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ÖZET  
Kanser, hem dünya genelinde hem de ülkemizde ölüm oranlarında ikinci sırayı alarak 

büyük bir halk sağlığı sorunu haline gelmiştir. Teknolojik ilerlemelerin artmasıyla 

birlikte kanser teşhisleri de hızla artmaktadır. Erken evre kanser teşhisi, tedavi 

başarısını etkileyen önemli bir faktördür ve bu amaçla çeşitli kanser tarama 

programları geliştirilmiştir. Çeşitli yöntemler arasında biyokimyasal, genetik, 

histolojik ve görüntüleme tabanlı testler bulunmaktadır. Kanser, heterojen bir hastalık 

olduğundan alt tiplerin doğru belirlenmesi, moleküler anormalliklerin ve 

biyobelirteçlerin anlaşılmasını gerektirir. Bu bağlamda, çalışmamızda Akciğer 

kanserinin %85'ini oluşturan KHDAK alt tipine yönelik miRNA profilleri, yeni nesil 

dizileme (NGS) teknolojisi kullanılarak incelenmiştir. Aynı hastadan elde edilen 

KHDAK tümör, reaktif stroma, normal akciğer dokusu ve lenf dokusu örneklerinin 

small RNA profilleri arasındaki farklılıklar ve bu miRNA'ların kana yansımaları NGS 

ve biyoinformatik analizlerle değerlendirilmiş, akciğer kanseri ile ilişkilendirilmiş 

miRNA yapıları tespit edilmiştir. Elde edilen yeni miRNA profilleri klinik, evreleme, 

farklılaşma, histoloji, yaş, cinsiyet gibi faktörlerle ilişkilendirilmiş ve mevcut 

sınıflandırma protokolleri ile karşılaştırılmıştır. Yapılan informatik analizler 

sonucunda 51 hastanın 255 örneğinde çeşitli miRNA'lar tanımlanmış, tümör ve kan 

örneklerinde ortak bulunan miRNA'lar belirlenmiştir. Farklı ifade düzeyine sahip 

miRNA'lar üzerine yapılan analizler ise anlamlı ifade farklılıklarını ortaya koymuştur. 

Bu çalışma, Akciğer Kanseri'nin bir alt tipi olan KHDAK'ın T, N, R, M dokularının  

ve kanların detaylı miRNA dizilemesini gerçekleştiren ve NGS teknolojisinden 

yararlanan bir çalışma olarak öncüdür. Bu nedenle, hastalıkla ilişkili miRNA 

profillerini belirlemek için yapılan ilk büyük çaplı çalışmadır. .Informatik analizler ile 

elde edilen bu yeni miRNA profilleri, kanserin erken evrelerinin tespiti için özgül 

biyobelirteçlerin geliştirilmesine yardımcı olabilir ve tedavi takibi için de önemli bir 

panel sunabilir. Bu şekilde, hedeflenen miRNA'lar kanser tedavisine olumlu etkiler 

sağlayabilir.  

Bu çalışma, TÜBİTAK ARDEB 1003 projesi tarafından desteklenmiştir. Proje No: 

115S113/ 215S091 
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ABSTRACT 
Cancer, ranking as the second leading cause of death both globally and in our country, 

has emerged as a significant public health concern. With the surge in technological 

advancements, cancer diagnoses are rapidly increasing. Early-stage cancer diagnosis 

stands as a crucial factor influencing treatment success, leading to the development of 

various cancer screening programs. Among these, a range of methods including 

biochemical, genetic, histological, and imaging-based tests have been devised. Given 

the heterogeneous nature of cancer, accurate identification of subtypes requires an 

understanding of molecular abnormalities and biomarkers, vital for predicting 

treatment efficacy and clinical prognosis. In this context, our study focuses on miRNA 

profiles specific to the KHDAK subtype, accounting for 85% of Lung cancer cases, 

utilizing Next-Generation Sequencing (NGS) technology. First, alterations in small 

RNA profiles among KHDAK tumor samples, reactive stromal tissue, normal lung 

tissue, and lymph tissue, along with their bloodstream reflections, have been assessed 

through bioinformatics-supported analysis. miRNA structures associated with lung 

cancer have been identified. Subsequently, the novel miRNA profiles have been 

correlated with clinical parameters such as staging, differentiation (grade), histology, 

smoking habits, age, gender, and compared against existing classification protocols. 
As a result of comprehensive bioinformatics analyses, diverse miRNAs have been 

identified in 255 patient samples, with miRNAs shared between tumor tissues and 

blood samples. Analyses focusing on miRNAs with different expression levels in both 

blood and tissue have revealed significant expression variations. This study pioneers 

the detailed miRNA sequencing of T, N, R, M tissues and blood of KHDAK, a subtype 

of  Lung cancer, utilizing NGS technology, thus representing the first large-scale effort 

to delineate disease-related miRNA profiles. The novel miRNA profiles identified may 

facilitate the development of specific biomarkers for early-stage cancer detection and 

enhance treatment monitoring. Consequently, these targeted miRNAs could positively 

impact lung cancer management. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Nonsmall Cell Lung Cancer (NSCLC), microRNA (miRNA), 
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1. GİRİŞ  

1.1. Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği 

Akciğer Kanseri en sık teşhis edilen malignitelerden biri olup, düşük seyreden 5 yıllık 

sağkalım oranlarıyla birlikte dünya çapında kansere bağlı tüm ölümlerin yaklaşık 

%20'sinden sorumludur [Cykowiak & Krajka-Kuźniak, 2022]. Histolojik olarak, bu 

malignite küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) ve küçük hücreli dışı akciğer kanseri 

(KHDAK) olarak iki gruba ayrılır. Tüm akciğer kanseri hastalarının yaklaşık %85’ini 

KHDAK alt tipi oluşturmaktadır [Basumallik & Agarwal, 2022]. Akciğer kanseri için 

erken teşhis ve tedavide ilerlemeler olmasına rağmen Amerikan Kanser 

Topluluğu’nun 2012-2018 verilerine göre 5 yıllık sağkalım oranı, KHDAK için 

lokalizasyonu ve evresine göre değişkenlik gösterip halen lokalize kanser için 65% 

uzak metastaz için 9% civarındadır. 

Onkolojide kanser tarama ve tanısında çeşitli görüntüleme teknikleri ve moleküler 

teknikler uygulanmaktadır. Kanser teşhisinde kullanılan görüntüleme teknikleri 

(ultrason, mamografi, MRI, CT, PET, magnetik rezonans spektroskopisi, vb.) 

günümüzde yeterli görülmemektedir [Farber & Illig, 2015]. Kanser yönetiminde 

moleküler temelli teknikler gittikçe artan bir sıklıkta klinikte kullanılmaktadır. Kalıtsal 

kanser hastaları için de yapılan testler artık hem risk altındaki kişilerin belirlenmesi, 

hem de sistemik tedavinin kişiselleştirilmesi için rutin olarak kullanılmaktadır. Burada 

kullanılan testler; PCR, tek gen analizi (Sanger dizileme, MLPA), çoklu gen panelleri 

(NGS), tüm ekzom dizileme, vb. Bununla birlikte, antikanser ilaçların seçimine 

yardımcı olan, bireysel ilaç hedeflerinin belirlenmesi veya spesifik tümör 

fenotiplerinin tanımlanmasını içeren bir dizi öngörücü testler de mevcuttur. Kötü 

huylu (malignant) tümörlerin izlenmesi, rezidüel tümör fragmanlarının moleküler 

tabanlı tespiti ile gerçekleştirilebilir. Buna ilave olarak sıvı biyopsinin gelecekte erken 

kanser teşhisi ve taraması için bir araç olarak hizmet edeceği tahmin edilmektedir. 

Mutasyon testi ve RNA analizindeki son gelişmeler ise primer bölgesi bilinmeyen 

kanserlerin teşhisi için yeni araçlar sunmaktadır [Sokolenko & Imyanitov, 2018].  
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Kanser hücreleri normal hücrelere göre çeşitli moleküler, genetik ve epigenetik 

anormalliklerin peş peşe birikimi ile birden fazla genin yapısında meydana gelen 

değişiklikler sonucu oluşmaktadır. Aynı şekilde bu değişim değişik RNA’larda 

ekspresyon farklılıkları şeklinde de kendini gösterebilir. Dolaşımda bulunan ve small 

RNA sınıfında yer alan miRNA’lar, fiziksel veya patolojik koşullar altında kanser 

hastalarının biyolojik sıvılarında tanınabilen ve belirli koşullar altında onkogenler 

veya tümör baskılayıcılar olarak da işlev gören yapılar olduğu gösterilmiştir [K. Zhou 

et al., 2017]. Bugüne kadar yapılan sınırlı sayıdaki araştırmalarda hastalıktaki 

değişiklikler ya genom, ya da proteom düzeyinde ortaya koyulmaya çalışılmıştır. Bu 

çalışmaların sonucu olarak hastalık ile ilişkilendirilen bazı moleküller tespit 

edilmesine rağmen bu farklılıklar özgünlük ve hassaslık açısından sınırlı kalmışlardır. 

Bu problemi çözebilmek ve hastalığa özgün bir moleküler profil ortaya çıkarabilmek 

için farklı yaklaşımlar gerekmektedir [Villalobos & Wistuba, 2017;Baran & 

Brzeziańska-Lasota, 2021]. 

Günümüze kadar KHDAK oluşum ve gelişiminde rol oynayan birçok miRNA 

özetlenmiştir [Petrek & Yu, 2019;Zhong et al., 2021]. Moleküler hedefli tedavilerin 

geliştirilmesindeki önemli ilerlemelere rağmen, terapötik yanıtın ve tedaviye bağlı 

toksisitenin tahmini hala yetersiz kalmaktadır. Mevcut sınırlamaların üstesinden 

gelmek için miRNA'ların tespiti ve analizi için standartlaştırılmış yöntemlere ihtiyaç 

vardır [Zhong et al., 2021]. Sirkülayonda yer alan miRNA’lar, fiziksel veya patolojik 

koşullar altında biyolojik sıvılarda tanınabilen tipik bir miRNA alt grubudur ve 

karmaşık hastalıklar için biyobelirteç potansiyeline sahiptir [Florczuk et al., 2017]. 

Bu çalışma, yeni-nesil dizileme platformları ile en gelişmiş biyoinformatik 

algoritmaları birlikte uygulayarak heterojen bir profil gösteren ve son derece karmaşık 

bir hastalık olan KHDAK hastalarının tümör dokuları, tümörün etkilediği mikroçevre 

dokuları, metastatik dokular ve normal doku örneklerinin small RNA analizlerini 

yaparak hastalığa özgül miRNA’ların tespiti ve bunun vücut sıvısı olan kana yansıyan 

profilini ortaya koymaktadır. Ardından ortaya çıkarılan yeni miRNA profillerinin 

hastaların klinik bilgileri ile değerlendirilmesi sonucunda elde edilen veriler ile erken 

tanı, tarama ve izleme sistemleri için hastalığa en özgül hedef miRNA’ların tespit 

edilerek test geliştirilmesi sürecine önemli bir katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Akciğer Kanseri Epidemiyolojisi 

Kanser günümüzün en önemli halk sağlığı sorunlarından biri olup en ölümcül 

hastalıkların başında gelir [Bray et al., 2021]. GLOBOCAN verilerine göre 2020 

yılında dünya çapında tahmini 19,3 milyon yeni kanser vakası ve yaklaşık 10,0 milyon 

kanser ölümü meydana gelmiştir (Şekil 2.1-2.2). Kanser vakalarının 10,1 milyonu 

erkeklerde, 9,2 milyonu kadınlarda tespit edilmiştir. [Sung et al., 2021;GLOBOCAN, 

2020] Akciğer kanseri 2,2 milyon vaka (%11,4) ile en sık teşhis edilen ikinci kanser 

türü olup 1,8 milyon ölümle (%18) kanser ölümlerinin en önde gelen nedeni olmaya 

devam etmektedir [GLOBOCAN, 2020]. Genel insidans nüfusa oranla gelişmiş 

ülkelerde gelişmemişlere göre kanser oranları açısından 2-3 kat daha yüksektir. 

Küresel çapta kanser sayısının 2020’ye göre 2040’da %47 artışla 28,4 milyon vaka 

olması beklenmektedir. Bu oranın gelişmiş ülkelerde %64’den %95’e ve gelişmekte 

olan ülkelerde %32’den %56’ya yükselmesi beklenmektedir [Sung et al., 2021].  

 

 

Şekil 2. 1: 2020 yılı verilerine göre dünya genelindeki kanser vakalarının   sayısı  
[GLOBOCAN 2020]. 

43%

3%

3%5%

6%

7%

10%

11%

12%

İNSİDANS TOTAL: 19,3 MİLYON

Diğer Kanserler

Özofagus

Rahim Ağzı

Karaciğer

Mide

Prostat

Kolorektum

Akciğer

Meme



 

4 

 

 

Şekil 2.2: 2020 yılı verilerine göre dünya genelindeki kanser ölümlerinin sayısı   
[GLOBOCAN 2020]. 

 

Türkiye’de de kanser sıklığı Dünya ve Dünya’nın gelişmekte olan ülkeleriyle 

benzerlikler göstermektedir. Ülkemizde Sağlık Bakanlığı tarafından yayınlanan son 

verilere göre 2017 yılında görülen kanserlerin yaşa göre standardize edilmiş insidans 

oranı 100.000 kişide kadınlarda 187,0, erkeklerde ise 259,2 olarak bildirilmiştir. 

Toplamda bu rakam 100.000 kişide 223,1’dir. Son 5 yılın verileri incelendiğinde, 

erkek ve kadınlarda istatiksel olarak anlamlı bir değişim olmadığı görülmektedir 

[Türkyılmaz et al., 2021].  

GLOBOCAN 2020 dünya verileri ile Türkiye 2017 kanser verileri  karşılaştırıldığında, 

Türkiye kanser insidansının dünya insidansının üzerinde olduğu görülmektedir. 

Ülkemizde erkeklerde en sık görülen kanser türü akciğer kanseri iken kadınlarda 

meme kanseridir. Akciğer kanserinin erkeklerde sık görülmesinin tütün kullanımına 

bağlı olduğu tahmin edilmekte olup bu etken önemini korumaya devam etmektedir. 

Ayrıca akciğer kanserinde hastaların evreleri incelendiğinde %56,5’inin uzak metastaz 

yaptığı ve ileri evrede geç teşhis edilebildiği görülmektedir [Türkyılmaz et al., 2021] 

(Şekil 2.3). Amerika Kanser Derneği verilerine göre de uzak metastaz oranı %44 

olarak belirtilmektedir (Şekil 2.4).  Veriler kanserden ölümlerin büyük bir 

çoğunluğunun metastaz denilen kanserin bölgesel veya uzak dokulara yayılmasından 

dolayı meydana geldiğini göstermektedir [Fares et al., 2020]. 
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Şekil 2.3: Türkiye’deki Akciğer Kanseri Evrelerinin Yüzdesel Dağılımları            
[TÜRKİYE KANSER İSTATİSTİKLERİ 2017]. 

 

 

Şekil 2.4 :Akciğer Kanseri Evrelerinin Yüzdesel Dağılımları [CANCER 
STATISTICS, 2023]. 
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belirtilmiştir [Siegel et al., 2023]. Amerikan Kanser Derneği 2012-2018 verilerini 

kullanarak akciğer kanseri 5 yıllık sağ kalım oranlarını evre bazında incelediğinde 

uzak dokulara metastaz yapan vakaların halen %7 olduğunu göstermektedir (Şekil 

2.5).  

 

 

Şekil 2.5:Akciğer Kanseri 5 yıllık Sağ Kalım Oranı, 2012-2018 [CANCER 
STATISTICS, 2023]. 

 

2.2. Akciğer Kanseri Etiyolojisi 

2.2.1. Sigara 

Akciğer kanserinin etiyolojisi çok faktörlü olmasına rağmen, tütün kullanımı en 

önemli risk faktörü olmaya devam etmektedir. ABD'de akciğer kanseri insidans 

oranlarındaki azalmanın sigara içme prevalansındaki azalmayla ilişkili olduğu 

varsayılmaktadır. Pasif içicilik olarak tanımlanan kişilerin sigara dumanına maruz 

kalması da önemli bir risk faktörü olarak kabul edilir [“Approach to Lung Cancer,” 

2016]. Sigara dumanı, gaz ve partikül bileşikleri içeren karmaşık bir aerosoldür ve ana 

akım dumanı ile yan akım dumanından oluşmaktadır. Ana akım dumanı, sigara içen 

kişinin etrafa nefesiyle verdiği dumandır ve sigara içen kişinin dumana maruziyetinin 

birincil kaynağıdır. Yan akım dumanı, sigara kendi kendine yanarken sigaranın 

kağıdından ve filtresinden çıkan dumandır ve çevresel tütün dumanının (ETS) ana 

kaynağıdır. Tütün bağımlılığının ana belirleyicisi nikotin maddesidir, katran ise 
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nikotin ve su uzaklaştırıldıktan sonra sigara dumanının toplam partikül maddesi olarak 

adlandırılır. Katrana kümülatif maruziyet, akciğer kanseri riskinin önemli bir 

unsurudur. Uzun süreli sigara içenlerde göreceli akciğer kanseri riskinin, ömür boyu 

sigara içmeyenlere kıyasla 10 ila 30 kat olduğu tahmin edilmektedir. Sigara içen her 6 

kişiden biri sonunda akciğer kanserine yakalanmaktadır [Bade & Dela Cruz, 2020]. 

2.2.2. Hava Kirliliği, Mesleki ve Çevresel Karsinojenlere 

Maruziyet 

Akciğer kanseri için diğer bir risk faktörü hava kirliliği, mesleki ve çevresel 

karsinojenlere maruziyettir. Hava kirliliği, iklim değişikliği ve hızlı sanayileşme 

nedeniyle dünya çapında birçok büyük nüfuslu şehirde ciddi bir küresel sorun haline 

gelmiştir. Epidemiyolojik araştırmalar, hava kirliliğinin, özellikle havadaki partikül 

madde (PM) maruziyetinin sigaradan bağımsız olarak artan akciğer kanseri riski ve 

ölümle ilişkili olduğunu göstermektedir [Jinghong Li et al., 2020]. Akciğer 

karsinojenleri olarak öne sürülen veya kanıtlanan mesleki maruziyetler arasında 

arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum, klorometil eterler, krom, nikel, radon, silika ve 

vinil klorür bulunur. Dünya çapında erkekler arasında akciğer kanseri ölümlerinin 

%10'unun ve kadınlar arasında %5'inin asbest, arsenik, berilyum, kadmiyum, krom, 

nikel, silika ve dizel dumanları gibi mesleki ve çevresel karsinojenlere maruz kalmaya 

atfedilebileceği tahmin edilmektedir [Fingerhut et al., 2005]. 

2.2.3. Genetik Yatkınlık 

Akciğer kanserinin patogenezinde genetik bileşenler de söz konusudur. Özellikle 

erken başlangıçlı akciğer kanseri olan aile üyeleri için ailede kanser öyküsünün önemi, 

çeşitli akciğer kanseri risk tahmin algoritmalarına dahil edilerek vurgulanmıştır [Bade 

& Dela Cruz, 2020]. Nadir BRCA2 ve CHEK2 varyantları ile skuamöz akciğer kanseri 

için genom çapında ilişkilendirme bir Avrupa kohortunda tanımlanmıştır [Manuscript, 

2015]. Son 20 yılda akciğer kanserinde genetik yatkınlıkla ilgili 1000'den fazla aday 

gen ilişkilendirme çalışması yapılmıştır, ancak net bir fikir birliği yoktur. Bir çalışma, 

21 genden 22 varyant için [APEX1 rs1130409 ve rs1760944, ATM rs664677, AXIN2 

rs2240308, CHRNA3 rs6495309, CHRNA5 rs16969968, CLPTM1L rs402710, 

CXCR2 rs1126579, CYP1A1 rs4646903, CYP2E1 rs6413432, ERCC1 rs11615, 
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ERCC2 rs13181, FGFR4 rs351855, HYKK rs931794, MIR146A rs2910164, 

MIR196A2 rs11614913, OGG1 rs1052133, PON1 rs662, REV3L rs462779, SOD2 

rs4880, TERT rs2736098, ve TP53 rs1042522] güçlü kümülatif epidemiyolojik 

kanıtlarla birlikte akciğer kanseri duyarlılığı ile önemli ilişki sergilediğini bildirmiştir 

[J. Wang et al., 2017]. Tümör baskılayıcı genler p53 ve p73 ve apoptoz genleri FAS 

ve FASL dahil olmak üzere hücre döngüsü ile ilgili birkaç gen akciğer kanseri 

duyarlılığında rol oynamaktadır [Bade & Dela Cruz, 2020]. Sonuç olarak akciğer 

kanseri duyarlılığı kısmen konakçı genetik faktörler tarafından belirlenmektedir. 

2.2.4. Beslenme 

Kırmızı et, süt ürünleri, doymuş yağlar ve lipitler gibi bazı diyet öğelerinin akciğer 

kanseri riskini artırdığı öne sürülmüştür [Gnagnarella et al., 2018]. Bununla birlikte, 

karotenoidler ve diğer antioksidanları içeren meyve ve sebzelerin akciğer kanseri 

riskini azalttığı varsayılmıştır [Vieira et al., 2016]. 

2.2.5. Yaş 

Akciğer kanseri en çok 70 yaş ve üzerindeki kadın ve erkeklerde görülür. Akciğer 

kanseri tanısında ortanca yaş 70'tir ve ölümde ortanca yaş 72'dir. Genel olarak, akciğer 

kanseri mortalitesi yaklaşık 80 ila 85 yaşlarına kadar yaşla birlikte artmaktadır [Torre 

et al., 2016] [Siegel et al., 2019].  

2.2.6. Fiziksel Aktivite 

Son zamanlarda değiştirilebilir risk faktörleri arasında fiziksel aktivite eksikliği ve 

hareketsiz davranışlar da yer almaktadır [Rana et al., 2020].  

Yukarıda kısaca belirtilen risk faktörleri göz önünde bulundurularak akciğer 

kanserinin önlenmesi hususunda bilinen bu faktörlere maruz kalmanın önlenmesi veya 

azaltılmasına odaklanılmalıdır [Bade & Dela Cruz, 2020].  
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2.3. Akciğer Kanserinin Patolojik Sınıflandırması 

Akciğer kanseri, geniş kapsamlı klinikopatolojik özelliklere sahip heterojen bir 

hastalıktır [William D. Travis, 2015]. Akciğer kanserinin patolojik sınıflandırması, 

kanser hücrelerinin morfolojik özelliklerine, büyüme örüntülerine ve diğer özelliklere 

dayalı olarak yapılan bir sınıflandırmadır. Bu sınıflandırma, kanserin tipini ve 

özelliklerini belirlemek için kullanılır. Ayrıca, akciğer kanserlerinin histopatolojik 

sınıflandırması, bu kanserin teşhis ve yönetiminin önemli bir parçası olan hücresel ve 

moleküler alt tiplere dayanmaktadır. Büyük ölçüde morfoloji ile belirlenen primer 

akciğer kanserleri, histolojik olarak küçük hücreli akciğer kanserleri (KHAK) (toplam 

tanıların %15'i) ve küçük hücreli dışı akciğer kanserleri (KHDAK) (toplam tanıların 

%85'i)  olarak sınıflandırılır [Thai et al., 2021] KHDAK ana histolojik alt tipler olarak 

adenokarsinom, skuamöz hücreli karsinom ve büyük hücreli karsinomu içermektedir 

(şekil 2.6) [M. Tang et al., 2021] [Lim et al., 2018]. KHDAK sınıflandırmalarında, 

adenokarsinomlar akciğer kanserinin en yaygın alt tipidir ve bunu skuamöz hücreli 

karsinomlar takip eder [Thai et al., 2021].   

Akciğer kanserlerinin büyük çoğunluğu karsinomdur (epitel hücrelerinden köken alan 

tümör). Küçük hücreli dışı akciğer karsinomlarının tek bir grupta toplanmasının 

nedeni, bu gruptaki karsinom tiplerinin prognozları ve tedavi yaklaşımlarının benzer 

olmasıdır. Buna rağmen biriken kanıtlar, akciğer kanserinin aynı histolojik alt tip 

içinde bile histolojik ve moleküler olarak heterojen bir hastalık grubunu temsil ettiğini 

göstermektedir [Inamura, 2017]. KHDAK hastalarının yaklaşık %25-30’u, en 

heterojen tümör grupları olarak temsil edilir ve rezektabilite (tümörün teknik olarak 

çıkarılabilme) kriterlerinin tanımlanması zordur ve bu nedenle cerrahinin kullanımı ve 

optimal tedaviler tartışma alanıdır [Pöttgen et al., 2017].  
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Şekil 2.6: Akciğer Kanseri KHDAK üç temel alt tipleri; skuamöz hücreli      

karsinom, adenokarsinom ve büyük hücreli karsinom, ve KHAK için 

yüzdesel dağılım [Lukeman, 2015;Pass et al., 2018]. 

 

            

 

 

 

 

 

KHAK; 15%

Adenokarsinom; 40%
Skuamöz hücreli karsinom; 

30%

Büyük hücreli 

karsinom; 10%

Diğerleri; 5%

AKCİĞER KANSERİNİN PATOLOJİK SINIFLANDIRMASI



 

11 

 

Tablo 2. 1: Akciğer kanserinin sınıflandırılması.Akciğer tümörleri iki ana gruba 

ayrılır: Küçük Hücreli Akciğer Kanseri (KHAK; vakaların ≈%15'i) ve 

Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri (KHDAK; vakaların ≈%85'i). Bir 

KHAK tümörü, nöroendokrin hücre soyundan türer. Bununla birlikte, 

KHDAK'de, tümör orijin hücresi farklıdır ve üç farklı alt tipte 

sınıflandırılır: Adenokarsinom (alveolar tip II epitel hücreli), Skuamöz 

hücreli Karsinom (bazal epitel hücreli) ve Büyük Hücreli Karsinom 

(çeşitli epitel hücreleri) [Cykowiak & Krajka-Kuźniak, 2022]. 
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Akciğer tümörlerinin 2021 Dünya Sağlık Örgütü (WHO) sınıflandırma sistemi, 

akciğer kanserlerini Tablo 2.1’deki gibi ayırır [Siddiqui et al., 2022]. Bu sınıflandırma 

sistemi, tedaviyi daha iyi yönlendirmek ve prognostik bir seyir belirlemek için 

immünohistokimya ve ışık mikroskobu analizlerine dayanır. Tablo 2.2’de belirtilen 

histolojik sınıflandırmada sık görülen türlere detaylı olarak aşağıda değinilmektedir. 

 

Tablo 2. 2: Akciğer tümörlerinin 2021 Dünya Sağlık Örgütü (WHO)       

sınıflandırma sistemi [Siddiqui et al., 2022]. 

2.3.1 Adenokarsinomlar 

Adenokarsinom, hücrelerin akciğerlerde mukus salgılayan bez hücrelerine benzediği 

küçük hücreli olmayan bir akciğer kanseri türüdür. Adenokarsinom patolojisi, 

neoplastik bez oluşumu, pnömosit marker ekspresyonu (tiroid transkripsiyon faktörü 

1 (TTF-1), napsin ekspresyonu olan veya olmayan) veya intrasitoplazmik müsinden 

oluşur. Neoplastik bez oluşumunun boyutuna ve yapısına göre müsinöz veya müsinöz 

olmayan olarak iki başlık altında sınıflandırılır. Müsinöz olmayan tipleri; asiner, 
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papiller, mikropapiller, lepidik ve solid olarak adlandırılan alttiplerdir. Bu alt tiplerin 

patolojik olarak tanımlanması prognoz için önemlidir. Solid, mikropapiller ve 

kribriform (asiner müsinöz olmayan adenokarsinomun bir alt tipi) paternlerin olumsuz 

prognostik önemi vardır [Kadota et al., 2014;Siddiqui et al., 2022].  

2.3.2 Skuamöz hücreli karsinomlar 

Skuamöz hücre patolojisi, sitolojide keratin ve/veya hücreler arası desmozomların 

varlığı veya p40, p63, CK5, CK5/6 veya desmoglein ekspresyonunun 

immünohistokimyasal (IHC) kanıtı ile tanımlanır. Skuamöz hücreli karsinomun alt 

tipleri arasında nonkeratinize, keratinize ve bazaloid bulunur. Skuamöz hücreli 

karsinomlar, kavitasyonla sonuçlanan yaygın merkezi nekroz gösterir. Skuamöz 

hücreli kanserler, Pancoast tümörleri ve hiperkalsemi olarak ortaya çıkabilir. Bir 

Pancoast tümörü, akciğerin üst oluğundaki bir tümördür. Beyin, Pancoast tümörlerinde 

ameliyat sonrası en yaygın nüks bölgesidir [Siddiqui et al., 2022]. 

2.3.3 Büyük hücreli karsinomlar 

Büyük hücreli karsinom (BHC), glandüler, skuamöz veya nöroendokrin kanserlerle 

uyumlu sitolojik özelliklere sahip olmayan malign bir epitelyal neoplazmdır. 

İmmünohistokimyada p40 ve TTF-1 ifade etmezler ve küçük hücreli karsinomun 

sitolojik özelliklerinden yoksundurlar. Tipik olarak BHC, belirgin nükleollere sahip 

yuvarlak ile çokgen hücrelerden oluşmaktadır. Hücreler, herhangi bir tanımlayıcı 

özelliği olmayan bol miktarda sitoplazmadan oluşur. BHC bir dışlama teşhisidir 

[Rajdev et al., 2018].  

2.3.4 Adenoskuamöz karsinomlar 

Adenoskuamöz karsinomlar, %10'dan fazla glandüler ve skuamöz bileşen içeren 

akciğer tümörleridir. Bu, nadir görülen ve oldukça agresif bir akciğer tümörüdür 

[Filosso et al., 2011]. 
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2.3.5 Sarkomatoid karsinomlar 

Bunlar, malign epitel bileşenleri ve sarkomları düşündüren özellikler sergileyen nadir 

karsinomlardır. Alt tipler arasında pleomorfik karsinom, karsinosarkom ve pulmoner 

blastoma bulunur [Siddiqui et al., 2022]. 

2.3.6 Prekürsör glandüler lezyonlar 

Bunlar arasında atipik adenomatöz hiperplazi (AAH) ve in situ adenokarsinom 

bulunur. AAH, akciğer adenokarsinomu için preinvaziv bir lezyondur ve genellikle 5 

mm veya daha küçüktür. Adenokarsinom in situ müsinöz veya müsinöz olmayabilir 

ve genellikle 3 cm'ye eşit veya daha küçük lokalize bir lezyondur. Alveoler yapılar 

boyunca büyüme kısıtlı olarak tanımlanan "lepidik" bir büyüme modeli gösterir. 

Noninvazivdir ve bozulmamış alveolar septaları gösterir [Siddiqui et al., 2022]. 

2.3.7 Küçük Hücreli Karsinom 

Küçük hücreli karsinom (KHAK), az miktarda sitoplazmaya ve kabaca dinlenme 

halindeki bir lenfosit büyüklüğünde yuvarlak, oval veya köşeli hücrelerden oluşur. 

Belirgin bir nükleol görülmez. KHAK'lar yaygın olarak nekrotiktir. Genellikle 

kromogranin veya sinaptofizin ile pozitif boyanırlar. DSÖ daha önce KHAK'yi üç 

hücre alt tipine ayırdı: yulaf hücresi, ara hücre ve kombine hücre (KHDAK bileşenli 

KHAK, skuamöz veya adenokarsinom). Ancak çalışmalar, bu sınıflandırmanın çok 

fazla klinik önemi veya prognostik değeri olmadığını göstermiştir [Aisner et al., 

1990;Siddiqui et al., 2022]. 

2.4. Akciğer Kanserinde Evreleme Sistemi 

Akciğer kanseri teşhisi konulduktan sonra, en önemli adım hastalığın 

evrelendirilmesidir çünkü durum tedavi seçeneklerini, morbiditeyi ve sağkalımı 

belirler. Bunun dikkatli bir şekilde yapılması çok önemlidir. Evreleme öncelikle 

KHDAK için TNM sınıflandırması kullanılarak yapılır. Tümör (T), nod (N) ve 

metastaz (M), KHDAK'yi evrelemenin uluslararası kabul görmüş yoludur. 

Klinisyenlerin en iyi tedaviyi uygulamasına, gereksiz ameliyatlardan kaçınmasına ve 
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tedavi bir seçenek değilse zamanında palyatif bakıma sevk etmesine yardımcı olan, 

tümörün boyutunu ve kapsamını, yerini ve uzak yayılımını tanımlamada 

kullanılmaktadır [Siddiqui et al., 2022].  Uluslararası Akciğer Kanseri Çalışmaları 

Derneği (IASLC) ve Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) tarafından akciğer kanserini 

evrelemek için onaylanan tümör, nod, metastaz (TNM) evreleme sistemi yakın 

zamanda revize edilmiş ve en son revizyon, Ocak 2017'de yayınlanan 8. baskıdır. 

TNM akciğer evreleme sisteminin 8. baskısı, her bir TNM tanımlayıcısının prognostik 

analizine dayalı olarak bize daha kesin sınıflandırma sağlasa da, görüntüleme yoluyla 

klinik evreleme açısından henüz netleştirilmemiş bazı potansiyel sınırlamalar ve klinik 

durumlar vardır. Akciğer kanserinin klinik evresini tam olarak sınıflandırmak için 

radyologların TNM evrelemesinin 8. baskısında tanıtılan ana değişiklikleri anlamaları 

ve görüntüleme yorumunun olası tuzaklarını ve sınırlamalarını tanımaları önemlidir 

[Feng & Yang, 2019].  

2.4.1. KHDAK’de TNM Evreleme Sistemi 

T (tümör) tanımlayıcısı 

Yeni 8. TNM evreleme sisteminin T tanımlayıcısı, tümör boyutu, tümör invazyonu ve 

primer tümöre göre ayrı bir tümörün konumundan oluşur. 8. baskı için, tümör boyutu 

1 cm'lik artışlarla daha kesin olarak sınıflandırılmıştır, metastazı olmayan küçük 

hücreli dışı akciğer tümörü boyutları olduğu bilinen toplam 33115 hasta üzerinde 

doğrulanmış prognostik farklılaşmaya dayalıdır (Rami-Porta et al., 2015). Bir primer 

tümör beş kategoriye ayrılır ve daha sonra her bir kategori, tümörün çevredeki 

yapıların boyutuna, konumuna ve istilasına bağlı olarak alt bölümlere ayrılır (Tablo 

2.3) [Eberhardt et al., 2015;Siddiqui et al., 2022].  

 

Tablo 2. 3: TNM 8. baskı göğüs CT görünümü için T sınıflandırması. 

T Sınıflandırması CT’de T Bileşeni 

T0 • Primer tümör yok 

• T Karsinom in situ (CIS) 
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     Tablo 2. 3: TNM 8. baskı göğüs CT görünümü için T sınıflandırması (devamı). 

T1 (3 cm'den az) • T1mi: minimal invaziv tümör 

• T1a: merkezi hava yollarıyla (trakeal veya bronş duvarı) sınırlı 

yüzeysel tümör 

• T1a: 1 cm'den az 

• T1b: 1 cm'den büyük ancak 2 cm'den küçük 

• T1C: 2 cm'den büyük ancak 3 cm'den küçük 

   T2 • T2: 3 cm'den büyük ama 5 cm'den küçük 

• T2a: 3 cm'den büyük ancak 4 cm'den küçük 

• T2b: 4 cm'den büyük ama 5 cm'den küçük 

• Ayrıca ana bronşu tutuyor fakat karina, visseral plevrayı tutmuyorsa 

veya hilumda atelektaziye neden oluyorsa T2 tümörü olarak kabul 

edilir 

    T3 • T3: 5 cm'den büyük 7 cm'den küçük) 

• T3 Inv: göğüs duvarı, perikard veya frenik sinirin invazyonu 

• T3 Satell: aynı lobda ayrı tümör nodülleri 

• Aynı lobda perikard, frenik sinir, göğüs duvarı veya ayrı tümör 

nodüllerini içeriyorsa T3 tümörü olarak da kabul edilir 

T4 • T4: 7 cm'den büyük 

• T4inv: Yukarıdaki yapıları istila etme 

• T4Ipsi düğümü: İpsilateral lobda nodüller 

• Kalp, özofagus, trakea, karina, mediasten, büyük damarlar, rekürren 

laringeal sinir, omurga veya farklı ipsilateral lobda tümör nodüllerini 

tutuyorsa T4 tümörü olarak kabul edilir. 

• Diyafram invazyonu, TNM sınıflandırmasının yedinci baskısında T3 

tümörü ile karşılaştırıldığında artık bir T4 tümörü olarak kabul 

edilmektedir. 

 
N (lenf nodu) tanımlayıcısı 

7. baskının N tanımlayıcı sınıflandırması, 8. baskı için aynı kaldı çünkü çalışmalar, 

sınıflandırmanın prognozla açıkça ayrıldığını buldu [Asamura et al., 2015]. Metastatik 

düğüm sınıflandırması, diğer kanser evrelemesinde sıklıkla kullanılan metastatik 

düğümlerin sayısı yerine ilgili lenf düğümlerinin yapısal yerleşimine dayanır. N 

tanımlayıcıları, metastatik düğümlerin konumuna göre dört ana kategoride 

sınıflandırılır (Tablo 2.4) [Feng & Yang, 2019; Bugalho et al., 2017]. 
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Tablo 2. 4: TNM 8. baskı göğüs CT görünümü için N sınıflandırması. 

N Sınıflandırması CT’de N Bileşeni 

N0 • Lenf nodu tutulumu yok 

N1 • N1: İpsilateral hiler düğümlerin tutulumu 

• N1a: tek istasyonlu N1 düğümleri 

• N1b: çok istasyonlu N1 düğümleri 

    N2 • N2: Mediastinal nodların tutulumu 

• N2a1: N1 tutulumu olmayan tek istasyonlu N2 nodları 

(metastazı atlar) 

• N2a2: N1 tutulumu olan tek istasyonlu N2 nodları 

• N2b: Çoklu istasyon N2 katılımı 

N3 • N3: Kontralateral mediastinal veya hiler lenf 

nodlarının tutulumu  

 

M (Metastaz) tanımlayıcısı 

7. baskı M tanımlayıcı sınıflandırmasının prognozu analiz edildi ve M1a intratorasik 

metastaz tanımlayıcıları için anlamlı bir fark bulunmadı. Bununla birlikte, 7. baskıda 

M1b olarak sınıflandırılan ekstratorasik metastazda tek bir organda tek bir metastazı 

olanlar için, bir organda birden çok metastatik lezyonu veya birden çok organda birden 

çok metastazı olanlardan önemli ölçüde daha üstün bir prognozu olduğu görüldü. 

Böylece, 8. baskı ekstratorasik metastazları yukarıdaki iki gruba dayalı olarak M1b ve 

M1c olarak ayırır (Tablo 2.5) [El-Sherief et al., 2014; Feng & Yang, 2019]. 

 

Tablo 2. 5: TNM 8. baskı göğüs CT görünümü için M sınıflandırması. 

M Sınıflandırması CT’de M Bileşeni 

M0 Uzak metastaz yok 

M1 M1a: Malign plevral / perikardiyal efüzyon veya nodüller 

M1b: Tek bir organda tek ekstratorasik metastaz 

M1c: Çoklu ekstratorasik metastaz 
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2.4.2. KHDAK’de Klinik Evreleme Sistemi 

Akciğer kanserinde kullanılan I'den V'e kadar olan evreleme sistemi, kanserin yayılma 

derecesini ve ilerlemesini belirlemek için kullanılır. Bu sistem genellikle TNM 

sınıflandırma sistemi ile ilişkilendirilir ve kanserin evresini belirlerken çeşitli 

faktörleri dikkate alır. İşte akciğer kanserinde kullanılan I-V evreleme sistemi: T ve M 

tanımlayıcılarındaki değişiklikler nedeniyle, 8. baskı için mevcut aşama grupları 

yeniden oluşturulmuştur. Aşama IA, sırasıyla N0 ve M0 kategorileriyle 

ilişkilendirildiğinde T1a, T1b ve T1c'yi barındırmak üzere IA1, IA2 ve IA3'e bölünür 

[Goldstraw et al., 2016]. T2a ve T2b kategorilerine sahip N0M0 tümörler artık 

sırasıyla evre IB ve IIA olarak sınıflandırılırlar. Tüm T1-2N1M0 tümörleri, T3N0M0 

ile birlikte evre IIB kategorisine eklendi [Rami-Porta et al., 2017]. T1-2N2M0 

tümörleri ve T3-4N1M0 dahil olmak üzere metastazı olmayan diğer lokal olarak 

ilerlemiş tümörler için evre IIIA kabul edilir. Karşılaştırıldığında, T1-2N3M0 

tümörleri ve T3-4N2M0 tümörleri, evre IIIB olarak sınıflandırılır. IVA tümörleriyle 

benzer prognozlara sahip olduklarından, N3 hastalığı ile ilişkili ancak metastatik 

lezyonları olmayan en lokal ileri lezyonlar olan T3 ve T4 için yeni bir evre grubu olan 

IIIC verilir [Carter et al., 2016]. Son olarak, metastazlı ilerlemiş hastalığı temsil eden 

evre IV, artık metastazın yeri ve yaygınlığına göre grup IVA ve IVB'ye ayrılmıştır. M 

tanımlayıcısı M1a veya M1b olan akciğer tümörleri, T veya N sınıflandırmasına 

bakılmaksızın evre IVA olarak sınıflandırılır. M1c olarak sınıflandırılan çoklu uzak 

metastazlı vakalar artık IVB olarak evrelendirilmektedir [Goldstraw et al., 2016]. 

Evrelemede yukarıda tanımlanan değişiklikler Tablo 2.6’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 2. 6: KHDAK için Tümör Nod Metastaz (TNM) Evrelemesi. 

 Klinik 

Evreleme 

Patolojik Evreleme  

Gizli (Occult) 

Kanser* 

 TX N0 M0 

Aşama (Stage) 0   T is N 0 M 0 

Aşama (Stage) I IA1 T1mi N 0 M 0 

T1a  N 0 M 0 

IA2 T1b N 0 M 0 

IA3 T1c N 0 M 0 



 

19 

 

    Tablo 2. 6: KHDAK için Tümör Nod Metastaz (TNM) Evrelemesi (devamı). 

 IB T2a N 0 M 0 

Aşama (Stage) II IIA T2b N 0 M 0 

IIB T1a / T1b / T1c N 1 M 0 

T2a / T2b N 1 M 0 

T3 N 0 M 0 

Aşama (Stage) III IIIA T1a / T2b / T2c N 2 M 0 

T2a / T2b N2 M 0 

T3 N 1 M 0 

T4 N 0 / N 1 M0 

IIIB T1a / T1b / T1c N 3 M 0 

T2a / T2b N 3 M0 

  T3 N 2 M 0 

T4 N 2 M 0 

         IIIC T3 N 3 M 0 

T4 N 3 M 0 

Aşama (Stage) IV IVA Any T / Any N M1a veya M1b 

IV B Any T / Any N M1c 

*Gizli (Occult) Kanser : Primer kanser bulunamadı; lenf nodu veya uzak metastaz yok. 
 

2.4.3. Küçük Hücreli Akciğer Kanseri (KHAK) için Evreleme 

KHAK evrelemesi TNM sistemi kullanılarak yapılabilir, ancak KHAK sistemik bir 

hastalık olarak kabul edildiğinden, 1950'lerden beri daha basit bir sınıflandırma 

kullanılmaktadır. TNM derecelendirmesinin KHAK'yi daha iyi tanımlayabileceğine 

dair artan sayıda kanıt vardır, ancak bu yaklaşım konusunda henüz bir fikir birliği 

yoktur. KHAK, Veterans Affairs Lung Study Group (VALSG) sınıflandırmasına göre 

LS (limited stage)-KHAK ve ES (extensive stage)-KHAK olarak sınıflandırılır. LS-

KHAK ipsilateral hemitoraks ve lokal lenf nodlarıyla sınırlıdır, hem mediastinal hem 

de hiler ve supraklaviküler nodlar tek bir tolere edilebilir radyoterapi portuna dahil 

edilebilir (TNM evre I ila IIIB'ye karşılık gelir). ES-KHAK, uzak metastazlar, malign 

perikardiyal veya plevral efüzyonlar, kontralateral supraklaviküler ve kontralateral 

hiler tutulum gibi hastalık sınırlarının ötesinde tümörlere sahiptir [Lindeman et al., 

2018; Siddiqui et al., 2022]. 
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2.5 Akciğer Kanseri için Derecelendirme 

Akciğer kanserinde derecelendirme, kanser hücrelerinin görünümünün ve 

özelliklerinin incelenerek tümörün ne kadar agresif veya yayılma eğilimli olduğunu 

değerlendiren bir sınıflandırma sistemidir. Derecelendirme, nükleer ve sitoloji 

özellikleri ve mitotik sayımlarla bağlantılı olarak tümör büyümesinin bir modeline 

veya modellerine (tübüler oluşumdaki farklılaşma derecesi) dayanır. Normal 

hücrelerle karşılaştırıldığında hücrelerin nasıl göründüğüne ve davrandığına bağlı 

olarak tümöre bir derece (farklılaşma) atanır. Bu, kanserin ne kadar hızlı büyüdüğü ve 

yayılıp yayılmayacağı hakkında bir fikir verir. İki ana akciğer kanseri türlerinden olan 

küçük hücreli dışı akciğer kanseri için derecelendirme kullanılırken küçük hücreli 

akciğer kanseri için kullanılmaz. Tablo 2.7, KHDAK için dereceleri göstermektedir 

(Travis et al., 2016). 

