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AKCIGER TUMORLERINDE RAS P21 PROTEIN AKTIiVATOR 2 (RASA2)
GENININ ROLUNUN ARASTIRILMASI

Havva Nur ERYILMAZ
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2017
Damsman: Prof. Dr. Cetin SAATCI

OZET

Diinya genelinde insan hayatini tehdit eden en 6nemli sebeplerden biri kanserdir. Kanser
cesitli faktorlerin genetik materyal iizerinde yaptigi degisiklik sonucu hiicrenin
proliferasyon ve diferansiyasyon kontroliiniin kayboldugu klonal bir hastaliktir. Diinya
genelinde erkeklerde liime en ¢ok sebep olan akciger kanseridir ve kadinlarda da 3.
sirada yer almaktadir. Akciger kanserleri iginde adenokarsinomlar son yillarda en gok

goriilen histolojik alt tiptir.

Genellikle kanser, hiicre ¢ogalmasini kontrol altinda tutan tiimor siipressor genlerinde
olusan mutasyonlar sonucu olugsmaktadir. Yine ayni1 sekilde insan tiimorlerinin %30’ unda
Ras / Raf / MEK / ERK yolunun asir1 aktivasyonu séz konusudur. Bu oran tiimorlerdeki

Ras mutasyonu siklig1 ile uyumludur.

Rand Arafeh ve arkadaslar tarafindan melonoma kanseri ile yapilan arastirmada
RASA2’nin melonoma igin tiimoér supresdr gen oldugu bildirilmistir. RASA2’deki
fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin RAS aktivasyonunu etkiledigi ve melonama hiicresinin
bliylimesini ve goclinii arttirdigt bulunmustur. Ayni1 zamanda yapilan baska
aragtirmalarda Ras genlerinin mutasyona ugramig alelleri akciger, kolon ve mesane

kanseri hiicre hatlarinda tespit edilmistir.

RASAZ2 tarafindan kodlanan protein GTPaz aktive edici bir proteindir ve RASA2’de
meydana gelen mutasyonlar RAS aktivasyonunu etkilemektedir. RASA2’nin akciger
adenokarsinomlarinin etiyolojisine katkisini anlamak i¢in 36 hastanin tiimor ve komsu

normal dokulart mRNA ekspresyonu revers transkripsiyon - kantitatif polimeraz zincir
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reaksiyonu (RT-qPZR) yontemi ile karsilastirildi. Ayrica RASA2’deki ekspresyon
farkliligimi1 anlamak i¢in ekspresyon calismasi sonucundaki verilerin delta delta Ct’leri
hesaplanarak kalibrasyona gore en fazla artis ve azalig gosteren 5’er 6rnegin hem tiimorlii
hemde normal dokularindan DNA izolasyonu yapildi. Sanger sekans yontemi ile RASA2
geninin 2, 10, 11, 12 ve 15. ekzonlar1 dizilenerek normal ve tiimorlii dokudaki baz

degisimleri incelendi.

Calismaya dahil olan 36 olgunun yas ortalamast 60.89+£8.815 idi. Hastalarin
cinsiyetlerine gore dagilimi; erkek 26 (%72.22), kadin 10 (%27.78) seklindeydi.
Hastalarin timor dokularinda normal akciger dokularina gore istatistiksel olarak anlamli
bir ekspresyon farki saptanmadi (p>0.05). Olgularin tiimér dokularindaki RASA2 / S-
Actin mRNA ekspresyon diizeyleri ile timor durumu / boyutu (TNM evrelemesindeki T
faktorii) degiskenleri arasindaki iliskiyi incelemek igin pearson korelasyon analizi
yapildi. Negatif korelasyon gosterdigi icin anlamli derecede tiimor boyutu biiytidiikce
RASA2 / p-Actin mRNA ekspresyonu azaldigi tespit edildi (p<0.05). Normal ve tiimorlii
dokularda inceledigimiz ekzonlarda degisim bulunamadi. Fakat intron kisimlarinda iki

farkli degisim ( c.1484-64T>A, ¢.864-98A>G) tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: RASA2, Akciger, Ras, Timor
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INVESTIGATION OF ROLE OF RAS P21 ACTIVATOR (RASA2) GENE IN
LUNG TUMOURS

Havva Nur ERYILMAZ
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Genetics
M.Sc. Thesis, August 2017
Supervisor: Prof. Dr. Cetin SAATCI

ABSTRACT

One of the leading factors threatening human life is cancer. Cancer is a clonal disease in
which the loss of cellular proliferation and differentiation control occurred due to the
various factors affecting genetic material. It is the lung cancer that is the most common
cause of death in men all over the world and it is in the 3rd place between women. Among
lung cancers, adenocarcinomas are the most common histologic subtype observed in
recent years. Generally, cancer is the result of mutations in tumour suppressor genes that
control cell proliferation. Likewise, 30% of human tumours have overactivation of Ras /
Raf / MEK / ERK pathway. This rate is consistent with the frequency of RAS mutations

in tumours.

In a study conducted by Rand Arafeh et al. RASA2 was reported to be a tumour suppressor
gene for melanoma. It has been found that the loss of function mutations in RASA2 affect
RAS activation and increase melanoma cell growth and migration. In other conducted
studies, mutated alleles of Ras genes were detected in the lung, colon and bladder cancer
cell lines. The protein encoded by RASA2 is a GTPase activating protein and mutations
in RASA2 affect RAS activation.

In order to investigate the contribution of RASA2 to the aetiology of lung
adenocarcinomas, the expression of RASA2 gene were compared with mRNA expression
reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-gPZR) method in
tumour and adjacent normal tissues from 36 patients. In addition, to understand the
expression difference in RASAZ2, the delta delta Ct of the data of the expression result was

calculated and DNA isolation was performed from both tumour and normal tissues of five



samples showing the maximum increase and five samples showing maximum decrease
of expression in comparison with calibrator. Normal and tumorous tissues were examined

by sequencing 2., 10., 11., 12. and 15. exons of RASA2 gene by Sanger sequence method.

The mean age of the 36 cases included in the study was 60.89 + 8.815. Distribution of
patients according to gender; 26 (72.22%) were male and 10 (27.78%) were female. There
was no statistically significant difference in expression of RASA2 between tumour tissue
and normal lung tissues (p>0,05). Pearson's correlation analysis was performed to
examine the relationship between RASA2 / f-Actin mMRNA expression levels in tumour
tissues and tumour status / size (T factor in TNM stage) variables. Statistically significant
negative correlation was obtained between RASA2 / p-Actin mRNA expression and
tumour size (p<0.05), with decreasing expression, increase in tumour size was observed.
No changes were found in the examined exons neither in normal nor in tumorous tissues.
However, two different changes in the intronic regions (c.1484-64T>A, c.864-98A>QG)
were detected.

Keywords: RASA2, Lung, Ras, Tumour
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser terimi viicudumuzda meydana gelen bir¢ok organi etkileyebilen genis bir grup
hastalig1 kapsar (2). Kanser, mikro ve makro ¢evredeki ¢esitli faktorlerin genetik materyal
tizerinde yaptig1 degisiklikler sonucu hiicrenin diferansiyasyon ve proliferasyon
kontroliiniin kayboldugu klonal bir hastalik olup ¢ok basamakli bir siire¢ sonucunda

gelismektedir (1).

Diinya genelinde erkeklerde en sik gézlenen ve en ¢ok 6liime neden olan kanser akciger
kanseridir. Akciger kanseri erkeklerde tiim kanserlerin %16.7’sini olusturmaktadir.
Kadinlarda gozlenen kanser tiiriinde ise 3. sirada gelmektedir ve kadinlarda meme

kanserinden sonra en ¢ok oliime sebep olan kanser tiirtidiir (3).

Histolojik olarak akciger tlimorleri kiiciik hiicreli (KHAK) ve kiiclik hiicreli dist
(KHDAK) olmak iizere ikiye ayrilir. Biitiin akciger kanserlerinin yaklasik olarak %851
kiiciik hiicreli disidir (26). KHDAK biiyiik hiicreli, skuamoz (epidermoid) ve
adenokarsinom olmak {izere ii¢ ana histolojik gruba ayrilmaktadir (27). Adenokarsinoma
cogu iilkede akciger kanserinin en sik goriilen histolojik alt tiirlidlir ve tim akciger
kanserlerinin neredeyse yarisin1 olusturmaktadir (30). Adenokarsinomlar sigara
igmeyenlerde ve Asyali kadinlarda daha sik goriiliir. Cogunlukla periferik yolla ortaya
cikarlar ve histolojik agidan glandiiler diferansiyasyon veya miisin varligi ile

karakterizedirler (27).

Kanser genomlar1 son derece karmasik yapidadir ve binlerce mutasyon igerirler. Akciger
kanserleride belirli bir gende olusan mutasyona bagh degildir. Simdiye kadar EGFR,
BRAF, RET, MET, ERBB2, KRAS, ALK1, ROS1 genlerinde olusan, mutasyonlar akciger
kanserlerine sebep oldugu bildirilmistir (1). Genellikle tiimor supresor genlerinde olusan
mutasyonlar kansere sebep olmaktadir. Tiimor supresor genler, hiicre ¢ogalmasini kontrol

altinda tutan genlerdir, etkilerini; bozulmus hiicre dongiisiiniin devamini engelleyerek,



gerekli durumlarda hiicreleri apoptozise yonlendirerek, hiicre icerisinde DNA
replikasyonu ve tamiri ile segregasyonun hatasiz gerceklesmesini kontrol altinda tutarak,
mutasyon oranlarinin diisiik seviyede tutulmasini ve genomun stabil kalmasini saglayarak
gosterirler. Tiumor stipressor genlerin (TSG) hiicre iizerindeki etkileri genetik
degisiklikler sonrasinda ortadan kalkar. Resesif (¢ekinik) karakterli olduklari i¢in her iki
allelde de degisiklik (¢ift vurus - two hit) olmasi durumunda TSG inaktive olur ve hiicre
lizerindeki fonksiyonu tamamen ortadan kalkar. Inaktivasyon sonrasinda hiicre

tizerindeki kisitlayici etkilerinin kaybolmasina bagli olarak kanser gelisimi gozlenir (66).

RAS yolagi hem insan hem de deneysel olarak uyarilmis hayvan tiiméorlerinde en yaygin
goriilen onkojenik degisikliklerden biridir (51). RAS proteinleri, aktif GTP’ye bagh ve
inaktif GDP’ye bagli formlar arasinda dongii olusturan ve hiicre zar1 i¢cinde baslatilan
sinyal transdiiksiyonlar1 i¢in molekiiler anahtarlar olarak islev goren kiicik G
proteinlerdir (52). Ras proteinleri, kiitlelerine (yaklasik 21 kD) ve enzimatik aktivitelerine
bakilarak kiiciik GTPaz’lar olarak adlandirilmislardir (55). GTPaz’lar; hiicre ¢ogalmasini,
hiicre farklilasmasini, hayatta kalmasini, hiicre dongiisii ilerlemesi, biiyiime, gog, hiicre
iskeleti degisiklikleri, apoptosis, yaslanma ve gen ifadesini diizenleyen sinyal aglarinin

temel bilesenleridir (52, 53).

Insan tiimérlerinin %30’unda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun asir1 aktivasyonu soz
konusudur. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile uyumludur. Mutant Ras
proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalirlar; bu nedenle, hiicrenin kontrolsiiz

uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar (74).

Rand Arafeh ve arkadaslar tarafindan melonoma kanseri ile yapilan aragtirmada
RASA2’nin melonoma i¢in tiimdr supresdr gen oldugu bildirilmistir. Melanom olan
hastalarda RASA2 geni ekspresyonu ¢alisilmis ve gen ekspresyonun > %30’dan fazlasinin
kayboldugu goriilmiistiir. Ekspresyon kaybindaki artig hastalarin sag kalma oraninin
azalmasiyla iligkilendirilmistir. RASA2’deki fonksiyon kaybi mutasyonlarinin RAS
aktivasyonunu etkiledigi ve melonama hiicresinin biiylimesini ve gociinii arttirdigi

bulunmustur (72).

RASAZ tarafindan kodlanan protein, GTPaz ile aktive edici proteinlerin GAP1 ailesinin
tiyesidir. Gen iiriinii, normal RAS p21’in GTPaz aktivitesini uyarir, ancak onkojenik

karsiligini uyarmaz. Protein, RAS islevinin bir susturucusu olarak gorev yaparak, RAS



proteinlerinin zayif intrinsik GTPaz aktivitesini arttirir. Bu durum aktif olmayan GDP’ye
bagli RAS formuyla sonuglanir. Bu da hiicresel proliferasyon ve farklilasmanin kontrol

edilmesini saglar (68).

Ras genlerinin mutasyona ugramis alelleri mesane, kolon ve akciger kanseri hiicre
hatlarinda tespit edilmis ve Ras’in onkogenik aktivitesine dair ilk ipuglar elde edilmistir
(78,79). 11k olarak akciger kanseri 6rneklerinde de aktif Ras mutant alellerine rastlanmasi,

Ras aktivasyonunun sadece hiicre hatlarinda in vitro olusmadiginin ilk kanit1 olmustur

(80,81).

RASA2 tarafindan kodlanan protein GTPaz aktive edici bir proteindir ve RASA2’de
meydana gelen mutasyonlar RAS aktivasyonunu etkilemektedir. RASA2’nin akciger
adenokarsinomlarinin etiyolojisine katkisini anlamak i¢in 36 hastanin tiimér ve komsu
normal dokulart mRNA ekspresyonu revers transkripsiyon - kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-gPZR) yontemi ile karsilastirildi. Ayrica RASA2’deki ekspresyon
farkliligin1 anlamak icin ekspresyon g¢alismasi sonucundaki verilerin delta delta Ct’leri
hesaplanarak kalibrasyona gore en fazla artis ve azalig gosteren 5’er 6rnegin hem tiimorli
hemde normal dokularindan DNA izolasyonu yapildi. Sanger sekans yontemi ile RASA2
geninin 2, 10, 11, 12. ve 15. ekzonlan dizilenerek normal ve tiimorlii dokudaki baz

degisimleri incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KANSER

Kanser terimi viicudumuzda meydana gelen birgok orgami etkileyebilen genis bir grup
hastalig1 kapsar (2). Kanser, mikro ve makro ¢evredeki ¢esitli faktorlerin genetik materyal
tizerinde yaptig1 degisiklikler sonucu hiicrenin diferansiyasyon ve proliferasyon
kontroliiniin kayboldugu klonal bir hastalik olup ¢ok basamakli bir siire¢ sonucunda

gelismektedir (1).

Karsinogenezde, hiicrenin diferansiyasyon ve proliferasyonunda rol oynayan proteinleri
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar merkezi rol oynamaktadir. Temel olarak
timor baskilayici genler ve onkogenler olarak siniflandirilan bu genlerden, timor
baskilayici genlerin kanser olusumunda etkili olabilmesi i¢in her iki alelinde islevini
kaybetmis olmas1 gerekirken, onkogenlerde, alellerden yalnizca birinde meydana gelen
mutasyon kanser olusumunda etkilidir (1). 100’den fazla kanser tiirii bulunmaktadir ve

birgok kanser tiirii koken aldig1 organdan ya da hiicreden adin1 alir (2).

Diinya genelinde insan hayatini tehdit eden en 6nemli sebeplerden biri kanserdir. Diinya
tizerinde kanser kayit¢iligi yapan toplam 184 {ilke ve 28 kanser tipi i¢in en iyi kanser
tahminleri Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan kurulan GLOBOCAN 2012 sitesinde
kullanicilarin hizmetine sunulmustur. Bu verilere gore 2012 yilinda diinya genelinde 14.1
milyon yeni kanser vakasi tanimlanmis, 8.2 milyon kisi kanser nedeniyle hayatini
kaybetmistir. Bu sekilde kanser artis hizinin devam etmesi durumunda, diinya niifusunun
artisina ve niifustaki yaslanmaya bagli olarak 2025 yilinda toplam 19.3 milyon yeni
kanser vakasi olacagi belirtilmistir. Gerek kanser vakalarinin (%56.8) gerekse de
kanserden kaynaklanan olimlerin (%64.9) yarisindan fazlasinin az gelismis tilkelerde

oldugu gosterilmistir (3, 9).

En fazla 6liime sebep olan kanser tiirleri ise sunlardir (GLOBOCAN 2012) (Sekil 2.1)(3).
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Sekil 2.1:Diinya genelinde 2012 yilinda kanser tiirlerine gore yeni vaka ve 6liim
insidansi (4).

2.2. AKCIGER KANSERI

2.2.1. Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, 20. ylizyilin baslangicinda nadir goriilen bir hastalik iken, 1950 yilindan
itibaren siklig1 belirgin olarak artmistir (5). Bu artista risk faktorlerinin yani sira, hem
epidemiyolojik verilerin elde edilebilirliginin artmasi, hem de ortalama yasam siiresinin

artmasinin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Kadinlarda akciger kanseri insidanst 1960



yilinda 6/100000 iken, 1990 yilinda bu oran >40/100000 olarak bildirilmistir (6). 2000
yilinda, diinyada tan1 konulan akciger kanserli olgu sayisinin 1.2 milyon oldugu ve
akciger kanserli olgularin tiim kanserli olgularin % 12.3’{inii olusturdugu rapor edilmistir
(7). 2012 yilinda 1.8 milyon yeni akciger kanseri vakast oldugu tahmin edilmektedir. Bu
rakam toplam kanser vakasinin %12.9’unu olusturmaktadir. Diinya genelinde erkeklerde
en sik gozlenen ve en ¢ok 6liime neden olan kanser akciger kanseridir. Akciger kanseri
erkeklerde tim kanserlerin %16.7’sini olusturmaktadir. Kadinlarda gozlenen kanser
tiirtinde ise 3. sirada gelmektedir ve kadinlarda meme kanserinden sonra en ¢ok 6liime

sebep olan kanser tiiriidiir (3).

