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OZET
Kuguk Hucreli Digi Akciger Kanseri Tanili Hastalara Ait Parafin Blok
Kesitlerinde EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, HER2 ve NRAS Gen

Mutasyonlarinin Arastirilmasi

GuUnumuzde kalp damar hastaliklarindan sonra en fazla mortaliteye
sahip olan hastalik kanserdir. Kansere bagl élimlerin énde gelen nedeni ise
Akciger kanseridir ve bu kanser tipinin yaklasik % 85’ini Klguk Hucreli Disi
Akciger Kanseri (KHDAK) olusturmaktadir. Akciger kanserinin sessiz
seyretmesi sebebiyle hastalarin buylik c¢ogunlugu ileri evrelerde fark
edilebilmektedir. ileri evrelerde cerrahi miidahele secenegi azaldigi gibi
kemoterapi ve radyoterapi basarisida son derece duguk olmaktadir ve ayni
kemoterapotik ila¢ uygulanmasina ragmen olgularin farkli yanitlar vermesi
klinisyeni tedavi secenekleri agisindan zorlamaktadir. Son yillarda tUmor
dokusundaki genetik degisikliklerin tespit edilmesi ve bu degisiklikler sonucu
olugsan onkoproteinlere karsi baskilayici molekullerin kullaniimasiyla tedavide
ilerlemeler kaydedilmistir. Olgulardaki genetik degisikliklerin belirlenmesi ve
kisiye 0zel tedavinin olusturulmasi son derece Onemli hale gelmistir.
Ulkemizde Akciger kanseri tani ve tedavisi bati toplumlari baz alinarak
duzenlenmektedir. Turkiye toplumunda genetik degisikliklerin belirlenmesi,
oranlarinin saptanmasi ve korelasyonlarinin ortaya konmasi klinisyene
tedavide yol gosterici olacagi gibi tanida Oncelikleri belileme noktasinda
onemli katki saglayacaktir. Calismamizda KHDAK tanili hastalarin timér
parafin bloklarindan alinan kesitlerde EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, HER2
ve NRAS gen mutasyonlarinin, sikliklarinin ve korelasyonlarinin belirlenmesi
amaclanmistir.

KHDAK tanili hastalara ait parafin blok kesitlerinden “AmoyDx FFPE
DNA Kit” ticari kiti kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapiimigtir. AmoyDx
ticari mutasyon Kkitleri kullanilarak Cobas z (Roche) Gergek Zamanh PCR
cihazinda mutasyonlar belirlenmigtir.

KHDAK tanisi almig toplam 80 olgu calisma kapsamina alinmigtir.
Ogularda Epidermal Blyume Faktori Reseptori (EGFR), Kirsten sigan
sarkoma viral onkogen homologu (KRAS), v-Ras Noéroblastom viral onkogen



homologu (NRAS), v-Raf Murine sarkoma viral onkogen homologu (BRAF),
Fosfatidil inozitol-3-kinaz katalitik alfa polipertid (PIK3CA), insan Epidermal
Blyume Faktor Reseptoria 2 (HER2) mutasyonlari bakimindan arastiriimigtir.
Olgularin 37(%46,2) sinda en az bir mutasyon saptanmistir. Sirasiyla EGFR,
KRAS, BRAF, PIK3CA, HER2 ve NRAS gen mutasyonlari 7(%8,7),
23(%28,7), 1(%1,2), 6(%7,5), 0(%0), 1(%1,2) olarak tespit edilmistir. HER2
geninde mutasyon saptanmamistir ayrica 1(%1,2) olguda KRAS ve PIK3CA
gen mutasyonu birlikteligi gozlenmistir. Bu sonuglar Turkiye toplumunun
literatirde belirtilen bati toplumlarinda arastirilan mutasyonlar agisindan
benzer bir mutasyon profiline sahip oldugunu gostermektedir. Sadece
PIK3CA gen mutasyon orani literaturde belirtilen degerlerin Uzerinde tespit
edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda, Glkemizde KHDAK tani ve
tedavisinde PIK3CA gen mutasyonlarinin daha fazla dikkate alinmasi
gerektigini duslinmekteyiz. Ayrica olgularin 43(%53,7) Unde arastirilan
mutasyonlara rastlanmamigtir. Bu olgulardaki tumor geligimini tetikleyen
molekuler etkenlerin belirlenmesi igin daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: KHDAK; EGFR; KRAS; BRAF; PIK3CA; HER2; NRAS



ABSTRACT

Determination of EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, HER2 and NRAS Gene
Mutations in Parafin Block Sections from Patients Diagnosed with Non-

Small Cell Lung Cancer

Nowadays, cancer is a disease with the highest mortality rate after
cardiovascular diseases. The leading cause of cancer deaths is lung cancer
and %85 of this type of cancer forms of Non-Small Cell Lung Cancer
(NSCLC). The majority of patients can be detected in advanced stages
because of the silent course of lung cancer. In advanced stages surgical
intervention options are reduced as well as chemotherapy and radiotherapy
fail is extremely low, furthermore cases which gives different answers despite
the implementation of same chemotherapeutic drugs is forced the clinician in
terms of treatment options. Improvements have been recorded in cancer
treatment with the identification of genetic changes in tumor tissue and with
the use of repressor molecule against onco-proteins resulting from these
changes in recent years. The identification of genetic changes in cases and
the generation of special personalized treatment have become extremely
important. Diagnosis and treatment of lung cancer in our country are
organized on the basis of Western society. Determining of genetic changes,
detecting of ratio and revealing the correlations in Turkey's society will guide
clinicians in treatment as it would be important in determining the priorities in
diagnosis. In our study, we aimed to determine EGFR, KRAS, BRAF,
PIK3SCA, HER2 and NRAS gene mutations as well as the ratio and
correlation of these mutations in sections which were taken from the paraffin
blocks of tumor of patients with NSCLC.

DNA was isolated from paraffin block sections of patients with NSCLC
by use of commercial “AmoyDx FFPE DNA Kit”. Mutations were determined
using AmoyDx commercial mutation kit with Cobas z (Roche) Real Time
PCR instrument.

Total of 80 patients with a diagnosis of NSCLC were included in this

study. Cases were investigated for Epidermal Growth Factor Receptor



(EGFR), V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS),
neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog (NRAS), v-Raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B (BRAF), phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha (PIK3CA), human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) mutations. In 46,2% of patients had at least
one mutation. Mutations in EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, HER2 ve NRAS
genes were detected as 7(8,7%), 23(28,7%), 1(1,2%), 6(7,5%), 0(%),
1(1,2%) respectively, but no mutation was found in HER2 gene. In addition,
mutations in KRAS and PIK3CA genes were determined in 1,2% of cases.
These results showed that Turkish people has similarity in terms of mutations
in Caucasian people. Only mutations in PIK3CA gene were detected over
given result. We think that mutations in PIK3SCA gene must be well
considered in diagnosis and treatment of NSCLC. Also, no mutation was
found in 43(53,7%) of cases. There is a need to investigate molecular factors

in these cases which stimulate tumor development.

Keywords: NSCLC; EGFR; KRAS; BRAF; PIK3CA; HER2; NRAS
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BOLUM I

1.1 Giris

Akciger Kanseri, sessiz seyretmesi sebebiyle yaklasik %80 ileri
evrelerde teshis edilebilen, en ylksek mortaliteye sahip kanser tipidir.
Yaklagik %50°'si metastatik evrede farkedilebilen Akciger kanseri olgularinin
ancak %5‘ten az1 5 yildan fazla hayatta kalabilmektedir. Kanser biyolojisi,
tanisi ve tedavisinde son yillarda ilerlemeler kaydedilmig, 5 yillik sag kalim
oranini %66’ya yukseltmigtir. Fakat bu gelismelerin Akciger kanserine
yansimasi sinirli kalmis ve 5 yillik sagkalim %17’lere ancak ulasabilmistir.

Her bir kanser molekuler alt tipi, belirli bir genetik degisiklik veya
degisiklikler ile tetiklenmektedir. Akciger kanserinde tUumor olusumuna sebep
olan genetik degisikliklerin belirlenmesi ve bu degisliklerin sonucu olusan
onkoproteinlere karsi spesifik baskilayici molekullerin kullaniimasi tedaviye
ivme kazandirmistir. Kanserden kansere ve kanser alt tipinden alt tipine
farkhlik gosteren genetik degisiklikler Akciger kanserlerinin yaklasik %85 ini
olusturan Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanserinde Ozellikle reseptor tirozin
kinazlarda ve bu reseptorlerin duzenledigi hicre ¢ogalmasi, farklilasma ve
apoptoz gibi temel biyolojik suregleri kontrol eden birgok sinyal ileti yolaginda
kendini gbstermektedir. Ozellikle Ras/ERK yolagi ve PI3K/Akt yolagindaki
genetik degisiklikler tamor gelisiminde onemli bir yer tutmaktadir.

Epidermal Buylume Faktori Reseptori ailesinden olan Epidermal
Blylime Faktoéri Reseptorii (EGFR) ve Insan Epidermal Blylme Faktor
Reseptorid 2 (HER2), birer transmembran tirozin kinaz (TK) reseptorudur,
diferansiyasyon, proliferasyon ve apoptoz gibi hicrede temel biyolojik
surecleri kontrol eden birgok hicre ic¢i sinyal yolagini duzenlemektedir.
EGFR’deki tirozin kinaz domaini ekzon 18-24’u kapsar, bu ekzonlardaki en
yaygin ve dnemli mutasyonlar Akciger kanseri ile iligkilendirilmektedir.

Reseptor tirozin kinazlarin aktive ettigi PI3K/Akt sinyal yolagi tyesi olan
Fosfatidil inozitol kinaz (PI3K) birgok hticre fonksiyonunu reglle eden hucre
sinyal yolaklarinda goérevli ikincil mesajci PIP3’G Uretmektedir. PI3K’'In
katalitik alt birimini kodlayan PIK3CA genindeki mutasyonlar akciger, kolon,

meme, beyin, karaciger ve mide gibi birgcok kanserde gosterilmistir.



Reseptor tirozin kinazlardan gelen sinyallerin transduksiyonunu
saglayan RAS proteinleri kuguk GTPaz (Guanin trifosfataz) protein
ailesindendir. Ras/ERK sinyal yolaginda o6nemli gérev Ustlenen RAS
proteinleri mutasyonlar sonucu devamli aktif kalmaktadir bdylece sinyal iletisi
bozulmakta ve timdr olusumunu tetiklemektedir. RAS proto-onkogeni
mutasyonlari insan kanserlerinde en sik gorulen genetik degisikliklerdendir.
Akciger kanserinde KRAS ve NRAS mutasyonlari gosterilmistir. RAF
izoformlarindan biri olan BRAF, RAS tarafindan asagi yonlu aktive edilen bir
serin-treonin kinazdir. BRAF mutasyonlari Ras/ERK sinyal yolaginda hiper
aktivasyona sebep olarak hucre sagkaliminin ve ¢gogalmasinin artisina sebep
olmaktadir. Akciger karsinomlarininda iginde bulundugu birgok timorde
BRAF mutasyonlari gosterilmigtir.

Akciger kanserlerinin yaklasik yarisinda birlikte goézlenmeyen tek bir
yonlendirici mutasyon oldugunu gosteren galigsmalar yayinlanmistir. KRAS ve
EGFR mutasyonlarinin birliktelik gostermedigi eskiden beri bilinmektedir.
Birliktelik gostermeyen diger mutasyonlar ise ALK, HER2, PIK3CA, BRAF,
ROS-1, AKT1 mutasyonlaridir. Ancak Akciger kanserlerinin yaklasik
yarisinda yonlendirici genetik degisiklikler hentz bilinmemektedir.

Bu calismada KHDAK olgularinda tumor gelisimine sebep olan
Reseptor tirozin kinaz genlerinden EGFR ve HER2 deki mutasyonlar,
PI3K/Akt sinyal yolagindaki PIK3CA genindeki mutasyonlar ve Ras/ERK
sinyal yolagindaki KRAS, NRAS ve BRAF genlerindeki mutasyonlarin
belirlenmesi, siklik ve korelasyonlarinin ortaya konmasi amaclanmistir.
Ulkemizde KHDAK ile ilgili onkogen arastirmalari bir veya birka¢ gen ile
sinirh kalmigtir. Calismamiz Turkiye’de KHDAK'de toplam alti genin bir arada
calisildigi ilk arastirmadir. Ulkemizde KHDAK mutasyon oranlarinin bati
toplumlariyla benzerlik gdsterdigi varsayilmakta ve tedavi yaklasimi buna
gore sekillenmektedir. Mutasyon oranlarinda gésterilebilecek anlamh farklarin
klinisyenlere tani ve tedavide yon verebilecegini, ayni zamanda mutasyon
sikliklari ve korelasyonlarinin belirlenmesi ile de KHDAK hakkinda bilgi

birikimine katkida bulunacagini dusunmekteyiz.



1.2 Genel Bilgiler
1.2.1 Kanser

Hucrelerin kontrolsiz proliferasyonu ve invazyonu ile karakterize bir
hastallk olan kanser tip literatirinde “malign neoplazm” olarak
adlandiriimaktadir. Sigara, radyasyon, kimyasallar, virGsler gibi dis
etkenlerden kaynaklanabilen kanser kigsiye 6zgu faktorler sonucu da ortaya
cikabilmektedir. Bu faktorler birlikte veya tek baslarina kanseri
tetikleyebildikleri gibi hastalik strecini de hizlandirabilmektedirler. Kontrol
disina ¢ikmis hlcre proliferasyonu kontrol altina alinmadigi takdirde élumle
sonuglanmaktadir (1). Hucrelerin kontrolli ¢ogalmasini timor supresor
genler ve proto-onkogenler arasi denge saglamaktadir (1,2). Proto-
onkogenlerin genetik degisiklikler sonucu onkogenlere dénusmesi ve/veya
timor supresor genlerde meydana gelen degisiklikler bu dengeyi bozarak
kontrolsliz cogalmaya ve tumor olusumuna sebep olmaktadir (3).