 

Tablo 2. 7: KHDAK için Derecelendirme. 

 

2.6 Akciğer Kanseri Patogenezi ve Moleküler Değişiklikler 

2.6.1. Kanser Hücresinin Temel Özellikleri 

Bilim insanları hücrenin kanser hücresi olarak tanımlanması için birleşerek bir takım 

temel özellikler tanımlamıştır. Kanserleşmenin 6 temel özelliği olan ve ilk olarak 2000 

Derece  Tanım 

1. derece 

 

Hücreler normal hücrelere çok benziyor. Yavaş büyüme 

eğilimindedirler ve yüksek dereceli kanser hücrelerine göre 

yayılma olasılıkları daha düşüktür. Düşük dereceli denir. 

2. derece 

 

Hücreler daha anormal görünür ve yayılma olasılığı daha 

yüksektir. Bu derece aynı zamanda orta derecede iyi diferansiye 

veya orta derece olarak da adlandırılır. 

3. derece 

 

Hücreler çok anormal görünüyor ve normal hücrelere benzemiyor. 

Hızlı büyüme eğilimindedirler ve yayılma olasılıkları daha 

yüksektir. Kötü diferansiye veya yüksek dereceli olarak 

adlandırılırlar. 
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yılında yayınlanan “Hallmarks of Cancer Cells” daha sonra 2011 yılında 4 yeni 

özellikle güncellenmiştir. En son 2022 yılında 4 yeni özellik eklenerek nihai olarak 

kanserin 14 temel özelliği aşağıda belirtildiği gibi tanımlanmıştır [Hanahan, 2022]. 

• Kanser hücresi kendi çoğalma sinyallerini kendisi oluşturur (otokrin 

stimülasyon) 

• Büyümeyi baskılayan sinyallere karşı duyarsızdır 

• Sınırsız çoğalma potansiyeli vardır 

• Programlanmış hücre ölümüne karşı direnç geliştirme 

• Doku invazyonu ve metastaz yapar 

• Kendisine yeni damar oluşturur (anjiyogenez) 

• Enerji metabolizmasının yeniden programlanması  

• Bağışıklık sisteminden kaçma 

• Kanser kronik enflamasyonun eşlik ettiği bir mikroçevrede gelişir 

• Genomik kararsızlık ve biriken mutasyonlar 

• Fenotipik plastisite ve bozulmuş farklılaşma 

• Mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama 

• Mikrobiyom 

• Yaşlanmış hücreler 

2.6.2. Akciğer Kanseri Karsinogenezi 

Akciğer kanseri karmaşık ve heterojen bir hastalıktır. Bu kanser çoklu genetik ve 

epigenetik değişikliklerin gelişimini, özellikle büyümeyi teşvik eden (onkogenlerin) 

yolakların aktivasyonu ve tümör baskılayıcı  (tümör baskılayıcı genler) yolakların 

inhibisyonunu içeren çok adımlı bir süreçle gelişir. Akciğer kanserinin moleküler 

patogenezinde yer alan çoklu biyokimyasal yolakların iyi anlaşılması, moleküler 

sapmaları ve bunların aşağı akışta aktive olan yolaklarını hedef alabilen tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesi için çok önemlidir [Larsen & Minna, 2011].  

Onkogenler ve tümör baskılayıcı genler tarafından düzenlenen sinyal yolakları 

karsinogenezde yer alan yolaklar arasındaki sinyalleşme ile birbirine bağlıdır. 

Karsinogenez kavramsal olarak dört aşamaya ayrılabilir: tümörün inisiyasyonu (tumor 

initiation), promosyon (tumor promotion), habis dönüşüm (malignant conversion) ve 
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progresyonu (tumor progression) (Şekil 2.7). Karsinogenez, iyi huylu hiperplastik 

hücrelerin kötü huylu bir duruma dönüşmesini gerektirir ve sonuç olarak gerçekleşen 

invazyon ve metastaz, ileri genetik ve epigenetik değişikliklerin belirtileridir [Cairns, 

1975; Jones & Baylin, 2002]. 

 

 

Şekil 2. 7: Çok basamaklı kimyasal karsinojenez. Kavramsal olarak dört aşamaya 

ayrılır: tümörün inisiyasyonu, promosyonu, habis dönüşüm ve tümörün 

progresyonu. Protoonkogenlerin aktivasyonu ve tümör baskılayıcı 

genlerin inaktivasyonu, kimyasal maruziyetlerin neden olduğu 

DNA'daki kovalent hasardan kaynaklanan mutasyon olaylarıdır. 

Mutasyonların birikmesi çok aşamalı karsinogenezi oluşturmaktadır 

[Holland-Frei Cancer Medicine, 6th Edition]. 

 

2.6.3. Akciğer Kanseri Tümör Mikroçevresi (TME) 

Kanser mekanizmalarına ilişkin daha derin araştırmalar ve kanser gelişimi ile habis 

dönüşümün tam olarak anlaşılmasıyla, kanserin temel özellikleri entegre bir bilim 

haline gelmektedir [Hanahan, 2022]. Başka bir deyişle, tümör oluşumunun altında 

yatan ilerleme ve kanser gelişiminin kaderi, "tümör mikroçevresinin" kontrolünde 

olmaktadır. Tümör mikro ortamı yalnızca kanser hücrelerini ve hali hazırda 

değiştirilmiş hücresel yapıları içermez, aynı zamanda tümör mikro ortamının işlevini 

sürdürmek için normal hücreleri toplama ve sitokinleri salma yeteneğine de sahiptir. 

Tümör mikroçervresinde yer alan bileşenler kanser hücrelerinin yanısıra lenfositler, 

sitokinler, extrasellüler matrix, miyeloid hücreler, fibroblastlar ve kanser assosiye 

fibroblastlardır (Şekil 2.8) [Wanlu Zhang et al., 2022 ;Malkani & Rashid, 2021].  
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Şekil 2. 8: Tümör mikroçevresindeki ana bileşenler ve ilişkili hücreler [Wanlu 

Zhang et al., 2022]. 

 

Akciğer kanserinin gelişiminde görev alan bu tümör mikroçevresi (TME) bileşenleri, 

tümör büyümesini destekler, sinyaller salgılar ve tümör hücrelerinin proliferasyonunu, 

büyümesini, göçünü, invazyonunu ve stabilizasyonunu kolaylaştıran basamakları 

başlatır. Ayrıca bağışıklık tepkilerini bastırırlar ve ilaç direnci sağlarlar [Malkani & 

Rashid, 2021]. 

Normal akciğerin anatomik ve hücresel özellikleri, yabancı patojenlere ve partiküllere 

karşı koruyucu bir bariyer görevi göstermektir. Bununla birlikte, kronik obstrüktif 

akciğer hastalığı (KOAH) gibi inflamatuar durumlarda, akciğer mikroçevresi 

karsinojenezi destekleyebilecek özellikler gösterir [Houghton, 2013]. İnsan akciğer 

adenokarsinomları, belirgin hücresel ve mutasyonel heterojeniteye sahiptirler [Z. Chen 

et al., 2014]. Daha da önemlisi, bu heterojenite sadece tümör epitel hücreleri ile sınırlı 

değildir, aynı zamanda vaskülatürü, kanserle ilişkili fibroblastları (CAF'ler), hücre dışı 

matrisi (ECM) ve sızan bağışıklık hücrelerini içeren TME'yi de kapsar [Altorki et al., 

2019]. Akciğer TME'sinde, kötü huylu kanser hücreleri, stromal hücrelere sızan 

tümörü yeniden programlayabilir, bu da karsinogenezise katkıda bulunur [Hanahan & 

Coussens, 2012; Quail & Joyce, 2013]. 
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TME'nin akciğer karsinojenezini teşvik etmedeki rolünün giderek daha fazla takdir 

edilmesi, TME'yi hedef alan antikanser tedavilerinin geliştirilmesini sağlamıştır. Bu 

nedenle kanser hücreleri, çeşitli stromal hücreler ve ECM arasındaki heterotipik 

karşılıklı diyaloğun anlaşılması aktif bir araştırma alanıdır (Şekil 2.9) [Altorki et al., 

2019].  

 

 

Şekil 2. 9: Akciğer kanserinde tümör tarafından yeniden programlanan stromal   

hücreler. [Altorki et al., 2019]. 

 

TME'de immünosupresyonun önemli bir özelliği, sitotoksik CD8+ T hücrelerinin 

inaktivasyonunun çeşitli yolaklarla gerçekleşmesidir. Olgunlaşmamış dendritik 

hücreler (DH'ler), immünosüpresif forkhead box P3 (FOXP3) + düzenleyici T (Treg) 

hücrelerinin popülasyonunu genişleten dönüştürücü büyüme faktörü-β (TGFβ) üretir,  

bu da CD8+ T hücrelerini inhibe eder. DH'ler ayrıca CD8+ T hücrelerini doğrudan 

baskılamak için programlanmış hücre ölüm protein ligand 1'i (PDL1) ifade eder. 

Miyeloid kaynaklı baskılayıcı hücreler (MDSC'ler), T hücresi inhibisyonuna katkıda 

bulunan arginaz 1 (ARG1) ve indüklenebilir nitrik oksit sentazı (iNOS) eksprese eder. 

Kanserle ilişkili fibroblastlar (CAF'ler), Treg hücrelerini indükleyerek veya PDL1, 

PDL2 ve FAS ligandını (FASL) eksprese ederek CD8+ T hücrelerinin aktivitesini de 

baskılayabilir. Ayrıca tümör hücreleri, siklooksijenaz 2 (COX2), prostaglandin E2 

(PGE2), PDL1 ve indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) dahil olmak üzere doğrudan 

inhibitör moleküller üretebilir bu da CD8+ tümör infiltre eden lenfositlerin aktivitesini 
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inhibe etmektedir. Nötrofiller, sitokinlerin (interleukin-1β (IL-1β) ve IL-6) 

salgılanması yoluyla tümörün ilerlemesini etkiledikleri için akciğer TME'sinde önemli 

rol üstlenmektedirler. Tümörler, gelişmiş glikosilasyon son ürünü (sRAGE) için 

çözünebilir reseptör salgılar; bu reseptör, tümöre sızan sialik asit bağlayıcı 

immünoglobülin benzeri lektin F (SiglecF) nötrofilleri üretmek için kemik iliğindeki 

osteoblastları sistemik olarak aktive eder, böylece anjiyojenezi, miyeloid hücre 

farklılaşmasını, T hücresi baskılanmasını ve tümör hücresi proliferasyonunu artırarak 

tümör büyümesini teşvik eder. Endotel hücreleri, anjiyojenezi indüklemek için tümör 

hücreleri, doğal öldürücü (NK) hücreler ve tümörle ilişkili makrofajlar (TAM'ler) dahil 

olmak üzere çeşitli kaynaklardan vasküler endotelyal büyüme faktörüne (VEGF) yanıt 

verir. Anjiyojenezi desteklemeye ek olarak, TAM'ler ayrıca IL-6, COX2, matris 

metaloproteinaz 9 (MMP9) ve MMP14 dahil olmak üzere çeşitli faktörlerin 

salgılanması yoluyla invazyon ve metastazı teşvik etmek için başka yolları da aktive 

etmektedir. NK hücreleri ayrıca, anjiyogenezi indüklemenin yanı sıra, NK 

reseptörlerinin aşağı regülasyonu, degranülasyon potansiyelinin kaybı ve azalmış 

interferon-γ (IFNy) ekspresyonu ile karakterize edilen işlevsiz fenotiplere maruz 

kalarak immün baskılamaya aracılık eder. Üçüncül lenfoid yapılardaki (TLS) B 

hücreleri, tümöre özgü antikorlar üretebilir veya Treg hücrelerini indükleyen işlevsiz 

bir duruma geçer (Şekil 2.9) [Altorki et al., 2019]. 

2.6.4. Akciğer Kanserinde Önemli Bazı Sinyal Yolakları  

Akciğer kanserinde epidermal büyüme faktörü reseptör sinyali Tirozin kinaz 

reseptörlerinin ErbB ailesi (EGFR, ErbB-2 (HER2), ErbB-3 ve ErbB-4), homo- ve 

heterodimerler oluşturma ve reseptör aktivasyonuna yol açan farklı ligandları bağlama 

yeteneğine sahip dört üye içerir [Normanno et al., 2005]. EGFR, KHDAK'lerin %50-

90'ında aşırı ekspresyon veya anormal aktivasyon sergiler; bu nedenle, bu molekül için 

hedeflenen inhibitörlerin geliştirilmesine yönelik çok çalışma sarf edilmiştir [Hirsch 

et al., 2003]. Mutant EGFR'ler (ekson 19 delesyonu veya ekson 21 L858R mutasyonu), 

vahşi tip reseptörlere kıyasla artan miktarda ve sürede EGFR aktivasyonu gösterir 

[Lynch et al., 2004] ve RAS/RAF/MEK/MAPK yolu yerine PI3K/AKT ve 

STAT3/STAT5 yollarının tercihli aktivasyonuna sahiptir [Sordella et al., 2004]. 

Akciğer Kanserinde RAS/RAF/MEK/MAPK yolağı Şekil 2.10’da özetlenmiştir 
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[Larsen & Minna, 2011]. RAS proto-onkogen ailesi (KRAS, HRAS, NRAS ve 

RRAS), sinyal iletiminde yer alan dört adet oldukça homolog 21kDa zara bağlı 

proteini kodlar. RAS genleri tarafından kodlanan proteinler iki durumda bulunur: 

GTP'nin moleküle bağlı olduğu aktif durum ve GTP'nin GDP'ye ayrıldığı aktif 

olmayan durum [Mascaux et al., 2005]. Aktive edici nokta mutasyonları, GTP'yi 

GDP'ye ayrılmaması ile sonuçlanan GTPaz aktivitesinin kaybı yoluyla onkojenik 

potansiyel sağlayabilir. Bu, EGFR sinyal yolunun aşağısındaki 

RAS/RAF/MEK/MAPK yolağı aracılığıyla kontrolsüz hücre çoğalmasını başlatabilir 

[Shields et al., 2000]. Ras sinyali ayrıca PI3K/AKT yolağını (hücre büyümesine, 

çoğalmasına ve sağkalımına yol açar), RalGDS ve RASSF1'i aktive eder [Herbst et al., 

2008; T. J. R. Harris & McCormick, 2010] Şekil 2.10 [Larsen & Minna, 2011]. 

 

 

Şekil 2. 10: Akciğer Kanserinde RAS/RAF/MEK/MAPK yolağı. [Larsen & Minna,  

2011]. 

 

Hücre büyümesinin inhibisyonunda rol oynayan yolaklardan en yaygın olarak bilinen 

p53 yolağıdır. Bu yolakta rol alan TP53 (17p13), yavru hücrelerde genetik hasarın 

birikmesini önleyen bir fosfoproteini kodlar. Hücresel strese yanıt olarak p53, hücre 

döngüsü kontrol noktası sinyallerini düzenleyen sikline bağımlı kinaz (CDK) 

inhibitörleri gibi aşağı akış genlerinin ekspresyonunu indükleyerek hücrenin G1 
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fazında tutulmasına neden olur ve DNA onarımına veya apoptoza izin verir [Breuer et 

al., 2005] (Şekil 2.11) . p53’ün regülasyonu MDM2 onkogeni aracılığı ile gerçekleşir. 

MDM2 onkogeni, ubikitinasyon aracılı bozunma yoluyla p53 seviyelerini azaltır. 

MDM2, CDKN2A'nın bir izoformu olan tümör baskılayıcı p14ARF tarafından inhibe 

edilebilir. MDM2 ve p14ARF'yi kodlayan genler, sırasıyla amplifikasyon ve 

ekspresyon kaybı yoluyla akciğer kanserinde yaygın olarak değişmektedir 

[Higashiyama et al., 1997] [Vonlanthen et al., 1998]. CDKN2A/RB1 yolu, G1'den S 

fazına hücre döngüsü ilerlemesini kontrol eder. RB, G1-S faz geçişi için gerekli 

genlerin transkripsiyonunu baskılamak için E2F proteinleri ile birlikte hareket ederek 

bir tümör baskılayıcı görevi görür. RB, CDK-CCND1 kompleksleri (CDK4 veya 

CDK6 ve CCND1 arasındaki kompleksler) tarafından hiperfosforilasyon ile inhibe 

edilir ve buna karşılık CDK-CCND1 komplekslerinin oluşumu, CDNK2A395'in p16 

izoformu tarafından inhibe edilebilir [Ohtani et al., 2004]. CDKN2A/RB yolağının 

neredeyse tüm bileşenlerinin akciğer kanserinde mutasyonlar (CDK4 ve CDKN2A), 

delesyonlar (RB1 ve CDKN2A), amplifikasyonlar (CDK4 ve CCDN1), metilasyon ile 

susturma (CDKN2A ve RB1) ve fosforilasyon (RB) yoluyla değiştiği gösterilmiştir 

[Reissmann et al., 1993;Kotake et al., 2007]. 

Akciğer kanserinde, p53 inaktive edici mutasyonlar, sıklıkla 17p13'ün hemizigot 

delesyonu ve kalan alelde mutasyonel inaktivasyon olarak kendini gösteren en yaygın 

değişikliklerdir [Takahashi et al., 1989;Greenblatt et al., 1994]. TP53'teki bazı nokta 

mutasyonları, akciğer kanserinin saldırganlığının artmasına yol açan bir fonksiyon 

sağlar [van Oijen & Slootweg, 2000]. İnsan kanserlerinde p53’ü inaktive eden 

mutasyonların prevalansı nedeniyle normal p53 işlevini yeniden kazanıp eski haline 

getirmek için terapötik stratejilere odaklanılmıştır. Bunlar, gen tedavisi kullanılarak 

vahşi tip p53'ün yeniden kazanımını, mutant p53'ün küçük moleküllü ajanlar ve 

peptidlerle farmakolojik olarak kurtarılmasını, MDM2 ekspresyonunun bloke 

edilmesini, MDM2 ubikuitin ligaz aktivitesinin inhibe edilmesini ve küçük molekül 

inhibitörleri ile p53-MDM2 etkileşiminin hedeflenmesini içermektedir. Tümör 

hücrelerinin bir alt popülasyonunda p53 ekspresyonunun in vivo restorasyonu, akciğer 

kanseri hastalarında p53 gen terapisi ile başarılmıştır [Ventura et al., 2007]. 
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Şekil 2. 11: Akciğer Kanserinde p53 sinyal yolağı. [Larsen & Minna, 2011]. 

 

2.6.5. Akciğer Kanserinde Yaygın Genetik Değişiklikler    

Diğer malignitelerde olduğu gibi akciğer kanserinde de tümör oluşumu, büyümeyi 

teşvik eden proteinlerin aktivasyonu (örn; KRAS, EGFR, BRAF, MEK-1, HER2, 

MET, ALK ve RET) ve tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu (örn; p53, PTEN, 

LKB-1) ile gerçekleşir [Larsen & Minna, 2011]. Hücre büyümesini teşvik eden 

onkogenlerin aktivasyonu, gen amplifikasyonu veya nokta mutasyonları, yapısal 

yeniden düzenlemelerin dahil olduğu diğer genetik değişikliklerle onkogenik 

yolaklarda kontrolsüz sinyalleşme sonucu olmaktadır. “Onkogen bağımlılığı” olarak 

adlandırılan hücrenin hayatta kalmasında anormal sinyallenmenin devam eden 

aktivasyonu olan bu durum onları hedefli tedaviler için ideal adaylar haline getirir ve 

buna yol açan mutasyonlara da sürücü (driver) mutasyon denmektedir. [Lynch et al., 

2004;Weinstein, 2002].  
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Akciğer kanserinde büyük bir genetik çeşitlilik vardır ve tüm tümörler arasında en 

fazla sayıda genetik anormallikleri barındırırlar [Larsen & Minna, 2011]. Akciğer 

kanserinin moleküler biyolojisinin anlaşılması tüm kanser genomlarında veya 

ekzomlarında somatik değişiklikleri tanımlamanın kapsamlı bir yolunu sağlayan yeni 

nesil dizileme teknolojileri ile başarılmaktadır [P. Liu et al., 2012]. KHDAK alt tipleri 

arasındaki ve KHDAK ile KHAK arasındaki yaygın moleküler farklılıklar ; onkojenik 

mutasyonlar, gen amplifikasyonu, artmış protein ekspresyonu, mutasyonları 

barındıran tümör baskılayıcı değişiklikler, heterozigotluğun silinmesi ve kaybı (LOH), 

protein ekspresyonu kaybı, tümör kaynaklı DNA metilasyonu, kromozomal 

anormallikler ve telomeraz aktivitesinin varlığıdır. Bu genetik değişiklikler, hücre 

büyümesi, farklılaşması, çoğalması, hayatta kalması, programlanmış hücre ölümü, 

invazyonu, metastazı vb. gibi hücre fonksiyonlarında yer alan çeşitli hücresel sinyal 

yolaklarında görev alan çeşitli onkogenleri (ONCG) ve tümör baskılayıcı genleri 

(TSG) içerir [Larsen & Minna, 2011].  KHDAK’nin major alt tipleri arasındaki ve 

KHDAK ile KHAK arasındaki yaygın moleküler farklılıklar Tablo 2.8’de 

özetlenmiştir. 

 

Tablo 2.8: Akciğer kanserinde bulunan yaygın genetik değişiklikler                         

[Larsen &   Minna, 2011]. 

Gen KHAK (%)a KHDAK (%)a 

  Tümü  AK SHK 

Onkogenik Değişimler 

Mutasyon  

BRAF Nadir 1-3 1-5 Nadir 

EGFR Nadir ~20 10-40 Nadir 

ErbB2  

(HER2) 

Nadir 2 4 Nadir 

KRAS Nadir 10-30 15-35 <5 

MET 13 21 14 12 

PIK3CA Nadir 1-5 <5 <5 

Amplifikasyon  

    EGFR Nadir 20-30 15 30 

ErbB2 

(HER2) 

5-30 2-23 6 2 

MDM2  6-24 14 22 
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      Tablo 2. 8: Akciğer kanserinde bulunan yaygın genetik değişiklikler (devamı). 

MET  7-21 20 21 

MYC 18-30 8-22   

NKX2-1 

(TITF1) 

Nadir 12-30 10-15 3-15 

PIK3CA ~5 9-17 6 33-36 

Protein 

Ekspresyonunda 

Artış 

 

CRK  8-30 8-30  

BCL2 75-95 10-35   

CCND1 0 43 35-55 30-35 

CD44 Nadir  Yaygın 3 48 

c-KIT 46-91 Nadir   

EGFR Nadir 50-90 40-65 60-85 

ErbB2 

(HER2) 

<10 20-35 16-38 6-16 

MYC 10-45 <10   

PDGFRA 65 2-100 100 89 

Tümör baskılayıcı değişiklikler 

Mutasyon  

CDKN2A  

(p16) 

<1 10-40   

LKB1 Nadir 30-40 30-60 5-30 

p53 75-90 50-60 50-70 60-70 

PTEN 15-20 <10   

Rb 80-100 20-40   

Delesyon/LOHb  

CDKN2A 

(p16) 

37 75-80   

FHIT 100 55-75   

p53  86-93 74-86   

Rb 93 62   

  Protein 

Ekspresyonu Kaybı 

 

CAV1 95 24   

CDKN2A 

(p14ARF) 

65 40-50   
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      Tablo 2. 8: Akciğer kanserinde bulunan yaygın genetik değişiklikler (devamı). 

CDKN2A 

(p16) 

3-37 30-79 ~55 60-75 

FHIT 80-95 40-70   

PTEN  25-74 77 70 

Rb 90 15-60 23-57 6-14 

TUSC2 

(FUS1) 

 

100 82 79 87 

Tümör Kaynaklı 

DNA Metilasyonu 

 

APC 15-26 24-96   

CAV1 93 9   

CDH1 60 40 20-35   

CDH13 15-20 45   

CDKN2A 

(p14ARF) 

ndb 6-8   

CDKN2A 

(p16) 

5, 0 15-41 21-36 24-33 

DAPK1 nd 16-45   

FHIT 64 37   

GSTP1 16 7-15   

MGMT 16 10-30   

PTEN  26 24 30 

RARβ 45-70 40-43   

RASSF1A 72-85 15-45 31 43 

SEMA3B nd 41-50 46 47 

TIMP3 nd 19-26   

Telomerler 

Telomeraz 

Aktivitesi 

75-100 50-80 65-85 80-90 

Kromozomal Anormallikler 

EML4-ALK 

füzyonu 

 2-13   
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      Tablo 2.8: Akciğer kanserinde bulunan yaygın genetik değişiklikler (devamı). 

Büyük ölçekli kayıp 1p, 3p, 4p, 4q, 

5q, 8p, 10q, 13q, 

17p 

3p, 5q, 8p, 

9p, 13q, 

17p,  

18q, 19p,  

19q, 21q, 

22q 

2q, 3p, 4q, 8p,  

9p, 9q, 10p,  

10q, 13q, 15q,  

18, 20 

3p, 4q, 9p, 10p, 

10q, 18, 20 

Fokal delesyonlar  2q22.1, 3p14.2, 3q25.1, 5q11.2, 7q11.22, 7q34, 9p23, 

9p21.3, 10q23.31, 11q11, 13q12.11, 13q14.2, 13q32.2, 

18q23, 21p11.2 

Büyük ölçekli artma 3q, 5p, 8q, 18q 1q, 3q, 5p, 

6p, 7p, 7q, 

8q, 20p, 20q 

5p, 7p, 7q, 8q, 11q, 

19, 20q 

2q, 3q, 5p, 7, 

8q, 11q, 13q, 

19, 20q 

Fokal 

Amplifikasyonlar 

 1p36.32, 1p34.3, 1q32.2, 1q21.2, 2p24.3,  

2q11.2, 2q31.1, 3q26.31, 5p15.33, 5p15.31, 5p14.3, 

5q31.3, 6p21.1, 7p11.2, 8p12, 8q21.13, 8q24.21, 

10q24.1, 10q26.3, 11q13.3, 12p12.1, 12q13.2, 12q14.1, 

12q15, 14q13.3, 14q32.13, 16q22.2, 17q12, 18q12.1, 

19q12, 19q13.33, 20q13.32, 22q11.21 

and, belirlenmemiş 

bLOH, heterozigotluk kaybı 

AK: Adenokarsinoma 

SHK: Skuamöz hücreli karsinoma 

 

Onkojen aktivasyonu, muhtemelen tüm akciğer kanserlerinde meydana gelir (tipik 

olarak gen amplifikasyonu, aşırı ekspresyon, nokta mutasyonu veya DNA yeniden 

düzenlemeleri) ve hücre büyümesini indükleyen mitojenik büyüme sinyallerinin 

sürekli yukarı regülasyonu ve ayrıca hücrenin hayatta kalmak için bu anormal 

onkojenik sinyallemeye bağımlı hale geldiği "onkogen bağımlılığı" ile sonuçlanabilir. 

Akciğer kanserinde yaygın olarak aktive olan onkogenler arasında EGFR, ERBB2, 

MYC, KRAS, MET, CCND1, CDK4, MET, EML4-ALK füzyonu ve BCL2 bulunur. 

Bu "sürücü" onkogenler veya onkojen "bağımlılıklar", akciğer kanseri hücrelerinde 

kazanılmış koşullu (onkogen üzerinde) güvenlik açıklarını temsil eder ve normal 

hücreleri değil, tümörü öldürme özgüllüğü sunarak önemli terapötik hedefler olarak 

sunulur [Larsen & Minna, 2011]. 
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2.6.6. Akciğer Kanserinin RNA Aracılı Regülasyonu  

Canlı organizmaların ve virüslerin çoğunda bulunan RNA, DNA’dan transkripsiyon 

sonucu oluşan bir moleküldür. Ayrıca, bazı RNA molekülleri gen ekspresyonunun 

düzenlenmesinde görev alarak insan hastalıklarında terapötik ajanlar olarak hizmet 

etme potansiyeline sahiptir [D. Wang & Farhana, 2023]. Son yıllarda yapılan 

moleküler ve genetik bazlı çalışmalar, RNA modifikasyonlarının ve işlenmesinden 

sorumlu enzimlerin, farklı kanser türlerinde önemli roller oynadığını göstermektedir. 

Bu yaklaşım, RNA modifikasyonlarının kanser metabolizması üzerindeki etkisini 

anlamak için iyi bir potansiyele sahiptir [Barbieri & Kouzarides, 2020]. 

Yapılan çalışmalara göre, insan genomunun 21,306’sı protein kodlayan ve 21,856’sı 

protein kodlamayan toplamda 43,162 gen ve 323,824 transkript içerdiği bilinmektedir 

[Pertea et al., 2018]. Bununla birlikte, genomik ve transkriptomik teknolojilerin 

gelişimi ile insan genomunun yaklaşık % 87’sinin aktif olarak transkribe edildiğini ve 

bu transkriptlerin %70’inin kodlamayan RNA’ya (ncRNA) karşılık geldiğini 

çalışmalar ortaya koymuştur. Böylece kodlama yapmayan ncRNA’ların gelişim ve 

hastalıkta önemli rolleri olduğu anlaşılmıştır [Peinado et al., 2018]. 

2.6.6.1. Kodlama Yapmayan RNA’lar (ncRNA)  

Farklı genomik bölgelerden ökaryotik transkripsiyon ve RNA işlenmesi sonucu çeşitli 

kodlama yapmayan RNA (ncRNA) türleri üretilir. Protein kodlayan gen bölgeleri, 

güçlendirici (enhancer) bölgeler veya transpozon elemanları gibi DNA'ların çeşitli 

parçası ncRNA'lara kopyalanabilir. Düzenleyici rolleri göz önüne alındığında, ncRNA 

iki kategoriye ayrılabilir (Tablo 2.9) [P. Zhang, 2019]. Housekeeping ncRNA'ları, 

hücrelerde bol miktarda ve her yerde eksprese edilir, genel hücresel fonksiyonları 

düzenler. Regülatör ncRNA'lar genellikle düzenleyici RNA molekülleri olarak kabul 

edilirken, epigenetik, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrası seviyelerde gen 

ekspresyonunun düzenleyicileri olarak işlev görürler [Cech & Steitz, 2014; 

Peschansky & Wahlestedt, 2014; Ponjavic et al., 2007]. 
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Tablo 2. 9: ncRNA'ların sınıflandırılması [P. Zhang, 2019]. 

TÜR KISALTMA TAM AD BOYUT 

 

HOUSEKEEPİNG 

ncRNA’LAR 

rRNA ribosomal RNA 120–4,500 nt 

 tRNA tansfer RNA 76–90 nt 

 snRNA small nuclear RNA 100–300 nt 

 snoRNA small nucleolar RNA 60–400 

 TERC telomerase RNA / 

 tRF tRNA-Derived 

Fragments 

16–28 nt 

 tiRNA tRNA halves 29–50 nt 

REGÜLATÖR 

ncRNA’LAR 

miRNA microRNA 21–23 nt 

 siRNA small interfering RNA 20–25 nt 

 piRNA piwi-interacting RNA 26–32 nt 

 eRNA enhancer RNA 50–2,000 nt 

 lncRNA long non-coding 

RNAs 

>200 nt 

 circRNA circular RNA 100–10,000 

nt 

 Y RNA Y RNA / 

 

RNA boyutlarına bağlı olarak regülatör ncRNA'lar, 200 nt'den az transkript içeren 

küçük kodlayıcı olmayan RNA'lar (sncRNA'lar) ve 200 nt'den büyük lncRNA'lar 

olarak sınıflandırılabilir. Küçük ncRNA'ların ana sınıfları, mikroRNA (miRNA), 

small interfering RNA'lar (siRNA'lar), piwi etkileşimli RNA'lardır (piRNA'lar). 

Bununla birlikte, değişken uzunluktaki bazı ncRNA'lar aynı anda iki sınıflandırmaya 

ait olabilir, bunlar; promotörle ilişkili transkriptler (PAT'ler), güçlendirici RNA'lar 

(eRNA'lar) ve dairesel RNA'lar (circRNA'lar)’dır [P. Zhang, 2019]. Kodlama 

yapmayan RNA’ları kısaca özetlemek gerekirse; 

mikroRNA(miRNA) 

miRNA'lar, transkripsiyon ile oluşan saç tokası halka yapılarından üretilen küçük 
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ncRNA'ların en bol sınıfıdır [Lagos-Quintana et al., 2001;R. C. Lee et al., 

1993;Reinhart et al., 2000]. Farklı mekanizmalar yoluyla hem sitoplazmada hem de 

çekirdekte gen ekspresyonunu düzenlerler ve transkripsiyon sonrası seviyede gen 

susturulmasına aracılık ederler [Lagos-Quintana et al., 2001]. Çeşitli RNA türleri 

arasındaki karmaşık etkileşimde kilit oyuncular olarak, miRNA'lar son yıllarda önemli 

bir araştırma alanı olarak kabul ediliyor. En son miRBase sürümü (v22) 48 yeni tür 

eklenerek içerisinde hayvanlar, bitkiler, tek hücreli algler ve virüsler dahil 271 

organizmadan 38.589 saç tokası öncüsü (hairpin precursors) ve 48.860 olgun miRNA 

içermektedir [Kozomara et al., 2019]. 

Küçük Enterferans RNA (siRNA)  

siRNA'lar, çift sarmallı RNA moleküllerinin bir sınıfı olup RNA enterferansı (RNAi) 

yolağında temel rol oynar. Kökenlerine göre siRNA'lar iki alt kategoriye ayrılabilir; 

eksojen siRNA (ekzo-siRNA), yapay ekleme veya virüs enfeksiyonlarından 

kaynaklanan eksojen nükleik asit ürünlerinden oluşurken, endojen genomik lokustan 

kaynaklanan endojen siRNA'lar (endo-siRNA) çoğunlukla transpozon 

elementlerinden (TE'ler) kopyalanmaktadır [Hamilton & Baulcombe, 

1999;Waterhouse et al., 1998]. 

Piwi Etkileşimli RNA (piRNA) 

Adını PIWI proteinlerinden alan piRNA'lar, hayvana özgü küçük ncRNA'ların bir 

sınıfıdır. Olgun piRNA'lar iki ana yoldan türetilir, öncüller piRNA kümelerinden 

kopyalanır ve birincil yolakta PIWI proteinleri tarafından bölünür ve ardından 

ikincisinde "ping-pong" döngüsü yoluyla modifiye edilir [Aravin et al., 2007;J. K. Kim 

et al., 2005]. 

Uzun Kodlama Yapmayan RNA (lncRNA) 

LncRNA'lar, 200 nt'den uzun ve protein kodlama yeteneği olmayan transkriptler 

olarak tanımlanır. Protein kodlayan genlerle ilgili olarak konumlarına göre, lncRNA 

beş alt kategoriye ayrılabilir [Ma et al., 2013]. Uzun intergenik ncRNA'lar 

(lincRNA'lar), intergenik bölgelerdeki her iki iplikten kopyalanır. Uzun intronik 

ncRNA'lar tamamen protein kodlayan genlerin intronlarından kopyalanır. Sense 

lncRNA'lar, sens iplikçikten kopyalanır ve protein kodlayan genlerin ekzonlarını 

içerir. Sens lncRNA'ların aksine, antisens lncRNA'lar, eksonik veya intronik 
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bölgelerle örtüşen veya bir intron kapsayan protein kodlama dizisinden antisens 

sarmaldan kopyalanır, çift yönlü lncRNA'lar ise karşı zincirde bir kodlama 

transkriptinin yakınında lokalize yerden kopyalanır [Bhan & Mandal, 2014]. 

Arttırıcı (Enhancer) RNA (eRNA) 

eRNA'lar, transkripsiyonel arttırıcılardan kopyalanan bir ncRNA grubu olarak ortaya 

çıkmaktadır. Benzer uzunluk ve protein kodlama potansiyelinin yanı sıra eRNA'lar, 

çift yönlü transkripsiyon yoluyla hem sens hem de antisens transkriptlere sahip olmak 

gibi bazı transkripsiyonel özellikleri lncRNA'larla paylaşır [Moghe et al., 2013;T.-K. 

Kim et al., 2010;Lafontaine, 2015].  

Sirküler RNA (circRNA) 

CircRNA'lar, kovalent olarak kapalı döngü yapıları oluşturan benzersiz bir endojen 

ncRNA sınıfıdır. Onlarca yıldır keşfedilmiş olmasına rağmen, gelişmiş derin dizileme 

teknolojileri ve biyoinformatik analiz, circRNA'nın son zamanlarda daha fazla ilgi 

görmesini sağladı [Salzman et al., 2012]. 

2.6.6.2. Kodlama Yapmayan mikroRNA (miRNA)’nın Akciğer 

Kanserinde Önemi 

ncRNA’lar birçok nedenle kanser biyobelirteçleri olarak çekici özellikler sunarlar. 

Bazı lncRNA’lar, tümör oluşum sürecinde yüksek özgüllüğe ve duyarlılığa sahipken 

bazı lncRNA’lar göreceli stabilite ile vücut sıvılarında örneklenebilir. Bazıları da 

hayatta kalma süresi, metastaz riski ve nüksün belirleyicileri olarak davrandıkları için 

onkolojide tanısal ve/veya prognostik araçlar olarak faydalıdır [W. Lin et al., 

2020;Peinado et al., 2018]. Diğer yandan, ncRNA’ların çeşitli kanser türünde düzensiz 

ekspresyon göstermesi ve vücut sıvılarındaki stabiliteleri sebebiyle, teşhis veya 

prognozda kullanılabilecek kanser biyobelirteci olma potansiyellerinin olduğu 

çalışmalara dayalı olarak bilinmektedir [Slack & Chinnaiyan, 2019]. 

20. yüzyılın son 10 yılında tanımlanan miRNA yaklaşık 19-25 ribonükleotid içeren ve 

kodlama yapmayan özgül bir RNA molekülü olup RNA seviyesinde ekspresyona 

müdahale ederek gen fonksiyonlarında düzenleyici rol almaktadır [Si et al., 

2019;Florczuk et al., 2017]. miRNA’lar, hücre döngüsü, farklılaşma, proliferasyon, 

apoptoz, stres toleransı, enerji metabolizması ve bağışıklık tepkisi gibi çeşitli biyolojik 

süreçlerin düzenlenmesinde rol oynar [Si et al., 2019]. Kanser gelişiminde; miRNA 
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genlerinin amplifikasyonu veya silinmesi, miRNA’ların anormal düzeyde 

transkripsiyonel kontrolü, epigenetik değişiklikler ve miRNA biyogenez 

mekanizmasındaki kusurları etkili olmaktadır [Peng & Croce, 2016].  

MiRNA’lar, belirli koşullar altında onkojen veya tümör baskılayıcı olarak da işlev 

görmektedir [Si et al., 2019]. Sirkülayonda yer alan miRNA’lar, fiziksel veya patolojik 

koşullar altında biyolojik sıvılarda tanınabilen tipik bir miRNA alt grubudur ve 

karmaşık hastalıklar için biyobelirteç potansiyeline sahiptir [Florczuk et al., 2017]. Bu 

bilgiye dayanarak, hesaplamalı bir yaklaşımla akciğer kanseri hastaları ve kontrol 

numuneleri verisi kullanarak miRNA’ların ekspresyon profilleri analiz edilmiş ve 

dolaşımdaki beş miRNA için  (miR-92a, miR-140-5p, miR-331-3p, miR-223, miR 

374a) akciğer kanseri patogenezine katıldıkları doğrulanmıştır. Bu da akciğer 

kanserinde önemli prognostik güçlerini göstermektedir [Y. Zhang et al., 2020]. Tablo 

2.10’da günümüze kadar KHDAK oluşum ve gelişiminde rol oynayan birçok miRNA 

özetlenmiştir [Petrek & Ming, 2019]. Tümör baskılayıcı p53 ile sinerjistik etkisinden 

dolayı miRNA-34 ailesi tümör baskılayıcı olarak çeşitli insan kanserinde rapor 

edilmiştir. KHDAK hastalarında hem plazma hem de tümör dokularında yüksek miR-

34a ve miR-34c ekspresyonu, uzun süreli genel hayatta kalma ile ilişkilendirilmiştir. 

Ayrıca, yapılan çalışmalar miR-34a ve miR-34c’yi KHDAK’de potansiyel prognostik 

biyobelirteçler olarak göstermiş ve miR-34a’yı kanser tedavisi için aday olarak 

sunmuştur [L. Zhang et al., 2019]. Başka bir çalışma ise, akciğer kanseri olasılığını 

tespit etmek için 13 adet miRNA (miR-92a-3p, miR30b-5p, miR-191-5p, miR-484, 

miR-328-3p, miR-30c-5p, miR-374a-5p, let-7d-5p, miR-331-3p, miR-29a-3p, 

miR148a-3p, miR-223-3p, and miR-140-5p) ölçümü yapan bir setten oluşan serum 

bazlı bir test yapılmıştır ve sırasıyla % 74.9,% 77.8 ve% 74.8 tanısal doğruluk, 

duyarlılık ve özgüllük sergilemiştir [K. Wu et al., 2019]. Bir diğer çalışmada ise, 

KHDAK tanısı için iki balgam miRNA’sından (miRs-31-5p ve 210‐3p) ve bir plazma 

miRNA’dan (miR-21-5p) oluşan entegre bir biyobelirteç paneli optimize edilmiş ve 

üç miRNA’nın entegre kullanımı,% 85 duyarlılık ve % 91 özgüllükte sonuç vermesine 

rağmen akciğer kanserinin erken teşhisi için klinik uygulamaya henüz girememiştir[J. 

Liao et al., 2020]. Bir kohort çalışmasında 3046 kişinin kan örneklerinden genom 

çapında mikroRNA profilleri kullanılarak %91,4 doğruluk, %82,8 duyarlılık ve %93,5 

özgüllük ile akciğer kanseri olan hastalarla ilişkili 15-miRNA ve 14-miRNA profilleri 

tanımlanmıştır [Fehlmann et al., 2020]. Bütün bu çalışmalar göstermektedir ki, bazı 
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önemli miRNA’lar akciğer kanseri için gizli biyobelirteç olabilir ve miRNA'ların 

tanımlanan modellerinin minimal invaziv bir akciğer kanseri testinin, tamamlayıcı 

görüntülemenin, balgam sitolojisinin ve biyopsi testlerinin bir bileşeni olarak 

kullanılabileceğini düşündürmektedir [Fehlmann et al., 2020]. Ancak hem dokularda, 

hem de vücut sıvılarında stabil bir yapıları olan miRNA’ların biyobelirteç olarak erken 

tanı, tarama ve izleme testlerinde kullanılması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır 

[Castro et al., 2017;Y. Zhang et al., 2020]. 

 

Tablo 2. 10: KHDAK’de en yaygın olan miRNA’ların listesi ve biyolojik deneylerde 

karşılık gelen hedeflerinden bazıları[Petrek & Ming, 2019]. 

miRNA Ekspresyon 

değişikliği 

Doğrulanan Hedefler 

miR-124-3p Azalmış STAT-3, MYO10, SMAD4 

miR-126-3p Azalmış PIK3R2, VEGF-A, Crk 

miR-143-3p Azalmış KRAS, NRAS, BCL2, HK2, PKCε, 

Limk1, ATG2B 

miR-34a-5p Azalmış TGFβR2, Cyclin E1, PEBP4, Notch-1, 

Axl 

let-7c-5p Azalmış N/K-RAS, ABCC2, Bcl-XL, ITGB3, 

MAP4K3, HOXA1 

miR-101-3p Azalmış ZEB1, ROCK2, MALAT-1, EZH2 

miR-100-5p Azalmış FGFR3, PLK1 

miR-181a-5p Azalmış   BCL2, KRAS, VCAM-1, CDK1 

miR-145-5p Azalmış c-Myc, SMAD3, AEG/MTDH, OCT4, SOX2, 

Fascin1 

miR-486-5p Azalmış PIM-1, ARHGAP5, IGF1, IGFR, p85α, CDK4 

miR-451a-5p Azalmış PSMB8, RAB14 

miR-21-5p Artmış PTEN 

miR-210-3p Artmış E2F3, NDUFA4, SDHD 

miR-205-5p Artmış PTEN, PHLPP2, ITGα5 

miR-31-5p Artmış ABCB9, hMLH1 

miR-200b-5p Artmış FOXF2, IL-8, CXCL1, FSCN1 

miR-182-5p Artmış PDCD4, RGS17 

miR-183-5p Artmış FOXO1, VIL2 
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2.7. RNA Dizileme (Transkriptom) Teknolojisinin Kanser 

Çalışmalarındaki Yeri 

Watson ve Crick'in çift sarmal yapısını öne sürdükleri 1953 yılında, insanlar yaşamın 

özünün gen etkileşimlerinin bir sonucu olduğunu moleküler düzeyde fark edebildiler 

[WATSON & CRICK, 1953]. RNA dizilemesindeki sürekli gelişim sayesinde, 

transkriptom analizi daha yüksek verimlilik ve daha düşük maliyetle yeni bir çağa 

taşındı. RNA dizileme teknolojilerinin zaman çizelgesi, Şekil 2.12'de gösterilmektedir 

[Hong et al., 2020]. 

