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OZET

Akciger kanseri iilkemizde oldugu gibi diinyada da en yaygin ve en yiiksek 6liim
oranina sahip kanser tipidir. Akciger kanserine neden olarak en basta sigara igimi
gelmektedir. Bunun yani sira genetik nedenlerinde akciger kanseri olugmasi ve ilerlemesi

iizerinde etkileri oldugu bilinmektedir.

Nitrik oksit (NO) karsinogenezde bir¢ok agidan rolii olan bir molekiildiir. Asimetrik
Dimetil Arjinin (ADMA) NOS’un endojen inhibitoriidiir. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
(eNOS) NO sentezinde gorevli ii¢ izoenzimden endotelyal kdkenli olanidir. Bu gen ile ilgili
birgok tek niikleotid polimorfizminden ikisi genin promoter bolgesindeki T-786C ile ekson
7’deki G894T polimorfizmleridir. Bu polimorfizmler ile kanser arasindaki iliski son
zamanlarda bilim adamlarinin arastirmalarina kaynak olmus ve bazi kanserlerle iligkili oldugu

yoniinde rapor edilmistir.

Biz bu ¢alismada eNOS gen T-786C ve G894T polimorfizmleri ve plazma ADMA
diizeyleri ile akciger kanseri arasindaki iliskiyi arastirdik. Bu amagla 100 hasta ile 100 kontrol
grubundan alinan kan orneklerinden ters hibridizasyon teknigine dayali Polimerize zincir
reaksiyonu (PCR) yontemi ile polimorfizm analizi yapildi. HPLC yontemiyle plazma ADMA
seviyelerine bakildi. Hasta ve kontrol grubu arasinda polimorfizmler agisindan 6nemli bir fark
yoktu (p>0.05). Plazma ADMA ve NO seviyeleri ise hasta grubunda kontrol grubuna oranla
belirgin olarak yiiksekti (p<0.05). Hasta ve kontrol grubunda polimorfizmler ile plazma
ADMA seviyeleri karsilagtirildigi zaman eNOS T-786C ve G894T polimorfizmleri agisindan
sirastyla CC ve TT genotipinde olanlarda plazma ADMA seviyeleri belirgin olarak yiiksekti.
Ayrica hasta grubu kendi arasinda kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli
dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak siniflandirildiginda KHAK olanlarda CC polimorfizmi
daha fazla goriildii. KHAK olanlarda ADMA seviyeleride yiiksek olarak bulundu.

Bizim sonuglarimiz akciger kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda polimorfizmler
acisindan Oonemli bir fark olmadigini gosterdi. Bununla birlikte plazma ADMA seviyeleri
hasta grubunda kontrol grubuna oranla belirgin yiiksekti. Ayrica bu bulgular yiiksek plazma
ADMA seviyelerinin ve CC genotipinin kiiciik hiicreli akciger kanseri ile iligkisini

desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Nitrik Oksit, Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz, Polimorfizm
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ABSTRACT

Lung cancer is the most common and the highest mortal rate cancer type in our
country as well as worldwide. Smoking is the first and most important risk factor for lung
cancer. Also, it is known that genetic factors take part in occuring and developing lung
cancer.

Nitric oxide (NO) is a signal molecule, which have many roles in carcinogenesis, and
ADMA is endogenous inhibitory of NOS. Endothelial NO synthase (eNOS) is the endothelial
based and is one of three isoenzymes responsible for the synthesis of NO. Many single
nucleotide polymorpisms are defined for eNOS gene. Two of them are T-786C on the
promoter region of gene and G894T polymorphism on exon 7 of gene. Recently, the
association between these polymorphisms and cancer have been attracting the interest of
researcher, and the relationship between them was reported on some cancer types.

In this study, we aimed to investigate plasma ADMA levels and eNOS T-786C and
G894T polymorphisms on lung cancer patients. For this aim, blood samples of 100 patients
and 100 controls were taken for polymorphism analyses with PCR method based on reversed
hybridization tecnique. Plasma ADMA levels were measured by HPLC tecnique. There was
no significant difference between the polymorphisms of patients and control groups (p>0.05).
Plasma ADMA levels of patients were significantly higher than those of controls (p<0.05).
When plasma ADMA levels of the patients and control groups were compared with
polymorphisms, plasma ADMA levels were significantly higher in the patients and control
groups whit CC polymorphisms and TT polymorphisms on eNOS T-786C and G894T gene
regions, respectively. Additionally, when the patients are classified as small cell lung cancer
and non-small cell lung cancer, CC polymorphisms were found higher on small cell lung
cancer patients compared with non-small cell lung cancer patients. In small cell lung cancer
patients, ADMA levels were found high.

In conclusion, our findings show that there was no significant difference in terms of
the polymorphisms between lung cancer patients and control groups. However plasma
ADMA levels were significantly higher in patient group than controls. All these findings
suggest that high plasma ADMA levels and CC genotypes are associated with small cell lung
cancer.

Key Words: Nitric Oxide, Endothelial Nitric Oxide synthase, polymorphism
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KISALTMALAR

NO: Nitrik Oksit

DNA: Deoksiribontikleik asit

GTP: Guanozin trifosfat

GDP: Guanozin difosfat

MAP: Mitojen Aktive edici protein

TGF: Transforme edici bliylime faktorii
CDK: Cyclin dependent kinaz:siklin bagimli kinaz
FMN: Flavin mononiikleotid

FAD: Flavin Adenin diniikleotid

BH,: Tetrahidrobiyopterin

E2F: Elongasyon faktor 2

Rb: Retinoblastom

KHAK: Kiigiik hiicreli Akciger kanseri
KHDAK: Kiigiik hiicreli dis1 Akciger kanseri
eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
ADMA: Asimetrik Dimetil Arjinin

RNOS: Reaktif Nitrojen Oksit Uriinleri

SNP: Single niicleotide polymorphism:tek niikleotid polimorfizmi



1. GIRIS VE AMAC

Kanser glinlimiiz diinyasinda halen daha hem temel tedavi prensiplerinin yetersiz
olmas1 hem de tedavi maliyetleri acisindan 6nemli bir problemdir. Diinya Saglik Orgiitii
2008 yili verilerine gore 12.7 milyon insan kanser tanist almis ve bunlarinda 7.4
milyonu kanser nedeniyle Olmiistir ki bu diinyada tim Olimlerin %13 {ini
olusturmaktadir. Tirkiye’de ise kanserin neden oldugu Olim orani kalp ve damar

hastaliklarindan sonra ikinci siray1 almaktadir (1, 2).

Akciger kanseri iilkemizde oldugu gibi diinyada da en yaygin ve en yiiksek 6liim
oranina sahip kanser tipidir. Akciger kanserine neden olarak en basta sigara i¢imi
gelmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde akciger kanserinden 6len kadinlarin %75-
80’ninin erkeklerin ise %90 ninin sigara igtigi tespit edilmistir. Fakat sigara i¢enlerin
%20’den azinda akciger kanseri olustugu goriilmiistiir. Bu nedenle sigara i¢imi her ne
kadar akciger kanseri olusumuna neden olan en énemli sebep olsa da bagka bilinen ve
de bilinmeyen bircok nedeninde akciger kanseri olusumuna yol ag¢tifi bilinen bir
gergektir. Karsinojen ajanlara maruziyet, asbest, gecirilmis akciger hastaliklari ve aile

hikayesi bunlardan bazilaridir (3, 4).

Nitrik oksit (NO); iki atomdan olusan, ortaklanmamis elektron iceren ve bu
yoniiyle bircok reaksiyona katilan, serbest bir radikaldir. Nitrojen oksit tiirevlerinden
biri olan NO radikali endojen olarak da sentezlenmektedir (5). NO sentezi bazi
hiicrelerde bir reseptdre bir stimiilatoriin baglanmasi sonucunda veya noéronlarda sinir
uyarisina cevap asamasinda olusur. NO c¢esitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu L-
arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz enzimi araciligi ile sentezlenir (6). NO, tiimor

hiicre biiyiimesine, genotoksik lezyonlarin indiiksiyonuna, anjiogeneze Yol



acabilmektedir (7). NO ve NO kaynakli reaktif nitrojen oksit iirtinleri (RNOS), DNA
(Deoksiriboniikleik asit) hasarinda (niikleik asitlerin nitrosatif deaminasyonu, alkilleme
ve DNA zincir kirilimi gibi) ve DNA onarim enzimlerinin (DNA ligaz gibi)
inhibisyonunda dogrudan veya dolayli mekanizmalarla sonuglanan oksidatif ve
nitrosatif stresi indiiklerler. Nitrasyon, nitrozasyon, fosforilasyon, asetilasyon veya
poliADP ribozilasyonu ile kanserle alakali genlerdeki ya da proteinlerin
posttranslasyonel modifikasyonlarindaki mutasyonlarin indiiklenmesi, kanser riskini
arttiran anahtar olaylardan bazilaridir. Ozellikle yiiksek diizeydeki NO; DNA’nin
dogrudan modifiye edilmesiyle veya karsinojenik nitrosaminlerin olusumuyla
genotoksiktir. NO, NO,;, N,O3’iin aerobik soliisyonlarmin niikleik asitlerin
deaminasyonlarina sebep oldugu bulunmustur. NO ayrica hiicre dongiisiiniin kontrol
noktalarini, apopitosisi, ve DNA onarimini bozarak karsinojenik siirece etki etmektedir

(8-11).

1992 yilinda Vallance ve arkadaslart ADMA’y1 (Asimetrik Dimetil Arjinin) ilk
olarak insan plazma ve idrarinda nitrik oksit sentazin endojen inhibitorii olarak
tanimlamiglardir (12). ADMA, plazmada dogal olarak bulunan bir aminoasittir. ADMA,

arjininin translasyon sonras1 modifikasyona ugramis halidir (13).

eNOS genindeki SNP’den (single niikleotid polimorfizmi) ikisi genin promoter
bolgesindeki T-786C polimorfizmi ile ekson 7 bolgesindeki G894T polimorfizmidir.
Biz bu ¢alismamizda yukarida genis¢e agiklanan NO’nun Kkanser ile olan iligskisinden
yola ¢ikarak akciger kanserli hastalarda yukarida bahsedilen iki SNP’nin etkili olup
olmadigimmi1 arastirdik. Ayrica yine akciger kanserli hastalarda plazma ADMA

seviyelerini dlgerek bunun NO ve polimorfizmlerle olan iliskilerini arastirdik ve tiim bu



bulgulardan yola ¢ikarak akciger kanserinin olusum ve gelismesinde bunlarin etkili olup

olmadigini inceledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

2.1.1. Kanser Nedir

Tiimor; boliinme yetenegi olan bir hiicrenin herhangi bir nedenden dolay:
normal ve kontrollii boliinme yetenegini kaybedip anormal ve kontrolsiiz ¢ogalmasi ile
karakterize tablonun genel adidir. Benign tiimor tanimlamasi1 metastaz yapmayan, lokal
eksize edilebilen, surveyi etkilemeyen tiimordiir. Malign tiimor tanimlamasi ise komsu
organlara veya uzak bolgelere yayilarak (metastaz), onlari harap eden, hayatta kalma

sliresini azaltip, 6liime neden olabilen timordiir (14).

Tiimdrlerin tiimiinde tiimor parankimi ve tiimoriin stromal dokusu olmak iizere
iki doku komponenti bulunur. Tiimor parankimi gogalan (neoplastik olan) hiicrelerden
olugur. Timor stromal dokusu ise bag dokusu ve kan damarlarindan olusan
(nonneoplastik reaktif) destek dokusudur. Tiimorlerin isimlendirilmesinde parankim
temel alinir. Kanser kelimesi her ne kadar tiim malign tiimoérlerin ortak ismi olarak
kullanilsada; kanser epitel hiicrelerinden gelisen tiimorlere, sarkom ise mezenkimal
orijinli hiicrelerden gelisen tiimérlere denir. Epitel hiicreleri her ii¢ germ yapragindan
koken alabilir; renal tubulus epiteli mezodermden, deri epiteli ektodermden,
gastrointestinal sistem epiteli endodermden gelisir. Tiim bu germ yapraklarindan gelisen
epitel hiicre orijinli malign tiimorler kanser olarak adlandirilirlar. Kanserler koken
aldiklar1 epitele gore (squamoz hiicreli karsinom, glandiiler yap1 olusturursa;
adenokarsinom) veya organin adina gore (renal hiicreli kanser, hepatoselliiler kanser
gibi) adlandirilabilir. Bazen tiimor hiicreleri herhangi bir organin hiicrelerine benzemez.

Bunlara undiferansiye veya az diferansiye karsinom denir.



Sonug olarak kanser; hiicrenin normal davranislarini diizenleyen mekanizmalarin
bozulmasi1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz bir bi¢imde siirekli boliinerek cogalmasi,
normal doku ve organlari istila etmesi ve tim viicuda yayilmasi ile karakterize malign

tablonun genel adidir (14, 15).

2.1.2. Benign ve Malign Tiimérlerin Ozellikleri

Timor gelisimi ¢ok asamali bir siirectir. Hakikaten ¢ogu tiimor vakasinin ileri
yaslarda goriilmesi tiimoriin ¢ok asamali bir siire¢ sonunda olustugunun kanitidir. Tek
bir hiicrenin anormal proliferasyonuna neden olan genetik diizeydeki patoloji bu ¢ok
asamal1 siirecin baglangicint olusturur. Bu patolojiyi mutasyonlar, kimyasallar,
radyasyon veya virlisler gibi c¢evresel ajanlar ya da kalitsal olarak kisideki genetik
yatkinlik olusturabilir. Bu kontrolsiiz ¢ogalmanin yani sira tiimoral hiicreler normal
fonksiyonlarmi da kaybederek hem yapmalar1 gereken islevleri yapamaz hale gelirler
hem de normal fizyolojiyi bozacak organizmaya zarar verici gorevler istlenebilirler

(15).

Tiimdrler benign yada malign olabilirler. Benign ve malign tiimoérler arasindaki
ayrim dort faktor temel alinarak yapilir. Bunlar; diferansiasyon ve anaplazi, biiyiime

hiz1, lokal invazyon ve metastazdir.

Diferansiasyon ve anaplazi; Tiimoriin parankimal hiicrelerinin koken aldiklar
hiicreye morfolojik ve fonksiyonel olarak benzemesine diferansiasyon denir. Anaplazi
ise diferansiasyon olmamasidir. Malign timor hiicrelerinin kdken aldiklar1 ana doku
hiicrelerine morfolojik ve fonksiyonel acidan benzememesine (undiferansiye

olmalarina) anaplazi denir. Anaplazinin kelime anlami geriye doniistiir. Az diferansiye



veya undiferansiye tiimorlerde primitif Ozellikte spesifize olmamis (embrioner

goriiniimlii) hiicreler olmasidir (14).

Biiyiime hi1z1; Benign tiimorler yavag biiylirken malign tiimorler cok daha hizl

bliytirler.

Lokal invazyon; Cogu benign tiimor yavas biiyiir ve g¢evrelerinde fibroz bag
dokusundan olusan kapsiilleri vardir. Kapsiil tiimorii konagm tiiméral olmayan
dokularindan ayirir. Kanserler komsu dokulara infiltrasyon, invazyon, ve destriiksiyon

yaparak yayilim gosterirler (14).

Metastaz; Malign tiimo6r hiicrelerinin bulunduklar1 yerden lenfatik veya
hematojen yol ile ayrilip uzaklara taginmasi ve primer timor kitlesi ile baglantisi
olmayan yeni Kitleler olusturmalaridir. Metastaz hasta surveyini azaltan en Onemli
prognostik parametredir. Metastaz maligniteyi gésteren en 6nemli kriterdir. Metastaz ve
lokal invazyon malign tiimorleri benign tiimorlerden ayiran en 6nemli 6zelliklerdir.
Kanserler tespit edildiklerinde ortalama %30’u metastaz yapmistir. %20 okkiilt
metastaz vardir. Genellikle biiyliik boyutlu tiimorler daha sik metastaz yaparlar.
Metastaz genellikle ¢cok odakli olur. En sik metastaza ugrayan organlar akcigerler ve
karacigerdir. Iskelet kasi ve dalakta son derece nadir metastaz goriiliir. Kikirdakta
metastaz olmaz. Arter duvarlar1 da metastaza direnglidir. Bu nedenle hematojen yayilim

daha ¢ok vendz yolla olusur (14).



2.1.3. Kanser Nedenleri

Kanserin etiolojisinde tek bir etkenden bahsetmek miimkiin degildir. Kanser
aslinda birgok etkenin birarada olmasiyla olusan bir hastaliktir. Kansere sebep olan
maddelere genel olarak karsinojen adi verilmektedir. Karsinojenik maddeleri kimyasal,

fiziksel, biyolojik ve genetik olarak 4 sinifta inceleyebiliriz (15, 16).

a. Kimyasal karsinojenler: Bu siniftaki karsinojen maddeler 3 ana sinifa ayrilir:

Organik Kimyasallar
. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)

. Dialkilnitrozaminler vb.