Akciger kanseri tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de 6nemli bir saglik problemidir.
Ulkemizde akciger kanseri erkeklerde (Sekil 2.2) en ¢ok goriilen kanser tiirii olurken

kadinlarda (Sekil 2.3) ise 5. siray1 almaktadir.
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Sekil 2.2: Kadinlarda En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis
Hizlan (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014)(Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)

2017 ABD kanser istatistiklerinin yaptig1 arastirmaya gore 2017 yilinda ABD de teshis
edilecek yeni kanser sayisinin 1.688.780 olacagini ve bunun giinde 4600°den fazla yeni
kanser teshisine neden olacag1 tahmin edilmektedir. Ulkemiz i¢in yeni kanser sayisi ise

160 bin civarindadir (8,44).
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Sekil 2.3: Erkeklerde En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis
Hizlan (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014)(Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)

2.2.2. Etiyolojisi

Akciger kanseri olusumunda en 6nemli etken sigara i¢imidir. Giinliik icilen sigara ve
sigara icilen y1l ile kanser riski dogru orantili sekilde artmaktadir (10,11). Akciger kanseri
riski hi¢ sigara igmeyenlere (hayat boyunca 100 adetten daha az sigara i¢imi olarak
tanimlanir) gore, giinde 1-4 adet sigara icen kisilerde 5 kat, 8-12 adet sigara i¢enlerde 12
kat, 25 adet ve {izeri sigara igenlerde en az 24 kat, 42 adet ve lizeri sigara icenlerde ise 39
kat artmistir (12). 2017 yili ABD kanser istatistiklerine bakildiginda akciger kanseri
sikligindaki diisiis erkeklerde, kadinlarda oldugunun neredeyse iki katidir. Bunun nedeni
kadinlarin giiniimiize daha yakin yillarda yogun bir sekilde sigara icmeye baslamasi ve

sigaray1 daha yavas birakma egilimleri olabilir (8).

Sigara dumaninda 4.000’den fazla kimyasal madde bulunmaktadir ve bunlardan en az 60
tanesi kanserojen etki goéstermektedir (13). Bunlar i¢inde en giiglii kanserojenler

polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N-nitrozaminler ve aromatik aminlerdir (17).

Akciger kanseriyle asil iligkili ajanlar tiitiin islenmesi ve i¢imi sirasinda olusan tiitiin
spesifik N-nitr6zaminlerdir (TSNA). Hayvan modellerinde adenokarsinomu indiikleyen
nikotin bagimli nitr6zamin ketonuda (NNK, 4-(metilnitr6zamin)-1(3-piridil)-1-biitan)
igeren sekiz farkli TSNA tanimlanmustir (15, 16). Bunlardan 4-(metilnitrozamino)-1-(3-

piridil)-biitanon (NNK: nikotin bagimli nitrozamin ketonu) akciger kanseriyle en fazla



iliskisi bilinendir (14). Sigara dumanindaki polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
NNK gibi tiitiin karsinojenleri kansere sebep olan kimyasallarin DNA’ya kovalent olarak
baglanmasiyla olusan DNA katimlarina neden olurlar. Tamir mekanizmalar1 bu DNA
katimlarin1 ayirabilir veya zarar gérmiis hiicreyi apoptozise gotiirebilir. DNA tamir
mekanizmalar1 bagarisiz olursa DNA eklentileri kisa siirede mutasyonlara yol acabilir.
NNK’lar, onkogen ve tiimdr baskilayici genlerin arasindaki dengeyi bozabilir ve
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve tiimorogenez ile sonuglanabilir. NNK’lar K-ras onkogen
aktivasyonu ile sonuglanan DNA  mutasyonlar1 ile iligkilidir.  Akciger
adenokarsinomlarinin %?24’tinde K-ras onkogen aktivasyonu saptanmustir. Sigaray1
birakanlarda goriilen adenokarsinomlarda bile goriilen K-ras onkogen aktivasyonu
sigaranin birakilmasiyla bu tip mutasyonlarin kaginilmaz sekilde geri donmedigini

gostermektedir (17).

Akciger kanseri vakalarinin %25°1 hi¢ sigara icmeyenlerde goriilmektedir ve sigara
icenlerin ise sadece %20’sinde akciger kanseri goriilmektedir (24,25). Bu durum akciger
kanserinin meydana gelmesinde sigara disinda diger etkenlerinde oldugunu

gostermektedir.

Pasifigicilik de akciger kanseri i¢in bir risktir. EPIC (European Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition) ¢alismasinda sigara igmemis ve sigarayr birakmis olan
hastalarda akciger kanseri gelismesinde pasif sigara i¢iminin %16-24 oraninda rol
oynadigi, hava kirliliginin %5-7 oraninda oldugu belirtilmistir (18). Sigara igen annelerin
bebeklerinden alinan idrar 6rneklerinde adenokarsinom ile iliskilendirilen bir madde olan
4-nitrézamin, 4-1 biitanon seviyelerinin yiiksek bulunmasi nedeniyle, pasif sigara dumani
ile kargilagmanin kanser riskini artirdigl diisiiniilmektedir (19). Radon maruziyeti,
asbestoz, arsenik gibi ¢evresel faktorler ve gecirilmis akciger hastaliklarida dnemli risk

faktorii olarak degerlendirilmektedir (20).

Akciger kanserinde bu faktorlerin yaninda genetik faktorlerde 6nemli bir etkene sahiptir.
Sellers ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada akciger kanserinde otozomal kodominant bir
kalitimla belirlenen gen lokusu delesyonundan s6z edilmistir. Buna goére bu gen
lokusunda delesyon olan kisilerde 50 yasina kadar %69’a varan kanser riski s6z
konusudur (21). Uzun siireli karsinojenlere maruz kalmak genetik yapida hasar olusturur
ve hiicre ¢cogalmasin1 kontrol eden genlerde degisikliklere yol agar. Bu degisiklikler;

DNA diizeyinde mutasyon, delesyon ve insersiyonlar ile RNA diizeyinde kanser iliskili



genlerdeki ekspresyonlardan olusmaktadir (22). Mutasyonlar onkogenik genlerde (K-ras,
siklinler gibi) veya tiimor baskilayict genlerde (p53, Retinablastom, pl6 gibi) gelistigi

zaman tiimor gelisimi i¢in adim atilmis olur (23).

2.2.3. Smiflandirma ve Evreleme

Akciger kanserleri klinik, genetik ve histolojik olarak heterojen bir grup tlimorii kapsar.
Histolojik olarak akciger tiimorleri kiigiik hiicreli (KHAK) ve kiiciik hiicreli dist
(KHDAK) olmak iizere ikiye ayrilir. Biitiin akciger kanserlerinin yaklasik olarak %851
kiigiik hiicreli disidir (26). KHDAK ana bronslardan baslayip terminal alveollere kadar
olan akcigerin epitelyal hiicrelerinden kaynaklanir. KHDAK biiyiik hiicreli, skuamoz
(epidermoid) ve adenokarsinom olmak iizere ii¢ ana histolojik gruba ayrilmaktadir (27).
KHDAK i¢inde adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinom orani her biri i¢in %30-
%50 arasinda degismektedir (28). Biiyiikk hiicreli karsinomlar, kismen nekrotik
timorlerdir, vezikiiler c¢ekirdekler ve belirgin niikleotide sahip c¢okgen poliagon
hiicrelerinin yaprak ve yuvalarindan olusur. Biiyiik hiicreli akciger kanserleri tiim akciger
kanserlerinin yaklasik %3’linli temsil eder (27). Kiigiik hiicreli akciger tiimdriiniin
patolojik Ozellikleri ilk kez 1926°da Barnard tarafindan kabul edilmistir (29). Kiiciik
hiicreli akciger kanserleri, tiim akciger kanserlerinin yaklasik %12-14’iinii olusturan
olduk¢a agresif noroendokrin malignitedir. Tani kondugunda hastalarin biiyiik
cogunlugunda metastatik hastalik vardir, bu nedenle cerrahi rezeksiyon nadiren bir
secenektir. Sagkalim oranlari, hastaliklarin sadece %5-8’inde tanidan sonra 5 y1l hayatta

kalmaya devam etmektedir (27).

Akcigerin diger noroendokrin tiimorleri ig¢in kesin bir preneoplastik lezyon
saptanmamustir. Bununla birlikte, KHAK de bitisik bronsiyal epitelin morfolojik olarak

normal olsada genetik degisiklikler gosterebilecegi saptanmistir (27).

Akciger kanserlerinde evreleme c¢ok onemlidir. Gerek ilag kullanimi gerekse hasta
sagkalimi acisindan biiyiik 6nem arz eder. Akciger kanserlerinde giincel evreleme
sistemi, primer tiimor boyutu, uzak metastaz durumuna, lenf nodlarina invazyon ve organ
yapilarma gore siniflandirilmaktadir. TNM evrelemesine gore T primer tiimor boyutunu,

N lenf nodu tutulumunu, M ise uzak metastaz durumunu gostermektedir (Tablo 2.1) (32).
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Tablo 2.1: TNM siniflandirilmasinin yedinci versiyonuna gore T, N, M faktorleri (32)

T (PRIMER TUMOR)

X Balgam veya brons lavajinda habis hiicrelerin varligi goriiliir ancak gériintiileme veya
bronkoskopi ile tiimor goriintiilenemez.

TO Primer tiimér bulgusu yok.

Tis Karsinoma in situ.

Akciger veya visseral plevra ile ¢evrili en bilylik boyutta tiimér < 3 cm,lober bronsun
heniiz proksimaline invazyon bulgusu yoktur (Bronsun ylizeyel duvariyla sinirl

T1 stiperfisiyal tiimorler ana bronsa ulagsa bile T1 olarak degerlendirilir).

Tla | Tiimor en biiyiik cap1 <2 cm
T2b | 2 cm < tiimor en biiylik ¢ap1 <3
3cm<tiimor en bliylik ¢apt < 7cm, Karina bolgesine > 2 cm uzaktaki ana brong

T2 tutulumu, visseral plevra invazyonu, akciger hilusuna kadar uzanan, ancak tiim
akcigeri kapsamayan atelektazi veya obstriiktif pndmoniyle iliskilidir.
T2a | 3 cm < tiimdr en biiyiik cap1 < Secm
T2b | 5cm < tiimor en bityiik ¢ap1 < 7cm

T3 Tiimor > 7 cm veya asagisinda, gogiis duvari (stiperior sulkus tiimorleri dahil),frenik
sistem diafragma, mediastinal plavra, perietal perikard invazyonu, ana bronsun
karinaya 2 cm den az yakinlikta invazyonu (karina tutulumu yok), tiim akcigeri
kapsayan total atelektazi veya obstriiktif pnomonisi veya ayni lobdaki tiimdérden
anatopik olarak farkli tiimér nodiilleri varligi.

T4 Her hangi bir boyuttaki timorde mediasten, kalp, biiyiik damarlar, trakea, rekiirren
laringeal sinir, 6zofagus, omur govdesi, karina, ayn1 taraf farkli lobda tiimdr nodiil
yada nodiiller varlig1.

Nx Bolgesel lenf diiglimleri degerlendirilemez.

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1 Ipsilateral hiler lenf nodlarinda metastaz, peribronsiyal, interlober, segmental, lober,
subsegmental lenf nodu tutulumu.

N2 Ipsilateral mediastinal ve subkarinal lenf nodlarinda metastaz.

N3 Karsilikli mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral skalaen veya
supraklavikiiler lenf nodunda metastaz.

Metastaz degerlendirilemez.

Uzak Metastaz kanit1 yok.

Uzak Metastaz.

Kontralateral akcigerde metastaz, malign plevral yayilim, malign

M1la . . .
perikardiyalefiizyon,malign plevral efiizyon.

M1b | Uzak organ metastazi.
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2.2.4. Akciger Adenokarsinomlar:

Adenokarsinoma ¢ogu iilkede akciger kanserinin en sik goriilen histolojik alt tiirtidiir ve
tim akciger kanserlerinin neredeyse yarisini olusturmaktadir (30). Adenokarsinomlar
sigara igmeyenlerde ve Asyali kadinlarda daha sik goriiliir. Cogunlukla periferik yolla
ortaya cikarlar ve histolojik agidan glandiiler diferansiyasyon veya miisin varlig ile

karakterizedirler (27).

2011°de TASLC / ATS / ERS (International Association for the Study of Lung Cancer /

American Thoracic Society / European Respiratory Society) siniflandirilmasinda;

I.  Preinvazif Lezyonlar
e Atipik Adenomatdz Hiperplazi,
e Adenokarsinoma In Situ,
e Miisindz Olmayan ve / veya Miisindz,
Il.  Minimal Invaziv Adenokarsinoma
e Miisindz Olmayan ve / veya Miisindz,
I1l.  Invaziv Adenokarsinoma
e Lepidik Baskin Adenokarsinoma,
e Asiner Baskin Adenokarsinom,
e Mikropapiller predominant Adenokarsinoma,
e Solid predominant Adenokarsinoma,
IV. Varyantlan
e Invaziv Miisindz Adenokarsinoma,
e Kolloid Adenokarsinomasi,
o Fetal Adenokarsinom,

e Enterik Adenokarsinom,
Olmak {izere dort adenokarsinom tanimlanmaktadir (30).

Invaziv miisindz adenokarsinomalar, K-RAS mutasyonlari, Transcription Termination
Factor 1 (TTF-1) ekspresyonu eksikligi ve sik multisentriklik ile bu tiimérlerin kuvvetli
birlesmesinden dolay1, miisin6z olmayan adenokarsinomlardan farkli olarak invaziv

adenokarsinom varyanti olarak siniflandirilmistir (31).
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2.3. AKCIGER KANSERINDE ROL OYNAYAN GENLER

2.3.1. ALK Mutasyonlari

ALK (Anaplastik Lenfoma Kinazi)’nin yer aldigi 2p23 bolgesini igeren kromozomal
yeniden diizenlemeler KHDAK’da %3-5 oraninda goézlenmektedir. Bu kromozomal
yeniden diizenlemeler sonucu meydana gelen ¢esitli flizyon genleri tanimlanmasina
ragmen, en sik gozlenen degisiklik EML4-ALK flizyonudur. Bu flizyon, 2p’deki bir
inversiyon sonucu olusmaktadir. ALK aktivitesinin artisina sebep olan bu mutasyonlar,
ALK inhibitdrlerine iyi yanit belirteci olarak kabul edilmektedir. Fiizyonun saptanmasi

icin yogun olarak FISH yontemi kullanilmaktadir (1).

2.3.2. BRAF Mutasyonlari

Bir proto-onkogen olan BRAF, serin / treonin protein kinazlarinin raf / mil ailesine ait bir
proteini kodlar. Bu protein, hiicre bdliinmesini, farklilasmasini ve salgilanmasini
etkileyen MAP kinaz / ERK sinyal yolunu diizenleyen bir rol oynar. Bu gende meydana
gelen mutasyonlar non-hodgkin lenfoma, kolerektal kanser, malign melanom, troid
karsinomasi, KHDAK ve akciger adenokarsinomasi da dahil olmak iizere g¢esitli

kanserlerle iligkilendirilir (38).

KHDAK’da BRAF V600 mutasyonlar1 %3-5 arasinda rapor edilmektedir. Bu
mutasyonlarin %50’si ekzon 15°de yer alan V60OE mutasyonudur. Bunun diginda en ¢ok
gozlenen BRAF mutasyonlari; kinaz domainindeki G469A, L596R ve G loop aktivasyon
domainindeki G465V, G468 A mutasyonlaridir. V60OE mutasyonu sigara icmeyen kadin
hastalarda daha sik goriiliir (1).

2.3.3. EGFR Mutasyonlari

Bir proto-onkogen olan EGFR (Epidermal Biiylime Faktor Reseptorii) tarafindan
kodlanan protein, protein kinaz siliper ailesinin bir {iyesi olan transmembran
glikoproteindir. Bu protein epidermal biiylime faktorii ailesinin iiyeleri igin bir
reseptordiir. EGFR, epidermal biiylime faktoriine baglanan bir hiicre ylizeyi proteinidir.
Proteinin  bir liganda baglanmasi, reseptdr dimerizasyonunu ve tirozin
otofosforilasyonunu indiikler ve hiicre proliferasyonuna yol acar. Bu gendeki

mutasyonlar akciger kanseri ile iligkilidir (34).
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EGFR mutasyonu saptanan bireyler gefinitib gibi tirozin kinaz inhibitdrleri (TKI) ile
tedaviye yanit vermektedir. Calismalar, EGFR mutasyonu varliginin gefinitib tedavisine

yanit i¢cin bagimsiz bir belirte¢ oldugunu gostermektedir (1).

EGFR mutasyonunu saptamak i¢in kullanilan en yaygin yontem ekzon 18-21’in dizi
analizidir. Bunun yaninda FISH ile EGFR amplifikasyonlariin saptanmasida uygulanan

yontemler arasindadir (1).

2.3.4. HER2 (ERB2) Mutasyonlari

Bir proto-onkogen olan HER2 geni, reseptor tirozin kinazlarin epidermal biiyiime faktori
(EGF) reseptor ailesinin bir iiyesini kodlar. Bu proteinin kendi ligand baglanma domaini
yoktur ve bu nedenle biiylime faktorlerine baglanamaz. Bunun yaninda hetorodimer
olusturmak ve ligand baglanmasini stabilize etmek icin EGF reseptor ailesi iiyelerine

sikica baglanir (33).

EGFR, ALK ve K-RAS mutasyonlar1 goriilmeyen hastalarda, HER2 mutasyonu goriilme
oran1 %6’°dir. Adenokarsinomlarda, sigara igmeyenlerde ve kadinlarda goriilme sikligi
daha fazladir. Genis akciger kanseri ila¢ panellerinin olmasi sebebiyle de, HER2
mutasyon testinin adenokarsinomlar i¢in rutin klinik genotiplemeye alinmasi

onerilmektedir (1).

Bu genin amplifikasyonu ve / veya genin fazla ifade edilmesi, gogiis ve yumurtalik

tiimorleri de dahil olmak {izere ¢ok sayida kansere neden oldugu bildirilmistir (33).

2.3.5. K-RAS Mutasyonlari
K-RAS, bir proto-onkogen olup RAS-RAF-MEK-ERK sinyal yolunda 6énemli rolleri olan

tic RAS ailesi proteinlerinden birisini kodlar (35). Memeli Ras gen ailesinin bir {iyesi olan
K-RAS geni, Kirsten Rat Sarkoma (Ki- veya K-ras) viralonkogen homologudur. Kiigiik
GTPaz siiper familya {iyesi olan bir proteini kodlar (36).

Onkojenik aktivasyonun en sik gozlendigi K-RAS (12p12.1) genine ait mutasyonlar
kanserlerin %17-25’inde gozlenmektedir. K-RAS mutasyonlariin ¢ogu 12, 13 ve 61.
kodonlarda meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlardir. Bunlarin yaninda 59, 63 ve
146. Kodon mutasyonlarida onkojenik aktivasyonla sonlanmaktadir. Bu mutasyonlar,
proteinin GTP’ye siirekli bagli kalmasina yol acarak sinyal iletimindeki kontroliin
bozulmasina yol agmakta ve siirekli aktivasyon sonucu MAPK (Mitogen-activated

protein kinase) yolaginin siirekli uyarilmasi ile hiicre ¢cogalmasini tetiklemektedir (1).
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KHDAK olgularinin %40’inda K-RAS geninin aktivasyon artisina yol agan mutasyonlar
saptanmaktadir (1).

K-RAS mutasyonlarinin saptanmasi i¢in; dizi analizi, alel-spesifik PZR ve real-time PZR

yontemlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir (1).

