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OZET

Brons Lavaj Sivis1 ve Serumdan Elde Edilen Tiimor Kaynakh Eksozomlarda
Akciger Kanseri Kok Hiicre Belirteclerinin Incelenmesi ve Prognostik Onemi

Amacg: Akciger kanseri en sik 6liime neden olan kanserdir. Bu baglamda hassas
molekiiler belirteclerin tespiti hastalarin tani tedavi prognoz ve takibine biiyiik katki
saglacaktir. Tiimor kaynakli eksozomlar; kanser olusumu, progresyon, tedavi izlemi ve
tedaviye direncin saptanmasi amaciyla giderek artan siklikta kullanilan kii¢iik endozom
vezikiillerdir. Bu ¢alismada brons lavaj sivisi ve serumdan elde edilen tiimor kaynakl
eksozomlarda kanser kok hiicre belirteclerinin incelenmesi ve prognostik dneminin
saptanmasi amacglanmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Cukurova Universitesi Tip fakiiltesi Balcali Hastanesi Gogiis
Hastaliklar1 klinigine bagvuran akciger kanseri on tanili 104 hastadan eksozom izole
etmek i¢in serum ile birlikte bronkoalveolar lavaj sivisi veya plevral mayi 6rnegi alindi.
Hastalarin demografik verileri, laboratuvar ve patolojik verileri ve 6 aylik takip verileri
kaydedildi. 6 hastada eksozomlardan elde edilen proteinler tripsin ile peptidlere
ayristirildi ve kanser kok hiicre belirtegleri CD133 ve ALDHIA1 varlig1 peptidlerin
kiitle spektroskopisi ile analizleri ile tespit edildi. Analizler i¢in Peaks-studio yazilim
programi kullanildi.

Bulgular: 104 hasta ¢alismaya dahil edildi. Hastalardan 82 (% 78,8)’si erkek, 22
(% 21,2)’si ise kadin idi. Hastalarin yas ortalamalar1 64,3+10,5 (Med: 66, Min: 33,
Maks: 90) yil idi. Hastalardan 59 (% 56,7)’unun sigara kullandig1 gozlenirken; sigara
kullananlarin yilda ortalama 45,8+22,7 paket sigara tiikettikleri belirlendi. 6 hasta
lizerinde yapilan protein analizlerinde kanser hasta grubu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda peptidlerin ¢ogunun kanser hasta grubundan hatta kiigiik hiicreli
akciger kanseri(KHAK) hastalarinin lavaj sivilarindan izole edildigi goriildi. Kanser
kok hiicre belirteclerine yonelik yapilan analiz sonuglarinda CD133 varligina isaret
eden toplam 3 adet peptid tespit edilirken ALDHIAT’i isaret eden 1 adet peptide
rastlandi. CD133 tespit edilen 6rneklerden bir tanesi KHAK, bir tanesi kiiciik hiicreli
dis1 akciger kanseri(KHDAK) hastasina ait iken bir tanesinin kontrol 6rnek grubundan
olmast dikkat g¢ekmekteydi. ALDHI1A1’e ait peptid sekanslar1 sadece KHDAK
hastasinin lavaj sivisindan elde edilen eksozomda izole edilmisti.

Sonu¢: Pandemi ve doviz kurunun hizli artis1 nedeni ile kisith sayida ornekle
yapilan arastirmamizda hastalarin lavaj ve serumundan elde edilen eksozomal
proteinlerde kanser kok hiicrelerine ait belirteglerin varligini gosterdik. Daha genis
gruplarda yapilacak kapsamli calismalarin, eksozomlarda tespit edilen kanser kok
hiicrelerinin hastaligin seyri ile iligkisini anlamaya ve prognostik Onemini ortaya
koymaya katki saglayacagi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, Eksozom, Kanser kok hiicresi, CD133, ALDH1
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ABSTRACT

Examination of Lung Cancer Stem Cell Markers in Tumor-Derived Exosomes
Obtained from Bronchial Lavage Fluid and Serum and Their Prognostic
Importance

Objective: Lung cancer is the most common cause of death in all cancer type.
Due to the high mortality and morbidity of the disease and the high side effects of
chemotherapy, targeted therapies have come to the fore. In this context, the detection of
sensitive molecular markers will contribute greatly to the diagnosis, treatment,
prognosis and follow-up of patients. Tumor-derived exosomes are small endosome
vesicles that are increasingly used for cancer initiation, progression, monitoring of
treatment and detection of resistance to treatment. In this study, it was aimed to examine
cancer stem cell markers in tumor-derived exosomes obtained from bronchial lavage
fluid and serum and to determine their prognostic importance.

Material and Method: In order to isolate exosomes, bronchoalveolar lavage fluid
or pleural fluid samples were taken from 104 patients with pre-diagnosis of lung cancer
who applied to Cukurova University Medical Faculty Balcali Hospital Chest Diseases
Clinic. Demographic data, laboratory and pathological data and 6-month follow-up data
of the patients were recorded. Proteins obtained from exosomes in 6 patients were
separated into peptides by trypsin and the presence of cancer stem cell markers CD133
and ALDH1A1 was detected by mass spectroscopy analysis of peptides. Peaks-studio
software program was used for analysis.

Results: 104 patients were included in the study. Of the patients, 82 (78.8%) were
male and 22 (21.2%) were female. The mean age of the patients was 64.3+10.5 (Med:
66, Min: 33, Max: 90) years. It was observed that 59 (56.7%) of the patients were
smokers; It was determined that smokers consumed an average of 45.8422.7 packs of
cigarettes per year. In the protein analyzes performed on 6 patients, when the cancer
patient group was compared with the control group, it was seen that most of the
peptides were isolated from the cancer patient group and even from the lavage fluids of
the small cell lung cancer (SCLC) patients. In the analysis results for cancer stem cell
markers, a total of 3 peptides indicating the presence of CD133 were detected, while 1
peptide indicating ALDHI1A1 was found. It was noteworthy that one of the CD133
detected samples belonged to a SCLC patient and one belonged to a patient with non-
small cell lung cancer (NSCLC), while one of them was from the control sample group.
The peptide sequences of ALDHIAT were isolated only in the exosome obtained from
the lavage fluid of NSCLC patient.

Conclusion: In our study, which was conducted with a limited number of samples
due to the pandemic and the rapid increase in the exchange rate, we demonstrated the
presence of markers of cancer stem cells in exosomal proteins obtained from the lavage
and serum of patients. It is thought that comprehensive studies to be conducted in larger
groups will contribute to understanding the relationship of cancer stem cells detected in
exosomes with the course of the disease and to revealing their prognostic importance.

Key words: Lung cancer, Exosome, Cancer stemcell, CD133, ALDH1A1
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1. GIRIS ve AMAC

Akciger kanseri ya da bronkojenik karsinom hava yollar1 veya akciger parankimi
kaynakli maligniteler olarak tanimlanmistir. Diinya ¢apinda en sik tan1 konulan kanser
tiplerinden biridir ve kanser iligkili Oliimlerin ilk siradaki sebebidir. Tiim akciger
kanserlerinin %85’ini kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri(KHDAK) olusturmaktadir.
Hastalarin yaklagik %20’si tan1 aninda lokal ileri (evre-III), yaklasik yarist ise
metastatik (evre-IV) hastaliga sahiptir. Metastatik evre hastalarda 5 yillik sagkalim
oran1 %>5’in altindadir.' Mortalite ve morbidite oranlarinin bu derece yiiksek olmasi
sebebi akciger kanserinin erken tespitin Onlenmesi ve tedavisi ile ilgili calismalar
onemli hale gelmistir. Tedavilerin gesitliligi ve yan etkilerinin fazla olmas1 sebebiyle
son donemlerde hedefe yonelik tedaviler ve immiinoterapiler ilizerinde durulmaktadir.
Artan hedefe yonelik tedavi ihtiyaci sebebiyle akciger kanserinin patofizyolojisinin
aydinlatilmas1 da 6nem kazanmaktadir.

Tiimo6r mikrogevresi, yetiskin kok hiicreleri, kanser kok hiicreleri ve stromal
hiicreler dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipinden olusur. Kok hiicreler, embriyonik kok
hiicreler ve yetigskin kok hiicreler dahil olmak {izere, kendini yenileyebilen ve dokuya
0zgli hiicreler haline gelmesi icin uyarilabilen uzmanlagsmamis hiicreler olarak
karakterize edilir.”® Son calismalar, kanser kok hiicrelerinin timér metastazi™ ve
terapotik direng®’ ile baglantisini gdstermistir. Timdr mikro gevresi icindeki kok hiicre,
kanser hiicresi ve stromal hiicrelerin birbirleriyle iletisim kurduklar1 ve bdylece tiimor
ilerlemesini diizenledikleri bilinmektedir. Bu iletisimi eksozom adi verilen vezikiiller
araciligi ile yaparlar.

10,11
0. ve Kkanser

Ekzozomlar; retikiilositler,8 dendritik hl'icreler,9 lenfositler
hiicreleri' gibi bir¢ok hiicre tipi tarafindan salinabilen kiigiikk endozom vezikiilleridir.
Dahasi, eksozomlar kan, idrar, plevral eflizyonlar, asitler ve bronkoalveolar sivi gibi
bircok viicut sivisindan basariyla saflagtirilmistir.”> Normal insan kaninda, kanser
hastalarinin  kanindaki 4000 trilyon ekzomomlara karst yaklagik 2000 trilyon
eksozomun tespit edilebildigi bildirilmistir'* ki bu, tiimér hiicrelerinin normal
muadillerinden daha fazla eksozom irettigini ve yararli bir teshis biyobelirteg

5

. .. . . .1 e e e .o . ..
olabilecegini gostermektedir.”” Giiniimiizde, akciger kanseri tanis1 ve tedavisinde

eksozomlarin uygulanmasi hala baglangi¢c asamasindadir.



Tiimo6r kaynakli eksozomlarin tespiti, kanser olusum, progresyon ve tedavi
izleminde ki etkileri ve eksozom bilesenlerinin rolleri dahil olmak iizere eksozomlar
lizerinde yapilacak daha fazla ¢alisma, tibbi tedavi uygulamalarini gelistirebilir ve bu
hastalarinin sagkalim oranini iyilestirebilir. Timor kaynakli eksozomlarda kanser kok
hiicre belirteclerinin incelenmesinin bu hastalarin takipleri ile ilgili gelismelere 6nemli
katki saglayacagini diisiinlilmektedir. Bu ¢aligmada brons lavaj sivisi plevral mayi ve
serumdan elde edilen timor kaynakli eksozomlarda kanser kok hiicre belirteglerinin

incelenmesi ve prognostik dneminin saptanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri veya bronkojenik karsinom terimi, havayolu veya pulmoner
parankimden koken alan maligniteleri tanimlar. Akciger kanserlerinin yaklasik %95’ini
kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve KHDAK olusturur. Geri kalan %5°1 bu iki alt
grup disindaki diger hiicre tiplerini igerir. Histopatolojik olarak bu ayrimin yapilmasi

tedavi, prognoz ve evreleme icin onemlidir. 6

2.1.1. Epidemiyoloji

Diinya capinda, 2020 yilinda yaklasik 2,2 milyon hastada akciger kanseri
meydana geldi ve tahminen 1,8 milyon 6liime neden oldu. Bu say1 kanser iliskili
oliimlerin yaklasik 5°te biridir. Akciger kanseri goriilme siklig1 olarak erkeklerde %14,5
ile birinci, kadinlarda %8,4 ile meme ve kolorektal kanserlerden sonra iigiincli en sik
kanser tiirtidiir. Kanser iligkili oliimlerde ise erkeklerde en sik, kadinlarda ise meme
kanserinden sonra ikinci en sik sebeptir.'’

KHDAK’den kaynaklanan 6liim orani, bu alt tipin insidansindan daha hizl
azalma gostermistir ve bu azalma, hedefe yonelik tedavilerin onay zamanlamasina
karsilik gelen zaman i¢inde hayatta kalmada 6nemli bir iyilesme ile iliskilendirilmistir.
Erkekler arasinda, KHDAK kaynakli insidansa dayali mortalite 2013°ten 2016’ya yillik
olarak% 6,3 azalirken, insidans 2008’den 2016’ya y1llik% 3,1 azaldi. 2001 yilinda tam
konulan KHDAK’1i erkekler arasinda% 26 olan akciger kanserine 6zgii sagkalim orani
2014 yilinda teshis konulanlar arasinda% 35 olarak tespit edilmis. Tiim wrklarda etnik
gruplarda ve KHDAK’li kadinlar arasinda da benzer sonuglar bulunmus. Aksine,
KHAK kaynakli 6lim orani, azalan insidansin bir sonucu olarak tamamen azalmakla
birlikte ve hayatta kalma konusunda hicbir iyilesme olmamis. Bu sonu¢, KHAK i¢in

sinirl tedavi ilerlemeleri ile iliskili olarak degelrlendirilmis.18



2.1.2. Risk Faktorleri
2.1.2.1. Sigara

Sigara dumaninin solunmasinin akciger kanserine neden olabilecegi olasilig: ilk
olarak 1912’de ortaya atildi.” Sigara seklinde tiitiin kullanimi, 1900’larda kisi basina
yilda 100°den az iken 1960’larda kisi basina yilda 4400 e artmistir.”**' Akciger kanseri
riski hem giinliik icilen sigara sayis1 hem de yasam boyu sigara i¢me siiresi ile artar.?

Amerika ve Avrupa’da akciger kanseri tanist konulan erkek hastalarin, yaklasik
%98’inde sigara igme Oykiisii var iken, kadinlarin da %70-90’ninda sigara igme Oykiisii
mevcuttur. Dogu toplumlarinda ise bu oran kadinlarda ¢ok daha diisiik goriilmiistiir.
Yapilan aragtirmalarda dogu toplumunda kadinlarda sigara igme orani %6-57oranindan
goriilmustiir. Batili toplumlarda, geng popiilasyonda akciger kanseri hastaligi daha fazla
sigara icen grupta goriiliiyorken, Dogu toplumunda, bu durumun aksine bir durum
goriilmektedir. Bu sebeple, Bat1 ve Dogu toplumlarinda akciger kanseri epidemiyolojik
Ozelliklerinin farkli olmasi muhtemeldir. Sigara disinda ki diger risk faktorleri
kadinlarda, 6zellikle de dogu toplumunda ki kadinlarda daha onemlidir. Hastalarin
sadece %10°dan azinin hi¢ sigara i¢medigi tespit edilmistir.>> Akciger kanseri
etyolojisinde biiylik pay1 olmasi nedeni ile; sigaraya baslanmanin engellenmesi, sigara
icen kisilerin birakamaya yonlendirlmesi akciger kanseri gelisimini 6nlemede en dnemli
basamaklardan biri haline gelmistir. Titlin tiiketiminin sonlandirilmasi ile diinya
tizerinde tiim kansere bagli Oliimlerinin yaklasik %20’sinin Onlenebilecegi tahmin

edilmektedir.?*

2.1.2.2. Mesleki ve Cevresel Karsinojenler

Akciger kanseri riskini artiran cesitli mesleki ve g¢evresel karsinojenler vardir.
Bunlardan en ¢ok bilinen faktorler asbest ve radondur. Akciger kanseri iligkili oldugu
diisiiniilen diger karsinojenler arsenik, klorometil eter, krom, formaldehit, vinil klorid,
iyonizan radyasyon, nikel, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve agir metal tozlaridir.
Bu karsinojenler akciger kanseri gelisiminde tiitiin kullanimi ile sinerjistik rol oynarlar
ve ayni zamanda sigara kullanmayanlarda da akciger kanseri gelisimi i¢in bagimsiz risk

faktoriidiirler.?



2.1.2.3. Diger Faktorler

Epidemiyolojik veriler diyette eksik A vitamini, C vitamini ve beta-karoten
aliminin akciger kanseri riskini arttirdigini ortaya koymustur. Bol miktarda anti-oksidan
icerikli besin tiiketimi ise akciger kanserine karsit koruyucu bir rol oynamaktadir. Bu
etkinligin tam olarak hangi mekanizmayla oldugu bilinmemekle birlikte anti-oksidan
icerikli besinlerin DNA hasarini azaltmakta olduguna dair bilgiler vardir. Diger kanser
tiirlerine yonelik radyoterapi alan hastalarda ikincil olarak akciger kanseri goriilme riski
artmistir. Bu risk artis1 meme kanseri ve Hodgkin lenfomada gésterilmistir.26

Diger yandan akciger kanserine neden olan genetik faktorler tam olarak
aydinlatilamamistir ancak kanitlar genetigin rolii olabilecegini gostermektedir. 25
Birinci derece akrabada akciger kanseri olmasi, akciger kanser gelisim riskini 1.6 kat,

kadar arttirdig1 gosterilmistir.”’

