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1. GIRIS

Dunya sglik 6rgatinin verilerine gore tum dinyada her @l4lmilyon yeni
kanser vakasi tani almakta, 25 milyon kanserli ddstlunmakta ve 7.6 milyon
kansere b#i 6lum gerceklgmektedir (www.saglik.gov.tr). Kanser vakalarinin
yaridan fazlasi ve olumlerin %601 az gatis Ulkelerde meydana gelmektedir
(www.saglik.gov.tr). Akcter kanseri, tim dinyada kanserden kaynaklanan 6lum
sebeplerinin banda gelmektedir ve bati Ulkelerinde insidansi galleartmaktadir
(Uzun 2008). Sashik Bakanlgl verilerine gére 1983-1989 vyillari arasinda
ulkemizdeki kanser siki 32/100 bin iken son zamanlarda kanser insida2@{120
bin yukselmgtir. Bunun % 26’ hk boliumand ilk sirada yer alakcger kanseri
olusturmaktadir (www.saglik.gov.tr). Mevcut verilere goére, akger kanseri
Ulkemizde erkeklerde daha sik olarak ortaya cikadhkt(Uzun 2008). Turkiye
ulusal duzey erkeklerde ve kadinlarda kanserlegh 2800, 2010, 2020 ve 2030
yilinda beklenen 6lim sayilarina gore kanserlegd lggrceklamesi beklenen 6lim
sayisi erkekler icin 2010 yilinda 44.616, 2020ng& 61.076 ve 2030 yilinda 89.117
olarak tahmin edilmektedir. Buna gore kanserleg@ilgerceklemesi beklenen olim
sayisi kadinlarda 2010 yili igin 25.307, 2020 igiln 31.099 ve 2030 yili icin 39.094
olarak tahmin edilmektedir (http://www.ukdk.org/fidtap/8.pdf). Son vyillarda
kadinlarda sigara icicflinin giderek artmasiyla, akgr kanserinin kadinlarda da
gorulme siklgr artms ve gorulme sikfii acisindan akger kanseri meme
kanserinden sonra ikinci siraya yarastir ( Philip ve Nasca 2008).

Kanser normal hiicrelerden farkhiaa ile olgan, DNA replikasyonu, hicre
bolinmesi, hicre oOlumid ve gen ekspresyonu gibi ds#r olaylarin yeniden
dizenlenmesi ile karakterize bir hastaliktir. Geddespontan veya kalitimsal olarak
meydana gelen mutasyonlar, hiicre proliferasyonweye/ hiicre farklilgmasi ile
ili skilidir (Philip ve Nasca 2008). Kanser hiicrelerinddaya cikan kromozomal
desisikler akciger kanserlerinde ayirici 6zglé sahiptir. Sitolojik Orneklerde
kromozom ve gen kopya sayisigdgklikleri floresan in situ hibridizasyon (FISH)

yontemi ile kolaylikla saptanabilen glgikliklerdir (Buldendorf ve ark. 2005).

Akciger kanserinin yiksek mortalite oraninin sebebi ti&hehastalgin gec
doneminde tani almasidir. Hastalarin buyik bir kierken tani alamamaktadir. Bu
yuzden sg kalim orani dilik olmaktadir (Mountan 1997). Dolayisiyla, alem

kanserinin erken tanisi ¢ozulmesi gereken bir sotomaya devam etmektedir.



Hastalgin balangi¢c sireci oldukca yastar. Bu nedenle, bu slrecte tani
koymak icin stratejiler gedtirmek gereklidir. Bronkoskopi, klinik ve radyol&ji
olarak akcger karsinomundagUphelenilen hastalarda sitolojik veya histopatdloji
kesin taninin konulmasinda siklikla kullanilan taoydurucu bir yontemdir. Forseps
biyopsi, fircalama, yikama ve transbgiyal ince gne aspirasyon biyopsisi rutin
olarak uygulanan tani koydurucu araclardir. Bu gdnler akcger kanserinde %85

oraninda gercek taniya giBmasini sglarlar.
Calismamizin amaci,

1.Akciger kanserlerinde HER-2/neu, EGFR ve MET onkogemiefrISH tekngi
icin dizayn edilmg sentromer ve lokus spesifik proplari ile gen bigei

inceleyerek bu genlerdeki olasi amplifikasyonlaaliflemek,

2.Klinik ve radyolojik olarak akger kanseri tanisi algmhastalarin bronkoskopik
yolla elde edilen materyallerinde FISH analiziranitkoyduruculgunu
degerlendirmektir.



1.1. Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Kanser tum dinyada faca sa&lik sorunudur. Akgter kanseri, erkekler ve
kadinlar arasinda kanserden 6lim sebeplerigmba gelir. Ortalama yam suresi
8 aydir. Avrupa Ulkelerinde erkekler arasinda tuminder olgularinin %21,

gelismekte olan Ulkelerde ise %15'i ager kanseridir (Metint@2010).

Akciger kanseri son yillarda erkeklerde sigara icme ioranazalmasina
ragmen hala en yaygin goérulen ikinci kanser turtdimefika’da kadinlarda akger
kanseri gorilme sikii 1998’e kadar stabil iken, bu yildan sonra sigamae oraninin
artmasi ile birlikte kolorektal kanserlerini geder&incilige yerlemistir (Philip ve
Nasca 2008).

Her yil dinyada 965.241'i erkek, 386.891'i kaditmak (zere toplam
1.352.132 kji akciger kanserine yakalanmakta ve 1.180.0Q0 i1 hastalik sebebi
ile dlmektedir (Metinta 2010). Ulusal Hastalik YUkl ve Maliyet EtkililiRrojesi
(UHY-ME)'nin sonuglarina gére Turkiye’de tum yaruplarinda akger kanseri
nedeni ile toplam 11,586 6lum gorulstiir. Tim ya gruplarinda 6lime neden olan
ilk on hastalgin arasinda 7. sirada, % 2.7 orani ile gécikanseri yer almaktadir
(Metintas 2010).

Bu kanser tipinin zaman icinde gigmeyen 6zelliklerden birisi 1 ve 5 yillik
sazkalim oranlaridir. Dinyada en yuksek 5 yilliglsalim oranlari % 15 seviyesinde
ABD’den bildirilmistir. Bu rakamlar, Avrupa’'da %10, gethekte olan Ulkelerde %
8.9 olarak gosterilngtir. Boylece gekmis Ulkelerde sgkalim oranlarinin gejmekte
olan ulkelerden daha yiiksek ofaugorilmektedir (Metint@2010).

1.2. Akciger Kanserinin Etiyolojisi

Akciger kanserinin etiyolojisinde cinsiyet, iIrk ve gekevyatkinlik gibi
degistirilemeyen 06zellikler bulundiu gibi engellenebilir @1 etkenler de s6z
konusudur. Bunlar sigara iciglli sigara dumanina maruziyet, mesleki olarak

karsinojenlere maruziyet, hava kirgiive diyettir (Philip ve Nasca 2008).



1.2.1. Sigaralcicili gi

Sigara igmenin yaygin olgu Ulkelerde tim akger kanserli olgularin
%90'Indan  sigara icicii sorumludur. Sigara icenler ile icmeyenler
karsilastirildiginda sigara kullananlarda afger kanseri gortilme riskinin 20 kat
arttigl gézlenmgtir. Bu riskte ortalama tiketim, tiketim sdresitiin kullanmanin

birakilmasindan itibaren gecen zaman vwgaomalan ya etkilidir (Metintas 2010).

Amerika’da yapilan ¢camalarda sigara icmeyenlerde alari kanserinden
O0lum orani 3-4/100000 iken, gunde yarim veya 1 pakmgara icenlerde
59.3/100.000, gunde 2-3 paket sigara icenlerderbno 817.3/100.000'tur (Alan ve
Weithberg 2002).

Sigara icen erkeklerde akeir kanseri mortalitesi her yil 0.90/1000 oraninda
artmstir. Bu oran hi¢ sigara icmeyenlerden 0.07/1000’dkha fazladir. G
akciger kanseri, kilerin sigara icmemesi ile engellenebilmektedir gAl ve
Weithberg 2002).

Sigara dumaninda 4000’den fazla kimyasal maddenbuhktadir. 60’dan
fazlasinin kanitlanmi karsinojen 6zelfi vardir. Bunlarin bir kismi radyoaktif
Ozellikteki radon, kuwun, bizmut ve polonyumdur. Polisiklik hidrakarbonie N-
nitrozamin 6zellikle prokarsinojenik olarak tanimiaistir (Misellim 2007).Ayrica
sigaranin mesleki karsinojenleringemun etkisini olumsuz yonde arttigdida tespit
edilmistir (Metintas 2010).

1.2.2. Pasif Sigardcicili i

Sigara icmeyen bireylerin istemeden sigara dumamaaiz kalmasina pasif
icicilik denir. Pasif olarak sigara dumani inhaléer kiilerde de akdger kanseri
sikliginin arttgl bildirilmistir. ABD’de her yil 3 bin akdger kanseri dlumua pasif
icicilik nedeniyle olmaktadir. Pasif igicilik ilelgili guclu kanitlar meta analiz
calismalarindan gelmektedir. Boffetta tarafindan 200Bngla yayimlanan meta-
analizde sigara icenlerle evli olanlarda gkci kanseri riskinin % 25, Taylor'un
yaptgl meta-analizde isesiesigara icen kadinlarda bu riskin % 29 oranindagar
belirtiimistir (Metintas 2010).



1.2.3. Cevresel Etki

Akciger kanseri riski ve hava kirlgi arasinda, pek ¢ok ¢cananin sonucunda

zayif bir iliski

saptanmgtir

(Metintgg 2010). Doll ve Peto 1981 wyilinda

yayimladiklari bir makalede hava kirfilni, tim akcger kanseri olgularinin % 1-

2’sinden sorumlu tutnyardir.

Hava kirliliginin yani sira, fazla miktarda biriken radon gaza yiksek

oranda radyasyona maruz kalma gkcikanserine sebebiyet veren cevresel etkenler

arasindadir (Metinta2010).

1.2.4. Mesleki Maruziyet

Bircok meslek grubunda, farkli maddelere (asbetr, @adon, polisiklik

aromatik hidrokarbonlar, krom, nikel, inorganik emg bilesikleri gibi) maruziyet

sonras! akg@er kanseri riskinin arg belirtilmistir. TUm akcger kanserli olgularin

% 9-15’'inden mesleki karsinojenler sorumlu tutultom (Musellim 2007). Bilinen

karsinojenlerin listesisagidaki tabloda gosterilmgiir.

Cizelge 1.1.Akciger kanseri ile ifkili mesleki maruziyete yol acan maddeldil (

D

2000).

Karsinojen Risk orani | Ilgili meslek

Asbest Madenciler,cimento,tekstil izolasyon,tersane

Sigara icen

Sigara igmeyen

Uranyum Uranyum maddeleri

Sigara icen

Sigara icmeyen

Komar 2-6 Havagazisiileri,asfalt,madenciler

kurumu,katran

Hardal gazi 2-36 Hardal gazcileri

Vinil klortr 4 Plastik sanayistileri

Arsenik 3-8 Maden ve kaynakscisi,b6cek oldiartculer,Petrg
kimya iscileri

Krom 3-40 Camgr suyu Uretimi,cam-seramik,itfaiyeciler




1.2.5. Diyet

Degistirilebilir risk faktorleri icinde diyetin roli Gzeéne ygsun argtirmalar
yapilimstir. Meyve ve sebzelerde antioksidanlar ve miknoeetler ygun olarak
bulunmaktadir. Diyetteki yuksek antioksidan igerin oksidatif DNA hasarini
azaltac@l ve boylece kansere karkoruyucu olabilecg dustnulmistir. Yapilan
calismalarda akger kanseri ile beta karoten arasinda guclibikiilbldugu, vitamin
C ile ise zayif olmakla birlikte yine de koruyucliski bulundyu gosterilmstir
(Metintas 2010).insanlarla yapilan ¢camalarda betakaroten/retinol den zengin diyet
alan kiilerde akcger kanseri riskinin %40 oraninda azglditespit edilmgtir
(Musellim 2007).Sigara icimi direkt olarak diyetskktorlerin konsantrasyonunu
etkileyebilmektedir. Sigara icenlerde antioksidaangantrasyonlari @ik olma
egilimindedir (Metintas 2010).

1.2.6. Genetik faktorler

Akciger kanseri Uzerinde genetik faktorlerin etkili gidu uzun sudredir
bilinmektedir. Vaka kontrol ve kohort c¢gialarinda ailesel kumelenme
gosterilmitir (Alberg ve ark. 2007). Birinci derece akrabalarasinda kanser
hastalgl bulunanlarda akger kanseri olgma riski 2.4 kat artrgiolarak gozlenngtir
(Musellim 2007). Karsinojenleri iceren toksik ajanh metabolizmasinda rol
oynayan enzimlere ait polimorfizm ve mutasyonlakenser gelimine yatkinlik
olusturdusu yoéniinde vyayinlar da son zamanlarda literatirde alenaktadir.
Karsinojenleri iceren toksik ajanlarin metabolizmagenellikle iki fazda
ilerlemektedir. Faz 1'de sitokrom P450 enzimlerimd€YP2D6, CYP1Al ve
CYP2EL yer alir. CYP1AL icin iki spesifik polimozfin gosterilmgtir. Glutatyon S-
transferaz faz 2 enzimidir. Polisiklik aromatik te@arbonlarin detoksifikasyonunu
sagilar. Glutatyon S-transferazin izoenzimi M1 (GSTMbgnzo(a)pireni inaktive
etmektedir. GSTM1 geni olmayanlarda dei kanser riski yuksek olarak
saptanmytir. Onkogenler, timér stpresor genler ve DNA takapasitesi, sigara
icenlerde yatkinfii belirlemedeki dier etkenlerdir. Tumor baskilayici bir gen olan
p53’Un mutasyonlari, kiicuk hicreli ager kanserinde (KHAK) % 90’dan fazla,
kiguk hucreli dyi akciger kanserinde (KHDAK) ise % 50’den fazla gorulmelite
(Alberg ve ark.2007).



Akciger kanseri patogenezine katkida bulunan genetiksiéikler asagida verildgi
sekilde 6zetlenebilir;

1. Kromozom sayisinda ortaya cikargidiklikler

2. Kromozom yapisinda ortaya cikargglikler

3. Allelik degisim veya heterozigozite kaybi

4. Nokta mutasyonlari, amplifikasyonlar ve deledgion

Ilk Gc desisiklik genomik dizeyde olmakla birlikte sonuncusuotein
kodlama dizeyindedir (Zamani 2007).

Akciger kanserinde ¢ok g#li kromozomal anomaliler gézlenmektedir. En
yaygin gorulenleri; 1p,1q,2p,3p,5q,6p,79,8p,809,§4,29,13p14p,15p,18q,21q, ve
Xq kromozomlarini iceren kayiplar iken, 1q,3q,8q1&omozomlarinin ve 11913
bdlgesinin kazanimlarini iceren anomalilerdir (Ddran ve ark.2010).

Nokta mutasyonlari, DNA’'daki bir tek ya da ik birka¢g baz ciftindeki
degisiklikleri tanimlamaktadir. Bu mutasyonlar bazgdgklikleri ve baz eklenmeleri
(insersiyon) ya da baz eksilmeleri (delesyon) dakaye ayriimaktadir (Ekmekgi
2006).

Proto-onkogenlerin 6nemli bir temsilcisi olan RASeng ailesi akder
kanserinin alt tiplerinde goérilmektedir. Proto-ogkalerin mutant aktif formlar
onkogen olarak tanimlanmaktadir (Ekmekci 20@8)minant bir onkogen olan RAS,
sinyal iletisinde ve hiicre galmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. RAS, blylimey
tesvik eden sinyaller varfinda aktive edilir ve bu sayede MAPK (mitojenle iadt
olan kinaz) kaskadi ketilir. RAS genleri (k-ras, h-ras, n-ras) U¢ farglanozin
trifosfat (GTP) balayici protein kodlamaktadirlar. GTP’nin guanoziifosfata
(GDP) hidroliz olmasi RAS buyuame g¢atict sinyalini inaktive etmektedir.
Onkojenik RAS mutasyonlarinin vaginda (ki bunlar ¢gunlukla KRAS genindeki
nokta mutasyonlaridir), GTP molekuli GDP’ye hidzokdilemez ve blylmeye
tesvik edici olan RAS-GTP aktif formunun almasiyla sonuglanir. RAS
mutasyonlarina KHAK’de nadiren rastlanmaktadir fakBiDAK'nin %15-20’sinde
bu mutasyonlar mevcuttur. Bu mutasyonlarin %70jash dumani kdokenli BPDE
(benzopiren dietiloksit) ve nitrdzamin gibi DNAya@valent bglanan mutajenlerden
kaynaklanan G-T baz dmimleridir. Bu durum KRAS mutasyonlari ve sigara
kullanimi arasindaki [@antiya aciklik getirmektedir. Hem erken hem de fgedlaki
KHDAK’lerinde KRAS mutasyonlari k6t prognozla bikte kagimiza ¢ikmaktadir
(Demirkan 2006).



Gen amplifikasyonu, genomik DNA’nin normalden fazi@plike olmasi
sebebiyle ortaya cikar ve genellikle homojen oldvaia alan bolgelere (HSR) veya
double-minute kromozomlar (DM) olarak ifade edilaryotipik bozukluklara sebep
olur. Amplifikasyon hicre biyumesi icin secici bavantaj spglayarak genlerin
ekspresyonunun artmasina yol acar. Gen amplifikasylir hiicrede onkogen kopya
sayisini birka¢ kattan birka¢ ylz kata kadar aftilir. Bu durum ise karlik gelen
onkoproteinin ¢ok miktarda dretilmesi ile sonuctanBu deisimler tumorlerin
yaklasik olarak %10’'unda genellikle erken donemden coé¢ gilbnemde ortaya
ctkarlar (Uzun 2008).

