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Gastrointestinal Stromal Tiimérlerdeki (GIST) C-KIT ve PDGFRA Mutasyonlarinin

Hastalarin Patolojik Ve Klinik Prognostik Parametreler ile iliskilendirilmesi

OZET

Bu c¢alismada, gastrointestinal kanalin en sik gozlenen mezenkimal tiimorleri olan
Gastrointestinal stromal timdrlerin (GIST), Tiirkiye GIST veri tabaninda yer alan vakalar
kapsaminda mutasyon profillerini inceleyerek, iilkemize ait mutasyon profilinin ortaya
cikarilmas1 ve mutasyonlarla klinik prognostik parametreleri ve hedeflenmis tedavi

yanitlart ile iligkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu amaca yonelik olarak tiimdrlere ait parafin bloklardan DNA elde edilerek, KIT geninin
9,11,13 ve PDGFRA geninin ise 12,14,18 numarali ekzonlar1 Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemiyle cogaltilmis ve sonrasinda dizi analizi yontemiyle mutasyon varligi

yoniinden incelenmistir.

Calisma sonucunda elde edilen mutasyon sonuglarina gore, gézlenen mutasyon tipleri ve
bunlarin goriilme sikliklarinin, daha once literatiirde tespit edilmis sonuclar ile uyumlu
oldugu gozlenmistir. Ayrica PDGFRA geninin 18. ekzonunda daha dnce tanimlanmamis

R8&17P mutasyonu saptanmistir.



Anahtar kelimeler: GIST,C-KIT, PDGFRA, CD117, Mutasyon
The C-KIT and PDGFRA mutations in Gastrointestinal Stromal Tumors (GIST) and

their correlation with the pathological and clinical prognostic parameters

ABSTRACT

Gastrointestinal stromal tumors are the most common mesenchymal tumors in the
gastrointestinal tract. Our aim in this study was to examine the mutation profile of Turkish
GIST cases registered in the Turkish GIST database whose pathological and clinical
prognostic parameters have been documented. We also wanted to examine the relationship
between the mutation status and targeted therapy (imatinib) response for Gastrointestinal

stromal tumors (GIST).

For this aim, exons 9,11,13 for KIT and 12,14,18 for PDGFRA genes, by using the DNA
extracted from formalin fixed parafine embedded tumor tissue sections were used. Related
exons of the genes were amplified by polimerase chain reaction (PCR) and then analyzed

for mutation status by using sequence analysis.

In conclusion, the observed mutation types and their frequency are in accordance with the
former results reported by other groups. In addition, R817P missense mutation that hasn’t

been reported before, was observed in PDGFRA gene within exon 18.

Key words: GIST,C-KIT, PDGFRA, CD117, Mutation
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1. GIRIS

Gastrointestinal stromal tiimorler (GIST), otonom sinir uyarisi olusturan ‘pace maker’
intersitisyal Cajal hiicresi kokenli, sindirim kanalinin en sik goriilen mezensimal
tiimdrleridir. Bu tlimoriin patogenezinde, tirozin kinaz iligkili reseptorler olan KIT ve
PDGFRA’nin otonom uyarilmast sonucunu doguran mutasyonlarin bulundugu

bilinmektedir.

Gegmiste soz konusu tiimorlerin tedavisi ile ilgili tek segenek cerrahi miidahale iken;
giiniimiizde, ‘reseptor tirozin kinaz inhibitorii” olarak islev goren ilaglarin birbirlerinin ardi
sira GIST’in hedeflenmis tedavisinde kullanima sunulmalari, hastaligin tedavisine ve
tedaviye yaklasima yeni bir boyut kazandirmis; bu hastaliktan etkilenen hastalarin yasam

stirelerini ve kalitelerini arttirma amacina 6nemli katkilar saglamistir.

Ancak tedavi siirecinde zamanla ortaya ¢ikan direng, ila¢ tedavisine yanit diizeyi ile
hastanin ilgili genlerinde gozlenen mutasyonlarin tiirii arasindaki baglantinin
arastirilmasini gerekli kilmistir. Bu arastirmalar sonucunda belirli mutasyonlart tasiyan
hastalarin belirli bir ilag¢ ile tedaviye cevap verdikleri, ancak diger bazi mutasyonlari
tagityan hastalarin ise ayni ilagla tedaviye yanit vermeyebildikleri anlasilmistir. Bu durum,
hastalarin tedavisinde mutasyon profili ile hangi ilaglarin kullanilabilecegine dair bilgilerin
iligkilendirilmesi bakimindan 6zellikle biiyiik 6nem tagimaktadir. Hastaligin mutasyon
profili ile ilgili yurtdis1 kaynakli veriler ve ilaglara diren¢ olustugundaki mutasyon
profilleri kismen bilinmesine ragmen iilkemizde bu konuda yapilmis bir calisma

bulunmamaktadir.

Bu calismada Tirkiye GIST veri tabanma kayitli, patolojik ve klinik prognostik
parametreleri bilinen, farkli merkezlerden toplanan GIST doku oOrneklerinde KIT ve
PDGFRA genlerinin mutasyon profilinin ¢ikarilmasi, mutasyonlar ile prognostik

parametreler ve imatinib yaniti iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir.



2) KURAMSAL TEMELLER

2.1. GIST: Kisa bir tarihce

Gastrointestinal stromal tiimorler (GIST), gastrointestinal kanalin mezenkimal tiimorleri
(Sekil 2.1) grubunda yer almaktadir. Tamamen veya kismen igsi hiicrelerden olusmasi ve
151k mikroskobunda diiz kas veya sinir kilifi tliimorii gériiniimiine sahip olmasi sebebiyle
onceleri ‘leiomyoma’, ‘leiomyoblastoma’ ve ‘leiomyosarkoma’ gibi diiz kas tiimorleri
olarak  degerlendirilmig; ancak ilerleyen yillarda elektron mikroskobu ve
immiinohistokimya c¢alismalar1 ile s6z konusu tiimoérlerin ¢ok az bir kismiin diiz kas
tiimor ozellikleri tagidigr farkli arastirma gruplar tarafindan (Weiss et al. 1981, Saul et al.
1987, Fraquemont et al. 1992) ortaya konmustur (Hirota et al. 2006). Bu calismalardan
sonra Mazur ve Clark (1983), diiz kas hiicrelerinin ultrastriiktiirel 6zelliklerini tasimayan
ve Schwann hiicrelerinin  immiinohistokimyasal &zelliklerine sahip olmayan,
gastrointestinal non-epitelyal neoplazmlar1 ifade etmek icin ‘GIST’ ifadesini ilk defa

kullanan arastiricilar olarak tarihe ge¢cmislerdir (Joensuu 2006).

Sekil 2.1: Gastrointestinal sistemin mezenkimal timorlerinin siniflandirilmast (Cevlik

2006’dan uyarlanarak)
Gastro intestinal sistemin
Mezenkimal Tiimorleri
| I I
Lipomatoz Noral Diiz kas Vaskiiler
tilmorler GIST tiimorler tilmorleri tiimorler
| |
Lipom Schwannom
Glomus
| tiimorii
] Graniiler hiicre
Liposarkom tiimorleri
| Hemanjiyom
Gangliositik
paragangliyoma
| Anjiyosarkom
Ganglionéroma
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GIST’in kokeni tanimlandiktan sonra, bu tiimorlerin tanisal belirtegleri olan (marker)
molekiil veya molekiillerin arastirilmasi Oncelikli hedef halini almistir. Bu konuda ilk
ipucu, 1991 yilinda Traweek ve arkadaslarimin CD34 ifadesinin yalnizca vaskiiler
neoplazmlarda degil, epiteloid sarkoma ve leiomyosarcoma vakalarinin da az bir kisminda
goriildiiglinii agiklamalariyla elde edilmistir. Boylelikle GIST ve CD34 arasinda olabilecek
muhtemel bir iligkinin de arastirilmasinin temelleri atilmistir. Nihayet 1994°te Van de Rijn
ve arkadaglar1 ile Monihan ve arkadaslari, gastrointestinal mezenkimal tiimorlerin biiyilik
bir kisminda CD34 ifadesinin gozlendigini ortaya koydular. Bu gelismeyi takiben 1995
yilinda Miettinen ve arkadaslarinin da, schwannoma ya da leiomyoma ozelligi
gostermeyen tlimorlerde yiiksek oranda (%73) CD34 ifadesi gozlediklerini ortaya
koymalariyla, bir anlamda Traweek ve arkadaslarinin bulgular1 dogrulanmis; boylelikle
GIST ifadesinin 1983’te kullanilmaya baslanmasindan sonra, bu tiimorlere ydnelik bir

belirtecin tanimlanmasi 1994 yilinda miimkiin olabilmistir (Hirota et al.2006).

Tiim bu gelismeler GIST lerin, diger gastrointestinal mezenkimal tiimorlerden ayriminda
oldukca faydali olmus; ancak CD34 ifadesi bulunmayan tiimoérlerin, CD34 pozitif
tiimorlerle birlikte siniflandirilmalar1 konusunda yeni bir sorunu da beraberinde getirmistir.
1998 yilinda Hirota ve arkadaslarinin GIST’lerin, KIT protoonkogeni ifadesi yoniinden
pozitif oldugunu; dahasi ayni gende ‘islev kazanimi mutasyonu’ tanimlamalari ile hem
GIST ile ilgili 6zgiil bir belirteg bulma hem de hastaligin sebebinin anlagilmasi konusunda

biiyilik bir adim atilmistir.

Bugiin artik pek ¢ok Gastrointestinal mezenkimal tiimoriin KIT, CD34, desmin ve S-100
proteini ile immiinhistokimyasal boyanma Ozelliklerine goére ayirici  tanist
yapilabilmektedir. Morfolojik bulgular yaninda immiinofenotipik olarak KIT ve CD34

pozitifliginin saptanmasi, GIST tanisi i¢in yardimc1 bulgulardandir.

GIST’in hizli tanisina yonelik 6zgiil bir belirtecin arastirildigr o yillarda, GIST’in hangi

hiicre grubunun klonu olduguna yonelik calismalar da yapilmistir. Yapilan arastirmalar



sonucunda GIST’in ICH (intersitisyal Cajal hiicreleri) olarak adlandirilan hiicre grubunun

klonu olabilecegi yoniinde 6nemli bulgulara ulasilmistir.

ICH hiicreleri ilk defa 1893°te {inlii norolog Santiago R. Cajal tarafindan gastrointestinal
kanal duvarinda, siradan néronlarin olusturdugundan farkli bir ag yapisi olusturan 6zel bir
hiicre grubu olarak tanimlandi. Cajal o donemde bu hiicrelerin, Gastrointestinal harekette
onemli bir rolii olabilecegini ileri siirmisti. Yaklasitk 100 yil sonra 1989°da,
elektrofizyolojik incelemeler ICH yoniinden zengin myenterik plexus tabakasinda uyari
tiretim (pacemaker) faaliyetini ortaya koydu. Son olarak Thomsen ve arkadaslar tek bir
ICH’nin spontan kasilmalar gerceklestirdigini 1998’de gdstermeyi basarmistir. Tiim bu
sonuclar, ICH’nin gastrointestinal sistemin otonom hareketi i¢in bir pacemaker (uyarti

tiretimi) islevi listlendigine isaret etmektedir (Hirota et al. 2006).

1992 yilinda Maeda ve arkadaglarinin KIT pozitif hiicre varligin1 gastrointestinal kas
tabakalarinda gostermeleri ve KIT pozitif hiicrelerin dagiliminin intersitisyel Cajal hiicre
dagilimima benzer bir dagilim sekli sergilemeleri, Cajal hiicrelerinin KIT pozitif oldugunu

ve dolayisiyla GIST’in kdkeni olabilecekleri yoniinde ilk ipuglarini saglamistir.

1995’te ise KIT mRNA ifadesi gozlenen hiicrelerin ICH olduklar1 agik¢a ortaya
konmustur. Buna ilave olarak hem GIST hem de ICH’nin, KIT yani1 sira CD34 ifadesi
yonlinden de pozitif olmalari ve ailesel ile multipl GIST vakalarinin ICH’nin diffiiz
hiperplazisinden kaynaklandigini diistindiirtecek bulgularin varligi; GIST’in ICH veya

onun Oncii hiicrelerinden kdken aldigi goriisiinii desteklemektedir.

Tiim bu delillere ilave olarak, GIST ve ICH arasinda ortak olarak ifade edildigi bildirilen
diger proteinler arasinda, diiz kas miyozini agir zincirinin embriyonik izoformu, ara
flament nestin ve protein kinaz-C teta da bulunmaktadir (Sakurai et al. 1999, Tsujimura et

al. 2001, Blay et al. 2004).



Bazi1 GIST’lerde, KIT gibi bir tip III tirozin kinaz reseptor ailesi liyesi olan ve PDGFRa
reseptoriinii kodlayan PDGFRA geninde de aktive edici mutasyonlarin goriildiigii Heinrich

ve arkadaslar1 tarafindan (2003) bildirilmistir (Joensuu 2006).

Morfolojik ve immiinfenotipik Ozellikleriyle GIST agisindan tanisal giigliik gosteren
vakalarda veya hastaya en uygun ilacin ve ilag dozunun belirlenmesi durumunda, KIT ve

PDGFRA gen mutasyonlarinin arastirilmasi giderek 6nem kazanmaktadir.

2001 yilinda KIT, PDGF reseptorleri BCR-ABL, ABL, ARG ve c-FMS’in segici
inhibitérii olan Imatinib mezilat’m (2-fenilamino pirimidin tiirevi), GIST tedavisindeki
etkinligi gosterilmistir. Daha sonra sunitinib, vatalanib gibi diger kinaz inhibitorleri de

tedavide kullanilmaya baglanmstir.

2.2. GIST’lerin Epidemiyolojik, Patolojik ve Histolojik Ozellikleri

Gastrointestinal kanalin en sik mezenkimal tiimorleri olan GIST’ler, siklikla 50-60
yaslarinda goriiliir. Ancak sik olmamakla birlikte 21 yas 6ncesinde ve ¢ok seyrek olarak
cocuklarda da rastlanilabilmektedir. Kadin ve erkeklerde goriilme sikligiyla ilgili olarak
aktarilan sayisal veriler, calismadan calismaya degiskenlik gostermekle birlikte belirgin bir

cinsiyet baskinlig1 bulunmamaktadir.

Farkli merkezlerde yiiriitiilen ¢aligmalardan GIST’in goriilme sikligina dair farkli rakamlar
elde edilmistir. Bu konuda bildirilen rakamlar 11 ila 14.5 (Nilsson ve arkadaslar1 2005,
Tryggvason ve arkadaslar1 2006, Goettsch ve arkadaglari 2005, Joensuu 2006) arasinda
degismekle birlikte asemptomatik, diisiik risk grubundaki GIST’lerin popiilasyon

genelinde sanilandan daha sik olabilecegi ifade edilmistir.



GIST’lerin malignite potansiyeli kiiciik boyutlu asemptomatik kitlelerden, agresif
davranmisa kadar uzanan c¢ok farkli klinik ozellikler sergilemektedir. Yiiksek risk veya
malign karakterdeki GIST’ler, tim GIST’lerin yaklasik %20-35’ini olusturur ki bu da
yillik yaklagik olarak milyonda 5’lik bir goriilme sikligina karsilik gelmektedir.

GIST’lerin risk grubu degerlendirmeleri tiimoriin boyutu, hiicreselligi, mitoz orami ve
immiinohistokimyasal profili gibi oOlgiitler dikkate alinarak yapilmaktadir. Risk grubunun
belirlenmesi ise, hastaligin klinik seyrinin 6n goriilmesi ve buna yonelik dogru tedavinin

belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

GISTlerin ortalama boyutlar1 5-8 cm’dir. Biiyilk boyutlu GIST’ler siklikla kistik
dejenerasyon veya nekroz gosterirler. Tiimorler genellikle iyi sinirlidir. Kapsiilsiiz olan ya
da pseudokapsiil iceren bu tiimoérler submukozal, intramuskiiler veya subserozal yerlesim

gosterirler.

Morfolojik olarak GIST’ler siklikla igsi hiicrelerden olusmakla birlikte (%70), %20
oraninda epiteloid ve daha az oranda mikst veya pleomorfik hiicrelerden de olusabilir
(Joensuu 2006). Igsi hiicreli tip GIST ler kisa, fasikiiller ve girdaplar olusturan genellikle
uniform eozinofilik hiicrelerden olugmakta ayrica timoér hiicreleri diiz kas hiicre
neoplazilerinden daha soluk sitoplazmali, siklikla fibriler, sinsityal goriiniim
sergilemektedir. Periniikleer sitoplazmik vakuoller vakalarin yaklasik % 5’inde bildirilmis
olup diger mikroskobik oOzellikler niikleer palizatlanma, stromal lenfositler, mikrokistik

stromal dejenerasyondur.

GIST’ler en sik mide (%60) ve bunu takiben sirasiyla ince barsak (%30), daha az siklikta
ise 0zofagus, kalin barsak ve rektum gibi sindirim kanalinin farkli bolgelerinde gelisim
gostermektedir. Omentum, periton, retroperiton ve safra kesesinde gelisim gosteren olgular
bildirilmistir (Park et al. 2004). GIST lerin, yerlesim yerlerine gore farkli klinikopatolojik

ozellikler sergiledikleri de bilinmektedir.



2.3. GIST TANISI

GIST tanisi, yukarida belirtilen histopatolojik ozellikler ve tiimdriin immiinfenotipik
Ozelliklerine dayanarak konulur (Cizelge 2.2 ve 2.3). Tanisal giicliik sergileyen olgularda
KIT ve PDGFRA gen mutasyonlarimin aragtirtlmasi yardimci bir ydntemdir.
Immiinfenotipik olarak GIST’lerin ¢ogu (~%95), KIT proteini (CD117 olarak da bilinir)
icin immiin boyanma reaksiyonu yoniinden pozitiftir. Bu 06zellik diger mezenkimal

tiimorlerde beklenmediginden, belirleyici GIST tanisi i¢in son derece onemlidir.

GIST’ler diiz kas aktini (SMA) ile de %30-40 oraninda pozitif boyanma gosterir (Joensuu
2006). Son donemlerde bir klorid kanal proteinini kodladigi belirtilen genin {iriinii olan
DOG1!’in de (Discovered on GIST 1) GIST tanisinda kullanilabilecegi belirtilmistir.
Histopatolojik tanida Hirota ve arkadaslarmin verdigi, Cizelge 2.2°de izlenen kriterler

kullanilir.

