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GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri bugiin diinyada en sik goriilen kanser tipidir. Kanser 6liimlerinin
%17,8’in1 tim kanserlerin %12,6’sin1 olustururlar. K:E oran1 2,7’dir. Vakalarm en sik
izlenen tipleri skuam6z hiicreli karsinom ve adenokarsinomlar olup %20’si kiigiik hiicreli
karsinom, %9 u biiyiik hiicreli/undiferansiye karsinomlardir. Histolojik tipler cinsiyete gore
farklilik gosterir (Erkeklerde akciger kanserlerinin %44°1, kadinlarda %25’1 skuaméz hiicreli
karsinomdur. Erkeklerde vakalarin %28’i, kadinlarda %42’si adenokarsinomlardir). Asya ve
Kuzey Amerikali erkekler arasinda adenokarsinomun insidansi skuamdz hiicreli karsinomdan
daha fazladir. Kadinlarda Polonya ve Ingiltere disinda adenokarsinom her yerde baskin
histolojik tiptir. Akciger kanserlerinde major risk faktorii sigaradir. Akciger kanserli olgularin
erkeklerde %851, kadinlarda %47’si sigara igicisidir.

Sigara i¢imi sirasiyla Skuamoz hiicreli karsinom, kiigiik hiicreli karsinom,
adenokarsinom riskini arttirir. Ayrica asbestos, silika kristalleri, radon, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar ve agir metaller akciger karsinogenezinde 6nemlidir (1).

Molekiiler patoloji, taniy1 optimize etmek, tedaviyi ve prognozu belirlemek i¢in
standart patolojik parametrelere ek olarak genetik verilerin kullanimi olarak tanimlanabilir.
Molekiiler biyoloji, son dekatlarda patolojide, ozellikle onkolojik patolojide ana temel
bilimlerden biri haline gelmistir (2).

Molekiiler teknikler hastalik fenotipini degerlendirmeksizin doku analizine ve
tantya ulagsmay1 saglayan giiclii tekniklerdir. RNA veya DNA diizeyindeki anormallikleri
tespit ettikleri igin sensitif ve spesifiktir. Su an bircok hastaligin dogustan veya sonradan
kazanilmig olsun, genetik bir temeli vardir. Dolayisi ile bu teknikler neoplastik hastaliklarin,
enfeksiydz hastaliklarin, kalitsal hastaliklarin tanilarinda ve kimlik tayini gibi bir¢ok alanda
kullanilirlar (2).

Rekombinant DNA teknolojisinin tip alanindaki uygulamalarinda oldukga biiyiik
yol alinmistir. Insan genom projesinin tamamlanmast ile birlikte DNA problar1 hem genetik
hem edinsel insan hastaliklarinin tanisi i¢in faydali araglar haline gelmistir. Molekiiler tani
tekniklerine tibbin hemen tiim alanlarinda basvurulabilir. Bu alanlar sunlardir:

-Genetik hastaliklarinin gelisiminin temelindeki kalitsal olarak aktarilan mutasyonlari, dogum
oncesi veya dogum sonrasinda saptamak

-Neoplazilerin gelisiminin temelinde yer alan edinilmis mutasyonlar1 saptamak



-Ozellikle hematopoetik sistemden kaynaklanan neoplazmlarmm dogru tamist Ve
siiflandirilmasi

-HIV hastalig1 dahil olmak tizere enfeksiyoz hastaliklarin tanisi

-Organ nakli, babalik testi ve adli tip uygulamalarinda akrabalik iliskileri ve kimligin
belirlenmesi (3).

Calismamizda akciger adenokarsinomlarinda hedefe yonelik tedaviyi belirlemede
onemli olan EGFR exon 19 ve exon 21 ile K-ras gen mutasyonlarinin biyopsiler ile
rezeksiyon materyallerinde karsilastirmali durumu degerlendirilmistir. Ayrica EGFR gen
amplifikasyonu FISH yontemi ile biyopsiler ile rezeksiyon materyallerinde karsilastirmali
olarak gosterilmistir.

GENEL BILGILER
AKCIGERLERIN EMBRiYOLOJiSi

Alt solunum sistemi, dordiincii haftanin ortalarinda primordial farinksin
zeminindeki laringotrakeal oluktan gelismeye baglar. Oluk derinleserek bir laringotrakeal
divertikiil olusturur ve bu divertikiil de, trakedzefageal katlantilar ile 6n barsaktan ayrilarak
trakedzefageal septum olusturur. Bu bolme 6zofagus ve laringotrakeal tiibiin olusumu ile
sonuglanir. Laringotrakeal tiibiin endodermi alt solunum organlarinin epitelini  ve
trakebronkiyal salg1 bezlerini olusturur. Tiibii cevreleyen splanknik mezenkim, bu organlarin
bag dokusunu, kikirdak, kas, kan ve lenf damarlarin1 olusturur. Laringotrakeal tiibiin distal
ucunda, dordiincii haftada bir akciger tomurcugu geliserek besinci haftanin baslarinda iki
bronsial tomurcuga boliiniir. Brongial tomurcuklar biiyiiyerek birer “primer” veya “ana brons”
olusturur. Her bir primer bronstan da sekonder bronslari olusturmak {izere iki yeni brong
tomurcugu meydana gelir. Sag alt sekonder brons iki bronsa ayrilir. Sekonder bronslar,
gelismekte olan akcigerlerin loblarim1 desteklerler. Bronglar dallanmaya devam ederek
“segmental bronslar1” olusturur. Her bir segmental brons, kendisini ¢evreleyen mezenkimle
birlikte bronkopulmoner segmentin baslangi¢ halini olusturur. Onyedi sira boyunca dallanma
islemi devam ederek, dogumdan sonra dallanma 24 sira oluncaya dek ek hava yollar1 olusur.

Akciger gelisimi dort evreye boliiniir. Psodoglandiiler evre (5-17. haftalar arasi)
bronslar ve terminal bronsiollerin olusumunu kapsar. ikinci evre Kanalikiiler evre (16-25.
haftalar arasi) olup, bronglarin ve terminal brongiollerin liimenleri biiyiir, respiratuvar
bronsioller ve alveoler kanallar geliserek akciger dokusu yiiksek oranda damarli hale gelir.

Terminal kese evresi (24. haftadan doguma kadar) alveolar kanallardan terminal keselerin
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(primordial alveoller) olusumunu igerir. Baslangigta kiibik epitel ile kapli olan terminal
keseler yirmialtinc1 hafta civarinda epitelin incelmesi ile yassi epitele donisiir. Geg fetal
donemden akcigerlerin olgunlastig1 sekizinci yasa kadar siiren “alveolar evre” ise akciger
gelisiminin son evresidir. Bu evrede respiratuar brongiollerin ve ilkel alveollerin sayis1 artar
(4).
ANATOMI

Akcigerler toraks boslugu icinde yerlesmis, inspirasyon havast ile kan
arasindaki gaz degisiminin yapildigi asil solunum organlaridir. Mediastinum ile birbirinden
ayrilmig iki akciger vardir. Sag akciger yaklasik 625 gr, sol akciger yaklasik 565 gr.
agirliktadir. Akcigerler hilus pulmonalis disinda tamamen visseral plevra ile sarilmislardir ve
her bir akciger hareket edebildigi bir plevra boslugu icine yerlesmistir.Akcigerler koni
seklindedir. Apeks, basis, 1ii¢c kenar ve iki yiiz igerirler. Apeks pulmonalis: 1. kostal
kikirdaktan 3-4 c¢cm yukari, boyun kdkiine dogru yiikselir ve bu bolimiinii plevra servikalis
orter. Apeksin komsuluklari plevra araciligi iledir. On yiizii; a. subklavia, arka yiizii; ganglion
servikalis inferior, 1. torakal sinirin ventral ramusu ve a. interkostalis superior, dis yiizii;
m.skalenius medius, i¢ ylizii; sagda trunkus brakiosefhalikus, sagda v. brakhiosefhalika ve
trakea, solda a. subklavia sinistra ve sol v. brakhiosethalika ile komsudur. Basis pulmonalis:
Akcigerlerin alt yiizleri karacigerden dolay1 sagda daha fazla olmak tiizere konkavdir ve
diyafragmanin {istiine otururlar. Kostal yiiz: Toraks boslugu duvarlarinin i¢ yiiziine uyan bir
konveksitesi vardir. I¢ yiiz: Arkada vertebral ve 6nde mediastinal olmak iizere iki kisimdan
olusur. Mediastinal yiizlin ortasinda, i¢inde kalbin yer aldig1 impressio kardiaka denilen gukur
bulunur. Bunun iist arka kisminda ise, radiks pulmonalisin yer aldigi hilus vardir. Mediastinal
plevranin radiks pulmonalisi sardiktan sonra, iki akciger arasinda enine olarak diyafragmaya
dogru sarkan bu uzantilarina ligamentum pulmonale denir. Bu olusumlar diginda, mediastinal
yiizde her iki akcigerde farkli olmak {izere bazi ¢ukur ve izler vardir. Alt kenar: Taban1 kostal
ylizden ayiran keskin bir kenardir. Alt kenarlar recessus kostodiafragmatikus i¢ine girerler.
Resessusun kostal kenarindan 10 cm. yukardadir. On kenar: En keskin kenarlardir. Solda,
kalbin on yliziinde genis bir ¢entik birakir. Kalbin matite alaninin bulundugu bu centige
insisura kardiaka denir. Fissur ve loblar: Akcigerler radiks pulmonalise kadar giden derin
fissurlarla loblara ayrilmistir. Visseral plevra fissurlarin dibine kadar uzanarak, loblar

birbirinden ayirir.
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Sag akciger: Iki fissurla ii¢ loba ayrilmistir. Fissura obliqua, orta ve alt loblar
aymrir. Akciger arka kenarmmi 4. torakal vertebra diizeyinde keser, mediastinal yiizii
caprazlayip, hilusun altinda sonlanir. Fissura horizontalis, list ve orta loblar1 birbirinden ayirir,
mid-aksiller hatta fissura oblikadan baslar, 4. kostal kikirdagin sternal ug¢ noktasinda sonlanir.

Sol akciger: Fissura oblika ile alt ve iist olmak iizere iki loba ayrilir. Fissur
hilusun iist ve arka kismindan baslar, mediastinal yiizii 6nden arkaya ¢aprazlayarak hilusun
altinda sonlanir. Ust lob fissurun iist ve 6niinde, alt lob alt ve arkasinda bulunur. Ust lobun
insisura kardiakanin altinda kalan 6n bolimiine “lingula” denir. Radiks pulmonis: Hilustan
akcigere giren ve ¢ikan yapilarin tamamina verilen addir. Bu olusumlarin heriki akcigerdeki
dizilimleri farklidir. Sag akciger; bronkus lobaris superior, a.pulmonalis, bronkus lobaris
medius, vv. pulmonalis. Sol akciger; a.pulmonalis, bronchus prinsipalis sinister, vv.
pulmonalis.

Akcigerin damarlari: Akcigere hem akcigeri beslemek icin (vasa privata), hem de
viicuttaki kirli kani temizlemek icin (vasa publika) kan gelir. A. pulmonalis: Venoz kan
akcigerlere getirir, segmental bronkuslarla birlikte dagilir ve akcigeri besler. Bunlarin
kapillerleri ile alveol havasi arasinda oksijen-karbondioksit degisimi gerceklesir. Aa.
bronchiales: trakeobronkial agag, akcigerin kendi dokusu, plevra ve pulmoner damarlarin
duvarlarint beslerler. Sagda bir, solda iki tane bronkial arter vardir. Sagdaki ¢ogunlukla
interkostal arterden cikar, soldakiler aorta desendensden dogarlar. Vv. pulmonales: oksijenli
kan1 akcigerden sol atriuma tasirlar. Her bronkopulmoner segment i¢inde bir ven olusur. Bu
ven bronkusun Oniindedir. Akcigerlerden sagda ve solda ikiser Vv. Pulmonales c¢ikar.
Pulmoner venler intersegmental karakterdedir. Vv. bronchiales: Bronkuslarin biiyiik
dallarindan baslarlar. Sag bronkial ven v. azigosa, sol bronkial ven v. hemiazigos aksesoryusa
dokiiliir.

Akcigerlerin innervasyonu: Akciger ve visseral plevranin duyu lifleri n. vagus
icinde giderler. Agri duyusu yoktur. Solunumun refleks kontrolii, oksiiriikk refleksi ve kan
basinci ayarlanmasinda rol oynarlar. Parasempatikler n. vagusdan, sempatikler ise torakal 1-5.
segmentlerden gelir. Akcigerin lenf yollar ylizeyel ve derin iki pleksusdan dokiiliir. Akciger
icinde kii¢lik pulmoner nodlardan gecerek hilusa dogru yonelir. Bronkuslarin ¢evresindeki
nodi lenfatiki bronkopulmonaleyi gecerek trakeabronkial nodlara ulasir. Alveollerin

duvarinda lenf kanalciklar1 yoktur.
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Plevra: Her bir akcigeri ayr1 ayri saran ser6z bir zardir. Toraks duvari, mediasten
ve diyafragmanin {ist yliziinii 6rten kismina parietal plevra, akcigerlerin dis yliziinii saran
kismina visseral plevra denir. ikisi arasindaki bosluga kavum plevralis denir. Parietal
plevranin degisik kisimlar1 vardir. Kostal plevra, mediastinal plevra, servikal plevra,
diyafragmatik plevra gibi isimler alirlar. Plevranin arter ve venleri: Parietal plevrayi,
a.interkostalis, a.torasika interna, ve a.frenika superiordan ¢ikan dallar besler. Venleri ayni
1simli venlere dokiiliir. Visseral plevray: a.bronkialis dallar1 besler. Venleri pulmoner venlere
dokilir. Plevranin sinirleri: N.interkostalisler, n.torakoabdominalis, n.subkostalis ve
n.frenikus dallar1 parietal plevranin duyusunu tagirlar. Dokunma ve 1s1 uyarilari parietal
plevrada agr1 olusturur. Visseral plevranin sinirleri pleksus pulmonalisden gelir. Agr1 duyusu
yoktur (5).

AKCIGERLERIN HISTOLOJiSI

Akcigerler loblara boliinmiis intratorasik organlardir. Sag akciger, iist, orta ve
alt olmak tiizere 3 lobdan, sol akciger, ilist ve alt olmak iizere 2 lobdan olusur. Loblar
bronkopulmoner segmentlere boliiniir. Sag akciger 10, sol akciger ise 9 bronkopulmoner
segmentten olusur.

Loblar fissurlarla ayrilir ve plevra bu fissurlarin i¢ine dogru uzanim gosterir.
Segmentler ise boliinmez. Havayollar trakeadan respiratuar bronsiole kadar yaklagik 20 kez
fissurlarla dallanma gosterir. Havayollari, duvarinda kas ve ddseyici epitel bulunan tiibiiler
yapilar seklindedir. Bronglar, ¢apt 1 mm’den biiyiikk, duvarinda kikirdak bulunan hava
yollaridir. Kikirdak, bronglarin kollabe olmasini 6nler. Bronsioller ise 1 mm’den kiigiik hava
yollaridir ve duvarinda kikirdak bulunmaz. Terminal bronsioller, respiratuvar olmayan
bronsiollerdir, respiratuvar bronsiollerin proksimalinde yer alirlar. Respiratuvar bronsioller
alveol kesecikleri ile devam ederler. Hava yollarin1 doseyen hiicreler sunlardir; bazal hiicreler,
Kulchitsky’s hiicreleri, siliali hiicreler, serdz hiicreler, Klara hiicreleri, goblet hiicreleri,
intermediate hiicreler ve firgcamsi1 hiicreler. Terminal bronsiole yaklastikca, goblet hiicreleri ve
siliali hiicrelerin sayis1 azalir, Klara hiicreleri ise artar, mukoza daha az kolumnar, daha
kuboidal bir goriiniim kazanir. Klara hiicrelerinin sekretuvar fonksiyonlar1 vardir, bronsioler
hasardan sonra progenitor hiicre gibi hareket ederler. Kulchitsky’s hiicreleri, néroendokrin
sistemin bir parcasidir, daha ¢ok dallanma alanlarinda goriiliir. Submukozal glandlar, ser6z ve
mukdz hiicrelerden olusup, genis bronslarda bulunurlar. Genis hava yollariin duvarlarinda,

ganglia, sinir ve bronsial arterler bulunur. Lambert’s kanallari, bronsioller ve komsu alveoler
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parankim arasinda iliski saglar, histolojik kesitlerde nadiren goriiliir. Lobiil ve asinus: Akciger
lobiilleri makroskobik olarak gozle goriilebilir ve akcigerin kiiciik anatomik subiinitleridir.
Bag dokusundan olusan interlobiiler septalarla ayrilir. Lobiillerin ¢ap1 yaklasik 2 cm kadardir.
Bir akciger lobiilii 3-5 asinusdan olusur. Terminal bronsiollerin distali asinus olarak
adlandirilir. Asinuslar; respiratuvar bronsiol, alveoler kanal ve alveoler keseciklerden olusur.
Akcigerin fonksiyonel subiinitleri olan asinuslar, gaz aligverisinin yapildig1 yerlerdir.
Alveoller, skuamé6z (tip 1 pnémosit) ve kuboidal (tip 2 veya graniiler pnomosit) epitelyal
hiicreler ile doseli olup, gaz alisverisi tip 1 hiicrelerin sitoplazmasinda gerceklesir. Tip 2
hiicreler, tip 1 hiicreler icin progenitordiir, siirfaktan iiretir ve travmadan Sonra sayilar artar.
Makrofajlar alveol yiizeyinde siklikla goriiliir. Alveoler duvar (septa); kapiller damar endoteli,
bazal membran ve ¢evre interstisiyel alan ile alveoler epitel ve alveoler makrofajlardan olusur.
Alveoler duvarda ¢ok sayida Kohn porlar bulunur. Interstisyel alan,kollajen, elastik lifler,
mezenkimal hiicreler ve birka¢ inflamatuvar hiicre igerir. Yetiskinlerde bu alan normalde
belirgin degildir. Cocuklarda interstisyel genisleme ve artmis selliilarite normal histolojik
bulgudur (3,5,6).
AKCIGERLERIN FiZYOLOJiSI

Solunumun asil amaci, dokulara oksijen saglayip, karbondioksiti dokulardan
almaktir. Solunum dort boliimde incelenebilir. 1) “Pulmoner ventilasyon”; atmosfer ve
alveoller arasinda hava aligverisidir. 2) Alveol ve kan arasinda oksijen ve karbondioksit
degisimi “difiizyon” olarak adlandirilir. 3) Oksijen ve karbondioksitin kan ve viicut sivilari ile
dokulara taginmasi “transport”tur. 4) Solunumun diizenlenmesini igerir (7).

