistir®.
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Yine, tumdr olusumu strecinde direk rol oynayan onkogenlerin 1g21-31 bolgesinde
yerlesik oldugu Dehan ve ark.*” tarafindan rapor edilmisti. Bu calismalar
dogrultusunda, 1. kromozomun timér olusum siirecinde 6nemli genleri ihtiva ettigi ve
Ozellikle 1921 ve 1p36 bolgelerinin AK gelisiminde kritik bolgeler olabilecegi
sOylenebilir. Ayrica, SCLC hastalarimizda 1921 ve 1931 bolgelerinin hem kontrol
grubundan hem de NSCLC hastalarindan daha fazla eksprese olmasi ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmasi, bu bélgelerin SCLC olusumunda 6nemli olabilecegini
gostermektedir.

Calismamizda; saptadigimiz ve 6nemli olabilecek bir diger kromozom da 3.
kromozomdur. Hasta grubumuzda 3. kromozomun degisik bolgelerinde delesyonlar
tespit edilirken aym zamanda frajil bolgeler ve kiriklar da saptanan diger bulgular
arasinda yer almaktadir. Delesyonlar; del(3p), del(3)(pldapter) ve del(3)(p23apter)
seklinde olup, kromozomun kisa kolunda kayiplar sz konusudur. Frajil bolgelere
baktigimizda ise yine Ozellikle 3p14 bolgesinin frajiliteye ugradigr ve kirilmalar ile
sonuclandigi gorulmektedir. Ancak, 3pl4 bolgesindeki frgjiliteler acisindan kontrol
grubu ile karsilastirma yapildiginda, kontrol grubundaki oramn daha yiksek olmasi
dikkat cekiciydi. Kontrol grubunun da sigara igen Kisilerden olusmasi ve 3pl4
bolgesinin hem yaygin gbézlenen frgjil bdlgeler grubunda olmasi hem de sigara
kullananlarda bu bolgenin tetiklenmesi sdz konusu olmasi nedeniyle bu farkin ¢ok
onemli olmadigi disunilmektedir. Nitekim, bu bolgenin saglikl1 bireylerde de yuksek
siklikta eksprese edildigi rapor edilmistir®. Sigara icen kontrol grubunda frajilitenin
hasta grubuna oranla yiksek ve diger dizensizliklerin disik cikmasi, kromozom
diizensizliklerin kanser biyo-etiyolojisinde rolinin oldugunu gostermektedir. Kontrol
grubunda sigara icimine bagli genetik yamda frajilitenin arttigi, ki bu primer
degisikliklerin hastalarda diger kromozom yapisal degisiklikleri tetikleyerek artmasini
sagladigim gostermektedir. Hasta grubunda frajilitenin azaldigi, ancak kirik, delesyon,
translokasyon ve sayisal dizensizliklerin arttigini, bu sekonder kromozom
degisikliklerin de hastaligin baglamasi ve prognozunda rol aldigi ortaya ¢ikmaktadir.
Sekonder degisiklikler arttikga hastaligin seyri agirlasmaktadir. Sonug olarak; sigara
Oonce kromozom frajilitesini arttirarak diger yapisal dizensizliklerin artmasina neden
olmaktadir. Bunun sonucunda, kromozomlarin sicak noktalar1 olarak ifade edilen

onkogen, protoonkogen ve timor stipressor genlerin bulundugu kritik lokuslarda yapisal
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duzensizlikler sonucu bu genler uyarilmak velveya baskilanmak suretiyle
kanserlesmeye neden olmaktadir.

