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Ozet

Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserli Hastalarda EGFR Gen Mutasyon Ve
Amplifikasyonlarmin RT PCR Ve FISH Analizleri ile Belirlenmesinin Hastalik

Tanisindaki Oneminin Arastirilmasi

Akciger kanseri, 20.ylizyilin baglarinda nadir goriilen bir hastalik iken, sigara igme
aliskanlhigindaki artisa paralel olarak sikligi giderek artmis ve diinyada en sik goriilen
kanser tiiri haline gelmistir. Biitiin kanserlerde oldugu gibi, akciger kanserleri de
onkogenleri ve tiimdr siipresor genleri etkileyen genetik degisiklikler sonucu meydana
gelmektedir. Epidermal biiylime faktorii reseptorii genleri, tirozin kinaz aktivitesine sahip
transmembran proteinidir ve bu proteini kodlayan genin amplifikasyonlar1 ve mutasyonlari
basta kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve pek cok epitelyal kanser tiiriinde
arastirilmaktadir. Mutasyon analizi ve gen kopya sayisinin belirlenmesi giiniimiizde, timor
hiicrelerinde EGFR statiisiiniin tespit edilmesinde kullanilmaktadir.

Calismamizda, 50 olgunun 47’sine FISH yontemi ile EGFR amplifikasyon analizi,
49’una Real-time PCR yontemiyle EGFR mutasyon analizi yapilmistir. Calisma
sonucunda, 4 olguda (%8.5) oraninda EGFR gen amplifikasyonu, 10 olguda (%20.4)
oraninda EGFR mutasyonu saptanmistir. EGFR mutasyonlarinin 7’si ekzon 19°da, 2’si
ekzon 20’de ve 1’1 ekzon 21°de olarak saptanmistir. Mutasyonu bulunmayan 4 hastamizda,
EGFR amplifikasyonu pozitif bulunmustur. Bu iki yontemden elde edilen bilgilerin,
KHDAK’lerin de EGFR tirozin kinaz inhibitorleri ile hedefe yonelik tedavilerin

gelistirilmesi i¢in bir gosterge oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, EGFR, FISH, Real-Time PCR



Abstract
Significance Investigation of EGFR Gene Mutations and Amplifications Identified by RT
PCR and FISH Analysis in Disease Diagnosis on Non Small Cell Lung Cancer Patients

The frequency of lung cancer increased in parallel to the increased smoking habits
and became the world's most common cancer, while it was a rare disease during early 20th
century. As all cancer types, lung cancer occurs as a result of changes in the oncogenes and
tumor suppressor genes. EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), is a a transmembrane
protein with tyrosine kinase activity and amplifications and mutations of this protein-
encoding gene have been studying in non small cell lung cancer (NSCLC) particularly, as
in many epithelial cancer types. Mutation analysis and gene copy number determination,
are used in the detection of EGFR status of tumor cells recently.

In our study, we performed EGFR amplification analysis by FISH technique in 47
of 50 patients and EGFR mutation with Real-Time PCR analysis in 49 of 50 patients. As a
result, EGFR gene amplification has been idenified in 4 cases (8.5%) and EGFR mutation
has been identified in 10 cases (20.4%). EGFR mutations were seen in exon 19 in 6 cases,
in exon 20 in 2 cases and in exon 21 in 1 case.

We think that the information obtained from these two methods may be used as an
an indicator for the development of targeted therapies with EGFR tyrosine kinase inhibitor
in NSCLC.

Key words: non-small cell lung cancer, EGFR, FISH, Real-Time PCR
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1.GIRIS

Kanserin goriilme sikligi giinimiizde giin gegtikge artmaktadir. Kanser degisik
organlarda hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasindan olusan, klinik goériinlimii, tedavisi ve
yaklasimi birbirinden farkli olan hastaliklar grubudur. Kanserin kontrol altina alinmasi
hususunda 6nceliklerin belirlenebilmesi i¢in kanser yiikiiniin insidans (ortaya cikan yeni
vakalar) ve 6liim sayis1 cinsinden tahmin edilmesi gerekmektedir. Kanser kontroliinde en
Oonemli yapitasi, elimizde dogru, tam ve gilivenilir veri olmasidir.

Diinya Saglik Orgiitii(DSO) tarafindan yayinlanan raporda, kanserli hasta sayisinin
hizla arttig1 belirtilmistir. Kanser artis hizinin devam etmesi durumunda, Diinya niifusunun
artigina ve niifustaki yaglanmaya bagli olarak 2025 yilinda toplam 19.3 milyon yeni kanser
vakasi olacag belirtilmistir. DSO, 2012 yilinda 14.1 milyon yeni kanser vakasi ve 8.2
milyon kanserden kaynaklanan oliim, gerek kanser vakalarinin(%56.8) gerekse de
kanserden kaynaklanan oOliimlerin(%64.9) yarisindan fazlasinin az gelismis ilkelerde
oldugunu bildirmistir. Ulkemizde, 2009 yili kanser istatistiklerine gére her yil yaklasik 98
bin erkek ve 63 bin kadin kansere yakalanmaktadir. (www.cancerresearchuk.org)

Akciger kanseri tiim diinyada en yaygin kanser tiiriidiir ve mortalitesi oldukga
yiiksektir. Tim diinya ortalamasina bakildiginda akciger kanseri erkeklerde birinci,
kadimlarda da meme kanserinden sonra ikinci siradadir (Grenle et al.2000). Oliim nedenleri
arasmnda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde
resmi rakamlara goére her yil 20-25 bin yeni akciger kanseri ortaya ¢ikmakta ve bu rakamin
30-40 bin’ e kadar ulasabilecegi diisiiniilmektedir. Ulkemizde akciger kanserlerinin ¢ogu
erkeklerde goriilmektedir. Ancak 1980’lerden sonra iilkemizde kadinlarda artan sigara
tiryakiligi bu oran1 hizla arttirmaktadir.

Karsinojenik etkiler agisindan, sigara ve ¢cok daha az derecede diger ¢evresel kotii
sartlarin, akciger kanserinin olusmasinda etkili oldugu ve genetik degisikliklerin meydana
gelmesinden sorumlu olduguna iliskin giiglii bulgular vardir. Kanser bugiin genetik kokenli
bir hastalik grubu olarak bilinmektedir. Kanser olusumu yani karsinojenezis farkl tiirlerde
genlerin etkili oldugu ¢ok asamali bir siiregtir ( Geoffey, M.C., and Hausman, E.R., 2006).
Kanserde etkili oldugu diisiiniilen genler; onkogenler, timor slipresor genler ve DNA tamir
genleri olarak 3 ana grup altinda toplanirlar. Gen ve genom mutasyonlar1i kanser
gelisiminde etkili olan genleri icerdiginde (kromozom ve/veya gen delesyonlari,
amplifikasyonlari, yapisal degisimler vb.) gen iirlinlin az ya da ¢ok sentezlenmesi ya da
farkli {riiniin sentezlenmesine neden olmaktadir ki, bu degisimler de selliiler

fonksiyonlarda bozulmalara yol agmaktadir (Krause and Van Etten, 2005). Son yillarda



kanserin etyolojisine ve tedavisine yonelik yapilan ¢alismalarda en ¢ok arastirilan konu
basliklarindan biri Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorleridir. Epidermal Biiylime
Faktorii Reseptorii (EGFR, ErbB-1, HER-1) ilk kesfedilen reseptér tirozin Kinazdir.
Ardindan ayni1 reseptor ailesinin tig tiyesi daha bulunmustur. Bunlar, ErbB-2 (HER-2/Neu),
ErbB-3 (HER-3), ErbB-4 (HER-4)’ diir. EGFR, proliferasyon ve apoptozisi diizenleyen
sinyallerin iletim yollarmi kontrol eden hiicre yiizey reseptorii tirozin kinazlarin ErbB
familyasiin bir parcasidir. Bu transmembran reseptorler hiicre yiizeyinde monomerler
olarak varliklarin1 siirdiirir ve hiicredist bir sinyale(“ligand” olarak adlandirilir)
baglandiginda aktive olurlar. EGFR ailesi, sinyal yolaklarinin aktivasyonunun kontroliinde
gorev alan, normal gelisim siirecinde rol oynamakla beraber, 6nemli bir kismini kanserin
teskil ettigi bircok hastalikta aktivasyonlarinin iligkisi tespit edilmistir.

Epidermal Biiyliime Faktorii Reseptorlerinin tiimor gelisimindeki rolii gbz Oniine
alinarak, son yillarda EGFR aktivasyonunu ve fonksiyonunu bloke eden ¢esitli ajanlar
gelistirilmistir. EGFR inhibitorleri olan Gefitinib ve Erlotinib klinik yollarla test edilen ilk
tirozin kinaz inhibitorleridir ve c¢alismalar1 birgok kanser tiirii i¢in devam etmektedir.
Epidermal biliyiime faktorii reseptor tirozin kinazi (EGFR-TK) mutasyonlar, EGFR-TK
inhibitorleri (EGFR-TKIS) ile tedavileri, standart kemoterapi tedavisine gére daha duyarli
oldugu bildirilmistir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) hastalari bu nedenle
tedavi karar1 vermek i¢in EGFR-TK tiimér gen mutasyonlar i¢in test edilir. KHDAK
tedavisinde Ozellikle adenokarsinomu olan hastalarda, birinci basamak Irresa gibi tirozin
kinaz inhibitorlerinin (TKI) uygulanabilirligi, EGFR mutasyon belirlemek i¢in bir 6n
kosuldur (Yu-Chang et al.,2014).

Calismamizda, histopatolojik olarak incelenerek “kiiclik hiicreli dis1 akciger
kanseri” tanis1 almis, cinsiyet farki gozetmeksizin, 50 hastaya ait kanser dokusu igeren
formalin fiske-parafine gomiilii 5’er mikronluk (p) doku Orneklerine ait Kesitler
kullanilmigtir. Her hasta i¢in doku 6rnekleri ependorf tiip icerisine konularak ve pozitif
sarjli lamlara tespit edilerek gonderilmistir. Hastalarin yaslari, cinsiyetleri, sigara
kullanimlarinin olup olmamasi, histopatolojik bulgular1 hasta dosyalarindan temin
edilmistir. Akciger karsinojenezinde dnemli bir yere sahip EGFR onkogenindeki mutasyon
varligim belirlemek i¢cin EGFR onkogenine 6zgii dizayn edilmis primer ve prob giftleri
kullanilarak, cobas z 480 analiz sistemi ile ekzon 18, ekzon 19, ekzon 20, ekzon 21’deki
mutasyonlarin belirlenmesi ve EGFR onkogeninin FISH teknigi icin dizayn edilmis
sentromer ve lokus spesifik gen bolgesini inceleyerek bu gendeki olas1 amplifikasyonlari

belirlemek hedeflenmistir. Tirk toplumunda KHDAK’li hastalarin Real Time PCR ve



FISH (fluoresan in situ hibridizasyon) analizleri ile EGFR genindeki mutasyon ve
amplifikasyon frekansini hesaplamak, elde edilen verilerin hastalik tanisindaki dnemini
arastirmak ve akciger kanserleri i¢in gelistirilecek tedavi yontemlerine de 151k tutmak

amagclanmustir.



2.GENEL BILGILER
2.1.KANSERIN TANIMI

Kanser, genel anlamda viicudumuzun ¢esitli bolgelerindeki hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasi ile olusan ve genellikle tek bir hastalik gibi goriinsede, gergekte birbirinden ayr1
hiicre ve dokulart etkileyen yiizden fazla hastalik grubudur. Kanser tiplerinin hepsi
anormal hiicrelerin kontrol dis1 ¢ogalmasi ile baglar. Kanser birbirini izleyen degisiklikler
sonucu giderek malign sekle donilisen ¢cok asamali bir siirectir. Mutasyonlarin gen ifadesini
degistirmesi tiim kanserlerin ortak 6zelligi olarak kabul edilmektedir. Kanser ¢esitlerinin
cogunda mutasyonlar somatik hiicrelerde meydana gelir ve bu mutasyonlar iireme
hiicreleriyle gelecek nesillere aktarilmaz. Ancak, kanser vakalarinin % 1’inde, esey-kok
hiicrelerinin ¢esitli genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir ve bu
degisim, yeni neslin kansere yatkinligin1 olusturur (Kizilbey ve ark. 2008).

Hiicrelerin merkezinde, ¢ekirdek iginde, hiicrenin ve organizmanin genetik
bilgisinin saklandigi, elektron mikroskopu ile de goriintiilenebilen, DNA olarak
adlandirilan mikroskobik iplik¢ikler mevcuttur. DNA, hiicrenin normal fonksiyonlarini
gerceklestirmesini saglamaktadir. Kanserli hiicreler bu DNA iplik¢igindeki hasardan
dolay1 olusur. Hiicrenin normal yasam siklusunda DNA hasar1 olsa da hiicre ya bunu onarir
ya da Oliir. Kanserli hiicrelerde hasarlanmis DNA onarilamaz ve kontrolsiiz ¢ogalma
baslar. DNA, cevresel etkenler (kimyasallar, viriisler, tiitiin lirlinleri veya asir1 giines 1s1n1
vs gibi) nedeniyle hasar gorebilir (www.kanser.gov.tr/daire-faaliyetleri/kanser-
istatistikleri.html).

Kanser hiicreleri birikerek tiimorleri olustururlar. Tiimorlerin hepsi kanser degildir;
timorler benign ve malign olabilir. Benign tiimdorlerdeki hiicreler viicudun diger taraflarina
yayilmazlar. Benign tiimorler nadiren hayati tehdit ederler. Malign tiimorler kanserdir.
Manign tiimorlerdeki hiicreler anormaldirler. Kontrolsiiz ve diizensiz boéliiniirler. Bu
timdrler normal dokular1 sikistirabilirler, icine sizabilirler ya da tahrip edebilirler. Eger
kanser hiicreleri olustuklari tiimodrden ayrilirsa, kan ya da lenf dolasimi araciligi ile
viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde tiimdr kolonileri olusturur ve
bliylimeye devam ederler. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davraniglarini kontrol eden
sinyallere, dogru tepkiyi gdstermek yerine kontrolsiiz bicimde ¢ogalmayi ve boliinmeyi
stirdiirerek, normal doku ve hiicreleri istila ederek metastaz 6zelligi kazanirlar. Tiim bu
mekanizmalar, gen iriinleri olan proteinler tarafindan diizenlendiginden, bir gendeki

baskalasim o genin kodladig1 proteinin iiretilememesi, yanlis iiretilmesi, normalden az ya
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da ¢ok iretilmesi ile sonuglanir ve ilgili proteinlerin rol aldigr mekanizmalarda normalden
sapmalar ortaya ¢ikar ( Merlo et al.,2006).
2.2.KANSER HUCRELERININ OZELLIKLERi

Kanser daha cok bir kitle ya da tliimdr olusumuna yol agtigini bildigimiz kontrolsiiz

hiicre proliferasyonuyla karakterize edilen neoplazinin daha kesin formlarini tanimlamak
icin kullanilir. Neoplazi “normal dokular1 asan, onlarla koordine olmayan ve degisime yol
acan uyar1yl durduktan sonra bile asir1 biiylimeye devam eden anormal bir doku kiitlesi”
olarak tanimlanmistir. Neoplazmlar genel olarak “tiimoér” adiyla bilinir ( Kumar ve
ark.,2003).
Kanserin olusum basamaklarindan birincisi timor baglangicidir. Tek bir hiicrenin anormal
davraniglarina paralel olarak klonal tiimér hiicrelerinden meydana gelen hiicre toplulugu
giderek biiyiir. Her adimda, ¢ogalan her bir hiicre yeni bir mutasyona sahip olur. Boylelikle
meydana gelen mutasyonlar hiicreye yagamini devam ettirmesinde kolaylik saglar. Ortama
adaptasyonu kolaylasir ve diger hiicrelerin 6niine gecer. Tiimoriin ortam kosullar1 degisip,
besin ve oksijen miktar1 azaldifinda biiylime c¢evredeki normal dokular tarafindan
engellenebilir. Fakat kosullarin degisimine iyi adapte olabilen kanser hiicresinden kdken
alan hiicreler cogalmaya devam eder ve lezyon baskin duruma gecer. Tiimor biliylimeye
baglar. Cogalma devam ettigi siirece ortaya g¢ikabilecek mutasyonlar kanser hiicrelerine
yeni avantajlar saglar. Biiylime ve ¢ogalmadaki hizlar1 artarak tiimor toplulugu icinde
gittikce daha baskin 6zellikler kazanirlar. Normal hiicreler, hiicre-hiicre temasi sonucunda
hareket etmeye ve cogalmaya son verirken, kanser hiicreleri ¢ogalmayr inhibe eden bu
temasa kars1 duyarsizdir. Kanser hiicreleri, hiicre dis1 matriks bilesenlerini pargalayan ve
komsu dokunun i¢ine yayilima olanak veren proteazlar, anjiogenezi hizlandiran biiyiime
faktorleri salgilarlar.