2.1.3. Belirti ve Bulgular

Akciger kanserli hastalarin ¢ogunda klinik prezentasyonda ilerlemis hastalik
vardir. Bu, hastalifin agresif biyolojisini ve lokal olarak ilerlemis veya metastatik
hastalik mevcut olana kadar semptomlarin siklikla yoklugunu yansitabilir. Semptomlar
timoriin lokal etkilerinden, bolgesel veya uzak yayilimdan veya metastazlarla ilgili
olmayan uzak etkilerden (paraneoplastik sendromlar) kaynaklanabilir. KHDAK’1i 2293
hasta lizerinde yapilan bir ¢aligma, ortalama tani yasinin 64 oldugunu ve klinik
prezentasyonda en sik goriilen semptomlarin oksiiriik (%55), nefes darlig1 (%45), agr

(%38) ve kilo kaybi (%36) oldugunu gostermistir.*®

2.1.4. Tam Yontemleri
2.1.4.1. Radyolojik Tam: Yontemleri

Biyopsi Oncesi en yiiksek tanisal radyografik asamanin belirlenmesi, tani igin
doku &rneklemesini optimize eden bir modalitenin se¢imini kolaylastirir.”” Tamda ilk
secilecek radyolojik yontem posteroanterior akciger grafisidir. Cekilen yan grafi iki
yonlii grafiye ii¢lincli boyutu, yani derinligi eklemektedir. Genel ilke olarak her akciger

filmi, eger varsa, eski filmlerle karsilastirilarak okunmalidir.*



Bilgisayarli tomografi (BT) ve bazi durumlarda pozitron emisyon tomografisi
(PET), timor boyutunun (T), mediastinal diigiim genislemesinin (N) ve potansiyel intra
veya ekstra torasik metastazlarin (M) invazif olmayan bir degerlendirmesini saglar.
Doku biyopsisi ile dogrulama yapilmasi gerekmesine ragmen, bu goriintiileme testleri
hastaligin TNM evresinin ilk degerlendirmesi i¢in temel saglar ve doku Orneklemesi
igin en uygun yer(ler)i segmede klinisyene rehberlik etmeye yardimei olur.?*!

Yiiksek yumusak doku kontrasti elde edilmesi, damarsal yapilar1 ayrintili
gosterebilmesi ve multiplanar goriintiileme 6zellikleri sayesinde manyetik rezonans
goriintiileme (MR) bazi durumlarda BT’ye tamamlayici bir yontem olarak
kullanilmaktadir. G6glis duvari invazyonu belirlemede de MR, bir ¢aligmaya gore %90
sensitivite ve %86 spesifite ile BT ye gore listiin bulunmustur. ™

Toraks ultrasonografi (USG) maliyetinin diisiik olmasi, radyasyon i¢ermemesi,
yatak bast uygulanabilir olmast ve kolay ulasilabilir olmasi nedeniyle son zamanlarda
kullaniminda artig olan bir goriintiileme yontemidir. Fakat torakstaki kemik yapinin ve
akcigerlerdeki havanin kullanimini sinirlandirdig: bir gergektir. Yine de toraks USG ile
plevral eflizyonlar degerlendirilebilir, ger¢cek zamanli goriintiilleme esliginde ya da
isaretleme ile torasentez yapilabilir. Plevral kalinlagsma veya plevral kitle durumunda

trucut biyopsi ile degerlendirme yapilabilir.*

2.1.4.2. Laboratuvar Tan1 Yontemleri

Laboratuvar testleri akciger kanserli hastalarda, ozellikle kiiciik hiicreli dist
akciger kanserinde metastaz olasihigmi tahmin edebilir.*® Sirtta, gogiiste veya
ekstremitede agr1 ve yiiksek serum alkalin fosfataz seviyeleri genellikle kemik metastazi
olan hastalarda mevcuttur. Kapsamli kemik hastaligina bagli olarak serum kalsiyumu
yiikselebilir. KHDAK'’li hastalarin yaklasik yiizde 20’sinde bagvuru sirasinda kemik
metastazi vardir.”> Semptomatik hepatik metastazlar hastaligin erken evrelerinde
nadirdir. Asemptomatik karaciger metastazlari, karaciger enzim anormallikleri ile tespit

edilebilir.*

2.1.4.3. Girisimsel Tanm1 Yontemleri

Bronkoskopi akciger kanseri tanisinda sik kullanilan yontemlerden biridir.

Tanmnin yanisira evreleme, tedavi ve tedavi takibinde de kullanilan bir yontemdir.



Santral tiimorlerde islemin tanisal degeri artmaktadir. Bronsiyal yikama, fir¢alama,
bronkoskopik biyopsi ve bronkoskopik igne aspirasyonu bronkoskopik tanisal
islemlerdir. Santral tiimor varliginda yapilmis bir meta-analizde bronkoskopik tanisal
islemlerden endobronsial biyopsinin, fircalamanin ve bronsial yikamanin sensitivite
degerlerinin sirasiyla; %74, %59 ve %48 oldugu bulunmustur. Tiim bu islemler
kombine edildiginde bronkoskopinin tan1 degeri %89’a kadar yiikselir.”” Periferik
tiimorlerde BT veya ultrasonografi esliginde yapilan ince igne aspirasyon biyopsisi de
son dénemde 6nemli bir tan1 araci olarak kullaniimaktadir.™®

Mediastinoskopi/mediastinotomi yontemi ile iki akciger arasinda kalan bolimi
degerlendirmek i¢in sol 2-3. kostalar arasina yaklasik 5 cm kesi acilarak bu alana
ulagilmaktadir. Mediastinal lezyonlar1 lenf ve damarsal yapilar1 degerlendirerek
gerektiginde biyopsi alma imkan1 da saglamaktadir.

Diger bir tanisal yontem olan torakoskopi yonteminde toraks duvari direkt
gecilerek her iki plevrayr da goriintiilemenin yaninda biyopsi alma imkani sunar. Bazi

vakalarda tedavi arac1 olarak da kullanilmaktadir.>

2.1.5. Akciger Kanseri Histopatolojik Siniflandirilmasi

Akciger kanseri, solunum yollar1 epitel hiicrelerinden ortaya cikan, kiigiik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) olmak
lizere 2 ana gruptan olusan bir kanser tliriidiir. KHAK akciger kanseri vakalarinin
%15’in1 olusturmaktadir. Noroendokrin oOzellikler sergileyen hiicrelerden olusur ve
oldukga agresif seyirlidir. Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) ise
hastalarin %85’ini olusturmaktadir ve adenokarsinom, skuamdéz hiicreli karsinom ve
biiyiik hiicreli karsinom olmak {izere ii¢ ana patolojik gruba ayrilmaktadir. Bunlardan en
stk goriileni adenokarsinom olup vakalarin %38,5’inde saptanirken, skuamoz hiicreli
karsinom vakalarin %20’sinde, biiyiik hiicreli karsinom ise %9’unda saptanmistir 40 .
2015 DSO Akciger Tiimérleri Smiflandirmasinda énemli giincellemeler yapilmistir.

Son giincel simflama Tablo 1°de 6zetlenmistir.*!



Tablo 1. Akciger kanserinin histolojik siniflamasi

TUMOR TIiPi

VARYANT

Adenokarsinom

* Lepidik

* Asiner

* Papiller

* Mikropapiller

* Solit

* Invaziv musinéz (mix invaziv miisindz ve non-musindz)
* Kolloid

* Fetal

* Enterik

* Minimal invaziv

* Preinvaziv (atipik adenomato6z hiperplazi, adenokarsinoma in situ
non-musindz ve musindz

Skuaméz Hiicreli Karsinom

* Keratinize
* Non- Keratinize
* Bazaloid

Biiyiik Hiicreli Karsinom

Adenoskuamoéz Karsinom

Sarkomatoid Karsinom

* Plemorfik karsinom

* Ig hiicreli karsinom

* Dev hiicreli karsinom
* Karsinosarkom

* Pulmoner blastom

Noroendokrin karsinom

* Kiigiik hiicreli karsinom

* Biiyiik hiicreli ndroendorin karsinom

* Karsinoid (tipik, atipik 1)

* Preinvaziv Lezyon (Diffliz Pulmoner Noroendokrin Hiicre
Hiperplazisi)

Diger ve Siniflandirilamayan
Karsinomlar

* Lenfoepitelyoma Benzeri Karsinom
* NUT karsinom

2.1.6. Evreleme

Evreleme KHDAK

uygun tedaviyi belirler ve hastanin klinik 06zellikleriyle

birlestirildiginde degerli prognostik bilgiler saglar.

Tablo 2. KHDAK evrelemesi TNM 8. giincelleme*

T: Primer tiimor

Tx Primer timoér degerlendirilemez veya malign hiicreler balgam ya da bronGial sivida
goriiliir ancak bronkoskopi ya da goriintiileme yontemleriyle saptanamaz.

TO Primer timor kanitt yok.

Tis Karsinoma in situl

T1 Tiimoriin en geniG ¢apt <3 cm, akciger veya viseral plevra ile gevrili, bronkoskopik
olarak lober bronstan daha proksimalde invazyonun gézlenmedigi tiimor 2

Tla (mi) Minimal invaziv adenokarsinom3

Tla En genis tiimor ¢ap1 <1 cm2

T1b En genis tiimor ¢cap1 >1 cm, <2 cm

Tlc En genis tiimor ¢ap1 >2 cm, <3 cm




Tablo 2°nin devam

T2

Asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olan tiimér veya en geniG ¢ap1 >3 cm, <5
cm olan tiimor4

-Karinaya uzakligina bakilmaksizin karinayi invaze etmeden ana bronGu tutan timdr
-Visseral plevra invazyonu olan timor

-Obstriiktif pndomoni veya hiler bolgeye uzanan atelektazi (kismi veya total
pnomoni/atelektazi)

T2a

En genis tiimor ¢ap1 >3 cm, <4 cm

T2b

En genis tiimor ¢apt >4 cm, <5 cm

T3

Primer tiimorle ayni lobda  metastatik  nodiill/  nodiiller olmasi
Timoriin en geniG c¢apt >5 ve <7 cm olmasi veya gogilis duvart (siiperior sulkus
tiimdrleri dahil), frenik sinir ya da pariyetal perikarddan birine direkt invazyon varligi

T4

Primer tiimorle ayni akcigerde fakat farkli lobda nodiil/nodiiller olmast Tiimoriin en
genis c¢apt >7 cm veya diyafragma, mediasten, kalp, biiyiik damarlar,
trakea, rekiirren laringeal sinir, 6zefagus, vertebra korpusu ya da karina yapilarindan
birine invazyon varlig1

N: Bolgesel Lenf Nodu invazyonu

NX Degerlendirilemeyen bdlgesel lenf bezleri

NO Bolgesel lenf bezlerine metastaz yok

NI Intrapulmoner lenf bezlerine ve/veya ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler
lenf bezlerine metastaz veya direkt invazyon

N2 Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

N3 Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen veya

supraklavikiiler lenf bezlerine metastaz

M: Uzak Metastaz

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Mla Plevral veya perikardiyal metastatik nodiiller, kars1 akcigerde
metastatik nodiiller, veya malign plevral veya perikardiyal efiizyon5

MIlb Tek bir ekstratorasik organda ve tek metastaz6

Milc Bir veya birden ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz

1. Adenokarsinoma in situ ve skuamoz hiicreli karsinoma in situyu kapsar.

2. Ana brons proksimaline uzanan, bronGiyal duvara sinirli da olsa invazyon

gosteren biiyiikliikten bagimsiz nadir ylizeyel timor yayilimi da Tla olarak

smiflandirilir.

3. 3 cm’den daha biiylik boyutta olmayan soliter adenokarsinom, lepidik baskin

paternli ve herhangi bir odakta 5 mm’den daha biiyilik boyutta invazyona sahip olmayan.

4. Bu ozellikleri ile T2 tiimor; eger <4 cm veya biiyiikliigii belirlenemiyor ise T2a;

eger >4 cm fakat <5 cm ise T2b olarak siniflandirilir.

5. Akciger kanseri varliginda plevral effiizyonlar genellikle tiimore bagli geliGir.

Ancak klinik degerlendirme efflizyonun tiimore bagl oldugunu gostermiyorsa effiizyon

klinik evrelemede kullanilmamalidir.

6. Bolgesel olmayan uzak lenf nodu metastazi da bu gruptadir.



Tablo 3. Evreleme gruplamasi

Evre Gruplamasi

OKKkiilt karsinom TX NO MO
Evre 0 Tis NO
Evre IA1 T1a(mi) NO MO
Evre IA2 Tla NO MO
Evre IA3 T1b NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre ITA T2b NO MO
Evre IIB T1a,T1b veya T2a NI MO
T2a NI MO
T2b NI MO
T3 NO MO
Evre IIIA T1a,T1b veya T2a N2 MO
T2a veya T2b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Evre I1IB T1a,T1b veya T2a N3 MO
T2a veya T2b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
Evre ITIIC T3 N3 MO
T4 N3 MO
Evre IVA Herhangi bir T Herhangi bir N Mla
Herhangi bir T Herhangi bir N Milb
Evre IVB Herhangi bir T Herhangi bir N Milc

KHAK evrelemesi ilk olarak 1950 yillarinda “theVeterans Administration Lung
Study Group (VALSG)” tarafindan “sinirli evre” ve “yaygin evre” olarak iki ana gruba
ayrilmistir. Tek bir hemitoraksa siirli ipsilateral supraklavikuler lenf nodu metastazi
disinda ekstratorasik metastazi olmayan ve primer timor ile tek radyolojik alana
girebilenler “smirli evre” olarak, bunun o&tesindekiler ise “yaygin evre” olarak

tanlmlanmls‘ur.“’44

2.1.7. Tedavi
2.1.7.1. KHAK’de Tedavi

Smirli evre  KHAK hastalarinda esas tedavi kemoterapi ve radyoterapi
kombinasyonudur. Radyoterapi konusunda bir ¢ok randomize c¢alisma yapilmis olup
kemoterapi alan hastalarin incelendigi kapsamli bir arastirmada radyoterapi tedavisi
alan hastalarda 2 yillik sag kalimda %5.4’liik artis oldugu gosterildi.* 1980°1i yillarda
preklinik modellerde sinerjistik bir etki gdsteren sisplatin ve etoposit kombinasyonu (EP

rejimi) KHAK tedavisinde giderek daha fazla kullamimaya baslamildi.*® Gegen siirede
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ve ¢aligmalara bagh olarak EP rejimi KHAK tedavisinde en sik kullanilan kemoterapi
rejimi haline geldi ve birinci seri tedavide siklofosfamid, Doksorubisin, Vinkristin
kombinasyonunun (CAVi rejimi) yerini ald.***

Yaygin evre KHAK hastalarinda standart tedavi kemoterapidir ve tedavi palyatif
amagla verilmektedir.*® Bu hastalarda en sik kullamilan rejimler EP rejimi veya sisplatin
uygun olmayan hastalarda karboplatin ve etoposid kombinasyonu, CAVi rejimi ve

monoterapi topotekandir.*’

2.1.7.2. KHDAK’de Tedavi

KHDAK’de tedavi evreye gore degismekte olup Evre I ve II KHDAK’li vakalar
miimkiin oldugunca komplet cerrahi rezeksiyon ile tedavi edilmelidir. Postoperatif
adjuvan kemoterapi, patolojik evre II hastaligi olan hastalarda sagkalimi artirir ve evre
IB hastaligi olanlarda da tedavide rol oynayabilir Evre 1 veya II olup cerrahi
rezeksiyona uygun olmayan ya da cerrahiyi reddeden hastalara cerrahi olmayan lokal
tedaviler uygulanabilir. Sterotaktik teknikler veya konvansiyonel ydntemlerle
radyoterapi uygulabilir. Radyofrekans ablasyon ve kriyoablasyon radyoterapiye
alternatif yontemlerdir. Fotodinamik tedavi de siiperfisiyal hava yolu lezyonu olup
secilmis hastalarda primer tedavi modalitesi olarak kullanilabilir. Patolojik olarak evre
IIT hastaligt oldugu kanitlanmis vakalarda kombine eszamanli kemoradyoterapi
kullanimi, definitif tedaviye daha iistiindiir ve immiinoterapi ile birlikte daha ¢ok tercih
edilmektedir. Kemoradyoterapi sonrasi cerrahi ile ilgili aktif calimalar devam
etmektedir.'®

Klinik evresi I-II olup cerrahi sonrasi patolojik evresi IIIA olarak saptanan
hastalarda adjuvan kemoterapi sagkalimi artirmaktadir. Evre IV hastalara genellikle
sistemik veya palyatif tedaviler uygulanir. Sec¢ilmis hastalarda kemoterapi ve
immunoterapi hayat kalitesini diislirmeden sagkalimi uzatmaya yarayabilir. Bu durumda
tiimoriin mutasyon durumu degerlendirilmeli ve buna yonelik tedaviler verilmelidir.
Radyoterapi ve cerrahi bazi hastalarda semptom palyasyonu i¢in kullanilabilir. Evre IV
olup izole metastazlar1 olan (beyin, adrenal vb.) hastalarda primer tiimoriin agresif
tedavisi yapilirken metastazinda rezeksiyonu fayda saglayabilmektedir.'®

KHDAK’nin molekiiler patogenezinin anlasilmasindaki hizli gelismeler,

KHDAK’nin heterojen bir hastalik grubu oldugunu gostermistir. Lokalize hastaligin ilk

11



tedavisi ayni olmasina ragmen, KHDAK’li hastalarda tiimér dokusunun molekiiler
karakterizasyonu, hem metastatik hastalik ile basvuranlarda hem de primer tedaviden
sonra niiks edenlerde tedaviye kilavuzluk eder. Halihazirda spesifik hedefli tedavilerin
standart tedavi oldugu KHDAK alt tipleri, epidermal growth faktor reseptor (EGFR)
mutasyonu olanlar, B-Raf proto-onkogen (BRAF) mutasyonu olanlar, ekinoderm
mikrotiibiil iligkili protein benzeri 4 (EML4)- anaplastik lenfoma kinaz (ALK) fiizyon
onkogeni olanlar ve c-ROS onkogen 1 (ROS1) fiizyonu olanlardir. Tanimlanmis diger
driver mutasyonlar da mevcuttur ve spesifik tedaviler gelistirilme asamasindadir.
Programlanmis 6liim ligand1 1 (PD-L1) ekspresyonunun gézlendigi driver mutasyonun
olmadig1 vakalar i¢in birinci basamak tedavi olarak immiinoterapi kullanilabilir. Diisiik
PD-L1 ekspresyonunun gozlendigi vakalar i¢in immiinoterapi ve kemoterapi
kombinasyonlari mevcuttur.'® Ozellikle metastatik hastalarin sagkalimina ciddi etkisi
olmasi ve yan etki profilinin az olmasi nedeni ile ¢alismalar hedefe yonelik tedaviler ve
immiinoterapiler tizerinde yogunlagsmaktadir. Hedefe yonelik tedavi ihtiyacinin artmasi
nedeniyle akciger kanserinin patofizyolojisinin aydinlatilmasi kanser olusum ve

progresyon siireglerinin molekiiler diizeyde anlagilmas1 6nem kazanmaktadir.