Son yillarda kanserin etyolojisine ve tedavisin@siik calsmalarda en ¢ok
arastirllan konulardan biri epidermal buyime faktérigaptorleri ve ara yogadir.
Calismamizda dgerlendirdgimiz bu yolakta yer alan EGFR, HER2 ve c-MET
genleri ile ilgili bilgi daha sonraki boltimlerde rdenistir.

1.3. Akciger Kanserinin Siniflandirimasi ve Bu Siniflamaicin Kullanilan
Uluslararasi Yontemler

Akciger karsinomlari histopatolojik 6zellikleri agisimdadnemli dlgiide
heterojen bir grup okiurmaktadir. Histopatolojik siniflamanin temeli héic
ayirimina dayanmaktadir. Ancak son yillarda immistokimyasal, ultrastrikttrel
ve genetik capmalarin giginda birgok tumorin ¢ikihlcresi tzerinde farklh gogier
meydana gelngtir (Uzun 2008).

Akciger tumdrlerinin uzun yillardir kullanilan klasifiggonu 1981 yilinda
yenilenmi olan WHO (World Health Organization) klasifikasywlur. 1988 yilinda
IASLC (International Association for the Lung Cancgrubunun onerisi ile bazi
yenilemeler yapilngtir. Akciger ve plevra timdrlerinin klasifikasyonunun koklii b
sekilde yenilenmesi 1998 yilinda WHO/ IASLC patolopanel uyelerinin
olusturduklari kurul tarafindan yapilgnive 2000 yilinda kullanima girgtir. Bu
klasifikasyon, ilk WHO Kklasifikasyonundan (1967) lyana, akgier ve plevra
tumorlerinin anlalmasinda klinik, epidemiyolojik, histogenetik veotaktler bazda
ortaya ¢ikan ge§me sonucunda ojturulmustur (Onataslan 2006).

Akciger kanserlerinin ginimizde kullapganiz siniflamasi Dinya $hk
Orglitiniin 2004 yilinda yagti siniflamadir (Travis ve ark.2004). Bu siniflamaya
gore akcger kanserlersu baliklar altinda toplanmaktadir.



Skuamoz hicreli kanser
Kuguk htcreli kanser
Adenokanser

Blyuk hicreli kanser
Adenoskuam6z kanser
Sarkomatoid kanser
Karsinoid tiumor

Tukrik bezi tipi kanserler
Preinvaziv lezyonlar

©CoNOoOr~WDNPR

Bu kanser tipleri arasinda skuaméz hicreli karessgnokanser, kiicik
hiicreli ve buylk hticreli kanserler en sik gorulander tipleridir. Bu ana gruplarin
her biri kendi icinde alt tiplere aynlir (Cizelde2). Bunun yani sira tedaviye dayall

deserlendirmeler nedeniyle bu histolojik tipler basigusekilde tasnif edilmektedir:

1-Kucguk hicreli akgier kanseri (KHAK ya da small cell lung cancer= SGLC
2-Kicuk hacreli dyi akciger kanseri (KHDAK ya da non-small cell lung
cancer= NSCLC)
a-Skuamoz (Epidermoid) akciger karsinomug®gous cell carcinoma= SCC)
b-Adenokarsinom; tim alt gruplaryla (Adeaccinoma= AC)
c-Buyuk hucreli akger kanseri (Large cell carcinoma= LCC) (Onataslan
2006).

Akciger karsinomlarinin  %90-95 gibi buylik g@mlugunu ilk 4 tip
olusturmaktadir. Bu 4 tipin insidansi Ulkeye gorezidiklik gostermektedir. Birgok
Avrupa Ulkesinde 4 tipin gorilme sigli skuam6z hucreli karsinom icin %40,
adenokarsinom icin %25, kicuk hicrei karsinom BiR5, biayuk hicreli karsinom
icin %10 olarak bildiriimektedir (Akkoclu ve Ozt(irk999).

KHAK ve skuam6z hicreli karsinom gonlukla santral yerkemli,
adenokarsinomlar ve buyuk htcreli karsinomlar iseedikle periferik yerlgimlidir
(Akkoclu ve Ozturk 1999).



Cizelge 1.2 Akciger Kanserinin 2004-DSO (Dunya g Orgitl)) Tarafindan
Yapilan SiniflamagTravis ve ark.2004).

1-Skuamoz hiicreli kanser

a- Papiller
b- Seffaf hicreli
c- Kiguk hicreli
d- Basaloid

2-Kicuk hicreli kanser

a- Kombine kucguk htcreli

kanser
3- Adenokanser a- Mikst d1- Non-misin6z
b- Asiner d2- Misin6z
c- Papiller d3- Mikst misin6z ve non-

d- Bromrsioalveoler

kanser
e- Musin yapan soli
adenokanser

misindz veya indeterminate

el- Fetal adenokanser
e2-Misindz (kolloid) kansel
e3- Misin6z
kistadenokanser

ed- Tgli yuzuk hicreli
adenokanser

e5-Seffaf hiicrel
adenokanser

4- Buyuk hicreli kanser

a- Buyuk hucreli
néroendokrin kanser
b- Basaloid kanser
c-Lenfoepitelyoma benzeri
kanser
d- Seffaf hicreli kanser
e- Rabdoid fenotipli blyk
hicreli kanser

al-Kombine buytk hicreli
noéroendokrin kanser

5- Adenoskuamo6z kanser

6- Sarkomatoid kanser

a-Pleomorfik kanser
b-Igsi hiiceli kanser
c- Dev hiicreli kanser
d- Karsinosarkom
e- Pulmoner blastom

7- Karsinoid tumor

a- Tipik karsinoid
b- Atipik karsinoid

8- Tukrik bezi timorleri

a- Mukoepidermoid kanset
b-Adenoid kistik kanser
c-Epitelyal-miyoepitelyal
kanser

9-Preinvaziv lezyonlar

a- Skuamo6z karsinoma
insitu

b- Atipik adenomat6z
hiperplazi

c- Diffuz idiopatik pulmoner
noéroendokrin hicre

hiperplazisi
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Farkli histolojik tiplerdeki akg@er karsinomlarinin klinik seyri ve tedaviye
yanitlari da farkl oldgu igin dazru histolojik tani klinik olarak 6nem arz etmektedi
(Akkoclu ve Ozturk 1999).

1.3.1Skuam@z (Epidermoid) Karsinom (SCC):

Cinsiyet acisindan bakiginda erkeklerde daha sik ortaya c¢ikmaktadir.
Etyolojisine bakildginda sigara icimi ile 6nemli bir li&antisi oldgu gérilmektedir.
SCC, ana bran kokenli, santral yerkgmlidir. Insitu lezyon brog mukozasinda
kabalgma seklinde gorultr. Akger parankimi icine dgru yayilir. Bununla birlikte
lenf gangliyonlarina invaze olabilmektedir. Kitlaniortasinda siklikla nekroz
meydana gelir ve bol mitoz dikkati ¢ceker. Epiderch&arsinom rezeke edilebilme

orani yuksek, metastaz eturma potansiyeli diiik bir tiptir (Onataslan 2006).

1.3.2 Kiguk Hucreli Karsinom(KHK):

Cogunlukla perihiler buyuk brgtardan kdken alir. Genellikle brefimenini
daraltirlar. Erken safhada mediastinal ve hilef azlerine metastaz yaptiklarindan,
tani aninda nadiren lokalize halde bulunmaktadwrhil yayilim gosteren akger
kanseri olmasi sebebiyle tani konuldugunda olgul@/8’sinde metastatik odaklar
tespit edilebilir. Tani esnasinda hastalarin yakl&10'unda santral sinir sistemi
metastazi belirtileri ve bulgulari vardir. Kiicukdnéli kanser ismini hicre tipinden
alir. Brorg epiteli icinde dainik olarak yer alan ¢ok dar sitoplazmall olan Kitlgky
hiicreleri koken hicresidir. Gannekroz alanlari ve yumngak kitleleri olusturur.
Hiperkromatik ntkleuslu, dar sitoplazmali, lenfteit yaklaik iki kat buyuk
hiicrelerden olgmaktadir. Hicreler biribirlerine yaslargrgoriinimdedir. Bol mitoz
ve yaygin nekroz gosterirler. Sitolojik olarak daitoplazmali, organel fakiri
hiicrelerdir. Sitoplazmada no6roendokrin salgl 6gelbulunan ygun grantller
gorulmistir (Onataslan 2006). Tum aker kanserlerinin %30’unu oftururlar.
KHK, gelismis Ulkelerde adenokarsinomlardan sonra ikinci si@ligbrilen akger
kanseridir. Ancak tlkemizde resmi veriler olmamaliddikte en sik gortlen akger

kanseri olarak bilinmektedir (Zamani 2007).

1.3.3 Adenokarsinom (AC):
Sigara icimi ile ilgisi dger tiplere gore daha az gorilgdlan kanser tipidir.

Geng yataki kadinlar, sigara icmeyen veya sigaray! birakiaiterde gortlmektedir.
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Gelismis Ulkelerde en sik gorilen kanser tipidir (Zaman®20 Olgularin yaklgtk
3/4’'G periferik yerlgimlidir. Tek veya multipl kitlelerseklinde izlenir. Nadiren
santralde yer alg@i gorulmdtir. Bronkoalveolar tipi solid periferik nodul, il
nodiler ya da periferik infiltrasyorseklinde izlenir. Terminal brasyol veya
alveollerden kaynaklanir. Histolojik olarak ager parankim yapisini bozmadan
duvar boyunca vyayilir. Nekroz gorulebilir, buna ¢k kavitasyon sik
olmamaktadir. Periferik olanlar plevrayi ceker, Riktirir ya da invaze edebilir.
Uzun yillar santral skarlarin, adenokanserin 6retydnu oldgu saniimg ancak
sonra adenokanserin bir sonucu @aduanlgilmistir. Tumor dokusundan salinan
sitokinlerin fibrosizi induklemesi sonucunda skargelisiminin gercgeklatigi
disinulmektedir. TUmor, musinden zenginse jeletingzgbrinimu vardir (Zamani
2007). En onemli ozellikleri gercek limen ghurmalaridir. Intraselliler veya
interselliler beluklar, iyi geliimis desmosomal [gantilar mevcuttur.
Adenokarsinomda metastatik yayihm yiksektir veikik beyin, karagier ve kemik

metastazlar gorilmektedir (Onataslan 2006).

1.3.4 Buyuk Hucreli Karsinom (BHK):

BHK, cogunlukla periferik, az oranda santral ygnheli olarak tespit edilir.
Nekroz alanlari igerebilir. Buyldk htcreli aker kanserinde periferik yegien
yaklasik %61-63 oranindadir(Onataslan 2006) . Lezyontédradcok 4 cm’den buyik
olmaktadir. Histolojik olarak belirgin pleomorfizigdsteren, belirgin nukleuslu, iri
dizensiz ndkleuslu, oval, fusiform ya da poligonagluk ya da eosinofilik
sitoplazmali hicrelerden alur. Mitoz sik gorulir. Berrak htcreli tiplerde
sitoplazmada belirgin berrak bir gérinim, dev hiidigte ise eritrosit ve polimorf
niveli I6kosit fagositozu gosteren pleomorfik deicteler gorulir (Onataslan 2006).

1.4.Akciger Kanseri Tanisinda Kullanilan Yéntemler

Akciger kanserli olgularin %2-20’si tani konufglnda semptomsuzdur. Bu
olgularin cabuk ve dgu deserlendiriimesi, en 6nemlisi erken evrede saptanadsi,
kiratif tedavi olangini arttirmaktadir. Semptom ve bulgular yoninderei ba
farkhliklara kagin tim akcger kanserleri benzer 6zellikler gosterir(Onataa06).
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Akciger kanserli hastalarda gorilen yaygin semptomkgghsizlik, kilo kaybi,
Oksuruk, kanli balgam, gds duvar veya kemikgaisi, atg, ses kisikfil, nefes
darlgi, pléral a&r ve bayginlik gecirmedir. Bu semptomlarin birkaglya hepsi
radyografik argtirma yapmay! gerektirir. Klinisyenin hastanin rigkofilini ve
tumorun histolojik tarint belirlemesi igin glveniltani yontemleri kullanmasi
gerekir(Alan ve Weithberg 2002).

Asemptomatik bir hastada aker tumorleri, buylik capli olarak gsgtibilir
(>3 cm). Cunkl akger parankimasigi algilama hissinden yoksundur. Bu ytzden
tumorler &n algilanmadan buydr. Genellikle bir kitle,ska yapilara gecip onlari
istila etmeden fark edilmez. Bu yapilar daha cok kamari, 6ksirme reseptori,
plevral &ri reseptori veya uzak bir bolgedir(Alan ve Weitigo2002).

Akciger kanserisiphesi olan hastalarda kullanilacak tani yontemsggimi
primer timaorin yerkgmi ve boyutuna, metastaz olup olmamasina ve hastdmik
durumuna gore yapilir. Tani yontemini secerkentdhgen yayginlgini belirlemek
ve histopatolojik 6rnekleme yapmak amaclanmalidir.

Akciger kanseri tanisinda kullanilan bazi tani yonteimlatan ve Weithberg 2002).
1. Bronkoskopi

Balgam sitolojisi

Transbrogiyal ince &ne aspirasyonu ve biyopsisi

Mediastinoskopi,

Torasentez ve plevra biyopsisi

Torakotomi

Pléroskopi

Video yardimli torakoskopi

© © N o o0 s 0N

Skalen lenf bezi biyopsisi

10. Acik akciger biyopsisidir

1.4.1. Bronkoskopi

Bronkoskopi, hizli bir gedim gostererek ggils hastaliklarl ve yun bakim
gibi disiplinlerin bunyesinde 0Onemli birgé olarak yerini alnstir. Fiberoptik
bronkoskopun 1970’li yillarda uygulanmayaslaanasi, ggus hastaliklar pratinde
neredeyse kalp kateterininkine benzer bir bicimitke yapmstir. Ggglis hastaliklari

uzmanlari bu gejmeyle birlikte tani sirecine ve tedaviye daha fadtgrudan
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katilma imkani elde etrlerdir. Halihazirda bronkoskopi hem tani hem degitite
havayolu lezyonlarinin tedavisinde kullaniimaktadir
Bronkoskopide kullanilan tani yontemlerinin  yelpsize olduk¢ca gentir.
(Zamani 2010).
Bronkoskopik Tani Yontemleri
1. Endoskopik inspeksiyon
2. Santral 6érnekleme (brenci)
Endobrogiyal forseps
Endobrogiyal igne aspirasyonu
Brorsiyal fircalama
Brors lavaji
Otofloresans bronkoskopi
3. Periferik drnekleme
Transbrogiyal akciger biyopsisi
Eletromanyetik yongudimli bronkoskopi
Bronkoalveoler lavaj
4. Brong digi 6rnekleme
Transbrogiyal igne aspirasyon biyopsisi

Endobrogiyal ultrasonografi

1.4.2. Endobronsiyal Forseps Biyopsi

Endobrogiyal forseps biyopsi (EFB), brgmrmukozasi ve branduvarindan
histolojik drnekleme imkani géar. Brors biyopsisi, malignansi tanisinda ve tumor
hiicre tiplerinin belirlenmesinde 6énemli bir yerehipdir. EFB ile mukoza, lamina
propria ve kas tabakasi (kikirdak dokusu ile biglikeya olmaksizin) érneklenir.

Endoskopik olarak gorinen aker kanserindeki EFB’nin tanisal verimi
ortalama olarak %80’dir (%51-%97). Submukozal valpensiyal hastaliklarda ise
egzofitik kitle lezyonlarina gore tanisal verim dadiik olmaktadir. EFB’nin
akciger kanserinin farkli histolojik alt tipleri icin tasal d@ruluk oranlari farkhdir.
Primer akcger kanserinde EFB ve torakotomi arasindaki histolegnisal uyum
genel olarak iyi dizeyde olmakla birlikte, blytkchéli karsinomda bu uyum en
disik seviyede olmaktadir. Muhtemelen, biyopsi 6rnekie kicik olmasi ve
tumoral hicre heterojegli dogru tani konulmasini gugleren faktorlerdir. Alinan

biyopsi sayisi histolojik verimi etkileyebilir. Endkopik olarak gértiinen timdérden
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alinan bir adet biyopsideki malignite pozitiflikaon %65.2 iken, beveya tzerindeki
biyopsi sayisi tanisal verimlilikte %90°’dan dahal&bir arts sgslayabilir. Ayrica,
patoloji laboratuarinin nitedi tanisal verimi etkileyebilmektedir. Hucre tipeillgili
hatalar genellikle kiicik hicreli glikarsinomun alt tipleri arasinda gortlmektedir
(Zamani 2010).

EFB, basit bir ylem olup genellikle goriinen lezyonu olan olgulasaece
minimal komplikasyonlarla i$kili oldugu belirtiimektedir. Bununla birlikte altta
yatan damarsal bir anomali (pulmoner veya bigal arter dali, vaskuler
malformasyon) varginda gleme b&li katastrofik veya fatal kanama gorulebilir.

Bronkoskopi sirasinda vaskiler lezyondsimphelenilirse biyopsi slemi
ertelenmeli ve o©ncelikle pulmoner/broyal arter anjiyografisi yapilmalidir.
Intrabroniyal lezyonun vaskuler yapisinin taninmasinda erafglyal ultrason’un
(EBUS) yardimci olabilegg bildiriimektedir(Zamani 2010).