Birgok hiicre tiiriinde farklilasmanin temel 6gelerinden olan apoptoz kanser
hiicrelerinin ¢ogunda goriillmez. Buna ek olarak kanser hiicreleri telomeraz enziminin
ekspresyonu sayesinde, sinirsiz replikasyon yetenegine de sahiptir. Boylece anormal sag
kalim ve ¢cogalma yetenegi sayesinde kanser hiicrelerinin sinirsiz ¢ogalmasi: miimkiin olur.

Kanserin gelisim ve olusum siireci “’Karsinogenez’’ olarak adlandirilmaktadir. Bu
gelisimsel siire¢ karsinojenlerin etkisiyle olusmaktadir. Bu karsinojenler; kimyasal
bilesikler, radyasyon ve virlisler olabilmektedir. Radyasyon, DNA hasarina ve
mutasyonlara sebep olan en 6nemli ¢evresel faktordiir. Sonug olarak karsinojenlere maruz
kalan tek bir hiicre, gelisimsel siire¢ sonucunda tiimdr olusumuna sebep olabilmektedir

(Cooper et al.,2006).



2.3 KANSER VE GENETIK YAPISI

Kanser, hiicrelerin boliinmek i¢in sahip olduklar1 kontrol mekanizmalarim
kaybettikleri bir durumdur. Bu mekanizmalarin yazilimlar1 genetik koddadir ve ancak
genetik kodun zarar gormesi halinde bu kontrolsiizliik meydana gelebilir. Kanserli
hiicrelerde genetik bozukluklar hiicrenin sahip oldugu genomda farkli organizasyon
diizeylerinde ger¢eklesmektedir. Bu dogrultu ele alindiginda kanser genetik bir hastaliktir.
Kanserlerin biiyiik ¢ogunlugunun genetik degisiklikler ile tetiklendigini diisiinmemiz igin
gecerli nedenler vardir ( Nussbaum et al.,2006). Kanser hiicrelerinin DNA dizilerinde
timoriin ¢evresindeki normal hiicrelerden ayiran ortak anormallikler vardir. Kansere yol
actig1 bilinen etkenlerin birgogu genetik degisikliklere de neden olur;

1. Karsinogenez (kanserin olusumu),

2. Mutagenez (DNA dizisinde degisikligin olusmasi),

3. Kimyasal Karsinojenler (niikleotid diziliminde basit degisikliklere neden olurlar),

4. X-1g1nlar1 gibi iyonlagtirici radyasyonlar (kromozom kiriklar: ve translokasyonlara neden
olurlar),

5. Virtiisler (hiicre i¢ine yabanct DNA yerlestirirler).

Hiicrenin 3 temel yasam fonksiyonu olan biiyiime, boliinme ve 6liim ¢esitli genler
tarafindan kontrol edilir. Yapilan son arastirmalarda yogun olarak hiicre proliferasyonunun
ve apoptozisinin kontroliinden sorumlu genlerin mutasyonlarinin kansere neden oldugu
gosterilmistir. Farkli kanser tiirlerin gelisimi; mitotik dongii diizenleyicilerini kodlayan
genler, programlanmis hiicre 6limii elemanlarin1 kodlayan genler, hasarli DNA’nin
tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan genler, kontakt inhibisyon olusumunda etkili olan
elemanlar1 kodlayan genlerdeki farkli bozukluklarin ve hasarlarin olugmasi sonucunda
meydana gelmektedir.

Genetik hastaliklar ve kanser arasinda iki temel farklilik bulunmaktadir:

1. Kanserin temelini somatik mutasyonlar, genetik hastaliklarin temelini ise germ
hiicrelerinde meydana gelen mutasyon olusturmaktadir.

2. Kanser tek bir mutasyon sonucu ortaya c¢ikmamaktadir. Birden ¢ok mutasyonun
birikimi ile kanserin ortaya ¢ikmasi kanserin tiiriine bagli olarak degismektedir.

Mutasyonlarin  birikimiyle malignensiye dogru gelisim baskalasim sikligina
baghdir. Bagkalasim siklig1 ¢evredeki mutajenlerden dolayr veya hiicre i¢i defektlerden
dolay1 fazla olabilir. Ultraviyole 151n sebebiyle DNA’ da olusan bir hatanin DNA tamir
mekanizmalarinda olusturdugu defektlerden dolay: ortaya ¢ikan bir genetik hastalik olan

Xeroderma Pigmentosum’lu bireyler bu durum igin iyi bir 6rnektir ( Lodish et al.,2000).



Kanserin geligsmesi i¢in on ya da daha fazla sayida gende mutasyon olmasi gerektigi
goriisi, timor gelisimi ile ilgili olarak bilinen hiicre davranigindaki ilk 1limli bozuklugun
giderek kansere doniistiiglinii 6ngoren bilgi ile uyumludur. Bir hiicrenin kanser hiicresi
olarak basarili olabilmesi i¢in, evrimlestik¢e yikici yeni becerilere, bir dizi farkli 6zellikler
biitiiniine sahip olmasi gereklidir. Farkli kanserler bu 06zelliklerin farkli bilesimini
gerektirir. Kanser hiicrelerinin genel davranislarini su sekilde siralayabiliriz;

1. Hiicre ¢ogalmasini diizenleyen distan ve igten gelen sinyallere itibar etmezler.

2. Apoptoz yoluyla intihardan ka¢inma egilimindedirler.

3. Farklilagmadan kagimarak, ¢ogalmaya karst programlanmis cogalma kisitlamalarin
atlatirlar.

4. Genetik olarak kararsizlardir.

5. Koken aldiklar1 dokulardan kagarlar (istilaci).

6. Yabanci bolgelerde yasar ve ¢ogalirlar (metastaz yaparlar) (Alberts et al.,2002).

2.4. KANSER OLUSUMUNDA ETKIiLi GENLER

Kanser viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde iireyerek komsu dokular1 isgal
etmesi (invazyon) veya kaynagini aldigi organdan daha uzak bir yere kan-lenf yoluyla
yayilmas1 (metastaz) ile olusan bir hastaliktir (Cooper and Geoffrey, 2006). Hiicreler, DNA
replikasyonlar1 esnasinda meydana gelen bozulmalar nedeniyle yap1 degistirirler. Normal
viicut hiicre ve dokulari, orijinal biiyiikliik ve yapilarin1 korurken kanser hiicreleri saldirgan
bir tablo cizerler. Kanser potansiyeli olan hiicrelerin en 6nemli 6zelligi onkogen igermesi
yani bulundugu dokudan tamamen farkli yeni bir hiicre olacak sekilde bozulma potansiyeli
olmasidir. Karsinogenezisin meydana gelmesinde siirekli degisime ugrayan yiiziin {izerinde
gen tanimlanmistir. Ancak kesfedilmeyi bekleyen daha pek ¢ok sayida gen vardir (Alberts
et al.,2002). Kanserde etkili oldugu diistiniilen genler 3 ana grup altinda toplanirlar;
1. Onkogenler
2. DNA tamir genleri

3. Timor siipresor genler

2.4.1. Onkogenler

Onkogenlerin kokeni hakkindaki ilk ipucu, yiliksek derecede onkojenik viriislerin
izolasyon seklinden elde edilmistir. Onkogenler yine tiimor viriisleri ile yapilan
calismalarda, hiicreleri transforme edebildikleri gosterilerek, kanserin molekiiler temelleri

hakkinda ilk bulgularin olusturulmasini saglamiglardir. Retroviral onkogenlerin olugsmasina



onciilik eden hiicresel genlere ‘protoonkogen’ adi verilmistir. Protoonkogenler hiicre
biiyiimesi, gelismesi ve boliinmesini kontrol eden genlerdir. Protoonkogenler mutasyona
ugradiginda veya hatali ifade buldugunda kansere sebep olabilecek onkogen haline
doniistirler. Protoonkogenleri, onkogen haline getiren mutasyon, fonksiyon kazandiran
mutasyon olarak isimlendirilir. Onkogenler boylece anormal hiicre ¢ogalmasina ve timor

gelisimine sebep olur.

2.4.1.1. Protoonkogenlerin fonksiyonlari

Normal hiicresel genler (protoonkogenler) cesitli nedenlerle hiicresel onkogenlere
doniiserek, onkogenik hale gelirler. Protoonkogenler sinyal iletimini, hiicresel
farklilasmay1 ve hiicre proliferasyonunu kontrol ederler. Sinyal iletimi karmasik ve ¢ok
asamal1 bir sekilde hiicre membranindan baslayip, sitoplazmaya ve niikleusa kadar gider.
Normal hiicre farklilasmast ve proliferasyonu ic¢in pozitif ve negatif feed back
mekanizmalariyla protoonkogen tiplerinin ¢esitliligi 6nemlidir (Turnpenny and Ellard,
2005). Protoonkogenler, temel biyolojik olaylar1 diizenleyen ve evrim boyunca yiiksek
oranda korunmus genlerdir. Protoonkogenler sinyal iletiminde 3 temel noktada gorev
yapar;
1. ATP’nin fosfat grubunun transferi ile proteinlerin serin, treonin ve tirozin
aminoasitlerinin fosforilasyonunu saglar. Boylece protein konfigiirasyonun da degisiklik
yaparak proteinin kinaz 6zelligini aktive eder ve sinyal iletimini saglayan proteinler icin
baglanma bolgeleri olustururlar. Bu durum Epidermal Biiyiime Faktor ailesi
protoonkogenleri i¢in bir drnektir.
2. RAS ailesi protoonkogenleri GDP/GTP dongiisiinde araci olarak gorev yaparlar.
3. Niikleus i¢indeki proteinlerdir ve gen ekspresyonunda, DNA replikasyonun da ayrica

hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorev yaparlar.

2.4.1.2. Onkogenlerin aktivasyon mekanizmalari
Onkogen aktivasyonu, delesyonlar ve nokta mutasyonlar, kromozomal
translokasyonlar,  amplifikasyonlar ve transkripsiyonel diizenlemenin bozulmasiyla

olmaktadir.

2.4.1.2.1. Delesyon-nokta mutasyonlari
Delesyonlar ve nokta mutasyonlari, protoonkogenlerden onkogen olugmasina sebep

olan degisimlerden biridir. Retroviral onkogenlerin sahip oldugu delesyonlar onlarin aktif



hale gelmesine neden olur. Ornek olarak Met, trk, kit, ve erb-B onkogenlerinin amino
uglarinda bulunan ligand baglanma domainlerindeki delesyonlar1 gosterilebilir.

Nokta mutasyonlar1 daha ¢ok RAS ailesi (K-ras, H-ras ve N-ras ) protoonkogenlerin de
belirlenmistir. Belirlenmemis insan tiimorlerinin yaklasik olarak % 15- 20’ sinin bir
mutasyonu RAS tasiyabilecegi tahmin edilmektedir. RAS mutasyonlart sonucu RAS

proteininin sinyal iletim fonksiyonu aktive olur.

2.4.1.2.2. Gen amplifikasyonlari

Insan tiimér hiicrelerinde, onkogenlerin aktive olmasinda diger bir mekanizma da,
genlerin fazla sayida ekspresyonuna neden olan gen amplifikasyonudur. Gen
amplifikasyonu genomik DNA’nin gereginden fazla replike olmasi sebebiyle ortaya ¢ikar
ve genellikle homojen olarak boya alan bdolgeler (HSR’ler) veya double-minute
kromozomlar (DM) olarak ifade edilen karyotipik bozukluklara sebep olur (Kufe et
al.,2003). DM kromozomlar, sentromer ig¢inde yer alan mini kromozom yapilar ile
karakterizedir. HSR’ ler ise kromozom iizerinde koyu ve agik renkte boyanan bandlarin
normal goriintiiniin disina ¢ikilmasi ile ortaya ¢ikan kromozom segmentleridir. DM’ ler ve
HSR’ ler genin birka¢ binden fazla kopya sayisinda genomik DNA bolgeleri icerdigini
gosterir. Amplifikasyon hiicre biiylimesi i¢in secici bir avantaj saglayarak genlerin
ekspresyonunun artmasina yol acar. Gen amplifikasyonu bir hiicrede onkogen kopya
sayisin1 birkag kattan birka¢ yiliz kata kadar arttirabilir. Gen amplifikasyonu, normal
hiicrelere gore tiimor hiicrelerinde daha sik gozlenir. Pek ¢ok tiimoriin prognozunda,
onkogen amplifikasyonlart rol oynar. Tiimoriin hizli gelisimine ve malign yapisinin
artmasma neden olurlar. Bu gruba en iyi 6rnek noéroblastomda N-myc; meme ve over
karsinomlarinda ise erbB-2 onkogen amplifikasyonlaridir. Amplifiye N-myc kopyalari
hizla gelisen agresif tiimorlerde siklikla gdzlenir ki bu da N-myc’in ndroblastomanin
malign 6zelliginin artmasinda 6nemli bir rolii oldugunu ifade eder. Ayrica RAS gen ailesi
tiyeleri i¢inde yer alan K-ras ve N-ras gesitli karsinomlarda sporadik olarak amplifiye

olurlar (Kufe et al.,2003).

2.4.1.2.3. Kromozom yeniden diizenlenmeleri

Genlerin protein kodlayan bolgesinde bazi protoonkogenlerin translokasyonu
degisikliklere neden olarak, anormal gen iiriinlerinin ortaya ¢ikmasini saglar. Buna en tipik
ornek; kronik myeloid l16semide, kromozom 9q2’da lokalize olan abl protoonkogenin

kromozom 22q da lokalize bcr geni ile translokasyonudur. Bu translokasyon sonucunda



ber/abl flizyon proteini sentezlenir. Abl protoonkogeni onkogenik aktivite kazanmigtir
(Kufe et al.,2003).

2.4.1.3. Onkogen iiriinlerinin tipleri

1. Biiylime faktorleri:

Polipeptid karakterinde olan bu faktorler hiicre DNA'sin1 uyarmada etkin
fonksiyonlara sahiptirler. Hiicrelerin genomlarinda lokalize olan bu protoonkogenler, eger
retroviruslerdeki ¢ok kuvvetli promotor/giiclendirici (enhenser) sekanslarinin (LTR, long
terminal repeat) kontrolii altina girerlerse, ¢ok fazla uyarilir ve asir1 eksprese
(transkripsiyon ve translasyon) olurlar. Bu stimulasyon sonunda, devamli olarak ¢ogalma
faktorleri (onkoproteinler) sentezlenerek hiicrelerin normalinden ¢ok fazla, kontrolsiiz ve
sinirsiz liremelerine ve bu durum devam ettigi takdirde onkogenezise yol acarlar.
Fibroblast hiicre kiiltlirlerinde yapilan in vitro calismalarda, lireme faktorii sentezinin
artmasi  fibroblastlarin  fazla c¢ogalmasmma ve Oliimsiiz hiicrelerin  olugmasina
(immortalizasyon) sebep oldugu ortaya konulmustur. Sentezlenen iireme faktorleri,
hiicrelerin yiizeyinde lokalize olan c¢ogalma faktor reseptorlerine baglanarak hiicreleri
uyarirlar.

2. Cogalma faktor reseptorleri:

Hiicreler tarafindan sentezlenen cogalma faktorlerinin etkin olabilmeleri igin,
bunlarin hiicre yiizeyindeki 6zel reseptorlere (¢ogalma faktor reseptorleri) baglanmasi ve
tasidiklar1 ¢ogalma sinyallerini, reseptdrler araciligi ile hiicre icine transfer etmeleri
gereklidir. Bu reseptorlerin hiicre i¢i uzantilari, aldiklar1 veya kendilerine iletilen
transmembran uyarilari, intraselliiler transdiiserlere aktarirlar. Hiicreler tarafindan
sentezlenerek membranda lokalize olan bu reseptorler de ¢esitli yapisal mutasyonlar
meydana gelirse, onkogenlere doniisebilecegi bazi arastiricilar tarafindan belirtilmistir.
Soyle ki, viral ErbB genleri, onkogeninin ekstraselliiler ligand baglanma bdlgesi olmayan
epidermal ¢ogalma faktdrii reseptor geni oldugu bildirilmistir. intraselliiler reseptdrler
arasinda kabul edilen bu tiir molekiillerden v-erbA gen {iriinleri bir tirozin reseptorii olup,
bunun aktive olmus formu diferensiasyon Onleme yetenegine sahiptir. Avian
erythroblastosis virus (AEV) infeksiyonunda hem v-erbA ve hem de v-erbB genleri
sinergetik bir tarzda etkilenerek onkojeniteye yol acarlar.