Inorganik Kimyasallar Diger
. Arsenik . Alkol
. Kadmiyum . Sigara
. Asbest .Eksoz
. Kursun . Diyet
.Berilyum . Hormonlar

b. Fiziksel Karsinojenler: Giines 1sinlari, Ultraviole 1sinlar

c. Biyolojik Karsinojenler: Viriisler (Retroviriisler, Hepadna viriis, Papilloma viriis,

Herpes viriis)

d. Genetik Karsinojenler: DNA dizi polimorfizmi, onkogenler

Bilim adamlar1 insan kanserlerinin %70-80’ninin muhtemelen c¢evresel
faktorlerden kaynaklandigina inanmaktadirlar. Kimyasal karsinojenlerin bir¢ogu ve
radyasyon etkilerini DNA iizerinde hasar yaparak gostermektedirler. Bu kimyasal

karsinojenlere 6rnek verecek olursak polisiklik aromatik hidrokarbonlar (benzopren),



aromatik aminler, nitrozaminler, mubhtelif ilaglar (alkilleyici kemoterapotik ajanlar),
dogal olarak bulunan bilesikler (Aflatoksin B) ve gesitli inorganik bilesikler (kursun,
kadmiyum, arsenik, asbest vb). Kisinin bdyle bilesiklere maruz kalmasi; diyetinden
(uygun kosullarda saklanmayan fistik ve tahillar1 kontamine eden mantarlarin
olusturdugu etkin bir karaciger karsinojeni olan aflatoksin B alimi), yasam tarzindan
(sigara tiryakiligi), mesleginden (asbest’e maruziyet) ve diger nedenlerden (tedavi icin
kullanilan dietilstilbesterol gibi bazi ilaglar) dolay1 olabilir. Ostrojen gibi hormonlar ve
forbol esterleri gibi baz1 karsinojenler mutasyon olusturmak yerine hiicre
proliferasyonunu uyararak kanser gelismesine zemin hazirlarlar. Bu tiir karsinojenlere
tiimdr kamgilayicilart adi verilir. Ornegin dstrojen uterus endometrium hiicrelerinin
proliferasyonunu uyarir. Baz1 viriisler de insanda kansere neden olabilir. Insan T-hiicre
16semi virlisii izole edilen ilk onkogenik viriistiir. Viriislerin neden oldugu kanserlerin
basinda karaciger ve serviks kanserleri yer alir. Hepatit B virlisli ile hepatoselliiler
karsinom, Epstein Barr viriisii ile Burkitt lenfoma ve nazofarenks kanseri, insan
papilloma viriisii (HPV) ile serviks kanseri ve HIV ile Kaposi sarkomu arasinda iligki

tespit edilmistir (15, 16).
2.1.4. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser hiicrelerinin 0zelliklerini siralarsak; hiicrenin biiylime sinyallerinde
otonomi kazanmasi, bilyiimeyi engelleyen sinyallerde bozukluklar ortaya c¢ikmasi,
apopitosis adi verilen programli hiicre Oliimiinde bozukluklar olmasi, sinirsiz

replikasyon potansiyeli, anjiogenez ve metastaz baslicalaridir (15).

Bir¢cok tiimoér hiicresinin biliylime faktorlerine gereksinimi normal esdeger

hiicrelere gore daha az oldugundan ve bazi durumlarda ¢ogalmak icin gerekli olan



bliylime faktorlerini kendileride salgilayabildiginden dolayi, kanser hiicreleri ¢evresel
faktorlerden bagimsiz ve stirekli gogalirlar (otonomi). Ayrica kanser hiicrelerinde hiicre-
hiicre ve hiicre-matrix etkilesimi de normal hiicrelere gore daha diizensizdir. Bununla
birlikte, yiizey adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki azalmadan dolayr kanser
hiicrelerinin ¢ogunun tutunma yetenegi normal hiicrelere gére daha diisiiktiir. Ornegin
epitel hiicrelerindeki baslica adezyon molekiilii olan E-Kadherinin ortadan kalkmasi
karsinomlarin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Sonugta kanser hiicreleri diger hiicre ve
doku bilesenleri ile etkilesimine bagl kisitlamalardan kurtulur ve kanser hiicrelerinin

invazyon ve metastaz yapma yetenegi artar (15, 17).

Kanser hiicrelerinde hiicre-hiicre etkilesimleri agisindan goriilen diger bir
Ozellikde kanser hiicreleri arasinda kontakt inhibisyonun ortadan kalkmasidir. Ayrica
kanser hiicreleri normal farklilagsma programini takip etmezler ve siirekli ¢ogalmalari ile
uyumlu bir sekilde farklilasmanin erken asamalarinda kalirlar. Bu duruma en giizel
ornek l6semilerdir. Genellikle normal hiicreler DNA hasarina kars1 apopitosis ile yok
olurken, kanser hiicreleri apopitotik sinyallerden kagarlar. Bu yiizden kanser hiicreleri
normal hiicrelerden ¢ok daha uzun yasarlar. Kanser hastalarinda oliimiin ve tedavinin
yetersiz olmasinin en biiyiik nedeni tiimor invazyonu ve metastazdir. Normal hiicreler
viicuttaki yerlerini korurlar ve genellikle goc etmezler. Oysa kanser hiicreleri
kaynaklandig1 yerden uzaga yayilmasi ile karakterize edilirler. Invazyon, malign
timorlerin komsu dokuya yayilmasi olayidir. Preinvaziv donemde tespit edilen
kanserlere karsinoma in situ denir. Kanser heniiz ortii epiteli igerisinde olup bazal

membrani gegmemistir (15, 17, 18).

Metastaz ise, kanserin primer odakla aralarinda bir devamlilik olmaksizin

viicudun baska doku ve organlarina yayilmasi olayidir. Metastaz primer tiimdriin en
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erken olusum evresinden itibaren baglar ve zaman i¢inde tiimoriin biiylimesine paralel
olarak biiytir. Tiimorler histolojik tiplerine gore farkli metastaz giiciine sahiptirler (16).
Pek cok epitel kokenli tiimorde tiimor hiicresinin yayilimi tiimoriin damarlanmasindan
kisa bir siire sonra meydana gelmektedir. Metastaz olusumunda tiimor hiicreleri, once
primer timor bolgesinde cogalir, interstisyel stromaya girer, buradaki kan damarlari
yoluyla dolasima katilirlar. Dolasima katilan tiimor hiicreleri hedef organa ulasarak,
hedef organin prekapiller veniillerinde endotel bazal membranina penetre olarak

metastatik kolonileri baslatirlar (19).

2.1.5. Kanserin Yayilma Yollari

Kanserler baslica; viicut bosluklari ve yiizeyleri, lenf damarlar1 ve kan damarlari

yoluyla yayilirlar.

2.1.5.1. Viicut Bosluklari ve Yiizeyleri Yoluyla Yayilma

Malign tiimorler viicut bosluklarini ¢evreleyen yiizeylere ulastiginda, tiimorden
kopan hiicreler o viicut boslugundaki komsu doku ve organlarda tohum rolii gorecek
sekilde yayilabilir. Bu yolla yayilma en sik peritoneal boslukta ve o6zellikle over

kaynakli kanserlerde goriilmektedir (20).

2.1.5.2. Lenf Damarlar: Yoluyla Yayilma

Genellikle karsinomlarin yayilmasi bu yolla olmaktadir. Nadiren sarkomlarda
lenfatiklerle yayilabilir. Lenf damarlari yoluyla yayilma sirasinda kan yoluyla
yayllmada s6z konusu olabilir. Ciinkii lenf damarlar1 ve kan damarlar1 arasinda pek ¢ok
baglantilar vardir (20). Bolgesel lenf diigiimlerine ulagan kanser hiicreleri burada tutulur

ve kanserin yayilmasina bir siire engel olusturulur. Ancak lenf diigiimii kanser hiicreleri
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ile doldugunda veya lenf diiglimiine ulasan kanser hiicrelerinin burada yerlesip
bliylimelerinden bir miiddet sonra diger lenf diiglimlerine yayilma olabilir. Bolgesel lenf
diiglimlerinde biiyiime saptanmasi, malign tiimor varliginda bile her zaman metastaz
varligi anlamina gelmemelidir. Cilinkii tiimor hiicre artiklari veya tiimor antijenleride

reaktif tabiatta bir biilyiimeye neden olabilir (17, 20).
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Sekil 2.1: Tiimor hiicrelerinin dolagima katilmasi
2.1.5.3. Kan Damarlar Yoluyla Yayilma

Daha ¢ok sarkomlar bu yolla yayilirlar. Ancak karsinomlarda bu yolla
yayilabilirler. Ozellikle vendz damarlarin geperi kanser hiicreleri tarafindan kolayca
invaze edilebilir ve koparak kan akimina karisan kanser hiicreleri baska organ ve
dokulara yayilabilir. Kan dolagimi yoluyla metastazlar en sik karaciger ve akcigerde

goriiliir. Tiroid follikiiler karsinom, renal hiicreli karsinom ve hepatoselliiler karsinom
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hematojen yolla yayilan kanserlerdir. Arter duvarlari ise timdr invazyonuna oldukca

direnglidir (16, 17, 20) (Sekil2.1).
2.1.6. Kanser ve Genetik

Her hiicre, proliferasyon, diferansiasyon, yaslanma ve oOliim segeneklerini
belirleyen genetik programlama ile dogar ve gerektiginde isleme koyar. Kanserde temel
sorun hiicre proliferasyonundaki kontroliin kaybidir. Giiniimiizde tiim kanser tiirlerinin
somatik hiicrelerdeki mutasyon ya da mutasyonlar sonucu olustugu ve mutasyonlarinda
bir seri genin ekspresyonunu etkiledigi artik bilinen bir gercektir. Kanser olusumunda
etkili li¢ tip gen bulunmaktadir. Bunlar onkogenler, tiimdr baskilayict genler ve DNA

tamir genleridir.
2.1.6.1. Onkogenler

Hiicre boliinmesi; biiyiime faktorleri, biiyiime faktorlerinin reseptorleri, zarda
bulunan tirozin kinazlar, GTP (Guanozin trifosfat) bagli sinyal ileticileri, sinyali
cekirdekteki bir baska genin ifadelenmesine neden olacak sekilde alan transkripsiyon

faktorleri ve biiyiimeyi baskilayan faktorlerle diizenlenir.

Protoonkogenler normal hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini kontrol eden proteinleri
kodlayan genlerdir. Eger bir protoonkogen kendiliginden gen i¢indeki bir mutasyon ya
da dis kontroliin degismesi sonucu farklilasir ve normalden daha fazla ifade edilmeye
baglarsa bu degisiklikler hiicrede kontrolsiiz biiyiime ve malignensiye neden olur (15,
17). Iste bu protoonkogenlerin mutant sekillerine onkogen adi verilir. Onkogenlerin
biiyiik bir boliimii hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasinin kontrolii ile iligkili protoonkogen
denen normal genlerin mutasyona ugramis formlaridir. Onkogenler protoonkogenlerden

cok daha fazla miktarda ve bazen de olmamasi gereken hiicrelerde eksprese olurlar.
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Bazi durumlarda gen ekspresyonundaki bu anormallikler normal c¢alisan bir
protoonkogeni hiicreyi transformasyona gotiiren bir onkogen haline doniistiirmek igin
yeterlidir (21). Bu iki gen grubunun tanim farki iiriinlerinin aktivitesiyle baglantilidir.
Bir protoonkogen, normal protein {iriiniiniin islevi hiicre ¢ogalmasini saglamak olan,
ancak hiicresel transformasyonu indiikleme kapasitesine ve potansiyeline de sahip olan
gendir. Bir onkogen ise genetik hasar sonucu mutasyona ugradigi i¢in, denetlenemeyen

ve proteini hiicresel transformasyon olusturabilen gendir (22).

Onkogenler, onkoprotein adi verilen proteinleri kodlar. Onkogen proteinlerin
biiyiik ¢cogunlugu biiyiime faktorlerinden gelen uyarilara bagli olarak hiicre ¢gogalmasini
ve sag kalimini diizenleyen sinyal ileti yolaklariin birer iiyesi olarak gorev yaparlar. Bu
proteinler arasinda polipeptid biiyiime faktorleri, biiyiime faktorii reseptorleri, hiicre ici
sinyal yolaklarinin iiyeleri ve transkripsiyon faktorleri yer alir. Viral ve hiicresel
onkogenlerin arastirilmasi sonucunda, malign hiicrelerde anormal davranislara neden
olan yaklasik 100 kadar gen tanimlanmistir. Daha Once de belirtildigi gibi,
protoonkogenler tarafindan kodlanan proteinlerin ¢ogu normal hiicre c¢ogalmasini
kontrol ederler. Bu yiizden bu proteinlerin asir1 ekspresyonu ya da aktivitelerinde artig

kanser hiicresinin kontrolsiiz gogalmasina neden olabilir (15).

Onkogenik potansiyel kazanan genler hiicre ylizeyi, uyari iletim yolu veya
niikleusta gorevli olanlardan herhangi birinde olabilir. Onkogenlerin biiyiik bir boliimii
tirozin kinaz aktivitesi gosteren reseptorleri kodlar. Bu reseptorlerin hiicre dis1 bitylime
faktorleri ile etkilesen amino uclarinda gerceklesen degisiklikler bunlarin birer onkogen
proteinine doniismesine neden olur. Biiyiime faktorlerinin uyarmasiyla aktive olan

hiicre i¢i sinyal iletim yolaklari, sonunda hiicre dongiisii bilesenlerini diizenleyerek,
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Gi'deki kontrol noktasindan ge¢isi saglar. Biiyiime faktorii uyarimina yanit olarak D-tipi

siklinler uyarilir ve bllyiime faktorii uyarimini hiicre dongiisii ilerlemesi izler (15, 16).

Biiylime faktorleri ile aktive olan hiicre yiizey reseptorleri aktive olunca sinyaller
membrandan aliip hiicre niikleusuna iletilir. Uyar: iletim sisteminde en iyi bilinen
protoonkogen Ras’tir. Ras protein mutasyonu %10-20 oraninda tiimorlerde
goriilmektedir. Insan tiimérlerinde en sik dominant onkogen anormalligi Ras genindeki
mutasyondur. Biiyiime faktorii ile indiiklenen mitogenez olayinda Ras 6nemli rol oynar.
Ras blokaji biiyiime faktorlerinin proliferatif cevabini 6nler. GDP (Guanozin difosfat),
GTP’ye donerse Ras biiyiime faktorii ile aktive olur ve Raf’1 hareketlendirir. Raf MAP
(Mitojen aktive edici protein) kinaz yolunu uyararak mitogenez baslatilir. GTP’az
aktivitesi ile GTP, GDP’ye doner ve Ras inaktif hale gelir. Ras’in diizenli islemesi GDP
ile GTP arasindaki olaylara baglidir. Bu olaylar enzimatiktir. Daha 6nemli bir olay aktif
Ras ile iligkisi oldugu bilinen GTP’az aktive eden protein (GAP) varligidir ve GAP’1n
fonksiyonu Ras aktivitesinin kontrol edilemeyen hareketini 6nlemektir. Eger Ras
mutasyonu olursa GAP’1n Onleyici etkisi ortadan kalkar ve GTP asir1 olur ve mitojenik

sinyaller artar (15, 16).

Insan tiimérlerinde onkogenlerin aktiflesme yollarindan biri de, genlerin hizli ve
yiksek diizeyde ekspresyonuna neden olan gen amplifikasyonudur. Timor
hiicrelerinde, normal hiicrelere kiyasla bin kattan daha fazla goriilen onkogen
amplifikasyonu bir¢ok tiimoriin giderek daha hizli biiylimesine ve daha malign nitelikler
kazanmasima neden olur. Onkogen amplifikasyonunun en tipik orneklerinden biri,
noroblastomlarda (embriyonal sinir hiicrelerinden gelisen bir ¢ocukluk ¢agi tiimorii) C-

myc geninin benzeri olan N-myc genidir. Hizli gelisen saldirgan tiimérlerde, N-myc
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geninin kopya sayisinda siklikla artis gézlenmesi, myc amplifikasyonunun timdriin

daha malign sekle doniismesine eslik ettigini gosterir (15) (Sekil 2.1.2).

