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OZET
REZEKSiIYON UYGULANAN KUGUK HUCRELI DISI AKCIGER
KANSERLERINDE MATRIKS METALLOPROTEINAZ GEN
POLIMORFiZMLERININ KLINIK PARAMETRELERLE iLiSKiSi
Dr. Erkan AKAR
Uzmanlik Tezi, Goglis Cerrahisi Anabilim Dali
Tez Danigmani: Yrd. Dog. Dr. Maruf Sanli
Eylul 2009, 96 sayfa

Bircok fizyolojik ve patolojik durum, ekstraselliler matriksin (ECM) sikica kontrol
altinda tutulan yapimi ve proteolitik yikimi arasindaki dengenin bozulmasina
dayanmaktadir. ECM sentez, pargcalanma ve yeniden yapilanma sureglerindeki hlcre
regllasyonu, donigumu gibi etkilerini metalloproteinazlar (MMPs) aracilidi ile ortaya
koyar.

Bu galismada, kiglk hicreli disi akciger kanseri (KHDAK) nedeniyle opere ettigimiz
hastalarin hem timdrli hem de saglam doku parafin kesitlerinde, c¢esiti MMP
polimorfizmlerini, polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ve immunohistokimyasal metodlarla analiz ederek,
bulunan polimorfizmlerin hastalarin klinik parametreleri (morbidite, mortalite, kanserin
tipi, evresi...) ile iliskisini arastirmak amaclanmistir.

Klinigimizde, Aralik 1997 ile Subat 2008 yillari arasinda KHDAK tanisi konmusg ve
ameliyat edilmis 132 hasta ¢alismaya dahil edildi. Kontrol grubu olarak 80 kisi segildi.

istatistik analizde, klinik sonlanimin badimsiz belirleyicisini arastirmak igin,
univaryant ve multivaryant stepwise Cox regresyon analizi kullanildi. Tum istatistik
analizler icin p<0.05 degeri istatistik olarak anlamli kabul edildi.

MMP-2 -735 GG genotipinde, saglikh kontroller ile akciger tumorlerine ait
polimorfizmler karsilastirildiginda; GG genotipinde azalmanin akciger kanseri riskini 1.6
kat (p= 0.008), MMP-7 -181 de AG ve GG’nin artmasinin yani AA’nin azalmasinin
akciger kanseri riskini 7.9 kat arttirdigi (p=0.020) saptandi. Ayrica, yapilan analizde
MMP-7 AG genotipinin evre | de ylksek olmasinin, iyi prognoz isareti olabilecegdi
bulundu (p=0.034). MMP-13 A77G de ise AG ve GG’nin artmis bulunmasi akciger
kanseri riskini 1.6 kat arttirdigi1 saptanmistir (p=0.047).

Sonug¢ olarak, hastalarin yasinin 60'in altinda olmasi (p=0.019), lenf nodu
metastazinin olmamasi (p=0.039), hastaligin disidk evreli olmasi (p=0.022) ve Ust
lobektomi yapilmis olmasi (p=0.009) gibi sagkalima olumlu katkilari olan bilindik
faktorlerin yaninda, MMP-13 GG genotipinin varligi olumsuz bir faktér olarak
bulunmustur (p=0.041).

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, MMP, Polimorfizm



ABSTRACT

THE RELATIONSHIP BETWEEN CLINICAL PARAMETERS AND
MATRIXMETALLOPROTEINASSES GENE POLYMORPHISM IN CASES
WITH RESECTED NON-SMALL CELL LUNG CANCER

Erkan AKAR, MD

Residency Thesis, Department of Thoracic Surgery

Supervisor: Assist. Yrd. Dog¢. Dr. Maruf SANLI, MD
September 2009, 96 pages

Most physiological and patological situations depend on unstability of the
balance between the production and destruction of extracellular matrix (ECM) that is
under control closely. The effects like transformation and the cellular regulation in the
ECM synthesis, destruction and reconstruction process reveals by the mediation of
metalloproteinases (MMPs).

In this study, it has been aimed to investigate the relationship between clinical
parameters of patients and polimorphisms those were found by immunohistochemical
methods analysed polymerase chain reaction and restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) in tissue parafine sections of both healthy organs and
tumoral tissu of patients with non-small cell lung cancer.

One hundred thirty two patients who were diagnosed with non-small cell lung cancer
and underwent surgery between December 1997 and February 2008 in our clinic.
Eighty patients were selected as control group.

In statistical analysis, univariant and multivariant stepwise Cox regretion analyisis

was used to investigate the independant marker of clinical outcome. P<0.05 value was
accepted as significant in all statistical analysis.
It was found that decrease in GG phenotype augmented lung cancer risk in 1.6 times
(p=0.008) where increase of AG and GG in MMP-7 -181 (means decrease in AA)
augmented the lung cancer risk in 7.9 times (p=0.020). Additionally, it was discovered
that high level of MMP-7 AG genotype in stage 1 may be good prognostic factor
(p=0.034). Augmentation of AG and GG in MMP-13 A77G increases the lung cancer
risk in 1.6 times (p=0.047).

As a result, age under 60 (p=0.019), negative lymph node metastasis (p=0.039), low
stage disease (p=0.022) and upper lobectomy (p=0.009) are positive prognostic factors
where the existence of MMP-13 GG genotype is negative prognostic factor beside the
known evidences (p=0.041).

Key words: Lung cancer, MMP, Polimorphism
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1. GIRIS VE AMAG

Tdm duanyada kanser olgularinin %12.8’'inden ve kanser olumlerinin
%17.8'inden akciger kanseri sorumludur (1). Akciger kanseri gelisiminde etkili
oldugu belirtilen yas, Irk, cinsiyet, meslek, hava Kkirliligi, radyasyon, gegcirilmis
akciger hastaligi sekeli, diyet, viral infeksiyonlar, genetik ve immunolojik
faktorlerin timd %6 oraninda etkilidir (1). Kanser hucreleri, g¢esitli hormonlar
uretirler ve bu hormonlarin hicre yuzeyindeki reseptorleriyle etkilesimi
sonucunda kendi blyumelerini otokrin yollarla stimile ederler (2). Neoplastik
hicrelerin birgcok buylime faktorunun salinimi ile gogalma avantaji sagladiklari
bilinmektedir (3). Pek ¢ok buyume faktdrl ve reseptorl, akcigerde kanser
hicreleri ve normal hucreler tarafindan eksprese edilmektedirler (4). Bu bluylime
faktorleri otokrin, parakrin ve jukstakrin yollarla kanser blyimesinde rol oynarlar
(4,5). Bronsiyal in-situ karsinomdan, invaziv ve metastatik akciger kanserine
progresyon; bazal membranin yikimi, ¢evre dokulara invazyon, lenf ve kan
damarlarina intravazasyon, damar digina ekstravazasyon ve sekonder bir
dokunun invazyonu sonucunda olusur. Bu basamaklarin hepsi ekstraselltler
matriksin (ECM) proteolizi, doku remodellingi (yeniden yapilanma), doku
invazyonu ile iligkili olup, bu nedenle matriks proteazlarinin karsinogenezdeki
roli arastirilmaya baslanmigtir (6). Tumorin yayihmi igin gesitli derecelerde
doku yikimi gereklidi. ECM degradasyonu (yikim) ve bazal membrana
penetrasyonu, tumorun invazyonu ve metastatik yayilliminda 6nem tagsir. Bu
yetenede sahip olan MMP ailesi, proteolitik enzimlerden olusup, kuguk hucreli
disi akciger kanseri (KHDAK) gelisiminde o6nemli bir yeri oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir. MMP-2 (Gelatinase A)nin asiri ekspresyonu,
KHDAK lerinde kot prognozu gosteren bagimsiz bir risk faktoradur (7). Ayni
sekilde MMP-9, bazal membrandaki tip 4 kollajeni pargalayan bir
endopeptidazdir ve asiri ekspresyonu kot prognozu gosteren bagimsiz bir risk

faktora olarak bilinmektedir (8).
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MMP-7 (matrislin, PUMP-1, E.C.3.4.24.23), MMP ailesinin tariflenen en
kiguk udyesidirler. MMP-7, genis substrat 06zgulligd olan ve elastini,
proteoglikanlari fibronektini ve tip 4 kollajeni parcalayan bir proteazdir. Ek
olarak, MMP-7 E-cadherin, pro-TNF alfa ve Fas ligandi gibi non-matriks
substratlarini hicre yuzeyinden ayirir. Stromal komponente sinirli ekspresyonu
olan diger MMP‘lerin aksine MMP-7, primer olarak epitelyal orijinli tUmor
hicrelerinde lokalize olur ve spesifik glanduler organlarin normal epitellerinde
de saptanabilir. Birgok kanser tipinde MMP-7 ve invaziv potansiyel arasinda

korelasyon bildirilmistir (9).

Bu calismada, KHDAK nedeniyle opere ettigimiz hastalarin hem tumorla
hem de saglam doku parafin kesitlerinde, immunohistokimyasal yontemlerle
MMP reaksiyonlarini saptayarak ve ¢esitli MMP polimorfizmlerini PCR-RFLP
yontemiyle analiz ederek, hastalarin klinik parametreleri (morbidite, mortalite,

evresi, kanserin tipi ...) ile iligkisini arastirmak amaclanmigtir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. AKCIGER KANSERI

2.1.1. Epidemiyoloji

Tdm dunyada KHDAK, cerrahi, kemoterapi ve radyoterapiyi iceren degisik
tedavi modalitelerine ragmen, kanser Olumlerinde birinci sirada yerini
almaktadir. Bu nedenle KHDAK'nin degisik biyolojik davraniglarini anlamak,
KHDAK'li hastalarin tedavilerinin ve sagkalimlarinin daha iyiye goéturilmesinde
onemli gorunmektedir (10).

Saglik Bakanhgrnin 1999 yili verilerine gore; Ulkemizdeki kanser insidansi
39.4/100.000'dir (11,12). Bu insidansin %37’lik boélumdnd akciger kanseri
olusturmaktadir (24.1/100.000). Akciger kanseri tum kanserler icinde erkeklerde
%32.2’lik oranla birinci sirayl alirken, kadinlarda ise %4.9'luk oranla altinci
siradadir (11,12). Akciger kanseri sikligi bati bélgeleri olan Akdeniz, Ege ve i¢
Anadoluda sirayla 41.0/100.000, 39.5/100.000 iken; Guneydogu ve Dogu
Anadolu bolgelerinde sirayla 17.7/100.000, 11.7/100.000 degerlerindedir (13).

Akciger kanserinin patogenezinden %94 oraninda sigara sorumlu olup,
gelisiminde etkili oldugu belirtilen yas, irk, cinsiyet, meslek, hava Kkirliligi,
radyasyon, gecirilmis akciger hastaligi sekeli, diyet, viral enfeksiyonlar, genetik
ve immunolojik faktorlerin tumu, %6 oraninda etkilidir. Etiyolojisinde buyuk
oranda sigaranin rol oynamasli, akciger kanserine onlenebilir bir kanser turu
olma 06zelligini kazandirmaktadir. Bilinen risk faktorleri ortadan kaldirildiginda
%85-100 oraninda gelisiminin engellenebilecedi tahmin edilmektedir. Bu
konuda en 6nemli basamak sigara kullaniminin timuyle onlenmesidir (13,15).
2.1.2. Risk faktorleri

Aktif sigara kullanimi, gevresel sigara dumani, ¢esitli mesleki maruziyetler ve
cevredeki hava kirliligi gibi bircok faktér, akciger kanseri olugsmasinda énemli rol
oynamaktadir (16). Yasam tarzi kanser riskini degistirebilen bir faktordur (17).

Geleneksel olarak c¢alismalar, sigara kullanimi ve meslek gibi c¢evresel
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maruziyetlere  odaklanarak, akciger kanseri etiyolojisini  agiklamayi
hedeflemektedir. Ancak akciger kanseri gelisiminde bireysel duyarliik kadar
karsinojenlerin aktivasyonu veya inaktivasyonundaki genetik kapasite de etkilidir
(18).

2.1.2.1. Sigara

Akciger kanseri patogenezinden %94 oraninda sigara sorumlu oldugu,
etkeni belli olan az sayidaki kanserlerden birisidir. Sigara, tum dinyada her 6
saniyede bir insanin élimine sebep olmakta ve kendine bagimli olan her iki
insandan birini éldirmektedir (19).

Sigara icim oranlari akciger kanseri prevalansi ile dogru orantili olup, sigara
kullaniminin azaltiimasi akciger kanseri prevalansini dusurecektir (14). Son
yillarda gelismis Ulkelerde yapilan sigara karsiti propagandalar ile erkeklerde
sigara kullanim oranlari azalmasina ragmen, kadinlarda sigara kullaniminda
artis saptanmistir (15,19). Gelismis Ulkelerde sigara i¢cimi prevalansi kadinlarda
%20-40, erkeklerde %30-40 iken gelismekte olan Ulkelerde bu oranlar sirasiyla
%2-10 ve %40-60’tir. Dunya genelinde ise erkeklerde %47-52, kadinlarda
%10-12 siklikta sigara kullanimi oldugu tahmin edilmektedir (13,20). Son
dekatta kadinlarda sigara kullanimi ve pasif sigara dumani maruziyeti artmistir.
Yapilan olgu-kontrol calismalari, gunluk sigara tuketimi ve yas faktoru
g6zdéninde bulundurulmadiginda sigara icen kadinlarda akciger kanseri gelisme
riskinin erkeklere gore daha yuksek oldugunu gostermigtir. Turkiye'de ise sigara
icme prevalansi kadinlarda %24, erkeklerde %63’tur (13,20). Turkiye
toplumunun buyuk kisminin yuksek sigara tuketimi g6zonune alindiginda,
gerekli onlemler alinmazsa yakin gelecekte akciger kanseri sorununun
boyutlarinin daha da artacagi kolaylikla 6ngérulebilir (13,20).

Gunluk icilen sigara sayisinin ve igilen yihn artmasi, sigaraya erken yasta
baglanmasi, filtresiz ve yuksek katran igerikli sigara igilmesi akciger kanseri
riskini arttirmaktadir (21,22). Ote yandan sigaray! birakma siresi ile dogru
orantili olarak risk azalmaktadir. Bu nedenle sigara igilen yil sayisi (paket/yil)

kritik oneme sahiptir. Akciger kanseri riski, gunde bir paket ve Uzeri ile 20 yil ya



16

da daha fazla slre sigara icenlerde 10-65 kat daha fazladir. Sigarayi
biraktiktan sonraki 5. yildan itibaren risk azalmaktadir (21,22).

Pipo, puro ve gigneme tutun kullaniminda da akciger kanseri riski artmakla
beraber bu risk, karsinojen konsantrasyonuna bagl olarak sigara kullanimindan
daha dusuktir. Pasif sigara i¢imi, akciger kanseri riskini sigara kullanmayanlara
gore %20 arttirmaktadir (21,23). Sigara dumanina maruz kalan kadinlar, hig
sigara kullanmamig kadinlara kiyasla, %27 oraninda daha fazla akciger
kanserine yakalanma riskine sahiptir (24).

Sigara icen ve igmeyenler arasinda akciger kanserinin histolojik tip dagilimi
farkhlik gostermektedir. Sigara igmeyenlerde, her iki cinste de, adenokarsinom
daha sik gorulmektedir. Sigara icen erkeklerde epidermoid karsinom, kadinlarda
ise adenokarsinom daha sik rastlanmaktadir (16).

Sigara dumaninin etkisi, karsinojenlerin DNA’ya kadar ulasmasi, DNA’da
hatali kodlama ve mutasyon olusturmasi yoluyla olmaktadir. Sigara,
karsinojenler ve kokarsinojenler olmak uUzere binlerce madde igermektedir.
Sigara dumanindaki 6nemli karsinojenler; polisiklik hidrokarbonlar, aromatik
aminler, nitrozaminler, piridin alkaloidler ve radyoaktif bilesenlerdir. Bunlarin
icinde, nikotinin nitrozasyonundan olusan nitrozamin 4-(metal nitrozamin)-1-(3
piridil)-1-butanon en gugli ve en mutajen karsinojendir. Sigara dumani 6000
kadar kimyasal maddeden olugmaktadir ve bunlardan 55 kadarinin karsinojen
oldugu bilinmektedir (23).

Sigara dumanina maruz kalan tim brons epitelinde, morfolojik olarak gelisen
birtakim degisiklikler, kanser gelisimine yol agmaktadir. Bu degisiklikler
siraslyla, hiperplazi, metaplazi, displazi, karsinoma in situ ve invaziv kanserdir.
Karsinoma in situnun invaziv kanser halini almasi i¢in 4-5 yillik bir slrenin
gectigi goOsterilmigtir (23). Sigara, onkogenleri aktive etmekte ve kanser
baskilayici genleri suprese etmektedir. Bunun yani sira onkogen veya tumor
baskilayici gen sisteminde 10-20 arasinda mutasyon olusturdugu ve buna bagl
akciger kanseri gelistirdigi dusunulmektedir. Poliaromatik hidrokarbonlar’in
(PAH) metaboliti olan benzo(a)piren diol epoxid (BPDE)in insan kanser
hicresinde, tumor baskilayici genlerden p53 geninin 157. 248. ve 273.

lokulasyonlarinda sicak nokta mutasyonlarina yol acgtigi gosterilmistir. BPDE,
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brons epitelinde Guanin-Timin baz transversiyonlarina yol agarak, p53
mutasyonuna neden olmaktadir. Sigara icen hastalarda da p53 mutasyonu
saptanmigtir. Sigaraya bagli akciger kanserinde G:T transversiyon orani %30
iken, diger organ kanserlerinde %10 civarindadir (25).

21.2.2. Yas

Akciger kanseri insidansi yasla artmakta ve 6.-7. dekadlarda pik
yapmaktadir. Geng erigkinlerde sikhgi (50 yas altinda %5-10 dolayinda) daha
azdir. Bu yas grubunda gorulen akciger kanseri, siklikla adenokanser olup,
genellikle aile o6ykuslu eslik etmektedir. Ancak Turkiye’de genclerde
adenokanser yaglilara goére daha fazla izlenmekle birlikte, en sik saptanan
kanser tipi skuamoz hicreli kanserdir (13). Genel olarak akciger kanseri teghisi
koyma yasi 50-80 arasinda degismektedir.

2.1.2.3. Cinsiyet

Yapilan c¢aligsmalarin ¢ogunda, gunluk sigara tuketimi ve yas dikkate
alinmadiginda, sigara igen kadinlarin erkeklere gore daha fazla akciger
kanserine yakalandigi saptanmistir (13,15,25). Ancak son ddénemde yapilan
calismalar, ayni doz ve surede sigara kullanan kadinlarin erkeklerle esit oranda
akciger kanserine yakalanma riski tasidigina isaret etmektedir (26). Turkiye’ de
sigara icme prevalansi kadinlarda %24, erkeklerde %63’tur (13). Her ne kadar,
Turkiye gibi gelismekte olan ulkelerde kadinlarda sigara igim oranlari disuk olsa
da, kadin cinsiyet icin en dnemli problem pasif sigara dumani maruziyetidir.
Sigara dumanina pasif maruz kalan kadinlar, hi¢ sigara kullanmamis kadinlara
kiyasla %27 daha fazla akciger kanserine yakalanma riskine sahiptir (24).

Erkeklerle paylasilan risk faktorlerine ek olarak, bazi risk faktorleri kadinlara

dzgu olabilir. Ornegin kadinlar arasinda ekzojen ve endojen dstrojenin akciger
kanserlerinde, Ozellikle adenokarsinoma gelisiminde onemli rol oynadigi
gosterilmistir (27). Yapilan galismada erken yasta menapoza giren kadinlarda
adenokarsinoma riskinin azaldigi, 6strojen tedavisi ile adenokarsinoma riskinin
arttig1  belirlenmistir  (27). Ayrica Ostrojen yerine koyma tedavisinin de
adenokarsinoma gelisme riskini anlamli derecede artirdi§i gosterilmistir (27).

