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OZET

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ailesinde yer alan HER-2/neu ve
EGFR genleri, tirozin kinaz aktivitesine sahip transmembran proteinleridir. Bu
proteinleri kodlayan genlerin amplifikasyonlar1 ve gen ekspresyonlar1 kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri (KHOAK) ve pek c¢ok epitelyal kanser tiiriinde

arastirilmaktadir.

Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklari Hastanesinde, histopatolojik olarak
incelenerek KHOAK tanis1 almis olgularin parafin bloklara gomiilii dokularindan
kanser dokusu igeren 5 mikronluk kesitler pozitif sarjli lamlara tespit edilmistir.
Calismaya 100 olgu alinmig, dnce deparafinizasyon daha sonra HER-2/neu ve EGFR
genleri icin dizayn edilmis problarla tiimoérlii dokularda kopya sayisi degisikliklerini
belirlemede “altin standart” olarak kullanilan Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

yontemi uygulanmistir. Analiz edilen 100 olgunun 75’inden sonug alinmustir.

Literatiirde KHOAK hastalarda HER-2/neu gen amplifikasyonu oranlar1 %5.3 -
%44, EGFR gen amplifikasyonu oranlar1 ise %8.6-%47 gibi ¢ok genis bir yelpaze
icerisinde belirtilmistir. Yaptigimiz bu c¢alismada FISH yontemi ile HER-2/neu gen
amplifikasyonu icin %13,3’liik, EGFR gen amplifikasyonu i¢in %?24’liikk oran
bulunmustur. Calismamizda saptadigimiz bu oranlar, en diisiik ve en yliksek oranlar
arasinda bulundugundan, literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Calismamizda bu
genlerin amplifikasyonlar ile olgularin demografik ve histopatolojik bilgileri arasinda
anlaml istatistiksel bir iligki saptanamamustir. Calismamiz, Tiirk popiilasyonunda bu
gen amplifikasyonlarimin KHOAK’de arastinldignr ilk c¢alisma olma o6zelligini

tagimaktadir.
Calismamiz ve bu yonde yapilacak calismalar, akciger kanserlerinin etiyolojisine,
yeni tedavi protokollerin gelistirilmesine, bu protokollerin klinikte kullanimlarina 151k

tutacaktir.

Anahtar kelimeler: Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, HER-2/neu, EGFR, FISH



SUMMARY

EGFR and Her2/neu genes which are members of epidermal growth factor
receptor family are transmembrane proteins having tyrosine kinas activity. Copy
number increase or over-expression of these genes encoding these proteins have been

studying in many types of epitalial cancer and non-small cell lung cancer (NSCLC).

Five micron tissue sections of paraffin embedded cancer tissue from patients
diagnosed as NSCLC histopathologically in Istanbul Yedikule Go6giis Hastaliklar
Hospital were fixed to poly-L-sistrine slides. 100 cases were included to the study,
Following deparaftinizations of samples were performed and then Florescence in Situ
Hybridization technique (FISH) which is a gold standard technique in detecting copy
number changes in cancerous tissues was performed by using probes specifically
designed for HER-2/neu and EGFR genes. No results could be obtained in 25 samples.

The FISH success rate was 75% in deparaffinized slides.

In the literature, it is noted that the frequency of HER2/neu and EGFR genes
amplifications are seen in a broad frequency range and they are 5.3-44% and 8.6-47%
respectively. In our study the frequency of HER-2/neu gene amplification was
determined as 13.3% and EGFR gene amplification was determined as 24% by FISH
analysis. Since the frequencies obtained in our study are in the range of lowest and
highest frequency in the literature, our study is comparable with the literature. In our
study, association between the amplification of these genes and demographic and
histopathological characteristics of patients can not be found significant statistically.
Our study is important due to being the first study analyzing the amplification of these
genes in NSCLC in Turkish population.

Our study and the studies like this will shed light on etiology of lung cancer,

developing new treatment strategies and applications of these strategies in clinic.

Key words: non-small cell lung cancer, HER-2/neu, EGFR, FISH
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1.GIRIS ve AMAC

Kanser, gliniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden biridir ve goriilme siklig1
giderek artmaktadir. Bu nedenle toplum sagligin1 tehdit eden Onemli hastaliklarin

basinda yer almaktadir (35).

2003 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yayinlanan raporda, kanserli
hasta sayisinin hizla arttigi ve 2020 yilinda, bu oranin %50 artarak bu sayinin on bes
milyon kisiye ¢ikacagr bildirilmistir. Yayinlanan bu raporla yillik bir milyon iki yiiz bin
yeni vaka ile birlikte diinya ilizerinde en sik rastlanan kanser tipinin akciger kanseri

oldugu agiklanmistir (83).

Mortalitesi en yiiksek kanser tiirii akciger kanseridir. Oliim nedenleri arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 2. sirada yer almaktadir. ABD’de 1996 yilinda
altmis dort bin kadin akciger kanserinden, kirk dort bin kadin ise meme kanserinden
Olmiistiir. Tim diinya ortalamasina bakildiginda akciger kanseri erkeklerde birinci,

kadinlarda da meme kanserinden sonra ikinci siradadir (26).

Ulkemizde resmi rakamlara gore her yil yirmi ile yirmi bes bin yeni akciger
kanseri ortaya c¢ikmakta ve bu rakamin otuz ile kirk bine kadar artabilecegi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde genellikle akciger kanserleri siklikla erkeklerde
goriilmektedir. Fakat son yirmi bes yilda kadinlarda sigara tiryakiliginin artmasi
iilkemizde bu oranin hizla degigsmesine sebep olmustur ve kadinlarda meme kanserinden
sonra en sik goriilen kanser tipi haline gelmistir. Saglik Bakanlig1 verilerine gore 1983-
1989 yillar1 arasinda ililkemizde kanser siklig1 32/100.000°dir. Bunun %26 lik boliimiinii
ilk siradaki akciger kanseri olusturmaktadir. Solunum sistemi kanserlerinin 1991-1992

verilerine gore orani tiim kanserler i¢inde %43’tiir (33).

Akciger kanserlerinin baslica nedeni sigaradir. Risk sigara kullanma siiresi, sigara
kullanimina baslama yas1 ve kullanilan sigaranin tiirline gore degismektedir. Aktif

sigara kullanimi birinci risk faktoriiyken ikinci risk faktori de pasif sigara igiciligidir.



Pasif sigara igiciliginin tek basina ortalama 1.2-1.3 kat riski arttirdigt bildirilmektedir
(33).

WHO’nun verilerine gore; sigara kullanimi diinyada yilda bes milyon insanin
oliimiine neden olmaktadir. Oniimiizdeki 20 yil igerisinde bu sayinin iki katina ¢ikmasi
beklenilmektedir. Tahminlere gore, bugiin tiim diinyada sigara kullanicilar1 bir milyar
ii¢ yiiz bin civarinda ve 2025 yilinda bu saymnin bir milyar yedi yiiz bini bulmasi

beklenmektedir (83).

Akciger kanserinin baglica nedeninin sigara kullanimi olmasina ragmen; tiim
icicilerin sadece % 10-20’sinde akciger kanseri gelisimi, genetik yatkinligin 6nemine
isaret etmektedir. Literatiirde hem sigara kullanan hem de kullanmayan akciger kanserli
hastalarin yakinlarinda kanser riskinin yas, cinsiyet, mesleksel maruziyet ve sigara
kullanimindan bagimsiz 2-4 kat artmasmin kalitimla iligkili oldugunu gostermektedir

(69,82).

Ailesel yatkinlik akciger kanserine yakalanma riskini artirmaktadir. Hi¢ sigara
kullanmamis ve ailesinde akciger kanseri dykiisii bulunan bir kadinda akciger kanserine
yakalanma riski aile dykiisii olmayanlara gore 2,8 kat daha fazla oldugu literatiirlerde

bildirilmektedir (85).

Kanser bugiin genetik orjinli bir hastalik grubu olarak bilinmektedir. Kanser
olusumu yani karsinojenezis farkli tiirlerde genlerin etkili oldugu c¢ok asamali bir
siirectir. Kanserde etkili oldugu diisiiniilen genler; onkogenler, tiimor siipresor genler ve

DNA tamir genleri olarak 3 ana grup altinda toplanirlar (23).

Gen ve genom mutasyonlart kanser gelisiminde etkili olan genleri igerdiginde
(kromozom ve/veya gen delesyonlari, amplifikasyonlari, yapisal degisimler vb.) gen
iriinlin az ya da cok sentezlenmesi ya da farkli iirlinlin sentezlenmesine neden

olmaktadir ki, bu degisimler de selliiler fonksiyonlarda bozulmalara yol agmaktadir.



Epidermal biiylime faktorii reseptorleri, sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
saglayan, aktive olduklarinda hiicre proliferasyonunu, diferansiyasyonunu ve programli
hiicre olimiinii gerceklestiren; normal gelisim siirecinde rol oynamakla beraber, bir
cogunu kanserin teskil ettigi bir¢ok hastalikta aktivasyonlar1 veya asir1 ekspresyonlari
gosterilmis, tirozin kinaz reseptorleri ailesine mensup bir transmembranik reseptor

ailesidir (44).

Son yillarda kanserin etyolojisine ve tedavisine yonelik yapilan ¢aligmalarda en
cok arastirilan konu basliklarindan biri epidermal biiylime faktorii reseptorleridir. Meme
kanserinde HER-2/neu amplifikasyonu saptanan hastalarda herceptin isimli monoklonal
anti HER-2/neu antikoru ajanla yiiz giildiiriicii sonuc¢larin alinmasinin ardindan, bu
ilacin rutin kullanima girmesiyle epidermal biiyiime faktorii reseptorleri ile ilgili
caligsmalar daha da hiz kazanmistir. EGFR inhibitorleri olan gefitinib ve erlotinib ile

ilgili calismalar da bir¢ok kanser tiirii icin devam etmektedir.

Yaptigimiz ¢caligmada,

1. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde HER-2/neu ve EGFR
onkogenlerinin FISH teknigi i¢in dizayn edilmis sentromer ve lokus spesifik gen

bolgelerini inceleyerek bu genlerdeki olas1 amplifikasyonlar1 belirlemek,

2. Hastalarimiza ait demografik ve histopatolojik bilgilerle buldugumuz sonuglar

arasinda iliski saptayabilmek,

3. Tiirk toplumunda kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarin HER-2/neu
ve EGFR genlerindeki amplifikasyon frekansini hesaplamak ve akciger kanserleri igin

gelistirilecek tedavi yontemlerine de 151k tutmak amacglanmistir.



2.GENEL BILGILER

Kanser hiicrelerin yasam sikluslarini diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucunda hiicrenin asir1, kontrolsiiz ve agresif sekilde c¢ogalmasiyla ilerleyen,
cagimizin en 6énemli saglik problemlerinden birisidir (23). Kanser, Saglik Bakanligi'na
"bildirimi zorunlu" bir hastaliktir. Buna ragmen iilkemizde gercek kanser insidansi
bilinmemektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ niin 2003 yilina ait kanser raporunda,
diinya ¢apinda kanser oranin hizla arttig1 ve 2020 yilinda, bu oranin %50 artarak on bes

milyon kisiyi etkileyebilecegi bildirilmistir (83).

2.1.Kanserin Tanimi

Kanser farkli bilim dallarinda degisik tanimlar1 olan; birden fazla mekanizmay1
etkileyen bir durumdur. Genellikle tek bir hastalik gibi goriinse de, gergekte birbirinden
ayr1 hiicre ve dokular etkileyen karmasik bir hastalik grubudur (85).

Kanser, daha c¢ok bir kitle ya da timor olusumuna yol actigini bildigimiz
kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla karakterize edilen neoplazinin daha kesin formlarin
tanimlamak ic¢in kullanilir (56). Neoplazinin sézcliik anlami yeni biiytimedir. Willis,
neoplaziyi “normal dokular1 asan, onlarla koordine olmayan ve degisime yol acan
uyarty1 durduktan sonra bile ayni sekilde asir1 biiylimeye devam eden anormal bir doku
kiitlesi” seklinde tanimlamistir (46). Neoplazinin kanser olabilmesi i¢in kontrolsiiz
biliylimesi, komsu dokular1 istila edebilmesi veya metastaz 6zelligine sahip olmasi
gerekmektedir (56). Tiim neoplazilerin kokeninde normal biiyiime kontrollerine verilen
yanitin kaybolmasi bulunur. Neoplazmlar genel olarak “tiimdr” adiyla bilinir.

Timorlerle ilgilenen bilim dali ise “onkoloji” adiyla anilir (46).

Kanser hiicredeki bu temel diizenleyici mekanizmalarin kusurlarindan
kaynaklandig1 i¢in, 6zellikle molekiiler ve hiicresel diizeyde degerlendirilmesi gereken
bir hastaliktir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davraniglarini kontrol eden sinyallere

dogru tepkileri gostermezler onun yerine, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmay siirdiirerek,



normal doku ve organlar1 da istila ederler. Bu sekilde sistemlere ve hatta tiim viicuda

yayilirlar (23).

Hiicre boliinmesi hiicre siklusuna bagli olarak ilerler. Oysa kanser de hiicrelerin

hiicre ¢ogalmasi hiicre siklusunun kontroliiniin kaybolmasi ile hizlanmistir (85).

Kanser hiicresinin biiyiime ve ¢ogalma siireci, meydana gelen genetik degisiklikler
(onkogenler, tiimor baskilayic1 genler, DNA tamir mekanizma genleri), konakci
faktorleri (enzim polimorfizmi) ve tiimor konakg¢i etkilesimi (anjiogenez, invazyon,
metastaz) ile yakindan iliskilidir (19,20). Hiicrenin bu temel diizenleyici mekanizma
bozukluklar1 kanserin meydana gelmesine yol acarlar. Bu bakimdan kanserin tanisi ve

tedavisi i¢in anahtar, molekiiler ve hiicresel diizeydeki degerlendirmelerdedir (27).

2.2. Kanser gelisim siireci

Kanser olusumu ve gelisimi olan Karsinogenez ¢ok basamakli bir siiregte degisik
karsinojenlerin (kimyasal, fiziksel ve viral) etkisiyle olusur. Kansrsinojenler dliimciil
olmayan, genetik ve epigenetik hasarlanmalara neden olarak kanseri meydana getirirler.
Fakat hemen tiimor olusumuna sebep olmazlar. Kimyasal madde, radyasyon gibi
karsinojenlerin veya viriislerin etkisiyle hasara ugrayan tek bir hiicre, bir dizi olay
zinciri sonrasinda timor gelisimine sebep olur Kanserde olusan genetik degisiklikler,
kromozomal diizeyde (kromozom kayiplar1) ya da tek bir niikleotid diizeyinde (tek ya
da multipl baz degisiklikleri) olabilecegi gibi hi¢ baz degisimi olmadan metilasyon,

asetilasyon mekanizmalari ile olusabilir (23,46,55).