 

 

Şekil 2. 12: RNA dizileme teknolojilerinin zaman içerisindeki gelişim çizelgesi  

[Honet al., 2020]. 

 

Birinci nesil dizileme teknolojisi aynı zamanda Sanger dizileme olarak da adlandırılır. 

Zincir sonlandırma yöntemi 1977'de Sanger tarafından başlatıldı, ardından Maxam ve 

Gilbert tarafından geliştirilen kimyasal bozunma yöntemi geldi [Sanger, Nicklen, et 

al., 1977; Maxam & Gilbert, 1977]. Aynı yıl Sanger, sekanslanan ilk DNA genomu 

olan faj φX174'ün 5368 bç'lik genomunu belirledi [Sanger, Air, et al., 1977]. DNA 

mikroarray ilk tanıtıldığından bu yana birçok alanda önemli ilerlemelere yardımcı 

oldu. Fakat, mikroarrayler gen dizileri hakkında ön bilgi gerektirir ve yeni gen 

ekspresyonunu tanımlayamaz [Russo et al., 2003]. İlk yüksek verimli dizileme 

platformunun 2005'te ortaya çıkmasının ardından, bunu birden çok yeni nesil dizileme 

platformu takip etti. Farklı platformlar arasındaki doğruluk ve tekrarlanabilirlik birkaç 

faktöre bağlıydı, bunlar platformun mevcut özellikleri ve ilgili analiz pipelineları [S. 

Li et al., 2014]. 2016'dan sonra artık desteklenmeyen Pyrosequencing, 454 Life 

Sciences tarafından geliştirilmiş, “sentez yoluyla dizileme” yöntemi kullanılmıştır 

[Shendure & Ji, 2008]. İyon torrent dizileme platformu hassasiyet açısından piro 
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dizilemeden daha iyi performans gösteren "sentez yoluyla dizileme" yöntemine 

dayanmaktadır. SOLiD (Oligonükleotit Ligasyonu ve Tespiti ile Dizileme), her baz iki 

kez dizilendiğinden yüksek doğruluk sergiler, ancak okuma uzunluğu kısadır [Mardis, 

2008;Shendure & Ji, 2008;Mardis, 2013]. DNBS (DNA nanoball dizileme), eş zamanlı 

dizileme için geniş DNA nanotopları koleksiyonu kullanır. Bunun yanında, Illumina 

tabanlı dizileme teknolojisi, "tersine çevrilebilir sonlandırıcı dizileme" yöntemini 

temsil eder. Yeni nesil dizileme (NGS) olarak bilinen bu teknoloji yüksek hacimli 

dizileme, hızlı, düşük dizileme maliyeti ve yüksek doğruluk avantajına sahiptir. 

Mikroarray ile karşılaştırıldığında, bu teknoloji bilinmeyen gen ifade dizilerini tespit 

edebilir ancak zaman alıcıdır [Marioni et al., 2008]. NGS'ye ek olarak, tek tek RNA 

moleküllerinin uzun okumalı dizilimine izin veren üçüncü nesil dizileme vardır 

[Schadt et al., 2010]. Tek moleküllü RNA dizileme, klonal amplifikasyon veya 

transkript eklemeleri olmadan tam uzunlukta cDNA transkriptlerinin üretilmesini 

sağlar. Bu nedenle, üçüncü nesil dizileme, PCR amplifikasyonu ve haritalama 

tarafından üretilen eksikliklerden muaftır. Splice “birleşme” bölgelerinin yanlış pozitif 

oranını büyük ölçüde azaltabilir ve transkript izoformlarının çeşitliliğini yakalayabilir 

[Schadt et al., 2010]. Tek moleküllü dizileme platformları, Pacific Biosciences 

(PacBio) tek moleküllü gerçek zamanlı (SMRT) dizileme [Eid et al., 2009],  Helicos 

tek moleküllü floresan dizileme [Hart et al., 2010] ve Oxford Nanopore Technologies 

(ONT) nano gözenek dizileme [Bayley, 2015] platformlarını içermektedir (Şekil 2.11). 

Ayrıca, RNA-seq son zamanlarda toplu dizilemeden tek hücreli dizilemeye doğru 

gelişti. Tek hücreli RNA dizilimi, transkriptomu tek hücreli çözünürlükte profillemek 

için ilk olarak 2009'da yayınlandı [F. Tang et al., 2009]. Drop-Seq ve InDrop ilk olarak 

2015 yılında fare retina hücresi ve embriyonik kök hücre transkriptomlarını analiz 

ederek yeni hücre tiplerini tanımlayarak rapor edildi. Sci-RNA-seq, tek hücreli 

kombinatoryal indeksleme RNA dizilimi, 2017'de geliştirildi ve SPLiT-seq (bölünmüş 

havuz ligasyonuna dayalı transkriptom dizilimi) ilk olarak 2018'de bildirildi. Her iki 

yaklaşım da, RNA'ların hücresel kökenlerini gösteren barkodlarla etiketlendiği bir 

kombinatoryal indeksleme stratejisi kullanır [Cao et al., 2017;Rosenberg et al., 2018]. 

Tek hücreli veriler, tek hücreli transkriptomikleri mümkün kılsa da, tek hücre 

izolasyonu sırasında spasyal (uzamsal) bilgileri kaybedebilir. Bu sorunu çözmek için 

uzamsal transkriptomik ortaya çıktı. Uzamsal transkriptomikler, doku bölümlerinin 

RNA dizilişindeki RNA dağılımlarını görselleştirmek için benzersiz konumsal 
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barkodlar kullanmaktadır ve ilk olarak 2016 yılında yayınlandı [Ståhl et al., 2016]. 

2019'da bildirilen Slide-seq, belirli konum bilgileriyle DNA barkod boncukları 

kullanır [Rodriques et al., 2019]. Geo-seq, 2017'de tanıtıldı ve tek tek hücreleri izole 

edebilen lazer yakalama mikrodiseksiyon (LCM) ile scRNA-seq'i entegre etti [J. Chen 

et al., 2017]. Yerinde dizileme, morfolojik olarak korunmuş dokularda veya hücrelerde 

RNA fragmanlarının RNA ekstraksiyonu olmadan hedeflenen dizilişini ifade eder ve 

bu platforma padlock probları ile in situ cDNA sentezi veya floresan in situ RNA 

dizilemede (FISSEQ) stabil çapraz bağlı cDNA amplikonları ve yuvarlanan daire 

amplifikasyonu (RCA) ile in situ amplifikasyonları da dahil edilmektedir [Ke et al., 

2013;J. H. Lee et al., 2014]. Ayrıca, belirli uygulamalar için RNA-seq tabanlı çeşitli 

yeni teknolojiler geliştirilmiştir. Örneğin, bir tür hedeflenmiş RNA dizilimi olan 

CaptureSeq, biyotinlenmiş oligonükleotit probları kullanır ve gen füzyonunu 

tanımlamak için belirli transkriptlerin zenginleştirilmesiyle sonuçlanır[Mercer et al., 

2011;Heyer et al., 2019].  

 

Tablo 2. 11: Dizileme platformları[Hong et al., 2020]. 

Platform  Şirket  Okuma 

Uzunluğu 

(baz çifti) 

Cihazın 

Dizileme 

Süresi 

Okuma 

Hacmi 

Şablon 

Hazırlama 

Dizilemede 

Kullanılan 

Kimyasal 

Birinci Nesil Dizileme 

Sanger Life 

sciences 

800 bç 2 saat 1 read Bacterial 

cloning 

Dideoxynucleos

ides terminator 

Yeni Nesil Dizileme 

Roche 454 

pirodizileme 

454 Life 

sciences 

700 bç < 24 saat 0.7 Gb Emulsion 

PCR 

Sequencing by 

synthesis, 

pyrosequencing 

Illumina 

HiSeq 

Illumina 100 bç 3–10 gün 120–

1500 Gb 

Bridge 

PCR 

Reversible 

terminator 

sequencing 

 

 

 

 

 

 



 

42 

 

Tablo 2. 11: Dizileme platformları (devamı). 

Illumina 

MiSeq 

Illumina 100 bç 1–2 gün 0.3–

15 Gb 

Bridge 

PCR 

Reversible 

terminator 

sequencing 

SOLiD Applied 

biosystems 

instruments 

(ABI) 

50–75 bç 7–14 gün 30 Gb Emulsion 

PCR 

Sequencing by 

ligation 

DNA 

nanoball 

dizileme 

Complete 

genomics 

440–

500 bç 

9 gün 20–

60 Gb 

Rolling 

circle 

replication 

Hybridization 

and ligation 

Ion 

torrent 

454 Life 

sciences 

200–

500 bç 

4–5 saat 660 Mb; 

11 Mb 

Emulsion 

PCR 

Sequencing by 

synthesis 

Üçüncü Nesil Dizileme 

SMRT Pacific 

biosciences 

> 900 bç 1-2 saat 0.5–

1 Gb 

No need Sequencing by 

synthesis 

Helicos 

dizileme 

Helicos 

biosciences 

25–60 bç 8 gün 21–

35 Gb 

No need Sequencing by 

synthesis 

Nanopore 

dizileme 

Oxford 

nanopore 

technologies 

Up to 98 kç 48/72 saat Up to 

30 Gb 

No need Sequencing by 

synthesis 

 

RNA-seq, yüksek verimli sıralama teknolojisinin (yüksek paralel dizileme) 

popülaritesi nedeniyle genomik verileri yaygın olarak elde etmek için kullanılan 

önemli bir yöntemdir. RNA-seq, transkriptomik (gen ifade profilinin belirlenmesi) 

çalışmalarda kullanılarak hücrelerdeki veya dokulardaki gen ifadesi hakkında ayrıntılı 

bilgiler sağlar. Bu yöntem, geleneksel mikroarray tabanlı gen ifadesi analizine göre 

daha hassas, kapsamlı ve esnek bir yaklaşım sunar. RNA-seq, tıbbi araştırmalarda 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Özellikle hastalık mekanizmalarının anlaşılması, ilaç 

geliştirme süreçleri, biyomarker keşfi, gen ifadesi analizleri ve biyolojik süreçlerin 

anlaşılması gibi birçok alanda önemli bilgiler sağlamaktadır. 

2.7.1. MiRNA İfade Profillemesinde Yeni Nesil Dizileme 

Teknolojilerinin Rolü ve Geleceği 

miRNA'lar, gen ekspresyonunu düzenleyen küçük RNA molekülleridir ve biyolojik 

süreçlerde önemli rol oynarlar. Bu sebeple, MikroRNA (miRNA) ifade profillemesi, 
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gen düzenlemesini ve çeşitli biyolojik süreçlerdeki rolünü anlamak için oldukça 

önemlidir. MiRNA ifade profillerini belirlemek için çeşitli yöntemler 

kullanılmaktadır; bunlar arasında ters transkriptaz kalitatif PCR (RT-qPCR), 

mikroarray (hibridizasyon tabanlı tespit) ve yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri 

bulunmaktadır [Willenbrock et al., 2009]. 

2009 yılında Hanni Willenbrock ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, 

mikroarray ifade profilleme yöntemi ile NGS teknolojileri karşılaştırılmıştır. Sonuçlar, 

mikroarray'in yüksek hassasiyet sergilediğini ve NGS ile nicelik ve tekrarlanabilirlik 

açısından benzer performans gösterdiğini ortaya koymuştur. Ancak NGS'nin miRNA 

dizisi varyantlarını tespit etme gibi belirgin avantajları olduğu görülmüştür 

[Willenbrock et al., 2009]. Bunu takiben, Anna Git ve meslektaşları 2010 yılında 

mikroarray ve NGS'nin farklı miRNA ifade profillerini araştırmak için bir çalışma 

yapmışlardır. Ayrıca, gerçek zamanlı RT-PCR'nin miRNA ifade profilleme 

çalışmaları için bir kıstas olarak sorgulanmasına yönelik bir meydan okuma yapılmış 

ve bu yöntemlerin göreceli performans karşılaştırması ilk defa gerçekleştirilmiştir [Git 

et al., 2010]. 2014 yılında, Pieter Mestdagh ve ekibi, miRNA ifade profilleme için 12 

farklı ticari platformu değerlendirmişlerdir. Her yöntemin kendi avantajları ve 

dezavantajları olduğu ve yöntem seçiminin çalışmanın özel amaçlarına bağlı olduğu 

bulunmuştur [Mestdagh et al., 2014]. Son zamanlarda, üçüncü nesil dizileme 

yöntemleri umut veren bir gelecek vaat etmektedir. Bu yöntemler arasında tek molekül 

Gerçek Zamanlı (SMRT) dizileme, gerçek tek molekül dizileme (tSMS) ve Nanopore 

dizileme bulunmaktadır. SMRT dizileme, tek molekül floresan teknolojisi kullanır ve 

sıfır kipli dalga kılavuzu (ZMW) ile nükleotit eklemesini tespit eder, bu da dizileme 

yöntemleri arasında en uzun dizileme uzunluklarını sağlar ve genom montajı için 

uygundur. tSMS, Illumina sistemi gibi görünse de PCR amplifikasyon adımı olmadan 

çalışır ve diziyi belirlemek için floresanla işaretlenmiş tersine çevrilebilir 

terminasyonlu dNTP'ler ekler. Diğer yandan, Nanopore dizileme, DNA veya RNA 

molekülünü nanopor üzerinden geçirerek, her nükleotidin indüklediği gerilim 

değişikliklerini tespit ederek diziyi belirler [Eid et al., 2009;T. D. Harris et al., 

2008;Clarke et al., 2009].  

Sonuç olarak, miRNA ifade profillemesi farklı yöntemlerle elde edilebilirken, NGS 

teknolojileri özellikle yüksek hassasiyeti, mikroarray'e kıyasla benzer performansı ve 
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miRNA dizisi varyantlarını tespit etme avantajları nedeniyle tercih edilmektedir. 

Yöntem seçimi, özel araştırma amaçlarına dayanmalıdır ve SMRT, tSMS ve Nanopore 

gibi üçüncü nesil dizileme yöntemleri gibi NGS platformları, genomik çalışmaların 

ilerlemesi için umut vaat etmektedir [Hu et al., 2017]. 

Böylece yeni nesil dizileme tabanlı miRNA çalışmaları; miRNA sekanslaması, 

miRNA ekspresyon profil analizleri, miRNA hedeflerinin belirlenmesi ve miRNA ile 

ilgili regülasyon mekanizmalarının araştırılması gibi alanlarda önemli katkılar 

sağlayarak, miRNA biyolojisinin daha iyi anlaşılmasına ve potansiyel terapötik 

hedeflerin keşfedilmesine yönelik bilim ve tıp alanlarında önemli ilerlemelere yol 

açabilir. Ancak, bu alandaki çalışmaların hala devam ettiğini ve ilerleyen zamanlarda 

daha da gelişeceğini unutmamak son derece önemlidir. 

2.8. KHDAK Odaklı Biyobelirteç Çalışmaları 

Transkriptomik çalışmalar, hastalıkların moleküler düzeyde anlaşılması ve tanısında 

önemli bilgiler sağlayan güçlü bir araçtır. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri 

(KHDAK), akciğer kanserinin en yaygın tipidir ve genellikle kanserin yüzde 80-85'ini 

oluşturur [Santarpia et al., 2015]. KHDAK'de gen ifadesinin analizi, hastalığın tanı ve 

tedavi stratejilerinin geliştirilmesine yönelik önemli bir adımdır.  

Moleküler biyobelirteçler, akciğer kanseri yönetiminde önemli rol oynar. Özellikle 

Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) için prognoz ve tedavi yanıtının tahmin 

edilmesinde değerli araçlardır. Bu nedenle, akciğer tümörlerinin klinik yönetiminde 

kullanılan biyobelirteçleri, teşhis sürecinden prognoza kadar ele almak önemlidir.  

Klinik uygulamada akciğer kanseri histolojisinin teşhisi ve sınıflandırılmasında temel 

yöntem olan immunohistokimya (IHC) ile KHDAK alt tiplerini belirlemek için en iyi 

biyobelirteçler adenokarsinom için TTF-1 (Tiroid Transkripsiyon Faktörü 1), Napsin 

A iken ve skuamöz hücreli karsinom için p40 ‘dır [Califf, 2018; Osmani et al., 2018]. 

Klinik ortamlarda daha kolay elde edilen kan/serum örnekleri, biyopsi veya 

rezeksiyonla alınan tümör örneklerine göre daha kullanışlıdır. CYFRA 21-1, CEA, 

SCCA ve CA125, akciğer kanserinin tespiti için yaygın olarak kullanılan ve iyi bilinen 

kan/serum biyobelirteçleridir. Ayrıca, yeni biyobelirteçlerin eklenmesiyle, özellikle 

panel şeklinde kullanıldığında, duyarlılık ve özgüllüğün arttığı bildirilmiştir [Rastel et 
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al., 1994;Okamura et al., 2013;F. Chen et al., 2015; Doseeva et al., 2015;Fang et al., 

2018;Patz et al., 2007;Jiang et al., 2018;Zang et al., 2019;Yang et al., 2019;Chapman 

et al., 2008]. Öngörücü biyobelirteçlerin tespiti, tedavi seçiminde büyük öneme 

sahiptir. EGFR mutasyonları, ALK ve ROS1 değişimleri, RET, MET, Her2, KRAS ve 

BRAF gibi genlerin test edilmesi rutin olarak önerilmektedir. Ayrıca, PD-L1 

immünhistokimyası da immünoterapiye yanıtı öngörmek için kullanılan bir 

biyobelirteçtir[Pennell et al., 2019;Garrido et al., 2020;Lindeman et al., 2018;Y.-L. 

Wu et al., 2019;Popper et al., 2020]. 

Prognostik biyobelirteçler için ise mevcut literatür şu şekildedir; TP53 geni, p53 tümör 

baskılayıcı proteinini kodlar ve p53 mutasyonları, akciğer kanseri türlerinde kötü 

prognoz ve tedavi direnci ile ilişkilidir. VEGF aşırı ifadesi, akciğer kanserinde tümör 

nüksü ve metastazı ile ilişkilidir ve kötü prognoz göstergesi olarak kabul edilir. 

TUBB3 yüksek ifadesi, akciğer kanserinde kötü prognoz ve anti-tübülin bazlı 

kemoterapiye düşük yanıtla ilişkilidir. Ki-67 yüksek ifadesi, akciğer kanseri dahil 

birçok kanser türünde kötü prognoz ile bağlantılıdır. ERCC1 düşük ifadesi, akciğer 

kanserinde kötü sağkalım ile ilişkilidir ve özellikle skuamöz karsinomlarda daha 

yaygındır. TGF-β aşırı ifadesi, akciğer kanserinde kötü prognoz göstergesi olarak 

düşünülmektedir, ancak daha fazla çalışma gereklidir. LAG-3 yüksek ifadesi, bazı 

durumlarda kötü sağkalım ile ilişkilendirilebilir ve potansiyel bir prognostik belirteç 

olarak daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır. KIAA1522 yüksek ifadesi, akciğer 

kanserinde kötü sağkalımla ilişkilidir ve platin bazlı kemoterapiyle tedavi edilenlerde 

daha kötü sonuçlar gözlemlenir. NLR ve PLR düzeyleri, sistemik inflamasyon 

yanıtının akciğer kanseri için prognostik belirteçleri olarak kullanılabilir ve tedaviye 

yanıtı etkileyebilir [Šutić et al., 2021].  

MikroRNA'lar (miRNA'lar), akciğer kanseri gibi çeşitli hastalıklar için invaziv 

olmayan teşhis biyobelirteçleri olarak potansiyele sahip küçük kodlayıcı olmayan 

RNA'lardır. MiR-33a-5p ve miR-128-3p gibi belirli miRNA'lar, akciğer kanseri 

dokusunda normal dokuyla karşılaştırıldığında değiştirilmiş ifade düzeylerine sahiptir 

ve teşhis işaretçileri olarak kullanılabilir. Ayrıca, miR-205 ve miR-375, sırasıyla 

skuamöz hücreli karsinom ve adenokarsinom için özgüdür. MiR-324-3p ve miR-1285 

gibi bazı miRNA'lar, erken evre KHDAK'nin dolaşan teşhis biyobelirteçleri olarak 

umut vaat etmektedir. Birden fazla miRNA'yı panellerde birleştirmek, teşhis 
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doğruluğunu önemli ölçüde artırabilir, ancak bunların klinik uygulamaya çevrilmesi 

için daha fazla doğrulama ve standartlaştırma gereklidir [Šutić et al., 2021].  

Transkriptomik çalışmalarda elde edilen bu tür biyobelirteçler, hastalığın tanısı, 

prognozu ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde önemli bilgiler sağlar. Ancak, her 

hasta ve hastalık durumu benzersizdir, bu nedenle belirli biyobelirteçlerin kullanımı 

her zaman bireyselleştirilmiş tıbbi yaklaşımlar ve klinik değerlendirmelerle 

birleştirilmelidir. 

2.8.1. KHDAK Hastalığında Tanı, Prognoz ve Tedavi Potansiyeli 

Taşıyan MikroRNA Biyobelirteçleri         

Çeşitli kodlama yapmayan RNA tipleri arasında, mikroRNA'lar 21-23 nükleotitten 

oluşan kısa non-kodlayan RNA sınıfını oluşturur ve genlerin yaklaşık %30'unun post-

transkripsiyonel seviyede ifadesini baskılarlar. Hedef mRNA'nın 3' untranslated 

region (3'-UTR) bölgelerine kendi seed dizileri ile bağlanarak mRNA'yı düzenlerler 

ve bunun sonucunda mRNA'nın translasyon inhibisyonu ve/veya destabilizasyonu 

yoluyla baskılanmasına neden olurlar. Bu sayede, miRNA'lar hücresel enflamasyon, 

hücre döngüsü düzenlemesi, stres cevabı, hücre farklılaşması, apoptoz, metastaz, 

migrasyon ve hematopoez üzerinde etki yaparlar. Şu anda, 2656'dan fazla olgun 

miRNA tanımlanmış olup, bunlardan birçoğu hastalıklarda düzensizleşmiş veya 

mutasyona uğramıştır [Pal et al., 2021]. Karsinojenez, malign dönüşüm ve metastazla 

ilişkili miRNA'lar, onkomir olarak adlandırılır ve birçok insan kanseri türünde önemli 

gelişim düzenleyicileri olarak tanımlanmıştır ve kapsamlı bir şekilde araştırılmışlardır 

[Szczyrek et al., 2022]. Mevcut veriler, miRNA'ların hem tümör baskılayıcıları hem 

de onkomirler olarak önemli bir rol oynadığını göstermektedir ve bunlar tanısal 

belirteçler olarak kullanılabilmektedir. Vücut sıvılarında çeşitli miRNA'ların tespiti, 

KHDAK  hastalarında invaziv olmayan bir tanısal, öngörüsel ve prognostik araç olarak 

hizmet edebilir [Xiance Jin et al., 2017;Gilad et al., 2008;Huang et al., 2021;Tie et al., 

2009]. 

KHDAK hastalarında kullanılan miRNA biyobelirteçleri, hastalığın tanısı, prognozu 

ve tedavisine yönelik olarak araştırılmaktadır. Bu miRNA'lar, kanserle ilişkili gen 

ifadesi değişikliklerini yansıtan ve hastalığın tanı ve takibinde potansiyel olarak 

faydalı olabilecek moleküllerdir. İşte KHDAK hastalarında çalışılan bazı miRNA 



 

47 

 

biyobelirteçleri: MiR-20, diğer akciğer hastalıkları olan hastalara kıyasla KHDAK 

hastalarında yükselmiş olarak bulunmuştur. TGF-beta ve VEGF ifadeleri ile 

ilişkilendirilmiştir. Kanser ilerlemesindeki rolü hakkındaki veriler kısmen çelişkilidir 

ve farklı araştırma yöntemlerinin ve materyal seçim kriterlerinin sonucu olabilir 

[Chaniad et al., 2020]. MiR-21, akciğer kanseri de dahil olmak üzere çeşitli kanser 

tiplerinde bulunmuş ve onkomir olarak işlev görmüştür. Tümör hücrelerinin artmış 

proliferasyonu, invazyonu, metastazı ve azalmış apoptozu ile ilişkilendirilmiştir. MiR-

21 ifadesi, sağlıklı kontrol grubuna kıyasla KHDAK hastalarının plazma ve 

dokularında artmış olarak bulunmuştur. MiR-21'in yüksek ifadesi kötü prognozla 

ilişkilendirilmiştir. Ayrıca, adenokarsinom histolojisinde, skuamöz hücreli 

karsinomdan daha fazla ifade edilmiştir [Landi et al., 2010]. MiR-25, KHDAK 

hastalarından elde edilen doku ve plazma örneklerinde artmıştır, özellikle ileri evre 

tümörlerde yüksek ifade gösterir; ayrıca, KHDAK'nin radyosensitivitesi ile 

ilişkilendirilmiş ve sisplatin dirençli KHDAK'de aşırı ifade edilmiştir[He et al., 2015 

;T. Wu et al., 2019;J Li et al., 2019;B. Sun et al., 2021]. MiR-26a, hem AK hem de 

SHK doku örneklerinde artmış ifadeye sahiptir ve özellikle evre I ve evre II 

vakalarında histolojik örnekler arasında büyük farklılık gösterirken, ileri evre 

örneklerinde anlamlı bir fark gözlenmemiştir [Landi et al., 2010]. Yüksek miR-31 

ifadesi aynı zamanda kötü KHDAK prognozu ile ilişkilendirilmiştir. MiR-31-5p'nin, 

KHDAK'de sisplatinle indüklenen apoptozu inhibe ettiği ve olası olarak tümör hücre 

invazyonunu teşvik edebileceği bulunmuştur [F. Song et al., 2020]. MiR-141'ün aşırı 

ifadesinin rolü kaynaklara bağlı olarak değişti; bazıları onu pro-angiyojenik bir faktör 

olarak gördü, bazıları ise anti-angiyojenik özelliklere sahip olduğunu belirtti [Tirpe et 

al., 2020]. MiR-155, bağışıklık sistemi aktivasyonunda önemli bir rol oynar ve tümöre 

bağlı bağışıklık hücrelerini inhibe ederek tümörün kaçmasını ve büyümesini teşvik 

edebilir. CD8 T-hücrelerinde apoptozu indüklediği ve fonksiyonlarını engellediği 

gösterilmiştir.  [Han et al., 2020]. MiR-182, miR-183 ailesine aittir ve kanserlerde, 

özellikle KHDAK'de sıkça aşırı ifade edildiği tespit edilmiştir [Gao et al., 2020]. MiR-

191 ifadesi, KHDAK hastalarının doku örneklerinde artmıştır ve onkomir olarak işlev 

gördüğü bulunmuştur [F. Li et al., 2019]. MiR-210, pro-angiyojenik bir miRNA 

olarak, tedavi edilmemiş KHDAK hastalarından elde edilen serum eksozomlarında 

aşırı ifade edildiği belirlenmiştir [Tirpe et al., 2020]. MiR-221/222 kümesi, 

KHDAK'de aşırı ifade edildiği tespit edilmiştir [Tirpe et al., 2020;Di Paolo et al., 
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2021]. MiR-486 ifadesi plazma kökenli eksozomlarda, evre 1 akciğer kanseri 

hastalarının dokularındaki seviyeye benzerlik göstermiştir [Xiance Jin et al., 2017]. 

MiR-494 ifadesi, KHDAK tümör dokularında aşırı ifade edilmiştir[Q. Zhang et al., 

2019]. MiR-556-5p ifadesindeki artış, KHDAK hastalarının dokularında ve 

hücrelerinde sisplatin direnci yaygınlığı ile korelasyon göstermiştir[B. Sun et al., 

2021]. Zhou ve arkadaşları, miR-601 ve miR-942'nin birleşik serum seviyelerinin 

KHDAK vakalarında erken tümör tespiti ve prognostik tahminlerde 

kullanılabileceğini bulmuşlardır[B. Sun et al., 2021]. MiR-629 serum ifadesi, benign 

akciğer hastalığına sahip hastalar ve sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında KHDAK 

hastalarında anlamlı derecede artmıştır [F. Liu et al., 2021]. MiR-15, KHDAK dahil 

çeşitli kanser türlerinde onkomir olarak belirlenmiştir. MiR-15b aşırı ifadesi sisplatin 

direnci ile ilişkilendirilmiş ve anti-miR-15b, KHDAK hücrelerinde sisplatin 

duyarlılığını önemli ölçüde geri getirmiştir [T. Lu et al., 2021]. MiR-23a, normal ve 

hipoksik ortamlarda akciğer tümörünün anjiyogenezini teşvik ettiği 

bulunmuştur[Tirpe et al., 2020]. Song ve arkadaşları, cisplatin direncine sahip 

KHDAK hastalarının doku kaynaklı eksozomlarında miR-4443 ifadesinin, tedaviye 

yanıt veren KHDAK hastalarından elde edilenlere göre daha yüksek olduğunu 

bulmuşlardır. MiR-4443'ün cisplatin direncini ve tümör büyümesini teşvik ettiği 

belirlenmiştir [Z. Song et al., 2021]. MiR-9, akciğer kanserinde onkomir rolü 

oynayabilir ve KHDAK hastalarında kötü bir prognostik belirteç olabilir, ancak tümör 

gelişimindeki rolü kısmen çelişkili ve kesin olmamıştır [Xiang Jin et al., 2020;X. Chen 

et al., 2015]. Skuamöz hücreli karsinomlu hastalarında düşük miR-29a ifadesi, tümör 

baskılayıcı rolünü ve tümör gelişimindeki önemini göstermiştir [Landi et al., 2010]. 

MiR-30a ifadesi, KHDAK dokularında komşu normal akciğer dokularına göre daha 

düşük olarak raporlandı ve neoadjuvan kemoterapi sonrası belirgin şekilde arttığı 

bildirildi [Xiao Lin et al., 2021]. MiR-33a, akciğer tümörü büyümesini inhibe edebilir 

[Kang et al., 2018]. MiR-34 ailesi üyelerinin, hücre migrasyonunu, invazyonunu, 

proliferasyonunu ve yaşamını inhibe ettiği gösterilmiştir. Ayrıca, tümör hücrelerinin 

EMT (epitel-mezenkimal geçiş), kök hücre benzerliği ve ilaç direncini azaltırlar 

[Travis et al., 2015]. Xu ve arkadaşlarının çalışmasında miR-99b ifadesi, KHDAK 

dokularında ve hücrelerinde düşüktü. MiR-99b'nin KHDAK vakalarında hücre 

invazyonunu ve migrasyonunu inhibe etme potansiyelini gösterdiler [Xu et al., 2021]. 

MiR-126, KHDAK tanısında ve tedavisinde bir biyobelirteç olarak kullanılabilir 
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[Xiance Jin et al., 2017;M. Li et al., 2020]. MiR-146'nın tümör baskılayıcı özellikleri 

vardır. EGFR genini hedef alır, bu gen akciğer adenokarsinom hastalarında mutasyona 

uğrayabilir [Wani et al., 2021]. Zhou ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, miR-

129-2 ifadesinin, komşu dokularla karşılaştırıldığında KHDAK dokularında ve hücre 

hatlarında azaldığı görülmüştür. Araştırmacılar, artmış miR-129-2 ifadesinin 

KHDAK'de kemoduyarlılığı teşvik ettiğini ve hücre apoptozunu indüklediğini 

bulmuşlardır [W. Zhou et al., 2022]. MiR-200 ailesinin, epitel-mezenkimal geçişin 

baskılanmasında önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir [C. Liu et al., 2018]. MiR-206 

ifadesi KHDAK'de azalmıştır [M. Liao & Peng, 2020;Jia et al., 2020]. Akciğer 

kanserinde anjiyogenez, proliferasyon, migrasyon, invazyon ve metastazı inhibe ettiği 

gösterilmiştir [Tirpe et al., 2020;M. Liao & Peng, 2020]. MiR-375'ın tümör baskılayıcı 

etkisi olduğu gösterilmiştir [Ying et al., 2020,Cheng et al., 2017]. Hashemi ve 

arkadaşları, miR-377 ifadesinin insan KHDAK dokularında ve hücre hatlarında, tümör 

dışı doku örneklerine kıyasla önemli ölçüde düşük olduğunu bulmuşlardır ve ayrıca 

miR-377 aşırı ifadesinin kanser hücrelerinin proliferasyonunu azalttığını ve 

apoptozlarını artırdığını bildirmişlerdir, bu nedenle potansiyel bir terapötik hedef 

olabileceğini belirtmişlerdir [Hashemi et al., 2022). MiR-451'ın tümör büyümesini 

engelleme özellikleri olduğu bulunmuştur [Y. Liu et al., 2019]. MiR-451a, KHDAK'de 

hücre migrasyonunu ve invazyonunu baskılayıcı olarak belirlenmiştir [F. Song et al., 

2020). Artmış miR-497 ifadesi, KHDAK hücrelerinin anjiyogenezini, büyümesini ve 

invazyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir, bunun tersine miR-567 ifadesinin azalması, 

hücre invazyonunu ve tümör büyümesini teşvik etmiştir [Tirpe et al., 2020]. MiR-567 

aşırı ifadesi ayrıca KHDAK hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir, 

ayrıca miR-567'nin KHDAK hastalarında malin tümör ilerlemesini CDK2'yi 

düzenleyerek baskılayabileceği öne sürülmüştür [D.-J. Yu et al., 2020]. İn vitro olarak, 

artmış miR-638 ifadesi, KHDAK hücrelerinin invazif yeteneklerini inhibe etmiştir 

[Xia et al., 2014]. Bazı çalışmalara göre miR-708'nin yüksek ifadesi, daha uzun bir 

sağkalım ile ilişkilendirilmiştir [Garinet et al., 2021]. Wu ve arkadaşları, miR-4782-

3p'nin KHDAK'de hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini ve artmış miR-4782-3p 

seviyelerinin KHDAK hastalarında pozitif bir prognostik faktör olarak tanımlandığını 

göstermişlerdir [N. Wu et al., 2014]. Wang ve arkadaşları, miR-320a ve miR-622 

ifadesinin KHDAK hastalarının plazma kökenli eksozomlarında, sağlıklı bireylerle 

karşılaştırıldığında azaldığını ve metastaz için iyi bir teşhis yeteneği olduğunu 



 

50 

 

bulmuşlardır [N. Wang et al., 2020]. Bazı çalışmalarda belirli miR-17 ailesi üyelerinin 

akciğer kanserinde değişiklik gösterdiği gösterilmiştir [Migdalska-Sęk et al., 

2021;Weihua Zhang et al., 2017;Gong et al., 2017]. Chaniad ve arkadaşları, miR-20a 

ve miR-223'ün tümörü destekleyen sitokinleri modüle etmeleri nedeniyle akciğer 

kanseri tedavisinde kullanılmasını önermişlerdir [Chaniad et al., 2020]. 

Yukarıda sıralanan miRNA'lar, KHDAK hastalarında potansiyel biyobelirteçler olarak 

değerlendirilmektedir. Bu miRNA'lar, hastalığın tanısı, prognozu ve tedavisinin 

belirlenmesine yönelik araştırmalarda kullanılmaktadır. Ancak, her miRNA'nın belirli 

bir hastalık durumuyla ilişkili olması, hastaların heterojen yapısını göz önünde 

bulundurmak önemlidir. Dolayısıyla, miRNA biyobelirteçlerinin klinik uygulaması 

için daha fazla araştırma ve doğrulama gereklidir. 

Sonuç olarak bu tez çalışması, yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisi ve gelişmiş 

biyoinformatik algoritmaların birleşimini kullanarak, karmaşık bir hastalık olan 

KHDAK'ın small RNA analizleri üzerinde odaklanmaktadır. Heterojen bir profil 

gösteren KHDAK'tan elde edilen tümör hücresi ve çevre dokularındaki small 

RNA'ların analizi, hastalığa özgü miRNA'ların ve mekanizmalarının anlaşılmasını 

amaçlamaktadır. Bu çalışmanın yenilikçi yönü, hastalığın genetik veya proteomik 

seviyede değil, miRNA düzeyinde de ele alınmasıdır. Hastalığın belli evrelerinde 

ortaya çıkabilen ve vücut sıvılarına yansıyabilen bu miRNA'lar, daha önce yapılmış 

olan çalışmalardan elde edilen sonuçları aşmayı hedeflemektedir. Aynı hastadan 

alınan KHDAK tümör dokuları, reaktif stroma, tümöre sınır normal dokular ve normal 

akciğer dokuları arasındaki small RNA profillerindeki değişimler biyoinformatik 

destekli analizlerle ortaya konulmuştur. Bu, akciğer kanserinin oluşumu ve 

ilerlemesinde rol oynayan miRNA yapılarını belirleyerek klinik, tümör-nod-metastaz 

(TNM) evrelemesi, farklılaşma (grade) ve histoloji ile ilişkilendirmeyi mümkün 

kılmıştır. 

Çalışmanın sonuçları, erken tanı ve tarama amacıyla kullanılabilecek aday miRNA 

yapılarından oluşan bir panelin oluşturulmasına katkı sağlamayı amaçlamaktadır. Bu 

panel, daha özgül ve duyarlı biyobelirteçlerin geliştirilmesine olanak tanıyarak, kanser 

tanı testlerinin etkinliğini artırabilir ve hastalığın erken safhada tespitini 

kolaylaştırabilir. Böylece akciğer kanseri araştırmalarında ve klinik uygulamalarda 
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önemli bir ilerleme sağlayabilir, ayrıca gelecekteki benzer çalışmalara ilham kaynağı 

olabilir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇ 

3.1.1. Deneylerde Kullanılan Kimyasallar, Sarf Malzemeler ve 

Cihazlar 

Kullaınlan cihazlar Tablo 3.1’de, kit, enzim ve kimyasallar Tablo 3.2’de, diğer sarf 

malzemeler Tablo 3.3’de belirtilmiştir. 

 

Tablo 3. 1: Kullanılan Cihazlar. 

Kullanılan Gereçler Marka 

-80 derin dondurucu Haier 

-20 buzdolabı Panasonic 

+4 buzdolabı Panasonic 

Mikrosantrüfüj Hitachi 

Mikrospin santrüfüj Isolab 

Laminer Flow Kabin Esco 

Vorteks Isolab 

Pipet Takımı Eppendorf 

Qubit 2.0 fluorometer İnvitrogen 

HiSeq 2500 platformu Illumina 

Novaseq 6000 platformu Illumina 

PCR cihazı  Bio-Rad 

Nanodrop spektrofotometre Thermo Scientific 

Bioanalyzer 2000 Agilent 

RT-qPCR Bio-Rad 

Hassas terazi Sartorius 

Heat-block Eppendorf 

pH metre Hanna 
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Tablo 3. 1: Kullanılan Cihazlar (devamı). 

cBot cihazı Illumina 

Jel elekteroforez cihazı Bio-Rad 

PCR kabin Delta laboratuvar 

Mikrodalga fırın Arçelik 

Mikroskop Zeiss 

 

Tablo 3.2: Kullanılan Kit, Enzim ve Kimyasallar. 

Kullanılan Kit, Enzim, Kimyasal Adı Marka / Katolog No 

PureLink™ RNA Mini Kit  Invitrogen™ #12183018A 

Quick-RNA Whole Blood Zymo research # R1201 

Agilent RNA 6000 Nano Reagents  Agilent # 5067-1511 

Agilent High Sensitivity DNA Kit Agilent #5067-4626 

Qubit RNA BR (Broad-Range) Assay 

Kiti  

Invitrogen™ #1809490 

TruSeq® Stranded Total RNA 

Library Prep Human/Mouse/Rat Kiti  

Illumina ##20020597 

RNA Clean XP BeckmanCoulter #A63987 

AMPure XP BeckmanCoulter # A63881 

TruSeqStranded RNA HT Kit 96 

Samples CDNA Synthesis-PCR 

Illumina #15032621 

PCRMasterMix Illumina #15026785 

PCR PrimerCocktail Illumina #15031748 

FSA 1st strandsynthesisMixActD Illumina #15031094 

SMM 2nd strandMarkingMix Illumina #15031098 

SuperScript II (reversetranscriptase) Invitrogen #18064-014 

TruSeqStranded RNA HT Kit 96 

Samples Ribo-Zero H/M/R (Box 2 of 

2) 

Illumina #15032626 

ELB(ElutionBuffer) Illumina #15026780 

EPH (Elute Prime Fragment)(High 

concentration mix) 

Illumina #15029211 

RBB (RRNAbindingbuffer) Illumina #15031737 

RRM (RRNAremoval mix) Illumina #15031738 

TruSeqStranded RNA HT Kit 96 

samples Ribo-zero  (Box 1 of 2) 

Illumina #15032625 
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Tablo 3.2: Kullanılan Kit, Enzim ve Kimyasallar (devamı). 

RRB (RRNA removalbeads)   Illumina #15031727 

TruSeqStranded RNA HT Kit (96 

SamplesCore Box) 

Illumina #15032620 

PhIX Control v3 Illumina # 15017666 

Agilent RNA Ladder 6000 Nano 

Reangents Part II 

Agilent # 1716 

ResuspensionBuffer (RSB) Illumina #15026770 

A TailingMix Illumina #15012495 

LigationMix Illumina #15026773 

Ligation Control Illumina #15026776 

A Tailing Control Illumina #15026775 

EndRepair Control Illumina #15026774 

Stop LigationBuffer Illumina #15012546 

TruSeq RNA CD Indexes (96 Indexes 

-96 samples) 

Illumina #15032622 

KAPA Library Quant Kit ABI  Prism 

Qpcr Mix 

Roche #07960204001 

EB (Elution Buffer) Qiagen #19086 

UltraPure Agarose Invitrogen # 16500 

Tween 20 Sigma # P2287 

Sodium acetate Sigma # S2889 

Diethyl pyrocarbonate approx. 97% 

NMR 

Sigma # D5758 

Bromophenol Blue, pure, indicator Acros # 151340250 

Formaldehit Merck #F8775 

EtBr Sigma #E1510 

2-Mercaptoethanol Sigma # M3148 

Kloroform Merck #528722 

TrRIzol Reagent Ambion # 15596026 

Nucleasefreewater 

(50ml) 

Ambion #AM9932 

Ethylenediaminetetraacetic acid 

solution 

Sigma #03690 

Rnase ZAP Sigma #R2020 

Çamaşır Suyu  Domestos 
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Tablo 3.2: Kullanılan Kit, Enzim ve Kimyasallar (devamı). 

RNAlater (Stabilize and protect RNA 

with immediate Rnase inactivation) 

Sigma # R0901 

Hematoksilen Merck #517-28-2 

Eozin Merck #548-24-3 

HCl  Merck #320331 

Amonyum  Merck #1336-21-6 

Cıva oksit Oksilab #ZK.100154.1000 

Ksilen Merck #1330-20-7 

MOPS Sigma #69947 

Ethanol Absolute Isolab # 9200262500 

 

Tablo 3.3: Kullanılan diğer sarf malzemeler. 

