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OZET

AKCIGER KANSERLERINDE KRAS VE NRAS MUTASYONLARININ GENiS
SPEKTRUMLU ANALIZi

DR.MUSERREF BASDEMIRCIi, UZMANLIK TEZI, Konya, 2016

Amag: Ras genlerindeki (HRAS, KRAS ve NRAS) mutasyonlar, insan tumorlerinde tesbit
edilmis en yaygin degisikliklerdir ve tiim kanserlerin yaklasik %30’unda bulunurlar. Bu
mutasyonlar genellikle 12,13 ve 61. kodonlarda gorilir. Bu projenin amaci akciger
kanserli hastalarda KRAS geninin 12,13 ve 61. kodonlarina ek olarak KRAS ve NRAS
genlerinin 59,117 ve 146. kodonlarinin da degerlendirilmesidir.

Yontem: Bronkoskopik biyopsi sonrasi histopatolojik olarak AC kanseri tanist konulmus
64 olgunun formalinle fikse edilmis parafine gomiili (FFPE) doku drneklerinden izole
edilen DNA'larindan, pyrosekans yontemi ile KRAS ve NRAS mutasyon analizi yapildi.
Bulgular: Tim olgularin 20'sinde (%31,2) (8/27 epidermoid karsinom, 8/11
adenokarsinom, 3/16 kuguk hicreli karsinom ve 1/1 pleomorfik karsinom) KRAS geninde
mutasyon saptandi. Mutasyonlar en sik kodon 12'de ve GGT>GTT seklinde idi.
Adenokarsinomlu olgulardaki mutasyon orani (%72,7) ile epidermoid karsinomlu
olgulardaki mutasyon orani (%22,9) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlendi (p=0,008). Olgularin hi¢ birisinde KRAS ve NRAS genlerinin 59, 117 ve 146.
kodonlarinda mutasyon saptanmadi.

Sonug: Bu galismada AC kanserli olgularda KRAS geninin 12, 13 ve 61. kodonlarina
ilaveten KRAS ve NRAS genlerinin 59, 117 ve 146. kodonlar1 degerlendirildi ve herhangi
bir mutasyon tespit edilmedi. Hasta sayisinin sinirli olmasi ve bu alanda yapilan baska
calisma olmamasi1 nedeniyle, genis serilerle yapilacak ¢ok merkezli ¢alismalarla bu

verilerin desteklenmesine ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, KRAS, NRAS, Pirosekans

N.E.U. BAP Proje N0:151518011



ABSTRACT

WIDE-SPECTRUM ANALYSIS OF KRAS AND NRAS MUTATIONS IN LUNG
CANCERS
DR.MUSERREF BASDEMIRCI, SPECIALITY THESIS, KONYA, 2016

Objective: Mutations in the Ras genes,HRAS, KRAS, and NRAS, are the most common
modifications in many types of human tumors and are found in approximately 30% of all
human cancers. These mutations are usually seen in 12,13 and 61 codons. The aim of this
study is to evaluate mutations in 59, 117 and 146 codons of KRAS and NRAS genes in
addition to 12, 13 and 61 codons of KRAS gene of lung cancer patients.

Method: KRAS and NRAS mutation analyses with pyrosequence method were performed
on DNA:s isolated from paraffin embedded formalin-fixed (FFPE) tissue samples of 64
patients histopathologically diagnosed as lung cancer after bronchoscopic biopsy.

Results: In 20 of all patients(31.2%) had mutations in the KRAS gene (8/27 squamous cell
carcinoma, 8/1ladenocarcinoma, 3/16 small cell carcinoma and 1/1 pleomorphic
carcinoma). The most common mutation in codon 12 was in GGT>GTT. When the
mutation rate of adenocarcinoma(72.7%) and sgquamous carcinoma(22.9%) patients
compared with each other, a statistically significant difference was observed(p=0.008).
Any mutations in codons 59, 117 and 146 of KRAS and NRAS gene were observed in
patients.

Discussion: In this study, mutations in 59, 117 and 146 codons of KRAS and NRAS genes
in addition to 12, 13 and 61 codons of KRAS gene were evaluated in patients with lung
cancer and was detected any mutation. Due to the limited number of patients and the lack
of other studies in this area, these data will be supported with multicentre studies and larger

series.

Key words: Lung cancer, KRAS, NRAS, Pyrosequencing
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KISALTMALAR VE SIMGELER
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MAPKK
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> Aril hidrokarbon hidroksilaz

: Amerika Birlesik Kanser Komitesi

: Siklin bagimli kinaz

: Diinya Saglik Orgiitii

: Epidermal growth faktor

: Epidermal growth faktor reseptor

- Ekstraselltler sinyal regtile edici kinaz

: Formalin fikse edilmis parafine gomiilii

- Frajil histidin triat

: GTPaz aktive edici protein

: Guanozin difosfat

: Guanin niikleotid degisim faktorii

: Guanozin trifosfat

: Harvey rat sarkoma viral onkogen homologu
: Idiopatik pulmoner fibrozis

. Kii¢iik hiicreli akciger kanseri

- Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanser

- Kronik obstriiktif akciger hastalig

: Kirsten rat sarkoma viral onkogen homologu
- Lineer enerji transfer

: MAP kinaz

: Mitojen aktive edici protein kinaz kinaz

: mikroRNA

: Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi
: Noroblastom rat sarkoma viral onkogen homologu
- Polisiklik aromatik hidrokarbon

: Polimeraz zincir reaksiyonu

- Fosfotidilinositol-3-kinaz

: Fosfotidilinositol 4,5 bifosfat

: Fosfotidilinositol 3,4,5 trifosfat

. Fosfataz ve tensin homologu

: Inorganik fosfat

- Ras iligkili protein

- Rat sarkoma virusi

- Retinoblastom

- Reseptor tirozin kinaz

: Src homoloji 2

: TUmor stipressor gen

- Uluslararas1 Kanserle Miicadele Birligi

> Vicut kitle indeksi
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde 6liim nedenleri arasinda birinci
sirada yer almaktadir. Uluslararast Kanser Arastirma Orgiitii’niin verilerine gore 2012
yilinda tiim diinya genelinde tahminen 14,1 milyon yeni kanser vakasi ve 8,2 milyon
kanser ile iligkili 6liim bildirilmistir. Tiim diinya genelinde ve gelismekte olan iilkelerde
akciger ve meme kanseri en ¢ok tani konulan kanserler olup, erkeklerde ve kadinlarda
sirasiyla kansere bagli 6liimlerin en sik nedenidir. Gelismis tilkelerde ise erkeklerde en sik
tan1 konulan kanser prostat kanseri iken kadinlarda kansere bagli 6liimlerin en sik nedeni

ise akciger kanseridir.

Birgcok molekuler genetik ¢alisma, hiicre biiyiime ve farklilasmasini kontrol eden
genlerin ekspresyonunu ya da fonksiyonunu etkileyen hiicre genomundaki degisikliklerin
kanserin ana nedeni oldugunu ortaya koymustur. Kanser gelisiminde rol oynayan gen
mutasyonlarinin kesfi kisisellestirilmis hedefe yonelik efektif tedavilerin gelistirilmesine
imkan saglamistir. Ornegin epidermal growth faktor reseptor(EGFR) gen mutasyonu
varligi, Klgiik hiicreli dis1 akciger kanser(KHDAK) hastalarinda tedaviyi degistirmektedir.
Akciger kanserlerinde siklikla mutasyona ugradigi gosterilmis gen ailelerinden birisi de ras
onkogen ailesidir. Insan tiimérlerinde ras genlerindeki mutasyonel aktivasyon ve onkojenik
dontigiim ilk kez 1981°de gosterilmistir. Bu kesif kanserlerde; hedefe yonelik yeni bir

tedavi yaklagimi olarak anti-ras stratejilerinin gelistirilmesine yonelik merak uyandirmstir.

Ras proteinleri, hiicre yiizey reseptorleri araciligiyla olusan sinyal iletiminde en
Onde gelen aracit molekiillerden biridir. RAS mutasyonlar1 nedeniyle onkojenik aktivasyon
cogu kanser tipinde oldukga sik goriilmektedir. Simdiye kadar yapilan birgok biyokimyasal
ve genetik caligsma ras proteinlerinin birbirleri ile baglantili ¢ok ¢esitli yolaklardan olusan
kompleks molekiler bir devreyi kontrol ettigini géstermistir. Dolayisiyla bu proteinler
hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve hayatiyeti gibi bir cok fizyolojik olayda hayati 6nem

tasir.

Genel olarak tim kanserlerin %30’unda RAS genlerinde mutasyon bulunmaktadir.
RAS genlerinin spesifik kodonlarinda goriilen nokta mutasyonlari, onkojenik aktivitesi ile
iligkilidir. Akciger kanserlerinde goriilen RAS mutasyon sikligi ortalama % 33 civarindadir
ve en stk mutasyona ugrayan gen KRAS genidir. Nadir de olsa NRAS ve HRAS
mutasyonlar1 da goriilmektedir. En sik mutasyon goriilen bolgeler ise 12, 13 ve 61.

kodonlardir.



Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda RAS genlerinin mutasyona ugrayan 12,13 ve
61 inci kodonlarina yonelik caligmalar 6n planda olmus genin geri kalan bolgelerinde yer
alan sicak mutasyon noktalarina yonelik derin bir degerlendirme yapilmamistir. Bu
calismada KRAS geninin 12, 13 ve 61. kodonlarindaki mutasyon durumuna ilaveten
KRAS ve NRAS genlerinin 58, 59, 60, 117, 118, 145, 146 ve 147. kodonlardaki
mutasyonlar da degerlendirilecektir. BOylece daha genis kapsamli bir degerlendirme
yapilarak, en sik mutasyon goriilen bdlgeleri normal ya da mutant olan hastalarda genin
farkli bolgeleri de degerlendirilmis olacaktir. Ayn1 zamanda siklikla mutasyona ugrayan
bolgelerin yanm1 sira diger bolgelerde de mutasyon saptanmasi halinde klinigin degisip

degismedigi ve prognoza etkisinin olup olmadig: tartisilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. AC KANSERI
2.1.1. AC KANSERININ EPIDEMIiYOLOJISI

Uluslararas1 Kanser Arastirma Orgiitii’niin 2012 yili verilerine gore akciger kanseri
erkeklerde gelismekte olan iilkelerde en sik goriilen kanser iken gelismis iilkelerde prostat
kanserinden sonra 2. sirada yer alir ve hem gelismis hem de gelismekte olan Ulkelerde
kanserle iligkili oliimlerin basinda gelir. Kadinlarda ise meme ve kolorektal kanserden
sonra ii¢lincii sirada yer alir ve gelismis tilkelerde kansere bagli 6liimlerin en sik nedeni
iken, gelismekte olan iilkelerde meme kanserinden sonra ikinci siradadir(Sekil 2.1)(Toerre

2012).

Hastalik erkeklerde diinya ¢apinda en yaygin goriilen kanser olmaya devam
etmekle birlikte, yasa standardize en yiiksek tahmini insidans oranlari Orta ve Dogu
Avrupa(53.5/100000) ile Dogu Asya’dadir(50.4/100000). Ozellikle diisiik insidans oranlari
Orta ve Bati Afrika’da gortulmektedir(sirasiyla 2/100000 ve 1.7/100000). Kadinlarda
insidans oranlar1 daha diisiiktiir ve cografi dagilim biraz farklidir. Bu durum aslinda sigara
maruziyetindeki farkliligi yansitir. Bu nedenle en yiiksek tahmini insidans oranlari Kuzey
Amerika(33.8), Kuzey Avrupa(23.7) ve nisbeten Dogu Asya’dadir(19.2). Yine Bati ve
Orta Afrika’da bu oranlar en diisiik diizeydedir(sirasiyla 1.1 ve 0.8)(Web_1, Ferlay 2013).
Tim diinya genelinde kansere bagli oliimlerin 6nde gelen nedenini olusturan AC
kanserinin 2012 yiiinda 1.59 milyon kisinin Olimiine yol actigi tahmin
edilmektedir(Web_2).

Ulkemizde de AC kanseri tiim diinyada oldugu gibi en sik gériilen ve dliime sebep
olan kanserlerin basinda gelmektedir. Tiirkiye'de hastaligin yayginhigiyla ilgili gercek bir
rakam verilemese de, Saglik Bakanligi Kanser Daire Baskanligimin 2012 verilerine gore
ulkemizdeki AC kanserinin yasa standardize insidans hizinin erkeklerde 60.4/100000,
kadinlarda ise 9.3/100000 oldugu bildirilmistir. Ayrica, erkeklerde tum kanserler igerisinde
en buylk bolumi %21.6'lik oranla akciger kanseri olusturmaktadir. Kadinlarda ise akciger
kanseri 5.siradadir ve %4.9'luk bir orana sahiptir. Tiirk Toraks Derneginin 2009 yilinda
yaptig1 'Tiirkiye'nin akciger kanseri haritasi' projesinde iilkemizde her yil 29.314 yeni AC

kanser vakasit goriildiigi hesaplanmistir. Cografi dagilimina bakildiginda akciger



kanserinin ozellikle bati bolgelerde diger bolgelere oranla daha fazla goriildiigii tespit

edilmistir (Web_3).
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Sekil 2.1. Tiim diinya genelinde, gelismis iilkelerde ve gelismekte olan iilkelerde en

gorulen kanser tiplerinin dagilimi(Torre 2012).
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2.1.2. AC KANSERININ ETIYOLOJiSi

Akciger kanseri etiyolojisinde cinsiyet, irk, genetik predispozisyon gibi degistirilemeyen
risk faktorleri yani1 sira onlenebilen risk faktorleri de mevcuttur. Bunlar sigara kullanimu,
sigara dumanina maruziyet, mesleki karsinojenlere maruziyet, hava kirliligi ve

diyettir(Tablo 2.1)(Ozlii 2010).

Tablo 2.1. AC kanserinin etiyolojisinde rol oynayan faktérler(OzIi 2010)

ETYOLOJI ACIKLAMA

Hava kirliligi Inorganik partikiiller, dizel yakit dumam, metal parcalar,

radyonukleid partikuller.

Radon gazi Havalandirmasi yetersiz binalar, madenler.
Radyasyon Yuksek doz maruziyeti ile risk artar.
Mesleki maruziyet Tim akciger kanseri olgularinin %9-15'inden sorumludur. Asbest,

silika, arsenik, krom, vinil kloriir, uranyum en karsinojen olanlari.

Kronik akciger hastaliklari Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), pndmokonyoz,

idiopatik pulmoner fibrozis (IPF), tuberkiiloz sekeli.

Beslenme Diisiik karotenoidler (antioksidan), yiiksek yagli diyet, diisiik viicut
kitle indeksi.
Genetik yatkinlik Birinci derece akrabada akciger kanseri varligi, sigara igmeyen bir

kiside kanser riskini %2,6 arttirir.

Onkogen ve timor slpresér | myc ve ras grubu onkogenler ile retinoblastom ve p53 timor

genler stipresor gen mutasyonlari akciger kanserinde sik izlenir.

SIGARA

Akciger kanserinin en Onemli risk faktoriidiir ve akciger kanser gelisiminden %75-90
oraninda sorumludur. Akciger kanser riskinin, yasami boyunca sigara igen bireylerde
icmeyenlere gore 24 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Sigara ile iligkili olarak daha fazla
izlenen histopatolojik  tipler skuam6z  hucreli  karsinom ve  kugik  hicreli
karsinomdur(McErlean 2011).



Sigara igiciligi AC kanser gelisimine iki yolla etki eder. Ilki; sigara dumaninda
bulunan kanserojen bilesenlerden polisiklik aromatik hidrokarbon(PAH)'larin CYP1A1 geni
tarafindan kodlanan ve sitokrom p450 sisteminde gorev alan aril hidrokarbon
hidroksilaz(AHH) enzimi ile olusturulan reaktif metabolitlerinin, hiicre déngusiinde kritik
roli olan p53 geninin 157., 248. ve 273. kodonlarinda G>T transversiyon mutasyonlarina
neden olmasidir(Vineis 2004, Moorthy 2015). Ikincisi ise hayvanlarda giiclii kanserojen etkisi
oldugu bilinen ve sigara dumaninda bulunan kimyasallarin diger major grubunu olusturan N-

nitrozamin bilesenleridir(Vineis 2004).

Pasif sigara igiminde de etrafa yayilan sigara dumaninda ¢ok sayida karsinojenin
bulunmas1 ve sigara filtresinden ge¢gmedigi i¢in daha yogun olmasi nedeniyle AC kanseri
gelisme riski 3,5 kat artmaktadir. Sigaraya baslama yasi, igme siiresi, ortalama tiiketim
miktari, tiri ve ige ¢ekme sekli AC kanseri gelisiminde etkili olan faktorlerdir(Musellim
2007).

MESLEKI KARSINOJENLERE MARUZIYET

Genellikle igyeri ajanlarina uzun siireli ve asir1 maruz kalan meslek gruplarina yonelik
incelemeler, bir takim kimyasallarin ve fiziksel ajanlarin karsinojen olabilecegini ortaya
cikarmigtir. Mesleki maruziyet ile iligkili kanserler arasinda en yaygin olan1 AC kanseridir
(Doll 1981, Alberg 2003). Tim AC kanserli vakalarin yaklasik %9-15’inden mesleki

karsinojenlere maruziyet sorumlu tutulmustur(Alberg 2003).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum,
klorometil eterler, krom, nikel, radon, silika ve vinil kloriirii karsinojen olarak belirlemistir.
Bu ajanlar ve bunlara maruziyet ile iliskili meslekler Tablo 2.2'de gésterilmistir(Dela Cruz
2011).

Asbest: Mesleki maruziyetle iliskili AC kanserinin en ¢ok bilinen ve en yaygin
nedenidir. Asbestin iki ana formu vardir; serpantin ve amfibol. Benzer doz ayarlamasiyla
amfibol liflerine maruz kalan is¢ilerde riskin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tek basina
asbest maruziyeti ile AC kanseri i¢in rolatif risk 6 kat artmig iken hem asbest maruziyeti hem
de sigara i¢imi ile birlikte AC kanseri gelisimi i¢in bu riskin 59 kata kadar artabildigi
bildirilmistir(Dela Cruz 2011).