Dinya genelinde kanser o©Onde gelen hastaliklardan biridir.
GLOBOCAN’In 2012 verilerine gore dlinya genelinde 14,1 milyon yeni kanser

vakasi bildirilmektedir.

® Akciger kanseri
® Meme kanseri
& Kolorektal kanser
W Prostat kanseri
M Mide kanseri
W Karaciger kanseri
W Servikal kanser
w Diger kanserler
Kaynak: GLOBOCAN 2012

Grafik 1:Dunya genelinde kanser tiplerine gore tani oranlari ( Akciger
kanseri %13, Meme kanseri %12, Kolorektal kanser %10, Prostat kanseri
%8, Mide kanseri %7, Karaciger kanseri %6, Servikal kanser %4 ve diger

kanser kanserler %40 )



Dunya genelinde kardiyovaskiler hastaliklardan sonra en fazla
mortaliteye sahip hastalik kanserdir ve GLOBACAN 2012 verilerine gore 8,2

milyon kansere bagl 6lum bildiriimektedir.

Akciger kanseri
Karaciger kanseri
Mide kanseri
Kolorektal kanser

Meme kanseri
Ozofagus kanseri

£ E R KEE EBR

Pankreas kanseri

Diger kanserler
Kaynak: GLOBOCAN 2012

Grafik 2: DUnya genelinde kanser tiplerine gére 6lim oranlari ( Akciger
kanseri %19, Karaciger kanseri %9, Mide kanseri %9, Kolorektal kanser %9,
Meme kanseri %6, Ozofagus kanseri %5, Pankreas kanseri %4 ve diger

kanser kanserler %39 )

Kansere bagh olimler Amerika’da kalp damar hastaliklarindan sonra

ikinci sirada yer almakta ve 6lum sebeplerinin %25’ini teskil etmektedir (4).
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Grafik 3: 2015 ABD Kanser istatistigi (2015 verilerine goére 2005 ile
2011 yillar arasinda kanser tanisi almig 5 yillik sagkalimi basaranlarin orani
%66,5’ler seviyesindedir) (5)



1.2.1.1 Kanserin Geligsim Sureci

Karsinogenez olarak adlandirilan kanser gelisimi gok agsamali bir sureg
olarak nitelendiriimektedir. Radyasyon, virUsler ve kimyasal maddeler gibi
bircok karsinojenler tarafindan hicrede meydana gelen genetik hasar
baslangicta tek basina timér olugsumuna yeterli gelmemektedir. Oncelikle
genetik hasara sahip olan hucrenin  DNA tamiri ve apoptoz gibi
mekanizmalardan kurtularak hayatta kalmasi ve devaminda g¢ogalabilmesi
gerekmektedir. Hayatta kalabilen ve ¢ogalmayi basarabilen anormal hicre
populasyonu dogal segilim ve yeni mutasyonlar sayesinde bulundugu
ortamda avantajli hale gegcmekte ve tumor olusturma yonuande ilerlemektedir.
Bu hducrelerden bazilari yeni mutasyonlar sayesinde c¢ogalma hizlarini
artirarak diger hucreler Uzerinde ustunlik saglamaktadir. Buyuk olgude
sansa bagli olan tumor gelisimi, hiicresel olaylarin kontrolundn birbirine bagli
ve karmasik olmasindan dolay! ¢cok sayidaki mutasyona ihtiyag duymaktadir.
Hucre i¢i birgcok dizenleyici mekanizmayl mutasyonlar sayesinde asabilen
anormal hucreler devamli g¢ogaldiklarindan bu kez de oksijen ve besin
yetersizligi gibi birgok dis sinirlayici unsurlarla yuzlesmekte her karsilastigi

engele karsi ek mutasyonlarla bulundugu zorluktan kurtulabilmektedir (6).

1.2.1.2 Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Cogalma, farkhlasma ve sagkalimi dizenleyen mekanizmalardaki
anormallikler kanser hucresinin karakteristik 6zelliklerini yansitmaktadir.
Normal hicreler c¢ogalmayi baskilayici faktérlere uyarak ¢ogalmasini
durdururken kanser hucreleri sinyallere tepkisiz kalip ¢ogalmaya devam
etmektedir. Diger taraftan normal hicreler c¢ogalabilmek igin blylime
faktorlerine gereksinim duyarken kanser hucrelerin bliyume faktorlerine
gereksinimi ya ¢ok az olmakta ya da kendileri buyime faktori dreterek
devaml ¢cogalma saglamaktadirlar. Ayrica normal hucreler diger hucrelerle
olan temas sinirlarina gore gogalmasini ve hareketini kisitlarken kanser
hicreleri bu temasa tepki vermemektedir Ustelik salgiladiklari proteazlarla
hicre digi matriksi pargalayarak yayilmaya devam etmekte anjiyogenezi

hizlandiran faktorler salgilayarak artan oksijen ve besin ihtiyaglarini
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damarlanma yoluyla kargilayabilmektedir. Kanser hucreleri farklilagmanin
erken asamalarinda kalarak surekli c¢ogalma gOsterebilmekte ve
farkhlasmanin temel &gelerinden biri olan apoptozdan kagabilmektedir.
Normal hucrelerde bulunmayan telomeraz aktivitesi sayesinde sinirsiz
replikasyon yetenegine sahip olan kanser hucreleri bu 6zellikleri sayesinde
o0lumsuz olarak nitelendiriimektedir (7, 8).

Hanahan ve Weinberg on temel 6zellik ile kanser hicresinin fenotipini
tanimlamiglardir. Bunlar;

1. Cogalma sinyallerini surdirme
BuyUme baskilayicilardan kurtulma
immun yikimdan korunma
Replikatif 6limsuzlik saglama
Yangi ile tmor geligimini artirma
Invazyon ve metastazi aktive etme
Damarlanmay: tetikleme

Genom kararsizligi ve mutasyon

© 0o N o o b~ WD

Hucre 6lumune kargi direng

[EEN
=

Hucresel enerjetiklerin duzensizligi (3).

1) Gogalma 2) Bityiime

sinyallerini baskilayicilardan

siirdiirme kurtulma
10) Hiicresel 3) Immiin
enerjetiklerin yikimdan
diizensizligi korunma

9) Hiicre 4) Replikatif
olimiine olumstuzlik
kargi direng saglama
8) Genom 5) Yang ile
kararsiziigi ve tiimor geligimini
mutasyon artirma
7) Damarlanmayi 6) invazyon ve
tetikleme metastazi aktive
etme

Sekil 1: Kanserin ayirt edici 6zellikleri (3).



1.2.1.3 Kanser ve Genetik Yapisi

Ilk kez 1914'te ortaya konan neoplazinin kazanilmis genetik
degisikliklerle olustugu ve tek bir hucreden koken aldigi kavrami deneysel
verilerle desteklenmistir. Genetik degisikliklerin genomun farkli organizasyon
duzeylerinde kendini gostermesi ve Ozellikle mitotik aktiviteyi kontrolden
¢lkarmasi neoplazinin karakteristik 6zelligi olarak nitelendiriimektedir (9,10).

Proliferasyonu ve apoptozu kontrol eden ¢ok sayida ve cesitte gen
bulunmaktadir. Bunlar:

» Proliferasyonda sinyal iletiminden sorumlu proteinleri kodlayan genler,
Kontakt inhibisyonda gorevli hicre komponentlerini kodlayan genler,
Mitotik dongu dizenleyicileri kodlayan genler,

Apoptoz komponentlerini kodlayan genler,

YV V V VY

DNA tamir mekanizmasinda gorevli proteinleri kodlayan genlerdir.
Sporadik veya herediter olmasina bakilmaksizin, kanser genetik bir
hastalik olarak nitelendiriimektedir. Kanseri germ hucrelerinde olusan tek bir
mutasyonla karakterize diger genetik hastaliklardan ayiran temel oOzellik
cogunlukla somatik hiucrelerde olusan ¢ok sayidaki mutasyonun birikmesiyle
olusmasidir. Neoplastik sure¢ kanserle iligkili genlerdeki ilk mutasyon ile
baglamakta ve kanser birgok mutasyonun birikmesiyle ortaya ¢ikabilmektedir.
insan kanserlerinin cok biyiik bir kismi artmis mutasyon hizina sahip
olduklarindan, hicreler genetik agidan kararsizdir. Bazi kanser hicrelerinin
bireysel nukleotidlerini etkileyen bolgesel DNA hatalarini onarma yetenekleri
kusurludur. Bu hucreler, nokta mutasyonlarinin ve kucuk bolgesel DNA dizi
degisikliklerinin birikimine normal hicrelere gére daha fazla egilim gosterirler.
Kanserle iligkili genlerdeki mutasyonlar germ hucrelerinde ortaya cikarsa
sonraki nesillerde neoblastik surecin baglamasina yatkinlik olusmakta ve
tumor olugsumu erken yasglarda kendini gosterebilmektedir (9, 11, 12).

Neoplazinin malign bir yapiya donlisebilmesinde diferesiyasyon sikhgi
onemli bir yer tutmakta karsinojenler ve hucre ici defektler bu sikhigi
artirabilmektedir. Ornegin, Xeroderma Pigmentosum hastaliginda ultraviyole
IsIin etkisiyle mutasyon olugmakta ve DNA tamir mekanizmalari gorevini
yerine getirememektedir. DNA tamir mekanizmalarinda bozulma ve

replikasyon hatalarindan kaynakl kansere yatkinlik gosteren diger genetik
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hastaliklar arasinda Bloom Sendromu ve Fankoni Anemisi gosterilmektedir.
Bu hastaliklarda gen defekti germ hucreleri yoluyla gelecek nesillere
aktariimakta hem farkli kanserler gelisebilmekte hem de kanser gelisme riski
artmaktadir. DNA metabolizmasiyla ilgili bu defektler somatik hicrelerde de
gerceklesebilmekte yeni mutasyonlar yardimiyla diferensiyasyon artarak

kanser gelisim riskini yukseltmektedir (6, 11, 13)

1.2.1.3.1 Kanser Olusumunda Etkili Genler

Kanser; proliferasyon, diferansiyasyon ve sagkalimi denetleyen c¢ok
sayidaki onemli gendeki degisimler ile kendini gostermekte gun gectikge
kesfedilen gen sayisi artmaktadir. Genel olarak kanser gelisiminde énemli 3
ana gen grubu 6ne ¢ikmaktadir (6,7). Bunlar:

1- Onkogenler

2- TUmor supresor genler

3- Stabilite genleri

1.2.1.3.1.1 Onkogenler

Hucrede oOzellikle cogalmay! denetleyen proto-onkogenlerin genellikle
onkojenik virtsler yoluyla mutasyona ugramalari sonucu onkogenler
olugsmaktadir. Proto-onkogenler hucre igin hayati 6neme sahip olduklarindan
baskalasimlari hucrede 6nemli sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir (7).

Hucre membranindan baslayarak sitoplazmaya ve oradan gekirdege
kadar giden karmasik ve ¢ok asamali sinyal iletimi proto-onkogenlerin
kontrolinde ilerleyerek temel biyolojik surecleri duzenlemektedir. Bu kontrol 3
temel noktada fonksiyon gostermektedir. Birincisi, gorevli proteindeki serin,
tirozin ve treonin aminoasitleri ATP’den fosfat grubu transfer ederek fosforile
olmakta konfigurasyonunu degisen proteinler sinyal iletimini saglamaya
yonelik hedef proteinler igin baglanma bdlgeleri olusturarak proteinin kinaz
Ozelligi gostermektedirler. Bunun igin en iyi érnek EGF (Epidermal buyume
faktorl) ailesi gosteriimektedir. EGFR proto-onkogeninin  onkogene
donusmesi 6zellikle Akciger Kanserinde 6nemli bir yer tutmaktadir. ikincisi,

GTPaz ozelligi gosteren RAS  ailesi  proto-onkogenleri  sinyal
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transdiiksiyonunda 6nemli yer tutmaktadir. Uglinclisti ise, hiicre doéngusi
kontroll, gen ekspresyonu ve DNA replikasyonunda gorevli nukleus iginde

yerlesmis olan proteinleri kapsamaktadir (14).

1.2.1.3.1.1.1 Onkogenlerin Aktivasyon Mekanizmalari

Proto-onkogenlerdeki genetik degisiklikler sonucu ortaya c¢ikan
onkogenler asirt  ¢ogalmayr tetiklemektedirler.  Proto-onkogenlerin
onkogenlere donugumu kromozom  yeniden duzenlenmeleri, gen
amplifikasyonlari ve mutasyonlar olmak Uzere U¢ 6nemli mekanizmayla

gerceklesmektedir (15).