Uciincii kromozomun kisa kolunun rastgele olmayan kayiplar: ilk kez Whang-
Peng ve ark.®® tarafindan rapor edilmistir. Bu kromozomun kisa kolunun parsiyal
kayiplarina yol acan yapisal degisikliklerin daha cok terminal ya da interstitial tipi
delesyonlar ile dengeli olmayan derivatif kromozom olusumlari, tim 3p kayiplarina ise
izokromozom olusumlarinin neden oldugu kaydedilmistir™. LOH calismalar;, SCLC
timorlerinin hemen hemen hepsinde 3p allelik kayiplarinin oldugunu gostermistir®”.
Uciincii kromozomun kisa kolundaki bu allelik kayip, SCLC’ nin patogenezinde 6nemli
olan bir veya birkag timdr stpressor genin bu kromozomal bolgede yerlesik oldugu
hipotezini desteklemektedir. Bu kromozom kolunun birkag farkli bolgesindeki kayiplar,
ornegin 3p25-26, 3p24, 3p21.3, 3pl4.2 ve 3pl2deki kayplar, yiksek dansiteli
alotiplendirme tarafindan tammmlanmis ve 3p’de birkag farkli timor stpressor genin
oldugunu gostermektedir. Uglincli kromozomun p21.3 bolgesi timor sipressor genleri
acisindan incelenmis ve birkag AK hiicre hattinda bu bdlgenin homozigot delesyonlara
ugradigi bulunmustur. Ayrica homozigot delesyonlar, 3p'nin en az diger U¢ farkh
bolgesinde de rapor edilmistir®®. Uciincti kromozomun kisa kolunun delesyona ugrayan
bolgelerinde b-retinoik asit reseptodr geni, protein-tirozin fosfataz-g geni, semaforin IV
ve A(V) genleri, von Hippel Lindau timér stipressor geni, VHL ve frajil histidin triad
(FHIT) geni gibi birkag aday gen tanimlanmustir™®. Kisa kolun 21. bandinda lokalize
olan birkag tUmoér slpressdr genin tammlanmasina ragmen, AK’'nde higbirinin
mutasyona ugradigi bildirilmemistir. Ancak, son zamanlarda yapilan arastirmalar,
3p21.3 de lokalize olan RASSF1 olarak adlandirilan diger bir genin tim SCLC hicre
hatlarinda kayip oldugu bildirilmistir®®. Yine, 3p14.2'de lokalize olan FHIT geni
Uzerinde yapilan arastirmalar, bu tip tumdrlerin gogunda FHIT alleli kayiplarinin ve
SCLC hastalarinin yaklasik %80’ inde anormal FHIT mRNA transkriptlerinin oldugu
rapor edilmistir’. NSCLC hastalarinin yaklasik %75’ inde ise 3p’ nin tiimiiniin ya da bir
kisminin kayip oldugu Baslara ve Testa™ tarafindan bildirilmistir. SCLC hastalarinda
oldugu gibi NSCLC hastalarinin %50’ sinden fazlasinda 3p allelik kayiplarinin oldugu
rapor edilmis ve bu durumun hastalik gelisiminde erken bir genetik degisim oldugu
diistinilmektedir®.  Bunun yam sra, RASSF1 ve FHIT'deki degisimler SCLC
hastalarinda oldugu gibi NSCLC hastalarinda da tanimlanmistir. NSCLC hastalarinin
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%60 1indan fazlasinda RASSF1 promotorl hipermetilasyona ugramis gorinmekte,
anormal FHIT mRNA’lari ise NSCLC hastalarimin %40 inda rapor edilmistir”.
Calismamizda her ne kadar, bu genlere bakilmamis olsa da en azindan bu kromozomal
bdlgelerde yapisal kromozom bozukluklar: ile frajil bolgelerin saptanmasi, bu hastaligin
gelisiminde bu bolgelerdeki genlerin rol oynadiklarim gostermektedir.

Dokuzuncu kromozom da ¢alismamizda siklikla diizensizliklerin tespit edildigi
bir baska kromozomdur. Bu yapisal kromozom bozukluklar1 delesyon, translokasyon,
inversiyon ve izokromozom seklinde gozlendi. Bunlar; del(9p), del(9q),
del(9)(gllaqter), del(9)(g22aqter), del(9)(g32aqter), t(8;9)(g22;p24), t(9;11)(?7?),
inv(9)(p11;q13) ve i(9q) olarak kaydedildi. Aynmi zamanda, 5 hastada da 9gh+
heteromorfizmine rastlandi. Bunun yam sira hasta grubumuzda, 9913 bdlgesinde
yuksek oranda frajilitelere rastlandi. Literatirde bugine kadar yapilan calismalara
bakildiginda malignansi durumlarinda 9p ve 9q delesyonlarimin sk goézlendigi
gorilmektedir™#""% - Dokuzuncu kromozom p kolu delesyonlarinin melanoma,
glioma, 16semi ve NSCL C vakalarinda sik rastlanan bir durum oldugu rapor edilmistir’™.
Simoneau ve ark.’® lar1, mesane kanserli hastalarda 9p21, 9933, 9934, 9922.3 ve 9g31
kromozom bolgelerinde timor stpressor genlerinin bulunabilecegini belirtmiglerdir.
Lukeis ve ark.” larinin NSCLC hastalar: ile yaptiklar: sitogenetik calismada ise 9p’ nin
%90 sikligiyla delesyona ugradig: ve 9q13-9p22 bolgeleri arasinda kirilmalarin mevcut
oldugu kaydedilmistir. Yine, 6zofagus skuamdz hiicre karsinomlu hastalarda 9p23-p22,
9913-022.3 ve 9934 bolgelerinin sk delesyona ugradigi rapor  edilmistir™.
Adenokarsinomlu hastalarda 9. kromozomun uzun kolunun birden fazla tumor
siipressdr gen ihtiva ettigi ileri siriilmiistir™. Bu calismalar ve calismamizin sonuclart
dogrultusunda 9. kromozomun kanserlesmede 6nemli bir roll oldugunu sdyleyebiliriz.

