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OZET

Isenlik, B. (2019). T Hiicre Imminitesinde Fonksiyon Gosteren Ctla-4 Gen
Varyantlarmn  Kiigiik Hiicreli Disi Akciger Kanseriyle Olasi Iliskisinin - Arastrimas.
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi, Molekiller Tip ABD. Yiksek Lisans
Tezi. Istanbul.

Akciger kanseri, akciger dokularmda kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile karakterize edilen
bir hastalktr. Tedavi edilmezse, bu bilylime metastaz ile yakmndaki dokuya ve
nihayetinde viicudun diger kisimlarma yayilabilir. Akciger kanseri her yil tahmin edilen
2 milyondan fazla yeni vaka ile dinya ¢apmda en yaygm kanserdir. Akciger kanseri
dagilmlari, diinyada tiitin kullammmdaki ve hava kalitesindeki cografi degisiklikleri
yansitan farklilklar gostermektedir. Dinyada, akciger kanseri insidanst artmaktadir.
Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), akciger kanserinin en sk goriinenidir.
Akciger kanserlerinin yaklaskk % 85-901 KHDAK’dan kaynaklanmaktadr. Kanseri
tedavi etmenin  yols, timori dogrudan hedeflemektir. Immiinoterapi, onkolojide
vicudun kanserle savasmak i¢in bagisiklk sistemini kullanan bir tedavi yontemidir.
Sitotoksik T-Lenfosit Iliskili Protein 4 (CTLA-4), ilac hedefi olarak kullanilan ik
bagisikik kontrol noktasidr ve Immiin-onkoloji alanma yol gdsterici olmustur. CTLA-
4, T hicrelerinin aktivasyon esigini artwrarak, kendi ve timor antijenleri gibi zayif
antijenlere karst immiin yantlar1 azaltr. Caligmamizda KHDAK tanist koyulmus 56
hasta ve akciger grafisi yaptrmus ve akciSer kanseri iliskisi olmayan 107 saghkh
gondllti kontrol grubu kullanimustr. Bu kapsamda her iki kolda CTLA-4 49 A/G gen
polimorfizmine ve SCTLA-4 dizeylerine bakimustr. Calsma gruplari kendi iginde ve
gruplar arasi incelemede Dbireylerin tagidiklari CTLA-4 49A/G genotipi ve allel
frekanslart  bakimmdan hasta ve kontrol gruplart arasmda anlamh bir fark
saptanamanustr. Bununla birlkte, CTLA-4, 49 A/G heterozigot AG varyant tagimanmn
hastalign  progresyonu 1ile iliskili olabilecegi dusiiniilmektedir. Cahsma verilerimiz,
CTLA-4’tn  KHDAK patogenezinin aydmlatimast veya terapotikk degeri agismdan
degerlendiriimesi  konusunda  yapilacak  calismalara  rehber olma  niteligindedir.
Aragtrmann smrh boyutu g6z Oniine alndiginda, gozlemlerin daha biiyik orneklem
gruplarmda analiz  edilmesi KHDAK ile ilgili gelecekte vyapilacak ¢alismalarm
gelisiminde Onemli olacagmi diisinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler : KHDAK, CTLA-4, Akciger Kanseri, immiino onkoloji

Bu calbsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2018-25437
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ABSTRACT

Isenlik, B. (2019). Investigation of Possible Relationship Between CTLA-4 Gene
Variants Functioning with Non-Small Cell Lung Cancer in T-Cell Immunity. Master
Thesis. Istanbul.

Lung cancer is a disease characterized by uncontrolled cell growth in lung
tissues. If it is not treated, this growth can spread to the nearby tissue with metastasis
and ultimately to other parts of the body. Lung cancer is the most common cancer
worldwide, with more than 2 million new cases estimated each year. Lung cancer
distributions differs in the world, reflecting geographical changes in tobacco use and air
quality. The incidence of lung cancer is increasing in the world. Non-small cell lung
cancer (NSCLC) is the most common manifestation of lung cancer. Approximately 85-
90% of lung cancers are caused by NSCLC. The way to treat cancer is to target the
tumor directly. Immunotherapy is a treatment method that uses the immune system to
combat cancer in oncology. Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4 (CTLA-4) is
the first immune control point used as a drug target, and has guided the field of
Immuno-oncology. CTLA-4 increases the activation threshold of T cells, reducing
immune responses to weak antigens such as their own and tumor antigens. In our study,
56 patients were diagnosed with NSCLC and 107 healthy volunteers who did not have
lung cancer were given concent to participate. In this context, CTLA-4 49 A / G gene
polymorphism and SCTLA-4 levels were examined in both arms. There was no
significant difference between the patient and control groups in terms of the CTLA-4
49A / G genotype and allele frequencies carried by the individuals in the study groups
and among the groups. However, it is thought that CTLA-4, 49 A / G heterozygous AG
variant transport may be associated with disease progression. Our study data are guiding
the studies on the evaluation of CTLA-4 in terms of clarification or therapeutic value of
NSCLC. Considering the limited size of the study, we believe that the analysis of
observations in larger sample groups will be important in the development of future
studies on NSCLC.

Key Words: NSCLC, CTLA-4, Lung Cancer, T Cell Immunity

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2018-25437



1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri tiimor hiicrelerinin bir veya iki akcigerde kontrolsiiz olarak
biyimesidir. Akciger kanseri (AK), bronglari kaplayan hiicrelerde ve brongiyoller veya
alveoller gibi akciger kisimlarmda baslayabilir KHDAK, akciger kanserinin en sk
nedenidir. Akciger kanserlernin yaklagkk % 85-90'1 KHDAK’dan kaynaklanmaktadr [4].
AK her yi tahmin edilen 2 milyondan fazla yeni vaka ile dinyada en yaygm kanserdir [9].
2018 yihnda toplam 17,036,901 kisiye kanser teshisi koyulmustur. Bunlarm 2.093.876°s1
akciger kanseridir [10]. Kanseri tedavi etmenin yolu, tiimorii dogrudan hedeflemektir.
Bununla birlikte, pasif tedaviler viicudun mevcut bagisikhk tepkisini kolaylastrr ve
bagisiklk hiicrelerinin - dogrudan katlmum gerektirmez [14]. Immiinoterapi, onkolojide
viicudun kanserle savasmak i¢in bagisiklk sistemini kullanan bir tedavi yontemidir. Baz
kanser hiicreleri, saglkli hiicrelerle Ozelliklerini paylasr ve bu nedenle bagisiklk sistemi
viicudun normal ve anormal (kanser) hiicreleri arasmda ayrm yapamaz [15]. Sitotoksik T-
Lenfosit Iliskili Protein 4 (CTLA-4), ilag¢ hedefi olarak kullanilan ik bagisikik kontrol
noktasidr ve Immiin-onkoloji alanma yol gosterici olmustur [14]. CTLA-4 aym zamanda
CD152 olarak da bilinen, T hiicre fonksiyonlarmi inhibe eden bir B7/CD28 aile Uyesidir
[32].

Calsmanmn amaci, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri dokusunda CTLA-4 ekspresyon
dizeyini, CTLA-4 proteininin Oncli sekansmi (+ 49A / G) etkileyen segilmis CTLA-4
polimorfizmiyle olan iliskisini degerlendirmektir. Buna ek olarak, CTLA-4 genotiplerinin
kanda ve insan serumuda yer alan dogal ¢Oziniir bigiminin (sCTLA-4) miktar tayini ile
elde edilebilecek anlamh sonuglar ile yeni ¢aligmalara sk tutabilmektir. Gen polimorfizm
cahgmalarn kanserde risk belirfleme parametrelerinden biri oldugu disiiniildiigiinden birgok
kanser arastrmasmnda gen polimorfizm cahgmalart yapimaktadr. Cahsmamizda hasta ve
kontrol gruplarmda yer alan goniillilere ait saptanan polimorfizmin yapis1 ve dagim
istatistiksel analizleri ile incelenmektedir. Bu c¢alisma kapsammnda belirlenen, CTLA-4
proteininin 6ncii sekansm (+ 49A / G) etkileyen secimis CTLA-4 polimorfizmiyle, hasta
serumlarmda bundan dolayr etkilenebilecegi Ongorilen CTLA-4 dizeylerinin - kugik
hiicreli dis1  akciger kanseri gelisiminde risk  olusturup  olusturmadigmn  belirlenmesi

amaclanmaktadr.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Anatomisi

Solunum sistemi, burun, burun boslugu ve smiisler, farinks, girtlak (ses kutusu),
trakea (soluk borusu) ve akcigerlerin gaz ahgverisi ylizeylerine giden daha kulguk iletken
gegitleri icerir. Akcigerlerin derin fissiirlerle ayrilan farkh loblar1 vardwr. Sag akcigerde iig
lob vardr: Ust, orta ve alt. Yatay fissir, iist ve orta loblart aymrr. Egk fissiir, iist ve alt
loblar1 ayrr. Sol akcigerde egk fissiirle ayrilan sadece ist ve altta iki lob vardr. Her
akciger, ucu veya apeksi ile istiin bir sekilde isaret eden keskin bir konidir. Her iki
taraftaki tepe noktasy, ik kaburga iizerindeki boynun tabanmna uzanwr. Her akcigerin genis
icbikey mferior kismu veya tabam diyaframm {ist ylizeyme dayanr. Gogls kafesinin i¢
hatlarmi takip eden akcigerin kavisli 6n kismu kostal yiizeydir. Medial yizeyin mediastinal
ylizeyi hilumu i¢erir ve daha diizensiz bir sekle sahiptir [1].
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2.2. Akciger Kanseri

Kanser, viicuttaki farkli hiicre tiirlerinden herhangi birinin  kontrolsiiz  olarak
cogalmasmdan kaynaklanabilir, bu nedenle davranglari ve tedaviye yantlart arasmnda
biiyik Olciide degisiklik gosterebilen yiizden fazla kanser tiirii vardwr. Kanser patolojisinde
en Onemli husus, iyi huylu ve koti huylu tiimorler arasmdaki ayrmdw. Tumér, iyi huylu
veya kotu huylu olabilen herhangi bir hiicre ¢ogalmasidr. Iyi huylu timor orijinal konumu
ile smrh kalr, ne normal dokuyu ¢evreleyerek istila eder, ne de viicudun uzak bolgelerine
yayihr. Bununla birlikte, kot huylu bir timdr, hem normal dokuyu cevreleyerek istila
etme hem de dolasm veya lenfatk sistemler yoluyla viicutta yaylma (metastaz)
yetenegine sahiptir. Yalnizca kotii huylu timorlere kanser denir ve kanseri ¢ok tehlikeli
yapan da bu istila ve metastaz yapma yetenegidir. Iyi huylu tiimdrler genellikle cerrahi
olarak cikarilabilse de, malign tiimdrlerin uzak wviicut bolgelerine yayimasi sikhkla bu tiir

lokalize tedaviye direncli hale getirir.

Akciger kanseri (AK), tumor hicrelerinin bir veya iki akcigerde kontrolsiiz olarak
biyimesidir. AK bronglar1 kaplayan hiicrelerde ve bronsiyoller veya alveoller gbi akciger
kismlarmda  baglayabilir.  AK, akciger dokularmda kontrolsiiz  hiicre  biyumesi ile
karakterize edilen bir hastaliktr. Eger tedavi edimezse, bu biiylime metastaz denilen bir
stirecte yakindaki dokuya ve nihayetinde akcigerlerin dismda viicudun diger kisimlarma

yayilabilir.

Kanser hiicrelerinin  mikroskop altndaki goriiniimiine bakildignda tiimoriin  hiicre
biiyiikliigii ile karakterize edilen iki tipine gore smiflandirlan AK vardr [2]: Klguk hcreli
akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) [3]. KHDAK,
akciger kansermin en sik nedenidir. Akcifer kanserlermin yaklasik % 85-90't KHDAK ’dan
kaynaklanmaktadr [4].  Bu nedenle kanserle ilgili arastrmalarda bu konu (zerinde daha
fazla cahgmalarin yapimasi s6z konusu olmustur.

KHDAK her biri farkh tedavi se¢encklerine sahip 4 farkh tipe ayrilabilir: Skuaméz
hucreli karsinom wveya epidermoid karsinom, Adenokarsinom, Bronkoalveolar karsinom,
Farkllasmanus  biiyik  hiicreli  karsinom, adenoskuamdz karsinom ve sarkomatoid
karsinom. Bu birbirinden farkh tipteki karsinomlardaki hicrelere mikroskop altmda
bakildiginda boyut, sekil ve kimyasal yapi bakimmdan birbirinden farkhik gosterir. Fakat
birlkte gruplanirlar ¢iinkii tedavi ve prognoz yaklagimi (goriiniim) c¢ok benzerdir.



SkuamOz hicreli karsinom (Epidermoid karsinom): Siklkla akcigerlerde

merkeze yakm bronsiyollerin epidermlerinde ortaya ¢ikar.

Adenokarsinom: Akcigerlerin  mukus salglayan bezlerinde ortaya ¢ikar Ve
merkezden ¢ok akcigerlerin dis kisimlarma yakmn bolgelerinde olusur. Adenokarsinomun
nadir gorllen bir tipi olan Bronkoalveoler karsinom ise akcigerlerin hava keseciklerinin

yaninda olusur.

BlyUk htcreli (farkhlasmamms) karsinom: Akcigerlerin herhangi bir noktasmda

gelisebilir ve hizli ilerleyen bir tiptir.

KHAK ise hzla c¢ogalan kiigiik hiicrelerle sembolize edilir. Hizh metastaz yapabilen
biylk timorler olusturur.

Erken evrede teshis edilen akciger kanserleri i¢in hayatta kalma oranlar1 daha
yuksektir, erken evrede teshis edilenlerin yaklask %49'u 5 yil veya daha uzun siire hayatta
kalr [4].