2.3.6. MET Mutasyonlari

MET bir proto-onkogen olup, proteinlerin reseptdr tirosin kinaz ailesinin bir iiyesini ve
proto-onkojen MET nin bir iiriiniinii kodlar. Kodlanmis preprorotein proteolitik olarak
islenir ve olgun reseptorii olusturmak icin disiilfiir baglar1 vasitasiyla baglanan alfa ve
beta alt birimleri iiretilir. Beta alt biriminin daha fazla islenmesi, akciger fibrozunu
azalttig1 gosterilen M 10 peptidinin olusumuyla sonuglanir. Ligandinin, hepatosit biiyiime
faktorii baglanmasi, hiicresel hayatta kalma, embriyogenez ve hiicresel migrasyon ve
istilada rolii olan reseptoriin dimerizasyonu ve aktivasyonunu indikler. Bu genin
amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu, ayni zamanda ¢oklu insan kanserleriyle iliskilidir

(37).

KHDAK’de hastalarin %]1-7’sinde MET amplifikasyonu goriilmekte ve bu hastalarin
prognozu daha kotii olmaktadir. MET geninin mutasyonu ise KHDAK’de %3-5’inde
goriilmektedir (1).

2.3.7. RET Mutasyonlar1
Bir proto-onkogen olan RET geni Cadherin ailesinin {iyesidir. RET hiicre biiylimesi ve
farklilagmasi igin sinyaller gonderen hiicre ylizeyi molekiilii olan reseptér kinaz

proteinlerinden birini kodlar (39).

RET flizyonlart KHDAK’da %1-2 arasinda goriilmektedir. Bunlardan KIFS5B-RET
fizyon geni 10p11.22-q11.21 perisentrik inversiyonundan kaynaklanmaktadir. RET
flizyon mutasyonlarinin siklig1 sigara igmemis, diger tetikleyici mutasyonlar1 tagimayan

adenokarsinom popiilasyonunda artmaktadir (1).

2.3.8. ROS1 Mutasyonlari

Bu proto-onkogen ¢esitli tiimor hiicre dizilerinde yiiksek oranda eksprese edilmistir.
ROS1 (ROS Proto-Onkogenl, Reseptor Tirozin Kinaz) geni trozin kinaz insiilin reseptor
genlerinin yedi alt grubuna dahildir. Bu gen tirozin kinaz aktivitesine sahip tip 1’e ait bir
zar proteinini kodlar. Bu protein hiicre farklilagsmas1 ve biiylime faktorii reseptorii olarak

islev gorebilir (40).
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Akciger kanserlerinin yaklasik %2’sinde ROS1 fiizyon mutasyonu goriilmektedir. ROS1
fiizyonlari, az ya da hi¢ sigara i¢meyen, geng hastalarla ve adenokarsinomlarla
iligkilendirilmistir. ROS1 flizyonu tasiyan hastalar, ALK fiizyon mutasyonlarina benzer

klinik 6zelliklerine sahiptir (1).
2.4. KANSER GENETIGI

2.4.1. Kanser Genetiginin Tarihsel Gelisimi

Kanser (cancer) terimi, tibbin babasi olarak bilinen Yunan fizik¢i Hippocrates (M.O. 460-
370) tarafindan olusturulmustur. Hippocrates carcinos ve carcinoma terimlerini llser
olusturan ve iilser olusturmayan tiimdrler i¢in kullanmistir (42). Eski yunanlar kanserin
viicuttaki fazla siviya bagh oldugunu diisiintirlerken, 18 ve 19. yiizyillarda doktorlar
parazitlerin kansere neden oldugunu diisiinmekteydi (43). Kanserin yillara gore tarihsel
gelisimi;

» 1902-1914 yillart arast Thedor Boveri kromozomlarin kalittmin bir pargasi
oldugunu ve kromozomal sapmalarin kansere sebep oldugunu 6ne stirmiistiir.

» 1960 yilinda Philadelphia kromozomu kesfedildi ve 9-22 kromozomlari
arasindaki translokasyonun onkogen Abelson Lekomia Virlis (ABL)
aktivasyonuna yol acti1 bulunmustur.

» 1971°de Kundson ¢ift vurus hipotezini onermistir.

» 1976’da Retroviriislerin transforme edici genleri ile iliskili hiicresel proto
onkogenlerinin kesfi.

» 1979’da Timor DNA’sinda aktive edilmis onkogenler kansere bagli genetik
olayn ilk gosterimi. Dogrudan tiimorlerden tiiretilen DNA’nin, normal hiicrelere
yiiksek molekiil agirlikli bir kompleks olarak verildiginde "normal" hiicrelerin
kanserli hiicrelere doniistiigii gosterilmistir. Ayn1 zamanda viral proteinlerle
kompleks i¢inde olan p53’iin tanimlanmas1 da 1979 yilinda olmustur.

> 1983°de ilk tiimér supresor geni Retinoblastoma (RB)’yi haritalamak igin
heterozigotluk kaybr analizi kullanilda.

» 1984’te Trypanosoma brucei’nin telomerik dizisinin tanimlanmasi.

> 1986°da Ilk tiimor supresdr geni olan Retinoblastoma (RB)’nin klonlanmasi1 ve

tanimlanmasi.
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1989°de TP53’iin bir onkogen’den ziyade (veya buna ek olarak) bir insan timor
baskilayict gen oldugunu gosterdi. Sonraki arastirmalar, TP53’iin insan
kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan gen oldugunu gosterdi.

1991°de Ailesel adenomat6z polipozise (APC) neden olan genin klonlanmasi. Bu
gen daha sonra bir ‘gatekeeper(bekg¢i)’ olarak davranir. APC mutasyonlar
sporadik kolon kanserlerinde de goriiliir.

1993°de Insan tiimorlerinde mikrosatellit kararsizhmin kesfi ve kalitsal
nonpolipozis kolon kanserinden (HNPCC) sorumlu ilk gen olan bir uyusmazlik
onarim geninin (MSH2) tanimlanmasi.

1994°de ilk ailesel meme kanseri duyarlilik geninin tanimlanmasi (BRCAL).
(BRCAL1 ve bu genle bagintili olan BRCAZ2 genlerinin mutasyonlari ailesel gogiis
kanserine neden olur, ancak bazi diger yiiksek duyarlilik genlerinin aksine, yaygin
fenotipik kanserlerde mutasyon gegirmezler.)

1997-1998 yillar1 arasinda telomerazin (HTERT) klonlanmasi ve telomeraz
ekspresyonunun insan hiicrelerinin dmriinii uzatabileceginin gosterilmesi.

2001°de Insan genomunun ilk taslak dizisi yayinlandi (41).

Kanserin Temel Ozellikleri

Douglas Hanahan ve Robert Weinberg giinlimiizde kabul goren kanserin temel

ozelliklerini 8 kategoride Ozetlemislerdir. Kanserin bu belirgin o6zellikleri, proliferatif

sinyal vermeyi siirdiirme, biiyiime siipressorlerinden kaginma, hiicre 6liimiine direnme,

sinirsiz boliinme yetenegi kazanma, anjiyogenesizin uyarilmasi, doku invazyonu ve

metastazi aktive etme, enerji metabolizmasini yeniden diizenlenmesi ve immiin yanittan

kagimmayu igerir (Sekil 2.4) (59).
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Sekil 2.4: Kanserlerin temel ve diger ayirici 6zellikleri (73)

2.4.2.1. Proliferatif Sinyali Siirdiirme

Kanser hiicrelerinin en temel 6zelligi, kronik proliferasyonu siirdiirebilme yetenegidir.
Normal dokular, hiicre biiylimesi ve boliinme dongiisiine giris ve ilerlemeyi greten
biiylime destekleyici sinyallerin {iretilmesini ve serbest birakilmasini dikkatli bir sekilde
kontrol eder ve boylece hiicre sayisinin bir homeostazin1 ve dolayisiyla normal doku
mimarisinin ve fonksiyonunun korunmasini saglar. Kanser hiicreleri, bu sinyallerden
kurtulmak suretiyle kendi kaderlerinin efendisi olurlar. Etkinlestirme sinyalleri biiyiik
oranda hiicre i¢i reseptorleri baglayan, tipik olarak hiicre i¢i tirozin kinaz alanlari i¢eren
biiyiime faktérleri tarafindan tasinir. Ikincisi, hiicre déngiisii boyunca ilerlemeyi ve hiicre
bliylimesini (yani, hiicre boyutunda artigi) diizenleyen dalli intraseliiler sinyal yollar1

vasitasiyla sinyal yaymaya devam eder (60).

Biiylime faktoriiniin bagimsizligi, bu reseptorlerin akig yoniinde ¢alisan sinyal yollarinin

bilesenlerinin yapici olarak aktivasyonundan kaynaklanabileceginden, ligand aracili
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reseptor aktivasyonu ile bu yollar1 uyarma geregi ortadan kalkmaktadir. Bir dizi farkh
downstream sinyalleme yolunun bir ligand uyarimli reseptdrden yayildigi géz Oniine
alindiginda, bu downstream yollarinin birinin veya baska birinin, 6rnegin Ras sinyal
transdiiktoriine tepki veren birinin aktive edilmesi, iletilen diizenleyici talimatlarin bir alt

kiimesini aktive edilmis bir reseptor ile tekrar ortaya ¢ikarabilir (60).

2.4.2.2. Biiyiime Supressorlerinden Kagcinma

Pozitif hareket eden biiylime uyarici sinyaller uyandiran ve siirdiiren 6zelliklerinin
yaninda kanser hiicreleri ayn1 zamanda hiicre cogalmasin1 olumsuz sekilde kontrol eden
giiclii programlardan kaginmak zorundadir. Bu programlarin bir¢ogu tiimor baskilayici
genlerin etkilerine baglidir. Hiicrenin biiyiimesini ve ¢ogalmasini ¢esitli yollarla etkileyen
cok sayida tiimOr siipressor geni hayvan ve insan kanserinin karakteristik
inaktivasyonuyla kesfedilmistir. Iki onemli tiimér siipressér gen TP53 ve RB

(retinoblatomayla ilgili)’dir (60).

Normal hiicreler, sessiz bir durumdan aktif proliferatif bir duruma ge¢gmeden Once
mitojenik biiylime sinyalleri (GS) ister. Bu sinyaller, sinyalleme molekiillerinin ayirici
smiflarini baglayan transmembran reseptdrler vasitasiyla hiicre icine iletilir. Bilindigi
kadariyla boyle uyarict sinyaller yoksa normal hiicre tipleri ¢ogalamaz. Kanser
katalogundaki kanserojenlerin bir¢ogu, normal biiyiime sinyallerini bir sekilde taklit

ederek hareket eder (61).

Tiimor hiicrelerinin kendi biiylime sinyallerinin ¢ogunu iiretmesi, dolayisiyla normal
doku mikro ¢evresinden uyarilmaya olan bagimliliklarint azaltmasidir. Timor
hiicrelerinin disaridan tiireyen sinyallere bagimliligindan kurtulusu; normalde bir doku
icindeki cesitli hiicre tiplerinin dogru sekilde davranmasini saglamak icin ¢aligsan kritik

derecede 6nemli bir homeostatik mekanizmay1 bozar (61).

2.4.2.3. Smrsiz Boliinme Yetenegi Kazanma

2000 yilma gelindiginde, makroskopik tiimorler olusturmak i¢in kanser hiicrelerinin
siurs1z replikatif potansiyel gerektirdigi genel olarak kabul edildi. Bu yetenegi, yalnizca
siirli sayida hiicre biiyiime ve boliinme donglisiinden gecebilen viicuttaki ¢cogu normal
hiicre periyotlarindan belirgin bir sekilde farklidir. Prensip olarak, ortaya ¢ikan diizensiz
cogalma programi, makroskopik tiimoérleri teskil eden muazzam hiicre popiilasyonlarinin
olugsmasini saglamak i¢in yeterlidir. Bununla birlikte, son otuz yilda yapilan arastirmalar,

hiicre-hiicre sinyallemesinin bozulmasinin kendi bagina tiimdr biiyiimesini saglamadigini
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gostermektedir. Bir¢cok ve belki de biitiin memeli hiicresi ¢ogalmasini sinirlandiran,
hiicreye 6zgili kisisel bir program tasir. Bu program hiicre-hiicre sinyal yollarindan

bagimsiz olarak caligiyor gibi goriinmektedir (60, 61).

2.4.2.4. Hiicre Oliimiine Direnc

Tiimdr hiicresi popiilasyonlarinin say1 olarak genisleme kabiliyeti yalnizca hiicre
cogalmasi orami ile degil ayni zamanda hiicre yipranma orami ile de belirlenir.
Programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis) bu yipranmanin 6nemli bir kaynagidir. Kanitlar
esas olarak fare modelleri ve kiiltiir hiicrelerindeki c¢aligmalarin yani sira, insan
karsinogenezisindeki biyopsi evrelerinin tanimlayici analizlerinden, apoptozise karsi
kazanilan direncin ¢ogu ve belki de tiim kanser tiirlerinin bir igareti oldugu goriilmektedir

(60, 61).

Apopitotik makineler genis olglide sensor ve efektér olmak tizere iki sinifa ayrilabilir.
Sensorler, bir hiicrenin yasayip dlecegini etkileyen normalite veya anormallik kosullar
icin hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamin izlenmesinden sorumludur. Bu sinyaller, apoptotik
oliim efektorleri olarak islev goren ikinci bilesen sinifin1 diizenler. Bu ligand / reseptor
ciftlerine 6rnek olarak insiilin benzeri biliylime faktorii 1/2 (IGF 1/2) salinimi verilebilir
(60, 61). Hiicre i¢i sensorler hiicre hasarini saptar ve DNA hasari, hayatta kalma faktorii

yetersizligi veya hipoksi gibi anormalliklerin saptanmasi durumunda apoptozisi aktif eder

(61).

Apoptozun effektorleri ise kaspazlar olarak adlandirilan bir dizi hiicre i¢i proteaz igerir

(60) .

2.4.2.5. Anjiyogenezisin Uyarilmasi

Tiimdr hiicreleri kanserli hiicrelerin biiyiimesi i¢in gerekli olan besinleri alabilmek i¢in
tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan maddeler ile anjiyogenezi uyarmaktadir. Timor
dokusunun biiylimesi, invazyonu ve metastazi i¢in gerekli olan oksijen, besin maddeleri
ve biiylime faktorlerinin saglanmasi, metabolik atiklarin ve karbondioksitin bosaltilmasi

i¢cin damar olusumuna ihtiya¢ duyarlar (Sekil 2.5) (60, 62).

Embriyogenez sirasinda, vaskiilatiiriin gelisimi, mevcut damarlardan yeni damarlarin
filizlenmesine (anjiyogenez) ek olarak yeni endotel hiicrelerinin dogumunu ve bunlarin
tiiplere yerlestirilmesini (vaskiilogenez) igerir. Bu morfogenezin ardindan normal

vaskiilatiir biiylik ol¢iide sessiz kalir. Yetigkinlerde, yara iyilesmesi ve kadin iireme
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dongiisii gibi fizyolojik siireclerin bir pargasi olarak anjiyogenez acilir, ancak gecici
olarak acilir. Buna karsilik, tiimdr ilerlemesi sirasinda, bir anjiyojenik anahtar hemen

hemen her zaman aktive edilir ve acik kalir (60).

Hizla biiyliyen tiimoérler, timor kitlesi 1-2 mm?*’liikk hacime ulastiklarinda besin ve
oksijen destegi i¢in anjiyogenezi uyarirlar. Yeni damar olusumu ger¢eklesmediginde etraf
dokudan diflizyon ile beslenen tiimor dokusu, en fazla 0.5-1 cm?®’liikk hacime kadar
biiyliyebilirler. Daha fazla biiyiiyebilmeleri i¢in anjiyogenez gereklidir. Yeni damar

yapilarinin olusumu genel olarak dort basamakta gerceklesmektedir;

I.  Bazal membranin ve ekstra-selliiler matriksin proteazlar tarafindan yikilmasi,
Il.  Anjiyogenik uyartya dogru endotel hiicrelerinin gocii,
1. Endotel hiicrelerin prolifere olmasi,

IV.  Kapiller tiip formasyonu ve endotel hiicrelerin olgunlagmasi (62).

TUMOR INVAZYONU ANJIYOGENEZ
KOMSU DAMAR

BT AR S SR Y P AL

R G i e e R

s

STROMA STROMA

Sekil 2.5:Anjiyogenez ve tiimor invazyonu (Cancer: Principles and Practice of
Oncology, 1997°den)

2.4.2.6. Doku Invazyonu ve Metastaz

Metastaz, primer tiimdrlerden dolasima katilan hiicrelerin sekonder bolgelere ulagsmasi ve
bu bolgelerde proliferasyonu sonucu olusur (Sekil 2.6) (75). Metastazi insan kanserleri
dliimlerinin %90 sebebidir (61). Insan ve hayvan ¢alismalarinda tiimérlerden milyarlarca

hiicrelerin dolasima katildigi ancak bunlardan ¢ok azmmin metastaz olusturdugu
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bilinmektedir. Tiimor hiicreleri dolagim i¢inde iken mekanik etki, apoptozis, dogal ve

adaptif immiin sistem aracilig1 ile yok edilirler (75).

Metastatik siirecte ilk asama, tiimor hiicrelerinin adezyon kaybi ve invazyonudur.
Dolasimda, tiimor hiicreleri homotipik ve heterotipik adhezyon ile kiimelenme egilimi
gosterirler. Tlimor hiicrelerinin endotele adezyonu vaskiiler bazal membrana gecisi ve
dokunun proteolitik destriiksiyonu ile doku adhezyon molekiilleri ile uzak bolgelere

yerlesimi gergeklesir (75).

Metastaz ¢ok adimli bir siirectir ve bir¢ok genin isbirligi i¢cinde oldugu bir olaydir.
Metastatik onkogenlerin ve metastaz siipressor genlerin bu ¢ok basamakli siirecte rol
oynadigi bilinmektedir. Metastaz aktive eden genler ve metastaz silipressor genler

metastaz siirecinde koordineli olarak eksprese edilirler (75).

Metastaz kapasitesi sadece kanser hiicrelerine ait intristik bir 6zellik degildir. Ve ayni

zamanda tiimdr mikro ¢evresine de baglidir (75).

@ Sekonder timér
blyimesi

6 Ekstravazasyon
Migrasyon

9 intravazasyon
€) Tumor biyumesi

@ intravaskiiler taginma
eAnjiogenez i

Sekil 2.6: Metastaz gelisim evreleri (75).