Kromozom

ddEE e

¢ _I:..)’ (A
) ’ . \‘; 0
\
Promotor
Proto-onkogen
f c) Kromozomal
translokasyon
b) Gen
5} Nty metssyond amplifikasyonu Asin ekspresyon
[ ¢ .___Ii —~ Iﬁ;
Lo - iﬁ—ﬁl 7( Cbé/
=3 £ Transloke promotor
¢ ﬁ% ==}
Kimerik protein

:E gé/

Transloke gen fragmenti

Sekil 2: Onkogen aktivasyon mekanizmalari

1.2.1.3.1.1.1.1 Nokta Mutasyonlari

insersiyon, delesyon, tek baz degisimi gibi cesitli mutasyon tipleri proto-
onkogenleri onkogenlere donusturmekte 6zellikle tek baz degisimleri Uretilen
proteindeki tek bir aminoasidi degistirerek onemli aktivite degisimine sebep

olmaktadir. Nokta mutasyonlari ¢ogunlukla ras ailesi (KRAS, NRAS ve
9



HRAS) proto-onkogenlerinde gozlenmektedir. Birgok kanserde KRAS
mutasyonlari énemli rol oynamakta ve kotu prognozla iligskilendiriimektedir.
EGFR genindeki delesyon ve insersiyonlar Akciger Kanserinde &6nemli

gOstergeler olarak bilinmektedir (15).

crclAlleT CcTGAGT cralalelT
T Ll | |
cTcArer C©TGGT CTGCGT
insersiyon Delesyon Mokta mutasyonu

Sekil 3: Insersiyon-Delesyon-Nokta mutasyonlari

1.2.1.3.1.1.1.2 Gen Amplifikasyonlari

Normalde belli oranda ifade edilen proto-onkogenler, genin ¢ok sayida
kopyasinin olugsmasi sonucu agiri ifade edilerek neoplaziye neden
olmaktadirlar. Gereginden fazla replikasyon sonucu olugan genin yuzlerce
kopyasini iceren bdlge karyotipte double-minute kromozomlar (DM) veya
homojen olarak boya alan bdlgeler (HSR) olarak nitelendirilir. Bu durum
tumorlerin yaklasik %10’unda ve genelde geg evrelerinde ortaya gikmaktadir.
Ornek olarak néroblastom olgularinda N-MYC gen amplifikasyonu yaklasik

%30 oraninda goézlenmektedir (14,15).

Sekil 4: N-MYC amplifikasyonu ve olusturdugu HSR (FISH)
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1.2.1.3.1.1.1.3 Kromozom Yeniden Duizenlenmeleri

Kromozom dlzeyinde meydana gelen yeniden duzenlenmeler
hematolojik malignitelerde goze carpmakta ve genlerde asiri transkripsiyon
veya flzyon gen olusumuyla asiri aktif fizyon proteini olusumuna sebep
olmaktadir. Asiri transkripsiyon immunoglobulin genlerinin veya T-hucre
reseptor genlerinin bir proto-onkogenin transkripsiyon kontrol bdlgesine
transloke olmasiyla ortaya ¢cikmaktadir. Translokasyon iki gen arasinda parga
degisimi seklinde de olabilmekte ve olusan kimerik gen Urini tamor
gelisimine neden olmaktadir (15). Ornegin, Kronik Miyelositer Lésemide
Ber/Abl fuzyon geni 9. kromozom ile 22. Kromozom arasindaki translokasyon

sonucu ortaya ¢ikmakta ve asiri tirozin kinaz aktivitesi gostermektedir.

Degigmig kromozom 9
Normal Kromozomlarin
kromozom 9 kinlmasi
Degigmig
Normal kromozom 22
kromozom 22 (Ph kromozomu)
(‘ -
(‘ g
1 bor = ! - ™. ber-abl

abl
Sekil 5: 1(9;22) Ber/Abl fizyonu olusumu

1.2.1.3.1.1.2 Onkogen Uriinleri

Blyume faktorleri ve blylume faktort reseptorleri kanserlerde 6nemili bir
yer tutmaktadir. Proliferasyonun baslamasi ve sonlanmasinda kilit 6neme
sahiptirler. Buyume faktor reseptorlerinde bulunan tirozin kinaz domainleri

hicre kontrol mekanizmalarinin aktivasyonunda belirleyici olmaktadir.
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Blyume faktora reseptorleri membran boyunca uzanan reseptor tirozin
kinazlar ve sitoplazmada yer alan tirozin kinaz reseptoru disindakiler olarak
iki gruba ayrilmaktadirlar.

GTPaz aktivitesi olan proteinler ve sitoplazmik serin tirozin kinazlar
olmak Uzere hucre i¢i sinyal iletim faktorleri Snemli onkogen urunleri olarak
islev gormektedirler.

Transkripsiyon faktérler 6nemli onkogen Urdnleridir ve spesifik DNA
dizilerine  baglanarak gen ekspresyonunda duzenleyici bir  rol
oynamaktadirlar.

Hucre o6lumUnun azalmasi, hicre bolinmesi ve blyumesiyle sayisi
artan hicre dongusu faktorleri 6nemli iki kontrol noktasinda hiicre déngusune
katki yapmaktadir. G1 kontrol noktasi ve M kontrol noktasi hiicre déngusi
acisindan ¢ok 6nemlidir ve hiucre dongusu faktoru olan siklin bagimh kinazlar

bu noktalarda kilit role sahiptir (14).

1.2.1.3.1.2 Tumor Supresor Genler

Proliferasyon kontrolt ve inhibisyonunda tumaor supresor genler onemli
rol oynamaktadir. Tumor supresor genlerin her iki alellinde de baskalagim
veya kayip olmasi durumunda islev géremez hale gelmektedirler. Knudsonun
iki vurus hipotezi olarak bilinen bu durum ilk olarak ender bir gcocukluk cagi
tumord  olan retinoblastom hastaliginda gosterilmigti. Rb  geninde
heterozigotlugun kaybiyla hastalik gelismektedir. Homozigot mutant hale
gecis mitoz esnasinda kromozomlarda ayrilamama sonucu kromozomal
delesyonlar, kromozom kayiplari, homolog aleller arasindaki donugum gibi
mekanizmalarla gerceklesmektedir. Germ hicresiyle gelen bir mutant alel
kansere yatkinligi artinrken somatik hucrede meydana gelen diger alellin
kaybiyla kanserlesme tetiklenmis olmaktadir. DNA tamirinde ve apoptoza
yonelmede gorevli bir transkripsiyon faktorini kodlayan p53 timér supresor

geni igcinde ayni durum s6z konusu olmaktadir (7, 9, 16).
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1.2.1.3.1.3 Stabilite Genleri (Caretakers)

DNA’da replikasyon sirasinda olugan hatalari ve mutajenlere bagli
ortaya ¢ikan genetik degisimleri baz g¢ikarma, nukleotit ¢cikarma ve yanlis
eslesme tamiri ile duzeltip genomu stabil tutmada stabilite genleri gorev
almaktadir. Ayrica stabilite genleri kromozom dagilmi ve mitozda olusan
rekombinasyon gibi makro duzeyindeki kontrol surecinde de yer almaktadir.
Stabilite genleri sayesinde mumkin olan en az mutasyonla genom sabit
tutulmaya calisiimaktadir. Bu genlerde meydana gelen defektler diger
genlerdeki defekt oranini artirarak genomik instabiliteye sebep olmaktadir.
Bu iglevin kaybi tumor supresorlerde oldugu gibi genlerin iki alellinde de

meydana gelen defekt ile gerceklesebilmektedir (12)

1.2.1.4 Akciger Kanseri

1.2.1.4.1 Epidemiyoloji

Akciger kanseri gérilme sikligi; dinyada erkek ve kadinlarda %13 ile 2.
sirada iken Ulkemizde erkeklerde %26 orani ile 1. sirada, kadinlarda ise %5
orani ile 5. sirada oldugu bildiriimektedir (5). Kansere bagl dlium agisindan
ise dunyada erkeklerde %28, kadinlarda %26 orani ile 1. sirada
bildiriimektedir (17). Her yil dinya capinda yaklasik 1,6 milyon yeni akciger
kanseri vakasi teshis edilmekte ve yaklasik 1,4 milyon akciger kanserine

bagli 6lum gerceklesmektedir (18)

2015 Akciger 8 i
Kanseri Yeni 221,200 Yeni vakalar

5 Yillik sag kalim
vaka tahmini oram
Yeni kanser oF ;Hk\
vakalan igindeki 13.3% Oliimler
oram

3 17.4%

Kanserinden ] 58 ,040

dlam tahmini

N

NUMBER PER
) PER:

100,

Vakaion tinder 26.8% : 2005-2011

orani

Grafik 4: KHDAK 2015 ABD verileri
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Kanser biyolojisi, tanisi ve tedavisindeki son yillardaki geligmeler 5 yillik
sagkalim oranini %66’ya yukseltmistir. Fakat bu gelismelerin en yaygin
gorulen kanserlerden biri olan akciger kanserine yansimasi sinirl kalmis ve 5

yillik sag kalim %17’lere ancak ulagabilmistir (5).

1.2.1.4.2 Etiyoloji

Tutundn ve tatun Urdnleri kullaniminin akcigerde kansere sebep oldugu
uzun yillardir bilinmektedir. Kanserin akcigerde olugsmasinin sebebi %94
oraninda tutun ve tutun Urdnleri olarak gosteriimektedir. Sigara igenler
icmeyenlere gore 24-36 kat daha fazla Akciger Kanseri riskine sahip
olmaktadir, sigara icmeyip dumanina maruz kalanlarda risk %3,5 civarinda
g6zlenmekte ve bu sebepten Amerika Birlesik Devletlerinde her yil 3000’e
yakin akciger kanseri vakasi gorulmektedir. Sigara kullanicisi olan akciger
kanseri hastalarinda histopatolojik olarak gogunlukla kuglk hucreli akciger

kanseri ve yassi hicreli akciger kanseri gosterilmektedir (7).

Tablo 1: Tutun uriinleri digsinda kalan Akciger kanseri nedenleri

Etiyoloji Aciklama

Inorganik partikiiller, dizel yakit dumani. metal parcalar.

Hava kirliligi iy o

8 radyoniikleid partikiiller.
Radon Gaz Havalandirmasi yetersiz binalar. madenler.
Radyasyon Yiiksek doz maruziveti ile risk artar.

Tiim akciger kanseri olgularin %9-15"inden sorumludur. Asbest.

Mesleki maruziyet o . . 3 o
’ silika, arsenik, krom. vinil kloriir, uranyum en karsinojen olanlari.

Kronik akciger Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH). pnémokonyoz,
hastahklam idiopatik pulmoner fibrozis (IPF). tiiberkiiloz sekeli.
Diisiik karoteonoidler (antioksidan ). yiiksek yagh divet. diisiik viicut
Beslenme . gl diy $
kitle indeksi.
L Birinci derece akrabada akciger kanseri varligi. sigara icmeyen bir
Genetik yatkinhk i §

kiside kanser riskini %2.6 arttirir.

Onkogen ve tiimor | Myc ve ras grubu onkogenler ile retinoblastom \# P53 tiimor
supresor genler supresor gen mutasyonlar akciger kanserinde sik izlenir.
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1.2.1.4.3 Klinik Belirtiler

Akciger kanseri c¢ogunlukla hastalik ileri evrelerde tespit
edilebilmektedir. Bunun sebebi ileri agsamalara gelmeden veya metastaz
yapmadan Once ¢ok az belirti vermesi olarak dusunulmektedir. Akciger
kanserinde belirti ve Klinik bulgular, hastaligin yayilim bdlgesine gore
farklihklar gostermektedir. Siklikla merkezi yerlegsimli timorlerde oksurik

bulgusu 6ne ¢ikmaktadir.

Tablo 2: Akciger kanseri belirti ve bulgularin goriilme sikhigi

Semptom ve bulgular Goriilme sikhg (%)
Okstiriik 45-75
Kilo kayb 46-68
Nefes darlif (dispne) 37-60
Gogiis agrisi (anjina) 27-49
Hemoptizi 27-35
Kemik agris: 25
Comak parmak 20
Ates 15-20
Kas giigstizliigii 10
Siiperior vena kava sendromu 4
Disfaji (yutma giigliigii) 2
Hiriltili solunum 2

1.2.1.4.4 Siniflandirma

Akciger kanserlerinin %85'den fazlasini Kuguk Hucreli Digi Akciger
Kanseri (KHDAK) olustururken geri kalanini (yaklasik %15) ise Kuguk Hucreli
Akciger kanseri (KHAK) olugturur. KHDAK non-skuamdz karsinomlar
(Adenokarsinom, Buyuk Hucreli Karsinom ve diger subtipler) ve skuamoéz
hicreli karsinomlar olarak iki grupta incelenmektedir (19).

Adenokarsinomlar Akciger kanserleri icinde gelismis ulkelerde ilk

siradadir ayrica gen¢ kadin hastalarda ve sigara icmeyenlerde en sik gortlen
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timor tipidir. Dinya Saglik Orgiti (DSO) Adenokarsinomlari 4 ana gruba
ayirmakta; ayrica nadir gorulen varyantlarini tanimlamaktadir. Bu gruplar
Asiner, Papiller, Bronkoalveoler ve Solid tiptir ve genellikle degisen oranlarda
bir arada gorulmektedir. Bronkioloalveoler Karsinomda Ug¢ alt grup Musindz,
Nonmiisindz ve Intermediate form mevcuttur (19).

Skuamé6z  hucreli  karsinom; KHDAK grubunun sik  gorilen
timorlerindendir. Skuamoéz hucreli karsinom alt tipleri olarak Papiller, Seffaf

Hucreli, Kiiglk Hucreli, Bazaloid morfoloji tanimlanmigtir (20).

1.2.1.4.5 Evreleme

Akciger kanserinde tedavi sec¢imi ve prognoz agisindan evrelemenin iyi
yapilmasi tedavi basarisini artirmaktadir. Genellikle fizik muayene, anamnez,
goruntuleme, laboratuvar tetkikleri ve doku o&rneklemesi yapildiginda
hastaligin evresi belirlenebilmektedir. Primer Akciger kanserli olgularda tani
sirasinda TNM evrelendirme sistemi hastaligin anatomik yayginligini
belirleme agisindan dnemli bir rehber olarak kullaniimaktadir. TNM evreleme
sisteminde (T) primer timoérin bayukligund ve yayilimini, (N) bolgesel lenf
nodu tutulumunu ve (M) uzak metastaz varligini ya da yoklugunu
belirtmektedir. T, N, M derecelendirmesi ile hastaligin evresi hakkinda evre |

ila IV arasinda genel tespit yapilmis olmaktadir (21).