2.2. Tiimor Mikrocevresi
2.2.1. Kanser Kok Hiicreleri

Timor mikrogevresi, yetiskin kok hiicreleri, kanser kok hiicreleri ve stromal
hiicreler dahil olmak tizere bir¢ok hiicre tipinden olusur. Kok hiicreler, embriyonik kdk
hiicreler ve yetiskin kok hiicreler dahil olmak tizere, kendini yenileyebilen ve dokuya
O0zgii hiicreler haline gelmesi icin uyarilabilen uzmanlasmamis hiicreler olarak
karakterize edilir.>® Kanser kok hiicreleri su anda kendini yenileme, proliferasyon,
timor basglatma ve yayillma Ozelliklerine sahip kanser hiicreleri olarak
tanimlanmaktadir. Son calismalar, kanser kok hiicrelerinin timér metastazi™® ve
terapotik direng®”’ ile baglantisini gostermistir.

Zorlu bir sekilde, geleneksel kanser tedavileri, timdriin biliylik kismini hedefler ve
yiiksek direngli yapilari nedeniyle kanser kok hiicreleri (CSC) hedefleyemez, bu da
metastaz ve timor niiksetmesine yol agar. Kanserler biiylik olasilikla cerrahi,

kemoterapt ve radyoterapi gibi geleneksel tedavilerle erken asamada teshis

edildiklerinde tedavi edilebilirler. Bununla birlikte, bir¢ok kanser, kanserin ilerleyici
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hale geldigi ve diger organlara metastaz yaptig1 daha sonraki bir asamada da teshis
edilir. Kanser erken evrede teshis edilip tedavi edilse bile, bazi kalint1 hiicreler hala kalir
ve bir siire sonra timor niiksetmesine neden olabilir ve kanser siklikla daha agresif hale
gelir ve bu da metastaza yol agar. Artan kanitlar, terapotik dirence neden olmaktan
sorumlu olan kanser ilerlemesinin herhangi bir asamasinda bulunabilen bu kalinti
hiicrelerin, kanser kok hiicreleri olarak bilinen kok benzeri 6zelliklere / fonksiyonlara
sahip oldugunu ima etmektedir. Bu nedenle, bu hiicre popiilasyonu, etkili terapi gibi
goriinen ve tiimor saldirganligina yol agan seylerden sonra bile, tiimoriin devam
ettirilmesinde tiimdr kiitlesi i¢indeki kritik alt kiimeyi temsil eder. CSC’ler, tiimdriin
biliyiik kismini1 olusturan heterojen, farklilasmis kanser hiicrelerine yol agan kendi
kendini yenileme ve farklilasma yetenegi de dahil olmak {izere normal kok hiicrelerle
benzer Ozellikleri paylasir. Bu benzerlik nedeniyle, CSC’ler yaygin olarak, CD133,
CD44, CD90 ve yan popilasyon hiicreleri gibi kok hiicrelerle iligkili yiizey
belirteglerinin ekspresyonu ile karakterize edilir ve bunlar tarafindan zenginlestirilmis
ve in vitro ve in vivo olarak izole edilebilir.”*""'

Promin-1 olarak da bilinen hiicre yiizey belirteci CD133, 16semi, akciger kanseri,
kolon kanseri ve beyin kanseri dahil olmak iizere gesitli timorlerde bir CSC belirteci
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.’*>" Ayrica, yukarida bahsedilen kanserlerdeki
prognostik ve klinikopatolojik degerleri genis ¢apta cahsilmustir.”***" Bugiine kadar,
Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri ile ilgili olarak CD133 ile prognostik deger

61,62

arasindaki korelasyon hakkinda tartigmalar mevcuttur. Baz1 ¢aligmalar, CD133’iin

58,61

yiiksek ekspresyonunun olumsuz prognozla korele oldugunu bildirmistir, ancak

bagka ¢alismalar tarafindan tam tersi sonuglar elde edilmistir.“’64

ALDHI1, hiicre i¢i aldehitleri oksitleyen ve boylece erken kok hiicre farklilagmasi
sirasinda retinoliin retinoik aside oksidasyonunu destekleyen bir sitozolik izoenzim
ailesidir.”> Buna karsilik, major mitokondriyal izozim ALDH2 ve mide sitozolik enzimi
ALDH3iin bdyle bir aktivitesi yoktur.”® ALDHI ailesi, kanserlerin baslamasi ve
ilerlemesinde ¢ok 6nemli diizenleyici roller oynayan alti enzimden olusur.”> ALDHIAL,
etanolden tiiretilen reaktif aldehitlerin metabolizmasinda énemli bir rol oynar. Etanol
tiirevli reaktif aldehitler, kok hiicre hasarimi destekleyebilir. ALDHIAI, reaktif

asetaldehitin metabolizasyonundaki rolii nedeniyle kok hiicrelerde yiiksek seviyelerde

eksprese edilir ve kok hiicre fonksiyonunu diizenler.® ALDH1A1 aktivitesi multipl
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miyelom, akut miyeloid l6semi ve beyin ve meme kanserlerinde kok hiicre

popiilasyonlarinda arttigindan,®””"!

72

malign kok hiicre popiilasyonlarmin bir belirteci
olabilir.”~ ALDHIAI1 aktivitesi, malign epitelyal tiimorlerdeki ve kanser hiicre
dizilerindeki kok hiicre popiilasyonlarinda da artar; bu konudaki ¢alismalar genellikle
akciger kanseri, kolorektal kanser ve meme kanserine odaklanmustir.”*”> Bununla

birlikte, ALDH1A1 ile klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iliski tartismalidir.”>”

2.2.2. Kanser Kok Hiicrelerinin Tiimor Progresyonuna Etkileri
2.2.2.1. Tuimor Baslangicinda Kanser Kok Hiicreleri

Normal fizyolojik kosullar altinda, normal kok hiicreler genellikle 6zel bir nis
tarafindan siirdiiriilen hareketsiz bir durumda bulunur. Sadece uyarici bir sinyal
alindiginda, kok hiicreler boliinmek ve ¢ogalmak i¢in aktive olurlar. Kok hiicrelerin
bliylime sinyallerinden bagimsiz hale gelmesine veya biiyliime karsit1 sinyallere
direnmesine neden olan herhangi bir genetik mutasyon, kok hiicrelerin kontrolsiiz
cogalma ve olasi timér olusumuna ugramasina neden olacaktir.’*® CSC’nin kanser
baslaticidaki rollerine iliskin dogrudan kanitlar, kok hiicre belirteglerinin pozitif
ekspresyonu ile karakterize edilen izole Csc’lerin, ¢ok diislik sayilarda bile immiin
yetmezlikli farede ebeveyn tiimoriinii yeniden doldurma kapasitesini gosteren bir¢ok
calismadan elde edilirken, negatif, CSC olmayan kars1 kisimlar1 benzer tiimorijenite
olusturmadigini gosterdi.®’ Dick grubu tarafindan 1994 yilinda yapilan galismalar, akut
miyelojendz 16semi (AML) hastalarinda bulunan 16semi baglatan kok hiicrelerin, ciddi
kombine  immiin  yetmezlikli (SCID) farelere nakledildiginde = AML’yi

indiikleyebilecegini gostermistir.>

2.2.2.2. Metastazda Kanser Kok Hiicreleri

Metastaz, birincil tiimor bolgesinden uzak bir organ veya dokularda ikincil timdor
bliylimesinin gelismesidir ve kansere bagli oOliimlerin %90°’dan fazla nedeninden
sorumludur.® Direncli yapilar1 nedeniyle, CSC’ler bu nedenle dogal olarak metastaz

83-85
Metastaza

yapma yetenegine sahiptir; bu popiilasyon metastatik CSC olarak bilinir.
bagli kotii prognozu dngdren primer tiimoriin molekiiler imzalart birgok tiimor tipinde

tanimlanmistir, bu da metastatik gen imzalarinin primer tiimorlerdeki kanser hiicreleri
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arasinda paylasilan bir ozellik oldugunu disindirir.**® Gergekten de, primer
timordeki kok benzeri gen ekspresyonu imzalarinin, metastaz ve hayatta kalma
sonuglart ile korele oldugu gosterilmistir, bu da bu metastatik hiicrelerin CSC kaynakli

olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.2.2.3. Ila¢ Direncinde Kanser Kok Hiicreleri

Timor niiksii, kanser hastalarinin yonetimi i¢in en biiyiik zorluk olmaya devam
ediyor, ¢linkii buna siklikla daha agresif kanserler ve metastaz eslik ediyor. Kemoterapi,
ana tedavi yontemlerinden biri olmaya devam etmektedir; bununla birlikte, etkinlik
kemorezistans ile simrhdir.”® Hiicrelerin terapotik baskilari takiben kaldigi varsayimu,
tedaviye yanit vermeyen hiicrelerin varligini diislindiiriir, bu sayede kalint1 hiicreler,
tiimdriin niiksetmesine ve metastaza neden olan kok benzeri 6zelliklerle zenginlestirilir
ve bu da CSC’nin roliinii distindiiriir.”"™> CSC’lerin varligi, kemorezistansm dahil
edildigi mekanizma olarak tanimlanmistir, ancak bir¢ok paralelligin de yukarida
bahsedilen mekanizmalarla iligkili oldugu bulunmustur. Ornegin, CSC’ler, ATP

9496 arttirilmis aldehit

baglayici kaset (ABC) tastyici proteinlerin yiliksek ekspresyonu,
dehidrojenaz (ALDH) aktivitesi,” anti-apoptotik proteinlerin artmis ekspresyonu
nedeniyle geleneksel kemoterapilere dogal olarak direnclidir. Bel-2 ve Bel-XL,”® CHK 1
ve CHK2” gibi DNA hasar kontrol noktalarinin aktivasyonu ve hayatta kalma yanlisi

sinyal molekﬁllerinin,4’100

aktivasyonu ile DNA hasar onarimint gii¢clendirdi. Bunlar,
kok ozelliklerinin kazanilmasinin kanserde direncli veya tepkisiz 6zelliklerle giiglii bir

sekilde iligkili oldugunu ortaya koymaktadir.

2.2.3.Kanser Kok Hiicreleri ve Eksozom Sinyalizasyonu

Kanser kok hiicrelerinin mikro g¢evre ile etkilesiminin, kanser ilerlemesi igin kritik
oldugu kanitlanmistir 101, 102 . Kanser kok hiicrelerinin ¢evresindeki hiicrelerle nasil
etkilesime girdigine dair hiicresel ve molekiiler mekanizmalar boylece timor
anjiyogenezini ve metastazin1 daha da agikliga kavusturmaya devam ederken, mevcut
literatiir hiicre dis1 oldugunu gosteren kanitlar saglamistir. Mikrovezikiiller, 6zellikle
eksozomlar, kanser kok hiicreleri, yetiskin kok hiicreleri ve ¢evreleyen kanser hiicreleri
veya stromal hiicreler arasinda transfer edilir. Kanser kok hiicrelerinin mikrovezikiilleri

ve eksozomlari, cevreleyen stromal hiicrelerle etkilesime giren mikrogevrelerine
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103

gizledikleri digiiniilmektedir.”~ Dogrudan kanitlar, meme kanseri kok hiicrelerinin,

kanser hiicresi kaynakli eksozomlarin 6zelliklerine sahip eksozomlar salgiladigini

04 . . . .
Prostat ve meme kanseri kok hiucrelerinden salinan eksozomlarin

gOstermistir.”
molekiiler analizi, bu eksozomlarda CD9, CD63, CD81, Alix ve TSG101 gibi birkag
eksozom markerinin varligini gostermesine ragmen, kanser kok hiicre eksozomlarinin
benzersiz bir 6zelligi tarif edilmemistir.'™ Son yillarda kanser kok hiicreleri tarafindan
salinan eksozomlarin farkli model sistemlerde kanser ilerlemesine aracilik ettigini
gosteren daha fazla kanit saglanmistir. Bir bobrek kanseri modelinde, insan bdbrek
kanseri kok hiicrelerinden salinan mikro-taneciklerin akcigerlerde anjiyogenezi ve
premetastatik bir nis olusumunu uyardig: bildirilmistir.'”> Bu calismalardan elde edilen
sonuclar, kanser kok hiicrelerinin, cevre hiicrelerle etkilesen ve bdylece kanser
ilerlemesine aracilik eden eksozomlari salgiladigini acik¢a gostermektedir. Eksozomlar
yoluyla kanser kok hiicrelerinin ¢evredeki hiicrelerle etkilesiminin tek tarafli olmadigi,
yetiskin  kok hiicrelerin eksozom salgiladigint ve kanseri tesvik eden faktorleri
cevreleyen hiicrelere aktarabildigini,'® yine kanser hiicreleri ve stromal hiicrelerin de

kanser kok hiicreleri tarafindan alinan eksozomlari salgiladigi'” calismalar ile

gosterilmigtir.

2.3. Eksozom Nedir

Eksozomlar koyun retikiilosit olgunlasmasi siirecinde ilk defa bildirilmis olup
cap1 40 ila 100 nm arasinda degismektedir. Kriyo-elektron mikroskobu ile karakteristik
fincan seklinde bir morfoloji (negatif boyamadan sonra) veya yuvarlak, iyi

8,108

sinirlandirilmis  vezikiillerdir seklinde gortliirler. Ekzozomlar; retikiilositler,”

1011 Ve kanser hiicreleri'? gibi bircok hiicre tipi tarafindan

dendritik hl'icreler,9 lenfositler
salabilen kiiclik endozom vezikiilleridir. Dahasi, eksozomlar kan, idrar, plevral
efiizyonlar, asitler ve bronkoalveolar sivi gibi bircok viicut sivisindan basariyla
saflagtirilmistir.”> Normal insan kaminda, kanser hastalarmin kanindaki 4000 trilyon
ekzomomlara kars1 yaklasik 2000 trilyon eksozomun tespit edilebildigi bildirilmistir."*
ki bu, tiimor hiicrelerinin normal muadillerinden daha fazla eksozom {irettigini ve
yararli bir teshis biyobelirte¢ olabilecegini gdstermektedir.”” Eksozomlar, DNA, RNA

ve proteinler dahil bilgiyi, plazma membram ile fiizyon, fagositik mekanizmayla

endositoz veya hiicre ile reseptor-ligand etkilesimi yoluyla reseptér hiicrelerine
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aktarabilir'® ve eksozomlar farkli hiicre statiisiine sahip farkli sekretuar hiicre tipleri

nedeniyle heterojen biyolojik davranislara sahip olabilirler.'"

2.3.1. Tiimor Kaynakh Eksozomlarin Rolleri

Akciger kanseri olusumu ve gelisimi, uzun vadeli ve karmagsik bir siire¢ olan
birgok faktdor ve mekanizmadan etkilenir. Akciger kanseri hiicreleri tarafindan
salgilanan eksozomlar, hiicreler arasi iletisimin aracilar1 olarak bu siirecte hayati bir rol
oynar.

Anjiyogenez, tim0r biiylimesi i¢in hayati dneme sahiptir ¢iinkii timor damarlari,

timér hiicrelerindeki o6nemli besin maddeleri kaynaklaridir.'"!