Kanserin olusum basamaklardan birincisi tiimor baslangicidir. Tek bir hiicrenin
anormal davraniglarina paralel olarak klonal tiimor hiicrelerinden meydana gelen hiicre
toplulugu giderek biiyiir. Her adimda, ¢ogalan her bir hiicre yeni bir mutasyona sahip
olur. Boylelikle meydana gelen mutasyonlar hiicreye yasamini devam ettirmesinde
kolaylik saglar. Ortama adaptasyonu kolaylasir ve diger hiicrelerin Oniine gecer.
Tliimoriin ortam kosullart degisip, besin ve oksijen miktar1 azaldiginda biiylime

cevredeki normal dokular tarafindan engellenebilir. Fakat kosullarin degisimine iyi



adapte olabilen kanser hiicresinden koken alan hiicreler ¢ogalmaya devam eder ve
lezyon baskin duruma geger. Tiimor biiylimeye baslar. Cogalma devam ettigi siirece
ortaya c¢ikabilecek mutasyonlar kanser hiicrelerine yeni avantajlar saglar Biiylime ve
cogalmadaki hizlar1 artarak tiimor toplulugu iginde gittikge daha baskin ozellikler
kazanirlar (1,23).

2.3. Kanser Tiirleri

Neoplazmin potansiyel klinik davraniginin degerlendirilmesinde benign ve malign

olarak iki sinifa ayrilir.

Bir tiimoriin sitolojik ve gros ozelliklerine bakilarak lokalize sekilde kalacagi,
diger bolgelere yayilmayacagi sdylenebilir. Bu gibi durumlarda lokal cerrahi
yontemlerle alinip, hastanin sag kalimini etkilemeyecegi diisiiniiliir, ve bu tip tiimorlere

“benign” tlimor denir.

Malign kelimesi, komsu yapilara invaze olup, onlar1 tahrip edebilecegini ve
olustugu bolgeden ayr bir yere yayilarak (metastaz yaparak) dliime yol acabilecegini

anlatir. Malign tiimorlerin hepsi kanser olarak adlandirilir (23).

Kanser olgularinin %80’ini viicudun 11 bdlgesinde ortaya ¢ikan kanserlerden
olusur. Kanserlerin yarisindan fazlasini olusturan dort kanser tiirii prostat, meme,

akciger ve barsak/rektum kanserleridir (23).

2.4. Kanser ve Genetik

Kanser, hiicrelerin boliinmek icin sahip olduklart kontrol mekanizmalarini
kaybettikleri bir durumdur. Bu mekanizmalarin yazilimlar1 genetik koddadir ve ancak
genetik kodun zarar gormesi halinde bu kontrolsiizlik meydana gelebilir. Kanserli
hiicrelerde genetik bozukluklar hiicrenin sahip oldugu genomda farkli organizasyon
diizeylerinde ger¢eklesmektedir. Bu dogrultudan ele alindiginda ‘kanser genetik bir

hastaliktir (51).



Hiicrenin 3 temel yasam fonksiyonu olan biiylime, bdliinme ve 6liim ¢esitli genler
tarafindan kontrol edilir. Yapilan son aragtirmalarda yogun olarak hiicre
proliferasyonunun ve apoptozisinin kontroliinden sorumlu genlerin mutasyonlarinin
kansere neden oldugu gosterilmistir. Kanserin baslangicinda farkli kanser tiirlerinde

farkli genlerin varlig1 bildirilmektedir (56). Bu grupta yer alan genler:

e Mitotik dongii diizenleyicilerini kodlayan genler
e Programlanmis hiicre 6liimii elemanlarini kodlayan genler
e Kontakt inhibisyon olusumunda etkili olan elemanlar1 kodlayan genler

e Hasarli DNA’nin tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan genler

Farkli kanser tiirlerin gelisiminde bu genlerde farkli bozukluklarin ve hasarlarin
olugmasi literatiir tarafindan da desteklenmektedir. Bu veriler “bir kanserin sporadik
olaylardan dolay1 bireyde gozlenmesine ya da herediter bir 6zellik gostererek ailede
baz1 bireylerde tekrar etmesine bakilmaksizin kanser genetik orjini olan bir hastaliktir”

varsayimini dogrular niteliktedir (23,55).

Kanser ile diger genetik hastaliklar arasinda temel iki farklilik bulunmaktadir. 11k
olarak kanser, ¢cogunlukla somatik hiicrelerde meydana gelen genetik degisiklikler
sonucu ortaya cikmaktadir. Buna karsin diger genetik hastaliklar genellikle germ
hiicrelerini de etkileyen bir mutasyon sonucu ortaya c¢ikarak nesilden nesile
aktarilabilirler. Ikinci temel farklilik, kanserin tek bir mutasyon sonucu ortaya
cikmamasidir. Birden ¢ok mutasyonun birikimi ile kanserin ortaya ¢ikmasi kanserin

tiiriine bagl olarak degisir (49).

Baz1 germline mutasyonlar kanser gelisme olasiliginmi arttirirlar. Bu mutasyonlar
neoplastik kanser gelisiminin baslangicin1 olustururlar. Germline neoplastik tasiyicisi
bireylerde kansere yatkinlik artar ve kanser daha erken yaslarda ortaya ¢ikar. Bu da bir

cok kanser tiirlinlin daha agresif prognoza sahip olmasina zemin olusturur (79).



Malignensi biriken mutasyonlarin farklilagsmasi bununla beraber gelismesine
baglidir. Mutasyonlarin gelisebilmeleri onlarin farklilasma sikligiyla iligkilidir. Ortamda
bulunan kimyasallar radyasyon ve ultraviyole 1smlar baskalasimin daha ¢ok olugsmasina
neden olabilecekleri gibi hiicre i¢i bozukluklar da baskalasimin sikligim etkiler. Ornek
olarak DNA tamir mekanizmasi hasar1 nedeniyle olusan Xeroderma Pigmentosum DNA
tamir mekanizmalarinin tlizerinde bir hasara neden olarak baslar. Bu hasarin olusmasi
tamir mekanizmasin1 devreden c¢ikarir. Boylece ultra viyole kaynakli DNA hasarinin

tamir edilememesine o da hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olur (1,49).

Olusum mekanizmast ne olursa olsun, kanser olusumu bir kez basladiginda,
sitogenetik yapmin korunmasindan ve DNA’ da olusabilecek hasar1 tamirden sorumlu
hiicresel mekanizmalar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar kiimiilatif olarak bir artig

gostererek kanseri yayginlagtirirlar (58).

2.5 Kanser olusumunda sorumlu genler ve fonksiyonlari

Karsinogenezisin meydana gelmesinde siirekli degisime ugrayan 100’iin iizerinde
gen tanimlanmistir. Ancak kesfedilmeyi bekleyen daha pek cok sayida gen oldugu
apagik ortadadir (1).

Hiicrelerin poliferasyonunu, farklilasmasini ve sag kalimini denetleyen genlerde
gerceklesen degisimler kanserin olusumuna neden olur (23). Kanser olusumunda etkili

olan genler;

1-  Tiumor siipresor genler
2- DNA tamir genleri
3-  Onkogenlerdir (1,79,85).

Kanser hiicresinin tipik kontrolsiiz ¢ogalma istegi ve invaze olabilme yetenegi
yukarida gruplanan genlerde ve onlarin sahip olduklar1 mekanizmalarda ortaya ¢ikan
bozulmalardan dolayidir (23). Bu genler normal bir hiicrenin programlanmis hiicre

Oliimiiniin ve hiicre dongiisiiniin kontrol yolunda bulunmaktadirlar. Karsinojenik



mutasyonlarda ¢gogunlukla kontrol yolunda bulunan genleri etkileyebilmektedir. Normal
reglilator gen {riinleri, hiicre sayisinin artirtlmasi ya da hiicre sayist artisinin inhibe

edilmesine gore gruplandirilir (1,71).

Tiimor siipresor genler hiicre ¢ogalmasini inhibe eder. Bu genlerin her iki allelinin

de degisimi s6z konusu olup, bu genlerdeki degisimler resesif 6zellik gosterir.

DNA tamir genleri yanlis eslesme tamiri, niikleotit eksizyon tamiri ve baz
eksizyon (kesip c¢ikarma) tamiri genlerini igerir. Bunlar disinda, kromozomal
segregasyon ve mitotik rekombinasyon gibi biiyiikk kromozom pargalarini ilgilendiren

kontrol siirecinde de yer alir.

Onkogenler hiicre proliferasyonunun normal olarak aktivasyonunu ydnetir. Bu
genlerin tek bir allelindeki mutasyon hiicre fenotipinin degismesi i¢in yeterli olup bu
genlerdeki degisimler dominant Ozellik gdsterir. Onkogenler mutasyon tasimayan

normal hiicrede ise proto-onkogen adini alir (71).

2.5.1. Titmér baskilayict genler

Tiimoér baskilayict  genler, hiicre c¢ogalmasinin kontroliinde onkogen
mekanizmasinin tam tersi bir yolu simgeler, normal kosullarda hiicre ¢ogalmasint ve
timor gelisimini baskilarlar. Olusan birgok tiimorde bu genlerin hasar gérmesi veya
inaktive olmasi sonucu hiicre ¢ogalmasini negatif yonde diizenleyen etki ortadan kalkar

ve tiimdr hiicrelerinde anormal ¢ogalma baslar (1).

Tiimdr baskilayict genlerinin kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu kontrol etme ve
inhibe etme yetenegi vardir. Bu yetenegi ancak ilgili genin her iki allelinde de
bagkalasim olmas1 durumunda kaybolur. Timér baskilayici gen kontrol etme

fonksiyonunu kaybeder.



[k timér baskilayict gen, retinoblastomda tanimlanmustir. incelenen vakalarda
hasta ailelerin de bulunmasi ile bazi retinoblastom vakalarinin kalitsal oldugu
anlagilmistir. 1971 yilinda Knudson retinoblastom gelismesi i¢in iki mutasyonun gerekli
oldugunu agiklayan bir hipotez One siirmiistiir. Bu durumu ifade eden hipotez,
“Knudson hipotezi” veya “iki vurus” hipotezi olarak adlandirilmistir. Glinlimiizde bu
goriis tek bir tiimor baskilayici genin iki kopyasinin da fonksiyon kaybina neden olan

hem herediter hem sporadik kanserler i¢in temel kabul edilen bir model olusturur.

Ailesel gecis gosteren kanserlerde ilk vurus parental esey hiicrelerinde tiimor
baskilayici genin bir alelinin mutasyona ugramasi, ikinci vurus da diger alelin farkli
mekanizmalar ile somatik mutasyonudur (72). Sporadik kanser formunda ise, her iki

mutasyonda somatik hiicrelerde olusur (23,32,55,71).

2.5.2. DNA tamir genleri

DNA birgok ¢esitli kimyasal reaksiyonlardan gecer. DNA hiicre genomunun kalici
kopyasi oldugu i¢in yapisindaki degisiklikler, diger hiicre komponentleri olan RNA ya
da proteinlere gore cok daha Onemli sonuclara neden olur. Baskalagimlar, DNA
replikasyonu sirasinda yanlis bazlarin DNA ya katilmasi nedeniyle olusur. Ayrica DNA
da spontan veya kimyasal ajanlara, radyasyona maruz kalma durumunda da g¢esitli
kimyasal degisiklikler ortaya ¢ikar. Hiicre genomunun biitiinliigiiniin korunabilmesi i¢in
hiicreler harap olan DNA’yr tamir etmek icin mekanizmalar gelistirmek

durumundadirlar. Bu DNA tamir mekanizmalar iki ana gruba ayrilir:

1. DNA hasarindan sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak énlenmesi

2. Hasar olan bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasi (23,55).

Ancak bu gruba dahil olan genlerde olusacak baskalasimlar, fonksiyonel iiriin
sentezlenmesini engelledigi icin DNA tamir edilemeyecek ve genom dengesi
bozulacaktir ki bu da karsinojeneziste &nemli bir etkendir. Ornegin Kalitsal

nonpolipozis kolorektal kanser gelisiminin %50 kadarindaki molekiiler patoloji, yanlis-
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eslesme tamirinden sorumlu genlerdeki bagkalagimlar nedeniyle tamirinin

gergeklesememesidir (13).

2.5.3. Onkogenler

Onkogenler ilk kez yliksek derecede onkojenik viriislerin izolasyonu sonucu elde
edilmigtir. Retroviral onkogenlerin olusmasina oOnciilik eden hiicresel genlere
‘protoonkogen’ adi verilmistir. Onkogenler yine tiimor viriisleri ile yapilan ¢aligmalar
da, hiicreleri transforme edebildikleri gdosterilerek, kanserin molekiiler temelleri
hakkinda ilk bulgularin olusturulmasini saglamislardir. Protoonkogenler, genellikle
hiicrenin normal ¢ogalmasini denetleyen sinyal yollarinda goérev yapan genlerdir.
‘Onkogenler’ ise protoonkogenlerin anormal ya da mutant eksprese olan sekilleridir.
Boylece, onkogenler artan hiicre proliferasyonuna ve tiimor gelisimine sebep olurlar

(23).

Protoonkogenler sinyal iletimini, hiicresel farklilasmay1 ve hiicre proliferasyonunu
kontrol ederler. Sinyal iletimi karmasik ve ¢ok asamali bir sekilde hiicre membranindan
baslayip, sitoplazmaya ve niikleusa kadar gider. Normal hiicre farklilagmasi ve
proliferasyonu i¢in pozitif ve negatif feed back mekanizmalariyla protoonkogen

tiplerinin ¢esitliligi dnemlidir.

Protoonkogenler, protein iiriinleri, temel biyolojik olaylar1 diizenleyen ve evrim
boyunca yliksek oranda korunmus genlerdir. Protoonkogenler sinyal iletiminde 3 temel

noktada gorev yapar:

1. ATP’nin fosfat grubunun transferi ile proteinlerin serin, treonin ve tirozin
aminoasitlerinin fosforilasyonunu saglar. Boylece protein konfigiirasyonunda degisiklik
yaparak proteinin kinaz 6zelligini aktive eder ve sinyal iletimini saglayan proteinler i¢in
baglanma bolgeleri olustururlar. Bu durum Epidermal biiyiime faktor ailesi

protoonkogenleri i¢in bir 6rnektir.
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2. RAS ailesi protoonkogenleri GDP/GTP dongiisiinde araci olarak gorev

yaparlar.

3. Niikleus i¢indeki proteinlerdir ve gen ekspresyonu, DNA replikasyonu ayrica

hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorev yaparlar (60).

2.5.3.1. Onkogenlerin protein iiriinleri

Onkogenler ve bununlarin iiriinii olan onkoproteinler uyari ileti akislari iizerindeki

rollerine gore 5 ana baglikta siniflandirilabilir.

a) Biiyiime faktorleri: Hiicrenin disindan baslandiginda biiylime faktorlerini
kodlayan genlerin mutasyonlar1 onlari onkogenik hale getirebilir. Cogu durumda
biiytime faktorii kendi bagina degisime ya da mutasyona ugramaz. Ancak Ras gibi diger
onkogenlerin iiriinleri biiyiime faktorii genlerinin asir1 ekspresyonuna neden olur ve
boylece transforme edici biiylime faktorii-o (TGF- a) gibi biiyiime faktoriilerini biiyiik
miktarda salgilamaya zorlar. Bu biiylime faktorii epidermal biiylime faktorii (EGF) ile

iligkilidir ve EGF reseptoriine baglanarak hiicre proliferasyonunu indiikler.

b) Biiyiime faktorii reseptorleri: Biiyiime faktorii reseptorlerinin mutasyona
ugramis sekillerini kodlayan ¢ok sayida onkogen bulunmustur. Bu reseptorlerin normal
sekillerinde tirozin kinaz aktivitesi spesifik biliylime faktorlerine baglanarak aktive
edilir. Onkogenik versiyonlar1 ise biiylime faktoriine baglanmaksizin, sitoplazmik
tirozin kinaz aktivasyonu ile karakterizedir. Yani mutant reseptor proteinleri hiicreye

siirekli olarak mutajenik uyarilar génderir (46).