1.5. Akciger Kanserinde Evreleme Sistemi

Akciger kanserinde evreleme gahalari yillar icinde farkliliklar gosterrstir.
Primer timo6rdn durumu (T), bolgesel lenf nodlar) (¢ metastatik tutuluma (M)
dayali akcger kanserinin siniflandirilgh ilk sistem Denoix tarafindan 1946 yilinda

onerilmistir.

1953 yilinda Uluslararasi Kanserle Micadele BifUICC) TNM sistemine
dayali timdrlerin anatomik siniflandiriimasi icim komite kurmytur. 1968 yilinda
bu komite malign timorlerinin TNM siniflandirmasiitk kez yayimladiktan sonra
1973 yilinda Amerikan Kanser Bigli (AJCC) TNM sistemine dayali olarak kendi
siniflandirmasini yapmwve timorleri G¢ evreye ayirgtir. Evre | ve |l operabl, evre
[l ise inoperabl timor olarak siniflandirilghir. 1986 ve 1997 yillarinda UICC ve
AJCC tarafindan bazi dmiklikler yapilmis ve bu dgisiklikler cercevesinde
sekillenen yeni evreleme sistemi tim tanimlanylzelye 1.3 ve Cizelge 1.4'te
belirtilmistir.

KHAK biyolojik ve klinik davrangl ile KHDAK’inden oldukca farkhdir.
KHAK’inde TNM evreleme sistemi sadece cerrahi yacagarahi tedaviyi de iceren
multimodal tedavileri iceren kiiclik hasta serileengygulanmy olmasina rgmen;
cerrahisansinin ¢cok az oldw ve tedavinin belirlenmesinde genellikle hagtalibir

hemitoraksa sinirli olup olmamasinin rol oygadu kanser tipinde, “sinirh” ve
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“yaygin” olarak ikili evreleme sistemi klinik ptikte cok daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. KHAK’'de ilk evreleme sistemi 1958i1linda Veteran’s

Administration Lung Cancer Study Grup (VALSG) tanafan sinirl ve yaygin
hastalik olarak kullaniingtir. Tumér koken algn hemitoraksa sinirli, ayni taraf
mediasten, supraklavikuler lenf nodlarinda tutulwar ve ekstratorasik tutulum
yoksa “sinirli hastalik”, tumor bir hemitoraksangli dezil ve uzak metastaz var ise
“yaygin hastalik” olarak dgerlendirilir. 1989 yilinda ise IASLC tarafindan
evrelemede dasiklik onerilmistir (Modifiye VALG). Tumar bir hemitoraksa sinirl;
ayni ya da kar tarafa hiler, mediastinal ve supraklavikular |&ezi metastazi ; ayni
taraf plevral effiizyon (sitoloji +/-) ise “sinirhastalik” (TNM'ye goére Evre |, 11, 1)

yaygin

olarak dgerlendirilirken, sinirli hastalik kapsamina girmey&mor ise

hastalik (TNM’ye gore Evre 1V) olarak nitelendirilgtir.

Amerikan Kanser birii ve UICC tarafindan onerilen TNM sistemi KHAK
icin de uygulanabilir, ancak KHAK olgularinin %5den daha azini ojturan ve

cerrahi tedavsansi olan “cok sinirli’” olgularda kullaniimakta@yurdakul 2010).

Cizelge 1.3 Akciger kanseri yeni evreleme sistemi (Yurdakul 2010).

T: Primer TUmor

Tx:Primer tumor dgerlendirilemedi ya da sitolojisinde veya bgoymal lavajda
malign tespit edildi ancak goéruntileme yontemleriyveya bronkoskopi ile

gosterilemedi.

TO: Primer timore ait bir bulgu yok.

T1: Tumorun en buydk capl 3cm veya daha kugukigakereya visseral plevrayla
cevrilmis, brankoskopide lober brgian daha proksimale ylmamg (ana brosgta
tumor yok.)

Tla: Tumdrin en blyuk capi 2cm veya dalgaik

T1b: timorin en buytk ¢apl 2cm’den dahgikifakat 3cm’e @it veya daha

kucuk

T2: Tumorun en buyudk capr 3cm’den biyik fakat 7@n’dlaha blyuk ¢d; veya
tumor gagidaki durumlardan birine sahip

. Karinadan 2 cm veya daha uzak noktadéema tutulmus

. Visseral plevra invazyonu var

. Hiler bolgeye ukan ancak tim akgeri kapsamayan atelektazi veya obstruktif
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pnoémoni
T2a: Tumadrun en biyuk ¢capi 3cm’den daha buyuk falanh’e git vaya daha kiguk

Cizelge 1.3"Devam” Yeni Akciger kanseri evreleme sistemi

T2b: Tumélin en bluytk capr 5cm’den daha biyik fakat 7cgit’ weya daha
kiguk

T3: Tumaorun ¢ap! 7cm’den buyik veygagidaki durumlardan birine sahip
Gogus duvar (superior sulkus tumorleri dahil), digafma, frenik sinir, mediastinal
plevra, parietal perikard invazyonu

. TumoOr ana brata karinay! tutmadan 2cm’den daha yakin mesafede

. Akcigerin tamamini kapsayan atelektazi veya obstrukidinponi

. Tum ayni lobda satellit nodul

T4: Asagidaki yapilari invaze eden herhangi bir buytkluktéknor
. Mediasten, kalp, buyik damarlar, trake, reiil laringeal sinir, 6zofagus,
vertebra govdesi, karina

. Primer téimorle ayni akerde fakat ayri lobda satellit nodil.

N: Bolgesel lenf nodlari

Nx: Bolgesel lenf nodlari gerlendirilemiyor

NO: Bélgesel lenf nodlari metastazi yok

N1: ipsiteral peribrogiyal ve/veya ipsilateral hiler ve intrapulmoner flerodlarinda

metastaz

N2: Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf aodida metastaz

N3: Kontrlateral mediastinal ve/veya hiler, ips#iedl ve/veya kontrlateral skalen

veya supraklaviktler lenf nodlarinda metastaz

M: Uzak metastaz

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var
Mla: Kontrlateral akgerde metastatik nodul; malign plevral veya perikard
efflzyon veya plevrada timoér nodulleri

M1b: Uzak organ metastazi
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Cizelge 1.4Yeni evreleme sistemindeki TNM sistemi (YurdakulLlR).

Gizli karsinom Tx NO MO
Evre O Tis NO MO
Evre IA Tla, b NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre IIA Tla, b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Evre IIB T2b, a N1 MO
T3 NO MO
Evre IlIA Tla, b, T2a, b N2 MO
T3 N1,N2 MO
T4 NO, N1 MO
Evre IIIB T4 N2 MO
Herhangi bir T N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N Mla, b

1.6. EGFR, HER2 ve cMET genleri
1.6.1 Epidermal Buyume Faktérleri

Epidermal buyime faktord (EGF) 1962 yilinda Dr.rgg Cohen tarafindan
izole edilmistir. Cohen, sinir bluyime faktérint (NGizole etmek igin yaps
calismalar sirasinda elde gitibu maddeyi yeni dgan farelere hergiin veginde
gozkapaklarinin erken acifni ve dilerinin erken c¢ikigini saptanstir. Dolayisiyla,
bu maddeye, epidermisin gg@ini hizlandirdg! icin epidermal biylume faktori
(EGF) adini vernstir (Cohen 1991).

EGF'nin aminoasit dizilimi 1972 yilinda ortaya kdmuwstur. EGF, 6kDa
molekdl a&irliginda 53 aminoasitlik tek zincirli bir polipeptittirBirgok vicut
sivisinda ve dokularda vafiigosterilmitir. insan dokularinda RT-PCR analizleri ile
yapilan bir cakmada bobreklerde, tikrik bezi, serebrum ve prodtdusunda
yuksek derecede EGF ekspresyonu gostettimiTrakea ve tiroide orta, kemik g,
kalp, dalak, timus ,uterus ve kolondasidki derecede EGF ekspresyonu izlegtmi
Adrenal bez, karager, akcger, serebellum, plasenta ve ince barsaklarda E4slesi

saptanmamgtir (Groenestege ve Thébault 2007).
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EGF; epitelyal ve mezotelyal kdkenli hiicrelerde apahik etkiye sahiptir.
Epidermal biuyume faktori hicre buyidmesi, prolifgosms ve farklilamasinda
onemli rol oynayan bir bliyume faktorudiBuyime faktorlerinin herhangi bir
hiicreyi etkileyebilmesi icin, etkilenecek olan hémin yizeyinde kendisini taniyan
bir reseptdriin olmasi gerekir. Reseptdrgldmama sonucu hiicre iginde 6zgun bir
cevaba yol acan bir seri sinyal ortaya cikar. E&dndi reseptori olan epidermal
blyume faktori reseptérine (EGFR)glamarak etkisini gosterir. Etkin oldu
hiicrelerde iyon alinimini, glikolizi, DNA ve RNA s&zini arttirici 6zelfii vardir
(Cohen 1991). EGF ile uyarilan hicre, sonucta DAtezi ve hiicre bolinmesine

yol acan bir dizi olayi bdatir.

EGF, EGF protein ailesinin bir tyesidir. Bu ailegeensup olan proteinler
oldukca benzer bir yapiya ve fonksiyonel 6zelliglsahiptir. EGF dinda bu aileye
ait olan proteinler gagidaverilmistir (Dreux ve ark. 2006).

1. Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF)
2. Transforming growth factou-(TGF-o)

3. Amphiregulin (AR)

4. Epiregulin (EPR)

5. Epigen

6. Betacellulin (BTC)

7. Neuregulin-1 (NRG1)

8. Neuregulin-2 (NRG2)

9. Neuregulin-3 (NRG3)

10. Neuregulin-4 (NRGA4)

Birinci grup ligandlar EGFR reseptorine(EGFR, ErbBHER-1) bglanir.
Bunlar epidermal buyume faktorii, TGF-alfa (transfer edici buylime faktort)
amphiregulin (AR), heparin binding-EGF (HB-EGF), tdselulin, epiregulindir.
Ikinci grup hem cerbB-1 hem de cerbB-4 reseptorehelanan betaselulin, HB-
EGF, epiregulin ligandlaridir.
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Sekil 1.1. EGF reseptor ailesi ve ligandlgmwww.medscape.org/viewarticle/544922

adresinden alinrgtir.

1.6.2. EGF Reseptorleri (EGFR)

EGF reseptorleri O’'Keefe ve arkatirinca saptanm) daha sonra Cohen
tarafindan izole edilmgiir (Mc Kay 2002). EGFR reseptort (EGFR, ErbB-1,R4E)
ilk kesfedilen tirozin kinaz reseptérudir. Daha sonra awgseptor ailesine ait U¢
reseptdr daha bulunmstur. Bunlar, ErbB-2 (HER-2/Neu), ErbB-3 (HER-3),bB-4
(HER-4)'dir (Mitelman 1994). Ligandlarin EGFR ilékiesmesi sonucu EGFR’de
dimerizasyon ve ardindan otofosforilasyon gergagkl&unun sonucunda mitojenik
sinyalizasyonda yer alan sitoplazmik proteinlettivaasyonu meydana gelir. ErbB-2
ise bilinen higbir ligandla lganamaz. ErbB-3 sinyalizasyonu ise eksik kalir.Bzrb

2/ErbB-3 heterodimer yaparak ayri bir reseptostoitur (Geschwind ve ark.2004).
EGF reseptorlerinin yapisi

Bu grupta yer alan reseptorler tek bir polipepiitcirinden olgurlar. Peptit

ekstraseliiler sividan sitozole kadar uzanir. Ugdxdgén olsurlar:

1.N-ucu hicre @i ligand bglama bdlgesi
2. Transmembranik segment membrani gecen-heliks yapisidir.

3.Sitozolde protein tirozin kinaz aktivitesi olaim &-ucu bolgesi (sitozolik kuyruk)
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Sitozolik kuyruk tirozin reziduleri igerir. Tiroz#kinaz bazen reseptdrin uzantisi

seklinde bazen de reseptérden ayri olarak bulunur.

Resepiar Oinfusfariasyen
dimerzasysnn
N
N N N N N N
Bl s, |7 M g (™" Bond
e | K wtg'
¢ h % 2
Hiicre zan o s ¢ g, fem g ¢ o5 T 8
- et § & * nabn § wbe §
4
Tirozin kinaz  |— =) Ty —
bolgesi . irase

domyin {

Se
kil 1.2. EGF resepttr yapisi ve gahasekli
(www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK986K/internet adresinden alinarak modifiye

edilmitir.

Genelde tirozinkinaz reseptorleri plazma membrdaiikili(dimerik) bir yapi
olustururlar. Ligantin bglanmasi ile reseptor tirozin kinaz agregate olU{RTin
sitozolik kisminda yer alan tirozin rezidulerinintotosforilasyonu ligandin
baglanmasi ile gerceki@. Reseptor boylece ¢cok sayida sitozolik proteikemdisi
ile temasa gecmesine izin verir. Proteinler fodfemmis tirozin rezidulerine
baglanirlar. Bu proteinlerin kdantiyr gerceklgtirebilmesi icin reseptdrdeki
fosfotirozin rezidulerini ve bunlara kam aminoasitleri taniyan bir aminoasit
dizilimine sahip olmalari gerekir. Proteinlerin banima bdlgelerine “Sidomain:
src homolojik-domain “ denir. Bu bolgeler src piiotele benzerlik gosterir. Farkli
SH, domainine sahip proteinler farkl sinyal Gretim gdaklarini caltirir (Becker
ve ark.2006). Sonug olarak, TKR’ler ayni zamandaa;bk sinyal tretim ara yogani

aktive eder. Bunlar:
1-RAS ara yolay,

2.PI3 kinaz/AKT (PI1-3 kinaz/protein kinaz B) arala,
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3-JAK/STAT ara yolgidir.

EGF

| Recaptor

ERK pathway (/_ | —\\JAKISTAT pathway
p "'*_" <D
~—.

|

Call Protein #fF2B Call Gall
survival synthosan survival murvival

moein P13 Kinase/AKT
5 il pathway

Sekil 1.3.EGF sinyal Uretim ara yolaklari

(www.abcam.com/index.html?pageconfig=resource&ridz23&pid=10628
adresinden alinrgtir).

EGF reseptorleri sinyal ara yolaklari
RAS ara yolagi,

Ras arayolu ile hicre buyumesi ve gati aktive olur. Ras proteini hicre
blyumesinin regilasyonunda énemli bir proteindek Bir alt tniteye sahiptir. GDP
veya GTP’ye bglanabilir. Normalde GDP’'ye lgh inaktif halde bulunur. GTP’ye
bagll iken aktif haldedir. Aktif hale gecebilmesi mgiguanine-nukleotid exchange
factor(GEF): guanin nukleotidi @estirme faktorii olarak adlandirilan bir proteine
ihtiyac duyar. Fosforile olan reseptérin adaptor protein olan GRB2 ile
baglanmasi ve bu proteinin etkisi ile Ras’l aktive mdeEF SOS(son of sevenless)
proteininin hicre zarina toplanmasi gerekir. SO&sigte GTP’ye bglanan RAS
aktif hale doner (Zarich ve ark. 2006).

Ras basamakli bir protein kinaz sistemini aktiveréekil 4). Aktif hale
donisen Ras proteini bir protein kinaz enzimi ol®af proteinini fosforiller. Raf

proteini de MEK protein kinaz enzimini serin ve dbnine rezidilerini
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fosforilleyerek aktif forma dongitrir. MEK'de MAPK(mitogen-activated protein
kinases)’lari threonine ve tirozin rezidulerini foslleyerek aktif hale dongditrir.
MAPK’In orijinal ismi balangicta "ekstraselller sinyal ile dizenlenen Wewdz
(ERKSs) ve "mikrotubdl ilgkili protein kinaz (MAPK) olarak bilinmekteydi.

ERK tarafindan fosforile edildi anlasilan ilk protein mikrotibul ikkili
protein (MAP) idi. MAPK tarafindan fosforile edrebircok hedef protein daha
sonra bulunmgtur. Bunun sonucunda isimlendirme tekrar yapilaisikj "mitojenle
aktive protein kinaz MAPK olmgiur (Downward 2003). MAPK’larin aktivasyonu
Jun ve Etstranskripsiyon faktorleri ailesini fosforilleyerekktive eder. Bu
transkripsiyon faktorleri erken genler (early gendgnilen bgka transkripsiyon
faktorlerine ait genlerin okunmasini ve sentezlesimédglatir. Bunlar Myc,Fas ve
Juntranskripsiyon faktorleridir. Bunlar da “delayedngs” denen bir gen ailesinin
transkripsiyonunu b#atirlar. Delayed genlerden bir tanesFHEligerleri cdk ve siklin
genleridir. Cdk-siklin molekulleri Rb proteinini $toriller ve G1-S gesi tetiklenir.
Genellikle ras mutasyonlarinda bu yol surekli d@kr. Ras’a bglanan GTP ras’dan
ayrilamaz ve ras hep aktif kaliRas proto-onkogeninin 12. ve 61. aminoasitleri
glisindir. Eger bir nokta mutasyonu sonucunda 12. glisin afgnitdnigirse K-ras
onkogeni, 61. glisin 16zine dogiirse H-ras onkogeni ve 61. aminoasit arjinine

donigirse N-ras onkogeni ajur.

23



Activate transeription
_of early genes

Activate transcription
of delayed genes

Sekil 1.4.RAS ara yolgi isleyis mekanizmas(Becker ve ark.2006).