2.1.2.4. Alkol
Alkol tuketimi, sigaradan sonra en dnemli kanser nedenlerinden biri olarak

bilinmektedir. Alkole bagli kanserlerde genetik duyarliigin 6nemli bir rol
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oynadigi ve alkolun karsinojenik etkisinin olasi mekanizmalarini ortaya ¢ikaran
bilgilerde, son donemlerde artiglarin yasandigi gorulmektedir. Alkoliklerde;
asetaldehitin meydana getirdigi DNA hasari, 0strojen konsantrasyonunda artis,
alkolin diger karsinojenler igin ¢ozuclu olmasi, reaktif oksijen ve nitrojen
turlerinin Uretimi, folat metabolizmasindaki degisiklikler, etanolin neden oldugu
DNA hasari, beslenmede yetersizlikler (6zellikle vitamin A) ve immun sistemde
zayiflamanin kanser olusmasinda olasi mekanizmalar oldugu tanimlanmis ve
nedenin tam olarak aydinlatiimasi amaciyla ¢alismalara devam edilmektedir.
Guclu bir baglanti rapor edilmemekle birlikte, DNA’daki baglanti bdlgesi
degisiklikleri ile alkol kullanan ve kullanmayanlar arasinda kanser riski
acisindan kuguk ve genellikle anlaml olmayan farkliliklar bulunmaktadir (28).
2.1.2.5. Mesleki ve Cevresel Maruziyetler

Mesleki bazi ajanlarin akciger kanserine yol agtigina dair kanitlar sunan
calismalar mevcuttur. Avrupa Birliginde c¢alisanlarin  %23’Unin  mesleki
karsinojen maruziyetinde oldugu belirlenmistir (13,28,29). Akciger kanseri igin
en onemli mesleki risk faktort, asbest maruziyetidir. Asbest maruziyetinde
akciger kanseri riski 5 kat artarken, sigara ile birlikte oldugunda bu risk 50—100
kat artmaktadir. Asbestten baska mesleki olarak radon, krom, nikel, komur,
kadmiyum, uranyum pargalanma drunleri, demir, arsenik, aliminyum, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, dizel partikilleri ve formaldehite maruz kalmak da
akciger kanseri riskini arttirmaktadir (13,28,29). Asbest maruziyetine benzer
sekilde, mesleksel radon maruziyetinde risk 20 kat artmaktadir (13).

Asbest dogada bulunan, 1siya ve kimyasal maddelere dayanikli olan 6 farkl
fibroz silika mineraline verilen genel addir. Gemi, ugak, otomobil ve ingaat
sanayide, ayrica tekstil endustrisinde kullaniimaktadir. Bu fiberlerden Amfibol
gecmiste oldukca yaygin olarak kullanilimigsa da, asbestozis, brongial kanser,
malign mezotelyoma, gastrointestinal, orofarenks ve nazofarenks kanserlerine
sebep oldugu tespit edilmistir (30). Tlrkiye'de i¢ Anadolu Bélgesi basta olmak
Uzere bircok ydrede cevresel asbest maruziyeti mevcuttur. Asbest liflerinin
inhalasyonuna baglh olarak akciger kanseri gelisebilmekte ve bu risk kimdulatif
asbest maruziyetiyle orantili artmaktadir. Asbest maruziyeti ve sigara igimi

birlikteligi akciger kanseri riskini, sinerjistik etkileriyle daha da arttirmaktadir
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(31). Krizolit diger asbest liflerine gore daha az zararli olmakla birlikte, krizolit
toksisitesinin mitojenik potansiyeli oldugu gosterilmistir (30).

Sigaradan sonra akciger kanserinin ikinci en sik nedeninin radon oldugu
belirlenmistir (14). Radon, uranyumun ve radyumun kiriimasiyla dogal olarak
olusan bir gazdir. Genellikle toprak ve suda bulunur. Radonla iligkili risk artisi,
konutlarda ortama yayillan pargalanma urdnlerinin inhalasyonuyla iliskilidir.
inhale radonun Kkarsinojenik etkisi, partikille radon emiilsiyonundan daha
fazladir. Akciger kanserinin %2-14’Gnden, radonun sorumlu olabilecegi ileri
surtlmektedir (13,32,33). Nitekim vyapilan hayvan deneylerinde, 8 GSD
(Geometrik Standart Deviation) dozundan fazla radona maruz kalan farelerde,
akciger kanseri riskinin arttigi gozlenmistir (34).

Hava kirliliginin akciger kanseri Uzerine olan etkisini 6lgmek; uzun sireli doz
ve yogdunluk olgimu gerektirmesi, beraberindeki diger risk faktorlerinin sinerjik
etkileri ve akciger kanserinin klinik olarak ortaya ¢ikmasinin uzun yillar almasi
gibi nedenlerle oldukga gugtur (35). Tum bu gugliklere ragmen, hava kirliliginin
akciger kanseri riskini artirdigini gosteren c¢ok sayida prospektif calisma
mevcuttur (35). Ozellikle beraberinde sigara kullanimi veya mesleki maruziyet
varhginda sinerjistik etki ile bu risk daha da artmaktadir (35). Basta PAH,
arsenik, dizel partikulleri, nikel, krom gibi metaller olmak uzere fosil yakit
urtnleri, motorlu araglarin egzoz dumani ve komur dumani hava kirliligine
yolagcan Kkarsinojenik etkenlerdir. Hava kirliliginin yogun oldugu kentlerde
yasayanlarda, kirsal kesimde yasayanlarla karsilastirildiginda kuaguk hucreli
akciger kanseri iki, buyuk hucreli akciger kanseri 1.2-3.4 kat daha fazla
gorulmektedir (35). Ayrica kentlerde yasayan kisilerde akciger kanseri
mortalitesi, kirsal alanda yasayanlara kiyasla %30-40 daha fazladir (36).
Deneysel olarak dizel partikulleri, karbon ve sigara dumaninin gen promotor
bolgelerinde metilasyonu artirarak, PAH ise DNA hasarina yol agarak akciger
kanseri riski olasihgini arttirdig1 gosterilmigtir (36).

2.1.2.6. Diyet

Beslenme aligkanligi, akciger kanseri Uzerinde hem koruyucu hem de zarar
verici etkilere sahiptir. Tum kanser olumlerinin %30-40’inin saglikli yasam ve

beslenme ile Onlenebilecegi 6ngorulmektedir (37). Sebze ve meyveler,
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icerdikleri antioksidan ve vitaminler sayesinde koruyucu gidalardir. Bilinen en
onemli koruyucu ise beta karotenlerdir. Elma, greyfurt, kirmizi sarap, domates,
havug, brokoli, soya ve gayda bulunan flavonoidlerin akciger kanserine karsi
koruyucu olabilecegi, zeytinyagi, omega—3 ve omega—6 yag asitlerinden zengin
diyetin akciger kanserini azalttigi tespit edilmistir (37,38). Diyetinde -
karoten/retinol miktari ylksek olan olgularda, akciger kanserinin goreceli riski
0.59'a dusmektedir (13). Vitamin E ve selenyum, benzer sekilde antioksidan
etkiyle riski azaltmaktadir. Yuksek yagl diyetle beslenen sigara tiryakilerinde
akciger kanseri riskinin arttigi gosterilmistir (13).

Cay (6zellikle yesil cayin) kanserden koruyucu 6zelligi oldugu ve metastazi
onledigi, doymus yaglardan ve kolesterolden zengin diyetin akciger kanseri
riskini arttirdigini gésteren veriler mevcuttur (13,38).

2.1.2.7. Akciger Hastaliklari

Tuberkuloz, bronsektazi, pnomoni, abse, pulmoner emboli, interstisyel
akciger hastaliklar gibi akcigerde skatris birakan hastaliklarda, skar dokusunun
kanser gelisimine zemin olusturdugu bilinmektedir (13). Ornegin akciger
tuberkulozu gegiren olgularda akciger kanseri gelisme riski 8 kat fazladir (13).

2.1.2.8. Genetik Yatkinhk

Akciger kanseri riski, akciger kanserli hastalarin hem sigara igen, hem de
icmeyen akrabalarinda 2.4 kat fazladir (13). Birinci ya da ikinci derece
yakinlarinda herhangi bir organ kanseri dykusu olan Cinli kadinlarda, akciger
kanseri riskinin 1.9 kat arttigi gosterilmistir (39). Artmis ailesel riskin yas,
cinsiyet, mesleksel maruziyet ve sigara igiciliginden bagimsiz oldugu; akciger
kanserine predispozisyon yaratan nadir bir otozomal genin Mendelyen
kodominant kalitimi ile iligkili oldugu ileri sturilmektedir (32). Ailesinde akciger
kanseri OykusU olan hastalarda; hastanin yasi, sigara Oykusu, kanserin
histolojik tipi ve evresinden bagimsiz olarak, yasam beklentisi daha kisa ve
mortalitesi daha yUksek bir hastalik seyri gozlenmektedir (40).

Bireylerin %10-20’sinde akciger kanseri gelismesi ve pasif sigara dumanina
maruz kalan ve ailesinde DNA onarim kapasitesi fonksiyon bozuklugu bulunan
bireylerde, akciger kanseri riskinin 3.8 kat arttiginin saptanmasi g6zonune

alindiginda, akciger kanseri etyolojisinde genetik yatkinlik dikkati cekmektedir
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(18,32,41). Genetik aktarim, akciger kanseri gelisiminde, asbest, radon, alkol ve
sigaradan sonra en énemli risk faktortdur.

Kritik duzenleyici yolaklardaki genetik degismeler, karsinojeneze yatkinliga
neden olabilir. Ksenobiyotik metabolizmasi duzenlemeleri, genom stabilitesinin
kontroli, DNA onarim mekanizmalari, hicre doéngusu kontrol noktalari,
apoptozis, mikrogevresel faktorlerin kontrolli, matriks metalloproteinazlar,
hipermetilasyon baslaticilar, inflamasyon ve buylume faktorleri olaylarindaki
degdisimler, karsinojeneze neden olabilir (42). Akciger kanserinin klinigine
bakildiginda birgok (~10-20) gende mutasyonlar ve ekspresyon anormalliklerini
iceren genetik degisikliklerin oldugu goérulmektedir. Kanser gelisiminden once
preneoplastik solunum epitellerindeki lezyonlarda, bu genetik degisimlerin
bazilarinin saptanabilmesi ile yluksek riskli bireylerde erken mudahale ve kanser
gelisiminin kimyasallarla énlenmesi (chemoprevention) ile hayatta kalma
oranlarinda artis gortlebilir (43). DNA onarim kapasitesinin ve bunun kanser
duyarlligi Uzerine etkilerinin epidemiyolojisini aydinlatmak amaciyla yapilan
calismalar, énemli bir alan olusturmaktadir (44). Akciger kanseri hastalarinda
saglikh bireylerle karsilastirildiginda, DNA onarim kapasitesinin daha dusuk
oldugu bulunmustur. Molekuler epidemiyoloji c¢alismalari, DNA onarim
genotipindeki degisimlerin akciger kanseri duyarliigini degistirebilecegini
gostermektedir (45).

2.1.3. Siniflandirma (Histopatolojik)

Akciger kanserlerinin  siniflandiriimasi; hastalarin  tedavisinde uyum
saglanmasinin yanisira epidemiyolojik ve biyolojik calismalarin temelini
olusturmasi agisindan da oldukga dnem tagimaktadir. Diinya Saglik Orguti’niin
(DSO) akciger timérleri siniflamasi ilk olarak 1981 yilinda yapilmistir. Bu
tarihten sonra patolojik tani yontemleri ve kriterlerinde belirgin degisiklikler
gergeklesmis ve siniflama DSO tarafindan 2004 yilinda yeniden diizenlemistir
(Tablo 1) (46).
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Tablo 1: Malign Akciger Tiimérlerinde Histolojik Siniflama (DSO, 2004)

Malign Epitelyal Tiimorler
Skuamoz hucreli karsinom
Papiller
Berrak hicreli
Klguk hicreli
Bazaloid
Kugik hucreli karsinom
Kombine klglk hicreli karsinom
Adenokarsinom
Adenokarsinom, mikst tip
Asiner adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Bronkioloalveoler
Non—-misinéz
Misinéz
Mikst musindz ve non—-misin6z ya da belirsiz
hlcre tipi
Musin salgilayan solid adenokarsinom
Fetal adenokarsinom
Musinoz (kolloid) karsinom
Musinoz kistadenokarsinom
Tagli yuzik hiicreli adenokarsinom
Berrak hiicreli adenokarsinom
Blylk hucreli karsinom
Blyuk hicreli néroendokrin karsinom
Kombine biylk hicreli néroendokrin karsinom
Bazaloid karsinom
Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
Berrak hlcreli karsinom
Rabdoid fenotipinde blylk hiicreli karsinom
Adenoskuamoz karsinom
Sarkomatoid karsinom
Pleomorfik karsinom
ig hiicreli karsinom
Dev hiicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom
Karsinoid timorler
Tipik karsinoid
Atipik karsinoid
Tukruk bezi tipindeki karsinomlar
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal-miyoepitelyal karsinom
Preinvazif lezyonlar
Skuamoz hicreli in situ karsinom
Atipik adenomatoz hiperplazi
Diffiiz idyopatik pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi

Mezenkimal tiimorler
Epiteloid hemanjioendotelyoma
Anjiyosarkom
Pléropulmoner blastom
Kondroma
Konjenital peribrongiyal miyofibroblastik timdor
Diffiz pulmoner lenfanjiyomatozis
inflammatuar miyofibroblastik timor
Lenfanjiyoleiyomiyomatozis
Sinovyal sarkom
Monofazik
Bifazik
Pulmoner arter sarkomasi
Pulmoner ven sarkomasi
Benign epitelyal timorler
Papillomalar
Skuamoz hicreli papillom
Ekzofitik
Ters yerlesimli
Glanduler papilloma
Mikst skuamoz hicreli ve glandiiler papilloma
Adenomalar
Alveoler adenoma
Papiller adenoma
Tlakrik bezi tipi adenom
Muko6z bez adenomu
Pleomorfik adenom
Digerleri
Musin6z kistadenom
Lenfoproliferatif tumorler
MALT tipi marjinal zon B-hicre lenfomasi
Diffuz blylk B hucreli lenfoma
Lenfomatoid granitlomatozis
Langerhans hucreli histiyositozis
Cesitli timorler
Hamartoma
Sklerozan hemanjiom
Berrak hicreli tumor
Germ hcreli tumor
Teratom, matir
immatiir
Diger germ hucreli timorler
intrapulmoner blastom
Melanoma
Metastatik timorler
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2.1.4. Tani ve Evreleme
2.1.4.1. Evreleme
Akciger kanserli hastalarin prognoz ozelliklerine goére gruplanmasi ve
tedavilerinin planlanmasina duyulan ihtiyag, evreleme sisteminin gelistirimesine
yol agmistir. ilk kez 1946’da Denoix tarafindan énerilen TNM sistemi, 1966’da
“International Union Against Cancer” (UICC) ve 1973'de “American Joint
Committee on Cancer” (AJCC) tarafindan akciger kanserlerine uyarlanmistir.
Bu iki farkli yaklagim 1986'da AJCC ve UICC’nin yillik toplantilarinda yeniden
g6zden gegirilip “Uluslararasi Akciger Kanseri Evreleme Sistemi” adi altinda tek
bir sistem haline getirilmistir. Bu evreleme sisteminde Evre |, Il ve IlIA icindeki
TNM alt gruplarinin prognoz acgisindan oldukga heterojen oldugu gozlenmistir.
Evreleme sisteminin daha 6zgll hale getirilmesi amaciyla AJCC ve UICC’nin
1996 yillik toplantilarinda da onaylanan yeni bir dizenleme yapilmistir: Evre |
ve ll, T'nin durumuna gore A ve B olarak ikiye bolunmus, T3NOMO, T2N1MO ile
benzer prognoz oOzelliklerine sahip olmasi nedeniyle |IB’ye alinmistir. T4
kavrami igine yeni bir tanimlama (tumdrle ayni lobda satellit lezyon) eklenmisg,
timorden farkli lobdaki satellit lezyon ise M1 kavrami igine dahil edilmistir
(Tablo 2). Yeni evreleme sisteminin skuaméz hicreli, adenokarsinom
(bronkioloalveoler dahil), bayuk ve kuguk hucreli olmak Gzere akciger kanserinin
4 ana tipinin yanisira spesifik alt grubu belirlenememis indiferansiye
karsinomlara da uygulanmasi onerilmistir (47,48).
Evreleme cesitleri, klinik, cerrahi, patolojik, tedavi sonrasi ve otopsi
evrelemesi seklinde adlandirilir.
Akciger kanserli bir hasta degerlendirilirken tani ve tedavinin degisik
doénemlerinde farkli evrelendirmeler yapilmaktadir;
cTNM: Klinik evrelendirme. Radyolojik ve metabolik yontemlerle yapilan
degerlendirme esnasindaki evrelendirmedir. Bu evrelendirmeye gore

hastaya tedavi planlamasi yapllir.

sTNM: Cerrahi evrelendirme. Ameliyat esnasinda cerrah tarafindan yapilan

evrelendirmedir.
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PTNM: Patolojik (cerrahi sonrasi) evrelendirme. Ameliyat esnasinda alinan
dokularin  histopatolojik olarak degerlendiriimesi sonrasinda yapilan

evrelendirmedir.

rTNM: Tedavi sonrasi yeniden evrelendirme. Primer tedavi sonrasi halen

hastaligi bulunan bir hastanin yeniden evrelendiriimesini tanimlar.

aTNM: Otopsi evrelendirmesi. Akciger kanserli bir hastaya yapilan post-

mortem evrelendirmeyi tanimlar.

Tablo 2: TNM siniflamasi (49)

Primer Tiimor (T)

Tx  Primer timorin belirlenememesi veya balgam ya da brons lavajinda malign hiicrelerin tespit edilip gorintiileme
teknikleri ya da bronkoskopi ile timoérin gosterilememesi

TO Primer timor belirtisi yok
Tis Karsinoma in situ

T1 En genis ¢api < 3 cm, akciger veya viseral plevra ile gevrili, bronkoskobik olarak lob brongundan daha proksimale
invazyon gostermeyen tumor (6rn; ana brons invazyonu yok)*

T2 Tumoériun agsagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olmasi:
- En genis ¢ap1 > 3 cm
- Ana brong invaze, ancak karinaya uzaklk > 2 cm
- Viseral plevra invazyonu
- Hiler bélgeye ulasan, ancak tim akcigeri kapsamayan atelektazi ya da obstriiktif pnémoni.

T3 Timor herhangi bir blylklikte; gogus duvari (superior sulkus timorleri dahil), diyafragma, mediyastinal plevra,
pariyetal perikard gibi yapilardan herhangi birine direkt invaze veya

Ana bronsta, karinaya 2 cm’den daha yakin ancak karinayi tutmamis veya
Butin akcigeri kapsayan atelektazi ya da obstriiktif pnémoni ile birlikte
T4 - Tumor herhangi bir bliyUklikte; mediyasten, kalp, bliylk damarlar, trakea, 6zofagus,
vertebra korpusu, karina gibi yapilardan herhangi birine invaze veya
- Malign plevral veya perikardiyal sivi ile birlikte** veya
- Timorle ayni lob i¢inde satellit nodul veya noduller mevcut

Bolgesel Lenf Bezi (N)
Nx Bolgesel lenf bezlerinin degerlendiriiememesi
NO Bolgesel lenf bezi metastazi yok

N1 Ayni taraf peribrongiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf bezlerine metastaz ve primer timérin direkt yayilmasi ile
intrapulmoner bezlerin tutulmasi

N2 Ayni taraf mediyastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz
N3 Karsi taraf mediyastinal, hiler, ayni veya karsi taraf supraklavikuler veya skalen lenf bezi metastazi

Uzak Metastaz (M)
Mx Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var**

*

Ana bronsun proksimaline uzanan bronsiyal duvara sinirli invaze, herhangi bir buyuklikteki yuzeyel timor de T1
grubuna girer.