3. Sinyal transfer faktorleri:

Bu molekiiller, reseptorlerden aldiklar1 ¢ogalma sinyallerini hiicre ¢ekirdegine veya

hiicresel hedef bolgelere iletmede 6nemli rol alan spesifik proteinlerdir. Bunlari, kodlayan

genler arasinda en iyi tamimlanan H-ras ve K-ras onkogenleri bulunmaktadir. Ozellikle
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RAS molekiilleri istirahat halindeki hiicrelerde inaktif bir durumdadir. Eger bunlar,
reseptorlerden gelen transmembran sinyaller yardimi ile uyarilirsa, guanosin trifosfat
sentezine yol agarlar (ras molekiilleri hiicre i¢inde, genellikle, guanosin difosfat ile bilesik
olustururlar). Fosforilize olmus bu proteinler, ikincil mesenger gorevi yaparak sinyallerin
kromozoma transferini saglarlar. Bu grupta bulunan onkogenlerin ¢ogu trozin kinaz
proteinin kodlarina sahiptirler. Onkogen kinazlar hedef proteinlerini hem tanimada ve hem
de fosforile etmede dnemli fonksiyonlara sahiptirler.

4. Niikleer transkripsiyon faktorleri:

Biitiin onkogenler, bir veya birkag mekanizma ile (direkt veya indirekt yollarla)
hiicre nukleusunda bazi degisiklikler olustururlar. Bu grupta bulunan onkogenler ise, direkt
olarak ya transkripsiyona etkilerler veya DNA'ya baglanirlar. Orn, v-jun onkogeni, AP-1'in
cok yakin homologudur. AP-1, bir transkripsiyon faktorii geni olup diger bir niikleer
onkoprotein olan Fos'a kuvvetlice baglanir. Jun onkogeni, transkripsiyonal regulator
fonksiyonu nedeniyle timor olusumunu indiikleyebilir. Fosfoprotein kodlayan genler
arasinda yer alan myc, myb ve fos genleri, diger genleri transaktive edebilir ve bunun
sonunda DNA'y1 stimule ederek, direkt veya indirekt olarak, replikasyonu baslatabilir.
Olusan yapisal veya regulator degisiklikler timor gelisimini artirir.  Genoma
(kromozomlara) ulastirilan transmembran sinyaller, DNA'nin asir1 uyarilmasina ve asiri
ekspresyonuna yol agarlar. Transdiiserler hiicre tarafindan sentezlenerek sitozol icinde
depolanirlar ve gerektigi zaman ve gerektigi yerde gorev yaparlar. Onkogenler, yapisal ve
gorevsel olarak birbirlerinden az ¢ok farklidirlar. Simdiye dek 100'den fazla onkogenin
varhigr Dbildirilmistir. Onkogenlerin kodladig1 proteinlerin  (onkoprotein), normal
protoonkogenlerin proteinlerinden bazi farklari bulunmaktadir;

1. Onkoproteinler, ¢ok 6nemli olan regulator proteinlerden yoksundurlar.

2. Onkoproteinler, diger eksternal sinyallere bagimli degildirler.

3. V-onc'larda intron yoktur.

Nonviral orijinli timoérlerde de, protoonkogenler benzer etkinlik gosterirler. Soyle ki, boyle
bir 6zellik gosteren tiimor hiicrelerinden ekstre edilen DNA'larin in vitro fare fibroblast
hiicrelerinde transformasyonlar olusturmasi, tiimor hiicrelerinde onkogenlerin varligim

ortaya koymaktadir.

2.4.2. Tiimor siipresor (baskilayici) genler
Hiicre c¢ogalmasimi kontrol altinda tutan genlerdir. Etkilerini; bozulmus hiicre

dongiisiinlin ~ devamim1  engelleyerek, gerekli durumlarda hiicreleri apoptozise
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yonlendirerek, hiicre icerisinde DNA replikasyonu ve tamiri ile segregasyonun hatasiz
gerceklesmesini kontrol altinda tutarak, mutasyon oranlarimin diisiik seviyede tutulmasini
ve genomun stabil kalmasini saglayarak gosterirler. Tiimor siipressor genlerin (TSG) hiicre
tizerindeki etkileri genetik degisiklikler sonrasinda ortadan kalkar. Resesif karakterli
olduklart i¢in her iki allelde de degisiklik (¢ift vurus - two hit) olmasi durumunda TSG
inaktive olur ve hiicre {izerindeki fonksiyonu tamamen ortadan kalkar. Inaktivasyon
sonrasinda hiicre lzerindeki kisitlayic1 etkilerinin kaybolmasina bagli olarak kanser
gelisimi gozlenir.

Hiicre ¢ogalmasini baskilayan TSG etkilerini iki farkli sekilde gerceklestirirler.
Hiicre siklusunu kontrol altinda tutan ve gatekeeper (bekgi) adi1 verilen APC ve VHL gibi
genler bu etkilerini hiicre proliferasyonunu direk baskilayarak gosterirler. Hiicre
proliferasyonu iizerine indirek etki gdsteren ve caretaker (bakici) olarak adlandirilan
BRCA1, BRCA2, MLH1 ve MSH2 gibi genler ise DNA tamirinden sorumlu olup
mutasyon olusumuna engel olarak genomun stabil kalmasinda etkin rol oynarlar.

Sperm veya yumurta hiicresi araciligiyla embriyoya aktarilan TSG mutasyonlari,
resesif Ozellikleri nedeniyle embriyonik gelisimi etkilemedikleri i¢in yasamla bagdasirlar
ve kisinin tim hiicrelerinde gozlenirler. Ayrica, embriyo gelisimi sirasinda olusabilir ve
meydana geldigi zamana gore viicut hiicrelerinin bir kisminda (mozaik) saptanabilir.
Ureme hiicrelerinden embriyoya gecen veya embriyo gelisimi esnasinda ortaya ¢ikarak
gonadal hiicreleri etkileyen mozaik durumlarda kisilere aktarilan bu mutasyonlar sonraki
nesillere aktarilma riskini de beraberinde getirecektir.

Bunun aksine, onkogenler hiicre proliferasyonunu stimiile ettikleri i¢in sperm ve
yumurta kanali ile embriyoya gectikleri veya embriyonik gelisim sirasinda meydana
geldikleri zaman farkli etkiye sahiptiler. Dominant (baskin) karakterli olmalar1 nedeniyle
tek bir mutasyon dahi aktive olmalarina ve bunun neticesinde de hiicre proliferasyonunun
asirt uyarilmasina neden olarak embriyonik gelisimi etkilemekte ve gebeligin devamim

engellemektedir.

2.4.2.1. Tiimér Siipressor Gen Inaktivasyonu

TSG'leri onkogenlerden ayiran en 6nemli Ozelliklerden birisi c¢ekinik karakterli
hareket etmeleri olup bu 6zellikleri bazi klinik tablolarin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Onkogenler ise tek bir mutasyon sonrasinda kansere neden olduklari i¢in yasam igerisinde
somatik hiicrelerde meydana gelen degisiklikler neticesinde hastalik gozlenir ve ilireme

hiicreleri ile sonraki nesillere aktarilmazlar. TSG' lerin inaktivasyonu igin gerekli olan iki
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degisiklik yasam icerisinde arka arkaya kazanilabildigi gibi bir tanesi nesiller boyu
aktarilarak bu kisilerde kanser predispozisyonuna ve ailesel kanser sendromlarinin
gbzlenmesine neden olabilirler.

TSG' ler igerisinde yer alan baz1 genetik yapilar ve bunlarin etkileri klasik ¢ift vurus
hipotezi ile agiklanamamaktadir. Ozellikle; retinoblastomaya neden olan RB geni ile NF1

ve PTCHI1 genleri farkli mekanizmalar ile kanser gelisimine neden olabilmektedir.

Gilinimiizde; kanser gelisiminde rol olan TSG' lerin inaktivasyonuna neden olan
farkli mekanizmalar ortaya konmustur. TSG' in inaktive olmasit i¢in hiicre igerisinde
bulunan bir genin her 2 kopyasiin fonksiyon dis1 kalmasi gereklidir. Yasam igerisinde her
iki allel mutasyona ugrayarak kanser gelisimi gozlenebilir. Ancak bu ¢ok sik karsilasilan
bir durum degildir. Genellikle ilk mutasyon ailesel olarak sonraki nesillere aktarilir.
Mutasyonu tasiyan kisiler ise tiim hiicrelerinde bu degisikleri tasirlar. Diger bir deyisle tim
hiicrelerinde etkilenen genin bir alleli inaktif olarak bulunur. Yasam sirasinda somatik
(viicut) hiicrelerde ayni genin diger allelinde meydana gelen ikinci bir mutasyon
sonrasinda saglam allel de inaktive olur ve hiicre cogalmas1 tlizerindeki silipressor etki

ortadan kalkarak hiicrenin bulundugu doku bolgesine spesifik kanser gelisimi gozlenir.

2.4.3. Stabilite genleri (Caretakers)

Mutasyon olustugunda tlimoérogenezis tamamen farkli bir yolda ilerler. Bu sif
yanlis eslesme tamiri, niikleotit eksizyon tamiri ve baz eksizyon (kesip ¢ikarma) tamiri
genlerini igerir. Bu genler, normal DNA replikasyon siirecindeki ortaya ¢ikan hatalarin ve
mutajenlere maruz kalinma durumunda ortaya g¢ikan hatalarin tamirinden sorumludur.
Diger stabil genler kromozomal segregasyon ve mitotik rekombinasyon gibi biiyiik
kromozom pargalarini ilgilendiren kontrol siirecinde yer alir. Stabilite genleri, genetik
degisimleri minimumda tutmayi1 saglar ve onlar inaktive olduklarinda diger genlerde
meydana gelecek mutasyon orani daha ¢ok artar. Biitlin genler, mutasyon oraninin artmasi
sonucu olabildigince etkilenir. Fakat sadece onkogen ve tiimor siiprosor genlerdeki
mutasyonlar, hiicre biiyiimesini ve mutant hiicreye segici biiylime avantajimni saglarlar.
Tiimor stiprosor genlerde oldugu gibi stabilite genlerinin de her iki alleli fizyolojik bir etki
sonucu aktive olmalidir (Vert and Kenneth, 2004).

13



2.5. AKCIGER KANSERI

Akciger kanseri 20. ylizyilin basinda nadir goriilen bir hastalikken siklig1 giderek
artmis ve 2008 yilinda tiim diinyada 1.6 milyon yeni akciger kanseri hastas1 kaydedilmistir.
2010 yilinda tiim diinyadaki kanser oliimlerinin %19’undan akciger kanserinin sorumlu
oldugu tespit edilmistir.

Akciger kanseri, tiim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tliridir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim nedenleri arasinda 2. sirada yer almaktadir.
Akciger kanseri erkeklerde 1930’lu yillarda kanserden 6lim nedenlerinin basinda yer
alirken, kadin olgularin sayisi, 1960’larda artmaya baslamis ve artis giiniimiize dek
stirmustiir. 1980’11 yillarda sigara karsiti kampanyalarin baglamasi, erkeklerde 87/100 000
olarak saptanan akciger kanseri insidans1 1991°de 80/100 000’e diisiirmiistiir. Tiim diinya
ortalamasma baktigimizda Akciger kanseri erkeklerde birinci, kadinlarda da meme
kanserinden sonra ikinci siradadir. Akciger kanseri onkoloji, goglis cerrahisi, gogis
hastaliklari, radyoloji, niikleer tip, radyasyon onkolojisi, gibi bir¢ok anabilim dalini

ilgilendiren giincel bir hastaliktir (Oz ve ark., 2013).

2.5.1. Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, 20.ylizyilin baslarinda nadir goriilen bir hastalik iken, sigara igme
aliskanhigindaki artisa paralel olarak sikligi giderek artmis ve diinyada en sik goriilen
kanser tiirii haline gelmistir. Her y1l yaklagik 1 milyon kisi akciger kanserinden 6lmektedir.

Tiim diinyada kanser olgularinin %12.8’inden akciger kanseri sorumludur. Akciger
kanserli olgularda tani sonrast 5 yillik yasam, 1974-76 yillar1 arasinda %12 iken, 1992-97
yillar1 arasinda ¢ok az yiikselmis ve %15 oranina ulagsmustir. Akciger kanserinin evreleri
incelendiginde %57.9’unun uzak metastaz yaptig1 goriilmektedir. Akciger kanserinin
teshisi genellikle ge¢ olmaktadir, bu nedenle de sagkalimlari da diger kanserlere gore

oldukga diisiiktiir (http://www.who.int/cancer/en/). Ulkemizdeki akciger kanser olgularinda

erkek/kadin orani1 9.4 tir.

2.5.2. Etiyolojisi

Akciger kanserinin nedenleri biiyilk c¢ogunlukla c¢evresel olmasma ragmen
solunumsal karsinojenlere bireysel yatkinlikta dnemlidir. Hastalik riski, etyolojik ajanlara
maruziyet ve bu ajanlara bireysel yatkinligin karsilikli etkilesiminin yansimasi olarak
diisiniilebilir. Akciger kanserinin patogenezinden %94 oraninda sigara sorumlu olup,

etkeni belli olan az sayidaki kanserlerden birisidir. Sigara, tiim diinyada her 6 saniyede bir
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insanin Oliimiine sebep olmakta ve kendine bagimli olan her iki insandan birini
oldiirmektedir. Eger gerekli 6nlemler alinmazsa 2030 yilina kadar tahminen toplam 175
milyon insanin daha 6liimiine sebep olacaktir. Akciger kanseri insidansi yasla artmaktadir.
Geng erigkinlerde (50 yas altinda %5-10 dolayinda) siklig1 daha azdir. Bu yas grubunda
goriilen akciger kanseri siklikla adenokanser olup genellikle aile dykiisii eslik etmektedir.
Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda, giinliik sigara tiikketimi ve yas dikkate alinmadiginda, sigara
icen kadinlarin erkeklere gore daha fazla akciger kanserine yakalandig1 saptanmistir.

Sigaradan sonra akciger kanserinin ikinci en sik nedeninin radon oldugu
belirlenmistir. Radon, uranyumun ve radyumun kirilmasiyla dogal olarak olusan bir gazdir.
Genellikle toprak ve suda bulunur. Radonla iliskili risk artisi, konutlarda ortama yayilan
pargalanma fiiriinlerinin inhalasyonuyla iliskilidir. inhale radonun Kkarsinojenik etkisi,
partikiile radon emiilsiyonundan daha fazladir. Akciger kanserinin %2-14’{inden radonun
sorumlu olabilecegi ileri siirlilmektedir.

Radondan bagka mesleki olarak krom, nikel, komiir, kadmiyum, uranyum
parcalanma {iirlinleri, demir, arsenik, aliiminyum, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, dizel
partikiilleri ve formaldehite maruz kalmak da akciger kanseri riskini arttirmaktadir.

Beslenme aligkanligi, akciger kanseri iizerinde hem koruyucu hem de zarar verici
etkilere sahiptir.

Hava kirliliginin yogun oldugu kentlerde yasayanlarda, kirsal kesimde yasayanlarla
karsilastirildiginda kiigiik hiicreli akciger kanseri iki, biiyiik hiicreli akciger kanseri bir kat
daha fazla goriilmektedir.

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

Akciger kanseri riski, akciger kanserli hastalarin hem sigara i¢gen, hem de igmeyen
akrabalarinda 2.4 kat fazladir.

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

etyolojisinde genetik yatkinlik dikkati cekmektedir.

2.5.3. Akciger Kanseri Simiflamasi
Akciger kanserinin histopatolojik siniflamas1 Diinya Saglk Orgiitii'niin (DSO)

ongordiigii siiflama sistemine dayanmaktadir. DSO’niin 6nceki akciger tiimérleri
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simiflamas1 1981 yilinda yapilmistir. Bu tarihten sonra patolojik tani yontemleri ve
kriterlerinde belirgin degisiklikler gerceklesmis, bunun iizerine smiflama DSO tarafindan
2004 yilinda yeniden dilizenlenmistir. Hiicre tipleri 1s1ik mikroskobu altindaki
goriinlimlerine gore adlandirilmistir. Akciger karsinomlarinin %85°den fazlasini 2 major
tip kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomu (KHDAK) olusturmaktadir; non-skuamdéz
karsinomlar (Adenokarsinom, Biiyiikk hiicreli karsinom ve diger subtipler) ve skuamdz
hiicreli karsinomlar. Akciger kanserlerinin geri kalani yani yaklasik %15’ini ise kiiciik
hiicreli karsinom (KHAK) olusturur.

