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OZET

Kanser, hem diinya genelinde hem de iilkemizde 6liim oranlarinda ikinci siray1 alarak
bliyiik bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Teknolojik ilerlemelerin artmasiyla
birlikte kanser teshisleri de hizla artmaktadir. Erken evre kanser teshisi, tedavi
basarisin1 etkileyen Onemli bir faktordir ve bu amacla ¢esitli kanser tarama
programlar1 gelistirilmigtir. Cesitli yontemler arasinda biyokimyasal, genetik,
histolojik ve gorlntileme tabanli testler bulunmaktadir. Kanser, heterojen bir hastalik
oldugundan alt tiplerin dogru belirlenmesi, molekiiler anormalliklerin ve
biyobelirteglerin anlasilmasmi gerektirir. Bu baglamda, calismamizda Akciger
kanserinin %85'ini olugturan KHDAK alt tipine yonelik miRNA profilleri, yeni nesil
dizileme (NGS) teknolojisi kullanilarak incelenmistir. Ayni hastadan elde edilen
KHDAK tiimdr, reaktif stroma, normal akciger dokusu ve lenf dokusu orneklerinin
small RNA profilleri arasindaki farkliliklar ve bu miRNA'larin kana yansimalart NGS
ve biyoinformatik analizlerle degerlendirilmis, akciger kanseri ile iliskilendirilmis
miRNA yapilar tespit edilmistir. Elde edilen yeni miRNA profilleri klinik, evreleme,
farklilagsma, histoloji, yas, cinsiyet gibi faktorlerle iliskilendirilmis ve mevcut
siniflandirma protokolleri ile karsilastinlmistir. Yapilan informatik analizler
sonucunda 51 hastanin 255 6rneginde g¢esitli miRNA'lar tanimlanmis, timor ve kan
orneklerinde ortak bulunan miRNA'lar belirlenmistir. Farkli ifade dizeyine sahip
miRNA'lar {izerine yapilan analizler ise anlamli ifade farkliliklarini ortaya koymustur.
Bu ¢aligma, Akciger Kanseri'nin bir alt tipi olan KHDAK"in T, N, R, M dokularinin
ve kanlarin detayli miRNA dizilemesini gergeklestiren ve NGS teknolojisinden
yararlanan bir calisma olarak oOnciidiir. Bu nedenle, hastalikla iliskili miRNA
profillerini belirlemek igin yapilan ilk biiyiik ¢apli caligmadir. .Informatik analizler ile
elde edilen bu yeni miRNA profilleri, kanserin erken evrelerinin tespiti icin 6zgl
biyobelirteclerin gelistirilmesine yardimci olabilir ve tedavi takibi igin de dnemli bir
panel sunabilir. Bu sekilde, hedeflenen miRNA'lar kanser tedavisine olumlu etkiler
saglayabilir.

Bu ¢alisma, TUBITAK ARDEB 1003 projesi tarafindan desteklenmistir. Proje No:
1155113/ 215S091

Anahtar Kelimeler: Kugcuk hicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), MikroRNA
(miRNA), Biyobelirteg, Transkriptom.



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),

Biomarker, Transcriptome.
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1. GIRIS

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Akciger Kanseri en sik teshis edilen malignitelerden biri olup, diistik seyreden 5 yillik
sagkalim oranlariyla birlikte diinya ¢apinda kansere bagh tiim oliimlerin yaklasik
%20'sinden sorumludur [Cykowiak & Krajka-Kuzniak, 2022]. Histolojik olarak, bu
malignite kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri
(KHDAK) olarak iki gruba ayrilir. Tiim akciger kanseri hastalarinin yaklasik %85’ini
KHDAK alt tipi olusturmaktadir [Basumallik & Agarwal, 2022]. Akciger kanseri igin
erken teshis ve tedavide ilerlemeler olmasmna ragmen Amerikan Kanser
Toplulugu’nun 2012-2018 verilerine gore 5 yillik sagkalim orani, KHDAK igin
lokalizasyonu ve evresine gore degiskenlik gosterip halen lokalize kanser icin 65%

uzak metastaz i¢in 9% civarindadir.

Onkolojide kanser tarama ve tanisinda gesitli goriintiileme teknikleri ve molekiiler
teknikler uygulanmaktadir. Kanser teshisinde kullanilan goriintilleme teknikleri
(ultrason, mamografi, MRI, CT, PET, magnetik rezonans spektroskopisi, vb.)
gunimuizde yeterli gorilmemektedir [Farber & Illig, 2015]. Kanser yodnetiminde
molekiiler temelli teknikler gittik¢e artan bir siklikta klinikte kullanilmaktadir. Kalitsal
kanser hastalar1 i¢in de yapilan testler artik hem risk altindaki kisilerin belirlenmesi,
hem de sistemik tedavinin kisisellestirilmesi i¢in rutin olarak kullanilmaktadir. Burada
kullanilan testler; PCR, tek gen analizi (Sanger dizileme, MLPA), ¢oklu gen panelleri
(NGS), tim ekzom dizileme, vb. Bununla birlikte, antikanser ilaglarin segimine
yardimc1 olan, bireysel ila¢ hedeflerinin belirlenmesi veya spesifik timor
fenotiplerinin tanimlanmasini igeren bir dizi 6ngoriicii testler de mevcuttur. Kotl
huylu (malignant) timorlerin izlenmesi, rezidiiel timoér fragmanlarimin molekiiler
tabanli tespiti ile gergeklestirilebilir. Buna ilave olarak sivi biyopsinin gelecekte erken
kanser teshisi ve taramasi i¢in bir ara¢ olarak hizmet edecegi tahmin edilmektedir.
Mutasyon testi ve RNA analizindeki son gelismeler ise primer bolgesi bilinmeyen

kanserlerin teshisi i¢in yeni araglar sunmaktadir [Sokolenko & Imyanitov, 2018].



Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore cesitli molekiiler, genetik ve epigenetik
anormalliklerin pes pese birikimi ile birden fazla genin yapisinda meydana gelen
degisiklikler sonucu olugmaktadir. Aynmi sekilde bu degisim degisik RNA’larda
ekspresyon farkliliklar1 seklinde de kendini gosterebilir. Dolasimda bulunan ve small
RNA smifinda yer alan miRNA’lar, fiziksel veya patolojik kosullar altinda kanser
hastalarinin biyolojik sivilarinda taninabilen ve belirli kosullar altinda onkogenler
veya timor baskilayicilar olarak da islev goren yapilar oldugu gosterilmistir [K. Zhou
et al., 2017]. Bugiine kadar yapilan sinirli sayidaki arastirmalarda hastaliktaki
degisiklikler ya genom, ya da proteom diizeyinde ortaya koyulmaya calisilmigtir. Bu
calismalarin sonucu olarak hastalik ile iliskilendirilen bazi molekiiller tespit
edilmesine ragmen bu farkliliklar 6zglinliik ve hassaslik a¢isindan sinirli kalmislardir.
Bu problemi ¢ézebilmek ve hastaliga 6zgilin bir molekiiler profil ortaya ¢ikarabilmek
icin farkli yaklasimlar gerekmektedir [Villalobos & Wistuba, 2017;Baran &
Brzezianska-Lasota, 2021].

Gilintimiize kadar KHDAK olusum ve gelisiminde rol oynayan bircok miRNA
Ozetlenmistir [Petrek & Yu, 2019;Zhong et al., 2021]. Molekdler hedefli tedavilerin
gelistirilmesindeki onemli ilerlemelere ragmen, terapotik yanitin ve tedaviye bagh
toksisitenin tahmini hala yetersiz kalmaktadir. Mevcut sinirlamalarin {istesinden
gelmek icin miRNA'larin tespiti ve analizi i¢in standartlastirilmis yontemlere ihtiyag
vardir [Zhong et al., 2021]. Sirkiilayonda yer alan miRNAlar, fiziksel veya patolojik
kosullar altinda biyolojik sivilarda taninabilen tipik bir miRNA alt grubudur ve
karmasik hastaliklar igin biyobelirte¢ potansiyeline sahiptir [Florczuk et al., 2017].

Bu c¢alisma, yeni-nesil dizileme platformlar1 ile en gelismis biyoinformatik
algoritmalar1 birlikte uygulayarak heterojen bir profil gosteren ve son derece karmasik
bir hastalik olan KHDAK hastalarinin tiimor dokulari, timorun etkiledigi mikrocevre
dokular1, metastatik dokular ve normal doku Orneklerinin small RNA analizlerini
yaparak hastaliga 6zgiil miRNA’larin tespiti ve bunun viicut sivisi olan kana yansiyan
profilini ortaya koymaktadir. Ardindan ortaya ¢ikarilan yeni miRNA profillerinin
hastalarin klinik bilgileri ile degerlendirilmesi sonucunda elde edilen veriler ile erken
tani, tarama ve izleme sistemleri igin hastaliga en 6zgiil hedef miRNA’larin tespit

edilerek test gelistirilmesi siirecine dnemli bir katki saglayacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Kanser giliniimiiziin en 6nemli halk sagligi sorunlarindan biri olup en OGliimcil
hastaliklarin basinda gelir [Bray et al., 2021]. GLOBOCAN verilerine gore 2020
yilinda diinya ¢apinda tahmini 19,3 milyon yeni kanser vakas1 ve yaklagik 10,0 milyon
kanser O0limi meydana gelmistir (Sekil 2.1-2.2). Kanser vakalarinin 10,1 milyonu
erkeklerde, 9,2 milyonu kadinlarda tespit edilmistir. [Sung et al., 2021;GLOBOCAN,
2020] Akciger kanseri 2,2 milyon vaka (%]11,4) ile en sik teshis edilen ikinci kanser
tird olup 1,8 milyon 6élimle (%18) kanser dlimlerinin en 6nde gelen nedeni olmaya
devam etmektedir [GLOBOCAN, 2020]. Genel insidans nifusa oranla gelismis
tilkelerde gelismemislere gore kanser oranlari agisindan 2-3 kat daha yiiksektir.
Kiiresel capta kanser sayisinin 2020’ye gore 2040°da %47 artisla 28,4 milyon vaka
olmasi beklenmektedir. Bu oranin gelismis iilkelerde %64’den %95’e ve gelismekte

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

INSIDANS TOTAL: 19,3 MiLYON
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Sekil 2. 1: 2020 yili verilerine gore diinya genelindeki kanser vakalarinin  sayisi
[GLOBOCAN 2020].



OLUM SAYISI TOTAL: 9,9 MiLYON
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Sekil 2.2: 2020 yili verilerine gore diinya genelindeki kanser Oliimlerinin sayisi
[GLOBOCAN 2020].

Tiirkiye’de de kanser sikligi Diinya ve Diinya’nin gelismekte olan iilkeleriyle
benzerlikler gostermektedir. Ulkemizde Saglik Bakanlig1 tarafindan yayimlanan son
verilere gore 2017 yilinda goriilen kanserlerin yasa gore standardize edilmis insidans
orani 100.000 kiside kadinlarda 187,0, erkeklerde ise 259,2 olarak bildirilmistir.
Toplamda bu rakam 100.000 kiside 223,1°dir. Son 5 yilin verileri incelendiginde,
erkek ve kadinlarda istatiksel olarak anlamli bir degisim olmadigi goriilmektedir

[Tirkyilmaz et al., 2021].

GLOBOCAN 2020 dunya verileri ile Turkiye 2017 kanser verileri karsilastirildiginda,
Tiirkiye kanser insidansinin diinya insidansinin {izerinde oldugu goriilmektedir.
Ulkemizde erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii akciger kanseri iken kadinlarda
meme kanseridir. Akciger kanserinin erkeklerde sik goriilmesinin tiitiin kullanimina
bagl oldugu tahmin edilmekte olup bu etken énemini korumaya devam etmektedir.
Ayrica akciger kanserinde hastalarin evreleri incelendiginde %56,5’inin uzak metastaz
yaptig1 ve ileri evrede geg teshis edilebildigi goriilmektedir [Tirkyilmaz et al., 2021]
(Sekil 2.3). Amerika Kanser Dernegi verilerine gore de uzak metastaz oran1 %44
olarak belirtilmektedir (Sekil 2.4).  Veriler kanserden olimlerin biyik bir
cogunlugunun metastaz denilen kanserin bolgesel veya uzak dokulara yayilmasindan

dolay1 meydana geldigini gostermektedir [Fares et al., 2020].



TURKIYE AKCIiGER KANSERI EVRE DAGILIMI
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Sekil 2.3: Tiirkiye’deki Akciger Kanseri Evrelerinin Yiizdesel Dagilimlar
[TURKIYE KANSER ISTATISTIKLERI 2017].

AKCIGER KANSERIi EVRE DAGILIMI
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Sekil 2.4 :Akciger Kanseri Evrelerinin Yiizdesel Dagilimlari [CANCER
STATISTICS, 2023].

Amerikan Kanser Dernegi 2023 verilerine gore, akciger kanserinin tiim evreleri i¢in 3
yillik sagkalim orani, 2004-2006 icin %22 iken 2016-2018 i¢in bu oranin %33'e
yiikseldigi gosterilmistir. Ayrica bu oranin kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserinde

%25'ten %38'e, Kkugiik hiicreli akciger kanserinde de %9'dan %12'ye ulastigi
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belirtilmistir [Siegel et al., 2023]. Amerikan Kanser Dernegi 2012-2018 verilerini
kullanarak akciger kanseri 5 yillik sag kalim oranlarmi evre bazinda incelediginde
uzak dokulara metastaz yapan vakalarin halen %7 oldugunu godstermektedir (Sekil
2.5).

AKCIGER KANSERI 5 YILLIK SAG KALIM ORANI
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Sekil 2.5:Akciger Kanseri 5 yilik Sag Kalim Orani, 2012-2018 [CANCER
STATISTICS, 2023].

2.2. Akciger Kanseri Etiyolojisi

2.2.1. Sigara

Akciger kanserinin etiyolojisi ¢ok faktdrlii olmasina ragmen, tiitiin kullanimi en
onemli risk faktori olmaya devam etmektedir. ABD'de akciger kanseri insidans
oranlarindaki azalmanin sigara igme prevalansindaki azalmayla iliskili oldugu
varsayllmaktadir. Pasif i¢icilik olarak tanimlanan kisilerin sigara dumanina maruz
kalmas1 da 6nemli bir risk faktori olarak kabul edilir [“Approach to Lung Cancer,”
2016]. Sigara dumani, gaz ve partikiil bilesikleri igeren karmasik bir aerosoldiir ve ana
akim dumani ile yan akim dumanindan olugsmaktadir. Ana akim dumani, sigara icen
kisinin etrafa nefesiyle verdigi dumandir ve sigara igen kiginin dumana maruziyetinin
birincil kaynagidir. Yan akim dumani, sigara kendi kendine yanarken sigaranin
kagidindan ve filtresinden ¢ikan dumandir ve cevresel tiitiin dumaninin (ETS) ana

kaynagidir. Titiin bagimhiligimin ana belirleyicisi nikotin maddesidir, katran ise



nikotin ve su uzaklastirildiktan sonra sigara dumaninin toplam partikiil maddesi olarak
adlandirtlir. Katrana kiimilatif maruziyet, akciger kanseri riskinin 6nemli bir
unsurudur. Uzun siireli sigara i¢enlerde goreceli akciger kanseri riskinin, dmiir boyu
sigara igmeyenlere kiyasla 10 ila 30 kat oldugu tahmin edilmektedir. Sigara i¢en her 6

kisiden biri sonunda akciger kanserine yakalanmaktadir [Bade & Dela Cruz, 2020].

2.2.2. Hava Kirliligi, Mesleki ve Cevresel Karsinojenlere
Maruziyet

Akciger kanseri ic¢in diger bir risk faktorii hava kirliligi, mesleki ve cevresel
karsinojenlere maruziyettir. Hava kirliligi, iklim degisikligi ve hizli sanayilesme
nedeniyle diinya capinda birgok biiylik niifuslu sehirde ciddi bir kiiresel sorun haline
gelmistir. Epidemiyolojik aragtirmalar, hava kirliliginin, 6zellikle havadaki partikiil
madde (PM) maruziyetinin sigaradan bagimsiz olarak artan akciger kanseri riski ve
oliimle iligkili oldugunu gostermektedir [Jinghong Li et al.,, 2020]. Akciger
karsinojenleri olarak One siiriilen veya kanitlanan mesleki maruziyetler arasinda
arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum, klorometil eterler, krom, nikel, radon, silika ve
vinil kloriir bulunur. Diinya c¢apinda erkekler arasinda akciger kanseri 6liimlerinin
%10'unun ve kadinlar arasinda %5'inin asbest, arsenik, berilyum, kadmiyum, krom,
nikel, silika ve dizel dumanlar1 gibi mesleki ve ¢evresel karsinojenlere maruz kalmaya

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

2.2.3. Genetik Yatkinhk

Akciger kanserinin patogenezinde genetik bilesenler de séz konusudur. Ozellikle
erken baglangigli akciger kanseri olan aile iiyeleri i¢in ailede kanser ykiisiiniin 6nemi,
cesitli akciger kanseri risk tahmin algoritmalarina dahil edilerek vurgulanmistir [Bade
& Dela Cruz, 2020]. Nadir BRCA2 ve CHEK?2 varyantlari ile skuamdz akciger kanseri
icin genom ¢apinda iligkilendirme bir Avrupa kohortunda tanimlanmistir [Manuscript,
2015]. Son 20 yilda akciger kanserinde genetik yatkinlikla ilgili 1000'den fazla aday
gen iliskilendirme ¢alismasi yapilmistir, ancak net bir fikir birligi yoktur. Bir ¢alisma,
21 genden 22 varyant igin [APEX1 rs1130409 ve rs1760944, ATM rs664677, AXIN2
rs2240308, CHRNAS3 rs6495309, CHRNAS5 rs16969968, CLPTM1L rs402710,
CXCR2 rs1126579, CYP1Al 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] gucli kumdalatif epidemiyolojik
kanitlarla birlikte akciger kanseri duyarliligi ile 6nemli iliski sergiledigini bildirmistir
[J. Wang et al., 2017]. Tiimor baskilayici genler pS3 ve p73 ve apoptoz genleri FAS
ve FASL dahil olmak uzere hiicre dongusu ile ilgili birkag gen akciger kanseri
duyarliliginda rol oynamaktadir [Bade & Dela Cruz, 2020]. Sonug olarak akciger

kanseri duyarlilig1 kismen konakg1 genetik faktorler tarafindan belirlenmektedir.

2.2.4. Beslenme

Kirmiz et, siit Urtinleri, doymus yaglar ve lipitler gibi baz1 diyet 6gelerinin akciger
kanseri riskini artirdig1 6ne siiriilmiistiir [Gnagnarella et al., 2018]. Bununla birlikte,
karotenoidler ve diger antioksidanlari iceren meyve ve sebzelerin akciger kanseri

riskini azalttig1 varsayilmistir [Vieira et al., 2016].

2.2.5. Yas

Akciger kanseri en ¢cok 70 yas ve tizerindeki kadin ve erkeklerde goriliir. Akciger
kanseri tanisinda ortanca yas 70'tir ve 6liimde ortanca yas 72'dir. Genel olarak, akciger
kanseri mortalitesi yaklagik 80 ila 85 yaslarina kadar yasla birlikte artmaktadir [Torre
etal., 2016] [Siegel et al., 2019].

2.2.6. Fiziksel Aktivite

Son zamanlarda degistirilebilir risk faktorleri arasinda fiziksel aktivite eksikligi ve

hareketsiz davraniglar da yer almaktadir [Rana et al., 2020].

Yukarida kisaca belirtilen risk faktorleri goz Oniinde bulundurularak akciger
kanserinin 6nlenmesi hususunda bilinen bu faktdrlere maruz kalmanin 6nlenmesi veya
azaltilmasina odaklanilmalidir [Bade & Dela Cruz, 2020].



2.3. Akciger Kanserinin Patolojik Simiflandirmasi

Akciger kanseri, genis kapsamli klinikopatolojik ozelliklere sahip heterojen bir
hastaliktir [William D. Travis, 2015]. Akciger kanserinin patolojik siniflandirmasi,
kanser hiicrelerinin morfolojik 6zelliklerine, bliylime Oriintiilerine ve diger 6zelliklere
dayali olarak yapilan bir siniflandirmadir. Bu simiflandirma, kanserin tipini ve
ozelliklerini belirlemek icin kullanilir. Ayrica, akciger kanserlerinin histopatolojik
simiflandirmasi, bu kanserin teshis ve yonetiminin 6nemli bir pargasi olan hiicresel ve
molekiiler alt tiplere dayanmaktadir. Blyuk 6l¢tide morfoloji ile belirlenen primer
akciger kanserleri, histolojik olarak kiigtik hiicreli akciger kanserleri (KHAK) (toplam
tanilarin %15') ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserleri (KHDAK) (toplam tanilarin
%85'1) olarak siniflandirilir [Thai et al., 2021] KHDAK ana histolojik alt tipler olarak
adenokarsinom, skuamdz hucreli karsinom ve buyuk hicreli karsinomu icermektedir
(sekil 2.6) [M. Tang et al., 2021] [Lim et al., 2018]. KHDAK siniflandirmalarinda,
adenokarsinomlar akciger kanserinin en yaygin alt tipidir ve bunu skuamoéz hiicreli

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

Akciger kanserlerinin biiyiik cogunlugu karsinomdur (epitel hiicrelerinden kéken alan
tiimdr). Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinin tek bir grupta toplanmasinin
nedeni, bu gruptaki karsinom tiplerinin prognozlari ve tedavi yaklagimlarinin benzer
olmasidir. Buna ragmen biriken kanitlar, akciger kanserinin ayni histolojik alt tip
icinde bile histolojik ve molekiiler olarak heterojen bir hastalik grubunu temsil ettigini
gostermektedir [Inamura, 2017]. KHDAK hastalarinin yaklasik %25-30’u, en
heterojen tiimor gruplari olarak temsil edilir ve rezektabilite (tlimoriin teknik olarak
c¢ikarilabilme) kriterlerinin tanimlanmasi zordur ve bu nedenle cerrahinin kullanimi ve

optimal tedaviler tartisma alanidir [Pottgen et al., 2017].



AKCIGER KANSERININ PATOLOJIK SINIFLANDIRMASI

Digerleri; 5%

Buyuk hiicreli
karsinom; 10% /

~

KHAK; 15%

Adenokarsinom; 40%

Skuamoz hicreli karsinom;
30%

Sekil 2.6: Akciger Kanseri KHDAK ii¢ temel alt tipleri; skuaméz hiicreli
karsinom, adenokarsinom ve biiytk hiicreli karsinom, ve KHAK igin
yiizdesel dagilim [Lukeman, 2015;Pass et al., 2018].
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Tablo 2. 1: Akciger kanserinin siniflandirilmasi.Akciger tiimorleri iki ana gruba
ayrilir: Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK; vakalarin =%15') ve
Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK; vakalarin ~%85'1). Bir
KHAK timori, néroendokrin hiicre soyundan turer. Bununla birlikte,
KHDAK'de, tiimor orijin hiicresi farkhidir ve ¢ farkli alt tipte
siniflandirilir: Adenokarsinom (alveolar tip II epitel hiicreli), Skuaméz
hicreli Karsinom (bazal epitel hucreli) ve Buylk Hicreli Karsinom
(¢esitli epitel hiicreleri) [Cykowiak & Krajka-Kuzniak, 2022].

AKCiGER KANSERI
- .. . KUGUK HUCRELI Dist
KUCUK HUCRELi
L . AKCiGER KANSERI
AKCiGER KANSERI
(KHDAK) 85%
(KHAK) 15%
—
ADENOKARSINOM
-MUSINOZ
-MUSINOZ OLMAYAN (ASINER,
PAPILLER, MiKROPAPILLER, )
SKUAMOZ
LEPIDIiK VE SOLID) . . BUYUK HUCRELI
HUCRELI
. KARSINOM
KARSINOM
NOROENDOKRIN ALVEOLAR Tip Il BAZAL EPITEL CESITLI EPITEL
HUCRE EPITEL HUCRELI HUCRELI HUCRELERI
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Akciger tiimérlerinin 2021 Diinya Saghk Orgiiti (WHO) smiflandirma sistemi,
akciger kanserlerini Tablo 2.1’deki gibi ayirir [Siddiqui et al., 2022]. Bu siniflandirma
sistemi, tedaviyi daha iyi yonlendirmek ve prognostik bir seyir belirlemek igin
immiinohistokimya ve 151k mikroskobu analizlerine dayanir. Tablo 2.2’de belirtilen

histolojik siniflandirmada sik goriilen tiirlere detayli olarak asagida deginilmektedir.

Tablo 2. 2: Akciger tiimérlerinin 2021 Diinya Saglhk Orgiiti (WHO)
siniflandirma sistemi [Siddiqui et al., 2022].

PREKURSOR GLANDULER ; ADENOSKUAMOZ
LEZYONLAR ADENOKARSINOMLAR KARSINOMLAR
SKUAMOZ PREKURSOR SKUAMOZ HUCRELI BUYUK HUCRELI
LEZYONLAR KARSINOMLAR KARSINOMLAR
SARKOMATOID AKCIGER NOROENDOKRIN TUKURUK BEZI TiPi
KARSINOMLAR NEOPLAZMALARI TUMORLER
NOROENDOKRIN NOROENDOKRIN P ; S ;
TUMORLER KARSINOMLAR DIGER EPITEL TUMORLERI

2.3.1 Adenokarsinomlar

Adenokarsinom, hiicrelerin akcigerlerde mukus salgilayan bez hiicrelerine benzedigi
kiiciik hiicreli olmayan bir akciger kanseri tiriidiir. Adenokarsinom patolojisi,
neoplastik bez olusumu, pnémosit marker ekspresyonu (tiroid transkripsiyon faktorii
1 (TTF-1), napsin ekspresyonu olan veya olmayan) veya intrasitoplazmik musinden
olusur. Neoplastik bez olusumunun boyutuna ve yapisina gore miisindz veya miisin6z

olmayan olarak iki baslik altinda siiflandirilir. Miisinéz olmayan tipleri; asiner,
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papiller, mikropapiller, lepidik ve solid olarak adlandirilan alttiplerdir. Bu alt tiplerin
patolojik olarak tanimlanmasi prognoz i¢in Onemlidir. Solid, mikropapiller ve
kribriform (asiner misindz olmayan adenokarsinomun bir alt tipi) paternlerin olumsuz
prognostik 6nemi vardir [Kadota et al., 2014;Siddiqui et al., 2022].

2.3.2 Skuamoz hucreli karsinomlar

Skuamoéz hiicre patolojisi, sitolojide keratin ve/veya hiicreler arasi desmozomlarin
varhigi veya p40, p63, CKS5, CK5/6 veya desmoglein ekspresyonunun
immunohistokimyasal (IHC) kanit1 ile tanimlanir. Skuamoz hiicreli karsinomun alt
tipleri arasinda nonkeratinize, keratinize ve bazaloid bulunur. Skuamdéz hiicreli
karsinomlar, kavitasyonla sonuglanan yaygin merkezi nekroz gosterir. Skuamoz
hicreli kanserler, Pancoast tumdérleri ve hiperkalsemi olarak ortaya ¢ikabilir. Bir
Pancoast tiimorii, akcigerin tist olugundaki bir timordiir. Beyin, Pancoast tiimdrlerinde

ameliyat sonrasi en yaygin niiks bolgesidir [Siddiqui et al., 2022].

2.3.3 Blyuk htcreli karsinomlar

Buyuk hicreli karsinom (BHC), glanduler, skuaméz veya néroendokrin kanserlerle
uyumlu sitolojik O6zelliklere sahip olmayan malign bir epitelyal neoplazmdir.
Immiinohistokimyada p40 ve TTF-1 ifade etmezler ve kiclk hicreli karsinomun
sitolojik ozelliklerinden yoksundurlar. Tipik olarak BHC, belirgin niikleollere sahip
yuvarlak ile ¢okgen hiicrelerden olusmaktadir. Hiicreler, herhangi bir tanimlayict
Ozelligi olmayan bol miktarda sitoplazmadan olusur. BHC bir dislama teshisidir
[Rajdev et al., 2018].

2.3.4 Adenoskuamoz karsinomlar

Adenoskuamdéz karsinomlar, %10'dan fazla glandiler ve skuamdéz bilesen igeren
akciger tlimorleridir. Bu, nadir goriilen ve oldukga agresif bir akciger tiimoriidiir

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

Bunlar, malign epitel bilesenleri ve sarkomlar1 diisiindiiren 6zellikler sergileyen nadir
karsinomlardir. Alt tipler arasinda pleomorfik karsinom, karsinosarkom ve pulmoner

blastoma bulunur [Siddiqui et al., 2022].

2.3.6 Prekursor glanduler lezyonlar

Bunlar arasinda atipik adenomat6z hiperplazi (AAH) ve in situ adenokarsinom
bulunur. AAH, akciger adenokarsinomu i¢in preinvaziv bir lezyondur ve genellikle 5
mm veya daha kuguktir. Adenokarsinom in situ misinéz veya misindz olmayabilir
ve genellikle 3 cm'ye esit veya daha kiiclik lokalize bir lezyondur. Alveoler yapilar
boyunca biiylime kisitli olarak tanimlanan "lepidik" bir biiylime modeli gosterir.

Noninvazivdir ve bozulmamis alveolar septalari gosterir [Siddiqui et al., 2022].

2.3.7 Kuguk Hucreli Karsinom

Kicuk hacreli karsinom (KHAK), az miktarda sitoplazmaya ve kabaca dinlenme
halindeki bir lenfosit biiyiikliigiinde yuvarlak, oval veya koseli hiicrelerden olusur.
Belirgin bir niukleol gorilmez. KHAK'lar yaygmn olarak nekrotiktir. Genellikle
kromogranin veya sinaptofizin ile pozitif boyanirlar. DSO daha énce KHAK'yi (¢
hiicre alt tipine ayirdi: yulaf hiicresi, ara hiicre ve kombine hiicre (KHDAK bilesenli
KHAK, skuaméz veya adenokarsinom). Ancak c¢alismalar, bu siniflandirmanin ¢ok
fazla klinik 6nemi veya prognostik degeri olmadigint géstermistir [Aisner et al.,

1990;Siddiqui et al., 2022].

2.4. Akciger Kanserinde Evreleme Sistemi

Akciger kanseri teshisi konulduktan sonra, en Onemli adim hastaligin
evrelendirilmesidir ¢linkii durum tedavi segeneklerini, morbiditeyi ve sagkalimi
belirler. Bunun dikkatli bir sekilde yapilmasi ¢ok Onemlidir. Evreleme oncelikle
KHDAK i¢in TNM siniflandirmasi1 kullanilarak yapilir. Tiimor (T), nod (N) ve
metastaz (M), KHDAK'yi evrelemenin uluslararasi kabul gérmiis yoludur.

Klinisyenlerin en 1yi tedaviyi uygulamasina, gereksiz ameliyatlardan kagcinmasina ve
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tedavi bir segenek degilse zamaninda palyatif bakima sevk etmesine yardimei olan,
timoriin  boyutunu ve kapsamini, yerini ve uzak yayilimimi tanimlamada
kullanilmaktadir [Siddiqui et al., 2022]. Uluslararas1 Akciger Kanseri Calismalari
Dernegi (IASLC) ve Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan akciger kanserini
evrelemek i¢in onaylanan tiimdr, nod, metastaz (TNM) evreleme sistemi yakin
zamanda revize edilmis ve en son revizyon, Ocak 2017'de yayinlanan 8. baskidir.
TNM akciger evreleme sisteminin 8. baskisi, her bir TNM tanimlayicisinin prognostik
analizine dayal1 olarak bize daha kesin siniflandirma saglasa da, goriintiileme yoluyla
Klinik evreleme agisindan heniiz netlestirilmemis bazi potansiyel sinirlamalar ve klinik
durumlar vardir. Akciger kanserinin klinik evresini tam olarak siniflandirmak igin
radyologlarin TNM evrelemesinin 8. baskisinda tanitilan ana degisiklikleri anlamalari
ve gorintlleme yorumunun olasi tuzaklarini ve sinirlamalarini tanimalar1 6nemlidir

[Feng & Yang, 2019].

2.4.1. KHDAK’de TNM Evreleme Sistemi

T (tUmor) tanimlayicisi

Yeni 8. TNM evreleme sisteminin T tanimlayicisi, timor boyutu, tiimdr invazyonu ve
primer tiimore gore ayr1 bir tiimoriin konumundan olusur. 8. baski i¢in, tiimdr boyutu
1 cm'lik artiglarla daha kesin olarak smiflandirilmigtir, metastazi olmayan kigik
hiicreli dis1 akciger tiimorii boyutlar: oldugu bilinen toplam 33115 hasta tlizerinde
dogrulanmis prognostik farklilagmaya dayalidir (Rami-Porta et al., 2015). Bir primer
tiimor bes kategoriye ayrilir ve daha sonra her bir kategori, timdriin ¢evredeki
yapilarin boyutuna, konumuna ve istilasina bagl olarak alt bolimlere ayrilir (Tablo

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

Tablo 2. 3: TNM 8. baski gogiis CT goriintimii i¢in T siniflandirmasi.

T Siiflandirmasi CT’de T Bileseni

TO e  Primer timdr yok

e T Karsinom in situ (CIS)
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Tablo 2. 3: TNM 8. baski gogiis CT goriiniimii i¢in T siniflandirmasi (devami).

T1 (3 cm'den az)

T1mi: minimal invaziv timor

Tla: merkezi hava yollariyla (trakeal veya brons duvari) sinirh
yuzeysel timor

Tla: 1 cm'den az

T1b: 1 cm'den bllyik ancak 2 cm'den kiigik

T1C: 2 cm'den biyik ancak 3 cm'den kiigiik

T2

T2: 3 cm'den biyik ama 5 cm'den kiiglik

T2a: 3 cm'den buylk ancak 4 cm'den kigik

T2b: 4 cm'den bllyuk ama 5 cm'den kiiguk

Ayrica ana brongu tutuyor fakat karina, visseral plevray1 tutmuyorsa
veya hilumda atelektaziye neden oluyorsa T2 tiiméri olarak kabul

edilir

T3

T3: 5 cm'den biyik 7 cm'den kiigtk)

T3 Inv: gdgiis duvari, perikard veya frenik sinirin invazyonu

T3 Satell: ayn1 lobda ayr1 tiimor nodiilleri

Ayni lobda perikard, frenik sinir, gogiis duvari veya ayri timor

nodullerini iceriyorsa T3 timori olarak da kabul edilir

T4

T4: 7 cm'den blyuk

T4inv: Yukaridaki yapilari istila etme

T4lpsi diigiimii: Ipsilateral lobda nodiiller

Kalp, 6zofagus, trakea, karina, mediasten, biylk damarlar, rekirren
laringeal sinir, omurga veya farkli ipsilateral lobda tiimér nodiillerini
tutuyorsa T4 timori olarak kabul edilir.

Diyafram invazyonu, TNM siniflandirmasinin yedinci baskisinda T3
timord ile karsilastirildiginda artik bir T4 timdrii olarak kabul

edilmektedir.

N (lenf nodu) tanimlayicisi

7. baskinin N tanimlayict siniflandirmasi, 8. baski i¢in ayni kaldi ¢iinkii ¢caligmalar,

siniflandirmanin prognozla agik¢a ayrildigini buldu [Asamura et al., 2015]. Metastatik

diigiim smiflandirmasi, diger kanser evrelemesinde siklikla kullanilan metastatik

diiglimlerin sayis1 yerine ilgili lenf diiglimlerinin yapisal yerlesimine dayanir. N

tanimlayicilari,

metastatik diiglimlerin konumuna gore dort ana kategoride

siiflandirilir (Tablo 2.4) [Feng & Yang, 2019; Bugalho et al., 2017].
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Tablo 2. 4: TNM 8. baski gogiis CT goriiniimii i¢in N siniflandirmasi.
N Siniflandirmasi1 | CT’de N Bileseni

NO e Lenf nodu tutulumu yok

N1 e N1: ipsilateral hiler diigiimlerin tutulumu
e Nla: tek istasyonlu N1 diigiimleri

e NIlb: ¢ok istasyonlu N1 diigiimleri

N2 e N2: Mediastinal nodlarin tutulumu

e N2al: N1 tutulumu olmayan tek istasyonlu N2 nodlar1
(metastazi atlar)

e N2a2: NI tutulumu olan tek istasyonlu N2 nodlar1

e N2b: Coklu istasyon N2 katilim1

N3 e N3: Kontralateral mediastinal veya hiler lenf

nodlarinin tutulumu

M (Metastaz) tanimlayicisi

7. baski1 M tanimlayict siniflandirmasinin prognozu analiz edildi ve M1a intratorasik
metastaz tanimlayicilari i¢in anlamli bir fark bulunmadi. Bununla birlikte, 7. baskida
M1b olarak siiflandirilan ekstratorasik metastazda tek bir organda tek bir metastazi
olanlar icin, bir organda birden ¢cok metastatik lezyonu veya birden ¢ok organda birden
cok metastazi olanlardan 6nemli 6l¢iide daha {istlin bir prognozu oldugu goriildii.
Boylece, 8. baski ekstratorasik metastazlar1 yukaridaki iki gruba dayali olarak M1b ve
MIc olarak ayirir (Tablo 2.5) [El-Sherief et al., 2014; Feng & Yang, 2019].

Tablo 2. 5: TNM 8. baski gogiis CT goriiniimii igin M siiflandirmasi.
M Simiflandirmas1 | CT’de M Bileseni

MO Uzak metastaz yok

M1 M1a: Malign plevral / perikardiyal eflizyon veya noduller

M1b: Tek bir organda tek ekstratorasik metastaz

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

Akciger kanserinde kullanilan I'den V'e kadar olan evreleme sistemi, kanserin yayilma
derecesini ve ilerlemesini belirlemek i¢in kullanilir. Bu sistem genellikle TNM
smiflandirma sistemi ile iligkilendirilir ve kanserin evresini belirlerken c¢esitli
faktorleri dikkate alir. Iste akciger kanserinde kullanilan I-V evreleme sistemi: T ve M
tanimlayicilarindaki degisiklikler nedeniyle, 8. baski i¢in mevcut asama gruplar
yeniden olusturulmustur. Asama IA, sirasiyla NO ve MO Kategorileriyle
iliskilendirildiginde T1a, T1b ve Tlc'yi barindirmak tizere IA1, IA2 ve IA3'e boliiniir
[Goldstraw et al., 2016]. T2a ve T2b kategorilerine sahip NOMO tiimorler artik
sirastyla evre IB ve IIA olarak siniflandirilirlar. Tiim T1-2N1MO timorleri, T3NOMO
ile birlikte evre 1IB kategorisine eklendi [Rami-Porta et al., 2017]. T1-2N2MO
timorleri ve T3-4N1MO dahil olmak iizere metastazi olmayan diger lokal olarak
ilerlemis tiimorler icin evre IIA kabul edilir. Karsilastirildiginda, T1-2N3MO
timorleri ve T3-4N2MO tiimorleri, evre IIIB olarak smiflandirilir. IVA tiimorleriyle
benzer prognozlara sahip olduklarindan, N3 hastalig1 ile iliskili ancak metastatik
lezyonlar1 olmayan en lokal ileri lezyonlar olan T3 ve T4 i¢in yeni bir evre grubu olan
I1IC verilir [Carter et al., 2016]. Son olarak, metastazli ilerlemis hastalig1 temsil eden
evre [V, artik metastazin yeri ve yayginligina gére grup IVA ve IVB'ye ayrilmistir. M
tanimlayicist Mla veya M1b olan akciger tiimoérleri, T veya N smiflandirmasina
bakilmaksizin evre IVA olarak siniflandirilir. M1c olarak siniflandirilan ¢oklu uzak
metastazli vakalar artik IVB olarak evrelendirilmektedir [Goldstraw et al., 2016].