¢) Sinyal ileten proteinler: Normal sitoplazmik sinyal iireten proteinlerin
fonksiyonlarini taklit eden onkoproteinlere ait birgok 6rnek bulunmustur. Bunlardan en
onemlisi olan Ras onkogeni insanlarda olusan tiim tiimdrlerin yaklasik '4’linde mutant

halde bulunur.
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d) Niikleustaki diizenleyici faktorler: Sonunda tiim ileti transdiiksyon yollar
niikleusa girer ve hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerin iizerine etki eder. Dolayisiyla
DNA transkripsyonunu diizenleyen genleri etkileyen mutasyonlarin da malign
formasyona neden olmasi kaginilmazdir. Myc geni insan tiimorlerinde en sik bulunan
niikleer onkogendir. Burkitt lenfoma, nérablastoma ve kiiclik hiicreli akciger kanserleri

ile iligkisi tanumlanmugtir.

e) Mitokondriyal onkogenler: Bu grup icerisinde en belirgin 6rnek Bcl-2 genidir.
Bcl-2 proteini mitokondriyal membrana yerlesir ve apoptozu engeller. Diger
onkognelerden farkli olarak hiicre proliferasyonuna neden olmayan Bcl-2, hiicrenin
omriinii artirarak diger protoonkogenleri ve tiimor baskilayici genleri etkileyen diger

mutasyonlara firsat verir (46).

2.5.3.2. Onkogenlerin aktivasyonlar

Protoonkogenlerdeki degisimler onkogenlerlerin aktivasyonunu etkiler. Bu
genetik degisimler hiicreye bir biiyiime avantaji saglar. Insan neoplazmilerinde bulunan

onkogenler ii¢ genetik mekanizma ile aktive olur.

1.Delesyonlar ve nokta mutasyonlari,
2.Kromozom yeniden diizenlenmeleri

3.Gen amplifikasyonlari.

Bu mekanizmalar protoonkogen yapisinda farkliliklar yaratabilecegi gibi
ifadelerinde de artislara neden olabilir. Ciinkii neoplazi ¢ok asamali bir siirectir.
Mekanizmalardaki bir ya da birden fazla degisiklik, kanserle iligkili genlerin sayisindaki
degismelere ve bu sekilde tiimorlerin gelisimine neden olur. Neoplastik fenotipin
tamamen aktarimi metastaz kapasitesiyle iligkilidir. Genellikle bu tablo protoonkogen
aktivasyonu ve tiimor siipresor genlerin inaktivasyonu ile birlikte gergeklesmesiyle

olusur (45).
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Delesyonlar ve nokta mutasyonlari, protoonkogenlerden onkogen olugmasina
sebep olan degisimlerden biridir. Retroviral onkogenlerin sahip oldugu delesyonlar
onlarm aktif hale gelmesine neden olur. Ornek olarak Met, trk, kit, ve erb-B
onkogenlerinin amino uglarinda bulunan ligand baglanma domainlerindeki delesyonlari
gosterilebilir. Bircok kanser tiirlinde kromozom yapisinda translokasyon, duplikasyon
ve delesyon gibi anormallikler de goriilir. Kromozom translokasyonlarindan
kaynaklanan gen diizenlenmeleri, ¢ogunlukla onkogenlerin ortaya ¢ikmasina yol acar.
Solid tiimorlerde goriilen kromozom yeniden diizenlenmeleri iginde yer alan kromozom

translokasyonlar1 cogunlukla I6semi ve lenfomalarda bulunmaktadir (1,56,65).

B lenfositlerin tiimorii olan insan Burkitt lenfomasi ve fare plazmasitomlarinda ilk
kez kromozom translokasyonu sonucu olusan onkogen aktivasyonu c- myc geninde
gozlemlenmistir (13,21,56). c-myc geni, biiyiime faktor uyarist ile aktif hale gegen bir
transkripsiyon faktoriidliir ve kontrolsliz iirlin olusturmasi hiicre proliferasyonunu

yonlendirir, bdylece timor gelisimi gergeklesir (56).

Genlerin protein kodlayan bolgesinde bazi protoonkogenlerin translokasyonu
degisikliklere neden olarak, anormal gen iirlinlerinin ortaya ¢ikmasini saglar. Buna en
tipik ornek; kronik myeloid 16semide, kromozom 9q2’da lokalize olan abl
protoonkogenin kromozom 22q da lokalize bcr geni ile translokasyonudur (1,13,56). Bu
translokasyon sonucunda bcr/abl fiizyon proteini sentezlenir (22,32). Abl protoonkogeni

onkogenik aktivite kazanmistir (1,13,56,85).

Insan tiimorlerinde onkogenlerin aktive olmasinda diger bir mekanizma da,
genlerin fazla sayida ekspresyonuna neden olan gen amplifikasyonudur. Gen
amplifikasyonu genomik DNA’nin gereginden fazla replike olmasi sebebiyle ortaya
cikar ve genellikle homojen olarak boya alan bdlgeler (HSR’ler) veya double-minute

kromozomlar (DM) olarak ifade edilen karyotipik bozukluklara sebep olur.

DM’ler sentromer i¢inde yer alan mini kromozom yapilar ile karakterizedir.
HSR’ler ise kromozom iizerinde koyu ve acgik renkte boyanan bantlarin normal

goriintliniin digina ¢ikilmasi ile ortaya c¢ikan kromozom segmentleridir. DM’ler ve
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HSR’ler genin birka¢ binden fazla kopya sayisinda genomik DNA bolgeleri igerdigini
gosterir. Amplifikasyon hiicre biiylimesi i¢in segici bir avantaj saglayarak genlerin

ekspresyonunun artmasina yol agar (45,60).

Gen amplifikasyonu, normal hiicrelere gore tiimdr hiicrelerinde daha sik gozlenir.
Pek ¢ok tiimoriin prognozunda, onkogen amplifikasyonlar1 rol oynar. Tiimdriin hizl
gelisimine ve malign yapisinin artmasina neden olurlar. Bu gruba en iyi ornek
noroblastomda N-myc; meme ve over karsinomlarinda ise erbB-2 onkogen
amplifikasyonlaridir. Amplifiye N-myc kopyalar1 hizla gelisen agresif tlimorlerde
siklikla gozlenir ki bu da N-myc’in noéroblastomanin malign 6zelliginin artmasinda
onemli bir rolii oldugunu ifade eder (1,56). Ayrica Ras gen ailesi iiyeleri iginde yer alan

K-ras ve N-ras ¢esitli karsinomlarda sporadik olarak amplifiye olurlar (45).

Son yillarda kanser tedavisinde tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanima girmesi ve
kismen bagarili sonuglarin elde edilmesi ile onkogenlerle ilgili aragtirmalar daha ¢ok
hiicre ylizey reseptorlerinin daha iyi anlasilmasina dogru kaymistir. Bu dogrultuda hiicre
ylizey reseptOrlerinin yapilarinin, ¢esitlerinin ve fonksiyonlarinin kanser ve kanser

tedavisi ile ilgili kisilerce daha iyi irdelenmesi geregi dogmustur.

2.6. Hiicre yiizey reseptorleri

Hiicrelerin tiimii bulunduklar1 ortamdan sinyaller alirlar ve bu sinyallere yanit
verirler. Hiicreler arasi sinyal iletimi, bir hiicrenin yiizeyinde eksprese edilen veya
salgilanan sinyal iletim molekiillerinin, bir diger hiicrede eksprese olan reseptorlere
baglanmas1 ile gercgeklestirilir. Bir¢ok sinyal iletim molekiiliiniin reseptorlerine
baglanmasi ile, hiicrenin metabolizmasini, sag kalimini ¢ogalmasini ve farklilagmasini

iceren, hiicre davraniglarini diizenleyen bir seri hiicre i¢i reaksiyon baslar.

Hiicreler arasi bilgi iletimini, bir¢ok farkli tipte molekiil saglar. Reseptorler
hiicreler tarafindan eksprese edilse de yapi ve fonksiyon acgisindan farkliliklar
gosterirler. Sinyal iletimi molekiillerinin de hedef hiicrelerdeki etki yollar1 birbirinden

farklidir. Baz1 sinyal iletim molekiilleri plazma zarindan kolaylikla gegebilirler ve
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sitoplazmadaki veya niikleustaki hiicre i¢i reseptdrlerine baglanabilirler. Bazi

reseptorler de hedef hiicre ylizeyinde bulunur.

Hiicre sinyal iletimi, ya bir hiicrenin komsusu ile dogrudan etkilesimi ya da
salgilanan sinyal iletim molekiilleri ile gerceklesir. Bunlar disinda hiicrelerde komsu
hiicrelerin yiizeyindeki sinyal iletim molekiilleriyle etkilesime giren cesitli hiicre yiizey

reseptorlerine de sahiptirler (1,46).

2.6.1. Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR, ErbB-1, HER-1) ilk kesfedilen
reseptor tirozin kinazdir. Hiicre i¢i sinyal yolaklarmin aktivasyonundan sorumlu
mekanizmalarin bir ¢ogu EGFR ile yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur. EGFR’ nin

belirlenmesinin ardindan ayni reseptdr ailesinin ii¢ iiyesi daha bulunmustur. Bunlar,

ErbB-2(HER-2/neu), ErbB-3(HER-3), ErbB-4(HER-4)’ diir (28).

Tirozin kinaz aktivitesine sahip olan EGFR bir transmembran proteinidir ve hiicre
dis1 sinyalleri hiicre igine iletir. EGFR ailesi, sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
kontroliinde gorev alan, normal gelisim siirecinde rol oynamakla beraber, kanserde
aktivasyonlarinin veya asir1 ekspresyonlarmin iligkisi tespit edilmistir. EGFR ailesi
iiyelerine homodimerizasyon veya heterodimerizsayon ile baglanarak, onlarin
aktivasyonunu saglayan EGF, transforme edici biiyiime faktori(TGF-a), heparin
baglayict EGF(HB-EGF), amfiregulin(AR), betaselulin(BTC), epiregulin(EPR), neu
diferansiyasyon faktdrii(NDF, heregulin) ve epigen gibi farkl ligandlar1 vardir. Ornegin
HER-1 ve HER-4, kendi ligandlar1 olan HB-EGF, EPR’ ye baglanarak aktive olurlar.

Yapilan c¢alismalarda ErbB-2’nin bilinen hicbir liganda baglanmadigi ortaya
cikmis, bu gelisme de bilim diinyasinda biliyilk merak uyandirmistir. Bu yiizden
literatiirde en sik incelenen ErbB-2 olmustur. Bu calismalarda ErbB-2’nin memeli
hiicrelerinde tirozin fosforilasyonunu uyaran, 44 kD’luk bir glikoprotein olan neu
diferansiyasyon faktdér (NDF, heregulin) bulunmustur. Onceleri NDF’nin ErbB-2’nin

spesifik ligand1 oldugu diisiiniiliirken sonraki ¢alismalarda overyan ve fibroblast hiicre
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serilerinde NDF’nin ErbB-2 ile hi¢ baglanmadigi ortaya konmustur. Ancak NDF
varliginda NDF’nin c¢esitli izoformlarma bagl olarak ErbB-2’nin EGFR, ErbB-3 ve
ErbB-4 ile heterodimer olusturarak NDF’nin baglanmasina olanak sagladig1 ve cesitli

hiicre i¢i cevaplarin meydana getirildigi gosterilmistir (42,63).

Bu gelismeden sonra EGFR ailesindeki reseptorlerin heterodimer olusturma
ozellikleri incelenmis, ve BTC ligand1 ile ilgili de benzer bulgular ortaya konmustur.
BTC ErbB-4’1i tek basina uyarabildigi gibi bazi durumlarda ErbB-4’iin diger ii¢ reseptor
ile dimer olusturmus halini de uyarabilir. Degisik biiylime faktorlerinin degisik reseptor
kombinasyonlar1 ile uyarilmalar1 arasindaki farkliliklarin  insan dokularindaki
proliferasyon ve diferansiyasyonun anlasilmasinda ¢ok o©nemli bir rolii oldugu

distintilmektedir (11,28,32,42,53,63).

EGF
TGFa
Amphiregulin NRG2
b-Cellulin NRG3
HB-EGF Heregulin
Epiregulin Heregulin h-Cellulin
wo | | 4“ ' { 6 8| |
i ]
Tirozin _Ki.naz 100 82 l 59 79
Domaini
100 13 24 28 C-Terminal
ug
erbB-1 erbB-2 erbB-3 erbB-«
HERI1 HER2 HER3 HER4
EGFR nen

Sekil 2.1: EGF reseptor ailesi ve ligandlari

(http://www.cancerpublications.com/newsletter/hematolgical/amger_slide/article1/2)
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Epidermal biiyiime faktor reseptorlerinin yapisi: ErbB-1 geni, insanda7.
kromozomun 7p11.2 bolgesinde lokalizedir. Gen iginde 28 ekzon igerip, 170 kDA’ luk
glikoprotein kodlar. ErbB-2 geni, 17. kromozomun 17q11-g21 bdlgesinde lokalizedir.
27 ekzon igerir ve 185 kDA’luk transmembran bir glikoproteini kodlar. EGFR ailesi

iiyeleri tic dnemli fonksiyonel domaine sahiptir:

e Hiicre diginda ligandlarin baglandigi bir domain,
¢ Hidrofobik transmembran bir domain

e Hiicre i¢inde yer alan sitoplazmik bir tirozin kinaz domaini

Hiicre dis1 domain L1, CR1, L2 ve CR2 olmak iizere dort farkli bolgeden olusur.
ErbB-1’de L1 ve L2 bolgeleri arasina ligand baglanirken, ErbB-2’de bu boélgeler
arasinda giiclii bir etkilesim bulundugundan ErbB-2’nin ligand baglama yetenegi
kaybolmustur. Bu sebeple de ErbB-2’nin fonksiyonel olabilmesi icin ailenin diger
iiyeleriyle heterodimer olusturmasi gerekmektedir. CR1 ve CR2 domainleri cesitli
kiigciik molekiillerden meydana gelmistir. Her biri bir veya iki disiilfit bagiyla bir arada
tutulur. Hiicre i¢ci domain ise C-terminal diizenleyici bdlge ve tirozin kinaz bolgesine
sahiptir. TK bolgesi N ve C olmak {iizere iki lobtan olusur. N-terminal lob ve daha
biiyiik C- terminal lob arasinda ATP bolgeleri yer alir. EGFR’nin C- terminal lobu
tirozin aminoasitleri igerir. Reseptor lizerindeki bu alici tirozin aminoasitlerine ATP’nin
y-fosfat gruplarindan ATP transfer edilir. Bu sekilde EGFR araciligiyla sinyal iletimi

tirozin aminoasitlerinin fosforilasyonuyla gerceklestirilmis olur (28,81).