Kullanılan Malzeme Adı Marka 

Hard-Shell PCR Plates 96-well, thin-

wall 

Bio-Rad # HSP9601 

Microseal B sealSeals Bio-Rad # MSB1001 

Micro Amp , Optical adhesive film AB Aplied Biosystems 

PCR TUBES 

PCR-05-C 0.5ml thin wall, clear 

Axygen #321-05-051 

DNA Lobind Tube 0,5 ml Eppendorf # 022.431005 

DNA Lobind Tube 2,0 ml Eppendorf # 022431102 

pipet ucu 200 ul-filtreli-şeffaf-kutu-

low retantion-steril 

Isolab # TF-R-S-200 

pipet ucu 1000 ul-filtreli-şeffaf-kutu-

low retantion-steril 

Isolab # TF-R-S-1000 

pipet ucu 10 ul-filtreli-şeffaf-kutu-low 

retantion-steril 

Isolab # TF-R-S-010 

pipet ucu 20 ul-filtreli-şeffaf-kutu-low 

retantion-steril 

Isolab # TF-R-S-021 

Collection tubes (1,5 ml) Qıagen # 154037850 

Eppendorf tube (microcentrifuge 

tubes) 1,5 ml DNA/RNA free 

Isolab # 078.05.022.500 

Eppendorf tube (microcentrifuge 

tubes) 0,5 ml flat cap neutral 

Isolab # 078.03.021.500 

MicroAmp fast 96 well Reaction Plate 

(0,1ml) PCR Compatible 

DNA/RNA/Rnase free 

Applied Biosystems # 13757-Q612 

İndividual PCR tubes 8 tube strip, no 

cap 

Bio-Rad # TBS0201 
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Tablo 3. 3: Kullanılan diğer sarf malzemeler (devamı). 

15 ml santrifüj tüpü-steril- tekli paket Isolab # 078.02.002 

50 ml santrifüj tüpü-steril-tekli paket Isolab # 078.02.004 

Tek kullanımlık steril kaşık Isolab # LB.IS.037.28.001 

Eldiven Isolab # 080.15.001 

Havan/tokmak Isolab # 038.08.125 

Vacutainer (EDTA) BD #367525 

Vacutainer (CAT) BD #367896 

Steril idrar kabı Isolab # 087.01.002 

Steril gaita kabı Isolab # 087.03.002 

Bags sterile Isolab # 039.21.005.250 

Dewar Kabı Kulplu Pluslab 

Cryotube Nunc # 375418PK 

Cryo tüp kutusu 10x10 Isolab #092.22.101W 

Maşa-çelik Isolab #080.04.002 

Pensler Isolab #048.01.105 

Torba standı  Isolab #062.30.002 

Lam- lamel slaytları Isolab #075.00.001 

Torba mandalları Isolab #039.35.145 

Atık kutuları Isolab #062.80.903 

Koruyucu gözlük  Isolab #080.40.007 

Soğuğa dayanıklı eldiven Isolab #080.10.201 

Bunsen beki Isolab #050.01.004 

Bistüri Isolab #048.51.021 
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3.2. Yöntem 

 3.2.1. Biyobankanın Oluşturulmasında İlk Aşama 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. 1: Veritabanı (Lungbase)’in içerik bilgisi. 

 

Bu çalışma, geleneksel patoloji birimlerinin sınırlamalarını aşmak ve özellikle 

bütünleşik çoklu-omik analiz ile kişiselleştirilmiş tıp alanında örneklerin modern bir 

biyorepozituar sistemine toplanması, işlenmesi ve depolanmasını amaçlamaktadır. Bu 

amaçla, yüksek hacimli teknolojilerden elde edilen bilgileri NGS ve LC-MS/MS gibi 

yöntemlerle klinik, laboratuvar ve görüntüleme verileriyle ilişkilendirerek hastalara 

daha fazla fayda sağlanması hedeflenmektedir. Bu düşünceyle tasarlanmış 

biyorepozituar sistemi, ileri düzey analizler için yüksek kaliteli örneklerin temin 

edilmesini amaçlamakta ve araştırma sonuçlarının laboratuvar bulgularından 

hastaların tedavisine dönüştürülmesini kolaylaştırmaktadır. Sistem, akciğer kanseri 

hastalarından çeşitli örneklerin bir klinik ekibi ile birlikte toplanmasını ve 

standartlaştırılmış işleme ile depolamasını içermektedir. Bu amaca yönelik olarak, 

LUNGBASE adlı kendi veritabanımız kullanılmaktadır. Bu veritabanı, LUNGSOFT 

adlı kendimizin geliştirdiği yazılım tarafından yönetilen açık kaynaklı bir platform 

aracılığıyla örnek detaylarının hasta verileriyle kaydedilmesini ve ilişkilendirilmesini 

Büyük Hücreli 

Karsinoma 

Küçük Hücreli 

Karsinoma 

Skuamöz Hücreli 

Karsinoma 

Adenokarsinoma 

LUNGBASE / LUNGSOFT 

Hasta Bilgisi (Yaş, 

cinsiyet, vb.) 

Evreleme  Bilgileri 

Pataloji Raporu 

Hasta Örneklerinin Türü, 

Sayısı ve Konum Bilgisi  

Hastadan Alınan Örnek 

Bilgisi Formu 

PET-CT Raporları 

Hasta Epikriz Raporu 

Hasta Onam Formu 
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kolaylaştırmaktadır. Genel olarak, bu çalışma, bütünleşik çoklu-omik analizi 

destekleyen ve geleneksel histolojik değerlendirmeyi birleştiren yeni bir yaklaşım 

sunarak biyomedikal araştırmayı ilerletebilme ve hasta bakımını geliştirme 

potansiyeline sahiptir. 

LUNGBANK biyobanka altyapısı, özellikle KHDAK (küçük hücreli-dışı akciğer 

kanseri) ile ilgili araştırmalar ve tıbbi ilerlemeler için tasarlanmıştır. Bu kanser türü ile 

ilgili biyolojik örneklerin toplanması, işlenmesi ve depolanması aşamaları 

gerçekleştirilmiştir. Öte yandan, 96 terabaytlık büyük bir kapasiteye sahip kapsamlı ve 

sofistike bir depolama sistemi olan LUNGBASE, özellikle kritik hasta bilgilerini 

güvenli bir şekilde barındırmak üzere tasarlanmıştır. Böylece veri yönetimi ve 

gizliliğin en yüksek standartlarını sağlamaktadır. Veritabanı, hasta onam formu, 

epikriz, patoloji bilgileri, PET-CT taramalarıyla elde edilen görüntü verileri, hastaya 

ait (yaş, cinsiyet vb.) bilgi, hastadan alınan örnek bilgi formları, evreleme bilgisi gibi 

verileri içerir (Şekil 3.1). Ayrıca, çeşitli biyolojik örneklerin türü, miktarı ve konumu 

hakkında ayrıntılı bilgi sağlamaktadır, bu da araştırmacılar ve sağlık profesyonelleri 

için izlenebilirlik ve erişilebilirlik sağlar. Ayrıca, LUNGBASE hem ham hem de analiz 

edilmiş omiks verilerini barındırır ve karmaşık moleküler ve genomik bilgiyi 

depolama yeteneğini sergileyerek kişiselleştirilmiş tıp ve araştırma çabalarını önemli 

ölçüde ilerletmektedir. 

Bu geniş veritabanını etkili bir şekilde yönetmek için sistemle entegre edilmiş olan 

LUNGSOFT-V3 yazılımı, bir veri yönetim platformu olarak tasarlanmıştır. Kullanıcı 

dostu bir arayüze ve sorunsuz veri alımı, analizi ve güncellemeleri için sağlam 

işlevselliğe sahiptir; aynı zamanda hasta gizliliğini korumak için en yüksek veri 

güvenliği protokollerini sağlamaktadır. LUNGBASE Yazılımı, bir Apache web 

sunucusunda çalışan MySQL ve PHP 7 kullanılarak geliştirilmiş bir web 

uygulamasıdır. Ana menü, hasta bilgileri, hasta örnekleri, bilgi paylaşım portalı ve 

hasta görüntü verilerini yönetme seçenekleri sunar. Bu kullanıcı dostu yazılım, etkili 

ve düzenli veri yönetimi sağlar ve araştırmacıların küçük hücreli olmayan akciğer 

kanseri araştırmaları ve tedavisi için değerli verilere erişmelerini ve bunları 

kullanmalarını sağlar. 
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3.2.2. KHDAK Hasta Daveti ve Biyolojik Örnek Seçimi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. 2: KHDAK hastalarının daveti ve örnek seçimi 

 

KHDAK hastası daveti, KHDAK teşhisi konmuş kişilere tıbbi araştırmalara veya 

klinik çalışmalara katılmaları için davet etmeyi içerir. Hastanın tıbbi geçmişi, tedavi 

özeti, klinik bilgiler ve takip verileri toplanır böylece hastanın durumu ve hastalık 

ilerlemesi hakkında geniş bir görüş elde edilir. Ayrıca davet etmeye karar verilen 

hastalara Kurumsal İnceleme Kurulu (IRB) tarafından gözden geçirilen ve onaylanan 

bilgilendirilmiş onam formu (Ek C) imzalatılır (Şekil 3.2). Bu form, hastaların 

çalışmanın amacı, prosedürleri, olası riskler ve faydalar hakkında tam olarak bilgi 

sahibi olmalarını ve gönüllü olarak katılmayı kabul ettiklerini sağlamak için gereklidir. 

Bu bilgilendirilmiş onam süreci, etik standartları korumak ve araştırmaya katılan 

hastaların haklarını ve iyiliklerini korumak için önemlidir. 

Biyobankacılık sürecinin bir sonraki adımı, biyolojik örneklerin özenle toplanmasına 

ayrılmıştır. Bu adım, doktorlar, cerrahlar, hemşireler ve sağlık görevlileri arasında 

sorunsuz işbirliği gerektiren önemli bir çalışmadır. Bu amaçla, her bir örnek türünün 

özel ihtiyaçları göz önünde bulundurularak standart protokoller dikkatlice 

 

Akciğer Kanseri Hasta 

Daveti ve Örnek seçimi 
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oluşturulmuş ve uygulanmıştır. Biyolojik örnek toplama sırasında, takip eden analizler 

için özel olarak tasarlanmış toplama kitleri kullanıldı. Bu kitler, örnek bütünlüğünün 

korunmasını sağlar ve olası bozulmayı minimize eder. Etiketleme yöntemleri, her 

hastanın biyolojik örnekleri ile doğru ve güvenilir veri ilişkilendirmesini 

kolaylaştırmak için dikkatlice kullanıldı. Bu adım, gelecekteki araştırmalar, tıbbi 

buluşlar ve kişiselleştirilmiş tıp alanındaki gelişmeler için temel rol oynayan 

biyobankacılık altyapısının temelini oluşturmaktadır. 

Biyolojik örneklerin nasıl elde edildiği, işlendiği ve transfer ve depolama sırasındaki 

koşulları, bu örneklerle yapılacak gelecekteki çalışmaların kalitesi ve güvenilirliği 

açısından çok önemlidir. Bu nedenle, elde edilen biyolojik örnekleri bozulmadan 

korumak için kullanılacak koruyucuların seçimi önceden dikkatlice düşünüldü. Bu 

yönergeler doğrultusunda, toplanan biyolojik örnekler arasında kan, doku, tükürük, 

idrar, dışkı ve bronkoalveolar lavaj sıvısı bulunmaktadır. Ayrıca, bilgilendirilmiş 

onam alınmış bireylerden elde edilen bilgileri içeren hasta formları (Ek C) da 

toplanmıştır. 

Biyobanka, KHDAK hastalığı için özel olarak kurulmuştur. 30 ila 70 yaşları arasında 

değişen, hem erkek hem de kadın gönüllülerden elde edilen kan, doku, tükürük, idrar, 

dışkı ve bronkoalveolar lavaj sıvısından oluşan bir biyobanka oluşturulmuştur. Alınan 

tüm doku parçaları (tümör dokusu, normal doku, reaktif stroma ve lenf nodu dokusu) 

soğuk zincir korunarak labratuvar ortamına getirilmiş ve homojenize edilerek 

muhafaza edilmiştir. Aynı zamanda, bu örneklerden DNA ve RNA izolasyonları 

yapılmıştır. Bu, biyomedikal araştırmalar için yeterli sayıda yüksek kaliteli örnek elde 

edilmesini sağlamakla birlikte aynı örneğe tekrar ihtiyaç duyulmadan birden çok test 

yapılmasına olanak tanır. Bu tez çalışmasında ise KHDAK hastalarının seçimi 

yapılarak, seçilen hastaların kan ve dokularından izole edilen RNA örnekleri ile 

dizileme çalışması yapılmıştır. Bu örnek toplama süreci bir sonraki kısımda detaylı 

olarak anlatılmaktadır. 
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3.2.3. KHDAK Alt Tiplerinin Belirlenmesinde Histolojik Analiz  

 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. 3: Çalışmaya dahil edilen KHDAK histolojik grupları ve dahil edilmeyen  

KHAK. 

 

Akciğer kanserinin yaklaşık %85’ini oluşturan KHDAK kategorisindeki hasta 

örnekleri ameliyat esnasında alınarak patoloji tarafından hücrelerin büyüklüğü ve 

şekline göre değerlendirilmiştir (Şekil 3.3). Alt tip tanısında histolojik değerlendirme 

önemlidir. Protokoller, mikroskop altında yapılan incelemeler, immünhistokimya 

testleri (IHC) ve moleküler analizleri içermektedir. Genellikle kanserin alt tipini 

belirlemek, tedavi stratejilerini yönlendirmek ve hastaların prognozunu tahmin etmek 

için bu yaklaşımlar bir arada kullanılır. Cerrahi işlem esnasında alınan doku kesitleri 

parafine gömülü kesitler üzerinde IHC ve H&E boyama yapılarak patologlar 

tarafından onaylanmıştır.  

 

Küçük hücreli karsinom  

(10-15%) 

Erken dönemde yaygın metastaz, 

en yaygın olarak ağır sigara 

içenlerde görülür. 

Adenokarsinoma  

(40%) 

Yaygın olarak, minimal invaziv 

adenokarsinom (MIA) ve yerinde 

adenokarsinom (AIS) içerir. 

Skuamöz Hücreli Karsinoma 

(25-30%) 

Genellikle proksimal bronşların 

mukoz membranında ortaya çıkar. 

 

Büyük Hücreli Karsinoma   

(10-15%) 

Nadir, büyük ve hızla büyüyen 

tümörler genellikle periferik 

akciğer dokusunda bulunur.. 

Küçük Hücreli 

Akciğer Kanseri 

(KHAK) 

Küçük Hücreli  Dışı 

Akciğer Kanseri 

(KHDAK) 
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3.2.3.1. Dokuların Immunohistokimyasal Analiz Yöntemi 

Adenokarsinom: Mikroskop altında hücrelerin yapılarına, bez oluşumlarına ve belirli 

özelliklere bakıldı. Ayrıca, IHC (immünhistokimya) testleri ile belirli protein ifadeleri 

değerlendirildi. Tanısı için neoplastik bez oluşumu ve TTF-1 ve napsin gibi pnömosit 

belirteçlerinin bulunması gerekmektedir. 

Skuamöz Hücreli Karsinom: Hücrelerin skuamöz (yassı) özelliklerini değerlendirmek 

için inceleme yapıldı. Hücrelerin diferansiyasyon derecesi ve belirli protein ifadeleri 

mikroskop altında gözlemlendi. Teşhisi, p40, p63, CK5 veya desmoglein gibi 

belirteçlerin kullanımıyla keratin üretiminin tespitine dayanmaktadır. 

Büyük Hücreli Karsinom: Bu tür, KHDAK'nin diğer alt tiplerine benzemeyen 

hücrelerden oluşur. Mikroskop altında yapıları değerlendirdi ve hücrelerin büyüklüğü 

ve şekli incelenerek dışlama durumuyla teşhis edildi. 

3.2.3.2. Dokuların Histolojik Analiz Yöntemi 

 

 

Şekil 3. 4: Dokuların histolojik analiz yöntemi ile doğrulanması. 

 

Hematoksilen ve eozin (H&E), histopatolojide yaygın olarak kullanılan bir boya 

kombinasyonudur. Bu boya yöntemi, dokuları mikroskop altında incelemek ve yapısal 

özelliklerini belirlemek için kullanılır. Hematoksilen, bazofilik bileşenleri (genellikle 

nükleusları) mavi-mor renkte boyarken, eozin, asidofilik bileşenleri (sitoplazma ve 

bazı fibröz dokular) pembe-kırmızı renkte boyar (Şekil 3.4).  
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3.2.3.2.1.Parafin kesit alma ve H&E ile boyama  

Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyalarının Hazırlanışı 

Harri'nin Hematoksilen boyası hazırlanışı;  

Hematoksilen Bileşiği (A): 1 ml etanol içinde 10 g hematoksilin çözülür. 

Amonyum Şap Bileşiği (B): 20 gm amonyum şapı sıcak damıtılmış suya eklenir. 

Karıştırma ve Kaynatma: Hematoksilen (A) ile amonyum şap (B) karışımını iyice 

karıştırılır ve karışım kaynatılır. 

Cıva Oksit Eklenmesi: 0.5 g cıva oksiti kaynar karışıma eklenir ve iyice karıştırılır. 

Süzme: Hazırlanan karışım süzülerek temiz bir kapta toplanır. 

Eozin solüsyonu  hazırlanışı;  

Eozin Bileşiği: 1 gm sarı eozini damıtılmış suda çözülür. 

Çözeltinin Hazırlanması: Çözülmüş eozin çözeltisine 320 ml etanol ve 80 ml 

damıtılmış su eklenir. 2 damla buzlu asetik asit eklenir. 

Bu çözeltileri dikkatlice hazırladıktan sonra, %0.5 HCI ile seyreltilmiş amonyak suyu 

gibi diğer bileşenleri kullanarak boyama işlemleri gerçekleştirilir. 

Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyama Prosedürü 

1. Slayt bir alevle yakılır ve ksilen içine yerleştirilir. Balmumu ortadan kaldırmak 

için prosedür tekrarlanır. 

2. Ksilen boşaltılır ve doku dilimini azalan konsantrasyon (%100, %90, %80, 

%70) ve su içeren alkol banyolarından geçirilerek nemlendirilir. 

3. 3 ila 5 dakika hematoksilen boyası içinde bekletilir. 

4. En fazla 5 dakika boyunca porsiyonlar “mavi” olana kadar akan suda yıkanır. 

5. %1 asit alkolde (%1 HCl %70 alkol) birkaç saniye bekletilir. 

6. Akan musluk suyuyla durulanır. Porsiyonlar mavileşene kadar amonyak 

suyuna batırdıktan sonra musluk suyuyla durulanır. 

7. %10 Eosin boya içinde 1 dakika bekletilir. 

8. Musluk suyu kullanarak 1 ila 5 dakika yıkanır. 

9. Yükselen alkol içeriğinde kurutulur. 

10. Slaytları temizlemek için ksilen banyosuna yerleştirilir. 
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11. Mikroskop altında gözlemlenir. 

Cerrahi prosedürlerle elde edilen doku örnekleri hastanede parafin kesitlerle 

onaylandıktan sonra laboratuvar ortamında işleme tabi tutulmuş ve kriyo kesitleri elde 

edilmiş ve onaylanmıştır. 

3.2.3.2.2. Kriyo kesit alma ve H&E ile boyama  

Kriyo kesit, biyolojik örneklerin dondurulduktan sonra ince kesitler halinde kesilmesi 

işlemidir. Bu işlem, genellikle histolojik veya mikroskobik incelemeler için kullanılır. 

Kriyo kesitler, özellikle tıp ve biyoloji alanlarında doku örneklerinin veya hücrelerin 

yapılarını incelemek için önemlidir. Her bir kriyo kesit alındıktan sonra H&E ile 

boyanarak laboratuvar ortamında onaylanmıştır. Çalışmaya dahil edilen 51 hastanın 

her birinden tümör doku, normal doku, tümör mikroçevresinden reaktif stroma ve lenf 

nodu dokusundan olmak üzere toplam 204 örnekten 50şer adet kriyo kesiti alınmıştır. 

Bu kesitlerden 35er tanesi IHC, 15er tanesi de ISH çalışmaları için hazırlanmıştır. Bu 

kriyo kesitleri örnek bütünlüğünü korumak amacıyla biyobankada özenle saklanmıştır. 

Bu yaklaşım, örneklerin gelecekteki analizler ve araştırmalar için doğruluğunu ve 

güvenilirliğini sağlamakla birlikte akciğer kanseri alanında gelecekte yapılacak 

çalışmaların ve incelemelerin örnek bütünlüğünü korumasına da katkı sağlayacaktır. 

Uygulanan kryokesit uygulaması ve histolojik boyama protokolü şu şekildedir: 

1. Akciğer doku örnekleri, Leica CM1100 kriyostat makinesi kullanılarak 5 μm 

kalınlığında kesildi. 

2. Kesilen doku kesitleri, iki farklı amaç için ayrıldı. İmmünhistokimya (IHC) 

analizi için olanlar mikroskop slaytlarına yerleştirildi. In situ hibridizasyon 

(ISH) analizi için olanlar, RNazeden arındırılmış superfrost slaytlarına 

(Thermo Fisher Scientific, USA) yerleştirildi. 

3. İmmünhistokimya (IHC) için kullanılacak olan kriyo kesitler, -20°C'de aseton 

içinde 5 dakika boyunca sabitlendi. 

4. In situ hibridizasyon (ISH) için amaçlanan diğer kriyo kesitler ise formalin 

içinde bir dakika boyunca sabitlendikten sonra üç kez salin-sodyum sitrat 

(SSC) tamponuna batırıldı. 

5. Tüm doku kesitleri, işleme kadar korunması için hemen -80°C'de donduruldu. 



 

65 

 

6. Hematoksilen-eosin (H&E), İmmünhistokimya (IHC) veya In situ 

hibridizasyon (ISH) analizleri yapabilmek için, tüm kriyo kesitler standart bir 

rehidrasyon işleminden geçti. Bu işlem, sırasıyla %100, %95 ve %70 

oranlarında etanolde yüzdürülerek gerçekleştirildi. 

7. Kanser tiplerini değerlendirmek için H&E boyaması yapıldı: 

8. Slayt rehidrasyonunun ardından slaytlar musluk suyu ile yıkandı. 

9. Slaytlar bir dakika boyunca hematoksilen boyasına batırıldı, ardından musluk 

suyu banyosunda 10 kez daldırıldı. 

10. Sonrasında slaytlar 30 saniye boyunca eosine maruz bırakıldı ve tekrar 10 kez 

musluk suyuna batırıldı. 

11. Bu işlemlerin ardından slaytlar sırasıyla %96 etanol, aseton ve xilen içinde 

yıkanarak hazırlandı. 

12. Son olarak, sabitleme ortamı kriyo kesitlerine uygulandı ve slaytlar tırnak cilası 

ile kapatılarak mühürlendi. 

3.2.4. Biyobanka Oluşumunda Örnek Toplama Süreci 

Biyobanka oluşturmanın temel bir parçası, örnek toplama sürecidir ve bu aşama 

oldukça kritiktir. Örnek toplama süreci, biyobankaların başarısının ve bilimsel 

araştırmaların güvenilirliğinin temel bir bileşenidir. Bu süreç, örneklerin kalitesini ve 

güvenliğini sağlayarak bilim ve tıbbi araştırmalara önemli katkılarda bulunur. Bu 

sebeple hastalardan alınan biyolojik örneklerin toplanma, transfer ve saklama 

süreçlerinin ayrıntılı metodolojisi şekil 3.5’deki gibidir. 
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Şekil 3. 5: Biyobanka oluşumunda örnek toplama süreci. 

 

Hasta Belirleme (KHDAK hastaları) 

• Skuamöz Hücreli Karsinom 

• Adenokarsinom 

• Büyük Hücreli Karsinom 

     

Ameliyattan birgün önce hastadan kan, tükürük, idrar ve dışkı alınır. Santrüfüjlenir, alikotlanır ve -80° derin dondurucuda 

depolanır. 

 

Ameliyat Esnasında hastanın ; Tümör dokusu, normal dokusu, reaktif stroması ve lenf nodu dokusu alınır. Ayrıca 

bronkoalveolar lavaj sıvısı (BALF) da alınır. 

Dokular direkt sıvı nitrojen (-196) ile hızlı bir şekilde 

dondurulur ve soğuk zincir yolu ile -80° derin dondurucuya 

depolanır. 
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3.2.4.1. Doku Örneklerin Toplanması 

Cerrahi prosedür sırasında (Şekil 3.6) tümör dokusu, normal doku, reaktif stroma ve 

lenf nodlarından doku örnekleri her bir doku tipi için 5 ayrı nohut parçası olarak ayrı 

ayrı toplandı. Bu örnekler hemen etiketli kriyotüplere yerleştirildi ve sıvı azot içinde 

hızlı dondurma yöntemiyle anında donduruldu. Bu işlem, dokunun moleküler ve 

biyokimyasal durumunun hızlı bir şekilde korunmasını sağlar, böylece sonraki 

analizlerin yüksek doğruluk ve güvenilirlikle yapılmasına olanak tanır. Örneklerin 

histolojik karakterizasyonu patalog tarafından yapıldı ve örnekler uzun süreli koruma 

sağlamak amacıyla -80ºC derin dondurucuda depolandı. Örnek bütünlüğünü korumak 

için depolama sırasında donma-çözünme döngülerinden kesinlikle kaçınıldı. Bu arada 

in vitro ve in vivo çalışmalar için hücre izolasyonu amacıyla kullanılanlar steril 

ortamda alındı ve eğer hemen kullanılmadıysa uygun dondurma solüsyonunda (%90 

FBS + %10 DMSO) sıvı nitrojen tankında saklandı. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

Şekil 3. 6: Doku örneklerinin toplanma iş akışı. 

 

• Tümör dokusu için 5 punch 

• Normal doku için 5 punch 

• Reaktif Stroma için 5 punch 

• Lenf nodu dokusu için 5 punch 

Toplamda hasta başına 20 tüp doku örneği 
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3.2.4.2. Biyolojik Sıvıların Toplanması 

Biyobanka için kan örnekleri, Tablo 3.4'deki programa göre toplanmakta ve vakumlu 

tüplere alınmaktadır. Ayrıca, örneklerin işleme merkezine taşınırken depolandığı 

sıcaklık belirtilmiştir. 

 

Tablo 3.4: Kan örneklerinin toplanmasında uygulanan protokol. 

Örnek Tipi Toplanan Hacim 

(ml) 

Taşıma Sıcaklığı 

(°C) 

Tüp Tipi 

 

Tam Kan 10 -20 1.8 mg/mL K2E 

(EDTA) 

Serum 10 -20 CAT (Clot Activator 

Tube) 

Plazma 10 -20 1.8 mg/mL K2E 

(EDTA) 

 

Kanın tamamını veya plazma örneklerini toplamak için antikoagülan/koruyucu madde 

içeren EDTA içeren vakutainer tüpleri kullanılır. Pıhtılaşmayı önlemek için tüpler 

nazikçe ters çevrilir ve on kez döndürülerek antikoagülanın tam kanla iyi karışması 

sağlanır. K2 Potasyum Tuzu içeren EDTA katkısı, vakutainerin iç yüzeyine stratejik 

olarak kaplanır ve pıhtılaşma sürecini etkili bir şekilde engeller. Öte yandan, serum 

örnekleri için CAT içeren Vakutainer Tüpleri özel olarak tasarlanmıştır. Bu tüpler 

silikon ve mikronize silika partikülleri ile kaplanmıştır, bu da pıhtılaşma sürecini 

kolaylaştırır ve hızlandırır. Tüpler ters çevrildiğinde ve karıştırıldığında, bu 

kaplamaların varlığı pıhtılaşmayı aktive eder ve serumun kandan ayrılmasını sağlar. 

Serum 

Kan örnekleri aç karnına serum ayrıştırıcı tüplere toplanır ve ardından buzda 

pıhtılaşma için 30 dakika, 60 dakikayı aşmamak üzere inkübe edilir, çünkü bu rezidüel 

metabolik aktiviteyi en aza indirir. Pıhtılaşma süresinden sonra, tüp 20 dakika boyunca 

1100-1300 g hızında ve oda sıcaklığında santrifüjlenir. Üst tabakada görünen serum 

süpernatant olarak dikkatlice alikotlanır ve bütünlüğünü korumak için -80°C'de 

saklanır, donma-çözünme döngülerini önleyerek (Şekil 3.7). Özel koleksiyon 

kitlerinin kullanımı, RNA veya DNA analizi gibi sonraki analiz gereksinimlerine 

bağlıdır. 
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Şekil 3. 7: Serum örneklerinin toplanma iş akışı. 

 

Plazma 

Plazma örnekleri için kan aç karnına EDTA içeren tüplere toplanmalıdır. Toplama 

sonrasında tüp 4°C'de 15 dakika boyunca 13,000 × g hızında santrifüjlenerek 

süpernatant izole edilir. Süpernatant daha sonra alikotlanır. Serum örnekleri gibi, özel 

koleksiyon kitlerinin kullanımı amaçlanan sonraki analize göre değişir. Plazma 

kalitesini korumak için -80°C'de saklanır ve örnek bütünlüğünü korumak için donma-

çözünme döngüleri önlenir (Şekil 3.8). 

   

 

 

 

 

 

 

                   Şekil 3. 8: Plazma örneklerinin toplanma iş akışı. 

 

Tam Kan 

Tam kan biyobankacılığı için kan örnekleri aç karnına EDTA içeren tüplere 

toplanmalıdır. Toplama sonrasında kan alikotlanır ve örnek bütünlüğünü sağlamak, 

donma-çözünme döngülerini önlemek için -80°C'de saklanır (Şekil 3.9). Diğer kan 

bileşenleri gibi, özel koleksiyon kitlerinin seçimi RNA veya DNA analizi gibi belirli 

sonraki analiz gereksinimlerine bağlıdır. 
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Şekil 3. 9: Tam kan örneklerinin toplanma iş akışı. 

 

İdrar 

Biyobanka için, toplanan idrar örneklerinin tutarlılığını sağlamak amacıyla sabah idrar 

örneklerinin uygun olacağı kararlaştırılmıştır. Daha yoğun bir doğaya sahip idrar 

örnekleri için steril şeffaf idrar kapları tercih edilmiştir. İdrarı çoğu analiz için 

korumak amacıyla soğuk depolama kullanılmış, taşıma ise buz paketleri kullanılarak 

kolaylaştırılmıştır. Örnek depolama sırasında bakteriostatik bir ajan olarak sodyum 

azid eklemesi yapılabilir. Özel koleksiyon kitlerinin seçimi, RNA, DNA veya diğer 

bileşenlerin dahil olup olmamasına bakılmaksızın amaçlanan sonraki analizlere dayalı 

olarak yapılmıştır. Her örnek, herhangi bir partikülü önlemek için 0.2 μm filtrasyondan 

geçirilmiştir. Ardından, örnekler 5 dakika boyunca 1000-3000 rcf hızında 

santrifüjlenmiş ve süpernatant dikkatlice alınmıştır. İşlenmiş örnekler ardından 

alikotlanarak -80°C'de saklanabilir, bütünlüklerini korumak için (Şekil 3.10). Örnek 

kalitesini korumak için donma-çözünme döngülerine maruz bırakmaktan kaçınılması 

önemlidir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. 10: İdrar örneklerinin toplanma iş akışı. 
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Tükürük 

Tükürük örnekleri aç veya sigara içmeme koşullarında örnek tüplerine toplanır. 

Tükürük örnekleri her hastadan iki kez toplanmıştır. İlk örnek, ağız suyla 

çalkalanmadan önce alındı ve bu ileride çalışılacak mikrobiyota analizi için depolandı. 

İkinci örnek, ağız suyla çalkalandıktan sonra toplandı ve doğrudan kanser çalışmaları 

için toplandı. Toplandıktan sonra örnekler -80°C derin dondurucuda, gelecekteki 

araştırma veya tanı amaçları için muhafaza edildi (Şekil 3.11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. 11: Tükürük örneklerinin toplanma iş akışı. 

 

Bronşiyal Alveoler Lavaj Sıvısı (BALF) 

Bronşiyal alveoler lavaj sıvısı (BALF), steril tuzlu suyun her loba enjekte edilmesiyle 

akciğer loblarından ve dil alanından toplanır. Sıvı daha sonra nazik manuel emiş ile 

çekilir. Örnekleri korumak için taşıma sırasında kuru buz içinde tutulur. Laboratuvara 

ulaştığında BALF, gelecekteki analiz için bütünlüğünü korumak için -80°C'de saklanır 

(Şekil 3.12). Bu iyi korunmuş BALF örnekleri, çeşitli araştırma ve klinik uygulamaları 

için değerli kaynaklar olarak hizmet eder. 

 

 

 

 

 

1. Ağız suyu 

2. Ağız suyu 
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Şekil 3. 12: Bronkoalveolar lavaj sıvısının toplanma iş akışı. 

Dışkı 

Dışkı örneği toplama işlemi genellikle 1-2 gram tek bir noktadan alınır. Toplandıktan 

sonra örnek alikotlanır, böylece gelecekteki kullanım için uygun ve verimli şekilde 

işlenir. Örnek bütünlüğünü korumak ve moleküler bileşenlerini korumak için 

alikotlanmış dışkı örnekleri -80°C'de saklanır (Şekil 3.13). Böylece, dışkı 

malzemesinin kalitesini ve canlılığını korumaya yardımcı olur ve geniş bir araştırma 

ve tanı uygulamaları yelpazesine uygun hale getirir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. 13: Dışkı örneklerinin toplanma iş akışı. 

 

3.2.5. Çalışmaya Dahil Edilen Hastaların Evreleme Bilgileri  

Burada Şekil 3.14’de de belirtildiği gibi hasta örneklerinin histolojik olarak belli bir 

sınıfı çalışılmıştır. Patologlar tarafından histolojik sınıflandırmaları yapılan KHDAK 

hastalarının “Adenokarsinoma, Skuamöz Hücreli Karsinoma ve Büyük Hücreli 
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Karsinoma” olarak adlandırılan alt tipleri bu tez çalışmasında kullanılmaktadır. 

Burada çalışılması planlanan hasta sayısı adenokarsinoma için 19 hasta (95 örnek), 

skuamöz hücreli karsinoma için 25 hasta (110 örnek), büyük hücreli karsinoma 7 hasta 

(35 örnek)  toplamda 51 hasta ve bu hastalara ait 255 örnektir (Tablo 3.5). 

 

 

Şekil 3. 14: Çalışmaya dahil edilen hasta grupları ve örnek sayıları. 

 

Tablo 3.5: Çalışmaya dahil edilen hastaların histolojik ve evreleme bilgisi. 

HASTA 

SAYISI 

HASTA 

NO 

DOKU TİPİ EVRELEME STAGE - 

GRADE 

1 1 Skuamöz Hücreli Karsinom T3N0M0 2B-2 

2 2 Adenokarsinom T4N1M0 3A-3 

3 4 Skuamöz Hücreli Karsinom T2AN1M0 2A-2 

4 5 Skuamöz Hücreli Karsinom T2BN1M0 2B-3 

5 8 Skuamöz Hücreli Karsinom T3N0M0 2B-2 

6 10 Skuamöz Hücreli Karsinom T2AN0M0 1B-2 

7 13 Adenokarsinom T1BN0M0 1A-3 

8 14 Adenokarsinom T3N0M0 2B-3 

9 16 Skuamöz Hücreli Karsinom T4N0M0 3A-3 

10 17 Skuamöz Hücreli Karsinom T3N0M0 2B-2 

11 21 Büyük Hücreli Karsinom T4N0M0 3A-3 

12 22 Skuamöz Hücreli Karsinom T3N2M0 3A-3 

13 23 Skuamöz Hücreli Karsinom T2AN1M0 2A-2 

14 24 Adenokarsinom T4N2M0 3B-3 

15 25 Skuamöz Hücreli Karsinom T3N1M0 3A-2 

Büyük Hücreli Karsinom

7 x 5

Skuamöz Hücreli Karsinom

19 x 5

Adenokarsinom

25 x 5
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16 26 Adenokarsinom T1BN0M0 1A-2 

 

 Tablo 3. 5: Çalışmaya dahil edilen hastaların histolojik ve evreleme bilgisi (devamı). 

17 27 Adenokarsinom T2AN0M0 1B-3 

18 32 Adenokarsinom T2AN0M0 1B-3 

19 34 Büyük Hücreli Karsinom T3N0M0 2B-3 

20 35 Adenokarsinom T3N0M0 2B-3 

21 37 Skuamöz Hücreli Karsinom T2AN1M0 2A-2 

22 38 Skuamöz Hücreli Karsinom T4N1M0 3A-2 

23 39 Skuamöz Hücreli Karsinom T2BN1M0 2B-2 

24 41 Adenokarsinom T2BN0M0 2A-3 

25 44 Adenokarsinom T1BN0M0 1A-3 

26 47 Adenokarsinom T2AN0M0 1B-3 

27 49 Adenokarsinom T2AN0M0 1B-3 

28 51 Skuamöz Hücreli Karsinom T2BN1M0 2B-2 

29 54 Skuamöz Hücreli Karsinom T4N1M0 3A-2 

30 55 Adenokarsinom T3N0M0 2B-3 

31 56 Skuamöz Hücreli Karsinom T3N0M0 2B-2 

32 61 Adenokarsinom T4N0M0 3A-3 

33 63 Skuamöz Hücreli Karsinom T3N1M0 3A-3 

34 68 Skuamöz Hücreli Karsinom T3N0M0 2B-2 

35 70 Adenokarsinom T3N0M0 2B-3 

36 71 Skuamöz Hücreli Karsinom T2BN1M0 2B-2 

37 78 Büyük Hücreli Karsinom T3N0M0 2B-3 

38 90 Adenokarsinom T3N1M0 3A-3 

39 102 Adenokarsinom T3N2M0 3A-3 

40 105 Adenokarsinom T3N1M0 3A-3 

41 120 Adenokarsinom T2BN0M0 2A-2 

42 121 Büyük Hücreli Karsinom T2AN1M0 2A-3 

43 123 Adenokarsinom T4N0M0 3A-3 

44 125 Adenokarsinom T3N1M0 3A-3 

45 129 Adenokarsinom T2BN0M0  2A-3  

46 133 Adenokarsinom T2BN1M0 2B-2 

47 135 Büyük Hücreli Karsinom T2BN1M0 2B-3 

48 139 Adenokarsinom T3N0M0 2B-3 

49 147 Büyük Hücreli Karsinom T4N2M0 3B-3 

50 168 Büyük Hücreli Karsinom T2AN0M0 1B-3 

51 179 Adenokarsinom T2AN1M0 2A-2 
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3.2.6. Hasta Örneklerinin Karakterizasyonu 

Hasta örneklerinin karakterizasyon iş akışı Tablo 3.6’da verilmiştir. 

 

Tablo 3.6: Çalışmaya dahil edilen hasta örneklerinin karakterizasyonundaki iş akışı. 

3.2.6.1. Doku Homejenizasyonu 

Biyobankada depolanan hasta örnekleri hastalığa yönelik herhangi bir tedavi almamış 

hastalardan alınan örneklerdir. Opere olan ve wedge rezeksiyon / segmentektomi / 

lobektomi / bilobektomi ya da pnömonektomi yapılan olgulardan elde edilen piyesler 

tümör dokusu, reaktif stroma olarak adlandırılan tümöre sınır doku, normal akciğer 

dokusu ve lenf dokusu olarak soğuk zincir dahilinde ayrıştırılmış örneklerdir. Her bir 

örnek ayrı ayrı uygun tüplere transfer edilerek küçük miktarlar halinde soğuk zincir 

dahilinde biyobankaya ulaştırılmıştır. Doku örnekleri, RNAse-free ortam koşulları 

altında sıvı nitrojen içerisinde toz haline getirilmiştir. Burada steril havan, tokmak, tek 

kullanımlık malzemeler kullanılmaktadır. Örnekler arası çapraz kontaminasyonun 

önüne geçebilmek adına işlemlerin hepsi laminar flow kabin altında yapılmıştır. Her 

bir doku toz haline getirildikten sonra tüm malzemeler dışarı alınarak, kabin çamaşır 

Çalışmaya Dahil 

Edilen Hastalar 

-25 

adenokarsinoma 

(125 örnek) 

-19 skuamöz 

hücreli 

karsinoma 

(95 örnek) 

- 7 büyük hücreli 

karsinoma 

(35 örnek) 

 

 

Homojenizasyo

n 

Dokuların toz 

formuna 

getirilerek 

homojenize 

edilmesi 

RNA 

izolasyonu 

Toz formundaki 

dokudan RNA 

izolasyonu 

Kalite Kontrolü 

RNA’ların kalite 

kontrolü 

(Nanodrop, 

Qubit, 

Bioanalyzer) 
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suyu ve zap ile silenerek ardından diğer örnek çalışılmış ve işlem gün içinde 

maksimum 4 örnek (aynı hastaya ait örnekler) için tekrarlanmıştır. Böylelikle hastalar 

arası çapraz kontaminasyon da önlenmiştir (Şekil 3.15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. 15: Doku örneklerinin Rnase-free ortam koşulları altında sıvı nitrojen 

içerisinde toz haline getirilmesi. 

 

3.2.6.2. Total RNA İzolasyonu Ve Kalite Parametrelerinin Ölçülmesi 

Dondurulmuş tümör dokularından (KHDAK tümör doku, reaktif stroma olarak 

adlandırılan tümöre sınır doku, normal akciğer dokusu ve lenf dokusu) ve 

dondurulmuş tam kan örneklerinden RNA izolasyonu için sırasıyla PureLink™ RNA 

Mini Kit (Invitrogen™) #12183018A, Quick-RNA Whole Blood (Zymo research) 

N Dokusu  

R Dokusu  

M Dokusu  

T Dokusu  
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#R1201 kitleri kullanıldı. RNA izolasyonu laminar flow kabin içerisinde ve doku toz 

forma getirildikten hemen sonra yapıldı. Kandan RNA izolasyonu da laminar flow 

kabin içerisinde tüm doku çalışmaları bittikten sonra aynı hastalara ait frozen kanlar 

kullanılarak yapıldı. Total RNA’nın kalitesi Agilent RNA 6000 Nano Reagents #5067-

1511 kiti ile, Bioanalyzer 2000 (Agilent) cihazında, RNA çip kullanılarak kontrol 

edildi. RIN (RNA Integration Number) değerinin 7 veya üzeri olmasına, RNA 

sağlamlığı açısından dikkat edildi. Kalitesinden emin olunan total RNA örneklerinden 

öncelikle, Qubit RNA BR (Broad-Range) Assay Kiti #Q10210 kullanılarak Qubit 

cihazı ile miktar tayini yapıldı, A260/280 ve A260/230 değerleri spektrometre ile 

ölçülerek kalite parametrelerine bakıldı. 

3.2.6.2.1. Ezilmiş Dokudan Ve Tam Kandan RNA İzolasyonu  

Toz formuna getirilen dokulardan ve dondurulmuş tam kan örneklerinden RNA 

izolasyonu için sırasıyla PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen™) #12183018A,  

Quick-RNA Whole Blood (Zymo research) #R1201 kitleri kullanılmıştır (Şekil 3.16).  

 

 

  

 

 

 

  Şekil 3. 16: Dondurulmuş toz formundaki dokudan ve dondurulmuş kandan RNA 

eldesi. 

 

Dokudan RNA İzolasyonu 

1. Ezilen dokuya ait tozun bulunduğu cryotüp sıvı nitrojen içersinde laboratuvara 

RNA izolasyonu yapılacak kabin içersine getirilir. 

2. Ortam ve kullanılacak pipetler Zap ile temizlenir. Pipet uçları steril ve filtrelidir.  

3. Cryotüp sıvı nitrojen içersinden alınır ve içersine 1 mL Trizol Reagent eklenir. 1 

mL’lik pipet yardımı ile 6 dakika boyunca pipetleme yapılır. Burada yeterli 

pipetlemeyi yapmak önemlidir. 
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4. 6 dk’lık pipetlemenin ardından üzerine 0.2 mL kloroform eklenir. 3 dk boyunca 

elimizde çok yavaş bir şekilde tüp alt üst yapılır. Kesinlikle pipetleme ya da vortex 

yapılmaz. Fazla karıştırılırsa DNA kontaminasyonuna sebep olmaktadır. 

5. 3 dk ardından 4 derecede 12.500xg de 15 dk santrüfüj edilir. 

6. Santrüfüj sonrası üst faz (renksiz faz) RNAse-free tüp içersine aktarılır. Bu 

yaklaşık 600 µL kadardır. 

7. Bu tüp üzerine eşit hacimde 70% EtoH eklenir. Vortexlenir.  

8. Total 1200 µL olan örnek 600 µL + 600 µL olarak iki kerede kolona aktarılır ve 

oda sıcaklığında 12.500xg de 15 saniye santrüfüj edilir. 

9. Kolondan geçen sıvı kısım atılır.  

10. Kolon üzerine 700 µL Wash 1 buffer eklenir. 12.500xg de 15 saniye santrüfüj 

edilir. Kolondan geçen sıvı kısım atılır. 

11. Kolon üzerine 500 µL Wash 2 buffer eklenir. 12.500xg de 15 saniye santrüfüj 

edilir.  Kolondan geçen sıvı kısım atılır. 

12. En son basamak tekrar edilir. 

13. Filtreli kolon RNAse-free tüp içersine alınmalıdır. 

14. RNAse-free sudan 40 µL kolona eklenerek 8-10 dk oda sıcaklığında inkübe 

edilmelidir. 