Evrelemede yukarida tanimlanan degisiklikler Tablo 2.6’da gosterilmistir.

Tablo 2. 6: KHDAK igin Tumodr Nod Metastaz (TNM) Evrelemesi.

Klinik Patolojik Evreleme

Evreleme
Gizli (Occult) TX NO MO
Kanser*
Asama (Stage) 0 TisNOMO
Asama (Stage) 1 1Al TImMiNOMO

Tla NOMO
1A2 TIbNOMO
1A3 TIcNOMO
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Tablo 2. 6: KHDAK i¢in Tiimor Nod Metastaz (TNM) Evrelemesi (devami).

Asama (Stage) 11

IB

T2aNOMO

A

T2bNOMO

11B

Tla/T1lb/T1cN1MO

T2a/T2bN1MO

TINOMO

Asama (Stage) 111

1A

Tla/T2b/T2cN2MO

T2a/T2bN2M O

TSN1IMO

T4NO/N1MO

1B

Tla/T1lb/T1cN3MO

T2a/T2b N 3 MO

T3N2MO

TAN2MO

Ic

T3IN3MO

TAN3IMO

Asama (Stage) 1V

IVA

Any T/ Any N Mlaveya M1b

VB

Any T/ Any N Mlc

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

2.4.3. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) icin Evreleme

KHAK evrelemesi TNM sistemi kullanilarak yapilabilir, ancak KHAK sistemik bir
hastalik olarak kabul edildiginden, 1950'lerden beri daha basit bir smiflandirma
kullanilmaktadir. TNM derecelendirmesinin KHAK'yi daha iyi tanimlayabilecegine
dair artan sayida kanit vardir, ancak bu yaklasim konusunda heniiz bir fikir birligi
yoktur. KHAK, Veterans Affairs Lung Study Group (VALSG) siniflandirmasina gore
LS (limited stage)-KHAK ve ES (extensive stage)-KHAK olarak siniflandirilir. LS-
KHAK ipsilateral hemitoraks ve lokal lenf nodlariyla sinirlidir, hem mediastinal hem
de hiler ve supraklavikiler nodlar tek bir tolere edilebilir radyoterapi portuna dahil
edilebilir (TNM evre I ila I1IB'ye karsilik gelir). ES-KHAK, uzak metastazlar, malign
perikardiyal veya plevral efuzyonlar, kontralateral supraklavikiler ve kontralateral

hiler tutulum gibi hastalik sinirlarinin Stesinde tiimorlere sahiptir [Lindeman et al.,

2018; Siddiqui et al., 2022].
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2.5 Akciger Kanseri icin Derecelendirme

Akciger kanserinde derecelendirme, kanser hiicrelerinin = goriiniimiiniin  ve
Ozelliklerinin incelenerek timoriin ne kadar agresif veya yayilma egilimli oldugunu
degerlendiren bir smiflandirma sistemidir. Derecelendirme, nukleer ve sitoloji
Ozellikleri ve mitotik sayimlarla baglantili olarak tiimor biiyiimesinin bir modeline
veya modellerine (tiibliler olusumdaki farklilasma derecesi) dayanir. Normal
hiicrelerle karsilastirildiginda hiicrelerin nasil goriindiigiine ve davrandigina baglh
olarak tiimdre bir derece (farklilasma) atanir. Bu, kanserin ne kadar hizli biiyiidiigii ve
yayilip yayilmayacag: hakkinda bir fikir verir. Iki ana akciger kanseri tiirlerinden olan
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri igin derecelendirme kullanilirken kiiglik hiicreli
akciger kanseri i¢in kullanilmaz. Tablo 2.7, KHDAK igin dereceleri gostermektedir
(Travis et al., 2016).

Tablo 2. 7: KHDAK igin Derecelendirme.
Derece Tanim

1. derece | Hiicreler normal hiicrelere ¢ok benziyor. Yavas biiylime
egilimindedirler ve yiiksek dereceli kanser hiicrelerine gore
yayilma olasiliklar1 daha diistiktiir. Diistik dereceli denir.

2.derece | Hiicreler daha anormal goriiniir ve yayilma olasiligi daha
yiiksektir. Bu derece ayni zamanda orta derecede iyi diferansiye
veya orta derece olarak da adlandirilir.

3. derece | Hucreler cok anormal gortiniiyor ve normal hiicrelere benzemiyor.
Hizl1 biiylime egilimindedirler ve yayillma olasiliklar1 daha
yuksektir. Koty diferansiye veya yiksek dereceli olarak

adlandirilirlar.

2.6 Akciger Kanseri Patogenezi ve Molekiiler Degisiklikler

2.6.1. Kanser Hucresinin Temel Ozellikleri

Bilim insanlar1 hiicrenin kanser hiicresi olarak tanimlanmasi i¢in birleserek bir takim

temel ozellikler tanimlamistir. Kanserlesmenin 6 temel 6zelligi olan ve ilk olarak 2000
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yilinda yayinlanan “Hallmarks of Cancer Cells” daha sonra 2011 yilinda 4 yeni
ozellikle giincellenmistir. En son 2022 yilinda 4 yeni 6zellik eklenerek nihai olarak

kanserin 14 temel 6zelligi asagida belirtildigi gibi tanimlanmistir [Hanahan, 2022].

e Kanser hiicresi kendi ¢ogalma sinyallerini kendisi olusturur (otokrin
stimulasyon)

e Biiyiimeyi baskilayan sinyallere kars1 duyarsizdir

e Sinirsiz ¢ogalma potansiyeli vardir

e Programlanmis hiicre 6liimiine kars1 direng gelistirme

e Doku invazyonu ve metastaz yapar

e Kendisine yeni damar olusturur (anjiyogenez)

¢ Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi

e Bagisiklik sisteminden kagma

e Kanser kronik enflamasyonun eslik ettigi bir mikrogevrede gelisir

e Genomik kararsizlik ve biriken mutasyonlar

e Fenotipik plastisite ve bozulmus farklilasma

e Mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama

e Mikrobiyom

e Yaslanmuis hiicreler

2.6.2. Akciger Kanseri Karsinogenezi

Akciger kanseri karmasik ve heterojen bir hastaliktir. Bu kanser ¢oklu genetik ve
epigenetik degisikliklerin gelisimini, 6zellikle biiyiimeyi tesvik eden (onkogenlerin)
yolaklarin aktivasyonu ve timor baskilayict (tiimor baskilayici genler) yolaklarin
inhibisyonunu iceren ¢ok adimli bir siiregle gelisir. Akciger kanserinin molekiiler
patogenezinde yer alan c¢oklu biyokimyasal yolaklarin iyl anlasilmasi, molekiiler
sapmalart ve bunlarin asagi akista aktive olan yolaklarin1 hedef alabilen tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi igin ¢ok 6nemlidir [Larsen & Minna, 2011].

Onkogenler ve tiimor baskilayici genler tarafindan diizenlenen sinyal yolaklari
karsinogenezde yer alan yolaklar arasindaki sinyallesme ile birbirine baghdir.
Karsinogenez kavramsal olarak dort asamaya ayrilabilir: tiimdriin inisiyasyonu (tumor

initiation), promosyon (tumor promotion), habis doniisiim (malignant conversion) ve
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progresyonu (tumor progression) (Sekil 2.7). Karsinogenez, iyi huylu hiperplastik
hicrelerin kotu huylu bir duruma doniismesini gerektirir ve sonug olarak gergeklesen
invazyon ve metastaz, ileri genetik ve epigenetik degisikliklerin belirtileridir [Cairns,
1975; Jones & Baylin, 2002].
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Sekil 2. 7: Cok basamakli kimyasal karsinojenez. Kavramsal olarak dort asamaya
ayrilir: timadrdn inisiyasyonu, promosyonu, habis doniisiim ve timoriin
progresyonu. Protoonkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayict
genlerin inaktivasyonu, kimyasal maruziyetlerin neden oldugu
DNA'daki kovalent hasardan kaynaklanan mutasyon olaylaridir.
Mutasyonlarin birikmesi ¢ok asamali karsinogenezi olusturmaktadir
[Holland-Frei Cancer Medicine, 6th Edition].

2.6.3. Akciger Kanseri Tiimor Mikrocevresi (TME)

Kanser mekanizmalarina iliskin daha derin aragtirmalar ve kanser gelisimi ile habis
dontligiimiin tam olarak anlasilmasiyla, kanserin temel 6zellikleri entegre bir bilim
haline gelmektedir [Hanahan, 2022]. Baska bir deyisle, timor olusumunun altinda
yatan ilerleme ve kanser gelisiminin kaderi, "tiimor mikrogevresinin" kontroliinde
olmaktadir. Tiimor mikro ortami yalmzca kanser hiicrelerini ve hali hazirda
degistirilmis hiicresel yapilar1 igermez, ayn1 zamanda tiimdr mikro ortaminin islevini
stirdirmek i¢in normal hiicreleri toplama ve sitokinleri salma yetenegine de sahiptir.
Timor mikrogervresinde yer alan bilesenler kanser hiicrelerinin yanisira lenfositler,
sitokinler, extraselliiler matrix, miyeloid hiicreler, fibroblastlar ve kanser assosiye
fibroblastlardir (Sekil 2.8) [Wanlu Zhang et al., 2022 ;Malkani & Rashid, 2021].
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Sekil 2. 8: Timor mikrogevresindeki ana bilesenler ve iliskili hiicreler [Wanlu
Zhang et al., 2022].

Akciger kanserinin gelisiminde gorev alan bu tiimor mikrogevresi (TME) bilesenleri,
tiimor biliylimesini destekler, sinyaller salgilar ve tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu,
biiylimesini, gd¢iinii, invazyonunu ve stabilizasyonunu kolaylastiran basamaklari
baglatir. Ayrica bagisiklik tepkilerini bastirirlar ve ilag direnci saglarlar [Malkani &
Rashid, 2021].

Normal akcigerin anatomik ve hiicresel 6zellikleri, yabanci patojenlere ve partikiillere
kars1 koruyucu bir bariyer gorevi gostermektir. Bununla birlikte, kronik obstriktif
akciger hastaligt (KOAH) gibi inflamatuar durumlarda, akciger mikrogevresi
karsinojenezi destekleyebilecek 6zellikler gosterir [Houghton, 2013]. insan akciger
adenokarsinomlari, belirgin hiicresel ve mutasyonel heterojeniteye sahiptirler [Z. Chen
et al., 2014]. Daha da 6nemlisi, bu heterojenite sadece tiimér epitel hiicreleri ile sinirh
degildir, ayn1 zamanda vaskiilatiirii, kanserle iligkili fibroblastlar1 (CAF'ler), hiicre dis1
matrisi (ECM) ve sizan bagisiklik hiicrelerini igeren TME'yi de kapsar [Altorki et al.,
2019]. Akciger TME'sinde, kotii huylu kanser hiicreleri, stromal hiicrelere sizan
tiimori yeniden programlayabilir, bu da karsinogenezise katkida bulunur [Hanahan &

Coussens, 2012; Quail & Joyce, 2013].
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TME'nin akciger karsinojenezini tesvik etmedeki roliiniin giderek daha fazla takdir
edilmesi, TME'yi hedef alan antikanser tedavilerinin gelistirilmesini saglamistir. Bu
nedenle kanser hiicreleri, ¢esitli stromal hiicreler ve ECM arasindaki heterotipik
karsilikli diyalogun anlasilmasi aktif bir arastirma alanidir (Sekil 2.9) [Altorki et al.,
2019].
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Sekil 2. 9: Akciger kanserinde tiimor tarafindan yeniden programlanan stromal
hicreler. [Altorki et al., 2019].

TME'de immiinosupresyonun 6nemli bir 6zelligi, sitotoksik CD8+ T hiicrelerinin
inaktivasyonunun ¢esitli yolaklarla gerceklesmesidir. Olgunlasmamis dendritik
hicreler (DH'ler), immunosupresif forkhead box P3 (FOXP3) + duzenleyici T (Treg)
hlcrelerinin populasyonunu genisleten doniistiiriicii biiylime faktori-p (TGFp) tiretir,
bu da CD8+ T hiicrelerini inhibe eder. DH'ler ayrica CD8+ T hiicrelerini dogrudan
baskilamak i¢in programlanmis hiicre 6liim protein ligand 1't (PDL1) ifade eder.
Miyeloid kaynakli baskilayict hiicreler (MDSC'ler), T hiicresi inhibisyonuna katkida
bulunan arginaz 1 (ARG1) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazi (iNOS) eksprese eder.
Kanserle iligkili fibroblastlar (CAF'ler), Treg hiicrelerini indiikleyerek veya PDLI,
PDL2 ve FAS ligandin1 (FASL) eksprese ederek CD8+ T hiicrelerinin aktivitesini de
baskilayabilir. Ayrica timor hiicreleri, siklooksijenaz 2 (COX2), prostaglandin E2
(PGE2), PDL1 ve indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) dahil olmak iizere dogrudan
inhibitor molekdller retebilir bu da CD8+ tlimor infiltre eden lenfositlerin aktivitesini
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inhibe etmektedir. Notrofiller, sitokinlerin (interleukin-1p (IL-1p) ve IL-6)
salgilanmas1 yoluyla tiimoriin ilerlemesini etkiledikleri i¢in akciger TME'sinde 6nemli
rol Ustlenmektedirler. Timorler, gelismis glikosilasyon son drini (SRAGE) icin
¢cOziinebilir reseptdr salgilar; bu reseptor, tlimore sizan sialik asit baglayici
immiinoglobiilin benzeri lektin F (SiglecF) notrofilleri iiretmek i¢in kemik iligindeki
osteoblastlart sistemik olarak aktive eder, bOylece anjiyojenezi, miyeloid hucre
farklilasmasini, T hiicresi baskilanmasini ve tiimor hiicresi proliferasyonunu artirarak
timor biiyiimesini tesvik eder. Endotel hiicreleri, anjiyojenezi indiiklemek igin timér
hiicreleri, dogal 6ldiirticii (NK) hiicreler ve tiimorle iligkili makrofajlar (TAM'ler) dahil
olmak iizere ¢esitli kaynaklardan vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriine (VEGF) yanit
verir. Anjiyojenezi desteklemeye ek olarak, TAM'ler ayrica IL-6, COX2, matris
metaloproteinaz 9 (MMP9) ve MMPI14 dahil olmak flizere c¢esitli faktorlerin
salgilanmasi yoluyla invazyon ve metastazi tesvik etmek icin bagka yollar1 da aktive
etmektedir. NK hiicreleri ayrica, anjiyogenezi indiiklemenin yani sira, NK
reseptorlerinin asag1 regiilasyonu, degraniilasyon potansiyelinin kaybi ve azalmis
interferon-y (IFNy) ekspresyonu ile karakterize edilen islevsiz fenotiplere maruz
kalarak immiin baskilamaya aracilik eder. Ugiinciil lenfoid yapilardaki (TLS) B
hiicreleri, timore 6zgii antikorlar iiretebilir veya Treg hiicrelerini indiikleyen islevsiz

bir duruma gecer (Sekil 2.9) [Altorki et al., 2019].

2.6.4. Akciger Kanserinde Onemli Bazi Sinyal Yolaklar:

Akciger kanserinde epidermal biiyiime faktorii reseptor sinyali Tirozin kinaz
reseptorlerinin ErbB ailesi (EGFR, ErbB-2 (HER2), ErbB-3 ve ErbB-4), homo- ve
heterodimerler olusturma ve reseptor aktivasyonuna yol agan farkli ligandlar1 baglama
yetenegine sahip dort iiye igerir [Normanno et al., 2005]. EGFR, KHDAK lerin %50-
90'inda asir1 ekspresyon veya anormal aktivasyon sergiler; bu nedenle, bu molekiil i¢in
hedeflenen inhibitorlerin gelistirilmesine yonelik ¢ok ¢alisma sarf edilmistir [Hirsch
etal., 2003]. Mutant EGFR'ler (ekson 19 delesyonu veya ekson 21 L858R mutasyonu),
vahsi tip reseptorlere kiyasla artan miktarda ve siirede EGFR aktivasyonu gosterir
[Lynch et al., 2004] ve RAS/RAF/MEK/MAPK vyolu yerine PI3K/AKT ve
STAT3/STATS yollarinin tercihli aktivasyonuna sahiptir [Sordella et al., 2004].
Akciger Kanserinde RAS/RAF/MEK/MAPK yolagr Sekil 2.10°da 6zetlenmistir
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[Larsen & Minna, 2011]. RAS proto-onkogen ailesi (KRAS, HRAS, NRAS ve
RRAS), sinyal iletiminde yer alan dort adet olduk¢a homolog 21kDa zara bagh
proteini kodlar. RAS genleri tarafindan kodlanan proteinler iki durumda bulunur:
GTP'nin molekiile bagh oldugu aktif durum ve GTP'nin GDP'ye ayrildigi aktif
olmayan durum [Mascaux et al., 2005]. Aktive edici nokta mutasyonlari, GTP'yi
GDP'ye ayrilmamasi ile sonuglanan GTPaz aktivitesinin kayb1 yoluyla onkojenik
potansiyel saglayabilir. Bu, EGFR sinyal yolunun asagisindaki
RAS/RAF/MEK/MAPK yolag araciligiyla kontrolsiiz hiicre gogalmasini baslatabilir
[Shields et al., 2000]. Ras sinyali ayrica PI3K/AKT yolagini (hiicre biiyiimesine,
¢ogalmasina ve sagkalimina yol agar), RalGDS ve RASSF1'i aktive eder [Herbst et al.,
2008; T. J. R. Harris & McCormick, 2010] Sekil 2.10 [Larsen & Minna, 2011].
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Sekil 2. 10: Akciger Kanserinde RAS/RAF/MEK/MAPK yolagi. [Larsen & Minna,
2011].

Hiicre biiylimesinin inhibisyonunda rol oynayan yolaklardan en yaygin olarak bilinen
p53 yolagidir. Bu yolakta rol alan TP53 (17p13), yavru hiicrelerde genetik hasarin
birikmesini 6nleyen bir fosfoproteini kodlar. Hiicresel strese yanit olarak p53, hiicre
dongiisii kontrol noktasi sinyallerini diizenleyen sikline bagimli kinaz (CDK)

inhibitorleri gibi asagi akis genlerinin ekspresyonunu indukleyerek hicrenin G1
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fazinda tutulmasina neden olur ve DNA onarimina veya apoptoza izin verir [Breuer et

al., 2005] (Sekil 2.11) . p53’iin regiilasyonu MDM?2 onkogeni araciligi ile gergeklesir.

MDM?2 onkogeni, ubikitinasyon aracili bozunma yoluyla p53 seviyelerini azaltir.
MDM?2, CDKN2A'nin bir izoformu olan tiimor baskilayict p14ARF tarafindan inhibe
edilebilir. MDM2 ve pl4ARF'yi kodlayan genler, sirasiyla amplifikasyon ve
ekspresyon kaybi yoluyla akciger kanserinde yaygin olarak degismektedir
[Higashiyama et al., 1997] [Vonlanthen et al., 1998]. CDKN2A/RBL1 yolu, G1'den S
fazina hiicre dongiisii ilerlemesini kontrol eder. RB, G1-S faz gecisi i¢in gerekli
genlerin transkripsiyonunu baskilamak i¢in E2F proteinleri ile birlikte hareket ederek
bir timdr baskilayici gorevi goriir. RB, CDK-CCND1 kompleksleri (CDK4 veya
CDK6 ve CCNDI arasindaki kompleksler) tarafindan hiperfosforilasyon ile inhibe
edilir ve buna karsilik CDK-CCND1 komplekslerinin olusumu, CDNK2A395'in p16
izoformu tarafindan inhibe edilebilir [Ohtani et al., 2004]. CDKN2A/RB yolaginin
neredeyse tiim bilesenlerinin akciger kanserinde mutasyonlar (CDK4 ve CDKN2A),
delesyonlar (RB1 ve CDKN2A), amplifikasyonlar (CDK4 ve CCDNL1), metilasyon ile
susturma (CDKN2A ve RB1) ve fosforilasyon (RB) yoluyla degistigi gosterilmistir
[Reissmann et al., 1993;Kotake et al., 2007].

Akciger kanserinde, p53 inaktive edici mutasyonlar, siklikla 17p13'in hemizigot
delesyonu ve kalan alelde mutasyonel inaktivasyon olarak kendini gosteren en yaygin
degisikliklerdir [Takahashi et al., 1989;Greenblatt et al., 1994]. TP53'teki baz1 nokta
mutasyonlari, akciger kanserinin saldirganliginin artmasina yol agan bir fonksiyon
saglar [van Oijen & Slootweg, 2000]. insan kanserlerinde p53’ii inaktive eden
mutasyonlarin prevalansi nedeniyle normal p53 islevini yeniden kazanip eski haline
getirmek i¢in terapdtik stratejilere odaklanilmigtir. Bunlar, gen tedavisi kullanilarak
vahsi tip p53'in yeniden kazanimini, mutant p53'Un kiglk molekulli ajanlar ve
peptidlerle farmakolojik olarak kurtarilmasini, MDM2 ekspresyonunun bloke
edilmesini, MDM2 ubikuitin ligaz aktivitesinin inhibe edilmesini ve kiigiik molekil
inhibitorleri ile p53-MDM2 etkilesiminin hedeflenmesini i¢ermektedir. TUmor
hiicrelerinin bir alt popiilasyonunda p53 ekspresyonunun in vivo restorasyonu, akciger

kanseri hastalarinda p53 gen terapisi ile basarilmistir [Ventura et al., 2007].
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Sekil 2. 11: Akciger Kanserinde p53 sinyal yolagi. [Larsen & Minna, 2011].

2.6.5. Akciger Kanserinde Yaygin Genetik Degisiklikler

Diger malignitelerde oldugu gibi akciger kanserinde de tiimor olusumu, biiylimeyi
tesvik eden proteinlerin aktivasyonu (6rn; KRAS, EGFR, BRAF, MEK-1, HER?2,
MET, ALK ve RET) ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu (6rn; p53, PTEN,
LKB-1) ile gergeklesir [Larsen & Minna, 2011]. Hiicre biliylimesini tesvik eden
onkogenlerin aktivasyonu, gen amplifikasyonu veya nokta mutasyonlari, yapisal
yeniden diizenlemelerin dahil oldugu diger genetik degisikliklerle onkogenik
yolaklarda kontrolsiiz sinyallesme sonucu olmaktadir. “Onkogen bagimlilig1” olarak
adlandirilan hiicrenin hayatta kalmasinda anormal sinyallenmenin devam eden
aktivasyonu olan bu durum onlar1 hedefli tedaviler i¢in ideal adaylar haline getirir ve

buna yol acan mutasyonlara da sdrtci (driver) mutasyon denmektedir. [Lynch et al.,

2004;Weinstein, 2002].
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Akciger kanserinde biiylik bir genetik ¢esitlilik vardir ve tiim tiimorler arasinda en
fazla sayida genetik anormallikleri barindirirlar [Larsen & Minna, 2011]. Akciger
kanserinin molekiiler biyolojisinin anlagilmasi tiim kanser genomlarinda veya
ekzomlarinda somatik degisiklikleri tanimlamanin kapsamli bir yolunu saglayan yeni
nesil dizileme teknolojileri ile bagarilmaktadir [P. Liu et al., 2012]. KHDAK alt tipleri
arasindaki ve KHDAK ile KHAK arasindaki yaygin molekiiler farkliliklar ; onkojenik
mutasyonlar, gen amplifikasyonu, artmis protein ekspresyonu, mutasyonlari
barmndiran tiimor baskilayici degisiklikler, heterozigotlugun silinmesi ve kaybi1 (LOH),
protein ekspresyonu kaybi, tiimér kaynakli DNA metilasyonu, kromozomal
anormallikler ve telomeraz aktivitesinin varligidir. Bu genetik degisiklikler, hiicre
biliylimesi, farklilagsmasi, ¢ogalmasi, hayatta kalmasi, programlanmig hiicre 6liimii,
invazyonu, metastazi vb. gibi hiicre fonksiyonlarinda yer alan gesitli hiicresel sinyal
yolaklarinda gorev alan ¢esitli onkogenleri (ONCG) ve tiimor baskilayic1 genleri
(TSG) igerir [Larsen & Minna, 2011]. KHDAK’nin major alt tipleri arasindaki ve
KHDAK ile KHAK arasindaki yaygin molekiiler farkliliklar Tablo 2.8’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.8: Akciger kanserinde bulunan yaygmn genetik degisiklikler
[Larsen & Minna, 2011].

Gen KHAK (%)? KHDAK (%)?
Tuamu AK SHK

Onkogenik Degisimler
Mutasyon
BRAF Nadir 1-3 1-5 Nadir
EGFR Nadir ~20 10-40 Nadir
ErbB2 Nadir 2 4 Nadir
(HER2)
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 5-30 2-23 6 2
(HER?2)
MDM2 6-24 14 22
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Tablo 2. 8: Akciger kanserinde bulunan yaygin genetik degisiklikler (devamu).

MET 7-21 20 21
MYC 18-30 8-22
NKX2-1 Nadir 12-30 10-15 3-15
(TITF1)
PIK3CA ~5 9-17 6 33-36
Protein
Ekspresyonunda
Artis
CRK 8-30 8-30
BCL2 75-95 10-35
CCND1 0 43 35-55 30-35
CD44 Nadir Yaygin 3 48
c-KIT 46-91 Nadir
EGFR Nadir 50-90 40-65 60-85
ErbB2 <10 20-35 16-38 6-16
(HER2)
MYC 10-45 <10
PDGFRA 65 2-100 100 89
Tiimor baskilayic degisiklikler
Mutasyon
CDKN2A <1 10-40
(p16)
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/LOHP
CDKN2A 37 75-80
(p16)
FHIT 100 55-75
p53 86-93 74-86
Rb 93 62
Protein
Ekspresyonu Kaybi
CAV1 95 24
CDKN2A 65 40-50
(p14ARF)
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Tablo 2. 8: Akciger kanserinde bulunan yaygin genetik degisiklikler (devamn).

CDKN2A 3-37 30-79 ~55 60-75
(p16)

FHIT 80-95 40-70

PTEN 25-74 77 70
Rb 90 15-60 23-57 6-14
TUSC2 100 82 79 87
(FUS1)

Timor  Kaynakh

DNA Metilasyonu

APC 15-26 24-96

CAV1 93 9

CDH1 60 40 20-35

CDH13 15-20 45

CDKN2A ndb 6-8

(p14ARF)

CDKN2A 50 15-41 21-36 24-33
(p16)

DAPK1 nd 16-45

FHIT 64 37

GSTP1 16 7-15

MGMT 16 10-30

PTEN 26 24 30
RARp 45-70 40-43

RASSF1A 72-85 15-45 31 43
SEMA3B nd 41-50 46 47
TIMP3 nd 19-26

Telomerler

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

Kromozomal Anormallikler

EML4-ALK 2-13

flizyonu
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Tablo 2.8: Akciger kanserinde bulunan yaygin genetik degisiklikler (devami).

Biiyiik dlcekli kayip

1p, 3p, 4p, 4q,
5q, 8p, 10q, 13q,
17p

3p, 50, 8p,
9p, 13q,
17p,

18q, 19p,
199, 21q,
22q

2q, 3p, 4q, 8p,
9p, 9q, 10p,
10q, 13q, 15q,
18, 20

3p, 44, 9p, 10p,
10q, 18, 20

Fokal delesyonlar

2q22.1, 3p14.2, 3925.1, 5q11.2, 7q11.22, 7q34, 9p23,
9p21.3, 10923.31, 11q11, 13¢12.11, 13q14.2, 13g32.2,
18423, 21p11.2

Buyuk olcekli artma

3q, 5p, 8q, 18q

1q' 3q’ 5p1
6p' 7p’ 7q1
8a, 20p, 20q

5p, 7p, 7q, 8q, 1iq,
19, 20q

29, 39, 5p, 7,
8q, 11q, 13q,
19, 20q

Fokal
Amplifikasyonlar

1p36.32, 1p34.3, 1932.2, 1921.2, 2p24.3,

2q11.2, 2931.1, 3926.31, 5p15.33, 5p15.31, 5p14.3,
5q31.3, 6p21.1, 7pll.2, 8pl2, 8¢21.13, 8q24.21,
10024.1, 10926.3, 11g13.3, 12p12.1, 12q13.2, 12q14.1,
12q15, 14q13.3, 14932.13, 16¢22.2, 17q12, 18q12.1,

19q12, 19913.33, 20q13.32, 22q11.21

?nd, belirlenmemis

AK: Adenokarsinoma

BLOH, heterozigotluk kaybi

SHK: Skuamoz hiicreli karsinoma

Onkojen aktivasyonu, muhtemelen tiim akciger kanserlerinde meydana gelir (tipik

olarak gen amplifikasyonu, asir1 ekspresyon, nokta mutasyonu veya DNA yeniden

dizenlemeleri) ve hucre buylmesini indikleyen mitojenik biylme sinyallerinin

stirekli yukar1 regiilasyonu ve ayrica hiicrenin hayatta kalmak icin bu anormal

onkojenik sinyallemeye bagimli hale geldigi "onkogen bagimlilig1" ile sonuglanabilir.

Akciger kanserinde yaygin olarak aktive olan onkogenler arasinda EGFR, ERBB2,
MYC, KRAS, MET, CCND1, CDK4, MET, EML4-ALK fuizyonu ve BCL2 bulunur.

Bu "siiriicli" onkogenler veya onkojen "bagimliliklar", akciger kanseri hiicrelerinde

kazanilmis kosullu (onkogen iizerinde) gilivenlik agiklarini temsil eder ve normal

hiicreleri degil, tiimorii 6ldiirme 6zgiilliigli sunarak dnemli terapotik hedefler olarak

sunulur [Larsen & Minna, 2011].
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2.6.6. Akciger Kanserinin RNA Aracih Regulasyonu

Canli organizmalarin ve viriislerin ¢ogunda bulunan RNA, DNA’dan transkripsiyon
sonucu olusan bir molekiildiir. Ayrica, bazt RNA molekiilleri gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde gorev alarak insan hastaliklarinda terapétik ajanlar olarak hizmet
etme potansiyeline sahiptir [D. Wang & Farhana, 2023]. Son yillarda yapilan
molekiler ve genetik bazli ¢alismalar, RNA modifikasyonlarinin ve islenmesinden
sorumlu enzimlerin, farkli kanser tiirlerinde 6nemli roller oynadigini géstermektedir.
Bu yaklasim, RNA modifikasyonlarinin kanser metabolizmasi iizerindeki etkisini

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

Yapilan ¢alismalara gore, insan genomunun 21,306’s1 protein kodlayan ve 21,856’s1
protein kodlamayan toplamda 43,162 gen ve 323,824 transkript igerdigi bilinmektedir
[Pertea et al., 2018]. Bununla birlikte, genomik ve transkriptomik teknolojilerin
geligimi ile insan genomunun yaklasik % 87’sinin aktif olarak transkribe edildigini ve
bu transkriptlerin %70’inin kodlamayan RNA’ya (ncRNA) karsilik geldigini
calismalar ortaya koymustur. Boylece kodlama yapmayan ncRNA’larin gelisim ve
hastalikta 6nemli rolleri oldugu anlasilmistir [Peinado et al., 2018].

2.6.6.1. Kodlama Yapmayan RNA’lar (ncRNA)

Farkli genomik bolgelerden karyotik transkripsiyon ve RNA islenmesi sonucu ¢esitli
kodlama yapmayan RNA (ncRNA) tirleri retilir. Protein kodlayan gen bdlgeleri,
giiclendirici (enhancer) bolgeler veya transpozon elemanlar1 gibi DNA'larin ¢esitli
parcas1 ncRNA'lara kopyalanabilir. Diizenleyici rolleri goz dniine alindiginda, ncRNA
iki kategoriye ayrilabilir (Tablo 2.9) [P. Zhang, 2019]. Housekeeping ncRNA'lari,
hiicrelerde bol miktarda ve her yerde eksprese edilir, genel hiicresel fonksiyonlari
diizenler. Regilator ncRNA'lar genellikle duzenleyici RNA molekiilleri olarak kabul
edilirken, epigenetik, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi seviyelerde gen
ekspresyonunun diizenleyicileri olarak iglev goriirler [Cech & Steitz, 2014,
Peschansky & Wabhlestedt, 2014; Ponjavic et al., 2007].
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Tablo 2. 9: ncRNA'larin siniflandirilmasi [P. Zhang, 2019].

TUR KISALTMA | TAM AD BOYUT
HOUSEKEEPING rRNA ribosomal RNA 120-4,500 nt
ncRNA’LAR
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 16-28 nt
Fragments
tiRNA tRNA halves 29-50 nt
REGULATOR miRNA microRNA 21-23 nt
ncRNA’LAR
SIRNA small interfering RNA | 20-25 nt
piRNA piwi-interacting RNA | 26-32 nt
eRNA enhancer RNA 50-2,000 nt
InNcRNA long non-coding | >200 nt
RNAs
CiIrcRNA circular RNA 100-10,000
nt
Y RNA Y RNA /

RNA boyutlarina bagl olarak regulator ncRNA'lar, 200 nt'den az transkript iceren
kiiciik kodlayict olmayan RNA'lar (sncRNA'lar) ve 200 nt'den biiyiik IncRNA'lar
olarak simiflandirilabilir. Kiiclik ncRNA'larin ana siniflari, mikroRNA (miRNA),
small interfering RNA'lar (siRNA'lar), piwi etkilesimli RNA'lardir (piRNA'lar).
Bununla birlikte, degisken uzunluktaki bazi ncRNA'lar ayn1 anda iki siniflandirmaya
ait olabilir, bunlar; promotorle iliskili transkriptler (PAT'ler), giiclendirici RNA'lar
(eRNA'lar) ve dairesel RNA'lar (circRNA'lar)’dir [P. Zhang, 2019]. Kodlama

yapmayan RNA’lar1 kisaca 6zetlemek gerekirse;

mikroRNA(mMiRNA)

miRNA'lar, transkripsiyon ile olusan sa¢ tokasi halka yapilarindan iretilen kiiguk
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ncRNA'larin en bol smifidir [Lagos-Quintana et al., 2001;R. C. Lee et al,
1993;Reinhart et al., 2000]. Farkli mekanizmalar yoluyla hem sitoplazmada hem de
cekirdekte gen ekspresyonunu diizenlerler ve transkripsiyon sonrasi seviyede gen
susturulmasina aracilik ederler [Lagos-Quintana et al., 2001]. Cesitli RNA tiirleri
arasindaki karmasik etkilesimde kilit oyuncular olarak, miRNA'lar son yillarda 6nemli
bir arastirma alani olarak kabul ediliyor. En son miRBase siirimii (v22) 48 yeni tiir
eklenerek icerisinde hayvanlar, bitkiler, tek hicreli algler ve virusler dahil 271
organizmadan 38.589 sa¢ tokasi Onciisii (hairpin precursors) ve 48.860 olgun miRNA
icermektedir [Kozomara et al., 2019].

Kiciik Enterferans RNA (siRNA)

siRNA'lar, ¢ift sarmalli RNA molekiillerinin bir sinifi olup RNA enterferansi (RNA1)
yolaginda temel rol oynar. Kokenlerine gore siRNA'lar iki alt kategoriye ayrilabilir;
eksojen SiIRNA (ekzo-siRNA), yapay ekleme veya viriis enfeksiyonlarindan
kaynaklanan eksojen niikleik asit tiriinlerinden olusurken, endojen genomik lokustan
kaynaklanan  endojen  siRNA'lar  (endo-siRNA)  c¢ogunlukla  transpozon
elementlerinden  (TE'ler)  kopyalanmaktadir ~ [Hamilton &  Baulcombe,
1999;Waterhouse et al., 1998].

Piwi Etkilesimli RNA (piRNA)

Adin1 PIWI proteinlerinden alan piRNA'lar, hayvana 6zgii kiigiik ncRNA'larin bir
smifidir. Olgun piRNA'lar iki ana yoldan tiiretilir, onciiller piRNA kiimelerinden
kopyalanir ve birincil yolakta PIWI proteinleri tarafindan béliinlir ve ardindan
ikincisinde "ping-pong" dongusi yoluyla modifiye edilir [Aravin et al., 2007;J. K. Kim
et al., 2005].

Uzun Kodlama Yapmayan RNA (IncRNA)

LncRNA'lar, 200 nt'den uzun ve protein kodlama yetenegi olmayan transkriptler
olarak tanimlanir. Protein kodlayan genlerle ilgili olarak konumlarina gore, IncRNA
bes alt kategoriye ayrilabilir [Ma et al.,, 2013]. Uzun intergenik ncRNA'lar
(lincRNA'lar), intergenik bolgelerdeki her iki iplikten kopyalanir. Uzun intronik
ncRNA'lar tamamen protein kodlayan genlerin intronlarindan kopyalanir. Sense
IncRNA'lar, sens iplik¢cikten kopyalanir ve protein kodlayan genlerin ekzonlarim

igerir. Sens IncRNA'larin aksine, antisens IncRNA'lar, eksonik veya intronik
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bolgelerle oOrtiisen veya bir intron kapsayan protein kodlama dizisinden antisens
sarmaldan kopyalanir, ¢ift yonli IncRNA'lar ise karsi zincirde bir kodlama

transkriptinin yakininda lokalize yerden kopyalanir [Bhan & Mandal, 2014].

Arttiric1 (Enhancer) RNA (eRNA)

eRNA'lar, transkripsiyonel arttiricilardan kopyalanan bir ncRNA grubu olarak ortaya
¢ikmaktadir. Benzer uzunluk ve protein kodlama potansiyelinin yani sira eRNA'lar,
cift yonlu transkripsiyon yoluyla hem sens hem de antisens transkriptlere sahip olmak
gibi baz1 transkripsiyonel 6zellikleri IncRNA'larla paylasir [Moghe et al., 2013;T.-K.
Kim et al., 2010;Lafontaine, 2015].

Sirkiler RNA (circRNA)

CircRNA'lar, kovalent olarak kapali dongii yapilari olusturan benzersiz bir endojen
ncRNA smifidir. Onlarca yildir kesfedilmis olmasina ragmen, gelismis derin dizileme
teknolojileri ve biyoinformatik analiz, circRNA'nin son zamanlarda daha fazla ilgi

gormesini sagladi [Salzman et al., 2012].

2.6.6.2. Kodlama Yapmayan mikroRNA (miRNA)’nin Akciger
Kanserinde Onemi

ncRNA’lar bir¢ok nedenle kanser biyobelirtecleri olarak g¢ekici dzellikler sunarlar.
Bazi IncRNA’lar, tiimor olusum siirecinde yiiksek 6zgiilliige ve duyarliliga sahipken
bazi IncRNA’lar goreceli stabilite ile viicut sivilarinda 6rneklenebilir. Bazilar1 da
hayatta kalma siiresi, metastaz riski ve niiksiin belirleyicileri olarak davrandiklari i¢in
onkolojide tanisal ve/veya prognostik araglar olarak faydalidir [W. Lin et al.,
2020;Peinado et al., 2018]. Diger yandan, ncRNA’larin gesitli kanser tiiriinde diizensiz
ekspresyon gostermesi ve viicut sivilarindaki stabiliteleri sebebiyle, teshis veya
prognozda kullanilabilecek kanser biyobelirteci olma potansiyellerinin oldugu

caligmalara dayali olarak bilinmektedir [Slack & Chinnaiyan, 2019].

20. yiizy1lin son 10 yilinda tanimlanan miRNA yaklagik 19-25 ribonikleotid igeren ve
kodlama yapmayan 6zgul bir RNA molekili olup RNA seviyesinde ekspresyona
mudahale ederek gen fonksiyonlarinda diizenleyici rol almaktadir [Si et al.,
2019;Florczuk et al., 2017]. miRNA’lar, hiicre dongiisii, farklilagsma, proliferasyon,
apoptoz, stres toleransi, enerji metabolizmasi ve bagisiklik tepkisi gibi ¢esitli biyolojik

stireclerin diizenlenmesinde rol oynar [Si et al., 2019]. Kanser gelisiminde; miRNA
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genlerinin amplifikasyonu veya silinmesi, miRNA’larin  anormal diizeyde
transkripsiyonel kontrolii, epigenetik degisiklikler ve miRNA biyogenez

mekanizmasindaki kusurlari etkili olmaktadir [Peng & Croce, 2016].