Cizelge 2.1: GI mezenkimal tiimorlerin immiinhistokimyasal ayirici tanist. Ok kalinliklar

siklig1 ifade edecek sekilde diizenlenmistir (Hirota et al. 2006’ dan uyarlanarak)

CD34 (+) > GIST (~%70)
KIT (+) —
CD34 (-) > GIST (~%30)
CD34 (+) > GIST
IT(-) —
CD34 (-) —»Desmin (+) =—> Diiz kas tiimorleri
— S-100 (+) —_ Schwannoma

2.4. GIST’lerde prognoz ve onerilen prognoz olgiitleri

GIST’lerde biyolojik davranisin belirlenmesinde yardimci 6zgiil belirte¢ molekiiller veya
Olciit olabilecek diger faktorlerin belirlenmesi son derece Onemlidir. Cerrahi

miidahale Oncesinde veya sonrasinda tiimoriin niiksetme ya da yayilma riski bu



siniflandirmaya dayanilarak tanimlanmakta ve tedavi plani buna gore sekillenmektedir.
Ornegin tiimérii karm bosluguna yayilmis bir hasta igin cerrahi miidahale dncesinde veya

sonrasinda tiimdriin niiks etme riski oldukea yiiksektir (Joensuu 2006).

GIST’lerin biyolojik davranigini belirlemede gerek molekiiler diizeyde gerekse tiimdriin
lokalizasyonu ve diger bazi morfolojik 6zelliklerine dayanan prognoz olgiitlerine ihtiyag
duyulmaktadir. GIST lerin malignite potansiyellerini belirlemek iizere, lizerinde tam olarak
uzlagilmis bir sistem bulunmamakla birlikte yaygin olarak kabul goren yaklasim
tiimorlerin, yerlesim gosterdigi anatomik bdlge dikkate alinarak mitotik indeks ve tiimdr

boyutuna gore risk grubunun saptanmasidir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.2: GIST’lerin karakteristik 6zellikleri (Joensuu 2006’dan Tiirkgelestirilerek
(TY: Tam yanit, KY: Kismi yanit, SH: Stabil hastalik)

Ozellikler GIST’in karakteristigi

Klinik 6zellikler GI sistem orijinli (>%95)

Biiyiik boyutlu GIST’ler genellikle intraabdominal
gelisim gosterirler

Intrabdominal implant ve karaciger metastazlari sik
goriliir

Akciger ve lenf nodu metastazlar1 gozlenmez

Histopatoloji / immiinhistokimya Igsi, epiteloid veya mikst hiicre morfolojileri gosterir
KIT(CD117) pozitif (~ %95)

CD34 pozitif (~ %70)

PKC-0 pozitif (> %70)

Desmin negatif (>%95)

S-100 negatif (~ %95)
KIT mutasyonlar1 (% 75-85)

Gen mutasyon analizleri
PDGFRA mutasyonlari (~ %5)

Imatinib tedavisi ile kontrol edilir

Tedavi ozellikleri (TY/KY/SH ~ %80-90)

Geleneksel kemoterapiye cevap ¢ok nadir (%5)




GIST’ler sitogenetik 6zellikleri yoniinden de incelenmis ve 5p ve 20q kazanimi ile 9p
(veya kromozom 9), 22. Kromozomun uzun kolunun kaybi da kotii prognoz ile

iligkilendirilmistir. (Debiec-Rychter et al. 2001).

Cizelge 2.3: GIST’in klinik ve patolojik prognostik 6zellikleri olarak kabul edilen risk
grubunun belirlenmesinde giiniimiizde en yaygin kullanilan parametreler (Fletcher et al.

2007 esas alinarak Steigen ve Eide 2009’un modifikasyonlariin Tiirkcelestirilmesiyle)

Tlimor 6zellikleri Progresyon riski
Mitotik indeks Boyut (cm) Mide I.barsak ve diger
<5/50 HPF <2 Cok diigiik Cok diisiik
>2<5 Cok diisiik Cok diisiik
>5<10 Diistik Orta
>10 Orta Yiiksek
> 5/ 50 HPF <2 Cok diisiik Orta
>2<5 Orta Yiiksek
>5<10 Yiiksek Yiiksek
>10 Yiiksek Yiiksek

HPF: High power field (Biiyiik biiyiitme alani)

2.5. KIT VE PDGFRA GENLERI ILE GIST GELIiSiMI ILiSKiSi

KIT proteini, c-kit protoonkogeni tarafindan kodlanir ve 145kDa’luk kiitleye sahiptir.

KIT geni, Hardy Zuckermann-4 felin sarcoma virlis genomunda kesfedilen v-kit
onkogeninin homologudur, 4. kromozom’un ql1-q12 konumuna yerlesmistir ve 21 ekzon
igerir. Ligandi, sitokin (veya mast hiicresi biiyiime faktorii) olarak da bilinen SCF (Stem
cell factor)’diir. KIT reseptorii, ligand yoklugunda iki ayr zincir seklinde bulunur. Normal
kosullar altinda iki ligand molekiiliiniin bu iki ayr1 dimere baglanmasiyla birlikte bagimsiz
iki zincir birbirine baglanir ve reseptor dimer hale gelir ve hiicre i¢i tirozin kinaz
birimlerinin aktiflestirilmesiyle, hiicre proliferasyonu sonucunu beraberinde getirecek

sinyal yolaklarinin aktiflestirilmesi basamagi baglatilmis olur.
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KIT reseptorii extraseliiler, trans membran, juxta membran ve birbirinden kinaz insert
(kinaz eklentisi) bolgeleri ile ayrilmis 2 tirozin kinaz birimlerinden olusur. Bu yapisi
sebebiyle reseptor tirozin kinazlar simifinin tip III alt sinifinda, makrofaj koloni-uyarict
faktori M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) reseptorii, trombosit kokenli
biiyiime faktorii reseptdrleri (PDGFR) ile birlikte ayn1 grupta incelenir (Hirota and Isozaki
2006).

LEGEND:

Sekil 2.2: KIT reseptoriiniin kisimlart ve bu kisimlarin KIT cDNA’s1 tizerinde karsilik
geldikleri bolgeler ile reseptdr lizerinde gesitli hastaliklarla iliskilendirilmis mutasyonlar.
Ig: Immiinoglobulin, TM: Transmembran, K1: Kinaz bélgesi 1, KI: Kinaz eklentisi
(Kmnase 1nsert), K2: Kinaz bolgesi 2, cDNA: Komplementer DNA, MPD:
Miyeloproliferatif hastaliklar, ANLL: Akut non-lemfositik 16semi, GIST: Gastrointestinal
strromal tiimor, A: Adenin, T: Timin, G: Guanin, C: Sitozin, D: Aspartik asit (Asp), N:
Asparajin, F: Fenilalanin, V: Valin, G: Glisin, H: Histidin, Y: Tirozin (Tyr), E: Glutamik
asit, Ala: Alanin, I: Izolosin, K: Lizin, W: Triptofan, R: Arjinin, C: Sistein, S: Serin (URL:
http://AtlasGeneticsOncology.org/Genes/KITID127.html, Erisim tarihi: 03.05.2010)

10



Ekstraseliiler birim, reseptoriin ligandi taniyip bagladigi bélgedir ve immiinoglobulin
benzeri 5 ardisik sekilde birbirine bagli, tekrar eden yapilardan olusurken transmembran

birim, reseptdriin, hiicre membrani icerisine gomiilii oldugu bolgeye karsilik gelir.

Juksta membran, hiicre membraninin sitozole bakan yiizeyinin oldugu tarafta sitoplazma
icerisinde yer alir ve reseptdriin ligand bagimli aktiflesme etkinligini diizenler. KIT
reseptoriiniin, timdr olusumu ile sonuclanan otoaktivasyonu (otofosforilasyonu), genellikle
jukstamembran bolgesini kodlayan 11. ekzonda meydana gelen mutasyonlardan

kaynaklanmaktadir.

Tirozin kinaz bolgelerinden gerceklestirilen fosforilasyon araciligiyla cesitli yolaklar
(PI3K/AKT ve MAPK gibi) aktiflestirilir ve hiicre boliinmesi uyarilir (Ulrich and
Schlessinger 1990).

KIT reseptorii hiicrede farkli gorevlerde bulunur. Farelerle yiiriitilen mutagenez
calismalar1 eritroblastlar, melanositler, ICH, germ hiicreleri ile mast hiicrelerinin
gelisimleri i¢in SCF-KIT sistemine ihtiya¢ duyduklarini ortaya koymustur. Bunlarin yani
sira KIT, embriyonik dénemde farklasma olaylarinin gergeklestirilmesinde gereksinilen
yolaklarm aktiflestirilmesinde de énemli rol oynar (Hirota and Isozaki 2006). KIT geni
mutasyonlarmin goriildiigli diger hastaliklara ornek olarak piebaldism, miyoloproliferatif

hastaliklar ve akut non-lenfositik 10semi verilebilir.

Baglangigta mast hiicresi neoplazmlarinin nedeninin, KIT geninin TK II bdlgesinde
meydana gelen bir ‘islev kazanimi’® mutasyonu oldugu diisiiniilmekteydi. Sonrasinda
Hirota ve arkadaslarinin daha 6nce de bahsedildigi iizere, GIST olusumundan da aym
genin sorumlu olabileceginden siiphelenmeleri ve GIST’lerde yaptiklar1 KIT geni
mutasyon analizleri ¢alismalar1 sonucunda GIST’lerin, KIT geninde ortaya ¢ikan ‘iglev
kazanim1’ mutasyonlar1 sebebiyle gelistigine dair ilk bulgular elde edilmistir. (Nishida et

al. 1998, Taniguchi et al. 1999, Heinrich et al. 2002). Bugiin artik GIST ile baglantil
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olarak KIT geninin dort ekzonunda mutasyon goriildiigii bilinmektedir. Bu ekzonlar,
mutasyonlarin gozlenme sikliklarina gore sirasiyla ekzon 11 (%70-85), ekzon 9 (%5-13),
ekzon 13 (%4) ve ekzon 17 (%4) seklinde bildirilmisse de (Hirota et al. 2006) bu rakamlar
calismadan ¢alismaya degisiklik gostermektedir.

KIT'in 5CF varlignda Jukstamembran bélgesi Bir tirozin kiraz bélgesi
dimerlegm esi mutasyonuna bagl olarak mutasyonuna bagl olarak KIT
KIT dimerlegmesi. aktivasyonu

S I Y

— — ———— —GF
™ — 53 ] MNokta
l | | H_l rl—" mutasyonm D
12 | 1 { |
- L i ¥ 5 velveya
’ | L DD L U delesyon ~  Ogzel bir aspartik
—- . asitte(Asp-816)

nokta mutasyonu
Alktivasyon
MNormal Insanda GISTler Insan, fare ve sicanda mast
sinyal K opekte mast hicre hiicre neoplazmalan
neoplazmalan

Sekil 2.3: KIT reseptoriiniin faaliyet seklinin normal kosullar altinda ve mutasyon

etkisinde degisen faaliyetinin karsilastirilmasi (Kitamura et al. 2001)

GIST lerle iligkili oldugu gosterilmis diger gen olan PDGFRA geni de KIT gibi, {iriinii bir
tip III reseptor tirozin kinaz olan bir gendir. KIT genine benzer 6zellikler tagir. Her iki gen
de ayn1 kromozom {izerinde birbirlerine oldukga yakin konumlanmistir. Oyle ki KIT geni
4. kromozomun ql1-12 bandinda yer alirken; PDGFRA geni ql2 bandinda yer alir.
PDGFRA geni KIT’ten farkli olarak 22 ekzon igerir. Ancak iki genin amino asit dizileri
arasinda %35’lik bir benzerlik bulunmaktadir ve her iki gen de benzer yolaklar etkiler.
GIST ile iligkili olarak PDGFRA geninde tanimlanmis mutasyonlar, yine KIT genindekine
benzer sekilde ve mutasyonun en sik goriilenden baglayarak sirasiyla tirozin kinaz II (veya
aktivasyon birimi, ekzon 18), juksta membran birimi (ekzon 12) ve kinaz I (ekzon 14)
birimlerinde gozlenir. PDGFRA geninde goriilen mutasyonlar da yine GIST’e yol agan

KIT mutasyonlarinda oldugu gibi ‘islev kazanim1® mutasyonlarina rnektir.
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S6zii edilen mutasyonlarin KIT genini etkinlestirme mekanizmalar1 {izerine bazi
arastirmalar yapilmistir ve yapilmaya devam edilmektedir. Bu c¢aligmalarin sonuglarina
gore ekzon 11°in kodladigr jukstamembran biriminde meydana gelen mutasyonlar, bu
birimin yerine getirdigi ‘ligand bagimli reseptdr dimerizasyonu’ islevini engellemekte,
boylelikle reseptor; ligand gereksinmeksizin siirekli olarak dimer hale gelebilmekte, bir dig
uyartya ihtiya¢ duymadan fosforile olabilmekte (otofosforilasyon), sonrasinda gerekli
sinyal yolaklarin1 ,(PI3K/Akt ve MAPK gibi), harekete gegirerek kontrolsiiz hiicre
cogalmasimna ve dolayisiyla tiimor gelisimine sebep olabilmektedir. Juksta membran
biriminin genel olarak, inaktif KIT yapis1 i¢inde, reseptoriin aktiflesmesini inhibe edecek
sekilde konumlandig: ifade edilmektedir. Bu siiregte 556-560 aralifindaki amino asitlerin,
C terminal lobunun B6 zincirini kararli hale getirerek, P6p9 tabakasinin olusumunu
engelledigi belirtilmistir. Bu bolgede meydana gelen mutasyonlarin, juksta membran
bolgesinin inaktif kinaz yapisini kararli hale getirme etkinligini bozdugu sanilmaktadir.
(Kitayama et al. 1995, Ulrich and Schhlessinger 1990, Tornillo and terraciano 2006, Hirota
et al. 2006, Loughrey et al.2006).

Mutasyonun konumu Siklik
ECDbolges1
Ekzon® 502-Alawve 503-Tyr duplikasyonu 5-13%

TM bolgesi T
TM bolgesi Elkzon 1l 550-Lysile 592-Gly arasnda gesitli mutasyontar ~ 0-85%
TE-Ibolgesi X Ekzon 13 642-Ala’in Glu’e nokta mutasyonu ~4%
KI I
TK-II boleesi X Ekzon 17 822-Asp’inLys veya His' e nokta mutasyonu ~4%

K l T IWutasyon yok 10%

Sekil 2.4: KIT reseptoriiniin sematik gosterimi ve gen ilizerinde gdzlenen mutasyonlarin
reseptor iizerinde denk geldikleri konum ile sikliklar1 (Hirota and Isozaki 2006’dan

Tirkgelestirilerek)
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Sekil 2.5: Yabanil (wild) tip KIT reseptoriiniin aktif (B) ve otoinhibe edilmis (A) formlari
Juksta membran (kirmizi), A- ilmegi (yesil) ve Ca heliks (cyan) bolgeleri, otoinhibe

edilmis ve aktif formda farkl sekillerde yonelmislerdir.

EIT veya PDGFRA dimen

Sekil 2.6: GIST’de tanimlanmig baslica onkogenik yolaklar. Sinyal iletimi, KIT ve
PDGFRA sinyal yolagmin KIT veya PDGFRA mutasyonu yoluyla Kkonstitiitif
aktivasyonuyla baslar ve apoptozisin inhibisyonu ve hiicre proliferasyonuna sebep olur.
Norofibromin 1geni islev kaybi1 mutasyonu da GIST olusumu ile ilgilidir ancak KIT ve

PDGFRA mutasyonlarindan bagimsiz etkinlik gostermektedir. PI3K ve STAT3’iin
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onkogenik  olarak etkinlestirilmis  KIT/PDGFRA’nin  ana  hedefleri  oldugu
diistiniilmektedir. AKT: V-akt murin timoma viral onkogeni homologu, BAD: BCL2 hiicre
6liimii antagonisti, FRAP1: FK506 baglayan protein 12 rapamisin ilgili protein 1 (mTOR),
GDP: Guanozin di fosfat, GTP: Guanozin tri fosfat, MAP2K1: Mitojen aktiflestirilmis
protein kinaz 1 (MEKI1), MAP2K2: Mitojen aktiflestirilmis protein kinaz 2 (MEK2),
NF1Norofibromin 1, P: Fosfat, PI3K: Fosfoinositid -3- kinaz, PIP2: Fosfatidil inositol-4,5-
bisfosfat, PIP3: Fosfatidil inositol-3,4,5-tri fosfat, PTEN: Fosfataz ve tensin homologu,
NRAS: Noroblastoma RAS viral (v-ras) onkogen homologu, RAF1: V-RAF-1 murin
l6semi viral onkogen homologu, RPS6KBI1: Ribozomal protein S6 kinaz (70 kD) 1,
STAT3: Transkripsiyon 3 Sinyal aract molekiilii ve aktivatorii, STATS= Transkripsiyon 5

Sinyal araci molekiilii ve aktivatorii (Rubin et al. 2007°den tiirkgelestirilerek)

Ekzon 9’un kodladig1 ekstraseliiler bolgede meydana gelen mutasyonlarin tam olarak hangi
mekanizma ile KIT genini aktiflestirdigi bilinmemekle birlikte; bu bolgeye karsilik gelen
mutasyonun, ekstraseliiler birimde antidimerizasyon motiflerini etkiledigi ve bu yolla c-kit

genini aktiflestirdigi sanilmaktadir.

Ekzon 13’te meydana gelen mutasyonun KIT genini hangi yolla aktiflestirdigine dair kesin
bilgiye literatlirde rastlanmamustir. Ancak bu bolgede goriilen mutasyon genellikle 642.
pozisyondaki amino asitle ilgilidir ve Imatinib tedavisine diren¢ ile iliskilendirilmistir
(Nilsson et al 2005, Miettinen and Lasota 2001, Andersson et al. 2002, Heinrich et al.
2003, Sakurai et al. 2001, Lux et al. 2000, Debiec- Rychter et al. 2004, Wilmore et al.
2004, Kinoshita et al. 2003, Joensuu and Kindblom 2004).

Ekzon 17’de ortaya ¢ikan mutasyonlarin da aktiflestirme mekanizmasi heniiz
anlasilabilmis degildir. Ancak genellikle 820 ve 822. pozisyondaki amino asitleri etkiler ve
daha ¢ok Imatinibe direncle iliskilendirilmis ikincil mutasyonlar olarak ortaya cikar

(Kitayama et al. 1995, Chan et al, 2003, Tornillo and Terraciano 2006).
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Ekzonlarin bir kisminda gbzlenen mutasyonlarin, KIT reseptoriinii ne sekilde aktiflestirdigi
tam olarak bilinmese de, gergeklestirilen mutasyon modelleme calismalarinin ¢ogu
meydana gelen mutasyonlarm, Imatinib’in ya dogrudan baglanma bolgesini etkiledigini ya
da ATP’nin baglanma bolgesine erigimi (ulasilirligi) etkiledigi sonucuna isaret etmektedir

(B.P.Rubin et al.2007).