PI3 kinaz/AKT (PI-3 kinaz/protein kinaz B) ara yolagi:

Reseptor aktive oldiunda PI3K (phosphatidylinositol-3 kinaz =PI3-
kinase=PI3K) reseptérde bulunan uyari ile fosfordn tirozin reziduleri ile
baglanarak aktive olur. Daha sonra bir hicre zan tilipplan PIR,yi
(phophptidylinositol-4,5-bisphoshate) fosforillddolayisi ile PIR, PIR’e donir.
PIP; plazma membraninin igylzinde yer alan inaktif prot&inazlari da
fosforilleyerek aktif kale dongiirtr .Bu aktif protein kinazlara kisaca Akt denili
Akt bir cok anahtar hedef proteinin fosforillennr@sikatalizler. Akt normalde
apopitozisi baskilar ve hicre siklusunun duraklamasengeller. PI3K-Akt
sinyalizasyon arayolunun net etkisi hiucregalmasi ve canlgnin devamini
saglamaktir. Ras arayolunda c¢ikan herhangi bir probl@m:mutasyonlar) bu

arayolun acik kalmasina yol acar. PTEN(Phosphaadetensin homolog) proteini
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ise direkt olarak PI3K-Akt arayolunu engelleyeredmngerli hiicrelerin apopitozise
girmesini s@lar ve ¢cgalmay! engeller. PiRden fosfat rezidulerini ayiran PTEN
Akt'in etkisini ortadan kaldirir. PTEN etkisinin tadan kalkmasi Akt Gzerindeki
kontrolii de kaldirir ve kontrolstiz hiicre bolunmegenir. Prostat kanserlerinin
%50’sinde, rahim kanserlerinin % 35’inde PTEN muytas1 mevcuttur (Becker ve
ark. 2006).

AKT, anti-apoptotik proteinlerin transkripsiyonunarttirarak hucre
sagkalimini tegvik etmektedir. Bu surecte yer alan NFkB ve CRE&nhskripsiyon
faktorleridir. AKT’nin baka bir hedefi ise glikojen sentaz kinaz 3 (GSKS3j.du
GSK3 guanin nukleotid ggsim faktori olan ve protein translasyonunu kontmbére
elF2B’'nin fosforilasyonu ve inhibisyonundan sorumidan bir proteindir. Bu
nedenle, AKT tarafindan GSK3 (n inaktivasyonu UeerielF2B defosforile olur.
Protein sentezi ve amino asit depolanmasini artirizcano ve Alessi 2002). AKT
ayrica promosyon A'ya defosforilize konumundadiKTA EIF-4E bglayici protein
ve inhibisyonu ile(4E-BP1)(Asnaghi ve ark, 2004ptein sentezini teik ederek
rapamisini (MTOR) aktive eder. Rapamisin, p70 rdoal S6 kinaz (p70s6k)
Uzerinden bu etkiyi gercekldirirken, EIF-4E bglayici protein (4E-BP1) inhibe eder
(Asnaghi ve ark, 200450nucta, buslemler EGF’'ye yanit olarak hicre buyimesi

ve sg kalimini tgvik eder.

JAK/STAT ara yolagi:

“Signal transducer and activator of transcripti8TAT) proteinleri 90’h
yillarin bainda interferon aracili gen transkripsiyonunu diegoi molekil olarak
taninmgtir. Ganimuazde li sitokinlerin de bu yolu aktive egtini biliyoruz. Bu
proteinler STAT1, STAT 2, STAT 3, STAT4, STAT 5alAT 5b va STAT 6 olmak
Uzere 7 adet olarak tanimlargardir. EGF hucre yilizey reseptorineglbair. JAK
proteinleri reseptoru fosforillerinaktif STAT molekdlleri reseptori ile etkije.
STAT molekulleri homodimer ya da heterodimer stlmmak Uzere reseptérden
ayrilirlar.  DNA (zerine heterodimer veya homodimedarak bglanarak
transkripsiyonda hiicre canfiini sa&layan ve hicre yam siresini uzatan genlerin
okunmasini gdarlar (Kisselevave ark.2002; Henson and Gibson 2006).
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1.6.3. MET protoonkogeni

MET geni 7p31'de yerkgmis bir proto-onkogendir. Met geni 1408 amino
asitlik bir glikoprotein olan transmembranik birdré ytzey reseptéruni kodlar. Bu
reseptdorun ligandi hepatosit blyime faktorughlda faktort (HGF / SF)dir (Park ve
ark.1987). Dean ve arkagdar bu genin tirozin kinaz reseptor ailesindendrikogen
oldugunu gostermgierdir (Dean ve ark.1985)insan insilin reseptorii ve ABL
onkogeni ile oldukca benzer bir dizilimi vardir. NIE fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K) AKT ve MAPK arayolgini aktive eder. Normal fibroblast hicre dizilerini
transforme etme yetepi@e sahiptir ve daha sonralari pek ¢ok farkl dbkeresinde
de gdosterilmgtir (Cooper ve ark. 1984). Met-HGF/SF aktivasyomk sayida hedef
hiicrede mitojenik, motojenik morfojenik ve anti-gpatik etkiler ortaya ¢ikarir (Ma
ve ark.2003). Tumor hicrelerinde mutasyon, amg@gyon ve sri ekspresyonu
yoluyla aktif hale gelebilir. Tirozin kinaz ve ekamembran boélgelerindeki
mutasyonlar reseptdr aktivasyonu ile sonuclanirTMButasyonlari papiller bbrek
karsinomu, cocukluk hepatoseliler karsinomu ve va&a boyun skuamoéz hucreli
karsinomu dahil olmak Uzere insan kanserlerindeite=dilmistir (Birchmeier ve
ark.2003).

Epidermal biylime faktori reseptorti (EGFR; 131.5&6@Rz inhibitorleri
gefitinib ve erlotinib, EGFR aktive edici mutasyanl! olan akgter kanserleri igin
etkili tedavi edici ajanlardir, ancak bazi timorieca kagi direng gelstirebilir.
(Engelman 2007). Engelman, gefitinibe «arMET protoonkogen odakh
amplifikasyon sonucu diren¢ ggiigini, gefitinib duyarh bir akcter kanseri hicre
dizisinde gostermgtir. Gefitinib veya erlotinib direnci gelen 18 akgier kanseri
ornesinin 4’tinde (% 22) MET amplifikasyonu tespit edikti. Bu 6rneklerde MET
sinyal arayol@l inhibisyonu, gefitinib icin hassasiyeti eski mai dondtrtr. MET
amplifikasyonunun bu etkiyi EGFR / ErbB ailesi netsglerinden ERBB3 (HERS3)-
bazimlh olarak aktive olan PI3K aray@a Uzerinden gercek$ardigi ileri
suralmgtur (Engelman 2007).
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1.7. Floresandn Situ Hibridizasyon (FISH) Teknigi:

Sitogenetik ve molekiler genetik teknikleri biraga getiren bir tetkiktir.
Genomda istenilen hedef DNA bdolgesinin, floresaremeDNA veya RNA problari
ile boyanarak “in situ” olarak gozlenmesine imkanit. interfaz hiicre ¢ekirggnin
ve metafaz kromozomlarinin gerlendiriimesini sglar. Yontemin temelinde,
goruntilenmesi hedeflenen DNA bdlgesine komplemeftweokromlarla (floresans
veren molekuller) saretlenmg olan tek iplikcikli (oligonukleotid) DNA dizileri
kullanilir. Bu florokromlarla garetli DNA dizilerine Prob denir. Morfolojik olarak
korunmy kromozom preparasyonlarina, fikse edimihicrelere ya da doku
kesitlerine uygulanabilmektedir. Sayisal ve yapisaomalilerin, kromozomal
mikrodelesyonlarin, kriptik  translokasyonlarin, ker  kromozomlarin
tanimlanmasinda, timor geiinde ortaya ¢ikan anomalilerin tanimlanmasinda ve
gen haritalamada kullanilan bir tetkiktir (Barch \ak.1997, Wegner 1999,
Nussbaum 2001, Zamani AG 2007).

FISH proseduri genel olarai basamaklardan alur.

’ Hedefin hazirlanmasi ‘ ’ Probun hazirlanmasi

’ Denaturasyon ‘

’ Hibridizalsyon ‘

’ Hibridizasyoh sonrasi ylkama‘

’ Kromozomlarin boyanmasi ‘

’ Floresans mikroskobi ‘

Sekil 1.5. FISH tekngi uygulamasemasi

-Hedef DNA (metafaz kromozomu ya da interfaz nugiewe prob hazirlanir.

-Hedef DNA ve prob birlikte ya da ayri1 ayri yuksekda denature edilir (72-75°C).

DNA'nin ¢ift zincirli yapisi acilarak tek zincirtial alir.
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-Hedef DNA ve probun 37°C’de hibridizasyonuslsair (stre probun tipine gore
degisir: 1 saat- 16 saat). Busamada problar hedef kromozom (zerindeki
komplementeri olduklari bélgeye ya da bélgelergldnar.

-Hibridizasyon suresi bitince non-spesifik glenmalardan ve artefaktlardan
(kirliliklerden) kurtulmak icin ceitli sicakliklarda ve ¢gtli yogunluklardaki tuz ve

deterjan turevi maddelerle yikangtemi yapilir (Posthibridizasyon yikama).

-Ardindan kromozomlar kontrast gturan bir renkle (6rnek DAPI=4-6-diamidino-

2-phenylidole / Antifade) boyanarak goruntr halérge.
- Floresans mikroskopta incelenir.

Hedef kromozom ya da kromozom bdlgesine ve amagia ddarak kullanilan ¢gtli
problar vardir:

a). Tum Kromozom Boyama Problari (Kromozom Pam#nob ): Kromozom ya da
kromozom kollarinin identifikasyonu igin kullanilgmoblardir.

b). Sentromer Spesifik Problar: Sentromer yakirknddfa satellit bolgesine 6zgu
problardir. Sadece 13/21 ve 14/22 kromozomlarireardrik bélgelerinde homolog

dizilere sahiptirler. Ayirt edilebilmeleri icin eksa bir prob ile kombine edilirler.

c). Lokus Spesifik Problar = Tek Gen Problari : €3glon ya da duplikasyonlari
tespit etmek ve gen lokalizasyonunu belirlemeln igullanilan bir gen/lokus
bdlgesine 6zgu problardir. Tumor gegigtde siklikla kullanilhir (Barch ve ark.1997,
Wegner 1999, Nussbaum 2001, Zamani AG 2007).

d). Telomerik Problar: Kromozomlarin terminal bdiyeni tanimlayan problardir.
Hucre yalanmasi (senescence), kromozomal yeniden dizenlenmee
delesyonlarin agtirilmasinda kullanilir. Her kromozoma 6zgu teloikeproblar

bulunmaktadir.
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2-GEREC VE YONTEM
2.1. Hasta Sec¢imi

Calisma kapsamina S.U.M.T.F. @ids Hastaliklar Klinginde takip edilen,
radyolojik olarak pulmoner lezyon saptanan 39 hastadl . Histopatolojik olarak
akciger kanseri tanisi alan olgular (n=24) Grup 1’, barekcger hastalii tansi alan
olgular(n=15) ise Grup 2'yi okturdu. Tium bronkoskopikslemler deneyimli bir
gogus hastaliklari uzmani tarafindan gercgtiigdi.

TUm olgulara premedikasyon (atropin), lokal anagfiélokain) ve sedasyon
(midazolam) yapildiktan sonra fiberoptik bronkosk@lympus, Japan) ile oturur
pozisyonda transnazal yoldan girildi.

Bronkoskopik olarak direkt timor bulgusu (endolyrgal timor veya
tumoral infiltrasyon) saptanan tim Grup 1 olgulda lezyonlu bdlgeden biyopsi
orneklemesi yapildi. Grup 2'de ise bronkoskopikopisi ornekleri , radyolojik
olarak saptanan lezyonun bulugdu taraftaki ilgili inflamasyonlu braon
mukozasindan alindiislemde tek kullanimhk biyopsi forsepsi (oval kepkel
kullanildi. Tim olgularda, ilk alinan biyopsi mageli, steril serum fizyolojik iceren
ependorf tlipu icine konularak sitogenetik gal icin hemen genetik laboratuarina,
diger biyopsi 6rnekleri ise patoloji laboratuarina dénildi.

Calisma tamamlanana kadar histopatolojik tanilar sadgiéis hastaliklar

uzmani tarafindan bilinmekteydi. Genetik b6limulendan haberdar @édi.

2.2. Preparat Hazirlama
2.2.1 Lamlarin Temizlenmesi:
- Frostlu lamlar sabunlu suda bir sure bekletildikéenra ilk dnce gene suyu
altinda 3 kere yikandi.
- Distile sudan gecirildi
- Fixatif solisyonundan gecirilerek temiz bir bezdjam ile silindi.
2.2.2 Lamlarin Hazirlanmasi:
- Steril serum fizyolojik iceren ependorf tupu icindgdonderilen doku
parcalarindan-daha 6nceden temizlensusutulmus- lamlara dokundurma
yolu ile preparasyon (Touch preparasyon) yapilgk mikroskobu altinda

hiicre ygunlugu tespit edilereksaretlendi.
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- Lamlar, bir prob igin bir adet olmak lzere, herthdan toplamda 3 adet
olacaksekilde hazirlandi.

- FISH yénteminin uygulanagazamana kadar -2G de saklandi.

2.3. FISH Yontemi
Hazirlanan preparatlara EGFR, HER2, c-Met gen béilgén problari
(Cytocell/aquarius) kullanilarak (Flouresan in sitybridization) FISH yontemi

uygulandi.

2.3.1. On hazirlik slemi:
Preparatlar sirasi ile 2xSSC, ve %70, %85, %10kl serilerinde Xer
dakika bekletildi. Havada kurutuldu.

2.3.2. Hibridizasyon:

- Lamlar kuruduktan sonraaretlenmg olan bdlgelere ilgili proplardadO pl
eklendi ve Uzeri lamel ile kapatildi.

- Lamelin etrafl entellan veya uygun bir yaoici ile hava almayacak bir
bicimde yapgtirildi.

- Lamlar hot-plate de(Hychrome/Eureoclone@sicaklikta 10 dk bekletildi.

- Hot-plate’in sicakigi 75°C ye yiikseltildi ve preparatlar 2 dk bu sicaklikta

bekletildi.
- Sicaklik tekrar 3%C ye diurildii ve cihazin su haznesine su eklenip,

preparatlar 1 gece ekilde birakildi.

2.3.3. Hibridizasyon sonrasi yikama:
- Benmarinin sicakli 72C ye ayarlandi; 4xSSC’nin sicakli, benmarinin
sicaklgina ulagincaya kadar bekletildi.
- Lamlarnn Uzerindeki yagptirici ve lamel uzakkirldiktan sonra lamlar,
4xSSC de 2 dk ve oda sicagkhdaki 2xSSC de 30 sn bekletildi.
- Preparatlarinsaretli bolgeleri tzerine 10 pl DAPI ilave edilerdkmelle

kapatildi ve preparat analiz edilene kadar’@€e bekletildi.

30



2.4. Analiz ve Dgerlendirme

Preparatlar Nikon ECLIPSE E 600 fluoresan mikros&apygun filtreler kullanilarak

incelendi . FISH sinyalleri iceren nikleuslar anadildi ve fot@raflandi.

2.4.1interfaz FISH Skorlama Kriterleri

1. Her probun dalga boyuna 6zgu filtreler kullaniléi weriler her prob igin ayri

5.
6.

ayri kaydedildi.
Sadece sinirlar belli olan nikleuslargddendirildi, sinirlari olmayan veya
belirsiz olan ve hasararams interfaz ¢ekirdekleri dgerlendiriimedi.
Nukleus icindeki gt yogunlukta olan sinyaller derlendirildi. Dk dizeyli
spesifik olmayan hibridizasyon sinyalleri sayimaitiadilmedi. Bu sinyaller
distk yogunluklar ve farklisekilleri ile kolayca tanimlanabildi.
Ciftli, bolinmis, Ucli ve kimelenmi sinyaller 6zel ve deerlendirmede
oldukca dikkat gerektiren durumlar olglubu sinyaller icin gagidaki sekilde
sayildiSekil 6):
I. Birbiri ile baglantili goriinen veya temas halinde olan ikili ve
ucla sinyaller tek sinyal olarak
ii. Birbiri ile ayni hizada ama ayri olan sinyalleriraainda buyuk
olan sinyalin ¢api kadar Blok varsa bu sinyaller tek sinyal
olarak
iii. En fazla 15 adet sinyalin bir arada bulugdwsinyal gruplari
ise kime (cluster) olarak sayild1.
iv. 15 sinyalin (<15) dstinde sinyal iceren gruplar ise
innumerable=sayisiz olarak olarak sayildi ve ‘l@arak
nitelendirildi.

Kullanilan degerlendirme probu ve kontrol probunun sinyal orddeedildi.
Degerlendirmede toplamda 200 interfaz hicre sayisinéagsild.
Degerlendirme sonucunda olgular, FISH pozitif ve Fl8Egatif olarak 2
gruba ayrildi.
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ikilive liclii gruplar 4 ve 4'ten fazla sayida sinyalin kiimelesme durumu

® @ Zsinyal .'. 4" kiimelegme
; 8
®8  1sinyal
#®  1sinyal .% 4'10 kiimelesme
&
@b 1 sinyal
&8 2sinyal ."::.: l;lki'.'tmetegmej 15 5in',-a.flve
et Gzeri 20 olarak yorumianr

Sekil 2.1. FISH sinyali skorlama kriterlerinirsematize hali(Varella-Garcia ve
ark.2009).

