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OZET

Akciger kanseri diinyadaki kansere bagli dliimlerin en sik nedeni olup, yilda bir
milyondan fazla kisi de 6liime yol agmaktadir. Solit tiimdrler 2-3 mm’ boyuttan sonra gerekli
oksijen ve besin ihtiyacini diffiizyon ile karsilayamaz ve anjiogeneze ihtiya¢c duyarlar.
Tiimorlerde ¢ok sayida anjiyogenik faktor yani sira anti-anjiyogenik faktor de salinmaktadir.
Timor anjiyogenezinde kritik rolii olan en 6nemli anjiyogenik sitokin VEGF proteinidir.
Anjiopoietin-1, reseptorii TIE-2’ye baglanir ve endotel hiicreleri ile c¢evresindeki
ekstraselliiller matriks arasindaki etkilesimi tesvik ederek damarlar1 stabilize eder.
Anjiopoietin-2 ise yarismali olarak TIE-2’ye baglanir ve anjipoietin-1’in stabilize edici
etkisini antagonize ederek damarlarda destabilizasyona yol agar, ancak bazi caligmalarda

Ang-2’ nin etkilerinin doz-bagimli ve degisken olabildigi belirtilmistir.

Bu ¢alismanin amaci akciger kanser hastalarinin serumlarinda ve tiimorli-normal
eslenik dokularinda bazi anjiogenik ve antianjiogenik faktorlerin kantitatif olarak
belirlenmesi; bu faktorlerin doku ve serum diizeyleri arasindaki iligkilerin incelenmesi ve

klinikopatolojik parametreler ile karsilagtirilmasidir.

Calisma grubunu 34 akciger kanser hastast ve 32 saglkli gonilli olusturdu.
Hastalardan operasyon oncesinde vendz kan, operasyon sirasinda tiimor ve eslenik normal
akciger dokusu alindi. Kontrol grubu ve hastalarin serumlarinda ayrica hastalarin doku

supernatanlarinda VEGF, anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 diizeyleri ELISA ile 6l¢iildii.

Serum anjiopoietin-2 diizeyleri hasta serumlarinda kontol grubuna gore anlamli
yiiksek bulurken (p<0,001) serum VEGF ve anjiopoietin-1 diizeyleri agisindan hasta ve
kontrol grubu arasinda fark bulunmadi. VEGF diizeyi tiimdr dokusunda, anjipoietin-1 ve
anjiopoietin-2 diizeyleri ise normal dokuda anlamli yiiksek bulundu (p <0,001 ). Hastalarin
cinsiyet, yas, timor differansiyasyonu, histolojik tip, T (tlimor), N (lenf nodu), timor
invazyonunu (perinoral, arterial, vendz ve lenfatik) iceren klinikopatolojik Olciitlere gore
olusturulan alt gruplarmm serum ve doku VEGF, anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 degerleri
acisindan yapilan karsilastirmalarinda: Serum VEGF diizeyi T3-T4 hasta grubunda T1-T2
hasta grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (p=0,042); bunun disinda serum VEGEF,
angiopoietin-1, angiopoietin-2’nin diger klinikopatolojik parametrelerle anlamli iliskisi

saptanamadi. Timor dokusu anjiopoietin-1 diizeyi, orta- az differansiye tlimorlerde iyi



differansiye tlimorlere gore ve 65 yas Ustli grupta, 65 yas alt1 gruba gore anlamli yiiksek
bulundu (sirastyla p= 0,044; p= 0,038). Serum ve doku VEGF, anjiopoietin-1, anjiopoietin-2
diizeyleri arasindaki korelasyona bakildiginda akciger kanserli hastalarin serumlarinda VEGF
ve anjiopoietin-1 diizeyleri arasinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon bulundu (r= 0,446
p=0,000). Normal eslenik doku ile serum parametreleri arasindaki iligski degerlendirildiginde,
normal doku anjiopoietin-2 ile serum VEGF degerleri arasinda negatif yonde anlamli
korelasyon izlenirken (r =-0,400 p= 0,019) normal doku anjiopoietin-2 ile serum anjiopoietin-

2 degerleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi (r= 0,397 p= 0,020).

Sonu¢ olarak bizim verilerimiz VEGF, anjiopoietin-1 ve 2’nin akciger kanser siirecine
dahil oldugunu agikca gdostermistir. Akciger kanserinde normal akciger dokusunda
anjiopoietin-2 diizeylerinin kantitatif olarak arttigini ve serum degerleri ile korelasyonunu ilk
kez gosterdik. Bu bulgumuzun hastalarin izlenmesi ve degerlendirilmesine, ayrica tedavi

statejilerinin belirlenmesine 151k tutacagi diisiincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Akciger kanseri, anjiogenez, VEGF, anjiopoietin-1, anjiopoietin-2,

timor-normal doku, ELISA



SUMMARY

Lung cancer is the commonest fatal malignancy in the developed world, causing more
than one million deaths/year. Angiogenesis is an essential process if solids tumors are to grow
beyond 2-3 mm® since diffusion is no longer sufficient to supply the tissue with oxygen and
nutrients. Besides numerous angiogenic factors, many antiangiogenic ones are released by
solid tumors. Among the regulators of angiogenesis, VEGF is reported to be the most
important one. Angiopoetin 1 binds to Tie-2, maintains and stabilizes mature vessels by
promoting interaction between endothelial cells and surrounding extracellular matrix.
Angiopoetin-2 competitively binds to Tie-2 and antagonizes the stabilizing action of
angiopoietin- 1, which results in destabilization of vessels. However some studies have shown

that effects of angiopoietin-2 are dose dependent and variable.

The aim of this study was to investigate the the serum and tissue levels of VEGF,
angiopoietin-1 and angiopoietin-2 in patients with lung cancer. We also evaluated the

correlation of tissue and serum parameters with respect to clinicopathological variables.

The study was conducted on 34 patients with lung cancer and 32 healthy controls.
Preoperative serum and per-op tumor and matched normal tissue VEGF, angiopoietin-1 and

angiopoietin-2 levels were determined by ELISA.

Serum angiopoietin-2 levels were significantly increased in patient group when
compared to the control group (p< 0,001). No significant differences were found for serum
VEGF and angiopoietin-1 levels between the two groups. In tumour tissue VEGF level was
significantly higher than the normal matched tissue (p<0,001). Angiopoietin-1 and
angiopoietin-2 levels were significantly higher in normal lung tissue compared to tumour
tissue (p<0,001). When the patients were stratified according to the clinicopathological
parameters investigated (gender, age, tumour differentiation, histological type, invasion and
lymph node status, T status) serum VEGF level were found to be significantly increased in
T3-T4 than T1-T2 subgroups (p= 0,042). Moreover, tumor tissue angiopoietin-1 level was
significantly higher in low differentiated group compared to the high differentiated group
(p=0.044). Angiopoietin-1 was also found to be higher in patients older than 65 years old than
those younger than 65 (p=0,038). A significant positive correlation existed between the

serum VEGF and angiopoietin-1 levels (r=0,446; p=0,000). We have found a negative and
3



significant correlation between normal lung tissue angiopoietin-2 and serum VEGF levels
(r=-0,400 p=0,019). When the correlations between serum and tissue parameters were
investigated, a significant correlation was observed between angiopoietin- 2 levels in normal

lung tissue and serum ( r=0,397 p=0,020)

In conclusion, our data clearly demonstrated that; VEGF, angiopoietin-1 and 2 are all
involved in lung cancer process. We showed, for the first time, the correlation between tissue
and serum levels of angiopoietin-2 in lung cancer. We think that, this finding might be the
basis for a potent marker in patient evaluation and follow-up and also might enlighten the

therapeutic strategies against lung cancer.

Key Words: Lung cancer, angiogenesis, VEGF, angiopoietin-1, angiopoietin-2,

matched tumour - normal tissue, ELISA



1. GIRIS ve AMAC

Akciger kanseri diinyadaki kansere bagli Oliimlerin en sik nedeni olup, yilda bir
milyondan fazla kiside 6liime yol agmaktadir. Hastalarin gec tan1 almasi ve hastaligin yiiksek
oranda tekrarlamasi nedeni ile toplam sag kalim orani yaklasik %10’dur. Gelismis tlkelerde
sigara iciminin artmasi nedeni ile gelecekte de akciger kanseri onemli bir saglik problemi

olarak goriilmeye devam edecektir (1).

Akciger kanseri iki temel histolojik tipten olusmaktadir: Kiigiik hiicreli akciger kanseri
(KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK). Akciger kanserlerinin % 13‘linden
kiiciik hiicreli akciger kanseri, % 86’sindan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri sorumludur.
KHDAK, adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiylik hiicreli karsinom olmak {izere
en az Ug¢ alt histolojik tipe ayrilir. Kiiciik hiicreli akciger kanseri daha agresif tipte olup erken
metastastatik yayilim ile karakterizedir. Baslangicta kemoterapi ve radyoterapiye duyarl

olmasina karsim bes yillik sag kalim % 5’ten azdir (2).

Anjiogenez yeni kapiller damar gelisimi olup, fizyolojik anjiogenez embryonik gelisme,
yara iyilesmesi ve organ hipertrofisi gibi stireglerde goriiliir. Kontrolsiiz anjiogenez diyabetik
retinopati, ateroskleroz, kronik inflamasyon, tiimor biiylimesi ve metastaz gibi bir¢ok
patolojik durumda izlenmektedir. Anjiogenez, hiicreler ile ¢6ziiniir faktorler ve ektraseliiler
matriks bilesenleri arasindaki etkilesim sonucu endoteliyal hiicrelerin differansiyasyonu,
migrasyonu ve proliferasyonu ile seyreden kompleks bir siirectir (3). Solid timérler 2-3 mm®
boyutundan daha fazla biliyiimek i¢in yeni damar olusumuna gerek duyarlar (4). Tiimorlerde
cok sayida anjiyogenik faktor yami sira anti-anjiyogenik faktor de salmmaktadir (3).
Anjiogenez siirecinde anjiogenezi uyaran ve Onleyen faktorler arasindaki dengenin uyarici

faktorler lehine bozulmasi tiimér dokusunda yeni kapiller damar olusumunu baslatmaktadir

).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) en 6nemli anjiogenik faktorlerden biri olup
anjiogenezin tiim evrelerinde etkilidir (6). Anjiopoietin-1, Tie-2 reseptoriine baglanir ve
endotel hiicreleri ile cevresindeki ekstraseliiler matriks arasinda etkilesimini saglayarak
damari stabilize eder (7). Anjiopoietin-2, Tie-2 reseptOriine yarigmali baglanarak anjipoietin-
I’in etkisini antagonize eder (7). Tie-2’nin bu farkli sinyallere uyumunun nasil oldugu

anlasilamamustir (8).



Anjiogenezin diizenlenmesinde biliyime faktorlerinin rol oynamasi nedeniyle ilk
antianjiogenik ajanlar VEGF-VEGFR’leri hedefleyen ajanlar olarak gelistirilmistir. Bazi
olgularda anti-VEGF-VEGFR tedavisine karsi direng gelismesi yeni tedavi modellerine
ihtiya¢ duyulmasina sebep olmustur. Antianjiogenik ve antilenfanjiogenik tedavi i¢in VEGF-
VEGEFR aile iiyelerinin yani sira yeni potansiyel hedef olarak anjiopoietin biiylime faktorleri

ve TIE reseptorleri hedeflenmistir (9).

Literatiirde bu ii¢ parametrenin (VEGF, anjiopoietin-1, anjiopoietin-2) akciger kanserinde

doku ve serumda birlikte kantitatif olarak incelendigi bir calismaya rastlanmamastir.

Bu calismada;

1) Akciger kanser hastalarmmin serumlarinda ve tiimorli-normal eslenik dokularinda
VEGF, anjiopoietin-1, anjiopoietin-2 diizeylerinin 0Olciilmesi; benzer o6zellikte
olusturulan saglikli kontrol grubuyla serum degerlerinin karsilagtirilmasi

2) VEGF, anjiopoietin-1, anjiopoietin-2’nin doku ve serum diizeyleri arasindaki

iliskilerinin arastirilmasi amacglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. AKCiGER KANSERI

Akcigerler ekstratorasik organ kanserlerinin siklikla metastaz yaptig1 yer olup, primer
akciger kanseri de sik goriiliir (10). Kanser olgularmin %12,8’inden akciger kanseri
sorumludur (11). Primer akciger tiimorlerinin (karsinomlar) %951 bronsial epitelden kdken
alir, kalan % 5’1 bronsial karsinoidler, mezenkimal maligniteler (fibrosarkomlar, leiomyomlar
vb ), lenfomalar ve benign lezyonlar1 igcerir (10). Gelismis lilkelerde akciger kanserinde 5

yillik sag kalim orant %15°den daha az olup gelismekte olan iilkelerde bu oran % 5°dir (12).
2.1.1. AKCIGER KANSERI EPIDEMIYOLOJISI

Akciger kanseri endiistrilesmis tlilkelerde kansere bagl 6liimlerin en 6nemli nedenidir
(10). Diinyada kanser olgularmm % 12,8’1 ve kanser nedenli 6liimlerin %17,8” inden akciger
kanseri sorumludur (11). Akciger kanseri her yil 1.350.000 yeni olgu ile goriilen en yaygin
kanserdir (13). Erkeklerde kanser kaynakli 6liimlerin {i¢te birini olustururken, kadinlarda da
basta gelen 6liim nedenlerinden birisi haline gelmistir. Kadinlarda akciger kanseri 1987°den
giliniimiize kadar meme kanserinden daha ¢ok 6liime neden olmakta ve goriilme oran1 artmaya
devam etmektedir (10). En 6nemli risk faktorii sigara olup akciger kanser riski ve sigara i¢imi
arasinda doza baglh giiclii bir iliski kanitlanmistir (13). Ulkemizde Saglik Bakanhiginin tiim
saglik kuruluslarinda tanmi1 alan kanser olgularmin kaydedildigi pasif kanser kayit sistemi

verilerine gore akciger kanser insidansi1 11,5/ 100.000°dir (11).

2.1.2. AKCiGER KANSERINDE ETYOLOJi

Aktif sigara kullanimi, ¢evresel sigara dumani, ¢esitli mesleki maruziyetler (Radon, agir
metaller, Asbestoz vb), genetik faktorler ve hava kirliligi gibi pek ¢ok faktor, akciger kanseri

olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (14).

Sigara: Akciger kanserlerinin yaklasik %75- 80’ninde neden sigara i¢imidir. Tiim
yeni akciger kanser olgularmin yaklasik %350°si eski sigara igicilerinde, tiim akciger

kanserlerinin %251 ise hi¢ sigara icmeyenlerde goriilmektedir (1).



Akciger kanseri siklig1 ile sigara icme siklig1 arasinda lineer bir ilgilesim mevcuttur. Sigara
icmeyenlere gore agir sigara iciciligi aligkanlig1 olanlarda (20 yil 2 paket /giin) risk 60 kat
fazladir (10). Diinyada sigara i¢gme prevalansinin erkeklerde % 47-52, kadinlarda % 10-12
oldugu tahmin edilmektedir (15). Tirkiye’de sigara icme prevalansi erkeklerde %063,
kadinlarda %24’tiir (11). Diinyada, kadinlardaki akciger kanser olgularinin %53 {iniin,
erkeklerde % 15’inin sigara i¢cimine bagli olmadigi tahmin edilmektedir (1). Sigara iciminin
kesilmesi ile zamanla risk diismekte fakat higbir zaman igmemis kisilerin diizeyine

ulagamamaktadir. Pasif icicilerde ise risk, igmeyenlere gore yaklasik 2 kat fazladir (10).

Sigara i¢gme aligkanlig1 olan kisilerin solunum yollar: epitelinde progresif morfolojik
degisiklikler gosterilmistir (10). Sigara ile en fazla iliskili histolojik tipler skuamoz hiicreli
karsinom ve kiiclik hiicreli karsinomdur (16). Sigara igmeyen kisilerde daha c¢ok goriilen
akciger kanseri tipi adenokarsinomdur. Bu histolojik tip i¢in sigara disinda bazi faktorlerin de
onemli oldugunu diistiniilmekte olup kisinin bagisiklik sisteminin 6zellikleri, ailede kanser
oykiisii, gecirilmis akciger hastaligi 6ykiisli, hormonlar gibi faktorler rol oynayabilir. Ayrica
pasif sigara igiciligi, diyet, radon, mesleksel maruz kalmanin da Onemli olabilecegi

diistiniilmektedir (17).

Yas ve Cinsiyet: Akciger kanseri diinyada kadin ve erkekte kansere bagli dliimlerin
baslica nedeni olmaya devam etmektedir (2). Hastalarin ¢ogu 50-70 yas grubundadir, 50’1i ve
60’11 yaslarda pik yapmaktadir (10). Erkeklerde daha sik goriilmekle birlikte son yillarda
kadinlarda insidans1 daha hizl artis gostermektedir. Histolojik tipler ve sag kalim agisindan da
cinsler arasinda farkliliklar vardir. Kadinlarda adenokarsinom daha sik goriilmektedir (16).
Kadinlarda adenokarsinom % 44,7, kiiciik hiicreli karsinom % 22,6, skuamoz hiicreli kanser
% 21,4 iken erkeklerde skuamoz hiicreli akciger kanseri % 36,2, adenokarsinom % 33,2,

kiiciik hiicreli karsinom % 18,4 oraninda izlenmektedir (18).

Genetik Faktorler: Sigara icimi ve diger cevresel etkenler akciger kanserinin en
onemli nedenleri olsalar da her sigara icen kisi akciger kanseri olmamaktadir. Kisilerde
karsinojenlerin mutajenik etkilerini kosullayan genetik faktorlerin varligi akciger kanseri
gelisiminde 6nemli bir etken gibi gdoriinmektedir. Prokarsinojenler karsinojenlere doniismek
icin P-450 monooksijenaz enzim sistemi aracili1 ile metabolik aktivasyona ihtiya¢ duyarlar.

P-450 genleri gibi spesifik genetik polimorfizmleri igeren kisilerin prokarsinojenleri daha
8



fazla metabolize etme kapasitesinin artmast akciger kanseri riskinin artirmaktadir (10). Kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiiciik hiicreli akciger kanser (KHAK)’i arasinda
genetik farkliliklar vardrr. Ornegin, G1-S hiicre siklusu kontrol noktas1 akciger
karsinomlarmin ¢ogunda bozulmustur, bu durum farkli genetik mekanizmalar araciligi ile
olur; p16 /CDKN2A geni KHDAK ’lerinde sikilikla inaktif iken RB gen mutasyonlart KHAK
icin karakteristiktir (10). Kanserli hastalarin birinci derece yakinlarinda akciger kanseri riski

2,4 kat artmaktadir (11).