2.2.1. Akciger Kanseri Patogenezi

Akciger kanserlerinin, solunum mukozasnda preneoplastik veya prekiirsor lezyonlar
tireten bir dizi progresif patolojik degisiklikten sonra ortaya ¢iktigma manimaktadr. Sekil
3’de skuamoz hicreli karsinomun patogenezinde rol alan preneoplastik ve molekiler
olaylarm swas1 kismen ag¢iklanmis olsa da, akciger adenokarsinomlarmm gelisiminde bilgi
eksikligi vardr. Bununla birlikte, adenokarsinom erken patogenezinde en az iki molekiiler
yol bulunduguna dair kantlar vardr: sigara icen ve KRAS iligkili veya sigara icmeyen ve
EGFR ile iliskili (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. KHDAK patogenezinde rol oynayan major molekiler yollar [5].

2.2.2. Akciger Kanserinde Histopatolojik Smiflandirma

Immiinohistokimya ik kez 1999 Diinya Saghk Orgiti (WHO-World Health
Organization) Smiflandrmasinda tamtildi ve 2004 WHO smiflamasmda bile akciger
kanseri tanis1 i¢in immiinohistokimya, malign mezotelyoma ile aymici tamda biiyiik hiicreli
noroendokrin karsinomlar (LCNEC), sarkomatoid karsinomlar ve karsinomlarla smirlyd:.
Bununla birlikte, 2015 WHO Smiflandrmasi siiresince, miimkiin oldugunca, sadece KuUguk
biyopsiler / sitoloji icin degl, aym zamanda solid adenokarsinom, keratinize olmayan
skuambz hicreli  karsinom, blyik hicreli  karsinom, ndroendokrin  timorleri  ve
sarkomatoid  karsinomlar gbi baz ortamlarda rezeke edimis Ornekler icin de
imminohistokimya ~ onerilmektedir. Diinya Saghk  Orgiitinin  (WHO-World  Health
Organization) 2015°de detaylandwrimuis olarak smiflandrdigi  akciger tiimérleri  Tablo
2.1’de verimistir [6]. Akciger kanserinin dogru patolojik smiflandrmasi, hastalarm uygun



tedaviyi almalar1 i¢in esastr. Histopatolojik ve biyolojik agidan bakidignda, akciger
kanseri olduk¢a karmasik bir neoplazmdr [7], [8].

Tablo 2.1. Akciger tiimérlerinde histolojik smiflandirma

Epitelyal timorler

Histolojik Tip ve Alt Tip ICDO Kodu
Adenokarsinom 8140/3
Lepidik adenokarsinom™* 8250/3
Asineradenokarsinom 8551/3
Papilleradenokarsinom 8260/3
Mikropapiller adenokarsinom* 8265/3
Solid adenokarsinom 8230/3
invaziv misinéz adenokarsinom* 8253/3
Kolloid adenokarsinom 8480/3
Fetal adenokarsinom 8333/3
Enterik adenokarsinom™ 8144/3
Minimal invaziv adenokarsinom*
Nonmdisindz 8256/3
Musindz 8257/3
Preinvazivlezyonlar
Atipik adenomattz hiperplazi 8250/0
Adenokarsinomainsitu*
Nonmuisingz 8250/2
Musin6z 8253/2
Yass! epitel hiicreli karsinom 8070/3
Keratinize yassiepitel hiicreli karsinom* 8071/3
Nonkeratinize yassiepitel hiicreli karsinom* 8072/3
Bazaloid yassiepitel hicreli karsinom* 8083/3
in situyassi epitel hiicreli karsinoma 8070/2
Noroendokrintiimorler
Kucik hiicreli karsinom 8041/3
Kombine kiguk hiicreli karsinom 8045/3
Buyuk hiicreli néroendokrin karsinom 8013/3

Kombine buyik hicrelinéroendokrin karsinom 8013/3
Karsinoid timorler

Tipik karsinoid timor 8240/3
Atipik karsinoid tumor 8249/3
Diffuz idiyopatik néroendokrin hiicre hiperplazisi 8040/0
Buyuk hiicreli karsinom 8012/3
Adenoskuamoz karsinom 8560/3
Sarkomatoid karsinomlar
Pleomorfik karsinom 8022/3
igsi hiicreli karsinom 8032/3
Dev hiicreli karsinom 8031/3
Karsinosarkom 8980/3
Pulmonerblastom 8972/3

Digerve siniflandirilamayan karsinomlar
Lenfoepitelyomabenzerikarsinom 8082/3




NUT karsinom*
Tukrik bezi tipi tumorler
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal-miyoepitelyal karsinom
Pleomorfikadenom
Papillom
Yassi epitel hiicreli papillom
Glanduler papillom
Mikst skuam®z ve glanduler papillom
Adenomlar Sklerozan pnédmositom*
Alveoleradenom
Papilleradenom
Musindz kistadenom
Miik6z gland adenomu
Mezenkimal timorler
Pulmoner hamartoma
Kondroma
PEComattz tumorler*
Lenfangiomyomatozis
PEComa, benign*
Berrak hiicreli timor
PEComa, malign*
Konjenital peribronsial miyofibroblastik timoér
Diffliz pulmoner lenfanjiomatozis
inflamatuvar miyofibroblastik timor
Epiteloid hemanjioendotelyoma
Plevropulmoner blastom
Sinovyal sarkom
Pulmonerarterintimal sarkom
Pulmoner miksoid sarkom, EWSR1-VREB1 translokasyonu*
Miyoepitelyal timorler*
Miyoepitelyoma
Miyoepitelyal karsinoma
Lenfohistiositik timorler
MALT lenfoma-Duslk gradeli marjinal zon B hiicreli
Diffiz buyuk hicrelilenfoma
Lenfomatoid grantlomatozis
intravaskiiler biyiik B hiicreli lenfoma*
PulmonerLangerhans hiicreli histiositoz
Erdheim-Chester hastaligi*
Ektopik kokenli timarler
Germ hicreli timorler
Teratom, matlr
Teratom, immatar
intrapulmonertimoma
Melanom
Meningiom, NOS
Metastatik timorler

8023/3

8430/3
8200/3
8562/3
8940/0

8052/0
8260/0
8560/0
8832/0
8251/0
8260/0
8470/0
8480/0

8992/0
9220/0

9174/0
8714/0
8005/0
8714/3
8827/1

8825/1
9133/3
8973/3
9040/3
9137/3
8842/3

8942/0
8982/3
8005/0
9699/3
9680/3
9766/1
9712/3
9751/1
9750/1

9080/0
9080/1
8580/3
8270/3
9530/0

*Siniflandirmaya eklenen yeni basliklar




2.2.3. Akciger Kanserinde TNM Evrelemesi

Evre smiflamasmmn temel yapisi TNM sistemidir: Primer tiimoriin karakteristigi icin
T, lenf nodu tutulumu icin N ve (uzak) metastaz icin M kullamimaktadir. Benzer davranis
sergileyen spesifik T, N ve M kategorileri daha sonra evre gruplar1 olarak birlestirilir. T, N
ve M Kkategorilerinin ve ewre gruplarmm tammlarma resmi olarak karar veren organlar,
Amerika Birlesik Devletlerindeki Amerikan Kanser Ortak Komisyonu (American Joint
Committee on Cancer-AJCC) ve uluslararasi olarak Uluslararast Kanser Kontrol Birligi'dir
(Union for International Cancer Control-UICC). Akciger kanseri, evre smiflandrmasi
acismdan kanser bolgeleri arasmda benzersizdir. Kanser evresi smiflandirma sistemlerinin

cogu biiyiik olgiide ampirik ve konsensis temellidir [9].

Tablo 2.2. T Faktorii; primer timdr degerlendirmesi

T Faktorti Tanimlayicilart

Primer tiimoriin degerlendirilemedigi veya balgam ya da bronsiyal yikama sivismda

T malign hiicrelerin gosterildigi ancak tiimériin bronkoskopi veya gorintuleme
yontemleri ile saptanamadigi durumlar
TO Primer tiimor kamit1 yok
Tis Karsinoma in situ’
Ana brong tutulumu olmadan akciger veya
visseral plevra ile ¢evrili, en genis ¢ap1 <3,
bronkoskopik olarak lob bronsundan daha
1 proksimalde invazyon bulgusu olmayan tiimér?

T1mi|[Minimal invaziv adenokarsinom®

T1la |Tiimériin en genis cap1 <I cm’

T1b |Timoériin en genis capt >1 cm, <2 cm

T1c [Timoriin en genis capt >2 cm, <3 cm

Tiimoriin en genis ¢ap1 >3 cm, <5 cm veya asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip
olan timor®

- -Karinay1 invaze etmeden, karinaya uzakligma bakilmaksizn ana bronsu tutan tiimor
-Visseral plevra invazyonu

-Hiler bolgeye uzanan atelektazi veya obstriiktif pnémoni (kismi veya total

atelektazi/pnémoni)

T2a [TUmOrin en genis ¢capt >3 cm, <4 cm




T2b |Timoriin en genis ¢capt >4 cm, <5 cm

Primer tiimérle ayni lobda metastatik nodiil/ nodiiller Tiimdriin en genis ¢capt >5-<7

T3 cm veya asagidaki yapilardan birine direkt invazyon varligr: *Gogilis duvari (siiperior
sulkus tamarleri dahil), frenik sinir, pariyetal perikard
Tiimoriin en genis ¢ap1 >7 cm veya asagidaki yapilardan birine invazyon varhg:

T4 -Diyafragma, mediasten, kalp, biyik damarlar, trakea, rekirren laringeal sinir,

6zefagus, vertebra korpusu, karina

-Primer tumorle ayni akcigerde fakat farkh lobda nodiil/nodiiller

'Tis adenokarsinoma in situ ve skuaméz hicreli karsinoma in situyu kapsar.
?Ana bronsun proksimaline uzanan, bronsiyal duvara smrh invazyon gosteren herhangi bir
blytklikteki nadir yizeyel  timor yaymu da  Tla  olarak  smiflandirilr.
* Soliter adenokarsinom (3 cm’den daha biiyiik boyutta olmayan), lepidik baskmn paternli ve
herhangi bir odakta 5 mm’den daha biyik boyutta invazyona sahip olmayan
* Bu 6zellikleri ile T2 tiimér; eger <4 cm veya biyiikligii belirlenemiyor ise T2a; eger >4 cm fakat
<5 cm ise T2b olarak smiflandirilir.

Tablo 2.3. N Faktorii; Lenf nodu degerlendirmesi

N Faktorii Tanimlayicilart
Nx Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor
NO Bolgesel lenf bezi metastazi yok |

Ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf bezlerine ve/veya intrapulmoner
N1 lenf bezlerine metastaz veya direkt invazyon

N2 Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen
N3 veya supraklavikiiler lenf bezlerine metastaz

Tablo 2.4. M Faktorii; Uzak metastazin degerlendirmesi

M faktorii tanmlayicilar:
MO Uzak metastaz yok
Uzak metastaz var

M1 Mla Karsiakcigerde metastatik nodiilnodiiller, plevral veya perikardiyal
metastatik nodiiller veya malign plevral veya perikardiyal efiizyon"




10

M1b Tek bir ekstratorasik organda, tek metastaz’

Milc Bir veya birden ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz

YAkciger kanseriyle birlikte olan plevral-perikardiyal efiizyonlar genellikle tiimdre baglt geligir. Ancak bazen
patolojik incelemelerde plevral-perikardiyal sivida tiimor goriilmemektedir. Bu bulgular varsa ve Kklinik
degerlendirme efiizyonun tiimorle ilgili olmadiyi yoOniindeyse eflizyon evreleme belirleyicisi olarak
kullanilmamahdir

?Bu durum bélgesel olmayan tek bir uzak lenf bezi metastazini da kap samaktadir

Tablo 2.5. TNM’ye gore evre gruplar1 [9].

NO N1 N2 N3 Mila |[M1b | Mic
Tla |lal e ma | e VA VA VB
Tib | 1A2 ne ma | e IVA VA IVE
Tlc | l1A3 ne A | e IVA VA IVE
Tza |IB ns A | e IVA VA IVE
TZb | A nes A | e IVA VA IVE
T3 1 A e | mc IVA VA IVE
T4 A A Ime | mc IVA VA VB

2.2.4. Epidemiyoloji

Akciger kanseri diinyada en yaygm kanser tiiriidiir. Tiim akciger kanseri vakalarnm

%85’ KHDAK olusturuken %15’ini KHAK olusturmaktadir.

KHDAK ayrica ¢ tipte smiflandmilr: adenokarsinom, skuamdz hticreli karsinom ve

biyik hucreli karsinom.

Adenokarsinom, mukus ve diger maddeleri salglayan kiigiik hava yolu epitelyal, tip
I alveoler hucrelerinde olusmaya bagslar ve en sik goriilen alt tiirdiir ve tiim akciger kanseri
tirlermin - %40’m olusturur. Sigara icen ve sigara igcmeyen erkekler ve kadmlarda,
yaglarma bakimaksizm en sk gorilen akciger kanseri tiriidir. TUtindeki biyuk
parcacklarm akcigerlere girmesini  engelleyen sigaralardaki filtrelerin  ilavesi  sigara
dumanmnmn daha derin solunmasiyla ortaya ¢ikan periferal lezyonlara sebep olmaktadwr. Bu

nedenle akcigerlerin ¢evresinde ortaya c¢ikma egilimindedir. Diger akciger kanseri
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tirleriyle  karsilastrildignda, adenokarsinom yavas ilerleme egilimindedir ve akcigerlerin
disma yaylmadan once tespit edilme sansi daha yuksektir. [4].