Calismamizda, yapisal kromozom dizensizlikler ile frajil bolgelerin sk
saptandig1 diger bir kromozom da 7. kromozomdur. Hasta grubunda 6zelikle kisa ve
uzun kolda gbzlenen delesyonlar dikkat cekiciydi [del(7)(pldapter), del(7)(pllapter),
del(7)(g32aqter), de(7)(gllaqter)]. Bununla birlikte, 7. kromozoma ait iki tip
inversiyon [inv(7)(p11;g34) ve inv(7)(p12;g32)] ve translokasyon [t(7;15)(pter;q22)]
saptandi. Bunlarin yam sira, hasta grubunda saptanan frajil bolgelere bakildiginda 7¢22
bolgesinin 4. sirada eksprese oldugu kaydedildi. Literatirlere gore bu bélge dnemli bir
kanser kirilma bdlgesidir. Bu bolgede meydana gelen kirilmalarin uterin leiomyoma,



endometriyal polipler, AK, gastrik ve 6zofagus adenokarsinomlart ve hematolojik
malignansilerde &nemli rol oynadigi bildirilmistir®. Ayrica bu bdlgede PMS2L
mismatch tamir geni ile ASNS hiicre déngtisii kontrol enzim geni de bulunmaktadir”.
Bununla birlikte, Balachandar ve ark.”, benign prostat hiperplazisi ve prostat kanserli
hastalarin 7. kromozomlarinda delesyon, translokasyon ve inversiyonlarin oldugunu ve
bu kromozomun uzun kolundaki delesyonlarin bu kanser tipinde tammlanms ilk
kromozom hasar1 oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda da 7.kromozomun bu denli
yeniden dizenlenmesi ve eksprese olmasi, bu kromozomda AK’'nde rol oynayan
gen/genlerin olabilecegi dustindurmektedir.

Hasta grubumuzda 6nemli olabilecek diger Gic kromozom 10, 11 ve 12'dir. Diger
kromozomlara gore daha yuksek oranda dizensizlik gbsteren bu kromozomlardaki
onemli noktalar 10p, 100922, 10g24, 11p12-13, 11921, 11923, 12913, 12915 ve 12924

olarak belirlendi. Barkan ve ark.”

larinin Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi
ile erken evredeki NSCLC hastalarinda yaptiklari calismada, hastalarin %79 unda
10922 bolgesinde delesyonlar tespit etmislerdir. Bununla beraber, adenokarsinomlu
hastalar ile yapilan CGH calismalarinda; 10g kromozom bdlgesinin bu grup hastalarda
delesyona ugradig: bildirilmistir®. Yine SCLC hastalarinda 10q24-26 bélgesinin kayip
gogerdigi ve bu bolgede SCLC’nin patogenezinde roli oldugu distntlen bir timaor
siipressdr  geninin  oldugu  bildirilmistir®. Bu kromozomun ¢23.3 bolgesinde
PTEN/MMACLI geninin lokalize oldugu ve prostat, meme ve bobrek karsinomlar: gibi
insan kanserlerinde bu genin delesyona ya da mutasyona ugradigi gorulmistar.
PTEN’deki anormallikler SCLC hticre hatlarinin %20’ sinde rapor edilmistir, ancak
NSCLC hastalarinda bu gende herhangi bir inaktivasyon saptanmamustir®. On birinci
kromozomun da AK’ nde rolii oldugu diistiniilmektedir. Bepler ve Koehler®, sitogenetik
ve molekiler genetik olarak inceledikleri 26 AK hicre hattinda 11p delesyonlarinin
oldugunu saptamuslardir. Arastirmacilar, 11p'de birkag tUmOr sSlpressdr genin
bulundugunu ve bu genlerin timor gelisimi ve ilerleyisinin farkli basamaklarinda

inaktive oldugunu distinmektedirler. Johannsson ve ark.®”

larina gore 11. kromozom,
Ozellikle 11p11 ve 11p15 bolgeleri, AK’ nde yapisal yeniden diizenlenmelerinin siklikla
oldugu kromozomlardan birisidir. Bununla birlikte, NSCLC hastalarinda 11p11-p13 ve
11013-024 bdlgelerinde tekrarlayan kiriklarin oldugu da gosterilmistir®®. Ayrica, 11923

bdlgesinde PPP2R1B olarak adlandirilan bir genin, akciger ve kolon kanserlerinde
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tammlanmis aday bir timér siipressor gen olabilecegi de bildirilmistir®*. On ikinci
kromozom, Ozellikle 12913, 12q15 ve 12924 bolgeleri ¢calisma grubumuzda dnemlilik
teskil eden kromozom bélgeleridir. Grigorova ve ark.”®’larimin NSCLC grubu hastalar
ile yaptiklar1 calismada; her hticre hattinda en az 6 yapisal anormallik rapor edilmistir.
Bu anormalliklerin icerisinde 12. kromozomun oldukca yiksek siklikta yeniden
diizenlenmelerde ise karistigi gozlenmistir. Sozzi ve ark.*® da 12. kromozomun AK
hastalarinda siklikla yapisal dizensizliklere ugradigim bildirmiglerdir. Boylece,
calismamizda 10, 11 ve 12. kromozomlardaki bu yapisal yeniden dizenlenmeler AK’ ne
neden olabilecek gen/genlerin bu kromozomlardaki sicak noktalarda yerlesik
olabilecegini gbstermektedir.