2.4.2.7. Kanserin Diger Ayiric1 Ozellikleri
Kanser hiicrelerinin diger ayiric1 6zellikleri, kanser gelisiminde islevsel olarak énemli

oldugu diistiniilmiistiir ve dolayisiyla temel 6zelliklere eklenebilir (60).
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2.4.2.7.1. Enerji Metabolizmasimin Yeniden Diizenlenmesi

Her hiicrenin enerjisi, glikozu ATP’ye doniistiirerek anaerobik veya aerobik enerji
tiretimi yoluyla elde edilir. Bununla birlikte, kanser hiicrelerinde glikoz tasiyicilart yukari
dogru (upstream) diizenlenir ve aerobik glikoliz tercih edilir. Bu tasiyicilar, hiicre
proliferasyonunda kullanilan yeni niikleozidler veya aminoasitler iiretmek i¢in

kullanilabilir (60).

Cogu normal dokuda calisan ve ilgili hiicrelerin fizyolojik islemlerini yiiriiten metabolik
programi degistirerek, siirekli hiicre biiylimesini ve g¢ogalmasini desteklemek igin

hiicresel enerji metabolizmasinda biiyiik yeniden programlamayi igerir (60).

2.4.2.7.2. Immiin Yanittan Kacinma

Kanser hiicreleri tarafindan saldir1 ve bagisiklik sisteminin elimine edilmesi ile aktif
olarak kagmilmasidir. Bu yetenegi hem bagisiklik sisteminin hem tiimor gelisimini ve
ilerlemesini antagonize eden ve gelistiren ikili rollerini vurgular. Bu yeteneklerin her ikisi
de insan kanserinin bir¢ok formunun gelisimini ve ilerlemesini kolaylastiracagini
kanitlayabilir niteliktedir ve bu nedenle ortaya ¢ikan kanser isaretleri olarak diistiniilebilir

(60).

2.4.2.7.3. Genom Instabilitesi ve Mutasyonlar

Yukarida sayilan bir¢cok 6zelligin kazanilmasinda mevcut kanitlara bakildigi zaman,
cogunun dogrudan veya dolayli olarak kanser hiicrelerinin genomundaki degisiklikler
yoluyla edinildigini géstermektedir (60, 61). Genomdaki degisikliklere timor siipressor
genlerin inaktivasyonu, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik

mekanizmalar sebep olarak gosterilebilir (60).

Bunlarin yaninda DNA bakim ve onarimint saglayan enzimler vardir. Bunlar genomda
meydana gelen hasarlar1 onarirlar, genom biitiinliigiinii korurlar ve DNA dizi bilgilerinin
bozulmadan kalmasini saglamaya calisirlar. Bu onarim mekanizmalarinin calisma

prensibi;

I.  DNA hasarinin tespit edilmesi ve onarim mekanizmasinin harekete gecirilmesi,
Il.  Hasar géormiis DNA’nin dogrudan onarilmasi,
1. Mutajenik molekiillerin DNA’ya zarar vermeden once inaktif hale getirilmesi ya

da kesilmesi seklindedir (60, 61).
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Bu sistemler, mutasyonlarin nadir goriilen olaylar olduklarini, hatta tiimor hiicresi
genomlarinda mevcut oldugu bilinen ¢oklu mutasyonlarin bir insan dmriinde goriilme
thtimalinin ¢ok diisiik oldugunu gosterir. Fakat biitiin bu onarim mekanizmalarina ragmen
kanserler insan popiilasyonunda biiyiik oranda goriiliir. Bunun sebebi bu sistemlerin
spesifik bolgelerinde meydana gelen arizalardir. Bu duruma Ornek olarak bir timor
stipressor gen olan p53’de meydana gelen hasarlar verilebilir. P53 tiimor siipressor geni
DNA onarim mekanizmalarini aktive eder ve DNA hasari ¢ok oldugu durumlarda hiicreyi
apopitoza yonlendirmekle sorumludur. P53’de meydana gelen hasar mutasyon sikliginin
artmasina sebep olur. Gergektende p53 DNA hasar sinyali yolaginin isleyisinin, tlimii

olmasada ¢ogu insan kanserinde kayboldugu agiktir (60, 61).

2.4.2.7.4. Tiimér Gelisimini Tesvik Eden inflamasyonlar

Tiimoér mikrogevresi; fibroblastlar, miyofibroblastlar, miyoepitelyal hiicreler,
makrofajlar, endotelyal hiicreler, lokositler ve ekstraselliller matriks ile tiimor
hiicrelerinden kaynaklanan ¢oziinebilir faktorlerden olusmaktadir. Tiimori gevreleyen bu
inflamatuar mikrogevrenin, invazyon ve metastatik hiicrelerin gocti i¢in gerekli olan bazal
membranin kirilmasini destekledigi bilinmektedir (Sekil 2.7). Tiimdr hiicrelerinin ayni
zamanda, immiin sistemden kagis1 kolaylastiran ve metastazin olusumu ile gelisimine
yardimci olan sitokin ve kemokinleri liretim kapasitesine sahip oldugu belirtilmektedir

(63).

Tiimdr mikrogevresindeki stromal hiicrelerden kaynaklanan bazi proinflamatuar
sitokinlerin birtakim sinyal yolaklar iizerinden etki gostererek tiimor hiicre ¢ogalmasini

uyardig1 bildirilmis ancak molekiiler mekanizmalar tam anlamiyla aydinlatilmis degildir

(63).
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inflamatuar Mikrogevre

Sitokinler
t Biiyiime Faktorleri
Metalloproteinaziar (MMP)

Timér liskili Pro-Anjigenik Faktérler

Fibroblatlar =

bbb —

Ekstraseliiler Kemokinler

Matriks l Hicresel Adhezyon Molekiilleri
Migrasyon
invazyon

Sekil 2.7: Tiimor mikrogevresi ve tiimor biiylimesindeki rolii (63).

2.5. TUMOR SUPRESSOR GEN ve ONKOGENLER
Kanser, hiicre proliferasyonunu diizenleyen genlerin islevinin bozulmasindan
kaynaklanir. Kanser genleri arastirilmasinda iki diizenleyici gen kesfedilmistir bunlar

timor siipressor gen ve onkogenler olarak adlandirilir (64).

Hayvan kanserlerine neden olan retroviriisler, biiyliimeyi tesvik eden ve sinyalleri
kodlayan onkogenleri icerir. Bu retroviriisler nadiren insan kanserine neden olur, ancak
onkogenlerin incelenmesi ve bir¢ok insan kanseri geninin tanimlanmasina izin verir. Bu
genler, bliylime faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri, sitoplazmik proteinler ve niikleer

proteinleri kodlar (64).

Onkogen diye adlandirilan genler timor olusumunda temel bir rol oynamaktadir (65).
Normal sartlarda, genetik degisimlerin gozlenmedigi durumlarda bu yapilara proto-
onkogenler ad1 verilir. Fonksiyonel degisiklige neden olan mutasyonlarin gézlenmesi
durumunda ise onkogen olarak adlandirilirlar ve asir1 hiicre ¢ogalmasina neden olurlar.

Onkogenler dominant karakterde hareket etme egilimindedirler. Bu nedenle, anne ve
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babadan gelen allellerden sadece bir tanesinde dahi mutasyon olusmasi hiicrenin asiri

cogalmasi ve buna bagli olarak kanser gelismesi i¢in yeterlidir (67).

Onkogenler, proto-onkogenler farkli yollarla aktive olabilirler. Bu aktivasyon; yapisal
olarak degisiklige ugramamis fonksiyonel bir proteinin kantitatif (nicel) olarak artmis
tiretimi ile meydana gelebilir. Diger aktivasyon mekanizmasi ise protein iiretiminde
artisgin goriilmedigi kalitatif (nitel) degisikliklerdir. Bu mekanizmada; bir mutasyon
sonucunda modifiye bir proteinin iiretilmesi veya kromozomal bir degisiklik sonucunda
meydana gelen kimerik bir gen tarafindan iiretilen yeni bir protein etken olabilir. Bu

degisiklikler dominant karakterde olup bir genin sadece tek allelinde gozlenir (67).
Onkogenlerde degisiklige sebep olan etkenler;

» Nokta mutasyon,
» Amplifikasyon artis1 (overekspresyon),
» Gen aktivasyonu,

» Gen flizyonu (yeni kimerik gen) olarak siralanbilir.

Tiimo6r olusumunu Onleyen genler de vardir. Bunlar tiimdr inhibitér ya da supresor
genlerdir. Benzetme yapacak olursak, onkogenler gaz pedali ise timor supresor genler
frendir (65).

TSG’leri onkogenlerden ayiran en 6nemli 6zelliklerden birisi ¢ekinik karakterli hareket
etmeleri olup bu ozellikleri baz1 klinik tablolarin ortaya ¢ikmasimna neden olur.
Onkogenler ise tek bir mutasyon sonrasinda kansere neden olduklar1 i¢in yasam igerisinde
somatik hiicrelerde meydana gelen degisiklikler neticesinde hastalik gozlenir ve iireme
hiicreleri ile sonraki nesillere aktarilmazlar. TSG’lerin inaktivasyonu i¢in gerekli olan iki
degisiklik yasam igerisinde arka arkaya kazanilabildigi gibi bir tanesi nesiller boyu
aktarilarak bu kisilerde kanser predispozisyonuna ve ailesel kanser sendromlarinin

gbzlenmesine neden olabilirler (66).

TSG’ler igerisinde yer alan bazi genetik yapilar ve bunlarin etkileri klasik ¢ift vurus
hipotezi ile agiklanamamaktadir. Ozellikle; retinoblastomaya neden olan RB geni ile NF1

ve PTCH1 genleri farkli mekanizmalar ile kanser gelisimine neden olabilmektedir (66).

Gilintimiizde; kanser gelisiminde rol olan TSG’lerin inaktivasyonuna neden olan farkli

mekanizmalar ortaya konmustur (66).
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Bunlar;

» Nokta mutasyon,
» Heterozigosite kaybi (LOH),
» Metilasyon artisidir (66).

2.6. RAS GEN AILESI ve TARIHI

Sarkoma virlisii, 1916 yilinda Peyton Rous tarafindan bulunmustur. Bu viriis
arastirmacinin adi ile Rous Sarkoma Virlisii (RSV) olarak adlandirilmistir. Peyton Rous
tarafindan yapilan arastirmada tavuklardan elde edilen tiimor ekstrelerinin saglikli
tavuklardaki ¢esitli dokulara enjekte edildiklerinde kanser olusumuna yol agtiklari
gosterilmistir. 1970 ve 1980°lerde yapilan aragtirmalar sigan kaynakli Harvey ve Kirsten
kemirgen sarkoma retroviriislerinin Ras (rat sarkoma viriisii) olarak adlandirilan ortak
baz1 genlerin aktivasyonu sonucunda kanser patojenezine yol actiklarini gostermistir. Bu
caligsmalar1 takiben, bazi viral genlerin homologlarinin fare ve insan hiicrelerinde de
bulundugu anlasilmis ve homologlar H-Ras (Harvey viriisii Ras) ve K-ras (Kirsten viriisii

Ras) olarak adlandirilmislardir (45).

Ras’in kokeni retroviriis arastirmalarina dayansada, 1982°de insan kanserlerinde
mutasyonel olarak aktive edilmis RAS genlerinin kesfedilmesi, Ras protein yapisini,
biyokimyasini ve biyolojisini anlamak i¢in yogun bir arastirma gayreti uyandirdi. Nihai
hedef, anti-Ras ilaglarini kanser tedavisi i¢in gelistirirken, Ras’tan elde edilen bulgular {i¢
genis bilim alaninin temelini atti. Bunlardan birincisi, kanserin kokenleri iizerine
molekiiler seviyeye yonelik ¢aligmalara odaklanmislardir ve kanserde mutasyona ugrayan
genlerin kesfedilmesidir. ikincisi, Ras’in sinyal iletimini kolaylastirdig1 biyokimyasal
mekanizmalarin aydinlatilmasi, normal bir hiicrenin ekstraselliiler sinyallere nasil tepki
verdigini anlatan birgok temel kavrami ortaya koymustur. Ugiincii olarak, Ras proteinleri,
ayni zamanda, tiim 6nemli hiicresel prosesleri diizenleyen ve biyolojide kii¢iik GTP
baglayict proteinlerin ¢ok yonlii roliinii saglayan kiicik GTPaz’larin biiylik bir

stiperfamilyanin tiyesi oldugu bulunmustur (50).

Bu ¢aligmalardan kisa siire sonra Ras genlerinin mutasyona ugramis alelleri akciger,
kolon, mesane kanseri hiicre hatlarinda tespit edilmis ve Ras’in onkogenik aktivitesine

dair ilk ipuglar1 elde edilmistir (46, 47). 11k olarak akciger kanseri drneklerinde de aktif
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Ras mutant alellerine rastlanmasi, Ras aktivasyonunun sadece hiicre hatlarinda in vitro

olugmadiginin ilk kanit1 olmustur (48, 49).

Insan kanseri arastirmasinda "Ras" kesfinin etkisini gdsteren zaman ¢izelgesi ve onkojen
tarihiyle ilgili 6nemli olaylar, 1969 ve 2014 yillar1 arasinda yillik olarak yayinlanan yayin
sayilar1 sekil 2.8’de ayrintili olarak gosterilmistir (56).
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Sekil 2.8: "Insan + karsinogenez" ve "onkojen", "tiimor viriisii", "kanserojen", "ras" ve
"Kras / K-ras [/ ki-ras" veya "src" anahtar kelimeleriyle 1969 ve 2014 yillar1 arasinda
yillik olarak yayilanan yayin sayisi tablolastirilmistir. Kras / K-ras / ki-ras igin olan
sayilar Kras, K-ras veya ki-ras i¢in ayri olarak sayilmistir, ancak ortiisen yayinlar sadece
bir kez sayilmustir. Sayilar Insan Genom Isimlendirme Komitesinde (HGNC)
giincellenmis 2005 de tablo haline getirilmistir KRAS2 (c-Ki- ras 2) i¢in gen sembolii
KRAS. Yayin Sayilar1 Temmuz 2015°te PubMed veritabanina (NCBI, NIH) dayanilarak
say1lmistir (56).

2.6.1. RAS’in Molekiiler Mekanizmasi

RAS yolagi hem insan hem de deneysel olarak uyarilmis hayvan tiimdorlerinde en yaygin
goriilen onkojenik degisikliklerden biridir (51). RAS proteinleri, aktif GTP’ye bagh ve
inaktif GDP’ye baglh formlar arasinda dongii olusturan ve hiicre zari i¢inde baslatilan

sinyal transdiiksiyonlar1 i¢in molekiiler anahtarlar olarak islev goren kiicik G
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proteinlerdir (52). Ras proteinleri, kiitlelerine (yaklasik 21 kD) ve enzimatik aktivitelerine

bakilarak kiigiik GTPaz’lar olarak adlandirilmislardir (55).

Sitosolde sentezlenen RAS proteinleri, farkli membran reseptorleri ile etkilesimde
bulunan plazma membraninin i¢ yapragina aktarilir. Ras protein ailesinden olan kiiciik
GTPaz’lar; hiicre ¢ogalmasini, hiicre farklilagmasini ve hayatta kalmasini, hiicre dongiisii
ilerlemesi, biiyiime, goc, hiicre iskeleti degisiklikleri, apoptozis, yaslanma ve gen
ifadesini diizenleyen sinyal aglarmin temel bilesenleridir (52, 53). Insan tiimérlerinde
sikca bulunan H-ras, N-ras veya K-ras genlerinin kanserojen mutasyonlari, bu sinyal
yolaklarinin normal sonucunu dengelemekte ve bdylece tiimor gelisimine yol agmaktadir

(53).

Tiim Ras ailesi proteinleri guanin niikleotidlerini baglamak ve hidroliz etmek i¢in ortak
molekiiler yap1 ve ortak bir yetenege sahiptirler. Ras proteinleri aktif (GTP bagl) ve
inaktif GDP (bagli) formlar1 arasinda siirekli gidip gelirler. Proteinlerin (GAP)negatif
islevsel etkilesim ve (GEF) pozitif etkilesimden sorumlu hiicresel diizenleyicileridir. Bu
proteinlerin ikili davranig 6zellikleri, hiicre dis1 sinyallerin hiicrelere transdiiksiyonuyla
ilgili genis bir sinyalleme siire¢ yelpazesinde molekiiler anahtarlar olarak islev

gormelerini saglar (Sekil 2.9) (54).
Ras’1in aktivasyon mekanizmasi,

I.  Ras ailesi proteinleri GTP bagli veya GDP bagli formlar ile, iki konformasyon
arasinda gidip gelerek hiicre igerisindeki cesitli proteinleri etkiler ve onlarin da
konformasyonlarinin degismesine ve fosforilenmelerine yol agarak hiicre igi
sinyal iletimini tetiklerler.

Il.  Ras’in baglanan GTP’yi hidrolizinden sonra, proteine bagli kalan GDP’nin
uzaklastirllmasi i¢in Guanin Degisim Faktorlerine (GEF; Guanine Exchange
Factor) ihtiyag vardir. GEF proteinleri Ras-GDP ile etkilesir ve GDP’nin
proteinden uzaklasarak, Ras’in hiicre i¢i derisimi daha fazla olan GTP’yi
baglayabilmesine olanak tanirlar.

1. Baglanan GTP Ras’in igsel GTPaz aktivitesi ile ve bunun yani sira, Ras’a
baglanan GTPaz Aktive edici Proteinler’in (GAP) etkisi ile hidrolize ugrar.

IV.  Ras’in GTP bagh konformasyonu, bu proteinin baglandigi sinyal iletiminin daha

alt basamaginda bulunan molekiillerin (efektorlerin) de konformasyonel
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degisiklik gecirmelerine ve fosforillenerek sinyal iletimine katilmalarina yol agar

(55).
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Sekil 2. 9: Ras ailesi G-proteinlerin islevsel dongiileri. Semada mavi renk ile isaretlenmis
G-proteinler GTP (kirmiz1) bagl olduklar1 durumda etkindirler ve bu hallerde hiicre i¢i
etkileri ortaya cikar. Sekilde eflatun ile gdsterilmekte olan GAP’lar GTP-bagli Ras ailesi
G-proteinleri ile etkileserek GTP hidrolizini tetiklerler ve gamma fosfatin (mor yuvarlak)
uzaklagsarak GTP nin GDP’ye (yesil) doniisiimiinii saglarlar. Bu hallerde, GDP-bagli G-
protein etkisini kaybeder ve sinyal iletim sistemi “kapali” konuma gelir. Semada sar1
renkli altigen ile gosterilen GEF’ler ise G-proteine baghh kalmis olan GDP’nin
uzaklagarak yerine GTP baglanmasini saglayarak sistemi yeniden etkin konuma getirirler
ve sinyal iletiminin yeniden “a¢ik” hale gelmesini saglarlar (55).

2.6.2. Ras/Raf/ MEK /ERK Sinyal Iletim Yolu ve Kanser

Insan tiimérlerinin %30’unda Ras / Raf / MEK / ERK yolunun asir1 aktivasyonu sz
konusudur. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile uyumludur. Mutant Ras
proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalirlar; bu nedenle, hiicrenin kontrolsiiz

uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar (74).

