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OZET

Akciger kanseri, tim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tiiriidiir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra Oliim nedenleri arasinda ikinci sirada yer

almaktadir.

Calismanin amaci, kantitatif Real-Time PCR yontemiyle akciger kanserinin de
icinde yer aldig1 ¢ok sayida tipte karsinogenezis siirecinde dnemli bir yere sahip olan
EGFR ve HER2/neu onkogenlerine spesifik olarak dizayn edilmis prob ve primerleriyle

bu gen bdlgelerinin amplifikasyonlarinin incelenerek ortaya konmasidir.

Calismaya Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklar1 Hastanesinde, histopatolojik
olarak incelenerek ‘akciger kanseri’ tanis1 almis 100 hasta dahil edilmistir. Her hastaya
ait parafine gédmiilii doku 6rneklerinden, kanser dokusu igeren 5 mikronluk kesitlerden

elde edilen DNA ornekleri calismaya alinmistir.

Calismada, Real-Time PCR ile kantitatif 6l¢timleri sonucu, akciger kanserli bu
dokularin % 18’ inde HER2/neu gen amplifikasyonu, % 26’ sinda EGFR gen
amplifikasyonlar1 belirlenmistir. Yapilan literatiir taramasinda da elde edilen bu

sonuglar literatiir verileriyle ¢ogunlukla uyumlu bulunmustur.

Sonu¢ olarak kantitatif Real-Time PCR yontemi, gen amplifikasyonlarinin
belirlenmesi i¢in kullanilabilecek hizli, giivenilebilir, ucuz ve nicel sonug verebilecek
bir yontemdir. Elde edilen tiim verilere gore bu yontem, gen amplifikasyonlarinin

belirlenmesine yonelik diger yontemler i¢in, bu amaca yonelik alternatif bir yontemdir.

Anahtar Sozciikler: Akciger Kanseri, EGFR, HER2/neu, Kantitatif Real-Time PCR



SUMMARY

Lung cancer has the leading mortality rate among all cancers and it is the second

most common cause of death following deaths from cardiovascular diseases.

This study was aimed to determine EGFR and HER2/neu oncogenes
amplification that is significantly involved in carcinogenesis in several cancer types
including lung cancers by using quantitative Real-Time PCR technique and probes and

primers which are designed specifically for this genes.

This study was performed by analyzing 100 archival samples which had been
previously examined histopathologically and diagnosed as “lung cancer” in Istanbul
Yedikule Gogiis Hastaliklar1 Hastanesi. DNA extracts from 5 micron paraffin-

embedded tissue sections which contain cancerous tissues were used as sample group.

In the study, HER2/neu and EGFR gene amplification measured quantitatively
and he amplification ratios were found % 11 and % 26, respectively. These findings

obtained in the study is compatible with the literature.
As a conclusion, it was determined that quantitative Real-Time PCR is a
technique which can give fast, cheap, reliable and quantitative results for gene

amplifications. This technique is an alternative technique for gene amplification

determination among other techniques used for this purpose.

Key Words: Lung Cancer, EGFR gene, HER2/neu gene, quantitative Real-Time PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser klinik tibbin en yaygin ve en ciddi problemlerinden biridir. Yapilan
istatistiksel caligmalar kanserin, populasyonun 1/3” iinden fazlasinda goriildiigiini,
oliimlerin %20 kadarindan sorumlu oldugunu ve gelismis tilkelerdeki toplam tibbi
bakim harcamalarinin %10 kadarini1 kanser tedavi harcamalarinin olusturdugunu
gostermistir. Akciger kanserinin yillik 1.2 milyon yeni vaka ile birlikte diinyada en

yaygin kanser tipi oldugu bu raporla agiklanmistir (45,77).

Akciger kanseri, tiim diinyada mortalitesi en yliksek kanser tiiriidiir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra o©liim nedenleri arasinda 2. sirada yer
almaktadir. 1996 yilinda ABD’de 64 bin kadin akciger kanserinden, 44 bin kadin
meme kanserinden 6lmiistiir. Tiim diinya ortalamasina baktigimizda akciger kanseri

erkeklerde birinci, kadinlarda da meme kanserinden sonra ikinci siradadir(20).

Ulkemizde resmi rakamlara gore her yil 20 bin-25 bin yeni akciger kanseri
ortaya c¢ikmakta ve bu rakamin 30 bin-40 bin’ e kadar ulasabilecegi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde akciger kanserlerinin ¢ogu erkeklerde goriilmektedir.
Ancak 1980’lerden sonra lilkemizde kadinlarda artan sigara tiryakiligi bu oram
hizla artirmaktadir. Saglik Bakanligi verilerine gore 1983-1989 yillar1 arasinda
iilkemizde kanser siklig1 32/100 bin’dir. Bunun % 26’ lik boliimiinii ilk siradaki
akciger kanseri olusturmaktadir.1991-1992 verilerine goére solunum sistemi
kanserlerinin orani, tiim kanserler i¢inde %43’ tiir. Yine ayn1 verilere gore yapilan

tahminlerde, gercek kanser sikligi 120-130 / 100 bin olmalidir(78).

Karsinojenik etkiler agisindan, sigara ve ¢ok daha az derecede diger cevresel
kotli  sartlarin, akciger kanserinin olugsmasinda etkili oldugu ve genetik
degisikliklerin meydana gelmesinden sorumlu olduguna iligkin gilicli bulgular

vardir. Akciger kanserinin ¢cogunun, sigara igme aligkanligina baglanmasina karsin,



agir sigara igicilerin yaklasik %20' sinde akciger kanseri olusur. Ailesel soy
agaciin analizi, akciger kanserinin diger kanserlerle birlikte belli ailelerde daha
cok goriildiglinii gostermistir. Bircok ¢alismada akciger kanserli hastalarin
ailelerinde, kontrollere nazaran 2-5 kat daha fazla akciger kanserine rastlandigi
gosterilmistir. Ailelerinde kanser hikayesi olan sigara tiryakilerinde akciger kanseri
riski, sigara i¢cmeyen ve aile hikdyesi olmayanlardan 30-47 kat daha fazladir.
Akciger kanserli hastalarin aile iiyelerinde sigara ile akciger kanseri ve diger
kanserlerin oranindaki artig, konagin karsinojenlere karsi duyarlilik ve direncini
etkileyen diger faktorleri akla getirmektedir. Bunlar, ¢evresel ve mesleki hava

kirliligi gibi faktorlerdir(33, 76).

Kanser, hiicrenin ¢ogalmasini, farklilagmasini ve sag kalimmi denetleyen
kritik genlerde gergeklesen degisimlerden kaynaklanir(42). Kanserde etkili oldugu
diisiiniilen tiim genler birlikte degerlendirildiginde 3 ana grup altinda toplanirlar.

Bunlar; onkogenler, tiimor siipresor genler, stabilite genleridir(79).

Kanser hiicrelerinin normal c¢ogalmasini, farklilagsmasini ve sag kalimim
diizenleyen mekanizmalarda ortaya ¢ikan bozukluklar kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu ve invaze olabilme yetenegi ile sonuclanir. Karsinojenik
mutasyonlar, siklikla hiicrelerin apoptozis ve hiicre siklusunun kontrol yolunda yer
alan genleri etkileyebilmektedir. Normal regiilator gen {irtinleri, hiicre sayisinin

artmasi ya da hiicre sayisi artiginin inhibe edilmesine gore gruplandirilir(1,9,57).

Birinci grubu olusturan onkogenlerin aktivasyonu ile iligkili meydana gelen
degisimlerin yaninda, ¢esitli biiyiime faktorii ve reseptorlerini kodlayan ve bazi
akciger kanseri tiirlerinde ekspresyonlar1 artmis olan bazi hiicre i¢i sinyal ileticileri
ve niikleer transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir. Bu grupta diger bir¢ogunun
yaninda epidermal biiyiime faktorii reseptorleri (EGFR) yer alir. EGFR, tirozin
kinaz aktivitesine sahip bir transmembran protein olup hiicre dis1 sinyalleri hiicre
icine iletir. EGFR ailesi, sinyal yolaklarinin aktivasyonunun kontroliinde gorev

alan, normal gelisim siirecinde rol oynamakla beraber, 6nemli bir kismini kanserin



teskil ettigi birgok hastalikta aktivasyonlarinin veya asir1 ekspresyonlarinin iliskisi

tespit edilmistir(29).

Calismamizda, niikleik asit miktarini kantitatif olarak Olgebilen ‘kantitatif
Real-Time PCR yontemi kullanilmistir. Higuchi ve arkadaslarmin 1992 yilinda
gelistirdikleri Real-Time PCR teknigi ile DNA dizileri es zamanli olarak
cogaltilmis ve belirlenebilmis, reaksiyon siireci boyunca, olusan iirliniin miktarini
Real-time PCR sirasinda gozlemek miimkiin olmustur. Amplifikasyonun her
basamaginin takip edilebilmesi, Real-time PCR’ 1 6zel kilan en 6nemli 6zelligidir.
Amplifikasyon egrileri iizerinden tiim amplifikasyon profili gézlenebilmektedir. Bu
imkan reaksiyon i¢in kullanilan primerler ve hedefe 6zgii florasan isaretli problar ile

saglanmaktadir(31,67).

Calismamizda EGFR ve HER-2/neu onkogenlerine 6zgii dizayn edilmis
primer ve prob ciftleri kullanilarak, akciger karsinojenezinde 6nemli bir yere sahip
s0z konusu onkogenlerin kopya sayilarindaki artislar veya gen amplifikasyonlarinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Elde edilen verilere gore Tiirk populasyonunda kiiclik
hiicreli olmayan akciger kanserlerinin tiirlerine gore etyolojisinde yer alan bu
genlerdeki amplifikasyonlar incelenmistir. Yontemin ayn1 amaca yonelik tekniklere
gore avantajlart arasinda; daha diisik maliyetli, hizli bir yontem olmasini,

sensivitesinin ve spesifitesinin yiiksek olmasini sayabiliriz.



2. GENEL BIiLGIiLER

Kanser, klinikte goriilen en yaygin ve en ciddi hastaliklardan biridir. Yapilan
istatistiksel calismalar, kanserin toplumlarin yaklagitk 1/3° nden fazlasinda
goriildiigiinii, oliimlerin % 20’ den fazlasindan sorumlu oldugunu gdstermistir.
1990-1995 yillar1 arasinda en sik 2. 6liim sebebi kanser olmustur. Gergek kanser
mortalitesi daha yiiksek olmasina ragmen 1995 verilerine gore Tirkiye’de kanser
mortalitesi 100 bin’ de 67.7 bulunmustur. Son zamanlarda kanserin etyolojisi,
patogenezi ve tedavisindeki umut verici gelismelere ragmen halen tiim diinyada ve
iilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en Onemli mortalite

nedenidir(45,74,81).

2.1. Kanserin Tanim

Kanser tek bir hastalik olmayip, daha c¢ok bir kitle ya da tiimdr olusumuna
yol actigmi bildigimiz kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla karakterize edilen
neoplazinin daha kesin formlarini tanimlamak ic¢in kullanilir. Neoplazinin kanser
olabilmesi i¢in kontrolsiiz biiytimesi, komsu dokular1 istila edebilmesi veya
metastaz  Ozelligine sahip olmas1 gerekmektedir. Kanser birbirini izleyen
degisiklikler sonucu giderek malign sekle doniisen ¢ok asamali bir siiregtir.
Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik, kanser hiicrelerinin siirekli
kontroliiz ¢cogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davraniglarini kontrol
eden sinyallere, dogru tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz bicimde ¢ogalmay1 ve
boliinmeyi siirdiirerek, normal doku ve hiicreleri istila ederek metastaz 6zelligi
kazanirlar. Prolifere olan hiicreler, hiicre siklusuna girer ve mitoza ugrarlar.
Programlanmis hiicre 6liimii nedeniyle olusan hiicresel yok olus ise apoptozis ile
gergeklesir. Apoptozis mekanizmasinda bir bozukluk meydana geldiginde hiicre
cogalmasi ile hiicre 6limi arasinda bir dengesizlik meydana gelir ve anormal hiicre

birikimi meydana gelir. Tim bu mekanizmalar, gen iiriinleri olan proteinler



tarafindan diizenlendiginden, bir gendeki baskalasim o genin kodladigi proteinin
iretilememesi, yanlig iiretilmesi, normalden az ya da ¢ok iiretilmesi ile sonuglanir.
Sonug olarak, ilgili proteinlerin rol aldigi mekanizmalarda normalden sapmalar

ortaya ¢ikar(9,33,45,66).

2.1.1. Cok Asamah Kanser Gelisim Siireci

Kanserin gelisim siireci ‘karsinogenez’ olarak adlandirilir. Karsinogenez ¢ok
asamal1 bir olaydir ve baslangicinda 6ldiiriicii olmayan bir genetik hasar yatar. Bu
genetik hasar kansere yol acan ajanlara ya da karsinojenlere maruz kalinmasiyla
ortaya cikabilir ancak hemen timdr olusumuna sebep olmaz. Kimyasal madde,
radyasyon gibi karsinojenlerin veya viriislerin etkisiyle hasara ugrayan tek bir

hiicre, bir dizi olay zinciri sonrasinda tiimor gelisimine sebep olur(9,33,45).

Edinsel (cevresel) DNA ]-*—> NORMALHUCRE
hasar vapan lakiérier: - : :
. Kimyasal maddeier
. radyasyon
- virasler

Basarh DNA
Tamiri

i
*

DNA tamirinde Kahtsal mutasyoniar:
yetersizlik

Somatik hiicrelerin
genomundaki
mutasyoniar

PU—

_— l ~—

BuyUmeyi uyaran Apoptosisi Kanser shpresdr
aenlerde diizenleyen genterde
aktivasyon aenlaerde dedisiklik inaktivaoyon

Degismis gen Urinleri ekspresyonu ve
dizenieyici gen Granieri kaybi

Klonzal genisieme
Ek mutasyonlar (ilerleme)
Heterojenite

Malgin neoptasm

Sekil 2.1: Kanser gelisim siirecinin temel bir semast (KUMAR,V.; COTRAN,R.S;
ROBBINS,S.L.; Robbins Temel Patoloji, 6’ inc1 baski, Nobel Tip Kitabevi, 2000, syf:146’

dan alinmugtir).

Kanser, tek bir mutant atadan gelen anormal hiicre populasyonunun

mutasyon ve dogal seleksiyonun birbirini takip eden dongiilerinin sonucudur. Her



asamada, bir hiicre yeni bir mutasyon kazanir ve mutasyon ona diger hiicreler
karsisinda bir segicilik ya da istiinlik saglar. Bu durum ona bulundugu ortamda
yasamini daha kolay devam ettirebilme sans1 kazandirir. Ilerleyen tiimoriin ortam
sartlar1 giiglesip, oksijen ve besin miktar1 azalabilir ve biiyiimesi ¢evredeki normal
dokular tarafindan engellenebilir. Buna ragmen ortama iyi adapte olabilen kanser
hiicrelerinin dolleri boliinmeye devam eder ve gelismis lezyon baskin hale gelir.
Boylece tiimdr artik bilyiimeye baslar. ilerleme siirecinde ek olarak ortaya
cikabilecek yeni mutasyonlar kanser hiicrelerinin iyice biiylimesini saglayacaktir.
Bu mutasyonlarin bir bolimii hiicreye daha hizli ¢cogalma gibi belirli avantajlar
kazandirir, bu hiicrelerden tiireyen ve s6z konusu avantaja sahip olan yeni hiicreler
timor toplulugu iginde gittikge daha baskin nitelik kazanirlar. Kanser hiicrelerinin

bu gelisimi bu dl¢iide sansa kalmaktadir(1,9).

Hiicresel olaylarin karmasik ve birbirine bagli yollarla kontrol ediliyor
olmasi, kanser olusumu i¢in ¢ok sayida mutasyon gerceklesmesini gerektirir.
Hiicreler kendi davraniglarini yanligsiz olarak kontrol ederler, bunun i¢in de ¢ok
fazla diizenleyici mekanizma kullanirlar. Hiicrelerin malign bir karakter kazanip bu
sinirlandirmalar1 ve engelleri asabilmesi i¢in tiim diizenleyici mekanizmalarin
bozulmasi gerekir. Kanserin ilerleme siireci boyunca kanser hiicreleri her asamada
daha genis alanlara yayilmasina ragmen her seferinde yeni engellerle karsilasirlar.
Ornegin hiicreler uzunluk olarak bir veya iki milimetreye ulastiklarinda oksijen ve
besin yetersizligi ile karsilasirlar. Kanser hiicreleri bu noktada gerekli kaynaklara
ulasamazlar. Ancak her yeni engele karsi ek bir mutasyon kazanarak icinde

bulunduklar gii¢liigiin tistesinden gelirler(1).

2.1.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢cogalmasi, hiicre ¢ogalmasini diizenleyen

mekanizmalar1  etkileyen degisikliklerin  birikmesinin =~ sonucudur. Kanser



hiicrelerinde, hiicrenin normal c¢ogalmasini, farklilasmasim1i ve sag kalimini
diizenleyen mekanizmalarda anormallikler goriliir. Biitin bunlar bir araya
geldiginde, kanser hiicresinin bu karakteristik 6zellikleri malinitenin hiicresel

diizeyde tanimlanmasini saglar(9).

Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi, yogunluga bagli inhibasyondan etkilenmez.
Normal hiicrelerin ¢ogalmasini durduran sinyallere uymasi yerine, kanser hiicreleri
kontrolsiiz ¢ogalma davranislarini siirdiirerek, yogunlugun artmasina ragmen
cogalmaya devam ederler. Kanser hiicreleri, hiicre dis1 biiylime faktorlerine daha az
gereksinim duyarlar. Bazi durumlarda kanser hiicreleri ¢cogalmak i¢in gerekli olan
biiyiime faktorlerini kendileri de salgilayabilir. Bunlar digsinda hiicre-hiicre
etkilesimleri agisindan normal hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki en Gnemli
fark kontakt inhibasyondur. Normal hiicreler, hiicre-hiicre temasi sonucunda
hareket etmeye ve ¢ogalmaya son verirken, kanser hiicreleri cogalmay1 inhibe eden
bu temasa karst duyarsizdir. Kanser hiicreleri, hiicre dis1 matriks bilesenlerini
parcalayan ve komsu dokunun igine yayilima olanak veren proteazlar, anjiogenezi
hizlandiran biiylime faktorleri salgilarlar. Kanser hiicrelerinin bir baska genel
ozelligi ise normal farklilasma programini izlemek yerine, siirekli aktif bicimde
cogalmalar1 ile uyumlu olarak, farklilagmanin erken asamalarinda kalmalaridir.
Birgok hiicre tiirlinde farklilagmanin temel Ogelerinden olan apoptoz kanser
hiicrelerinin ¢ogunda goriilmez. Buna ek olarak kanser hiicreleri telomeraz
enziminin ekspresyonu sayesinde, sinirsiz replikasyon yetenegine de sahiptir.
Boylece anormal sag kalim ve cogalma yetenegi sayesinde kanser hiicrelerinin

siirsiz ¢ogalmasi miimkiin olur(9).

2.2. Kanser ve Genetik Yapisi

Neoplastik hiicrelerde genetik aberasyonlar ilk kez 1914 yilinda ortaya atilan
‘neoplazinin tek bir hiicrede kazanilmis genetik degisikliklerle olustugu’ kavrami

cok sayida deneysel veriyle desteklenmis olup, kanser farkli formlariyla hiicresel



boliinmeyi kontrol eden normal genetik mekanizmanin bozulmasiyla karakterize
edilmektedir. Kanser hiicrelerindeki genetik sapmalar hiicresel genomun farkli

organizasyon diizeylerinde gerceklesmektedir(39).

Hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimiinii kontrol eden ¢ok cesitli genler
bulunmaktadir. Kanserin baglangicinda  farkli  tiirlerde  genlerin  varlig

bildirilmektedir. Bu grupta yer alan genler:

» Hiicre proliferasyonunda sinyal iletiminde yer alan proteinler,
» Kontakt inhibasyonun olusumunda yer alan hiicre komponentlerini kodlayan
genler,

» Mitotik siklus regiilatorlerini kodlayan genler,

A\

Programlanmis hiicre 6liim komponentlerini kodlayan genler,
» Mutasyonlarin tanimlanmasi ve tamirinden sorumlu olan proteinleri

kodlayan genlerdir.

Kanserin sporadik olarak bireylerde izlenmesine veya herediter bir 6zellik
gostererek bir ailenin bazi fertlerinde tekrar edilmesine bakilmaksizin, kanser
genetik bir hastaliktir. Kanser ile diger genetik hastaliklar arasinda temel iki
farklilik bulunmaktadir. Bunlardan birincisi kanserin ¢ogunlukla somatik hiicrelerde
meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmasidir. Buna karsin diger genetik
hastaliklar sadece germ hiicrelerinde meydana gelmis bir mutasyon sonucu ortaya
cikar. Tkinci temel farklilik, kanserin tek bir mutasyon sonucu ortaya ¢ikmamasidir.
Kanserin ortaya c¢ikmasi igin, kanserin tipine bagl olarak {i¢ mutasyondan yirmi
mutasyona kadar daha ¢ok mutasyonun birikimi s6z konusudur. Kanserle iligkili
genlerdeki ilk mutasyon neoplastik siirecte klonal bir gelisimin baslangict
sebebiyledir. Bu genlerdeki germline mutasyonlar, kanser yatkinliginin sebebi
olurlar. Aslinda kanser olma durumu degil, yatkinlik s6z konusudur. Boyle bir
durumda bu mutasyonlara sahip bir birey neoplastik siirecin baslangicina da
yatkindir ve bu sebepten dolay1 bu bireyde sik gelisme olasiligi bulunan ¢ok sayida
tiimor daha erken yasta meydana gelebilir(35,45,79).



Mutasyonlarin birikimiyle malignensiye dogru gelisim bagkalagim sikligina
baglhidir. Bagkalasim sikligi ¢evredeki mutajenlerden dolayr veya hiicre i¢i
defektlerden dolay1 fazla olabilir. Ultraviyole 1sin sebebiyle DNA’ da olusan bir
hatanin DNA tamir mekanizmalarinda olusturdugu defektlerden dolay1 ortaya ¢ikan
bir genetik hastalik olan Xeroderma Pigmentosum’lu bireyler bu durum i¢in iyi bir
ornektir. Ilgili genlerdeki baskalasimlar nedeniyle ultraviyole 1smn orjinli DNA
defekti tamir edilememektedir. DNA tamiri ve replikasyon hatalarindan dolay1
kansere yatkinligin séz konusu oldugu diger genetik hastaliklarda da (Fankoni
Anemisi, Bloom Sendromu) gen defekti germ hiicreleri tarafindan tasindigindan
sonraki jenerasyonlara aktarilir. Bu nedenle bu bireylerde farkli kanser tiplerinin
gelisimi s6z konusudur ve normal populasyona gore riskleri ¢ok daha yiiksektir.
DNA metabolizmasindaki benzer genetik defektler somatik hiicrelerde de olusabilir.
Bu bireylerde yeni gen degisimlerinin goriilmesi degisim oranini artirmakla birlikte

bireylerde kanser gelisme riskini de arttirmaktadir(1,16,35).

2.2.1. Kanser Olusumunda Etkili Genler

Insan kanserlerinde siirekli degisime ugrayan 100’{iin iizerinde gen
tanimlanmistir. Buna ragmen kesfedilmeyi bekleyen daha ¢ok sayida gen oldugu
asikardir. Bu genlerin tamami, mutasyonlar1 kanserin sebebine katkida bulunan
genlerdir. Kanser, hiicrenin ¢ogalmasini, farklilagmasini ve sag kalimini denetleyen
kritik genlerde gerceklesen degisimlerden kaynaklanir(1,9). Kanserde etkili oldugu

diisiiniilen genler 3 ana grup altinda toplanirlar:

1- Onkogenler
2- Timor stipresor genler

3- Stabilite genleri(78)



Kanser hiicrelerinin normal ¢ogalmasini, farklilasmasin1 ve sag kalimini
diizenleyen mekanizmalarda ortaya ¢ikan bozukluklar kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu ve invaze olabilme yetenegi ile sonuglanir. Karsinojenik
mutasyonlar siklikla hiicrelerin apoptozis ve hiicre siklusunun kontrol yolunda yer
alan genleri etkileyebilmektedir. Normal regiilator gen {irlinleri, hiicre sayisinin

artirllmasi ya da hiicre sayisi artiginin inhibe edilmesine gore gruplandirilir(1,9,57).

2.2.1.1. Onkogenler

Onkogenlerin kokeni hakkindaki ilk ipucu, yiiksek derecede onkojenik
viriislerin izolasyon seklinden elde edilmistir. Retroviral onkogenlerin olusmasina
onciiliik eden hiicresel genlere ‘protoonkogen’ adi verilmistir. Bunlar hiicrede
onemli rol oynayan, genellikle hiicrenin normal ¢ogalmasini denetleyen sinyal
yollarinda gorev yapan genlerdir. ‘Onkogenler’ ise bu protoonkogenlerin mutant

eksprese olan sekilleridir(9).

2.2.1.1.1. Protonkogenlerin fonksiyonlar:

Protoonkogenlerin saglikli hiicrelerdeki gorevleri Onem tasidigindan
baskalagima wugradiklarinda zararli hale gelirler. Sinyal iletiminin, hiicresel
farklilagsmanin ve hiicre proliferasyonunun kontroliinde iistlendikleri rol ile onkogen
tirtinlerinin normal fonksiyonlarinin kaybi, hiicresel diizeyde birbirleriyle iliskilidir.
Sinyal iletimi hiicre membranindan sitoplazmaya ve niikleusa kadar giden karmasik

ve ¢ok basamakli bir islemdir.

Protoonkogenlerin protein {irlinleri, temel biyolojik olaylar1 diizenlerler.
Protoonkogenler sinyal iletiminde 3 temel noktada fonksiyoneldir. Birincisi,

ATP’nin fosfat grubunun transferi ile proteinlerin serin, treonin ve tirozin
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aminoasitlerinin  fosforilasyonudur. Bu durum protein konfigiirasyonunda
degisiklige yol acarak proteinin kinaz Ozelligini aktive eder. Bdylece sinyal
iletimini saglamaya yonelik hedef proteinler i¢cin baglanma bolgeleri olustururlar.
Bu durum EGF (Epidermal biiylime aktorii) ailesi protoonkogenleri i¢in 6rnek tegkil
eder. Ikincisi, RAS ailesi protoonkogenleri igin bir 6rnek teskil eden GTPaz’ lardr.
Bunlar GDP/GTP déngiisiinde araci olarak gérev yaparlar. Ugiinciisii ise, niikleus
icinde yerlesmis olan proteinleri kapsar. Bunlar gen ekspresyonu, DNA

replikasyonu ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorev yaparlar(46).

2.2.1.1.2. Onkogenlerin aktivasyon mekanizmalar:

Onkogenlerin aktivasyonu, hiicresel protoonkogenlerdeki degisimleri
kapsar. Bu genetik degisimlerin getirdigi sonuglar da hiicre i¢in bir biiylime avantaji
saglar. Insan neoplazmilerinde yer alan onkogenleri ii¢ genetik mekanizma aktive
eder. Mutasyonlar, gen amplifikasyonlar1 ve kromozom yeniden diizenlenmeleridir.
Bu mekanizmalar protoonkogen yapisinda bir takim degisimlerle veya

protoonkogen ekspresyonundaki artislarla sonuglanabilir(32).

2.2.1.1.2.1. Delesyon-nokta mutasyonlart

Tek baz degisimleri, delesyonlar ve insersiyonlar gibi cesitli mutasyon
tipleri aktive olan protoonkogenlerin 6zelliginden kaynaklanir. Buna karsin insan
timorlerinde karakterize bir¢ok onkogen mutasyonlari tek baz degisimlerinin sebep

oldugu protein iginde yer alan tek bir aminoasidin degisimidir.
Nokta mutasyonlar1 daha c¢ok ras ailesi (K-ras, H-ras ve N-ras)
protoonkogenlerinde belirlenmistir. Belirlenmemis insan tiimdrlerinin yaklasik

olarak % 15-20° sinin bir ras mutasyonu tasiyabilecegi tahmin edilmektedir.
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Calismalarda ras ailesi iiyelerinin mutasyonlarinin sikligi gosterilmis olup, cok
cesitli insan tiimorlerinde farkli nokta mutasyonlart saptanmistir. Ras mutasyonlari

sonucu ras proteininin sinyal iletim fonksiyonu aktive olur.

Aktive olan nokta mutasyonlarina diger bir 6rnek multiple endokrin neoplazi
tip 2A sendromu ile sonuglanan ret protoonkogenindeki nokta mutasyonudur. Ret
reseptoriiniin jukstramembran domaininde yerlesmis sisteinlerden birini etkileyen
germline nokta mutasyonlari, reseptoriin tirozin kinaz aktivitesinin ligand
baglanamamasina sebep olmasina yol acan onkogenik bir problem olarak

bulunmustur(32).

2.2.1.1.2.2. Gen amplifikasyonlart

Protoonkogenler, genin ¢ok sayida kopyasinin olugmasi ile aktive olurlar.
Kisaca gen amplifikasyonu hiicre i¢indeki genomda yer alan genlerin artig1 olarak
ifade edilebilir. Bu mekanizma, hiicreler c¢evresel stresle karsi karsiya kaldiklar
durumda dahi hiicrelerin devamli olabilme o6zelligine sahiplerdir. Gen
amplifikasyonu genomik DNA’nin gereginden fazla replike olmas1 sebebiyle ortaya
cikar ve genellikle homojen olarak boya alan bolgeler (HSR) veya double-minute
kromozomlar (DM) olarak ifade edilen karyotipik bozukluklara sebep olur. DM
kromozomlar, sentromer i¢inde yer alan mini kromozom yapilar ile karakterizedir.
HSR’ ler ise kromozom iizerinde koyu ve acik renkte boyanan bandlarin normal
goriintiinlin disina ¢ikilmasi ile ortaya ¢ikan kromozom segmentleridir. DM’ ler ve
HSR’ ler genin birka¢ binden fazla kopya sayisinda genomik DNA bolgeleri
icerdigini gosterir. Amplifikasyon hiicre biiylimesi i¢in segici bir avantaj saglayarak
genlerin ekspresyonunun artmasina yol agar. Gen amplifikasyonu bir hiicrede
onkogen kopya sayisinm1 birka¢ kattan birkac yiiz kata kadar arttirabilir. Bu durum
ise karsilik gelen onkoproteinin ¢ok miktarda {retilmesi ile sonuglanir. Bu

degisimler tiimorlerin yaklasik %10’ ununda genellikle erken dénemden ¢ok ge¢
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donemde goriiliirler. Spesifik protoonkogenlerin amplifikasyonu kesin tiimorlerin
ozelliklerini yansitabilir ve MYC gen ailesinde siklikla goriiliir. Ornegin N-MYC
ndrobalastomlarm %30’ unda amplifiyedir. Insanda akcigerin kiiciik hiicreli
karsinomlarinda ayrica N-MYC, ¢c-MYC ve L-MYC gen amplifikasyonalarinin
oldugu da gdosterilmistir(32,46).

2.2.1.1.2.3. Kromozom yeniden diizenlenmeleri

Tekrar eden kromozomal yeniden diizenlenmeler siklikla solid tiimorler
olarak smiflandirilan hematolojik malignensilerde belirlenmistir. Hematolojik
malignensilerde yeniden diizenlenmeler iki fakli mekanizma ile ortaya ¢ikar. Bunlar
protoonkogenlerin transkripsiyonel aktivasyonu ve fiizyon genlerinin olusumudur.
Transkripsiyonel gen aktivasyonu, T-hiicre reseptdr geni veya immiinoglobulin
genlerinin  bir protoonkogene yakin pozisyona yerlesmesi ile yeni bir
diizenlenmeyle sonuglanan bir mekanizmadir. Iki farkli gen bolgesi iginde
kromozomal kirik noktalari olustugu zaman kromozomal yeniden diizenlenmeler ile
fiizyon genleri meydana gelir. Bir genin bast ile diger genin son kisminin bilesik
olarak yapilanmasina sebep olur. Bu sekilde degiserek ortaya ¢ikan fiizyon genleri
kimerik proteinler kodlar ve birlesimde yer alan her iki gen de kimerik

onkoprotenin degisen akitivitesi i¢in katki saglar(32).

2.2.1.1.3. Onkogen iiriinlerinin tipleri

1-Biiylime faktorleri: Hiicre dongiisiiniin baslamasit ile sona ermesi
arasindaki evre gecislerini kontrol eden yapilar ‘bliyiime faktorleri’ olarak

adlandirlir.
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2-Biiyiime faktorii reseptorleri: Onkogenlerin bir¢ogu biiyiime faktorii
reseptorlerini kodlayan proteinleri iiretir. Bu reseptorlerin 6zelligi hiicrenin normal
kontrol mekanizmalarinin ilerlemesini saglayan tirozin kinaz domainlerine sahip
olmalaridir. 40’tan daha fazla tirozin kinaz oldugu belirlenmistir. Bunlar iki temel

tip ayrilabilirler.

a) Hiicre membran1 boyunca uzananlar (biliylime faktdrii reseptdr tirozin
kinazlar).

b) Sitoplazma i¢inde yer alanlar (tirozin kinaz reseptorii disindakiler).

3-Intraseliiler sinyal iletim faktorleri: Intraseliiler sinyal iletim faktorlerini

farkli iki tipi belirlenmistir.

a) GTPaz aktivitesi olan proteinler

b) Sitpolazmik serin tirozin kinazlar

4-DNA’ya baglanan proteinler: Spesifik transkripsiyon faktorlerini
kodlarlar. Yakinlarinda bulunan DNA dizilerinin aktivasyon veya inaktivasyonunu

saglayarak gen ekspresyonunu diizenlerler.

5-Hiicre dongiisii faktorleri: Kanser hiicrelerinin boliinme ve biiyiimelerinin
artmasiyla veya hiicre Oliimiiniin azalmasiyla sayilar1 artar. Hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi boyunca iki noktada diizenlenme olur. G1’den S fazina gegip, S fazinda
DNA sentezlenmeye baslanacagi zaman birinci diizenlenme noktasidir. G2’den
mitoza (M) gecmeden siklin bagimli kinazlar kontrolii yapar. Hiicre dongiisiiniin
regiilasyonundaki bozukluklar, biiylime faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri,
GTPaz’ lar, niiklear proteinler veya baskilayic1 faktorlerin kaybi siklin bagimli

kinazlarin aktivasyonuna sebep olur(46).
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2.2.1.2. Tiimor siipresor genler

Tiimor siipresor genlerin kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu kontrol etme ve
inhibe etme yetenegi vardir. Bu yetenegi ancak ilgili genin her iki allelinde de
baskalasim olmasi durumunda kaybolur. Bu durumu ifade eden hipotez, “Knudson
hipotezi” olarak adlandirilmistir. Gliniimiizde bu goriis tek bir tiimor slipresér genin
iki kopyasinin da fonksiyon kaybina neden olan hem herediter hem sporadik

kanserler i¢in temel kabul edilen bir model olusturur.

[Ik tiimdr baskilayict gen, ender goriilen bir ¢ocukluk timérii olan
retinoblastomun incelenmesiyle tanimlanmistir. Knudson, retinoblastom gelismesi
icin iki mutasyonun gerekli oldugunu aciklanmustir. Islev kaybma neden olan
baskalasimlar ¢ogunlukla heterozigozite kaybiyla birlikte olur. Kisi ilgili Rb geni
acisindan heterozigottur. Ancak diger normal olan allelin de baskalasima ugramasi
durumunda gen fonksiyonunu yapamaz hale gelir. Heterozigosite kaybi, birkag
farkli mekanizma araciligiyla ortaya c¢ikar. Mitotik non-disjunction sonucu
kromozom kayiplari, kromozomal delesyonlar, homolog mutant allel olusumuna
yol acan iki homolog gen arasindaki karsilikli doniisim gibi mekanizmalar
genellikle heterozigosite kaybi ile sonuglanir. Boylece, bir kansere genetik yatkinlik
sendromunda ilk inaktive edici baskalasim germ hiicrelerinde, diger normal
allelindeki ikinci bagkalasim ise bu hiicrelerden olusan somatik hiicrelerde ortaya

¢ikar(9,45,57,70).