2.4.2 EGFR Probuicin Sonu¢ Yorumlama Kriterleri:

a) Her bir olguda Sayilan hticrelerin %40’'indan fazidst EGFR gen bdlgesine
ait gen kopyast4 oldyzsunda amplifikasyon pozitiblarak kabul edildi.

b) Yine her bir olguda sayilan tim hucrelerdeki EGHR/a sayisinin CEP 7,
(kontrol probu) sinyal sayisina bolurglinde c¢ikan oram2 bluyuk ise bu
durum amplifikasyon pozitiblarak kabul edildi.

c) Her bir olguda dgerlendirilen hicrelerin %10 dan fazlasinda genykop
sayis>15 ise bu durum amplifikasyon pozitifarak kabul edildi.

d) Sayillan hicrelerin %40'dan azi >4 sinyal verdiinde bu durum

amplifikasyon negatiblarak kabul edildi(Varella-Garcia ve ark.2009).

2.4.3. HER2 Probuicin Sonug Yorumlama Kriterleri:

EGFR analizi icin kullanilan kriterlere uyuldu.

2.4.4 c-Met Probuicin Sonu¢ Yorumlama Kriterleri:
Her bir olguda, sayillan hicrelerde c-Met geni ic#h gen kopya sayisi
yuzdesi, “cut off” dezeri olarak belirlenen yizdenin (%238 kati ise amplifikasyon

pozitif olarak dgerlendirildi (Zeng ve ark. 2008).

2.4.5. Problarigcin “cut off” De geri Olusturma
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Calismamizin  sonuglarini  d@erlendirirken yararlanagamiz  “cut-off”
degerini belirlemek i¢cin gonulli olarak canamiza katilan 5 gakl kisiden alinan
periferik kandan kulttr yapilarak elde edilen ifaer hiicreleri FISH proseduriine
uygun olarak preparasyon yapildi ve incelefiteleme sonucunda problar igin “cut

off” de geri olusturulduktan sonra skorlamagkrlendirmeleri yapildi.
2.5. Kullanilan Solusyonlar ve Hazirlansi:

20xSSC:

17,5 gr NaCl (Merck kimya) 100cc distile su icemde ¢ozduruldd,

8,8 gr Sodyum Sitrat @ElsNagO7.2H,0)(Merck kimya) bgka bir kapta 100cc
distile su icerisinde ¢ozduruldl, son olarak ikeelhi karstirildi.

2xSSC:

1 birim 20xSSC, 9 birim distile su olacakkilde 20xSSC’den diliie edilerek
hazirlandi.

4xSSC:

2 birim 20xSSC, 8 birim distile su olacakkilde 20xSSC’den dilue edilerek

hazirlandi.

%70'lik etil alkol:

30cc distile su tGizerine 70cc absolu etil alkol rklek hazirlandi.
%85'lik etil alkol:

15cc distile su tzerine 85cc absolu etil alkol sklek hazirlandi.
Hibridizasyon sonrasi yikama solusyonlart:

2xSSC ve 4xSSC igerisine 50ul Tween 20 eklenereklaadi.

2.6 Kullanilan Problar
Calismamizda,
- EGFR (7p11.2) (Cytocell,UK)
- HER2 (17q11-12) (Cytocell,UK)
- C-MET (7931) (Cytocell,UK) ticari amplifikasyon giolari kullanildi.

3. BULGULAR
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Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi g5 Hastaliklari Anabilim
Dalindan, histopatolojik olarak tani aknysslari 26-82 arasinda olan(ortalama: 60),
7’si kadin 32’si erkek toplam 39 birey gahaya dahil edildi. Olgularin yacinsiyet
ve sigara icme bilgileri toplanarak gexlendirildi. Akciger kanseri ve benign hastalik
histopatolojik tanisina goére iki grup gturuldu. Benign hastalik histopatolojik tanisi
alan grup kontrol grubu olarak kabul edildi.

Cizelge 3.1.Benign histopatolojik tani alan olgulardangaao kontrol grubunun
cinsiyet, ya, sigara kullanimi ve histopatolojik tanilari (n315

No Ad-Soyad Cinsiyet Ya Sigara Histopatolojik Tani
(paket-yil)
6 T.K. E 26 6 Miliyer TB
7 F.E. K 66 YOK Multipl noduller
8 A.B. K 57 15 Pnémoni
10 M.B. E 62 YOK Bronektazi
16 H.C. E 77 60 Kronik bragit
17 H.S. E 67 30 Endobraiyal
tiberkuloz
18 A.K. E 49 25 Idiyopatik pulmoner
fibrozis
19 G.P. K 40 YOK Akcger bilu
20 A.M. E 43 10 Pnémoni
21 F.K. K 57 2.5 Malign mezotelyoma
22 M.Y. E 80 YOK Multipl akc. Nodilleri
23 T.G. K 69 1 Idiyopatik pulmoner
fibrozis
24 A.A. E 67 YOK Antrakofibrozis
35 A.B K 49 0 Fibrotik band
39 D.M K 31 5 Sarkoidoz

Cizelge 3.2. Akciger kanseri histopatolojik tanisi alan olgulardamsah hasta
grubunun cinsiyet, yasigara kullanimi ve histopatolojik tanilarn (752

No Ad-Soyad Cinsiyet Ya Sigara Histopatolojik Tani
(paket-y1l)

1 A.K. E 62 60 Kagik hicreli CA

2 A.U. E 64 90 Epidermoid CA

3 S.Y. E 62 40 Epidermoid CA(az dif)
4 A.A. E 60 60 Epidermoid CA(az dif)
5 M.H. E 49 33 Epidermoid CA

9 M.E. E 66 27 Epidermoid CA

11 I.T. E 67 2 Epidermoid CA

12 O.C. E 57 50 Adenokarsinom
13 G.C. E 60 40 Epidermoid CA
14 I.C. E 68 90 Adenokarsinom
15 M.S. E 53 80 Epidermoid CA
25 M.T. E 48 70 Epidermoid CA

26 A.S.B. E 49 30 Kuguk hucreli CA

Cizelge 3.2:Devam”Akci ger kanseri histopatolojik tanisi alan olgulardaumah
hasta grubunun cinsiyet, yasigara kullanimi ve histopatolojik tanilari (@52
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27 K.G. E 64 110 Epidermoid CA
28 M.K. E 65 50 Kagik hicreli CA
29 M.N. E 82 140 Kuguk hucreli CA
30 LA E 73 25 Epidermoid CA
31 H.K. E 55 35 Adenokarsinom
32 N.K. E 59 70 Kaguk hacreli CA
33 M.O. E 58 70 Malign Mezotelyoma
34 Y.A.O E 50 60 Az differansiye KHDAK|
36 D.C E 54 50 AdenoCa. KHDAK
37 O.E E 73 53 Epidermoid CA
38 I.K E 73 75 KHDAK

3.1. Yontemelligkin Bulgular

Bronkoskopi gleminin sonrasinda hemen gainak tzere laboratuarimiza
gelen numunelerden preparasyon yapilarak FISH winiée incelendi. FISH
sinyalleri iceren nukleuslar analiz edildi ve fgtaflandi (Resim 3.1, Resim 3.2,
Resim 3.3).

Resim 3.1.EGFR gen kopya sayis! grha sahip bir hticrenin FISH goéruntusi (Cep7
yesil sinyal, EGFR kirmizi sinyal).( 27 no’lu olgu)
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Resim 3.2.HER-2/neu geni i¢in gen amplifikasyonuna sahip Bl&cm bulundgu
bir olguya ait FISH goruntisu (Alfasatellit7 gflesinyal, HER-2/neu kirmizi sinyal)
(4 no’lu olgu)

Resim 3.3.c-MET gen kopya sayis! agtna sahip ve normal hiicrelerin bir arada
bulundwgu bir olgunun FISH gorintisu ( 25 no’lu olgu)

36



3.1.1. EGFR Probuile Yapilan FISH Analizlerinin Sonuclari

EGFR gen probu ile yapilan gahalarda kontrol grubunda yer alan 6, 8, 39
ve akcger kanserli olgu grubunda yer alan 30, 31, 37 8&aral 6rnekler EGFR ve
kontrol probunun sinyalleri izlenemeidliicin ve kontrol grubunda yer alan 21 ve
hasta grubunda yer alan 33 numarali hastalarisitamalignite oldgu icin calsma
disinda birakildi. Dolayisiyla bu prob icin kontrougpunda 11, akger kanserli olgu
grubunda 19 hasta gerlendiriimis oldu. Kontrol grubunda amplifikasyon
gozlenmezken, kanserli olgu grubunda yer alan 3ablasamplifikasyon izlendi ve
bu durum amplifikasyon pozitifilik olarak kabul dédii (Cizelge 3.3, Cizelge 3.4,
Resim 3.1). Normal olarak gerlendirilen olgular amplifikasyon agisindan nefati

olarak dgerlendirildi.

Cizelge 3.3.Kontrol grubunda EGFR geni icin kriterlere gére yap negatiflik—

pozitiflik degerlendirmesi bulgulari

EGFR icin Gen| EGFR icin Gen| EGFR
No Ad- kopya sayisr4 olan| kopya sayisi >15 | sinyal/CEP7 SONUC
Soyad | hicre yuzdesi olan hicre ylzdesi | sinyal orani

6 T.K. - - - -
7 F.E. 17.04 0 1.19 NEGAF
8 A.B. - - - -
10 M.B. 5.71 0 0.99 NEGAIF
16 H.C. 11.10 0 1.12 NEGAIF
17 H.S. 1.94 0 1.01 NEGAIF
18 AK. 0 0 0 NEGATF
19 G.P. 3.14 0 1 NEGAIF
20 A.M. 0.96 0 1 NEGATF
21 F.K. 13.79 0 1 NEGAITF
22 M.Y. 20.17 0 1.72 NEGAIF
23 T.G. 0.47 0 1 NEGAITF
24 AA. 11.70 0 1 NEGATF
35 A.B. 0,11 0 1 NEGATF
39 D.M. 0 - - -
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Cizelge 3.4.Akciger kanserli olgu grubunda EGFR geni icin kriterlgige yapilan
negatiflik—pozitiflik degserlendirmesi bulgulari

EGFR icin Gen EGFR icin Gen EGFR
No Ad- kopya sayisr4 kopya sayisi | sinyal/CEP7| SONUC
Soyad | olan hiicre ylizdesi| >15 olan hiicre| sinyal orani
ylzdesi

1 AK. 15.78 0 1 NEGAITF
2 A.U. 34.97 19.75 2.40 POZITIF
3 S.Y. 21.42 1.78 1.26 NEGAF
4 AA. 16.77 0 1 NEGATF
5 M.H. 0 0 1 NEGATF
9 M.E. 6.81 0 1 NEGAIF
11 I.T. 0 0 1 NEGATF
12 O.C. 0 0 0.97 NEGAF
13 G.C. 40.18 1.92 1 PO IF
14 I.C. 17.58 5.49 1 NEGAIF
15 M.S. 25.33 0 1 NEGATIF
25 M.T. 1.89 0 1 NEGAIF
26 A.S.B. 0.90 0 1 NEGAIF
27 K.G. 45.55 0 1.80 POATIF
28 M.K. 5.00 0 1.05 NEGAIF
29 M.N. 9.7 0 1 NEGATF
30 1A, - - - -

31 H.K. - - - -

32 N.K. 0 0 1 NEGATF
33 M.O. 3.04 0 1.03 NEGAF
34 Y.A.O 25.75 0 1 NEGAIF
36 D.C. 18.55 0 1 NEGAIF
37 O.E 0.31 - - -

38 1.K - - - -

3.1.2. HER2 Probuile Yapilan FISH Analizlerinin Sonuglari

HER2 gen probu ile yapilan gahalarda kontrol grubunda yer alan 6, 8, 24
ve akcger kanserli olgu grubunda yer alan 1, 31,38 numéraekler HER2 ve
kontrol probunun sinyalleri izlenemedicin, kontrol grubunda yer alan 21 numarali
ve hasta grubundaki 33 numaral hastalarin tanadigmte old@gu icin calsma
disinda birakildi. Dolayisiyla bu prob icin kontrougpunda 11, akger kanserli olgu
grubunda 20 hasta gerlendiriimis oldu. Kontrol grubunda amplifikasyon
gozlenmezken, kanserli olgu grubunda yer alap Hestada amplifikasyon izlendi
(Cizelge 3.5,3.6). Amplifikasyon pozitifilik olarakabul edildi. Normal olarak
degerlendirilen olgular amplifikasyon agisindan neigaltirak dgerlendirildi.
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Cizelge 3.5.Kontrol grubunda HER2 geni icin kriterlere gore yap negatiflik—
pozitiflik degerlendirmesi bulgulari

HER?2 i¢in Gen HER?2 i¢in Gen HER?2 sinyal
No Ad kopya sayisr4 olan kopya sayisr15 /Alfasatellit 7 SONUG
Soyad hiicre ylzdesi olan hiicre ylizdesi sinyal orani
6 TK. - - - -
7 F.E. 0 0 0.87 NEGAIF
8 A.B. - - - -
10 M.B. 11.48 11.48 1.86 NEGATF
16 H.C. 0 0 1 NEGATF
17 H.S. 0,48 0 1 NEGAIF
18 A.K. 0 0 1 NEGATF
19 G.P. 5,66 0 1.035 NEGAF
20 A.M. 5,34 0 1 NEGATF
21 F.K. 15,90 0 1 NEGAIF
22 M.Y. 0 0 1 NEGATF
23 T.G. 0 0 1 NEGATF
24 A.A. - - - -
35 A.B. 0.21 0 0 NEGATF
39 D.M. 0.4 0 0 NEGATF

Cizelge 3.6 Akciger kanserli olgu grubunda HER2 geni icin kriterlgtge yapilan
negatiflik-pozitiflik dezerlendirme bulgulari.

HER2 icin Gen| HER2 i¢cin Gen HER2
No Ad- kopya sayisi >4 | kopya sayisl >15 /Alfasatellit 7 SONUG
Soyad | olan hiicre ylizdesi olan hiicre yiizdesi sinyal orani

1 AK. - - - -
2 A.U. 32.25 15.32 2.04 POZITIF
3 S.Y. 41.17 1.7 1.3 POITIiF
4 AA. 91.15 27.87 2.31 POZITIF
5 M.H. 1.61 0 1 NEGATF
9 M.E. 7.69 0 1.67 NEGAIF
11 I.T. 0.85 0 1 NEGATF
12 O.C. 0.48 0 1 NEGAIF
13 G.C. 12.96 0 1 NEGAIF
14 I.C. 7.44 0 1 NEGAIF
15 M.S. 4.21 0 1.03 NEGAIF
25 M.T. 45,65 0 1.53 POATIF
26 A.S.B. 0 0 1 NEGAIF
27 K.G. 1,82 0 1 NEGATF
28 M.K. 2,29 0 1.05 NEGATF
29 M.N. 4,87 0 1 NEGATF
30 A, 1,40 0 1 NEGATF
31 H.K. - - - -
32 N.K. 40.78 0 1.37 POIT iF
33 M.O. 12.72 0 1.22 NEGAIF
34 Y.A.O 23.57 0 1.3 NEGAIF
36 D.C. 6.81 0 1 NEGAIF
37 O.E. 0 0 0 NEGATF
38 LK. - - - -
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3.1.3. c-MET Probu ile Yapilan FISH Analizlerinin Sonugclari

c-MET gen probu ile yapilan ¢atnalarda kontrol grubunda yer alan 6, 7, 8
ve akcger kanserli olgu grubunda yer alan 1,29,31,38 naimérnekler c-MET ve
kontrol probunun sinyalleri izlenemediicin calisma dginda birakildi. Kontrol
grubunda yer alan 21 ve hasta grubundaki 33 numhbedtalarin tanisi malign
mezotelyoma idi. Bu taniyr alan orneklerin de byaniltabilecgi distuntlerek
deserlendirme dynda birakildi. Dolayisiyla bu prob igin kontrolugpunda 11,
akciger kanserli olgu grubunda 19 hastgelbendirilmis oldu. Kontrol grubunda yer
alan bir, kanserli olgu grubunda yer alan yedi &datamplifikasyon izlendi(Cizelge
3.7-3.8).Amplifikasyon pozitifilik olarak kabul edildi. Norai olarak dgerlendirilen
olgular amplifikasyon agisindan negatif olarageléendirildi.

Cizelge 3.7.Kontrol grubunda c-MET geni icin kriterlere gorapylan negatiflik—
pozitiflik degerlendirmesi bulgulari

Ad- c-Met  icin c-Met
No Soyad | gen kopya| sinyal/CEP7 SONUC
say! artsi(%) sinyal orani

6 T.K - -
7 F.E
8 A.B. - - -
10 M.B. 0 1 NEGATIF
16 H.C. 0 1 NEGATF
17 H.S. 3.05 1 NEGATF
18 AK. 0 0 NEGATIF
19 G.P. 0.49 1 NEGAIF
20 A.M. 0.96 1 NEGATF
21 F.K. 21.875 1 POITIF
22 M.Y. 0 0.83 NEGATF
23 T.G. 76.19 1.76 POITIF
24 AA. 1.58 1 NEGATF
35 AB. 0.21 0 NEGATF
39 D.M. 0.4 0 NEGATF
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Cizelge 3.8 Akciger kanserli olgu grubunda c-MET geni icin kritedagtre yapilan

negatiflik—pozitiflik dezserlendirmesi bulgulari

No Ad- c-Met icin gen kopya sayl | c-Met sinyal/CEP7 SONUC
Soyad artisi (%) sinyal orani

1 AK. - - -

2 A.U. 20.94 1.81 POITIF
3 S.Y. 9.01 1.25 POITIF
4 AA. 0 1 NEGATF
5 M.H. 0 1 NEGATF
9 M.E. 9.37 1 POATIF
11 I.T. 0 1 NEGATF
12 O.C. 0.92 0.95 NEGAF
13 G.C. 18.86 1 PORTIF
14 I.C. 0 1 NEGATF
15 M.S. 0 - NEGATIF
25 M.T. 70 141 POATIF
26 A.S.B. 0 1 NEGATF
27 K.G. 2.75 1.02 NEGAIF
28 M.K. 2.06 1 NEGATF
29 M.N. - - -

30 LA, 0 1 NEGATIF
31 H.K. - - -

32 N.K. 28.57 1.32 POITIF
33 M.O. 24.52 1.24 POITIF
34 Y.A.O. 1 1 NEGATF
36 D.C. 7.31 1 POITIF
37 O.E. 0 0 NEGATIF
38 I.K. - - -

3.2.1statistiksel Bulgular

Bu calsmada istatistiksel olarak iki farkiekilde degerlendirme yapilnstir.