Ventilasyon: Ventilasyon kapasitesi akciger voliimlerine, akima kars1 havayollari
direncine, gogiis duvar1 ve akcigerlerin kompliyansina baghdir. Akim olmadig1 zaman, agiz
basinci ve alveolar basing esittir. Inspirasyon sirasinda, diyafragma asagiya inerek, toraks
genisler, boylece, gogiis kafesi voliimii ve akcigerlerin voliimii artar. Ekspirasyon ise pasif bir
olay olup, gogiis duvari ve akcigerlerin elastik geri doniisiine baghdir. Plevral bosluk basinci
negatiftir ve inspirasyon sirasinda akcigerlerin genislemesine neden olur. Intraplevral basing,
apeksten tabana dogru artar. Bu fark bolgesel ventilasyon ve perfiizyon iizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Pulmoner perfiizyon ise, dik pozisyonda tabandan tepeye dogru artar. Alveol
epitelindeki tip 2 pnomositlerden salgilanan siirfaktan alveol ylizeyini 6rten sivinin yiizey
gerilimini azaltir. Alveollerin ¢aplar kiigiildiikge yiizey geriliminin kollabe edici etkisi artar.

Alveolar cap kiiclildiikge, alveolii genislemis durumda tutmak igin gereken basing artar.
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Siirfaktan, alveolleri stabilize edici etkisi ile, alveoller kiiglildiikce, yilizeydeki siirfaktan
yogunlugu artarak, ylizey gerilimini azaltir. Alveol genisledik¢e ylizeyindeki siirfaktan
tabakas1 incelerek, yilizey gerilimi biiyiir. Bu etki, akcigerlerin heryerinde alveol c¢apinin
hemen hemen ayni olmasini saglar. Ayrica siirfaktanin, alveollerde 6dem sivisi birikimini
Onleyici rolii vardir. Difiizyon: Normal solunumda, inspire edilen hava solunum yollarini
doldurarak, terminal bronsiollere kadar iner. Solunan havanin ¢ok kiigiik bir bolimi
alveollere ulasabilir. Alinan hava terminal bronsiollerden alveollere kadar diflizyon ile ulagir.

Difiizyon, molekiillerin kinetik hareketleri ile, gaz molekiillerinin hizli yer
degistirmesinden dogar. Gaz molekiillerinin hareket hizlar1 ¢ok yiiksek oldugundan, terminal
bronsiollerle alveoller arasindaki mesafeyi saniyenin ¢ok kisa bir bolimil i¢inde alirlar.
Alveollere gelen hava i¢indeki oksijenin kana karbondioksitin pulmoner kandan alveol igine
gecisi de yine diflizyonla olmaktadir. Solunum fizyolojisininde oksijen, nitrojen ve
karbondioksitten olusan gaz karisimi s6z konusudur. Bu gazlarin her birinin difiizyon hizi,
parsiyel basinglari ile dogru orantilidir. Diflizyon i¢in, solunum gazlarinin alveollerdeki gaz
fazindan, pulmoner arterdeki erimis faza geg¢meleri gerekir. Her gazin parsiyel basinci
molekiillerini eriyik i¢ine girmeye zorlar. Pulmoner sivilardaki erimis molekiiller de, siv1 ile
gaz fazi arasindaki yiizeye ¢arparak alveole geri doner. Oksijen alveolerden pulmoner kana
gecerek biitlin viicuda yayilir. Karbondioksit difiizyonu ile oksijen diflizyonu arasinda 6nemli
bir fark vardir. Karbondioksitin difiizyon hizi oksijenden 20 kat daha fazladir. Bu yiizden,
karbondioksitin diflizyonu i¢in gerekli basing farki, oksijene gore daha azdir. Difiizyon hiz1
oksijenden 20 kat daha fazladir. Bu yiizden, karbondioksitin difiizyonu icin gerekli basing
farki, oksijene gore daha azdir. Difiizyon hizinmi etkileyen bazi parametreler vardir; 1) solunum
membraninin kalinligi, 2) membranin yiizeyi, 3) membranin i¢inde yani, suda gazin difiizyon
katsayisi, 4) membranin iki yan1 arasindaki basing farkidir.

Transport: Alveollerden pulmoner kana difiizyon ile gecen oksijenin % 97’si
eritrositlerde hemoglobin ile kimyasal bilesik halinde, % 3’1 ise plazmada erimis halde
taginir. Oksijen molekiilii gevsek ve reversibl olarak hemoglobinin hem kismina baglanir.
Pulmoner Kkapillerde, yiiksek oksijen basincinda oksijen hemoglobine baglanir. Doku
kapillerinde ise, oksijen basinct diisiik oldugundan oksijen hemoglobinden ayrilir. Bu olay,
oksijenin akcigerlerden dokuya taginmasinin temelini olusturur. Doku hiicrelerinde oksijen
cesitli  maddelerle reaksiyona girerek biiyilk miktarda karbondioksit olusturur.

Karbondioksitin doku hiicrelerinden difiizyonu gaz halinde olur. Kana gegen karbondioksit,
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kimyasal maddelerle birleserek tasmir. Bu, karbondioksit tasinmasini 15-20 kat artirir.
Karbondioksitin kii¢iik bir kismi ise erimis halde tasimir. Karbondioksit, kanda karbonik
anhidraz enzimi etkisi ile su ile reaksiyona girerek karbonik asit olusturur. Bu olay,
eritrositlerde saniyenin ¢ok kisa bir bdliimiinde olusarak dengeye ulasir. Karbonik asit, kisa
stire igerisinde hidrojen ve bikarbonat iyonlarma ayrisir. Hidrojen iyonlarimin biiylik bir
boliimii eritrositrositlerde hemoglobin ile birlesir. Eritrosit membranindaki 6zel bir tasiyici
protein yardimi ile, klor iyonlar1 eritrosite, bikarbonat iyonlar1 da plazmaya geger Bu
reaksiyon karbondioksit tasinmasinda en 6nemli rolii olusturur. Karbondioksit, hemoglobin
ile de direk reaksiyona girerek karbaminohemoglobin bilesigini olusturur. Bu reaksiyon zayif
baglarla gelisen reversibl bir reaksiyondur. Karbondioksit bu yiizden, parsiyel basincinin daha
diisiik oldugu alveollerde serbestlenir. Karbondioksitin ¢ok kiigiik bir miktari, ayni sekilde
plazma proteinleri ile de birlesir.

Solunum regiilasyonu: Alveolar ventilasyon hizi, sinir sistemi tarafindan
viicudun  ihtiyaglarma gore ayarlanir. Solunum merkezi, medulla oblangata ve ponsda
daginik ve iki tarafli olarak yerlesim gdsteren néron gruplarindan olusur. Bu merkez 3 biiyiik
alandan olusur; dorsal solunum grubu, ventral solunum grubu ve pnomotaksik merkezdir.
Solunumun denetlenmesinde esas rolii dorsal solunum grubu néronlart oynar (7,8).

AKCIGER TUMORLERI
insidans ve Epidemiyoloji

Akciger kanseri giiniimiizde en yaygin goriilen kanserdir ve bati iilkelerinde 20.yy
boyunca insidansi giderek artmigtir. Cogunlukla 50-70 yaslari arasinda goriilmektedir (9).

Akciger kanserinin prognozu kotiidiir. Hastalarin sadece %10-15’1 5 y1l veya daha
uzun bir siire yasamaktadir. Prognoz, kanserin hiicre tipine ve klinik evreye baghdir (10).
Genel 6liim nedenleri arasinda ikinci siradadir(9).

Kanser Oliimlerinin %17,8’ini tiim kanserlerin %12,6’sin1 olustururlar. K:E oranmi
2,7°dir. Kadinlarda da insidanst giderek artmaktadir Vakalarin en sik gozlenen tipleri
adenokarsinom ve skuaméz hiicreli karsinom olup %20’si kii¢iik hiicreli karsinom, %9’u
biiylik hiicreli/undiferansiye karsinomlardir. Erkeklerde akciger kanserlerinin %441,
kadinlarda %25°i skuamoz hiicreli karsinomdur. Kadinlarda akciger kanserlerinin %42’si,
erkeklerde %28’1 adenokanserlerdir.

Asya ve Kuzey Amerikal1 erkekler arasinda adenokarsinomun insidanst skuamoz

hiicreli karsinomdan daha fazladir. Kadinlarda Polonya ve Ingiltere disinda adenokarsinom
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her yerde baskin histolojik tiptir. Kemoterapi, radyasyon tedavisi, cerrahi girisimler ve
uygulamalardaki tiim gelismelere ragmen, akciger kanserli bireyler i¢in en uzun yasam siiresi
5 yildir. Bu diisiik yasam orani i¢in en énemli neden, pek ¢ok akciger kanserinin ileri evrede
saptanmasidir. Diigiik yasam oraninin diger bir nedeni; primer akciger tiimoriiniin eksik tedavi
edildigi bireylerde yiiksek siklikta ikincil timorlerin ortaya ¢ikmasidir (Kiiciik hiicreli disi
akciger karsinomu olan bireylerde %2, kiigiik hiicreli akciger karsinomu olan bireylerde %4-
%6) (11).

Akciger kanserinin, karsinojenlere maruz kalma sonucunda olusan, ¢ok basamakl
tiimorogenez sonucunda ortaya c¢iktigr diisliniilmektedir. Metastaz, invazyon, siirekli
anjiogenez, hiicre 6liimiinden kagis, immortalizasyon ve hiicre biiylimesinde etkili diizenleyici
genler, timor baskilayic1 genler ve onkogenlerdeki genetik-epigenetik degisiklikler, akciger
kanseri gelisimi ile ilgili molekiiler olaylardir.

Akciger kanseri gelisimi, akcigerin Ozellikle genomik kararsizliga neden olan
karsinojenlere maruz kalmasi ile tetiklenir. Akciger dokusundaki bu degisikliklerin direk
Ol¢iimii ve akciger tlimorogenez yolaklart ile ilgili bilgiler, karsinojenlere maruz kalan
bireylerde kanser riskini degerlendirmeye, erken teshise, bireyler i¢in en uygun tedavi
yaklasimimi tanimlamaya yarar. Akciger tliimorlerinin molekiiler 6zellikleri hakkindaki
bilgiler, ayn1 zamanda hasar gormiis hiicresel yolaklara yonlenerek tedaviye olanak
saglamaktadir (11).

EGFR biiyiime faktor reseptoriidiir. Birgok kanserde EGFR (Her 1/neu) gen
amplifikasyonu ya da protein asir1 ekspresyonu bulunmustur. Giiniimiizde bazi tiimorlerde
EGFR reseptor bolgelerinin bloke edilmesinin klinik faydasi gosterilmistir. Akciger
kanserlerinde de hedefe yonelik tedavi uygulamalar1 yayginlagsmaktadir. Akciger
adenokarsinomlarinda EGFR mutasyonunun goriilmesi timoriin EGFR kinaz inhibitorleri
olan Gefitinib, Erlotinib tedavisine duyarli oldugunu gostermektedir (12-14).

Etiyoloji

Sigaraya maruz kalma, hava kirliligi, radon, asbestos, arsenik, vinil klorid, hardal
gazi, krom, nikel, metaller ve organik kimyasallara maruz kalma akciger kanserinin temel
etyolojik faktorleridir. Sigara igmeyenlerde asbeste maruz kalimi akciger kanserini 5 kat
arttirmaktadir. Agir sigara i¢imi olan ve asbeste maruz kalanlarda akciger kanseri riski sigara

igmeyen ve asbeste maruz kalmayanlara gore 55 kat artmaktadir (3,11).
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Sigara akciger kanserini tetikleyen en onemli faktordiir. Sigara, hem gaz hem de
katran fazda akcigerlerde dagilan 4000’ den fazla kimyasal bilesigi igerir. Bu bilesiklerin
40’mndan fazlas1 karsinojen olarak tanimlanmistir. Sigara i¢imine kronik maruz kalmanin,
akciger kanseri olgularinin %90’indan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Sigara i¢iminin
siiresi ve yogunlugu akciger kanseri riski ile dogrudan iliskilidir. Ornegin 20 yil kadar sigara
igen bireylerin akciger kanserine yakalanma riski yaklasik %10’dur. Sigaraya ara vermenin
akciger kanseri riskini azalttifi diisliniilmesine karsin, ara vermenin etkisi kisi sigarayi
biraktiktan birkag yil sonra gézlenmektedir. Ustelik sigaraya ara verme kanser riskinin sadece
yarisini azaltabilir. Bu nedenle; yeni akciger kanseri olgularinin %50’sinden fazlas1 daha eski
sigara i¢icilerinde ortaya ¢ikmaktadir. Skuamdz hiicreli kanserlerin %90°1 ve kiiglik hiicreli
kanserlerin biiylik bir kisminda sigara ¢ok 6nemli bir faktor iken; adenokarsinomlarda bu oran
%40 kadardir (9). Uranyumun parcalanma {iriinleri ve radon radyasyon etkisi ile akciger
kanserini tetikleyen faktorler arasinda yer almaktadir. Tiiberkiiloz, kronik obstriiktif akciger
hastalig1, akciger infarkti, silikozis, fibrozis gibi akciger hastaliklart ve viral infeksiyon
gecirmis kisilerin kansere yakalanma olasiligi oldukga yiiksektir. P-450 sisteminde bulunan
Aril Hidrokarbon Hidroksilaz (AHH) enziminin yiiksek aktivite gosterdigi kisilerde, akciger
kanser riski 8 kat kadar artmaktadir (9).

AKCIiGER KANSERIi GELiSIMiNiN MOLEKULER YOLAKLARI

Akciger karsinomlar1 diger anatomik bolgelerdeki pek cok kanser gibi asamali
gelisen genetik degisiklikler sonucu benign brongial epitelin neoplastik dokuya
transformasyonu ile meydana gelir. Molekiiler degisikliklerin siras1 gelisiglizel degildir.
Kansere dogru histolojik ilerleme ile paralel olan ve dnceden tahmin edilebilen bir sira izler.
Kromozom 3p de oldugu varsayilan tiimor supressér gen inaktivasyonu cok erken bir olay
iken, p53 mutasyonu ya da K-ras onkogen aktivasyonu nispeten daha ge¢ meydana gelir.
Kromozom 3p materyal kayb1 gibi genetik degisiklikler akciger kanseri olan kisilerin kanserli
alan dis1 benign brons epitellerinde goriilebildigi gibi akciger kanseri olamayan sigara
igicilerinin respiratuar epitellerinde de goriilir. Bu durum karsinojene maruz kalma
sonucunda respiratuar epitelde genis alanlarin mutasyona ugradigim gostermektedir. Ozellikle
sigara igmeyen uzak dogulu kadinlarda goriilen adenokarsinomun bir alt tipinde EGFR
mutasyonunun aktivasyonu izlenir. Ozellikle bu tiimdrler EGFR-mutant kanser hiicrelerinin
aktive onkojenlere bagimli olmalar1 nedeni ile EGFR sinyalizasyonunu inhibe eden bir grup

ajandan son derece kolay etkilenirler (3).
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Akciger kanserleri uzun zaman igerisinde gelistigi i¢in, tek bir olguda karsilagilan
genetik degisiklik sayis1 son derece fazladir. Ayrica bliyime faktorii ve reseptorlerini
(HER2/neu, EGFR, MET, insiilin biiyiime faktorii reseptor genleri vb.) kodlayan genlerde,
BCL-2 ve telomeraz genlerinde, epigenetik degisikliklere rastlanmaktadir. Hanahan ve
Weinberg, akciger tiimor gelisimi sirasinda etkili 6 temel yolagin oldugunu ileri stirmiistiir
(2000). Bunlar; biiylime sinyallerindeki kendi kendine yeterliligi artirma (biiylime faktorii
reseptoriindeki degisiklikler vb.), antibiiyiime sinyallerine duyarsizlik (Rb kontrol yolagindaki
defektler vb.), apoptozdan kagma (p53 veya Bcl-2’deki degisiklikler vb.), ¢ogalma
potansiyelindeki sinirsizlik (stirekli telomeraz ekspresyonu vb.) , siirekli anjiogenez (vaskiiler
endotelial biiyiime faktoriiniin upregiilasyonu vb.), doku invazyonu ve metastazdir (integrin
ekspresyonundaki degisiklikler vb.) (11).