Diger bir tiimdr siipresdr gen transkripsiyon faktorii olarak islev goren bir
protein {irlinli olan p53’tiir. p53 geninin her iki allelinde olusan bagkalasim, gen
tiriiniiniin gerekli uyarilart yapamaz hale gelmesine neden olacaktir. Bu durumda
harapli DNA’ya sahip olan hiicrenin arreste girmesi ve tamir edilmesi
gerceklesmeyecektir ki bu da bagkalasim sikliginin artmasina ve hiicre genomunun
dengesiz olmasina neden olacaktir. p53, DNA hasar1 sonucunda ortaya g¢ikan

apoptozis i¢in de gereklidir(1,9,72).
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2.2.1.3. Stabilite genleri (Caretakers)

Mutasyon olustugunda tiimérogenezis tamamen farkli bir yolda ilerler. Bu
siif yanlis eslesme tamiri, niikleotit eksizyon tamiri ve baz eksizyon (kesip
cikarma) tamiri genlerini icerir. Bu genler, normal DNA replikasyon siirecindeki
ortaya c¢ikan hatalarin ve mutajenlere maruz kalinma durumunda ortaya c¢ikan
hatalarin tamirinden sorumludur. Diger stabil genler kromozomal segregasyon ve
mitotik rekombinasyon gibi biiyiilk kromozom pargalarini ilgilendiren kontrol
stirecinde yer alir. Stabilite genleri, genetik degisimleri minimumda tutmay1 saglar
ve onlar inaktive olduklarinda diger genlerde meydana gelecek mutasyon oramn
daha c¢ok artar. Biitiin genler, mutasyon oraninin artmasi sonucu olabildigince
etkilenir. Fakat sadece onkogen ve tiimor siiprosor genlerdeki mutasyonlar, hiicre
biiylimesini ve mutant hiicreye segici billylime avantajini saglarlar. Timor sliprosor
genlerde oldugu gibi stabilite genlerinin de her iki alleli fizyolojik bir etki sonucu

aktive olmalidir(79).

2.3. Akciger Kanserleri

Bugiin i¢in akciger kanserlerindeki en 6nemli sorunlar, tim diinyada her iki
cinste hastaligin artig gostermesi, ileri yas kadar sik olmasa da geng¢ yaslarda,
ozellikle kadinlarda ve histolojik tip olarak adeno kanserlerin sikliginda belirgin
artma, tim tedavilere karsin 5 yillik siirvi oranlarinin ancak % 14-15 gibi diisiik
olmas1 ve Oliimciil seyretmesi, maalesef tek nedeni olarak gosterilen sigara gibi
Onlenebilir faktorlerden tiim uyarilara ve ugraslara ragmen uzaklasilamamasi,
korunma ve erken taninin istenilen diizeyde yapilamamigdir. Akciger kanseri, tiim
diinyada mortalitesi en yliksek kanser tiiriidiir ve kardiyovaskiiler hastaliklardan

sonra 0liim nedenleri arasinda 2. sirada yer almaktadir(20,76).
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2.3.1. Histolojik Simiflandirma

Yeni goriislere gore tiim akciger kanserleri tek bir hiicreden olusmakta, gen
diizeyindeki degisikliklerle hiicreler birbirlerine doniismektedir. Patolojik olarak
akciger kanserinde 4 ana histolojik grup bilinmektedir: Skuamoz hiicreli
(epidermoid) karsinom, adenokarsinom, biiyiik hiicreli karsinom, KHAK (Kii¢iik
Hiicreli Akciger Kanseri). Hiicre tipi hem tedavi ile hem de prognoz ile cok
iligkilidir. KHAK diger tiplerle karsilastirildiginda belirgin olarak farkli davrandigi
icin, klinisyenler akciger kanserini KHAK ve kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri (KHOAK) olarak iki grupta siniflandirmaktadirlar. Dort biiyiik grup akciger

kanserinin %95°ni olusturmaktadir.

Akciger karsinomlar1 histopatolojik O6zellikleri acgisindan 6nemli Olgiide
heterojen bir grup olusturmaktadir. Sitolojide, bronkoskopik kiiciik biyopsi
orneklerinde bu heterojenlik biiyiik 6nem kazanmakta biyopsi, rezeksiyon piyesi ve
otopsi materyalleri arasinda tip yOniinden uyusmazliklar c¢ikmaktadir.
Histopatolojik siniflamanin temeli hiicre diferansiyasyonuna dayanmaktadir. Ancak
son yillarda immiinohistokimyasal, ultrastriiktiirel ve genetik ¢aligmalarin 1s181inda
bircok tiimériin ¢ikis hiicresi iizerinde farkli gériisler olusmustur. Iyi diferansiye
timorler disinda, az diferansiye tiimorlerde % 40’a varan tanisal uyugmazlik
goriilmektedir. Bu oran klinik yaklagimda biiylik 6nemi olan KHAK ve KHOAK
ayriminda bile % 10-20 oranina ulasabilmektedir(76).

2.3.2. Patogenez ve Etyoloji

Tim malign tiimorler germinatif hiicrelerden olusmaktadir. Akciger
kanserlerinde bu hiicreler brons mukozasinda bazal tabaka hiicreleri, alveollerde tip
2 alveol hiicreleri ve plevra endotelinde mezotel hiicreleridir. Buna gore epidermoid

karsinomlar brons epiteli bazal membranina paralel yer alan basal hiicrelerden,
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kiigiikk  hiicreli kanserler ise brons mukozasinda yer alan muhtemelen
noroektodermal kokenli orijinli Kulchitsky tipi graniiler basal hiicrelerden koken
alirlar. Bu hiicreler orjinleri nedeniyle endokrin ve kemoreseptdr fonksiyonlarini
gosterebilirler. Adeno kanserler brons epitelinin miisin salgilayan bezlerinden veya
daha nadiren bronkoalveoler epiltelden kdken alir. Solunum yollar1 mukozasi sigara
dumani gibi karsinojen etkenlerle uzun siire karsilasirsa epitelyal degisiklikler
meydana gelir. Akcigerdeki epitel hiicrelerinde kanser yapict maddelerin etkisiyle
olusan mutasyonlarin ve diger genetik zedelenmelerin onkogenleri uyardigi ve/veya

kanser baskilayici genleri islevsiz biraktig1 gosterilmistir(75, 76).

Karsinojenik etkiler acisindan, sigara ve ¢ok daha az derecede diger ¢evresel
kot sartlarin, akciger kanserinin olugsmasinda etkili oldugu ve genetik
degisikliklerin meydana gelmesinden sorumlu olduguna iligkin giiclii bulgular
vardir. Diger etkenler kiigiilk rol alarak veya tek baglarina bazi akciger
kanserlerinden sorumludurlar. Buna ¢evresel ve mesleki hava kirliligi de eklenir.
Bu tip neoplazide insidensin arttif1, radyoaktif nedenler ve asbestos isgilerinde
(6zellikle sigara ile beraberse) ayrica arsenik, krom, uranyum, nikel, vinyl choloride

tuzu ve mustard gaz1 soluyanlarda gdsterilmistir.

Akciger kanserinin ¢ogu, sigara igme aligkanligina baglanmasina karsin, agir
sigara icicilerin yaklasik % 20' sinde akciger kanseri olusur. Konak faktorleri bu
degisik kisisel duyarlilikta 6nemli rol oynarlar. Ailesel soy agacinin analizi, akciger
kanserinin diger kanserlerle birlikte belli ailelerde daha ¢ok goriildiigiini
gostermistir. Bircok calismada akciger kanserli hastalarin ailelerinde, kontrollere
nazaran 2-5 kez daha fazla akciger kanserine rastlandig1 gosterilmistir. Ailelerinde
kanser hikdyesi olan sigara tiryakilerinde akciger kanseri riski, sigara icmeyen ve
aile hikayesi olmayanlardan 3047 kat daha fazladir. Akciger kanserli hastalarin
aile tyelerinde sigara ile akciger kanseri ve diger kanserlerin oranindaki artis,
konagin karsinojenlere kars1 duyarlilik ve direncini etkileyen diger faktorleri akla

getirmektedir(33, 76).
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2.3.3. Akciger Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Biitiin kanserlerde oldugu gibi, akciger kanserleri de onkogenleri ve timor
stipresOr genleri etkileyen genetik degisiklikler sonucu meydana gelir. Tiim sigara
icicilerinin sadece % 10-20” sinde akciger kanseri gelisimi, genetik yatkinligin
Onemine isaret etmektedir. Artmus ailesel riskin; yas, cinsiyet, mesleksel maruziyet
ve sigara igiciliginden bagimsiz oldugu ve akciger kanserine predispozisyon yaratan
nadir bir otozomal genin Mendelyen kodominant kalitimi ile iliskili oldugu ileri
stiriilmiistiir. Son 20 y1l i¢inde akciger kanseri molekiiler biyolojisinde ortaya ¢ikan
gelismeler ile, belirli hasta gruplarinda adjuvan tedavi, konvansiyonel sitotoksik
kemoterapi veya yeni gelismekte olan 0zel hedeflenmis ajanlarin tedavide
kullanimlar1 giindeme gelmistir. Bu nedenle son yillarda molekiiler biyolojiye
dayanan uzun siireli sag kalimi belirleyebilecek yeni evreleme sistemleri

gelistirilmeye calisilmaktadir(28, 29).

Kanser hiicresinin biiylime ve ¢ogalma siirecinde meydana gelen genetik
degisiklikler (onkogenler, tiimor siipresor genler), konake¢i faktorleri (enzim
polimorfizmi) ve tiimdér konakgi etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz)
sonucunda tiimoral kitle olusur. Bazi genlerin, 0&zellikle de karsinojen
metabolizmas1 ile iligkili genlerdeki kalitsal polimorfizmin cesitli ¢evresel
maruziyetler ile stiimiilasyonu sonucu bireyde akciger kanseri gelisme olasiliginin
arttig1 gosterilmistir. Bunun diginda, DNA tamiri, hiicre biiylimesi, sinyal iletimi ve
hiicre siklus kontrolu ile iliskili genler de akciger karsinogenezisinin degisik
asamalarinda hasar gorebilir. Akciger kanserlerinde goriilen genomik dengesizlik;
pek cok sayisal ve yapisal sitogenetik anormallikleri icerir. Andploidi, mitotik
kontrol noktasi fonksiyonlarindaki kayip ile iligkilidir. Klinik olarak akciger kanseri

gelisene kadar 10-20 adet genetik hasarin olusmasi gerektigi bilinmektedir.

Akciger karsinogenezinde major genetik olaylar soyle siralanabilir:
Onkogenlerin aktivasyonu, timor siipresor genlerin inaktivasyonu, hiicre siklus

regiilasyonunda gorev alan genlerde ortaya c¢ikan degisiklikler, DNA tamirinde

19



gorev alan genlerde ortaya c¢ikan degisiklikler, biiylime faktorleri ve reseptorlerine

iliskin degisiklikler(29).

2.3.3.1. Akciger kanserinde onkogen aktivasyonu

Protoonkogenler degisik yollarla aktive olarak onkogen haline gelirler.
Genin yapisal bir bolgesindeki degisiklik sonucu farkli fonksiyon gdren bir protein
sentezlenir. Bu tip degisiklikler siklikla nokta mutasyonlart sonucu olusur. Bir
baska mekanizma da genin ekspresyonunu regiile eden boélgede olusan bir
degisiklik sonucu, yapisal olarak normal olmasina ragmen siirekli olarak uyarilma
sonucu gen Uriiniiniin asir1 miktarda iiretilmesidir. Kromozom translokasyonlarinda
ise kromozomun bir bolgesi koparak yer degistirir. Genin yeni yerlestigi bolge,
devamli uyar1 alan bir genin regiilator bdlgesinin kontrolii altinda ise siirekli

uyarilacaktir. Gen amplifikasyonu ile de hiicre icindeki DNA miktar1 artar(29).

Nokta mutasyonlart sonucu olusan degisiklikler en stk RAS onkogen
ailesinde (HRAS, KRAS ve NRAS) goriiliir. RAS mutasyonlart KHOAK” lerinin
%10-15’ inde, adenokarsinomlarin % 20-30’ unda goriilmekte, KHAK”’ lerinde de
neredeyse hi¢ goriilmemektedir(12,45). Bu mutasyonlar, hot spot bdlgelerde yer
alan, i¢csel GTPaz aktivitesine sahip kodon 12, 13, ve 61’1 etkiler. RAS ailesi tiyesi
genlerin her birinin farkli fonksiyonlart halen aciga ¢ikarilmamis olmakla birlikte
akciger kanseri mutasyonlarinin bircogu KRAS mutasyonlaridir. Siklikla gen
amplifikasyonlari ile onkogen halini alan bir baska gen ailesi ise Myc gen ailesidir.
KHOAK’ lerinin %8-20 sinde, KHAK’ lerinin %18-31" inde Myc ailesi
iyelerinden birinin amplifikasyonu goriilmektedir(29,40,48). Onkogen aktivasyonu
ile iliskili meydana gelen degisimlerin yaninda, cesitli biiylime faktori ve
reseptorlerini kodlayan ve bazi akciger kanseri tiirlerinde ekspresyonlari artmis olan
bazi hiicre ici sinyal ileticileri ve niikleer transkripsiyon faktdrleri bulunmaktadir.

(29).
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2.3.3.2. Akciger kanserinde tiimor siipresor genlerin inaktivasyonu

Hiicre c¢ogalmasini inhibe eden tiimor siipresor genler, birgok kanser
cesidinde oldugu gibi akciger kanserlerinde de 6nem tasir. Kanser olusumuna sebep
olan en Onemli tiimdr slipresdr genlerden en Onemlisi p53° tir. p53, insan
kanserlerinde siklikla mutanttir. KHOAK” lerinin yaklagik %50’ si, KHAK’ lerinin
ise %90’ ninda p53 geni mutasyon sonucu aktive olmustur. Sigara i¢imi maruziyeti,
p53 mutasyonu gelisme riskini arttirir. Retinoblastom geni de akciger kanserlerinde
rastlanan bir diger tlimor siipresor gendir. Hiicresel diferansiyasyonda ¢ok dnemli
role sahip olup, KHAK" lerinin hemen hepsinde goriiliirken, KHOAK’ lerinin %
10-30° unda goriiliir. P19 ve P27 proteinleri de bu yolda adi gegen ve tiimor
biliylimesinde 6nemli roller {istlenen, P27 ekspresyonunda azalma KHOAK’ lerde

kotii prognoz ile iligkili bulunmus diger tiimdr stipresor genlerdir(23,29).

Akciger kanseri patogenezinde en sik goriilen erken evre genetik degisiklik
kromozom 3p’ de allel kaybidir (KHOAK’ lerinin %90’indan fazlas1 ve KHAK’
lerin %100°1). Akciger kanserlerinde 3p21.3, 3p14.2 ve 3p12 bolgelerini igine alan
kromozom 3p iizerinde ii¢ kesikli blgede kayip belirlenmistir. Insan genomundaki
en yaygin frajil bolgelerden biri FHIT gen bolgesidir. Akciger kanserlerinde FHIT
geni homozigot delesyona ugramis olup, genellikle anormal transkriptler
bulundurmaktadir. Akciger kanserleriyle iliskili tiimdr siipresor inakvitesine sahip
bir diger gen de RASSF1A’dir. RASSF1A ekspresyonu KHOAK” lerinin yaklagik
%50> sinde, KHAK’ lerin %90’ ninda sonradan kazanilmig promotor
hipermetilasyonu sebebiyle azalmistir. Bu hipermetilasyon kotii prognoz ile
iligkilidir. Akciger kanserinin kotii prognozuyla iliskili bu tiimor siipresor genler
disinda 10q iizerinde, 1p, 9p ve 17p’de rastlanan kirilma noktalar1 yer almaktadir.
Ayrica inaktive olmus timor silipresor genlerde DNA promotor bolgesindeki
metilasyon degisimleri akciger kanserinde yer alan 6nemli epigenetik mekanzimalar

arasindadir(17,29,40,65).
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2.3.3.3. Akciger kanserinde DNA tamir genleri ve diger genler

DNA tamiri ve apoptozis hiicre dongiisiiniin devami icin esastir ve hatali
DNA tamiri karsinogenez gelisiminden sorumlu 6énemli bir faktérdiir. DNA hasarini
gidermek tizere islev goren baglica genler kromozom 3p flizerinde lokalizedir.
Kromozom 3p kayiplart akciger kanseri gelisimini 14 kat arttirmaktadir.
Kromozomlarin uglarinda yerlesmis TTAGGG dizi tekrarlarindan olusan spesifik
proteinler olan telomerler, gen kayiplarini ve gen bozulmasini onleyecek sekilde
kromozom biitiinliigiinii korurlar. Normal hiicrede telomerler kisalarak hiicre
Olumiini gerceklestirirken, kanser hiicresinde telomeraz aktivitesi sebebiyle kisalan
telomerlerin hemen hekzamerik yapilarla tamamlandigr gorilir. KHOAK
hastalarinda %80, KHAK hastalarinin ise neredeyse %100 oraninda telomeraz
diizeyi belirlenmistir. Yiiksek telomeraz aktivitesi, ilerlemis patolojik evrelerde,
yiiksek hiicre proliferasyonu olan KHOAK’ lerde goriilmiistiir(29,40). Kanser
hiicrelerinin 6nem teskil eden bir baska 6zelligi de apoptozisten kacistir. BCL2
proteini, apoptozisi inhibe eden bir proteindir. BCL2 protein diizeyinin, KHOAK”
lerde %75-95, KHAK’ lerde ise %10-35 oraninda artmis oldugu saptanarak bu grup

hastalarda proteinin asir1 eksprese oldugu saptanmustir.