Yapilan mutasyon analizi c¢aligmalar1 sirasinda, bazi vakalarda KIT geni mutasyonu
saptanamamustir. Buna karsilik bir baska reseptor tirozin kinaz’i kodlayan ve yine 4.
kromozomda q12 bandinda konumlanmis olan PDGFRA geninde mutasyonlar saptanmistir
(%7-12). Bu gendeki mutasyonlar, KIT geninden farkli olarak, daha c¢ok aktivasyon
bolgesine karsilik gelen ekzon 18’de meydana gelmektedir. Juxtamembran bolgesine
(ekzon 12) ve kinaz I bolgesine karsilik gelen (ekzon 14) mutasyonlar1 daha az siklikla
goriilmektedir. PDGFRA geninin 18. ekzonunda goriilen mutasyonlar daha ¢ok 842-849.
kodonlar1 etkilemektedir. Bu mutasyonlardan bazilarmin Imatinib tedavisine direng ile
ilgili olduklar1 yapilan caligmalarla ortaya konulmustur. Ayni genin 12. ekzonunda
meydana gelen mutasyonlar ise daha ¢ok 561-571. kodonlar1 etkilemekte ve Imatinib
tedavisine iyi derecede yanit alinmaktadir. 14. Ekzonda tanimlanmis tek mutasyon olan
659. pozisyondaki asparajin amino asidinin lizin’e doniisiimiiniinin vitro ortamda

Imatinib’e duyarli oldugu saptanmstir.
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3 mmiine globulin benzen ilmek
Elkstraseliiler (ligand baglayan)binm (EC)

Birineil ve ikincil KIT-PDGFRA
aktiflegtinici mutasyonlanmn yerlesinu

e ElTekzon 8
Transmembran binm EIT ckzond
Tuksta membran birimi (JM) RIT ekzon 11
APk LIPS PKIT akzzz 13 PDGFRA ekzonl2
Tirozin Kinaz bmmu 1 . ; =
P Shom PDGFRA ekzon 14
fRae & EIT ekzon 16
EIT skzon 17 PDGFRA ekzonl8

Tirozin Einaz birrmi 2

Sinyal volaklanmn onkogenik aktivasyonu

SFE/STAT

Fac/Fho-JNE
RazsMAPkinaz PISK/AKT
Apoptoziste diisiis

Proliferasyonda artss

Sekil 2.7: KIT ve PDGFRA reseptorleri ve bu reseptorler iizerinde GIST ile ilgili olarak
tanimlanmis mutasyonlarin sematik gosterimi (Lasota and Miettinen 2008’den

Tiirkgelestirilerek)

GIST wvakalarinin yaklasik 9%10’luk bir kisminda ise herhangi bir mutasyon
goriilmemektedir. Bu bakimdan bu grup, ‘wild’ (yabanil) tip olarak adlandirilmakla birlikte
aragtirmacilar bu grupta da heniiz belirlenememis bir baska reseptor tirozin kinaz kodlayan

genin bundan sorumlu olabilecegini diisiinmektedir.

Tiim bunlarin disinda GIST, ¢ocuklarda Carney triadi veya norofibromatosis gibi
sendromlarla baglantili olarak da ortaya ¢ikabilmektedir. Ancak bu vakalarda KIT veya
PDGFRA gen mutasyonlarina nadir bazi vakalar disinda rastlanilmamaktadir;
rastlanilanlarda da tespit edilen mutasyonlar GIST vakalarinda tanimlanan ‘sicak noktalar
(hot spots)’ ile ilgili degildir. Hastalarin %10-25’inde ise GIST, metastatik hastaliklara
bagli olarak gelisim gosterebilmektedir (Nilsson et al. 2005, Tran et al. 2005, Joensuu
2006).
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Ailesel GIST vakalari oldukga nadir olmakla birlikte otozomal dominant sekilde kalitilir ve
germ hiicrelerinde KIT ve PDGFRA gen mutasyonlar: goriiliir. Baz1 ailelerde ise multipl
GIST tanimlanmigtir. Bu ailelerin hasta bireylerinde non-norofibromatosis tip-I hastaligi
tanimlanmis olup, bu hastalikla beraber multipl GIST e de rastlanmistir (Hirota and Isozaki

2006, Lasota and Miettinen 2008).

Cizelge 2.4: Ailesel GIST sendromu ve ilgili diger genetik sendromlarla iligkilendirilmis
kalitsal KIT ve PDGFRA geni mutasyonlar1 (Lasota and Miettinen 2008’den

Tirkgelestirilerek)

Yerlesim MutasyonunProtein Genetik

yeri seviyesinde ifadesi sendrom
KIT-JM Aspd19del Ailesel GIST sendromu
KIT-JM Trp557Arg Ailesel GIST sendromu
KIT-JM Val559Ala Ailesel GIST sendromu
KIT-JM Val560Cly Ailesel GIST sen dromu
KIT-IM Val560del Ailesel GIST sendromu
KIT-IM GIn575_Leu576dup Ailesel GIST sendromu
KIT-1m Asp579del Ailesel GIST sendromu
KIT-TK1 Lys642Glu Ailesel GIST sendromu
KIT-TK2 Asp820Tyr Ailesel GIST sendromu
PDGFRA-TK1 Tyr555Cys Ailesel GIST sendromu
PDGFRA-TK1 Asp561Val Coklu ince barsak fibroz

polipleri, lipomalar ve GIST

PDGFRA-TK2 Asp846Tyr Ailesel GIST sendromu

Cizelge 2.5: Multipl GIST sonucunu beraberinde getiren farkli hastaliklar ve bu hastaliklarin
her birinin karakteristik 6zellikleri (Kang et al. 2007’den uyarlanarak)

Mide ve ince barsakta multipl GIST

Somatik mutasyon (+) Somatik mutasyon (-) .
S . . . Germline mutasyonlar1 (+)
Herhangi bir organda yerlesim Jejenumda yerlesim . . . .
Gastro intestinal sistemin
Sayica az Sayica gok aygin tutulumu
ICH hiperplazisi yok ICH’nin odaksal veya mild tutulumu yay

Skenoid fibrillerin ¢oklugu ICHnin yaygmn hiperplazisi

Sporadik GIST NF tip 1 Ailesel GIST

Tlimoriin tasidig1 mutasyon tipinin, hem prognostik olarak hem de verilecek ilacin tiiriiniin ve

dozunun belirlenmesinde 6nemli oldugu belirlenmistir (Debiec-Rychter et al. 2006).
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Cizelge 2.6: Farkli mutasyon tiplerinin Imatinib’e cevaplarinin karsilastirilmas1 (Lasota

and Miettinen 2008 den Tiirk¢elestirilerek)

imatinibe cevab1 arastirilan

Gen Ekzon primer
KIT ve PDGFRA | imatinib mezilat’a duyarhlik
mutasyonlari
. . Stabil hastalik (% 47), Ilerlemis hastalik (%17),
KIT 9 ﬁ;ﬁgﬁ??iﬁl&h In- vitro Yiiksek doz uygulamasiyla artan
Y ‘Hastalikta ilerleme olmaksizin sagkalim oran1’
Del/ En sik rastlanan mutantlar, in vitro Imatinib’e
. duyarl1.
Del-Ins : . .
11 Yanhs anlaml: desisimler Nadir V5591 mutant1 in vitro Imatinib’e direngli
Du liias on g Tam yanit %6, kismi yanit %61, stabil hastalik
P Y %25, ilerleyen hastalik %3
13 K642E In vitro Imatinib’e duyarh
E635K Kismi yanit veya stabil hastalik
D820Y N822K ve N822H in vitro Imatinib’e duyarlt
N8§22K N820Y, N822K ve N822H mutasyonlu 4 hastada
17 kismi yanit bildirildi.
N822H

N822K i¢in primer direnglilik bildirildi

D361V D561V ve diger bazi ekzon 12 mutantlari,
Del/ Del-ins in vitro ‘duyarli’ sonucunu vermistir. Az sayidaki
PDGFRA |12 vakalardan Imatinib tedavisi uygulananlarin
. . . biiyiikk ¢ogunlugundan objektif yanit alindigi
Duplikasyon, Insersiyon bildirildi
N659K In vitro Imatinib’e duyarli oldugu gosterilmistir.
14 Ancak klinik  diizeyde buna dair bilgi
bulunmamaktadir.

Bu ve benzeri bazi mutantlarin in vitro Imatinib’e
gﬁ%ﬁgj&%ﬂl duyarli olduklari gosterilmistir. imatinib verilen az
1843del sayidaki hastanin ¢ogundan objektif yanit

18 [H843-45del almmustir. D842V, in vitro Imatinib’e direnglidir.
D842V © D846Vmutant1 da igeren 7 vakada direng saptandi.
D846V Vakalarin birinde 5 aylik Imatinib tedavisinden
sonra stabil hastalik gézlendi.
. . Kismi yanit (%23), stabil
KIT %1L,13,17 Yabanil (wild) tip hastalik (%50) ve ilerleyen
hastalik (%19
PDGFRA |12,14,18 Yabanl (wild) tip astalik (19)
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Cizelge 2.7: Primer mutasyonun yeri ve tipi ile tlimoriin icerdigi hiicre tipi ve

prognoz arasindaki iligski (Lasota and Miettinen 2008°den Tiirkgelestirilerek)

Gen Klinikopatolojik Tiimor Tipi | Prognostik Degeri
Ozellikler
KIT- EC(Ekzon 9) Intestinal GIST’ler ile | Genellikle Intestinal ~ GIST  igin
iliskilendirilmistir. Mutasyonu tagtyan | igsi hiicreli prognostik degeri yok.
AY502-503dup tiimorlerin >%90°1 I.barsak yerlesimli
KIT-JM (ekzon 11)
GI sistemin farkli  bolgelerindeki | igsi hiicre Ozellikle gastrik  GIST
WKS557-558del GIST’lerde olusur Spektrumu ve | i¢in yiiksek maligniteyi
Delesyon epiteloid belirtiyor
Delesyon- insersiyon tiimorler Olabilir.
Gastrik GIST igin daha az
Degisimler malign davranist
belirtiyor olabilir.
Gastrik GIST ile iligkilendirilmis Gastrik GIST igin daha az
Duplikasyonlar malign davranist
belirtiyor olabilir.
KIT-TK1 GI sistemin farkli  bolgelerindeki | Genelde igsi | Gastrik GIST igin yiiksek
GIST’lerde olusur hiicreli timdr | maligniteyi belirtiyor
K642E olabilir.
KIT-TK2 (Ekzon 17) Intestinal GISTde 2 kat daha yaygimn Prognostik degeri yok
N822K
PDGFRA-JM
(Ekzon12) Delesyonlar
Degisimler
PDGFRA-TK1 Gastrik GIST ile Genelde Gastrik  GIST i¢in da
(Ekzon14) yakindan ilgili epiteloid  ve| diisik Malign davran
Degisimler (mutasyonun saptandigi 6rneklerin >%9] mikst  hiicr{ belirtiyor olabilir.
mide timori. timor
PDGFRA-TK2
(Ekzon18)
Degisimler
Delesyonlar
KIT Gastrointestinal sistemin farkln | igsi ve | Prognostik degeri yok
PDGFRA bolgelerinde ortaya ¢ikar epiteloid
(Yabanil (wild) tip hiicreli timor
spektromu
NF1 hastalarinda GIST (intestinal | Cogunlukla | Prognostik degeri yok
tiimorler) sadece
epiteloid
hiicreli
tiimorler
Carney triadi baglantili GIST’ler ve | Genellikle
pediatrik GIST ler epiteloid
tiimdrler
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2.6. HEDEFE YONELIK GIST TEDAVISi

GIST tedavisi i¢in ilk se¢enek hala cerrahi rezeksiyondur. Ancak ileri evre ve metastatik
tiimorlerde Imatinib mezilat veya diger segici RTK inhibitorlerine basvurulmaktadir.
Metastatik GIST’ler icin ise tedavide ilk secenek Imatinib tedavisidir (Wardelmann et al.
2007).

GIST gelisimi i¢in KIT ve PDGFRA gibi reseptor tirozin kinazlarin aktivasyonunun
gerekli oldugunun anlasilmasi {izerine, aktiflesmis bu tirozin kinazlarin inhibisyonlarinin
da etkili bir tedavi sekli olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu diislincenin bir iiriinii olarak
gelistirilen ilk reseptor tirozin kinaz inhibitorii (KIT, PDGFR ve Ber-Abl inhibitorii) bir 2-

fenilamino pirimidin tiirevi olan ‘Imatinib mezilat’tir.

Sekil 2.8: Hedefe yonelik GIST tedavisinde kullanilan ve FDA tarafindan da onaylanmis
iki terapdtik ajanin kimyasal formiilleri (Atkins et al. 2006)

Imatinib mesylate

b ¢} ey
»—N N
—¢ H CHs
N “CH;
B joONTTS
=% N o CH,SO.H I T )—o
Ll g OH
H X__CcosH
* HO,C =™
H

Sunitinib maleate

Imatinib mezilat’in etkisini gdsterme seklinin anlagilmasma yonelik olarak farkli
yaklagimlar ortaya atilmig, farkli caligmalar gerceklestirilmigtir. Bunlardan ilkine gore
Imatinib etkisini, ATP’nin baglandig1 bolgeye baglanarak gosterir. Boylelikle ATP nin
reseptore baglanmasi ve dolayisiyla fosforilasyonu engellenmis olur. Bu tip inhibisyon,

kompetitif (yarigmali) inhibisyona 6rnek teskil etmektedir.
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KIT aktivasyonunun tetikledigi sinyalin
engellenmesi, GIST hiicre ¢ogalmasinin
azalmasi ve apopitozun uyarilmasiyla
sonuclanir

KIT aktivasyonunun sebep oldugu
sinyallerin iletilmeleri, GISTde hiicre
cogalmasi ve sagkalimi ile sonuglanir

Sekil 2.9:Imatinib mezilat’in tirozin kinaz inhibitdrii etkisini gdsterme sekli. A) Normal
kosullarda ATP, KIT veyaPDGFRA’nin aktif bolgesine baglanir ve reseptorii veya hedef
bir baska substrati fosforilleyerek otoaktivasyonuna sebep olur ve bdylelikle sinyal
iletimini de aktiflestirmis olur. B) Imatinib, ATP ile aym bdlgeye baglandigi igin, yarismali
inhibitdr olarak nitelendirilir. Boylelikle sinyal iletim siirecinin sonraki basamaklarinda yer
alan substratlarin fosforilasyonunu ve dolayisiyla KIT veya PDGFRA sinyalizasyonunu
inhibe etmektedir. ATP: Adenozin tri fosfat, ADP: Adenozin di fosfat, IMAT: Imatinib
(Rubin et al. 2007)

Ortaya atilan diger bir yaklasim, KIT proteininin mutant izoformlarinin Kkararsiz
olduklarin1 ve hizli degradasyonlarini engellemek i¢in bir ‘sicaklik soku proteini’ (HSP 90
gibi) ile etkilesime girmeye gereksinimleri oldugunu ifade etmektedir (Bauer et al. 2006,
Rubin et al. 2007). Bu yaklasima gére Imatinib ikinci etkisini, HSP90 molekiilleri ile
mutant proteinler arasindaki etkilesimi engelleyerek (veya bir HSP90 inhibitorii ile
sinerjistik olarak c¢aligmasi) dolayli olarak mutant proteinlerin, proteazom aracili
degradasyonlarina sebep olarak gosterdigi ifade edilmektedir (Nakatani et al. 2005, Rubin
et al. 2007).
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Imatinib’in KIT pozitif hastalarin tedavisinde kullanilmaya baslanmas1 devrim niteliginde
olmustur ancak gerek cerrahi miidahale gerekse Imatinib tedavisi uygulanan hastalarn
yaklagik yarisinda, tedavi sonrasi (radyo ve kemoterapiye direngli) niiks ve/veya metastaz
ortaya ¢ikmaktadir (Wardelmann et al. 2007). Imatinib’in total KIT ifadesini
baskilamaksizin etkisini gdstermesinin de etkisiyle bir siire sonra KIT ve PDGFRA

genlerinde Imatinib’e direng ile iliskilendirilen ikincil mutasyonlar rapor edilmistir.

NH,
)’
550.560 ]
P kutusu, ATP badlanma L
hiilgesi 659, G598, G601 —
ADP baglanma bélgesi K623 —

C-heliks, imitanib temas noltas: E640 — —'_-
Imitanib temas noktasi T670, C673 7 ——TBTOE

ADP baglanma hdlgesi E671,C673 F‘-

imitanib tem as noktasi
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Sekil 2.10: Imatinib baglanma bolgeleri ve ikincil direncin gelismesine sebep olan,
Imatinib tedavisi altindaki GIST’lerde gozlenen ikincil KIT geni mutasyonlari

(Wardelmann et al.2007’den Tiirkcelestirilerek)

Bu durum arastirmacilart molekiiler diren¢ mekanizmalarim, mutasyonlarin Imatinib ile
iligkisini ve olas1 yeni inhibitér ve hedef molekiillerini arastirmaya itmistir. Bu arastirmalar
sonucunda hastalarin Imatinib tedavisine verdikleri yanitin, tasidiklar1 mutasyonlarin tipi
ve gergeklestikleri bolge ile dogrudan ilgili oldugu bulgusuna ulasilmistir (Cizelge 2.6).
Imatinib tedavisine yanit vermeyen hastalarmn tedavisinde kullanilabilecek yeni bir reseptor
tirozin kinaz inhibitoriiniin bulunmasina yonelik calismalar ‘sunitinib’in  kesfiyle
sonuglandi.  Sunitinib KIT, PDGFRA, FMS benzeri tirozin kinaz-3 ve VEGFR-2
inhibitoriidiir. VEGF grubu reseptorleri ile PDGF grubu reseptorleri, kanser hiicresinin

proliferasyonu, hayatta kalmasi ve tiimor anjiyogenezinde oOnemli rol oynamaktadir.
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Preklinik ve hayvan modelleri ile yiirtitiilen ¢alismalardan elde edilen bilgiler, VEGFR-2
ve PDGFRP’nin eszamanli inhibisyonlarinin; tek basma bir baska RTK’nin inhibe
edilmesiyle elde edilecek olandan ¢ok daha biiylik antitiimor etkileri olacagini ortaya
koymustur. Sunitinib’in, Imatinib’e direngli klonlar iizerinde baskilayici bir etkisinin

bulundugu yoniinde deliller mevcuttur.