Timor kaynakl
ekzozomlar, fibroblastlar1 tiimdrii tesvik eden stromal miyofibroblastlara farklilagmak
tizere uyarmak i¢in Transforming Growth Factor Beta 1(TGFB1) bagiml bir yolda
anjiyogenezi ve timér biiyiimesini hizlandirabilir.''*

Diger yandan eksozomlar, tiimor hiicrelerinin invazivligini arttirmak icin akciger
kanseri mikro ortammim olusumunu tesvik edebilir.'” Onkojenlerin kararsizlig
nedeniyle, hipoksi, asidoz ve inflamatuar immiin yanit, timor hiicrelerinin timor
mikrogevresini olusturmak icin daha fazla ekzozom salmasim tesvik edebilir,''*'"° bu
da tiimor hiicrelerinin hizli biiylimesine yardime1 olur ve invazyon yeteneklerini arttirir.
Timor kaynakli ekzozomlar, hiicre dist matriksin degradasyonu yoluyla invazyonu

baslatan invadopodia ile de iliskilidir.'"°

Bu yolla eksozomlar tiimdr inavazyonunda rol
oynarlarlar.

Ekzozomal igerikler metastaz1 tesvik edebilir ve metastatik potansiyeli alict
hiicrelere aktarabilirler.''” Tiimérden tiiretilen eksozomlarmn, gelecekteki metastaz
bolgesinde olusan ve dissemine tiimér hiicrelerinin biiyiimesini tesvik eden''® pre-
metastatik nig olusumu ile iliskili oldugu bildirilmistir.

Timor kaynakli eksozomlarin iliskili oldugu diger bir konu ilaca kars1 gelisen
diren¢ mekanizmalaridir. Eksozomlar Iliskili doku faktorleri vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) ve Transforming Growth Factor Beta 2 (TGF2P) ederek
epitelyal mezenkimal transisyona (EMT) aracilik eder ve bu sayede tiimor hiicreleri
apoptoza direnebilir ve bu da genellikle ilag direnci ile sonuglamr.""*'* Tiimér mikro

ortamindaki tiimdr hiicreleri ve stromal hiicreler, ilaca direngli molekiiller (miRNAlar,

proteinler) tasiyan ekzozomlar salgilayabilir bu molekiiller tiimdér mikrogevresinde
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(TME) eksozomlarin etkilesimi yoluyla tiimor hiicrelerinin ilaca toleransini arttirmak
icin transfer edilir.'*'"'* Birgok malign tiimoriin gelisiminde, ilact intraselliilerden
ekstraselliilere yonlendirmek i¢gin MDR (multi drug resistance) ile iliskili ATP-baglayici
kaset transporter (MDR-ABC) olan 6zel bir transporter sistemi aktive edilir.'** MDR-
ABC, aymi transmembran alanina sahip olan ve genellikle ekzozomlarin ve
multivezikiiler bodylerin (MVB’ler) membraninda bulunan bir hiicre i¢i tasiyici protein
tiirtidiir. Kemoterapotik veya hedefe yonelik tedavi ilaglar ve hiicredeki metabolitler,
MVB’ler olusturmak iizere bir araya gelerek i¢ govdeye aktarilabilir. MVB’ler hiicre
zar1 ile kaynastiginda, i¢ gévde ekzozomlar seklinde hiicre dis1 matrikse salinir ve ilag
akisini tamamlar boylece ilag etkinligini etkileyebilir.'*'%

Giderek artan bir sekilde, calismalar ekzozomal miRNA’larin ve proteinlerin
timdr progresyonunun evresi ve derecesi ile pozitif bir sekilde iliskili oldugunu ileri
sirmektedir.””” Liu ve ark. akciger adenokarsinom hastalarinda ve saglikli kontrollerde
84 plazma ekzozomal miRNA’y1 analiz ederek, artmis ekzozomal miR-10b-5p, miR-
23b-3p ve miR-21-5p diizeylerinin kotii genel sagkalimla(OS) iligkili oldugunu

Bunlarin  tiimii, eksozomlarin invaziv olmayan prognostik

bulmuslardir.'
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bir baska c¢alismada,
Sandfeld-Paulsen ve ark. Ekstraseliiller Vezikiil dizisi (extraseliiler vesicle array)
kullanilarak fenotiplendirilen 276 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hastasinin
plazmasindan eksozomlar1 arastirdi. Sonug olarak, NY-ESO-1, PLAP, EGFR, Alix ve
EpCam’in genel hayatta kalma (OS) ile iligkili oldugunu buldular; bu, eksozomal
membrana bagli proteinlerin KHDAK’de giiclii prognostik biyobelirtecler oldugunu
gosterdi.'*

Yine ¢alismalar eksozomlarin akciger kanseri teshisi i¢in biyobelirtegler olarak
kullanabilecegini gosterdi. Ornegin, Birgitte ve ark. KHDAK dokularindaki ve normal
dokulardaki ekzozomal proteinleri saptamak i¢in EV dizisini (extraseliiler vesicle array)
kulland1 ve CD151, CD171 ve tetraspanin 8 belirte¢lerinin tiim histolojik alt tiplerde
kanserli hastalarda kansersiz hastalara gére daha yiiksek oldugunu buldu.'*

Timor kaynakli eksozomlar, kanser teshisinde progresyon tahmininde
biyobelirte¢ olarak kullanilmanin yaninda ilag¢ direncini tahmin etmede de biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi calismalarla gosterildi. T790 M mutasyonu, EGFR-TKT’ler ile

tedavi edilen hastalarda'** bulunur ve erlotinib veya gefitinibe kars1 kazanilmis direncin
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yaklasik% 50-60’mn1 olusturur.”**'*> Osimertib’i igeren tigiincii nesil EGFR-TKI ler,
EGFR-TKTI’lere karst T790 M aracili direncin iistesinden gelir, ancak yine de hedefe
yonelik tedavi ila¢ direncinden kagamaz ve bazi hastalarda yeni bir ila¢ direnci
mutasyonu C797S"° gelisir. Eksozomal RNA’mn EGFR T790 M’yi saptamak ve
EGFR mutasyonlarini aktive etmek i¢in kullanildig1 ve duyarliligin sirasiyla % 90 ve %
98 oldugu bildirilmistir."”’” Bu nedenle, tiimér kaynakli eksozomlarda hedefe yonelik
tedavilerde ilag direncini belirlemek miimkiindiir.

Tim bu bilgiler tiimor olusumu, tespiti, tedavi ve takip siireclerinin tamaminda rol
oynayan eksozomlarin ¢ok yonlii dogasim1i KHAK ve KHDAK’nin tedavisinde
potansiyel degerini ortaya koymaktadir. Daha once yapilan ¢elismalarda CSC’lerden
saliman eksozomlarin DNA fragmanlar1 icerdigini gosterildi. Bu sonug, CSC’lerden
salinan eksozomlarin, tiimor olusumunu, ilerlemesini ve metastatik Ozelliklerini

anlamaya yardimei olabilecek birkag hiicresel bilgi tasidigini gostermektedir.'™
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Genel Ozellikleri

Calismamiz Aralik 2019- Mart 2021 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Gogiis hastalilar1 bilim dalinda yapildi. Calisma igin Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltesi girisimsel olmayan etik kurulundan 102/34 sayili kurul karari ile izin
alinarak katilan hastalardan aydinlatilmis yazili onamlar1 alind1 ve arastirma biitcesi igin
Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimine basvuruldu ve
calismamiz TTU-2020-13200 proje kodu ile desteklendi. Arastirmanin laboratuvar
ayagl, Cukurova Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari (CUMERLAB)
blinyesinde yer alan GoOgiis Hastaliklari Molekiiler Arastirma Laboratuvarinda

yuriitiildi.

3.2. Arastirmaya Alinan Hasta Ozellikleri

Arastirmaya, GOgilis Hastaliklar1 Anabilim Dalina basvurmus, daha once
histopatolojik olarak malignite tanist bulunmayan ve akciger kanseri siiphesi ile
fiberoptik bronkoskopi (FOB) veya torosentez yapilan ve arastirmaya dahil olmak i¢in
onam veren hastalar, hasta veri formu doldurularak dahil edildi. Hastalarin tanisi
kesinlestikten sonra histopatolojik tanilarina gore kii¢lik hiicreli akciger kanseri, kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri ve kontrol grubu olarak 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu
hastalar1 akciger kanseri on tanisi ile bronkoskopi yapilmis fakat malignite dis1 tam
almis hastalar (tbc, sarkoidoz atalektazi vs.) olarak belirlendi. Radyolojik
goriintiilemelerle yiiksek olasilikli akciger kanseri diisiiniilen fakat histopatolojik tanisi
konulamayan veya bagka bir malignitenin akciger metastazi seklinde tani alan hastalar
gruplar arasi istatistiklerde calisma dis1 birakildi. Hastalarin yas, cinsiyet, sigara igme
durumlar1 komorbiditeler gibi demografik verilerinin yanisira laboratuvar verileri,
timor patolojileri ve tiimor evreleri de hasta veri kayit formuna kaydedildi. Hastalarin 6

ay boyunca tedavi, prognoz ve sagkalim agisindan takipleri yapildi.
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3.3. Materyallerin Toplanmasi

Akciger kanseri on tamist ile Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dalinda tetkik edilen ve arastirmaya katilmaya onay veren, baska
bir kanser tanis1 bulunmayan ve heniiz tedavi almamis hastalardan bronkoskopi veya
torosentez islemi Oncesi biyokimya tiipiine SmL kan Ornegi alindi. Hastalarin Lavaj
veya plevral mayi ornekleri igin jelsiz tiipler kullanildi. serum, brons lavaj sivisi ve
plevral sivi 6rnekleri alindiktan sonra yaklasik 30 dakika oda 1sisinda dikey pozisyonda
tutularak hiicrelerin ¢okmesi beklendikten sonra iistte ayrilan serum ornekleri toplamda

en gec 1 saat icinde -80 derecede dondurularak saklandi

3.4. Eksozom Izolasyonu ve Validasyonu

Hastalardan elde edilen Serum o6rnekleri “S” harfi, lavaj 6rnekleri “L” harfi ile
kodlandi. Ornegin 1. Hastanm lavaj 6rnegi 1L olarak kodlandi. Eksozom izolasyonu
icin serum ve diger viicut sivilarindan eksozom izolasyon kiti (Machery-Nagel, katalog
n0:740398), kit protokoliine uygun olarak kullanildi. Ekzozom Presipitasyon Soliisyonu
once ¢ozlilmesi i¢cin 45°C’ye 1sitildi kullanma hazir olmasi ig¢in 1sitildiktan sonra
sollisyon oda sicakligina sogutuldu. -80’de saklanan serum ve lavaj Ornekleri buz
tizerinde ¢oziildiikten sonra numaralandirilarak 12.000 xg’de 15 dakika santrifiijlendi.
Santrifiijleme ile eksozom dis1 maddelerin pelet olarak c¢oktiiriilmesi saglandi ve
eksozomlar siipernatantta kaldi. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatantlarin 500
puLl’si  Ornek etiketlemelerine gore etiketlenen mikrosantrifiij tiiplerine alindi.
Mikrosantrifiij tiiplerine 200’er pL Ekzozom Precipitation Soliisyonu eklendi ve
orneklerin iyice karismalari i¢in 10’ar saniye vortekslendiler. Ardindan 6rnekler 4°C’de
30 dakika inkiibe edildi. Ornekler 800 xg’de 7 dakika santrifiijlendi ve eksozom
ornekleri pelet olarak c¢oktiriildii (Sekil 1). Takibinde tistte kalan sivi atilarak

eksozomlar deneylerin devaminda kullanilda.
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Sekil 1. Serumdan elde edilen eksozomlarin eppendorf tiipiindeki goriiniimii (¢oken yapilar
eksozom)

3.5. Protein Lizati Hazirlama ve BCA Yontemi ile Total Protein Tayini

Eksozomlar izole edildikten sonra eksozom lizisi i¢in serumdan elde edilen
eksozomlara 250’ser plL, lavaj peletlerine 100°’er pL Ripa Buffer eklendi ve
vortekslendi. Buz lizerinde 5’er dakika arayla vortekslenerek 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra tiipler 4°C’de maximum devirde 20 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
sonunda elde edilen silipernatanlardan protein konsantrasyonu i¢in 5’er pL alindi ve

BCA kitiyle protein konsantrasyonlari 6l¢iildii.

3.6. Likit Kromotagrafi/Quantitatif Time of Flight-Kitle Spektroskopisi
(LC/QTOF-MS) incelemeleri ile Orneklerde Saptanan Peptidlerin Analizi

Elektromagnetik 1stmanin belli bir alaninda, 6rnegin farkli dalga boylarinda
verdigi etkilesimlerle ilgilenen alana spektroskopi denir. Giiniimiizde kiitle
spektrometreleri  polipeptitlerin, proteinlerin ve diger yiiksek molekil kiitleli
biyopolimerlerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Kiitle spektrometresi,
manyetik veya elektriksel alanda hareket eden iyonik yapilari kiitle/yiik oranlarina gore
ayiran spektroskopik bir cihazdir. Modern kiitle spektroskopisi, yiiksek kiitle dagilimi
ve dogru analize imkan tanir. LC/MS sistemleri, sivi kromatografinin fiziksel ayirma

giicli ile kiitle spektrometresinin kiitle analiz giiciiniin kombinasyonundan olusmus
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sistemlerdir. LC/QTOF-MS sisteminde, ornek, fiziksel Ozelliklerine goére ayrilir,
iyonlastirilarak hem quadropol hem de ugus zamanli dedektorler ile cok kiigiik
derisimlerdeki Orneklerin bile teshis ve miktar tayini yapilabilir. Proteomik ve
metabolomik ¢alismalarda kullanilabilmektedir.'*®

Eksozomal protein miktar1 yeterli olan 6rnekler ile LC/QTOF-MS analizlerine
devam edildi. Orneklerden elde edilen protein ¢dzeltilerine tripsin eklerek proteinler
peptidlere pargalandi. Peptidlere ayirma isleminin ardindan érnekler CUMERLAB’da
bulunan Agilent marka LC/QTOF-MS cihazi ile tanimlandi.

Eksozom muhtevasi 1 gece tripsin ile 37°C’de inkiibe edildikten sonra, 1:1 hacim
oraninda metanol :su karistminda ¢oziilerek Poroshell 120 EC-C18 (3.0X50 mm,
pargacik boyutu 2.7 um) kolon (Agilent Technologies) dan su icerisinde % 0.1 formik
asit (A) ve asetonitril icerisinde %0.1 formik asit igeren (B) hareketli fazlar kullanilarak
25 °C’de asagidaki zaman araliklarinda toplam 33 dakika siireyle 0.3 mL/dakika akis
hizinda gradient eliisyon gergeklestirildi.

- 0-3 dakika, 10% B;

- 3-25 dakika, 100% B;

- 25-28 dakika, 100% B;

- 28— 30 dakika, 10% B

MS analizleri pozitif iyon kullanilarak asagidaki kosullarda Agilent 6545
Accurate- Mass QTOF-MS cihaziyla gerceklestirildi:

- Kurutma gaz akist: 11.0 L/dk;

- Nebulize etme basinci: 45 psi;

- Gaz kurutma sicakligi: 300 °C;

- Kilif gaz sicakligi: 400 °C;

- Kilif gaz akist: 12 L Azot /dk.

- Collision energy 20 V.

- The scan range: m/z 100 to 1600

LC/QTOF-MS sonrast elde edilen ham data PEAKS-STUDIO yazilimi ile
biyoinformatik incelemelere alindi. Buna goére her drnekten elde edilen pikler, ISI ve
National Center for Biotechnology Informafion (NBCI) veritabanlarindaki peptidlerle
karsilastirilarak belirlendi ve yine veritabanm1 karsilastirilmalar1 yapilarak olasi

proteinlerle eslestirmeleri yapildi.
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Protein eslestirmelerinde verilen protein isimleri proteinlerin 20 “standart”
monomerik birimi olan amino asitlerin tablosuna goére verilmistir (Tablo 4).139 Bu

maddelerden proteinler sentezlenir.

