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OZET

AKCIGER KANSER TANILI HASTALARDA EGFR MUTASYONLARININ
KEMOTEROPATIK ILACLAR ILE YANIT ILISKILERININ VE BU MUTASYONLARIN
TUMOR HUCRELERINDEKI P53, PTEN, TRAIL RESEPTOR, FAS RESEPTOR,
SURVIVIN, BAX VE BCL-2 IFADELERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Aydin DEMIRAY
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Hakan AKCA

Nisan 2015, 66 Sayfa

Akciger kanserleri, Dunya genelinde kanser nedenli 6lum sebepleri arasinda ilk sirada
yer almaktadir. Prostat ve meme kanserlerinden sonra akciger kanserleri Gglincu sirada
gorulmektedir. Akciger kanserlerinde Epidermal Blyume Faktér Reseptoriinde (EGFR)
meydana gelen mutasyonlar 6zellikle tirozin kinaz bdlgesi mutasyonlaridir. Kiguk Hucre
Disi Akciger Kanseri (KHDAK) timorleri 6zellikle Asyali, beyaz ve sigara icmeyen
bayanlarda daha sik gortlmektedir. Bu calisma da KHDAK hastalarinda EGFR- Kirsten
Ras Sarcoma (KRAS) mutasyon profilleri, erlotinib iliskisi ve p53, pten, trail reseptor, fas
reseptdr, survivin, bax ve bcl-2 ifadeleri arastinimistir. EGFR mutasyonuna sahip 97
hastanin 39’'unda delE746-A750 (%36.4), 29'unda L861Q (%18.5), 10’unda L747-T751
ins P (%12.3), 10’'unda L858R (%9.8), Q’unda G719A (%9.8), 5’inde del E746-T751 ins P,
3’inde T790M (%3.6), 3’'Unde G719S (%3.6), 3’'Unde del E746-A750 ins |, 3’Unde L747-
P753ins S, 1’inde delE746-A750 IP (%1.2), 1'inde G719C (%1.2), 1’'inde L747-T751 ins Q
tespit edilmistir. KRAS mutasyonuna sahip 75 hastanin 32’sinde G12V (%6.6),10’'unda
G12S (%22.3), 8’inde G12C (%17.8), 6’'sinda G12D (%13.3), 18inde Q61R (%15.5),
15’inde Q61H (%22.3), 1’inde G12A (%2.2), 1'inde G13D tespit edilmistir EGFR ve KRAS
mutasyonun ikisini birden sahip 20 hasta (%6.6) tespit edilmistir. EGFR mutasyonlari
demografik olarak kadin (%48 kadin, %28 erkek), sigara icmeyen (sigara icmeyen %49,
sigara icen %26) ve adenokarsinomali (adenokarsima %37.8, skuamdz %26.8) hastalarda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu hastalarda EGFR mutasyonu daha sik tespit
edilmistir. Bu hastalardan sagkalim orani EGFR-TKI tedavisi alan hastalarin almayanlara
gore tum sagkalimi orani istatistiksel olarak anlamlidir (146+£22, 84+12(hafta) p:0.020).
KHDAK hastalarin timoér dokularinda EGFR ve KRAS mutasyonlari Bcl-2 ve survivin
expresyonlarini artirirken Bax, p53, PTEN, FADD ve TNFR ekspresyonlarini azalttigi
saptanmistir. EGFR ve KRAS mutasyonlari KHDAK hastalarinda antiapoptotik yolaklari
induklerken, apoptotik yolaklari baskilamaktadir. Sonu¢ olarak KRAS mutasyonlari
KHDAK hastalari igin yeni bir prognostik faktor olabilir.

Anahtar Kelimeler: KHDAK, EGFR, KRAS, Erlotinib

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2012BE009).
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RESPONSE RELATIONSHIPS OF EGFR MUTATIONS TO
CHEMOTHERAPEUTIC DRUGS AND THE EFFECTS OF THESE MUTATIONS ON THE
EXPRESSIONS OF P53, PTEN, TRAIL RECEPTOR, FAS RECEPTOR, SURVIVIN, BAX
AND BCL-2 ON PATIENTS DIAGNOSED WITH LUNG CANCER.

DEMIRAY; Aydin
PhD. Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hakan AKCA (PhD)

Nisan 2015, 66 Pages

Lung cancer is the leading cause of cancer death in the World. Breast and
prostate cancers are more common than lung cancer. Mutations in the EGFR gene are
critical determinants of treatment with Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) tyrosine
kinase inhibitors (TKIs) for non-small cell lung cancer (NSCLC) patients. The frequency of
EGFR mutations is reported high among white Asian, female and non-smokers. DNA was
isolated from the formalin-fixed, paraffin- embedded 300 Turkish NSCLC patients and
their EGFR mutation status was examined by pyrosequencing. EGFR mutations were
detected in 97 of the 300 patients (36%); 39 patients with delE746-A750, 29 patients with
L861Q, 10 patients with L747-T751 ins P, 10 patients with L858R, 9 patients with G719A,
3 patients withT790M, 3 patients with G719S, 5 patients with delE746-T751 ins |, 1
patients with delE746-A750 IP, 1 patients with delL747-P753 S and 1 patients with
G719C. Kirsten Ras Sarcoma (KRAS) mutations were detected in 75 of the 300 patients
(20.8%); 10 patients with G12S, 8 patients with G12C, 6 patients with G12D, 20 patients
with G12V, 15 patients with Q61H, 18 patients with Q61R and 1 patients with G12A.
EGFR and KRAS mutations both detected in 20 patients (%6.6). EGFR mutations were
associated with gender (48% in females vs. 28% in males; p< 0.001), non-smoker status
(49% vs 26%; p< 0.001), adenocarcinoma (37.8% vs 26.8%). EGFR mutations was EGFR
mutation status objective response to erlotinib (P<0.05). Over-all survival time was
significantly longer in the patients with EGFR mutations than in the patients without EGFR
mutations (146 vs 84 week, 0=0,020). We detected that EGFR,KRAS mutations let the
increases of bcl-2 and surviving expressions but decreases of Bax, p53, PTEN, FADD
and TNFR expressions on tumor tissue in NSCLC. EGFR and KRAS mutations both
incudes anti apoptotik pathways and inhibits apoptotic pathway on NSCLC patients. We
concluded that KRAS mutations can be candidate as a new prognostic marker for NSCLC
patients.

Keywords: NSCLC, EGFR, KRAS, Erlotinib

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project numbers 2012SBEO009.
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1. GIRIS

Bilim ve teknolojik gelismelerin bas dondirici hizla ilerledigi ginimuzde hala bazi
konularda aydinlatilamayan noktalar mevcuttur. Bunlarin basinda ise yuksek olim
oranina sahip olan kanser hastaligi gelmektedir. Dinya genelinde kanser alaninda ¢gok
saylda arastirmaci genis butgeler ile galismasina ragmen halen cevap bekleyen birgok

soru bulunmaktadir.

Kanser Uzerine yapilan arastirmalarda elde edilen sonuglar i1sidinda, kanserlesen
hucrelerin, normal vicut hicrelerine gore birgok degisim gegirdigini anlayabilmekteyiz.
Ancak bu degisimler her kanser tipinde ayni olmadigi gibi ayni kanser tipinin ilerleyen
doénemlerinde de farkliliklar arz etmektedir. Ayrica ayni kanser tipi insandan insana da
farkliik gostermektedir. Dolayisiyla bu durum hastahigin tedavisini oldukca

guclestirmektedir.

Kanseri koken aldigi hiicre tipine goére (¢ ana grupta toplayabiliriz. insan
kanserlerinin ¢ok buyuk kismini olugturan epitel hicre kaynakli karsinomlar, digeri en
az gorulen kas, kemik, kikirdak ve fibr6z doku kaynakli sarkomlar ve kan veya immun
sistem hucrelerinden kaynaklanan l16semi veya lenfomalar. Ayrica kanser kdken aldigi
hucre haricinde olustugu organa gore de degisiklik gostermektedir. Ayni kanser turu
ayri cografyaya, insan irklarina, yasam kosullarina ve beslenme aligkanliklarina gére

de degisiklikler gdstermektedir.

Dinya genelindeki 6lim nedenleri siralamasinda, kanser nedenli élimler ikinci
sirada yer almaktadir (Web 1 , Web 2). Kanser nedenli élimlerin basinda %27 oranla
akciger kanseri gelmektedir (Web 1, Web 2, Siegel R vd 2012). Kanser vakalarinin
goérilme oraninda ise, prostat ve meme kanserlerinden sonra akciger kanserleri
Uglncl sirada yer almaktadir (Web 2, Siegel R vd 2012). Akciger kanserinin bes yillik
sag kalim orani ise % 15 olarak bilinmektedir. (Web 2, Siegel R vd 2012). Erkeklerde

akciger kanserine yakalanma ihtimali 1/13 iken kadinlarda bu olasilik 1/16’dir (Web 2,



Siegel R vd 2012). Ayrica Siyah irk erkekler, beyaz irk erkeklere gére % 20, kadinlarda
ise siyah irkta beyaz irka gére % 10 daha fazla akciger kanseri gorilmektedir (Web 2,
Siegel R vd 2012).

Normal hicreden, kanser hicresine donlisim sureci karsinogenez olarak
adlandiriimaktadir. Bu degisim hicrenin genetik materyalinde meydana gelen
mutasyonlarin birikimi ile olusur. Hicre déngusini kontrol eden genlerde meydana
gelen mutasyon ile hiicre kontrolstiz olarak bdlinmeye baslar ve kontrolsiz ¢ogalma

egdilimi kanser gelisimine zemin hazirlar (Aparicio CB vd 2007).

Karsinogenez ¢ok basamakl bir sirectir. Bir hiicrede meydana gelen mutasyon
dizeltimeden hicre ¢ogalmaya baslar ve apoptoza ugramaz ise olusan transforme
hicre bdlinerek ¢cogalmaya baslar. Ancak bu ¢odalma monoklonal kitle olusturmaz
aksine yeni mutasyonlar ile daha buyuk, invaziv yetenegi olan ve uzak yayillim
(metastaz) yapabilen birgok alt tipte hiicreye doénlsir. Ornegin; akciger
adenokarsinomlari incelendiginde, invaziv karsinoma déntsim strecinde normal brong
alveolar hicreleri sigara icimine bagl olarak Kirsten Ras Sarcoma viral onkogen
(KRAS) mutasyonu veya sigara icmeyenlerde ise Epidermal blyime faktor reseptori
(EGFR) mutasyonu goérilmektedir. Bu mutasyonlar sonucunda invaziv karakterli
olmayan brong alveolar karsinomaya (BAC) donusmektedir. Bu kitle, 2 milimetreyi
(mm) gegcmeyen hiperplazik bir kitledir. BAC hicrelerinde p16 heterozigot delesyonu
gorulebilmektedir. Bu delesyon kanser hicresine proliferasyon yetenegi
kazandirmaktadir. Bu sure¢ p53 delesyonu ile invaziv karakterli ve metastatik invaziv
karakterli akciger adenokarsinomaya dénustiirmektedir. invaziv karsinoma tip C sigara
icmeyenlerde EGFR mutasyonu ile baslarken, sigara icenlerde KRAS mutasyonu ile
baslamaktadir. invaziv karisonoma tip D ise de novo p16 heterozigot delesyonu ve p53

delesyonu ile invaziv karsinomaya donusmektedir (Reika lwakawa vd 2008) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Akciger alveolar hicresinin, kanser hilcresine donidsim sureci (Reika
Iwakawa vd 2008)

Normal hcreler, bdlinmek igin bdlinmeyi uyaran ajanlara ihtiya¢ duyarlar. Bu
uyaranlar ilgili reseptoérlere baglanarak bolinmeyi uyarir. Kanser hicrelerinde ise boyle
bir ajana gerek duyulmadan ilgili reseptdériin mutasyonu veya ikinci mesajcinin aktif
bdlgesinin mutasyonu surekli hicre bolinmesini uyarabilir. Bu da kanser hucresinin
proliferasyonuna ve kontrolsiiz bir sekilde bdliinmesine neden olmaktadir. Ornegin;
KRAS geninde 6zellikle kodon 12/13’te meydana gelen mutasyonlar KRAS’in guanin
trifosfat (KRAS/GTP) bagli formu olarak davranmasina neden olmaktadir. Bunun
neticesinde aktif KRAS alt yolaklardaki diger molekulleri aktif hale getirerek hicre

proliferasyonuna neden olmaktadir (Cox ve Der 2010).

Kanser hucreleri, gesitli etmenlerin proliferasyonu arttirici etkileri ile bolinme
surecini devam ettirirken bulundugu organin veya dokunun konumuna gore belli bir
kitle halini aldiktan sonra cevre dokulara dogru baski yapmaya baslar. Onceleri
mekanik stres oldugu duslinudlen invazyon mekanizmasinin bugin bdyle olmadigi
bilinmektedir. EGFR ile aktive olan matriks metalloproteaz 7 (MMP-7) ekstraselliler
matriks bilesenlerini parcalamaktadir (Dage Liu vd. 2007). Bilindigi gibi birgcok kanser
tipinde EGFR mutasyona ugramaktadir (Bing-Hua Jing ve Ling Zhiliu 2007). Bu
durumda EGFR kendi kendini otofosforilleyip aktifleserek hem proliferasyonu hem de

invazyonu indukleyebilir. Bu sayede hlicre ekstrasellller matrikste ilerleyebilmektedir.



Bu ilerlemesini kendi ekstraselller matriks bilesenlerine integrin ile tutunarak ve
miyozin ile kasilarak gerceklestirmektedir. Bu da hicreye invazyon yetenegi
kazandirmaktadir. invazyon yetenegi kazanan hiicre ayni zamanda metastatik fenotipe
de sahip olabilir. Clnkl ekstrasuleler matriks bilesenlerine tutunamadan yasayabilen

ve hareket yetenegi kazanan hlicre ayni zamanda uzak organlara yayilim yapabilir.

Elbette ki normal bir hiicre belli bir yasam slrecinden sonra programli bir sekilde
kendini yok etmektedir. Bu slre¢ apoptozis ya da programl hicre olumu olarak
bilinmektedir. Bu surec¢ ile yaslanmis hucreler yerine geng¢ ve yeni hucreler ile
organizma canlihdini saglar. Apoptozis hiicrenin kendi kendini yok ettigi bir stregtir. Bu
sure¢ enerji gerektiren belli proteinlerin aktiflesmesi ile baslar. Bu durumun en belirgin
Ozelligi DNA’nin 50-200 baz cifti ve katlari seklinde kesilmesidir. Bu islem aktif kaspaz
ile saglanmaktadir. Apoptozis intrinsik ve ekstrinsik olarak iki yolak Uzerinden
induklenebilmektedir (Thomas F. Franke vd 2003).

Apoptotik siregte, dzellikle Bcl-2 ailesi Uyeleri rol almaktadir. B-hlicreli lenfoma-2
(Bcl-2) antiapoptotik molektl olarak rol alirken, Bcl-2 iligkili X proteini (BAX) ve BHs
iliskili 8lim domaini (BiD) apoptotik molekiillerdir. Apoptozisin indiiklenmesinde p53 ve
kromozom 10’dan fosfat ve tensin delesyonlu (PTEN) rol alirken, apoptozisi inhibe
eden protein ailesinin Uyesi olan survivin proteini yer almaktadir. Apoptozis ekstrinsik
yolaginda Fas lligkili protein Domaini (FADD) ve Timér Nekrozis Faktér Reseptori

(TNFR) apoptozisin induklenmesinde rol almaktadir (Lanxi Song vd 2006).

Karsinogenez sadece bir genden sorumlu bir mekanizma olmadigi gibi birgok genin
etkisi ile olusan bir sirectir. Bu siregte, bir genin mutasyonu veya asiri ifadesi hiicre
icinde baska yolaklarin aktiflesmesine neden olmaktadir. Ya da timoér baskilayici
genler olarak bilinen genlerin delesyonu, promotor metilasyonu veya mutasyonu ile bu
genlerin ifadelerinin ortadan kaybolmasi karsinogenezi ilerletici bir etkiye sahip
molekdllerin artisina neden olmaktadir. Béylece hilicre proliferasyonunu indikleyerek,
kontrolstiz blylyen hiicre yeni mutasyonlar gegirerek normalden tamamen farkh bir

hicre haline gelir (Bing-Hua Jing ve Ling Zhiliu 2007).

Hucre, genetik mutasyonlar ile metastatik fenotipe sahip oldugunda bir¢ok timor
baskilayici proteinleri inaktif oldugu kadar onkogenleri de sirekli aktiftir. Bu da kanser
tedavisini zorlastiran etmenlerdendir. Bu yuzden hedefe yonelik tedavi anlayisinin
dogmasina neden olmustur. Ozellikle EGFR mutasyonuna spesifik ajanlar mevcuttur,
bunlar gefinitib (2002) ve erlotinib (2005) (Ying Yuan vd 2005) etken madde ismi ile yer
almaktadir. Tek ajan hedef molekiller oral olarak alinmakta ve EGFR reseptdrinin

Adenozin trifosfat (ATP) baglanma bdlgesine ATP ile yarismali olarak baglanmaktadir.



Bu geri dénisimsliz baglanma sonucunda mutant EGFR sahip hlicrede aktif EGFR ‘yi
bloke etmektedir. Hastalarin sagkallm da anlamli oranda artis saglamaktadir (Ying
Yuan vd 2005).

1.1 AMAGC

Bu calismada Kuiguk Hduacreli Digi Akciger Kanserlerinde EGFR ve KRAS
mutasyonlarinin Turk toplumundaki mutasyon oranlari ve bu hastalarin erlotinib ile olan
iliskisi, ayrica Bcl-2, bid, bax, p53, PTEN, FADD, TNFR ve survivin genlerinin ifadesi,
bu ifadelerin mutasyonlar ve erlotinib ile olan iligkilerinin arastiriimasi planlanmigstir



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Akciger Kanserleri

Akciger kanserleri, kanser nedenli 6lium sebepleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir. Akciger kanseri, olustugu organ sikligina goére prostat ve meme
kanserlerinden sonra gelmektedir (Rebecca Siegel vd 2012). Akciger kanserli
hastalarin ortalama yasi erkelerde 71, kadinlarda ise 72 ‘dir (Rebecca Siegel vd 2012).
Erken evre hastalar % 15 ‘ini olustururken, % 56’sin1 metastatik olgular olusturmaktadir
(Rebecca Siegel vd 2012). Bunun nedeni ise hastaligin asemptomatik olmasidir. Bu
durumun 6nlne gecgebilmek icin uzmanlar tarama amagh yillik akciger filmi veya dusuk

doz bilgisayarli tomografi Gnermektedir (Rebecca Siegel vd 2012).