5.2. Molekiler Genetik

Bilindigi gibi kanser hiicrelerinde, apoptoz olarak isimlendirilen hiicre lumu
gerceklesemedigi icin normalden daha hizli ve kontrolsiiz olarak Ureme sz konusudur.
Apoptoz, mitokondriyal yol ve hicre 6lium reseptorleri yolu olmak Uzere 2 sekilde
gerceklesir. Bu her iki yolun cesitli basamaklarinda gorev yapan bilesenlerin gérevini
yapamamasi sonucunda hiicre apoptoza gidemez, hiicre 6lumi gerceklesemez ve
neticede kanser olusur. Calismamizda sitogenetik calismalar disinda, apoptozda ilk
basamak olan 6lim sinyalinin aktarildigi ve apoptozun baslamasint saglayan hicre
Olum reseptori-4 (DR4)’ Un yapisindaki herhangi bir bozuklugu saptamak amact ile bu
reseptorun olusumunu saglayan gendeki 4 ekzonun polimorfizmler agisindan taranmasi
yapildi.

DR4 genindeki polimorfizmlerin belirlenmesinden 6nce hasta ve kontrol
gruplarimin kan ve serum DNA konsantrasyonlar: karsilastirildi.  Olgiimlerimiz
spektrofotometre ile yapildigindan dolay:r herhangi bir anlamli sonug elde edilemedi.
Sozzi ve ark.®, AK’nde erken taniy1 saglayacak olan serum DNA'’sinin yararli bir
marker olabilecegini  bildirmislerdir. Ancak, bu arastirmacilar serum DNA
konsantrasyonunu saptamak amaci ile real-time kantitatif PCR yontemi kullanmiglar ve
AK vakalarinda bu konsantrasyonun arttigim1 saptamislardir. Benzer sekilde, Gal ve
ark.®® da real-time kantitatif PCR yontemi ile meme kanserli hastalarda kontrollere

oranla daha ytiksek oranda serum DNA tespit etmislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda
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sonuclarimizin gercekten anlamli mi yoksa anlamsiz mi oldugunu sdylemek mimkin
olmayacaktir.

DR4 geni 8p22-21 bdlgesinde yerlesik olup, gen proteini hiicre ylzeyinde olan
ve apoptozda gorev yapan bir transmembran hiicre proteinidir. Bazi kanserlerde bu
bolgede heterozigosite kayiplarimin (LOH) oldugu rapor edilmistir® . Arastirmacilar,
bu bdlgede kanserlerin patogenezinde rol oynayan bir veya daha fazla sayida tumaor
slpressor genin varliginmn olabilecegini ileri sirmektedirler.

Ovaryum kanser hicrelerinin TRAIL ile uyarilan apoptoza duyarl: oldugu
gogerilmistir. Ovaryum kanserlerinde kemoterapdtik ilaglarin, TRAIL ile uyarilan ve
hiicre  6luminin  gerceklesmesini  saglayan  apoptozisin  etkisini  arttirdig:
bildirilmistir®®®. TRAIL, 6lum reseptorleri DR4 ve DR5'e baglanarak apoptotik
kaskadin kaspaz 8 ve FADD aracilig ile aktivasyonunu saglar ve DISC (6lUmt uyaran
sinyal kompleksi) kompleksinin olusumu ile apoptozisi uyarmaktadr.

DR4 geninin 5 ucundaki missens mutasyonlar TRAIL’in ligand-reseptor
etkilesimini engellerken, 3' terminal mutasyonlar DISC olusumuna etki etmektedir®.
DR4 geninin ektodomainindeki G422A ve C626G mutasyonlari, farkli orijinli
tumorlerde (SCLC, NSCLC, HNSCC, gastrik adenokarsinom gibi) yuksek siklikta
bulunmustur®®. Bu degisimlerin germ line orijinli oldugu ve timérogenezisi cevre
etmenler ile birlikte (6rnegin sigara kullamm) tetikledigi sdylenmektedir®. A1322G
mutasyonunun ise bozuk TRAIL sinyalizasyonuna neden oldugu ve bdylece kanser
hiicre hatlarinda TRAIL direngliliginin oldugu bildirilmistir™.

Calismamizda DR4 geni G422A ve C626G polimorfizmleri hasta ve kontrol
grubumuzun yaklasik %70-80'inde gbzlendi ve anlamli bir farklhilik saptanmad:
(p>0,05). Hasta gruplarinda sonuclar degerlendirildiginde SCLC hastalarinda G422A
polimorfizmi agisindan hic AA genotipine rastlanmamas: dikkat cekiciydi. Gerek
G422A, gerekse C626G polimorfizmleri agisindan hasta alt gruplari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda herhangi bir anlamlilik saptanmadi. Meme kanseri olgularinda,
C626G polimorfizmi agisindan hasta ile kontrol grubu arasinda istatistiksel bir farkin
olmadig: bildirilmistir®. Yine, ovaryum kanserli vakalarda hem G422A hem de C626G
polimorfizmleri agisindan kontrol grubundan farkli bir sonug¢ elde edilmedigi de
bildirilmistir®. Fisher ve ark.**, akciger ve bas ile boyun kanserlerinde DR4 geni
G422A ve C626G polimorfizmlerini incelemis ve kontrol gruplar: agisindan anlamli
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sonuglar elde etmislerdir. Ozellikle, homozigot olan varyantlar kontrol grubuna gore
anlamli olarak yuksek bulunmustur. Kolorektal kanserli hastalarda da C626G ile iligki
bulunmus olup, heterozigot bireylerde hastalik riskinin azaldig: tespit edilmistir®.
Mevcut calismada, A683C ve A1322G polimorfizmlerine bakacak olursak, A683C
acisindan hasta grubumuzda CC genotipine hi¢ rastlanmamisken, kontrol grubumuzda 2
bireyde gozlendi. A1322G polimorfizminde ise GG genotipi yine kontrol grubunda
hasta grubuna nispeten daha yiksek oranda saptand: (%10). Meme kanserinin A683C
polimorfizmi ile iliskili olmadig: gosterilmis®, ancak kolorektal kanserli hastalarla bu
polimorfizm arasinda iliski saptanmistir®®, A1322G polimorfizmi ise ovaryum
kanserli olgularla yapilan bir calismada kontrol grubu ile farkli bulunmamustir®®.