Tablo 3: T,N ve M degerlerine gore evre gruplandirmasi

Gizli karsinom TX NO MO
Evre O Tis NO MO
Evre IA Tla, T1lb NO MO
Evre IB T2a NO MO

Tla, Tlb, T2a N1 MO

Evre IIA Tob NO MO

T2b N1 MO

Evre 1IB T3 NO MO

T1, T2 N2 MO

Evre llIA T3 N1, N2 MO

T4 NO, N1 MO

T4 N2 MO

S Herhangi bir T N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N Mla, M1b
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Tablo 4: Primer tumor degerlendirmesi

Primer timoruan degerlendirilememesi/malign hicre varligi ancak

TX
goruntilenemeyen timor
TO | Primer timoér belirtisi yok
Tis | Karsinoma in situ
T1 | Capi <3 cm, lob bronsundan proksimale invazyonu olmayan
Tla | Capi <2 cm
T1b | Cap1 >2 cm fakat <3 cm
Capi1 >3 cm fakat <7 cm ya da karinaya 22 cm uzaklikta ana brons tutulumu,
T2 | visseral plevra invazyonu, hiler bdlgeye uzanan ancak tium akciger
kapsamayan atelektazi
T2a | 3cm < tumor < 5cm
T2b | 5cm < tumor < 7cm
— TUmor > 7cm ya da goégus duvari invazyonu, karinayi tutmayan ama 2 cm’den
daha yakin, tim akcigeri kapsayan atelektazi, ayni lobta ayri timér nodulleri
. Mediasten, kalp, buyik damar, trakea, rekirrens sinir, 6zofagus, karina
invazyonu ya da ayni taraf farkli lobta timaér nodalleri
Tablo 5: Bolgesel lenf nodu degerlendirmesi
Nx | Lenf nodunun degerlendirilememesi
NO | Lenf nodu metastazi yok
N1 | ipsilateral peribronsial ve/veya hiler ve intrapulmoner lenf nodu metastazi
N2 | ipsilateral mediasten ve/veya subkarinal lenf nodu metastazi
N3 | Kontrlateral mediastinal, hiler / supraklavikuler / skalen lenf nodu metastazi
Tablo 6: Metastaz durumunun degerlendirilmesi
Mx | Uzak metastazin degerlendirilememesi
MO | Uzak metastaz yok
i Kargl tarafta ayri timoér nodulleri, plevral nodul veya malign
plevral-perikardiyal sivi
M1b | Uzak metastaz
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1.2.1.4.6 Akciger Kanserinde Genetik Degisiklikler

Akciger kanserinde molekuler markerler hedeflenmis tedavilere yanitta
onemli belirleyiciler haline gelmis ve son zamanlarda hastaya ait tumorde
molekuler patolojiye dayali en iyi tedavi segeneklerinin belilenmesi 6nem
kazanmaya baslamigtir. Her bir kanser molekuler alt tipini, belirli bir genetik
degisiklik veya degisiklikler tetiklemektedir (22). Genetik degisiklikler sonucu
olugan onkoproteinler Tirozin kinaz inhibitorleri, Monoklonal antikorlar gibi
spesifik baskilayici molekdiller ile hedef alinabilmekte ve kanser gelisimindeki
etkinlikleri durdurulabilmektedir. Akciger kanserinde genetik degisiklikler
sonucu olusan mutant Epidermal Buyime Faktori Reseptorlerinin Tirozin
kinaz inhibitorleriyle baskilanmasi hedeflenmis tedavilere en iyi érneklerden
biridir. Diger taraftan bircok kanserde oldugu gibi Akciger kanserinde de
KRAS gen mutasyonu sonucu olusan KRAS onkoproteinlerini baskilayacak
efektif bir baskilayici olmamasi sebebiyle prognoz kotl yonde ilerlemektedir.

Akciger kanserinin buyluk cogunlugunu olusturan Kuguk Hucreli Disi
Akciger Kanserinde tumor dokusunda EGFR, ALK, ROS1 ve HER2 gibi
reseptor tirozin kinaz genlerinde, RAS, RAF ve MEK1 gibi Map Kinaz Sinyal
Yolagi uUyelerinde ve PIK3CA, AKT1 gibi PI3K/Akt sinyal yolagindaki
genlerde  mutasyonlar gbzlenmekte ve bunlar kanserlesme ile
iligkilendirilmektedir.

Epidermal Buylume Faktori Reseptord (EGFR) bir transmembran
tirozin kinaz (TK) reseptorl olarak gorev yapmaktadir. Hucre ¢ogalmasi,
farkhlasma ve apoptoz gibi temel biyolojik strecleri kontrol eden birgok sinyal
iletim yolagini reglle etmektedir. EGFR sinyal yollarindaki anormallikler
onemli kanser etkeni olarak gosteriimektedir (22). EGFR’deki Tirozin Kinaz
domaini ekzon 18-24’u kapsamakta ve bu ekzonlardaki en yaygin ve 6nemli
mutasyonlar Akciger Kanseri ile iligkilendirilmektedir. (23). Bu kinaz domaini
EGFR’nin hicre ici katalitik bdlgesidir ve Gefitinib, Erlotinib gibi tirozin kinaz
inhibitérleri (TKIs) tarafindan hedeflenebilmektedir (23). EGFR Tirozin kinaz
inhibitdrleri EGFR’nin aktivasyonunu 6nleyerek asagdi dogru sinyal yollarinin
aktivasyonunu baskilamakta bdylece upreglle olan proapoptotik sinyal

molekulleri apoptotik yolagin aktivasyonunu saglamaktadir. (24).
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EGF baglanma bolgesi EGF baglanma bolgesi Tirozin kinaz bolgesi Otofosforilasyon bolgesi
— —_— :
Ekzon 2 S 7 3 16 17 18-21 22--24 28
ilag direnciyle ilgili -
mutasyoniar T790M (50%)*
D770_N771 (ins NPG)
D77C N771 (ins SVQ)
D770 _N771(ins G). N771T
) V7691
D781y S768
2 2 (<1%) % 3 (5%) QI B
& =S ~ o~ «© w0 1=
Ekzon 18 I | Ekzon 21
| (niikleotid baglanma ilmegi) Bkzon 19 l Exzon 20 (aktivasyon ilmegi)
G719C AE746-A750 V765A L858R (40-45%) 1
G719S AE746-T751 T783A N8265
G719A AE746-A750 (ins RP) (<1%) AB39T
VEEIM AE746-T751 (ins A/1) K846R
N700D AE746-T751 (ins VA) L86IQ
E709K/Q AE746-5752 (ins A/V) G863D
S720P AL747-E749 (A750P) (40—45%)
(5%) AL747-A750 (ins P)

ilag hassasiyeti ile ilgili
mutasyonlar

AL747-T751
AL747-T751 (ins P/S)
AL747-5752
AL747-752 (E746V)
AL747-752 (P7535)
AL747-5752 (ins Q)
AL747-P753

AL747-P753 (ins S)
AS752-1759

(45%)

Sekil 6: EGFR gen bdlgeleri ve Klinikle ilgili mutasyonlari

TKI

duyarli olmakla birlikte, bazi mutasyonlar TKi direnci ile iliskillendirilmektedir.

KHDAK hastalarinda EGFR ekzon 18-21 mutasyonlarinin gogu

(23-24). Benzer sekilde, v-Kiras2 Kirsten sican sarkoma viral onkogen
homologu (KRAS) gibi genlerdeki mutasyonlar sonucu uretilen aktif proteinler
EGFR sinyal yolagini asagdi yonli aktiflestirmekte ve TKi direncine sebep
olmaktadir (27).

Hucre zarinin sitoplazmik kismina baglanmak igin bir lipid grubu iceren
ve monomerik GTP baglayan GTPazlardan olan RAS proteinleri, RAS gen
ailesinin Uyelerinden Harvey RAS (HRAS), Kristen RAS A ve B (KRAS) ve
noroblastom RAS (NRAS) olmak Uzere 4 fonksiyonel gen tarafindan ifade
edilmektedir. Farkl hicrelerde gorev alan birbirine ¢ok benzer ve korunmus
olan RAS proteinleri mitojenik etkinin yani sira hlicre siklusu kontroliinde de
dolayli olarak rol almaktadir. GDP bagli iken inaktif olan RAS proteinleri
GDP’nin ayrilmasi ve GTP’nin baglanmasiyla aktif hale gec¢cmektedir.
Mutasyonlar sonucu GTP’den ayrilamayan ve surekli aktif kalan mutant RAS
proteinleri kanser olusumunu tesvik etmektedir. RAS proto-onkogeni
mutasyonlari insan kanserlerinde en sik gorulen genetik degisikliklerdendir

(28-31).
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KRAS genindeki 19 mutasyon

_ Ekzon 2 d _ Ekzon 3 # ' Ekzond d
12 13 59 61 117

148
G125 G13C ASST as1K K117N (351A>C) A146T
Gl2D G13D GE1L K117M {351A=T) Al46V
G12C GE1R Al4sP
G12R QB1H (183A>C)
G12v Q61H (1834>T)
G124

NRAS genindeki 13 mutasyon

Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon 4
12 13 (31 146
G12D G13D O61R Al46T
51258 G13R 61K
G12C G13V C61L
Glav QE1H (183A>C)
G124

Sekil 7: KRAS ve NRAS genindeki klinikle ilgili mutasyonlar

RAF izoformlarindan biri olan BRAF, RAS tarafindan asagi yonli
aktive edilen bir serin-treonin kinazdir. RAF ekstraseluler sinyal duzenleyici
kinaz (ERK) i aktive eden mitojen aktive protein kinaz (MAPK)i aktive
etmektedir (32). BRAF mutasyonlari RAS-ERK sinyal yolaginda
hiperaktivasyona sebep olarak hiucre sagkaliminin ve ¢ogalmasinin artisina
sebep olmaktadir (32,33). Akciger karsinomlarinin da iginde bulundugu
birgcok timorde BRAF mutasyonlari gosterilmistir (34, 35, 36).

G-loop AS

Sekil 8: BRAF genindeki klinikle ilgili mutasyonlar
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Klguk Hucreli Disi Akciger Kanserli (KHDAK) hastalarda EGFR
mutasyonu erkeklerden (%13,0) ¢ok kadinlarda (%37,5), sigara i¢genlerden
(%9,0) cok hi¢ sigara icmemiglerde (%50,8), asyali olmayanlardan (%7,9)
cok olanlarda (%29,1) ve diger histolojik alt tiplerden (%2,3) c¢ok
adenokarsinomlu hastalarda (%31,3) g6zlenmektedir. KRAS mutasyonlari
KHDAK hastalarinin %15-30 da gorulmektedir. Skuamo6z hucreli karsinom
hastalarindan ¢ok Adenokarsinomlu hastalarda, hi¢ icmemislerden ¢ok sigara
icenlerde ve Dogu Asyalilardan ¢ok Kafkas kokenlilerde gorilmektedir (36).
Akciger karsinomlarinin %3 Unde Ozellikle sigara icen adenokarsinomlu
hastalarda V-raf murin sarkoma viral onkogen homologu B1 (BRAF) geni
mutasyonlari bulunmaktadir (37-40). BRAF, EGFR ve KRAS mutasyonlari ve
EML4-ALK gen yeniden duzenlenmesi birbirini diglayan unsurlar olarak
dusunulmektedir (40).

HER2 (ErbB-2) EGFR ailesinin bir Uyesi olan bir tirozin kinaz
reseptoriadir ve Akciger Kanserinin de dahil oldugu bazi insan kanserlerinin
patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir (41), KHDAK hastalarinda %2-4
oraninda HER2 mutasyonu saptanmaktadir (42). HER2 mutasyonu sigara
icmemis, kadin hastalarda daha sik gérilmektedir (43). Ozellikle
adenokarsinom alt tipinde goérilen HER2 gen mutasyonu EGFR, ALK ve
KRAS mutasyonlarini karsilikh olarak diglamaktadir.

PIK3CA, fosfatidil inozitol kinaz(PI3K)’'in katalitik alt birimini kodlayan 21
ekzon igeren bir gendir (44). Buyume faktorlerince uyarilan reseptor tirozin
kinazlarin aktive ettigi PI3K bircok hilicre fonksiyonunu reglile eden hicre
sinyal yolaklarinda gorevli ikincil mesajci PIP3 U Uretmektedir (47). Akciger,
kolon, meme, beyin, karaciger ve mide gibi bircok kanser tipinde bu gene ait
gen amplifikasyonlari, delesyonlari ve daha siklikla somatik yanhs anlaml
mutasyonlari tanimlanmigtir (45). Bu mutasyonlar enzimatik fonksiyonda artis
dolayisiyla aktif AKT sinyal iletimi ve artmis onkogenik transformasyona
neden olmaktadir (46). Bu da birgok kanser tipinde mutant PIK3CA’nin
onkogenik aktivite gdstermesine sebep olmaktadir (47).Mutasyonlar sonucu
surekli aktif PI3K/Akt yolagina sebep olan PIK3CA mutasyonlari EGFR tirozin

kinaz inhibitorlerine karsi gelisen ilag direnci ile iligkilendirilmektedir.
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E542K (4.2%)

E545K (4.9%)

E545A (1.2%)

N345K (2.4%) E545Q (0.3%) H1047R (14.9%)
E545G (0.3%) H1047L (2.2%)
Q546R (07%)
Q546P (0.2%)

C420R (1.2%)

Sekil 9: PIK3CA geni domainleri ve klinikle ilgili mutasyonlar

Akciger adenokarsinomlarinin yaklasik %40-55’inde birbirini diglayan
tek bir yonlendirici mutasyon oldugunu gosteren calismalar yayinlanmigtir
(48, 49, 50). KRAS ve EGFR mutasyonlarinin birbirini disladi§i eskiden beri
bilinmektedir. Birbirlerini diglayan diger mutasyonlar ise ALK, HER2, PIK3CA,
BRAF, ROS-1, AKT1 mutasyonlari olarak gosteriimektedir. Ancak
adenokarsinomlarin %40-45’ indeki yonlendirici genetik dedigiklikler hentz

bilinmemektedir.
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BOLUM II
2.1 Gereg ve Yontem
2.1.1 Orneklerin hazirlanmasi

Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Patoloji AD laboratuvar argivindeki KHDAK tanili olgulara ait parafin bloklar
Adnan Menderes Universitesi insan Etik Kurulunun 2014/11 nolu karari ile
kullaniimistir. Laboratuvarda mevcut olan mikrotom aletinde steril mikrotom
bicaklar kullaniimig, 5~10 pym kaliniginda ve iceriginde en az %60 tUmor
dokusu bulunan 0,5~1 cm? alaninda 2-5 kesit alinarak 1,5 ml kapasiteli steril
mikro tuplere aktarilmigtir. Alinan 6rneklerin niteligi ile ilgili bilgilerle birlikte

ornekler Tibbi Genetik AD laboratuvarina teslim edilmistir.