Evre 1 ve 2 olan hastalara cerrahi girisimde bulunulurken, evre 3 hastalarinin
bazilarina cerrahi girisim, bir kismina ise radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir
(Dage Liu 2007). Yine de 3 yillik yasam omru evre 2 hastalan i¢in %35-50, evre 3
hastalari icin ise % 28 iken (Dage Liu 2007), 5 yilik sad kalim KHDAK
hastalarinda %15 dir (Siegel R vd 2012). Yani erken evre hastalarinin cerrahi girisim,
kemoterapi ve radyoterapi uygulanmasi ile sagkalim orani artmaktadir. Ancak ileri evre
hastalarin buyuk bir kismi operasyona alinamamaktadir. Bu durum sagkalim oranini da
etkilemektedir. Ayrica ileri evre hastalarin kemoterapiye ve radyoterapiye olan

direncleri nedeniyle sagkalim orani azalmaktadir (Rina Ohashi 2007).

KHDAK molekiler mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir. Hastaligin molekuler
temelinin anlasiimasinin hem ila¢ direngliliginin dusirdlmesine hem de yeni tedavi

stratejilerinin belirlenmesine katkisi olacaktir.



Akciger parankimi veya solunum yollarindan kaynaklanan timorler akciger
kanserlerini olusturur. Akciger kanserlerinin histopatolojik siniflandiriimasi Diinya
Saglik Orgiti (DSO) énerisine gore yapllmaktadir. Buna gére temel olarak akciger
kanserleri kiguk htcreli akciger kanserleri (KHAK) ve kiguk hicre disi akciger
kanserleri (KHDAK) olarak iki gruba ayriir. Bu iki grup tum akciger
kanserlerinin %95’ini teskil eder. Geri kalan %5’lik oran akcigerlerden kaynaklanan
diger tumorlerdir (Travis WD vd 2004) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 DSO’niin akciger kanserlerini siniflandirmasi

Akciger kanseri Tipleri insidans
Kuguk hucreli akciger kanserleri %15
Klguk hicre disi akciger kanserleri %80

e adeno kanser %40

e skuamoz hucreli kanserler %630

« biyiik hiicreli kanser %10
Digerleri %5

e karsinoid timorler

e pulmoner lenfoma

e mukoepidermoid karsinoma
¢ adenoid kistik karsinoma

e Sarkomlar

2.1.1 Akciger Kanserinin Alt Tipleri

Akciger kanserlerinin % 85‘ini kuguk hicre disi akciger kanseri (KHDAK) (Rina
Ohashi 2007), % 15 ‘ini ise kuguk hucreli akciger kanseri olusturmaktadir (KHAK).
KHDAK’nin yaklasik %65’i heterojenite goOsterirken, %45’i adeno ve skuamoz tipi
KHDAK tipidir (Karthikeyan Kandasamy vd 2002). Akciger kanserleri histolojik olarak
incelendiginde KHAK’leri néroendokrin hicrelerinin, skuaméz hicreli KHDAK leri bazal
hicrelerinin ve adenokarsinom tipi KHDAK’leri ise clara hicrelerinin, tip 2 pndémosit
hicrelerinin ve bronsalveolar kok htcrelerinin farklilasmasindan meydana geldigi
g6rilmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Akcigerin Histolojisi

Skuamoz hicreli karsinom: Erkeklerde daha sik rastlanir. Bulylk bronslarin
santralinden ¢ikmaya egilimlidir. Lokal hiler lenf nodlarina kolay yayilir; fakat toraks
digina diger tiplerden daha ge¢ yayilir (Kumar vd 2004). Skuamoéz hucreli karsinoma,
brons epitelinde yillar 6éncesinde baslayan metaplazi veya displaziyi izleyen in-situ
karsinomdan sonra ortaya ¢ikar. Mukozada 1-2 mm c¢apinda kalinlagsma ve irreguler
nodul seklinde kabariklik olusmaya baslar. Bu safhada klinik agidan bir bulguya
rastlanmamasina ragmen; balgamda atipik epitel hlcrelere rastlanir. Kisa sure
icerisinde tUmar; brong Iimenini kapatacak sekilde bir kitle haline gelir, akcigerin diger
kisimlarina invaze olur. Histolojik olarak, keratin inciler ve interselluler kopruler
olusturan iyi diferansiye tip ya da az derecede skuamdz 6zellige sahip andiferansiye tip
seklinde gorulebilir. Skuamdéz hucreli karsinomlar metastaz yapmadan 6nce buylk ve
bronslari tikayan bir kitle olusturdugu icin diger akciger kanseri tiplerinden daha iyi bir
prognoza sahiptir (Kumar vd 2004) (Sekil 2.2).

Adenokarsinom : Kadinlarda ve sigara icmeyenlerde en yaygin gorilen akciger
kanseri tipidir (Kumar vd 2004). Genellikle akcigerdeki mukus Ureten hucrelerden
kaynaklanir. Adenokarsinomada tumér hicreleri tarafindan musin Uretimi gerceklesir
ya da glandular farkhlagsma olur (Kumar vd 2004). Cogunlukla periferal yerlesimlidir.
Yavas buyilr ve daha kuguk kitle olustururlar. Diger alt tiplere gére daha erken safhada
metastaz yaparlar. Tipik olarak tubdler, asiner ya da papiller yapilar olustururlar (Kumar
vd 2004). Yogun misin sekresyonu oldugunda mukoid gérinimdedir (Kumar vd 2004).
Solid, gri-beyaz renkli alanlar igerdiginde pnémoni benzeri bir gériinim olusturabilir
(Kumar vd 2004). Kavitasyon olduk¢ca az gorullir. Periferal skar veya bal petegi
gorunimu de siklikla kargimiza cikar. Rezeksiyon sirasinda, %77 oraninda plevral
fibrozis seklinde visseral plevra tutulumu saptanir (Rosai vd 2004). Akcigerin

periferinde yerlesip, diffiz olarak plevray! tutan timorlere psédomezotelyomatdz



karsinom denir (Rosai vd 2004). Solid, gri-beyaz renkli Psddomezotelyomatdz
Karsinom tanisi igin, akciger alanlarinda kitle bulunmamasi ve bagka bir primerin
olmamasi sarttir. Mesane, bdbrek, pankreas, parotis ve prostatdan kaynaklanan
timorler de psédomezotelyomatéz goérinim yapabilirler. Psédomezotelyomatdz
karsinomlarin ~ %70’ini  adenokarsinomlar olusturur. Mezotelyomadan ayrimi

immunohistokimyasal boyama ile yapilir (Rosai vd 2004) (Sekil 2.2).

Biiyiik hiicreli karsinoma: Sitolojik diferansiyasyon gdstermez. Hucreler genellikle
anaplastiktir ve blyuk vezikiler nukleuslari vardir. Cogunlukla periferal yerlesimli olup
bayuk hacimlidirler. Erken fazda metastaz gorulir bu nedenle kétu prognoza sahiptir.
Tani konulan hastalarin gogunda beyin metastazi vardir ve 5 yillik yasam orani %2-3
dir (Kumar vd 2004)

Skuamdz hiicreli karsinoma Adenokarsinoma

&

»

-
-
-

-~

L L)
normal akciger epiteli hiperplazi

karsinoma in situ invaziv karsinoma

Sekil 2.2 Akciger Kanserlerinin siniflandiriimasi (Ignacio 1. Wistuba I.1. 2012)

2.1.2 KHDAK’In Siniflandiriimasi

Akciger kanserinin tedavisindeki ilk asama hastaligin evresinin tanimlanmasidir.
Uluslararasi Akciger Kanseri Calisma Orgiti (IASCL), 1997 yilinda tanimlanan

uluslararasi evreleme sisteminde birgok problem bulundugundan dolayi yeni bir akciger
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kanseri evreleme projesi gerceklestirmistir. Uluslararasi Kanserle Mucadele Birligi
(UICC) ve Amerikan Kanser Birligi (AJCC) tarafindan da kabul edilen akciger
kanserinde yeni evreleme sistemindeki timor, lenf nodu ve metastaz (TNM) ifadeleri ve
evre gruplarinin tanimi i¢cin IASCL tarafindan olusturulan Uluslararasi evreleme

komitesinin son bildirgesine gére 7. TNM siniflandirmasi su sekildedir;
T siniflandiriimasinda son durum;

1. T4mdr <3cm ise T1
a. Tumor <2cm T1a
b. 2cm<tumors3cm t1b
2. 3cm<timoérs7cm ise T2
a. 3cm<tms5cm t2a
b. 5cm<tm<7cm t2b
3. Tumor >7cm ise T3
4. Ayni lobda ayri tumér nodulleri T3
5. Ayni tarafta farkli lobda yer alan timoér nodilleri T4

6. Klinik plevral yayillim saptanan olgular Mla
N siniflandirimasi icin lenf nodlari haritalamasi;

1. Ust zon: (1-4. diizey)

2. Aortikopulmoner zon (AP zon): (5. ve 6. dlzey)
3. Subkarinal zon: (7. duzey)

4. Alt zon: (8. ve 9. dizey)

5. Hiler zon: (10. ve 11. dizey)

6. Periferal zon: (12-14. diizey)

Buna gore N siniflandirilmasi ki son durum;

NO: Lenf nodu metastazi yok

N1: Ayni taraf peribrongiyal/hiler lenf nodu metastazi veya primer timaorun direkt

invazyonu ile intrapulmoner lenf nodu
N2: Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu metastazi

N3: Karsi taraf mediastinal veya hiler, ayni taraf veya karsi taraf supraklavikuler
veya skalen lenf nodu metastazi

M siniflandiriimasi igin
1. Plevral ya da perikardial malign sivi ya da nodul M1a
2. Karsi akcigerdeki noduller M1a
3. Akciger ya da plevra digindaki uzak metastazlar M1b



Tablo 2.2 KHDAK 7. TNM siniflandirmasi
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T skoru N skoru M skoru
Evre 1A Tlab NO MO
Evre 1B T2a NO MO
Evre 2A Tla,b N1 MO
T2b N1 MO
T2b NO MO
Evre 2B T2b N1 MO
T3 NO MO
Evre 3A Tla,b, T2a,b N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Evre 3B T4 N2 MO
Herhangi bir T N3 MO
Evre 4 Herhangi bir T Herhangi bir N Mla,b

Akciger kanserlerinde tedavi, kanserin evre ve tipine gore dedisir. Buna gbre evre

LIl cerrahi girisime uygun iken bazi evre IlIA hastalari cerrahi girisime uygundur. Diger

evre llIB ve IV hastalar, yayilimin yaygin olmasi nedeniyle cerrahi girisimde

bulunulamamaktadir. Butin hastalara radyoterapi ve kemoterapi uygulanabilmektedir

(Travis WD vd 2004).

2.2 Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

2.2.1 EGFR’nin Yapisi

EGFR geni, 7p12 kromozom boélgesinde lokalizedir ve 28 ekzon icerir. EGFR

proteini 1186 aminoasitten olusur,

glikoproteindir (Sekil

2.3). EGFR transmembran proteini

170 kDa buyukluginde transmembran bir

U¢ bdlimden olusur;

ligandlarin taninmasi ve baglanmasini saglayan bir ekstraseliler bélgesi (ekzon 1-16),
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hidrofobik 6zellige sahip membran (ekzon 17) igcinde diger reseptorlerle iliskileri
saglayan transmembran bdlgesi (ekzon 18-28) (Miller 2008).

2.2.2 EGFR’nin Dimerizasyonu

EGFR, Reseptor tirozin kinaz (RTKs) ust ailesinin Gyesidir. EGFR (Erb) ailesi dort
Uyeden olusur. Bunlar: ErbB-1/HER-1, ErbB-2/neu/HER-2, ErbB-3/HER-3 ve ErbB-
4/HER-4t0r. ErbB-1/HER-1 ilk kesfedilen reseptér tirozin kinazdir. EGFR ailesi Uyesi
Ozellikle ekstraselller ve transmembran alt birimlerinde yapisal olarak yuksek oranda
homoloji goéstermektedirler (Ferguson vd 2003, Yarden 2001, Burgess vd 2003,
Capuzzo 2007).

—
IL.1 bolgesi

Ekstraseliiler CR1 bolgesi

bolge

L.2 bolgesi

CR2 bolgesi

—
Transmembran bolge

pr—
Trozinkinaz
Bolgesi
Hicreigi
Bolge
Regiilasyon
Bolgesi
S—

Sekil 2.3 EGFR’nin yapisi

Erb ailesi reseptdrlerinin tirozin kinaz aktivitesi, aile igindeki reseptdrlerin birbirleri
ile homo ve heterodimerizasyonuna izin verebilecek yapidadir. Homo ve heterodimer
olusunca reseptor karsilikli olarak tirozin bdlgelerinden birbirini fosforilleyerek aktive
olmaktadir. ErbB-2 reseptorinin ekstraselller bolgesinin ikinci bolgesi olmadigi i¢in
ErbB-2/ErbB-2 homodimeri olusturamaz. Bu yiuzden ErbB ailesi diger reseptorleri ile
heterodimer yapabilirler (Gschwind vd 2004, Nakamura vd 2003). ErbB-3’Un ise tirozin
kinaz bdlgesi otofosforilasyon yapamamaktadir. Bunun sonucunda bu reseptére ligand

baglansa bile fosforilizasyon igin heterodimer yapiya ihtiyag duyar. ErbB-3/ErbB-3
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homodimeri aktif degildir (Ciardiello vd 2004, Gschwind vd 2004, Nakamura vd 2003,
Chang vd 1997). ErbB ailesinin dimerlesmeleri su sekildedir: (ErbB-1/ErbB- 2, ErbB-
1/ErbB-3, ErbB-1/ErbB-4, ErbB-2/ErbB-3, ErbB-2/ErbB-4, ErbB-3/ErbB-4). Bu

dimerizasyon hcre icinde farkli yolaklari aktive etmektedir (Sekil 2.4).

OnEe He H 0000
B B B =

e B B °§ a° ~
o == O =} O =o' c <
a0 Az R 38 8k R0 L
P e G P B § ’
vpvp v' y : ’? : o p’ d ’; - p P P PP p’
PI3K PI3K PI3K PI3K PI3K PI3K
Src Src Src Src Src Src Src Src
c-Yes c-Yes c-Yes
ras-GAP | | ras-GAP | [ras-GAP |ras-GAP ||ras-GAP | |ras-GAP ras-GAP
Efektor | pLoy PLCY PLCy |lPLcy  ||PLey | |PLCy PLCY PLCY
She She She She She She She She She She
protein |Grb-2 Grb-2 Grb-2  ||Grb-2 Grb-2 Grb-2 Grb-2 Grb-2
Grb-7 Grb-7 Grb-7  ||Grb-7 Grb-7 Grb-7 Grb-7 Grb-7
Nck Nck Nck Nck Nck Nck
Crk Crk Crk Crk Crk Crk Crk
c-Cbl c-Cbl c-Cbl ¢-Cbl
c-Abl c-Abl c-Abl c-Abl
Eps-8 Eps-8 Eps-8 |[Eps-8 Eps-8 Eps-8 Eps-8
PTP1D PTP1D PTP1D

Sekil 2.4 EGFR’lerin homodimerizasyon ve heterodimerizasyon semasi

EGFR’ye baglanacak ligand molekulu iki reseptortn ilk olarak 1. ve 3. kollarin
arasinda bagh kalir. Ardindan 2. kol 130° dénerek ortada bag olusturur. 4. kol ise dimer

yapisinin membrana bagli kalmasini saglar (Roskoski R 2004) (Sekil 6).

3 A-loop B-loop EGF

7 o C-loop

_( , C- Terminal
+2EGF

Dimerizasyon bdlgesi

Sekil 2.5 EGFR’nin dimerizasyonu (Roskoski R 2014)

EGFR U¢ o6nemli domaine sahiptir. Hicre disinda ligandlarin bagdlandigi

ekstraselller domain, hidrofobik transmembran bir domain ve intraselller boélgede
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sitoplazmik bir tirozin kinaz domaini igerir. Hlcre disi domain L1, CR1, L2 ve CR2
olmak Uzere 4 farkli boélgeden olusur. L bélgeleri birinci ve Ugtinci kolu olusturan
I6sinden zengin bdlgeler iken, CR bdlgeleri ikinci ve dordinci dolu olusturan sisteinden
zengin bdlgelerdir. Her biri disilfit badiyla bir arada tutulur. Hicre i¢i domain ise C-
terminal dlzenleyici bolge ve tirozin kinaz boélgesinden olusur. Tirozin kinaz boélgesi N-
terminal ve C-terminal olmak Uzere iki bélimden olusur. N-terminal bdlge ve daha
biylk C-terminal bdlgede ATP baglanma bdlgeleri bulunur. EGFR’nin C-terminal
bdlgesi tirozin aminoasitleri igerir. Reseptdr tzerindeki bu alici, tirozin aminoasitlerine
ATP’nin y-fosfat gruplarindan fosfat transfer eder. Bu sekilde EGFR araciligiyla sinyal
iletimi tirozin aminoasitlerinin fosforilizasyonu ile reseptor aktivitesi gergeklestirilmis olur
(Martin vd 2006, Nair 2005, Jorrisen 2003).