Tablo 4. Proteinlerin 20 “standart” monomerik birimi olan amino asitlerin listesi

Amino acid One-letter symbol®
Alanine
Arginine
Asparagine
Aspartic acid
Cysteine
Glutamic acid
Glutamine
Glycine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline
Serine
Threonine
Tryptophan
Tyrosine
Valine

<|<lg[H|wviTz R CT Qo mao|zi® >

Tarif edilen yontemlerde elde edilen peptidlerin yaninda saptanan kiigiik peptidler
icin yine NCBI Protein Blast programinda inceleme yapildi.'*

Analizlerin son asamasinda elde edilen kanser ve kontrol 6rneklerin tamaminda
yine Peaks-Studio programi kullanarak CD133 ve ALDHIAI proteinlerine ait
peptidlerin varlig1 arastirildi. Her iki proteinin aminoasit sekanslart UniProt/Swissprot

online veri tabanindan indirildi ve Peaks-Studio Fasta penceresine aktarildi. Aktarilan

Fasta sekanslar1 asagida verilmistir:
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Tablo S. Fasta sekanslar
CD133 (Prom 1)
CD133 (PROM-1)
>sp|043490|PROM1_HUMAN Prominin-1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PROM1 PE=1 SV=1
MALVLGSLLLLGLCGNSFSGGQPSSTDAPKAWNYELPATNYETQDSHKAGPIGILFELVH
IFLYVVQPRDFPEDTLRKFLQKAYESKIDYDKPETVILGLKIVYYEAGIILCCVLGLLFI
ILMPLVGYFFCMCRCCNKCGGEMHQRQKENGPFLRKCFAISLLVICHISIGIFYGFVAN
HQVRTRIKRSRKLADSNFKDLRTLLNETPEQIKYILAQYNTTKDKAFTDLNSINSVLGGG
ILDRLRPNIIPVLDEIKSMATAIKETKEALENMNSTLKSLHQQSTQLSSSLTSVKTSLRS
SLNDPLCLVHPSSETCNSIRLSLSQLNSNPELRQLPPVDAELDNVNNVLRTDLDGLVQQG
YQSLNDIPDRVQRQTTTVVAGIKRVLNSIGSDIDNVTQRLPIQDILSAFSVY VNNTESYI
HRNLPTLEEYDSYWWLGGLVICSLLTLIVIFYYLGLLCGVCGYDRHATPTTRGCVSNTGG
VFLMVGVGLSFLFCWILMIIVVLTFVFGANVEKLICEPYTSKELFRVLDTPYLLNEDWEY
YLSGKLFNKSKMKILTFEQVYSDCKKNRGTYGTLHLQNSFNISEHLNINEHTGSISSELES
LKVNLNIFLLGAAGRKNLQDFAACGIDRMNYDSYLAQTGKSPAGVNLLSFAYDLEAKANS
LPPGNLRNSLKRDAQTIKTIHQQRVLPIEQSLSTLYQSVKILQRTGNGLLERVTRILASL
DFAQNFITNNTSSVIIEETKKYGRTIGYFEHYLQWIEFSISEKVASCKPVATALDTAVD
VFLCSYIIDPLNLFWFGIGKATVFLLPALIFAVKLAKYYRRMDSEDVYDDVETIPMKNME
NGNNGYHKDHVYGIHNPVMTSPSQH

ALDHIA1

ALDHI1A1

>sp|P00352|AL1A1_HUMAN Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ALDHI1A1
PE=1 SV=2
MSSSGTPDLPVLLTDLKIQYTKIFINNEWHDSVSGKKFPVENPATEEELCQVEEGDKEDV
DKAVKAARQAFQIGSPWRTMDASERGRLLYKLADLIERDRLLLATMESMNGGKLYSNAYL
NDLAGCIKTLRYCAGWADKIQGRTIPIDGNFFTYTRHEPIGVCGQIPWNFPLVMLIWKI
GPALSCGNTVVVKPAEQTPLTALHVASLIKEAGFPPGVVNIVPGYGPTAGAAISSHMDID
KVAFTGSTEVGKLIKEAAGKSNLKRVTLELGGKSPCIVLADADLDNAVEFAHHGVFYHQG
QCCIAASRIFVEESIYDEFVRRSVERAKKYILGNPLTPGVTQGPQIDKEQYDKILDLIES
GKKEGAKLECGGGPWGNKGYFVQPTVESNVTDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSLDDVIKR
ANNTFYGLSAGVFTKDIDKAITISSALQAGTVWVNCYGVVSAQCPFGGFKMSGNGRELGE
YGFHEYTEVKTVTVKISQKNS

Inceleme sonunda uyumlu bulunan ve bulunmayan érnekler kaydedildi.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 23.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olctimler sayr ve ylizde olarak, siirekli Ol¢iimlerse ortalama, sapma ve minimum -
maksimum olarak 6zetlendi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi kullanilarak incelendi. Kategorik degiskenlerin karsilastirilmalarinda Ki kare testi
ve Fischer’in Kesinlik Testine bagvuruldu. Normal dagilima uyan gruplarda Oneway
ANOVA testi, normal dagilima uymayan gruplarda ise Kruskall Wallis testleri
kullanildi. Sagkalim analizlerinde Kaplan-Meier analizi ve Log Rank testleri kullanildu.
Mortaliteye etki eden faktorlerin incelenmesinde Coklu lojistik regresyon analizine

bagvuruldu. Tiim testlerde istatistiksel onemlilik diizeyi 0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Ozellikleri ile ilgili Bulgular

Calismaya Aralik 2019 ve Mart 2021 tarihleri arasinda Cukurova Univeristesi
Balcali Hastanesi’ne bagvuran akciger kanseri 6n tanisi ile fiberoptik bronkoskopi veya
torosentez yapilan 104 hasta alindi. Hastalarin demografik bilgileri ile birlikte tani
sonrast tedavi ve prognoz agisindan 6 ay izlem yapildi. Onam alinarak hastalardan
alman kan, lavaj ve plevral sivilarda kiigiikk bir popiilasyonda timor kaynakli
eksozomlarda protein izolasyonu yapildi. Tiimor kaynakli eksozomlardaki kanser kok
hiicre belirteclerin terap6tik ve prognostik dnemi saptanmaya calisildi.

Hastalardan 82 (% 78,8)’si erkek, 22 (% 21,2)’si ise kadin idi. Hastalarin yas
ortalamalar1 64,3+10,5 (Med: 66, Min: 33, Maks: 90) yil iken; kadin (64,5+12,5) ve
erkeklerin (64,2+£9,9) yas ortalamalarinin benzer oldugu saptandi (p=0,992).
Hastalardan 59 (% 56,7)’unun sigara kullandig1 gdzlenirken; 24 tanesinin sigara i¢me
Oykiistine ulagilamadi. Sigara kullananlarin ortalama 45,8422,7 paket/y1l sigara

tilkettikleri belirlendi (Tablo 6).

Tablo 6. Hastalarin demografik 6zelliklerinin incelenmesi

Frekans (n) Yiizde (%)
Cinsiyet
Erkek 82 78,8
Kadin 22 21,2
Sigara kullanimi
Yok 21 26,3
Var 59 73,7
Orttss Med (Min-Maks)
Yas 64,3+£10,5 66 (33-90)
Sigara paket/y1l 45,8+22,7 40 (10-100)
Cinsiyet&Yas*
Erkek 64,2+9.9 66 (33-80)
Kadin 64,5+12,5 63,5 (44-90)
*p=0,992

Hastalarin 64 (% 61,5)’iinde ek hastalik tespit edilirken; ek hastalik gdzlenen
hastalarin 25 (% 39,0)’inde tekil, 39 (% 61,0)’unda ise birden fazla ek hastalik varlig
gbzlendi. Hastalarda en sik karsilagilan ek hastaliklar 16 (% 15,4) hastada diabetes
mellitus (DM); 23 (% 22,1) hastada hipertansiyon (HT); 18 (% 17,3) hastada kronik
obstruktif akciger hastalifi (KOAH); 23 (% 22,1) hastada koroner arter hastaligi
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(KAH); 31 (% 29,8) hastada ise diger ek hastalik varligi bulgularina rastlanildi.

Calismada yer alan hastalarin 63 (% 60,6)’linde komorbiditeler sebebi ile ila¢ kullandig

tespit edildi. Hastalardan kan ile birlikte bal veya plevral mayi alindi. Numune sekli

hastalarin 97 (% 93,3)’sinde bal, 7 (% 6,7)’sinde ise plevral mayi seklinde idi (Tablo 7).

Tablo 7. Hastalarin ek hastalik bulgulariin incelenmesi

Frekans (n) Yiizde (%)

Ek hastahk

Yok 40 38,5

Var 64 61,5
Ek hastalik varhg olanlarda

Tekil 25 39,0

Birden fazla 39 61,0
DM 16 15,4
HT 23 22,1
KOAH 18 17,3
KAH 23 22,1
Diger 31 29,8
Numune sekli
Bal 97 93,3
Plevral mayi 7/ 6,7

Hastalarin islem 6ncesi alinan rutin kanlarinin laboratuvar bulgular1 Tablo 8’de

Ozetlendi.

Tablo 8. Hastalarin laboratuvar bulgularinin incelenmesi

Orttss Med (Min-Maks)
WBC' 9,4543.7 8.8 (4,2-26)
HB’ 12,5422 12,65 (5-18)
PLT’ 291,8+121,2 267 (22-790)
SEDIM 4134219 37 (2-83)
CRP* 56,9+76,3 20 (0,3-336)

1: white blood cell, 2: hemoglobin, 3: platelet, 4: C reaktif protein

Calismada yer alan hastalarin Pet CT bulgulan ile degerlendirildiginde 61 (%
58,7)’inde sag, 35 (% 33,7)’inde sol hemitoraksta, 8 (% 7,7)’sinde ise bilateral lezyon

varlig1 gozlendi (Tablo 9). Endobrongsial lezyon (EBL) bulgularina hastalarin 50 (%

48,1)’sinde rastlanildi.

Patolojik acidan hastalar gruplandirildiginda kiiciik hiicreli akciger kanseri ve

kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri olarak 2 ana grup olustu. Hastalarimizdan 13

tanesinde radyolojik olarak malignite diisiiniilmesine ragmen fiberoptik bronkoskopi ile

tan1 konulamamis, hastalar cerrahiye yonlendirilmis fakat islem riski nedeni ile veya
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hasta onami1 olmamasi1 nedeni ile hastalara histopatolojik olarak malignite tanisi
konulamamustir. Bu siirecte yine akciger kanseri 6n tanisi ile FOB yapilmig fakat baska
organ malignitesinin akciger metastazi tanis1 alan hastalarda tani alamayan hasta grubu
icerine dahil edilmistir. Hastalarimizdan 14 tanesi malignite dis1 tani(tbc sarkoidoz
pnomoni vs.) almistir. Sonug olarak hastalarimizin 24 (% 23,1)’linde kii¢lik hiicreli AC
CA, 53 (% 51,0)’linde kiigiik hiicreli disi AC CA, 14 (% 13,5)linde CA dis1 tani
seklinde tani aldiklar1 gozlenirken; 13 (% 12,5) hastanin tani almadig tespit edildi
(Tablo 9).

Tablo 9. Hastalarin Pet CT taraf, EBL ve patolojik tam bulgularinin incelenmesi

Frekans (n) Yiizde (%)
Pet CT Taraf
Sag 61 58,7
Sol 35 33,7
Bilateral 8 7,7
EBL
Yok 54 51,9
Var 50 48,1
Patolojik Tam
Tan1 almamig 13 12,5
Kiigiik hiicreli AC CA 24 23,1
Kiigiik hiicreli dis1t AC CA 53 51,0
CA dis1 tani 14 13,5
Orttss Med (Min-Maks)
Pet CT (mm) 49,1+282 49 (1-146)

Hastalara FOB veya torosentez sonrasi tanisal sonu¢ elde edilemez ise plevra
biyopsisi transtorasik tru cut biyopsi (TTTCB), transtorasik ince igne aspirasyon
biyopsisi(TTIAB) ve cerrahi gibi ileri inceleme yontemleri uygulandi. Ve bu
uygulamalarla 77 hastaya akciger kanseri tanisi konuldu. 77 hastanin 51 tanesine
(%66,0) FOB ile tan1 konuldugu saptandi. Akciger kanseri tanis1 konulan hastalarin evre
bulgular1 incelendiginde KHDAK hastalarinin %31,9’unun, KHAK hastalarinin ise
%87,5 inin metastatik evrede tan1 aldig1 goriildii (Tablo 10).
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Tablo 10. Akciger kanseri tanis1 konulan hastalarin tam sekli ve evre bulgularinin incelenmesi

Frekans (n) Yiizde (%)
Tam sekli
Cerrahi 18 23,3
FOB 51 66,2
Torosentez 1 1,2
TTTCB 5 6,4
TTIAB 2 2,5
Evre
KHDAK hastalarin evresi
1A2 2 3,7
1A3 2 3,7
1B 2 3,7
2A 2 3,7
2B 6 11,3
3A 10 18,8
3B 8 15,0
3C 4 7,5
4A 10 18,8
4B 5 94
4C 2 3,7
KHAK hastalarin evresi
Sinirli Evre 3 12,5
Yaygin Evre 21 87,5

Hastalar 11 (% 10,6)’inde Liquid biyopsi (bx) ve immiinohistokimya incelemesi
yapildi. Bu 11 hastadan 2 (%18,2)’sinde EML-4/ALK 2P23 translokasyonu bakild1 1
(%9,1)’inde pozitif sonug saptanirken 1 (%9,1)’inde negatif sonu¢ saptandi. Hastalarin
9 tanesinde PDL-1 bakilmis olup %10 pozitiflik yakalanan hastanin sonucu dahil
4(%36,4)’iinde negatif sonug alinirken 5 (%45,5)’inde pozitif sonug¢ alinmistir. Liquid
biyopsi ve immiinohistokimya ¢aligmasi i¢in 6rnek alinan hastalarda gozlenen bulgular

Tablo 11°de 6zetlendi.

Tablo 11. Hastalarin driver mutasyon varhgi bulgularinin incelenmesi

Frekans (n) Yiizde (%)
Liquid bx veya immiinohistokimya
Yok 93 89.4
Var 11 10,6
Driver mutasyon bakilmis olanlarda
EML-4/ALK 2P23 translokasyonu %?2 negatif 1 9.1
EML-4/ALK 2P23 translokasyonu %26 Pozitif 1 9,1
PDL-1 %0 Negatif 3 27,3
PDL-1 %10 Negatif 1 9,1
PDL-1 %100 Pozitif 1 9,1
PDL-1 %80 Pozitif 1 9,1
PDL-1 %94 Pozitif 1 9,1
PDL-1 %40 Pozitif 1 9,1
PDL-1 %85 Pozitif 1 9,1
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Calismada yer alan hastalardan 76 (% 73,1)’smin sag oldugu gozlenirken, 28 (%
26,9) hastanin ise ex oldugu tespit edildi (Tablo 12).

Tablo 12. Hastalarin mortalite bulgularimin incelenmesi

Frekans (n) Yiizde (%)

Mortalite
Ex 28 26,9
Sag 76 73,1

Hastalarin cinsiyet (p=0,150), ve yas bulgular1 (p=0,050) ile gruplar arasinda
anlaml bir farklilik tespit edilemedi (p>0,05). Sigara kullanim siklig1 ise Kiiglik hiicreli
AC CA grubunda olan hastalarda diger gruplara gore daha yiiksek oldugu gozlendi
(p=0,027; p<0,05) (Tablo 13).

Tablo 13. Hastalarin demografik 6zellikleri ile gruplar arasindaki farkhiliklarin incelenmesi

Kiiciik Hiicreli Kiiciik Hiicreli

AC CA Disi ACCA CA Disi tam
(n=24) (n=53) (n=14) p
n(%) n(%) n(%)
Cinsiyet
Erkek 19 (79,2) 46 (86,8) 9 (64,3) 0.150
Kadin 5(20,8) 7 (13,2) 5(35,7) ’
Sigara kullanim
Yok 1(5,6) 8 (21,6) 7 (46,2) 0.027
Var 17 (94,4) 29 (78,4) 7 (53,8) ’
Yas (Ort+ss) 61,6+9,0 65,8+7,7 59,4+16,4 0,050

* p<0,05, ki-kare testi

Hastalarin ek hastalik (p=0,874) bulgular ile gruplar arasinda anlamli bir farklilik
tespit edilmedi. Ek hastalik bulgusu tespit edilen hastalarda da gruplar arasinda bir
farklilik goézlenmedi (p=0,599). Hastalarin DM (p=0,276), HT (p=0,791), KOAH
(p=0,307), KAH (p=0,798) ve Diger (p=0,111) varlig1 bulgular ile gruplar arasinda
istatistiksel acidan bir farklilik tespit edilemedi (p>0,05) (Tablo 14).

Tablo 14. Hastalarin ek hastalik varhgi bulgulari ile gruplar arasindaki farklhiliklarin incelenmesi

Kiiciik Hiicreli Kiiciik Hiicreli
ACCA Dis1i AC CA CA Dis1 tam

(n=24) (n=53) (n=14) p
n(%) n(%) n(%)
Ek hastahk
Yok 10 (41,7) 23 (43.4) 5(35,7) 0,874
Var 14 (58,3) 30 (56,6) 9 (64,3)
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Tablo 14’iin devamm

Ek hastahk varhg
olanlarda
Tekil 3214 11 (36,7) 3(33,3) 0,599
Birden fazla 11 (78,6) 19 (63,3) 6 (66,7)
DM 4 (16,7) 6(11,3) 4 (28,6) 0,276
HT 5(20,8) 12 (22,6) 2(14,3) 0,791
KOAH 7(29,2) 8 (15,1) 2(14,3) 0,307
KAH 7(29,2) 12 (22,6) 3214 0,798
Diger 3(125) 14 (26,4) 6(42,9) 0,111

* p<0,05, ki-kare testi

Hastalarin HB (p=0,680), PLT (p=0,321), Sedim (p=0,361) ve CRP (p=0,124)
degerleri ile gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmezken (p>0,05); WBC
degeri ile gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu gozlendi (p=0,020; p<0,05)
(Tablo 11). Gruplar arasindaki farkliligin kaynagini belirlemek amaciyla yapilan Post
Hoc Tamhane’s T2 testine gore CA dis1 tan1 grubunda olan hastalarda WBC degeri,
kiigiik hiicreli AC CA (p=0,019) ile kii¢iik hiicreli dis1 AC CA (p=0,018) grubunda yer
alan hastalara gore daha diisiik olmasindan kaynaklandig1 gézlendi (p<0,05).