Otofosforilasyon

Sunitinib l
Sinyal iletim yvolagmm
aktiflestirilmesi

l | | b

Hiicre invazyon
cogalmasi Apoptoz ve Anjiyogenez
metastaz

Sekil 2.11:Etkinligi degismis RTK araciligiyla gergeklesen hiicresel cevaplar ve

Sunitinib’in bu siire¢ i¢erisindeki etki seklinin sematik gosterimi (Atkins et al. 2006)

Ne var ki zamanla Sunitinib’e de direngli klonlar tanimlanmistir ve bu durum yeni kinaz
inhibitorlerinin gelistirilmesini gerektirmistir. Preklinik calismalar, Imatinib ve sunitinib’e
direng ile iliskilendirilmis mutasyonlar1 tasiyan hastalarin tedavilerinin, mutant kinaz
proteinlerini inhibe eden daha gii¢lii kinaz inihbitorleri ile tedavi edilebilecegini

distindiirmektedir (Fletcher and Rubin 2007).
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Cizelge 2.8: GIST tedavisi i¢in gelistirilen ikinci nesil ilaglar/ajanlar ile bunlarin

hedefledigi molekiiller (Lasota and Miettinen 2008)

Ajan/ Tlag Inhibisyonun molekiiler hedefi Gelistirici/ Uretici
Sunitinib malate,
(Sugen) SU11248 KIT, PDGFR, VEGFR’ler, FLT3 Pfizer
AMNI107 (Nilotinib) KIT, PDGFR’ler, BCR-ABL Novartis
AZD2171 VEGFR, KIT, PDGFR’ler Astrazeneca
OSI-930 VEGFR, KIT OSI pharmaceuticals
MP-470 KIT, PDGFR’ler, Supergene pharmaceuticals
RET, AXL, MET
BMS-354825 SRC ailesi kinaz inhibit6rii Bristol-Myers Squibb
(Dasatinib) ABL, KIT, PDGFR’ler
PTK787 /ZK22584 VEGFR, KIT, PDGFR’ler Novartis ve Schering AG
XL820 KIT, PDGFRB, VEGFR Exelixis
PKC412 KIT, PDGFR’ler, VEGFR-2 Novartis
Protein kinaz C
AMG 706 VEGFR, KIT, Amgen
PDGFR’ler, RET
Everolimus (RADO001) AKT yolaginda mTOR Novartis
CCI-779 (Temsirolimus) AKT yolaginda mTOR Wyeth pharmaceuticals
KRX-0401 (Perifosine) AKT KERYX Biopharmaceuticals
BAY 43-9006 (Nexavar) MAPK yolagindaki RAF Bayer Pharmaceuticals corp.

Kinazlarin inhibitorii,
KIT, PDGFRB, VEGFR-2
VEGFR-3, FLT3, RET

Onyx Pharmaceuticals Inc.

IPI-504

HSP 90 inhibitorii

Infinity Pharmaceuticals

Flavopiridol

KIT ifadesi baskilayicist,
Apoptozisi indiikler, ayrica
CDK inhibitériidiir.

National Institutes of Health
Bethesda, MD, USA

Imatinib, sunitinib ve nilotinib gibi RTK’dan farkl olarak flavopiridol, bir transkripsiyon
inhibitorii olarak is goriir. Flavopiridol’iin uygulandiktan ¢ok kisa bir siire sonra tiimor
hiicrelerinde antiapoptotik bcl-2, mcl-1 gibi proteinlerin ifade diizeyini diisiirdiigii, bunu

takiben KIT transkripsiyonunu baskiladigi ve bunun bir sonucu olarak (GIST hiicrelerinde
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apoptozis’in ger¢eklesmesi i¢cin KIT baskilanmasinin yeterli oldugu bildirilmistir) siirecin
apoptozis ile sonlandigir bildirilmistir. Flavopiridol, pozitif transkripsiyonal uzama
faktoriinii inhibe ettigi gibi, KIT promotoriiniin etkinligini de azaltmaktadir. Tiim bu etkiler
sonugcta, hiicre yiizeyinde islevsel olarak olgun KIT proteini miktarinda genel bir diisiise,
bu diisiis ise 703 ve 721. konumdaki tirozin koklerinden otofosforilasyon miktarinda da

azalmaya sebep oldugu bildirilmistir (Sambol et al. 2006).

2.7. IMATINIB’E DIRENC MEKANIZMALARI VE ILAC GELISTIRME
STRATEJILERI

Imatinib tedavisine direncli hiicre kiiltiirleri ve yine Imatinib tedavisine yanit vermeyen
hastalarla ytiriitillen farkli arastirmalar, bu giine dek 6 farkli mekanizmay:1 ortaya

¢ikarmistir. Bu mekanizmalar sirasiyla:

> Fonksiyonel direng (exon 9 ve WT KIT)
> Genomik amplifikasyon ve KIT ifadesinde artis
> Kanser hiicrelerinin ikincil mutasyonlar yoluyla edindikleri kazanimlar.
> Farkli RTK’larin etkinlestirilmesi.
> Imatinib’in ABCB1/ABCCI1 tastyicilari aracihigiyla ATP harcanarak disar1 atilmasi
> Yeni bir ‘kinaz yolu(kinase switch)’ kullanimi, seklindedir (Mahadevan et al. 2007)
Reseptor-inhibitor Hedef RTK'nin
e St R

icin baska l
reseptérlerin M
kullanimu
/' w

Blylme ve sagkalim yolaklan

UAktifleyici nokta mutasyonlar

#Fosforillenmis tirozin
A T inhibitsr molekild

[] Hedefrrx

I ‘Alternatif' RTK

26



Sekil 2.12: Tirozin kinaz (TK) inhibitorlerine karsi kazanilmis bagisikliktan sorumlu

baslica mekanizmalar (Sierra et al.2010’dan Tiirkgelestirilerek)

Imatinib’in etkisini gdsterme seklinden dolay1 ekzon 9 mutasyonlari tasiyan ve herhangi
bir mutasyon igermeyen yabaml (wild) tip vakalarda Imatinib tedavisinden yanit

alinamayabilmektedir.

Imatinib’in, hiicredeki reseptér tirozin kinazlarin otofosforilasyonunu engellemesine tiimor
hiicresi, hiicredeki KIT proteininin miktarin1 KIT geninin ifadesini arttirarak (veya
genomik amplifikasyon yoluyla yiikselterek) karsilik verebilmektedir (Bauer et. al. 2005,
Mahadevan et al. 2007). Boylelikle tedavi siirecinde kullanilan imatinib dozu, hiicredeki
hedef molekiillerinin tamamini inhibe etmede yetersiz kalabilmektedir. Bu tip direng
mekanizmasi, Imatinib tedavisinde doz artirimi1 yoluna gidilerek ¢dziimlenebilmektedir. Bu
konuda sinirlayici bilesenler ise, ilacin toksik 6zellikleri ve ilacin belirli bir dozun {izerinde
verilmesi halinde dahi bundan bir fayda elde edilememesidir (limit doz 800 mg/giin olarak

ifade edilmektedir).

Tiimor hiicrelerinin yararlandigr diger bir mekanizma ise, ikincil mutasyonlar yoluyla
edindikleri kazanimlar sonucunda (Imatinib’in baglandig1 bélgelerin 3 boyutlu yapilarinmn
mutasyonlar sonucunda degismesi ile) Imatinib’in etkisiz kalmasidir (Chen et. Al. 2004,
Mahadevan et al.2007). Hedef molekiiliin hedef bolgesinde gerceklesen 3 boyutlu yapi
degisikligi Imatinib’in baglanmasin1 engelleyeceginden, boylesi bir durumda doz

artiriminda bulunmanin herhangi bir faydasi da olmamaktadir.

Hiicrenin Imatinib’in hedef molekiilleri yerine, benzer islev iistlenen ve Imatinib’e hedef
olmayan yeni reseptor tirozin kinazlar1 kullanmasi, imatinib’e diren¢ mekanizmalarindan
bir baskasidir (Mahadevan et.al.2005/ Mahadevan et al. 2007). Bu durumlarda terapotik
RTK inhibitorlerinin hedefi, KIT veya PDGFRA yerine kullanilan bu yeni reseptoriin

tirozin kinaz bolgesi olmaktadir.
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Alternatif bir diger mekanizma da, KIT ifadesinin 100 katin da {izerinde azaltilmasi (bu
yolun kullanimindan vazgegilmesi veya biiyiik 6lciide azaltilmasi) ve yerine bir baska
‘kinaz yolu’nun aktiflestirilmesidir. Bu diren¢ mekanizmasi 6rneginde hiicre, ilaca daha iist
diizeyde (ayni reseptorde yapisal degisiklik ya da reseptor degisikligi yerine biitiin bir
yolun degistirilmesi) bir cevap vermis oldugundan boylesi bir degisikligin; diger genlerin
ifade seviyelerinde ve hiicre morfolojilerinde degisimleri de beraberinde getirdigi
bildirilmistir. Bildirilen bu mekanizmanin bir geregi olarak hiicrede, AXL kinaz yolu ve
onun bilesenlerine ait genlerin ifadelerinde yiiksek artiglar gozlenirken; KIT yolu ve
onunla ilgili genlerin ifadelerinde azalma bildirilmistir. AXL kinaz yoluyla Imatinib’e
sonradan direng gelistiren hiicrelerde ise; igsi hiicre tipinden epiteloid hiicre tipine bir
degisim de bildirilmistir (Mahadevan et al. 2007). Bu degisime sebep olabilecegi
diisiiniilen proteinler ise hiicre iskeleti proteinleri, hiicre adezyon molekiilleri ve ekstra
seliiler matriks proteinleri basliklar1 altinda incelenmistir (Mahadevan et al. 2007). Bu tip
diren¢ mekanizmasina (ve V654A nokta mutasyonu mutantlarina) yonelik tedavide
Imatinib kullanilamasa da MP470 numarali terapétik ajanin, bu iki molekiiliin tirozin kinaz
bolgelerine baglanarak onlar1 inhibe edebilecegi, 3 boyutlu molekiiler modelleme

caligmalari ile ortaya konmustur (Mahadevan et al. 2007).

Imatinib’e direng mekanizmalarindan bir baskast da, hiicre icine giren Imatinib
molekiillerinin ATP harcanarak, ABCB1 / ABCCI tasiyici proteinleri araciligiyla, yeniden
hiicre disina tasinmasidir (Theou et al 2005, Mahadevan et al. 2007). Boylelikle Imatinib,
reseptor lizerinde yer alan hedef baglanma bolgelerine baglanamamakta ve etkisini

gosterememektedir.

Imatinib’e direngle iliskilendirilmis ikincil mutasyonlar tasisa da KIT proteini, pek ¢ok
GIST vakasinda 6nemli 6l¢iide ifade edilir ve bu durum aslinda bir ilag¢ gelistirme stratejisi
olarak, reseptor tirozin kinaz inhibitorii gelistirme yaklasiminin siirdiiriillme sebeplerinden
biri olarak goriilmektedir (Fletcher et al. 2003, Bauer et al. 2006). Bu yaklasimin {iriinleri
olarak ilerleyen calismalarda daha farkli ve giicli RTK inhibitorleri kesfedilmis ve
kullamlmaya baslanmustir. Ornegin ‘nilotinib’ gibi daha giiclii ilaclarla, var olan RTK

inhibitorlerine direngli mutant proteinleri etkisiz hale getirmenin miimkiin olabilecegi
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caligmalarla gosterilmistir. Baz1 yeni nesil reseptor tirozin kinaz inhibitorleri, reseptor
tirozin kinazlara ek olarak baska kilit molekiilleri de inhibe edebilmektedir. Bunlara 6rnek
olarak PKC 412, Protein kinaz c’yi; AMG 706, ret’i; Sorafenib, raf’1; Dasatinib, Src-Abl
ikilisini; AMN 107, Bcer-Abl flizyon proteinini; SDX 102, AMP sentezini; RAD 001,
mTOR’u inhibe etmektedir.

Ilag tedavisinde giindeme almmus bir diger yaklasim sekli de, KIT proteininin fosforile
olmasmi engellemekten farkli olarak KIT geninin transkripsiyonunun engellenmesi
yaklagimidir. Bu yaklasimla denenmis transkripsiyon inhibitorlerine ©rnek olarak

‘Flavopiridol’ verilebilir (Sambol et al. 2006).

Bir diger yaklagimda ise Hsp 90 molekiilii hedef molekiil olarak belirlenmistir (Bauer et al.
2006). Bu sekilde sentezlenen protein molekiilii stabil (kararli) olarak kalamamakta ve
parcalanmaktadir. Ilag gelistirme konusunda izlenen bu yaklasimla KIT ifadesi yoniinden
pozitif olan GIST’lerde onkogenik KIT proteinlerini (Imatinibe duyarli olanlar kadar
direncli olanlar1 da) inhibe ettigi gdsterilmistir (Bauer et al. 2006). Imatinib’e duyarli
olanlar kadar direngli KIT proteinlerinin de inhibisyonunu saglamasi, bu yaklagimin giiclii
yani olsa da KIT proteinlerinin HSP90 inhibisyonuna karsilik olarak HSP70 ile
etkilesimlerinde gozlenen artis diisiindiiriciidiir (Bauer et al. 2006). Farkli terapotik
ajanlarin bir arada kullanilmasi ise goz Oniinde bulundurulan diger bir secenektir ve
hastaligin tedavisinde kullanilabilecek ila¢ gelistirmeye yonelik ¢aligmalar halen devam

etmektedir.
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3) GEREC VE YONTEM

3.1 Cahsma kapsamindaki hastalar ve 6rneklerin niteligi:

Bu calisma, farkli merkezlerde (Cizelge 3.1) 1996-2009 yillar1 arasinda GIST tanis1 almis
500’e yakin vakanin arasindan secilen, Tiirkiye GIST veri tabaninda patolojik ve klinik
prognostik parametreleri ile kayith 104 hastanin tiimorlerine ait parafin bloklardaki doku
ornekleriyle gergeklestirilmistir. Ancak bunlarin 68’1 mutasyon varligt bakimindan
incelenebilmis; geriye kalan 6rneklerin ise dizi analizi dncesinde ilgilenilen gen bolgeleri
cogaltilamadig1 i¢in ¢alismadan ¢ikarilmigtir. Hastalara ait klinik ve patolojik prognostik
veriler, GIST veri tabam kayitlarindan elde edilmistir. Hastalardan 14’iiniin Imatinib
kullanimlari, ilaca yanitlar1 ve son durumlarina dair bilgi mevcuttur ancak diger 54 hastaya

ait ilgili verilere ulagilamamustir.

Cizelge 3.1: Hastalarin merkezlere gore dagilimi

Merkez Hasta sayis1
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi 56

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi 8

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi 3

Hacettepe Tip Fakiiltesi 1

S6z konusu doku 6rnekleri, tiimoriin mitotik indeksi, ¢ap1 ve yerlesim yeri dikkate alinarak
onceden tanimlanmis olan ¢ok disiik, diisiikk, orta ve yiiksek risk gruplarina gore
siniflandirilmig; c¢alismanin amaci dogrultusunda agirlikli olarak orta ve yiiksek risk

grubunda degerlendirilenler mutasyon incelenmesi i¢in c¢alisma kapsamina alinmistir.

(Cizelge 2.4).
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Calisma kapsamindaki hasta ornekleri, GIST veri tabanindan ve merkezlerin arsivlerinden
hasta kimlik bilgileri ile iligkilendirilmeye olanak vermeyecek sekilde anonimize

edilmistir. Bu nedenle ¢aligma etik kurul onay1 gerektirmemektedir.

3.2 Molekiiler Testler

3.2.1 DNA Eldesi

Formalin tesbitli tim6r dokusu igeren parafin bloklardan (FTPB) alinan 6 um kalinliginda
toplam 25 mg’dan agir olmayan miktardaki kesitler, Ksilen (Merck, Almanya) ve saf
etanol (Merck, Almanya) ile deparafinizasyon ve kurutma islemlerinden sonra QIAGEN
QIAamp DNA mini kit kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri, kisa siireli

kullanim amaciyla +4; daha uzun siireli saklama amaciyla ise -20°C’de saklanmustir.

Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen DNA’larin %1°lik agaroz (peqgold universal agarose,
Almanya) jel elektroforeziyle, DNA molekiillerinin biitiinliiklerinin analizi amaciyla
incelenmistir. Elde edilen jel goriintiilerinde, jel boyunca siiriintii gdézlenen ornekler
degrade olarak nitelendirilmistir (Sekil 3.1). Ayrica DNA oOrneklerinin nanodrop
(NanoDropTM 1000 spectrophotometer, Kanada) kullanilarak saflik ve miktar tayinleri
yapilmistir. Bu bilgiler kullanilarak PZR i¢in uygun seyreltme oranlari belirlenmeye

calisilmigtir.

3.2.2 Elde edilen DNA molekiillerinin PZR icin uygunluklarnmmn SL PZR ile
belirlenmesi

Formalin tesbitli dokularin c¢alisilmasi sebebiyle tesbit isleminin DNA {iizerindeki
etkilerinin ve bundan sonraki mutasyon ¢alismalarimin gilivenilirliginin belirlenmesi igin,
incelenen DNA molekiillerinin degradasyon diizeyinin anlagilmasi amaciyla ¢izelge 3.2°de
belirtilen housekeeping genleri ¢gogaltan primerler ile multipleks PZR (size ladder) yontemi

kullanilmistir.

31



8 9 10 11 12 13 14

300 bp
200 bp

100 bp

Sekil 3.1:DNA ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen DNA’lara ait agaroz jel

elektroforezi goriintiisii
Buna gore 300 b¢’den daha uzun amplikonlar elde edilebilen 6rnekler mutasyon analizi
icin tercih edilmekle birlikte; cogaltilmak istenen bdlgenin uzunligu dikkate alinarak

zaman zaman 200 bg¢’lik amplikon veren ornekler ile de ¢caligmalar gerceklestirilmistir.

Cizelge3.2: SL PZR’de kullanilan primerler ve elde edilmesi beklenen amplikon

uzunluklari
Gen Amplikon | Primer Dizileri PZR kosullar1
uzunlugu

AF4 600b¢ | F: 5> GGAGCAGCATTCCATCCAGC 3’

Exon 3 R: 3> AATACAGGCCGGGTACCTAC 5’

AF4 400b¢  |F:5 CCGCAGCAAGCAACGAACC 3° 94°.....7
Exon 11 R: 3° CCTCGGCGGTCTCCTTTCG 5° 94°......457
PLZF 300 bg F: 5> TGCGATGTGGTCATCATGGTG 3’ 60°......45” déi;ﬁ
Exon 1 R: 3> CGGAGTCTGCTGTTACTGTGC 5° 72°......457
RAG1 [200b¢ |F:5 TGTTGACTCGATCCACCCCA 3’ 72°......10°
Exon 2 R: 3> AAGTCGGTTTGAACGTCGAGTS’ 15%.....
TBXAS1 [100b¢ |F:5 GCCCGACATTCTGCAAGTCC 3’

Exon 9 R: 3’ TTGGGAAGGGCCGTTGTGG 5’
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1 2 3 5 6 7 8 910 11 12 13 PK M

600 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Sekil 3.2: Ekstraksiyonlar1 yapilan DNA’larin, SL PZR yontemiyle, PZR i¢in uygun olup
olmadiklarinin kontrolii. Oklar ile isaretlenen kuyulara yiiklii orneklerden sonug¢ elde
edilemedigi icin ¢alismanin bir sonraki basamaginda kullanilmamislardir (M: Marker, PK:

Pozitif kontrol, Rakamlar yiiklenen hastalara ait SL PZR {iriinleri)

3.2.3 Hedeflenen KIT ve PDGFRA gen bolgelerinin PZR ile ¢cogaltilmasi

SL PZR sonrasindaki basamak, c¢alisilan tiimér dokusundan elde edilen DNA’da mutasyon
varlig1 yoniinden arastirilmak istenen gen bolgelerinin, KIT geninde 9, 11 ve 13 PDGFRA
geninde ise 12, 14 ve 18. ekzonlar, PZR yoluyla ¢ogaltilmasidir. Bu ama¢ dogrultusunda

her bir ekzon i¢in kullanilan primerler ¢izelge 3.3’te sunulmustur.
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3.2.4 PZR ile ¢ogaltilan bolgelerin, DNA dizi analizlerinin yapilmasi ve sonrasinda

mutasyon varhgi yoniinden incelenmeleri

Calismanin bu son basamaginda PZR ile ¢ogaltilan ilgili gen bolgelerinin, direkt DNA dizi

analizleri, RefGen laboratuarlarinda Applied Biosystems, Foster City, CA, US sistemi

kullanilarak gerceklestirilmis; sonrasinda ise elde edilen ham veriler (elektroferogramlar)

cesitli yazilimlar (Mega, Finch TV) araciliftyla mutasyon varligi yoniinden incelenmistir.