KHDAK alt tiplerinden biri olan skuamdz hiicreli karsinom, tiim akciger kanseri
vakalarmm % 25-30'unu olusturur [4]. Akcigerlerin merkezindeki brongiyal tiiplerdeki
hava yolu epitel hiicrelerinde gorilen skuam6z hiicrelerin  erken versiyonlarmdan

kaynaklanmaktadir. KHDAK’m bu alt tipi sigara icimi ile giichi bir sekilde iligkilidir.

Biiyiik hiicreli (farkhlagsmamus) karsinom, akciger kanserlermin % 5-10'unu olusturur
[4]. Bu tip karsinom, skuamdz veya glandiller olgunlasma kaniti géstermez ve sonug olarak
varsaylan olarak diger olasiliklarm dislanmastyla teshis edilir. Biiyik hiicreli karsinom
siklikla akcigerlerin orta kismmda, bazen yakindaki lenf bezlerine ve gogiis duvarma ve
uzak organlara baslar. Biiyikk hiicreli karsinom tiimorleri sigara ile giicli bir sekilde
iliskilidir.

AK her yi yaklasik 2 milyondan fazla yeni vaka ile diinya ¢apmda en yaygm kanser
toraddr. [10]. 2018 yiinda toplam 17,036,901 kisiye kanser teshisi koyulmustur. Bunlarm
2.093.876’s1 akciger kanseridir. AK teshisi koyulan bu kisilerin 725.352°si kadn ve
1.368.524°U erkektir. Bir diger yaygmn tir olan meme kanseri ile birlikte AK, 2018 yilna
ait diinyadaki toplam yeni vaka sayismin % 12.3’iline karsilk gelmektedirler [11].

AK’nin cinsiyete gore dagimu ise soyledir: diinya ¢apmda erkeklerde en sik goriilen
kanser tirl olan AK, 2018 yiinda tiim diinyada erkeklerde teshis edilen toplam yeni vaka
sayismda 1.368.524 yeni teshis ie % 15.5 orana sahiptir. Kadmlarda ise 2018 yilinda
teshis edilen kanser tiirlerinden meme ve kolorektal kanserden sonra igiincii srada gelen
AK 725.352 yeni teshis ile %8.8 oranndadr [11]. Kanser vakalarmm kanser turlerine gore
dagihm1 Tablo 2.6’da verilmistir [11].

Tablo 2.6. Kanserde vaka dagilimi

Sira Kanser T 2018 yllln(;la‘ teshis koyulan Tdm kanse.rle rin % '-SI .
Kisi sayis1 (melanom dis1 cilt kanseri haric)
Kanserlerin timu 17,036,901
1 Akciger 2,093,876 12,3%
2 Meme 2,088,849 12,3%
3 Kolorektal 1,800,977 10,6%
4 Prostat 1,276,106 75%
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5 Mide 1,033,701 6,1%
6 Karaciger 841,080 5,0%
7 Yemek borusu 572,034 3,4%
8 Serviks uteri 569,847 3,3%
9 Tiroid 567,233 3,3%
10 Mesane 549,393 3.2%

Akciger kanseri hem erkekler hem de kadmlar icin en Sliimciil kanserler arasmdadir
[12]. Mortalite insidansndaki azalmaya ragmen, akciger kanseri yilk 1.2 milyondan fazla
Olime neden olur ve yasa gore standartlastwrilmus 5 yillk net hayatta kalma oram sadece %
10 ila 20'dir [13]. Olim oram, en yaygm iic kanserin birlesiminin (kolon, meme ve
pankreas) oranmi agsmaktadr [4]. Akciger kanseri insidansi, kadmlara oranla erkeklerde iki
kat daha hizh bir sekilde azalmaya devam etmekte, bazz dogum kohortlarmda kadmlarda
sigara icme prevalansmm yam sra titin kullanmmndaki ve brakmadaki tarihsel
farkhhklart yanstmaktadr. Bununla birlikte, sigara icme ahskanlklar, 1960'larda dogan
erkeklerle karsilastrldignda, gen¢ kadmlarda son zamanlarda bildirilen yiiksek akciger
kanseri insidans oranlarmi agiklamaktadir [14].

2.2.5. Akciger Kanserinde Cevresel Risk Faktorleri
Radon: Radon, dinya kabugunda uranyum ciirimesinden kaynaklanan dogal olarak
olusan bir radyoaktif gazdwr. Topragm temelinden gelen radon akcifer kanseri icin
ikinci en yaygn risk faktorinii olusturmaktadr. Vakalarm % 10’unu olusturdugu
tahmin edilmektedir. Radon, diinya kabugunda uranyum ¢iiriimesinden kaynaklanan
dogal olarak olusan bir radyoaktif gazdmr [15].

Asbest:  Kanserojenlere  mesleki  maruziyetin, akciger kanserlermin ~ %5-10'unu
olusturdugu tahmin edimektedir. Dogal olarak olusan bir silkat minerali olan asbest
amfibol (amosit, krosidolit, trenolit) ve serpantin (krizotil) alt tiplerine sahiptir ve
ingaatta asbest kullanmu 19. yiizyldan beri devam etmektedir. Krizotil lifleri, torasik
maligniteler ile en biiyiik iliskiye sahiptir [15].

Kirlilik ve hava kalitesii Hem dis ortamda hem de i¢ ortamda hava Kalitesini etkileyen
iki ana durum vardmr: Fosil yakitlarm ve havada bulunan partikiillerin yanmasi sonucu
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uretilen kanserojenler [16]. Dis ortamdaki atmosferik kanserojenler PAH, kiikiirt dioksit

ve iz metalleri icerebilir [17].

Enfeksiyon: Akcigere enflamasyon ve enfeksiyondan zarar gelmesi kanserojenezde rol
oynar. Gecmiste, tliberkiiloz gibi enfeksiyonlar, sigara igme durumuna bakimaksizin ve
gozle goriilir gecikme olmaksizm, akciger kanseri gelisimi igin 1,76’ya varan oranlar
vermistir [18]. Akciger kanseri HIV enfeksiyonu olan kisilerde AIDS dist en sk
gorulen malignitedir. Daha etkili antiretroviral tedavi ¢agmnda, akciger kanseri HIV
bulasmis hastalarda kanser Oliimlerinin yaklaskk % 30'unu olusturan en Onemli Olim
nedeni olmustur [19].

2.2.6. Akciger Kanserinde Kahtimsal Risk Faktorleri

Titin kullananlarm hepsi, akciger kanserine yakalanmaz ve akciger malignitesine
karsi genetik bir duyarlik olusturmaz. Akciger Kkanseri Oykiisii olan kisilerde, akciger
kanseri geligimi riskinin 1.7 kat fazla oldugu iliskilendirilmistir [20].

2.2.7. Etiyoloji

Akciger kanseri oranlar, dinyada tiitin kullanmindaki farkhliklar ve hava
kalitesindeki cografi farklilklar1 yanstan degisiklikler gostermektedir [21]. Dinyada,
akciger kanseri insidansi artmaktadr [22]. Kadmlarda da akciger kanseri diinya gelistikce
daha sik gorilmektedir ve sigara icimi ile iligkilidir. Diinya ¢apmnda, kadmlarm akciger
kanseri olma oranlar1 artmaktadr. Gegmiste, erkeklerin kadmlara gore tiitiin kullanmu ve
akciger kanserinin gorilme skhg ve akcifer kanserinden Olim oranlart daha yiksektir.
Kadmlar daha c¢ok Ikinci Diinya Savasrndan sonra sigara igmislerdir ve birakma oranlari
erkeklere kiyasla daha az olarak kalmistr ve bu da kadmlarda akciger kanseri insidansmm
cok daha hizh bir sekide zrveye tasmmasma yol agmustr [23]. Tatln Grdnlerinin
kullanmu, akciger kanserinin gelisimnde en biyik risk faktoridir ve sigara icmeye
atfedilen akciger kanserlerinin %901 kadardr. Bu nedensel iliskinin anlagiimasi, yavas ve
kademeli olarak gelismistir sigara i¢imeye baslanmasi ve akciger kanserinin meydana

gelmesi arasmda on yillardir stiregelen gecikme siiresi nedeniyle degildir [24].
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2.3. Akciger Kanseri Tedavisi

Akciger kanseri tedavisinde, erken evre olgularda post operatif standart tedavi
uygulanirken, ileri evre metastatikk olgularda cesit tedaviler bulunmaktadwr. Hastalarm
genel durumu, timoérin tipi (KHAK veya KHDAK) ve tiimorin genomik oOzelligi dikkate
almarak tedavi secimi yapilmaktadr [25].

2.3.1. immun-Onkoloji Terapiler

Bagisklk sistemi  (Immiin sistem), viicudun iiretmedigi maddelere ve viicutta
alglanan ve tehlikeli olarak degerlendirilen maddelere karsi vicudu korumak icin
uzmanlasmistr. Bagigikhk  sisteminin - kanser hiicrelerini  yok etme potansiyeline sahip
oldugu artik kabul edimektedir. Bagisikhk sistemi dogal ve adaptif olarak ikiye ayrilir ve
hem dogal bagisiklk sistemi ve hem de adaptif bagisiklk sistemi tarafindan tiimore karst
olusturulan yanitlar timdrin blyumesini inhibe eder [26].

Dogal immiin sistemin olusturdugu yanttlar, antjene sipesifik degildir. Hizh
gelisirler. Interferan gama (IFN-y) ve perforin salglanmasma neden olan ¢esitli efektor
hicrelere (dogal Oldiiriicti [NK] hiicreler, polimorfoniikleer Iokositler ve mast hiicreleri,
ayrica makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi) ve antijen sunan hiicrelere araciik ederek
timor hicrelerinin - apoptozunu indikleyen enflamatuar sitokinlere araciik ederler. Buna
karsiik, adaptif immiin sistemin tepkileri antijene 0zgudir. Daha yavas gelisir, immiin
hafiza olusturur ve swasiylh B ve T hiicrelerinin aracihk ettifi hem humoral hem de
hicresel immiiniteyi icerir. Bu nedenle dogal bagisiklk yerine adaptif, uzun siireli ve
dayanikl antikanser bagisiklk yantlart icin biiylik bir potansiyel saglamaktadr. Bir diger
Oonemli nokta ise dendritik hiicreler, makrofajlar ve NK hiicreleri gibi dogal immiinite ile
ilgili hiicrelerin bazlar1 da adaptif immiinitede rol oynar [27]. Immatiir dendritik hiicreler
insan timorinde kanser hiicrelerinden salnan antjenlere karst adaptif immiin yanitin

olusmasini baslatir.

Kanseri tedavi etmenin klasik yolu, timorii dogrudan hedeflemektir. Ancak, pasif
tedaviler wvicudun var olan immiin yantm kolaylastrr ve bunda immin hicrelerin
dogrudan katimm gerekmez [28]. Immiinoterapi, onkolojide viicudun kanserle savasmasi
icin kendi dogal savunma sistemini kullanan ¢ir agan bir tedavi yontemidir. Baz kanser

hiicreleri, saghkh hiicrelerle aym Ozellikleri gosterir ve bu nedenle bagisiklk sistemi
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vicudun  normal ve anormal (kanser) hicrelerini  bibirinden aywramaz [29].
Immiinoterapinin bagisiklk sistemini  giiclendirerek kanser hiicrelerini  hedef alabilmesini
ve kanser hcrelerinin  biyumesini  durdurabilmesini veya yavaslatabiimesini, kanser
hiicrelerinin  viicudun diger bdlgelerine yayilmasm engelleyerek veya bagisiklik sisteminin
etkinligini  arttrmasma  yardimc1 olarak  yaptima mnamimaktadw. Gegmiste, ‘pasif
imminoterapi (6rn; antikorlar, sitokinler veya aktive edilmis T hiicreleri NK hiicreleri
veya lenfokinle aktive edimis Oldiirticti hiicreler gibi 6nceden olusturulmus mmiin
efektorlerin  inflizyonu) olarak adlandrimaktaydr; simdi ise dogrudan tiimdre etki etmesi
muhtemel olan ve bagisiklk sisteminden bagmsiz olan veya ‘aktif imminoterapi (6rn;
agllar) ve muhtemelen hastann bagisiklk sistemine bagh olarak tasarlananmistr. Bununla
birlikte, timorin yok edilmesi icin tumdr kontrolii veya tam timdr eliminasyonu gibi
coklu immin efektér mekanizmalarm ve timdr mikro-ortammdaki bu mekanizmalari
etkileyen imminostpresif kuwwvetlerin - 6neminin  anlasiimasmmn ~ artmasiyla  birlikte, hem
pasif hem de aktif mmmiinoterapilerin hastann immiin sistemine bagh oldugu agiga
cikmugtr. Kanser hiicreleri tarafindan eksprese edilen spesifik antijenleri dogrudan
hedefleyerek, antikanser monoklonal antikorlar1 iyi olusturulmus bir imminoterap6tik ajan
smifidir.

Bagisiklk sistemi kanserin gelisimne karst koruyucudur. Hem dogal bagisikhk
sistemi hem de edinilmis bagisiklk sistemi bu Ozelligi gostermektedir. Dogal bagisiklk
sistemi, dogal Oldiirtici (NK) hiicreler yoluyla kanser hiicrelermin yok ediimesine yardimci
olur. Edinimis bagisiklik sistemi ise timore karst bagisiklhk yantmnda Onemli bir rol oynar
[30].