Beslenme: Akciger kanserinde diyetin % 5 oraninda etkili oldugu ileri stirtilmektedir.
Vitamin A ve PB-karotenden fakir diyet akciger kanseri riskini artirir. Diyetinde [-karoten/
retinol miktar1 yiiksek olan olgularda akciger kanserinin goreceli riski diismektedir. Vitamin E
ve selenyum benzer sekilde antioksidan etkiyle riski azaltmaktadir. Yiiksek yagli diyetle
beslenen sigara tiryakilerinde akciger kanseri riskinin arttigi gosterilmistir. Cay (6zellikle

yesil ¢ay) tiiketimi de koruyucu etki gostermektedir (11).

Meslek ve cevresel faktorler: Radyoaktif maddelerin bulundugu maden ocagi
is¢ilerinde, asbest, arsenik, krom, uranyum, nikel, vinil klorid ve hardal gazma maruz
kalanlarda akciger kanseri insidansi artmaktadir. Sigara igmeyen fakat asbeste maruz
kalanlarda risk 5 kat artmaktadir. Sigara icen ve ayni zamanda asbeste maruz kalanlarda
akciger kanseri riski sigara igmeyen ve asbeste maruz kalmayanlara gore 55 kat artmaktadir

10).



2.2. AKCiGER KANSERININ HiSTOLOJIK SINIFLAMASI

Tablo-1. Malign akciger tiimorlerinde histolojik siniflama (WHO 2004) (11).

Malign Epitelyal Tiimorler

Skuamoz hiicreli karsinom
Papiller
Berrak hiicreli
Kiigiik hiicreli
Bazaloid
Kiiciik hiicreli karsinom
Kombine kiigiik hiicreli karsinom
Adenokarsinom
Adenokarsinom, mikst tip
Asiner adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Bronsioloalveoler
Non—miisindz
Miisin6z
Mikst miisindz ve non—miisindz ya da belirsiz hiicre tipi
Miisin salgilayan solid adenokarsinom
Fetal adenokarsinom
Musinoz (kolloid) karsinom
Musinoz kist adenokarsinom
Tash yiiziik adenokarsinom
Berrak hiicreli adenokarsinom
Biiyiik hiicreli karsinom
Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom
Kombine biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
Bazaloid karsinom
Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
Berrak hiicreli karsinom
Rabdoid fenotipinde biiyiik hiicreli karsinom

Adenoskuamoz karsinom
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Sarkomatoid karsinom
Pleomorfik karsinom
Ig hiicreli karsinom
Dev hiicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom
Karsinoid tiimorler
Tipik karsinoid
Atipik karsinoid
Tiikiiriik bezi tipindeki karsinomlar
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal-miyoepitelyal karsinom
Preinvazif lezyonlar
Skuamoz hiicreli in situ karsinom

Atipik adenomatoz hiperplazi

Diffuz idyopatik pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi

Mezenkimal tiimorler

Epiteloid hemanjioendotelyoma
Anjiyosarkom
Pléropulmoner blastom
Kondroma
Konjenital peribronsiyal miyofibroblastik tiimor
Diffuz pulmoner lenfanjiyomatozis
Inflammatuar miyofibroblastik tiimor
Lenfanjiyoleiyomiyomatozis
Sinovyal sarkom

Monofazik

Bifazik
Pulmoner arter sarkomasi
Pulmoner ven sarkomasi

Benign Epitelyal tiimorler
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Papillomalar
Skuamoz hiicreli papillom
Ters yerlesimli
Glanduler papilloma
Mikst skuamoz hiicreli ve glanduler papilloma
Adenomalar
Alveoler adenoma
Papiller adenoma
Tukiirik bezi tipi adenom
Mukoz gland adenomu
Pleomorfik adenom
Digerleri
Miisinoz kistadenom
Lenfoproliferatif timorler
MALT tipi marjinal zon B-hiicre lenfomasi
Diffuz biiyiik B hiicreli lenfoma
Lenfomatoid granulomatozis
Langerhans hiicreli histiyositozis
Hamartoma
Sklerozan hemanjiom
Berrak hiicreli timor
Germ hiicreli timor
Teratom, matiir
Immatiir
Diger germ hiicreli tiimérler
Intrapulmoner blastom
Melanoma

Metastatik timorler
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2.2.1 KUCUK HUCRELI DISI AKCiGER KANSERLERI (KHDAK)

2.2.1.1. Squamoz Hiicreli Karsinom

Erkeklerde daha sik goriiliip sigara igme Oykiisii ile yakin iligkilidir. Santral bronkustan
gelisme egilimleri vardir ve lokal hiler lenf nodlarna yayilirlar, diger histolojik tiplere gore
toraks disina yayilimlar1 daha gectir. Skuamdz metaplazi veya displazi bronsial epitelde
olustuktan sonra yillar boyunca karsinoma in situ seklinde kalabilir (10).

2.2.1.2. Adenokarsinom

Adenokarsinom kadinlarda, sigara igmeyenlerde ve 45 yasindan daha geng kisilerde en sik
goriilen primer akciger tiimoridiir (10). Genelde periferik yerlesimlidir. Daha yavas biiyiir ve
daha kiigiik kitleler olusturur fakat erken evrede metastaz yapma egilimi vardwr. Histolojik
olarak asiner (gland olusturan), papiller, solid tipleri vardir. Diinya saglik orgiitiiniin giincel
akciger tiimorleri smiflamasida bronsioloalveolar karsinomlar (BAK) adenokarsinomlarin alt
tipi olarak belirtilmistir. BAK’ ler akcigerin periferinde tek bir nodiil ya da daha siklikla
multipl diffiiz nodiiller olarak ortaya ¢ikarlar (10).

2.2.1.3 Biiyiik Hiicreli Karsinom
Kiiciik hiicreli karsinomun sitolojik 6zelliklerini igermeyen ve glandiiler ya da skuaméz
differansiyasyon gostermeyen indifferansiye (ayrimlagsmamig) malign epitelial tiimorlerdir

10).

2.2.2 KUCUK HUCRELI AKCiGER KANSERI (KHAK)

Genellikle santral lokalizasyonlu olup hiler ve mediastinal lenf nodlarina erken metastaz
yaparlar. Akcigerin noroendokrin hiicrelerinden koken alirlar ve paraneoplastik sendromlara

neden olurlar (10).
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Akciger kanserinde histopatolojik tiimdr tiplerinin birbirinden farkli 6zellikleri Tablo-2 de

verilmistir (19).

Tablo-2. Akciger kanserlerinde histopatolojik timdr tiplerinin 6zellikleri (19).

Kiigiik hiicreli ( KHAK) ve kiiciik hiicreli disi (KHDAK) akciger kanserlerinin o6zellikleri

Histolojik tipler
Ozellikler KHAK(% 25) KHDAK (%75)
Skuamoz Adeno B. hiicreli

Siklik %20-30 (30) % 40-60 (50) %20-30 (15) % 5-10 (5)
Cins Erkeklerde Erkeklerde Kadinlarda Kadinlarda
Yas Geng-Orta Orta-ileri Orta Orta-ileri
Sigara iliskisi | Kuvvetli Kuvvetli Zayif Kuvvetli
Yerlesim 2/3 santral 2/3 santral 2/3 periferik 2/3 periferik.
Kavite-Abse Kitle Sik Nodiil <4 cm Kitle>4 cm
Histoloji Dar Keratin formasyonu, | Skar zemini Biiyiik niikleus,

sitoplazmall, hiicreler arast Asiner, papiller veya belirgin niikleolus,

kiiciik lenfosite | ipligimsi baglantilar sitoplazmasinda miisin bol sitoplazma,

benzer (desmozom), igeren yapilar keratinizasyon yok

hiperkromatik | sitoplazmalar genis

niikleuslu, ince

kromatinli,

keratin +
Kokeni Brons Brons epiteli, bazal Brons epiteli, miisin

mukozasinda membrana paralel salgilayan bezlerden

noroendokrin bazal hiicrelerden veya bronkoalveolar

orijinli epitelinden

K tipi graniiler

hiicrelerden
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2.3. AKCiGER KANSER EVRELEMESI

Tablo 3. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde evrelendirme (19, 20)

EVRE TNM
I IA: TINOMO
IB: T2NOMO
II ITA: TINIMO

[IB: T2N1MO T3NOMO

I IITA: T3ANIMO T1-2-3 N2 MO

IIIB: T1-4 N3 MO T4 N1-3 MO

v T1-4 N1-3 M1

Tablo 4. Kiigiik hiicreli akciger kanserinde evrelendirme (19, 20).

Kiiciik hiicreli akciger kanserinde evreler

Sinirh ( % 30)
Primer timor bir hemitoraksta sinirli, ayni taraf hiler lenfadenopati
Ayni veya karsi taraf supraklavikular veya mediastinal lenfadenopati

Atipik hiicre icermeyen plevral sivi

Yaygin (% 70)
Kars1 akciger metastazi
Karaciger, kemik, beyin metastazi

Malign hiicre igeren plevral s1vi
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Tablo 5. UICC 7. Akciger Kanseri Evrelemesinde T (Ttimdr) Tanimlayicisi (21).

T (Primer Tiimor)

TX Primer timdriin degerlendirilemedigi durumlar ya da balgam veya bronsial lavajda
malign hiicrelerin saptanmasi ile tiimor varligmin gosterildigi ancak bronkoskopi
ya da gorlintiileme yontemleri ile tiimoriin saptanamadig1 durumlar

TO Primer tiimor kanit1 yok

Tis In-situ kanser

T1 Lob bronsundan daha proksimalde bronkoskopik invazyon kanit1 olmaksizin (ana
bronsta tiimor yok), normal akciger veya viseral plevra ile ¢evrili, en genis ¢ap1 3
cm veya daha kisa timor*

Tla Timor en genis ¢ap1 2 cm veya daha kisa

T1b Timoriin en genis ¢cap1 2 cm den uzun ancak 3 cm veya daha kisa

T2 Timoriin en genis ¢cap1 3 cm den uzun ancak 7 cm veya daha kisa ya da
Asagidaki 6zelliklerden birini tasiyan timor;

Karinadan 2 cm veya daha distalde ana brong invazyonu

Visseral plevra invazyonu

Bir akcigerin tamamini tutmayan, hiler bolgeye dogru uzanan obstruktif pnodmoni
veya atalektazi

T2a Timoriin en genis ¢cap1 3 cm den uzun ancak 5 cm veya daha kisa

T2b Timoriin en genis ¢cap1 5 cm den uzun ancak 7 cm veya daha kisa

T3 7 cm den biiytik tiimor ya da
Asagidaki yapilara direkt olarak invazyon gosteren herhangi bir tiimor; gogiis
duvar (stiperior sulkus tiimorleri dahil), diafragma, frenik sinir, mediastinal plevra,
parietal perikart ya da ana bronsta invazyon gosteren tiimor (karina® tutulumu
olmaksizin, anabronsun 2 cm icinde) ya da bir akcigerin tamaminda obstruktif
pndmoni veya atalektaziye neden olan tiimdr ya da Primer tiimor ile ayn1 lobda ayr1
tiimoral nodul/nodiillerin varligi

T4 Asagidaki yapilardan birine invazyon gosteren herhangi bir tiimdr; Mediasten,

kalp, biiyiik damarlar, rekkiiren larengeal sinir, 6zefagus, vertebra cismi, karina.

Ayni taraf akcigerde, primer tiimdrden farkli lobda tiimdr nodul/nodullerin
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Tablo 6. UICC 7. Akciger Kanseri Evrelemesinde N (Lenf Nod) Tanimlayicisi (21).

N (Bolgesel Lenf Nodlari)

NX Bolgesel lenf nod degerlendirmesi yapilamadi

NO Bolgesel lenf nod metastazi yok

NI Ayni taraf peribronsial ve/veya ayni taraf hiler ve/veya intrapulmoner lenf
nod/nodlarinda metastaz ya da direkt invazyonu

N2 Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu/nodlarinda metastaz

N3 Kars1 taraf mediastinal, kars1 taraf hiler, ayn taraf veya kars1 taraf skalen veya

supraklavikuler lenf nod/nodlar1 metastazi

Tablo 7. UICC 7. Akciger Kanseri Evrelemesinde M (Metastaz) Tanimlayicis1 (21).

M (Uzak Metastaz)

MX Uzak metastaz degerlendirilemedi

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Mila Kars1 akciger ayr1 tiimor nodiil/nodiilleri
Primer tiimér ile aymi tarafta plevra nodiiller veya malign plevra(veya
perikardial)sivi* *

Mib Uzak matastaz

* Ana bronsun proksimaline kadar uzanabilen,brons duvari disina invazyon gostermeyen

herhangi bir biiytikliikte ylizeyel timor.

**Akciger kanserinde plevral (ve perikardial) sivilarmn ¢ogu tiimére baghdir.Ancak bazi
hastalarda plevral (perikardial) sivinin tekrarlanan sitopatolojik degerlendirmelerinde timor
saptanamaz.S1vi eksuda ve hemorojik degildir.Bu bulgular ve klinik degerlendirme sivinin
timor ile iliskili olmadigmi isaret ederse,sivi evreleme esnasinda dikkate alinmaz ve MO

olarak siniflandirilir.
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2.4. ANJIYOGENEZ

Anjiogenez, hiicreler ile c¢oziiniir faktorler ve ektraseliiler matriks bilesenleri
arasindaki etkilesim sonucu endoteliyal hiicrelerin differansiyasyonu, migrasyonu ve
proliferasyonu ile seyreden son derece karmasik bir siirectir (3). Var olan kan damarlarindan
yeni kapiller damar gelisimi olarak tanimlanan anjiogenez fizyolojik ve patolojik olarak
smiflandirilabilir (22). Fizyolojik anjiogenez embryonik gelisim, yara iyilesmesi, ovulasyon
ve organ hipertrofisi gibi siireglerde goriiliirken, kontrolsiiz anjiogenez diyabetik retinopati,
ateroskleroz, kronik inflamasyon, tiimor biiylimesi ve metastaz gibi bir¢ok patolojik durumda
rol oynamaktadir (3, 22).

Tiimoriin kendi damar olusumunu uyarmasi olarak bilinen tiimdr anjiogenez kavrami
1930’lara dayanmaktadir. 1971°de tiimorlerin yeterli kan dolasimi olmadan belirli boyuttan
daha fazla biliyliyemeyecegi hipotezini ortaya atan Folkman, ayrica lokal tiimor biiylimesi ve
metastazinda tiimor anjiogenez inhibisyonunun tedavide kullanilabilecegini ilk kez belirten
bilim insamidir (23). Tiimdr anjiyogenezi, premalign bir lezyonun kansere doniisiimiinden
metastatik lezyonlarin gelisimine kadar wuzanan timor gelisim basamaklarinda rol
oynamaktadir (24). Primer tiimor ve metastatik timor gelisimi yeni damar olusumuna baghdir
(25). Solit timdrler 2-3 mm® boyuttan sonra gerekli oksijen ve besin ihtiyacini diffiizyon ile
karsilayamaz ve anjiogeneze ihtiya¢ duyarlar (26). Tiimor mikro kan damarlar1 timor
hiicrelerine yeterli miktarda besin, oksijen temin ederken atik metabolitlerin drenajin1 saglar.
Metastatik tiimor gelisimi iki adimda gerceklesir: ilk olarak malign hiicrelerin primer timor
odagmdan dolasima gegmeleri gereklidir. Ikinci olarak uzak organlara ulastiktan sonra
saptanabilir boyutta tiimdr gelisimi i¢in anjiogeneze gereksinim vardir (25).

Timor kaynakli anjiogenez bliylime faktorleri, hiicre reseptorleri ve adezyon
molekiilleri ile kontrol edilen, bir¢ok basamagi igeren karmasik bir siirectir (26).

Bu siirecteki basamaklar:

1. Endotel hiicre aktivasyonu

. Bazal membran yikimi
. Endotel hiicre migrasyonu

2
3
4. Ekstraselliiler matriks invazyonu
5. Endotel hiicre proliferasyonu

6

. Kapiller Liimen olusumu (27).
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Sekil 1. Anjiogenez basamaklar1 (28).

Anjiogenez siirecinde endotel hiicreleri ve ekstraselliiler ortam arasinda kompleks ve
dinamik bir etkilesim vardir. Anjiogenez mevcut kapiller damarlardaki endotel hiicrelerinden
filizlenme ile ya da kapillerlerin bolinerek iki ya da daha fazla yavru damar olusumu ile
ger¢eklesmektedir. Bazal membran lamininler, tip IV kollagen, tip VIII kollagen ve
proteoglikanlardan olusmaktadir. Endotel hiicrelerinin ektraselliiler matrikse invazyonundan
once bazal membranmn yikimi gereklidir. Anjiogenik uyariya yanit olarak endotel hiicreleri
yiliksek mitotik indeks, artmis gé¢ ve matriks yikim kapasitesi gosteren aktif fenotip 6zelligi
kazanirlar. Aktive olan endotel hiicreleri komsu intimal hiicreler ve perivaskiiler hiicreler
arasindaki siki baglantilar1 yikma ve ekstraselliiler doku i¢ine invazyon yetenegine sahiptirler
(29). Aktive endotel hiicrelerinden dimerik transmembran integrin ,a,B; eksprese olup
ekstraselliiler matriks proteinleri (vitronectin, tenascin, fibronectin vb.) ile etkilesir ve damar
olusumu sirasmnda endotel hiicre gociinii diizenler. Ayrica aktive olan endotel hiicrelerinde
bazal membran1 ve ekstraselliiler matriksi parcalayan matriks metallo proteinazlar gibi
proteolitik enzimler sentezlenir (26). Kapiller intimadan ve ekstravaskiiler alandan ayrilan
endotel hiicreleri prolifere olurlar; kemotaktik anjiogenik uyaranlara dogru go¢ ederek yeni

damar olusumuna katilirlar (29).
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Yeni damar olusumunda baslangigta endotel hiicreleri solit kordonlar olustururlar daha
sonra endotel hiicrelerinin i¢ tabakalar1 apopitoza ugrar ve damar liimenini olustururlar. Son
olarak olusan immatiir damarlar perisit ve diiz kas hiicreleri ile stabilize edilir (26). Yeni
olusan damar agmin stabilizasyonunda anjiogenez basamaklar1 tersine isleyerek bazal
membran yeniden yapilandirilmasi, hiicre proliferasyonunun durmasi, junction kompleks
olusumu ve damar duvarmin perisitler ile desteklenmesi gerceklesir (27). Stabilizasyon
basamagi tlimorlerdeki yeni olusan damarlarda tam olusamadigindan tiimor damarlarinda
gecirgenlik fazladir (26).