Cizelge 3.3: KIT ve PDGFRA genlerinin hedef bolgelerini c¢ogaltmada kullanilan

primerler ve elde edilmesi beklenen amplikon uzunluklari.

Gen Amplikon | Primer Dizileri PZR Kosullar1
uzunlugu

KIT 285b¢ | F: 5 TTCCTAGAGTAAGCCAGGGCTTT 3’

Exon 9 R: 5° GGATGTTTAGGCTCTGTCTACCA 3’

KIT 245b¢ | F:5 GTTCTCTCTCCAGAGTGCTCTAA 3’

Exon 11 R: 5 TCCATGTCACCTTTTTGGGT 3’ 94°......5°

KIT 203 be F: 5 CATGCGCTTGACATCAGTTT 3’ 94°......45”

Exon 13 R: 5 TGTCCAAGCTGCCTTTTATTG 3’ S8%..... 457 d;r?gﬁ

PDGFRA |[212bg F: 5 CTCTGGTGCACTGGGACTTT 3 72°......457

Exon 12 R:5° AGTTCCATGGGGTAACCTCC 3’ 72°......107

PDGFRA |185b¢  |F:5 GCTCAGCTGGACTGATATGTGA 3’ A%

Exon 14 R: 5> TGGAGTGAGGATTTTCACTGG 3’

PDGFRA [195b¢ |F:5 GCTACAGATGGCTTGATCCTG 3’

Exon 18 R: 5’ CCTCACTTCCCTCACTGGTC 3’
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600bp
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Sekil 3.3: KIT geni 11. Ekzonunun PZR ile amplifikasyonu sonrasinda

gerceklestirilen agaroz jel elektroforezi sonucu

Bu asamada ilgili referans DNA dizisiyle kiyaslandiginda, eksik dizi iceren orneklerde
delesyon; referans dizide olmayip 6rnege ait DNA’da fazladan gozlenen dizi varliginda
insersiyon; bu iki mutasyon tipinin bir arada gozlendigi (ve bu ¢alismada gozlenmese de
hem duplikasyon hem inversiyon ya da hem delesyon hem inversiyon igeren) drneklerde
kompleks mutasyon olduguna hiikmedilmistir. Yine referans diziden tek bir baz farki
gosteren, baz degisiminin ger¢eklestigi vakalarda, nokta mutasyonu-polimorfizm ayrimi, 3
esas dikkate alinarak yapilir. Buna gore baz degisiminin gdzlendigi kodonda, meydana
gelen degisiklik amino asit degisikli§i meydana getiriyor, yabanil (wild) alleldeki amino
asitin yerini farkli biyokimyasal 6zelliklere sahip baska bir amino asit aliyor ise ve bu
degisikligin meydana geldigi kodonda, tiirler arasinda korunmus bir amino asit
bulunuyorsa nokta mutasyonu; amino asit degisikligine yol agmiyor ve populasyondaki
sikligt % 1’den fazla ise polimorfizm olarak degerlendirilir. Ancak c¢alismamizda
popiilasyon diizeyinde boyle bir arastirma yapma olanagi bulunamadigindan s6z konusu
ayrim amino asit degisikligi ve amino asitlerin kimyasal 6zellikleri arasindaki benzerlik
esaslar1 dikkate alinarak yapilmistir. Buna destek saglayan diger dayanak noktamiz ise,
saptadigimiz yeni mutasyonun hasta populasyonu igerisinde yalnizca tek bir vakada
gozlenirken, polimorfizm olarak taniladigimiz degisimlerin, hasta populasyonu igerisinde

siklig1 %1°den biiyiik olacak sekilde karsimiza ¢ikmasi olmustur.
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3.2.5 istatistiksel analizler

Bu caligmadaki farkli parametrelere ait verilerin istatiksel degerlendirilmesi i¢in, ‘ki kare
testi” ve ‘Fisher’in ki kare testi’ yontemleri kullanilirken; takip siiresi ile ilgili analizlerde

‘Mann Whitney U testi’ ve ‘Kruskal Wallis varyans analizi’nden faydalanilmustir.

36



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calisma grubunda yer alan 68 vakanin cinsiyet dagilimi incelendiginde; vakalarin %
58.,8’inin erkek (n=40), %41,2’sinin (n=28) kadin oldugu belirlenmistir. Baz1 ¢aligmalarda
GIST’lerin erkeklerde biraz daha yaygin oldugu bildirilmis olmakla birlikte bu farkin
onemsiz oldugu ifade edilmistir. Bu konudaki yaygin goriis ise GIST lerin dagilimlarinin
cinsiyet ile iligskili olmadigi, kadin ve erkeklerde birbirine yakin oranlarda gozlendigi
yoniindedir (B.P. Rubin 2006, Corless and Heinrich 2008) . Calismamizda erkeklerin

oraninin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Hastalarin ortalama yasi 58,65 (standart sapma 12,968) yas dagilim araligi 28 — 81
bulunmustur. Saptanan bu ortalama degerin daha ¢ok, B.P. Rubin’in (2006) yaklasik 58
olarak ifade edilen degeriyle uyumlu oldugu gozlenmistir. Diger bazi caligmalarda

ortalama yas 63 olarak verilmistir (Parfitt et al. 2006, Joensuu 2006).

Cizelge 4.1: Tiimérlerin lokalizasyonlarina gore dagilimi

Tiimor lokalizasyonu | Sikhk | Goériilme oram
(n) (%)

Mide 33 45,5

Ince barsak 18 26,5

Kalin barsak 5 7,4

Omentum 12 17,6

Toplam 68 100

Elde edilen bu degerlerin, bagka arastiricilarin (B.P. Rubin 2006) ifade ettigi rakamlarla
(mide %50, ince barsak %25 ve kalin barsak %10) uyumlu oldugu; ancak omentum
yerlesimli GIST’ler i¢in serimizde gozlenen oranin (%17,6), omentum-periton gibi
intestinal dis1 bolgelerde yerlesim gosteren tiimdrler igin literatiirde belirtilen %10’ luk
goriilme sikliginin iizerinde oldugu goriilmiistiir. Ortaya ¢ikan bu farklilik, omentum

yerlesimli timorlerin ¢ogunlukla yiiksek risk grubu o6zellikleri tagimalart ve (Lasota and
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Miettinen 2008) bu ¢alismanin amact dogrultusunda agirlikli olarak yiiksek riskli hastalarin

secilmesi etkenlerine atfedilmistir.

Cizelge 4.2: Tiimorlerin hiicre tipine gore dagilimi

Tiimériin hiicre tipi | Sayis1 | Goriilme oram
(n) (%)

igsi 42 61,8

Epiteloid 8 11,8

Mikst 18 26,5

Toplam 68 100

Gozlenen bu degerlerin, baska arastirmalarda (Joensuu 2006) ifade edilen igsi (%70),
epiteloid (%20) ve mikst veya pleomorfik (%10) oranlarindan daha farkli oldugu, igsi ve
epiteloid hiicre tipinde tiimorlerin beklenenden daha az; ancak mikst hiicre tipli tlimorlerin
daha sik oldugu gozlenmistir. Bu sonuglarin da, lokalizasyon dagilimina benzer sekilde,
secilen hastalarin risk grubu ile iliskili olarak literatiire gore farklilik gosterdigi

diistinilmiistir.

Timoriin hiicresel morfolojisinin, tiimoriin yerlesim gosterdigi yere gore siklik dagilimi
incelendiginde, calismamizda mide yerlesimli tiimorlerin (n=33) %66,7 sinin (n=22) igsi,
%12,1’inin (n=4) epiteloid ve %21,2’sinin (n=7) mikst hiicreli; ince barsak yerlesimli
tiimorlerin (n=18) %50’sinin (n=9) igsi; %11,1’inin (n=2) epiteloid, %38,9’unun (n=7) ise
mikst hiicreli iken kalin barsak yerlesimli timorlerin (n=5) tamaminin igsi hiicreli oldugu
gbzlenmistir. Omentum yerlesimli tiimdrlerin (n=12) ise %50’sinin (n=6) igsi, %16,7’sinin
(n=2) epiteloid ve %33,3’ilinlin (n=4) ise mikst hiicreli tiimdrler olduklar1 anlasilmistir.

Buna karsilik bagka calismalarda (6rnegin Miettinen et al. 2005°te), mide yerlesimli
GIST’lerde epiteloid ve mikst hiicre tipinde tiimorlerin daha yaygin gdézlendigi
bildirilmistir. Calismada elde edilen sonucun Miettinen ve arkadaslarinin bildirdiginden
oldukg¢a farkli oldugu (mide yerlesimli GIST’lerin %66,7’si igsi, %12,1°1 epiteloid ve
%21,2’si mikst hiicreli) gozlenmistir. Ancak veri sayisinin azligi sebebiyle, istatiksel

olarak anlamli bir sonug elde edilememistir (P=0,451). Miettinen et al.’in ¢alismasinda
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(2005) ise, GIST’lerin yerlesim yerleri ile tiimdriin hiicre tipi arasinda bir ilgi oldugu

bildirilmistir.

Cizelge 4.3: Tiimorlerin lokalizasyonlarina gore timoriin hiicre tipine ait siklik dagilimi

Tiimériin hiicresel morfolojisi Tonlam
Lokalizasyon igsi (%) Epiteloid (%) | Mikst (%) P
Mide 22 (66,7) 4(12,1) 7(221,2) 33
fnce barsak 9 (50.0) 2(11,1) 7(38,9) 18
Kalin barsak 5(100,0) 0 0 5
Omentum 6 (50,0) 2 (16,7) 4 (33.,3) 12
Toplam 42 (61,8) 8 (11,8) 18 (26,5) 68

Calisma kapsamindaki hastalar risk grubuna gore gruplandirildiginda, vakalarin %
7,4’iniin (n=5) disiik, %20,6’s1in (n=14) orta, %72,1’inin (n=49) ise yiiksek riskli oldugu

anlasilmistir.

Ayrica yine c¢alisma kapsamindaki tiimorlerin (n=66) %92,4’linlin (n=61) primer, %

7,6’s1m1in (n=5) niiks oldugu belirlenmistir. 2 vakaya ait veriye ise ulasilamamustir.

Cizelge 4.4: Calismada kullanilan 6rneklerin risk grubu dagilimlar

Risk Grubu Say1 Goriilme orani
() (%)

Diisiik 5 7,4

Orta 14 20,6

Yiiksek 49 72,1

Toplam 68 100
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Hastalarin tiimor dokularimin immiinhistokimyasal olarak CD117 ile pozitif boyanma
ozelligi incelendiginde vakalarin, %7,4’linde (n=5) boyanma godzlenmezken; %92,6’sinda
(n=63) ise pozitif boyanma goriilmiistiir. Bu degerlerin pek ¢ok ¢aligmada (Seiichi and
Hirota2006, B.P. Rubin 2006 ve digerleri) ifade edilen degerlere (%95 pozitif, %5 negatif)

oldukca yakin oldugu gézlenmistir.

Tiimdriin yerlesim gosterdigi bolge intestinal (mide, ince barsak, kalin barsak) ve intestinal
dis1 (omentum) olarak gruplandirilip, CD117 pozitifligi yoniinden degerlendirildiginde
intestinal  bolge yerlesimli  GIST’lerin  (n=56) %3,6’sinda (n=2) CDI117’nin
immunhistokimyasal olarak negatif oldugu izlenmistir. Olgularin %96,4’i (n=54) CD117
immiinhistokimya reaksiyonu yoniinden pozitiftir. Intestinal dist GIST’lerin (n=12)
%25’inde(n=3) CDI117 negatif ve %75’inde (n=9) pozitif bulunmustur. Bu sekilde
intestinal yerlesimli tlimorlerin intestinal dis1 lokalizasyonlulara gore istatistiksel olarak

anlamli sekilde CD117 pozitifligi bulundurdugu belirlenmistir (P= 0,035).

Cizelge 4.5: Intestinal ve intestinal dis1 yerlesimli timérlerde CD117 pozitifligi oran1

Tiimériin yerlestigi bolge

CD117 pozitifligi (%)
Intestinal yerlesim 96,4
Intestinal dis1 yerlesim 75

Tiimorler mutasyon varligi yoniinden incelenmis ve bunun sonucunda vakalarin
%22,1’inde (n=15) incelenen KIT (9,11 ve 13 numarali ekzonlar) ve PDGFRA (12,14 ve
18 numarali ekzonlar) genleri kapsaminda herhangi bir mutasyona rastlanmamustir;
%69,1’inde (n=47) KIT, %S8,8’inde (n=6) ise PDGFRA geni mutasyonlar1 saptanmistir.
Incelenen gen bolgelerine gére, mutasyon varligi yoniinden yabanil (wild) tip’e ait oranin
baska ¢aligmalarda (B.P. Rubin et al. 2007) ifade edilen oranlardan (%12-17) daha ytiksek;
her bir gende gozlenen mutasyon oranlarinin ise pek ¢ok calismada rapor edilen mutasyon

orani araliginda (KIT geni i¢in %60-80, PDGFRA geni i¢in %5-10) oldugu saptanmaigtir.
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Cizelge 4.6: Tiimorlerin mutasyon profilleri yoniinden incelenmesiyle elde edilen dagilim

Mutasyon profili Mutasyonsuz | KIT geni mutasyonu PDGFRA geni
mutasyonu
Goriilme sikhig1 (%) | 22,1 69,1 8,8

Ayni analiz ekzon diizeyinde yapildiginda ise hastalarin %64,7’sinde (n=44) KIT geni
11’inci, %4,4’linde (n=3) KIT geni dokuzuncu, %7,4’iinde (n=5) PDGFRA geni 18’inci,
%1,5’inde (n=1) ise PDGFRA geninin 12. ekzonlarinda mutasyon saptanmigtir.
Mutasyonlarin saptandiklar1 ekzonlara goére dagilimlarinin siklik siralamasi, literatiirde
ifade edilene benzer sekilde gergeklesmistir. Her bir ekzon i¢in elde edilen oranlar, farkl
makalelerde (Rubin et al. 2007, Joensuu 2006) belirtilen yaklasik oranlara (KIT geni 9.
Ekzon %5-15; 11. Ekzon %60-70; PDGFRA geni 18. Ekzon %5, 12. Ekzon %1) yakin

bulunmustur. KIT geni 13 ve PDGFRA geni 14 no’lu ekzonlar, mutasyon varlig1 yoniinden

arastirilmis ancak s6z konusu ekzonlarda herhangi bir mutasyona rastlanmamustir.

Cizelge 4.7: Orneklerde saptanan mutasyonlarin ekzonlara gore dagilim

Mutasyon dagilimi Say1 Oran (%)
(n)

Mutasyon yok 15 22,1

KIT geni ekzon 11 44 64,7

KIT geni ekzon 9 3 4,4
PDGFRA geni ekzon 18 5 7,4
PDGFRA geni ekzon 12 1 1,5
Toplam 68 100

Cizelge 4.8: Tiimor lokalizasyonuna gore mutasyon varligi dagilimi

Tiimor lokalizasyonu | Mutasyonsuz | KIT geni mutasyonu | PDGFRA geni mutasyonu
Mide 5 23 5
I.barsak 6 12 0
K.barsak 1 4 0
Omentum 3 8 1
Toplam 15 47 6
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Saptanan mutasyonlarin ¢esitleri dikkate alindiginda mutasyonlarin %38,2’sinin (n=26)
delesyon, %26,5’inin (n=18) nokta mutasyonu, %38.8’inin (n=6) duplikasyon, %4,4’linlin
(n=3) ise kompleks mutasyon tipinde oldugu belirlenmistir. Saptanan mutasyonlarin
tiplerinin gozlenme sikliklarmma gore siralamasi da bagka arastiricilarin  6nceden
bildirdiklerine pareleldir. Buna goére KIT geninde saptanan mutasyon tiplerinin en sik
gozlenenden en az gozlenene dogru siralamasi: Delesyon (%51,1), nokta mutasyonu
(%29,8), duplikasyon (%12,8) ve kompleks mutasyonlar (%6,4) seklindedir. Lasota ve
Miettinen de (2008) ayni siklik siralamasini bildirmislerdir. PDGFRA geninde saptanan
mutasyonlarin %33,3’1 (n=2) delesyon tipte iken, % 66,7’si (n=4) ise nokta mutasyonudur.
Boylelikle PDGFRA geni i¢in gozlenen nokta mutasyonu, delesyon seklindeki goriilme

siklig1 siralamasi da ayn1 makalede bildirilen verilerle uyumludur.

Cizelge 4.9: Saptanan mutasyonlarin, mutasyon ¢esidine gore dagilimlari

Saptanan mutasyonun tipi Say1 Oran (%)
Delesyon 26 49,0
Nokta mutasyonu 18 33,9
Duplikasyon 6 11,3
Kompleks mutasyon 3 5,6
Toplam 53 100

Cizelge 4.10: Her bir ekzonda saptanan mutasyonlarin, mutasyon tipine gore

dagilimlari

Mutasyon Tipi

Delesyon | Nokta Duplikasyon | Kompleks

(%) mutasyonu | (%) mutasyon Toplam

(%) (%)

KIT 24 (54,5) | 14(31,8) 3(6,8) 3(6,8) 44
Ekzon 11
KIT 0 0 3 (100,0) 0 3
Ekzon 9
PDGFRA | 2 (40) 3 (60) 0 0 5
Ekzon 18
PDGFRA | 0 1 (100) 0 0 1
Ekzon 12
Toplam 26 (38,2) | 18 (26,5) 6 (8,8) 34,4 68
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Saptanan mutasyonlardan KIT geni 11. Ekzona lokalize olanlarin (n=44) %54,5’1 (n=24)
delesyon, %31,8’1 (n=14) nokta mutasyonu, %6,8’1 (n=3) duplikasyon ve %6,8’1 ise (n=3)
kompleks mutasyonlardan olusmustur. Saptanan delesyonlar, agirlikli olarak ekzonun

proksimal kismini, ilk 10 amino asidini, etkilemektedir.