MiRNA’lar, belirli kosullar altinda onkojen veya tiimor baskilayici olarak da islev
gormektedir [Si et al., 2019]. Sirkiilayonda yer alan miRNA’lar, fiziksel veya patolojik
kosullar altinda biyolojik sivilarda tanmabilen tipik bir miRNA alt grubudur ve
karmasik hastaliklar i¢in biyobelirte¢ potansiyeline sahiptir [Florczuk et al., 2017]. Bu
bilgiye dayanarak, hesaplamali bir yaklasimla akciger kanseri hastalari ve kontrol
numuneleri verisi kullanarak miRNA’larin ekspresyon profilleri analiz edilmis ve
dolasimdaki bes miRNA i¢in (miR-92a, miR-140-5p, miR-331-3p, miR-223, miR
374a) akciger kanseri patogenezine katildiklar1 dogrulanmistir. Bu da akciger
kanserinde 6nemli prognostik guclerini gostermektedir [Y. Zhang et al., 2020]. Tablo
2.10’da giiniimiize kadar KHDAK olusum ve gelisiminde rol oynayan birgok miRNA
Ozetlenmistir [Petrek & Ming, 2019]. Tiimdr baskilayici p53 ile sinerjistik etkisinden
dolaytr miRNA-34 ailesi tiimor baskilayici olarak ¢esitli insan kanserinde rapor
edilmistir. KHDAK hastalarinda hem plazma hem de tiimor dokularinda ytiksek miR-
34a ve miR-34c ekspresyonu, uzun sireli genel hayatta kalma ile iliskilendirilmistir.
Ayrica, yapilan ¢aligmalar miR-34a ve miR-34c’yi KHDAK’de potansiyel prognostik
biyobelirtegler olarak gostermis ve miR-34a’y1 kanser tedavisi i¢in aday olarak
sunmustur [L. Zhang et al., 2019]. Baska bir calisma ise, akciger kanseri olasiligini
tespit etmek icin 13 adet miIRNA (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) 6l¢imi yapan bir setten olusan serum
bazli bir test yapilmistir ve sirasiyla % 74.9,% 77.8 ve% 74.8 tanisal dogruluk,
duyarlilik ve 6zgillik sergilemistir [K. Wu et al., 2019]. Bir diger ¢alismada ise,
KHDAK tanist i¢in iki balgam miRNA’sindan (miRs-31-5p ve 210-3p) ve bir plazma
miRNA’dan (miR-21-5p) olusan entegre bir biyobelirte¢ paneli optimize edilmis ve
tic miRNAnin entegre kullanimi1,% 85 duyarlilik ve % 91 6zgiilliikte sonug vermesine
ragmen akciger kanserinin erken teshisi i¢in klinik uygulamaya heniiz girememistir[J.
Liao et al., 2020]. Bir kohort ¢alismasinda 3046 kisinin kan 6rneklerinden genom
capinda mikroRNA profilleri kullanilarak %91,4 dogruluk, %82,8 duyarlilik ve %93,5
ozgiilliik ile akciger kanseri olan hastalarla iliskili 15-miRNA ve 14-miRNA profilleri
tanimlanmistir [Fehlmann et al., 2020]. Biitiin bu ¢alismalar gostermektedir ki, bazi
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onemli miRNA’lar akciger kanseri i¢in gizli biyobelirte¢ olabilir ve miRNA'larin
tanimlanan modellerinin minimal invaziv bir akciger kanseri testinin, tamamlayici
gorlintiilemenin, balgam sitolojisinin ve biyopsi testlerinin bir bileseni olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir [Fehlmann et al., 2020]. Ancak hem dokularda,
hem de viicut sivilarinda stabil bir yapilar1 olan miRNA’larin biyobelirte¢ olarak erken
tani, tarama ve izleme testlerinde kullanilmasi i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag¢ vardir

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

Tablo 2. 10: KHDAK’de en yaygin olan miRNA’larin listesi ve biyolojik deneylerde
karsilik gelen hedeflerinden bazilari[Petrek & Ming, 2019].

MiRNA Ekspresyon Dogrulanan Hedefler
degisikligi
miR-124-3p Azalmig STAT-3, MYO10, SMAD4
miR-126-3p Azalmig PIK3R2, VEGF-A, Crk
miR-143-3p Azalmis KRAS, NRAS, BCL2, HK2, PKCes,
Limkl, ATG2B
miR-34a-5p Azalmis TGFBR2, Cyclin E1, PEBP4, Notch-1,
Axl
let-7c-5p Azalmig N/K-RAS, ABCC2, Bcl-XL, ITGB3,
MAP4K3, HOXA1
miR-101-3p Azalmig ZEB1, ROCK2, MALAT-1, EZH2
miR-100-5p Azalmig FGFR3, PLK1
miR-181a-5p Azalmig BCL2, KRAS, VCAM-1, CDK1
miR-145-5p Azalmig c-Myc, SMAD3, AEG/MTDH, OCT4, SOX2,
Fascinl
mMiR-486-5p Azalmig PIM-1, ARHGAPS, IGF1, IGFR, p85a, CDK4
miR-451a-5p Azalmig PSMB8, RAB14
miR-21-5p Artmis PTEN
miR-210-3p Artmis E2F3, NDUFA4, SDHD
miR-205-5p Artmis PTEN, PHLPP2, ITGa5
miR-31-5p Artmis ABCB9, hMLH1
miR-200b-5p Artmis FOXF2, IL-8, CXCL1, FSCN1
miR-182-5p Artmig PDCD4, RGS17
miR-183-5p Artmis FOXO01, VIL2
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2.7. RNA Dizileme (Transkriptom) Teknolojisinin Kanser
Cahsmalarindaki Yeri

Watson ve Crick'in ¢ift sarmal yapisini 6ne siirdiikleri 1953 yilinda, insanlar yagamin
Oziiniin gen etkilesimlerinin bir sonucu oldugunu molekiiler diizeyde fark edebildiler
[WATSON & CRICK, 1953]. RNA dizilemesindeki surekli gelisim sayesinde,
transkriptom analizi daha yiiksek verimlilik ve daha diisiik maliyetle yeni bir ¢aga
tasindi. RNA dizileme teknolojilerinin zaman ¢izelgesi, Sekil 2.12'de gosterilmektedir
[Hong et al., 2020].

i A 4 N i A 4 N f \
1953-Cift Sarmal 1977-Sanger 1990-insan Genom 2003"3?0?25?9””” | 2005-Roche 454
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Sekil 2. 12: RNA dizileme teknolojilerinin zaman igerisindeki gelisim g¢izelgesi
[Honet al., 2020].

Birinci nesil dizileme teknolojisi ayn1 zamanda Sanger dizileme olarak da adlandirilir.
Zincir sonlandirma yontemi 1977'de Sanger tarafindan baglatildi, ardindan Maxam ve
Gilbert tarafindan gelistirilen kimyasal bozunma yodntemi geldi [Sanger, Nicklen, et
al., 1977; Maxam & Gilbert, 1977]. Ayn1 y1l Sanger, sekanslanan ilk DNA genomu
olan faj @X174'in 5368 b¢'lik genomunu belirledi [Sanger, Air, et al., 1977]. DNA
mikroarray ilk tanitildigindan bu yana bir¢cok alanda 6nemli ilerlemelere yardimei
oldu. Fakat, mikroarrayler gen dizileri hakkinda On bilgi gerektirir ve yeni gen
ekspresyonunu tanimlayamaz [Russo et al., 2003]. ilk yiiksek verimli dizileme
platformunun 2005'te ortaya ¢ikmasinin ardindan, bunu birden ¢ok yeni nesil dizileme
platformu takip etti. Farkli platformlar arasindaki dogruluk ve tekrarlanabilirlik birkag
faktore bagliydi, bunlar platformun mevcut 6zellikleri ve ilgili analiz pipelinelari [S.
Li et al., 2014]. 2016'dan sonra artik desteklenmeyen Pyrosequencing, 454 Life
Sciences tarafindan gelistirilmis, “sentez yoluyla dizileme” yontemi kullanilmistir

[Shendure & Ji, 2008]. iyon torrent dizileme platformu hassasiyet agisindan piro
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dizilemeden daha iyi performans gosteren "sentez yoluyla dizileme" yontemine
dayanmaktadir. SOLiD (Oligoniikleotit Ligasyonu ve Tespiti ile Dizileme), her baz iki
kez dizilendiginden yiiksek dogruluk sergiler, ancak okuma uzunlugu kisadir [Mardis,
2008;Shendure & Ji, 2008;Mardis, 2013]. DNBS (DNA nanoball dizileme), es zamanli
dizileme i¢in genis DNA nanotoplari koleksiyonu kullanir. Bunun yaninda, Illumina
tabanli dizileme teknolojisi, "tersine cevrilebilir sonlandirici dizileme" yontemini
temsil eder. Yeni nesil dizileme (NGS) olarak bilinen bu teknoloji yiksek hacimli
dizileme, hizli, diisiik dizileme maliyeti ve yiiksek dogruluk avantajma sahiptir.
Mikroarray ile karsilastirildiginda, bu teknoloji bilinmeyen gen ifade dizilerini tespit
edebilir ancak zaman alicidir [Marioni et al., 2008]. NGS'ye ek olarak, tek tek RNA
molekiillerinin uzun okumali dizilimine izin veren tgiincii nesil dizileme vardir
[Schadt et al., 2010]. Tek molekilli RNA dizileme, klonal amplifikasyon veya
transkript eklemeleri olmadan tam uzunlukta cDNA transkriptlerinin Gretilmesini
saglar. Bu nedenle, iiciincii nesil dizileme, PCR amplifikasyonu ve haritalama
tarafindan iiretilen eksikliklerden muaftir. Splice “birlesme” bdlgelerinin yanlis pozitif
oranini biiyiik 6l¢iide azaltabilir ve transkript izoformlarinin ¢esitliligini yakalayabilir
[Schadt et al., 2010]. Tek molekilli dizileme platformlari, Pacific Biosciences
(PacBio) tek molekiillii gergek zamanli (SMRT) dizileme [Eid et al., 2009], Helicos
tek molekulll floresan dizileme [Hart et al., 2010] ve Oxford Nanopore Technologies
(ONT) nano gozenek dizileme [Bayley, 2015] platformlarini igermektedir (Sekil 2.11).
Ayrica, RNA-seq son zamanlarda toplu dizilemeden tek hiicreli dizilemeye dogru
gelisti. Tek hiicreli RNA dizilimi, transkriptomu tek hiicreli ¢oziiniirliikte profillemek
icin ilk olarak 2009'da yayinlandi [F. Tang et al., 2009]. Drop-Seq ve InDrop ilk olarak
2015 yilinda fare retina hiicresi ve embriyonik kok hiicre transkriptomlarini analiz
ederek yeni hiicre tiplerini tanimlayarak rapor edildi. Sci-RNA-seq, tek hucreli
kombinatoryal indeksleme RNA dizilimi, 2017'de gelistirildi ve SPLiT-seq (bdliinmiis
havuz ligasyonuna dayali transkriptom dizilimi) ilk olarak 2018'de bildirildi. Her iki
yaklasim da, RNA'larin hiicresel kokenlerini gosteren barkodlarla etiketlendigi bir
kombinatoryal indeksleme stratejisi kullanir [Cao et al., 2017;Rosenberg et al., 2018].
Tek hiicreli veriler, tek hiicreli transkriptomikleri miimkiin kilsa da, tek hiicre
izolasyonu sirasinda spasyal (uzamsal) bilgileri kaybedebilir. Bu sorunu ¢ézmek igin
uzamsal transkriptomik ortaya ¢ikti. Uzamsal transkriptomikler, doku bdliimlerinin

RNA dizilisindeki RNA dagilimlarin1 gorsellestirmek i¢in benzersiz konumsal
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barkodlar kullanmaktadir ve ilk olarak 2016 yilinda yayinlandi [Stahl et al., 2016].
2019'da bildirilen Slide-seq, belirli konum bilgileriyle DNA barkod boncuklari
kullanir [Rodriques et al., 2019]. Geo-seq, 2017'de tanitild1 ve tek tek hiicreleri izole
edebilen lazer yakalama mikrodiseksiyon (LCM) ile sScRNA-seq'i entegre etti [J. Chen
etal., 2017]. Yerinde dizileme, morfolojik olarak korunmus dokularda veya hiicrelerde

RNA fragmanlarinin RNA ekstraksiyonu olmadan hedeflenen dizilisini ifade eder ve

bu platforma padlock problari ile in situ cDNA sentezi veya floresan in situ RNA
dizilemede (FISSEQ) stabil ¢apraz bagli cDNA amplikonlar1 ve yuvarlanan daire
amplifikasyonu (RCA) ile in situ amplifikasyonlar1 da dahil edilmektedir [Ke et al.,
2013;J. H. Lee et al., 2014]. Ayrica, belirli uygulamalar igin RNA-seq tabanli gesitli
yeni teknolojiler gelistirilmistir. Ornegin, bir tiir hedeflenmis RNA dizilimi olan
CaptureSeq, biyotinlenmis oligoniikleotit problart kullanir ve gen fiizyonunu
tanimlamak i¢in belirli transkriptlerin zenginlestirilmesiyle sonuglanir[Mercer et al.,

2011;Heyer et al., 2019].

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

Platform Sirket Okuma Cihazin | Okuma | Sablon Dizilemede
Uzunlugu | Dizileme | Hacmi Hazirlama | Kullamlan
(baz cifti) | Suresi Kimyasal
Birinci Nesil Dizileme
Sanger Life 800 b¢ 2 saat 1 read Bacterial Dideoxynucleos
sciences cloning ides terminator

Yeni Nesil Dizileme
Roche 454 | 454  Life | 700 b¢ <24 saat | 0.7Gb Emulsion Sequencing by

pirodizileme | sciences PCR synthesis,

pyrosequencing

IHlumina IHlumina 100 bg 3-10glin | 120- Bridge Reversible
HiSeq 1500 Gb | PCR terminator
sequencing
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Tablo 2. 11: Dizileme platformlar1 (devami).

lHlumina Illumina 100 bg 1-2 giin 0.3- Bridge Reversible
MiSeq 15 Gb PCR terminator
sequencing
SOLID Applied 50-75 bg 7-14 gin | 30 Gb Emulsion | Sequencing by
biosystems PCR ligation
instruments
(ABI)
DNA Complete 440- 9 giin 20— Rolling Hybridization
nanoball genomics 500 bg 60 Gh circle and ligation
dizileme replication
lon 454 Life | 200- 4-5 saat 660 Mb; | Emulsion | Sequencing by
torrent sciences 500 bg 11 Mb PCR synthesis
Uciincii Nesil Dizileme
SMRT Pacific >900 bg 1-2 saat 0.5- No need Sequencing by
biosciences 1Gb synthesis
Helicos Helicos 25-60 bg 8 giin 21— No need Sequencing by
dizileme biosciences 35Gb synthesis
Nanopore | Oxford Upto98 k¢ | 48/72saat | Up to | No need Sequencing by
dizileme nanopore 30 Gb synthesis
technologies
RNA-seq, yiiksek verimli siralama teknolojisinin (yliksek paralel dizileme)

poplilaritesi nedeniyle genomik verileri yaygin olarak elde etmek i¢in kullanilan
onemli bir yontemdir. RNA-seq, transkriptomik (gen ifade profilinin belirlenmesi)
calismalarda kullanilarak hiicrelerdeki veya dokulardaki gen ifadesi hakkinda ayrintili
bilgiler saglar. Bu yontem, geleneksel mikroarray tabanli gen ifadesi analizine gore
daha hassas, kapsamli ve esnek bir yaklasim sunar. RNA-seq, tibbi arastirmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle hastalik mekanizmalarinin anlagilmast, ilag
gelistirme siirecleri, biyomarker kesfi, gen ifadesi analizleri ve biyolojik siireglerin
anlasilmasi gibi bir¢cok alanda 6nemli bilgiler saglamaktadir.

Nesil Dizileme

MiRNA ifade Profillemesinde Yeni

Teknolojilerinin Rolii ve Gelecegi

2.7.1.

miRNA'lar, gen ekspresyonunu diizenleyen kucik RNA molekilleridir ve biyolojik

streclerde 6nemli rol oynarlar. Bu sebeple, MikroRNA (miRNA) ifade profillemesi,

42



gen diizenlemesini ve ¢esitli biyolojik streglerdeki rolini anlamak igin oldukga
onemlidir. MiRNA ifade profillerini belirlemek icin ¢esitli  yontemler
kullanilmaktadir; bunlar arasinda ters transkriptaz kalitatif PCR (RT-gPCR),
mikroarray (hibridizasyon tabanli tespit) ve yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri
bulunmaktadir [Willenbrock et al., 2009].

2009 yilinda Hanni Willenbrock ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada,
mikroarray ifade profilleme yontemi ile NGS teknolojileri karsilastirilmistir. Sonuglar,
mikroarray'in yiiksek hassasiyet sergiledigini ve NGS ile nicelik ve tekrarlanabilirlik
acisindan benzer performans gosterdigini ortaya koymustur. Ancak NGS'nin miRNA
dizisi varyantlarin1 tespit etme gibi belirgin avantajlar1 oldugu goriilmistiir
[Willenbrock et al., 2009]. Bunu takiben, Anna Git ve meslektaslart 2010 yilinda
mikroarray ve NGS'min farklit miRNA ifade profillerini arastirmak i¢in bir ¢alisma
yapmiglardir. Ayrica, gergek zamanli RT-PCR'nin miRNA ifade profilleme
caligmalari icin bir kistas olarak sorgulanmasina yonelik bir meydan okuma yapilmis
ve bu yontemlerin goreceli performans karsilastirmasi ilk defa gergeklestirilmistir [Git
et al., 2010]. 2014 yilinda, Pieter Mestdagh ve ekibi, miRNA ifade profilleme igin 12
farkli ticari platformu degerlendirmislerdir. Her yontemin kendi avantajlart ve
dezavantajlart oldugu ve yontem se¢iminin ¢alismanin 6zel amaglarina bagli oldugu
bulunmustur [Mestdagh et al., 2014]. Son zamanlarda, Uclncli nesil dizileme
yontemleri umut veren bir gelecek vaat etmektedir. Bu yontemler arasinda tek molekiil
Gergek Zamanli (SMRT) dizileme, gercek tek molekiil dizileme (tSMS) ve Nanopore
dizileme bulunmaktadir. SMRT dizileme, tek molekiil floresan teknolojisi kullanir ve
stfir kipli dalga kilavuzu (ZMW) ile niikleotit eklemesini tespit eder, bu da dizileme
yontemleri arasinda en uzun dizileme uzunluklarini saglar ve genom montaji igin
uygundur. tSMS, Illumina sistemi gibi goriinse de PCR amplifikasyon adim1 olmadan
calisir ve diziyi belirlemek i¢in floresanla isaretlenmis tersine cevrilebilir
terminasyonlu dNTP'ler ekler. Diger yandan, Nanopore dizileme, DNA veya RNA
molekiiliinli nanopor iizerinden gecirerek, her niikleotidin indiikledigi gerilim
degisikliklerini tespit ederek diziyi belirler [Eid et al., 2009;T. D. Harris et al.,
2008;Clarke et al., 2009].

Sonug olarak, miRNA ifade profillemesi farkli yontemlerle elde edilebilirken, NGS

teknolojileri 6zellikle yiiksek hassasiyeti, mikroarray'e kiyasla benzer performansi ve
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miRNA dizisi varyantlarin1 tespit etme avantajlari nedeniyle tercih edilmektedir.
Yontem se¢imi, 0zel arastirma amaglarina dayanmalidir ve SMRT, tSMS ve Nanopore
gibi ii¢lincii nesil dizileme yontemleri gibi NGS platformlari, genomik ¢alismalarin

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

Boylece yeni nesil dizileme tabanli miRNA c¢aligmalar;; miRNA sekanslamasi,
miRNA ekspresyon profil analizleri, miRNA hedeflerinin belirlenmesi ve miRNA ile
ilgili regiilasyon mekanizmalarinin arastirilmasi gibi alanlarda onemli katkilar
saglayarak, miRNA biyolojisinin daha iyi anlasilmasimna ve potansiyel terapdtik
hedeflerin kesfedilmesine yonelik bilim ve tip alanlarinda 6nemli ilerlemelere yol
acabilir. Ancak, bu alandaki ¢aligmalarin hala devam ettigini ve ilerleyen zamanlarda

daha da gelisecegini unutmamak son derece 6nemlidir.

2.8. KHDAK Odakh Biyobelirte¢ Calismalar:

Transkriptomik calismalar, hastaliklarin molekiiler diizeyde anlasilmasi ve tanisinda
onemli bilgiler saglayan gilicli bir aractir. Kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK), akciger kanserinin en yaygin tipidir ve genellikle kanserin yiizde 80-85'ini
olusturur [Santarpia et al., 2015]. KHDAK'de gen ifadesinin analizi, hastaligin tani ve

tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yonelik 6nemli bir adimdir.

Molekiiler biyobelirtegler, akciger kanseri ydnetiminde énemli rol oynar. Ozellikle
Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) i¢in prognoz ve tedavi yanitinin tahmin
edilmesinde degerli araglardir. Bu nedenle, akciger tiimorlerinin klinik yonetiminde

kullanilan biyobelirtegleri, teshis siirecinden prognoza kadar ele almak 6nemlidir.

Klinik uygulamada akciger kanseri histolojisinin teshisi ve siniflandirilmasinda temel
yontem olan immunohistokimya (IHC) ile KHDAK alt tiplerini belirlemek icin en iyi
biyobelirtecler adenokarsinom igin TTF-1 (Tiroid Transkripsiyon Faktorii 1), Napsin
A iken ve skuamoz hiicreli karsinom igin p40 “dir [Califf, 2018; Osmani et al., 2018].
Klinik ortamlarda daha kolay elde edilen kan/serum 6rnekleri, biyopsi veya
rezeksiyonla alinan tiimor orneklerine gore daha kullanishidir. CYFRA 21-1, CEA,
SCCA ve CA125, akciger kanserinin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan ve 1yi bilinen
kan/serum biyobelirtecleridir. Ayrica, yeni biyobelirteglerin eklenmesiyle, 6zellikle

panel seklinde kullanildiginda, duyarlilik ve 6zgiilligiin arttig1 bildirilmistir [Rastel et
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al., 1994;0kamura 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]. Ongoriicii biyobelirteclerin tespiti, tedavi seciminde bilyiik 6neme
sahiptir. EGFR mutasyonlari, ALK ve ROS1 degisimleri, RET, MET, Her2, KRAS ve
BRAF gibi genlerin test edilmesi rutin olarak Onerilmektedir. Ayrica, PD-L1
immiinhistokimyas1 da immiinoterapiye yanit1 6ngdérmek icin kullanilan bir
biyobelirtectir[Pennell et al., 2019;Garrido et al., 2020;Lindeman et al., 2018;Y .-L.
Wu et al., 2019;Popper et al., 2020].

Prognostik biyobelirtecler i¢in ise mevcut literatiir su sekildedir; TP53 geni, p53 timor
baskilayici proteinini kodlar ve p53 mutasyonlari, akciger kanseri tiirlerinde kotii
prognoz ve tedavi direnci ile iliskilidir. VEGF agir1 ifadesi, akciger kanserinde tiimor
niiksii ve metastazi ile iliskilidir ve kotii prognoz gostergesi olarak kabul edilir.
TUBB3 yiiksek ifadesi, akciger kanserinde kotii prognoz ve anti-tiibiilin bazl
kemoterapiye diisiik yanitla iligkilidir. Ki-67 yiiksek ifadesi, akciger kanseri dahil
birgok kanser tiirlinde kotii prognoz ile baglantilhidir. ERCC1 diisiik ifadesi, akciger
kanserinde kotli sagkalim ile iligkilidir ve 6zellikle skuam6z karsinomlarda daha
yaygindir. TGF-B asir1 ifadesi, akciger kanserinde kotii prognoz gostergesi olarak
disiiniilmektedir, ancak daha fazla ¢alisma gereklidir. LAG-3 yiiksek ifadesi, bazi
durumlarda kotii sagkalim ile iliskilendirilebilir ve potansiyel bir prognostik belirteg
olarak daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. KIAA1522 yiiksek ifadesi, akciger
kanserinde kotii sagkalimla iligkilidir ve platin bazli kemoterapiyle tedavi edilenlerde
daha koti sonuglar gozlemlenir. NLR ve PLR dizeyleri, sistemik inflamasyon
yanitinin akciger kanseri i¢in prognostik belirtegleri olarak kullanilabilir ve tedaviye
yanit1 etkileyebilir [Sutié¢ et al., 2021].

MikroRNA'lar (miRNA'lar), akciger kanseri gibi cesitli hastaliklar i¢in invaziv
olmayan teshis biyobelirtecleri olarak potansiyele sahip kiiciik kodlayict olmayan
RNA'lardir. MiR-33a-5p ve miR-128-3p gibi belirli miRNA'lar, akciger kanseri
dokusunda normal dokuyla karsilagtirildiginda degistirilmis ifade diizeylerine sahiptir
ve teshis isaretgileri olarak kullanilabilir. Ayrica, miR-205 ve miR-375, sirasiyla
skuamoz hicreli karsinom ve adenokarsinom igin 6zgudur. MiR-324-3p ve miR-1285
gibi bazi miRNA'lar, erken evre KHDAK'nin dolasan teshis biyobelirtecleri olarak

umut vaat etmektedir. Birden fazla miRNA'y1 panellerde birlestirmek, teshis
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dogrulugunu 6nemli 6l¢iide artirabilir, ancak bunlarin klinik uygulamaya g¢evrilmesi

icin daha fazla dogrulama ve standartlastirma gereklidir [Sutié et al., 2021].

Transkriptomik calismalarda elde edilen bu tiir biyobelirtegler, hastaligin tanisi,
prognozu ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde 6nemli bilgiler saglar. Ancak, her
hasta ve hastalik durumu benzersizdir, bu nedenle belirli biyobelirteglerin kullanimi
her zaman bireysellestirilmis tibbi yaklasimlar ve klinik degerlendirmelerle

birlestirilmelidir.

2.8.1. KHDAK Hastahginda Tam, Prognoz ve Tedavi Potansiyeli

Tasiyan MikroRNA Biyobelirtecleri
Cesitli kodlama yapmayan RNA tipleri arasinda, mikroRNA'lar 21-23 nukleotitten
olusan kisa non-kodlayan RNA sinifini olusturur ve genlerin yaklasik %30'unun post-
transkripsiyonel seviyede ifadesini baskilarlar. Hedef mRNA'min 3' untranslated
region (3'-UTR) bolgelerine kendi seed dizileri ile baglanarak mRNA'y1 diizenlerler
ve bunun sonucunda mRNA'nin translasyon inhibisyonu ve/veya destabilizasyonu
yoluyla baskilanmasina neden olurlar. Bu sayede, miRNA'lar hiicresel enflamasyon,
hiicre dongiisii diizenlemesi, stres cevabi, hiicre farklilagsmasi, apoptoz, metastaz,
migrasyon ve hematopoez lizerinde etki yaparlar. Su anda, 2656'dan fazla olgun
miRNA tanimlanmis olup, bunlardan bircogu hastaliklarda diizensizlesmis veya
mutasyona ugramistir [Pal et al., 2021]. Karsinojenez, malign doniisiim ve metastazla
iliskili miRNA'lar, onkomir olarak adlandirilir ve bir¢ok insan kanseri tiiriinde 6nemli
gelisim diizenleyicileri olarak tanimlanmistir ve kapsamli bir sekilde arastirilmislardir
[Szczyrek et al., 2022]. Mevcut veriler, miRNA'larin hem tiimor baskilayicilari hem
de onkomirler olarak 6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir ve bunlar tanisal
belirtecler olarak kullanilabilmektedir. Viicut sivilarinda gesitli miRNA'larin tespiti,
KHDAK hastalarinda invaziv olmayan bir tanisal, ongoriisel ve prognostik arag olarak
hizmet edebilir [Xiance Jin et al., 2017;Gilad et al., 2008;Huang et al., 2021;Tie et al.,
2009].

KHDAK hastalarinda kullanilan miRNA biyobelirtecleri, hastaligin tanisi, prognozu
ve tedavisine yonelik olarak arastirilmaktadir. Bu miRNA'lar, kanserle iliskili gen
ifadesi degisikliklerini yansitan ve hastaligin tani1 ve takibinde potansiyel olarak

faydal1 olabilecek molekiillerdir. iste KHDAK hastalarinda calisilan bazi miRNA
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biyobelirtecleri: MiR-20, diger akciger hastaliklar1 olan hastalara kiyasla KHDAK
hastalarinda yiikselmis olarak bulunmustur. TGF-beta ve VEGF ifadeleri ile
iliskilendirilmistir. Kanser ilerlemesindeki rolii hakkindaki veriler kismen celiskilidir
ve farkli arastirma yontemlerinin ve materyal secim Kriterlerinin sonucu olabilir
[Chaniad et al., 2020]. MiR-21, akciger kanseri de dahil olmak tizere ¢esitli kanser
tiplerinde bulunmus ve onkomir olarak islev gormiistiir. Tiimor hiicrelerinin artmis
proliferasyonu, invazyonu, metastazi ve azalmis apoptozu ile iliskilendirilmistir. MiR-
21 ifadesi, saglikli kontrol grubuna kiyasla KHDAK hastalariin plazma ve
dokularinda artmis olarak bulunmustur. MiR-21'in yiiksek ifadesi kotu prognozla
iligkilendirilmistir.  Ayrica, adenokarsinom histolojisinde, skuamdz hiicreli
karsinomdan daha fazla ifade edilmistir [Landi et al., 2010]. MiR-25, KHDAK
hastalarindan elde edilen doku ve plazma orneklerinde artmistir, 6zellikle ileri evre
timorlerde yliksek ifade gosterir; ayrica, KHDAK'nin radyosensitivitesi ile
iliskilendirilmis ve sisplatin direngli KHDAK'de asir1 ifade edilmistir[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 orneklerinde artmis ifadeye sahiptir ve ozellikle evre 1 ve evre II
vakalarinda histolojik oOrnekler arasinda biiyiikk farklilik gdsterirken, ileri evre
orneklerinde anlamli bir fark gézlenmemistir [Landi et al., 2010]. Yiksek miR-31
ifadesi ayn1 zamanda kotii KHDAK prognozu ile iliskilendirilmistir. MiR-31-5p'nin,
KHDAK!'de sisplatinle indiiklenen apoptozu inhibe ettigi ve olasi olarak tiimor hiicre
invazyonunu tesvik edebilecegi bulunmustur [F. Song et al., 2020]. MiR-141"{in asir1
ifadesinin rolii kaynaklara bagl olarak degisti; bazilart onu pro-angiyojenik bir faktor
olarak gordii, bazilar1 ise anti-angiyojenik dzelliklere sahip oldugunu belirtti [Tirpe et
al., 2020]. MiR-155, bagisiklik sistemi aktivasyonunda 6nemli bir rol oynar ve tiimore
bagli bagisiklik hiicrelerini inhibe ederek tiimoriin kagmasini ve biiyiimesini tesvik
edebilir. CD8 T-hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve fonksiyonlarini engelledigi
gosterilmistir. [Han et al., 2020]. MiR-182, miR-183 ailesine aittir ve kanserlerde,
ozellikle KHDAK 'de sik¢a asir1 ifade edildigi tespit edilmistir [Gao et al., 2020]. MiR-
191 ifadesi, KHDAK hastalarinin doku 6rneklerinde artmistir ve onkomir olarak islev
gordiigii bulunmustur [F. Li et al.,, 2019]. MiR-210, pro-angiyojenik bir miRNA
olarak, tedavi edilmemis KHDAK hastalarindan elde edilen serum eksozomlarinda
asir1 ifade edildigi belirlenmistir [Tirpe et al.,, 2020]. MiR-221/222 kimesi,
KHDAK!'de asir1 ifade edildigi tespit edilmistir [Tirpe et al., 2020;Di Paolo et al.,
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2021]. MiR-486 ifadesi plazma kokenli eksozomlarda, evre 1 akciger kanseri
hastalarinin dokularindaki seviyeye benzerlik gostermistir [Xiance Jin et al., 2017].
MiR-494 ifadesi, KHDAK tiimér dokularinda asir1 ifade edilmistir[Q. Zhang et al.,
2019]. MIiR-556-5p ifadesindeki artis, KHDAK hastalarinin dokularinda ve
hiicrelerinde sisplatin direnci yayginligi ile korelasyon gostermistir[B. Sun et al.,
2021]. Zhou ve arkadaglari, miR-601 ve miR-942'nin birlesik serum seviyelerinin
KHDAK vakalarinda erken tiimor tespiti ve prognostik tahminlerde
kullanilabilecegini bulmuslardir[B. Sun et al., 2021]. MiR-629 serum ifadesi, benign
akciger hastaligina sahip hastalar ve saglikli bireylerle karsilastirildiginda KHDAK
hastalarinda anlamli derecede artmistir [F. Liu et al., 2021]. MiR-15, KHDAK dahil
cesitli kanser tiirlerinde onkomir olarak belirlenmistir. MiR-15b asir1 ifadesi sisplatin
direnci ile iliskilendirilmis ve anti-miR-15b, KHDAK hicrelerinde sisplatin
duyarliligin1 6nemli 6l¢iide geri getirmistir [T. Lu et al., 2021]. MiR-23a, normal ve
hipoksik  ortamlarda  akciger tiimériiniin  anjiyogenezini  tesvik  ettigi
bulunmustur[Tirpe et al., 2020]. Song ve arkadaslari, cisplatin direncine sahip
KHDAK hastalarinin doku kaynakli eksozomlarinda miR-4443 ifadesinin, tedaviye
yanit veren KHDAK hastalarindan elde edilenlere gore daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir. MiR-4443'Un cisplatin direncini ve timor biyimesini tesvik ettigi
belirlenmistir [Z. Song et al., 2021]. MiR-9, akciger kanserinde onkomir rolii
oynayabilir ve KHDAK hastalarinda kotii bir prognostik belirteg olabilir, ancak timor
gelisimindeki rolii kismen geliskili ve kesin olmamustir [Xiang Jin et al., 2020;X. Chen
et al., 2015]. Skuamoz hiicreli karsinomlu hastalarinda diisiik miR-29a ifadesi, timor
baskilayici roliinii ve tiimor gelisimindeki 6nemini gostermistir [Landi et al., 2010].
MiR-30a ifadesi, KHDAK dokularinda komsu normal akciger dokularina gére daha
diisiik olarak raporland1 ve neoadjuvan kemoterapi sonrasi belirgin sekilde arttii
bildirildi [Xiao Lin et al., 2021]. MiR-33a, akciger tiimorii bitylimesini inhibe edebilir
[Kang et al., 2018]. MiR-34 ailesi Uyelerinin, hiicre migrasyonunu, invazyonunu,
proliferasyonunu ve yasamini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica, tiimor hiicrelerinin
EMT (epitel-mezenkimal gegis), kok hiicre benzerligi ve ila¢ direncini azaltirlar
[Travis et al., 2015]. Xu ve arkadaslarmin ¢alismasinda miR-99b ifadesi, KHDAK
dokularinda ve hiicrelerinde diistikti. MiR-99b'nin KHDAK vakalarinda hiicre
invazyonunu ve migrasyonunu inhibe etme potansiyelini gosterdiler [Xu et al., 2021].
MiR-126, KHDAK tanisinda ve tedavisinde bir biyobelirteg olarak kullanilabilir
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[Xiance Jin et al., 2017;M. Li et al., 2020]. MiR-146nin timdr baskilayici 6zellikleri
vardir. EGFR genini hedef alir, bu gen akciger adenokarsinom hastalarinda mutasyona
ugrayabilir [Wani et al., 2021]. Zhou ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, miR-
129-2 ifadesinin, komsu dokularla karsilagtirildiginda KHDAK dokularinda ve hiicre
hatlarinda azaldigi goriilmiistiir. Arastirmacilar, artmis miR-129-2 ifadesinin
KHDAK'de kemoduyarliligi tesvik ettigini ve hucre apoptozunu indiikledigini
bulmuslardir [W. Zhou et al., 2022]. MiR-200 ailesinin, epitel-mezenkimal gegisin
baskilanmasinda énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir [C. Liu et al., 2018]. MiR-206
ifadesi KHDAK'de azalmistir [M. Liao & Peng, 2020;Jia et al., 2020]. Akciger
kanserinde anjiyogenez, proliferasyon, migrasyon, invazyon ve metastazi inhibe ettigi
gosterilmistir [Tirpe et al., 2020;M. Liao & Peng, 2020]. MiR-375'm tiimér baskilayict
etkisi oldugu gosterilmistir [Ying et al., 2020,Cheng et al., 2017]. Hashemi ve
arkadaslari, miR-377 ifadesinin insan KHDAK dokularinda ve hiicre hatlarinda, timor
dist doku 6rneklerine kiyasla onemli dlglide diisiik oldugunu bulmuslardir ve ayrica
miR-377 asir1 ifadesinin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigini  ve
apoptozlarimi artirdigini bildirmislerdir, bu nedenle potansiyel bir terapotik hedef
olabilecegini belirtmislerdir [Hashemi et al., 2022). MiR-451'mn timdr biiylimesini
engelleme 6zellikleri oldugu bulunmustur [Y. Liu et al., 2019]. MiR-451a, KHDAK'de
hiicre migrasyonunu ve invazyonunu baskilayici olarak belirlenmistir [F. Song et al.,
2020). Artmis miR-497 ifadesi, KHDAK hicrelerinin anjiyogenezini, bliyumesini ve
invazyonunu inhibe ettigi gosterilmistir, bunun tersine miR-567 ifadesinin azalmasi,
hiicre invazyonunu ve timor biiylimesini tesvik etmistir [Tirpe et al., 2020]. MiR-567
asir1 ifadesi ayrica KHDAK hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir,
ayrica miR-567'nin  KHDAK hastalarinda malin timér ilerlemesini CDK2'yi
diizenleyerek baskilayabilecegi 6ne siiriilmiistiir [D.-J. Yu et al., 2020]. In vitro olarak,
artmis miR-638 ifadesi, KHDAK hucrelerinin invazif yeteneklerini inhibe etmistir
[Xia et al., 2014]. Bazi ¢alismalara gére miR-708'nin yuksek ifadesi, daha uzun bir
sagkalim ile iliskilendirilmistir [Garinet et al., 2021]. Wu ve arkadaslari, miR-4782-
3p'nin KHDAK'de hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve artmis miR-4782-3p
seviyelerinin KHDAK hastalarinda pozitif bir prognostik faktor olarak tanimlandigini
gostermislerdir [N. Wu et al., 2014]. Wang ve arkadaslari, miR-320a ve miR-622
ifadesinin KHDAK hastalarinin plazma kdkenli eksozomlarinda, saglikli bireylerle

karsilagtirildiginda azaldigini ve metastaz icin iyi bir teshis yetenegi oldugunu
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bulmuslardir [N. Wang et al., 2020]. Baz1 ¢alismalarda belirli miR-17 ailesi tyelerinin
akciger kanserinde degisiklik gosterdigi gosterilmistir [Migdalska-Sek et al.,
2021;Weihua Zhang et al., 2017;Gong et al., 2017]. Chaniad ve arkadaslari, miR-20a
ve miR-223"in timori destekleyen sitokinleri modiile etmeleri nedeniyle akciger

kanseri tedavisinde kullanilmasini dnermislerdir [Chaniad et al., 2020].

