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OZET

Demirkol S. Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde PD1 PDL1 Sinyal Yolu Ile Iliskili
Kritik Gen Varyantlar1 Ve lgili Gen Anlatimlarinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2019.

KHDAK diinya ¢apinda 6liimciil kanser tiirii olarak dnemini korumaktadir.Akciger kanseri
tanis1 temel olarak her ne kadar histopatolojik analizlere dayaniyor olsa da, yeni tani ve
prognostic biyobelirteglerin arastirilmast her gegen giin Onemini artirmaktadir.Bu
calismada;inflamasyona yanitta nemli immiinobiyobelirteclerden oldugunu diistindiigiimiiz
PD-1/PDL-1 molekiillerine ait polimorfizm ve protein analizlerinin KHDAK hastaligina
yatkinlik ve klinik parametrelerle olasi iliskisi incelenmektedir. Elde edilen bulgularda hasta
ve kontroller arasinda PD-1 C/T ve PD-L1 A/C SNP’lerine ait genotip ve allel dagilimlar
arasinda fark gozlenmemistir.PD-L1 A/C polimorfizmi; AA genotipi tasima durumu
hastalarda kontrollere kiyasla daha yiiksek olup, aradaki farklilik anlamli bulunmustur
(p=0.043).PD-1 C/T gen polimorfizmi; anjiyolenfatik invazyon varligindaCC genotipi
tasima durumu anjiyolenfatik invazyon yoklugunda CC genotipi tasima durumuna kiyasla
yiilksek olup, aradaki fark anlamli bulunmustur (p=0,028). Anjiyolenfatik invazyon
varliginda CC veya TT genotipi tasima durumu,anjiyolenfatik invazyon yoklugunda
homozigot olma durumuna kiyasla yiiksek olup, aradaki fark anlamli bulunmustur
(p=0,047). Perinoral invazyon varliginda CC genotipi tasima durumu, perindral invazyon
yoklugunda CC genotipi tasimaya kiyasla yiiksek bulunmus olup, aradaki fark anlamli
bulunmustur (p=0,026). Serum PD-1 diizeylerinde; CC genotipi hastalarda kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek tespit edilmis olup, aradaki fark ileri diizeyde anlamli bulunmustur
(p=0,008).PD-1 ve PD-L1 genotipleri birlikte incelendiginde, kontrol grubu CTAC kombine
genotip tasima durumu hasta grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmus olup aradaki
farkanlamli bulunmustur (p=0,016). Ayrica; timorli dokuda PD-L1 molekiilii ekspresyon
degeri normal dokuda bulunan ekspresyon degeri ile karsilagtirildiginda yliksek bulunmus

olup, “farklilik ileride derecede anlamli bulunmustur” (p<0,0001).
Anahtar Kelimeler: Kiiciik Hiicreli Disi  Akciger Kanseri, KHDAK, PD-1,PD-
L1,Polimorfizm.

Bu calisma, “Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi” tarafindan
desteklenmigstir. Proje No: TDK-2018-30120
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ABSTRACT

NSCLC remains the most deadly cancer type worldwide. However,the diagnosis of lung cancer
is mainly based on histopathological analysis, new diagnostic and prognostic biomarkers are still
under investigation. In this study, the polymorphism and protein analysis of PD-1 / PDL-1
molecules are examined in terms of susceptibility to NSCLC disease and possible relationship
with clinical parameters.There was no difference between the genotype and allele distributions
of PD-1 C/T and PD-L1 A/C SNP between the patients and controls. PD-L1 A/C polymorphism;
The AA genotype was higher in patients than in controls and the difference was significant
(p=0.043). For PD-1 C/T gene polymorphism;CC genotype was higher in the presence of
angiolymphatic invasion than CC genotype in the absence of angiolymphatic invasion, and the
difference was significant (p=0.028). CT genotype carrying status was higher in patients without
angiolymphatic invasion compared to patients with angiolymphatic invasion and the difference
was significant (p=0.047).The presence of

CC genotype in the presence of perineural invasion was found to be higher than the patients
with CC genotype in the absence of perineural invasion and the difference was significant
(p=0.026).Serum PD-1 levels; CC genotype was found to be higher in patients compared to
the control group, and the difference was significantly significant (p=0.008). When the PD-1
and PD-L1 genotypes were examined together, CTAC combined genotype carrying in the
control group was found to be higher than the patient group and the difference was
significant (p=0.016).Also; PD-L1 molecule expression value was higher in tumor tissue
when compared with normal tissue expression value and the difference was statistically

significant (p<0,0001).

Key words: Non-small cell lung cancer, NSCLC, PD-1, PD-L1, Polymorphism.

The present work was supported by the “Research Fund of Istanbul University”. Project No.
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1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri, en sik teshis edilen kanserlerden biridir ve diinya ¢apinda kansere
baglh oliimlerin 6nde gelen nedenlerindendir. Kiiglik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve
kiictik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak {izere temelde iki gruba ayrilmaktadir.
Heterojen bir tiimor sinifi olan kii¢tik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK);adenokarsinom,
skuamoz hiicreli (yassi) karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom (farklilasmamais) alt gruplarini
icerirken, yeni akciger kanseri tanilarinin yaklasik% 85'ini temsil etmektedir[1]. Akciger
kanserlerinin sadece az bir kisminda hastalik yayilmadan tespit edilir; biiyiikk cogunlugunda
tan1 ge¢ evrelerde konulabilmektedir. Hastaligin gelisim sebepleri hala tam olarak
anlagilamamis olmasina karsin sigara kullaniminin, ¢evresel ve genetik faktorlerin bu siireci

etkiledigi 6ne siirilmiistiir[2].

Giiniimiizde kanser tedavisi; non-spesifik yontemlerden, spesifik yontemlere dogru
ilerlemektedir. Radyoterapi, kemoterapi, cerrahi gibi yOntemlerin tedavi i¢in yeterli
olmamasi ya da viicudun saglikli hiicrelerine de zarar vermesi nedeni ile immiinoterapi
kanser tedavisinde 6nemli segeneklerden biri olarak 6ne ¢ikmistir. Boylece daha az yan etki
goriilen, bireye 0zgii ve daha az toksik bir tedavi sekli miimkiin olabilmektedir. Ayrica
konvensiyonel kanser tedavileri ile kombine halde uygulanmas: ,hastalarin hayatta kalma

oranlarinda anlamli artiglar saglamaktadir[3].

Akciger kanserinde, sagkalimi belirlemede en ¢ok kullanilan yontem olan TNM
(timor,lenf nodu,metastaz) evrelemesi ve histopatolojik parametrelerin belirleyiciligi
kisithidir. Bu kisitlamalar nedeniyle, TNM evrelemesine ek olarak, tiimor ¢evresi alanlar ve
tliimore sizan immiin hiicrelerin kantitatif degerlendirilmesi de 6nem arz etmektedir. Artan
timor mikrogevresi anlayisi yeni immiin bazli biyobelirteglerin incelenmesine ve terapi

amaciyla immiin yolaklar1 hedefleyen yeni ajanlarin gelistirilmesine olanak vermistir[4].

Bagisiklik sistemi, transforme olmus hiicrelerin biiylimesini engeller ve bunlar1
cogalip zararli hale gelmeden yok edilmesini saglar. Bu durum kanser immiin gozetimi
olarak adlandirilir[5]. Kanser immiin gézetimi bu goérevini karsinojenezisin inhibisyonu ve
diizenli hiicre homeostazinin siirdiiriilmesiyle saglar. Bir immiin kontrol noktasi olarak
kabul edilen, Programlanmis Hiicre Oliimii Proteini-1 (PD-1), immiin yanitlarin
azaltilmasini ve T hiicrelerinin aktivitesini baskilayarakimmun toleransi arttirmada 6nemli
bir rol oynar. PD-1, hem antijene 6zgii T hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu hem de
regiilator T hiicrelerinde apoptozu inhibe ederek otoimmiin tepkilere karsi koruma saglar
[6].PD-1'in bilinen



ligandlarina (PD-L1 ve PD-L2) baglanmasindan sonra, aktif bagisiklik hiicreleri inhibe
edilir. Tiimor hiicrelerinin yiizeyinde yapisal olarak eksprese olunan programlanmis hiicre
olim ligand 1’in(PD-L1) otoimmiin hasarin 6nlenmesi igin periferik dokularda varligi
gereklidir. Yapilan baz1 ¢alismalarda, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) gibi
cesitli tiimdr hiicrelerinin yiizeyindeeksprese olunan PD-L1 gosterilmistir vePD-1/PD-L1
ekseni, bagisiklik toleransini korumak ve ayni zamanda bagisiklik evriminde otoimmiin

hastaliklar1 dnlemek i¢in 6nemli bir yol oldugu ifade edilmistir. [7].

Kanser hiicresinin biliyiime ve ¢ogalma slirecinde meydana gelen genetik
degisikliklerin, konakg¢1 faktorleri ve timor konakgi etkilesimi (anjiogenez, invazyon,
metastaz) sonucunda gelistigi bilinmektedir. Gen polimorfizmlerinin transkripsiyonun
baslatilmas: ve gen aktivasyonunun diizenlenmesine etki ettigi belirtilirken, kanserlerde
goriilen genetik degisikliklerin, bir niikleotid diizeyinde (tekli ya da ¢oklu baz
degisiklikleri), kromozomal diizeyde (kromozom kayiplar) ya da DNA promotor bolge
metilasyonu seklinde olusabildigi belirtilmistir[8][9]. Hem PD-1 hem de PD-L1 polimorfik
bolgeleri lizerine yapilan gesitli ¢aligmalarda, PD-1 ve PD-L1 genlerinin polimorfizmleri ile
cesitli kanser riskleri arasindaki iliski arastirilmistir ve PD-1 ve PD-L1 genlerine ait genetik
degisimlerin sadece hastaligin olusumuyla ilgili degil ayn1 zamanda prognoz siireci ile de

iliskili olabilecegi bildirilmistir[10][11].

Bu calismada onemli immiinobiyobelirteclerden oldugunu diistindiigimiiz PD-
1/PDL-1 molekiillerine ait polimorfizm ve protein analizlerininKHDAK hastaligina
yatkinlik ve klinik parametrelerle olasi iliskisini incelemek istemekteyiz. Elde edilecek bu
muhtemel kazanimlarin KHDAK hastalig1 agisindan PD-1/PDL-1 ile ilgili molekiiler kanser

mekanizmalar1 arastiran literatiirlere destek olusturabilecegi kanaatindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

Kanser insidansi ve mortalitesi diinya ¢apinda hizla artmaktadir. Bir¢cok sebebe bagli
olarak gelisen hastalik, popiilasyonun yaslanmasi, niifusun artmasi, cografi dagilim ve
bunun yam sira bir¢ok kanser tiirii i¢in topluma ait sosyoekonomik gelismeler ana risk

faktorlerinin prevalansi ve dagilimindaki degisiklikleri yansitir[12][13].

Tim akciger kanserli hastalarin neredeyse sadece %16’s1 tan1 konulduktan sonra >5
yil yasamaktadir [14]. Son 10 yilda akciger kanserinde 6zellikle taramada vetanida, tedavide
kullanilan minimal invaziv tekniklerde ve hedefe yonelik tedavilerdeolmak iizere g¢ok
onemli gelismeler ortaya ¢ikmustir [15].Akciger kanserinin kesin histolojik alt tipinin
tanimlanmasi (Sekil 2.1), histolojik alt tiplere 6zel terapotik maddelerin artmasi nedeniyle

son birka¢ yilda daha 6nemli hale gelmistir [16].

Akciger kanseri
Kuiciik hitcreli akcger %15 %85 Kiiciik hiicreli disi akciger
kanseri kanseri
%30 %70
Yassi hiicreli Yassi olmayan
% 90

% 10
Adenokarsinom
Miks alttipler

Lepidik (miisinéz olmayan ya da misindz karsinom)

Biyik hiicreli karsinom

Buyik hiicre néroendokrin
karsinom *  Asiner

Papiller
*  Mikropapiller
Solid

Sekil 2.1: Akciger Kanseri Siniflandirmasi[17]



2.1.1. Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Diinya genelinde akciger kanseri,2018 yil1 verilerine gore neredeyse 2.1 milyon yeni
akciger kanseri vakasi ve 1.8 milyon kansere bagli 6liimle birlikte, kansere bagli 6liimlerin

onde gelen nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir (Tablo 1)[18].

Tablo 2.1: En sik teshis edilen kanser tiirleri ve kansere bagh éliimler[18]

Kanser Tiirii Yeni Teshis Kansere Bagh Oliim
1. Akciger 2,093,876 (%11.6) 1,761,007 (%18.4)
2. Meme 2,088,849 (%11.6) 626,679 (%6.6)

3. Prostat 1,276,106 (%7.1) 358,989 (%3.8)
4. Kolon 1,096,601 (%6.1) 551,269 (%5.8)

Her iki cinsiyette bir arada incelendiginde, akciger kanseri en sik tani alan kanserdir
(toplam vakalarin% 11.6's1) ve kanser Oliimiiniin 6nde gelen nedenlerindendir (toplam

kanser 6liimlerinin% 18.4'1) (Tablo 1).

Cinsiyetlere gére ayri ayr1 bakildiginda erkeklerde, akciger kanseri en sik teshis
edilen kanser tipidir veerkeklerde kansere bagh oliimlerde ilk sirada yer alir. Ardindan
prostat kanseri ve kolorektal kanser siklikla teshis edilirkenkansere bagh oOliimlerde

karaciger ve mide kanserinin erkeklerde mortalitesi yiiksektir (Sekil 2.2).

Kadinlar arasinda meme kanseri en sik tani alan kanser tiiriidiir ve kansere bagli
Oliimlerin 6nde gelen nedenidir (Sekil 2.3). Kolorektal kanser ve akciger kanseri de kadinlar

da hem mortalite hem de teshiste 6nemli biryere sahiptir.
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Diinya genelinde, tiim kanserler tiirleri i¢in goriilme oran1 bolgeler arasinda farklilik

gostermekle beraber; erkeklerdekadinlardan da yaklasik % 20 daha yiiksek olarak tespit

edilmistir [18].Gelismis iilkelerde akciger kanseri goriilme sikligi azalmakla birlikte,

diinyanin daha az gelismis bolgelerinde (Afrika, Gliney Amerika, Dogu Avrupa ve Cin)

goriilme oranlar1 artmaktadir.Bu bulgu i¢in olasi bir agiklama, bu iilkelerin daha az sigara

iciciligine sahip olmalar1 6nerisinde bulunulmaktadir.Bununla birlikte, erkeklerde en yiiksek



akciger kanseri goOriilme oranlar1 Kuzey Amerika, Avrupa, Dogu Asya, Arjantin ve

Uruguay'da ve en diisiik oranlar Sahra alt1 Afrika civarinda tespit edilmistir (Sekil 2.4)[19].

Her 100.000 insanda
yillikinsidans

0-10
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M 31-40
W 41->50

Sekil 2.4 :2012'de 100.000 kiside bir akciger kanseri goriilme sikhigi[20].

2.1.2. Akciger Kanserinin Etyolojisi

Akciger kanserinin olusumunda var olan risk faktorleri tek bir sebebe
baglanamazken; genetik faktorler, cevresel faktorler ve yaslanma genel risk faktorleri
arasinda sayilmaktadir. Cevresel faktorler arasinda; fiziksel karsinojen (ultraviyole ve
iyonizan radyasyon), kimyasal karsinojenler (asbest, sigara dumani bilesenleri,aflatoksin
(gida), arsenik (su), biyolojik karsinojenler (virus, bakteri, parazit) sayilabilmektedir.
Kansere bagl dliimlerin 1/3’{iniin; beden kiitle indeksi (BKI), meyve ve sebze alimi, fizik
aktivite, titlin kullanimi, alkol kullanimi1 gibi risk faktorlerine baglhh oldugu
bildirilmistir.Fakat klinik olarak yararli risk faktorleri siniflandirmasi saglamak i¢in yeterli
degildir. Akciger kanseri riski ve erken teshis i¢cin umut veren biyobelirteglerin
tanimlanmas1 ve beraberinde genis klinik uygulamasi umut verici tan1 ve tedavi hedefleri

olarak nitelendirilmistir[21].

2.1.2.1. Sigara Kullanimm

Asir1 ve uzun siireli tiitiin kullanimi akciger kanserinin olugsmasinda 6nemli bir risk

faktorii oldugu belirtilirken, arastirmacilar sigara igmeyenlerde akciger kanseri goriilme



sikliginin diisik oldugunu belirtmislerdir. Sigara kullaniminin biraakilmasini takiben
karsinomun klinik baglangicinin 10 yila kadar ertelenebildigi gosterilmistir. Sigaraya
baslama yasi, sigara i¢gme siiresi, i¢ilen sigara sayisi ile tiitiin ve sigara tipi (filtreli, filtresiz,
puro, diisiik tar ve nikotin igerigi vb.) akciger kanseri gelisme riskini etkilemektedir.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde yapilanbagka bir ¢calismada yayinlanan rapora gore “sigara
iciminin akciger kanserinin baslica nedeni oldugu sonucu tekrar tekrar vurgulanmigtir

[22,23].

Sigara dumani, gaz halindeki ve parcacik halindeki bilesiklerden olusan kompleks
bir aerosoldiir. Tiitiin bagimliliginin temel belirleyicisi nikotin ve nikotinin su alindiktan
sonra sigara dumaninin toplam partikiil maddesi olan katrandir. Katran maruziyeti, akciger

kanseri riskinin 6nemli bir bileseni gibi goriinmektedir [24]

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansit (IARC), tiitliin dumaninda en az 50 farkl
kanserojen tanimlamistir. NNK (4-(methylnitrosamino)-1(3-pyridyl)-1-butanone ) gibi tiitiin
kanserojenleri, DNA'ya baglanabilir ve sigara dumanindaki PAH (polycyclic aromatic
hydrocarbons ) gibi kansere neden olan bir kimyasal maddeye kovalent olarak baglanan
hatali DNA pargalar1 olusturabilir. DNA tamir mekanizmalari tarafindan bu DNA eklentileri
onarilabilir ama olasi bi hata kalic1 bir mutasyon olusmasina sebebiyet verebilir. Sonug
olarakta, NNK'ler, kontrolsiiz hiicresel proliferasyon ve tiimorijenezi ile sonuglanabilecek
kritik onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin modiilasyonunu igeren bir dizi sinyal yolu

aktivasyonuna aracilik edebilirler [25].