Neoplastik bir mutasyon meydana geldiginde baslangicta avaskiiler bir timor biiyiime
evresi meveuttur. Ttimdr hiicreleri diffiizyon ile beslenirler ve tiimor 1-2 mm’ boyuta kadar
biiylir. Bu boyuttaki tiimorler anjiyogenik fenotipe doniisiimiinden Once yillarca sessiz
kalabilirler ve "uyuyan timor" olarak degerlendirilirler (25). Bu doniisiim anjiyogenik gecis
(angiogenic switch) olarak tanimlanmaktadir (27, 30). Solit tiimorlerde anjiogenik gecis
proanjiogenik ve antianjiogenik molekiiller arasindaki denge ile kontrol edilir. Proanjiogenik
faktorlerin etkisinin anjiostatik molekiillerinkinden daha fazla olmasi tiimore anjiogenik
fenotip kazandirir bu da yeni kan damarlarmin gelisimine yol agar. Anjiogenik fenotipin
kazanilmasi erken tiimor progresyonunda 6nemli bir adim olarak kabul edilir ve tiimdriin
mikroskobik lezyondan hizla biiyliyen ve metastatik potansiyele sahip bir kitleye
donlismesine imkan saglar. Onkojen kdkenli protein ekspresyonu yani sira hipoksi, diisiik pH,
besin maddelerinin yetersizligi gibi hiicre stres faktorleri veya reaktif oksijen tiirleri

anjiogenik yolagin stimulasyonunda énemlidir (25).
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Sekil 2. Anjiogenez basamaklari A- Mural doku (bazal membran, perisitler ve adventisya) ile
cevrili tek tabaka endotelden olusan stabil damar yapisi B — Endotel hiicreleri tarafindan mural
dokunun pargalanmasi C— Endotel hiicrelerin perivaskiiler doku icine invazyonu ve yeni damar
filizlenmesi D — Liimen ve tiip olusumu E — Filizlenmis kapillerin perisitler ve bazal membran ile

stabilizasyonu (29).

21



Tablo 8. Endojen anjiogenik ve anti- anjiogenik faktorler (31).

Anjiyogenik faktorler

VEGF

bFGF

aFGF

Platelet kaynakli bliylime faktérii (PDGF )
Hepatosit Biiylime Faktorii

Epidermal Biiylime Faktorii (EGF)
Insulin-benzeri biiyiime faktérii

TGF-a. ve

TNF -a

Plasental Biiyliime Faktorii

Anjiopoietin — 1

Angiyogenin

Pleotrofin

IL -8

Granulosit- koloni uyarici faktor (G-CSF)
Proferin

Leptin

Anti-anjiyogenik faktorler

Trombospondin

Angiostatin (plasminojen kismi)
Endostatin (kollajen X VIII kismi)
Antianjiogenik antitrombin I1I
Vazostatin

Prolaktin

Troponin

Anjiopoietin - 2

Interferon -a -y

Interldkin -12

Fibronektin
Metalloproteinaz inhibitorleri
Plazminojen aktivator inhibitor 1
Platelet faktor 4 (PF4)

Retinoik asid

2 — Metoksi Ostradiol

Dopamin
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2.5. VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)

Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF), pek ¢ok Onemli biyolojik aktivitesi
olan multifonksiyonel bir molekiildiir. VEGF ilk defa karsinoma hiicre hatlarindan salgilanan
permeabilite faktorii olarak bulunmus ve vaskiiler permeabilite faktorii (VPF) olarak
isimlendirilmistir. Daha sonra VEGF anjiogenik faktor olarak izole edilmis ve endotel hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir (32).

VEGF anjiyogenez, lenfanjiogenez ve vaskiilogenezde dnemli rol oynar (33). Endotel
hiicreleri yan1 sira makrofajlar, stroma hiicreleri, retinal epitel hiicreleri ve malign hiicrelerden
salgilanir (30).VEGF etkisini cogunlukla endotel hiicreleri iizerinde gdstermekle beraber
hematopoetik kok hiicreleri, monositler, osteoblastlar ve neuronlar iizerindeki VEGF
reseptorlerine baglanarakta gosterir (34). VEGF hematopoetik kok hiicrelerinin gelisimi,
ekstraselliiler matriksin yeniden sekillendirilmesi, inflamatuar sitokinlerin rejenerasyonunu
iceren farkli biyolojik aktiviteleri olan gii¢lii bir anjiyogenik peptit olup hem vaskiiler biiylime
faktorii hem de vaskiiler permeabilite faktorii olarak bilinir (35). VEGF’in histamine goére
damar gecirgenligini 50.000 kat daha fazla arttirdig1 gosterilmistir (36). Arter, ven ve lenfatik

damar endotel hiicreleri i¢in spesifik ve kritik bir mitojen oldugu kanitlanmistir (35).

VEGTF her tiirlii kan damarmin fizyolojik ve patolojik olarak biiylimesini anjiogenik ve
vaskulogenik siirecler araciligi ile diizenler. VEGF anjiogenezin her asamasinda etkilidir.
Proteolitik enzimlerin (matriks metalloproteinaz, plazminojen aktivatorii) sekresyonu ve
aktivasyonu, ekstraselliiler matriksin yikiminin indiiklenmesi, endotel hiicrelerin gogii ve
proliferasyonu, damar tiip yapismin organizasyonunu saglar. Tek basma aktivitesini
gosterebilir fakat diger damar biliyiime faktorleri ile sinerjisi sonucu etkisi potansiyalize olur
(30).

Tiimorlerin biiylimesi ve metastaz yapabilmesi i¢in anjiogenez ile yeni damar
gelisiminin uyarilmasi gereklidir (35). Tiimorlerin gelisiminde malign hiicrelerin kendilerine
yakin damarlara olan mesafelerine gore oksijen yoksunlugu artar. Hipoksi VEGF mRNA’nin
transkripsiyon hizini arttirarak bu hiicrelerde VEGF {iretimini uyarir. p53 ve von Hippel-
Lindau gen inaktivasyonu, RAS mutasyonlar1 ve onkogen Src’1in ekspresyonu hipoksi disinda

VEGF gen ekspresyonunu arttiran faktorlerdir (30).

VEGF, 45-kDa molekiil agirliginda, bazik, heparine baglanabilen homodimerik bir
glikoproteindir. insan VEGF geni kromozom 6p21.3 de lokalize olup 7 intron ile ayrilmis 8

exondan olusur (36). VEGF ailesi bes iiyeden olusur. VEGF (veya VEGF-A),VEGF-B.
23



VEGEF-C,VEGF-D ve plasental biiyiime faktorii (PIGF) (33, 37). VEGEF’in biitiin tiyeleri
ortak homolog domaini i¢ermektedirler. VEGF’in bu c¢ekirdek bolgesi molekiil i¢i ve
molekiiller arasi disiilfid baglar1 yapan sekiz sistein kalintisini kapsayan bir sistin diigiim
motifinden olusur. Her monomerin merkezinde 4 iplik  tabaka bulunmakta. Monomerler yan

yana antiparalel birleserek dimerize olurlar (38).

Sekil 3. (a) VEGF monomeri (b) VEGF monomerlerinin antiparalel olarak dimerize formu (38).

VEGF-A,VEGF ailesinde anjiogenez siirecinde birinci derecede Onemli olan
molekiildiir (30). VEGF-A’nmn en az yedi homodimerik izoformu vardir. Izoformlar tek
VEGF geninden alternatif exon birlesmesi yolu ile olusur. Bu izoformlar igerdikleri amino
grup asit sayilarina gére: VEGF Aj,;, VEGF Ajss, VEGF Ajss, VEGF Ajes, VEGF Ajss,
VEGF A\s9, VEGF Ay olarak adlandirilir (36, 38). In vivo sadace ii¢ izoform VEGF A-j,;,
145, 165 anjiogenezi baslatabilir. Bunlar i¢inde biyolojik gii¢ ve aktivitesinden dolay1 VEGF A-

165 benign ve malign hiicrelerden salgilanan en etkili izoformdur (30).
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VEGF-A,
VEGF-A,
VEGF-A,
VEGF-A,
VEGF-A,
VEGF-A,,,
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Sekil 4. VEGF-A, B, C, D genetik yapisi. VEGF-A geni sekiz ekzondan olusur ve ekzonlarin farkli
birlesmesi yedi izoformu olusturur. VEGF-A 151, 145, 148, 165, 183, 189, 206- EK olarak VEGF-A |
izoformu proteolitik ayrilma sonucu olusur. VEGF-B’nin ¢; ve g6 a.a iceren iki izoformu vardir.
VEGEF-C, D preproteinlerden proteolitik olarak serbestlesir. Tiim VEGF ailesi iiyeleri 1-5 ekzonlar ile

kodlanmis ortak homolog domain igerirler (38).

2.5.1 VEGF Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

VEGEF gen ekspresyonu hipoksi, biliylime faktorleri, sitokinler ve diger ekstraselluler
molekiilleri i¢eren farkli faktorler ile diizenlenir. Hipoksi hem in vivo hem de in vitro VEGF
gen ekspresyonunda anahtar rol oynar; VEGF mRNA ekspresyonu diisiik oksijen basincina
maruz kaldiktan sonra uyarilr. VEGF mRNA’nin hipoksiye bagli transkripsiyonu VEGF
geninin promoter bolgesinde HIF-1’1 baglayan yere HIF-1’in baglanmasi aracilig: ile olur.
VEGF’iin transkripsiyon diizeyi iizerinde biliylime faktorleri ve hipoksi sinerjik etki gosterir.
VEGF iiretimini uyaran biiyiime faktorleri; epidermal biiylime faktorii (EGF), transforming
biiytime faktor B (TGF-B), keratosit biiyiime faktorii (KGF) ve insulin benzeri biiyiime
faktorii (IGF).VEGF ekspresyonunu uyaran onemli sitokinler IL-1a ve IL-6 olup diger
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sitokinler IL-10 ve IL-13 gibi VEGF ekspresyonunu baskilar. Prostoglandin E2, TSH, ACTH,
VEGF mRNA nin ekspresyonunu artirabilir (36).

Von Hippel-Lindau (VHL) tiimor supresor geni HIF-1’e bagl hipoksiye cevapta ve
VEGF geninin i¢erdigi hipoksiyle uyarilabilir bircok gen bdlgesinin negatif regiilasyonunda

onemli rol oynar ve VEGF’in ekspresyonunu inhibe eder (36).
2.5.2 VEGF Reseptorleri

Damar endotel hiicrelerinde VEGF’lin biyolojik aktivitesi spesifik reseptorleri ile
etkilesimine baghdir (36). VEGF ailesinin ii¢ tirozin kinaz reseptorii (VEGFR-1,VEGFR-2,
VEGEFR-3) ve iki non-enzimatik reseptorii (neuropilin-1 ve 2) vardir. Ayrica VEGF ailesi
iiyelerinin birgogu ekstraselliiler matrikste ve plazma membraninda bulunan heparan sulfat
proteoglikanlarina baglanir. Tablo 9°da VEGFR ligandlar1 ve ekstraselliiler matriks heparan
stilfat proteoglikanlarina baglanan VEGF izoformlar1 gosterilmistir. Tiim bu reseptorler yedi
adet hiicre dis1 immiinglobulin benzeri yapi, bir transmembrandz boliim, bir jukstamembran
boliim ve bir de tirozin kinaz aktivitesi tasiyan hiicre i¢i kisimdan olusan tip V protein kinaz

ozelligindedir (33).

Tablo 9.VEGF reseptor ligantlar1 ve heparan siilfat proteoglikanlar1 baglayan VEGF ailesi

izoformlari (33).

VEGFR-1 VEGFR-2 | VEGFR-3 Neuropilin-1 Neuropilin-2 Syndecan
VEGF VEGF(110-165) Pro-ve mature VEGF-C VEGF-165 VEGF(145-165) VEGF(145-206)
VEGF-B VEGF-C Pro-ve mature VEGF-D PIGF-152 PIGF-152 PIGF-152
PIGF VEGF-D Pro-VEGF-C Pro-ve mature VEGF-C | PIGF-224
VEGF-E Pro-VEGF-D Pro-VEGF-D VEGF-B167
Semaphorin-3C Semaphorin-3C
Semaphorin-3F Semaphorin-3F
Semaphorin-3A
VEGF-B
VEGF-E
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VEGF endotel hiicreleri lizerindeki spesifik etkisini temel olarak VEGFR-1 ve VEGFR-
2 ile regiile eder. VEGF’ 1, VEGFR-1"e affinitesi VEGFR-2 den daha fazladir. VEGFR-1 ve
VEGFR-2’in farkli sinyal iletim fonksiyonlar1 vardir. VEGFR-2’nin mitojenik, anjiogenik,
permeabilite arttirict etkisi bulunmaktadir. VEGFR-1’in mitojenik aktivitesi olmayip,
oncelikli olarak damar yapisinin organizasyonu, hematopoez ve matriks metalloproteinazlarin
indiiksiyonu ile iliskilidir (30). Ayni1 ailenin iiyesi olmakla birlikte VEGFR-3, VEGF olarakta
adlandirilan VEGF-A’in reseptorii degildir, sadece VEGF-C ve VEGF-D nin reseptoridiir ve
en fazla lenfatik damar endotel hiicrelerinden eksprese olur (33, 36).

Yaklasik 210 kDa molekiil agirhigmma sahip olan VEGFR-1 endotel hiicrelerinin
lokalizasyonu ve gelisim asamasma bagl olarak farkli fonksiyonlara sahiptir. VEGFR-1’in
VEGF ile uyarilmasinmn ardindan tirozin kinaz fosforilasyon aktivitesi VEGFR-2’ye gore
zayiftir; direkt proliferatif veya hiicre iskeleti iizerine etkileri yoktur ancak uyarildiginda
endotel hiicrelerinden plazminojen aktivatér inhibitor-1 ve {rokinaz tip plazminojen
aktivatoriiniin ekspresyonunu arttirir. Ekstraselliller matriks yikiminda, hiicre gdgiinde ve
monosit kemotaksisinde rol oynar (33).

VEGFR-2 molekiil agirlig1 yaklasik olarak 210 kDa’dwr. VEGF’in uyardig1 endotel
hiicre gocili, proliferasyonu ve permeabilite artis1 agirlikli olarak VEGFR-2 iizerinden
gergeklesir (33).

VEGFR-3 embriyoda kapiller pleksusun yeniden yapilanmasinda ve erigskinde
lenfanjiogenez ve anjiogenezde anahtar rol oynar (33).

Norofilinler, Nrp-1 ve Nrp-2 immunoloji, neuronal gelisim ve anjiogenezde rol oynar
(34). Norofilinler hem VEGF ailesi hem de neurogenezde etkili glikoproteinler olan
semaforin ailesi i¢in transmembran non-protein tirozin kinaz ko-reseptorleridir. VEGF-165,
PIGF-152 ve VEGF-B’nin her iki izoformu neuropilin-1’e, VEGF-145, VEGF-165, PIGF-152
ve VEGEF-C neuropilin-2’e baglanir (33).
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matrix proteases Migration, Migration,
and Survival and Survival

Sekil 5. VEGF ailesi ligandlar1 ve reseptorleri (39).
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2.5.3 VEGF Reseptor Aktivasyon Mekanizmasi

VEGF’in VEGFR’e baglanmasi ile reseptoriin homo- ve heterodimerizasyonunu
diizenlenir, bunu takiben hiicre i¢i yerlesimli jukstamembran domain ve reseptoriin ugundaki
karboksiterminalde bulunan spesifik tirozin kinaz kalmtilarinin fosforilasyonu gergeklesir.
Bunun sonucunda endotel hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve sag kalimu ile iligkili sinyal

yolagi aktive olmaktadir (40, 41).

VEGF .

lg-like
domains

BRI BRI Bl b (bbb R

(I BRI R it R R
LS ISIEHAIY (IR AR {131 I G I W

PISTRIG! (ISR FHIEIEHORIY RIS TN
JMD

Kinase

Sekil 6. VEGFR’lerinin aktivasyon mekanizmasi. VEGF’in VEGFR’e baglanmasi1 iki reseptor
monomerin dimerizasyonuna yol acar. Ek olarak Ig benzeri domain 4, transmembran domainler ve
juxtamembran domainler arasinda etkilesim VEGF-VEGFR kompleksinin stabilizasyonunu saglar,

sonug olarak kinaz aktivitesi ve tirozin kalintilarinin otofosforilasyonu gergeklesir (41).
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2.6 ANJIOPOIETINLER

Anjiopoietinler ilk kez 1990’11 yillarin ortasinda kan damar olusumu i¢in gerekli
biiyiime faktorleri ailesinin bir liyesi olarak tanimlanmistir. Bilinen dort anjiopoietin vardir;
Anjiopoietin-1 (Ang-1), Anjiopoietin-2 (Ang-2), Anjiopoietin-3 (Ang-3) ve Anjiopoietin-4
(Ang-4) (Sekil 7). Anjiopoietinler iki domainden olusur. N-terminal sarmal-bobin domaini
ligantlarin homo-oligomerizasyonundan sorumludur. Oligomerizasyon reseptor aktivasyonu
icin gereklidir, ancak reseptor baglanmasi i¢in gerekli degildir. Reseptore baglanma C-

terminalinde yer alan fibrinojen benzeri domain araciligi ile gergeklestirilir (42).

ANG-1 ANG-2 ANG-3 ANG+4
isoforms isoforms
r—

s

coilcd'-coil ! 69% 44% 42%
domain i i

:
l"ibnnogclt- = 63% == 579% 55%
like domain ‘ 1 |

Sekil 7. Anjiopoietin ailesinin yapisal organizasyonu (43).