Tablo 15. Hastalarin laboratuvar bulgulari ile gruplar arasindaki farkhihklarin incelenmesi
Kiiciik Hiicreli Kiiciik Hiicreli

ACCA Dis1i AC CA CA Dis1 tam p*

(n=24) (n=53) (n=14)
WBC® 9,7 (5,4-26) 8,95 (4,2-25) 7,2 (4,5-12) 0,020%*
HB* 12,5429 12,4+1,9 13,0+2,1 0,680
PLT® 281 (22-593) 267 (138-790) 240 (153-439) 0,321
SEDIM" 26 (11-79) 40,5 (2-83) 29 (2-80) 0,361
CRP" 30 (1-225) 26 (1-336) 7,5 (0,3-189) 0,124

*p<0,05, a: Oneway ANOVA, b: Kruskal wallis testi, Post hoc Tamhane’s T2
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26,07
18949
15,34
14,949
141
13,27
13,049
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5,57 SN
474
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WBC
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KUGUK HUCRELI AC CA KUGUK HUCRELI DISI AC CA CA digi tami

* Kii¢iik hiicreli AC CA-CA degil p=0,019; ** Kiigiik hiicreli dist AC CA-CA degil p=0,018
Sekil 2. Hastalarin WBC degerleri ile gruplar arasindaki farkhiliklarin incelenmesi

Kiiciik hiicreli AC CA ve kiiciik hiicreli dis1 AC CA grubunda olan hastalarda Pet
CT’de lezyon varliginin sag tarafta daha sik gozlendigi tespit edildi (p<0,05) (Tablo 16)

Tablo 16. Hastalarin Pet CT taraf, EBL ve patolojik tan1 bulgularimin incelenmesi

Kiiciik Hiicreli Kiiciik Hiicreli
ACCA Dis1i AC CA CA Dis1 tam

(n=24) (n=53) (n=14) p
n(%) n(%) n(%)
Pet CT Taraf
Sag 16 (66,7) 32 (60,4) 4(28,6) <0,001
Sol 7(29,2) 21 (39,6) 5(35,7)
Bilateral 1 (4,2) 0 (0) 5(35,7)

* p<0,05, Fisher exact testi

Mortalite siklig1 Kiiciik hiicreli AC CA grupta olan hastalarda, diger gruplarda yer
alan hastalara gore daha ytiksek oldugu tespit edildi (p=0,011; p<0,05) (Tablo 17).

Tablo 17. Hastalarin mortalite bulgulari ile gruplar arasindaki farklhiliklarin incelenmesi

Kiiciik Hiicreli  Kiiciik Hiicreli CA Dis1
ACCA Disi AC CA tani
(n=24) (n=53) (n=14) p
n(%) n(%) n(%)
Mortalite
Ex 11 (45,8) 15 (28,3) 0 0,011%*
Sag 13 (54,2) 38 (71,7) 14 (100)
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Sekil 3. Hastalarin ortalama sagkalim bulgularinin incelenmesi

6 aylik mortaliteye etki eden faktorler Tablo 14°de incelendi. Yapilan incelemeye
gore hastalarin sigara kullantmimin 2,9 (OR=2,968) kat, EBL varliginin ise 0,2
(OR=0,246) kat mortaliteye etkisi oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 14).

Tablo 18. Mortalite bulgularina etki eden faktorlerin incelenmesi

95% C.Lfor EXP(B)

0odd
B S.E. Wald df p . - En
Ratio En Diisiik Yiiksek
Cinsiyet (1) 0,464 0,701 0,437 1 0,509 1,590 0,402 6,288
Sigara 1,325 0,357 3,568 1 0,031* 2,968 1,025 6,587
Kullanimi(1)
EK hastalik(1) 20,665 1,015 0,429 1 0,512 514 0,070 3,760
DM(1) 20,300 0,907 0,109 1 0,741 741 0,125 4,381
HT(1) 0412 0,864 0,227 1 0,634 1,509 0,277 8,212
KOAH(1) 0,398 0,999 0,807 1 0,369 2,454 0,346 17,387
KAH(]) 0,690 0,766 0811 1 0,368 1,994 0,444 8,953
Diger(1) 1,303 0,942 1,914 1 0,167 3,681 0,581 23,316
Nunume Sekli(1) 1,863 1,020 3,336 1 0,068 155 0,021 1,146
Pet Ct Taraf 1,696 2 0,428
Pet Ct Taraf(1) 0,139 0,551 0,063 1 0,801 1,149 0,390 3,383
Pet Ct Taraf(2) 1,920 1474 1,696 1 0,193 6,822 0,379 122,687
EBL(1) 1,402 0,637 4,843 1 0,028% 0,246 0,071 0,858
Liquidbx 1(1) 0,332 0,821 0,164 1 0,686 1,394 0,279 6,966
Onkoloji -~ Tedavi 1,023 0,634 2,607 1 0,106 2,783 0,803 9,637
Bulgusu(1)
Sabit 1,782 1,136 2,460 1 0,117 5,943

a. Variable(s) entered on step 1: Cinsiyet, SigaraKullanimi, Ekhastalik, DM, HT, KOAH, KAH, Diger,
Numune Sekli, Pet Ct Taraf, EBL, Liquidbxl, Onkoloji Tedavi Bulgusu. *p<0,05, Coklu lojistik
regresyon testi
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4.2. Protein Analiz Sonuclar

Tiim hasta lavaj, plevra ve serum sivilarindan eksozom izole ederek kanser kok

hiicrelerinin varligin1 western blot ile incelemek, artan doviz kurlar1 nedeni ile aragtirma

blit¢esinin sinirlart disina ¢iktigindan incelemelere B plani ile yani kiitle spektroskopi

yontemleri ile proteinlerin tayin edilmesi ile devam edildi. Bu deneyler i¢in benzer

cinsiyet, yas ve sigara icme profiline sahip 2 KHDAK, 2 KHAK ve 2 Kanser dis1 tani

alan, tamamu sigara igicisi 6 erkek hasta proteomiks incelemelerine dahil edildi, bu

orneklerden kanser tanisi alan hastalarin tamaminda bronkoskopide endobronsial lezyon

mevcuttu. 6. Ay kontrollerinde kanser hastalarindan sadece 1 tanesi hayatta olup 3

tanesi exitus iken, kontrol hastalarin 2’si de hayatta idi (Tablo 19).

Tablo 19. Proteomik incelemesi yapilan hastalarin klinik 6zellikleri

Hastano Yo Cinsvet it PSOORED O EBL onrkor
1 70 Erkek 50 paket y1l KHDAK Var yasiyor
2 52 Erkek 45 paket yil KHDAK Var exitus
3 75 Erkek 50 paket y1l KHAK Var exitus
4 47 Erkek 30 paket y1l KHAK Var exitus
5 56 Erkek 40paket y1l CA dig1 tam Yok yasiyor
6 76 Erkek 30 paket yil CA dis1 tam Yok yasiyor

Hastalarin brons lavaj ve serum Orneklerinden yontemlerde anlatildigi sekilde

eksozom izolasyonu yapildi ve eksozomlarda protein miktar: tayini yapildi. Elde edilen

eksozomal protein konsantrasyonlar1 (PK) Tablo 20’de verildi.

Tablo 20. BCA yontemi ile protein konsantrasyonu 6l¢iim sonuglar:

1L 1S 2L 28 3L 3S

0,117 2,386 1,358 3,316 0,452 1,849

0,123 2,277 1,311 3,096 0,432 1,699

0,120 2,332 1,335 3,206 0,442 1,774

5,714285714 3165 1740,714286 4414,285714 465,7142857 2368,571429
PK  28,57142857 15825 8703,571429 22071,42857 2328,571429 11842,85714

4L 4S SL 58 6L 6S

0,712 1,694 0,153 2,118 0,161 2,483

0,168 1,628 0,150 2,156 0,155 2,406

0,170 1,661 0,152 2,137 0,158 2,445

77,14285714 2207,142857 50,71428571 2887,142857 60 3326,428571
PK  385,7142857 11035,71429 253,5714286 14435,71429 300 16632,14286

Calisilan 6 hastanin toplam 12 6rnegi ile yapilan protein miktar tayini sonucunda

1, 5 ve 6 numarali hastalarin lavaj O6rneklerinden elde edilen eksozomlarda protein

miktarinin ¢ok diisiik olmasi nedeni ile kromatografik incelemelere dahil edilemedi.
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Yeterli protein konsantrasyonuna sahip 9 ornek ile ileri incelemelere devam edildi
(Tablo 21).

Tablo 21. ileri incelemeye alinan 6rnekler

Hasta ornekler Kontrol 6rnekler
1S 2L 2S 3L 3S 4L 4S 58 6S

Bu asamadan sonra calisilacak protein g¢ozeltilerine tripsin eklerek proteinler
tripsin enzimi ile peptidlere parcalandi. Peptidlere ayirma isleminin ardindan 6rnekler

CUMERLAB’da bulunan LC/QTOF-MS cihazi ile ¢alisildi.

4.3. LC/QTOF-MS incelemeleri fle Orneklerde Saptanan Peptid Sonuclari

Analizler sonucunda elde peptidler ve iliskili proteinler, 6rnekler 2 gruba ayrilarak
incelendi. Kanser hasta grubu ve kontrol hasta grubu seklinde ayr1 ayr1 degerlendirme
yapildi. Kontrol hasta grubu ile kanser hasta grubu karsilagtirlldiginda orneklerde
saptanan peptidlerin Ozellikle lavaj sivisinda ve kiiciik hiicreli akciger kanseri
hastalarinda saptanmasi dikkati ¢cekmekteydi. Kanser hasta grubunda 19 adet peptid
izole edilirken kontrol hastalarinda sadece 2 adet peptid tespit edilmisti. Kanser
hastalarindaki peptidlerin 2 tanesi KHDAK hastalarinin serumuna ait olup geri
kalanlarin tamami1 KHAK’li hastalarin lavaj sivilarindan izole edilmisti ki bu 6rneklerin
biiyiik bir oranim kapsiyordu. Orneklerden izole edilen peptidlerin listesi Tablo 22 ve
Tablo 23’°de 6zetlendi.

Tablo 22. Kanser hasta grubunun peptid analiz sonuclar:

E 7 Z ~
= i< o =z

- & o v K 2 g = E g2 S <
PEPTID SEKANSI %\:’DE =} o] % < =1 % 4 7 S <
= E Z =99 _Z <2 ¢ <z

=20 = 2 A& E = = é & >

S H Q0 N =< & = § < < N

A < 5 Sl X N & = ¥

TYFPHFDLSHGSAQVK 98.97 1832.8845 16 0.4 459.2286 8.25 6 F6:614 4L
VNVDEVGGEALGR 88.70 313.6575 13 -0.8 657.8355 7.44 6 F6:554 4L
LLVVYPWTQR 69.92 1273.7183 10 1.0 637.8671 9.64 6 F6:714 4L
ﬁEA];VGKVGAHAGEYGAEA 57.86 2041.9969 20 3.7 511.5084 7.50 4  F4:554 3L
VVAGVANALAHK 49.71 1148.6665 12 -0.3 575.3403 6.59 6 F6:487 4L
AGEYGAEALER 48.90 1164.5410 11 -0.4 583.2775 6.42 6 F6:480 4L
VDPVNFK 45.67 817.4333 7 -2.3 409.7230 6.59 6 F6:480 4L
LVVYPWTQR 44.46 1160.6342 9 -0.8 581.3239 8.83 6 F6:663 4L
MFLSFPTTK 34.53 1070.5470 9 0.4 536.2810 9.31 4  F4:696 3L
SAVTALWGK 33.19 931.5127 9 -1.4 466.7630 8.46 6 F6:630 4L
LHVDPENFR 32.31 1125.5566 9 -0.3 563.7854 7.10 6 F6:528 4L
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Tablo 22°nin devam

FLSFPTTK 30.46 939.5065 8 -0.2 470.7604 8.46 4  F4:631 3L
VLSPADK 21.38 728.4068 7 -1.2 365.2102 1.39 4 F4:103 3L
FSAPPSR 18.88 760.3867 7 -114 381.1963 8.58 4  F4:638 3L
LSFPTTK 18.26 792.4381 7 1.0 397.2267 7.12 4  F4:526 3L
FVLSCSLLSHQRSHLGPKPF F3:155

GCDVCGKEFA RGSDLVK 17.09 4017.0176 37 -30.1 503.1194 20.71 3 0 28
GSTPAKPTVEK 16.95 1113.6029 11 43.1 557.8327 9.17 1 F1:680 1S
ILAPYVGG 16.70 788.4432 8 -1.5 395.2259 8.67 6 F6:652 4L
IF{]]};RQLTANTGHTIHVHYPG 16.47 2385.2415 21 87.3 1193.7322 11.03 6 F6:882 4L

Tablo 23. Kontrol hasta grubunda tespit edilen peptidler

M —_ Z ~
< :4 QS [oRS] V4
. « & £ 25 Z2Z2 ¢
. = X =) Z < & z 5= A § M
PEPTID SEKANSI & 5 = E Sux = = <Zt 5 7 § <Zt
=) " ~ = p—
QD = ) bl
=8 g S5 gfz Sz EI 2 i
A=) < =) S =@ R N = = M
NFSGGKSGGNK 17.04 1051.5046 11 151.8  526.8394 17.73 5 F5:1316  6S
SGAASQTKGSK 15.87 1021.5200 11 1194 5113282 9.32 5 F5:692  6S

Bu peptidlerin hesaplanmasi sirasinda hastalarin lavaj 6rneklerinde Peaks-studio
programi ile yapilan dogrulama analizleri yapilmistir. 4L 6rneginden yapilan dogrulama

analizi Sekil 4’de 6L 6rnegine ait dogrulama analizi Sekil 5’de verilmistir.
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Sekil 4. 4L 6rneginden elde edilen aminoasit sekanslariin yogunluklar1 ve spektroskopik él¢ciimleri

37



Intensity

1 }

b4z

s vinfvlplefv/elefa/alualk
nicy 1,1# I;[H—

e

mensiy (%) L[L[v[v[¥[2[w][T[o[r
PR
% Y5 [y L

i

41
HEH el 4 Bs] kI
1000 2000 1000 2000
Eg‘?“i'd?.l I - 1 il | 1 | |U\ Eg‘i‘fqa' PR R L L ]”‘ Eéro‘.'lqa;; L I . L P ]nw
Du[t Bout 3= | OU[ - ] D.u{ b~ o ]
0.1 01 01 01 01 0.1
ersy o 3 [ [ 3 [ .t erst 0 2 G2 e [G AL perss 0 v B [V ¥ &
PR e B
! il - - B Gk
3 E i el Pl
P 3 Wl | i
j?ys{fmi ] Ll 1 H‘ 1 ‘
1, sy ] o s 1 d [0
miz y T miz T miz.
500 1000 1000 2000 500 1000
Error (da) 1 1 Error (da), | L Error (da), I 1
01 . . |01 0.1 |01 1 |m
0.0 - - 0.0] - = 0.0 L H
-D‘\[ = ]-u1 0 1[ ]-u 10 \[ ]-01
inensity (%) sa[v[1[alL[w[c[k intensity (%) LH | v [D [P [ENFR

Intensity (%) L, ﬁlﬁﬁﬁ ﬁi F,L‘Q ﬁl

10 '—_t_:':+"—1

miz

miz miz
Error (da] ! ! oy Emoridal o1 Eg?(rlﬂﬂ,k N D A R L | 1
0.0 v = ll 04 | 00 :
0, 1l 0.1 0, 1[ ] 0.1 0, ‘ J
4 g £ - 0.1 -0.1

Sekil 5. 6L 6rneginden elde edilen aminoasit sekanslarinin yogunluklar ve spektroskopik dl¢iimleri

Incelenen 6rneklerde tablo ve grafiklerde verilen peptidlerin yanisira 174 adet

kiigiik peptid saptandi ve bunlar veritabani incelemelerinde tipik olarak herhangi bir
proteini isaret etmeyen “de-novo” peptidler olarak siniflandi. (Tablo 24). Peptidlerin
tamami kanser hasta grubundan izole edilmisti. Ve yine peptidlerin biiytlik bir oraninin
KHAK hastalariin lavaj 6rnekleriden elde edildigi dikkat ¢ekmekteydi. (Tablo 25). Bu
kiiciik peptidlerin tipik bir proteine ait olmadigi, NCBI Protein Blast programinda
birden fazla cesitte proteine ait amino asit sekansina ait olabilecegi goriildii. LSFPTTK

peptidi icin NCBI Protein Blast programinda yapilan 6rnek incelemede bu peptidin ait

olabilecegi proteinlerin listesi Tablo 26’da 6zetlendi.
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Tablo 24. incelenen 6rneklerden elde edilen 174 de-nova peptid listesi