Giiniimiizde tedavi agisindan degerlendirme yapilirken ilk 3 tip bir kategoriye sokulup
“Kii¢lik Hiicreli Dis1 Akciger Karsinomu”(KHDAK) diye adlandirilir. Bu sekilde “Kiigiik
Hiicreli Akciger Karsinomu”(KHAK) bu gruptan ayrilmis olur ( Kumar et al., 2003).

1. Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlar:i (KHDAK)

a. Squamoz hiicreli karsinoma

Erkeklerde daha sik goriilmektedir. Ozellikle sigara kullanimi olan bireylerde gozlenir.
Bronkojenik karsinomlar arasinda iilkemizde en sik goriilen karsinom tiiriidiir. Biiyiik
bronslarin santralinden ¢ikmaya meyillidir, lokal hiler lenf nodlarina kolay yayilir fakat
toraks disina diger akciger timorlerinde oldugundan daha ge¢ yayilir. Squamoz karsinoma,
brons epitelinde yillar 6nce baglayan bir metaplazi veya displaziyi izleyen in-Situ
karsinomdan sonra ortaya ¢ikar. Mukozada 1-2 cm ¢apinda, kalinlagma ve irregiiler nodiil
tarzinda kabariklik yavas yavas gelisir. Bu durumda heniiz klinik ve radyolojik bir bulgu
olmadigi halde, balgamda brons yikama ve fir¢a ile alinan materyalde atipik epitel
hiicreleri goriiliir. Erken metastaz yapmasit siklikla beklenmez. Hiicresel farklilagmanin
derecesine gore; iyi,orta ve az diferansiye olmak lizere {i¢ alt gruba ayrilirlar. Squamoz
hiicreli karsinomlar, metastaz yapmadan once biiyiilk ve bronslari tikayan semptomatik
kitle yaptiklarindan diger tiplere gore hafifce daha iyi bir prognoza sahiptir. Tani
konuldugunda genellikle cerrahi olarak c¢ikarilabilir durumdadirlar. Skuamoéz hiicreli
karsinomlarin en iyi prognoza sahip akciger kanseri tiirii oldugu, yapilan caligmalarla
gosterilmistir.

b. Adenokarsinom

Adenokarsinom, asiner ya da glanduler yapilar olusturan ve iilkemizde, kadin erkek, her iki
cinsiyette ikinci siklikta goriilen akciger karsinomudur. Tiim KHDAK i¢inde %30-35
oraninda goriilmektedir. Erkek ve kadinda goriilme sikligi aynidir. Sigara kullanimi ile

iliskisi squamoz karsinomaya gore daha zayiftir. Santral yerlesimli olabilecegi gibi,
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cogunlukla periferal yerlesimlidir. Adenokarsinomlar, yavas biiyiirler ve daha kiigiik kitle
yaparlar. Ayrica diger subtiplere gore daha erken safhada metastaz yaparlar.
Bronchioloalveolar karsinoma (BAC), 6zel bir adenokarsinoma tipidir. iki ¢esidi vardir.
BAC’m yarisindan az1 multifokal miisinéz tiimorlerdir. Bazen tek baglarina kitle yaparlar,
bazen de birbirleri ile birlesen kitleler olustururlar. Histolojik goriinim yaniltict olarak
benign olup mitoz nadirdir. Diger ¢esidi 10 cm ¢apa kadar ulasabilen, gri-beyaz tek bir
nodiil seklinde olur. Ust lob iginde ve perifere yakin yerlesimlidir. BAC’1n prognozu diger
bronkojenik karsinomlara gore daha iyidir. Adenokarsinomlarin en sik metastaz yaptiklari
yerler; karaciger, adrenaller, kemik ve merkezi sinir sistemidir. Olgularin %50' sinden
fazlasinda otopsi ile saptanan beyin metastazi vardir. Tek basma beyin metastaz1 ise
olgularin %12' sinde goriiliir.

C. Biiytik hiicreli karsinom

Tiim bronkojenik karsinomlarin yaklasik %10'unu olusturan biiyiik hiicreli karsinomlar,
genis stoplazmali ve belirgin hiicre nukleusu olan pleomorfik hiicrelerden olusur. Biiyiik
hiicreli karsinomlar, hiicresel herhangi bir farklilasma gostermedikleri i¢in ‘indiferansiye
karsinom’ olarak da adlandirilirlar. Sitolojik diferansiyasyon gostermeyen belki de
squamdz veya glandiiler neoplazmlarin, herhangi bir kategoriye giremeyecek kadar,
indifferensiye seklidir. Bu tiimorlerin tanisi, hiicresel farklilasmanin olmamasi nedeniyle
bazen kesin olarak konulamaz. Tiimdr bazen vahsi bir anaplazi gosteren dev hiicrelerden
olusmustur. Erken fazda uzak yerlere yayilma egiliminden dolay1 kotii prognozludurlar.
Biiyiik hiicreli karsinomlarin yaklasik %60 periferik akciger dokusu kaynaklidir.
Metastatik yayilimi1 adenokarsinomlara benzer; olgularin yaklasik %350'sinde beyin
Mmetastazi vardir. Cogunlukla ge¢ evrelerde saptanirlar ancak evre 1 ya da Il gibi erken
evrelerde saptanirsa cerrahi rezeksiyon ile kiir sanslari vardir. Timoriin yaygin metastaz
yapma yetenegi vardir ve ince barsaklar metastazin en sik goriildiigii organdir. Yarisindan
fazlasinda tan1 kondugu zaman beyin metastazi vardir ve 5 yillik yasama oran1 %2-3 diir.

2. Kiigiik hiicreli akciger karsinomlar: (KHAK)

Erkeklerde kadinlara oranla daha siktir ve sigara kullanim ile ¢ok yakin iliskilidir.
Kiiciik hiicreli karsinomlar, DSO simiflamasina gore, saf kiigiik hiicreli ve kombine kiiciik
hiicreli karsinom olarak iki ana gruba ayrilirlar. Soluk gri renkte, santral lokalizasyonda
kitleler olup, hiler ve mediastinal lenf nodlarmi1 erken fazda tutarlar. Histolojik
varyantlarindan biri olan yulaf hiicreli (Ienfosit benzeri) karsinom, yuvarlak- oval sekilli,
hiicre nukleoluslar1 daima belirsiz goriiniimlii ve bol stoplazmali hiicrelerden olusur.

Poligonal varyant en sik goriilir ve fuziform ya da igsi yapida nukleus igeren biiyiik
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hiicrelerden olusur. Kombine kii¢iik hiicreli karsinomda, kii¢iik hiicreli ve kii¢iik hiicreli
dis1 karsinom hiicreleri bir arada bulunur. En 6nemli kombine varyant tipi ise kiigiik
hiicreli ve biiytlik hiicreli varyanttir. KHAK” lar hizli biiyiiyen ve erken yayilan lezyonlardir
ve nadiren rezeke edilebilir durumda yakalanirlar. Bu nedenle hemen her zaman kombine
radyoterapi ve kemoterapi ile tedavi edilirler. Uzak metastazlarin en sik goriildiigii yerler
sirastyla; kemik, karaciger, kemik iligi, beyin ve ekstratorasik lenf nodlaridir. ki yillik sag

kalim oran1 %5-8 dolayindadir.

2.5.4. Akciger Kanseri Evrelendirilmesi

Amerikan Kanser Birligi ve Uluslararas1 Kanser Miicadele Birligi, akciger kanseri
icin primer tiimorlin biylkligi, yayginligia, tiimoriin 6zelliklerini derecelendirir (T),
bolgesel lenf nodu tutulumuna (N), metastazin varligi veya yoklugunu (M) belirler. TNM
evrelendirme klasifikasyonunu olusturmuslardir. Kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde

evreleme TNM sistemine gore yapilir.

Cizelge 2.1. TNM Siniflamasti

PRIMER TUMOR (T)

BOLGESEL LENF BEZI (N)

UZAK METASTAZ (M)

TO: Primer tm belirtisi yok

NO: Bolgesel lenf bezi yok

MO: Uzak metastaz yok

Tis: Karsinoma in situ

NI: Ipsilateral peribronsial
ve/veya hiler lenf  bezi
metastazi (akciger ici lenf bezi)

M1: Uzak metastaz var

T1: Genis ¢ap1 <3cm, akciger

N2: Ipsilateral mediastinal lenf

ve visseral plevra ile cevrili, | bezi metastazi  (Subkarinal
bronkoskopik olarak lob dahil)

bronsundan daha proksimale

uzanmayan

T2: Genis ¢ap1 >3cm, ana | N3: Kontrlateral mediastinal

bronslarda yerlesen ancak ana
karinaya uzaklig1 > 2cm

olan, visseral plevraya kadar
uzanan, atelektazi veya
pndémoniye neden olan

veya supraklavikiiler lenf bezi
metastazi

T3: Herhangi biiyiikliikte olan
timorin gogus
duvari,diafragma,mediastinal
plevra, perikard gibi yapilara
invaze olmasi, ana brons i¢inde
karinaya 2 cm dan yakin
yerlesmesi, tim akcigeri
kaplayan atelektazi veya
pnomoniye neden olmasi

T4: Herhangi bilyiikliikte olan
tiimdriin mediasten yag dokusu,
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kalp, biiyilk damarlar,trakea
0zofagus, vertebral  kolon,
karina gibi yapilar1 tutmasi,
malign plevral veya perikardial
sivlt bulunmasi, tiimor ile ayni
lob i¢inde satelit nodiil
bulunmasi

Cizelge 2.2. TNM smiflamasina gore evrelendirme

EVRE 0 Karsinoma in situ (Tis NO MO0)
EVRE IA T1 NO MO

EVRE IB T2 NO MO

EVRE IIA T1 N1 MO

EVRE |IB T2 N1 MO/T3 NO MO

EVRE IlIA T3 N1 MO/T1-2-3 N2 MO
EVRE I1IB T4 N MO/T N3 MO

EVRE IV TN M1

2.5.5. Akciger Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Akciger kanseri tiim diinyada oldugu gibi yurdumuzda da en sik goriilen kanser
cesidi olup vakalarin %90’1nda etiyolojide sigara bulunmaktadir Akciger kanseri, gelismis
ilkelerde kanser oliimlerinin en sik nedenidir. Tiirkiye, diinyada akciger kanseri insidansi
en yiiksek iilke olarak kabul edilebilir. Bir¢ok iilkede akciger kanseri insidansindaki
degisikliklere, tlimorlerin histolojik tiplerinin dagilimindaki degisikliklerin de eslik ettigi
bildirilmistir. Mevcut tedavi yontemleriyle 5 yillik ortalama yasam stiresi %15’tir.
Ortalama yasam sliresi ve sigara icilmesindeki artisa bagli olarak yillar icinde akciger
kanseri insidans ve mortalitesi artis gostermistir. Akciger kanseri, KHAK ( kii¢iik hiicreli
akciger kanseri) ve KHDAK (kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri) olmak tizere iki grupta
incelenir. Tiim akciger kanserlerinin yaklasik %85’i KHDAK’ dir. KHDAK’ de sik
goriileni ise adenokarsinomdur (Kirisoglu ve ark., 2003). Biitiin kanserlerde oldugu gibi,
akciger kanserleri de onkogenleri ve tiimor silipresor genleri etkileyen genetik degisiklikler
sonucu meydana gelir. Kanser olusumunda hiicrenin biiylime ve ¢ogalma siirecinde
meydana gelen genetik degisiklikler (onkogenler, tiimor baskilayict genler), konakel
faktorleri (enzim polimorfizmi) ve timor konak¢i etkilesimi (anjiogenez, invazyon,
metastaz) sonucunda tiimoral kitle olusur. Bunun disinda, sinyal iletimi, hiicre dongiisiiniin

kontrolii ve DNA tamiri, hiicre biiylimesi ile iligkili genler de akciger kanseri olusumunda
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degisik basamaklarda hasar gorebilir. Akciger kanserlerinde gozlenen genom dengesizligi;
birgok kromozomal (andploidi) ve yapisal sitogenetik anormallikleri (delesyon,
amplifikasyon, nonresiprokal translokasyonlari) igerir ( Janina et al., 2006).
Akciger kanserinin karsinogenezinde énemli genetik olaylar sdyle siralanabilir;
1.0nkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

Nokta mutasyonlart sonucu olusan degisiklikler en sik RAS onkogen ailesinde
(HRAS, KRAS ve NRAS) goriiliir. H-ras, K-ras ve N-ras’tan olusan ras ailesi, akciger
kanserinin gelisiminde nokta mutasyonu ile rol oynamaktadir. RAS mutasyonlari
KHDAK” lerinin %10-15" inde, adenokarsinomlarin % 20-30’ unda goriilmekte, KHAK”’
lerinde de neredeyse hi¢c goriilmemektedir. En sik goriilen K-ras mutasyonu kiigiik
KHDAK” lerinin %15-50’sinde saptanmaktadir. K-ras mutasyonu goriilenlerde sagkalimda
azalma, erken niiks ve kotii prognoz goriilmektedir. Bu mutasyonlar, hot spot bolgelerde
yer alan, i¢csel GTPaz aktivitesine sahip kodon 12, 13, ve 61’1 etkiler. C-myc, N-myc ve L-
myc’den olusan myc geni siklikla amplifikasyon ve transkripsiyonel disregiilasyon ile
onkogen haline doniismektedir. KHDAK” lerinin %8-20" sinde, KHAK’ lerinin %18-31°
inde Myec ailesi liyelerinden birinin amplifikasyonu goriilmektedir ( Nair,2005).
2. Timor supresOr genlerin inaktivasyonu

Kanser olusumuna sebep olan en 6nemli timor siipresér mutant gen p53 olup,
17p13 lokusunda yerlesiktir. Tiim kanserlerin % 50’sinde goriilirken, KHAK lerinin %
90’1nda, epidermoid kanserin % 65’inde, biiyiik hiicreli kanserin % 60’1inda ve adeno
kanserin % 33’linde gosterilmistir. Sigara i¢imi maruziyeti, p5S3 mutasyonu gelisme riskini
arttirir.  Retinoblastom(RB) geni de akciger kanserlerinde rastlanan bir diger tiimor
stipresor gendir. RB protein yoklugu KHAK’ lerinin hemen hepsinde goriiliirken,
KHDAK lerinin sadece % 10-30’unda goriilmektedir.
3.Hiicre siklus regiilasyonunda gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler

Okaryotik hiicre siklusu G1, S, G2 ve M fazlarindan olusur. Karsinogenezis
sirasinda  hiicre bilylimesinin G1 fazinda koordinasyon noktasindaki degisiklikler
kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ile sonuglanir. Hiicre siklus regiilasyonunda 3 6nemli
intraselliiler protein ailesi tanimlanmistir; siklin bagimli protein kinazlar (CDK), siklinler
ve siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CDKD). Kontrolsiiz CDK aktivitesinin onkojenik
oldugu ve CDKD’lerin ise supresor fonksiyonlar1 oldugu ileri siiriilmektedir.
4. DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler

DNA tamiri ve apoptozis hiicre dongiisliniin devami i¢in esastir ve hatali DNA

tamiri karsinogenez gelisiminden sorumlu 6nemli bir faktordiir. DNA hasarin1 gidermek
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tizere islev goren baslica genler kromozom 3p fizerinde lokalizedir. Kromozom 3p
kayiplar akciger kanseri gelisimini 14 kat arttirmaktadir.
5.Biiylime faktorleri ve reseptorlerine iliskin degisiklikler

Biiylime faktorleri, afinite gosterdikleri hiicre membran reseptorlerine spesifik
olarak baglanan, normal hiicre proliferasyonunu uyaran, ¢ok az miktarlar1 bile hiicresel
aktiviteleri etkileyebilen polipeptitlerdir. Biiyiime faktorleri hedef hiicrelerinin plazma
zarlarii1 gecme yetenegine sahip olmadiklarindan etkilerini hiicre ylizey reseptorlerine
baglanarak gosterirler. Epidermal growth faktér (EGF) ve transforming growth faktor-a
(TGF-a) hiicre proliferasyon ve differansiyasyonunu uyaran mitojenik etkileri gosterilmis
olan peptidlerdir. Pek ¢ok calismada aberran EGFR sinyalizasyonu ve EGFR regiilasyon
bozuklugunun tiimor gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Yiiksek diizeyde EGFR
ekspresyonu ileri evre hastalik, metastatik fenotip gelisimi, sagkalimda azalma ve koti
prognoz ile iliskili bulunmustur. KHDAK’lerin % 13-80’inde EGFR asir1 ekspresyonu

saptanmistir.