Epidermal biiyiime faktor reseptorleri sinyal yollar1: Hiicre disindan gelen
sinyallerin hiicre i¢inde uygun hedeflere iletilmesi i¢in bir¢ok sinyal iletim yolu vardir.
Reseptor tirozin kinazlar grubunda yer alan Erb-1 ve Erb-2 reseptorlerinin aldigi

sinyallerin hiicre i¢inde takip edecegi 3 yol vardir:
RAS/ERK yolu: Grb2 veya Shc proteinlerinin fosforile olmus ErbB resptorlerine

baglanmasiyla ERK yolagi aktive olmustur. SOS (Son of sevenless) aktive olmus

resptor dimerine baglanir. SOS daha sonra Ras’t aktive ederek Raf-1’in de akitve
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olmasina sebep olur. Raf-1, MEK1 ve MEK2’yi fosforile eder. Daha sonra MEKI,
ERK1’i MEK2 de ERK2’yi aktive eder. Bu yolak hiicre proliferasyonu, apoptozis
protein inhibitoriiniin ve Bcl-2 ailesi iiyelerinin artan transkripsiyonu ile sonuglanir.

Boylece hiicre devamliligi saglanir.

PI3 kinaz/AKT (PI-3 kinaz/protein kinaz B) yolu: EGF o6nceki yol yaninda bu
sinyal yolunun aktivasyonu aracilifiyla hiicre devamliligin1 saglar. EGF, aktive olan
EGFR ailesi reseptoriine PI-3 kinazin baglanmasii tetikler. Bu olay PI-3” daki
domainin fosforile olmus tirozinlere baglanmasi ile gergeklesir. PI-3 kinazin katalitik alt
birimi fosfotidilinozitol(4,5) bifosfat1 fosforile ederek PtdIns(3,4,5)P3 iin olugsmasina yol
acar. PI-3 kinaz ayn1 zamanda Ras’ 1 da aktive edebilir. Bu, ERK sinyal yolaginin
aktivasyonuyla hayatta kalim yolaklar1 arasindaki iletisimi  gergeklestirir.
Ptdlns(3.,4,5)P3’tin  temel efektorii AKT’tir. AKT, anti-apoptotik proteinlerin

transkripsiyonu ile hiicre devamliligin1 saglar.

JAK/STAT yolu: EGF ile baslayan diger bir sinyal kaskad1 JAK/STAT yolagidir.
Bu yolak hiicre devamliliginin yanitlanmasinda gorev alir. JAK, plazma membraninda
yer alan STAT proteinlerini fosforile eder. Bu da STAT proteinlerinin niikleusa
gegmesine yol agar. Burada STAT proteinleri hiicre devamlilig ile iliskili genlerin

transkripsiyonunu aktive eder.
Bu sekillerde dogrudan hiicre-hiicre etkilesimi araciligi ile sinyal iletimi, embriyo

gelisim sirasinda ve erigkin dokularin devamliliginin saglanmasinda gorev alan farkl

hiicre tipleri arasindaki bir¢ok etkilesimin diizenlenmesinde kritik rol oynar (1).
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EGF ,TGF alfa

Gen transkripsiyonu ve '
hiicre dongiisii gelisimi

Sekil 2.2: EGFR ailesi sinyal yollar1
(http:/upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/{/f8/EGFR/signaling_pathways png)

2.7. Akciger Kanseri

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2003 yilina ait kanser raporunda, global kanser
oranin hizla arttigit ve 2020 yilinda, bu oranin %50 artarak on bes milyon kisiyi
etkileyebilecegi bildirilmistir. Akciger kanserinin yillik bir milyon iki yiiz yeni vaka ile

birlikte diinyada en yaygin kanser tipi oldugu bu raporla agiklanmistir (83).

Akciger kanseri, tiim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tiliriidir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim nedenleri arasinda 2. sirada yer almaktadir.
1996 yilinda ABD’de atmig dort bin kadin akciger kanserinden, kirk dort bin kadin
meme kanserinden Olmiistiir. Tiim diinya ortalamasma baktigimizda Akciger kanseri

erkeklerde birinci, kadinlarda da meme kanserinden sonra ikinci siradadir (26).
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2.7.1. Akciger kanserinin tipleri

Akciger siklikla ekstratorasik organlarin kanserlerinin metastaz yeri olmasina
ragmen primer akciger kanserleri de oldukga sik goriiliir. Primer akciger tiimorlerinin
%95°1 brongial epitelden kaynaklanir(bronkojenik karsinomlar). Kalan %35°1 ic¢inde
brongial karsinoidler, mezoteliomalar, bronsial gland neoplazmlari, mezenkimal
malignensiler (fibrosarkomlar, leimyomalar), lenfomalar ve birka¢ benign lezyon

bulunur. En sik goriilen benign lezyon kii¢iik (3-4 cm), kiiresel hamartomlardir.

Bronkojenik karsinomlar, endiistrilesmis tilkelerdeki kansere bagli oliimlerin
biiyiik kismini olustururlar. Baglica dort histolojik tipte bronkojenik karsinoma vardir.
Bunlar, Squamoéz hiicreli, adenokarsinoma, Biiyiik hiicreli indifferansiye ve kiiglik
hiicreli karsinoma’dir. Gilinlimiizde tedavi agisindan degerlendirme yapilirken ilk 3 tip
bir kategoriye sokulup * Kii¢iik Hiicreli Olmayan Akciger Karsinomu” (KHOAK) diye
adlandirilir. Bu sekilde “ Kiigiik Hiicreli Akciger Karsinomu” (KHAK) bu gruptan
ayrilmis olur (46).

Kiiciik hiicreli olmayan akciger karsinomlari

Squamdz hiicreli karsinoma, erkeklerde daha sik goriilmektedir. Ozellikle sigara
kullanim1 olan bireylerde gdzlenir. Biiylik bronslarin santralinden ¢ikmaya meyillidir,
lokal hiler lenf nodlarina kolay yayilir fakat toraks disina diger akciger tiimorlerinde
oldugundan daha ge¢ yayilir. Squamoz karsinoma, brons epitelinde yillar 6nce baglayan
bir metaplazi veya displaziyi izleyen in-situ karsinomdan sonra ortaya ¢ikar. Mukozada
1-2 cm ¢apinda, kalinlasma ve irregiiler nodiil tarzinda kabariklik yavas yavas gelisir.
Bu durumda heniiz klinik ve radyolojik bir bulgu olmadigi halde, balgamda brong
yikama ve fir¢a ile alinan materyalde atipik epitel hiicreleri goriiliir. Histolojik olarak bu
timorler, keratin inciler ve interselliiler kopriiler olusturan iyi diferansiye tipten,
minimal bir squamdz 06zelligi olan indiferansiye tipe kadar degisen cesitlerdedir.
Squamoéz hiicreli karsinomlar, metastaz yapmadan Once biiylik ve bronslar1 tikayan
semptomatik kitle yaptiklarindan diger tiplere gore hafifce daha iyi bir prognoza

sahiptir. Tan1 konuldugunda genellikle cerrahi olarak ¢ikarilabilir durumdadirlar.
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Adenokarsinomlar, tim KHOAK i¢inde %30-35 oraninda goriilmektedir. Erkek
ve kadinda goriilme siklig1 aynidir. Sigara kullanimu ile iliskisi squamoz karsinomaya
gore daha zayiftir. Santral yerlesimli olabilecegi gibi, cogunlukla periferal yerlesimlidir.
Periferal akciger skarlar ile ilgili olarak ortaya ¢ikar. Adenokarsinomlar, yavas biiyiirler
ve daha kiiciik kitle yaparlar. Ayrica diger subtiplere gore daha erken safhada metastaz
yaparlar. Bronchioloalveolar karsinoma (BAC), 6zel bir adenokarsinoma tipidir. iki
cesidi vardir. BAC’in yarisindan azi multifokal miisindz tiimorlerdir. Bazen tek
baslarina kitle yaparlar, bazen de birbirleri ile birlesen kitleler olustururlar. Histolojik
gorlinlim yaniltict olarak benign olup mitoz nadirdir. Diger ¢esidi 10 cm ¢apa kadar
ulasabilen, gri-beyaz tek bir nodiil seklinde olur. Ust lob icinde ve perifere yakin

yerlesimlidir. BAC’1n prognozu diger bronkojenik karsinomlara gore daha iyidir.

Biiyiik hiicreli karsinomalar, sitolojik diferansiyasyon gostermeyen belki de
squamoz veya glandiiler neoplazmlarin, herhangi bir kategoriye giremeyecek kadar,
indifferensiye seklidir. Tiimor bazen vahsi bir anaplazi gosteren dev hiicrelerden
olusmustur. Erken fazda uzak yerlere yayilma egiliminden dolay1 kétii prognozludurlar.
Yarisindan fazlasinda tan1 kondugu zaman beyin metastazi vardir ve 5 yillik yasama

orant %2-3 diir (46).

Kiiciik hiicreli akciger karsinomlari

Erkeklerde kadinlara oranla daha siktir ve sigara kullanimi ile ¢ok yakin iligkilidir.
Soluk gri renkte, santral lokalizasyonda kitleler olup, hiler ve mediastinal lenf nodlarini
erken fazda tutarlar. Bu kanserler, kiiclik, oval-yuvarlak, lenfosit benzeri ve ¢ok mitoz
gosteren hiicrelerden meydana gelmistir. Bu klasik yulaf hiicreli (oat cell) kanserdir.
KHAK’lar hizli biiyliyen, genis infiltrasyon yapan ve erken yayilan lezyonlardir ve
nadiren rezeke edilebilir durumda yakalanirlar. Bu nedenle hemen her zaman kombine
radyoterapi ve kemoterapi ile tedavi edilirler. Iki yillik sag kalim oranm %5-8

dolayindadir (46).
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2.7.2. Akciger kanserinin molekiiler biyolojisi

Akciger kanserleri cogunlukla sigara kullanimiyla iligkilendirilir. Fakat agir sigara
kullanicilarinin yaklagik % 20’sinde akciger kanseri meydana gelmektedir. Konak
faktorleri bu degisik kisisel duyarlilikta 6nemli rol oynarlar. Pedigri anilizlerinde,
akciger kanserinin diger kanserlerle birlikte belli ailelerde daha cok goriildiigiinii
gostermistir. Birgok c¢alismada akciger kanserli hastalarin ailelerinde, kontrollere
nazaran 2-5 kez daha fazla akciger kanserine rastlandigi gosterilmistir (80). Ailesel
akciger kanseri Oykiisii olan sigara kullanicilarinda akciger kanseri riski, sigara
kullanmayan ve aile dykiisii olmayanlardan 30—47 kat daha fazladir. Akciger kanserli
hastalarin hem sigara icen hem de igmeyen akrabalarinda akciger kanseri riski 2.4 kat
artmigtir. Artmis ailesel riskin; yas, cinsiyet, mesleksel maruziyet ve sigara
kullaniciligindan bagimsiz oldugu ve akciger kanserine predispozisyon yaratan nadir bir
otozomal genin Mendelyen kodominant kalitim ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir

(50,82).

Karsinogenez ¢ok basamakli bir siirecte degisik karsinojenlerin (kimyasal, fiziksel
ve viral) etkisiyle olusan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla gerceklesir. Kanserlerde
olusan genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde (kromozom kayiplari) ya da tek bir
niikleotid diizeyinde (tek ya da multipl baz degisiklikleri ya da DNA promotor bolge

metilasyonu) olusabilir.

Kanser olusumunda hiicrenin biiyiime ve c¢ogalma siirecinde meydana gelen
genetik degisiklikler (onkogenler, tiimdr baskilayict genler), konake1 faktorleri (enzim
polimorfizmi) ve tiimor konakg1 etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz) sonucunda

tiimoral kitle olusur.
Bunun disinda, sinyal iletimi, hiicre dongiisiiniin kontrolu ve DNA tamiri, hiicre

biiyiimesi ile iligkili genler de akciger kanseri olusumunda degisik basamaklarda hasar

gorebilir. Akciger kanserlerinde gozlenen genom dengesizligi; birgok kromozomal
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(andploidi) ve yapisal sitogenetik anormallikleri (delesyon, amplifikasyon,

nonresiprokal translokasyonlari) igerir.

Akciger kanserlerinde goriilen anoploidik degisimler, 6zellikle mitotik kontrol
noktalarindaki (mitotik checkpoint) fonksiyonel kayip ile iligkilidir. Artan genetik
teknikler sayesinde bu preneoplastik hiicresel degisimler daha ayrintili incelenmektedir

(11,20).

Akciger karsinogenezisinde olugan major genetik olaylar sdyle siralanabilir:

I.  Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

II.  Timor baskilayict genlerin inaktivasyonu

III. Hiicre dongiisii regulasyonunda gorev alan genlerde ortaya c¢ikan
degisiklikler

IV. DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler

V. Biiylime faktorleri ve reseptorlerine iligkin degisiklikler (16,18,38).

2.7.2.1 Akciger kanserlerinde biiyiime faktorleri

Biiylime faktorleri, afinite gosterdikleri hiicre membran reseptorlerine spesifik
olarak baglanan, normal hiicre proliferasyonunu uyaran, agirliklar1 4000-60000 dalton
arasinda degisen, cok az miktarlar bile hiicresel aktiviteleri etkileyebilen polipeptitler
olarak tanimlanirlar. Biiylime faktorleri hiicre i¢i bosluklarinin kisa araliklarinda yer
alirlar ve bolgesel olarak etki gosterirler. Bazilar1 plazmada, bazilar1 da serumda yer
alan bliytime faktorleri platelet kokenli olup, pihtilasma siireci boyunca serbest halde
bulunurlar. Biiylime faktorleri hiicre tiplerine gore farkliliklar gosterirler. Hematopoetik
sistemle iligkili biiylime faktorleri sadece bir veya birkag hiicre tipi i¢in uyariciyken
somatomedin C ve EGF gibi diger tipleri hem epitel hem mezensimal kokenli bir¢cok
hiicre tipi i¢in uyaricidir. Biiyiime faktorleri etkilerini hiicre ylizey reseptorlerine
baglanarak gosterirler. Polipeptit biiylime faktorlerinin  hiicre proliferasyonu
kontroliindeki kritik rollerinden dolay1 biiylime faktorii sinyal iletimindeki anormallikler

pek cok kanser tipini de igeren ¢ok sayida hastaligin nedenidir (23,53).
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Neoplastik hiicrelerin birgok biiyiime faktoriiniin salinimi ile kendilerine ¢ogalma
avantaj1 saglayarak kendi biiylimelerini uyardiklar1 bilinmektedir. Kanser gelisimini de
tek bir biiylime faktorii regiile edemez. Bircok biiyiime faktorii ve reseptorii meme,
prostat gibi cesitli tiplerdeki kanserlerde oldugu gibi akcigerde de kanser hiicreleri ve
normal hiicreler tarafindan eksprese edilmektedirler. Bu biiylime faktorleri otokrin,
parakrin ve jukstakrin yollarla kanser biiylimesinde rol oynarlar. Eger bir timor hiicresi,
hem bir biiyiime faktéri hem de reseptOriinii tasiyorsa kendisini uyaran biiylime
halkasina sahip demektir. Buna ‘otokrin biiyiime halkas1’ denir. Otokrin halkalar normal
hiicrelerde de bulunur ve sadece fizyolojik uyarilara yanit verirler. Dengeli biiyiime igin
karsilikli diizenleyici sistemler bir arada bulunur. Kanser hiicrelerinde ise bu dengeler
bozulmustur. Metastaz ve invazyonun da bu biliyiime faktorleri ve reseptorlerinin

etkilesimi sonucu ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir (12,53).