Klinik

Biitiin tiplerin sigara i¢imi ile iligkisi olmakla birlikte, skuamoz hiicreli
karsinom ve kiiciikk hiicreli karsinom ile sigara arasindaki iliski daha kuvvetlidir.
Adenokarsinom ise, kadinlarda ve sigara i¢cmeyenlerde en sik goriilen tipdir. Akciger
kanserleri, agresif davranmig goOsteren, lokal invazyon ve metastaz yapabilen tiimorlerdir.
Kiigtik hiicreli karsinom en sik metastaz yapan tipdir. Basta karaciger, adrenaller, beyin ve
kemik olmak iizere hemen her organa metastaz yapabilirler.

Klinik olarak, oksiiriik, kilo kaybi, gogiis agrist ve dispne en sik goriilen
semptomlardir. Ayrica, timor yayilimma baglh lokal etkiler gortilebilir. Bunlar; pnémoni,
abse, plevral efiizyon, disfaji, diyafragma paralizisi, kostalarda destriiksiyon, siiperior vena
kava sendromu, Horner sendromu, perikardit ve perikardial tamponatdir. Basta kiiciik hiicreli
olmak {izere biitiin tipler, sentez ettikleri biyoaktif maddeler ile paraneoplastik sendroma
neden olabilirler. Bunlar arasinda hiponatremi, Cushing sendromu, hiperkalsemi,
hipokalsemi, jinekomasti ve karsinoid sendrom sayilabilir. Bunlara ek olarak, baz1 sistemik
bulgular karsimiza cikabilir. Bunlar ise, Lambert-Eaton myastenik sendromu, periferal
noropati, akantozis nigrikans gibi dermatolojik anormallikler, 16komoid reaksiyon ve

hipertrofik pulmoner osteoartropatidir (3).
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TANISAL BELIRTECLER
Noroendokrin belirtecler: Noroendokrin hiicrelerinin  hiperplastik veya neoplastik
proliferasyonu, lezyonlara/timérlere neden olur. Noroendokrin fenotipi olan tiimdrler, N6ron
Spesifik Enolaz (NSE), Kromogranin, Synaptophysin ve Noral Hiicre Adezyon Molekiilii
(NCAM/CD56) gibi belirtecler ile tanimlanir (15).
Sitokeratinler : Sitokeratinler (CK), epitel hiicrelerde karakteristik olarak bulunan
intermediate filamentlerin bir ailesidir. CK 6zellikle karsinomanin teshisini dogrulamada
onemlidir. CK7/CK20 immiinhistokimya paneli; akcigerde metastatik adenokarsinomay ayirt
etmek i¢in kullanilir (15) .
Tiroid transkripsiyon faktorii-1 (TTF-1) : TTF-1, akcigerin bronkoalveoler hiicrelerinde ve
tiroidin folikiiler ve parafolikiiler C hiicrelerinde, dogumdan sonra eksprese edilen niikleer bir
proteindir. Akciger neoplazmlarinda; TTF-1 ekspresyonu adenokarsinomalarda %80’in
tizerinde; skuamdz hiicreli karsinomalarda ise % 5-40 oraninda gozlenir (15).
AKCIGER TUMORLERININ KLASIFIKASYONU

Timor klasifikasyonu tedavi yoOnetimi agisindan ¢ok Onemlidir. Akciger
tiimorlerinin en son smiflamast 2004 yilinda Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan
yapilmistir. Bu Klasifikasyonda, akciger tiimorleri malign epitelyal tiimdrler, benign epitelyal
timorler, lenfoproliferatif tiimorler, diger tiimdrler ve metastatik tiimorler olmak tizere 5 ana
gruba ayrilmistir. Ayrica bu tiimor tiplerinin gesitli subgruplart da tanimlanmstir.(Tablo 1)
(16).
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Tablo I: Akciger Tiimorleri Siniflamasi (2004, WHO)

MALIGN BENIGN LENFOPROLIFERATIF | DIGER METASTATIK

EPITELYAL EPITELYAL | TUMORLER TUMORLER | TUMORLER

TUMORLER | TUMOTLER

Skuaméz Papillomlar | MALT tipi marginal zon | Hamartom

hiicreli B hiicreli lenfoma

karsinom

KHK Adenomlar Diffiiz biiyik B hiicreli | Sklerozan
lenfoma hemanjiom

Adenokarsinom Lenfomatoid Seffaf hiicreli
granulomatozis timor

Musin  {ireten Langerhans hiicreli | Germ hiicreli

solid histiositozis timorler

adenokarsinom

Biiyiik hiicreli Intrapulmoner

karsinom timoma

Adenoskuamoz Melanoma

karsinom

Sarkomatoid

karsinom

Karsinoid

Tiikriik bezi

timorleri

Preinvaziv

lezyonlar

Mezenkimal

timorler

Akciger karsinomlarinin 4 major tipini skuamoéz hiicreli karsinom, adenokarsinom, kiigiik
hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olusturur. Akciger karsinomlar1 klinik olarak,
metastaz yetenekleri ve terapiye verdikleri cevaba gore 2 grupta incelenir. Kiiglik hiicreli
karsinom (yiiksek oranda metastatik ve kemoterapiye iyi cevap verir), kii¢lik hiicre dist
akciger karsinomlar1 (daha az metastaz yapar, kemoterapiye daha az cevap verir) (3, 9, 17).
Tiim akciger kanserlerinin yaklasik %25-40’1 skuamoz hiicre grubundandir. Bunlar merkezi
olarak yerlesmistir ve capt 4 cm’den biiyiiktiir. Kavitasyon %82 {izerindedir. Merkezi
yerlesimleri nedeni ile lobar veya segmental ¢okiintii yaygindir (9).

Adenokarsinomalar; ¢apt 4cm’den daha az olan periferal tiimorlerdir ve tiim
akciger kanserlerinin yaklasik %25-40’1n1 olustururlar. Kiigiik hiicreli akciger kanseri tim

akciger kanserlerinin %18’ini olusturur. Biiylik hacimli hilar ve mediastinal lenfadenopati
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yaygin olarak bulunur (9). Adenokarsinomanin bir alt tipi olan bronkoalveoler karsinoma ise
tiim akciger kanserlerinin %2-10’unu olusturur (9).

Biiytik hiicreli karsinoma kiigiik hiicreli karsinomanin goriiniimiine sahip olmayan
farklilagmis tiimorlerdir. Tiim akciger kanserlerinin %5-10"unu olusturur (9).

Adenoskuamdz karsinoma tiim akciger kanserlerinin %1-2’sini icerir. Genellikle
soliter periferal nodiil olarak bulunur, %50’si 1-3 cm biiyiikliiglindedir ve %13 oraninda
kaviterdir (10).

Tedavi ve prognozlarindaki dikkate deger farklilik nedeni ile kiiclik hiicreli
karsinom ve kiiciik hiicreli dis1 karsinom (adeno, skuamoz hiicreli ve biiyiik hiicreli karsinom)
aymrminin yapilmasi uygun tedavinin planlanmast yoniinden olduk¢a Onemlidir (9).
KUCUK HUCRELI AKCIGER KARSINOMLARININ HISTOPATOLOJISI

Kiigiik Hiicreli Karsinomlar1 (KHK), Kiigiik Hicreli Dis1  Karsinomlardan
(KHDK) ayiran belli morfolojik 6zellikler vardir. KHK hiicresini KHDK hiicresinden ayiran
asil ozellik; boyut degil, kromatin yapisidir. KHK hiicresinin bir diger belirgin 6zelligi de,
tiimor hiicrelerinin kolay zedelenebilmesi nedeni ile olusan ezilme artefaktidir. Fakat dogru
tan1 koyabilmek icin biyopsi 6rneklerinde, az da olsa 1yi korunmus tiimor hiicresi aranmalidir.
Bu gibi durumlarda, “Lokosit Ortak Antijeni” (LCA) ile immiinohistokimyasal boyama;

ezilmis hiicrelerin dogru degerlendirilmesi i¢in uygulanabilir (9).

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERLERININ ALT
TIPLERININ OZELLIKLERI
Skuaméz hiicreli karsinom : Erkeklerde daha sik rastlanir. Biiyiik bronglarin
santralinden ¢ikmaya egilimlidir. Lokal hiler lenf nodlarina kolay yayilir; fakat toraks disina
diger tiplerden daha gec¢ yayilir (3). Skuamdz hiicreli karsinoma, brong epitelinde yillar
oncesinde baslayan metaplazi veya displaziyi izleyen in-situ karsinomdan sonra ortaya ¢ikar.
Mukozada 1-2 cm ¢apinda kalinlasma ve irregiiler nodiil seklinde kabariklik olusmaya baslar.
Bu sathada klinik agidan bir bulguya rastlanmamasina ragmen; balgamda atipik epitel
hiicrelere rastlanir. Kisa siire icerisinde tiimor; brons liimenini kapatacak sekilde bir kitle
haline gelir, akcigerin diger kisimlarma invaze olur. Histolojik olarak, keratin inciler ve
interselliiler kopriiler olusturan iyi diferansiye tip ya da az derecede skuaméz 6zellige sahip

andiferansiye tip seklinde goriilebilir. Skuamoz hiicreli karsinomlar metastaz yapmadan 6nce
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biiyiikk ve bronslar1 tikayan bir kitle olusturduklari i¢in diger tiplerden daha iyi bir pognoza
sahiptir (3).

Adenokarsinom : Kadinlarda ve sigara igmeyenlerde en yaygin goriilen tiptir (3).
Genellikle akcigerdeki mukus iireten hiicrelerden kaynaklanir. Adenokarsinomada timor
hiicreleri tarafindan miisin tretimi gergeklesir ya da glandular farklilasma olur (3).
Cogunlukla periferal yerlesimlidir. Yavas biiyiir ve daha kiigiik kitle olustururlar. Diger alt
tiplere gore daha erken sathada metastaz yaparlar. Tipik olarak tubuler, asiner ya da papiller
yapilar olustururlar (3). Yogun miisin sekresyonu oldugunda mukoid gériiniimdedir (3, 18).
Solid, gri-beyaz renkli alanlar igerdiginde pnomoni benzeri bir goriinim olusturabilir (3).
Kavitasyon oldukega az goriiliir. Periferal skar veya bal petegi goriiniimii de siklikla karsimiza
cikar. Rezeksiyon sirasinda, %77 oraninda plevral fibrozis seklinde visseral plevra tutulumu
saptanir (18). Akcigerin periferinde yerlesip, diffliz olarak plevrayr tutan tiimorlere
ps6domezotelyomatdz karsinom denir (17, 18). Solid, gri-beyaz renkli Psédomezotelyomat6z
Karsinom tanisi i¢in, akciger alanlarinda kitle bulunmamasi ve baska bir primerin olmamasi
sarttir. Mesane, bdobrek, pankreas, parotis ve prostatdan kaynaklanan tiimorler de
psddomezotelyomatdz goriiniim yapabilirler. Psddomezotelyomatéz karsinomlarin %70’ini
adenokarsinomlar olusturur. Mezotelyomadan ayrimi immiinohistokimyasal boyama ile
yapilir (17).

WHO 2004 Kklasifikasyonunda adenokarsinom subtipleri su sekilde
belirtilmistir; asiner, papiller, bronkoalveoler, miisin iceren solid tip, mikst tip ve
varyantlardir. Bronkoalveoler tip miisindz, non-miisindz ve mikst olmak {izere alt gruplara
ayrilir. Varyantlar ise, fetal adenokarsinom, miisindz (kolloid) adenokarsinom, miisinéz
kistadenokarsinom, tash yiiziik hiicreli adenokarsinom ve seffaf hiicreli karsinomdan ibarettir.
Rezeke edilen akciger adenokarsinomlarinin yaklasik %80’i mikst subtipdedir. Mikst
histolojik subtipler farkli derecelerde differansiyasyon ve atipi gosterirler. Histolojik
subtiplerden herhangibirinin tek basina goriilmesi olduk¢a nadirdir. Bronkoalveoler tip orta
veya iyi diferansiye olarak bilinir (16).

Atipik adenomatdz hiperplazinin progresyonu ile bronkoalveoler karsinom olusur.
Invaziv adenokarsinom ise, bronkoalveoler karsinomun transformasyonu ile olusabilir (3).
Bronkoalveoler karsinom, vaskiiler, stromal ve plevral invazyonun olmamasi ile karakterize
edilmistir. Bu “lepidik” biiylime paterni olarak adlandirilir (3, 16, 17). Bu yiizden timor evre

1 kategorisinde olup, bazi otdrler tarafindan preinvaziv lezyon olarak degerlendirilmesi
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gerektigi diisliniilmektedir. Metastatik tiimorler de lepidik patern yaparak miisindz tip
bronkoalveoler karsinomla karigabilir. Benzer sekilde bronkoalveoler karsinomun
makroskobik goriiniimii zaman zaman metastatik tiimorleri animsatabilir.

Immiinhistokimya bu noktada yardimcidir. Ancak, primer akciger
adenokarsinomlarinda pozitif reaksiyon veren TTF-1 ve CK7 ( Sitokeratin 7), miisindz
bronkoalveoler karsinomlarda negatif olabilir. Miisin yapan adenokarsinom tanisi i¢in, asini,
tiibiil ve papiller yapilar olmaksizin, en az iki biiyiik biliyiitme alaninda 5 ya da daha fazla
miisin i¢eren hiicre bulunmalidir. Az diferansiye adenokarsinom ve solid tipte adenokarsinom
tanist i¢cin miisin boyasi yapilmalidir. Adenokarsinom cogunlukla birden fazla subtipin
bulundugu mikst tiptedir (17). Immiinohistokimyasal o6zellikler, histolojik subtip ve
differansiyasyon derecesine gore degisiklik gostermektedir. Epitelyal markerlar (EMA, CEA,
AE1/AE3, CAM 5.2) tipik olarak pozitifdir. TTF-1 boyanmasi 6zellikle iyi diferansiye
timorlerde gorilir. CK7 pozitifligi CK20 pozitifliginden daha sikdir (16). Miisindz
adenokarsinom ve miisindz kistadenokarsinomlar, diger organlardaki tiimorlere benzer
goriiniimdedir. Goblet hiicresi ve tasli yiiziik hiicresi igerebilirler. Akcigerin primer taslt
yiiziik hiicreli karsinomu %?2’den diisiik oranda goriiliir. Diisiik bir oran da olsa bu,
metastazlardan ayirt edilmelidir. TTF-1 ekspresyonu tanida yardimcidir. Ayrica, akciger ve
meme kokenli tagli yiiziik hiicreli karsinomlar CK7+ / CK20- iken, kolon kokenli olanlar CK7
-/ CK20 +’dir. CK20 negatif iken, CKI18 pozitifligi meme, prostat adenokarsinomu
metastazini, CK18 negatifligi ise, gastrik adenokarsinom metastazini diisiindiiriir. CKS5 ise,
Mmetastatik akciger karsinomlarinda boyanmaktadir.

Iyi diferansiye fetal tip adenokarsinom tek basina olabildigi gibi, pulmoner
blastomun bir komponenti de olabilir. Subniikleer ya da supraniikleer glikojen vakuolleri
iceren hiicrelerden olusur. Endometrioid goriiniimdedir ve prognozu iyidir.

Adenokarsinomlar, ¢ogunlukla ileri evrede tani aldigindan prognozu katiidiir.
Mikropapiller komponent kotii prognoz belirtisidir. Mikropapiller paternin hakim oldugu
vakalarda, visseral plevra metastazi, intrapulmoner metastaz ve lenf nodu metastazi daha fazla
goriiliir. Santral fibrovaskiiler kor icermeyen papiller yapilar, mikropapiller yap1 olarak
degerlendirilir. Baz1 otdrler, Evre 1 lezyonlarda izlenen hafif derecedeki desmoplazinin diisiik
malign potansiyel gosteren invaziv kanser ya da erken invaziv kanser olarak adlandirilmasi

gerektigini diistinmektedir (17).
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Histolojik grade: Asiner ve papiller adenokarsinomlarda iyi, orta ve koti
diferansiye olmak {tizere 3 grade kullanilir. Bronkoalveoler tip genellikle iyi veya orta
diferansiye, solid tip ise kotii diferansiye olarak adlandirilir (16).

Bronkoalveoler karsinoma (BAC): Ozel bir adenokarsinoma tipidir (3).
Bronkoalveoler karsinoma terminal bronkoalveoler bdlgelerdeki pulmoner parankimada
olusur. Tiim akciger kanserlerinin %1-9’unda ¢esitli sekillerde bronkoalveler karsinomaya
rastlanir (3).