Anjiopoietinler salgilanan glikoproteinler olup yaklasik 75 kDa agirhiginda dimerik
molekiilerdir. 498 aa igeren Anjiopoietin-1 8q22 kromozomunda, 496 aa iceren Anjiopoietin-
2 ise 8q23 kromozomunda lokalizedir. Her iki molekiiliin yapis1 % 60 dizi homolojisi gosterir.
Ang-1 dort farkli splice varyanti olarak {iretilir. 1,5 kb ve 1,3 kb variantlar1 reseptore baglanir
ve otofosforilasyonu uyarir. 0,9 kb ve 0,7 kb varyantlar ile kodlanmis proteinler Tie-2’ye
baglanir fakat otofosforilasyonu uyaramaz. Ang-2’nin Ang-2(443) izoformunda sarmal-bobin
pargast eksik olup Tie2 fosforilasyonunu stimule edemedigi tesbit edilmistir. Ang-1 Tie-2

reseptOr agonisti gibi davranir oysaki Ang-2 antagonisttir (42).
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Anjiopoietinlerin Tie-1 ve Tie-2 olmak iizere, tirozin kinaz yapisinda olan iki
reseptorii vardir ve halen tartigmali olsa da etkisini daha ¢ok Tie-2 reseptorii lizerinden yaptigi
diistiniilmektedir (44). Tie-1 ve Tie-2 reseptorlerinin ekspresyonu biiylik 6lgiide endotel
hiicrelerden olur (45). Tie-2 reseptorii endotel hiicrelerindeki ekspresyonu yani sira
hematopoetik hiicreler, endotel 6ncii hiicreler ve tiimor hiicreleri ve melanom hiicrelerinden
eksprese olur. Monosit subpopulasyonunda Tie-2 pozitifligi anjiogenik aktivite ile iliskilidir.
Biiyiik damarlarin endotel hiicrelerinde Tie-2 ekspresyonu kiigiik damarlardaki ekspresyonu
ile karsilastirildiginda daha fazladir. Tiimor anjiogenezi esnasinda Tie-2 ekspresyonu artar.

Ligant baglandiginda reseptor dimerize olur (42).

Tie-1 ve Tie-2 Ig benzeri ve EGF benzeri kisimlar igerir. Ekstraselliiler kisim ii¢
immunglobilin benzeri domain, i¢ EGF benzeri domain ve {li¢ fibronektin tip III domaini
icerir. Her iki reseptorde hiicre i¢ci domain kisa olup boliinmiis kinaz domaini igerir (SekilS8).
Tie-1 ve Tie-2 reseptorlerinin sitoplazmik kisimlar1 %76 benzer dizilim gosterir fakat

ekstraselliiler kisimlar1 %33 benzerlige sahiptir (42).

D
e

=N lg-like
¥ EGF-like
{ ) Ig-like
% Frd i

extracellular

l 1 cell meaembrana
iNntracellular T |

T I

Tiel/TieZ2

Sekil 8. Tie reseptor yapisi (42).

Anjiopoietin-1, Anjiopoietin-2,  Tie-1 ve Tie-2, VEGF tarafindan ilk damar
pleksusunun olusumundan sonraki gelisim sirasinda damar yeniden sekillenmesi ve
olgunlagsmas: icin gereklidirler. Anjiopoietin-1 ve Tie-2 kalp gelisimi i¢in, Tie-1 ve
anjiopoietin-2 lenfatik gelisim icin gereklidir. Anjiopoietin-1 mural hiicrelerin yoklugunda
bile vaskiiler korumay1 uyarir ve endotel hiicreleri arasindaki bosluklar1 azaltarak VEGF ve
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inflamasyonu kapsayan cesitli ajanlarla uyarilmis damar gegirgenligini dengeler. Egzojen
anjiopoietin-1 endotelyal glikokaliksi arttirarak, saglam kiiciik damarlarda damar
gecirgenligini azaltr. Bunun tersine anjiopoietin-2 anjiogenik kosullarda perisitlerin

ayrilmasini uyarir ve inflamasyon sirasinda damar yeniden sekillenmesine aracilik eder (9).

Inflamasyon, tiimér gibi nedenlerle uyarilmamis damarlarda anjiopoietin-1 perisitlerde
ve diiz kas hiicrelerinden iiretilirken, reseptorii Tie-2 oncelikle endotel hiicrelerinden eksprese
olur. Anjiopoietin-2 endotelial Weibel-Palade cisimlerinde depolanir ve trombin, histamin ve
sfingozin 1-fosfat gibi ¢esitli uyaranlara cevap olarak salinir. Anjiopoietin-1’in timor
hiicreleri tarafindan 1limhi ekspresyonu s6z konusudur. Anjiopoietin-2 ise aktive endotel
tarafindan Ttretilirken ¢ogu tiimor hiicresi tarafindan tretilmez. Hipoksinin gelisimini ile
VEGEF iiretimi ve anjiogenezin baglamasini takiben artmis anjiopoietin-2 ekspresyonu damar
regresyonuna ve perisitlerin ayrilmasina yol agar. Hiicre biyolojisi caligmalari anjiopoietin-1
ve anjiopoietin-2’nin aymi Tie-2 reseptorii lizerinden anjiogenezi ve damar stabilitesini

uyarmasini nasil gergeklestirdigi konusunda fikir vermistir (9).

Ang-1’in Tie-2 agonist etkisi hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalarla desteklenmistir.
Ang-1 Tie-2’ye baglanir ve tirozin fosforilasyonu yolu ile Tie-2 aktivasyonunu uyarir. Ang-
I’in endotel hiicreleri iizerindeki etkilerini fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K)-Akt yolagi
iizerinden gosterir (46). PI3- kinaz protein kompleksi adaptor proteinler Grb2 ve Grbl14, p85
subuniti ve Dok-R molekiiliinii igerir. Sinyal yolaginda protein kinaz B/Akt yolagi
(antiapopitotik yolakta 6nemli) ve p21 aktive protein kinaz (PAK, hiicre gociinde 6nemli)
aktive olur ve hiicre gocii, apopitozun inhibisyonu gibi etkilere aracilik eder. Ang-1/Tie-2
yolag1 embryonik gelisme, fizyolojik anjiogenez, damar biitiinliiglinlin korunmasi,

inflamasyon ve tiimdr biiylimesinde 6nemli roller oynar (47).
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Sekil 9. Aktive tiimor endotelinde ve normal damarlarda anjiopoietin sinyalizasyonu . a) Endotel
hiicreleri anjiopoietin-1 salgilayan perisit hiicreleri ile kaplanmistir. Anjiopoietin- 1 damar stabilitesini
ve endotel hiicre sagkalimini tesvik eder. b) Anjiopoietin -2 endotel hiicrelerdeki Weibel-Palade
cisimlerinde depolanir, damarlarin yeniden sekillenme bolgelerinde otokrin faktdr olarak salgilanir
(inflamasyon, yara veya timdr gelisimindeki gibi). Pasif endotel hiicrelerinin aksine anjiogenik mobil
endotel hiicrelerinde anjiopoietin bagl Tie-2 reseptorii tercihen hiicre ekstraselliiler matriks baglanti
bolgelerinde lokalize olup hiicre gogl sirasinda endotel hiicre ile ekstraselliiler matriks etkilesimlerini
yonetir. Tiimorde anjiopoietin-2 hipoksi ile artar ve yeni damar endotelinde ortaya ¢ikan ilk
markirlardan biridir. Anjiopoietin-2 uyarilmig endotel hiicrelerinde anjiopoietin-1’1 antagonize eder ve
VEGF gibi sitokinlere endotel hiicre yanitinm1 gelistirir. Hiicre kiiltiirlerinde asir1 diizeydeki
anjiopoietin-2 Tie-2’ye baglanmak i¢in anjiopoietin-1 ile yarigir ve EC-EC kavsaklarinda Tie-2 tirozin
fosforilasyonunu azaltir. Damarlarin normal kararli hallerinde anjiopoietin-1 damar maturasyonunu
arttirir ve sivi1 sizintisini inhibe eder oysaki anjiopoietin-2’nin eksprese oldugu tiimér kan damarlarinda

bazal membran organizasyonu koétiidiir ve perisit hiicre tabakasi eksik olup damardan sizma olur (9).

Anjiopoietin-2 aktive olan endotelden, endoteliyal Weibel-Palade cisimlerinden salinir
bu anjiopoietin-1-Tie2 sinyalizasyonunun antagonize edilmesini miimkiin kilar bdylece
VEGF ve TNFa gibi ekzojen sitokinlere endotel hiicre yanitini kolaylastirir (9). Ang-2’nin
embryodaki asir1 ekspresyonu sonucu damar sisteminin gelisimi bozulur bu da anjiogenezde
antagonist oldugunu diislindiiriir. Ayrica ang-2 anjiogenezde bFGF ile VEGF’iin sinerjik
etkisini antagonize eder ve VEGF’lin anjiogenik aktivitesini dengeler (43). Ang-2’nin Tie-2

reseptorii ile durum bagimli agonist ve antagonist iliskisi damar gelisiminde ang-2’nin
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fonksiyonunun anlagilmasini daha karmasik hale sokmustur. Tie-2’nin hiicre i¢i sinyal yolagi
bir¢ok sitokini icerir bu da reseptoriin regulasyon ve koordinasyonunun doza ve zamansal-
uzamsal (spatiotemporal) olarak davranabilecegini diisiindiiriir (43, 45). Ang-2 dogal olarak
Tie-2’nin kompatitif antagonistidir. Ang-2 diizeyinin artig1 hem in vivo hemde in vitro ang-
1/Tie-2 sinyalizasyonunu inhibe edebilir fakat bazi ¢calismalarda ang-2’nin etkilerinin doz ve
durum bagimli oldugu belirtilmistir (46). VEGF varliginda ang-2, damar filizlenmesini tesvik
eder boylece VEGF’nmn stimulasyonunu arttirtr. VEGF’nin  yoklugunda ang-2 damar

regresyonunu hizlandiran bir suppresor olarak gorev yapar ( Sekil 12) (48).

Endotel hiicre biyolojisinde Ang-1’in etkisi hakkinda fikirbirligi olmasinin aksine
ang-2’nin damar olgunlagsmasi1 ve embryonik gelisme esnasindaki anjiogenezdeki etkisi ile

ilgili ¢eligkili sonuclar mevcuttur (47).

Sonug¢ olarak; ang-1, TIE-2’ye baglanir ve endotel hiicreleri ile c¢evresindeki
ekstraselliiller matriks arasindaki etkilesimi tesvik ederek damarlari stabilize eder, ang-2 ise
yarismali olarak TIE-2’ye baglanir ve ang-1’in stabilize edici etkisini antagonize ederek

damarlarda destabilizasyona yol agar (49).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. ARAC ve GERECLER

3.1.1. Cihazlar ve Kitler

Tablo 10. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Marka Model Uretici Firma
ELISA plak okuyucusu BioTek KC4 BioTek, USA

ELISA plak yikayicisi Thermo Wellwash 4MK2 Thermo, USA
Mikroplate shaker IKA KS 130 B IKA, Germany

Saf su cihaz Milipore Mili-Q Z1.X55003Y Hettich Co, Germany

Santrifiij Heraeus Biofuge stratos Heraeus, Germany
Tissuelyser I1 Qiagen 85300 Retsch, Germany
Paslanmaz celik boncuk | Qiagen 69989 Retsh, Germany
Homojenizasyon Greiner 623201 Germany

reaksiyon tiipii

Otomatik pipetler

Transferpette-8

Brand, Germany

Thermo Electron Co,

Derin dondurucu Thermo VLT1740-5-V40 USA

Tablo 11. Calismada kullanilan kitler

Kit Ad1 Yontem Katolog No Firma
Human VEGF ELISA | Enzim immunassay DVEO00 Quantikine ®
H Anjiopoietin-1 o

uman EII}]SOKOIC m Enzim Immunassay DANG10 Quantikine ®

Human éfilsolgowtm'z Enzim Immunassay DANG20 Quantikine ®
BCA Protein Assay Kolorimetrik 23225 Pierce ®
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3.2. OLGULARIN SECiMi, ORNEKLERIN TOPLANMASI ve SAKLANMASI

DEUTF Hastanesi Gogiis Cerrahisi AD’ne basvuran ve operasyon planlanmis primer
akciger kanserli 34 hasta caliymaya dahil edildi. Akciger karsinoid tiimorleri, kemoterapi,
radyoterapi almig ve akciger dis1 malignitesi olan hastalar calismadan dislandi. Kontrol grubu
olarak 32 saglikl birey calismaya dahil edildi. Bu bireyler Gogiis Hastaliklar1 Sigara Birakma
Poliklinigine bagvuran ve rutin tetkiklerinde (Akciger grafisi, EKG, solunum fonksiyon testi,

rutin biyokimya testleri) akciger malignitesi olmadig1 saptanan kisiler arasindan segildi.

Caligmaya dahil edilen tiim hastalar ve kontrol grubundaki bireylere bilgilendirilmis

onam formu okutulduktan sonra imzalatildi. (EK 1 ve EK 2 )

Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalari
Etik Kurulu tarafindan 25 Haziran 2009 tarihli ve 24/15/2009 sayili etik kurul onayi
alindiktan sonra baslatild1 (EK 3).

Hastalardan operasyon oncesi 5 cc diiz kan alindi, 4000g santrifiij sonrast ayrilan
serum analize kadar -40 °C da saklandi. Ayrica operasyon materyalinin patoloji uzmani
tarafindan uygun goriilen bdlgelerinden yaklasik 300-400 mg tiimor dokusu ve en az 5 cm
uzagindan eslenik normal akciger dokusu alind1 ve serum fizyolojik ile yikandiktan sonra

analize kadar -80°C da saklandi.

Hastalarmn  klinikopatolojik  verileri hastane bilgi islem sisteminden alindi.
Klinikopatolojik veriler olarak yas, cinsiyet, timor boyutu, tiimdriin histolojik tipi, histolojik
differansiyasyon derecesi, patolojik TNM, ven invazyonu, arter invazyonu, lenf damari

invazyonu, perinoral invazyon degerlendirildi.

3.3. DOKU ORNEKLERININ HAZIRLANMASI
Homojenizasyon Protokolii:

1. 2 mL mikrosantrifiij tiipliniin i¢ine bir tane paslanmaz celik boncuk (5mm c¢apinda)

konuldu ve en az 15 dakika kuru buz tizerinde inkube edildi.
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2. Dokular -80 °C’dan ¢ikarilarak +4°C de ¢oziildii. 100 mg tartildi ve dnceden sogutulmus
tiiplere konularak kuru buz iizerinde 15 dakika inkiibe edildi.

3. Mikrosantrifiij tlipleri Tissuelyser LT adaptoriine (TissueLyser LT adaptorii oda
sicakliginda tutuldu) yerlestirildi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. Tiiplere 600 puL. (1:7 oraninda) homojenizasyon tamponu ( pH: 7.4 Tris HC1 20 mM, 5
Mm MgCl,, 20 uM Pepstatin A, 20 uM Leupeptin, S0 yM PMSF) ilave edildi.

5. Raklar TissueLyser (Qiagen-Almanya) cihazina yerlestirildi.
6. Frekans 50, zaman 5 dakikaya ayarlandi ( Program 1)
7. Elde edilen homojenat +4°C de 5000g de 10 dakika santrifuj edildi.

8. Santrifuj sonras1 elde edilen supernatanlar aliquatlanarak total protein Slglimii ve

biyokimyasal analizlere kadar - 20°C sakland1 (51).

3.4. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

3.4.1. VEGF Olciim Yontemi

Patolojik olarak tani almig 34 akciger kanserli hastanin serumlari, tiimorlii ve eslenik
normal akciger dokularinda ve 32 saglikli kontrol grubunun serumlarinda VEGF diizeyi

Ol¢timii ticari ELISA kiti (Quantikine R&D) ( Katalog No: DVEQO) ile gerceklestirildi.

Test prensibi: VEGEF’i kantitatif olarak tespit eden enzim bagli immiinosorbent 6l¢iim
yontemine (ELISA: Enzim-Linked ImmunoSorbent Assay) dayanmaktadir. Bu teknikte
kuyucuklar VEGF’e kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlarla kaplanmistir. Standartlar ve
orneklerde bulunan insan VEGF’i kuyucuklara kaplanmis olan antikor tarafindan tutulur.
Yikama ile baglanmamis komponentler uzaklastirilir. Daha sonra VEGF’e spesifik enzim
bagl poliklonal antikor iceren VEGF konjugati eklenir. Ikinci inkubasyon siirecinde, bu
antikor standart ya da 6rnekteki insan VEGF’a baglanir. Baglanmayan sekonder antikorlarin
uzaklastirilmas1 amaciyla yapilan yikama isleminden sonra substrat solusyonu ilave edilir.
Isiktan korunarak inkiibe edilir. Enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan rengin yogunlugu,

ornekte bulunan VEGF miktar1 ile dogru orantilidir. Reaksiyon ortama asit ilavesi ile
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sonlandirilir ve 450 nm’de &lgiim yapilir. (Diizeltme dalga boyu 540 nm). Insan VEGF’ inden

hazirlanan 7 farkli diliisyondaki standarttan standart grafigi ¢izilerek Ornekteki VEGF

konsantrasyonlar1 saptanir.

Yontemin 6l¢iim araligt: 9.0 — 1000 pg/mL

Standart Hazirlamis1 ve Analiz Asamalan :

Analize baslamadan once kit i¢inde bulunan tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina

getirildi.

Standartlar hazirlanirken polipropilenli tiipler kullanildi. Liyofilize standart 1000 puL
kalibrator diluent RD6U ile ¢oziilerek 2000 pg/mL’lik stok solusyon hazirlandi.
Standardin iyice ¢o6zlinmesi i¢in 15 dakika bekletildi. 2000 pg/mL stok solusyonundan
500 pL alinarak, daha onceden igerisine 500 pL kalibrator diliient RD6U konmusg 7
polipropilenli tiipte 1:2 seri diliisyonlar yapilarak 7 farkli konsantrasyonda standart

hazirland1 (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6 pg/mL).

Serum Orneklerinde dilusyon yapilmadan, doku siipernatanlarinda ise yapilan 6n
dilusyon calismas1 ( 1/2, 1/5, 1/10) sonucuna gore doku homojenizasyon tamponu ile

1:2 diliisyon yapilarak caligildi.

Calisilacak 96’lik ELISA plagindaki her kuyucuga Assay diluentten RD1W’den 100
uL pipetlendi.

Hazirlanan 7 farkli konsantrasyondaki standartlar (¢ift olarak) ve 6rnekler kuyucuklara

100’er L pipetlendi. Kor olarak kalibrator diluent RD6U kullanildi.

2 saat boyunca oda sicakliginda inkubasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda plak 3 kez 400’er pL yikama tamponu ile yikandi.
Tiim kuyucuklara 200 uL VEGF konjugati eklendi.

2 saat boyunca oda sicakliginda inkubasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda plak 3 kez 400’er uL yikama tamponu ile yikandu.