Polipeptit biiyilime faktorlerinin hiicre ¢ogalmasini ve farklilagmasini kontrol eden
cesitli tipleri vardir. Biiyiime faktorlerinin en 6nemli tiplerinden biri epidermal biiyiime
faktorleri(EGF)’ dir. insanda birgok dokuda varligi gosterilen EGF, 53 aminoasitten
olusan mitojenik bir polipeptittir. Hiicre proliferasyonunda kritik rollere sahiptir. Birgok
mezodermal ve ektodermal kokenli hiicre i¢in mitojenik Ozelliktedir. EGF, yiizey

reseptorii araciligiyla etkilerini gosterir.

Biiyiime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi, o hiicrenin, o faktor
icin reseptore sahip olup olmamasina baglidir. Reseptore baglanma sonucu hiicre i¢inde
0zgiin bir cevaba neden olan bir seri sinyal ortaya ¢ikar. Etki cogunlukla tirozin kinaz
uyarilarak saglanir ve her hiicrenin farkli biliylime faktorleri icin farkli sayida

reseptorleri bulunmaktadir (11,23,52).

2.7.2.1.1. Epidermal biiyiime faktor reseptorleri ve kiiciik hiicreli olmayan

akciger kanseri

Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri ile karsinojenez arasindaki iliski iki sekilde

goriliir. Birincisi, normal Epidermal biiytime faktorii reseptorlerinin asir1 ekspresyonu
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ile hiicre boliinmesinin uyarilmasidir. ikincisi ise reseptérde mutasyon gelisimi ile
reseptoriin stirekli aktivite kazanmasi, ligandlarin asir1 yapimina bagli olarak fizyolojik
ligand-reseptér  dengesinin  bozulmasi, fosfotaz aktivitesindeki azalma ve
heterodimerizasyondur. Calismalarda KHOAK” leri gibi meme, beyin, mesane, kolon,
beyin ve over kanserleri ile birlikte ¢ok cesitli kanserlerde EGFR’ nin agir1 eksprese
oldugu saptanmistir. Genellikle immiinohistokimyasal metotla arastirilmig hastalarda,
KHOAK’ lerinin %13-80’ninde EGFR ekspresyonu artmis olup, bu artisin hayatta
kalabilirlik, tekrarlayabilirlik ve verilecek tedavinin belirlenmesine katki saglayabilmesi
acisindan prognostik 6nemi vurgulanmigtir. Bununla birlikte HER-2’nin de KHOAK de
%2 ila %40 oraninda amplifiye oldugu ve kotii prognozla iliskilendirildigi yapilan
caligmalarca ortaya konmustur. Ancak EGFR ekspresyon artisinin sag kalim iizerine
etkileri arastirilmakta olup ¢ok ¢eliskili sonuglar elde edilmektedir. Yapilan pek cok
calismada ekspresyon artis1 olan hastalarin kii¢iik molekiillii tirozin kinaz inhibitorlerine
kars1 duyarlt oldugu bildirilmis olup KHOAK hastalarinda bu EGFR inhibitorlerinin
tedavide kullanilabilir ajanlar oldugu bildirilmistir (11,25).

EGFR geninin asir1 ekspresyonundan baska KHOAK’ de EGFR’ nin tirozin kinaz
domaininde c¢esitli mutasyonlar rapor edilmis ve karsinojenez siirecinde ortaya c¢ikan
belli mutasyonlar bildirilmistir. EGFR geninin 21. ekzonunda, 858. pozisyonunda yer
alan 16sin-arjinin aminoasit substitasyonu, 19. ekzonundaki karakterize aminoasit 747-
750 delesyonlari, 20. ekzonunda yer alan 790. pozisyonunda yer alan treonin-metionin
aminoasit substitasyonu ile ayni ekzondaki insersiyon tipi delesyonlar ile c¢ok sik
goriilmemekle birlikte 18. ekzon mutasyonlart gen iizerinde saptanmis mutasyonlardir.
Bildirilen bu mutasyonlarin yine tirozin kinaz inhibitorlerine karsi duyarliligi da

arastirma konularindandi (25,67,76,77).

2.7.2.1.1.1.Epidermal biiyiime faktor reseptorleri inhibitorleri

Epidermal biiylime faktorii reseptdrlerinin tiimor gelisimindeki rolii gz Oniine
alinarak, son yillarda Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri aktivasyonunu ve
fonksiyonunu bloke eden ¢esitli ajanlar gelistirilmistir. Gefitinib ve erlotinib klinik

yollarla test edilen ilk tirozin kinaz inihibitorleridir. Lapatinib, EKB-596, CI-1033, PKI-
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166 ve AEE-788’in de yer aldig1 diger inhibitorler heniiz arastirilmaktadir. Oral yolla
aktif olan gefitinib ve erlotinibin ¢esitli kanser tiirlerinde asir1 eksprese olan EGFR’ yi
inhibe ettigi gosterilmistir. Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri inhibitorii ajanlar
KHOAK'de yiiksek oranda ekprese edilen Epidermal biiylime faktorii reseptorlerinin
bloke edilmesi, tirozin kinaz aktivitesinin inhibe edilmesi ve sonugta hiicre aktivasyonu
ve proliferasyonunun inhibisyonuna neden olur. Gefitinib (ZD1839,Iressa) ve Erlotinib
(OSI-774,Tarceva) daha once kemoterapi ile tedavi edilen hastalarda yogun olarak
kullanilan ve arastirilan ajanlardir. Yapilan faz III ¢aligmalarda platin temelli kombine
kemoterapilere eklenmeleri ile istenen diizeyde sag kalim avantaji saglanamamustir.
Ancak secilmis hastalarda daha etkin olabilecekleri belirtilmektedir. Bu amagla Her2
amplifikasyonunu belirlemede gelistirilen Herceptest isimli immiinohistokimyasal
yonteme dayanan test, FISH yontemi ile dogrulanmis ve etken maddesi trastuzumab
olan herceptin isimli ilacin kullanilmasinin uygun olacagi hastalarin belirlenmesinde

etkili bir yontem oldugu saptanmastir.

Gefitinib ileri evre KHOAK tedavisinde FDA onay1 alarak 3.sira kemoretarapi
ajan1 olmustur. Ayrica molekiiler hedefe yoneltilmis tedaviler arasinda hiicre sinyal
iletim inhibitorleri, matriks metalloproteinaz inhibitorleri, antianjiogenesis tedaviler
(VEGF'i hedefleyen Bevacizumab), antisens tedaviler, antikor tedavileri ve
immiinoterapiler yer almaktadir. EGFR'ye kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlardan
Cetuximab(IMC-C225,Erbitux) ve HER2'ye karsi  gelistirilmis  monoklonal

antikorlardan Trastuzumab (Herceptin) ile ¢calismalar devam etmektedir (14,25,67).

2.8.Floresan In Situ Hibridizasyon

Molekiiler sitogenetik, isaretli DNA’ problart kullanilarak interfaz veya
metafazdaki kromatin ve kromozomlarin mikroskobik analizi olarak tanimlanabilir. Bu
yaklagim, mitotik hiicrelerin standart mikroskobik preparatlarinda, denatiire edilmis
kromozomal DNA ile tek dalli DNA dizilerinin (prob) uygun kosullarda
birlesebildiginin gdzlenmesi ile ortaya ¢cikmistir (4,5).
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In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi spesifik DNA ve RNA sekanslariin doku
kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda
morfolojik olarak gosterilmesini ve niikleik asitlerin dogal hiicresel ortamlarinda

incelenmesini saglayan, doku/hiicre arkitektinin bozulmadig1 bir tekniktir (4).

Non-izotopik In Situ Hibridizasyon (NISH), radyoaktif olmayan bir molekiil ile
kimyasal olarak modifiye edilen DNA problarinin immunolojik veya afinite

reaksiyonlari ile floresan veya enzimatik olarak goriintiilendigi bir ISH teknigidir (4).

FISH ise probun haptenlerle ya da florokromlarla isaretlenip florokrom maddelerle
goriintiilenmesinden olusan, floresan veren sinyaller ile degerlendirilmenin yapildigi bir

ISH teknigidir (4).

[Ik kez 1969 yilinda Gall ve Pardeu tarafindan gergeklestirilen sitolojik
preparatlarda RNA nin DNA ile hibridizasyonu, isaretlenmis DNA sekanslarinin
sitolojik preparatlarda lokalize olduklarini gostermislerdir. Biiyliimekte olan hiicrelere

trittum verilmis ve isaretli niikleik asitler niikleer emiilsiyon araciligi ile belirlenmistir

(5).

Ik onceleri ISH radyoaktif madde kullanilarak uygulamaya konulmustur.
Radyoaktif maddelerin pahali olmasi, yar1 Omiirleri, Ozellikle toksik etkisi ve
uzaklastirilmas: gibi zorluklardan dolayr bu yontemin ilk donemlerde kullanim alani
azalmistir. 1970 lerde gelisen molekiiler klonlama teknikleri, 1975 te biotin-avidin
sisteminin bulunmasi, hapten molekiilleri ile isaretlenmis olan problarin florokrom
enzim veya koloidal altin gibi aracit molekiillerle belirgin hale getirilmesini saglamistir.
Teknigin rezoliisyonu ve giivenirliligini etkilemistir. Biotinin yan1 sira digoxigenin ve
florescein ile isaretleme, farkli florokrom molekiillerin birlikte kullanilmasi ikili ve tiglii
isaretlemelere olanak vermistir. 1986 da non-radyoaktif isaretli problar kullanilarak

FISH yontemi ortaya ¢ikmistir (4).
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2.8.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri

FISH tekniginin uygulamasinda en oOnemli ve ilk basamak prob sec¢imidir.
Kullanilacak probun incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve

bolgesine uygun olmasi gerekir (2).

Prob; orneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir. Probun
hangi yontemle isaretlendigi, uzunlugu, RNA veya DNA kaynakli olmasi, tek veya ¢ift

sarmall1 olmas1 spesifik olmayan sinyalleri arttirabilir (2).

FISH tekniginde sitogenetik alanda kullanilan baslica problar sunlardir;

-Tekrarlayan dizi problar (satellit problar)
-Lokusa 6zgii problar

-Tiim kromozomu boyayan problar
-Banda 6zgii problar

-Telomer bolgesine 6zgii problar

2.8.2. FISH Tekniginin Temel Mekanizmasi

FISH prosediirii 6 asamada gergeklestirilir;

l. Preparatlarin Hazirlanmasi

2. Preparatlarin On Yikamasi

3. Prob ve Hedef DNA Denatiirasyonu
4. Prob ve Hedef DNA Hibridizasyonu
5. Hibridizasyon sonras1 Yikamalar

6. Goriintiileme ve Inceleme
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Molekiiler hibridizasyona dayali biitiin yontemlerin (Southern blotting, Nother
blotting, PCR, ISH) ana mekanizmas1 iki komplementer daldan ¢ift sarmal yapinin
olusmasidir. DNA-DNA hibridizasyonunda prob ve hedef DNA larin denatiirasyonunu
takiben olusan DNA fragment karisimi, tek dal halindeki fragmentlerin tekrar
birlesmesini saglayacak kosullarda gergeklestirilir (3).

Bu kosullarda etkili olan dort parametre vardir;

l. Is1

2. pH

3. Monovalent katyon konsantrasyonu
4. Organik solvent varligi

Hibridizasyonda ii¢ temel agama 6nemlidir;

1-Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gecirgenliklerini korumalari,
2-Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,
3-Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir reporter ile en az zemin sinyali

olacak bi¢cimde en parlak sekilde goriintiilenmesidir (3).

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlhis eslesme derecesi
‘stringency’ olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla
tam homolog olan problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda
ise prob sadece % 70-90 homoloji gosteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik
olmayan sinyaller, hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek stringency kosullarinin

(yiiksek 1s1 + diigiik tuz konsantrasyonu) saglanmasiyla ortamdan uzaklastirilir.

FISH sonrasi problardan elde edilen sinyaller epifloresan mikroskopta incelenirler.
Kullanilan florokromlarin gozlenebilmesi i¢in dogru prob setleri ve uygun filtrelerin
secilmesi gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin goriintiilenmesi gerektiginde dogru

filtreler ile yesil, kirmiz1 ve mavi florokromlar gozlenebilmektedir (3).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullamilan Gerecler

Buzdolabi (Argelik 415)

Sensys kamera (Sensys)

Deep-Freeze (Heraeus)

Elektronik terazi (Seuter, Ainworth-AA-250, Setra-M2000L)
Etiiv (Friocell MMM Med Center)
Floresan mikroskop (Olympus BX-61)
Image Analyser (Applied Imaging)

Su banyosu (Niive)

Diidiiklii tencere (Esman 3lt.)
Mikropipet (Eppendorf)
Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415)
Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)

pH Metre (Jenco)

Pipet uglar1

Beher (500 ml, 1000 ml)

Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)

Lamel

Meziir

Yatay ve dikey sale

Kronometre

Ependorf tiipii (1,5 ml lik)

Enjektor

Termometre

Cam kalemi
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3.1.2. Cam Malzeme

Beher (500 ml, 1000 ml)
Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)
Lamel

Meziir

Yatay ve dikey Sale

3.1.3. Kimyasal Maddeler

Absoliit Alkol (Merck)
Antifade (Vector)

DAPI (Sigma)

Distile Su

HC1 (Merck)

Immersiyon yag1 (Merck)
Sitrik asit (Sigma)

Ksilol (Merck)
Na3zCsHs072H,0(Carlo Erba)
NaCl (Merck)

NaOH ( Merck )

Pepsin (Sigma)

Parafilm

Rubber Cement (Marabu Fixo gum)
Tween 20 (Sigma)
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3.1.4.Kullanilan Problar

PathVysion HER-2 DNA Prob Kit (LSI Her-2/Cep 17)
(17q11.2-q12/17q11.1-q11.1)

LSI EGFR Prob (LSI EGFR/Cep 7)
(7p12/7p11.1-q11.1)

3.2 Yontemler

3.2.1 Materyal Secimi

Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklari Hastanesi Patoloji Anabilim Dali’nda,
histopatolojik olarak incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanis1 almis
100 olgu calismaya alinmistir. %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin
bloklara gomiilii dokulardan hazirlanmis (FFPT) ve Hematoksilen- Eozin ile boyanmis
olgulara ait arsiv preparatlari, Diinya Saghk Orgiiti (DSO) kriterlerine gore
gradelendirilmis ve TNM siniflamasina goére evrelendirilmistir. Her hastaya ait doku
orneklerinden kanser dokusu igeren 5 mikronluk kesitler pozitif sarjli lamlara tespit
edilerek FISH analizi uygulamasma hazir halde laboratuarimiza ulastirilmistir.
Olgularin yaslari, cinsiyetleri, sigara kullanimlarinin olup olmamasi, histopatolojik

bulgulari, evreleri ve aile dykiileri hasta dosyalarindan temin edilmistir

3.2.2. FISH yonteminin uygulanmasi

FISH yonteminin uygulanmasinda Rieder ve arkadaglari tarafindan gelistirilen
protokol kullanilmistir (84). FISH yontemi oncesi dokulardan parafini uzaklastirmak
icin pozitif sarjli lamlara tespit edilmis parafin kesitlere 4 asamali deparafinizasyon

protokolil uygulanmistir.