Tablo 2.2. AC kanserinin etiyolojisinde bilinen ve siipheli karsinojenler ve iligkili mesleki

maruziyetler(Dela Cruz 2011)

BILINEN MESLEKI MARUZIYET SUPHELI MESLEKI
KARSINOJEN KARSINOJEN MARUZIYET
Arsenik Bakar, kursun, ¢inko maden Akrilonitril Tekstil imalati
eritmesi Plastik,  petrokimyasal
Bocek ilact imalati imalati
Madencilik
Asbest Asbest madenciligi Kadmiyum Elektrokaplama
Asbest tekstil Gretimi Boya maddesi dretimi
Fren balatasi is¢iligi Plastik sanayi
Cimento Uretimi
Insaat isi
Izolasyon isi
Tersane isi
Berilyum Seramik imalati Formaldehit Formaldehit recine
Elektronik ve havacilik imalat1
malzeme Uretimi Sentetik lifler
Madencilik Izolasyon isi
Yalitim imalat1
Klorometil eterler | Kimyasal madde imalati Vinil Klordr Plastik imalati

Polivinil klorid imalatt

Krom

Kromat imalati
Krom elektrokaplama
Deri tabaklama
Boya maddesi retimi

Nikel

Nikel madenciligi, rafinaj,
elektrokaplama

Paslanmaz ve 1s1ya dayanikli
celik Uretimi

Polisiklik aromatikler
Aliminyum Gretimi
Hidrokarbon bilesikleri

Kola imalat1

Ferrokrom alagim imalati
Nikel icerikli maden eritmesi

Cati isciligi

Radon

Madencilik

Silika

Seramik ve cam sanayi
Dokim sanayi

Granit sanayi

Metal madeni eritmesi
Madencilik ve tagocakcilig

Radyasyon:

Iyonize radyasyon maruziyeti AC kanserine yol agar(BEIR VI, 1999).

Dokuya enerji transfer hizi ile siniflandirilan 2 ¢esit radyasyon AC kanseri ile iliskilidir:

1)diisiik lineer enerji transfer(LET) radyasyon(6rn. x-ray, g-ray) ve 2) ylksek-LET




radyasyon(érn. noétronlar, radon). Yiksek-LET radyasyon diisiik-LET radyasyona gore
dokularda daha yuksek dansitede iyonizasyona yol agtigindan, esit dozlarda daha fazla

hlcresel hasar meydana getirir(Hendee 1992).

Yiksek-LET Radyasyon: Radon, uranyumun pargalanmasi sonucu dogal olarak
olusan , inert bir gazdir. Radonun bozulmus iiriinleri, yuksek enerjileri ve kiitleleri sebebiyle
respiratuar epitelyal hiicrelerinin DNA’sina zarar verebilecek “o” partikllleri yayar. Yuksek
radon konsantrasyonlar1 yer alti madencilerinde artmis AC kanser riski ile
iliskilendirilmistir(Alberg 2013). Genel popiilasyon i¢in kapali ortamlardaki maruziyet maden
isgilerine gore daha az olsa da, vaka-konrol calismalar1 kapali ortamlardaki radon
maruziyetinin de AC kanseri riskinde artma ile iligkili oldugunu gostermistir(Krewski 2005,
Darby 2005). Sigara i¢imi ve radonun bozulmus iriinleri AC kanser riski i¢in sinerjik etki

meydana getirir(Barros-Dios 2002).

Diisiik-LET Radyasyon: X-ray ve g-ray: Diisik LET radyasyonun AC kanseri ile
iligkisi Japonya'da atom bombasi magdurlarinda(Shimizu 1990), birden fazla radyasyon
tedavisi alan ankilozan spondilit(Darby 1987) veya tiiberkiiloz hastalarinda(Davis 1989,
Howe 1995) ve radyasyona maruz kalan meslek gruplarinda incelenmistir(Gilbert 1993).
Atom bombasi magdurlarinda, tek yiksek doz maruziyet belirgin AC kanser riski ile
iligskilendirilmistir(Shimizu 1990).

CEVRE KiRLILiGi

Yapilan c¢alismalar sonucunda, AC kanseri ile ¢evre Kkirliligi arasinda zayif bir iliski
bulunmustur(Metintag 2010). Doll ve ark.1981 yilinda yayimladiklar1 bir makalede tum
akciger kanserli vakalarin % 1-2’sinin hava kirliligi ile iliskili olabilecegini tahmin

etmislerdir(Doll 1981).
DIYET

Beslenme ve AC kanseri lizerine yapilan arastirmalar uzun yillardir devam etmektedir. En ¢ok
arastirtlan diyetsel faktorler AC kanser gelisimini Onleyici etkileri olan meyve, sebze ve
bunlarda bulunan spesifik antioksidanlardir. Bu arastirmalar antioksidan besinlerden zengin
diyetin oksidatif DNA hasarini azalttigin1 ve boylelikle kansere karsi koruyucu etki yarattigini
ortaya koymustur(Alberg 2007).



Hem diyet alimi hem de kan konsantrasyon oOl¢limleri ile yapilan arastirmalar
karotenoidlerin de AC kanserine karst koruyucu etkilerinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Ancak C vitamini i¢in kanitlar yetersiz olsa da, yine de koruyuculugu oldugu

diistiniilmektedir. A vitaminine yonelik bulgular ise yetersizdir(Alberg 2007).

Sigara icimi diyetle ilgili faktorlerin dolagimdaki konsantrasyonunu direkt olarak
etkileyebilmektedir. Sigara igenlerde antioksidanlarin dolasimdaki konsantrasyonlar: daha
diisiik olma egilimindedir(Alberg 2007).

Freudenheim ve ark.(2005)’nin 399.767 gonilli ve 3137 AC kanserli olguyu
kapsayan bir ¢aligmasinda, alkol tiikketmeyenlere gore giinde en az 30 g alkol tuketenlerde
AC kanser gelisim riskinin daha yiiksek oldugu ortaya konmustur(Freudenheim 2005).

Daha diisiik viicut kitle indeksine(VKI) sahip bireylerin, daha yiiksek VKI’ne sahip
bireylere gore artmis AC kanser riskine sahip oldugunu gosteren c¢alismalar da
yapilmistir(Knekt 1991, Olson 2002). Ancak hem alkol tiiketiminin hem de diisiik VKi’nin

sigara icimiyle birlikte etkilerinin ayirt edilmesi zordur.

Yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda hem orta hem de yiiksek diizeyde fiziksel
aktivitenin AC kanser riskinde %213-30 oraninda azalma ile iliskili oldugu

goriilmiistir(Tardon 2005).
GENETIK

Gegtigimiz 60 yillik siire i¢inde ailesel AC kanser vakalarinin goriilmesi, hastalik gelisim
stirecinde kalitsal bir yatkinhigin da etkili olabilecegini desteklemektedir (Molina 2008).
AC kanserli vakalarin birinci derece akrabalarinda hastaligin gelisme riskinin 2.4 kat

artmis oldugu gozlenmistir(itil 2000).

Sellers ve ark.'nin yaptig1 bi ¢alismada ise kanserin erken yasta baslamasina neden
olabilecek otozomal kodominant kalitimla iliskili bir gen lokusundan bahsedilmistir ve bu
gen lokusunda delesyonu olan kisilerde 50 yas dncesi AC kanseri gelisimi i¢in %69'a varan
riskden s6z edilmistir(Sellers 1990).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda karsinojen maddeleri de kapsayan toksik ajanlarin
metabolizmasinda gérev alan enzimlerde goriilen polimorfizm ve mutasyonlarin da kanser
olusumunda yatkinliga neden oldugu gosterilmistir(Xie 2016). Onkogenlerin aktivasyonu,
timor supresor genlerin inaktivasyonu ve blylime faktorlerini ve reseptorlerini kodlayan

genlerdeki degisimlerle birlikte, DNA tamir mekanizmasinda gorev alan genlerde olusan
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degisiklikler akciger kanseri gelisimdeki diger 6nemli etmenlerdir ve ilerleyen bolumlerde

bahsedilecektir.
2.1.3. AC KANSERININ HISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRMASI

Akciger tiimorlerinin histolojik siniflandirilmasi 11k mikroskobu goriintiilerine ve standart
histolojik boyama tekniklerine gore yapilmaktadir. Tedavi stratejilerinin farkli olmasi
nedeniyle 2 ana gruba ayrilabilir. Bunlar, kiiglik hiicreli akciger kanseri(KHAK) ve kiguk
hicreli olmayan akciger kanseri(KHDAK)’dir. Akciger kanserlerinin ilk detayl
siniflamasi1 Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) tarafindan 1967'de yapilmistir. Daha sonra bu
siniflama belirli zamanlarda revize edilmistir. DSO'niin en son yaptig: siniflama ise 2015

yilinda yaymlanmistir(Tablo 2.3)(Travis 2015).

Akciger kanserlerinin  %85’ini, adenokarsinom(~%40), skuam6z hucreli
karsinom(~%25-30) ve blylk hicreli karsinomu(~%210-15) da icine alan kicuk hicreli

olmayan akciger kanserleri(KHDAK) olusturmaktadir(Ginsberg 2007).
I) Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Karsinomu
1. Skuaméz(Epidermoid, Yasst) Hiicreli Karsinom:

Epitel hiicrelerinden kdken alan, hiicreler arasi kopriilesme, hiicre i¢i keratinizasyon ve
skuamoz inci formasyonu gibi morfolojik Ozellikler gosteren malign bir timdrdur.Sigara
ile iliskisi en fazla olan akciger kanser tiirii olmas1 nedeniyle erkeklerde daha sik ortaya
cikmaktadir. Yaklasik iicte ikisi merkezi yerlesim gosterirken, geri kalani ise periferal
yerlesim gostermektedir(Travis 2011). Biiyiik bronglarin merkezinden ¢ikma egilimindedir
ve rezeke edilebilme sans1 daha yliksektir. Diger histolojik tipler ile kiyaslandiginda toraks
disina metastaz yapma potansiyeli daha distiktir(Kumar 2000).

2. Adenokarsinom

Diger histolojik alt tiplere gore sigara ile iliskisi daha az olan AC kanseri tiiriidiir. Ozellikle
orta yaglarda ve kadinlarda daha sik goriiliir. Gelismis iilkelerde skuamoz hiicreli kanseri
geride birakarak en sik goriilen kanser tiirii haline gelmistir(Zamani 2010). Skuamoz
hicreli kanserin aksine olgularin yaklasik 3/4'G periferik yerlesimlidir. Bez yapisi
olusturabilmesi ve miisin salgilamasi en belirgin histolojik 6zelligidir. Daha yavas
bliyliyiip, daha kiiclik kitle olusturmalarina ragmen, diger tiplere gore daha erken metastaz
yapmaya egilimlidirler(Kumar 2000).

10



Tablo 2.3. Akciger Kanserlerinin 2015-Diinya Saglik Orgiitii Smiflamasi (Travis 2015)

EPITELYAL TUMORLER
Adenokarsinom
Lepidik adenokarsinom
Asiner adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Mikopapiller adenokarsinom
Solid adenokarsinom
Invaziv miisin6z adenokarsinom
Mikst invaziv musindz ve
non-misinéz adenokarsinom
Kolloid adenokarsinom
Fetal adenokarsinom
Enterik adenokarsinom
Minimal invaziv adenokarsinom
Non-mUsindz
Muisin6z
Preinvaziv lezyonlar
Atipik adenomat6z hiperplazi
Adenokarsinoma insitu
Non-misindz
Musindz
Skuamdz hiicreli karsinom
Keratinize skuamdz hiicreli karsinom
Non-keratinize skuaméz hicreli karsinom
Bazaloid skuamdz hiicreli karsinom
Preinvaziv lezyon
Skuam6z hiicreli karsinoma in situ
Noroendokrin timorler
Kigtk hicreli karsinom
Kombine ki¢iik hucreli karsinom
Buyk hicreli ndroendokrin karsinom
Kombine biyuk hiicreli néroendokrin karsinom
Karsinoid timorler
Tipik karsinoid timor
Atipik karsinoid timor
Preinvaziv lezyon
Diffuz idiyopatik pulmoner néroendokrin hicre
hiperplazisi
Buyuk hiicreli karsinom
Adenoskuamoz karsinom
Sarkomatoid karsinom
Pleomorfik karsinom
igsi hiicreli karsinom
Dev hiicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom
Diger simiflandirilamayan karsinomlar
Lenfoepitelyoma benzeri kanser
NUT karsinoma
Tikrik bezi tipi timorler
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal-myoepitelyal karsinom
Pleomorfik adenom
(devam yan siitunda)

Papillomalar
Skuamoz hiicreli papilloma
Ekzofitik
Inverted
Glandiler papilloma
Mikst skuamdz ve glanduler papilloma
Adenomlar
Sklerozan pndmositoma
Alveolar adenom
Papiller adenom
Misindz kistadenom
Miko6z bezi adenomu

MEZENKIMAL TUMORLER

Pulmoner hamartom
Kondrom
PEHomat6z timorler

Lenfanjioleiomyomatozis

PEHoma, benign

Seffaf hiicreli timor

PEHoma, malign
Konjenital peribrongial myofibroblatik timér
Difftiz pulmoner lenfanjiomatozis
Inflamatuar myofibroblastik timér
Epiteloid hemanjioendotelyoma
Plevrapulmoner blastoma
Sinoviyal sarkoma
Pulomer arter intimal sarkoma
EWSR1-CREB1 translokasyonlu pulmoner
miksoid sarkoma
Myoepitelyal timorler

Myoepitelyoma

Myoepitelyal karsinom

LENFOHISTiYOSITiK TUMORLER
Mukoza ile iliskili lenfoid dokunun ekstranodal
marjinal zon lenfomast (MALT lenfoma)
Diffliz buyiik hucreli lenfoma
Lenfomatoid granilomatozis
Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
Pulmoner langerhans hiicreli histiositozis
Erdheim-Chester hastalig

EKTOPIK ORJINLI TUMORLER
Germ hiicre tiimorleri
Teratom,matir
Teratom,immatiir
intrapulmoner timoma
Melanom
Menenjiom, Siniflandirilamayan

METASTATIK TUMORLER
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3.Buyuk Hucreli Karsinom

Skuamdéz hucreli karsinom ve adenokarsinom 0zelliklerini gostermeyen az diferansiye
timorlerdir(Kumar 2000). Belirgin nukleoluslu, iri vezikiler nikleuslu, bol stoplazmali
genellikle anaplastik 6zellik gosteren, biiyiik hiicrelerden olusurlar(Kumar 2000). Erken

donemde uzak metastaz yapabilme 6zelligi nedeniyle kotii prognoza sahiptirler(Kumar
2000).

4.Pleomorfik karsinom

Kiglk hucreli olmayan akciger kanserlerinin %0.1-0.4'inii olusturan, nadir goriilen,
malign epitelyal timorlerindendir. Sarkomatoid karsinomlar basligi altinda yer alan
pleomorfik karsinom, hiicrelerin en az %10’unu i8si ya da dev hiicreli sarkomatoid
komponentin olusturdugu az diferansiye adenokarsinom, skuamdoz hiicreli karsinom ya da
bliylik hiicreli karsinom olarak tanimlanmaktadir. Klinigi evre bagimli olmasina ragmen
diger KHDAK tiplerine goére daha agresif seyirlidir ve kotu prognoza sahiptir(Tamura
2015).

1) Kiigiik Hiicreli Akciger Karsinomu

Soluk gri renkli, akciger parankimine uzanan, santral yerlesim gosteren kitle seklinde
goriiliirler. Erken donemde hiler ve mediastinal lenf nodlarina yayilirlar. Az sitoplazmali,
ince graniiler kromatinli yuvarlak, oval veya igsi hiicrelerden olusan bir tlimordiir.
Hicrelerde bol mitoz ve yaygin nekroz goriiliir. Kiiglik hiicreli olarak adlandirilmasina
ragmen tiimor hiicreleri lenfositlerin yaklasik iki kati biytlikliglindedir. Akcigerin
noroendokrin hiicrelerinden koken aldiklarindan gesitli ndroendokrin markirlar eksprese
ederler(Kumar 2000, Travis 2011 (a)). Tan1 aninda yaygin metastaz varligi, paraneoplastik

sendroma neden olmasi sebebiyle kot prognoza sahiptir(Travis 2011(b)).
2.1.4. AC KANSERININ EVRELEMESI

Evrelendirme kanserli hastalara yaklasimin 6nemli bir parcasidir ve belirli kanser tiplerine

sahip hastalar hakkinda ortak bir terminoloji saglamaktadir(Detterbeck 2009a).

Giliniimiizde halen kullanilmakta olan, TNM evreleme sisteminin prensipleri ilk kez 1940'l1
yillarda Pierro Denoix tarafindan ortaya koyulmustur. AC kanserinde TNM evreleme

sisteminin kullanilmasi ise Uluslararasi Kanserle Miicadele Birligi(UICC) tarafindan 1966
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yilinda kabul gérmiistiir(Carson 2011). Amerika Birlesik Kanser Komitesi(AJCC) ve
UICC’nin tanimlamasina gore, TNM evreleme sisteminde “T: Primer tumort, N: Bolgesel
lenf nodu tutulumunu, M: Uzak metastaz durumunu” ifade etmektedir. Bu evreleme
sistemi belirli araliklarda revize edilmektedir. En son 2009 yilinda 7. edisyonun
yayinlandigi AC kanseri evreleme kriterleri Ocak 2010 tarihinden itibaren gecerli hale
gelmistir(Tablo2.4)(Detterbeck 2009b, Mirsadraee 2012).

Tablo 2.4. AC kanserlerinde 7. evreleme sistemi(Detterbeck 2009b, Mirsadraee 2012)

EVRE T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre IA Tla, T1b NO MO
Evre IB T2a NO MO

T1a,T1lb N1 MO
Evre I1A

T2a N1 MO

T2b NO MO

T2b N1 MO
Evre IIB

T3 NO MO

T1-3 N2 MO
Evre 1A

T3 N1 MO

T4 NO,N1 MO

T4 N2 MO
Evre I1IB

T1-4 N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1la,b
Gizli karsinom Tx NO MO
T: TUmor

Tx:Primer tiimor degerlendirilemedi veya balgam ya da bronsiyal lavajda malign hiicreler
tespit edildi ancak goriintileme ydntemleri veya bronkoskopi ile gdsterilemedi.

TO: Primer timdre ait bir bulgu yok.

