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ÖZET

TAVUK VE BILDIRCIN EMBRİYOLARINDA SİALYL LEWİS-X VARLIĞININ KARŞILAŞTIRILMALI ARAŞTIRILMASI 

Betül, Şenlikci
Yüksek Lisans Tezi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı
Tez Yöneticisi: Yard. Doç. Dr. Nedim KARAGENÇ
Yardımcı Danışman: Doç. Dr. Levent KARAGENÇ

Temmuz 2012, 52 sayfa

     Primitif cinsiyet hücreleri eşey hücrelerini oluşturmak üzere embriyonel gonad dokularına göç ederler. Bu göç mekanizması kanatlı türleri ve memeli türleri arasında farklılık gösterir. Kanatlı türlerinde primitif cinsiyet hücrelerinin göçü kan damarları aracılığı ile olurken memelilerde dokular arasından göç ile olur. Primitif cinsiyet hücre göçünde rol oynayan moleküllerin işlevleri ve yerleşimleri hakkında yeterli bilgi bulunmamaktadır. 

     Bu çalışmanın amacı; daha önceden tavuk “Bursa fabricius” da ekspresse edildiği bilinen fakat bıldırcında ekspreseyonu bilinmeyen sialyl Lewis-X (sLe-X) molekülünün bıldırcın embriyolarında ekspresse edilip edilmediğini araştırmaktır. Selektinler tarafından tanınan sialyl Lewis-X molekülü, kanatlı türlerinde primitif cinsiyet hücrelerinin damar duvarı dışına çıkmasında rol oynar ve primitif cinsiyet hücrelerinin göç mekanizmasının anlaşılabilmesi için önemlidir.

     Bıldırcın embriyolarında sialyl Lewis-X molekülünün ekspresyonu immunohistokimyasal analiz ile çalışıldı. Boyama için sialyl epitopunu tanıyan sialyl Lewis-X antikoru kullanıldı.

     Bıldırcın embriyolarında yaptığımız çalışmada primitif cinsiyet hücre göçü boyunca sialyl Lewis-X’in ekspresse olmadığı gösterildi.

Anahtar Kelimeler: Primitif cinsiyet hücreleri, sialyl Lewis-X, İmmunohistokimyasal analiz, Bursa fabricius











ABSTRACT

COMPARATIVE INVESTIGATION OF PRESENCE OF SIALYL LEWIS-X IN CHICK AND QUAIL EMBRYOS

Betül, Şenlikci
M. Sc. Thesis in Department of Medical Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Nedim KARAGENÇ
Assist. Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Levent KARAGENÇ

July 2012, 52 pages

     Primordial germ cells migrate to embryonal gonadal tissues to compose germ cells. The migrating mechanisms are different between mammalian species and avian species. While primordial germ cells in avian species migrate via blood vassels, in mammalia migration occurs between tissues. There is not enough information about location and function of molecules which may play a role in primordial cell migration.

     The aim of this study is to search if sialyl Lewis-X molecule is expressed in quail embryos which is found to be expressed in chicken primordial cell migration. sialyl Lewis-X molecule which is recognized by selectines plays a role for extracting primordial germ cells to outside of vassel barrier in avian species and it’s expression is important for understanding the migration mechanisms of primordial germ cells.

     The expression of sialyl Lewis-X in quail embryos was studied by immunohistochemistry. Sialyl epitope recognizing antibodys were used to stain sialyl Lewis-X.

     We have shown that sialyl Lewis-X expression does not occur during primordial germ cell migration in quail embryos, further studies will be required.

Key words: Primordial germ cells, sialyl Lewis-X, Immunohistological analysis, Bursa fabricius
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1. GİRİŞ