550 551 552 553 554 555 556 557 558 550 560 561 562 563 564 565 566 567 568 569 570 571 572 573 574 575 576 577 578 570 580 581 582 583 584 585 586 587 588 589 500 501
delesyon 1 4 7 9 14 11 9 147 47 8 5 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 14 1 2 1 1 0 0 0 OGO O OC OO0 OO0 O

550 BG0 BB GED GED BB4 BEL LB SET 5BO 560 57D 71 572 570 E74 &7E B7E 677 &7B 579 SBO 681 GO 543 5B4 55 GBE ST £8 50O EOD 501

KIT codons BED 551 562 553 554 S5 BBE B&T GEd
mn=T7 14 36 48 B9 TO 67 14T 141 67 81 B3 31 30 37 36 3D 32 3 42 46 46 40 36 ¥ W @ 12 9 B/ 1

Sekil 4.1: Calismamizda KIT geni 11. ekzonunda gozlenen delesyonlarin kodonlara gore
dagilim ve sikliklarmin(A), Lasota ve Miettinen (2008)’in verileri (B) ile kiyaslanmasi. iki

veri setinden elde edilen sonuglarin geel olarak uyumlu oldugu izlenmektedir
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550 551 552 553 554 555 556 557 558 559 560 561 562 563 564 565 566 567 568 569 570 571 572 573 574 575 576 577 578 579 580 581 582 583 584 585 586 587 588 589 590 591
missense 3 3 1 06 0 O 0 4 O0 4 5 0 0 O 0 © O O O O O 0 0 O 0 @ 2 0 0 0 0 O OO O D O O 0 O O O

KIT wodons B30 661 552 653 BG4 G5E BOB BGT BSE BO GO0 661 GB2 BED 564 5EG DEG BET BOB GEB 670 G671 672 T3 G674 676 676 77 578 670 GO0 541 GE2 503 £4 GEG BAG BAT 58D GE9 530 61
n= A -] (]

Sekil 4.2: KIT geni 11. Ekzonda gozlenen yanlis anlamli degisimlerin etkiledigi kodonlar
ve bu degisimlerin calismamiza ait gdézlenme sikliklarinin (A), Lasota ve Miettinen
(2008)’in sonuglariyla (B) karsilastirilmasi. Calismamizda KIT geni mutasyonlarinin gen
tizerindeki dagilimi ile Lasota ve Miettinen’in ¢alismalarindaki dagilimlarin birbirine

benzer bolgelerde ve sikliklarda oldugu izlenmistir.
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550 551 552 553 554 555 556 557 558 5589 560 561 562 563 564 565 566 567 568 5689 570 571 572 573 574 575 576 577 578 579 580 581 582 583 584 585 586 587 588 589 590 591
dupiikasyor: 0 ¢ 0 O ¢ ¥ @ 0 9 ¢ O & © O O O 0 O O O O 4 ¥ ¥ 4 2 2 2 2 2 t 44 441 2 2 1T 1 4 1 0O 0

| ]
RIT codons 550 561 BS2 663 bE4 GEH BER G57 BED BED E6D 661 B BEJ GB4 GBE BOE BE7 GEO GBO 570 571 672 &7D E74 576 576 B77 G670 70 B0 A81 BEP 501 BB GOG ROG BAT HA0 RO 500 EO4
n= 301 H M W WP W IWHXMEILITIEIRIE 4

Sekil 4.3: KIT geni 11. ekzonunda, duplikasyonu goézlenen kodonlar ve gozlenme
sikliklarina ait caligma verilerinin (A), Lasota ve Miettinen (2008)’in sonuglariyla (B)
kiyaslanmasi. Duplikasyonlar ekzonun distal kisminda gerceklesmektedir ve genel olarak

Lasota ve Miettinen’in sonuglartyla uyumludur

502 503
duplikasyon 3 3

Sekil 4.4: KIT geni, 9. ekzonda duplikasyon gozlenen kodonlar ve gézlenme sikligi

KIT geni 9. Ekzonunda lokalize olmus mutasyonlarin tamami (n=3) duplikasyon olarak

gozlenmistir.

PDGFRA geni 18. ekzonunda gézlenen mutasyonlarin %40°1 (n=2) delesyon, %60°1 (n=3)
ise nokta mutasyonu seklindedir. PDGFRA geninin 12. ekzonunda saptanan tek mutasyon
vardir ve o da nokta mutasyonu (V561D) seklindedir. G6zlenen mutasyon tiplerinin siklik

siralamasi, Lasota ve Miettinen (2008)’in siralamast ile aynidir.
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838 830 840 841 842 843 B44 845 846 B47 B48 840 850 851 852 853 854 Kodonlar {5830 Ba1 B4Z 843 Aad Ba5 BAR BAT R4S ALI HED Baa B4 AB0
0; o ¢ & & B 3 g 0 ow % 6 D N B 0 D Siklhik R T D T —

Sekil 4.5: PDGFRA geni 18. ekzonunda delesyonun etkiledigi kodonlar ve mutasyonun

gozlenme sikliginin Lasota Miettinen (2008)’in sonuglariyla kiyaslanmasi

|| — [
814 815 816 817 818 810 B40 841 B42 D43 543 045 B4 BT 845 849 050 S T L
0 1] 3 1] 1] 0 1] 1] 1} 1] 0 223 2 3

] 0 v} 1 i} ]

Sekil 4.6: PDGFRA geni 18. ekzonunda yanlis anlamli degisimlerin etkiledigi kodonlar ve
gbozlenme sikliklari. Calismamizda elde edilen grafikte (A) sirali noktalar, mutasyon
saptanan iki nokta arasinda kalan ve herhangi bir mutasyon saptanmayan kodonlar1 ifade
etmektedir. (B)’de ise referans olarak alinmis Lasota ve Miettinen(2008)’in verilerine ait
grafik goriinmektedir. Degisimlerin gézlendigi bolge ve degisimlerin en ¢ok gerceklestigi

saptanan bolgeler, iki calismada da benzerdir.
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Klinik takipleri bilinen hastalarin (n=27) Imatinib kullanim1 ydniinden incelenmesinde
%51,9’unun (n=14) Imatinib kullandig1 anlagilmistir. 41 hastaya ait klinik verilere

erisilememistir.

Elde edilen verilere gére Imatinib kullanan hastalarm (n=16) ilaca verdikleri yanit: %
18,75 (n=3) niiks; % 6,25 (n=1) remisyon; % 18,75 (n=3) stabil hastalik; % 18,75 (n=3)
kismi yanit ve % 37,5 (n=6) tam yanit seklinde saptanmustir. Diger 52 hastaya ait Imatinib

kullanim ve ilaca yanit bilgilerine ulasilamamistir

Cizelge 4.11: Imatinib’e verdikleri yanita gore hastalarin dagilimi

imatinib cevab1 | Hasta Sayis1 | Oran
(n) (%)
Niiks 3 18,75
Remisyon | 6,25
Stabil hastalik 3 18,75
Kismi yanit 3 18,75
Tam yanit 6 37,5
Toplam 16 100

Hastalarin durumlari ile ilgili dagilima bakildiginda, hastalarin % 95,6’siin (n=65) opere;

%4,4’linlin (n=3) ise niiks vakalar olduklar1 gézlenmistir.

Hastalar1 takip siiresi, 4 ay ile 108 ay arasinda degiskenlik gosterirken; ortalama takip

stiresi ise 43,47 ay (standart sapma 27,856) olarak gerceklesmistir.

Hastalarin son durumlarina ait veriler incelendiginde dagilim, hastalik ile 6lim %23,5
(n=4), hastalikla hayatta %41,2 (n=7), hastaliksiz hayatta %35,3 (n=6) secklinde

gerceklesmistir. 51 hastanin son durumuna ait veri bulunmamaktadir.

Tiimér lokalizasyonu ile Imatinib kullanimi verileri birlikte degerlendirildiginde, mide
yerlesimli timorlerin (n=14) %64,3’1 (n=9), ince barsak yerlesimli tiimorlerin (n=8)

47



%37,5’i (n=5) ve omentum yerlesimli tiimérlerin (n=2) %50’si (n=1) Imatinib
kullanmadigi; buna karsilik mide yerlesimli tiimorlerin %35,7’si (n=5), ince barsak
yerlesimli timorlerin %62,5’1 (n=5), kalin barsak yerlesimli tiimorlerin (n=3) tamami ve
omentum yerlesimli tiimorlerin %50’sinin ise (n=1) kullandig1 belirlenmistir. Yeterli veri

bulunmadigindan saglikli bir istatistiksel analiz gerceklestirilememistir (P=0,203).

Cizelge 4.12: Iimatinib kullanimi bilgisi bulunan hastalarm tiimoriin lokalizasyonuna gore

dagilim
Imatinib kullanim
Tiimér lokalizasyonu | Kullanmayan | Kullanan | Toplam
(Y0) (o)
Mide 9 (64,3) 5(35,7) 14 (100)
Ince barsak 3(37,5) 5(62,5) | 8(100,0)
Kalin Barsak 0 3 (100) 3 (100)
Omentum 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100)
Toplam 13 (48,1) 14 (51,9) | 27 (100)

Tiimorlerin  gelistigi lokalizasyonlarla mutasyonun goriildiigli genler incelendiginde
dagilimin c¢izelgede belirtildigi sekilde oldugu izlenmistir. Veri eksikligi sebebiyle iki
parametre arasinda (Pearson ki kare analizi kullanilarak) gilivenilir bir istatiksel analiz

yapilamamistir (P=0,487).

Cizelge 4.13: Tiimoriin lokalizasyonuna gére mutasyon varligl / mutasyon saptanan gen

dagilimi
Mutasyon varhgi / Mutant Gen
Tiimor lokalizasyonu Mutasyonsuz | KIT PDGFRA Toplam
(Y0) (%) (%)
Mide 5(15,2) 23 (69,7) 5(15,2) 33
Ince barsak 6 (33,3) 12 (66,7) 0 18
Kalin Barsak 1 (20,0) 4 (80) 0 5
8 (66,7) 1(8,3) 12
Omentum 3(25,0)
Toplam 15 (22,1) 47 (69,1) 6 (8,8) 68
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Tiimo6r durumu ile hiicre tipi birlikte degerlendiginde, igsi hiicre tipindeki timorlerin (%
60,6; n=40) %97,5’1 (n=39) primer; %2,5’1 (n=1) niiks; epiteloid tipte tiimorlerin (% 12,1;
n=8) %75’inin (n=6) primer, %25’inin niikks (n=2); mikst tipte tiimorlerin (%27,3; n=18)
%88,9’unun (n=16) primer, %11,1’inin (n=2) niiks oldugu belirlenmistir. Pearson ki kare
analizinde eldeki verilerin kullanilmasiyla (P=0,072) degeri bulunmustur ancak veri
eksikligi sebebiyle tiimor durumu ile tiimoriin hiicre tipi arasinda gilivenilir bir istatistiksel
analiz yapmak veya iki parametre arasindaki korelasyona iliskin yorumda bulunmak

miimkiin olamamustir.

Cizelge 4.14: Tiimoriin hiicre tipinin timor durumuna gore dagilimi

Hiicre Tipi
Tiimér durumu igsi Epiteloid Mikst Toplam
(%) (%) (%)
Primer 39(639) | 6(9.8) 16(262) |61
Niiks 1(20.0) 2 (40.0) 2 (40.0) 5
Toplam 40 (60.6) | 8(1%1) 18(27,3) | 66

Tiimdr durumu ve mutasyon durumu arasinda bir iliski sorgulandiginda primer durumlu
tiimorlerin (n=61) %23 {iniin (n=14) mutasyonsuz oldugu, %67,2’sinin KIT, %9,8’inin ise
PDGFRA geninde mutasyon bulundugu saptanmistir. Niiks vakalar (n=5) i¢in ayn1 dagilim
yapildiginda %20'sinin mutasyonsuz iken, %80’inin KIT geninde mutasyon tasidig1 ancak
nilks vakalarin higbirinin PDGFRA mutasyonu tasimadiklari belirlenmistir. Eldeki
verilerle Pearson ki kare analizi yapilmistir (P=0,0733) ancak verilerin yetersiz olusu
sebebiyle iki parametre arasindaki korelasyona dair giivenilir bir istatistiksel sonu¢ vermek

miimkiin goriinmemektedir.

Cizelge: 4.15: Timor durumuna gore mutasyon varligi ve mutasyonun saptandigi gen

dagilimi

Mutasyon varhgi / Mutant gen
Tiimér durumu | Mutasyon yok | KIT PDGFRA | Toplam
(%) (%) (%)
Primer 14 (23,0) 41 (67,2) | 6(9,8) 61
Niiks 1 (20,0) 4(80,0) |0 5
Toplam 15 (22,7) 45 (68,2) | 6 (9,1) 66
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Timoriin durumu ile hastanin son durum bilgileri birlikte ele alindiginda, niiks olmayan
(primer) timor tasiyan hastalarin (n=13) %23,1°1 (n=3) kaybedilirken, %38,5’1 (n=5)
hastalikla, kalan %38,5’1 (n=5) ise hastaliksiz hayattadir. Niiks vakalarin (n=2) ise
%50’sinin (n=1) kaybedildigi, diger %350’sinin ise (n=1) hastalikla hayatta oldugu
anlasilmistir. Diger bir degisle hastaliksiz hayatta olanlarin tamamini primer durumlu
tiimorii olan hastalar olusturmustur. Iki parametre arasinda olas1 korelasyon, Pearson ki
kare testi ile arastirilmistir (P=0,523), ancak bu iki parametre arasinda da anlamli bir
istatistiksel iligki ortaya koymak, yetersiz veri sebebiyle, miimkiin olamamaktadir. Ancak
niiks tiimorlerin genellikle daha agresif ve tedavilerinin daha zor oldugu pek ¢ok

arastirmaci tarafindan bildirilmistir.

Cizelge 4.16: Tiimdr durumuna gore hastalarin son durumlarinin dagilim

Hastanin son durumu
Tiimor durumu | Kayip | Hastahkla Hastaliksiz hayatta | Toplam
(%) hayatta (%) | (%)

Primer 3(23,1) | 5(38,5) 5(38,3) 13
Niiks 1(50,0) | 1(50,0) 0 2
Toplam 4(26,7) | 6 (40,0) 5(33,3) 15

Hasta durumu ile mutasyon varlig1 ve saptanan mutasyonlarin genlere dagilimi verileri
birlikte degerlendirildiginde, opere durumlu hastalarin (n=65) %23,1’inin (n=15)
mutasyonsuz oldugu; %67,7’sinin (n=44) KIT geninde, %9,2’sinin ise PDGFRA geninde
mutasyon saptandigi anlasilmistir. Niiks durumlu hastalarin (n=3) ise tamaminda mutasyon
saptanmistir ve saptanan mutasyonlarm tamami KIT geni iizerindedir. Iki parametre
arasindaki olasi iligki Pearson ki kare analizi ile arastirilmistir (P=0,496) ancak yeterli veri

bulunmamasi sebebiyle bu konuya dair giivenilir bir yorum yapilamamustir.
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Cizelge 4.17: Mutasyon varlig1 / mutant gen verilerinin hastalik durumuna gore dagilimi

Mutasyon varhgi/Mutant gen
Hastahk Mutasyonsuz KIT PDGFRA Toplam
durumu (%) (%) (%)
Opere 15 (23,1) 44 (67,7) 6(9.,2) 65
Niiks 0 3 (100,0) 0 3
Toplam 15 (22,1) 47 (69,1) 6 (8,8) 68

Ayni analiz ekzon diizeyinde yapildiginda, opere durumlu hastalarin (n=65) %63,1’inin
(n=41) KIT geni 11. Ekzonunda, %4,6’sinin (n=3) KIT geni 9. Ekzonunda, %?7,7’sinde
(n=5) PDGFRA geni 18. Ekzonunda ve son olarak %1,5’inde (n=1) PDGFRA geni 12.
Ekzonunda mutasyon saptanmistir. Niiks durumlu vakarlin tamaminin (n=3) KIT geni 11.
Ekzonunda mutasyon tagidiklar1 belirlenmistir. Bu iki parametreye ait veriler kullanilarak
Pearson ki kare analizi yapilmis (P=0,789) ancak yeterli sayida veri bulunmadigindan bu
iki parametrenin birbiriyle iliskili olup olmadigina yonelik saglikli bir yorum yapmak

miimkiin olmamustir.

Cizelge 4.18: Mutasyon saptanan Orneklerde mutasyonlarin hastalik durumuna gore

ekzonlara dagilimi

Mutasyon saptanan ekzon
Hastalik durumu 11 9 18 12 Toplam
(%) (%) (%) (%)
Opere 41 (63,1) 3 (4,6) 5(7,7) 1(1,5) 65
Niiks 3 (100,0) 0 0 0 3
Toplam 44 (64,7) 344 5(7.4) 1(1,5) 68

Hastalik durumu ile saptanan mutasyonlarin tiirii parametrelerinin birbirleriyle ilgileri
istatistiksel olarak arastirildiginda, opere durumlu ve mutasyon saptanan hastalarin (n=50)
%50’sinde (n=25) delesyon; %34’tiinde (n=17) nokta mutasyonu; %12’sinde (n=6)
duplikasyon ve %4’linde (n=2) kompleks tipte mutasyon saptanirken; niiks durumlu ve
mutasyon saptanan hastalarin (n=3), %33,3’{linilin (n=1) delesyon; %33,3 {iniin (n=1) nokta
mutasyonu ve %33,3’liniin (n=1) kompleks tipte mutasyon tasidiklar1 belirlenmistir. Opere

durumlu 15 hastada ise herhangi bir mutasyona rastlanmamuistir. Pearson ki kare analizi
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eldeki veri grubuna uygulanmis (P=0,136); ancak yeterli sayida veri olmadigindan iki

parametre arasinda ilgi olup olmadigina yoénelik, giivenilir bir yorumda bulunmak miimkiin

olmamustir.

Cizelge 4.19: Saptanan mutasyon tiplerinin hastalik durumuna gére dagilimi

Mutasyon Tipi
Hastahk | Delesyon | Nokta Duplikasyon | Kompleks Toplam
durumu | (%) mutasyon (%) | (%) Mutasyon (%)
Opere 25 (50,0) 17 (34,0) 6 (12,0) 2 (4,0) 50
Niiks 1(33,3) 1(33,3) 0 1(33.3) 3
Toplam | 26 (49,0) 18 (33,9) 6 (11,3) 3(5,6) 53

Imatinib kullanimimin, mutasyon saptanan genlere gdre dagilimina gore, Imatinib kullanan
hastalarin (n=14) tamami KIT mutasyonu tasimaktadir. ki parametre arasindaki dagilim

asagidaki Cizelgede verilen sekilde gerceklesmistir.