Kanser hiicreleri tiim bunlar yaninda anjiogenezisi uyarirlar. Bir¢ok
calismada akciger kanserlerinde angiogenezisin artist 6l¢iilmiis, metastaz sikligl ve
hayatta kalma orani azligi ile arasinda Onemli diizeyde Ortligme saptanmistir.
VEGF, anjiogeneziste onemli rol listlenmis bir gendir ve akciger kanserlerinde

genellikle yiiksek diizeyde bulundugu belirlenmistir(40).

2.4. Bilyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri, afinite gosterdikleri hiicre membran reseptorlerine

spesifik olarak baglanan, normal hiicre proliferasyonunu uyaran, ¢ok az miktarlari
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bile hiicresel aktiviteleri etkileyebilen polipeptitlerdir. Biiylime faktorleri hedef
hiicrelerinin plazma zarlarini gegme yetenegine sahip olmadiklarindan etkilerini
hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak gdosterirler. Polipeptit biliylime faktorlerinin
hiicre proliferasyonu kontroliindeki kritik rollerinden dolay1 biiylime faktorii sinyal
iletimindeki anormallikler pek cok kanser tipini de iceren ¢ok sayida hastaligin

nedenidir(9,19).

Neoplastik hiicrelerin de normal hiicreler gibi bir¢cok biiylime faktoriiniin
salinimi ile kendilerine ¢ogalma avantaji saglayarak kendi biiylimelerini uyardiklari
bilinmektedir. Biiylime faktorleri otokrin, parakrin ve jukstakrin yollarla kanser
biiylimesinde rol oynarlar. Eger bir tiimor hiicresi, hem bir biiyiime faktorii hem de
reseptoriinii tagiyorsa kendisini uyaran biiyiime halkasina sahip demektir. Buna
‘otokrin biiylime halkas1’ denir. Otokrin halkalar normal hiicrelerde de bulunur ve

sadece fizyolojik uyarilara yanit verirler(19,29).

Biiylime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi, o hiicrenin, o
faktor icin reseptore sahip olup olmamasina baglidir. Reseptore baglanma sonucu
hiicre icinde 06zglin bir cevaba neden olan bir seri sinyal ortaya c¢ikar. Etki
cogunlukla tirozin kinaz uyarilarak saglanir ve her hiicrenin farkli biiylime

faktorleri i¢in farkli sayida reseptorleri bulunmaktadir.

2.5. Hiicre Yiizey Reseptorleri

Tiim hiicreler ¢evrelerinden sinyaller alirlar ve bu sinyallere yanit verirler.
Sinyal iletimi, bir hiicrenin yiizeyinde eksprese edilen veya salgilanan degisik sinyal
iletimi molekiillerinin, bir diger hiicrede eksprese olan reseptorlere baglanmasi ile
gerceklestirilir. Birgok sinyal iletimi molekiiliiniin reseptdrlerine baglanmasi, hiicre
metabolizmasi, hareketi, cogalmasi, sag kalimi ve farklilagmasini igeren, hemen

tiim hiicre davraniglarint diizenleyen bir seri hiicre i¢i reaksiyonu baglatir. Cok
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hiicreli organizmalarin hiicreleri arasindaki bilgi alisverisini, bir¢ok farkli tipte
molekiil saglar. Bu molekiillerin tamami hiicreler tarafindan eksprese edilen
reseptorlerin baglanan ligandlari olarak islev goriirler. Sinyal iletimi molekiillerinin
hedef hiicrelerindeki etki yollar1 farklidir. Hiicre sinyal iletimi, ya bir hiicrenin
komsusu ile dogrudan etkilesimi ya da salgilanan sinyal iletimi molekiilleri ile
gerceklesir. Bunlar disinda hiicreler komsu hiicrelerin yiizeyindeki sinyal iletimi

molekiilleriyle etkilesime giren cesitli hiicre ylizey reseptorleri eksprese ederler(1).

2.5.1. Reseptor tirozin kinazlar

Ligand kontrollii tirozin kinaz aktivitesine sahip olan bu proteinler tirozin
aminoasidine ATP molekiiliinden fosfat transferini kataliz ederler. Hiicrenin dis
ylizeyi tizerindeki ligand baglanma domainine sinyal proteinin baglanmasi, hiicre
icindeki tirozin kinaz domainini aktive eder. Bu domain aktive oldugunda, ATP’
den bir fosfat grubu hem reseptor proteinlerin hem de fosforile olmus reseptorlere
baglanacak olan hiicre i¢i sinyal proteinleri lizerindeki secilmis tirozinlere transfer
edilir. RTK” lar ve onlarin biiyiime faktorii ligandlari, kiigiik molekiillii ilaglar ve
antibadiler seklinde torapatik ajanlar olarak kullanilmak i¢in makul hedefler haline

getirilmistir(1,21,29).

2.6. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorleri

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR, ErbB-1, HER-1) ilk kesfedilen
reseptor tirozin kinazdir. Ardindan ayni reseptor ailesinin ii¢ {iyesi daha
bulunmustur. Bunlar, ErbB-2 (HER-2/Neu), ErbB-3 (HER-3), ErbB-4 (HER-4)’
diir(39). EGFR, tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran protein olup hiicre

dis1 sinyalleri hiicre igine iletir. EGFR ailesi, sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
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kontroliinde gorev alan, normal gelisim siirecinde rol oynamakla beraber, 6nemli
bir kismin1 kanserin teskil ettigi bircok hastalikta aktivasyonlarinin veya asir
ekspresyonlarinin  iliskisi  tespit  edilmistir. EGFR ailesi  iiyelerine
homodimerizasyon veya heterodimerizsayon ile baglanarak, onlarin aktivasyonunu
saglayan EGF, transforme edici biiylime faktorii (TGF-a), heparin baglayict EGF
(HB-EGF), amfiregulin (AR), betaselulin (BTC), epiregulin (EPR) ve epigen gibi
farkli ligandlar1 vardir. Ancak ErbB-2 bilinen higbir liganda baglanamaz ve ErbB-3
sinyalizasyonu da eksik kalir. Bu sebeple ErbB-2/ErbB-3 heterodimer olusturarak
ayr1 bir reseptor olusturur. Ligandlarinin EGFR ile etkilesmesi sonucu EGFR’ de
dimerizasyon, ve ardindan otofosforilasyon olarak, mitojenik sinyalizasyonda yer

alan sitoplazmik proteinlerin aktivasyonu meydana gelir(8,21,28,42).

EGF
TGFa

Amphiregulin NRG2
b-Cellulin NRG3
HB-EGF Heregulin
Epiregulin Heregulin b-Cellulin
wo | | 44 | 1 36 48 b 9
I
Tirosin Kinez .Eh - . - o
Domaini
100 33 24 28 | C-Terminal
ug
erbB-1 erbB-2 erbB-3 erbB-~
HERI HER2 HER3 HER4
EGFR e

Sekil 2.2: EGF reseptor ailesi ve ligandlar

(http://www.cancerpublications.com/newsletter/hematolgical/amger_slide/article1/2)

2.6.1. Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorlerinin Yapisi

ErbB-1, insanda 7pl1.2 pozisyonunda lokalize olmustur, gen icinde 28
ekzon igerip, 170 kDA’ luk glikoprotein kodlar. ErbB-2 ise, 17qll-q21

pozisyonunda lokalize olmustur, 27 ekzon igeren glikoproteindir. EGFR’ ler ¢
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onemli fonksiyonel domaine sahiptir. Hiicre disinda ligandlarin baglandigi bir
domain, hidrofobik transmembran bir domain ve hiicre i¢inde yer alan sitoplazmik
bir tirozin kinaz domaini. Hiicre dist domain L1, CR1, L2 ve CR2 olmak iizere dort
farkli bolgeden olusur. ErbB-1°de L1 ve L2 bdlgeleri arasina ligand baglanirken,
ErbB-2’de bu bolgeler arasinda gii¢lii bir etkilesim bulundugundan ErbB-2’nin
ligand baglama yetenegi kaybolmustur. Bu sebeple de ErbB-2’nin fonksiyonel
olabilmesi i¢in ailenin diger iiyeleriyle heterodimer olusturmasi gerekmektedir.
CR1 ve CR2 domainleri ¢esitli kiigiik molekiillerden meydana gelmistir. Her biri bir
veya iki disiilfit bagiyla bir arada tutulur. Hiicre i¢i domain ise C-terminal
diizenleyici bolge ve tirozin kinaz bolgesine sahiptir. TK bolgesi N ve C olmak
tizere iki lobtan olugur. N-terminal lob ve daha biiyilik C- terminal lob arasinda ATP
bolgeleri yer alir. EGFR’nin C- terminal lobu tirozin aminoasitleri i¢erir. Reseptor
tizerindeki bu alic1 tirozin aminoasitlerine ATP’nin y-fosfat gruplarindan ATP
transfer edilir. Bu sekilde EGFR araciliiyla sinyal iletimi tirozin aminoasitlerinin

fosforilasyonuyla ile gerceklestirilmis olur(37,42).

2.6.2. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorleri Sinyal Yolaklar:

Reseptor tirozin kinazlar grubunda yer alan EGF1 ve EGF2 reseptorlerinin

aldig1 sinyallerin hiicre ig¢inde takip ettigi 3 yolak vardir:

1-RAS/ERK yolagi: Grb2 veya Shc proteinlerinin fosforile olmus ErbB
resptorlerine baglanmasiyla ERK yolagi aktive olur. SOS (Son of sevenless) aktive
olmus resptor dimerine baglanir, daha sonra RAS’1 aktive ederek RAF-1 in de
aktive olmasina sebep olur. RAF-1, MEK1 ve MEK2’ yi fosforile eder. Daha sonra
MEKI1, ERK1’ i, MEK2 de ERK?2’ yi aktive eder. Bu yolak hiicre proliferasyonu,
apoptozis, protein inhibitoriiniin ve Bcl-2 ailesi {iyelerinin artan transkripsiyonu ile

sonuclanir. Boylece hiicre devamlilig saglanir.
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2-PI3 kinaz/AKT (PI-3 kinaz/protein kinaz B) yolagi: EGF o6nceki yolak
yaninda bu sinyal yolaginin aktivasyonu araciligiyla hiicre devamliligint saglar.
EGF, aktive olan ERBB reseptoriine PI-3 kinazin baglanmasini tetikler. Bu olay PI-
3’ daki domainin fosforile olmus tirozinlere baglanmasi ile gergeklesir. PI-3 kinazin
katalitik alt birimi fosfotidilinozitol(4,5) bifosfati fosforile ederek PtdIns(3,4,5)P3
iin olusmasina yol agar. PI-3 kinaz aym1 zamanda RAS’ 1 da aktive edebilir. Bu,
ERK sinyal yolaginin aktivasyonuyla hayatta kalim yolaklar1 arasindaki iletigimi
gergeklestirir. PtdIns(3,4,5)P3’ {in temel efektorii AKT’ tir. AKT, anti-apoptotik
proteinlerin transkripsiyonu ile hiicre devamliligin1 saglar. Bu siiregte yer alan ara
transkripsiyon faktorleri NFKB ve CREB’ tiir. AKT’ nin bir bagka downstream
hedefi GSK3’ tiir. GSK3’ iin siirekli aktivitesi bazal sartlar altinda elF2B’ in
fosforilasyonuna ve inhibasyonuna sebep olur. elF2B protein translasyonunun
baslamasini diizenleyen bir proteindir. Bu yiizden GSK’ nin AKT ile inaktivasyonu
elF2B’ yi defosforile eder. Bu da protein sentezi ve aminoasitlerin depolanmasina
yol acar. AKT ayni zamanda mTOR’ u aktive eder. mTOR proteini, P70 ribozomal
S6 kinaz ve elF2B baglama proteinin (4E-BP1) inhibasyonuyla protein sentezini
tetikler. Sonug olarak, bu stireglerin hepsi EGF’ ye yanit olarak hiicre biiylimesini

ve devamliligini saglar.

3-JAK/STAT yolagi: EGF ile baslayan diger bir sinyal kaskadi JAK/STAT
yolagidir. Bu yolak hiicre devamliliginin yanitlanmasinda gorev alir. JAK, plazma
membraninda yer alan STAT proteinlerini fosforile eder. Bu da hiicre devamlilig

ile iligkili genlerin transkripsiyonunu aktive eder(1).
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2.6.3. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorleri ve Kiiciik Hiicreli Olmayan

Akciger Kanseri

EGFR ile karsinojenez arasindaki ilisgki normal EGFR’ nin asir
ekspresyonu, reseptorde mutasyon gelisimi ile reseptoriin siirekli aktivite
kazanmasi, ligandlarin asir1 yapimina bagli olarak fizyolojik ligand-reseptor
dengesinin bozulmasi, fosfotaz aktivitesindeki azalma ve heterodimerizasyondur.
Calismalarda KHOAK’ leri gibi meme, beyin, mesane, kolon, beyin ve over
kanserleri gibi ¢ok cesitli kanserlerde EGFR’ nin asir1 eksprese oldugu saptanmustir.
Genellikle immiinohistokimyasal metotla arastirilmis hastalarda, KHOAK” lerinin
%13-80’ninde EGFR ekspresyonu artmis olup, bu artisin hayatta kalabilirlik,
tekrarlayabilirlik ve verilecek tedavinin belirlenmesine katki saglayabilmesi
acisindan prognostik 6nemi vurgulanmistir. Yapilan pek ¢ok calismada ekspresyon
artist olan hastalarin kiigiik molekiillii tirozin kinaz inhibitdrlerine kars1 da duyarl
oldugu bildirilmis olup KHOAK hastalarinda bu EGFR inhibitorlerinin tedavide
kullanilabilir ajanlar oldugunu bildirmislerdir(34,56). EGFR geninin asir1
ekspresyonundan bagka KHOAK’ de EGFR’ nin tirozin kinaz domaininde cesitli
somatik mutasyonlar rapor edilmis ve karsinojenez siirecinde ortaya ¢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 ayni1 ekzondaki insersiyon tipi delesyonlar ile
cok sik goriilmemekler birlikte 18. ekzon mutasyonlart gen iizerinde saptanmis
mutasyonlardir. Bildirilen bu mutasyonlarin tamaminin yine tirozin kinaz
inhibitorlerine karst da duyarhilifi saptanmistir(7,23,56). Artmus EGFR gen
ekspresyonu ve gen mutasyonlarindan baska genin kopya sayisinda artis KHOAK’
lerinde saptanmis degisimlerdendir(47,63).
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2.7. Kantitatif Real-Time PCR Yontemi

Bilim ve tip alanindaki ¢aligmalar, niikleik asit miktar1 belirleme analizleri
icerisinde en etkili teknigi sunmay1 basarmistir: Real-time PCR teknigi. Bu teknik
seksenli yillarin ortasinda Kary Mullis ve calisma arkadaslari tarafindan gelistirilen
PCR’1n ileri bir versiyonudur. Klasik PCR ile ¢ok karmasik bir drnekten herhangi
bir niikleik asit dizisini analiz etmek i¢in ¢ok sayida dongiisel islemle istenilen
miktarda ¢ogaltmak miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina matematiksel olarak
iiriin miktar1 hakkinda bilgi saglamamakla birlikte sonrasinda {iriin miktarini net
olarak belirlemek de oldukca giictiir. Ciinkii klasik PCR, baglangicta var olan DNA
miktarindan bagimsiz olarak bir {iriin miktar1 ortaya ¢ikarir. Higuchi ve arkadaglari
1992 yilinda Real-Time PCR’ 1 gelistirmislerdir. Real-Time PCR teknigi ile DNA
dizileri es zamanl olarak cogaltilmis ve belirlenebilmis, reaksiyon siireci boyunca,
olusan {irliniin miktarin1 Real-time PCR sirasinda gozlemek miimkiin olmustur.
Amplifikasyonun her basamagini takip edilebilmesi, Real-time PCR’ 1 6zel kilan en
onemli ozelligidir. Amplifikasyon egrileri iizerinden tiim amplifikasyon profili
gbzlenebilmektedir. Bu imkén reaksiyon i¢in kullanilan primerler ve hedefe 6zgii

florasan isaretli problar ile saglanir(31,67).

2.7.1. Kuantitatif Real-Time PCR Metodlar

Mutlak kantifikasyon (Absolute Quantification): Hedefin konsantrasyonu
mutlak degerler olarak ifade edilir. Mutlak kantifikasyon konsantrasyonlar1 6nceden
bilinen seri olarak diliie edilmis eksternal standartlarin kullanimiyla olusturulan
standart bir egri yardimiyla yapilir. Konsantrasyonlar1 bilinmeyen Orneklerin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi crossing points(Cp) degerlerinin belirlenmesi ile
saglanir. (Cp degeri, PCR i¢indeki her bir egriye ait PCR {irlinii miktarini gosterdigi

varsayilan, bir 6rnegin PCR amplifikasyonuna basladig1 noktay1 ifade eder.)
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Rolatif kantifikasyon (Relative Quantification): Hedefin konsantrasyonu
hedefin belli bir referansa orani olarak ifade edilir. Bu metot ile hedef ve referans
genin konsantrasyonlarini belirleyebilmek i¢in her ikisine ait standart egrilerin

kullanimina ihtiya¢ duyulur(79).

2.7.2. Real-Time PCR i¢in Kullanilan Problar

Tiim Real-Time PCR sistemleri, reaksiyondaki PCR iirlinii miktari ile sistem
icerisinde kullanilan belirleyici bir flérasan boyadan alinan boya miktar1 arasindaki
orant1 esasina dayali olarak calisir. Florasan boya miktarmin dlglimii esasina
dayanan bu sistemlerde belli bir diziye baglhh kalmadan tiim ¢ift iplikli DNA
molekiiliine baglanan florasan boyalar ya da belirlenmis bir PCR iiriinii tizerindeki

spesifik bir diziye baglanabilen oligoniikleotit hibridizasyon problari kullanilir.

Dizi spesifik olmayan florasan boyalar: Bu tip boyalar cift iplikli
DNA’nin tamamina baglanabilme o6zelligi tasiyan etidyum bromid benzeri
boyalardir. Real-Time PCR sistemlerinde kullanilan boya SYBR Green I’dir. SYBR
Green I, onun emisyon Ozelligini énemli Slgiide arttiran bir soliisyon igerisinde
bulundugunda DNA molekiiliine baglanir. PCR boyunca amplifiye olan iiriin

miktari ile dogru orantili olarak SYBR Green I’ in sinyali artacaktir.