*Akciger kanseri ile birlikte olan plevral eflizyonlarin ¢gogu timdére baghdir. Bazi hastalarda plevral sivinin yinelenen
sitolojik incelemelerinde timoér saptanamaz. Bu olgularda sivi kanli ve eksuda 6zelliginde degildir. Klinik durum ve
sivinin 6zellikleri timoru dusindirmiyorsa, sivi evrelemede dikkate alinmamali ve hasta T1, T2 veya T3 olarak
degerlendiriimelidir. Perikardiyal sivi da ayni kurallara gére degerlendirilmelidir.

TUmorin oldugu lob digindaki timér nodilleri de M1 olarak siniflandirilir.

*kk
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Lenf nodlarini daha standart bir sekilde dederlendirmek amaciyla haritalar
gelistiriimistir. ilk kez Naruke ve arkadaslari tarafindan tanimlanan lenf nodu
haritasi, “AJCC “ ve “Prognostic Factors TNM Committee of the UICC” ‘nin 1996
yillik toplantisinda duzenlenmis ve kullanilmasi 6nerilmistir (Tablo 3, Tablo 4,
Resim 1, Resim 2) (49).

Tablo 3: N, Lenf nodlari

10 - Hiler Mediastinal plevranin distalinde lob bronslari ayriimadan 6nceki alanda yer

alan, sagda intermediyer bronsa kadar uzanan proksimal lober lenf bezleri

. Lober bronglar arasinda kalan lenf bezleri
11 - Interlober

Lober bronslarin distalindeki lenf bezleri
12 - Lober

Segment bronsuna komsu lenf bezleri
13 - Segmental

Subsegment bronsu ¢cevresindeki lenf nodlari
14 - Subsegmental




Tablo 4: N2 Lenf nodlari
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1 - Ust mediastinal

Brakiosefalik venin ust kenarinin trakeanin orta hattini caprazladigi

noktadan gegen horizontal dogrunun ustiinde kalan lenf bezleri

2 - Ust paratrakeal

1 nolu lenf nodlarinin alt sinirinin altinda ve aort kavsinin st kenarindan

gegen horizontal hattin Gizerinde kalan lenf nodlari

3 - Prevaskiiler /

Retrotrakeal

Tumor ile ayni taraf oldugu kabul edilen orta hat lenf nodlari

4 - Alt paratrakeal

Sagda: Trakea orta hattinin saginda; aort kavsinin st kenarindan gegen
dogrunun altinda, Ust lob brongunun en (st kenari hizasina kadar ana
bronsu da kapsayan alanda yer alan ve mediastinal plevra i¢inde kalan lenf

bezleri

Solda: Trakea orta hattinin solunda; aort kavsinin Gst
kenarindan gegen dogrunun altinda, Ust lob bronsunun en (st kenar
hizasina kadar ana bronsu da kapsayan ligamentum arteriyozumun

sagindaki alanda yer alan ve mediastinal plevra iginde kalan lenf bezleri

Ligamentum arteriyozumun ya da aortanin ya da sol pulmoner arterin

5 - Subaortik lateralinde, sol pulmoner arterin ilk dalinin proksimalinde ve mediastinal
plevra iginde yer alan lenf bezleri
. Cikan aortanin ve aortik kavsin ya da innominant arterin 6niinde ve
6 - Paraaortik oL ) oL )
yaninda yer alan lenf bezleri; Gist sinir aortik kavsin st siniri hizasidir
Karinanin alt seviyesinde yer alan lenf bezleri
7 - Subkarinal

8 - Paraozefagial

Ozofagusa komsu lenf bezleridir, subkarinal nodlar harig

9 - Pulmoner

ligament

Pulmoner ligamentin igindeki lenf bezleridir, posterior duvarda ve inferior

pulmoner venin alt béliminde yer alir.




N2 lenf nodlar (49)

» Ust Mediastinal Lenf Nodlari
1-Yiksek Mediastinal

2-Ust Paratrakeal
3-Prevaskduler ve retrotrakeal
4-Alt Paratrakeal

= Aortik nodlar
5-Subaortik (A-P Pencere)
6-Paraaortik

= Alt Mediastinal Lenf Nodlari
7-Subkarinal

8-Paradzofajial

9-Pulmoner ligaman

N1 lenf nodlari

10-Hiler
11-interlober
12-Lober
13-Segmental
14-Subsegmental

2

)
— &

Resim 2: Aortik nodlar (49)
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Resim 1: Mediastinal lenf nodlar (49)



28

Evrelemede Ozel Durumlar (50)

v

Rekurren laringeal sinir invazyonu T4 olarak kabul edilirken, rekirren
laringeal sinir ayrildiktan sonra vagus invazyonu T3 olarak tanimlanir.
Pulmoner arter ve venin perikard iginde invazyonu T4, perikard diginda
invazyonu T3 olarak degerlendirilir.

Bronkioloalveoler karsinomun evrelendiriimesinde egder multisentrik
dagihm gosteriyor ve lezyonlar bir lobla sinirli ise T4, birden fazla loba
dagilimis ise M1 olarak degerlendirilir.

Sempatik gangliyonlarin invazyonunun bulundugu superior sulkus
tumorleri T3 (Horner sendromu dahil) kapsaminda degerlendirilirken,
brakiyal pleksusun rezeke edilemeyecek kadar genis bir sekilde
tutulmasindan kaynaklanan gercek “Pancoast” sendromu (Horner
sendromu ve C8-T1 duzeyinde agriyla birlikte kol, el ve parmak
kaslarinda atrofi) T4 olarak degerlendirilir.

Diyafragma ve toraks duvarinin direkt olarak invazyonu T3, timorle
komsuluk olmadan ortaya ¢ikan tutuluglar M1 olarak degerlendirilir.
Visseral plevranin direkt invazyonu T2, malign sivi olmadan parietal
plevranin invazyonu ise T3 olarak evrelendirilir. Eger tumodrle direkt
komsuluk olmadan visseral veya pariyetal plevra tutulusu varsa (malign
sivi olsun veya olmasin) T4 olarak degerlendirilir.

Tumoruan diyafragmayi da gecgerek batin organlarini direkt olarak invaze
etmesi T4 olarak degerlendirilir.

Vertebraya komsu olan timorlerde korteks ya da kostatransvers foramen
invazyonu T4, radyolojik olarak vertebrada tumoére baglh erozyon
gosterilemediginde, sadece g¢evre yumusak dokuya invazyon (plevra,
prevertebral fasya veya periost) varsa bu durumda timoér, T3 olarak
degerlendirilmelidir. Ancak cerrahi ile periost invazyonu ispatlanirsa
lezyon patolojik olarak T4 olarak evrelendirilir.

Senkron tumor olarak degerlendirilen lezyonlar birbirinden bagimsiz

olarak evrelendirilir.
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v" Mediastene derin invazyon olmadan frenik sinir invazyonu T3 olarak
degerlendirilir.

v' Mediastinal organlar tutulmadan sinirh dizeyde sadece mediastinal
plevra ve yag dokusu invazyonu T3 olarak degerlendirilir.

v Azigos veni invazyonu T3 olarak evrelendirilir (Tablo 5).

Tablo 5: TNM Evreleme Sistemi (Uluslararasi Akciger Kanseri Arastirmalari
Birligi- 1996)

Evre TNM alt grup

Okdilt karsinom TxNOMO

Karsinoma in situ TisNOMO

1A T1NOMO
1B T2NOMO

A TIN1MO
1B T2N1MO
T3NOMO

A T3N1MO
T1N2MO
T2N2MO
T3N2MO

1B T4NOMO
T4N1MO
T4N2MO
T1N3MO
T2N3MO
T3N3MO
T4N3MO

1\ Herhangi T Herhangi N M1

Ancak yukarda belirtilen TNM evreleme sistemi, toplanan veriler esliginde
Uluslararasi Akciger Kanseri Arastirma Birligi tarafindan tekrar g6zden

gecirilmis ve 2009 yilinda yayinlanacak olan yenilenmis 7. TNM evreleme



30

sistemi olusturulmustur (51,52). Yeni dizenlemede asagida siralanan 6nemli

degisiklikler yeralmaktadir:

v

v

1. Deqisiklik: T1 timorler boyutlarina gore; T1a (€2 cm), T1b (>2
cm) olarak iki alt gruba ayriimigtir.

2. Degisiklik: T2 tumodrler boyutlarina gore; T2a (>3 ve <5 cm),
T2b (>5 cm ve <7 cm) , T2c (>7 cm) olarak U¢ alt gruba
ayrilmigtir.

3. Degqisiklik: T2c>7 cm olan timorlerin T3 olarak evrelendiriimesi
gerektigi

4. Degisiklik: Primer lobda bulunan nodulin T4 yerine T3 olarak
evrelendiriimesi

5. Deqisiklik: Ayni taraf farkli lobda yeralan nodulun, M1 yerine
T4 olarak evrelendiriimesi

6.Degisiklik: Malign plevral sivi  varhginin  T4ten M1e
evrelendiriimesi.M1’in toraksa lokal veya uzak olmasina gore M1a

ve M1b olarak ayrismasi.

2.1.4.2. Tani ve Evreleme Yontemleri

1- Non-invaziv Yontemler

B Goruntuleme yontemleri

Akciger grafisi

BT, YRBT

MR

Radyonuklid ynt. ler

B Balgam sitolojisi

indiiklenmis balgam

2- invaziv Yontemler

B Bronkoskopi

Brong lavaji, BAL
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— Bronsg biopsisi

— Transbronsiyal biopsi

— Transbronsiyal aspirasyon
Transtorasik aspirasyon/ biopsi
Torasentez/plevra biopsisi
Torakoskopi
Mediastinoskopi

Mediastinotomi

Torakotomi

2.1.4.2.1. Non-invaziv Yontemler

Akciger hastaliklarinda ilk segilen goérintileme yoéntemi direkt grafiler ve
bunlar icinde de en sik kullanilani posteroanterior ve lateral akciger grafileridir.
lleri evre evre kanserlerde belirgin lezyonlar net bir sekilde secilebilecedi gibi,
Ozellikle erken donemde bazi olgularda lezyonlar gézden kagabilmektedir. Eslik
eden atelektazi, postobstriktif pndmoni, kot erozyonu, plevral effizyon ve
mediastinal lenfadenopati (LAP) primer akciger kanserini dusinduren grafi
bulgularidir (53).

2.1.4.2.1.1.Direkt Akciger Grafileri

Posteroanterior (PA) grafi: Toraks organlari ve lezyonlari gergek
boyutlarinda goruntulenebilir (54).

Sag veya sol lateral grafi: Retrosternal ve retrokardiyak akciger alanlari PA
akciger grafilerinde slUperpozisyon nedeniyle goérintilenememektedir. Bunun
disinda akciger parankimi igerisinde yer alan lezyonlarin, Ust veya alt lob
yerlesimli olduklari ve segment lokalizasyonlari lateral grafi yardimiyla
degerlendirilebilir (54).

Anterior- posterior oblik grafiler: Ekokardiyografi yaygin kullanima girmeden
once siklikla kullanilan bir yontem olup, 6zofagus baryumla doldurularak
gergeklestirilir. Ozofagusun sol atriyumla komsulugundan yola gikilarak 6zellikle
PA grafilerde izlenemeyen sol atriyum ve diger kalp odaciklarindaki genisleme

g6sterilebilir. Ozellikle anterior oblik grafiler bu amagla kullanihirlar.
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Dekubitus grafileri: Plevral sivinin tespitinde ve sintsdeki kapaliligin plevral
sivi, pndmonik konsolidasyon veya parankimal volum kaybi kaynakli oldugunun
arastinimasinda kullanilir. Hasta, sivi suphesi olan tarafa yatirilarak, sivinin
plevra boyunca yayilmasi ve bu sayede sinuslerdeki obliterasyonun nedeninin

siviya ait oldugunun saptanmasi prensibine dayanir.

Apikal ve Lordotik grafiler: Posteroanterior grafide iyi izlenemeyen apeks
lezyonlarinin goruntulenmesinde faydalidir. Lordotik grafi de ayni sekilde orta

lob patolojilerinde kullanilir (54).

2.1.4.2.1.2. Bilgisayarli Tomografi

Toraks BT akciger kanserlerinin tanisi ve evrelemesi igin en sik kullanilan
standart tekniklerden biridir (55-57). Toraks BT, toraks igerisindeki tumorun
lokalizasyonunu, buyukligini ve anatomik yapilar ile iligkisini gostermekte ve
ayrica mediastinal lenf nodlarinin degerlendiriimesinde de kullaniimaktadir.
Siklhkla lenfadenopatinin kisa aksinin >1 cm olmasi patolojik kabul edilmekle
birlikte, kisa aksin ya da uzun aksin >1.5-2 cm olmasini patolojik kabul eden
calismalarda vardir (56). Toraks BT'nin bu alandaki duyarhhigi ylksek,
Ozgulliga dustktar. Clinkd BT nin degerlendirdigi lenf nodunun boyutudur ve
inflamatuar hastaliga bagh lenf nodu blyumelerini metastazdan ayiramadigi
gibi, 10 mm’den kuguk lenf nodlarindaki mikroskopik metastazlari da
gosteremez (58). Normal boyutta gorulen lenf nodlarinda %10-64 oraninda
mikrometastaz bulunabilmektedir (59). Postobstriktif pnémoni olgularinda
toraks BT'nin bu konudaki 6zgulligu belirgin olarak azalmaktadir (60-62).
Toraks BT'de buyumus lenf nodu olmayan %7-64 olguda, cerrahide N2 lenf
nodu saptanabilmektedir (60,61).

2.1.4.2.1.3. Magnetik Rezonans Goruntiuleme

MRG iyonizan radyasyon igcermeyen, her duzlemde goéruntileme yapilabilen
bir tani yontemidir ve akciger kanserlerinin degerlendiriimesinde ikincil
goéruntileme yontemi olarak kullaniimaktadir (63). BT gibi MRG de sadece
anatomik yapiylr degerlendirir. Bu nedenle lezyonlarin benign ya da malign
oldugunun anlasilmasi gugtur (60,64). MRG’nin hiler- mediastinal lenf nodu
goéruntilemesinde ve primer lezyon boyutunun saptanmasinda toraks BT'ye

ustiinligu goésterilememistir (57,64,65). MRG’de lenf nodlari ile damarsal yapi
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ayrimi BT'ye gore daha ustundur. Bu nedenle hiler ve aortikopulmoner

bdlgedeki lenf nodlarini degerlendirmede daha kesin sonuglar verebilmektedir

(66). Superior sulkus tumorlerinde Ozellikle brakial pleksus invazyonlarini

saptamada ve tUmorun mediasten, vertebra, gogus duvari ve diyafragmaya

invazyonunun degerlendiriimesinde kullaniimasi 6nerilmektedir (56,63,65).
2.1.4.2.1.4. Ultrasonografi

Daha ¢ok plevral sivinin miktarinin bilinmesinde ve plevral siviya eslikli
septasyonlarin gosterilmesi ile akciger kanserinde metastaz taramasi amagli
olarak 6zellkle Ust batin bdlgesi igin kullanilir (67). Ayrica igne biyopsilerinde BT
kadar sik olmasa da lokalizasyonu belirlemek amacli da kullanilabilmektedir.

2.1.4.2.1.5. Floroskopi

Diyafragma hareketlerinin izlenmesinde ve akcigerde supheli lezyonlarin
saptanmasinda kullanilan dinamik bir yontemdir. Mide filmlerinin ¢ekildigi cihaz
ile herhangi bir opak madde kullaniimadan, hareket izlenir. Frenik sinir
paralizilerinde diyafragma hareketlerinin izlenmesinde kullanilabilecegi gibi
buyuk akciger lezyonlarinin biyopsisinde de faydalidir (67).

2.1.4.2.1.6. Balgam Sitolojisi

Balgam sitolojisi, akciger kanserinin tanisinda invaziv olmayan, duyarlihgi
%20-90 arasinda degisen bir yontemdir. TUmorun santralde ve st lobda yer
almasi, buyuk olmasi tani olasiligini arttirmaktadir (57).

2.1.4.2.1.7. Tum Vicut Kemik Sintigrafisi (TVKS)

Tdm vicut kemik sintigrafisi 6zellikle hematojen yayillim gdosteren
malignitelerin kemik metastazlarinin saptanmasinda kullaniimaktadir. Kemige
metastaz yapan tumorun reaktif yeni kemik olusumuna yol agmasi ilkesine
dayanir. Olusan bu yeni kemigin kemik mineral ve osteoid donusimu normal
kemige goére daha hizli olup, kemikte Teknisyum-99m (Tc-99m) ile isaretli
difosfonatlarin birikimi tercihan buralarda olur.

Akciger kanserinin kemik metastazlari en sik vertebra, kostalar, pelvis ve
uzun kemiklerin proksimal kisim olmakla birlikte gogunlukla saf litik lezyonlardir.
Osteolitik metastazlar osteoblastik reaksiyona yol acmadiklari igin kemik

sintigrafisinde yalanci negatiflik gosterebilirler (57).
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2.1.4.2.1.8. Pozitron Emisyon Tomografi (PET)
PET taramasinda en sik floro-deoksi glikoz (FDG) kullaniimaktadir.
KHDAK'lerinde FDG-PET kullanimi:
- Fokal pulmoner lezyonlarda benign/malign ayirimi
- Mediastinal lenf nodlarinda benign/malign ayirimi
- Uzak metastazlarin belirlenmesi
- Nukslerin belirlenmesi
- Tedaviye yanitin degerlendirilmesi
- Prognostik bilgi saglanmasi

Skuamdz htcreli ve blyuk hicreli kanserler en fazla FDG biriktiren tiplerdir.
Adenokanserler, Ozellikle iyi diferansiye iseler daha az glukoz kullanirlar.
Bronkioloalveoler kanserler, karsinoidler ve musin6z kanserler dusik glukoz
afinitesi gdsteren ve FDG-PET imajlarinda yanhs negatif sonuglara yol agabilen
tumor tipleridir (68).

En sik yanlis pozitifik nedenleri arasinda tuberkiloz, koksidomikoz,
aspergilloz gibi granulomatéz enfeksiyonlar ve sarkoidoz gibi nonenfeksiyoz
granulomatdz hastaliklardir.

Hiler lenf nodu tutulumunun gdsteriimesinde FDG-PET'in BT'den Ustin
oldugu ortaya konmustur. BT ve FDG-PET'in birlikte kullanilmasi durumunda
lenf nodlarinin evrelemesinde en yuksek dogruluk oranlarina ulasiimaktadir.
KHDAK'lerinde o6zellikle adrenal ve kemik metastazlarin ortaya konmasinda
FDG-PET'in etkinligi gosterilmistir. FDG-PET ile yapilan bir calismada hastalarin
%13'Unde kemik metastazi tespit edilmigtir ve bunlarin %75'i semptomsuz
bulunmustur. Karsilastirmali arastirmalarda FDG-PET'in kemik metastazlar
tespit etmedeki duyarlihdr kemik sintigrafisine yakin, 6zgullugi ise daha yuksek
bulunmustur (69).