Sekil 10: Mikrotom cihazi

2.1.2 DNA izolasyonu

Parafin blok kesitlerinden DNA izolasyonu “AmoyDx FFPE DNA Kit”
ticari kiti ile gergeklestiriimistir. Kullanilan izolasyon kiti kuru ortamda ve oda
Isisinda (15-25°C) muhafaza edilmistir. DNA kit icerigi Tablo 7 de

gOsterilmisgtir.
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Tablo 7: “AmoyDx FFPE DNA Kit” ticari kiti icerigi

DNA Spin Columns 36 adet
Collection Tubes (2 mL) 72 adet
Centrifugal Tubes (1,5 mL) 72 adet
Buffer DTL 10 mL
Proteinase K Solution 900 pL
Buffer DES 800 uL
Buffer DTB 10 mL
Buffer DW1 (konsantre) 17 ml % 96-100’IUk etanol eklenir. 13 mL
Buffer DW2 (konsantre) 24 ml % 96-100’luk etanol eklenir. 6 mL
Buffer DTE 8 mL

2.1.2.1 DNA izolasyon protokolii

2.1.2.1.1 Deparafinizasyon

Calisma grubu olgularinin parafin kesit 6rneklerinden genomik DNA
izolasyonu i¢in ilk adim olarak deparafinizasyon yapilmistir. Deparafinizasyon
islem basamaklari asagida verilmektedir

. Olgu taplerine 1 ml ksilen eklenip 10 saniye vortekslenir.

. Oda 1sisinda 14000 rpm’de 2 dakika santriftij edilir.

. Doku ¢okelegine dokunmadan supernatant ¢ekilerek atilir.

1
2
3
4. Tup icerisine 1ml %96-100’lUk etanol eklenerek 10 s vortekslenir.
5. Oda isisinda 14000 rpm’de 2 dakika santriflj edilir.

6. Doku ¢Okelegine dokunmadan steril pipetler ile supernatant atilir.

7. Tlpun kapagl agcillarak tum etanol igeriginin ortamdan

uzaklastigindan emin olana kadar en az 10 dakika oda isisinda inkube edilir.

2.1.2.1.2 Parafin Kesitten DNA izolasyon Protokoli

KHDAK tanili olgulara ait deparafinize edilmis 6rneklerinden genomik
DNA izolasyonu basamaklari agagida verilmigtir.
1. 180 uL Buffer DTL ve 20 uL Proteinaz K érnek tlpune eklenir.
2. 56°C’de 1 saat devamli karigtinlarak inkuibe edilir.
3. 10 pL Buffer DES eklenip karisim 1 saat 90°C’de inkube edilir.
4. 2 uyL RNase A eklenerek 5 dakika oda isisinda inkibe edilir.
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5. 200 pL Buffer DTB ve 200 pyL %96-100’luk etanol eklenir.

6. 5-10 sn spinin ardindan tum lizat 2ml’'lik collection tlpu igerisine
yerlestiriimis olan DNA Spin Column filtresine aktarilir ve kapagi kapatilip
8000 rpm’de 1 dakika santrifuj edilir.

7. Collection tip dokulip DNA Spin Column tekrar yerlestirilir.

8. 600 ml Buffer DW1 eklenip 8000 rpm’de 1 dakika santrifdj edilir.

9. Collection tlip dokulip DNA Spin Column tekrar yerlestirilir.

10. 600 ml Buffer DW2 eklenip 8000 rpm’de 1 dakika santrif(ij edilir.

11. Collection tlp yenisiyle degistirilir.

12. 14000 rpm’de 3 dakika santrifuj edilir.

13. DNA Spin Column 1,5 ml’lik steril mikro tipe aktarilr

14. 30~100 uL Buffer DTE filtrenin tam ortasina pipetlenir.

15. 5 dakika beklenip tupler 14000 rpom’de 1 dakika santrifuj edilir.

16. Santriflj sonrasi DNA Spin Column atilir ve igcerisinde DNA bulunan
steril mikro tupun kapagi kapatilarak olgim ve kalite kontroll yapilacak

zamana kadar -20°C’de buzdolabinda saklanir.

2.1.3 DNA miktarinin belirlenmesi ve kalite kontrolii

izolasyon sonucu elde edilen DNA &rneklerinin konsantrasyon ve
safliklari 260 / 280 dalga boylarinda absorbans degerlerinin dl¢iimesiyle
belirlenmistir. Olctimler her bir érnekten 2ul kullanilarak Nanodrop 2000,
Thermo Scientific aletinde gerceklestirilmistir. izole edilen DNA'larin saflig
260 ve 280 nm'deki absorbanslarinin orani ile kontrol edilerek, 260/280

absorbans oraninin 1,8-2,0 olanlar galismaya alinmistir.

2.1.4 Gergek Zamanh PCR agsamasi

Gergek Zamanli PCR calismasi Cobas z 480 (ROCHE) cihazinda
AmoyDx EGFR 29 Mutation Detection Kit, AmoyDx KRAS Mutation Detection
Kit, AmoyDx BRAF V600 Mutations Detection Kit, AmoyDx PIK3CA Five
Mutations Detection Kit, AmoyDx HER2 Mutation Detection Kit ve AmoyDx
NRAS Mutation Detection Kit ticari kitleri kullanilarak gergeklestiriimistir.
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2.1.4.1 Dedekte edilen mutasyonlar

EGFR, KRAS, NRAS, BRAF, HER2 ve PIK3CA genleri igin aragtirilan

mutasyonlarin listesi Tablo 8 — 13 te gosterilmistir.

Tablo 8: EGFR geni i¢in arasgtirilan mutasyonlar

E746_A750del (1) | L747_P753>S L747_T751>S L858R
E746_A750del (2) | L747_A750>P L747_T751del L861Q
E746_T751>l L747_T751>Q L747_T751>P G719A
E746_T751del L747_E749del T790M G719S
E746_T751>A L747_T751del S768I G719C
E746_S752>A L747_S752del | V769 _D770insASV
E746_S752>V L747_A750>P | D770 _N771linsG
E746_S752>D L747_P753>Q H773_V774insH
Tablo 9: KRAS geni igin arastirilan mutasyonlar
G12D G12A Gilz2v G12R Gl2C
G13C G13D AS9T Q61K (181 C>A) Q61K(182 A>T)
Q61R Al46V A146T Q61H(182 A>C) Q61H(182A>T)
G12s Al46P K117N(351 A>C) K117N(351 A>T)
Tablo 10: NRAS geni i¢in arastirllan mutasyonlar
G12D | G12C | GI2A | G13D | Gl2Vv | GI13R | G12S | G13V
Q61H Q61R Q61K Q61L
A59D K117N(351 A>C) | K117N(351 A>T) A146T

Tablo 11: BRAF geni igin arastirilan mutasyonlar

VG00E1 (1799T>A)

V600E2 | V600K

V600E1L (1799GT>AA)

V600D1 | V600D2

Tablo 12: HER2 geni igin arastirilan mutasyonlar

A775 _G776insYVMA (2325 2326 ins12 (tacgtgatggct))

A775 _G776insYVMA (2324 2325 ins12 (atacgtgatggc))

M774_A775insAYVM | P780_Y781insGSP | G776>VC
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Tablo 13: PIK3CA geni igin arastirllan mutasyonlar

H1047R H1047L ES542K

E545K

E545D

2.1.4.2 Mutasyon kit icerikleri

EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, NRAS ve HER2 gen mutasyon Kiti

icerikleri asagida Tablo 14-19 da gOsterilmistir.

Tablo 14: AmoyDx EGFR 29 Mutation Detection Kit icerigi

19-Del Reaction Mix 1000 L
L858R Reaction Mix 1000 pL
T790M Reaction Mix 1000 pL
Insertion Reaction Mix 1000 L
G719X Reaction Mix 1000 puL
S768I Reaction Mix 1000 pL
L861Q Reaction Mix 1000 pL
External control Reaction Mix 1000 pL
EGFR Taq Polymerase 85 uL
EGFR Mixed Standart 500 pL

Tablo 15: AmoyDx KRAS Mutation Detection Kit igerigi

KRAS19 Reaction Mix 1 1200 puL
KRAS19 Reaction Mix 2 1200 pL
KRAS19 Reaction Mix 3 1200 pL
KRAS19 Reaction Mix 4 1200 pL
KRAS19 Reaction Mix 5 1200 pL
KRAS19 Reaction Mix 6 1200 pL
KRAS19 Reaction Mix 7 1200 L
KRAS19 Reaction Mix 8 1200 pL
KRAS19 Reaction Mix 9 1200 pL
KRAS19 Reaction Mix 10 1200 pL
KRAS19 Reaction Mix 11 1200 pL
External Control Reaction Mix 1200 L
Enzyme Mix 140 pL
Positive Control 1000 L
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Tablo 16: AmoyDx NRAS Mutation Detection Kit igerigi

NRAS Reaction Mix 1 1100 pL
NRAS Reaction Mix 2 1100 puL
NRAS Reaction Mix 3 1100 pL
NRAS Reaction Mix 4 1100 pL
NRAS Reaction Mix 5 1100 pL
NRAS Reaction Mix 6 1100 pL
NRAS Reaction Mix 7 1100 puL
NRAS External Control Reaction Mix 1100 pL
NRAS Enzyme Mix 85 uL
NRAS Positive Control 500 pL

Tablo 17: AmoyDx BRAF V600 Mutations Detection Kit igerigi

V600 Reaction Mix 1150 pL
BRAF Taq DNA Polymerase 20 pL
BRAF Mixed Standart (PC) 250 pL
Tablo 18: AmoyDx HER2 Mutation Detection Kit icerigi
HER2 Reaction Mix 1 1100 pL
HER2 Reaction Mix 2 1100 pL
HER2 Reaction Mix 3 1100 pL
HER2 Enzyme Mix 30 pL
HER2 Positive Control 250 uL

Tablo 19: AmoyDx PIK3CA Five Mutations Detection Kit igerigi

H1047R Reaction Mix 650 L
H1047L Reaction Mix 650 uL
E542K Reaction Mix 650 uL
E545K Reaction Mix 650 uL
E545D Reaction Mix 650 pL
PIK3CA External Control Reaction Mix 650 pL
PIK3CA Tag DNA Polymerase 50 pL
PIK3CA Mixed Standard 250 pL
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2.1.4.3 PCR karigimlari

EGFR gen mutasyonlari icin PCR karigimlari Tablo 20 de gdsterilmistir.

Tablo 20: EGFR gen mutasyonlari igin PCR karigimi

Reaktifler Miktar

Reaksiyon Karisimi (reaksiyon kuyucugu basina) 17,50 pL
EGFR Taq DNA polimeraz (reaksiyon kuyucugu bagsina) 0,15 uL
Toplam 17,65 pL

Tum reaksiyon karisimlari ayri tiplerde olmak Uzere toplam 8 karigim
hazirlanir ve her karisim miktari; hasta sayisi, EGFR Mixed Standart, negatif
kontrol dikkate alinarak belirlenir. Tium reaksiyon karisimlari reaksiyon
kuyucuklarina 17,65 pL olacak sekilde dagitiir. Her hasta icin DNA
orneginden 2,35 uL ( konsantrasyonu 3-6ng/uL olacak sekilde dilie edilerek)
alinip her bir reaksiyon karisiminin bir kuyucuguna eklenir. Her reaksiyon
karigsiminin bir kuyucuguna 2,35 pL Mixed standart, bir kuyucuguna 2,35 uL
DNase-free su eklenir.

KRAS gen mutasyonlari icin PCR karisimi Tablo 21 de gdsterilmigtir.

Tablo 21: KRAS gen mutasyonlari icin PCR karigimi

Reaktifler Miktar

Reaksiyon Karigimi (reaksiyon kuyucugu basina) 17,50 pL
KRAS Enzim Karisimi (reaksiyon kuyucugu basina) 0,15 uL
Toplam 17,65 pL

Tum reaksiyon karisimlari ayr tiplerde olmak Uzere toplam 8 karisim
hazirlanir ve her karigsim miktari; hasta sayisi, negatif kontrol, pozitif kontrol
dikkate alinarak belirlenir. Tum reaksiyon karigimlari reaksiyon kuyucuklarina
17,65 pL olacak sekilde dagitilir. Her hasta icin DNA orneginden 2,35 pL
(konsantrasyonu 3-6ng/uL olacak sekilde dilie edilerek) alinip her bir
reaksiyon karisiminin bir kuyucuguna eklenir. Her reaksiyon karigiminin bir
kuyucuguna 2,35 yL Mixed standart, bir kuyucuguna 2,35 uL DNase-free su

eklenir.
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NRAS gen mutasyonlari icin PCR karigsimi Tablo 22 de gosterilmistir.