Iki ¢esidi vardir; miisin salgilayan ¢esidinde; tiimorler multifokal miisindzdiir.
Cogunlukla olusturduklar1 kitle bir lobda smirli kalir, bazen ise birden fazla loba
tutanabilirler. Histolojik olarak bu kitleler yiiksek kolumnar hiicrelerin iyi korunmus alveolar
septalar iizerinde siralanan yapilar olusturur. Mitoz nadirdir. Diger ¢esidi 10 cm ¢apina kadar
olabilen gri-beyaz renkli tek bir nodiil seklindedir ve yerlesimi perifere yakindir. Multifokal
tipin aksine neoplastik hiicreler misin salgilamazlar. Algak kolumnar ya da kiiboidal
sekildedirler. Alveolar septalar yerine tiimoriin fibrovaskiiler stromasi iizerinde irregiiler
siralanirlar, papiller yapilar belirgindir. Nukleuslar biiyiik, santral yerlesimlidir ve mitoz
gozlenir. Bronkoalveoler karsinomanin prognozu diger akciger karsinomlarina oranla daha
tyidir. Multifokal tipte 5 yillik yasam %20-25 oraninda gozlenirken; lokalize tek kitle yapan
tipte bu oran %100 civarlarindadir (3).

Biiyiik hiicreli karsinoma : Sitolojik diferansiyasyon gostermez. Hiicreler
genellikle anaplastiktir ve bilylik vezikiiler nukleuslar: vardir. Cogunlukla periferal yerlesimli
olup biiyiik hacimlidirler. Erken fazda metastaz goriiliir; bu nedenle kotii prognoza sahiptir.
Tan1 konulan hastalarin ¢ogunda beyin metastazi vardir ve 5 yillik yasam orani1 %2-3’diir (3).

EVRELEME

Kanserli hastalarin tedavilerini planlayabilmek i¢in; hastalarin prognoz
ozelliklerine gére gruplandirilmasina gerek duyulmustur ve bunun sonucunda da bir evreleme
sistemi gelistirilmistir. 1946°da ilk kez Denoix tarafindan Onerilen TNM sistemi, 1966’da
“International Union Cancer Control” (UICC ) ve 1973’ de “American Joint Committee on
Cancer” (AJCC) tarafindan akciger kanserlerine de uyarlanmistir. Bu farkli yaklasgimlar
1986’da AJCC ve UICC’nin yillik toplantilarinda yeniden gézden gegirilerek; “Uluslar Arasi
Akciger Kanseri Evreleme Sistemi” ad1 altinda tek bir sistem haline getirilmistir Bu evreleme
sisteminde Evre I, II ve IIIA i¢indeki TNM alt gruplarinin prognoz agisindan oldukca

heterojen oldugu goézlenmistir. Evreleme sisteminin daha 6zgiil olmast i¢cin AJCC ve
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UICC’nin 1996 da yillik toplantilarinda kabul edilen yeni bir diizenleme yapilmistir (9).
TNM SINIFLAMASI
TNM siniflandirmasini 6neren ilk kisi Denoix’dir (1946). TNM sistemi en son

2009’da modifiye edilmekle beraber; temel prensipleri ayn1 kalmistir. Kiigiik hiicreli, kiigiik
hiicreli dis1 ve karsinoidleri igerir. TNM simiflandirilmasinin en son diizenlenmis sekli 2009’
da Union International Cancer Control(UICC) ve American Joint Committee on Cancer
(AJCC) tarafindan diizenlenmistir (10, 20).

Anterior mediastinotomi ve mediastinoskopi gibi invazif iglemler ile saptanan
hastaligin anatomik derecesi; primer timor (T), bolgesel lenf nodu (N), uzak metastaz (M)‘a
gore tarif edilir. Siniflandirmanin T komponenti; primer tiimoriin hem biiyiikliikk hem de lokal
invazyon derecesini, N komponenti bolgesel lenf nodu igerigini belirtir. M komponenti ise
metastazin varligini veya yoklugunu belirtir (10).
TNM 2009 EVRELEMESI
PRIMER TUMOR (T)
Tx : Primer tiimoriin belirlenememesi veya balgam ya da brons lavajinda malign hiicrelerin
tespit edilip goriintiileme teknikleri ya da bronkoskopi ile tiimdriin gosterilememesi.
TO : Primer tiimor belirtisi yok.
Tis : Karsinoma in situ .
T1 : En genis ¢capt 3 cm ya da daha kiiciik, akciger veya visseral plevra ile cevrili,
bronkoskopik olarak lob bronsundan daha proksimale ( ana bronsa) invazyon gostermeyen
tiimor ( 0rnegin: ana brongda olmayan).
Tla: Tiimor ¢ap1 2 cm veya daha kii¢iik
T1b: Tiimor ¢ap1 2-3 cm
T2 : Tiimoriin asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olmasi:
-Ana brong invaze ancak ana karinaya uzaklik 2 cm veya daha fazla
-Visseral plevra invazyonu
-Hiler bolgeye ulasan ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi ya da obstriiktif pnémoni
-Timor ¢ap1: T2a: Timor ¢ap1 >3-5 cm
T2b: Tiimor ¢ap1 >5cm -7 cm
T3 : Timor ¢apinin > 7 cm olmasi; herhangi bir biiyiikliikte olup; gogiis duvari ( superior
sulkus tiimorleri dahil), diafragma, mediastinal plevra, pariyetal perikard gibi yapilardan

herhangi birine direkt invazyon goéstermesi; veya karinaya 2 cm’den daha yakin ancak
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karinay1 tutmayan ana bronstaki tlimor; ya da biitiin akcigeri kapsayan atelektazi veya
obstriiktif pnémoni ile birlikte goriilen tiimdr, ayni lobda ayr1 nodiil ya da nodiiller olmasi

T4 : Timorin herhangi bir biiyiikliikte olup mediasten, kalp, biiyilk damarlar, trakea,
ozofagus, vertebral kolon, karina gibi yapilardan herhangi birini invaze etmesi; ya da tiimorle
ayni taraf farkli lob iginde ayr tiimor nodiil ya da nodiillerinin olmasi (20).

BOLGESEL LENF NODU (N)

Nx : Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi.

NO : Bolgesel lenf bezi metastazi yok.

N1 : Aym taraf peribronsiyal ve/veya aymi taraf hiler lenf bezlerine metastaz ve primer
tiimdriin direkt yayilmasi ile intrapulmoner bezlerin tutulmasi.

N2 : Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz .

N3 : Kars1 taraf mediastinal veya hiler; ayni veya kars1 taraf supraklavikular veya skalen lenf
bezi metastazi (9, 20).

UZAK METASTAZ (M)

Mx : Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi.

MO : Uzak metastaz yok

M1la : Kars1 lobda ayr tiimdr nodiil ya da nodiillerinin olmasi; Plevral nodiiller veya plevral
veya perikardiyal sivida malign hiicrelerin olmasi (9).

M1b: Uzak metastaz

TNM’ ye gore evreleme (9).
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Tablo I1: Teksash cerrah Clifton Mountain tarafindan tedavi ve prognozda benzerlikler
temel alinarak yapilan klinik evreleme

Kiigiik hiicreli dis1 (Non-small cell) akciger kanserinde evrelendirme
Grouping TNM staging
Occult carcinoma TX NO MO
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1A T1 NO MO
Evre 1B T2 NO MO
Evre 1A T1 N1 MO
T2 N1 MO
Evre 1B
T3 NO MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
Evre IHIA
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Herhangibir T N3 MO
Evre 111B
T4 herhangibir T N MO
Evre IV Herhangibir T Herhangibir N M1

Evre 0 »»»» TisNOMO

Evre IA »»»» TINOMO

Evre IB »»»» T2NOMO

Evre ITA »»»» TINIMO

Evre IIB »»»» T2N1MO ya da T3NOMO

Evre ITIA »»»» T3AN1MO ya da T1-2-3 N2MO
Evre I1IB »»»» T1-4 N3MO ya da T4 N1-4MO
Evre IV »»w»» T1-4 NO-3 M1 (30,31).
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PROGNOZ

Akciger kanseri kotli bir prognoza sahiptir; hastalarin sadece %10-15 kadar1 5 yil
veya daha uzun silire yasar.  Prognoz; klinik faktorler kadar tiimoriin histolojik
siniflandirilmasina ve evreye baghdir. Akciger kanserinin histolojik tipi; prognoz ve timor
davranigi ile korelasyon gosterir. Bu durum KHAK ve KHDAK Xkarsilastirildiginda agikga
goriilmektedir. Tablo 11l ‘de KHDAK’larda evre ve prognoz iliskisi verilmistir. Skuamoz
hiicreli karsinoma diger kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlarindan daha iyi bir prognoza
sahiptir. Skuamoz tipten sonra en iyi prognoza sahip olan alt tip, adenokarsinomadir.
Bronkoalveolar karsinomlarda (6zellikle nodular form, %75-100), en yiiksek yasama orani
gozlenir. Adenoskuamdz karsinomanin prognozu, diger kiiciik hiicreli dis1 akciger
karsinomalarina benzer. Biiyiik hiicreli karsinomanin prognozu genellikle kotiidiir. Akciger

kanserleri bir dizi semptoma neden olur ve hastanin performansini kotii yonde etkiler. Bunlar

onemli prognostik degere sahip olabilir (10).

Tablo I11: Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde evrelere gore prognoz
Kiigiik hiicreli dig1 (Non-small cell) akciger kanserinde evrelere gore sag kalim
Hayatta kalma oranlar (yilizde)
Evre - -
Bir y1l Iki y1l Ug yil Dort y1l Bes yil
1A 91% 79% 71% 67% 61%
IB 2% 54% 46% 41% 38%
A 79% 49% 38% 34% 34%
1B 59% 41% 33% 26% 24%
A 50% 25% 18% 14% 13%
B 34% 13% 7% 6% 5%
v 19% 6% 2% 2% 1%

Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri
Kiiciik hiicreli akciger kanseri olan hastalar; hastaligi sinirh ve ilerlemis olmak
tizere iki gruba ayrilir. Sinirlt hastalik, radyoterapi bolgesi sinirl karsinoma olarak tanimlanir.
Ileri karsinoma ise, radyoterapi bolgesi olduk¢a genis olan karsinomay1 ifade eder.
Sinirl hastaligr olan hastalar i¢in radyoterapi ve kemoterapi, ileri hastaligi olanlar i¢in ise

palyatif terapi uygulanir. Prognoz metastatik yerlesime baglidir. Karaciger ve kemik iligi
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metastaz1 diisiik prognoz tasirken; sadece beyin metastazi ile sinirli hastaligi olanlarla ayn
prognozu tasir (10).
PROGNOSTIK BELIRTECLER

Prognostik faktorler; hastanin hayati sonucunu belirleyen tiimor faktorleridir.
Hiicresel fonksiyonlarda diizenleyici rolleri olan yeni genlerin kesfi ile birlikte; pek cok
biyolojik ve molekiiler degisiklik; potansiyel molekiiler prognostik faktdr olarak
arastirtlmistir (21).
Ras onkogeni: Ras ailesi genleri ve proteinleri; hiicre yiizeyinden niikleusa biyokimyasal
sinyalleri ileten, en iyi anlasilmis molekiillerdendir. H-ras, K-ras ve N-ras olmak {izere ras
protoonkogeninin 3 aile {iyesi vardir. Bu genler ayr1 kromozomlar {izerinde yerlesmistir; fakat
fonksiyonel ve yapisal olarak benzer proteinler iretirler. Ras aktivasyonu; kanser
biyolojisinde dnemli olan invazyon, metastaz, anjiogenez, apoptoz ve mitojenez ile iliskilidir.
Akciger kanserinde cogunlukla K-ras genine ait mutasyonlar gézlenir. Bu mutasyonlar biiyiik
hiicreli karsinomalarin %20, adenokarsinomalarin %35’inde go6zlenirken, skuamoz hiicreli
karsinomlarda (5%) nadir gozlenir (21).
HER/c-erbB ( epidermal biiyiime faktorii reseptor ailesi ) ve ligandlar: : Reseptor tirozin
kinazlar (RTK); protein tirozin rezidiilerini fosforile edebilen intraselliiler tirozin kinaz
domaini ve ekstraselliiler ligand baglayan domaini olan, transmembran proteinleridir. Akciger
kanserinde en ¢ok ¢alisilan ve en ¢ok rastlanan RTKlar, HER/c-erbB ailesi reseptorlerinin
tiyeleri olan epidermal biliyime faktorii reseptorii (EGFR) ve HER-2/c-erbB2/neu’dur.
KHDAK’de EGFR overekspresyonunun prognostik degeri tartigmalidir . Ikinci 6nemli c-erbB
ailesi geni meme kanserinde ¢ok fazla ¢alisilmis olan HER-2/cerbB2/neu’dur. HER-2 geninin
amplifikasyonu akciger kanserinde nadiren gozlenir. KHDAK’de ilk kez Kern ve arkadaglari
HER-2 ekspresyonunun prognostik énemini ve sikligin1 degerlendirmislerdir. Caligmalarinda
adenokarsinoma ve skuamoz hiicreli karsinomada, %36-38 oraninda ekspresyon 6zlemislerdir
(212).
Hepatosit Biiyiime Faktorii ve reseptoriic Met/HGFR : Met/Hepatosit Biiyiime Faktor
Reseptorii (HGFR), insiilin reseptdriine yakin homoloji gosteren bir RTK dir. Met ile ligandi
HGF’in etkilesimi; diferansiyasyon, motilite ve hiicre proliferasyonu iizerinde pleotropik
etkiler olusturur. Hem Met hem de HGF’in ekspresyonuna, insan kanserlerinde siklikla

rastlanmaktadir.
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Tsao ve arkadaslar1 insitu hibridizasyon ve immiinhistokimya kullanarak;
KHDAK’de HGF mRNA’smnin ¢ogunlukla tiimoér hiicreleri tarafindan eksprese edildigini
gOstermistir (21).

Retinoblastoma (Rb) ve pl6INK4A : Rb gen inaktivasyonu, KHAK ‘nin yaklasik
%90’inda, KHDAK’nin %10-30’unda goriiliir. pl6 ekspresyon kaybina ise KHDAK’nin
%50-60’1nda rastlanir. Rb gen inaktivasyonu; %20 promotér metilasyonu, %5-10 nokta
mutasyonlari, %20 homozigot delesyonu ile gergeklesir. Genelde KHDAK’nin yaklasik
%75’inde Rb/pl6’y1 diizenleyen hiicre dongiisii kontrol noktalarinin kayip oldugu
diistiniilmektedir (21).

Siklin E ve p27 kipl : KHDAK hastalarinin erken sathasinda siklin E ekspresyonunun kotii
prognozla korele oldugu gosterilmistir. Hem erken hem de ileri sathadaki KHDAK ‘de azalan
p27kip1 ekspresyonu kotii prognozla korelasyon gostermektedir (21).

p53 : p53 proteini; DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisiinii G1 evresinde durduran ve
cesitli uyaranlarla uyarilan, apoptoz igin gerekli olan bir transkripsiyon faktoriidiir.
KDAK ’deki p53 sikligi immiinohistokimya ile %48, Tek Iplikli Konformasyon Polimorfizmi
(SSCP) ile %37 olarak saptanmustir. p5S3 gen mutasyonlar1 ve protein overekspresyonu
skuamoz hiicreli karsinomada %49-54, adenokarsinomada %29-36 oraninda goriiliir. Meta-
analiz sonugclari; pS3 degisikliklerinin prognostik acidan adenokarsinomali hastalarda negatif,
skuamdz hiicreli karsinomalarda ise pozitif etkiye sahip oldugunu gostermistir (21).

Bcl-2 aile genleri : Normal bronsial epitelin bazal hiicrelerinde Bcl-2 pozitiftir. KHDAK” de
%20-40 oraninda bcl-2 protein ekspresyonu saptanmistir (21). Diger belirtegler FHIT (Fragile
Histidine Triad) geni, VEGF (Vaskiiler Endotelial Biiylime Faktorii), Siklooksijenaz (COX-
2)’m prognostik degeri akciger kanseri agisindan arastirilmaktadir. Bu belirteglerin tedavide
kullanilabilmesi umut edilmektedir (21).

AKCiGER KANSERI TEDAVISINDE MOLEKULER YAKLASIMLAR
HER AILESI

Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK); protein tirozin rezidiilerini fosforile edebilen
intraselliiler tirozin kinaz domaini ve ekstraselliller ligand baglayan domaine sahip olan
transmembran proteinleridir (21).

Erb-B gen ailesi biiyiime faktorii tirozin kinaz reseptorlerini kodlar. Aile; ErbB-1
(Herl), ErbB-2 (Her-2/neu), ErbB-3(Her3) ve ErbB-4 (Her 4) olmak {izere hiicre membrani

tierinde yerlesim gosteren 4 reseptorden olusur.(22). Erb-B gen ailesinin 4 reseptorii yapisal
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olarak benzerdir. Sisteince zengin domainler, membran spanning bdlge ve intraselliiler tirozin
kinaz alani igerirler (23).