2.6. EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORU (EGFR)

Epidermal biliylime faktorii reseptorii ilk kesfedilen reseptdr tirozin kinazdir.
Ardindan ayni reseptor ailesinin ii¢ liyesi daha bulunmustur. Bunlar, ErbB-2 (HER-2/Neu),
ErbB-3 (HER-3), ErbB-4 (HER-4)’ diir. EGFR, proliferasyon ve apoptozisi diizenleyen
sinyallerin iletim yollarmi kontrol eden hiicre yiizey reseptorii tirozin kinazlarin ErbB
familyasiin bir parcasidir. Bu transmembran reseptorler hiicre yiizeyinde monomerler
olarak varliklarini siirdiiriirler. Bu reseptorler hiicredist bir sinyale(“ligand” olarak
adlandirilir) baglandiginda aktive olurlar. EGFR i¢in bilinen ligandlar epidermal biiyiime
faktorii “EGF”, epiregulin ve transforming biiylime faktorii alfa’dir. Normal, dinlenme
halindeki EGFR “bloke” bir durumdadir: dimerize olamaz, ¢iinkii reseptoriin hiicre dist
kisminda yerlesik dimerizasyon kollar1 o sekilde katlanmistir ki molekiiliin yiizeyinde
goriinmezler. EGFR ailesi, sinyal yolaklarinin aktivasyonunun kontroliinde gorev alan,
normal gelisim siirecinde rol oynamakla beraber, 6nemli bir kismin1 kanserin teskil ettigi
birgok hastalikta aktivasyonlarinin veya asir1 ekspresyonlarmin iligkisi tespit edilmistir.
Ligand baglanma uyum icin gerekli degisiklikleri harekete gecirir; molekiiliin hiicre dis
kismi agilir ve dimerizasyon kollar1 agiga ¢ikar, boylece dimerizasyon gerceklesir.
Homodimerizasyon, EGFR’nin bir bagka EGFR ile bir araya gelmesidir. Bir bagka partner
daha (6rnegin Her2 ya da Her3) devreye girerse, o zaman siirece heterodimerizasyon denir.

“Dimerizasyon” reseptoriin “aktivasyon” u demektir. Aktif durum demek, ATP’ den bir
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fosfat grubunun reseptdriin sitoplazmik kuyruguna, ozellikle, bu kuyruktaki tirozin
kalintilarina, transfer olabilmesi demektir (tirozin transfosforilasyon). Reseptoriin
aktivasyonu, reseptoriin ATP baglayan yarigin dimerizasyon siireciyle kendini agmasi,
boylece ATP’ nin reseptore girebilmesi ve kinazin fosfat transfer etmesine izin verilmesi
anlamina gelir. Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii’nii engellemenin bir yolu, ATP
baglayan yariga girmek i¢in ATP ile yarisan kiiclik bir molekiiler molekiil yaratmaktir. Bu
yolla, reseptoriin kinaz aktivitesi bloke edilir. Bu “tirozin kinaz inhibitorleri” (TKI’ler)
diye adlandirilan gefitinib ve erlotinib’in gelistirilmesinin temelini olusturur. Hiicre disi
kisim ligand ile baglandiginda reseptdr hiicre yiizeyinde homodimer veya heterodimer
yapilar olusturur. Ligand baglandiginda intrasitoplazmik kisimda otofosforilasyon gelisir
ve bu da hiicre i¢i tirozin kinazi aktive eder. Bunun sonucunda da RAS-RAF-MAPK
(mitogen activated protein kinase), PI3K(phosphoinositade 3 kinase)/AKT1 (v-akt murine
thymoma viral oncogene homolog), protein kinaz C, ERK1/2 (extracellular signal
regulated kinase) gibi sinyal ileti yolaklar1 aktive olur. EGFR’ nin ana sinyal ileti yolagi
RAS-RAF-MAPK’dir.

EGFR overekspresyonu tiimor hiicre biiylimesi, tiimdr invazyonu, yeni damar
olusumu ve metastaza neden olur. EGFR overekspresyonu ile hiicre adezyonu, apoptozun
inhibisyonu ve kemoterapiye rezistans arasinda da iliski gosterilmistir. Pulmoner
adenokarsinom gelismesinde EGFR geninde meydana gelen mutasyonlarin rol oynadig

gosterilmistir.

2.6.1. Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorlerinin Yapisi

ErbB-1, insanda 7pl1.2 pozisyonunda lokalize olmustur, gen i¢inde 28 ekzon
icerip, 170 kDA’ luk glikoprotein kodlar. ErbB-2 ise, 17q11-g21 pozisyonunda lokalize
olmustur, 27 ekzon igeren glikoproteindir. EGFR’ ler {i¢ 6nemli fonksiyonel domaine
sahiptir. Hiicre disinda ligandlarin baglandig1 bir domain, hidrofobik transmembran bir
domain ve hiicre i¢inde yer alan sitoplazmik bir tirozin kinaz domaini. Hiicre dis1t domain
L1, CR1, L2 ve CR2 olmak iizere dort farkli bolgeden olusur. ErbB-1’de L1 ve L2
bolgeleri arasina ligand baglanirken, ErbB- 2°de bu bélgeler arasinda giiglii bir etkilesim
bulundugundan ErbB-2’nin ligand baglama yetenegi kaybolmustur. Bu sebeple de ErbB-
2’nin fonksiyonel olabilmesi i¢in ailenin diger {iyeleriyle heterodimer olusturmasi
gerekmektedir. CR1 ve CR2 domainleri gesitli kii¢iik molekiillerden meydana gelmistir.
Her biri bir veya iki disiilfit bagiyla bir arada tutulur. Hiicre i¢i domain ise C-terminal

diizenleyici bolge ve tirozin kinaz bolgesine sahiptir. TK bolgesi N ve C olmak tizere iki
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lobtan olusur. N-terminal lob ve daha biiylik C- terminal lob arasinda ATP boélgeleri yer
alir. EGFR’ nin C- terminal lobu tirozin aminoasitleri igerir. Reseptor tizerindeki bu alici
tirozin aminoasitlerine ATP’nin y-fosfat gruplarindan ATP transfer edilir. Bu sekilde
EGFR araciligiyla sinyal iletimi tirozin aminoasitlerinin fosforilasyonuyla ile

gerceklestirilmis olur.

2.6.2. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorleri Sinyal Yolaklar:

EGFR’ nin ana sinyal iletim yolagi RAS-RAF-MAPK dir. Aktive olan bu yolaklar
cesitli mekanizmalarla timor hiicre biiyiimesi, hiicrelerin transformasyon gostermesi,
apoptozun inhibe olmasi, tiimor hiicrelerin émriinliin uzamasi, yeni damar olusumu ve
tiimdr hiicrelerinin invazyonuna neden olurlar. Reseptor tirozin kinazlar grubunda yer alan
EGF1 ve EGF2 reseptorlerinin aldig1 sinyallerin hiicre iginde takip ettigi temel 3 yolak
vardir.

1. RAS/ERK yolagt:

Grb2 veya Shc proteinlerinin fosforile olmus ErbB reseptorlerine baglanmasiyla ERK
yolag aktive olur. SOS (Son of sevenless) aktive olmus reseptér dimerine baglanir, daha
sonra RAS’ 1 aktive ederek RAF-1’ in de aktive olmasina sebep olur. RAF-1, MEK1 ve
MEK?2’ yi fosforile eder. Daha sonra MEK 1, ERK1’ 1, MEK2 de ERK?2’ yi aktive eder. Bu
yolak hiicre proliferasyonu, apoptozis, protein inhibitoriiniin ve Bcl-2 ailesi {iyelerinin
artan transkripsiyonu ile sonuglanir. Boylece hiicre devamliligi saglanir.

2. P13 kinaz/ AKT (PI-3 kinaz/protein kinaz B) yolag::

EGF o6nceki yolak yaninda bu sinyal yolaginin aktivasyonu araciligiyla hiicre devamliligini
saglar. EGF, aktive olan ERBB reseptoriine PI-3 kinazin baglanmasini tetikler. Bu olay PI-
3’ deki domainin fosforile olmus tirozinlere baglanmasi ile gerceklesir. PI-3 kinazin
katalitik alt birimi fosfotidilinozitol(4,5) bifosfat1 fosforile ederek Ptdlns(3,4,5)P3’ iin
olusmasina yol agar. PI-3 kinaz ayn1 zamanda RAS’ 1 da aktive edebilir. Bu, ERK sinyal
yolaginin aktivasyonuyla hayatta kalim yolaklar1 arasindaki iletisimi gerceklestirir.
Ptdins(3,4,5)P3’ iin temel efektori AKT’ dir. AKT, anti-apoptotik proteinlerin
transkripsiyonu ile hiicre devamliligim1 saglar. Bu siiregte yer alan ara transkripsiyon
faktorleri NFKB ve CREB’ tiir. AKT’ nin bir bagka downstream hedefi GSK3’ tiir. GSK3’
in stirekli aktivitesi bazal sartlar altinda elF2B’in fosforilasyonuna ve inhibasyonuna sebep
olur.elF2B protein translasyonunun baslamasini diizenleyen bir proteindir. Bu yiizden
GSK’ nin AKT ile inaktivasyonu elF2B’ yi defosforile eder. Bu da protein sentezi ve

aminoasitlerin depolanmasina yol agar. AKT ayni zamanda mTOR’ u aktive eder. mTOR
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proteini, P70 ribozomal S6 kinaz ve elF2B baglama proteinin (4E-BP1) inhibasyonuyla
protein sentezini tetikler. Sonug¢ olarak, bu siireclerin hepsi EGF’ ye yanit olarak hiicre
bliylimesini ve devamliligini saglar.

3. JAK/STAT yolag::

EGF ile baslayan diger bir sinyal yolagida JAK/STAT yolagidir. Bu yolak hiicre
devamliliginin yanitlanmasinda gorev alir. JAK, plazma membraninda yer alan STAT
proteinlerini fosforile eder. Bu da hiicre devamlilig: ile iliskili genlerin transkripsiyonunu

aktive eder.

EGF
Receptor

2 )

ERK pathway /’_ \JAKISTAT pathway

S ,‘ s ¥-

ocltv'

Cell Protein wF2B Cell Cell
survival synthesin survival survival

l

protein P13 Kinase/AKT
Rmshena pathway

Sekil 2.1.EGFR Sinyal yolag: (Sequist, L.V. et al., 2007).

2.6.3. Epidermal biiyiime faktor reseptor inhibitorleri

EGFR’nin tiimor gelisimindeki rolii géz Oniine alarak, son yillarda EGFR
aktivasyonunu ve fonksiyonunu bloke eden ¢esitli ajanlar gelistirilmistir. Gefitinib ve
erlotinib klinik yollarla test edilen ilk tirozin kinaz inihibitorleridir. EGFR aktivasyonunu
engellemenin bir yolu, ATP baglayan rezidiiye ATP ile yarisan bir molekiil gelistirmektir.
Boylece reseptoriin kinaz aktivitesi bloke edilir. Bu “tirozin kinaz inhibitorleri” (TKI ler)
diye adlandirilan gefitinib (Iressa®) ve erlotinib(Tarceva®) tedavisinin temelini olusturur.
Oral yolla aktif olan gefitinib ve erlotinibin ¢esitli kanser tiirlerinde asir1 eksprese olan
EGFR’ yi inhibe ettigi gosterilmistir. Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri inhibitori
ajanlar KHDAK'de yiiksek oranda ekprese edilen EGFR’nin bloke edilmesi, tirozin kinaz
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aktivitesinin inhibe edilmesi ve sonugta hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunun
inhibisyonuna neden olur.

Gefitinib ileri evre KHDAK tedavisinde FDA onay1 alarak 3.sira kemoretarapi
ajan1 olmustur. Gefitinip, sentetik bir quinazolin inhibitoriidiir. Preklinik caligsmalarda,
biiyiime inhibisyonu, hiicre siklusunun durmasi, apoptozda artig, antiangiogenik etki gibi
anti timoral etkileri gosterilmistir. Erlotinib de diger oral yolla aktif olan EGFR tirozin
kinaz inhibitoriidiir.

Erlotinib (OSI-774)’de oral quinazoline derivatividir ve EGFR’ ye revesibl olarak
baglanir. Invitro ¢aligmalarda tiimor hiicrelerinde G0/G1 fazinda duraklamaya ve apoptoz

indiiksiyonuna yol agmustir.

2.7. EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORU VE KUCUK HUCRELI
DISI AKCiGER KANSERI

EGFR ile karsinojenez arasindaki iliski iki sekilde goriiliir. Birincisi, normal
Epidermal biliylime faktorii reseptorlerinin asir1 ekspresyonu ile hiicre boliinmesinin
uyarilmasidir. Ikincisi ise reseptdrde mutasyon gelisimi ile reseptdriin siirekli aktivite
kazanmasi, ligandlarin asir1 yapimina bagli olarak fizyolojik ligand-reseptor dengesinin
bozulmasi, fosfotaz aktivitesindeki azalma ve heterodimerizasyondur. Genellikle
immiinohistokimyasal metotla arastirilmis hastalarda, KHDAK’ lerinin %13-80’ninde
EGFR ekspresyonu artmig olup, bu artisin hayatta kalabilirlik, tekrarlayabilirlik ve
verilecek tedavinin belirlenmesine katki saglayabilmesi agisindan prognostik 6nemi
vurgulanmistir. EGFR geninin asir1 ekspresyonundan bagka KHDAK’ de EGFR’ nin
tirozin kinaz domaininde c¢esitli mutasyonlar rapor edilmis ve karsinojenez siirecinde
ortaya c¢ikan belli mutasyonlar bildirilmisti. EGFR geninin 21. ekzonunda, 858.
pozisyonunda yer alan 16sin-arjinin aminoasit substitasyonu, 19. ekzonundaki karakterize
aminoasit 747- 750 delesyonlari, 20. ekzonunda yer alan 790. pozisyonunda yer alan
treonin-metionin aminoasit substitasyonu ile ayni1 ekzondaki insersiyon tipi delesyonlar ile
cok sik goriilmemekle birlikte 18. ekzon mutasyonlar1 gen iizerinde saptanmis

mutasyonlardir.

2.7.1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde EGFR’ deki Genetik Degisiklikler
EGFR ile karsinojenez arasindaki iliski normal EGFR’ nin asir1 ekspresyonu,
reseptorde mutasyon gelisimi ile reseptoriin siirekli aktivite kazanmasi, ligandlarin agirt

yapimina bagli olarak fizyolojik ligand-reseptor dengesinin bozulmasi, fosfotaz
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aktivitesindeki azalma ve heterodimerizasyondur. Yapilan pek ¢ok c¢alismada ekspresyon
artist olan hastalarin kii¢iik molekiillii tirozin kinaz inhibitorlerine karsi da duyarli oldugu
bildirilmis olup, KHDAK hastalarinda bu EGFR inhibitorlerinin tedavide kullanilabilir
ajanlar oldugunu bildirmislerdir. EGFR geninin asir1 ekspresyonundan baska KHDAK’ de
EGFR’ nin tirozin kinaz domaininde c¢esitli Somatik mutasyonlar rapor edilmis ve
karsinojenez siirecinde ortaya ¢ikan belli mutasyonlar bildirilmistir. Bu mutasyonlarin
tamaminin yine tirozin kinaz inhibitdrlerine karsi da duyarlilig1 saptanmistir. Artmis EGFR
gen ekspresyonu ve gen mutasyonlarindan baska genin kopya sayisinda artis KHDAK’
lerinde saptanmis degisimlerdendir. EGFR genindeki mutasyon ve amplifikasyonu
belirlemek i¢in Real time PCR ve FISH yontemleri kullanilmaktadir.