Cizelge 4.20: Mutasyonlarin genlere gore gozlenme sikligimin Imatinib kullanimina gére

dagilimi
Mutasyon saptanan gen
Imatinib kullanim | KIT PDGFRA | Toplam
(%) (%)
Kullanmayan 12 (92,3) 1(7,7) 13
Kullanan 14 (100,0) | 0 14
Toplam 26 (96,3) 13,7) 27

Imatinib kullanimmin ekzonlara gére dagilimi incelendiginde, imatinib kullanmayan 13
hastadan 11’inin (% 84,6’sinin) KIT geni 11. ekzonunda; 1 hastanin (%7,7) KIT geni 9.
ekzonunda, diger 1 hastanin ise PDGFRA geni 18. ekzonunda mutasyon tasidigi
belirlenmistir. imatinib kullandig1 bilinen hastalarin (n=14) %92,8’inin (n=13) KIT geni

11. ekzonunda; %7,2’sinin (n=1) ise KIT geni 9. ekzonunda mutasyon saptanmustir.
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Cizelge 4.21: Mutasyon saptanan ekzonlarda mutasyonlarin goézlenme sikliklarinin

Imatinib kullanim bilgisine gére dagilimi

Mutasyon saptanan gen ve ekzon
imatinib KIT KIT PDGFRA Toplam
kullanimi Ekzon 11 (%) Ekzon9(%) | Ekzon 18 (%)
Kullanmayan 11 (84,6) 1(7,7) 1(7,7) 13
Kullanan 13 (92,8) 1(7,2) 0 14
Toplam 24 (88,9) 2(7,4) 1@3,7) 27

Imatinib kullamm bilgisine gdre saptanan mutasyonlarin tiplerinin dagilimlar:
incelendiginde, imatinib kullanmayanlarin (n=13) %61,5’inde (n=8) delesyon, %23,1’inde
(n=3) nokta mutasyonu, ve %15,4’linde (n=2) duplikasyon tipte mutasyonlar saptanirken;
imatinib kullandig1 bilinen hastalarin (n=14) %064,2’sinin (n=9) delesyon, %21,4’linlin
(n=3) nokta mutasyonu, %7,1’inin (n=1) duplikasyon, kalan % 7,1’inin ise kompleks

mutasyon seklinde dagilim gosterdigi izlenmistir.

Cizelge: 4.22: Saptanan mutasyonun tiplerinin Imatinib kullanim bilgisine gére dagilimi

Mutasyon tipi
Imatinib kullammi | Delesyon Nokta Duplikasyon | Kompleks Toplam
(%) mutasyon (%) (%) mutasyon (%)
Kullanmayan 8(61,5) 3(23,1) 2 (15,4) 0 13
Kullanan 9 (64,2) 3(21,4) 1(7,1) 1(7,1) 14
Toplam 17 (63,0) 6 (22,2) 3111 13,7 27

Imatinib cevabinin mutasyon tipine gore dagiliminda niiks cevabin (n=3), % 66,7 sinin
(n=2) delesyon, % 33,3’iiniin (n=1) nokta mutasyonu; remisyon cevabin (n=1) delesyon
tipinde mutasyonu; stabil hastalik cevabin (n=3) % 33,3 iliniin (n=1) delesyon, %66,7’sinin
(n=2) nokta mutasyonu; kismi yanit cevabinin (n=3) % 66,7 sinin (n=2) delesyon, %
33,3’linilin (n=1) kompleks mutasyon; tam yanit cevabinin ise % 83,3 {inilin (n=5) delesyon,

%16,7’sinin duplikasyon tipinde mutasyonlarla birlikte gézlendigi saptanmuigtir.
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Cizelge 4.23: Saptanan mutasyon tiplerinin, hastalarin imatinib’e yanitina gére dagilim

Mutasyon tipi
Imatinib cevabi | Delesyon | Nokta mutasyon | Duplikasyon | Kompleks Toplam
(%) (%) (%) mutasyon (%)

Niiks 2 (66,7) 1(33.3) 0 0 3
Remisyon 1(100,0) | 0 0 0 1

Stabil hastalik 1(33,3) | 2(66,7) 0 0 3

Kismi yanit 2(66,7) |0 0 1(33,3) 3

Tam yanit 5835 |0 1(16,7) 0 6
Toplam 11 (68,8) | 3(18,8) 1(6,3) 1(6,3) 16

CDI117 ile boyanma sonucu negatif olan 5 hastaya ait tiimorlerin % 60’inda (n=3)
mutasyon saptanmazken, % 40’inda (n=2) PDGFRA mutasyonu saptanmistir. CD117
negatif GIST lerin hi¢birinde KIT geni mutasyonuna rastlanmamistir. CD117 pozitif olan
vakalarin (n=63), % 19’unda (n=12) mutasyon saptanmazken, % 74,6’sinda KIT geni
mutasyonu, % 6,3’linde ise PDGFRA mutasyonu saptanmistir. CD117 ile negatif ancak
PDGFRA mutasyonu saptanan 2 vakada da 18. ekzonda nokta mutasyonu saptanirken;
CD117 pozitif hastalarin %69,8’inde (n=44) KIT geni ekzon 11, % 4,8’inde (n=3) KIT
geni ekzon 9, %1,6’sinda ekzon 12 ve % 4,8’inde de ekzon 18 mutasyonu tespit edilmistir.
CDI117 boyanma sonucu pozitif olan vakalarda saptanan mutasyonlarin % 41,3 {iniin
(n=26) delesyon, %?25,4’liniin (n=16) nokta mutasyonu, % 9,5’inin (n=6) duplikasyon,

%4,8’inin (n=3) kompleks tipte mutasyon oldugu anlagilmstur.

Cizelge 4.24: Mutasyon varlig1 ve mutasyonun saptandigi genlerin, tiimoriin CD117 ile

boyanma sonucuna gore siklik dagilimi

Mutasyon varhgi / Mutant gen
CD117 ile boyanma Mutasyon yok | KIT PDGFRA | Toplam
(%) (%) (%)
Boyanma yok 3 (60,0) 0 2 (40,0) 5
Boyanma var 12 (19,0) 47 (74,6) | 4(6,3) 63
Toplam 15 (22,1) 47 (69,1) | 6 (8,8) 68

54




Risk grubuna gore hiicre tipi dagilimi incelendiginde diisiik risk grubunda degerlendirilen
vakalarin (n=5) % 80’ininin (n=4) i8si, %20’sinin (n=1) epiteloid; orta risk grubundaki
vakalarin (n=14) %50’sinin (n=7) igsi, %14,3 iiniin epiteloid (n=2), %35,7’sinin (n=5)

mikst; yiiksek risk grubundaki vakalarin (n=49) ise %63,3 liniin (n=31) igsi, %10,2’sinin
(n=5) epiteloid, % 26,5’inin (n=13) mikst tipte hiicrelerden olustugu tespit edilmistir.
Yapilan Pearson ki kare istatistiksel analizinde (P=0,585), risk grubu ile tiimoriin hiicre tipi
arasinda yetersiz veri sebebiyle, iki parametrenin birbirleriyle ilgisi konusunda giivenilir

bir analiz yapilamamustir.

Cizelge 4.25: Tliimorii olusturan hiicre tipinin tiimoriin risk grubuna gore siklik dagilimi

Hiicre tipi Toplam
Risk grubu | igsi (%) Epiteloid (%) | Mikst (%) P
Diisiik 4 (80,0) 1(20,0) 0 5
Orta 7 (50,0) 2 (14,3) 5(35,7) 14
Yiiksek 31(63.3) 5(10,2) 13 (26,5) 49
Toplam 42 (61,8) 8 (11,8) 18 (26,5) 68

Sekil 4.7: igsi, epiteloid ve mikst hiicreli GIST (a-c) ile GIST te CD117 ve CD34 ifadeleri
(d,e)

Mutasyon varlig1r ve mutasyonun lokalizasyonunun risk grubuna gore dagilimi su sekilde
gerceklesmistir: Diigiik risk grubundaki hastalarin (n=5), %20’sinde (n=1) mutasyon
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saptanmazken, %60’inda ekzon 11 (n=3), %20’sinde (n=1) ekzon 9 mutasyonu
saptanmustir. Orta risk grubuna dahil edilen 14 hastanin % 28,6’sinda (n=4) mutasyon
goriilmezken, %57,1’inde (n=8) KIT geni ekzon 11 mutasyonu, % 14,3’linde (n=2) ise
PDGFRA geni ekzon 18 mutasyonlari tespit edilmistir. Yiiksek risk grubunda incelenen 49
hastanin ise % 20,4’{inlin (n=10) mutasyonsuz, %67,3’iiniin (n=33) KIT geni ekzon 11, %
4,1’inde (n=2) KIT geni ekzon 9, %6,1’ inin (n=3) ekzon 18, %2’sinin ise (n=1) ekzon 12
mutasyonu tasidigi belirlenmistir. Eldeki veriler ile Pearson ki kare analizi yapildiginda
(P=0,682) risk grubu ile mutasyon varligi ve lokalizasyonu arasinda bir iliski olup

olmadigina dair glivenilir bir analiz yapmanin, eksik veri sebebiyle miimkiin olamamaistir.

Cizelge 4.26: Mutasyon varlig1 ve mutasyonlarin saptandiklar1 ekzonlarin, tiimdriin risk

grubuna gore sikliklarinin dagilimi

Mutasyon saptanan ekzon
Risk grubu | Mutasyonsuz | KIT KIT PDGFRA | PDGFRA Toplam
(%) Ekzon 11 | Ekzon 9 | Ekzon 18 | Ekzonl2 P
(%) (%) (%) (%)
Diisiik risk 1 (20,0) 3 (60,0) 1(20,0) |0 0 5
Orta risk 4 (28,6) 8(57,1) 0 2(14,3) 0 14
Yiiksek risk | 10 (20,4) 33 (67,3) 2(4,1) 3(6,1) 1(2,0) 49
Toplam 15 (22,1) 44 (64,7) 344) 5(7.4) 1(1,5) 68

Mutasyon tipinin risk grubuna gore dagilimi incelendiginde, diisiik risk grubundaki
vakalarin (n=5) % 20’sinin (n=1) mutasyonsuz iken, % 20’sinin (n=1) nokta mutasyonu, %
60’1n1n (n=3) ise duplikasyon seklinde mutasyon tasidig1 gézlenmistir. Orta risk grubunda
siniflandirilan vakalarin (n=14) %28,6’s1 (n=4) mutasyonsuz iken, % 35,7’sinde (n=5)
delesyon, ve diger %35,7’lik (n=5) grupta ise nokta mutasyonu saptanmistir. Yiiksek risk
grubuna dahil edilen vakalardan (n=49), % 20,4’ (n=10) mutasyonsuz iken, %42,9’unun
(n=21) delesyon, %24,5’inin (n=12) nokta mutasyonu, %6,1’inin (n=3) duplikasyon ve
diger %6,1°1ik (n=3) kisimda da kompleks tipte mutasyon gozlendigi belirlenmistir. Yeterli
veri bulunmamasi sebebiyle bu iki parametre arasinda da istatiksel olarak anlamli bir

iliskinin varligina dair giivenilir bir analiz yapilamamustir.
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Cizelge 4.27: Saptanan mutasyon tiplerinin tiimdriin risk grubuna gére dagilimi

Mutasyon tipi
Risk grubu | Delesyon | Nokta Duplikasyon | Kompleks Toplam
(%) Mutasyon (%) | (%) Mutasyon (%)
Diisiik risk 0 1(25,0) 3(75,0) 0 4
Orta risk 5(50) 5(50) 0 0 10
Yiksek risk | 21 (53,8) | 12(30,7) 3(7,6) 3(7,6) 39
Toplam 26 (49,0) | 18 (33,9 6(11,3) 3 (5,66) 53

Hiicre tipine gore mutasyon varligt ve mutasyonun gozlendigi ekzon dagilimi
incelendiginde, igsi hiicre tipine sahip tlimorlerde mutasyon varlig1 yoniinden incelenen 42
ornegin %19’unun (n=8) mutasyonsuz, %78,6’stmin (n=33) KIT geni mutasyonu,
%2,4’tnlin ise (n=1) PDGFRA mutasyonu tasidigi gozlenmistir. Epiteloid tipte
hiicrelerden olusan tiimorlerin (n=8) % 37,5’inin (n=3) mutasyonsuz iken, % 50’sinin
(n=4) KIT geni, %12,5’inin ise (n=1) PDGFRA geni mutasyonu tasidiklar1 belirlenmistir.
Mikst hiicre tipinde 18 vakadaki dagilim ise, % 22,2 (n=4) mutasyonsuz, % 55,6 (n=10)
KIT geni mutasyonu tasiyan ve % 22,2 (n=4) PDGFRA geni mutasyonu tasiyan seklinde
izlenmistir. Hiicre tipi ile mutasyon varligi ve mutasyonun goézlendigi gen arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir ilginin varligi, pearson ki kare testi ile arastirilmig ancak

yetersiz veri sebebiyle saglikli bir analiz yapilamamistir (P=0,083).

Cizelge 4.28: Hiicre tipine goére mutasyon varligr / mutasyonun saptandigi genlere ait

siklik dagilimi
Mutasyon varhgi / Mutant gen
Hiicre tipi Mutasyonsuz | KIT PDGFRA | Toplam
(%) (Y0) (Y0)
Igsi 8(19,0) 33(78,6) | 1(2,4) 42
Epiteloid 3(37,5) 4 (50,0) | 1(12,5) 8
Mikst 4(22,2) 10 (55,6) | 4 (22,2) 18
Toplam 15 (22,1) 47 (69,1) | 6 (8,8) 68
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Mutasyonun lokalizasyonunun hiicre tipine gore dagilimi incelendiginde; igsi hiicreli
timorlerin (n=42) % 81’inde (n=34) mutasyon saptanmustir. Igsi hiicreli tiimdrlerin
%73,8’1 KIT geninde 11.ekzonda, %4,8’1 (n=2) ayn1 genin 9. ekzonunda, %2,4’1i ise (n=1)
PDGFRA geninin 18. ekzonunda mutasyon tasimaktadir. Epiteloid tipte hiicrelerden
olusan tiimoérlerin (n=8) %62,5’inde (n=5) mutasyon saptanmistir. Tiimorlerin %50’sinde
KIT geni 11. ekzonda mutasyon gozlenirken, %12,5’inde PDGFRA geni 18.ekzonda
mutasyon gozlenmistir. Mikst hiicre tipli orneklerin (n=18) %?22,2 sinde mutasyon
saptanmazken, %50’sinde (n=9) KIT geni exon 11, %5,6’sinda (n=1) exon 9, %16,7’sinde
(n=3= PDGFRA geni exon 18 ve %5,6’sinda (n=1) ise exon 12 mutasyonu saptanmuistir.
Pearson ki kare testine gore (P=0,305) eldeki verilerin, iki parametre arasinda varligi

aragtirilan ilgiyle ilgili glivenilir bir sonug alabilmek i¢in yetersiz oldugu anlagilmistir.

Cizelge 4.29: Mutasyon durumu ve mutasyonlarin saptandiklar1 ekzonlarin, tiimdriin hiicre

tipine gore sikliklarinin dagilimi

Mutasyon saptanan ekzon
Hiicre Mutasyonsuz | KIT KIT PDGFRA Ekzon 18 | PDGFRA Toplam
tipi (%) Ekzon 11 | Ekzon (%) Ekzon 12 P
(%) 9(%) (%)
Igsi 8(19,0) 31(73,8) 2 (4,8) 1(2,4) 0 42
Epiteloid | 3 (37,5) 4 (50,0) 0 1(12,5) 0 8
Mikst 4(22,2) 9 (50,0) 1(5,6) 3 (16,7) 1(5,6) 18
Toplam 15 (22,1) 44 (64,7) 344 57,4 1(1,5) 68

Mutasyon tipi ile hiicre tipi karsilagtirildiginda, incelenen igsi hiicre tipindeki tiimorlerin
(n=42) %38,1’inde (n=16) delesyon, %28,6’sinda (n=12) nokta mutasyonu, %9,5’inde
(n=4) duplikasyon ve %#4,8’inde kompleks mutasyonlar saptanirken; 6rneklerin %19 unda
herhangi bir mutasyona rastlanmamistir. Epiteloid tipte hiicrelerden olusan tlimérlerin
(n=8) % 25’inde (n=2) delesyon, %12,5’inde nokta mutasyonu (n=1), %12,5’inde (n=1)
duplikasyon ve %12,5’inde (n=1) kompleks mutasyon saptanmis; %37,5’inde (n=3)
herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Mikst fenotipli tiimdrlerin (n=18) % 44,4’linde
(n=8) delesyon saptanirken, %27,8’inde (n=5) nokta mutasyonu, %5,6’sinda (n=1)

duplikasyon tespit edilmis; %22,2’sinde (n=4) ise mutasyon goriilmemistir.
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Cizelge 4.30:Saptanan mutasyonlarin tiplerinin, timoriin hiicre tipine gore siklik dagilimi

Mutasyon tipi
Hiicre tipi | Delesyon | Nokta Duplikasyon Kompleks Toplam
(%) Mutasyon (%) | (%) Mutasyon (%)
igsi 16 (47,0) | 12 (35,2) 4(11,7) 2 (5,8) 34
Epiteloid | 2 (40,0) 1 (20,0) 1 (20,0) 1 (20,0) 5
Mikst 8(57,1) | 5(@35,7) 1(7,1) 0 14
Toplam 26 (49,0) | 18 (33,9) 6 (11,3) 3 (5,6) 53

CBfG ATC TGGCTGCTC GO A ACGTCC
140 150

Mmoot A

a) 10530 (R817P) (CGT— CCT)

GAAGGETGTTG AGGAGATAAATG
110 120

b) 5729.04 (V559D) (GTT—GAT)

CACAAC[TITCCTTAT GAT CACAAA
130 140

¢) 18706.06 (AY504-5dup) (GCCTATdup) d) 3919.09 (L576P) (CTT—CCT)

Sekil 4.8 Hastalara ait sekans analizi verilerini iceren elektroferogram &rnekleri
izlenmektidir a) PDGFRA geni 18. ekzonda R817P, b) KIT geni 11. ekzonda V559D,
¢) KIT geni 9. ekzonda AY504-5dup, d) KIT geni 11. ekzonda L576P
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A) KP550-511IL VE M552-W557del (delins)

550 551 552 553 554 555 556 557 558 559 560 561

Lys Pro Met Tyr Glu Val Gln Trp Lys Val Val Glu

AAACCC ATG TAT GAA GTA CAG TGG AAGGTTGTT GAG (WI)

Ile Leu
ATT CTG AAG GTT GTT GAG KIT-MT

B) 578-83YDHKWE dup

574 575 576 577 578 579 580 581 582 583 584 585 586 587 588 589 590 591 592 (1)
T Q L P Y D H K W E F P R N R L S F G

574 575 576 577 578 579 580 581 582 583 584 585 586 587 588 589 590 591 592 (2)
T Q L P Y D H K w E|Y D H K W E |F P R

C) 10.Introndan baslayip 11. Ekzonda devam eden mutasyon

10. intron 11. Ekzon
Yabanil (Wild) tip ...... TTTCCCTTTCTCCCCACAG [ AAA CCC ATG TAT GAA GTA CAG TGG AAG

Mutant tip ... TTTCCCTTTCTCCCCACAG | AAA CCC ATG TAT GAA GTA CAG TGG AAG

Sekil 4.9: Calismamizda elde edilen diger bazi mutasyonlara ornekler. A’da wild tip
(WT)’teki amino asit dizilimi kodonlarla birlikte verilmektedir. Hemen altinda yer alan
mutant tip (MT)’te saptanan amino asit dizisi yer almaktadir. Wild tip {izerinde kirmiz1 ile
isaretli kisim, mutant tipte silinen bazlari; mutant tip lizerinde mavi ile isaretlenmis bazlar
ise diziye katilan (inserte olan) bazlar1 ifade etmektedir. B’de 1 numarali dizi wild, 2
numarali dizi ise mutant tipe aittir. Mutant tipte duplikasyonun gerceklestigi bolge ve
duplike olan amino asitler ¢erceve icinde gosterilmistir. C’de ise 10. Introndan baslayip 11.
Ekzonda da devam eden bir delesyon goriiliiyor. Mutant tipte aradan ¢ikan bazlar, kirmizi
ile isaretlemistir. Bu mutasyon tipinde 11. Ekzonda mutasyondan etkilenen son kodondan
arta kalan ‘AG’, 10. Intronun silinen kismu igerisinde yer alan ‘AG’ bazlarmin yerine, yeni

splice noktas1 olmaya adaydir
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Asagida cizelge 4.31°de klinik verileri bilinen hastalarda (tamamu yiiksek riskli ve tamami
KIT ifadesi yoniinden pozitif) klinik durum ve mutasyon durumu ile ilgili dagilim
incelendiginde, tedavi yanit1 ile iligkili klinik verileri bilinen hastalarin tiimii beklendigi
tizere yiiksek riskli olgulardir. Hasta sayisi az oldugundan anlamli istatistik vermek

miimkiin degildir.