2.1.6.2. Timér Baskilayic1 Genler

Timor baskilayict genler, hiicre bdliinmesinin  baskilanmasindan sorumlu
genlerdir. Bozukluklari halinde organizma genetik olarak anormal hiicreleri yok
edemediginden kanser gelisir. Timor baskilayic1 genler ¢ogunlukla onkogenler
tarafindan uyarilan ayni sinyal yollarin1 baskilar (15). Hiicre biiylime ve davranigini
regiile eden hiicre yiizeyinden salinan gesitli tipte molekiiller vardir. En Onemlileri
Transforme edici biiylime faktorii (TGF) beta, Kadherin ve Deleted kolon kanser geni
(DCC) sayilabilir. TGF beta biliylimeyi inhibe edici faktordiir. Kadherin hiicresel
adezyonu saglar. DCC geni ise hiicre hiicre ve hiicre matriks iligkisini saglar ve
cevreden aldig1 uyari ile hiicre biiyiime ve diferansiasyonunu regiile eder. TGF beta
bliylime inhibisyonu yapan genlerin transkripsiyonunu regiile eder. Bunu CDK
inhibitorleriyle yapar ve hiicre siklusu engellenir. Pek ¢ok tiimorde TGF beta’da

mutasyon goriilir (15, 17).
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doniistimii

Timor siipresor genlerin bir diger etkili oldugu alan biiyiime sinyalini

azaltmaktir. Norofibromin 1 (NF1) geni ile Adenomat6z polipozis geni bu kategoridedir

(23). Mutant APC geni vakalart ile dogan bir kigide 1 mutant allel vardir. Yasam

sirasinda yiizlerce polip gelisir. Malignite gelismez, ancak tiimor gelisimi i¢in iki

kopyanin da mutant olmasi gerekir. Adenomdan kanser gelisimi ek mutasyonlarla

miimkiindiir. APC geninin kodladig1 protein sitoplazmada lokalize olup beta katenin

gibi diger proteinlerle iligkisi vardir. Beta katenin niikleusa girip transkripsiyon
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faktorlerini etkileyebilmektedir. APC’nin gorevi katenini yikmak ve sitoplazmada az
bulunmasini saglamaktir. APC inaktivasyonu veya kaybi katenin seviyesini arttirir ve
hiicresel proliferasyon olur. NF1 geni de APC gibi davranabilir. 1 mutant alleli olan
kiside sayisiz norofibrom gelisebilir, iki kopyasinda kayip olunca veya ek mutasyonlarla
malign timor olabilir. NF1 geni uyari iletimini protoonkogenlerden Ras ile yapar. NF,
GTPaz aktive eden proteindir, aktif Ras’1 inaktif Ras’a ¢evirir. NF1 kayb1 olunca Ras

aktif kalir ve siirekli sinyal iletilir (15, 17).

Retinoblastom, p53 ve Wilms timor (WT1) geni diger tiimor baskilayici genlere
ornektir. Rb ilk taninan tiimor baskilayici gendir. Hiicre siklusunda anahtar roli vardir.
Her hiicre tipinde eksprese edilir. Aktif, inaktif formu vardir. Aktif formunda hiicre
siklusunda G;’den S’e gecerken fren gorevi vardir. Fosfarlanmamig Rb, E2F
(Elongasyon faktor 2) tarafindan kontrol edilen genlerin transkripsiyonunu baskilamak
tizere, E2F’ye baglanir. Rb’nin G;’in sonunda CDK (cyclin dependent kinaz) 4, 6 ve
siklin D kompleksleri tarafindan fosforillenmesi E2F’den ayrilmasina neden olur. Hiicre
dongiistiniin ilerlemesi i¢in gerekli proteinleri kodlayan hedef genlerinde ekspresyonunu
uyarir. Rb proteini olmazsa veya E2F’nin regiilasyonu bozulursa hiicre siklusunun

molekiiler freni bozulur ve hiicreler siirekli S fazina girerler (15,24,25).

p53 geni, insan timorlerinde en sik hasara ugrayan tiimor baskilayici gendir.
Timorlerin %50°den fazlasinda bu gende genetik mutasyon gosterilmistir. p53 Kritik
kap1 bekgisi gibidir. Molekiiler polis de denir. Niikleusta lokalizedir ve diger genlerin
transkripsiyonunu kontrol etmek, primer gorevidir. Rb’un aksine hiicre siklusunun
bekgiligini yapmaz. p53°iin aktif hale gelmesi ancak DNA hasari, radyasyon, mutajenik
kimyasallarla temas oldugunda s6z konusudur. Genetik materyal zedelenince inaktif

p53 harekete gecer. Iki ana hedefi vardir. Hiicre siklusunu durdurmak ve apoptosisi
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indiiklemek. p53 ile indiiklenen siklus durmasi G1 fazinin ge¢ doneminde ve p53
bagimli CDK inhibitérleri araciligi ile olur (Sekil 2.3). CDK inhibitorlerinden bu iste
gorevli olan1 p21 dir. p21 geni siklin/CDK kompleksini inhibe ederek S fazina girme
igin gerekli Rb (Retinoblastom) fosforilasyonunu engeller. Hiicre siklusunda durma hos
karsilanir ve DNA hasar1 tamiri i¢in zaman tanmir. pS3 ayni zamanda DNA onarimi
yapan genleri (GADD-4) aktive eder (Sekil 2.4). DNA hasar1 basari ile tamir edilirse
p53 mdm?2’ye baglanip etkisi sona erer. Eger DNA hasar1 tamir edilemezse son bir
umutla apoptosisi indiikleyen Bax genini aktive eder. Bax hasarli hiicreyi apopitosisle
oldiiriir. p53 ayrica timor anjiogenez inhibitorlerinden birisi olan Trombospandin-1°i
aktive eder. p53 bu oOzellikleri ile genomun gardiyanit olarak da tamimlanir. p53
homozigot kayb1 DNA’nin tamir edilememesine neden olur ve mutasyon hiicrelerde

birikir ve malign transformasyon olusur (15, 16).

E2F + Rb
pS3
2
21
plé6
p27
E2F - RbP ‘

Sekil 2.3: p53 proteininin p21 iizerinden G; fazini baskilamasi



20

Iyonize edici radyasyon,
Karsmojeneler
Mutajenler
Mutasyona ugrams
ya da p33 kaybr olan
hiicre
Aknive p53 DNA p33 bagimh genlerin
molekiiliine baglamr aktive olmamast
3 DNA
Hedef genlerin
e onanlamamas: ve
transkripsiyonun artmas Notant hcreler

{CDK mhibitérii) (DNA onarm)

Glfaimn l A l

duraksamas
Bagansiz onanm

Hucrenin Olima

Sekil 2.4: p53 ve karsinogenez iligkisi

BRCA1 ve BRCA2 genleride tiimor siipresor gen ailesindendir. BRCA1 ve
BRCAZ2 genlerini kalitsal olarak mutant bigimde tasiyan kisilerde meme kanseri gelisme
riski yiiksektir. Protein {iiriinleri niikleusta lokalizedir ve transkripsiyon faktorleri ile

ilgilidir. Baz1 veriler bu genlerin DNA tamiri ile iliskili oldugunu belirtmektedir. BRCA
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geninde mutasyon hiicre biiylimesini direkt etkilemez, DNA replikasyonunda hatalara

neden olur ve hiicre siklusunu etkileyen genlerin mutasyonuna yol agar (15).

2.1.6.3. DNA Tamir Genleri

Hiicre boliinmesi 6ncesi DNA sentezi gereklidir. DNA onarim gen tirlinlerinin
normal islevleri, DNA sentezi Oncesi DNA’da olusan hasarlarin giderilmesini
saglamaktir. Bu nedenle DNA onarim genlerindeki mutasyonlar diger genlerin
mutasyon hizlarmi arttirirlar. (Kanserde mutator hipotezi kisacasi mutasyon yapan
mutasyonlardir. En 6nemli hedef genlerden birisi p53°tiir). Onarim ile ilgili genler,
hasarin dogrudan giderilmesi, yanlig-es onarimi, niikleotit-kesme ¢ikarma onarimi ve
baz kesme ¢ikarma gibi onarim metabolik yollarinin genlerini kapsar. OGG1, ERCC1,

XRCC1, BRCA2, NBS1 DNA tamir genlerinden sadece birkag tanesidir (22).

2.1.7. Polimorfizm ve Kanser

DNA’daki dizi farkliliklariin oldugu bulunduktan sonra tibbi genetik alaninda
birgok asama kaydedilmistir. Bir toplumu olusturan bireylerin kendi aralarinda
ciftlestigi bir popiilasyonda, DNA dizilerinde goriilen iki veya daha fazla farkli genetik

siiflarin bulunmasi polimorfizm olarak adlandirilmaktadir (24).

Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, farkli allellere bagli olarak genetik
olarak belirlenmis iki veya daha ¢ok alternatif fenotipin goriilmesidir. Eger bir lokustaki
allel frekansi en az 0.01 ise ve bu alleli tagiyan heterozigotlarin frekansi %?2’den
biiyilkse bu gen lokusuna polimorfik denebilir. Proteinleri kodlayan insan gen
lokuslarinin en az 1/3’iinlin polimorfik oldugu saptanmistir. Polimorfizm, gen
lokusunda iki veya daha fazla allel yer alabilmesinde (genetik polimorfizm), tiim birey

diizeyinde (fenotipik polimorfizm), proteinlerin ve kan grubu bilesiklerinin varyant
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formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin morfolojik 6zelliklerinde
(kromozomal polimorfizm) veya DNA diizeyinde niikleotid farkliliklar1 (DNA
polimorfizmi) seklinde goriilebilir. Genellikle polimorfizm fenotipten anlasilmaz. Daha
¢ok laboratuar yontemleri ile saptanir. DNA’nin niikleotid baz dizilerindeki bireysel
farklilik belirlenebilir. Eger dizideki bir degisiklik kodonda da bir degisiklige neden
oluyorsa, ilgili bolgeye farkli bir amino asit katilacaktir. Bu, gen iirlinii incelenmesi ile

gosterilebilir (25).

Bazi tek niikleotid polimorfizmlerinin kanserle iligkili oldugu bilinmektedir.
Kanserojen metabolize edici enzimlerin ekspresyon degisiklikleri ( Ornegin Faz I ve
Faz Il metabolik polimorfizmleri), hiicre ¢ogalmasini ve apopitosisi etkiledigi bilinen
baz1 tek niikleotid polimorfizmleri ( en iyi 6rnek CD1 hiicre dongii molekiilii ) kanserle

iliskili polimorfizmlere 6rnektirler (22).
2.2. Akciger Kanseri
2.2.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri gliniimiizde en ¢ok goriilen kanser tiiriidiir ve hem gelismis hem
de gelismekte olan iilkelerde kanserden oOliimlerin basinda gelmektedir (27). Tim
diinyada yeni kanser olgularinin %12.4’linden ve kanser Sliimlerinin %17.6’sindan
akciger kanseri sorumludur ve her yil yaklasik bir milyon insan bu hastalik nedeniyle

Olmektedir (4).

Akciger kanseri diinyada erkekler arasinda kadinlara gore daha yaygindir fakat
son verilere gore erkeklerde %0.2 oraninda azalma gozlenirken kadinlarda %4.1
oraninda artis gozlenmistir (Sekil 2.5). Kadinlar arasindaki bu artisin nedeni olarak

sigara igiminde artig baslica neden olarak gosterilmektedir. Gelismis tilkelerde sigaraya
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kars1 onlemler arttikga akciger kanseri insidanst diisme egilimi gosterirken gelismekte

olan iilkelerde artis gdzlenmistir (28-32) (Sekil 2.5) (Tablo 2.1).

Amerikan Kanser Dernegi tarafindan hazirlanan raporda 2009 yilinda beklenen
yeni akciger kanseri vaka sayist erkeklerde 116.090 (%]15), kadinlarda 103.350 (%14)
ve beklenen 6liim oranlari erkeklerde 88.900 (%30), kadinlarda 70.490 (%26) olarak

tahmin edilmektedir (2).
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Sekil 2.5: Akciger kanserinin kadin ve erkeklerde yillara gore degisimi

Tiirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi’nin 2005 yili verilerine gore; lilkemizde
akciger kanseri insidans1 30.13/100.000 ile tiim kanser tiirleri arasinda birinci sirada yer
almaktadir. 2002 yilinda bu oran 23.89/100.000, 2003 yilinda ise 24.35/100.000 olarak
bildirilmistir (33). 2005 yilinda erkeklerde 52.73/100.000 ile birinci siradayken,

kadinlarda 7.20/100.000 ile dordiincti sirada yer almaktadir. 2002 yilinda erkeklerde
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42.20/100.000 ve 2003 yilinda 43.50/100.0000 ile birinci sirada yer alirken; kadinlarda
2002 yilinda 5.23/100.000 ve 2003 yilinda 5.89/100.000 ile altinci sirada yer almistir

(Tablo 2.2, 2.3, 2.4) (34).

Tablo 2.1: Gelismis ve Gelismekte olan Ulkelerde kanser tiirlerinin dagilinmi

ERKEKLERDE
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Kanser Tipi Gelismis Ulkeler )]
Ulkeler

482

Akciger

Mide

KolonRektum

Prostat

Karaciger
Ozafagus
Mesane

Oral Kaviti
Losemi

Non-Hodking Lenfoma

Gurtlak
Pankreas
Bobrek
Yemek borusu

Beyin Sinir sistemi
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(100.000)
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Akciger kanseri insidansi yagla birlikte artmakta, 6-7. dekatta pik yapmaktadir.

Geng eriskinlerde (50 yas altinda hastalarin %5-10 ‘u) siklig1 daha azdir, genellikle aile

Oykiisii vardir (27,35).
Tablo 2.2: 2005 yili kanser istatistigi
«  Trkiye ilk 10 Kanser Tiirii (2005)
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Tablo 2.3: 2005 yilinda kanser tiplerinin erkekler arasindaki insidansi

Erkeklerde Goriilen ilk 10 Kanser Tiirii (2005)
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Tablo 2.4:2005 yilinda kanser tiplerinin kadinlar arasindaki dagilimi

S Kadinlarda Gériilen ilk 10 Kanser Tirii (2005)
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2.2.2. Etyoloji
2.2.2.1. Sigara

Yapilan calismalarin ¢ogu primer akciger kanseri nedeni olarak sigarayi
gostermistir (36). Akciger kanseri ¢ogunlukla sigara ve ¢evresel etmenlerden ortaya
¢ikmasina ragmen, solunumsal karsinojenler saglikli kisilerde onemli degisikliklere
neden olmaktadir. Hastaligin riski etyolojik ajanlara hassasiyet ve kisinin bagisiklig ile

iliskilidir (37).

Hem inhale edilen sigarada hem de dumaninda yiizlerce karsinojen madde
bulunmaktadir. Sigara dumaninin karsinojenik etkisi, karsinojenlerin DNA’ya ulagmasi,
DNA’da hatali kodlama ve mutasyon olusumuna baglidir. Sigaranin kanser riskini
artirmasi, ayni zamanda maruziyetin 6zelliklerine baglidir. Bu 6zellikler sigara icme
stiresi, giinliik sigara igme miktari, sigaranin agizda kalma siiresi, izmaritin; polisiklik
hidrokarbonlar, aromatik aminler, nitrozaminler, piridin alkaloidler ve radyoaktif
bilesenleridir. Bunlar iginde nitrozamin en potent ve mutajen karsinojendir ve nikotinin

nitrozasyonundan olusur (38).
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Pasif sigara igicileri gevresel dumani dolayli olarak inhale ederler. Sigara
igmeyen evli kadinlarda yapilan iki ¢alismada pasif igicilik muhtemel bir risk faktorii
olarak degerlendirilmistir. Sigara igmeyen eslerde, sigara igenlerle evlenilmesi

sonucunda akciger kanserinin %30 daha fazla oldugu gosterilmistir (37, 39).
2.2.2.2. Radon

Sigaradan sonra akciger kanserinin ikinci en sik nedeninin radon oldugu
belirlenmistir. Radon uranyumun ve radyumun kirilmasiyla dogal olarak olusan bir
gazdir. Genellikle toprak ve suda bulunur. Radonla iligkili risk artisi, konutlarda ortama
yayilan pargalanma {iriinlerinin inhalasyonuyla iliskilidir. Inhale radonun karsinojenik
etkisi, partikiile radon emisyonundan daha fazladir. Akciger kanserinin %2-14’linden

radonun sorumlu olabilecegi ileri siiriilmektedir (40,41).
2.2.2.3. Asbest

Akciger kanseri i¢in en 6nemli mesleki risk faktorii asbest maruziyetidir. Asbest
dogada bulunan, 1stya ve kimyasal maddelere dayanikli olan alti farkli fibréz silika
mineraline verilen genel addir. Gemi, ugak, otomobil, insaat sanayinde ve tekstil
endiistrisinde  kullanilmaktadir. Asbestin brons kanseri, malign mezotelyoma,
gastrointestinal, orofarenks ve nazofarenks kanserlerine neden oldugu tespit edilmistir.
(42). Asbest maruziyetinde akciger kanseri riski bes kat artarken, sigara ile birlikte
oldugunda bu risk 50-100 kat artmaktadir. Asbestten baska mesleki olarak krom, nikel,
komiir, kadmiyum, uranyum parcalanma iiriinleri, demir, arsenik, alliminyum, polisiklik
hidrokarbonlar, dizel partikiilleri ve formaldehite maruz kalmak da akciger kanseri

riskini arttirmaktadir (43, 44).
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2.2.2.4. Gecirilmis Akciger Hastaliklari