Tablo 22: NRAS gen mutasyonlari icin PCR karigimi

Reaktifler Miktar

Reaksiyon Karisimi (reaksiyon kuyucugu basina) 17,50 pL
NRAS Enzim Karisimi (reaksiyon kuyucugu bagina) 0,15 uL
Toplam 17,65 uL

Tum reaksiyon karisimlari ayri tiplerde olmak Uzere toplam 8 karisim
hazirlanir ve her karisim miktari; hasta sayisi + negatif kontrol + pozitif
kontrol dikkate alinarak belirlenir. TUm reaksiyon karisimlari reaksiyon
kuyucuklarina 17,65 uL sekilde dagitilir. Her hasta igin DNA 6rneginden 2,35
ML (konsantrasyonu 3-6ng/uL olacak sekilde dilie edilerek) alinip her bir
reaksiyon karisiminin bir kuyucuguna eklenir. Her reaksiyon karigiminin bir
kuyucuguna 2,35 uL Mixed standart, bir kuyucuguna 2,35 yL DNase-free su
eklenir.

BRAF gen mutasyonlari icin PCR karigsimi Tablo 23 te gosterilmistir.

Tablo 23: BRAF gen mutasyonlari igcin PCR karigimi

Reaktifler Miktar

V600 Reaksiyon Karigimi (reaksiyon kuyucugu basina) 17,5 uL
BRAF Taq DNA Polimeraz (reaksiyon kuyucugu basina) 0,2 uL
Toplam 17,7 uL

Reaksiyon karisimi reaksiyon kuyucuklarina 17,7 pL olacak seklinde
dagitiir. Her hasta icin DNA 6rneginden 2,5 pyL (konsantrasyonu 2-15 ng/uL
olacak sekilde seyreltilerir ve bir reaksiyon kuyucuguna eklenir. Reaksiyon
karisiminin  bir kuyucuguna 2,5 uL BRAF Mixed Standart (PC), bir
kuyucuguna 2,5 uL DNase-free su eklenir.

HER2 gen mutasyonlari icin PZR karigimi Tablo 24 te gosterilmigtir.
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Tablo 24: HER2 gen mutasyonlari icin PCR karigimi

Reaktifler Miktar

Reaksiyon Karisimi (reaksiyon kuyucugu basina) 35 uL
HER2 Enzyme Karisimi(reaksiyon kuyucugu bagina) 0,3 L
Toplam 35,8 uL

Tam reaksiyon karigimlari i¢in bir karigsim, toplam 3 karisim hazirlanir
ve her karisim miktari; hasta sayisi, negatif kontrol, pozitif kontrol dikkate
alinarak belirlenir. Tum reaksiyon karigimlari reaksiyon kuyucuklarina 35,8
ML olacak sekilde dagitiir. Her hasta icin DNA oOrneginden 5 pL
(konsantrasyonu 2-3ng/uL olacak sekilde dilie edilerek) alinip her bir
reaksiyon karisiminin bir kuyucuguna eklenir. Her reaksiyon karigiminin bir
kuyucuguna 5 pL DNase-free su ve bir kuyucuguna 5 pL pozitif kontrol
eklenir.

PIK3CA gen mutasyonlari igcin PCR karisimi Tablo 25 te gosterilmigtir.

Tablo 25: PIK3CA gen mutasyonlari icin PCR karigimi

Reaktifler Miktar

Reaksiyon Karisimi (reaksiyon kuyucugu basina) 20,0 uL
PIK3CA Tag DNA Polimeraz (reaksiyon kuyucugu basina) 0,2 uL
Toplam 20,2 yL

Tum reaksiyon karisimlari ayri tuplerde olmak Uzere toplam 8 karisim
hazirlanir ve her karisim miktari; hasta sayisi + PIK3CA Mixed Standard +
negatif kontrol dikkate alinarak belirlenir. TUm reaksiyon karigimlari reaksiyon
kuyucuklarina 20,2 uL olacak sekilde dagitilir. Her hasta igin DNA
orneginden 5 L (konsantrasyonu 10-15ng/uL olacak sekilde diltie edilerek)
alinip her bir reaksiyon karisiminin bir kuyucuguna eklenir. Her reaksiyon
karigsiminin bir kuyucuguna 5 yL PIK3CA Mixed Standard, bir kuyucuguna 5
pL DNase-free su eklenir.
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2.1.4.4 PCR protokolleri

EGFR, KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA ve HER2 genleri icin PCR

protokolu tablo 26 ve tablo 27 de 6zetlenmisgtir.

Tablo 26: EGFR, KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA genleri PCR protokoli

Asama Isi Sure Siklus
1 95°C 5 dakika 1
95°C 25 saniye
2 64 °C 20 saniye 15
72°C 20 saniye
93°C 25 saniye
3 60°C 35 saniye (Veri toplama) 31
72°C 20 saniye
Tablo 27: HER2 geni PCR protokolii
Asama Isi Sure Siklus
1 95°C 5 dakika 1
95°C 25 saniye
2 64 °C 20 saniye 15
72°C 20 saniye
93°C 25 saniye
3 60°C 35 saniye (Veri toplama) 28
72°C 20 saniye

2.1.4.5 Verilerin analiz yontemleri

PCR esnasinda mutasyon bdlgelerine ve kontrol bdlgelerine spesifik
Tagman problarinin florasan 1gimalar (FAM,HEX/VIC) detekte edilir. PCR

sonunda her kuyucuk igin bir Ct (cycle threshold) dederi belirlenir. Hastaya ait

DNA'nin bulundugu kuyucuktaki Ct degeri negatif kontrol, pozitif kontrol,

standartlar ve eksternal kontroller dikkate alinarak degerlendirilir. ACt cut-off

degeri olguya ait internal kontrol ile olguya ait hedef mutasyon Ct degerinin
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mutlak farki olarak degerlendirilir. Fark belirtilen degerden kuguk ise pozitif

blayuk ise negatif olarak degerlendirilir. Analiz sonunda hastaya ait 6rnekte

mutasyon var veya yok seklinde kalitatif bir sonug¢ elde edilir. Analizler

internet Uzerinden on-line analiz yazilimi kullanilarak yapilir.
EGFR, KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA ve HER2 genleri icin mutasyon

analizleri tablo 28-33 te gosterilmistir.

Tablo 28: EGFR geni mutasyon analizi

Mutasyon 19-Del | L858R | T790M | Insersiyonlar | G719X | S768| | L861Q
Kuvvetli | Mutant | o oc | 1 <06 | ct<26 Ct <26 Ct<26 | Ct<26 | Ct<26
Pozitif Ct

< < < < < <
. Mutant | 26 < Ct 26 < 26 < 26 < Ct <29 26 < 26 < 26 <
Zayif Ct <29 Ct<29 | Ct<28 Ct<29 | Ct<29 | Ct<29
pozitif | ACt 12 11 7 9 7 8 8
cut-off
Negatif | Mutant Ctz Ctz Ctz Ctz Ctz
> >
Ct = 29 28 Ctag 29 29 29
Tablo 29: KRAS geni mutasyon analizi

Mutasyon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Kuvvetli | Mutant | Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct
Pozitif Ct <26 | <26 | <26 | <26 | <26 | <26 | <26 | <26 | <26 | <26 | <26

Mutant 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26
Zavif Ct <SCt|<Ct|<Ct|=sCt|=sCt|=sCt|=<Ct|=sCt|=sCt|=Ct|=cCt
){ . <28 | <29 | <28 | <29 | <29 | <28 | <29 | <29 | <29 | <29 | <29
pozitif ACt
9 10 11 10 9 10 9 10 9 10 9
cut-off
Neqatif Mutant | Ct=2 | Ct=2 | Ct=2 | Ct=2 | Ct=z |Ct=2 | Ct=2 | Ct=2 | Ct=z | Ct= | Ct=
9 Ct 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29
Tablo 30: NRAS geni mutasyon analizi
Mutasyon 1 2 3 4 5 6 7
K;(;’;'iztf" Mutant Ct | Ct<26 | Ct<26 | Ct<26 | Ct<26 | Ct<26 | Ct<26 | Ct<26
26<Ct | 26<Ct | 26<Ct | 26<Ct | 26<Ct | 26<Ct | 26 <Ct
. Mutant Ct
Zayif <28 <29 <29 <29 <28 <29 <29
pozitif ACt cut- 9 10 10 11 9 11 9
off
Negatif | Mutant Ct | Ct=28 | Ct=229 | Ct=229 | Ct=29 | Ct=28 | Ct=29 | Ct=29
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Tablo 31: BRAF geni mutasyon analizi

Mutasyon V600
Kuvvetli Pozitif Mutant Ct Ct <26
Mutant Ct 26 < Ct <28
Zayif pozitif
ACt cut-off 9
Negatif Mutant Ct Ct=28
Tablo 32: HER2 geni mutasyon analizi
Mutasyon 1 2 3
Kuvvetli Pozitif Mutant Ct Ct <25 Ct <26 Ct <25
Mutant Ct 25 < Ct <28 26 < Ct <29 25 < Ct <29
Zayif pozitif
ACt cut-off 11 12 12
Negatif Mutant Ct Ct=28 Ct=29 Ct=29
Tablo 33: PIK3CA geni mutasyon analizi
Mutasyon H1047R H1047L E542K E545K E545D
Kuvvetli
" Mutant Ct Ct <25 Ct <26 Ct <25 Ct <26 Ct <26
Pozitif
U & 25<Ct 26 < Ct 25 < Ct 26 < Ct 26 < Ct
Zayif <28 <29 <29 <29 <29
pozitif
ACt cut-off 11 12 12 12 12
Negatif Mutant Ct Ct=28 Ct=29 Ct=29 Ct=29 Ct=29

Calisma sonucu elde edilen Eksternal Kontrol, internal kontrol, Pozitif

olgu 6rnegi, Negatif olgu 6rnegdi, Grup ¢alisma toplu gorintist ve Cobas z

Gergek zamanli PCR cihazi Sekil 10-15’te gosterilmektedir.
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Sekil 13: Mutasyonu olmayan olgu érnegi
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Sekil 14: Mutasyonu olan olgu érnegi

36



BEET|

7867

7067

B267|

5467

Fluorescence (465-518)

1 2 3 4 5 6 7 8 a1n111'21‘31115151'::,1?“1'52132'1zzzaétzhzbz’rznzs:é:jl32333435
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Sekil 16: Gergcek zamanl PCR cihazi
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BOLUM Il

3.1 Bulgular

Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesinde
2013 ve 2014 yillarinda Kuguk Hucreli Disi Akcigeri tanisi almis toplam 80
olgu calisma kapsamina alinmistir. Olgularin 68’i erkek (%85) ve 12’si
kadindir (%15). Olgularin cinsiyet orani grafik 5’te gdsterilmigtir.

Grafik 5: Olgularin cinsiyet orani

Olgularin 71’i (%89) denokarsinom 9u (%11) adenokarsinom diginda
kalan alt tiplere dahildir. Olgularin KHDAK alt tipine gére oranlari Grafik 6’ da

gosterilmisgtir.

Grafik 6: Olgularin KHDAK alt tipine gore oranlari
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Olgularin ortalama yasi erkeklerde 62, kadinlarda 64’tir. Toplam
ortalama yas 63 tiar. Olgularin KHDAK tanisi aldiklari yaslara ve
cinsiyetlerine goére 10’ar yillik gruplar halindeki sayilari Grafik 7’de

gOsterilmigtir

40
35 34
30
25
20 B ERKEK
15 14 13 mKADIN
10
5
5 i 2 4 2 11
0 = —

30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89

Grafik 7: Olgularin tani alma yaslari

KHDAK tanisi aldiklarinda olgularin 47’si sigara kullanicisi, 22’si
birakmis ve 11’i hig sigara igmemis olarak kaydedilmistir. Olgularin sigara

kullanim oranlari Grafik 8'de gosterilmistir

= Kullanici = Hi¢ kullanmamis = Birakmis

Grafik 8: Olgularin sigara kullanim oranlari
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2015 yil Mayis ayi itibariyle hayatta olan ve vefat eden olgularin
oranlari Grafik 9'da gosterilmigtir.
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Grafik 9: Olgulardaki sag kalim oranlari

Olgulara calisma esnasinda verilen olgu numaralari, cinsiyetleri,
Akciger Kanseri alt tipi, yaslari ve arastirilan gen mutasyonlari Tablo 28 de
verilmistir. Arastirilan gende mutasyonun varhgr (Mut) kisaltmasi ile

mutasyon olmamasi durumu (wt) Yabanil tip kisaltmasiyla verilmigtir.