     Primitif cinsiyet hücreleri, embriyonel dönemde eşey hücrelerini oluşturmak üzere farklılaşmış olan ve erişkin dönemde dişilerde yumurta hücresini, erkeklerde ise sperm hücrelerini oluşturacak olan embriyonal hücrelerdir. Primitif cinsiyet hücreleri bütün omurgalı hayvanlarda olduğu gibi kanatlı hayvan türlerinde de gonad dokusundan ayrı bir yerde ortaya çıkarlar. Oluşan bireyin fertil olabilmesi, primitif cinsiyet hücrelerinin ileride dişilerde ovaryumu, erkeklerde ise testis dokusunu oluşturacak olan embriyonel gonad dokularına göç etmesini gerektirmektedir. Aktif hücre göçünü gerektiren bu süreçte, kanatlı ve memeli hayvan türleri arasında çok önemli farklılıklar bulunur. Memeli hayvan türlerinde primitif cinsiyet hücrelerinin göçü dokular arasından gerçekleşirken kanatlı hayvan türlerinde primitif cinsiyet hücrelerinin göçü kan dolaşımı yolu ile gerçekleşmektedir. Primitif cinsiyet hücrelerinin damar duvarını aşarak gonadal dokulara yerleşmesinde embriyonel gonadal dokular tarafından salgılanan çeşitli kimyasal maddelerin rolü olduğu düşünülmektedir. Yine bu süreç içerisinde primitif cinsiyet hücre membran yüzeyinde bulunan çeşitli moleküllerin işlevleri bilinmemektedir. Bu çalışmanın amacı, kanatlı embriyolarında primitif cinsiyet hücrelerinin sialyl Lewis-X ( sLe-X) molekülünü taşıyıp taşımadıklarını incelemektir. sLe-X, immün sisteme ait pek çok hücrenin yüzeyinde glikoprotein ve glikolipitlere bağlı olarak bulunan glikanların son halkasını oluşturmaktadır. sLe-X selektinler tarafından tanınarak primitif cinsiyet hücrelerinin damar duvarı dışına çıkmasında rol oynamaktadırlar.








2. KURAMRSAL BİLGİLER ve LİTERATÜR TARAMASI


2.1. Kanatlı Yumurtası ve Şekillenmesi

     Tavuk embriyo gelişimi ile ilgili ayrıntılar The Atlas of Chick Development (Bellairs and Osmond) adlı kitapta verilmiştir. Buna göre;

     Kuş yumurtaları, embriyonun şekillenmesi için kabuklarındaki küçük porlar aracılığıyla hammaddelerin girişine izin verir. Yumurta sarısı yaklaşık 2-3 cm çapında ve vitellin membran denilen ince şeffaf bir membranla kuşatılmıştır. Yumurta sarısının temel bileşenleri lipidler ve proteinlerdir. 

2.1.1. Tavuklarda ovulasyon döngüsü

     Gonadotropinlerden kompleks hormonal kontrol altındaki işlem anterior hipofiz bezi tarafından üretilir. Tavuklarda ovulasyonu indükleyen hormon (OIH) hipofiz tarafından salgılanır ve yeterince olgun folikül varsa yaklaşık 4-8 saat arasında yumurtlayarak OIH’ye karşılık verir.

2.1.2. Vitellin membran

     Vitellin membran, tavuk yumurtasının yumurta sarısını örten şeffaf bir zardır ve yumurta sarısını albümenden ayırır. Glikoprotein bakımından zengin ovaryuma dayanan bir iç tabaka ve yumurta kanalında salgılanan dış tabaka olmak üzere iki ana tabakadan oluşur. Dış tabakanın başlıca bileşenleri; ovomucin, lizozim ve vitellüs membran dış proteinleri I ve II dir. Ovomucin, dış tabakanın lifsi yapısını oluşturur. Lizozim, ovomucin ile güç ve desteklik için elektrostatik kompleks oluşturur. İç tabakanın başlıca bileşenleri; membran glikoproteinleri I, II ve III tür. Glikoprotein II nin iç tabakanın bütünlüğü ile ilgili olduğu düşünülür. 

     İnkübasyonun ilk haftası boyunca albümin evaporasyonla sağladığından daha fazla su kaybeder aynı zamanda yumurta sarısı daha fazla suya ihtiyaç duyar. Bu yüzden suyun vitellin membrandan yumurta sarısına direk geçtiği farzedilmiştir ve inkübasyonun ilk haftası boyunca vitellin membrana 16 g sıvı geçişi olduğu hesaplanmıştır (Romanoff ve Romanoff 1949). Tavuk blastodermi kültürde büyüdüğü zaman sıvının membran boyunca geçtiği ve embriyonun ventral bölümünde toplandığı görülür. Eğer yıkanmış vitellin membran diyaliz membran gibi kullanılırsa yumurtadan elde edilen suda çözünebilir proteinler membran boyunca geçebilir (Jordanov vd 1966).
 