Kanserin ayrt edici Ozellikleri, insan timorlerinin ¢ok asamal gelisimi srasmda
edinilen alti biyolojik yetenegi igermektedir. Bu aymt edici Ozellikler neoplastik hastaign
karmasikhgmi rasyonellestirmek igcin bir Oncelikli dizenleme ile meydana gelir. Bunlar;
proliferative sinyallemeyi strdirmek, biyime stpressorlerinden kagmak, hicre 6limine
direnmek, c¢ogalarak oOliimsiizliigli saglamak, anjiyogenezi indiiklemek ve invazyonu active
ederek metastaza neden olmak. Son on yilda yapilan arasgtrmalar kanserin sistemik bir
hastalk olmasmndansa farkh bircok etkene bagh olduguna dair goriisler bulunmaktadir.
Kanser ile ilgli yapilan arastrmalar neticesinde kavramsal ilerlemeye destek olacak
sekilde iki belirleyici ve aymt edici genel Ozellik ortaya ¢iknustir: Enerji Metabolizmasmmn

Yeniden Programlanmasi ve immiin Yikimdan Kagmma [31].
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Bir on yil daha sonra ve kanserin sistemik bir hastalk olarak cahsiimasmdaki 6nem
artmaya devam ettikge, kanserin yalnizca bir hastalk degil, bircok farkh hastalk oldugu
konusunda yeni anlayislar olacaktr. Bu nedenle kanseri tam olarak anlamak igin
arastrmalarm odak noktalarmn kanser hiicresinden, kanserin iginde biiylidiigii kanseri
tastyana Ve onun mikro cevresine bakimahdr ki bunun da ¢ok Onemli bir bileseni,
bagisiklk sistemidir. Sonug¢ olarak, kanseri yeniden tammlamak i¢in yeni bir tablo ortaya
¢ikmaktadr. 2011 yiinda dort ek aywt edici Ozellik tanmtidi Bunlardan ikisi, kanser ve
bagisiklk sistemi arasmda yeni tanman ikili etkilesimi wvurgulamaktadr: birincisi, akut
enflamasyon ve kanseri yok etmeye neden olan immin ykmu onleme yetenegi ve ikincisi,
eliminasyondan ziyade timor blyimesini destekleyen kronik enflamasyon potansiyelidir
[32].

Monoklonal antikorlar(mAbs) in vitro olarak dretilir ve bunlarm murin, Kimerik,
insanlastirimus  ve  insan  kokenli  gesitleri  olabilir.  Bu antikorlar  bir timorle  iligkili
antijenlere  6zglidiir ve uygulandigmda timor hiicresine ¢esitli sekillerde saldrabilir.  Tek
yol, antikora bagmh hiicre aracii sitotoksisitedir. Bu, terapdtik mAblar, tumdr hicresi
Uzerindeki spesifik bir ylzey antijenine ve immin hicrenin Fcy reseptoriine, genellikle
dogal oldirticii (NK) hiicrelere veya makrofajlara baglandignda meydana gelir. Efektor
hicreler daha sonra kanser hicresini enzimatik olarak tahrip eder. Alternatif olarak
antikorlar, hiicre zarm delmek wve Olime neden olmak i¢in kullanidan, antikor etiketh
hiicrelere yanit olarak bir membran atak kompleksi olusturan bir protein grubu olan
kompleman sistemini aktive edebilir. Antikorlar ayrica kemoterapotik veya radyoaktif bir
flagla birlestiriir ve bu ilacm dogrudan kanser hiicrelerine verimesini kolaylagtirarak
timorle savagmak i¢in kullanilabilir [28].

2.4. CTLA-4’Un Yapisi, Kromozomal Yeri ve Fonksiyonu

Immiino-onkoloji, son yiizylda immiinoloji ve kanser terapisinde c¢1Br agan
kesiflerin {iriinii olan gen¢ ve biiyliyen bir alandr. Bu alandaki yenilik, viicudun bagisiklk
sisteminin  kansere cevap \verip vermeyecegi konusunda Dbile tartismah olmasmdan
kaynaklaniyor. Sitotoksik T-Lenfosit Iliskili Protein 4 (CTLA-4/CD152), ilag hedefi olarak
kullanilan ik bagisiklk kontrol noktasidr ve Immiino-onkoloji alanma yol gdsterici
olmustur [28].
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Sitotoksik T lenfosit ile iliskili protein 4 (CTLA-4 / CD152), imminoglobulin siper
familyasmda zara bagh tek V(degisken) domeni alt ailesinin Oyesidir [33]. CTLA-4, B7
ligandlarma B7-1 (CD80) ve B7-2(CD86)'yi de baglayan ortak bir uyarict molekiil olan
CD28 ile onemli bir homolojiye sahiptir [38]. Ancak CD28, aktif T hiicrelerinin yam sira
dinlenme halindeki T hicrelerinde de bulunur, CTLA-4 ise oncelikle aktif T hcrelerinde
ve dlzenleyici T hicrelerinde (Treg’ler) bulunur [34]. Anti-CTLA4 tedavisi, dogrudan T
hicresi aktivasyonu yoluyla kanser hastaligi tedavisi i¢in test edilen ve onaylanan ilk
bagisiklk kontrol noktasi ihibitoriidir [35]-[37]. CTLA-4 aym zamanda CD152 olarak
da bilinen, T hiicre fonksiyonlarmi inhibe eden bir B7/CD28 aile iiyesidir. Yapisal olarak
Treg’ler (T-duzenleyici hicreler) tarafindan eksprese edilir ancak aktivasyon iizerine diger
T hicresi alt kiumeleri, 6zellikle CD4+ T hiicreleri tarafindan da diizenlenebilir [38].
Tikenmis T hiicreleri ayrica diger inhibitor reseptorler arasmda CTLA-4 ekspresyonu ile
de karakterize edilir. CTLA-4, c¢ogunlukla hiicre i¢i vezkiillerde bulunur ve sadece
endositoz olmadan 6nce imminolojik sinapstaki aktivasyon Uzerine gecici olarak eksprese
edilir [39]. CTLA-4, es uyarici reseptor CD28’den dolay1 azalan sinyalleme yoluyla
imminosupresyona yani bagisiklk sistemini baskilayici tedaviye araciik eder. Her iki
reseptor de CD80 ve CD86’y1r baglasa da, CTLA-4 etkili bir sekilde CD28’i geride
brrakarak c¢ok daha yikksek bir afinite ile yapar. CTLA-4 ayrica CD80 ve CD86’yi
(bunlarn sitoplazmik alanlart da dahil) antijen sunan hiicrelerin hiicre ylzeylerinden trans-
endositoz yoluyla ¢ikarabilir. Bu nedenle bu uyarici reseptorlerin diger CD28 eksprese
eden T hicrelerine mevcudiyetini azaltabilir. Nitekim bu islem Treg’lerin seyirci
hiicrelerde immiin baskilamaya aracihk ettigi Onemli bir mekanizmadr [35]. CTLA-4
antjen sunumu swrasmda CD28 aracih sinyallemeyi smrlandiwp T hlcrelerinin aktivasyon
esigini  artrarak, viicudun kendi antijenlerine karst ve timdr antijenleri gbi zayif
antjenlere kars1 immiin yantlart azaltwr. Farelerde bulunan Forkhead P3 (FoxP3) + Treg
hiicrelerinden CTLA-4 eksprese edilmektedir. Dogal yollarla olusan Foxp3+ CD4+
duzenleyici T hicreleri(Treg’ler) imminolojik kendi kendine olusan toleranst ve immin
homeostazi korumada esastir. Farelerle yapilan bir deneyde Treglerde meydana gelen
spesifik bir CTLA-4 cksikliginde, sistemik lenfoproliferasyonun gelisimi, oliimciil T hicre
iliskili otoimmiin hastahign olusumu, immunoglobulin E’nin ¢ok fazla Gretiminin spontane
olarak gelisimi ve ayrica gicli timor immintesinin de gelisim gostermesi ile sonuglandigi
goriilmistir.  Farelerde yapilan bu deneyler CTLA-4'Un imminolojik dayanikhlikta
oynadigi merkezi rolii gOstermisti. Bu hayvanlarm lenfoproliferatif hastalklar gelistirdigi
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gozlemlenmis ve geng yasta Olmistiir. Yapilan bu arastrmalarda CTLA-4, otoimminite,
alerji ve tiimor bagisikhg dahil olmak {izere hem fizyolojik hem de patolojik mmmiin
cevaplarda Treg baskilayict fonksiyonun kontrol edilmesi igin 6nemli bir molekiler hedef
olarak  gosterimistir [40], [41]. Benzer sckilde, CTLA-4 genindeki polimorfizmler
insanlarda  otoimmin hastaliklarla iliskilidir [42]. CTLA-4 sinyalinin enfeksiyonlara ve
timor hiicrelerine karst immiin tepkileri azalttigi gosterilmistir [43], [44].

CTLA-4 Geninin Sitojenik Konumu: 20933.2, ki bu da sunu ifade eder 2.
Kromozomun uzun kolu (q) nun 33.2 konumundadir (Sekil 3). CTLA-4 Geninin Molekdler
Konumu: Kromozom 2 uzerindeki baz ¢iftleri 203,867,788 ile 203,873,960 dur.

p2l
pl4

pl3.1
pl2

pll.2
gql3

pa25.2
p24.3
pa23.3
p22.3
pl6.2
qll.l
gl2.1l
ql4.2
g2l.1
gq2l.3
q22.2
g23.3
q24.2
g3l.1
gq3l.2
q32.1
q32.3
q33.1
q33.3

q35
g36.2

Sekil 2.4. CTLA-4 geninin kromozom Uzerindeki yeri [45].

Kromozom 2033 bdlgesi, T hicresi proliferasyonunun kontrolinde yer alan ve her
ikisi de T hucresi reseptorlerini kodlayan 25-150 kb CTLA-4 icindeki otoimmiin hastalik
aday genleri CTLA-4 ve CD28'i icerir. CTLA-4, T hicresi iliskili otoimmiin hastaliklar
icin glcli bir aday gendir. T hicresi apoptozisine araciik eder ve T hiicresi

aktivasyonunun 6énemli bir negatif regulatérudir [46].

2.5. CTLA-4 inhibitorleri

CTLA-4, aktive edimis T-efektor hicrelerin (Teff) ve T-dizenleyici hicrelerin
(Treg) yiizeyinde eksprese edilen ve bagh oldugunda Teffin mhibe edimesine ve Treg'in
arttrilmasma neden olan bir reseptordiir. Teff hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilen aym
zamanda CTLA-4'e homolog olan ve hicreyi uyarmaya yarayan CD28'tir. CD28 ve
CTLA-4, bu nedenle birbirlerini engeller ve aym zamanda APC (antijen sunucu
hiicre)'lerdeki, yani CD80 ve CD86'daki aym iki reseptor icin de rekabet eder. CTLA-4,
her iki ligand icin daha yuksek bir afiniteye sahiptir ve dogal olarak CD28'i yarismah
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olarak gecer. Bu, bagisiklk tepkisini yumusatma ve otoimmiin reaksiyonlart Onleme islevi
gorur [47].

CTLA-4 ve CD28 reseptorleri 2 ligand, CD80 ve CD86'y1 paylaswr. CD80 bir
dimerik yiiksek afinteli liganddr ve CD86 her iki reseptor i¢cin monomerik bir diisiik
afinteli liganddr. CTLA-4, CD80 icin CD86'dan daha yikksek afinite ve avidite oranma
sahiptir. Goreceli yakmliklar yiiksekten diisiige ve soldan saga dogru gider [48].

CD28 & TCR
signaling

TCell

(b)

Sekil 2.5. CTLA-4 hiicresinin sematik gosterimi [48].
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(@) T htcrelerinde eksprese edilen CTLA-4, oldukca endositiktir. CTLA-4, Treg'de yapisal
olarak eksprese edilr veya CD28 ve TCR sinyali yoluyla T-hicresi aktivasyonunun
ardindan indiiklenir. Ligandmn yoklugunda, CTLA-4, esas olarak, AP2 molekuli ile CTLA-
4  etkilesiminin aracillk  ettigi clathrin  aracih  endositozun ardindan  hiicre  ici
kompartmanlarda bulunur. (b) CD4 + (yardimci) ve CD8 + (sitotoksik) T hicreleri,
aktiflestiriir ve karmasik bir islemle patojenlere cevap vermek (zere galstrilr. Bu islem,
kismen ¢esith mnhibe edici ve uyaricit yolaklar vasttasiyla diizenlenir. Boyle bir yol CTLA-
4 yoludur. CTLA-4 yolu, normalde T-hicresi aktivasyonunu inhibe eden, inhibe edici bir
yoldur. CTLA-4 reseptord, antijen sunucu hicreler olarak bilinen ligandlarma baglanr
[48].

CO2Y
N
[ Antijen sunucu
TCR'™ "MHC hilcre

Sekil 2.6. Antijen sunucu hiicre ile T hiicre etkilesimi [49].

T hicresi aktivasyonu, TCR (T hiicre reseptord), antijen sunucu hiicre (Uzerinde
peptitler sunan MHC smif I veya II molekiilleri ile etkilesime girdiginde ve CD28
reseptorinin  ve bunun B7-1 ve B7-2 ligandlarmn baglanmasi yoluyla uyarici yol
sinyalleri ile etkilesime gectiginde meydana gelir. T-hicresi aktivasyonu, CTLA-4
reseptorlii ligantlarma B7 baglandiginda inhibe edilir. Bu iki yol, T hiicre fonksiyonunda
onemli rol oynayan birka¢ inhibe edici ve uyarict yoldan sadece ikisidir [49].