Her ne kadar tiim histolojik akciger kanseri tipleri sigara i¢iciligi ile iliskili olsa da,
sigara icenlerde KHAK (kiiciik hiicreli akciger kanseri) ve skuamdz hiicreli karsinom tipi
icin bu iligki daha gii¢liidiir. Buna karsilik, akciger adenokarsinomu sigara igmeyenlerde
daha yaygin tespit edilmistir [26]. Adenokarsinom sigara kullanimi olmayan, genellikle aile
Oykiisii olan gen¢ hastalarda sik teshis edilen akciger kanseri tiirii haline gelmektedir[27]
(Sekil 2.5).
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2.1.2.2. Yas, Cinsiyet, Irk

Gelismis lilkelerdeki ¢ogu niifusun yas ortalamasi artmaktadir ve kanser yaslilarin bir
hastalig1 haline gelmektedir. Her ne kadar sigara igme sikligi 65 yas ve lstl kisilerde (%
9,3) 18 ila 24 yaslar1 arasinda (% 21,4), 25 ila 44 yaslar1 (% 23,7) ve 45 ila 64 yaslar
arasinda (%22,6) ile en diisiik olsa da akciger kanserli hastalarin % 65'inden fazlasi 65
yasindan daha biiyiiktiir [28]. Spesifik olarak, akciger kanserli hastalarin% 31.1'1 65 ila 74
yas arasinda,% 29'n 75 ila 84 yas arasinda ve% 8.3 yas ve lstiidiir.Tan1 sirasindaki

ortalama yag 70'in lizerindedir (Sekil 2.6) [29]

Akciger kanseri icin 5 yillik sagkalim orami her iki cinsiyet i¢in yasla birlikte
azalmaktadir. Son yapilan ¢aligmalar gore; ozellikle fonksiyonel kendine yetebilen yaslt
hastalarin, erken evre hastaliklar1 igin cerrahi tedavi ve ileri hastaliklar i¢in geng¢ hastalar
icin kullamlan cerrahi tedavi ve kemoterapidendaha fazla faydalanabilecegi sonucuna

vartlmistir [30].
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1980'lerin sonlarinda kadinlarda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedeni olarak bilinen
meme kanseri oranlarini agan akciger kanseri, giinimiizde kadinlarda meme kanserine
kiyasla 2 kata daha fazla kansere bagli 6liimlerin yasanmasina sebep oldugu istatistiksel
olarak bilinmektedir [32]. 1950'den bu yana kadinlarda akciger kanserine bagli 6liim

oranlarinda %600'den fazla bir artis olmustur.

Sigara kullanim1 1920'lerde dogan erkeklerde II. Diinya Savasi sirasinda en yiiksek
seviyeye ulasirken, Amerika Birlesik Devletleri ve Bati Avrupa’da kadinlarda sigara igme
aligkanligi; ikinci diinya savagt sonrast 1930’lar da yaklasik 10 yil sonra hiz
kazanmistir. Yeni nesil gengligin daha az sigara igmesi gercegi ile, akciger kanserine bagli
Oliimlerinin her iki cinsiyette de diismeye devam etmesi beklenmektedir. Sigara igme siklig1
erkeklerde (% 23,1) ile kadinlardan (% 18,3) daha fazladir. Her ne kadar genel olarak
akciger kanseri goriilme siklig1 erkeklerde kadinlardan daha yiiksek olsa da, erkeklerde
goriilen akciger kanseri insidansindaki diislis nedeniyle cinsiyetler aras1 bu farklilikgiinden

giine azalmaktadir.

ABD ve Japonya’da histopatolojik olarak en sik adenokanser tipi akciger kanseri
saptanirken, Asya tilkelerinde skuamoz hiicreli kanser hala en sik teshis edilen kanser tipidir.

[33]. Ulkemizde en sik skuamdz hiicreli akciger kanseri (yaklasik % 45) goriiliirken, bunu
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benzer oranla kiiciik hiicreli kanser ve adenokanser tipi akciger kanseri izlenmektedir.

Biiyiik hiicreli akciger kanseri ise % 2 oraniyla en az goriilen kanser tipidir [34].

2.1.2.3. Meslek ve Cevre

Mesleki ajanlar ve maruz kalma kosullar1 dahil olmak iizere mesleki maruziyetler,
akciger kanseri etiyolojisinde 6énemli bir rol oynamaktadir. Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajans1t (IARC), akciger kanseri ile iliskili 28 madde /calisma durumunu / meslegi
listelemistir [35]. Bolgelerdeki bir¢ok iilkenin ekonomisine iligkin; hematit madenciligi,
demir ve ¢elik dokiimhaneleri, alliminyum iiretimi, kok tiretimi, karbon elektrot {iretimi,
boya ve kauguk iiretimi gibi agir metal endiistrisiile iliskili meslek gruplar1 akciger kanseri
riskinin artmasiyla iligkilendirilmistir. Belirlenen kimyasallarin bazilarinda akciger kanseri
riskindeki artig sebebi olarak polisiklik aromatik hidrokarbonlara maruziyet gosterilmistir.
Ayrica; asbeste, silika tozuna veya formaldehit'e maruz kalmis olmak, akciger kanserine

yakalanma riskiyle pozitif olarak iliskilendirilmistir[36, 37].

Cesitli iilkelerden derlenen bilgilere dayanarak, IARC (Uluslararas1 Kanser
Arastirma Ajansi) hava kirliligini ve dig hava kirliligindeki partikiil maddelerini insanlar i¢in
kanserojen olarak smiflandirmistir [38]. Yapilan bir meta-analizden elde edilen sonuclara
gore 10 mikrondan daha az ¢apa sahip partikiiler madde ile akciger kanserine yakalanma

riski arasindapozitifbir iligki olduguna dair kanitlarlar ortaya konmustur [39].

I¢me sularinda arsenik konsatrasyonunun artmasida yine, akciger kanserinde ki artis
ile iliskilendirilmistir. Uranyum topraklarmin ve kayalarinindogal olarak parcalanmasiyla
olusan radyoaktif bir gaz olan Radon’a maruz kalmanin, akciger kanseri igin yine bir risk

faktorii oldugu belirtilmistir [40].

2.1.2.4. Diyet

Diinya Kanser Arastrma Fonu verilerine gore; karotenoid iceren meyve ve
yiyeceklerin muhtemelen akciger kanserine karsi korudugu ve sinirli sayida veriler 1s1ginda
kirmiz1 et, islenmis et, toplam yag, tereyagi ve farmakolojik dozlarin (sadece sigara
icenlerde) ve diisiikk viicut yag seviyelerininakciger kanserinin nedenleri arasinda oldugu
ileri stirlilmiistiir [41].

Vitamin E ve selenyum da antioksidan etkisiyle akciger kanserine yakalanma riskini

azaltmaktadir. Yiiksek yagl diyetle beslenen sigara tiryakilerinde akciger kanseri riskinin
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arttig1 gosterilmistir. Cay (0zellikleyesil cay) tiiketiminin de hastaliga kars1 koruyucu etki

gosterdigi belirtilmistir [42].

2.1.2.5. Sosyoekonomik Durum

Akciger kanserinde sosyoekonomik durum, farkli sosyoekonomik statiideki insanlar
arasinda sigara icme, mesleki ve g¢evresel maruziyet, hava kirliligi ve diyet faktorleri
arasindaki farkliliklar1 yansitmaktadir.Bu nedenle, akciger kanseri goriilme sikligr ve
kansere bagli oliimlerdeki sosyoekonomik farkliliklar, sigara igme sikliginin altta yatan
farkliliklarin1 gézler oniine sermektedir [43]. Diisiik sosyoekonomik statli diinya genelinde
tiim kanserler gibi, akciger kanserinde de tani siirecini ve sonraki asamalari etkilemektedir.
Egitimsiz yada diisiik gelir grubuna sahip topluluklarda hastalik daha fazla goriilmektedir
[44] .

2.1.2.6. Genetik

Akciger kanseri, birgok iilkede kansere bagli o6limlerin 6nde gelen sebebidir.
Sigaradan kaginma stratejilerinin yani sira, akciger kanseri etiyolojisinde yer alan biyolojik
yolaklarin anlagilmasiadina prediktif, prognostik veya tanisal degeri olabilecek, hastaligi
tedavi etmek i¢in veya yeni tedavilerin gelistirilmesi icin kilit biyomolekiillerin

tanimlanmasi i¢in gereklidir.

Tim insan tiimorleri gibi akciger kanserleride, DNA sekansindaki veya
ekspresyonundaki anormalliklerden kaynaklanabilir. Giiniimiizde, NSCLC (kii¢iik hiicreli
dis1 akciger kanseri) c¢oklu onkogenlerde meydana gelen “siiriicii” mutasyonlar1 ile
siniflandirilabilmektedir  [45][46]. Bununla birlikte, tiimorde gelisen somatik
mutasyonlardan bagimsiz olarak germ hattindaki tek niikleotid polimorfizmlerine (SNP'ler)
bagli akciger kanserinde olusan genetik duyarliliga arastirmalarda biyiik ilgi
gosterilmektedir [47][48].Bu sonuglardan yola ¢ikarak karsinogenez ve riskleri belirlemede
doku bazli molekiiler teknikler (6r; DNA metilasyonu, RNA transkripsiyonu, vs.) ve non-

invazivparametreler (PZR teknigi ile) kullanilmaktadir.

Akciger kanserinde kalitsal ozellikler veaile Oykiisii son 60 yilda art arda rapor
edilmigtir. Hastalik gelisiminin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasinda kalitsal
faktorlerin bir temel olusturabilecegi gosterilmektedir. Sigara igen TP53 germline

mutasyonlar1 tagiyan olgularda, sigara igmeyenlere oranla artmis akciger kanseri riski tespit
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edilmistir. Benzer sekilde ; epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) T790M sekans

varyasyonununailede ¢oklu NSCLC yakalanma riskini artirdigi bildirilmistir [48].

2.1.3. Klinik Belirtiler

Teshis siireci genellikle hastanin siipheli semptom ve bulgular: ifadesiyle baslar.
Klinik belirtiler genelde hastalifin evresiyle paralel olup, akciger kanserli hastalarin
%75'inde Oksiiriik, gogilis agrisi, hemoptizi, kilo kaybi, yutkunma giigligii, hiriltili solunum
ve dispne gibi klinik bulgular kendini gostermektedir. Diger belirtiler arasinda superior vena
cava sendromuna baglh iist gogiiste vendz tikaniklik, kolun ulnar yonii ile birlikte omuz

agris1 ve dnkolda agr1 yer alan diger sikayetler arasindadir [49].

Tablo 2.2 :Akciger Kanserinde Belirti Ve Bulgularin Sikhigi[50]

Yakinma ve Bulgular Goriilme sikhigr (%)
Oksiiriik 75
Kilo kayb1 68
Nefes darlig 58- 60
Gogiis agrist 45-49
Agizdan kan gelmesi 29- 35
Kemik agrist 25
Comak parmak 20
Ates 15- 20
Kuvvetsizlik 10
Vena kava superior sendromu 4
Yutma giicliigii 2
Wheezing, stridor 2

Primer tlimor, tiimoriin bolgesel yayilimi, toraks dis1 metastazlar ve paraneoplastik
sendromlara bagli olarak hastaliga bagli sikayetler ve fiziki m wuayene bulgular:

degismektedir [51].
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2.14. Tam

Genellikle, KHDAK ileri evre hastalik mevcut olana kadar teshis edilmemektedir.
Genellikle hastalarin farkli sikayetleri sirasinda yapilan tetkiklerde ortaya c¢ikmaktadir.
Teshis, histolojik dogrulama i¢in biyopsi gerektirmektedir. Tan1 ayrica TNM evrelemesi
gerektirir, kanser tedavisine rehberlik edecek olan tiimoriin boyutunun belirlenmesini bu
stirecte onem arz etmektedir. Pozitron emisyon tomografisi (PET) ile kombine edilen
bilgisayarli tomografi (CT/BT), geleneksel invaziv evrelemeye kiyasla (mediastinoskopi ve
mediastinal lenf nodu biyopsisi ile ekoendoskopi) daha iyi bir N evre tanisinin konmasini
sagladig bildirilmistir. Ileri evre olgul arda ise “floresan bronkoskop kullanilarak yapilan
incelemeler daha umut verici” bulgular ortaya koymaktadir. “Balgam sitolojisi,
bronkoskopi,transtorasik igne aspirasyonu (TTIA), torasentez ve plevra biyopsisi” yaygin

olarak kullanilan diger tanisal yontemlerdir[52].

2.1.5. Evreleme

Akciger kanserine ait tani sonrast evrelemede; tiimore ait biyiikliik, akcigerden lenf
noduna yada diger organlara olan invazyonunun degerlendirildigi TNM (timor,lenf
nodu,metastaz) evreleme sistemi kullanilmaktadir. T faktoriine gore primer timoriin

ozellikleri dikkate alinarak degerlendirme yapilmaktadir (Tablo 2.3-4-5).

Tablo 2. 3: T (tiimér boyutuna gore degerlendirme)

Tx | Primer timdr degerlendirilemiyor, balgam veya brong yikamada malign hiicreler olmasina
ragmen bronkoskopi ve goriintiilemede tiimor goriintiilenemiyor

TO | Primer tiimore ait belirti yok

Tis Karsinoma insitu

T1 | Tumodr en biiylik capt < 3 cm, akciger veya viseral plevra ile ¢evrili, bronkoskopik olarak
lob bronsundan daha proksimale (ana bronsa) invazyon gostermeyen timdor

T1la: Timdr en biiyiik ¢ap1 <2 cm

T1b: Tiimdr en biiyiik ¢ap1 > 2 cm fakat <3 cm

T2 Timor en biiyiik capr > 3 fakat <7 cm ya da; ana bronsa invaze ve ana karinaya uzakligi >
2cm, visseral plevraya invaze, hiler bolgeye ulagsan ancak tiim akcigeri kapsamayan
atelektazi veya obstriiktif pndmoni

T2a: Tiimdr en biiyiik ¢ap1 > 3 fakat <5 cm

T2b: Tiimdr en biiyiik ¢ap1 > 5 fakat <7 cm

T3 | Timor > 7 cm veya gdgiis duvart (superior sulkus tiimorleri dahil), mediastinal plevra,
diyafragma, frenik sinir, paryetal perikard yapilarindan birine invaze ya da ana karina
tutulumu olmadan ana karinaya uzaklik < 2 cm ya da biitiin bir akcigeri kaplayan atelektazi
veya obstriiktif pndmoni ile birlikte olan tiimdr ya da aynmi lobda farkli bir nodiil olmasi

T4 Timor herhangi bir boyutta ve beraberinde; mediasten, kalp, biiylik damarlar, trakea,
rekiirren laringeal sinir,0zofagus, vertebra korpusu ve ana karina yapilarindan birine
invazyon ya da ayni taraf akcigerde farkli bir lobda nodiil.
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Bu evrelemeler tedavi planmin en onmeli belirteglerindendir. 2017 yilinda
kullanilmaya baglanmig olan 8. TNM evreleme sistemi i¢in; 1999-2010 yillar1 arasinda
prospektif olarak 94 708 hastadan olusan yeni bir veri tabani kullanilmistir ve ¢alismaya
Avrupa iilkeleri, Asya iilkeleri, Kuzey Amerika, Avusturalya ve iilkemizden hastalar dahil

edilmistir[53][54].

Tablo 2. 4: N (bolgesel lenf nodu tutulumuna gore degerlendirme)

Nx Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Aynt taraf peribronsiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf bezlerine metastaz ve primer

tiimdriin direkt yayilmasi ile intrapulmoner bezlerin tutulmasi

N2 Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerinin tutulmasi

N3 Kars1 taraf mediastinal, hiler; ayni veya kars1 taraf supraklavikiiler veya skalen lenf
bezlerinin tutulmasi

Tablo 2. 5: M (metastaz, uzak organ tutulumun gore degerlendirme)

M Uzak metastaz varligimin degerlendirilememesi
Mo Uzak metastaz olmamasi
Mla Primer tiimér ile farkli lobda satellit nodiil olmasi. Plevral, perikardiyal malign sivi ya

da nodiil olmasi

Mi1b Uzak organ metastazi

TNM sisteminin yeniden gelistirilmesi ile de KHDAK’11 hastalar, yapilacak tedavi ve
prognoz yoniinden evre 1A, IB, IIA, IIB, IIIA, I1IB ve IV seklinde siniflara ayrigtirilmigtir
[55]. Ozet olarak; KHDAK ’da hastaligin anatomik 4 evresi vardir asagida agiklandig1 gibi

belirlenir:
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Tablo 2.6 : KHDAK’da hastaligin anatomik 4 evresi

Evre 1: Tiimor akcigerin sadece kiiciik bir boliimiine yerlesmistir ve herhangi bir lenf bezesine

heniiz yayilma gostermemistir.

Evre 2: Hastalik en yakin lenf bezelerine yayillmistir veya lenf bezlerine yayilmadan 6nce gogiis

kafesi, diyafram, akciger veya kalp etrafindaki zara atlamigtir.

Evre 3: Tiumor iki akciger arasindaki mediasten denilen bosluga veya buradaki lenf bezelerine
yayillmstir veya akciger zar1, gogiis kafesi veya diyafram tutulumu ile birlikte lenf bezi yayilinu

gostermigtir.