Dizi spesifik florasan problar: Olduk¢a yiiksek hassasiyete sahip
floroforlar ile isaretli dizi spesifik problardir. Reaksiyon igerisinde sadece spesifik
hedef mevcut ise florasan artist gézlenir. Bu reaksiyonlarda {iriiniin belirlenmesi
icin melting curve analizine genellikle ihtiyag duyulmaz. Bu hassas dizi
spesifikliginden dolay1 primer dimerleri gibi iiriinlere bagl ekstra goriintiiler elde
edilmeyecektir. Buna ragmen reaksiyon sirasinda bu tip goriintiilerle
karsilagilabilmekte ve bu durum PCR hassasiyetini ve verimliligini diisiirmektedir.

Dizi spesifik florasan problar da yapilmak istenen ¢alismaya gore cesitlilik gosterir.
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SimpleProbe Format: Tek isaretli problar, mutasyon ve tek niikleotit
polimorfizmlerinin (SNP) taranmasinda kullanilan, basitgce dizayn edilmis
hibridizasyon problarinin 6zel bir tipidir. ‘SimpleProbe Format’ olarak adlandirilan
bu problar, sadece bir floroforla isaretlenmis ve sadece bir hibridizayon probuna
ihtiyac duyan dizi spesifik problardir. Bir prob, SNP’yi iceren hedef diziye hibridize
olacak sekilde spesifik olarak dizayn edilir. Hedef diziye bir kez hibridize
olmastyla, hibridizasyon olmadigt durumda SimpleProbe prob c¢ok miktarda
florasan emer. Bu problar, flérasan miktarindaki degisiklerin, sadece probun

hibridizasyon diizeyine gore belirleme prensibine gore dizayn edilir.

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) ile dizi spesifik prob
kullanmmmi: Cogu dizi spesifik prob formatlar1 “FRET” olarak adlandirilan
teknolojiye dayali olarak dizayn edilir. FRET, flérasan ile isaretli bir molekiiliin
enerjisinin, bir diger komsu flérasan molekiile aktarilmasi prensibine dayanir.
FRET igin saglanmasi gereken temel kosullar vardir. Verici (donor) ve alict
(acceptor) molekiiller birbirlerine olduk¢a yakin konumlanmalidir, alicinin uyarim
spektrumu, vericinin yayilim spektrumu oOrtiismelidir, alicinin ve vericinin dipol

yerlesimi neredeyse paralel olmalidir.

Hibridizasyon Probe Format: Hibridizasyon prob formati 6zel olarak
dizayn edilmis iki oligoniikleotit dizisi kullanir. Yakin pozisyonda hibridize olan bu
oligoniikleotitler, PCR’1n baglanma basamagi boyunca amplifiye olan fragmenti
igerisindeki dizilerdir. Verici probun 3’ ucu floresein gibi flérasan bir boya ile, alict
probun 5’ ucu ise florofor gibi farkli bir florasan boya ile isaretlenir. Iki
oligoniikleotit PCR’1n baglanma basamag sirasinda hedef {izerinde yer alan komsu
bolgelere baglandigi zaman bu isaretler birbirlerine yakin konumlanir. FRET in
olugmasi ancak boyle bir yerlesimle miimkiin olmaktadir. Birinci prob tizerindeki
verici boyanin enerjisi ikinci hibrid prob iizerindeki alici boyay1 uyarir. Bunu
takiben farkli dalga boylarinda florasan 151k salinimi gergeklesir ve Real-Time PCR

sistemi bu salinan 151k miktarini belirler. Salinan bu flérasan miktar1 PCR boyunca
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olusan hedef DNA miktar1 ile orantilidir. Hibridizasyon prob formati kantifikasyon
icin, melting curve g¢aligmalarinda, mutasyon saptama ve SNP analizleri i¢in

uygundur.

Hydrolysis Probes (TagqMan): Bu problarin kullanominda Taq
Polimeraz’mn 5°—3’ aktivitesinden faydalanilir. Taq Polimeraz’ in 5°—3” aktivitesi
ile hidroliz problar1 hidrolize oldugu zaman problar flérasan yayilimi1 yapar. Bu
yontem, spesifik hedef DNA dizisinin artisini belirleyen 3’yOniinde uzama
yapmayan tek bir probun baglanmasini kullanir. Bu tek prob florasan 6zellige sahip
hem raportoér (reporter) hem sondiirlicii (quencher) oOzellikte boyaya sahiptir.
Sondiiriici  boya, raportéor boyaya, raportdr boyanin florasan sinyalini
baskilayabilecek kadar yakin konumlanmistir. PCR boyunca polimerazin 5’niikleaz
aktivitesi probu keser, raportor ile sondiiriicii ayrilir ve raportor boyanin flérasan
salinimina izin verir. PCR {irliniin artis1 sondiiriicii boyanin artis1 ile direk olarak
izlenebilir. TagMan PCR yonteminde amplifikasyon sonrasi tiim problar
parcalanmasi melting curve analizine izin vermez. Bu sebeple bu tip calismalar

mutasyon ve SNP taramasi i¢in farkli deneysel yontemlere ihtiyag duyar(50).

Kantitatif Real-Time PCR teknolojisi, gen diizeyinin 6l¢iimiinde rutin olarak
kullanilan, uygulamasi kolay, kesin sonuglar veren, hassasiyeti iyi olan bir
uygulamadir. Farkli diliisyon oranlarinda hazirlanmis standart egrilerin kullanima ile
ornekler ve deneyler arasinda karsilastirma imkani saglayan, internal standartlar
yardimi ile baslangic miktar1 farkliligindan kaynaklanacak problemlere son veren
yiiksek verimde sonuglar saglamaktadir. Pek ¢ok uygulamasi kanser arastirmalari
icin firsat yaratmis olmasiyla birlikte, tiimér davranisiyla ilgili arastirmaciya ve

klinisyene biiyiik olciide bilgi saglamaktadir(41).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Gerecler

Real-time PCR System (LightCycler480 Roche)

96’lik PCR plakalar1 ve kapaticilart (Roche)
Spektrofotometre (Eppendorf)

Manga Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Spektrofotometre Kiivetleri (Eppendorf)

Mikro Pipet takimi (Gilson)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Elektroforez aleti (Consort E844)

Mikrodalga firin (Argelik)

Su banyosu (Niive)

Etliv (Friocell MMM Med Center)

Vorteks (Heidolph)

Pipet uclar1 (10°1uk,200’1iik ve 1000°1ik)

Deep-freeze (Meraeus)

Buzdolabi (Argelik)

Santrifiij tiipleri

Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)
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3.1.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

DNA Ekstraksiyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I)
LightCycler® 480 Probes Master Mix (Roche)

LightMix® Kit HER2/neu (TIB MOLBIOL)

EGFR prob ve primerleri (TIB MOLBIOL)

Ksilol ( Merk-1.08685.2500)

Doku Pargalayic1 Tampon (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer)(Roche-Lot:
13562000)

Etanol (95%) (Tekel)

6X Jel ylikleme tamponu (Sigma)

Agoroz ( Sigma-Lot: 072K0059)

Etidyum Bromid (Sigma)

Proteinaz K (QIAGEN)

Enjektorliik bidistile su

Distile su
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3.2. Yontemler

3.2.1. Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu Ile Parafine Gomiilii
Dokudan DNA Elde Etme Protokolii

1. Parafinli dokudan 5 pm ° lik kesitler alinmigtir ve ependorf tiipii igerisine
konulmustur.

2. Icinde kesit bulunan ependorf tiipiine 1200 pl ksilol eklenmis ve 15 saniye
vorteks yapilmustir. Ornekler 70° C’ ye ayarlanmis su banyosunda 15 dakika
bekletilmistir. En yiiksek devirde (14000 rpm) 3 dakika santrifiij edilerek,
siipernatanti1 atilmis ve ayni islem iki defa daha tekrarlanmisti.

3. Pelet iizerine siiziilmiis %100’ liik etanoldan 1200 pl konularak 70° C’ ye
ayarlanmig su banyosunda 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra birka¢ saniye
hafifce vorteks yapilmstir.

4. 3 dakika 14 bin rpm’da santrifiij yapilarak slipernatant1 atilmistir.

5. Pelet, etiivde 20 dakika kurutulmustur.

6. 180 pl buffer ATL + 20 pl Proteinaz K konularak birka¢ saniye vorteks
yapilmustir, 56° C* de calkalamali su banyosunda bir gece bekletilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda ornekler birka¢ saniye vortekslenerek 8000 rpm’ ye
ayarlanmis santrifiijde 2 dakika santrifiij edilmistir.

8. Siipernatantlar alinarak ayri bir tiipe aktarilmistir.

9. ik tiipteki peletin iizerine tekrar 180 ul buffer ATL + 20 pl Proteinaz K
konulurak birkac saniye vorteks yapilmustir, 56° C ¢ de calkalamali su banyosunda
bir saat bekletilmistir.

10. Su banyosundan alinan 6rnekler birka¢ saniye vortekslenerek 8000 rpm’ ye
ayarlanmig santrifiijde 2 dakika santrifiij edilmistir.

11. Siipernatantlar daha 6nce aktarilan siipernatantlarla birlestirilmistir.

12. Elde edilen 6rnekler Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu’na uygun

ekstraksiyon protokolii ayarlanarak ytliklenmistir.
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3.2.2. izole Edilen DNA Orneklerinin Real-Time PCR Yontemiyle Analizi

3.2.2.1. HER-2/neu onkogeninin Real-Time PCR ile kantifikasyonu

» LightMix® Kit HER2/neu ile 6rnek basma 15 pl’ lik reaksiyon

karisimi hazirlandi. Plaka kuyucuklarina dagitildi.

= Reaksiyon karigimu kit icerisinde yer alan ve kopya sayilar1 bilinen

(10'-10° arasinda 10’ar kat araliklarla) 6 standart i¢in de dagitildi.

» Hazirlanan reaksiyon karigimi iizerine oOrneklerden elde edilen

DNA'’lardan ve standartlardan 5’er pl (20-250 ng DNA) eklendi.

Tablo 3.1. Kullanilan HER-2/neu LightCycler480 PCR programi

Program: Denatiirasyon Cycling Melting Cooling
Parametre

Analysis mode: None Kantifikasyon Melting Curves None
Cycles: 1 50 1 1
Segment: 1 1 2 3 1 2 3 1
Sicaklhik(95°C): 95 95 60 70 95 40 85 40
Siire(mm:ss): 10:00 00:10 00:10 00:10 00:20 00:20 00:20 00:30
Ramp Rate(°C/s): 4.4 44 2.2 4.4 4.4 1.5 -

Acquisition mode: None None Single None None None Continu. None

Acquisition(per°C)
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Run Protocol Data ‘ Run Hotes

Setup

Detection Format |Multi Color HybProbe j

Block Type |25 Plate ID Reaction Volume |20 3:

Programs

Program Name \ Cycles Analysis Mode

DEMATURASYON 1

Hone

Quantification

Melting Curves

o elalslalef4]r

|cooLne 1 Hone

el

CYCLING Temperature Targets

Target (*C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate ("C/s) = Acquisitions (per °C) | Sec Target ('C) | Step Size (C) Step Delay (cycles)

(3L None v|00:00:10 4.4

60 Single a0:00:10

Tz

Y@ Ko@)

Jnfalefale

nonnon

Jnfa el e
o

noanon
o

Jnfalefale
E

Hone 00:00:10

el s

Sekil 3.2. HER-2/neu geni igin kullanilan PCR sartlar1

Overview

Temperature (°C)
@
50

00000 1024 01830 2842 03755 04706 05818 10524 114:36
Estimated Time (hmm:ss)

12557

Sekil 3.3. HER-2/neu genine ait amplifikasyon dongiileri (PCR’ 1n her basamagmin 50 dongii

sonunda tamamlandigini gosteren goriintii)
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3.2.2.2. EGFR onkogeninin Real-Time PCR ile kantifikasyonu

= EGFR gen kantifikasyonu bu c¢alismaya 6zel dizayn edilmis primer
ve prob c¢iftleri kullanilarak belirlenmistir.

» EGFR geni i¢in kullanilan primer ve prob dizileri:

Primer F: 5°- TGCCAAGTCCTACAGACTCCAA- 3’
Primer R: 5’- GCTCAGGAGGGGAGTCCGT- 3’

Prob FL: GAGGTACTCGTCGGCATCCACC-FL

Prob LC: CGTCGTCCATGTCTTCTTCATCCATC-PH

= EGFR geni icin kullanmilan standartlarin hazirlanmasi: EGFR gen
kantifikasyonu i¢in hazirlanan prob ve primerler ve bu reaksiyona
0zgl program kullanilarak bir miktar PCR {iriinii elde edildi. Bu
PCR iiriiniiniin konsantrasyonu spektrofotometrede dlgiilerek; 1 mol
= molecular weight (MW) [g] ve 1 mol = 6x10” molecules (=
copies) bilgileri esliginde asagidaki formiil kullanilarak 1 pl’ deki
kopya sayis1 elde edilmistir.

Tablo 3.2. Real-Time PCR ile gen kopya sayisinin hesaplanmasi

6 x 10 [kopya/mol] x konsantrasyon [g/pl]

= Kopya sayisy/ pl
MW [g/mol]
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= Elde edilen kopya sayis1 iizerinden seri diliisyonlarla bilinen kopya

sayilarinda (10°-10° arasinda 10’ar kat arahklarla) iriinler elde

edilerek 4 standart elde edilmistir.

» Ornek basma 15 ul’ lik reaksiyon karisimi hazirlandi. Plaka

kuyucuklarina dagitildi.

» Hazirlanan reaksiyon karisimi {izerine Orneklerden elde edilen

DNA'’lardan ve standartlardan 5’er pl (20-250 ng DNA) eklendi.

Tablo 3.3. Kullanilan EGFR LightCycler480 PCR programi1

Program Denatiirasyon Cycling Melting Cooling
Parametre

Analysis mode: None Kantifikasyon Melting Curves None
Cycles: 1 50 1 1
Segment: 1 1 2 3 1 2 3 1
Sicaklik(95°C): 95 95 56 70 95 40 85 40
Siire(mm:ss): 10:00 00:10 00:10 00:10 | 00:20 00:20 00:20 00:30
Ramp Rate(°C/s): 4.4 4.4 2.2 4.4 4.4 1.5 - 1.5
Acquisition mode: None None Single None None None Continu. None

Acquisition(per°C):
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Data ‘

Run Hotes ‘

Run Protocol
Setup
’VDelectiun Format |Hono Color Hydrolysis Prohe j Block Type |96 Plate IDI Reaction VYolume |20 3:
Programs
: -
Program Name \ Cycles Analysis Mode
@ None -
% Quantification >
SlMelting Curves -
‘cﬂﬂlmg 1 <lMone -
[aceceeieeal]
Cycling Temperature Targets
Target ('C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate ("C/s)  Acquisitions (per °C) | Sec Target ('C) | Step Size ('C) | Step Delay (cycles)
>95 ZlNone *|00:00: 10 Sla.q = ~o <o =lo =
56 “lzingle 00:00: 10 Ha.z = il =0 2l =
72 Z|none 00:00;: 10 4.4 = 0 sl slo =
Sekil 3.4. EGFR geni i¢in kullanilan PCR sartlar1
Overview
100
5
an |
85
80
g 75
B |
E 85
g 60
B 55
50
45
40|
251
a0
00800 01024 01840 02847 03E57 04508 05115 05831 1073 11545

Estimated Time (himm:ss)

Sekil 3.5. EGFR genine ait amplifikasyon dongiileri(PCR’ i her basamagimin 45 dongii sonunda

tamalandigini gosteren goriintii)

3.2.2.3. Degerlendirme

Belirtilen PCR programi tamamlandiktan sonra Second Derivative

Maximum metodu ile sonuclar analiz edildi.

Reaksiyon sirasinda kullanilan eksternal standartlar araciligiyla

hedeflerin ve referanslarin kopya sayilart hesaplandi.
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* Tim Orneklerin kopya sayilarina gore hedefler ve referanslar i¢in
farkl filtre kombinasyonlarinda, hedef i¢in kanal 640, referans igin
kanal 670 kullanilmak {izere Cp degerleri otomatik olarak
hesaplandi.

= Hedefler icin mutlak olarak elde edilen kopya sayilari, referans igin
mutlak olarak elde edilen kopya sayisina oranlanarak sonuglar
degerlendirildi.

= Degerlendirme kit igerisinde belirlenen standart veriye gore

yapilmistir

Tablo 3.4. Real-Time PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi

HER2/neu kopya sayis1/ Referans kopya say1si <2.0 >2.0

negatif pozitif
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4. BULGULAR

Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklar1 Hastanesinde, histopatolojik olarak
incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanist almig 100 olguda EGFR
ve HER-2/neu onkogenlerinin amplifikasyonlarinin Real-Time PCR yontemi ile
incelenmesi hedeflenmistir. Olgularin cinsiyetleri, sigara kullanimlarmin olup
olmamasi, histopatolojik bulgulari ve aile Oykiileri hasta dosyalarindan temin

edilmistir.

Incelemeye alman tiimor dokularina sahip olgularin 32’si kadin, 68’1 erkek
olup, yas ortalamas1 58,98 + 3,4 olarak saptandi. Olgularin bir kismi sigara
kullanicis1 olmakla birlikte, ailede kanser Gykiisii bulunan olgular da mevcut olup

bu dagilimlar ¢izelgelerde ayrintili olarak belirtilmektedir(Tablo 4.1. ve 4.2.).