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tanii hastalarda timori hedef alan tedaviler ve
immiino-onkoloji terapiler ile sag kahm siiresinin uzadigma ve sag kahm orannm arttigma
dair bir ¢ok arastrma yapimustr. Bu aragtrmalar dogrultusunda hedefe yonelik
tedavilerde 6n plana ¢ikan CTLA-4 biyobelirteci parametrelerine ait yas, cinsiyet, Sigara
kullanmmi,  histopatoloji  veri istatistikleri ile KHDAK tanii hastalarda iliski analizi
yapimustr.  Ayrica KHDAK tamli  hastalarda genotip ve allel dagihmu durumlarma

bakimistr.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Oreklerin Toplanmasi

Akciger grafisi yaptrnus Ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis
Cerrahisi Anabilim Dali'nda kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tanisi ile takip edilen 56
hasta ve akciger grafisi yaptrnis, akciger kanseriyle iliskisi olmayan 107 saghkh goniilli,
kontrol grubu olarak kullanimustr. Calismaya ait belirlenen tim gondlliler ilgili  hekim
tarafindan yapimustr. Bu kapsamda her iki kolda yer alan gontllilere ait polimorfizmler
mcelenmistir. Her iki kolda yer alan goniillilerin kanlarmdan DNA izolasyonu yapiustir
ve taym edilececk DNA Orneklerinin safik taynleri ile DNA konsantrasyonlart
hesaplanmustr. Tayin edilecek olan bu DNA Ornekleri i¢in srastyla Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon Fragmam Uzunluk Polimorfizmi ve Agaroz Jel
Elektroforez yontemleri kullanlmistr..  Bu teknikler ile hasta ve kontrol gruplarmda yer
alan goniillilere ait saptanan polimorfizlerin yapis1 ve dagilmm istatistiksel analizler ile
incelenmistir.

3.2. Kullamlan Gerecler

Elektromag marka isticth manyetik karigtiricy, Hanna marka pH metre, Mettler
marka hassas terazi, Otoklav, TDX marka mikrosantrifij, Elektromag marka su banyosu,
Eppendorf marka pipet takimiy Hettich marka falkon santrifij, Vorteks, Etiiv, Thermal
Cycler cihazi, Hot plate, Philco mikrodalga firm, E-C 350 MIDICELL marka Elektroforez
sistemi, E-C Apparatus Corporation marka Elektroforez icin giic kaynag, Dijital
goruntileme  sistemi,Stratagene  UV/White  Light  Transilluminator ~ marka UV
transilluminator, DS34 Direct Screen Instant Camera marka polaroid kamera,

Spektrofotometre (Biochrom-S2100 diode array spectrophotometer).

3.3. Kullamlan Materyaller:

Amonyum KlorGr, Amonyum asetat, RBL (Lysis buffer) Eritrosit parcalama cozeltisi,
Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA), Sodyum Dodesil Silfat (SDS), Tris, Potasyum
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bikarbonat, Sodyum Klortr, dNTP seti, Proteinaz K, PCR primer, Tag DNA Polimeraz,
Magnezyum Klorir, Borik Asit, Agaroz, Etidyum Bromir, DNA Ladder (DNA size
marker), PCR pirifikasyon Kkiti, Restriksiyon Enzimleri, Sodyum Asetat, Etanol (%99),
Etanol (%70).

3.4. Kullamilan Cozeltiler:

Amonyum Asetat Cozeltisi (NH4AC): 100 ml ¢ozelti i¢in 73,226 gr NH4Ac tartildi

ve distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. Cozindiiriilmesi saglanarak homojenize edildi.

Steril enjektor ve steril enjektor ignesi ile steril falkon tiipii igine 0.22 mikronluk filtreden
gecirilerek sterilize edildi. +4 °C de buzdolabinda saklandi.

%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Salfat) Cozeltisi; SDS irritandr ve tozlari ¢abuk

yayilr. Zor ¢ozinen ve su ile kopiiren bir yapiya sahiptir. Bu nedenle 100 ml ¢6zelti igin
tartlan 10 gr SDS tozlarm kalkmamasma dikkat edilerek beher igine koyuldu. Uzerine
steril bidistile su eklendi ve ¢ozdiiriildii. Hacmi 100 ml ye tamamlandiManyetik karistirict
lle ¢ozindiiriilerek pH’1 7,2 olacak sekilde ayarlandi Sterilize etmek amaciyla 0,22
mikronluk filtreden gegirildi ve oda sicakhginda saklandi.

Eritrosit Parcalama COzeltisi (RBL-Lysis Buffer): 1 It ¢ozelti icin, 8,74gr NH4,Cl, 1
gr KHCOg3, 0,0372gr (200p) NaEDTA tartilarak 1 It'lik siseye aktaridi. Uzerine 900 ml
distile su eklendi. Cozindiiriilerek pH’1  6lgiildii. Olgiilen pH bazikse HCI veya asidikse
NaOH ilave edilerek 7,4 olacak sekilde dengelendi. Tiim hacim 1 It olacak sekilde distile
su eklendi. Oda sicakhginda saklandi.

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetat): 0,5 M, pH’1 8 olan ¢6zelti igin, 186,1 gr EDTA,

800 ml distile su behere aktarildi ve mayetik karismict ile ¢ozindiiriildiikten sonra balon
jojeye koyuldu ve distile su ile 1 It'ye tamamlandi 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edildi.

TAE (Tris-asetik asit-edta) Cozeltisi: 1 M ¢Ozelti icin, 121,1 gr Tris baz, 42 HCI,
800 ml distile su behere aktarildi ve mayetik karisirict ile ¢oziindiiriildii. pH’1 NaOH ile 8.0
‘a ayarlandi ve distile su ile 1 lt’ye tamamlandi. 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edildi.

Sodyum Klorir(NaCl) Cozeltisi. 4 M ¢ozelti i¢in, 233,6gr NaCl tartidi ve erlene
aktaridi. Uzerine 800 ml distile su eklendi. Manyetik karisiict ile ¢oziindiiriildikkten sonra
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balon jojeye koyuldu ve distle su ie 1 It’ye tamamlandi. 120 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.

Lokosit Parcalama Cozeltisi (WBL-White Blood Cell Lysis Buffer): 400 ml ¢ozelti
icin, 2,34 gr NaCl (4 M), 3,722 gr Na2EDTA (0,5 M), 8 ml NaCl (5 M) ya da 10 ml (4 M),
20 ml ) Na2EDTA (0,5 M), 400ml distile su tartilarak 500 ml’lik balon jojeye koyuldu.
Uzerine 400 ml distile su koyularak c¢Ozdiriildii. Cozelti otoklavianarak sterilize edildi ve

oda sicakliginda sakland.

3.5. Kullamlan Laboratuvar Islemleri:

3.5.1. Tuzla Coktiirme Yontemi ile DNA izolasyonu

50 mPlik falkon tuplere kan Orenkleri koyuldu ve tizerine 3 kati kadar RBL (Lysis
Buffer) Eritrosit Parcalama Cozeltisi eklendi. +4 °C de 15-20 dk. kan hemoliz olmasi i¢in
bekletildi. +4 °C de 1500 rpm’de 10 dk santrifij edildi Siipernatant kisnm dokiildii ve
pellet homojenize edildi. Pellet tizerine ik hacmin 2 katt kadar RBL (Lysis Buffer)
Eritrosit Parcalama Cozeltisi eklendi ve +4 °C de 15-20 dk bekletildikten sonra 1500
rpm’de 10 dk. santrifiij edildi Ust kism dokiilir ve pellet homojenize edildi. Uzerine 10
ml Lokosit Parcalama Cozeltisi (WBL), 75 pl proteinaz K , 500 gl %210luk SDS eklenerek
65 °C deki su banyosunda 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra 3,7 ml 9 M amonyum asetat
(NHzAc) ilave edilip ve karstriird. +4 °C de 4500 rpm’de 20-30 dk. santrifij edildi.
DNA iceren {ist kisim temiz falkona ahnip, ¢okelti atildi Uzerine 2 kat hacminde %99’luk
etil alkol eklendi. Alkoliin eklenmesiyle birlikte DNA vyiizeye ¢kt Ust kisimda toplanan
DNA mikropipet yardmiyla 1,5 ml'lik ependorf mikrotiipe alndi. 500 ul %70 lk alkol ile
yikanip, ardindan 14000 rpm’de 1 dk. santriflij yapildi. Dealkolizasyon i¢in alkol kismu
uzaklastirildi ve 56 °C de 20-30 dk kapaklar agik olarak bekletildi. Alkolden uzaklastirilan
DNA distile suda ¢Ozdirtldu ve 56 °C de 20-30 dk bekletildi. Elde edilen DNA saflig ve
miktarmm Olgiimil i¢in spektrofotometrede OD Olgliimii yapildi. DNA daha sonra +4 °C de
buzdolabinda sakland1.

3.5.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Cahsmada uygulanan PCR dizi analizi yapilacak gen bdlgesme uygun primerlerin,
uygun erime sicakhk derecelerine gore yapimustr. Gen polimorfizminin saptanmasmda 10
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pmollik primer ciftleri CTLA-4 49 A/G (rs231775) gen polimorfizminin analizi, lokusa
spesifik ileri ve geri primer ve restriksiyon fragmam uzunlugu ile PCR gergeklestiriimistir.
1.5mM dNTP karigmu, 10X reaksiyon c¢Ozeltisi 2 Mm MgCI2  icermektedir. DNA
ornekleri uygun derisinde hazrlanacak PCR karismu i¢in optimum kosularda uygun PCR
reaksiyonu gerceklestiriimisti. PCR reaksiyonu 94°C de 3 dakika, 94°C de 15 sn, 58°C de
30 sn, 72 °C de 1 dakika olacak sekilde 33 dongi ve 72 °C de 7 dakika elongasyon
seklinde gerceklestirilmistir.

Amplifikasyonda kullanilan ileri primer:
5’-GCT CTACTT CCT GAA GAC CT-3’
Amplifikasyonda kullanilan geri primer:

5’-AGT CTC ACT CAC CTT TGC AG-3’

3.5.3. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi

PCR sonrast ilgili gen polimorfizmlerinin saptanmasi icin PCR firtinleri Bbvl  ve
Trull(Msel) restriksiyon enzimleriyle her bir enzim icin saptanacak olan optimum

sicaklikta ve siirede inkiibbasyona tabi tutularak kesimi yapimustir.

3.5.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR urunleri %3 lik konsantrasyonda agaroz jele yiiklenerek elektroforez cihazinda
100 woltta 20-30 dk yiritilmistir. Bu islemle restriksiyon enzimleriyle kesilen PCR
triinlermin ~ gOriintiilenmesi  amaglanmaktadr.  Eloktroforez  cihazinda  yerlestirilip  jele
yiklenip yiirlitilen ve bu yiirlitme ile jelde biwbirinden ayrilan firiinler, Ultraviyole (UV)
sk altmda incelenmistir. UV 151k altmda parlak floresan ismasi yapmustr ve bu sekilde
genotipleri belirlenmistir.

3.5.5. Serum Ctla-4 Diizeyinin Elisa Yontemi Ile Tayini

Cahsmada “Abbkine’” tarafindan  gelistirilen Human Soluble Cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4 (sCTLA-4) ELISA test kiti kullandd. Ornekler Kitte
bulunan Sample Diluent ile sulandmimistr. Her bir sample kuyusuna 40 pl sample diluent
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ve iizerine 10 pl serum (sample) eklendi. 45 dakika 37 °C inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast 250 ul ylkkama tamponu eklenerek 5 kez yikandi Kurutulduktan sonra 50 pl HRP-
Konjugat eklenerek plate kaplanip oda sicakhgnda 30 dakika mkiibe edildi Tekrar aym
sekide 250 pl ykama tamponu eklenerek 5 kez ykandi Iyice yikandigmndan emin olunan
kuyucuklara daha sonra 50°ser pl kromojen A ve B eklendi. Oda sicakhgnda karanlikta 15
dakika inkiibe edildi ve her kuyucuga 100 pl durdurma (stop) solusyonu eklenip, bekletme
yapmadan ELISA cihazinda okutuldu. Sonuclar ELISA okuyucusunda 450nm dalga
boyunda okunduktan sonra pg/ml olarak hesaplanmustr. Kitin sensitivity degeri 3.0 pg/ml’
den daha diisiik olarak belirlenmistir.

3.5.6. istatistiksel incelemeler

Kiguk hiicreli dis1 akciger kanseri olgularmda CTLA-4 gen polimorfizmlerinin
anlamh dagihm gosterip gostermedigi SPSS programu ile analiz edilmistir. Ayni zamanda
vakalardan elde edilen demografik ve klinik verilerin anlamhh@ Ki kare (x2) ve student T
testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

CTLA-4 geni 49 A/G varyantmn belilemek icin, Istanbul Universitesi Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi Anabilim Dah tarafindan KHDAK tanis1 koyulmus 5 kadm,
51 erkek olmak iizere toplam 56 KHDAK hastasi ¢cahsmaya alndi Kontrol grubu olarak
ise 63 kadmn, 44 erkek olmak iizere toplam 107 saghkh goniilli birey cahgmaya dahil
edildi.

Cabsmamiza dahil edilen kiigiik hiicreli dis1 akciger kanser hastalart ve kontrol
grubuna ait yas parametresine gore yapilan degerlendirme sonucunda; kontrol grubunun
yas ortalamast 56,5 + 12,4 hasta grubunun yas ortalamasi 60,7 + 11,3 seklinde
bulunmustur. Hasta grubu ve kontrol grubu arasmda yas parametresi agismdan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulinmamustir (p=0.064) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calisma Gruplarma Ait Veriler

KH DAK Has talan Kontrol Grubu
n:56 Sori
Parametreler (n:56) (n:107) P degeri
Yas (year)
mean # (SD) 60,7 £11,3 56,5 + 12,4 =0,064
2 (92 7
Var 52 (92,9) (6,5)
Sigara Icme durumu <0,01
ik 4(71) 100 (93,5)
Erkek 51(91,7) 44(41,1)
Cinsiyet <0,01
Kadn 5(8,3) 63(58,9)

n:birey sayisi; tablodaki degerler X+SD olarak verilmistir; gruplar arasi analiz student t testi ve Kikare (32 ) ile

gerceklestirilmigtir.
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Tablo 4.2. Kiigik hiicreli dis1 akciger kanser ve saglkh kontrollerde CTLA-4 49 A/G

genotipleri

GENOTIPLER KHDAK Hastalar Kontrol Grubu  p .5,
CTLA-4 49 AIG n (%) n (%) 8
AA 32 (57,1) 54 (50,5)
AG 18 (32,1) 45 (42,1)
= 0,429
GG 6 (10,7) 8 (7.5)
G Alleli 30 (26,9) 61 (28,5) = 0,740
A Alleli 82 (73.2) 153 (71,5)

n:Birey sayisi; gruplar aras1 analiz Kikare (32 ) testi ile gerceklestirilmistir.