Tiiberkiiloz, bronsektazi, pndmoni, abse, pulmoner emboli, interstisyel akciger
hastaliklar1 gibi akcigerde skatris birakan hastaliklarda, skar dokusunun kanser
gelisimine zemin olusturdugu bilinmektedir. Ornegin akciger tiiberkiilozu gegiren

olgularda akciger kanseri gelisme riski sekiz kat fazladir (44).
2.2.2.5. Aile OyKkiisii

Akciger kanseri riski, akciger kanserli hastalarin hem sigara icen, hem de
icmeyen akrabalarinda 2.4 kat fazladir (44). Birinci ya da ikinci derece yakinlarinda
herhangi bir organ kanseri oykiisii olan Cinli kadinlarda akciger kanseri riskinin 1.9 kat
arttig1 gosterilmistir (45). Artmuis ailesel riskin yas, cinsiyet, mesleksel maruziyet ve
sigara igiciliginden bagimsiz oldugu ileri siiriilmektedir. (46). Ailesinde akciger kanseri
Oykiisii olan hastalarda; hastanin yasi, sigara Oykiisii, kanserin histolojik tipi ve
evresinden bagimsiz olarak, yasam beklentisi daha kisa ve mortalitesi daha yiiksek bir

hastalik seyri gozlenmektedir (47).
2.2.2.6. Hava Kirliligi

Hava kirliliginin akciger kanseri lizerine olan etkisini 6l¢mek; uzun siireli doz ve
yogunluk ol¢limii gerektirmesi, beraberindeki diger risk faktorlerinin sinerjik etkileri ve
akciger kanserinin klinik olarak ortaya ¢ikmasinin uzun yillar almasi nedenleriyle
oldukca giigtiir. Tiim bu giigliiklere ragmen, hava kirliliginin akciger kanseri riskini
artirdigini gosteren ¢ok sayida prospektif calisma mevcuttur. Ozellikle beraberinde
sigara kullanimi veya mesleki maruziyet varliginda sinerjistik etki ile bu risk daha da
artmaktadir (48). Basta poliaromatik hidrokarbonlar, arsenik, dizel partikiilleri, nikel,

krom gibi metaller olmak tizere fosil yakit iriinleri, motorlu araglarin egzos dumani ve
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komiir dumani hava kirliligine yol agan karsinojenik etkenlerdir. Hava kirliliginin
yogun oldugu kentlerde yasayanlarda, kirsal kesimde yasayanlarla karsilastirildiginda
kiigiik hiicreli akciger kanseri iki kat, biiyiik hiicreli akciger kanseri 1.2-3.4 kat daha
fazla goriilmektedir (48). Ayrica kentlerde yasayan kisilerde akciger kanser mortalitesi

kirsal alanda yasayanlara kiyasla %30-40 daha fazladir (49).

2.2.3. Histopatolojik Sitmiflandirma

Akciger timorlerinin %95’1 brons epitelinden kaynaklanir. Kalan %5’i iginde
bronsiyal Kkarsinoidler, mezotelyomalar, brongiyal gland neoplazmlari, mezenkimal
timorler (fibrosarkomlar, leiomyomlar), lenfomalar ve bazi benign lezyonlar bulunur

(50).

Baslica dort histolojik tipte akciger kanseri bulunmaktadir. Squaméz hiicreli,
adenokanser, biiyiik hiicreli ve kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) olarak
stniflandiriimaktadir. Tedavi karar: alinirken ¢ogu kez ilk {i¢ tip bir kategoriye sokulup
kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak simiflandiriimaktadir. Bu sekilde
KHAK bu gruptan ayrilmaktadir. Bazi olgularda bu histolojik tipler kombine

bulunabilirler (Tablo 2.5) (50).
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Tablo 2.5:Bronkojenik karsinomanin histolojik siniflandiriimasi ve yaklasik insidansi

1.Kigtik hiicreli dis1 akciger karsinomu (KHDAK) (%70-75)

a-Squamoz hiicreli karsinom (%25-30)

b-Adenokarsinom (bronkoalveolar karsinom dahil) (%30-35)

c-Biiyiik hiicreli karsinom (%10-15)

2.Kigiik hiicreli akciger karsinomu (KHAK) (%20-25)

3.Kombine tipler (%5-10)

En sik goriilenler

-Miks squamoz epitel hiicreli ve adenokarsinom

-Miks squamoz epitel hiicreli ve kiigiik hiicreli akciger karsinomu

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) akciger tiimérleri siniflamas: ilk olarak 1981
yilinda yapilmistir. Bu tarihten sonra patolojik tan1 yontemleri ve kriterlerinde belirgin
degisiklikler gerceklesmis ve siniflama DSO tarafindan 1999 yilinda yeniden

diizenlenmistir (Tablo-2.6) (51).
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Tablo 2.6:Akciger kanseri siiflandirilmasi —DSO 1999

1. Squaméz hiicreli karsinoma 4. Biiyiik hiicreli karsinoma
Varyantlar; Varyantlar;
Papiler Biiyiik hiicreli néroendokrin
Berrak hiicreli karsinoma
Kiiciik hiicreli Kombine biiyiik hiicreli
Bazaloid noroendokrin
Bazaloid
Lenfoepitelyoma benzeri
Berrak hiicreli
Rabdoid fenotipinde biiyiik
hiicreli
2. Kiiciik hiicreli karsinoma 5. Adenosquamoz karsinoma
Varyant;

Kombine kii¢iik hiicreli karsinoma 6. Pleomorfik, sarkomatoid ya da
sarkomoz elemanlar iceren
karsinomlar

3. Adenokarsinoma Ig hiicreli ve/veya dev hiicreli
Asiner Pleomorfik
Papiller Ig hiicreli
Bronkioloalveoler Dev hiicreli
Non-miisindz Karsinosarkom
Miisin6z Pulmoner blastom

Miks miisindz ve non-miisindz
ya da intermedier hiicre tipi

Miisin salgilayan solid 7. Karsinoid Tiimérler
Miks subtipler Tipik karsinoid
Varyantlar; Atipik karsinoid
Iyi diferansiye fotal
Miisinoz (kolloid) 8. Tiikriik bezi tipindeki karsinomlar
Miisindz kist
Tasl yiiziik hiicreli 9. Smiflandirilamayan karsinomlar

Berrak hiicreli

2.2.3.1. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK), akciger kanserinin en agresif
tipidir. Cok hizli metastaz yapabilir ve ¢ok hizli biiyiir. Sigara KHAK nin ana nedenidir
ve sigara i¢im siiresi uzadikca KHAK riski artar (52). KHAK erkeklerde kadinlara
oranla daha sik olup sigara i¢imi ile ¢cok yakin iligkisi vardir. Santral lokalizasyonda

kitleler olup hiler ve mediastinal lenf nodlarini erken fazda tutarlar. Hizli biiyiiyen,
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genis infiltrasyon yapan ve erken metastaz yapan lezyonlar olup nadiren rezeke
edilebilir durumda yakalanir. Bu tiimérler akcigerin néroendokrin hiicrelerinden kéken
alirlar. Norosekretuar graniiller igerirler; noron spesifik enolaz, adrenokortikotropik
hormon (ACTH), kalsitonin, gastrin-releasing peptid ve kromogranin-A gibi polipeptid
hormonlar salgilarlar. Dolayisi ile bu tiimérler cesitli paraneoplastik sendromlarla

birliktedir (50).

2.2.3.2. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Akciger kanserinin yaklasik %80 nini olusturur. Squamoz hiicreli, adenokanser,
biiyiik hiicreli olarak siniflandirilmaktadir. Metastaz yapma oran1t KHAK” ya gore ¢ok
azdir. Tiirkiye de en ¢ok rastlanan tipi squamoz hiicreli akciger kanseridir. Squamoz
hiicreli karsinomlar erkeklerde daha sik goriiliir, biiyiik bronslarin santrallerinden
cikmaya meyillidir, lokal hiler lenf nodlarina kolay yayilir, fakat toraks disina diger
akciger tiimorlerinde oldugundan daha ge¢ yayilir. Squaméz kanser brons epitelinden
yillar 6nce baslayan bir metaplazi veya displaziyi izleyen in-situ karsinomdan birkag yil
sonra ortaya ¢ikar. Bu durumda heniiz klinik ve radyolojik bir bulgu olmadig: halde;

balgamda veya brons lavajinda atipik hiicreler goriiliir (50).

Adenokarsinomlarin erkek ve kadinlarda goriilme sikligt esit olup, sigara iliskisi
squamoz kansere gore daha azdir. Genellikle periferde yerlesir, bircogu da periferal
akciger skarlarindan g¢ikar. Genel olarak bu tiimorler yavas bilyiir, daha kiigiik kitle

yapar ve diger subtiplere gore daha erken safhada metastaz yaparlar (50).

Biiyiik hiicreli akciger kanseri, sitolojik diferansiasyon gostermeyen, squamoz
veya glandiiler neoplazmlarin herhangi bir kategoriye giremeyecek kadar undifferansiye

seklidir. Genellikle periferik yerlesimlidir ve anaplastik olup biiylik ve vezikiiler
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niikleuslar1 vardir. Erken donemde uzak metastaz yapma egiliminden dolayr koti

prognozludur (50).

2.2.4. Akciger Kanserinde Evreleme

Akciger kanseri tanist konduktan sonra etkili bir tedavi uygulamak ve tedavi
uygulandiktan sonra sonuglarin degerlendirilmesini bilimsel bir sekilde yapmak igin
evrelendirme ¢ok onemli bir noktadir. Akciger kanserinde, birincil timor biyiikligi ve
yayilimina (T), bolgesel lenf bezi tutulumuna (N), uzak metastaz varligina (M) dayanan
TNM evrelendirilmesi yapilmistir (53). Sonraki yillarda daha saglikli evrelendirme
yapabilmek amaciyla TNM sisteminin yeniden gelistirilmesi ile squaméz, biiyiik hiicreli
ve adenokarsinomlu (Kiigiik hiicreli disi, Non small cell, NSCLC) hastalar yapilacak
tedavi ve prognoz yoniinden Evre IA, IB, IIA, IIB, IIIA, IIIB ve IV seklinde
simiflandirilmaktadir. Kiigiik hiicreli akciger kanserli hastalarda TNM sistemi yerine
VALG (Veterans Administration Lung cancer Group) tarafindan oOnerilen evreleme
sistemi kullanilmaktadir. Buna gore hastaligin konumu gogiis kafesinin yarisinda (bir
hemitoraksta) ise “sinirli”, her iki hemitoraksta yada hemitoraksin diginda ise “yaygin”
olarak evrelendirilmektedir. Bununla beraber TNM evreleme sistemi kiigiik hiicreli

hastalarda da kullanilabilmektedir (54).

e Evre 1: Tiimor, sadece akcigerin kiigiik bir boliimiinde goriilme halidir.
o Evre 1A: Kanser sadece bir akcigerdedir.
o Evre 1B: Kanser ya (a) akciger i¢inde biiylir, ya (b) akcigerin ana
bronsuna yayilir, ya da (c) akcigeri kaplayan plevranin i¢ tabakasina
yayilir.

o Evre 2: Hastalik, en yakin lenf bezlerine atlamis durumdadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Plevra

(¢]

o
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Evre 2A: Kanser, gogiiste bulundugu taraftaki lenf bezlerine yayilir.

Evre 2B: Kanser ya Evre 1B'deki gibidir ve ayni taraftaki lenf bezlerine
yayillmistir; veya kanser lenf bezlerine yayilmamistir ama sunlardan bir
veya daha fazlasina yayilmistir: (a) Gogiis duvarina (b) Diyaframa, veya
(c) akcigerler arasindaki plevraya, (d) kalbin etrafindaki zara ve/veya (e)

ana bronsa.

Evre 3: Timor, plevra veya iki akciger arasindaki mediasten denen bosluga

veya buradaki bezlere yayilmigsa bu durum 3. evredir.

O

Evre 3A: Kanser kendisiyle aynmi taraftaki lenf bezlerine yayilmistir.
Ayrica sunlardan bir veya daha fazlasina da yayilmis olabilir: (a) Gogiis
duvarina (b) Diyaframa, veya (c) akcigerler arasindaki plevraya, (d)
kalbin etrafindaki zara (perikardiyum) ve/veya (e) ana bronsa.

Evre 3B: Kanser kopriiciik kemiginin iistiindeki lenf bezlerine veya
g6gsiin kars1 tarafindaki lenf bezlerine yayilmistir ve/veya sunlardan biri
veya daha fazlasina yayilmistir: (b) kalbe, (c) asagi vena kava ve aorta,
(d) gogiis duvarina, (e) diyaframa, (f) trakeaya, (g) sternum ve yutaga.
Evre 3C: Kanser ayrica plevra tabakalari arasindaki siviya da yayilmis

olabilir.

Evre 4: Karaciger, kemik, bobrek iistii bezi gibi uzak organlara yayilmig

durumudur.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Diyafram_(kas)
http://tr.wikipedia.org/wiki/Plevra
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mediasten
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lenf_bezleri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Plevra
http://tr.wikipedia.org/wiki/Perikardiyum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bron%C5%9F
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kalp
http://tr.wikipedia.org/wiki/Vena_kava
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aort
http://tr.wikipedia.org/wiki/Diyafram
http://tr.wikipedia.org/wiki/Trakea
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sternum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yutak
http://tr.wikipedia.org/wiki/Plevra
http://tr.wikipedia.org/wiki/Karaci%C4%9Fer
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kemik
http://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6brek_%C3%BCst%C3%BC_bezi
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2.2.5. Akciger Kanseri Olusumunda Gen Amplifikasyonunun Rolii ve Sitokrom

P-450 Enzim Genleri

Amplifikasyon bir gen bdlgesinin normal genomdan bagimsiz olarak anormal
sekilde ¢ogalmasi ve bu bolgenin gen iiriiniiniin ¢ok fazla miktarda artmasi olayidir.
Gen amplifikasyonlarinin c¢esitli nedenleri olmakla birlikte en 6nemli nedenlerinden
birisi kimyasal kanserojenlerdir. Bu kimyasallar arasinda akciger kanserleri ile direkt
iliskili olan sigara dumani ve igerisinde bulunan benzen, benzo(a)pren, N-nitrosaminler
gibi maddelerdir. Bu konuda gerceklestirilen molekiiler genetik ¢aligmalarda
benzo(a)pren’in Sitokrom P-450 enzimleri tarafindan metabolize edildikten sonra DNA
molekiilinde G&T ve T&A gibi transversiyon tipi mutasyonlar olusturdugu
saptanmistir. Bu gibi maddelerin protoonkogenlerde mutasyon yaratarak onlar1 aktif
kanser genleri olan onkogen haline getirmesi akciger kanserlerinin olusumunda temel
nedenlerden birisidir. Bu onkogenlerin en 6nemlilerinden birisi 8. kromozom iizerinde
lokalize olan C-myc onkogenidir. Bu genin iiriinii niikleusta bulunan bir transkripsiyon
faktoriinii kodlamaktadir. Ayrica akciger kanserlerinin olusumunda L-myc ve K-ras
onkogenlerininde rolii oldugu bilinmektedir. Bilindigi gibi protoonkogenler hiicre
biiylimesi ve boliinmesini ileri derecede stimiile etmekte ve sonugta kanserlesme olay1

meydana gelmektedir (55,56).

Sitokrom P-450 enzim genleri insanlarda yaklasik 50 genden olusan ¢ok genis bir
gen ailesidir. Sitokrom P-450 enzimlerinin gorevi, sigara dumaninda bulunan benzen,
benzo(a)pren (BP), benzo(a)pyrene diol epoxide(BPDE), dimetil siilfat ve
dimetilnitrosamin gibi maddelerin metabolize edilerek hiicreden disar1 atilmasidir. Bu

islem sirasinda Faz 1 enzimleri ad1 verilen enzimler ¢evresel kimyasallara bir oksijen
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molekiilii baglayarak bu maddelerin epoksit tlirevlerine donlismesini saglarlar. Daha
sonra Faz Il enzimleri adi verilen glutatyon transferaz, glukronil transferaz ve
siilfatazlar gibi enzimler bu molekiillerin suda ¢6ziinmesini saglayarak hiicreden disari
atilmasin1 ve bdylece bu maddelerden hiicrenin zarar gormesini engellerler. Akciger
kanserli hastalarda yapilan ¢alismalarda Faz I enzimlerinin ¢ok hizli ¢alistigi, buna
karsilik Faz II enzimlerinin ise daha yavas ¢alistig1 gosterilmistir. Bunun sonucu epoksit
tiirevleri hiicrede birikmekte ve instabil olan bu maddeler DNA molekiiliine kovalent

baglarla baglanarak DNA molekiiliinde mutasyonlara ve dolayisiyla kanser olusumuna

yol agmaktadirlar (56,57).