Genel deparafinizasyon: Preparatlar 60°C’lik etiivde 60 dakika bekletilmistir. 3

kez 5’er dakika ksilol ile muamele edilmistir.
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Hidratasyon: : Preparatlar 1 dakika absolii alkol ile muamelenin ardindan 2 kez
I’er dakika %96’lik alkolde bekletilmistir. Akan ¢esme suyu altinda 30 sn’ye tutularak
distile suda 1 dakika bekletilmistir.

Basinc¢la parafini uzaklastirma: Diidikli tencere igine 1 It distile su konarak
ayr bir kap i¢inde lamlar suyun igine yerlestirilmistir. 1/10 oraninda dilue edilmis sitrat
buffer bulunan sale igerisine yerlestirilen preparatlar diidiiklii tencereye konulmustur.
Kap iginde lamlarin iizerini kapatacak sekilde 1/10 dilue sitrat buffer bulunur. Diidiikli,
ocagin istiinde kaynama baglayana kadar en yiiksek 1sida, kaynamadan sonra didigi
kapatilarak kisik ateste 5 dakika bekletilmistir. Diidiiklii tencere ocaktan alindiktan
sonra akan c¢esme suyu altinda 30 saniye bekletilerek sogutulmustur. Didiiklii

tencereden alinan lamlar cam saledeki distile suya konmustur.

Enzim ile muamele: 100 mg pepsin 10 ml distile suda ¢oziilerek stok soliisyon
hazirlanmis ve100 pl porsiyonlanarak -20 ° C’de saklanmustir. 37° C’deki su banyosunda
100 ml distile su i¢ine Iml HCL ve 100ul stok soliisyonu eklenerek, preparatlar bu

enzim soliisyonu i¢inde 10 dakika inkiibe edilmistir.
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Tablo 3.1. Deparafinizasyonda Kullanilan Soliisyonlar

Sitrat Buffer Stok Soliisyonu

Sitrik asit 3.84 gr
Distile su 1.8 1t
NaOH ile soliisyonun Ph degeri 6.0’a ayarlanir.

Kullanilmadan once 1/10 dilie edilir.

Pepsin Stok Soliisyonu

Pepsin 100 mgr
Distile su 10 ml

100ul’lik porsiyonlanarak -20°C’de muhafaza edilir.

Tablo 3.2. Preparatlarin On Yikama Soliisyonlar

20XSSC Soliisyonu

NaCl (3 M) 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr
Distile su 1000 ml
2XSSC Soliisyonu

20XSSC 40 ml
Distile su 360 ml
0.1XSSC Soliisyonu

20XSSC 3 ml
Distile su 597 ml

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.




Tablo 3.3. Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu

0,07 M NaOH

1M NaOH 14 ml
Distile su 200 ml
Tablo 3.4. Hibridizasyon Sonras1 Soliisyonlar

1XSSC Soliisvonu

20XSSC 10 ml
Distile su 190 ml
2XSSC Soliisyonu

20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
2XSSC/Tween-20 Soliisvonu

20XSSC 20 ml
Tween 20 100 pl
Distile su 180 ml

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.
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Tablo 3.5: Goriintiileme Sistemleri Sollisyonu

DAPI/Antifade Soliisyonu

2XSSC 20 ml
DAPI 100 pl
Distile su &0 ml

3.2.2.1. Preparatlarin én yikamasi ve denatiirasyonu

- Preparatlar 1’er dakika olmak iizere sirasiyla % 100-%70-%50-%30 luk alkol

serisinden ve 0.1XSSC soliisyonundan gecirilerek dehidre edilmistir.

- Dehidratasyon sonrasi preparatlar 70 °C deki 2XSSC soliisyonunda 30 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

- lIgersinde preparatlarin bulundugu 2XSSC soliisyonu igeren sale soguk su

igerisine konulmusg ve soliisyon 1sisinin 37 °C’ye gelmesi saglanmigtir.

- Sicakligi 37 °C’ye diisen 2XSSC igerisindeki preparatlar oda sicakliginda

bulunan 0.07 M lik NaOH soliisyonuna alinmis ve denatiire edilmistir.

- Denatiirasyonu takiben oda sicakliginda bulunan 0,1XSSC ve ardindan +4 °C’de
olan 0,1XSSC ve 2XSSC soliisyonlarinda 1‘er dakika bekletilerek dehidratasyon ile 6n
yikama tamamlanmigtir. Dehidratasyon, preparatlarin sirasiyla  %30-%50-%70-

%100’liik alkollerde 1’er dakika tutularak gergeklestirilmistir.
3.2.2.2. Prob denatiirasyonu

- Problar 5 dakika 74 °C de bekletilerek denatiire edilmistir.
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3.2.2.3. Hibridizasyon

- Calismada kullanilan problar santrifiij edilerek tiim probun dibe ¢okmesi

saglanmistir.

-Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alanlara prob (5 pl) eklenmis ve

iizerlerine 24mm lik lamel kapatilmistir.
- Lamel ¢evresi su girmemesi i¢in rubber sement ile yalitilmistir.

- Preparatlar 37 °C de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilmigtir.

3.2.2.4. Hibridizasyon sonrasi yikamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA smin ortamdan
uzaklastirilmas: ve olgu DNA sima tam komplementer olan (% 80-100) dizilerin hedef

bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Asamalari:

-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden c¢ikartilarak lamellerin

cevresindeki yalitim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

- Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC soliisyonunda hafif¢e karigtirilarak lameller

preparatlardan uzaklagtirilmigtir.
- Preparatlar 1XSSCsoliisyonu ile 74 °C de 5 dakika yikanmustir.
- Sonrasinda 2XSSC/Tween—20 soliisyonunda 5 dakika yikanmustir.

- Hibridizasyon sonras1 yikamasi yapilan preperatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda
2 dakika bekletilmistir.

- Preperatlarin iizerine 15 pl antifade eklenerek lamel ile kapatilmistir.

- Inceleme asamasina kadar -20 °C’ de saklanmustir.
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3.2.2.5. Preparatlarin mikroskopta incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtreler kullanilarak
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli bilgisayar sistemi (Applied Imaging) ile
sinyaller degerlendirilerek Sensys kamera araciligiyla FISH sinyalleri iceren niikleuslar

analiz edilmis ve fotograflanmistir.

3.2.2.6. Degerlendirme

Kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanser tanisi almis her Ornege yapilan FISH
analizinde her prob i¢in 100 hiicre degerlendirilmistir. Her hiicre i¢in hedef gene ve bu
genin lokalize oldugu kromozom sentromerine ait sinyaller sayilmigtir. Degerlendirme
sonucunda olgular, FISH pozitif ve FISH negatif olarak 2 gruba ayrilmistir. Hiicrelerin
%40 ve daha fazlasinda >4 kopya bulunmasi durumuna ya da gen amplifikasyonun
(%10> hiicrede, gen kopya sayis1 >15 ise ya da gen/kromozom orani >2 ) saptandigi
durumlardan birine sahip olgular ‘FISH pozitif® olarak degerlendirilmistir. Tim
hiicrelerin %40 ve daha fazlasinda <4 kopya bulunmasi durumunda ise olgular ‘FISH

negatif’ olarak degerlendirilmistir (6,7,8,17,30)

3.2.3. Istatistiksel Analiz

SPSS 13.0 istatistik programinda y” istatistik testi kullamlarak hastalarin cinsiyet,
sigara kullanimi, aile Oykiisii, timor dokularinin histopatolojik durumu ile ¢alismada

saptanan gen amplifikasyonlari arasindaki iligki arastirilmistir. Fisher ve Pearson’a gore

p degerleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklari Hastanesinde, histopatolojik olarak
incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanist almis 100 olguda HER2/neu
ve EGFR onkogenlerinin kopya sayilarindaki artiglarinin ve gen amplifikasyonlarinin
FISH yontemiyle incelenmesi hedeflenmistir. Olgularin yaslar, cinsiyetleri, sigara
kullanimlarinin olup olmamasi, histopatolojik bulgulari, evreleri ve aile Oykiileri hasta

dosyalarindan temin edilmistir.

Incelemeye alinan tiimor dokularma sahip olgularm 32’si kadim, 68’i erkek olup,
yas ortalamasi1 58,98 + 3,4 olarak saptanmistir. Olgularin bir kismu sigara kullanicisi
olmakla birlikte ailede kanser Oykiisii bulunan olgular da mevcut olup bu dagilimlar

tablolarda ayrintili olarak belirtilmistir.

Tablo 4.1. Calisma olgularinin cinsiyet, sigara kullanimi ve aile Gykiisi

bilgilerine gore dagilimlari

N %
Cinsiyet
Kadin 32 32,00
Erkek 68 68,00
Sigara
Evet 90 90,00
Hayir 10 10,00
Aile dyKkiisii
Var 26 26,00
Yok 74 74,00
Toplam 100 100
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Tablo 4.2. Calisma olgularinin grade ve histopatoloji bilgilerine gore

dagilimlar
n %
Grade
1 2 2,00
2 12 12,00
3 86 86,00
Histopatoloji

Squamoz 46 46,00
Adenokarsinom 54 54,00

Toplam 100 100

4.1 Yonteme Iliskin Bulgular

Parafine gomiilii dokulardan 5 mikronluk kesitler halinde pozitif sarjli lamlara
fikse edilerek laboratuvarimiza gelmis olan 100 Ornek Once deparafinizasyon
isleminden gecirilmistir. Ikinci asama olarak floresan isaretli problar ile hibridize
edilmigtir. Hibridizasyon sonrast HER-2/neu ve EGFR genlerine 6zgili tasarlanan
problardan alinan sinyaller analiz edilmistir. Analiz edilen 100 olgunun 75’inden sonug

alimmigtir. Calismanin basar1 oran1 %75 olarak saptanmustir.

Analiz her genin ait oldugu kromozomun sentromer bdlgesine 6zgii proptan alinan

sinyaller ile gene 6zgili alinan sinyallerin literatiirde verildigi sekilde degerlendirilmesi

ile yapilmustir (8,19,33).
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Sekil 4.1. HER-2/neu geni ve sentromer 17 i¢in normal hiicrelere sahip bir olgunun

FISH goriintiisii (Cepl7 yesil sinyal, HER-2/neu kirmizi sinyal).

Sekil 4.2. HER-2/neu geni i¢in gen kopya sayis1 artisina sahip hiicreler ve normal

hiicrelerin bir arada oldugu bir olgunun FISH goriintiisti (Cep17 yesil sinyal, HER-2/neu

kirmizi sinyal).
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Sekil 4.3. HER-2/neu geni i¢in gen amplifikasyonuna sahip hiicrelerin bulundugu bir
olguya ait FISH goriintiisii (Cep17 yesil sinyal, HER-2/neu kirmiz1 sinyal).

Sekil 4.4. EGFR geni ve sentromer7 i¢in normal hiicrelere sahip bir olgunun FISH
goriintiisti (Cep7 yesil sinyal, EGFR kirmiz1 sinyal).
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Sekil 4.5. EGFR geni icin kopya sayis1 artigina sahip ve normal hiicrelerin de bir arada

bulundugu bir olgunun FISH goriintiisii (Cep7 yesil sinyal, EGFR kirmizi sinyal).
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Sekil 4.6. EGFR gen kopya sayis1 artisina sahip hiicreler ve gen amplifikasyonuna sahip
hiicrelerin bir arada bulundugu bir olgunun FISH goriintiisii (Cep7 yesil sinyal, EGFR

kirmiz1 sinyal).

4.2. Cahsmann Istatistiksel Bulgular

Calismamizda soz konusu parametreler ve hedef genlerin amplifikasyon
durumlart icin SPSS 13.0 istatistik programinda y” istatistik testi kullanilarak Fisher ve
Pearson’a gore p degerleri hesaplanmistir. Tiim bu parametrelere gore elde edilen
istatistiksel sonuglar, HER-2/neu ve EGFR genlerinin kopya sayilarindaki artigla bu

parametreler arasinda anlamli bir iliski bulunmadigini géstermistir.

Gere¢ ve yontem boliimiinlin degerlendirme alt bashiginda anlatilan sekli ile
analiz edilen 75 6rnegin 10’unda HER-2/neu gen bdlgesi icin ve 18’inde ise EGFR gen
bolgesi i¢in amplifikasyon tespit edilmistir. Yiizde olarak ifade edildiginde galigilan
olgularda HER-2/neu gen bolgesi icin %13.33, EGFR gen bdélgesi i¢in de %24,

amplifikasyon saptanmistir. Bu sonuclarin cinsiyet, sigara kullanimi, aile Oykiisii ve
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histopatalojik dagilimlarina gore istatistiksel verileri elde edilmistir. Bu verilere iliskin

hesaplanan p degerleri ¢izelge 4.3 ve ¢izelge 4.4” de verilmistir.

Tablo 4.3. Caligsma olgularinda FISH yontemi ile belirlenen HER-2/neu ve EGFR

genlerinin amplifikasyonlarinin olgularin cinsiyet, sigara kullanimi, aile dykiisii

bilgilerine gore dagilimlari

FISH Cinsiyet Sigara Aile oyKkiisii
(p=0.486) (p=0.,587) (p=0.452)
HER-2/neu Kadin Erkek Evet Hayir Var Yok
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Amplifikasyon 2 8 10 0 4 6
2.7) (10.6) (13.3) (5.3) (8.0)
Normal 22 43 57 8 17 48
(29.3) (57.3) (76.0) (10.6) (22.6) (64.0)
Toplam(n=75) 24 51 67 8 21 54
32) (68) (89.3) (10.6) (28) (72)
Cinsiyet Sigara Aile oyKkiisii
(p=0,889) (p=0,389) (p=0,238)
EGFR Kadimn Erkek Evet Hayir Var Yok
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Amplifikasyon 6 12 15 3 7 11
(8.0) (16.0) (20.0) (4.0) 9.3) (14.6)
Normal 18 39 52 5 14 43
(24.0) (52.0) (69.3) (6.6) (18.6) (57.3)
Toplam(n=75) 24 51 67 8 21 54
(32) (68) (89.3) (10.6) (28) (72)
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Tablo 4.4. Calisma olgularinda FISH yontemi ile belirlenen HER-2/neu ve EGFR

genlerinin amplifikasyonlarinin olgularin grade ve histopatoloji bilgilerine gore

dagilimlar
FISH Grade* Histopatoloji
(p=0,320)
HER-2/neu 1 2 3 Squamoz Adenokarsinom
(%) (%) (%) (%) (%)
Amplifikasyon 0 0 10 6 4
(13.3) (8.0) (5.3)
Normal 2 8 55 27 38
(2.6) (10.6) (75.3) (36.0) (50.6)
Toplam(n=75) 2 8 65 33 42
2 (10.6) (88.6) (44) (55.9)
Grade* Histopatoloji
(p=0,965)
EGFR 1 2 3 Squamoz Adenokarsinom
(%) (%) (%) (%) (%)
Amplifikasyon 1 2 15 8 10
(1.3) (2.6) (20.0) (10.6) (13.3)
Normal 1 6 50 25 32
(1.3) (8.0) (66.6) (37.3) (42.6)
Toplam(n=75) 2 8 65 33 42
(2.6) (10.6) (86.6) (47.9) (55.9)

*Veri sayisinin yetersizliginden dolayi istatistiksel test yapilamamustir.
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5. TARTISMA

Caligmamizda 100 olguda HER2/neu ve EGFR genlerinin kopya sayilarindaki

artiglarinin ve gen amplifikasyonlarinin FISH yontemiyle incelenmesi hedeflenmistir.