2.2.3 EGFR’nin Alt Yolaklari

EGFR’leri otofosforilizasyon sonrasinda C-terminal bélgesinden p85, src homology
2 (shc 2), Growth factor receptor-bound protein 2 (grb 2), Phospholipase C (PLCY),
Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 (shp 1), grb7, Casitas B-
lineage Lymphoma (Cbl) adaptér proteinleri icin spesifik baglanma bdlgeleri olusur
(Sekil 2.6) (Olayioye MA vd 2000).
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Sekil 2.6 EGFR ailesi adaptor proteinlerin baglanma bolgeleri (Olayioye MA vd 2000)

EGFR’ler tarafindan fosforillenen adaptor proteinler, hicre iginde birgok yolakta rol
alan proteinleri fosforiller (Sekil 2.7). Bunun sonucunda hicrenin sagkalimi,
proliferasyonu, protein sentezi ve hucre iskeletinin yeniden dizenlenmesi saglanir
(Olayioye MA vd 2000). Bu yolaklardan kanser olusumunda en 6nemlisi PI3K/Akt,
Ras/Raf/Mek ve Jak/Stat yolaklaridir (Olayioye MA vd 2000). Bircok kanser turtinde



15

EGFR’leri asin ifade edilmekte ve daha fazla ligand da baglanma kapasitesini
artirmaktadir. Bazi kanser tlrlerinde ise, 6&rnegin; glioblastoma kanserlerinde
ekstraselller bolgesi delesyon sonucu ifade edilememekte ve meydana gelen
konformasyon degisikligi sonucu bu reseptér devamli aktivite kazanmaktadir (Roskoski
R 2004). Akciger kanserlerinde ise 6zellikler ErbB ailesinin EGFR reseptdrinin tirozin
kinaz bolgesinde ekzon 18-21 arasindaki mutasyonlara sahiptir. Bu durum o6zellikle
kanser hucrelerinin  proliferasyonunu, apoptozisten kagisini, invazyonunu ve
metastazini tetiklemektedir (Roskoski R 2014).
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Sekil 2.7 EGFR yolagi (web 3)

2.2.4 EGFR’nin Mutasyonlar

Akciger kanserlerinde EGFR’de meydana gelen mutasyonlar 6zellikle tirozin kinaz
bélgesi mutasyonlardir (Sekil 2.8). KHDAK tumorleri 6zellikle Asyali, beyaz ve sigara
icmeyen bayanlarda daha sik gorulmektedir (Soria vd 2012). Amerika, Asya ve
Avrupa’da akciger kanserli hastalarin EGFR mutasyonlari analiz edilmis ve bu

mutasyonlarin %45-50 oraninda Asya kokenli hastalarda ekzon 19'da delesyon
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mutasyonu, %15-10 oraninda Amerika kokenli hastalarda ekzon 18 ve 21'de nokta
mutasyonu bulundugu saptanmigtir. Bu mutasyonlardan ekzon 19 delesyonu %4-80
olustururken ekzon 21 ve ekzon 18 mutasyonlari %20-40 arasindadir. Ekzon 21
mutasyonlari ise %10 civarindadir. Asya irklarinda ekzon 19 delesyonu daha sik
rastlanirken, Avrupa ve Amerika toplumlarinda nokta mutasyonlari daha sik yer
almaktadir (Soria vd 2012).
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Sekil 2.8 Akciger kanserinde siklikla goérilen EGFR mutasyonlari (Sharma 2007)

2.2.5 EGFR TK inhibitorleri

EGFR tirozin kinaz mutasyonlarina 6zgu hedefe yodnelik ajan olarak erlotinib ve
gefitinib kullaniimaktadir. Kiaglk molekdller olarak hicre igine fosfolipid tabakadan
direk gegis yapabilen bu ajanlar tirozin kinaz bolgesinde ATP baglanma cep bdlgesine
ATP ile yarigmali olarak baglanir. Bu durumda anti-EGFR inhibitorleri baglanan
EGFR’leri ATP baglanamaz ve inaktif olur. Ancak yapilan arastirmalarda sekil 9
Uzerinde sari renkli mutasyonlara sahip tumdr hicrelerinde anti-EGFR ajanlarinin
baglanamadigi dolayisiyla direng olusturdugu rapor edilmistir. EGFR tirozin kinaz
inhibitérleri (TKI) ekzon 18-21 mutasyonlarinda konformasyonel olarak degisime
ugramakta ve ATP baglanma
EGFR-TK
konformasyonel olarak degismemektedir. Bu durumda ATP baglanma bodlgesi aktif

olarak calismaktadir (Sekil 2.9). EGFR-TK inhibitérleri KHDAK hastalarda Uzerinde

bolgesinide  kapatmaktadir. Ancak direng

mutasyonlarinda ise inhibitérleri  bu bdlgeye baglamamakta ve
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progresyonsuz sagkalimi 2-9, ay tim sagkalimda ise 9 ay artirdigi rapor edilmistir
(Barbara Melonsky 2014)

~ Aktiva syon

Lobu erlotmlb'\ X ~ Lobu
ES 4 s

S‘mé

C- Iob

Sekil 2.9 EGFR TKI konformasyonel gosterimi A) inaktif EGFR B) aktif EGFR (Park j
vd 2012)

2.3 Kirsten Rat Sarkoma (KRAS)

2.3.1 KRAS’In Yapisi

Ras gen ailesinin bir Gyesi olan Kras geni, Kirsten Rat Sarkoma (Ki- veya K-Ras)
viral onkogen homologudur (Adjei 2001, Monticone vd 2008). Kras geni, 12.
kromozomun 12p12.1 bolgesinde lokalizedir ve 6 ekzondan olugmaktadir. Kuguk bir
GTPaz olan Kras proteini, 21 kDa’dan ve 189 aminoasitten olusmaktadir. Kras hiicre
zarinda sitoplazmik bdlgesinde lokalize bir proteindir. Kras geninde kodon 12 ve 13,
GTP’nin baglandigi “P-loop”da yer almaktadir. Kodon 671’in lokalizasyonu ise, Ras
regulatorlerinin ve efektorlerinin baglanmasini kontrol eden “switch 11" bolgesidir (Sekil
2.10). “switch I” ve switch II” bolgeleri GDP/GTP duyarli bélgelerdir. Kras proteininin G
domaini, yuksek dizeyde korunmustur. Cok degiskenli bdlge ise, aminoasit

rezidulerinin membran lokalizasyonunu kontrol etmektedir (Wicki vd 2010).
2.3.2 Aktivasyonu

Ras proteinin aktif ve inaktif formunu dizenleyen iki protein vardir. Bu proteinlerden
aktif ras proteini, guanin-nukleotid degistirme faktori (GEF), inaktif ras ise GTPaz
etkinlestirici protein (GAP) ile dizenlenir. Ras aktif formunda GTP bagli iken inaktif
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formunda GDP baghdir (Sekil 2.10). Normal hicrelerde GAP etkinligi, GEF’in
etkinliginden 300 kat daha fazladir ancak timor hicrelerinde GAP etkinligi azdir. Ayni
zamanda GEF etkinligi, timor hicrelerinde normal hticrelere gére 10 kat daha fazladir.
Bu durum timér hicrelerinde ras proteinin sirekli aktif olmasina neden olmaktadir.
Tirozin kinaz reseptorlerinin otofosforilizasyonu sonucu tirozin kinaz bdlgelerine src
homoloji 2 (SH2) domaine sahip grb 2 proteinin fosforilmesi ile ayni zamanda SH3
domaine sahip grb 2 proteini Son Of Sevenless (SOS) adaptdr proteini aktiflestirir. Aktif
sos proteini, GDP bagli inaktif ras proteinin switch | ve Il bolgelerinin konformasyonunu
degistirir. inaktif ras proteinine baghh GDP’nin yerine GEF proteini ile beraber GTP
baglar ve ras aktif hale geger. Aktif ras proteini birgok yolagin aktiflesmesinde rol alir
(Cox ve Der 2010).
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Sekil 2.10 KRAS geninin genel yapisi (Chen CC vd 2013)

2.3.3 KRAS Yolaklarn

EGFR/grb 2/sos proteinleri tarafindan aktiflesen ras proteini en énemli yolagi MAP
kinaz kaskatidir. Aktif ras MAP kinaz kinaz kinaz (RAF(ras iliskili faktér)), MAP kinaz
kinaz (MEK (mitojen aktifleyen protein kinaz)), MAP kinaz (ERK (ekstraseluler sinyal
dizenleyici kinaz)) proteinlerini aktifler. Raf/mek/erk proteinleri sitoplazma icinde iskele
proteinine bagh olarak bulunur ve birbirlerini GTP ile aktifleyerek kinaz kaskatini
tamamlarlar. ERK fosforillendikten sonra konformasyonel degisiklige ugrar ve iskele
proteini terk ederek gekirdege geger ve transkripsiyon faktorl olarak protein sentezi ve
hiicre proliferasyonunu indikleyen proteinlerin transkripsiyonunda rol alir (Cox ve Der
2010).

Aktif ras proteinin bir diger yolagi ise hiicre zarina bagl bulunan fosfoinositol 3,4 bi
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fosfati fosfoinositol 3,4,5 tri fosfata (PI3K) doénistirtr. PI3K p110 alt Gnitesinden
baglanan fosfat grubu konformasyonel degisikligi sonucu zardan ayrilir ve akt (protein
B) proteinini 308. tirozininden fosforiller. Fosfo akt hiicre de bircok yolagi aktifler. Hlicre
sagkalimi, hicre proliferasyonu, hlicre gogu, hicre donglsu ve PI3K/akt/Nf-Kb yolagi
ile birgcok sagkalim ve proliferasyon proteinin transkripsiyonunu duzenler (Norbert
Berndt vd 2011) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 Ras proteinin alt yolaklari (Berndt N vd 2011)

2.3.4 KRAS Mutasyonlari

Ras proteini 6zellikle embriyonik dénemde aktif siregte rol alir. Yetigkin bir insanda
kemik iligi gibi surekli béltinen hlicrelerde aktif olarak bulunur. Bunun haricinde kanser
hlcrelerinde 6zellikle mitotik aktivite ve gé¢ icin ideal bir proteindir. Bu nedenle ras

proteinin ¢ formu, K-ras, N-ras ve H-ras, degisik kanser tirlerinde farkli noktalarda
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mutasyon gosterir. K-ras akciger kanserlerinde 6zellikle ekzon 1’de kodon 12 ve 13’de
P-loop bdlgesinde mutasyon gosterir (Sekil 2.12). Ayrica ekzon 2'de kodon 61'de
switch I'de mutasyon gdsterir. P-loop bélgesinde mutasyon sonucu her iki kodonda da
glisin yerine gelen aminoasitler daha buyuk oldugu icin GTP baglanma bdlgesine GTP
baglandiktan sonra GTP’nin hidrolizini konformasyonal olarak engeller ve surekli aktif
K-ras molekull hicre icinde yer alir. Bu durum hastalar igin kétl prognoz ile iligkilidir.
Ayrica K-ras mutasyonuna sahip KHDAK hastalarinin sagkalimi K-ras mutasyonu
olmayanlara gére daha kisa oldugu rapor edilmigtir. K-ras mutasyonlari KHDAK
kanserlerinde skuaméz tip ve sigara kullanimi ile iligkilendirilmistir. Ozellikle sigara
icerisinde bulunan benzamin tarevleri ile ilgili olduguna dair raporlar mevcuttur. Ayni
zamanda K-ras mutasyonu ve EGFR mutasyonuna sahip hastalarinda EGFR-TKI

ilaclara karsi direng oldugu rapor edilmistir (Cox ve Der 2010).

(A (B) (€)

WT G120 G13D

Sekil 2.12 K-ras yaban tip ve mutant tiplerin konformasyonel goriintiisi A) yaban tip B)
G12D mutasyonu C) G13D mutasyonu (Chen CC vd 2013)

2.4 Kanser ve Apoptosiz

2.4.1 Apoptozis

Apoptozis kelime anlami olarak Yunanca sonbaharda dokilen yaprak anlamindadir.
Apoptozis, programli hucre o6limu demektir. Normal bir metabolizmada hicre
bolinmesi ve hiicre 8lumu bir denge halindedir. Ozellikle embriyonik dénemde ve
dogumun ilk aylarinda apoptozis sik rastlanan bir durumdur. Apoptozis bir takim kronik
hastaliklarin belirteci oldugu gibi hic olmamasi da anormal bir durumdur. Ozellikle

tumor hucreleri apoptozisten kagma egilimindedirler. Apoptozis, i¢ ve dig yolaktan bir
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takim medyator proteinler ile baslar hicre c¢ekirdeginde bulunan kromatinlerin
kondensanslari ve 200 nikleotidlik kesimleri ile devam eder. Hicre zarinin stabilitesi
bozulur ve disa dogru baloncuk seklinde yapilar olusur, hiicre kiglk pargalar halinde
baloncuklar seklinde paketlenir ve fagositoz ile sonlanan bir suregtir. Bir baska hiicre
olim sekli olan nekroz ise hicrenin zar yapisinin bozulmasi ile baslayan ve hicre
iceriginin hlcrelerarasi bosluga akmasi sonucu olusan bir inflamasyon yanit ile devam
eden bir sdrectir. Apoptozisin, nekrozdan ayrilan yonU budur. Apoptoziste herhangi bir
inflamasyon yanit olusmaz. Nekroz patolojik bir yanit iken apoptozis dogal bir suregtir.
Ayrica nekrozda lizozomlarin hicrelerarasi sivida bulunmasi ortamda pH degisikligine
ve doku yikimina neden olurken, apoptoziste fagositoz ile hlcre ortamdan
uzaklastiriimaktadir (Elmore 2007).

Apoptozis hicre ici ve hlcre digi uyaranlar ile baglayan bir sirectir. Bu nedenle

apoptozis dig yolak ve i¢ yolak olarak ikiye ayrilir (Sekil 2.13).
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2.4.2 Apoptoziste Dis Yolak

Apoptoziste dis yolak, timér nekrozis faktdér (TNF) ailesi reseptorler ile baslar.
TNF’ler 29 cesittir ve 18 farkli ligandi bulunur (Paul ve Jones 2014). Bu reseptorlerden
TNF Iligkili Apoptozis indiikleyen Ligand (TRAIL) Ust ailesinin TRAIL-R1 (DR4), R2
(DR5) ve CD95 ligandi (FasL) apoptozis ile iligkilidir. TRAIL Timér Nekrozis Faktér a
ve fas ligandi (FasL) ile aktiflesir. TRAIL ve FasL ligand da (g reseptériin bir araya
gelmesi (trimerizasyon) ile aktiflesir (Paul ve Jones 2014). Aktiflesen bu molekiller
TRAIL 8liim domain proteini iligkili timér nekroz faktor reseptorii 1’e (TRADD) 8lim
domaini (death domain) bdlgesinden baglanir. Ayni komplekse, 6lum domaini bulunan
fas iligkili protein’de (FADD) 6lum domaini bdlgesinden baglanir. FasL reseptdriine ise
sadece FADD baglanir. Olugan bu komplekse o6lum indukleyen sinyal kompleksi
(DISC) denir. TRADD ve FADD molekdullerinin 6lum domaini C-terminal bolgelerinde
bulunur. N-terminal bdlgede ise 6lim etkili domanin (DED) bdlgeleri bulunur. DED’ler
inaktif olan prokaspaz 8 molekllini bu komplekse baglar ve prokaspaz 8ler birbirini
N-terminal ucundan keserek aktiflestirir. Aktif kaspaz 8 diger efektér kaspazlari keserek
aktiflestirir (kaspaz 3,6,7). Kaspazlar birbirlerini N terminal bdlgede ki aspartik asitten
sonraki aminoasitten kestikleri icin bu ismi almiglardir (C-asp-ase). Aktif kaspaz 3 hem
prokaspaz 6’y hem de protein kinaz C € ‘nu (PKC ¢) aktifler. Aktif PKC ¢ gekirdek zar
proteini lamin B’yi fosforlar (Cross vd 2000). Cekirdek zarinin dizeni bozulur ve
kromatinler sitoplazmaya yayilir. Cekirdek zari bozulduktan sonra aktif kaspaz 3
tarafindan kesilerek aktive edilen DNaz inhibitér (ICAD) proteini ile aktive olan DNaz
(CAD) olarak DNA’y1 200 bp nukleotid ve katlari seklinde keser. Bir diger yolak ise
aktif kaspaz 8, B-hucreli lenfoma 2 (Bcl-2) protein ailesi Uyesi BHs (Bcl 2 Homoloji)
iligkili 6lum domaini agonisti (BID) proteinini N terminal bdlgesinden keser. BID kalan
C-terminal bdlgesi mitokondride dis membran gecirgenligini bozar ve sitoplazmaya
sitokrom ¢ salinimina neden olur. Sitokrom c, sitoplazmada Apoptotik Proteaz Aktivator
Faktér 1 (APAF 1) proteini ve prokaspaz 9 ile Ucgli protein yapisi apoptozom
kompleksini olugturur. Apoptozom kompleksindeki prokaspaz 9, aktif kaspaz 9 formuna
gecger. Apoptozom kompleksi efektér kaspazlardan prokaspaz 3 ‘0 N-terminal
bolgesinden keserek kaspaz kaskatinin olusumuna ve hicrenin apoptozise gitmesine

yol agar (Paul ve Jones 2014).

2.4.3 Apoptoziste i¢ Yolak

Hicre stres altinda kaldiginda, ultraviyole maruziyeti, kimyasal ajanlar, radyasyon

gibi nedenler ile olusan DNA hasari sonucu ataksi-telanjiektezi (ATM) proteini
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tarafindan p53 proteini ifadesi artar. p53 transkripsiyonel bir aktivatérdir (Mogi ve
Kuwano 2011). ik olarak hicreyi bélinme siklusunun ilk basamagi olan G1 fazinda
durduran p21 proteininin ifadesini artirir. Hicre siklusu durur. Ayrica Mouse Doble
Minute homology (fare ki Dakika Homologu) 2 (MDM2) proteini p53’ti N-terminal
bélgesinden baglar c¢ekirdekten sitoplazmaya tasiyarak inaktif konumda tutar ve bir
sure sonra ubikutin E3 enzimi ile pargalar (Mogi ve Kuwano 2011). Cekirdek igerisinde
p21 artisina paralel olarak p14ARF proteininin ifadesi artar. Cekirdek igerisinde
p14ARF hedef molekuli MDM2 proteinidir. MDM2’ye baglanan p14ARF proteini,
p53’Un c¢ekirdekte serbest kalmasini saglar, p53 cekirdekte MDMZ2'ye bagh olarak
inaktif konumdadir (Mogi ve Kuwano 2011). p53, DNA hasarinin diuzeltiiememesine
bagl olarak, Bcl-2 iligkili X proteinin (BAX) ifade artisina neden olur. Bax, Bcl-2 gen
ailesinin bir Gyesidir BH1,2,3 ve 4 domaini igerir (Paul ve Jones 2014). Mitokondri dis
membraninda Bcl-2/Bax dengesi vardir. Ancak asiri ifade edilen Bax bu dengeyi bozar
ve Bax/Bax homodimerlerini olusturur. Bunun sonucunda mitokondri dis membran
gegirgenligi bozulur ve sitokrom c¢ disariya salinir. Sitokrom c, sitoplazmada APAF 1
proteini ve prokaspaz 9 ile Ugli protein yapisi apoptozom kompleksini olusturur (El
more 2007). Apoptozom kompleksindeki prokaspaz 9, aktif kaspaz 9 formuna gecer.
Apoptozom kompleksi efektor kaspazlardan prokaspaz 3 ‘U N-terminal bdlgesinden
keserek kaspaz kaskatinin olusumuna ve hiicrenin apoptozise gitmesine yol agar (Paul
ve Jones 2014).