CTLA-4 geni 49 A/G varyantinn hasta ve kontrol grubu arasmda genotip ve allel dagilmu
Tablo 2’de verimistir. Cahsmamizda, CTLA-4 geni 49 AJ/G polimorfizm sonuglari
degerlendiridiginde, homozigot AA ve GG genotip oranlar1 hastalarda Kkontrollere gore
daha yiiksek, heterozigot AG genotipnin oram ise daha diisik bulunmus olmasma ragmen,
CTLA-4 49 A/G varyantmn AA, AG ve GG genotipleri dagihmu acismdan hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamamistr (p=0,429) .

Aym hasta grubunda CTLA-4 49 A/G polimorfizmi icin A alleli (AA+AG) tasima durumu
(%73,2) olarak kontrol grubuna gore (%71,5) daha yiksek bulunmus fakat aradaki farkhhk
allel dagihmu agismdan istatistiksel olarak anlamliiga ulasamamustr. (p=0,740) (Tablo
4.2).

Calsma grubunda, heterozigot AG genotipi homozigot AA ve GG genotiplerine gore hasta
ve kontrol grubunda karsilastmrildiginda, hasta grubunda AG genotipi (%32,1) tastyanlarm
sikhgr kontrol grubuna gore (%42,1) diisik olmasma karsm, bu durum istatistiksel olarak
anlamli bulunamamistr (p>0,05).



Tablo 4.3. Hastalarin Klink ve Patolojik Ozellkleri

Parametreler KHDAK Hastalan
(n% )
Tumor Derecesi
T1 22 (39,3)
T2 18 (32,1)
T3 13 (23,2)
T4 3(54)
Lenf Nod Metastaz
NO 36 (64,9)
N1 19 (33,3)
N2 1(1,8)
Histolojik Tip
Skuam6z Hcreli 24 (45,3)
Adenokarsinom 23 (43,4)
Diger 6 (11,3)
Perindral Invazyon Varhg
Var 17 (30,4)
Yok 39 (69,6)
Anjiyolenfatik Invazyon
Var 16 (29,1)
Yok 39 (70,9)
Metastaz
Var 2 (3,6)
Yok 54 (96,4)

n:birey sayisi
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Tablo 4.4. CTLA-4 49 A/G genotiplerinin hastalarm patolojik parametreleri ile

karsilastirilmas1
Parametreler CTLA-4 49 AIG

AA AG GG
Cinsiyet
Kadmn 3 (60) 2 (40) 0 (0)
Erkek 29 (56,9) 16 (31,4) | 6 (11,8)
TUmor Evresi
T3+ T4 10 (62,5) 5(31.2) 1(6,3)
T1+ T2 22 (55) 13(325) |5 (12,5
Histolojik Tip
Adenokarsinom 14 (60,9) 7 (30,4) 2(8,7)
Skuamoz Hucreli Kanser 12 (50) 9 (37,5) 3(12,5)
Diger 4 (66,7) 1(16,7) 1(16,7)
Lenf Nod Metastaz
N1, N2, N3 10 (50) 7 (35) 3 (15)
NO 22 (61,1) 11(30,6) | 3(8,3)
Perindral Invazyon Varhig
Yok 24 (61,5) 10 (25,6) | 5(12,8)
Var 8 (47.1) 8 (47,1) 1(5,9)
Anjiyolenfatik Invazyon Varhg
Yok 25 (64,1) 9(23,1)" [5(128)
Var 7 (43,8) 8 (50) 1(6,2)
Metastaz
Yok 30 (55,6) 18 (33,3) 6 (11,1)
Var 2 (100) 0 (0) 0 (0)

n:birey sayist; grup lar arasi analiz Kikare ()2 ) testi ile gergeklestirilmigtir. * p=0,05

CTLA-4 49 AJIG gen polimorfizminde, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli
hastalarda anjiyolenfatik invazyon varhgnda hastalarm %350’sinin  AG genotipi tasidigt
gozlenirken, anjiyolenfatik invazyon gorilmeyen hastalarda bu deger %23,1 olarak
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bulunmustur.  Aradaki farkhik istatistiksel olarak smrda anlamhik gostermisti. AG
genotipine sahip olmann damar invazyonu varhginda hastalk riskini yaklask 2 kat
artrdign tespit edilmistir (p=0,05 OR:2,167 %95CI :1,019-4,605) (Tablo 4.4).

Hasta grubumuzda CTLA-4 49 A/G genotiplemesi timdr evresi patolojik
parametresi ile birlikte incelendifinde, GG genotipi T1 veya T2 evresinde olan hastalarda
(%12,5) T3 wveya T4 ewvresinde olan hastalara (%6,3) gore daha yiiksek oranda izlenmis
ancak herhangi bir istatistiksel anlamhlik bulmamamistir (Tablo 4.4).

CTLA-4 49 A/G gen polimorfizminde, kiigik hiicreli dis1 akciger kanserli metastaz
goriilmeyen hastalarm AA, AG ve GG genotiplerini tasidi@i goriilirken, metastaz
varlignda hastalarm sadece AA genotipi tasidigi belirlenmistir.  Aradaki  farkliik
istatistiksel olarak anlamhiliga ulasmamustir (p=0,016) (Tablo 4).

CTLA-4 49 AJG genotiplerinin; hastalarm timor evresi, histolojik tip, lenf nod metastaz,
perinoral invazyon, metastaz gibi patolojik parametreleri ile birlikte degerlendiriimesi

sonucunda istatistiksel bir anlamliliga rastlanmamustir (Tablo 4.4).

Table 4.5. Kigik hiicreli disi akciger kanseri hastalari ve saglkh kontrollerde serum
CTLA-4 dizeyleri

Parametre KHDAK hastalan Kontrol Grubu P degeri
Ortalama + SE Ortalama + SE
Serum sCTLA-4 121,58 £ 11,89 302,19 + 234,24 =0,108

Calisma gruplart arasinda serum CTLA-4 dizeyi Karsilagtirilmasi Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U
analizi ile gerceklestirilmistir.

Kigtk hiicreli dis1 akciger kanserli hasta serum sCTLA-4 dizeyleri kontrol grubu
ile karsilastmildiginda, hastalarda sCTLA-4 serum dizeyleri (121,58 + 11,89) kontrol
grubuna gore (302,19 + 234,24) daha disik oranda tespit edilmis olup, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliliga ulasamamstir (p=0,108) (Tablo 4.5).
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Calsma gruplann kendi i¢inde ve gruplar arasi incelemede bireylerin tasidiklar:

CTLA-4 49 A/G gen polimorfizmine ait genotipler ile SCTLA-4 serum dizeyleri birlikte
degerlendirildiginde istatistiksel bir anlamlilik bulinamamistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.6. Hastalarin patoloji bulgular1 ve serum sCTLA-4 dizeyleri

SCTLA-4 diuzeyleri (pg/mL) Ortalama + SE p-degeri
Cinsiyet
Kadmn 87,75 +£20,15
Erkek 124,40 + 12,67 =0,554

Tumor derecesi

T3+ T4 115,61 £14,3
T1+ T2 124,23 + 16,17 =0,849
Nod Metastaz varhg:
N1, N2, N3 117,731+ 17,8
NO 123,29 £ 15,6 =0,935

Perindral invazyon

Var 111,12 +12,71

Yok 132 + 20,24 =0,287

Anjiyolenfatik invazyon

Var 104,79 £ 12,12

Yok 133,89 £1,31 =0,259
Metastaz

Var 98,35

Yok 122,51 + 12,34 =0,769

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.
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Kigtk hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarda CTLA-4 49 A/G gen polimorfizmi
genotip dagilmlar1 ile serum SCTLA-4 diizeyleri hastalk parametreleri ile birlikte
degerlendirildiginde cinsiyet parametresi ile bir iliski saptanmamustr. Aym sekilde tUmor
derecesi, nod metastazi varhg, perinoral invazyon, anjiyolenfatik invazyon, metastaz gibi

parametrelerde de herhangi bir anlamli bulguya rastlitnmamustir (Tablo 4.6).
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5. TARTISMA

Akciger kanseri dinya c¢apmda en sk tam alan kanser tipi olup timorle iliskili
Olimlerin  6nde gelen nedenlerindendir. 2018 yilnda toplam 17,036,901 kisiye kanser
teshisi koyulmustur. Bunlarm 2.093.876’s1 akciger kanseridir. Diinya genelinde kadmlarda
akciger kanseri Sigara igme oranmm son yillarda artmasiyla daha sk goriimeye
baglanmustr. Gegmiste, erkeklerin kadmlara gore tiitiin kullanmm ve akciger kanserinin
goriilme sikhigr ve akciger kanserinden Oliim oranlari daha yiksektir. Akciger kanseri 2012
yilinda erkekler arasmda kansere bagh oliimlerde ik swada yer alrken, kadmlar arasinda
kansere bagh Olimlerde ikinci swrada yer almaktaydi [10], [23], [50]. Akciger kanseri
kiicik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve bir de kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) olmak iizere ikiye ayriirken, KHDAK vakalarm yaklagk olarak %85’ini
olusturmaktadr [51]. Erken ewvre KHDAK'li hastalarda cerrahi rezeksiyon geleneksel
tedavi olarak Onerilmistir [53]. Gelismis KHDAK icin kemoterapi, radyoterapi, hedefe
yonelik terapi ve hatta kombine terapi de kullamimaktadr [52]-[54]. Son zamanlarda, anti-
programlanmig  hiicre olimii 1 (anti-PD-1) tedavisi, anti-sitotoksik T-lenfosit antijeni 4
(anti-CTLA-4) tedavisi ve anti-programlanmis hiicre Olimii ligand 1 (anti-PD-L1) gibi
immiin kontrol noktasi blokaj tedavisinin (ICBT), insan KHDAK’a karst terapotik
stratejilerde buylk bir ilerleme sagladigi gosterilmistir [55]-[57]. Bu nedenle, AK riskini
etkileyebilecek potansiyel kaltim faktorlerinin arastwrimasi, oOzellkle vakalarm en yaygn
alt tiri olan kiglk hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) tiirlinde arastrmacilar tarafindan
incelenirken; T-hcresi aktivasyonu ve proliferasyonu dizenleyen imminoglobdlin - stper
ailesine yardimc1 uyarict molekiiller iizerinde c¢ahsmalar yapilmaktadr [58].

Immiin sistem, kanseri kontrol etme ve bertaraf etme noktasmda merkezi bir role
sahiptir. Fakat malignite durumunda, efektif anti-timér yamtmu durduran gesiti immiin
baskilama mekanizmalar1 var olabimektedir [59]. Immiin kontrol noktalar, normal
kosullarda enflamatuar yantt siiresince periferal otoimmiiniteyi Onlemede gorevli cesith
bagisiklk hiicreleri iizerinde eksprese edilen hiicre yizey molekdlleridir [60]. Bu kontrol
noktalarmdan biri de sitotoksik T lenfosit iliskili antjen-4 (CTLA-4)" tir. CTLA-4 geni, en
onemli  imminoglobulin stiper aile genlerinden biridir. CTLA-4 genlerindeki mutasyonlar

kansere yatkmligi degistirebilir [61].
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T hiicreleri, isanlardaki bagisiklk sisteminin karmask agmda efektér bir role
sahiptir. T hicreleri timdr blyumesini inhibe eder fakat tumor hicreleri;  CTLA-4 gibi

kontrol noktalar1 araciigiyla T hiicrelerinin devam eden yantlarmdan kagabilirler [62],
[63].

Bugine kadar yapilan arastrmalarm sonuglari CTLA-4’0n T hcrelerinin
aktivasyonunun ve proliferasyonunun negatif yonde diizenlenmesinde Onemli rol oynadigt
gortigiinii  desteklemektedir. Daha Once yapilan arastrmalarda ¢esith CTLA-4 gen
polimorfizmlerinin; graves hastali@i patogenezi [62] meme kanseri riski [64] artmug
kolorektal kanser riski [64] kemik iligi karsinomalar1 [65], servikal kanser [66] ve
cocuklarda akut lenfoblastik l6semi [67] ile iliskili oldugu bulunmustur. CTLA-4, T
hiicresi aracih mmmiinitenin etkin aktivasyonu i¢in gerekli olan Gnemli bir uyarict molekiil
olan CD28 ile B7 ligand ailesi icin rekabet eder. CTLA-4 blokaji, biiyik olasikla T
hiicrelermn  dogrudan  aktiflestiriimesi  yoluyla, arttmilus  antitlimor — immiinitesi  ile
sonuclanmaktadr. Anti-CTLA-4 monoklonal antikor tedavisi, bir monoterapi olarak veya
birr as1 idle kombmasyon halinde, timor hedeflerine karsi daha spesifik bir immiin tepkiye
potansiyel olarak izin verebilir. Bagisiklk sistemi, patojenik bir tehdide uygun bir yanit
iiretmek iizere etkilesime giren bir dizi uyarict ve Onleyici sinyal ile diizenlenir. Immiin
regilasyonun kilit inhibitér kontrol noktalarmm belirlenmesi ve bu noktalari hedef alan
tedavilerin gelistiriimesi, kanser arastrmasmm ana hedefidir. Cok sayida cahsmadan elde
edilen sonuclar, CTLA-4'in T hiicresi aktivasyonu fiizerinde bir frenleme mekanizmasi

sagladigini ve immiin yanitta kritkk bir rol oynadigini1 gostermektedir [68].