Yukarida siralanan miRNA'lar, KHDAK hastalarinda potansiyel biyobelirtecler olarak
degerlendirilmektedir. Bu miRNA'lar, hastaligin tanisi, prognozu ve tedavisinin
belirlenmesine yonelik arastirmalarda kullanilmaktadir. Ancak, her miRNA'nin belirli
bir hastalik durumuyla iligkili olmasi, hastalarin heterojen yapisini goz Oniinde
bulundurmak 6nemlidir. Dolayisiyla, miRNA biyobelirteclerinin klinik uygulamasi

icin daha fazla arastirma ve dogrulama gereklidir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi, yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisi ve gelismis
biyoinformatik algoritmalarin birlesimini kullanarak, karmagsik bir hastalik olan
KHDAK'n small RNA analizleri {izerinde odaklanmaktadir. Heterojen bir profil
gosteren KHDAK'tan elde edilen tiimor hiicresi ve cevre dokularindaki small
RNA'larin analizi, hastalifa 6zgii miRNA'larin ve mekanizmalarinin anlagilmasin
amaglamaktadir. Bu c¢alismanin yenilik¢i yonii, hastaligin genetik veya proteomik
seviyede degil, miRNA diizeyinde de ele alinmasidir. Hastaligin belli evrelerinde
ortaya ¢ikabilen ve viicut sivilarina yansiyabilen bu miRNA'lar, daha 6nce yapilmis
olan caligmalardan elde edilen sonuglari agsmayi hedeflemektedir. Ayni hastadan
alinan KHDAK tiimor dokulari, reaktif stroma, tlimore sinir normal dokular ve normal
akciger dokular1 arasindaki small RNA profillerindeki degisimler biyoinformatik
destekli analizlerle ortaya konulmustur. Bu, akciger kanserinin olusumu ve
ilerlemesinde rol oynayan miRNA yapilarini belirleyerek klinik, tiimor-nod-metastaz
(TNM) evrelemesi, farklilasma (grade) ve histoloji ile iligkilendirmeyi miimkiin

kilmistir.

Calismanin sonuglari, erken tan1 ve tarama amaciyla kullanilabilecek aday miRNA
yapilarindan olusan bir panelin olusturulmasina katki saglamay1 amaglamaktadir. Bu
panel, daha 6zgll ve duyarli biyobelirteclerin gelistirilmesine olanak taniyarak, kanser
tan1 testlerinin etkinligini artirabilir ve hastaliin erken sathada tespitini

kolaylastirabilir. BOylece akciger kanseri arastirmalarinda ve klinik uygulamalarda
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onemli bir ilerleme saglayabilir, ayrica gelecekteki benzer ¢alismalara ilham kaynagi

olabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasallar, Sarf Malzemeler ve
Cihazlar

Kullainlan cihazlar Tablo 3.1°de, kit, enzim ve kimyasallar Tablo 3.2’de, diger sarf

malzemeler Tablo 3.3’de belirtilmistir.

Tablo 3. 1: Kullanilan Cihazlar.

Kullanilan Gerecler Marka
-80 derin dondurucu Haier

-20 buzdolabi Panasonic
+4 buzdolab1 Panasonic
Mikrosantrufij Hitachi
Mikrospin santrufij Isolab
Laminer Flow Kabin Esco
Vorteks Isolab
Pipet Takim Eppendorf
Qubit 2.0 fluorometer Invitrogen
HiSeq 2500 platformu [llumina
Novaseq 6000 platformu [llumina
PCR cihaz1 Bio-Rad
Nanodrop spektrofotometre Thermo Scientific
Bioanalyzer 2000 Agilent
RT-gPCR Bio-Rad
Hassas terazi Sartorius
Heat-block Eppendorf
pH metre Hanna
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Tablo 3. 1: Kullanilan Cihazlar (devamni).

cBot cihazx

Jel elekteroforez cihazi
PCR kabin
Mikrodalga firin
Mikroskop

[llumina
Bio-Rad

Delta laboratuvar
Arcelik

Zeiss

Tablo 3.2: Kullanilan Kit, Enzim ve Kimyasallar.

Kullamilan Kit, Enzim, Kimyasal Adi
PureLink™ RNA Mini Kit

Quick-RNA Whole Blood

Agilent RNA 6000 Nano Reagents
Agilent High Sensitivity DNA Kit
Qubit RNA BR (Broad-Range) Assay

Kiti

TruSeq® Stranded Total
Library Prep Human/Mouse/Rat Kiti

RNA Clean XP
AMPure XP

TruSeqStranded RNA HT Kit 96
Samples CDNA Synthesis-PCR

PCRMasterMix
PCR PrimerCocktail

FSA 1st strandsynthesisMixActD
SMM 2nd strandMarkingMix
SuperScript 11 (reversetranscriptase)

TruSeqStranded RNA HT Kit 96
Samples Ribo-Zero H/M/R (Box 2 of

2)
ELB(ElutionBuffer)

EPH (Elute Prime Fragment)(High

concentration mix)

RBB (RRNAbindingbuffer)
RRM (RRNAremoval mix)

TruSeqStranded RNA HT Kit 96
samples Ribo-zero (Box 1 of 2)

Marka / Katolog No
Invitrogen™ #12183018A
Zymo research # R1201
Agilent # 5067-1511
Agilent #5067-4626
Invitrogen™ #1809490

IHlumina ##20020597

BeckmanCoulter #A63987
BeckmanCoulter # A63881
Illumina #15032621

[llumina #15026785
[llumina #15031748
[llumina #15031094
[llumina #15031098
Invitrogen #18064-014
[llumina #15032626

IHlumina #15026780
IHlumina #15029211

IHlumina #15031737
IHlumina #15031738
Illumina #15032625
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Tablo 3.2: Kullanilan Kit, Enzim ve Kimyasallar (devami).
RRB (RRNA removalbeads) Illumina #15031727

TruSeqStranded RNA HT Kit (96 Illumina #15032620
SamplesCore Box)
PhIX Control v3 [llumina # 15017666

Agilent RNA Ladder 6000 Nano Agilent# 1716
Reangents Part |1

ResuspensionBuffer (RSB) Illumina #15026770
A TailingMix Illumina #15012495
LigationMix Illumina #15026773
Ligation Control Illumina #15026776
A Tailing Control llumina #15026775
EndRepair Control llumina #15026774
Stop LigationBuffer [llumina #15012546

TruSeq RNA CD Indexes (96 Indexes lllumina #15032622
-96 samples)

KAPA Library Quant Kit ABI Prism Roche #07960204001
Qpcr Mix

EB (Elution Buffer) Qiagen #19086
UltraPure Agarose Invitrogen # 16500
Tween 20 Sigma # P2287
Sodium acetate Sigma # S2889

Diethyl pyrocarbonate approx. 97% Sigma # D5758
NMR
Bromophenol Blue, pure, indicator Acros # 151340250

Formaldehit Merck #F8775
EtBr Sigma #E1510
2-Mercaptoethanol Sigma # M3148
Kloroform Merck #528722
TrRIzol Reagent Ambion # 15596026
Nucleasefreewater Ambion #AM9932
(50ml)

Ethylenediaminetetraacetic acid Sigma #03690
solution

Rnase ZAP Sigma #R2020
Camasir Suyu Domestos
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Tablo 3.2: Kullanilan Kit, Enzim ve Kimyasallar (devamn).

RNAIlater (Stabilize and protect RNA
with immediate Rnase inactivation)
Hematoksilen

Eozin

HCI

Amonyum

Civa oksit

Ksilen

MOPS

Ethanol Absolute

Sigma # R0901

Merck #517-28-2

Merck #548-24-3

Merck #320331

Merck #1336-21-6
Oksilab #2K.100154.1000
Merck #1330-20-7

Sigma #69947

Isolab # 9200262500

Tablo 3.3: Kullanilan diger sarf malzemeler.

Kullanilan Malzeme Adi

Hard-Shell PCR Plates 96-well, thin-
wall
Microseal B sealSeals

Micro Amp , Optical adhesive film

PCR TUBES
PCR-05-C 0.5ml thin wall, clear
DNA Lobind Tube 0,5 ml

DNA Lobind Tube 2,0 ml

pipet ucu 200 ul-filtreli-seffaf-kutu-
low retantion-steril

pipet ucu 1000 ul-filtreli-seffaf-kutu-
low retantion-steril

pipet ucu 10 ul-filtreli-seffaf-kutu-low
retantion-steril

pipet ucu 20 ul-filtreli-seffaf-kutu-low
retantion-steril

Collection tubes (1,5 ml)

Eppendorf tube (microcentrifuge
tubes) 1,5 ml DNA/RNA free
Eppendorf tube (microcentrifuge
tubes) 0,5 ml flat cap neutral
MicroAmp fast 96 well Reaction Plate
(0,2ml) PCR Compatible
DNA/RNA/Rnase free

Individual PCR tubes 8 tube strip, no
cap

Marka
Bio-Rad # HSP9601

Bio-Rad # MSB1001
AB Aplied Biosystems
Axygen #321-05-051

Eppendorf # 022.431005
Eppendorf # 022431102
Isolab # TF-R-S-200

Isolab # TF-R-S-1000
Isolab # TF-R-S-010
Isolab # TF-R-S-021

Qiagen # 154037850
Isolab # 078.05.022.500

Isolab # 078.03.021.500

Applied Biosystems # 13757-Q612

Bio-Rad # TBS0201
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Tablo 3. 3: Kullanilan diger sarf malzemeler (devami).
15 ml santrifj tupu-steril- tekli paket Isolab # 078.02.002
50 ml santrifuj tipua-steril-tekli paket  Isolab # 078.02.004
Tek kullanimlik steril kasik Isolab # LB.1S.037.28.001

Eldiven Isolab # 080.15.001
Havan/tokmak Isolab # 038.08.125
Vacutainer (EDTA) BD #367525
Vacutainer (CAT) BD #367896

Steril idrar kabi Isolab # 087.01.002
Steril gaita kabi Isolab # 087.03.002
Bags sterile Isolab # 039.21.005.250
Dewar Kabi Kulplu Pluslab

Cryotube Nunc # 375418PK
Cryo tup kutusu 10x10 Isolab #092.22.101W
Masa-celik Isolab #080.04.002
Pensler Isolab #048.01.105
Torba standi Isolab #062.30.002
Lam- lamel slaytlari Isolab #075.00.001
Torba mandallar: Isolab #039.35.145
Atik kutular: Isolab #062.80.903
Koruyucu gézlik Isolab #080.40.007
Soguga dayanikh eldiven Isolab #080.10.201
Bunsen beki Isolab #050.01.004
Bistiri Isolab #048.51.021
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3.2. Yontem

3.2.1. Biyobankanmin Olusturulmasinda Ilk Asama

LUNGBASE / LUNGSOFT Hasta Onam Formu

Hasta Epikriz Raporu

Kugik Hcreli Pataloji Raporu

Karsinoma

Adenokarsinoma PET-CT Raporlar1

Skuaméz Hucreli Hasta Bilgisi (Yas,
Karsinoma cinsivet, vb.)
Buyiik Hicreli Hastadan Ahnan Ornek
Karsinoma Bilaisi Formu

Evreleme Bilgileri

Hasta Orneklerinin Turd,

Sayis1 ve Konum Bilgisi

Sekil 3. 1: Veritabani1 (Lungbase)’in igerik bilgisi.

Bu calisma, geleneksel patoloji birimlerinin smirlamalarimi asmak ve ozellikle
biitiinlesik ¢oklu-omik analiz ile kisisellestirilmis tip alaninda 6rneklerin modern bir
biyorepozituar sistemine toplanmasi, islenmesi ve depolanmasini amaglamaktadir. Bu
amacla, yuksek hacimli teknolojilerden elde edilen bilgileri NGS ve LC-MS/MS gibi
yontemlerle klinik, laboratuvar ve goriintiileme verileriyle iliskilendirerek hastalara
daha fazla fayda saglanmasi hedeflenmektedir. Bu diisiinceyle tasarlanmis
biyorepozituar sistemi, ileri diizey analizler icin ylksek kaliteli 6rneklerin temin
edilmesini amaglamakta ve arastirma sonuglarinin laboratuvar bulgularindan
hastalarin tedavisine doniistiiriilmesini kolaylastirmaktadir. Sistem, akciger kanseri
hastalarindan g¢esitli Orneklerin bir klinik ekibi ile birlikte toplanmasini ve
standartlastirilmis isleme ile depolamasini igermektedir. Bu amaca yonelik olarak,
LUNGBASE adli kendi veritabanimiz kullanilmaktadir. Bu veritabani, LUNGSOFT
adli kendimizin gelistirdigi yazilim tarafindan yonetilen agik kaynakli bir platform

aracilifiyla 6rnek detaylarinin hasta verileriyle kaydedilmesini ve iligkilendirilmesini
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kolaylagtirmaktadir. Genel olarak, bu c¢alisma, biitiinlesik coklu-omik analizi
destekleyen ve geleneksel histolojik degerlendirmeyi birlestiren yeni bir yaklasim
sunarak biyomedikal arastirmayi1 ilerletebilme ve hasta bakimini gelistirme

potansiyeline sahiptir.

LUNGBANK biyobanka altyapisi, 6zellikle KHDAK (kiigiik hiicreli-dis1 akciger
kanseri) ile ilgili arastirmalar ve tibbi ilerlemeler igin tasarlanmistir. Bu kanser tiirii ile
ilgili biyolojik orneklerin toplanmasi, islenmesi ve depolanmasi asamalari
gerceklestirilmistir. Ote yandan, 96 terabaytlik biiyiik bir kapasiteye sahip kapsaml1 ve
sofistike bir depolama sistemi olan LUNGBASE, ozellikle kritik hasta bilgilerini
giivenli bir sekilde barindirmak iizere tasarlanmistir. Boylece veri yonetimi ve
gizliligin en yiiksek standartlarin1 saglamaktadir. Veritabani, hasta onam formu,
epikriz, patoloji bilgileri, PET-CT taramalariyla elde edilen gérunti verileri, hastaya
ait (yas, cinsiyet vb.) bilgi, hastadan alinan 6rnek bilgi formlari, evreleme bilgisi gibi
verileri igerir (Sekil 3.1). Ayrica, gesitli biyolojik 6rneklerin tiirii, miktart ve konumu
hakkinda ayrintili bilgi saglamaktadir, bu da arastirmacilar ve saglik profesyonelleri
i¢in izlenebilirlik ve erisilebilirlik saglar. Ayrica, LUNGBASE hem ham hem de analiz
edilmis omiks verilerini barindirir ve karmasik molekiiler ve genomik bilgiyi
depolama yetenegini sergileyerek kisisellestirilmis tip ve arastirma ¢abalarin1 6nemli

olcude ilerletmektedir.

Bu genis veritabanini etkili bir sekilde yonetmek i¢in sistemle entegre edilmis olan
LUNGSOFT-V3 yazilimi, bir veri yonetim platformu olarak tasarlanmistir. Kullanici
dostu bir arayiize ve sorunsuz veri alimi, analizi ve giincellemeleri i¢in saglam
islevsellige sahiptir; aynt zamanda hasta gizliligini korumak ic¢in en yiiksek veri
giivenligi protokollerini saglamaktadir. LUNGBASE Yazilimi, bir Apache web
sunucusunda c¢alisan MySQL ve PHP 7 kullanilarak gelistirilmis bir web
uygulamasidir. Ana menii, hasta bilgileri, hasta ornekleri, bilgi paylasim portali ve
hasta goriintii verilerini yonetme secenekleri sunar. Bu kullanict dostu yazilim, etkili
ve diizenli veri yonetimi saglar ve arastirmacilarin kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri arastirmalar1 ve tedavisi igin degerli verilere erismelerini ve bunlar

kullanmalarin1 saglar.
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3.2.2. KHDAK Hasta Daveti ve Biyolojik Ornek Secimi

M

Akciger Kanseri Hasta

Daveti ve Ornek secimi

a0 OO0 'j - I

]‘L)L !L]L

| tomabed

Sekil 3. 2: KHDAK hastalarinin daveti ve 6rnek se¢imi

KHDAK hastas1 daveti, KHDAK teshisi konmus kisilere tibbi aragtirmalara veya
klinik ¢alismalara katilmalar1 i¢cin davet etmeyi igerir. Hastanin tibbi ge¢cmisi, tedavi
ozeti, klinik bilgiler ve takip verileri toplanir béylece hastanin durumu ve hastalik
ilerlemesi hakkinda genis bir goriis elde edilir. Ayrica davet etmeye karar verilen
hastalara Kurumsal Inceleme Kurulu (IRB) tarafindan gézden gegirilen ve onaylanan
bilgilendirilmis onam formu (Ek C) imzalatilir (Sekil 3.2). Bu form, hastalarin
calismanin amaci, prosediirleri, olast riskler ve faydalar hakkinda tam olarak bilgi
sahibi olmalarini ve goniillii olarak katilmay1 kabul ettiklerini saglamak icin gereklidir.
Bu bilgilendirilmis onam siireci, etik standartlar1 korumak ve arastirmaya katilan

hastalarin haklarini ve iyiliklerini korumak igin onemlidir.

Biyobankacilik siirecinin bir sonraki adimi, biyolojik 6rneklerin 6zenle toplanmasina
ayrilmistir. Bu adim, doktorlar, cerrahlar, hemsireler ve saglik gorevlileri arasinda
sorunsuz igbirligi gerektiren 6nemli bir ¢alismadir. Bu amagla, her bir 6rnek tiiriiniin
Ozel ihtiyaglari g6z Oniinde bulundurularak standart protokoller dikkatlice
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olusturulmus ve uygulanmistir. Biyolojik 6rnek toplama sirasinda, takip eden analizler
icin 0zel olarak tasarlanmis toplama kitleri kullanildi. Bu kitler, 6rnek biitlinliigliniin
korunmasini saglar ve olasi bozulmayr minimize eder. Etiketleme yontemleri, her
hastanin biyolojik 6rnekleri ile dogru ve giivenilir veri iliskilendirmesini
kolaylastirmak i¢in dikkatlice kullanildi. Bu adim, gelecekteki arastirmalar, tibbi
buluslar ve kisisellestirilmis tip alanindaki gelismeler i¢in temel rol oynayan

biyobankacilik altyapisinin temelini olusturmaktadir.

Biyolojik 6rneklerin nasil elde edildigi, islendigi ve transfer ve depolama sirasindaki
kosullar1, bu 6rneklerle yapilacak gelecekteki calismalarin kalitesi ve giivenilirligi
acisindan ¢ok Onemlidir. Bu nedenle, elde edilen biyolojik 6rnekleri bozulmadan
korumak i¢in kullanilacak koruyucularin se¢cimi dnceden dikkatlice diisiiniildii. Bu
yonergeler dogrultusunda, toplanan biyolojik 6rnekler arasinda kan, doku, tiikiiriik,
idrar, diski1 ve bronkoalveolar lavaj sivisi bulunmaktadir. Ayrica, bilgilendirilmis
onam almmis bireylerden elde edilen bilgileri igeren hasta formlar1 (Ek C) da

toplanmustir.

Biyobanka, KHDAK hastalig1 i¢in 6zel olarak kurulmustur. 30 ila 70 yaslar1 arasinda
degisen, hem erkek hem de kadin goniilliilerden elde edilen kan, doku, tiikiirtik, idrar,
diski ve bronkoalveolar lavaj stvisindan olusan bir biyobanka olusturulmustur. Alinan
tim doku pargalar1 (tim6r dokusu, normal doku, reaktif stroma ve lenf nodu dokusu)
soguk zincir korunarak labratuvar ortamima getirilmis ve homojenize edilerek
muhafaza edilmistir. Aym1 zamanda, bu orneklerden DNA ve RNA izolasyonlari
yapilmistir. Bu, biyomedikal aragtirmalar i¢in yeterli sayida yiiksek kaliteli 6rnek elde
edilmesini saglamakla birlikte ayn1 6rnege tekrar ihtiyag duyulmadan birden ¢ok test
yapilmasina olanak tanir. Bu tez calismasinda ise KHDAK hastalarinin se¢imi
yapilarak, secilen hastalarin kan ve dokularindan izole edilen RNA ornekleri ile
dizileme ¢alismasi yapilmistir. Bu 6rnek toplama siireci bir sonraki kisimda detayl

olarak anlatilmaktadir.
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3.2.3. KHDAK Alt Tiplerinin Belirlenmesinde Histolojik Analiz

Kuguk hicreli karsinom
(10-15%)
Erken dénemde yaygin metastaz,

en yaygin olarak agir sigara
Kugik Hucreli

)

icenlerde gorulur.

Leauiane

<L

Akciger Kanseri
(KHAK)

Adenokarsinoma
(40%)

Yaygin olarak, minimal invaziv

adenokarsinom (MIA) ve yerinde

adenokarsinom (AIS) icerir.

Kiiciik Hiicreli Dis1
Skuaméz Hucreli Karsinoma

(25-30%)

Genellikle proksimal bronglarin

Akciger Kanseri
(KHDAK)

mukoz membraninda ortaya ¢ikar.

Buyuk Hucreli Karsinoma
(10-15%)
Nadir, biiyiik ve hizla biiyiiyen

timorler genellikle periferik

akciger dokusunda bulunur..

Sekil 3. 3: Calismaya dahil edilen KHDAK histolojik gruplar1 ve dahil edilmeyen
KHAK.

Akciger kanserinin yaklasik %85’ini olusturan KHDAK kategorisindeki hasta
ornekleri ameliyat esnasinda alinarak patoloji tarafindan hiicrelerin biiylikligi ve
sekline gore degerlendirilmistir (Sekil 3.3). Alt tip tanisinda histolojik degerlendirme
onemlidir. Protokoller, mikroskop altinda yapilan incelemeler, immiinhistokimya
testleri (IHC) ve molekiler analizleri icermektedir. Genellikle kanserin alt tipini
belirlemek, tedavi stratejilerini yonlendirmek ve hastalarin prognozunu tahmin etmek
icin bu yaklagimlar bir arada kullanilir. Cerrahi islem esnasinda alinan doku kesitleri
parafine gomuli kesitler tzerinde IHC ve H&E boyama yapilarak patologlar

tarafindan onaylanmaistir.
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3.2.3.1. Dokularin Immunohistokimyasal Analiz Yontemi

Adenokarsinom: Mikroskop altinda hiicrelerin yapilarina, bez olusumlarina ve belirli
ozelliklere bakildi. Ayrica, IHC (imminhistokimya) testleri ile belirli protein ifadeleri
degerlendirildi. Tanist i¢in neoplastik bez olusumu ve TTF-1 ve napsin gibi pnémosit

belirteglerinin bulunmasi gerekmektedir.

Skuamdz Hucreli Karsinom: Hiicrelerin skuamoz (yassi) 6zelliklerini degerlendirmek
i¢in inceleme yapildi. Hucrelerin diferansiyasyon derecesi ve belirli protein ifadeleri
mikroskop altinda gozlemlendi. Teshisi, p40, p63, CK5 veya desmoglein gibi

belirteclerin kullanimiyla keratin iiretiminin tespitine dayanmaktadir.

Buylk Hducreli Karsinom: Bu tir, KHDAK'nin diger alt tiplerine benzemeyen
hiicrelerden olusur. Mikroskop altinda yapilar1 degerlendirdi ve hiicrelerin biytikligi

ve sekli incelenerek dislama durumuyla teshis edildi.

3.2.3.2.Dokularm Histolojik Analiz Yontemi

Sekil 3. 4: Dokularin histolojik analiz yontemi ile dogrulanmasi.

Hematoksilen ve eozin (H&E), histopatolojide yaygin olarak kullanilan bir boya
kombinasyonudur. Bu boya yontemi, dokulart mikroskop altinda incelemek ve yapisal
ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilir. Hematoksilen, bazofilik bilesenleri (genellikle
niikleuslar1) mavi-mor renkte boyarken, eozin, asidofilik bilesenleri (sitoplazma ve

bazi fibr6z dokular) pembe-kirmizi renkte boyar (Sekil 3.4).
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3.2.3.2.1.Parafin kesit alma ve H&E ile boyama

Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyalarinin Hazirlanisi

Harri'nin Hematoksilen boyasi hazirlanisi:

Hematoksilen Bilesigi (A): 1 ml etanol i¢cinde 10 g hematoksilin ¢ozilur.
Amonyum Sap Bilesigi (B): 20 gm amonyum sap1 sicak damitilmis suya eklenir.

Karistirma ve Kaynatma: Hematoksilen (A) ile amonyum sap (B) karisimini iyice

kanistirilir ve karigim kaynatilir.
Civa Oksit Eklenmesi: 0.5 g civa oksiti kaynar karisima eklenir ve iyice karistirilir.
Stizme: Hazirlanan karigim siiziilerek temiz bir kapta toplanir.

Eozin solisyonu hazirlanisti;

Eozin Bilesigi: 1 gm sar1 eozini damitilmis suda ¢ozulr.

Cozeltinin Hazirlanmast: Cozilmiis eozin ¢ozeltisine 320 ml etanol ve 80 ml

damitilmis su eklenir. 2 damla buzlu asetik asit eklenir.

Bu ¢ozeltileri dikkatlice hazirladiktan sonra, %0.5 HCI ile seyreltilmis amonyak suyu

gibi diger bilesenleri kullanarak boyama islemleri gergeklestirilir.

Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyama Prosediirii

1. Slayt bir alevle yakilir ve ksilen igine yerlestirilir. Balmumu ortadan kaldirmak
icin prosediir tekrarlanir.

2. Ksilen bosaltilir ve doku dilimini azalan konsantrasyon (%100, %90, %80,

%70) ve su iceren alkol banyolarindan gegirilerek nemlendirilir.

3 ila 5 dakika hematoksilen boyasi iginde bekletilir.

En fazla 5 dakika boyunca porsiyonlar “mavi” olana kadar akan suda yikanir.

%1 asit alkolde (%1 HCI %70 alkol) birkag saniye bekletilir.

o a > w

Akan musluk suyuyla durulanir. Porsiyonlar mavilesene kadar amonyak
suyuna batirdiktan sonra musluk suyuyla durulanir.

7. %10 Eosin boya iginde 1 dakika bekletilir.

8. Musluk suyu kullanarak 1 ila 5 dakika yikanir.

9. Yiikselen alkol igeriginde kurutulur.

10. Slaytlar1 temizlemek i¢in ksilen banyosuna yerlestirilir.
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11. Mikroskop altinda gbzlemlenir.

Cerrahi prosedirlerle elde edilen doku ornekleri hastanede parafin kesitlerle
onaylandiktan sonra laboratuvar ortaminda isleme tabi tutulmus ve kriyo kesitleri elde

edilmis ve onaylanmustir.

3.2.3.2.2. Kriyo kesit alma ve H&E ile boyama

Kriyo kesit, biyolojik érneklerin dondurulduktan sonra ince kesitler halinde kesilmesi
islemidir. Bu islem, genellikle histolojik veya mikroskobik incelemeler i¢in kullanilir.
Kriyo kesitler, 6zellikle tip ve biyoloji alanlarinda doku 6rneklerinin veya hiicrelerin
yapilarini incelemek igin 6nemlidir. Her bir kriyo kesit alindiktan sonra H&E ile
boyanarak laboratuvar ortaminda onaylanmistir. Calismaya dahil edilen 51 hastanin
her birinden timaor doku, normal doku, timdr mikrogevresinden reaktif stroma ve lenf
nodu dokusundan olmak Uzere toplam 204 6rnekten 50ser adet kriyo kesiti alinmistir.
Bu kesitlerden 35er tanesi IHC, 15er tanesi de ISH ¢aligsmalar1 i¢in hazirlanmistir. Bu
kriyo kesitleri 6rnek biitiinliiglinii korumak amaciyla biyobankada 6zenle saklanmaistir.
Bu yaklasim, orneklerin gelecekteki analizler ve arastirmalar i¢in dogrulugunu ve
giivenilirligini saglamakla birlikte akciger kanseri alaninda gelecekte yapilacak
calismalarin ve incelemelerin drnek biitiinliiglinii korumasina da katki saglayacaktir.

Uygulanan kryokesit uygulamasi ve histolojik boyama protokolii su sekildedir:

1. Akciger doku ornekleri, Leica CM1100 kriyostat makinesi kullanilarak 5 pm
kalinliginda kesildi.

2. Kesilen doku kesitleri, iki farkli amag i¢in ayrildi. Immiinhistokimya (IHC)
analizi i¢in olanlar mikroskop slaytlarina yerlestirildi. In situ hibridizasyon
(ISH) analizi icin olanlar, RNazeden arindirilmis superfrost slaytlarina
(Thermo Fisher Scientific, USA) yerlestirildi.

3. Immiinhistokimya (IHC) i¢in kullamlacak olan kriyo kesitler, -20°C'de aseton
icinde 5 dakika boyunca sabitlendi.

4. In situ hibridizasyon (ISH) i¢in amaglanan diger kriyo kesitler ise formalin
icinde bir dakika boyunca sabitlendikten sonra ¢ kez salin-sodyum sitrat
(SSC) tamponuna batirildi.

5. Tim doku kesitleri, isleme kadar korunmasi i¢in hemen -80°C'de donduruldu.

64



6. Hematoksilen-eosin (H&E), Immiinhistokimya (IHC) veya In situ
hibridizasyon (ISH) analizleri yapabilmek igin, tum kriyo kesitler standart bir
rehidrasyon isleminden gecti. Bu islem, sirasiyla %100, %95 ve %70
oranlarinda etanolde ylizdiirtilerek gergeklestirildi.

7. Kanser tiplerini degerlendirmek icin H&E boyamas1 yapildi:

8. Slayt rehidrasyonunun ardindan slaytlar musluk suyu ile yikandi.

9. Slaytlar bir dakika boyunca hematoksilen boyasina batirildi, ardindan musluk
suyu banyosunda 10 kez daldirildi.

10. Sonrasinda slaytlar 30 saniye boyunca eosine maruz birakildi ve tekrar 10 kez
musluk suyuna batirildi.

11. Bu iglemlerin ardindan slaytlar sirasiyla %96 etanol, aseton ve xilen iginde
yikanarak hazirlandi.

12. Son olarak, sabitleme ortami kriyo kesitlerine uygulandi ve slaytlar tirnak cilasi

ile kapatilarak miihiirlendi.

3.2.4. Biyobanka Olusumunda Ornek Toplama Siireci

Biyobanka olusturmanin temel bir pargasi, 6rnek toplama siirecidir ve bu asama
oldukca kritiktir. Ornek toplama siireci, biyobankalarin basarismin ve bilimsel
arastirmalarin giivenilirliginin temel bir bilesenidir. Bu siire¢, 6rneklerin kalitesini ve
giivenligini saglayarak bilim ve tibbi arastirmalara 6énemli katkilarda bulunur. Bu
sebeple hastalardan alinan biyolojik oOrneklerin toplanma, transfer ve saklama

stireglerinin ayrintilt metodolojisi sekil 3.5°deki gibidir.
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Hasta Belirleme (KHDAK hastalart)
e  Skuamdz Hiicreli Karsinom
e Adenokarsinom

e  Biyik Hiicreli Karsinom

Ameliyattan birgiin 6nce hastadan kan, tiikiiriik, idrar ve digk1 alinir. Santriifiijlenir, alikotlanir ve -80° derin dondurucuda

depolanir.

'-. \;
]_j_.J “

Ameliyat Esnasinda hastanin ; Timér dokusu, normal dokusu, reaktif stromasi ve lenf nodu dokusu alinir. Ayrica

bronkoalveolar lavaj s1tvisi (BALF) da alinir.

Dokular direkt sivi nitrojen (-196) ile hizli bir sekilde
dondurulur ve soguk zincir yolu ile -80° derin dondurucuya

depolanir.

Sekil 3. 5: Biyobanka olusumunda 6rnek toplama siireci.
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3.2.4.1. Doku Orneklerin Toplanmasi

Cerrahi prosediir sirasinda (Sekil 3.6) timor dokusu, normal doku, reaktif stroma ve
lenf nodlarindan doku 6rnekleri her bir doku tipi igin 5 ayr1 nohut pargasi olarak ayri
ayr1 toplandi. Bu 6rnekler hemen etiketli kriyotiiplere yerlestirildi ve sivi azot i¢inde
hizli dondurma yontemiyle aninda donduruldu. Bu islem, dokunun molekiiler ve
biyokimyasal durumunun hizli bir sekilde korunmasini saglar, boylece sonraki
analizlerin yiiksek dogruluk ve giivenilirlikle yapilmasina olanak tanir. Orneklerin
histolojik karakterizasyonu patalog tarafindan yapildi ve 6rnekler uzun streli koruma
saglamak amaciyla -80°C derin dondurucuda depolandi. Ornek biitiinliigiinii korumak
i¢in depolama sirasinda donma-¢6ziinme déngilerinden kesinlikle kaginildi. Bu arada
in vitro ve in vivo caligsmalar i¢in hiicre izolasyonu amaciyla kullanilanlar steril
ortamda alind1 ve eger hemen kullanilmadiysa uygun dondurma soliisyonunda (%90

FBS + %10 DMSO) s1v1 nitrojen tankinda saklandi.

Healthy Diseased /.
‘ ‘ ‘ 0 ‘ e Tumdr dokusu igin 5 punch
& ll- ll- ll- l-l e Normal doku igin 5 punch
= &= &= = = e Reaktif Stroma icin 5 punch
e Lenfnodu dokusu icin 5 punch
&=
] —— e

Sekil 3. 6: Doku 6rneklerinin toplanma is akist.
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3.2.4.2. Biyolojik Sivilarin Toplanmasi

Biyobanka icin kan 6rnekleri, Tablo 3.4'deki programa gore toplanmakta ve vakumlu
tiiplere alinmaktadir. Ayrica, orneklerin igleme merkezine taginirken depolandigi

sicaklik belirtilmistir.

Tablo 3.4: Kan 6rneklerinin toplanmasinda uygulanan protokol.

Ornek Tipi Toplanan Hacim | Tasima Sicakhg1 | TUp Tipi
(mli) (°C)

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)

Kanin tamamini veya plazma 6rneklerini toplamak i¢in antikoagiilan/koruyucu madde
iceren EDTA igeren vakutainer tiipleri kullanilir. Pihtilasmay1 6nlemek igin tiipler
nazikge ters ¢evrilir ve on kez dondiiriilerek antikoagiilanin tam kanla iyi karigmasi
saglanir. K2 Potasyum Tuzu iceren EDTA katkisi, vakutainerin i¢ yiizeyine stratejik
olarak kaplanir ve pihtilasma siirecini etkili bir sekilde engeller. Ote yandan, serum
ornekleri i¢in CAT igeren Vakutainer Tipleri 6zel olarak tasarlanmistir. Bu tiipler
silikon ve mikronize silika partikiilleri ile kaplanmistir, bu da pihtilagsma siirecini
kolaylagtirir ve hizlandirir. Tipler ters cevrildiginde ve kanistirildiginda, bu

kaplamalarin varlig1 pihtilagsmay aktive eder ve serumun kandan ayrilmasini saglar.
Serum

Kan ornekleri a¢ karnina serum ayristirict tiiplere toplanir ve ardindan buzda
pihtilagsma i¢in 30 dakika, 60 dakikay1 asmamak tizere inkiibe edilir, ¢linkl bu reziduel
metabolik aktiviteyi en aza indirir. Pihtilagma siiresinden sonra, tiip 20 dakika boyunca
1100-1300 g hizinda ve oda sicakliginda santrifiijlenir. Ust tabakada goriinen serum
stpernatant olarak dikkatlice alikotlanir ve biitiinliigiinii korumak i¢in -80°C'de
saklanir, donma-¢oziinme ddngulerini onleyerek (Sekil 3.7). Ozel koleksiyon
kitlerinin kullanimi, RNA veya DNA analizi gibi sonraki analiz gereksinimlerine

baghdir.
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Sekil 3. 7: Serum 6rneklerinin toplanma is akisi.

Plazma

Plazma oOrnekleri i¢in kan a¢ karnina EDTA iceren tiiplere toplanmalidir. Toplama
sonrasinda tliip 4°C'de 15 dakika boyunca 13,000 x g hizinda santrifiijlenerek
slipernatant izole edilir. Stpernatant daha sonra alikotlanir. Serum érnekleri gibi, 6zel
koleksiyon kitlerinin kullanimi amaglanan sonraki analize gore degisir. Plazma
kalitesini korumak igin -80°C'de saklanir ve 6rnek biitiinliiglinii korumak i¢in donma-

¢cozinme dongdleri 6nlenir (Sekil 3.8).

!L ‘*t l »; =
\

Sekil 3. 8: Plazma 6rneklerinin toplanma is akisi.

Tam Kan

Tam kan biyobankacilifi i¢in kan Ornekleri a¢ karnmma EDTA igeren tiiplere
toplanmalidir. Toplama sonrasinda kan alikotlanir ve 6rnek biitlinliigiinii saglamak,
donma-¢6zinme dongulerini 6nlemek icin -80°C'de saklanir (Sekil 3.9). Diger kan
bilesenleri gibi, 6zel koleksiyon kitlerinin se¢imi RNA veya DNA analizi gibi belirli

sonraki analiz gereksinimlerine baglidir.
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Sekil 3. 9: Tam kan Orneklerinin toplanma is akist.

Idrar

Biyobanka i¢in, toplanan idrar 6rneklerinin tutarliligini saglamak amaciyla sabah idrar
orneklerinin uygun olacagi kararlastirilmistir. Daha yogun bir dogaya sahip idrar
ornekleri icin steril seffaf idrar kaplar1 tercih edilmistir. Idrar1 ¢ogu analiz igin
korumak amaciyla soguk depolama kullanilmis, tasima ise buz paketleri kullanilarak
kolaylastirilmistir. Ornek depolama sirasinda bakteriostatik bir ajan olarak sodyum
azid eklemesi yapilabilir. Ozel koleksiyon kitlerinin segimi, RNA, DNA veya diger
bilesenlerin dahil olup olmamasina bakilmaksizin amaglanan sonraki analizlere dayali
olarak yapilmistir. Her 6rnek, herhangi bir partikiilii 5nlemek i¢in 0.2 um filtrasyondan
gecirilmistir.  Ardindan, ornekler 5 dakika boyunca 1000-3000 rcf hizinda
santrifiijlenmis ve siipernatant dikkatlice almmustir. Islenmis ornekler ardindan
alikotlanarak -80°C'de saklanabilir, butiinliklerini korumak icin (Sekil 3.10). Ornek
kalitesini korumak icin donma-¢6ziinme dongiilerine maruz birakmaktan kagiilmasi

onemlidir.

Sekil 3. 10: idrar &rneklerinin toplanma is akis1.
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Tukdrak

Tiikiirtik Ornekleri a¢ veya sigara icmeme kosullarinda 6rnek tiiplerine toplanir.
Tiikiiriik ornekleri her hastadan iki kez toplanmustir. Ilk &rnek, agiz suyla
calkalanmadan 6nce alind1 ve bu ileride ¢alisilacak mikrobiyota analizi igin depolandi.
Ikinci 6rnek, ag1z suyla calkalandiktan sonra topland: ve dogrudan kanser ¢alismalart
igin toplandi. Toplandiktan sonra Ornekler -80°C derin dondurucuda, gelecekteki

arastirma veya tan1 amagclari i¢in muhafaza edildi (Sekil 3.11).

1.  Agizsuyu

2. Agizsuyu

Sekil 3. 11: Tiikiiriik 6rneklerinin toplanma is akist.

Bronsival Alveoler Lavaj Sivis1 (BALF)

Bronsiyal alveoler lavaj sivisi (BALF), steril tuzlu suyun her loba enjekte edilmesiyle
akciger loblarindan ve dil alanindan toplanir. Sivi daha sonra nazik manuel emis ile
cekilir. Ornekleri korumak i¢in tasima sirasinda kuru buz iginde tutulur. Laboratuvara
ulastiginda BALF, gelecekteki analiz i¢in biitiinliiglinii korumak i¢in -80°C'de saklanir
(Sekil 3.12). Bu iyi korunmus BALF 6rnekleri, ¢esitli arastirma ve klinik uygulamalari

icin degerli kaynaklar olarak hizmet eder.
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LB BALF
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Sekil 3. 12: Bronkoalveolar lavaj sivisinin toplanma is akisi.