Ilk olarak kontrol grubu ve histopatolojik olarak riezr tipi ayrimi yapiimadan

sonuclar kanlastirilmis daha sonra ak@er kanseri olgularindan, kicuk hucrelgidi

akciger kanseri grubu olturularak ikinci bir kagilastirma yapiimgtir. Yapilan bu

ikinci karsilastirmada EGFR ve HER2 genleri icin gen kopya say#splan hicre

yuzdesi %10, %20, %30 ve %4gkedegerleri alinarak kawlastiriimistir.
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3.2.1.Kontrol ve Hasta Gruplarinin Karsilastirilmasi

EGFR Genilgin Negatiflik ve Pozitiflik Acisindan Istatistiksel Degerlendirme

EFGR geni icin kontrol ve hasta gruplari arasind&arg sonuclar
bakimindan(negatiflik ve pozitiflik) Fisher's Exakt-kare testi kullanilarak yapilan

deserlendirme sonucunda iki grup arasinda farkhlikubmamstir (p=0,533).

Cizelge 3.9.0lgularda EGFR geni icin hasta ve kontrol gruplarisayisal olarak
gosterilmesi

NORMAL |AMPL iFiIKASYON | TOPLAM
KONTROL 10 0 10
HASTA 15 3 18
TOPLAM 25 3 28

EFGR geni icin kontrol ve hasta
gruplari karsilastirmasi (p=0,533)

16 15

14

12

10

8 m KONTROL
6 W HASTA

a 3

2 il

0

NORMAL AMPLIFIKASYON

Sekil 3.1. EGFR geni icin kontrol ve hasta gruplarininskastiriimasina ait grafik
ornesi

Yukaridaki sekli inceledgimizde kontrol grubunda “normal” olanlarin
yuzdesi %100 iken hasta grubunda %83,3 gskmve yluzdeler arasindaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli gedir. Bu analizde Mann Whitney U testi kullanilgtir.
(p=0,533).
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EGFR Geni 1Icin Degerlendirme Kriterleri Acisindan  Istatistiksel

Degerlendirme

Cizelge 3.10EGFR geni icin dgerlendirme kriterlerinin karlastirilmasinda hasta
ve kontrol gruplarina ait istatistiksel gkeler

N Ortalama Standart Medyan | Minimum | Maksimum
Sapma

EFGRiGIN | yontrol | 11 7.82 7.23 5,71 0 20,17
Gen kopya
sayisi>4
olan hiicre Hasta 18 12,13 14,51 7,01 0 45,55
ylizdesi
EFGR
sinyallCEP7 Kontrol 11 1 0,40 1 0 1,72
sinyalorant |\ cia 18 1,14 0,37 1 0,97 2,40

EFGR geni icin gen kopya sayist4 olan hicrelerin ylzdesi icin;

Hasta ve kontrol grubunda mevcutgdder kasilastirildiginda istatistiksel
olarak farkhlik bulunmamaktadir. (p=0,877) Cizelgenceledgimizde kontrol
grubunun ortalama deri 7,82 + 7,23 iken hasta grubunda 12,13 + 14 Btak

gosterilmitir.

Kontrol ve hasta gruplar
karsilastirmasi (p=0,877)

20 18

15

10 +

KONTROL HASTA

EFGR icin Gen kopya sayisi 24 olan hiicre ylzdesi

Sekil 3.2. EGFR geni icin gen kopya say#st olan hiicrelerin kontrol ve hasta
gruplarinin dailimini gésteren grafik orrge

EFGR sinyal/CEP7 sinyal orani igin;

Hasta ve kontrol gruplari arasindaki mevcu@getier kasilastirildiginda

istatistiksel olarak farkhlik bulunmastir (p=0,877). Cizelgeyi incelegimizde
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kontrol grubunun ortalama geri 1 + 0,40 iken hasta grubunda 1,14 + 0,37 &lara

gosterilmitir.

Kontrol ve hasta gruplar
karsilastirmasi (p=0,877)

20 18

15

10 +

KONTROL HASTA

EFGR sinyal/CEP7 sinyal orani

Sekil 3.3. EGFR geni icin EGFR sinyalinin CEP/7 sinyalineroran hasta ve
kontrol gruplarina ait dalimini gésteren grafik orrge

HER2 Genilcin Negatiflik ve Pozitiflik Agisindan istatistiksel Degerlendirme

HER2 geni icin kontrol ve hasta gruplan arasindkan sonugclar
bakimindan(negatiflik ve pozitiflik) Fisher's Exagt-kare Testi kullanilarak yapilan

analiz ile dgerlendirildiginde aralarinda farklilik bulunmasgtir (p=0,128).

Cizelge 3.110lgularda HER2 geni icin hasta ve kontrol gruplarisayisal olarak
gosterilmesi

NORMAL |AMPL IFIKASYON | TOPLAM
KONTROL 10 0 10
HASTA 13 5 18
TOPLAM 23 5 28
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Her2 geni icin kontrol ve hasta gruplari
karsilastirmasi (p=0,128)

14 13

12

10

B KONTROL

U

B HASTA

0

NORMAL AMPLIFIKASYON

Sekil 3.4. HER2 geni i¢in kontrol ve hasta gruplarinin gkastirilmasina ait grafik
ornesi

Yukaridaki sekli inceledgimizde kontrol grubunda “normal” olarak ifade
edilenlerin ytizdesi %100 iken, hasta grubunda aed®72,2 ciknytir ve ytzdeler
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli uswhamgtir. Bu analizde Mann-
Whitney U testi kullaniinytir.

HER2 Genilgcin Degerlendirme Kriterleri Agisindan istatistiksel Degerlendirme

Cizelge 3.12HER2 geni igin hasta ve kontrol gruplarina astistiksel dgerler

N Ortalama Standart Medyan Minimum Maksimum
Sapma

HER2 icin Gen
kopya sayis>4 Kontrol 10 3,89 5,72 0,24 0 15,90
olan hiicre
yiizdesi Hasta 18 16,89 24,41 6,16 0 91,15
HERZ/icin Gen | ool | 10 1,15 3,63 0 0 11,48
kopya sayisi
215 olan hicre | oo 18 2.49 7,29 0 0 27,87
ylzdesi
HER2 Kontrol | 10 1,08 0,28 1 0,87 1,86
sinyal/CEP7
sinyal orani Hasta 18 1,25 0,40 1,02 1 2,31
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HER2 geni icin gen kopya sayist4 olan hiicrelerin ytzdesi igin;

Hasta ve kontrol gruplarinda bulunangeder kagilastirildiginda istatistiksel
olarak farkllik vardir (p=0,045). Bu sonu¢ yukakd Cizelgede kontrol grubunun
ortalama dgeri 3,89 * 5,72 iken, hasta grubunda 16,89 + 24glarak

gorialmektedir.

Kontrol ve hasta gruplar
karsilastirmasi (p=0,045)

20 18

15

10 +

KONTROL HASTA

Her2 icin Gen kopya sayisi 24 olan hiicre ylzdesi

Sekil 3.5.HER2 geni i¢in gen kopya say®st olan hucrelerin kontrol ve hasta
gruplarinin dailimini gésteren grafik orrge

HER2 geni icin gen kopya sayist15 olan hiicrelerin yizdesi icin;

Hasta ve kontrol gruplarinin algnioldugu deserler kasilastiriidiginda
olgular arasinda istatistiksel olarak farkhlik bomamgtir (p=0,759). Yukaridaki
Cizelgede bu sonuglar kontrol grubunun ortalamgedel,15 + 3,63 iken, hasta
grubunda 2,49 + 7,2@klinde gosterilerek ifade edilgtir.
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Kontrol ve hasta gruplar
karsillastirmasi (p=0,759)

20 18

15

10 +

KONTROL HASTA

Her2 icin Gen kopya sayisi 215 olan hiicre ylzdesi

Sekil 3.6. HER2 geni igin gen kopya say#sl5 olan hicrelerin kontrol ve hasta
gruplarinin dgilimini gosteren grafik orige

HER2 geni icin HER2 sinyali/Alfasatelit 7 sinyal oani;

Hasta ve kontrol gruplarinda mevcutgdder kasilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak farkllik gorilmemektedir (p2@1). Bu sonug Cizelgede kontrol
grubunun ortalama geri 1,08 + 0,28 iken, hasta grubunda 1,25 + @#@eklinde

gosterilmitir.

Kontrol ve hasta gruplar
karsillastirmasi (p=0,121)

20 18

15

10 +

KONTROL HASTA

Her2 sinyal/CEP7 sinyal orani

Sekil 3.7.HER2 geni i¢in HER2 sinyalinin Alfasatellit 7 siayne oraninin hasta ve
kontrol gruplarina ait dalimini gosteren grafik orrge
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c-Met Geni Igin Istatistiksel Degerlendirme

c-Met geni hasta ve kontrol gruplarinda bulunagedier kagilastirildiginda,

Fisher’'s Exact Ki-kare Testi kullanilarak yapilambzlerde ¢ikan sonuclar

(negatiflik ve pozitiflik) bakimindan farklilik buhmamstir (p=0,406)

Cizelge 3.130lgularda c-Met geni icin hasta ve kontrol grupiar sayisal olarak

gosterilmesi
NORMAL |AMPL iFIKASYON | TOPLAM
KONTROL 8 2 10
HASTA 10 7 17
TOPLAM 18 9 27
c-Met geni icin kontrol ve hasta gruplar
karsilastirmasi (p=0,400)
12
10
10

BKONTROL

mHASTA

AMPLIFIKASYON

NORMAL

Sekil 3.8. c-Met geni icin kontrol ve hasta gruplarinin fstirilmasina ait grafik
ornesi

Sekli inceledgimizde, kontrol grubunda “normal” olanlarin ylizde%i80
iken, hasta grubunda %58,8 ciktm ve yuzdeler arasindaki bu fark istatistiksel
olarak anlamli dgldir. Bu analizde Mann Whitney U Testi kullanilgtir.
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c-Met Geni Igin Degerlendirme Kriterleri Acisindan istatistiksel Degerlendirme

Cizelge 3.14c-Met geni icin hasta ve kontrol gruplarina ataistiksel dgerler

Standart

N | Ortalama S Medyan | Minimum | Maksimum
apma

c-Meticin Kontrol | 10 3,99 7,26 0,725 0 21,87
Gen kopya
sayis4 olan | Hasta | 17 | 11,00 18,09 2,06 0 70
hiicre ylzdesi
c-Met
sinyal/CEP7 Kontrol | 10 0,96 0,42 1 0 1,76
sinyal orani Hasta 16 1,13 0,23 1 0,95 1,81

c-Met Genilcin Gen Kopya Say! Artsi Olan Hiicre Yiizdesi:

Hasta ve kontrol gruplarn

arasinda alimmolunan dgerler arasinda

karsilastirma yapildginda, istatistiksel olarak farkhlik gortlmegtir (p=0,570).

Cizelgeyi incelediimizde, kontrol grubunun ortalamaghi 3,99 + 7,26 iken, hasta

grubunda 11,00 = 18,09'dur. Aradaki farkin anlaralmasi beklenebilir, ancak

istatistiksel olarak anlamsiz c¢ikmasinin sebebndsg sapmalarin ¢ok buyuk

olmasidir.

18

Kontrol ve hasta gruplar karsilastirmasi
(p=0,570)
17

16

14

12
10 +

O N By 00
T R TR

KONTROL HASTA

c-Meticin Gen kopya sayisi 24 olan hlicre ylzdesi

Sekil 3.9.c-Met geni igin gen kopya says4 olan hucrelerin kontrol ve hasta
gruplarinin dgilimini gosteren grafik orige
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c-Met Genilcin Prob Sinyali/CEP7 Sinyal Orani:

Hasta ve kontrol gruplari arasinda mevcutsetker kasilastirildiginda
istatistiksel olarak farkhlik yoktur (p=0,165). £glgeyi incelediimizde kontrol
grubunun ortalama deri 0,96 + 0,42 iken, hasta grubunda 1,13 + 0,28l

gorulmektedir.

Kontrol ve hasta gruplar
karsilastirmasi (p=0,165)

18 16
16
14
12

O N B

KONTROL HASTA

c-Met sinyal/CEP7 sinyal orani

Sekil 3.10.c-Met geni icin c-Met sinyalinin CEP/7 sinyalineaainin hasta ve
kontrol gruplarina ait dalimini gosteren grafik orrge

3.2.2. Kontrol ve Kiicuk Hicreli Disi Akciger Kanseri Gruplarinin

Olusturulmasi ve Istatistiksel Dezerlendirmesi

EGFR Geni Icin Kontrol Gruplarinin ve Kiiguik Hucreli Di s1 Akciger Kanseri

Gruplarinin Olu sturulmasi

EGFR gen probu ile yapilan gahalarda kontrol grubunda yer alan 6, 8 ve
akciger kanserli olgu grubunda yer alan 30, 31,37,38narali 6rnekler EGFR ve
kontrol probunun sinyalleri izlenemediicin calisma dginda birakildi. Kontrol
grubunda dgerlendirilen hastalardan birinin histopatolojik &N malign
mezotelyoma idi. Bu taniyr alan 21 ve 33 numaiainekler de bizi yaniltabilege
distunulerek dgerlendirme dainda birakildi. Hasta grubunda yer alan 1, 26282
numarall hastalar da histopatojik tanilar kiucukrbli akcger kanseri oldgu igin
degserlendirme dunda birakildi. Dolayisiyla bu prob icin kontrolupunda 12,
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akciger kanserli olgu grubunda 14 hastgeiendirilmis oldu. Deerlendirmede gen
kopya sayisk4 olan hiicre yuzdesi kriteri esas alindi. Hlcredg$z %10, %20, %30
ve %40 ek degeri olarak alinarak, sonuclar negatiflik-pozitifliiagisindan

deserlendirildi. Istatistiksel dgerlendirme her ytizdedeki negatiflik-pozitiflik icin
ayri ayri yapildi.

). EGFR icin Gen kopya sayisi>4 olan hicre yuzdesi %10 ve Uzeri igin
negatiflik pozitiflik de gerlendirmesi

Cizelge 3.15EGFR /Kontrol Grubu

EGFR icin gen kopya
No Ad-Soyad sayisi>4 olan hiicre SONUC
ylizdesi £%10)
7 F.E. 17.04 POATIF
10 M.B. 571 NEGATF
16 H.C. 11.10 POATIF
17 H.S. 1.94 NEGATF
18 AK. 0 NEGATIF
19 G.P. 3.14 NEGATF
20 AM. 0.96 NEGATIF
22 M.Y. 20.17 POATIF
23 T.G. 0.47 NEGATF
24 AA. 11.70 POATIF
35 A.B. 0,11 NEGATF
39 D.M. 0 NEGATIF
Cizelge 3.16 EGFR /Hasta Grubu
EGFR icin
No Ad-Soyad | gen kopya sayisk4 olan SONUC
hiicre ylzdesi
(>%10)
2 A.U. 34.97 POATIF
3 S.Y. 21.42 POATIF
4 A.A. 16.77 POATIF
5 M.H. 0 NEGATIF
9 M.E. 6.81 NEGATF
11 LT. 0 NEGATIF
12 O.C. 0 NEGATF
13 G.C. 40.18 POATIF
14 I.C. 17.58 POATIF
15 M.S. 25.33 POATIF
25 M.T. 1.89 NEGATIF
27 K.G. 45.55 POATIF
34 Y.A.O. 25.75 POATIF
36 D.C. 18.55 POATIF
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II). EGFR icin Gen kopya sayisi>4 olan hicre yuzdesi %20 ve Uzeri igin
negatiflik pozitiflik de gerlendirmesi

Cizelge 3.17EGFR /Kontrol Grubu

EGFR icin gen kopya
No Ad-Soyad sayisi>4 olan hiicre SONUC
ylzdesi £%20)
7 F.E. 17.04 NEGATF
10 M.B. 5.71 NEGATF
16 H.C. 11.10 NEGATF
17 H.S. 1.94 NEGATF
18 AK. 0 NEGATIF
19 G.P. 3.14 NEGATF
20 AM, 0.96 NEGATIF
22 M.Y. 20.17 POATIF
23 T.G. 0.47 NEGATF
24 AA. 11.70 NEGATF
35 A.B. 0.11 NEGATF
39 D.M. 0 NEGATIF

Cizelge 3.18 EGFR /Hasta Grubu

EGFR icin gen kopya
No Ad- sayisi>4 olan hiicre SONUC
Soyad ylizdesi £%620)