15. Oda sıcaklığında 12.500xg de 2 dk santrüfüj edilmelidir. 

16. Tüp içersine saflaştırılan RNA daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere “3 

adet 10 µL”ve “1 adet 5 µL” olarak alikotlanmalıdır. RNA kullanılıncaya kadar -

80℃’de muhafaza edilir. 

17. RNA, miktar ve kalite ölçümü için nanodrop, gel elektroforez, bioanalyzer 

uygulamalarında kullanılır (Şekil 3.17). 
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Şekil 3. 17: Dondurulmuş toz formundaki dokudan RNA izolasyon aşamaları. 

 

Tam Kandan RNA İzolasyonu 

1. Tam kan örneği hastanede soğuk zincir korunarak alınır ve -80℃’de muhafaza 

edilir. 

2. 200ul’lik alikotlu tüpler Quick-RNA Whole Blood (Zymo research) #R1201 kiti 

için uygundur.  

3. Tam Kan’ın bulunduğu cryotüp buz içersinde laboratuvara RNA izolasyonu 

yapılacak kabin içersine getirilir. 

4. Ortam ve kullanılacak pipetler Zap ile temizlenir. Pipet uçları steril ve filtrelidir. 

5. Kan çözülmeden üzerine eşit miktarda DNA/RNA shield eklenir. Tamamen 

karıştırılır. 

6. Üzerine 8 µL Proteinaz K eklenir ve vortexlenir. Oda sıcaklığında 30 dk inkübe 

edilir. 

7. Son hacim kadar isopropanol eklenir ve vorteklenir.  

8. Karışım Zymo-Spin IIICG Column içersine alınır ve 15.000xg’de 30 saniye 

santrüfüj edilir. Kolon RNAse-free tüp içersine alınır. 

9. 200 µL RNA Recovery Buffer kolon içersine eklenir ve 15.000xg’de 30 saniye 

santrüfüj edilir. 

10. Tüp içersinde toplanan örnek üzerine 200 µL Ethanol (%100) eklenir ve 

vortekslenir. 
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11. Karışım Zymo-Spin IC Column içersine alınır ve 15.000xg’de 30 saniye santrüfüj 

edilir. 

12. Alt kısımda toplanan sıvı atılır. 

13. 400 µL RNA Prep Buffer kolona eklenir ve 15.000xg’de 30 saniye santrüfüj edilir. 

14. Alt kısımda toplanan sıvı atılır. 

15. 700 µL RNA Wash Buffer kolona eklenir ve 15.000xg’de 30 saniye santrüfüj 

edilir. 

16. Alt kısımda toplanan sıvı atılır. 

17. 400 µL RNA Wash Buffer kolona eklenir ve 15.000xg’de 2 dk santrüfüj edilir. 

18. Boş olarak son bir kez 15.000xg’de 2 dk santrüfüj edilir. 

19. Kolon RNAse-free bir tüp içersine yerleştirilir ve üzerine 15 µL DNAse/RNAse-

free su eklenir. 8-10 dk oda sıcaklığında bekletilir. 15.000xg’de 2 dk santrüfüj edilir. 

20. Tüp içersine saflaştırılan RNA daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere “1 

adet 10 µL”ve “1 adet 5 µL” olarak alikotlanmalıdır. RNA kullanılıncaya kadar -

80℃’de muhafaza edilir.  

21. RNA, miktar ve kalite ölçümü için nanodrop, gel elektroforez, bioanalyzer 

uygulamalarında kullanılır (Şekil 3.18). 

 

 

 

Şekil 3. 18: Dondurulmuş tam kandan RNA izolasyon aşamaları. 
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3.2.6.2.2. Elde edilen RNA’ların Kalite Kontrolü (Saflık ve Bütünlük 

Kontrolü) 

Nanodrop (Mikro) Spektrofotometre Ölçümü 

Nanodrop cihazında ölçüm yaparken öncelikle cihazın probu distile su ile temizlenir.  

260/280 ve 260/230 için ölçüm sırası;  

-1μL dH2O 

-1μL Blank 

-1μL RNA örneği ile ölçüm yapılır.                                          

Qubit Florometrik Ölçümü 

• Nükleik asitlerin florometrik ölçümünde kullanılan boya 1X olarak hazırlanır.  

• Her bir RNA örneği için boya ilave edilen tüpler hazırlanır. 

• Kitin İçindeki standartlar kullanılarak floresans ölçüme dayalı değerler RNA için 

saptanır. Standartlar referans noktası vermektedir.       

 Hesaplama;  

 (RNA ve DNA’nın boyası ayrıdır) 

• Boya 200X’dir. 1X olarak kullanılır. 

• Boya + mix solüsyonundan herbir tüpe 199 µLkoyulur.  

• Standart tüplerine 190 µL bufferlı karışımdan koyulur.  

• Standartlar 10 µL, örnekler 1 µL kullanılır.  

Florometrik ölçüm alınır.  

Formaldehitli RNA jeli Hazırlama 

• DEPC su otoklavlandıktan sonra mezür yardımı ile 36 mL olarak ayarlanır.  

• Küçük bir erlen içersinde 500mg Ultra-Pure Agarose tartılır. Üzerine 36 mL 

DEPC su eklenir. 

• Mikrodalga fırın içersinde eritilir. 

• Elle tutulacak kadar soğuduğunda üzerine 9ml %37 Formaldehit ve 5 mL 10X 

MOBS eklenir. Kaset içersine dökülür ve tarak yerleştirilir. 

• Buffer olarak 1X MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) kullanılır (9X 

DEPC su + 1X kadar 10X MOBS) (Tablo 3.7). 
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Tablo 3.7: 10X MOPS için gerekli malzeme miktarları. 

 

RNA örneklerinin Hazırlanması 

• Isıtıcı blok kullanılarak 70℃’de 10 dk denatüre edilir.  

• Bir dk buzda bekletilerek örnekler (Tablo 3.8) jel elektroforezinde yürütülür ve 

incelenir. 

 

Tablo 3.8: Her RNA tüpü için tüpe eklenmesi gereken malzeme miktarları. 

 

 

 

 

 

 

 

Bioanalyzer Sistemi  

RNA’nın bütünlük kontrolü için kullanılan RNA boyutlarının ölçüldüğü bir kalite 

kontrol analiz sistemidir. Burada kullanılan kit Agilent RNA 6000 Nano kiti kullanılır. 

Örnekler 1 µL kullanıldığı için 1,5 µL alikotlama yapılır. Ladder alikotlama için 

RNAse-free tüp kullanılır. Önce tüm tüp içindeki Ladder bir ependorf tüpe aktarılır. 

Kullanmadan önce 70℃’de 2 dk denatüre edilir. Alikotlanır ve -80℃’de denatüre 

halde saklanır! Ladder için totalde 20 adet tüp yazılır ve 1,5 µL tüplere alikotlanır. 

Ölçüm için konsantrasyon aralığı 25-500 ng olacak şekilde örnekler dilüe edilir. 

Örnekler kullanılmadan önce stoklarından 2 µL alınarak tüplere aktarılır. Yoğun 

olanlarda dilüe edilerek 2 µL alınarak tüplere aktarılır. Bu örnekler 70℃’de 2 dk 

denatüre edilir.  

Malzemenin Molaritesi Malzemenin Adı Miktarı 

0,4 M  MOPS 8,37g 

0,1 M  Sodium acetate 1,36 g 

0,01 M  EDTA 0,37g 

80 mL DEPC (Diethyl pyrocarbonate),su eklenir. NaOH kullanılarak pH:7’ye 

ayarlanır. Daha sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlanır. +4℃’de muhafaza 

edilir. 

RNA 2 µL  

Loading Dye 1 µL 

1X MOPS  4 µL 

EtBR (0,1 mg/mL) 1 µL 

Formaldehit 3 µL 

DEPC su 4 µL 
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Çip için Jel Hazırlama 

Kit içersinden çıkan kırmızı başlıklı tüp 550 µL filtreden geçirilir. 1.500xg’de 10 dk 

santrüfüj edilir. 65 µL tüplere dağıtılır.Totalde 7 adet çıkar. Mavi kapaklı Dye 1 µL ( 

karanlıkta tutulur) jelin içine eklenir ve vortexlenir.13.000xg de 10 dk santrüfüj edilir. 

Bu esnada cihaz açılır. Cihazın yıkama işlemi yapılır. Bunun için 3 adet yıkama çipleri 

kullanılır. 1. yıkama çipine 350 µL alt köşeden dH2O verilir, cihaza koyup kapatılır. 

1 dk beklenir. 2. yıkama çipine 350 µL ZAP alt köşeden verilir, cihaza koyup kapatılır. 

1 dk beklenir. 3. yıkama çipine 350 µL alt köşeden dH2O verilir, cihaza koyup 

kapatılır, 1 dk beklenir. Çipler kullandıktan sonra silkelenir ve kaldırılır. Deneye 

başlamadan önce ve bittikten sonra kesinlikle yıkama işlemi yapılmalıdır, yoksa cihaz 

işlem sırasında hata verir. Yıkama yapıldıktan sonra cihazın kapağı kuruması için açık 

bırakılır. Çip yükleme şırıngası RNA için en üst kısma getirilir. Nükleik asit için ise 

şırınganın taban kısmı C’de olmalıdır. Bilgisayar üzerinden 2100 Expert Programı 

açılır.  

Örnekleri Cihaza Yükleme İşlemi 

Jel-dye mix 9 µL olarak çip üzerinde G yazan kuyuya yüklenir. Şırınga 1 mL’deyken 

kapatılır ve mandalın altına kadar bastırılır. 30 saniye tutulur ardından mandal açılır. 

1 yazan kısma gelmesi beklenir. 0,7’nin üstüne geldikten sonra elimizle 1’e doğru 

çekilir. 9 µL gel-dye mix diğer 2 adet G kuyularına sırasıyla koyulur. Her bir kuyuya 

5 µLl referans koyulur. Bu marker başlangıç ve bitiş belirteçleri için kullanılır. 

Merdiven de dahil olmak üzere 13 kuyu doldurulur. Merdive 1 µL ladder koyulur. 

Ardından örnekler 1 µL yüklenir. 1.200xg de 2 dk vortexlenir. Bilgisayar üzerinden 

2100 Expert Programı açılır. Assay olarak RNA, çip tipi olarak ökaryot Total RNA 

Nano programı seçilir. Çip cihaza yerleştirilir ve program başlatılır. 

3.2.7. Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi ile Transkriptom Dizilenmesi 

RNASeq dizileme kütüphanesinin hazırlanması: TruSeq® Stranded Total RNA 

Library Prep Human/Mouse/Rat #20020597 Kiti (Illumina), kütüphanelerin 

hazırlanmasında kullanıldı. Tablo 3.9’da iş akışı verilmiştir. 
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Tablo 3.9: RNA-Seq kütüphane hazırlığındaki iş akışı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNA Seq kütüphane hazırlığında kullanılan kitler, kodlama yapan ve kodlama 

yapmayan RNA’ların analizine olanak sağladığı için seçilmiştir. Yeterli kalite 

parametrelerini tutturan ve sağlamlığı doğrulanan total RNA örneklerinin her biri 1 

µg/10 µL olacak şekilde RNASeq kütüphane hazırlığı için kullanıldı. Hem sitoplazmik 

hem de mitokondriyal ribozomal RNA’ları uzaklaştırıp, mRNA ile small RNA kısmını 

ayrıştırmak için hedef-spesifik oligolarla etiketli streptavidin boncuklar kullanıldı. 

Ayrıştırılan RNA, enzimatik yöntemle (yaklaşık 300 nt) kesildi. Kesilen RNA 

parçaları, random hexamerler kullanılarak SuperScript II Reverse Transcriptase 

(Invitrogen) enzimi ile cDNA’ya çevrilecek ve ardından DNA Polimeraz I ve RNAse 

H kullanılarak, dUTP'nin ikinci zincir sentezine dahil edilmesiyle ikinci sarmal cDNA 

sentezi tamamlandı. Fragmanların 3’ ucuna tek bir “A” nükleotidi eklenerek 

adenilasyonu sağlandı. Böylece adaptörün 3' ucunda bulunan tek bir 'T' nükleotidi için 

tamamlayıcı bir çıkıntı sağlandı ve adaptör bağlanması gerçekleştirildi. İndekslenmiş 

ve adaptör eklenmiş parçalar, AgentCourt Ampure XP (Beckman Coulter) boncukları 

kullanılarak büyüklük ve adaptör temizliğine tabi tutuldular. PCR amplifikasyonu ile 

DNA fragmanları her iki uçtaki adaptör moleküller ile seçici olarak zenginleştirildi. 

Metodolojisi kısaca özetlenen bu kütüphane hazırlık çalışması için takip edilen 

yöntemin teknik ayrıntıları aşağıda detaylı olarak belirtilmiştir. 

 

Total RNA 

3’uç Adenilasyonu 

Adaptörlerin Ligasyonu ve DNA Fragmanlarının Çoğaltılması 

Normalizasyon ve Kütüphanelerin Havuzlanması 

cDNA Sentezi ve İkinci İplik Sentezi 

Ribozomal RNA’nın Uzaklaştırılması ve RNA’nın Fragmantasyonu 
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3.2.7.1. RNA Seq Kütüphane Hazırlık Protokolü 

rRNA’nın Uzaklaştırılması Ve cDNA Sentezi 

1. RRM (rRNAremoval mix), EPH (Elute, Prime, Fragment High Mix), RBB 

(rRNAbindingbuffer), RRB (RRNA removalbeads), PCR plakları, RNA Clean XP, 

AMPure XP, EB (Elutionbuffer) oda sıcaklığına getirilir. 

2. Total RNA örneklerinin her biri 1 µg/10 µL olacak şekilde 96 kuyulu PCR plağına 

aktarılır. 

3. 5 µL RBB (rRNAbindingbuffer) her bir kuyu üzerine eklenir. 

4. 5 µL RRM (rRNAremoval mix) her bir kuyu üzerine eklenir. 

5. Totalde 20 µL olan her bir kuyunun karışması için 6 kere pipetleme yapılır ve plak 

seal ile kapatılır. 

6. PCR cihazında 68℃’de 5 dk inkübe edilir. 

7. Ardından 1 dk oda sıcaklığında bekletilir. 

8. 35 µL RRB (RRNA removalbeads) her bir kuyu üzerine eklenir. 

9. Totalde 55 µL olan her bir kuyunun karışması için 6 kere pipetleme yapılır. 

10. Plak magnetik stand üzerine alınır ve 5 dk bekletilir. 

11. Şeffaf renk olan 50 µL’lik süpernatan kısmı yeni plak üzerine aktarılır ve bu 

beadler ile ribozomal RNA’lar uzaklaştırılmış olur. 

12. 99 µL RNA Clean XP her bir kuyu üzerine eklenir ve kuyunun karışması için 6 

kere pipetleme yapılır. 10 dk bekletilmelidir. 

13. Ardından magnetik stand üzerine alınarak 5 dk bekletilir. 

14. 150 µL supernatan çekilip atılır. 

15. Üzerine yıkama işlemi için %70 alkol ekleyip 30 saniye bekletilir ve 200 µL 

çekilip atılır. Bu işlem iki kere tekrarlanır. 5 dk kuruması için bekletilir. 

16. 11 µL EB (Elution buffer) her bir kuyu üzerine eklenir ve 6 kere pipetleme yapılır. 

17. Ardından magnetik stand üzerine alınır. 8,5 µL supernatanlar yeni bir PCR plak 

üzerine aktarılır. 
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18. 8,5 µL EPH (Elute, Prime, Fragment High Mix) her bir kuyu üzerine eklenir. 6 

kere pipetleme yapılır ve plak seal ile kapatılır. 

19. 94°C’de 2 dk inkübe edilir. 

20. Plak üzerindeki seal kaldılır ve her bir kuyuya Superscript II Transcriptase + 

Buffer karışımından 8 µL dağıtılır. cDNA sentezi için PCR reaksiyonu başlatılır. 

İkinci Zincir cDNA Sentezi 

1. PCR sonrasında 5 µL RSB (Resuspension buffer) her bir kuyu üzerine eklenir. 

2. Ardından 20 µL SMM 2nd strandMarkingMix eklenir ve 6 kere pipetleme yapılır 

ve plak seal ile kapatılır, ikinci zincir cDNA sentezi için PCR reaksiyonu başlatılır. 

3. Reaksiyon sonrası 90 µL Ampure XP beads her bir kuyuya eklenir ve 6 kere 

pipetleme yapılır. 

4. Magnetik stand üzerine alınır ve 10 dk bekletilir. Ardından 135 µL supernatan 

çekilip atılır. 

5. Yıkama işlemi için her bir kuyuya 200 µL %80 EtOH (Ethanol) eklenir. 30 saniye 

sonra çekilir ve atılır. Bu işlem iki kere tekrarlanır. 

6. 5 dk kuruması için bekletilir. Kuyuların her biri 17,5 µL RSB (Resuspension 

buffer) ile çözülür. 

7. Magnetik stand üzerine alınır. 5 dk beklenir. 15 µL supernatan yani cdna yeni bir 

96 kuyulu PCR plağına aktarılır. 

8. -20℃’de muhafaza edilebilir.  

A-tailing Sentezi 

1. Plak 280 xg’de kısa bir şekilde spin edilir.  

2. 12,5 µL A-tailing mix her bir kuyuya eklenir. 

3. 2,5 µL RSB (Resuspension buffer) her bir kuyuya eklenir ve 6 kere pipetleme 

yapılır. 

4. A-tailing sentezi için PCR reaksiyonu başlatılır. 

Adaptörlerin Bağlanması 

1. Örneklerin bulunduğu 96 kuyulu plağın her bir kuyusuna 2,5 µL RSB 

(Resuspension buffer)  eklenir. 

2. Farklı barkodlara sahip adaptörlerin bulunduğu plaktan 2,5 µL alarak örneklerin 

üzerine aktarılır. 

3. 2,5 µL Ligationmix her bir kuyu üzerine eklenir ve 6 kere pipetleme yapılır. 
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4. PCR cihazında 30℃’de 10 dk inkübe edilir. 

DNA Fragmanlarının Çoğaltılması 

1. 5 µL Stop Ligation Buffer her bir kuyuya eklenir ve 6 kere pipetleme yapılır. 

2. 42 µL AMpurebead her bir kuyuya eklenir ve 6 kere pipetleme yapılır. 

3. Magnetik stand üzerine alınır ve 10 dk bekletilir. Ardından 79,5 µL supernatan 

çekilir ve atılır. 

4. Yıkama işlemi için her bir kuyuya 200 µL %80 EtOH eklenir. 30 saniye sonra 

çekilir ve atılır. Bu işlem iki kere tekrarlanır. 

5. 5 dk kuruması için bekletilir. Kuyuların her biri 52,5 µL RSB (Resuspension 

buffer) ile çözülür. 

6. Magnetik stand üzerine alınır. 5 dk beklenir. 50 µL supernatan yeni bir 96 kuyulu 

PCR plağına aktarılır. 

7. 50 µL AMpurebead her bir kuyuya eklenir ve 6 kere pipetleme yapılır. 

8. Magnetik stand üzerine alınır. 5 dk beklenir. 95 µL supernatan çekilir ve atılır. 

9. Yıkama işlemi için her bir kuyuya 200 µL %80 EtOH eklenir. 30 saniye sonra 

çekilir ve atılır. Bu işlem iki kere tekrarlanır. 

10. 5 dk kuruması için bekletilir. Kuyuların her biri 22,5 µL RSB (Resuspension 

buffer) ile çözülür. 

11. Magnetik stand üzerine alınır. 5 dk beklenir. 20 µL supernatan yani örnekleri yeni 

bir 96 kuyulu PCR plağına aktarılır. 

12. 25 µL PCR master mix ve 5 µL PCR Primercocktail her bir kuyuya eklenir ve 6 

kere pipetleme yapılır. DNA fragmanlarının çoğaltılması için PCR reaksiyonu ile 

başlatılır. 

13. Reaksiyon sonrası 47,5 µL AMPure XP bead her bir kuyuya eklenir ve 6 kere 

pipetleme yapılır. 

14. Magnetik stand üzerine alınır ve 10 dk bekletilir. Ardından 95 µL supernatan 

çekilip atılır. 

15. Yıkama işlemi için her bir kuyuya 200 µL %80 EtOH eklenir. 30 saniye sonra 

çekilir ve atılır. Bu işlem iki kere tekrarlanır. 

16. 5 dk kuruması için bekletilir. Kuyuların her biri 32,5 µL RSB (Resuspension 

buffer) ile çözülür. 

17. Magnetik stand üzerine alınır. 5 dk beklenir. 30 µL supernatan yeni bir 96 kuyulu 

PCR plağına aktarılır. 
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18. +4℃’de muhafaza edilebilir. 

Kütüphanenin nihai kalite kontrol analizi, Agilent High Sensitivity DNA Kiti #5067-

4626 kullanılarak Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer cihazında kontrol edilerek 

yapıldı. Burada beklenen parça büyüklüğü ortalama 420 nt (300 nt DNA parçası + 

adaptör + index) civarındadır. Cluster hesaplaması için, kütüphanelerin KAPA 

Biosystems Library Quantification Kiti ile, RT-PCR (ABI) cihazında miktarları tayin 

edildi. 

3.2.7.2. Bioanalyzer Cihazında RNA Seq Kütüphanesinin Kalite 

Kontrolü Protokolü 

1. Agilent High Sensitivity DNA Kiti #5067-4626 kullanıldı. High sensitivity DNA 

için kütüphane örneklerinin 1:5 dilusyon oranı kullanılır. İstenilen konsantrasyon 

aralığı 10 pg-5 ng arasında olmalıdır.  

2. Gel-Dye mix hazırlığı için kit içerisisinde bulunan mavi tüpten 15 µL kırmızı tüpe 

aktarılır ve vortekslenir. 2.250xg’de 15 dk santrüfüj edilir ve 50 µL alikotlar halinde 

kullanılır. 

3. Jel-dye mix 9 µL çekilerek çip üzerindeki G kuyusuna yüklenir. 

4. Çip şırınga içerisine yerleştirilir ve 1 mL’deyken kapatılarak bastırılır. 60 saniye 

bekletilir ve ardından şırınganın mandalı serbest bırakılır.  

5. 9 µL gel-dye mix diğer 3 adet G kuyularına sırasıyla koyulur. 

6. Her bir kuyuya 5 µL referans koyulur. Bu marker başlangıç ve bitiş belirteçleri 

için kullanılır. Merdiven de dahil 13 kuyuya eklenir. 

7. Merdive 1 µL ladder koyulur. Ardından kütüphane örneklerinin her biri 1 µL 

olarak kuyuyalara yüklenir. 

8. 1.200 xg’de 2 dk vortexlenir. 

9. Bilgisayar üzerinden 2100 Expert Programı açılır. Assay olarak DNA, çip tipi 

olarak High sensitivity DNA seçilir. Çip cihaza yerleştirilir ve program başlatılır.  

3.2.7.3. RNA Seq Kütüphanesinin Miktar Tayini 

Cluster hesaplaması için, kütüphanelerin KAPA Biosystems Library Quantification 

Kiti ile, RT-PCR (ABI) cihazında miktarları tayin edildi. Illumina bağlanma 
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adaptörlerine tanımlı universal probe kullanılıyor. Dolayısıyla fragmanların ucuna 

sağlıklı bir şekilde takılan adaptörleri amplifiye edebilmektedir. 

RT-PCR Reaksiyonu Hazırlama Protokolü 

1. Kütüphane örneklerinin dilüsyonu için EB (Elution Buffer) + % 0,05 Tween 

karışımı kullanılır. 

2. RNAse-Dnase free 96 kuyulu plak içerisine kütüphane örneklerinin 1:20, 1:40, 

1:400, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000 oranlarında dilüsyonları hazırlanır. 

3. KAPA Biosystems Library Quantification Kiti içerisinden çıkan KAPA SYBR 

FAST qPCR Master Mix ve Library quantification Primer Premix tüpleri 

birleştirilerek karıştırılır. 

4. 96 kuyulu reaksiyon plağına 16 µL master mix karışımı, 4 µL örnek dağıtılır. 

5. Her bir örnek triplike çalışılır. Kitin içerisinde yer alan 6 adet standart ve negatif 

kontrol piklerin ve konsantrasyonun yerini belirlemek için kullanılır. 

6. Applied Biosystems® ViiA 7 Software v1.2 ile Real-time PCR çalıştırılır. 

7. Hazırlanan tüm RNA-Seq kütüphanesinin konsantrasyon tayini bu yöntem ile 

yapılmıştır. 

8.   Örneklerin KAPA kütüphane hazırlama excell data sheeti kullanılarak nM 

cinsinden miktarları tayin edildi. Kullanılan excell data sheetinde öncelikle standart 

hesaplaması ve testin güvenilirliği her seferinde Şekil 3.19’daki gibi test edilmiştir. 
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  Şekil 3. 19: Kütüphanenin miktar tayininde kullanılan güvenirlik eğrisi 

 

3.2.7.4. RNA Seq Kütüphanesinin Havuzlanması 

RNASeq kütüphanelerinin havuzlanması: RNAseq kütüphanelerinin okuma 

derinliklerinin hesaplanarak havuzlanması gerekir. Burada örnek başı hedeflenen 

okuma derinliği 50 milyondur. Hiseq 2500 ve Novaseq 6000 cihazlarında kullanılan 

flowcell kapasitesine uygun olarak hesaplama yapılmıştır. Hiseq 2500 cihazında high 

output mode için kullanılan flowcell ve Novaseq 6000 cihazı için kullanılan S1 tipi 

flowcell Şekil 3.20’de belirtilmiştir. 
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Şekil 3. 20: Hiseq 2500 Output mode ve Novaseq 6000 S1 Mode flowcell. 

 

Illumina’nın kendi yazılımı olan “Sequencing Coverage Calculator” kullanılarak 

hedeflenen okuma derinliklerine uygun biçimde flowcell’e yüklenmesigereken örnek 

sayısı hesaplanmıştır. Hesaplama pencereleri Şekil 3.21 ve Şekil 3.22’de belirtilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

•High output mode

•50 Milyon ReadHiseq 2500

•S1 Tip Flowcell

•50 Milyon ReadNovaseq 6000
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Şekil 3. 21: HiSeq 2500 platformunda okuma derinliğinin hesaplanması. 
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Şekil 3. 22: Novaseq 6000 platformunda okuma derinliğinin hesaplanması. 
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Bu hesaplamaya göre high output mode flowcell için birbirinden bağımsız 8 lane 

olduğundan ve lane başına 250 Milyon okuma için 5 örnek önermektedir. Novaseq 

6000 ile uyumlu S1 flowcell’i tek bir pool oluşturmaya imkan verdiğinden maximum 

30 örnek için multiplex yapılabilmektedir. 

RNASeq cluster cluşumu  

Hiseq 2500 platformu Illumina Flowcell’lerinin üzerinde cluster oluşumu için, cBOT 

cihazı kullanılır. HiSeq v4 kimyasının özelliklerine göre, RNA Seq kütüphane 

havuzları (5 örnek her havuzda) 0.1N NaOH kullanılarak denatüre edilir. Gerekli SBS 

dizileme primeri kullanılarak, cBOT aracılığıyla Flowcell yüzeyinde cluster oluşumu 

ve okumanın başlatılması gerçekleştirilir. Flowcell’in her şeridinde cluster 

yoğunluklarını optimize etmek, kaliteli veri elde etmek için kritik öneme sahiptir. 

Optimum cluster yoğunluğu elde etmek için kütüphanelerin doğru bir şekilde 

ölçülmesi gerekmektedir. cBot cihazında doğru clusterları oluşturmak (Şekil 3.23) için 

kütüphaneler HiSeq Systems Denature and Dilute Libraries Guide’ında (#15050107) 

belirtildiği gibi 20pM’lık son DNA konsantrasyonlarına denatüre edilir ve 

seyreltilir.DNA kütüphane örnekleri flowcell üzerindeki tamamlayıcı adaptör 

oligolarına bağlanır. DNA şablonları yüksek kaliteli bir DNA polimeraz kullanılarak 

3’ ucundan sentezlenerek kopyalanır. Kopyalar HiSeq sistemlerinde dizilemeye hazır 

her biri yaklaşık 1000 kopyadan oluşan klonal kümeler oluşturmak üzere izotermal 

olarak güçlendirilir. 

 

Şekil 3. 23: cBot cihazında cluster oluşumu. 
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 Novaseq 6000 platformunda her bir RNA-Seq kütüphanesinin miktarı tayin edildikten 

sonra, cihazın reaktif kartuşuna yüklemeden önce denatüre edilir ve seyreltilir. 

Kütüphaneler tek bir tüpte eşit konsantrasyonda, toplam konsantrasyon 100µl’de 2 nM 

olacak şekilde (Şekil 3.24) karıştırılmaktadır. Yüklenecek DNA miktarı cluster 

oluşumunu etkilediği için dizilemenin önemli bir parçasıdır. Çok az DNA yüklenir ise, 

flow cell kapasitesinin altında cluster oluşur. Genellikle veri kalitesini korur, ancak 

daha düşük veri çıktısı ile sonuçlanır. Çok fazla DNA yüklenir ise, clusterlar birbirine 

çok yakın olacağından bu da zayıf görüntü çözünürlüğü ve analiz sorunlarına neden 

olacaktır. Aynı zamanda fazla yükleme sonucu daha düşük Q30 puanlarına (düşük veri 

kalitesi) ve daha az veri çıkışına sahiptir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. 24: Kütüphanelerin tek bir tüpte birleştirilmesi (2nM konsantrasyon). 
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3.2.7.5. RNA Seq Kütüphanesinin Dizilenmesi 

 

Şekil 3. 25: HiSeq v4 SBS kitleri ile örneklerin 150x2 PE olarak HiSeq 2500 

platformunda dizilenmesi. 

 

RNASeq kütüphane havuz dizilemeleri için, HiSeq v4 SBS kitleri kullanılmaktadır. 

Dizilemeler, 150X2 PE olacak şekilde HiSeq 2500 platformu kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.25). Herbir RNASeq havuzu için 250 milyon okuma 

(örnek başı 50 milyon) olacak şekilde dizileme yapıldı. Dizilemelerde, örnek başı tek 

indeks okundu. Dizi kalitesi RTA yazılımı ile gerçek zamanlı olarak kontrol edildi, ve 

.bcl dosyaları için fiber optik kablo ile GENAM bioinformatik ünitesindeki sunuculara 

aktarılmıştır. 

Novaseq 6000 S1 Reagent (300 cycle) kitleri kullanıldı. Dizilemeler, 150x2 PE (paired 

end) olacak şekilde Novaseq 6000 platformu kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Tek bir 

S1 flowcell ile RNA-seq havuzu için örnek başına yaklaşık 50 milyon okuma içeren 

dizileme yapıldı. Dizilemelerde örnek başı tek indeks okunmaktadır. Dizi kalitesi 

(Şekil 3.26) RTA3 yazılımı ile gerçek zamanlı olarak kontrol edilerek, .bcl dosyaları 

daha ileri analiz için fiber optik kablo ile Sağlık Bilimleri Üniversitesi’ndeki 

sunuculara aktarılmıştır. 
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Şekil 3.26: Sequencing Analysis Viewer Software (SAV) Dizileme Analizi      

Görüntüleyici.  

 

Dizileme sırasında ve sonrasında gerçek zamanlı analiz yazılımı (RTA) tarafından 

oluşturulan önemli kalite parametrelerinin görüntülenmesine olanak tanır. İmajların 

bazlara dönüştürülmesi RTA yazılımı ile gerçekleştirilir ve .bcl (basecalling) dosyaları 

üretilir. 

3.2.8. Transkriptom Datasının Kalite Kontrolü 

3.2.8.1. RNASeq Ham Datasının Kalite Kontrolü 

Base calling doğruluğu, Phred quality score (Q score) tarafından ölçülen, dizileme 

platformunun doğruluğunu değerlendirmek için kullanılan en yaygın ölçümdür.  

Okuma skorlarının monitörlenmesi downstream analizler için önemlidir. Şekil 3.27’de 

belirtilen ölçüm kullanılmıştır. 
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Şekil 3. 27: Phred quality score (Q score) ölçüm monitörü. 

 

3.2.9. Transkriptom Datasının Biyoenformatik Analizi 

3.2.9.1. RNA-seq veri ön analizi 

HiSeq ve NovaSeq platformları tarafından üretilen dizileme verilerinin ön analizi 

tamamlanmıştır. Skuamöz hücreli karsinom, adenokarsinom ve büyük hücreli 

karsinomlu toplam 51 hastadan elde edilen total RNA-seq verilerine ait FASTQ ham 

dosyaları Trim Galore! (v.0.39, https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore) 

kullanılarak kalitelerine göre temizlenmiş, kullanılan dizileme adaptörleri ve 

indeksleri ayrılmış, eşlenmemiş diziler uzaklaştırılmıştır ve FASTQC kullanılarak 

kalite kontrolleri yapılmıştır. Temizlenen okumalar insan referans genomuna (hg38, 

GRCh38, https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/hg38/bigZips/analysisSet/) 

STAR hizalama algoritması (v.2.7.10) kullanılarak hizalanmıştır. Gen başına düşen 

okuma sayılarının hesaplanması GENCODE hg38 (v.42 gtf) kullanılarak yine STAR 

programı ile yapılmıştır. 

3.2.9.2. miRNA ekspresyon düzeylerinin karşılaştırmalı analizi  

Analizler üç alt-tip (skuamöz hücre karsinom, adenokarsinom ve büyük hücreli 

karsinom) için ayrı ayrı gerçekleştirilmiştir. 19 skuamöz hücre karsinom, 25 

adenokarsinom ve 7 büyük hücreli karsinom hastasına ait tümör, lenf (metastaz), 

reaktif stroma, tam kan ve sağlıklı kontrol (normal) dokularına ait veriler 

karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir.  
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Her alt-tip için tümör, metastaz, reaktif stroma ve tam kan örneklerine ait veriler 

normal (kontrol) grubuna ait verilerle karşılaştırılmıştır. Gruplar arası ekspresyonu 

farklılaşmış miRNA’lar R programı kullanılarak DESeq2 paketi (v.1.38.2) ile tespit 

edilmiştir. Elde edilen p-değerleri, Benjamini-Hochberg yöntemiyle düzeltilmiş olup, 

düzeltilmiş p-değeri 0.05’ten küçük ve en az 2 kat değişim gösteren miRNA’lar 

ekspresyon düzeyi farklılaşan miRNA’lar olarak belirlenmiştir. 

3.2.9.3. TCGA Verilerinin Analizi 

Kanser araştırmalarında The Cancer Genome Atlas (TCGA) veri analizi, büyük bir 

öneme sahiptir. TCGA, farklı kanser türlerinde genetik ve genomik değişikliklerin 

detaylı olarak analiz edildiği bir projedir. TCGA analizi, kanser alt tiplerini ve bu alt 

tiplerdeki genetik özellikleri tanımlamamıza olanak tanır, bu da kişiselleştirilmiş 

tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine yol açabilir. Ayrıca, bu analizler kanserin erken 

teşhisinde, prognoz tahminlerinde ve ilaç geliştirmede daha etkili yaklaşımların 

oluşturulmasına katkı sağlar. Sonuç olarak, TCGA veri analizi kanser araştırmalarında 

devrim niteliğinde bir kaynaktır. Bu verilerin analizi, kanserle ilgili yeni bilgilerin 

ortaya çıkmasına, daha iyi tedavi stratejilerinin geliştirilmesine ve kanserin moleküler 

temellerinin daha iyi anlaşılmasına katkıda bulunur. Bu sebeple hasta örneklerimizin 

yanı sıra TCGA verileri aynı metodoloji altında analiz edilerek karşılaştırmalı sonuçlar 

elde edildi. 
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4. SONUÇLAR 

4.1. Biyobanka Oluşumu 

Çalışma kapsamında küçük hücreli-dışı akciğer kanseri (KHDAK) tanısıyla ameliyata 

alınan hasta örnekleri TÜBİTAK Marmara Araştırma Merkezi (MAM) Moleküler 

Onkoloji Araştırma Laboratuvarı (MOAL) bünyesinde kurulan LUNGBİYO adlı bir 

biyobankada saklanmaktadır. Çalışmaya dahil edilen bütün hasta ve örnek bilgileri, 

klinik ve laboratuvar bilgileri, ham verileri, analiz verileri, hasta onam formları, vb. 

ilgili bütün bilgiler buradan kontrol edilerek çalışılmıştır.  LUNGBİYO, 5 tane -80℃ 

derin dondurucu, 1 sıvı nitrojen tankı, LUNGBASE veritabanı ve sistemi kontrol eden 

LUNGSOFT yazılımından oluşmaktadır. Biyobanka için toplanan ve tez çalışmasına 

dahil edilen hastaların demografik ve histolojik bilgileri Şekil 4.1 ve 4.2’deki gibidir. 

 

 

Şekil 4. 1: Sol tarafta bulunan grafikler tüm hastalara ait demografik bilgileri içerirken, 

sağ tarafta bulunan grafikler nihai hastalara ait demografik verileri 

içermektedir. 
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Şekil 4. 2: Sol tarafta bulunan grafikler tüm hastalara ait histolojik bilgileri içerirken,  

sağ tarafta bulunan grafikler nihai hastalara ait histolojik verileri 

içermektedir. 

 

4.1.1. Veritabanı (LUNGBASE/AKBASE) 

LUNGBASE/AKBASE üzerinde multiomik (genomik, transkriptomik, proteomik, 

fosfoproteomik, metabolomik ve lipidomik) verileri alınarak gerekli analizler 

yapılmak üzere kaydedilmektedir. Ayrıca alınan hasta onam formları, hasta genel 

bilgileri, klinik bilgiler, biyokimya bilgileri, patoloji bilgileri, başta PET-CT olmak 

üzere hasta radyoloji görüntü ve bilgileri, evreleme ve grading bilgileri, vb. bütün 

bilgiler de veritanında tutulmaktadır. Sistem aktif ve güncel olarak alınan örnek 

bilgilerini de sayı, miktar ve lokasyon olarak bulundurarak LUNGBİYO’nun kontrolü 

ve etkin olarak kullanımına imkân vermiştir. 

Python kullanılarak geliştirilen uygulama sayesinde giriş (login) yapan personel yetkili 

olduğu projeler için bir arayüz üzerinden sürükle bırak yaparak veri 

yükleyebilmektedir. Yüklediği veri Swift Client kullanılarak doğrudan AKBASE 

içerisindeki OpenStack Swift sunucusuna yüklenecektir. Bant genişliği (bandwith) 
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kullanımının en az olduğu saatler olan 02.00-06.00 arasında ise diğer sunuculara 

kopyalama işlemi yapılmaktadır.  

Sonuç olarak OpenStack Swift kullanılarak, üç ayrı coğrafi bölgede güvenli ve yedekli 

bir dosya depolama sunucusu kurulmuştur. Bu sunucu yatayda sınırsız genişleme 

özelliğine sahip olduğu için yeni depolama ihtiyaçları uygun maliyetli x86 sunucular 

yardımı ile kolay bir şekilde genişletilebilecektir. Proje ihtiyaçları doğrultusunda 

kopyalama (replikasyon) problemi geliştirilen bir betik yardımıyla çözülmüştür. 

Kurulan sistem sayesinde veri bütünlüğü ve güvenliği sağlanarak verinin farklı 

lokasyonlarda farklı ortamlar üzerinde (hem nesne, hem de blok depolama sunucuları) 

yedeklenmesi sağlanmıştır. Biyoenformatik analiz çalışmaları için gerekli 

yazılımlarının bulunduğu platform ile entegrasyonu sağlanmıştır. 

4.1.2. Yazılımı (LUNGSOFT /AKSOFT) 

Sistemin kontrolünü sağlayan yazılım programı sürekli olarak ihtiyaca göre 

güncellenmektedir. Hasta ve örnek bilgileri veri tabanına kaydedilmiştir (Şekil 4.3). 

Örnek dokular üzerinde yapılan homojenizasyon, izolasyon ve karakterizasyon 

bilgileri de veri tabanında güncel olarak tutulmaktadır. 

 

 

Şekil 4. 3: LUNGBASE veri tabanı güncel ana sayfa ekran görüntüsü. 
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4.2. Hastaların H&E Boyama Sonrası Histolojik görüntüleri 

Çalışmada yer alan 51 hasta için histolojik sınıflandırma, başlangıçta hastanede görevli 

patologlar tarafından alınan kesitlerin titiz bir değerlendirmesiyle başladı. Daha 

sonrasında laboratuvarımızda, parafin kesitlerine ek olarak kriyokesitler alındı ve bu 

kriyokesitler, hücrelerin morfolojik özelliklerine dayalı olarak yeniden ayrımlandı; bu 

aşama H&E boyama yöntemi ile gerçekleştirildi. 

Toplamda 51 hasta için elde edilen histolojik görüntüler, tümör dokusu, normal doku, 

reaktif stroma dokusu ve lenf nodu dokusu gibi bileşenleri içermektedir. Bu dokular, 

çalışmamızda yer alan 25 adenokarsinom, 19 skuamöz hücreli karsinom ve 7 büyük 

hücreli karsinom hastasının örneklerinden elde edilmiştir. 

Belirli hastaların lenf nodu dokusundan sınırlı sayıda kesit alınmıştır. Bu karar, akciğer 

kanserinin heterojen dağılım gösterebileceği göz önünde bulundurularak alınmıştır. Bu 

küçük lenf nodları, patolojik değerlendirme amaçlı gönderilirken, geri kalan kısmı 

çalışmamıza dahil edilmiştir. Hastalara ait bu tüm histolojik görüntüler hasta 

numaraları ile birlikte doku tipleri detayı ile birlikte aşağıda sunulmuştur (Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4. 4: Çalışmaya dahil edilen hastalara ait histolojik görüntüler. 
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  Şekil 4. 4: Çalışmaya dahil edilen hastalara ait histolojik görüntüler (devamı). 
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Şekil 4. 4: Çalışmaya dahil edilen hastalara ait histolojik görüntüler (devamı). 
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  Şekil 4. 4: Çalışmaya dahil edilen hastalara ait histolojik görüntüler (devamı). 
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Şekil 4. 4: Çalışmaya dahil edilen hastalara ait histolojik görüntüler (devamı). 
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4.3. Hastaların Demografik Bilgileri 

Çalışmanın kapsamında yer alan 51 adet klinik ve histopatolojik olarak 

değerlendirilmiş KHDAK hastasının yaş, cinsiyet, tütün kullanımı gibi demografik 

bilgileri, histolojik sınıflandırma ve evreleme bilgileri ile birlikte toplandı. Bu veriler, 

hastaların genel profilleri ile kanserin ilerleme durumu hakkında önemli öngörüler 

sağlayabilmektedir. 

Hastaların yaşları, cinsiyetleri ve tütün kullanımı gibi demografik faktörler, kanser 

vakalarının çeşitli yönlerini anlamamıza yardımcı olurken, histolojik sınıflandırma ve 

evreleme bilgileri hastalığın türü, yayılımı ve tedaviye yanıt gibi kritik özelliklerini 

belirlememizde kilit rol oynamaktadır. 

Tüm bu değerli bilgiler, analiz ve sonuçların daha kapsamlı ve derinlemesine bir 

anlayış sağlamasına katkı sağlamaktadır. Bu demografik ve klinik veriler, Tablo 4.1'de 

özetlenmiş ve sunulmuştur.  

 

Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler. 

HASTA 

NO 

MATERYAL 

TİPİ 

YAŞ CİNSİYET TÜTÜN 

KULLANIMI  

HİSTOLOJİK 

SINIFLANDIRMA 

TNM 

EVRELEME 

STAGE- 

GRADE 

24 T 50 K VAR AK T4N2M0 3B-3 

24 N 50 K VAR AK T4N2M0 3B-3 

24 R 50 K VAR AK T4N2M0 3B-3 

24 M 50 K VAR AK T4N2M0 3B-3 

24 TK 50 K VAR AK T4N2M0 3B-3 

56 T 69 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

56 N 69 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

56 R 69 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

56 M 69 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

56 TK 69 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

4 T 68 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

4 N 68 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

4 R 68 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

4 M 68 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

4 TK 68 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

5 T 76 E VAR SHK T2BN1M0 2B-3 

5 N 76 E VAR SHK T2BN1M0 2B-3 

5 R 76 E VAR SHK T2BN1M0 2B-3 

5 M 76 E VAR SHK T2BN1M0 2B-3 
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Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devamı). 