Tiim kuyucuklara 200 pL substrat solusyonu eklendi. Isiktan korundu.
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e 25 dakika boyunca oda sicakliginda inkubasyona birakildu.

e Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi.

e 30 dakika i¢inde 450 nm’de ( 540 nm diizeltme dalga boyu) 6l¢tim yapildi.

e Serum ve doku VEGF konsantrasyonlar1 hazirlanan iki farkli standart grafiginden

yararlanarak hesaplandi. Doku VEGF konsantrasyonlar1 pg/mg protein basina verildi.

Dilusyon yapilan tiim 6rnekler dilusyon oranlari ile ¢arpildi.

VEGF STANDART EGRISi

=

~
-~
L
L

/

0 200 400 600 800 1000
VEGF standart konsantrasyonu ( pg/mL)

o
00

o
o)}

o
S

Absorbansi (450 nm)

o
N

o

1200

y = 0,0009x
R?=0,9971

=—@=—1Seri 1l

——Dogrusal (Seri 1)

Grafik 1. Serum VEGEF standart egrisi
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Grafik 2. Doku homojenati VEGF standart egrisi

3.4.2. ANJIOPOIETIN-1 Olciim Yontemi

Patolojik olarak tani almig 34 akciger kanserli hastanin serumlari, tiimorlii ve eslenik
normal akciger dokularinda ve 32 saglikli kontrol grubunun serumlarinda anjiopoietin-1
diizeyi Ol¢iimii ticari ELISA kiti (Quantikine R&D) (Katalog No: DANG 10) ile
gergeklestirildi.

Test prensibi: Anjiopoietin-1’1 kantitatif olarak tespit eden enzim baglh
immiinosorbent Ol¢iim yontemine (ELISA: Enzim-Linked ImmunoSorbent Assay)
dayanmaktadir. Bu teknikte kuyucuklar anjiopoietin-1’e kars1 gelistirilmis monoklonal
antikorlarla kaplanmistir. Standartlar ve Orneklerde bulunan insan anjiopoietin-1’1
kuyucuklara kaplanmis olan antikor tarafindan tutulur. Yikama ile baglanmamis
komponentler uzaklastirilir. Daha sonra anjiopoietin-1’e spesifik enzim bagli monoklonal
antikor iceren angipoietin-1 konjugati eklenir. Ikinci inkubasyon siirecinde, bu antikor
standart ya da Ornekteki insan anjiopoietin-1’e baglanir. Baglanmayan sekonder antikorlarin
uzaklastirilmas1 amaciyla yapilan yikama isleminden sonra substrat solusyonu ilave edilir.
Isiktan korunarak inkiibe edilir. Enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan rengin yogunlugu,
ornekte bulunan anjiopoietin-1 miktar1 ile dogru orantihidir. Reaksiyon ortama asit ilavesi ile

sonlandirilir ve 450 nm’de 6l¢iim yapilir (Diizeltme dalga boyu 540 nm). Insan anjiopoietin-
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I’inden hazirlanan 7 farkli diliisyondaki standarttan standart grafigi cizilerek Ornekteki

anjiopoietin-1 konsantrasyonlar1 saptanir.

Olgiim arahg:: 3.45 — 4000 pg/mL

Standart Hazirlamis1 ve Analiz Asamalan :

Analize baglamadan 6nce kit i¢inde bulunan tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina

getirilerek caligildi.

Standartlar hazirlanirken polipropilenli tiip kullanildi. Stok standart, konsantrasyonu
40.000 pg/mL olacak sekilde 1 mL distile su ile hazirlandi. Stok standart
solusyonundan 100 pL, kalibrator diliient RD5P’den 900 pL almnip 1:10 diliisyonla
4000 pg/mL konsantrasyonundaki 1. tiip hazirlandi. Sonra seri diliisyon yapilarak
2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5 pg/mL konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.
Sekizinci tiipe kor olarak kalibrator diluent RDSP tamponu eklendi.

Serum orneklerinde 1:50 dilusyon, doku siipernatanlarinda ise yapilan 6n dilusyon
calismas1 (1/2, 1/5, 1/10) sonucuna gore doku homojenizasyon tamponu ile 1:10

diliisyon yapilarak ¢alisildi.
Tim kuyucuklara 100 pL assay diliient RD1 eklendi.

Hazirlanan 7 farkli konsantrasyonda standartlar (¢ift olarak) ve ornekler kuyucuklara

50°ser uL pipetlendi. Kor olarak kalibrator diluent RDSP kullanilda.

2 saat boyunca oda sicakliginda iistii kapali olarak ELISA plag: yatay c¢alkalayiciya
(500 £ 50 rpm) brrakildi.

Inkiibasyon sonunda igerik aspire edilip plak 4 kez 400’er uL yikama tamponu ile
yikand1.

Tiim kuyucuklara 200 uL. Anjiopoietin-1 konjugat1 eklendi.

2 saat boyunca oda sicakliginda istii kapali olarak ELISA plag:1 yatay calkalayiciya
(500 = 50 rpm) brrakild1.
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Inkiibasyon sonunda icerik aspire edilip plak 4 kez 400’er uL yikama tamponu ile
yikandi.

Tiim kuyucuklara 200 uL substrat solusyonu eklendi.

30 dk boyunca oda sicakliginda isiktan koruyarak (karanlik ortamda) inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 50 pL reaksiyon sonlandirma solusyonundan

eklendi.

Tiim kuyucuklarda olusan renk yogunlugu 450 nm’de ( Diizeltme dalga boyu 540 nm )
olciildii.

Serum ve doku Anjiopoietin-1 konsantrasyonlar1 hazirlanan iki farkli standart
grafiginden yararlanarak hesaplandi. Doku Anjiopoietin-1 konsantrasyonlar1 pg/mg

protein basina verildi. Dilusyon yapilan tiim 6rnekler dilusyon oranlari ile ¢arpildi
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Grafik 3. Serum Anjiopoietin-1 standart egrisi
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Grafik 4. Doku homojenat1 Anjiopoietin-1 standart egrisi.

3.4.3. ANJIOPOIETIN -2 Ol¢iim Yontemi

Patolojik olarak tani almis 34 akciger kanserli hastanin serumlari, tiimorlii ve eslenik
normal akciger dokularmda ve 32 saglikli kontrol grubunun serumlarinda anjiopoietin-2
diizeyi Ol¢iimii ticari ELISA kiti (Quantikine R&D) (Katalog No: DANG 20) ile
gergeklestirildi.

Test prensibi: Anjiopoietin-2’1 kantitatif olarak tespit eden enzim bagh
immiinosorbent Ol¢iim yontemine ( ELISA: Enzim — Linked ImmunoSorbent Assay )
dayanmaktadir. Bu teknikte kuyucuklar anjiopoietin-2’e kars1 gelistirilmis monoklonal
antikorlarla kaplanmistir. Standartlar ve Orneklerde bulunan insan anjiopoietin-2’1
kuyucuklara kaplanmis olan antikor tarafindan tutulur. Yikama ile baglanmamis
komponentler uzaklastirilir. Daha sonra anjiopoietin-2’e spesifik enzim bagli monoklonal
antikor iceren angipoietin-2 konjugati eklenir. Ikinci inkubasyon siirecinde, bu antikor
standart ya da Ornekteki insan anjiopoietin-2’e baglanir. Baglanmayan sekonder antikorlarin
uzaklastirilmas1 amaciyla yapilan yikama isleminden sonra substrat solusyonu ilave edilir.
Isiktan korunarak inkiibe edilir. Enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan rengin yogunlugu,
ornekte bulunan anjiopoietin-2 miktar1 ile dogru orantilidir. Reaksiyon ortama asit ilavesi ile

sonlandirilir ve 450 nm’de 6l¢iim yapilir ( Diizeltme dalga boyu 540 nm). Insan anjiopoietin-
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2’inden hazirlanan 7 farkli diliisyondaki standarttan standart grafigi cizilerek ornekteki

anjiopoietin-2 konsantrasyonlar1 saptanir.

Olgiim araligr: 8.29 - 3000 pg/mL

Standart Hazirlamis1 ve Analiz Asamalan :

Analize baslamadan dnce kit i¢inde bulunan tiim reaktifler ve drnekler oda sicakligina

getirildi.

Standartlar hazirlanirken polipropilenli tiip kullanildi. Liyofilize standart, iizerinde
yazan miktar kadar (1000 pL) distile su ile ¢oziilerek 30.000 pg/mL’lik stok solusyon
hazirlandi. Standardin iyice ¢Oziinmesi i¢inl5 dakika yavasca karistirildi. 30.000
pg/mL stok solusyonundan 100 pL alinarak, daha onceden igerisine 900uL kalibrator
diliient RD5-5 konmus ilk eppendorf tiipte 1:10 dilusyon yapildi. Sonraki 6 eppendorfa
500 pL kalibrator diliient RDS5-5 konuldu, hazirlanmis olan ilk ependorftan 1:2 seri
diliisyonlar yapilarak 7 farkli konsantrasyonda standart hazirlandi ( 3000; 1500 ; 750;
375; 187.5; 93.7; 46.9 pg/mL ).

Serum orneklerinde 1: 5 dilusyon, doku siipernatanlarinda ise yapilan 6n dilusyon
calismas1 (1/2, 1/5, 1/10) sonucuna goére doku homojenizasyon tamponu ile 1:2

diliisyon yapilarak calisild.
Tim kuyucuklara 100 uL assay diluent RD1-76 eklendi.

Hazirlanan 7 farkli konsantrasyonda standart (¢ift olarak) ve ornekler kuyucuklara

50’er puL pipetlendi. Kor olarak RD5-5 kullanildi.

2 saat oda sicakliginda ELISA plak ¢alkalayicida inkube edildi.

Plak 4 kez 400 pL yikama tamponu ile yikand.

Tiim kuyucuklara 200 uL Anjiopoietin-2 konjugati eklendi.

2 saat boyunca oda sicakliginda ELISA plak ¢alkalayiciya inkube edildi.
Plak 5 kez 400 pL yikama tamponu ile yikandi.

Tiim kuyucuklara 200 pL substrat solusyonu eklendi.

47



30 dk boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda inkubasyona birakildi.
Tiim kuyucuklara 50 pL reaksiyon sonlandirma solusyonundan eklendi.

Tiim kuyucuklarda olusan renk yogunlugu 450 nm’de 6l¢iildii. (Diizeltme dalga boyu
540 nm)

Serum ve doku Anjiopoietin-2 konsantrasyonlar1 hazirlanan iki farkli standart
grafiginden yararlanarak hesaplandi. Doku Anjiopoietin-2 konsantrasyonlar1 pg/mg

protein basina verildi. Dilusyon yapilan tiim 6rnekler dilusyon oranlar1 ile ¢arpildi.

ANJIOPOIETiIN-2 STANDART EGRISi
y = 0,0006x + 0,0247
R?=0,9999

2
s /
(=]
mn
3
a1
& == Seri 1
<
_20,5 —— Dogrusal (Seri 1)
<

0

0 1000 2000 3000 4000
Anjiopoietin-2 standart konsantrasyonu ( pg/mL)

Grafik 5: Serum Anjiopoietin-2 standart egrisi.
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ANJIOPOIETiIN-2 STANDART EGRISi
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Grafik 6: Doku homojenat1 Anjiopoietin-2 standart egrisi

3.4.4 TOTAL PROTEIN OLCUMU

Timor ve eslenik normal akciger dokusunun homojenizasyonu sonrasi elde edilen
supernatanlarda doku total protein Ol¢liimii Pierce BCA Protein 6lgtim kiti ( Katalog No:

23225 ) ile gergeklestirildi.
Test Prensibi:

Protein diizeyleri Bicinkoninik asit (BCA) yontemi ile belirlendi. Yontemin temeli alkali
ortamda Cu*’-protein kompleksi olusumuna ve Cu™nin Cu*'e indirgenmesine
dayanmaktadir. Orneklerde var olan protein miktar1 indirgenmis Cu*' miktar: ile dogru

orantilidir. Olusan renk 562 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirildi.
Standart Hazirlanisi ve Analiz Asamalan :

e 2.0 mg/mL albumin stok standartinin dilusyonu ile 8 farkli konsantrasyonda standart
hazirland1 (2000; 1500; 1000; 750; 500; 250; 125; 25 pg/mL). Dilusyonda
homojenizasyon tamponu ( pH: 7.4 Tris HC1 20mM, SMm MgCl, ) kullanild: .

e Standartlarin {i¢, doku siipernatanlarmin iki replikasyonu yapildi.
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e 25 pL hacimde standartlar ve 6rnekler mikroplate kuyucuklarina pipetlendi.

e Her kuyucuga 200 pL analiz reaktifi eklendi ve plate calkalayicida 30 saniye
calkalanda.

e Plate 37 °C da 30 dakika inkube edildi.
e 562 nm de kore kars1 spektrofotometrik olarak degerlendirildi.

e Standart egrisi ¢izilerek doku protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.

PROTEIN STANDART EGRISi
y=0,0011x + 0,1093

2,5
/ R%=0,9983

'g 2
c
o /
815
- /
8 —4—Seri 1
0
§ —— Dogrusal (Seri 1)
< 0,5

0 500 1000 1500 2000 2500
Protein standart konsantrasyonu (ug/mL)

Grafik 7: Protein standart egrisi

3.5. iISTATISTIKSEL ANALIiZLER

3.5.1. Verilerin Kaydedilmesi

Analizlerden elde edilen veriler ‘Microsoft Office Excel 2007’ programu kullanilarak

kaydedildi.

3.5.2. Verilerin Analizi ve Tablolar ile Gosterilmesi

[statistiksel degerlendirmeler ve tablo hazirlama amaciyla ‘SPSS for Windows 15.0” programi
kullanildi. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in dncelikle ortalama deger ve standart
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sapmalar1 hesaplandi. Gruplarin ortalamalarmnin karsilastirilmasinda parametrik independent
samples t testi kullanildi. Gruplarin ortanca degerlerinin birbirinden farkli olup olmadiklarini
belirlemek i¢in nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. iki bagimsiz grup
karsilastirilmasinda Mann - Whitney U testi, ikiden fazla grup karsilastirilmasinda Kruskall -
Wallis testi kullanilmistir. Grup parametreleri arasindaki korelasyonu belirlemek igin
"Spearman korelasyon testi" kullanildi. Korelasyonun; r = 0,00 — 0,24 ise zayif, r = 0,25 —
0,49 ise orta, r = 0,50 — 0,74 ise giiclii, r = 0,75 — 1,00 ise ¢ok gii¢lii olarak degerlendirildi.
p < 0,05 anlaml1 olarak degerlendirildi.

51



4. BULGULAR

4.1. TANIMLAYICI BULGULAR
4.1.1. Cahsma Grubu

Histopatolojik sonuglarma gore, 18 (%53) skuamoz hiicreli karsinom, 9 (%26)
adenokarsinom, 5 (%15) miks adenokarsinom ve 2 (%06) kiigiik hiicreli karsinom olmak
iizere toplam 34 hasta caligmaya alind1 (Sekil 13). Patolojik tanilarinda hastalarin 12’si iyi
differansiye, 10’u orta differansiye, 12’si az differansiye olarak rapor edildi (Sekil 14).
Hastalarin 27’si erkek, 5’1 kadin idi (Sekil 15). Kontrol grubu ise Gogiis Hastaliklar1 Sigara
Birakma Poliklinigine basvuran ve rutin tetkikler sonucu saglikli olduklar1 belirlenen 26°s1
erkek, 6°s1 kadin toplam 32 kisiden olusturuldu (Sekil 16). Hasta ve kontrol grubu arasinda
yas agisindan anlamh bir fark yoktur (p > 0,97) ( Tablo 12).

Kiiglik Hiicreli ca
Miks Adenokarsinom 6%
15%

Adenokarsinom
26%
B Skuamoz karsinom
Adenokarsinom

B Miks Adenokarsinom

W Klicik Hicreli ca

Sekil 13: Akciger kanser hastalarmin patolojik tamlarma gore dagilimi

52



Andifferansiye
6%

Orta differansiye

Sekil 14 : Akciger kanser hastalarmin tiimor differansiyasyonlarma gére dagilini

Sekil 15: Akciger kanser hastalarmin cinsiyete gore dagilim

K: Kadin E:Erkek



Sekil 16 : Kontrol grubunda cinsiyet dagilimi

Tablo 12: Hasta ve kontrol grubu yas ortalamalari, standart sapmalari, minimum ve maksimum

degerleri
n Ort+SS Minimum Maksimum
Hasta grubu 34 *65,23 £ 8,79 46 82
Kontrol grubu 32 64,15 £7,1 57 77

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p> 0,97

p < 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.



42. SERUM VE DOKUDA VEGF, ANJIiOPOIETIN-1, ANJIOPOIETiN-2
DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI

4.2.1. VEGF, Anjiopoietin-1, Anjiopoietin-2 Tekrarlanabilirlikleri ( % CV)

Ayn1 6rnegin 10 kez ard arda calisilmasi ile gergeklestirilen tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda
VEGF, anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 i¢in giin i¢i %CV’ler sirasiyla 8.4, 6.9, 7.3 olarak
bulundu. Ortalama ve standart sapmalar1 sirasiyla 267.59+22.55pg/mL, 34704.45+2418.86
pg/mL, 1441.78+106.47 pg/mL.

4.2.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Serum VEGF, Anjiopoietin-1 ve Anjiopoietin-2

Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Akciger kanserli hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda serum VEGF ve Anjiopoietin-
1 ortalamalar1 agisindan anlamli bir fark gozlenmezken, serum Anjiopoietin-2 ortalamasi

hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulundu (p < 0,001) (Tablo 13)
(Grafik 8 )

Tablo 13: Hasta ve kontrol gruplarma ait serum VEGF, Anjiopoietin-1, Anjiopoietin-2 diizeyleri

Hasta grubu Kontrol grubu p
(n=34) (n=32)
Serum VEGF (pg /mL)
(Ort £SS)
446,92 + 225,88 360,51 + 136,89 0,11
Serum Anjiopoietin-1
(pg/mL) (OrtxSS)
54724,23 £13568,39 | 56397,59 + 10719,39 0,57
Serum Anjiopoietin-2
(pg/mL) (Ort £SS)
2193,685 £ 675,020* 1546,032 % 533,94 < 0,001

* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda

p< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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Grafik 8: Hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki serum anjiopoietin-2 diizey farklar1 kutu grafigi

(box- plot)
* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (p <0,001)

* p< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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4.2.3. Tiimor Dokusu ve Eslenik Normal Akciger Dokusunda VEGF, Anjiopoietin-1 ve

Anjiopoietin-2 Diizeylerinin Karsilastirnlmasi

Hastalarin tiimor ve eslenik normal akciger dokularinda (n=34), VEGF ortalamalar1

acisindan anlamli fark saptanmistir. VEGF diizeyleri tiimdér dokusunda, eslenik normal

akciger dokusuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p < 0,001) (Grafik 9). Anjiopoietin-1

ve Anjiopoietin-2 ortalamalar1 agisindan da, eslenik normal akciger dokusu ile tiimoér dokusu

arasinda anlamli fark bulunmaktadir. Normal akciger dokusunda Anjiopoietin-1 ve

Anjiopoietin-2 diizeyleri tiimor dokusundaki diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu

(p <0,001) (Grafik 9,Grafik 10, Grafik 11) (Tablo 14 ).