2 A.U. 34.97 POATIF
3 S.Y. 21.42 POATIF
4 AA. 16.77 NEGATF
5 M.H. 0 NEGATIF
9 M.E. 6.81 NEGATF
11 LT. 0 NEGATIF
12 O.C. 0 NEGATF
13 G.C. 40.18 POATIF
14 I.C. 17.58 NEGATF
15 M.S. 25.33 POATIF
25 M.T. 1.89 NEGATF
27 K.G. 45.55 POATIF
34 Y.A.O. 25.75 POATIF
36 D.C. 18.55 NEGATF
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[l1). EGFR icin Gen kopya sayisi>4 olan hticre yuzdesi %30 ve Uzeri igin

negatiflik pozitiflik de gerlendirmesi

Cizelge 3.19EGFR /kontrol grubu

EGFR icin gen kopya sayisi
No Ad- >4 olan hicre yuzdesi SONUC
Soyad (>%30)
7 F.E. 17.04 NEGATF
10 M.B. 5.71 NEGATF
16 H.C. 11.10 NEGATF
17 H.S. 1.94 NEGATF
18 AK. 0 NEGATIF
19 G.P. 3.14 NEGATF
20 AM. 0.96 NEGATIF
22 M.Y. 20.17 NEGATF
23 T.G. 0.47 NEGATF
24 AA. 11.70 NEGATF
35 A.B. 0.11 NEGATF
39 D.M. 0 NEGATIF
Cizelge 3.20EGFR /Hasta Grubu
EGFR icin gen kopya sayisi
No Ad- >4 olan hicre yuzdesi SONUC
Soyad (>%630)
2 A.U. 34.97 POATIF
3 S.Y. 21.42 NEGATF
4 AA. 16.77 NEGATF
5 M.H. 0 NEGATIF
9 M.E. 6.81 NEGATF
11 I.T. 0 NEGATIF
12 O.C. 0 NEGATF
13 G.C. 40.18 POATIF
14 I.C. 17.58 NEGATF
15 M.S. 25.33 NEGATF
25 M.T. 1.89 NEGATF
27 K.G. 45.55 POATIF
34 Y.A.O. 25.75 NEGATF
36 D.C. 18.55 NEGATF
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IV). EGFR i¢in Gen kopya sayisi4 olan hiicre yuzdesi %40 ve Uzeri igin
negatiflik pozitiflik de gerlendirmesi

Cizelge 3.21EGFR /Kontrol Grubu

EGFR icin gen kopya
No Ad- sayisi>4 olan hiicre SONUC
Soyad ylizdesi £%40)
7 F.E. 17.04 NEGATF
10 M.B. 5.71 NEGATF
16 H.C. 11.10 NEGATF
17 H.S. 1.94 NEGATF
18 AK. 0 NEGATIF
19 G.P. 3.14 NEGATF
20 AM. 0.96 NEGATIF
22 M.Y. 20.17 NEGATF
23 T.G. 0.47 NEGATF
24 AA. 11.70 NEGATF
35 A.B. 0.11 NEGATF
39 D.M. 0 NEGATIF
Cizelge 3.22EGFR /Hasta Grubu
EGFR icin gen kopya
No Ad-Soyad sayisi>4 olan hiicre SONUC
ylizdesi £%40)

2 A.U. 34.97 NEGATF
3 S.Y. 21.42 NEGATF
4 AA. 16.77 NEGATF
5 M.H. 0 NEGATIF
9 M.E. 6.81 NEGATF
11 LT, 0 NEGATIF
12 O.C. 0 NEGATF
13 G.C. 40.18 POATIF
14 I.C. 17.58 NEGATF
15 M.S. 25.33 NEGATF
25 M.T. 1.89 NEGATF
27 K.G. 45.55 POATIF
34 Y.A.O. 25.75 NEGATF
36 D.C. 18.55 NEGAITF

EGFR Genilgin Kontrol Grubu ve KHDAK Grubunun E sik Degerlerine Gore
Istatistiksel Olarak Karsilastiriimasi

Cizelge-3.23 EGFR Geni igin %10gk degerine gore analiz sonuglari

Negatif Pozitif Total
Kontrol 8 (%66,7) 4 (%33,3) 12
Hasta 5 (%35,7) 9 (%64,3) 14
Total 13 13 26

Pearson ki-kare testine gore Gruplar arasindaipaegatiflik bakimindan farkhlik

yoktur (p=0,116). Sensitivite: 0,692

SpediéisD,333
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Cizelge-3.24:EGFR Geni igin %20gk degerine gore analiz sonuglari

Negatif Pozitif Total
Kontrol 11 (%91,7) 1 (%8,3) 12
Hasta 8 (%57,1) 6 (%42,9) 14
Total 19 7 26

Fisher Kesin ki-kare testine gore Gruplar araspalatif-negatiflik bakimindan

farkhlik yoktur (p=0,081). Sensitivite: 0,429 Spesifisite: 0,083

Cizelge-3.25 EGFR Geni icin %30g&k degerine gore analiz sonuclari

Negatif Pozitif Total
Kontrol 12 (%100) 0 (%0) 12
Hasta 11 (%78,6) 3 (%21,4) 14
Total 23 3 26

Fisher Kesin ki-kare testine gore Gruplar araspuaiatif-negatiflik bakimindan

farkhlik yoktur (p=0,225). Sensitivite: 0,214 Spesifisite: 0

Cizelge-3.26:.EGFR Geni i¢in %40gk degerine gore analiz sonuglari

Negatif Pozitif Total
Kontrol 12 (%100) 0 (%0) 12
Hasta 12 (%85,7) 2 (%14,3) 14
Total 24 2 26

Fisher Kesin ki-kare testine gore Gruplar araspualatif-negatiflik bakimindan
farkhlik yoktur (p=0,483). Sensitivite: 0,143 Spesifisite: O

HER2 Geni Icin Kontrol ve Kiiguk Hiicreli Disi Akciger Kanseri Gruplarinin

Olusturulmasi

HER2 gen probu ile yapilan gahalarda kontrol grubunda yer alan 6, 8, 24
ve akcger kanserli olgu grubunda yer alan 31,37,38 namé@rnekler HER2 ve
kontrol probunun sinyalleri izlenemediicin calisma dginda birakildi. Kontrol
grubunda dgerlendirilen hastalardan birinin  histopatolojik &N malign
mezotelyoma idi. Bu taniyr alan 21 ve 33 numaiinekler de bizi yaniltabilege
distnulerek dgerlendirme duinda birakildi. Hasta grubunda yer alan 1,26,2829,
numarall hastalar da histopatojik tanilar kiucukrbli akcger kanseri oldgu igin
deserlendirme dyinda birakildi. Dolayisiyla, bu prob i¢in kontrotugunda 11,
akciger kanserli olgu grubunda 15 hastgeiendiriimis oldu. Deerlendirmede gen
kopya sayisk4 olan hiicre yuzdesi kriteri esas alindi. Hucredg$z %10, %20, %30
ve %40 ek degeri olarak alinarak, sonuclar negatiflik-pozitiflilagisindan
deserlendirildi. Istatististiksel dgerlendirme her yuizdedeki negatiflik-pozitiflik icin
ayri ayri yapildi.
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). HER2 icin Gen kopya sayisk4 olan hiicre yuzdesi %10 ve Uzeri igin

negatiflik pozitiflik de gerlendirmesi

Cizelge 3.27HER2 Kontrol Grubu

HERZ icin gen kopya sayisi
No Ad- >4 olan hucre yiizdesi SONUC
Soyad (>%10)

7 F.E. 0 NEGATF

10 M.B. 11.48 POATIF

16 H.C. 0 NEGATF

17 H.S. 0,48 NEGATF

18 AK. 0 NEGATIF

19 G.P. 5,66 NEGATF

20 A.M. 5,34 NEGATIF

22 M.Y. 0 NEGATIF

23 T.G. 0,35 NEGATF

35 A.B. 0,21 NEGATF

39 D.M. 0,4 NEGATF

Cizelge 3.28HER2 Hasta Grubu
No Ad- HERZ2 icin gen kopya sayisi
Soyad >4 olan hiicre ylzdesi SONUC
(>%10)

2 A.U. 32,25 POATIF
3 S.Y. 41,17 POATIF
4 AA. 91,15 POATIF
5 M.H. 1,61 NEGATF
9 M.E. 7,69 NEGATF
11 LT. 0,85 NEGATF
12 0.C. 0,48 NEGATF
13 G.C. 12,96 POATIF
14 I.C. 7,44 NEGATF
15 M.S. 4,21 NEGATF
25 M.T. 45,65 POATIF
27 K.G. 1,82 NEGATF
30 LA. 1,40 NEGATF
34 Y.A.O. 23,57 POATIF
36 D.C. 6.81 NEGATF
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II). HER2 icin Gen kopya sayis&4 olan hiicre yuzdesi %20 ve Uzeri igin

negatiflik pozitiflik de gerlendirmesi

Cizelge 3.29HER2 Kontrol Grubu

HER?2 icin gen kopya
No Ad-Soyad sayisi>4 olan hiicre SONUC
ylizdesi £%20)

7 F.E. 0 NEGATF

10 M.B. 11.48 NEGATF

16 H.C. 0 NEGATF

17 H.S. 0,48 NEGATF

18 AK. 0 NEGATIF

19 G.P. 5,66 NEGATF

20 AM. 5,34 NEGATIF

22 M.Y. 0 NEGATIF

23 T.G. 0,35 NEGATF

35 A.B. 0,21 NEGATF

39 D.M. 0,4 NEGATF

Cizelge 3.30HER2 Hasta Grubu
HERZ2 icin gen kopya sayisi
No Ad- >4 olan hiicre ylzdesi SONUC
Soyad (>%20)

2 A.U. 32,25 POATIF
3 S.Y. 41,17 POATIF
4 AA. 91,15 POATIF
5 M.H. 1,61 NEGATF
9 M.E. 7,69 NEGATF
11 IL.T. 0,85 NEGATF
12 O.C. 0,48 NEGATF
13 G.C. 12,96 NEGATF
14 I.C. 7,44 NEGATF
15 M.S. 4,21 NEGATF
25 M.T. 45,65 POATIF
27 K.G. 1,82 NEGATF
30 LA 1,40 NEGATF
34 Y.A.O. 23,57 POATIF
36 D.C. 6.81 NEGATF
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[ll). HER2 ic¢in Gen kopya sayisi>4 olan hicre yuzdesi %30 ve Uzeri igin
Cizelgeler

Cizelge 3.31HER2 Kontrol Grubu

HERZ2 icin gen kopya sayisi
No Ad- >4 olan hiicre yuzdesi SONUC
Soyad (>%630)
7 F.E. 0 NEGATF
10 M.B. 11.48 NEGATF
16 H.C. 0 NEGATF
17 H.S. 0,48 NEGATF
18 AK. 0 NEGATIF
19 G.P. 5,66 NEGATF
20 A.M. 5,34 NEGATIF
22 M.Y. 0 NEGATIF
23 T.G. 0,35 NEGATF
35 A.B. 0,21 NEGATF
39 D.M. 0,4 NEGATF

Cizelge 3.32HER2 Hasta Grubu

HERZ2 icin gen kopya
No Ad-Soyad sayisi>4 olan hicre SONUC
yluzdesi £%30)

2 A.U. 32,25 POATIF
3 S.Y. 41,17 POATIF
4 AA. 91,15 POATIF
5 M.H. 1,61 NEGATF
9 M.E. 7,69 NEGATF
11 LT. 0,85 NEGATF
12 O.C. 0,48 NEGATF
13 G.C. 12,96 NEGATF
14 I.C. 7,44 NEGATF
15 M.S. 4,21 NEGATF
25 M.T. 45,65 POATIF
27 K.G. 1,82 NEGATF
30 LA. 1,40 NEGATF
34 Y.A.O. 23,57 NEGATF
36 D.C. 6.81 NEGATF
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IV). HER2 icin Gen kopya sayisi>4 olan hucre ylzdesi %40 ve (zeri igin
Cizelgelar

Cizelge 3.33HER2 Kontrol Grubu

HERZ2 icin gen kopya sayisi
No Ad- >4 olan hiicre yuzdesi SONUC
Soyad (>%40)

7 F.E. 0 NEGATF
10 M.B. 11.48 NEGATF
16 H.C. 0 NEGATF
17 H.S. 0,48 NEGAIF
18 AK. 0 NEGATF
19 G.P. 5,66 NEGAIF
20 AM. 5,34 NEGATF
22 M.Y. 0 NEGATF
23 T.G. 0,35 NEGATF
35 A.B. 0,21 NEGATF
39 D.M. 0,4 NEGATF

Cizelge 3.34HER2 Hasta Grubu

HERZ2 icin gen kopya sayisi
No Ad- >4 olan hiicre yuzdesi SONUC
Soyad (>%40)

2 A.U. 32,25 NEGATF
3 S.Y. 41,17 POATIF
4 AA. 91,15 POATIF
5 M.H. 1,61 NEGATF
9 M.E. 7,69 NEGATF
11 I.T. 0,85 NEGATF
12 O.C. 0,48 NEGAIF
13 G.C. 12,96 NEGAIF
14 I.C. 7,44 NEGATF
15 MS. 4,21 NEGATF
25 M.T. 45,65 POATIF
27 K.G. 1,82 NEGATF
30 LA 1,40 NEGATF
34 Y.A.O. 23,57 NEGATF
36 D.C. 6.81 NEGATF
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HER2 Genilgin Kontrol Grubu ve KHDAK Grubunun E sik Degerlerine Gore

Istatistiksel Olarak Karsilastirilmasi

Cizelge-3.35HER2 Geni icin %10 gk degerine gore analiz sonuclari

Negatif Pozitif Toplam
Kontrol 10 (%90,9) 1 (%9,1) 11
Hasta 9 (%60) 6 (%40) 15
Toplam 19 7 26

Fisher Kesin Ki-kare testine gore Gruplar arasipatatif-negatiflik bakimindan

farkhlik yoktur (p=0,178). Sensitivite: 0,400 pé&sifsite: 0,091

Cizelge-3.36:HER2 Geni igin %20 gk degerine gore analiz sonuglari

Negatif Pozitif Toplam
Kontrol 11 (%100) 0 (%0) 11
Hasta 10 (%66,7) 5 (%33,3) 15
Toplam 21 5 26

Fisher Kesin Ki-kare testine gore Gruplar arasipatatif-negatiflik bakimindan

farkhlik yoktur (p=0,053). Sensitivite: 0,333 Spesifisite: 0

Cizelge-3.37HER2 Geni igin %30 gk degerine gore analiz sonuglari

Negatif Pozitif Toplam
Kontrol 11 (%100) 0 (%0) 11
Hasta 11 (%73,3) 4 (%26,7) 15
Toplam 22 4 26

Fisher Kesin Ki-kare testine gore Gruplar arasipatatif-negatiflik bakimindan

farkhlik yoktur (p=0,113). Sensitivite: 0,267 Spesifisite: O

Cizelge-3.38HER2 Geni igin %40 gk degerine gore analiz sonuglari

Negatif Pozitif Toplam
Kontrol 11 (%100) 0 (%0) 11
Hasta 12 (%80) 3 (%20) 15
Toplam 23 3 26

Fisher Kesin Ki-kare testine gore Gruplar arasipatatif-negatiflik bakimindan
farkhlik yoktur (p=0,238). Sensivite: 0,200 €&Sfisite: 0
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4. TARTISMA

Calismamizda akger kanseri 0n tanisi algnfakat histopatolojik olarak tani
almis hastalarda EGFR, HER2, c-Met onkogenlerinin kopggularindaki arglarin
tani koyduruculgunu belirlemeyi hedefledik. Bu catna icin bronkoskopi yolu ile

alinan doku érneklerinden direk preparat hazirlay&iSH tekngini kullandik.

Akciger kanseri en sik 6lime yol acan kanser turidin. iBkelerinde artan
sigara kullanimina paralel olarak, erkeklerden addadinlarda da en sik rastlanan
kanser turd haline gelgtir. Tum akcger kanseri vakalarinin %80’ini ise kiguk
hicreli dsi akciger kanseri (KHDAK) olgturur.

Son yillarda hedefe yonelik tedavilerin ggtilmesiyle EGFR onkogeninin
mutasyonlari, amplifikasyonu ve proteinin ekspresydiizeyindeki arl klinik
acidan 6nem kazangtwr. EGFR geni, insanda 7. kromozomun 7pll1.2 bihges
lokalizedir. Yirmi sekiz ekzonlu bir gen olup, 1RO@A’ luk bir glikoprotein kodlar.
EGFR tirozin kinaz aktivitesine sahip transmemblan proteindir ve hicre el
sinyalleri hicre icine iletir.  Amplifikasyon olarhastalarda EGFR inhibitor
(gefitinib) hassasiyetinin yiksek olg bildirilmistir (Uzun 2008). Bu hassasiyetin
EGFR mutasyonu belirlenen hastalarda daha faztmgoehu belirten cagjmalar da
mevcuttur. Hirsch ve arkaglari FISH yontemi ile yaptiklari ¢gmalarinda EGFR
gen amplifikasyonun KHDAK’lI hastalarda % 10 orasanold@gunu saptanglardir.
EGFR gen amplifikasyonu saptanan her hastada EGHRteipininde
ekspresyonunun argi da saptanmtir. Amplifikasyon olmadii halde protein
ekspresyonunun artmasi gene ait somatik mutasyornitanskripsiyonel veya
postranskripsiyonel faktorlerle ilintili olarak gerlendirilmistir (Hirsch 2003).

Suzuki ve ark.’nin cajmasinda ise % 23 oraninda EGFR gen amplifikasyonu
immunohistokimyasal boyama yontemiyle % 34 oranigea ekspresyonunda arti
saptanmgtir.  Sanja ve ark.’nin KHDAK tanisi  als hastalarda
immunohistokimyasal derlendirme ile yap#n bir calsmada EGFR  protein
ekspresyon duzeylerinin 6nemi stralmis ve bu hastalarda % 9,5 oraninda (179
hastada 17 amplifikasyon) amplifikasyon saptatimi Ayni hastalarda protein
ekspresyon duzeylerinin ise %11,2 oraninda arthaiugu gosterilmgtir.