Tis: Karsinoma in situ

T1: TUmOrun en biiyiik cap1 3cm, akciger veya visseral plevrayla ¢evrilmis, bronkoskopide
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lober bronstan daha proksimale invazyon belirtisi yok (6rn. ana bronsta tiimor yok)
T1la: Tiimoriin en biiyiik cap1 2cm'den daha kiigiik
T1b: Tiimdriin en biiyiik cap1 2cm’den daha bllyuk fakat 3cm'den daha kuguk
T2: Tiimoriin en biiyiik ¢cap1 3cm’den biiyiik fakat 7cm’den daha kiigiik; veya tiimor asagidaki
durumlardan birine sahip (bu 6zelliklere sahip T2 tm'ler 5 cm'den kiiglk ise T2 a olarak
siiflandirilir)
. Karinadan >2 cm uzaklikta ana brons invazyonu
. Visseral plevra invazyonu
. Hiler boélgeye ulasan ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi veya obstriiktif pnémoni
T2a: Tiimdriin en biiyiik ¢cap1 3cm’den biiyiik 5 cm’den daha kiigiik
T2b: Timoriin en biiyiik ¢ap1 S5cm’den daha biiyiik 7cm’den daha kiigiik
T3: Tiimoriin capt 7cm’den biiyiik veya dogrudan asagidaki durumlardan birine sahip olmast

e (Gogiis duvart (superior sulkus tiimorleri dahil), diyafragma, frenik sinir, mediastinal

plevra, parietal perikard invazyonu
e Tiimor ana bronsta karinaya 2cm'den az mesafede ancak karina tutulumu olmaksizin
o . Akcigerin tamamin1 kapsayan atelektazi veya obstriiktif pnémoni
e .Ayni lobda ayr1 tiiméral nodul(ler)
T4: Asagidaki durumlardan birine iceren herhangi biiyiikliikteki timor
. Mediasten, kalp, buyiik damarlar, trake, rekiirren laringeal sinir, 6zofagus, vertebra govdesi,
karina invazyonu
. Aymn tarafta farkli lobda tiimoral nodiil(ler)
N: Lenf nodu
Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
NI1: ipsiteral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler ve intrapulmoner lenf nodlarinda
metastaz, including involvement by direct extension
N2: ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf nod(lar)inda metastaz

N3: Kontrlateral mediastinal, kontrlateral hiler, ipsilateral veya kontrlateral skalen veya
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supraklavikiiler lenf nod(lar)inda metastaz
M: Metastaz
Mx: Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO: Uzak metastaz yok
M1: Uzak metastaz var
M1la: Kontrlateral lobda ayr1 metastatik nodiil(ler)
Plevrada timdral nodiller veya malign plevral/perikardial effiizyonlu timor

M1b: Uzak organ metastazi
2.1.5. AKCiGER KANSERININ MOLEKULER GENETIGIi

Diger kanserlerde oldugu gibi Akciger kanser gelisimi de bir ¢ok gende ve g¢esitli
yolaklardaki degisiklikleri igeren bir siiregti. DNA tamir mekanizmasinda, hicre
biylmesinde, sinyal iletiminde ve hiicre dongisu regilasyonunda rol alan genler akciger
kanser gelisimin farkli asamalarinda hasara ugrayabilir. Onkogenlerin mutasyonel
aktivasyonu ve tiimor supressOr genlerin inaktivasyonu ve sonrasinda artmis genetik
instabilite akciger kanser gelisimindeki major genetik olaylardir(Tablo 2.5)(Devereux
1996).

Tablo 2.5. AC kanserinde sik goriilen molekiiler diizeyde degisiklikler(Devereux 1996)

ras p53 pl6 Rb Mikrosatellit
AC kanseri  Mutasyon  Mutasyon Mut/Del Mut/Del instabilitesi
% Say1 (%) % Say1(%)
KHAK 25 0/51 (0) 70 az siklikta >%90 15/33(45)
KHDAK 75 daha sik az siklikta 7/108(6)
Alt tipleri

Adenokarsinom 30 76/237(32) 33
Skuamdz hiicreli 25 6/60 (10) 65
Buyk hicreli 15 12/38 (32) 60
Diger 5

I) ONKOGENLERIN AKTIVASYONU

Normal hucre diferansiyasyonu ve proliferasyonunda gorevli olan protoonkogenlerin,
aktive edici bir mutasyon sonucu onkogen haline doniismesi ve sirekli aktif hale gelmesi
kontrolsiiz hiicre cogalmasina neden olmaktadir. Nokta mutasyonu, kromozomal
translokasyonlar, gen amplifikasyonu ve asir1 gen ekspresyonu bu onkogenetik siiregteki
baslica mekanizmalardir(Cefle 2009).
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1) RAS;

Tanimlanmis ilk onkogen ailesidir ve HRAS, KRAS ve NRAS olarak 3 protoonkogenden
olusmaktadir. Bu genlerin iiriinii olan 21 kd molekiiler agirlikli ras proteinleri, buyik G
proteinleri ile yiiksek homoloji gosterirler. Guanozin trifosfat (GTP)'a bagli iken aktif olan
ras proteinleri, GTPaz aktive edici protein(GAP) ile GTP'nin GDP(guanozin difosfat)'ye
doniistimii sonucu inaktif hale gecer(Sekil 2.2)(de Vries 1996).

Extracellular

-

Cytosol ¢
( — RAS
) wmf )

RAS-GAP

MAPK
cascade

Activation of -

transcription factors

/,I; Genem

Nucleus

Sekil 2.2. Sinyal iletim yolaginda Ras aktivasyonu(Salgia 1998).

Hicre membranindan gelen sinyalleri ¢ekirdege iletmede anahtar rol oynayan bu
proteinler, kendilerini kodlayan genlerin 12, 13 veya 61. kodonlarinda meydana gelen
nokta mutasyonlar1 ile malign transformasyona yol agabilirler. Ayrica bu durum GTP-
baglanma bolgesinde ya da yakinindaki bolgede gerceklesen bir mutasyon sonucu da
ortaya ¢ikabilir ve GTP inaktivasyonunun engellenmesi ile ras aktivitesinin devamliligr ile

sonuclanir(Salgia 1998).

Akciger adenokanserlerinin %30 kadarinda KRAS onkogeninin 0Ozellikle 12.
kodonunda guanin(G)'in timin(T)'e doniistiigii nokta mutasyonu gorilmektedir (Slebos
1992). Bu ras mutasyonlar1 ve artmis ras ekspresyonu 0zellikle rezeke edilebilir vakalarda
kotu prognoz ile iliskilendirilmistir(Mitsudomi 1991). Nadiren HRAS ve NRAS
mutasyonlar1 da goriilebilmektedir. KHAK vakalarinda ise olduk¢a nadiren meydana
geldikleri gosterilmistir(Koktirk 2003).
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2) Myc;

Myc onkogen ailesi, transkripsiyonel regiilasyonda gorev alan nikleer DNA-binding
proteinleri kodlayan c-myc, N-myc ve L-myc genlerinden olusur(Battey 1983). Akciger
kanserinde myc aktivasyonunun genel mekanizmast myc'nin asir1 ekspresyonu ile
sonuclanacak gen amplifikasyonudur(Prins 1993). Hem KHAK'i hem de KHDAK'li
olgularda siklikla c-myc amplifikasyonu goriiliir. Diger myc gen ailesi tyeleri KHAK'li
vakalarda daha fazladir(Noguchi 1990). Myc'nin anormal ekspresyon sikligi KHDAK
vakalarinda %10 iken, KHAK vakalarinda bu oran %10 ila %40 arasinda degiskenlik
gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda c-myc gen amplifikasyonunun KHAK 'inde sag

kalimi olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir(Brennan 1991).
3) c-erbB-2;

c-erbB-1 protoonkogeni epidermal growth faktor(EGF) reseptorini kodlar ve sinyal
iletiminde gorev alir. Iliskili protoonkogen c-erbB-2(HER-2/neu olarak da bilinir)
molekiiler agirlig1 185 kd olan(p185™"), tirozin kinaz aktivitesine sahip ve transmembran
blylme faktor reseptoril olarak gorev yapan bir protein kodlar. Yapilan galigsmalarda
KHDAK'li vakalarin %35-58'inde c-erbB-2'nin asir1 eksprese oldugu gozlenmistir,
KHAK' olan vakalarda ise asiri ekspresyondan bahsedilmemektedir(Salgia 1998, Shi
1992). Akciger adenokarsinomlarinda c-erbB-2'nin asir1 ekspresyonu kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir(Kern 1990). P185™ antagonistlerinin - KHDAK hiicrelerinin
proliferayonunu inhibe ettigi gosterilmistir(Kern 1993).

4) bel-2;

Bir proto-onkogen olan bcl-2 geni programli hiicre 6liimiinii(apopitozis) inhibe eden bir
protein kodlar. Ozellikle KHAK'inde bcl-2 proteininin ekspresyonunun daha fazla oldugu
g6zlenmistir. KHDAK'lerinde ise skuamdz hicreli AC kanserlerinde ve adenokanserlerde
ekspresyon artis1 daha siktir(Higashiyama 1995, Pezzella 1993). Bcl-2 pozitif bir grup
skuam6z hiicreli AC kanserli vakada 5 yillik surveyin daha 1iyi oldugu

gosterilmistir(Pezzella 1993).
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INTUMOR SUPRESSOR GENLERIN INAKTIVASYONU
1) Rb (Retinoblastom) geni;

Tanimlanmis ilk timor supressdr gen olan Rb 13ql14.11'de yer alir. Bu gen tarafindan
kodlanan 106 kd biiyiikliigiindeki Rb proteini transkripsiyon faktér E2F ile etkilesir ve
hiicre dongiisii regiilasyonunda GO/G1 fazinda 6nemli rol oynar. Rb'nin aktivitesi hiicre
dongiisii sirasinda bu proteinin fosforilasyon durumuna baglidir. Sekil 2.3'te gosterildigi
gibi GO/G1 fazinda Rb bir transkripsiyon faktdr olan E2F ile bagli defosforile haldedir. G1
fazinin sonunda siklin/siklin bagimli kinaz(CDK) kompleksinin(érn. Siklin D/cdk4)
fosforillenmesi ile Rb inaktive olur ve E2F'den ayrilir. Rb'den ayrilan EF2 S fazim
tetikleyecek genlerin okunmasini saglayan bir transkripsiyon faktorudur(Salgia 1998).

KHAK!'lerinin %90'dan fazlasinda, KHDAK'lerinin ise yalnizca %10-15'inde RDb

protein anormallikleri veya inaktivasyonu gorilmektedir(Cooper 2013).

siklin D/cdk4

p21,p16 — C

E2F baglanmasi

:

Hucre siklusu ile iligkili genlerin
okunmasi

Sekil 2.3. Rb'nin regiilasyonu(Salgia 1998).

3) p16INK4A.

Bazi AC kanser tiirleri de dahil olmak iizere bir takim kanserlerde kromozom 9p21
bolgesinin delesyona ugradigi gosterilmis ve boylelikle bu bélgede yer alan bir veya daha

fazla tumor stipressor genin oldugu anlagilmistir. Bunlardan birisi olan p16™<** hiicre
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dongusu kontrolinde CDK4'i inhibe ederek G1 fazindan S fazina gecisi Onler(Sekil
2.3)(Salgia 1998).

KHDAK lerinde p16™**-siklin D1-CDK4-Rb yolag: ¢ogunlukla siklin D1, CDK4
ve siklin bagimli kinaz inhibitér p16'daki(CDKN2A) degisimler nedeniyle bozulur ve
mitojenik aktivite ile sonuglanir. KHDAK!'lerinin yaklagik %80'inde p16'NK4a'Un homozigot
mutasyon, metilasyon ya da delesyon yoluyla inaktive oldugu , %40'nda ise siklin D'nin
gen amplifikasyon yoluyla ya da diger mekanizmalarla overeksprese oldugu

g6zlenmistir(Cooper 2013).
3) p53 geni;

Insan kanserlerinde en ¢ok mutasyona ugrayan p53 geninin, KHAK 'lerinin %70'inde yass1
hicreli kanserlerin % 65’ inde, biyik hicreli kanserlerin % 60’inda ve adeno kanserlerin

%33’Unde mutasyona ugradigi gosterilmistir(Tablo 2.5)(Greenblatt 1994, Devereux 1996).

Kromozom 17p13.1'de lokalize olan p53 geni, hiicre hasarinin birikimini 6nleyecek
olan 53 kDa biiyiikligiinde bir niikleer fosfoprotein kodlar. Bu p53 proteini karsinojenik
stres veya DNA hasarina cevap olarak hicre siklusu kontrol noktalarini regiile eden
genlerin(CDK inhibitorleri gibi) ekspresyonunu indiikleyerek, hiicrenin G1 fazinda
durmasia ve DNA tamirine olanak saglar. Hasar tamir edilemeyecek dlizeyde ise hiicreyi

apoptozise sokar(Sekil 2.4)(Larsen 2011). p53 geninde heterozigosite kayb1 AC kanserinde

en yaygin goriilen degisikliktir(Tablo 2.5)(Larsen 2011).

progression

DNA damage

G1 arrest

Repair of
damaged
DNA

[ ] I DNA

g Apoptosis

Functional
activation

Sekil 2.4. p53'iin biyolojik fonksiyonlari(Okudela 2010).
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I11) KROMOZOMAL BOLGE KAYIPLARI

Kromozomlarin tamaminin ya da bir bolgesinin kaybi kanserlerde sik¢a goriilen bir
durumdur ve genelde o bdlgede yer alan timor supressor genin inaktivasyonunu yansitir.
Akciger kanserlerinde kromozom 3p, 9p ve 17p kaybi olduk¢a yaygindir(Tablo 2.6).
Ozellikle 3p ve 9p kayb1 erken evre tiimdrogenezisde goriiliirken, kromozom 2q, 18q ve

22q kayb1 ge¢ donemde yaygindir(Devereux 1996).

Tablo 2.6. Akciger kanserinde sik goriilen kromozom kayiplart ve sikligi(Devereux 1996)

Kromozom KHAK(%) KHDAK(%) Aday TSG

1q 10/27(37)

3p 717 (100) 92/181(51)

5 34/39(87) 43/118(36) 5¢21-APC,MCC

8q 22/66(33)

9 67/129(52) 9p21-p16,p15

11p 13/27(48)

13q 10/11(91) 62/202(31) 13q14-Rb

17p 5/5 (100) 96/164(59) 17p13-p53
Skuamdz hicreli karsinomlarda ek heterozigozite kayiplari; 4q(%45),99(%67),21q(%50)

*TSG; tumor slpressor gen

Tim akciger kanser tiirlerinin ge¢ evresinde andploidiler ve kromozomal kayiplar goriilse
de tiplere gore bir takim farkliliklar vardir. KHAK'lerinde 9p kaybi1 daha nadirken, 3p, 5q,
13q ve 17p kaybit KHDAK!'lerine gore daha fazladir(Yokota 1987). KHDAK leri icinde
skuamoz hucreli kanserler, adenokanserlere gore daha fazla genetik degisikliklere sahiptir.
Kromozom 4q, 99 ve 21g'da gozlenen heterozigozite kaybi1 adenokanserlerde nadirken

skuamoz hiicreli kanserlerde daha siktir(Sato 1994).

Kromozom 3p de ii¢ farkli bolge etkilenebilir; 3p25, 3p21.3, 3pl4-sent(Hibi 1992).
KHAK'lerinin  %90'indan fazlasinda, KHDAK!'lerinin ise yaklasik %50'sinde 3.
kromozomun p kolunda allelik kayiplar goriilmektedir(Salgia 1998). Bu bolgede yer alan
timor stpressor genlerin KHAK patogenezine katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Ayrica

c-RAF-1 protoonkogeni, B-retinoik asit reseptor geni, ¢inko parmak motifi iceren genler,
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protein-tirozin fosfataz-y geni ve Von Hippel Lindau timor supressor geni 3p'de yer alan
iligkili diger genlerdir(Salgia 1998).

KHAK!'li vakalarin %80'inde, KHDAK'li vakalarin ise %40'inda yine 3pl4.2'de
lokalize olan FHIT(frajil histidin triat) geninin okunmasinda bozukluk oldugu

gosterilmistir(Sozzi 1996).

KHDAK'leri ile iliskili diger genetik lokuslardan 8p(21.3-22) bolgesinin kaybu,
vakalarin  %50'sinde  gorulmektedir. Yine pl6(multipl timor supressor lokus,
MTS1/p16™K*) ve p15(MTS2/p15™K*®) tiimér stipressor genleri iceren 9p(21-22)
bolgesinin kayb1 ise KHDAK'li vakalarin %67'sinde gozlenir. Vakalarin %20-46'sinda
kayb1 gozlenen 11p bolgesi ise KHDAK!' ile iliskili bir bagka genetik lokustur(Salgia
1998).

IV) MIKRORNA (miRNA)'LAR

Temel gorevi hiicre cogalmasi, farklilagmasi ve apopitoz gibi hiicre fonksiyonlar1 sirasinda
mRNA'larin proteine doniisiimiiniin diizenlenmesi olan mikroRNA(miRNA)'larin da
onkogen ya da tiimor siipressor gen gibi davranarak kanser gelisiminde rol oynadigi
gosterilmistir(Lotterman 2008). Tiimor siipressor fonksiyona sahip oldugu gosterilmis Let-
7 ailesine ait miRNA’larin akciger kanserlerinde %40 oraninda azaldigi
bildirilmistir(Zamani 2013). Akciger kanseri ile iliskili tiimor siipressor fonksiyonu olan
diger miRNA'lar; miR-34, miR-192, miR-451 hsa-miR-125a-3p ve hsa-miR-125a-5p ve
miR-200'dur. MiR-17-92(miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1)
ailesi Uyeleri ve miR-31 ise AC kanserinde onkojenik fonksiyona sahip olan
miRNA'lardir(Zamani 2013).

2.2. RAS ONKOGENI
2.2.1. RAS GEN AILESI

RAS ile ilgili ¢caligmalar ilk olarak 1964 yilinda Jennifer Harvey'in 16semik farelerden
aldigi bir virlisiin yenidogan siganlarda sarkomaya neden oldugunu goéstermesi ile
baglamistir. 1967 yilinda yine farelerde l6semiye yol agan viriislerin seri pasaji yoluyla
Kirsten-MSV(Kirsten-Miirin Sarkoma Viriis) izole edilmistir. 1970'li yillarda bu Harvey
ve Kirsten sarkoma retrovirislerinin(Ha-MSV ve Ki-MSV) kanser patogenezine neden

olan ve Ras(rat sarkoma viriisii) olarak isimlendirilen ortak genlere sahip oldugu
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gosterilmistir. Daha sonra bu genlerin fare ve insan hiicrelerinde homologlarinin
bulundugu anlagilmis ve bunlar K-ras ve H-ras olarak adlandirilmistir. Ras gen ailesinin

tclncd Gyesi olan N-ras ise 1983 yilinda tanimlanmistir(Malumbres 2003).

Ras genleri ilk bulunan onkogenlerdir ve bu genlere ait ilk mutasyon 1982 yilinda

insan mesane kanseri hiicre serisinde H-ras geninde saptanmistir(Traczyk 2012).