     Yapılan bir çalışmada kuluçkaya yatan Japon tavuklarına tritiye tirozin enjekte ederek işaretlemiştir ve yumurtalarını toplamıştır. Kendi vitellin membranında olan radyoaktif olmayan yumurta sarıları enjekte edilmemiş kuluçkaya yatan tavuklardan elde edilmiştir. İşaretlenmiş albümin ve işaretlenmemiş yumurta sarısı işaretlenmemiş yumurta kabuğunda bir araya getirilmiştir ve inkübe edilmiştir. Otoradyograflar inkübasyonun ilk iki gününde albüminin vitellin membran boyunca penetre olduğunu ve blastodermin dış kısmına biriktiğini göstermiştir. Albüminden yumurta sarısına vitellin membran boyunca sodyum transportunun embriyonun ektoderminden kontrol edilebileceği görülmüştür (Callebaut 1987).

2.2. Fertilizasyon ve Kuluçka Öncesi

     Her ne kadar embriyo gelişiminin yumurtlamadan sonra başladığı düşünülse de yumurtlamadan önce fertilizasyon dışında embriyo gelişimine yönelik pek çok önemli olay gerçekleşir.

     Kanatlı spermlerinin yapısı diğer omurgalı türleriyle benzerlik gösterir. Nükleus ve akrozom içeren bir baş yapısı, ortada mitokondria ve uzun bir flagellum bulunur. Evcil kuşlarda nükleus çok uzundur ve incedir, baş kısmı pek çok omurgalı sperminin karakteristik özelliğinde olduğu gibi uzar (Şekil 2.1). Bu tip sperm ötücü olmayan kuşlara özgüdür ve ince yapısından dolayı fusiform veya vermiform olarak tanımlanır (Bellairs ve Osmond 2005). Kuş spermi memelilerin aksine kendi fertilizasyon kabiliyetlerine sahiptirler ve memelilerle bulunan bezlere sahip olmamalarına rağmen semen tavuğun genital bölgesine direk geçer (Wishart ve Harrocks 2000). Fertilizasyon, ovulasyondan kısa bir süre sonra oviductun iç kısmında (infundibulumda) meydana gelir (Petitte vd 1997).
[image: ]
Şekil 2.1  Evcil kuş sperminin morfolojisi a) spermatozoan  b) akrozomal bölge (Wishart ve Harrocks 2000)
     Tamamı değil bir kısmı göç ettikten sonra sperm, uterus ve vajinanın bağlantı bölgesinde konumlanmış olan sperm depolama tübüllerine transfer edilir. Hangi spermin taşınacağı ya da hangisinin taşınmayacağını hangi faktörlerin belirlediği açık değildir. İnfundibulumun üst ucunda ilave sperm depolama tübülleri vardır. Bu tübüller histolojik olarak bakıldığında salgı yapıyor gibi görünmezler ve muhtemelen sadece reseptakulum olarak görev görür. Sperm, tübün epitelyumuna başı ile uygun biçimde sırayla dizilir ve kuyrukları lümende asılı durur. Bir tübülde en fazla 100 sperm depolanabilir (Bakst vd 1994). Sperm depolama tübüllerinin temel önemi; eşzamanlı çiftleşme ihtiyacı olmadan kuluçkadaki yumurtaların fertilizasyonuna olanak sağlamasıdır. Vitellin membranın dış kısmı döşendikten ve sperm girişi engellenmeden önce ovulasyondan sonra kısa bir sürede (yaklaşık 15 dak.) fertilizasyonun hemen gerçekleşmesi önemlidir (Wishart ve Harrocks 2000). Tüplerdeyken sperm muhtemelen metabolik olarak inaktif duruma geçer. Tübüler sıvıdaki Ca+2 konsantrasyonu görünüşe göre sperm motilitesini inhibe eder, bu inhibisyon ayrılmaya bağlı olarak aktive edilir (Holm vd 2000). Spermin sürekli olarak ve oviductta herhangi bir olayın sonucuna bağlı olmaksızın salındığı görülür. Yumurta infundibuluma girdiği zaman pek çok sperm hızlı bir şekilde vitellin membranın iç kısmının yüzeyi ile bağlantı kurar ve membran boyunca akrozomdan salınan hidrolitik enzimli yapılar arasında uzanan granuler materyali çözerek geçer (Wishart ve Harrocks 2000). 