Bir immin duzenleyici molekil olan CTLA-4 gen bdlgesi 2. kromozomun g (2933}
kolunda dort ekzon igeren 6.175 bazhk alan tarafindan kodlanmaktadrr. Inhibitér reseptor
olarak gorev yapan CTLA-4 geninde bir dizi singlenikleotit polimorfizmi (SNP)
belirtimigtir. ~ Genetik ~ polimorfizm  ¢ahgmalarmn temel hedeflerinden olan  kanser
etiyolojisinin ~ arastiriimast  ve  kanser riskinin degerlendirilmesi bakmmmdan polimorfizm
caligmalari arastrmacilar tarafindan siklikla incelenmistir [69], [70]. Song ve ark. yapti
calismada CTLA-4 + 49A> G polimorfizminin, ileri KHDAK igin prognostik bir faktor
olabilecegini bildirmistir [71].  Birgok ¢ahsma, CTLA-4 geni (+ 49A> G; rs231775)
polimorfizmi ile kanser insidanst arasmndaki ilisgkiyi incelemisti. Daha Once CTLA4
geninde (+ 49A> G; 1s231775) polimorfizm varhgmn rahim agz kanseri, Kiguk hcreli
dis1 akciger kanseri ve bobrek hiicreli karsinom riskini arttrdigi bildirilmistir [72], [73].
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CTLA-4 geni Uzerinde yer alan; +49 A>G; rs231775, -318 C>T; rs5742909, -1722
T>C; rs733618, -1661 A>G; rs4553808 ve +6230 G>A,; rs3087243 polimorfik bolgeleri
bazi hastalklar iizerinde c¢alsimustr ve bu gene ait farkh allel ve genotiplerin cesith
kanser tirleri tizerinde genetik yatkmhk faktorii olabilecegi belirtimistir [69]. CTLA-4 gen
varyantlar1 arasmda bir ammoasit degisimine (alanin alanma treonin) neden olan +49 A>
G, en kapsamh sekilde incelenen polimorfizm boélgesidir [74], [75]. CTLA-4 49 A>G
polimorfizmmne ait A alleli etnk kokene bagh olarak farkh frekanslar gosterirken; L.
Karabon ve ark. yaptigi cahlsmada CTLA-4 +49 A> G polimorfizmine ait A alleli tagmma
durumu KHDAK hastalar1 arasmda daha yaygn oldugu belirtilitken benzer bir sonugta
Sun T. Ve ark. tarafindan Cin populasyonu iizerinde yapilan ¢ahsmada bulunmustr [63],
[76]. Cahsma grubumuzda elde edilen veriler de bu sonuglar1 destekler nitelkte olup hasta
grubu arasmda A alleli frekans1 G alleline kiyasla daha yiiksek olarak bulunmustur.

Daha oOnce yaptigmiz ¢ahsmamizda, kolerektal kanserli hastalarda CTLA-4 49 A/G
genotiplerinin hastalarm patolojik parametreleri ile karsilastiriimasi1 sonucunda anlamh bir
farkllk gostermedigi belirtilmisken, aym cahsmada A allel tasmann G alleli tasmaya
kiyasla daha ylksek CTLA-4 ekspresyonunu ile iligkili olabilecegi vurgulanmustr. Calisma
sonucunda A alleli tagmann T hiicre proliferasyonunun ve aktivasyonunun engellenmesi
ile iliskili olabilecegi belirtilmistir [77].

T hicre imminitesinde fonksiyon gosteren CTLA-4 gen varyantlarmn beyin
Kanseriyle olasi1 iligkisinin arastrildigi diger bir c¢ahsmamizda; primer beyin timorleri ve
kontrol gruplar1 arasmda CTLA-4 49 A>G genotip dagimu agismdan anlamh bir iliski
bulunmazken homozigot AA veya GG tastyan hastalarm (%71.2) saghkh kontrol grubuna
gore (%53.4) yiksek frekansta oldugu ve aradaki farkmn istatistiksel olarak anlamh oldugu
belirtilmistir [78]. (OR: 1,33;%95ClI: 1,065- 1,667) (p=0,015).

Bu calismamizda da; CTLA-4 geni 49 A/G gen polimorfizmi sonuglarma gore; hem
genotip hem de allel dagilmu agismdan kontrol ve hasta grubu arasmda istatistiksel olarak
anlamhlk saptanamamustr. Fakat genotip dagiimlar, hastalarm patolojik parametreleri ile
birlikte degerlendirildiginde, kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarda anjiyolenfatik
invazyon varhgmda hastalarm %50’sinin  AG genotipi tasidigi gozlenirken, anjiyolenfatik
invazyon goriilmeyen hastalarda bu deger %23,1 olarak bulnmustur. Aradaki farklik
istatistiksel olarak smirda anlamhlk gostermisti. AG genotipine sahip olmann damar
invazyonu varhginda hastaligin progresyonunu artwrdigi tespit edimistir (p=0,05 OR:2,167
%95Cl :1,019-4,605).



36

Bugiine kadar yapilan caligmalar, CTLA-4 proteini fonksiyonel degisiklikleri, kendi
genetik varyasyonlar1 tarafindan indiiklenebilecegni gostermistir [79]. Tum CTLA-4 gen
varyantlari arasinda, tiim aminoasit (treoninden alanine) degisimine neden olan +49 A> G,
en kapsamlt ¢algilan polimorfizmdir [69], [75].

Istmangil ve ark. tarafindan yapilan meme kanseri ile ilgili ¢ahsmada CTLA-4 +49
A/G genotipine sahip hasta ve saglkh bireyler arasmda anlamu iliskiler bulunanmustir.
Ancak, CTLA-4 +49 A/G icin homozigopt AA ve GG genotiplerinin hastalarda
kontrollerden daha sk oldugu gorilmiistir. Ulaslan bu sonucun oOzellikle AA
genotipinden kaynaklandig1 bulmuslardir [80].

Tong Sun ve ark.larmm yaptigi calsmada A alelinin Cinli kadmlarda da meme
kanseri ile birlikte bircok kanser tiirtiniin riskini arttrdigi bildirilmistir [61].

Arkan ve ark.larmm yaptigi cahsmada, gastrik kanser hastalarmda sCTLA-4 ve
sCD28'm serum seviyelernin saghkh kontrollerden anlamh derecede yiiksek oldugunu
gozlemlenmistir. Cesitli kanser tiirlerini degerlendiren ¢ahsmalarda mezotelyoma, akut
lenfoblastk 16semi ve meme kanseri hastalarmda sCTLA-4 dizeylerinin  yiikseldigi
bildirilmistir. =~ Ancak olumsuz sonuglar da bildirilmisti. CTLA-4 +49A/G polimorfizmi
le meme kanseri veya osteosarkom veya olusma riskleri arasmda anlamh bir iligki
bulunamamistr ve bu polimorfizm bolgesi ile gastrik kanser arasmda anlamh bir iligki
bulunamanmustr.  Gastrik  kanser hastalarmda ¢alismaya katlan popiilasyonda CC
genotipinin  yaygm oldugu gozlemlenmistir. Ayrica evre T1 ve evre T2 olan hastalarm
hepsinin - AA  homozigot oldugu ve AG ile GG genotipinde hastalar ileri timor
evresindedir. Buna ¢k olarak uzak metastazi olan hastalarda prevalans genotip GG (%65)
dir. Bu da G aleli ile hastaign olumsuz belirtilerinin risklerini arttrdigm diistindGirmiistiir
[81].

Sonug olarak, CTLA-4, 49 A/G fonksiyonel polimorfizmi ve  KHDAK arasndaki
iliski arastiridi.  Arastrma sonucunda CTLA-4 49A/G genotipi ve allel frekanslari
bakmmndan hasta ve kontrol gruplari arasmda anlamh bir fark saptanamanustr. Bununla
birlikte, CTLA-4, 49 A/G heterozigot AG varyant tasimann hastahigin progresyonu ile
iligkili  olabilecegi  diistiniilmektedir. ~ Calisma  verilerimiz, CTLA-4’in  KHDAK
patogenezinin aydmlatimasi veya terapdtik degeri agismdan degerlendiriimesi konusunda
yapilacak cahsmalara rehber olma niteligindedir. Arasgtrmann smrh boyutu g6z Oniine
alndiginda, gbzlemlerin daha biiyik Orneklem gruplarinda analiz edilmesi gereklidir.
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HAM VERILER