Ras protoonkogenleri hiicre biiylime ve farklilagmasinin kontroliinde 6nemli rol
oynayan, GTP-az aktivitesine sahip guanin niikleotidi baglayic1 diisiik molekiil agirlikli
proteinleri kodlar. Memeli genomunda ii¢ ras geni tarafindan dort adet ras proteini
eksprese edilir; N-Ras, H-Ras, K-Ras4A ve K-Ras4B. K-Ras4A ve K-Ras4B protein
izoformlart KRAS geninin alternatif kesimi sonucu olusur(Buday 2008, Plowman 2005). G
proteinleri siiperailesinin bir iiyesi olan Ras ailesi 36 gen tarafindan kodlanan 39 farkli ras

proteininden olusmaktadir(Sekil 2.5)(Karnoub 2008).

Raskil :'__“l;.z I‘t‘ﬁl’.-'.-'
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2asL] m. MKIRas)
RasLTB
——— MEIRas2
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——— Rhebl
Ris/FasLl?
E-Ras
EITI — _'_'__,.,.o-'-? ——_____ — |-Ras iscform-1
Y .~ H-Ras soform-2
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Sekil 2.5. Kugik GTP-az lyelerinden olan Ras ailesi(Karnoub 2008).

Ras proteinlerinin {i¢ boyutlu yapisinin 5 adet o-heliks ve 6 adet B tabakadan
olustugu gosterilmistir(Sekil 2.6)(Karnoub 2008). Her bir monomerik ras proteini N-
terminal ve C-terminal bolgeleri arasinda oldukg¢a korunmus yaklasik 190 amino asitlik(aa)
rezidiilerden olugsmaktadir. Tiimiinlin yapisinda benzer olan, N terminalinde yer alan ilk
165 aa'lik dizi 6zellikle fosfat baglanma ilmegi olan 'P-loop' ve niikleotid duyarli 'switch 1
ve ‘switch 2' bolgeleridir(Karnoub 2008). Bu proteinler arasindaki farkliliktan ise C
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terminalin hemen yakininda yer alan 25 aa'lik olduk¢a degisken bolge(hypervariable

region) sorumludur. Bu degisken bdlgenin ras protein izoformlarinin sahip oldugu

biyolojik fonksiyonlarindaki farkliliga sebep oldugu diistiniilmektedir(Adjei 2001).

C

terminal ucunda bulunan CAAX dizisi(C;sistein, A;alifatik aa(lésin/izoldsin/valin gibi),

X;herhangi bir aa) posttranslasyonel modifikasyonun meydana geldigi bolgedir ve ras

proteinlerinin membrana yonlenmesinden sorumludur(Sekil 2.7 ve 2.8)(Buday 2008).

Inaktif Ras AKktif Ras

Switch |

Switch Il Switch Il

Sekil 2.6. Ras proteininin ii¢ boyutlu yapisi, GDP-bagli inaktif ve GTP-bagli aktif Ras'in
konformasyonel sekli (Web_4, Karnoub 2008)

1 165 188/9

|

Sekil 2.7. Ras proteininin temel yapisi(Hancock 2003).
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Sekil 2.8. Ras proteinlerinin primer yapisi (Karnoub 2008).

Ras proteinlerinin posttranslasyonel modifikasyonu 4 asamali bir siiregtir ;
izoprenilasyon, proteoliz, karboksimetilasyon ve palmitoilasyon(Sekil 2.9)(Karnoub 2008).
[lk asamada bir farnezil pirofosfat yeni sentezlenmis sitoplazmik ras proteinlerine farnezil
transferaz(FTaz) enzimi araciligiyla kovalent bag ile ilave edilir. Bu reaksiyonu
endoplazmik retikulumda RCE1(Ras-converting enzyme-1) enzim araciligiyla son 3 aa
rezidistinin(AAX) proteolitik kesimi ve kalan sistein rezidusunin
ICMT1(Isoprenylcysteine carboxyl methyltansferase 1) ile karboksimetilasyonu takip
eder. Son asamada ise H-Ras, N-Ras ve K-Ras4A'mm membrana gitmeden 6nce C-terminal
uca yakin sistein rezidiilerine PTase (palmitoyltransferase) araciligiyla bir palmitoil ilavesi
gerceklesir. K-Ras 4B'nin C-terminalindeki  lizin rezidiileri plazma membrani ile

elektrostatik iligski kurmasi i¢in yeterlidir (Karnoub 2008).
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Sekil 2.9. Ras protinlerinin C-terminal bdlgelerinin posttranslasyonel modifikasyonu
(Karnoub 2008)

a. C-terminal sekanslardaki farnezillenmis (kirmizi) ve palmitoillenmis (yesil) sistein

reziduleri

b. C-terminal bdlgenin posttranslasyonel modifikasyonu
2.2.2 RAS SINYAL YOLAGININ iSLEYiSi

Monomerik bir G proteini olan ras proteini istirahat halinde GDP ile birlikte hucre ici
membranda inaktif sekilde bulunur. Ras proteinlerinin aktivasyonu hiicre zarinda bulunan
ve tirozin Kkinaz aktivitesine sahip olan reseptorlerden gelen sinyallere bagli olarak
gerceklesir. Fizyolojik kosullar altinda, ras proteininin aktif ve inaktif iki formu arasindaki
gecis guanin niikleotid degisim faktori(guanine nucleotide exchange factor-GEF) ve
GTPaz aktive eden proteinler(GAP) tarafindan kontrol edilir. GEF proteinleri, ras-GDP ile
etkilesip, GDP’nin proteinden uzaklagsmasini saglayarak ras’in hiicre i¢i konsantrasyonu
fazla olan GTP’ye baglanmasini ve aktiflesmesini saglarken, GAP’lar GTPaz’larin
aktivitelerini baslatarak ya da artirararak aktif ras-GTP’leri inaktif ras-GDP’lere
dontstiriir(Sekil 2.10)(Kratz 2007).

Aktif GTP-bagl ras ise efektor proteinlerine baglanmak suretiyle bir takim sinyal
iletim yolaklarinda gorev alir(Sekil 2.11). Bu yolaklardan en iyi bilineni rasin aktivasyonu
ile baslayan ve sirasiyla Raf(=MAPKKK), MEK(=MAPKK) ve Erk(=MAPK) proteinleri
ile devam eden raf-MEK-ERK sinyal iletim yolagidir(Sekil 2.12)(Adjei 2001). Bu yolakta
bir takim ligandlar (biliyiime faktorleri, hormonlar, sitokinler gibi) reseptor tirozin kinazlara
(RTK) baglanir ve reseptorin intraseluler bolgesinde yer alan spesifik tirozinlerin
otofosforilasyonuna yol acar. Reseptoriin fosfotirozin reziduleri, cesitli sinyal

proteinlerinin SH2(Src homoloji 2) domainleri igin baglanma bdlgesi olarak gorev yapar.
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Ras'in aktivasyonu da SH2/SH3 domainlerini iceren bir adaptor protein olan Grb2'nin, SH2
domaini ile fosforillenmis olan tirozinlere baglanmasi sonucu meydana gelir. Grb2 ayni
zamanda SH3 domaini ile ras i¢in bir GEF olan diger bir adaptor protein SOS'un(son of
sevenless) prolinden zengin motiflerine baglanir. Bu etkilesim sonucu SOS membrana
bagli ras'daki GDP'nin GTP'ye doniisiimiinii stimiile etmek i¢in plazma membranina
transloke olur(Buday 2008). Aktif hale gelen ras bir serin/treonin kinaz proteini olan
raf'in(ras associated faktor) regiilator bolgesinde konformasyonel degisim meydana
getirerek aktivasyonunu saglar. Aktive olan raf protein kinaz kaskadinin aktivasyonunu
tetikler. Raf tarafindan fosforillenerek direk aktive edilen MEK(MAP/ERK kinaz,
MAPKK(Mitojen aktive edici protein kinaz kinaz)) ise, MAPK(MAP kinaz) olarak da
bilinen ERK 1/2'yi(ekstraselliler sinyal regile edici kinaz) aktif forma dondstiiriir.
ERK'nin aktivasyonu sonucu proliferasyon ile iliskili bir takim genlerin okunmasini
saglayacak olan c-Jun, c-Myc ve c-Fos gibi transkripsiyon faktorleri aktive edilir(Adjei
2001).

Active Ras-GTP Inactive Ras-GDP

GDP GTP

Signal GTP

Sekil 2.10. Aktif ve inaktif Ras dongusu(Kratz 2007).
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Sekil 2.11. Ras'in rol oynadig1 sinyal yolaklari(Downward 2003).

reoaplor
oS growth factors OUTSIDE OF CELL
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plasma membrane
GAP
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GDP GTP {

NUCLEUS .. — .

Transcription

CYTOPLASM

Sekil 2.12. ras-raf-MEK-ERK yolagi(Web_5).

Aktif ras'in etkiledigi bir diger efektor fosfotidilinositol-3-kinaz'dir(PI3K)(Sekil
2.11). PI3K, fosfotidilinositol 4,5 bifosfati(PIP2) fosforilleyerek fosfotidilinositol 3,4,5
trifosfata(PIP3) doniistirir. PIP3 protein kinaz, ras ile iliskili proteinlerden
Rho/Rac/Cdc42 ailesinin yan1 sira Akt'nin de aktivasyonuna yol agar. Akt ayni1 zamanda
PDK1(fosfatidilinositol 3-bagimli kinaz 1) tarafindan da aktive edilir. Rho/Rac/Cdc42
ailesi aktin hucre iskeletinin polimerizasyonunun kontroliinde, hlicre adezyonunda ve gen
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transkripsiyonunda gorev alir. Akt ise Bad ve kaspas 9 gibi pro-apopitotik proteinlerin
baskilanmasinda ve p70S6 kinazi(S6K) etkileyerek hiicre dongusinin devamliligin
saglayan mTOR'un(Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi) aktivasyonunda gérev
alir(Adjei 2001). Dolayisiyla PI3K-Akt sinyalizasyon arayolunun net etkisi hicre
cogalmast ve canliliginin devamimi saglamaktir. PTEN(Phosphatase and tensin
homologue) proteini ise direkt olarak PI3K-Akt arayolunu engelleyerek kanserli hiicrelerin
apopitozise girmesini saglar ve ¢ogalmayi engeller. PIP3’den fosfat rezidiilerini ayiran
PTEN Akt’in etkisini ortadan kaldirir. PTEN etkisinin ortadan kalkmasi Akt tizerindeki

kontrolii de kaldirir ve kontrolsiiz hiicre boliinmesi izlenir(Blanco-Aparicio 2007).

Ras ayni1 zamanda kendisinin de direk efektori olan RalGEF'ler(RalGDS, RGL ve
RIf) araciligiyla bir GTPaz olan Ral'i(ras iliskili protein) uyararak endositoz, ekzositoz
regulasyonu, aktin hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre migrasyonu ve gen ekspresyonu

gibi ¢esitli hiicresel siireglerin reglilasyonununa katkida bulunmus olur(Mitin 2005).

Rasin dogrudan efektorii olan fosfolipaz C-epsilon'un (PLCg) uyarilmasi PIP2'nin
inositol 1,4,5 trifosfat(IP3) ve diacilgliserol'e(DAG) hidrolizine ve Ca2+ salinimina ve

PKC’nin(protein kinaz C) aktivasyonuna yol agmaktadir(Mitin 2005).
2.2.3 RAS VE KANSER

Genel olarak tiim insan kanserlerinin yaklagik %30’unda ras geninde mutasyonlarin oldugu
bildirilmistir. Bu onkojenik mutasyonlar agirhikli  olarak K-ras gen lokusunu
etkilemektedir. Buna karsilik H-ras ve N-ras aile Uyelerinde goriilen onkojenik mutasyon
oranlar1 daha diisiiktiir(%8 ve%3, sirastyla)(Ferndndez-Medarde 2011).

KRAS aktivasyon mutasyonlart agirlikli olarak pankreas(%95), tiroid(%55),
kolorektal(%35) ve akciger(%35) kanserlerinde gorulirken(Kranenburg 2005), mesane

karsinomlarinda HRAS, lenfoid malignensiler ve melanomlarda ise NRAS mutasyonlari

daha siktir(Tablo 2.7)(Karnoub 2008, Playeva-Gupta 2011).
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Tablo 2.7. insan Kanserlerinde Ras Mutasyonlarinin Dagilimi(Pylayeva-Gupta 2011)

Doku HRAS KRAS NRAS
Endokrin %3 %0 %5
Safra yolu %0 %31 %1
Kemik %2 %1 %0
Meme %1 %4 %?2
Santral sinir sistemi %0 %1 %1
Serviks %9 %7 %2
Endometrium %1 %14 %0
Goz %0 %4 %1
Hematopoetik ve lenfoid doku %0 %5 %10
Bobrek %0 %1 %0
Kalin bagirsak %0 %33 %2
Karaciger %0 %5 %3
Akciger %0 %17 %1
Ozefagus %1 %4 %0
Over %0 %14 %5
Pankreas %0 %57 %2
Plevra %0 %0 %0
Prostat %06 %8 %2
Tikrik bezi %15 %3 %0
Deri %6 %3 %18
Ince bagirsak %0 %20 %0
Mide %4 %6 %2
Testis %4 %4 %3
Timus %2 %2 %0
Tiroid %3 %2 %8
Ust sindirim yolu %9 %3 %3
Uriner kanal %11 %5 %2

Ras mutasyonlar1 genellikle 2.ekzonun 12,13. kodonlarinda ve 3.ekzonun 61.

kodonunda kiimelenmistir. Bu mutasyonlarin dagilimi ise ras ailesinin balica 3 {iyesi

arasinda degiskenlik gostermektedir. KRAS gen mutasyonlar: en stk kodon 12'yi takiben

strastyla kodon 13 ve 61'de goriiliirken, NRAS geninin en yiiksek mutasyon orani kodon
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61'de takiben kodon 12'dedir. HRAS geninde ise en fazla oranda mutasyon kodon 12'de,
sonrasinda ise kodon 61 ve kodon 13'te izlenir(Sekil 2.13)(Playeva-Gupta 2011). Biyolojik
acidan onemi bilinmemekle birlikte KRAS geninin diger kodonlarinda da mutasyonlar
gortlebilmektedir. Son zamanlarda yapilmis bir c¢alismada ekzon 4'te goriilen

mutasyonlarin iyi prognoz ile iliskili olabilecegi bildirilmis(Janakiraman 2010).

Alaning
J Arginine
n Aspartec acid
n Cystairne
j Clutamic acid
. Chyecire
B Histidine
. Lavcing
n Lysing
B Frodine
. Serine

:_ Yaline

Sekil 2.13. Ras izoformlarindaki farkli kodonlardaki mutasyon sikligi(Playeva-Gupta
2011).

Tiim kanserlerin 6nemli bir grubunu olusturan akciger kanserlerinde KRAS geni en
sik mutasyona ugrayan ras gen aile liyesidir. KRAS mutasyonlar1 KHDAK!'lerinin yaklasik
%33'tinde bulunmaktadir ve bu mutasyonlar ¢ogunlukla ekzon 2’deki 12 ve 13. kodonlar
ile nadiren ekzon 3’deki 59 ve 61. kodonlarda goralur(Sekil 2.14)(Krypuy 2006, Do 2008).
Bu mutasyonlar en yiiksek oranda adenokarsinomlarda (%30), daha diisiik oranda skuaméz
hiicreli  karsinomlarda(%5) goriiliirken, kiigiikk hiicreli  akciger karsinomlarinda
bildirilmemistir(Karachaliou 2013). KRAS genindeki mutasyonlarin yaklagik %95 12.
kodon tarafindan kodlanan glisin amino asitinde goriiliir. Total mutasyonlarin %42'sinde
GGT>TGT doniisimii sonucu glisinin sistein ile yer degisimi(G12C), %?21'inde
GGT>GTT doniisiimii sonucu glisinin  valin ile yer degisimi(G12V), %17'sinde
GGT>GAT doniisiimii sonucu glisinin aspartik asit ile yer degisimi(G12D), %7'sinde ise
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GGT>GCT doniistimii sonucu glisinin alanin ile yer degisimi(G12A) gozlenir(Sekil
2.15)(Karachaliou 2013). 12.kodonda meydana gelen G>T ve G>C transversiyon
mutasyonlar1 sigara igenlerde, G>A transisyon mutasyonlari ise sigara igmeyenlerde daha

sik gozlenmektedir(Riely 2009, Karachaliou 2013).

-30 18 a 34 a7 74 111 159

L | |

| | GETGEC | 92 bp PCR product
| AGTGGC | 612
| CGTGGC | 6128
| IGTGGC | 612¢
\ GATGGC | 6120
| GETGGC | 6124
| GTTGGC | 12v
\ GGTAGC | 613
| GGTEGC | 6138
| GGTIGC | o13c
| GGTGAC | 6120
| GGTGEC | 6134
| GGTGIC ‘ Glav

Sekil 2.14. KRAS geninin 2.ekzonundaki 12 ve 13. kodonlarinda goriilen nokta
mutasyonlari1(Krypuy 2006).

M G12A EG12C W G12D W G12v G128
W G12R MG12F = G13C W G13D

Sekil 2.15. KHDAK!'lerinde KRAS 2.ekzonda kodon 12 ve 13'te farkli degisimlere gore
mutasyon sikliginin dagilimi(Karachaliou 2013).
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2.3 SEKANSLAMA YONTEMLERI

DNA dizi analizi (sekanslama), belirli bir DNA bdlgesindeki nikleotid dizisinin
belirlenmesidir. 1953 yilinda DNA'nin 3 boyutlu yapisinin tanimlanmasindan sonra, dizi
analizinin belirlenmesine yonelik RNA ile yapilan ¢alismalar takiben ilk kez Robert
Holley tarafindan 1965 yilinda tRNA molekiiliiniin dizi analizi yapilmistir. Daha sonra
1977 yilinda Allan MAXAM ve Walter GILBERT ile Frederick SANGER tarafindan
farkli prensiplere dayali iki farkli DNA dizi analiz yontemi gelistirilmistir. 1982 yilinda
DNA dizi analizinin otomatik cihazlar ile yapilmasi 6nerilmis olup 1985 yilindan itibaren

otomatik dizi analiz cihazlar1 gelistirilmeye baglanmistir.
KLASIK DiZILEME YONTEMLERI
I) Maxam-Gilbert Dizileme Ydntemi

Bu kimyasal yontem tek zincirli DNA molekilinde bulunan bazlarin dort ayri tiipte
kendilerine 6zgu spesifik kimyasal maddeler ile(Dimetil stlfoksit, Hidrazin, Formik asit)
degisiklige ugratilip, sonrasinda piperidin ile zincirin kirilmasi esasina dayanir. Elde edilen
boylar1 birbirinden fakli isaretli DNA pargaciklarinin jel elektroforezinde biiyiikliiklerine
gore ayrilip, otoradyografi ile bantlar1 goriilerek nikleotid dizileri belirlenir(Sekil
2.16)(Maxam 1977).