HERZT’in baglandig: ligandlar; Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Transforme
Edici Biiytime Faktorii Alfa (TGF), Amphiregulin (AR), Heparin Baglayan Epidermal
Biiylime Faktorii (HB-EGF), Betaselliilin (B3-cel) ve Epiregulin’dir. HER2’nin ligand: yoktur.
HER3 ve HER4, pekgok neuroguline veya neu farklilasma faktorlerine baglanir (22).
Reseptorlere ligandlarin baglanmasi heterodimerizasyon ve dolayisi ile aktivasyona neden
olur (23). Epidermal biiylime faktorii reseptoriinii (EGFR),ERBB2 ( HER2), ERBB3 (HER3)
ve ERBB4 (HER4)’1i igeren reseptor tirozin kinaz (RTK) I ailesi; homo-heterodimer seklinde
aktive olarak; ¢esitli hiicrelerde adhezyon, motilite, farklilasma ve normal hiicre biiyiimesini
kontrol eden sinyal yolaklari ag ile etkilesime girer.
EGFR (Herl/neu): EGF, 53 aminoasitlik bir polipeptit olup ilk olarak 1962’de hiicre
kiiltiirlerinde fibroblastlar iizerinde kuvvetli mitojenik etki gosterdigi bulunmustur. 1980’li
yillarda EGF’nin tirozin kinaz aktivitesine sahip transmembran reseptorii olan EGFR’ne
baglandig1 gosterilmis ardindan gii¢lii mitojenik aktiviteye sahip pek c¢ok biiyiime faktori ve
reseptorleri tanimlanmugtir (28).

EGFR 170 KD agirliginda tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran
glikoprotein olup hiicre dis1 sinyalleri hiicre icine iletir. EGFR, {i¢ bolgeden olusur: Hiicre dis1
ligandlarin (EGF, TGF-a, Amfiregiilin) baglandigi N terminali, hidrofobik transmembran
bolgesi ve hiicre igi yerlesimli tirozin kinaz aktivitesine sahip C terminali (28).

EGFR’nin karsinogeneze olan etkileri:

Mitogenezi arttirir, apopitozu inhibe eder,hiicre motilitesini arttirir, protein
sekresyonunu arttirir, hiicre adezyonunu arttirir, hiicre invazyonunu arttirir, hiicre yasam
sliresini  arttirir  anjiogenezi uyarir, sitokin salinimini uyarir, ekstraselliller matriks
depozisyonunu uyarir (34).

EGFR ile karsinogenez arasindaki iliski ii¢ noktada olmaktadir; normal EGFR’niin
asir1 ekspresyonu, reseptorde mutasyon gelisimi (EGFRvIII mutasyonu) ile reseptoriin siirekli
aktivite kazanmasi, ligandlarin asir1 yapimina bagli olarak fizyolojik igand-  reseptor
dengesinin bozulmasi, fosfataz aktivitesindeki azalma ve heterodimerizasyondur (33,35).
EGFR inhibitérlerinin etkileri:

1- Hiicre siklusunun G1 fazinda inhibisyonu

2- Tiimor hiicrelerinde adhezyonun inhibisyonu
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3- Apoptozis indiiksiyonu

4- Antiproliferatif aktivite

5- Antianjiyogenik, antiinvaziv, antimetastatik etkinlik

6- Sitotoksik ajanlarla birlikte kullanimi ile aditif etkilesim ile antitiimoral etkinligin artmasi
(Kemosensitivite ve radyosensitivitenin artmasi)

7- Sitotoksik tedaviye bagl yan etkilerin azalmasi

8- Diger: Sagkalim siiresinde artis, semptomlarda diizelme, yasam kalitesinde artis (32).
HER2/erbB-2: insanda erbB-2 geni 17q12°de yerlesim gosterir (28- Hynes NE, Stern DF.
The biology of erbB-2/neu/HER-2 and its role in cancer. BBA, 1994; 165-184). Diger HER
reseptorleri ile etkilesime girerek hiicre biiylimesi, hiicre farklilasmasi ve hiicre yasamini
diizenleyen sinyal yolaklarinda gérevlidir (24).

HER3’iin dogal aktivitesi yoktur ve en temel, en iyi dimerizasyon partneri
HER2’dir (22). HER-2 sinyalinin VEGF, TGF. ve TSP-1 gibi pro ve antianjiogenik
faktorlerinin ekspresyonunu kontrol ettigi bilinmektedir (25).

KHDAK’de HER-2/neu overekspresyonunun siklig1, yaymlarda %4-27 arasinda
degismektedir. Bu heterojenite HER-2/neu ekspresyonunu degerlendirmek igin kullanilan
metodlardaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (26).
1)immiinhistokimya : Immiinohistokimyada, HER-2’ye 6zgiil antikor kullamilarak parafin
doku boyanir. Immiinohistokimyanin dezavantajlar;, 6znel yorumu ve sonuglarin yari
kantitatif olmasidir (27).

2) FISH : FISH, EGFR (Her 1/neu, Her 2/neu) gen amplifikasyonunu degerlendirmek igin
kullanilir. Immiinhistokimyadan daha spesifik ve hassastir. FISH kantitatif sonuclar verir
yani, farkli laboratuvarlar arasindaki ¢esitlilige ve 6znel yorumlara yer vermez. Ayrica FISH,
prognozu ve Herceptin’e yaniti immiinhistokimyadan daha dogru bir sekilde degerlendirir.
Genellikle immiinhistokimya ve FISH %80 oraninda konkordans gosterir. FDA; Herceptin
temelli terapiden yararlanabilecek hastalari degerlendirmek i¢in immiinhistokimya ve FISH
kullanimini onaylamustir (27).

3) HER-2 ECD : Hala arastirilmakta olan Diger bir yontem; HER-2 ECD serum seviyelerinin
olgtilmesidir (29). Bu yontemin avantaji; kanin kolaylikla elde edilebilir; ve HER-2 hedefli
terapilerde  HER-2 durumunun degisikliklerinin kolayca izlenebilir olmasidir (27).
Yontemlerin Avantajlari, Dezavantajlari ve Klinik Uygulamalari: Western Blot: oldukga

elverigli, pahali degil, Semikantitatif, timor ekstrakti gerekli, klinik kullanimi1 yok
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PCR: Hizli,spesifik, hassas, semikantitatif, klinik kullanim1 yok.

Immiinhistokimya: Oldukca elverisli, pahali degil, semikantitatif, subjektif yorum, FDA
onayl1, klinik kullanimda.

FISH: Spesifik, kantitatif, Herceptin’e yanitta gii¢lii korelasyon, pahali, 6zel arag,gereg
gerektirir.

RAS genleri Harvey (Ha- veya H) ras ve Kirsten (Ki- veya K) ras’dir (36-38).
Diger RAS ailesi geni néroblastom veya N- ras olarak tanimlanir (39,40).

K-ras, K-ras proto-onkogeni ile kodlanan ve normal hiicre ¢ogalmasi sinyal
iletiminde gorev alan bir proteindir. Mutasyona ugrayan K-ras giiclii bir onkogen haline
gelmektedir. K-ras kendisine GTP (Guanosine TriPhosphate) molekiilii bagliyken aktif ve
GDP (Guanosine DiPhosphate) molekiilii baglandiginda inaktif olan iki halde bulunur. GTP
nin GDP molekiilii ile yer degistirilmesi GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) proteni
ile gerceklesir. K-ras geninin 12. veya 13. DNA kodon dizisinde meydana gelen mutasyonlar,
K-ras proteininin GTP ye bagl kalma halinin uzamasina sebep olur ve hiicre icerisinde
normalden fazla oranda hiicre ¢ogalma sinyali iiretilmis olur. Bu durum bazi dokularda (kalin
barsak, pankreas ve akciger basta olmak iizere) diger gen degisikliklerinin de olustugu
sartlarda kanser hiicrelerinin olugmasini saglamaktadir.

Akciger adenokarsinomlarinda RAS mutasyonlarinin %90°1 K-ras mutasyonudur
(41). KHDAK daki K-ras mutasyonlariin %97’si kodon 12 veya kodon 13’de lokalizedir. K-
ras mutasyonlar1 akcigerin skuamoz hiicreli karsinomlarinda nadirdir. K-ras mutasyonlari
KHDAK ’da negatif prognostik faktordiir (41).

Kanser tedavisinde hiicre i¢i sinyal iletiminin K-ras proteni Oncesindeki
asamalarint durduran ilaglarin kullanilmasi, mutasyonlu K-ras genini tasiyan ve K-ras
aktivasyonu c¢ok giiclii olan hiicrelerde yeterli cevabi saglayamamakta ve bu hastalarin klinik
olarak bu tiir kanser ilaglarindan yararlanmasina engel olmaktadir. EGFR hiicre reseptdriinii
hedef alan Cetuximab (Erbitux) ve Panitumumab (Vectibix) kemoterapi ilaglarinin
kullanilmadan 6nce kanser dokusunda yapilan genetik test ile K-ras geninin mutasyonlu olup
olmadig1 arastirilmalidir. Mutasyonlu K-ras geni saptanan hastalarda yukaridaki ilaglarin
kullanilmastyla klinik cevap alinamayacaktir (41).

Risk Tahmini:
Akciger tiimorogenezi ¢ok asamal1 bir genetik siirectir; bu nedenle akciger kanser

riskini hesaplamak i¢in tek yontem, akciger dokusunu, akciger kanseri ile birlikte yaygin
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olarak gozlenen molekiiler degisiklikler agisindan incelemektir. Akciger dokusunda yiiksek
sayida molekiiler degisikliklere sahip bireyler, akciger kanseri gelisimi agisindan yiiksek riske
sahiptir. Akciger kanserlerinde en sik gozlenen degisiklikler 3p, 9p ve 17p’deki LOH ve p53
mutasyonlaridir. Bu degisikliklerin derecesi; histolojik degisikliklerin derecesi ile iligkilidir
(112).

Prognozu Degerlendirmede Molekiiler Degisikliklerin Gostergeleri ve Tedaviye

Yamti1 Ongorme :

Akciger kanserinde, hastanin prognozunu, sadece klinik ve histolojik
parametrelerle degerlendirmek zordur. ileri evre, hastalik icin kotii prognozu isaret etmesine
ragmen; klinik Ozellikleri benzer olan hastalardaki sonuglar Onemli derecede farklilik
gostermektedir. Molekiiler analizlerin amaci; timoriin ge¢misi, potansiyel hassaslik,
radyasyon terapisine veya kemoterapiye diren¢ hakkinda prognostik bilgi veren degisiklikleri
tanimlamaktir. Belirli birtakim molekiiler degisiklikler, akciger kanserinde prognostik a¢idan
onem tasir. Fakat bu degisiklikler ile ilgili farkli ¢calisma gruplariin yargilar benzer degildir.
Akciger kanseri gelisiminde rol alan belli molekiiler yolaklarin tanimlanmasi, tedavide bu
yolaklarin hedeflenmesine yol agmustir (11).

Degismis Sinyal Yolaklarimin Yeniden Diizenlenmesi:

Akciger kanserinin hedefli tedavisindeki yaklagim, degismis olan sinyal yolaklarin
yeniden diizenlemektir. Onkogenlerin aktiviteleri inhibe edilerek ya da sinyal yolaklar:
engellenerek ekspresyonlar1 azaltilip aktiviteleri engellenebilir. Ornegin, ras mutasyonlari
akciger kanserinde yaygin olarak calisiimaktadir. Klinik deneyler i¢in hedeflenmis diger
onkogen irlinleri; EGFR ve aile iyeleridirr Hem EGFR hem de HER-2/neu ‘nun
overekspresyonuna akciger tiimorlerinde rastlanmistir. EGFR’in primer olarak hiicre
biiyiimesini uyardigi diisiiniilmesine ragmen, son calismalar; anjiogenez, invazyon, hiicre
adezyonu, hiicre motilitesi gibi kanserle ilgili diger basamaklarda da EGFR sinyal yolaginin
etkili oldugunu gostermistir. Bu yolakla ilgili olarak; EGFR ekspresyonunu downregiile
edebilen ajanlar, EGFR ile ilgili tirozin kinazlarin kiicik peptid inhibitorleri,
immiinotoksinler, monoklonal antikorlar gelistirilmistir. Insanlastirilmis anti EGFR
monoklonal antikorlarin, bu membran reseptorlerinin tirozin kinaz aktivitesini azalttig
gosterilmigtir. Preklinik caligmalar, radyasyon terapisi ile kemoterapotik ajanlar arasinda

sinerji gostermistir. M.D. Anderson’da, anti biiyiime faktor reseptorii monoklonal antikor
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kullanim:1 hakkinda klinik deneyler yapilmaktadir. Ornegin, metastazi olan hastalarda
gemcitabin, cisplatin ve trastuzumab’in kombinasyonu ¢alisilmaktadir (11).
Anti-reseptor Terapisi:

HER-2, HER1’in partneri olarak tercih edildigi i¢in; HER1’in aktivasyonunun
inhibisyonu HER2 aktivitesini inhibe etmek i¢in Onerilmektedir. HER1’in fosforilasyonunu
ve fonksiyonunu bloklayan tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanimi; proliferasyonu HER1
veya HER2’ye bagli olan tiimorlerin terapisi i¢in iyi bir yontemdir. Boyle tek inhibitér ZD
1839’ dur. ZD1839; oral olarak aktif, HER1’in yliksek seviyelerini eksprese eden insan tiimor
Xenograftlart ve kanser hiicre hatlarinin biiylimesini geciktiren veya geri doniigiimsiiz
inhibisyonunu  saglayan HERI1’e  spesifik  tirozin  kinaz inhibitériidir  (25).
DNA’NIN YAPISI

Kalitsal bilginin tastyicisi, DNA molekiiliidiir. DNA nin temel birimi niikleotidtir.
Bir niikleotidin {i¢ bileseni vardir; baz, seker ve fosfat. Niikleotidlere farklilik kazandiran
kisim olan baz, piirin ya da pirimidin yapisindadir. DNA’nin yapisina giren piirinler adenin
(A) ve guanin (G), pirimidinler de sitozin (S) ve timindir (T). Ikinci bilesen seker ise halka
formunda 5 karbon atomlu, pentozdur. Fosfat grubu bu pentozun 5’inci karbon atomuna
baghdir.

Watson-Crick Modeli: 1953 yilinda tanimlanan bu modelin ii¢ ana unsuru vardir (42);

1- Cift sarmal yap1 (double heliks): DNA tek bir iplik halinde degil, iki ayr1 ipligin ortak bir
eksen etrafinda birbirine dolanmis oldugu ¢ift sarmal bir yap1 halinde bulunur.

2- Antiparelellik: Cift sarmallar1 olusturan ipliklerin serbest 3’OH ve 5’ fosfat gruplari
dikkate alindiginda birbirlerine gore ters yone dogru uzanmaktadirlar.

Komplementerlik: Cift sarmal DNA, burkulmus bir ip merdivenine benzetilebilir.
Merdivenin basamaklar1 komplementerlik ilkesine gore kars1 karsiya gelmis olan baz ¢iftlerini
olusturur. Eslesme yalnizca adenin ile timin ya da guanin ile sitozin arasinda olur.
Replikasyon, Transkripsiyon ve Translasyon: Replikasyon bir hiicrenin boliinmesi
sirasinda DNA’nin bir kopyasinin ¢ikarilmasi iglemine denir. Replikasyon , ¢ift sarmaldeki
ana ipliklerin, yavru iplik sentezinde kalip gorevi gordiigii bir islemdir. Sentezi yiiriiten DNA
polimeraz yavru ipligi olustururken, komplementerlik ilkesine bagli kalir.

Transkripsiyon, ¢ift sarmal DNA’nin kalip alinarak RNA polimeraz enzimi varliginda RNA

sentezlenmesi islemidir. Burada da komplementerlik ilkesi gecerlidir. Translasyon ise
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transkripsiyonla RNA’ya kopyalanan genetik bilginin bir protein veya polipeptit zinciri haline
doniistiiriilmesidir. Protein sentezinin {i¢ komponenti mRNA, tRNA ve ribozomlardir.
DNA’mn smiflandirilmasi: Insan haploid genomundaki baz ciftlerinin %75’ aralarinda
genlerin bulundugu tek kopyali DNA dizileridir. “Insan genomu Projesi’nden elde edilen yeni
verilere gére 30-35 bin civarinda gen oldugu gésterilmistir. Insan genomunun yalnizca %?2’si
protein kodlamaktadir. Tekrarlanan DNA dizileri ise, genomun %25’ini olustururlar. Bunlar
iki gruba ayrilirlar:
1.Yiiksek diizeyde tekrarlanan diziler: Satellit DNA olarak da bilinirler ve bunlar belli
kromozomal bolgelerde daha yogun olarak bulunurlar. Kopya sayilar1 bireyden bireye gore
farkliliklar gosterir. Minisatellit ve mikrosatellit olan diziler 10-60 ve 2-5 baz gifti
uzunlugundaki bloklardan olugmuslardir.
2.0rta diizeyde tekrarlanan DNA dizileri: Bunlar tek kopyali diziler arasina dagilmiglardir ve
genomun %15’ini olustururlar. “Line” ve “ Sine” diye iki dnemli alt gruba ayrilirlar. “Line”
dizisinin en 6nemli boliimii L1 ailesi olarak bilinen dizilerdir. En sik rastlanan “Sine” dizisi
ise Alu ailesidir. Bazi genler her hiicre i¢in yasamsal 6nemi olan temel islevlerden
sorumludurlar. Bunlara “Housekeeping” genler denir. Bir hiicrede eksprese olan genlerin
yaklasik %90’1 bu gruptadir. Belirli dokulara 6zgii islevleri yiiriiten genlere ise dokuya 6zel
genler denir. Ornegin yalnizca hepatositte aktif olan albiimin kodlayic1 gen gibi.
MITOKONDRIYAL DNA

Hiicrede ¢ekirdek DNA’dan baska mitokondrilerde DNA bulunmaktadir.
Mitokondriler hiicrenin enerji santralleri olup oksidatif fosforilasyon olarak bilinen bir dizi
reaksiyon neticesinde ATP iiretirler. Bu reaksiyonlarda rol alan enzimlerin bir kism1 ¢ekirdek
DNA’s1, bir kismi da mitokondrial DNA tarafindan kodlanmaktadir. Mitokondrial DNA,
oksidatif fosforilasyon ve mitokondrial solunum zincirinde rol alan 13 proteine ilaveten 2
adet rRNA ve 22 adet de tRNA kodlayan gene sahiptir. Yapist ¢esitli yonlerden c¢ekirdek
DNA’sindan farkliliklar gdsterir. Halkasal yapida olmasi, intron igermemesi, genetik sifrenin
bazi farkliliklar géstermesi gibi. Ayrica spermde mitokondrial DNA bulunmamasina karsilik
ovum mitokondrial DNA’dan zengindir. Bu nedenle mitokondrial DNA mutasyonlarinin yol
actig1 hastaliklar yalnizca anne tarafindan kalitilir (43,44).