BURCUTEZ * Cinsiyet Crosstabulation
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Cinsiyet Total
kadin erkek
Count 5 51 56
akciger
% within BURCUTEZ 8,9% 91,1% 100,0%
BURCUTEZ
Count 63 44 107
kontrol
% within BURCUTEZ 58,9% 41,1% 100,0%
Count 68 95 163
Total
% within BURCUTEZ 41, 7% 58,3% 100,0%
BURCUTEZ * Sigara icme Crosstabulation
Sigara icme Total
yok iciyor
Count 4 52 56
akciger
% within BURCUTEZ 7,1% 92,9% 100,0%
BURCUTEZ
Count 100 7 107
kontrol
% within BURCUTEZ 93,5% 6,5% 100,0%
Count 104 59 163
Total
% within BURCUTEZ 63,8% 36,2% 100,0%
Crosstab
Tumor tipi Total
Squambz hiicre | Adenokarsinom |  Biyik hicreli karsinoid sarkomatoid dider ca ikincil
kanseri karsinom karsinom
Count 24 23 3 1 1 1 53
BURCUTEZ akeiger
% within BURCUTEZ 45 3% 43 4% 5. 7% 1.9% 1,9% 1,9% 100,0%
Tt Count 24 23 3 1 1 1 53
o % within BURCUTEZ 45 3% 43.4% 5.T% 1.9% 1,9% 1,9% 100,0%
Crosstab
PatolojiTanisi Total
adeno adenckarsinom | skuamdz khdak | biivik hicreli kars pleomorfik sarkomatoid naroendokrin
karsinom karsinom
Count 8 9 14 2 1 1 1 2 38
BURCUTEZ akciger
S within BURCUTEZ FARE 23T% 36,0% 5.3% 26% 26% 2 6% b 3% 100,0%
Count 8 9 14 2 1 1 1 2 38
ot % within BURCUTEZ 211% 23T% 38,8% 53% 256% 28% 28% 53% 100,0%
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Crosstab
sont Total
T T2 T3 T4
Count 22 18 13 3 E&
BURCUTEZ akciger
% within BURCUTEZ 39,3% 32,1% 23,2% 5.4% 100,0%
Count 22 18 13 3 ]
Total
% within BURCUTEZ 39,3% 32,1% 23,2% 5.4% 100,0%
Crosstab
s5ann Total
Mo M1 M2
Count 36 19 1 kG
BURCUTEZ akciger
%% within BURCUTEZ 64,3% 33,9% 1,8% 100,0%
Count 35 19 1 56
Total
% within BURCUTEZ 64,3% 33,9% 1,8% 100,0%
Crosstab
MEvVTe Total
mgt var met yok
Count 2 B4 BE
BURCUTEZ akciger
% within BURCUTEZ 3,6% 05 4% 100, 0%
Count 2 B4 G
Total
% within BURCUTEZ 3,6% 06 4% 100,0%
Crosstab
damarinw Total
MAr ¥ok
Count 16 30 1
BURCUTEZ akciger
Yo within BURCUTEZ 25 1% 70, 9% 100,0%
Count 16 30 kb
Total
Yo within BURCUTEZ 28 1% 70, 9% 100,0%
Crosstab
Perinaralinv Total
yok MAar
Count 30 17 G
BURCUTEZ akciger
% within BURCUTEZ &0 6% 30, 4% 100,0%
Count F5 17 &
Total
% within BURCUTEZ &0 &% 30, 4% 100, 0%
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Crosstab
Lenfatik Total
¥ok ¥ar
Count 21 35 B&
BURCUTEZ akciger
% within BURCUTEZ 37.5% 52 5% 100, 0%
Count 21 35 BE
Total
% within BURCUTEZ 37.5% 52 5% 100, 0%
Crosstab
ctladd9snp Total
A AG GG
Count 32 18 & 56
akciger
%% within BURCUTEZ BT 1% 32 1% 10, 7% 100,0%
BURCUTEZ
Count 54 45 3 107
kontrol "
%% within BURCUTEZ 5D 5% 42 1% 7.5% 100,0%
Count a6 63 14 163
Total
% within BURCUTEZ 52,8% 38, 7% 8,6% 100,0%
Crosstab
ctlads Total
Al MG GG
Count RO & &
akciger
Yo within BURCUTEZ 89, 3% 10, 7% 100,0%
BURCUTEZ
Count oo g 107
kontral o
% within BURCUTEZ 02 5% T .5% 100,0%
Count 145 14 163
Total
% within BURCUTEZ 01,4% 8,6% 100,0%
Crosstab
ctladz Total
GG AG Ay
Count 24 32 &G
akciger
% within BURCUTEZ 42 0% EF. 1% 100,0%
BURCUTEZ
Count B3 B4 107
kontrol o
% withinBURCUTEZ 45 5% 50, 5% 100, 0%
Count Tr a6 163
Total
% withinBURCUTEZ 47 2% h2.8% 100, 0%
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Crosstab
ctladag Total
AG AA GG
Count 18 38 56
akciger
% within BURCUTEZ 32,1% 67,9% 100,0%
BURCUTEZ
Count 45 62 107
kontrol
% within BURCUTEZ 42,1% 57,9% 100,0%
Count 63 100 163
Total
% within BURCUTEZ 38,7% 61,3% 100,0%
Crosstab
ctla449snp Total
AA AG GG
Count 3 2 0 5
kadin
% within Cinsiyet 60,0% 40,0% 0,0% 100,0%
Cinsiyet
Count 29 16 6 51
erkek
% within Cinsiyet 56,9% 31,4% 11,8% 100,0%
Count 32 18 6 56
Total
% within Cinsiyet 57,1% 32,1% 10,7% 100,0%
Crosstab
ctla4A Total
AA AG GG
Count 5 0 5
kadin
o % within Cinsiyet 100,0% 0,0% 100,0%
Cinsiyet
Count 45 6 51
erkek
% within Cinsiyet 88,2% 11,8% 100,0%
Count 50 6 56
Total
% within Cinsiyet 89,3% 10,7% 100,0%
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Crosstab
ctla4G Total
GG AG AA
Count 2 3 5
kadin
o % within Cinsiyet 40,0% 60,0% 100,0%
Cinsiyet
Count 22 29 51
erkek
% within Cinsiyet 43,1% 56,9% 100,0%
Count 24 32 56
Total
% within Cinsiyet 42,9% 57,1% 100,0%
Crosstab
ctladag Total
AG AA GG
Count 2 3 5
kadin
o % within Cinsiyet 40,0% 60,0% 100,0%
Cinsiyet
Count 16 35 51
erkek
% within Cinsiyet 31,4% 68,6% 100,0%
Count 18 38 56
Total
% within Cinsiyet 32,1% 67,9% 100,0%
Crosstab
ctla449snp Total
AA AG GG
Count 14 7 2 23
adeno
% within sontumorhis 60,9% 30,4% 8,7% 100,0%
. Count 12 9 3 24
sontumorhis skuamoz
% within sontumorhis 50,0% 37,5% 12,5% 100,0%
Count 4 1 1 6
diger
% within sontumorhis 66,7% 16,7% 16,7% 100,0%
Count 30 17 6 53
Total
% within sontumorhis 56,6% 32,1% 11,3% 100,0%
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Crosstab
ctla4A Total
AA AG GG
Count 21 2 23
adeno
% within sontumorhis 91,3% 8,7% 100,0%
Count 21 3 24
sontumorhis skuamoz
% within sontumorhis 87,5% 12,5% 100,0%
Count 5 1 6
diger
% within sontumorhis 83,3% 16,7% 100,0%
Count 47 6 53
Total
% within sontumorhis 88,7% 11,3% 100,0%
Crosstab
ctla4G Total
GG AG AA
Count 9 14 23
adeno
% within sontumorhis 39,1% 60,9% 100,0%
Count 12 12 24
sontumorhis skuamoz
% within sontumorhis 50,0% 50,0% 100,0%
Count 2 4 6
diger
% within sontumorhis 33,3% 66,7% 100,0%
Count 23 30 53
Total
% within sontumorhis 43,4% 56,6% 100,0%
Crosstab
ctladag Total
AG AA GG
Count 7 16 23
adeno
% within sontumorhis 30,4% 69,6% 100,0%
Count 9 15 24
sontumorhis skuamoz
% within sontumorhis 37,5% 62,5% 100,0%
Count 1 5 6
diger
% within sontumorhis 16,7% 83,3% 100,0%
Count 17 36 53
Total
% within sontumorhis 32,1% 67,9% 100,0%
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Crosstab
ctla449snp Total
AA AG GG
Count 10 5 1 16
T34
% within sonsont 62,5% 31,2% 6,2% 100,0%
sonsont
Count 22 13 5 40
T12
% within sonsont 55,0% 32,5% 12,5% 100,0%
Count 32 18 6 56
Total
% within sonsont 57,1% 32,1% 10,7% 100,0%
Crosstab
ctla4A Total
AA AG GG
Count 15 1 16
T34
% within sonsont 93,8% 6,2% 100,0%
sonsont
Count 35 5 40
T12
% within sonsont 87.,5% 12,5% 100,0%
Count 50 6 56
Total
% within sonsont 89,3% 10,7% 100,0%
Crosstab
ctladG Total
GG AG AA
Count 6 10 16
T34
% within sonsont 37,5% 62,5% 100,0%
sonsont
Count 18 22 40
T12
% within sonsont 45,0% 55,0% 100,0%
Count 24 32 56
Total
% within sonsont 42.,9% 57,1% 100,0%
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Crosstab
ctla449snp Total
AA AG GG
Count 10 7 3 20
N123
% within sonsonn 50,0% 35,0% 15,0% 100,0%
sonsonn
Count 22 11 3 36
NO
% within sonsonn 61,1% 30,6% 8,3% 100,0%
Count 32 18 6 56
Total
% within sonsonn 57,1% 32,1% 10,7% 100,0%
Crosstab
ctladag Total
AG AA GG
Count 5 11 16
T34
% within sonsont 31,2% 68,8% 100,0%
sonsont
Count 13 27 40
T12
% within sonsont 32,5% 67,5% 100,0%
Count 18 38 56
Total
% within sonsont 32,1% 67,9% 100,0%
Crosstab
ctla449snp Total
AA AG GG
Count 10 7 3 20
N123
% within sonsonn 50,0% 35,0% 15,0% 100,0%
sonsonn
Count 22 11 3 36
NO
% within sonsonn 61,1% 30,6% 8,3% 100,0%
Count 32 18 6 56
Total
% within sonsonn 57.1% 32,1% 10,7% 100,0%




Crosstab

ctla4A Total
AA AG GG
Count 17 3 20
N123
% within sonsonn 85,0% 15,0% 100,0%
sonsonn
Count 33 3 36
NO
% within sonsonn 91,7% 8,3% 100,0%
Count 50 6 56
Total
% within sonsonn 89,3% 10,7% 100,0%
Crosstab
ctla4G Total
GG AG AA
Count 10 10 20
N123
% within sonsonn 50,0% 50,0% 100,0%
sonsonn
Count 14 22 36
NO
% within sonsonn 38,9% 61,1% 100,0%
Count 24 32 56
Total
% within sonsonn 42.,9% 57,1% 100,0%
Crosstab
ctladag Total
AG AA GG
Count 7 13 20
N123
% within sonsonn 35,0% 65,0% 100,0%
sonsonn
Count 11 25 36
NO
% within sonsonn 30,6% 69,4% 100,0%
Count 18 38 56
Total
% within sonsonn 32,1% 67,9% 100,0%




Crosstab

ctla449snp Total
AA AG GG
Count 2 0 0 2
met var
% within mewre 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
mewvre
Count 30 18 6 54
met yok
% within mewre 55,6% 33,3% 11,1% 100,0%
Count 32 18 6 56
Total
% within mewre 57,1% 32,1% 10,7% 100,0%
Crosstab
ctlad4A Total
AA AG GG
Count 2 0 2
met var
% within mewre 100,0% 0,0% 100,0%
mewvre
Count 48 6 54
met yok
% within mewre 88,9% 11,1% 100,0%
Count 50 6 56
Total
% within mewre 89,3% 10,7% 100,0%
Crosstab
ctla4G Total
GG AG AA
Count 0 2 2
met var
% within mewre 0,0% 100,0% 100,0%
mewvre
Count 24 30 54
met yok
% within mewre 44.4% 55,6% 100,0%
Count 24 32 56
Total
% within mewre 42.,9% 57.1% 100,0%
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Crosstab
ctladag Total
AG AA GG
Count 0 2 2
met var
% within mewre 0,0% 100,0% 100,0%
mewvre
Count 18 36 54
met yok
% within mewre 33,3% 66,7% 100,0%
Count 18 38 56
Total
% within mewre 32,1% 67,9% 100,0%
Crosstab
ctla449snp Total
AA AG GG
Count 7 8 1 16
var
% within damarinv 43,8% 50,0% 6,2% 100,0%
damarinv
Count 25 9 5 39
yok
% within damarinv 64,1% 23,1% 12,8% 100,0%
Count 32 17 6 55
Total
% within damarinv 58,2% 30,9% 10,9% 100,0%
Crosstab
ctla4A Total
AA AG GG
Count 15 1 16
var
% within damarinv 93,8% 6,2% 100,0%
damarinv
Count 34 5 39
yok
% within damarinv 87.2% 12,8% 100,0%
Count 49 6 55
Total
% within damarinv 89,1% 10,9% 100,0%
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Crosstab
ctla4G Total
GG AG AA
Count 9 7 16
var
% within damarinv 56,2% 43,8% 100,0%
damarinv
Count 14 25 39
yok
% within damarinv 35,9% 64,1% 100,0%
Count 23 32 55
Total
% within damarinv 41,8% 58,2% 100,0%
Crosstab
ctladag Total
AG AA GG
Count 8 8 16
var
% within damarinv 50,0% 50,0% 100,0%
damarinv
Count 9 30 39
yok
% within damarinv 23,1% 76,9% 100,0%
Count 17 38 55
Total
% within damarinv 30,9% 69,1% 100,0%
Crosstab
ctla449snp Total
AA AG GG
Count 24 10 5 39
yok
% within Perinoralinv 61,5% 25,6% 12,8% 100,0%
Perindralinv
Count 8 8 1 17
var
% within Perinoralinv 47,1% 47,1% 5,9% 100,0%
Count 32 18 6 56
Total
% within Perindralinv 57,1% 32,1% 10,7% 100,0%
Crosstab
ctla4A Total
AA AG GG
Count 34 5 39
yok
% within Perindralinv 87,2% 12,8% 100,0%
Perinodralinv
Count 16 1 17
var
% within Perindralinv 94,1% 5,9% 100,0%
Count 50 6 56
Total
% within Perinoralinv 89,3% 10,7% 100,0%
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Crosstab
ctla4G Total
GG AG AA
Count 15 24 39
yok
% within Perindralinv 38,5% 61,5% 100,0%
Perinoéralinv
Count 9 8 17
var
% within Perindralinv 52,9% 47,1% 100,0%
Count 24 32 56
Total
% within Perindralinv 42.,9% 57,1% 100,0%
Crosstab
ctladag Total
AG AA GG
Count 10 29 39
yok
% within Perindralinv 25,6% 74,4% 100,0%
Perinoéralinv
Count 8 9 17
var
% within Perindralinv 47,1% 52,9% 100,0%
Count 18 38 56
Total
% within Perindralinv 32,1% 67,9% 100,0%
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Bu c¢ahsma icin sizden ameliyatmiz swasmda cerrahmiz tarafindan alnacak olan
dokudan 1 cm® parga kullanlacaktr. Alnacak olan bu doku laboratuarmizda
calisilacaktur.

Kabul etmeniz halinde katlacagmiz bu c¢alsma bir arastrmadr. Arastrmanm
amac1 hastahgmizn gelisimi iizerine etkisi oldugu disiiniilen genlerin ne kadar ifade
oldugu ve ifadesindeki degisiklikleri tespit etmektir. Arastrmaya katilacak tahmini goniilli
sayist  60’tr. Goniillii olarak sizin arastrma {izerinde herhangi bir sorumlulugunuz
bulunmamaktadir. Arastrma boyunca sizden bir maddi katki talebi olmayacaktr. Sizin i¢in
herhangi bir rahatsizlk veya risk olusturmayacak bu ¢ahsma, kisa donemde size bir fayda
da saglamayacaktr. Ancak uzun donemde hastahgn gelisimnin daha iyi anlagilabilmesini
ve alternatif tedavi gelistirebilmek icin ¢aligma Onemlidir.

Aragtrmada yer almak tamamen sizin isteginize bagh olup arastrmada yer almayi
reddedebilirsiniz. Reddetmeniz halinde yararmiza engel ya da cezai bir durum ortaya
ckkmayacaktr. Izleyiciler, yoklama yapanlar, etikk kurullar ve resmi makamlar size ait tibbi
bilgilere ulasilabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.

Siz veya yasal temsilciniz bilglendirimis olur formunu imzalamakla bunu kabul
etmis olacaksmiz. Ayrica kimliginizi ortaya koyacak kayilar da gizli tutulacaktir.

Arastrma esnasmda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda siz veya
yasal temsilcinize derhal haber verilecektir.

Arastrma hakkinda ek bilgiye 0212 414 30 00-22657’den ulasabilirsiniz.

Hasta Olr Formundaki tim agiklamalari okudum, dinledim, anladim, istedigim
sorular1 sordum ve cevaplart aldim. Bu klink arastrmaya goniillii olarak hicbir baski ve
zorlama olmaksizin katimay1 kabul ediyorum.

“T Hiicre Immiinitesinde Fonksiyon Gosteren CTLA-4 Gen Varyantlirmm Kiigiik
Hiicreli Dist  Akciger Kanseriyle Olasi Iliskisinin =~ Arastiriimas”  bashkh — arastrma
kapsaminda alman kan drneklerimin;

[ ] Sadece yukarida bahsi gegen arastrmada kullanilmasina izin veriyorum.
[ fleride yapimas1 planlanan tim arastrmalarda kullanilmasina izin veriyorum.
[] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.



Hasta/ hasta yakm adi, soyadi

Aciklama yapan arastrmac1 adi, soyadi

Olur alma iglemine tanik olan kisinin
ady, soyadi

11’1’]22[S1

Il’l’]Zﬁ.Sl

Imzas1

Tarih

Tarih

Tarih
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

T HUCRE IMMUNITESINDE FONKSIYON GOSTEREN CTLA-4
GEN VARYANTLARININ KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER
KANSERIYLE OLASI ILISKISININ ARASTIRILMASI
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