Hormonlar, biiyiime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve tiimor promoter maddeler bu
sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baglar ve sirasiyla Raf (=

MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler
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(Sekil 2.10). Ras ve Raf protoonkogendir. Ras proteinlerinin aktif hale gelmesi i¢in
translasyon sonras1 modifikasyondan (farnezilasyon) sonra membrana yerlesmesi
gerekir. Istirahat halindeki hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde bulunurlar.
Hiicrenin uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP baglanarak aktif konformasyona doniisiim
(Ras-GTP) tetiklenir. Ras aktivasyonu tersinir bir siirectir. Bu aktivasyonda rol oynayan
molekiiller, SOS (son of sevenless) ve Grb2 (growth-factor-receptor-bound protein 2)

adaptor proteinleridir. Bu sinyal yolunun efektdr molekiilleri, SOS iizerinde negatif

Uyan Biiyiime faktérleri Hiicresel stres
RTK i ¢ Hilcre membram
GTPaz Ras sitoplazma
MKKK Raf MEKK1,2,3,4,5
MKK MEK1/2 MKK4  + MKK7
MAPK ERK1/2 p38 JNK
¥ A\ Y
Transkripsiyon falddrieri ELK-1/2 ATF-2 c-JUN nikleus
Biyolcjik cevap Proliferasyon Apoptozis, bdyimenin durmasi,
Immiinclojik cevap, proliferasyon?

Sekil 2.10: MAPK ailesi ve sinyal iletimi. ATF: “Activating transcription factor”, ERK:
“Extracellular signal regulated kinase”, GTP:“Guanosine triphosphate”, JNK: “c-Jun N-
terminal kinase”, MAPK: “Mitogen-activated protein kinase”, MEK: “Mitogen
extracellular signal regulating kinase”, MEKK: “MAPK / ERK kinase kinase”, MKK:
“MAPK kinase”, MKKK: “MAPK kinase kinase”, p38: “p38 kinase”, RTK: “Receptor
tyrosine kinase” (74).

diizenleyici etki ile Ras aktivasyonunu sonlandirmaktadir. Aktive olan Ras proteinleri Raf
kinazlara yiiksek afinite ile baglanirlar ve Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesimini

ve aktivasyonunu saglarlar (74).
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2.6.3. RAS Efektorleri

2.6.3.1. RAF1

Ras efektorii olarak tanimlanan ilk proteindir (55). Kinazlar, {i¢ serin / treonin kinazdan
olusur, Ras-MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) sinyalleme kaskadinin bir
parcgasidir ve MEK’yi (MAPK / ERK) fosforile eder (76).

Memelilerde A-Raf, B-Raf ve Raf-1 olarak adlandirilmis ti¢ tane Raf izoformu vardir.
Aktif haldeki GTP-Ras, bir serin / treonin kinaz olan Rafl’in fosforillenmesine yol agar
ve MAPK / ERK (MEK) ile baglayarak ERK 1/2 ile devam eden ve E26-transkripsiyon
faktoriiniin (ETS) aktivasyonuna yol acan sinyal yolagmin fosforillenme selalesi ile
aktive olmasini tetikler. Kontrolsiiz olarak aktif hale gelen Raf-MEK-ERK sinyal
iletiminin kemirgen hiicre hatlarinin onkogenik transformasyonu i¢in yeterli oldugu ve

benzer bir bozulmanin insanda kanserlesmeye yol agtigi gosterilmistir (55).

2.6.3.2. PI-3 Kinaz

Rafl orneginde oldugu gibi, PI3-K aktivitesinin de Ras’a bagli onkogenik
transformasyon icin gerekli oldugu tanimlanmistir. Aynt zamanda Ras’in apoptozu
engelleyici etkilerinin de PI3-K proteininin AKT (ser / tir kinaz) / Protein Kinaz B ve bir
transkripsiyon faktorii olan NF-kB proteinleri lizerinden c¢alisan kontrollii hiicre 6liimii

(anoikis) karsit1 rolii ile aciklanmaktadir (55).

2.6.3.3. RalGDS

Once maya ikili-hibrid deneyleri, bunun ardindan da yapilan bagisik-¢okeltme deneyleri
ile, Ras benzeri (Raslike) bir GTPaz olan Ral’in aktivasyonuna yol agan bir niikleotid
degisim faktorii (RalGEF) olan RalGDS proteinininde Ras’1n efektdrleri arasinda oldugu
ortaya konulmustur. Buna ek olarak, bu proteinin homologlart Rgl ve Rlf’nin de Ras
efektorleri oldugu ve her ii¢ proteinin de (RalGDS, Rgl ve RIf) Ral {izerinde niikleotid
degisim etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ilging bir sekilde, Ral’1n insiilin ve epidermal
biiyiime faktorii (EGF) varhigindaki aktivasyonu, dominant-negatif Ras proteinleri
tarafindan inhibe edilmis ve bu sonu¢ Ral-RalGDS yolaginin Ras’in altinda calistigini
kanitlamistir (55).

2.6.34. TIAM-1

TIAM-1 proteininin de bir Ras efektorii oldugu Lambert ve arkadaglari tarafindan

belirlenmistir. TTAM-1 geni delesyona ugratilmig fareler Ras yolaginin aktivasyonu ile
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olusan deri kanseri tlirine dayanikli hale gelmis, bu sonu¢ da bahsedilen deri
kanserlerinin Ras aktivasyonu ile ortaya c¢ikabilmesi icin TIAM-1 proteinine ihtiyag
oldugunu, dolayisi ile TTAM-1’in Ras yolaginin bir pargasi olarak gorev yaptigini ortaya
cikarmustir (55).

2.6.3.5. AF-6, RIN1 ve RASSF

AF-6, RIN1 ve RASSF proteinleri Ras efektorleri olduklart gosterilmis olmakla beraber,
yukaridakilere kiyasla islevleri ile ilgili daha az bilimsel veriye erisilmis faktorlerdir. Bu
efektorlerden AF-6, mikrotiibiil ve aktin baglayici protein motifleri tagimaktadir ve hiicre

iskeleti ile etkileserek hiicrenin polaritesini belirlemektedir (55).

2.6.3.6. RASSF
RASSF proteinlerinin ise memelilerde MST1 ve MST2 ile etkileserek siklin-E (cyclin-E)
aktivitesini engelledigi ve hiicre dongiisiiniin durmasina ve apoptoza yol actigi

gosterilmistir (55).

RAS proteinleri ve GTPaz’larin hiicre farklilagsmasi, biiyiimesi, hiicre i¢i protein

taginmasi gibi birgok hiicresel islevi vardir (55).

Ras proteinlerini aktive eden baz1 mutasyonlarin GTP hidrolizini engelleyerek anormal
Ras-GTP formlarinin hiicre igerisinde birikmesine yol a¢tig1 ve bu yolla kontrol dis1 hiicre
cogalmasim tetikledigi bilinmektedir. Ras genlerinde aktivasyona yol acan bu tiir
mutasyonlar insanlarda tiim kanserlerin %30’unda goriilmekte ve Ras ailesi genlerinde
olusan mutasyonlarin siradis1 proliferasyon ve tiimdrlesmedeki onemli roliine dikkat

cekmektedir (55).

2.7. RASA2 GENI ve KANSERLE ILiSKiSI

RASA2 (RAS P21 Protein Aktivatorii 2) geni 24 ekzonlu 5614 bp biiyiikliigiinde 3q23
bolgesine yerlesmis 849 aminoasitten olusan bir gendir (ENST00000286364.7) (Sekil
2.11) (58). RASA2 ayrica GAP1M olarakta bilinir (68).

Chr 3
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Sekil 2.11: RASA2 gen lokusu
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Bu gen tarafindan kodlanan protein, GTPaz ile aktive edici proteinlerin GAP1 ailesinin
tiyesidir. Gen lriinii, normal RAS p21’in GTPaz aktivitesini uyarir, ancak onkojenik
karsiligin1 uyarmaz. Protein, RAS islevinin bir bastiricist olarak gorev yaparak, RAS
proteinlerinin zay1f intrinsik GTPaz aktivitesini arttirir. Bu durum aktif olmayan GDP’ye
bagli RAS formuyla sonuglanir. Bu da hiicresel proliferasyon ve farklilasmanin kontrol

edilmesini saglar (68).

RASA2 Ras-siklik AMP yolaginin 6nleyici regiilatoriidiir. Inositol tetrakisfosfati (IP4)
baglar (58). Inositol 1, 3, 4, 5-tetrakisfosfat (IP4), ikinci bir haberci olarak islev gordiigii
ileri siiriilen, her yerde bulunan bir inositol fosfattir (69). Inositol fosfatlar, ¢ok sayida
hiicresel fonksiyonda yer alan onemli sinyal molekiilleridir. Inositol 1, 3, 4, 5-
tetrakisfosfat (IP4), uyarilmig hiicrelerde Ins (1, 4, 5) P3’ten IP3 3-kinaz (Itpkb) ile
tiretilir. IP4, hiicre i¢i kalsiyumu harekete ge¢irmek icin IP3 ile birlikte hareket eder.
Bunlara ek olarak IP4, T hiicresi prekiirsor gelisimi ve tepki verme ve antijenlere timosit

reaktivitesinde rol oynar (71).

RASA2 ile iliskili hastaliklar Noonan Sendromu 1 ve ndrofibromatoz, Tip 2’yi igerir. Ilgili

yollar1 arasinda RET sinyalizasyon ve bagisiklik sistemi vardir (58).

Chen ve arkadaglarinin yaptiklari calismada NS’lu (Noonan sendromu) {i¢ bireyde RASA2
varyantlart tanimlanmistir (57). Mutasyona ugramis RASA2, MAP2K1 veya RIT1
allellerinin heterolog hiicrelerde ekspresyonu, NS patogenezinde rol oynayan RAS-ERK
yol aktivasyonunu artirmugtir (Sekil 2.12). iki hastada birden fazla hastaliga bagli varyant
goriilmiistiir. Dahasi, baslangicta NS’ye sahip oldugu diisiiniilen bir kisinin tanisi, bu
hastada saptanan bir NF1 missens mutasyonuna dayanilarak ndrofibromatoz tip 1’e revize
edilmistir. Bir bagka hastada, protein stabilitesinin azalmasina ve RAS-ERK
aktivasyonunu baskilama yeteneginin bozulmasina neden olan bir NF1 mutasyonu
saptanmistir. Bununla birlikte, bu hastanin NS benzeri bir fenotip gostermeye devam

ettigi goriilmiistiir (70).

Rand Arafeh ve arkadaslari tarafindan Melonoma kanseri ile yapilan aragtirmada RASA2
nin melonoma i¢in tiimor supresdr gen oldugu bildirilmistir. Melanom olan hastalarda
RASA2 geni ekspresyonu calisilmig ve gen ekspresyonun >%30°dan fazlasinin
kayboldugu goriilmiistiir. Ekspresyon kaybindaki artis hastalarin sag kalma oraninin

azalmasiyla iligkilendirilmistir. RASA2’deki fonksiyon kaybi mutasyonlarinin RAS
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aktivasyonunu etkiledigi ve melonama hiicresinin biiyiimesini ve gogiinii arttirdigi
bulunmustur. Bu bulgular, RASA2 inaktivasyonunun bir melonoma tetikleyicisi oldugunu

tanimliyor ve kanserde RasGAP’larin 6nemini vurguluyor (72).

plazma membram

Ei(apiller
maformasyon- ; RAS
larteriovenoz ‘ GDP

malformasyon @ \
Norofibroma: @ \
tozis tip 1
Noonan
f;s;::l;u &KRAS NRAS -\\RED RRAS )| sendromu
*
NFl-benzeri
sendrom Coklu
Lentijinli
cre BRAF )( RAF1 .
sendromu O NS
;
NS-benzeri
sendrom

}
P kil

Cekirdek

Sekil 2.12: Tlgili genlerin germline mutasyonlarini igeren RAS / MAPK kaskad: ve
bozukluklari. MAPK, mitojenle aktive protein kinaz; NF1, ndrofibromatoz tip 1; NS,
Noonan sendromu. 2013’ten beri rapor edilen olasi genleri gosterir (57).

Bu c¢alisma sonucunda melonom i¢in 6ncelikli genler nonsinonim mutasyon frekansina
gore siralanmistir (Tablo 2.2). Daha sonra nonsense ve gergeve kaymasi mutasyonlari
tespit edilmistir. Bu mutasyonlar tiim genom mutasyonlarinin %20’sini kapsamaktadir.
Bu da tiimor siipressor gen icin Onerilen bir esik degeri olugturmaktadir. Tablo 2.2°de
RASA2 geninin %5.4’linde mutasyona ugradigi ve mutasyonlarin %27’si fonksiyon
kaybina yol agan degisiklikler oldugu goriilmektedir. RASA2 geninde olusan mutasyonel
degisiklikler sekil 2.13’de gosterilmistir (72).
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Tablo 2.2: Melanom i¢in dncelikli olarak tanimlanan genlerin en az %20’sinde
fonksiyon kayb1 mutasyonu vardir (72).

GEN Mutasyona ugramis tiimor Fonksiyon kaybina neden olan
yiizdesi mutasyonlarin yiizdesi
TP53 17.1 33.3
NF1 14.4 42.0
ARID2 12.6 53.0
CDKNZ2A 12.4 57.6
PTEN 8.8 44.4
SETD2 5.4 32.4
RASA2 5.4 27.3
wg  Lafeg @ - *fmﬁ% g2 &% w9 ol
Yv vvvwvw w v Vv vwvwy vI¥v  wvw vo v v
cz21 caz2 RasGAP PH ﬁzni;:r
BTK
25 122 158 273 356 550 604 705 707 743

Sekil 2.13: Insan RASA2 proteininde korunmus alanlar bloklar halinde gosterilmistir.
C2 alanu ilk tekrarlama (C2 1), C2 alan1 ikinci tekrar (C22), RAS GTPaz aktive edici
alan (RasGAP), Pleckstrin homology domain (PH) ve Bruton’un tirozin kinaz sisteini
zengin motifi (BTK). Somatik degisiklikler ok uglar1 ve amino asit degisiklikleri ile
temsil edilmektedir. Kirmizi tiggenler zararli degisiklikleri temsil eder. Alt1 ¢izili
degisiklikler iglevsel olarak degerlendirilmistir (72).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. HASTA ve KONTROL GRUBU

Calismaya dahil olan hastalar Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 AD
Medikal Onkoloji Bilim Dali ve Go6giis Cerrahisi AD tarafindan takip edilen akciger
kanseri 6n tanist ile 2010-2014 yillar1 arasinda opere olmus, Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Patoloji AD tarafindan patolojik 6rneklerde adenokarsinom tanisi almig
hastalardir. Calisma ncesi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurul onay1
alimmistir. Calismaya akciger adenokarsinomu tanisi almig, hem tiimér hem normal doku
iceren parafin bloklarina ulasabilen 40 hasta dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak aym
hastalarin tiimor icermeyen doku bloklar1 kullanilmistir. Toplam 80 6rnekten Tibbi
Patoloji AD’dan 5’er mikron kalinliginda kesitler alinip 2 ml’lik reaksiyon tiiplerine (her
bir 6rnek i¢in 3 tiip) konulmustur. Daha sonra bu doku kesitlerinden DNA ve RNA

izolasyonu yapilmistir. Sekil 3.1°de gosterilen ¢alisma planina gore islemler yapilmistir.

Formalinle SabitlenmigParafin Bloklara Gomiilii Doku Kesitleri

sanger Sekansi Caligmasi Ekspresyon Caligmasi
r gDNA izolasyonu Total RNA izolasyonu
GeniRASAZ) PZR | cDMA Sentezi .
7 |
PZR Fiirifikasyonu { &
Vi
F Sanger Sekans PZR | Preamplifikasyon T
7 |
Sekans Pirifikasyonu < 5
7
r Sekansi (3130 Genetic Real-Time PCR {(LightCycl
Analyzer ABI)

4
et N

Sekil 3.1: Calisma Planu.

G



3.2. VERI TOPLAMA ARACLARI

3.2.1.

YV V. V V V V V V VY

vV Vv

vV V.V V V VY

3.2.2.

Kullanilan Cihaz ve Aletler

Buzdolab1

Derin Dondurucu

Derin Dondurucu
Mikropipet seti

Mini Santriftij / Vorteks
Vorteks

3130 Genetic Analyzer Cihaz1
Distile su cihazi

PZR cihazi (Thermal cycler)
Biosystems)

PZR cihaz1 (Thermal cycler)
Real Time PZR cihaz
GmbH)

Spektrofotometre
Termomikser cihazi
Termomikser cihazi

Blok 1sitict

Plate snatrifiij cihazi

Santrifiij cihaz1
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(+4 °C Hotpoint Ariston)

(-20 °C Beko)

(-80 °C Sanyo)

(0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 ul)
(Combi—Spin FVL-2400N - Biosan)
(Heidolph Reax Top)

(Applied Biosystems - HITACHI)
(Millipore Direct-Q 3 with UV)
(GeneAmp® PZR System 9700 - Applied

(T100™ Thermal Cycler - Bio-Rad)
(LightCycler 480 Il - Roche Diagnostics

(Thermo Scientific NanoDrop 2000)
(Eppendorf ThermoMixer C)
(T-Shaker - EuroClone)

(HLC)

(Centrifuge PerfectSpin P, Peqglab)
(Micro 200R Hettich Zentrifugen)

Formalin fle Fikse Parafine Gomiilii Dokulardan RNA izolasyonu ve

Ekspresyon Calismasinda Kullanilan Sarf Malzemeler

Formalin ile fikse parafine gomiilii dokulardan RNA izolasyon kiti
o High Pure FFPET RNA lIsolation Kit (Roche)

cDNA sentez kiti

o Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche)
Ilgili genlere gore dizayn edilmis primerler ve problar

o RealTime ready Catalog Assays (Roche)

o RealTime ready Designer Assays (Roche)
Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Prob master miks

o LightCycler 480 Probes Master (Roche)
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LightCycler 480 cihazi ile uyumlu plate
o LightCycler 480 Multiwell Plate 96 (Roche)

Formalin ile Fikse Parafine Gomiilii Dokulardan DNA izolasyon ve Dizi

Analiz Cahsmasinda Kullanilan Sarf Malzemeler

Formalin ile fikse parafine gomiilii dokulardan bisiilfitlenmis DNA izolasyonukiti
o QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen)
RASA2 geninin 2’inci, 10’uncu, 11’inci, 12’inci, 15’inci ekzon bdlgelerini
sentezleyen primerler
o Sentromer DNA Teknolojileri
PZR’da kullanilan malzemeler
o Master mix (GML)
o Taqg Polimeraz (GML)
o Distile Su (GML)
o Enhancer (GML)
Piirifikasyon i¢in kullanilacak malzemeler
o ExoSAP (GML)
o Sephadex + Sephadex Column (GML)
Sanger Sekans ile dizileme oncesi kullanilacak kimyasal malzemeler
o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
3130 Genetic Analyzer cihazi ile uyumlu plate
o MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems)
o Plate Septa 96-Well (Applied Biosystems)

3.3. YONTEMLER

3.3.1.