Evre 4: Timor uzak organlara veya diger akcigere yayilmstir veya akciger zarlari veya kalp zarlari

arasinda s1vi1 toplanmasina sebep vermistir.

2.1.6. Akciger kanserinde tedavi

Akciger kanserinde tedavi, akciger kanseri alt tipleri ve hastaligin evresine gore
cerrahi, KT (ilacla tedavi), RT (151n tedavisi) seceneklerinin bazilar1 ya da tiimii hastanin
veya hastaligin 6zelligine gore uygulanabilir. Bu tedavilerdeki amag¢ hastaligi miimkiin
oldukga ortadan kaldirmak, miimkiin degilse sinirlamak, sagkalimi uzatmak ve en 6nemlisi
hastanin yasam kalitesini arttirmaktir.Hastanin yasam kalitesini yiikseltmeyi amaglayan
destek tedavisi, tanidan Oliime kadar gegen siirede hastaya yapilan optimal agr1 tedavisi,
dengeli beslenme, psiko-onkolojik bakim ve sosyomedikal yardimlarin toplamidir. Bu
nedenle, destek tedavisi sadece semptom ortaya ¢ikinca bagvurulan degil, tiim hastalik

stiresince yapilmasi gereken bir tedavi seklidir [56].

2.2. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde Immiinoterapi

Son yillarda Kiigiik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) tedavisine umut verici bir
yaklasim olarak immiinoterapinin gosterilmesi akciger kanseri tedavisi tarihindeki en yeni
gelismelerden biridir. Kanser tedavisinde immiinoterapi iizerine yapilan calismalar 6zellikle
spesifik immiin diizenleyici kontrol noktalarini hedef alan ve endojen antitimér immiin
tepkisinin arttirilmasint  hedef alan yeni immiinoterapi ilaclarinin gelistirilmesi {izerine
yogunlasmustir [57]. Bagisiklik sistemi dogustan (hizl bir efektor iglevi uygulayan miyeloid ve
lenfoid hiicreler) ve sonradan kazanilan (diizenleyici CD4 ve sitotoksik CD8 T hiicreleri dahil

olmak iizere B ve T lenfositleri) olarak ayirt edilebilir. Bagisikli sistemi aktiflestirici
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ve engelleyici sinyaller arasindaki hassas dengeyi, yabanci antijenleri eksprese eden
hiicrelerin hizli bir sekilde imha edilmesi ve ayni zamandanormal dokularin korunmasi
seklinde ifade eder. Diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler), immiinosiipresif sitokinler ve
sitotoksik T-lenfosit antijeni 4 (CTLA-4) ve programlanmis hiicre 6liim proteini-1 (PD-1)
dahil olmak tizere immiin kontrol noktalar1 ana inhibitér kuvvetlerdir.

KHDAK, tiimérle iligkili antijenlerin immiin modiilasyonu, Majoér Histo-Uyumluluk
Kompleksi (MHC) antijen ekspresyonu kaybi, olgunlagsmamig dendritik hiicrelerinde artis,
dogal T-hiicrelerinde azalma, CD4 / CD8 T-hiicre oranlarinda azalma ve T hiicrelerinin
baskilanmasini artrmak igin CD8+T hiicrelerinde PD-1 asir1 ekspresyonugibi pro-
tiimorijenik immiinosiipresif degisikliklerin indiiklenmesi yoluyla immiin sistemi atlar[58].

CTLA-4 ve PD-1, s6z konusu ana inhibitér kontrol noktas: yolaklarindan ikisidir.
CTLA-4 bagisiklik tepkisinin erken safhalarinda etki eder (“primer faz”) ve lenf
nodlarindaki kendi antijenlerine kars1 T hiicresi tepkisinin baslamasini sinirlandirirken; PD-
1 yolu ise efektor fazdaki tiimor mikrogevresinde anahtar rol oynar ve devam etmekte olan
T-hiicresi aktivitesini simirlandirmaktadir. Bu sistemler, tiimoriin biiylimesini ve ¢gogalmasini

desteklemek ve bagisiklik tepkisini azaltmak i¢in gereklidir.

CTLA-4, CD28 ile 6nemli bir homoloji paylasan ve ayni ligandlar1 (B7.1 ve B7.2)
baglayan aktif T hiicrelerinin yiizeyi iizerinde eksprese olan inhibitdr bir reseptordiir.
CTLA-4'n antijen sunan hiicrelerin ylizeyinde eksprese edilen bu ligandlara rekabetci
baglanmasi, CD28 kaynaklt T hiicre aktivasyonunu uyaran sinyallere karsi etkisiz kilar
(Sekil 2.8).

TLR MHC
B-7 CTLA-4

|Dentritikh[]cre|er | | Sitotoksik T lenfosit | | Tamar hiicresi |

Sekil 2.7 : PD-1-L.1 ve B7-CTLA-4 baglanmasi ile bloke edilen T lenfosit[59].

Immiin kagistan sorumlu olan diger bir negatif ve inhibe edici bir sinyal, PD-1'in PD-

L1 ve PD-L2 molekiillerine baglanmasiyla da tiiretilir (Sekil 2.9). CTLA4 ve PD-1'in
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ligandlarina baglanmasinin inhibe edilmesiyle, T hiicrelerinin timdr infiltrasyonu ve timor
gerilemesi ile sonuglanan artmigT hiicrelerinin aktivasyonu ve ¢ogalmasi gozlenebilmektedir
[60]. Bu bulgulara dayanarak, son zamanlarda, PD-1 ve PD-L1 arasindaki etkilesimi inhibe
eden ajanlarin gelistirilmesi, kanser hastalarinin tedavisinde umut verici bir gelisme olarak
gOriilmiistiir.

TLR._MHC
CTLA-4 Al

anti-CTLA-4
anti-PD-1 i 0 anti-PD-L1

|Dentritikh[]cre|er | | Sitotoksik T lenfosit | | Tamor hicresi

Sekil 2.8 :PD-1, PD-L1,CTLA-4 antikor inhibisyonu ile engellenen T lenfosit blokaji
[S8].

2.3. PD-1/PD-L1 Glikoproteinlerinin Molekiiler Yapisi
CD279 olarak da adlandirilan PD-1 ilk olarak 1992'de tanmimlanmigtir. PD-1

kodlayan gen (pdcdl),2. Kromozom iizerinde yer almaktadir. B7-CD28 siiper ailesinin bir
iiyesi olarak olan PD-1, CD28 amino asit dizisine % 15 oraninda benzerlik gosterirken ,
sitotoksik Tlenfosit ile iliskili antijen (CTLA4) ile % 20 oraninda benzerlik oranina
sahiptir[61].

Tumor  hiicreleri, makrofajlar ya da

eksozomlardakiPD-L1

FOVRBIRRITOR Rt e 1y

N- terminal lob
PD-L1 baghlgV domeni
T hicrelerindeki PD-1

ITIM motif
ITSM motif

Sekil 2.9 :PD-1/PD-L1 Molekiiler Yapisi[61].
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PD-1, B7-CD28 ailesinden 288 amino asit i¢eren, hiicre dist bir N domain terminal

alanina (IgV), membran gecirgen bir alana ve iki tirozin bazi igeren sitoplazmik bir kuyruga
sahip olan 55-kDa’luk transmembran proteinidir. Swrasiyla N- terminali ve C- terminali,
tanimlanmis immiinoreseptdr tirozin esasli inhibitér motif (ITIM) ve immiinoreseptor tirozin
bazli anahtar motif (ITSM), sekanslarina sahiptir [6] (Sekil 2.10). PD-1 ekspresyonu,
timusta TCD4 +, TCDS +, B hiicresi, NKT hiicresi (Natural Killer hiicrelerinde bulunan
reseptorlerin ¢ogunu eksprese eden hiicreler), aktive monositler, dendritik hiicre (DC),

makrofajlar ve olgunlasmamis Langerhans hiicrelerinde eksprese olurlar [62].

PD-1'in bilinen iki ligandi, B7 familyasina ait PD-L1 (ayrica CD279 ve B7-HI
olarak da adlandirilir) ve PD-L2'dir (CD273 ve B7-DC'dir). PD-L1 kodlayan gen, 9.
kromozom(9p24) iizerindeyer almaktadir. PD-L1, hiicre dis1 bdlgesinde Ig- ve IgC benzeri
bolgelere sahip olan 290 amino asit i¢eren, 33 D kDa’luk bir glikoproteindir [63]. PD-L1
cogunlukla CD4+T hiicrelerinde, antijen sunan hiicrelerin yiizeyinde (APC'ler),

makrofajlarda, B hiicre ve dentritik hiicrelerin ylizeyinde yapisal olarak eksprese olurlar[64].

2.4. PD-1/PD-L1 Sinyal Yolag:

Ik olarak, bir in vivo ortamda immiinsiipresif farelerde PD-1'in negatif diizenleyici
islevi gosterilmigtir [65]. Normal sartlar altinda PD-1, inflamasyona tepki sirasinda immiin
sistem hiicrelerinde eksprese olan bir uyarict molekiildiir.PD-L1, PD-1 reseptori i¢in
tanimlanan ilk liganddir. PD-L1'in PD-1'e baglanmasi, lenfositlerin T hiicre reseptdriiniin
aracilik ettigi proliferasyonu ve immiintepkime ile sitokinlerin salgilanmasini inhibe eder. T
hiicre reseptdr sinyallerinin negatif regililasyonu saglanmis olur. Bagisiklik diizenleme
mekanizmasinin énemli ve normal bir bileseni olarak, PD-L1 ve PD-1 arasindaki etkilegim,
otoimmiinitenin Onlenmesinde ve inflamasyona yanitta onemli bir rol oynar.Bu siireg,
immiin sistem aktivasyonu durumunda konak doku hasarinin inhibe edilmesinde dnemlidir.
PD-L1 kesfinden sonra, bu molekiiliin bir¢ok tiimdriin ylizeyinde eksprese oldugu ortaya
cikmistir.Bu ylizey proteinin ekspresyonun tiimdr hiicreleri ve immiin kagis tizerindeki olas1
etkisi gosterilmistir.PD-1, dogal doku hasarini 6nleyen ve bagisiklik sistemi aktivasyonu
nedeniyle inflamasyona bir cevap olarak otoimmiiniteyi koruyan énemli bir molekiil olarak
kabul edilir [66][67]. Bir siire sonra arastirmacilar PD-L1'in pekc¢ok tiimor yilizeyinde
eksprese edildigi ve tliimoriin bagisiklik sistem gozetiminden kagmasia neden oldugunu
gosterilmistir [68]. PD-L1 digindaki kontrol noktalari da immiin diizenlemede bir rol oynar.

PD-L2, T hiicrelerinin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini saglayan ikinci bir liganddir ve ayrica
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sitokinlerin iretimini inhibe edebilirler [69]. PD-L1, pek¢ok normal dokuda ve malign
hiicrelerde eksprese edilirken, PD-L2, esas olarak antijen sunan hiicrelerden eksprese
edilmektedir [70][71].

PD-1 baz1 yolaklar araciligryla TCR sinyal iletimini etkiler. TCR sinyallemesinin ana
mekanizmalarindan biri fosfoinositid-3-kinaz /Akt (PI3K/AKT) yoludur.PI3k inhibisyonu
ile PD -1, T hiicre reseptdr yolagi sinyal iletiminin dnlenmesine yol agar.Ek olarak, ZAP70,
CD3 ve PKCH gibi 6nemli molekiiller LCK (16kosite 6zgii tirozin kinaz) tarafindan fosforile
edilir ve T hiicrelerini aktive etmeye devam eder.PD-1 yolu, LCK fonksiyonunu ve T hiicre
uyariliminda dnemli bir protein tirozin kinazolan ZAP70'in fosforilasyonunu inhibe eder, bu

da TCR sinyalinin inhibisyonuna neden olur[72].

Sitoplazmik PD-1'de, tirozin amino asit sekansi iceren iki bolge wvardir.
Sinyalizasyonun iletiminde rol oynayan bu bdlgedeki tirozin bazlarinin roli, CD28 es
uyarini ile birlikte degerlendirilmistir. IL 2 iiretiminin inhibisyonu gibi PD - 1 tarafindan
indiiklenen inhibitor etkiler, ITIM tirozin fenilalanin (Y223-f) ile degistirilerek korunur.
Bununla birlikte, ITSM bolgesinin tirozin fenilalanin (Y248F) ile degistirilmesi durumunda,

bu engelleyici etkiler kaybolur.

MHC peptid

Sekil 2.10:PD-1/PD-L1 Sinyal Yollari[6].
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TCR sinyalini bloke etmek i¢in PTK aktivasyonunu deaktive edecek protein tirozin
fosfatazlarin engellenmesi ile T hiicre aktivasyonuna yol acan fosforilasyonun tersine
cevrilmesi gerekir. Bunlar arasinda SH2 domain igeren fosfataz 1 (SHP-1) ve protein tirozin
fosfataz nonreseptor tip 1 (PTPN1) vardir [73]. ITSM bdlgesindeki tirozin yapisi, SHP1 ve
SHP2 ile etkilesim halindedir(Sekil 2.11).Ayn1 zamanda; SHP2, Ca iyon aracili B hiicre
reseptor mobilizasyonunu inhibe eder ve IgB, SyK, PLC -2, ERKI ve ERK2
fosforilasyonunu engellemektedir. PD-1 yolu, LCK fonksiyonunu ve ZAP70'in
fosforilasyonunu inhibe eder, bu da TCR sinyalinin inhibisyonuna neden olur.Sonug olarak,
T hiicre sinyalizasyonunda pek mekanizmanin etkilesimi ile PI3K / Akt / mTOR yolunun
aktivasyonu ve Ras / MEK / ERK yolunun aktivasyonu proliferasyonu artirict etki

yaratmaktadir[6].

2.5. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde Anti PD-1/PD-L1 Tedavisi

Timor gelisimi bilinen bazi klinik ¢aligmalarda,akciger kanseri de dahil olmak {izere
erken faz denemelerinde, PD-1 kontrol noktasi inhibitdrleri (anti-PD-1 ve anti-PDL-1
antikorlar1) ileri veya metastatik KHDAK hastalarinda denenmistir;gelismeler KHDAK
dahil pek ¢ok tiimoriin tedaviparadigmasini degistirmistir. Giiniimiizde bilinenimmiinoterapi
ajanlariPD-1 antikorlarindan (nivolumab ve pembrolizumab) ile PD-L1 antikorlar
(atezolizumab, durvalumab,avelumab) klinikte kullanim1 olan monoklonal antikorlardandir.
Immiin kontrol noktas: inhibisyonu olarak PD-1/PDL-1, alternatif tedavi yontemleri ile
(diger immiin regiilatuvartedaviler, kemoterapi veya hedefe yonelik tedavilergibi) kombine
olarak test edilerek, klinik agidan gelistirilme agamasi giiniimiizde hala devam etmektedir

[74][75].

Bu ilaclar, sitotoksik kemoterapide oldugu gibi dogrudan tiimér hiicresini hedef
almak yerine; immiin toleransta rol oynayan ana mekanizmalar1 ve immiin yanittan timdriin
kagisini baskilayarak iglev goriirler. Anti-PD-1 ve anti-PD-L1 monoklonal antikorlari, daha
once hi¢ tedavi almamis ve tedavi gérmiis hasta gruplarinda, sknaméz ve skuamoz olmayan
histoloji dahil, sitotoksik kemoterapi ile karsilastirildiginda, 6nemli diizeyde aktivite,
sagkalimda onemli sonuglar ve giivenlik diizeyi iyi profil gostermistir.Ayrica, tiimdrlerinde
PD-L1 eksprese etmeyen (PD-L1 negatif) olan hastalar, anti-PD-1 ilaglarla tedavi
edildiginde, kemoterapi ile tedavi edilen hastalara benzer yamtlar verdikleri gdzlenmistir.
Fakat yliksek PD-L1 ekspresyonu seviyesine sahip olan hastalar, immiin blokaj tedavi

sistemine standart tedavilerden daha ¢ok yanit vermislerdir [76].
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Giinimiizde KHDAK'de, FDA tarafindan onay verilen anti-PD-1 immiinoterapi
ilaclar1 Nivolumab ve Pembrolizumab; anti PD-L1 igin atezolizumab olmustur. Arastirmada
olan ve FDA incelemesi i¢in bekleyen diger anti-PD-1 ve anti-PD-L1 ilaglar klinik agidan
degerlendirme siirecindedir. Kullanim1 onaylanan Nivolumab, PD-1 durumundan bagimsiz
olarakonaylanirken; pembrolizumab sadece PD-L1 pozitif hastalar i¢cin onay almistir. Her ii¢

ajan da ikinci basamakta genel sagkalimda avantaj gostermistir [77][78][79].
Kisa stirede, sadece KHDAK'de degil, ayn1 zamanda birgok malignitede de immiinoterapi,
kanser tedavisinde temel bir tas haline gelerek, gelecekte de kanser tedavisi i¢in giiclii tedavi

yontemlerinden biri olabilecegi diisiiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Hasta Orneklerinin Toplanmasi

PD-1 ve PD-L1 gen polimorfizmlerinin belirlenmesi igin ¢alisma gruplari; Istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan KHDAK
hastaligi tanis1 konmus kadin ve erkek hasta grubu ve herhangi bir patolojik bulgusu
olmayan ve tercihen ailesinde tiimor hikayesi olmayan saglikli kontrol grubu olarak
belirlenmistir. Klinik parametrelere gore degerlendirme sdz konusu anabilim dali tarafindan
gergeklestirilmistir. Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 12/01/2018 tarih ve 01 sayili toplantisinda ¢alisma etik kurul onayi
alinmis ve caligmaya katilacak olan goniilliilere ameliyat oncesi, yapilacak arastirma ile
ilgili bilgilendirilmis goniillii olur formu okutularak imzalatilmistir. Calisma gruplarina ait
kan Ornekleri Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi Molekiiler Tip
Anabilim Dali’nda ¢aligilmak iizere EDTA’l tiiplere alinarak ¢alismaya kadar sogukta

muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu alinan kanlardan tuzda ¢oktlirme ve kit protokoliine uygun bigimde
yapilmigtir. Herbir izolasyona ait DNA konsantrasyonu Nanodrop spektrofotometresi

kullanilarak dl¢iilmiistiir. izolasyonu tamamlanan DNAlar -20 derecede saklanmistir.
PD-1 diizeyleri, periferik kanlardan elde edilen ve ¢alisma animna kadar -80 derecede
bekletilen serum drneklerinden, enzim bagli immiinabzorbant tahlili ELIZA (enzyme linked

immunoabsorbent assay) yontemi ile belirlenmistir.
Protein diizeyinde yapilacak SDS Page ve Western blot analizi i¢in, KHDAK kanseri
tanis1 konmug hastalardan elde edilen 16 tiimor dokusu ve 16 saglikli ¢evre dokusu

orneklerinden izole edilen protein, PD-L1 antikoru ile muamele edilerek gerceklestirilmistir.