MUTASYONLAR
Insan genomundaki DNA’nin baz diziliminde olusan her tiirli degisiklik

mutasyon olarak tanimlanabilir. Bu degisiklik yalnizca tek bir bazin degisiklige ugramasi
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(nokta mutasyonu) seklinde olabilecegi gibi bir kromozomun tamamini ilgilendirecek kadar
biiyiik de olabilir. Mutasyonlar; gen diizeyinde mutasyonlar, yapisal kromozom anomalileri
ve sayisal genomik mutasyonlar olmak {izere ii¢ biiyiik grupta toplanabilir (45).

1-Gen Diizeyinde Mutasyonlar: Tek ya da birkac bazlik delesyon ve insersiyonlar bu grup
icersinde degerlendirilen substitlisyonlardir.

A: Niikleotid substitiisyonlar1: insan genomundaki en sik mutasyonlar, bir niikleotidin
baska bir niikleotid ile yer degistirdigi substitiisyonlardir. Nokta mutasyonlar1 olarak da
bilinirler. Niikleotid degisiklikleri hem protein kodlayan bdlgede ve hem de kodlamayan
bolgelerde olabilir (intron, ekzon bdlgeleri). Bu nedenle niikleotid degisimleri ile olan
mutasyonlarin ii¢ sonucu olabilir:

a: Yanhs anlaml (missense) mutasyonlar: Aminoasit degisimine yol acarlar. Ornegin orak
hiicreli anemide, Beta globin zincirinin 6. aminoasidi olan glutamini kodlayan GAG
kodonunda adenin yerini timidin almistir. (GAG-GTG). Olusan yeni kodon (GTG) glutamini
degil valini kodlamaktadir. Dolayisiyla hastaliktan ve belirti bulgulardan bu tek baz
degisikligi sorumludur.

b: Anlamsiz (nonsense) mutasyonlar: Bu tir mutasyonlar erkenden durdurucu kodon
olusmasina yol agarlar. Bundan dolay1 setezlenen protein normalden kisa olur ve proteinin
yapisal degisikligi fonksiyonel bozukluga neden olursa buna bagl olarak hastaliklar olusur.

c: Sessiz (silent) mutasyonlar: Genetik kodun 6nemli bir 6zelligi bir aminoaside karsilik
gelen birden fazla kodon olmasidir. Bu nedenle bir baz degisikligi neticesinde olusan yeni
kodon ayni aminoasidi kodlamaya devam edebilir. Ornegin hem CGU-CGC mutasyonu
kodlanan proteinin aminoasit dizilimini degistirmez. Ancak bu sessiz mutasyonlar gevresel
faktorler ile etkilestigi (radyasyon, oksidatif stres vb.) zaman kodlanan aminoasitlerin hangi
yonde, nasil degisim gosterdikleri heniiz tam olarak bilinmemektedir (45).

B- Delesyonlar, Insersiyonlar: Delesyonlar 5 niikleotidden daha az baz kayiplari olarak
bilinir. Kodlanan aminoasit yapisini kismen degistirirler. Her delesyonda degisiklik olmaz.
Insersiyonlar ise 20 ya da daha az sayida niikleotidin araya girmesi ile olan mutasyonlardir,
daha nadir goriiliirler ve aminoasit yapisint dramatik olarak degistirirler.

C- Triniikleotid tekrar dizilerinin uzamasi: Bunlar dinamik mutasyonlar olarak da
adlandirilirlar. Hastaliktan sorumlu gende normalde de bulunan ve tekrar sayisi kisiden kisiye
degisebilen (yani polimorfik) iicli tekrar dizileri (CAGCAGCAG.......... CAG ya da
CGGCGGCAGEA............ CGG gibi) mevcutur. Bu diziler bir sonraki kusaga aktarilirken
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kayma ve hatali eslesme nedeniyle sayilar1 artarsa (ekspansiyon) ve tekrar sayisi kritik bir
dzeyi gegerse hastalik tablosu olusur.
2- Yapisal kromozom anomalileri: Bu mutasyonlar kromozomal yeni diizenlemeler olarak
da bilinir. Kromozomlar arasi karsilikli parga degisimleri (translokasyon) ve biiyiik parca
kayiplar1 (kromozomal delesyonlar) sonucu olusurlar.
3-Sayisal genomik mutasyonlar: Kromozomda sayisal degisim yapan mutasyonlara denir
(anoploidi, diploidi gibi). Down Sendromu (Trizomi 21), Turner Sendromu gibi durumlar bu
tip mutasyonlar ile olusurlar.

PCR (Polimeraz Zincir Reksiyonu)

PCR ya da polimeraz zincir reaksiyonu molekiiler biyolojide uygulanan bir teknik
olup basitce tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda hizli bir sekilde ¢ogaltilmasi olarak
tanimlanabilir.

PCR, bir ¢esit “invitro klonlamadir” PCR, reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin
yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon); daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin
hedef DNA’ya baglanmasina (hibridizasyonu); sonra zincirin uzamasina (polimerizasyonu)
(¢ift iplik¢ikli DNA’larin sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlamasina dayanir. Bu
tic adim (denatiirasyon / primer baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Her
adim farkl 1silarda gergeklestirilir (Sirasiyla 94 °C-98 °C; 37 *C-65 °C;72 °C). PCR teknigi,
cok az miktarda DNA ile c¢alismaya olanak saglamaktadir. PCR teknigi ile laboratuvar
tanisinda ¢ok biiylik bir hiz ve kesinlik kazanilmig; bir¢ok durumda radyoaktivite kullanimi
gereksiz hale gelmistir. PCR teknolojisini uygulayip amplifikasyon yapmak i¢in :

1- DNA o6rnegi (FFPE doku, kan vs izole edilmis), genelde genomik DNA,

2- Cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan gevreleyen bir ¢ift sentetik primer,
3- dNTP’ler (A, T,C,G)

4- Istya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi,

5- Uygun pH ve iyon kosullarin1 (Mg+2) saglayan tampon karisimi gereklidir.

Diinya genelinde mutasyon taramasi i¢in yaygin olarak sekans spesifik PCR,
Pyrosekans ve Dideoksisekans (Sanger metod/BigDye) analizi kullanilmaktadir. Bizim
calismamizda Dideoksisekans analizi kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalar her iic yontemin de
analitik dogruluk degerinin yeterli oldugunu gdstermistir. Pyrosekans yontemin de hedef
sadece mutant kodon taramasi oldugu i¢in islem siiresi daha kisa ve sonuglarin yorumlanmasi

daha kolaydir. Dideoksisekans analizine gore en Onemli avantaji ise mutant aleli diger
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kopyalar arasindan yakalamadaki yiiksek sensitivitedir. (%5’e karsin %20). Mutasyon
taramasinda dideoksisekans analizinde Ornek dokudan izole edilen total DNA’da alel
kopyalariin %20’si mutant ise mutasyon yakalanabiliyorken Pyrosekans analizi i¢in bu oran
%5’dir. Sekans analizi yontemlerine ek olarak alternatif mutasyon tarama ydntemleri:
A- Real-time Alel Spesifik PCR
B- PCR-Reverse Dot Blot Yontemi
C- Alel Spesifik Oligoniikleotid Hibridizasyon
PCR icin kullanilan aletler ve cihazlar: PCR cihazi (Gradiyent 6zellikli Thermal Cycler, 96
Vakalik, marka Apollo, model ATC401, Seri No: 000634), mikrosantrifuj cihazi (CN —180
Brushies mikrosantrifuj, Katalog No: 268481), Vorteks cihazi (Vorteks, FinePCR Katolog
No: VX00232), PCR tiipleri (0,2 ml’lik), mikropipet uglart (0,1-10, 10-50, 50-100
mikrolitrelik uglar), mikropipetler (5,10, 100 ve 1000 mikrolitrelik) ve 12x10 gozenekli rock
tablasi.
GEREC VE YONTEMLER

Calisma icin kullandigimiz doku ©Orneklerimiz; Izmir Suat Seren Gogiis
Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim Hastanesi Patoloji Laboratuvarinda akciger adenokarsinomu
tanis1 almis 27 olgunun ve Aydi Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda akciger adenokarsinomu tanist almis 2 olgunun biyopsi ve lobektomilerine
ait parafin bloklarindan elde edilmistir. Bloklardan 3-4 adet 10 mikrometre kalinliginda

kesitler 1,5 ml’lik ependorf tiiplere konulmustur.

DNA IZOLASYONU

DNA izolasyonu i¢in QIAGEN QIAmp DNA FFPE Tissue Kit kullanilmstir.
Parafine gomiilii dokudan DNA izolasyonunda uygulanan basamaklar asagida maddeler
halinde verilmistir.
1- Parafine gémiilii dokulardan 10 mikrometre kalinliginda 3’er adet kesit alindi ve 1,5 ml’lik
ependorf tiipe konuldu.
2- Pipetor ile 1 ml. ksilen eklendi. Tiipiin kapag kapatilip, vorteks ile 10 saniye karistirildi.
3- Tiip santrifiije dengeleyici ile karsilikli yerlestirildi. Oda 1sisinda 2 dakika son hizda
(14.000rpm) santrifiij edildi.
4- Pipetor ile peleti koruyacak sekilde, dikkatlice, siipernetanti uzaklastirildi.
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5- Pipetor ile tiipe 1 ml. %100 etanol eklendi. Tiipiin kapagi kapatildi. Vorteks ile 10 saniye
karigtirildi.

6- Tip santrifiije dengeleyici ile karsilikli yerlestirildi. Oda 1sisinda 2 dakika son hizda
(14.000rpm) santrifiij edildi.

7- Pipetor ile peleti koruyacak sekilde, dikkatlice, siipernetant1 uzaklastirildi.

8- Tiipiin kapag1 acildi. Tiipteki etanol buharlasmaya birakildi.

9- 50-200 mikrolitre hacimli pipetor ve uygun ug kullanarak tiipe 180 mikrolitre Buffer
ATL ve 20 mikrolitre Proteinaz K eklendi. Vorteks ile 10 saniye karistirildi.

10- Tiip 56 C ‘deki 1s1 bloguna yerlestirildi. 1 saat inkiibe edildi. (Bitime 5 dakika kala diger
1s1 blogu 90 C’ ye ayarlandi.

11- Tiip 90 C’deki 1s1 blogunda 1 saat inkiibe edildi.

12- Tip inkiibasyondan alindi. Tiip igerigini dipten toplama amagli kisa bir santrifiij
uygulandi (15 saniye siire ile 14.000rpm). Tiip santrifiij cihazindan alindi. Kapagi agildi. 50-
200 mikrolitre hacimli pipetor ve uygun u¢ kullanarak 200 mikrolitre Buffer AL eklendi. 10
saniye vorteksle karistirlidi.

13- Ardindan 50-200 mikrolitre hacimli pipetdr ve uygun ug kullanarak 200 mikrolitre Etanol
eklendi. 10 saniye vorteksle karistirildi.

14- Uygun pipetdr ve u¢ kullanarak bu karisim tiipten alindi. QIAamp MinElute kolonuna
yiiklendi. Kolonun kapag kapatildi.

15- Tiip santrifiije dengeleyici ile karsilikli yerlestirildi. Oda 1sisinda 8.000 rpm hizda 1
dakika santrifiij edildi.

16- Tiip santrifiijden alind1. Spin kolonda sivi kalmayana dek 15. basamak tekrarlandi.

17- Filtrat1 iceren toplayici tiipii atildi. QIAamp MinElute kolonu 2 ml.’lik yeni bir toplayici
tiiplin icine yerlestirildi.

18- QIAamp MinElute kolonunun kapagi acildi. Uygun pipetdr ve ug¢ kullanarak 500
mikrolitre Buffer AW1 eklendi. Kolonun kapagi kapatildi.

19- Tiip santrifiije dengeleyici ile karsilikli yerlestirildi. Oda 1sisinda 8.000 rpm hizda 1
dakika santrifiij edildi.

20- Tiip santrifiijden alindi. Toplama tiiplinde biriken filtrat1 atildi. Kolonu yeni bir toplama
tiptine yerlestirildi. Uygun pipetér ve ug¢ kullanarak 500 mikrolitre Buffer AW2 eklendi.
Kolonun kapag kapatildi.
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21- Tiip santrifiije dengeleyici ile karsilikli olarak yerlestirildi. Oda 1s1sinda 14.000rpm hizda
3 dakika santrifiij edildi.
22- Tiip santrifiijden alindi. Toplama tiiplinde biriken filtrat1 atildi. Kolonu 2 mI’lik yeni tiipe
yerlestirildi. QIAamp MinElute kolonun kapag1 agildi. Uygun pipetor ve u¢ kullanarak
20-100 mikrolitre Buffer ATE (tam merkeze gelecek sekilde) eklendi.
23- Tiip bu hali ile dikey konumda oda 1s1sinda 1 dakika bekletildi.
24- Sonra yeniden santrifiije dengeleyici ile karsilikli yerlestirildi. Oda 1sisinda dakika son
hizda (14.000rpm) santrifiij edildi.
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU
EGFR exon 19 mutasyonu i¢in;
Hedef EGFR-Ex19-FWDI: 5> GCACCATCTCACAATTGCCAGTTA 3’
EGFR-Ex19-REV1: 5 AAAAGGTGGGCCTGAGGTTCA 3’ kullanildi.
50 Ul PCR reaksiyon miksi
Mastermiks plusX2 25
Primer, her biri 15 pmol
Template DNA> 100ng

Termal dongii:

95 °C, 1dk X1
95 °C, 30sn

60 °C, 30sn X40
72 °C, 30sn

72 °C, 10dk X1

PCR iiriinii %2 agaroz jelde yiirtitiildii.

EGFR-Ex21-FWD1: 5’>-CCTCACAGCAGGGTCTTCTCTGT-3’
EGFR-Ex21-REV1: 5’Fam-TCAGGAAAATGCTGGCTGACCTA-3’

Dntp mix (dAATP+dCTP+dGTP+dUTP) 5ul
Primer (15 pmol/2,5ul) 5ul
10Xbuffer (Qiagen HotStar Taq Kit) Sul
Mg (25 Mm) 1ul
UNG 0,5ul
Taqg polimeraz (Qiagen HotStar Taq kit) 0,25ul
Su 28ul

42



Genomik DNA (100 ng) 5ul

50 °C X 2 dk
95 *CX 15 dk
95 °CX 0,5 dk, 60 °CX 0,5 dk, 72 °CX 0,5 dk 40 siklus
72 °CX10 dk 1 siklus

PCR f{iriinii %2 agaroz jelde yiiriitiildii.
K-ras igin;
K-Ras/E2intFWD1: 5’-GACATAGTTTCTTACCAGGACGTG 3’
REV1: 5’-CTGTATCAAGAATGGTCCTGCAC3’ kullanildu.

1. dNTP Mix (dATP+dCTP+dGTP+dUTP) 5ul
Primerler (15 pmol/2,5 ul) 5ul
10Xbuffer (Qiagen HotStar Taq Kkit) 5ul

Mg (25 Mm) 1ul

UNG 0,50ul
Taqg polimeraz (Qiagen HotStar Taq kit) 0,25ul
Su 28,25ul
Genomik DNA (100 ng) 5ul

2.50 °C X 2 dk veya 10 dk oda 1sisinda

95°C X 15 dk 1 siklus
95 °C X 0,5dk, 60 °C X 0,5dk, 72 °CX 0,5 dk 40 siklus
72°C X 10dk 1 siklus

PCR iiriinii %2 agaroz jelde yiiriitildii.
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Resim 1: Gradiyent ozellikli Thermal Cycler, 96 Vakalk, marka Apollo, model
ATC401,SeriNo:000634

ELDE EDILEN DNA’NIN KANTITATIF OLARAK OLCULMESI

DNA ’nin kantitatif 6l¢iimii i¢in kullanilan cihaz: Nono Drop 1000

Ad1: Biofotometre spectrophotometer Mrk ve mdl= eppendorf

BES GERILIMI= 2200

Frekansi: 50 HZ

Akimi: 1

Mensei: Almanya

JELDE YORUTME VE GORUNTULEME
Sulu bir ¢ozelti iginde, kiigiik elektrik yiiklii par¢aciklarin, uygulanan bir elektrik

alaninin etkisi ile go¢ etmesi siirecine elektroforez denir. DNA’nin negatif yiiklii olmasi
katottan anota dogru ilerlemesine neden olur. Ayni jele biiyiikliigii bilinen bir belirtec DNA
(marker) koyulur ve elektroforez sonunda olusan bantlarin konumlar1 karsilagtirilarak

degerlendirilir (46). Jel olarak genellikle agaroz jel kullanilir.
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Jelin Hazilamis1: Biyoemniyet kabininde, %2’lik agaroz ¢ozeltisi sogumadan once iizerine 5
mikrolitre Etidium Bromid eklenerek karistirildi. Bu karigim, taraklari yerlestirilmis jel
kaliplarina hava kabarcigi1 kalmayacak sekilde dokiildii ve donmasi saglandi.