5 TK 76 E VAR SHK T2BN1M0 2B-3 

8 T 58 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

8 N 58 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

8 R 58 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

8 M 58 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

8 TK 58 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

16 T 64 E VAR SHK T4NOM0 3A-3 

16 N 64 E VAR SHK T4NOM0 3A-3 

16 R 64 E VAR SHK T4NOM0 3A-3 

16 M 64 E VAR SHK T4NOM0 3A-3 

16 TK 64 E VAR SHK T4NOM0 3A-3 

17 T 76 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

17 N 76 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

17 R 76 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

17 M 76 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

17 TK 76 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

22 T 61 E VAR SHK T3N2M0 3A-3 

22 N 61 E VAR SHK T3N2M0 3A-3 

22 R 61 E VAR SHK T3N2M0 3A-3 

22 M 61 E VAR SHK T3N2M0 3A-3 

22 TK 61 E VAR SHK T3N2M0 3A-3 

1 T 63 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

1 N 63 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

1 R 63 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

1 M 63 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

1 TK 63 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

25 T 62 K YOK SHK T3N1M0 3A-2 

25 N 62 K YOK SHK T3N1M0 3A-2 

25 R 62 K YOK SHK T3N1M0 3A-2 

25 M 62 K YOK SHK T3N1M0 3A-2 

25 TK 62 K YOK SHK T3N1M0 3A-2 

27 T 37 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

27 N 37 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

27 R 37 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

27 M 37 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

27 TK 37 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

34 T 72 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

34 N 72 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

34 R 72 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

34 M 72 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

34 TK 72 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 
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Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devamı). 

38 T 59 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

38 N 59 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

38 R 59 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

38 M 59 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

38 TK 59 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

39 T 65 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

39 N 65 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

39 R 65 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

39 M 65 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

39 TK 65 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

44 T 35 E YOK AK T1BN0M0 1A-3 

44 N 35 E YOK AK T1BN0M0 1A-3 

44 R 35 E YOK AK T1BN0M0 1A-3 

44 M 35 E YOK AK T1BN0M0 1A-3 

44 TK 35 E YOK AK T1BN0M0 1A-3 

47 T 47 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

47 N 47 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

47 R 47 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

47 M 47 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

47 TK 47 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

13 T 49 E VAR AK T1BN0M0 1A-3 

13 N 49 E VAR AK T1BN0M0 1A-3 

13 R 49 E VAR AK T1BN0M0 1A-3 

13 M 49 E VAR AK T1BN0M0 1A-3 

13 TK 49 E VAR AK T1BN0M0 1A-3 

14 T 59 K VAR AK T3N0M0 2B-3 

14 N 59 K VAR AK T3N0M0 2B-3 

14 R 59 K VAR AK T3N0M0 2B-3 

14 M 59 K VAR AK T3N0M0 2B-3 

14 TK 59 K VAR AK T3N0M0 2B-3 

23 T 57 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

23 N 57 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

23 R 57 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

23 M 57 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

23 TK 57 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

41 T 66 E VAR AK T2BN0M0 2A-3 

41 N 66 E VAR AK T2BN0M0 2A-3 

41 R 66 E VAR AK T2BN0M0 2A-3 

41 M 66 E VAR AK T2BN0M0 2A-3 

41 TK 66 E VAR AK T2BN0M0 2A-3 

63 T 63 E VAR SHK T3N1M0 3A-3 
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Tablo 4.1: Hastalara ait bilgiler (devamı). 

63 N 63 E VAR SHK T3N1M0 3A-3 

63 R 63 E VAR SHK T3N1M0 3A-3 

63 M 63 E VAR SHK T3N1M0 3A-3 

63 TK 63 E VAR SHK T3N1M0 3A-3 

102 T 52 K YOK AK T3N2M0 3A-3 

102 N 52 K YOK AK T3N2M0 3A-3 

102 R 52 K YOK AK T3N2M0 3A-3 

102 M 52 K YOK AK T3N2M0 3A-3 

102 TK 52 K YOK AK T3N2M0 3A-3 

26 T 50 E VAR AK T1BN0M0 1A-2 

26 N 50 E VAR AK T1BN0M0 1A-2 

26 R 50 E VAR AK T1BN0M0 1A-2 

26 M 50 E VAR AK T1BN0M0 1A-2 

26 TK 50 E VAR AK T1BN0M0 1A-2 

37 T 49 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

37 N 49 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

37 R 49 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

37 M 49 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

37 TK 49 E VAR SHK T2AN1M0 2A-2 

125 T 61 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

125 N 61 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

125 R 61 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

125 M 61 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

125 TK 61 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

54 T 73 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

54 N 73 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

54 R 73 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

54 M 73 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

54 TK 73 E VAR SHK T4N1M0 3A-2 

55 T 61 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

55 N 61 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

55 R 61 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

55 M 61 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

55 TK 61 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

61 T 52 E YOK AK T4N0M0 3A-3 

61 N 52 E YOK AK T4N0M0 3A-3 

61 R 52 E YOK AK T4N0M0 3A-3 

61 M 52 E YOK AK T4N0M0 3A-3 

61 TK 52 E YOK AK T4N0M0 3A-3 

49 T 72 K YOK AK T2AN0M0 1B-3 

49 N 72 K YOK AK T2AN0M0 1B-3 
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Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devamı). 

49 R 72 K YOK AK T2AN0M0 1B-3 

49 M 72 K YOK AK T2AN0M0 1B-3 

49 TK 72 K YOK AK T2AN0M0 1B-3 

68 T 57 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

68 N 57 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

68 R 57 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

68 M 57 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

68 TK 57 E VAR SHK T3N0M0 2B-2 

70 T 68 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

70 N 68 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

70 R 68 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

70 M 68 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

70 TK 68 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

71 T 61 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

71 N 61 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

71 R 61 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

71 M 61 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

71 TK 61 E VAR SHK T2BN1M0 2B-2 

2 T 71 E VAR AK T4N1M0 3A-3 

2 N 71 E VAR AK T4N1M0 3A-3 

2 R 71 E VAR AK T4N1M0 3A-3 

2 M 71 E VAR AK T4N1M0 3A-3 

2 TK 71 E VAR AK T4N1M0 3A-3 

78 T 73 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

78 N 73 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

78 R 73 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

78 M 73 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

78 TK 73 E VAR BHK T3N0M0 2B-3 

90 T 60 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

90 N 60 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

90 R 60 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

90 M 60 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

90 TK 60 E VAR AK T3N1M0 3A-3 

105 T 72 K YOK AK T3N1M0 3A-3 

105 N 72 K YOK AK T3N1M0 3A-3 

105 R 72 K YOK AK T3N1M0 3A-3 

105 M 72 K YOK AK T3N1M0 3A-3 

105 TK 72 K YOK AK T3N1M0 3A-3 

123 T 69 E VAR AK T4N0M0 3A-3 

123 N 69 E VAR AK T4N0M0 3A-3 

123 R 69 E VAR AK T4N0M0 3A-3 
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Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devamı). 

123 M 69 E VAR AK T4N0M0 3A-3 

123 TK 69 E VAR AK T4N0M0 3A-3 

120 T 69 E VAR AK T2BN0M0 2A-2 

120 N 69 E VAR AK T2BN0M0 2A-2 

120 R 69 E VAR AK T2BN0M0 2A-2 

120 M 69 E VAR AK T2BN0M0 2A-2 

120 TK 69 E VAR AK T2BN0M0 2A-2 

139 T 60 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

139 N 60 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

139 R 60 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

139 M 60 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

139 TK 60 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

147 T 63 K YOK BHK T4N2M0 3B-3 

147 N 63 K YOK BHK T4N2M0 3B-3 

147 R 63 K YOK BHK T4N2M0 3B-3 

147 M 63 K YOK BHK T4N2M0 3B-3 

147 TK 63 K YOK BHK T4N2M0 3B-3 

51 T 68 E YOK SHK T2BN1M0 2B-2 

51 N 68 E YOK SHK T2BN1M0 2B-2 

51 R 68 E YOK SHK T2BN1M0 2B-2 

51 M 68 E YOK SHK T2BN1M0 2B-2 

51 TK 68 E YOK SHK T2BN1M0 2B-2 

121 T 70 K YOK BHK T2AN1M0 2A-3 

121 N 70 K YOK BHK T2AN1M0 2A-3 

121 R 70 K YOK BHK T2AN1M0 2A-3 

121 M 70 K YOK BHK T2AN1M0 2A-3 

121 TK 70 K YOK BHK T2AN1M0 2A-3 

129 T 52 E YOK AK T2BN0M0 2A-3 

129 N 52 E YOK AK T2BN0M0 2A-3 

129 R 52 E YOK AK T2BN0M0 2A-3 

129 M 52 E YOK AK T2BN0M0 2A-3 

129 TK 52 E YOK AK T2BN0M0 2A-3 

133 T 85 E VAR AK T2BN1M0 2B-2 

133 N 85 E VAR AK T2BN1M0 2B-2 

133 R 85 E VAR AK T2BN1M0 2B-2 

133 M 85 E VAR AK T2BN1M0 2B-2 

133 TK 85 E VAR AK T2BN1M0 2B-2 

179 T 55 E VAR AK T2AN1M0 2A-2 

179 N 55 E VAR AK T2AN1M0 2A-2 

179 R 55 E VAR AK T2AN1M0 2A-2 

179 M 55 E VAR AK T2AN1M0 2A-2 
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Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devamı). 

179 TK 55 E VAR AK T2AN1M0 2A-2 

10 T 63 K VAR SHK T2AN0M0 1B-2 

10 N 63 K VAR SHK T2AN0M0 1B-2 

10 R 63 K VAR SHK T2AN0M0 1B-2 

10 M 63 K VAR SHK T2AN0M0 1B-2 

10 TK 63 K VAR SHK T2AN0M0 1B-2 

35 T 81 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

35 N 81 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

35 R 81 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

35 M 81 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

35 TK 81 E VAR AK T3N0M0 2B-3 

32 T 58 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

32 N 58 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

32 R 58 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

32 M 58 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

32 TK 58 E VAR AK T2AN0M0 1B-3 

21 T 62 E YOK BHK T4N0M0 3A-3 

21 N 62 E YOK BHK T4N0M0 3A-3 

21 R 62 E YOK BHK T4N0M0 3A-3 

21 M 62 E YOK BHK T4N0M0 3A-3 

21 TK 62 E YOK BHK T4N0M0 3A-3 

168 T 61 E VAR BHK T2AN0M0 1B-3 

168 N 61 E VAR BHK T2AN0M0 1B-3 

168 R 61 E VAR BHK T2AN0M0 1B-3 

168 M 61 E VAR BHK T2AN0M0 1B-3 

168 TK 61 E VAR BHK T2AN0M0 1B-3 

135 T 56 E YOK BHK T2BN1M0 2B-3 

135 N 56 E YOK BHK T2BN1M0 2B-3 

135 R 56 E YOK BHK T2BN1M0 2B-3 

135 M 56 E YOK BHK T2BN1M0 2B-3 

135 TK 56 E YOK BHK T2BN1M0 2B-3 

 

SHK: Skuamöz Hücreli Karsinom, BHK: Büyük Hücreli Karsinom, AK: Adenokarsinom 

(-) : Sigara kullanmıyor 

4.4. Hasta Örneklerinin Karakterizasyon Deneyi Sonuçları 

Dokuda homojenizasyon, bir dokunun veya örnek içinde bulunan tüm bileşenlerin 

homojen bir şekilde dağılmasını sağlamak amacıyla gerçekleştirilen bir işlemidir. Bu 

işlem, özellikle kanser hücrelerinin heterojen yapısından kaynaklanan analizlerin 
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doğru bir şekilde gerçekleştirilmesi için hayati bir adımdır. Dokunun içerdiği çeşitli 

bileşenlerin homojen bir karışımını elde etmek, sonuçların güvenilirliğini ve 

tutarlılığını artırır. 

Dokuda gerçekleştirilen homojenizasyon işlemi sonrasında RNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiş ve elde edilen RNA'ların kalite parametreleri, jel elektroforez, 

nanodrop, bioanalyzer ve qubit gibi hassas cihazlar kullanılarak incelenmiştir. Bu 

kalite kontrolleri, elde edilen RNA'nın bütünlüğünü ve saflığını değerlendirmek için 

yapılmıştır. 

Sonuçlar, analizlerin doğruluğunu ve güvenilirliğini sağlamak amacıyla kayda 

alınmıştır. Aşağıda, bu kalite kontrol işlemlerinin sonuçlarına ilişkin bilgiler 

sunulmuştur. Saflık ölçümü yapılan hasta RNA’larının nandrop ekran görüntüleri 

Şekil 4.5’de belirtilen iki örnek gibidir.  

 

 

 

 

                                               

 

 

 

 

Şekil 4. 4:2T ve 2R dokusundan elde edilen RNA'nın nanodrop ile ölçümünün ekran  

görüntüsü. 

 

Bütünlük ölçümü yapılan hasta RNA’larının jel görüntüleri şekil 4.6’da belirtilen hasta 

örnekleri gibidir. 
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Şekil 4. 5: 2 numaralı hastaya ait T, N, R, M ve TK materyallerinden izole edilen RNA 

örneklerinin jel görüntüsü. 

 

Seçilen 255 hasta örneğinin kalitesini doğru bir şekilde değerlendirmek amacıyla bazı 

örneklerin RNA bionalyzer görüntüleri aşağıda sunulmuştur (Şekil 4.7). Bu 

görüntüler, örneklerin RNA kalitesini görsel olarak değerlendirmemize yardımcı 

olurken, analiz sonuçlarını belirleyen RIN (RNA Integrity Number) değerlerinin tümü 

Tablo 4.2'te özetlenmiştir. Bu tablo, her bir örneğin RNA kalitesini ifade eden RIN 

değerlerini içermektedir. 
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Şekil 4. 6: 90 nolu hastanın T,N,R,M ve TK örneklerine ait bioanalyzer jel görüntüsü   

ve RIN değerleri. 
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Tablo 4. 2: Tüm hastaların 4 tip doku (T,N,R,M) ve tamkan (TK) örneklerinden elde 

edilen RNA’lara ait nanodrop, qubit ölçümleri ve RIN değerleri. 

ÖRNEK 

NO 

SAMPLE 

ID 

NANODROP 

(NG/ µL) 

260/280 

ORANI 

260/230  

ORANI 

QUBİT 

(NG/ 

µL) 

RIN (RNA 

INTEGRİTY 

NUMBER) 

DOKU 

SINIFI 

1 24T 350 1,8 1,8 222 7,2 AK 

2 24N 400 1,9 1,89 358 7,6 AK 

3 24R 731 2,13 1,73 534 6,8 AK 

4 24M 1550 2,02 1,85 1200 7,1 AK 

5 24TK 96 2,01 1,63 89,7 5 AK 

6 56T 1327 2,1 1,48 1491 6,8 SHK 

7 56N 194 2,11 1,7 168 8,5 SHK 

8 56R 1051 2,12 2,12 1060 7,4 SHK 

9 56M 892,8 2,1 2,14 978 7,9 SHK 

10 56TK 60 2,01 0,81 42,9 7,3 SHK 

11 4T 1696 2,13 1,85 1976 7,6 SHK 

12 4N 423 2,12 1,35 442 7,2 SHK 

13 4R 665 2,13 1,94 944 7,6 SHK 

14 4M 2495,31 2,11 2,16 3360 7,6 SHK 

15 4TK 192 2,04 1,6 245 6,2 SHK 

16 5T 1248,58 2,14 1,8 1620 7,1 SHK 

17 5N 734,62 2,14 1,94 944 7,2 SHK 

18 5R 1308,44 2,14 2,05 1590 7,2 SHK 

19 5M 1314 2,13 2,23 1,156 6,5 SHK 

20 5TK 107 2,01 1,8 107 5,3 SHK 

21 8T 725,55 2,07 1,93 752 7,3 SHK 

22 8N 208,17 2,07 1,84 163 7 SHK 

23 8R 575,64 2,05 1,84 572 7,7 SHK 

24 8M 643,35 2,1 1,77 636 6,9 SHK 

25 8TK 137 2,03 1,91 138 6,3 SHK 

26 16T 1911,32 2,15 2,05 1660 6,9 SHK 

27 16N 421,48 2,12 1,91 359 7 SHK 

28 16R 318 2,13 2,11 318 6,3 SHK 

29 M 697,1 2,15 1,41 736 6,6 SHK 

30 16TK 176 2,148 2,05 192 6,5 SHK 

31 17T 1388,4 2,09 1,82 1491 8,5 SHK 

32 17N 853,55 2,09 1,39 804 7,9 SHK 

33 17R 864,22 2,08 2,16 797 7,8 SHK 

34 17M 1402,18 2,07 2,19 1568 7,7 SHK 

35 17TK 128 2,06 1,26 121 5,4 SHK 

36 22T 1224,88 2,13 2,13 1404 7,5 SHK 

37 22N 611,75 2,1 1,77 628 7,5 SHK 

38 22R 324,62 2,11 2,08 292 7,6 SHK 

39 22M 281,54 2,12 1,59 261 7,3 SHK 

40 22TK 94,48 2,01 1,38 87,4 5,4 SHK 

41 1T 2421 2,04 2,09 2421 7 SHK 

42 1N 266,73 2,07 1,8 190 8,3 SHK 

43 1R 332,73 2,09 1,5 385 7,4 SHK 

44 1M 764,49 2,14 1,98 1040 7 SHK 

45 1TK 90 2,01 1,8 85 6,1 SHK 

46 25T 504 2,14 1,83 491 7 SHK 

47 25N 555,94 2,11 2,07 584 6,7 SHK 

48 25R 737 2,11 2,09 856 7,1 SHK 

49 25M 616,52 2,12 1,79 682 7 SHK 

50 25TK 194 2,04 1,71 230 5,1 SHK 

51 27T 179,43 2,1 2,11 161 8,1 AK 

52 27N 554,04 2,1 2,02 520 7,9 AK 

53 27R 263,5 2,14 2,19 240 7,7 AK 

54 27M 433,6 2,1 2,14 352 6,7 AK 

55 27TK 239 2,05 1,9 121 6 AK 

56 34T 1988,51 2,13 2,25 1750 7.4 BHK 

57 34N 697 2,12 1,8 532 7.1 BHK 

58 34R 256,75 2,11 1,2 224 7.3 BHK 

59 34M 277,5 2,02 1,67 229 6,4 BHK 

60 34TK 156 2 1,8 144 5,8 BHK 

61 38T 1288,9 2,12 2,21 1227 8,3 SHK 

62 38N 752,06 2,13 2,19 776 7,2 SHK 

63 38R 682,47 2,11 2,18 580 7,6 SHK 

64 38M 644,64 2,13 2,12 546 8,2 SHK 
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Tablo 4. 2: Tüm hastaların 4 tip doku (T,N,R,M) ve tamkan (TK) örneklerinden elde 

edilen RNA’lara ait nanodrop, qubit ölçümleri ve RIN değerleri (devamı). 

65 38TK 579 2,09 1,99 459 5,7 SHK 

66 39T 1056,87 2,14 2,02 840 8,2 SHK 

67 39N 258,14 2,09 1,71 185 7,9 SHK 

68 39R 653,88 2,12 2,17 556 8 SHK 

69 39M 473,46 2,11 1,65 378 7,5 SHK 

70 39TK 223 2,03 1,92 190 6,2 SHK 

71 44T 337,53 2,11 2,1 319 8,8 AK 

72 44N 159,78 2,03 1,28 117 8,4 AK 

73 44R 299,55 2,08 1,8 130 8,1 AK 

74 44M 379,84 2,08 1,89 376 7,6 AK 

75 44TK 196 2,03 1,91 181 6,2 AK 

76 47T 678,72 2,12 2,13 664 8 AK 

77 47N 293,9 2,11 2,09 276 8 AK 

78 47R 423,8 2,1 1,95 396 6,8 AK 

79 47M 486,8 2,13 1,66 482 7,7 AK 

80 47TK 393 2,04 1,92 337 5,7 AK 

81 13T 1440,75 2,14 2,12 1110 8,1 AK 

82 13N 438,75 2,11 1,03 426 7,6 AK 

83 13R 652,75 2,14 1,91 790 6,4 AK 

84 13M 877,56 2,15 1,68 792 6,4 AK 

85 13TK 269 2,06 1,87 280 6,4 AK 

86 14T 916,58 2,12 2,17 934 6,7 AK 

87 14N 365,26 2,11 1,96 320 6,7 AK 

88 14R 407,44 2,11 1,98 368 7,7 AK 

89 14M 607,52 2,12 2,15 588 8,2 AK 

90 14TK 85 2,01 1,95 67.7 7 AK 

91 23T 1750 2,1 1,95 1500 7,7 SHK 

92 23N 605 2,01 1,8 416 8,3 SHK 

93 23R 1450 2,15 1,96 1230 9,2 SHK 

94 23M 1350 2,02 1,98 1320 8,4 SHK 

95 23TK 96 1,9 1,7 88,4 6,3 SHK 

96 41T 564,91 2,11 2,04 550 6,8 AK 

97 41N 245,91 2,1 1,46 208 7,8 AK 

98 41R 727,84 2,12 2,11 742 7,8 AK 

99 41M 1244,55 2,12 2,14 1452 7,8 AK 

100 41TK 135 2,02 1,98 137 6,5 AK 

101 63T 2314 2,08 2,14 2650 7,9 SHK 

102 63N 285 2,12 2,11 89 7.9 SHK 

103 63R 368 2,08 1,79 128 8 SHK 

104 63M 1145 2,12 2,06 378 7.4 SHK 

105 63TK 72 2,01 2,01 67,6 6,7 SHK 

106 102T 1080 2,08 2,13 1134 7,8 AK 

107 102N 804 2,08 2,1 752 7,8 AK 

108 102R 588 2,07 1,86 570 6,4 AK 

109 102M 509 2,02 1,71 554 7,2 AK 

110 102TK 155 2,01 1,65 154 6,5 AK 

111 26T 814,51 2,13 1,94 812 6,5 AK 

112 26N 981,6 2,12 2,08 1,041 7 AK 

113 26R 885,81 2,14 2,2 866 7 AK 

114 26M 1457,75 2,14 2,13 1420 7,5 AK 

115 26TK 120 1,81 1,56 79,5 5.9 AK 

116 37T 492,93 2,12 2,12 382 7,6 SHK 

117 37N 234,17 2,1 1,91 300 7,9 SHK 

118 37R 352,75 2,12 2,09 188 6,9 SHK 

119 37M 454,47 2,11 2,09 312 6,6 SHK 

120 37TK 110 2,01 1,91 96 6 SHK 

121 125T 1940 2,01 1,69 1695 6,9 AK 

122 125N 1660 2,2 1,78 1300 7 AK 

123 125R 480 1,96 1,56 414 6,1 AK 

124 125M 627 2,02 1,89 574 7,4 AK 

125 125TK 86 2,02 2,01 84,7 7,3 AK 

126 54T 483,82 2,07 2,08 307 6,6 SHK 

127 54N 461,28 2,07 1,79 427 8,3 SHK 

128 54R 798,63 2,09 2,17 802 7,3 SHK 

129 54M 475,8 2,06 1,64 393 8,4 SHK 

130 54TK 62 1,84 1,65 58,8 5,8 SHK 

131 55T 2973,78 2,08 2,12 2106 8 AK 
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Tablo 4. 2: Tüm hastaların 4 tip doku (T,N,R,M) ve tamkan (TK) örneklerinden elde 

edilen RNA’lara ait nanodrop, qubit ölçümleri ve RIN değerleri (devamı). 

132 55N 455,47 2,03 1,67 402 8 AK 

133 55R 642,97 2,12 2,17 718 8 AK 

134 55M 898,68 2,12 2,13 894 8,2 AK 

135 55TK 34 2,01 1,93 27,6 6,3 AK 

136 61T 971,67 2,12 2,03 950 7,5 AK 

137 61N 732,9 2,1 1,52 700 8,3 AK 

138 61R 547,99 2,13 2,13 491 7,7 AK 

139 61M 1508,79 2,13 2,21 1398 8 AK 

140 61TK 41 2,02 2,01 40,5 7,3 AK 

141 49T 1065,55 2,11 2,06 1144 8,2 AK 

142 49N 926,7 2,1 2,16 1048 7,5 AK 

143 49R 459,63 2,09 1,67 442 8 AK 

144 49M 998,21 2,1 2,11 1100 7,9 AK 

145 49TK 70 1,8 2,1 68 7,3 AK 

146 68T 2156 2,03 1,86 1584 7,9 SHK 

147 68N 1085 2,02 2,01 918 7,6 SHK 

148 68R 328 2,05 2,02 299 7,3 SHK 

149 68M 1788 2,03 2,04 515 7,9 SHK 

150 68TK 83 1,78 1,42 78,7 4,9 SHK 

151 70T 294 2,11 2,12 93 7.4 AK 

152 70N 526 2,1 2,2 236 8.1 AK 

153 70R 477 2,11 1,99 174 7.7 AK 

154 70M 588 2,03 1,61 232 8.2 AK 

155 70TK 78 1,86 1,58 37,4 6,6 AK 

156 71T 669 2,04 1,98 708 7,2 SHK 

157 71N 604 2,03 1,86 478 7,9 SHK 

158 71R 711 1,96 1,98 770 7,6 SHK 

159 71M 2974 2,02 2,01 912 8,4 SHK 

160 71TK 91 1,96 1,78 83 6,9 SHK 

161 2T 947,45 2,17 2,13 960 7,7 AK 

162 2N 297,62 2,08 1,27 267 6,9 AK 

163 2R 245,21 2,09 1,66 231 7,2 AK 

164 2M 225,96 2,02 1,62 232 6,8 AK 

165 2TK 40 2,08 0,8 89,5 3,7 AK 

166 78T 1364 2,09 2,19 1616 6,1 BHK 

167 78N 442 2,07 1,7 442 7 BHK 

168 78R 586 2,09 2,01 636 7,3 BHK 

169 78M 672 2,08 2,15 700 7,7 BHK 

170 78TK 63 1,9 1,61 57,5 6,7 BHK 

171 90T 3600 1,87 1,9 4750 7,5 AK 

172 90N 737 2,08 1,78 698 7,9 AK 

173 90R 923 2,1 2,15 927 7,3 AK 

174 90M 3195 1,9 2,02 2538 8,4 AK 

175 90TK 125 2 1,72 115 6,7 AK 

176 105T 1982 2,14 2,03 414,5 8,4 AK 

177 105N 555 2,14 2,06 1030 7,4 AK 

178 105R 479 2,09 1,98 400 6,9 AK 

179 105M 994 2,13 2,13 1065 7,5 AK 

180 105TK 78 1,89 1,65 65 5,9 AK 

181 123T 265 2,06 1,64 244 7,8 AK 

182 123N 1161 2,14 2,18 1389 7,7 AK 

183 123R 616 1,85 1,27 654 8,1 AK 

184 123M 616 2,14 2,15 566 7,7 AK 

185 123TK 85 2,01 1,78 77,3 5,8 AK 

186 120T 1317 1,8 1,8 993 6,3 AK 

187 120N 433 1,79 1,81 376 6,2 AK 

188 120R 307 1,7 1,68 218 4,8 AK 

189 120M 1064 1,85 1,89 964 6,8 AK 

190 120TK 68 1,68 1,65 61,2 5,9 AK 

191 139T 1660 2,07 2,2 1400 7,7 AK 

192 139N 349 2,07 2,17 234 7,4 AK 

193 139R 1664 2,08 2,27 766 7,5 AK 

194 139M 818 2,1 2,24 600 8,1 AK 

195 139TK 280 2,42 0,98 72,5 6,6 AK 

196 147T 1105 2,01 2,08 1227 6,8 BHK 

197 147N 1054 1,98 2,03 936 6,6 BHK 

198 147R 999 2,01 2,1 584 6,8 BHK 
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Tablo 4. 2: Tüm hastaların 4 tip doku (T,N,R,M) ve tamkan (TK) örneklerinden elde 

edilen RNA’lara ait nanodrop, qubit ölçümleri ve RIN değerleri (devamı). 

199 147M 292 2,01 1,91 318 6,5 BHK 

200 147TK 93 2,03 1,98 85,2 7,7 BHK 

201 51T 590,15 1,99 1,54 510 6,6 SHK 

202 51N 416,15 2,07 1,6 204 7,3 SHK 

203 51R 360,99 1,97 1,46 282 7,4 SHK 

204 51M 1080,38 2,09 2,16 498 7,9 SHK 

205 51TK 170 2,02 1,9 165 6,8 SHK 

206 121T 1610 2,01 1,78 1240 6,5 BHK 

207 121N 682,2 2,02 1,85 902 6,8 BHK 

208 121R 1142 2,11 2,1 1203 7 BHK 

209 121M 943 2,1 2,18 1000 7,1 BHK 

210 121TK 536 2,11 1,66 345 6,8 BHK 

211 129T 1757 2,1 2,21 1600 6,6 AK 

212 129N 534 2,06 2,11 477 7,9 AK 

213 129R 475 2,03 1,96 323 7,2 AK 

214 129M 907 2,09 2,07 600 6,5 AK 

215 129TK 154 2,03 2,01 143 7 AK 

216 133T 503 2,01 2,15 453 7,6 AK 

217 133N 579 2,02 2,1 510 8,1 AK 

218 133R 507 2 2,08 477 7,2 AK 

219 133M 1257 2,06 2,22 1030 7,9 AK 

220 133TK 139 2,03 1,98 125 7,4 AK 

221 179T 1167 2,04 2,14 216 8,3 AK 

222 179N 1587 2,08 2,19 952 8,8 AK 

223 179R 554,6 1,87 1,73 540 7,9 AK 

224 179M 1957 2,03 2,11 895 8,6 AK 

225 179TK 129,3 2,04 1,76 120 8,1 AK 

226 10T 590,38 2,13 2,18 510 6,7 SHK 

227 10N 707,46 2,15 2,26 704 8 SHK 

228 10R 886,8 2,14 2,26 896 7,2 SHK 

229 10M 1166,07 2,15 2,11 1272 7,7 SHK 

230 10TK 69 2,08 1,73 49,2 7 SHK 

231 35T 1861,77 2,14 2,09 1764 7 AK 

232 35N 540,58 2,1 1,98 500 6 AK 

233 35R 361,91 2,09 0,92 205 6,4 AK 

234 35M 490,98 2,1 2,07 440 6.4 AK 

235 35TK 172 2,04 1,91 136 5,5 AK 

236 32T 2082,4 2,12 2,18 535 7,2 AK 

237 32N 361,94 2,11 1,52 272 7 AK 

238 32R 570,67 2,13 1,44 415 7.3 AK 

239 32M 985,83 2,14 2,01 716 7.2 AK 

240 32TK 183 2 1,9 175 8,9 AK 

241 21T 1030,5 2,15 1,97 1120 7 BHK 

242 21N 459,48 2,11 2,05 332 7,2 BHK 

243 21R 229,13 2,09 1,72 185 7,5 BHK 

244 21M 425,48 2,11 1,96 328 6,5 BHK 

245 21TK 66 2,04 1,79 54,7 4,1 BHK 

246 135T 1541 2,02 1,98 1576 6,5 BHK 

247 135N 472 2 2,03 351 7,4 BHK 

248 135R 567 2,06 2,26 458 5,9 BHK 

249 135M 1993 2,12 2,14 1900 7,9 BHK 

250 135TK 175 2,21 1,98 160 6,7 BHK 

251 168T 1017 2,14 2,18 866 6,1 BHK 

252 168N 838 2,12 2,19 740 7,5 BHK 

253 168R 519 2,06 2,01 491 5,1 BHK 

254 168M 575 2,11 2,19 880 6,1 BHK 

255 168TK 78,35 2,04 1,87 67,5 7,3 BHK 

SHK: Skuamöz Hücreli Karsinom, BHK: Büyük Hücreli Karsinom, AK: Adenokarsinom 
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4.5. Hasta Örneklerinden Hazırlanan Kütüphanenin Kalite Kontrolü 

Dizileme öncesi hazırlanan kütüphanelerin kalite kontrolü, -omiks çalışmalarında 

vazgeçilmez bir adımdır ve bu aşama, titizlikle planlanmış bir süreçtir ki bu, güvenilir 

sonuçların elde edilmesine olanak tanır. 

Her bir örneğin RNA-seq kütüphane hazırlığı tamamlandıktan sonra, kütüphanenin 

kalite kontrolü titizlikle gerçekleştirilmiştir. Bu aşamada, elde edilen Bioanalyzer 

sonuçları, kalite kontrolünün doğru bir şekilde yapıldığını ve güvenilir sonuçlara 

ulaşmanın sağlandığını göstermek amacıyla rastgele seçilen örnekler üzerinde 

incelenmiştir. Şekil 4.8 ve Şekil 4.9, bu kalite kontrolünün sonuçlarını görsel olarak 

ifade etmektedir ve her bir örneğin kütüphane kalitesini belirlemek için kullanılan 

verileri içermektedir. Bu özenli kalite kontrol işlemi, analizlerin güvenilirliğini ve 

sonuçların güvenilirliğini sağlama amacıyla gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 4. 7: Kütüphane hazırlığı tamamlanan hasta doku ve kan örneklerinden rastgele  

seçilen örneklerden elde edilen baz uzunluklarının bioanalyzer jel 

görüntüsü. 
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Şekil 4. 8: Kütüphane hazırlığı tamamlanan hasta doku ve kan örneklerinden rastgele 

seçilen örneklerden elde edilen baz uzunluklarının bioanalyzer grafik 

görüntüsü. 

 

4.6. Hasta Örneklerinden Hazırlanan Kütüphanenin Miktar Tayini 

Miktar hesaplaması için, kütüphanelerin miktarları belirlemek amacıyla KAPA 

Biosystems Kütüphane Miktar Tayin Kiti kullanılarak RT-PCR (ABI) cihazında analiz 

edilmiştir. Bu adım, kütüphanelerin içerdikleri fragmanların miktarını hassas bir 

şekilde belirlememize olanak tanır. Kütüphaneler, Illumina bağlanma adaptörlerine 

tanımlı olan evrensel bir prob kullanılarak işlenir. Bu sayede, fragmanların ucunda 

bulunan adaptörlerin sağlıklı bir şekilde tespit edilmesi ve amplifikasyonu mümkün 

olur. Her bir örnek için kullanılan adaptör bilgileri ve elde edilen miktarlar, analizin 

doğruluğunu ve güvenilirliğini sağlamak amacıyla Tablo 4.3'te ayrıntılı olarak 

belirtilmiştir. Bu bilgiler, kütüphane miktarlarının hassas bir şekilde tespit edilmesini 
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ve verilerin güvenilirliğini sağlama amacı taşır. Bu sayede, analizlerin ve sonuçların 

güvenilir olması sağlanmıştır. 

 

Tablo 4. 3: Kütüphane örneklerinin adaptör ve konsantrasyon bilgileri. 

ÖRNEK NO SAMPLE ID ADAPTÖR KODU KÜTÜPHANE 

KONSANTRASYONU 

(NM) 

1 24T 701-501 166,6 

2 24N 702-501 124,7 

3 24R 703-501 170,2 

              4               24M               704-501               162,2 

5 24TK 705-501 244,1 

6 56T 706-501 278,4 

7 56N 707-501 205,2 

8 56R 708-501 215,3 

9 56M               709-501               188,2 

10 56TK 710-501 108,9 

11 4T 701-502 133,2 

12 4N 702-502 141 

13 4R 703-502 124,1 

14 4M               704-502                134,1 

15 4TK 705-502 81 

16 5T 706-502 126 

17 5N 707-502 163,9 

18 5R 708-502 167,7 

19 5M               709-502 108,9 

20 5TK 710-502 98,8 

21 8T 701-503 138,6 

22 8N 702-503 326,2 

23 8R 703-503 78,9 

24 8M               704-503               123,4 

25 8TK 705-503 147,8 

26 16T 706-503 244,3 

27 16N 707-503 155 

28 16R 708-503 205,3 

29 16M               709-503               70,4 

30 16TK 710-503 72,5 

31 17T 701-504 138,9 

32 17N 702-504 483,6 

33 17R 703-504 104,7 

34 17M               704-504               105,6 

35 17TK 705-504 232,6 

36 22T 706-504 305,4 

37 22N 707-504 411,3 

38 22R 708-504 279,7 

39 22M               709-504               57,8 

40 22TK 710-504 24 

41 1T 701-505 346 

42 1N 702-505 185,6 

43 1R 703-505 254,3 

44 1M               704-505 198 

45 1TK 705-505 255,7 

46 25T 706-505 210 

47 25N 707-505 350,8 

48 25R 708-505 206 

49 25M               709-505               167 

50 25TK 710-505 215,8 

51 27T 701-505 499,75 

52 27N 702-505 395,74 

53 27R 703-505 287,11 

54 27M               704-505               471,94 

55 27TK 705-505 373,07 

56 34T 706-505 310,89 

57 34N 707-505 440,7 
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Tablo 4. 3: Kütüphane örneklerinin adaptör ve konsantrasyon bilgileri(devamı). 

58 34R 708-505 452,42 

59 34M                709-505               484,05 

60 34TK 710-505 480,3 

61 38T 701-506 109,31 

62 38N 702-506 317,9 

63 38R 703-506 125,1 

64 38M                704-506                219,5 

65 38TK 705-506 296,5 

66 39T 706-506 155,9 

67 39N 707-506 189,1 

68 39R 708-506 134,9 

69 39M               709-506               632,5 

70 39TK 710-506 325,1 

71 44T 701-507 359 

72 44N 702-507 330 

73 44R 703-507 392,2 

74 44M               704-507               310,5 

75 44TK 705-507 174,3 

76 47T 706-507 427,6 

77 47N 707-507 348,9 

78 47R 708-507 398 

79 47M               709-507               334,9 

80 47TK 710-507 402 

81 13T 708-504 457,7 

82 13N 709-504 410,3 

83 13R 710-504 430,8 

84 13M               711-504               402,4 

85 13TK 712-504 438,9 

86 14T 701-501 326 

87 14N 702-501 698,3 

88 14R 703-501 571,4 

89 14M               701-502               636,8 

90 14TK 702-502 520,7 

91 23T 707-501 578,2 

92 23N 708-501 359,4 

93 23R 709-501 428,4 

94 23M               707-502               415,0 

95 23TK 708-502 347,4 

96 41T 701-503 243,2 

97 41N 702-503 143,2 

98 41R 703-503 237,9 

99 41M               701-504               195,4 

100 41TK 702-504 239,5 

101 63T 704-503 87,3 

102 63N 705-503 283,3 

103 63R 706-503 314,3 

104 63M               704-504               338,5 

105 63TK 705-504 408,1 

106 102T 707-503 194,4 

107 102N 708-503 587,1 

108 102R 709-503 261,9 

109 102M               707-504               298,6 

110 102TK 708-504 598,9 
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Tablo 4. 3: Kütüphane örneklerinin adaptör ve konsantrasyon bilgileri(devamı). 

111 26T 701-505 244,7 

112 26N 702-505 185,9 

113 26R 703-505 161,1 

114 26M               701-506               202,6 

115 26TK 702-506 186,2 

116 37T 704-505 136,3 

117 37N 705-505 159,6 

118 37R 706-505 121,6 

119 37M               704-506               199,3 

120 37TK 705-506 172,8 

121 125T 710-505 143,6 

122 125N 711-505 512,5 

123 125R 712-505 512,9 

124 125M               710-506               642,7 

125 125TK 711-506 617,6 

126 54T 701-507 822,2 

127 54N 701-505 259 

128 54R 703-507 719,9 

129 54M               701-508               930,3 

130 54TK 702-508 771,2 

131 55T 704-507 812,9 

132 55N 705-507 169,9 

133 55R 706-507 703,7 

134 55M               704-508               901,6 

135 55TK 705-508 846,4 

136 61T 707-507 894,9 

137 61N 708-507 739,2 

138 61R 709-507 970 

139 61M               707-508               996 

140 61TK 708-508 760 

141 49T 710-507 441,4 

142 49N 711-507 49,1 

143 49R 712-507 266,5 

144 49M               710-508               196,8 

145 49TK 711-508 246,7 

146 68T 701-501 346 

147 68N 702-501 302,2 

148 68R 703-501 311,5 

149 68M               701-502               98,6 

150 68TK 702-502 231,3 

151 70T 704-501 387,7 

152 70N 705-501 388 

153 70R 706-501 341,7 

154 70M               710-504              195,81 

155 70TK 705-502 250,15 

156 71T 711-504 40,1 

157 71N 708-501 311,2 

158 71R 709-501 249,27 

159 71M               707-502                326,65 

160 71TK 711-503 168,14 

161 2T 712-503 190,07 

162 2N 711-503 805,1 

163 2R 712-503 356,7 
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Tablo 4. 3: Kütüphane örneklerinin adaptör ve konsantrasyon bilgileri(devamı). 

164 2M               710-504              1001,8 

165 2TK 711-504 738,5 

166 78T 701-501 338,22 

167 78N 702-501 257,6 

168 78R 703-501 250,44 

169 78M               701-502                 256,62 

170 78TK 702-502 277,94 

171 90T 704-501 322,02 

172 90N 705-501 267,62 

173 90R 706-501 349,58 

174 90M               704-502               254,78 

175 90TK 705-502 323,09 

176 105T 707-501 125,06 

177 105N 708-501 219,5 

178 105R 709-501 97,81 

179 105M               707-502               117,53 

180 105TK 708-502 164,3 

181 123T 710-501 237,65 

182 123N 711-501 51,79 

183 123R 712-501 186,32 

184 123M               710-502               308,77 

185 123TK 711-502 359,27 

186 120T 701-503 257,59 

187 120N 702-503 135,62 

188 120R 703-503 132,9 

189 120M               701-504                92,7 

190 120TK 702-504 123,1 

191 139T 704-503 71,07 

192 139N 705-503 129,56 

193 139R 706-503 218,78 

194 139M               704-504                126,97 

195 139TK 705-504 149,41 

196 147T 707-503 172,39 

197 147N 708-503 206,38 

198 147R 709-503 170,26 

199 147M               707-504               152,5 

200 147TK 708-504 180,4 

201 51T 707-505 243,37 

202 51N 708-505 265,25 

203 51R 709-505 728,7 

204 51M               707-506               260,8 

205 51TK 710-503 261,49 

206 121T 701-505 351,19 

207 121N 702-505 382,47 

208 121R 703-505 335,56 

209 121M               701-506               308,11 

210 121TK 702-506 435,75 

211 129T 704-505 384,39 

212 129N 705-505 399,3 

213 129R 706-505 382,55 

214 129M               704-506               359,29 

215 129TK 705-506 343,32 

216 133T 707-505 217,9 
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Tablo 4. 3: Kütüphane örneklerinin adaptör ve konsantrasyon bilgileri(devamı). 

217 133N 708-505 289,46 

218 133R 709-505 256,6 

219 133M               707-506               253,33 

220 133TK 708-506 277,54 

221 179T 704-507 128,1 

222 179N 705-507 285,25 

223 179R 706-507 298,09 

224 179M               704-508               238,28 

225 179TK 705-508 284,06 

226 10T 707-507 251,49 

227 10N 708-507 293,53 

228 10R 709-507 271,02 

229 10M               707-508               256,32 

230 10TK 708-508 294,85 

231 35T 710-507 217,49 

232 35N 711-507 307,53 

233 35R 712-507 240,43 

234 35M               710-508               307,56 

235 35TK 711-508 233,04 

236 32T 701-503 317,47 

237 32N 702-503 279,69 

238 32R 703-503 251,39 

239 32M               701-504               229,1 

240 32TK 702-504 170,88 

241 21T 704-501 279,9 

242 21N 705-501 478,7 

243 21R 706-501 692,59 

244 21M               704-502               436,49 

245 21TK 704-503 180,03 

246 135T UDP0006 1428,57 

247 135N UDP0007 1012,99 

248 135R UDP0008 818,18 

249 135M               UDP0009 506,49 

250 135TK UDP0010 275,32 

251 168T UDP0001 792,21 

252 168N UDP0002 489,18 

253 168R UDP0003 1376,62 

254 168M               UDP0004 865,8 

255 168TK UDP0005 133,33 

 

4.7. Dizilenen Hasta Örneklerinin RNA-Seq Ham Datasının 

Kalite Kontrolü 

RNA dizilemesinin ham verileri, özellikle kalite kontrolü ve doğruluk sağlama 

amacıyla "Phred skoru" olarak adlandırılan bir değerlendirme sistemi kullanılarak 

belirlenir. Phred skoru, her bazın doğruluğunu belirlemek için kullanılan bir sayısal 

değerdir ve DNA veya RNA dizileme kalitesini ifade eder. Phred skoru, bir bazın 

doğruluğunu temsil eden -10 * log10 (hata olasılığı) formülüyle hesaplanır. Bu 

nedenle, daha yüksek bir Phred skoru, daha yüksek bir doğruluk seviyesini ifade eder. 
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RNA dizilemesinde her bazın ne kadar güvenilir olduğunu gösterir. Yüksek skorlar, 

bazın dizileme sırasında doğru bir şekilde algılandığını ve raporlandığını gösterirken, 

düşük skorlar düşük kaliteli bazları işaret eder. Bu sebeple ham verilerin analiz öncesi 

kalitesi kontrol edilmiş ve Şekil 4.10’da belirtildiği gibi skor ataması yapılmıştır. 