Tablo 14: Tiimér dokusu ve normal akciger dokusundaki VEGF, Anjiopoietin-1, Anjiopoietin-2

diizeyleri
Tiimoér dokusu Eslenik normal p*
(n=34) akciger dokusu
(n=34)
VEGF pg/ mg
protein ( Ort £ SS) 1184,28 + 1109,38 461,22 + 278,21 < 0,001
Anjiopoietin-1
pg/ mg protein 172,21 + 53,07 298.4 + 162,31 <0,001
(OrtxSS)
Anjiopoietin-2
pg/ mg protein 521,01 + 416,03 2375,94 + 1639,65 < 0,001

(Ort £ SS)

*p<0,001 Timor dokusu ile normel eslenik akciger dokusu karsilagtirildiginda

* p< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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Grafik 9: Tiimor ve eslenik normal akciger dokusunda VEGF diizeyleri kutu grafigi
(box-plot)
* Normal eslenik doku ile karsilagtirildiginda ( p < 0,001)

* p< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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Grafik 10 : Tiimor dokusu ve eslenik normal akciger dokusunda Anjiopoietin-1 diizeyleri kutu
grafigi (box-plot)

* Timor dokusu ile karsilagtirildiginda ( p < 0,001).

* p< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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Grafik 11: Timor dokusu ve eslenik normal akciger dokusunda Anjiopoietin-2 diizeyleri kutu
grafigi (box-plot)

* Tumor dokusu ile karsilastirildiginda (p < 0,001).

* p< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.



4.2.4. Serum VEGF, Anjiopoietin-1 ve Anjiopoietin-2 Diizeylerinin Akciger Kanseri

Klinikopatolojik Parametrelerine gore karsilastirilmasi

Serum VEGF ortanca diizeyleri, T3-T4 grubunda T1-T2 grubuna gdre anlamli yiiksek

bulundu (p= 0,042) (Tablo 16).

Tablo 15: Serum VEGF, Anjiopoietin-1, Anjiopoietin-2 diizeylerinin akciger kanseri klinikopatolojik

parametrelerine gore karsilastirilmasi

Parametre n Serum Serum Serum
VEGF } Anjiopoietin-1 * Anjiopoietin-2 *

Cinsiyet

Erkek 29 337,22 52700 2185,84

Kadin 5 253,33 47033 2210,84

p 0,296 0,422 0,215
Yas

<65 18 315,67 54783 2219,16

> 65 16 383,88 49700 2165

p 0,679 0,196 0,666
TM Boyutu (cm)

<5 18 302,77 50033 2135,83

>5 16 431,11 53033 2444,16
0,067

p 0,823 0,088
TM Differansiye

Iyi 12 302,77 57283 2269,16

Orta-Az 22 348,33 50033 2144,16

p 0,971 0,249 0,627
Histolojik Tip

Skuaméz he. Ca 18 302,77 51700 2269,16

AdenoCa 9 421,11 50700 1969,16

Miks adenoCa 5 253,33 61700 2369

Kiigiik he. Ca 2 611,11 46700 2144

p 0,596 0,773 0,911
T (Tiimor Evre)

T1-T2 20 296,66 50200 2177,5

T3-T4 14 423,88 61990 2165

61



N (Lenf Nodu)

NO 24 335,55 50533 2165
N1 7 423 63283 2160
N2 3 267 59866 2106,7
p 0,165 0,291 0,918

Arter Invazyonu
Var 14 327 58366 2077,5
Yok 20 335 50950 2177
)4 0,753 0,302 0,986

Ven Invazyonu

Var 9 350 48700 2144,16
Yok 25 324,44 53366 2210,83
p 0,984 0,470 0,725

*Degerler median olarak ifade edilmistir ( pg / mL).

* p< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

iki bagimsiz grup karsilastirilmasinda Mann - Whitney U testi, ikiden fazla grup karsilastiriimasinda Kruskall -
Wallis testi kullanilmustir.



4.2.5. Timor Dokusu VEGF, Anjiopoietin-1 ve Anjiopoietin-2 Diizeylerinin Akciger

Kanseri Klinikopatolojik Parametrelerine gore karsilastirilmasi

Tiimor doku ang-1 diizeyi 65 yas iistii grupta, 65 yas alt1 gruba gore ve orta-az differansiye

timorlerde 1iyi differansiye tiimorlere gore anlamli yiiksek bulundu (swrasiyla p=0,038

p=0,044) (Tablo 15). Karsilastirilan diger parametreler arasinda anlamli fark bulunamada.

Tablo 16: Tumér dokusu VEGF, Anjiopoietin-1 ve Anjiopoietin-2 diizeylerinin akciger kanseri

klinikopatolojik parametrelerine gore karsilastirilmasi

Parametre n Tiim6r Doku Tiimor Doku Tiimor Doku
VEGEF 1 Anjiopoietin-1 Anjiopoietin-2

Cinsiyet

Erkek 29 1042,82 156,68 372,91

Kadm 5 407,63 172,93 245,02

D 0,204 0,610 0,274
Yas

<65 18 429,68 149,45 347,39

> 65 16 1428,58 183,13 393,96

p 0,063 0,038 * 0,388
TM Boyutu (cm)

<5 18 996,68 155,03 318,20

>5 16 988,63 164,37 418,36

p 0,955 0,352 0,469
TM Differansiye

Iyi 12 695,78 133,34 299,10

Orta-Az 22 1023,60 175,28 393,96

)4 0,640 0,044* 0,207
Histolojik Tip

Skuamoz he. Ca 18 736,16 148,68 287,84

AdenoCa 9 1071,90 156,68 372,91

Miks adenoCa 5 923,18 168,55 767,83

Kiigiik he. Ca 2 24423 1150,41

p 0,609 0,283 0,07

63



N (Lenf Nodu)

NO 24 983,00 164,80 318,20
N1 7 1331,36 145,77 393,96
N2 3 728,50 147,36 441,23
p 0,752 0,438 0,867

Arter Invazyonu
Var 14 955,90 170,74 397,31
Yok 20 1019,75 149,45 347,39
p 0,820 0,263 0,441

Ven Invazyonu
Var 9 476,04 185,33 519,66
Yok 25 1061,21 150,56 362,79
P 0,223 0,069 0,598

tDegerler median olarak ifade edilmistir (pg / mg protein).

* p< 0,05 ise istatistiksel olarak anlamlidir

iki bagimsiz grup karsilastirilmasinda Mann - Whitney U testi, ikiden fazla grup karsilastiriimasinda Kruskall -
Wallis testi kullanilmustir.



4.3. KORELASYON ANALIZLERI

Serum ve doku VEGF, anjiopoietin-1, anjiopoietin-2 arasindaki korelasyona
bakildiginda akciger kanserli hastalarin serumlarinda VEGF ve anjiopoietin-1 diizeyleri
arasinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon bulundu (r= 0,446 p= 0,000). Timor dokusunda
VEGF, anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 diizeyleri arasmda ve tiimor dokusu ile serum
parametreleri incelendiginde anlamli bir korelasyon bulunamadi, ancak normal eslenik doku
ile serum parametrelerine incelendiginde, serum VEGF ile anjiopoietin-2 arasinda negatif
yonde anlamli korelasyon izlenirken (r =-0,400 p= 0,019) serum anjiopoietin-2 ile normal
doku anjiopoietin-2 arasinda da pozitif yonde anlamli korelasyon belirlendi (r= 0,397 p=

0,020).
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Tablo 17: Akciger kanserinde serum ve dokuda incelenen parametreler arasi korelasyon analizleri

Serum | Serum Serum Timor Tiimor Tiimor Normal Normal Normal
VEGF | ang-1 ang-2 VEGF ang-1 ang-2 doku doku ang-1 doku ang-2
VEGF
Serum VEGF r= 0,446 r=0,208 r =0,268 r=-0,138 r=0,117 r=0,029 r=-0,103 r =-0,400
p=0,000* p=0,094 p=0,138 p= 0438 p=0,508 p=0,875 p= 0,560 p =0,019*
Serum ang-1 r=0,053 r =0,320 r= 0,093 r=0,063 r= 0,011 r= 0,036 r=-0,207
p=0674 p=0,074 p=0,986 p=0,723 p= 0,954 p= 0,841 p= 0241
Serum ang-2 r= 0,254 r=-0,185 r=0,139 r=-0,276 r=-0,229 r= 0,397
p=0,161 p= 0,296 p=0,432 p= 0,126 p= 0,193 p = 0,020%
Tiimér VEGF r=0,185 r=0,530 r=-0,254 r=-0,339 r=0,172
p=0311 p=0,112 p= 0,160 p=10,058 p=0,346
Tiimér ang-1 r=0,299 r=0,237 r=0,108 r=-0,036
p=0,087 p=0,192 p=0,544 p=0,839
Tiimér ang-2 r=0,056 r=0,119 r=0,050
p=0,762 p=0,503 p=0,780
Normal doku r=0,607 r=0,320
VEGF
p=0,053 p=0,074
Normal doku r=0,335
ang-1
p=0,053

Normal doku
ang-2

*p < 0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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S. TARTISMA

Akciger kanseri diinyada kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden birisidir (52).
Hastalarin gec tani almasi ve hastaligin yiiksek oranda tekrarlamasi nedeni ile toplam sag
kalim orani yaklagik %10°dur (53). Diinyada kanser olgularinin % 12,81 ve kanser nedenli

Oliimlerin %17,8” inden akciger kanseri sorumludur (11).

Diger malign solit tiimorlerde oldugu gibi akciger kanserlerinde de, tiimdriin primer
odakta ve metastaz yaptig1 uzak organlarda biiyiiyebilmesi i¢in oksijen ve besin ihtiyaglarini
karsiliyacak yeni damar olusumuna ihtiyaci vardir (54). Anjiogenez yeni kapiller damar
gelisimi olup hiicreler ile ¢Ozlniir faktorler ve ektraseliiler matriks bilesenleri arasindaki
etkilesim sonucu endoteliyal hiicrelerin differansiyasyonu, migrasyonu ve proliferasyonu ile
seyreden karmasik bir siiregtir (3). Bir tiimoriin anjiyogenik aktivasyonunun anjiyogenezin
pozitif ve negatif diizenleyicileri arasindaki net dengenin sonucu oldugu yaygin olarak kabul
gormektedir (55, 56). Yapilan caligmalarla tiimor anjiyogenezini diizenleyen c¢ok sayida
bliylime faktorii tanimlanmistir. Timor anjiyogenezinde kritik rolii olan en Onemli
anjiyogenik faktor VEGF proteinidir (57, 58). Anjiogenezin diizenlenmesindeki 6nemli rolii
nedeniyle, ilk antianjiogenik ajanlar VEGF ve VEGFR aile iiyelerine karsi gelistirilmistir.
Bazi olgularda anti-VEGF-VEGFR tedavisine karsi direng gelismesi yeni tedavi modelleri
arayigina neden olmustur. Anjiopoietin-1, Anjiopoietin-2, Tie-1 ve Tie-2, VEGF tarafindan
ilk damar pleksusunun olusumundan sonraki gelisim sirasinda damar yeniden sekillenmesi ve
olgunlasmas1 icin gereklidir (9). Ang-1 Tie-2 reseptOr agonisti gibi davranir, oysaki Ang-2
antagonisttir (42). Ang-2 diizeyinin artist hem in vivo hem de in vitro Ang-1/Tie-2
sinyalizasyonu inhibe edebilir, ancak bazi calismalarda Ang-2 nin etkilerinin doz ve durum
bagimli oldugu belirtilmistir (46). Antianjiogenik ve antilenfanjiogenik tedavi i¢cin VEGF-
VEGFR yani sira yeni potansiyel hedef olarak anjiopoietin biiyiime faktdrleri ve TIE
reseptorleri belirlenmis ve bu yonde arastirmalar stirmektedir (9). Ancak son 50 yilda akciger
kanser insidansinin % 249, mortalitenin % 259 oraninda artmis olmas: akciger kanserinde
anjiogenik-antianjiogenik faktorler ile ilgili aydmnlatilmasi gereken bircok noktanin

bulundugunu ortaya koymaktadir (59).

Yapilan kaynak arastirmasinda, akciger kanserinde anjiogenezde rol oynayan faktorlerle
ilgili ¢aligmalar bulunmakla birlikte, akciger kanser hastalarinin serumlarinda anjiogenik ve

antianjiogenik faktorleri birlikte inceleyen sinirli sayida ¢aligmaya rastlanmistir (60-64).
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Akciger tiimor dokusunda yapilan ¢aligmalarda ise semikantitatif immunohistokimya yontemi
kullanilarak VEGF, ang-1, ang-2 ekspresyonlar1 degerlendirilmis ya da RT-PCR

(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) ile mRNA ekspresyonlar1 analiz

edilmistir.(49, 60, 65-68). Bu faktorleri serumda ve tiimor-eslenik normal dokularinda birlikte

ve kantitatif olarak degerlendiren bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Bu diisiincelerin 15181 altinda bir calisma planlayarak, akciger kanser hastalarinin ve
kontrol grubunun serumlarinda; tiimorlii ve normal eslenik doku siipernatanlarmmda VEGF,
anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 diizeylerini birlikte, kantitatif olarak belirlemek istedik ayrica

sonuc¢larimizin klinikopatolojik parametreler ile iliskilerini inceledik.

Serum sonuglar1 agisindan ¢alismamizi degerlendirdigimizde; Akciger kanserli hasta
grubunda anjiopoietin-2 ortalamalar1 kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu (p
<0,001). Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, VEGF ortalamalar1 da hasta grubunda
saglikli kontrol grubuna gore yliksekti. Anjiopoietin-1 ortalamalar1 acisindan ise iki grup
arasinda anlamh bir fark gozlenmedi. Bu sonuglar 6zellikle anjiopoetin-2 ve VEGF in akciger
kanseri ile iligkisini ve seruma yansimasini ortaya koymaktadir. Anjiopoietin-2, reseptOriine
baglanarak damarlarda destabilizasyona neden olur. Diger taraftan VEGF ile anjiogenezin
uyarildigr damarlarda anjiopoietin-2’nin eksprese oldugu gosterilmistir. Bu da VEGF
etkisinin oldugu damarlarda anjiopoietin-2 diizeylerinin de arttigmi gostermistir. Bizim

sonuglarimiz da bu bilgileri destekler niteliktedir (69).

Akciger kanserinde serum VEGF diizeylerini inceleyen ti¢ farkli ¢alismanm sonuglari
bizim sonucglarimizla paralellik gostermektedir. Calismamizda serum VEGF ortalamalar1
hasta grubunda (446,92+225,88 pg/mL), kontrol grubuna goére (360,51+136,89 pg/mL)
yiiksek fakat anlamli degildir. Takigawa ve ark. (61), Ilhan ve ark (70), Laack ve ark. (63),
akciger kanser hastasi serumlarinda VEGF ortalamalarini (sirasiyla 843+699, 449,48+175,54,
633 pg/mL) saglikli kontrol grubuna gore (sirasiyla 264+129, 77,06+47.26, 220 pg/mL)
anlamli yiiksek olarak saptamuslardir. Calismamizdaki hasta serum VEGF diizeyleri ilhan ve
ark. calisgma sonuglar1 ile ¢ok benzerken, Takigawa ve Laack’in ¢aligmalarmda VEGF
diizeyleri bizim Ol¢iim degerlerimize gore daha yiiksek diizeylerde bulunmustur. Bizim
calisma grubumuz erken evre olgulardan olusup, bu ¢alismalardaki hastalar daha ileri evreye

sahip olabilir; bu da bu diizey farkliliklarima yol agiyor olabilir. Yukarida bellirtigimiz
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caligmalarda kontrol grubu serum VEGF diizeyleri bizim kontrol grubunun degerlerine gore
daha diisiiktiir. Calismamizdaki kontrol grubunun yas ortalamasi daha biiyiik olup, aralarinda
bizim belirleyemedigimiz baska nedenlerle anjiogenezin uyarilmis oldugu kisiler bulunabilir,
bu da bizim ortalamamizi yiikseltmis olabilir.

Park ve ark. (60)’nin 101 KHDAK hastasinin serumlarinda VEGF, anjiopoietin-1,
anjiopoietin-2 diizeylerinin 6l¢iildiigii ¢alismalarinda, anjiopoietin-1 ortalamasi (32100 *
9900 pg/mL) saglikli kontrol grubuna gore (39,000£10800 pg/ mL) anlamli diisiik iken,
anjiopoietin-2 (1949,2+1099.,4 pg/mL) ve VEGF ortalamalar1 (565,1 + 406,3 pg/mL) saglkl
kontrol grubuna gore (anjiopoietin -2; 1498,6+ 650 pg/mL, VEGF; 404,6 + 254,8 pg/ mL)
anlaml yiiksek bulunmustur. Bir diger ¢alismalarinda Park ve ark (62), 136 akciger kanser
hastasinda serum anjiopoietin-2 (2,046 *+ 1,171 pg/mL) ve serum VEGF diizeylerini (542,9%
445,8 pg/ mL) kontrol grubu degerlerine gore (sirasiyla 1,269+ 494,1 pg/ mL ve 364,7+185,9
pg/mL) anlamli yiiksek bulmuslardir. iki ¢alismanin sonuglari VEGF ve anjiyopoietin-2
acisindan bizim bulgularimizla paralellik gosterirken, anjiopoietin- 1 degerleri acisindan
bizim ¢aligmamizdan farklidir. Bu sonuglar, kanserde anjiopoietin-1’in roliiniin anjiopoietin-
2’ye gore daha tartismali oldugunu bildiren goriislerle 6rtiismektedir (60).