DE-NOVA PEPTIDLER

VNVDEVGGEALGR SKELATYRTR HLVDPQVYR TSHKSQVVRR
FLSFPTTK TFPLTFVGR HVKQPSPAAMKVT  RNNATGARR

R
VDPVNFK TSVALLVGR TSHSKELKSGKK LPNKHGVGR
LLVVYPDATQR VMRVPK HVKKFFKPVTGR TYSKQPKER
VLSPADK LPNKVNLVGR GYDYR KKSSTFGVGR
AGEYGAEALER FEATNKRR LPNKPGKRR HVKHLKQVPGGR
TYFPHFDLSHGSAQV  TLVLALHGRR TNLGK LPAGYSLVPGGVR
K
MFLSFAGGNK VHKHSHGKVTR MQPGQVVVGR ECVKAKALK
FLSFVVTK HVAVLLATGK TSNKKTPASPVR RPAKQPTVTR
NPSPADK LPASKQPGVGR RHSKGPQGSK APAVK
CLNLLNK FTSMPFKVTR GYDYR LYKAGLALGR
NYGAEALER LAPNKHTLMR LPAVFMSR GSSSRKRR
LSFPVCK HTMSSSR AVKAGSAQASPVR VLLPRVNGTK
SAVTAGELGK AAPVNPPVGR HDKKAPKVGR STHSKKANGRR
LVVYPWTQR TSAQLEVGR LPASQYK TSLLPAR
LLVSSRAFPTR VTTTKNKRR VHPLQHLK TSRTRPKALLTR
HLMGECNRR WKVLKHGRR FGRLKGKHVTGR LMSRVALR
YLHSKVVYVPTR TMFLALKRR SRLTGPKSLR KHNGKNRKGYR
LSFTPTK TFVVQFKRR SGHSKHLGKLPGR LPASKPDGGGVR
WRAMKKPRTR LKLASFSSR TNPPVGR VHKKRTGPGR
LPALKQSLPGR LPATLMPPGGR MKQNKSANK VSRAFLGPSKNTTK
LWNKPTVEK HVGVTVHLK GSSRNSAVRKTVR MKHGHSKSLR
LPAGNQGGKRR THVSFVFK QPRSAVHR HLLAQRPGR
NGHVVFR LPASKHGRR VVVKSHKHSKGAP  RPAKVFNK

GVTR
FRSGWKRR FGPTKGGAFR EDVVKRR TAAWHK
GSHSKKATNRR SQSAVLVGR ALPLGHESGK MCLKSAKMLR
LPASKQANGRR LLK VYTPKNAK LPASKQFVKRR
LPNKVHFVR TNAHLR HAAPKRPGR QDAR
LFVALTHAVRKVGR YLHSKKTFAVVGR RPLERSKHMPVR LPASPPKVGR
YRSSHLELAAGGK LQGALLVPGRR LTVVLDGR LLVYNK
TSHSKPPSLR GYVVYTTALGPK LPAVAHKHGGVR APSSAKVGR
TSWVHK FTSGWKRR LPASTCMK EAKRRGGK
FSAVLASVNNR TPQSQVVSAAFR LWAVGPAAVTR LPATNKANGRR
GAKVKSVSSK GYCAK HVKQEHR GSHKERKVGR
YGSKVVHGAPAAR YLSGPHK LPAAFAK LYKPLKHGRR
ATFSPVVGR LPAKAVPAAMVR TSHSKPGKVGR WLNLKHPPRR
RAFVGPLEPNPVR SSVPLSR TSSRSPPAGPLK GHVTYGR
QSHTVGR YLAPNVGR EKSMTFK

Tablo 25. Orneklerden elde edilen de-nova peptid sayilar

Hasta ornekler

Kontrol 6rnekler

ORNEK

1S 2L 28

3L 3S 4L

4S 58 6S

PEPTID SAYISI

19 18 24

32 27 40

14 0 0
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Tablo 26. LSFPTTK Alignment

1.

>XP_011516723.1:679-685 cytosoliccarboxypeptidase 1 isoform X10 LSFPTTK

2. >101M_A:34-40 Deoxy hemoglobin(A-GLYGLYGLY-C:V1M,L29F,H58Q
B,D:VIM,V67W) LSFPTTK

3. >101M_A:178-184 Deoxy hemoglobin(A-GLYGLYGLY-C:V1M,L29F,H58Q
B,D:VIM,V67W) LSFPTTK

4. >101N_A:34-40 Deoxy hemoglobin (A-GLYGLYGLY-C:VIM,L29W;
B,D:VIM)LSFPTTK

5. >101N_A:178-184 Deoxy hemoglobin (A-GLYGLYGLY-C:VIM,L29W; B,D:VIM)
LSFPTTK

6. >1C7D_A:34-40DeoxyRhb1.2(recombinant Hemoglobin) LSFPTTK

7. >1C7D_A:177-183 DeoxyRhb1.2 (recombinant Hemoglobin) LSFPTTK

8. >101J_A:34-40 Deoxy hemoglobin (A-GLY-C:V1M,L29F,H58Q;B,D:VIM,L106W)
LSFPTTK

9. >101J_A:176-182 Deoxy hemoglobin (A-GLY-C:VIM,L29F,H58Q;B,D:VIM,L106W)
LSFPTTK

10. >1ABW_A:34-40DeoxyRhbl.1(Recombinant Hemoglobin) LSFPTTK

11.  >1ABW_A:176-182DeoxyRhbl.1 (Recombinant Hemoglobin) LSFPTTK

12.  >101L_A:34-40 Deoxy hemoglobin (A-GLY-C:VIM,L29W,H58Q;B,D:VIM)LSFPTTK

13. >101L_A:176-182 Deoxy hemoglobin (A-GLY-C:V1M,L29W H58Q;
B,D:VIM)LSFPTTK

14.  >AQN67653.1:35-41 Hemoglobinsubunitalpha LSFPTTK

15.  >AQN67653.1:80-86 Hemoglobinsubunitalpha LSFPTTK

16. >SAI82135.1:70-76 TPA: globin C1 LSFPTTK

17.  >3IA3_B:38-44 Acis-prolineinalpha-hemoglobin stabilizing Protein directs the structural
reorganization of alpha-hemoglobin LSFPTTK

18.  >1BAB_A:36-42 Hemoglobin Thionville: An Alpha-Chain Variant With A Substitution Of A
Glutamate For Valine At Na-1 And Having An Acetylated Methionine Nh2 Terminus
LSFPTTK

19.  >AAK37554.1:35-41 hemoglobinalpha-1 globinchain LSFPTTK

20.  >AXY55003.1:35-41 mutanthemoglobinsubunitalpha2 LSFPTTK

21. >BAD97112.1:35-41 alpha 2 globin variant, partial

22. >AAKI15770.1:35-41 hemoglobinalpha I globin chain, partial LSFPTTK

23. >AAY30253.1:35-41 hemoglobinalpha-2 globin mutant, partial LSFPTTK

24. >AAKS50822.1:11-17hemoglobinalpha2, partial LSFPTTK

25. >AAA52631.1:6-12alpha-globin,partial LSFPTTK

26. >AGWS82425.1:35-41 alpha globinchain, partial LSFPTTK

27.  >QRG33891.1:53-58immunoglobulin variableregion, partial SFPTTK

28. >1XYO0_A:34-39T-to-THigh Transitionsin Human Hemoglobin: alphaK40G deoxy low-salt
LSFPTT

29.  >EAW92720.1:74-79hCG2039071,partial LSFPTT

30. >ADMA45275.1:35-41 hemoglobin alpha-1 globinchain variant, partial LPFPTTK

31.  >AHWS56452.1:86-92 contactin associated protein-like 2 isoform G, partial LSFSTTK

32. >SPT35726.1:1429-1435 ARHGEF17,partial LSFPPTK

33. >NP_055601.2:1429-1435rho guanine nucleotide exchange factor 17 LSFPPTK

34.  >BAA20795.2:975-981 KIAA0337,partial LSFPPTK

35. >EAW79518.1:18-27hCG2038569,partial LSFPTYTVTK

36. >NP_001380991.1:7176-7180microtubule-actincross-linkingfactor 1 isoform 2 FPTTK

37.  >Q9UPN3.4:7075-7079 RecName: Full=Microtubule-actin cross-linking factor 1, isoforms
1/2/3/5; AltName: Full=620 kDa actin-binding protein; Short=ABP620; AltName:
Full=Actin cross-linking family protein7; AltName: Full=Macrophin-1; AltName:
Full=Trabeculin-alpha FPTTK

38. >AAL09459.1:5619-5623 macrophin 1 isoform4 FPTTK

39. >EAXO07280.1:5616-5620microtubule-actincrosslinkingfactor1, isoform CRA_g FPTTK

40. >EAX07279.1:5114-5118microtubule-actincrosslinkingfactor1, isoform CRA_f FPTTK
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Tablo 26°’nin devam

41. >BAAS83821.1:5117-5121 actin binding protein ABP620

42. >NP_036222.3:5117-5121microtubule-actincross-linkingfactorl isoform 1 FPTTK

43. >EAX07282.1:5114-5118microtubule-actincrosslinkingfactor1, isoform CRA_i FPTTK

44, >EAX07278.1:5093-5097microtubule-actincrosslinkingfactor 1, isoform CRA_e FPTTK

45. >AAF06360.1:5060-5064trabeculin-alphaFPTTK

46. >EAX07274.1:5022-5026microtubule-actincrosslinkingfactor 1, isoform CRA_a FPTTK

47.  >BAA32310.3:4120-4124KIAA0465protein, partial FPTTK

48.  >NP_001161707.1:1996-2000FRAS 1-relatedextracellularmatrix protein3 precursor FPTTK

49. >EAX07276.1:1182-1186microtubule-actincrosslinkingfactor1, isoform CRA_c FPTTK

50.  >BACS87532.1:1059-1063 unnamed protein product FPTTK

51.  >EAW70563.1:572-576 X-ray repair complementing defective repairin Chinese hamster cells
5 (double-strand-break rejoining; Ku autoantigen, 80kDa), isoform CRA_b FPTTK

52. >BADY96323.1:477-481 ATP-dependent DNA helicase Il variant, partial FPTTK

53.  >BAF83429.1:477-481 unnamed proteinproduct FPTTK

54.  >NP_066964.1:477-481 X-rayrepaircross-complementing protein5 FPTTK

55. >CAA40736.1:373-377 nuclear factorI'V, partial FPTTK

56.  >XP_011527916.1:543-548glucose-6-phosphateexchangerSLC37A1 isoform X1 LNFPTT

57. >6ERF_B:494-498 Chain B, X-ray repair cross-complementing protein 5 FPTTK

58. >AAY24231.1:313-317unknown, partial FPTTK

59. >1JEQ_B:477-481 Crystal Structure of the Ku Heterodimer FPTTK

60. >5Y3R_B:472-476 Cryo-EM structure of Human DNA-PK Holoenzyme FPTTK

61. >AAH71925.1:18-22 MACEF] protein, partial

62. >AAK61252.1:118-122unknownFPTTK

63. >5VE9_A:58-62 Structure of hACF7 EF1-EF2-GAR domains FPTTK

64. >MCA43156.1:6-10immunoglobulinlightchainjunctionregion SFPTT

65. >MCA43159.1:6-10immunoglobulinlightchainjunctionregion SFPTT

4.4. Kanser Kok Hiicrelerine Ait Peptidlerin Dagilim

Analizlerin son agamasinda elde edilen kanser ve kontrol 6rneklerin tamaminda

yine Peaks-Studio programi kullanarak CD133 ve ALDHIAI proteinlerine ait

peptidlerin varlig1 arastirildi. Her iki proteinin aminoasit sekanslar1 UniProt/Swissprot

online veri tabanindan indirildi ve Peaks-Studio Fasta penceresine aktarildi. Yapilan

analiz sonuglarinda CD133 varligina isaret eden toplam 3 adet peptid tespit edilirken

ALDH1AT’11saret eden 1 adet peptide rastlandi. CD133 tespit edilen 6rneklerin 2 tanesi

serum 1 tanesi lavaj 0rneginden elde edilmisti. Yine elde edilen 6rneklerden bir tanesi

KHAK bir tanesi KHDAK hastasina ait iken bir tanesinin kontrol 6érnek grubundan
olmas1 dikkat cekmekteydi. ALDHIA1’e ait peptid sekanslar1 sadece KHDAK

hastasinin lavaj sivisindan elde edilen eksozomda izole edilmisti (Tablo 27)
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Tablo 27. CD133 ve ALDH1A e ait peptid sekanslar: ve saptanan érnekler

CD 133’e ait peptid sekanslari

M~ Z ~
< o= z
: v« 5 £ 58y Z&2 o
. & ¥ B Z <& =3 BE 2 e X
PEPTID SEKANSI S = 3 86&= 55 2z 5 S =
e g Z =34 =& <3 X < z
=% g 885z S22 52 ¢ O 2
A = S BEF 25 N = [ §
II;QI;YYRRMDSEDVYDDVETI 1594 28363411 23 631 9465139 1951 4  F41455 3L
MKLTFEQVYSDCKKNR 1546 19889812 16 -1487 6639024 1896 9  F9:1415 6S
LGGLVICSLLTLIVIFYYLGLL _
COVCGYDR 1535  3248.7415 30 274 4651005  27.53 1 F1:2035 1S
ALDHIAI’e ait peptid sekanslari
GYFVQPTVFSNVTDEMR 17.09  1988.9302 17 -146.7 663.8867  18.91 2 F2:1410 2L
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5. TARTISMA

Tez calismamiza dahil edilen 104 hastanin 77 tanesine histopatolojik olarak
akciger kanseri tanist konuldu. Bunlardan 24 tanesi KHAK tanisi1 alirken 53 tanesi
KHDAK tanis1 aldi. KHAK grubu hastalarin yas ortalamasi 61,649, KHDAK hasta
grubunun yas ortalamasi ise 65,84+7,7 idi. Aring ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada akciger kanseri tanili hastalarin yas ortalamasinin 57,7249,05 oldugu
goriilmistiir. Vakalarin yas araligi 32-82 arasinda degismekte olup %9.8°1 (n=96) kirk
bes yas ve alt1 %74,1°4 (n=720) 45-65 yas araliginda, %15.9’u (n=155) 65 yas ve
iizerinde bulunmustur.®' Calismamizdaki bulgular literatiir ile uyumlu bulundu.'*’

Birgok c¢aligmada erkeklerde kadinlara gore daha fazla akciger kanseri tespit
edildigi gosterilmistir. Calismamizda KHAK hastalarinin %79’u, KHDAK hastalarinin
ise %86 s1 erkek hastalardan olusturmaktaydi. KHDAK tanili alan 65 yas ve {istii
olgularin analiz edildigi bir calismada hastalarin %83,0’linlin erkek, %16,0’sinin ise
kadin oldugu bildirilmistir.'** Yine baska bir ¢alismada akciger kanseri tanisi alan
olgular retrospektif olarak incelenmis c¢alismada hastalarin %77,7 sinin erkek,
%22,0’iniin kadin oldugu, belirtilmistir.'® Calismamizin cinsiyet dagilmi ile ilgili
bulgular literatiirii destekler nitelikteydi.

Akciger kanseri gelisimi ic¢in birincil risk faktorii, tim akciger kanserlerinin
yaklasik yiizde 90’1 olusturdugu tahmin edilen sigara i¢imidir.'** Omiir boyu sigara
igmeyenlere kiyasla uzun siire sigara igenlerde akciger kanserine iliskin nispi risk
tahminleri 10 ila 30 kat arasinda degismektedir. Hi¢ sigara icmeyenlerde yasam boyu
akciger kanseri riski yiizde 1 veya daha az iken, agir sigara icenler arasinda kiimiilatif
akciger kanseri riski yiizde 30 kadar yiiksek olabilir.'*'*® Tiim akciger kanserlerinin
gelisiminin birincil risk faktorii sigara igilmesi iken KHAK tanisi konulan hastalarin
%90’dan fazlas1 aktif sigara icen veya gecmiste sigara i¢gmis hastalardir. KHAK sigara
icimi ile tipik olarak iligkili olup sigara i¢me siklig1t ve siiresi artikca risk
artmaktadir.”®'"’

KHDAK grubunda %78,4 ve kontrol grubunda %53,8 oranindaydi. Kanser hasta

alismamiz verilerinde sigara icimi KHAK grubunda %94,4 iken
Calig gara 1¢ g

gruplarinda sigara kullanim Gykdisiiniin kontrol grubuna gore daha fazla olmasi dikkat

cekmekle birlikte sigara kullanim siklhigi ise KHAK grubunda diger gruplara gore
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istatistiksel olarak daha yiliksek oldugu gozlendi. Bu verilerin mevcut literatiirii
destekledigi goriildii.

Gilinbatar ve arkadaslarinin akciger kanseri tanmist alan olgulan inceledigi
calismada en sik tan1 koyma yontemi olarak bronkoskopik forceps biyopsinin (%72,8)
kullanildig: belirtilmistir.'* Calismamizda akciger kanseri tanist alan hastalarin tani
yontemleri incelendiginde bizim ¢aligmamizda da en sik FOB ile tan1 konuldugunu ve
FOB ile tani konulanlarin oraninin %66,2 oldugu goriilmiis olup benzer bu oran ile
literatiir ile uyumlu bulundu.