3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

» Agaroz (Promega MBQ)

* Amonyum asetat (Sigma A-8920)

* Asetik asit (Merck K-04134156)

* Beta-merkapto-etanol (Sigma, M7522)

* Etidyum bromiir (Sigma E-8751)

» Etil alkol (%99) (Merck)

* Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma, 9884)
* Hidroklorik asit (Sigma, H1758)

* Hidrojen peroksit (Sigma, 349887)

« Izopropanol (Sigma, 19516)

* Ksilen siyanol (Sigma, X4126)

* PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi)

* Proteinaz K (Sigma, P2308)

» pUC8 DNA size marker (MBI Fermentas)

* Sodyum borohidrid (MERCK)

* Sodyum Dedodesil Siilfat (SDS) (Sigma, 1.4390)
* Sodyum hidroksit (Merck C754962)

* Sodyum Klorid (NaCl) (Sigma, S3014)

» Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas)

* Tripan mavisi (Gibco, 15250061)

* Tris Baz (BioChemika, 93362)
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3.1.3. Kullamilan Kitler
* PureLink Genomic DNA Mini Kit (LifeTech)

* PD-1 ELISA kit(Abcam)

3.1.4. Kullamilan cihazlar

* Buzdolab1 (+4 °C Beko, Argelik)

* Derin Dondurucu  (-20 °C Beko)

* Ceker Ocak (Opas)

* Distile su cihazi  (Millipore)

* Gli¢ kaynagi (Stratagene)

* Hassas terazi (Shimadzu)

* Is1 blogu (Fisher scientific model111004)

* Masaiistli mini santrifiij (Eppendorf) (Hettich)

* Otomatik pipetler (Gilson) (Eppendorf)(Thermo)
* PZR cihazi (Thermal Cycler) (BioRad)

* PH metre (Corning)

* Spektrofotometre (NanoDrop)

* Su banyolari (Fisher scientific)

* Laminar kabin (Hepa filtreli) (Thermo, Scientific)
« Inkiibatorler (37°C - 56°C Elektro Mag)

* Masaiistii mini Santrifiij (Hettich)

* Orbital ¢alkalayic1 (Thermo, Scientific)

* Elektroforez Sistemi (E-C 350 MIDICELL)

* Gii¢ kaynag1 (E-C Apparatus Corporation)
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* Mikrodalga firin (Philco)

* UV transilluminator (Stratagene UV/White light)

3.1.5. Kullamilan tampon soliisyonlar1 ve ¢ozeltiler

 Eritrosit Parcalama Cozeltisi (Red Blood Lysis buffer, RBL):

8,74 gram Amonyum kloriir

1 gram Potasyum bikarbonat

200 pl 0,5 M Etilen diamintetraasetat (EDTA)

Tartimlar1 yapilarak erlen i¢cine alindi. 900 ml distile su eklendi ve ¢dzeltinin pH’s1 1N
NaOH ile 7,4’e ayarlandi. Daha sonra balon joje i¢ine alinarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti
1stya dayanikli cam siselere aktarilarak 120 °C’de 15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de
sakland1.

» Lokosit Parcalama Cozeltisi (White Blood Lysis buffer, WBL):

25 ml 4 M NaCl

50 mL 0,5 M Etilendiaminasetat (EDTA)

Balon jojeye konularak 1 litreye tamamlandi. 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
edildi. Oda 1sisinda saklandi.

+ Amonyum Asetat (9M NH4Ac) :

732.26 g NH4Ac

Distile su ile 1000 m1’ye tamamlanip, sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden
gecirildi ve oda 1sisinda saklandi.

* Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) %10 (pH 7.2)

10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher icine alinarak iizerine 80 ml distile su eklendi.
Manyetik karistiric1 yardimi ile ¢ozdiiriildii ve pH’s1 7,2’ye ayarlandi. Sterilizasyon icin 0.2
mikronluk filtreden gegirildi ve oda 1sisinda saklandi.

* Proteinaz K (20mg/ml):

20 mg Proteinaz K tartilarak steril bir tiip i¢inde steril distile su ile 1 mI’ye tamamlandi. -20
°C’de sakland1.

+ Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA 0.5 M)

186,1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alind1 ve 800 ml distile su

eklendi. Manyetik karigtirict yardimiyla ¢ozdiiriildi ve pH’s1 NaOH c¢ozeltisi ile 8,0’e
ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi.
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* Tris EDTA (TE) pH: 8.0:
10 ml 1 M Tris-HCL (pH 8.0)
20ml 0.5 M EDTA

Distile su ile 1000 ml’ye tamamland1 ve otoklavlanarak oda 1sisinda saklandi.

* Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 ml’ye tamamland1
* S X TBE (Tris baz-Borik asit-EDTA)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher igine aktarildi. Uzerine 20 ml 0,5
M EDTA (pH 8,0) ve 800 ml distile su ilave edilerek manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii.
Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edildi. Oda 1sisinda sakland:.

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Dna izolasyonu
3.2.1.1. Tuzla Coktiirme Yontemi ile DNA Izolasyonu

EDTA’l tiiplere alinan periferik kan ornekleri ¢alisilmak {izere uygun falkonlara
aliarak 3 de 1 oraninda eritrosit parcalama ¢ozeltisi ile karigtirildi ve 4 derecede 25 dakika
bekletildi. Daha sonra Ornekler 1500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve supernatant
kisimlar1 uzaklastirildi. Elde edilen pellet lizerine 20 ml eritrosit parcalama ¢ozeltisi ilave
edildi. Tekrar Ornekler 1500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Tekrar siipernatant
uzaklastirilarak en son elde edilen pellet iizerine 500 pl %10’luk SDS, 50 ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 10 ml 16kosit pargcalama ¢ozeltisi (WBL) eklenerek 56 °C su banyosunda 1
gece inkiibe edildi. Daha sonra iizerlerine 3,7 ml 9,5 M Amonyum asetat ¢zeltisi eklenerek
karistirildi ve yarim saat kadar 4500 rpm de santrifiij edildi. Cokelti kismi atilip, DNA
iceren iist faz tiiplere alindi. Tiplerin iizerine %99’luk etil alkol eklendi ve gozle goriiniir
olan DNA pipet ucuyla yakalanarak ependorflara alindi. Uzerine uygun miktarda dH20
eklenerek DNA ¢ozdiiriildii ve kalitesini 6l¢gmek i¢in NanoDrop spektrofotometre kullanildi.

Elde edilen 6rnekler -20 derecede daha sonra galigilmak iizere saklandi.
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3.2.1.2. Kit ile DNA izolasyonu

Su banyosu veya 1s1 blogu 55 °C'ye ayarlandi. Ependorf tiipiine 200 ul kan drnegi
koyuldu. Ornege 20 ul Proteinaz K ve 20 ul RNase A eklendi. Kisa siireli olarak
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Uzerine 200 pl liziz/baglayici
tampon eklendi ve homojen bir soliisyon elde edene kadar vortekslenerek iyice karistirildi.
Karisim 55 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra karisima 200 pl %96-100
etanol eklendi ve kisa siire vortekslenerek karistirildi. % 96-100 etanol yikama tamponu 1 ve
yikama tamponu 2'ye eklendi, iyice karistirildi ve oda 1sisinda saklandi. Liziz/baglayici
tampon ve etanol ile hazirlanan karisim spin kolonuna eklendi. Kolon oda isisinda 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1 ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine
yerlestirildi. Kolona 500 pl etanollii yikama tamponu 1 eklendi. Kolon oda 1sisinda 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon oda isisinda 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Toplama tiipii atildi ve spin kolon temiz bir toplama tiiptine yerlestirildi. Kolona 500 pl
etanollii ytkama tamponu 2 eklendi. Kolon oda 1sisinda maksimum hizda 3 dakika santrifiij
edildi. Toplama tiipii atildi. Spin kolon steril bir 1,5 ml’lik ependorfa yerlestirildi. Kolona
200 pl eliisyon tamponu eklendi. Oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edildi. Kolon oda isisinda
maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi. Bagka bir steril 1,5 ml'lik ependorfa tekrar 200 pl
eliisyon tamponu eklendi ve kolon oda 1sisinda maksimum hizda 1,5 dakika santrifiij edildi.

Ependorf iginde DNA bulunmaktadir. Kolon ¢ikarilir ve atilir. DNA’lar - 20 °C’de saklandi.

3.2.2. Dna Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA konsantrasyonunun ve safliginin tespit edilmesi i¢in spektrofotometrede 260 ve
280 nm dalga boyunda 1s181 sogurma (OD) 6l¢iimii yapildi. 260nm'deki OD/280 nm'deki

OD oran1 hesaplanarak DNA'nin saflik derecesi bulundu.

3.2.3. PD-1 C/T Gen Polimorfizmlerinin Tespit Edilmesi

3.2.3.1. PD-1 C/T Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Primer Dizileri

PD-1 C/T ilgili gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi
asagida verildigi sekildedi r. Bu primerler uluslararasi yaymlarda dogrulanmis primer

dizileridir [80].

[leri primer: 5°- GGACAGCTCAGGTAAGCAG -3’
Geri primer: 5’- AAGAGCAGTGTCCATCCTCAG -3°




3.2.4. PD-L1 A/C Gen Polimorfizmlerinin Tespit Edilmesi

3.2.4.1. PD-L1 A/C Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Primer
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PD-L1 A/C ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid

dizisi agsagida verildigi sekildedir. Bu ¢alismaya 6zgii sentez edilmisprimer dizileridir.

[leri primer: 5°-AATGGCTTGTTGTCCAGAGATG-3’
Geri primer: 5’-GTACCACATGGAGTGGCTGC -3’

3.2.5. PZR’de Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Hazirlanis

DNA Taq polimeraz enzimi (5 U/ul) (Intron Biotechnology, i-StarTaq™ DNA

Polymerase): PZR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 iinite olacak sekilde 25 ul’lik PZR

reaksiyonuna eklendi.

3.2.5.1. PZR Karisiminin Hazirlanisi

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde PD-1 gen bolgesi i¢in Tablo 3.1°de

belirtilen bilesenler sirasi ile 0,5 ml’lik steril tiipe koyuldu. PZR karisiminin hazirlanma

islemlerinin hepsi buz iizerinde sogukta ve steril kabin igerisinde yapildi.

Tablo 3. 9: PZR Karisiminin icerigi

Taq
PZR dH20 | Mg | MgCIl2 dNTP | ileri primer | Geriprimer |polimeraz
Karisim Free [ (25 mM) |(2,5S mM) | (10 pmol/pul) | (10 pmol/ul) | (5 U/ul)
Miktar | 17,2 pl (2,5l | 1,5 ul 1,5ul 0,5 nl 0,5 nl 0,3 ul

Hazirlanan PZR karisimindan 6rnek sayis1 kadar 0,2 ml’lik tiiplere 24 ul reaksiyon karigimi

dagitildi. Daha sonra her tiipe 1 ul DNA eklendi ve daha 6nceden 95 °C sicakliga ¢ikarilmig

PZR cihazina (Biorad Thermal Cycler) ornekler yerlestirildi ve PZR islemi baglatildi.

3.2.5.2. PZR Kosullar

PD-1 C/T gen polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler igin

annealing derecesi optimize edilerek 57 °C sicaklik kullanildi (Tablo 3.2). PD-L1 A/C gen
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polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler icin annealing derecesi

optimize edilerek 63,5 °C sicaklik kullanildi (Tablo 3.3).

Tablo 3. 10: PD-1 C/T Gen Polimorfizmi PZR Reaksiyon Kosullar

On Denatiirasyon 95 °C 5dk
Denatiirasyon 94 °C 45 sn
Primer Baglanmasi 57°C 45 sn 35 Dongii
Zincir Uzamasi 72 °C 45 sn
Son Uzama 72 °C 5 dk

Tablo 3. 11: PD-L1 A/C Gen Polimorfizmi PZR Reaksiyon Kosullar:

On Denatiirasyon 95 °C 5dk
Denatiirasyon 94 °C 45 sn
Primer Baglanmasi 63,5 °C 45 sn 35 Dongii
Zincir Uzamasi 72 °C 45 sn
Son Uzama 72 °C 5dk

3.2.6. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

4 gr agaroz (Promega MBGQG) tartilarak erlen igine koyuldu. Uzerine son hacim 200

ml olacak sekilde 1XxTBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile

¢ozdiiriildii. Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55 °C) ¢oziinmiis
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agaroz jel icine 4,5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel yatay jel
yatagi i¢ine dokiilerek, yiikleme kuycuklarinin olusmasi i¢in tarak yerlestirilerek donmaya
birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel drnek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

3.2.6.1. PZR Uriinlerinin %?2°lik Jele Yiiklenmesi

%2’lik jel hazirlandiktan sonra 1XTBE tamponu igeren jel tanki i¢ine uygun sekilde
koyuldu. Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gececek sekilde 1 XTBE tamponu jel tizerine eklendi. 7
pl PZR dirliniine, 3 pl 6xLoading Dye (Intron Biotechnology) eklenip pipetleme yapilarak
karigtirildi. 10 pl’lik 6rnek karisgimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi. Yiikleme isleminden
sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi (E-Capparatus Corporation, E-C4000P) 250

miliamper 120 volt elektrik giiciine ayarlanarak elektroforez jel yiiriitiilmesi gerceklestirildi.

3.2.6.2. PZR Uriinlerinin Kontrolii

PD-L1 A/C PD-1 C/T’ye ait hedef gen bolgeleri ile ilgili PZR iiriinlerinin olusup
olusmadigimi kontrol etmek amaciyla PZR tiiplerinden alinan 7 pl 6rnek 3 pl 6xLoading
Dye (Intron Biotechnology) ile karistirilarak yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde
yiriitiildi. Yiiriitme isleminden sonra jel UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) PZR
iiriinleri incelendi ve fotografi UV transilliiminator diizeneginde ¢ekildi. PZR reaksiyonlar1
sonucu PD-1 C/T geninden 213 bg’lik, PD-L1 A/C geninden 553 bg¢’lik iiriin elde edilmesi
beklendi.

3.2.7. PD-1 C/TGeni Pzr Uriinlerinde Pvull Enzim Kesimi
3.2.7.1. Pvull Enzim Kesiminde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pvull Kesim enzimi (10 U/ul) (Thermo Fisher Scientific): Pvull enzimi 10X Buffer G

tamponu ile birlikte kullanildi. Pvull enziminin tamidig1 dizi ve kesim yeri:

s..cacllcrg.s

3..GTC l I GAC...»

3.2.7.2. Pvull Enzim Kesimi

PZR iiriinii saptanmig orneklerden toplam hacmi 10 pl olacak sekilde restriksiyon

enzim kesimi Tablo 3.4’de belirtilen ¢ozeltilerin ve Pvull enziminin sirasiyla eklenmesi ile
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gergeklestirildi. 213 baz ciftlik PZR iiriinii kesimi Pvull enzimiyle 37 °C’de 2 saat inkiibe

edilerek gergeklestirildi.

Tablo 3. 12:Pvull enzim kesimi icerigi

Kesim Karisimi ddH20 10X Buffer G Pvull enzimi PZR iiriinii
Tamponu (10 U/pl)
Miktar 4,25 pl 0,5 pl 0,25 pl Sul

3.2.8. PD-L1 A/C Geni Pzr Uriinlerinde BanII Enzim Kesimi

3.2.8.1. Banll Enzim Kesiminde Kullanilan Kimyasal Maddeler

BanlI Kesim enzimi (10 U/ul) New England Biolabs (NEB):Banll enzimi CutSmart

Buffer tamponu ile birlikte kullanildi. Banll enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:
5°....CRGCY ' C...»’

3...C ' YCGRG...5

3.2.8.2. Banll Enzim Kesimi

PZR iiriinii saptanmig 6rneklerden toplam hacmi 10 pl olacak sekilde restriksiyon
enzim kesimi Tablo 3.5’de belirtilen ¢ozeltilerin ve Banll enziminin sirasiyla eklenmesi ile
gergeklestirildi. 553 baz ¢iftlik PZR iirlinii kesimi Banll enzimiyle 37 °C’de 16 saat inkiibe
edilerek gergeklestirildi.

Tablo 3. 13: Banll enzim kesimi icerigi

Kesim Karisimi ddH20 CutSmart Buffer BanlI enzimi PZR iiriinii
Tamponu (10 U/pl)
Miktar 2,75 pnl 2 nl 0,25 pl Sul

3.2.9. PD-L1 A/C ve PD-1 C/T Gen Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi

%?2’lik agaroz jel hazirlandu. Tlgili kesim enzimleri ile kesilen PZR f{iriinlerinden 8 ul
ve ylikleme tamponundan 2 pl alinarak karistirtlip %2’lik agaroz jeldeki kuyulara yiikleme
yapildi. Kesim iirtinleri (Fermentas PUC 19, 50 bp marker veya 100 bp marker) DNA
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molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildii. Yiritme sonrasi jel {izerindeki bantlar, UV 151k

(304 nm) altinda incelendi.