Cizelge 4.31: imatinib kullanip ilag yanit1 bilinen hastalarmn patolojik ve klinik prognostik

ozellikleri ile mutasyon dagilimlari

Ornek | Yerlesim | Hiicre Mutasyon tipi Imatinib Hastanin son
no tipi kullanimi / yanit durumu
o E562D ve 1563-L576 | Imatinib  altinda | 24 ay takipli sonra
1 Kolon Igsi . .
del niiks takip dis1
2 Incebarsak | Epiteloid | 557-8WKdel 5 ay Imatinib 24 ayda ex
. o C 2 yl takipli
3 Incebarsak | Igsi 557-8WKdel 2 yil Imatinib hayatta
4 Mide Igsi M552-V560del [matinib remisyon Hayatta
[matinib ile 24 ay
. o stabil sonra
5 Incebarsak | Igsi W557C — ve K538 niiks.800 mg a | Hastalikla hayatta
V560del
yanit yok
6 Kolon fgsi A504-Y505ins fmatinib 25 ay. | [om remisyon
7 incebarsak | igsi W557G Imatinib 24 “ay.3 | Hayatta
yil sonra niiks
8 Mide igsi E554-D572del Imatinib 4. ay | Exitus
direncli
Parsiyel yanit Parsiyel yanit ve
9 Mide igsi >37-8WKdel hayatta
. Imatinib 36 ay .
10 Mide fgsi P551-E554del Parsiyel yanit ve
hayatta
48 ay Imatinib e .
11 Omentum | Epiteloid | L576P 4.y1l direng Sunitinib ile stabil
ve hayatta
- o KP550-511L ve M552- | Imatinib siiresi?? | Parsiyel yanit,
12 Incebarsak | Igsi V555del hayatta
Imatinib 24 ay
13 | Mide Mikst | V560-Y578del 2007~ sonrasi
takipsiz
Imatinib 6 ay
14 Kolon Tgsi L576P zﬁ?,l(;[:m Sunitinib | Hastalikla hayatta

Tabloda hastalara ait klinik veriler, ¢izelge 2.6 ve 2.7°deki veriler referans alindiginda,

verilerin genel olarak beklenen klinik verilerle uyumlu oldugu (tiimor lokalizasyonu,
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mutasyon tipi, hiicre tipi, imatinib’e yanit sekli verilerinin bir arada degerlendirilmesi ile)
gbzlenmistir. Ayrica bazi arastiricilar (Wardelmann et al. 2006) tarafindan ifade edilen,
imatinib tedavisinin uzunlugu ve tiimoriin niiks etme riski arasindaki iliskiye dair uyumlu

bulgular da tabloda (5,7 ve 11 no’lu hastalar) goriilmektedir.

550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578

No

1 KPMYEV QWK VV EDI NGNNYVY T DPTOQLPY
2 K PMYEV QWK VV EEI NGNNYV Y I DPTQTULPY
3 KP YEV QWKVV EEI NGNNYV Y IDPTQTULPY
4 KPM YEV QWK VV EEI NGNNYVYIDPTOQTLPY
5§ KPMYEV QCKVVEEI NGNNY VY I DPTQULPY
7 KPMYEV QGK VVEEI NGNNY VY I DPTQ LPY
8 K PMYEV QWK VVEEI NGNNY VY I DPTQTULTPY
9 KPMYEV QWK VVEEI NGNNY VY I DPTQTULTPY
0 KPMYEV QWK VVEEI NGNNY VY I DPTQLPY
1 KPMYEV QWK VVEEI NGNNYVY IDPTQPPY
12 I LMYEV QWK VVEEI NGNNY VY I DPT QLPY
13 KPMYEV QWK VVEEI NGNNYVY I DUZPTQLTPY
4 KPMYEV QWK VVEEI NGNNYVY I DUPTQPPY

Sekil 4.10: Imatinib kullamim bilgileri bilinen hastalarda saptanan mutasyonlarin, ekzon
tizerinde etkiledigi amino asitlerin sematik gosterimi. En istteki kisimda yabanil tipe ait
amino asitler ve kodon numaralar1 verilmistir. Kirmizi ile isaretli amino asitler delesyona
ugrayanlari; mavi ile isaretli olanlar ise farkli amino asite doniistimleri ifade etmektedir. 6.
hastada KIT geni 9. ekzonunda mutasyon saptandigindan bu tabloda yer verilmemistir. S6z
konusu 13 hastaya ait mutasyonlarin yer aldig1 ekzon kismi gosterilmis ancak ekzonun son

13 amino asidinde mutasyon saptanmadigi i¢in sekil lizerinde gosterilmemistir
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5. ONERILER VE DUSUNCELER

Caligmada kullanilan vaka sayis1 68 olmakla birlikte, calismaya 104 parafin blok 6rnegi ile
baslanmigtir. Ancak tekrarlanan islemlere ragmen sonug¢ alinamamasi sebebiyle bazi

orneklerin ¢alisma kapsamindan ¢ikarilmak zorunda kalinmustir.

Oncelikle, immiinhistokimyasal bir ¢alisma olmayip molekiiler diizeyde gerceklestirilen
bir ¢alisma oldugundan, FTPG dokularla calismak bazi gicliikleri de beraberinde
getirmistir. Immiinhistokimyasal ¢alismalarda FTPG dokularla calisilarak olduk¢a iyi
sonuclar elde edilmekle birlikte DNA veya RNA ekstraksiyonunun gerekli oldugu
calismalarda degradasyon onemli bir sorun olmaktadir. Kalip olarak kullanilan DNA’nin

kismen de olsa degrade nitelikte olmasi durumunda, PZR’den sonug¢ alinamayabilmektedir.

Degradasyon, dokunun tespit edilmesi amaciyla formalin ¢6zeltisi igerisine birakilmasiyla
baslar. Calismada kullanilan DNA ekstraksiyon kitinin, islem siireciyle ilgili yonergesinde
de belirtildigi tlizere, dokunun formalin ¢ozeltisi igerisinde bekleme siiresi uzadikga;
dokudan elde edilecek DNA veya RNA’dan molekiiler diizeyde ¢alisma yapma olanagi da
sinirlanmakta ya da ortadan kalkabilmektedir. Bu anlamda ifade edilen limit siire yaklagik
14 saattir. 14 saatten daha uzun siire formalin igerisinde kalan doku Orneginden elde
edilecek DNA oOrneginin PZR’nda kullanilmasi halinde basarisiz olunacagi ifade

edilmektedir.

Bu durumun deney asamasinda yarattigi en biiylik sikinti, DNA’y1 degrade etmesinden
farkli olarak, c¢alisma siiresince ortaya c¢ikan sorunlarin kaynagmin belirlenmesi
asamasinda belirsizlige sebep olmasidir. Oyle ki, ¢alismanin PZR asamasinda sonug
allmamayan, sorunun degradasyondan kaynaklandigi ama bundan emin olunamayan (ki
emin olunamamasinin sebebi, dokunun formol igerisinde ne kadar siireyle bekletildiginin
kayit altinda olmamasidir) vakalarda, PZR ile ilgili hata gidermeye yonelik ¢abalar zaman,
emek ve para kaybina sebep olmaktadir. Ayrica sorunu asmaya yonelik olarak ayni bloktan

yeni bir ekstraksiyon denemesinde bulunmak da sorunun ¢éziimii olamayabilmektedir. Bu
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tiir durumlarda degrade olmamis (veya olsa da calismada kullanilmaya engel teskil
etmeyecek diizeyde degradasyon igeren) DNA’nin elde edilememe sebebi olarak, blok
icerisindeki dokunun kesit alman kisimlarina, formoliin uzun siire etki etmesi
diisiiniilmiigtiir. Buna gore, timor dokusunun ¢ozelti ile direkt temas halinde olan dig
ylizeyi ile yiizeye yakin tabakalarinda degradasyon seviyesinin, timor dokusunun ig¢
kisimlarina gore daha fazla olacagi soylenebilir. Bu durumun calisma ile olan ilgisi,
yapilan ilk ekstraksiyondan sonu¢ alinamadiginda ortaya ¢ikmaktadir. Zira ikinci
ekstraksiyonun gergeklestirildigi halde sonu¢ alinamama sebebi agikladigimiz nedenden
kaynaklantyor olabilir. Ancak bu konuya iligkin en saglikli degerlendirme dokulara gore,
formaldehitin dokuya niifuz etme 6zelliginin sayisal diizeyde (dokunun biiytkliigii, fiziksel
diger o6zellikleri, boyutlari, sekli ve i¢ine kondugu fiksatif ortamindaki konumu ile ortamin
sicaklik ve basing degiskenlerine gore) biyofizik baglaminda, ¢alisilmasi sonucunda elde
edilecek sonuglara gore yapilabilecektir ki bu konu, tez sahibinin bilgisine gore

arastirilmay1 bekleyen bir konudur.

Yaptigimiz tim bu agiklamalarin 6nemi, patoloji arsivi olusturulmasi asamasinda ortaya
cikmaktadir. Bu agiklamalara gore, formol ¢ozeltisinde tespit edilmek istenen dokunun dis
ylizeyine yakin kisimlarinin immiinhistokimya ¢aligmalarinda kullanilmak {izere
arsivlenmesi; dokunun daha i¢ kisimlarinin ise molekiiler nitelikteki caligmalarda

kullanilmak tizere ayrica arsivlenip degerlendirilmesi fayda saglayabilir.

Parafin dokudan gerceklestirilen caligmalarda, yukarida belirttigimiz sebeplerden dolayi,
kullanilacak ydntemin optimizasyonunun giic oldugu bilinmektedir. Calismalarin
optimizasyonu i¢in yapilmasi gereken ilk basamak, yukarida da belirttigimiz gibi, dokunun
tespit edildigi asamanin rastgele degil, belirlenmis ilkelere gore yerine getirilmesidir.
Optimizasyon amacina yonelik olarak yapilabilecek diger bir uygulama ise; ekstraksiyon
sonunda gergeklestirilen elektroforez sonucunda, elde edilen bant veya siiriintiilerin
parlakliklarinin ve dagilim sekillerinin sayisal olarak anlamlandirilmalar1 ve bu verilerin
nanodrop, PZR sonucu ile DNA eldesine kadar olan inkiibasyon siirelerinin bir arada
degerlendirilerek bunlar arasindaki ilginin aragtirilmasi olabilir. Boyle bir arastirmada

kullanilacak vaka sayisi arttikca, eldeki degerlere ve elektroforez desenlerine gore gruplar
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(veya bir albiim) olusturulabilir ve kurulacak PZR’nin sonucuyla ilgili 6nceden bir
tahminde bulunmaya olanak taniyabilir.

Tiim bu sorunlara alternatif olarak diisliniilebilecek diger bir ¢6zliim, formolde bekletmek
yerine daha farkli tespit yontemleri ile calismak benimsenebilir ki zaten hastanelerimizde
gelistirilmesi gereken birimlerden biri de bu anlamda dokularin dondurularak tespit
edildigi ‘frozen’ birimleridir. Bu ¢alismamiza benzer diger bazi ¢aligmalarin dondurulmus

doku o6rnekleri ile gerceklestirildigi gdzlenmistir.

Calismada DNA ekstraksiyonu sonrasinda, DNA’nin amplifiye edilebilir olup olmadigi
konusunda fikir edinebilmek i¢in gerceklestirilen SL PZR isleminde kullanilan DNA’ya ait
seyreltme oraninin ve kullanilan DNA miktariin, sonraki basamakta ilgilenilen gen

bolgelerinin ¢ogaltilmasi sirasinda aynen kullanimi da her zaman miimkiin olamamaktadir.

Caligma sirasinda karsilagilan giicliiklerden biri deneyin, degradasyon ile ilgili olarak, c-kit
geninin 9. Ekzonunun ¢ogaltilmasindaki sorunlar olmustur. 9. Ekzonda siirekli olarak
boyle bir sorunun goézlenmesinden, degradasyon ve 9. Ekzona ait amplikon boyunun
uzunlugunun sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir. Zira 9. Ekzona ait amplikon boyu 285 bg
uzunlugundadir ve pek cok calismada 300 bg¢ uzunlugundaki amplikonlar, FTPG
dokulardan elde edilen DNA’larin kullanildigi ¢alismalar igin, uzun veya limit uzunlukta
amplikonlar olarak ifade edilmektedir. GIST konusu iizerinde c¢alisan ve kurduklar
PZR’nda 9. Ekzonun ¢ogaltilmasiyla ilgili sorun yagamadiklarini belirten bagka bir grubun,
bu bolge i¢in kullandiklar1 primerleri ekzonun i¢inden baslayarak tasarlamalari ve bu
sekilde amplikon boyunu 146 b¢’ne diisiirmiis olmalari, bu diislinceyi destekler niteliktedir.
Grubun kullandig1 primerlerin, ekzon kismina dahil bolgeden tasarlanmasina ragmen, 9.
Ekzonda tanimlanmis mutasyonlar1 tespit edebilecek konumda olmasindan dolayi; bu

bolgede tanimlanmis mutasyonun tespiti konusunda bir sorun yasanmamaktadir.
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5.1 SONUC

GIST’ler, genel anlamda kansere olan bakis agilarinin gelismesine 6nemli katkilarda
bulunmustur ve bu timor grubuyla ilgili bilinenlerin siirekli olarak artmasi ve elde edilen
bulgularin farkli merkezlerin verileriyle kiyaslanmasinin; GIST lerin oldugu kadar diger
timor cesitlerinin de teshis ve tedavisinde, ge¢miste oldugu gibi, énemli kazanimlar

saglayacag diigiiniilmektedir.

Farkli merkezler tarafindan ayni parametrelere iliskin farkli sonuglarin bulunmasi bir
yanlisliktan ¢ok hastalifin heterojen karakteristiklerinden ve hasta profilinden kaynaklanir
goriinmektedir. Bu anlamda en dogru bilgilere farkli populasyonlardan alinacak ¢ok sayida

ve ¢ok cesitli GIST ornekleri ile yapilacak caligmalarla ulagilabilecektir.

Hedefe yonelik ilag tedavisi ile ilgili calismalar olanca hizla devam etmektedir. Kesfedilen
ilaglara cevabin, hastanin ilgili genlerinin mutasyon statiisii ile ilgisi oldugunun bilinmesi;
s0z konusu genlerdeki mutasyon aragtirmalarinin ve bu mutasyonlarin kesfedilen her bir
ilaca verilen cevap ile ilgilerinin arastirilmasini gerekli kilmaktadir. Bugiine degin bu

konuda yiiriitiilen ¢calismalarin tamami yurtdisinda gergeklestirilmistir.

Bu baglamda Tiirkiye’de farkli merkezlerden toplanan Gastrointestinal stromal timor
vakalarinin, KIT ve PDGFRA gen mutasyonu varligi bakimindan incelenmesini kapsayan
calismamiz sonucunda; iilkemizdeki GIST wvakalarinin, gerek mutasyonlarin goriilme
siklig1 gerekse saptanan mutasyonlarin ¢esidi bakimindan, diger toplumlara ¢cok benzer
oldugu gozlenmekle birlikte; PDGFRA geninin 18. ekzonunda daha 6nce tanimlanmamis

R817P mutasyonu saptanmustir.
Bu calisma bundan sonra iilkemizde yapilacak ¢alsmalar icin bir 6n ¢aligma olarak kabul
edilebilir. Hastalarin klinik takiplerinin daha diizenli yapildig1 serilerde mutasyon

profilleriyle ilag yaniti arasindaki iligkinin yani sira, sonradan ortaya ¢ikan sekonder
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mutasyonlarin daha onceki tiimor dokularinda kiiciik popiilasyonlarda da olsa belli klonal
gruplarda varliginin gosterilmesi yeni nesil sekanslama teknolojileri kullanilarak

arastirilabilir.
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EKLER

Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Soliisyonlar ve I¢erikleri

Agaroz Jel (%1) Agaroz Jel (%2) TBE 5X

Agaroz 0,5g Agaroz 1,0g Tris-Base S4 ¢

TBE 1x 50 ml TBElx 50 ml Borik Asit 275¢g

EtBr; 1,0 ul EtBr; 1,0 ul 0,5’M EDTA(pH 8.0) 20 ml
ddH20 980 ml

Kimyasallar ve Reaktifler

10x PCR tamponu (Fermantas)

Agaroz (Peq Lab)

Borik Asit (Applichem)

dNTP (Fermantas)

DNA Piirifikasyon Kiti (QIAGEN Minikit)
EDTA (Applichem)

Etanol (MERCK, 1.00983)

Etidyum Bromiir

Magnezyum Kloriir (Fermantas)

Taq DNA Polimeraz (Fermantas)

Tris- Base (Amresco)

Cihazlar

Mikrodalga firin (White westinghouse)

Sogutmal1 Mikro santrifiij (Thermo Micromax RF)
Santrifiij (Beckmann&Coulter 367161)

Is1l Dongii Cihazi (Corbett GG1)

Kuru 1sitic1 blok (Wealtec Corp. HB-2 Taiwan)
Vorteks (Labnet)
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Elektroforez tank1 (Wealtec Corp. Elite 300)
Gii¢ kaynag1 (Wealtec Corp. Elite 300)

UV goriintiileme cihazi (Vilber Lourmatt, Fransa)
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