Kullanilan kimyasal maddeler: %2’lik Agaroz (Prona Basic Agarose), Etidium Bromide
(Sigma), Trisma Baz (Sigma, Seri No: T-1503), EDTA (Sigma, Seri No: ED2SS), Borik asit
(Sigma, Seri No: B-0252), 100 bp’lik DNA marker (GeneRuler, Fermentas), boya ¢6zeltisi
(6X) (loading dye solution) (GeneRuler-Fermentas)

Kullanilan aletler ve cihazlar: Elektroforez gii¢c kaynagi (Consort, EV233, Seri No:83543),
Elektroforez tanki (Apollo 731020V, Seri No: 013781), Jel kalibi, Jel taraklari, Jel maskeleme
bandi (Sigma, Seri No: T-6656), UV-transilluminatér (Kodak, Gellogic 200, Seri No:
IB5433022), hassas terazi (Schimadzu AW 320), mikropipetler (5, 10, 100 ve 1000
mikrolitrelik ) ve mikropipet uglar1 (0,1-10, 10-50, 50-100 mikrolitrelik uglar), mikrodalga
firm (Galanz, EN025, Seri N0:020205) ve Biyoemniyet kabini (Niive, MN120, Seri No: 02-
235).

Kullanilan ¢ézeltiler ve hazirlanmasi: TBE tamponu (10X): Trisma bazdan 108 gr, borik
asitten 55 gr, EDTA’dan 9,3 gr tartilarak 1 litreye distile su ile tamamlandi. Cozeltinin pH’s1
8,3 e ayarlanarak otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda saklandi. TBE tamponu (1X); 100
ml (10X) TBE tampon ¢ozeltisi tizerine 900 ml steril distile su eklenerek olusturuldu ve oda
sicakliginda saklandi. DNA belirte¢ (marker) ¢ozeltisi: 10 mikrolitre DNA ladder, 10 plt (6X)
yiikleme boya ¢6zeltisi ve 40 mikrolitre steril distile su karistirilarak buzdolabinda saklandi.
%2’lik agaroz ¢ozeltisi: 1 gr agaroz tartilarak lizerina 50 ml (1X) TBE tamponu ilave edildi.
Mikrodalgada kaynatilarak ¢oziinmesi saglandi. PCR islemi bitiminde, EGFR exon 19, exon
21 ve Kras mutasyonlarini tespit etmek i¢in PCR iiriinleri jele tatbik edildi. Bunun igin;
elektroforez tanki (1X) TBE tamponu ile dolduruldu ve jel elektroforez tankina alindi. Jel
taraklar1 ile jelde olusturulan 20 mikrolitrelik bosluklara, her bir 6rnek i¢in 5 mikrolitre (6X)
boya ¢ozeltisi ve 5 mikrolitre PCR {iriinii eklenerek pipetaj yapildi ve jel yiikleme islemi
tamamlandi. Ayrica bir bosluga da olusan iirliniin uzunlugunu 6l¢gmek amaciyla DNA
(marker) belirte¢ yliklendi. Elektroforez tanki 120 voltluk, 2 amper akima 45 dakika siire ile
baglandi. Islem sonunda, cogaltilan bantlar “marker” ile karsilastirilmak iizere UV-
transilluminatérde kontrol edildi ve fotograf cekildi. Bir jele en fazla 38 6rnek ayni anda
yiiklenebilmesi ve ¢alismamizda 75 PCR iiriinii olmasi nedeniyle, bir ekzon igin 3 kez jel

dokiildii ve yiiriitiildi.
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Resim 2: Agaroz jel diizenegi
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Resim 3: Akciger adenokarsinomunda EGFR Exon 19’un agaroz jel goriintiisii
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Resim 4: Akciger adenokarsinomunda EGFR Exon 21’in agaroz jel

goriuintiisii

DEGERLENDIRME
PCR amplifikasyonlar1 basarili olmussa jel elektroforezinde bantlar halinde
amplikonlar goriiliir. Bu durumda mutasyon saptanmasina esas dizi analizi i¢in uygun oldugu
sOylenir.
FISH iCIN DOKU HAZIRLAMA PROTOKOLU

A-DEPARAFINIZASYON ASAMALARI:

1- Parafin kesitler 37 °C de bir gece veya 56 °C de 2 saat inkiibe edilir.(60 "C de 16 saat)

2- Ug ayr1 kaptaki %100 ksilenlerde 10’ar dakika bekletilir.

3- Rehidratasyon: %100, %85, %75 etanollerden her birinde 5’er dakika olmak tizere
gecirilerek hidrate edilir.

48



B- HIBRIDIZASYON ONCESI ASAMALAR:

1- Distile suda 5 dakika yikanir

2- 0,2 N HCL i¢inde 15 dakika (tabloya bakiniz)

3- Distile su igine batirilip ¢ikartilarak durulanir

4- 2X SSC /0,05 %Tween 20 iginde 5 dakika yikanir

5- 80 °C de 2X SSC iginde 15 dakika beklet (tabloya bakiniz)

6- Distile su i¢inde 1 dakika durula

7-2X SSC /0,05 %Tween 20 i¢inde 5 dakika yika

8- I¢inde 0,05 mg/ml Proteinaz K bulunduran TEN solusyonu ile 10 dakika 37 °C de
beklet (tabloya bakiniz)

9- 2X SSC /0,05 % Tween 20 iginde 5 dakika yika

10- %4 Formaldehid bulunan PBS solusyonunda 10 dakika beklet

11- 2X SSC /0,05 % Tween 20 iginde 5 dakika yika

12- Denatiirasyon solusyonu i¢inde 74 °C de 5 dakika beklet

13- 2X SSC /0,05 % Tween 20 i¢inde 5 dakika yika

14- Sirasiyla %70, %85, %100, etanollerde 2’ser dakika bekleterek dehidratasyon (Bu
asamada kesitler kuru olarak nemden uzak birkag giin saklanabilir.)

15- FISH probu kesit tizerine eklenir. (22 X 22 mm lamel kullaniliyorsa 10-12 pl, 24X40
mm lamel kullaniliyorsa 15 pl, 24 X 50 mm lamel kullaniliyorsa 17-20 pl, probe solusyonu
kullanilmalidir.)

16- Lamel kenarlarini plastik ¢imento (rubber cement) ile kapatip 5-10 dakika 42 °C de
kurut

17- 90 °C de 6 dakika probe ve hedef DNA denatiirasyonu

18- Kesitlerin 37 °C de gece boyu hibridizasyon i¢in inkiibasyonu

C- HIBRIDIZASYON SONRASI YIKAMALAR:
Plastik ¢cimentonun kaldirilmasi: 42 °C de 2X SSC i¢inde 10-20 dakika beklet. Bu islem
sirasinda doku kesitlerinin zarar gérmemesi i¢in amksimum itina gosterilmelidir. Lam
solusyon i¢ine sokup cikartarak ¢imentonun kendiliginden erimesi ve lamelin kendiliginden
diismesini bekle !!! Bu nedenle siire 20 dakikadan fazla siirebilir.!!! Lamel kesinlikle elle
lamin iizerinden kaldirilmaya caligilmamalidir.

Lamel kaldirildiktan sonra:

42 °C de 2X SSC /%50 Formamid yikama solusyonu i¢inde 2 x 5 dakika yika.
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42 °C de 2X SSC iginde 5 dakika yika.

2X SSC /0,03 pg/ml DAPI ile zemin boyamasi yap.

Antifade iceren gliserol ile lamel kapat.

Lamel ¢evresine renksiz oje slirerek kurut. Bu sekilde lameli hareketsiz hale getir.
Artik floresan mikroskopta incelenebilir.

NOT: Kullanilmayan solusyonlar haftada bir kez degistirilmeli.

Tablo 1V: Dokularin hazirlik siireleri

Doku Asid (2N HCL) dk 80 °C SSC dk Enzim dk(Proteaz 37
“C)
Deri 10-20 (15) 10-20 (15) 5-10
Barsak 10-20 (15) 10-20 (15) 5-10
Akciger 10-20 (15) 10-20 (15) 5-10
Tiroid 10-20 (15) 10-20 (15) 5-10
Dalak 20 20 10
Lenf nodiili 20 20 10
Adrenal 20 20 10
Karaciger 20-30 (25) 20-30 (25) 10-15
Bobrek 20-30 (25) 20-30 (25) 10-15
Pankreas 20-30 (25) 20-30 (25) 10-15
Kalp 20-30 (25) 20-30 (25) 10-15
Meme 20-30 (25) 20-30 (25) 10-15

FISH iCIN GEREKEN MALZEME SOLUSYONLAR
KSILEN / ETANOL/ DiSTILE SU
0,2 N HCL (Hidroklorik asid)
%37 lik saf HCL solusyonu 1/12 sulandirildiginda 1 N elde ediliyor.Bu stok solusyon 1/5
sulandirildiginda 0,2 N solusyon elde ediliyor.
20X SSC STOK SOLUSYONU
(3M Sodium Chloride, 0,3 M Sodium Citrate)
175,3 gr NaCl + 88,2 gr Sodium Citrate-2H20, 800 ml distile su iginde ¢oziiliir.
Ph 7.0’a ayarlanir (HCL ile)
Cozeltiye distile su eklenerek 1 litreye tamamlanir.
Oda 1s1s1nda stok solusyon olarak saklanir.
2X SSC (0,3 M Sodium Chloride + 0,03 M Sodium Citrate)
20X SSC 1/10 oraninda sulandirilir.
2X SSC/0,05% TWEEN 20
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(100 cc 2X SSC igine 50 mikrolitre Tween 20 eklenir.)

TEN SOLUSYONU (Tris-EDTA-Na ClI)

100 ml i¢in,05 M Tris-HCI, pH 7,8 0,788 gr
0,01 M EDTA 0,3722 gr
0,01 M NaCl 0,0584 gr

+4 °C de birkag hafta saklanabilir.
PROTEINAZ HAZIRLANMASI
Final konsantrasyon: 0,05 mg/ml
50 pgr/ult konsantrasyonda solusyondan 1/ 1000 TEN solusyonu ile sulandirilip saklanabilir.
0,05 mg/ml konsantrasyon i¢in toz Proteinaz K’dan hazirlama
Ornek: 0,5 mg 10 ml TEN solusyonu iginde ¢dziiniir ve porsiyonlanir, 20 °C’de saklanir.
DENATURASYON SOLUSYONU: 50 ml %70 Formamide /2X SSC
35 ml Formamide
5ml 20X SSC
7 ml distile su
pH 1 N HCL ile 7.0’a ayarlanir. Bundan sonra solusyon hacmini distile su ekleyerek 50 ml’ye
tamamla
Bu solusyon +4 °C de saklandig siirece 2-3 hafta kullanilabilir.
FORMAMID YIKAMA SOLUSYONU: %50 Formamide /2X SSC (150 ml)
-75 ml Formamide
-15 ml 20X SSC
-60 ml distile su
-pH 1 N HCL ile 7.0’a ayarlanur.
Bu solusyon +4 °C de saklandig: siirece 2-3 hafta kullanilabilir.
DAPI HAZIRLAMA
2X SSC iginde 0,03 pg/ml 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI)
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Resim 5: EGFR gen amplifikasyonunun FISH ile saptanmasi
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Resim 6: EGFR gen amplifikasyonunun FISH ile gosterilmesi
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BULGULAR

Calismamizda akciger adenokarsinomu tanist almis 29 olgunun biyopsi ve
lobektomi materyallerinde EGFR exon 19 ve exon 21 ile Kras mutasyonlarin1 PCR yontemi
ile tespit ettik. Ayrica FISH (Floresan insutu hibridizasyon) ile EGFR (Her 1/neu) gen
amplifikasyonunu degerlendirdik.

EGFR exonl9 gen mutasyonunu 23 olguda degerlendirdik. 6 olgunun biyopsi
orneklerinde DNA diizeyleri diisiik oldugu igin bu olgularda degerlendirme yapilamadi. 23
olgunun 6 lobektomi 6rneginde mutasyon tespit ettik (%26,1). Ayn1 olgulara ait 23 biyopside

ise mutasyon saptanmadi.

Resim 7: Adenokarsinom tanili lobektomi 6rneginde EGFR Exon 19 mutasyonu

d <l A

$

C CC CC G A

\ A
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Resim 8: Adenokarsinom tamli lobektomi o6rneginde EGFR Exon 19

mutasyonu

del C del A del A

AR

G AT CCGCGAGGE
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EGFR exon 21 gen mutasyonu 26 olguda degerlendirildi. 3 olguda DNA diizeyleri

diisiik oldugu icin bu olgular degerlendirme dis1 birakildi. 26 olgunun 1 lobektomi 6rneginde
mutasyon tespit edildi (%3,8). 26 biyopsi 6rneginde ise mutasyon saptanmadi.

Resim 9: Adenokarsinom tanih lobektomi 6rneginde EGFR Exon 21 mutasyonu

CGCIG=>CGG

CCcCCCGGGECC

Kras mutasyonu 29 olguda degerlendirildi. 29 lobektomi ve biyopsi 6rneginde de
mutasyon saptanmadi.

FISH ile 23 olguda EGFR gen amplifikasyonunu degerlendirdik. 3 olgu kesitlerde
tiimor kayboldugu i¢in, 2 olgu doku ¢ok kii¢iik oldugu icin, 1 olgu takip kosullar1 kétii oldugu

izlenmedi.

icin degerlendirme disinda birakildi. 23 olgunun lobektomi Orneklerinden 1 tanesinde gen
amplifikasyonu izlendi (%4,3). 23 biyopsi Orneginde ise EGFR gen amplifikasyonu

EGFR exon 19 mutasyonunu 25 olgunun lobektomi orneklerinde PCR ile, FISH
ile de EGFR gen amplifikasyonunu karsilastirmali olarak degerlendirdik. FISH ile EGFR gen
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amplifikasyonu tespit ettigimiz 1 olguda PCR ile EGFR exon 19°da mutasyon saptamadik. 21
olgunun biyopsi drneklerinde FISH ile EGFR gen amplifikasyonu ve PCR ile exon 19’da
mutasyon saptamadik.

EGFR exon 21 mutasyonunu 25 olgunun lobektomi érneklerinde PCR ile, FISH
ile de EGFR gen amplifikasyonunu degerlendirdik. FISH ile 1 olguda EGFR gen
amplifikasyonu saptarken PCR ile bu olguda mutasyon saptamadik, fakat farkli 1 olguda
EGFR exon 21’de mutasyon varligini izledik. 24 olgunun biyopsi orneklerinde ise FISH ile

EGFR gen amplifikasyonu saptanmazken PCR ile de exon 21°de mutasyon tespit edilmedi.
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TARTISMA

EGFR, 170 KD agirliginda tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran
glikoprotein olup, hiicre dis1 sinyalleri hiicre i¢ine iletir. EGFR ii¢ bolgeden olusur: Hiicre disi
ligandlarin (EGF, TGF-a, Amfiregiilin) baglandigi N terminali, hidrofobik transmembran
bolgesi ve hiicre ic¢i yerlesimli tirozin kinaz aktivitesine sahip C terminali. Biiyiime
faktorlerinin EGFR ile etkilesimi ile EGFR’de dimerizasyon ve ardindan otofosforilasyon
olarak, mitojenik sinyalizasyonda rol alan sitoplazmik proteinlerin aktivasyonu meydana gelir
(28).

EGF ve TGF-a’nin, EGFR’niin hiicre dis1 yerlesimli N terminaline baglanmasi ile
tirozin kinaz aktivasyonu saglanir. Tirozin kinaz aktivasyonu ile, sinyal iletimi saglanarak,
hiicre proliferasyonu ve timor progresyonunda rol alan anahtar olaylar baslatilir. Bunlar;
mitogenez, apoptozisin inhibisyonu, hiicre motilitesinde artig, protein sekresyonunda artis,
hiicre adezyonu (E-kaderin ile etkileserek), invazyon, hiicre yasam siiresinde artis,
diferansiyasyon /dediferansiyasyon, anjiyogenez ve metastaz gelisimidir.

KHDAK’larinda yapilan g¢alismalarda EGFR ekspresyonunun artist; ileri evre
hastalik, metastaz gelisimi, sagkalim siiresinde azalma ve kotii prognoz ile iligkili
bulunmustur. Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlarmmin %13-80’inde (skuamdéz hiicreli
kanserlerin %24-89°u, adenokanserlerin %23-46’sinda ) EGFR agir1 ekspresyonu saptanmistir
(28).