2.7.1.1.Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi spesifik DNA ve RNA dizilerinin doku
kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda
morfolojik olarak gosterilmesini ve niikleik asitlerin kendi dogal hiicresel ortamlarinda
incelenmesini saglayan bir tekniktir. Izotopik olmayan (Non-izotopik) In Situ
Hibridizasyon (NISH), radyoaktif olmayan bir molekiil ile kimyasal olarak modifiye edilen
DNA problarinin immunolojik veya afinite reaksiyonlari ile floresan veya enzimatik olarak
gortintiilendigi bir ISH teknigidir. FISH ise probun haptenlerle ya da florokromlarla
isaretlenip florokrom maddelerle goriintiilenmesinden olusan, floresan veren sinyaller ile
degerlendirilmenin yapildigi bir ISH teknigidir. Molekiiler sitogenetik, isaretli DNA’
problart kullanilarak interfaz veya metafazdaki kromatin ve kromozomlarin mikroskobik
analizi olarak tanimlanabilir. Bu yaklasim, mitotik hiicrelerin standart mikroskobik
preparatlarinda, denatiire edilmis kromozomal DNA ile tek dalli DNA dizilerinin (prob)
uygun kosullarda birlesebildiginin gozlenmesi ile ortaya c¢ikmustir. Artan tarafindan
bildirildigine gore (1996), sitolojik preparatlarda RNA nin DNA ile hibridizasyonu ilk kez
1969 yilinda Gall ve Pardeu tarafindan gercgeklestirilmistir (Artan, 1996). Arastiricilar,
isaretlenmis DNA sekanslarinin sitolojik preparatlarda lokalize olduklarini géstermislerdir.
Biiylimekte olan hiicrelere tritium verilmis ve isaretli niikleik asitler niikleer emiilsiyon
araciligr ile belirlenmistir. Baslangicta ISH radyoaktif madde kullanilarak uygulmaya
konulmustur. Radyoaktif maddelerin ekonomik olmayisi, yar1 omiirleri, toksik etkisi ve
uzaklastirilmas: gibi zorluklar nedeniyle yontemin ilk donemlerde kullanim alanm
kisitlanmigtir. 1970 lerde molekiiler klonlama tekniklerinin gelismesi, 1975 yilinda biotin-

avidin sisteminin bulunmasi, hapten molekiilleri ile isaretlenmis olan problarin florokrom
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enzim veya koloidal altin gibi aract molekiillerle belirgin hale getirilmesi teknigin
hassasiyet ve giivenirliligini etkilemistir. Biotinin yan1 sira digoxigenin ve floresan ile
isaretleme, farkli florokrom molekiillerin birlikte kullanilmas1 Horgman ve arkadaslarinin
iki renkli, Nedersof ve arkadaslarinin ti¢ renkli hibridizasyonu gerceklestirilmesini
saglamistir. 1986°da Pinkel ve Cremer non-radyoaktif igaretli problar kullanarak FISH
teknigini gelistirmislerdir.

FISH tekniginin uygulamasinda en 6nemli asama prob se¢imidir. Kullanilacak
probun incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve bolgesine uygun olmasi
gerekir. Prob, orneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir. Probun
hangi yontemle isaretlendigi, uzunlugu, RNA veya DNA kaynakli olmasi, tek veya cift
sarmall1 olmasi spesifik olmayan sinyalleri arttirabilir.

FISH tekniginde sitogenetik alaninda kullanilan baslica problar sunlardir;

1. Tekrarlayan dizi problari (satellit problar)

2. Lokusa 0zgii problar

3. Tiim kromozomu boyayan problar

4. Banda 0zgii problar - Telomer bolgesine 6zgii problar

FISH presediirii 6 asamada gerceklestirilir;

1. Preparatlarin Hazirlanmasi

2. Preparatlarin On Yikamasi

3. Prob ve Hedef DNA Denatiirasyonu

4. Prob ve Hedef DNA Hibridizasyonu

5. Hibridizasyon sonrast Yikamalar

6. Goriintiileme ve Inceleme

Molekiiler hibridizasyona dayanan biitiin yontemlerin (Southern blotting, Nothern blotting,
PCR, ISH) altinda yatan mekanizma, iki komplementer daldan cift sarmal yapinin
olusmasidir. DNA-DNA hibridizasyonun da prob ve hedef DNA’ larin denatiirasyonunu
takiben olusan DNA fragment karisimi, tek zincir halindeki fragmentlerin tekrar
birlesmesini saglayacak kosullarda gerceklestirilir.

Bu kosullarda etkili olan dort parametre vardir;

1. Is1

2. pH

3. Monovalent katyon konsantrasyonu

4. Organik solvent varligi
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Hibridizasyonda ii¢ temel asama 6nemlidir;

1. Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gegirgenliklerini korumalari,

2. Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,

3.Hibridizasyonun yiiksek bir reporter ile sinyali en parlak sekilde goriintiillenmesi.

FISH sonrasi problardan elde edilen sinyaller epifloresan mikroskopta incelenirler.
Kullanilan florokromlarin gozlenebilmesi i¢in dogru prob setleri ve uygun filtrelerin
secilmesi gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin goriintiilenmesi gerektiginde dogru
filtreler ile yesil, akua ve oranj florokromlar go6zlenebilmektedir. Bir hibridizasyon
reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi ‘stringency’ olarak ifade edilir.
Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla tam homolog olan problar stabil
hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda ise prob sadece % 70-90 homoloji
gosteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik olmayan sinyaller, hibridizasyon sonrasi
yikamalarda yiiksek stringency kosullarmin (yiiksek 1s1 + diisiik tuz konsantrasyonu)

saglanmasiyla ortamdan uzaklagtirilir.

2.7.1.2. Real-Time PCR Yontemi

Arastirmacilarin, bir milyar kattan daha fazla DNA’nin belirli pargalarini
cogaltmaya olanak saglayan PCR’in devrimci metodu “real time PCR”, 1980’lerde Kary
Mullis tarafindan kesfedilmistir (Valasek and Repa, 2005). Ger¢ek zamanl kantitatif PCR
niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde giliniimiizde kullanilan bir metotdur. Bu
teknoloji "kinetic PCR" ve "homogenous PCR" isimleriyle de tarif edilmektedir. "Real-
time PCR’ da olusan iirlin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin miktariyla orantili olarak
artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun
devir sayisi belirli miktardaki DNA molekiillerinin elde edilmesi agisinda da gereklidir.
Cift zincirli DNA'ya baglanan "SYBR-Green I" floresan boya en basit metotdur. "SYBR-
Green 1" boya ile belirleme cok iyi isleyen bir metotdur fakat reaksiyon ortaminda
herhangi bir ¢ift zincirli DNA bulundugunda floresan 1sima yapabilir. Bu primer-dimer
olusumu da olabilir. Bunda bagka gilivenilir bir sekilde kullanilan ii¢ adet floresan 1s1ma
yapabilen isaretli prob vardir. Bunlar "TagMan ® probe" veya hidroliz prob, molekiiler
boncuk yontemi ve hibridizasyon problarini iceren problardir. "Real-time PCR"in
kullaniminda bir¢ok avantajlar vardir. "Real-time PCR"in tipik kullanim alanlar1 patojen
saptanmasi, gen anlatiminin analizi, kromozomlardaki sayisal-yapisal bozukluklarin analizi
ve son zamanlarda "real-time" immiino PCR ile protein belirlemesidir. Ticari olarak satilan

bircok "real-time" cihazi vardir. Birbirleri arasindaki temel farkliliklar "eksitasyon" ve
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"emisyon" dalga boylari, hiz1 ve ayni anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir.
"Real-time PCR" teknolojisinin, kullanicilar tarafinda tercih edilen gesitli alanlardaki
onemi gittikge artmaktadir. Calismamizda cobas z 480 (Roche Molecular Systems, Inc.)
analiz sistemi sayesinde EGFR geninde exon 18, exonl9, exon 20 ve exon 21’ de
olusabilecek 41 mutasyon taramasi yapilmistir. Cobas z 480 florasan boya ile isaretlenmis
tamamlayici primer ¢iftleri ve oligoniikleotid problari kullanilarak PCR amplifikasyonu ve
hedeflenen DNA'nin saptanmasi mekanizmasiyla calisir ve otomatik olarak sonug verir.
Mutasyon algilama Cobas z 480 analiz sistemi tarafindan PCR analizi ile elde edilir. Real

Time PCR yonteminin kanser ¢aligmalarinda énemli bir yeri vardir (Sayitoglu, 2005).

3. GERECLER VE YONTEMLER

Arastirmamiz, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 3/4 karar
numarasiyla kabul edilmis ve Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan KOU KAEK 2014/46 no’lu proje ile desteklenmistir.

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji Anabilim Dali’nda,
histopatolojik olarak incelenerek “kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri” tanist almis, cinsiyet
farki gozetmeksizin, 50 hasta c¢alismaya alinmistir. Calismada yer alan hastalarin doku
ornekleri, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik laboratuvarina, FISH
analizi igin doku orneklerinden kanser dokusu igeren 5 mikronluk kesitler pozitif sarjli
lamlara tespit edilerek ve mutasyon analizi i¢in de formalin fiske- parafine gomiilii 5
mikronluk kesitler halinde ependorf tiip igerisine konularak laboratuvarimiza
gonderilmistir. Hastalarin yaslari, cinsiyetleri, sigara kullanimlarmin olup olmamasi,
histopatolojik bulgulart hasta dosyalarindan temin edilmistir.

3.1. YONTEMLER
3.1.1. Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH):

FISH yontemi Oncesi dokulardan parafini uzaklagtirmak i¢in pozitif sarjli lamlara

tespit edilmis parafin kesitlere deparafinizasyon protokolii uygulanmistir.

a. Genel deparafinizasyon:

1. Preparatlar 56°C’lik etiivde 60 dakika bekletilmistir.

2. Etlivden ¢ikarilan slaytlarin doku alanlari elmas ug¢lu kalem ile ¢izilerek belirlenmistir.

3. 3 ayn saleye ksilol (varsa histoclear) konur. Slayt her salede 10’ar dakika bekletilir.
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b. Preparatlarin 6n yikamasi ve denatiirasyonu:

1. Ksilolden sonra sirasiyla %100, %100, %70, %70 alkol serilerinden ve 2’ser dakika, 2
kez distile sudan gegirilir.

2. Oda sicakliginda kurutulur.

3. Slaytlar oda sicakliginda kururken 100ml pretreatment soliisyonu 98-100°C’de su
banyosuna yerlestirilir.

4. Alkol ve su muamelesinden sonra slayt 20-40dk i1sinmis pretreatment kit i¢inde
bekletilir.

5. Enzim 37°C’de etiivde bekletilir.

6. Pretreatmentkitde 20dk bekleyen slayt 2 kere 3’er dakika distile sudan gegirilir.

7. Sudan ¢ikan slaytlar iyice kurulanir, slaytin iistiindeki parafinli dokunun etrafindaki su
damlaciklar1 pegete ile kurulanir. Bu asama enzim muamelesinde ¢ok kritik bir asamadir.

8. Slaytin iizerindeki doku kapanincaya kadar enzim damlatilir. Etiiv icerinde 10dk
bekletilir.

9. 10dk bekleyen slayt pepsinden arindirilir. Oda sicakliginda 2’ser kez 3’er dkdistile
sudan gecirilir.

10. Distile suda sonra sirastyla %70, 85, 100, 100°liik alkol serilerinde 2’ser dk gegirilir.

11. Slayt kurutma kagidina konulup, kurulanir.

c. Prob denatiirasyonu ve Hibridizasyon:

1. Bekleme siiresinde problar ependorfa alinir, 5 dakika 37°C’de etiiv igerisinde bekletilir.

2. Calismada kullanilan problar santrifiij edilerek tiim probun dibe ¢okmesi saglanir.

3. Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alanlara prob (5 pl) eklenmis ve {izerlerine
24mm’lik lamel kapatilir.

4. Lamel ¢evresi su girmemesi igin rubbersement ile yalitilir.

5. Slayta 5 dakika 75°C’de denatiirasyon yapilir.

6. Preparatlar 37 °C’de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilir.

7. Hibridizasyon sonrast soliisyonlar asagidaki sekilde hazirlandi.

20XSSC Soliisyonu

NaCl (3 M) 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr
Distile su 1000 ml

2XSSC/Tween-20 Soliisyonu
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20XSSC 20 ml
Tween 20 100 pl
Distile su 180 ml
0,4XSSC Soliisyonu

20XSSC 4 mi
Distile su 196 ml
*Tilim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

d. Hibridizasyon sonrasi yikamalar:

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA’ sinin ortamdan
uzaklastirilmast ve olgu DNA’ sma tam komplementer olan (% 80-100) dizilerin hedef
bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Yikamalarin hepsi karanlik alanda
yapilmistir.

1. Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar ertesi sabah (yaklasik 16-17 saat sonra) etiivden
c¢ikartilarak lamellerin ¢evresindeki yalitim maddesi dikkatlice temizlenir.

2. Lameller preparatlardan dikkatlice uzaklastirilir.

3. Preparatlar 0.4XSSC soliisyonu ile 72 °C’ de 2 dakika yikanmistir.

4. Sonrasinda 2XSSC/Tween—20 soliisyonunda 30 saniye yikanmustir.

5. Preperatlarin lizerine 10ul DAPI eklenerek lamel ile kapatilmistir.

6. Analiz i¢in preparatlar saklama kabina kaldirild1 ve 4°C’de saklanmistir.

€. Preparatlarin mikroskopta incelenmesi:

Preparatlar Olympus BX-51 Floresan mikroskobunda uygun filtreler kullanilarak
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli bilgisayar sistemi (Metasystem Imaging) ile
sinyaller degerlendirilerek kamera araciligiyla FISH sinyalleri i¢eren niikleuslar analiz
edilmis ve fotograflanmistir.

f. Degerlendirme:

KHDAK tanist almis her hastaya yapilan FISH analizinde her prob i¢in 50 hiicre
degerlendirilmistir. Her hiicre i¢in hedef gene ve bu genin lokalize oldugu kromozom
sentromerine ait sinyaller sayillmistir. Degerlendirme sonucunda olgular, FISH pozitif ve
FISH negatif olarak 2 gruba ayrilmigtir. Hiicrelerin %40 ve daha fazlasinda >4 kopya
bulunmasi durumuna ya da gen amplifikasyonun (%10> hiicrede, gen kopya sayis1 >15 ise

ya da gen/kromozom orani >2 ) saptandigi durumlardan birine sahip olgular ‘FISH pozitif’

31



olarak degerlendirilmistir. Tiim hiicrelerin %40 ve daha fazlasinda <4 kopya bulunmasi
durumunda ise olgular ‘FISH negatif” olarak degerlendirilmistir.
3.1.2. Real time PCR Yontemi ile EGFR Mutasyon Analizi
a. Reaktif Hazirlama:
1. Proteinaz K(PK) igerisine 4,5ml steril, Nuclease-FreeWater(PCR grade) eklenerek,5-10
defa alt iist edilerek sulandirilir.450ul’ler halinde Proteinaz K(PK) 1,5 ml’lik ependorflara
alikodlanir. Hazirlanan karisim -20°C’de muhafaza edilir.
2. Izolasyon islemine baslamadan once tiim kullanilacak soliisyonlar oda sicakli§ina
getirilir.
3. DNA Wash Buffer [(WBI) iizerine 15ml absolut etanol ilave edilir. Uzerine tarih yazilir
ve 15 ile 30°C arasinda muhafaza edilir.
4. DNA Wash Buffer II(WBII) iizerine 50ml absolut etanol ilave edilir. Uzerine tarih
yazilir
ve 15 ile 30°C arasinda muhafaza edilir.
b. Genel deparafinizasyon:
1. Parafinli dokudan 5 um ° lik kesitler alinmistir ve ependorf tiipii igerisine konulmustur
. Kesit bulunan ependorf tiiptine 500ul ksilol eklenir.
. Ksilol eklenen ependorf tiip 30 saniye vortekslenir.

. 15°C ile 30°C arasinda 5 dakika oda sicakliginda bekletilir.

2

3

4

5. 500 pl absolut etanol ilave edilip,10 saniye vortekslenir.

6. 15 ile 30°C arasinda 5 dakika oda sicakliginda bekletilir.

7.16,000xg’de 2 dakika santrifiij edilir. Pelleti kaldirmadan dikkatlice supernatant atilir.

8. 1000 ul absolut etanol ilave edilip,10 saniye vortekslenir.

9. 16,000xg’de 2 dakika santrifiij edilir. Pelleti kaldirmadan dikkatlice supernatant atilir.

10. Doku pelletini bulunduran tiip, kapagi acik bir sekilde, énceden 56° C’ye 1sitilimus
1s1tict blokta 10 dakika inkiibe edilir.

11. Doku pelleti tizerine 180 pul DNA Tissue Lysis Buffer (DNA TLB) ilave edilir.

12. 70 pl Proteinaz K(PK) ilave edilip 30 saniye vortexlenir ve 20,000 xg’de santrifiij
edilir.

c. DNA izolasyon Protokolii:

1. Negatif kontrol hazirlanir. 180 ul DNA TissueLysisBuffer (DNA TLB)+ 70 pl Proteinaz

K(PK)

2. DNA TLB/PK karigimi iceren tiip 30 saniye vortekslenir.

3. Tiip 6nceden 56° C’ye 1sit1lmis 1s1t1c1 blokta 60 dakika inkiibe edilir.
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4. Isitic1 bloktan alinan tiip 10 saniye vortekslenir.