Dechant ve ark.*?

larinin osteosarkom hastalarinda yaptiklar: ¢alismada da GG genotipi
bizim ¢alismamizda oldugu gibi kontrol grubunda yiksek oranda bulunmustur. Nitekim,
bu durumda bizim populasyonda GG genotipinin normal TRAIL sinyalizasyonu
olusturdugu ve TRAIL direncliligi olusturmadig: sdylenebilir.

Sonu¢ olarak bu baz degisimleri, reseptdr proteinlerinde konformasyonel
degisiklikler olusturarak reseptorin fonksiyonunu yerine getirmeyi engelleyerek ligand-
reseptor etkilesimini bozmaktadir. Boylece TRAIL ligandimin reseptore baglanma
kapasitesini etkileyerek apoptotik sinyalin etkisini azaltmakta ve hicre 6lUminin
gerceklesmesini engelleyerek kanserlesmenin olusmasi saglanmaktadir. Ancak kontrol
grubunda da benzer sonuglarin elde edilmesi, bu gendeki tek baz degisimlerinin tek
basina degil, baska bozukluklar ile de iliskili oldugunu diistindirmektedir.

Calismamizda saptadigimiz sitogenetik bulgular; AK’nde ©nemli olabilecek
kromozom ve gen lokuslarimn saptanmasina yardimecr olabilir. Ozellikle SCLC
hastalarinda, NSCLC ve kontrol gruplarindan farkli olarak 1921 ve 1931 bolgelerinin
yuksek diizeyde eksprese olmasi, bu bolgelerde bu hastalik agisindan énemli genlerin
olabilecegini gostermektedir. DR4 gen polimorfizmlerinin her ne kadar kontrollerle
uyumlu olmasina ragmen bu reseptorin apoptotik sinyal iletiminde etkili oldugu
bilinmektedir. Sekizinci kromozomun p21-22 bandinda yerlesik olan bu genin
bulundugu lokusta herhangi bir kromozomal diizeyde anomaliye rastlanmamasi, 0
gende bir bozuklugun olmayacagi anlamina gelmemektedir. Cunki, bu gendeki
bozukluklar nikleotid dizeyinde gerceklesmekte ve mikroskobik olarak kromozom

diizeyinde saptanamamaktadir. Bu nedenle bu gendeki tim ekzonlarin taranmasi ve
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daha fazla sayida hasta ve kontroltin ¢alisiimas: daha anlamli bir sonug verecektir. Bu
durumda, hastalarin kemoterapide TRAIL e direnglilik olusturup olusturmadigi veya
tedavide etkin bir ilag olup olmayacag: belirlenebilir. Buna bagli olarak, TRAIL

turevlerinin dretilmesi igin farmakoloji sektoriine yardimct olunabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

C.U. Tip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklar1 Polikliniginde AK 6n tamst konmus
hastalar ile yapmis oldugumuz sitogenetik ve molekiler genetik caligmalarinda su
sonuclar elde edilmistir:

Akciger brons epitelyumu ile yapilan sitogenetik calismada, kitlenin bulundugu

malign bolge ile normal seyreden bdlgede saptanan kromozom anormalliklerin

birbirinden pek farkli olmadigi, her iki bolgede de yapisal ve sayisal
kromozomal anormalliklerin oldugu ve bunlarin ayirt edici bir kriter olmadig:
belirlendi.

Cinsiyet kromozomlarindaki sayisal dizensizliklerin, erkek hastalarda 6zellikle

Y kromozom kayiplarinin, AK’ nde sik rastlanan durumlar oldugu goruldd.

Yine, otozomal kromozomlardaki sayisal artis ve azalislarin AK’'nde sik

rastlandig: belirlendi.

Y apisal kromozom diizensizlikleri arasinda; 1p36, 1923, 1p33, 1911, 1931, 3p,

7p, 7922, 9p, 9q, 10p, 10922, 10924, 11p12-13, 11921, 11923, 12q13, 12q15,

12g24 ve Xq26 bdlgelerinin AK’nde en sik rastlanan sicak noktalar oldugu ve

AK’nden sorumlu genler ihtiva ettigi ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica SCLC

hastalarinda 1921 ve 1g31 bélgeleri oldukga dnemli bulundu. Bu nedenle, kritik

bolgelerdeki genlerin belirlenmesi icin ve olusan mutasyon ile flizyon genlerin
molekiler genetik calismalarla arastirilmas: gerekmektedir.