[ Sample DNA
AR i
o Preparation of homogeneous
single-strand DNA
@ Addition of **P as 5’ phosphate

o Cleavage at specific nucleotides

G reaction | A reaction, |T reaction,  C reaction
with some |with some

G cleavage C cleavage
(underlined) (underlined)

Ele;tm horesis
Fragment (4] P
I:ngth o Radioautography
ases) ' h
Whole thassa)
oligonucleotide —- 12| ——

© Read

sequence

Sekil 2.16. Maxam Gilbert Teknigi(Web_6).
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I1) Sanger Dizileme Yontemi

En yaygin kullanilan ve enzimatik DNA sentezine dayanan bu yontemde dizisi saptanmasi
istenilen DNA, yeni sentez edilecek DNA zinciri igin kalip goérevi goriir. Farkli
floresanlarla isaretlenmis modifiye dideoksi niikleotid trifosfatlarin kullanilmasi ile
sentezlenecek olan bolgenin baz sayisi kadar farkli uzunlukta dizi fragmanlarinin elde
edilmesi ve bunlarin jel elektroforezi lizerinde yiiriitiilerek uzunluklarina gore niikleotid

dizilerinin belirlenmesi esasina dayanir(Sekil 2.17)(Sanger 1977).
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Sekil 2.17. Sanger Zincir Sonlanma Ydéntemi(Aliyu 2014).

2.NESIL DiZILEME TEKNOLOJILERI

Gliniimiize kadar kullanilmig ve kullanilmakta olan dizileme yontemleri asagida

gruplanarak verilmistir. Calismamizda kullanilan pyrosekans yontemi ise irdelenmistir.

I)Polonator Sekanslama
11)454 Genom Sekanslama(pyrosekans)

IIDIllumina (Soleksa) Sekanslama(siklik geriye doniisiimlii sonlandirma ile dizileme)
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IV)SOLID(Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection)
Sekanslama(ligasyon temelli)

V)lon Torrent Sekanslama(lon semikonduktor)

3.NESIL DiZILEME TEKNOLOJILERI

1) SMR(Single Molecule Real Time Sequencing) Sekanslama (Pacific Biosciences)
I1)Helicos

I11)PacBio Real Time Sekanslama

4.NESIL DIZILEME TEKNOLOJILERI

1)Oxford Nanopore
PYROSEKANS TEKNIiGi

Dizilenecek olan DNA'nin tek zincirinin kalip olarak kullanildigi tamamlayict zincirin
sentezine dayali bir yontem olan bu teknikte oncelikle dizilenilmesi istenilen DNA bolgesi
polimeraz zincir reaksiyonu(PCR) ile ¢ogaltilir. PCR ile elde edilen biyotin ile isaretli tek
sarmalli DNA, sekans primeri ile hibridize edilir ve gerekli enzimler(DNA polimeraz, ATP
stlfurilaz, lusiferaz ve apiraz) ve substratlar(adenozin 5'fosfostlfat(APS) ve lusiferin) ile
kanigtirilir.  Reaksiyon karigimina dort deoksiniikleotid trifosfat(dNTP)'1in  ardisik
ilavesinden sonra, A,G,C,T niikleotidlerin akis1 sirasinda kalip DNA dizisine bagl sekans
primerinin 3' ucuna komplementer niikleotidin gelmesi ve baglanmasi sonucu DNA
polimeraz ortama inorganik fosfat(PPi) ac¢iga cikarir. Bu PPi ise ATP siilfiirilaz enzim
araciligi ile ortamda bulunan APS ile birlestirilerek kantitatif olarak ATP'ye doniistiirtiliir.
Olusan ATP ortamdaki lusiferinin lusiferaz enzimi ile oksilusiferine doniisiimiinde
kullanilir. Bu doniisiim sirasinda ATP miktar1 ile orantili olarak a¢iga ¢ikan 1s1ma CCD
kamera ile kaydedilip bilgisayar programlar1 yardimiyla sekans verilerine doniistiiriiliir.
Olusan 1simalar eklenen niikleotid sayis1 ile orantili olarak seri pikler seklinde
goralir(Sekil 2.18). Bu 1simanin yarattigi sinyalin hangi niikleotidin baglanmasi sirasinda
olustugu tespit edilir. Apiraz enzimi ise ortamdaki ATP ve dNTP'leri parcalayarak, ortami

ikinci nikleotidin ilave edilmesine hazirlamis olur(Fakruddin 2012).
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lterative nucleotide dispensations
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Sekil 2.18. Pyrosekans teknigi(Fakruddin 2012).
3.GEREC VE YONTEM

Calisma tek merkezli olarak Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesinde,
Gogiis Hastaliklar1 ve Tibbi Patoloji boliimlerinin katkilariyla gergeklestirildi. Calisma igin
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 16.01.2015 tarihli
2015/105 karar sayili Etik Kurul onayr alindi. Calismanin yaklasik 18 ay siirmesi
planlandi.

3.1. HASTA SECIMi

Calismaya N.E.UM.T.F Gégiis Hastaliklar1 Kliniginde 2006-2015 yillar1 arasinda
klinik bilgiler ve goriintiileme yontemleri ile AC CA 6n tanisi konulmus olan, deneyimli
bir gogiis hataliklar1 uzman tarafindan bronkoskopi yapilarak, endoskopik olarak gériinen
lezyonlardan forseps biyopsi orneklemesi ile histopatolojik olarak AC kanser tanisi
kesinlestirilmis 81 hasta dahil edildi. Hasta se¢iminde yas ve cinsiyet ayrimi yapilmadi.
Calisma sonuglanana kadar hastalarin histopatolojik tanilar1 sadece gogiis hastaliklari
uzman tarafindan bilinmekteydi. Genetik boliimii tanilardan haberdar degildi. Hastalarla

ilgili bilgiler ¢aligma tamamlandiktan sonra gogiis hastaliklart uzmanindan 6grenildi.
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3.2FORMALIN FIKSE EDILMiIS PARAFINE GOMULU (FFPE) DOKU
ORNEKLERINDEN DNA iZOLASYONU

HEDEF DOKUNUN ELDE EDILMESI:

-Uzman bir patolog tarafindan analiz edilerek boyali preparatlardan kanserli bolge
isaretlendi.

-Parafin bloklardan temiz lamlara kesitler alindi.

-Parafine gémiilii doku 6rneklerinin oldugu lamlar parafin dokunun yumusamasi igin 75°C

de 1 saat inkiibasyona birakildi(Sekil 3.1).

-Sure sonunda, lamlar iglerinde ksilen bulunan dort ayri sale igerisinde belirli strelerde
bekletildi(2 dk, 2dk, 2 dk, 10 dk)(Sekil 3.1).

-Daha sonra lamlar iclerinde %96-%100 ethanol bulunan doért ayr1 salede 10’ar saniye
yikandi(Sekil 3.1).

-Preparatlar kuruduktan sonra hedef alan iizerine dokuyu yumusatmak amaciyla bir damla

ultra saf su damlatildi(Sekil 3.1).

-Daha 6nceden isarctlenmis hedef doku bolgeleri steril bistiiri ile kazindi1 ve ependorf

tipler igerisine alindi(Sekil 3.1).

-Her bir hasta dokusunun bulundugu ependorf tiiplere dokularin lizisi i¢in 180 ul ATL
tamponu ve 25 ul Proteinaz K eklendikten sonra tlpler iyice vortekslendi ve 56°C’de(O/N)

shaker (izerinde 1 gece inkiibasyona birakildi.
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Parafine gomili doku drnegi

_'__/

75°C " de 1 saet

Ksilen

Ksilen Ksilen, Ksilen,
2 dakika 2 dakika- 2 dakika 10 dakikes
|
Etanol Etanol Etanol - \Etanol
Yk yukar yka yrha

Sh
e

Sekil 3.1. DNA izolasyonu yapilacak dokularin elde edilmesi.

DNA iZOLASYONU

\\\\\\\\

Doku orneklerinden DNA izolasyonu QlAamp DNA FEPE Tissue Kit (Qiagen,Almanya)

kullanilarak manuel olarak yapildi. Kit igerigi ve miktarlar1 Tablo 3.1'de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. DNA izolasyon kiti(QIAamp DNA FEPE Tissue Kit)'nin igerigi

Kitin icerigi Miktarlar (50 6rnek igin)
QlAamp Min Elute Spin Kolonlar 50

Kolleksiyon Tupler (2 ml'lik) 3x50

ATL Tamponu 14 ml

AL Tamponu 12 ml

AW1 Tamponu (konsantre) 19 mi

AW2 Tamponu (konsantre) 13 ml

ATE tamponu 20 ml

Proteinaz K 1.25 ml

DNA izolasyonuna baglamadan 6nce AW1 ve AW2 tamponu firetici firmanin belirttigi
sekilde sirastyla 25 ml ve 30 ml %100 etanol ilavesi ile kullanim i¢in hazir hale getirildi.

Sirasiyla asagidaki basamaklar izlendj;

-Doku orneklerinin bulundugu ependorf tiipler 56 °C’de 1 gecelik inkiibasyonun ardindan

90°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.
-Siire sonunda tiip kapaklarinin i¢ tarafindaki damlalar tiipiin igine almak i¢in spin yapildi.

-Tuplere oncelikle 200 pl AL tamponu , ardindan 200 pl ethanol(%96-%100) eklendi. 10

saniye vortekslendikten sonra kisaca santrifiij edildi.

-Tiplerin i¢indeki karisgtm QIA amp MinElute spin kolonlara aktarildi. Tiiplerin kapagi
kapatildiktan sonra 6000xg(9000 rpm) hizda 2 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 spin
kolonun vyerlestigi tiipler atildi. QIA amp MinElute spin kolonlar temiz 2 ml’lik
kolleksiyon tiiplere yerlestirildi.

-QIA amp MinElute spin kolonlar dikkatlice agildi ve tiiplerin i¢ine 500 pl AW1 tampon
eklendi. Tiiplerin kapag1 kapandiktan sonra 6000xg(9000 rpm) hizda 2 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 spin kolonun yerlestigi tiipler atildi. QIA amp MinElute spin kolonlar

temiz 2 ml’lik kolleksiyon tiiplere yerlestirildi.

-QIA amp MinElute spin kolonlar dikkatlice acild1 ve tiiplerin i¢ine 500 pl AW2 tampon
eklendi. Tuplerin kapagi kapandiktan sonra 6000xg(9000 rpm) hizda 2 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 spin kolonun yerlestigi tiipler atildi. QIA amp MinElute spin kolonlar

temiz 2 ml’lik kolleksiyon tiiplere yerlestirildi.
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-20,000xg(14,000 rpm) hizda 4 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 spin kolonun yerlestigi
tiipler atildi. QIA amp MinElute spin kolonlar 1.5 ml’lik ependorf tiiplere yerlestirildi.

-QIA amp MinElute spin kolonlar dikkatlice acildi ve 50 ul ATE tampon kolonlarin tam
ortasina gelecek sekilde ilave edildi. Kolonlarin kapagi kapatildi. 1 dk oda sicakliginda
inkibe edildi ve 20,000xg(14,000 rpm) hizda 2 dk santrifiij edildi ve DNA izolasyon

islemi tamamlanmis oldu.

-Izolasyon sonrasi1 konsantrasyonlar1 ve safliklar1 spektrofotometrik yontemle belirlenen DNA

ornekleri bir sonraki ¢alismaya kadar +4°C’de saklandi.
3.3 DNA ORNEKLERININ SPEKTROFOTOMETRIK ANALIZi

izole edilen DNA'larin mutasyon analizi islemine gegilmeden &nce miktarlart
spektrofotometre ile 6lcildi. Spektrofotometrik 6l¢iim igin her bir DNA 6rneginden 1,5 pl
ile Nanodrop 2000 spektrofotometre(Thermo scientific, USA) cihazi kullanildi(Sekil 3.2).
Spektrofotometrik dl¢iim DNA'nin 260 nm dalga boyunda sahip oldugu absorbsiyon(OD,
optik yogunluk) degeri, protinler i¢in dalga boyu olan 280 nm'deki absorbsiyon degerine
oranladi(OD260/OD2gp). Bu oran saf DNA icin 1,8-2,0 arasinda olmalidir. 230 nm'de
gorulen absorbsiyon ise ortamda bulunan karbonhidratlar, peptidler gibi maddeler ile
kontaminasyona isaret eder. Saf 6rneklerde OD20/OD>30 orani yaklasik 2,2 olmalidir. Bu

degerlendirme kriterleri esas alinarak DNA miktarlar1 degerlendirildi.

Sekil 3.2. DNA ol¢iimleri ig¢in kullanilan Nanodrop 2000 spektrofotometre(Thermo

scientific) cihazi.
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3.4.DNA ORNEKLERINDEN PYROSEKANSLAMA YONTEMI iLE MUTASYON

ANALIZI

KRAS geninin kodon 12,13 ve 61'ine yonelik mutasyonlarin belirlenmesi i¢in KRAS Pyro
Kit(Qiagen,Almanya), KRAS ve NRAS genlerinin 59,117 ve 146. kodonlarina yonelik
mutasyonlarin belirlenebilmesi i¢in ise RAS Extension Pyro Kit(Qiagen, Almanya)

kullanilmistir. Kitlerin igerigi ve miktarlar1 Tablo 3.2 ve 3.3'te gosterilmistir.

Tablo 3.2 KRAS kitinin igerigi.

Kitin icerigi Miktarlar (24 6rnek icin)
Sekans Primeri Kras 12/13 24 ul
Sekans Primeri Kras 61 24 ul
PCR Primeri Kras 12/13 24wl
PCR Primeri Kras 61 24 ul
PyroMark PCR master mix, 2x 850 ul
CoralLoad konsantre, 10x 1,2 ml
Su 3x1,9 ml
Unmetile kontrol DNA, 10 ng/ul 100 pl
Tamponlar ve Reaktifler

Baglanma tamponu 10 ml
Anneling tamponu 10 ml
Denattirasyon soliisyonu 250 ml
Yikama tamponu, 10x 25 ml
Enzim karisimi 1 sise
Substrat karisimi 1 sise
dATPaS 1180 ul
dCTP 1180 pl
dGTP 1180 pl
dTTP 1180 pl
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Tablo 3.3.Ras Extansion kitinin igerigi.

Kitin icerigi Miktarlar (24 6rnek icin)
Sekans Primeri Kras 59 24 ul
Sekans Primeri Kras 117 24 ul
Sekans Primeri Kras 146 24 ul
Sekans Primeri Nras 59 24wl
Sekans Primeri Nras 117 24 ul
Sekans Primeri Nras 146 24 ul
PCR Primeri Kras 59 24 ul
PCR primeri Kras 117 24wl
PCR primeri Kras 146 24 ul
PCR primeri Nras 59 24 ul
PCR primeri Nras 117 24wl
PCR primeri Nras 146 24 ul
PyroMark PCR master mix, 2x 3x850 ul
CoralLoad konsantre, 10x 1,2 ml
Su (H,0) 5x1,9 ml
Unmetile kontrol DNA, 10ng/ul 100 pl
Tamponlar ve Reaktifler
Baglanma tamponu 2x10 ml
Anneling tamponu 2x10 ml
Denattirasyon soliisyonu 2x250 ml
Yikama tamponu, 10x 2x25 ml
Enzim karisimi 2 sise
Substrat karisimi 2 sise
dATPaS 2x1180 pl
dCTP 2x1180 pl
dGTP 2x1180 pl
dTTP 2x1180 pl
DNA AMPLIFIKASYONU

KRAS VE NRAS genlerinin mutasyon analizi i¢in hedef bolgeler PCR ile ¢cogaltildi. PCR

islemine baslamadan 6nce daha 6nceden izole edilen ve +4°C’de saklanan DNA ornekleri
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ile -20°C'de saklanan PCR kiti(PCR Master Mix, PCR primerleri, konsantre CoralLoad)
oda sicakligma ¢ikartildi. Erimeleri saglanan PCR kiti bilesenleri homojenizasyonun
saglanmas1 amaciyla vortekslendi. Her birinden belirli miktarlarda alinarak PCR ile
cogaltilacak DNA ornek sayisina gore reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon karisimi

icin kullanilan miktarlar Tablo 3.4'te gosterilmistir.

Tablo 3.4. KRAS 12/13, KRAS 61, KRAS 59,KRAS117, KRAS 146, NRAS 59, NRAS
117, NRAS 146 icin ayr ayr1 hazirlanan her bir reakiyon karisimi i¢in kullanilan bilesenler

ve miktarlari

Bilesenler Miktar (Bir 6rnek igin)
PCR Master Mix 12,5 ul
CoralLoad Konsantre, 10x 2,5 ul

PCR primer KRAS 12/13 veya
PCR primeri KRAS 61 veya
PCR primeri KRAS 59 veya
PCR primeri KRAS 117 veya 1l
PCR primeri KRAS 146 veya
PCR primeri NRAS 59 veya
PCR primeri NRAS 117 veya
PCR primeri NRAS 146
H20 4l

Toplam 20 nl

Hazirlanan reaksiyon karisimi kisa santrifiije tabi tutularak homojenize edildikten sonra kit
igerisinden ¢ikan kontrol ve her bir 6rnek i¢in hazirlanmis olan 0,2 ml'lik PCR tiiplerine 20
ul reaksiyon karigimi konuldu. Daha sonra bu karisima pipetajlanmis DNA 6rneklerinden

ve wild tip kontrol DNA 6rneginden 5 ul ilave edildi(Tablo 3.5).

Tablo 3.5. PCR tiiplerinin igerigi.

Bilesen Miktar
Reaksiyon karigimi 20 ul
Ornek DNA 5ul
Toplam 25 ul
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Hazirlanan PCR tiipleri tiiketici firmanin talimatlarina gére olusturulan dongii protokoliine

uygun programda 1s1-dongii cihazi(Thermocycler)(Sensoquest Labcycler)'na konuldu(Sekil
3.3)(Tablo 3.6).

Sekil 3.3. PCR igin kullanilan 1s1-dongii cihazi(Sensoquest Labcycler).

Tablo 3.6 Optimize edilmis PCR déngiisii protokolii

Aktivasyon basamagi 15 dakika 95°C
3 Asamali Dongii

Denatirasyon 20 saniye 95°C
Baglanma 30 saniye 60°C
Uzama 20 saniye 72°C
Dongii sayist 42

Son uzama 5 dakika 72°C

PURIFIKASYON VE SEKANSLAMA

-PCR islemi bittikten sonra PCR ile elde edilen amplikonlarin streptavidin ile

immobilizasyonu, sonrasinda ise sekanslama islemi gerceklestirildi.