Tablo 34: Olgularda demografik 6zellikler ve tespitedilen mutasyonlar

Sira | Olgu NO | CINSIYET ALT TiP YAS
1 60 ERKEK | ADENOKARSINOM | 32
2 13 ERKEK | ADENOKARSINOM | 35
3 73 ERKEK | ADENOKARSINOM | 35
4 47 ERKEK | ADENOKARSINOM | 38
5 36 ERKEK | ADENOKARSINOM | 48
6 24 ERKEK | ADENOKARSINOM | 49
7 3 ERKEK | ADENOKARSINOM | 50
8 59 ERKEK | ADENOKARSINOM | 51
9 19 ERKEK | ADENOKARSINOM | 55
10 26 ERKEK | ADENOKARSINOM | 55
11 76 ERKEK | ADENOKARSINOM | 55
12 77 ERKEK | ADENOKARSINOM | 55
13 74 ERKEK | ADENOKARSINOM | 56
14 7 ERKEK | ADENOKARSINOM | 57
15 14 ERKEK | ADENOKARSINOM | 57
16 27 ERKEK | ADENOKARSINOM | 57
17 65 ERKEK | ADENOKARSINOM | 57
18 22 ERKEK | ADENOKARSINOM | 58
19 31 ERKEK | ADENOKARSINOM | 58
20 53 ERKEK | ADENOKARSINOM | 60
21 29 ERKEK | ADENOKARSINOM | 61
22 37 ERKEK | ADENOKARSINOM | 61
23 51 ERKEK | ADENOKARSINOM | 62
24 78 ERKEK | ADENOKARSINOM | 62
25 10 ERKEK | ADENOKARSINOM | 63
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26 18 ERKEK | ADENOKARSINOM | 63

27 25 ERKEK | ADENOKARSINOM | 63

28 | 69 ERKEK | ADENOKARSINOM | 63 | Mut |
29 79 ERKEK | ADENOKARSINOM | 63

30 9 ERKEK | ADENOKARSINOM | 64

31 32 ERKEK | ADENOKARSINOM | 64

2| 43 ERKEK | ADENOKARSINOM | 64 m
33 50 ERKEK | ADENOKARSINOM | 64

34 16 ERKEK | ADENOKARSINOM | 65

35 6 ERKEK | ADENOKARSINOM | 66

36 12 ERKEK | ADENOKARSINOM | 66

37 52 ERKEK | ADENOKARSINOM | 66

38 4 ERKEK | ADENOKARSINOM | 68 | Mut |
39 8 ERKEK | ADENOKARSINOM | 68

40 30 ERKEK | ADENOKARSINOM | 68

41| 34 ERKEK | ADENOKARSINOM | 68 | Mut |
42 39 ERKEK | ADENOKARSINOM | 68

43 23 ERKEK | ADENOKARSINOM | 69

44 35 ERKEK | ADENOKARSINOM | 69

45 | 64 ERKEK | ADENOKARSINOM | 69 | Mut |
46 70 ERKEK | ADENOKARSINOM | 69

47 72 ERKEK | ADENOKARSINOM | 69

48 21 ERKEK | ADENOKARSINOM | 70

49 46 ERKEK | ADENOKARSINOM | 70

50 44 ERKEK | ADENOKARSINOM | 72

51 54 ERKEK | ADENOKARSINOM | 72

52 17 ERKEK | ADENOKARSINOM | 73

53 68 ERKEK | ADENOKARSINOM | 73

54 33 ERKEK | ADENOKARSINOM | 74

55 45 ERKEK | ADENOKARSINOM | 74

56 55 ERKEK | ADENOKARSINOM | 75

57 2 ERKEK | ADENOKARSINOM | 77

58 63 ERKEK | ADENOKARSINOM | 77

59 75 ERKEK | ADENOKARSINOM | 77

60 40 ERKEK | ADENOKARSINOM | 78

61 56 ERKEK | ADENOKARSINOM | 85

62 5 KADIN | ADENOKARSINOM | 50 | Mut |
63 61 KADIN | ADENOKARSINOM | 57

64 80 KADIN | ADENOKARSINOM | 57

65 42 KADIN | ADENOKARSINOM | 60

66 1 KADIN | ADENOKARSINOM | 61

67 15 KADIN | ADENOKARSINOM | 61

68 66 KADIN | ADENOKARSINOM | 64

69 41 KADIN | ADENOKARSINOM | 74

70 20 KADIN | ADENOKARSINOM | 79

71 57 KADIN | ADENOKARSINOM | 81

72 67 ERKEK DIGER 54

73 48 ERKEK DIGER 60

74 28 ERKEK DIGER 61

75 11 ERKEK DIGER 65

76 58 ERKEK DIGER 65

77 71 ERKEK DIGER 65

78 38 ERKEK DIGER 68

79 62 KADIN DIGER 55

80 49 KADIN DIGER 66




68 Erkek olgunun 30’'unda mutasyon tespit edilirken 38’'inde arastirilan
mutasyonlar saptanmamistir. Erkek olgulardaki mutasyon sayilari ve oranlari

grafik 10’da gdsterilmistir

Erkek

= Mutasyon = Yabanil

Grafik 10: Erkek olgulardaki mutasyon sayilari

12 Kadin olgunun 7’sinde mutasyon saptanirken 5’'inde arastirilan
mutasyonlar saptanmamistir. Kadin olgulardaki mutasyon sayilari ve oranlari

grafik 11’de gosterilmistir

Kadin

= Mutasyon = Yabanil

Grafik 11: Kadin olgulardaki mutasyon sayilari

42



25

20

15

10

[%,]

16

14

12

10

-]

a

S

N

Olgularin cinsiyetlerine gére mutasyon sayisi grafik 10’da gosterilmistir.
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Grafik 12: Cinsiyetlere gére mutasyon sayilari
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Olgularda yaslara gére mutasyon sayilari Grafik 13’te gosterilmistir
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Grafik 13: Olgularda yaslara gére mutasyon sayilari
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Tdm olgulardaki mutasyon oranlari grafik 10’da gosterilmistir

HER2
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= PIK3CA = EGFR = NRAS KRAS = BRAF = Mutasyon Yok = HER2

Grafik 14: Mutasyonlarin tim olgulardaki orani

Bir olgu disinda tim mutasyonlar Adenokarsinomlu olgularda
g6zlenmigtir. Mutasyon tespit edilen olgulardan 14’G hi¢ sigara kullanmamis
olgulardir. Olgularin toplam 37’sinde toplam 38 gen mutasyonu saptanmigtir.
Olgulardan sadece bir tanesinde PIK3CA ve KRAS gen mutasyonu birlikteligi
g6zlenmigtir. Gen mutasyonu saptanan diger olgulardan 23’inde KRAS gen
mutasyonu, 7’sinde EGFR gen mutasyonu, 6’sinda PIK3CA gen mutasyonu,
1’inde NRAS gen mutasyonu ve 1’inde BRAF gen mutasyonu belirlenmistir.
HER2 gen mutasyonu hig¢bir hastada gozlenmemistir. 43 olguda arastirilan

mutasyonlar saptanmamistir.
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BOLUM IV

4.1 Tartigma

Kanserler icinde en ylksek mortaliteye sahip olan Akciger kanserinin
yaklasik %85’ini Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanseri olusturmaktadir.
Belirtilerin ancak ileri evrelerde ortaya c¢ikmasi ve kemoterapodtik ilag
tedavisine direng goOstermesi prognozun kotu seyretmesine sebep
olmaktadir. Son yillarda KHDAK timér dokularinin olusumunda rol oynayan
onkogen UrUnlerinin  baskilanmasina yonelik  spesifik  molekullerin
geligtiriimesi giderek 6nem kazanmaktadir. EGFR tirozin kinaz inhibitorleri
KHDAK ‘de hedeflenmis tedavi igin iyi bir drnek teskil etmektedir.

Massachusetts hastanesinde 2000-2003 yillari arasinda 275 ileri evre
kemoterapi tedavisine direng¢ gosteren Kuguk Hucreli Digi Akciger Kanserli
hastada tek ajan olarak Gefitinib uygulanmistir. Hastalardan 25’inde Gefitinib
tedavisine olumlu yanit olusmustur. DNA dizi analizi yontemiyle bu
hastalardan 9'unun primer tumor dokusu EGFR geninin 28 ekzonu igin
taranmis ve olgulardan 7’sinde genin tirozin kinaz bolgesinde heterozigot
mutasyonlar saptanmistir. Bu olgularda normal akciger dokularinin EGFR
geni tirozin kinaz bodlgesi igin mutasyon igermemesi bu bolgedeki
mutasyonlarinin  tumor olusumundan sonra ortaya c¢iktigr dusuncesini
desteklemektedir. Bu bulgular sonucu EGFR geni tirozin kinaz bdlgesinde
mutasyon tasiyan KHDAK tanili hastalarin EGFR Tirozin Kinaz inhibitorleri ile
tedavi edilebilecegini dusundurmastir (51). Ayni tarihlerde Paez JG ve
arkadaglari KHDAK tanili 119 olgunun primer tumor dokularinda EGFR gen
mutasyonlarini arastirmis ve 16’sininda (%13) mutasyon belirlemislerdir
ayrica bu mutasyonlarinin adenokarsinomlarda, kadinlarda ve uzak
dogulularda diger gruplara oranla daha fazla goéruldigunu bildirmiglerdir (52).
Pao ve arkadaslarin arastirmasinda ise primer KHDAK’de EGFR mutasyonu
orani % 5 olarak bildirilmistir (53). Bu ve benzeri ¢alismalarla, uzak dogulu
olgularda EGFR geni mutasyonlarinin goérulme sikhdginin daha yuksek
oldugunun gosterilmesi Uzerine uzak dogulu KHDAK olgularinda EGFR
mutasyonlarinin arastiriimasina yonelik pek ¢ok galisma yapiimistir.

KHDAK tanili olgularin EGFR geninin Tirozin kinaz bdlgesindeki

mutasyon sikhgl uzak dogulularda olduk¢a yuksek gozlenmektedir. Birgok
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calismada %17 ile % 42 arasinda bir orana sahip oldugu gosterilmistir. Paez
J.G. ve arkadaslarinin 2004 vyilinda vyaptiklari ¢alismada EGFR gen
mutasyon orani Japonlarda %28, Kosaka T ve arkadagslarinin yaptigi
arastirmada %40 olarak tespit edilmistir. Shigematsu H ve arkadaslarinin
2005 yilinda yaptiklar arastirmalarda Japonlarda %27, Tayvanlilarda %34
ve diger dogu asyalilarda %30 olarak gozlenmigtir. Japon olgularda Tokumo
M ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklari arastirmada %32, 2006 yilinda
Sugio K ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada %42, Nakatani K ve
arkadaslarinin 2006 vyilinda vyaptigi arastirmada %27, Suzuki M ve
arkadaslarinin yaptigi arastirmada %25, Ichilhara S ve arkadaslarinin yaptigi
arastirmada %38 oraninda EGFR gen mutasyonu saptanmistir. Bae NC ve
arkadaslarinin Koreli olgularda, Wu Li-Yong ve arkadaslarinin Cinli olgularda
ve Han Sae-Won ve arkadaslarinin Koreli olgularda yaptiklar arastirmalarda
sirasiyla %17, %30, %23 oraninda EGFR geni tirozin kinaz bdlgesi
mutasyonu saptanmistir (52-65). Dogu asya toplumlarinda ortalama olarak
yaklasik %30 orani gdzlenmektedir ve bizim ¢alismamizdaki %8,7 oranindan
belirgin sekilde farkhdir. Bu farkhlgin etnik kdkene dayali oldugunu
disunmekteyiz.

Amerika Birlesik Devletlerinde Paez J.G. ve arkadaslarinin 2004 yilinda
yaptiklari g¢alismada EGFR gen mutasyon orani %2, Pao W ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada %5 olarak bulunmustur. 2005 yilinda
Shigematsu H ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda Amerika Birlesik
Devletlerinde %14, Avustralya’da %8 ve diger bati toplumlarinda %8
oraninda tespit edilmistir. Murray S ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklari
arastirmalarda Yunanistan’da %12 Cek cumhuriyetinde %30 oraninda EGFR
gen mutasyonlari tespit edilmistir (52-65). Diger bircok ¢alismada da benzer
oranlar tespit edilmis olup bati toplumlarinda ortalama olarak yaklasik %10
orani gozlenmektedir. Bizim calismamizda incelenmis olan 80 olgudan
yedisinde (7/80) vyaklasik %9 oraninda EGFR geninde mutasyon
belirlenmistir. Belirlenen bu oran diger bati toplumlarinda KHDAK'li olgularda
yapiimig olan c¢alismalarda belirlenmigs olan oranlara benzerlik
gOstermektedir. Beyaz irka mensup olgularda mutasyon sikliklarinin benzer
olabilecegini dusunmekteyiz.
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Suudi kdkenli KHDAK olgularini ¢galisan Al-Kuraya ve arkadaslari EGFR
gen mutasyonlarin oranini % 2,9 olarak belirlenmislerdir (52-65). Yapilan az
sayidaki arastirma Arap kokenlilerde EGFR gen mutasyon oraninin %2-5
oraninda oldugunu go6stermektedir ve bizim EGFR gen mutasyonu
oranimizdan farklihk gostermektedir. Sami irkina mensup olan Araplarda
mutasyon sikliginin farkli olmasinin mimkun olabilecegini dusinmekteyiz.

EGFR gen mutasyonunun toplumdan topluma farkh sikliklarda
g6zlenmektedir. Bunun sebebi olarak basta irksal farkliliklarin ve tGtlin Grint
kullaniminin buna sebep olabilecegini dusunmekteyiz. Tatun ve tatan Grdnd
kullanim aligkanliklarinin toplumdan topluma farklihk gdstermesi kullanilan
tatinun kalitesi, tutin dumanina maruziyet sudresi, kullanan kigilerdeki
cinsiyete gore dagihm, tatun kullanimina baslama yasi gibi birgok tutin
kullanim aliskanhginin énemli etkenler olabilecegini dusinmekteyiz. Yasam
tarzi farklihklarinin ve toplumlarin beslenme aligkanliklarinin diger bir unsur
olabilecegini disinmekteyiz. Asyali ve Batili toplumlar belirgin sekilde farkl
beslenme aligkanliklarina sahiptir, zararli veya bol miktarda alinan belli
besinlerin tumoér olusumunda belli genetik mekanizmalari bozarak bazi
genlerdeki mutasyon sikliginin artmasina sebep olabilecegini tahmin
etmekteyiz., radon maruziyetidir, kdmur dumani, hava Kkirliligi, asbest ve
Akciger kanserinde titin kullanimi diginda bircok etiyolojik faktor tespit
edilmistir ve bu faktorler; kapall alanda tutiin dumanina maruz kalma, pisirme
yag! buhari diger mesleki kanserojen maruziyeti olarak gosteriimektedir (66).
Fakat tim bu etkenlerin mutasyon sikliklarindaki farklari aciklamakta yetersiz
kalmaktadir.