Ekspresyon Calismasi

3.3.1.1. Real-Time PZR (Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu / Kantitatif

PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) oligoniikleotid primerler kullanarak DNA’nin

ilgilendigimiz bolgesinin in vitro ortamda ¢ok sayida kopyasini olusturmaya yarayan

reaksiyonlar biitiiniidiir. PZR yontemi denatiirasyon (tek iplikli DNA doniisiimii),

baglanma (annealing - primerlerin DNA’ya baglanmasi) ve uzama (DNA polimeraz

sayesinde yeni DNA ipliginin olugmasi) asamalarindan olusan tekrarlayan termal dongii

temeline dayanmaktadir. Konvansiyonel PZR’da iirtinler ancak PZR islemi sonlandiktan
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sonra degerlendirilebilir. Real-Time PZR’da ise diziye spesifik ya da diziden bagimsiz

floresan problar ve boyalar kullanilarak PZR ¢ogaltimi ger¢ek zamanli olarak gézlemlenir

(73).

Real-Time PZR’da iki farkli ¢alisma prensibi vardir. Bunlardan ilki diziye 6zgii olmayan
belirleme yontemidir. Bu yontemde “SYBR Green I’ gibi DNA’nin ¢ift iplikli haline
baglanan floresan boyalar kullanilir. Ortamda ¢ift iplikli DNA miktar1 arttik¢a 151ma da
dogru orantili olarak artar. Diger yontemde ise diziye 6zgii problar kullanilir. Bu problar
Real-Time PZR cihazlar1 tarafindan saptanabilecek florofor igerirler ve DNA’daki
spesifik bolgesine baglanirlar. Cok farkli sekillerde tasarlanmis problar bulunmaktadir.
Bunlar; hidroliz (TagMan) problari, molekiiler beacon, hibridizasyon problari, LightUp
prob, scorpion prob ve single problardir (73).

1. Komponentler

L

T Fiob Reverse Primer
Forward Primer @T‘rmwﬂ-fi Q i
FAM boyasi (Raportér) Quencer (Ortiict) N

5‘ .

Z DNA kalibi :3

3 S
2. Denatlirasyon ve Baglanma . o3

RTINS
DNA Prob Reverse Primer
S— polimeraz )

Forward Primer

3 5

3. Polimerizasyon ve Sinyal Uretimi 5\;‘”’”""'"""'"‘""'n“n“u‘“'"’”““*? 3
LLARRRRRRARER c

Reverse Primer

.

Forward Pnmer ’ﬁf;’
|
JULLEENECEE R EEEEELEEEEy ey r’rllll.llﬂ'lllﬂrrrrrrr

3 5

Sekil 3.2: Real-Time PZR’da hidroliz problarinin ¢alisma prensibi.

Calismamizda FAM ile etiketlenmis, kilitli niikleik asit (LNA / locked nucleic acid)
iceren hidroliz problari (Roche RealTime ready Catalog / Designer Assays)
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kullanilmistir. Hidroliz problarinin 5’ ucunda bir raportér (R) florofor (6r. FAM), 3’
ucunda ise floroforun yaydigi 15181 baskilayan (Quencer / Q) bir boya (6r. TAMRA)
bulunur. Prob PZR’1n baglanma asamasinda hedef dizisine baglanir. Uzama asamasinda
Taq DNA polimeraz proba ulastiginda 5’ekzontiikleaz aktivitesi gosterir ve probu 5’ ugtan
yikmaya baglar. Boylece baskilayici boyadan kurtulan raportdr floroforun igimasi tespit
edilir (Sekil 3.2). Her dongiide iiretilen amplikon miktarina bagli olarak cihaz tarafindan

tespit edilen sinyal siddeti de artar (73).

PZR amplifikasyon egrilerinde eksponansiyel, lineer ve plato fazi olmak tizere 3 safha
gozlenir (Sekil 3.3). Eksponansiyel fazda reaksiyon verimi tamdir, tiriinler geometrik
olarak artar. Real-Time PZR’da degerlendirmeler bu fazda yapilir. Lineer fazda reaksiyon
bilesenleri tilkenmeye baglar ve reaksiyon yavaslar. Plato fazinda ise reaktifler artik
tikenmistir, iriin yapimmi durur. Real-Time PZR’da pozitif reaksiyon floresan
sinyallerinin birikimi ile saptanir. Ct (Cycle threshold / Esik dongii) degeri bu floresan
sinyallerin esik seviyeyi astig1 dongii sayisidir. Ct degeri ile hedef niikleik asit miktari
arasinda ters orant1 vardir. Diisiik Ct degerleri 6rnekte daha yiiksek miktardaki hedef

niikleik asit varligini ifade eder (73).

A

Plato fazi

Lineer faz

PCR Urlnd miktan

Eksponansiyel faz
Esik cizgisi

>

ct  Dongu sayisi

Sekil 3.3: Real-Time PZR’da amplifikasyon egrisi ve fazlar.
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3.3.1.2. Formalin Ile Fikse Parafine Gomiilii Doku Kesitlerinden RNA izolasyonu
Doku kesitlerinden RNA izolasyonu i¢in High Pure FFPET RNA Isolation Kiti (Ref#
06650775001 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanildi. Asagidaki

islemler sirastyla uygulandi.

3.3.1.2.1. Deparafinizasyon islemi

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Her bir &rnek i¢in 1.5 m1’lik reaksiyon tiipiine 5 um kalinliktaki yaklasik 200 mm?
alana sahip parafinli doku kesiti koyuldu.

800 pl ksilen eklenip kisa araliklarla vortekslendi

400 pl %100°lik etanol eklenip kisa vorteks yapildi.

16000 x g hizinda 2 dakika santrifiij yapildi.

Pellet dagitilmadan siipernatant atildi.

1000 pul %100°liik etanol eklenip kisa vorteks yapildi.

16000 x g hizinda 2 dakika santrifiij yapildi.

Pellet dagitilmadan siipernatant atildi.

Kalan etanol kalintilarinda kurtulmak icin tiipler 55°C’de 10 dakika (gerekirse 20
dakika) kapagi agik bir sekilde bekletildi.

3.3.1.2.2. RNA izolasyon islemi

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)

Deparafinizasyon asamasi sonucunda elde edilen pellete asagidaki maddeler
sirayla ya da tiglinden bir karigim elde edilerek eklendi.
a. 100 pl RNA tissue lysis buffer
b. 16 ul %10’luk SDS (sodyum dodesil siilfat)
C. 40 pl Proteinaz K
Vortekslendi. Kisa santrifiij yapildu.
30 dakika 85°C’de inkiibe edildi. Bu sirada 600 rpm’de calkaland.
Kisa santrifiij yapildi. 55°C’nin altina soguyana kadar beklendi.
80 ul Proteinaz K eklendi. Vortekslendi. Kisa santrifiij yapildi.
55°C"de 30 dakika bekletildi. Bu sirada 600 rpm’de calkalandi.
Karisimin igerisine;
a. 325 ul RNA binding buffer
b. 325 ul %100°lik etanol eklendi. Sirasiyla kisa vorteks ve kisa santrifiij
yapild.
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8) Toplama tiipiine filtre tiipii yerlestirildi. Hazirlanan karisim filtre tiipiiniin i¢ine
alind1 (yaklasik 900 pl).

9) 30 sn 6000 x g’de santrifiij yapildi.

10) Toplama tiipti degistirildi. 16000 x g’de 2 dakika santrifiij yapildi.

11) Toplama tiipii degistirildi. 100 ul DNase working solution eklendi. 15°C — 25°C
arasinda 15 dakika bekletildi.

12) 500 ul wash buffer 1 eklenip 6000 x g’de 20 saniye santrifiij yapildi. Toplama
tiiptindeki s1vi atildi.

13) 500 ul wash buffer 2 eklenip 6000 x g’de 20 saniye santriflij yapildi. Toplama
tiipiindeki s1v1 atildi. (Bu asama 2 defa yapildi.)

14) Higbir ekleme yapilmadan 16000 x g’de 2 dakika santrifiij yapildi.

15) Filtre tiipti 1.5 mI’lik tiipe yerlestirildi.

16) 30 ul RNA elution buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika bekletildi.

17) 6000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Filtre tiipti atildi.

18) RNA konsantrasyonunun ve safliginin tespit edilmesi i¢in NanoDrop 2000
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda 15181 sogurma (OD) 6l¢timii
yapildi. Kalitesi veya konsantrasyonu diisiik 6rneklerden tekrar RNA izolasyonu
yapild.

19) RNA’lar -80°C’de muhafaza edildi.

3.3.1.3. cDNA Sentez Islemi

-80°C’de muhafaza edilen RNA’lar cDNA sentezinde kullanildi. cDNA sentezi i¢in
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kiti (Ref# 05091284001, Roche
DiagnosticsGmbH, Mannheim, Almanya) kullanildi. Asagidaki islemler sirasiyla
uygulandi.

» RNA’lar final konsantrasyonlari 1 pg olacak sekilde tablo 3.1’de gosterildigi gibi
primer ve kalip RNA karisimi1 PZR tiiplerinde hazirland.

> Kalip - primer karisim tiipleri denatiirasyon i¢in 65°C’de 10 dakika bekletildi,
sonra tiipler hemen buz tizerine alinip sogutuldu.

» Kalip - primer karisimini igeren tiiplere revers transkripsiyon i¢in kalan bilegenler
tablo 3.2’deki miktarlarda eklendi.

> Tiipler PZR cihazina konuldu ve 10 dakika 29°C’de, 60 dakika 48°C’de inkiibe
edildi.
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Tablo 3.1: ¢cDNA sentezi igin kalip RNA ve primer karisimi (1 reaksiyon i¢in).

Bilesenler Hacim (1X) Final konsantrasyon

RNA Degisken 1pg

Random Hexamer Primer, 2 pnl 60 M

600 pmol/pl

PZR seviyesi su Degisken Toplam hacim 11.4 pl olacak kadar
Toplam hacim 11.4 pl

Tablo 3.2: Revers transkripsiyon karisimi bilesenleri.

Bilesenler Hacim (1X) Final konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity Reverse 4 nl 1x (8 mM MgCly)
Transcriptase Reaction Buffer, 5x conc.

Protector RNase Inhibitor, 40 U/ul 0,5 nl 20U
Deoxynucleotide Mix, 10 mM 2l 1mM

DTT 1l 5mM

Transcriptor High Fidelity 1,1 pl 10U

Reverse Transcriptase

Toplam hacim 8,6 nl

Final hacim 20 ul

> Devaminda revers transkriptaz enzimini inhibe etmek igin 5 dakika 85°C’de
inkiibe edildi.

> Inkiibasyon sonras1 érnekler derhal buz iizerine alind1 ve -20°C"de saklandh.

3.3.1.4. Preamplifikasyon islemi
Preamplifikasyon islemi i¢in RealTime ready cDNA Pre-Amp Master (Ref#
06720455001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanildi. Asagidaki

islemler sirastyla uygulandi.
» Ekspresyon primerleri 1:10 oraninda diliie edildi.

Tablo 3.3: Pre-Amp PZR reaksiyon karigimi.

Bilesenler Hacim (1X)

RealTime ready cDNA Pre-Amp 5ul

Master

Diliie edilmis primerler Her bir primer icin 1.4 pl

cDNA S5ul

PZR seviyesi su Toplam hacim 25 pl olacak kadar

Toplam hacim 25 ul
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» Tablo 3.3’e gore Pre-Amp PZR reaksiyon karisimi hazirlandi.
» Termal Cycler cihazi kullanilarak tablo 3.4’deki termal dongii kosullar
uygulandi.

Tablo 3.4: Preamplifikasyon i¢in termal dongii kosullari.

Basamaklar Sicakhik Siire
Ilk denatiirasyon 95°C 1dk

Preamplifikasyon 95°C 15 sn
(13 dongii) 60°C 4 dk

Soguma 4°C o0

» Preamplifikasyon islemi sonrasi tiriinler 1:40 oraninda diliie edilerek ekspresyon

analizi i¢in kullanima hazir hale geldi.

3.3.1.5. Real-Time PZR

Ekspresyon ¢alismas1 LightCycler 480 II (Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, Isvicre)
cihazi ile yapildi. Analizler LightCycler 480 Software (release 1.5.0 SP4) programu ile
yapildi. Her ornek iki defa calisildi. Her bir caligmada 2 adet negatif kontrol ve bir
kalibrator kullanildi.

Tablo 3.5: Ekspresyon ¢alismasinda kullanilan primer dizileri.

Gen Assay ID  Primer Dizisi
Forward:GATAAACTTGTTCCTTTTGCCACT

RS 123254 Reverse:GCCAGGGAATTTCCTCTAAAA
Forward: TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA

ACTB 143636 poverse: CGTGGATGCCACAGGACT

Calismada her bir gene 0Ozgii RealTime ready Catalog ve Designer Assays
(RocheDiagnostic GmbH, Mannheim, Almanya) primer-prob kitleri kullanilmistir.

Kullanilan primerlerin dizileri tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.6: LightCycler 480 Probes Master PZR karigimi.

Bilesenler Hacim (1X)
LightCycler 480 Probes Master 10 pl
RealTime ready Assays 4 ul

PZR seviyesi su 1l

Toplam hacim 15 pl
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» LightCycler 480 Probes Master kullanilarak tablo 3.6’ya gore Real-Time PZR
karigimi hazirlandi.

» Hazirlanan karisim 96°lik LightCycler 480 Multiwell Plate’in her bir kuyucuguna
15°er pl dagitilda.

» Preamplifikasyon sonrasi 1:40 oraninda diliie edilen cDNA’lar her bir kuyucuga
5’er pl eklendi.

» Multiwell Plate’in iizeri optik bantla sikica kapatildi.

A\

Plate perfect spin ile santrifiij yapildiktan sonra plate cihaza yiiklendi.
» LightCycler 480 Software agilarak tablo 3.7°deki programa gore calisma
baslatildi.

Tablo 3.7: Real-Time PZR termal cycler dongiisii (LightCycler 480).

]S););g:l Sicaklik  Siire ?)E?:;;k / artig-azahs hizi
Preinkiibasyon 1 95°C 10dk 4.4
95°C 10sn 4.4
Amplifikasyon 45 60°C 30sn 2.2
72°C 1sn 44
Soguma 1 4°C 30sn 2.2

3.3.2. Sanger Sekans Caliymasi

Sanger dizi analizinin giinlimiizde uygulanan sekli PZR siirecine normal niikleotidlerin
yani sira bunlarin anologlarmin da kullanilmasi ile rastlantisal olarak DNA zincir
uzamasinin inhibisyonu prensibine dayanir. Bu reaksiyonda kullanilan anologlar dideoksi
niikleotid trifosfatlardir (ddNTP). 2°, 3’dideoksi niikleotid trifosfatlarin (ddTTP, ddCTP,
ddGTP, ddATP) dNTP’lerden farkli deoksiriboz’un 3’ karbonunda hidroksil grubunun
bulunmamasidir. Bu nedenle normal dNTP ile yarisan ddNTP son baz olarak
eklendiginde zincirin uzamasi engellenmis olur. PZR sonucunda farkli uzunlukta DNA
tirlinleri ortaya ¢ikar. Reaksiyon {iriinli otomatize olmus DNA analiz cihazlarinda lazer
dedektoriine sahip bir kapiller elektroforez sisteminde yiiriitiilerek analiz edilir. Farkli
ddNTP molekiillerinin olusturdugu farkli renkteki floresan sinyal PZR siirecinde
sentezlenen {iriiniin boyunun islevi olarak dedektorden gecerken algilanir ve kaydedilir.
Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek sonuglar elektroferogram

olarak adlandirilan bir grafik seklinde bilgisayar ekranina aktarilir. Bu sekilde her bir



reaksiyonda yaklasik
gerceklestirilebilir (82).
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1000 b¢ wuzunlugunda DNA bolgesinin  dizi analizi

@ ddATP @ ddcTp @ ddGTP @ ddTTP
1. Herbiri farkh floresan boyal ddNTP ler
; C - - - N =
OA
&c n ™
C 1
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2. Dizileme reaksiyonlan 3. NTPl dizileme jeli
iceren kapilerler

=

Lazer

4. Saptama sistemi

Dedektir 5. Otomatik dizin ¢iktisi

Sekil 3.4: Otomatik Dna Dizileme. 1: Dideoksi niikleotid trifosfatlar, 2: Reaksiyon
iriind, 3: Jelli kapillerler, 4: Dedektor sistemi, 5: Elektroferogram kaydi (77).

3.3.2.1. Formalin ile Fikse Parafine Gomiilii Doku Kesitlerinden gDNA

Izolasyonu

Doku kesitlerinden gDNA izolasyonu i¢in QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) (Cat. No.
56404 Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi. Asagidaki islemler sirasiyla

uyguland (Sekil 3.5).

3.3.2.1.1. Deparafinizasyon islemi

1) Her bir érnek igin 2 mI’lik reaksiyon tiipiine 5 pm kalinliktaki yaklasik 200 mm?

alana sahip parafinli doku kesiti koyuldu.

2) 1500 pl ksilen eklenip kisa araliklarla vortekslendi.
3) Oda sicakliginda (15-25°C) 15000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi.

4) Pellet dagitilmadan siipernatant atildi.

5) 1000 ul ksilen eklenip kisa araliklarla vortekslendi.
6) Oda sicakliginda (15-25°C) 15000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi.
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— Sekil 3.5: QIAamp DNA FFPE Tissue prosediirii.




7)
8)
9)
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1500 pl %100°liik etanol eklenip kisa vorteks yapildi.
Oda sicaklhiginda (15-25°C) 15000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi.

Pellet dagitilmadan siipernatant atildi.

10) 1000 pul %100’lLik etanol eklenip kisa vorteks yapildi.
11) Oda sicakliginda (15-25°C) 15000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi.

12) Pellet dagitilmadan siipernatant atildi.
13) 750 ul %100’lik etanol eklenip kisa vorteks yapildi.
14) Oda sicakhiginda (15-25°C) 15000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi.

15) Pellet dagitilmadan siipernatant atildi.

16) Kalan etanol kalintilarindan kurtulmak igin tiipler 37°C’de 10 dakika (gerekirse

20 dakika) kapagi agik bir sekilde bekletildi.

3.3.2.1.2. DNA izolasyon Islemi

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

9)

Deparafinizasyon agamasi sonucunda elde edilen pellete 180 ul Buffer ATL ve 20
ul Proteinaz K eklenerek kisa vorteks ve spin yapildi.