Diski
Diski 6rnegi toplama islemi genellikle 1-2 gram tek bir noktadan alinir. Toplandiktan

sonra Ornek alikotlanir, boylece gelecekteki kullanim i¢in uygun ve verimli sekilde
islenir. Ornek biitiinliigiinii korumak ve molekiiler bilesenlerini korumak igin
alikotlanmis diski  6rnekleri -80°C'de saklanir (Sekil 3.13). Boylece, diski
malzemesinin kalitesini ve canliligin1 korumaya yardime1 olur ve genis bir arastirma

ve tan1 uygulamalar1 yelpazesine uygun hale getirir.

Sekil 3. 13: Digki 6rneklerinin toplanma is akisi.

3.2.5. Calismaya Dahil Edilen Hastalarin Evreleme Bilgileri

Burada Sekil 3.14°de de belirtildigi gibi hasta drneklerinin histolojik olarak belli bir
siifi ¢alisilmistir. Patologlar tarafindan histolojik siiflandirmalar1 yapilan KHDAK

hastalarmin “Adenokarsinoma, Skuaméz Hiicreli Karsinoma ve Biiyiikk Hiicreli

72



Karsinoma” olarak adlandirilan alt tipleri bu tez calismasinda kullanilmaktadir.
Burada ¢alisilmasi planlanan hasta sayisi adenokarsinoma i¢in 19 hasta (95 6rnek),
skuamoz hucreli karsinoma igin 25 hasta (110 6rnek), blytk hucreli karsinoma 7 hasta
(35 6rnek) toplamda 51 hasta ve bu hastalara ait 255 drnektir (Tablo 3.5).

Sekil 3. 14: Caligmaya dahil edilen hasta gruplar1 ve 6rnek sayilari.

Tablo 3.5: Calismaya dahil edilen hastalarin histolojik ve evreleme bilgisi.

HASTA | HASTA DOKU TiPi EVRELEME STAGE -
SAYISI NO GRADE

1 1 Skuam@z Hticreli Karsinom T3NOMO 2B-2

2 2 Adenokarsinom T4N1MO 3A-3

3 4 Skuamdz Hucreli Karsinom T2AN1IMO 2A-2

4 5 Skuamdz Hucreli Karsinom T2BN1MO 2B-3

5 8 Skuaméz Hdcreli Karsinom T3NOMO 2B-2

6 10 Skuamdz Hucreli Karsinom T2ANOMO 1B-2

7 13 Adenokarsinom T1BNOMO 1A-3

8 14 Adenokarsinom T3NOMO 2B-3

9 16 Skuaméz Hdcreli Karsinom T4NOMO 3A-3

10 17 Skuamdz Hucreli Karsinom T3NOMO 2B-2

11 21 Buytk Hicreli Karsinom T4NOMO 3A-3

12 22 Skuamdz Hucreli Karsinom T3N2MO 3A-3

13 23 Skuamdéz Hucreli Karsinom T2AN1IMO 2A-2

14 24 Adenokarsinom T4N2MO 3B-3

15 25 Skuamdéz Hucreli Karsinom T3N1IMO 3A-2
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16 26 Adenokarsinom T1BNOMO 1A-2

Tablo 3. 5: Calismaya dahil edilen hastalarin histolojik ve evreleme bilgisi (devami).

17 ’ 27 ‘ Adenokarsinom T2ANOMO ‘ 1B-3
18 32 Adenokarsinom T2ANOMO 1B-3
19 34 Buyuk Hicreli Karsinom T3NOMO 2B-3
20 35 Adenokarsinom T3NOMO 2B-3
21 37 Skuamdz Hucreli Karsinom T2AN1IMO 2A-2
22 38 Skuamdéz Hucreli Karsinom T4N1MO 3A-2
23 39 Skuamdz Hucreli Karsinom T2BN1MO 2B-2
24 41 Adenokarsinom T2BNOMO 2A-3
25 44 Adenokarsinom T1BNOMO 1A-3
26 47 Adenokarsinom T2ANOMO 1B-3
27 49 Adenokarsinom T2ANOMO 1B-3
28 51 Skuamdéz Hucreli Karsinom T2BN1MO 2B-2
29 54 Skuamdz Hucreli Karsinom T4N1MO 3A-2
30 55 Adenokarsinom T3NOMO 2B-3
31 56 Skuamo6z Hucreli Karsinom T3NOMO 2B-2
32 61 Adenokarsinom T4NOMO 3A-3
33 63 Skuamdéz Huicreli Karsinom T3N1IMO 3A-3
34 68 Skuamdéz Huicreli Karsinom T3NOMO 2B-2
35 70 Adenokarsinom T3NOMO 2B-3
36 71 Skuamd6z Huicreli Karsinom T2BN1MO 2B-2
37 78 Buyik Hicreli Karsinom T3NOMO 2B-3
38 90 Adenokarsinom T3N1IMO 3A-3
39 102  Adenokarsinom T3N2MO 3A-3
40 105  Adenokarsinom T3N1IMO 3A-3
41 120  Adenokarsinom T2BNOMO 2A-2
42 121  Biyik Hicreli Karsinom T2AN1IMO 2A-3
43 123  Adenokarsinom T4NOMO 3A-3
44 125  Adenokarsinom T3N1MO 3A-3
45 129  Adenokarsinom T2BNOMO 2A-3
46 133  Adenokarsinom T2BN1MO 2B-2
47 135  Buyuk Hucreli Karsinom T2BN1MO 2B-3
48 139 | Adenokarsinom T3NOMO 2B-3
49 147  Buyuk Hucreli Karsinom T4N2MO 3B-3
50 168  Buyik Hicreli Karsinom T2ANOMO 1B-3
51 179  Adenokarsinom T2AN1IMO 2A-2
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3.2.6. Hasta Orneklerinin Karakterizasyonu

Hasta drneklerinin karakterizasyon is akisit Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6: Calismaya dahil edilen hasta drneklerinin karakterizasyonundaki is akisi.

Calismaya Dabhil
Edilen Hastalar
-25
adenokarsinoma Homojenizasyo : §
Kalite Kontroll
(125 Ornek) n RNA _
; RNA’larin kalite
-19 skuamoz Dokularin toz izolasyonu
; kontroli
hiicreli formuna Toz formundaki
.. (Nanodrop,
karsinoma getirilerek dokudan RNA Oubi
ubit,
(95 6rnek) homojenize izolasyonu ;
; : Bioanalyzer)
- 7 bulytik hticreli edilmesi
karsinoma
(35 6rnek)

3.2.6.1. Doku Homejenizasyonu

Biyobankada depolanan hasta 6rnekleri hastaliga yonelik herhangi bir tedavi almamig
hastalardan alan 6rneklerdir. Opere olan ve wedge rezeksiyon / segmentektomi /
lobektomi / bilobektomi ya da pndmonektomi yapilan olgulardan elde edilen piyesler
timor dokusu, reaktif stroma olarak adlandirilan tiimére sinir doku, normal akciger
dokusu ve lenf dokusu olarak soguk zincir dahilinde ayristirtlmis 6rneklerdir. Her bir
ornek ayr1 ayr1 uygun tiiplere transfer edilerek kiigiik miktarlar halinde soguk zincir
dahilinde biyobankaya ulagtirilmistir. Doku 6rnekleri, RNAse-free ortam kosullari
altinda s1v1 nitrojen igerisinde toz haline getirilmistir. Burada steril havan, tokmak, tek
kullamimlik malzemeler kullanilmaktadir. Ornekler aras1 ¢apraz kontaminasyonun
Oniline gecebilmek adina islemlerin hepsi laminar flow kabin altinda yapilmistir. Her

bir doku toz haline getirildikten sonra tiim malzemeler disar1 alinarak, kabin ¢amasir
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suyu ve zap ile silenerek ardindan diger ornek calisilmis ve islem giin iginde
maksimum 4 6rnek (ayn1 hastaya ait 6rnekler) i¢in tekrarlanmistir. Boylelikle hastalar

arasi ¢apraz kontaminasyon da onlenmistir (Sekil 3.15).

:
Sy

. —e

. E—

—— —_—

Sekil 3. 15: Doku orneklerinin Rnase-free ortam kosullar1 altinda sivi nitrojen
icerisinde toz haline getirilmesi.

3.2.6.2. Total RNA izolasyonu Ve Kalite Parametrelerinin Olgiilmesi

Dondurulmus timor dokularindan (KHDAK tiimor doku, reaktif stroma olarak
adlandirilan tiimoére smir doku, normal akciger dokusu ve lenf dokusu) ve
dondurulmus tam kan 6rneklerinden RNA izolasyonu i¢in sirasiyla PureLink™ RNA

Mini Kit (Invitrogen™) #12183018A, Quick-RNA Whole Blood (Zymo research)
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#R 1201 kitleri kullanildi. RNA izolasyonu laminar flow kabin igerisinde ve doku toz
forma getirildikten hemen sonra yapildi. Kandan RNA izolasyonu da laminar flow
kabin igerisinde tiim doku ¢alismalar1 bittikten sonra ayni hastalara ait frozen kanlar
kullanilarak yapildi. Total RNA’nin kalitesi Agilent RNA 6000 Nano Reagents #5067-
1511 kiti ile, Bioanalyzer 2000 (Agilent) cihazinda, RNA ¢ip kullanilarak kontrol
edildi. RIN (RNA Integration Number) degerinin 7 veya iizeri olmasina, RNA
saglamlig1 agisindan dikkat edildi. Kalitesinden emin olunan total RNA 6rneklerinden
oncelikle, Qubit RNA BR (Broad-Range) Assay Kiti #Q10210 kullanilarak Qubit
cihazi ile miktar tayini yapildi, A260/280 ve A260/230 degerleri spektrometre ile

Olciilerek kalite parametrelerine bakildi.

3.2.6.2.1. Ezilmis Dokudan Ve Tam Kandan RNA izolasyonu

Toz formuna getirilen dokulardan ve dondurulmus tam kan 6rneklerinden RNA
izolasyonu i¢in sirasiyla PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen™) #12183018A,
Quick-RNA Whole Blood (Zymo research) #R1201 kitleri kullanilmistir (Sekil 3.16).

!‘\ ‘
N—”
Sekil 3. 16: Dondurulmus toz formundaki dokudan ve dondurulmus kandan RNA
eldesi.
Dokudan RNA [zolasyonu

1. Ezilen dokuya ait tozun bulundugu cryotiip siv1 nitrojen igersinde laboratuvara

RNA izolasyonu yapilacak kabin igersine getirilir.
2. Ortam ve kullanilacak pipetler Zap ile temizlenir. Pipet uglar steril ve filtrelidir.

3. Cryotiip s1v1 nitrojen igersinden alinir ve i¢ersine 1 mL Trizol Reagent eklenir. 1
mL’lik pipet yardimi ile 6 dakika boyunca pipetleme yapilir. Burada yeterli
pipetlemeyi yapmak 6nemlidir.
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4. 6 dk’lik pipetlemenin ardindan tizerine 0.2 mL kloroform eklenir. 3 dk boyunca
elimizde ¢ok yavas bir sekilde tiip alt tist yapilir. Kesinlikle pipetleme ya da vortex

yapilmaz. Fazla karistirilirsa DNA kontaminasyonuna sebep olmaktadir.
5. 3 dk ardindan 4 derecede 12.500xg de 15 dk santriifiij edilir.

6. Santriifiij sonrasi iist faz (renksiz faz) RNAse-free tiip icersine aktarilir. Bu

yaklasik 600 pL kadardir.
7. Bu tiip lizerine esit hacimde 70% EtoH eklenir. Vortexlenir.

8. Total 1200 puL olan 6rnek 600 puL + 600 pL olarak iki kerede kolona aktarilir ve
oda sicakliginda 12.500xg de 15 saniye santriifiij edilir.

9. Kolondan gegen stvi kisim atilir.

10. Kolon lzerine 700 pL Wash 1 buffer eklenir. 12.500xg de 15 saniye santrufj

edilir. Kolondan gecen siv1 kisim atilir.

11. Kolon Gzerine 500 pL Wash 2 buffer eklenir. 12.500xg de 15 saniye santrufij

edilir. Kolondan gecen siv1 kisim atilir.
12. En son basamak tekrar edilir.
13. Filtreli kolon RNAse-free tiip igersine alinmalidir.

14. RNAse-free sudan 40 pL kolona eklenerek 8-10 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmelidir.

15. Oda sicakliginda 12.500xg de 2 dk santriifiij edilmelidir.

16. Tup icersine saflastirilan RNA daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere “3
adet 10 pL”ve “l adet 5 uL” olarak alikotlanmalidir. RNA kullanilincaya kadar -
80°C’de muhafaza edilir.

17. RNA, miktar ve kalite 6lcimi icin nanodrop, gel elektroforez, bioanalyzer

uygulamalarinda kullanilir (Sekil 3.17).
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Sekil 3. 17: Dondurulmus toz formundaki dokudan RNA izolasyon asamalari.

Tam Kandan RNA Izolasyonu

1. Tam kan 6rnegi hastanede soguk zincir korunarak alinir ve -80°C’de muhafaza

edilir.

2. 200ul’lik alikotlu tupler Quick-RNA Whole Blood (Zymo research) #R1201 Kiti

icin uygundur.

3. Tam Kan’in bulundugu cryotiip buz icersinde laboratuvara RNA izolasyonu

yapilacak kabin igersine getirilir.
4. Ortam ve kullanilacak pipetler Zap ile temizlenir. Pipet uglar steril ve filtrelidir.

5. Kan c¢oziilmeden iizerine esit miktarda DNA/RNA shield eklenir. Tamamen

karistirilir.

6. Uzerine 8 uL Proteinaz K eklenir ve vortexlenir. Oda sicakliginda 30 dk inkiibe

edilir.
7. Son hacim kadar isopropanol eklenir ve vorteklenir.

8. Karisim Zymo-Spin IIICG Column igersine alinir ve 15.000xg’de 30 saniye
santrifdj edilir. Kolon RNAse-free tiip igersine alinir.

9. 200 uL RNA Recovery Buffer kolon igersine eklenir ve 15.000xg’de 30 saniye

santrufij edilir.

10. Tap igersinde toplanan ornek Gzerine 200 pL Ethanol (%100) eklenir ve

vortekslenir.
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11. Karisim Zymo-Spin IC Column igersine alinir ve 15.000xg’de 30 saniye santriifiij
edilir.

12. Alt kisimda toplanan siv1 atilir.
13. 400 uL RNA Prep Buffer kolona eklenir ve 15.000xg’de 30 saniye santriifuj edilir.
14. Alt kisimda toplanan siv1 atilir.

15. 700 pL RNA Wash Buffer kolona eklenir ve 15.000xg’de 30 saniye santriifiij

edilir.

16. Alt kisimda toplanan sivi atilir.

17. 400 uL RNA Wash Buffer kolona eklenir ve 15.000xg’de 2 dk santriifiij edilir.
18. Bos olarak son bir kez 15.000xg’de 2 dk santriifiij edilir.

19. Kolon RNAse-free bir tiip igersine yerlestirilir ve tizerine 15 nL. DNAse/RNAse-
free su eklenir. 8-10 dk oda sicakliginda bekletilir. 15.000xg’de 2 dk santriifiij edilir.

20. Tup icersine saflastirilan RNA daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere “1
adet 10 pL”ve “1 adet 5 puL” olarak alikotlanmalidir. RNA kullanilincaya kadar -
80°C’de muhafaza edilir.

21. RNA, miktar ve kalite 6lcumu icin nanodrop, gel elektroforez, bioanalyzer

uygulamalarinda kullanilir (Sekil 3.18).

DNA/ENA Shield
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Sekil 3. 18: Dondurulmus tam kandan RNA izolasyon agamalari.
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3.2.6.2.2. Elde edilen RNA’larin Kalite Kontrolii (Saflik ve Biitiinlik
Kontroll)

Nanodrop (Mikro) Spektrofotometre Olciimii

Nanodrop cihazinda 6l¢iim yaparken oncelikle cihazin probu distile su ile temizlenir.
260/280 ve 260/230 i¢in 6l¢iim sirast;

-1uL dH20

-1uL Blank

-1uL RNA 06rnegi ile 6l¢iim yapilir.

Qubit Florometrik Olgimi

* Nukleik asitlerin florometrik dl¢timiinde kullanilan boya 1X olarak hazirlanir.
»  Her bir RNA 6rnegi i¢in boya ilave edilen tiipler hazirlanir.

+  Kitin I¢indeki standartlar kullanilarak floresans 6l¢iime dayali degerler RNA igin
saptanir. Standartlar referans noktasi vermektedir.

Hesaplama;

(RNA ve DNA’nin boyasi ayridir)

*  Boya 200X’dir. 1X olarak kullanilir.

« Boya + mix soliisyonundan herbir tiipe 199 puLkoyulur.

»  Standart tiiplerine 190 pL bufferli karisimdan koyulur.

» Standartlar 10 pL, 6rnekler 1 pL kullanilir.
Florometrik 6l¢tim alinir.

Formaldehitli RNA jeli Hazirlama

* DEPC su otoklavlandiktan sonra meziir yardimi ile 36 mL olarak ayarlanir.

+  Kuglk bir erlen icersinde 500mg Ultra-Pure Agarose tartilir. Uzerine 36 mL
DEPC su eklenir.

*  Mikrodalga firn igersinde eritilir.

»  Elle tutulacak kadar sogudugunda tizerine 9ml %37 Formaldehit ve 5 mL 10X
MORBS eklenir. Kaset icersine dokiiliir ve tarak yerlestirilir.

» Buffer olarak 1X MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) kullanilir (9X
DEPC su + 1X kadar 10X MOBS) (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7: 10X MOPS igin gerekli malzeme miktarlari.

Malzemenin Molaritesi Malzemenin Ad1 Miktari
0,4 M MOPS 8,379
0,1M Sodium acetate 1,36 g
0,01 M EDTA 0,379
80 mL DEPC (Diethyl pyrocarbonate),su eklenir. NaOH kullanilarak pH:7’ye
2(}jl?lrilralln1r. Daha sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlanir. +4°C’de muhafaza

RNA 06rneklerinin Hazirlanmasi

*  Isitict blok kullanilarak 70°C’de 10 dk denatiire edilir.

» Bir dk buzda bekletilerek érnekler (Tablo 3.8) jel elektroforezinde yuratilir ve

incelenir.

Tablo 3.8: Her RNA tiipii i¢in tiipe eklenmesi gereken malzeme miktarlari.

RNA 2 uL
Loading Dye 1L
1X MOPS 4 pL
EtBR (0,1 mg/mL) 1puL
Formaldehit 3 uL
DEPC su 4 uL

Bioanalyzer Sistemi

RNA’nin biitiinliik kontrolii i¢in kullanilan RNA boyutlarinin 6l¢iildigii bir kalite
kontrol analiz sistemidir. Burada kullanilan kit Agilent RNA 6000 Nano kiti kullanilir.
Ornekler 1 pL kullanildig1 igin 1,5 pL alikotlama yapilir. Ladder alikotlama igin
RNAse-free tiip kullanilir. Once tiim tiip icindeki Ladder bir ependorf tiipe aktarilir.
Kullanmadan 6nce 70°C’de 2 dk denatiire edilir. Alikotlanir ve -80°C’de denatiire
halde saklanir! Ladder i¢in totalde 20 adet tiip yazilir ve 1,5 pL tiiplere alikotlanir.
Olgiim igin konsantrasyon araligi 25-500 ng olacak sekilde ornekler dilte edilir.
Ornekler kullamlmadan énce stoklarndan 2 pL alinarak tiiplere aktarilir. Yogun
olanlarda diliie edilerek 2 pL alinarak tiiplere aktarilir. Bu 6rnekler 70°C’de 2 dk

denatire edilir.
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Cip icin Jel Hazirlama

Kit icersinden ¢ikan kirmizi baglikli tiip 550 pL filtreden gecirilir. 1.500xg’de 10 dk
santriifiij edilir. 65 pL tiiplere dagitilir. Totalde 7 adet ¢ikar. Mavi kapakli Dye 1 pL (
karanlikta tutulur) jelin i¢ine eklenir ve vortexlenir.13.000xg de 10 dk santriifiij edilir.
Bu esnada cihaz agilir. Cihazin yikama islemi yapilir. Bunun i¢in 3 adet yikama ¢ipleri
kullanilir. 1. yikama ¢ipine 350 pL alt késeden dH2O verilir, cihaza koyup kapatilir.
1 dk beklenir. 2. yikama ¢ipine 350 uL ZAP alt kdseden verilir, cihaza koyup kapatilir.
1 dk beklenir. 3. yikama ¢ipine 350 pL alt kdseden dH2O verilir, cihaza koyup
kapatilir, 1 dk beklenir. Cipler kullandiktan sonra silkelenir ve kaldirilir. Deneye
baslamadan Once ve bittikten sonra kesinlikle yikama islemi yapilmalidir, yoksa cihaz
islem sirasinda hata verir. Yikama yapildiktan sonra cihazin kapagi kurumasi icin agik
birakilir. Cip ylikleme siringast RNA icin en iist kisma getirilir. Niikleik asit i¢in ise
siringanin taban kismi C’de olmalidir. Bilgisayar tizerinden 2100 Expert Programi

acilir.

Ornekleri Cihaza Yiikleme Islemi

Jel-dye mix 9 pL olarak ¢ip lizerinde G yazan kuyuya yiiklenir. Siringa 1 mL’deyken
kapatilir ve mandalin altina kadar bastirilir. 30 saniye tutulur ardindan mandal agilir.
1 yazan kisma gelmesi beklenir. 0,7 nin iistiine geldikten sonra elimizle 1’e dogru
cekilir. 9 pL gel-dye mix diger 2 adet G kuyularina sirasiyla koyulur. Her bir kuyuya
5 pLl referans koyulur. Bu marker baslangi¢ ve bitis belirtecleri ig¢in kullanilir.
Merdiven de dahil olmak Gzere 13 kuyu doldurulur. Merdive 1 pL ladder koyulur.
Ardindan 6rnekler 1 pL yiiklenir. 1.200xg de 2 dk vortexlenir. Bilgisayar lizerinden
2100 Expert Programu acilir. Assay olarak RNA, ¢ip tipi olarak okaryot Total RNA

Nano programi segilir. Cip cihaza yerlestirilir ve program baglatilir.

3.2.7. Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi ile Transkriptom Dizilenmesi

RNASeq dizileme kiitliphanesinin hazirlanmasi: TruSeq® Stranded Total RNA
Library Prep Human/Mouse/Rat #20020597 Kiti (lllumina), kutiphanelerin

hazirlanmasinda kullanildi. Tablo 3.9°da is akis1 verilmistir.
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Tablo 3.9: RNA-Seq kiitiiphane hazirhigindaki is akisi.

Total RNA

Ribozomal RNA’nin Uzaklastirilmasi ve RNA’nin Fragmantasyonu

cDNA Sentezi ve Ikinci Iplik Sentezi

3’u¢ Adenilasyonu

Adaptorlerin Ligasyonu ve DNA Fragmanlarinin Cogaltilmasi

Normalizasyon ve Kiitiiphanelerin Havuzlanmasi

RNA Seq kiitliphane hazirliginda kullanilan kitler, kodlama yapan ve kodlama
yapmayan RNA’larin analizine olanak sagladigi icin secilmistir. Yeterli kalite
parametrelerini tutturan ve saglamligi dogrulanan total RNA 6rneklerinin her biri 1
ng/10 uL olacak sekilde RNASeq kiitiiphane hazirlig1 i¢in kullanildi. Hem sitoplazmik
hem de mitokondriyal ribozomal RNA’lar1 uzaklastirip, mRNA ile small RNA kismin
ayristirmak igin hedef-spesifik oligolarla etiketli streptavidin boncuklar kullanildi.
Ayristirilan RNA, enzimatik yontemle (yaklasik 300 nt) kesildi. Kesilen RNA
parcalari, random hexamerler kullanilarak SuperScript II Reverse Transcriptase
(Invitrogen) enzimi ile cDNA’ya ¢evrilecek ve ardindan DNA Polimeraz I ve RNAse
H kullanilarak, dUTP'nin ikinci zincir sentezine dahil edilmesiyle ikinci sarmal cDNA
sentezi tamamlandi. Fragmanlarin 3’ ucuna tek bir “A” niikleotidi eklenerek
adenilasyonu saglandi. Boylece adapt6riin 3' ucunda bulunan tek bir T niikleotidi igin
tamamlayici bir ¢ikint1 saglandi1 ve adaptdr baglanmasi gergeklestirildi. indekslenmis
ve adaptor eklenmis pargalar, AgentCourt Ampure XP (Beckman Coulter) boncuklari
kullanilarak biiyiikliik ve adaptor temizligine tabi tutuldular. PCR amplifikasyonu ile
DNA fragmanlar her iki ugtaki adaptor molekiiller ile segici olarak zenginlestirildi.
Metodolojisi kisaca ozetlenen bu kiitliphane hazirlik calismasi i¢in takip edilen

yontemin teknik ayrintilar1 asagida detayl olarak belirtilmistir.
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3.2.7.1. RNA Seq Kiitiiphane Hazirhik Protokolii

rRNA’nin Uzaklastirilmasi Ve cDNA Sentezi

1. RRM (rRNAremoval mix), EPH (Elute, Prime, Fragment High Mix), RBB
(rRNAbindingbuffer), RRB (RRNA removalbeads), PCR plaklari, RNA Clean XP,
AMPure XP, EB (Elutionbuffer) oda sicakligina getirilir.

2. Total RNA o6rneklerinin her biri 1 ug/10 pL olacak sekilde 96 kuyulu PCR plagina

aktarilir.
3. 5 uL RBB (rRNAbindingbuffer) her bir kuyu izerine eklenir.
4. 5 puL RRM (rRNAremoval mix) her bir kuyu lzerine eklenir.

5. Totalde 20 pL olan her bir kuyunun karigmasi i¢in 6 kere pipetleme yapilir ve plak

seal ile kapatilir.

6. PCR cihazinda 68°C’de 5 dk inkiibe edilir.

7. Ardindan 1 dk oda sicakliginda bekletilir.

8. 35 pL RRB (RRNA removalbeads) her bir kuyu tzerine eklenir.

9. Totalde 55 pL olan her bir kuyunun karigmasi i¢in 6 kere pipetleme yapilir.
10. Plak magnetik stand {izerine alinir ve 5 dk bekletilir.

11. Seffaf renk olan 50 pL’lik slipernatan kismi yeni plak iizerine aktarilir ve bu

beadler ile ribozomal RNA’lar uzaklastirilmis olur.

12. 99 pL RNA Clean XP her bir kuyu {izerine eklenir ve kuyunun karismasi i¢in 6
kere pipetleme yapilir. 10 dk bekletilmelidir.

13. Ardindan magnetik stand tizerine alinarak 5 dk bekletilir.
14. 150 pL supernatan ¢ekilip atilir.

15. Uzerine yikama islemi igin %70 alkol ekleyip 30 saniye bekletilir ve 200 pL

cekilip atilir. Bu iglem iki kere tekrarlanir. 5 dk kurumasi ig¢in bekletilir.
16. 11 pL EB (Elution buffer) her bir kuyu iizerine eklenir ve 6 kere pipetleme yapilir.
17. Ardindan magnetik stand iizerine alinir. 8,5 uL supernatanlar yeni bir PCR plak

uzerine aktarilir.
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18. 8,5 puL EPH (Elute, Prime, Fragment High Mix) her bir kuyu tzerine eklenir. 6

kere pipetleme yapilir ve plak seal ile kapatilir.
19. 94°C’de 2 dk inkiibe edilir.

20. Plak Gzerindeki seal kaldilir ve her bir kuyuya Superscript II Transcriptase +
Buffer karigimindan 8 pL dagitilir. cDNA sentezi i¢in PCR reaksiyonu baglatilir.

Ikinci Zincir cDNA Sentezi

1. PCR sonrasinda 5 uL RSB (Resuspension buffer) her bir kuyu iizerine eklenir.

2. Ardindan 20 uL SMM 2nd strandMarkingMix eklenir ve 6 kere pipetleme yapilir
ve plak seal ile kapatilir, ikinci zincir cDNA sentezi i¢in PCR reaksiyonu baslatilir.

3. Reaksiyon sonras1 90 uL Ampure XP beads her bir kuyuya eklenir ve 6 kere
pipetleme yapilir.

4. Magnetik stand iizerine alinir ve 10 dk bekletilir. Ardindan 135 pL supernatan
cekilip atilir.

5. Yikama islemi i¢in her bir kuyuya 200 pL %80 EtOH (Ethanol) eklenir. 30 saniye
sonra ¢ekilir ve atilir. Bu islem iki kere tekrarlanir.

6. 5 dk kurumasi i¢in bekletilir. Kuyularin her biri 17,5 pL RSB (Resuspension
buffer) ile ¢ozulur.

7. Magnetik stand iizerine alinir. 5 dk beklenir. 15 pL supernatan yani cdna yeni bir
96 kuyulu PCR plagina aktarilir.

8. -20°C’de muhafaza edilebilir.

A-tailing Sentezi

1. Plak 280 xg’de kisa bir sekilde spin edilir.

2. 12,5 uL A-tailing mix her bir kuyuya eklenir.

3. 2,5 pL RSB (Resuspension buffer) her bir kuyuya eklenir ve 6 kere pipetleme
yapilir.
4. A-tailing sentezi i¢in PCR reaksiyonu baglatilir.

Adaptorlerin Baglanmasi

1. Orneklerin bulundugu 96 kuyulu plagm her bir kuyusuna 2,5 puL RSB
(Resuspension buffer) eklenir.

2. Farkli barkodlara sahip adaptorlerin bulundugu plaktan 2,5 pL alarak drneklerin
tizerine aktarilir.

3. 2,5 pL Ligationmix her bir kuyu Gzerine eklenir ve 6 kere pipetleme yapilir.
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4. PCR cihazinda 30°C’de 10 dk inkibe edilir.

DNA Fragmanlarinin Cogaltilmasi

1. 5 uL Stop Ligation Buffer her bir kuyuya eklenir ve 6 kere pipetleme yapilir.

2. 42 uL AMpurebead her bir kuyuya eklenir ve 6 kere pipetleme yapilir.

3. Magnetik stand lizerine alinir ve 10 dk bekletilir. Ardindan 79,5 pL supernatan
¢ekilir ve atilir.

4. Yikama islemi i¢in her bir kuyuya 200 pL %80 EtOH eklenir. 30 saniye sonra
cekilir ve atilir. Bu islem iki kere tekrarlanir.

5. 5 dk kurumasi i¢in bekletilir. Kuyularin her biri 52,5 pL. RSB (Resuspension
buffer) ile ¢ozulur.

6. Magnetik stand iizerine alinir. 5 dk beklenir. 50 pL supernatan yeni bir 96 kuyulu
PCR plagina aktarilir.

7. 50 uL AMpurebead her bir kuyuya eklenir ve 6 kere pipetleme yapilir.

8. Magnetik stand iizerine alinir. 5 dk beklenir. 95 pL supernatan ¢ekilir ve atilir.

9. Yikama islemi i¢in her bir kuyuya 200 pL %80 EtOH eklenir. 30 saniye sonra
cekilir ve atilir. Bu islem iki kere tekrarlanir.

10. 5 dk kurumasi igin bekletilir. Kuyularin her biri 22,5 pL RSB (Resuspension
buffer) ile ¢ozulur.

11. Magnetik stand lizerine alinir. 5 dk beklenir. 20 pL supernatan yani 6rnekleri yeni
bir 96 kuyulu PCR plagina aktarilir.

12. 25 pL PCR master mix ve 5 uL PCR Primercocktail her bir kuyuya eklenir ve 6
kere pipetleme yapilir. DNA fragmanlarinin ¢ogaltilmas: i¢cin PCR reaksiyonu ile
baslatilir.

13. Reaksiyon sonras1 47,5 uL. AMPure XP bead her bir kuyuya eklenir ve 6 kere
pipetleme yapilir.

14. Magnetik stand tizerine alinir ve 10 dk bekletilir. Ardindan 95 pL supernatan
cekilip atilir.

15. Yikama islemi i¢in her bir kuyuya 200 pL %80 EtOH eklenir. 30 saniye sonra
cekilir ve atilir. Bu islem iki kere tekrarlanir.

16. 5 dk kurumas i¢in bekletilir. Kuyularin her biri 32,5 uL RSB (Resuspension
buffer) ile ¢ozulur.

17. Magnetik stand iizerine alinir. 5 dk beklenir. 30 pL supernatan yeni bir 96 kuyulu
PCR plagina aktarilir.
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18. +4°C’de muhafaza edilebilir.

Kituphanenin nihai kalite kontrol analizi, Agilent High Sensitivity DNA Kiti #5067-
4626 kullanilarak Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer cihazinda kontrol edilerek
yapildi. Burada beklenen parca biiyiikliigii ortalama 420 nt (300 nt DNA parcast +
adaptor + index) civarindadir. Cluster hesaplamasi icin, kiitliphanelerin KAPA
Biosystems Library Quantification Kiti ile, RT-PCR (ABI) cihazinda miktarlar tayin
edildi.

3.2.7.2. Bioanalyzer Cihazinda RNA Seq Kiitiiphanesinin Kalite
Kontrolil Protokoll

1. Agilent High Sensitivity DNA Kiti #5067-4626 kullanildi. High sensitivity DNA

icin kituphane érneklerinin 1:5 dilusyon orani kullanilir. Istenilen konsantrasyon

aralig1 10 pg-5 ng arasinda olmalidir.

2. Gel-Dye mix hazirlig i¢in kit igerisisinde bulunan mavi tiipten 15 pL kirmizi tiipe

aktarilir ve vortekslenir. 2.250xg’de 15 dk santriifiij edilir ve 50 pL alikotlar halinde

kullanilir.

3. Jel-dye mix 9 pL cekilerek ¢ip Uzerindeki G kuyusuna ytiklenir.

4. Cip siringa igerisine yerlestirilir ve 1 mL’deyken kapatilarak bastirilir. 60 saniye

bekletilir ve ardindan giringanin mandali serbest birakilir.

5. 9 uL gel-dye mix diger 3 adet G kuyularina sirasiyla koyulur.

6. Her bir kuyuya 5 pL referans koyulur. Bu marker baslangi¢ ve bitis belirtecleri

icin kullanilir. Merdiven de dahil 13 kuyuya eklenir.

7. Merdive 1 pL ladder koyulur. Ardindan kiitiiphane 6rneklerinin her biri 1 pL

olarak kuyuyalara yuklenir.

8. 1.200 xg’de 2 dk vortexlenir.

9. Bilgisayar iizerinden 2100 Expert Programi acilir. Assay olarak DNA, ¢ip tipi

olarak High sensitivity DNA segilir. Cip cihaza yerlestirilir ve program baglatilir.

3.2.7.3. RNA Seq Kutluphanesinin Miktar Tayini

Cluster hesaplamasi igin, kiitliphanelerin KAPA Biosystems Library Quantification

Kiti ile, RT-PCR (ABI) cihazinda miktarlart tayin edildi. Illumina baglanma

88



adaptdrlerine tanimli universal probe kullaniliyor. Dolayisiyla fragmanlarin ucuna

saglikl bir sekilde takilan adaptorleri amplifiye edebilmektedir.

RT-PCR Reaksiyonu Hazirlama Protokolii
1. Kitiphane orneklerinin dillisyonu icin EB (Elution Buffer) + % 0,05 Tween

karigimi kullanilir.

2. RNAse-Dnase free 96 kuyulu plak igerisine kiituphane drneklerinin 1:20, 1:40,
1:400, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000 oranlarinda diliisyonlar1 hazirlanir.

3. KAPA Biosystems Library Quantification Kiti icerisinden ¢ikan KAPA SYBR
FAST gPCR Master Mix ve Library quantification Primer Premix tupleri
birlestirilerek karistirilir.

4. 96 kuyulu reaksiyon plagina 16 pL master mix karisimi, 4 pL 6rnek dagitilir.

5. Her bir 6rnek triplike ¢alisilir. Kitin igerisinde yer alan 6 adet standart ve negatif
kontrol piklerin ve konsantrasyonun yerini belirlemek i¢in kullanilir.

6. Applied Biosystems® ViiA 7 Software v1.2 ile Real-time PCR ¢aligtirilir.

7. Hazirlanan tiim RNA-Seq kitliphanesinin konsantrasyon tayini bu yontem ile
yapilmistir.

8.  Orneklerin KAPA kiitiiphane hazirlama excell data sheeti kullanilarak nM
cinsinden miktarlar tayin edildi. Kullanilan excell data sheetinde oncelikle standart

hesaplamas1 ve testin gilivenilirligi her seferinde Sekil 3.19°daki gibi test edilmistir.
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Sekil 3. 19: Kitiuphanenin miktar tayininde kullanilan giivenirlik egrisi

3.2.7.4. RNA Seq Kiitiiphanesinin Havuzlanmasi

RNASeq kiitliphanelerinin  havuzlanmast:
derinliklerinin hesaplanarak havuzlanmasi gerekir. Burada 6rnek basi hedeflenen
okuma derinligi 50 milyondur. Hiseq 2500 ve Novaseq 6000 cihazlarinda kullanilan
flowcell kapasitesine uygun olarak hesaplama yapilmistir. Hiseq 2500 cihazinda high

output mode i¢in kullanilan flowcell ve Novaseq 6000 cihazi i¢in kullanilan S1 tipi

flowcell Sekil 3.20°de belirtilmistir.
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Sekil 3. 20: Hiseq 2500 Output mode ve Novaseq 6000 S1 Mode flowcell.

[llumina’nin kendi yazilimi olan “Sequencing Coverage Calculator” kullanilarak
hedeflenen okuma derinliklerine uygun bigimde flowcell’e yiiklenmesigereken 6rnek

sayist hesaplanmistir. Hesaplama pencereleri Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de belirtilmistir.
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Application or product [ Total RNA.seq -
Minimum number of

clusters/reads 50 million clusters

{on target, human) explain s

Total read length (e.g 200 for

2x100); meommandation 150 cycles
Benchtop Sequencers Production-Scale Sequencers
1 1Seq [ NextSeq 500/550

I MiniSeq [ NovaSaeq 6000

LI MiSeq / MiSeq Dx in RUO mode ) HiSeq 3000/4000

LI NextSaq 500/650 L) HiSaeq 1500/2500 Rapid Run
HiSeq 1500/2500 High Output
L) NextSeq 1000 Sequencing System

L NextSeq 2000 Sequencing System

Application or product: Total RNA-zeq
Read length: 150
Recommended number of reads: 50,000,000
Notes: The recommended number of reads can vary depending on the scientific question andior model organism
HiSeq 150012500 HiSeq 150012500
Run type High Cutput v4 Reagents High Output v3 Reagenis
250,000,000 18,750,000
Clusters per lane per lane
Exceeds maximum read length? Dioes not exceed maximum (2x125) Does not exceed maximum (2100}
:‘;l:lg;ber of units per sample (flow cell or 0.200 lanes 2 667 lanes
Samples per unit {flow cell or lane) Silane -0flane
Commenis One flow cell (3 lanes). HiSeq v4 Reagents Cne flow cell (8 lanes). TruSeq v3 Reagents
Praducts HiSeq SR Cluster Kit v4 cBot TruSeq SR Cluster Kit v3-cBot-HS
HiSeq PE Cluster Kit v4 cBot TruSeq PE Cluster Kit v3-cBot-HS
HiSeq SBS Kit V4 TruSeq SBS Kit v3-H3
HiSeq 2000

New flow cell design

B, DUAL-SURFACE ENABLED
RS in (meging ares
8 e tormar

Cluster density
750-850/mm?