2.4.4 Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi, apoptoziste dnemli rol oynayan bir protein ailesidir. Bcl-2 ailesi pro-
apoptotik, apoptozisi indikleyici etkiye sahiptir. Anti-apoptotik, apoptozisi baskilayici,
etkiye sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya
cikisini induklerler. Anti- apoptotikler ise sitokrom ¢ ¢ikisini baskilar. Bu iki hidrofobik
cep ve amfipatik a —heliks yapisina baglidir. Yapilarindaki BH1, BH2, ve BH3 bdlgeleri
hidrofobik cep’i olustururken amfipatik a -heliks, BH3 boélgesinde bulunur. Hidrofobik
cep sayesinde bir diger Bcl-2 ailesi Uyesinin BH3 bolgesinden baglanirlar. Pro-
apoptotik Uyeler kendi iginde iki alt gruba ayrilirlar bu alt gruplardan biri yapilarinda her
uc bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de bulunduran Uyeler (Bax, Bak), digeri ise sadece BH3
boélgesini bulunduran Uyeler (Bid, Bad, Bim). Anti-apoptotik Uyelerde ayrica BH4
bdlgesi de bulunur. Anti-apoptotik Uyeler, sitokrom c’nin ¢ikisini baskilama 6zelligine
sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik Uyelerin anti-apoptotik tyelerle baglanmasi halinde
bu inhibitdr etki ortadan kalkar, mitokondri zar potansiyeli gerilir ve sitokrom c ¢ikisi

gergeklesir. Anti-apoptotik Uyelerin agsiri ifadesi apoptozisi baskilamasi buna karsin
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pro-apoptotik Uyelerin asiri ifadesi sonucu hicreler apoptozise ugrar. Anti-apoptotik
Bcl-2 ailesi Uyeleri: Bel-2, Bcl-XI, Mcl-1 iken, pro-apoptotik ise: Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim,
Bak, Bok, Bid'dir (Paul ve Jones 2014).

2.45 Kaspazlar

Kaspazlar sistein proteazlardir. Kaspazlar hedef proteinlerin aspartik asitten sonraki
peptit bagini kirarlar. Hlcrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve aktif olabilmek igin
proteolitik olarak birbirlerini keserler. Bdylece bir kaspaz kaskadi olustururlar.
Apoptoziste rol alan kaspazlar 3,6,7,8,9; inflamasyonlar da rol alanlar ise 1,4,5,12°dir.
Ayrica baglatici kaspazlar 8,9 iken, efektér kaspazlar 3,6,7 olarak rapor edilmistir
(Mcllwain vd 2015).

2.4.6  Apoptozisin inhibisyonu

Apoptotik suregte yer alan ayrica bu sureci inhibe eden proteinlerin (IAP) varligi
rapor edilmistir. Bu protein ailesinin; X bagh apoptozis inhibitér protein (XIAP),
baculoviral tekrar dizili IAP-2 (BIRC 2 (clAP1)), baculoviral tekrar dizili IAP-3 (BIRC
3(clAP2)), NAIP, livin ve survivin (BIRC 5) olmak Uzere beg Uyesi vardir (Budhidarmo
ve Day 2015). Ayrica mitokondri yerlesimli, Disuk pl de Direk IAP Baglanan Protein
(DIABLO) ve Mitokondriden Tiiremis Caspaz inhibitérii (SMAC) inhibitér proteinler
olarak rapor edilmistir. IAP ailesinin genel yapisinda bir ¢ginko atomu ile 3 sistein ve bir
histidin aminoasidi ile beraber ayni yapi icerisinde bacoviral IAP dizisi iceren 80 amino
asit rezidisunden olusur. Yapisinda 2-3-B sarmal ve 4-5 a heliks yapi bulunmaktadir.
IAP baglanma motifi ile alanin-treonin-prolin-fenilalanin aminoasitleri prokaspaz 9 ile
baglanarak kaspazlarin birbirini kesmesini inhibe eder. Ayrica a heliks yapisi
prokaspaz 9'un proteolitik bolgelerini maskeler. Ayni mekanizmalar efektor kaspaz 3 ve
7 icinde gecerlidir. SMAC/DIABLO proteinleri IAP baglanma bdélgeleri ile alanin-valin-
prolin-izolosin amino asitleri ile baglanarak aktif hale gegerler. 1AP bagli
SMAC/DIABLO proteinleri apoptozom kompleksini maskeler ve efektor kaspazlari
bloke eder (Budhidarmo ve Day 2015).

Apoptozis hiicre ici yolaklar ile de bloke edilir. Ozellikle sagkalim ile iligkili PI3K/Akt
yolaginda fosfo-Akt, BAD proteinini fosforladi§i zaman fosfo-BAD konformasyonel
olarak degisegi icin Bcl-2 ile heterodimer olamayacagi ve BAD kendi icinde homodimer
olamayacag! i¢in mitokondri zarinin butinligl bozulmaz. Ayrica fosfo-BAD'In kendisi
gibi fosfo-BAD molekdilleri ile birleserek kompleks bir yapi olusturdugu rapor edilmistir.

Bu yolagin anahtar proteinlerinden birisi fosfotaz ve tensin homologu (PTEN) timor
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baskilayici proteindir. PTEN, PI3K'nin UGglncli halkasindaki fosfat molekini
defosforilize ederek fosfoinositol 2 fosfata dondstirir. Bu sayede Akt proteinin

fosfatlanmasini bloke eder (Budhidarmo ve Day 2015).
2.4.7 Apoptozisin Kanser ile iligkisi

Yapilan arastirmalarda KHDAK timérlerinde Bcl-2 ailesi Uyelerinin anti apoptotik
Bcl-2 Bcl-xL proteinlerinin ifadeleri artarken, proapoptotik BAD,BiD,BAX molekiillerinin
ifadelerinde azalma rapor edilmistir. Ayni sekilde apoptozis inhibe eden BIRC3,4,5
(survivin) ifadelerinin agiri ifade edildigini gésteren raporlar mevcuttur. Ozellikle akciger
kanserinde survivin artisina dikkat cekilmistir. IAP Qyelerinin artisi invazyon ve
metastaz ile direk iliskilidir. Bunun yaninda p53 ve PTEN ifadelerinde de azalma p53
delesyonu, PTEN’in ise promotor bolgesinde hipermetilasyon veya katalik bolgesinde
mutasyon varligi rapor edilmistir. TNFR1 ve Fas reseptorlerinin ifadesinde azalma
rapor edilmistir. Ancak kemokin reseptor iligkili TNF ailesi Uyelerinde metastatik timor
dokularinda ifade artisi rapor edilmistir (Budhidarmo ve Day 2015) (Sekil 2.14).

Gene symbol Gene name Upregulated p-Value

(A) Genes over-expressed in patients with lung adenocarcinomas

BIRC5 Survivin 3.9 0.00154
AKT1 Akt 3.5 0.00873
MAP3K14 NIK (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14) 2.6 0.00382
BCL2L1 Bcl-xL 2.1 0.01604
MDM2 MDM2 1.9 0.00212
CASP3 Caspase 3 1.6 0.02170
Gene symbol Gene name Down-regulated p-Value

(B) Genes down-regulated in patients with lung adenocarcinomas

PRF1 Perforin 3.5 0.00001
CTLA1 Granzyme B 3.4 0.00856
AXUD1 Axud1 2.8 0.00011
S100A9 p14 (ARF, 5100 calcium binding protein A9, calgranulin B) 2.2 0.00326
DAPK2 DAPK 2 (death-associated protein kinase 2) 2.1 0.00010
BAK1 BAK1 2.1 0.00376
PTEN PTEN (phosphatase and tensin homolog) 1.9 0.00346
TNFRSFé6 FAS (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6) 1.8 0.00023
MAP3K7 TAK 1 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7) 1.8 0.00034
TNFRSF1A TNF-alpha receptor 1.7 0.00225
CASP10 Caspase 10 1.7 0.00235
NFKBIA lkappaB 1.7 0.00750
CDKN2D p19 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2D, inhibits CDK4) 1.6 0.00336

Sekil 2.14 KHDAK kanserinde apoptotik ve anti apoptotik genlerin ifadesi (Budhidarmo
ve Day 2015)

2.5 Hipotez

Calismamizin hipotezi; EGFR mutasyonu sahip hastalarin sahip olmayanlara goére
erlotinib ile daha uzun sagkalima sahip olduklarini, ayrica KRAS mutasyonun kétu
prognoz ile iligkili oldugunu, EGFR veya KRAS mutasyonuna sahip hastalarin
proapoptotik belirtegleri azalirken antiapoptotik belirte¢lerinin artigini ortaya koymaktir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 Materyallerin Toplanmasi

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim Dal’na 2011-2014 yillari
arasinda basvuran KHDAK tanili 300 hastanin parafine gémuli dokusundan ¢alisma
yapildi. Bu ¢alismada parafine gémuli dokular Tibbi Patoloji Anabilim Dali’ndan 10 ym
kalinhdinda kesitler lizinli lamlara aktarilarak Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’'na transferi
saglandi. Lizinli lam Uzerindeki parafine gdbmull timor dokusu deparafinizasyon islemi

uygulanarak timor htcrelerinden DNA ve RNA izolasyonu planlandi.

3.2 DNA izolasyon Protokolii

Lizinli lam Uzerindeki tumor dokusu 75°C’de 1 saat inkube edildi. Ardindan lamlar
ksilol iceren 4 salede ikiser dakika inkiibe edilerek parafin dokudan uzaklastirildi.
Dokudan ksilolu uzaklastirmak icin ise % 70’lik alkol solisyonudan 4 adet alkol
serisinden daldirihp ¢ikarilarak gecirildi. Alkolu uzaklastirmak icin lam kurumaya
birakildi. Patoloji Anabilim Dal’ndaki hematoksilen-eozin boyali ayni érnegin tUmor
bolgesi bizim preparatimizda isaretlenip bidistile steril su damlatilip bisturi yardimiyla
tumor dokusu lam Uzerinden kazinarak steril 1,5 ml'lik plastik tiplerine aktarildi. TUmor
dokusunun Uzerine 180 pl lizis tamponu ve 25 pl proteinaz K eklendi. Suspanse sivi
saydam olana kadar kibarca vorteks edildi. 56°C’de 16 saat inkliibe edildi. 1,5 ml'lik
plastik tlp ¢ikartilarak kuru inkiibatér 96°C’ye cikarilarak 1 saat inkube edildi. Ardindan
oda 1sisina gelmesi icin bekletildi. Qiagen marka Qiamp DNA FFPE tissue kit
yardimiyla DNA izolasyonu basamaklari takip edildi. Lizis tamponu ve Proteinaz K
iceren timor dokusuna %96-100 absolli alkolden 200 ul konup ve 10 saniye
vortekslendi. DNA izolasyon kartuslari (spin kolon) +4°C’den alinip tim karigsim

aktarilarak 6000 xg’ de 2 dakika santriflij edildi. Spin kolonun alt kismi degistirildi ve
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Uzerine 500 ul AW1 yikama sollisyonu eklendi 6000 xg’de 2 dakika santriftij edildi. Spin
kolonun alt kismi tekrar degistirildi ve 500 yl AW2 yikama sollisyonu eklendi 20000xg 2
dakika santrif(jj edildi. Spin kolonun alt kismina steril 1,5 ml'lik plastik tip konur ve ATE
tamponu (eliminasyon soltisyonu) 30-50 pl konuldu 1 dakika oda isisinda beklendi
ardindan 20000 xg’de 2 dakika santrifuj edilerek DNA elde edildi.

3.3 RNA izolasyonu Protokolii

RNA izolasyonun da ise streril 1,5 ml'lik plastik tlp igcerisindeki parafine gémulu
doku Uzerine 800 pl ksilen konuldu. 56°C’de 10 dakika inklibe edildi. Ardindan 4 saniye
boyunca 3 kez vorteks edildi. 56°C’de 2 dakika inkibe edildi. Tekrar 4 saniye boyunca
3 kez vorteks edildi. 56°C’de 5 dakika inkibe edildi. 14000 xg de 2 dakika santrif(j
edildi. Supernatant dikkatlice uzaklastirildi. Pellet, 800 pl %96’k alkol igerisinde
suspanse edildi. 4 saniye boyunca 3 kez vorteks edildi. 14000 xg de 2 dakika santrifjj
edildi. Supernatant dikkatlice uzaklastirildi. Pellet, 800 uyl %70’lik alkol igerisinde
suspanse edildi. 4 saniye boyunca 3 kez vorteks edildi. 14000 xg de 2 dakika santrif(j
islemi tekrar edildi. Pellet kaldirimadan slUpernatant dikkatlice atildi. TUp igerisinde ki
pellet 5-15 dakika 55°C’de buharlasmasi igin inkibe edildi. Pellet doku 60 ul lizis
tamponu ile muamele edildi ve 10 pl %10 SDS eklendi. 4 saniye boyunca 3 kez vorteks
edildi. Kisa sireli santriflj ardindan 30 pul proteinaz K kondu. 4 saniye 3 kez vorteks
edildi. Kisa santrifuj edildi. Ardindan 55°C’de 3 saat inkube edildi. Kisa sureli santrif(j
ardindan 200 ul binding tamponu ve 200 pl % 96’lik etanol eklendi. 4 saniye boyunca 3
kez vorteks edildi. Lizat, membran filtreye aktarildi. 8000 xg’de 30 saniye santrifij
edildi. Atik uzaklastirildi. Bos membran filtre 8000 xg’de 1 dakika santrifuj edildi. Filtre
membran Gzerine 30 pyl DNAz solisyonu (27 yl DNAz inkibasyonu tamponu ve 3 pl
DNaz) eklendi. 15-25°C de 15 dakika inkiibe edildi. Uzerine 300 ul wash tamponu |
eklendi 8000 xg'de 15 saniye santrifiij edildi. Atik uzaklagtirildi. Uzerine 300 ul wash
tamponu |l eklendi 8000 xg’de 15 saniye santrifijj edildi. Atik uzaklastirildi. Uzerine 200
pl wash tamponu |l eklendi 8000 xg’de 15 saniye santrifllj edildi. Atik uzaklastirildi. Bos
bir temiz toplama tlpu konularak 14000 xg’'de 2 dakika santrifyj edildi. Steril 1,5 ml’lik
plastik tip Uzerine kartus konularak tzerine 20 pl elisyon tamponu (veya DPEC’li steril
su) eklendi ve 15-25°C de 1 dakika inkube edildi. Ardindan 8000 xg’de 1 dakika
santrifij edildi. Elimine olan su tekrar eklendi ve son islem tekrar edildi. Elde edilen
RNA dlgulerek -80°C de saklandi.
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3.4 cDNA Eldesi

izolasyonu gergeklestirilen RNA'lar Uretici firmanin belirttigi sekilde elde edildi
(Roche, Germany). Total RNA (1ng-4 ng) 8,4 ul, random hexamer 600 pmol 2 pl, RNaz
steril su 2 pl reaksiyon 250 pl'lik steril plastik tiplerde hazirlandi. Ardindan 65 °C de 10
dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan buz igerisinde bekletilerek mix eklendi.
Mix hazirlanigi; reaksiyon tamponu 4 pl, RNaz inhibitéra 0,5 ul, deoksintkletit 10 nM 2
pl, DTT 1 pl, reverse transkriptaz 1,1 pl, son hacim 20 pl olacak sekilde hazirlandi.
Reaksiyon sartlari; 55°C de 30 dakika, 85°C de 5 dakika 1 siklus olarak gercgeklestirildi.

Ardindan reaksiyon sonunda érnekler -20°C de saklandi.

3.5 EGFR ve KRAS Mutasyon Analizi

EGFR ve KRAS mutasyon analizi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal’'nda Molekuler
Onkoloiji rutin laboratuarinda gercgeklestirildi. EGFR mutasyon analizi EGFR geninin 18-
21 ekzonlarina, KRAS mutasyonlari ise 12, 13 ve 61 kodonlarin da pyrosekans

yontemi ile gerceklestirildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 EGFR ve KRAS ekzonlarinin wild tip ve mutant sekanslanan DNA dizileri

EKZON DNA DIZziSI (WT) MUTANT

EGFR Ekzon 18 GGCTCCGGTG G/AITGICCTCCGGTG

(kodon 719)

EGFR Ekzon 19 TATCAAGGAATTAAGAGAAGC TATCA-C
(kodon 746-750)

EGFR Ekzon 20 CAGCGT- ATCACGCA CAG/TCGT-
(kodon 768-790) ATCAC/TGCA

EGFR Ekzon 21 CTGGCCAAACTGCTGGG CT/AGGCCAAACT/A/GG
(kodon 858-861)

KRAS kodon 12 GGTGGCCTAGG GIAITICG/IAITICTGGC

KRAS kodon 13 GGTGGCCTAGG GGTG/A/TICG/IAITCCTA

KRAS kodon 61 TCCAGTTCTC TCCAGI/AITICT/IAIGTCTC

Pyrosequencing temel olarak DNA sentezi esnasinda serbest kalan pirofosfat (PPi)
tespit edilerek uygulanan sistemdir. 1977 yilinda Sanger ve arkadaglarinin uyguladigi

dideoksi teknigi elektroporetik bir sistem olarak guvenli olmasina ragmen yuksek
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maliyet ve is glicu gerektirir. Ayrica PCR reaksiyonu sonucu toplam Grin miktari az
oldugunda sistem galismamaktadir. Daha sonra 1992 yilinda Smith ve arkadaslari
floresan temelli sekans yéntemini gelistirdiler. Bu yontem elektroporetik olmayan bir
floresan sistemidir. Sistemin temel mantigi, kalip DNA ipligi Uzerine sekans primerinin
sentez edilmesi sirasinda serbest kalan inorganik pirofosfatlarin ATP siilfirilaz enzimi
ile ADP’nin ATP’ye doénUsimu bu esnada lusiferinin oksiferine déntsimdi ile olusan
IS1IgIn okunmasli sonucunda diagram Uzerine piklerin gikmasi temeline dayanir (Novais
vd 2011). Burada ayirt edici kriter, her reaksiyon ic¢in ayri ayri zamanlarda adenin,
guanin, timin ve sitozin nikleotitleri ortama verilmektedir. Q24 (Qiagen Heidelberg,
Almanya) sekans cihazinda hangi nikleotit reaksiyon verir ve 1gima olursa sistem ilgili
ndkleotitin pikini vermektedir. Ayni zamanda sistemin daha hizli galismasi i¢in ortama
substrat ilave edilmektedir. Sistemin kalibrasyon ayari i¢cin enzim ve substrat bilesigi
6lcim baslangigta vermektedir. Bu sonug, sistemin calisip ¢alismadigi hakkinda bilgi
vermektedir. Ayrica ortamda reaksiyon sonrasi yanls pik vermemesi ve diger
reaksiyonu etkilememesi icin apiraz enzimi ile nikletit trifosfatlari, mono ve di
nukleotitfosfatlara (ANTP); ATP ise mono ve di fosfata pargalanmaktadir. Bu durumda

yeni dNTP verildiginde reaksiyon yeniden baglamaktadir (Sekil 3.1).