     İç kısıma penetre olunması ile her sperm ilk önce üzerindeki karbonhidrat tabanlı olduğu bilinen reseptöre bağlanır (Robertson vd 2000). Bu sürede akrozom membranının bozulmasının terminal N-asetil glukozamin kalıntılı N–bağlı oligosakkarit tarafından indüklendiğine dair kanıtlar bulunmuştur (Harrocks vd 2000). Bunun akrozom çevresindeki membran rüptürünü tetiklediği görülür ve spermin membrandan direk geçebilmesi için vitellin membranın iç kısmındaki küçük alanı kesmeye yarayan hidrolitik enzimlerin salınmasıyla sonuçlanır (Bellairs ve Osmond 2005). 

     Geniş yolklu yumurtaların problemlerinden bir tanesi spermin nükleusu nasıl bulduğu ve dişi nükleus ile nasıl birleştiğidir. Bazı küçük yolklu yumurtalarda birden fazla spermin girişini önlemek için mekanizmalar bulunur, fakat kanatlılarda sperm pek çok yumurtaya girer. Bununla birlikte sadece bir tanesi başarılı olarak döller, erkek ve dişi haploid nükleus ovulasyondan 3 saat sonra diploid kromozom sayılı zigot oluşturmak için birleşirler (Waddington vd 1998). İlk mitotik bölünme yaklaşık 1 saat sonra olur. (Wishart ve Harrocks, 2000). 

     Eyal–Giyaldi ve Kochav 1976 (EG–K) tavuk embriyosunun gelişim aşamalarını çalışmıştır ve embriyolarda işlevsel bilateral simetri ile radial simetri yapıları gibi önemli morfolojik değişiklikleri tanımlamışlardır. Bu sistem, tavuk ve bıldırcın embriyoları için yararlı olmuştur (Petitte vd 1997). Ancak kanatlılardan tavuk ve bıldırcına göre hindinin erken gelişiminin daha farklı olduğu bulunmuştur (Gupta ve Bakst 1993).

     Erken safhalar boyunca kanatlı embriyosu blastoderm olarak bilinen düz bir diske sahiptir. Üst taraftaki hücreler vitellin membran altına uzanarak dorsal kısmı oluştururken alt yüzey yolka bağlıdır ve ventral kısmı oluşturur, ventral kısım asidik dorsal kısım baziktir. Bu yüzden blastodermdeki iki bölge arasındaki farklılıklar dorso – ventral polarite oluşumunda önemli rol oynar (Stern ve Canning 1988).

2.2.1. Primitif çizgi oluşumu öncesi safhalar
     Primitif çizgi oluşumu öncesi safhalar I–XIV (EG–K) (Tablo 2.1) arası Romen rakamları ile gösterilmiştir ve HH (Hamburger ve Hamilton 1951) (Tablo 2.2) sınıflandırma sisteminden ayırt edilmiştir. I – VI safhalar; subgerminal boşluk ile yumurta sarısından ayrılmış 6 hücreli embriyo formuna kadar ardı ardına bölünmelerle karakterizedir. VII–X safhalar; subgerminal boşluğun doğrudan üzerini kaplayan blastodermin merkezi bölgesinin incelmesi ile meydana gelen area pellucida şekillenmesi gibi belli morfogenetik olayları kapsar. Bu sürecin hücre dökülmesi ile gerçekleştiğine inanılmaktadır ve ayrıca yerçekimi etkisine doğru kazanılan aksiyal simetri ile de ilişkili olduğu düşünülür. Epiblastın altında bulunan hipoblastın şekillenmesi sırasında area pellucida’nın çift katmanlı hale gelmesi embriyoda bilateral simetriyi açıkça ortaya koymuştur ( safha XI–XIII ) ve sonrasında primitif çizgi gelişir ( safha 2-4 HH ). Safha XI de ventral yüzde ve hipoblastın şekillenmesinin ilk işareti olan posterior marjinal zon’a komşu olarak Koller’s sickle oluşur (Petitte vd 1997). Sonrasında epiblast, gelişen hipoblast için dairesel, ağ şeklinde kalın bir hücre haline gelir (Watt vd 1993). Hipoblast epiblastın üzerini örterek primitif çizgi oluşumundan sorumludur (Eyal–Giladi vd 1994). Hipoblast şekillenmiş olan safha XIII deki embriyoda hipoblast ekstraembriyonik endoderme katkıda bulunur. Primitif çizgi şekillenmesi ve gastrulasyon başlangıcı ile hipoblast, yer değiştirir ve endodermal tabakada görünür (Petitte vd 1997).