Calismamizda hiicre 6lUm reseptort 4 (DR4) genindeki polimorfik bolgelerin

(G422A, C626G, A6B83C, Al1l322G) AK’li hastadar ile kontrol gruplarinda

benzer oldugu, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, ancak ekzon

5’in A683C bolgesinde CC genotipinin ve ekzon 10'un A1322G bdlgesinde GG
genotipinin 6nemli olabilecegi, normal TRAIL sinyalizasyonu olusturarak

TRAIL direngliligi olusturmadigi ve AK tedavisinde kemoterapdtik ilaglarla

birlikte TRAIL in tedavideki etkisini arttirdig: sdylenebilir. Ancak, bu hipotezin

dogru oldugunun sbylenebilmesi icin daha fazla sayida hasta ve kontroliin
calisiimasi ve hiicre 61Um reseptori-4 genindeki tim ekzonlarin dizi analizi ile
taranmasini 6nermekteyiz.
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EKLER

EK-1. Sitogenetik Calismalarda Kullanilan Besiyerleri

-Yikama Besiyeri

F-10 Ham's 100 ml
Penicilin/Streptomycin 1ml
Gentamycin 0,3 ml
Amfoterisin B (1:20) 1,5ml
Fetal Calf Serum 5ml
Heparin 1ml

-Bio-AMF Besiyeri

Bio-AMF Besiyeri 100 ml
Supplement 20 mi
Gentamycin 1ml

-Normal Kan Kiltir Besiyeri (RPMI 1640, cat no. 0883)

RPMI-1640 R0883 100 ml
Fetal calf serum 25ml
Phytohemmaglutinin 1,5ml
Penicillin/ Streptomycin 1,0ml
L-Glutamin 1,5ml

-M199 Kultir besiyeri

M199 (Folik asitten yoksun) 100 ml
Fetal calf serum 5ml
Phytohemmaglutinin 1,5ml
Penicillin/ Streptomycin 1,0ml
L-Glutamin 1,5ml
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EK-2. Sitogenetik Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

a)Tripsin-EDTA (Biological Industries)
b) Kolsisin ( Seromed Cat. No. L 6210) 10 m / ml
c)Hipotonik soltisyonu ( 0,075 M KCl)
5,592 g KCl tartilip 1000 ml" ye distile su ile tamamlandi.
d) Fiksatif soltisyonu
3 birim metanol ile 1 birim glasiyel asetik asit karistirilarak her uygulama 6ncesi
taze olarak hazirland.
e) Tripsin soltisyonu ( Stok soltisyon, 30 mg/ ml)
3 g tripsin, 100 ml % 0.9' luk NaCl icerisinde ¢ozdldi. 1,5 ml’ lik kisimlara
ayrilarak -20 °C’ de saklandh.
f) % 0.9' luk NaCl ( Sodyum klorid)
g) Fosfat tamponu
Iki ayr1 soltisyon halinde hazirlandh ve esit oranda karistirilch.
Soltisyon 1. 9,073 g KH,PO4 tartilip 1000 ml bidistile suda ¢ozild.
Soltisyon 2. 11,87 g NapHPO, 2H,0 1000 ml bidistile suda ¢ozulda.
h) Giemsa boya soltisyonu
Fosfat tamponu igerisinde % 7-10 olacak sekilde hazirland:.
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EK-3. Molekiuler Calismalarda Kullamlan Cozeltiler
a)1 M MgCl,.6H,0

10.16 g MgCl,.6H,0, 40 ml bidistile su icerisinde ¢ozuldi ve daha sonra volim
50 ml’ye bidistile su ile tamamlandi. Otoklavda steril edilerek oda isisinda sakland.

b) 1M TrisHCI, pH 7.5

12.11 g Trisbase 80 ml bidistile su icerisinde ¢ozuldi. pH, HCl ile 7.5e
ayarlandiktan sonra voliim 100 ml’ ye tamamlandi. Otoklavda steril edildikten sonra oda
1sisinda saklandi.

c) 5 X Red Cdll LysisBuffer (Eritrosit Lizis Tamponu)

54.8 g siikroz (final konsantrasyon 1.6 M)

6 ml 1 M TrisHCI, pH:7.5 (final konsantrasyon 60 mM)

2.5 ml 1 M MgCl,.6H,0 (final konsantrasyon 25 mM)

5 ml Triton X-100 (final konsantrasyon %5 v/v)

Sukroz 50 ml bidistile su icerisinde ¢ozuldikten sonra Triton X-100, MgCl, ve
Tris-HCI ilave edildi. Volim bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanarak buzdolabinda
sakland.

d) Fizyolojik Tampon

0.438 g NaCl

0.93gEDTA

Deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanir ve pH 7.5 e ayarlanr.
€) TE-9 (pH:9)