3.2.9.1. PD-1 C/T Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Pvull enzim ile kesilen PZR iiriinlerinden CC genotipine
sahip Ornekler 213 bg biiylikliginde tek bant verirken, homozigot TT mutasyonu iceren
PZR iriinleri, enzim kesimi sonrast 157 bg, 56 bg¢ olmak iizere iki bant vermektedir.
Heterozigot CT genotipine sahip mutasyonlu PZR kesim {irlinleri ise 213,157 ve 56 bg

olmak tizere li¢ band vermektedir (Sekil 3.1).

PZR CC CT TT
Yiiriitme
—1
213 1 | |
157 be P— 1
\ 4
56 bg 1 1

Sekil 3 3: PD-1.5 C/T Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii

3.2.9.2. PD-L1 A/C Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Banll enzim ile kesilen PZR {irlinlerinden AA genotipine
sahip Ornekler 456 ve 97 bg biiyiikligiinde iki bant verirken, homozigot CC mutasyonu
iceren PZR iirlinleri, enzim kesimi sonrasit 326,130 b¢ ve 97 b¢ olmak {izere ii¢ bant
vermektedir. Heterozigot AC genotipine sahip mutasyonlu PZR kesim {iriinleri ise 456, 326,

130 ve 97 bg olmak iizere ii¢ band vermektedir (Sekil 3.2).
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Yiiriitme s AA AC cC
— 1 | 1
553 b [ —
456 be
326 be —1
130 bQ | | | |
¥
97 bg —1 [ | [ I

Sekil 3 4: PD-L.1 A/C Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii

3.2.10. Serum PD-1 Diizeyinin Elisa Yontemi ile Tayini

Calismada ‘Abcam’ tarafindan gelistirilen Human Soluble Programmed Cell Death 1
(sPD-1) ELISA test kiti kullanilmistir. Ornekler kitte bulunan Sample Diluent ile
sulandirildi. Her bir sample kuyusuna 40 pl sample diluent, {izerine ise 10 pl serum 6rnegi
eklendi. 45 dakika 37 °C inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi 250ul yikama tamponu
eklenerek 5 kez iyice yikandi. Kurutulduktan sonra 50 pl HRP-Konjugat eklenerek plate
kaplanip oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Tekrar ayni sekilde 250ul yikama
tamponu eklenerek 5 kez iyice yikandi edildi. Iyice yikandigindan emin olunan kuyucuklara
daha sonra 50’ser ul kromojen A ve B eklenir ve oda sicakliginda karanlikta 15 dakika
inkiibe edildi ve her kuyucuga 100 pl durdurma solusyonu eklenip, bekletme yapmadan
ELISA cihazinda okutuldu. Sonuglar ELISA okuyucusunda 450nm dalga boyunda
okunduktan sonra pg/ml olarak hesaplanmistir. Kitin sensitivity degeri 3.0 pg/ml’ den daha

diisiik olarak belirlenmistir.
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3.2.11. SDS Page veWestern Blot Analizi ile PD-L1 Protein Analizi
3.2.11.1. TRIzol ile Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve Homojenizasyonu

Doku o6rneklerinden protein izolasyonu i¢in TRIzol® Reaktifi (TRIzol® Reagent, Ambion
by Life Technologies, Cat. 1n0.15596-026) kullanildi. TRIzol® Reaktif daha uzun siireli
kullanim i¢in oda sicakliginda (RT) sakland1. -80°C'den alinan 50-100 mg dondurulmus olan
doku ornekleri ile buz lizerinde ve ¢eker ocakta 1 ml TRIzol® Reaktif kullanilarak oda
sicakliginda homojenizasyon iglemi yapildi. Homojenize edilmis ornekler faz ayrimi

islemine kadar -80°C'de sakland1.

3.2.11.2. Faz Ayirma ve Protein izolasyonu

Depolanan ornekler, faz ayrimi i¢in oda sicakliginda 5 dakika boyunca erimeye
brrakildi. Bir tiipe 200 pl kloroform eklendi ve tiip dikkatlice kapatildi. Ardindan, tiipler 15
saniye boyunca el ile galkalandi. Ornekler oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildikten
sonra 4 ° C sicaklikta 12,000 xg'de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Faz ayrilmindan
sonra; kirmizi bir fenol-kloroform fazi, ara faz ve bir iist sulu faz elde edildi. Protein
izolasyonu i¢in kirmizi fenol-kloroform faz ve interfaz kullanildi. Numunelerin iizerine 300
ul %100 etanol ilave edildi ve tiipler birkag kez ters ¢evrilerek karigtirildi. Numunelerin oda
sicakhiginda 2-3 dakika inkiibasyonundan sonra, tiipler 2000 x g'de 5 dakika 4 ° C'de
santrifiijlenmistir. Daha sonra, feniletanol siipernatani, protein izolasyonu i¢in yeni bir tiipe
toplandi. Fenol-etanol siipernatanina 1.5 mL izopropanol ilave edildi ve ornekler, oda
sicakhiginda 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Proteini ¢okeltmek i¢in, 6rnekler 12,000 x g'de
10 dakika boyunca 4 ° C'de santrifiijlendi ve siipernatan uzaklastirildi.

3.2.11.3. Protein Yikama ve Protein Siispansiyonu

Protein pelletini yikamak i¢in yikama ¢ozeltisi olarak % 95 etanolde icinde 0.3 M
guanidin hidrokloriir kullanildi. Pellete 2 mL yikama ¢ozeltisi ilave edildi ve ornekler, oda
sicakhiginda 20 dakika siireyle inkiibe edildi. Daha sonra, 4 ° C'de 5 dakika boyunca 7500 x
g'de santrifiijleme yapildi ve slipernatan atildi. Protein yikama iglemi iki kez daha tekrar
edildi. Ugiincii ytkama tamamlandiktan sonra, protein pelletine 2 mL % 100 etanol ilave
edildi ve vorteks ile karistirildi. Numunelerin oda sicakliginda 20 dakikalik inkiibasyonunun
ardindan 4°C'de 5 dakika boyunca 7500 xg'de tiiplerin santrifiijlendi ve siipernatan atildu.
Daha sonra, protein pelletinin 5-10 dakika boyunca oda sicakliginda kurutulmasi saglandi.

200 ul %1 SDS protein peletine eklenerek iyice pipetaj yapildi.. Pellet igerisinde
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¢Oziinmeyen protein dig1 tiim materyalleri ¢okeltmek i¢in son kez 4°C'de 10 dakika boyunca
12,000 xg'de santrifiijlendi. Bundan sonra, protein i¢eren siipernatan yeni bir tiipe aktarildi

ve daha sonra kullanilmak {izere 20 ° C'de sakland:.
3.2.11.4. . BCA Kiti ile Konsantrasyon Tayini

Izole edilmis doku numunelerinin protein konsantrasyonunun belirlenmesi SMART
BCA Protein Test Kiti (Cat. No.21071) ile yapildi. Testten Once, tiim numuneler
standartlarla birlikte seyreltildi ve daha sonra her standardin 25 ul'si ve numuneler, diiz
tabanli 96 kuyucuklu plakamin oluklarina yerlestirildi. Plaka, 50:1 seyreltme oraninda
hazirlanan 200 ul ¢aligma ¢ozeltisi ilave edildikten sonra yarim saat boyunca 37 derecede
aliminyum folyo kapatilarak inkiibe edildi. OD degerleri 562 nm'de Olgiildii. Tim

numunelerin konsantrasyonu, ¢izilen egriye gore hesaplandi.

3.2.11.5. SDS-PAGE icin Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Izole edilmis protein ornekleri, dokulardaki PD-L1 ifadelerini saptamak sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western Blot deneyleri igin
kullanilmistir. SDS-PAGE jelinin her oyuguna esit konsantrasyonda protein yiiklemek i¢in
esitlenen protein ornekleri 200 ug olucak seklinde kuyucuklara yiiklendi SDS -PAGE
caligmasi i¢in 6rnekler hazirlanirken, Optiblot LDS Sample Buffer (4X, Abcam, ab119196)
kullanildi. Elde edilen proteinler, oyuklara yliiklenmeden 6nce 95 © C'de 10 dakika denatiire
edildi.

Tablo 3. 14:Optiblot LDS Sample Buffer Hazirlanmasi

4X Sample Buffer Miktar Final
IM Tris/HCI (pH 6.8) 2,4 ml 240 mM
%100 (v/v) glycerol 4 ml %40
SDS 0,8¢g %8
Bromophenol Blue 4 mg (500ul) %0,04
B-mercaptoethanol 0,5 ml %5
ddH:20 3,1 ml (2,6 ml)
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3.2.11.6. SDS-PAGE Yiiriitme

Dikey elektroforez seti SDS-PAGE islemi i¢in kullanildi. Kullanmaya baglamadan
once tank ve separator distile su ile durulandi. Camlar ve taraklar %70 ethanol ile temizlendi
ve kurutuldu. Dikey elekrtoforez seti kuruldu ve 6rneklerin yiiklenecegi ve yiiriitiilecegi

%10’luk Separating jel ve %5’lik Stacking jel hazirlandi.

Tablo 3. 15:%10’luk Separating jel hazirlanmasi

%10 Separating Jel 10 ml S5ml
Distile su 4 ml 2 ml
%30 Acrylamide 3,3ml 1,65 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2,5 ml 1,25 ml
%10 SDS 0,1 ml 50 pl
%10 APS 0,1 ml 50 pl
TEMED 4 pl 2 ul

Tablo 3. 16:%S5 Stacking Jel hazirlanmasi

%5 Stacking Jel 5 ml 2 ml
Distile su 3,4ml 1360 ul
%30 Acrylamide 0,83 ml 332 ul
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 0,63 ml 252 ul
%10 SDS 0,05 ml 20 pl
%10 APS 0,05 ml 20 ul
TEMED 5ul 2 ul

Mini-Protean® Tetra Sistemi (Bio-Rad) ve Mini Trans-Blot® Hiicre Sistemi
(Bio-Rad), sirasiyla SDS-PAGE'in ve protein lekelerinin calistirilmast i¢in kullanildi.
Dikey elektroforez seti kuruldu, tiim camlar ve taraklar,% 70 etanol ile temizlendi ve jeller
hazirlanmadan 6nce kurutuldu. Elektroforez setinde, ¢alisan her SDS-PAGE i¢in 10 oyuklu
taraklar kullanildi.

Jeller tanka yerlestirildikten sonra, tank belirlenen seviyeye kadar yiirtitme
tamponu ile dolduruldu. 1X yiirtitme tamponu hazirlamak i¢in 10X TGS Running Buffer
(Bio-Rad, Kat. No. 161-0732) kullanildi. 20 pl hazirlanmis protein numunesi ve 3,5 pl
protein standardi (Bio-Rad, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, #1610374, 10—
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250 kD) kuyucuklara yiiklendi ve SDS-PAGE caligmasi, 15 dakika boyunca 50 V'de
gergeklestirilirken daha sonra voltaj 150 V'a yiikseltildi ve ¢aligtirma 1 saatte tamamlandi.
Yiriitme isleminden sonra dikey elektroferez aparati tankin i¢inden c¢ikartildi ve camlar
dikkatli bir sekilde agilarak jeller ¢ikartildi. Stacking jel kismi kesilerek atildi. Separating jel
distile su igerisinde 1-2 dakika boyunca yikand1.

3.2.11.7. Western BlotWet Transfer

1X transfer tamponu hazirlamak i¢in 10X TG Transfer Tamponu (Bio-Rad, Cat.
No. 161-0734) kullanild1. Asagidaki Tablo 3.9’a gore hazirlanan 1X transfer tamponu 4 °
C'de saklandu.

Tablo 3. 17:1X Transfer Tamponu Hazirlanmasi

Transfer Buffer 1X
Tris 3,03¢g
Glycine 144 ¢
Methanol %100 200 ml
ddH-0 800 ml

Siingerler, filtre kagitlar1 transfer buffer icerisinde 5-10 dakika ekilibre edildi.
SDS-PAGE sonucunda camlarin arasindan ¢ikarilmis ve distile su icerisinde yikanmis jel
transfer buffer icerisinde 3-5 dakika bekletilerek, PVDF membran %100°liikk methanol
icerisinde 2 dakika inkiibasyon ile aktiflestirilmesi saglandi. Membranin her yerinin
methanol ile 1slandigindan emin olunarak aktiflestirilmis mambran transfer buffer igerisine
alindi ve 2 dakika boyunca yavas bir sekilde calkalanarak ekilibre edildi. Membramn
iizerine, transfer buffer iginde ekilibre olmus jel yerlestirildi. Olusturulmus filtre kagidi-
membran-jel-filtre kagidi sandviginin arasinda higbir hava kabarciginin kalmadigindan emin
olmak i¢in bir roller ile sagdan-sola, yukaridan-asag1 ve tam tersi yonlerde olmak tizere hafif
bastirilarak gegildi. Kaset ve bir buz blogu tanka yerlestirildi ve tank 6nceden sogutulmus
1X transfer tamponu ile dolduruldu. Transfer, 100V'de soguk bir odada (4 ° C), 1 saat
boyunca 350 mA'da yapildi. Transfer tamamlandiginda, kaset tanktan ¢ikarildi ve transfer
verimliligini kontrol etmek Bio-Safe ™ Coomassie blue stain (Bio-Rad, Kat. No. 1610786,

g-250) ile muamele edildi.
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3.2.11.8. Bloklama ve Antikor Inkiibasyonu

Transfer sonrasinda membran kurumamasina dikkat edilerek hizlica kasetin i¢inden
cikarilarak 1X TBS-T ile 3-5 dakika boyuunca yikandi. Ardindan membran 1X TBS-T
icinde hazirlanmig %5°lik siit tozu ile 1 saat, oda sicakliginda ve ¢alkalayicida bloklandi.
Membranin bloklanmasindan sonra primary antikor inkiibasyonu 4°C’de overnight ve
calkalayici lizerinde gergeklestirildi.Primary antikor %5°lik bloklama soliisyonu (%5°1ik siit
tozu) icerisinde ve belirtilen konsantrasyonda hazirlanarak anti PD-L1 antikorRabbit
polyclonal Anti-beta-actin Antibody (Abcam, ab119716,1:5000) protokoliine gore
hazirland.

Overnight birincil antikor inkiibasyondan sonra membran 4 defa, 5’er dakika
olacak sekilde oda sicakliginda, 1X TBS-T ile calkalayicida yikand. Ikincil antikor (Goat
polyclonal Secondary Antibody to Rabbit IgG - Fc (HRP) Abcam, ab97069)benzer sekilde
%5°1ik 1X TBS-T igerisinde ve belirtilen oranlarda hazirlanarak; 1 saat, oda sicakliginda ve
calkalayic1 iizerinde ikincil antikor inkiibasyonu gergeklestirildi. Ikincil antikor
inkiibasyonundan sonra membran 4 defa 5’er dakika ve 1 defa 15 dakika olmak {izere
toplamda 5 kez oda sicakliginda, 1X TBS-T ile calkalayici {izerinde yikandi ve yikamanin

ardindan goriintiileme yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. PZR Uriinlerinin Kontroliine Ait Bulgular

4.1.1. PD-1 C/T PZR Uriinii ile ilgili Bulgular

PD-1 C/Tgen bolgesinin PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.
Agaroz jelde 213 bg’lik 6zgiil PZR {irliniine ait bant elde edildigi gézlemlendikten sonra Pvu 11
enzim kesimi ile ger¢eklestirildi (Sekil 4-1).

100 bp marker

213 bp

Sekil 4. 1: PD 1 C/T PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
(Marker: GeneDirex 100 bp DNA Ladder RTU)

4.1.2. PD-L1 A/CPZR Uriinii ile flgili Bulgular

PD-L1 A/C gen boélgesinin PZR firtinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edildi. Agaroz jelde 553 b¢’lik 6zgiil PZR firliniine ait bant elde edildigi gézlemlendikten

sonra Ban II enzim kesimi ile gerceklestirildi (Sekil 4-2).

100 bp marker

il

553 bp

Sekil 4. 2: PD-L1 A/CPZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
(Marker: GeneDirex 100 bp DNA Ladder RTU)
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4.2. Kesim Uriinlerinin Kontroliine Ait Bulgular
4.2.1. Pvu Il Enzim Kesimi ile rs2227981 C/T Mutasyon Taramasi1 Bulgulari

PD-1 C/T PZR firlinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol edildikten sonra, PZR
iiriinlerine Pvull enzim kesimi uygulandi. Pvull enzim kesimi sonrasi kesim tiriinleri %2’ lik
agaroz jel elektroforezde yiiriitiildii. Pvull enzim kesimi sonrasi agaroz jelde yiiriitiilen PZR
iirlinlerinden CC genotipine sahip érnekler 213 bg biiylikliigiinde, TT mutasyonu iceren PZR
iirlinleri 157 bg, 56 bg biiyiikliigiinde, CT genotipine sahip PZR kesim tiriinleri ise 213,157
ve 56 bg olmak {izere li¢ band vermistir (Sekil 4.3).

100 bp
marker
213 bp
157 bp
56 bp

Sekil 4. 3: Pvu II enzim kesim iiriinlerinin %2’liik agaroz jeldeki goriintiisii.
Marker: GeneDirex 100 bp DNA Ladder RTU

4.3. Ban II Enzim Kesimi ile rs2890658 A/C Mutasyon Taramasi Bulgulari

PD-L1 A/C PZR iirtinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol edildikten sonra, PZR

iiriinlerine Ban II enzim kesimi uygulandi.

456 bp
100 bp -
marker 326 bp
130 bp
97 bp

Sekil 4. 4: Ban II enzim kesim iiriinlerinin %2’liik agaroz jeldeki goriintiisii.
Marker: GeneDirex 100 bp DNA Ladder RTU
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Ban II enzim kesimi sonrasi, kesim iirlinleri %2 ’liik agaroz jel elektroforezde yiiriitiildi.PZR
iirlinlerinden AA genotipine sahip 6rnekler 456 ve 97 bg biiyiikliigiinde iki bant verirken,
homozigot CC mutasyonu igeren PZR {iriinleri, enzim kesimi sonrasi 326,130 b¢ ve 97 bg
olmak {izere ii¢ bant vermektedir. Heterozigot yani AC genotipine sahip mutasyonlu PZR

kesim iiriinleri ise 456, 326, 130 ve 97 b¢ olmak iizere {i¢ band vermektedir (Sekil 4.4).