 

 

Şekil 4. 9:Tümör örneklerinin ve normal örneklerin okuma skorlarının 

monitörlenmesi. A) Normal dokular. B) Tümör dokuları. Base calling 

doğruluğu, Phred quality score (Q score) tarafından ölçülen, dizileme 

platformunun doğruluğunu değerlendirmek için kullanılan en yaygın 

ölçümdür. 

 

4.8. Hasta Örneklerine Ait Dizi Bilgilerinin Karşılaştırmalı 

Analiz Sonuçları 

Dizileme sonrası elde edilen veriler, skuamöz hücreli karsinom, adenokarsinom ve 

büyük hücreli karsinom olmak üzere üç farklı grupta toplanan 51 hastanın incelenmesi 

amacıyla derinlemesine analiz edilmiştir. Bu analizler, hastaların farklı örnek türlerine 

(Tümör, Normal, Reaktif Stroma, Lenf Nodu, Tam Kan) ait 5 örneği (T, N, R, M, TK) 

karşılaştırmalı olarak içermektedir. Analizler aşağıdaki adımlarla gerçekleştirilmiştir. 

Skuamöz Hücreli Karsinom Analizi: İlk olarak, skuamöz hücreli karsinom hastalarının 

tümör dokuları, aynı hastaların normal dokuları ile karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırma, 

her iki dokunun gen ifadesindeki farklılıkları ortaya çıkarmak amacıyla yapılmıştır. 

A B 
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Reaktif Stroma ve Lenf Nodu Analizi: Ardından, reaktif stroma dokuları ile normal 

dokular, ve lenf nodu dokuları ile normal dokular karşılaştırılmıştır. Bu 

karşılaştırmalar, belirli dokuların normal dokulara göre gen ifadesindeki farklılıklarını 

belirlemek amacıyla gerçekleştirilmiştir. 

Tam Kan Karşılaştırması: Son olarak, hastaların tam kan örnekleri ile normal dokular 

karşılaştırılmıştır. Bu analiz, hastaların kan örneklerindeki gen ifadesindeki 

değişiklikleri tespit etmeyi amaçlamaktadır. 

Tüm bu işlemler, adenokarsinom ve büyük hücreli karsinom hastaları için de aynı 

adımlarla gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar, farklı kanser türlerinin ve 

dokuların gen ifadesindeki benzersiz özellikleri ve farklılıkları hakkında değerli 

bilgiler sunmaktadır. Bu analizler, kanser alt tiplerinin daha iyi anlaşılmasını ve 

gelecekteki tanı, tedavi ve prognoz yönetimlerine yönelik yeni perspektiflerin 

geliştirilmesini desteklemektedir. 

4.8.1 Skuamöz Hücreli Karsinom İçin Karşılaştırmalı Analiz 

Sonuçları 

Karşılaştırmalı analizler kapsamında ekspresyon düzeyi ölçülebilen 1853 miRNA’ya 

ait değişimler Şekil 4.11’de sunulmuştur. Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, 

normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat değişim gösteren 157 miRNA tespit 

edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 miRNA Tablo 4.4’de verilmiştir. 

MiRNAların kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 

kat değişim gösteren 239 miRNA tespit edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en çok değişen 

10 miRNA Tablo 4.5’de verilmiştir. Metastaz dokularına ait ekspresyon düzeyleri, 

normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat değişim gösteren 83 miRNA tespit 

edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 miRNA Tablo 4.6’da verilmiştir. 

Reaktif stromadaki ekspresyon düzeylerinin, normal dokulardakinden çok farklı 

olarak değişmediği, sadece 2 miRNA’ın ekspresyon düzeylerin istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde farklılaştığı görülmüştür (Tablo 4.7). 
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Şekil 4. 10: Skuamöz hücre karsinom hastalarına ait transkriptom verilerinin gruplar 

arası karşılaştırmalarına ait volkan çizgeleri (ekspresyonu farklılaşan 

miRNA’lar kırmızı veya mavi renk ile gösterilmiştir (Kırmızı renk yukarı 

yönlü düzenlemeyi, mavi renk aşağı yönlü düzenlemeyi göstermektedir). 

 

Tablo 4. 4:Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok 

değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR4521 -3,86 2,18E-18 

MIR3198-1 2,89 1,24E-15 

MIR1537 1,98 2,75E-13 

MIR205 6,01 2,75E-13 

MIR30A -2,33 2,75E-13 



 

132 

 

Tablo 4. 4:Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok 

değişen 10 miRNA (devamı). 

MIR5194 1,62 3,43E-13 

MIR4312 2,11 6,19E-13 

MIR511 -2,28 1,99E-12 

MIR3161 2,53 3,29E-11 

MIR3690 3,42 5,99E-11 

 

  Tablo 4. 5: Kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri  

ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR4521 -5,8004 2,44E-42 

MIR27B -4,87609 5,25E-39 

MIR30A -6,59426 1,56E-36 

MIR23B -6,05461 2,56E-33 

MIR511 -5,93243 2,74E-32 

MIR548V -5,63102 1,38E-30 

MIR221 -5,65935 7,22E-22 

MIR605 -5,28206 7,22E-22 

MIR3117 -5,0407 1,08E-21 

MIR125B1 -5,41282 9,45E-20 

            

Tablo 4. 6: Metastaz dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok 

değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR548V -2,63893 4,54E-13 

MIR5195 3,963986 1,2E-11 

MIR548F2 -3,60128 1,6E-09 

MIR3117 -2,67927 8,29E-09 

MIR342 1,623922 1,34E-07 

MIR4451 1,564957 1,34E-07 

MIR27B -1,82569 1,97E-07 

MIR3193 -3,02046 4,92E-07 

MIR30A -2,05136 8,84E-07 



 

133 

 

Tablo 4.6: Metastaz dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok 

değişen 10 miRNA (devamı). 

MIR6774 2,399187 9,46E-07 

 

Tablo 4. 7: Reaktif stromadaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon 

düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi değişen 2 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR3193 -2,05689 0,007547 

MIR4802 0,813702 0,012099 

4.8.2 Adenokarsinom için karşılaştırmalı analiz sonuçları 

Analizler kapsamında ekspresyon düzeyi ölçülebilen 1853 miRNA’ya ait değişimler 

Şekil 4.12’de sunulmuştur. 

Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat 

değişim gösteren 182 miRNA tespit edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 

miRNA Tablo 4.8’de verilmiştir. 

MiRNAların kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 

kat değişim gösteren 208 miRNA tespit edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en çok değişen 

10 miRNA Tablo 4.9’da verilmiştir. 

Metastaz dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon 

düzeyleri ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) 

ve en az 2 kat değişim gösteren 205 miRNA tespit edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en 

çok değişen 10 miRNA Tablo 4.10’de verilmiştir. 

Reaktif stromadaki ekspresyon düzeylerinin, normal dokulardakinden çok farklı 

olarak değişmediği, sadece 2 miRNA’ın ekspresyon düzeylerin istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde farklılaştığı görülmüştür (Tablo 4.11). 
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Şekil 4. 11: Adenokarsinom hastalarına ait transkriptom verilerinin gruplar arası 

karşılaştırmalarına ait volkan çizgeleri (ekspresyonu farklılaşan 

miRNA’lar kırmızı veya mavi renk ile gösterilmiştir. Kırmızı renk 

yukarı yönlü düzenlemeyi, mavi renk aşağı yönlü düzenlemeyi 

göstermektedir). 

 

Tablo 4. 8: Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en 

çok değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR3198-1 3,270368 4,36E-15 

MIR5194 2,585768 4,36E-15 

MIR7848 2,715751 4,51E-15 

MIR3161 3,518629 6,78E-15 

MIR4312 2,669518 2,29E-14 

MIR4480 2,798894 4,04E-14 

MIR4477B 2,441458 5,07E-14 
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Tablo 4. 8: Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok 

değişen 10 miRNA (devamı). 

MIR3690 3,521895 2,36E-13 

MIR1250 3,915243 5,1E-12 

MIR378E 2,928532 5,1E-12 

 

Tablo 4. 9: Kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR4521 -6,51641 5,48E-34 

MIR27B -5,56124 1,49E-26 

MIR30A -6,30482 1,73E-22 

MIR3198-1 3,784339 7,26E-22 

MIR548V -5,63903 2,21E-19 

MIR23B -4,77225 1,17E-18 

MIR126 -5,5155 3,73E-18 

MIR4480 3,246358 7,07E-18 

MIR3161 3,766903 1,62E-17 

MIR221 -4,56578 2,76E-16 

 

Tablo 4. 10: Metastaz dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en 

çok değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR5571 5,046232 1,17E-15 

MIR6774 3,7527 3,84E-13 

MIR4540 4,836785 2,78E-11 

MIR342 2,52275 4,32E-11 

MIR5195 4,230812 2,78E-10 

MIR4477B 2,401273 1,66E-09 

MIR4537 3,283729 1,91E-09 

MIR4539 3,965323 1,91E-09 

MIR301A 2,936337 7,72E-08 

MIR4446 3,487452 2,67E-07 
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Tablo 4. 11: Reaktif stromadaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon 

düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi değişen 2 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR3194 2,473438 0,005468 

MIR3146 -2,47852 0,040596 

4.8.3 Büyük hücreli karsinom için karşılaştırmalı analiz sonuçları 

Analizler kapsamında ekspresyon düzeyi ölçülebilen 1853 miRNA’ya ait değişimler 

Şekil 4.13’de sunulmuştur. 

 

Şekil 4. 12: Büyük hücreli karsinom hastalarına ait transkriptom verilerinin gruplar arası 

karşılaştırmalarına ait volkan çizgeleri (ekspresyonu farklılaşan miRNA’lar 

kırmızı veya mavi renk ile gösterilmiştir. Kırmızı renk yukarı yönlü 

düzenlemeyi, mavi renk aşağı yönlü düzenlemeyi göstermektedir). 

 

Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat 

değişim gösteren 32 miRNA tespit edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 

miRNA Tablo 4.12’da verilmiştir. 
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Tablo 4. 12: Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en 

çok değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR4521 -4,67579 9,35E-10 

MIR30A -3,43305 5,68E-08 

MIR221 -3,87973 6,22E-07 

MIR511 -3,85064 0,000102 

MIR6809 -3,12093 0,000143 

MIR222 -3,13839 0,00031 

MIR27B -1,85712 0,000407 

MIR3198-1 2,645231 0,000407 

MIR605 -3,19243 0,000482 

MIR5194 1,894821 0,000643 

 

MiRNAların kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 

kat değişim gösteren 77 miRNA tespit edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en çok değişen 

10 miRNA Tablo 4.13’de verilmiştir. 

 

Tablo 4. 13: Kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR4521 -5,47328 1,5E-11 

MIR30A -7,19838 3,36E-10 

MIR27B -5,58797 6,23E-10 

MIR23B -5,83118 2,1E-07 

MIR125B1 -6,1758 7,52E-07 

MIR548V -5,99852 8,27E-07 

MIR126 -6,01411 9,77E-07 

MIR6809 -5,71615 1,52E-06 

MIR511 -5,61976 2,89E-06 
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Tablo 4. 13: Kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 miRNA 

(devamı). 

MIR3117 -5,51661 6,3E-06 

 

Metastaz dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon 

düzeyleri ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) 

ve en az 2 kat değişim gösteren 22 miRNA tespit edilmiştir. Ekspresyon düzeyi en çok 

değişen 10 miRNA Tablo 4.14’de verilmiştir. 

 

Tablo 4. 14: Metastaz dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki 

ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon düzeyi en çok 

değişen 10 miRNA. 
 

log2FoldChange padj 

MIR4537 5,524186 8,66E-06 

MIR30A -3,32933 1,23E-05 

MIR23B -2,64024 2,84E-05 

MIR27B -2,17978 4,55E-05 

MIR4539 4,502622 0,000521 

MIR548F2 -4,77667 0,000521 

MIR5195 4,569001 0,000561 

MIR6124 -3,51296 0,000828 

MIR548V -2,82034 0,004084 

MIR605 -2,7887 0,006308 

 

Reaktif stromadaki ekspresyon düzeylerinin, normal dokulardakinden farklı olarak 

değişmediği görülmüş, herhangi bir miRNA için istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

değişim yakalanamamıştır. 

 

4.9. SHK, AK ve BHK Tümör Dokularında Ekspresyon 

Düzeyleri Değişen miRNA’lar 

Bu çalışmada, KHDAK'ın alt tipleri olan SHK, AK ve BHK tümör gruplarındaki 

miRNA'ların ekspresyon düzeylerini karşılaştırılmıştır. Her histolojik alt tipte, kendi 
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içinde değişen miRNA'lar belirlenmiştir. Karşılaştırma sonuçları Şekil 4.14’de ve 

Tablo 4.15, Tablo 4.16, Tablo 4.17’de belirtildiği gibidir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

Şekil 4. 13 : SHK, AK ve BHK gruplarındaki alttipe özgün ve özgün olmayan 

miRNA'ların Venn diyagramıyla gösterimi. 
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Tablo 4. 15: SHK’ye özgü Tümör Dokusu MiRNA’ları. 

 

Tablo 4. 16: AK’ye özgü Tümör Dokusu MiRNA’ları. 

hsa-mir-33A hsa-mir-3136 hsa-mir-548U hsa-mir-6504 

hsa-mir-548f-3 hsa-mir-1273C hsa-mir-6769A hsa-mir-5697 

hsa-mir-4769 hsa-mir-604 hsa-mir-320E hsa-mir-1249 

hsa-mir-4699 hsa-mir-1299 hsa-mir-640 hsa-mir-623 

hsa-mir-4794 hsa-mir-3605 hsa-mir-6133 hsa-mir-4420 

hsa-mir-548AX hsa-mir-765 hsa-mir-181b-2 hsa-mir-6129 

hsa-mir-3065 hsa-mir-593 hsa-mir-4659A hsa-mir-548P 

hsa-mir-99A hsa-mir-3909 hsa-mir-643 hsa-mir-6750 

hsa-mir-548B hsa-mir-644A hsa-mir-4326 hsa-mir-4645 

hsa-mir-567 hsa-mir-25 hsa-mir-4519 hsa-mir-454 

hsa-mir-30B hsa-mir-1255A hsa-mir-2909 hsa-mir-8086 

hsa-mir-98 hsa-mir-5690 hsa-mir-4637 hsa-mir-7847 

hsa-mir-103a-2 hsa-mir-591 hsa-mir-6876 hsa-mir-548O 

hsa-mir-4755 hsa-mir-3671 hsa-mir-548aa-2 hsa-mir-1203 

hsa-mir-4296 hsa-mir-597 hsa-mir-3183 hsa-mir-613 

hsa-mir-7161 hsa-mir-28 hsa-mir-3155A hsa-mir-626 

hsa-mir-548E hsa-mir-3173 hsa-mir-548K hsa-mir-548L 

hsa-mir-550a-1 hsa-mir-4263 hsa-mir-5586 hsa-mir-4477B 

hsa-mir-30E hsa-mir-505 hsa-mir-1284 hsa-mir-5571 

hsa-mir-499B hsa-mir-4729 hsa-mir-1200 hsa-mir-378E 

hsa-mir-3679 hsa-mir-548T hsa-mir-548J hsa-mir-1273H 

hsa-mir-3657 hsa-mir-4639 hsa-mir-4306 hsa-mir-4433A 

hsa-mir-6075 hsa-mir-652 hsa-mir-4295 
 

hsa-mir-581 hsa-mir-4748 hsa-mir-558 
 

hsa-mir-146b hsa-mir-1913 hsa-mir-181b-1 hsa-mir-648 hsa-mir-548c 

hsa-mir-4486 hsa-mir-212 hsa-mir-603 hsa-mir-301a hsa-mir-4433a 

hsa-mir-30d hsa-mir-33a hsa-mir-30b hsa-mir-1282 hsa-mir-4652 

hsa-mir-

548ax 

hsa-mir-3188 hsa-mir-32 hsa-mir-1245a hsa-mir-944 

hsa-mir-548b hsa-mir-3120 hsa-mir-548v hsa-mir-548u hsa-mir-205 

hsa-mir-490 hsa-mir-3178 hsa-mir-3117 hsa-mir-554 
 

hsa-mir-889 hsa-mir-100 hsa-mir-1255a hsa-mir-625 
 

hsa-mir-376b hsa-mir-99a hsa-mir-3155a hsa-mir-1910 
 

hsa-mir-4705 hsa-mir-27b hsa-mir-548j hsa-mir-580 
 

hsa-mir-329-

2 

hsa-mir-654 hsa-mir-548k hsa-mir-4537 
 

hsa-mir-30a hsa-mir-433 hsa-mir-320e hsa-mir-4477b 
 

hsa-mir-

548as 

hsa-mir-5091 hsa-mir-4659a hsa-mir-548p 
 

hsa-mir-5008 hsa-mir-

1972-1 

hsa-mir-548l hsa-mir-4653 
 

hsa-mir-

4524a 

hsa-mir-5188 hsa-mir-378e hsa-mir-1273h 
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Tablo 4. 17: BHK’ye özgü Tümör Dokusu MiRNA’ları. 

 

 

 

 

 

4.10. SHK, AK ve BHK Kanlarında Ekspresyon Düzeyleri 

Değişen miRNA’lar 

KHDAK'ın alt tipleri olan SHK, AK ve BHK kan gruplarındaki miRNA'ların 

ekspresyon düzeyleri karşılaştırılmıştır. Her histolojik alt tipte, kendi içinde değişen 

miRNA'lar belirlenmiştir. Karşılaştırma sonuçları Şekil 4.15’de belirtildiği gibidir. 

Ayrıca, ekspresyon değişimleri ortak olan miRNA'lar tablo 4.18’de verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 14: SHK, AK ve BHK kanlarında ekspresyon düzeyleri değişen miRNA'ların 

Venn diyagramıyla gösterimi. 

 

hsa-mir-132 

hsa-mir-3145 

hsa-mir-145 

hsa-mir-3685 

hsa-mir-9-1 
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Tablo 4. 18: KHDAK’nin 3 alt tipinin kanında bulunan ortak miRNA paneli. 

hsa-mir-30A hsa-mir-

3117 

hsa-mir-

4427 

hsa-mir-

30B 

hsa-mir-

1244-2 

hsa-mir-

1537 

hsa-mir-23B hsa-mir-

27B 

hsa-mir-

151A 

hsa-mir-

335 

hsa-mir-

378E 

hsa-mir-

4312 

hsa-mir-511 hsa-mir-

145 

hsa-mir-

4664 

hsa-mir-

320A 

hsa-mir-

6753 

hsa-mir-628 

hsa-mir-

4521 

hsa-mir-

3145 

hsa-mir-

548AX 

hsa-mir-

4731 

hsa-mir-

657 

hsa-mir-

101-1 

hsa-mir-221 hsa-mir-

548f-2 

hsa-mir-99A hsa-mir-

331 

hsa-mir-

5194 

hsa-mir-

1250 

hsa-mir-

548V 

hsa-let-7a-

2 

hsa-mir-

138-1 

hsa-mir-

3685 

hsa-mir-

4480 

hsa-mir-

4673 

hsa-mir-

125b-1 

hsa-mir-

3189 

hsa-mir-

146B 

hsa-mir-

5687 

hsa-mir-

4632 

hsa-mir-

3161 

hsa-mir-126 hsa-mir-

6081 

hsa-mir-

5188 

hsa-mir-

132 

hsa-mir-

4772 

hsa-mir-338 

hsa-mir-605 hsa-mir-

4524A 

hsa-mir-

3918 

hsa-mir-

212 

hsa-mir-

4477B 

hsa-mir-

548C 

hsa-mir-

3193 

hsa-mir-

222 

hsa-mir-

548B 

hsa-mir-

582 

hsa-mir-

4489 

hsa-mir-

3198-1 

hsa-mir-

6809 

hsa-mir-

218-1 

hsa-mir-

3134 

hsa-mir-

4999 

hsa-mir-

3939 

hsa-mir-

4433A 

hsa-mir-

3690-1 
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4.11. SHK, AK ve BHK Lenf Nodlarında Ekspresyon 

Düzeyleri Değişen miRNA’lar 

KHDAK'ın alt tipleri olan SHK, AK ve BHK lenf nodları gruplarındaki miRNA'ların 

ekspresyon düzeyleri karşılaştırılmıştır. Her histolojik alt tipte, kendi içinde değişen 

miRNA'lar belirlenmiştir. Karşılaştırma sonuçları Şekil 4.16’da belirtildiği gibidir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 15: SHK, AK ve BHK lenf nodlarında ekspresyon düzeyleri değişen 

miRNA'ların Venn diyagramıyla gösterimi. 

 

4.12. TCGA verilerinin analiz Sonuçları 

Kanser araştırmalarında The Cancer Genome Atlas (TCGA) veri analizi, büyük bir 

öneme sahiptir. TCGA, farklı kanser türlerinde genetik ve genomik değişikliklerin 

detaylı olarak analiz edildiği bir projedir. TCGA analizi, kanser alt tiplerini ve bu alt 
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tiplerdeki genetik özellikleri tanımlamamıza olanak tanır, bu da kişiselleştirilmiş 

tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine yol açabilir. Ayrıca, bu analizler kanserin erken 

teşhisinde, prognoz tahminlerinde ve ilaç geliştirmede daha etkili yaklaşımların 

oluşturulmasına katkı sağlar. Sonuç olarak, TCGA veri analizi kanser araştırmalarında 

devrim niteliğinde bir kaynaktır. Bu verilerin analizi, kanserle ilgili yeni bilgilerin 

ortaya çıkmasına, daha iyi tedavi stratejilerinin geliştirilmesine ve kanserin moleküler 

temellerinin daha iyi anlaşılmasına katkıda bulunur. Bu sebeple hasta örneklerimizin 

yanı sıra TCGA verileri ile de karşılaştırmalı sonuçlar elde edildi. 

Adenokarsinom (LUAD) hastalarına ait 533 tümör dokusu ve 59 sağlıklı doku örneği 

ile skuamöz hücre karsinom (LUSC) hastalarına ait 502 tümör ve 51 sağlıklı doku 

örneğine ait RNA-seq verileri Kanser Genom Atlası’ndan (TCGA) alınmış ve aynı 

metodoloji altında analiz edilmiştir.  

Skuamöz hücre karsinom analizleri kapsamında ekspresyon düzeyi ölçülebilen 1881 

miRNA’ya ait değişimler Şekil 4.17’de sunulmuştur. Ekspresyon düzeyi en çok 

değişen 10 miRNA Tablo 4.19’da verilmiştir. 

 

 

Şekil 4. 16: Skuamöz hücreli karsinom hastalarına ait transkriptom verilerinin gruplar 

arası karşılaştırmasına ait volkan çizgesi (ekspresyonu farklılaşan 

miRNA’lar kırmızı veya mavi renk ile gösterilmiştir. Kırmızı renk yukarı 

yönlü düzenlemeyi, mavi renk aşağı yönlü düzenlemeyi göstermektedir). 
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Tablo 4. 19: TCGA - skuamöz hücre karsinom dokularına ait ekspresyon düzeyleri, 

normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, 

ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 miRNA. 

 log2FoldChange padj 

MIR210 4,481567687 1,77E-159 

MIR944 6,370289063 2,22E-151 

MIR196B 5,389055648 1,92E-134 

MIR205 5,305056704 2,44E-131 

MIR130B 2,590110756 1,06E-88 

MIR30D -2,321378059 4,78E-87 

MIR708 3,069137116 9,52E-86 

MIR92 5,174312861 1,71E-84 

MIR91 5,160146514 3,03E-84 

MIR93 5,17065038 3,48E-84 

 

Adenokarsinom analizleri kapsamında ekspresyon düzeyi ölçülebilen 1881 miRNA’ya 

ait değişimler Şekil 4.18’de sunulmuştur. Ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 

miRNA Tablo 4.20’de verilmiştir. 
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Şekil 4. 17: Adenokarsinom hastalarına ait transkriptom verilerinin gruplar arası 

karşılaştırmasına ait volkan çizgesi ekspresyonu farklılaşan miRNA’lar 

kırmızı veya mavi renk ile gösterilmiştir. (Kırmızı renk yukarı yönlü 

düzenlemeyi, mavi renk aşağı yönlü düzenlemeyi göstermektedir). 

 

Tablo 4. 20: TCGA - adenokarsinom dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal 

dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, ekspresyon 

düzeyi en çok değişen 10 miRNA. 

 log2FoldChange padj 

LET7D -2,437 1,73E-98 

MIR210 4,613 8,31E-96 

MIR4861 -4,318 7,96E-82 

MIR197 -2,965 1,56E-79 

MIR4862 -4,304 1,86E-79 

MIR139 -2,845 4,16E-68 

MIR708 2,888 5,70E-68 

MIR328 -3,031 2,60E-63 

MIR96 2,849 2,10E-62 

MIR195 -2,148 3,45E-62 

 

Çalışmada kullanılan SHK ve AK örneklerinin tümör dokularından elde edilen 

miRNA bilgileri ile TCGA veri setindeki tümör dokusu miRNA bilgileri 
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karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. SHK için her iki grubun tümör dokusundaki 

miRNA profili karşılaştırıldığında %92.43'lük bir farklılık (Şekil 4.19) 

gözlemlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 18: SHK için TCGA datası ve çalışmaya ait miRNA datalarının 

karşılaştırılması sonucu ekspresyon düzeyleri değişen miRNA’lar. 

 

AK için her iki grubun tümör dokusundaki miRNA profili karşılaştırıldığında 

%95.99’luk bir farklılık (Şekil 4.20) gözlemlenmiştir. 
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Şekil 4. 19: AK için TCGA datası ve çalışmaya ait miRNA datalarının karşılaştırılması 

sonucu ekspresyon düzeyleri değişen miRNA’lar. 
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5. TARTIŞMA 

Akciğer kanseri yatkınlığı olan hastalarda ilk değerlendirme genellikle göğüs X-ışını, 

BT taraması ve/veya PET-CT taramasıyla yapılır [Latimer & Mott, 2015]. Farklı 

akciğer kanseri alt tiplerinin yönetim seçeneklerindeki farklılıklar nedeniyle, özgül 

histolojik alt tiplerin doğru bir şekilde tanımlanması için bronkoskopi, transbronşiyal 

iğne aspirasyonu, transtorasik ince iğne aspirasyonu, temel biyopsi gibi çeşitli doku 

örnekleme yöntemleri kullanılır [Planchard et al., 2018]. Akciğer kanseri alt tipleri 

arasındaki temel fark, tümör örneklerinin hematoksilen ve eozin ile boyanarak 

morfolojik özelliklerine dayanmaktadır. Keratinizasyon veya hücreler arası köprülerin 

morfolojik kanıtlarına sahip tümörler skuamöz hücreli karsinom olarak 

sınıflandırılırken, musin üretimi veya glandüler mimariye sahip tümörler 

adenokarsinom olarak sınıflandırılır[Cagle et al., 2016]. Ancak, bazı durumlarda 

morfoloji yetersiz kalabilir, özellikle tümör kötü diferansiye olduğunda veya belirli 

morfolojik veya fenotipik özellikler eksik olduğunda [Bernardi et al., 2018]. Bu 

durumda, akciğer kanseri sınıflandırması için immünhistokimya kullanılması önerilir 

ve öngörücü biyobelirteç testleri için yeterli tümör dokusu saklanmalıdır [Travis et al., 

2015;Lindeman et al., 2013]. 

Ayrıca, tümör dokularının yanı sıra son zamanlarda sıvı biyopsi, teşhis amaçlı değerli 

bir materyal kaynağı haline gelmiştir. Sıvı biyopsi, akciğer kanseri ve diğer kanser 

türleri gibi birçok kanserde kullanılan katı olmayan biyolojik materyallerin örnekleme 

işlemidir. Geleneksel sitolojik örneklerin sıklıkla kapsamlı moleküler incelemeler için 

yetersiz olması ve çeşitli biyobelirteçlerin analizlerinde artan örnek ihtiyacı, sıvı 

biyopsinin önemini artırmıştır [Guibert et al., 2020;Castro-Giner et al., 2018]. 

KHDAK tanısında en sık incelenen veya kullanılan materyaller, dolaşan tümör 

hücreleri veya dolaşan tümör DNA'sı olarak bilinir.  

Bugüne kadar yapılan sınırlı sayıdaki araştırmalarda, hastalıkta gözlenen değişiklikler 

ya genom ya da proteom düzeyinde incelenmiştir. Ancak, bu çalışmaların sonuçlarına 

rağmen, hastalık ile ilişkilendirilen bazı moleküller belirlenmiş olsa da, bu farklılıklar 

özgünlük ve hassasiyet açısından sınırlı kalmıştır. Bu sorunu çözmek ve hastalığa özgü 

bir moleküler profil oluşturabilmek için farklı yaklaşımlar gerekmektedir [Abbasian et 

al., 2022]. 
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Mikro RNA'lar (miRNA'lar) gibi tek zincirli olmayan kodlayıcı olmayan RNA'lar, 

potansiyel bir teşhis biyobelirteci olarak kullanılabilir. MiRNA'lar, akciğer kanseri 

gibi kanser oluşumunda rol oynayan hücresel işlemleri post-transkripsiyonel 

düzenlemesi yoluyla etkileyen küçük çift sarmallı yapılar olarak önem kazanmaktadır. 

Birçok araştırma, miRNA'ların akciğer kanserinde teşhis, prognoz ve tedaviye yönelik 

potansiyelini artırdığını göstermektedir. Bu nedenle, akciğer tümörlerinde miRNA 

ifadesinin ve kansere karşı mücadele stratejilerinin derinlemesine incelenmesi 

gerekmektedir [Wani et al., 2022].  

Son dönemde, küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) hastalarının kan örnekleri 

ve biyopsileri için miRNA'ların tam genom profillerindeki yeni gelişmeler, 

KHDAK'ın tanısı, prognozu, agresifliği, metastazı ve ilaç direnci için yeni 

biyobelirteçlerin keşfini kolaylaştırmaktadır. Ancak, farklı gruplar arasında tutarsız 

sonuçlar da bildirilmiştir. Bu farklılıkların, analiz edilen örneklerin evresi ve alınan 

tedaviyle ilgili olabileceği düşünülmektedir. Bu nedenle, en iyi sonuçları elde etmek 

için standartlaştırılmış örnek toplama ve tespit yöntemleri ile yeterli sayıda örnek 

gerekmektedir [Zhu et al., 2021]. 

Çalışmamızda özellikle örnek toplama süreci son derece dikkatle yürütülmüştür. 

Öncelikle, örnekler her gün aynı personel tarafından alınmış ve soğuk zincirde 

muhafaza edilerek transfer edilmiştir. Ayrıca, yine atanmış personel tarafından 

homojenizasyon sağlanması için steril kabin içinde gün içinde sadece bir hasta örneği 

üzerinde çalışılmış ve farklı doku tipleri için farklı tezgahlar ve malzemeler 

kullanılarak yeniden çalışılmıştır. Bu sayede örnekler arasında çapraz 

kontaminasyonun önüne geçilmiştir. 

Literatürden farklı olarak bu çalışmada, yeni nesil dizileme teknolojisi ve gelişmiş 

biyoinformatik algoritmalarını bir araya getiren, heterojen bir profil gösteren ve son 

derece karmaşık bir hastalık olan KHDAK'ın (Akciğer Kanseri Hastalığının Alt Tipi) 

küçük RNA analizleri ile tümör hücresi veya tümör hücresinin etkilediği 

mikroçevredeki dokulardan kaynaklanan hastalığa özgü miRNA'lar belirlenmiştir. Bu 

miRNA'lar hastalığın sadece belirli evrelerinde ortaya çıkabilir ve vücut sıvıları gibi 

kan gibi diğer vücut sıvılarına da yansıyabilir. Bu sebeple KHDAK hastalarının teşhis 

edilip cerrahiye alınabilen evreleri yani 3A evresine kadar olan kısmının örnekleri 

çalışılmıştır.  Aynı hastadan alınan KHDAK tümör dokuları, tümöre sınır normal 
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dokular ve normal akciğer dokuları arasındaki küçük RNA profillerinin değişimleri ve 

bunun vücut sıvısı olan kana yansıması biyoinformatik destekli analizler ile 

belirlenmiştir, ileride yapılacak farklı kohortlardaki validasyon çalışmaları ile klinik, 

tümör-nod-metastaz (TNM) evrelemesi, derecelendirme (grade) ve histoloji ile 

ilişkilendirilebilecektir. 

İnsan akciğer kanseri konularında sıkça düzensizlik gösteren ve tanısal ve prognostik 

potansiyelleri için çok fazla analiz edilen bazı miRNA'lar KHDAK hücre hatlarında 

ve hayvan modellerinde deneysel olarak şu şekilde belirlenmiştir; miR-146a miR-21, 

miR34a/b/c, miR-365, miR-486- 5p, miR-361, miR-615- 3p, miR-200 family, miR-

221, Let-7a/b, Let-7e , miR-17- 5p, miR19a/b, miR-18a, miR-661, miR-26a5p, miR-

128- 3p, miR-378, miR-93, miR-135b, miR-16, miR-15a, miR-7, miR-22 [Wani et al., 

2022].  Malign hücrelerin miRNA'larının analiz edilmesi sonucunda, bazı miRNA'lar 

aşağı regüle edilir. Bu tür miRNA'lar, tümör baskılayıcı genler olarak kabul edilir. 

Bunlar, kanser ilerlemesini belirli onkogenlere özellikle hedefleyerek ya da diğer 

durumlarda hücre farklılaşması veya apoptozda rol oynayan genlere etki ederek önler. 

Birçok miRNA şu anda tümör baskılayıcı genler olarak kabul edilmektedir. Bunların 

en çok çalışılanları şu şekildedir; miR-146, miR-206, miR-34a, miR-32-5p, miR-377, 

miR-205-5p, miR-571, miR-486-5p, miR-200, Let-7, miR-199a-5p, miR-582, miR-

582-5p, miR-320a, miR-584, miR-613 [Wani et al., 2022]. Tümör arttırıcı miRNA 

düzeyleri, geleneksel onkogenler gibi genellikle tümörlerde yükselir. Bunlar aynı 

zamanda onkomirler olarak da adlandırılır; çünkü deregülasyonları genellikle aşırı 

ifadeye yol açar ve bu da tümör baskılayıcı genleri negatif olarak düzenler ve hücre 

farklılaşması veya apoptoz transkriptomunu etkilese de etmese de, kanser oluşumunu 

tetikler. Bunlardan en çok çalışılanları şu şekildedir; miR-21, miR-205-5p, miR-9-5p, 

miR-221, miR-17-92, miR-95, miR-19a, miR-18a, miR-150, miR-619-5p, miR-135b, 

miRNA-182 [Wani et al., 2022].  

Çalışmamız bizzat KHDAK insan örneklerinden yapılmıştır. Adenokarsinom, 

skuamöz hücreli karsinom ve büyük hücreli karsinom arasında farklılık gösteren ve 

üçünde de kana yansıyan miRNA'ları karakterize etmeyi amaçlamıştır. 2023 yılında 

yapılan bir çalışmada benzer olarak sadece iki histolojik alt tip arasında doğru bir 

ayrım sağlayan bir miRNA imzası oluşturmak amaçlamaktadır [Charkiewicz et al., 

2023]. SHK, AK ve BHK vakalarından elde edilen tümör doku örneklerinin son nesil 
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dizileme (NGS) analizi kullanılarak, önemli ölçüde farklı ifade edilen miRNA’lar 

belirlenmiştir. Bu miRNAlar ile yeni bir moleküler tanı modeli sunmaktadır. Bu 

yaklaşım, histopatoloji veya immünohistokimya gibi geleneksel yöntemlere kıyasla 

daha kapsamlı ve kesin bir moleküler karakterizasyon sunmaktadır [Charkiewicz et 

al., 2023].  Hassasiyet içeren çalışma modelimizde ise KHDAK’nin üç alt tipine yer 

verirken (SHK, BHK, AK) aynı zamanda sadece tümör dokuları değil normal 

dokularında bulunan miRNA’ları da tespit ettik. Tüm miRNA’lar hastaların normal 

dokularına karşı analiz edilmiştir. Dokular arasındaki ayrımı daha anlamlı bir 

yöntemle elde etmiş olmaktayız.  

İlk olarak, skuamöz hücreli karsinom hastalarının tümör dokuları, aynı hastaların 

normal dokuları ile karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırma, her iki dokunun gen 

ifadesindeki farklılıkları ortaya çıkarmak amacıyla yapılmıştır. Tümör dokularına ait 

ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat 

değişim gösteren 136 miRNA tespit edilmiştir. miRNAların kandaki ekspresyon 

düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında ise, 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat değişim gösteren 221 

miRNA tespit edilmiştir. Metastaz dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal 

dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat değişim gösteren 76 miRNA tespit 

edilmiştir. Reaktif stromadaki ekspresyon düzeylerinin, normal dokulardakinden çok 

farklı olarak değişmediği, sadece 2 miRNA’ın ekspresyon düzeylerin istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde farklılaştığı görülmüştür. Muhtemelen bitişik doku normaldir 

ve invazyon yapmış tümör hücreleri içermez, bu da immunohistokimya boyamasıyla 

desteklenmektedir. Dolayısıyla, bu normal akciğer dokusudur. 

İkinci olarak, adenokarsinom hastalarının tümör dokuları, aynı hastaların normal 

dokuları ile karşılaştırılmıştır. Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, normal 

dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat değişim gösteren 169 miRNA tespit edilmiştir. 

miRNAların kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri 

ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 

kat değişim gösteren 199 miRNA tespit edilmiştir. Metastaz dokularına ait ekspresyon 
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düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında ise, 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat değişim gösteren 202 

miRNA tespit edilmiştir. Reaktif stromadaki ekspresyon düzeylerinin, normal 

dokulardakinden çok farklı olarak değişmediği, sadece 2 miRNA’ın ekspresyon 

düzeylerin istatistiksel olarak anlamlı düzeyde farklılaştığı görülmüştür. 

Üçüncü olarak, büyük hücreli karsinom hastalarının tümör dokuları, aynı hastaların 

normal dokuları ile karşılaştırılmıştır. Tümör dokularına ait ekspresyon düzeyleri, 

normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat değişim gösteren 32 miRNA tespit 

edilmiştir. miRNAların kandaki ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon 

düzeyleri ile karşılaştırıldığında ise, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) 

ve en az 2 kat değişim gösteren 77 miRNA tespit edilmiştir. Metastaz dokularına ait 

ekspresyon düzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon düzeyleri ile karşılaştırıldığında 

ise, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat değişim gösteren 

22 miRNA tespit edilmiştir. Reaktif stromadaki ekspresyon düzeylerinin, normal 

dokulardakinden farklı olarak değişmediği görülmüş, herhangi bir miRNA için 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde değişim yakalanamamıştır. 

Çalışmada sonuç olarak  üç altsınıfa ait miRNA’ların hepsinde kana yansıyan 67 adet 

ortak miRNA tespit edilmiştir. Tüm belirtilen miRNA’ların ekspresyon düzeyleri 

benzer oranlarda değişmiştir. Literatüre göre, akciğer kanseriyle ilişkilendirilen belirli 

miRNA'lar bulunmaktadır. Örneğin, hsa-mir-30a, akciğer kanseri teşhisinde rol 

oynadığı için çalışmalarda tanımlanmıştır. Benzer şekilde, hsa-mir-23b, akciğer 

kanseri hastalarında düzensiz olduğu gösterilmiştir. Diğer yandan, hsa-mir-145, 

akciğer kanseri için potansiyel bir biyobelirteç olarak belirtilmiştir. Hsa-mir-221 ise 

akciğer kanseri tanısında sıkça bahsedilen miRNA'lar arasındadır. Ayrıca, hsa-let-7a, 

akciğer kanseri baskılanmasında rolü olan ilk tanımlanan miRNA'lardan biridir. Hsa-

mir-126, akciğer kanseri hastalarında belirgin bir şekilde düşük olduğu rapor 

edilmiştir. Hsa-mir-338, akciğer kanseri araştırmalarında önemli bulgular sunmuştur. 

Hsa-mir-146b ise akciğer kanseri tespiti çalışmalarında sıkça incelenen 

miRNA'lardandır. Son olarak, hsa-mir-99a, akciğer kanseriyle ilgili birçok çalışmada 

önemli bir rol oynadığı belirlenmiştir. [H. Yu et al., 2019;Geng et al., 2023;Leddy, 

1998;Asakura et al., 2020]. Çeşitli miRNA'lar, akciğer kanseri serum örneklerinde 
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potansiyel biyobelirteçler olarak tanımlanmıştır. Akciğer kanseri serum örneklerinde 

keşfedilen önemli miRNA'lar şunlardır: hsa-miR-1268b, hsa-miR-6075, hsa-miR-21, 

hsa-miR-210, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-222, hsa-miR-27b, hsa-miR-182, hsa-miR-

183, hsa-miR-31 ve hsa-miR-223 [Asakura et al., 2020;X. Zhang et al., 2022;Asakura 

et al., 2020;H. Yu et al., 2019]. Bu miRNA'lar, çeşitli çalışmalarda sağlıklı bireylerden 

akciğer kanseri hastalarını ayırt etme yetenekleriyle umut vaat etmiştir ve genellikle 

yüksek duyarlılık ve özgüllük göstermiştir. Örneğin, miR-1268b ve miR-6075'i 

birleştiren bir tanısal model, bir çalışmada ameliyat edilebilir akciğer kanserini tespit 

etmede %99 doğruluk oranına ulaşmıştır. [Asakura et al., 2020;H. Yu et al., 2019]. 

Tüm bu miRNA'lar, kendi elde ettiğimiz kan örneklerinden elde edilen miRNA seti ile 

karşılaştırıldığında, sadece 10 tanesi ortak bulunmuştur: hsa-mir-30a, hsa-mir-23b, 

hsa-mir-145, hsa-mir-221, hsa-let-7a, hsa-mir-126, hsa-mir-338, hsa-mir-146b, hsa-

mir-99a, hsa-miR-1268b, hsa-miR-6075, hsa-miR-21, hsa-miR-210, hsa-miR-486-5p, 

hsa-mir-27B, hsa-miR-222, hsa-miR-182, hsa-miR-183, hsa-miR-31, hsa-miR-223. 

Diğer bir çalışmada serumlardaki miRNA ifade düzeylerinin incelenmesi (30 KHDAK 

hastası ve 20 sağlıklı kontrol) farklı ifade edilen miRNA'ları tanımlamıştır. Farklı ifade 

edilen iki miRNA olan miR15b ve miR27b'nin kombinasyonu, eğitim setinde 

KHDAK'yi sağlıklı kontrol grubundan %100 hassasiyet, özgüllük, pozitif tahmin 

değeri (PPV) ve negatif tahmin değeri (NPV) ile ayırt edebilmiştir (Hennessey et al., 

2012). Bu durum miR27b için sonuçlarımızla konsensus göstermektedir. Başka bir 

çalışmada, plazma miRNA30a düzeyi, benign kontrol ve sağlıklı kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında KHDAK grubunda önemli ölçüde daha yüksekti (P<0.01). 

KHDAK'de miRNA-30a'nın ifade düzeyi ve çeşitli klinik-patolojik özellikler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamadı (L. Sun et al., 2016). Elde ettiğimiz 

sonuçta ise miR30a’nın üç alttipte herbirinde ortalama 5 kat ifade azalması 

görünmektedir. MiR30a, hücre proliferasyonunu önemli ölçüde inhibe eder. Hücre 

proliferasyonunda Wnt/β-katenin, MTDH/PTEN/Akt ve PI3K sinyal yolunun da 

içinde olduğu birçok önemli sinyal yolunun rol aldığı bilinmektedir. Benzer şekilde, 

miR30a doğrudan Eya2, HP1γ (CBX3), EZH2, IGF1R, RPA1, Notch, IRS2, SOX4, 

Runx2, DTL, ATF3, MYC, HIF2α ve SEPT7 gibi hedef genleri de düzenler, bu da 

hücre proliferasyon sürecini düzenlemektedir (L. Sun et al., 2016).  miR-30a ve kanser 

arasındaki patojenik ilişkiye dayanarak, miR-30a'nın umut vaat eden bir biyobelirteç 

olarak hizmet edebileceğine inanıyoruz. Ayrıca, kanser tedavisi için bir terapötik hedef 
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sunacaktır. miR23b, kolorektal kanserde (CRC) epigenetik olarak düşük düzeyde ifade 

edilmektedir ve mevcut veriler, plazma miR23b düzeylerinin maligniteye sahip 

hastalar ile sağlıklı bireyler arasında ayırıcı tanıda potansiyel bir değeri olduğunu ve 

ayrıca CRC'li hastaların genel sağkalımını tahmin etmede de önemli olduğunu öne 

sürmektedir (Kou et al., 2016). Yaptığımız çalışma ile KHDAK’de de ayırıcı tanıda 

kullanılabileceği gösterilmiştir.  