2.3. Nitrik oksit (NO) ve Fizyolojik Etkileri

Nitrik oksit (NO), bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olusan, molekiil agirlig:
30 kD olan, yagda ¢oziinen, biyolojik membranlardan kolaylikla gecebilen, 3-5 sn gibi
cok kisa yar1 6mre sahip, serbest radikal 6zelliginde renksiz bir gazdir. Azot merkezli
radikal olarak bilinen NO diger radikal tiirlerinin aksine, paylagilmamis elektron
nitrojen atomu iizerinde yerlesik degil; azot ve oksijen atomlar {istiinde delokalize bir
sekilde bulunur. NO radikalinin bu 6zelligi kendi reaktivitesini baskilar, stabilitesini
arttirir ve biyolojik kosullarda sentezlendigi yerden daha uzak mesafelere difiizyonunu
kolaylastirir. Nitrojen oksit tlirevlerinden biri olan NO radikali endojen olarak da

sentezlenmektedir (58).

NO; diiz kas, endotel hiicresi ve diger bircok memeli hiicresinde L-arjinin
aminoasidinin guanido azotunun, sitokrom P-450 rediiktaz homologu ve nitrik oksit
sentaz (NOS) olarak adlandirilan enzimi araciligi ile oksitlenmesi sonucu sentez edilir.

Sentez i¢in nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), kalmodulin, oksijen ve
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dort kofaktore (hem, flavin mononiikleotid (FMN) , flavin adenin diniikleotid (FAD) ve

tetrahidrobiyopterine (BH4) ihtiya¢ bulunmaktadir (Sekil 2.6) (59).

O0- IE)CL -
+HN —C—H T H +HHgM —C—H
! NADPH NADP- L L
t?".l’}' w (Feb ‘% NADPH e Oy i
— NH H + -
’I‘“.l MOS I - NOS NO
C— MHz= [ & MN—0OH
| ' | 7
Arginin M- -Hidkoksi- L- arginin Swulle

Sekil 2.6: Nitrik oksit sentezi

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NOe serbest radikal yapisinda
olmasindan dolay1r yar1 omrii ¢ok kisadir. NOe lipofilik &zellikte olup, oksijensiz

ortamda oldukga stabildir (60, 61).

Diisiik konsantrasyonlar da iken NOe toksik degildir ve ¢ok 6nemli fizyolojik
islevlerin gergeklesmesinde rol alir. Havadaki NOe oksijenle oksitlenerek cok kisa
sirtede NO (nitrit) ve NO™® (nitrat) olusturur. NO<’nun agik formiiliinde goriilen
ciftlenmemis elektronu, azot ve oksijen atomlar1 lizerinde yer degistirerek © rezonans
stabilite’ saglar. NO reseptorden bagimsiz olarak hiicre membranindan kolayca diflize

olabilir. Tiim bu 6zellikler NO<’ya ideal bir haberci 6zelligi kazandirmaktadir (62, 63).

NO’nun bu 6zelliklerinin tanimlanmasindan sonra, NO’nun vaskiiler etkileri ile
ilgili ¢ok sayida calisma yapilmis (64) ve NO/eNOS hiicre biyolojisi ve molekiiler

biyolojide 6nemli arastirma konularindan biri haline gelmistir (65).

NO, lokal vaskiiler denge i¢in esansiyel olup, kimyasal olarak stabil olmayan bir
serbest radikaldir. 5-10 saniye arasinda degisen yar1 dmrii nedeniyle hiicre dis1 alanda

sadece lokal bir etkiye sahiptir. NO, tiim nitrovazodilatatorlerin aktif komponentidir
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(66-68). Diiz kas hiicrelerinin gevsetilmesi, trombosit aktivasyonunun inhibisyonu,
damar diiz kas hiicrelerinde biiyiime ve gociin baskilanmasi ile damar duvarinda

sentezlenen endotelinin diizenlenmesi NO’nun baslica gorevleridir (69, 70).

Asetilkolin, endotel hiicre yilizeyinde bulunan G-proteine bagli reseptoriine
baglandiginda G-proteininde yapisal degisiklik meydana gelir ve fosfolipaz-C aktiflenir.
Aktiflenen fosfolipaz-C, (fosfatidilinozitolbifosfat’t PIP2) inositoltrifosfata (IP3)
doniistiiriir. Sitoplazmada IP3 seviyesinin artisi endoplazmik retikulumda depolanan
Ca*?un sitoplazmaya gegisini tetikler. Sitozolde olusan Ca*?/ kalmodulin kompleksinin

NOS’ u aktiflemesi sonucu Larginin ve O’ den, sitriilin ve NO sentezlenir (Sekil 2.7)

(71-73).
Arter limeni Asetil kolin j
T
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Sekil 2.7: NO sentezi ve etki mekanizmasi

Endotel hiicresinden salinan NO, diiz kas hiicrelerine difiizyon ile geger. Kas
hiicresi igerisinde artan NO konsantrasyonu, cGMP artisin1 tetikleyerek protein kinaz

G’yi aktive eder, hiicre i¢i Ca*? seviyesi azalir ve kas hiicresi gevser (71).
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2.3.1. Nitrik Oksit, Hiicre Proliferasyonu ve Kanser

NO tiimor hiicre biiyiimesine, genotoksik lezyonlarin indiiksiyonuna yol
acabilmektedir. NO ve NO kaynakli reaktif nitrojen tiirleri, DNA hasarinda (niikleik
asitlerin nitrosatif deaminasyonu, alkilleme ve DNA zincir kirtlimi gibi) ve DNA
onarim enzimlerinin (DNA ligaz gibi) inhibisyonunda dogrudan veya dolayl
mekanizmalarla sonuglanan oksidatif ve nitrosatif stresi indiikler (7,74). Nitrasyon,
nitrosasyon, fosforilasyon, asetilasyon veya poliADP ribozilasyonu ile kanserle alakali
genlerdeki yada proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlarindaki mutasyonlarin
indiiklenmesi, kanser riskini arttiran anahtar olaylardan bazilaridir. Ozellikle yiiksek
diizeydeki NO; DNA’nin  dogrudan modifiye edilmesiyle veya karsinojenik
nitrosaminlerin olusumuyla genotoksiktir. NO, NO,, N,O3’lin aerobik soliisyonlarinin
niikleik asitlerin deaminasyonlarina sebep oldugu bulunmustur. NO ayrica hiicre
dongiisiiniin kontrol noktalarini, apopitosisi ve DNA onarimini bozarak karsinojenik

stirece etki etmektedir (8-11).

NO hem DNA hasarina neden olabilir hemde sitotoksisiteden korur. Hiicre
proliferasyonunu hem inhibe hem stimiile edebilir. Hem pro hem anti apopitotik etkileri
olabilir (75, 76). NO’nun bu farkli etkilerinin, kimyasiyla (posttranslasyonel
modifikasyonlar ile alakali modifikasyonlar) ve biyolojik heterojenligiyle ( hiicresel
tiretim, tiiketim ve yanitlar) alakali oldugu disiiniilmektedir. Bu paradoksun sebepleri
genellikle biiylime durmasina, apopitosise veya adaptasyona sebep olan p53 ve hipoksi
indiiklenebilir faktor-1(HIF-1) tarafindan aracilik edilen stres yanitinin NO tarafindan
yapilan regiilasyonu olabilir (76-78). NO’nun antitiimoral o6zellikleri genel olarak
cekirdekte pS53 birikimini indiiklemesiyle ilgilidir (78-81). NO dondrleri, RAW 264.7

makrofajlarindaki JNK-1/2 aktivasyonu vasitasiyla p53 birikimini ve apopitosisi
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indiiklerler. p53 proteinindeki JNK baglanma bdlgesine uygun bir peptit etkili olarak

ubiquitinasyonunu bloke eder ve sonug olarak p53 yarilanma émriinii arttirir (82,83).

NO ayrica HIF-1 iizerindende etkili olmaktadir. HIF-la bir transkripsiyonel
faktordiir ve 60°dan fazla hipoksiyle diizenlenen genin dogrudan HIF-lo tarafindan
diizenlendigi belirtilmektedir. HIF-1a. molekiiliiniin hipoksiye cevap olarak ifade
edilmesi artar ve viicudun hipoksiye adaptasyonu i¢in gereklidir. Anahtar onkogenleri
ve insan kanserlerindeki timor baskilayan genleri etkileyen timor i¢i hipoksinin
ve/veya genetik degisimlerin sonucu olarak HiF-1a asir1 ifade edilir. Fakat HIF-1"deki
tiol gruplar1 ve HiF-1 regiilasyonuna katilan proteinler NO tarafindan posttranslasyonel
modifikasyonlar icin potansiyel hedeftirler. NO ile alakali HiF-1 aktivasyonu
normooksik insan glioblastoma ve hepatoma hiicrelerindeki VEGF ifade edilmesini

arttirdi@1 gosterilmistir (84, 85).

NO’nun kanser olusumu, timor biiylimesi, apopitosis iizerindeki etkilerinin
NO’ya tiimor hiicrelerinin duyarliligindaki farkliliklarin neden oldugu diisiiniilebilir
(86). NO’nun ve reaktif nitrojen tiriinlerinin genotoksik ve anjiogenez 6zellikleri oldugu
bilinmektedir. Artmig NO iiretimi VEGF {izerinden kanserli hiicrelerde anjiogenezi
arttirmaktadir (87). NO ve metabolitleri proteinlerin nitrasyonuna yol agar ve bu

NO’nun protein modifikasyonlari ve kanser olusumunu desteklediginin delilidir (88).
2.4. Nitrik Oksit Sentaz ve Gorevleri

Nitrik oksit sentaz (NOS), L-Arjininden NO sentezler. NOS’un {i¢ izoformu

vardir.
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Bunlar;

- nNOS : Noronal izoformudur. Sempatik sinir sonlarinda bulunur.

- INOS: Uyarilabilir izoformudur. Aktif makrofaj ve miyositlerde bulunur.

-eNOS: Endotelyal izoformudur. Vaskiiler endotel, trombositler ve endokardda bulunur.

NOS’un endotelyal ve néronal izoformlari Ca*?/kalmodulin mekanizmasina
bagimli bir sekilde bazal NO seviyesini az miktarda yiikseltir. Buna karsilik uyarilabilir
NOS dogru fizyolojik uyaran ile yiiksek seviyelerde NO iiretir. Bu iiretim Ca**’dan
bagimsizdir. NOS enziminin her ii¢ izoformu kalpte mevcuttur. eNOS hem in vivo hem

de in vitro sartlarda siirekli sentez edilen tek NOS izoformudur (89, 90).
2.5.eNOS Geni

eNOS (endotelyal Nitrik Oksit Sentaz) geni, 7q 32 _ 7q terminal (ter) bolgesinde
yer alir (Sekil 2.8). eNOS geni 26 ekson igerir ve yaklasik olarak 21 kilobazlik genomik
DNA’dan olusur. eNOS genine ait ayritili bilgiler sekil 2.8 ve sekil 2.9°da
goriilmektedir. eNOS geninin kodladigt mRNA 4052 niikleotid icerir ve haploid

genomda tek kopya olarak bulunur (91).
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Sekil 2.8: eNOS genine ait kromozomal yerlesim
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Sekil 2.9: eNOS geni {izerindeki flanking bolgesi ve eksonlarin yerlesimleri

eNOS geninin 5" ucunda yer alan flanking bolgesi, promoter bolgesinide tasir.
eNOS geni TATA kutusu yerine, proksimal promoter elementleri tasir. Yapilan
calismalar proksimal elementlerin, endotel hiicresinin yapisal genlerinde bulunan
promoter elementleri ile uygunluk gosterdigini ortaya koymustur. eNOS geninin
proksimal promoter elementleri AP-1, AP-2, sterol diizenleme bolgesi, SP-1, GATA

kutusu, NF-1, CRE ve p53’ diir (Sekil 2.10) (91).
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Sekil 2.10:Proksimal promoter elementlerinin flanking bolgesi lizerindeki yerlesimleri
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AP-1 ve AP-2: Forbol esterleri ve cAMP’ye cevap olarak AP-1 ve AP-2’nin eNOS
transkripsiyonunu etkiledikleri diistiniilmektedir. AP-1 niikleotid (nt) -1530 ve nt -661,

AP-2 ise nt-1162 ile nt -191 de yer alir.

Sterol diizenleme boélgesi: Nt -1383’te baslayan iki adet sterol diizenleme bdlgesi
bitisik olarak yer alir. Sterollerin bolgeye baglanmasi ile eNOS transkripsiyonu

baskilanir. Sterollerin yoklugu ise eNOS transkripsiyonunu hizlandirir.

SP-1: RNA polimeraz Il ile eNOS transkripsiyonunun baslamasi bu bdlgeye ¢inko-

parmak ailesinden olan SP-1 proteinlerinin baglanmasini kolaylastirir.

GATA: DNA’ya baglanan proteinlerden olan ¢inko-parmak proteinleri, transkripsiyon
faktorlerinden GATA kutusu ailesi tarafindan tanmir. Flanking bdlgesinde 5 adet

GATA kutusu nt -1136, nt -610, nt -555, nt -230, nt -108’de yer alir.

NF-1: NF-1 transforme edici biiylime faktorii B” ya yanit olusturur.

CRE: cAMP’ye cevap elementidir. Hiicre i¢i cAMP degisikliklerine bagli olarak
transkripsiyonu diizenler. Gen transkripsiyonunun ani olarak hizlandirilmasinda etkili

oldugu distliniilmektedir.

p53: Niikleer fosfoprotein olan p53, eNOS gen transkripsiyonunu aktive veya inhibe

edebilir.

eNOS genine ait SNP’den ikisi genin promoter bolgesindeki T-786C ve ekson
7°deki G894T polimorfizmleridir. Bu iki polimorfizm ve diger SNP’lerden birkac1 sekil

2.11°de gosterilmistir.
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Thr786Cys, Ala9226Gly, Thri468Ala

Sekil 2.11: eNOS genine ait polimorfizmler
2.6. Asimetrik Dimetil Arjinin (ADMA)

1992 yilinda Vallance ve arkadaslari ADMA’y: ilk olarak insan plazma ve
idrarinda NO sentazin endojen inhibitorii olarak tanimlamiglardir (12). ADMA,
plazmada dogal olarak bulunan bir aminoasittir. ADMA, arjininin translasyon sonrasi

modifikasyona ugramis halidir (13).

ADMA, vaskiiler endotelyal hiicreler de dahil birgok dokuda normal protein
dongiisii sirasinda arjinin kalintilarinin metilasyonu ile elde edilmekte ve dimetilarginin
dimetilaminohidrolaz enzimi araciligiyla sitriiline metabolize olmaktadir (12, 92) (Sekil

2.12).
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Sekil 2.12: Arjininin metillenmis formlar1

Asimetrik dimetilarjinin, metillenmis proteinlerin degradasyon iriintidir.
Proteinlerdeki arjininleri metilleyen protein arjinin metiltransferaz (PRMT) enzimi iki
cesittir; protein arjinin metiltransferaz tip 1 (PRMT-1) ve protein arjinin metiltransferaz
tip 2 (PRMT2). PRMT-1 enzimi ile N-monometil-L-arjinin (L-NMMA) ve ADMA
olusur. PRMT-2 enzimi ile L-NMMA ve simetrik dimetilarjinin (SDMA) olusur. Tipl
PRMT en ¢ok rastlanilan tipidir ve kardiovaskiiler sistemde kalp, diiz kas hiicreleri ve
endotelyal hiicrelerde bulundugu gosterilmistir. Tip 1 PRMT aktivitesi sonucu olusan
trdnlerin nitrik oksit sentazi inhibe edebilme ozelligi vardir. Tip 2 PRMT, SDMA
olusumunda rol oynar. SDMA’nin NOS’u inhibe etme o6zelligi yoktur. ADMA’nin
biiytik bir kismi, yapildig: hiicrede hemen dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH)
enzimi tarafindan yikilmaktadir. Kiigiik bir kismi ise hiicre i¢i yikimdan kagarak kan
dolasimina girmektedir. Kan dolasimma gecen bu kii¢iilk miktardaki ADMA, ya
bobreklerden degisime ugramadan idrar ile atilmakta ya da baslhca karaciger ve
bobrekte olmak tizere tekrar hiicre igine alinarak DDAH tarafindan metabolize

edilmektedir. DDAH, ADMA seviyelerini regiile etmede onemli rol oynar. SDMA
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intraventz olarak enjekte edilirse %60 oraninda idrara ¢ikar, fakat ADMA intraven6z
olarak enjekte edildikten sonra %5 oraninda idrara ¢ikar. Bu nedenle renal yetmezlikte
SDMA ADMA’ya gore plazmada ¢ok daha yiiksek seviyelerde bulunur.Yapilan
arastirmalar ADMA’nin  DDAH i¢in substrat oldugunu, SDMA’nin olmadigin
gostermistir.  ADMA’nin  SDMA’ya gore yaygin bir metabolizmasinin  oldugu

gosterilmistir (93,94).