Tablo 2.1  Eyal-Giladi ve Koçav skorlama sistemi ( 1975 )
	
Safha I
	
0-1 saat
	Her bir yumurta vizkoz albümen ile çevrelenmiştir ve kabuk membranı yumuşaktır.

	
Safha II
	
2 saat
	Germinal diskin geri kalan kısımlarında 14-16 kapalı hücre meydana gelmiştir. Bölünme izi merkezde genişler.

	
Safha III
	
3-4 saat
	Merkezde 80-90 kapalı blastomerler bulunur

	
Safha IV
	
5 saat
	Üst tabakada yaklaşık 250-300 kapalı hücre bulunur. Alt tabakada hala görülebilen 80-90 kapalı hücre vardır.

	
Safha V
	
8-9 saat
	Hücreler boncuk şeklindedir ve subgerminal boşluk genişlemiştir.

	
Safha VI
	
10-11 saat
	Hücreler boncuk şekillerini kaybederek küçük ve yassı şekle gelirler. Tüm sitoplazma blastomer halinde yarılmıştır.

	

Safha VII
	

12-14 saat
	Üst tabakadaki hücreler gitgide küçülür alt tabakada ise sadece büyük hücreler kalmıştır. Area pellucidanın ilk izi bu safhadadır.

	
Safha VIII
	
15-17 saat
	Area pellucida yayılmıştır ve area opaca şekillenir.

	
Safha IX
	
17-19 saat
	Area pellucida ile area opaca arası sınır henüz belirlenmemiştir.

	
Safha X
	
Area pellucida ve area opaca birbirinden ayrılmıştır.

	Safha XI
	Koller’s sickle şekillenir.

	Safha XII
	Hipoblast şekillenmeye başlar.

	Safha XIII
	Hipoblast oluşumunu tamamlar.

	Safha XIV
	A.pellucida ve A.opaca arasında hücresel  bir köprü oluşur.





Tablo 2.2 Hamburger-Hamilton skorlama sistemi ( 72 saat )
	1HH
	Blastodermin yarısına karşılık embriyonik örtü görülür.

	2HH
	6-7 saat

	3HH
	12-13 saat

	4HH
	18-19 saat

	5HH
	19-22 saat

	6HH
	23-25 saat

	7HH
	23-26 saat

	8HH
	26-29 saat

	9HH
	29-33 saat

	10HH
	33-38 saat

	11HH
	40-45 saat

	12HH
	45-49 saat

	13HH
	48-52 saat

	14HH
	50-53 saat

	15HH
	50-55 saat

	16HH
	51-56 saat

	17HH
	52-64 saat

	18HH
	65-69 saat

	19HH
	68-72 saat

	20HH
	70-72 saat



2.2.2. Ooplazmik ayrılma 

     İnkübasyon öncesi blastoderm pek çok bölge içerir. İnkübe edilmemiş bıldırcın embriyosunun Pander’in nükleusu üzerinde uzanan ventral kısmın diyagramı şekildeki gibidir (Şekil 2.2). Koller’s sickle, posterior uçta hilal şeklinde görülür ve bu ooplazmik partiküller ile paketlenmiş, area opaca tarafından bütün olarak kuşatılmıştır. Marjinal zon olarak adlandırılan bu bölge area opaca ve area pellucida arasında uzanmıştır. Endofil bölge, area pellucidanın merkezinde yerleşmiştir. 
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Şekil 2.2  İnkübe edilmemiş tavuk yumurtasının alt yüzeyi (Bellaris ve Osmond 2005)