(DNA), + dNTP ——22==2_ ), INDP +dNMP +phosphate

Nucleotide sequence Sulfurylasa

A Cc e T

APS+PP| ATP light

Luciferin Oxylumfenn

Y K O O <Y Lucnferase ﬁ
Nucleotide time

added ATP ik'ght e

Nucleotide incorporation generates light

seen as a peak in the pyrogram
dNTP dNDP+dNMP+ phosphate
ATP@-» ADP + AMP+ phosphate

Sekil 3.1 Pyrosequencing calisma prensibi (Novais and Thorstenson 2011)
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Pyrosequencing sisteminde 15-30 ng DNA ile calismaktadir. Bu da c¢ok dislk

miktardaki DNA ile sonu¢ verebilmemizi saglamaktadir. PCR reaksiyon sartlari;
pyromark PCR master mix 12,5 ul, PCR primer 1 pl (Tablo 3.1, Tablo 3.2) steril distile

su 6,5 pl ve kalip DNA 30 ng olacak sekilde son hacim 25 pl gegcmemek sartiyla

termalcyclera kondu.

PCR protokol(; Denatirasyon 15 dk 95°C’de 1 dongl, annealing 20 sn 95°C-30 sn
53°C-20 sn 72°C 42 dongu ve son uzama 72°C 5 dk olarak uygulandi. Kullanilan PCR

primeri 5" ucunda biotin oldugu igin post-PCR isleminde streptavidin ile baglanmasini

saglamaktadir.

Tablo 3.2 EGFR ve KRAS PCR primerleri

EKZON Forward primer Reverse primer
EGFR Ekzon 18 (kodon 719) 5 5'- Biotin
GGCACTGCTTTCCAGCATGGT- CCTGTGCCGGGAC
3 CTTAC-3’

EGFR Ekzon 19 (kodon 746-750) 5'- 5'-Biotin-
CATGTGGCACCATCTCACAAT- CCCACACAGCAAAG
3 CAGAAACT-3

EGFR Ekzon 20 (kodon 768-790) 5-CTGGGCATCTGCCTCACCT - 5'-Biotin-
3 TGTGTTCCCGGACA

TAGTCCA-3

EGFR Ekzon 21 (kodon 858-861) 5'- 5’-Biotin-
GAATTCGGATGCAGAGCTTCTT CTTTCTCTTCCGCA
-3 CCCA-3

KRAS kodon 12 5- 5'-
TCGTCCACAAAATGATTCTGA- biotinTGACTGAATA
3 TAAACTTGTGGTAG

TTG-3

KRAS kodon 61 5- 5’-biotin
CAGACTGTGTTCTCCCTTCTCA- CTCATGTACTGGTC
3 CCTCATTG-3
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3.6 Piirifikasyon ve Sekans islemi

Steril 2 ml'lik plastik tlplere, Streptavidin 2 pl, baglanma tamponu 40 pl ve steril
distile su 28 pl ve PCR Urlnlerinden 10 ul eklenir. Orbital shaker ile 10 dk streptavidinin
cokmesi engellenerek, kalip DNA'ya baglanmasi saglanir. Ardindan giagen vakum
sisteminde cektirilerek alkol-denatlirasyon-yikama kuyucuklarindan gegirilerek plate
icindeki sekans primerlerine birakilir. Sekans primerleri ise 24,2 uyl annealing tampon
ve sekans primeri 0,8 pl (Tablo 3.1, Tablo 3.2) olacak sekilde konur. Plate 80°C isi
blogunda 3 dk bekletilir. Q24 cihazina enzim, substrat ve dNTP konur. Ardindan Q24

cihaza yerlestirilir ve sekans islemi gergeklestirilir.

Tablo 3.3 EGFR ve KRAS sekans primerleri

SEKANS PRIMERI
5’- CAATGGCTCCGGTG-3’

EKZON
EGFR Ekzon 18 (kodon 719)

EGFR Ekzon 19 (kodon 746-750)
EGFR Ekzon 20 (kodon 768-790)
EGFR Ekzon 21 (kodon 858-861)
KRAS kodon 12
KRAS kodon 61

5’-TAAAATTCCCGTCGC-3
5’-ACCGTGCAGCTCATCA-3
5’-CATGTCAAGATCACAGATT-3
5-GCACTCTTGCCTACG-3
5-ATATTCTCGACACAGCAG-3

3.7 Real-time PCR Analizi

Real-time PCR analizi igin tagman prob teknolojisine dayali real-time sistemi
kullanildi. EGFR mutasyon analizi gergeklestiriiecek olan KHDAK tanili hastalarin
parafine gémull timor dokularindan RNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen total
RNA’nin ancak %5’i mRNA icermektedir. Total mRNA, cDNA izolasyon kiti ile cDNA’ya
cevrildi. cDNA Kiti; reaksiyon buffer 5 pl, deoksinukleotit mix 2 pl, random nanomer 5,2
pl, dtt 1,25 ul, reverse transkriptaz enzim 1 ul, RNAse 0,5 pl ve kalip mRNA 10 pl
olacak steril 250 pl'lik plastik tuplere eklendi. Dongu ise 65°C’de 5 dakika, 0-4°C’de 5
dakika, 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika olacak sekilde tek
siklusta gercgeklestirildi. Sonugta, Urlin %1,2'lik agaroz jelde yuratilerek goérinta
alinarak kontrol edildi. Daha sonra elde edilen cDNA'lar igin 7 gen, 7 ayri prob ve
internal kontrol i¢in beta aktin kullanildi. Diger 7 genin ifadesi, beta aktin geninin ifadesi
ile karsilastirilip degisim orani saptandi. Kullanilan yedi gen; bax, p53, pten, fadd, tnfra,

bcl-2 ve survivin’dir. Tagman prob teknolojisi hibridizasyon teknolojisi ile ¢alismaktadir
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(Sekil 2). Probun 5’ ucunda yesil ve 3’ ucunda kirmizi FAM boyasi bulunur. Tek iplikli
cDNA'dan sentez basladigi anda erime egrisi sicakliginda 6nce yesil FAM boyasi
sonra kirmizi FAM boyasi 1sima verir. Bu veriler bilgisayar programinda analiz edildi.

Tagman probu hidroliz reaksiyonu ile sonug verdi (Sekil 3.2).

TagMan
LNA

MGB

0,

Sekil 3.2 Tagman prob galisma prensibi (Gaspatric vd 2010)

Tagman prob teknolojisi haricinde ayrica SYBR green teknolojisi vardir. Ancak
SYBR green problarinin non-spesifik baglanmasi dezavantaji olmasi nedeniyle tercih

edilmedi. Tek FAM boyasi kullaniimasi sistemin guvenilirligini etkilemektedir (Sekil 3.3).

SYBR Green

Sekil 3.3 SYBR green prob ¢alisma sistemi (Gaspatric vd 2010)

Prosedur; steril su 3 pl, mix (prob-primer(roche)) 0,5 ul, enzim (roche 2x) 5 ul, 1,5
pI cDNA son hacim 10 pl olacak sekilde reaksiyon kuruldu.

3.7.1 Reaksiyon Sartlari

Denaturasyon; 95°C’de 10 dakika 1 siklus, ampfilikasyon 95°C’de 10 saniye,
60°C’de 30 saniye 72°C’de 1 saniye 55 siklus, cooling 40°C’de 30 saniye okuma
72°C’de 540 nm de ROCHE LIGTHCYCLER 480 Il cihazinda 8lgild.
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Gen Forward primer (5°-3’) Reverse primer (5’-3’) UPL prob(5’- FAM 3’)

P53 AGGCCTTGGAACTCAAGG CCCTTTTTGGACTTCAGGT #36 cat.no.
AT G 04687949001

BCL2 AGTACCTGAACCGGCACC GCCGTACAGTTCCACAAAG #75, cat.no.
T G 04688988001

BAX ATGTTTTCTGACGGCAACT TTGGATCCAGCCCAACAG #69, cat.no.
TC 04688686001

Fadd GGTGGACCACAGGCATCT TCACAGTGCTGGGCTACCT #64, cat.no.
A T 04688635001

Tnfrl ACTTTGGTTGTTCCGTTGC AAACACACCCTGTCCATGC #83, cat.no.
T 04689062001

Survivin TTAACCCTTGGTGAATTTT TGTTGGTTTCCTTTGCAATT #142, cat.no.
TGAA T 04694287001

PTEN GAAAGGGTGGAGCGGATT GATTTCTGCTGAAGTCCAT #2, cat.no.
A CTTTT 04684982001

Beta aktin CGACAGGATGCAGAAGGA AGGAGGAGCAATGATCTTG #37, cat.no.
G ATCT 04687957001

3.8 Istatistiksel Analiz

Hastalarin demografik o6zellikleri EGFR-KRAS mutasyonlar ile Ki-kare testi ile

incelenmis olup, sagkalim analizleri i¢cin Kaplan-Meier testi kulaniimigtir. Real-time pzr

sonugclarinin analizleri t testi ile incelenmigtir. Anlamlihk duzeyi p=0.05 olarak alinmistir.

Tdm analizler icin Windows 7.0 isletim sisteminde SPSS 17.0 paket programi

kullaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1 Hasta Klinopatolojik Ozellikleri

Calisma kapsaminda 2011-2014 tarihleri arasinda Tibbi Biyoloji Anabilimdali’na
preparatlari génderilen 300 KHDAK tanili hasta yer almaktadir. Bu hastalarin 62’si
bayan (%20.7) 238’i erkek (%79.3), 62’si skuamoz tip (%20.7) KHDAK iken 228’i
adenokarsinoma (%76) 10 hasta diger alt tiplerdendir (%3.3), hastalarin yag medyan
ve ortalama degeri 62.5 oldugu igin hastalar >62 ve <62 olarak ikiye ayriimistir. Buna
gbre 152 hasta >62 (%50.7) <62 ise 148 (%49.3) olarak saptanmigtir. Ugyliz hastanin
233'U sigara icerken (%74.3) 77 hasta sigara icmemektedir (%25.7), 70 hasta erken
evre (1-3A) (%23.3) 230 hasta ileri evre (3B-4) (%76.7), bu hastalarin evre 1 4 hasta,
evre 2 13 hasta, evre 3A 54 hasta, evre 3B 27 hasta ve evre 4 202 hastadir. TUum

parametreler tablo 4.1’de verilmigtir.

Tablo 4.1 Hastalarin Demografik 6zellikler

Klinik o6zelligi Alt grup Hasta sayisi
(n=300)

Yas <62 148 (%49.3)
>62 152 (%50.7)

Cinsiyet Erkek 238 (%79.3)
Kadin 62 (%20.7)

Sigara durumu icen 233 (%74.3)
icmeyen 77 (% 25.7)

Alt tip adeno 228 (% 76)
Skuamoz 62 (% 20.7)
Diger 10 (%3.3)

Evre

Erken evre (I-11-111A) 70 (% 23.3)

ileri evre (I1IB-1V) 230 (% 76.7)
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4.2 EGFR Mutasyon Profilleri

Ugyliz hastanin 203’0 (%67.7) EGFR mutasyonuna sahip degilken 97 hasta ise
EGFR mutasyonuna (%32.3) sahiptir. EGFR mutasyonuna sahip hastalarin 97
hastanin, 30’si bayan (%48.3), 67’i erkek (%28.2), 13’4 skuamoz tip (%21) iken 77’si
adenokarsinoma (%33.7) 7 hasta diger alt tiplerdendir (%70), 50 hasta >62 (%32.8)
<62 ise 47 (%31.7), 59'u sigara igerken (%26.4) 38 hasta sigara icmemektedir (%49.3),
18 hasta erken evre (1-3A) (%25.7) 79 hasta ileri evre (3B-4) (%34.3) olarak
saptanmistir (Tablo 4.5). Yapilan ki-kare testine cinsiyet, alttip ve sigara durumuna
gore istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur. EGFR mutasyonlari kadin,
adenokarsinoma ve sigara icmeyen hastalarda daha sik goriilmektedir. istatistiksel

olarak p degerleri tablo 4.2°’de verilmistir.

Tablo 4.2 EGFR sekans analizinin ki-kare testi sonuglari

Klinik 6zelligi P degeri
Yas 0.465
Cinsiyet 0.002
Sigara durumu 0.000
Alt tip 0.004
Evre 0.113
Performans 0.519

EGFR mutasyon tipleri ise 300 hastanin 39’'unda delE746-A750 (%36.4), 29'unda
L861Q (%18.5), 10'unda L747-T751 ins P (%12.3), 10’'unda L858R (%9.8), 9'unda
G719A (%9.8), 5inde del E746-T751 ins P, 3’inde T790M (%3.6), 3'inde G719S
(%3.6), 3'Unde del E746-A750 ins I, 3'inde L747-P753 ins S, 1'inde delE746-A750 IP
(%1.2), 1T’'inde G719C (%1.2), 1’inde L747-T751 ins Q tespit edilmistir (Tablo 4.3)



Tablo 4.3 EGFR mutasyon tipleri
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Mutasyon Ekzon Nikleotit no ve Amino asit Mutasyonlar
tipi sekans degisimi arasinda % orani
Nokta 18 2155 G>T G719C 1 (%0.8)
mutasyonu
Nokta 18 2134 G>A G719S 3 (%2.5)
mutasyonu
Nokta 18 2155 G>A G719A 9(%7.6)
mutasyonu
Delesyon 19 2235-2249 del delE746—-A750 39(%33.4)
GGAATTAAGAGAAGC
Delesyon 19 2235-2252 del L747-T751 ins P 10(%8.5)
ve insersiyon GGAATTAAGAGAAGC
insCA
Delesyon 19 2235-2252 del delE746-T751insl 5 (%4.2)
ve insersiyon GGAATTAAGAGAAGC
iNSAAT
Delesyon 19 2235-2258 del delE746-A750 IP 1(%0.8)
ve insersiyon GGAATTAAGAGAAGC
iNSAATCCA
Delesyon 19 2235-2249 del delL747-P753 S 3(%2.5)
ve insersiyon GGAATTAAGAGAAGC
iNSAGA
Delesyon 19 2235-2258 del delE746-A750 ins 3(%2.5)
ve insersiyon GGAATTAAGAGAAGC I
iNSAAT
Delesyon 19 2235-2258 del delA746-A750 ins 1(%0.8)
ve insersiyon GGAATTAAGAGAAGC P
insCCA
Delesyon 19 2235-2258 del delL747-T751 ins 1(%0.8)
ve insersiyon GGAATTAAGAGAAGC Q
insCAA
Nokta 20 2369 C>T T790M 3(%2.5)
mutasyonu
Nokta 21 2573 T>G L858R 10(%8.5)
mutasyonu
Nokta 21 2582 T>A L861Q 29(%24.6)

mutasyonu
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4.3 KRAS Mutasyon Profilleri

Ugyiiz hastanin 225'i (%75) KRAS mutasyonuna sahip degilken 75 hasta ise KRAS
mutasyonuna (%25) sahiptir. KRAS mutasyonuna sahip 75 hastanin 12’si bayan
(%19.3) 63’i erkek (%26.4), 18’i skuamoz tip (%29) KHDAK iken 55’i adenokarsinoma
(%24.1) 2 hasta diger alt tiplerdendir (%20), 32 hasta >62 (%21) <62 ise 43 (%29),
58’u sigara icerken (%26) 17 hasta sigara icmemektedir (%22), 16 hasta erken evre (1-
3A) (%22.8) 59 hasta ileri evre (3B-4) (%25.6) olarak saptanmigtir (Tablo 4.5). Yapilan
ki-kare testinde KRAS mutasyonu taslyan hastalarin mutasyonu tagimayan hastalara
gbre demografik 6zellikleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(p>0.05).

KRAS mutasyon tipleri ise 300 hastanin 32’sinde G12V (%6.6),10'unda G12S
(%22.3), 8'inde G12C (%17.8), 6’sinda G12D (%13.3), 18’'inde Q61R (%15.5), 15'inde
Q61H (%22.3), T’inde G12A (%2.2), 1’inde G13D tespit edilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 KRAS mutasyon tipleri

Mutasyon tipi Kodon Nikleotit Amino Mutasyonlar

no ve sekans asit degisimi arasinda % orani

Nokta mutasyonu 12 34 G>A G125 10(%12.7)
Nokta mutasyonu 12 34 G>T G12C 8(%10.1)
Nokta mutasyonu 12 35 G>A G12D 6(%7.6)
Nokta mutasyonu 12 35G>T Glzv 20 (%25.2)
Nokta mutasyonu 12 35 G>A G12A 1(%1.3)
Nokta mutasyonu 13 37 G>A G13D 1(%1.3)
Nokta mutasyonu 61 183 A>C Q61H 15 (%19)
61 182 A>G Q61R 18(%22.8)

Nokta mutasyonu

Ugyliz hastada hem EGFR hem de KRAS mutasyonun ikisini birden sahip 20 hasta
(%6.7) tespit edilmistir. Bu 20 hastanin 4'G bayan (%6.5) 16’si (%6.7) erkek, 2’si
squamoz (%3.2) 16’s1 adenokarsinom (% 7) 2’si (% 20) diger alt tiplerden, 2’si erken
evre (%2.5) iken 18'i ileri evredir (%7.8), 7’si <62 yas grubunda (% 4.6) 13'U >62 yas
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grubunda (% 8.8), 11’i sigara icemeyenlerin (%5) grupta yer alirken Q'u sigara i¢en
grupta (%11.6) yer almaktadir (Tablo 4.5). Istatistiksel analize gére sadece sigara
icenlerde icmeyenlere gére EGFR ve KRAS birlikte mutasyonu daha fazla
gorulmektedir (P<0.05) (Tablo 4.2).