3 adet metilarjinin (ADMA, SDMA ve L-NMMA) Y tastyici protein adi verilen
katyonik aminoasit tasiyicilari araciligiyla endotelyal hiicrelerin igine girerler. Metil
arjininler birbirleriyle ve arjinin aminoasidi ile hiicre igine giris igin yarigirlar. Yiiksek
konsantrasyondaki ADMA, L- Arjininin hiicre i¢ine transportunu engeller. Sonug olarak

NO sentezi azalir (95).

2.6.1. ADMA, Endotel ve Nitrik Oksit

Endotel hiicreleri vaskiiler agin ic¢indeki tim kan damarlarlarinin i¢ yiizeyini
kaplamaktadir. Vaskiiler homeostazin ana diizenleyicisi olan endotel; vazokonstriksiyon
ve vazodilatasyon, trombogenez ve fibrinoliz arasindaki dengeyi saglar. Bu dengenin
bozulmasi halinde endotel disfonksiyonu olusur. Normal endotel fonksiyonlarinin genis
spektrumu distiniildigunde, endotel disfonksiyonunu agiklayabilecek tek bir tanimlama
miimkiin degildir. Ancak en sik kabul edilen endotel disfonksiyon tanimlamasi, damar
limen regiilasyonundaki anormallikler olarak kabul edilmektedir. NO tarafinca
diizenlenen asetilkoline veya hiperemiye verilen vazodilatator cevabin kiintlesmesi en
cok kabul goren endotel disfonksiyon tanimlamasidir. Vaskiiler tonusun saglanmasi,

birgok dilatator ve konstriktor maddenin salgilanmasiyla diizenlenir. Vazodilatasyonun
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bozulmasi ile gosterilen NO aktivitesindeki veya tiretimindeki azalma aterosklerozun en

erken bulgularindan birisidir (96).

NO, endotel kaynakli en 6nemli vazodilatordiir. NO, L-arjinin aminoasidinden
eNOS enzimi tarafindan endotelyal hiicre yiizeyine etki eden uyaricilara yanit olarak
uretilir. Saglam damar endoteli, bazal bir hiz ile siirekli NO olusturur. NO’nun vaskiiler
diiz kas proliferasyonuna, trombosit agregasyonu ve vaskiiler sitiperoksit iiretimine
olumlu etkileri oldugu gibi antiaterosklerotik ozellikleride vardir. Serbest ADMA,
eNOS’un endojen yarismali inhibitoriidiir ve eNOS’un dretim ve biyoyararlanimin
azaltmaktadir. Artan ADMA seviyesi NO sentezinde azalmaya neden olur. NO
tretimindeki azalma, ateroskleroz gelisimine veya komplike olmasma yol agan
olaylarin artmasi ile sonuglanir. ADMA’nin NOS enzimini inhibe ettigi gosterilirken,
ADMA’nin steroizomeri olan SDMA’nin, NOS enzimini inhibisyonu gosterilememistir.
Yiiksek konsantrasyondaki ADMA, NOS inhibisyonu yani sira L-Arjininin hiicre igine

transportunu engelleyerek de NO sentezini azaltir (95, 97,98,99).

Endotelyal NOS sentezinde veya aktivitesinde azalma, oksijen tiirevi serbest
radikallerin sentezinde artma endotel disfonksiyonuna neden olan faktorlerdir. ADMA
ile olusan endotel disfonksiyonu mekanizmas: vaskiiler NO elde edilebilirliginin

azalmasi ve vaskiiler siiperoksit seviyelerinin artmas: ile olmaktadir (100).

Reaktif oksijen frtinleri, NO ile reaksiyona girerek NO’nun vaskiiler
biyoyararlanimini azaltir ve hiicre hasarini tetiklerler. Artmis oksidatif stres, bozulmus
endotel vazodilatasyon fonksiyonu ile iliskilidir ve endotel disfonksiyonunun

patogenezindeki ana mekanizma olarak kabul edilmektedir. Klasik ve klasik olmayan
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risk faktorlerinin, endotel tstiindeki etkilerinin son ortak yolu oldugu diisiiniilmektedir

(101, 102).
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3. GEREC VE YONTEM
Bu calismaya, Atatiirk Univ. Tip Fak. Etik Kurul Baskanhigi’nin 22.05.2009

tarih ve 164 no.lu karart ile etik kurul onay alindiktan sonra baslandi.
3.1. GERECLER
3.1.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Secilmesi

Calismamiza, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Aziziye Siileyman DEMIREL
Arastirma Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dal1 poliklinigine bas vurup patolojik
ve radyolojik tetkiklerden sonra akciger kanseri tanisi konmus ve yatarak tedavi alan
100 akciger kanserli hastayr (Erkek:78, Kadin:22) dahil ettik. Bu hasta grubunun
akciger kanseri siniflandirilmasi Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dal1 tarafindan yapilmistir. Hastalarin sigara igme durumlari, cinsiyetleri ve yaslari
hasta dosyalarindan temin edilmistir. Calismamizda yer alan ve 100 kisiden olusan
kontrol grubu; hasta grubun yas ortalamasi (63.64+8.1) g6z 6niine alinarak bu ortalamaya
yakin (62.05+9.34) yaslara sahip ve herhangi bir kronik hastalifi olmayan saglikli

gontlliilerden segildi.
3.1.2. Numunelerin Toplanmasi

Hasta ve saglikli kontrol grubundan bir kereye mahsus olmak iizere polimorfizm
tespiti icin 6 mL vendz kan alinarak 3’er mL olacak sekilde antikoagiilan olarak EDTA
igeren tiiplere aligotlandi. Aligotlanan numuneler galigma giiniine kadar -80 °C’de

saklandi.
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3.1.3. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Tablo 3.1:Calismada kullanilan cihaz ve malzemeler

Alet/Cihaz

Marka

Derin Dondurucu (-80 °C),
Derin Dondurucu (-20 °C)
Spektrofotometre

Laminar Flow Kabin
Mikrosantrifiij

Mikro Otomatik Pipetler
Termomikser

Elektroforez Sistemleri
Tank

Transliiminator

Gii¢c Kaynagi

Vorteks Yellov Line TTS2

Farkli Boyutlarda Filtreli Pipet Uglar1
PCR Tiipleri (DNAaz ve RNAaz free)
Pudrasiz Tek Kullanimlik Eldivenler
UV Kiivetler

Otoklav

Olympus BX51 floresan mikroskobu
Hassas Terazi

Saf Su Cihaz1

Su Banyosu

Magnetik Karigtirict

HPLC

Sanyo Ultra Low, Sanyo Electric Co Ltd,
Argelik, Tiirkiye

Cecil CE 304 UV ve Beckman DU 500

Niive LN 120, Tiirkiye

Mikro 200 Hettich, Germany

Eppendorf, Finnpipette, Medispes plus

Thermomixer Comfort Eppendorf, Germany

Biometra Agagel Midi

Biometra BDA Digital

Biometra High Voltage Power Pack P30
IKA, USA

Biosphere filter tips, Niimbrecht, Germany
Axygen, Union City, USA

Aldrich, Malasia

Plastbrand, Germany

Hmc-Hirayama, Japan.

Olympus Europa, Germany

Denver instrument, Germany

Mes mp minipure, Tiirkiye

Kotterman, Germany

Fisher,USA ve Yellowline MSH Basic, Germany

Aglent Modiiler Sistem
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Tablo 3.2:Kullanilan kit ve kimyasal maddeler

Kimyasal Malzeme veya Reaktif Ad1 Temin Edildigi Firma
CVD StripAssay A Kiti Viennalab Diagnostics
Lysis Solution ViennalLab Diagnostics
GENXTRACT Resin Viennalab Diagnostics
Taq Dilution Buffer Viennalab Diagnostics
DNAT ViennalLab Diagnostics
Typing Trays Viennalab Diagnostics
Test Strips ViennalLab Diagnostics
Hybridization Buffer ViennaLab Diagnostics
Wash Solution A Viennalab Diagnostics
Conjugate Solution ViennalLab Diagnostics
Wash Solution B Viennalab Diagnostics
Color Developer Viennalab Diagnostics
EUROIMMUN Immunfluorescence test kiti Euroimmun, Germany
Etanol (%96-100) Merck

Agaroz Sigma

3.2. Yontemler

Hasta ve kontrol grubundan alinan kan 6rneklerinden eNOS T-786C ve eNOS
G894T polimorfizmlerinin tespiti yapildi. Bunun igin ticari olarak elde edilen CVD
stripAssay A kiti ( Viennalab Diagnostics; Vienna, Austria) kullanildi. Bu kitte
polimorfizm analizi i¢in {i¢ asama bulunmaktadir; DNA izolasyonu, biotinlenmis
primerlerin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve amplifikasyon ile

amplifikasyon iiriinlerinin revers—hibridizasyonu.
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3.2.1. Polimorfizm Analizi
3.2.1.1. DNA izolasyonu
DNA izolasyonu icin daha once -80 °Cde depolanmis olan EDTA’l1 vendz kan
ornekleri kullanildi. Calismaya baslamadan bir giin 6nce numuneler -20 OC’lik dolaba
transfer edildi ve caligma giini +4 °C’lik dolapta ¢6ziindii. Daha sonra numunelere
asagidaki islemler sirasiyla uygulandi;
i. 100 uL tam kan 6rnegi 1.5 mL ‘lik steril mikrotiiplere alindi.
ii. Numunelerin tlizerine 1 mL lizis ¢6zeltisi eklendi ve tiiplin agz1 kapatilarak
karistirildi, daha sonra 15 dk. oda sicakliginda bekletildi.
iii. 3000 rpm ( yaklasik 1000 g) 5 dk. santrifiij edildikten sonra {istteki siipernatant
kisimdan 1 mL alinarak atildi.
iv. Tiptin altinda kalan pellet kismina 1 mL lizis ¢6zeltisi eklenerek birka¢ kez
karistirildi.
v. Karigim 12000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildi.
vi. Pellete 200 pL GEN*TRACT resin ¢ozeltisinden eklenerek 10 sn. vortekslendi.
vii. 56 C”de 20 dakika, 98 C”de 20 dk. inkiibe ettikten sonra 12000 rpm de 5 dk
santrifiij edildi.
PCR’da kullanilacak DNA’y1 igeren siipernatant PCR islemine kadar 2-8 °Cde
saklandi.

3.2.1.1.1. DNA Saflik Tayini ve Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

DNA konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri, quartz kiivette, 195 pL saf su + 5
uL siipernatant olacak sekilde, 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbans dlgiimleri

yapilarak belirlendi. Ago/Azg0 oraninin 1.7-1.8 olmasi PCR analizinde kullanilabilecek



54

saflik derecesi olarak kabul edildi. DNA konsantrasyonu asagidaki formiile gore

hesaplandi:

DNA konsantrasyonu (ng/pL)= Az¢o x 50 x seyvreltme faktérii

3.2.1.2. In Vitro Amplifikasyon (PCR)

PCR isleminde, termal siklus programi baslayincaya kadar, tiim basamaklar buz
tizerinde yapildi ve PCR reaktifleri ile DNA Ornekleri donmus halde tutuldu. Taq
Diliisyon Buffer’de Taq DNA Polimeraz’in taze bir diliie 6rnegi hazirlandi (0.2 U/uL).

Amplifiye edilecek her bir 6rnek i¢in bir reaksiyon tiipii, buz iizerine yerlestirildi.
PCR reaksiyon karisimi su sekilde olusturuldu:

e 15 puL Amplifikasyon Mix

e 5L diliie Tag DNA Polimeraz (1 U DNA polimeraz + 4 mL diliient)

e 5 uL DNA Template

Thermocycler 94 °C’ye 1sitildi. Reaksiyon tiipleri bdlmelere yerlestirildi ve

asagidaki PCR programi uygulandi:

e Pre-PCR : 94 °C/2 dakika
e Thermocycling: 94 °C/15 saniye, 58 °C/30 saniye, 72 °C/30 saniye (35 siklus)
e Final ekstansiyonu: 72 °C/3 dakika

Elde edilen amplifikasyon iiriinleri 2-8 °C’de saklandh.
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3.2.1.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde
Analizi

%?3’liikk agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga firinda 1sitilarak hazirlanan agaroz jele,
0.5 pg/mL olacak sekilde, etidyum bromiir eklendi ve elektroforez tepsisine dokiildii.
Uygun disli tarak jele yerlestirilerek 24 saat boyunca +4 °C’de tutuldu. Bu sekilde
donmasi saglanan jel, yiikleme noktasi (-) kutba yakin olacak bi¢imde elektroforez
sistemine konuldu. 2 x TBE (Tris, Borik asit, EDTA) tamponu, jelin {istiinli kapatacak
sekilde elektroforez tankina eklendi. 6X yiikleme tamponu ile DNA belirteci ve
amplifikasyon iirlinleri jel {izerinde bulunan kuyucuklara sirasi ile yerlestirildi. Sisteme
5 volt/cm voltaj, 2 saat boyunca verildi ve numuneler jel lizerinde yiiriitildii.

3.2.1.4. Hibridizasyon

Hibridizasyon isleminden 6nce; Su banyosunun su yiiksekligi Typing Tray’in
yiiksekliginin yarisi olacak sekilde ayarlandi ve sicaklik 45 °C’ye ayarlandi, daha sonra
hibridizasyon tamponu ve yikama ¢dzeltisi A nin sicakliklar1 45 °C’ye getirildi. Boylece
2-8 °C’de olusan presipitantlarin ¢oziinmesi saglandi. Test stripleri, renk olusturucular
yikama ¢ozeltisi B, DNAT ve konjugat ¢ozeltilerinin oda sicakligina gelmesi beklendi.

Son olarak her bir 6rnek i¢in test stripi ¢ikarildi ve etiketlendi.
Hibridizasyon islemi i¢in agsagidaki prosediir uygulandi:

I. 10 uL. DNAT, striplerin yerlestirildigi pleytteki kuyucuklarin kdselerine
pipetlendi.
ii. 10 pL amplifikasyon iirlinii eklendi ve karigtirildi. Karisim 5 dk. oda

sicakliginda bekletildi.
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Karisim, énceden . 45 °C’ye yiikseltilmis hibridizasyon tampondan 1 mL
eklendi ve mavi renk kaybolup soliisyon homojen bir hal alincaya kadar
yavasca calkalandi.

Striplerin isaretlenmis yiizeyleri yukar1 bakacak sekilde kuyucuklara
yerlestirildi ve 45 °C’lik su banyosunda 30 dk. inkiibe edildi.
Inkiibasyondan ~ sonra  hibridizasyon ~ tamponu  kuyucuklardan

vakumlanarak uzaklastirildi.

3.2.1.5. Yikama Islemi

Kuyucuklara 1 mL yikama ¢ozeltisi A dan eklendi ve 10 sn. hafifce
karistirildi. Yikama c¢ozeltisi vakumla uzaklastirilarak tekrar 1 mL
eklendi ve 15 dk. 45 °C’de inkiibe edildi.

Yukardaki islemin aynist tekrarlandi ve bu islemden sonraki tiim

islemler oda sicakliginda gerceklestirildi.

3.2.1.6. Renklendirme Islemi

Renklendirme i¢in asagidaki prosediir uygulandi:

I mL konjugat ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 15 dk. orbital
karistiricida inkiibe edildi.

Konjugat ¢ozeltisi vakumla uzaklastirildi ve bos kuyucuklara 1 mL
yikama ¢ozeltisi B eklendi. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra 5
dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

Yikama soliisyonu vakumla uzaklastirildi ve yeniden yikama soliisyonu

B eklenerek 5 dk. daha inkibe edildi.
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iv.  Yikama soliisyonu tekrar vakumla uzaklastirildi ve 1 mL renklendirici
¢oOzelti eklendi.
v. Karanhkta 15 dk. inkiibe edildi. Stripler kuyucuklardan c¢ikarilarak

kurutma kagidi ile kurutuldu ve striplerin degerlendirme islemi yapildu.

3.2.1.7. Striplerin Degerlendirilmesi

Renklendirme islemlerinin ardindan, striplerde wild tip ve/veya mutasyon

bantlar1 ortaya ¢ikt1 (Sekil 3.1).