4.4. Istatistiksel Analiz Sonucunda Elde Edilen Bulgular

Calismaya “Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi
Anabilim Dali’nda KHDAK tanis1 konulan 80 akciger kanseri hastalar1 ile bu klinikte
tetkik edilen, kronik hastalik ya da malignite hikayesi bulunmayan 79 saglikli kontrol birey
dahil edilmistir. Tiim bu olgularin verileri kendi i¢cinde siniflandirilarak genotipleme ve

protein analizleri yapilarak, istatiksel agidan degerlendirilmistir.

Calismamiza dahil edilen KHDAK hastalar1 ve saglikli kontrol grubuna ait 6zellikler
Tablo 4.1’de Ozetlenmistir. Yas parametresine gore yapilan degerlendirme sonucunda
kontrol grubunun yas ortalamast 56,06 + 11,0 hasta grubunun yas ortalamasi1 60,2 + 10,2
seklinde bulunmustur. Buna gore hasta ile kontrol grubu arasinda yas parametresi agisindan

istatistiksel anlamlilik mevcut degildir.

Olgular arasi cinsiyet dagilimi degerlendirildiginde KHDAK olgularinin 71°1 erkek
9‘u kadin, saglikli kontrollerin 61’1 erkek 18’i kadindan olugsmaktadir. Cinsiyet farklilig1
KHDAK hasta ve saglikli kontrollerde istatiksel olarak bir anlamlilik olusturmamastir.
Sigara igme durumu ile KHDAK’Ii bireylerin varligi saglikli bireylerin sigara icme

durumuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01) (Tablo 4.1)



Tablo 4.1 : Calisma Gruplarina Ait Veriler
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Parametreler Kiiciik Hiicreli Dis1 Saghkh
Akciger Kanser kontroller P degeri
Hastalan (n:79)
(n:80)
Yas (year)
mean = (SD) 60,2 + 10,2 56,06 + 11,0 0,051
n 71 61
Erkek
Cinsiyet % 88,8 71,2 0,053
n 9 18
Kadm 7/ 11,2 22.8
n 75 -
Var
Sigara % 93,8 - p<0,01
Icme n 5 79
durumu Yok
% 6,2 100
Sigara kullammm
Paket/y1l mean + (SD) 47,5+ 27,39 - p<0,001
Sigara kullamim
Paket/y1l
n (%) <20 paket/yil 10 (12,5) -
p<0,001
n (%) =20 paket/yil 70 (87,5) -
n (%) <30 paket/yll 25 (31,2) -
p<0,001
n (%) =30 paket/yil 55 (68,8) -

n:birey sayist; SD: standart deviasyon

Tablo 4.2:Kii¢giik hiicreli dis1 akciger kanser ve saghkh kontrollerde PD-1 C/T
genotipleri

GENOTIPLER Kii¢iik Hiicreli Dis1 Saghkh
(PD-1 C/T) Akciger Kanser Hastalar1 kontroller Pdegeri
n (%) n (%)
CC 42 (52,5) 30 (38)
CT 30(37,5) 41 (51,9) =0,157
TT 8 (10) 8 (10,1)
C Alleli 114 (71,25) 101 (63,92)
T Alleli 46 (28,75) 57 (36,8) =0,163

n: birey sayisi; gruplararasi farklilik Kikare (x2 ) ile incelenmistir.




80
60
40

20

CcC
CcT
T

CAlleli T Alleli

n Kontrol

KHDAK Hastalari

M KHDAK Hastalari

Sekil 4. 5:KHDAK hastalarin ve kontrollerde PD-1 C/T genotipleri
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PD-1 C/T gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde genotip dagilimi

acisindan ¢alisma grubumuz incelendiginde kontrol gurubu ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger

kanser hastalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0.157) (Tablo 4.2).

Benzer gsekilde PD-1 C/T polimorfizmi i¢in kontrol gurubu ve kiigiik hiicreli dis1 akciger

kanser hastalar1 arasinda allel dagilimi agisindan da anlamli bir farklilik bulunmamistir

(p=0,163) (Tablo 4.2).

Tablo 4.3:Kiiciik hiicreli dis1i akciger kanser ve saghkh kontrollerde PD-L1 A/C

genotipleri
GENOTIPLER Kiic¢iik Hiicreli Dis1 Saghikh kontroller
(PD-L1 A/C) Akciger Kanser Hastalar1 P degeri
n (%) n (%)

AA 30 (37,5) 18 (22,8)
AC 39 (48,8) 50 (63,3) 0,113
CC 11 (13,8) 11 (13,9)

A Alleli 99 (61,88) 86 (54,43)

C Alleli 61 (38,12) 72 (45,57) 0,178

n: birey sayisi; gruplararasi farklilik Kikare (x2 ) ile incelenmistir.
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80
60

40 m KHDAK Hastalar

20 .Kontrol

0- - Kontrol
KHDAK Hastalari

CcC

Sekil 4. 6:KHDAK hastalar: ve kontrollerde PD-L1 A/C genotipleri

PD-L1 A/C gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde genotip dagilim1
acisindan ¢alisma grubumuz incelendiginde PD-L1 A/C genotiplerinin dagiliminda kontrol
gurubu ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanser hastalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (p=0.113) (Tablo 4.3).

PD-L1 A/C gen polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde A allel
frekansinin KHDAK hastalarinda (%61,8) kontrol grubuna gore (%54,43) yiiksek oldugu, C
allel frekansinin ise hasta grubunda (%38,12) kontrol grubuna (%45,57) gore diisiik oldugu
gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir. (p=0,178) (Tablo 4.3).

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanser hastalar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda PD-
L1 A/C polimorfizmi i¢in AA genotipi tasima durumu hastalarda (%37,5) daha yiiksek olup,
kontrollerde (% 22,8) olarak bulunmustur. Aradaki farklilik istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur (p=0.043, OR:1,646 %95CI:1,003-2,699) (Tablo 4.3).
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Tablo 4.4:PD-1 C/T genotiplerinin hastalarin  patolojik parametreleri ile
karsilastirilmasi
PD15C/T P degeri
CC CT TT

Tiumor evresi

T3+ T4 12 (50) 11 (45,8) 14,2)

T1+ T2 30 (53,6) 19 (33,9) 7 (12,5) 0,398
Lenf Nod Metastazi

N1, N2, N3 16 (51,6) 13 (41,9) 2 (6,5)

NO 26 (53,1) 17 (34,7) 6 (12,2) 0,634
Uzak Metastaz

Yok 42 (53,8) 28 (35,9) 8 (10,3)

Var - 2 (100) - -
Perinoéral invazyon varhgi

Yok 26 (44,8) 25 (43,1) 7 (12,1)

Var 16 (72,7) 522,7) 1 4,5) 0,081
Anjiyolenfatik invazyon

varhgi

Yok 13 (38,2) 17 (50) 4 (11,8)

Var 29 (63) 13 (28,3) 4 8,7 -

n: birey sayisi; gruplararasi istatistik analizi Kikare (y2) testi ile gergeklestirilmistir.

PD-1 C/T wvaryantinin genotip ve allel dagilimlari KHDAK hastalarinin
histopatolojik bulgularina gore degerlendirildiginde timor evresi, lenfatik metastaz, uzak
metastaz parametreleri genotip ve allel dagilimlar1 ile beraber incelenmis olup istatistiksel
olarak anlamlilik bulunamamuistir (p>0,05) (Tablo 4.4).

PD-1 C/T gen polimorfizmi sonuglarina gore, anjiyolenfatik invazyon varliginda
kiictik hiicreli digt akciger kanseri hastalarinda CC genotipi tasima durumu (%63) olup,
anjiyolenfatik invazyon yoklugunda CC genotipi tasima (%38,2) durumuna kiyasla daha
yiiksek tespit edilmis olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,028,
OR:1,649 %95CI:1,019-2,668) (Tablo 4.4).

PD-1 C/T gen polimorfizmi i¢in;anjiyolenfatik invazyon varliginda CC veya TT

genotipi tagima durumu, anjiyolenfatik invazyon yoklugunda homozigot olma durumuna
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kiyasla yiiksek tespit edilmis olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,047, OR:1,435 %95CI:0,979-2,102) (Tablo 4.4).

Perinoral invazyon varliginda PD-1 C/T gen polimorfizmi i¢in kiigiik hiicreli dis1
akciger kanseri hastalarinda CC genotipi (%72,7) tasima durumu, perindral invazyon
yoklugunda CC genotipi tasiyan hastalara kiyasla (%44,8) daha yiiksek tespit edilmis olup,
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,026, OR:1,622 %95CI:1,106-
2,380) (Tablo 4.4).

Tablo 4.5: PD-L1 A/C genotiplerinin hastalarin patolojik parametreleri ile
karsilastirilmasi

PD-L1A/C P degeri
AA AC CC
Tiimor evresi
T3+ T4 9 (37,5) 14 (58,3) 1 (4,2)
T1+ T2 21 (37,5) 25 (44,6) 10 (17,9) -
Lenf Nod Metastazi
N1, N2, N3 10 (32,3) 19 (61,3) 2 (6,5)
NO 20 (40,8) 20 (40,8) 9 (18,4) -
Uzak Metastaz
Yok 28 (35,9) 39 (50) 11 (14,1)
Var 2 (100) - - -
Perindral invazyon
varhg
Yok 22 (37,9) 29 (50) 7 (12,1)
Var 8 (36,4) 10 (45,5) 4 (18,2) -
Anjiyolenfatik invazyon
varhg
Yok 10 (29,4) 20 (58,8) 4 (11,8)
Var 20 (43,5) 19 (41,3) 7 (15,2) -

n: birey sayisi; gruplararasi istatistik analizi Kikare (y2) testi ile gergeklestirilmistir.

PD-L1 A/C varyantinin genotip ve allel dagilimlar1i KHDAK hastalarinin histopatolojik
bulgularma gore degerlendirildiginde timor evresi, lenfatik metastaz, uzak metastaz,
perindral invazyon ve anjiyolenfatik invazyon varlig1 genotip ve allel dagilimlari ile beraber

incelenmis olup istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 4.5).



Calisma grubuna ait KHDAK’l1 hastalarin klinik ve patolojik bulgular ise Tablo 4.6 daki
gibi deteylandirilmigtir.
Tablo 4. 6:Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozellikleri

Parametreler Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanser Hastalar
TiimorDerecesi
T1 30(37,5)
T2 26(32,5)
T3 20 (25)
T4 4 (5)
Lenf Nod Metastazi
No 49 (61,2)
N1 27(33,8)
N2 405
Uzak Metastaz
Var 2(2,5)
Yok 78(97,5)
Histolojik tip
SkuamozHiicreli 34 (44,2)
Adenokarsinom 32(41,6)
Diger 11(14,3)
Perinoral invazyon Varhg
Var 22(27,5)
Yok 58(72,5)
Anjiyolenfatikinvazyon
Var 46 (57,5)
Yok 34(42,5)

Tablo 4. 7:Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanser hastalari ve saghkh kontrollerde serum
PD-1 diizeyleri

Parametre KHDAK hastalari Saghkh Kontroller P degeri
Ortalama + SD Ortalama + SD
Serum PD 1 53,95+ 17,72 45,19 £ 15,94 =0,121

Tablodaki degerler X+SD (Standard Deviasyon) olarak verilmistir.
*Calisma gruplan arasinda serum egf diizeyi karsilastirilmasi Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi

ile gergeklestirilmistir.
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Kiiciik hiicreli dist akciger kanser hastalar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda
serum PD-1 diizeyleri, kii¢iik hiicreli dig1 akciger kanseri hastalarinda (53,95+17,72) olup
kontrol grubuna kiyasla (45,19+15,94) daha yiiksek tespit edilmis olup, aradaki farklilik
istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (p=0,121) (Tablo 4.7).

Tablo 4. 8:PD 1.5 C/T genotiplerine gore hasta ve kontrollerde PD 1 diizeyleri

GENOTIPLER PD-1 C/T
CC CT TT
PD-1

diizeyleri | ortalama + SD P ortalama + SD P ortalama + SD P

(ng/L) degeri degeri degeri
KHDAK
Hastalann | 54,29 £14,19 53,56 £21.9 -

0,008 0,905 -

Saghkh 39,48 +£ 1,38 50,69 + 18,87 34,48 + 6,07

Kontrolle
r

Tablodaki degerler X+SD (Standard Deviasyon) olarak verilmistir.
*Calisma gruplar arasinda serum egf diizeyi karsilastirilmas: Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile
gergeklestirilmistir.

Kiiciik hiicreli dist akciger kanser hastalar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda
serum PD-1 diizeyleri, CC genotipi tagiyan kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri hastalarinda
(54,29+14,19) olup; CC genotipi tagiyan kontrol grubuna kiyasla (39,48+1,38) daha yiiksek
tespit edilmis olup, aradaki fark istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bulunmustur.
(p=0,008) (Tablo 4.8).

Kiciik hiicreli dis1 akciger kanser hastalarina ait kendi aralarinda yapilan
degerlendirmede, serum PD-1 diizeyleri ve genotipler arasi dagilim bakimindan anlamli bir
farklilik saptanmamistir (p=0,935).

Benzer sekilde; kontrol grubu kendi aralarinda serum PD -1 diizeyleri ve genotipler
arast dagilim acisindan incelendiginde, aradaki farklilik istatistiksel agidan anlamliliga

ulasamamustir (p=0,079).



49

Tablo 4. 9:Hastalarin patoloji bulgular1 ve serum PD-1 diizeyleri

PD-1 diizeyleri(ng/L) Ortalama + SD p-degeri

Tiimor derecesi

T3+ T4 62,35+ 17,84

T1+ T2 50,94 + 17,31 0,298

Nod Metastazi varhgi

NI, N2, N3 59,44 + 17,07
NO 49,95 +£ 17,87 0,206
Perinéral invazyon
Var 57,12 £ 19,59
Yok 49,58 + 14,89 0,778

Anjiyolenfatik invazyon

Var 55,05 £ 18,12

Yok 44,54 £ 14,13 0,491

Tablodaki degerler X+SD (Standard Deviasyon) olarak verilmistir.

*Calisma gruplar arasinda serum egf diizeyi karsilastirilmas: Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile
gergeklestirilmistir

PD-1 serum seviyesi KHDAK hastalarinin histopatolojik bulgularma gore
degerlendirildiginde timor evresi, nod metastaz varligi, perindral invazyon, anjiyolenfatik
invazyon varligl acisindan incelendiginde istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir

(p>0,05) (Tablo 4.9).

PD-1 serum seviyesi KHDAK hastalarinin histopatolojik bulgularina gore
degerlendirildiginde timor evresi, nod metastaz varligi, perindral invazyon, anjiyolenfatik
invazyon varlig1 genotip ve allel dagilimlar: ile birlikte incelendiginde istatistiksel olarak

anlamlilik bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 4.10).

Kiciik hiicreli dis1 akciger kanser hastalar1 tiimor evrelerine gore I+II ve II+IV
olarak gruplandiginda, CC ve CT genotiplerine gore sirastyla serum PD-1 diizeyleri erken
timorler icin (52,51+10,43), (48,86+24,86) ve ileri evre tiimorlerde ise (61,45+£30,38),
(62,95+13,18) ng/L olarak saptanmistir (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10:Hastalarin patoloji bulgular1 ve serum PD-1 diizeylerin Genotiplere Gore
Dagilinm

Patametreler
CC
P degeri CT P degeri TT P degeri
Tiimér Evresi
mean =+ (SD)
T3+T4 61,45 +30,38 62,95+ 13,18 -
T1+T2 52,51+10,43 p>0,05 | 48,86+24,86 p >0,05 - -
Nod Metastazn
varhgi
mean =+ (SD)
N+ 61,80 £ 17,68 57,07+ 17,79 -
N- 42,29 + 9,99 p>0,05 50,75 +£25,93 p>0,05 - -
Perinéral invazyon
mean =+ (SD)
Var 53,79 £ 16,08 62,94 £26,29 -
Yok 55,46 11,32 p>0,05 46,06 + 16,81 p>0,05 - -
Anjiyolenfatik
invazyon
mean =+ (SD)
Var 54,29 + 14,19 56,13 +23,9 -
Yok - - 44,54 + 14,13 p >0,05 - -

Tablodaki degerler X+SD (Standard Deviasyon) olarak verilmistir.
*Calisma gruplar arasinda serum egf diizeyi karsilastirlmas: Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile
gergeklestirilmistir

PD-1 C/T ve PD-L1 A/C polimorfizmlerine ait genotip kombinasyonlari
incelendiginde, kontrol grubu CTAC kombine genotip tasima durumu (%34,2) kiiclik
hiicreli dis1 akciger kanser hastalarinin tagima durumundan (%17,5) daha yiiksek bulunmusg
olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,016, OR:0,512 %95CI.0,291 -
0,902) (Tablo 4.11).