5. Tiip nceden 90° C’ye 1sitilmus 1sitict blokta 60 dakika inkiibe edilir.

6. Isitic1 bloktan alinan tiiplerin oda sicakligina gelmesi beklenir.

7. Oda sicakligina gelen tiipe 200 ul DNA PBB eklenir karismasi i¢in 3 kere pipetlenir.
8. Tiip oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir.

9. Karisima 100 pl izopropanol eklenir ve karigmasi ici 3 kere pipetlenir.

10. Elde edilen karisim 6nceden hazirlanan FT/CT(FilterTube/Collection Tube) iinitesine
aktarilir.

11. FT/CT iinitesi 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

12. FT yeni CT {initesine aktartlir.

13. 500 pl WB I tiim FT {initelerine eklenir.

14. FT/CT ftnitesi 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

15. 500 pl WB II tiim FT {initelerine eklenir.

16. FT/CT {initesi 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

17. FT yeni CT iinitesine aktarilir.

18. FT/CT iinitesi 16,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

19. FT iinitesi 1.5mLependorf tiipiine aktarilir.

20. FT membraninin ortasina, membrana degmeden 100 ul DNA EB eklenir.

21. FT iinitesi 15 ile 30°C arasinda 5 dakika inkiibe edilir.

22. FT iinitesi 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

23. 1.5 mLependorf tiipiinde toplanan DNA miktar1 260 ve 280 nm dalga boyundaki
absorbanslar spektrofotometre (NanoDrop, ND-1000 ) kullanilarak 6lgtiliir.

%)
o,

Sekil 3.1. NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)
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d. Numuneye ait DNA seyreltme hesaplamasi:

DNA stok konsantrasyonlari 2 ng / ml ile 36ng / uL icin seyreltme hesaplama

1. Her numune igin, gerekli DNA stok hacmi (mcL) hesaplamak:

uL of DNA stock = (90 uL x 2 ng/uL) + DNA Stockconcentration [ng/pL]

2. Her numune i¢in, gerekli (DNA SpecimenDiluent)(DNA SD) hacmi (mcL) hesaplamak:
pL of DNA SD =90 pL — pL of DNA Stock

Ornek: DNA stockconcentration = 6.5ng/pL

A. pL of DNA Stock = (90 uL x 2 ng/uL) + 6.5ng/ulL = 27.7 uL

B. uL of DNA SD = (90 pL —27.7uL) = 62.3 uL

DNA Stok Konsantrasyonlar: > 36 ng / ml i¢in seyreltme hesaplama

Her 6rnek icin, 2 ng / phL DNA Stokta 5 pL sulandirmak i¢in gerekli DNA SD hacmi (pL )
hesaplamak:

Vol. 5uL - uL = (ng / ml) / 2 ng / ml DNA stok x DNA stok konsantrasyonunun (5 uL)
gerekli DNA SD

e. MMX-1,MMX-2,MMX-3 Hazirlama

1. EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3,ve MGAC calisma oncesi 2 ile 8°C’ye
getirilir.

2. Kullanilacak kimyasallar 5 saniye vortexlenir. Mix’ler i¢in steril microsantrifiij tiipleri
hazirlanir.

3. Asagida belirtildigi gibi Mix’ler hazirlanir.

Ornek; 3 hasta i¢cin Mix hazirlanmasi

EGFR MMX-1=120 pL+30 uL (MGAC)

EGFR MMX-2=120 uL+30 uL. (MGAC)

EGFR MMX-3=120 uL+30 uL (MGAC)

NEGATIF KONTROL=45 uL(DNA SD)+ 45 uL(DNA)

# of Specimens’
I 2 3 4 ] b 1 § 9 |10
MMX | 20 L §0 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260
MGAC |5yl 00 2% |30 | 3% | 40 KN 60 | 69

Total Vol. for Each - : | :
Working MVIX oL 100 | 120 | 180 | 175 | 200 | 25 | 200 | 275 | 300 | 329

<
<
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f. Plaka Hazirlanmasi

Row / 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Column

" MUT | MUT | MUT | s7 s7 s7 s15 | s15 | s15 | s23 | s23 | s23
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

< NEG | NEG | NEG | s8 S8 S8 S16 | S16 | S16 | sS24 | s24 | so4
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

. S1 S1 S1 S9 ) S9 S17 | s17 | s17 | s25 | s25 | so25
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

5 s2 s2 s2 S10 | sS10 | st0 | s18 | si8 | s18 | s26 | s26 | s26
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

. s3 s3 s3 S11 s11 | s11 | s19 | st9 | st9 | s27 | s27 | s27
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

. s4 s4 s4 s12 | s12 | s12 | s20 | s20 | s20 | s28 | s28 | s28
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

G S5 S5 S5 s13 | s13 | s13 | s21 s21 | s21 | s20 | s29 | s29
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

i s6 s6 S6 S14 | s14 | s1a4 | s22 | s22 | s22 | s30 | s30 | s30
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

NEG = Negative Control, MUT = Mutant Control, S# = sample

ID, and MMX-#

correspondsto Master MixReagent 1, 2, or 3.

Negatif kontrol(NC),Mutant kontrol(MK) ve MIX’ler belirtildigi

gibi

plakadaki

kuyucuklara (25 pL) dagitilir. Plaka hazirlandiginda 1 saat igerinde cihaza yiiklenmelidir.

Tiim ¢alisma ve 6rnek dogrulama Cobas ® 480 yazilimi tarafindan gergeklestirilir.

0. EGFR Mutasyon Testi ® Cobas Sonucu Yorumlama

Test Result Mutation Result Interpretation

Mutation Exon 19 Deletion Mutation detected in specified targeted EGFR region.

Detected S764l

L858R

T790M

G719X (G719A, G719C, G719S)

Exon 20 Insertion

(More than one mutation may be present)

Mutation Not N/A Mutation not detected in targeted EGFR regions

Detected*

Invalid N/A Specimen result is invalid. Repeat the testing of
specimens with invalid results following the instructions
outlined in the “Retesting of Specimens with Invalid
Results” section below.

Failed N/A Failed run due to hardware or software failure. Contact
your local Roche office for technical assistance
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3.2. GERECLER

3.2.1. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) kullanilan malzemeler

Cizelge 3.1. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) kullanilan malzemeler

Kullanilan Gerecler

Cam Malzeme

Kimyasal Maddeler

Buzdolab1

Beher (500 ml, 1000ml)

EGFR Amplificationprobe LPS
003(7pl11.2)Cytocell AquariusPat
hologyProbes

Sensys kamera Lamel Absoliit Alkol Merck
Deep-Freeze Meziir DAPI Cytocell
Elektronik terazi Yatay ve dikey Sale Distile Su

Etiiv Tween 20

Floresan mikroskop Olympus RubberCement
BX-51

Image  Analyser  Applied Parafilm

Imaging

Su banyosu Pepsin

Mikropipet Eppendorf HC1 Merck

Mikrosantrifiij Immersiyon yag1 Merck
Termometre KsilolMerck

Cam kalemi Na3C6H507.2H20
Eppendorf Centrifuge 5415 NaC1 Merck

pH Metre NaOHMerck

Pipet uglari

Ependorf tiipii (1,5 ml lik)

Kronometre

Enjektor
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3.2.2. Real time PCR Yontemi ile EGFR Mutasyon Analizi kullanilan malzemeler

Cizelge 3.2. Real time PCR Yontemi ile EGFR Mutasyon Analizi kullanilan malzemeler

Kullanilan Gerecler

Kimyasal Maddeler

cobas z 480 analyzer

RocheCobas DNA SamplePreparation Kit

cobas® 4800 SR2 System Control Unitwith

DNA TLB 1 x 10 Ml (DNA
TissueLysisBuffer);

Printer HP P2055d

PK 1 x 100 mg(Proteinase K)Proteinase K

Barcode Reader ext USB

DNA PBB 1 x 10 mL
(DNA ParaffinBindingBuffer)

EGFR Analysis Package Software version1.0

WB I 1 x 25 mL (DNA WashBuffer I)

cobas® 4800 SR2 System Software version2.0

WB 111 x 12.5mL(DNA WashBuffer II)

OSXP image

DNA EB 1 x 6 mL (DNA ElutionBuffer)

cobas® 4800 SealingFoil Applicator

Nuclease-Freewater

cobas® 4800 SystemMicrowellPlate (AD-Plate)
andSealingFoil

cobas® EGFR Mutation Test

Sterilpipet: 5 ve 25 mL

EGFR MMX-1 2 x 0.4mL

Derin dondurucu (-20°C Argelik)

EGFR MMX-2 2 x 0.4mL

Microcentrifuge tiip raki

EGFR MMX-3 2 x 0.4mL

Vorteks

MGAC 6 x 0.2MI (Magnesiumacetate)

Nanodrop UV-VisSpectrophotometer

EGFR MC 6 x 0.1mL(EGFR Mutant Control)

Magnetik Isitic1 Blok

DNA SD 2 x 3.5mL(DNA SpecimenDiluent)

Otomatik pipet (2. 5, 10, 100, 1000 pL)

Ksilol

Absolit etanol

Isopropanol
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4. BULGULAR

Calismamiz, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik
Laboratuarinda gercgeklestirilmistir. Histopatolojik olarak incelenerek “kiigiik hiicreli dis1
akciger kanseri” tanis1 almis, cinsiyet farki gozetmeksizin, 50 hastaya ait tiimor dokusu
iceren formalin fiske-parafine gomiili 5’er mikronluk doku oOrneklerine ait kesitler
kullanilmigtir. Real-Time PCR ve FISH yontemleri kullanilarak incelemeye alinan timdor
dokularina sahip olgularin 7’si kadin, 43t erkek olup, yas araliklar1 52-75 olarak
saptanmustir. FISH analizi ile degerlendirilen 50 olgunun 4’iin de EGFR gen bolgesi igin
amplifikasyon pozitif sonucu tespit edilmistir. Yiizde olarak ifade edildiginde c¢alisilan
olgularda EGFR gen boélgesi i¢in de % 8.5 amplifikasyon saptanmistir. Analiz edilen 50
olgunun 3’linden sonu¢ almamamustir. Olgularin bir kismu sigara kullanicist olmakla
birlikte ailede kanser Gykiisii bulunan olgular da mevcut olup bu dagilimlar ¢izelgede
ayrintili olarak belirtilmistir. Sigara kullanimi1 ve aile Oykiisii bilgilerinin ulasilamadigi
hastalar ¢izelgede belirtilmemistir.

Cizelge 4.1. Calisma olgularin FISH yontemiyle belirlenen EGFR amplifikasyonlarinin,
cinsiyet, sigara kullanimi ve aile dykiisii bilgilerine gére dagilimlari

EGFR FISH CINSIYET AILE OYKUSU SIGARA

Kadin Erkek Evet Hayir Evet Hayir

Amplifikasyon(FISH

- - 4 4 - 4 -
pozitif)

Normal 7 36 13 8 20 2
Toplam(n=50) 7 40 17 8 24 2
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Sekil 4.1. EGFR geni ve sentromer 7 igin normal hiicrelere sahip bir olgunun FISH
goriintiisii (Cep7 yesil sinyal, EGFR kirmiz1 sinyal).

Sekil 4.2. Deparafinizasyon basarisizlig1 sonucu olusan goriintii




Real-Time PCR yontemi ile analiz edilen 50 olgunun 49’undan sonu¢ alinmistir. Hasta
DNA’lar1 cobas® EGFR mutasyon test kiti kullanilarak, cobas z 480 analiz sistemi ile
ekzon 18, ekzon 19’daki delesyon, ekzon 20, ekzon 21’deki nokta mutasyonlar tespit
edilmistir. Incelenen 50 olgunun 7’sinde (% 14.2)(3 kadin-4 erkek) EGFR geni igin ekzon
19°da delesyon, 1’inde (%2)(1kadin) ekzon 21’de nokta mutasyon ve 2’sinde (%4)(2erkek)
ekzon 20’ de mutasyon saptanmistir. Ekzon 18 ait mutasyon goézlenmemistir. Mutasyon
analizi yapilan 50 olgunun 49’undan sonug¢ alinmistir. Olgularin bir kismi sigara kullanicisi
olmakla birlikte ailede kanser Oykiisii bulunan olgular da mevcut olup bu dagilimlar
cizelgede ayrmtili olarak belirtilmistir. Sigara kullanimi ve aile Oykiisii bilgilerinin

ulasilamadigi hastalar ¢izelgede belirtilmemistir.

Cizelge 4.2. Calisma olgularinin ekzon 18, ekzon 19’daki delesyon, ekzon 20, ekzon
21°deki nokta mutasyonlarinin, cinsiyet, sigara kullanimi ve aile dykiisii bilgilerine gore
dagilimlar

Cobas® EGFR Mutasyon Cinsiyet Aile Oykiisii Sigara
Kadin | Erkek Evet Hayir Evet Hayir

Ekzon 18 - - - - - -

Ekzon 19 3 4 4 - 1 -

Ekzon 20 - 2 - - 2 -

Ekzon 21 1 - - - 1 -

Normal 3 43 13 8 20 2
Toplam(n=50) 7 43 17 8 24 2

Cizelge 4.3. Calisma olgularina ait EGFR mutasyon analizi sonuglari

Cobas® EGFR Mutasyon KADIN ERKEK
Ekzon 18 - -
Ekzon 19 3 4
Ekzon 20 - 2
Ekzon 21 1 -
Invalid (gegersiz) - 1
Mutasyon yok 3 36
Toplam(n=50) 7 43
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Aragtirmamiz, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 3/4 karar
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5. TARTISMA

Kanser gelisimi olduk¢a karmasik bir doniisiim siirecidir. Bu doniisiim sirasinda
kanser hiicreleri bir takim genetik degisimler sergilerler. Bu genetik degisimlerin
olusmasinda protoonkogenler ve tiimor baskilayici genlerin rolii biiyiiktiir. Bu genetik
diizensizliklerden bazilar1 tiimdr hiicrelerinin davranisini digerlerine gore daha fazla etkiler
ve prognostik belirtecler olarak kullanilabilir. Son yillarda molekiiler biyoloji ve
sitogenetik alanlarindaki ilerlemeler prognozu arastirmak igin yeni yoOntemler ortaya
koymuslardir ( Meert et al., 2002).

Mortalitede olduk¢ca ©onde olan akciger kanseri igin ilk sistematik tedaviye
1970’lerde baglanmistir ve 5 yil Oncesine kadar da iyilesmede ¢ok biiyiik bir fark
goriilmemistir. 1980°li yillarda sisplatine dayali tedaviler devreye girmistir ve 1990’lara
gelindiginde 3.nesil ajanlar sistematik tedavide sisplatin ile beraber kullanilmistir. 2000’11
yillara geldigimizde ise mutasyonu hedefleyen ilaglar gelistirilmeye baslanmis ve EGFR’
nin tanimlanmasiyla Erlotinib gelistirilerek bu mutasyon hedeflenmis ve bu sayede
sagkalim stireleri 2-3 yila kadar uzadigi bildirilmistir

(http://www.medikalakademi.com.tr/).

Son yillarda hedefe yonelik ajanlarin kullanima girmesiyle kiiclik hiicreli dist
akciger kanseri (KHDAK) nin medikal tedavisi konvansiyonel tedaviden hedefe yonelik
tedavilere dogru bir degisim gostermistir. Bugiine kadar ileri evre KHDAK tedavisinde
hedefe yonelik ajan (gefitinib, erlotinib) randomize ¢alismalarda aragtirilmistir. Se¢ilmemis
hasta gruplarinda EGFR tirozin kinaz inhibitorii (TKI) ile %10 dolayinda yanit orani elde
edilmistir. Bu nedenle bu ajanlardan daha fazla yarar géren hasta gruplari arastirilmis ve
spesifik alt gruplarda gerek ilk sira gerekse ikinci sira tedavilerle daha yiiksek yanit orani
ve sagkalim siireleri elde edilmistir (Oztop, 2009).