Bir baska calsmada, FISH yontemi ile % 30,2 oraninda EGFR genlifikgsyonu

belirlenmg ve sigara kullanan hastalarda istatistiksel olasakamli bir fark
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saptanmytir. Protein dizeyindeki agtskuamoz hicreli karsinomlarda amplifikasyon
dizeyleri ile onemli olcide gkili bulunmus. Bu iliski adenokarsinomlarda
gozlenmemitir( Jeon 2006). Bir bgka calsmada da, EGFR gen amplifikasyonlari
incelenmg ve %12 oraninda gen amplifikasyonu bulugtau (Sholl ve ark.2007).
Tsao ve ark. KHDAK'lI 125 hastada FISH yontemi ylaptiklari calgmada % 47
EGFR gen amplifikasyonu saptagardir. Adenokarsinomlu hastalarda EGFR gen
amplifikasyonunun KHDAK’li hastalara gore daha gék oranda bulungunu
bildirmislerdir. Ayrica bu cahmada EGFR amplifikasyonu saptanan hastalarda yine
bir tirozin kinaz inhibitori olan erlotinib amplkasyon saptanmayanlara oranla daha
Iyi yanit alindgi belirtilmistir (Tsao ve ark.2005).

Bozetti ve arkaddarinin yaptgl calsmada 31 hasta o6rp@in 28 tanesine
FISH yontemi uygulanmg) primer timorlerin %36’sinda ve metastaz gergehkle
bolgelerdeki timorlerin - %61'inde EGFR  amplifikasyon pozitif  olarak
deserlendirilmistir (Bozetti ve ark.2008). Cappuzzo ve ark. ise HFlgontemi ile
yaptiklari calymada %33 oraninda EGFR gen amplifikasyonu tespitisktr ve
EGFR gen amplifikasyonu bulunan hastalarin gebtit@davisine anlamli derecede
olumlu cevap verd@ irdeleyerek ve FISH yonteminin gefitinib tedavisi
baslamasinda karar vermek igin kullanilabilecek etkiir yontem oldgu ileri

surmglerdir (Cappuzzove ark. 2005).

Bizim yaptgimiz calsmada akgier kanserli orneklerin %10.34'Unde (3/29)
ve KHDAK olgularin % 14.28 (2/14)inde EGFR gen difikasyonu tespit
edilmistir. Goruldigti Uzere literatirdeki farkli camalarda bu oran %8.6-%47
arasinda farkhlik gostermektedir (Cappuzzo 2006zdsti 2008, Sholl 2007, Jeon
2006, Suzuki 2005, Sanja 2006, Hirsch 2003). s@wmizda ortaya ¢ikan bu g

literattirle uyumlu olarak deerlendiriimektedir.

Calismamizda dgerlendirdgimiz bir bagka gen olan HER-2 geni 17.
kromozomun 17911-g21 bdlgesinde lokalizedir. Yirgadi ekzon icerir ve 185
kDA'luk bir transmembran glikoproteini kodlar. HER¢irozin kinaz reseptdoru olan
bir transmembran proteinidir. Epidermal kokenli talerin  blyumesinin
dizenlenmesinde 6nemli yere sahiptir. Tan ve ark.’®KHDAK tanisi almg 131
hasta ile yaptiklari FISH analizi kullanilan galalarinda %5.3 oraninda HER-2
amplifikasyonu saptargiar ve gen amplifikasyonunun daha ¢ok adenokarslizata
gozlendgini ifade etmsglerdir (Tan ve ark. 2003). Bir bka calsmada, Nakamura ve
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arkadalari KHDAK'lI hastalarda %44 oraninda HER-2 gen difikasyonu tespit
etmistir. Ayrica, KHDAK’lerinde meme kanserinden farkblarak HER-2 gen
amplifikasyonunun djilk “grade”li tiumorlerde daha sik goraldlini
belirtmislerdir. KHDAK tani almg hastalarda FISH, IHK ve Real Time Revers
Transkripsiyon PCR (RT PCR) tekniklerini kullanarngkpilan bir cakmada ise 115
hasta dgerlendirilmis ve 41 hasta FISH tektiiile analiz edilmgtir. Amplifikasyon
orani %22 (9/41) olarak bulunmtur. FISH yontemi ile HER-2 gen amplifikasyonu
bulunan hastalarin timinde RT PCR yontemiyle HERZ/ geninin mRNA
ekspresyon agh saptanmy. Ayrica FISH teknii ile negatif bulunan 11 hastada RT
PCR mRNA miktarinda agti bulmwtur (Pellegrini ve ark. 2003). Blka bir
calsmada ise genel olarak KHDAK’inde Her2 amplifikasyonn pozitifliginin
kesin olarak gortulmegi belirtiimektedir (Hirashima ve ark. 2001). Yildwcan
tarafindan yapilan bir camada KHDAK'li 24 olguyu 17. kromozom agisindan
degerlendirmg olgularin  %23’GUnde dizomi, bir olguda dengeli quambmi
saptanmy fakat hi¢ birinde Her2 geninin gercek amplifikasyog6zlemlenmengiir
(Yildinmcan 2006).

Zinner ve arkadgari KHDAK tanisi almg 360 hastada IHK yontemle %13

oraninda HER-2 gen ekspresyonu sapgami

Bizim yaptgimiz calsmada akgier kanserli 6érneklerin % 10.34’Unde (3/29)
ve KHDAK olgularin % 20 (3/15)'sinde HER-2 gen aifighsyonu tespit edilnstir.
Goruldigu Uzere literaturdeki farkli ¢amalarda bu oran %8.6-%47 arasinda
desismektedir(Tan ve ark.2003, Nakamura ve ark.2003)eBehi ve ark.2003,
Zinner ve ark.2004). Camamizda ortaya ¢ikan bu g literatlirle uyumlu olarak

degerlendirilmektedir.

EGFR ve HER-2 gen amplifikasyonlarinin bir aradagediendirildigi
calismalar da bulunmaktadir. Capuzzo ve ark. KHDAK'de HRG ve HER2
genlerinin protein @ri ekspresyonu ve EGFR veya HER2 gen kopya salakin
artisin kisa yaam suresi ile ikkili oldugunu bildirmglerdir. Bu ¢alsmada 101 hasta
FISH analizi ile dgerlendirilmistir. Olgularin %41’'inde EGFR ve %22.8'inde HER2
amplifikasyonu gozlenngiir (HER2 FISH pozitif). HER2 ve timor histopatakj
arasinda bir ikki bulunamamgtir (Cappuzzo ve ark. 2005). gair bir calsmada
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HER2 mutasyonuna sahip 8 ogime 5'i EGFR geni igin 7'si ise HER2 geni igin
FISH pozitif olarak dgerlendirilmistir (Li ve ark. 2012).

Biz tani koyduruculgu arttirr mi digtncesiyle bir KHDAK grubu
olusturarak, bu grubu ve kontrol grubunu %40,%30, %2@410 luk amplifikasyon
deserlerini eik deger olarak kabul ederek kalastirdik. ki grup arasinda bir
farkhlik bulamadik, ama ger azaldikca KHDAK grubunda amplifikasyon gosteren
hasta yuzdesinde hem EGFR hem de HERZ2 genlerbigiartss izledik. EGFR igin
%40,%30, %20 ve %10’luk amplifikasyon glerini eik degeri olarak kabul
ettigimizde amplifikasyon yuzdeleri sirasiyla %14, %2042, %64 oranlarinda
sirasiylasu sekilde olmaktadir; %20, %26, %33, %40. Dolayisiyar olan eik
deserinin bir miktar aag1 cekilmesi, amplifikasyon d@erlendirmesi acisindan tani
koyduruculgun artmasina sebep olabilgoe disindurtmektedir. Hasta sayisi
arttirlhrsa  benign ve malign grubu kdastirilmasinda da anlamh bir farklihk

izlenebilir diye dgiinmekteyiz.

Aslinda yapilan ¢ajmalarin ¢gunda amplifikasyon derlendirmeleri timor
rezeksiyonu sonrasi parafin bloklardan elde editdnsayida preparatta FISH analizi
yapilmasiyla gercekjenistir(Yildirnrmcan 2006, Hirashima 2001, Pellegrini ().
Bizim calsmamizda ise Ornekleme yapildiktan sonrgdiene yontemi ile cok
sinirl sayida preparat hazirlagmaolayisiyla ¢ok daha az sayida hicreylesgalis
ve amplifikasyon yine de saptargtn. Bu nedenle gk degerinin bir miktar aagi
cekilmesi bronkoskopik materyalle amplifikasyon tsamasindaki yuzdeyi

arttiracaktir.

Amplifikasyonunu dgerlendirdgimiz tclnct gen olan MET, hepatosit
blylume faktord icin bir reseptordir ve KHDAK'InI digeren birgcok kanserdesia
eksprese olur (Ma 2003, Christensen 2005, Ichimi®86, Masuya 2004, Tsao
2005). Akcger kanserlerinde, MET genine ait jukstamemebransyaga delesyonla
sonuclanan somatik bir mutasyon tanimlagtmiBu mutasyon in vitro olarak MET
bagimli transforme edici aktivitede uyariimaya yolneaktadir (Kong-Beltran M
2006). Birgcok buyume faktérinun proliferatif ve iapoptotik etkisine ek olarak |,
MET reseptori aktivasyonunda hucre-hicre ayrilmbh8cre gocu ve invazyonu
uyariimaktadir (Birchmeier ve ark. 2003). Preklinbir calsmada, MET gen
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amplifikasyonlu akgier kanseri hucre dizilerinde, gen amplifikasyonurtuicre
biyumesi ve ga kalimi ile yakindan ilgili oldgu gosterilmgtir (Lutterbach ve
ark.2007). Engelman ve ark. KHDAK'In EGFR-TKI itéyonunun Ustesinden
gelebilmek icin EGFR ailesinin ve PI3K-AKT hucregkalim yolunun bir elemani
olan HER3'U etkinlgtirmek icin MET onkogen amplifikasyonunu devreye
soktuysunu rapor ettiler. Bu ¢aima insanlarda EGFR-TiKkazanilmg direnc gekimi

ile iliskili ilk calisma olmytur (Engelman ve ark. 2007). Birgdr calsmada da,
gefitinib veya erlotinib direnci gelinis olan hastalarin % 21’inde tedavi
uygulanmayan hastalarin ise sadece% 3 tinde METaggpiifikasyonu saptanstir.
Bu bize EGFR-TK kazanilmg direnci olan hastalarda MET'in tedavi ile ilgilirb
hedef olabilecgini gostermektedir(Bean ve ark.2007). Aslinda esel gore, MET
amplifikasyonu KHDAK’de nadir gorilmekte ve hastata sadece % 7 sinde
izlenmektedir (Bean 2007,Capuzzo 2008, Weir 20Bi@im vakalarimizda da hasta
grubunda bulunan bireylerin %35’inde c-Met amphiiyonu gozlenngiir.
Calismamiz sonucunda ortaya clkan bu gele literatirle uyumlu olarak

deserlendirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri, kanserden kaynaklanan 6lum sebepleripaginda
gelmektedir ve insidansi giderek artmaktadir.

Normal hicrelerin farklilgmasi ile olgan kanser hiicrelerinde meydana gelen
degisiklikler icerisinde kromozom yapisindaki anormadkik akcger kanseri igin
ayIrt edici bir 6zellge sahiptir. Bu anomaliler gen mutasyonlarini dangktedir.
Kanserde hedefe yonelik tedavilerin geleye balamasi ile genlerin mutasyonu,
amplifikasyonu ve protein ekspresyon duzeylerinifinimesi klinikte 06nem
kazanmgtir.

FISH yontemi, hicrede amplifikasyon tespiti iciftira standart olarak
gorulmektedir. Cabmamizda bronkoskopi yolu ile alinan ve histopaikl@jlarak
tani almg akciger kanserli olan hastalardan elde edilen dokutatdach yontemi ile
preparasyon yapildi. Taze dokudan hazirlanan lapapatlara FISH ybntemi
uygulanarak EGFR, Her2, c-Met onkogenlerindeki satginin akcger kanseri ile
ili skisi arastirildi.

Yedisi kadin, 32'si erkek toplam 39 bireyin dahidildigi calismada
olgulardan akder kanseri ve benign hastalik olmak Uzere iki galgsturuldu.
Benign hasta grubu kontrol grubu olaralgeldendirildi. Yapilan bu siniflandirmanin
sonucunda FISH uygulamasinda EGFR geni icin korgrabunda amplifikasyon
gozlenmezken, kanserli olgu grubunda yer alan dstdda amplifikasyon izlendi.
Her2 geni icin kontrol grubunda amplifikasyon gduteezken, kanserli olgu
grubunda yer alan U¢ hastada amplifikasyon izleweMet geni icin kontrol
grubunda yer alan bir, kanserli olgu grubunda yan alti hastada amplifikasyon
izlendi. ki grubun kagilastirilmasi ile birlikte elde edilen sonuclar istéitisel olarak
anlamh bulunmadi. Ayrica hasta gruplari icerismdéHDAK histopatolojik tanisi
alan hastalar ayrilarak tekrar géelendirildi. Bu analiz sonucunda da iki grup
arasinda bir fark bulunamadi. Fakat sagtiizde olarak deerlendirildiginde akcger
kanserli olgularda EGFR genine ait amplifikasyoredési %11, Her2 genine ait
amplifikasyon yuzdesi %16, c-Met geni icin amplégyon ylzdesi ise %35 olarak

tespit edildi. Bu durum ise var olan gatalarla uyumlu olarak gerlendirildi.
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Literatirdeki ilgili bgka calsmalara bakgimizda goérilen, daha ¢ok timor
dokusundan parafin bloklar elde edilip bu yoOntenhlécre eldesine gidilmesi
seklindedir. Boylece daha fazla hiicre numunesing@salinmu ve FISH analizinde
daha fazla veri ortaya ¢cilkma s6z konusu olaBtimiBizim calsmamizda ise taze
dokudan direkt preparasyon yapilarak daha az sdyidae analiz edilebilngiir.
Ancak calsmamizda, literatirdeki oranlarla uyumlu olarak afikaisyon
saptanmytir. Daha bilyuk hasta gruplari ile gatia yapiimasi ve bu alanda yapilan
calisma sayisinin artmasi ile istatistiksel olarak ahlaanuclar elde edilebilege

dUstndlmektedir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK B iLIMLER i ENSTITUSU

Akciger Kanserinde interfaz FISH Analizi ile Kromozomal Andploidilerin - Saptanmasi

Feyza Tuba Erglu
Tibbi Genetik Anabilim Dall

YUKSEK L ISANS TEZi/KONYA-2012

Akciger kanseri dinya ¢apinda kanserden olimler aradedi@a 6lim sebebidir. Erken
tanisi hastanin yam siresini uzatan bir faktérdir. Bununla birlikéen konulan hastalarin ancak
kicik bir kismi klinik olarak evre I'de tani almakiir. Hastalfin bglangi¢ sireci olduk¢a yayar
dolayisiyla bu sirecte tani koymak icin yeni sjitgiegelistirmek gereklidir.

Bronkoskopi, klinik ve radyolojik olarak akggr karsinomundarstphelenilen hastalarda
sitolojik veya histopatolojik kesin taninin konulsmada kullanilan tani koydurucu bir yéntemdir.
Bronkoskopi, akgier kanserinde bilyik oranda gercek taniyailnt@sini sglar.

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), floresan alayla saretlenm§ DNA problari ile
mikroskobik olarak interfaz hiicrelerinde kromozono@malilerini tespit etmek amaciyla kullanilan bir
tekniktir. Kanser hicreleri normal hiicrelere géok gayida yapisal ve sayisal kromozomal anomali
icermektedir. FISH kanser tanisiyla uyumlu kromoabemomalileri saptamak icin kullaniimaktadir .

Calismamizda, bronkoskopik yolla elde edilen dokulartiaairladgimiz preparatlara FISH
yontemi uygulayarak EGFR, HER2 ve c-Met onkogentiei meydana gelen gen kopya sayi
artglarinin akcger kanseri ile igkisi argtirilmistir. EGFR genine ait amplifikasyon yuzdesi %11,
HER2 genine ait amplifikasyon ylzdesi %16, c-Metigein amplifikasyon yilizdesi ise %35 olarak
tespit edilmgtir. Bu sonugclar literatiirle uyumlu olarakgielendirilmistir.

Anahtar Sozcikler: Akciger Kanseri; Bronkoskopi; c-Met; EGFR; FISH; HER2
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7. SUMMARY

Detection Of Chromosomal Aneuploidies by By Interplase FISH Technique In Lung Cancer

Lung cancer is the primary death cause among dhneec patients in the world. Early
diagnosis of lung cancer, is a factor in extendimg patients life. However, only a small part of
patients are diagnosed in stage () clinically.lfEatage of lung cancer is relatively slow, so for
period it is necessary to develop new strategiedibignosis.

Bronchoscopy is the diagnostic method used in definytological or histopathological
diagnosis of patients with clinically and radiologlly suspected lung carcinoma. Bronchoscopy helps
to reach the true diagnosis in lung cancer.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) is a noethused to identify chromosomal
abnormalities in interphase cells by DNA probeslad with fluorescent dyes. When compared with
normal cells, cancer cells contain a humber ofcstinal and numerical chromosomal abnormalities.
FISH method is used to detect chromosomal abndigstiompatible with a diagnosis of cancer.

In our study, we applied FISH technique on prepatesdue slides obtained from
bronchoscopically way to detect EGFR, Her2 andet-Bene copy numbers and their relationship
with lung cancer. It was determined that the EGJeéRe amplification percentage was 11%, Her2
16% and c-met 35%. These results were in accoedaith the literature.

Key Words: Bronchoscopy; c-Met; EGFR; FISH; Her2; Lung cancer
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