2.1.4.2.2. Evreleme igin Kullanilan invaziv Yéntemler

2.1.4.2.2.1. Transbronsiyal igne Aspirasyon Biyopsisi (TB-IAB)

Fiberoptik bonkoskopi ginimuzde tani, evreleme ve bazi durumlarda tedavi
amaci ile kullanilmaktadir. Tani ve evreleme yontemleri endobronsiyal forseps
biyopsi, fircalama, yikama, bronkoalveolar lavaj ve Wang igne aspirasyonu diye

de bilinen transbrongiyal igne aspirasyonudur (70). Bronkoskop iginden bir igne
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kateteri sokulur ve degerlendirilen kitle ya da mediyastinal lenf nodunu igeren
trakeobronsiyal dalin oldugu alana yonlendirilir. Yeterli 6rnek alinana kadar
birkag giris gerekebilir. Teknigin dezavantajlari kor bir biyopsi olmasi ve sinirli
lenf nodundan Ornekleme yapilabilmesidir (71). Transbronsiyal igne
aspirasyonu ile %90 oraninda yeterli materyal alinabilir. Daha sik olarak
subkarinal ve paratrakeal nodlari degerlendirme amaciyla kullanilir 4R ve 7
no’lu istasyonlar yuksek oranda degerlendirilebilmesine karsin 4L ve 5 no'lu
istasyonlardan tani saglanmasinda guglikler olur. Bir cm’den buyldk lenf
nodlarinda duyarlihdi %57, 6zgullugu %99’dur (72). Yapilan ileriye ve geriye
donuk calismalarda duyarlihdr %50 - %75, 6zgullugu ise %92 - %100 olarak
degismektedir (73-75). Komplikasyonlari arasinda bronkoskopiden kaynaklanan
laringospazm, Oksuruk, hipoksemi, aritmi, pnomotoraks ve biyopsiye bagli
endobrongiyal kanamalar gorulebilir (70,71,73,76).

2.1.4.2.2.2. Transtorasik igne Aspirasyon Biyopsisi (TT-IAB) veya Tru-
cut Biyopsi

Toraks iginde yer kaplayan ve diger tani metodlari ile nedeni belirlenemeyen
periferik kitlelerin tanisi ile KHDAK’nin evrelemesinde N2 ve N3 lenf nodlari
acisindan evrelemede, 6zellikle BT esliginde yapilacak IAB degerli bir tani
yontemidir. Ultrasonografi ve daha az siklikta floroskopi esliginde de
uygulanabilir. Genellikle 1.5 cm Uzerindeki lenf nodlari igin uygundur. Yontemin
duyarliigi uygun kosullarda, sitopatolojide deneyimli bir patolog ile %95’lere
ulagsmaktadir. Buna karsin yalanci negatiflik orani %20 - %50 arasinda
degismektedir (71,72,76,77). Kronik obstruktif akciger hastaligi, yaygin
pulmoner hastalik, kanama diyatezi, pulmoner hipertansiyon, dnlenemeyen
OksuUruk, kist hidatik siphesi, karg! tarafta pnémonektomi dyklsu, arteriyovendz
malformasyon kontrendikasyonlarini olusturur. Olasi komplikasyonlari; 6zellikle
kronik obstruktif akciger hastaligi olanlarda gelisebilecek pnomotoraks,
hemotoraks, hemoptizi, hematom ve nadiren hava embolisi ile ampiyemdir
(73,76,78).



36

2.1.4.2.2.3. Endobronsiyal Ultrasonografik igne Aspirasyon Biyopsisi
(EBUS - iAB)

Bronsiyal ve mediyastinal patolojilerin tanisinda kullanimi halen geligimini
surdirmektedir. Sedasyon altinda ultrasonografi probu egliginde fleksibil
bronkoskop ile goérerek uygulanir. Bir, 2, 4, 7 numarali lenf nodu istasyonlarinin
yani sira 10 ve 11 gibi hiler lenf nodlari da &6rneklenebilmektedir. Alinan
orneklerin hasta bagi sitopatolojik degerlendiriimesi, tani elde etmek igin gerekli
igne giris sayisini azaltabilir. Yasufuku ve arkadaslarinin (79) yaptigi ¢galismada,
duyarliigi %92.3, 6zgullidi %100 olarak belirtimstir. Bu ydntemin avantaji
biyopsi icin malign olmasi daha muhtemel lenf nodlarinin segciminde nekroz gibi
Ozelliklerin ultrasonografi ile es zamanli degerlendirilebilmesidir (76,80).

2.1.4.2.2.4.0zofajiyal Endoskopik Ultrasonografi ile igne Aspirasyon
Biyopsisi (EUS-IAB)

Aslinda gastrointestinal malignitelerin  tani ve evrelemesi amacli
kullanilmakta olan endoskopik ultrasonografi, mediyastinoskopiye alternatif
olarak ortaya ¢ikmigtir. Lineer ekoendoskop gelisimi ile lenf nodlarindan biyopsi
mumkiin hale gelmistir. islem 6zofagoskop yardimiyla uygulanir. Biyopsi ignesi
ile endoskop icinden gecilerek 6zofagus duvarindan girilir. Paradzofajiyal,
inferior pulmoner ligaman ve aortopulmoner penceredeki biyopsi alinacak lenf
nodlari ultrason yardimi ile tespit edilir. Birkag lenf nodundan biyopsi yapilabilir
olmasi kullanimini kisitlar. Bu teknik, subkarinal saha ve inferior mediyastinal
lenf nodlari icin mikemmel goéris saglar (70,71,73,76,81). Sinirlayici yonu sag
paratrakeal lenf nodlarini gorantilemedeki zorlugudur. Bu sinirlama ile BT, PET
ya da mediyastinoskopinin vyerini almak Uzere degil ama evrelemede
tamamlayici yontem olarak kullanilabilir (70,81). Avantaji, biyopsi igin malign
olmasi daha muhtemel lenf nodlarinin se¢iminde nekroz gibi 6zelliklerin
ultrasonografi ile es zamanl degerlendirilebilmesidir (71).

2.1.4.2.2.5.Mediyastinoskopi

Mediyastinal lenf bezi biyopsisi tani ve evreleme amagl yapiimakla birilikte
KHDAK'de en oOnemli endikasyonu torakotomi oOncesi akciger kanseri
evrelemesidir. Standart servikal mediyastinoskopi ile pretrakeal, paratrakeal ve

anterior subkarinal bolgede 2, 3, 4 ve 7 numaral lenf nodu istasyonlarindan
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biyopsi alinmaktadir. islem ayni zamanda lenfoma, sarkoidoz, tiiberkiloz gibi
granilomatdéz hastaliklarin  tanisinda da altin standarttir (72,76,82).
Komplikasyonlar nadir olmakla birlikte, aritmi geligebilir, 6zofagus, torasik kanal,
brong ve trakea hasari, damar yaralanmasina bagli kanama, rekurren sinir
zedelenmesi, pnomotoraks, hematom ya da cilt enfeksiyonu gelisebilir.
Toloza’'nin (71), 5687 hastayi iceren 14 serilik derlemesinde duyarliigi %67 -
%92 arasinda degisirken, 6zgulligu %100’dur. Yalanci negatif sonu¢ %10’un
altinda iken, yalanci pozitif sonu¢ olmamaktadir (71,76,82,83).

2.1.4.2.2.6. Anterior Mediyastinotomi

Standart servikal mediyastinoskopi ile 5, 6 ve posterior 7 numarali lenf nodu
istasyonlarina ulagilamamaktadir. Ozellikle sol (st lob timérlerinde 5 ve 6 no’lu
istasyonlarin orneklemesi amaciyla mediyastinotomi, genigletilmig
mediyastinoskopiye alternatif olarak siklikla tercih edilen yaklasimdir. Mc Neil
ve Chamberlain tarafindan (84), 1966’da tarif edilen sekli ile parasternal olacak
sekilde, ikinci veya uguncu kikirdak kosta Uzerinden 5 cm’lik insizyonu takiben
kostal kikirdak gikarilarak veya 2 ya da 3. interkostal araliktan girilerek islem
uygulanir. internal torasik arter ve ven baglanir. Yapilan palpasyon ile lenf
bezleri bulunup, direkt olarak veya mediyastinoskop ekstraplevral alana
yerlestiriimek suretiyle biyopsi alinarak iglem tamamlanir. Plevra acildigi
takdirde drenaj gerekebilir (76,82).

2.1.4.2.2.7. VATS (Video Yardimh Torakoskopik Cerrahi)

Videotorakoskopik cerrahi basit plevral patolojilerin tanisi igin kullanilabildigi
gibi bugun her turlu akciger, 6zofagus ve mediyasten patolojilerinde gittikgce
artan siklikta kullanilmaktadir. Kullanilma endikasyonlari arasinda plevra,
akciger, mediyasten, perikard biyopsileri, pulmoner nodullere ydnelik wedge
rezeksiyon, plorektomiler, bul rezeksiyonlari, mediyastinal kitle eksizyonlari,
sempatektomi, akciger anatomik rezeksiyonlari ve mediyastinal evreleme
sayllabilir (82,85). Bu yontemle 5 ve 6 numaral lenf nodlarinin yani sira ust ve
alt paratrakeal lenf nodlari, subkarinal nodlar, paradzofajiyal ve inferior
pulmoner ligaman lenf nodlart da  degerlendirilebilir.  Potansiyel
komplikasyonlarini kanama, persistan pnomotoraks, interkostal sinir ve damar

yaralanmasi, aritmi, anesteziyle iligkili komplikasyonlar, solunum yetmezligi,
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yara enfeksiyonu ve malign timorin goégus duvarina implantasyonu olusturur.
Avantajlari arasinda postoperatif agri azhdi, solunum fonksiyonlarinin
korunmasi, yogun bakim ihtiyacinin ve hastanede kalig suresinin az olmasi, tip
drenaj suresinin kisa olmasi sayilabilir (70,72,76,82,86).

2.1.4.2.2.8. Skalen Lenf Biyopsisi

intratorasik patolojilerin tanisinda kullaniimaya baslanmistir. Palpe edilen
lenf nodlari gerektirir. Lenf nodu palpe edilemeyen durumlarda kullanimi
tartismaldir. Gunumuizde bir ¢ok merkezde mediyastinoskopi tercih
edilmektedir. Lokal anestezi altinda palpe edilen lenf bezi Gzerinden ya da
klavikulanin yaklagsik 2 cm Uzerinden sternokleidomastoid kasinin lateral siniri
ustiinden yapilan insizyon ile gergeklestirilir. Bolgedeki yag dokusu anormal lenf
bezi bulunmazsa, tamamen c¢ikarilir (82).

2.1.4.2.2.9. Torakotomi

Tum tanisal tetkikler sonrasi kesin tani yapilamayan, tUumor kuskulu olan
veya histolojik tip tayini-tespiti gereken hastalarda tanisal amagli “eksploratris
torakotomi” yapilabilmekte, bu tetkik icin hastalarin operasyona uygun olmalari
gerekmektedir (82).

2.2. Genetik Polimorfizm

2.2.1. DNA

insan genomu yaklasik 3x10° baz giftinden olusmaktadir ve genetik bilgiyi
tasiyan yaklasik 25.000 gen, 46 kromozom igerisinde bulunmaktadir. insan
DNA'sinin yaklasik %99.9'u iki insan arasinda aynidir ve insanlardaki genetik
cesitlilik DNA zincirindeki kuguk farklardan kaynaklanmaktadir. Bazi DNA
sekanslarindaki farklar insan fenotipini etkilememekte, bazilari ise direkt
hastaliga neden olmaktadir. Bu iki u¢ arasinda anatomik, fizyolojik, tedaviye
cevap, ilaglara karsi yan etki, enfeksiyonlara yatkinlik, kansere yatkinlik ve
kisilik 0zellikleri gibi genetik farkliliklar yer alir (87).

2.2.2. Gen Mutasyonu

DNA nUkleolid dizilimindeki degisiklikler mutasyon olarak tarif edilir ve
mutasyonlar baslica U¢ kategoriye ayrilir: 1- hicrede kromozom sayisini
etkileyen mutasyonlar (genom mutasyonu), 2- tek basina kromozomun yapisini

etkileyen mutasyonlar (kromozom mutasyonu), 3- genleri etkileyen mutasyonlar
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(gen mutasyonlari). DNA sekanslarindaki gen mutasyonlari tek nuikleik asit
degisimlerinden binlerce baz ciftini etkileyecek degdisimlere kadar uzanir. DNA
sekanslarindaki bu degisimler yuksek ¢ozunarlikli genetik analizlerle
gorulemeyecek kadar kuguktur ve 6zel teknikler gerektirir. Genlerdeki nukleotid
degigsimleri gen ekspresyonunun tamamen kaybina, varyant protein
ekspresyonuna veya tamamen normal fenotipik degisikliklere neden olabilir,
DNA'daki baz ciftlerinin yer degistirmesi (substitusyonu) baslica iki mekanizma
ile olugabilir: 1- DNA'nin normal replikasyonu sirasinda olusan hatalar, 2- DNA
hasarinin tamirinin yapilamamasindan olugan hatalar. Bazi mutasyonlar
spontan olarak bazilari ise fiziksel veya kimyasal mutajenler araciligi ile olusur
(87).

2.2.3. Mutasyonlarin Molekiiler Temeli ve Belirlenmesi

Bir genin 6zgln bir kromozom bdlgesinde (lokus) veya DNA dizisinin birkag
alternatif formundan her birine “allel” denir. insanlar her otozomal lokusunda,
biri anneden digeri babadan gelen iki allel bulundurur. Farklh genom
lokuslarindaki allellerde ¢ok ¢esitli mutasyonlar bulunmaktadir. Bu mutasyonlar
toplumda normalin varyasyonundan, kalitsal hastaliklara kadar uzanmaktadir.
Gunumuzdeki rutin  molekuler teknikler ile bircok genetik hastaliktaki
mutasyonlar kolaylikla belirlenebilmektedir. Toplumdaki farkli mutasyonlarin
tanimlanmasi ile ailelerin genetik hastaliklar agisindan taranmasi ve genis
populasyonlarin risklerinin belirlenmesi mimkuan olabilmektedir (87).

2.2.4. Genetik Polimorfizm

Bir lokusta birden fazla allelin bulunmasi gseklindeki DNA nukleotid
degisimlerine polimorfizm adi verilir. Allellerin genel populasyondaki
kromozomlarin %1'inden fazlasinda bulunmasi "genetik polimorfizmi* olusturur.
Allelik sikhigi %1’den kuguk ise buna “nadir varyantlar" denir. Genlerin
regulatuar (dUzenleyici) bolgelerinde bulunan polimorfik alleller, genlerin
transkripsiyonel regulasyonunu etkileyerek, fenotipik dedisikliklere neden
olabilir. DNA polimorfizimleri teriminden, toplumda yaygin olarak rastlanan ve
genellikle hastalik etkeni olmayan genom degisiklikleri anlasilir. Bu polimorfik
Ozellikler farkli gorunumlerde karsimiza cikarlar. Kisa ve uzun nukleotid
tekrarlari (STRP- Short of Tandem Repeats Polymorphism and VNTR- Variable
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Number of Tandem Repeats Polymorphism) ya da tek baz degisiklikleri (SNP-
Single Nucleotide Polymorphism) bu dedisikliklere birkag 6rnektir. Bu
polimorfizimleri tespit etme yontemleri birbirinden farkl olmakla birlikte, gerek
STRP gerekse SNP degisikliklerinin galigsilmasindaki ana amag, bireyin her bir
lokalizasyonunda bir anneden digeri ise babadan kalitmis oldugu es
kromozomlari arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesidir. Bu durum genotipleme
olarak adlandirilir ve genotipleme sonucunda, hangi alelin hangi ebeveynden
kalitildigi saptanabilir. Birbirine ¢ok yakin yerlesimli birden fazla polimorfik
bdlgenin genotiplenmesi (haplotip olusturma) ise tek bir lokalizasyonun degil,
ilgili kromozomun belli bir par¢casinin hangi ebeveynden geldigini anlamamiza
yol agacaktir. Genotip ve haplotip dizeyinde olusan farkliliklar kromozomlarin
kusaklar arasi kalitiminin izlenmesi igin kullanilir ve bu yontemle hastalik etkeni
olan genlerin kromozom lokalizasyonlarinin saptanmasi (hastalik geni
haritalamasi) mumkuindur (87).

2.2.5. DNA Analizinde Kullanilan Bazi Yontemler

Rutin DNA analizinde kullanilan pek ¢ok yontem mevcuttur. En ¢ok
kullanilan yontemler;

» Restriction Fragment Length polymorphism (RFLP)
Polymerase chain reaction (PCR)
Southern Blot Analizi
DNA Dizi Analizi
Single strand conformational poltmorphism (SSCP)
Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)
Heterodubleks analizi
Chemical mismatch cleavage (CMC)
DNA chipleri (88)

YV V. V V V V V V
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2.2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, herhangi bir DNA fragmaninin, iki oligonikleotid primer arasindaki
kisminin ¢ogaltilmasi i¢in enzimatik bir metottur. Primerler, bir tanesi bir zincire
komplementer, digeri amplifiye edilmesi gereken DNA'nin kargi zincirindeki ters
tarafa komplementerdir (Resim 3). DNA isi ile denatire edilir ve DNA polimeraz
her iki zincirde primerler arasindaki bolgenin kopyasini Uretir. DNA tekrarlayan
miktarda iIs1 denatlrasyonu ve primer hibridizasyonu ile hizli bir sekilde

cogaltilir.
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Resim 3: PCR igsleminde reaksiyon basamaklarinin sematik gdsterimi (90).
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2.2.5.2. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ve
Restriksiyon Enzimleri

Restriksiyon enzimleri, gok 06zel bir DNA ¢ift sarmal baglangi¢ bdlgesini
tanir ve DNA'yi belirli bir bdlgeden keser. Bu bakterilerde bulunan ve yabanci
DNA’lara karsi korunmaya yarayan enzimlerdir ve bulunduklari organizmaya
gére adlandirilirlar (Ornek; EcoRI, Escherischia Coli'den elde edilir) (91).
Genomik DNA'da olugsan baglangic bolgesi degisiklikleri, restriksiyon
enzimlerinin kesim yerlerini degistirir ve kesim sonucu olusan pargalarin
boyutlari degisir. Enzim kesim yontemi ile kesim sonucu olusan parcalar,
agaroz jel Uzerinde elektroforez edilir ve molekiler boyutlarina gére bandlara
ayrilir (89).

2.3. Kanser
Kanser hucreleri; hucrenin aktivitesini kontrol eden DNA molekulindeki

hasarlardan dolayi ortaya ¢ikar. Cogu zaman vicut hasar goren DNA’y1 tamir
edebilecek mekanizmaya sahiptir. Fakat hucrelerde meydana gelen DNA
hasarinin onarilmamasina bagh olarak kanser olgusu ortaya ¢ikar. Kanser
genellikle solid tumorler olusturur. Fakat I6semi gibi bazi kanser tirleri ise
kitle olusturmazlar. Ayrica bitin timérler kanser degildir. Iyi huylu olan
tumorlerin malign olanlardan en 6nemli farki, vicudun diger bodlgelerine
yayllmamalari ve ¢ok nadir durumlar haricinde hayati bir tehlike
olusturmamalaridir (92).
2.3.1. Kanser Gelisiminden Sorumlu Genler
1. Onkogenler
- bayume faktorleri
- blylume faktorl reseptorleri: c-erbB reseptorler
2. TUmOr suppressor ve apoptosis-iligkili genler
3. Hucre dongusu kontrol genleri
4. Hiucre adezyonu ve harekette ise karisan genler
5. Extrasellular matrixi bozan enzimler (MMP...)
6. Angiogenik faktorler
2.4. Ekstraselluler Matriks ve Matriks Metalloproteinazlar
ECM, kollagen, laminin, fibronektin ve elastin gibi bilesenlerden olusan,

hlcreleri bir arada tutup dokularin G¢ boyutlu yapisini koruyan hicrelerarasi
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yapidir. ECM, hucreler arasinda kontrolli bir ortam olusturmanin yaninda
hicre blyimesi, farklilasmasi ve sagkalimda da kritik rol oynar (93).

ECM sentez, pargalanma ve yeniden yapilanma sureglerindeki hucre
regulasyonu, donusumu gibi etkilerini metalloproteinazlar (MMPs) araciligi ile
ortaya koyar.