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

bilgilerine gore dagilimlart

n %
Cinsiyet
Kadin 32 32,00
Erkek 68 68,00
Sigara
Evet 90 90,00
Hay1r 10 10,00
Aile oykiisii
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

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

Squaméz 46 46,00
Adenokarsinom 54 54,00
Toplam 100 100

4.1. Yonteme iliskin Bulgular

Magna Pure Compact DNA ekstraksiyon robotu ile parafine gomiilii 100
doku Orneginin her birinden 20-25 ng DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA
ornekleri ile sisteme ve calismaya 6zgii kit icerisinde standart olarak hazirlanmig
referans genin kopya sayilart LightCycler480 Real-Time PCR sistemi ile
belirlenmistir. Ayrica gen kopya sayilarinin 6l¢limii i¢in seri olarak diliie edilmis ve
kopya sayilar1 bilinen standartlar kullanilmis olup bu standartlar olgu DNA’lar ile
birlikte ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu standartlarin gen kopya sayilar1 ile olgulardan
elde edilen gen kopya sayilarinin dogru bir sekilde dlciilmesi icin HER-2/neu ve
referans geni ile EGFR ve referans geni i¢in ayr1 birer standart egri olusturulmustur.
Hedef ve referans genlerin okunmasinda farkli floresan kanallar kullanilarak hedef
ve referanslarin ayrimi yapilabilmistir. Bdylece bu sistem ile tim DNA 6rneklerinin

ve referans genin kopya sayilar1 hedeflendigi gibi kantitatif olarak dl¢tilmustiir.

Real-Time PCR ile HER-2/neu gen amplifikasyonu bulunan olgulara ait elde
edilen kantitatif degerlerden hesaplanan ortalama deger 6.87 ve EGFR gen
amplifikasyonu bulunan olgulara ait elde edilen kantitatif degerlerden hesaplanan

ortalama deger 3.97 olarak saptanmustir.
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Samples Results -

Include | Color| Pos | Mame CP | Concentration | Stand...
= 1.00E1 1.00E1
|| 1.00E4
O0OES
B c= zeos 2z.z27 4.66E4
Il c=° 2030 zz.01 5.61E4

Sekil 4.1. HER-2/neu igin kullanilan referansa 6zgii standartlarin konsantrasyon ve Cp

degerleri(10'-10° arasinda kopya sayisina sahip standartlar).

Amplification Curves

Fluorescence (483-640)

= 4 © &5 10 1= 14 165 18 =20 =2z 24 =265 25 S0 52 54 55 355 40 42 44 45 45 S0
les

Sekil 4.2. HER-2/neu i¢in kullanilan referansa 0zgii standartlarin amplifikasyon

egrileri(Farkli konsantrasyonlara sahip standartlarin reaksiyona girdikleri dongtiler).
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Samples Hesults -
Include | Color| Pos | Hame CP | Concentration | Stand...
B ci std-1 34.02 1.00E1 1.00E1
B cz sta-= 51.13 S ._S9EL 1.00Ez
C3 scd-3 27.55 1.19E3 1.00ES
c4 std-4 24.62 S ._10E3 1.00E4
C5 std-5 z21.51 T.91E4 1.00ES
B c5 std-& 17.62 1.15Es 1.00Es
B <7 15597 25.24 5.S2ES
B <s zs=3 zz.z27 4.55E4
B c= 2030 zz.01 5.51E4
Ci0 4246 19.15 4_09ES il

Sekil 4.3. HER-2/neu icin incelenen olgularm konsantrasyon ve Cp degerleri(10'-10° arasinda kopya

sayisina sahip standartlar ve olgular).

Amplification Curves

Fa4|
B5e ]
554 ]
Az
35
254

O Y

A5
1054
0954
0554

0754 |

Fluorescence (453-640)

Z 4 6 & 10 12 14 16 -5 20 22 24 26 20 30 42 G4 46 48 40 42 44 45 48 S0
Cycles

Sekil 4.4. HER-2/neu igin incelenen olgularin amlifikasyon egrileri(Farkli kopya sayisina sahip bir

grup olgunun reaksiyona girdikleri dongiiler)
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Samples Results -

Include | Cnlur| Pos | Name CP | Concentration | Stand...
| d .O0OE1
LO0EZ
|| .O0E3
|
|
1.
I cv 16597 25.z24 5.92E3
B c= zeoz zz.z7 4.66E4
Il c= 2030 zz.01 5.51E4

Sekil 4.5. EGFR igin kullanilan referansa 6zgii standartlarin konsantrasyon ve Cp degerleri(10'-10°

arasinda kopya sayisina sahip standartlar).

Amplification Curves

o.597

0.547

o497

0447

0.397

0.3a7

0.297

0.2a7

Fluorescence (483-640)

o197

0147

o.097

0.0a7

-0.003

= 4 = ] 10 12 14 1B 18 =20 22 24 26 228 =0 2S52 2 2=4 235 0 S5 a0 42 44
Cwcles

Sekil 4.6. EGFR i¢in kullanilan referansa 6zgii standartlarin amplifikasyon egrileri(Farkli

konsantrasyonlara sahip standartlarin reaksiyona girdikleri dongiiler).
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Samples Hesults -

Include | Color| Pos | Hame CP | Concentration | Stand...
[ | ci 17797 z0. 69 z.G64ES
[ | cz 1z9s5 z4.69 Z .0SE4
C3 16572 27 .4z 3.1ZE3
C4 16z11 2z .87 S .00E4
C5 157 25.79 9.76E3
[ | cCe 1zz7 19.73 4_.86ES
|| C7 13594 Z4 .45 Z.35E4
[ | cs 17611 23 .72 3 .83E4
— — R S .

Sekil 4.7. EGFR i¢in incelenen olgularin konsantrasyon ve Cp degerleri(10'-10° arasinda kopya

sayisina sahip standart ve olgular).

Amplification Curves

A1 .401

1.301

1.201

1101

A1 001

0.901

0.s01-

0701

0.s01 -

Fluorescence (443-640)

0501

0.a01 -

03501

0.201

0101

o.oo1

Sekil 4.8. EGFR ig¢in incelenen olgular amplifikasyon egrileri(Farkli kopya sayisina sahip bir grup

olgunun reaksiyona girdikleri dongiiler)
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4.2. Cahismanin Istatistiksel Bulgular:

Calismamizda s6z konusu parametreler ve hedef genlerin amplifikasyon
durumlart igin SPSS 13.0 istatistik programinda, x* istatistik testi kullamlarak
Fisher ve Pearson’a gore p degerleri hesaplanmistir. Tiim bu parametrelere gore
elde edilen istatistiksel sonuclar, HER-2/neu ve EGFR genlerinin kopya
sayilarindaki artisla bu parametreler arasinda anlamli bir iliski bulunmadiginm

gostermistir.

Hem HER-2/neu hem EGFR genlerinin gen kopya sayilarindaki artiglari ya
da amplifikasyonlari agisindan incelenen olgulara iligskin kantitatif Real-Time PCR
verileri farkli parametrelere gore istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Incelenen
100 olgunun %18’ inde HER-2/neu geni i¢in amplifikasyon, %26’sinda ise EGFR
geni icin amplifikasyon saptanmistir. Bu sonuglarin cinsiyet, grade, sigara
kullanimi, aile dykiisii ve histopatalojik dagilimlarina gore istatistiksel verileri elde
edilmistir. Bu verilere iliskin hesaplanan degerler Tablo 4.1 ve Tablo 4.2° de
belirtilmistir.
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Tablo 4.3. Calisma olgularinda Real-Time PCR yontemi ile belirlenen HER-2/neu ve EGFR

genlerinin amplifikasyonlarinin olgularin cinsiyet, sigara kullanimi, aile Oykiisii bilgilerine gore

dagilimlari

Real-Time PCR Cinsiyet Sigara Aile dykiisii
(P=0,489) (p=0,201) (p=0,234)

HER2 Kadin Erkek Evet Hayir Var Yok
(Y0) (%) (%) (Y0) (Y0) (%)

Pozitif 7 11 18 0 8 10
(7 (1D (18) ® (10)

Negatif 25 57 72 10 18 64
25) (57) (72) (10) (18) (64)

Toplam (n=100) 32 68 90 10 26 74
32) (68) (90) (10) (26) (74)

Cinsiyet Sigara Aile oyKkiisii
(p=0,740) (p=0,281) (p=0,519)

EGFR Kadin Erkek Evet Hayir Var Yok
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Pozitif 9 17 22 4 8 18
) (17) (22) “4) ®) (18)

Negatif 23 51 68 6 18 56
(23) (51 (68) (6) (18) (56)

Toplam (n=100) 32 68 90 10 26 74
(32) (68) (90) (10) (26) (74)

* Pozitif: Kopya sayis1 artis1 var

Negatif: Kopya sayisi artis1 yok, normal
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Tablo 4.4. Calisma olgularinda Real-Time PCR yontemi ile belirlenen HER-2/neu ve EGFR

genlerinin amplifikasyonlarinin olgularin grade ve histopatoloji bilgilerine gore dagilimlari

Real-Time PCR Grade Histopatoloji
(p=0,384)
HER2 1 2 3 Squaméz Adenokarsinom
(%) (%) (%) (%) (“o)
Pozitif 0 2 16 12 6
@) (16) (12) (6)
Negatif 2 10 70 40 42
2 (10) (70) (40) (42)
Toplam(n=100) 2 12 86 52 48
2 12 (86) (52) (48)
Grade Histopatoloji
(p=0,661)
EGFR 1 2 3 Squamoz Adenokarsinom
(%) (%) (%) (%) (%)
Pozitif 1 3 22 11 15
(1 3 (22) an (15)
Negatif 1 9 64 35 39
(M ® (64) (35) (39)
Toplam(n=100) 2 12 86 46 54
2 a2 (86) (46) (54

* Pozitif: Kopya sayis1 artisi var

Negatif: Kopya sayist artist yok, normal
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5. TARTISMA

5.1. Parafine Gomiili Dokulardan DNA Elde Etme Protokollerinin

Karsilastirilmasi

Yapilan bu calismada en zor ve zaman alan basamak parafine gomiilii
dokulardan DNA elde etme basamagi olmustur. DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan
ilk protokol hazir DNA ekstraksiyon kitinde tavsiye edilen protokol olup, bu
protokoliin ilk denemelerinde gerekli kalite ve miktarda DNA elde edilememistir.
Parafin  bloklara  gomiilii  bulunan  dokularin, parafinden yeterince
uzaklastirilamadig1 dusiiniilerek farkli protokol arayisina gidilmistir. Literatiir
taramalarinda, parafine gomiili dokulardan DNA elde etme asamasinda benzer
problemlerle karsilagildigr goriilmiistiir. Fakat bu calismalarda, parafine gomiilii
dokulardan DNA elde etme protokollerinde karsilasilan problemlerin, ¢oziimiine
iliskin ayrintili bilgi verilmemis olup, yayilarin bircogunda kullanilan protokol ve
kimyasallar dahi belirtilmemistir. Foster ve arkadaslari(15) 2005 yilinda yayinlanan
calismalarinda parafine gomiilii akciger dokularindan DNA elde etmislerdir. DNA
eldesinin deparafinizasyon basamaginda uyguladiklar1 protokolde, parafin
kesitlerini 50 pl proteinaz K pargalama tamponunda 55°C” de 24 saat inkiibasyona
birakmislardir. Bu protokolde zor olan kisim, kullanilan proteinaz K pargalama
tamponunun igeriginin hazirlanmasi ve siiresinin uzun olmasidir. Buna ragmen
calismamizda bu protokol denenmis ve yine gereken miktarda DNA elde
edilememistir. Dacic S.(11) ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, dokular
sadece proteinaz K soliisyonunda bekletilerek DNA elde edilmistir. Tanimlanan
protokol oldukca basit ve kisa gorlinmektedir. Ancak c¢alismamizda bu protokol
takip edildiginde hi¢ DNA band1 goriilememistir. Tanaka ve arkadaslari(60),
yayinlanan caligmalarinda deparafinizasyon i¢in ksilol kullanmislar, ardindan
proteinaz K soliisyonunda bekletmislerdir. Bu ¢alismada kullanilan protokol, bizim

calismamiz i¢in de en iyi DNA elde edilen protokol olmustur. Calismamizda en
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onemli modifikasyonlar bu yayinda izlenen protokoller {izerinde yapilmistir. Burada
ana problemin parafinin dokulardan uzaklastirilmasinda oldugu diisiiniildiiglinden
baslangigta takip ettigimiz kit protokoliinde, doku kesitleri ksilol igerisinde
bekletilmeden sadece ksilol ile vortekslenip uzaklastirilmistir. Bu islemlerin
sonucunda  parafini  yeterince  uzaklastirllamayan  dokularda  yeterince
homojenizasyon saglanamamasi ve dokularin par¢alanamamasi sebebiyle yeterli

miktarda DNA elde edilemedi.

Parafin bloga gomiilii dokudan elde edilen DNA miktarinin kullanilan doku
tipine gore degiskenlik gosterdigi bilinmektedir. Akciger dokusu, diger organlara
gore farklilik gosteren hiicresel kurulusundan dolay1, diger dokulara oranla daha az
DNA elde edilen dokulardandir. Akcigerin genis hava bosluklarindan olusan
histolojisi hiicre sayisinda azliga, bu bosluklara parafinin dolmasi nedeniyle
parafinin diger doku kesitlerine oranla daha zor wuzaklastirilmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda kit protokollerinde tavsiye edilen kesit
sayisindan fazla kesit kullanarak bu giicliiglin {istesinden gelinmistir. Literatiirde
tavsiye edilen yontemlerden bazilarinda dokulart 65°C° de 1 saat etiivde
bekletilmesi Onerilmistir. Calismamizda bu protokoller biraz daha genisletilip,
modifiye edilerek, dokular ksilol igerisinde 65°C” deki su banyosunda 15 dakika
bekletilmistir. Bu asamada, su banyosu ig¢inde 1s1 iletkenliginin biraz daha iyi
olacagi diisiiniildiigiinden bu yol takip edilmistir. Bu basamak en az 3 kere tekrar
edilmis, daha sonra ksilol, alkol yardimiyla dokulardan uzaklastirilmistir. Verilen
protokollerden  farkli  olarak  yaptigimiz  diger bir islem dokularin
homojenizasyonunu saglamak ic¢in proteinaz K (QIAGEN) ve doku pargalayici
tampon (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer-Roche-Lot: 13562000) ile 56°C’
deki su banyosunda gecelik birakilmasi olmustur. Bu islem siireyi uzatsa da
dokularin oldukga iyi parcalanarak homojenize olmasii saglamistir. Bu islemler
sonucunda, kullanilacak yontem igin gerekli miktarda ve kalitede DNA elde
edilebilmistir. DNA’ nin kalitesine ve miktarina, agaroz jeldeki goriintiiler ve
planlanan calismanin birka¢ deneme sonuglariyla karar verilmistir. Agaroz jel

elektroforezindeki DNA goriintiilerinde bazi 6rneklerde smear goriintiisti alinmistir.
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Literatiirlerde, bu goriintiiniin formalin fikse dokularda goriilebildigini, sebebinin de

formalinin DNA’ da kiriklar olusturabilmesi olarak 6ne siirtilmiistiir(10,15,60).

5.2. HER-2/neu Onkogeni I¢in Kantitatif Real-Time PCR Yontemi ile Elde
Edilen Verilerin Literatiir Bilgileri Ile Karsilastirilmas: (Cizelge 5.1)

HER-2/neu, insanda 17. kromozomun 17q11-g21 bolgesinde lokalizedir. 27
ekzon igerir ve 185 kDA’luk bir transmembran glikoproteini kodlar. HER-2/neu
tirozin kinaz reseptdrii olan bir transmembran proteinidir. Epidermal kokenli
hiicrelerin  bliylimesinin diizenlenmesinde 6nemli yere sahiptir(7). Yapilan
calismada KHOAK’li 100 olguya ait parafin bloklara gomiili 5 mikron
kalinligindaki dokulardan elde edilen DNA 6rnekleri Real-Time PCR yOntemi i¢in
kullanilmistir. Bu DNA 6rneklerinde kantitatif Real-Time PCR yontemiyle HER-
2/neu  onkogenindeki amplifikasyonlar incelenerek, HER-2/neu onkogen
amplifikasyonu % 18 oraninda bulunmustur. Bugiine kadar HER-2/neu onkogeninin
amplifikasyon diizeyine, mRNA diizeyine ve protein ekspresyon diizeyine iliskin
farkli yontemler kullanilarak ¢ok sayida calisma yapilmis ve cogunlukla bu
parametre  sonuglar1  karsilastirilarak  aralarinda  iligkilendirme  yapilmasi
hedeflenmistir. Bu ¢alismalarda basta meme kanserleri olmak {iizere akciger,
prostat, mesane gibi ¢esitli kanser tipleri yer almakta olup, genin kopya sayisindaki
artiglarla birlikte artisin belirlemesine yonelik “altin standart” olarak kabul gormiis
FISH (fluorescent in situ hibridization) teknigi ile kantitatif PCR tekniklerinin
kullanilabilirligi iizerinde durulmustur. Bu iki teknik yaninda, HER-2/neu gen
iriinii olan HER-2/neu protein diizeyinin tespit edildigi, patolojide kullanilan bir
yontem olan IHK (immunohistokimyasal) yontemi sonuglari, ayni hastalardan diger
iki yontemle elde edilen amplifikasyon sonuclartyla karsilagtirilmistir. Ayrica
caligmalarin bir kisminda HER-2/neu onkogenin artis1 belirlenen hastalarda tirozin

kinaz inhibitorlerine kars1 hassasiyet durumu incelenmistir.
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HER-2/neu geni ve onun protein iirlinii olan HER-2/neu reseptdrii meme
karsinogenezinde anahtar rol oynamaktadir. HER-2/neu gen amplifikasyonunun
meme kanserlerinde zayif prognoz ile iligkili oldugu 6nceden beri tanimlanmis olup
bugiine kadar bir ¢ok ¢alismaya konu olmustur. Bunun yaninda ayni onkogenin ve
ayni yontemin meme kanseri i¢in ¢esitli laboratuarlarda rutin olarak kullanilmasi
bizim c¢alismamizda incelenmis olan akciger kanseri hastalar1 i¢in de giivenilir bir

bilgi saglayacagini diisiindiirmektedir.

Bugiine kadar HER-2/neu onkogen amplifikasyonlarimin incelenmesi
amaciyla pek ¢ok calismada meme kanseri hastalarinda FISH yontemiyle birlikte,
FISH yontemine alternatif olarak gosterilen Real-Time PCR yontemi kullanilmus,
her iki yontemle elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Fakat Real-Time PCR
yonteminin kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserli olgularda HER-2/neu onkogen
amplifikasyonunun arastirtlmis oldugu herhangi bir literatiire rastlanmamistir.
Bundan dolay1 calismamizda elde edilen bulgular, o6zellikle meme kanserli
olgularda Real-Time PCR yontemininin hassasiyetine iliskin elde edilen bulgulari

yansitan literatiirlerle karsilastirilarak tartisilmaya caligilmistir.