KHAK, 1980’li yillarda tiim akciger kanserlerinin yaklasik %17’sini olustururken,
bu oran 2000’li yillarin bagina gelindiginde neredeyse %12 seviyesine kadar geriledi.
Bu gerilemenin en Onemli nedeni olarak sigara kullaniminin giderek azalmasi

148

gosterilmektedir. ™ KHAK santral yerlesimli hizli ilerleyen 6zellikte oldugu icin

genellikle obstruksiyon bulgulari goriilir. Bundan dolayr ¢ogu hastanin lokal
semptomlar1 olan oksiiriik, gdgiis agrisi, nefes darligi tani aninda meveuttur.'*'>
Calismamizda 77 hastanin 24 tanesi (%33) KHAK tanis1 alirken, 53 tanesi (%68)
KHDAK tanis1 almistir. Verilerimizde KHAK tespitinin literatiir verilerinin tizerinde
oldugu goriilmektedir. Bu durum ¢alismamizin hedef kitle hasta popiilasyonunun FOB
yapilan akciger kanseri On tanili hastalar i¢inden secilmesi ile iligkili olabilecegi
disiiniilmektedir. Santral yerlesimli kitlesel lezyonlar i¢in 6ncelikli tanisal amagli FOB
planlanirken, periferik yerlesimli lezyonlar igin éncelikli TTIAB, TTTCB gibi tanisal
degeri daha yiiksek olacagi diisiiniilen islemler planlanmaktadir. KHAK nin yiiksek
santral yerlesimli seyretmesi ve ¢alismamizda santral lezyonlara yonelik ytiksek tanisal
degeri olan FOB islemi Oncesi hasta popiilasyonundan se¢im yapilmasi nedeni ile
KHAK hasta yiizdesinin goreceli yiiksek saptandig: diisiiniildii.

KHAK hastalarimizin tan1 aninda 6nemli bir kisminin yaygin evrede oldugu,
cogunlugunda da birden fazla organ sisteminde metastazlarin gelismis oldugu
belirlendi. Literatiirde de benzer sekilde KHAK hastalarinin ¢ogunlugunun tani aninda
asikar metastatik oldugu vurgulanmaktadir. Hastalarin yaklasik yiizde 70’1 metastatik
hastalikla bagvurur; KHAK’ nin karacigere, adrenallere, kemige, kemik iligine ve beyne
yayilma egilimi vardir."”' Siirli ve yaygin hastalik igin tan1 anindan itibaren medyan
sagkalim araliklar1 sirasiyla 15 ila 20 ay ve 8 ila 13 aydir. Smirl evredeki hastalarin

yaklasik yiizde 20 ila 40’1 ve genis evredeki hastalarin yiizde 5’inden azi1 iki y1l hayatta
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kalir.”>'> Bes yillik sagkalim icin ilgili degerler sirasiyla yiizde 10 ila 13 ve yiizde 1
ila 2°dir."**'>® Hastalarimizin 21 tanesi (%87,5) tam aninda yaygin evrede olup, sadece
6 aylik takipte bakilan mortalite verilerinde 11 tanesinin(%45,8) ex oldugu gézlemlendi.
Calismamizin bulgularinin KHAK hastalarinin tan1 anindaki evre ve prognozu agisindan
literatiir bulgularini1 destekledigi diisiiniildii.

KHDAK hastalarinin yaklasik %20’si tan1 aninda lokal ileri (evre-III), yaklasik
yarist ise metastatik (evre-IV) hastaliga sahiptir. Metastatik evre hastalarda 5 yillik
sagkalim orani %5’in altindadir." KHDAK i¢in TNM evreleme sistemine gore 5-yillik
sagkalim oranlart IA %50, IB %46, IIA %36, 1IB %26, IIIA %19, IIIB %7 ve IV %2
seklindedir.157 Calismamizda tespit edilen 53 KHDAK hastasinin %41,5°1 lokal ileri
%32’s1 metastatik evrede tespit edilmistir. Bunlarin 6 aylik mortalite verilerine
bakildiginda hastalarin %28’inin ex oldugu saptanmistir. KHDAK hastalarinin prognoz
ve mortalite verilerin de hastalarin tan1 aninda %70’den fazlasinda ilerlemis hastaliga
sahip olmasi ile literatiirii desteklemekle birlikte mortalite verilerini degerlendirmek i¢in
hastalamizin daha uzun siire takip verilerine ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir.

Hastalik patolojisinde eksozom ve multivezikiiler bodyler gibi ekstraseliiler
vezikiillerin (EV) diizenleyici rollerine yonelik artan ilgi ve arastirmaya ragmen, EV
lerin toplanmasi, izolasyonu ve analizi i¢in metodolojideki tutarsizlik, alanin daha da
gelistirilmesinde biiyiik bir engel teskil etmistir.””® Carnino ve arkadaslarinin yaptiklart
EV izolasyon yontemleri ile ilgili derlemede anlatildigi gibi EV izole etmenin birden
farkli yontemi vardir. Bunlar diferansiyel santrifiij, yogunluk gradyan santrifiijii, boyut
dislama kromatografisi, polimer ¢okeltme i¢in ticari kitler, kimyasallarla ¢okeltme,
immiinopresipitasyon, ultrafiltrasyon ve mikroakiskan teknolojileri gibi birbirinden
farkli avantaj ve dezavantajlara sahip teknikler olup izolasyon teknigi konusunda
standart bir yontemin olmadigini gostermektedir. Bronkoalveolar lavaj sivisindan
eksozom izolasyonu i¢in ana konu smirli miktarda numunedir. Bu nedenle, biiyiik
hacim gerektiren bazi teknikler, eksozomlart BAL’den izole etmek icin kullanilamaz.
Bronkoalveolar lavaj sivisindan tiiretilen EV’lerin izolasyonu ve tanimlanmasi hala ilk
asamasindadir ve protokoller heniiz tam olarak olusturulmamustir.'”

Polietilen glikol (PEG) ¢okeltme ile eksozom izolasyonu i¢in yaygin ticari kitler
eksozomlarin ¢Oziliniirliiglinii azaltmak ve bir pelet ¢okeltisi olusturmak igin siiper

hidrofilik polimerlerin veya PEG’lerin ¢ozeltilerinin kullanildig: bir tekniktir. Ticari
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kitler nispeten hizlidir ve takip edilmesi kolay protokollere sahiptir. Her kit biraz
farklidir, ancak ¢ogu PEG tabanli bir ¢6ziim igerir ve santrifiijlemeyi de kullanir. Bu
yontemin avantajlar1 basit bir islem olmasi ve ek ekipmana gerek olmamasidir 160 .
Bununla birlikte, kitlerin genellikle maliyetli olmasi, biiyiik boyutlu EV 6rnekleri i¢in
iyl olmayabilmesi ve bu kitlerle izolasyondan kaynaklanan yiiksek konsantrasyonda
safsizliklar olmasi gibi dezavantajlar da vardir.'®"

Calismamizda kullanilan PEG ¢6keltme izolasyon yontemi ile ilgili yasanmis olan
en biiyiikk kisithiliklardan birisi kitlerin yiiksek maliyetli olmasi nedeni ile tiim
hastalardan numune alinmig olmasina ragmen biitce yetersizligi sebebi ile drneklerin az
bir kisminda eksozom izolasyonu yapilabilmis olmasidir. Bronkoalveolar lavaj sivi
analizi, akciger hastaliklar1 ve etiyolojisini arastirmak i¢in yaygin bir yontemdir. BAL
stvisindan eksozom izolasyonu igin altin standart bir yontem olusturulmasi i¢in daha
¢ok calismaya ihtiyag¢ oldugunu diisiiniiyoruz.

Eksozomlar proteinler, lipitler, niikleik asitler igerirler. igeriklerinin hiicre tipine
biiyiik 6l¢iide bagimli olmasindan dolay1 parental hiicrelerin kii¢iik versiyonlar1 olarak
kabul edilmislerdir. Yaklasik 4400 protein, 194 lipit, 1639 mRNA ve 764 miRNA dahil
olmak tizere farkli hiicre tiplerinden eksozomlarda cok cesitli yapisal elementler
tanimlanmustir.'® Eksozomlar tiiretildigi doku/hiicre tipine ait parmak izlerine sahiptir
ve eksozomlarin proteinler dahil molekiiler igerigi, tiiretildigi doku/hiicre tipine biiyiik
6lgiide baghdir.'® Eksozom hiicre tipi 6zgiilliigiinii belirlemek igin idrar, mast hiicreleri
ve kolon karsinomu hiicrelerinden tiiretilen eksozomal proteomlari, idrar, mast hiicreleri
ve kolorektal karsinomdaki protein ekspresyon paternleri ile karsilastirilmis. On analiz,
bircok proteinin yalnizca kolorektal kanserde ve eksozomunda eksprese edildigini,
ancak idrar veya mast hiicrelerinde eksprese edilip edilmediginin belirlenemedigini ve
bunlarin her ikisinin de ilgili eksozomlarinda tespit edilmedigini ortaya koydu.'®
Calismamizda siirli sayida akciger kanseri hastasi ile yaptigimiz serum ve lavaj
stvisindan elde edilen eksozomlarin proteom igeriklerinin kontrol hastalar ile
karsilastirilmasinda kanser hastalarindan kontrol hastalarina goére c¢ok daha fazla
proteom igeriginin elde edildigi saptandi. Spesifik bir proteine isaret etmeyen de-nova
peptidlerin tamaminin kanser hastalarindan elde edildigi goriildi. Elde edilen
proteomlarin 6zellikle KHAK ve lavaj 6rneklerinden elde edilmis olmasi KHAK nin

hizli1 doubling time 6zellikligi ve buna bagl olarak yiiksek metabolizmasi ile iligkili
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olabilecegi diislindiirmiistiir. Lavaj sivilarindan proteom eldesinin fazlaliginin kanser
mikro c¢evresi igerisinde yogun iletisim agmin kanser alanina lokal yansimasi
olabilecegi ve 6zellikle KHAK yiiksek santral seyirli olmasi nedeni ile BAL’da iliskili
hiicrelerin daha fazla bulunabilecegi diisiindiirmekle birlikte bu bulgularin daha fazla
hasta sayili c¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Bulgularimiz eksozmal
iceriklerin salindiklar1 doku ve hiicre tipine ait parmak izi tasidiklari goriisiini
desteklemekle birlikte genis kapsamli ¢aligsmalar ile desteklenmesi gerekmektedir.
Bugiine kadar yapilan eksozom proteom caligmalarindan, endozomal kokenlerini
yansitan bir protein bilesimini sergilemeye ek olarak, eksozomlarin hiicresel
kokenlerini, ayrica olasi fizyolojik rol ve hedefleme 6zelliklerini yansitan benzersiz bir
protein parmak izi igerdigi goriilmektedir.'®>'® Aldehit dehidrojenaz 1 (ALDHI),
akciger kanserinde varsayillan bir kanser kok hiicresi (CSC) belirteci olarak
tanimlanmistir. Bununla birlikte, akciger kanseri hastalarinda bu proteinin
klinikopatolojik ve prognostik degeri tartismalidir. Dong ve arkadaglarinin yaptigi 14
yaymm ve 1926 hastadan olusan meta analizde akciger kanserinde ALDHI1
ekspresyonunun genel ve hastaliksiz sagkalimin azalmasi ile baglantili oldugu ve bu
nedenle daha kétii bir prognoza isaret ettigi sonucunu bulunmustur.'®’ Bir diger kanser
kok hiicre belirteci olarak tanimlanan CD133 ile ilgili Weimin ve arkadaslariin yaptig
23 caligma ve 2538 hastali meta analizde KHDAK hastalarinda yiiksek CD133
ekspresyon diizeyinin daha kotii prognoz ve daha yiiksek lenf nodu metastazi orani ile
iliskili oldugu gosterilmistir.'®® Calismamizda yapilan analizler sonucunda 3 hastanin
serum ve lavajindan elde edilen eksozomlarda CD133’e ait, 1 hastanin lavajindan izole
edilen eksozomda ALDHI1A1’e ait peptid sekansi bulundu. CDI133 saptanan
orneklerden biri KHDAK hastasinin serumuna, biri KHAK hastasinin lavajina, biri ise
kontrol hasta grubunun serumuna aitti. ALDH1A1l saptanan ornek ise KHDAK
hastasinin lavajina aitti. Calismamizda az hasta sayisi ve sinirh biitge ile serum ve lavaj
stvilarindan tiiretilen eksozomlarda kanser kok hiicre varligini gosterdik. En biiytik
kisitliliklarimizdan birisi biitce yetersizligi nedeni ile az hasta sayisi lizerinde ¢aligsmis
olmamizdi. Calismamizin diger bir kisitlilig1 hastalarin progresyonunu degerlendimek
icin daha uzun siire izlenememis olmasiydi. Hastalarin sadece 6 aylik izlemleri
yapilabildi. Eksozomlarda elde edilen kanser kok hiicrelerinin hastalarin prognozu ile

iligkisi degerlendirilemedi. Kontrol hastasinin serumundan elde edilen kanser kok hiicre
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belirtecinin klinik 6nemi saptanamadi. Calismamizda kullanilan metodoloji ile daha
fazla hasta sayis1 ve daha uzun siire izlem yapilarak elde edilecek sonuglarda bu

verilerin elde edilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

1. Akciger tanist konulan 77 hastadan KHAK tanili hastalarda %79,2’si erkek,
%?20,8’1 kadindi. KHDAK tanil1 hastalarda %86,8°1 erkek, %13,2’sinin kadin
oldugu tespit edildi. Hastalarin tan1 aninda ki yas ortalamasinin KHAK
hastalarinda 61,6+9,0 KHDAK hastalarinda 65,8+7,7 oldugu saptandi. KHAK
hastalarinin  %94’tinde, KHDAK hastalarinin %78,4 {inde sigara kullanim
Oykiisii mevcuttu. Bu oran kontrol hasta grubunda 9%53,8 olarak saptandi.
KHAK, KHDAK ve kontrol grubu hastalar1 arasinda yas ve cinsiyet a¢isindan
anlamli bir fark saptanmazken sigara kullanim Gykiisiinin KHAK grubunda
istatiksel olarak anlamli diizeyde fazla oldugu saptandi (p=0,027; p<0,05).

2. Hastalarin %66,2’sine FOB ile tan1 konuldugu tespit edildi. KHAK hastalarinin
%87,5°1 yaygin evre de tespit edilirken, KHDAK hastalarinin % 73,5’ lokal
ileri ve metastatik evrede (EVRE 3A ve lizeri) tespit edildi. 6 aylik izlemde
bakilan mortalite oranlarinda KHAK grubunda hastalarin %45,8’inin, KHDAK
grubunda %?28,3’linlin ex oldugu gozlenirken kontrol hastalarinin tamaminin
hayatta oldugu saptandi. Mortalite siklig1 6 aylik izlemde Kiigiik hiicreli AC
CA grubunda olan hastalarda, diger gruplarda yer alan hastalara gére daha
yiiksek oldugu tespit edildi (p=0,011; p<0,05).

3. 6 aylik mortalite verilerine etki eden faktdrler incelendiginde hastalarin sigara
kullaniminin = 2,9  (OR=2,968/p:0,031) kat, EBL varligmin ise 0,2
(OR=0,246/p:0,028) kat mortaliteye etkisi oldugu tespit edildi.

4. Hastalarin serum ve lavaj sivisinda ki eksozomlardan elde edilen protein
analizlerinde kanser hasta grubunda 19 adet peptid izole edilirken kontrol hasta
grubunda sadece 2 adet peptid tespit edildi. Kanser hastalarindaki peptidlerin 2
tanesi KHDAK hastalarinin serumuna ait olup geri kalanlarin tamami KHAK’1i
hastalarin lavaj sivilarindan izole edilmisti ki bu 6rneklerin biiyiik bir oranini
kapsiyordu.

5. incelenen 6rneklerden elde edilen 174 adet de-novo” peptidin tamami kanser
hasta grubundan izole edildi. Ve yine peptidlerin biiyiik bir oraninin KHAK

hastalarinin lavaj 6rneklerinden elde edildigi saptandi.
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6. Yapilan analiz sonuglarinda CD133 varligina isaret eden toplam 3 adet peptid
tespit edilirken ALDH1AT1’1 isaret eden 1 adet peptide rastlandi. CD133 tespit
edilen orneklerin 2 tanesi serum 1 tanesi lavaj 6rneginden elde edildi. Yine
elde edilen 6rneklerden bir tanesi KHAK bir tanesi KHDAK hastasina ait iken
bir tanesinin kontrol o6rnek grubundan olmasi dikkat c¢ekmekteydi.
ALDHI1AT1 e ait peptid sekanslar1 sadece KHDAK hastasinin lavaj sivisindan
elde edilen eksozomda izole edildi.

7. Calismamizda kisitli biitce ve az sayida hasta ile serum ve lavaj sivisindan
eksozom izolasyonu yapildi. Eksozomlardan elde edilen proteinlerde kanser
kok hiicre belirtegleri gosterildi. Calismamizin biitge yetersizligi nedeni ile az
sayis1 hastada yapilmis olmasi saptanan kok hiicre belirteglerinin prognostik
Oonemini belirlelemizde yetersizlige sebep olmustur. Ancak bu hastalardan elde
edilen veriler kullanilarak daha biiyiik biitceli proje destegi alabilmek olanak
dahilindedir. Bu sayede kapsamli, genis hasta sayili ve uzun siire izlemle
yapilacak calismalarla tlimor kaynakli eksozomlarda kanser kok hiicre
belirteclerinin prognostik 6neminin bu hastalarin prognoz ve tedavi konusuna

151k tutacagini diigiinmekteyiz.
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