MMPs, ECM’i parcalayan, noétral pHda aktif olan, multigenik bir
endopeptidaz ailesidir. Tum proenzim olarak fibroblastlar, osteoblastlar,
kondrositler, endotel hicreleri, makrofajlar, nétrofiller gibi gesitli bag dokusu

hicrelerinden salgilanirlar.

MMPs yara iyilesmesi, kemigin yeniden yapilanmasi, uterus ve meme
dokusu fizyolojik fonksiyonlari, ovulasyon, embriyogenezis, embriyo
implantasyonu, laktasyon gibi fizyolojik sureglerde yer aldigi gibi ayni
zamanda artrit, tumor hucresinin  invazyonu ve metastaz gibi patolojik

sureclerde de rol oynarlar.

Kanserde ECM, tumoér dokusunun blyumesi ve tumoér hicresinin
yayihimini onlemek icin primer bir bariyer olarak gorev yapar. Malign tumorler

bu bariyeri agsmak i¢in metalloproteinazlari kullanirlar (94,95).

2.4.1 Matriks Metalloproteinaz Ailesi

MMP ailesi asagidaki 6zelliklere sahiptir (94,96,97).

1.Ekstraselliler matriksin en az bir komponentini parcalayan
proteinazlardir.

2. Zn iyonu igerirler ve bu nedenle selatlayici ajanlarla inhibe olabilirler.

3. Latent formda salgilanirlar ve proteolitik aktivitelerini gdstermeleri igin
aktive olmalari gereklidir. invitro olarak organomolekiiler bilesenlerle aktive

olabilir.

4. Metalloproteinazlara spesifik doku inhibitorleri ile (Tissue inhibitors of

matrix metalloproteinases, TIMPs) inhibe olurlar.

5. Molekuler klonlama yontemleri ile cesitli grup uyelerinin aminoasit

benzerlikleri oldugu gosterilmigtir.



45

2.4.2 Metalloproteinazlarin Yapisi

Klonlanmig MMPs’larin primer yapisi incelendiginde bu proteinlerin
birkac farkli bolge icerdigi gorulur (98).
1. Predomain: ilk boélge predomain olarak tanimlanan, molekiili
sekresyon icin hedefleyen, ancak daha sonra uzaklastirilan ve latent
enzimde bulunmayan sinyal peptit dizesidir (95,98). 80-90 aminoasit igeren

aminoterminal propeptiddir (95).

2. Prodomain: Enzim aktive oldugunda cikarilir ve yuksek derecede
korunmus PRCGVPDV dizesi igerir. Prodomain yapisinda bulunan sistein
rezidulerinin, enzimin latent formunun korunmasinda rol oynadigina inanilir
(98). Prodomainin ¢ikarilmasi, inaktif proenzimin aktif forma dénlismesini
saglar (95,99).

3. Katalitik bolge: Katalitik bdlge, histidin reziduleri iceren, fonksiyonel

stabilitenin korunmasi igin gerekli olan ¢inko iyonunu igeren boélgedir (95).
4. Prolinden zengin bolge: Katalitik bolge ve son bolge arasinda yer alir.

5. Hemopeksin benzeri bdlge: Son kisimda "hem" baglayan molekullere
dizin benzerligi nedeniyle, hemopeksin olarak adlandirilan bolge yer alir. Bu
bolge N ve C terminal kisimlari baglayan disulfit bagi icerir ve katalitik
bolgeye 5-10 aminoasitlik, prolinden zengin bir bdlge ile baglanir. Matrilysin
(MMP-7) disinda tum metalloproteinazlarda bulunur (99). Bu bdlgenin
fonksiyonu bilinmemekle birlikte, substrat spesifitesini saglama ya da
plazminojen aktivator drokinaz sistemine analog olma 6zelligi ile hicre yuzey

reseptor alanini tanima fonksiyonu gosterdigi ileri surilmektedir (98).
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Resim 4: MMP enzimlerinin molekiler yapisi (Vihinen P 2002 ve Kuzuya M 2003
ten modifiye edilmigtir).

MMP’ler gesitli ortak yapisal 6zelliklere sahiptirler. MMP’lerin tUmuU tipik
olarak N terminalinde enzimin lider dizilimi olan pre-domain igerirler (Resim
4) (100,101). Bu lider dizilim, enzimi salgilanma igin etiketler ve salgilanma
sonrasi kaybolur. ikinci bdlge olan pro-domain, enzimin latent formda
kalmasindan sorumludur ve enzim aktivasyonunu takiben kaybolur. Bir
sonraki kisim Zn++ baglayan bolgeyi iceren katalitik domaindir (102).
Katalitik domain ek olarak yapisal bir Zn++ iyonu ve 2-3 Ca++ iyonu igerir.
Bu bolge stabilite ve enzimatik aktivitenin olugsmasi igin gereklidir (102).

2.4.3 Metalloproteinazlarin Siniflandiriimasi

Son birka¢ yilda MMPs tanimlanmasi oldukga hizli gelismistir. MMPs
ailesinin eskiden tanimlanmigs 7 Uyesi varken, yeni kesfedilen
metalloproteinazlarin bunlara eklenmesi ile sayilari giderek artmistir.
Metalloproteinazlarin farkh kigiler tarafindan kesfi oldukga karigik bir
adlandirma sistemine neden olmus ve bu nedenle MMPs ailesinin Uyelerinin
herbiri birden fazla isimle adlandiriimistir. Uluslararasi Biyokimya ve
Molekuler Biyoloji Birligi 6zellikli enzim numaralari ve basit isimler vermeyi
Oonermistir (Tablo 6) (95,97,99).
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MMP’ler substratlarina gore 5 gruba ayrilirlar;
1.Kollagenazlar: MMP-1, MMP-13, MMP-8, MMP-18
Tip I, II, I, VIl ve X kollageni pargalar.
2. Jelatinazlar:
Jelatinaz A (72 kDA tip IV Kollagenaz / MMP-2): Fibroblastlar, osteoblastlar
ve duz kas hucreleri tarafindan uretilir.
Jelatinaz B (92 kDA tip IV Kollagenaz / MMP-9): Eozinofiller, monositler,
makrofajlar, keratinositler tarafindan aretilir ve nétrofillerde depolanir.
Her ikisi de denatiure kollageni yani jelatini parcalar. Ayrica bazal membran
dahil diger ECM komponentlerini de sindirirler.
3.Stromelisinler: MMP-3 (stromelysin-1), MMP-10, MMP-11
Cok kuvvetli proteoglikonazlardir. Bazal membran, laminin, fibronektin, tip 1V
ve IX kollageni yikarlar.
4 Membran tipi MMP’ler (MT-MMP): MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,
MMP-24, MMP-25
Diger MMP’lerin aksine salgilanmazlar. Karboksi- terminal transmembran
bdlgeleri ile hicre yuzeyine tutunurlar. ECM komponentlerini sindirirler; diger
MMP’leri aktive ederler.
5. Digerleri: MMP-7, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-23, MMP-
26, MMP-27, MMP-28 (102).



Tablo 6: MMP enzimlerinin
(102,103,104).

substrat
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Ozgulligiine goére siniflandiriimasi
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2.4.4. MMP Ekspresyonunun Regtlasyonu

Oldukga yikict gucu olan MMP’lerin  ekspresyonu, transkripsiyon,
salgilanma, yerlesim, aktivasyon ve inhibisyon gibi degisik basamaklarla
kontrol edilmektedir. MMP salgilayan hucrelerde MMP depolanmasi olmaz
ve ekspresyon en dusuk duzeyde tutulur. Sadece notrofiller sekretuar
granullerinde MMP-8 ve MMP-9 depolar. MMP’lerin ekspresyonu, buyume
faktorleri, sitokinler, forbol esterleri gibi kimyasal ajanlarla, onkogenlerle,
hicre-hicre ve hiicre-ekstrasellller matriks etkilesimleri ile dizenlenir (105).

2.4.5. Gen Transkripsiyonu

Ektraselluler uyarilara cevap verebilen MMP genleri (MMP-1, MMP-13,
MMP-3, MMP-10, MMP-7, MMP-12, MMP-9 ve MMP-19) promotor
bdlgelerinde aktivator protein-1 (AP-1) baglanti bolgesi igerirler. Jun ve Fos
onkogenleri AP-1 baglanma bolgesine baglanir ve MMP geninin
transkripsiyonunu aktive eder. Proksimal veya distal AP-1 baglanti bolgesine,
ETS transkripsiyon faktorleri baglayan polyomavirus enhancer A baglayici
protein-3 (PEA-3) bdlgesi eslik eder. AP-1 ve PEA-3 birlikte blyume
faktorleri, onkogen urunleri ve tUumor promoterlarina karsi cevabi duzenler
(106).

Cesitli MMP tipleri ve TIMP’ler akciger, over, pankreas, malign melanom,
prostat, meme, bas-boyun ve kolorektal kanserlerde arastirilmistir (107-112).
Bu caligmalarin arasinda en onemlileri akciger hastaliklari ile yapilmig
olanlaridir. MMP’lerin ve TIMP’lerin akciger kanserinde prognostik faktor
olarak degerlendirilebilecedi ve sagkalima etkisi oldugu da gosterilmigstir
(113,114). Kanserde MMP’lerin serumda yuksek dizeyde belirlenmesinin,
metastazlarin erken tanisinda oldukga faydali olacagi bildiriimektedir (115).

2.4.6. Kanser Geligsiminde MMP Enzim Ailesinin Rolu

Temel kanser arastirmalari onkogenlerin fonksiyon kazanmalari veya
tumor
baskilayici genlerin  fonksiyonlarini  yitirmeleri Gzerine odaklanmigtir

(116,117). Bununla birlikte tumorlerin ve stromal hacrelerin hicre digi
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matriksleri, timoér gelisiminde oldukga dnemlidir (118). MMP’ler timoér mikro
cevresini duzenlemede onemli bir yere sahiptir ve kanserli hucrelerdeki
ekspresyonu normal hlcrelere nazaran oldukg¢a fazladir. MMP’ler proteolitik
enzimlerdir ve temel olarak protein yikiminda rol oynarlar. Hucre
blylumesinde, farklilasmasinda, apoptoziste, hiicre goglinde, invazyonda ve
timorlerdeki angiogenez’de bir takim roller Ustlenmiglerdir. Yapilan
farmasotik calismalarda MMP baskilayicilar  gelistirilmigtir ama  klinik
denemelerde elde edilen sonuglar ¢ok olumlu degildir. MMP’lerle yapilan ilk
calismalar, MMP’lerin timor gelisiminin son safhalarina; metastaz ve
invazyon uzerine odaklanmigtir. Fakat son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
ise  MMP’lerin angiogenez’'de de Onemli rol oynadiklarini gostermis,
dolayisiyla da MMP’lerin timor gelisiminde de o6nemli oldugu ortaya
konmustur (119).

Gelatinaz A (MMP-2); kolon, pankreas, mesane, prostat, akciger, deri
karsinomlarinda, meme ve over kanserinde ve hemen tum kanser tiplerinde
tumor stromasina sinirlandiriimis olarak izlenir. Prostat kanserinde neoplastik
epitel dokusunda, hipofarinks ve pankreas kanserinde ise hem neoplastik
epitel hem de timdr stromasinda goértlmesi ender rastlanan durumlardir (99).

Matrilysin (PUMP-1, MMP-7); mide, akciger, meme, prostat ve kolorektal
kanserlerde artar. Tum tumor hdcrelerinde bu artis neoplastik hicrede
saptanmaktadir. Kolorektal kanserde artmig matrilysin dizeyleri timérin geg
evresi ile iligkilidir. Bazal hucreli karsinomlarin atipik malign timaorler olduklari
ve metastaz yapmadiklari bilinmektedir ve bu tumorlerde matrilysin
dizeyinde artis olmayigi, matrilysinin tUmor progresyonunda énemli bir rolt
olduguna kanitidir (99).

2.4.6.1. MMP’ler Apoptozisi Duzenler

MMP’lerin hem apoptozis hem de anti apoptozis Uzerine etkisi vardir.
MMP-3, MMP-7 ve MMP-11, memede ylUksek seviyede sentezlendiklerinde,
laminini yikama ugratarak apoptozisi dizenlerler (120). MMP-7 hlicre zarinda
bagli olan Fas Ligandi serbest hale getirerek yolaklara bagli olarak
apoptozisi ya uyarir veya baskilar. Ornegin, MMP-7 ERBB-4 tirozin kinazi

aktiflegtirerek hucre canhligini saglayan HB-EGF'’yi olgun hale gecirerek
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apoptozisi baskilar (121). MMP-11’inde apoptozisi baskiladigini gosteren

calismalar mevcuttur (122).

2.4.6.2. MMP’ler Anjiogenezi Duzenler

Yapilan ¢alismalar MMP’lerin anjiogenezde pozitif duzenleyici olduklarini
goOstermistir. Temel olarak hucre digi matriksi yikarak, epitel hucrelerin
stromal hucreler arasina girmesine olanak saglar. Dahasi MMP-2, MMP-9 ve
MMP-14 direkt olarak anjiogenezi duzenler (123).

2.4.6.3. Hiicre invazyonu ve Metastaz

Hucre digi matriksin yikimi, malign hucrelerin invazyonu igin oldukga
onemlidir. MMP'lerin bu yikim gorevleri, sadece malign hucreler icin degil
ayni zamanda fibroblastlar ve savunma goérevi yapan hicrelerin invazyonunu
da kolaylastirir (101). Tumorlerde bazal membran; stromal bagd doku ile
neoplastik epitel hucrelerini ayiran bir bariyer gorevi gorur. Malign tUmorlerde
temel membran yapisi ¢oOzulerek, neoplastik epitel hlcrelerinin stroma
icerisine yayllmasina izin verir (124). Tumor invazyonun baslangici hicrelerin
temel membranla iliskisinin kaybolmasi ve hucrelerin daha serbest hareket
edebilmesiyle direkt olarak ilgilidir. Genel olarak temel membranda timor
hicre invazyonunun gergeklesmesi U¢ asamada olur. Birinci asamada
neoplastik hucreler temel membranin altinda birbirlerine tutunurlar. Ardindan
malignant hdcreler proteolitik enzimler Ureterek, temel membrani yikima
ugratirlar. En son asamada ise tumor hucreleri temel membrani gecerek,
stroma bag dokusu igine girerler. Yapisma, yikim ve invazyon basamaklari
tumor gelisiminde hdcre digi matriksin igcinde birgok defa tekrarlanir. Daha
sonra damarlar vasitasiyla dagilan hicreler, baska bir yere tutunur, temel
membranlari yikar ve metastaza yol agarlar (125). Bunun yani sira timorin

gelisimi ve metastazi i¢in angiogeneze de ihtiya¢ duyulur (126).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu calisma Helsinki Deklarasyonu Kararlarina, Hasta Haklari
Yoénetmeligine ve etik kurallarina uygun olarak yapilmis olup, Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay almistir (Proje No: TF.07.13,
Etik kurul tarihi: 28.05.2007 Karar No: 05-2007/25). Gaziantep Universitesi
Tip Fakultesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Gogus Cerrahisi
Kliniginde, Aralik 1997 ile Subat 2008 yillari arasinda, KHDAK tanisi konmus
ve ameliyat edilmis 182 hastadan patoloji argivinde bloklari bulunan 132
hasta, calismaya dahil edildi (4 kadin, 128 erkek). Kontrol grubu igin ise
saglikli, bireysel kanser hikayesi olmayan ayni yas ve cinsiyet ozelliklerine
sahip 80 kisi secildi. KHDAK tanisi ve tumdrin patolojik evresi, hastanedeki
kidemli patologlar tarafindan postoperatif histopatolojik arastirmalar ya da
brong mukoza biopsisi ile tumor-nod-metastaz (TNM) klasifikasyonu
temelinde siniflandirildi. Gen polimorfizmleri analizinde kullanilacak DNA'yI
izole etmek amaciyla patoloji bloklarindan steril kogullarda 5 mikronluk 3-5
kesit, steril 1.5 ml’lik ependorflar igine alindi. Saghkh kontrol grubundan,
Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA)'lI tiplere 2ml kan alind.

izole edilen DNA’larda, MMP2, 7, 13 genlerine ait 1’er polimorfizm PCR-
RFLP yontemi ile belirlendi (9,127,128).

3.2. DNA izolasyonu ve PCR

Hasta bireylerin patoloji bloklarindan alinan kesitlerden DNA izolasyonu
ve saglikli kontrol grubundan EDTA’lI tuplere alinan kan érneklerinden DNA
izolasyonu, kit ile yapilmistir (Puregene, Gentra, USA). Analiz edilen MMP

gen bolgelerinin amplifikasyon ve kesim bilgileri Tablo 7°de verilmistir.



53

3.3. MMP Gen Polimorfizmlerinin Analizi

MMP-2, 7, 13 genlerine ait polimorfizm analizleri Tablo 7°’de verilen
kosullarda gergeklestiriimistir. Elde edilen hasta ve kontrol grubuna ait
sonuglar ki-kare testi ve Hardy-Weinberg (HWE) esitliginden bir sapma olup
olmadigi arastirildi.

Tablo 7. Analiz edilen MMP gen boélgelerin amplifikasyon ve kesim bilgileri.

Analiz Primer dizisi Primer baglanma | Kesim enzimi
edilen sicakhgi ve kosullar
bolge
MMP2 GGT AAA ATG AGG CTG AGA CCT | 60 °C ve 30 siklus | Hinf I, 37°C ve
(-735) G ON*
ATA GGG TAA ACC TCC CCA CAT inkiibasyon
T
MMP7 AAG AGC TCCAGAAGCAGT GG |57.1 °C ve 35| EcoRI, 37°Cve
(-181) GAG ATA GTC AAG GGA TGA TAT | siklus ON inkubasyon
CAGC
MMP13 GAC AAATCATCT TCATCACC 612 °C ve 30| Xsp I, 37°C ve
(A77G) GAT ACG TTC TTA CAG AAG GC siklus ON inkubasyon

*ON; 1 gecelik yaklasik 18 saat inkiibasyon, primer baglanma sicakli§i gradient

PCR aleti kullanilarak gergeklestiriimigtir.

3.4. Genetik inceleme Malzemeleri

Calisma kapsaminda yapilacak genetik incelemeleri, Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuari Molekiiler ve Genetik Anabilim
Dalinda yapildi. DNA izolasyonu igin; Thermo Electron Corporation marka
santriflj, Electro Mag marka M16 Vortex Mixer, Wealtec marka is1 blogu ve
Ependorf marka (10y -1000u) arasi pipetler kullanildi. PCR igin, Applied
Biosystems 9700 marka PCR, Esco Pcr Hood marka steril kabin, Ependorf
marka (0,5u -1000u arasi) pipetler kullanildi. Analiz icin ise Wealtec Elite 300
marka elektroforez, Wealtec Dolphin View marka jel gérintileme cihazi,

Sartorius BP221S marka hassas terazi, Beko marka mikrodalga firin, Satuart
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Scientific marka su banyosu, Ependorf marka (0.5u-1000u arasi) pipetler ve

Zenon marka bilgisayar kullanildi.
3.5. Sarf Malzemeler

1- Parafin bloktan DNA izolasyon Kkiti

2- Kandan DNA izolasyon Kkiti

3- 200 b¢'lik primer

4- EcoRI kesim enzimi

5- Hinfli kesim enzimi

6- Tag DNA polimeraz

7- ANTP mix

8- DNA markir puC19 Mspl kesimi

9- Agaroz

10- EDTA

11- Tris-Base

12- Etidyum Bromur

13- Pipet ucu 10 ul’lik

14- Pipet ucu 100 ul’lik

15- Pipet ucu 1000 ul’lik

16- Santrifij tapa 1.5ml’lik

17- Santrifij tGpa 0.5ml’lik

18- PCR tupu 0.2ml’lik

19- DNA saklama kabi

20- Boric asit

21- MMP-2 (72kDa Collagense V) (Rabbit PAb)

22- MMP-7 Matrilysin Ab—1 (ID2)
23- MMP-13 (Collagense-3) Ab-5

24- Ultra Vision Polyvalent (Rabbit Mause) HRP kit
25- AEC Crobogen&Substrate System

26- UltrAb Diluent

27- Vision Mount

28- Phoaphate Buffered Saline (PBS)
29- Citrate Buffer pH 6.0
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30- Mayer’s Hematoxylin

31- Hydrogen Peroxide Block

3.6.1. Patoloji Laboratuarinda Yapilan immunohistokimyasal Yéntem
Asamalari

Calismaya dahil edilen tim hastalarin timér alanlarinin hematoksilen-
eozin (HE) kesitleri, yeniden deg@erlendirildi. Her bir olgu icin histomorfolojik
olarak tumor differansiasyonunu en iyi temsil eden, nekroz icermeyen, doku
fiksasyon ve takip sorunu olmayan, morfolojinin en iyi korunmus oldugu
kesite ait parafin blok, g¢alisma icin segildi. Segilen parafin bloklardan 4
kalinhginda hazirlanan kesitlere immunohistokimyasal yontem uygulandi.