     Oositin şekillenmesi süresince bıldırcın germinal diski ile ilişkili 4 ooplazm ( α, β, γ ve δ ) ayırtedilmiştir. Bu işlem süresince β ve δ ooplazmlar yer değiştirir ve embriyonun farklı bölgelerine dağılmış hale gelir, bu bölgeler gelişimde önemli rol oynar. α ooplazm, diğer ooplazmik bölgelerden çok erken ayrılır ve yumurtlamadan önce gözden kaybolur. β ooplazm Koller’s sickle’ı şekillendirir. Üstelik δ, primordial germ hücrelerine ayrılır ve merkez bölgeye katkıda bulunurken γ ooplazm, area pellucidanın merkezi içine doğru birleşmiştir. Bu ilişki, ooplazmın 4 tipinin yeniden dağılımına ve antero–posterior eksenin kurulumuna sebep olur (Callebaut 1987).

2.3. Kuluçka Sonrası Erken Safhalar

     Yumurtaların inkübasyon sıcaklığı, tavukların vücut sıcaklığından (yaklaşık 40 0C) daha düşüktür ve normal olarak inkübasyon sıcaklığı 37–38 0C dir. Embriyo gelişimi yaklaşık 25 0C de önemli ölçüde yavaşlar ve inkübasyon başlayana kadar durur (Bellairs ve Osmond 2005). 
     İlk 24 saat içersinde meydana gelen morfolojik değişiklikler yolk yüzeyinden embriyonun kesilmesi ile incelenir. En dikkat çekici özellik saydam merkezi bölgesi olan area pellucida içersindeki kısımlardır ve area opaca oldukça opak, periferal halka halindedir. Area opaca boyunca en üst (epiblast) ve en altta olmak üzere 2 tabaka vardır ve area pellucidanın posterior kısmındadır (Şekil 2.3) (Bellairs ve Osmond 2005). 
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Şekil 2.3  Area pellucida’nın anterior – posterior ekseni boyunca embriyodan kesit (Bellairs ve Osmond 2005)

     Area opaca’nın opaklığı, alt tabakadaki intraselülar yolk damlacıklarının sayısının fazla olmasından kaynaklanır. İntraselülar yolk damlacıkları area pellucida içerisinde de bulunur ancak area opaca’ya göre daha küçük ve daha az sayıdadır ve bu yüzden area pellucida daha şeffaftır. Area pellucida ve area opaca birlikte ekstra-embriyonik doku oluşumuna neden olur (Bellairs ve Osmond 2005). 

     İnkübasyonun yaklaşık 10. saatinde (safha 2HH) area pellucida da primitif çizgi görülmeye başlar. Primitif çizgi; üst tabakada koyu, üçgenimsi gibi görülür, tepe kısmı area pellucidaya uzanır ve tabanı area opaca ile sınır oluşturur. İnkübasyonun yaklaşık 18.saatine kadar (safha 4 HH) area pellucidanın bir ucundan bir ucuna uzayarak tam uzunluğuna ulaşır ve en önemli bölgesi olan Hensen nodülü; anterior uçta kabarık şeklinde görülmeye başlar (Şekil 2.4) (Bellairs ve Osmond 2005).
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Şekil 2.4  İnkübasyonun 16.saatinde primitif çizginin anterior ucu ( bar : 500 µm ) (Bellairs ve Osmond 2005)

     Primitif çizginin oluşumu ile ilgili iki kilit yapı posterior marjinal zon ve Koller’s sickle’ dır. 

2.3.1. Posterior marjinal zon ve koller’s sickle

     Marjinal zon; area opaca ve area pellucida arasında uzanır. Area pellusida’nın posterior ucunda oldukça geniş, çok katmanlı bir yapıdır ve anterior bölgenin lateralinde daha ince hale gelir. Koller’s sickle; posterior marjinal zonun anterior kenarında hilal şekilli bölgedir (Callebaut ve Von Neuten 1994). Posterior marjinal zon ve Koller’s sickle primitif çizginin oluşumunda önemli rol oynarlar (Şekil 2.5). 