Janina ve arkadaglarinin(26) 2006 yilinda yaptiklari calismada meme kanseri
tanis1 almis hastalarin parafin bloklara gomiilii dokularindan DNA elde edilerek,
HER-2/neu amplifikasyon diizeyi, kantitatif Real-Time PCR ve FISH yontemleri ile
incelenmis ve karsilastirma yapilmistir. Bu yontemler ile elde edilen sonuglar,
ayrica IHK yontemi ile elde edilen protein ekspresyon diizeyleriyle de
karsilagtirtlmigtir. Calismada Real-Time PCR ile elde edilen HER-2/neu gen
amplifikasyon oram1 % 19,5 tir(210 hastada 41 amplifikasyon). Aym ¢alismada
diger yontemlerle yapilan karsilastirma sonuglar1 da dikkate degerdir. IHK yontemi
ile protein ekspresyon artis1 saptanan 70 hasta bulunmus olup, bu hastalarda
kantitatif Real-Time PCR’ a gore 41 hastada amplifikasyon belirlenmistir. Yani
yontemin amplifikasyon saptadigi tiim hastalarda IHK’ ye gore de overekspresyon
saptanmustir. Protein ekspresyonunda artis saptanan ve FISH caligmasi yapilabilen

67 hastadan ise 44’ iinde amplifikasyon belirlenmistir. Sonuglara gére FISH ve
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kantitatif Real-Time PCR yontemleri arasindaki uyum %80’ dir. Bu sonug¢ da
gostermektedir ki; ¢aligmamizda kullandigimiz kantitatif Real-Time PCR teknigi
‘altin standart’” metot olan FISH ile olduk¢a yakin sonuglar vermektedir. Bu
sebeple, literatiirde meme kanseri hastalariyla yapilmis calismalarin sonuglarina
dayanarak Real-Time PCR yonteminin KHOAK hastalarinda da HER-2/neu
amplifikasyonlarimin ~ belirlenmesi  i¢cin  FISH’ e alternatif olacagini
diistindiirmektedir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuca gére KHOAK tanisi
alan hastalarda HER-2/neu amplifikasyonlarina iliskin % 18 gibi azzimsanmayacak
diizeyde bir oran elde edilmistir. Bu 6n taniyla gelen hastalarin bu gen bolgesine ait
amplifikasyon diizeyleri, klinisyene ayircit tani1 ve izlenecek tedavi konusunda,

onemli bir yardimer veri olacaktir.

Schlemmer ve arkadaslarinin(54) 2004 yilinda yaptiklar1 ¢calismada meme
kanseri tanis1 almis hastalarin parafin bloklara gémiilii dokularindan elde ettikleri
DNA ornekleri ile HER-2/neu amplifikasyon diizeyi kantitatif Real-Time PCR ve
FISH yontemleri ile birlikte incelenmistir. Bu yontemler ile elde edilen sonuglar
ayrica ITHK yontemi ile elde edilen protein diizeyleriyle karsilastirilmistir.
Caligmada Real-Time PCR yontemi ile HER-2/neu gen amplifikasyonu % 19 (112
hastada 21 amplifikasyon) olarak saptanmistir. Ayn1 ¢aligmada diger yontemlerle
elde edilen uyum oranlart incelenmistir. Kantitatif Real-Time PCR ydntemiyle
FISH ve IHK yontemleri sonuglari karsilastirildiginda, uyum, sirasiyla %92 ve %91
olarak belirlenmistir. YOntem sonuclar1 arasinda 6zelikle de kantitatif Real-Time
PCR ve FISH yontemleri arasinda 6nemli 6l¢iide uyum bulunmasi, ¢alismamizdaki
yontemin kullanilabilirligi agisindan 6nem tagimaktadir. Bizim c¢aligmamizda
KHOAK hastalarinda da kantitatif Real-Time PCR yontemiyle % 18 oraninda
amplifikasyon saptanmis olmasi, Schlemmer ve arkadaslarinin(54) sonuglariyla
birlikte degerlendirildiginde, bu hastalarin tedavisi agisindan bu yontemle elde
edilecek sonuglarin hem giivenilir olacagini, hem de fayda saglayacagini

gostermektedir.
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Gjerdrum ve arkadaglarinin(18) 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada meme
kanseri tanis1 almis hastalarin parafin bloklara gdmiilii dokularindan elde ettikleri
DNA o6rnekleri kullanilmistir. HER-2/neu gen amplifikasyonlarinin belirlenmesinde
FISH ve IHK yontemlerine alternatif bir yontem olarak kantitatif Real-Time PCR
yontemi gosterilmistir. Caligmada kantitatif Real-Time PCR yontemiyle % 47
oraninda (30 hastada 14 amplifikasyon) amplifikasyon saptanmistir. Ayni ¢aligmada
FISH yontemiyle % 30 oraninda amplifikasyon saptanirken, IHK yontemiyle % 80
oraninda HER-2/neu protein overekspresyonu saptanmistir. PCR amplifikasyonu
bulunan tiim hastalar IHK ydntemine gore pozitiftir. Bu ¢aligmada elde edilen %47’
lik bu sonug, diger calismalarda elde edilen sonucun ¢ok iizerinde bir orandir. Ayni
calismada, PCR sonuglar1 FISH sonuglariyla karsilagtirildiginda, IHK yontemi PCR
sonuclariyla daha uyumlu bulunmasi bizim ¢alismamizda kullandigimiz yontemi
degerlendirmek acisindan deger tasimakta ve yontemin kullanilabilirligini

desteklemektedir.

Maria ve arkadaglarinin(36) 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yine meme
kanseri tanis1 almig hastalarin parafin bloklara gomiilii dokularindan elde ettikleri
DNA ornekleri kullanmilmistir. Diger calismalara benzer sekilde HER-2/neu gen
amplifikasyonlarinin  kantitatif Real-Time PCR yontemi sonucglart ile FISH
yontemine benzer bir yontem olan CISH (choromegenic in situ hibridization)
yontemi ile elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Ayni hasta grubunda ITHK
yontemiyle de protein ekspresyon diizeyleri belirlenerek diger iki yontemle
gosterdigi uyumluluga bakilmistir. Kantitatif Real-Time PCR yontemi ile % 22,4
(85 hastada 19 amplifikasyon) oraninda amplifikasyon saptanmigtir. Ayni ¢alismada
CISH yontemi sonuclariyla uyum % 90,6, IHK yontemi sonuglart ile uyum % 92,7
dir. Bu calismada, PCR sonuglar1 FISH yontemi sonuclarina gére THK yontemi
sonuclarina daha yakin bulunmustur. Merkelbach-Bruse ve arkadaglarinin(38) 2003,
Hoang ve arkadaslarimin(25) 2000 yillarinda yaptiklar1 ¢alismalarda da meme
kanseri tanmist almis hastalarin parafin bloklara gomiilii dokularindan FISH
yontemiyle HER-2/neu amplifikasyonlari, IHK yontemiyle de HER-2/neu protein

ekspresyon diizeyleri karsilagtirllmistir. Bu g¢aligmalarin sonuglarina gore de iki
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yontem sonuglar1 arasindaki uyum yine % 90-% 96 gibi yiiksek oranlarda
bulunmustur. Meme kanserlerinde yapilan bu ¢aligmalarin tamaminda HER-2/neu
protein ekspresyon diizeyleri, gerek FISH gerekse kantitatif Real-Time PCR
yontemleriyle elde edilen sonuglarla paralellik gostermistir. Tiim bu c¢aligmalarin
sonuclarina dayanarak kullanilan bu yontem, bu benzerliklere dayanarak hem
arastirma hem rutin c¢aligmalarda kullanilabilecek giivenilir bir yontem olarak
degerlendirilebilir. Bizim KHOAK tanist almis hastalarda HER-2/neu geninin
artisgina iligkin elde ettigimiz % 18’ lik sonucun, literatirde meme kanserli
hastalarda bulunmus olan oranlarin bazi c¢alismalarda ¢ok farkli bulunmasina
ragmen, bazilarinda nispeten benzer bulunmasi iki kanser tiirtinde bu gende benzer
degisimler olabilecegi ihtimalini akla getirebilir. Bu onkogen her tip karsinogenez

stirecinde ayni rolleri listlendigine gore boyle bir ihtimal olabilecegini diislinebiliriz.

Caterina ve arkadaglarinin(7) 2003 yilinda yaptiklart ¢alismada “Kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri” (KHOAK) tanis1 almig hastalarin parafin bloklara
gomiilii dokulart kullanilip, HER-2/neu durumlar1 IHK, FISH ve Real-Time PCR
Revers Transcription yontemleriyle arastirilarak sonuglar karsilastirilmistir. IHK
yontemiyle HER-2/neu protein ekspresyonu incelenmis, hastalarin % 23’ {inde
overekspresyon saptanmistir. Real-Time PCR Revers Transcription yontemi ile
HER-2/neu mRNA diizeyleri belirlenmistir. Hasta grubunun bir kismi i¢in de FISH
yontemi ile gen amplifikasyonlar1 incelenmis, % 22 oraninda (41 hastada 9
amplifikasyon) amplifikasyon tespit edilmistir. mRNA ve protein overekspresyonu,
HER-2/neu gen amplifikasyonun sonuclariyla desteklenebilecek kadar uyumlu
bulunmusgtur. Tan ve arkadaslarmin(61) 2003 yilinda 131 KHOAK tanis1 almisg
hasta ile yaptiklar1 calismada FISH yontemiyle %5.3 oraninda HER-2/neu
amplifikasyonu saptamislardir. Bununla birlikte adenokarsinom ile gen
amplifikasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonuca ulasmislar, gen
amplifikasyonunun daha ¢ok adenokarsinomda gozlendigini ifade etmislerdir.
Bizim caligmamizda HER-2/neu gen amplifikasyonu daha ¢ok squamoz tipi tiimore
sahip hastalarda (%8) gozlenmis, histopatoloji ile gen amplifikasyonu arasinda

anamlt bir istatistik iliski kurulamamistir. Bu farklilik ¢alismamizdaki tiimér
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heterojenitesi ve populasyon farkliliklar1 ile yorumlanabilir. Nakamura ve
arkadaslar1(43) 2003 yilinda 50 KHOAK’li hastada FISH yontemi ile yaptiklar
calismada %44 HER-2/neu gen amplifikasyonu tespit etmistir. Bununla birlikte bu
calismada meme kanserinden farkli olarak KHOAK’lerinde HER-2/neu gen
amplifikasyonunun diisiik gradelerde daha sik goriildiigii belirtilmistir.

Hirsh ve arkadaslarinin(24) 2002 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada ise;
KHOAK tanis1 almig hastalardan parafin bloga gomiilii dokularin FISH yontemi ile
HER-2/neu gen amplifikasyonlar1 belirlenmistir. Incelenen hastalarda % 21,5
oraninda amplifikasyon (238 hastada 51 amplifikasyon) saptanmistir. Bu ¢alismada
ayni hastalarin IHK yontemiyle HER-2/neu protein ekspresyonlart incelenmis, %
16,4 oraninda overekspresyon bulunmustur. Calismada bu iki parametrenin
sonuglart uyumludur. Fakat protein ekspresyonu ve gen amplifikasyonu belirlenen
akciger kanseri hastalarinin inhibitor tedavisine beklenen yaniti vermemelerinden
dolay1r klinik olarak yeni tedavi yollarinin arastirilmas: gerektigi iizerinde
durulmustur. Literatirde, KHOAK tanis1 almig hastalarda onkogen artiglariyla
birlikte daha ¢ok bu artisin tirozin kinaz inhibitorlerine verilen yanitla iliskisi
kurulan daha c¢ok sayida g¢aligma bulunmaktadir. Olduk¢a yakin amplifikasyon
ylizdelerinin bildirildigi bu c¢aligmalarin sonuglari, bizim c¢aligmamizda elde
ettigimiz sonucun iizerindendir. Bu durumun, bu c¢alismalarda incelenen hasta
gruplarinin 6zeliginden kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica protein
ekspresyonu artigina ya da kanser olusumuna yol acan nokta mutasyonlari, delesyon
gibi bagka molekiiler mekanizmalar da diisiiniilecek olursa bizim sonuglarimizin
diisiik oranda olmasi, bizim hasta grubumuzda diger mekanizmalarin hastaliga

sebep olmus olabilecegi ile agiklanabilir.

Capuzzo ve  arkadaglarinin(6) c¢alimamizda  amplifikasyonlarini
inceledigimiz onkogenlere iliskin pek ¢ok calismasi bulunmaktadir. 2005 yilinda
yayinladiklar1 bir calismada KHOAK tanist almig toplam 102 hastada FISH
yontemi ile hem HER-2/neu hem EGFR genlerindeki amplifikasyon artislar:
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incelenmistir. HER-2/neu gen amplifikasyonu hastalarin % 22,8 inde tespit

edilmistir.

Literatiire gore bu onkogenin amplifikasyonu ve protein ekspresyon
diizeylerinin bilinmesi prognoz ve tedavide kullanilacak tirozin kinaz inhibit6rlerine
kars1 hasta yanitinin tahmin edilebilirligi, kisaca tedavinin planlanmasi agisindan
meme kanserleri i¢cin Onem tasimaktadir. Bizim c¢alismamizda, Kiigiikk Hiicreli
Olmayan Akciger Kanserli hastalarda da HER-2/neu onkogen amplifikasyonlari
ucuz, hizli ve giivenilir bir yontemle belirlenmistir. Bu yontemle klinisyene
tedavinin planlanmasinda ve ayrict taninin konmasinda yararli olunabilecegi

duistiniilmektedir.
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Tablo 5.1. HER-2/neu ve EGFR gen amplifikasyon sonuglarimin litaretiir verileri ile karsilagtiriimasi

Arastirmaci ismi KHOAK n Real-Time PCR
FISH
(n=100)
HER-2/neu EGFR HER-2/neu EGFR

Tan ve arkadaslari 131 %5.3 _ _ _
2003

Nakamura ve arkadaslari 50 %44 _ _ _
2003

Caterina ve arkadaslar 41 %22 _ _ _
2003

Capuzzo ve arkadaslari 102 % 22,8 %31 _ _
2005

Suzuki ve arkadaslari 181 _ %23 _ _
2005

Cappuzzo ve arkadaslari 102 _ %33 _ _
2005

Tsao ve arkadaslari 125 _ %47 _ _
2005

Dacic ve arkadaglar1 196 _ %38.6 _ _
2006

Ruiz ve arkadaglari 44 _ %13.6 _ _
2006

Jeon ve arkadaslari 262 _ %30.2 _ _
2006

Bozetti ve arkadaslart 28 _ %36 _ _
2007

Savic ve arkadaslar 67 _ %32 _ _
2007

Hirsh ve arkadaslari 81 _ %32 _ B
2007

Dziadziuszko ve arkadaslart 102 _ %33 _ _
2007

Sholl ve arkadaslar1 57 _ %12 _ _
2007

Cappuzzo ve arkadaslari 190 %28.8 %25 _ _
2007

Bizim Calismamiz 100 _ %18 %26
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5.3. EGFR OnKkogeni i¢in Kantitatif Real-Time PCR Yontemi ile Elde Edilen
Verilerin Literatiir Bilgileri Ile Karsilastirilmas: (Cizelge 5.1)

EGFR onkogen amplifikasyonunun kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserli
olgularda Real-Time PCR yotemi ile arastirilmis oldugu herhangi bir literatiire
rastlanmamistir. Ancak EGFR onkogen amplifikasyonlarinin FISH yontemiyle
calisildigi pek c¢ok calisma mevcut olup, calismamizda elde ett§imiz EGFR

onkogen amplifikasyonlar1 bu ¢alisma sonuglariyla karsilastirilmistir.

Sanja ve arkadaslarinin 2006(53) yilinda yaptiklar1 ¢alismada KHOAK
tanis1 almis hastalarda FISH yontemi ile EGFR gen amplifikasyonlari, IHK yontemi
ile protein ekspresyon diizeylerinin 6nemi aragtirilmistir. Gen amplifikasyonlar1 bu
hastalarda % 9,5 oraninda (179 hastada 17 amplifikasyon) bulunmustur. Aym
hastalarda protein ekspresyon diizeyleri ise %11,2 oraninda (186 hastada 21 artmis
ekspresyon) tespit edilmistir.  EGFR protein ekspresyonu skuamoz hiicreli
karsinomlarda adenokarsinomlara gore daha fazla saptanmistir. Ayrica EGFR gen
kopya sayisinin ortalama olarak daha yiiksek bulunmasi az diferensiyasyonla
iligskilendirilebilmistir. Erken evre KHOAK’ lerinde gen amplifikasyonu ve protein
ekspresyonu arasinda kesin bir iligki saptanamamigsa da bir¢ok vakada ozellikle
skuamoz hiicreli karsinomlarda iki parametre arasinda 1iyi bir baglanti
kurulabilmistir. Bizim yaptigimiz c¢alismada amplifikasyon orani %?26 olarak
belirlenmis ve bu g¢aligmada belirtildiginin aksine, bulunan amplifikasyonlarla
hastalarin klinikopatalojik bulgular1 arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu

durum bizim hasta grubumuzun sinirli sayida olmasiyla agiklanabilir.