Doku bloklarindan hazirlanan tim preperatlara immunohistokimyasal
olarak MMP-2, MMP-7 ve MMP-13 antikorlari uygulandi. Kesitin %25’den
daha az boyanmasi 1+, %25-50 arasinda boyanmasi 2+, %50’den daha
fazla boyanma siddeti olmasi da 3+ olarak degerlendirildi. Elde edilen
sonuglarla klinik veriler (morbidite, mortalite, evresi, kanserin tipi...) istatistik

olarak karsilastirildi.

3.6.2. immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

1) Mikrotomdan 0,4 mikron kalinhginda kesitler alindi.

2) Alinan kesitler etlivde 70 derecede 30 dakika bekletildi. Daha sonra
Xylol igerisinde 15 dakika bekletilerek deparafinizasyon iglemi
gerceklestirildi.

3) Deparafinizasyon igleminden sonra mikrodalgada Citrate buffer (10x)
(Heat-induced Epitepe Retrieval) igerisinde 15 dakika muamele edildi.

4) Bu islem bittikten sonra boyama sehpasina alindi.

5) Kesitlerin Uzerine %3 Hidrogen peroxide Block damlatilarak, 15 dakika
bekletildi.

6) Phosfate Buffer Solution (PBS) ile yikandi.

7) Large Volume Ultra V Block ile 5 dakika muamele edildi.
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8) Large Volume Ultra V Block kesitin Gzerinden uzaklastirildiktan sonra
hazirladigimiz antikorlar (MMP-2, MMP-7, MMP-13) kesitler Gzerine
damlatihp 30 dakika bekletildi.

9) PBS ile yikandi.

10) Kesitle Uzerine Biotinylated Goat anti-polyvalent damlatilip 10 dakika
bekletildi.

11) PBS ile yikandi.

12) Large Volume Streptavidin Peroxidase damlatilir ve 10 dakika
bekletildi.

13) PBS ile yikandi

14) Diaminobenzidin (DAB) substrate+ DAB chromogen ikilisinden
hazirladigimiz karisim kesitlere damlatilip 5 dakika bekletildi.

15) Cesme suyunda yikandi.

16) Zit boyama olarak Hemotoxilen boyada 1 dakika bekletildi.

17) Cesme suyunda yikandi.

18) Once Alkolden sonra XyloI'den gegirildi.

19) Entellent ile kapatma islemi yapildi.

3.8. istatistik Analiz

MMP polimorfizmi, akciger kanseri histolojik tipi, evresi, lenf nodu
tutulumu, vyas, cinsiyet, immunohistokimyasal parametrelerden, klinik
sonlanimin bagimsiz belirleyicisini aragtirmak igin, univaryant ve multivaryant
stepwise Cox proportional hazard regresyon analizi kullanildi. Sag kalim
oranlarini karsilastirmak igin Kaplan-Meier sagkalim analizi yapildi. Her bir
degiskenin yasam suresi Uzerine olan olasi etkisi Log-Rank testi ile
deg@erlendirildi. Fisher's exact testi kategorik degiskenler igin kullanildi.
Hardy-Weinberg analizi beklenen ve gozlenen genotip frekanslarini
karsilagtirmak icin kullanildi. Odds ratio (OR) ve %95 guvenirlik araligi (Cl)
mutlak regresyon modeli kullanarak ve yas-cinsiyete gore ayar yapilarak
hesaplanmigtir.

Tum istatistik analizler i¢cin p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Veriler, SPSS 13.0 / Windows programi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik ve Klinik Ozellikler

Calismamiza opere ettigimiz 132 KHDAK'li hastalari dahil ettik. Hastalarin
demografik 6zellikleri geriye donlik olarak tarandi (Tablo 8). D6rdu kadin
128’ erkekti. Yag ortalamasi 60 (38—79) idi. 77 hasta epidermoid kanser 55
hasta non-epidermoid kanser grubundaydi. Hastalarin 35'i (%26.5) evre |, 41
tanesi (%31.1) evre Il, 56 tanesi (%42.4) evre IlI+IV olarak bulundu. 125
hastaya komplet rezeksiyon (R0), 7 hastaya ise inkomplet rezeksiyon (R1)
nedeniyle 48 (%36.4) hastaya ust lobektomi, 24 (%18.2) hastaya alt
lobektomi ve 60 (45.4) hastaya pnédmonektomi yapilmisti (Tablo 8, Tablo 9).
Rutin kontrole gelen hastalarin disindaki hastalara telefon yoluyla ulasildi,
kimi telefonlarin iptal edildigi goruldu. 20 hastaya higbir sekilde ulagilamadi.
Sag-kalim analizi yapilabilen hasta sayisi 112’di. Ortalama sag kalim tum
hastalar i¢in 23.9 (3-124.9) ay olarak bulundu. Epidermoid kanser grubunda
15.5 (3-123.8) ay, non-epidermoid kanser grubunda 27.6 (3-124.9) ayd..



Tablo 8: Demografik ve klinik 6zellikler
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KHDAK’li 132 hastanin karakteristik 6zellikleri

Tiim hastalar Epidermoid Non
Epidermoid
n=132 (%) n (%) n (%)
Histolojik tip 77 (58.3) 55 (41.7)
Yas (ortalama) 60 (38-79) 61.6 (39-78) 58 (38-76)
Cinsiyet Kadin 4(3) 3(3.9) 1(1.8)
Erkek 128 (97) 74 (96.1) 54 (98.2)
Ortalama yasam siiresi (ay) n=112* 23.9(3-124.9) 15.5(3-123.8) 27.6 (3-124.9)
Evre | 35 (26.5) 22 (28.6) 13 (23.6)
Il 41 (31.1) 23 (29.9) 18 (32.7)
I 56 (42.4) 32 (41.5) 24(43.7)
Rezeksiyon tipi Ust Lobektomi 48 (36.4) 21 (27.3) 27 (49.1)
Alt Lobektomi 24 (18.2) 9 (11.7) 15 (27.3)
Pnomonektomi 60 (45.4) 47 (61) 13 (23.6)
Rezeksiyon sekli RO 125 (94.7) 72 (93.5) 53 (96.4)
R1 7 (5.3) 5(6.5) 2(3.6)
Sigara Evet 129 (97.8) 75 (97.4) 54 (98.2)
Hayir 3(2.2) 2(2.6) 1(1.8)

*: Yasadigi veya 6ldiigu bilinen toplam hasta sayisi. RO: Komplet rezeksiyon, R1: inkomplet rezeksiyon

Tablo 9: Epidermoid ve non-epidermoid kanserli hastalarin genetik polimorfizm ve
immunohistokimyasal 6zellikleri

Tum hastalar Epidermoid Non
Epidermoid
n=132 (%) n__ (%) N (%)
Histolojik tip 77 (58.3) 55 (41.7)
MMP2 genotip GG 121 (91.7) 70 (98.6) 51(92.7)
AG 11 (8.3) 7 (1.4) 4(7.3)
AA 0 (0) 0(0) 0(0)
MMP7 genotip GG 2(1.5) 1(1.3) 1(1.8)
AG 10 (7.5) 7(9) 3 (5.4)
AA 120 (91) 69 (89.7) 51 (92.8)
MMP13 genotip GG 7 (5.3) 2(2.6) 5(9)
AG 7 (5.3) 2(2.6) 5(9)
AA 118 (89.4) 73 (94.8) 45 (82)
MMP2 immunboyanma 1+ 17 (12.9) 11 (14.3) 6 (10.9)
2+ 49 (37.1) 30 (39) 19 (34.5)
3+ 66 (50) 36 (46.7) 30 (54.6)
MMP7 immunboyanma 1+ 46 (34.8) 28 (36.4) 18 (32.7)
2+ 45 (34.1) 28 (36.4) 17 (30.9)
3+ 41 (31.1) 21 (27.2)  20(36.4)
MMP13 immunboyanma 1+ 40 (30.3) 24 (31.2) 16 (29.1)
2+ 49 (37.1) 29 (37.7)  20(36.4)
3+ 43 (32.6) 24 (31.1) 19 (34.5)
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4.2. MMP Polimorfizmlerinin Karsilagtiriimasi

MMP-2, 7, 13 gen polimorfizmlerinin her biri;
Akciger Ca/Tumor dokusu ile saglikli kontrol A
Akciger Ca/Tumor dokusu ile Akciger Ca/Normal dokusu B

Akciger Ca/Normal dokusu ile saglikli kontrol C olarak
karsilastirilarak
degerlendirildi (Tablo 10).

Tablo 10: Akc Ca/T, Akc Ca/N ve saglkli kontrol grubu arasindaki MMP-2, MMP-7,
MMP-13 gen polimorfizmlerinin karsilastiriimasi

MMP Genotip Akc Akc Saghkh HWE OR 95% ClI p
CalT Ca/N Kontrol

n? (%) n® (%) n° (%)

MMP2 GG 121(91.7) 67 (98.5) 80 (100) 0.0081 1.661" 1.485-1.859" 0.008’
AG 11 (8.3) 1(1.5) -(0) 0.066>  6.091°  0.770-48.210°  0.062°

AA - - - 0.935°  0.621°  0.559-0.690° 1.000°

MMP7 GG 2 (1.5) - (0) -(0) 0.011"  0619'  0.557-0.688' 0.528'
0.657  0.594-0.726° 0.549°

AG 10 (7.5) 1(1.5) 1(1.3) 0.022° 6.475'  0.813-51.575'  0.055'

5.492°  0.688-43.833° 0.102°
0.603°  0.037-9.778° 1.000°
AA 120 (91) 67 (98.5) 79 (98.7) 0.955°  7.900' 1.007-61.972"  0.020'
6.700°  0.852-52.662°  0.065°
0.638°  0.038-10.708°  0.755°

MMP13 GG 7 (5.3) 2(2.9) -(0) 0.0002' 0610  0.547-0.680" 0.047"
1.848°  0.373-9.1492  0.7212
0.619°  0.557-0.688°  0.528°

AG 7 (5.3) 5(7.4) -(0) 0.630° 0.610'  0.547-0.680'  0.047"
0.706>  0.215-2.312°  0.546°
0614  0.551-0.684°  0.159°
AA 118 (89.4)  61(89.7) 80 (100) 0.0012° 0.59'  0.531-0.668" 0.001"
1.034>  0.396-2.6962  1.000°
0.610°  0.547-0.680°  0.047°

=132, "n=68,°n=80, OR (95%ClI) yas ve cinsiyete gére ayarlanmis. 'Akc Ca/T ile saglikli kontrol, >Akc Ca/T ile Akc
Ca/N, ® Akc CalN ile saglikli kontrol genotip sikliginin karsilastiriimasi, HWE: Hardy-Weinberg Equilibrium

4.2.1. MMP-2 Gen Polimorfizmi Bakilan;

A) Saglikli  kontroller ile akciger tumorlerine ait polimorfizmler
kargilastirildiginda;

1) Tumoér DNA’larinda HWE’den sapma gdézlenmezken (p= 0.617),

saglkh kontrollerde HWE’de bir sapmanin oldugu (p=0.000)

belirlenmistir.



60

2) Allel frekanslari acisindan karsilastirildiinda, saglkh grupta
gozlenmeyen A allelinin, tumorlerde anlamh derecede yuksek
bulundugu (p=0.008) belirlenmistir.

3) Genotip sikhd@r acisindan karsilastinldiginda, saglikli  grupta
g6zlenmeyen AG genotipinin, timorlerde anlamli derecede artmis
bulundugu ve GG genotipinin anlamli derecede azaldigi (p=0.008)
belirlenmistir.

4) GG genotipinde azalmanin akciger kanseri riskini 1,6 kat
arttirabilecegi gosterilmistir (Tablo 10).

B) Akciger kanseri hastalarina ait normal akciger DNA’s1 ile timér DNA’sina
ait polimorfizmler kargilastirildiginda;

1) Hem akciger kanseri hastalarina ait normal DNA’larda (p=0.951) hem
de tumér DNA'larinda (p=0.617) HWE’den bir sapmanin olmadigi
belirlenmistir.

2) Allel frekanslari ve genotip sikligi acisindan kargilastirildiginda,
anlamli bir fark tespit edilememistir (Tablo 10).

C) Saglikh kontrollere ait DNA’larla akciger kanserli hastalara ait normal
DNA'lar karsilastirildiginda;

1) Saglkh grupta HWE’den bir sapma gozlenirken (p=0.000), diger
grupta bir sapmanin olmadigi (p=0.951) gézlenmistir.

2) Hem allel sikhd1 hem de genotip sikligi agisindan her iki grupta
istatistiksel bir anlam saptanmamistir (Tablo 10).

4.2.2. MMP-7 Gen Polimorfizmi Bakilan;

A) Saglikh kontroller ile Akciger Ca/T ait polimorfizmler karsilastiriidiginda;

1) Saglikli  kontrollerde HWE’den bir sapma go6zlenmezken
(p=0.955), timdér DNA’larinda HWE’den bir sapmanin oldugu
(p=0.004) belirlenmistir.

2) Allel frekanslari acisindan kargilastirildiginda, G allelinin saglikl
kontrollerde nadir gorulirken, tumoér grubunda anlamli bir
artisinin (p=0.011) oldugu belirlenmisgtir.

3) Genotip sikhgr acgisindan karsilastirildiginda; Saghkh grupta nadir

gozlenen AG genotipi ile hic gdzlenmeyen GG genotipinin  tUmor
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DNA’larinda anlamli  sekilde artmis olarak bulundugu (p=0.020)
belirlenmistir.

4) AG ve GG’nin artmasinin yani AA’nin azalmasinin akciger kanseri

riskini 7.9 kat arttirdig1 sdylenebilir (Tablo 10).

B) Akciger Ca/N DNA'’si ile Akciger Ca/T DNA’siI karsilastirildiginda;

1) Normal DNA’larda HWE’den sapma go6zlenmezken (p=0.951),
tumor DNA’larinda HWE’den bir sapmanin oldugu (p=0.004)
belirlenmistir.

2) Allel frekanslari agisindan kargilastirildiginda; Nadir goérilen G
allelinin, tumor dokularinda anlamli bir sekilde artmis oldugu
(p=0.022) belirlenmistir.

3) Genotip sikhdi agisindan Kkarsilastirildiginda; AA genotipinin
azaldigi, buna karsin AG+GG genotipinin arttigi, fakat istatistik
anlamin olmadigi gézlenmistir (Tablo 10).

C) Saglkh kontrollere ait DNA'larla, Akciger Ca/N DNA’lari
kargilastirildiginda;

1) Heriki grupta da HWE’den anlamli sapma go6zlenmemigstir
(p=0.955).

2) Allel frekansi ve genotip agisindan anlamli bir iliski saptanmamigtir
(Tablo 10).

4.2.3. MMP-13 Gen Polimorfizmi Bakilan;
A) Saglikh kontroller ile Akciger Ca/T ait polimorfizmler karsilastirildiginda;

1) Hem saglikh kontrollerde (p=0.000) hem de tumor DNA’larinda
HWE’den bir sapmanin oldugu (p=2.328) belirlenmigtir.

2) Allel frekanslari acgisindan karsilastiriidiginda; G alleli saglikl
grupta bulunmazken, timor DNA'larinda anlamli oranda yuksek
bulundugu (p=0.0002) belirlenmistir.

3) Genotip siIkligi agisindan karsilastirildiginda; AG ve GG
genotipinin  timér DNA’larinda anlamhl olarak artmis oldugu
(p=0.047), buna karsin AA'’nin azalmis oldugu saptanmistir
(p=0.001).
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4) AG ve GG’nin bulunmasinin akciger kanseri riskini 1.6 kat arttirdigi
saptanmistir (Tablo 10).
B) Akciger Ca/N DNA's1 ile Akciger Ca/T DNA’si karsilastirildiginda;

1) Hem normal akciger DNA'larinda (p=0.0008) hem de tumor
DNA’larinda  (p=2.328) HWE’den  sapmanin  oldugu
belirlenmistir.

2) Allel frekanslari, genotip sikligi ve risk acisindan anlamli bir

iliski saptanmamistir (Tablo 10).
C) Saglhkh  kontrollere ait DNA’larla  Akciger Ca/N  DNA’lari
kargilastirildiginda;

1) Hem saglkh kontrollerde (p=0.000) hem normal akciger
DNA'larinda (p=0.0008) HWE'den bir sapmanin oldugu
belirlenmigtir.

2) Allel frekansi agisindan karsilastirildiginda; G alleli saglkl
grupta bulunmazken, kanserli hastalarin normal akciger
DNA'larinda anlamli  oranda artmis oldugu (p=0.0012)
belirlenmigtir.

3) Genotip sikhdi acisindan karsilastirildiginda; AG ve GG
genotipinin saglikh kontrollerde bulunmaz iken akciger kanserli
hastalara ait normal doku DNA’larinda dahi anlaml oranda
bulundugu (p=0.019) belirlenmigtir. AA genotipinin saglikli
kontrol grubuna gére Akc Ca/N dokuda azalmis olmasi anlamli
olarak bulunmustur (p=0.047). Zaten Akc Ca/T dokusunda da
AA genotipinin azaldig1 gorulmustur.

4) AG ve GG genotipinin akciger kanseri riskini 1.6 kat arttirdigi
belirlenmistir (Tablo 10).

4.3. Epidermoid ve Non-Epidermoid Karsinomlarin Polimorfizmlerle
Karsilagtiriimasi

MMP-2 polimorfizmi olan epidermoid kanserli hastalarin timoérli dokulari
ile saglikli kontrol grubu kargilastirildiginda, saglikh kontrol grubunda hig A
allelli bulunmadigi gorulurken, timorlu dokuda AG genotipinin arttigi
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g6rulmektedir. Bununla beraber timoér dokusunda GG genotipinin anlaml

olarak (p=0.006) azalmasi, akciger kanseri sikligini arttirmaktadir (Tablo 11).

Tablo 11: Epidermoid Akc Ca/T, Akc Ca/N ve saglikli kontrol grubu arasindaki
MMP-2, MMP-7, MMP-13 gen polimorfizmlerinin kargilastiriimasi.

MMP Genotip Ep Akc Ep Akc Saghkh OR 95% CI 4]
CalT Ca/N kontrol

n? (%) n® (%) n° (%)

MMP2 GG 70(91) 39(97.5) 80(100) 1100 1.025-1.181"  0.006™
AG/AA 7+0 (9) 1+0(2.5) -(0) 4.072%  0.483-34.343%  0.197%

1.026%  0.976-1.078%%  0.333%%
MMP7 GG 1(1.3) -(0) -(1.3) 0487 04150572  0.490"
AA/AG 69+7(98.7)  39+1(100)  79+1(98.7) 0.665%*  0.574-0.748%%  1.000%*

MMP13 GG 2(2.6) 1(2.5) -(0) 1487 0.411-0.569" 02397
AA/AG 73+2(97.4)  39+0(97.5)  80+0 (100) 1.076°  0.094-12.3277  0.953%

0.328%  0.253-0424%  0.333%

=77, °n=40,°n=80, *:OR (95%Cl) yasa ve cinsiyete gore ayarlanmis 'Akc Ca/T ile saglikli kontrol, 2Akc Ca/T ile '
Akc Ca/ N, ® Akc Ca /N ile saglikli kontrol genotip sikliginin karsilastiriimasi, ¥Fisher's Exact Test.