Bununla birlikte, bazı araştırmalar farklı örnek türlerinin miRNA ifadeleri arasında 

uyumsuzluk olduğunu bildirmiştir[Xiance Jin et al., 2017;Q. Wu et al., 2020]. Bu 

çalışma, belirli bir örnek türündeki miRNA ifadesi sonuçlarının diğer örnek türlerine 

uyarlanmasının zor olduğunu belirtmektedir. Ayrıca, birçok çalışma sadece belirli 

hücre hatları üzerinde yapılmıştır ve bazı miRNA'lar başka kanser türlerinde de 

bulunduğundan KHDAK’ne özgü olmayabilir [R. Liu et al., 2019;Monastirioti et al., 

2021;J. Chen et al., 2021;Nie et al., 2020;F. Wang et al., 2015]. Birçok miRNA'nın 

rolleri hala net değil ve daha fazla araştırmaya ihtiyaç duyuyor. Bazı miRNA'ların hem 

onkomir hem de tümör baskılayıcı olarak işlev görmesi öngörülmektedir [C. Zhou et 

al., 2020]. Farklı cinsiyetlere sahip hastalar ve sigara içen ve içmeyen hastalar için 

farklı teşhis panellerine ihtiyaç duyulabileceğini gösteren bazı veriler bulunmaktadır 

[Landi et al., 2010]. Ayrıca birçok miRNA'nın belirli tümör tiplerine özgü olduğu 

saptanmıştır [Landi et al., 2010;Monastirioti et al., 2021]. Bu da özellikle erken evre 

KHDAK tespiti için seçilen miRNA'ların (örneğin miR-21, miR-26 ve miR-29a) ifade 

değişikliklerinin adenokarsinom ve skuamöz hücreli karsinom vakalarında farklılık 

gösterebileceğini işaret etmektedir [Landi et al., 2010]. Bu nedenle, etkili bir erken 

evre KHDAK tespit paneli, tüm KHDAK alt tiplerini aynı anda tespit edebilmelidir. 

Alternatif olarak, farklı KHDAK alt tipleri için özgün paneller kullanılması 

gerekebilir, ancak bu strateji maliyeti artırabileceğinden alt optimal bir çözüm olarak 

görülmektedir. Bunun yanı sıra, bu tür bir panelin tüm hastalık evrelerinde KHDAK'ni 

tespit edebilmesi gerekmektedir. Ancak birçok çalışma yalnızca belirli bir hastalık 

evresindeki hastalara odaklanmıştır [Xiance Jin et al., 2017;Landi et al., 2010]. Bu 

noktada, miRNA'ların (örneğin miR-25, miR-30a, miR-126, miR-154) ifade 

düzeylerinin evrelere bağlı olarak farklılık gösterdiği birçok çalışmada 

gözlemlenmiştir [Landi et al., 2010;Soliman et al., 2021;T. Wu et al., 2019;Xiao Lin 

et al., 2021;Xingyu Lin et al., 2015]. Bu nedenle, belirli bir hastalık evresinde elde 
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edilen sonuçlar diğer evrelere genelleme yapmak için uygun olmayabilir. İdeal bir 

KHDAK tespit paneli, aynı zamanda KHDAK'ne özgü miRNA'ları da içermelidir. 

Kanser araştırmalarında The Cancer Genome Atlas (TCGA) veri analizi, büyük bir 

öneme sahiptir. TCGA, farklı kanser türlerinde genetik ve genomik değişikliklerin 

detaylı olarak analiz edildiği bir projedir. TCGA analizi, kanser alt tiplerini ve bu alt 

tiplerdeki genetik özellikleri tanımlamamıza olanak tanır, bu da kişiselleştirilmiş 

tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine yol açabilir. Ayrıca, bu analizler kanserin erken 

teşhisinde, prognoz tahminlerinde ve ilaç geliştirmede daha etkili yaklaşımların 

oluşturulmasına katkı sağlar. Sonuç olarak, TCGA veri analizi kanser araştırmalarında 

devrim niteliğinde bir kaynaktır. Bu verilerin analizi, kanserle ilgili yeni bilgilerin 

ortaya çıkmasına, daha iyi tedavi stratejilerinin geliştirilmesine ve kanserin moleküler 

temellerinin daha iyi anlaşılmasına katkıda bulunur. Bu sebeple hasta örneklerimizin 

yanı sıra TCGA verileri ile de karşılaştırmalı sonuçlar elde edildi. 

Adenokarsinom (AK) hastalarına ait 533 tümör dokusu ve 59 sağlıklı doku örneği ile 

skuamöz hücre karsinom (SHK) hastalarına ait 502 tümör ve 51 sağlıklı doku örneğine 

ait RNA-seq verileri Kanser Genom Atlası’ndan (TCGA) alınmış ve aynı metodoloji 

altında analiz edilmiştir.  

Skuamöz hücre karsinom analizleri sonucu ekspresyon düzeyi ölçülebilen 1881 

miRNA ve adenokarsinom analizleri kapsamında ekspresyon düzeyi ölçülebilen 1881 

miRNA tespit edilmiştir. Skuamöz hücreli karsinomda ve adenokarsinomda 

ekspresyon düzeyi en çok değişen 10 miRNA ile karşılaştırmalar yapılmıştır. 

TCGA data analizleri havuz içerisindeki normal ve tümör dokularının 

karşılaştırmalarına olanak verirken bu çalışmada hastanın kendi tümör ve normal 

dokusu karşılaştırması yapılarak daha hassas bir çalışma gerçekleştirilmiştir. Analiz 

sonucu elde edilen miRNA’lar hem TCGA datası hemde çalışmadaki hasta örnekleri 

datası şunu göstermiştir ki miRNA profilleri SHK için % 92.43, AK için  %95.99 

farklılık göstermektedir. Burada TCGA datası oluşturulurken SHK için 502 hastanın 

tümör dokusu havuzu 51 hastanın normal doku havuzu ile karşılaştırılırken, AK için 

533 hastanın tümör dokusu 59 hastanın normal dokusu ile karşılaştırılmıştır. Tez 

çalışmasını özgün kılan SHK için 19 hastanın tümör dokusu alınırken aynı 19 hastanın 

normal dokusu alınmış ve AK için de 25 hastanın hem tümör dokusu hem normal 
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dokusu alınmıştır. Ardından tümör grupları kendi normalleriyle karşılaştırılmıştır. Bu 

sebeple profillerin bu kadar yüksek yüzde ile farklı çıkması beklendik bir sonuçtur. 

Bunun yanında tez çalışmasında elde edilen miRNA profili şunu göstermektedir ki; 

tümör dokularında ekspresyon düzeyleri değişen miRNA’ların histopatolojide 

alttiplerin ayırt edilmesinde kullanıbilecek bir panel sunmasıdır. SHK hasta grubunun 

tümör dokusunda 136 adet miRNA, AK hasta grubunun tümör dokusunda 169 adet 

miRNA ve BHK hasta grubunun tümör dokusunda 32 adet miRNA tespit edilmiştir. 

Bu miRNA setleri sadece histolojik alttiplere özgül olarak gösterilmiştir. 2023 yılında 

yapılan bir çalışmada, toplamda 59 cerrahi olarak rezekte edilmiş KHDAK vakası 

dahil edilerek (31 kişi SHK, 28 kişi AK tanısı alan ) AK ve SHK vakaları arasında 

anlamlı farklı ekspresyon gösteren 31 miRNA belirlemişlerdir [Charkiewicz et al., 

2023]. Fakat bu çalışmada sadece tümör dokuları karşılaştırılmış ve iki histolojik alt 

tip arasında doğru bir ayrım sağlayan bir miRNA imzası oluşturmak amaçlanmıştır. 

KHDAK'nin AK ve SHK alt tiplerini ayırt etmek için yeni nesil dizileme ile elde edilen 

mikroRNA'ların (miRNA'lar) dokuya özgü ifade profillerini kullanan bir moleküler 

tanı modeli geliştirilmiş. Bu model ile AK ve SHK vakaları arasında farklılık gösteren 

31 miRNA belirlenmiş ve ardından LASSO/elastik ağ regresyonu ile 17-miRNA 

imzası oluşturulmuştur. Bu miRNA’ların listesi şu şekildedir; hsa-miR-326, hsa-miR-

450a-5p, hsa-miR-1287-5p, hsa-miR-556-5p, hsa-miR-542-3p, hsa-miR-30b-5p, hsa-

miR-4728-3p, hsa-miR-450a-1-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-147b, hsa-miR-7705, and 

hsa-miR-653-3p, hsa-miR-944, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-205-3p, hsa-miR-149-5p, 

hsa-miR-6510-3p [Charkiewicz et al., 2023]. Burada her iki doku tipinde anlamlı ifade 

farklılığı gösteren miRNA’lar tespit edilmiştir. Bu çalışmadan farklı olarak, tez 

çalışmasında belirli miRNA'ların belirli histolojik alt tiplerle ilişkilendirilmesi 

yapılmıştır. Bu sebeple belirtilen miRNA’lar ile çalışmada oluşturulan miRNA setleri 

kesişmemektedir. Özellikle, hsa-miR-326, hsa-miR-375, hsa-miR-944 ve hsa-miR-

205-5p'nin, deneysel çalışmalar ve Kanser Genom Atlası (TCGA) projesinden elde 

edilen verilere dayanarak, KHDAK alt tiplendirilmesi (SHK ve AK) için önemli ayırt 

edici potansiyele sahip olduğu gösterilmiştir [Y. Lu et al., 2012;Patnaik et al., 2015]. 

Tez çalışmasında sadece hsa-miR-944 SHK için ayırt edici miRNA olarak 

sunulmuştur.  
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Tez çalışması kapsamında, TCGA veri setinden elde edilen SHK ve  AK dokularına 

ait miRNA setleri incelendi. Her iki alt tipte de özgül olarak 285 adet miRNA SHK 

için ve 120 adet miRNA AK için belirlendi. Bu miRNA verileri, doku örneklerinden 

elde edilen ve yalnızca SHK ve AK için özgül olan miRNA setleri ile de karşılaştırıldı. 

Burada SHK için 14 adet ortak miRNA’lar ; hsa-mir-944, hsa-mir-30d, hsa-mir-30b, 

hsa-mir-1910, hsa-mir-100, hsa-mir-548b, hsa-mir-99a, hsa-mir-1245a, hsa-mir-5008, 

hsa-mir-433, hsa-mir-329-2, hsa-mir-4433a, hsa-mir-4659a, hsa-mir-3155a ve AK 

için 2 adet ortak miRNA’lar; hsa-mir-550a-1, hsa-mir-4645 belirlenmiştir. Buradaki 

dataların benzerliği SHK ve AK için sırasıyla %4.22 ve %0.94’tür.  

Literatürde olmayan ve sadece bu çalışmada olan en özgün kısım hastaların tümörü, 

kan ve normal dokuları dışında tümör mikroçevresi ve lokal lenf nodlarınında alınması 

olmuştur. Tümörün metastaz yaptığı lenf nodlarındaki miRNA profilleri her üç alt tip 

için incelendiğinde SHK’de 22, AK’de 149 ve BHK’de 2 adet özgül miRNA profili 

sunulmuştur. Burada her üç alt tip için ortak olan miRNA’lar şunlardır; hsa-mir-548f-

2, hsa-mir-3193, hsa-mir-3117, hsa-mir-548V, hsa-mir-6124, hsa-mir-30A, hsa-mir-

27B, hsa-mir-23B, hsa-mir-3679, hsa-mir-3939, hsa-mir-4451, hsa-mir-342, hsa-mir-

4539, hsa-mir-4537, hsa-mir-5195.  Lenfatik metastaz, kanserin yayılmasında önemli 

bir rol oynar. Erken evre akciğer kanseri hastalarında, lenf düğümü tutulumu önemli 

bir prognostik faktördür ve hastalığın evrelemesi ve tedavi planlamasında kritik öneme 

sahiptir. Geleneksel görüntüleme yöntemleri (göğüs BT) mikro-metastazları tespit 

etmekte yetersiz kalabilir ve yaklaşık %20 oranında erken evre (T1/T2) akciğer kanseri 

tümörlerinde gizli lenf düğümü metastazı bulunur. PET taraması ve endobronşiyal 

ultrason eşliğinde transbronşiyal iğne aspirasyonu, daha yüksek duyarlılık ve özgüllük 

sağlayarak bu durumu iyileştirebilir. Tümör dokusu veya hasta serumunda bulunan 

moleküler biyobelirteçlerin tanımlanması, lenf düğümü metastazını öngörmede 

yardımcıdır. Lenf düğümü metastazı ile ilişkili çeşitli miRNA'lar bu süreçte rol oynar 

[S.-G. Wu et al., 2019]. Lenf nodu ile ilişkilendirilmiş miRNA’lar şunlardır; hsa-let-

7g, hsa-mir-1, hsa-mir-7, hsa-mir-9s, hsa-mir-10a, hsa-mir-10b, hsa-mir-17-5p, hsa-

mir-18a, hsa-mir-19a/b, hsa-mir-21, hsa-mir-25, hsa-mir-26a , hsa-mir-29b, hsa-mir-

30a, hsa-mir-30b, hsa-mir-31, hsa-mir-32, hsa-mir-33b, hsa-mir-34a, hsa-mir-92a , 

hsa-mir-96, hsa-mir-98, hsa-mir-99a, hsa-mir-100, hsa-mir-101, hsa-mir-101-3p, hsa-

mir-106b, hsa-mir-107, hsa-mir-124, hsa-mir-125a-3p, hsa-mir-125a-5p , hsa-mir-

125b, hsa-mir-126-3p/5p, hsa-mir-128, hsa-mir-129-5p, hsa-mir-130, hsa-mir-130a, 
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hsa-mir-132 , hsa-mir-133a-3p, hsa-mir-133b, hsa-mir-138, hsa-mir-139, hsa-mir-141, 

hsa-mir-145, hsa-mir-146a, hsa-mir-147, hsa-mir-148a, hsa-mir-148b, hsa-mir-150 , 

hsa-mir-153, hsa-mir-181a-5p, hsa-mir-181b, hsa-mir-183-3p, hsa-mir-185, hsa-mir-

186, hsa-mir-193a-3p, hsa-mir-193a-5p, hsa-mir-195, hsa-mir-198, hsa-mir-200c, hsa-

mir-202, hsa-mir-203, hsa-mir-210 , hsa-mir-211-3p ,hsa-mir-212, hsa-mir-215, hsa-

mir-218, hsa-mir-221, hsa-mir-224, hsa-mir-301a, hsa-mir-302b-3p, hsa-mir-328-3p, 

hsa-mir-335, hsa-mir-338-3p, hsa-mir-339-5p, hsa-mir-340, hsa-mir-361-3p, hsa-mir-

361-5p, hsa-mir-365, hsa-mir-378 , hsa-mir-379, hsa-mir-381, hsa-mir-383, hsa-mir-

409-3p, hsa-mir-411, hsa-mir-421, hsa-mir-422a, hsa-mir-433, hsa-mir-448 , hsa-mir-

449a, hsa-mir-451, hsa-mir-451a, hsa-mir-452 , hsa-mir-452-5p, hsa-mir-454, hsa-

mir-485-5p, hsa-mir-486-5p, hsa-mir-490-3p, hsa-mir-491-5p, hsa-mir-494, hsa-mir-

504, hsa-mir-506-3p, hsa-mir-520b, hsa-mir-548I, hsa-mir-582-5p, hsa-mir-588, hsa-

mir-590 , hsa-mir-592 , hsa-mir-598 

hsa-mir-638 , hsa-mir-650, hsa-mir-652-3p, hsa-mir-661 , hsa-mir-675-5p , hsa-mir-

874, hsa-mir-935 , hsa-mir-1204, hsa-mir-1269, hsa-mir-1290, hsa-mir-4317, hsa-mir-

6754-5p [S.-G. Wu et al., 2019]. Bu miRNA seti ile çalışmada her üç alttip için elde 

edilen miRNA’lar karşılaştırıldı. Bunun sonucunda SHK miRNA’ları ile ile ortak 

olanlar hsa-mir-433, hsa-mir-100, hsa-mir-221, AK miRNA’ları ile ortak olanlar hsa-

mir-210, hsa-mir-98, hsa-mir-590, hsa-mir-25, hsa-mir-185, hsa-mir-874, hsa-mir-150 

ve her ikisinde olup ortak olan miRNA ise hsa-mir-454 olarak belirlenmiştir.  

Tümör mikroçevre dokularının miRNA analizleri sadece SHK ve AK için anlamlı 

sonuç vermiştir. SHK için ekspresyonu anlamlı olarak değişen iki miRNA; miR3193 

ve miR4802 iken AK için de iki farklı miRNA; mir3194 ve miR3146 tespit edilmiştir.  

Tümör dokusunda bulunup kana yansıyan miRNA profilleri de bu çalışma ile tespit 

edilmiştir. SHK için 80 adet miRNA, AK için 125 adet miRNA ve BHK için 29 adet 

miRNA hem dokuda hemde kanda alttipine özgül olarak tespit edilmiştir. Literatürde, 

tümörle ilişkili tüm miRNA seviyelerinin cerrahiden sonra düşeceği varsayımıyla, 

tümör çıkarılmadan önce ve sonra SHK hastalarındaki dolaşımdaki miRNA profilleri 

karşılaştırılmıştır. Sonuçlar, cerrahi sonrası hastaların kanında belirgin şekilde azalan 

bir miRNA paneli (miR-205, -19a, -19b, -30b ve -20a) tespit etmiştir. Ayrıca, akciğer 

SHK hastalarının plazma fraksiyonlarında bu miRNA'ların tümöre özgül 

eksozomlarda yüksek seviyelerde olduğu bulunmuştur [Aushev et al., 2013]. Kana 
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yansıyan datası ile karşılaştırıldığında hsa-mir-19a, hsa-mir-19b ve hsa-mir-20a ortak 

olduğu görülmüştür. Bu sonuçlar, tümör hücrelerinin dolaşıma miRNA içeren 

eksozomlar salgıladığını ve eksozomal plazma fraksiyonunun miRNA profillemesinin 

güçlü kanser biyomarkerlarını ortaya çıkarabileceğini göstermektedir. Bizim çalışma 

ile elde ettiğimiz doku ve kan miRNA panelleri eksozom çalışmlarına ışık tutacaktır. 

Sonuç olarak miRNA imzası, en uygun tedavi yönteminin belirlenmesini 

hızlandırabilir - özellikle mevcut odaklanmanın preoperatif hedefe yönelik 

müdahalelere (neoadjuvan tedaviler) verilmesi açısından son derece önemli bir 

meseledir. Burada alttiplerin tanısına yönelik oluşturulabilecek miRNA profilleri 

sayesinde terapötik rejimler, cerrahi müdahaleden önce farmakolojik ajanların 

uygulanmasında ciddi önem arz etmektedir [Cascone et al., 2021;Chaft et al., 2022].  

Mevcut kaynakların ve umut verici sonuçların yanı sıra, henüz doldurulması gereken 

pek çok bilgi boşluğu bulunmaktadır. Cinsiyet farkları, hormonal farklılıkların 

etkisiyle farklı miRNA seviyelerine neden olabilir [Landi et al., 2010]. Bu, hormonal 

dengesizlik veya tedavi gören hastalarda miRNA seviyelerinin çalışmalara katılan 

deneklere göre değişebileceği anlamına gelir. Bu durum, miRNA'ların tanı 

yeteneklerini etkileyebilir ve yanıltıcı sonuçlara yol açabilir. Ayrıca, hormonal 

değişiklikler miRNA terapötik etkilerini değiştirebilir. Bu nedenle, çeşitli hormonal 

değişiklikler ve müdahalelerin dikkate alındığı daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. 

MiRNA ifade seviyeleri ayrıca deneklerin yaşına bağlı olarak da değişebilir, örneğin, 

miR21 ifadesi yaşla ters orantılı olabilir [Leonetti et al., 2021]. Birçok çalışma, hastalık 

ilerlemesine bağlı olarak miRNA ifade seviyelerinin farklılaştığını göstermiştir. Belirli 

miRNA'lar yalnızca belirli hastalık evrelerinde değişiklik gösterir [N. Wang et al., 

2020;Q. Wu et al., 2020]. Örneğin, Ying ve ark. miR-361-5p ifadesinin sadece I ve II 

evre KHDAK'de arttığını bulmuştur [Ying et al., 2020]. Bu tez çalışmasında hasta 

havuzu yaş ortalaması 60 olan 35 ila 85 yaş aralığı dahil edilerek, bunlardan %18’si 

kadın %82’sini erkeklerden oluşmaktadır. Bu profilin %76’sı ise sigara öyküsüne 

sahiptir. Hastaların histopatolojik durum dağılımı ise SHK;19, AK;25 ve BHK;7 

şeklindedir. Bu dağılım oluşturulurken SHK ve AK sayıları birbirine yakın tutulmaya 

özen gösterildi ve BHK hastalarının hepsi alındı. Ardından kalite parametrelerini 

sağlayan örnekler nihai olarak seçildi. Bu örneklerde evreleme dağılımı şu şekildedir; 
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IA; %1,9, IB; %13,7, IIA; %15,6, IIB; %39,2, IIIA; %27,4, IIIB; %1,9. 

Derecelendirme havuzu ise derece 1,2 ve 3 için sırasıyla %3,9, %50,9, %45’dir.  

Literatürde birbiri ile çelişen birçok çalışma bulunmaktadır. İnsanlar farklı örnekler, 

örnek toplama yöntemleri, örnek saklama koşulları ve ifade analiz teknikleri 

kullanmaktadır ve bu da tekrarlanabilirlik ve doğruluk üzerinde büyük bir etkiye 

sahiptir ve dolayısıyla çalışmanın nihai sonuçlarını etkiler. Standart bir protokol 

geliştirme ihtiyacı bulunmaktadır. Bu sebeple bu tez çalışmasında örnek toplama 

süreci, karakterizasyonu, örnekleri dizileme süreci en baştan SOP oluşturularak bunun 

üzerinden gitmiştir. 

Sonuç olarak titizlikle yapılan bu tez çalışmasında kanda belirlenen miRNA’lar ile bir 

panel oluşturup KHDAK tanısında kullanılabilecek minimal invaziv bir yöntem ile 

kandan hastalığın pozitifliğine bakılabilceği sunulmuştur. Ayrıca KHDAK için 

histopatolojik yönteme ek olarak 3 alttipin ayırt edilmesi için kullanılabilecek miRNA 

paneli sunulmuştur. Bu panelin kana yansıyan kısmı içinde ayrıca profil sunulmuştur. 

Ortaya çıkan yeni miRNA profilleri ile bundan sonra hasta gruplarında validasyon 

çalışmaları yapılarak klinik bulgularla eşleştirilip akciğer kanserinin tanısında 

kullanılabilir. Örneklerin evre bazlı analizleri ayrıca yapılarak yeni miRNA profilleri 

ile entegre tarama testleri veya erken tanı testleri de oluşturulabilir, böylece hastalığın 

premalign safhada ve erken tanı testleri ile de daha başlangıç safhasında tespit edilmesi 

mümkün olabilir. Ayrıca, prognoz ve hastanın tedaviye cevabının takibi için 

kullanılabilecek bir profil oluşturarak hedef miRNA'ların hastalığın tedavisinde 

kullanılabilmesine de olumlu katkı sağlayabilir. Çalışmada, erken tanı ve tarama 

amaçlı kullanılabilecek aday miRNA yapılarından bir panel oluşturulması ve bu 

panelden seçilecek en özgül biyobelirtecin belirlenmesi amaçlanmıştır. Ayrıca, bu 

miRNA'ların akciğer kanseri alt tiplerindeki mekanistik rolünü araştırmak için 

fonksiyonel çalışmaların yapılması, biyolojik önemlerini ve potansiyel terapötik 

sonuçlarını daha derinlemesine anlamamıza yardımcı olacaktır.  
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EKLER 

 

 

Ek Tablo 1: Hastalara ait örneklerin mirna değişimleri. 
  

baseMe

an 

log2FoldCha

nge 

lfcSE stat pvalue padj FoldChan

ge 

MIR4521 hsa-mir-

4521 

56,9757

7 

-3,86538 0,4093

87 

-

9,441

88 

3,66E-

21 

2,18E-

18 

0,068613 

MIR1251 hsa-mir-

1251 

0,92743

5 

-3,53133 0,6545

85 

-

5,394

76 

6,86E-

08 

1,41E-

06 

0,086489 

MIR135

A2 

hsa-mir-

135a-2 

0,94352

6 

-3,19956 0,6041

48 

-

5,295

98 

1,18E-

07 

2,28E-

06 

0,108852 

MIR146B hsa-mir-

146b 

1,60443

7 

-3,03368 0,5886

27 

-

5,153

83 

2,55E-

07 

4,61E-

06 

0,122115 

MIR3193 hsa-mir-

3193 

3,31687

8 

-3,01615 0,4734

24 

-

6,370

94 

1,88E-

10 

6,76E-

09 

0,123608 

MIR4636 hsa-mir-

4636 

0,56069

7 

-2,63038 0,7126

42 

-

3,691

03 

0,0002

23 

0,0016

85 

0,161501 

MIR4486 hsa-mir-

4486 

0,72008

1 

-2,60061 0,6809

38 

-

3,819

15 

0,0001

34 

0,0011

91 

0,164869 

MIR4447 hsa-mir-

4447 

0,51822

6 

-2,57147 0,6932

37 

-

3,709

37 

0,0002

08 

0,0016

38 

0,168232 

MIR30D hsa-mir-

30d 

0,64062

6 

-2,55375 0,6960

3 

-

3,669

02 

0,0002

43 

0,0018

14 

0,170312 

MIR548

AX 

hsa-mir-

548ax 

1,84310

1 

-2,55294 0,4481

67 

-

5,696

4 

1,22E-

08 

2,8E-

07 

0,170408 

MIR548B hsa-mir-

548b 

1,44384

6 

-2,55206 0,4760

26 

-

5,361

17 

8,27E-

08 

1,64E-

06 

0,170512 

MIR490 hsa-mir-

490 

0,47086

7 

-2,54021 0,9077

03 

-

2,798

5 

0,0051

34 

0,0224

99 

0,171918 

MIR889 hsa-mir-

889 

0,44882

9 

-2,45056 0,8335

46 

-

2,939

93 

0,0032

83 

0,0151

67 

0,182939 

MIR376B hsa-mir-

376b 

1,69961

6 

-2,43069 0,6756

61 

-

3,597

5 

0,0003

21 

0,0022

8 

0,185476 

MIR4705 hsa-mir-

4705 

0,70805

4 

-2,41482 0,6228

32 

-

3,877

16 

0,0001

06 

0,0009

69 

0,187529 

MIR329-

2 

hsa-mir-

329-2 

0,63857

2 

-2,41443 0,7728

92 

-

3,123

89 

0,0017

85 

0,0097

35 

0,187579 

MIR3918 hsa-mir-

3918 

4,07110

6 

-2,35243 0,3359

35 

-

7,002

63 

2,51E-

12 

1,36E-

10 

0,195816 
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Ek Tablo 1: Hastalara ait örneklerin mirna değişimleri (devamı). 

MIR30A hsa-

mir-

30a 

10,2978

3 

-2,3349 0,29467

5 

-

7,92366 

2,31E-

15 

2,75E-

13 

0,19820

9 

MIR548AS hsa-

mir-

548as 

0,52568

7 

-2,304 0,76683

1 

-

3,00458 

0,00266 0,01299

2 

0,20250

1 

MIR511 hsa-

mir-

511 

6,67022

3 

-2,28088 0,29960

2 

-

7,61302 

2,68E-

14 

1,99E-

12 

0,20577

3 

MIR548F2 hsa-

mir-

548f-2 

2,87030

4 

-2,26853 0,40591 -

5,58875 

2,29E-

08 

5,05E-

07 

0,20754

1 

MIR218-1 hsa-

mir-

218-1 

1,99591

6 

-2,19728 0,41806

9 

-5,2558 1,47E-

07 

2,75E-

06 

0,21804

8 

MIR3934 hsa-

mir-

3934 

0,67321

2 

-2,16744 0,69581

3 

-

3,11498 

0,00184 0,00987

7 

0,22260

5 

MIR126 hsa-

mir-

126 

4,43956

8 

-2,03801 0,43351

2 

-

4,70115 

2,59E-

06 

3,95E-

05 

0,2435 

MIR3134 hsa-

mir-

3134 

5,60589 -1,98195 0,30922

7 

-

6,40935 

1,46E-

10 

5,81E-

09 

0,25314

8 

MIR5008 hsa-

mir-

5008 

0,50157

8 

-1,98185 0,73467

5 

-

2,69759 

0,00698

4 

0,02910

9 

0,25316

4 

MIR4524A hsa-

mir-

4524a 

2,28773

5 

-1,97279 0,43026

1 

-

4,58511 

4,54E-

06 

6,01E-

05 

0,25475

9 

MIR1913 hsa-

mir-

1913 

0,69885

6 

-1,9604 0,64651

5 

-

3,03226 

0,00242

7 

0,01225

8 

0,25695

7 

MIR212 hsa-

mir-

212 

0,97569

7 

-1,92863 0,61593

7 

-

3,13122 

0,00174

1 

0,00960

7 

0,26267

8 

MIR6757 hsa-

mir-

6757 

0,69988 -1,90022 0,71215

9 

-

2,66825 

0,00762

5 

0,03134 0,26790

2 

MIR33A hsa-

mir-

33a 

0,43986

8 

-1,87266 0,73789

1 

-

2,53786 

0,01115

3 

0,04344

7 

0,27306

9 

MIR3188 hsa-

mir-

3188 

0,79236

4 

-1,77598 0,58255

4 

-3,0486 0,00229

9 

0,01191

5 

0,29199

6 

MIR3120 hsa-

mir-

3120 

1,67524

2 

-1,74723 0,40572

4 

-

4,30644 

1,66E-

05 

0,00020

2 

0,29787

3 

MIR3178 hsa-

mir-

3178 

0,69817

6 

-1,71615 0,61948

8 

-

2,77027 

0,00560

1 

0,02419 0,30436 

MIR100 hsa-

mir-

100 

1,08375

6 

-1,71594 0,61001 -

2,81297 

0,00490

9 

0,02167

1 

0,30440

4 
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Ek Tablo 1: Hastalara ait örneklerin mirna değişimleri (devamı). 

MIRLET7A2 hsa-

let-

7a-2 

2,840133 -1,6831 0,403029 -

4,17612 

2,97E-05 0,000321 0,311413 

MIR99A hsa-

mir-

99a 

1,449099 -1,63572 0,638992 -

2,55984 

0,010472 0,041061 0,32181 

MIR3194 hsa-

mir-

3194 

1,4821 -1,63302 0,441213 -3,7012 0,000215 0,00164 0,322413 

MIR27B hsa-

mir-

27b 

22,32812 -1,6152 0,241548 -

6,68684 

2,28E-11 1,13E-09 0,326421 

MIR654 hsa-

mir-

654 

1,093795 -1,57907 0,592727 -

2,66408 

0,00772 0,031399 0,334698 

MIR433 hsa-

mir-

433 

1,233915 -1,53215 0,505702 -

3,02975 

0,002448 0,012258 0,345761 

MIR5091 hsa-

mir-

5091 

1,145306 -1,51598 0,513703 -

2,95109 

0,003167 0,01486 0,349658 

MIR138-1 hsa-

mir-

138-1 

1,519501 -1,48428 0,437569 -3,3921 0,000694 0,004351 0,357427 

MIR645 hsa-

mir-

645 

10,49536 -1,48367 0,240931 -

6,15806 

7,36E-10 2,09E-08 0,357578 

MIR6809 hsa-

mir-

6809 

4,415736 -1,44561 0,338182 -

4,27465 

1,91E-05 0,00022 0,367137 

MIR5087 hsa-

mir-

5087 

1,877707 -1,42147 0,413101 -

3,44097 

0,00058 0,003675 0,373332 

MIR605 hsa-

mir-

605 

4,746032 -1,38098 0,325266 -

4,24568 

2,18E-05 0,000245 0,383959 

MIR1972-1 hsa-

mir-

1972-

1 

1,044091 -1,33783 0,515004 -2,5977 0,009385 0,03754 0,395616 

MIR5188 hsa-

mir-

5188 

4,716076 -1,28417 0,338453 -

3,79422 

0,000148 0,001298 0,410608 

MIR181B1 hsa-

mir-

181b-

1 

2,413209 -1,26089 0,337326 -3,7379 0,000186 0,001558 0,417287 

MIR221 hsa-

mir-

221 

9,558763 -1,23904 0,398401 -

3,11004 

0,001871 0,009954 0,423653 

MIR603 hsa-

mir-

603 

1,523524 -1,22127 0,447845 -2,727 0,006391 0,027016 0,428904 

MIR222 hsa-

mir-

222 

5,149282 -1,21396 0,378926 -

3,20367 

0,001357 0,007776 0,431085 
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Ek Tablo 1: Hastalara ait örneklerin mirna değişimleri (devamı). 

MIR30B hsa-

mir-

30b 

3,120103 -1,19874 0,342965 -3,49523 0,000474 0,003154 0,435656 

MIR32 hsa-

mir-

32 

2,917711 -1,0843 0,304107 -3,56553 0,000363 0,002511 0,471621 

MIR548V hsa-

mir-

548v 

9,157558 -1,06782 0,236713 -4,511 6,45E-06 8,36E-05 0,477041 

MIR3117 hsa-

mir-

3117 

5,195645 -1,03718 0,318103 -3,26053 0,001112 0,006498 0,487277 

MIR1255A hsa-

mir-

1255a 

7,219216 1,004713 0,242504 4,143073 3,43E-05 0,000358 2,006545 

MIR4753 hsa-

mir-

4753 

2,596344 1,005456 0,331758 3,030688 0,00244 0,012258 2,007578 

MIR7848 hsa-

mir-

7848 

15,75526 1,02411 0,22245 4,603773 4,15E-06 5,62E-05 2,033704 

MIR744 hsa-

mir-

744 

3,599291 1,028957 0,283047 3,635281 0,000278 0,002043 2,040548 

MIR4451 hsa-

mir-

4451 

5,733766 1,030134 0,259729 3,96619 7,3E-05 0,000702 2,042214 

MIR601 hsa-

mir-

601 

2,889915 1,037344 0,343391 3,020879 0,00252 0,012518 2,052445 

MIR3155A hsa-

mir-

3155a 

2,092262 1,068754 0,41257 2,59048 0,009584 0,038081 2,097621 

MIR548J hsa-

mir-

548j 

1,740965 1,077128 0,394514 2,730268 0,006328 0,02694 2,109832 

MIR3174 hsa-

mir-

3174 

6,828713 1,093667 0,229915 4,75684 1,97E-06 3,17E-05 2,134158 

MIR1256 hsa-

mir-

1256 

2,608218 1,112349 0,356303 3,121923 0,001797 0,009735 2,161974 

MIR3140 hsa-

mir-

3140 

14,52443 1,118257 0,178598 6,261295 3,82E-10 1,26E-08 2,170846 

MIR548D1 hsa-

mir-

548d-

1 

2,367492 1,132448 0,368309 3,074722 0,002107 0,011113 2,192304 

MIR548K hsa-

mir-

548k 

3,002721 1,15723 0,367213 3,151383 0,001625 0,009137 2,230287 

MIR320E hsa-

mir-

320e 

2,942834 1,164167 0,338238 3,441861 0,000578 0,003675 2,241038 
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Ek Tablo 1: Hastalara ait örneklerin mirna değişimleri (devamı). 

MIR3978 hsa-

mir-

3978 

4,227619 1,228002 0,353782 3,471073 0,000518 0,003358 2,342424 

MIR7854 hsa-

mir-

7854 

4,445836 1,251646 0,292639 4,277099 1,89E-05 0,00022 2,38113 

MIR3613 hsa-

mir-

3613 

1,516236 1,253929 0,435772 2,877489 0,004009 0,018099 2,384901 

MIR4659A hsa-

mir-

4659a 

0,971944 1,303168 0,522638 2,493443 0,012651 0,048334 2,467701 

MIR4774 hsa-

mir-

4774 

1,979514 1,374097 0,408775 3,3615 0,000775 0,004804 2,592055 

MIR766 hsa-

mir-

766 

1,383032 1,404557 0,483928 2,902409 0,003703 0,016847 2,647364 

MIR657 hsa-

mir-

657 

2,607971 1,407444 0,379673 3,706996 0,00021 0,001638 2,652669 

MIR548L hsa-

mir-

548l 

1,818969 1,413703 0,42085 3,359161 0,000782 0,004804 2,664202 

MIR4714 hsa-

mir-

4714 

7,112368 1,418013 0,300797 4,714179 2,43E-06 3,81E-05 2,672172 

MIR378E hsa-

mir-

378e 

4,106062 1,422751 0,280194 5,077733 3,82E-07 6,7E-06 2,680963 

MIR3922 hsa-

mir-

3922 

1,225288 1,426215 0,484951 2,940949 0,003272 0,015167 2,687408 

MIR648 hsa-

mir-

648 

1,249365 1,445145 0,536601 2,693145 0,007078 0,029296 2,722902 

MIR6753 hsa-

mir-

6753 

3,450722 1,451339 0,332764 4,361464 1,29E-05 0,00016 2,734617 

MIR301A hsa-

mir-

301a 

2,988743 1,468405 0,374811 3,917723 8,94E-05 0,000832 2,767157 

MIR1282 hsa-

mir-

1282 

2,871594 1,47981 0,486047 3,04458 0,00233 0,011972 2,78912 

MIR1245A hsa-

mir-

1245a 

4,708069 1,482517 0,393131 3,771047 0,000163 0,001404 2,794358 

MIR548U hsa-

mir-

548u 

2,12463 1,529343 0,429223 3,56305 0,000367 0,002511 2,886543 

MIR3688-2 hsa-

mir-

3688-

2 

1,843204 1,588826 0,428863 3,704737 0,000212 0,001638 3,008045 
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Ek Tablo 1: Hastalara ait örneklerin mirna değişimleri (devamı). 

MIR4446 hsa-

mir-

4446 

0,742209 1,591412 0,63964 2,487981 0,012847 0,04877 3,013441 

MIR4632 hsa-

mir-

4632 

1,710721 1,60066 0,459336 3,484727 0,000493 0,003227 3,03282 

MIR5194 hsa-

mir-

5194 

15,53884 1,620862 0,205868 7,873321 3,45E-15 3,43E-13 3,075587 

MIR554 hsa-

mir-

554 

2,358265 1,639637 0,418373 3,91908 8,89E-05 0,000832 3,115875 

MIR4480 hsa-

mir-

4480 

9,437675 1,647075 0,283966 5,800256 6,62E-09 1,58E-07 3,131981 

MIR579 hsa-

mir-

579 

1,759165 1,666983 0,461762 3,610047 0,000306 0,002198 3,175498 

MIR4772 hsa-

mir-

4772 

6,91348 1,692878 0,516764 3,275922 0,001053 0,006277 3,23301 

MIR625 hsa-

mir-

625 

0,533475 1,699939 0,609672 2,788285 0,005299 0,023052 3,248872 

MIR620 hsa-

mir-

620 

3,175807 1,702562 0,409836 4,154247 3,26E-05 0,000347 3,254784 

MIR4802 hsa-

mir-

4802 

13,4244 1,712462 0,26896 6,366974 1,93E-10 6,76E-09 3,277196 

MIR1910 hsa-

mir-

1910 

0,695962 1,715475 0,577535 2,97034 0,002975 0,014133 3,284047 

MIR4489 hsa-

mir-

4489 

2,181498 1,752775 0,429604 4,079979 4,5E-05 0,000455 3,370063 

MIR1205 hsa-

mir-

1205 

1,588623 1,756116 0,533238 3,293307 0,00099 0,006022 3,377875 

MIR580 hsa-

mir-

580 

0,989235 1,764972 0,538218 3,279288 0,001041 0,006265 3,398675 

MIR3143 hsa-

mir-

3143 

0,864111 1,832995 0,600156 3,054194 0,002257 0,011798 3,562758 

MIR941-1 hsa-

mir-

941-1 

0,552773 1,844461 0,680644 2,709878 0,006731 0,02825 3,591188 

MIR4439 hsa-

mir-

4439 

1,351412 1,846537 0,496076 3,72229 0,000197 0,001634 3,596358 

MIR7150 hsa-

mir-

7150 

1,281877 1,84976 0,499096 3,706224 0,00021 0,001638 3,604401 

MIR4537 hsa-

mir-

4537 

1,611895 1,907016 0,75607 2,522274 0,01166 0,045125 3,750327 
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Ek Tablo 1: Hastalara ait örneklerin mirna değişimleri (devamı). 

MIR340 hsa-

mir-

340 

1,882885 1,923096 0,467414 4,114334 3,88E-05 0,000399 3,792361 

MIR4441 hsa-

mir-

4441 

4,021103 1,941316 0,332602 5,836761 5,32E-09 1,32E-07 3,840557 

MIR1537 hsa-

mir-

1537 

10,419 1,982785 0,249811 7,937148 2,07E-15 2,75E-13 3,952553 

MIR6131 hsa-

mir-

6131 

0,6637 2,039332 0,739766 2,756725 0,005838 0,025033 4,110552 

MIR3939 hsa-

mir-

3939 

5,462802 2,10361 0,339099 6,203524 5,52E-10 1,65E-08 4,297833 

MIR101-1 hsa-

mir-

101-1 

10,2944 2,109042 0,328875 6,412897 1,43E-10 5,81E-09 4,314047 

MIR4312 hsa-

mir-

4312 

9,375954 2,118455 0,272304 7,779734 7,27E-15 6,19E-13 4,342286 

MIR646 hsa-

mir-

646 

1,677588 2,195605 0,489868 4,482038 7,39E-06 9,38E-05 4,580818 

MIR628 hsa-

mir-

628 

2,12527 2,22026 0,475776 4,666604 3,06E-06 4,45E-05 4,659773 

MIR4477B hsa-

mir-

4477b 

10,70105 2,22879 0,35792 6,227055 4,75E-10 1,49E-08 4,687407 

MIR1250 hsa-

mir-

1250 

2,898889 2,248732 0,44614 5,04042 4,65E-07 7,91E-06 4,752648 

MIR548P hsa-

mir-

548p 

1,907984 2,304559 0,539185 4,27415 1,92E-05 0,00022 4,940165 

MIR629 hsa-

mir-

629 

0,957679 2,316735 0,55186 4,198049 2,69E-05 0,000297 4,982035 

MIR4673 hsa-

mir-

4673 

1,339666 2,322578 0,584109 3,976275 7E-05 0,000684 5,002253 

MIR4653 hsa-

mir-

4653 

0,76102 2,430397 0,691659 3,513867 0,000442 0,002991 5,390416 

MIR1273H hsa-

mir-

1273h 

1,528596 2,478708 0,536345 4,621481 3,81E-06 5,28E-05 5,573979 

MIR338 hsa-

mir-

338 

1,30134 2,498603 0,539338 4,63272 3,61E-06 5,12E-05 5,651378 

MIR4518 hsa-

mir-

4518 

1,02146 2,518656 0,621492 4,052596 5,07E-05 0,000503 5,730478 

MIR3161 hsa-

mir-

3161 

5,008784 2,537572 0,351156 7,226342 4,96E-13 3,29E-11 5,806109 

MIR548C hsa-

mir-

548c  

4,78765 2,85751 0,428281 6,67204 2,52E-11 1,16E-09 7,247636 
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Ek Tablo 1: Hastalara ait örneklerin mirna değişimleri (devamı). 

MIR3198-1 hsa-

mir-

3198-

1 

7,452521 2,896044 0,333857 8,674496 4,15E-18 1,24E-15 7,443825 

MIR617 hsa-

mir-

617 

2,606588 2,989613 0,50606 5,907623 3,47E-09 8,99E-08 7,94261 

MIR618 hsa-

mir-

618 

2,773187 2,997019 0,548745 5,461585 4,72E-08 1E-06 7,983485 

MIR4433A hsa-

mir-

4433a 

1,436111 3,136337 0,515071 6,089132 1,14E-09 3,08E-08 8,792885 

MIR3690 hsa-

mir-

3690-

1 

5,871954 3,422449 0,480015 7,129874 1E-12 5,99E-11 10,72161 

MIR4652 hsa-

mir-

4652 

1,785227 3,888697 0,829923 4,685614 2,79E-06 4,16E-05 14,81203 

MIR944 hsa-

mir-

944 

2,795726 4,577759 0,94276 4,855698 1,2E-06 1,99E-05 23,88047 

MIR205 hsa-

mir-

205 

49,06415 6,012305 0,75397 7,974196 1,53E-15 2,75E-13 64,54822 
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Onam Formu 
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