Biz ¢aligmamizda 29 olgunun 23 lobektomi 6rnegininin 6 tanesinde EGFR exon
19 gen mutasyonu (%26,1), 26 lobektomi Ornegininin 1 tanesinde EGFR exon 21 gen
mutasyonu varhigini saptadik (%3,8). Calismamizda arastirdigimiz mutasyonlar molekiiler
patoloji laboratuarlarinda kullanilan RT-PCR veya gen sekans cihazi gibi pahali ve giiniimiiz
sartlarinda her merkezde bulunmayan gerecglere gerek olmadan sadece DNA izolasyon kiti,
PCR cihaz1 (termal cycler), elektroforez ve jel goriintiileme sistemi gibi basit cihazlarla
kolaylikla ve duyarli bir sekilde tespit edilebilmektedir.

EGFR’niin tiimor gelisimindeki rolii g6z 6niine alinarak son bes yil i¢cinde EGFR
aktivasyonu ve fonksiyonunu bloke eden c¢esitli ajanlar gelistirilmistir. EGFR’nii bloke eden
monoklonal antikorlar ve difteri/pseudomonos toksinleri ile elde edilen immiintoksinler, ilk
selektif anti-EGFR ajanlardir. EGFR ve tirozin kinaz enzimini bloke eden ajanlar bes grupta
toplanir. Bunlar anti-EGFR antikorlari, tirozin kinaz inhibitorleri, OSI 774, PKI 166, PD,
ligand konjugatlar (Seragen), immiinokonjugatlar ve antisens oligoniikleotidlerdir (28). EGFR
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tirozin kinaz inhibitorleri olan Gefitinib veya Erlotinib kiigiik hiicreli dis1 akciger
karsinomlarinin tedavisinde kullanilir (14,47,48,49,50).

Antonio Marchetti ve arkadaslari (51) 375 akciger adenokarsinomu olgusunda
PCR yontemi ile EGFR exon 18, exon 19, exon 21’deki mutasyonlar1 degerlendirilmisler.
Toplam 39 mutasyon saptanmis (%10). Mutasyonlarin 18 tanesi exon 19’da (%46), 18 tanesi
exon 21°de (%46), 3 tanesi exon 18’de (%8) lokalize bulunmus. Ayni ¢alismada olgularin 86
tanesi BAC (Bronkoalveoler karsinom) imis. BAC (Bronkoalveoler karsinom)’larda %27
adenokarsinomlarda %29 oraninda kodon 12°de K-ras mutasyonu saptanmis. Biz
calismamizda akciger adenokarsinomlu 23 lobektomi 6rneginin %26,1’inde PCR ile EGFR
exon 19°da, 26 lobektomi 6rneginin %3,8’inde EGFR exon 21’de mutasyon tespit ettik. 29
olgunun lobektomilerinde K-ras mutasyonu saptamadik. Ayni olgularin biyopsi 6rneklerinde
ise PCR ile EGFR exon 19, exon 21, K-ras mutasyonu, FISH ile de EGFR gen
amplifikasyonu tespit etmedik. Bu bulgularla PCR ve FISH yontemlerinin lobektomilerde
biyopsilerden daha efektif oldugunu saptadik.

Irma E. Garcia de Palazzo ve arkadaslar1 (52) yaptiklar1 bir ¢aligmada toplam 32
olgunun 12 tanesinde dogustan EGFR ekspresyonu, 5 tanesinde EGFR tip Ill delesyon
mutasyonu tanimlamiglar (%16). 13 olgu skuamoz hiicreli karsinom, 2 olgu adenoskuamoz
karsinom, 10 olgu adenokarsinom, 7 olgu undiferansiye karsinom imis.

Hisayuki Shigematsu ve arkadaglari (53) c¢aligmalarinda 671 KHDAK olgusunu
incelemis, 54 olguda (%8) K-ras mutasyonu, 149 olguda (%22) EGFR mutasyonu
saptamiglar. EGFR mutasyonlari sigara igmeyen olgularda goriilirken K-ras mutasyonlari
sigara icenlerde goriilmiis.

Allan R.Li ve arkadaglari (54) bizim g¢alismamiza benzer sekilde EGFR’niin
KHDAK’larinda mutasyonu, amplifikasyonu ve protein ekspresyonunun iliskisini
aragtirmiglar.  EGFR  mutasyonlu tiimorlerin =~ %52’sinde  nonmutasyonlu  olgularla
karsilastirlldiginda %16’sinda  EGFR amplifikasyonu bulunmus. Amplifikasyon CISH
(Kromojen InSutu Hibridizasyon) ile degerlendirilmis. EGFR gen amplifikasyonu ile EGFR
exon 19 delesyonu arasinda anlamli fark bulunmamis. EGFR gen amplifikasyonlu olgularin
%80’sinde IHC pozitif (0-+3) iken nonamplifiye timérlerde %33 pozitif bulunmus. EGFR
mutasyonu ile EGFR IHK sonuglar1 arasinda anlamli iliski bulunmamuis. Biz ¢alismamizda 23

olgunun lobektomi orneklerinin 6 tanesinde EGFR exon 19°da, 26 lobektomi 6rneginin 1
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tanesinde EGFR exon 21°de mutasyon izlerken 1 olguda FISH ile EGFR gen amplifikasyonu
saptadik.

Calismamizda EGFR gen amplifikasyonu ile EGFR exon 19 ve exon 21
mutasyonlar1 arasinda anlamli bir iligki saptamadik.

Tae Won Jang ve arkadaslar1 (70) bir ¢calismada EGFR mutasyonu ile sigara
hikayesi, yas veya hastalik stage arasinda korelasyon bulmamislar. Wang HY ve arkadaglar
(71) EGFR exon 19 mutasyonunu kadin, sigara igmeyen, adenokarsinomlu olgularda yiiksek
bulmuslar.

S.Matsumoto ve arkadaslar1 (55) 41 adenokarsinomun %37’sinde (15/41) EGFR
mutasyonu, %?2’sinde (1/41) K-ras mutasyonu izlemisler. Bronkoalveoler karsinom, atipik
adenomat6z hiperplazi veya normal akciger dokusunda mutasyon saptamamislar. Biz
calismamizda adenokarsinom tanist almis 23 olgunun lobektomi 6rneklerinin %26,1’inde
EGFR exon 19’da, 26 olgunun lobektomilerinin %3,8’inde EGFR exon 21’de mutasyon
izlerken, 29 olguda K-ras mutasyonu saptamadik.

Gregory J. Riely ve arkadaslar1 (58) ¢alismalarinda ve diger iki ¢alismada K-ras
mutasyonu bulunan KHDAK’1u olgularda prognozun EGFR mutasyonu bulunan olgulardan
daha kotli oldugunu bulmuslar (56-58). Kiiciik hiicreli dig1 akciger karsinomlarindaki K-ras
mutasyonlarinin %97’si kodon 12 veya kodon 13’de goriilmiistiir. K-ras mutasyonu akcigerde
Skuamdz hiicreli karsinomda sik degildir. K-ras mutasyonu sigara icenlerde daha sik goriiliir.
Riely ve arkadaslar1 bu ¢alismalarinda akciger adenokarsinomlarinda K-ras mutasyonu tespit
ettikleri olgularin %15’inin daha Once sigara igmedigini belirtmisler (58). Ayni ¢aligmada ve
diger caligmalarda hedefe yonelik tedavide (Erlotinib, Gefitinib) K-ras mutasyonunun negatif
etkili oldugu, direng gelisimine neden oldugu belirtilmis (58-61).

Ras genleri H-ras, K-ras, N-ras olmak iizere ii¢ tiptir. Sjoerd Rodenhuis ve
arkadaglar1 (62) 141 sigara igen adenokarsinomlu olgudan 41 tanesinde kodon 12’de K-ras
mutasyonu saptarken (%30) 40 sigara igmeyen olgudan 2 tanesinde K-ras mutasyonu tespit
etmigler. Bu c¢alismada ve diger li¢ calismada K-ras mutasyonu pozitif olan olgularin
prognozu negatif olanlardan koétii bulunmus (62-65).

G.H.Gao ve arkadaglar1 (66) akciger kanserlerinde K-ras exon 1 ve 2 ile p53 exon
5-8 mutasyonunu arastirmislar. Tiimorlerde %48 oraninda bulunan K-ras mutasyonlarinin
tamami exon 1’de ve kodon 9 ile kodon 32 arasinda imis. K-ras mutasyonlar1 sigara igenler ve

icmeyenlerde farkli degilmis. Skuamdz hiicreli karsinomlarda %54, adenokarsinomlarda %42
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oraninda K-ras mutasyonu tespit edilmis. Calismada p53 mutasyonu %67 oraninda goriilmiis
ve exon 7 ve 8’de kodon 226, 270, 275, 281°de izlenmis. Skuamoz hiicreli karsinomlarda
%69, adenokarsinomlarda %67 oraninda gozlenmis.Sigara icenlerde (%70) ve igmeyenlerde
(%65) benzer oranlarda saptanmis (66).

Kenji Sugio ve arkadaslarinin (67) calismasinda K-ras mutasyonu izlenen tiim
olgular invaziv akciger karsinomu ya da metastatik tiimorlerdi. 12 displastik lezyonun 1
tanesinde K-ras mutasyonu izlenirken hiperplastik ve normal hiicrelerde mutasyon izlenmedi.
Biz ¢alismamizda akcigerin invaziv adenokarsinomu tanist almig 29 olguda K-ras mutasyonu
saptamadik.

William H.Westra ve arkadaslar1 (68) 41 atipik alveoler hiperlazi vakasindan 16
tanesinde (%39), 18 adenokarsinomun 8 tanesinde (%42) K-ras kodon 12 mutasyonu tespit
etmisler. 5 adenokarsinom olmayan olguda mutasyon bulunmamis.

Robert Gealy ve arkadaglari (69) K-ras mutasyonunun sigara i¢en kadinlarda
igmeyenlere oranla daha fazla goriilirken p53 mutasyonunun sigara igen ve igmeyen
kadinlarda farkli pozisyon veya farkli kodonlarda oldugunu tespit etmisler. Bizim

caligmamizda akciger adenokarsinomu tanisi almis 29 olguda K-ras mutasyonu izlenmedi.

61



SONUCLAR

Calismamiz kapsaminda 29 adet akciger adenokarsinomu tanisi almig olgunun
biyopsi ve lobektomi materyallerine ait formalinle fikse edilmis parafine gomiilmiis bloklar1
kullanilmistir. Biyopsi ve lobektomi materyallerinde EGFR exon 19, EGFR exon 21, K-ras
mutasyonlart PCR yontemi ile saptanmistir. Ayrica FISH (Floresan insutu hibridizasyon) ile
EGFR gen amplifikasyonu degerlendirilmistir.

PCR ile 23 olgunun lobektomi 6rneklerinin %26,1’inde (6/23) EGFR exon 19°da,
26 olgunun lobektomi Orneklerinin %3,8’inde (1/26) EGFR exon 21°de mutasyon
saptanmistir. 29 lobektomi 6rneginde K-ras mutasyonu saptanmamistir. FISH ile 23 olgunun
lobektomi orneklerinin %4,3’tinde (1/23) EGFR (Her 1/neu) gen amplifikasyonu izlenmistir.
Ancak bu olgu PCR ile tespit edilen mutasyonlardan biri degildir. Yani FISH ile PCR
arasinda anlamli bir uyum bulunamamastir.

PCR ile 23 olgunun biyopsi orneklerinde EGFR exon 19°da, 26 olgunun biyopsi
orneklerinde EGFR exon 21°de mutasyon ve 29 olgunun biyopsilerinde K-ras mutasyonu
saptanmamustir. FISH ile 23 olgunun biyopsilerinde gen amplifikasyonu gézlenmemistir.

Sonug olarak PCR ile EGFR exon 19, exon 21 ve K-ras mutasyonunu saptarken
lobektomi materyelleri biyopsi materyallerinden daha efektiftir. FISH ile EGFR gen
amplifikasyonunu gostermede de lobektomi materyalleri daha efektiftir. FISH ile PCR
arasinda EGFR exon 19 i¢in lobektomilerde %75 gercek negatiflik vardir. EGFR exon 21 i¢in
bu oran %95,8’dir. Biyopsiler i¢cin EGFR exon 19 ve exon 21’de ger¢ek negatiflik orani
%100°diir.

Molekiiler hedefli tedavilerde EGFR ve K-ras mutasyonunun bilinmesinin hedefe
yonelik tedavinin uygulanmasinda 6nemli rol oynadig1 yayinlarda bildirilmistir.

Literatiirde ¢alismamizda inceledigimiz EGFR exon 19, exon 21 ve K-ras
mutasyonlariin PCR ile tespitinde ve FISH ile gen amplifikasyonunun saptanmasinda
biyopsi mi yoksa lobektomi materyalleri mi daha efektiftir sorusu ile ilgili bir yaymn
bulunmamaktadir.

Calismamizda arastirdigimiz mutasyonlar molekiiler patoloji laboratuvarlarinda
kullanilan RT-PCR veya gen sekans cihazi gibi pahali ve giiniimiiz sartlarinda her merkezde
bulunmayan gereclere gerek olmadan sadece DNA izolasyon kiti, PCR cihazi (termal cycler),
elektroforez ve jel goriintiileme sistemi gibi basit cihazlarla kolaylikla ve duyarli bir sekilde

tespit edilebilmektedir.
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OZET

Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (EGFR) ve tirozin kinaz enzimini bloke
eden ajanlar (Gefitinib, Erlotinib) akciger adenokarsinomlarida hedefe yonelik tedavide gok
onemlidir. Ayrica EGFR ekspresyonunun artmasi ileri evre hastalik, metastaz gelisimi,
sagkalim siiresinde azalma, kotii prognozla iliskilidir. K-ras mutasyonuna sahip olgular EGFR
mutasyonu olanlardan daha kotii prognoza sahiptir.

Floresan InSutu Hibridizasyon (FISH) analizi tedavi dncesi degerlendirme i¢in ¢ok
iyi  bir yontemdir. EGFR gen amplifikasyonunu degerlendirmek i¢in kullanilir.
Immiinhistokimyadan daha spesifik ve hassastir. FISH kantitatif sonuglar verir, yani farkl
laboratuarlar arasindaki cesitlilige ve 6zel yorumlara yer vermez. Ayrica FISH prognozu ve
ilaca yanitt immiinhistokimyadan daha dogru bir sekilde degerlendirir.

Calismada toplam 29 olguya ait akciger adenokarsinomu tanist alan biyopsi ve
bunlara ait rezeksiyon materyalleri degerlendirilmistir. Tiim materyallerde PCR yontemle
EGFR exon 19, 21, K-Ras, FISH yontemiyle EGFR gen amplifikasyonu bakilmistir.
degerlendirmeye alinan 23 lobektominin %26,1’inde EGFR exon 19’da, 26 lobektominin
%3,8’inde EGFR exon 21°de mutasyon saptanirken 29 lobektomide K-ras mutasyonu
goriilmemistir. Ayn1 olgularin biyopsilerinde mutasyon varligi goriilmemistir.

Ayrica FISH ile gen amplifikasyonu degerlendirilmis 23 lobektominin %4,3’linde
amplifikasyon goriiliirken biyopsilerde goriilmemistir.

Elde edilen sonuglara gore Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve FISH
yontemlerinin lobektomilerde biyopsilerden daha efektif oldugu ve EGFR gen mutasyonu ile
FISH ile degerlendirilen amplifikasyonu arasinda anlamli iliski olmadig1 sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Akciger adenokarsinomu, EGFR Exon 19, Exon 21, K-ras,
PCR, FISH, biyopsi , lobektomi
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SUMMARY
The agents (Gefitinib, Erlotinib) that blocks Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR) and tyrosine kinase enzyme are highly important for specific treatment of lung
adenocarcionomas. Furthermore, increased EGFR expression level associated with advanced
stage of disease, developing metastasis, a decrease of survival rate and poor prognosis. Cases
with K-ras mutation, represent poorer prognosis than cases which have ERGF mutation.

Floresan InSutu Hybridization (FISH) analyze is an excellent method as a
pretreatment test. FISH is used to evaluate the level of EGFR gene amplification and it has
more sensitivity and specifity than immunohistochemistry. FISH always produces quantitative
results, therefore, never leads to subjective comments and variability between results of
different laboratories. In addition, FISH evaluates prognosis and drug response more correctly
than immunohistochemistry.

In this study, biopsies which belong to 29 patient with lung adenocarcinoma and its
resection metarials are evaluated. In whole metarials; EGFR exonl9, exon 21, K-ras were
searched by PCR method and EGFR gene amplification was searched by FISH method.
EGFR exon 19 mutation was detected in %26,1 of 23 evaluated lobectomies and EGFR exon
21 mutation was detected in %3,8 of 26 lobectomies. However, K-ras mutation was not
observed in 29 lobectomies. Additively, there was no evidence concerning presence of
mutation in biopsies of same cases.

Amplification was observed in %4.3 of 23 lobectomies which were assessed by FISH
for gene amplification, but was not observed in biopsies.

As a result, according to obtained results, Polymerase Chain Reaction (PCR) and FISH
methods are more effective for lobectomies than biopsies and it was detected that there was
not any significant relation between EGFR gene mutation and its amplification which is
assessed by FISH.

Keywords: Lung adenocarcinoma, EGFR exon 19, exon 21, K-ras, PCR, FISH,
biopsy, lobectomy
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