Enmrﬁu
WI m HiSeq Flow Cells

barcode —e O

U1 W

"mm\ /blluwom

palyacrytamide-
coaled nterior
surface of llowoell

Illumina uses a glass ‘flowcell’, about the size of a microscope slide, with 8 separate ‘lanes’.

The HiSeq instrument scans both upper and lower surfaces of each flowcell lane.

Sekil 3. 21: HiSeq 2500 platformunda okuma derinliginin hesaplanmasi.
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Sekil 3. 22: Novaseq 6000 platformunda okuma derinliginin hesaplanmasi.
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Bu hesaplamaya gore high output mode flowcell icin birbirinden bagimsiz 8 lane
oldugundan ve lane basina 250 Milyon okuma i¢in 5 6rnek dnermektedir. Novaseq
6000 ile uyumlu S1 flowcell’i tek bir pool olusturmaya imkan verdiginden maximum

30 ornek i¢in multiplex yapilabilmektedir.

RNASeq cluster clusumu

Hiseq 2500 platformu Illumina Flowcell’lerinin {izerinde cluster olusumu i¢in, cBOT
cihaz1 kullanilir. HiSeq v4 kimyasiin ozelliklerine gore, RNA Seq kiitliphane
havuzlari (5 6rnek her havuzda) 0.1N NaOH kullanilarak denatiire edilir. Gerekli SBS
dizileme primeri kullanilarak, cBOT araciligiyla Flowcell yiizeyinde cluster olusumu
ve okumanin baglatilmast gergeklestirilir. Flowcell’in  her seridinde cluster
yogunluklarin1 optimize etmek, kaliteli veri elde etmek i¢in kritik 6éneme sahiptir.
Optimum cluster yogunlugu elde etmek icin kiitliphanelerin dogru bir sekilde
Ol¢iilmesi gerekmektedir. cBot cihazinda dogru clusterlari olusturmak (Sekil 3.23) igin
kiitiiphaneler HiSeq Systems Denature and Dilute Libraries Guide’inda (#15050107)
belirtildigi gibi 20pM’lik son DNA konsantrasyonlarina denatiire edilir ve
seyreltilir, DNA kitiphane o6rnekleri flowcell Uzerindeki tamamlayici adaptor
oligolarina baglanir. DNA sablonlar yiiksek kaliteli bir DNA polimeraz kullanilarak
3’ ucundan sentezlenerek kopyalanir. Kopyalar HiSeq sistemlerinde dizilemeye hazir
her biri yaklagik 1000 kopyadan olusan klonal kiimeler olusturmak iizere izotermal

olarak guclendirilir.

High-Output Mode

" 7 \¢ .J. JRVIRN ‘ & ‘ | * ha ‘. |12 | L1l ‘,' :

‘ b ML
o : : L =2

- -

Her tup igin son ‘ -
konsantrasyon; cBot (clonal amplification Oligo ciftleri ile kaplanmis kaplanmis

20pM -TN.R M, TK system) flowcell ylzeyi

g 1 P 0 g 1

Sekil 3. 23: cBot cihazinda cluster olusumu.
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Novaseq 6000 platformunda her bir RNA-Seq kiitiiphanesinin miktar1 tayin edildikten
sonra, cihazin reaktif kartusuna yiikklemeden Once denatiire edilir ve seyreltilir.
Kiitiiphaneler tek bir tlipte esit konsantrasyonda, toplam konsantrasyon 100ul’de 2 nM
olacak sekilde (Sekil 3.24) karistirilmaktadir. Yiiklenecek DNA miktar1 cluster
olusumunu etkiledigi igin dizilemenin 6nemli bir pargasidir. Cok az DNA yiiklenir ise,
flow cell kapasitesinin altinda cluster olusur. Genellikle veri kalitesini korur, ancak
daha diisiik veri ¢iktisi ile sonuglanir. Cok fazla DNA yiiklenir ise, clusterlar birbirine
cok yakin olacagindan bu da zayif goriintli ¢oziiniirliigli ve analiz sorunlarina neden
olacaktir. Ayni1 zamanda fazla yiikleme sonucu daha diisiik Q30 puanlarina (diistik veri

kalitesi) ve daha az veri ¢ikisina sahiptir.

Sekil 3. 24: Kiitiiphanelerin tek bir tiipte birlestirilmesi (2nM konsantrasyon).
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3.2.7.5. RNA Seq Kutuphanesinin Dizilenmesi

W—:uiccm R Reee

o IAARSERRERR -

Sekil 3. 25: HiSeq v4 SBS Kkitleri ile 6rneklerin 150x2 PE olarak HiSeq 2500
platformunda dizilenmesi.

RNASeq kiituphane havuz dizilemeleri icin, HiSeq v4 SBS kitleri kullanilmaktadir.
Dizilemeler, 150X2 PE olacak sekilde HiSeq 2500 platformu kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.25). Herbir RNASeq havuzu igin 250 milyon okuma
(6rnek bas1 50 milyon) olacak sekilde dizileme yapildi. Dizilemelerde, 6rnek basi tek
indeks okundu. Dizi kalitesi RTA yazilimi ile ger¢ek zamanli olarak kontrol edildi, ve
.bcl dosyalar i¢in fiber optik kablo ile GENAM bioinformatik iinitesindeki sunuculara

aktarilmistir.

Novaseq 6000 S1 Reagent (300 cycle) kitleri kullanildi. Dizilemeler, 150x2 PE (paired
end) olacak sekilde Novaseq 6000 platformu kullanilarak gerceklestirilmistir. Tek bir
S1 flowcell ile RNA-seq havuzu i¢in 6rnek basina yaklagik 50 milyon okuma i¢eren
dizileme yapildi. Dizilemelerde Ornek basi tek indeks okunmaktadir. Dizi kalitesi
(Sekil 3.26) RTA3 yazilimi ile ger¢ek zamanli olarak kontrol edilerek, .bcl dosyalart
daha ileri analiz igin fiber optik kablo ile Saglk Bilimleri Universitesi’ndeki

sunuculara aktarilmistir.
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Sekil 3.26: Sequencing Analysis Viewer Software (SAV) Dizileme Analizi
Goruntileyici.

Dizileme sirasinda ve sonrasinda gergek zamanli analiz yazilimi (RTA) tarafindan
olusturulan 6nemli kalite parametrelerinin goriintiillenmesine olanak tanir. imajlarin
bazlara doniistiiriilmesi RTA yazilimu ile gerceklestirilir ve .bel (basecalling) dosyalart

Uretilir.

3.2.8. Transkriptom Datasinin Kalite Kontrolii

3.2.8.1. RNASeq Ham Datasinin Kalite Kontrolii

Base calling dogrulugu, Phred quality score (Q score) tarafindan oOlgiilen, dizileme
platformunun dogrulugunu degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygm olgiimdiir.
Okuma skorlariin monitérlenmesi downstream analizler i¢in 6nemlidir. Sekil 3.27°de

belirtilen 6l¢tim kullanilmstir.
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Sekil 3. 27: Phred quality score (Q score) 6lcim monitordi.

3.2.9. Transkriptom Datasimin Biyoenformatik Analizi

3.2.9.1. RNA-seq veri 6n analizi

HiSeq ve NovaSeq platformlar tarafindan iiretilen dizileme verilerinin 6n analizi
tamamlanmigtir. Skuamdéz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hdcreli
karsinomlu toplam 51 hastadan elde edilen total RNA-seq verilerine ait FASTQ ham
dosyalar1 Trim Galore! (v.0.39, https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore)
kullanilarak kalitelerine gore temizlenmis, kullanilan dizileme adaptorleri ve
indeksleri ayrilmis, eslenmemis diziler uzaklastirilmistir ve FASTQC kullanilarak
kalite kontrolleri yapilmistir. Temizlenen okumalar insan referans genomuna (hg38,
GRCh38,  https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/hg38/bigZips/analysisSet/)
STAR hizalama algoritmasi (v.2.7.10) kullanilarak hizalanmistir. Gen basina diisen
okuma sayilarinin hesaplanmasit GENCODE hg38 (v.42 gtf) kullanilarak yine STAR

programu ile yapilmaistir.

3.2.9.2. miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilastirmah analizi

Analizler Uc alt-tip (skuamo6z hticre karsinom, adenokarsinom ve buyuk hicreli
karsinom) icin ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. 19 skuaméz hiicre karsinom, 25
adenokarsinom ve 7 biiylik hiicreli karsinom hastasina ait tiimoér, lenf (metastaz),
reaktif stroma, tam kan ve saglikli kontrol (normal) dokularmma ait veriler

karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

98



Her alt-tip icin timor, metastaz, reaktif stroma ve tam kan Orneklerine ait veriler
normal (kontrol) grubuna ait verilerle karsilagtirilmistir. Gruplar arasi ekspresyonu
farklilasmis miRNA’lar R programi kullanilarak DESeq2 paketi (v.1.38.2) ile tespit
edilmistir. Elde edilen p-degerleri, Benjamini-Hochberg yontemiyle diizeltilmis olup,
diizeltilmis p-degeri 0.05’ten kiiciik ve en az 2 kat degisim gosteren miRNA’lar

ekspresyon diizeyi farklilagan miRNA’lar olarak belirlenmistir.

3.2.9.3. TCGA Verilerinin Analizi

Kanser aragtirmalarinda The Cancer Genome Atlas (TCGA) veri analizi, biiyiik bir
oneme sahiptir. TCGA, farkli kanser tiirlerinde genetik ve genomik degisikliklerin
detayl olarak analiz edildigi bir projedir. TCGA analizi, kanser alt tiplerini ve bu alt
tiplerdeki genetik Ozellikleri tanimlamamiza olanak tanir, bu da kisisellestirilmis
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine yol acabilir. Ayrica, bu analizler kanserin erken
teshisinde, prognoz tahminlerinde ve ilag gelistirmede daha etkili yaklagimlarin
olusturulmasina katki saglar. Sonug olarak, TCGA veri analizi kanser arastirmalarinda
devrim niteliginde bir kaynaktir. Bu verilerin analizi, kanserle ilgili yeni bilgilerin
ortaya ¢ikmasina, daha iyi tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ve kanserin molekiiler
temellerinin daha iyi anlagilmasina katkida bulunur. Bu sebeple hasta 6rneklerimizin

yani sira TCGA verileri ayn1 metodoloji altinda analiz edilerek karsilagtirmali sonuglar

elde edildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Biyobanka Olusumu

Calisma kapsaminda kiigiik hiicreli-dis1 akciger kanseri (KHDAK) tanisiyla ameliyata
alman hasta rnekleri TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi (MAM) Molekiiler
Onkoloji Arastirma Laboratuvar1 (MOAL) biinyesinde kurulan LUNGBIYO adli bir
biyobankada saklanmaktadir. Calismaya dahil edilen bltun hasta ve 6rnek bilgileri,
klinik ve laboratuvar bilgileri, ham verileri, analiz verileri, hasta onam formlari, vb.
ilgili butiin bilgiler buradan kontrol edilerek ¢alisilmistir. LUNGBIYO, 5 tane -80°C
derin dondurucu, 1 sivi nitrojen tanki, LUNGBASE veritabani ve sistemi kontrol eden
LUNGSOFT yazilimindan olusmaktadir. Biyobanka igin toplanan ve tez ¢alismasina
dahil edilen hastalarin demografik ve histolojik bilgileri Sekil 4.1 ve 4.2’deki gibidir.
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Sekil 4. 1: Sol tarafta bulunan grafikler tiim hastalara ait demografik bilgileri icerirken,
sag tarafta bulunan grafikler nihai hastalara ait demografik verileri
icermektedir.
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Sekil 4. 2: Sol tarafta bulunan grafikler tim hastalara ait histolojik bilgileri icerirken,
sag tarafta bulunan grafikler nihai hastalara ait histolojik verileri
icermektedir.

4.1.1. Veritabam1 (LUNGBASE/AKBASE)

LUNGBASE/AKBASE uzerinde multiomik (genomik, transkriptomik, proteomik,
fosfoproteomik, metabolomik ve lipidomik) verileri alinarak gerekli analizler
yapilmak tizere kaydedilmektedir. Ayrica alinan hasta onam formlari, hasta genel
bilgileri, klinik bilgiler, biyokimya bilgileri, patoloji bilgileri, basta PET-CT olmak
Uzere hasta radyoloji gorunt ve bilgileri, evreleme ve grading bilgileri, vb. bitin
bilgiler de veritaninda tutulmaktadir. Sistem aktif ve giincel olarak alinan 6rnek
bilgilerini de say1, miktar ve lokasyon olarak bulundurarak LUNGBIYO’nun kontrol(i

ve etkin olarak kullanimina imkan vermistir.

Python kullanilarak gelistirilen uygulama sayesinde giris (login) yapan personel yetkili
oldugu projeler icin bir arayliz {izerinden siirikle birak yaparak veri
yiikleyebilmektedir. Yiikledigi veri Swift Client kullanilarak dogrudan AKBASE
icerisindeki OpenStack Swift sunucusuna yiiklenecektir. Bant genisligi (bandwith)
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kullaniminin en az oldugu saatler olan 02.00-06.00 arasinda ise diger sunuculara

kopyalama islemi yapilmaktadir.

Sonug olarak OpenStack Swift kullanilarak, ti¢ ayr1 cografi bolgede giivenli ve yedekli
bir dosya depolama sunucusu kurulmustur. Bu sunucu yatayda sinirsiz genisleme
Ozelligine sahip oldugu i¢in yeni depolama ihtiyaglar1 uygun maliyetli x86 sunucular
yardimi ile kolay bir sekilde genisletilebilecektir. Proje ihtiyaclari dogrultusunda
kopyalama (replikasyon) problemi gelistirilen bir betik yardimiyla ¢ozlilmiistiir.
Kurulan sistem sayesinde veri bitiinliigii ve gilivenligi saglanarak verinin farkli
lokasyonlarda farkli ortamlar lizerinde (hem nesne, hem de blok depolama sunucular)
yedeklenmesi saglanmistir. Biyoenformatik analiz ¢aligmalart ig¢in  gerekli

yazilimlarinin bulundugu platform ile entegrasyonu saglanmaistir.

4.1.2. Yaznhm (LUNGSOFT /AKSOFT)

Sistemin kontroliinii saglayan yazilim programi surekli olarak ihtiyaca gore
giincellenmektedir. Hasta ve 6rnek bilgileri veri tabanina kaydedilmistir (Sekil 4.3).
Ornek dokular iizerinde yapilan homojenizasyon, izolasyon ve karakterizasyon

bilgileri de veri tabaninda giincel olarak tutulmaktadir.

AKMARK - Biyobelirtes Temelli Akciger Kanseri Erken Tans ve Tarama Stk
Sistemi Yankhm

Varmeu: L1/ 318

Sekil 4. 3: LUNGBASE veri tabani1 giincel ana sayfa ekran goriintiisii.
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4.2. Hastalarin H&E Boyama Sonrasi Histolojik gorunttleri

Calismada yer alan 51 hasta i¢in histolojik siniflandirma, baslangigta hastanede gorevli
patologlar tarafindan alinan kesitlerin titiz bir degerlendirmesiyle basladi. Daha
sonrasinda laboratuvarimizda, parafin kesitlerine ek olarak kriyokesitler alind1 ve bu
kriyokesitler, hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine dayali olarak yeniden ayrimlandi; bu

asama H&E boyama yontemi ile gergeklestirildi.

Toplamda 51 hasta icin elde edilen histolojik géruntuler, timaor dokusu, normal doku,
reaktif stroma dokusu ve lenf nodu dokusu gibi bilesenleri icermektedir. Bu dokular,
calismamizda yer alan 25 adenokarsinom, 19 skuamoz hucreli karsinom ve 7 biyik

hiicreli karsinom hastasinin 6rneklerinden elde edilmistir.

Belirli hastalarin lenf nodu dokusundan sinirli sayida kesit alinmistir. Bu karar, akciger
kanserinin heterojen dagilim gosterebilecegi goz dniinde bulundurularak alinmistir. Bu
kiigiik lenf nodlari, patolojik degerlendirme amagli gonderilirken, geri kalan kismi
calismamiza dahil edilmistir. Hastalara ait bu tim histolojik gorintiler hasta

numaralart ile birlikte doku tipleri detayi ile birlikte asagida sunulmustur (Sekil 4.4).

Hasta No: 1 Hasta No: 2

A: Normal doku. B: Skuamoz hucreli Karsinoma C: A: Normal doku, B: .-\dcnnkur\lnmm_i, C: Reakuf
Reakuf stroma (tamor mikrogevresi), D: Lenf nodu stroma (timor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM Bar: 200 pyM
Hasta No: 4 Hasta No: 5
9 T
- g T
o, 2 L
" VAR
S - P
g B P e
o B oy :- : L
_‘ - £ Pre—
A: Normal doku, B: Skuaméz hircreh karsinoma, C: Az Normal doku, B: Skuamoz hiiereli Karsinoma, C:
Reaktif stroma (tumor mikrogevresi), D: Lent nodu Reakuf stroma (tomor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM Bar: 200 uM

Sekil 4. 4: Calismaya dahil edilen hastalara ait histolojik goriintiiler.
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Hasta No: 8

A: Normal doku, B: Sk ozl Ii Karsi C:
Reaktif stroma (tomor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta No: 13

A:Normal doku, B: Skuamoz hocrehi karsinoma, C:
Reaktif stroma (tamor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta No: 14

A: Normal doku, B: Adenokarsinoma, C: Reakuf
stroma (timor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM
Hasta No: 16

A: Nomal doku, B: Skuamoz hacreli Karsinom, C:
Reaktif' stroma (tomor mikrogevresi). D: Lymphnode
Bar: 200 uM

A: Normal doku, B: Adenokarsinoma, C: Reaktif
stroma (tumor mikrogevresi). D: Lenfnodu
Bar: 200 uM
Hasta N 17

S
=S5

A: Normal doku B: Sk Oz hicreli karsi C:

Reaktif stroma (tomor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

Az Normal doku, B: Bayk hucreli karsinoma, C: Reakuf
stroma (tumor microgevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta Na- 23

A: Normal dokw, B: Skuamoz hiocreli karsinom. C:
Reakuf (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

Hasta Noc 25

SN - =

A: Normal doku B: Sk hocreli Karsi C:

Reaktif stroma (tumor mikrogevresi). D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

A: Normal doku, B: Sk z hicreli Karsi C:
Reaktif stroma (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta No: 24

Az Normal doku B: Adenokarsinoma, C: Reaktif stroma
(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu

Bar: 200 uM
Hasta N 26

A:Normal doku. B: Adenokarsinoma C: Reaktif stroma
(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu

Bar: 200 uM

Sekil 4. 4: Calismaya dahil edilen hastalara ait histolojik goriintiiler (devamu).
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Hasta No: 27

Hasta N 32

A: Normal doku, B: Adenokarsinoma, C: Reakuf
s troma (tumor mikrogevresi), D: Lent nodu
Bar: 200 uM
Hasta No: 34

A:Normal doku. B: Buyuk hucreli karsinom, C: Reaktif
stroma (tumor mikrogevresiy D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta No: 37

Az Normal doku, B: Skuamoz hocreli Karsinoma, C:
Reakuf stroma (tumor mikrogevresi) D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

Hasta No: 39

A: Normal doku. B: Skuamoz hucreli Karsinom, C:
Reaktif stroma (tumor mikrogevresi). D: Lenf nodu

Bar: 200 pM
Hasta Noc 44

A: Normal doku, B: Adenokarsinoma. C: Reakuf

stroma (tumor mikrogevresi). D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta No: 49

Az Normal doku, B: Adenokarsinoma, C: Reakuf
stroma (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

A: Normal doku, B: Adenokarsi °t Reaktif’
(tumor mikrogevresil D: Lenf nodu

Bar: 200 uM
Hasta Noc 35

A: Normal doku. B: Adenokarsinoma, C: Reaktif stroma
(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

Hasta No: 38

A Normal doRU, B:Skuamoz hucreh Rarsmoma, € : Reaktr
(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

A: Normal doku, B: Ad i C: Reakuf s
(tumor mikrogevresi), D: Lent nodu

Hasta No: 47

A: Normal doku. B: Adenokarsinoma. C: Reaktif stroma
(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu

Bar: 200 uM
Hasta No: 51

B: Sk
Reaktif stroma (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

Sekil 4. 4: Calismaya dahil edilen hastalara ait histolojik goriintiiler (devami).
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A: Normal doku, B: Sk oz hiicrel Karsi C:
Reakuf stroma (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 yM

Hasta No: 56

" _ x"é' i-;‘-‘: A e |

A: Normal doku, B: Skuamoz hocreli Karsinoma, C: Reaktif
stroma (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu

Bar: 200 uM

Hasta No: 63

A: Normal doku, B: Skuamoz hiereli karsinoma C: Reaktif
stroma (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu

Bar: 200 uM
Hasta Noc 70

A: Normal doku, B: Adenokarsinoma, C: Reaktif stroma
(tumor mikrogevrest), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta No: 78

Hasta Nz 55

A: Normal doku, B: Adenokarsinoma, C: Reakuf
stroma (tumor mikrogevresik D: Lenf nodu
Bar: 200 puM

Hasta No: 61

A: Normal doku. B: Adenokarsinoma, C: Reaktif stroma
(umor mikrogevresi). D: Lenf nodu

Bar: 200 uyM

Hasta No: 68

A: Normal doku, B: Sh hocreli k

Reakuf stroma (tumor mikrogevresi). D: Lenf nodu
Rar: 200 uM
Hasta No: 71

N - Al

A:Normal dokuw, B: Skuamoz hirereli karsinoma, C: Reaktif
stroma (tumor mikrogevresi, D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta No: 90

A: Normal doku, B: Bayuk hicreli Karsinoma, C: Reaktif
stroma (tumor mik rogevresi), D: Lent nodu
Bar: 200 uM
Hasta No: 102

A: Normal doku, B: Adenokarsinoma C: Reaktif stroma
(tumor mikrogevresi). D: Lenf nodu
Bar: 200 uM
Hasta No: 105

A: Normal doku, B: Adenokarsi C: Reaktif stroma

(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

A: Normal doku. B: Adenokarsinoma. C: Reakuf stroma
(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Sekil 4. 4: Calismaya dahil edilen hastalara ait histolojik goriintiiler (devamu).
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Hasta No: 120

A: Normal doku, B: Adenokarsinoma, C: Reakuf stroma
(tumor mikrogevresi, D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

A: Normal doku. B: Adenokarsinoma, C: Reaktif stroma
(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

AN al doku, B: Adenok

a C: Reaktif stroma (tumor

mikrogevresi). D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

asta Noc 135

A: Normal doku, B: Bayok hucreli karsinoma C: Reakuf
stroma (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu

Bar: 200 uM

Hasta No: 147

A: Normal doku, B: Bayok hocreli Karsinoma, C: Reakuf
stroma (tumor mikrogevresi). D: Lenf nodu
Bar: 200 uM
Hasta No: 179

mikrogevresi, D: Lenf nodu

Bar: 200 pM

Sekil 4. 4: Calismaya dahil edilen hastalara ait histolojik goriintiiler (devamu).

Hasta Nec 121

A: Normal doku, B: Bayok hucreli Karsinoma, C: Reakuf
stroma (tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

Hasta No: 125

Az N 1 doku., B: Adenok
mikrogevresi), D: Lenf nodu

C: Reaktif stroma (tumor

Bar: 200 uM

Hasta No: 133

A: Normal doku. B: Adenokarsinoma. C: Reaktif stroma
(tumor mikrogevresi), D: Lenf nodu
Bar: 200 pM

Hasta No: 139

A: Normal doku. B: Adenokarsinoma, C: Reakuf stroma
(tumor mikrogevrest D: Lenf nodu
Bar: 200 uM

Hasta Noc 168

A: Normal doku, B: Bayok hacreli karsinoma C: Reakuf
stroma (tumor mikrogevresil D: Lenf nodu

Bar: 200 pM
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4.3. Hastalarin Demografik Bilgileri

Calismanin kapsaminda yer alan 51 adet klinik ve histopatolojik olarak
degerlendirilmis KHDAK hastasinin yas, cinsiyet, tiitlin kullanimi1 gibi demografik
bilgileri, histolojik siniflandirma ve evreleme bilgileri ile birlikte toplandi. Bu veriler,
hastalarin genel profilleri ile kanserin ilerleme durumu hakkinda énemli 6ngoriler

saglayabilmektedir.

Hastalarin yaslari, cinsiyetleri ve tiitlin kullanim1 gibi demografik faktorler, kanser
vakalarinin ¢esitli yonlerini anlamamiza yardimci olurken, histolojik siniflandirma ve
evreleme bilgileri hastaligin tiirii, yayilimi ve tedaviye yanit gibi kritik 6zelliklerini

belirlememizde kilit rol oynamaktadir.

Tiim bu degerli bilgiler, analiz ve sonuclarin daha kapsamli ve derinlemesine bir
anlayis saglamasina katki saglamaktadir. Bu demografik ve klinik veriler, Tablo 4.1'de

0zetlenmis ve sunulmustur.

Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler.

HASTA MATERYAL YAS CINSIYET TUTUN HISTOLOJIK TNM STAGE-
NO TiPi KULLANIMI | SINIFLANDIRMA = EVRELEME GRADE
24 T 50 K VAR AK TAN2MO 3B-3
24 N 50 K VAR AK T4N2MO 3B-3
24 R 50 K VAR AK T4N2MO 3B-3
24 M 50 K VAR AK T4AN2MO 3B-3
24 TK 50 K VAR AK T4N2MO 3B-3
56 T 69 E VAR SHK T3NOMO 2B-2
56 N 69 E VAR SHK T3NOMO 2B-2
56 R 69 E VAR SHK T3NOMO 2B-2
56 M 69 E VAR SHK T3NOMO 2B-2
56 TK 69 E VAR SHK T3NOMO 2B-2
4 T 68 E VAR SHK T2AN1IMO 2A-2
4 N 68 E VAR SHK T2ANIMO 2A-2
4 R 68 E VAR SHK T2AN1IMO 2A-2
4 M 68 E VAR SHK T2ANIMO 2A-2
4 TK 68 E VAR SHK T2ANIMO 2A-2
5 T 76 E VAR SHK T2BN1MO 2B-3
5 N 76 E VAR SHK T2BN1MO 2B-3
5 R 76 E VAR SHK T2BN1MO 2B-3
5 M 76 E VAR SHK T2BN1MO 2B-3
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16
16
16
16
17
17
17
17
17
22
22
22
22
22

25
25
25
25
25
27
27
27
27
27
34
34
34
34
34

TK

TK

Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devami).

76
58
58
58
58
58
64
64
64
64
64
76
76
76
76
76
61
61
61
61
61
63
63
63
63
63
62
62
62
62
62
37
37
37
37
37
72
72
72
72
72

E

m m m m m m mMm m mMm mM X X X X X M m m mM mM mM M M M M M M M M M M mM mM mMm m m m Mm m m

VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
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SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
AK

AK

AK

AK

AK

BHK
BHK
BHK
BHK
BHK

T2BN1MO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T4ANOMO
T4NOMO
T4ANOMO
T4ANOMO
T4NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3N2MO
T3N2MO
T3N2MO
T3N2MO
T3N2MO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3N1IMO
T3N1MO
T3N1IMO
T3N1MO
T3N1IMO
T2ANOMO
T2ANOMO
T2ANOMO
T2ANOMO
T2ANOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO
T3NOMO

2B-3
2B-2
2B-2
2B-2
2B-2
2B-2
3A-3
3A-3
3A-3
3A-3
3A-3
2B-2
2B-2
2B-2
2B-2
2B-2
3A-3
3A-3
3A-3
3A-3
3A-3
2B-2
2B-2
2B-2
2B-2
2B-2
3A-2
3A-2
3A-2
3A-2
3A-2
1B-3
1B-3
1B-3
1B-3
1B-3
2B-3
2B-3
2B-3
2B-3
2B-3



38
38
38
38
38
39
39
39
39
39
44
44
44
44
44
47
47
47
47
47
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
23
23
23
23
23
41
41
41
41
41
63

z o =z +

—

Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devami).

59
59
59
59
59
65
65
65
65
65
35
35
35
35
35
47
47
47
47
47
49
49
49
49
49
59
59
59
59
59
57
57
57
57
57
66
66
66
66
66
63

E

m m m m m m mMm m mM m mM X X X X X M m mMm mM mM mM M M M M M M M M M mM mM mMm m m m Mm m m

VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
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SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
AK
AK
AK
AK
AK
SHK

T4N1IMO

T4N1MO

T4N1IMO

T4N1MO

T4N1MO

T2BN1MO
T2BN1MO
T2BN1MO
T2BN1MO
T2BN1MO
T1BNOMO
T1BNOMO
T1BNOMO
T1BNOMO
T1BNOMO
T2ANOMO
T2ANOMO
T2ANOMO
T2ANOMO
T2ANOMO
T1BNOMO
T1BNOMO
T1BNOMO
T1BNOMO
T1BNOMO
T3NOMO

T3NOMO

T3NOMO

T3NOMO

T3NOMO

T2AN1IMO
T2AN1IMO
T2AN1IMO
T2AN1IMO
T2AN1IMO
T2BNOMO
T2BNOMO
T2BNOMO
T2BNOMO
T2BNOMO
T3N1IMO

3A-2
3A-2
3A-2
3A-2
3A-2
2B-2
2B-2
2B-2
2B-2
2B-2
1A-3
1A-3
1A-3
1A-3
1A-3
1B-3
1B-3
1B-3
1B-3
1B-3
1A-3
1A-3
1A-3
1A-3
1A-3
2B-3
2B-3
2B-3
2B-3
2B-3
2A-2
2A-2
2A-2
2A-2
2A-2
2A-3
2A-3
2A-3
2A-3
2A-3
3A-3



Tablo 4.1: Hastalara ait bilgiler (devamu).

63 N 63 E VAR SHK T3N1IMO 3A-3
63 R 63 E VAR SHK T3N1MO 3A-3
63 M 63 E VAR SHK T3N1IMO 3A-3
63 TK 63 E VAR SHK T3N1MO 3A-3
102 T 52 K YOK AK T3N2MO 3A-3
102 N 52 K YOK AK T3N2MO 3A-3
102 R 52 K YOK AK T3N2MO 3A-3
102 M 52 K YOK AK T3N2MO 3A-3
102 TK 52 K YOK AK T3N2MO 3A-3
26 T 50 E VAR AK T1BNOMO 1A-2
26 N 50 E VAR AK T1BNOMO 1A-2
26 R 50 E VAR AK T1BNOMO 1A-2
26 M 50 E VAR AK T1BNOMO 1A-2
26 TK 50 E VAR AK T1BNOMO 1A-2
37 T 49 E VAR SHK T2AN1IMO 2A-2
37 N 49 E VAR SHK T2AN1MO 2A-2
37 R 49 E VAR SHK T2AN1IMO 2A-2
37 M 49 E VAR SHK T2AN1MO 2A-2
37 TK 49 E VAR SHK T2AN1IMO 2A-2
125 T 61 E VAR AK T3N1MO 3A-3
125 N 61 E VAR AK T3N1MO 3A-3
125 R 61 E VAR AK T3N1MO 3A-3
125 M 61 E VAR AK T3N1IMO 3A-3
125 TK 61 E VAR AK T3N1MO 3A-3
54 T 73 E VAR SHK T4N1IMO 3A-2
54 N 73 E VAR SHK T4N1MO 3A-2
54 R 73 E VAR SHK T4N1IMO 3A-2
54 M 73 E VAR SHK T4N1MO 3A-2
54 TK 73 E VAR SHK T4AN1IMO 3A-2
55 T 61 E VAR AK T3NOMO 2B-3
55 N 61 E VAR AK T3NOMO 2B-3
55 R 61 E VAR AK T3NOMO 2B-3
55 M 61 E VAR AK T3NOMO 2B-3
55 TK 61 E VAR AK T3NOMO 2B-3
61 T 52 E YOK AK T4NOMO 3A-3
61 N 52 E YOK AK T4NOMO 3A-3
61 R 52 E YOK AK T4NOMO 3A-3
61 M 52 E YOK AK T4NOMO 3A-3
61 TK 52 E YOK AK T4NOMO 3A-3
49 T 72 K YOK AK T2ANOMO 1B-3
49 N 72 K YOK AK T2ANOMO 1B-3
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49
49
49
68
68
68
68
68
70
70
70
70
70
71
71
71
71
71

78
78
78
78
78
90
90
90
90
90
105
105
105
105
105
123
123
123

Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devami).

72
72
72
57
57
57
57
57
68
68
68
68
68
61
61
61
61
61
71
71
71
71
71
73
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73
73
73
60
60
60
60
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72
72
72
69
69
69
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VAR
VAR
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VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
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YOK
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YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
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SHK
SHK
SHK
SHK
SHK
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Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devamu).

123 M 69 E VAR AK T4NOMO 3A-3
123 TK 69 E VAR AK T4NOMO 3A-3
120 T 69 E VAR AK T2BNOMO 2A-2
120 N 69 E VAR AK T2BNOMO 2A-2
120 R 69 E VAR AK T2BNOMO 2A-2
120 M 69 E VAR AK T2BNOMO 2A-2
120 TK 69 E VAR AK T2BNOMO 2A-2
139 T 60 E VAR AK T3NOMO 2B-3
139 N 60 E VAR AK T3NOMO 2B-3
139 R 60 E VAR AK T3NOMO 2B-3
139 M 60 E VAR AK T3NOMO 2B-3
139 TK 60 E VAR AK T3NOMO 2B-3
147 T 63 K YOK BHK T4N2MO 3B-3
147 N 63 K YOK BHK T4N2MO 3B-3
147 R 63 K YOK BHK T4N2MO 3B-3
147 M 63 K YOK BHK T4N2MO 3B-3
147 TK 63 K YOK BHK T4N2MO 3B-3
51 T 68 E YOK SHK T2BN1MO 2B-2
51 N 68 E YOK SHK T2BN1MO 2B-2
51 R 68 E YOK SHK T2BN1MO 2B-2
51 M 68 E YOK SHK T2BN1MO 2B-2
51 TK 68 E YOK SHK T2BN1MO 2B-2
121 T 70 K YOK BHK T2AN1IMO 2A-3
121 N 70 K YOK BHK T2AN1IMO 2A-3
121 R 70 K YOK BHK T2AN1IMO 2A-3
121 M 70 K YOK BHK T2AN1IMO 2A-3
121 TK 70 K YOK BHK T2AN1IMO 2A-3
129 T 52 E YOK AK T2BNOMO 2A-3
129 N 52 E YOK AK T2BNOMO 2A-3
129 R 52 E YOK AK T2BNOMO 2A-3
129 M 52 E YOK AK T2BNOMO 2A-3
129 TK 52 E YOK AK T2BNOMO 2A-3
133 T 85 E VAR AK T2BN1MO 2B-2
133 N 85 E VAR AK T2BN1MO 2B-2
133 R 85 E VAR AK T2BN1MO 2B-2
133 M 85 E VAR AK T2BN1MO 2B-2
133 TK 85 E VAR AK T2BN1MO 2B-2
179 T 55 E VAR AK T2AN1IMO 2A-2
179 N 55 E VAR AK T2AN1IMO 2A-2
179 R 55 E VAR AK T2AN1IMO 2A-2
179 M 55 E VAR AK T2AN1IMO 2A-2
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Tablo 4. 1: Hastalara ait bilgiler (devami).

179 TK 55 E VAR AK T2AN1IMO 2A-2
10 T 63 K VAR SHK T2ANOMO 1B-2
10 N 63 K VAR SHK T2ANOMO 1B-2
10 R 63 K VAR SHK T2ANOMO 1B-2
10 M 63 K VAR SHK T2ANOMO 1B-2
10 TK 63 K VAR SHK T2ANOMO 1B-2
35 T 81 E VAR AK T3NOMO 2B-3
35 N 81 E VAR AK T3NOMO 2B-3
35 R 81 E VAR AK T3NOMO 2B-3
35 M 81 E VAR AK T3NOMO 2B-3
35 TK 81 E VAR AK T3NOMO 2B-3
32 T 58 E VAR AK T2ANOMO 1B-3
32 N 58 E VAR AK T2ANOMO 1B-3
32 R 58 E VAR AK T2ANOMO 1B-3
32 M 58 E VAR AK T2ANOMO 1B-3
32 TK 58 E VAR AK T2ANOMO 1B-3
21 T 62 E YOK BHK T4NOMO 3A-3
21 N 62 E YOK BHK T4NOMO 3A-3
21 R 62 E YOK BHK T4NOMO 3A-3
21 M 62 E YOK BHK T4NOMO 3A-3
21 TK 62 E YOK BHK T4NOMO 3A-3
168 T 61 E VAR BHK T2ANOMO 1B-3
168 N 61 E VAR BHK T2ANOMO 1B-3
168 R 61 E VAR BHK T2ANOMO 1B-3
168 M 61 E VAR BHK T2ANOMO 1B-3
168 TK 61 E VAR BHK T2ANOMO 1B-3
135 T 56 E YOK BHK T2BN1MO 2B-3
135 N 56 E YOK BHK T2BN1MO 2B-3
135 R 56 E YOK BHK T2BN1MO 2B-3
135 M 56 E YOK BHK T2BN1MO 2B-3
135 TK 56 E YOK BHK T2BN1MO 2B-3

SHK: Skuambz Hiicreli Karsinom, BHK: Buyiik Hicreli Karsinom, AK: Adenokarsinom

(-) : Sigara kullanmiyor

4.4. Hasta Orneklerinin Karakterizasyon Deneyi Sonuglari

Dokuda homojenizasyon, bir dokunun veya ornek i¢cinde bulunan tiim bilesenlerin
homojen bir sekilde dagilmasini saglamak amaciyla gerceklestirilen bir islemidir. Bu

islem, Ozellikle kanser hiicrelerinin heterojen yapisindan kaynaklanan analizlerin
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dogru bir sekilde gerceklestirilmesi i¢in hayati bir adimdir. Dokunun igerdigi cesitli
bilesenlerin homojen bir karigimint elde etmek, sonuglarin giivenilirligini ve

tutarliligini artirir.

Dokuda gergeklestirilen homojenizasyon islemi sonrasinda RNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve elde edilen RNA'larin kalite parametreleri, jel elektroforez,
nanodrop, bioanalyzer ve qubit gibi hassas cihazlar kullanilarak incelenmistir. Bu
kalite kontrolleri, elde edilen RNA'nin biitiinliigiinii ve safligin1 degerlendirmek i¢in

yapilmustir.

Sonuglar, analizlerin dogrulugunu ve gilivenilirligini saglamak amaciyla kayda
almmigtir. Asagida, bu kalite kontrol islemlerinin sonuglarina iligkin bilgiler
sunulmustur. Saflik Ol¢limii yapilan hasta RNA’larinin nandrop ekran goruntleri
Sekil 4.5’de belirtilen iki 6rnek gibidir.

ngiul | A260 | Acs0 | 2s0/280 | 260/230 ng/ul | A260 | A280 | 2607280 | 2607230
947,45 | 23686 | 10919 | 217 213 Sl | LR sl L
- e Socted plot [T | Aot o | wogend |
siached pant Tidn gl Mone § I A
. | o
= i
e 100 P ——

Sekil 4. 4:2T ve 2R dokusundan elde edilen RNA'nin nanodrop ile 6l¢imunin ekran
goruntusa.

Biitiinliik 6l¢timii yapilan hasta RNA’larinin jel goriintiileri sekil 4.6°da belirtilen hasta

ornekleri gibidir.
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RNA
Marker

2T

2N

2R

2M

2TK

Sekil 4. 5: 2 numarali hastaya ait T, N, R, M ve TK materyallerinden izole edilen RNA
orneklerinin jel goruntisa.