5.1. Parafine Gomiilii Dokularin Fikse Oldugu Preparatlardan Parafinin

Uzaklastirilmasi Protokollerinin Karsilastirilmasi

Caligmamizda parafine gomiilii dokularin sabitlendigi preparatlara FISH
yonteminin uygulanabilmesi ic¢in ilk basamak olarak deparafinizasyon islemi
uygulanmigtir. Depararafinizasyon iglemi FISH tekniginin gergeklesmesi igin ¢ok
onemli bir islem oldugundan bu basamak, teknigin ugulanmasindan daha zor olmustur.
Deparafinizasyon islemi i¢in birden fazla protokol denenmis, FISH y&ntemi icin en iyi
sonu¢ alinan deparafinizasyon protokolii uygulanmistir. Tiim bunlara ragmen bizim
calismamizda FISH yontemi ile olgularin %75°1 analiz edilebilmistir. Caligmamizdaki
gibi parafine gomiilii dokular kullanilarak yapilan ¢alismalarda FISH yontemi ile diger
amplifikasyon belirleme yontemleri birlikte uygulanmis ve karsilagtirilmistir. Bu
calismalarda, FISH analizi ile sonug¢ alinabilinen 6rnek yiizdesi 9%20-%90 arasinda

degismektedir ( 6,24,39,59,64 ).

Basarili bir FISH analizi i¢in preparat iizerine sabitlenen kesitler parafinden
arindirilmalidir. Ayn1 zamanda parafinden arindirilan kesitlerde FISH analizi i¢in yeterli

sayida ve kalitede hiicre bulunmalidir.

Ik olarak, bir ¢ok litaratiirde deparafinizasyon protokolii olarak uygulanan, Vysis
deparafinizasyon kiti protokolii kullanilmistir(14,30,47,62). Bu kitin kullanimindaki
protokol, preparatlarin 3 kez 10 dakika ksilol ile muamelesi ile baslar. Sonra %100’k
alkol ile 2 kez muamele edilir. Ardindan 3-5 dakika havada kurtulmaya birakilir.
Ardindan 0,2N’lik HCI soliisyonunda 20 dakika tutulur. Bunu takiben Vysis kit
icerisinde bulunan Wash Buffer soliisyonunda 3 dakika bekletilir. Yine ayni kit

icerisindeki Pretreatment soliisyonu 80°C’de 30 dakika inkiibe edilir. Bu inkiibasyon
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sonrast preparatlar Wash Bufferdan 5 ‘er dakika gecirilerek havada 3-5 dakika
kurulmaya birakilir. Ardindan yine kit igerisindeki proteaz kullanilarak 37°C’de 10
dakika inkiibe edilir. Preparatlar havada 3-5 dakika kurumasi sonrasi fiksasyon i¢in %
10’luk formalin igerisinde 10 dakika bekletilir ve yine havada 3-5 dakika kurutulur. Bu
protokoliin uygulandigi calismalarda basarili sonuglar elde edilmistir. Fakat bizim
calisgmamizda parafin tabakanin hiicrelerin iizerinden kalkmamasi nedeniyle etkin
hibridizasyon ger¢eklesmemistir. Bu sebeple uyguladigimiz bu deparafinizasyon teknigi

bizim ¢alismamizda basarili olmamuistir.

Ikinci olarak Park ve arkadaslarmin (57) meme kanserinde parafin kesitlere FISH
yontemini uygulayarak yaptiklar1 calismadaki deparafinizasyon protokolii denenmistir.
Bu literatiirdeki protokol Vysis deparafinizasyon kit protokoliindeki inkiibasyon
sicakliklarinin degistirilmesi ve ksilol basamaginin ¢ikarilmasi ile modifiye edilmistir.
Calismada uygulanan bu protokolle basarili sonu¢ alindigi halde bizim ¢aligmamizda

istenen basariya ulagilamamustir.

Caligmamizda Yedikule Gogiis Hastaliklar1 Hastanesi Patoloji Anabilim Dali’ndan
alinan rutin immiinohistokimyasal (IHK) boyama oncesi yapilan deparafinizasyon
protokolii de uygulanmustir. Bu protokol preparatlarin 45°C’lik etiivde bir gece inkiibe
edilmesi ile baslar. Sonrasinda 2 kez 10’ar dakika ksilol muamelesi ile devam eder.
Ardindan % 100°liik, % 80°lik ve % 70’lik alkol serilerinden 10’ar dakika gecirilerek
dehidratasyon yapilir. Bu protokolde ksilol siiresi her ne kadar uzun olsa da

deparafinizasyon FISH tekniginin uygulanabilmesi i¢in yeterli kalitede olmamustir.

Calismamizda yukarida belirtilen protokoliin son basamagi, 10mg/ml’lik stok
pepsin ile hazirlanmis enzim sollisyonunu eklenerek modifiye edilmis ve tekrar
denenmistir. Enzim, hiicreleri agiga cikartmakta gozle goriiliir bir fark saglamasina
ragmen hiicre aralarindaki bulutsu parafini yok edemediginden yontem calismamiz

adina FISH analizi icin kaliteli sonuca ulasilamamustir.

Pileri ve arkadaslarinin (61) yaptiklar1 caligmada parafine gomiilii dokulardan

parafini basingla uzaklastirmak i¢in dudiiklii tencere teknigi kullanilmistir. Bu
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deparafinizasyon yontemi 4 asamali bir islemdir. Birincisi genel deparafinizasyondur.
Bu asama 60°C’ lik etiivde 60 dakika inkiibasyon ile baslar. Ardindan 3 kez 5’er dakika
ksilol ile muamele edilir. Hidratasyon ikinci asamadir, 1 dakika absolii alkol ile
muamelenin ardindan 2 kez 1’er dakika % 96’lik alkole birakilir. Preparatlar akan
cesme suyu altinda 30 saniye tutulur. Uciincii asamada basingla parafini
uzaklagtirmadir. Burada diidiiklii tencere kullanilir. Tencere igerisine 1 litre distile su
konarak ayr1 bir kap i¢ine de lamlar konur. Lamlarin bulundugu kap icerisinde 1/10
oranida diliie edilmis sitrat buffer bulunur. Diidiikli tencere diidiigli kapali olarak 5
dakika kaynatilir. Hemen akabinde akan ¢esme suyu altinda sogutularak kapagi agilir ve
preparatlar distile suya alinir. Dordiinci asama enzim ile muamele asamasidir.
Preparatlar 37° C’deki su banyosunda 10mg/ml’lik pepsin soliisyonunda 10 dakika
inkiibe edilir. Ardindan distile suya konarak FISH teknigi uygulanir. Bizim
calismamizda bu protokolle FISH analizi bagariyla yapilabilmistir.

5.2. HER-2/neu ve EGFR genlerinin FISH Yéntemi Sonuclari ile Her iki

Geninde Beraber Cahsildig1 Literatiir Bilgilerinin Karsilastiriimasi

Bugiine kadar HER-2/neu ve EGFR genlerinin amplifikasyon, mRNA ve protein
ekspresyon miktarina iligkin farkli yontemler uygulanarak pek c¢ok sayida caligma
yapilmis ve genellikle sonuglar karsilastirilarak aralarinda iligki kurulmustur. Yapilan
caligmalarda amplifikasyon ve protein ekspresyonu arasinda genellikle uyum
gozlenmistir (14,24,39,47,57,62). Uyum gostermeyen c¢aligmalar gen mutasyonlarinin
ya da post transkripsyonel ve transkripsyonel mekanizmalarla genin amplifikasyondan
bagimsiz olarak protein ekspresyonuna yol actigi goriisiinde birlesmislerdir (15,59).
Bundan dolay1 bazi ¢alismalarda amplifikasyon yaninda mutasyonlarda arastirilmistir
(17,8,30,78). Bunun yani sira ¢alismalarda belirlenen hasta gruplarinda tirozin kinaz
inhibitdlerine cevap ile HER-2/neu ve EGFR gen amplifikasyonu birlikte
degerlendirilerek aralarinda iliski kurulmus hastalarin inhibitorlere karsi hassasiyeti
incelenmistir  (7,8,9,29,30,17,78). Meme kanseri tedavisinde HER-2/neu’nun
ekstraselliiler domainine baglanabilen bir monoklonal antikor olan transtuzumabin

HER-2/neu amplifikasyonu ile seyreden hastalarda yiiz giildiiriicii sonuglar vermesi ile
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bu konudaki calismalar basta akciger kanseri olmak iizere diger kanser tiirlerine de

kaymistir (10,12,57,70,75).

Capuzzo ve arkadaglarimin 2005 yilinda yaptiklar bir calismada KHOAK tanisi
almig toplam 102 hastada FISH yontemi ile hem HER-2/neu hem de EGFR genlerindeki
amplifikasyonlar1 incelenmistir. HER-2/neu gen amplifikasyon oran1 % 22,8 EGFR gen
amplifikasyonu ise %31 olarak tespit edilmistir. Calisma HER-2/neu ve EGFR gen
amplifikasyonu tespit edilen hastalarda da tirozin kinaz inhibitorlerinin hassasiyetine

yonelik olarak siirdiiriilmiistiir (9).

Ayni ¢alismada HER-2/neu amplifikasyonu bulunan hastalarin ¢ogunu kadinlarin
ve sigara igmeyenlerin olusturuldugu belirtilmis fakat istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ elde edilememistir. Bizim ¢alismamizda HER-2/neu amplifikasyonu saptanan
olgularin ¢ogu erkektir ve hepsi sigara igmektedir. Calismamiz ile bu ¢aligma arasindaki
fark bizim hasta grubumuzun ¢ogunlugunu sigara kullanan bireyler olusturmasi (%76)

ve ¢aligmaya katilan bireylerin kadin/erkek oranin azligindan kaynaklanabilir

Hirsh ve arkadaslarinin 2005 yilinda 81 bronkoalveoler karsinomlu hastada FISH
yontemi ile yaptiklar1 ¢aligmada %30 oraninda HER-2 gen amplifikasyonu, %32
oraninda da EGFR gen amplifikasyonu saptamiglardir. Bu hastalarda, HER-2
amplifikasyonlar1 ile survi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde
edilememisken EGFR amplifikasyonlu hastalarda gefitinib tedavisi ile survi arasinda
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ elde edilebilmis ve survinin uzadigi gosterilmistir.
FISH yonteminin gefitinib tedavisi uygulanacak hastalarin belirlenmesinde uygun bir

yontem olacagi ifade edilmistir (29).

Cappuzzo ve arkadaslar1 2007 yilinda KHOAK’li 190 hastada FISH yontemiyle
ille HER-2/neu ve EGFR genlerini birlikte incelemiglerdir. HER-2/neu gen
amplifikasyonunu  %28.8 oraninda, EGFR gen amplifikasyonunu ise %25 oraninda

saptamislardir. HER-2/neu ve EGFR amplifikasyonunun KHOAK lerinde kemoterapiye

51



verilen cevapla iligkili olmadigi belirtilen bu c¢alismada secilmis tirozin kinaz
inhibitorleri ile tedavinin standart kemoterapiye rakip olabilecegi ve bu konudaki

caligmalarin artirilmasi gerektigi belirtilmistir (7).

Bizim c¢aligmamizda 5 hastada (%6.6) HER-2/neu ve EGFR genlerinin her
ikisinde de amplifikasyon saptanmistir. Bu oran literatiirle karsilastirildiginda diisiik
gibi goriinse de calismamizdaki olgu sayisinin azli§i ve KHOAK ’lerinde her iki genin

birlikte degerlendirildigi calismalarin sinirli sayida olmasi ile agiklanabilir.

5.3. HER-2/neu Gen Amplifikasyonlarinin FISH Yéntemi Sonugclari ile

Literatiir Bilgilerinin Karsilastirilmasi (Cizelge 5.1)

HER-2/neu, insanda 17. kromozomun 17q11-q21 bolgesinde lokalizedir. 27 ekzon
icerir ve 185 kDA’luk bir transmembran glikoproteini kodlar. HER-2/neu tirozin kinaz
reseptorii olan bir transmembran proteinidir. Epidermal kékenli hiicrelerin biliylimesinin
diizenlenmesinde 6nemli yere sahiptir. Yaptigimiz calismada analiz edilebilen 75 tiimér
orneginin 10 tanesinde HER-2/neu gen amplifikasyonu (%13.33) saptanmistir.
Literatiirlerde HER-2/neu gen amplifikasyonlarin1 belirlemek ic¢in ¢ogunlukla FISH

teknigi kullanilmistir.

Caligmamizda ~ KHOAK’de  FISH  yontemiyle @ HER-2/neu  geninin
amplifikasyonlar1 arastirilmistir. Elde ett§imiz veriler, literatiirde benzer calismalarla

karsilastirilmistir.

Tan ve arkadaglarinin 2003 yilinda 131 KHOAK tanis1 almis hasta ile yaptiklar
calismada FISH yontemiyle %5.3 oraninda HER-2/neu amplifikasyonu saptamislardir.
Bununla birlikte Adenokarsinom ile gen amplifikasyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir sonuca ulagsmislar, gen amplifikasyonunun daha c¢ok adenokarsinomda
gozlendigini ifade etmislerdir. Bizim c¢aligmamizda HER-2/neu gen amplifikasyonu

daha ¢ok squamoz tipi tiimore sahip hastalarda (%8) gdzlenmis, histopatoloji ile gen
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amplifikasyonu arasinda anlamli bir istatistik iliski kurulamamistir. Bu farklilik

caligmamizdaki tiimdr heterojenitesi ve populasyon farkliliklari ile yorumlanabilir (74).

Nakamura ve arkadaglar1 2003 yilinda 50 KHOAK’li hastada FISH yontemi ile
yaptiklart ¢aligmada %44 HER-2/neu gen amplifikasyonu tespit etmistir. Bununla
birlikte bu ¢alismada meme kanserinden farkli olarak KHOAK’lerinde HER-2/neu gen
amplifikasyonunun diisilk grade de daha sik goriildiigii belirtilmistir (54). Bu bulgu
bizim calisma verilerimizle uyumlu degildir. Ancak ¢aligmamizda diisiik grade de olan
olgu sayisinin az olmasi bir etken olabilir. Diger taraftan bireysel farkliliklar ve tiimor

heterojenitesi ile de bu farklilik yorumlanabilir.

Pellegrini ve arkadaslar1 2003 yilinda KHOAK tani almis hastalarda FISH, IHK
ve Real Time Revers Transkripsyon PCR (RT PCR) tekniklerini kullanarak yaptiklar
caligmaya 115 hasta dahil edilmis, ancak 41 hasta FISH teknigi ile analiz edilebilmistir.
Bu 41 hastadan 9 ‘unda (%22) HER-2/neu gen amplifikasyonu tespit edilmistir.
Amplifkasyon oram1 %22 olarak bulunmustur. RT PCR yontemiyle ulasilan artmis
ekspresyon orani ise 115 hastada %41 olarak tespit edilmistir. FISH yontemi ile HER-
2/neu gen amplifikasyonu bulunan hastalarin tiimiinde RT PCR yontemiyle HER-2/neu
geninin mRNA ekspresyon artigi saptanmig. Ayrica FISH teknigi ile negatif bulunan
hastalarin 11’inde RT PCR mRNA miktarinda artis bulmustur. Bu farklilik
arastirmacilar tarafindan amplifikasyon disinda baska mekanizmalara dayandirilmistir

(59).