56°C de 1 saat inkiibasyona birakildi (veya numune tamamen eriyene kadar).
Sonra tiiplerin kapaklar parafinlenerek 90°C de 1 saat inkiibasyona birakilda.
Kapaktaki olusan damlalar1 indirmek i¢in kisa bir santrifiij (spin) yapildi.
Orneklerin iizerine 200 ul Buffer AL eklenerek vorteksleme ile iyice karistirild
sonra lizerine 200 ul %100’liik etanol eklenerek vorteksleme ile iyice karistirildi.
Kapaktaki olusan damlalar1 indirmek i¢in kisa bir santrifiij yapildi.

Hazirlanan karisim QIAamp MinElute column tiipiiniin i¢ine alind1 (yaklasik
600 pl). Tiiplin agz1 kapatilarak 8000 rpm de 1 dk santrifiij yapildi. Sonra
toplama tiipti atilarak kolonlu tiip yeni toplama tiipiiniin igine konuldu.

QIAamp MinElutecolumn tiipiin iizerine 500 pl Buffer AW1 eklenip tiipiin agz1
kapatilarak 8000 rpm’de 1 dk santriflij yapildi. Sonra toplama tiipii atilarak
QlAamp MinElute column yeni toplama tiipiiniin i¢ine konuldu.

QlAamp MinElute column tiipiin iizerine 500 pul Buffer AW2 eklenip tiipiin agzi
kapatilarak 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Sonra toplama tiipli atilarak

QIlAamp MinElutecolumn yeni toplama tiipiiniin i¢ine konuldu.

10) Sonra 14000 rpm’de 3 dk santrifiij yapilarak membran tamamen kurutuldu.

11) QIAamp MinElute column tiip 1.5 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirildi.
12) 50 ul Buffer ATE eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
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13) 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. QIAamp MinElute column tiipii atildz.

14) DNA konsantrasyonunun ve safliginin tespit edilmesi ig¢in NanoDrop 2000
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda 15181 sogurma (OD) Slgiimii
yapildi. Kalitesi veya konsantrasyonu diistik 6rneklerden tekrar DNA izolasyonu
yapildi.

15) DNA’lar -80°C’de muhafaza edildi.

3.3.2.2. PZR islemi

-80°C°de muhafaza edilen gDNA’lar RASA2 geninin gogaltilmasinda kullanildi. RASA2
geninin 2, 10, 11, 12 ve 15. ekzonlarnin amplifikasyonu i¢in PZR miksleri (GML) ve
RASA2 geninin 2, 10, 11, 12 ve 15. ekzonlarini sentezleyen primerler (sentromer-DNA
Teknolojileri, Isitinye / Istanbul) kullanild1 (Tablo 3.8). Asagidaki islemler sirasiyla
uygulandi.

» PZR islemi i¢cin GML PZR master mixleri kullanarak tablo 3.9’daki reaksiyon
karisimlar1 hazirlandi.

» Her bir ¢ift primer igin farkli hazirlanan karisimlar PZR tiiplerine 14.75’er pl
dagitilarak iizerlerine 1.5’er pl gDNA eklendi.

» Amplifikasyon i¢in optimize PZR kosullar1 tablo 3.10°da verilen termal cycler

programi ayarlandi ve PZR islemi gergeklestirildi.

Tablo 3.8: Amplifikasyon ve sekans primerleri.

Oligo No
70111A4322-10

Oligo Ad1
RASA2 seq 2 F

Baz Dizisi 5°-3’

CAT TAA TAT GTT CTT TCA GAT TGA
AGT

TTC TCAGCACAACTCTGC ACT

TGT AAT ATC TAT GCT TTT TGT TTC
CTG

70111A4322-1
70111A4322-2

RASA2 seq 2 R
RASA2 seq_10 F

70111A4322-3 RASA2_seq_10_R CTGTTC AAT CAC TAG CCT GTA AAA
70111A4322-4 RASA2_seq_11_F AAG GATATG ATT TAACAC GAA ACG
70111A4322-5 RASA2_seq_11_ R AAG GTAGGT GAATACTGT TTG ATA

70111A4322-6

70111A4322-7

70111A4322-9
70111A4322-8

RASA2 seq 12 F
RASA2_seq_12 R

RASA2_seq_15 F
RASA2 seq 15 R

GC

GCAAGC TTT TAA ATA AAT GGT AAA
AAT

TTC TAA GTA GTC TGA CAA AAT GAA
AAT

TCT TCT TGC AGG TGA GGA AAG
CCCCTTTGT ACT CAT CACCA
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Tablo 3.9: PZR reaksiyon karigimi.

GML PZR Mix 7.5 ul
GML Tagq. Pol. (5U/uL) 0.25 ul
RASA2- 2, 10, 11, 12 ve 15. Forward Primerler (0,5uM) 1.5 ul
RASA2- 2, 10, 11, 12 ve 15. Reverse Primerler (0,5uM) 1.5 ul
GML Enhancing Buffer 3ul
GML Distilled Water 1 ul

Tablo 3.10: Termal cycler programi (GeneAmp® PZR System 9700 - Applied

Biosystems).

>

95°C 10 dk
95°C 40 sn
55°C 1dk
72°C 50 sn
72°C 7 dk
4°C o0

Amplifikasyonu belirlemek i¢in %2’lik agaroz jelde 120 voltta 45 dk. yiriitiildii
ve yaklasik 700 bp biiyiikliigiinde bantlar elde edildi.

3.3.2.3. PZR Piirifikasyon Islemi

Her bir ¢ift Primer i¢in PZR tiipleri hazirlandu.

Hazirlanan PZR tiiplerine 2’ser ul GML ExoSAP enzimi eklendi.

Amplifiye olmus PZR iirlinlerinden her bir tiipe 5 ul eklendi.

Kisa bir vorteks yapildi ardindan kisa bir santrifiij yapildi.

Son hacim 7 pl olacak sekilde tablo 3.11°deki termal cycler programi uygulanarak
pirifikasyon iglemi gerceklestirildi.

Tablo 3.11: PZR piirifikasyon termal cycler programi.

37°C 30 dk
80°C 15 dk
4°C 0
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3.3.2.4. Sanger Sekans PZR Islemi

» Sekanslama reaksiyon karigsimi (Tablo 3.12 ve Tablo 3.13) ve her PZR iiriinii i¢in

iki tiip hazirland1 (Forward ve Reverse).

Tablo 3.12: Forward primeri i¢in sekans reaksiyonu.

Bilesenler Hacim (1X)
BigDye Terminator Mix 2 ul
Sequencing Buffer 2 ul
Sequencing Forward Primer 2 ul
GML Distilled Water 2 ul
Toplam 8 ul

Tablo 3.13: Reverse primerleri i¢in sekans reaksiyonu.

Bilesenler Hacim (1X)
BigDye Terminator Mix 2 ul
Sequencing Buffer 2 ul
Sequencing Reverse Primer 2 ul
Distilled Water 2 ul
Toplam 8 ul
» Hazirlanan PZR tiiplerine 8’er pl sekansla reaksiyon karisimlarindan dagitildi.
> Uzerlerine piirifikasyon olmus PZR iiriinlerinden 2’ser ul eklendi.
» Kisa bir vorteks yapildi ardindan kisa bir santrifiij yapildi.
» Son hacim 10 ul olacak sekilde tablo 3.14’deki termal cycler programi
uygulanarak sanger sekans PZR gergeklestirildi.
Tablo 3.14: Sanger sekans PZR igin termal cycler programi.
Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Aktiflestirme 1 96°C 1dk
96°C 10 sn
Amplifikasyon 25 50°C 1sn
60°C 4 dk
Sonlanma 1 4°C 0

3.3.2.5. Sekans Piirifikasyon islemi

» 1 grtoz Sefadeks 14 ml distile suda ¢ozdiiriilerek 30 dk boyunca iyice ¢alkalandi

ve vortekslendi.
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Sefadesk kolonlarin igerisine 750 ul dagitildi.

5200 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Olusan kristalimsi yapinin ¢atlamamasi igin
dikkatli bir sekilde santrifiijden alinarak kolonlu tiip yeni toplama tiipliniin
icerisine yerlestirildi.

Son hacim 10ul olan sanger sekans PZR {iriinlerini bu kristalimsi yapinin en ug
noktasina dikkatli bir sekilde konuldu.

5200 rpm’de 3 dk santrifiij yapildi. Kolonlu tiip uzaklastirilarak toplama tiipiiniin
icindeki piirifiye olmus iiriinii MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate
(Applied Biosystems) aktarildi. Uzeri 96-Well Plate Septa (Applied Biosystems)
ile kapatildi.

3.3.2.6. Genetic Analyzer Cihazina Yiikleme ve Yiiriitme Islemi

>

Piirifiye olmus {iriinii MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied
Biosystems) aktarildi ve tizeri 96-Well Plate Septa (Applied Biosystems) ile
kapatildi. Plate santrifiijii ile kisa stireli spin yapildu.

3130 Genetic Analyzer Cihazin (Applied Biosystems-HITACHI) Data Collection
acildi.

Plate Managerden yeni bir plate olusturuldu.

Plate olusturduktan sonra Orneklerimizin ismi kaydedildi ve ¢alismanin nereye
kaydedilecegi yeri ve uygun instrument protokolu secildi.

Cihazin tray diigmesine basildi. Tray geldikten sonra cihazin kapagi acilip
orneklerin oldugu plate tray’e yerlestirilerek kapak kapatildi.

Plate View’den olusturdugumuz plate segerek ¢aligma baglatildi.

Tablo 3.15’deki modiilii kullanarak yiiriitme islemi gerceklestirildi.

Tablo 3.15: 3130 Genetic Analyzer sekans yiiriitme modiilii

Applied Biosystems 3130/3130xl Genetic Analyzers with Data Collection
Software v1.1,v2.0, v3.0 or v3.1
Madde Ayarlar
Polimer POP7TM
Applied Biosystems 3XXX/3XXXxI

Running Buffer Running Buffer with EDTA

Kapiler array 36 cm.
Yiiriitme dosyasi RapidSeq36_ POP7_1
Mobility KB_3XXX_POP7_BDTv3.mob

Basecaller KB.bcp
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> SeqScape® Software 3 (Applied Biosystems) programi kullanilarak sekans analizi

yapild.

3.4. VERILERIN ANALIZi

3.4.1. Rolatif Kantitasyon
Rolatif kantitasyon yonteminde hedef genin konsantrasyonu bagka bir referans gene
oranlanarak hesaplanir. Rolatif kantitasyon yontemleri baslangic 6rnek miktarindan,

cDNA sentez verimliliginden ya da pipetleme hatalar1 gibi faktorlerinden etkilenmez.

Kullanilacak referans gen tiim hiicrelerde eksprese olan, hiicre canlilig1 i¢in gerekli, hiicre
icindeki degisimlerle ekspresyon diizeyi degismeyen 6zellikte olmalidir. Bu 6zellikteki
genlere “House Keeping Genler” de denir. GAPDH, ACTB (f-Actin), HPRT ve TBP
referans genlere Ornek olarak verilebilir. Rolatif kantitasyon yonteminde kullanilan
kalibrator sayesinde prob birlesimindeki farkliliklar, FRET verimi ya da boya eksitasyon

sabitleri gibi saptama farkliliklar1 diizeltilir.

Bu ¢alismada hedef gen olarak RASA2, referans gen olarak ACTB ile ¢alisildi. Biitiin
hastalarda her gen ayr1 ayri ¢alisildi. LightCycler 480 software programindan Ct degerleri

ve normalize degerler elde edildi.

Elde edilen CT degerlerini kullanarak 36 hastanin normal ve tiimorlii dokulari arasindaki
ekspresyon artis ve azalig miktarlarini belirlemek i¢in delta delta CT hesaplama yontemi

uygulandi.

3.4.2. Sekans Analizi

Delta delta CT’leri hesaplanan 6rnekler kalibrasyona gore en fazla artis ve azalis gdsteren
5’er 6rnegin hem tiimorlii hemde normal dokularindan DNA izolasyonu yapildi. Yapilan
DNA’lar yontemdeki RASA2 geni i¢in belirlenen ekzonlar sekanslandi. Sekanslanan
veriler SeqScape® Software 3 (SeqScape® Software 3 V3.0 For Windows 7, Build Id:
FC4, Applied Biosystems © 2012) programi kullanarak RASA2 geni i¢in NCBI tarafindan
belirlenen referans gen (NG_042187.1 RefSeq Gene) ile karsilagtirilarak degisimler tespit
edildi.

3.4.3. Istatistiksel Analiz
Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS Statistics for Windows, Version
22.0. Armonk, NY: IBM Corp. Released 2013) yazilimi ile yapildi. Verilerin normal
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dagilima uygunlugunun degerlendirilmesinde histogram, qq grafikleri ve Shapiro-Wilk
testi kullanildi. Verilerin dagilimi normal olmadigi i¢in normal ve tiimorli doku
arasindaki RASA2 ekspresyon istatistik analizi i¢in nonparametrik test olan Wilcoxon
signed ranks testi uygulandi. Degiskenler arasi iliski Pearson korelasyon analizi ile
degerlendirildi. Ozet istatistik olarak birim sayist (n), yiizde (%), ortalama ve standart

sapma degerleri verildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi kabul edildi.



4. BULGULAR

2010-2014 yillar1 arast iiniversitemizde akciger adenokarsinomu 6n tanisiyla opere olmus
ve Tibbi Patoloji AD’nda adenokarsinomu tanis1 alan 36 hastanin klinik bilgilerine, timor
ve normal doku bloklara ulasildi. Calismaya dahil olan 36 olgunun yas ortalamasi
60.89+8.815 idi. Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi; erkek 26 (%72.22), kadin 10
(%27.78) seklindeydi (Sekil 4.1). Karsilikli olarak eslesmeyen 4 (ayni hastanin timor
dokusunda Ct degerleri elde edilmis fakat normal dokuda elde edilememis ya da tam tersi

durumlarda) ornek istatistiksel analizden ¢ikarildi.

Cinsiyet

Kadin
27,78%

Erkek B Erkek

0,
12,22% B Kadin

Sekil 4.1: Hastalarin cinsiyete gore dagilimi.

Olgularin TNM evrelemesi IASLC TNM 7. versiyonuna gore yapildi. Buna gore
dagilimlari; Evre I: 31 (%58.4), Evre II: 10 (%27.8), Evre III: 4 (%11.1), Evre IV: 1
(%2.8) seklindeydi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Hastalarin evrelere gore dagilima.

Olgularin TNM evrelemesindeki T faktoriine (timor boyutu, tiimoriin komsu organ ve
yapilara invazyonuna) gore dagilimlary; T1: 15 (%41.7), T2: 16 (%44.4), T3: 5 (%13.9)
seklindeydi (Sekil 4.3).

T Faktoéri

20
15
6
10
5 9
0
T1 T2 T3

TlIA mT1B MT2A ET2B ET3

Sekil 4.3: Hastalarin TNM evrelemesindeki T faktdriine gore dagilimlart.

Vakalarmn lenf nodu tutulumuna gore dagilimlari; NO: 31 (%86.1), N1: 3 (%8.3), N2: 2
(%5.6) seklindeydi (Sekil 4.4).
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Lenf Nodu Tutulumu

ENO
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Sekil 4.4: Hastalarin lenf nodu tutulumuna gore dagilimlari.

4.1. EKSPRESYON ANALIZi BULGULARI
Calismada RASA2 hedef geni, referans gen olarak pS-Actin (ACTB) ile ¢alisildi.
LightCycler 480 software programindan Ct degerleri elde edildi, yine ayn1 programla /-
Actin’e gore rolatif kantitasyon yapildi. Tiimor dokularinda S-Actin geninin (Sekil 4.5),
RASA2 geninin (Sekil 4.6) ve hem referans hemde hedef genin Real-Time PZR
amplifikasyon egrileri sekil 4.7’de gosterilmistir.

Amplification Curves -

25981

23481

20981

18481

510)

> 15,981

13481

10981

Fluorescence (465

84814

5981

34814

03814

Cycles

Sekil 4.5: Tiimor dokularinda S-Actin geninin Real-Time PZR amplifikasyon egrileri.
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Sekil 4.6: Tiimor dokularinda RASA2 geninin Real-Time PZR amplifikasyon egrileri.
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Sekil 4.7: Tiimor dokularinda S-Actin ve RASA2 geninin Real-Time PZR amplifikasyon
egrileri.

Olgularin eslesmis normal ve timor dokularindaki RASA2 / f-Actin mRNA ekspresyon

seviyeleri nonparametrik test olan Wilcoxon signed ranks testi uygulanarak karsilastirildi.

Hastalarin timor dokularinda normal akciger dokularina gore istatistiksel olarak anlaml

bir ekspresyon farki saptanmadi (p>0.05). Sonuglar ortalama, standart sapma ve p degeri

ile gosterildi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: RASA2 geni normal ve tiimor doku ekspresyon karsilagtirmasi.

n Ortalama Standart Sapma p degeri
SEM
RASA2 normal 36 2,113363 0,3149599
RASA2 tiimor 36 3,299353 0,6326615 Ol (0,

Olgularm tiimor dokularindaki RASA2 / f-Actin mRNA ekspresyon diizeyleri ile timor
durumu / boyutu (TNM evrelemesindeki T faktorii) degiskenleri arasindaki iligkiyi
incelemek i¢in Pearson korelasyon analizi yapildi. Negatif korelasyon gosterdigi igin
anlamli derecede tiimor boyutu biiyiidilkge RASA2 / -Actin mRNA ekspresyonu azaldigi
tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.2, Sekil 4.8).

Tablo 4.2: Tiimor dokularindaki RASA2 / -Actin mRNA ekspresyon diizeyleri ile

timor durumu / boyutu (TNM evrelemesindeki T faktorii) degiskenleri arasindaki
Pearson korelasyon analizi.

Pearson Korelasyonu 1 -0,338

pdegeri 0,044 (p<0,05)

n 36 36

Pearson Korelasyonu ~ -0,338 1
(p<0,05)

m | 36 36

Pearson Korelasyonu

& B &
s

Tiimér dokularindaki RASA2{B-Actin mRNA ekspresyon
diizeyleri
=
-

Sekil 4.8: Tiimor dokularindaki RASA2/f-Actin mRNA ekspresyon diizeyleri ile timor
durumu / boyutu (TNM evrelemesindeki T faktorii) degiskenleri arasindaki iligki.
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4.2. SANGER SEKANS ANALIZI BULGULARI
Ekspresyon caligmasi sonrasinda delta delta CT’leri (Sekil 4.9) hesaplandi ve
kalibrasyona gore %55,55’inde (20/36) ortalamas1 0,6049+0,2324 ekspresyonun azaldigi
ve %44,44’unde (16/36) ortalamast 3,1897+2,3294 ekspresyonun arttig1 gézlemlendi.
Kalibrasyona gore en fazla artis ve azalig gosteren 5’er 6rnegin (Tablo 4.3) hem tiimorlii
hemde normal dokularindan DNA izolasyonu yapildi. Yapilan DNA’lar sanger sekans
yontemi ile RASA2 geninin 2, 10, 11, 12 ve 15. ekzon primerleri ile PZR yapilarak 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems-HITACHI) cihazinda yiiriitiildii ve SeqScape®
Software 3 (SeqScape® Software 3 V3.0 For Windows 7, Build Id: FC4, Applied
Biosystems © 2012) yazilimini kullanarak RASA2 geni i¢cin NCBI tarafindan belirlenen
referans gen (NG _042187.1 RefSeqGene) ile karsilastirildi. Degisimler tespit edilerek

normal ve timdrli dokudaki baz degisimleri incelendi.
AACt = ACt(RASAZyrmal — ACTByormat) — ACEH(RASA27s, o — ACT Brgmar)

Sekil 4.9: Delta delta CT formiilii.