Tablo 4.5 Tum hastalarin EGFR-KRAS mutasyon profilleri

39

Klinik 6zelligi Alt grup Hasta sayisi EGFR mutasyon (%36) KRAS mutasyonu (%20.8) EGFR-KRAS mutasyonu (%6.6)
(n=300) (+)(n=97) (-)(n=203) (+) (n=75) (-) (n=225) (+) (n=20) (-) (n=280)
Yas <62 152 50 (%32.9) 102 (%67.1) 32 (%21.1) 120 (%78.9) 7 (%4.6) 145 (%95.4)
>62 148 47 (%31.8) 101 (%68.2) 43 (%29.1) 105 (%70.9) 13 (%8.8) 135 (%91.2)
Cinsiyet Erkek 238 67 (%28.2) 171 (%71.8) 63 (%26.5) 175 (%73.5) 16 (%6.7) 222 (%93.3)
Kadin 62 30 (%48.3) 32 (%51.7) 12 (%19.4) 50 (%80.6) 4 (%6.5) 58 (%93.5)
Sigara durumu icen 223 59 (%26.5) 164 (%73.5) 58 (%26) 165 (%74) 11 (%4.9) 212 (%95.1)
igmeyen 77 38 (%49.4) 39 (%50.6) 17 (%22) 60 (%78) 9 (%11.6) 68 (%88.4)
Alt tip adeno 228 77 (%33.7) 151 (%66.3)  55(%24.1) 173 (%75.9) 16 (%7) 212 (%93)
Skuamoz 62 13(%21) 49 (%79) 18 (%29) 44 (%71) 2 (%3.2) 60 (%96.8)
Diger 10 7 (%70) 3 (%30) 2 (%20) 8 (%80) 2 (%20) 8 (%80)
Evre
Erken evre (I-1I-111A) 70 18 (%25.7) 52 (%74.3) 16 (%22.8) 54 (%77.2) 2 (%2.8) 68 (%97.2)
ileri evre (I1IB-1V) 230 79 (%34.3) 151 (%65.7) 59 (%25.6) 171 (%74.4) 18 (%7.8) 212 (%92.2)
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4.4 EGFR-KRAS Mutasyonlarinin Sagkalm ile iligkisi

EGFR mutasyonunu tasiyan 97 hastanin 59’u (%61) tirozin kinaz inhibitoru
(EGFR-TKI) erlotinib tedavisi uygulanmigtir. Bu hastalardan sagkalim orani EGFR-
TKI tedavisi alan hastalarin almayanlara gore tim sagkalimi orani istatistiksel olarak
anlamlidir (146122, 84+12(hafta) p=0.020) (Sekil 4.1). Ayrica EGFR mutasyonuna
sahip 97 hastanin ayni zamanda 20’si KRAS mutasyonuna da sahiptir. EGFR-TKI
tedavisi alan 59 hastanin tedavi almayan 38 hastaya gére KRAS mutasyonuna
sahip olmayip tedavi alan 39 hasta diger hastalara gore tUm sagkalim orani
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. EGFR mutasyonuna sahip 97 hastanin
KRAS mutasyonuna sahip olmayan 77 hastadan erlotinib tedavisi alan hastalar
161+30 hafta, erlotinib tedavisi almayan hastalar ise 9013 hafta, KRAS
mutasyonuna sahip 20 hastadan erlotinib tedavisi alan hastalar 98+16 hafta,
erlotinib tedavisi almayan hastalar 34116 hafta olarak bulunmustur (p=0.007) (Sekil
4.2). EGFR-TKI tedavisi alan hastalarin progresyonsuz sagkalim Uzerine ise etkisi
istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (EGFR-TKI tedavisi alanlar 28811,
almayanlar 119111 (hafta) (p=0.004) (Sekil 4.1). Ayrica erlotinib tedavisini alanlari
cikardigimizda 241 hastadan EGFR mutasyonu sahip olan ve olmayan hastalarin
tim sagkalimi orani ve progresyonsuz sagkalim orani istatistiksel olarak anlaml
bulunmamigtir. (EGFR mutasyonu olan hastalar tim sagkalim 12611, olmayanlar
12119 (hafta) p=0.266, progresyonsuz sagkallm EGFR mutasyonu olan hastalar
3215, olmayan hastalar 33+3 (hafta) p=0.755). 241 hastadan KRAS mutasyonu
sahip hastalarin tum sagkalim Gzerine etkisi anlaml iken (KRAS mutasyonuna sahip
olanlar 100£14, olmayanlar 13111 (hafta) p=0.038) ve progresyonsuz sagkalim
Uzerine etkisi istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir (KRAS mutasyonuna sahip
olanlar 3115, olmayanlar 33+3 (hafta) p=0.807). EGFR-KRAS mutasyonuna sahip
hastalarin tim sagkalim ve progresyonsuz sagkallm hem de EGFR-TKI tedavisi

Uzerine istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. (sirasiyla p=0,405, p=0,069).
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Sekil 4.1 EGFR mutasyonuna sahip hastalardan erlotinib tedavisi alan ve almayan

hastalarin sagkalim grafigi (p=0.004, p=0.020)
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KRAS Mutasyonuna Sahip Olmayan Hastalar
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45 EGFR-KRAS Mutasyonlarinin Apoptotik ve Anti-apoptotik Genler ile
lligkisi

U¢ ylz hastanin biyopsi/ameliyat materyallerinden total RNA elde edilerek
yapilan galismada apoptotik bax, p53, PTEN, FADD ve TNFR ifadeleri ile anti
apoptotik bcl2 ve survivin ifadeleri ekspresyon seviyeleri c¢aligiimigtir. Sonugclar
rezekte ameliyat materyalindeki tUmdr olmayan akciger dokusunun ekspresyon
sevilerini ile timor hdcrelerinde ki ekspresyonlar seviyelerine oranlanarak t testi
yapilmistir. Yapilan analizde EGFR, KRAS ve EGFR-KRAS mutasyonuna sahip
hastalarin bu mutasyona sahip olmayan hastalara oranla bax, p53, PTEN, FADD,
TNFR, bcl2 ve survivin ifadelerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Tablo 4.6). Bu calisma sonucunda gen ifadelerinin gruplar arasinda ki degisimini
belirlemek icin oranlama (fold) analizi yapimistir. Bu analize goére; EGFR
mutasyonuna sahip hastalarin bax, p53, PTEN, FADD ve TNFR ifadeleri azalirken
bcl2 ve survivin ifadeleri artmaktadir (sirasi ile 0.5, 0.98, 0.62, 0.27, 0.98, 1.43, 1.88)
(Sekil 4.3). KRAS mutasyonunda apoptotik genlerin ifadeleri azalirken anti-apoptotik
genlerin ifadelerinde artis meydana gelmistir (sirasi ile 0.91, 0.24, 0.21, 0.39, 0.38,
1.04, 3.00) (Sekil 4.3). EGFR-KRAS mutasyonunda da apoptotik genlerin ifadeleri
azalirken anti-apoptotik genlerin ifadelerinde artis meydana gelmigtir (0.63, 0.76,
0.26, 0.25, 0.49, 5.51, 3.17) (Sekil 4.3).

Tablo 4.6 Real-time sonuglarinin t testi analizi

EGFR KRAS EGFR-KRAS
BAX 0.002 0.003 0.001
pS53 0.000 0.000 0.000
PTEN 0.000 0.000 0.000
FADD 0.000 0.000 0.000
TNRFA 0.002 0.002 0.000
Bcl-2 0.001 0.001 0.001

Survivin 0.000 0.000 0.000
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, kanser gortilme sikhidina goére Uclncu sirada yer alirken
kanser nedenli dlimler siralamasinda ilk sirada yer almaktadir (Rebecca Siegel vd
2012). Bu durumun en 6nemli nedeni ise akciger kanserleri erken evre de herhangi
bir klinik belirti vermemesidir. Hastalarin gsikayeti olan 6ksurik, genel olarak basit bir
enfeksiyon olarak degerlendirip hastanelere basvurmamasi sonucu tUumor
dokusunun ilerlemesine neden olmaktadir. Bu ytizden klinikte bircok hastaya ileri
evre akciger kanseri olarak tani konulmaktadir. Bu durum sagkalima da
yansimaktadir. 5 yilik sagkalimi %15’tir (Jian-Miny Yany vd 2005). Cerrahi
mudahele, kemoterapiye ve radyoterapiye ragmen sag kalimin duasuklugu
arastiricilari hedefe yonelik tedaviye yoneltmistir. Kiclk hicre disi akciger kanseri
hastalarinda EGFR mutasyonu tasiyan hastalar icin EGFR-tirozin kinaz inhibitéri
(erlotinib veya gefitinib) Gretilmistir (Barbara Melonsky vd 2014). Ulkemizde erlotinib
saglik bakanhgi tarafindan onayli tek EGFR-TKI'dir. Ayrica KRAS mutasyonlari
klinikte hem progresyona hem de EGFR-TKI'ne kargi direng oldugu rapor edilmigtir
(Cox ve Der 2010). Bu sebeple EGFR mutasyonlarinin ve KRAS mutasyonlarinin
KHDAK hastalarinda arastiriimasi ve bu mutasyonlari tagiyan hastalarin erlotinib’e
verdikleri yanitin sagkalim ile iligkisinin Turk toplumunda belirlenmesi oldukga
onemlidir. Biz bu galismamizda EGFR mutasyonlari ile KRAS mutasyonlarinin
iliskisini KHDAK tanili 300 hastada arastirdik. Bu mutasyonlara sahip hastalarin

TKrlerden erlotinib’e verdikleri yaniti gdstermeyi planladik.

Bizim ¢calismamizda EGFR ve KRAS mutasyonlarinin tespiti icin pyrosequencing
sekans sistemi kullanilmistir. 1977 yilinda Sanger ve Maxam-Gilbert tarafindan
rapor edilen terminal sekanslama yontemi olan dideoksi sekans sistemi uzun yillar
kullanilmistir (Harrington vd 2013). Dideoksi sekanslama sistemi; PZR islemi igin
yuksek konsantrasyonlu DNA gerektirmektedir, PZR iglemi sonrasi sistem ikinci bir
kit ile yikama (clean-up) islemi yapilmasi gerekmektedir, islem 800 baz ciftine kadar
okuma gercgeklestirmektedir, elektroporetik bir sistemdir (Harrington vd 2013,
Ahmadian vd 2006, Ronaghi 2015). Bunun yani sira pyrosequencing sistem real-

time tabanli PZR reaksiyonuna sahiptir. Ayrica PZR Urtnleri 100-400 baz cifti
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uzunluga sahiptir, cok az DNA ile dahi Urin elde edilmektedir. Sistem non-
elektroporetik oldugu icin maliyeti daha dusuktur. Sistemde biyotin kapli primerlerin
magnetik toplara baglanmasi ve streptevidinin biotin ile baglanmasi sekans igleminin
gerceklesmesi temeline dayalidir. Ayrica okuma islemi sirasinda luciferinin
oksilusiferine doénusi ile diagram olusmasi sonucu sekans pikleri olusmaktadir
(Harrington vd 2013, Ahmadian vd 2006, Ronaghi 2015). Ayrica Akca vd (2013)
yilinda yayinladigi rapora goére dideoksi sekans islemi EGFR mutasyon analizinde
100 ng DNA ile pozitif sonug verirken 10 ng ve 1 ng ile yapilan sekanslarda
mutasyonu yakalayamadigini gostermisler, ayni 6rnekler pyrosequencing sistem ile
sekans analizi gergeklestirildiginde 10 ng ve 1 ng DNA miktarinda dahi EGFR
mutasyonu saptanmistir. Dolayisiyla pyrosequencing klasik sekans yontemine goére
EGFR mutasyonunu tespit etmekte daha guvenilir ve daha gugclu bir yontemdir.
Bizim galismamizda da bir¢ok hasta orneginin biopsi materyali olmasi nedeniyle
toplam DNA konsantrasyonlari 7-80 ng/ul olarak analiz edilmistir. Bunun sonucunda

sekans iglemi icin pyrosequencing sistemi tercih edilmistir.

Kiagluk hicre digi akciger kanserli hastalarin  ortalama % 50’sini
adenokarsinoma, %37.5'ini skuamédz, %12.5’ini diger alt tipleri olusturmaktadir.
Calismadaki 300 hasta grubunda ise %76 adenokarsinoma, %20.7 skuaméz, %3.3
diger alt tipler olusturmaktadir. Calisma grubumuzda adenokarsinomalarin, diger
gruplardan daha sik gorilme nedeni ¢alisma esnasinda sadece bir alt tip olarak
adenokarsinoma hastalarinin alinmasidir. Fakat daha sonradan grup genisletilerek
tum KHDAK tanili hastalar olarak dedismesi nedeniyle diger alt tipler ortalamanin
altinda kalmigtir. Turkiye’ den yapilan EGFR mutasyon analizi galigmalarinda Unal
vd (2013) adenokarsinoma %66, squamdz %14.5, diger 19.5 olarak, Akc¢a vd (2013)
adenokarsinoma %81.1, squamdz %18.9 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismalar da
gOstermistir ki Turkiye'’de adenokarsinoma diger alt tiplere oranla daha fazla

gorulmektedir. Bu bizim sonuglarimiz ile uyumludur (Tablo 4.5).

Klaguk Hucre Disi Akciger Kanserli hastalarinin uzak dogu toplumlarinda %54-
65'i erkek iken %35-46’si kadin olarak rapor edilmig (Chang vd 2009), ingiltere’de
ise %55’i erkek, %45’i kadin olarak rapor edilmistir (web1), Amerika’da %58’si
erkek, %42’si kadin olarak rapor edilmistir (web2). Tlrkiye’den yapilan ¢alismalarda
Unal vd (2013) %85'i erkek,%15’i kadin Akca vd (2013) %75’i erkek , %25’i kadin
olarak rapor edilmistir. Bizim calismamizda %79 erkek, %21 kadin olarak tespit
edilmistir. Sonuclarimiz daha 6nce Turkiye’den rapor edilmis sonuclar ile uyum
goOstermekte ve ayrica Uzak Dodu istatistik verilerine yakinlik gdstermektedir (Tablo
4.5).
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Klguk Hiacre Disi Akciger Kanserli hastalarin  mutasyon c¢alismalarinda
olusturulan gruplarda ileri evre (3B-4) orani erken evre ye (1-3A) daha fazla veya
esit oldugu rapor edilmistir (Arriete vd 2013, Chougule vd 2013, Jang vd 2009,
Wang vd 2014, web 1 , web 2). Turkiye’den yapilan galismalarda Akca vd (2013)
erken evre ile ileri evre sayilari esit iken, Unal vd (2013) ¢alismasinda %92 oraninda
evre 4 yer almigtir. Bizim ¢alismamiz da ise ileri evre % 76 iken erken evre %24
olarak saptanmigtir. Evrelerin kendi icerisinde ki dagilimi ise evre 1 %1.3, evre
2 %4.2, evre 3A %17.6, evre 3B %8.8 evre 4 %68dir. Akciger kanser tanisina sahip
hastalarin tani anindaki evreleri ileri evre olmasi dolayisiyla evre 4 hasta sayisinin

¢ok olmasi beklenen bir durumdur.

KHDAK hasta ¢alismalarinda yas ortalamalari genel olarak 60-65 arasindadir
(Arriete vd 2013, Chougule vd 2013, Jang vd 2009, Wang vd 2014, web 1, web 2).
Bizim calismamizda yas ortalamasi 62 olarak saptanmistir (Tablo 4.5). Bu grup
icinde frekans dagilimi ise 30-39 yas arasi %1.3, 40-49 yas arasi %7.9, 50-59 yas
arasl %30.9, 60-69 yas arasi %35.2, 70-79 yas arasi %20, 80-89 %4.7’dir. Amerika,
Avrupa ve Uzak Dogu verilerinde 6zellikle 60-69 yas gruplarinda yigilma olurken
Latin Amerika’nin ve Hindistan'in verileri bizim grubumuz ile uyum goéstermektedir
(Arriete vd 2013, Chougule vd 2013, Jang vd 2009, Wang vd 2014, web 1, web 2).
Bu durumun ortaya ¢ikmasinda gelismekte olan Ulkelerin tim sagkalimi Uzerine
etkisi, saglik hizmetlerin ulagsmasi ve bireylerin kendi saghk taramalarindaki biling ile

alakali oldugunu diastndirmektedir.

KHDAK tanili hastalarda EGFR mutasyon sikhdi cografi bélgelere gore degisim
go6stermektedir. Japonya, Cin, Giney Kore, Vietham bulundugu Dogu Asya EGFR
mutasyon sikligi %36.4 ile %66.3 arasinda degdismektedir. Ancak Amerika’da bu
sayl %6-24 iken Avrupa’da %6-16 arasindadir (Smiths vd 2012). Latin Amerika’'da
ise %19 Arjantin, %31 Meksika, %24 Klombiya, %67 Peru, %27,3 Panama, %31
Costa Rika yeralmaktadir (Arrieta vd 2014). Ayrica Hindistanda %33,2 Afrika kdkenli
Amerikalilarda %15-20, Avustralya’da %1-4 olarak tespit edilmistir (Arrieta vd 2014).
Unal vd (2013) EGFR mutasyon sikligi Turkiye’de %42 bulurken Akga vd (2013)
Turkiye’de %48 olarak bulmuslardir. Bizim galismamizda bu oran % 36 olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.5). Diger iki Turk populasyonu calismasi sayisinin azhgi ve
adekarsinom alt grubun g¢oklugu mutasyon oranini etkilemektedir. Turkiye'den
EGFR mutasyonlari ile ilgili yayinlanan ¢alismalarda Unal vd (2013) 48 hasta ve
Akca vd (2013) 52 hastada c¢alismalar yaptiklarini rapor etmislerdir. Ayrica ylzde

oraninda bu calismalar bizim c¢alismamizdan daha fazla adenokarsinom
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icermektedir. Bu durum EGFR mutasyon sikhgi ile ilgili sonuglari etkilemektedir.
Ancak her U¢ sonugta Turk populasyonun Dogu Asya ile benzerligi gosterdigi
asikardir. Avrupa ‘nin mutasyon orani Turk populasyonuna gére daha az mutasyon
tasimaktadir. Literatlirde Unal vd (2013) ve Akca vd (2013) calismalarinda sirasiyla
48 ve 52 hasta verisine dayanilarak yazilmigtir. Ancak bizim ¢alismamiz 300 hasta
verisi ile genel popullasyonu daha iyi yansitmaktadir. Populasyon ¢alismalarinda veri
saylisi ne kadar ¢ok ise o kadar gercek populasyona uygun dagihmi yansitmaktadir.
Veri sayisi ne kadar az ise ortaya ¢ikan yeni mutasyonlar ve dagihm yigiima yapar.
Unal vd (2013) calismasinda 18 hasta mutasyonlu ve bunlardan 9 hasta ekzon 20
mutasyonu tasidigi belirtiimis ancak genel EGFR mutasyon tablosunda hicbir
populasyonda bu kadar ¢cok ekzon 20 mutasyonuna rastlanmamaktadir. Bu durum
ile karsilasiimamasi icin populasyon calismalarinda hasta sayilarinin fazla olmasi
genel literatir acisindan daha saglikli sonuglar vermektedir. Bu yizden bizim hasta

sayimiz genel populasyon yansitmasi agisindan guavenirligi yuksektir.