CCAA kobine genotip tasima durumu incelendiginde, KHDAK hastalarinda (%20)
kontrol grubuna kiyasla (%10,1) daha yiiksek oranda tespit edilmis olup aradaki farklilik

istatistiksel anlamliliga ulagamamistir (Tablo 4.11).
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Tablo 4. 11:Calisma Gruplaria Ait PD-1 ve PD-L1 Kombine Genotiplerinin Analizi

PD-1 ve PD-L1 Kombine Genotip

CCAA CCAC ([cCccCcC CTAA CTAC CTCC | TTAA | TTAC | TTCC

n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) (%) (%) n(%)

Hasta
n=380 16 (20) 21(26,2) | 5(6,2) 12(15) | 14(17,5) 4(5) 2(2,5) 405 | 2(25)

Kontrol
n=79 8(10,1) 16(20,3) | 6(7,6) 10(12,7) | 27(34,2) 4(5,1) 0(0) 789 1(1,3)

Coklu Lojistik Regresyon Analiz Sonucu

Calisma sonunda yapilan ¢oklu regresyon analiz sonrasinda cinsiyet, sigara
kullanim1, PD-L1 AA genotip tasima durumu birlikte incelenmistir. Bu analizler sonrasinda
cinsiyetin tek basma etkili bir faktor olmadigi goriilmiis olup; sigara kullaniminin gerek
hastaligin riski gerekse de hastaligin progresyonunda degerlendirilebilir 6nemli
parametrelerden oldugu saptanmustir.

PD-1 C/T polimorfizmi icin KHDAK hastalarinda anjiyolenfatik invazyon ve
perinoral invazyon varliginda CC genotipinin anlamliligi ve anjiyolenfatik invazyon
varliginda CT genotipinin anlamlilig1 agisindan hastalarin kendi iginde sigara kullaniminda

anlamli farklilik olmadigindan lojistik regresyon analizi uygulanmamustir.

4.5. Western Blot Analizine Ait Bulgular

16 KHDAK hastasindan alinan doku 6rnekleri Western Blot ile incelenmis ve tiimor
mikrogevresindeki PD-L1 molekiiliiniin ekspresyon durumu primer timér ve normal doku
orneklerinde istatistiksel olarak ayr1 ayri1 analiz edilmistir (Tablo 4.12). Timor
mikrogevresinde arastirilan PD-L1expresyonunu pozitif veya negatif olan hasta gruplarinda

yiizde oranlar1 ile birlikte gostermektedir.
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Tablo 4.12:KHDAK Hastalarinda Western Blot yontemi ile protein expresyonlarinin
analizi (n=16)

Pozitif Negatif
PD-L1
mean + (SD) n(%) mean * (SD) n(%)
%
Tiimorlii 0,95 + 0,68 12 (75) - 4 (25)
Doku
Normal Doku 0,13 + 0,28 * 3 (18.,8) - 13 (81,2)

Tablodaki degerler X+SD (Standard Deviasyon) olarak verilmistir.

*Calisma gruplar1 arasinda protein diizeyleri karsilastirilmasi paired-T Test analizi ile gergeklestirilmistir.*p<0,0001

Tiumorlic dokuda PD-L1 molekiilii 12 hastada %75 oraminda goriiliirken, normal dokuda
sadece 3 hasta %18,8 oraninda tespit edilmistir. Tiimorlii dokuda hedef molekiile ait (0,95

+ 0,68) ekspresyon degeri normal dokuda bulunan ekspresyon degeri ile karsilastirildiginda
(0,13% 0,28) aradaki farklilik istatistiksel agidan ileride derecede anlamli

bulunmustur(p<0,0001)(Tablo 4.12) (Sekil 4.7).

LY

PDL1 protein
ekspresyonu
.

.

Sekil 4. 7: KHDAK Hastalarinda PD-L1 protein ekspresyonu analizi
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Sekil 4. 8: KHDAK hastalarinda tiimoér dokuda PD-L.1 Protein Ekspresyonu
(Hasta 1-4)

KHDAK primer timor dokularinda ve Hasta 1 (H1-T, H1-K), Hasta 2 (H2-T, H2-K), Hasta
3 (H3-T, H3-K) ve Hasta 4’tin (H4-T, H4-K) kontrol dokularinda PD-L1 ekspresyonunun
analizi Sekil 4.8’de belirtildigi gibidir. Bakilmak istenen PD-L1 molekiiliiniin ekspresyonu,
beta aktin miktarlarina oranlanarak hesaplandi. Bantlarin alan analizleri Image]J® ve

GraphPad Prism 8.2.0. programi kullanilarak yapilmistir

— - 5 * PD-L1

PD-L1 Ekspresyonu

_ = H5-T
3

8 wm H5K
2 - = H6-T
§ 2

s wE HE-K
‘:; - H7-T
- was HT-K
£ . HE-T
] wa HB-K
T o

T T T T T T
H5-T HS-K H6-T HE-K H7-T H7-K H8-T H8-K

Hasta 5-8 Tiimér ve Normal Dokular

Sekil 4. 9: KHDAK hastalarinda tiimoér dokuda PD-L1 Protein Ekspresyonu
(Hasta 5-8)
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KHDAK primer timor dokularinda ve Hasta 5 (H5-T, H5-K), Hasta 6 (H6-T, H6-K), Hasta
7 (H7-T, H7-K) ve Hasta 8’tin (H8-T, H8-K) kontrol dokularinda PD-L1 ekspresyonunun
analizi Sekil 4.9°de belirtildigi gibidir.

—— — PD-L1

T g— T — — ——— — —

Actin

—
pe——

Protein ekspresyonu (a.u.)

T

PD-L1 Ekspresyonu

Hasta 9-12 Tiimodr ve Normal Dokular

T T T T
H9-T H9-K H10-T H10-K H11-T H11-K H12-T H12K

Ho-T
Ho-K

H10-T
H10-K
HI-T
H11K
H12-T
H12-K

Sekil 4.10: KHDAK hastalarinda tiimoér dokuda PD-L.1 Protein Ekspresyonu

(Hasta 9-12)

KHDAK primer tiimor dokularinda ve Hasta 9 (H9-T, H9-K), Hasta 10 (H10-T, H10-K),
Hasta 11 (H11-T, H11-K) ve Hasta 12’tin (H12-T, H12-K) kontrol dokularinda PD-L1

ekspresyonunun analizi Sekil 4.10°de belirtildigi gibidir.

— — e | PD-L1

| — — — — -'_-ﬁ Actin

Protein ekspresyonu (a.u.)
)
=

PD-L1 Ekspresyonu

|

Hasta 13-16 Timér ve Normal Dokular

T T T T T
H13-T H13-K H14-T H14-K H15T H15-K H16-T H16-K

Sekil 4. 11: KHDAK hastalarinda tiimér dokuda PD-L1 Protein Ekspresyonu

(Hasta 13-16)
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KHDAK primer tiimor dokularinda ve Hasta 13 (H13-T, H13-K), Hasta 14 (H14-T, H14-K),
Hasta 15 (H15-T, H15-K) ve Hasta 16’iin (H16-T, H16-K) kontrol dokularinda PD-L1
ekspresyonunun analizi Sekil 4.11°de belirtildigi gibidir.

f..- — —_ —-— — PD-L1

— — — — — — Actin
——

PD-L1 Ekspresyonu
- H17-T
o H17K
= H18-T

 H1BK

- H19-T

o H19-K
0s - H20-T

s H20K
0.0

T T T T
HI7-T H17-K H18-T H18-K H18-T H19-K H20-T H20-K

Protein ekspresyonu (a.u.)
=

Hasta 17-20 Tim&r ve Normal Dokular

Sekil 4.12: KHDAK hastalarinda tiimér dokuda PD-L1 Protein Ekspresyonu
(Hasta 17-20)

KHDAK primer tiimdr dokularinda ve Hasta 17 (H17-T, H17-K), Hasta 18 (H18-T, H18-K),
Hasta 19 (H19-T, H19-K) ve Hasta 20’nin (H20-T, H20-K) kontrol dokularinda PD-L1
ekspresyonunun analizi Sekil 4.12°de belirtildigi gibidir.

Timorli dokularda Western Blot yontemi ile PD-L1 expresyonu , hastalarin klinik
ve patolojik Ozelliklerine gore incelendiginde; erken tiimdr evresinde (T1+T2) bulunan
deger 1,01 + 0,79 ileri tiimor evresi (T3+T4)ile kiyaslandiginda 0,85 + 0,47 daha yiiksek
bulunmus olup aradaki farklilik istatistiksel anlamliliga ulagsmamistir (p=0,428) (Tablo
4.13).

Benzer sekilde, anjiyolenfatik invazyon varliginda 1,06 + 0,63 olarak bulunan deger
anjiyolenfatik invazyon goriillmeyen tiimorlii dokularda daha diisiik olup 0,49 + 0,85 olarak
bulunmustur. Aradaki farklilik istatistiksel anlamliliga ulasmamigtir (p=0,439) (Tablo 4.13).



Tablo 4.13:Tiimorlii dokularda PD-L1 expresyonunun hastalarin klinik ve patolojik
ozelliklerine gore incelenmesi

Patametreler
Tiimér Dokusu Protein
Ekspresyonu Pdegeri
mean + (SD)
Tiimér Evresi
T3+T4 6 (0,85 +0,47)
p=0,428
T1+T2 10 (1,01 £ 0,79)
Nod Metastazi varhgi
mean + (SD)
N+ 8 (0,82 £0,73)
p=0,721
N- 8 (1,08 £ 0,64)
Uzak Metastaz
Var 1 (1,15)
p=1
Yok 15(0,94+£0,7)
Perinéral invazyon
mean + (SD)
Var 8 (1,04 £0,65)
p=0,959
Yok 8 (0,86 £0,74)
Anjiyolenfatik Invazyon
mean + (SD)
Var 13 (1,06 £ 0,63)
p=0,439
Yok 3 (0,49 £0,85)

Tablodaki degerler X+SD (Standard Deviasyon) olarak verilmistir.

*Calisma gruplar1 arasinda protein diizeyleri karsilastirilmasi paired-T Test analizi ile gergeklestirilmistir.
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5. TARTISMA

Agresif tliimorbiiylimesinin immiin diizenlenmesindegenellikle immiin kontrol
noktalarinin aktivasyonu ile efektor immiin yaniti inhibe eden ligandlarin blokajiislev
gormektedir.Kontrolsiiz biliyliyen tiimor hiicreleri invazyon siirecinde, zorlu konak
ortaminda hayatta kalmak ve kronik enflamasyon bdlgelerinde ¢ogalmak i¢cin molekiiler
mekanizmalar gelistirmektedirler [81]. Anjiyogenezi destekleyen ve c¢evre saglikli doku
yapisini bozan tiimor biiyiime faktorleri, metastatik yayilmayi tesvik ederler. Bagisiklik
sisteminin merkezi rolil ise kontrolsiiz hiicre boliinmesinin engellemesi de dahil yabanci
antijenleri yok etmektir [82]. ilk tiimor biiyiimesi; dogustan ve kazanilmis immiin yanitlarla
tespit edilip yok edilirken, immiin sistem efektor hiicrelerinin engellenmesi yada timor
hiicresi immiin kacis1 saglayan yiizey molekiillerinin ekspresyonu ile kanser hiicreleri
immiim gozetimden kacabilmektedirler [83, 84].Timor hiicreleri sitotoksik T-lenfosit
aktivitesini inhibe edecek ligandlarinihiicre yilizeyinde sentezleyerek T hiicre
inaktivasyonuna neden olurken kanser hiicrelerinin de immiin yamittan kagisina ve
proliferasyonuna sebep olurlar [83, 85, 86]. Giiniimiizde immiinoterapideki son ¢aligmalar;

timor hiicresi immiin kagis mekanizmalari lizerine yogunlasmistir [87].

Normal kosullar altinda; immiin kontrol noktalari, immiin hiicrelerde eksprese
edilen, enflamatuar yanit sirasinda olusabilecek periferik otoimmiiniteyi Onleyen hiicre
yiizeyi reseptorleridir [88]. Molekiiler bir tedavi yaklasimi olarak immiin kontrol
noktalarinin bloke edilmesi, tiimdr hiicresi ile T hiicresi arasinda olusan tiimore spesifik T-
hiicreyanitinin artis1 ile sonuglanmaktadir [89]. Klinik ¢aligmalar,immiinoterapininkanser
tedavisinde giiclii bir anti-timor immiin yanit olusturabildigi ve sagkalimi artiranetkilerinin
olabildigini gdstermistir [90].

Programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 (PD-1), immiin hiicreler iizerinde eksprese
edilen ve periferik dokularda ve tiimor mikro c¢evresinde olgun T hiicre yanit1 {izerinde
immiinstipresif etkiler gosteren inhibitdr bir reseptordiir. Diger bi degisle PD-1, T hiicresi
enflamatuar ~ yanitin1 ~ baskilayan ve  otoimmiiniteyi sinirlayan  hiicre  ylizey
glikoproteinlerdendir. PD1 ve tiimor hiicre yiizeyinde eksprese olunan (PD-L1) ligand1
arasindaki PD-L1/PDI1 baglantisi, T hiicre aktivasyonunu azaltan hiicre i¢i sinyal iletim
yollarimi aktive ederek, timor immiinitesinin azalmasina sebep olmaktadir[91]. PD-1/PD-L1

baglantisinin bloke edilmesi ile CD8 T hiicrelerinin ¢ogalmasi ve efektor sitokinlerin iiretimi
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gibi T hiicre yanit1 arttirildigindan, klinik calismalarda KHDAK dahil ¢esitli kanser

tiplerinde tedavide iyi prognoz tablosu izlenmektedir[92].

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) insan genomundaki en yaygin genetik
varyasyon tiirlerinden biridir. DNA iizerinde yanlig-eslesme (mismatch) tamiri, hiicre
dongiisiiniin  diizenlemesi, metabolizma ve bagisiklig1 diizenleyen genlerdeki SNP'ler,
kansere karsi genetik duyarlilikla iligkili bulunmustur. Kanser patogenezindeki genetik
varyantlarin protein fonksiyonunu ve bireyin kansere duyarhiligini degistirebilecegi
gliniimiizde iyi bilinmektedir[93][94-96].Kanser duyarliligina neden olan SNP'lerin genetik
ve epigenetik mekanizmalarminanlasilmasi, kanser tiplerinin molekiiler patogenezinin
anlagilmasinda kritik dneme sahiptir.Klinik agidan, SNP'ler bir¢ok kanser tiiriinde potansiyel

teshis ve tedavi edici biyobelirtecler olarak kabul edilmektedirler [93].

Calismamizda degerlendirilen, ekson 5'de (pozisyon 7785) bulunan PD-1 C/T dnemli
polimorfizmlerden biri olarak goriilmektedir[97]. Bir¢ok kanser ve otoimmiin
hastaliklardaPD-1 polimorfizmi ile ilgili farkli ¢aligmalarvardir [98, 99]. Fonksiyonel olarak
protein degisimi yaratmayan PD-1 C/T polimorfizmi,amino asit dizisinde degisiklik
olusturmayan AlanindenAlanine (Ala/Ala) olan doniisiimii ifade etmektedir. Fakat PD-1 gen
transkripsiyonunu veya aktivitesini diizenleyen PD-1 genindeki diger tek niikleotit
polimorfizmleriyle birlikte, genin ekspresyonunda veya fonksiyonunda bir degisiklige yol

acabildigi diisiiniilmektedir [100].

Mojtahedi ve ark. yaptig1 ¢alismada PD-1 C/T polimorfizmi ile kolon kanseri
arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve hasta grubunda CT genotipinin
goriilme siklig1 kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.CT genotip
tastyiciliginin hastaliga yakalanma riskiyle iliskili oldugu belirtilmistir [101].

Diger taraftan Hua ve ark. yaptigi bir caligmada; PD-1 lokusundaki CT
heterozigotlugunun meme kanseri vakalarinda kontrollere kiyasla daha diisiik bir siklikta
gorildigi (p=0.004) tespit edilmis ve CC genotip ve C alel sikligi meme kanseri
vakalarinda daha yiiksek bulunmustur (p=0.003 ve p=0,010). Calisma sonuglarina gére CC
genotipi ve C allel tasiyiciliginin meme kanserinde potansiyel risk faktorlerinden oldugu
belirtilmigtir. Diger taraftan, kontrol grubunda yiiksek bulunan T allel tasiyiciliginin da
artmis T hiicre aktivitesi ile iligkili olabilecegive hastaliga yatkinlig1 azaltan bir etkisinin

olabilecegi belirtilmistir [102].
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F. Namavar Jahrom ve ark. tarafindan 2017 yilindabenign,malign beyin tiimorleri ile
PD-1 C/T polimorfizmi arasindaki iligkinin arastirildigi bir ¢alismada; hasta ve
kontrolgruplar1 arasindaénemli farkliliklar bulunmus olup, hastalarda CC genotip goriilme
sikligmin diisiik, CT genotipinin ise kontrol grubuna kiyasla yiiksek frekansta bulundugu
tespit edilmistir. Mojtahedi ve ark. yaptig1 calismaya benzer bir sonugla; CT genotipinin

hastaliga ait bir risk parametresi olabilecegiifade edilmistir [103].

Liu Yin ve ark. tarafindan yiiriitiillen baska bir ¢calismada; KHDAK hastaligi ve PD-1
C/T polimorfizmi arasindaki iliskide; CC+CT tastyiciliginin TT genotipine kiyasla goriilme
sikligimin hastalarda daha yiiksek oldugu (p=0.003) bulunmustur. Ayrica TNM evrelemesi
sonucuna gore C allel tasiyiciliginin ileri evre KHDAK hastalig: ile iligkili oldugu ifade
edilmistir (p=0.03). Hua ve ark. sonuglarina benzer sekilde, C allel tagiyiciliginin hastaligin
risk parametrelerinden biri oldugu belirtilmistir (p=0.006)[104].

Daha once yaptigimiz bir ¢alismada PD-1 C/T polimorfizmi; kolorektal kanserli
hastalarda genotip ve allel dagilimi acisindan degerlendirildiginde anlamli farkliliklar
gosterdigi tespit edilmistir. Calismamizda; Mojtahedi ve ark. sonuglarina benzer sekilde,
hastalar arasinda CT genotipinin goriilme siklig1 kontrollere kiyasla anlamli derece yiiksek
olup, CT genotipinin risk parametrelerinden biri oldugu bulunmustur. Patolojik
parametrelere gore incelendiginde; uzak metastaz varligi goriinen hastalarda C alleli ve CT
genotipini tagimak uzak metastaz goriilmeyen hastalara kiyasla daha yliksek bulunmustur
(p<0.001).Ayrica anjiyolenfatik invazyon varliginda yine C alleli anjiyolenfatik invazyon
goriilmeyen hastalara gore anlaml derecede yiiksek bulunmustur(p=0.043). Sonuglara gore,
PD-1 C/T tek niikleotid degisiminin kolorektal kansere ait hem risk hemde prognostik

faktorlerden biri olabilecegi 6ngoriilmiistiir [105].