500 mM Tris baz

20 mM EDTA pH:9.0

10 mM NaCl

Hazirlanacak hacim i¢in kullanilacak olan Tris baz, EDTA ve NaCl
hesaplanarak tartilir ve Uzeri saf su ile tamamlamr, otoklavlamir ve kontamine
edilmeden kullanilir.

f) SDS Soltisyonu (%10’ [uk)

10 ml icin 1 gr SDS tartilir ve bir siseye aktarildiktan sonra tizerine 10 ml steril
saf su ilave edilir. lyice vorteksenerek cozilmesi saglanir. Kullamncaya kadar
buzdolabinda veya oda 1sisinda bekletilebilir.
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g) Proteinaz K (10 mg/ml)

10 mg proteinaz K, 1000 pl steril saf su ile sulandirilir ve steril ependorf tiplere
paylastirilarak -20 °C’ de saklanir.
h) 6 M NaCl

35.06 g NaCl 80 ml bidistile su icerisinde ¢ozildi. Volum bidistile su ile 100
ml’ ye tamalandiktan sonra otoklavda steril edildi ve oda isisinda sakland.

i) %70 Etil alkol

70.35 ml %99.5'lik etil alkolden alinir ve 100 ml’ye saf su ile tamamlanir.
J) LiziisTamponu (pH:8.0)

0.209 g Tris-HCI, 0.249 g EDTA, 0.67 g SDStartild1 ve son hacmi 100 ml
olacak sekilde saf su ilave edildi. pH 8.0’ a ayarland.

k) 0.5M EDTA (Etilen daimin tetraasetik asit), pH 8.0

18.65 g disodyum EDTA, 80 ml bidistile su icinde ¢ozuldu. Igerisine 2 g NaOH
tableti atilarak eritildi. pH 8.0’e ayarland: ( 2 g NaOH pH’y1 8.0 yapmaya yeterlidir).
Volum bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavda steril edilerek oda isisinda
sakland.

[) 10XTBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Cozeltis
108 g Tris-base (0.9 M)

55 g Borik asit (0.9 M)

40 ml 0.5M EDTA, pH 8.0 (20 mM)

Tris-base ve borik asit 700 ml bidistile su icerisinde ¢ozildi. EDTA eklendikten
sonra volum bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Oda 1sisinda plastik bir sise
icerisinde muhafaza edildi.

m) 1XTBE (galisma ¢ozeltis)

100 ml 10XTBE'ye 900 ml bidistile su eklendi. Elektroforez tankina konularak
kullanld.

n) Krezol Kirmizia (cresol red)

10 mg krezol kirmizisi 1 ml bidistile su igerisinde ¢ozuldu ve buzdolabinda
sakland.

101



0) Krezol kirmmzis calisma ¢ozeltis (elektroforez yukleme boyasi)

400 pl bidistile su, 0.5 ml gliserol ve 10 mg/ml’lik krezol kirmizisindan 100 pl
bir ependorf tip icerisine konuldu. lyice vortekslenerek homojen hale getirildi ve
buzdolabinda +4’ de sakland:.

0) Etidiyum bromid ¢ozeltis (10 mg/ml)

0.1 g etidiyum bromid 10 ml bidistile su igerisinde ¢ozuldu. Isik almayan bir

cam sise icerisinde buzdolabinda muhafaza edildi.
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EK-4. Hasta (60) ve kontrol (30) gruplarina ait serum ve kan DNA’larinin

konsantrasyonu ve safl1g1

Serum Kan
Konsantrasyon Konsantrasyon

Kisi No | (ug/ul) Saflik (ng/pl) Saflik

H1 0.19 1.4815 | 0.095 1.8571
H2 0.25 1.4444 | 4.055 4.5659
H3 0.12 1.7857 | 0.070 1.8125
H4 0.14 1.6667 | 0.225 3.2414
H5 0.13 1.2727 | 0.100 1.7917
H6 0.11 1.7143 | 0.110 1.6429
H7 0.16 1.1786 | 0.145 1.7143
H8 0.08 1.6364 | 0.315 1.8714
H9 0.14 1.7698 | 0.090 1.9000
H10 0.01 1.0000 | 0.110 1.8077
H11 0.14 1.1538 | 0.110 2.0435
H12 0.23 1.4545 | 0.405 1.8242
H13 0.13 1.1250 | 0.015 2.6298
H14 0.10 1.2353 | 0.100 2.1000
H15 0.08 1.3077 | 0.305 1.9091
H16 0.01 1.3452 | 0.205 1.9111
H17 0.26 1.2000 | 0.920 1.8301
H18 0.19 1.1111 | 0.185 1.9000
H19 0.57 1.2447 | 0.185 1.9000
H20 0.49 1.2625 | 0.885 1.7707
H21 0.66 1.2952 | 0.205 19111
H22 0.35 1.3585 |0.310 1.8955
H23 0.23 1.3611 | 0.750 1.7701
H24 0.35 14118 | 0.105 2.0000
H25 0.28 1.3409 | 0.430 1.8936
H26 1.23 1.3057 | 0.510 1.8174
H27 1.52 1.3207 | 0.115 2.0000
H28 0.21 1.3636 | 0.055 2.3000
H29 0.33 1.3019 | 0.020 5.0000
H30 0.53 1.2386 | 0.025 3.0000
H31 0.12 1.6667 | 0.055 2.4000
H32 0.21 15172 | 0.175 1.8947
H33 0.48 1.2987 | 0.105 2.2000
H34 0.07 1.8750 | 0.150 2.0667
H35 0.29 1.4524 | 0.020 5.0000
H36 0.55 1.3294 | 0.050 2.4444
H37 0.35 1.3518 | 0.020 3.3333
H38 0.35 1.2000 | 0.080 2.0625
H39 0.39 1.3729 | 0.040 2.1250
H40 0.19 1.6250 | 0.030 2.8000
H41 0.36 1.1719 | 0.055 2.4000
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EK -4. (Devami)