Glinimiizde 3 ayr1 metod, timor hiicrelerinde EGFR  statiisunun belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bunlar; mutasyon analizi, gen kopya sayisinin belirlenmesi ve EGFR
ekpresyon diizeyidir. Ozellikle ekzon 19 delesyonu tirozin kinaz inhibitorlerine duyarlik ile
iligkilidir. Erlotinib (Tarceva) ve Gefitinib (Iressa) gibi tirozin kinaz inhibitorlerine (TKIs)
yanit verecek KHDAK kanser hastalarinin secilebilmesi i¢cin EGFR gen bdlgesi
amplifikasyonlarinin  ve andploidilerinin  (polizomi vb.) belirlenmesi 6nemlidir.
Calismamizda 50 olguda, cobas z 480 (Roche Molecular Systems, Inc.) analiz sistemi
kullanilarak EGFR geninde mutasyon analizi ve FISH yontemi kullanilarak EGFR
amplifikasyonlarinin incelenmesi hedeflenmistir. Calismamizda 50 olgunun 4’tinde (%8)

FISH yontemi ile EGFR amplifikasyonu pozitif, 10’nun da (%20) EGFR mutasyonu
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saptanmistir. Literatiirde, KHDAK hastalarda EGFR genine yonelik mutasyon ve
amplifikasyon caligmalar mevcuttur. Bunun yani sira caligmalarda belirlenen hasta
gruplarinda tirozin kinaz inhibitdlerine cevaplar1t degerlendirilerek aralarinda iliski
incelenmistir. Literatiirdeki sonuglar su sekildedir;

Suzuki ve arkadaglari, 2005 yilinda 181 KHOAK hastasinda FISH yontemi ile
yaptiklar1 calismada %23 oraninda EGFR gen amplifikasyonu saptamislardir. Ayni hasta
grubunda %34 oraninda EGFR protein ekspresyon artisi tespit etmisler ve her iki sonug
arasinda %74 oraninda anlamli iliski bulmuslardir (Suzuki,2005).Bizim ¢alismamizda
amplifikasyon oranimiz % 8.5 olarak tespit edilmistir. Bu oran farkinin hasta sayis1 ve
farkli toplumlarda amplifikasyon oraninin degisiklik gosterdigini diistinmekteyiz.

Cappuzzo ve arkadaslari, 2005 yilinda,102 KHOAK hastasinda FISH yontemi ile
yaptiklari ¢calismada %33 oraninda EGFR gen amplifikasyonu tespit edilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda EGFR amplifikasyonu bulunan hastalarin gefitinib tedavisine olumlu sonug
verdikleri tespit edilmis ve FISH yonteminin bu tedavinin kullanim1 6ncesinde 6nemli bir
yontem oldugu belirtilmistir. Cappuzzo ve arkadaslar1 yaptiklart calismada gen
amplifikasyonunun daha ¢ok kadin ve sigara igmeyenlerde oldugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise amplifikasyonlarin hepsi erkek bireylerde saptanmistir ve hepsinin sigara
kullanim1 mevcuttur. Sonuglardaki farkliligin hasta sayimizin azligindan ve hastalarimizin
cogunlugunun erkek bireylerden olusmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz (Cappuzzo
etal., 2005).

Tsao ve arkadaslari, 2005 yilinda 125 KHOAK hastada FISH yontemi ile yaptiklar
calismada % 47 EGFR gen amplifikasyonu saptamislardir ve adenokarsinomlu hastalarda
EGFR amplifikasyonun daha yiiksek oranda bulundugunu bildirilmislerdir. Tirozin kinaz
inhibitorii olan erlotinibe, amplifikasyonu olan hastalarin daha iyi yanit verdiklerini
belirtmislerdir. Bizim ¢aligmamizda da adenokarsinomlu hastalarda amplifikasyon
bulunmustur. Hastalarin hedefe yonelik tedavilerine verecekleri yanit takip edilecektir
(Tsao et al., 2005).

Al-Kuraya ve arkadaslari, 2006 yilinda, 47 KHDAK hastada, FISH yontemiyle
yaptiklar1 calismada %15 oraninda gen amplifikasyonu saptamislardir. Ayni hasta
grubunda DNA dizi analizi yontemi ile EGFR ekzon 18 ve ekzon 21 mutasyonu
arastirmiglar ve %3 mutasyon pozitif saptamislardir. EGFR mutasyonlariin Suudi
Arabistan toplumunda goriilme sikligimin diisiik oldugu sonucuna varmiglar. EGFR
inhibitorlerine cevabi belirlemede mutasyon ve amplifikasyon sayisindaki degisikliklere

yonelik calismalara yonelinmesi gerektigini vurgulamiglardir (Al-Kuraya et al.,
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2006).Calismamizda, real-time PCR yontemiyle ekzon 18-21 mutasyon analizi sonucunda
% 20.4 mutasyon pozitif tespit ettik ve bu mutasyonlarin Tiirk toplumunda goriilme
sikliginin oldukga yiiksek oldugunu diisiinmekteyiz.

Takano ve arkadaslari, 2005 yilinda, KHDAK 11 hastalarda EGFR amplifikasyonu
ve EGFR gen mutasyonlarimi incelemislerdir. Bu arastirmalari Japon toplumunda
gerceklestirmiglerdir. Yaptiklar: ¢alismada, olgularin %44 iinde gen amplifikasyonu,%59
unda mutasyon tespit etmislerdir. Mutasyon analizinde dizi analiz yOntemini,
amplifikasyon tespiti iginde K-PZR yontemini kullanmislardir. Gefitinip tedavisi igin
Oonemli bir belirte¢ olan mutasyon ve amplikasyon analizleri sonuglarina gore bu tedavinin
daha iyi bir prognoz sergiledigini belirtmislerdir (Takano et al.,, 2005). Ahn ve
arkadaglarida, 2008 yilinda KHDAK li Koreli hastalarda erlotinip ilacina karsi klinik
progresyonu etkileyen molekiiler prediktorleri arastirmislardir. EGFR gen mutasyonlar
dizi analizi ile EGFR gen amplifikasyonlari K-PZR yontemiyle analiz edilmistir. Mutasyon
oranlar1 %28, amplifikasyon oranlart %41 bulunmustur. Bunlardan erlotinip ile tedavi
edilen Koreli hastalarda EGFR gen mutasyonlarimin klinik progresyonu belirlemede en iyi
parametre oldugu goriilmiistiir. Ayrica arastirmacilar farkli etnik gruplarda bu molekiiler
markirlarin etkisinin arastirilmasini 6nermislerdir ( Ahn et al., 2008).Bizde ¢alismamizdan
elde ettigimiz sonuglara gore hedefe yonelik tedavide molekiiler faktorlerin tespitinin
onemli oldugunu belirtmek isteriz. Tiirk toplumunda molekiiler belirteglerinin etkisinin
aragtirilmasi i¢in hasta sayisinin arttirilmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Liang ve arkadaglar1, 2010 yilinda,133 KHDAK’li tanili hasta grubunda EGFR gen
amplifikasyonu, EGFR gen mutasyonu ve EGFR gen ekpresyonunu arastirmiglardir.
Yaptiklart calismada bulunan hasta grubu Cin toplumunda gerceklestirilmistir. FISH
yontemiyle %42.1 oraninda EGFR gen amplifikasyonu, IHK yontemiyle %68.4 gen
ekpresyonu ve %63.9 scorpion amplifikasyon mutasyon analizi yontemiyle EGFR gen
mutasyonu tespit etmislerdir. EGFR gen amplifikasyonu, EGFR gen mutasyonu ve EGFR
gen ekpresyonunun birbirleriyle yakindan iligkili oldugu sonucuna varmislardir. Hastanin
hedefe yonelik tedavisi i¢in standart yontem ve kriterlerin arastirilmasi gerektigini
belirtmislerdir (Liang et al., 2010).

Ciec¢kiewicz ve arkadaglari, 2013 yilinda, 273 KHDAK’li tanili hasta grubunda
EGFR gen amplifikasyonu, EGFR gen mutasyonu analizini arastirmiglardir. Polonyali
toplumunda yapilan ilk EGFR mutasyon insidans1 g¢alismasidir. Yaptiklari calismada
%10.62 oraninda ekzonl18-21 mutasyonu ve %30 oraninda FISH yontemiyle EGFR
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geninde amplifikasyon tespit etmislerdir.

40 1.Marchetti et al./2005/860
2.0'Addano et al /200863
3% 3.Schmud et al 2009/96
4 Kalikaki et 2l 2010/162
Kl 5.Smits et al 2012778
6.Vaquliene et al.2012/103
% 7 Santis ef al 20111132
% B Szumera-Cieckiewicz et al 2012273
20 9 Bormas et al 2011136
10.Brustugun et 3l 2012/1058
mean EGFR mutation incidence 13.8% 11.Fiala ef al /2012613
|} I 12 Sarton et al 2009/418
13 Castro et al 2012/374
10 o7 w14 Rosell et al /20092105
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5 W 1 816 Moiseyenko et al /2010192
817 Dufort et al /2011/58
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#19.Querings et al 2011724

Sekil 5.1. Avrupa iilkeleri - KHDAK EGFR gen mutasyonlarmin sikliginin [listed: first
author/year of publication/number of tested cases; based on literature review].

Calismalarinda hazirladiklar1 sekilden de anlasilacagi iizere etnik farkliliklarin, akciger
kanseri insidansi ve prognozunda Onemli bir roliiniin oldugunu diisiinmektedirler.
(Cie¢kiewicz et al., 2013). Bizde yapilan bu ¢alisma sonuglari ile galismamizin sonuglari
karsilagtirildiginda farkli toplumlarda akciger kanseri insidansinin degisiklik gosterdigini

belirtmek isteriz.
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Cizelge 5.1. Bazi avrupa iilkelerindeki EGFR mutasyon yiizdeleri

Arastirmaci | Yil | Populasyon |Say1 | EGFR Mutasyon Analiz | EGFR

Ismi Metodu Mutasy
on %
Schuurbiers | 2010 | Hollanda 35 Direk sekanslama 7.4
Garcia-Olive | 2010 | ispanya 51 RT-PCR 8.57
Lozano 2011 | ispanya 120 Direk sekanslama 17
van Eijk 2011 | Hollanda 43 Allele-6zgii QPCR 2.3
Bozzetti 2012 | italya 39 Direk sekanslama 23
Smits 2012 | Hollanda 34 HRMA-high resolution melting 91
analysis

Ulivi 2012 | italya 25 Pyrosequencing+ 12
Brustugun 2012 | Norveg 80 Direk sekanslama 11.3
Bizim 2014 | Tirkiye 49 RT-PCR 20.4
Calismamiz (Kocaeli

bolgesi)

Calismamizda, 50 olgumuzun 47’sinde FISH yontemi ile EGFR amplifikasyonu analizi ve
50 olgumuzun(ayn hastalar) 49°unda Real-time PCR yontemiyle EGFR mutasyon analizi
yaptik. Yaptigimiz ¢alismada, 4 olguda (%8.5) oraninda EGFR gen amplifikasyonu pozitif,
10 olguda (%20.4) oraninda EGFR mutasyonu saptanmigtir. EGFR mutasyonlarinin 7’si
ekzon 19’da (3 kadin,4 erkek), 2’si ekzon 20’de (2 erkek) ve 1’i ekzon 21°de (1 kadin)
olarak saptanmistir. FISH yontemiyle analiz edemedigimiz 3 olgumuzun deparafinizasyon
isleminde yasadigimiz sorunlardan kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz. Deparafinizasyon
islemi FISH yoOnteminin uygulanmasinda en Onemli basamaktir ve teknigin
uygulanmasindan daha zordur. Literatirde EGFR gen amplifikasyonu ¢ok farkli oranlarda
(%8.6-%47) belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda buldugumuz % 8.5 oram literatiire yakin
oldugu disiiniilmektedir. Hasta saymmizin diisiik olmasmmin oran1 etkiledigini
diisinmekteyiz. Cizelge 5.1 de belirtildigi izere EGFR gen mutasyonu oranlari da (%2.3-
%23) belirtilmistir. Bizim ¢alisgmamizda buldugumuz % 20. 4 orani literatiirdeki oranlar
arasinda oldugu igin literatiirle uyumlu oldugu gozlenmistir. Ayni hasta grubuna
yaptigimiz Real-Time PCR ve FISH yontemleri analiz sonuglarma gore 4 hastamizda,
EGFR mutasyonu negatif olan hastalarda EGFR amplifikasyonu pozitif bulunmustur. Bu

bulgunun hedefe yonelik tedavi igin onemli bir molekiiler sonug oldugunu ve her iki
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molekiiler testinde arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Literatiirde kadin, sigara
icmeyen bireylerde mutasyon ve amplifikasyonun siklikla c¢iktigi  belirtilmistir.
Calismamizda, EGFR amplifikasyon ve EGFR mutasyon analizi ile cinsiyet, sigara

kullanimu, aile 6ykiisii arasinda anlamli istatistiksel bir iligski saptanamamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri tanis1 almig 50 hasta yer almistir.
50 olgumuzun 47’sinde FISH yontemi ile EGFR amplifikasyonu analizi ve 50 olgumuzun
(aym1 hastalar) 49’unda Real-time PCR yontemiyle EGFR mutasyon analizi yaptik.
Yaptigimiz ¢alismada, %8.5 oraninda EGFR gen amplifikasyonu pozitif, %20.4 oraninda
EGFR mutasyonu saptadik. EGFR mutasyonlarinin 7’s1 ekzon 19’da (3 kadin, 4 erkek),
2’si ekzon 20’de (2 erkek) ve 1’1 exon 21°de (1 kadm) olarak saptanmistir. FISH
yontemiyle analiz edemedigimiz 3 olgumuzun deparafinizasyon isleminde yasadigimiz
sorunlardan kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda karsilagtigimiz sorunlar sonucunda, dokunun biiytkliigi, timoriin
ozelligi, tomiiriin miktarinin, uygun DNA elde edebilmek ve FISH yontemini sorunsuz
uygulayabilmek i¢in uygun fiksasyon ve doku takibinin olduk¢a 6nemli oldugunu
diistinmekteyiz. Akciger kanseri tedavisinde artik sitotoksik kemoterapinin verildigi
tedavilerden hedefe ve bireye yonelik tedaviler devreye girmektedir. Yapilan ¢alismalarda
hedefe yonelik tedavide molekiiler faktorlerin ve testlerin olduk¢ca Onem kazanmasi
gerektigi vurgulanmistir. Ayni zamanda bu tedavi ile hasta sagkalim siirelerinin oldukga
uzadig belirtilmistir. Bu 6nemli bir gelisme sonrasinda KHDAK” da klinik acidan olduk¢a
onemli olan EGFR onkogenine ilgi olduk¢a artmistir. Ve EGFR onkogenin amplifikasyon
ve mutasyon analizine yonelik ¢aligmalarda hiz kazanmistir. EGFR TK yolagini inhibe
eden ajanlarin gelistirilmesi yoniinde bir¢cok calisma yapilmistir. Yapilan caligsmalar
sonucunda EGFR tirozin kinaz inhibitdrlerinin (erlotinib veya gefitinib) kullanilmas1 veya
kullanilmamas1 kararinin, klinik ve molekiiler prediktif faktorlerle iligkili oldugu
belirtilmistir. Bu ajanlara yanit1 predikte ettiren molekiiler faktorler ise EGFR reseptoriinde
mutasyonun aktiflesmesi (ekzon 19 delesyonu, ekzon 21°‘de L858R), EGFR protein
overekspresyonu ve EGFR gen amplifikasyonu oldugu ve en onemli prediktif faktdriin
EGFR mutasyonu oldugu bildirilmisitir. Sonug olarak bu iki yontemin kullanilmasiyla elde
edilen bilgilerin kiigiik hiicre dis1 akciger kanserlerinde EGFR tirozin kinaz inhibitorleri ile
tedavide bir gosterge oldugunu diisiinmekteyiz. EGFR gibi mutasyon 6zelliklerinin ortaya
konabilmesi artik KHDAK tedavisindeki stratejiyi etkiledigini diisiinmekteyiz. Testlerden
elde edilen basarmin multidisipliner bir ekip calismasi ile yapilabilecigini vurgulamak
isteriz. Yeterli doku alinmasi, tiimor yiikiiniin belirlenmesi, dokularin kisa siirede ulagmasi,
dogru ve kisa siirede analiz edilmesinin 6nemli oldugunu belirtmek isteriz. Calismamiza,
hastalarin sag kalimlari, tedavi protokolleri, hastaligin prognozu gibi verilerin

eklenmesiyle ve hasta sayillarinin  arttirllmasiyla  genisletilmesinin ~ gerektigi
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diisiincesindeyiz. Elde edilen verilerin Tiirk popiilasyonun da KHDAK’li hastalar ile ilgili

gelecek calismalara faydali olacagini diisiinmekteyiz.
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