- Sekanslama icin PyroMark Q24(QIAGEN) sekanslama cihazi kullanildi(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Sekanslama i¢in kullanilan PyroMark Q24 cihazi.

-Oncelikle gerekli tiim reaktifler ve soliisyonlar oda sicakligia cikarildi.

*Baglayic1t Tampon(+4°C) *Enzim ve Substratlar(-20°C)
*Anneling Tampon(+4°C) *Nukleotidler(-20°C)
*Denaturasyon Solusyonu(+4°C) *Sekans primerleri(-20°C)
*Y1kama tamponu(+4°C) *Streptavidin(+4°C)

-Konsantre halde olan yikama tamponu diliie edildi(25 ml tapona 225 ml ultra saf su ).
-Vakum istasyonu i¢in %70 Etanol hazirlandi( 35 ml etanole 15 ml saf su)

-Dolaptan ¢ikarilan streptavidin nazikge alt-0st edilerek homojenize edildi(streptavidin asla

vortekslenmez).
-Ornek sayisina gore Costar Plate hazirland.
-Baglanma i¢in gore Tablo 3.7'de belirtilen miktarlarda karisim hazirlandi.

Tablo 3.7 DNA immobilizasyonu i¢in hazirlanan karigimin bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar (her bir 6rnek igin)
Baglanma tamponu 40 pl

Su 28 ul

Streptavidin 2 ul

Toplam 70 ul
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-DNA immobilizasyonu i¢in hazirlanan karisimdan Costar Plate'deki her bir kuyucuga 70

ul dagitildi.

-Daha sonra PCR ile elde edilen iirtinlerden 10'ar pl eklendi ve her 4 kuyucukta bir alt {ist
edildi.
- Plate'in tizeri Costar Seal ile kapatildi.

-Costar plate 14000 rpm'de oda sicakliginda(15-25°C) yaklagik 10 dakikaligina termo
shaker (zerine konuldu(Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Thermo Shaker

- Bu arada vakum istasyonu hazirlandi.

-Vakum istasyonunun 2.bélgesine kiivezde bulunan ¢izgiye kadar denatirasyon
soliisyonu(oncesinde galkalandi), 3. bolgesine daha onceden diliie edilerek hazirlanan
yikama tamponu, 4 ve 5. bolgelerine ise saf su konuldu(Sekil 3.6)(1. bélgeye konulacak

olan etanol ugmamasi i¢in sekans primeri karisiminin hazirlanmasindan sonra konuldu).

50 ml "Purll:ing"
wash buffer position

40 ml ' ?IJ‘ F_TL 70ml
- BT -
- .1
70% elignrzll jl- _4j_— ig}:‘iuﬁr}r
-

- | - ’ \n

PCR plate  PyroMark
Q24 plate

Sekil 3.6. Pyromark VVakum istasyonu ve Vakum Filtresi.
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-Her bir o6rnek icin Tablo 3.8'te belirtilen miktarlarda sekans primerlerini igeren karigim

hazirlandi(Primerler vortekslendi).

-Oda 1sisindaki PyroMark Q24 plate holder'in iistiine PyroMark Q24 plate yerlestirildi ve
her bir kuyucuguna hazirlanan karisimdan 25 pl dagitildi.

-Vakum istasyonunun 1. bolgesine daha 6nceden hazirlanan %70 Etanol konuldu.
-Vakum filtresi park pozisyonundayken vakum agildi.

-Kuyucuklarinda primer karigimi1 bulunan PyroMark Q24 plate vakum filtresinin sagindaki

yerine konuldu.

-Shaker tizerinde bulunan PCR plate vakum filtresinin sol tarafindaki yerine konuldu ve

tizerindeki seal acildi.

-Daha sonra PCR kalib1 i¢indeki kuyucuklara daldirilan vakum filtresi ile PCR Urind

igeren streptavidinli boncuklar hizlica filtre u¢larina alinarak tutulmus oldu.

-Istasyonun etanol bulunan ilk kiivezine konulan filtre siv1 akisinin goriilmesinden 5 sn

sonra havaya kaldirildi.

-Denatiirasyon sollisyonunun bulundugu ikinci kiivezde de sivi akisinin goriilmesinden
sonra 5 sn bekletilen filtre tekrar havaya kaldirildi ve yikama tamponunun bulundugu 3.

kiiveze konuldu ve yine siv1 akisinin goriilmesinden itibaren 10 sn bekletildi.

-Siire bitiminde havaya kaldirilan ve ters gevrilen filtre 3-4 sn kadar bekletildi, vakum

istasyonu kapatildi.

-Istasyonun sag tarafina yerlestirilen Pyromark Q24 plate'e konulan filtre ve 15 sn kadar
hafif hareketlerle calkaland1 ve boylelikle uglarinda bulunan boncuklarin sekans primeri

iceren kuyucuklara dokulmesi saglandi.

-Uclarindaki boncuklar1 dokiilen filtre icinde su bulunan 5. kiiveze konularak biraz

sallandi.
-Pyromark Q24 plate 80°C'de 1sitilmis olan plate holder araciligiyla 2 dk'ligina 1s1 bloguna
yerlestirildi.

-5. klivezde bulunan filtre biraz daha sallandiktan sonra yine i¢inde su bulunan 6.kiiveze
konuldu ve vakum tekrar acildi. Buradaki tiim su c¢ektirilerek filtrenin temizlenmesi
saglandi. Park {initesine alind1 ve hortumu da temizletildikten sonra vakum istasyonu tekrar

kapatildu.
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Tablo 3.8. Dizileme igin sekans primerlerinin diliie edilerek hazirlandigi karisim

Bilesen Miktar (her bir 6rnek icin)

Anneling tampon 242 ul
Ilgili sekans primeri
(KRAS 12/13 veya
KRAS 61 veya
KRAS 59 veya
KRAS 117 veya 0,8 pl
KRAS 146 veya
NRAS 59 veya
KRAS 117 veya
KRAS 146 veya)

Toplam 25 ul

-Siire sonunda Q24 plate 1s1 blogundan alindi ve oda 1sisinda holder {izerinde 6-10 dk

sogumaya birakildi.

-Boylelikle tek zincirli hale gelmis olan biyoinli PCR kalibi ile sekans primerinin birbirine

baglanmasi saglanmis oldu.

- Plate oda sicakliginda bekletilirken calismaya baslamadan 6nce PyroMark Q24 Software
ile hazirlanan bilgisayar programinin(Pre-Run Dosyas1) oldugu USB PyroMark Q24

cithazina takild.
-Kartus yikanip, iyice kurutularak hazir hale getirildi.
-Daha 0nce oda sicakligina ¢ikaritilan niikleotidler ¢ok iyi vortekslendi.

-Analiz edilecek Ornek sayisina gore, daha dnceden hazirlanmis olan pre-run dosyasinin
ciktisinda belirtilen enzim, substrat ve niikleotidler, filtresiz pipet ucu ve pudrasiz eldiven

ile kartustaki ilgili b6lmelerine konuldu.
-Kartus hemen PyroMark Q24 cihazinda ilgili boliime yerlestirildi.

-Sogumaya birkilmis olan sekans primeri igeren plate de yine cihazda ilgili boliime

yerlestirildi ve cihaz ¢alistirildi.

-Ortalama dakikada 1 niikleotid okuyan cihaz da sekans islemi yaklasik 15-20 dk strd.
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-Sekans islemi tamamlandiktan sonra pyrogram programu ile yapilan sekans analiz edildi.

-Olgulara ait mutasyon analizleri her mutasyon tipi i¢in daha dnceden belirlenmis olan

LOD skoru baz alinarak yapildi(Tablo 3.9)

Tablo 3.9. Spesifik mutasyonlar i¢in belirlenmis LOD skorlari(KRAS Pyro® Handbook)

LOD COSMIC ID*
Mutation (% units) (V42)
Codon 12 (GGT)
GAT 2.2 521
GTT 1.0 (71) 520
TGT 2.1 516
AGT 1.9 517
GCT 2.3 522
CGT 1.8 518
Codon 13 (GGC)
GAC 1.9 532
Codon 61 (CAA), as assayed in reverse orientation (TTG)
GTG 2.8 554
TAG 3.1 333
TCG 3.5 552
ATG 2.6 555
T1C 3.1 550

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu ¢alisma sonucu elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizi bilgisayar ortaminda SPSS

20.0(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi kullanilarak yapildi. Verilerin

karsilagtirlmasinda T-testi ve y2 testi

degerlendirildi.

kullanildi.

Anlamhilik p<0.05 diizeyinde
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4. BULGULAR

N.E.U. M.T.F. Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dalindan, histopatolojik olarak AC kanseri
tanis1 almis, 81 hasta ¢alismaya dahil edildi. 16 hastanin parafin bloklarina ulasilamadig
icin caligma 65 hasta ile gerceklestirildi. DNA izolasyonu yapilan 65 hastadan bir tanesi
sekans analizinde verimli sonu¢ alinamamasi nedeniyle degerlendirme dis1 birakildi.
Caligma 64 hasta ile tamamlandi. Hastalarin yas, cinsiyet, sigara dykiisii ve histopatolojik

tanilarina iligskin bilgiler gogiis hastaliklari uzmanindan 6grenildi(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen hastalara iligskin bilgiler

No Ad-Soyad Cinsiyet Yas Sigara Histopatolojik Tam
(paket-yil)

1 S.U. E 80 75 Epidermoid karsinom
2 M.S. E 53 80 Epidermoid karsinom
3 LK. E 73 75 Epidermoid karsinom
4 M.E. E 66 27 Epidermoid karsinom
5 S.Y. E 62 40 Epidermoid karsinom
6 G.C. E 60 40 Epidermoid karsinom
7 K.G. E 64 110 Epidermoid karsinom
8 A.U. E 64 90 Epidermoid karsinom
9 AY. E 62 90 Epidermoid karsinom
10 LA. F 53 40 Epidermoid karsinom
11 0.G. E 58 38 Epidermoid karsinom
12 R.N. E 67 30 Epidermoid karsinom
13 D.G. E 62 45 Epidermoid karsinom
14 LA. E 57 80 Epidermoid karsinom
15 A.D. E 56 40 Epidermoid karsinom
16 Al E 53 35 Epidermoid karsinom
17 H.I.K. E 62 90 Epidermoid karsinom
18 H.K. E 63 90 Epidermoid karsinom
19 S.G. E 69 80 Epidermoid karsinom
20 AA. E 63 60 Epidermoid karsinom
21 H.A. E 61 90 Epidermoid karsinom
22 K.O. E 68 40 Epidermoid karsinom
23 R.E. E 73 60 Epidermoid karsinom
24 C.. E 68 45 Epidermoid karsinom
25 S.K. E 42 20 Epidermoid karsinom
26 Y.Z.D. E 67 130 Epidermoid karsinom
27 O.F.B. E 75 40 Epidermoid karsinom
28 M.S. E 59 43 Epidermoid karsinom
29 O.E. E 65 100 Epidermoid karsinom
30 O.LY. E 52 35 Epidermoid karsinom
31 N.D. E 43 25 Epidermoid karsinom
32 S.B. E 68 45 Epidermoid karsinom
33 AK. E 63 40 Epidermoid karsinom
34 A.O. E 59 35 Epidermoid karsinom
35 K.O. E 41 40 Epidermoid karsinom
36 D.K. E 57 0 Adenokarsinom

37 K.G. E 57 43 Adenokarsinom

38 A.O.B. E 64 44 Adenokarsinom

39 AA. E 65 50 Adenokarsinom

40 I.D. E 64 25 Adenokarsinom
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41 Y.A.O. E 50 60 Adenokarsinom
42 O.T. E 74 60 Adenokarsinom
43 S.B. E 67 40 Adenokarsinom
44 M.E.S. E 48 35 Adenokarsinom
45 I.C. E 68 50 Adenokarsinom
46 Y.C.K. K 67 108 Adenokarsinom
47 K.C. E 53 5 Pleomorfik karsinom
48 H.T.B. E 56 48 Biiyuk htcreli karsinom
49 Y.K. E 57 80 KHAK

50 N.K. E 59 70 KHAK

51 C.E. E 61 30 KHAK

52 E.G. E 72 50 KHAK

53 M.B. E 46 20 KHAK

54 M.Y. E 59 20 KHAK

55 R.A. E 74 54 KHAK

56 H.G. K 44 30 KHAK

57 M.P. E 53 50 KHAK

58 M.S. E 67 47 KHAK

59 LT. E 84 55 KHAK

60 R.K. E 72 100 KHAK

61 K.O. E 60 36 KHAK

62 O.F.D. E 65 52 KHAK

63 ILK. E 67 50 KHAK

64 1K E 67 50 KHAK

3.1. Calismaya iliskin bulgular

Calismaya dahil edilen toplam 64 hastanin, AC kanserlerinde mutasyona ugrayan KRAS

genindeki en sik mutasyonunun gozlendigi 12,13,61. kodonlarina ilaveten KRAS ve

NRAS genlerininin 59, 117 ve 146. kodonlarindaki mutasyon durumu degerlendirildi.

Biitce yetersizligi nedeniyle hastalarin NRAS geni 12, 13 ve 61. kodonlarindaki mutasyon

durumu degerlendirilemedi. Hastalar histopatolojik tanilarina gore gruplandirilarak

mutasyon durumlari karsilastirildi(Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6).

Epidermoid karsinomlu olgularda 6zellikle kodon 12 agirlikli olmak tizere KRAS

geninin 12, 13 ve 61. kodonlarinda mutasyona sahip olan olgular mevcuttu. 1 olguda hem

kodon 12 hem de kodon 61'de mutasyon oldugu gézlendi(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Epidermoid karsinomlu olgularin mutasyon analiz sonuglari

EPIDERMOID KARSINOM
SIK GORULEN MUTASYONLAR NADIiR GORULEN MUTASYONLAR
NO KRAS KRAS KRAS KRAS NRAS
KODON 12 | KODON 13 KODON 61 KODON 59,117,146 | KODON 59,117,146
1 | GGT>GTT WT WT WT WT
2 WT WT WT WT WT
3 WT WT WT WT WT
4 WT WT WT WT WT
5 | GGT>GTT WT WT WT WT
6 WT WT WT WT WT
7 WT WT WT WT WT
8 WT WT WT WT WT
9 WT WT WT WT WT
10 WT WT WT WT WT
11 WT WT WT WT WT
12 WT WT WT WT WT
13 WT GGC>GAC WT WT WT
15 WT WT WT WT WT
15 WT WT WT WT WT
16 WT WT WT WT WT
17 WT WT WT WT WT
18 | GGT>GTT WT WT WT WT
19 WT WT WT WT WT
20 WT WT WT WT WT
21 WT WT WT WT WT
22 WT WT WT WT WT
23 WT WT WT WT WT
24 WT WT CAA>CTA WT WT
25 WT WT WT WT WT
26 | GGT>AGT WT WT WT WT
27 WT WT WT WT WT
28 | GGT>GTT WT CAA>CTA WT WT
29 WT WT WT WT WT
30 WT WT WT WT WT
31 WT GGC>GTC WT WT WT
32 WT WT WT WT WT
33 WT WT WT WT WT
34 WT WT WT WT WT
35 WT WT WT WT WT
*WT: wild type
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Adenokarsinomlu olgularda gézlenen mutasyonlarin tamami KRAS geni 12.

kodonda idi(Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Adenokarsinomlu olgularin mutasyon analiz sonuglart.

ADENOKARSINOM

SIK GORULEN MUTASYONLAR

NADIR GORULEN MUTASYONLAR

NO KRAS KRAS KRAS KRAS NRAS
KODON 12 | KODON 13 KODON 61 KODON 59,117,146 | KODON 59,117,146
36 | GGT>GAT WT WT WT WT
37 | GGT>TGT WT WT WT WT
38 WT WT WT WT WT
39 | GGT>GTT WT WT WT WT
40 | GGT>GCT WT WT WT WT
41 | GGT>TGT WT WT WT WT
42 | GGT>GAT WT WT WT WT
43 | GGT>GCT WT WT WT WT
44 WT WT WT WT WT
45 WT WT WT WT WT
46 | GGT>GTT WT WT WT WT

Calismaya dahil edilen olgulardan bir tanesinin pleomorfik karsinom oldugu ve

KRAS geninin 12. kodonunda mutasyona sahip oldugu goriildii(Tablo 4.4, Sekil 4.6).

Tablo 4.4. Pleomorfik karsinomlu olgunun mutasyon analiz sonuglari

PLEOMORFIK KARSINOM

SIK GORULEN MUTASYONLAR

NADIR GORULEN MUTASYONLAR

NO KRAS KRAS KRAS KRAS NRAS
KODON 12
KODON 13 KODON 61 KODON 59,117,146 | KODON 59,117,146
47 | GGT>GTT WT WT WT WT

Calismaya dahil edilen olgulardan bir tanesinin biiyiik hiicreli karsinom oldugu

ancak herhangi bir mutasyona sahip olmadig1 goriildii(Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Biiyiik hiicreli karsinomlu olgunun mutasyon analiz sonuglari

UNDIFERANSIYE BUYUK HUCRELI KARSINOM

SIK GORULEN MUTASYONLAR

NADIR GORULEN MUTASYONLAR

NO | KRAS KRAS KRAS KRAS NRAS
KODON 12
KODON 13 | KODON 61 KODON 59,117,146 KODON 59,117,146
48 | WT WT WT WT WT
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KHAK!' li olgulardan 1 tanesinde KRAS geni kodon 12'de, 2 tanesinde kodon 61'de

mutasyon gozlendi(Tablo 4.6). Kodon 61'de mutasyonu olan olgulardan birinin ¢ift

mutasyona sahip oldugu gézlendi(Sekil 4.7).

Tablo 4.6. KHAK'li olgularin mutasyon analiz sonuglari

KUCUK HUCRELI KARSINOM

SIK GORULEN MUTASYONLAR

NADIR GORULEN MUTASYONLAR

NO KRAS KRAS KRAS KRAS NRAS
KODON 12 KODON 13 KODON 61 KODON 59,117,146 | KODON 59,117,146
49 WT WT WT WT WT
50 WT WT WT WT WT
51 WT WT WT WT WT
52 | GGT>GTT WT WT WT WT
53 WT WT WT WT WT
54 WT WT WT WT WT
55 WT WT WT WT WT
56 WT WT CAA>CTA+CAC WT WT
57 WT WT WT WT WT
58 WT WT WT WT WT
59 WT WT WT WT WT
60 WT WT WT WT WT
61 WT WT CAA>CGA WT WT
61 WT WT WT WT WT
63 WT WT WT WT WT
64 WT WT WT WT WT

(Calismaya dahil edilen olgularin hig birisinde KRAS ve NRAS genlerinin 59,117
ve 146. kodonlarinda mutasyon gozlenmedi(Sekil §,9,10,11,12,13).