Serum Kan
Konsantrasyon Konsantrasyon

Kisi No | (ug/ul) Saflik (ng/ph Saflik

H42 0.35 1.3333 | 0.295 1.8769
H43 0.06 1.5555 |0.110 1.9583
H44 0.22 1.0454 | 0.160 2.0303
H45 0.22 1.1190 | 0.565 1.8640
H46 0.34 1.1452 | 0.405 1.8764
H47 0.34 1.1475 | 0.310 1.8676
H48 0.37 1.1343 | 0.075 2.0000
H49 0.43 1.0843 | 0.095 1.8571
H50 0.58 1.1009 | 0.020 1.8000
H51 0.31 1.0159 | 0.125 1.7333
H52 0.43 1.1688 | 0.050 2.2000
H53 0.37 1.2063 | 0.030 2.3333
H54 0.31 1.2075 | 0.035 2.0000
H55 0.14 1.2500 | 0.090 1.9474
H56 0.24 1.3158 | 0.040 1.8000
H57 0.21 1.3333 | 0.100 2.0500
H58 0.55 1.1752 | 0.065 2.5454
H59 0.69 1.0672 | 0.095 2.4375
H60 0.03 3.5000 |0.125 2.3043
K1 0.24 1.3513 | 0.055 4.0000
K2 0.24 1.3158 | 0.275 2.0179
K3 0.23 1.2973 | 0.150 2.2500
K4 0.24 1.3784 | 0.205 2.1795
K5 0.17 1.2069 | 0.560 1.9412
K6 0.17 1.5000 | 0.175 2.2500
K7 0.29 1.2500 | 0.290 2.0339
K8 0.35 1.3273 | 0.595 1.9365
K9 0.21 1.3333 | 0.150 2.3333
K10 0.31 1.3265 | 0.275 2.0357
K11 0.36 1.2097 | 0.275 2.0545
K12 0.39 1.2903 | 0.145 2.4361
K13 0.31 1.1852 | 0.250 2.0600
K14 0.41 1.2686 | 0.230 2.0652
K15 0.18 1.1515 | 0.045 5.0000
K16 0.25 1.3590 | 0.080 3.0000
K17 0.19 1.4444 | 0.150 2.0667
K18 0.24 1.3513 | 0.065 3.1111
K19 0.58 1.2935 | 0.120 2.3810
K20 0.28 1.4390 | 0.045 3.8000
K21 0.25 1.2683 | 0.115 2.4000
K22 0.32 1.3958 | 0.115 2.3333
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EK -4. (Devami)

Serum Kan
Konsantrasyon Konsantrasyon
Kisi No | (ug/ul) Saflik (ng/ph Saflik
K23 0.28 1.2340 | 0.175 2.2813
K24 0.21 1.3750 | 0.120 2.4286
K25 0.36 1.1364 | 0.200 2.2778
K26 0.17 1.3846 | 0.125 2.5238
K27 0.05 1.7143 | 0.005 3.5000
K28 0.47 1.1011 | 0.005 3.4286
K29 0.19 1.2188 | 0.075 3.2000
K30 0.46 1.2800 | 0.210 2.1463
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EK-5. Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

a) %40 hk akrilamid:
30.18 gr akrilamid
1. gr N,N’-metilen bisakrilamid
100 ml %40’ lik poliakrilamid solisyonu hazirlamak icin yukarida verilen
miktarlarda akrilamid ve N,N’-metilen bisakrilamid tartildi ve toplam hacimden
biraz az mktarda saf su ilave edildi. 1 saat kadar 37 °C'de bekletilerek
maddelerin ¢oziinmesi saglandiktan sonra 100 ml’ ye saf su ile tamamlandh.

b) %25 lik Amonyum Per Silfat (APS)
2.5 g APS tartilarak steril bir tup igerisinde 10 ml’ye saf su ile tamamland.
Karisim vortekslendi ve tamamiyle ¢ozulmesi icin 37 °C'de bir sireligine
bekletildi. Karisimin oldugundan emin olduktan sonra ependorf tiplere
dagitilarak -20 °C’ de sakland:.

c) 10XTBE (EK-3)

d) TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilen-diamin) (Sigma T-8133)
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