EGFR mutasyon tipleri olarak bakildiginda iki gruba ayrilmaktadir. Ekzon 19
delesyon mutasyonlari ve ekzon 18, 20, 21 nokta mutasyonlari. Bu iki grup arasinda
mutasyonun sik izlendigi Dogu Asya popullasyonunda genel mutasyonlarin %40-80
arasinl kapsamaktadir (Chang vd 2009). Ancak buna kargin Avrupa, Amerika, Latin
Amerika’da nokta mutasyonlari %60-80 arasindadir (Arrieta vd 2014). Tarkiye
¢alismalarina bakarsak Unal vd (2013) iki grup birbirine yakin iken Akca vd (2013)
delesyon mutasyonlari %75 oranindadir. Bizim calisma sonuglarimiz ise; EGFR
mutasyon tipleri ise 300 hastanin 39’'unda delE746-A750 (%36.4), 29’unda L861Q
(%18.5), 10'unda L747-T751 ins P (%12.3), 10’'unda L858R (%9.8), Q’'unda G719A
(%9.8), 5'inde del E746-T751 ins P, 3’inde T790M (%3.6), 3’Unde G719S (%3.6),
3’Unde del E746-A750 ins |, 3’'Unde L747-P753 ins S, 1'inde delE746-A750 IP
(%1.2), 1'inde G719C (%1.2), 1’inde L747-T751 ins Q tespit edilmistir (Tablo 4.3).
Burada delesyon mutasyonu tagiyan hastalar %54 iken nokta mutasyonuna sahip
olanlar %46’dir. Bu durum bizim Ulkemizin delesyon mutasyonlari profili ile Dogu
Asya'ya, nokta mutasyonlari ile Avrupa’ya benzedigini gostermektedir. Ozellikle
Avrupa, Amerika, Avustralya’da c¢ok nadir gorulen insersiyon delesyon veya
delesyon mutasyonlarinin Ulkemizde yiiksek gériilmesi Bizim popilasyonumuzun
Dogu Asya’ya benzerligini ortaya koymaktadir. Bunun yaninda ekzon 21 ve ekzon
18 mutasyonlar yoniiyle Dogu Asya’'da daha az gérilirken bizim Ulkemizde Avrupa
popilasyonuna yakin goérilmektedir. Bunun nedenleri arasinda Ulkemizin yiizyillar

boyu gb¢ almasi ve Asya-Avrupa kitalarinin arasinda yer distnulebilir.
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EGFR mutasyonlarin klinikopatolojik 06zellikler bakimindan inceledigimizde
mutasyonlari tim KHDAK altip olarak adenokarsino tanili hastalarda daha sik
goruldugu rapor edilmigtir (Chang vd 2009, Arrieta vd 2014, Smiths vd 2012). Turk
popilasyon g¢alismalarinda da adenokarsinom tanili hastalarda daha sik goéruldagu
rapor edilmistir (Unal vd 2013, Akca vd 2013). Bizim g¢alismamizda da
adenokarsinoma alt tip hastalar %33.7 iken squamoz alt tip %21 digerleri %70 dir
(Tablo 4.5). KHDAK alttip olarak digerleri grubunun ylksek ¢ikmasi miks tip olmalari
nedeniyledir. Bizim ¢alismamizda da adenokarsinoma tanili hastalarin istatistiksel
olarak squaméze goére anlamli bulunmustur. EGFR mutasyonun cinsiyete goére
yayimlanan tim raporlarda kadin hastalarin, erkek hastalara oranla daha yuksek
mutasyon oranina sahip olduklari rapor edilmistir (Chang vd 2009, Arrieta vd 2014,
Smiths vd 2012). Tirkiye’den vyapilan c¢alismalarda da bizim sonuglarimizi
destekleyen veriler yayinlanmistir (Unal vd 2013, Akca vd 2013). Bizim
calismamizda EGFR mutasyonuna sahip kadin hastalar % 48 iken erkek
hastalar %28dir (Tablo 4.5). Yapilan istatistiksel analiz sonuglarin da anlamli
bulunmustur. Sigara aliskanlhigi olarak incelendigi zaman EGFR mutasyonu sigara
icmeyen hastalarda daha fazla bulundugu tespit edilmistir (Chang vd 2009, Arrieta
vd 2014, Smiths vd 2012). Turk populasyonunda yapilan ¢alismalarda bu durum
benzerdir (Unal vd 2013, Akca vd 2013). Bizim sonuglarimizda ise sigara igmeyen
hastalar %49 iken icen hastalar %28dir (Tablo 4.5). Bu sonugcta istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. Literatirde EGFR mutasyonlari beyaz Asyali, kadin ve sigara
icmeyen hastalarda daha ¢ok goériimektedir. Bu bilgi ile bizim ¢alismamiz birebir
ortismektedir. EGFR mutasyon c¢alismalarinda Latin Amerika calismasinda ileri
evre vakalarda EGFR mutasyonu daha sik oldugu rapor edilmistir (Arrieta vd 2014).
Ayni sekilde uzak dogu calismalarinda Japonya ve Vietnam igin benzer raporlar
mevcuttur (Chang vd 2009). Turk populasyon calismalarinda da ayni tespitler
mevcuttur (Unal vd 2013, Akca vd 2013). Ancak bizim calismamizda erken
evre %25 iken ileri evre %34’tir. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildir ve
bu durum literatir ile uyusmamaktadir. Bu farklar timoér dokusunda 6rnek alma
yontemi ve alinan ornekteki tumor heterojenitesinden kaynaklaniyor olabilir. Akca vd
(2013) calismasi serumdan DNA izolasyonundan yapilan bir ¢alisma olup elde
edilen sirkiler timoér DNA’sidir ve buna karsin Unal vd (2013) galismasi parafin
gomulu bloklar elde edilen ameliyat materyalidir. Bizim galismamizda bir ¢ok doku
ince igne biopsi materyalidir. Biopsi materyalleri tUmorin sadece bir noktasinda
alinan ¢ok az bir bdlge oldugu icin Ozellikle operasyon olamayacak ileri evre
hastalarda uygulanan bir yontemdir. Bunun yani sira erken evre hastalarda

lobektomi veya wedge rezeksiyonu ile daha buylk parcalar alinabilmektedir. Bu
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durumda tumor hetrojenitesini azaltmaktadir. Rezekte ameliyat materyallerinde
sadece timorin oldugu parafin bloklar calisilmasi en buylk avantajdir. Bir diger
klinik parametre ise yastir. Tum literaturlerde yas ile ilgili olarak ileri evre KHDAK
olan hastalarin erken evreye gore EGFR mutasyon sikligi anlamli olan galigmalarda
ileri yasta KHDAK olan hastalarin EGFR mutasyonuna yiksek oranda sahip
olmalar istatistiksel olarak anlamlidir (Chang vd 2009, Smiths vd 2012). Cunku
gelismis Ulkelerde yas ortalamasi 70-80 yas arasi iken KHDAK gorilme yas frekansi
da bu araliktadir (Chang vd 2009, Smiths vd 2012). Latin Amerika ve Hindistan
calismalarinda EGFR mutasyonu ile yas arasinda bir baglanti olmadidi rapor
edilmistir (Arrieta vd 2014). Turkiye'den yapilan calismalarda ayni sekilde yas ile
oranti kurulamamistir. Bizim ¢alismamizin mod, medyan ve ortalama yas dedgeri
62,5 olarak ¢cikmistir. Calismada 62 yas ve Ustl bir grup 62 yas dahil ve alti diger
grup olarak dizayn edilmistir (Tablo 4.1). Bu calisma yas parametresi literatir ile
uyum goOstermektedir. Bizim galismamiz Tark populasyonu olarak 300 hastayi
kapsamasi nedeniyle diger iki Turk calismlarindan daha guUvenilir sonuglar
vermektedir. Ayrica literatir ile de uyumlu sonuglar vermistir. Unal vd (2013)
¢alismasinda kadin hasta orani %14 ve ayrica % 92 ileri evre hastalari
kapsamaktadir. Bizim sonuglarimiz toplam 300 KHDAK hasta analiz edilidigi icin
bugline kadar yapilan en kapsamli ¢calisma ve yalnizca lokal olarak Denizli bélgesi
degil Antalya, Afyon, Mugla ¢evresinden de hasta katilimi olmasi sebebiyle lokal bir
sonu¢ vermeyip, Turkiye populasyonunu yansittigi sdylenebilir. Fakat daha dnce
yapilan c¢alismalarin 50 hasta ve lokal boélgelerde yapilmasi sebebiyle Tirk
populasyonu ve gecgerli EGFR mutasyonunu yansitmamaktadir. Sonuglarimiz bu
sebeple Tirk populasyonundaki gergcek EGFR mutasyonlarini  yansittigina

inaniyoruz.

KHDAK kanserlerinde KRAS mutasyonlarini inceledigimizde populasyonlara
gore, Dodu Asya’da %2.3-9.4, Kuzey Amerika'da %11-29, Avrupa’da %12-31
Meksika’da %25, Kolombiya’da %12, Peru’da %12’dir (Chang vd 2009, Smiths vd
2012 ve Arrieta vd 2014). Bizim ¢aligmamizda ise %Z20.8 olarak tespit edilmistir
(Tablo 4.5). Bizim sonucumuz Avrupa populasyonunda ki KRAS mutasyon orani ile

uyum gostermektedir.

KRAS mutasyonlarinda genel olarak kodon12,13’te yer almaktadir. Bu oran
genel calismalarda %80-90 arasindadir. Bizim galismamiz da ise; KRAS mutasyon
tipleri 300 hastanin 32’sinde G12V (%6.6),10'unda G12S (%22.3), 8'inde G12C
(%17.8), 6'sinda G12D (%13.3), 18inde Q61R (%15.5), 15’inde Q61H (%22.3),
1'inde G12A (%2.2), 1’inde G13D tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda kodon 12,13
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mutasyonlari %65 oraninda iken kodon 64 mutasyonlari %35 oraninda tespit
edilmistir (Tablo 4.4). Bizim c¢alismamiz KHDAK tanili hastalarda KRAS

mutasyonunun gosterildigi ilk Turk populasyon caligmasidir.

KRAS mutasyonlarin klinikopatolojik 6zellikler bakimindan inceledigimizde,
literatirde KHDAK hastalarinda KRAS mutasyon sikligi sigara kullanihmi ile
korelasyonlu oldugu rapor edilmistir (Chang vd 2009, Smiths vd 2012 ve Arrieta vd
2014). Ancak bizim calismamizda sigara icmeyen hastalar %22 sigara igen
hastalar %26 olarak saptanmigtir (Tablo 4.5). Bu sonuglar literatlr ile
uyusmamaktadir. KHDAK tanili hastalarin KRAS mutasyonlarinin sigara ile
iliskisinin net olmamasinin nedenleri arasinda iki hipotezimiz mevcuttur. Bunlardan
birincisi 6zellikle kirsal boélgeden gelen kadin hastalarin pasif icici olmalarini ve bu
durumu bildirmemesi ayni sekilde erkek hastalarin hastaligin getirdigi psikoloji ile
sigara igtiklerini gizlemesi dusindugumuz etmenler arasindadir. Ayrica ikinci olarak
hava kirliligi 6zellikle hastalarinin biyiik ¢ogunlugu Ulkemizin sanayi kentlerinden
birisi olan Denizli'den geldigi g6z o6nine alinirsa son 10 yilik hava Kkirliligi
Olcimlerinde ilk on sirada yer alan Denizli bu nedenle sekonder etki olarak

dusundurmektedir. Diger klinik parametrelere iligkin literatr bilgisi bulunmamaktadir.

KHDAK hastalarinda EGFR-KRAS mutasyonlarinin ikisine birden sahip olan
hastalar ise literatirde %1-15 arasindadir. (Chang vd 2009, Smiths vd 2012 ve
Arrieta vd 2014). Bizim g¢alismamizda ise EGFR-KRAS mutasyonlarinin ikisine
birden sahip hasta orani ise %6.6 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.5). Bu ¢alismada
Tark populasyonunda ilk KRAS calismasi olmasi dolayisiyla EGFR-KRAS birlikte

g6rilen hasta profili olarak yapilan ilk calismadir.

KHDAK hastalarini inceledigimizde EGFR mutasyonu acisindan genetik
profilimiz Uzak Dogu irklarina benzerlik gdsterirken, KRAS mutasyon agisindan
genetik profilimiz Avrupa 1irklarina benzerlik goOsterdigi gortlmektedir. Bunun
nedenleri arasinda Ulkemiz'in bulundugu bélge agisindan gé¢ bolgesi lzerinde
olmasini en buyuk etmendir. Bu da bizim toplum olarak kokenimizin Asya’'da

oldugunu dusundurmektedir.

KHDAK hastalarinin EGFR mutasyonu tasiyanlarin 97 hastanin 59’'u EGFR-TKI
tek ajan erlotinib tedavisi almigtir. Bu hastalarin sagkalim analizine baktigimizda
tum sagkalimda erlotinib alanlar 146+22 hafta yasarken tedavi almayanlar 84+12
hafta yasamistir. Erlotinib tedavisinin tim sagkalima ortalama 62 hafta katkisi
olmustur. Bu durum literatir ile uyumludur. Erlotinib tedavisi EGFR mutasyonu

tasiyan hastalarda sagkalimi ortalama 9 aya kadar artirmaktadir (Barbara Melonsky
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2014). Bizim ¢aligmamizda ise yaklagik olarak sagkalimi ortalama 13-14 ay artirdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.1). Bizim ¢alismamiz KHDAK tanili hastalarda EGFR ve
KRAS mutasyonun sagkalim iligkisi bakimindan literatirde ki ilk Tlrk populasyonu
calismasidir. EGFR-TKI tedavisi alan hastalarin progresyonsuz sagkalim Gzerine ise
etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. EGFR-TKI tedavisi alanlarda sagkalim
ortalama 288+11 hafta iken almayanlar ise 119+11 haftadir ve bu da literatur ile
ortismektedir. Ayrica hastalarin EGFR-TKI tedavisi alanlarin almayanlara goére
KRAS mutasyonuna sahip olmayip tedavi alan hastalar diger hastalara gére tim
sagkalim orani istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (Sekil 4.2). KRAS mutasyonu
sahip olmayip erlotinib tedavisi alan hastalarin ortalam sagkalimi 161+30 hafta iken,
erlotinib tedavisi almayan hastalarin ortalama sagkalimi 90113 haftadir. KRAS
mutasyonuna sahip olup erlotinib tedavi alan hastalarin ortalama sagkalimi 98+16
hafta, erlotinib tedavisi almayan hastalarin ortalma sagkalimi 34116 haftadir. Burada
en uzun yasam KRAS mutasyonuna sahip olmayip EGFR-TKI tedavisi alanlardir.
Hem EGFR hem de KRAS mutasyonlari sahip hastalarin EGFR-TKI tedavisi ile
sagkalimi ortalama 64 hafta artar iken KRAS mutasyonsuz hastalarda bu fark 71
hafta olmaktadir. KRAS, KHDAK igin prognostik bir faktérdir. Bunun nedeni ise
mutant KRAS aktif bir molekul olarak RAF-MEK-MAPK yoladi uzerinden ELK
transkripsiyonel faktérin aktivasyonu ile kanser hucre proliferasyonunu
tetiklemektedir. Ayrica aktif KRAS ayni zamanda PI3K/PDK1/AKT yolagini
aktifleyerek hicrenin yasam molekili AKT’nin fosforillenmesi bir¢cok yolagi aktifler.
Ozellikle apoptozisten kagis BAD molekiliniin fosforillenmesi, trasnskripsyonel
faktor olan Nf-kB’nin aktiflenemesi ile birgok hiicre proliferasyon molekilinin ifade
edilmesi, TSC-1/RHEB/ mTORC1 tzerinden hlcre gogu invazyon ve metastaz gibi
sekil 13 Uzerindeki birgok yolagi aktiflemektedir. EGFR mutasyonu erlotinib tedavisi
icin gerekli olan bir parametre oldugu kadar bizim ¢alismamizin ortaya koydugu bir
durumda KRAS’In EGFR-TKI tedavisi alan hastalarin progresyon nedenlerinin
aciklanmasina klavuz olacak bir parametre olarak kullaniimasini ortaya koymustur.
Ozellikle tek ajan EGFR-TKI karsi direng olusturmaktadir. KRAS mutasyonu
tagsimayan hastalar ile tasiyan hastalar arasindaki fark ise sagkalim acgisindan
ortalama 63 haftadir. EGFR mutasyonuna sahip hastalar erlotinib tedavisi alanlar
dislanmak suretiyle sagkalim analizi yapildiginda progresyonlu ve tum sagkalim
analizi istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir. Ancak KRAS mutasyonuna sahip
hastlarin tim sagkalimi incelendiginde KRAS mutasyonuna sahip hastalar 100£14
hafta yasarken KRAS mutasyonuna sahip olmayan hastalar ise 13119 hafta
yasamistir. Bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Mutant KRAS bizim

calismalarimizda ciddi bir prognostik bir faktér olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
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Erlotinib tedavisine bagll veya bagimsiz olarak sagkalimi etkilemektedir. Fakat
KRAS mutasyonunun progresyonsuz sagkalim tUzerine istatistiksel olarak anlamli bir
fark gitkmamistir. Progresyonsuz sagkalim ¢alismalarinin anlamli fark gikmamasinin
bir diger etmeni ise hastalarin %76 tani aninda ileri evre olmasidir. KHDAK tani
aninda ileri evre olmasi progresyon calismalarinda istatistiksel olarak anlamli
olmamasina neden olmaktadir. Clinkl hasta tedavisini tamamlayamadan yasami
son buluyor. Bu durumda 6lim tarihi progresyon tarihi oldugu icin progresyonsuz

sagkalim calismalarinda bir ¢ok vaka calisma disina ¢ikariliyor.

KHDAK tanili hastalarda ilk sira tedavi olarak platin temelli bir ilag (sisplatin
karboplatin) ilave olarak gemstabin veya taksan tlrevleri verilerek ikili kemoterapi
uygulanmaktadir. Bu tedavi 21 gun ara ile U¢ doz olarak verilmektedir. Hastanin
radyolojik incelenmesine gdre progresyon var ise degistirimektedir. inceleme
sonucunda yanit vermesi veya stabil ise devam edilmektedir. Bunun yani sira
metastaik evre de olan hastalara pemektrekset-vinorelbine gibi ajanlarda tek veya
ikili kombine tedavilerde kullaniimaktadir. Bizim calismamizda 198 hasta sisplatin
gemstabin grubunda iken 64 hasta karboplatin-taksan almistir. 38 hasta diger grup
olarak smiflandiriimigtir.  Yapmis oldugumuz sagkallm analizinde EGFR
mutasyonunda cisplatin gemstabin kolundaki hastalar ortama sagkalimi 157+20
hafta iken karboplatin taksan kolundaki hastalar 138+22 hafta diger koldaki hastalar
ise 128+17 hafta yasamislardir. Onkoloji ¢alismalarinin toplandigi National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) guideline ‘ na gore her iki ¢calismayl 6n
plana c¢ikaran arastirmalar mevcuttur. Bu durumda bizim calismamizda cisplatin-
gemstabin kolu EGFR mutasyon varliginda hastalarin sagkalimina pozitif etki etmis
oldugu gorulmektedir. Ayni ¢calisma da KRAS mutasyonuna sahip hastalarda ise

istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ ¢ikmamistir.