3.2 Analiz edilen olgulara ait 6rnekler

w
=]
N I |

Sekil 4.1. KRAS geni 12. ve 13. kodonun mutasyon saptanmayan dizileme grafigi(7 nolu

olguya aittir).
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Sekil 4.2. KRAS geni 61. kodonun mutasyon saptanmayan dizileme grafigi(15 nolu olguya
aittir).

Sekil 4.3. KRAS geni 12. kodonda G12C mutasyonu ve 13. kodonun mutasyon

saptanmayan dizileme grafigi(41 nolu olguya ait).

A: 1%
G: 1%
T: S8%

A ZE%
c: 1%
G: 72% A: 1%
T: 1% G: 95%
b 1 T T T T P PP P PP PP ramamans
200
100f------
0

Sekil 4.5. KRAS geni 12. kodonda G12D mutasyonu(36 nolu olguya aittir).
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Sekil 4.6. KRAS geni 12. kodonda G12V mutasyonu(47 nolu olguya aittir).
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Sekil 4.7. KRAS geni 61. kodonda CAA>CTA ve CAA>CAC mutasyonu(56 nolu olguya
aittir).
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Sekil 4.8. KRAS geni 59. kodonun(GCA) mutasyon saptanmayan dizileme grafigi(5 nolu
olguya aittir).
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Sekil 4.9. KRAS geni 117. kodonun(AAA) mutasyon saptanmayan dizileme grafigi(1 nolu
olguya aittir).
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Sekil 4.10. KRAS geni 146. kodonun(GCA) mutasyon saptanmayan dizileme grafigi(1

nolu olguya aittir).

Sekil 4.11. NRAS geni 59. kodonun(GCT) mutasyon saptanmayan dizileme grafigi(16

nolu olguya aittir).
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Sekil 4.12. NRAS geni 117. kodonun mutasyon saptanmayan dizileme grafigi(9 nolu
olguya aittir).

Sekil 4.13. NRAS geni 146. kodonun(GCC) mutasyon saptanmayan dizileme grafigi(23

nolu olguya aittir).
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3.3 Istatistiksel bulgular

Calismaya dahil edilen 64 AC kanserli olgunun yas ortalamas1 61,64+8,88, sigara paket-yil
ortalamasi ise 53,20+£26,41 idi. Olgularin 26's1(%40,6) 60 yasindan kiigiik, 38'(59,4) ise
60 yasindan biiyiiktii. Olgularin 62’si erkek(%96,9), 2°s1(%3,1) ise kadindi. Histopatolojik
kanser tiplerine bakildiginda 16(%25) olgunun KHAK’i oldugu, 35'i(%54,7) epidermoid
karsinom, 11'i(%17,2) adenokarsinom, 1'i(%1,6) buyik htcreli karsinom ve 1'1(%1,6)
pleomorfik karsinom olmak (zere toplam 48 (%75) olgunun ise KHDAK’i oldugu
gozlendi(Sekil 4.14). 64 olgudan 63’n0n(%98,5) sigara ictigi, yalnizca 1(%1,5) tanesinin
sigara icmedigi belirlendi(Tablo 4.7).

B epidermoid
= adenokanser

2%
1%

® pleomorfik kanser
m biiyiik hicreli

| kigUk hiicreli

Sekil 4.14. AC kanserli 64 olguya ait histolojik tiimor tipleri ve yilizdelik dagilimlari.
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Tablo 4.7. AC kanserli 64 olgunun Kklinikopatolojik 6zellikleri

Parametreler Hasta Sayisi %

Yas

<60 26 40,6
>60 38 59,4
Cinsiyet

Erkek 62 96,9
Kadin 2 3,1

Sigara

Var 63 98,5
Yok 1 1,5

AC kanser tipi

Kiigiik hiicreli dist 48 75,0
Kicuk hicreli 16 25,0
KHDAK tipi

Epidermoid 35 54,7
Adenokanser 11 17,2
Pleomorfik kanser 1 1,6
Blyuk hocreli 1 1,6

Analiz edilen 64 hastanin 20’sinde(%31,2) KRAS geninde mutasyon tespit edildi.
Tespit edilen mutasyonlar 14 olguda kodon 12’de, 2 olguda kodon 13’te, 3 olguda kodon
61’de ve 1 olguda ise hem kodon 12’de hem de kodon 61’de idi(Tablo 4.8). Kodon 12'de
gorilen 15 mutasyonun en sik(8/15) G12V mutasyonu oldugu tebit edilirken, 2'sinin
GI12D, 2'sinin G12C, 2'sinin G12A ve 1'inin ise G12S mutasyonu oldugu belirlendi.

Tablo 4.8. AC kanserli 64 olguda tespit edilen mutasyonlarin dagilimi

MUTASYON DAGILIMLARI Hasta Sayisi %
Mutasyon yok 44 68,8
Kodon 12°de mutasyon 14 21,9
Kodon 13’te mutasyon 2 3,1
Kodon 61’de mutasyon 3 4,7
Kodon 12 ve 61’de mutasyon 1 1,5
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60 yas tistii 12 olgu (%31,6) ve 60 yas alt1 8 olguda (%30,8) mutasyon gozlenirken, 60 yas
iistii 26 olgunun (%068,4) ve 60 yas alt1 18 olgunun (%60,2) mutasyon tasimadig goriildi.
Olgularin yaslar1 ve mutasyonlarin varligi karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik tespit edilmedi(Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Olgularin yaslari ile mutasyon oranlarinin karsilastirilmasi

Yas Mutasyon Yok Mutasyon Var p
Hasta Sayis1 (%0) Hasta Sayis1 (%0)

<60 18 (69,2) 8 (30,8) 0,945

>60 26 (68,4) 12 (31,6)

Mutasyon tespit edilen 20 AC kanserli olgunun 17'sinin(17/48) KHDAKI,
3'0nin(3/16) ise KHAK' oldugu tespit edildi. KHDAK'li olgulardaki mutasyon
oraninin(%35,4) daha fazla olmasia ragmen KHAK'li olgulardaki mutasyon orani(%18,8)

karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gézlenmedi(Tablo 4.10)

Tablo 4.10. KHDAK ile KHAK'inde goriilen mutasyon oranlarinin karsilastirilmasi

Kanser Tipi Mutasyon Yok Mutasyon Var p
Hasta Sayis1 (%) Hasta Sayisi (%)
KHDAK 31(64,6) 17(35,4)
0,213
KHAK 13(81,2) 3(18,8)
Toplam 44 (68,8) 20(31,2)

KHDAK'li olgulardaki mutasyonlara bakildiginda ise 17 mutasyondan 8'inin
adenokarsinomlu olgularda(8/11), 8'inin epidermoid karsinomlu olgularda(8/35), 1
tanesinin ise pleomorfik karsinomlu olguda(1/1) oldugu belirlendi(Sekil 4.15).
Adenokarsinomlu olgularda gézlenen mutasyon orani(%72,7) ile epidermoid karsinomlu
olgularda gbzlenen mutasyon orani(%22,9) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

farklilik oldugu gézlendi(Tablo 4.11).
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Sekil 4.15. AC kanserli 64 olgudaki mutasyon miktarlarinin dagilimi

Tablo 4.11. Epidermoid karsinom ile Adenokarsinomda goriilen mutasyon oranlarinin

karsilastirilmast
Kanser Tipi Mutasyon Yok Mutasyon var p
Hasta sayis1 (%) Hasta sayis1 (%)
Epidermoid karsinom | 27 (77,1) 8 (22,9) 0,008
Adenokarsinom 3 (27,3) 8(72,7)
Toplam 30 (65,2) 16 (34,8)
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5.TARTISMA

Hicre blyiime ve farklilasmasini kontrol eden genlerin ekspresyonunu ya da fonksiyonunu
etkileyen hiicre genomundaki degisiklikler kanserin ana nedeni olarak kabul
edilmektedir(Bos 1989). Insan tiimérlerinde siklikla mutasyonu tespit edilmis gen
ailelerinden ilki ras onkogen ailesidir. Ras onkogenleri malign tiimdrlerin yaklasik 30'unda
aktive olmaktadir ve NRAS(%8) ve HRAS(%3) ile karsilastirildiginda en sik KRAS(%22)
gen lokusu etkilenmektedir(Prior 2012).

Insan tiimérlerinde tespit edilen KRAS gen mutasyonlart %98 oraninda kodon 12
ve 13'te goriilmekte iken, kodon 61 mutasyonlari olduk¢a nadirdir. NRAS mutasyonlarinin

ise %601 kodon 61'de, %30'u ise kodon 12'de gorulmektedir(Prior 2012).

Akciger kanserlerinde ise KRAS mutasyonlarinin varligi 6zellikle KHDAK'lerinde
ve %20-30 oraninda bildirilmistir (Aviel-Ronen 2006). Histolojik alt tiplere gére mutasyon
sikligt degismekle birlikte AC adenokarsinomlarinda 9%22-34, skuam0z hucreli
karsinomda %0-25, biyik htcreli karsinomda %8-33, adenoskuamdéz hucreli karsinomda

ise %8-11 oraninda mutasyon varligi bildirilmistir(Aviel-Ronen 2006).

Literatiirde KHDAK'lerinde KRAS mutasyon sikligin1 degerlendiren bir cok
calisma mevcuttur. Ancak bu c¢alismalarda 6zellikle KRAS geninin 12, 13 ve 61. kodonlar1
degerlendirilmis olup, KRAS ve NRAS genlerinin 59, 117 ve 146. kodonlarin1 iceren genis
capli bir arastirma yapilmamistir. Kolorektal kanserlerde yapilan ¢alismalarda ise 12.,13.
ve 61. kodonlarin yami sira diger kodonlarindaki mutasyon varligimin tirozin kinaz
inhibitorleri  ile  yapilan tedaviye  yanmittaki  heterojeniteyi  agiklayabilecegi
ongorilmistir(Hecht 2015). Kolorektal kanserlerde oldugu gibi KHDAK olgularinda da
KRAS geninde mutasyon varligi tirozin kinaz inhibitorlerine karsi direng ile
iliskilendirilmistir(Pao 2005, Krypuy 2006). KRAS ve NRAS genlerinin 59, 117 ve 146.
kodonlarinin akciger kanserlerinde ilk kez degerlendirildigi bu ¢alismada, bu bolgelerde
herhangi bir mutasyon tespit edilmemesi, AC kanserlerinde 12., 13. ve 61. kodonlarin
degerlendirilmesinin klinik izlemde ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde yeterli

olacagini gostermektedir.

Mao ve ark. yaptiklar1 bir meta analiz ¢alismasinda 1470 KHDAK'li olgunun
231'inde(%16) KRAS mutasyon varligin1 gostermislerdir. Mutasyon durumu histolojik alt
tiplere gore kiyaslandiginda adenokarsinomlu olgularda(%26) diger histolojik alt tiplere
(%16) gore daha fazla oldugu tespit edilmistir(Mao 2009).
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Sarkar ve ark.’min yaptigi bir caligmada ise 55 KHDAK’li olgunun 10
tanesinde(%18) KRAS geninin 12. kodonunda mutasyon saptanmistir. Mutasyonlarin
tamami1 adenokarsinomlu olgularda(%33) gézlenmis olup Yyalnizca bir mutasyonun kodon
13’te oldugu gozlenmistir. 25 skuaméz hiicreli olgunun ise hi¢ birisinde mutasyon

gozlenmemistir(Sarkar 1995).

Sarkar ve ark. tarafindan yapilan bir baska caligmada ise 16 skuamdz hiicreli
karsinom, 11 adenokarsinom ve 6 biiyiik hiicreli karsinomdan olusan toplam 33 KHDAK
olgusu degerlendirilmis ve 5 olguda(%15,1) KRAS geninde 12. kodonda mutasyon
saptanmistir. Mutasyonlardan 4 tanesinin(%36) adenokarsinomlu olgularda, 1 tanesinin ise
biiyiik hiicreli karsinomda oldugu gozlenmekle birlikte skuaméz hiicreli karsinomlarin hig
birisinde mutasyon tespit edilmemistir. Ayrica adenokarsinomlu olgulardan bir tanesinin
cift mutasyona sahip oldugu gozlenmistir. Mutasyonlarin 5'inin G>C transversiyon
mutasyonu(4' G12R, 1'i G12A), bir tanesinin ise G>A transisyon mutasyonu(G12S)
oldugu tespit edilmistir(Sarkar 2001).

Boch ve ark. tarafindan 552 olgu (254 adenokanser, 186 skuamdoz hiicreli kanser,
79 biiyiik hiicreli kanser, 7 sarkomatoid kanser, 5 adenoskuamoz hiicreli kanser, 21 diger
tipler) ile yapilan ve  KRAS geninin 12 ve 13. kodonlarimin degerlendirildigi calismada 73
tanesi kodon 12'de ve 12 tanesi kodon 13'te olmak tizere toplam 85 vakada(%15) mutasyon
saptanmistir. Mutasyonlarin 67 tanesi(%26,4) adenokanser vakalarinda, 5 tanesi(%2,7)
skuamoz hiicreli olgularda, 11 tanesi(%13,9) biyuk hucreli vakalarda, 2 tanesi (%9,5) ise
diger KHDAK vakalarinda tespit edilmistir. En sik goriilen mutasyon tipinin ise %34
(29/85) orani ile G12C oldugu bildirilmistir(Boch 2013).

Brezilyada yapilmis bir ¢galismada, 206 KHDAK’1i(168 adenokarsinom ve 38 diger)
vakanin 30’unda (%14.6) KRAS mutasyonu tespit edilmis. Mutasyonlarin en sik kodon
12’de G12C(GGT>TGT)(15 olgu, %50) ve G12D(GGT>GAT)(6 olgu, %20) oldugu
belirlenmigtir. Mutasyonlarin 27 tanesi(%16,1) adenokarsinom vakalarinda, 3 tanesi(%7,9)
ise non-adenokarsinom grubunda tespit edilmis olup adenokarsinom ve non-
adenokarsinom histolojik tip karsilastirmasinda KRAS mutasyon varligi agisindan

istatistiksel olarak herhangi bir farklilik gézlenmemis(Bacchi 2012).

Amerika'da yapilan ve 70 KHDAK(47 adenokanser, 11 skuamoz hiicreli kanser, 12
KHDAK) vakasinin degerlendirildigi bir ¢alismada ise 16 vakada(%22.8) KRAS

mutasyonu tespit edilmis. Mutasyonlarin 13 tanesi adenokarsinomlu(%27,7) olgularda, 3
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tanesi ise KHDAK(%33,3) olgularinda gozlenirken, 11 skuamoz hiicreli karsinomu olan
olgularin hi¢ birisinde mutasyon tespit edilmemis. Mutasyonlardan 14'iniin(%20) 12.
kodonda, 2 tanesinin(%2.8) ise 13. kodonda oldugu belirlenmis olup 12. kodonda tespit
edilen mutasyonlarin 10 tanesinin GGT>TGT(G12C), 2 tanesinin GGT>GAT(G12D), 1
tanesinin GGT>GCT(G12A), 1 tanesinin ise GGT>GTT(G12V) seklinde oldugu tespit
edilmis. 13. kodonda tespit edilen her iki mutasyonun GGC>TGC(G13C) doniisiimii
oldugu bulunmustur(Massarelli 2007).

Tam ve ark.'min 215 adenokarsinom ve 15 skuamoz hiicreli karsinomu igeren 241
olgu ile yaptigi bir ¢alismada 215 adenokarsinomlu olgunun 21'inde(%9.8) KRAS
mutasyonu tespit edilmis olmakla birlikte skuaméz hiicreli karsinoma sahip olgularin hig
birinde mutasyon gozlenmemis. Mutasyonlardan 19'unun(%90,5) 12. kodonda, 2
tanesinin(%9.5) ise 61. kodonda oldugu tespit edilmis. Kodon 12'de tespit edilen
mutasyonlardan 9'unun G12C(%4.2), 7'sinin G12V(%3.3), 2'sinin G12D(%0.9) ve 1'nin
G12S(GGT>AGT)(%0.5) mutasyonu oldugu, kodon 61'de saptanan mutasyonlarin ise
1'nin Q61H(CAA>CAC)(%0.5), digerinin Q61L(CAA>CAT)(%0.5) mutasyonu oldugu
belirlenmis (Tam 2006).

Do ve ark." KHDAK!'li 200 olgu(141 adenokarsinom, 24 buytk htcreli karsinom,
10 skuamoz hdcreli karsinom, 25 histolojik olarak siniflandirilamayan) ile yaptigi
caligmada 22 olguda(%11) kodon 12de, 3 olguda(%1,5) ise kodon 13'te olmak (zere
toplam 25 olguda(%12,5) KRAS geninde mutasyon varligin1 gostermislerdir. Ayni
calismada mutasyonlarin histolojik alt tiplere gore dagilimi belirtilmemekle birlikte,
mutasyon tiplerinin detayli analizinde 8'inin(%4) G12C, 7'sinin(%3,5) G12D, 5'inin(%2,5)
G12V, l'inin G12A, 1'inin G12F(GGT>TTT), 2'sinin(%1) G13C ve 1'inin(%0,5) G13V
mutasyonu oldugu bildirilmistir(Do 2008).

Grossi ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada 265 KHDAK'i(%56 skuamoz
hicreli kanser, %44 non-skuam@z hucreli kanser) olgunun 47'sinde(%18) KRAS
mutasyonu saptanmig olup, mutasyonlarin %73 oranda kodon 12'de, %6 oraninda kodon
13'te ve % 21 oraninda ise kodon 61'de oldugu gozlenmistir. Kodon 12'de tespit edilen
mutasyonlarin en G12V seklinde oldugu bildirilmistir. Ozellikle kodon 13 ve 61'de de
yilksek oranda mutasyon bulunmasi skuamdz hiicreli kanser vakalarinda gozlenen

mutasyonlar ile iligkilendirilmistir(Grossi 2003).
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Keohavong ve ark. 127 adenokarsinom, 37 skuamdz hicreli karsinom ve 9
adenoskuamoz karsinom olmak uzere toplam 173 KHDAK!'li olgu ile yaptiklari: ¢aligmada
43 vakada(%24,8) KRAS gen mutasyonu saptamislar. Mutasyonlarin 41 tanesinin(%32)
adenokarsinomlu olgularda, 1 tanesinin(%2,7) skuamdz hicreli, 1 tanesinin(%11) ise
adenoskuamoz hiicreli olguda oldugunu tespit etmisler. Mutasyonlardan 40 tanesinin
kodon 12de, 2 tanesinin kodon 13te ve 1 tanesinin ise kodon 61 de oldugunu

gostermislerdir(Keohavong 1996).