EGFR, MET ve ALK gibi birgok buylime faktor reseptorinden aldigi
sinyal iletisini aktaran cift yonlu anahtar gibi islev géren RAS proteinlerine
meydana gelen anormallikler basta Gastrointestinal sistem kanserleri olmak
uzere bircok kanserde kendini gostermektedir. KRAS gen mutasyonlari
sonucu olugsan KRAS onkoproteinleri Akciger kanserlerinde daha ¢ok Asyali
olmayan sigara kullanicilarinda gézlenmektedir. Asya kokenlilerde %5- %15
civarinda tespit edilen KRAS gen mutasyonlari Asya kokenli olmayan
Ozellikle beyaz irkta %25-%50 civarinda goézlenmektedir ve kétli prognoz
gOstergesi olarak gosterilmektedir (67,68).
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Billah Shahreen ve arkadaglarinin 2011 yilinda Amerika Birlesik
devletlerinde vyaptiklari arastirmada 174 olgunun 41’inde KRAS gen
mutasyonu tespit edilmis ve oran %23,6 olarak saptanmigtir (69). Amerika
Birlesik Devletleri ve Avrupada yapilmis birgok ¢alisma KRAS gen mutasyon
oranint %20-%40 arasindadir ve bizim ¢alismamizda bu oran araliginda
sonuglar elde edilmistir. Beyaz irka mensubiyet sebebiyle oranlarin benzer
¢ikmasinin olagan oldugunu dusunmekteyiz.

EGFR gen mutasyonlarinin aksine KRAS gen mutasyon orani
Asyalilarda dusuktur. Bati toplumlarinda % 35-40 larda bir siklikta gorulebilen
KRAS gen mutasyonlari Asyalilarda %10 lar seviyesinde tespit edilmektedir.
EGFR gen mutasyon sikligina benzer sekilde KRAS gen mutasyonlarinda da
toplumdan topluma farkl oranlarin gézlenmesi sigara kullanimi, hava Kkirliligi,
mesleki karsinojen maruziyeti gibi birgcok dig etki ve etnik koken ile iligkili
olabilecegi vurgulanmistir fakat hentz bu farklilik tam olarak anlagilamamistir
(70).

NRAS mutasyonlariyla ilgili 2013 yilinda Kadoaki Ohashi ve cok
sayidaki Amerikali, Japon, Alman ve Ispanyol arastirmacinin ortaklasa
yaptiklari bir galigmada 4562 olgunun 30’unda (%0,7) NRAS gen mutasyonu
tespit edilmigtir (71). Bu sonug bizim buldugumuz oran (%1,2) ile benzerdir.
Sonucumuz beyaz irka mensubiyet sebebiyle benzer bulunmustur fakat
ornek sayimizin bu galismaya bakildiginda ¢ok dusuk olmasina bagl olarak
yuksek bir sonug¢ elde etmemize sebep oldugunu dusinmekteyiz.

Kanser olusumuna sebep olan proteinlerin dnemli bir kismi protein
kinaz olarak fonksiyon gérmektedir. Mutasyonlar nedeniyle bu proteinlerin
aktivitelerinin degismesi hucre sinyal vyolaklarinda bozulmalara sebep
olmakta hucre ¢ogalmasi, sagkalimi ve invazyonunda onemli anormallikler
meydana getirmektedir. Kanser patogenezinde rol oynayan en 6nemli sinyal
yolaklarindan birisi de fosfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K) sinyal yolagidir.
PI3K'lar iginde ozellikle sinif IA PI3K'larin kanser patogenezinde rol
oynadiklari bilinmektedir. Sinif IA PI3K'larin enzimatik fonksiyonundan temel
olarak katalitik domaini p110a izoformu sorumludur. PIK3CA geni tarafindan
kodlanmaktadir (72). Literatirde PIK3CA geninin KHDAK dahil pek c¢ok
kanser turiinde mutasyona ugradigi bildiriimektedir. Calismamizda KHDAK
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olgularinda PIK3CA mutasyon orani %7,5 olarak tespit edilmigtir ve bu
literaturde bildirilen ortalama oranlarin yaklasik iki katidir. Bu oran farkinin irk
ici genetik farklliklardan ve/veya beslenme aligkanligi gibi toplumlara 6zgu
farkhliklardan kaynaklanabileceg@ini duslinmekteyiz. Son yillarda, bu gen
mutasyonlari sonucu olusan onkoproteinleri hedefleyen terapdtik ajanlarin
gelistiriimesi Uzerinde ilerlemeler kaydedilmigtir ve bu amac¢ ile bu
mutasyonlarin kinaz aktivasyonuna etkilerini degerlendirebilmek igin in vitro
calismalara ihtiyagc duyulmaktadir. Eger bu degigimlerin iglevsel onemi
aydinlatilirsa olgularin %5-10 gibi bir boliminde hedefli tedavi sansinin
gundeme gelebilecegini duginmekteyiz.

Mutlu Dogan ve arkadaslari 2014 te Turkiye'de ileri evre KHDAK'de
EGFR, KRAS ve BRAF mutasyonlarinin degerlendirildigi ilk calisma olarak
belirttikleri arastirmada 42 olgu mutasyonlar bakimindan taranmis ve EGFR
mutasyon orani %7,1, KRAS mutasyon orani %4,7, BRAF mutasyon orani
%2,3 olarak tespit edilmigtir (73). KRAS mutasyon orani ayni mutasyonlar
arastinimasina ragmen literatirle ve bizim calismamizla 6nemli farklihk
gostermektedir. Cogunlukla KRAS gen mutasyonlari kodon 12/13 te daha
siklikla go6zlenmektedir fakat bu c¢alismada kodon 12/13 mutasyonlari
g6zlenmemigtir. Sadece kodon 61 mutasyonlari gésterilmistir.

Calismamiza 6Ornek olarak gdsterdigimiz diger c¢alismalarin buylk
¢ogunlugu DNA dizi analizi yontemi kullanilarak yapilan arastirmalardir ve
tespit edilen mutasyonlarin tamami bizim c¢alismamizda arastirdigimiz
mutasyonlarla aynidir, bizim c¢alismamizda oldugu gibi PCR yontemiyle
yapilan aragtirmalar ayni mutasyonlari kapsamaktadir.

Calistigimiz mutasyonlarin NRAS gen mutasyonu hari¢c sikliklarini
kargilastirabilecegimiz bir ¢alismada Fransa da yapimistir. Fransa’daki ¢ok
saylida merkezin katildigr 10000 Kuaguk Hucreli Digi Akciger Kanserli olgunun
biyomarkerlarinin arastirildi§gi ¢alismada, F. Barlesi ve ark. Tarafindan
Amerikan Klinik Onkoloji Derneginin (ASCO) 2013 Fransa toplantisinda
sunulmustur. Bu calismada EGFR (%9,4), HER2 (%0,9), KRAS (%26,9),
BRAF (%1,6), PIK3CA (%2,6) mutasyonlari ve EML4-ALK fluzyon geni
(%4,0) oraninda saptanmigtir. Bizim galismamizdaki oranlara PIK3CA gen
mutasyonlari harig benzerlik gostermektedir (74).
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Batili olgularda yapilan birgok galismada bizim bulgularimiza benzer
sonuglar elde edilmigtir. EGFR gen mutasyonu yaklasik olarak %2-%15
araliginda saptanmigtir ve bizim bulgumuz %8,7 seviyesindedir. KRAS gen
mutasyon orani yaklasik olarak %20 - %35 oraninda gdzlenmigtir bizim
oranimiz ise %28,7 dir. BRAF, NRAS, HER2 gen mutasyonlarn yaklagik
olarak %0 - %5 oraninda gosterilmektedir benzer sekilde bizim sonuglarimiz
bu oran igerisindedir. Sadece PIK3CA gen mutasyon oraninda literatlirden
farkh sonug elde edilmistir. KHDAK olgularinda PIK3CA gen mutasyonlarinin
%1-%5 oraninda saptandigi birgok arastirmada gosterilmistir. Bizim
bulgumuz ise %7,5’tir. Bu gen mutasyonlarinin Turkiye toplumundaki
sikliginin daha fazla galisma ile gosterilmesi klinisyene tedavi secenekleri
acisinda katki saglayacagini dusinmekteyiz.

2014 yilinda Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalinda Dr.Sadiye Ekinci Uzmanlhk Tezi olarak yaptigi “Kuguk hucrel
olmayan akciger kanseri dokularinda pik3ca mutasyonlarinin arastiriimasi”
isimli calismada dunya literaturindeki %1-5 oranindan farkl olarak
ulkemizdeki PIK3CA gen mutasyolari oranini %7,5 olarak tespit etmislerdir.
Tarkiyede konuyla ilgili yapilmis ilk calisma olarak nitelendirdikleri bu
calismayi bizim galismamiz ayni oran (%7,5) ile desteklemektedir. Yapilacak
daha c¢ok calisma ile desteklenmesi gereken bu sonuglar ulkemizdeki
KHDAK teghis ve tedavisine PIK3CA secgeneginin eklenebilecedini,
hedeflenmig tedavilerin gelismesiyle yuksek mortaliteli ve kotu prognoziu bu
hastalikta tedavi basarisina %5-10 katki saglayabilecegini gostermektedir.

Ulkemizde Akciger kanseri tani ve tedavisi bati toplumlari 6rnek
alinarak duzenlenmektedir. Yapilacak daha ¢ok arastirma ile toplumumuza
0zgu genetik degisikliklerin  belirlenmesi, oranlarinin saptanmasi ve
korelasyonlarinin ortaya konmasi klinisyene tedavide yol gosterici olacagi

gibi tanida oncelikleri belirleme noktasinda énemli katki saglayacaktir.
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BOLUM VvV

5.1 Sonug ve Oneriler

Calismamizda, 80 KHDAK tanisi almis olguda EGFR, KRAS, NRAS,
BRAF, PIK3CA, HER2 gen mutasyonlart arastiriimistir. Olgularin
%46,2’sinde yani 37 olguda en az bir mutasyon saptanmistir. Olgularin
%8,7’sinde yani 7 olguda EGFR gen mutasyonu, %28,7’sinde yani 23 olguda
KRAS gen mutasyonu, %1,2’sinde yani 1 olguda BRAF gen mutasyonu,
%7,5’inde yani 6 olguda PIK3CA gen mutasyonu, %1,2’sinde yani 1 olguda
NRAS gen mutasyonu tespit edilmistir. HER2 geninde mutasyon
saptanmamistir ayrica 1 olguda KRAS ve PIK3CA gen mutasyonu birlikteligi
gozlenmigtir. PIK3CA gen mutasyon orani hari¢ sonuglarimiz literatirde
belirtilen bati toplumlariyla arastirilan mutasyonlar agisindan benzerlik
gOstermektedir. Basta kolorektal kanserler olmak Uzere birgok kanserin tani
ve tedavisinde onemli bir belirte¢ olarak PIK3CA gen mutasyonlari hem dogu
hem de bati toplumlarinda %595’in altinda bir siklikta gézlenmektedir.
GCalismamizda bu genin sikhdr %7,5°tir ve literatirde belirtilen sikliklarin
uzerinde tespit edilmistir. Literaturde bu gibi mutasyon sikligi farkhliklarinin
etnik kdken, cografi ozelliklerin etkisi, sosyal yasam farkliliklari, toplumlara
0zgu beslenme ve zararli kimyasallara maruziyetten kaynaklandigi
dusundlmus fakat bu farkliliklar tam olarak anlagilamamistir.

Ulkemizde KHDAK olgularinda yapilan bagka bir calismada PIK3CA
gen mutasyonlari agisindan bizim oranimizla ayni sonug¢ bulunmustur.
Konuyla ilgili destekleyici galismalarin artmasiyla bu gen mutasyonlarinin
KHDAK tedavisi ve prognoz tayininde de Kklinisyenlere yol gosterici
olabilecegini dusUnmekteyiz. Yapilan c¢alismalarda, PIK3CA gen
mutasyonlari Kolorektal kanserlerde ila¢ direncini gosteren bir belirte¢ olarak
degerlendiriimesi vurgulanmaktadir. Gorulme sikhdinin  yiuksek olmasi
sebebiyle Kolorektal kanserlerde prognoz tahmininde dikkate alinan PIK3CA
gen mutasyonlari literaturdeki sikliginin az olmasi sebebiyle KHDAK’inde g6z
ardi edilmektedir. Destekleyici ¢calismalarla mutasyon sikhdinin literaturdeki
sikhgindan yuksek oldugunun gosteriimesi Ulkemizdeki KHDAK tani ve
tedavisine eklenebilecegini ve klinisyenlere yol g0sterici olabilecegini

distnmekteyiz. Ayni zamanda hentz PIK3CA gen mutasyonlari sonucu
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olusan onkoproteinlere kargi tam olarak etkili bir baskilayici ajan
bulunamamigtir. Bulunmasi durumunda dlkemizde KHDAK tanisi alan
hastalarin tedavisinde %5-10 oraninda bir basari artisi olabilecegini
dusunmekteyiz.

Gelecekte PIK3CA gen mutasyonuna sahip ¢ok sayidaki KHDAK
olgusu belirleyerek olgulara ait tum Ozellikleri, tedaviye verilen cevaplari
sagkalim durumlarini ve benzeri unsurlari kargilagtirmali olarak arastirip
ulkemizde PIK3CA gen mutasyonuna sahip KHDAK’lerinin profilini ortaya
koymayi planlamaktayiz. Bu profilin ortaya konmasinin klinisyene tani ve
tedavide o6nemli bir yol gosterici olabilecegini, tedavi basarisinda 6nemli

artiglar1 beraberinde getirebilecegini dUgsunmekteyiz.
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