KHDAK EGFR mutasyonuna sahip hastalarin tedavisinde erlotinib’in ilk sira
tedavilerde baslanmasi birgok calismada sagkalim ile iligkililendirilmistir (Chang vd
2009, Arrieta vd 2014, Smiths vd 2012). Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada ise
hastalar iki gruba ayriimis olup birinci ve ikinci sira alanlar tginct ve dérdincu sira
tedavilerinde erlotinib alanlar olarak tasarlanmistir. Ancak yapmis oldugumuz
istatistiksel analiz sonucunda sagkalimlar arasinda erlotinib tedavisine ilk iki sira
tedaviye baslanmasi ile Gglincl ve daha sonra baslanmasi arasinda tim sagkalim
ve progresyonsuz sagkalim arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamistir. Yurt
disi ¢alismalarinda o6zellikle ilk sira tedavilerinde EGFR mutasyonu tespitinden

hemen sonra cgalisma kapsaminda ila¢ baslanirken bizim calismamizda sosyal
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guvenlik kurumundan endikasyon digi onay beklenmek zorunda kalinmasi zaman

kaybi olarak tedavinin aksamasi ve hastaligin progresyonu ile sonuglanmistir.

KHDAK hastalarindaki tumor dokularinda EGFR ve KRAS mutasyonlarinin
sonucu apoptotik belirteglerin ekspresyonlarini nasil etki ettigini incelemek igin ayni
orneklerden total RNA izole edilmistir. Elde edilen RNA’lar dan real-time PCR
yontemi ile apoptotik bax, p53, PTEN, FADD ve TNFR ifadeleri ile anti apoptotik
bcl2 ve survivin incelenmigtir. Real-time analizinde elde ettigimiz degerler normal
akciger dokusu sonuglari ile oranlanarak T testi yapilmistir. Daha sonra ise elde
ettigimiz sonuglari mutasyonlu hasta gruplarini mutasyonsuz hasta gruplari ile
karsilastirilarak ekspresyon dizeyleri analiz edilmistir. EGFR mutasyonuna sahip
hastalarin bax, p53, PTEN, FADD ve TNFR ifadeleri azalirken bcl2 ve survivin
ifadeleri artmaktadir (sirasi ile 0.5, 0.98, 0.62, 0.27, 0.98, 1.43, 1.88) (Sekil 4.3).
KRAS mutasyonunda apoptotik genlerin ifadeleri azalirken anti-apoptotik genlerin
ifadelerinde artis meydana gelmistir (sirasi ile 0.91, 0.24, 0.21, 0.39, 0.38, 1.04,
3.00) (Sekil 4.3). EGFR-KRAS mutasyonunda da apoptotik genlerin ifadeleri
azalirken anti-apoptotik genlerin ifadelerinde artis meydana gelmigtir (0.63, 0.76,
0.26, 0.25, 0.49, 5.51, 3.17) (Sekil 4.3). Literatlir incelemesi sonucunda apoptotik
olan bax, p53, PTEN, FADD ve TNFR ifadelerinde ki azalis ve anti-apoptotik olan
bcl-2 ve survivin artigi anlamli bulunmustur (Singhal vd 2003, Shin vd 2002, Marzo
vd 2008). Ayrica literatiirde bir ¢ok kanser hilicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda c-
met ifade artigi ile de anti apototik proteinlerin ifadelerinde artis saptanmistir (Shin
vd 2002). Ayrica Papanikolaou vd (2011) yilinda yapmis oldugu ¢alisma da survivin
icin Nf-kB ve myc transkripsiyonel faktérlerinin ifade edilmesinde roli oldugunu
yayimlanmigtir. Bizim c¢alismamizda da EGFR mutasyonu Nf-kB transkripsyonel
faktorinu, KRAS mutasyonu Uzerinden Myc transkripsiyonel faktoriini alt yolaklarda
aktiflestirdigi  dustnulebilir. Ayrica KRAS ayni zamanda Nf-kB'nin aktif hale
gegcirebilmektedir. Bu nedenle KRAS mutasyonunda survivin ifadesi EGFR
mutasyonu tasiyan timor érneklerinde yiksek oranda ifade edilmektedir. Catz vd
(2001) ise diger anti apoptotik molekul ise Bcl-2'nin nf-kB transkripsiyonel faktor ile
ifade edildigini rapor etmiglerdir. Hem EGFR mutasyonu hem KRAS mutasyonunda
alt yolaklarda Nf-kB aktiflesmektedir. Bunun neticesinde Bcl-2 ifadesi artmaktadir.
Datta vd (2002) yapmis olduklar c¢alismada Forkhead box O3 (FOXO 3)
transkripsoyonel faktor olarak BAD, FAS ve TNFR molekullerinin transkripsoyonel
faktort oldugu rapor edilmistir. Ayni ¢alismada FOXO 3 transkripsoyonel faktérin
PI3K Uzerinden dizenlendigi fosfo-AKT, FOXO 3 bloke ettigi bildiriimigtir. Bu
nedenle PI3k/AKT yolagi EGFR ve KRAS mutasyonu Uzerinden aktif oldugu icin
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proapoptotik BAD, FAS ve TNFR molekillerinin ifadelerindeki dususi
aciklamaktadir. Monilols vd (2000) calismasinda PI3K/AKT vyolaginda p53
baskilandigini rapor etmistir. Papanikolaou vd (2011) calismasinda p53 ile survivin
ifadesinin zit oldugunu rapor etmistir. Bu sonuglar bizim bulgularimizdaki p53
ifadesindeki azalgi aciklamaktadir.  Ayrica Soria vd (2002) yilinda KHDAK
timorlerinde PTEN geninin promotor boélgesinde hipermetilasyon oldugunu rapor
etmistir. Bu sonu¢ PTEN ifadesinin dislk olmasini aciklamaktadir. Daha dnce
yapilan c¢alismalar bizim hipotezimizi desteklemektedir. Clinkii EGFR ve KRAS
mutasyonlari anti apoptotik molekiillerin ifadelerinde artisa neden olurken pro
apoptotik molekillerin ifadelerinde disumesine neden olmaktadir, dolasiyla
prognostik faktor olan KRAS mutasyonunun ayni zamanda apoptozisden kagisi da
tetikledigi ve timér hicresini daha agresif hale getirdigini géstermektedir. Ozellikle
EGFR-KRAS mutasyonunu ikisine birden sahip hastalarda survivin ve bcl-2
ifadelerindeki artis diger parametrelere oranla daha fazladir. Bu durum bu timérlerin
daha agresif oldugunu gostermektedir. Yapmis oldugumuz calismada EGFR
mutasyonu, KRAS mutasyonu veya her iki mutasyonu sahip hastalarin PI3K/Akt/Nf-
kB yolagi Uzerinden anti apoptotik Bcl-2 ve survivin ifadelerinin artigi ve FOXO 3
transkripsiyon faktdrinin PI3K/Akt/Nf-kB yolagi Utzerinden bloke olmasi sonucu
proapoptotik BAD, FAS ve TNFR molekillerinin baskilandigi ve PI3K/Akt/Nf-kB
yolagindan p53’Un baskilandigini distinmekteyiz. Yapmis oldugumuz c¢alismada
yolak Uzerindeki diger molekiilleri incelememiz bitgcemiz ile alakalidir. Bu ¢alismanin
devami olarak hiicre dizi modellerinde EGFR ve KRAS mutasyonu tasiyan hicreler
kullanilarak ilerde yapilmasi planlanmaktadir. Hlcre dizilerinde BAD, FAS, TNFR,
survivin, Bcl-2, PTEN, p53 ifadelerinin incelenmesi teorimizi destekleyecek

galismalardir.
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6. SONUG

KHDAK hastalarda Turk Populasyonu olarak ilk kez 300 hastalik bir ¢alisma
planlanmistir. Bu calismada hem EGFR ve KRAS mutasyon profilleri ortaya
¢lkartimis hemde bu mutasyonlarin kemoterapétik ajanlar ile iliskili ilk sagkalim
calismasi yapilmistir. Ayni hasta gruplarindan total RNA ile bax, p53, PTEN, FADD
ve TNFR, bcl2 ve survivin ifadeleri incelenmistir. DNA sekans calismalari non-

elektroporetik sistem pyrosequencing ile calisiimistir.

300 KHDAK tanili hastanin 62’si bayan (%20.7) 238’i erkek (%79.3), 62’si
skuamoz tip (%20.7) KHDAK iken 228’i adenokarsinoma (%76) 10 hasta diger alt
tiplerdendir (%3.3), hastalarin yas medyan ve ortalama degeri 62.5 oldudu igin
hastalar >62 ve <62 olarak ikiye ayrilmistir. Buna gore 152 hasta >62 (%50.7) <62
ise 148 (%49.3) olarak saptanmistir. Ugyliz hastanin 233’U sigara igerken (%74.3)
77 hasta sigara igmemektedir (%25.7), 70 hasta erken evre (1-3A) (%23.3) 230
hasta ileri evre (3B-4) (%76.7), 4 hasta evre 1, 13 hasta evre 2, evre 3A 54 hasta,
27 hasta evre 3B ve 202 hasta evre 4’tir.

Ugyliz hastanin 203’0 (%67.7) EGFR mutasyonunu tasimazken, 97 hasta
(%32.3) EGFR mutasyonuna tasimaktadir. EGFR mutasyonuna sahip hastalarin
30’si bayan (%48.3), 67'i erkek (%28.2), 13’4 skuamoz tip (%21) KHDAK iken 77’si
adenokarsinoma (%33.7) 7 hasta diger alt tiplerdendir (%70), 50 hasta >62 (%32.8)
<62 ise 47 (%31.7), 59'u sigara icerken (%26.4) 38 hasta sigara icmemektedir
(%49.3), 18 hasta erken evre (1-3A) (%25.7) 79 hasta ileri evre (3B-4) (%34.3)
olarak saptanmistir. Yapilan ki-kare testine cinsiyet, alttip ve sigara durumuna goére

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Ugyliz hastanin 225'i (%75) KRAS mutasyonunu tagimazken, 75 hasta ise KRAS
mutasyonunu (%25) tasimaktadir. KRAS mutasyonunu tagiyan hastalarin 12’si
bayan (%19.3) 63’i erkek (%26.4), 18’i skuamdz tip (%29) KHDAK iken 55’
adenokarsinoma (%24.1) 2 hasta diger alt tiplerdendir (%20), 32 hasta >62 (%21)
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<62 ise 43 (%29), 58’u sigara igerken (%26) 17 hasta sigara icmemektedir (%22),
16 hasta erken evre (1-3A) (%22.8) 59 hasta ileri evre (3B-4) (%25.6) olarak

saptanmistir. Yapilan ki-kare testinde istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

EGFR mutasyonuna sahip 97 hastanin 59’u tirozin kinaz inhibitoriG(EGFR-TKI)
erlotinib kullanmigtir. Bu hastalardan sagkalim orani EGFR-TKI tedavisi alan
hastalarin almayanlara gbre tim sagkalimi orani istatistiksel olarak anlamhdir
(146122, 84+12(hafta) p:0.020). Ayrica EGFR mutasyonuna sahip 113 hastanin
ayni zamanda 25 hasta KRAS mutasyonuna da sahiptir. Bu hastalarin EGFR-TKI
tedavisi alanlarin almayanlara gére KRAS mutasyonuna sahip olmayip, tedavi alan
hastalar diger hastalara gore tum sagkalim orani istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur KRAS mutasyonu sahip olmayip erlotinib tedavisi alan hastalarin
ortalam sagkalimi 161+30 hafta iken, erlotinib tedavisi almayan hastalarin ortalama
sagkalimi 9013 haftadir. KRAS mutasyonuna sahip olup erlotinib tedavi alan
hastalarin ortalama sagkalimi 98116 hafta, erlotinib tedavisi almayan hastalarin
ortalama sagkalmi 34+16 haftadir. Bu durum istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. KRAS bizim ¢alismalarimizda ciddi bir prognostik bir faktdr olarak
karsimiza cikmaktadir. Erlotinib tedeavisine bagl veya bagimsiz olarak sagkalimi
etkilemektedir. Fakat KRAS mutasyonunun progresyonsuz sagkalim {zerine
istatistiksel olarak anlamh bir fark cikmamigtir (p>0.05). Progresyonsuz sagkalim
¢alismalarinin anlaml fark ¢ikmamasinin bir diger etmeni ise hastalarin %76 tani
aninda ileri evre olmasidir. KHDAK tani aninda ileri evre olmasi progresyon
¢alismalarinda sikintiya neden olmaktadir. Bizim ¢calismamizda 198 hasta sisplatin
gemstabin grubunda iken 64 hasta karplatin-taksan almistir. 38 hasta diger grup
olarak siiflandiriimigtir.  Yapmis oldugumuz sagkalim analizinde EGFR
mutasyonunda cisplatin gemstabin kolundaki hastalar ortama sagkalimi 157+20
hafta iken karboplatin taksan kolundaki hastalar 138+22 hafta diger koldaki hastalar
ise 128417 hafta yasamislardir. Onkoloji c¢alismalarinin toplandigi National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) guidilines ‘ na gore her iki ¢calismayi on
plana c¢ikaran arastirmalar mevcuttur. Bu durumda bizim g¢alismamizda cisplatin-

gemstabin kolu EGFR mutasyon varliginda daha uzun yasadigi gortlmektedir.

U¢ ylz hastanin parafine gdmili materyallerinden total RNA elde edilerek
yapilan c¢alismada apoptotik bax, p53, PTEN, FADD ve TNFR ifadeleri ile anti
apoptotik bcl2 ve survivin ifadeleri ekspresyon seviyeleri c¢aligiimistir. Sonugclar
normal bir akciger dokusunun ekspresyon sevilerine oranlanarak, t testi yapiimistir.
Yapilan analizde EGFR, KRAS ve EGFR-KRAS mutasyonuna sahip hastalarin bu
mutasyona sahip olmayan hastalara oranla bax, p53, PTEN, FADD, TNFR, bcl2 ve
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survivin ifadeleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu ¢alisma sonucunda gen

ifadelerinin gruplar arasindaki degisimini belirlemek icin oranlama (fold) analizi

yapilmisgtir. Bu analize gére; EGFR mutasyonunu tagiyan tiumoér hicrelerinin bax,
p53, PTEN, FADD ve TNFR ifadeleri azalirken bcl2 ve survivin ifadeleri artmaktadir
(sirasi ile 0.5, 0.98, 0.62, 0.27, 0.98, 1.43, 1.88) (Sekil 20). KRAS mutasyonu

tasiyan tumor hucrelerinde apoptotik genlerin ifadeleri azalirken anti-apoptotik

genlerin ifadelerinde artis meydana gelmistir (sirasi ile 0.91, 0.24, 0.21, 0.39, 0.38,
1.04, 3.00) (Sekil 20). EGFR-KRAS mutasyonunun ikisini birden tasiyan timor
hicrelerinin apoptotik genlerin ifadeleri azalirken anti-apoptotik genlerin ifadelerinde
artis meydana gelmistir (0.63, 0.76, 0.26, 0.25, 0.49, 5.51, 3.17).

EGFR mutasyon orani Turk toplumda %32.3 olarak tespit edilmis olup en
yuksek mutasyon tipi delE746-A750 (%33.4) olarak bulunmusgtur.

KRAS mutasyon orani Turk Toplumunda %20.8 olarak tespit edilmis olup en
yuksek mutasyon tipi G12V (%25.2) olarak bulunmustur.

Sonugclarimiz KHDAK tanili hastalarda EGFR ve KRAS mutasyonlarinin Tark
populasyonunda tespit edildigi ilk calismadir.

EGFR mutasyonlari Asya toplumlari ile benzerlik gdésterirken, KRAS
mutasyonlari Avrupa toplumu ile benzerlik géstermektedir.

Sonuglarimiz KHDAK tanili hastalarda EGFR ve KRAS mutasyonlarinin Trik
toplumunda erlotinib ile yanit iliskisinin gosterildidi ilk calismadir. Bu hastalar
EGFR mutasyon analizi yapilmasi ve bunun sonucunda tedavi almasi
neticesinde sagkalimi etkilemigtir.

Bizim g¢alismamizin sonucunda EGFR mutasyonu tasiyan hastalarin erlotinib
tedavisi almasi sonucunda ortalama sagkalimi 14 ay olarak bulunmustur.

Bu calisma ayni sekilde KRAS mutasyonun tespit ediimesini de 6nemli
kilmistir. Cinkii KRAS mutasyonu tasiyan hastalarin erlotinib tedavisi almasi
ortalama sagkalimi 98 hafta iken KRAS mutasyonu tasimayan erlotinib
tedavisi alan hastalarda ise ortalama sagkalimi 161 haftadir.

KRAS Klinik olarak prognostik bir faktérdir. Ayni zamanda yakin gelecekte
Uzerinde cgalisilacak bir hedef molekul olabilir.

Bunun yani sira erlotinib tedavisini EGFR mutasyonu tagiyan hastalarda ilk
iki sira verilmesi sagkalim Uzerine daha etkilidir.

Ancak ulkemizde direk recete edilmemesi ve sosyal guvenlik kurumu’na

basvuru ile alinabilmesi zaman kaybi oldugu dustndurmektedir.
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EGFR ve KRAS mutasyonlari tagsiyan KHDAK tumor dokularinda Bcl-2 ve
survivin molekillerin ifadesinin artigi ve bax, p53, PTEN, FADD, TNFR,
molekdlerin ifadesinin azaligi tespit edilmigtir.

Apoptotik yolakta kaspaz aktivasyonu ve transkripsiyonel faktérler Nf-kB ve
FOXO 3 ‘Un ekspresyon sevilerinin arastirimasi bu teorimizi
destekleyecektir.

Ayrica hicre hatlarinda EGFR ve KRAS mutasyonlarini tasiyan hicrelerin
Nf-kB aktivitesi bagh olarak bax, p53, PTEN, FADD, TNFR, Bcl-2 ve survivin

ifade seviyelerinin incelenmesi teorimizi destekleyecek ¢alismalar olacaktir.
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