Non-epidermoid grup MMP-2 polimorfizmin de, timorlt doku ile saghkh
kontrol arasinda karsilastirmada; saglkl grupta A alleli bulunmazken, tUmor
dokusunda AG genotipinin arttigi, GG genotipinin azaldidi ve kanser riskini
arttirdigi (p=0.026) bulunmustur. Ayni grupta ayrica MMP-13 de; saglikli
kontrol grubunda GG genotipi bulunmazken, tumor dokusunda anlamli olarak

(p=0.010) arttigi ve kanser riskini arttirdigi gézlemlenmigtir (Tablo 12).

Tablo 12: Non-Epidermoid Akc Ca/T, Akc Ca/N ve saglikli kontrol grubu arasindaki
MMP-2, MMP-7, MMP-13 gen polimorfizmlerinin kargilastiriimasi.

MMP Genotip Non Ep Non Ep Saghkh OR 95% CI ¢]
Akc Akc kontrol
CalT Cal/N
n? (%) n® (%) n° (%)
MMP2 GG 51(92.7) 28(100) 80(100) 1.078"%  1.001-1.161"  0.026™
AG/AA 4+0(7.3) 0+0(0) -(0) 1.078%  1.001-1.161%  0.295%%
MMP7 GG 1(1.8) -0) -0) 0.403"%  0.328-0495'%  0.407"
AA/AG 51+3(98.2)  28+0(100)  79+1(100) 0.659°*  0.563-0.770°*  1.000%
MMP13 GG 5(9.1) 1(3.6) -(0) 1100 1.012-1.196™  0.010"
AA/AG 45+5(90.9)  22+5(96.4)  80+0(100) 29167  0.315-26.959°  0.346%

0.252%  0.182-0.350°*  0.259%*

n=55, °n=28,°n=80, *:OR (95%Cl) yas ve cinsiyete gore ayarlanmis. 'Akc Ca/T ile saglikli kontrol, 2Akc Ca/T ile Akc '
Ca /N, ® Akc Ca IN ile saglikli kontrol genotip sikliginin karsilastirimasi, *Fisher's Exact Test..

4.4. Prognostik Faktorler
Sag-kalimi bilinen 112 hastanin Log rank testi ile bakilan prognostik
faktorlerinde, hastalarin yasinin 60’'in altinda olmasi (p=0.019), lenf nodu

metastazinin olmamasi (p=0.039), dusuk evreli olmasi (p=0.022) ve ust
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lobektomi yapilmis (p=0.009) olmasi gibi sag-kalima olumlu katkilari olan
bilindik faktorlerin yaninda MMP-13 GG genotipinin varhgi (p=0.041) olumsuz
faktor olarak yer aldigini sdyleyebiliriz (Tablo 13).
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Tablo 13: KHDAK'li 112 hastanin tek degigkenli (Log rank test) prognostik faktorleri

n 10 yilhk Median TY Log Rank p-degeri
(10 yilik TY olasihigi)
Hastalar 112 23.9
Yas
<60 yil 55 42.2 0,019
260 yil 57 15.5
Evre
1 29 42.2 0.022
2 32 17.5
3 51 14.3
Histolojik grup
Epidermoid kanser 65 15.5 0.291
Non-Epidermoid kanser 47 27.6
Lenf nodu
NO 63 39.3 0.039
N1 27 14.3
N2 22 14.7
Cerrahi
Ust lobektomi 30 69.5 0.009
Alt lobektomi 22 23.9
Pnomonektomi 52 13.8
HMMP2 genotip
GA/AA 9 59.6 0.562
GG 103 22.6
HMMP7 genotip
GG 2 (100) 0.107
GA/AA 111 22.6
HMMP13 genotip
GG 7 9.3 0.041
GA/AA 105 29.9
HMMP2 immunhistokimya
% 0-25 14 11.7 0.388
% 25-50 45 24.4
% >50 52 14.8
HMMP7 immunhistokimya
% 0-25 41 24.4 0.881
% 25-50 36 17.5
% >50 34 23.9
HMMP13 immunhistokimya
% 0-25 34 24.5 0.142
% 25-50 42 14.5
% >50 35 24.8

TY: total yasam

Prognostik faktorlerin multivariant Cox regresyon analizleri yapildiginda,
yasin 60’in altinda olmasi (rolatif risk: 0.482 OS: 0.292-0.797 p=0.004),
dusuk evreli olmasi (rolatif risk: 0.533 OS: 0.298-0.954 p=0.034) yaninda
timor dokusunda MMP-13 GG genotipinin varligida anlamli bulunmustur
(rolatif risk:3.801 OS: 1.60—8.549 p=0.001) (Tablo 14).
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Tablo 14: KHDAK'li 112 hastanin Cox regresyon hazard modeli ile multivariant
analizi. (tek degiskenli analizde p<0.10 un altinda kalan yas, evre, lenf nodu,
cerrahi, MMP-13 genotipi ayri prognostik faktér grup olarak (back ward) alinarak

yapilan degerlendirmede)

oS

Degiskenler Rolatif risk Giiven Araligi Anlam
Yas (yil)

<60 yil/ 260 yil 0.482 0.292-0.797 0.004
Evre

I/1I-111 0.533 0.298-0.954 0.034
HMMP13

GG/AA-AG 3.801 1.60-8.549 0.001

OS: Ortalama yasam siresi.

4.5. Yagam Analizi

Evre | medyan total yasam suresi 42.2 ay, Evre lll 14.3 ay olarak bulundu

(Sekil 1).
1.0 'l
0.5 "
5 by
E 0,6 =
T 1 ' Evre | Medyan TY 42.2 ay
ﬁ —|—| e dide @ e da s i a4
E. + e —H— — | X
= 0,4 '
@ []
= '
—_———————
0.2 Evre lll Medyan TY 14.3 ay
oo Cox p=0.034
T T T T T T T T T T T
0 12 24 £ 48 60 72 84 96 108 120

Siire (ay)

Sekil 1: KHDAK’de evrenin medyan total yasam slresi tizerine etkisi
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MMP-13 AA/AG genotiplerinde medyan ortalama yasam suresi 29.5 ay, GG

genotipinde ise 9.3 ay olarak bulundu (Sekil 2).

0,8

Medyan Total Yasam

0,6

0,4

0,2

0.0 Cox p=0.001

"L A - -

MMP-13 AA/AG Medyan TY 29.5 ay

MMP-13 GG Medyan TY 9.3 ay

=

T T T
1] 12 24

T T T
48 a0 12

Siire (ay)

96

120

Sekil 2: MMP-13 genotipinin medyan total yagsam siresi Uzerine etkisi

4.6. Polimorfizmlerin Gesitli Klinik Parametrelerle Karsilagtiriimasi

Hastalarin yas, evre, lenf nodu, epidermoid ve non-epidermoid kanser alt

gruplarinin  polimorfizmlerle karsilastiriimasi Tablo 15, 16, 17, 18
gOsterilmektedir.
Tablo 15: ileri yas ile MMP polimorfizmlerinin karsilastiriimasi.
MMP Genotip Yas > 60 Yas <60 OR 95% CI 0]
n? (%) n® (%)
MMP2 GG 66 (93) 55 (90.2)
AG 5(7) 6 (9.8)
AA -(0) -(0) 1.440% 0.417-4.974% 0.754%
MMP7 GG 2(2.8) -(0) 1.029* 0.989-1.071% 0.499°
AG 6 (8.5) 4 (6.6) 1.315% 0.353-4.896% 0.752%
AA 63 (88.7) 57 (93.4) 1.810% 0.517-6.332% 0.383%
MMP13 GG 2(2.8) 5(8.1) 0.325% 0.061-1.737% 0.248%
AG 5(7) 2(3.3) 2.235% 0.418-11.955" 0.450%
AA 64 (90.2) 54 (88.6) 0.844% 0.278-2.556% 0.784%

n=71, "n=61, *:0R(95%ClI) yas ve cinsiyete gére ayarlanmis, “Fisher's Exact Test
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Tablo 16: Epidermoid, non-epidermoid kanser grubunun karsilastiriimasi.

MMP Genotip Epi Non epi OR 95% CI 0]
n? (%) n® (%)
MMP2 GG 70 (98.6) 51 (92.7)
AG 7(1.4) 4(7.3)
AA -(0) -(0) 0.547* 0.146-2.051* 0.371*
MMP7 GG 1(1.3) 1(1.8) 0.980* 0.058—16.566* 0.989*
AG 7(9) 3(5.4) 0.262* 0.056-1.226* 0.089*
AA 69 (89.7) 51 (92.8) 0.331* 0.083-1.327* 0.119*
MMP13 GG 2 (2.6) 5(9) 2.836* 0.516-15.574* 0.230*
AG 2(2.6) 5(9) 2.836* 0.516-15.574* 0.230*
AA 73 (94.8) 45 (82) 2.980* 0.826-10.754* 0.095*
°n=77, °n=55, *:0R(95%Cl) yas ve cinsiyete gdre ayarlanmis
Tablo 17: NO ile N I-1l karsilastirilmasi.
MMP Genotip NO N I-lI OR ~95% ClI p _
n? (%) n® (%)
MMP2 GG 68 (90.7) 53 (93)
AG 7 (89.3) 4(7)
AA -(0) -(0) 0.668*  0.179-2.492* 0.548*
MMP7 GG 1(1.3) 1(1.7) 1.204* 0.071-20.364* 0.898*
AG 7 (9.3) 3(5.3) 0.487* 0.116-2.037* 0.324*
AA 67 (89.4) 53 (93) 0.571*  0.157-2.074* 0.395*
MMP13 GG 5(6.7) 5(8.3) 1.269* 0.336-4.790* 0.725*
AG 6 (8) 1(1.7) 0.185* 0.021-1.814* 0.127*
AA 64 (85.3) 54 (90) 0.609*  0.201-1.847* 0.382*
n=75, °n=57, *:0R(95%ClI) yas ve cinsiyete gore ayarlanmis
Tablo 18: Evre | ile Evre lI-Ill Un karsilastiriimasi.
MMP Genotip El E Il OR 95% CI p
n? (%) n® (%)
MMP2 GG 31 (88.6) 90 (93)
AG 4(11.4) 7(7)
AA -(0) -(0) 0.519* 0.139-1.940* 0.329*
MMP7 GG 0 (0) 2(2.1) 1.021% 0.992-1.051% 1.000%
AG 5(14.3) 5(5.1) 0.227* 0.058-0896* 0.034*
AA 30 (85.7) 90 (92.8) 0.372* 0.106-1.312* 0.124*
MMP13 GG 3(8.6) 4 (4.1) 0.329* 0.067-1.625* 0.173*
AG 3(8.6) 4 (4.1) 0.329* 0.067-1.625* 0.173*
AA 29 (82.8) 89 (91.8) 0.393* 0.122-1.261* 0.116*

°n=35, "n=97, *:0R(95%ClI) yas ve cinsiyete gore ayarlanmis, Fisher's Exact Test

MMP-7 AG genotipinin evre | de yuksek olmasi (OR: 0.227 95%CI:0.058-

0.896 p=0.034) iyi prognoz isareti olabilecegini gosterdi (Tablo 18)
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4.7. Polimorfizmlerin Agoroz Jel Elektroforezindeki Gortintuleri

MMP-2, 7, 13 genlerine ait polimorfizmlerin agora jeldeki gértntuleri. Sekil

3, 4 ve 5’te bu bolgelere ait 6rnek resimler verilmigtir.

Sekil.3 Etidyum bromid ile boyanmis MMP2 (Hinf | kesimi) DNA framentlerinin
Agaroz jel elektroforezi goérintisi (M=DNA wuzunluk cetveli, ND: Kesim
uygulanmamis PCR drtint, 1. 3. 5. 7. 8— GG; 2. 4. 6. 9. 10— GA)

Sekil.4 Etidyum bromid ile boyanmis MMP7 (EcoR | kesimi) DNA framentlerinin
Agaroz jel elektroforezi goérintisi (M=DNA wuzunluk cetveli, ND: Kesim
uygulanmamis PCR drund, 1. 2— AA; 3. 4 -AG)

Sekil.5 Etidyum bromid ile boyanmis MMP13 (Xsp | kesimi) DNA framentlerinin
Agaroz jel elektroforezi goérintisi (M=DNA wuzunluk cetveli, ND: Kesim
uygulanmamis PCR drini, 1. 2. 5. 7— AG; 3. 4. 6—-GG)
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4.8. MMP-2, 7, 13 Gen Polimorfizmlerinin IHK Boyanma Gériintiileri

immunohistokimyasal analizleri yapilan MMP-2, MMP-7, MMP-13’lerin,
hastalarin klinik parametreler ve bulunan polimorfizmlerle iliskisi istatistik
olarak tespit edilememis olup, boyanan preparatlarin goérintisi resimde
verilmektedir (Resim 5, 6, 7).

Resim 5: Az diferansiye epidermoid kanserde MMP-2 ile orta derecede boyanma
(x400)

- gy

SENE

Resim 6: Adenokarsinomda MMP-7 ile orta derecede boyanma (x200)



Resim 7: Epidermoid kanserde MMP-13 ile gli¢li boyanma (x400)
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5. TARTISMA

Akciger kanseri sikliginin son yillarda giderek artmasi ve mortalitesinin
yuksek olmasi, akciger kanseri ile mucadeleyi daha da onemli hale
getirmektedir. Hastalarin ¢ogunda tani konuldugu an vyaygin hastalik
nedeniyle, akciger kanserinin prognozu kotudur. Akciger kanserinin
prognozunda, performans durumu, nodal metastatik tutulum ve uzak
metastaz gibi parametreler onemli olmakla birlikte, bugun igcin TNM
siniflandirmasi  prognozun en iyi belirleyicisidir. Buna ragmen bu
evrelendirme sisteminde, evreler kendi iginde tedaviye yanit ve nlks
acisindan heterojen gruplari icermekte, ayni evrelerdeki hastalarda tedavinin
etkisi ve prognoz, farkliliklar gostermektedir. Bu ylzden de daha homojen
gruplari ayirmak Uzere yeni prognostik sistemleri olusturma zorunlulugu
belirmistir (22,129-131).

Akciger kanserinin prognozunda erken taninin éneminin anlagiimasi ve
tani asamasindaki guclukler, tumor belirleyicilerine iliskin ¢aligmalari da
zorlamaktadir.

Geligsmis ulkelerde KHDAK leri icinde en fazla gorulen histolojik tip her ne
kadar adenokarsinom olsa da, gelismekte olan Uulkelerde epidermoid
karsinom en sik olarak gorulmektedir (132).

Akciger kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser gibi solid kanserlerle
MMP polimorfizminin iligkisini arastiran bir¢ok ¢alisma yapimigtir. Bu
calismalardan bazilari, MMP polimorfizmleri ile yatkinlik ve/veya Kklinik
sonuglarin iligkili oldugunu kanitlamigtir (133).

MMP’ler normal embriyolojide kollajen ve proteoglikanlar gibi birgok ECM
komponentinin yikimindan ve karsinoma gibi bircok hastaligin gelisim
surecinde yeniden yapilanmadan sorumlu, ¢inko bagimh enzim grubudur.
Bazi tumorlerde MMP’lerin agiri salinimina rastlanmis ve bu salinimin timor

invazyonu ve metastazi ile anjiogenezisi ve karsinogenezisi arttirabilme
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korelasyonu tespit edilmistir. Akciger kanseri patogenezinde MMP’lerin
onemi belirtiimigstir (134,135).

Biz de g¢alismamizda, KHDAK de MMP-2, 7, 13 gen polimorfizmlerini ve
IHK boyanma o&zelliklerini gdsterip, klinik parametrelerle iligkilerini
degerlendirdik.

Calismamizdaki akciger kanseri hasta grubunda %58.3 oraninda
epidermoid karsinom saptanmigtir. Akciger kanserli hastalarda tani
konuldugu anda hastalarin ¢cogunlugunun yaygin hastalikh olmasi ile uyumlu
olarak bizim hastalarimizinda %42.4 Gnu evre Il olugturmaktadir.

Kang Shan ve arkadaslari (133), Cin halkinda endometriozis ve
adenomyozisde MMP-7 (-181 A/G) ve MMP-9 (1562 C/T) promotor
bdlgelerindeki polimorfizmleri incelemisler, MMP-7 G allelinin; kolorektal
kanser ile, Zhang J ve arkadaslari (9), 6zofagus skuaméz hucreli karsinom,
gastrik kardia kanseri ve KHDAK ile iliskili, kanser blylmesi ve lenf nodu
metastazi ile ilgili oldugunu bulmuslardir.

MM-Ishikawa T ve arkadaslarinin (137) kolorektal karsinomlu hastalarda
ki yaptigi calismalarinda, artmis evre ile beraber MMP-7’nin
ekspresyonununda artmis oldugunu bulmusglardir.

MMP-7 -181 G allelinin yuksek ekspresyonu; hucresel proliferasyonu,
invazyon ve apopitozu, hlcre yluzeyi sinyallerini degistirebilir (138,139). Ek
olarak artmigs MMP-7 -181 G ekspresyonu, MMP-2 gibi MMP ailesinin diger
dyelerinin aktivasyonunun artmasina neden olabilir (140).

Zhang ve arkadaglari (9), 2001-2003 yillarn arasinda 702 kanser
vakasinda (258 Ozefagus kanseri, 201 gastrik karsinom, 243 akciger
kanserli) yaptiklari bir ¢alismada, hastalarin ven6z kanlarinda MMP-7 -181
A/G polimorfizmini incelemigler, bu polimorfizmin tim bu kanserlerle iliskili
olduklarini bulmuglardir.

-181 G allelinin artmig promotor aktivitesi MMP-7 mRNA artisina ve dolayisi
ile protein ekspresyonunun artisina neden olur. MMP-7’nin asiri aktivitesi -
181 G allelinin etkisi ile MMP-7 protein sheddase aktivitesi dogrultusunda

malign donugume neden olur (TNF alfa, E-kaderin, Fas ligand substratlari
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ile). Bu substratlar sinyal iletiminde, hicre-hiicre adezyonunda ve apopitozda
onemli rol alirlar (9).

Ghilardi ve arkadaglari (136) kolorektal kanserlerin hem tani aldigi ilk
donemde hem de takibin sonlandigi donemde homozigot -181 G allelinin,
lenf nodu tutulumuna neden oldugunu gostermis; Sasaki ve arkadaslari (141)
karsit olarak akciger kanserinde MMP-7 mRNA asiri ekspresyonunun, ¢ok az
bir oranda lenf nodu tutulumunda egilime neden olacagini bildirmigtir.

Calismamizda polimorfizmlere goére lenf nodunun tutulumunda anlamh
fark bulunmazken, tek degiskenli (Long rank) prognostik faktorlerde NO ile
NI-NIlI arasindan anlamli fark tespit edildi (p=0.039) fakat bu farkin Cox
regresyon analizinde degiskenler arasinda yer almadigi goruldu.
Calismamizda Akc Ca/T ile saglikli kontrol grubu arasinda MMP-7 -181
polimorfizmi incelenmis, tumoérli dokuda G allelinin anlamli artigi (p=0.011)
gorulmustir. Ayrica evre-'de AG genotipinde artis olmasi, iyi prognozla
iliskiliydi (OR=0.227, %95 CI=0.058-0.896, p=0.034). Akc Ca/T ile saglikh
kontrol grubunun karsilastiriimasinda MMP-7 -181 polimorfizmin de Akc Ca/T
dokuda AA genotipinin azalirken AG+GG genotipinin anlamli artmasinin
(p=0.020), akciger kanseri sikligini 7.9 kat arttirdig1 bulunmustur.