Hirsch ve arkadaglarinin(23) 2003 yilinda FISH yontemi ile yaptiklar
calismada EGFR gen amplifikasyonu % 10 oraninda bulunmustur. Fakat
amplifikasyon diizeyleri ile hastalarin klinikopatalojik verileri arasinda bizim
calismamizda oldugu gibi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamis ve daha

biiyilk bir hasta grubuyla c¢alisildiginda anlamli bir fark yakalanabilecegi
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belirtilmistir. Bu calismada EGFR gen amplifikasyonu saptanan her hastada EGFR
proteininde de overekspresyon saptanmustir. Gen amplifikasyonu bulunmadig:
halde protein overekspresyonu bulunmasi gen iizerindeki somatik mutasyonlar,
transkripsiyonel veya postranskripsiyonel faktorler gibi diger etkilerin rollerinin
olabileceginin diislinlilmustiir. Kantitatif Real-Time PCR yonteminin kullanildig:
calismamizda elde edilen amplifikasyon orani bu ¢alismaya gore oldukca yiiksektir.
Kansere yol agan diger molekiiler mekanizmalar diisiiniildiiglinde bizim ¢alistigimiz
hasta grubunda kansere yol agan en etkili mekanizma, bu literetiidekinin aksine, gen
amplifikasyonlar1 olmus olabilir. Bu durum, hem EGFR hem HER-2/neu
onkogenlerine yonelik KHOAK hastalarinda daha sonra planlanacak c¢aligmalarda
gen amplifikasyonlariyla birlikte diger molekiiler mekanizmalarin da arastirilmasi
gerekliligini diistindiirmistiir. Tiim bunlarin yaninda Real-Time PCR y0nteminin,
amplifikasyon belirleme noktasinda bu ¢alismada kullanilan FISH yontemine gore

daha hassas bir yontem olabilicegi ihtimali de diistintilmelidir.

Jeon ve arkadaslarinin(27) 2006 yilinda yaptiklart ¢alismada KHOAK tanisi
almis 262 hasta FISH yontemi ile EGFR gen amplifikasyonlari, IHK yontemi ile de
EGFR protein ekspresyon diizeyleri klinikopatalojik bulgulariyla birlikte
incelenmistir. Calismada % 30,2 oraninda EGFR gen amplifikasyonu belirlenmis ve
sigara kullanan hastalarda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir. Protein
overekspresyonu ise Ozellikle skuamoz hiicreli karsinomlarda amplifikasyon
diizeyleri ile onemli 6lgiide iliskili bulunmus olup bu iliski adenokarsinomlarda
saptanmamistir. Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz % 26’lik oran bu g¢alismada
cikan % 30,2’lik orana caligmaya dahil edilen hasta grubu da goéz Oniinde
tutuldugunda yakin bulunmaktadir. Calismamizda daha az sayida hasta incelenmis
olmasinin, gerek bulunan oran gerekse bu c¢alismanin aksine klinikopatolojik

verilerle anlamli bir iligki bulunamamasi tizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Suzuki ve arkadaslarinin(58) 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada oOncekiler

gibi KHOAK tanist almis hastalarda EGFR gen amplifiasyonlar1 ve protein

ekspresyon diizeyleri incelenmistir. FISH yontemiyle yapilan calismada % 23
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oraninda (181 hastada 40 amplifikasyon) amplifikasyon saptanirken, IHK
yontemiyle % 34 oraninda (181 hastada 61 artmis ekspresyon) overekspresyon
saptanmistir. Amplifikasyon ve ekspresyon diizeyleri arasinda dikkate deger bir
uyum gosterildigi bu calismada amplifikasyon bulunan hastalarin % 74’ iinde
protein ekspresyon artigi belirlenmistir. Fakat her iki parametre sonuglari ile
hastalarin klinikopatalojik bulgular1 arasinda bizim g¢aligmamizda da oldugu gibi

istatiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamustir.

Sholl ve arkadaslarinin(56) 2007 yilinda yaptiklar1 ¢calismada FISH ve CISH
yontemlerinin her ikisiyle EGFR gen amplifikasyonlarini incelenmis ve her iki
metotla da %12 oraninda gen amplifikasyonu saptamislardir. Bizim ¢alismamizda
oldugu gibi elde edilen sonuglar ile klinokopatalojik veriler arasinda anlamli bir
iliski saptanamamistir. Bu sonucun, ¢alismamizda elde ettigmiz oranin oldukga
altinda olmasi, diger molekiiler mekanizmalarin etkili olabilecegini akla getirmistir.
Yapilacak caligmalarda, ayni hasta gruplar lizerinde ayirici tan1 ve tedaviye iliskin
daha saglikli sonuclar elde etmek amaciyla birkag molekiiler mekanizmanin birlikte

incelenmesinin faydali olacagini diisiinmekteyiz.

Dziadziuszko ve arkadaslarinin(12) 2007 yilinda yaptiklart c¢aligmada
EGFR gen amplifikasyonlarinin ve protein ekspresyonlarinin, EGFR tirozin kinaz
inhibitorleriyle kemoterapi almis KHOAK hastalarinda tedaviye yanit ve yasam
stiresi ile ilgisi arastirlmuistir. Calismada FISH yontemiyle % 33 oraninda gen
amplifikasyonu, IHK yontemiyle de %71 oraninda artmis protein ekspresyonu
bulunmus olup bu iki yontem sonuglarinin Onemli Ol¢iide uyumlu oldugu

belirlenmistir.

KHOAK hastalarina iliskin tiim bu c¢alismalar birlikte degerlendirildiginde,
bizim c¢alismamizda elde ettigimiz % 26’lik amplifikasyon oranindan farkli
sonuglara rastlanmigsa da, soz konusu parametrelerde artis bulunmasi agisindan
benzer sonuglar elde edilmistir. Yani calismamizin sonuglar literatiirle uyumlu

bulunmustur. Calismamizda kullanilan kantitatif Real-Time PCR metodunun zaman

63



kazanct ve dogruluk acisindan avantaj olusturacagi ve oOzellikle biiyiik hasta
gruplant calisildiginda arastirmaciya kazandiracagi kolaylik yaninda daha diisiik

maliyet sagladig1 goriilmiistiir.

5.4. Kantitatif Real-Time PCR Yonteminin Avantajlar1 ve Diger Yontemlerle

Karsilastirilmasi

Literatiirde amplifikasyon belirlemede siklikla kullanilan yd&ntemlerinin
karsilagtirilmast {izerinde durulmaktadir. Tam1 ve tedavi acisindan kullanilan
yontemin hassasiyeti, giivenilirligi, sonug¢ alma siiresi ve tiim bu nitelikleri yaninda
maliyeti bliyilk onem tasimaktadir. Bu sebeple cesitli yontemlerin avantajlar1 ve

dezavantajlar1 arastirmaci tarafindan géz oniinde bulundurulmalidir.

Genlerin iirlinii olan proteinlerin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi
kanser tan1 ve arastirmalar agisindan bilinmesi gereken major bilgidir. Bu sebeple
IHK yontemi i¢in ¢ok sayida pataloji laboratuar1 gerekli ekipmana sahip olup,
yontemi rutin olarak kullanmaktadir. Ozellikle meme kanserlerine iliskin yapilmus
olan ¢ok sayida ¢alisma gen amplifikasyon diizeylerinin ve protein ekspresyon
diizeylerinin yiliksek oranlarda uyumlu bulundugu bildirmektedir. IHK yontemi,
protein ekspresyon diizeyini belirleyen kesin bir yontem olarak kabul gérmektedir.
Fakat bu yontem ile gesitli sebeplerden dolay1 farkli sonuglar elde edilebilmektedir.
Yontem agisindan fiksasyon zamani ve siiresi, boyama prosediirii ve teknigi, uygun
antijenin elde edilmesi, incelenecek doku orneklerinden elde edilen kesitlerin bazi
durumlarda standardizasyonunun yapilamamasi1 ortaya ¢ikacak dezavantajlar
arasinda yer almaktadir(18). Meme kanseri basta olmak {izere KHOAK tanisi alan
hastalarin HER-2/neu ya da EGFR protein ekspresyon diizeyleri ile birlikte gen
amplifikasyon diizeylerinin de bilinmesinin fayda sagladigi, bu bilginin tani ve
tedavi seyri acisindan 6nem tasidigl yaptigimiz ¢alisma ve literatiir taramasi ile elde

eettigmiz sonuglara gore asikardir.

64



FISH yontemi, her hiicrenin analizine olanak saglayan, gen
amplifikasyonlar1 ve kromozom dublikasyonlarini belirleyebilen bir yOntemdir.
FISH yontemi ile invaziv tiimor hiicreleri ile duktal karsinom in situ hiicrelerinin de
analizini yapabilmek miimkiindiir. Ornegin invaziv kanserlerde HER-2/neu negatif
olsa bile duktal karsinom in situ hiicrelerinin HER-2/neu ekspresyonu yiiksek
olabilmektedir. Bunlara ragmen FISH yontemi, uzun hibridizasyon ve yikama
stirelerine ihtiya¢c duymasindan, florasan mikroskopta her hiicre icin tek tek sinyal
sayimi gerektirmesinden Otlirli zaman alicidir. YOntemin analiz asamasindaki
karmasiklig1 da arastirmaciy: bir takim zorluklarla karsilagtirmaktadir. Bu yontem
amplifikasyon tespiti agisindan “altin standart” olarak kabul goriiyor olsa da bir

takim dezavantajlara sahiptir.

Bazi kanserlerde protein ekspresyonu diizeylerinin belirlenmesi yaninda gen
amplikasyonlarinin da bilinmesine duyulan gereksinim, artis1 belirleyebilen
alternatif metotlar arayisint dogurmustur. Calismamizda da kullanilan kantitatif
Real-Time PCR yontemi gen kopya sayisini kantitatif olarak 6lgebilen bir yontem
olup FISH yoOntemine gore bazi avantajlara sahiptir. Kantitatif PCR ydntemi
uygulanabilirliginin kolay olmasi ve aym anda c¢ok sayida Ornegi birlikte
degerlendirebilmesi agisindan hizli bir tekniktir. PCR amplifikasyonu ve
kantifikasyonu i¢in gerekli reaksiyon karigimi manuel manipulasyonu engellemek
bakimindan reaksiyon karisimi tek bir tiip igerisinde hazirlanir. Bu, iiriin
kontaminasyonu dolayisiyla da oOrnek kaybedilmesine engel olur. Sonucun
goriintiilenmesi i¢in jele ve mutajenik DNA boyalarina gereksinim duymaz.
Sistemin  tamamen  otomatik  olmasi, c¢alismanin  standardizasyonunu
kolaylastirmistir. Ayrica planlanan her caligma ig¢in primer ve prob dizayninin
yapilabilmesi, yeni PCR sartlarinin olusturulabilmesi ve yontemin validasyonunun
yapilabilmesi  sistemin en Onemli avantajlarindan  biridir.  Sonuglarin
degerlendirilmesi de bilgisayar tabanli analiz programlari tarafindan otomatik
olarak yapilmaktadir. Tiim bunlarin yaninda kantitatif Real-Time PCR ydntemi

FISH yo6ntemine gore daha diislik maliyetlidir.
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Kantitatif Real-Time PCR yontemi, hassasiyeti, spesifitesi, kolay
uygulanabilmesi, diisiik maliyetli olmasi, hizli sonug verebilmesi ve kantitatif sonug
vermesi acisindan amplifikasyon belirleme noktasinda uygulanmakta olan diger

metotlar i¢in alternatif olarak kabul edilebilir bir yontemdir.

66



6. SONUC VE ONERILER

Basarili bir kantitatif Real-Time PCR c¢alismast i¢in kullanilacak DNA
miktarinin ve kalitesinin énemli oldugu ¢alismamizda da gosterilmistir. Parafine
gomiilii dokulardan DNA elde ederken karsilagilan problemler degerlendirilmis ve
mevcut protokoller iizerinde modifikasyonlar uygulanarak bu problemler
¢Oziilmiistiir. Calismamiz i¢in diizenledigimiz, bu son parafine gémiilii dokulardan
DNA elde etme protokolii ile calismamizda kullanilacak biitiin dokulardan kantitatif
Real-Time PCR yontemi i¢in uygun kalitede ve miktarda DNA elde edilmistir.

Bizim ¢alismamizda KHOAK tanist almig 100 olgunun, parafin bloklara
gomiilii dokularindan DNA elde edilmis ve kantitatif Real-Time PCR yontemi ile
HER-2/neu ve EGFR gen amplifikasyonlar1 incelenmistir. Calisma sonuglarina gore
100 hastanin 18° inde (% 18 oraninda amplifikasyon) HER-2/neu gen
amplifikasyonu, ayn1 100 hastanin 26’ sinda da EGFR gen amplifikasynu
saptanmistir. Bu amplifikasyonlarin her iki onkogen icin de hig¢bir klinikopatalojik
veriyle istatistiksel olarak anlamli bir iligskisi kurulamamistir. Calismada, akciger
kanserlerinde bu iki onkogenin artigina iliskin hizli ve giivenilir bir metotla veri
elde edilmis olup, KHOAK tanisi alan hastalarin ayirici tanisina katkida bulunmak

ve klinik olarak tedavide klinisyene 151k tutulabilmesi hedeflenmistir.

Literatiire gore HER-2/neu gen amplifikasyonu ve protein ekspresyon
diizeylerinin bilinmesi prognoz ve tedavide kullanilacak tirozin kinaz inhibitdrlerine
kars1 hasta yanitinin tahmin edilebilirligi kisaca tedavinin planlanmasi agisindan
meme kanserleri i¢in kesin suretle onem tasimaktadir(24). Tanis1t meme kanseri
olarak belirlenen hastalarda IHK sonuglarina gore 6zellikle 2+ olarak skorlanan
hastalarin ayirici tanisina katki saglamasi ve klinik tedavi agisindan HER-2/neu gen
amplikasyonlarinin bilinmesine Onemle ihtiyag duyuldugu bildirilmektedir(26).
Oyle ki meme karsinomlarmin da i¢inde bulundugu pek ¢ok kanser tiiriinde HER-

2/neu onkogenin sinyal yolaklari icerisindeki yeri, proliferasyon, invazyon ve mitoz
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baskilanmasindaki 6nemi ile yer almasi hi¢ de sasirtict degildir. Literatiirde akciger
kanserinin bu onkogen ag¢isindan amplifikasyonun arastirildig1 az sayida ¢aligmaya
rastlanmasina ragmen ayn1 onkogenin KHOAK hastalarinda da benzer sebeplerden
dolay1 amplifikasyon diizeylerinin bilinmesine klinik olarak ihtiya¢ duyuldugunu

diisiinmekteyiz.

Calismamizin sonuglarina gére EGFR gen amplifikasyonuna iligkin elde
ettigimiz veriler amplifikasyon belirleme noktasinda, literatiirde yogunluk kazanmig
FISH yontemi sonuglariyla genellikle benzerlik gostermektedir. Literatiirde,
amplifikasyon sonuglar1 ayni zamanda IHK yontemiyle elde edilen protein
ekspresyon diizeyleriyle de karsilastirilmistir. Gen amplifikasyon diizeyleri, protein
ekspresyon diizeyleriyle karsilastirildiginda genel olarak uyum oldugu goriilmiisse
de bu uyumun IHK yontemine gore 2+ olarak skorlanan hastalardaki siklig1 agiktir.
KHOAK tanisi alan hastalarda, EGFR’ ye yonelik ¢ok sayida parametrenin (nokta
mutasyonlar1, delesyonlar, mRNA diizeyi, protein ekspresyn diizeyi gibi) genis
hasta gruplarinda bir arada incelenmesinin kesin bilgiye ulagsmak a¢isindan daha
faydali olacagini diisiinmekteyiz. Bu amaca ulasmak i¢in hizli ve gilivenilir
yontemlerin secilmesi kaginilmaz olup, ¢alismamizda kullandigimiz bu yontemin

bu konuda arastirmactya biiyiik 6l¢iide kolaylik saglayacagi kanisindayiz.

Son yillarda hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesiyle EGFR onkogeni
klinik acidan ¢ok onem kazanmistir. Bu sebeple EGFR onkogenin artigina ya da
protein overekspresyonunu gosterilmesine yonelik c¢alismalar artmistir. Daha ¢ok
EGFR onkogeninin amplifikasyon diizeyine, mRNA diizeyine ve protein
ekspresyon diizeyine iliskin farkli yontemler kullanilarak ¢esitli ¢alismalar yapilmis
ve cogunlukla bu parametre sonuclar1 karsilastirilarak aralarinda iligkilendirme
yapilmasi1 hedeflenmistir. Ayrica KHOAK hastalarinin EGFR tirozin kinaz domaini
tizerinde belli mutasyonlar saptanmis olup bu mutasyonlar gen amplifikasyon ve
protein ekspresyon diizeyleriyle birlikte incelenmistir. Literatiire gore ¢ogunlukla
amplifikasyon artis1 olan hastalarda inhibitor (gefitinib) hassasiyetinin yiiksek

oldugu bildirilmekle birlikte EGFR onkogeni {izerinde mutasyon belirlenen
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hastalarda daha hassas oldugunu aciklayan literatiirlere de rastlanmistir. Bu konuda
acik bir sonucun elde edilememesi inhibitdr hassasiyetine yonelik ¢alismalarin
arttirllmasi gerektigini diistindiirmiistiir. Clinkii bu bilgi ilaca baslama ve doz karari

acisindan klinisyene fayda saglayacaktir (45, 57).

Literatiirde =~ gerek ~ HER-2/neu  gerek  EGFR  onkogenlerinin
amplifikasyonlarinin  bizim segtigimiz KHOAK tanisi1 alan hasta gruplarinda,
calismamizda kullandigimiz kantitatif Real-Time PCR yonteminin kullanildigi
herhangi bir yayina rastlanmamistir. Bu sebeple, meme kanseri hastalarinin
incelendigi fakat Real-Time PCR ve FISH yontemlerinin hassasiyetlerinin
incelendigi ya da KHOAK’ li hasta gruplarinda FISH yontemiyle séz konusu
onkogenlerin incelendigi ¢alisma sonuglariyla karsilastirma yapilmaya calisilmistir.
Sonug olarak, ¢alismamizda gerek HER-2/neu onkogeni, gerekse EGFR onkogeni
acisindan elde edilen amplifikasyon sonuglari, hemen hemen farkli yontemlerle
degerlendirmis olunmasiyla birlikte, tiim literatiir sonuglariyla benzerlik
gostermektedir. Bu sebeple HER-2/neu ve EGFR gen amplifikasyon diizeylerinin
belirlenmesinde kantitatif Real-Time PCR yonteminin avantajlariyla birlikte

degerlendirildiginde daha kullanilabilir bir yontem oldugu agiktir.
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