Bu calismamizda ise,PD-1 C/T gen polimorfizmi sonuclar1 degerlendirildiginde
genotip ve allel dagilimi agisindan ¢alisma grubumuz incelendiginde kontrol gurubu ve
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanser hastalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir  (p=0.157,p=0,163) Calisma sonuglar1 patolojik parametrelere gore
incelendiginde; anjiyolenfatik invazyon varliginda hastalarda, CC genotipi tasima durumu
(%63) olup anjiyolenfatik invazyon goriilmeyen hastalara kiyasla (%38,2) daha yiiksek
tespit edilmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,028). Ayrica;
anjiyolenfatik invazyon varliginda CC veya TT genotipi tasima durumu, anjiyolenfatik
invazyon yoklugunda homozigot olma durumuna kiyasla yiiksek tespit edilmis olup, aradaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,047). Prognoza etki eden diger bir
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parametre olan perindral invazyon varliginda;CC genotipi (%72,7) tasima durumu, perinoral
invazyon yoklugunda CC genotipi tasiyan hastalara kiyasla (%44,8) daha yiiksek tespit
edilmis olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,026).

PD-L1 A/C gen polimorfizmi sonuclarn degerlendirildiginde genotip ve allel
dagilimi agisindan ¢alisma grubumuz incelendiginde; KHDAK hastalar1 ve kontrol gurubu
arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0.113, p=0,178). Fakat yapilan
degerlendirmede, KHDAK hastalarinda A allel frekansimin (%61,8) kontrol grubuna gore
(%54,43) yiiksek oldugu, C allel frekansinin ise kontrol grubunda (%45,57) hasta grubuna
gore (%38,12) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica; AA genotipi tasima durumu
hastalarda (%37,5) olup kontrollere kiyasla (% 22,8)daha yiiksek bulunmustur. Aradaki
farklilik istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p=0.043).

Yuan ve ark. tarafindan 528 KHDAK hastas1 ve600 kontrol {izerinde yapilan PD-L1
A/C gen polimorfizmi c¢aligmasinda; AC genotip tasima ve C alel sikhigin KHDAK
hastalarinda kontrollere gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0.006, p=0.004).
Calismanin patolojik verilerine gore; C allel tasiyan KHDAK hastalarinda, A alleli tagiyan
hastalara kiyasla daha fazla lenf nod metastazi goriilmiistiir (P<0.001). C allel tasimanin
KHDAK hastaligina yakanlanma ve prognostik olarak lenf nod metastazi riskini

arttirabilecegi ifade edilmistir [106].

Yan-bin CHEN ve ark. tarafindan KHDAK hastalig1 iizerinde yapilan diger bir
calismada Yuan ve ark. benzer sonuclar elde edilerek; hasta ve kontrol gruplarinda, genotip
dagilimlar1 arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p=0.013). C allel tasiyiciginin hastaligi
artirict etkisinin oldugu Ongoriiliirken, A allel frekansinin ise kontrollerde daha yiiksek

oldugu ve hastaliga kars1 koruyucu etkisinin olabilecegi vurgulanmistir (p=0.003) [107].

Sensen Cheng ve ark. yaptigi baska bir KHDAK hastaligi ¢alismasinda benzer
sekilde; hastalarda C allel frekansinin kontrollere kiyasla daha yiiksek oldugu ve hastaliga
ait bir risk parametresi olabilecegi dngdriillmistiir (p =0.002)[108].

PD-1 C/T ve PD-L1 A/C polimorfizmlerine ait genotip kombinasyonlari
incelendiginde, kontrol grubu CTAC kombine genotip tasima durumu (%34,2) kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanser hastalarinin tagima durumundan (%17,5) daha yiiksek bulunmusg
olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,016).Buna gore
calismamizda, CTAC kombine genotip tagima durumunun hastaliga kars1 koruyucu bir etki

gosterebilecegi ongoriilmektedir. Lee ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada; PD-1 ve PD-



61

L1'in fonksiyonel polimorfizmi ve sonuclariin birlikte degerlendirilmesinin erken evre

KHDAK!'de prognozun izlenmesinde 6nemli oldugunu ifade etmisledir [109].

Mohammad Hashemi ve ark. tarafindan 2019 yilinda PD-1 C/T ve PD-L1 A/C
polimorfizmlerinin risk boyutunda birlikte incelendigi meta analizde; PD-1 C/T
polimorfizminin gastrointestinal kanser, akciger kanseri ve meme kanseri riskini 6nemli
Olgiide azalttig1 ve sonug olarak PD-1 C/T gen varyantinin kansere kars1 koruyucu etkisinin
olabilecegi ifade edilirken; PD-L1 A/C degisiminin akciger kanser riskini artiran bir etki
gosterdigine isaret edilmistir [110].

Serum PD-1 diizeyleri incelendiginde; KHDAK hastalar1 ile kontrol grubu
kargilastirildiginda serum PD-1 diizeyleri, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinda
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek tespit edilmis olup, aradaki farklilik istatistiksel
anlamliliga ulasamamistir (p=0,121). Gerek hasta grubu gerekse kontrol grubu kendi
aralarinda yapilan degerlendirmede, serum PD-1 diizeyleri bakimindan anlamli bir farklilik

saptanamamlstlr.

Caligmamizda hasta ve kontrol grubu serum PD-1 diizeyleri genotip dagilimlari ile
birlikte incelendiginde; CC genotipi tasiyan hastalarda kontrol grubuna kiyasla PD-1
diizeyleri daha yiiksek tespit edilmis olup, aradaki fark istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlaml1 bulunmustur (p=0,008).

Birkag¢ klinik ¢alisma, sPD-1'in prediktif roliinii degerlendirmek i¢in kandaki sPD-1
diizeyi ile patolojik 6zellikler arasindaki iligki analiz edilmistir. Hsiang-Yun Cheng ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, artmigserum PD-1 diizeylerinin hepatoselliiler kanserriskinde
artis ile iliskili oldugu bildirilmistir. Ozellikle erkeklerde artmis PD-1 diizeyinin( >282
pg/mL) hastaliga yakalanma riskini 2 kat artirict etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Calismada artmig PD-1 diizeylerinin bozulmus T hiicre bagisikligr ile ilgili olabilecegi
ongorilmistir [111].

ES.F. Sorensen ve ark tarafindan yapilan ¢aligmada; EGFR mutasyonlu hastalarda
erlotinib tedavisinden dnce ve tedavi boyunca sPD-1 konsantrasyonu hastaligin progresyonu
ve hasta sonuglari ile iligkilendirilmistir. Tedavi boyunca serum PD-1 diizeylerinin arttig1 ve
bu artisin hastalifa ait progresyonu azalttifi ve uzamis sag kalimla iliskili oldugu
belirtilmistir (p=0.006) [112].

P. Zhang ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, oral skuamoz hiicreli karsinom

ve serum PD-1 diizeyleri arasindaki iligki arastirilmig fakat hasta ve kontrol gruplari
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arasinda sPD-1 diizeyleri arasinda istatistiksel ag¢idan bir farkliliga rastlanmamistir (p >
0.05) [113].

Western Blot analiz sonuclarimiz incelendiginde; tiimorli dokuda PD-LI
molekiilii 12 hastada %75 oraninda goriiliirken, normal dokuda sadece 3 hasta %18,8
oraninda tespit edilmistir. Timorlii dokuda PD-L1 ekspresyon degeri normal doku
ekspresyon degeri ile karsilagtirildiginda yiiksek bulunmus olup, aradaki farklilik
istatistiksel agidan ileride derecede anlamli bulunmustur (p<0,0001).Calisma sonucuna gore;
tiimorli dokuda yiikselmis PD-L1 degeri, hedef molekiilin KHDAK hastaliginda prognostik
bir degerinin oldugunu diigiindiirmektedir. Diger taraftan, timorlii dokularda hastalarin
klinik ve patolojik 6zelliklerine gore incelenenen PD-L1 expresyonunda, her ne kadar erken
evre KHDAK hastaliginda PD-L1 eskpresyon degeri yiiksek olsada , istatistiksel olarak bir

farklilik ortaya konulamamustir.

Paulsen ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada histopatolojik olarak incelenen
PD-1 ve PD-LI molekiiliiniin, ¢calismamizla uyumlu olarak hastaligin patolojisine etkisinden
bahsedilmistir ve her iki molekiiliin birlikte degerlendirilmesinin TNM evrelemesi ve

hastaligin prognozunda belirleyici olabilicegi ifade edilmistir [114].

Mons6é ve ark. KHDAK’de histopatolojik ve molekiiler bulgular odakliyiriittiikleri
caligmada TNM simiflamasinin; prognoz ve evre I/Il KHDAK'de dngoériilebilirlik agisindan
gelistirilmesi gerektigini ifade etmiglerdir. Calisma sonucuna gore literatiirlerle uyumlu
olarak, PD-L1 expresyon seviyesi ve sag kalim arasinda bir korelasyon oldugu ifade

edilmistir [114].

Lafuente-Sanchis ve ark. PD-L1 ve PD-1 gen ekspresyonunun Onemini ortaya
koymak icin 78 hasta ile yiriittikleri bir caligmada; PD-L1 gen ekspresyonu ile yas,
cinsiyet, sigara icme aligkanliklari, histolojik tip, patolojik evre veya KHDAK olgularinda
timor farklilagmasi agisindan istatistiksel bir fark ortaya konulamamis olsada c¢aligma
verilerine gore; PD-L1 asir1 ekspresyonunun diisiik hayatta kalma orani ve yiiksek timor

farklilagmasi ile iligkili olabilecegi goriisiinii ifade etmislerdir [115].

Ozlem Durak ve ark. tarafindan meme kanserinde PD-L1 ekspresyonunun incelendigi
caligmada; Ttimor ¢apr 20 mm ve altinda olan tiimorlerde PDL1 pozitifligi %20,5, ¢ap1 20
mm’den biiyiik ancak 50 mm veya daha kii¢iik olan tiimorlerde %22,2, ¢cap1 50 mm’den daha
biiyiik olan tiimérlerde %25 oraninda saptandi. [116]. Biiyiik captaki tiimorlerde PDL1 pozitiflik

oraninda artig goriilmekle birlikte Lou ve ark. ¢alismasinda oldugu gibi istatistiksel olarak
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anlaml iligki bulunamamustir [117]. Bertucci ve ark., Sabatier ve ark., Muenst ve ark. yaptiklar
caligmalarda ise biiylik timdr c¢ap1 ile PDL1 ekspresyonu arasinda istatistiksel agidan anlamli
iliski tespit edilmistir [118-120]. Ek olarak, bu g¢aligmalar tiimérlerde daha yiiksek PDLI1
ekspresyonunun tiimor evresinin ilerlemesini ve dokularin daha derinine invazyonunu

kolaylastirabilecegini diistindiirmektedirler.

Calisma sonunda yapilan ¢oklu regresyon analiz sonrasinda cinsiyet, sigara
kullanim1, PD-L1 AA genotip tasima durumu birlikte incelenmistir. Bu analizler sonrasinda
cinsiyetin tek basma etkili bir faktor olmadigi goriilmiis olup; sigara kullaniminin gerek
hastaligin riski gerekse de hastaligin progresyonunda degerlendirilebilir Gnemli

parametrelerden oldugu saptanmistir.

Calisma kisithiliklarimizdan sayilan hasta sayimizin yetersiz olmasi sebebi ile elde
ettigimiz bu sonuglarin daha iyi degerlendirilebilmesi adina hasta 6rneklem genisliginin

arttirilarak calismaya devam edilmesi gerekliliklerimizdendir.

Sonuglarimiz, PD-1 ve PD-L1 genlerine ait molekiiler ¢aligmalarin KHDAK
hastalig1 patogenezinin ortaya konulmasinda Onemli bir rol oynadiklar1 goriisiinii
desteklemektedir. Verilerimiz, KHDAK hastaligi tani, tedavi ve patogenezinin
aydinlatilmas1 veya terapotik degeri agisindan degerlendirilmesi konusunda yapilacak
caligmalar1 destekleyici niteliktedir. Kisiye 6zel tedavinin siklikla ifade edildigi son
donemlerde PD-1 ve PD-L1 sinyal yolagimin aydinlatilmasimin, onkogenik siireclerdeki
fonksiyonunun belirlenmesi ve yeni tedavi stratejilerinin olusturulmasi agisindan da klinik

aragtirmalara 6nemli katkilar saglayacagina inanmaktayiz.

Arastrmamiz, PD-1 ve PD-L1 sinyal yolaginin birlikte analiz edilmesinin 6nemi
ortaya koymak acisindan; KHDAK hastalarinda PD-1 C/T ve PD-L1 A/Cgen
polimorfizmlerinin kombinasyonlarinin incelenerek, sPD-1 diizeylerininPD-1 C/T
polimorfizmiile birlikte analizini yapan ve PD-L1 molekiiliinii ayn1 hasta grubunda protein

diizeyinde inceleyen ilk aragtirma niteliginde olmasi ile 6zgiin bir ¢alismadir.
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FORMLAR

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Cahsmanmm Adi: Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde PD1 PDL1 Sinyal Yolu

ile Iliskili Kritik Gen Varyantlar1 ve Ilgili Gen Anlatimlarinin Incelenmesi

Kabul etmeniz halinde katilacaginiz bu c¢aligma bir arastirmadir.Bu ¢aligmada yer
almay1 kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagcla ve nasil yapilacagini anlamaniz ve katilip
katilmama dogrultusundaki kararimizi bu bilgilendirme sonrasi Ozgiirce vermeniz
gerekmektedir. Arastirma hakkinda sozlii olarak size aktaracagim bilgiler yazili olarak da
size bir sonraki boliimde sunulacaktir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi Litfen
dikkatlice okuyunuz, sorularimiza agik yanitlar isteyiniz. Bu belgedeki son bolim onay
islemleri ile ilgilidir. Arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz liitfen bu boliimii imzalayiniz.
Okuma ve yazma konusunda engelleriniz oldugu takdirde bir tanigin gozetiminde bu belgeyi

onaylamaniz istenecek ve gerektiginde parmak iziniz alinacaktir

Aragtirmanin amaci, hastaligimizin gelisimi iizerine etkisi oldugu diisiiniilen
genlerdeki degisiklikleri tespit etmektir. Arastirmaya katilacak tahmini goniilli sayisi
200’diir.Gontillii  olarak sizin arastirma {izerinde herhangi bir sorumlulugunuz
bulunmamaktadir. Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflar1 size
veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa

odetilmeyecektir. Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢gbir 6deme yapilmayacaktir.

Sizin i¢in herhangi bir rahatsizlik veya risk olusturmayacak bu g¢alisma, kisa
donemde size bir fayda da saglamayacaktir. Ancak uzun donemde hastaligin geligiminin

daha iyi anlagilabilmesini ve alternatif tedavi gelistirebilmek i¢in ¢aligma 6nemlidir.

Bu ¢aligma igin sizden alinan kan kullanilacaktir.Kan alma iglemi ile ilgili riskler
arasinda bayilma, agri1 ve/veya morarma sayilabilir. Bu gibi durumlarda igne deliginin
yerinde enfeksiyon ya da kii¢iik bir kan pihtis1 olabilir. Olasi bir soruna kargi gerekli

tedbirler tarafimizdan alinacaktir. Alinacak olan bu kan laboratuvarimizda ¢alisilacaktir.
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Ayrica bu calisma ic¢in sizden ameliyatiniz sirasinda cerrahmiz tarafindan alinacak olan

dokudan 1 cm’ par¢a kullanilacaktir. Alinacak olan bu doku laboratuarimizda ¢aligilacaktir.

Arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize bagl olup arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz. Reddetmeniz halinde yararimiza engel ya da cezai bir durum ortaya
¢ikmayacaktir. Izleyiciler, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar size ait tibbi

bilgilere ulasilabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.

Uygulanan tedavi semasmin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma programini
aksatmaniz, gebe kalmaniz veya bir yan etkiye maruz kalmaniz vb. nedenlerle doktorunuz

sizin izniniz olmadan sizi ¢aligmadan ¢ikarabilir.

Siz veya yasal temsilciniz bilgilendirilmis olur formunu imzalamakla bunu kabul
etmis olacaksmiz. Ayrica kimliginizi ortaya koyacak kayitlar da gizli tutulacaktir.
Arastirmaesnasinda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda siz veya yasal
temsilcinize derhal haber verilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiye 7/24 saat 0506 929 54

90 numarali telefondan ulasabilirsiniz.

Hasta Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum, dinledim, anladim, istedigim
sorular1 sordum ve cevaplart aldim. Bu klinik aragtirmaya goniillii olarak higbir baski ve

zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

“Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde PD1 PDL1 Sinyal Yolu ile I liskili Kritik
Gen Varyantlar1 ve Ilgili Gen Anlatimlarmin Incelenmesi ” arastirmasi kapsaminda alinan

kan 6rneklerinin;

[ ] Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
|| Tleride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

I Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.
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Goniilliiniin

imzas1

Ad1 Soyadi

Adresi

Telefonve Faks

Tarih

Velayet Veya Vesayet Alinda Bulunanlar I¢in Veli Veya Vasinin

imzas1

Ad1 Soyadi

Adresi

Telefon Ve Faks

Tarih

Aciklamalar1 Yapan Arastiricinin

imzam

Adi Soyadi

Tarih

Riza Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tamklik Eden Kurulus

Gorevlisinin

imzam

Ad1 Soyadi

Gorevi

Tarih
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