Zhang ve ark.'nn 102 AC kanserli olguda KRAS mutasyon durumunu
degerlendirdikleri ¢alismada, 25 vakada(%24) KRAS geninin 12. kodonunda mutasyon
tespit etmiglerdir. Mutasyon durumunu kanser alt tiplerine gore degerlendirdiklerinde ise
KRAS mutasyonunun skuamoéz hiicreli 40 vakanin 6’sinda(%15), adenokarsinomlu 37
vakanin ise 18’inde(%49) oldugunu tespit etmislerdir. 22 KHAK’li olgununu ise hig
birisinde mutasyon tespit etmemislerdir(Zhang 1995).

KHDAK!'leri ile iligkili ¢aligmalar KRAS mutasyonlarinin en sik adenokarsinom
histolojik alt tipte goriildiigiinii ortaya koymaktadir. Bununla iligkili olarak literatiirde AC
adenokarsinomlarinda KRAS mutasyon durumunu degerlendiren de bir ¢ok calisma

mevcuttur.

Hollanda'da 122 adenokarsinom olgusu ile yapilan bir ¢alismada 46 olguda kodon
12'de, 4 olguda kodon 13'te ve 1 olguda ise kodon 61'de olmak lzere toplam 51
olguda(%42) KRAS mutasyonu tespit edilmis. Mutasyonlarin 24'%niin(%47) G12C,
8'1nin(%16) GI2A, 7'sinin(%14) GI12V, 6'smin(%12) G12D, 1'inin(%2) GI12R,
3'0nin(%6) G13D, 1'inin(%2) G13C ve 1'inin ise Q61H seklinde oldugu bildirilmistir
(Stigt 2013).

Japonyada 411 adenokarsinomlu olgu ile yapilan bir ¢alismada KRAS mutasyon

oran1 %8,5 olarak bulunmustur(Serizawa 2014).

Yapilan ¢aligmalar KHDAK'li olgularda KRAS mutasyon sikliginin %9 ile %25
arasinda degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir. Adenokarsinomlu olgularda ise bu
oranin %10 ile %49 arasinda degistigi goriilmektedir(Mao 2009, Sarkar 1995, Sarkar 2001,
Boch 2013, Bacchi 2012, Massarelli 2007, Tam 2006, Do 2008, Grossi 2003, Keohavong
1996, Zhang 1995, Stigt 2013, Serizawa 2014). Calismamizda genel KRAS mutasyon
orant %31,2 olarak tespit edilmisken hem KHDAK!'li olgulardaki mutasyon orani(%35,4)

hem de adenokarsinomlu olgulardaki mutasyon oran1(%72,7) literatiire gore yiksek olarak
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bulunmustur. Bu durum ¢alismaya dahil edilen toplam hasta sayisinin azlig1 ve 6zellikle
adenokarsinomlu olgularin toplamda kii¢iik bir grubu olustumasi(%17,2) ile ya da
mutasyon analizi i¢in kullanilan yontemin hassasiyeti ile iliskili olabilir. Ayrica bir ¢ok
calismada KRAS geninin yalnizca kodon 12 ya da kodon 12 ve 13 mutasyonlari
degerlendirilmistir, calismamizda ise bazi olgularda diger ¢aligmalarda ¢alisiimayan kodon
61 mutasyonunun varligmin tespit edilmesi de genel mutasyon oranmin literatiire gore

yiiksek ¢ikmasina neden olmus olabilir.

Literaturde 6zellikle skuam6z hucreli AC kanserlerinde KRAS mutasyon durumunu

arastiran az sayida calisma vardir.

Vachtenheim ve ark.n 117 skuamoz hiicreli ve 1 adenoskuamdz hiicreli kanser
olgusunu iceren 141 AC kanserli(19 adenokarsinom, 4 biyuk hicreli karsinom) vaka ile
yaptiklar1 ¢alismada 17 vakada(%12) KRAS mutasyonu tespit etmislerdir. Mutasyonlarin
14inli kodon 12'de, 3"inii kodon 13'te saptamis olup kodon 61'de hi¢ mutasyon
gozlememislerdir. Adenoskuaméz ve skuamoz hiicreli vakalarda tamami kodon 12'de olan
9(%8) mutasyon, adenokarsinomlu olgularda kodon12 ya da 13'te olan 7(%37) mutasyon ,
bliylik hiicreli karsinomda ise kodon 12'de olan 1 mutasyon tespit etmislerdir

(Vachtenheim 1995).

Kenmotsu ve ark.'nin 129 skuamoz(123 olgu) ve adenoskuamoz(6 olgu) hiicreli AC
kanseri olgusu ile yaptigi ¢alismada KRAS geninin 12, 13 ve 61. kodonlar1 ile NRAS
geninin 61. kodonu degerlendirilmis olup 5 olguda(%4) KRAS, 1 olguda(%1)
NRAS(61.kodonda) mutasyon varlig1 gosterilmistir.

KHDAK!leri ile yapilan g¢alismalarda skuaméz hiicreli AC kanserlerinde KRAS
mutasyon sukligi %0-%2,7 oraninda belirtilmistir(Sarkar 1995, Sarkar 2001, Boch 2013,
Massarelli 2007, Tam 2006, Keohavong 1996). Vactenheim ve ark.min g¢alismasinda bu
oranin %8, Kenmotsu ve ark'nin ¢alismasinda %4, Zhang ve ark.'nin ¢alismasinda ise %15
oldugu gosterilmistir(Vachtenheim 1995, Kenmotsu 2014, Zhang 1995). Calismamizda
skuamoz hiicreli AC kanserli olgularda mutasyon orani %22,9 olarak bulunmustur.
Adenokarsinomlu olgulardaki mutasyon orani(%72,7) ile bu oran karsilastirildiginda ise

istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu gozlenmistir (p=0,008).

KRAS gen mutasyonlarinin 6zellikle KHDAK!'lerinde sik goriilmesi nedeniyle
literatiirde KHAK'lerinde bu gendeki mutasyon durumunu degerlendiren ¢alisma sayisi

sinirlidir. Wakuda ve ark.1 57 KHAK'i ve 3 adenokarsinom ile kombine KHAK'i olmak
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tizere toplam 60 olgu ile yaptig1 calismada 1 adenokarsinom ile kombine KHAK olgusunda
GI12D mutasyonu saptamiglardir (Wakuda 2014). Calismamizda 16 KHAK'li olgunun
3'tinde KRAS gen mutasyonu saptanmis olup mutasyonlardan 1 tanesi kodon 12'de
(G12V), diger iki tanesi ise kodon 61 'dedir.

Ayrica kodon 61'de mutasyon saptadigimiz iki olgudan birisinde ¢ift
mutasyon(CAA>CTA ve CAA>CAT) mevcuttur. Sarkar ve ark'nin KHDAK'li 33 vaka ile
yaptiklar1 ¢caligmada adenokarsinomlu 1 olguda 12. kodonda ¢ift mutasyon (GGT>CGT ve
GGT>GAT) gosterilmistir(Sarkar 2001).

Olgularimizda tespit ettigimiz mutasyonlar literatiir ile uyumluydu. En sik KRAS
geninin 12. kodonunda mutasyon tespit edildi. Sarkar ve ark. (2001)tarafindan yapilan
calismada kodon 12'de en fazla G12R mutasyonunu tespit edilmis olmasina ragmen,
caligmalarin ¢ogunda G12C mutasyonu kodon 12'deki en sik mutasyon tipi olarak
belirlenmistir(Bacchi 2012, Masserelli 2007, Do 2008, Stigt 2013). Tam ve ark.(2006)
G12C mutasyonundan sonra 2. siklikta G12V mutasyonu tespit etmislerken, Grossi ve
ark.(2003) ise en sik G12V mutasyonu varligini gostermislerdir. Kodon 12'deki mutasyon
tiirleri degisiklik gostermekle birlikte ¢alismamizda Grossi ve ark.'nin ¢alismasi ile uyumlu

olarak en sik mutasyon tipi G12V dir

Ulkemizde AC kanserlerinde KRAS mutasyon sikligini arastiran galisma sayist
sinirlidir. Vatan ve ark. 34 KHDAK!'li olguda KRAS geninin 12. kodonundaki mutasyon
durumunu degerlendirmisler ve yalmzca 2 olguda (%5,88) mutasyon varligim
gostermislerdir (Vatan 2007). Bircan ve ark.'min 25 KHDAK (14 adenokarsinom, 11
skuamoz hiicreli karsinom)'li olguda KRAS geninin 12 ve 13. kodonlarindaki mutayon
durumunu degerlendirdigi bir ¢alismada ise 5 tanesi kodon 12'de, 1 tanesi kodon 13'te
olmak iizere toplam 6 olguda (%24) KRAS mutasyonu tespit edilmistir. Mutasyonlarin 3
tanesinin adenokarisnomlu olgularda (%21,4), 3 tanesinin ise skuam6z hiicreli olgularda
(%27,3) oldugu gosterilmistir (Bircan 2014). Demirag ve ark.'nin 21 AC kanserli olguda
KRAS geninin 12.kodonunun ilk iki baz ciftinin degerlendirdigi calismada 15 olguda
(%71,4) mutasyon tespit edilmistir. Histolojik alt tiplere gore incelendiginde 11
epidermoid karsinomlu olgunun 7'sinde (%77), 3 adenokarsinomlu olgunun hepsinde
(%100), 3 bronsial karsinomlu olgunun 2'sinde (%66) mutasyon varligini gostermislerdir
(Demirag 2000).Ulkemizde yapilan ¢alisma sayisi sinirhidir KRAS mutasyon sikliginm

degisim gosterdigi goriilmektedir.
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NRAS gen mutasyonlar1 6zellikle hematolojik malignansilerde goriilmektedir ve en
stk 61. kodon etkilenmektedir. AC kanserli hastalarda da 6zellikle kodon 61'de olmak
tizere %0,7 oraninda NRAS mutasyonlar1 bildirilmistir ve AC kanserlerinde KRAS
mutasyonlar1 ile birlikte NRAS mutasyonlarinin da degerlendirildigi bir takim ¢alismalar
mevcuttur(Ohashi 2013, Sasaki 2007). Ancak alismamizda biitce yetersizligi nedeniyle

NRAS geninin 12, 13 ve 61. kodonlarindaki mutasyon durumu degerlendirilememistir.

AC kanseri tanis1 almig 64 olgu ile yaptigimiz ¢alismada KRAS geninin 12,13,61.
kodonlarina ilaveten KRAS ve NRAS genlerinin 59, 117 ve 146. kodonlarindaki mutasyon
durumu da degerlendirildi ancak hi¢ mutasyon tespit edilmedi. Ayrica bu bdélgeler igin
kullanilan primerin dizayni sayesinde 58, 60, 118, 145 ve 147. kodonlarda degerlendirilmis
oldu ve bu bolgelerde de herhangi bir mutasyon goérulmedi. Literatiirde kolorektal
kanserlerde yapilan ¢alismalar mevcut olmakla birlikte, arastirmalarimiza gore AC
kanserlerinde bu kodonlardaki mutasyon durumunu degerlendiren c¢alisma mevcut
degildir(Edkins 2006, Janakiraman 2011, Richman 2011). Kolon kanserlerinde retrospektif
olarak yapilan ¢aligmalarda KRAS 59,61,117 ve 146. ve NRAS 12,13,59,61,117 ve 146.
kodonlar1  degerlendirildiginde hastalarda ek ras mutasyonlarinin mevcudiyeti
gosterilmistir(Van Cutsem 2015). Hatta bu mutasyonlarin kemoterapiye cevapta rolii
olduguna dair veriler elde edilmistir(Douillard 2013). Wang ve ark. 24 KHDAK olgusunda
KRAS geni 12, 13 ve 61. kodonla birlikte 59. kodonu degerlendirdikleri ¢alismada hig
mutasyon tespit etmemisler(Wang 2008). Calismamizda 59,117 ve 146. kodonlarda
mutasyon tespit edilmemesi akciger kanserlerinde bu mutasyonlarin izlenmedigini ve

tedavi agisindan bir direng veya yarar olusturmadigini gostermistir.

AC kanserli olgularda KRAS mutasyonlarinin genis spektrumlu degerlendirildigi
ilk arastirma olan ¢alismamizin daha fazla sayida vaka igeren ¢ok merkezli caligmalar i¢in

bir referans olacagi ve bulgularimizin literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.

67



6.SONUC VE ONERILER

Ras proteinleri, hiicre ylizey reseptorleri araciligiyla olusan sinyal iletiminde en 6nde gelen
aracit molekiillerden birisidir. Ras genlerinde goriillen mutasyonlar nedeniyle onkojenik
aktivasyon bir ¢ok kanser tipinde oldukga sik goriilmektedir. Ras genlerinin spesifik
kodonlarinda goriilen nokta mutasyonlari, intrinsik GTPaz aktivitesi azalmig proteinlerin
olusumuna neden olur ve stirekli aktif halde kalan bu proteinler de sinyal iletim yolaginda

kontrolsiiz hiicre cogalmasini tetikleyerek kanser gelisimine katkida bulunur.

Ras genlerinin olduk¢a stk mutasyona ugradigi kanser tiirlerinden birisi akciger
kanserleridir. Ozellikle KHDAK'lerinde goriilmekle birlikte sikligi ortalama %33
civarindadir ve en sik mutasyona ugrayan gen KRAS genidir. En sik mutasyon goriilen
bolgeler ise 12, 13 ve 61. kodonlardir. Kras mutasyonlar1 goriillen KHDAK’li hastalar
EGFR inhibitérlerine de nova direnclidir. Ginimizde Kras uzerinde uygulanan genetik
incelemeler tedaviye yanitin 6ngoriilmesi ve tedavinin izlenmesinde dnemli bir belirteg
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle literatirde AC kanserli olgularda KRAS genine ve bu
genin 12,13 ve 61. kodonlarina yonelik ¢alismalarin oldukca fazla oldugu fakat KRAS
geninin diger bdlgelerini degerlendiren ve NRAS genine yonelik ¢ok fazla calisma

olmadig1 goriilmektedir.

Bu calisma ile akciger kanserli hastalarda KRAS geninin 12,13 ve 61. kodonlarina
ek olarak KRAS ve NRAS genlerinin 59,117, 146. kodonlarinin da degerlendirilmesi

amaclanmistir ve bulunan sonuglar agsagida 6zetlenmistir.

* Calisma bronkoskopik biyopsi sonucu AC kanseri tanist konulan, histopatolojik alt tipleri
yalnizca gogiis hastaliklart uzmani tarafindan bilinen, 64 olguya ait FFPE doku 6rnegi ile

gergeklestirildi. Calismada mutasyon analizi i¢in Pyrosekans yontemi kullanildi.

* Calismaya dahil edilen olgularin 48'inin(%75) KHDAK'1, 16's1nin(%25) KHAK'i oldugu
belirlendi. KHDAK'li olgularin ise 35'inin(%54,7) epidermoid karsinom, 11'inin(%17,1)
adenokarsinom, 1'inin(%1,6) pleomorfik karsinom, 1'inin(%21,6) buyuk hucreli karsinom

oldugu tespit edildi.

* Olgularin 20'sinde(%31,2) KRAS gen mutasyonu tespit edilmis olup, mutasyon oraninin

literatiirdeki benzer ¢alismalara gore yiliksek oldugu goriildii.

* Tespit edilen mutasyonlarin 17'sinin(%35,4) KHDAK!'li olgularda, 3'Uniin(%18,8)
KHAK' olgularda oldugu belirlendi. Mutasyon oranlar1 karsilagtirildiginda istatistiksel
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olarak anlamli farklilik saptanmadi. KHAK'li olgularda saptanan mutasyonlardan bir

tanesinin 61.kodonda ¢ift mutasyon seklinde oldugu belirlendi.

* KHDAK!'li olgulardaki mutasyon dagilimina bakildiginda 17 mutasyondan 8'inin
adenokarsinomlu olgularda(8/11), 8'inin epidermoid karsinomlu olgularda(8/35), 1
tanesinin ise pleomorfik karsinomlu olguda(1/1) oldugu belirlendi. Adenokarsinomlu
olgulardaki mutasyon oran1(%72,7) ile epidermoid karsinomlu olgulardaki mutasyon
oran1(%22,9) karsilagtirildiginda, adenokarsinomlu olgulardaki mutasyon oraninin
istatistiksel ~olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii(p=0,008). Hem
adenokarsinomlu hem de skuamdz htcreli karsinomlu olgularda tepit edilen mutasyon

oraninin literatiire gore yiiksek oldugu goriildii.

* Mutasyonlarin literatiir ile uyumlu olarak en sik kodon 12'de (15 olgu,%?23,4) oldugu
tespit edildi. Kodon 12'de goriilen 15 mutasyonun en sik (8/15) G12V mutasyonu oldugu
saptanirken, 2'sinin G12D, 2'sinin G12C, 2'sinin G12A ve 1'inin ise G12S mutasyonu
oldugu belirlendi.

* Kodon 12'de mutasyonu olan olgulardan 1 tanesinin aym1 zamanda kodon 61'de de

mutasyona sahip oldugu goriildii.

* Calismaya dahil edilen hi¢ bir olguda KRAS ve NRAS genlerinin 59, 117 ve 146.
kodonlarinda mutasyon tespit edilmedi. Ayrica bu bolgelerin degerlendirilmesi igin
kullanilan primer dizayni sayesinde analiz edilen 58, 60, 118, 145 ve 147. kodonlarda da

mutasyon gozlenmedi.

* Olgularda NRAS geninin 12, 13 ve 61. kodonlarindaki mutasyon durumu biitce

yetersizligi nedeniyle degerlendirilemedi.

Sonug olarak ¢alismamiz AC kanserli olgularda KRAS geninin 12, 13 ve 61. kodonlarina
ilaveten KRAS ve NRAS genlerinin 59, 117 ve 146. kodonlarinin degerlendirildigi ilk
calismadir. KRAS ve NRAS genlerinin 59, 117 ve 146. bolgelerinde herhangi bir
mutasyon tepit edilmemistir. Bu verilerin, hasta sayisinin smirli olmast ve bu alanda
yapilan baska calisma olmamasi nedeniyle, genis serilerle yapilacak c¢ok merkezli

caligmalarla desteklenmesine ihtiyag vardir.
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