[ Genotipler ]

Autasyon hath 1

Wild +ip hatti (|

Normal Heterozigot Homozigot

Sekil 3.1: Striplerde olusan Wild Tip ve mutasyon bantlari

Striplerde yalnizca wild tip bandinin olugmasi normal; hem wild tip hem de
mutasyon bandinin olusmasi heterozigot; sadece mutasyon bandinin olusmasi ise
homozigot genotip olarak degerlendirildi. Birka¢ Ornegin degerlendirilmesi asagida

sekil 3.2°de goriilmektedir.
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Sekil 3.2:Polimorfizmlerin stripte degerlendirilmesi
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3.2.2. NO Olgiimii

NO son derece kisa yar1 omiirlii bir molekiil oldugu i¢in NO 6l¢iimiinde stabil
son iriinleri olan nitrat ve nitrit Ol¢iilmektedir. Nitrat + nitrit konsantrasyonunun
belirlenmesinde, nitratlar nitrat rediiktaz enzimi ile nitrite rediiklenmekte ve toplam
nitrit  Olgimi  yapilmaktadir.  Nitrit Olgiimii  Griess reaksiyonuna dayanan
spektrofotometrik bir Olglimdiir (58). Griess reaktifinde bulunan H3PO, ile nitrit
reaksiyona girer ve nitr0z asit meydana gelir. Nitréz asit sulfanilamid ile reaksiyona
girerek diazobenzosiilfonik asiti meydana getirirr Bu da ortamda bulunan
naftiletilendiaminle koyu pembe renkli bir bilesik (azo bilesigi) verir, bu bilesigin renk

siddeti spektrofotometrede ol¢iilmektedir.
3.2.2.1. NO Olgiimii icin Gerekli Cozeltiler

1- ZnSO4: 30 gr ZnSO4 bir miktar distile suda ¢oziilereck son hacim 100 mL’ye
tamamlanir.
2- Griess reaktifi: 0,5 gr siilfanilamide + 12,5 gr meta-fosforik asit + 0,050 gr N-1

naftiletilendiamin bir miktar distile suda ¢dziilerek son hacim 500 mL’ye tamamlanir.

3- NADPH+FADH+1 kutu nitrat rediiktaz karigimi 50 mL distile su iginde 0,004 gr
NADPH (50 pmol/L) + 0,0004 gr FAD (5 pmol/L) ¢oziiliir. Bu s1v1 pipetle ¢ekilir ve 1
kutu Nitrat rediiktaz (200 U/L) sisesine bosaltilir tekrar geri cekilir ayn1 karisima

eklenir.

4- Laktat Dehidrogenaz: 10 mL distile suda 10 mg LDH ¢6ziiliir. (Deney ortaminda son

hacimde)
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5- Sodyum piruvat 10 mM: Piruvik asit sodyum tuzundan 1,1 gr alinarak 10 mL distile

suda ¢oziiliir (Deney ortaminda son hacimde) .

6- Meta—Fosforik asit: 25 gr /L. Numune korii olarak griess reaktifi yerine kullanilir. 2,5

gr meta fosforik asit 100 mL distile suda ¢oziiliir.

7- Sodyum nitrit (NaNO2): Standart olarak 0-200 pumol/L araliginda olacak sekilde
hazirlanir. 0,690 gr sodyum nitrit alinir ve 100 mL distile suda ¢oziiliir. Bundan 10 pL
alarak lizerine 9990 pL distile su eklenir. Bunun konsantrasyonu 200 pM’dir. Bu
sollisyondan bir seri diliisyonla alt1 standart hazirlanir. 7. basamaktan itibaren reaksiyon

ortamina standart olarak eklenir.
3.2.2.2. Calismanin Yapihsi

Nitrat Once nitrat rediiktaz ile nitrite enzimatik olarak doniistiiriildii. Bunun i¢in
plazma 6rnegi (100 uL) distile su (400 pL) ile 4 kat diliie edildi. Uzerine 500 pL
NADPH, FAD ve Nitrat rediiktaz karisimi pipetlenerek karanlikta 37 °C’de 20 dakika
inkiibe edildi. Karistma 10 uL. LDH ve son hacimde 10 mM olacak sekilde sodyum
piruvattan 10 pL eklendi nazikge karistirildi ve karanlikta 37 °C’de 5 dakika inkiibe
edildi. Deproteinizasyon islemi i¢in 50 pL. ZnSO4 inkiibe edilen numune karisimina
pipetlendi. 1000 rpm de 15 dakika santrifiij edildi ve iist fazdan 125 pL mikroplate
kuyucuklarina konarak tizerine 125 pL Griess reaktifi eklendi. Ayrica her numune i¢in
numune korii alindi. Bunun i¢in griess reaktifi yerine hazirlanan meta fosforik asit
konuldu. 8-10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve 540 nm dalga boyunda ELISA
mikroplate reader’de okutuldu. Standart grafik ig¢in 0-100 pmol/L araliginda

konsantrasyonu olacak sekilde sodyum nitrit standart olarak hazirlandi.
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3.2.3. ADMA Analizi

ADMA analizi ticari olarak elde edilen high-pressure liquid chromatography
(HPLC) yontemine dayali kit ile c¢alisildi. Ilk &nce plazma &rnekleri kati faz
ekstraksiyonuyla ckstrakte edildi. Bunun igin kitte mevcut olan kati faz kolonu
kullanildi. Daha sonra ekstraksiyondan elde edilen ekstrakte 200uL reagent N (tampon
¢oOzelti), 150uL (tampon ¢ozelti), 30uL reagent J ( baslama ¢ozelti), 30uL reagent L
(derivat ¢dzelti) ilave edilerek 20°C’de 30dk inkiibe edildi. 150 pL HPLC grade su ilave

edilerek HPLC sistemine verildi.

Kromatografik Kosullar:
i. Akis hizi: ImL/dk
ii. Enjeksiyon hacmi: 100uL
iii. Kolon: 250mm x 4,6 mm, 5u yarigapl kolon
iv. Floresans dedektor 420nm ekstasyon, 483nm emisyon
V. Kolon basinct: 90+ 10 barr

Vi. Analiz suresi: 25 dk

Tekrarlanabilirligi: >%98

Sensitivitesi: <0.05 umol/L ADMA

Linearite: >16 umol/L ADMA

3.2.4. istatistiksel Analiz

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi IBM-SPSS 19.0 istatistik programi

kullanilarak yapildi. Degiskenlerin dagilimlarina Kolmogorov Smirnov testi ile bakildi.
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Sayisal degiskenler normal dagildigi i¢in, iki grup arasindaki farklarin degerlendirilmesi
Sample-T ile 3 ve daha fazla grup arasindaki farkin degerlendirilmesi ONEWAY -
ANOVA testi ile yapildi. Katagorik verilerin analizi i¢in X? (Chi-square) testi

kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli fark kabul edildi.
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4. BULGULAR

Akciger kanserli hasta grubu ve saglikli kontrol grubuna ait demografik
ozellikler tablo 4.1°de verilmistir. Hasta grubu ve kontrol grubu yas ortalamalar1 ve
cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p >0.05). Sigara igenlerin

orani hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p<0.05).

Tablo 4.1: Hasta ve kontrol grubunun demografik ézellikleri

Akciger kanserli Saghkh kontrol P degeri
hastalar grubu
N=100 N=100

Yas (X£SD) 63.66+8.10 62.05+9.34 0.204
Cinsiyet
Erkek 78 (%78) 66 (%66) 0.059
Kadin 22(%22) 34 (%34) 0.059
Sigara icme
Durumu
I¢miyor 6 (%06) 27 (%27) 0.01
iciyor 94(%94) 73(%73) 0.01

Calismamizda yer alan akciger kanserli hastalar ve kontrol grubu arasindaki
eNOS T-786C promoter gen bolgesindeki TT, TC, CC polimorfizmlerinin ve eNOS
G894T ekson 7 gen bolgesindeki GG, GT, ve TT polimorfizmlerinin dagilimi tablo
4.2’de verilmistir. Gruplar arasinda bu polimorfizmlerin dagiliminda herhangi bir

istatistiksel fark tespit edilmedi (p >0.05).
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Tablo 4.2:Hasta ve kontrol grubunda eNOS T-786C ve G894T

polimorfizmlerinin dagilimu.

Akciger Kanserli Saghkh Kontrol P degeri
Hastalar Grubu
N=100 N=100

eNOS T-786C
TT 42 (%42) 53 (%53)
TC 47 (%47) 39 (%39) 0.288
CC 11(%11) 8 (%8)
Allel Frekansi
T alleli 0.655 0.725
C alleli 0.345 0.275
eNOS G894T
GG 56 (%56) 60(%60)
GT 34(%34) 31(%31) 0.848
TT 10 (%10) 9 (%9)
Allel Frekansi
G alleli 0.73 0.755
T alleli 0.27 0.245

Akciger kanserli hastalar ve kontrol grubunda Ol¢tiigimiz ADMA ve NO
seviyeleri agsagidaki tabloda verilmistir. Her iki parametre icin gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark tespit edildi (p<0.05).
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Tablo 4.3: Akciger kanserli hastalar ve kontrol grubunda ADMA ve NO seviyeleri.

Akciger Kanserli Saghkh Kontrol p Degeri
Hasta N=100
N=100 (X£SD)
(X£SD)
ADMA (umol/L) 1.72+1.27 0.94+0.45 0.000
NO (umol/L) 30.95+18.20 24.03£12.61 0.011

120,00

100,00

80,00

60,007

NO (umoliL)

40,00

20,007

o T T
Akciger Kanserli Hastalar Saglikli Kortrol

Gruplar

Sekil 4.1: Gruplar arasindaki NO dagilim
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8,00

6,00

ADMA

4,009

2,009

—

T T
Akciger Kanserli Hastalar Saglikli Kontral

ols]

Gruplar

Sekil 4.2: Gruplar arasindaki ADMA dagilimi

Akciger kanserli hastalarda smiflandirilmasi baz alinarak ADMA ve NO
seviyelerinin istatistiksel analizi asagidaki tabloda verilmistir. ADMA seviyeleri

KHAK’da KHDAK’ya oranla istatistiksel olarak anlaml1 yiiksek bulundu.

Tablo 4.4: Histopatolojik siniflandirmaya gore ADMA ve NO seviyeleri

dagilimlari

Siiflandirma
KHAK (N=24) KHDAK (N=76) p degeri
(X£SD) (X£SD)
ADMA (pmol/L 2.514+1.68 1.47+1.01 0.01
NO (pmol/L) 30.65+19.25 31.04+£17.99 0.93
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Sekil 4.3: Histopatolojik siniflandirmaya gére NO seviyeleri dagilimi
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Sekil 4.4: Histopatolojik siniflandirmaya gére ADMA seviyeleri dagilimi
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eNOS T-786C promoter gen bolgesinde bulunan polimorfizmlere gére ADMA

ve NO seviyelerinin dagilimlart asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4.5:eNOS T-786C polimorfizmlerine gore gruplardaki ADMA ve NO seviyeleri

eNOS Akciger Kanserli Hastalar Saglikli Kontrol Toplam
T-786C N=100 N=100 N=200
NO ADMA NO ADMA NO ADMA
(nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L)
N N N
TT 42 314541722 1.51£1.18 53 24.35+12.98 0.84+0.35 95 27.49+15.33  1.14+0.89
TC 47 32.76+19.73  1.45£1.05 39 23.2+£12.41 0.84+0.35 86 28.42+17.39 1.17+0.85
CcC 11 21.29+12.44 3.62+0.89* 8  25.96+9.09 2.06+0.37* 19 23.26£11.12  2.96+1.06*

|
*: CC alleli tagiyanlarin ADMA seviyeleri diger iki tipten istatistiksel olarak anlamli yiiksek

(p<0.05)
Gruplar: Akciger Kanserli Hastalar
120,00
100,007 *
,_j_ 80,00
o
E
=
O 60,007
=
40,00 .
20,00

0o T T
T TC cc

eNOS786TC

Sekil 4.5: Hasta grubunda eNOS T-786C polimorfizmine gére NO dagilimi
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Gruplar: Saglikli Kontrol
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Sekil 4.6: Saglikli kontrol grubunda eNOS T-786C polimorfizmine gére NO dagilimi

Gruplar: Akciger Kanserli Hastalar
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Sekil 4.7: Hasta grubunda eNOS T-786C polimorfizmine gore ADMA diizeyleri
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Gruplar: Saglikli Kontrol
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1,00
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eNOS786TC

Sekil 4.8: Saglikli grupta ADMA diizeyleri

eNOS geninin eNOS G894T ekson 7 gen bolgesinde bulunan polimorfizmlere

gore ADMA ve NO seviyelerinin dagilimlart asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4.6:eNOS G894T polimorfizmlerine gore gruplarda ADMA ve NO seviyeleri

eNOS Akciger Kanserli Hastalar Saghkh Kontrol Toplam
G894T N=100 N=100 N=200
NO ADMA NO ADMA NO ADMA
(nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L)
N N N
GG 56 31.01+17.4 1.44+0.92 60 23.55+13.6 0.87+0.32 116  27.15£1593  1.15+0.73
GT 34 31.18+18.82  1.78+1.52 31 24.02+11.06 0.85+0.38 65 27.77+15.9 1.34+1.21
TT 10 29.77422.02  3.06+1.32* 9 27.2348.29 1.69+0.76* 19 28.57+16.69  2.41+1.27*

|
*: TT alleli tasiyanlarin ADMA seviyeleri diger iki tipten istatistiksel olarak anlamli yiiksek

(p<0.05)
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Gruplar: Akciger Kanserli Hastalar
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Sekil 4.9: eNOS G894T polimorfizmlerine gore hasta grubunda ADMA seviyeleri

Gruplar: Saglikli Kontrol
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Sekil 4.10: eNOS G894T polimorfizmlerine gore saglikli grupta ADMA seviyeleri
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Gruplar: Akciger Kanserli Hastalar
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Sekil 4.11: eNOS G894T polimorfizmlerine gore hasta grubunda NO seviyeleri

Gruplar: Saglikli Kontrol
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Sekil 4.12: eNOS G894T polimorfizmlerine gore saglikli grupta NO seviyeleri
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Asagidaki tabloda akciger kanserli hastalarin siniflandirmalarina goére eNOS gen
polimorfizmi agisindan dagilimi goriilmektedir. Yapilan analizde siniflandirmaya gore
eNOS T-786C promoter gen bdlgesindeki polimofizmler agisindan TT, TC ve CC
genotipindeki bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p=0.041).
Bununla birlikte eNOS G894T ekson 7 gen bolgesindeki polimorfizmler agisindan GG,
GT ve TT genotipindeki bireylerde siniflandirma bakimindan istatistiksel olarak

anlamli fark tespit edilmedi (p=0.107).

Tablo 4.7:Hasta grubunda histopatolojik siniflandirmaya gére eNOS T-786C ve eNOS G894T

polimorfizm dagilimlar

.|
Akciger Kanserli Hastalar

KHAK KHDAK
eNOS T-786C
TT 9 (%37.5) 33(%43.4)
TC 9(%37.5) 38(%50)
CC 6(%25) 5(%6.6)
Allel Frekansi
T alleli 0.562 0.684
C alleli 0.437 0.315
eNOS G894T
GG 13(%54.2) 43(%56.6)
GT 6(%25) 28(%36.8)
TT 5(%20.8) 5(%6.6)
Allel Frekansi
G alleli 0.666 0.75
T alleli 0.333 0.25
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5. TARTISMA

Kanser sik goriilen 6nemli mortalite, morbiditeye sebep olan ve ekonomik olarak
yik olusturan bir saglik problemidir. Kanser olusumu genetik, ¢evresel ve diyetsel
maddelerin etiolojide yer aldig1 karmasik bir siirectir. Bu hastalikta aile hikayesi uzun
zamandan beri bilinmekte olup, genomik calismalardaki ilerlemeler ile altta yatan
genetik sebepler tanimlanmaya baslamistir. Klinik pratikte tiim kanserler igerisinde en
¢ok oliime yol agan kanser akciger kanseridir ve bu kanserin olusumu &zellikle sigara

icilmesi, genetik ve birgok ¢evresel faktorle iliskilendirilmistir (3,4).

NO’nun 1987 yilinda kesfinden sonra kanser ile NO iligkisi iizerine oldukga
fazla galismalar yapilmis ve NO’nun hem kanser olusumunda hem de olusmus olan
kanserin biiyiime ve gelismesinde etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bunu da 6zellikle
DNA hasarin1 ortaya c¢ikararak yaptigi, iizerinde durulan ana goriistiir. Yapilan
calismalar NO’nun hem tiimor olusumunda hem de tiimor olusumunu 6nlemede etkileri
oldugunu diisiindiirmektedir. NO’nun DNA {izerindeki olumsuz etkilerini; karsinojenik
nitrosaminlerin olusumu, DNA’da direkt modifikasyon, DNA tamiri i¢in gerekli
sistemlerin NO tarafindan inhibisyonu ile olusturdugunu yapilan c¢alismalar
gostermistir. Buna ek olarak RNOS’larin  DNA sarmal kiriklarina yol actigi
gosterilmistir.  Yiiksek konsantrasyonda NO’nun siiperoksit, peroksinitrit gibi
RNOS’larin iiretimine yol ac¢tigt ve bunlar iizerinden DNA’da cesitli lezyonlar
olusturdugu gosterilmistir (103-105). Plasmidler ile invitro yapilmis bir ¢alismada DNA
lizerinde transversiyon ve transisyon seklindeki mutasyonlart NO dondrleri, NO, nitrit

ve peroksinitrit arasindan en ¢ok peroksinitritin olusturdugu gésterilmistir (106).
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Ayrica yapilan ¢alismalar niikleik asitlerin oksidasyon ve deaminasyonu
yanisira DNA sarmal kirilmalarinin indiiksiyonunun viicutta nadiren olusan yiiksek doz
NO ya da RNOS konsantrasyonlarini gerektirdigini gostermistir. Viicutta bol miktarda
bulunan antioksidanlar NO ya da RNOS’larin konsantrasyonlarini azaltarak DNA’da

hasar olusturacak yeterli konsantrasyona ulagsmalarini 6nlemektedir (105).