MMP-2'nin KHDAK tumor hicrelerinde artmis ekspresyon seviyeleri kotu
prognoz gostergesidir, birgok akciger kanseri tipinde, invazif ve metastatik
potansiyelle siki bir iligki icindedir (7).

Rollin ve arkadaslarinin (142) evre I-lI-1ll-1V akciger kanserli 90 hasta ve
90 kontrol grubunda yaptiklart galismada, MMP-2 -735 polimorfizminin
kanser riski ve lenf nodu metastaziyla iligkisi tespit edilememis, fakat T allel
tasiyicilarinda, olmayanlara gére daha iyi prognoz tespit edilmistir.

Chunyuan Yu ve arkadaslari (128), 527 6zofagus kanserli ve 777 saglkh
kontrol grubuyla yaptiklar ¢alismada, MMP-2 -735 polimorfizminin yaygin
kanserler i¢in genel risk faktdrl olabilecegini gostermiglerdir. Bu ¢alismada
MMP-2 -1306C/T ve -735C/T polimorfizmleri ile 6zofagus skuamoz hicreli

kanserinin patolojik evrelemesi arasinda anlamli iligki bulunamamistir.
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Zhou ve arkadaslarinin (143) 770 hasta ve 777 kontrol grubunda baktigi

MMP-2 -735 polimorfizminde sigara etkisiyle birlikte, kansere artmis yatkinlk
tespit edilmigtir.
Sigara iciciligi varliginda tumor gelisimi ile MMP polimorfizmi arasindaki iligki
Yu ve arkadaslari tarafindan da raporlanmistir (144). MMP-2 promotor
polimorfizmi ve sigara icimi etkilesiminin, akciger kanseri gelisimindeki riski
ispatlanmistir.

Yifeng zhou ve arkadaglari (143) 770 akciger kanseri ve 777 kontrol
grubunda PCR ydntemiyle MMP-2 -1306 ve -735 polimorfizmlerini
incelemisler ve genotip sikhgr acgisindan HW esitliginde anlamh fark
bulamamislardir. Fakat her iki genotip tagiyicilarinda artmis akciger kanseri
riski tespit etmislerdir. Bu galismaya gore -735 CC, TT ve CT genotip
tasiyicilari yuksek kanser gelisme riskine sahiptiler (OR, 1.57; %95 ClI, 1.27—-
1.95).

Calismamizda Akc Ca/T ile saglikli kontrol grubunun karsilastiriimasinda
MMP-2 -735 promotor polimorfizminin A allelinin, timorld dokuda anlaml
olarak bulundugu (p=0.008), GG genotipinin azalmasinin ise anlamli olarak
(OR=1.091, %95 CI=1.036-1.148, p=0.008) akciger kanseri riskinin 1.6 kat
arttirabilecegi, non-epidermoid kansere gore (p=0.026) epidermoid
kanserlerde timodr dokusunda GG genotipinin  daha anlamli olarak
(OR=1.100, %95 CI=1.025-1.181, p=0.006) azaldig: tespit edilmistir.
GCalismamizda 132 hastanin 129 (%97.8)'u sigara i¢misg, 3 tanesi (%2.2) ise
icmemisti, geriye donuk incelemede gunluk igilen paket/yil, birakildiysa
suresi gibi veri bilgileri olmadigindan istatistik ¢alismasina dahil edilemedi.
Kanser gelisiminde sigaranin ve dozunun tek basina veya MMP polimorfizmi
kombinasyonuyla etkisini saptamak icin, daha fazla o6rnekle, daha fazla
calismaya ihtiyag vardir.

Zhang XJ ve arkadaslarn (127) MMP-13 A77G bolgesindeki tek nukleotit
polimorfizmini PCR-RFLP ydntemiyle genotiplendirmiglerdir. Calismaya 316
0zofagus skuamdz hicreli kanseri, 243 gastrik kardia kanseri, ve 603 saglikli
kontrol dahil edilmis. MMP-13 A/A A/G G/G genotipleri sigara igme durumuna

gore derecelendiriimig, kanserli hastalardaki genotip ve allotip dagilimlari,
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saglkh kontrol grubundan anlaml olarak farkli bulunamamistir (p>0.05).
Buna goére de MMP-13 A77G SNP kanser hassasiyeti ile iligkili
olmayabilecegi fakat A/G genotipinin sigara igenlerde mide kardia kanserine
kargl koruma sagliyabilecegi belirtiimistir. MMP-13’Un in vivo olarak, invaziv
malign tiumorlerde, meme karsinomu, bas, boyun ve vulvanin skuamdéz
hdcreli karsinomlarinda, malign melanom, kondrosarkomlarda ekspresyonu
belirlenmistir (145).

Zhen-Dong Gu ve arkadaslari (146) 208 o6zofagus skuaméz hucreli
kanser hastasinin kaninda immunohistokimyasal olarak MMP-1, MMP-7,
MMP-9 ve MMP-13 ekspresyonlarinin hayatta kalmayla olan iligkisini
incelemislerdir. Buna gore; MMP-7 ekspresyonu pozitif hastalarda, medyan
ortalama yasam suresinin 23 ay oldugu, negatif olanlarda ise 77 ayin
uzerinde oldugu, MMP-13 ekspresyonunu pozitif olan hastalarda 18 ay,
negatif olanlarda ise 39 ay oldugu goérulmustir. Ekspresyonlari negatif olan
erken evre Ozofagus skuamoz hucreli kanserlerinde, hastaliksiz gegen
yasam suresinin daha uzun oldugu gorulmustar.

Yamashita ve arkadagslari (147) 48 hastada, Yamamoto ve arkadaslari
(148) 100 hastada yaptiklari calismalarda, MMP-7 ekspresyonunun bagimsiz
risk faktort oldugunu, ayrica Etoh ve arkadaslari (149) 45 6zofagus skuamoz
hucreli kanserinde MMP-13 ekspresyonunun varliginin, bagimsiz prognostik
faktor olarak gorev yaptigini buldular.

Y. L. Lee ve arkadaslari (150), Tayvan toplumunda, 225 KHDAK hastasi
ve 289 kontrol Uzerinde PCR-RFLP analizi kullanilarak MMP-7 (-181A/G) ve
MMP-13 (77G/A) promoter bolgelerindeki tek nukleotid mutasyonlarinin
genotipik dagilimi ve allel sikliklarini aragtirmiglardir. Toplamda hastalarla
kontroller arasinda allel frekanslari ve genotip dagilimlarinda anlamli
degisiklikler mevcuttu. MMP-7 (-181A/G) (p<0.0001) ve MMP-13 (77G/A)
(p=0.004) genotip dagilimlari akciger kanseri hastalari ve saglikli kontroller
arasinda anlamli derecede farkhydi. Lojistik regresyon analizinde MMP-7’nin
GG genotipinde, AA veya AG genotipine gore, akciger kanseri igin daha
yuksek olasilik orani (OR= 19.1, %95 CI=2.49-146.5, p<0.0001) oldugu ve
MMP-13 icin ise AA genotipinin GA ve GG genotiplerine gore akciger kanseri
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icin daha yuUksek olasilik orani oldugunu bulmuglardir (OR=1.72, %95
Cl=1.17-2.55, p=0.007).

Calismamizda, saglikh kontroller ile akciger tumor dokusuna ait MMP-7
-181 A/G ve MMP-13 77A/G ait gen polimorfizmleri karsilastiriidiginda; MMP-
7’'nin saglikli grupta nadir gézlenen AG genotipi ile hi¢ gézlenmeyen GG
genotipinin  birlikte timor DNA’larinda anlamli  sekilde artmig olarak
bulundugu (p=0.020) ve akciger kanseri riskini anlamli sekilde arttirdigi
bulunmustur. Lee ve arkadaslarinin g¢alisma sonugclarinin tersine, bizim
calismamizda, MMP-13 icin AG ve GG genotipinin, timdér DNA’larinda
anlamli olarak artmis oldugu (p=0.047), buna karsin AA’'nin azalmis oldugu
saptanmigtir. AG ve GG’nin bulunmasinin akciger kanseri riskini 1.6 kat
arttirdigi saptanmistir.

Thomas ve arkadaslarinin (151) 2000 yilinda yaptiklari 115 KHDAK
hastasinin  MMP ekspresyonunun Kkarsilastirmali immunohistokimyasal
calismasinda, elde edilen bulgular, timoran klinik ve histolojik 6zellikleriyle
iligkiliydi, skuamdz hacreli kanser ile adenokarsinom karsilastirildiginda,
skuamoéz hacreli kanserlerde, MMP-1, MMP-11, MMP-13 ve MMP-14 asiri
ekspresyonu daha sik gorulmustu.

Leeman MF ve arkadaslari (152), kolorektal kanser dokusunda MMP-13
ekspresyonunun varhgini IHK ydéntemlerle incelemigler ve MMP-13
ekspresyonunun dusik sag kalimla iligkili olduklarini  bulmuglardir.
Calismamizda yapilan IHK incelemelerde higbir MMP polimorfizmi anlamli
istatistik sonug vermemistir.

Paricia Gonzalez-Arriaga ve arkadaglari (153) 501 akciger kanseri tanisi
alan hasta grubuyla 510 saglikli kontrol grubunda yaptiklari galismada MMP-1 (-
1607 1G/2G), MMP-8 (+17 C/G) ve MMP-13 (77 A/G) promotor bolgelerindeki
polimorfizmlerin, akciger kanseri gelisimi ve hayatta kalma zamani Uzerine
etkilerini incelemigler, akciger kanserinde MMP-1 ve MMP-13 gibi MMP’lerin
sayllarinin artmasinin, skuamoéz hucreli karsinom ve adenokarsinomanin

progresyon ve prognozu ile iligkili oldugunu gOstermiglerdir.
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Yapilan iki yeni ¢calismada da MMP-13 77 A/G polimorfizmi ile, meme kanseri ve
nazofarinks kanseri arasinda iliski olmadigi gosterilmistir (154,155). MMP-13 77 A/G
polimorfizminin hastanin yasam suresi ve akciger kanseri gelisimi Uzerine, Cox
regresyon multivariant analizlerle istatistik olarak farklilik olmadigini gdstermislerdir.
Oysa ki bizim ¢alismamizda Akc Ca/T ile saglkl kontrol grubu karsilastirilmis MMP-
13 A77G polimorfizminin G allelinin timoér dokusunda anlamli olarak ylksek
bulundugu ve AG/GG genotipinin varligi akciger kanseri insidansini 1.6 kat arttirdigi
(p=0.047), Cox regresyon analizinde MMP-13 GG/AA-AG genotipi p=0.001 anlamh
olarak bulunmustur. MMP-13 AA/AG genotiplerinde medyan ortalama yasam suresi

29.5 ay, GG genotipinde ise 9.3 ay olarak bulundu.
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6. SONUG VE ONERILER

Genetik polimorfizmler, tipta bazi hastaliklara karsi duyarlilikta bireysel
farkhliklar belirlememizi saglar. Bazi gen polimorfizmleri (alleller) bir hastalik riskini
arttinrken bazilar1 azaltabilmekte (koruyucu allel), bazi polimorfik alleller ise yalnizca
cevresel bir faktorun etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir.

Calismamizin sonucunda;
MMP-2;

1- GG genotipinde azalmanin akciger kanseri riskini 1.6 kat arttirabilecegini

gOstermisgtir.

2- Genotip sikhdi agisindan karsilastirildiginda, saghkl grupta gézlenmeyen

AG genotipinin, timdrlerde anlaml derecede arttigi ve GG genotipininde anlaml
derecede azaldigi (p=0.008) belirlenmistir.
MMP-7;

1- Allel frekanslari agisindan, G allelinin, saglikh kontrollerde nadir gorullrken

tumor grubunda anlamli bir artisinin (p=0.011) oldugu belirlendi.

2- Genotip sikligi acisindan karsilastirildiginda; Saglikli grupta nadir goézlenen

AG genotipi ile hic gozlenmeyen GG genotipinin, tumor DNA’larinda
anlamli sekilde artmig olarak bulundugu (p=0.020) belirlendi.

3- AG ve GG'nin artmasinin yani AA’'nin azalmasinin akciger kanseri riskini

anlamli sekilde arttirdigi saptandi.

4- AG genotipinin evre | de yuksek olmasinin iyi prognoz isareti oldugu

(p=0.034) belirlendi.
5- AA genotipi azalirken, AG ve GG genotipinin artmasinin, akciger kanseri

riskini 7.9 kat arttirmig oldugu belirlendi.

MMP-13;
1- Allel frekanslari agisindan, G alleli saglikli grupta bulunmazken, tumor
DNA’larinda anlamli oranda yuksek bulundugu (p=0.0002) belirlenmistir.
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2- AG ve GG’nin bulunmasinin akciger kanseri riskini 1.6 kat arttirdigi
saptanmigtir.

3- AG ve GG genotipi akciger kanseri riskini 1.6 kat arttirir.

4- Cox regresyon multivariant analizde, yas, evre kadar MMP-13 GG/AA-AG
polimorfizminin de (p=0.001) medyan total yasam suresine etkili oldugu
bulundu.

5- MMP-13 AA/AG varliginda total yasamin 29.5 ay, GG varliginda 9.3 ay
oldugu bulundu.

6- Ayrica biitin polimorfizmler ile yapilan IHK incelemelerde gruplar ve klinik
parametrelerle yapilan istatistik kargilastiriimasinda higbir anlam
bulunamadigi gibi, MMP-13 GG polimorfizmi bulunan hastalar arasindada
IHK olarak istatistik fark yoktu.

Akciger kanserinde bilindik iyi prognostik faktorler olan, 60 yasin altinda olunmasi
(p=0.019), dusuk evreli olunmasi (p=0.022), lenf bezi metastazinin olmamasi
(p=0.039), cerrahi olarak ust lobektomi yapilmis olmasi (p=0.009) yaninda, MMP-13
GG genotipinin varliginin bulunmasida (p=0.041) prognozda 6nemli bir degiskendi.
Cox regresyon analizinin sonucunda, akciger kanserinin  prognozunun
belirlenmesinde yas ve evre kadar, MMP-13 GG genotipinin de 6énemli oldugunu
soyleyebiliriz.

Kanser gelisiminde genlerin ve varyasyonlarinin, gevresel risk faktorleriyle birlikte
etkisi, tek tek gostermis olduklari etkinin toplamindan daha fazla olabilmektedir.
Kanser gelisimi ya da kansere yatkinlikla ilgili genlerin ve polimorfizmlerin bilinmesi,
hi¢ suphesiz pek ¢ok kanserin erken tanisi ve tedavisinde yararli olabilecektir.

Hastalik yatkinhi@i ile iligkili genetik varyantlari tanimlamak sadece patogenez ile
ilgili altta yatan faktorle ilgili bilgilerimizi gelistirmemize yardim etmeyecek, ayrica
farkli tedavilerin gelismesini kolaylastiracaktir.

Son yillarda o6ncelikle erken evre KHDAK'de arastiriimaya baslanan gen
profillerinin, yakin bir gelecekte hastaligin prognozunu daha iyi belirlememizi
saglayacagini ve tedavi se¢imlerimizde bize daha dogru bir yol gdsterecegini umit
ediyoruz.

Sonu¢ olarak; MMP’ler tiumér gelisimi, progresyonu ve metastazi igin anahtar
nokta olarak kabul edildiginden, MMP genotipleme c¢alismalarindaki uyumsuzluklara
ragmen bu arastirma sahasinda daha ileri galismalar yapilmasi gerekliligine

inaniyoruz.
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8. EKLER

GAZIANTEP UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

REZEKSIYON UYGULANAN KUGUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERLERINDE
MATRIKS METALLOPROTEINAZ GEN POLIMORFiZMLERININ KLINiK
PARAMETRELERLE ILISKiSI,

GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Rezeksiyon uygulanan kiglk hicreli disi akciger kanserlerinde matriks metalloproteinaz gen

polimorfizmlerinin klinik parametrelerle iliskisini arastirmak amaciyla yapilan ¢alismada;
Kontrol grubu olarak tarafimdan kan alinacagi ve bu kandan DNA’ min izole edilecegi, izole edilen
DNA’ min bu calisma disinda higbir yerde ve calismada kullanilamiyacagi, ilgili doktor tarafindan
anlatiimigtir. Bu arastirma esnasinda bana ek bir ilag veriimeyecedi ve girisim yapilmayacagi, kan
ornegi alinirken hipotansiyon, c¢ok azda olsa ndrolojik hasar olusabilecegi, yan etki ve komplikasyonlar
olustugunda derhal tedavisine baslanacagi konusunda bilgilendirildim.

Fakilte Etik Kurulunun bu g¢alismanin Helsinki Deklerasyonu'nda belirtien maddelere goére
ahlaki, vicdani ve tibbi kurallara uygun oldugunu onayladigi konusunda bilgilendirildim. Bu ilacin/tibbi
uygulamanin etki agisindan Diinya Saglik Orgiitii (WHO)'niin kurallarina uygun olarak inceledigini ve
planlanan doz/yéntemin insanlara uygulanmasinin sakincali olmayacagi bana anlatildi. Ayrica bana,
bu galismanin tibbi olarak gecerli oldugu ve en son bilimsel yéntemlere uygun olarak yapildigi bildirildi.
Bunun, agik bir calisma oldugu bana anlatildi.

Beni muayene eden doktora, daha dnceki ve su andaki tum hastaliklarimi ve su anda uygulanan
tedaviyi bildirdigimi teyid ederim. Son dort haftada, herhangi bir galismada yer almadim.

Bu bilgiler dahilinde, alinan kanimdan DNA’ min izole edilmesini, ayrica bu ¢alismanin gereklerinin
yapilmasini kabul ediyorum.

Yukaridaki, arastirmadan 6nce gondulltye verilmesi gereken bilgileri iceren metni okudum. Bana, tanik
huzurunda, yukarida konusu belirtilen arastirmayla ilgili yazili ve s6zli acgiklama yapildi. Arastirmaya
gonulli olarak katildigimi ve katilmama hakkimin oldugunu, arastirma basladiktan sonra devam
etmeyi istememe hakkina sahip oldugum gibi, kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan
arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum. Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve

zorlama olmaksizin, kendi rizam ile katilmayi kabul ediyorum.

Gonudlli No.: Tarih:
Gondllinin Adi, Soyadi: Tanik:

Gonullindn Dogum Tarihi:

Doktorun imzasi:
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GAZU DNA / DOKU BANKASI VE

GEN ARASTIRMALARI LABORATUVARI

DNA ORNEKLEME BiLGi FORMU

ORNEK SAHIBININ

Adi :

Dogum tarihi : /719

Cinsiyeti : E0l K[

Adres :

Telefon :

Anne Baba arasinda akrabalik :

Derecesi : Birinci Kuzen [

Biylikanne ve Biylukbabanin dogdudu ver :

Soyadi :

Dogum veri :

Var [J Yok [

Ikinci Kuzen [

annesi :
babasi :
Ornek Tarihi :
Tani :

Kaltim Sekili :

Otosomal dominant [
X’ e bagli dominant [
Maternal [

Ornek :
Kan: EDTA[L ACD [J

_(")rnedi gonderen doktorun :
Imza :

Ornegi teslim alanin :
Imza :

Deep freeze kodu :

Not:

Annenin babasi :

Otosomal resesif [
X’e bagli resesif [
Ailevi [

Doku : Kas [
Adi:
Bolum :
Adi:

Annenin annesi :

Uzak Akraba [

Bilinmiyor [

Fibroblast [
Soyadi :
Telefon :

Soyadi:
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Babanin

Babanin



Latfen formlar eksiksiz ve her birey icin ayri doldurunuz, aksi takdirde
bilgisayar kayitlarina gegmek mumkun olamamaktadir. Ayrica arkaya aile agacini
cizmeniz 6nemle rica olunur.
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