Calismamizda hastalarin cinsiyet, yas, tiimor differansiyasyonu, histolojik tip, N (lenf
nodu), timor invazyonunu (perindral, arterial, vendz ve lenfatik) iceren klinikopatolojik
Olciitlere gore olusturulan alt gruplarmin serum VEGF, anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2
degerleri acisindan yapilan karsilastirmalarinda; serum VEGF ortancalar1 T3-T4 hasta
grubunda T1-T2 grubuna gore anlamli yliksek bulundu (p<0,042). Bu sonu¢ VEGF’in tiimor
boyutu ile iligkili olabilecegini ortaya koymaktadir ve VEGF’in anjiogenez aracili timor
bliylimesi ile iligkili en potent faktér oldugunu destekler yondedir. Bu bulgu disinda
klinikopatolojik parametreler ile herhangi bir iligkinin olmamasi olasilikla alt gruplarin

sayilarinin yeterli olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Literatilirde akciger kanserinde inceledigimiz parametrelerin klinikopatolojik parametreler
ile iliskisini degerlendiren sinirli sayidaki ¢alismada c¢eliskili sonuglar ortaya konmaktadir.
Bulgularimizla benzer olarak, Laack ve ark. (63), tiimor boyutu ile serum VEGF diizeyi
arasinda pozitif korelasyon oldugunu, fakat serum VEGF diizeylerinin farkli histolojik tip,
yas, cinsiyete gore anlamli bir fark gostermedigini saptamuslardir. Ilhan ve ark. (70),
Takigawa ve ark. (61) serum VEGF diizeyleri ile evre, histolojik tip, cinsiyet, yas arasinda

istatistiksel anlamli iligki bulamamiglardir. Matsuyama ve ark. (71) serum VEGF diizeylerinin



skuamoz (353,7 £ 196,6 pg /mL) ve adenokarsinom (480,4+ 388,6 pg/mL) arasinda anlaml1
fark olmadigmni bildirmisler. Bu sonuglar bizim sonuglarimiz ile uyumludur.

Park ve ark. (62) da KHDAK hastalarinda serum VEGF ve anjiopoietin-2 diizeylerinin
histolojik tipe, nodal tutuluma ve tiimor boyutuna gore anlamli bir fark gostermedigini
bildirmiglerdir. Ancak, ileri evrelerde serum anjiopoietin-2 diizeylerinin arttigini ve uzak
metastazi olan hastalarda metastazi olmayanlara gore daha yiliksek diizeyde bulundugunu,
diger yandan ileri evrelerde serum VEGF diizeyinde artis olmadigini sadece uzak metastazli
vakalarda yiikselme egilimi gosterdigini saptamislardir. Bu caliymada serum anjiopoietin-2
diizeylerinin KHDAK’de uzak metastazli vakalar1 tespit i¢cin yararl klinik markir olabilecegi
vurgulanmaktadir. Bizim olgularimizda saptanan metastazlar bulunmadigi i¢in bu iliskiyi
incelemek miimkiin olmamustir.

Bu caligma sonuglarindan farkli olarak, Shimanuki ve ark. (64), 63 KHDAK hastaninda
serum VEGF diizeylerinin cinsiyet, yas, T faktorii, N faktorii agisindan anlamli bir fark
gostermedigini bildirmisler. Serum VEGF diizeylerinin, skuaméz hiicreli karsinomlarda
(643+138 pg/mL) adenokarsinomlara (382174 pg/mL) gore anlamli olarak daha yliksek
oldugunu saptamuislar. Intratiiméral VEGF ekspresyonu ile mikrodamar dansitesi arasinda
pozitif iliski belirtilmis olup buna kars1 serum VEGF konsantrasyonu ile intratiiméral VEGF
ekspresyonu arasinda korelasyon olmadigini vurgulamislardir.

Calismamizda serumda Olgiilen parametrelerin birbirleri ile iliskileri incelendiginde
sadece serum VEGF ve anjiopoietin-1 arasinda pozitif yonde orta derecede anlamli
korelasyon (r= 0,446 p=0,000) saptandi. VEGF ve anjiopoietin-1’in her ikisinin de anjiogenik
faktor olusu bu korelasyonu desteklemektedir. Park ve ark. (72), da bizim bulgularimizla
benzer yonde serum anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2’nin her birinin VEGF ile korele
oldugunu; anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 arasinda ise korelasyon bulamadiklarmi
bildirmislerdir. Biz ¢calismamizda farkli olarak anjiopoietin-2 ile VEGF arasinda pozitif yonde
anlamli olmayan korelasyon saptadik (r=0,208 p=0,094). Park ve ark. (62), da ¢alismalarinda
serum VEGEF ile anjiopoietin-2 diizeyleri arasinda korelasyon bulundugunu bildirmislerdir .

Doku sonucglar1 acisindan calismamizi degerlendirdigimizde; Hastalarin tiimor
dokusunda eslenik normal akciger dokusuna gore VEGF ortalamalar1 anlamli olarak ytiksek
bulundu (p < 0,001). Tiimorlerin biiyiimesi ve metastaz yapabilmesi i¢in anjiogenez ile yeni
damar gelisiminin uyarilmasi gereklidir (35). Tiimorlerin gelisiminde malign hiicrelerin

kendilerine yakin damarlara olan mesafelerine gore oksijen yoksunlugu artar. Hipoksi VEGF
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mRNA’nin transkripsiyon hizin1 arttirarak bu hiicrelerde VEGF {iretimini uyarir (30).
Bulgularimiz literatiirdeki bilgileri destekler niteliktedir.

Anjiogenez siirecinde anjiopoietin-1, reseptorii TIE-2’ye baglanir ve endotel hiicreleri
ile ¢evresindeki ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesimi uyararak damarlar1 stabilize eder,
anjiopoietin-2 ise yarigmali olarak TIE-2’ye baglanir ve anjiopoietin-1’in stabilize edici
etkisini antagonize ederek damarlarda destabilizasyona yol agar (49). Bu ¢alismada da
antianjiogenik etkisi bilinen anjiopoietin-2 diizeylerinin tiimdr dokusunda normal dokuya gore
daha diisiik diizeylerde bulunmasi, tiimdér dokusundaki antianjiogenik etkinin zayifladigmi
ortaya koymaktadir. Diger yandan anjiogenik etkili anjiopoietin-1 diizeylerinin de tiimor
dokusunda normal akciger dokusundaki diizeylerine gore anlamli olarak diisiik (p < 0,001)
bulunmasi, operasyon sirasinda normal dokunun tiimorlii dokudan makroskobik olarak en az
5 cm uzagmdan alinmasma karsin, tiimor dokusuna yakin normal dokuda da anjiogenezin

basladigmin bir gostergesi olabilir.

Literatiirde kantitatif olarak VEGF, anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 protein diizeylerini
birlikte inceleyen bir doku c¢aligmast bulunmamaktadir; dokuda yapilan ¢alismalarda
immunohistokimya ile semikantitatif olarak protein ya da RT-PCR ile mRNA ekspresyon

diizeyleri incelenmistir.

Calismamizdaki doku anjiopoietin-1 sonuglarina paralel yonde, Park ve ark. (60)
KHDAK’nin tiimor dokusunda immunohistokimya ile, anjiopoietin-1 ekspresyonunun diigiik
diizeyde ve heterojen oldugunu saptamiglar ve anjiopoietin-1 ekspresyonunun timor
dokusundaki yeni damar olusumu ile ters yonde bir iligkisi oldugunu bildirmislerdir. Yazarlar
bir¢ok kanser tipinde tiimdr dokusunda anjiopoietin-1’in artmis ekspresyonunun goésterildigini
ancak akciger kanserinin de dahil oldugu bazi kanser tiplerinde tiimdér dokusundaki
immunohistokimyasal boyamada artmis mikrovaskiiler bolgelerde diisiik anjiopoietin-1
ekspresyonunun izlendigi ve anjiopoietin-1 ekspresyon paterninin degisken olup klinik
Oneminin tartigsmali bir konu oldugunu vurgulamiglardir. Benzer sekilde Tait ve ark. (66) da
akciger kanser hastalarinda tiimor ve normal dokuda RT-PCR teknigi ile anjiopoietin-1 ve
TIE-2 reseptér mRNA diizeylerini incelemis ve normal akciger dokusunda mRNA diizeylerini
yiikseldigi gozlenirken bu diizeylerin tiimor dokusunda azaldigi belirlenmis. Wong ve ark.
(68), 28 KHDAK hastasinda tiimor ve normal akciger dokusunda RT-PCR ile VEGEF,

anjiopoietin-1, anjiopoietin-2 ekspresyonlarini degerlendirmislerdir. Caligmamiz sonuglarma
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benzer sekilde, anjiopoietin-1 ekspresyonunu normal akciger dokusunda, VEGF ise timor
dokusunda yliksek diizeyde bulmuslardir. Bizim sonuglarimizdan farkli olarak anjiopoietin-2
ekspresyon diizeyi agisindan normal ve tiimor dokusu arasinda anlamli fark olmadigini
bildirmiglerdir. Anjiogenik ve antianjiogenik faktorlerin ekspresyonlarmdaki ¢eligkili
sonuglarin laboratuvar yontemleri ve calisma popiilasyonlar1 arasindaki farkliliklardan

kaynaklaniyor olabilecegi belirtilmektedir (60).

Calismamizda hastalarm cinsiyet, yas, tiimor differansiyasyonu, histolojik tip, T (Timor),
N (lenf nodu), timér invazyonunu (perindral, arterial, vendz ve lenfatik) iceren
klinikopatolojik Olgiitlere gore olusturulan alt gruplarinin doku VEGF, anjiopoietin-1 ve
anjiopoietin-2 degerleri acisindan yapilan karsilastirmalarinda elde ettigimiz 6nemli bir bulgu
timor doku anjiopoietin-1 ortancalarinin orta-az differansiye tiimorlerde iyi differansiye
tiimorlere gore anlamli yliksek bulunmasi idi (p= 0,044). Anjiopoietin-1 anjiogenik etkisi
nedeni ile tiimdr gelismesi ve biliylimesi acgisindan etkili bir faktordiir. Daha agresif biliyiiyen
orta-az differansiye tlimorlerde daha yiiksek diizeyde goriilmeside bu etkisi ile ortiismektedir.
Ayrica ¢alismamizda tiimor anjiopoietin-1 diizeyi 65 yas iistii grupta, 65 yas alt1 gruba gore
anlaml yiiksek bulundu (p=0,038). Anlamli olmamakla birlikte tiimér doku VEGF ortancalar1
az diferansiye tiimorlerde 1yi diferansiye olanlara gore ve adenokarsinomda skuamoz hiicreli
karsinoma gore yiiksek diizeylerde saptadik. Tiimor dokusunda inceledigimiz parametrelerin
diger klinikopatolojik parametrelerle ile karsilastirilmasinda (cinsiyet, T faktorii, N faktori,
damar ve lenf invazyonu) alt gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi bu sonug olasilikla
alt gruplarin sayilarinin yeterli olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Literatiirde VEGF, anjiopoietin-1, anjiopoietin-2’nin klinikopatolojik parametreler ile
iliskini toplu olarak arastiran bir caliymaya rastlanmamistir. Yapilan c¢aligmalarda bu
parametreler tek tek ya da ikili olarak incelenmis sonuglar tek bir calisma disinda

semikantitatif olarak verilmistir.

Iwasaki ve ark. (73), 71 KHDAK hastasinda yaptiklar1 retrospektif ¢caligmalarinda, sadece
adenokarsinom ve skuamdéz hiicreli karsinoma olgularini ¢aligmaya almislar, frozen timor
dokularmi  homojenize edip ELISA ile supernatanlarmdan VEGF diizeylerini
degerlendirmiglerdir. Arastirmacilar bu ¢alismada VEGF diizeyleri ile yas, cinsiyet, T faktori,

N faktori, evre ile aralarinda anlamli iliski bulamamuislar, sadece adeno karsinomda (26,8% 34
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ng/100 mg protein) skuamoz hiicreli karsinoma (12,2 + 13,8 ng /100 mg protein) gore
anlamli yiiksek doku VEGF diizeyleri saptamislardir. Bu durumun adeno karsinomlarin
mikrodamarlar ile kolayca metastaz yaparken skuamdz hiicreli karsinomlarin lokal olarak
genislemesi ile agiklanabilecegi vurgulanmistir. Bu calismayla benzer sekilde bizim
calismamizda da anlamli olmamakla birlikte adenokarsinomda (1071,90 pg/mg protein)
skuamoz hiicreli karsinoma (736,16 pg/mg protein) gore VEGF diizeyleri yiiksek
bulunmustur. Calismamizda histolojik alt gruplarda sayilarin goreceli disiikligii (adeno
karsinom n=9, skuamoz hiicreli karsinom n=18) nedeniyle sonuglar anlamli ¢ikmamais olabilir.
Bizim calismamiz sonuglarmi destekleyen, 108 KHDAK hastasinda yapilan bir baska
calismada VEGF ekspresyonu degerlendirilmis, adenokarsinomda ekspresyonun diger
histolojik tiplere gore anlaml yiiksek oldugu tespit edilmis ancak yas, cinsiyet,

differansiyasyon, damar invazyonu ile anlamli iligki bulunamadig: bildirilmistir (65).

Stefanou ve ark. (67) 88 KHDAK ve 39 KHAK hastasinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda
immunohistokimya ile belirledikleri doku VEGF ekspresyonu ile yas, cinsiyet, histolojik tip
ve damar invazyonu arasinda anlamli korelasyon bulunmadigini belirtmislerdir. Buna karsin,
VEGF ekspresyonu az differansiye tiimorlerde, iyi differansiye tiimorlere gore anlamli yiiksek
bulunmustur (p<0,001). Bizim c¢alismamizda da orta-az differansiye tiimorlerde VEGF
diizeyleri (1023,60 pg/mL) iyi differansiye tiimorlerdeki diizeylerinden (695,78pg/ml) yiiksek

fakat anlaml1 degildi. Sonuglarimiz bu ¢alismanin sonuglari ile uyumludur.

236 KHDAK hastanin, tiimor doku anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 ekspresyonlarint IHC
ile arastiran bir diger caliymada arastirmacilar 101 hastada (% 42,9) pozitif anjiopoietin-1
ekspresyonu ve 40 hastada (%16,9) pozitif anjiopoietin-2 ekspresyonu saptamislardir.
Anjiopoietin-1 ekspresyonu ile yas, cinsiyet, histolojik tip, differansiyasyon arasinda anlamli
korelasyon bulamazken, anjiopoietin-2 yukarida belirtilen parametreler ile korelasyon
gostermezken farkli olarak iyi differansiye tiimorlerde anlamli diisiik ekspresyon diizeylerini
gostermislerdir (49). Bizim calismamizda bu c¢aligmalardan farkli olarak tiimoér doku
supernatan anjiopoietin-1 ortancalar1 >65 yas grubunda, <65 yas grubuna gore anlaml yiiksek
olup (p= 0,038) ve orta-az differansiye tiimdrlerde, iyi differansiye olanlara gore anlamli

yiiksek bulundu (p=0,044).

Caliymamizin en Onemli bulgularindan birisi normal doku anjiopoietin-2 ile serum

anjiopoietin-2 ortalamalar1 arasinda saptanan pozitif yondeki anlaml korelasyondur (r=0,397;
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p=0,020). Ang-2 diizeyinin artig1 hem in vivo hem de in vitro Ang-1/Tie-2 sinyalizasyonunu
inhibe eder (46). Ang-2 yarismali olarak TIE-2’ye baglanir ve ang-1’in stabilize edici etkisini
antagonize ederek damarlarda destabilizasyona yol acar (49). Calismamizda anjiopoietin-2
diizeyleri normal akciger dokusunda tiimoér dokusuna gore anlamli yiiksek olup serum
diizeylerine yansimistir. Tiimor dokusunda antianjiogenik faktdrlerin normal dokuya gore
daha diisiik olmasi ve sonu¢ olarak antianjiogenik faktorlerin yeterli etki gdsterememesi

nedeni ile timdr dokusu gelismekte ve biiylimektedir.

Literatiirde akciger kanserinde tiimor ve eslenik normal dokuda ang-2 diizeylerini bir
arada kantitatif olarak belirleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu yoOniiyle calismamiz

literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Sonug olarak bulgularimizin, akciger kanserinde anjiopoietik ve antianjiopoietik faktorler,
Ozellikle ang-2 acisindan arastiracak daha sonraki calismalar icin temel olusturacagi
diisiincesindeyiz. Normal akciger dokusunda artmis anjiopoietin-2 diizeylerinin seruma
yansimasinin hastalarin izlenmesi ve degerlendirilmesi agisindan, ayrica tedavi statejilerinin

belirlenmesinde 151k tutacagi diisiincesindeyiz.

6. ONERILER

Calismamiza dahil edilen hasta sayis1 toplamda yeterli olsa da histolojik alt tiplerin
sayisi arttirilarak calisma sonuglar1 gliclendirilebilir. Doku calismalarinda siklikla kullanilan
[HK degerlendirme kriterlerinin standardize edilememis olmas1 ve degerlendirmedeki
subjektiviteden kaynaklanabilecek sonuglar tam olarak dogruyu yansitmiyabilir. Bu nedenle
doku ekspresyonlar1 ile serum diizeyleri arasinda iliski tam olarak degerlendirilemiyebilir.
Oysaki bizim ¢alismamizda oldugu gibi sonuglarin kantitatif olarak elde edildigi ¢alismalarda

bu kisithiliklar en aza indirgenebilir.

74



7. KAYNAKLAR ve EKLER

7.1. KAYNAKLAR

1. MacKinnon AC, Kopatz J, Sethi T. The molecular and cellular biology of lung cancer:
identifying novel therapeutic strategies. Br Med Bull 2010;95:47-61.

2. Dong J, Kislinger T, Jurisica I, Wigle DA. Lung cancer: developmental networks gone
awry? Cancer Biol Ther 2009;8:312-8.

3. Nie D, Tang K, Diglio C, Honn KV. Eicosanoid regulation of angiogenesis: role of
endothelial arachidonate 12-lipoxygenase. Blood 2000;95:2304-11.

4. Cox G, Jones JL, Walker RA, Steward WP, ark. Angiogenesis and non-small cell lung
cancer. Lung Cancer 2000;27:81-100.

5. Bono P, Teerenhovi L, Joensuu H. Elevated serum endostatin is associated with poor
outcome in patients with non-Hodgkin lymphoma. Cancer 2003;97:2767-75.

6. Yilmaz A, Ernam D, Unsal E, Demirag F, ark. Vascular endothelial growth factor
immunostaining correlates with postoperative relapse and survival in non-small cell
lung cancer. Arch Med Res 2007;38:764-8.