Son zamanlarda ki c¢alismalar NO’nun bircok DNA tamir enzimlerinin
aktivitelerini bunlar1 kodlayan DNA bazlarinin deaminasyonu ( nitrosamin olusumuyla )
ile indirekt olarak etkiledigini gostermistir (103). Ayrica RNOS’lar aminoasitlerin tiol
rezidiilerine yiiksek afinite gostermektedirler ve bu durum onlarin tiol rezidiileri
tizerinden enzimlerin kritik inhibisyonlarin1 desteklemektedir (107). DNA tamir
enzimlerinden DNA ligazin RNOS ve NO tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (74).
NO’ya maruz kalan hiicrelerde genetik materyelde tek sarmal kiriklar1 ortaya
¢ikmaktadir. Bununla birlikte izole edilmis DNA’nin invitro sartlarda NO’ya ve ondan
tireyen RNOS’lara maruz birakilmast halinde DNA’da tek sarmal kiriklari
gozlenmemistir (108). Bu sonuglar NO ya da RNOS tarafindan DNA’nin direkt
kimyasal modifikasyonunun DNA sarmal kiriklarina yol agmadigi ve bu DNA sarmal
kiriklarinin invivo sartlarda baska mekanizmalarla olusabilecegini diistindiirmektedir.
Bu noktada DNA’nin transkripsiyonu ya da tamiri esnasinda ortaya ¢ikan DNA sarmal
kiriklarinin -~ diizeltilmesinde goérevli DNA ligazin  aktivitesinin  NO tarafindan
inhibisyonu onemli bir neden olabilir. NO aracili DNA ligaz’in inhibisyonu ile artan
DNA sarmal kiriklar1 sirasiyla p53 timor siipresor gen (109) ve poli ADP-Riboz

sentetaz’in aktivasyonuna neden olabilir (110).

NO hiicre siklusu ve apopitosiste kritik 6neme sahip proteinlerin aktivitelerini ve

DNA’da mutasyonlar olusturarak bu proteinlerin ifade edilmelerini etkileyebilir (110).
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Apopitosis ile ilgili birgok onkogenin NO tarafindan diizenlenmesi incelenmistir.
Hiicrelerin NO donérlerine maruz kalmasi NO tarafindan hiicre DNA’sinin hasar
gérmesine cevaben p53 tiimor siipresor geninin ekspresyonunun artisi ile sonuglanir.
p53 geninin ekspresyonunun artis1 iINOS’un azalmis ekspresyonu ile iligkilidir ki bu
durum NO tarafindan olusturulan genotoksisitenin p53 tiimor siipresér gen tarafindan
kritik kontroliinii desteklemektedir (103). Her iki NOS formu (yapisal ve indiiklenebilir)
tiimor hiicrelerinde vardir. insan meme tiimérlerinde (111), jinekolojik kanserlerde
(112), santral sinir sistemi tiimorlerinde (113), kolon kanserlerinde (114), bas ve boyun

kanserlerinde (115) her iki izoform tespit edilmistir.

Tiim bu veriler timor biiyiimesi ve gelismesinde NO’nun Kritik bir role sahip
oldugunu gostermektedir. NO hem tiimdr biiylimesinde hem de tiimor baskilanmasinda
etkileri olan bir molekiil olarak géziikmektedir. Sonugta NO’nun kanserde ki rolii ¢ok

yonliidiir.

Bizim ¢aligmamizda 100 akciger kanserli hasta ile 100 kontrol grubu ele alindu.
Hasta grubunda kontrol grubuna oranla NO seviyeleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark vardi. NO seviyeleri hasta grubunda yiiksek olarak bulundu. Obara H ve
ark. (116) Mycoplasma hyorhinis ile enfekte insanlarda goriilen mide kanseri {izerine
yapilan ¢aligmada NO seviyelerini anlamli olarak yiiksek bulmuslardir. Nam KT ve ark.
(117) iNOS’un Helicobacter pylori iligkili karsinogenezde roliinii arastirmiglardir.
Sonug¢ olarak Helicobacter iliskili kanser olusumuna iNOS’un katkida bulundugu
sonucuna varmislardir ve kanser olusturulan farelerde NO seviyelerini yiiksek olarak

bulmusglardir.
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Biz NO ile kanser iliskisinde ki bu karmasik iliskilerin aydinlatilmasinda
eNOS’un gen diizeyindeki ifadelendirilmesinin bir katkisi olabilir mi diisiincesinden
yola ¢ikarak ¢alismamizda 100 akciger kanserli hasta ile 100 kontrol grubunda eNOS T-
786C promoter gen bolgesinde ki TT, TC, CC polimorfizmleri ile eNOS G894T ekson
7 gen bolgesinde ki GG, GT, TT polimorfizmlerini arastirdik. eNOS T-786C promoter
gen bolgesinde akciger kanserli hastalarda TT dagilimi %42 iken kontrol grubunda bu
oran %53 olarak bulundu. TC dagilimi akciger kanserlilerde %47 iken kontrol grubunda
%39 ve CC dagilimi akciger kanserlilerde %11 iken kontrol grubunda %8 olarak tespit
edildi. eNOS T-786C promoter gen bolgesinde akciger kanserli hastalar ile kontrol
grubu arasinda polimorfizmler agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmedi. eNOS G894T ekson 7 gen bolgesinde ise akciger kanserli hastalarda GG
dagilimi %56 iken kontrol grubunda bu oran %60 bulundu. GT dagilimi akciger
kanserlilerde %34 iken kontrol grubunda %31 ve TT dagilimi akciger kanserlilerde %10
iken kontrol grubunda %9 olarak tespit edildi. eNOS G894T ekson 7 gen bolgesinde
akciger kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda polimorfizmler agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark tespit edilmedi.

Yaptigimiz literatiir taramasinda akciger kanserinde eNOS gen polimorfizmi ¢ok
az sayida ¢alisilmis olup bunlardan K.T.Cheon ve ark.(118) akciger kanserinde eNOS
ve Anjiotensin doniistiiriicii enzim gen polimorfizmlerini ¢alisarak sonugta eNOS gen
polimorfizmi agisindan kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulmuslardir. Fakat bu ¢alismanin istatistigi incelendigi zaman, “kontrol
grubu ile astmatik hastalar karsilastirildigi zaman” diye bir ibare kullanilmaktadir.
Ayrica genin hangi bolgesine baktiklar1 ve nerede polimorfik yap:r oldugu makalede

belirtilmemistir. Bu nedenlerle bu ¢alisma her ne kadar akciger kanserli hastalar ile
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kontrol grubu arasinda eNOS gen polimorfizmi a¢isindan bir fark oldugunu gostersede
kanaatimizce fazla dikkate deger bir ¢alisma degildir. Fujita S ve ark. (119) platinum
temelinde ikili kemoterapi almis olan ilerlemis KHDAK hastalarinda eNOS intron 4
VNTR gen boélgesindeki polimorfizme bakmislar ve sonugta bu gen bolgesindeki
polimorfizmin hastaligin ilerlemesi ve hayatta kalis siiresi ile ilgili olabilecegini
sOylemislerdir. Kyoung-Mu Lee ve ark. (120) prostat kanserinde eNOS gen
polimorfizmini ¢alismiglardir. NOS-2 ve NOS-3 enzimlerinin degisik gen bdlgelerinde
ki polimorfizmler agisindan yaptiklar1 ¢alisma da prostat kanserlilerde eNOS geninin
cesitli bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmlerinin kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu bulmuslar ve bununda timoér agresifligi ile

iligkili oldugunu soylemislerdir.

Tecder Unal ve ark. (121) mide kanserinde eNOS gen polimorfizmini
calismiglar ve sonug¢ olarak eNOS G894T polimorfizmi ile mide kanseri arasinda
herhangi bir iliski bulamazken, T-786C polimorfizmi agisindan mide kanserli hastalar
ile kontrol grubu arasinda énemli derecede fark bulmuslardir. Yaptiklar1 ¢calismada CC

polimorfizminin mide kanseri ile belirgin derecede iliskili oldugunu séylemislerdir.

Lei Yao ve ark. (122) insanlarda meme kanserinde eNOS T-786C polimorfizmi
acisindan yaptiklari meta-analizde eNOS geni promoter bolgesindeki T’den C’ye olan
degisimle azalmis serum nitrit/ nitrat oranlar1 ve azalmis endotelyal NO iiretiminin
iligkili olabilecegini sdylemislerdir. Bu agidan eNOS T-786C polimorfizminin azalmis

meme kanseri riskiyle iligkili olabilecegini belirtmislerdir.

Sugita ve ark.(123) depresyon hastalarinda eNOS T-786C polimorfizmine

bakmisglar ve TC polimorfizmi olanlarda NO seviyelerini istatistiksel olarak anlamli
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yiiksek bulmuglardir. eNOS G894T bdlgesindeki polimorfizmlere baktiklarinda GT
polimorfizmi gosterenlerin NO seviyelerinde bir fark bulamamiglardir. Ayrica -786T>C
ve G894T bolgelerindeki polimorfizmler agisindan yaptiklar1 arastirmada bu

polimorfizmler ile depresyon arasinda bir iliski bulamamislardir.

Nakayama ve ark.(124) eNOS geninin flanking bdlgesinde 3 mutasyon
bulundugunu ve bunlardan 6zellikle T-786C polimorfizminin transkripsiyonel aktiviteyi
onemli derecede azalttigini sOylemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada 174 koroner spazmli
hastada eNOS T-786C polimorfizmlerinden CC polimorfizmi bulunduranlarin NO

seviyelerinin diisiik oldugunu séylemislerdir.

Sharma ve ark.(125) preeklampsili hastalarda eNOS gen G894T polimorfizmleri
acisindan yaptiklar1 arastirmada hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulmuslardir. Ayn1 zamanda hasta ve kontrol grubunda NO seviyelerine

bakmislar ve TT genotipindeki kisilerde NO seviyelerini diisiik olarak 6lgmiislerdir.

Wang ve ark.(126) yaptiklar1 ¢alismada eNOS T-786C polimorfizminin eNOS
iligkili fenotipik degisimle tutarsiz bir iliski i¢inde oldugunu sdéylemislerdir. T allelini
tasiyan bireylerde transkripsiyon etkinliginin C allelini tasiyanlara gore diisiik oldugunu
sOylemiglerdir. Ayrica sigara i¢iminin T allelini tasiyan bireylerde transkripsiyon
etkinligini belirgin derecede arttirdigin1 C allelini tasiyan bireylerde ise azalttigini

sOylemislerdir.

1992 yilinda Vallance ve arkadaslart ADMA’y1 ilk olarak insan plazma ve
idrarinda NO sentazin endojen inhibitorii olarak tanimlamiglardir (12). ADMA,
plazmada dogal olarak bulunan bir aminoasittir. ADMA, arjininin translasyon sonrasi

modifikasyona ugramis halidir (13).
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Yoshimatsu ve ark. (127) yaptiklar1 ¢alismada toplam 118 kisiyi i¢eren mide,
meme, hematopoietik ve akciger kanser vakalarinda serum ADMA seviyelerini
arastirmiglar (Bu kanser vakalarinin 33 tanesi akciger kanseri olmak tizere) ve kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulmuslardir. ADMA diizeyini ELISA ile
Olgmiisler. ADMA yiiksekligini ayn1 kanser tiplerinde PRMT1 olglimii yaparak
PRMT1’in asir1 ekspresyonuna baglamiglardir. Fakat bu ekSpresyon artigini ve
kanserlerde ADMA diizeylerinin regiilasyonunu aciklamak {izere daha bagka
caligmalara ihtiyag oldugunu soylemislerdir. Szuba ve ark. (128) farkli tiplerdeki
hematolojik malignitelilerde plazma ADMA diizeylerini arastirmislar ve kontrol

grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulmuslardir.

Bizde ¢alismamizda bu galismalara paralel olarak plazma ADMA diizeylerini
akciger kanserli hastalarda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli yiiksek

bulduk. Biz plazma ADMA diizeylerini HPLC yontemi ile belirledik.

Ayrica yaptigimiz g¢aligmada 100 Akciger kanserli hasta ve 100 kontrol
grubunda eNOS T-786C ve G894T polimorfizmlerine ve her iki grubun plazma ADMA
ve NO seviyelerine bakarak bunlar arasindaki iliskiyi arastirdik. Sonugta her iki grupta
polimorfizmler ile NO seviyeleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulamadik ama yukaridaki gen bolgeleri agisindan sirasiyla CC ve TT
polimorfizmindeki hasta ve saglikli grupta ADMA seviyelerini istatistiksel olarak
anlamli yiksek bulduk. Bu tablo CC genotipindeki bireylerde eNOS gen
ekspresyonunun NO seviyelerini arttiracak bir sekilde etkilendigini ve bu durumunda
eNOS’un endojen inhibitdrii olan plazma ADMA seviyelerini arttirdig1 sdylenebilir. Bu
veriler 15181inda eNOS T-786C ve G894T polimorfizmleri agisindan sirastyla CC ve TT

genotipindeki bireylerin plazma ADMA diizeylerinin yiiksek olusu plazma NO
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seviyesiyle her ne kadar bagimli olsada baska nedenlerinde bu yiikseklikte pay sahibi

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica ¢aligmamizda KHAK’da NO seviyeleri KHDAK ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken ADMA seviyeleri agisindan KHAK’da
ADMA seviyeleri KHDAK’dan istatistiksel olarak anlamli yiiksekti. Polimorfizmler
acisindan KHAK ile KHDAK degerlendirildiginde G894T polimorfizmleri bakimimdan
her iki grupta istatistiksel bir fark yok idi. Fakat T-786C polimorfizmi agisindan
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark vardi. CC genotipi KHAK’da
KHDAK’ya gore yiiksek idi. Bu veriler 1s1§inda KHAK’da CC genotipinin daha fazla
olarak izlenmesi bu genotipi tasiyan bireylerin akciger kanseri hastasi olmalari halinde
KHAK olma ihtimalinin daha yiiksek olacagini diisiindiirmektedir. Bize gore bunun
altinda yatan patofizyolojik mekanizma ve bu durumun ADMA ile olan iligkisi ¢ok

daha genis hasta gruplarinda ¢alisilarak ileri diizeyde arastirilmalidir.

Calismamizda hasta ve kontrol grubu demografik o6zellikleri agisindan
incelendigi zaman hasta grubunun ve kontrol grubunun yaslar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu. Sigara igiciligi agisindan hasta grubu lehine istatistiksel
olarak anlaml fark vardi. Akciger kanseri etiolojisinde bariz olarak suglanan sigaranin

hasta grubunda igiciliginin yiiksek olarak bulunmasi bekledigimiz bir sonugtu.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda 100 Akciger kanserli hasta ile 100 kontrol grubunda eNOS T-
786C promoter gen bolgesinde ki TT, TC, CC polimorfizmleri ile eNOS G894 T ekson
7 gen bolgesinde ki GG, GT, TT polimorfizmlerini arastirdik. Akciger kanserli hastalar
ile kontrol grubu arasinda bu polimorfizmler agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark tespit edilmedi.

Akciger kanserli hastalarda plazma ADMA ve NO seviyeleri kontrol grubuna

oranla istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu.

eNOS T-786C ve G894T polimorfizmleri agisindan sirasiyla CC ve TT
genotipindeki hasta ve kontrol grubundaki bireylerin Plazma ADMA seviyeleri diger

polimorfik gruplardan belirgin olarak yiiksek bulundu.

Ayrica ¢alismamizda KHAK’da NO seviyeleri KHDAK ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken ADMA seviyeleri agisindan KHAK’da
ADMA seviyeleri KHDAK’dan istatistiksel olarak anlamli yiiksekti. Polimorfizmler
acisindan degerlendirildiginde G894 T polimorfizmi agisindan her iki grupta istatistiksel
bir fark yoktu. Fakat T-786C polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde istatistiksel

olarak anlamli fark vardi. CC genotipi KHAK’da KHDAK ’ya gére daha fazlaydi.

Sonug olarak, genetik ve gevresel faktorlerin etkilesiminin sonucunda kompleks
bir sekilde meydana gelen akciger kanseri hastaliginda daha fazla genetik ¢aligmalara
ihtiya¢ oldugu agiktir. Akciger kanseri olan hastalarda eNOS T-786C ve G894T
polimorfizmleri ve plazma ADMA seviyeleri ¢ok daha genis hasta ve kontrol

gruplarinda baska parametrelerde eklenerek calisilip agiklanamayan bu karanlik iliskiler
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acikliga kavusturulabilir. Boylece bu calismalar 1s1ginda akciger kanserinin hem

etiolojisine hem de gelisiminin aydinlatilmasina 6nemli katkilar saglanabilir.
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