Secilen 255 hasta 6rneginin kalitesini dogru bir sekilde degerlendirmek amaciyla bazi
orneklerin RNA bionalyzer gorilintiileri asagida sunulmustur (Sekil 4.7). Bu
goriinttiler, orneklerin RNA kalitesini gorsel olarak degerlendirmemize yardimci
olurken, analiz sonuglarini belirleyen RIN (RNA Integrity Number) degerlerinin tiimii

Tablo 4.2'te 6zetlenmistir. Bu tablo, her bir 6rnegin RNA kalitesini ifade eden RIN

degerlerini igermektedir.
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Sekil 4. 6: 90 nolu hastanin T,N,R,M ve TK 6rneklerine ait bioanalyzer jel goriintiisii
ve RIN degerleri.
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Tablo 4. 2: Tiim hastalarin 4 tip doku (T,N,R,M) ve tamkan (TK) orneklerinden elde
edilen RNA’lara ait nanodrop, qubit 6l¢iimleri ve RIN degerleri.

ORNEK | SAMPLE | NANODROP | 260/280 260/230 QUBIT | RIN (RNA DOKU
NO ID (NG/ pL) ORANI ORANI (NG/ INTEGRITY | SINIFI
L) NUMBER)

1 24T 350 18 18 222 72 AK
2 24N 400 19 1,89 358 76 AK
3 24R 731 213 1,73 534 6,8 AK
4 24M 1550 2,02 1,85 1200 71 AK
5 24TK 9% 2,01 1,63 89,7 5 AK
6 56T 1327 21 1,48 1491 6,8 SHK
7 56N 194 211 17 168 85 SHK
8 56R 1051 2,12 2,12 1060 74 SHK
9 56M 892,8 21 2,14 978 7.9 SHK
10 56TK 60 2,01 081 42,9 73 SHK
11 4T 1696 2,13 1,85 1976 76 SHK
12 4N 423 212 1,35 442 72 SHK
13 4R 665 2,13 1,94 944 76 SHK
14 aM 249531 211 2,16 3360 76 SHK
15 4TK 192 2,04 16 245 6,2 SHK
16 5T 124858 2,14 18 1620 71 SHK
17 5N 734,62 2,14 1,94 944 72 SHK
18 5R 1308,44 2,14 2,05 1590 72 SHK
19 5M 1314 213 2,23 1,156 6,5 SHK
20 5TK 107 2,01 18 107 53 SHK
21 8T 725,55 2,07 1,93 752 73 SHK
22 8N 208,17 2,07 1,84 163 7 SHK
23 8R 575,64 2,05 1,84 572 77 SHK
24 8M 643,35 21 1,77 636 6,9 SHK
25 8TK 137 2,03 191 138 6,3 SHK
26 16T 1911,32 2,15 2,05 1660 6,9 SHK
27 16N 421,48 212 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 85 SHK
32 17N 853,55 2,09 1,39 804 7.9 SHK
33 17R 864,22 2,08 2,16 797 78 SHK
34 17M 1402,18 2,07 2,19 1568 77 SHK
35 17TK 128 2,06 1,26 121 54 SHK
36 22T 122488 213 213 1404 75 SHK
37 22N 611,75 21 1,77 628 75 SHK
38 22R 324,62 2,11 2,08 292 76 SHK
39 22M 281,54 2,12 1,59 261 73 SHK
40 22TK 94,48 2,01 1,38 87,4 54 SHK
1 T 2421 2,04 2,09 2421 7 SHK
42 N 266,73 2,07 18 190 8,3 SHK
43 1R 332,73 2,09 15 385 74 SHK
44 M 764,49 2,14 1,98 1040 7 SHK
45 1TK 90 2,01 18 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 737 211 2,09 856 71 SHK
49 25M 616,52 2,12 1,79 682 7 SHK
50 25TK 194 2,04 1,71 230 51 SHK
51 27T 179,43 21 211 161 8.1 AK
52 27N 554,04 21 2,02 520 7.9 AK
53 27R 2635 2,14 2,19 240 77 AK
54 27M 4336 21 2,14 352 6,7 AK
55 27TK 239 2,05 19 121 6 AK
56 34T 198851 2,13 2,25 1750 74 BHK
57 34N 697 2,12 18 532 7.1 BHK
58 34R 256,75 2,11 1,2 224 73 BHK
59 34M 2775 2,02 1,67 229 6,4 BHK
60 34TK 156 2 18 144 58 BHK
61 38T 1288,9 2,12 221 1227 83 SHK
62 38N 752,06 2,13 2,19 776 72 SHK
63 38R 682,47 2,11 2,18 580 76 SHK
64 38M 644,64 2,13 2,12 546 8.2 SHK
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Tablo 4. 2: Tiim hastalarin 4 tip doku (T,N,R,M) ve tamkan (TK) orneklerinden elde
edilen RNA’lara ait nanodrop, qubit 6l¢timleri ve RIN degerleri (devami).

65 | 38TK | 579 | 2,00 | 1,99 | 459 | 57 | sSHK
66 39T 1056,87 2,14 2,02 840 8,2 SHK
67 39N 258,14 2,09 171 185 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
71 447 337,53 2,11 21 319 8,8 AK
72 44N 159,78 2,03 1,28 117 8,4 AK
73 44R 299,55 2,08 18 130 8,1 AK
74 44M 379,84 2,08 1,89 376 7,6 AK
75 44TK 196 2,03 1,01 181 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 4238 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 1,01 790 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
20 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 18 416 8,3 SHK
93 23R 1450 2,15 1,96 1230 9,2 SHK
94 23M 1350 2,02 1,98 1320 84 SHK
95 23TK 96 19 17 88,4 6,3 SHK
9% 417 564,91 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 124455 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 74 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 2,02 171 554 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 21 1,01 300 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 1,01 9 6 SHK
121 125T 1940 2,01 1,69 1695 6,9 AK
122 125N 1660 2,2 178 1300 7 AK
123 125R 480 1,96 1,56 414 6,1 AK
124 125M 627 2,02 1,89 574 74 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 4758 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: Tiim hastalarin 4 tip doku (T,N,R,M) ve tamkan (TK) orneklerinden elde
edilen RNA’lara ait nanodrop, qubit 6l¢timleri ve RIN degerleri (devami).

132 | 55N | 45547 | 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 18 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 83 178 1,42 78,7 49 SHK
151 70T 294 2,11 2,12 93 7.4 AK
152 70N 526 21 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 1,86 158 374 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 84 SHK
160 71TK 91 1,96 178 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 17 442 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 19 1,61 57,5 6,7 BHK
171 90T 3600 1,87 1,9 4750 7,5 AK
172 90N 737 2,08 178 698 7.9 AK
173 90R 923 21 2,15 927 7.3 AK
174 90M 3195 1,9 2,02 2538 84 AK
175 90TK 125 2 172 115 6,7 AK
176 105T 1982 2,14 2,03 4145 84 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 2,01 178 77,3 5,8 AK
186 120T 1317 18 18 993 6,3 AK
187 120N 433 1,79 1,81 376 6,2 AK
188 120R 307 1,7 1,68 218 438 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 74 AK
193 139R 1664 2,08 2,27 766 75 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 1477 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 21 584 6,8 BHK
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Tablo 4. 2: Tiim hastalarin 4 tip doku (T,N,R,M) ve tamkan (TK) drneklerinden elde
edilen RNA’lara ait nanodrop, qubit 6l¢timleri ve RIN degerleri (devami).

199 | 147m | 292 | 2,01 | 101 | 318 | 65 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 16 204 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 19 165 6,8 SHK
206 1217 1610 2,01 178 1240 6,5 BHK
207 121N 682,2 2,02 1,85 902 6,8 BHK
208 121R 1142 2,11 21 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 1,87 173 540 7.9 AK
224 179M 1957 2,03 2,11 895 8,6 AK
225 179TK 129,3 2,04 176 120 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 2,08 173 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 21 2,07 440 6.4 AK
235 35TK 172 2,04 1,01 136 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 75 BHK
244 21M 425,48 2,11 1,96 328 6,5 BHK
245 21TK 66 2,04 1,79 54,7 41 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: Skuaméz Hucreli Karsinom, BHK: Blyuk Hucreli Karsinom, AK: Adenokarsinom
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4.5. Hasta Orneklerinden Hazirlanan Kiitiiphanenin Kalite Kontrolii

Dizileme Oncesi hazirlanan kiitiiphanelerin kalite kontrolii, -omiks caligmalarinda
vazgecilmez bir adimdir ve bu asama, titizlikle planlanmais bir siirectir ki bu, glivenilir

sonuglarin elde edilmesine olanak tanir.

Her bir 6rnegin RNA-seq kiitiiphane hazirligi tamamlandiktan sonra, kiitiiphanenin
kalite kontrolii titizlikle gerceklestirilmistir. Bu asamada, elde edilen Bioanalyzer
sonuglari, kalite kontroliiniin dogru bir sekilde yapildigin1 ve giivenilir sonuclara
ulagmanin saglandigin1 gostermek amaciyla rastgele secilen oOrnekler Uzerinde
incelenmistir. Sekil 4.8 ve Sekil 4.9, bu kalite kontroliiniin sonuglarin1 gorsel olarak
ifade etmektedir ve her bir 6rnegin kiitiiphane kalitesini belirlemek i¢in kullanilan
verileri igermektedir. Bu 6zenli kalite kontrol islemi, analizlerin giivenilirligini ve

sonuglarin giivenilirligini saglama amaciyla gergeklestirilmistir.

Electrophoresis File Run Summary
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Sekil 4. 7: Kiitiiphane hazirlig1 tamamlanan hasta doku ve kan 6rneklerinden rastgele
secilen Orneklerden elde edilen baz uzunluklarinin bioanalyzer jel
goruntusa.
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Sekil 4. 8: Kiitiiphane hazirlig1 tamamlanan hasta doku ve kan 6rneklerinden rastgele
secilen oOrneklerden elde edilen baz uzunluklarinin bioanalyzer grafik
gorintusa.

4.6. Hasta Orneklerinden Hazirlanan Kiitiiphanenin Miktar Tayini

Miktar hesaplamasi i¢in, kiitliphanelerin miktarlar1 belirlemek amaciyla KAPA
Biosystems Kiitiiphane Miktar Tayin Kiti kullanilarak RT-PCR (ABI) cihazinda analiz
edilmistir. Bu adim, kiitiiphanelerin icerdikleri fragmanlarin miktarini hassas bir
sekilde belirlememize olanak tanir. Kiitliphaneler, Illumina baglanma adaptorlerine
taniml1 olan evrensel bir prob kullanilarak islenir. Bu sayede, fragmanlarin ucunda
bulunan adaptorlerin saglikli bir sekilde tespit edilmesi ve amplifikasyonu miimkiin
olur. Her bir 6rnek i¢in kullanilan adaptor bilgileri ve elde edilen miktarlar, analizin
dogrulugunu ve giivenilirligini saglamak amaciyla Tablo 4.3'te ayrintili olarak

belirtilmistir. Bu bilgiler, kiitiiphane miktarlarinin hassas bir sekilde tespit edilmesini
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ve verilerin giivenilirligini saglama amaci tasir. Bu sayede, analizlerin ve sonuglarin

giivenilir olmasi saglanmistir.

Tablo 4. 3: Kutliphane 6rneklerinin adaptor ve konsantrasyon bilgileri.

ORNEK NO SAMPLE ID ADAPTOR KODU KUTUPHANE
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 2441
6 56T 706-501 278,4
7 56N 707-501 205,2
8 56R 708-501 2153
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 1241
14 iM 704-502 1341
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 1234
25 8TK 705-503 1478
26 16T 706-503 2443
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 177K 705-504 232,6
36 22T 706-504 3054
37 22N 707-504 4113
38 22R 708-504 279,7
39 22M 709-504 57,8
40 22TK 710-504 24
41 1T 701-505 346
42 1IN 702-505 185,6
43 1R 703-505 254,3
44 M 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 2158
51 27T 701-505 499,75
52 27N 702-505 395,74
53 27R 703-505 287,11
54 2TM 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: Kittphane 6rneklerinin adaptor ve konsantrasyon bilgileri(devami).

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 1251
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 3251
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 3474
96 41T 701-503 243,2
97 41N 702-503 143,2
98 41R 703-503 2379
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 3143
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: Kitlphane drneklerinin adaptor ve konsantrasyon bilgileri(devamn).

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 37T™M 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 55]F 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 4414
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 3115
149 68M 701-502 98,6
150 68TK 702-502 2313
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: Kitlphane drneklerinin adaptor ve konsantrasyon bilgileri(devamn).

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 147TM 707-504 152,5
200 147TK 708-504 180,4
201 51T 707-505 243,37
202 5IN 708-505 265,25
203 51R 709-505 728,7
204 51M 707-506 260,8
205 51TK 710-503 261,49
206 1217 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: Kitlphane drneklerinin adaptor ve konsantrasyon bilgileri(devamn).

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 Orneklerinin RNA-Seq Ham Datasiin
Kalite Kontrolu

RNA dizilemesinin ham verileri, 6zellikle kalite kontrolii ve dogruluk saglama
amactyla "Phred skoru" olarak adlandirilan bir degerlendirme sistemi kullanilarak
belirlenir. Phred skoru, her bazin dogrulugunu belirlemek i¢in kullanilan bir sayisal
degerdir ve DNA veya RNA dizileme kalitesini ifade eder. Phred skoru, bir bazin
dogrulugunu temsil eden -10 * loglO (hata olasilig1) formiiliiyle hesaplanir. Bu
nedenle, daha yiiksek bir Phred skoru, daha yiiksek bir dogruluk seviyesini ifade eder.
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RNA dizilemesinde her bazin ne kadar giivenilir oldugunu gosterir. Yiiksek skorlar,
bazin dizileme sirasinda dogru bir sekilde algilandigini ve raporlandigini gosterirken,
diisiik skorlar diisiik kaliteli bazlar1 isaret eder. Bu sebeple ham verilerin analiz 6ncesi

kalitesi kontrol edilmis ve Sekil 4.10°da belirtildigi gibi skor atamas1 yapilmistir.

Sekil 4. 9:Timor Orneklerinin ve normal Orneklerin okuma skorlarnin
monitorlenmesi. A) Normal dokular. B) Tumdr dokulari. Base calling
dogrulugu, Phred quality score (Q score) tarafindan Olciilen, dizileme
platformunun dogrulugunu degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygin
olcimdar.

4.8. Hasta Orneklerine Ait Dizi Bilgilerinin Karsilastirmah
Analiz Sonuc¢lan

Dizileme sonras: elde edilen veriler, skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve
biiyiik hiicreli karsinom olmak tizere {i¢ farkli grupta toplanan 51 hastanin incelenmesi
amaciyla derinlemesine analiz edilmistir. Bu analizler, hastalarin farkli 6rnek tiirlerine
(TUmor, Normal, Reaktif Stroma, Lenf Nodu, Tam Kan) ait 5 6rnegi (T, N, R, M, TK)

karsilastirmali olarak igermektedir. Analizler asagidaki adimlarla gergeklestirilmistir.

Skuamdz Hiicreli Karsinom Analizi: ilk olarak, skuaméz hiicreli karsinom hastalarmin
tiimdr dokulari, ayn1 hastalarin normal dokulari ile karsilastirilmistir. Bu kargilagtirma,

her iki dokunun gen ifadesindeki farkliliklari ortaya ¢ikarmak amaciyla yapilmistir.
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Reaktif Stroma ve Lenf Nodu Analizi: Ardindan, reaktif stroma dokular ile normal
dokular, ve lenf nodu dokular1 ile normal dokular karsilastirilmistir. Bu
karsilastirmalar, belirli dokularin normal dokulara gore gen ifadesindeki farkliliklarini

belirlemek amaciyla gerceklestirilmistir.

Tam Kan Karsilastirmasi: Son olarak, hastalarin tam kan 6rnekleri ile normal dokular
kargilastirilmistir.  Bu analiz, hastalarin kan oOrneklerindeki gen ifadesindeki

degisiklikleri tespit etmeyi amaglamaktadir.

Tim bu islemler, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli karsinom hastalar1 i¢in de ayni
adimlarla gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, farkli kanser tiirlerinin ve
dokularin gen ifadesindeki benzersiz 6zellikleri ve farkliliklari hakkinda degerli
bilgiler sunmaktadir. Bu analizler, kanser alt tiplerinin daha iyi anlasilmasini ve
gelecekteki tani, tedavi ve prognoz yonetimlerine yonelik yeni perspektiflerin

gelistirilmesini desteklemektedir.

4.8.1 Skuaméz Hiicreli Karsinom Iic¢in Karsilastirmal Analiz
Sonuclar
Karsilagtirmal1 analizler kapsaminda ekspresyon diizeyi Ol¢iilebilen 1853 miRNA’ya
ait degisimler Sekil 4.11°de sunulmustur. Tiimor dokularina ait ekspresyon diizeyleri,
normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlaml diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat degisim gosteren 157 miRNA tespit
edilmistir. Ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 10 miRNA Tablo 4.4’de verilmistir.
MiRNAlarin kandaki ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2
kat degisim gosteren 239 miRNA tespit edilmistir. Ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen
10 miRNA Tablo 4.5’de verilmistir. Metastaz dokularina ait ekspresyon diizeyleri,
normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak
anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat degisim gosteren 83 miRNA tespit
edilmistir. Ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 10 miRNA Tablo 4.6’da verilmistir.
Reaktif stromadaki ekspresyon diizeylerinin, normal dokulardakinden ¢ok farkl
olarak degismedigi, sadece 2 miRNA’in ekspresyon diizeylerin istatistiksel olarak

anlaml diizeyde farklilastig1 goriilmiistiir (Tablo 4.7).
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Sekil 4. 10: Skuamdz hiicre karsinom hastalarina ait transkriptom verilerinin gruplar
aras1 karsilastirmalarina ait volkan ¢izgeleri (ekspresyonu farklilasan
miRNA’lar kirmizi veya mavi renk ile gosterilmistir (Kirmizi renk yukari
yonlii diizenlemeyi, mavi renk asag1 yonlii diizenlemeyi gostermektedir).

Tablo 4. 4:Timo6r dokularma ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en gok
degisen 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
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Tablo 4. 4:Timoér dokularina ait ekspresyon dizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en ¢ok
degisen 10 miRNA (devami).

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 diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 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 dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en ¢cok
degisen 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
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Tablo 4.6: Metastaz dokularma ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en ¢ok
degisen 10 miRNA (devami).

MIRG6774 2,399187 9,46E-07

Tablo 4. 7: Reaktif stromadaki ekspresyon duzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon
diizeyleri ile karsilagtirildiginda, ekspresyon diizeyi degisen 2 miRNA.

log2FoldChange padj
MIR3193 -2,05689 0,007547
MIR4802 0,813702 0,012099

4.8.2 Adenokarsinom icin karsilastirmal analiz sonuclari

Analizler kapsaminda ekspresyon diizeyi Olciilebilen 1853 miRNA’ya ait degisimler
Sekil 4.12°de sunulmustur.

Tiimor dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat
degisim gosteren 182 miRNA tespit edilmistir. Ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 10
miRNA Tablo 4.8’de verilmistir.

MiRNAlarin kandaki ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2
kat degisim gosteren 208 miRNA tespit edilmistir. Ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen
10 miRNA Tablo 4.9°da verilmistir.

Metastaz dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon
diizeyleri ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05)
ve en az 2 kat degisim gosteren 205 miRNA tespit edilmistir. Ekspresyon diizeyi en
cok degisen 10 miRNA Tablo 4.10’de verilmistir.

Reaktif stromadaki ekspresyon diizeylerinin, normal dokulardakinden ¢ok farkl
olarak degismedigi, sadece 2 miRNA’1n ekspresyon diizeylerin istatistiksel olarak

anlaml1 diizeyde farklilastig1 goriilmiistiir (Tablo 4.11).
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Sekil 4. 11: Adenokarsinom hastalarina ait transkriptom verilerinin gruplar arasi
karsilastirmalarima ait volkan c¢izgeleri (ekspresyonu farklilasan
miRNA’lar kirmiz1 veya mavi renk ile gosterilmistir. Kirmiz1 renk
yukart yonlii diizenlemeyi, mavi renk asagi yonli diizenlemeyi

gostermektedir).

Tablo 4. 8: Timor dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en
cok degisen 10 miRNA.

MIR3198-1
MIR5194
MIR7848
MIR3161
MIR4312
MIR4480
MIR4477B

log2FoldChange
3,270368
2,585768
2,715751
3,518629
2,669518
2,798894
2,441458
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4,36E-15
4,36E-15
451E-15
6,78E-15
2,29E-14
4,04E-14
5,07E-14



Tablo 4. 8: Timdr dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilagtirildiginda, ekspresyon diizeyi en ¢ok
degisen 10 miRNA (devami).

MIR3690 3,521895 2,36E-13
MIR1250 3,915243 5,1E-12
MIR378E 2,928532 5,1E-12

Tablo 4. 9: Kandaki ekspresyon duzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 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 dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en
cok degisen 10 miRNA.

log2FoldChange padj
MIR5571 5,046232 1,17E-15
MIRG6774 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 diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon
diizeyleri ile karsilagtirildiginda, ekspresyon diizeyi degisen 2 miRNA.

log2FoldChange padj
MIR3194 2,473438 0,005468
MIR3146 -2,47852 0,040596

4.8.3 Buyuk hcreli karsinom i¢in karsilastirmalh analiz sonuglar

Analizler kapsaminda ekspresyon diizeyi 6lgiilebilen 1853 miRNA’ya ait degisimler
Sekil 4.13’de sunulmustur.
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Sekil 4. 12: Biiyiik hiicreli karsinom hastalarina ait transkriptom verilerinin gruplar arasi
karsilastirmalarina ait volkan gizgeleri (ekspresyonu farklilasan miRNA’lar
kirmizi veya mavi renk ile gosterilmistir. Kirmizi renk yukari yonli
diizenlemeyi, mavi renk asag1 yonlii diizenlemeyi gostermektedir).

Tiimor dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat
degisim gosteren 32 miRNA tespit edilmistir. Ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 10
mMIiRNA Tablo 4.12’da verilmistir.
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Tablo 4. 12: Tumor dokularma ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en
cok degisen 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

MiRNAlarin kandaki ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2
kat degisim gosteren 77 miRNA tespit edilmistir. Ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen
10 miRNA Tablo 4.13’de verilmistir.

Tablo 4. 13: Kandaki ekspresyon duizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 10 miRNA.

log2FoldChange padj

MIR4521 -5,47328 15E-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 duizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilagtirildiginda, ekspresyon diizeyi en cok degisen 10 miRNA
(devamu).

MIR3117 -5,51661 6,3E-06

Metastaz dokularma ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon
diizeyleri ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05)
ve en az 2 kat degisim gosteren 22 miRNA tespit edilmistir. Ekspresyon diizeyi en ¢ok
degisen 10 miRNA Tablo 4.14’de verilmistir.

Tablo 4. 14: Metastaz dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki
ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyi en ¢ok
degisen 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 diizeylerinin, normal dokulardakinden farkli olarak
degismedigi goriilmiis, herhangi bir miRNA ig¢in istatistiksel olarak anlamli diizeyde

degisim yakalanamamustir.

4.9. SHK, AK ve BHK Tiimér Dokularinda Ekspresyon
Diizeyleri Degisen miRNA’lar

Bu calismada, KHDAK'"n alt tipleri olan SHK, AK ve BHK tumor gruplarindaki
miRNA'larin ekspresyon diizeylerini karsilastirilmistir. Her histolojik alt tipte, kendi
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icinde degisen miRNA'lar belirlenmistir. Karsilastirma sonuglar1 Sekil 4.14’de ve
Tablo 4.15, Tablo 4.16, Tablo 4.17°de belirtildigi gibidir.

Size of each list

SHK-Tvs N ) BHK-Tvs N
AK-Tvs N

Sekil 4. 13 : SHK, AK ve BHK gruplarindaki alttipe 6zgiin ve 6zgun olmayan
miRNA'larin Venn diyagramiyla gésterimi.
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Tablo 4. 15: SHK’ye 6zgii Tiimor Dokusu MiRNA’lar1.

hsa-mir-146b
hsa-mir-4486
hsa-mir-30d
hsa-mir-
548ax
hsa-mir-548b
hsa-mir-490
hsa-mir-889
hsa-mir-376b
hsa-mir-4705
hsa-mir-329-
2
hsa-mir-30a
hsa-mir-
548as
hsa-mir-5008

hsa-mir-
4524a

hsa-mir-1913
hsa-mir-212
hsa-mir-33a
hsa-mir-3188

hsa-mir-3120
hsa-mir-3178
hsa-mir-100
hsa-mir-99a
hsa-mir-27b
hsa-mir-654

hsa-mir-433
hsa-mir-5091

hsa-mir-
1972-1
hsa-mir-5188

hsa-mir-181b-1

hsa-mir-603
hsa-mir-30b
hsa-mir-32

hsa-mir-548v
hsa-mir-3117
hsa-mir-1255a
hsa-mir-3155a
hsa-mir-548;
hsa-mir-548k

hsa-mir-320e
hsa-mir-4659a

hsa-mir-5481

hsa-mir-378e

hsa-mir-648
hsa-mir-301a
hsa-mir-1282
hsa-mir-1245a

hsa-mir-548c
hsa-mir-4433a
hsa-mir-4652
hsa-mir-944
hsa-mir-548u hsa-mir-205
hsa-mir-554

hsa-mir-625

hsa-mir-1910

hsa-mir-580

hsa-mir-4537

hsa-mir-4477b
hsa-mir-548p

hsa-mir-4653

hsa-mir-1273h

Tablo 4. 16: AK’ye 6zgii Ttimo6r Dokusu MiRNA’lar1.

hsa-mir-33A
hsa-mir-548£-3
hsa-mir-4769
hsa-mir-4699
hsa-mir-4794
hsa-mir-548AX
hsa-mir-3065
hsa-mir-99A
hsa-mir-548B
hsa-mir-567
hsa-mir-30B
hsa-mir-98
hsa-mir-103a-2
hsa-mir-4755
hsa-mir-4296
hsa-mir-7161
hsa-mir-548E
hsa-mir-550a-1
hsa-mir-30E
hsa-mir-499B
hsa-mir-3679
hsa-mir-3657
hsa-mir-6075
hsa-mir-581

hsa-mir-3136
hsa-mir-1273C
hsa-mir-604
hsa-mir-1299
hsa-mir-3605
hsa-mir-765
hsa-mir-593
hsa-mir-3909
hsa-mir-644A
hsa-mir-25

hsa-mir-1255A

hsa-mir-5690
hsa-mir-591
hsa-mir-3671
hsa-mir-597
hsa-mir-28
hsa-mir-3173
hsa-mir-4263
hsa-mir-505
hsa-mir-4729
hsa-mir-548T
hsa-mir-4639
hsa-mir-652
hsa-mir-4748

hsa-mir-548U

hsa-mir-6769A

hsa-mir-320E
hsa-mir-640
hsa-mir-6133

hsa-mir-181b-2
hsa-mir-4659A

hsa-mir-643

hsa-mir-4326
hsa-mir-4519
hsa-mir-2909
hsa-mir-4637
hsa-mir-6876

hsa-mir-548aa-2

hsa-mir-3183

hsa-mir-3155A

hsa-mir-548K
hsa-mir-5586
hsa-mir-1284
hsa-mir-1200
hsa-mir-548J
hsa-mir-4306
hsa-mir-4295
hsa-mir-558

140

hsa-mir-6504
hsa-mir-5697
hsa-mir-1249
hsa-mir-623
hsa-mir-4420
hsa-mir-6129
hsa-mir-548P
hsa-mir-6750
hsa-mir-4645
hsa-mir-454
hsa-mir-8086
hsa-mir-7847
hsa-mir-5480
hsa-mir-1203
hsa-mir-613
hsa-mir-626
hsa-mir-548L
hsa-mir-4477B
hsa-mir-5571
hsa-mir-378E
hsa-mir-1273H
hsa-mir-4433A



Tablo 4. 17: BHK ye 6zgii Tiimoér Dokusu MiRNA’lari.
hsa-mir-132
hsa-mir-3145
hsa-mir-145
hsa-mir-3685
hsa-mir-9-1

4.10. SHK, AK ve BHK Kanlarinda Ekspresyon Diizeyleri
Degisen miRNA’lar

KHDAK'n alt tipleri olan SHK, AK ve BHK kan gruplarindaki miRNA'larin

ekspresyon diizeyleri karsilagtirllmistir. Her histolojik alt tipte, kendi i¢inde degisen

miRNA'lar belirlenmistir. Karsilastirma sonuglart Sekil 4.15°de belirtildigi gibidir.

Ayrica, ekspresyon degisimleri ortak olan miRNA'lar tablo 4.18°de verilmistir.

61

Size of each list

221

1105

SHK-Bvs N ; BHK-Bvs N
AK-BvsN

B
-

Sekil 4. 14: SHK, AK ve BHK kanlarinda ekspresyon diizeyleri degisen miRNA'larin
Venn diyagramiyla gosterimi.
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Tablo 4. 18: KHDAK ’nin 3 alt tipinin kaninda bulunan ortak miRNA paneli.

hsa-mir-30A

hsa-mir-23B

hsa-mir-511

hsa-mir-
4521
hsa-mir-221

hsa-mir-
548V
hsa-mir-
125b-1
hsa-mir-126

hsa-mir-605

hsa-mir-
3193
hsa-mir-
6809
hsa-mir-
3690-1

hsa-mir-
3117
hsa-mir-
27B
hsa-mir-
145
hsa-mir-
3145
hsa-mir-
5481-2
hsa-let-7a-
2
hsa-mir-
3189
hsa-mir-
6081
hsa-mir-
4524A
hsa-mir-
222
hsa-mir-
218-1

hsa-mir-
4427
hsa-mir-
151A
hsa-mir-
4664
hsa-mir-
548AX
hsa-mir-99A

hsa-mir-
138-1
hsa-mir-
146B
hsa-mir-
5188
hsa-mir-
3918
hsa-mir-
548B
hsa-mir-
3134

hsa-mir-
30B
hsa-mir-
335
hsa-mir-
320A
hsa-mir-
4731
hsa-mir-
331
hsa-mir-
3685
hsa-mir-
5687
hsa-mir-
132
hsa-mir-
212
hsa-mir-
582
hsa-mir-
4999
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hsa-mir-
1244-2
hsa-mir-
378E
hsa-mir-
6753
hsa-mir-
657
hsa-mir-
5194
hsa-mir-
4480
hsa-mir-
4632
hsa-mir-
4772
hsa-mir-
4477B
hsa-mir-
4489
hsa-mir-
3939

hsa-mir-
1537
hsa-mir-
4312
hsa-mir-628

hsa-mir-
101-1
hsa-mir-
1250
hsa-mir-
4673
hsa-mir-
3161
hsa-mir-338

hsa-mir-
548C
hsa-mir-
3198-1
hsa-mir-
4433A



4.11. SHK, AK ve BHK Lenf Nodlarinda Ekspresyon
Diizeyleri Degisen miRNA’lar

KHDAK!"n alt tipleri olan SHK, AK ve BHK lenf nodlar1 gruplarindaki miRNA'larin

ekspresyon diizeyleri karsilagtirnlmistir. Her histolojik alt tipte, kendi i¢inde degisen

miRNA'lar belirlenmistir. Karsilagtirma sonuglar1 Sekil 4.16’da belirtildigi gibidir.

Size of each list

202

101

0 : EEEE——

SHK- M vs N BHK-Mvs N T
AK-Mvs N

Sekil 4. 15: SHK, AK ve BHK lenf nodlarinda ekspresyon diizeyleri degisen
miRNA'larin Venn diyagramiyla gosterimi.

4.12. TCGA verilerinin analiz Sonuclar:

Kanser aragtirmalarinda The Cancer Genome Atlas (TCGA) veri analizi, biiyiik bir
oneme sahiptir. TCGA, farkli kanser tiirlerinde genetik ve genomik degisikliklerin

detayli olarak analiz edildigi bir projedir. TCGA analizi, kanser alt tiplerini ve bu alt
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tiplerdeki genetik Ozellikleri tanimlamamiza olanak tanir, bu da kisisellestirilmis
tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine yol agabilir. Ayrica, bu analizler kanserin erken
teshisinde, prognoz tahminlerinde ve ilag gelistirmede daha etkili yaklasimlarin
olusturulmasina katki saglar. Sonug olarak, TCGA veri analizi kanser arastirmalarinda
devrim niteliginde bir kaynaktir. Bu verilerin analizi, kanserle ilgili yeni bilgilerin
ortaya ¢ikmasina, daha iyi tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ve kanserin molekdler
temellerinin daha iyi anlasilmasina katkida bulunur. Bu sebeple hasta 6rneklerimizin

yani sira TCGA verileri ile de karsilastirmali sonuglar elde edildi.

Adenokarsinom (LUAD) hastalarina ait 533 tiimoér dokusu ve 59 saglikli doku 6rnegi
ile skuamoz hiicre karsinom (LUSC) hastalarina ait 502 tiimor ve 51 saglikli doku
ornegine ait RNA-seq verileri Kanser Genom Atlasi’ndan (TCGA) alinmis ve ayni

metodoloji altinda analiz edilmistir.

Skuamoz hiicre karsinom analizleri kapsaminda ekspresyon diizeyi 6lgulebilen 1881
miRNA’ya ait degisimler Sekil 4.17°de sunulmustur. Ekspresyon diizeyi en ¢ok
degisen 10 miRNA Tablo 4.19°da verilmistir.

80 100
1 1

-log10{padj)
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log2FoldChange

Sekil 4. 16: Skuamoz hiicreli karsinom hastalarina ait transkriptom verilerinin gruplar
aras1 karsilastirmasina ait volkan c¢izgesi (ekspresyonu farklilasan
miRNA’lar kirmiz1 veya mavi renk ile gosterilmistir. Kirmizi renk yukari
yonlii diizenlemeyi, mavi renk asag1 yonlii diizenlemeyi gostermektedir).
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Tablo 4. 19: TCGA - skuamoz hiicre karsinom dokularina ait ekspresyon diizeyleri,
normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda,
ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 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 kapsaminda ekspresyon diizeyi 6l¢iilebilen 1881 miRNA’ya

ait degisimler Sekil 4.18’de sunulmustur. Ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 10
miRNA Tablo 4.20’de verilmistir.
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Sekil 4. 17: Adenokarsinom hastalarina ait transkriptom verilerinin gruplar arasi

karsilagtirmasina ait volkan cizgesi ekspresyonu farklilasan miRNA’lar
kirmizi veya mavi renk ile gosterilmistir. (Kirmizi renk yukari yonlii
diizenlemeyi, mavi renk asag1 yonlii diizenlemeyi gostermektedir).

Tablo 4. 20: TCGA - adenokarsinom dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal
dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, ekspresyon
diizeyi en ¢ok degisen 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

Calismada kullanilan SHK ve AK 0Orneklerinin timor dokularindan elde edilen

miRNA Dbilgileri

ile TCGA wveri setindeki timoér dokusu miRNA bilgileri
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karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. SHK i¢in her iki grubun tiimér dokusundaki
MIiRNA profili  karsilastirildiginda  %92.43'liik ~ bir  farklilik  (Sekil 4.19)

gozlemlenmistir.

SHK-TCGA SHK-T vs N

Size of each list

SHK-TCGA SHK-Tvs N

Sekil 4. 18: SHK i¢cin TCGA datasi ve calismaya ait miRNA datalarinin
karsilastirilmasi sonucu ekspresyon diizeyleri degisen miRNA’lar.

AK icin her iki grubun tiimor dokusundaki miRNA profili karsilastirildiginda
9%95.99’luk bir farklilik (Sekil 4.20) gézlemlenmistir.
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AK-TCGA AK-Tvs N

Size of each list

AK-TvsN

Sekil 4. 19: AK i¢cin TCGA datas1 ve ¢alismaya ait miRNA datalarinin karsilastirilmasi
sonucu ekspresyon diizeyleri degisen miRNA’lar.
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5. TARTISMA

Akciger kanseri yatkinligi olan hastalarda ilk degerlendirme genellikle gogiis X-1s1n1,
BT taramasi ve/veya PET-CT taramasiyla yapilir [Latimer & Mott, 2015]. Farkli
akciger kanseri alt tiplerinin yonetim seg¢eneklerindeki farkliliklar nedeniyle, 6zgiil
histolojik alt tiplerin dogru bir sekilde tanimlanmasi i¢in bronkoskopi, transbrongiyal
igne aspirasyonu, transtorasik ince igne aspirasyonu, temel biyopsi gibi ¢esitli doku
ornekleme yontemleri kullanilir [Planchard et al., 2018]. Akciger kanseri alt tipleri
arasindaki temel fark, tiimor Orneklerinin hematoksilen ve eozin ile boyanarak
morfolojik 6zelliklerine dayanmaktadir. Keratinizasyon veya hiicreler arasi kopriilerin
morfolojik kanitlarina sahip tiimorler skuaméz hiicreli  karsinom olarak
simiflandirilirken, musin iiretimi veya glandiiler mimariye sahip tiimorler
adenokarsinom olarak smiflandirilir[Cagle et al., 2016]. Ancak, bazi1 durumlarda
morfoloji yetersiz kalabilir, 6zellikle timdr kotii diferansiye oldugunda veya belirli
morfolojik veya fenotipik 6zellikler eksik oldugunda [Bernardi et al., 2018]. Bu
durumda, akciger kanseri siniflandirmasi i¢in immiinhistokimya kullanilmas1 6nerilir
ve Ongoriicii biyobelirteg testleri igin yeterli tiimor dokusu saklanmalidir [Travis et al.,

2015;Lindeman et al., 2013].

Ayrica, timor dokularinin yani sira son zamanlarda sivi biyopsi, teshis amacli degerli
bir materyal kaynagi haline gelmistir. Stv1 biyopsi, akciger kanseri ve diger kanser
tiirleri gibi bircok kanserde kullanilan kat1 olmayan biyolojik materyallerin 6rnekleme
islemidir. Geleneksel sitolojik orneklerin siklikla kapsamli molekiiler incelemeler i¢in
yetersiz olmast ve cesitli biyobelirteglerin analizlerinde artan 6rnek ihtiyaci, sivi
biyopsinin onemini artirmistir [Guibert et al., 2020;Castro-Giner et al., 2018].
KHDAK tanisinda en sik incelenen veya kullanilan materyaller, dolagan timor

hlcreleri veya dolasan tiimoér DNA's1 olarak bilinir.

Bugiine kadar yapilan sinirli sayidaki aragtirmalarda, hastalikta gézlenen degisiklikler
ya genom ya da proteom diizeyinde incelenmistir. Ancak, bu ¢aligmalarin sonuglarina
ragmen, hastalik ile iliskilendirilen bazi1 molekiiller belirlenmis olsa da, bu farkliliklar
0zgiinliik ve hassasiyet agisindan sinirl kalmistir. Bu sorunu ¢6zmek ve hastaliga 6zgi
bir molekiiler profil olusturabilmek i¢in farkli yaklasimlar gerekmektedir [Abbasian et
al., 2022].
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Mikro RNA'lar (miRNA'lar) gibi tek zincirli olmayan kodlayici olmayan RNA'lar,
potansiyel bir teshis biyobelirteci olarak kullanilabilir. MiRNA'lar, akciger kanseri
gibi kanser olusumunda rol oynayan hiicresel islemleri post-transkripsiyonel
diizenlemesi yoluyla etkileyen kiiciik ¢ift sarmall1 yapilar olarak 6nem kazanmaktadir.
Bir¢ok arastirma, miRNA'larin akciger kanserinde teshis, prognoz ve tedaviye yonelik
potansiyelini artirdigini gostermektedir. Bu nedenle, akciger tiimorlerinde miRNA
ifadesinin ve kansere karsi miicadele stratejilerinin derinlemesine incelenmesi

gerekmektedir [Wani et al., 2022].