7. Naumnik W, Chyczewska E, Ossolinska M. Serum levels of angiopoietin-1,
angiopoietin-2, and their receptor tie-2 in patients with nonsmall cell lung cancer
during chemotherapy. Cancer Invest 2009;27:741-6.

8. Saharinen P, Eklund L, Miettinen J, Wirkkala R, ark. Angiopoietins assemble distinct
Tie2 signalling complexes in endothelial cell-cell and cell-matrix contacts. Nat Cell
Biol 2008;10:527-37.

9. Saharinen P, Eklund L, Pulkki K, Bono P, ark. VEGF and angiopoietin signaling in
tumor angiogenesis and metastasis. Trends Mol Med 2011;17:347-62.

10. Kumar V. Robbins Basic Pathology, 2008:528-34pp.

11. Akciger Kanserlerinde Epidemiyoloji. Toraks Dergisi
2006;http://www.toraks.org.tr./journal/pdf/pdf-Toraksder-494.pdf:2.

12. Bunn PA, Jr. Molecular biology and early diagnosis in lung cancer. Lung Cancer
2002;38:S5-8.

13. Sauter W, Rosenberger A, Beckmann L, Kropp S, ark. Matrix metalloproteinase 1
(MMP1) is associated with early-onset lung cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers
Prev 2008;17:1127-35.

14. Amos CI, Xu W, Spitz MR. Is there a genetic basis for lung cancer susceptibility?
Recent Results Cancer Res 1999;151:3-12.

15. Spiro SG, Porter JC. Lung cancer--where are we today? Current advances in staging
and nonsurgical treatment. Am J Respir Crit Care Med 2002;166:1166-96.

16.  Mutlu N. Kiigiik Hiicre Dis1 Akciger Kanserli Olgularda Immunohistokimyasal
Boyama ile Kemik iliginde ve Mediastinoskopi ile NO Olan Lenf Nodlarinda
Mikrometastaz Arastirilmasi ve Sagkalima Olan Etkisi. Istanbul: Yedikule Gogiis
Hastaliklar1 Hastanesi, 2005:9-12pp.

17.  Yurdakul A. Akciger Kanserinin Histolojik Tiplerinin Dagilimi (2216 olgunun
analizi). Toraks Dergisi 2002;3(1):59-65.

18. Fu JB, Kau TY, Severson RK, Kalemkerian GP. Lung cancer in women: analysis of
the national Surveillance, Epidemiology, and End Results database. Chest
2005;127:768-717.

19. Akkoglu. Akciger Kanserlerinde Tani, Evreleme ve Tedavi Oncesi Degerlendirme.

2004;65.

75


http://www.toraks.org.tr./journal/pdf/pdf-Toraksder-494.pdf:2

20.

Collins LG, Haines C, Perkel R, Enck RE. Lung cancer: diagnosis and management.

Am Fam Physician 2007;75:56-63.

21.
22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Yilmaz U. Akciger Kanseri Evreleme 2009. Tiirk Akciger Kanseri Dernegi 2009:5.
Gupta SC, Kim JH, Prasad S, Aggarwal BB. Regulation of survival, proliferation,
invasion, angiogenesis, and metastasis of tumor cells through modulation of
inflammatory pathways by nutraceuticals. Cancer Metastasis Rev;29:405-34.
Korpanty G, Smyth E, Sullivan LA, Brekken RA, ark. Antiangiogenic therapy in lung
cancer: focus on vascular endothelial growth factor pathway. Exp Biol Med
(Maywood);235:3-9.

Hanahan D, Folkman J. Patterns and emerging mechanisms of the angiogenic switch
during tumorigenesis. Cell 1996;86:353-64.

Eichhorn ME, Kleespies A, Angele MK, Jauch KW, ark. Angiogenesis in cancer:
molecular mechanisms, clinical impact. Langenbecks Arch Surg 2007;392:371-9.
Dijkgraaf I, Boerman OC. Radionuclide imaging of tumor angiogenesis. Cancer
Biother Radiopharm 2009;24:637-47.

Ferrara N. Vascular endothelial growth factor as a target for anticancer therapy.
Oncologist 2004;9 Suppl 1:2-10.

Bilgi PT. Romatoid Artritli Hastalarda Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktori
Diizeylerinin Degerlendirilmesi. Istanbul: Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi,
2008:14pp.

Ucuzian AA, Gassman AA, East AT, Greisler HP. Molecular mediators of
angiogenesis. J Burn Care Res 2010;31:158-75.

Bremnes RM, Camps C, Sirera R. Angiogenesis in non-small cell lung cancer: the
prognostic impact of neoangiogenesis and the cytokines VEGF and bFGF in tumours
and blood. Lung Cancer 2006;51:143-58.

Fayette J, Soria JC, Armand JP. Use of angiogenesis inhibitors in tumour treatment.
Eur J Cancer 2005;41:1109-16.

Breen EC. VEGF in biological control. J Cell Biochem 2007;102:1358-67.

Roskoski R, Jr. Vascular endothelial growth factor (VEGF) signaling in tumor
progression. Crit Rev Oncol Hematol 2007;62:179-213.

Tammela T, Enholm B, Alitalo K, Paavonen K. The biology of vascular endothelial
growth factors. Cardiovasc Res 2005;65:550-63.

Pradeep CR, Sunila ES, Kuttan G. Expression of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and VEGEF receptors in tumor angiogenesis and malignancies. Integr Cancer
Ther 2005;4:315-21.

Papaioannou Al, Kostikas K, Kollia P, Gourgoulianis KI. Clinical implications for
vascular endothelial growth factor in the lung: friend or foe? Respir Res 2006;7:128.
Murukesh N, Dive C, Jayson GC. Biomarkers of angiogenesis and their role in the
development of VEGF inhibitors. Br J Cancer 2010;102:8-18.

Hoeben A, Landuyt B, Highley MS, Wildiers H, ark. Vascular endothelial growth
factor and angiogenesis. Pharmacol Rev 2004;56:549-80.

Harper J, Moses MA. Molecular regulation of tumor angiogenesis: mechanisms and
therapeutic implications. EXS 2006:223-68.

Serra JM, Gutierrez A, Alemany R, Navarro M, ark. Inhibition of c-Myc down-
regulation by sustained extracellular signal-regulated kinase activation prevents the
antimetabolite methotrexate- and gemcitabine-induced differentiation in non-small-
cell lung cancer cells. Mol Pharmacol 2008;73:1679-87.

Stuttfeld E, Ballmer-Hofer K. Structure and function of VEGF receptors. IUBMB Life
2009;61:915-22.

76



42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.
52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Thomas M, Augustin HG. The role of the Angiopoietins in vascular morphogenesis.
Angiogenesis 2009;12:125-37.

Shim WS, Ho IA, Wong PE. Angiopoietin: a TIE(d) balance in tumor angiogenesis.
Mol Cancer Res 2007;5:655-65.

Tavakkoli. Kararli Koroner Arter Hastalarinda Plazma Angiopoietin-1,Angiopoietin-2
ve Vaskiiler Endotelial Biiyiime Faktor Diizeyleri. Ankara: Hacettepe Universitesi
2008:17pp.

Bach F, Uddin FJ, Burke D. Angiopoietins in malignancy. Eur J Surg Oncol
2007;33:7-15.

Yuan HT, Khankin EV, Karumanchi SA, Parikh SM. Angiopoietin 2 is a partial
agonist/antagonist of Tie2 signaling in the endothelium. Mol Cell Biol 2009;29:2011-
22.

Harfouche R, Hussain SN. Signaling and regulation of endothelial cell survival by
angiopoietin-2. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2006;291:H1635-45.

Hu B, Cheng SY. Angiopoietin-2: development of inhibitors for cancer therapy. Curr
Oncol Rep 2009;11:111-6.

Tanaka F, Ishikawa S, Yanagihara K, Miyahara R, ark. Expression of angiopoietins
and its clinical significance in non-small cell lung cancer. Cancer Res 2002;62:7124-9.
Ramsauer M, D'Amore PA. Getting Tie(2)d up in angiogenesis. J Clin Invest
2002;110:1615-7.

Qiagen. TissueLyser LT Handbook. 2009:25.

Ballas MS, Chachoua A. Rationale for targeting VEGF, FGF, and PDGF for the
treatment of NSCLC. Onco Targets Ther 2011;4:43-58.

MacKinnon AC, Kopatz J, Sethi T. The molecular and cellular biology of lung cancer:
identifying novel therapeutic strategies. Br Med Bull;95:47-61.

Yano S, Nishioka Y, Goto H, Sone S. Molecular mechanisms of angiogenesis in non-
small cell lung cancer, and therapeutics targeting related molecules. Cancer Sci
2003;94:479-85.

Zhao J, Yan F, Ju H, Tang J, ark. Correlation between serum vascular endothelial
growth factor and endostatin levels in patients with breast cancer. Cancer Lett
2004;204:87-95.

Hyder SM. Sex-steroid regulation of vascular endothelial growth factor in breast
cancer. Endocr Relat Cancer 2006;13:667-87.

Hicklin DJ, Ellis LM. Role of the vascular endothelial growth factor pathway in tumor
growth and angiogenesis. J Clin Oncol 2005;23:1011-27.

Dvorak HF. Vascular permeability factor/vascular endothelial growth factor: a critical
cytokine in tumor angiogenesis and a potential target for diagnosis and therapy. J Clin
Oncol 2002;20:4368-80.

Bailey-Wilson JE, Amos CI, Pinney SM, Petersen GM, ark. A major lung cancer
susceptibility locus maps to chromosome 6q23-25. Am J Hum Genet 2004;75:460-74.
Park JH, Choi H, Kim YB, Kim YS, ark. Serum angiopoietin-1 as a prognostic marker
in resected early stage lung cancer. Lung Cancer 2009;66:359-64.

Takigawa N, Segawa Y, Fujimoto N, Hotta K, ark. Elevated vascular endothelial
growth factor levels in sera of patients with lung cancer. Anticancer Res
1998;18:1251-4.

Park JH, Park KJ, Kim YS, Sheen SS, ark. Serum angiopoietin-2 as a clinical marker
for lung cancer. Chest 2007;132:200-6.

Laack E, Kohler A, Kugler C, Dierlamm T, ark. Pretreatment serum levels of matrix
metalloproteinase-9 and vascular endothelial growth factor in non-small-cell lung
cancer. Ann Oncol 2002;13:1550-7.

77



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Shimanuki Y, Takahashi K, Cui R, Hori S, ark. Role of serum vascular endothelial
growth factor in the prediction of angiogenesis and prognosis for non-small cell lung
cancer. Lung 2005;183:29-42.

Yano T, Tanikawa S, Fujie T, Masutani M, ark. Vascular endothelial growth factor
expression and neovascularisation in non-small cell lung cancer. Eur J Cancer
2000;36:601-9.

Tait CR, Jones PF. Angiopoietins in tumours: the angiogenic switch. J Pathol
2004;204:1-10.

Stefanou D, Batistatou A, Arkoumani E, Ntzani E, ark. Expression of vascular
endothelial growth factor (VEGF) and association with microvessel density in small-
cell and non-small-cell lung carcinomas. Histol Histopathol 2004;19:37-42.

Wong MP, Chan SY, Fu KH, Leung SY, ark. The angiopoietins, tie2 and vascular
endothelial growth factor are differentially expressed in the transformation of normal
lung to non-small cell lung carcinomas. Lung Cancer 2000;29:11-22.

Hashizume H, Falcon BL, Kuroda T, Baluk P, ark. Complementary actions of
inhibitors of angiopoietin-2 and VEGF on tumor angiogenesis and growth. Cancer Res
2010;70:2213-23.

Ilhan N, Deveci F. Functional significance of vascular endothelial growth factor and
its receptor (receptor-1) in various lung cancer types. Clin Biochem 2004;37:840-5.
Matsuyama W, Hashiguchi T, Mizoguchi A, Iwami F, ark. Serum levels of vascular
endothelial growth factor dependent on the stage progression of lung cancer. Chest
2000;118:948-51.

Park SK, Kim HI, Yang YI. Roles of vascular endothelial growth factor, Angiopoietin
1, and Angiopoietin 2 in nasal polyp. Laryngoscope 2009;119:409-13.

Iwasaki A, Kuwahara M, Yoshinaga Y, Shirakusa T. Basic fibroblast growth factor
(bFGF) and vascular endothelial growth factor (VEGF) levels, as prognostic indicators
in NSCLC. Eur J Cardiothorac Surg 2004;25:443-8.

78



7.2. EKLER EK 1

BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU

Akciger kanseri 20. ylizyilin baglarinda nadir goriilmesine ragmen giliniimiizde siklig1 giderek
artan onemli bir saglik problemidir. Bu hastaligin teshis ve tedavisinin takibinde yol gdsterecek

maddelerin belirlenmesi igin ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.

Bu caligmada, toplam 34 akciger kanser hastasimin kanlarinda ve tiimér dokularinda bazi
protein yapisindaki maddelerin incelenmesi amaglanmaktadir. Boyle yararli maddeler belirlendigi
takdirde hastaligin teshis ve tedavi takibinde su anda uygulanan mevcut inceleme yoOntemlerine
katkida bulunacaktir. Caligmamizda tiim hastalardan ameliyat Oncesinde kol damarindan diger
incelemeler i¢in kan alinirken ilave olarak 5 cc kan alinacaktir. Kan alma sirasinda, kan alinan bolgede
hematom (cilt alt1 kanama) goriilebilir. Bunu oOnlemek igin pamukla basi yapilacaktir. Ayrica
ameliyatta c¢ikarilan timorden ve normal eslenik dokudan patoloji uzmaninin uygun gordiigii bolgeden
almacak 200 mg kadar doku inceleme igin ayrilacaktir. Kendilerine hastaliklarmin takibi igin gerekli
olan islemler diginda farkli bir uygulama yapilmayacaktir. Bu ¢aligmanin katilan kisilere dogrudan ve
kisa vadede tibbi bir yarar1 olmayacaktir, ancak bu ¢alisma hastaligin teshis ve tedavi takibinde su anki

uygulanan mevcut inceleme yontemlerine uzun vade de katkida bulunacaktir.

Calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gergeklestirilecek diger
islemlerin masraflar1 size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya
kurulusa 6detilmeyecektir. Goniillii bu ¢alismaya katilmay1 red etme ya da arastirma bagladiktan sonra
devam etmeme hakkina sahiptir. Bu calismaya katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir
safhasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da goniilliiniin
kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dis1 birakabilir. Calismada yer aldiginiz siire igerisinde
kayitlarmizin yan1 sira iligkili saglhk kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte
kayitlarimiz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligina acik olacaktir. Hassas
olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma
verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler

izlenerek size ulagilamayacaktir.
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Yukarida goniillilye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi
rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Hastanin;
Adr:
Soyadi:
Adres:
Telefon:

Tarih : imza :

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Tamkhk Eden Kurulus Gérevlisinin

Adr:
Soyadi:

Tarih : imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adi: Dr. Nurhilal
Soyadi: YUSUFOGLU
Telefon Numarasi: 05058610369

Tarih : imza :
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EK-2
BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU ( Saghkh Géniillii )

Akciger kanseri 20. ylizyilin baglarinda nadir goriilmesine ragmen giliniimiizde siklig1 giderek
artan onemli bir saglik problemidir. Bu hastaligin teshis ve tedavisinin takibinde yol gdsterecek

maddelerin belirlenmesi igin ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.

Bu calismada, toplam 34 akciger kanser hastasinin kanlarinda ve timor dokularinda bazi
protein yapisindaki maddelerin incelenmesi amaglanmaktadir. Boyle yararli maddeler belirlendigi
takdirde hastaligin teshis ve tedavi takibinde su anda uygulanan mevcut inceleme ydntemlerine
katkida bulunacaktir. Caligmamizda tiim hastalardan ameliyat Oncesinde kol damarindan diger
incelemeler i¢in kan alinirken ilave olarak 5 cc kan alinacaktir. Ayrica ameliyatta ¢ikarilan dokudan
patoloji uzmaninin uygun gordiigii bolgeden alinacak 200 mg kadar doku inceleme igin ayrilacaktir.
Kendilerine hastaliklarinin takibi i¢in gerekli olan islemler disinda farkli bir uygulama yapilmayacak.
Bu ¢alismanin katilan kisilere dogrudan ve kisa vadede tibbi bir yarar1 olmayacaktir, ancak bu ¢aligma
hastaligin teshis ve tedavi takibinde su anki uygulanan mevcut inceleme yontemlerine uzun vade de

katkida bulunacaktir.

Kontrol grubu olarak da hasta grubuna benzer yas ve cinste olan saglikli 32 kisi ¢alismaya
almacaktir. Bu arastirma kapsaminda kan alimi disinda baska bir girisim yapilmayacaktir. Bu
arastrmaya yardimci olmak iizere, alinacak olan kani (1/2 tiip; 5 ml ) kullanabilmek i¢in miisadenizi
istiyoruz. Bu calisma i¢in kan sadece bir kez alinacaktir. Bu islem saglikli goniilliilerin ortalama 10
dakikasini alacaktir. Kan alma sirasinda, kan alinan bolgede hematom (cilt alt1 kanama) goriilebilir.
Bunu o6nlemek i¢cin pamukla basi yapilacaktir. Bunun haricinde bir problem goriildiigiinde asagida

verilen telefon numarasindan sorumlu hekim Nurhilal YUSUFOGLU’a ulasilacaktir.

Calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger
islemlerin masraflar1 size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya
kurulusa 6detilmeyecektir. Goniillii bu ¢aligmaya katilmay1 red etme ya da arastirma bagladiktan sonra
devam etmeme hakkina sahiptir. Arastirmaci da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu
arastrma dig1 birakabilir. Bu calismada yer aldigiiz siire igerisinde kayitlarinizin yani sira iliskili
saglik kayitlarimiz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarimiz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligina agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca
arastrma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda

kullanilirken bu yayinda isim kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.
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Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla soz konusu klinik arastirmaya
kendi rizamla, hi¢cbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Goniilliiniin
Adr:
Soyadi:
Tarih:
Tel:

Adres: imza:

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Tamkhk Eden Kurulus Gorevlisinin;
Adr:

Soyadi:
Tarih:

Adres: imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin
Adi: Nurhilal

Soyadi: YUSUFOGLU
Tarih:
Tel: 0 505 8610369

Adres: Onur mah. Mandalin sok. No:9/13 Balcova /IZMIR Imza:
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