Zinner ve arkadaslari 2004 yilinda KHOAK tanis1 almig 360 hastada THK
yontemle %13 oraninda HER-2/neu gen ekspresyonu saptamistir (86).

Literatirde KHOAK hastalarda HER-2/neu gen amplifikasyonu oranlari %5.3 -
%44 gibi ¢ok genis bir yelpaze icerisinde konumlanmislardir (54,74). Bizim
calismamizda HER-2/neu gen amplifikasyonu i¢in FISH yontemi ile elde ettigimiz %
13,3’liik oran bu yelpazenin igerisinde yer aldigindan ¢alismamiz literatiirle uyumludur.
Bununla birlikte ¢alismamiz Tiirk popiilasyonunda HER-2/neu gen amplifikasyonun

KHOAK’1i dokularda arastirildig1 ilk ¢calisma olma 6zelligindedir.
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Tablo 5.1. HER-2/neu ve EGFR gen amplifikasyon sonug¢larinin litaretiir verileri ile

karsilastirilmast
Arastirmaci ismi KHOAK
FISH
(n)
HER-2/neu EGFR
Tan ve arkadaslari 131 %35.3 _
2003
Nakamura ve arkadaslar1 50 %44 _
2003
Pellegrini ve arkadaglari 41 %22 _
2003
Capuzzo ve arkadaslari 102 % 22,8 %31
2005
Hirsh ve arkadaslari 81 %30 %32
2005
Suzuki ve arkadaslar 181 _ %23
2005
Cappuzzo ve arkadaslari 102 _ %33
2005
Tsao ve arkadaglari 125 _ %47
2005
Dacic ve arkadaglari 196 _ %8.6
2006
Ruiz ve arkadaslar 44 _ %13.6
2006
Jeon ve arkadaslar1 262 _ %30.2
2006
Bozetti ve arkadaslari 28 _ %36
2007
Savic ve arkadaslar1 67 _ %32
2007
Dziadziuszko ve arkadaslar1 2007 102 %33
Sholl ve arkadaslar1 57 _ %12
2007
Cappuzzo ve arkadaslar1 2007 190 %28.8 %25
Bizim Calismamiz 75 %13.3 %24
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5.4. EGFR Gen Amplifikasyonlarimin FISH Yéntemi Sonuclar fle Literatiir
Bilgilerinin Karsilastirilmasi (Cizelge 5.1)

EGFR geni, insanda 7. kromozomun 7p11.2 bdlgesinde lokalizedir. 28 ekzonlu bir
gen olup, 170 kDA’ luk bir glikoprotein kodlar. EGFR tirozin kinaz aktivitesine sahip
transmembran bir proteindir ve hiicre dis1 sinyalleri hiicre i¢ine iletir. EGFR gen
amplifikasyonu 75 olgunun 18’inde (%24) saptanmistir. Yapilan ¢aligmalarda EGFR

gen amplifikasyonlarini belirlemek i¢in ¢ogunlukla FISH kullanilmugtir.

Suzuki ve arkadaglarinin 2005 yilinda 181 KHOAK hastasinda FISH yontemi ile
yaptiklart calismada %23 oraninda EGFR gen amplifikasyonu saptamislardir. Bu
calismada IHK analiz ile % 34 oranda EGFR protein ekspresyon artisi tespit edilmistir.
EGFR protein ekspresyonu ve amplifikasyonu arasinda anlamli iligki bulunmus ve
amplifikasyonlu hastalarin %74’iinde protein ekspresyon artig1 saptanmistir (73). Fakat
her iki parametre sonuglar ile hastalarin klinikopatalojik bulgular1 arasinda istatiksel
olarak anlamli bir iligki bulunmamistir. Bizim c¢alismamizda EGFR onkogen
amplifikasyonlarinin herhangi bir klinikopatalojik bulgular arasinda istatiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunamamustir.

Tsao ve arkdaslarinin 2005 yilinda KHOAK’li 125 hastada FISH yontemi ile
yaptiklar1 ¢alismada % 47 EGFR gen amplifikasyonu saptamiglardir. Calismada EGFR
amplifikasyonun adenokarsinomlu hastalarda daha yiiksek oranda bulundugu
bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda da EGFR amplifikasyonlar1 adenokarsinomlu
hastalarda daha fazla bulunmustur (Tablo 4.4.). Ayrica bu c¢alismada EGFR
amplifikasyonu saptanan hastalarda yine bir tirozin kinaz inhibitorii olan erlotinibe

amplifikasyon saptanmayanlara oranla daha iyi yanit alindig belirtilmistir (78).

Cappuzzo ve arkadaglarinin 2005 yilinda KHOAK’li 102 hastada FISH yontemi
ile yaptiklar1 ¢alismada %33 oraninda EGFR gen amplifikasyonu tespit edilmistir. Bu
calismada EGFR gen amplifikasyonu bulunan hastalarin gefitinib tedavisine anlamli

derecede olumlu cevap verdigi irdelenmis ve FISH yonteminin gefitinib tedavisine karar
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vermede kullanilabilecek etkili bir yontem oldugu ortaya konmustur (8). Bu ¢alismada
EGFR gen amplifikasyonu kadinlarda ve sigara igmeyenlerde daha ¢ok goriilmiistiir ve
bu bulgular istatistiksel olarakta anlamli bulunmustur. Bizim c¢alismamizda EGFR
amplifikasyonu daha ¢ok erkeklerde ve sigara icenlerde saptanmustir. Fakat bu durum
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu farklilik hasta grubumuzda sigara igcmeyen
bireylerin diisilk sayida bulunmasindan kaynaklanmistir. Yine de sigara igcmeyen
bireylerde de amplifikasyon saptamis olmasi ¢alismamizin bu ¢alismaya yakin sonuglar

verdigini gostermektedir.

Dacic ve arkadaslarinin 2006 yilinda 196 KHOAK’li hastada FISH yontemi ile
yaptiklar1 ¢aligmada 9%8.6 oraninda EGFR gen amplifikasyonu saptamiglardir.
Hastalarin klinopatolojik bilgileri ile EGFR amplifikasyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski kuramamislardir. Bu calismada ayrica IHK yontemle EGFR protein
ekspresyonu da arastirllmis ve FISH teknigi ile saptanandan daha yiiksek oranda
ekspresyon artist bulunmustur (%16). Bu durum amplifikasyon disinda baska
mekanizmalarin da EGFR proteininin  ekspresyonunun artmasimi etkiledigini
diisiindiirmiistiir. Calismada bu artisin sebeblerinin EGFR geninde meydana gelmis
mutasyonlar veya metilasyon gibi transkripsyonel ve miRNA’lar gibi post
trankripsyonel faktorlerin olabilecegi belirtilmistir. Yine bu ¢calismada IHK yonteminin
subjektif kriterlere dayandigi ve bu yilizden IHK yonteminin degerlendirilmesinde
standart kriterlerin olusturulmasi gerekliligi ortaya konmustur. Bu sebeple FISH
yonteminin EGFR gen amplifikasyonunun saptanmasinda daha dogru bir yontem

oldugu belirtilmistir (15).

Ruiz ve arkadaglar1 2006 yilinda 58 KHOAK’li hastada FISH ve Cromogenik In
Situ hibridizasyon (CISH) yontemleri ile EGFR gen amplifikasyonunu arastirmislardir.
Calismada 58 hastanin 44’tine FISH analizi yapilabilmis ve %13.6 oraninda EGFR gen

amplifikasyonu bulunmustur (64).

Jeon ve arkadaglarinin 2006 yilinda 262 KHOAK’li hastada FISH yontemi ile
yaptiklart calismada %30.2 oraninda EGFR gen amplifikasyonu tespit edilmistir.

Calismada EGFR gen amplifikasyonlar istatistiksel olarak sigara kullanan hastalarda
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sigara kullanmayanlara gore anlamli bulunmustur (40). Bizim calismamizda sigara
kullanim1 ile EGFR gen amplifikasyonu arasinda anlamli istatistiksel bir iligki
bulunmasa da amplifikasyonlarin ¢ogu sigara kullanimi olan olgularda goézlenmistir

(Tablo 4.3.).

Bozetti ve arkadaslar1 2007 yilinda 28 KHOAK'’li hastada FISH yontemi ile
yaptiklar1 calismada %36 oraninda EGFR gen amplifikasyonu saptamislardir. Bu
caligmaya 31 hasta alinmis ancak 28 hasta FISH yontemiyle degerlendirilebilmistir. Bu
caligmada da bizim karsilastigimiz deparafinizasyon zorluklar1 ortaya ¢ikmis ve 3 hasta

FISH yontemi ile degerlendirilememistir (6).

Savic ve arkadaslar1 2007 yilinda 75 KHOAK’li hastada FISH yontemi ile
yaptiklar1 caligmada %32,8 oraninda EGFR gen amplifikasyonu belirlemislerdir. 8 hasta

deparafinizasyon teknigine bagli nedenlerden dolay1 analiz edilememistir(66).

Sholl ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada FISH ve CISH
yontemlerinin her ikisiyle EGFR gen amplifikasyonlarini incelemisler ve her iki metotla
da %12 oraninda gen amplifikasyonu saptamisglardir. Calismada arasgtirmacilar EGFR
gen amplifikasyon diizeylerinin bilinmesinin klinik olarak verilecek inhibitor

tedavisinin planlanmasinda bilgi saglayabilecegini a¢iklamiglardir (68).

Yaptigimiz ¢alismada EGFR gen amplifikasyonunu, %24 oraninda bulunmustur.
Literatiirde EGFR gen amplifikasyonu ¢ok farkli oranlarda (%8.6-%47) belirtilmis olsa
da bizim calismamizda buldugumuz bu oran, literatiirlerde bulunan en diisiik ve en
yiiksek oranlar arasinda oldugundan literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Tablo 5.1).
Bununla birlikte ¢alismamizda EGFR gen amplifikasyonunun cinsiyet, grade, sigara
kullanimi, histopatolojik tant ve aile Oykiisiiyle anlamli istatistiksel bir iligki
saptanamamigstir.  Ayrica  ¢alismamiz, Tiirk popiilasyonunda EGFR  gen

amplifikasyonunun KHOAK de arastirilan ilk ¢aligma olma 6zelligini tasimaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calisgmaya KHOAK’de tiimdr dokusundan alinan histopatolojik olarak kanser
dokusu oldugu tespit edilmis, parafine gdmiilii kesitlerden 5 mikron kalinliginda pozitif
sarjli lamlara fiske edilmis 100 hastaya ait 0rnek dahil edilmistir. Preparatlar HER-2/neu
ve EGFR genleri i¢in FISH teknigi ile incelenmis, elde edilen verilerin literatiirle

uyumu karsilastirilmistir.

Calismaya dahil edilen 100 ornekten 75 tanesinde FISH teknigi ile sonug
almabilmigtir. 25 ornekte FISH teknigi Oncesi yapilan deparafinizasyon ydnteminin
zorluklarindan dolay1 yeterli kalitede ve sayida hiicreye ulasilamamistir. Bu kayip
calismamiz i¢in Ongoriilebilmistir. Zira pek ¢ok literatiirde calismaya alinan 6rnek
sayisindan daha az sayida O6rnegin FISH teknigi ile analiz edilebildigi gosterilmistir.
Deparafinizasyon, arsiv preparatlar1 kullanilarak yapilan FISH calismalarinda en zor ve
en Onemli basamaktir. Yaptigimiz c¢alismada deparafinizasyon islemi ig¢in birgok

protokol denenmis ve modifiye edilmistir.

Literatiirlerde de belirtildigi iizere parafine gomiilii dokularda gen ekspresyonu ve
amplifikasyonunu belirlemek i¢in uygulanan tekniklerin kullanildig1 calismalarda 6rnek
kaybinin en fazla goriildiigii teknik FISH yontemidir. Bu verilere dayanarak parafine en
duyarli teknigin FISH yontemi oldugunu sdylemek miimkiindiir. Parafin dokularda
FISH yonteminin uygulanabilmesi ic¢in hiicrelere ve hiicre igerisindeki genetik
materyale zarar vermeden hiicreler arasi parafinin uzaklastirilmasi ve bdylece DNA
hibridizasyonunun etkin olmas1 gerekmektedir. Parafinin tam olarak uzaklastirilamadigi
durumlarda yontemin analiz basamaginda, parafine yapisan problar, daginik sinyaller

seklinde gozlenip analizi giiglestirmektedir.
Arsiv dokulardan yapilacak FISH calismalarinda, deparafinizasyon basamaginin

zorlugu g6z Onilinde bulundurularak hedeflenen sayidan daha fazla 6rnegin calismaya

alinmasinin, miimkiin oldugunca ince kesitlerin tercih edilmesinin ve optimum sonuglar
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elde edilene dek farkli deparafinizasyon protokollerinin denenmesinin yararli olacagi

gorlisiindeyiz.

Caligmamazin sonucunda KHOAK’de HER-2/neu gen amplifikasyonu %13,3,
EGFR gen amplifikasyonu da %24 olarak bulunmustur. Bu sonugclar literatiir bilgileriyle

uyumlu olarak degerlendirilmistir.

Son yillarda epidermal biiyiime faktorii reseptorleri aktivasyonunu ve
fonksiyonunu bloke eden ¢esitli ajanlar gelistirilmistir. Gefitinib ve erlotinib klinik
yollarla test edilen ilk tirozin kinaz inihibitorleridir. Gefitinib ileri evre KHOAK
tedavisinde FDA onay1 alarak 3.sira kemoretarapi ajani olmustur. Lapatinib, EKB-596,
CI-1033, PKI-166 ve AEE-788’in de yer aldigi diger inhibitorler heniiz
arastirilmaktadir.  EGFR'ye  kars1  gelistirilmis  monoklonal  antikorlardan
Cetuximab(IMC-C225,Erbitux) ve HER-2/neu’ye karsi gelistirilmis monoklonal
antikorlardan Trastuzumab (Herceptin) ile calismalar devam etmektedir. Ancak bu
ilaclarin secilmis hastalarda daha etkin olabilecekleri belirtilmektedir. Bu amagla HER-
2/neu amplifikasyonunu belirlemede gelistirilen Herceptest isimli immiinohistokimyasal
yonteme dayanan testin, FISH yontemi ile dogrulanarak etken maddesi trastuzumab
olan herceptin isimli ilacin kullanilmasinin uygun olacagi hastalarin belirlenmesinde

etkili bir yontem oldugu saptanmustir (14,34,77).

Calisgmamiz Tiirk popiilasyonunda KHOAK'’li hastalarda HER-2/neu ve EGFR
genlerinin  amplifikasyonlarmin  aragtirildigt  ilk ¢aligma olma o6zelligindedir.
Calismamizdan elde edilen verilerin, daha da anlam kazanabilmesi i¢in hasta sayisinin
artirllmasi, hastalarin sag kalimlari, tedavi protokolleri ve hastaligin prognozu gibi
verilerin de eklenmesiyle c¢alismanin genisletilmesinin gerektigi diisiincesindeyiz.
Calismamiz ve belirttigimiz yonde yapilacak ¢aligmalar, {ilkemizde akciger
kanserlerinin tedavisi amaciyla, yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine ve bu

protokollerin klinikte kullanimlarina 151k tutacaktir.
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