Tablo 4.3: Fazla artis ve azalis gosteren orneklerin AACT degerleri.

|
0,133725542 20 0,94657903 Kontrol
0,271333672 29 3,444467439 10
0,273323233 42 3,779905063 28
0,289876443 36 3,818128823 7
0,398585187 39 5,268559857 1
0,94657903 Kontrol 10,80983922 2

Sonu¢ olarak normal ve tiimorli dokularda inceledigimiz ekzonlarda degisim

bulunamadi. Fakat intron kisimlarinda iki farkli degisim tespit edildi (Tablo 4.4).

€.1484-64T>A degisimi tiimorlii ve normal dokularda hem homozigot hem heterozigot
formda tespit edildi. Bu degisim daha dnceden tespit edilmis olup literatiirlerde yer

almaktadir (Sekil 4.10, Sekil 4,11).

€.864-98 A>G degisim homozigot formunda bulundu. Bulunan bu degisim kalibrasyona
gore en fazla artis gosteren bes 6rnegin bir drnegin tiimdrlii dokusunda tespit edildi ve
normal dokusunda bir degisim tespit edilmedi. Bu degisim daha 6nceden tespit edilmemis

olup literatiirlerde yer almamaktadir (Sekil 4.12).



TCTTTTCTATATTTTT

ATTTATCATCTTTGT

9881 L] 89901
EcttttctatatttCtEtmatttatcatc Lty
c L F Y I F||l* F I 1 F
TCTTTTCTATATTTTTERATTTATCATETTTOT Holmcr
CTTTTCTATATTTTTRRATTTATCATCTTTG
CTTTTCTATATTTTTRRATTTATCATCTTTG
Sekil 4.10: ¢.1484-64T>A degisimi homozigot formu
TCTTTTCTATATTTTTWAATTTATCATCTTTGT,
CEEER] CELE ] 89901
_Cttttct&t&ttttt aatttatcatctttgt1
c L F ¥ 1 F||* F 1 1 F %
TCTTTTCTATATTTTTE'ATTTATCATCTTTGTT Hedef gen

CTTTTCTATATTTTT

g A

CTTTTCTATATTTTT

o

TCTTTTCTATATTTTT
CTTTTCTATATTTTT

ATTTATCATCTTTG

61

i\

LATTTATCATCTTTG

W,

HAATTTATCATCTTTGT'

LA TTTATCATCTTTG

Sekil 4.11: ¢.1484-64T>A degisimi heterozigot formu
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TGTALATACTAAGTTGGCTTTTTTGGTTTAGT

3378l 3771 33781

gtaasatactaagttgacttttittggtttagt
C E T * v ] F F G L
TCTAAATACTAAGTTGI L TTTTTTGGTTTAGT HEdEfEEH
TLCT GTTGELTTTTTTGGTTTAGT

i

Sekil 4.12: ¢.864-98 A>G degisim homozigot formu

Tablo 4.4: Dizilemede bulunan degisimler.

A=0.1729/866
(1000 Genomes)

14. NM_006506.3: . . :
intron  c1484-64T>A  Heterozigot Imeronik 153732869 A~ 1399/4073
(TOPMED)
9 NM_006506.3: Homozigot Intronik Yok Bildirilmemis

intron .864-98A>G

Tespit edilen degisimler ensemble sitesinden RASA2 genine ait ENST00000286364.7

transkribe gore adlandirildi.



5. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri, 20. ylizyilin baslangicinda nadir goriilen bir hastalik iken, 1950 yilindan
itibaren siklig1 belirgin olarak artmistir (5). 2000 yilinda, diinyada tan1 koyulan akciger
kanserli olgu sayisinin 1.2 milyon oldugu ve akciger kanserli olgularin tiim kanserli
olgularin % 12.3’iinii olusturdugu rapor edilmistir (7). 2012 yilinda 1.8 milyon yeni
akciger kanseri vakasi oldugu tahmin edilmektedir. Bu rakam toplam kanser vakasinin
%12.9’unu olusturmaktadir (3). 2017 ABD kanser istatistiklerinin yaptig1 aragtirmaya
gore 2017 yilinda ABD de teshis edilecek yeni kanser sayisinin 1.688.780 olacagini ve
bunun giinde 4600°den fazla yeni kanser teshisine neden olacagi tahmin edilmektedir.

Ulkemiz i¢in yeni kanser sayis1 ise 160 bin civarmdadir (8, 44).

Akciger kanseri olusumunda en 6nemli etken sigara i¢imidir. Giinliik icilen sigara ve
sigara igilen yil ile kanser riski dogru orantili sekilde artmaktadir (10, 11). Sigara
dumaninda 4.000’den fazla kimyasal madde bulunmaktadir ve bunlardan en az 60 tanesi
kanserojen etki gostermektedir (13). Bunlar i¢inde en gii¢lii kanserojenler polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, N-nitrozaminler ve aromatik aminlerdir. Sigara dumanindaki
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), NNK gibi tiitiin karsinojenleri kansere sebep
olan kimyasallarin DNA’ya kovalent olarak baglanmasiyla olusan DNA katimlarina
neden olurlar. Tamir mekanizmalar1 bu DNA katimlarin1 ayirabilir veya zarar gérmiis
hiicreyi apoptozise gotiirebilir. DNA tamir mekanizmalar1 basarisiz olursa DNA
eklentileri kisa siirede mutasyonlara yol agabilir. NNK’lar, onkogen ve tiimor baskilayici
genlerin arasindaki dengeyi bozabilir ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve tiimdrogenez ile

sonuglanabilir (17).

Akciger kanserinde bir ¢ok faktorlerin yaninda genetik faktorlerde onemli bir etkene
sahiptir. Uzun siireli karsinojenlere maruz kalmak genetik yapida hasar olusturur ve hiicre
cogalmasini kontrol eden genlerde degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler; DNA

diizeyinde mutasyon, delesyon ve insersiyonlar ile RNA diizeyinde kanser iligkili genler-
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deki ekspresyonlardan olugmaktadir (22). Mutasyonlar onkogenik genlerde (K-ras,
siklinler gibi) veya tiimor baskilayict genlerde (p53, Retinablastom, pl6 gibi) gelistigi
zaman timor gelisimi i¢in adim atilmig olur (23). Sigara dumaninda bulunan N-

nitrozaminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar buna 6rnek gosterilebilir.

RAS yolagi hem insan hem de deneysel olarak uyarilmis hayvan tiimorlerinde en yaygin
goriilen onkojenik degisikliklerden biridir (51). RAS proteinleri, aktif GTP’ye bagh ve
inaktif GDP’ye bagl formlar arasinda dongii olusturan ve hiicre zar1 i¢cinde baslatilan
sinyal transdiiksiyonlar1 i¢in molekiiler anahtarlar olarak islev goren kiicik G
proteinlerdir (52). Ras proteinleri, kiitlelerine (yaklasik 21 kD) ve enzimatik aktivitelerine
bakilarak kiiciik GTPaz’lar olarak adlandirilmislardir (55). GTPaz’lar; hiicre ¢ogalmasini,
hiicre farklilasmasini, hayatta kalmasini, hiicre dongiisii ilerlemesi, biiyiime, gog, hiicre
iskeleti degisiklikleri, apoptosis, yaslanma ve gen ifadesini diizenleyen sinyal aglarinin

temel bilesenleridir (52, 53).

Insan tiimérlerinin %30’unda Ras / Raf / MEK / ERK yolunun asir1 aktivasyonu sdz
konusudur. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile uyumludur. Mutant Ras
proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalirlar; bu nedenle, hiicrenin kontrolsiiz

uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar (74).

Rand Arafeh ve arkadaslar tarafindan melonoma kanseri ile yapilan arastirmada
RASA2’nin melonoma i¢in tiimdr supresdr gen oldugu bildirilmistir. Melanom olan
hastalarda RASA2 geni ekspresyonu ¢alisiimis ve gen ekspresyonun > %30’dan fazlasinin
kayboldugu goriilmiistlir. Ekspresyon kaybindaki artis hastalarin sag kalma oraninin
azalmastyla iligkilendirilmistir. RASA2’deki fonksiyon kaybi mutasyonlarinin RAS
aktivasyonunu etkiledigi ve melonama hiicresinin biiylimesini ve gociinii arttirdigi

bulunmustur (72).

Bu calismada 501 melonom ekzomunun analizinde, RasGAP kodlayan RASA2’yi,
melanomlarin %5’inde mutasyona ugramig bir timor baskilayict gen olarak ortaya

koymuslardir (72).

CytoScan High-Definition dizisini (Affymetrix) kullanilarak 22 numunenin kopya
sayisinin dizi profili ¢ikarilmistir. Ug fokal delesyonla karsilasilmistir (% 13.6). Bu
verilerle uyumlu olarak, TCGA melanoma kohortunun kopya sayisi varyasyonu (CNV)

verileri, vakalarin %11.7’sinde RASA2 lokusunun delesyona ugradigini gostermektedir.
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Dahasi, arastirilan melanoma 6rneklerinin %1’inde RASA2’nin null oldugu ve TCGA
verilerinde tiim homozigot delesyonlu genlerin %10’unda RASA2 bulundugu tespit
edilmistir (p<0.05). Bu nedenle, RASA2 melanomda potansiyel bir timor supresor gendir
(72).

RASA2’nin melanomda bir tiimor supresor olup olmadigini test etmek icin, timdorigenik
olmayan fare NIH3T3 hiicrelerindeki RASA2 ekspresyonunu short hairpin (ShRNA)
yapisin1 kullanarak azaltildi ve normal hiicrelerin tiimodrigenik hiicrelere doniistiigii

goriildii. Sonucta RASA2 ekspresyon diisiikliigii RAS aktivasyonuyla sonuglandi (72).

Yine melonomlarla yapilan ¢alismada, proliferasyon ve koloni olusturma kabiliyeti
tizerine RASA2 mutasyonlarinin etkilerini incelemek i¢in in vitro hiicre biliyiimesi
arastirilmistir. Diisiik serum igerisine konulan yabanil tip (YT) RASA2 klonlar1 mutant
RASAZ2 klonlarindan daha hizli bliylidiigii goriilmiistiir. Ayrica, mutant RASA2’yi ifade
eden hiicrelerin yabanil tip RASA2’ye kiyasla Onemli Olgiide daha fazla koloni
olusturdugu anchorage-independent hiicre biiylimesindeki bu farki gézlemlemislerdir
(p<0.005 t testi). RASA2’nin tiimor baskilayici rolii ile uyumlu olarak, YT RASA2’ nin
RASA2 mutasyonlarint (C084 ve 76T) barindiran melanom hiicrelerinde asir1

ekspresyonu hiicre ¢ogalmasinin azalmasina neden olmustur (72).

RAS aktivasyonu hiicre goclinii artirdigini bilinmesi {lizere mutasyona ugramis
RASA2’nin ayni etkiye sahip olup olmadig1 incelenmistir. Serumsuz ortamda 108T, 55T
veya 501Mel’ den toplanmis klonlar ekildikten sonra, YT RASA2 ekspresyonu, hiicre
gbclinlin azalmasma neden olurken, mutant RASA2 ifadesi migrasyonu baskilamay1
bagaramamustir (p< 0. 0001 t testi) (72).

Insan melanomalarinda RASA2 protein ekspresyonunun ne 6lgiide kayboldugunu
dogrulamak ve bu kaybin prognostik potansiyelini degerlendirmek i¢in Amerikan Kanser
Komitesi (AJCC) evre III melanoma iizerinde RASA2 immiinohistokimyasini
incelemistir. RASA2 ekspresyonunun olgularin %33'inde (27/81) negatif, melanomlarin
%67’sinde (54/81) pozitif oldugu bulunmustur. Kaplan-Meier grafigi ve log-rank testleri,
RASAZ ekspresyonundaki (IHC tarafindan negatif) kaybin, daha kotii sagkalim ile anlamli
olarak iligkili oldugunu gosterdi; HR = 0.42 (0.23-0.78), Log rank p = 0.0043. Bu
sonuglar, melanoma progresyonundaki RASA2 kaybinin roliinii daha da vurgulamakta ve

prognostik énemi oldugunu gostermektedir (72).
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Bu c¢alisma, melanomalarin RASA2 geninde bozulmus RASA2 aktivitesine ve RAS
sinyallemesinin yapici aktivasyonuna yol acan somatik mutasyonlara sahip oldugunu

gostermektedir (72).

Chen ve arkadaglarinin yaptiklari calismada NS’lu (Noonan sendromu) {i¢ bireyde RASA2
varyantlar1 tanimlanmistir (57). Mutasyona ugramis RASA2, MAP2K1 veya RIT1
allellerinin heterolog hiicrelerde ekspresyonu, NS patogenezinde rol oynayan RAS-ERK
yol aktivasyonunu artirmustir. ki hastada birden fazla hastaliga bagl varyant
goriilmiistiir. Dahasi, baglangigta NS’ye sahip oldugu diisiiniilen bir kisinin tanisi, bu
hastada saptanan bir NF1 missens mutasyonuna dayanilarak ndrofibromatoz tip 1’e revize
edilmistir. Bir baska hastada, protein stabilitesinin azalmasmna ve RAS-ERK
aktivasyonunu baskilama yeteneginin bozulmasina neden olan bir NF1 mutasyonu
saptanmistir. Bununla birlikte, bu hastanin NS benzeri bir fenotip géstermeye devam

ettigi goriilmistiir (70).

RASAZ2 tarafindan kodlanan protein, GTPaz ile aktive edici proteinlerin GAP1 ailesinin
tiyesidir. Gen {iriinli, normal RAS p21°’in GTPaz aktivitesini uyarir, ancak onkojenik
karsiligin1 uyarmaz. Protein, RAS islevinin bir bastiricist olarak gorev yaparak, RAS
proteinlerinin zay1f intrinsik GTPaz aktivitesini arttirir. Bu durum aktif olmayan GDP’ye
bagli RAS formuyla sonuglanir. Bu da hiicresel proliferasyon ve farklilasmanin kontrol

edilmesini saglar (68).

Ras genlerinin mutasyona ugramis alelleri mesane, kolon ve akciger kanseri hiicre
hatlarinda tespit edilmis ve Ras’in onkogenik aktivitesine dair ilk ipuglar1 elde edilmistir
(78, 79). lIlk olarak akciger kanseri &rneklerinde de aktif Ras mutant alellerine
rastlanmasi, Ras aktivasyonunun sadece hiicre hatlarinda in vitro olusmadiginin ilk kaniti

olmustur (80, 81).

RASA?2 tarafindan kodlanan protein GTPaz aktive edici bir proteindir ve RASA2’de
meydana gelen mutasyonlar RAS aktivasyonunu etkilemektedir. RASA2’nin akciger
adenokarsinomlariin etiyolojisine katkisini anlamak i¢in 36 hastanin tiimor ve komsu
normal dokulart mRNA ekspresyonu revers transkripsiyon - kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-gPZR) yontemi ile karsilastirildi. Ayrica RASA2’deki ekspresyon
farkliligin1 anlamak i¢in ekspresyon c¢alismasi sonucundaki verilerin delta delta Ct’leri

hesapland1 ve kalibrasyona gore %55,55’inde (20/36) ekspresyonun azaldigi ve
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%44,44°tinde (16/36) ekspresyonun arttig1 gozlendi. Kalibrasyona gore en fazla artis ve
azalis gOsteren 5’er 6rnegin hem tiimdrlii hemde normal dokularindan DNA izolasyonu
yapildi. Sanger sekans yontemi ile RASA2 geninin 2, 10, 11, 12 ve 15. ekzonlari

dizilenerek normal ve tiimorlii dokudaki baz degisimleri incelendi.

Calismaya dahil olan 36 olgunun yas ortalamast 60.89+8.815 1idi. Hastalarin
cinsiyetlerine gore dagilimi; erkek 26 (%72.22), kadin 10 (%27.78) seklindeydi.
Hastalarin tiimor dokularinda normal akciger dokularina gore istatistiksel olarak anlamli
bir ekspresyon farki saptanmadi (p>0.05). Olgularin timér dokularindaki RASA2 / S-
Actin mRNA ekspresyon diizeyleri ile timor durumu / boyutu (TNM evrelemesindeki T
faktorii) degiskenleri arasindaki iligkiyi incelemek i¢in Pearson korelasyon analizi
yapildi. Negatif korelasyon gosterdigi icin anlamli derecede tiimoér boyutu biiyiidiikge
RASA2 / p-Actin mRNA ekspresyonu azaldig tespit edildi (p<0.05). Normal ve tiimorli
dokularda inceledigimiz ekzonlarda degisim bulunamadi. Fakat intron kisimlarinda iki

farkli degisim ( ¢.1484-64T>A, c.864-98A>G) tespit edildi.

Sonug olarak; 36 hastanin normal ve tiimorlii dokularinda RASA2 geninin istatistiksel

olarak anlamli bir ekspresyon farki saptanmadi.

Fakat timorli dokularin ekspresyon diizeyleri ile tiimor boyutu arasindaki iliskiyi
inceledigimizde tiimor boyutu biiylidiikce RASA2 ekspresyon diizeyinin azaldig: tespit
edildi ve buda RASA2 geninin adenokarsinomlarda da bir timdr supresor gibi gorev

aldigim diistindiiriiyor.

[leriki calismalarda metastaz yapmis adenokarsimonlu dokularin sayisi arttirilarak ya da
adenokarsinomlu hiicre hatlarindan ekspresyon analizi ve daha sonrasinda dizi analizi

yapilarak ¢alisilabilir.

Kendi ¢alismamizda ekzonlart melonoma kanseri ¢alismasindaki hot spot bdlgeleri olan
ekzonlara (2,10,11,12,15) gore se¢mistik fakat akciger dokularinda farkli ekzonlar hot

spot bolgeleri olabilir. Bu sebeple diger ekzonlarla da yeni bir ¢calisma yapilabilir.
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