Son dénemde, kii¢tik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) hastalarinin kan 6rnekleri
ve biyopsileri i¢cin miRNA'larin tam genom profillerindeki yeni gelismeler,
KHDAK'm tanisi, prognozu, agresifligi, metastaz1 ve ila¢ direnci i¢in yeni
biyobelirteglerin kesfini kolaylastirmaktadir. Ancak, farkli gruplar arasinda tutarsiz
sonuglar da bildirilmistir. Bu farkliliklarin, analiz edilen 6rneklerin evresi ve alinan
tedaviyle ilgili olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle, en iyi sonuglar1 elde etmek
icin standartlastirilmis ornek toplama ve tespit yontemleri ile yeterli sayida 6rnek

gerekmektedir [Zhu et al., 2021].

Calismamizda oOzellikle 6rnek toplama siireci son derece dikkatle yiiriitiilmiistiir.
Oncelikle, 6rnekler her giin ayni personel tarafindan alinmis ve soguk zincirde
muhafaza edilerek transfer edilmistir. Ayrica, yine atanmig personel tarafindan
homojenizasyon saglanmasi i¢in steril kabin i¢inde giin i¢inde sadece bir hasta 6rnegi
tizerinde calisilmis ve farkli doku tipleri igin farkli tezgahlar ve malzemeler
kullanilarak  yeniden c¢alisilmistir. Bu sayede Ornekler arasinda c¢apraz

kontaminasyonun Oniine geg¢ilmistir.

Literatiirden farkli olarak bu calismada, yeni nesil dizileme teknolojisi ve gelismis
biyoinformatik algoritmalarini bir araya getiren, heterojen bir profil gosteren ve son
derece karmasik bir hastalik olan KHDAK'in (Akciger Kanseri Hastaliginin Alt Tipi)
kigik RNA analizleri ile tiimor hiicresi veya timor hiicresinin etkiledigi
mikrogevredeki dokulardan kaynaklanan hastaliga 6zgii miRNA'lar belirlenmistir. Bu
miRNA'lar hastaligin sadece belirli evrelerinde ortaya ¢ikabilir ve viicut sivilari gibi
kan gibi diger viicut sivilarina da yansiyabilir. Bu sebeple KHDAK hastalarinin teshis
edilip cerrahiye alinabilen evreleri yani 3A evresine kadar olan kismimin 6rnekleri

calisilmigtir.  Ayni hastadan alinan KHDAK tiimor dokulari, tiimdre sinir normal
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dokular ve normal akciger dokular1 arasindaki kiigiik RNA profillerinin degisimleri ve
bunun viicut sivisi olan kana yansimasi biyoinformatik destekli analizler ile
belirlenmistir, ileride yapilacak farkli kohortlardaki validasyon ¢aligsmalari ile klinik,
timor-nod-metastaz (TNM) evrelemesi, derecelendirme (grade) ve histoloji ile

iligskilendirilebilecektir.

Insan akciger kanseri konularinda sikca diizensizlik gdsteren ve tanisal ve prognostik
potansiyelleri icin ¢ok fazla analiz edilen bazt miRNA'lar KHDAK hiicre hatlarinda
ve hayvan modellerinde deneysel olarak su sekilde belirlenmistir; 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 hiicrelerin miRNA'larinin analiz edilmesi sonucunda, bazi miRNA'lar
asag1 regiile edilir. Bu tiir miRNA'lar, tiimor baskilayici genler olarak kabul edilir.
Bunlar, kanser ilerlemesini belirli onkogenlere 6zellikle hedefleyerek ya da diger
durumlarda hiicre farklilagsmasi veya apoptozda rol oynayan genlere etki ederek onler.
Bircok miRNA su anda tiimor baskilayici genler olarak kabul edilmektedir. Bunlarin
en ¢ok c¢alisilanlart su sekildedir; 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]. Timor arttirict miRNA
diizeyleri, geleneksel onkogenler gibi genellikle tiimorlerde yiikselir. Bunlar aym
zamanda onkomirler olarak da adlandirilir; ¢iinkii deregiilasyonlar1 genellikle asiri
ifadeye yol acar ve bu da timdr baskilayict genleri negatif olarak diizenler ve hiicre
farklilagsmasi veya apoptoz transkriptomunu etkilese de etmese de, kanser olusumunu
tetikler. Bunlardan en ¢ok ¢alisilanlar1 su sekildedir; 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].

Calismamiz bizzat KHDAK insan Orneklerinden yapilmistir. Adenokarsinom,
skuamoz hicreli karsinom ve buyiik hiicreli karsinom arasinda farklilik gésteren ve
ticiinde de kana yansiyan miRNA'lar1 karakterize etmeyi amaglamistir. 2023 yilinda
yapilan bir calismada benzer olarak sadece iki histolojik alt tip arasinda dogru bir
ayrim saglayan bir miRNA imzas1 olusturmak amaglamaktadir [Charkiewicz et al.,
2023]. SHK, AK ve BHK vakalarindan elde edilen tiimor doku drneklerinin son nesil
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dizileme (NGS) analizi kullanilarak, 6nemli 6l¢iide farkli ifade edilen miRNA’lar
belirlenmistir. Bu miRNAlar ile yeni bir molekiiler tan1 modeli sunmaktadir. Bu
yaklasim, histopatoloji veya immunohistokimya gibi geleneksel yontemlere kiyasla
daha kapsamli ve kesin bir molekiiler karakterizasyon sunmaktadir [Charkiewicz et
al., 2023]. Hassasiyet igeren ¢alisma modelimizde ise KHDAK ’nin ii¢ alt tipine yer
verirken (SHK, BHK, AK) aynmi zamanda sadece tiimor dokulari degil normal
dokularinda bulunan miRNA’lar1 da tespit ettik. TUm miRNA’lar hastalarin normal
dokularina kars1 analiz edilmistir. Dokular arasindaki ayrimi daha anlamli bir

yontemle elde etmis olmaktayiz.

Ik olarak, skuaméz hiicreli karsinom hastalarmin timér dokulari, aymi hastalarin
normal dokulart ile karsilastirllmistir. Bu karsilastirma, her iki dokunun gen
ifadesindeki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmak amaciyla yapilmistir. Tiimor dokularina ait
ekspresyon  dizeyleri, normal  dokulardaki  ekspresyon  duzeyleri ile
karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat
degisim gosteren 136 miRNA tespit edilmistir. miRNAlarin kandaki ekspresyon
diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilagtirildiginda ise,
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat degisim gosteren 221
miRNA tespit edilmistir. Metastaz dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal
dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak
anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat degisim gosteren 76 MIRNA tespit
edilmistir. Reaktif stromadaki ekspresyon diizeylerinin, normal dokulardakinden ¢ok
farkli olarak degismedigi, sadece 2 miRNA’in ekspresyon diizeylerin istatistiksel
olarak anlaml diizeyde farklilagtig1 goriilmiistiir. Muhtemelen bitisik doku normaldir
ve invazyon yapmig timor hicreleri icermez, bu da immunohistokimya boyamasiyla

desteklenmektedir. Dolayisiyla, bu normal akciger dokusudur.

Ikinci olarak, adenokarsinom hastalarinin tiimér dokulari, ayni1 hastalarin normal
dokulart ile karsilastirilmistir. TUmor dokularina ait ekspresyon diizeyleri, normal
dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli
duzeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat degisim gosteren 169 miRNA tespit edilmistir.
miRNAlarin kandaki ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri
ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2

kat degisim gosteren 199 miRNA tespit edilmistir. Metastaz dokularina ait ekspresyon
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duzeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda ise,
istatistiksel olarak anlaml diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat degisim gdsteren 202
miRNA tespit edilmistir. Reaktif stromadaki ekspresyon duzeylerinin, normal
dokulardakinden ¢ok farkli olarak degismedigi, sadece 2 miRNA’in ekspresyon

diizeylerin istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilagtig1 goriilmiistiir.

Uciincii olarak, biyik hiicreli karsinom hastalarinin tiimér dokular1, aymi hastalarin
normal dokular ile karsilastirilmistir. Tiimor dokularina ait ekspresyon diizeyleri,
normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat degisim gosteren 32 miRNA tespit
edilmistir. miRNAlarin kandaki ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon
diizeyleri ile karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05)
ve en az 2 kat degisim gosteren 77 miRNA tespit edilmistir. Metastaz dokularina ait
ekspresyon diizeyleri, normal dokulardaki ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiginda
ise, istatistiksel olarak anlamli diizeyde (adj-p<0.05) ve en az 2 kat degisim gosteren
22 miRNA tespit edilmistir. Reaktif stromadaki ekspresyon duzeylerinin, normal
dokulardakinden farkli olarak degismedigi goriilmiis, herhangi bir miRNA icin

istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisim yakalanamamustir.

Calismada sonug olarak {i¢ altsinifa ait miRNA’larin hepsinde kana yansiyan 67 adet
ortak miRNA tespit edilmistir. Tiim belirtilen miRNA’larin ekspresyon diizeyleri
benzer oranlarda degismistir. Literatlire gore, akciger kanseriyle iliskilendirilen belirli
miRNA'lar bulunmaktadir. Ornegin, hsa-mir-30a, akciger kanseri teshisinde rol
oynadig1 i¢in g¢alismalarda tanimlanmistir. Benzer sekilde, hsa-mir-23b, akciger
kanseri hastalarinda diizensiz oldugu gosterilmistir. Diger yandan, hsa-mir-145,
akciger kanseri i¢in potansiyel bir biyobelirteg olarak belirtilmistir. Hsa-mir-221 ise
akciger kanseri tanisinda sik¢a bahsedilen miRNA'lar arasindadir. Ayrica, hsa-let-7a,
akciger kanseri baskilanmasinda rolii olan ilk tanimlanan miRNA'lardan biridir. Hsa-
mir-126, akciger kanseri hastalarinda belirgin bir sekilde diisiik oldugu rapor
edilmistir. Hsa-mir-338, akciger kanseri arastirmalarinda 6nemli bulgular sunmustur.
Hsa-mir-146b ise akciger kanseri tespiti c¢alismalarinda sikga incelenen
miRNA'lardandir. Son olarak, hsa-mir-99a, akciger kanseriyle ilgili birgok ¢alismada
onemli bir rol oynadig1 belirlenmistir. [H. Yu et al., 2019;Geng et al., 2023;Leddy,
1998;Asakura et al., 2020]. Cesitli miRNA'lar, akciger kanseri serum Orneklerinde
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potansiyel biyobelirtegler olarak tanimlanmistir. Akciger kanseri serum Orneklerinde
kesfedilen 6nemli miRNA'lar sunlardir: 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
etal., 2020;H. Yu et al., 2019]. Bu miRNA!'lar, ¢esitli ¢alismalarda saglikli bireylerden
akciger kanseri hastalarini ayirt etme yetenekleriyle umut vaat etmistir ve genellikle
yiikksek duyarlilik ve 6zgiillik gdstermistir. Ornegin, miR-1268b ve miR-6075'i
birlestiren bir tanisal model, bir calismada ameliyat edilebilir akciger kanserini tespit
etmede %99 dogruluk oranina ulasmistir. [Asakura et al., 2020;H. Yu et al., 2019].
Tum bu miRNA'lar, kendi elde ettigimiz kan 6rneklerinden elde edilen miRNA seti ile
karsilastirildiginda, sadece 10 tanesi ortak bulunmustur: 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.
Diger bir ¢alismada serumlardaki miRNA ifade diizeylerinin incelenmesi (30 KHDAK
hastasi ve 20 saglikli kontrol) farkli ifade edilen miRNA'lar1 tanimlamistir. Farkli ifade
edilen iki miRNA olan miR15b ve miR27b'nin kombinasyonu, egitim setinde
KHDAK'yi saglikli kontrol grubundan %100 hassasiyet, 6zgiillik, pozitif tahmin
degeri (PPV) ve negatif tahmin degeri (NPV) ile ayirt edebilmistir (Hennessey et al.,
2012). Bu durum miR27b igin sonuglarimizla konsensus gostermektedir. Baska bir
caligmada, plazma miRNA30a diizeyi, benign kontrol ve saglikli kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda KHDAK grubunda o6nemli Olglide daha yuksekti (P<0.01).
KHDAK'de miRNA-30a'nin ifade duzeyi ve gesitli klinik-patolojik 6zellikler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (L. Sun et al., 2016). Elde ettigimiz
sonucta ise miR30a’nin {ii¢ alttipte herbirinde ortalama 5 kat ifade azalmasi
gorinmektedir. MiR30a, hucre proliferasyonunu énemli 6lcude inhibe eder. Hiicre
proliferasyonunda Wnt/B-katenin, MTDH/PTEN/Akt ve PI3K sinyal yolunun da
icinde oldugu birgok dnemli sinyal yolunun rol aldigi bilinmektedir. Benzer sekilde,
miR30a dogrudan Eya2, HP1y (CBX3), EZH2, IGF1R, RPA1, Notch, IRS2, SOX4,
Runx2, DTL, ATF3, MYC, HIF2a ve SEPT7 gibi hedef genleri de diizenler, bu da
hicre proliferasyon strecini diizenlemektedir (L. Sun et al., 2016). miR-30a ve kanser
arasindaki patojenik iliskiye dayanarak, miR-30a'nin umut vaat eden bir biyobelirteg

olarak hizmet edebilecegine inaniyoruz. Ayrica, kanser tedavisi i¢in bir terapotik hedef
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sunacaktir. miR23Db, kolorektal kanserde (CRC) epigenetik olarak diisiik diizeyde ifade
edilmektedir ve mevcut veriler, plazma miR23b duzeylerinin maligniteye sahip
hastalar ile saglikli bireyler arasinda ayirici tanida potansiyel bir degeri oldugunu ve
ayrica CRC'li hastalarin genel sagkalimimi tahmin etmede de 6nemli oldugunu 6ne
stirmektedir (Kou et al., 2016). Yaptigimiz ¢alisma ile KHDAK’de de ayirici tanida

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Bununla birlikte, bazi1 arastirmalar farkli 6rnek tiirlerinin miRNA ifadeleri arasinda
uyumsuzluk oldugunu bildirmistir[Xiance Jin et al., 2017;Q. Wu et al., 2020]. Bu
calisma, belirli bir 6rnek tiirlindeki miRNA ifadesi sonuglarinin diger 6rnek tiirlerine
uyarlanmasinin zor oldugunu belirtmektedir. Ayrica, bircok calisma sadece belirli
hiicre hatlar1 {izerinde yapilmistir ve bazi miRNA'lar bagka kanser tiirlerinde de
bulundugundan KHDAK ’ne 6zgu olmayabilir [R. Liu et al., 2019;Monastirioti et al.,
2021;J. Chen et al., 2021;Nie et al., 2020;F. Wang et al., 2015]. Bircok miRNA'nin
rolleri hala net degil ve daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyuyor. Bazt miRNA'larin hem
onkomir hem de tiimor baskilayici olarak islev gérmesi 6ngoriilmektedir [C. Zhou et
al., 2020]. Farkli cinsiyetlere sahip hastalar ve sigara i¢cen ve igmeyen hastalar igin
farkl teshis panellerine ihtiya¢ duyulabilecegini gosteren bazi veriler bulunmaktadir
[Landi et al., 2010]. Ayrica birgok miRNA'nin belirli tiimoér tiplerine 6zgii oldugu
saptanmustir [Landi et al., 2010;Monastirioti et al., 2021]. Bu da 6zellikle erken evre
KHDAK tespiti i¢in se¢ilen miRNA'larin (6rnegin miR-21, miR-26 ve miR-29a) ifade
degisikliklerinin adenokarsinom ve skuamdéz hiicreli karsinom vakalarinda farklilik
gosterebilecegini isaret etmektedir [Landi et al., 2010]. Bu nedenle, etkili bir erken
evre KHDAK tespit paneli, tiim KHDAK alt tiplerini ayn1 anda tespit edebilmelidir.
Alternatif olarak, farkli KHDAK alt tipleri i¢in 6zgiin paneller kullanilmasi
gerekebilir, ancak bu strateji maliyeti artirabileceginden alt optimal bir ¢6ziim olarak
gorilmektedir. Bunun yani sira, bu tiir bir panelin tiim hastalik evrelerinde KHDAK'ni
tespit edebilmesi gerekmektedir. Ancak bircok calisma yalnizca belirli bir hastalik
evresindeki hastalara odaklanmistir [Xiance Jin et al., 2017;Landi et al., 2010]. Bu
noktada, miRNA'larin (6rnegin miR-25, miR-30a, miR-126, miR-154) ifade
diizeylerinin evrelere bagli olarak farklilik gosterdigi bir¢ok calismada
gbzlemlenmistir [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 hastalik evresinde elde
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edilen sonuglar diger evrelere genelleme yapmak icin uygun olmayabilir. Ideal bir

KHDAK tespit paneli, ayni zamanda KHDAK'ne 6zgli miRNA'lar1 da icermelidir.

Kanser arastirmalarinda The Cancer Genome Atlas (TCGA) veri analizi, biiyiik bir
oneme sahiptir. TCGA, farkli kanser tiirlerinde genetik ve genomik degisikliklerin
detayli olarak analiz edildigi bir projedir. TCGA analizi, kanser alt tiplerini ve bu alt
tiplerdeki genetik 6zellikleri tanimlamamiza olanak tanir, bu da kisisellestirilmis
tedavi yaklagimlarimin gelistirilmesine yol agabilir. Ayrica, bu analizler kanserin erken
teshisinde, prognoz tahminlerinde ve ilag gelistirmede daha etkili yaklasimlarin
olusturulmasina katki saglar. Sonug olarak, TCGA veri analizi kanser arastirmalarinda
devrim niteliginde bir kaynaktir. Bu verilerin analizi, kanserle ilgili yeni bilgilerin
ortaya ¢ikmasina, daha iyi tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ve kanserin molekiiler
temellerinin daha iyi anlasilmasina katkida bulunur. Bu sebeple hasta 6rneklerimizin

yani1 sira TCGA verileri ile de karsilagtirmali sonuglar elde edildi.

Adenokarsinom (AK) hastalarina ait 533 tiimor dokusu ve 59 saglikli doku 6rnegi ile
skuamoz hucre karsinom (SHK) hastalarina ait 502 tiimor ve 51 saglikli doku 6rnegine
ait RNA-seq verileri Kanser Genom Atlasi’ndan (TCGA) alinmis ve ayn1 metodoloji

altinda analiz edilmistir.

Skuamo6z hicre karsinom analizleri sonucu ekspresyon duzeyi olgllebilen 1881
mMiRNA ve adenokarsinom analizleri kapsaminda ekspresyon diizeyi 6l¢ulebilen 1881
miRNA tespit edilmistir. Skuaméz hiicreli karsinomda ve adenokarsinomda

ekspresyon diizeyi en ¢ok degisen 10 miRNA ile karsilastirmalar yapilmistir.

TCGA data analizleri havuz igerisindeki normal ve tiimoér dokularinin
karsilastirmalarina olanak verirken bu c¢alismada hastanin kendi tiimor ve normal
dokusu karsilastirmasi yapilarak daha hassas bir ¢alisma gerceklestirilmistir. Analiz
sonucu elde edilen miRNA’lar hem TCGA datas1 hemde calismadaki hasta 6rnekleri
datas1 sunu gostermistir ki miRNA profilleri SHK igin % 92.43, AK igin 9%95.99
farklilik gostermektedir. Burada TCGA datas1 olusturulurken SHK i¢in 502 hastanin
tiimor dokusu havuzu 51 hastanin normal doku havuzu ile karsilastirilirken, AK igin
533 hastanin tiimor dokusu 59 hastanin normal dokusu ile karsilagtirilmistir. Tez
caligmasini 6zgiin kilan SHK i¢in 19 hastanin tiimoér dokusu alinirken ayni 19 hastanin

normal dokusu alinmis ve AK i¢in de 25 hastanin hem tiimor dokusu hem normal
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dokusu alinmigtir. Ardindan timor gruplart kendi normalleriyle karsilastiriimistir. Bu

sebeple profillerin bu kadar yiiksek yiizde ile farkli ¢ikmasi beklendik bir sonugtur.

Bunun yaninda tez ¢alismasinda elde edilen miRNA profili sunu gostermektedir ki;
tiimor dokularinda ekspresyon diizeyleri degisen miRNA’larin histopatolojide
alttiplerin ayirt edilmesinde kullanibilecek bir panel sunmasidir. SHK hasta grubunun
timor dokusunda 136 adet miRNA, AK hasta grubunun timoér dokusunda 169 adet
miRNA ve BHK hasta grubunun tiimér dokusunda 32 adet miRNA tespit edilmistir.
Bu miRNA setleri sadece histolojik alttiplere 6zgil olarak gosterilmistir. 2023 yilinda
yapilan bir ¢alismada, toplamda 59 cerrahi olarak rezekte edilmis KHDAK vakasi
dahil edilerek (31 kisi SHK, 28 kisi AK tanisi alan ) AK ve SHK vakalar1 arasinda
anlamli farkli ekspresyon gosteren 31 miRNA belirlemislerdir [Charkiewicz et al.,
2023]. Fakat bu ¢alismada sadece tiimor dokular1 karsilastirilmis ve iki histolojik alt
tip arasinda dogru bir ayrim saglayan bir miRNA imzasi olusturmak amaglanmistir.
KHDAK'in AK ve SHK alt tiplerini ayirt etmek i¢in yeni nesil dizileme ile elde edilen
mikroRNA'larin (miRNA'lar) dokuya 6zgii ifade profillerini kullanan bir molekiler
tan1 modeli gelistirilmis. Bu model ile AK ve SHK vakalar1 arasinda farklilik gdsteren
31 miRNA belirlenmis ve ardindan LASSO/elastik ag regresyonu ile 17-miRNA
imzasi olusturulmustur. Bu miRNA’larin listesi su sekildedir; 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 anlaml1 ifade
farkliligr gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Bu ¢aligmadan farkli olarak, tez
caligmasinda belirli miRNA'larin belirli histolojik alt tiplerle iliskilendirilmesi
yapilmistir. Bu sebeple belirtilen miRNA’lar ile ¢caligmada olusturulan miRNA setleri
kesismemektedir. Ozellikle, hsa-miR-326, hsa-miR-375, hsa-miR-944 ve hsa-miR-
205-5p'nin, deneysel calismalar ve Kanser Genom Atlas1 (TCGA) projesinden elde
edilen verilere dayanarak, KHDAK alt tiplendirilmesi (SHK ve AK) i¢in 6nemli ayirt
edici potansiyele sahip oldugu gosterilmistir [Y. Lu et al., 2012;Patnaik et al., 2015].
Tez ¢alismasinda sadece hsa-miR-944 SHK i¢in ayirt edici miRNA olarak

sunulmustur.
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Tez ¢aligmasi kapsaminda, TCGA veri setinden elde edilen SHK ve AK dokularina
ait miRNA setleri incelendi. Her iki alt tipte de 6zgul olarak 285 adet miRNA SHK
icin ve 120 adet miRNA AK icin belirlendi. Bu miRNA verileri, doku 6rneklerinden
elde edilen ve yalmzca SHK ve AK i¢in 6zgiil olan miRNA setleri ile de karsilastirildi.
Burada SHK igin 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
icin 2 adet ortak miRNA’lar; hsa-mir-550a-1, hsa-mir-4645 belirlenmistir. Buradaki
datalarin benzerligi SHK ve AK igin sirasiyla %4.22 ve %0.94 tiir.

Literatiirde olmayan ve sadece bu c¢alismada olan en 6zgiin kisim hastalarin timord,
kan ve normal dokular1 disinda tiim6r mikrogevresi ve lokal lenf nodlariinda alinmasi
olmustur. Tiimoriin metastaz yaptigi lenf nodlarindaki miRNA profilleri her (¢ alt tip
icin incelendiginde SHK’de 22, AK’de 149 ve BHK’de 2 adet 6zgil miRNA profili
sunulmustur. Burada her {i¢ alt tip igin ortak olan miRNA’lar sunlardir; 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 yayilmasinda 6nemli
bir rol oynar. Erken evre akciger kanseri hastalarinda, lenf diigtimii tutulumu énemli
bir prognostik faktordiir ve hastaligin evrelemesi ve tedavi planlamasinda kritik 6neme
sahiptir. Geleneksel goriintiileme yontemleri (gogiis BT) mikro-metastazlari tespit
etmekte yetersiz kalabilir ve yaklasik %20 oraninda erken evre (T1/T2) akciger kanseri
tiimorlerinde gizli lenf diiglimii metastaz1 bulunur. PET taramasi ve endobronsiyal
ultrason esliginde transbrongiyal igne aspirasyonu, daha yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik
saglayarak bu durumu iyilestirebilir. Tiimér dokusu veya hasta serumunda bulunan
molekiiler biyobelirteclerin tanimlanmasi, lenf diiglimii metastazini 6ngdérmede
yardimeidir. Lenf diiglimii metastazi ile iliskili ¢esitli miRNA'lar bu siirecte rol oynar
[S.-G. Wu et al., 2019]. Lenf nodu ile iliskilendirilmis miRNA’lar sunlardir; hsa-let-
79, 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-
4493, 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-5481, 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 ¢calismada her iig alttip i¢in elde
edilen miRNA’lar karsilastirildi. Bunun sonucunda SHK miRNA’lar ile ile ortak
olanlar hsa-mir-433, hsa-mir-100, hsa-mir-221, AK miRNAlar1 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 belirlenmistir.

Timo6r mikrogevre dokularinin miRNA analizleri sadece SHK ve AK i¢in anlamh
sonug vermistir. SHK i¢in ekspresyonu anlamli olarak degisen iki miRNA; miR3193
ve miR4802 iken AK i¢in de iki farklt miRNA; mir3194 ve miR3146 tespit edilmistir.

Tiim6r dokusunda bulunup kana yansiyan miRNA profilleri de bu ¢alisma ile tespit
edilmistir. SHK i¢in 80 adet miRNA, AK i¢in 125 adet miRNA ve BHK igin 29 adet
miRNA hem dokuda hemde kanda alttipine 6zgil olarak tespit edilmistir. Literatlrde,
timorle iligkili tim miRNA seviyelerinin cerrahiden sonra diisecegi varsayimiyla,
timor ¢ikarilmadan once ve sonra SHK hastalarindaki dolasimdaki miRNA profilleri
karsilastirilmistir. Sonuglar, cerrahi sonrasi hastalarin kaninda belirgin sekilde azalan
bir miRNA paneli (miR-205, -19a, -19b, -30b ve -20a) tespit etmistir. Ayrica, akciger
SHK hastalarinin  plazma fraksiyonlarinda bu miRNA'larin  timére 6zgil

eksozomlarda yiiksek seviyelerde oldugu bulunmustur [Aushev et al., 2013]. Kana
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yansiyan datasi ile karsilastirildiginda hsa-mir-19a, hsa-mir-19b ve hsa-mir-20a ortak
oldugu goriilmistiir. Bu sonuglar, tiimor hiicrelerinin dolasima miRNA igeren
eksozomlar salgiladigini ve eksozomal plazma fraksiyonunun miRNA profillemesinin
giiclii kanser biyomarkerlarini ortaya ¢ikarabilecegini gostermektedir. Bizim ¢alisma

ile elde ettigimiz doku ve kan miRNA panelleri eksozom g¢alismlarina 1s1k tutacaktir.

Sonu¢ olarak miRNA imzasi, en uygun tedavi yonteminin belirlenmesini
hizlandirabilir - 0zellikle mevcut odaklanmanin preoperatif hedefe yonelik
midahalelere (neoadjuvan tedaviler) verilmesi agisindan son derece Onemli bir
meseledir. Burada alttiplerin tanisina yonelik olusturulabilecek miRNA profilleri
sayesinde terapotik rejimler, cerrahi miidahaleden oOnce farmakolojik ajanlarin

uygulanmasinda ciddi 6nem arz etmektedir [Cascone et al., 2021;Chaft et al., 2022].

Mevcut kaynaklarin ve umut verici sonuglarin yani sira, heniiz doldurulmas: gereken
pek c¢ok bilgi boslugu bulunmaktadir. Cinsiyet farklari, hormonal farkliliklarin
etkisiyle farkli miRNA seviyelerine neden olabilir [Landi et al., 2010]. Bu, hormonal
dengesizlik veya tedavi goren hastalarda miRNA seviyelerinin c¢aligmalara katilan
deneklere gore degisebilecegi anlamima gelir. Bu durum, miRNA'larin tani
yeteneklerini etkileyebilir ve yaniltici sonuglara yol agabilir. Ayrica, hormonal
degisiklikler miRNA terapdtik etkilerini degistirebilir. Bu nedenle, ¢esitli hormonal
degisiklikler ve miidahalelerin dikkate alindig1 daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.
MiRNA ifade seviyeleri ayrica deneklerin yasina bagl olarak da degisebilir, 6rnegin,
miR21 ifadesi yasla ters orantili olabilir [Leonetti et al., 2021]. Bir¢ok ¢aligsma, hastalik
ilerlemesine bagli olarak miRNA ifade seviyelerinin farklilagtigini gostermistir. Belirli
miRNA'lar yalnizca belirli hastalik evrelerinde degisiklik gosterir [N. Wang et al.,
2020;Q. Wu et al., 2020]. Ornegin, Ying ve ark. miR-361-5p ifadesinin sadece I ve I
evre KHDAK'de arttigini bulmustur [Ying et al., 2020]. Bu tez ¢alismasinda hasta
havuzu yas ortalamasi1 60 olan 35 ila 85 yas aralig1 dahil edilerek, bunlardan %18’si
kadin %82’sini erkeklerden olusmaktadir. Bu profilin %76’s1 ise sigara Oykiisiine
sahiptir. Hastalarin histopatolojik durum dagilimi ise SHK;19, AK;25 ve BHK;7
seklindedir. Bu dagilim olusturulurken SHK ve AK sayilari birbirine yakin tutulmaya
0zen gosterildi ve BHK hastalarinin hepsi alindi. Ardindan kalite parametrelerini

saglayan ornekler nihai olarak segildi. Bu 6rneklerde evreleme dagilimi su sekildedir;
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IA; %19, IB; %13,7, llA; %156, 1IB; %39,2, IIA; %274, 1IB; %1,9.

Derecelendirme havuzu ise derece 1,2 ve 3 igin sirasiyla %3,9, %50,9, %45 dir.

Literatiirde birbiri ile ¢elisen bir¢ok calisma bulunmaktadir. Insanlar farkli rnekler,
ornek toplama yontemleri, 6rnek saklama kosullar1 ve ifade analiz teknikleri
kullanmaktadir ve bu da tekrarlanabilirlik ve dogruluk lizerinde biiylik bir etkiye
sahiptir ve dolayisiyla calismanin nihai sonuglarini etkiler. Standart bir protokol
gelistirme ihtiyact bulunmaktadir. Bu sebeple bu tez c¢alismasinda 6rnek toplama
siireci, karakterizasyonu, ornekleri dizileme stireci en bastan SOP olusturularak bunun

tizerinden gitmistir.

Sonug olarak titizlikle yapilan bu tez ¢alismasinda kanda belirlenen miRNA’lar ile bir
panel olusturup KHDAK tanisinda kullanilabilecek minimal invaziv bir yontem ile
kandan hastaligin pozitifligine bakilabilcegi sunulmustur. Ayrica KHDAK i¢in
histopatolojik yonteme ek olarak 3 alttipin ayirt edilmesi igin kullanilabilecek mMiRNA
paneli sunulmustur. Bu panelin kana yansiyan kismi i¢inde ayrica profil sunulmustur.
Ortaya c¢ikan yeni miRNA profilleri ile bundan sonra hasta gruplarinda validasyon
calismalar1 yapilarak klinik bulgularla eslestirilip akciger kanserinin tanisinda
kullanilabilir. Orneklerin evre bazli analizleri ayrica yapilarak yeni miRNA profilleri
ile entegre tarama testleri veya erken tani testleri de olusturulabilir, boylece hastaligin
premalign sathada ve erken tani testleri ile de daha baslangic sathasinda tespit edilmesi
mumkin olabilir. Ayrica, prognoz ve hastanin tedaviye cevabinin takibi igin
kullanilabilecek bir profil olusturarak hedef miRNA'larin hastaligin tedavisinde
kullanilabilmesine de olumlu katki saglayabilir. Calismada, erken tam1 ve tarama
amacl kullanilabilecek aday miRNA yapilarindan bir panel olusturulmasi ve bu
panelden secilecek en 6zgul biyobelirtecin belirlenmesi amaglanmigtir. Ayrica, bu
miRNA'larin akciger kanseri alt tiplerindeki mekanistik roliinii arastirmak igin
fonksiyonel ¢alismalarin yapilmasi, biyolojik onemlerini ve potansiyel terapotik

sonuglarini daha derinlemesine anlamamiza yardimci olacaktir.
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EKLER

Ek Tablo 1: Hastalara ait 6rneklerin mirna degisimleri.

baseMe | log2FoldCha | IfcSE stat pvalue | padj FoldChan
an nge ge
MIR4521 | hsa-mir- 56,9757 | -3,86538 0,4093 | - 3,66E- | 2,18E- | 0,068613
4521 7 87 9,441 | 21 18
88
MIR1251 | hsa-mir- 0,92743 | -3,53133 0,6545 | - 6,86E- | 1,41E- | 0,086489
1251 5 85 5,394 | 08 06
76
MIR135 hsa-mir- 0,94352 | -3,19956 0,6041 | - 1,18E- | 2,28E- | 0,108852
A2 135a-2 6 48 5,295 | 07 06
98
MIR146B | hsa-mir- 1,60443 | -3,03368 0,5886 | - 2,55E- | 4,61E- | 0,122115
146b 7 27 5,153 | 07 06
83
MIR3193 | hsa-mir- 3,31687 | -3,01615 0,4734 | - 1,88E- | 6,76E- | 0,123608
3193 8 24 6,370 | 10 09
94
MIR4636 | hsa-mir- 0,56069 | -2,63038 0,7126 | - 0,0002 | 0,0016 | 0,161501
4636 7 42 3,691 | 23 85
03
MIR4486 | hsa-mir- 0,72008 | -2,60061 0,6809 | - 0,0001 | 0,0011 | 0,164869
4486 1 38 3,819 |34 91
15
MIR4447 | hsa-mir- 0,51822 | -2,57147 0,6932 | - 0,0002 | 0,0016 | 0,168232
4447 6 37 3,709 | 08 38
37
MIR30D | hsa-mir- 0,64062 | -2,55375 0,6960 | - 0,0002 | 0,0018 | 0,170312
30d 6 3 3,669 | 43 14
02
MIR548 hsa-mir- 1,84310 | -2,55294 0,4481 | - 1,22E- | 2,8E- 0,170408
AX 548ax 1 67 5,696 | 08 07
4
MIR548B | hsa-mir- 1,44384 | -2,55206 0,4760 | - 8,27E- | 1,64E- | 0,170512
548b 6 26 5,361 | 08 06
17
MIR490 hsa-mir- 0,47086 | -2,54021 0,9077 | - 0,0051 | 0,0224 | 0,171918
490 7 03 2,798 | 34 99
5
MIR889 hsa-mir- 0,44882 | -2,45056 0,8335 | - 0,0032 | 0,0151 | 0,182939
889 9 46 2,939 |83 67
93
MIR376B | hsa-mir- 1,69961 | -2,43069 0,6756 | - 0,0003 | 0,0022 | 0,185476
376b 6 61 3597 |21 8
5
MIR4705 | hsa-mir- 0,70805 | -2,41482 0,6228 | - 0,0001 | 0,0009 | 0,187529
4705 4 32 3,877 | 06 69
16
MIR329- | hsa-mir- 0,63857 | -2,41443 0,7728 | - 0,0017 | 0,0097 | 0,187579
2 329-2 2 92 3,123 | 85 35
89
MIR3918 | hsa-mir- 4,07110 | -2,35243 0,3359 | - 2,51E- | 1,36E- | 0,195816
3918 6 35 7,002 | 12 10
63
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Ek Tablo 1: Hastalara ait 6rneklerin mirna degisimleri (devami).

MIR30A hsa- 10,2978 | -2,3349 0,29467 | - 2,31E- 2,75E- 0,19820
mir- 3 5 7,92366 | 15 13 9
30a

MIR548AS | hsa- 0,52568 | -2,304 0,76683 | - 0,00266 | 0,01299 | 0,20250
mir- 7 1 3,00458 2 1
548as

MIR511 hsa- 6,67022 | -2,28088 0,29960 | - 2,68E- 1,99E- 0,20577
mir- 3 2 7,61302 | 14 12 3
511

MIR548F2 hsa- 2,87030 | -2,26853 0,40591 | - 2,29E- 5,05E- 0,20754
mir- 4 5,58875 | 08 07 1
548f-2

MIR218-1 hsa- 1,99591 | -2,19728 0,41806 | -5,2558 | 1,47E- 2,75E- 0,21804
mir- 6 9 07 06 8
218-1

MIR3934 hsa- 0,67321 | -2,16744 0,69581 | - 0,00184 | 0,00987 | 0,22260
mir- 2 3 3,11498 7 5
3934

MIR126 hsa- 4,43956 | -2,03801 0,43351 | - 2,59E- 3,95E- 0,2435
mir- 8 2 4,70115 | 06 05
126

MIR3134 hsa- 5,60589 | -1,98195 0,30922 | - 1,46E- 5,81E- 0,25314
mir- 7 6,40935 | 10 09 8
3134

MIR5008 hsa- 0,50157 | -1,98185 0,73467 | - 0,00698 | 0,02910 | 0,25316
mir- 8 5 2,69759 | 4 9 4
5008

MIR4524A | hsa- 2,28773 | -1,97279 0,43026 | - 4 54E- 6,01E- 0,25475
mir- 5 1 4,58511 | 06 05 9
4524a

MIR1913 hsa- 0,69885 | -1,9604 0,64651 | - 0,00242 | 0,01225 | 0,25695
mir- 6 5 3,03226 | 7 8 7
1913

MIR212 hsa- 0,97569 | -1,92863 0,61593 | - 0,00174 | 0,00960 | 0,26267
mir- 7 7 3,13122 | 1 7 8
212

MIR6757 hsa- 0,69988 | -1,90022 0,71215 | - 0,00762 | 0,03134 | 0,26790
mir- 9 2,66825 | 5 2
6757

MIR33A hsa- 0,43986 | -1,87266 0,73789 | - 0,01115 | 0,04344 | 0,27306
mir- 8 1 2,53786 | 3 7 9
33a

MIR3188 hsa- 0,79236 | -1,77598 0,58255 | -3,0486 | 0,00229 | 0,01191 | 0,29199
mir- 4 4 9 5 6
3188

MIR3120 hsa- 1,67524 | -1,74723 0,40572 | - 1,66E- 0,00020 | 0,29787
mir- 2 4 4,30644 | 05 2 3
3120

MIR3178 hsa- 0,69817 | -1,71615 0,61948 | - 0,00560 | 0,02419 | 0,30436
mir- 6 8 2,77027 | 1
3178

MIR100 hsa- 1,08375 | -1,71594 0,61001 | - 0,00490 | 0,02167 | 0,30440
mir- 6 2,81297 | 9 1 4
100
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Ek Tablo 1: Hastalara ait 6rneklerin mirna degisimleri (devami).

MIRLET7A2

hsa-
let-
Ta-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

MIRG605

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 6rneklerin mirna degisimleri (devami).

MIR30B

hsa-
mir-
30b

3,120103

-1,19874

0,342965

-3,49523

0,000474

0,003154

0,435656

MIR32

hsa-
mir-
32

2917711

-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

MIR548)]

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 6rneklerin mirna degisimleri (devami).

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

MIRG657

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

MIRG648

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 6rneklerin mirna degisimleri (devami).

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 6rneklerin mirna degisimleri (devami).

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

MIRG646

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-
44770

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-
548¢

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 6rneklerin mirna degisimleri (devami).

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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