     Koller’s sickle ve posterior marjinal zonun her ikisininde yüksek hücre proliferasyonuna sahip olduğu bilinir (Zehavi vd 1998).
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Şekil 2.5  Koller’s sickle ve primitif çizginin oluşumu (Skromne ve Stern 2001)

2.3.2. Alt tabaka
 
     4 hücre tipi alt tabakaya katkı sağlar. Area pellucida’nın üst kısmındaki dağınık hücre kümeleri 30–50 µm çapındaki epiplastı oluşturur. Epiplast; endofil olarak adlandırılan alt tabakada gelişiminin ilk göstergesidir (Şekil 2.6). Çok fazla olmasa bile endofil hücrelerinin primordial germ hücrelerini oluşturdukları düşünülür (Stern 1990).

[image: ]
Şekil 2.6 Tavuk embriyosu boyunca çapraz kesit (Eoi 2012)
     İnkübasyonun başlamasından kısa bir süre sonra area pellucida’nın posterior ucunda hipoblast olarak adlandırılan alt tabakanın ikinci bileşeni oluşur. Çoğunlukla Koller’s sickle’dan göç ile şekillenir ve inkübasyonun yaklaşık 12 saatinde area pellucida altında uzanır. Endofil hücrelerinin bazıları taşınarak gevşek bir tabaka oluştururlar. Sonuç olarak, “germinal crescent” bölgesinde lokalize hale gelirler. Hipoblast hücrelerinin her biri yaklaşık 15–20 µm çapındadır ve birbirlerine gevşek şekilde eklenir. Burada bazal lamina ile ilişkileri yoktur. Hipoblast hücreleri doku kültüründe hızlandırılmış sinematografi ile çalışılmıştır ve kolaylıkla göç edip yerleştiği bulunmuştur (Sanders vd 1978). 2. ve 3. safhalarda posterior hipoblast yer değiştirerek alt tabakanın 3. bileşeni olan endoblast haline gelir. Endoblast; “sickle endoplast’’ ve “junctional endoblast’’ olarak 2 tip hücre grubu oluşturur. Sickle endoblast, Koller’s sickle’ın altında uzanırken “junctional endoblast” daha yanda şekillenir. Sickle endoblastın vitellüs kesesi endoderminden oluştuğu ve kan damarlarının oluşumunu etkilediği bulunmuştur (Callebaut vd 2001). Alt tabakanın sonuncu bileşeni definitive endodermdir (Şekil 2.7).    
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Şekil 2.7 Area pellucida’nın alt tabakasını oluşturan dokuların ilişkileri (Sanders 1978)




2.3.3. Üst tabaka (epiblast)

    Aktivitenin alt tabakada gerçekleştiği bu dönem boyunca embriyo yolk üzerinde genişler ve üst tabaka 4 hücreden 8 hücreli duruma gelerek kalınlaşır (Şekil 2.8).
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Şekil 2.8  İnkübe edilmemiş embriyonun area pellucidasının lateral bölgesindeki epiblast hücreleri (Bellairs ve Osmond 2005)

2.3.4. Primitif çizgi

     Primitif çizgi embriyo gelişiminde önemli bir rol oynar. İlk olarak inkübasyonun 6.–7. saatlerinde (Safha 2HH) area pellucidanın posterior ucunda üçgenimsi, karanlık bir gölge şeklinde görünür hale gelir. İnkübasyonun 13. saatine kadar giderek genişler. Primitif çizgi olarak adlandırılmasının sebebi area pellucida’da uzanan koyu iki çizgi halinde görülmesidir. Bu koyuluk çok sayıda hücrenin yığılmasından kaynaklıdır (Şekil 2.9). İlkel çizgi, gelecekte vertebral eksenlerin konumunu belirler. Primitif çizgi posterior orta çizgide epiblast hücre populasyonundan meydana gelir. Hızlandırılmış sinematograf çalışmaları göstermiştir ki epiblast hücreleri burada kümeleşir ve daha sonra ileri doğru göç eder (Bellairs ve Osmond 2005).
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Şekil 2.9  Primitif çizginin yapısı ve uzunluğu (Bellairs ve Osmond 2005)

2.4. Kanatlılarda Genital Sistemin Embriyonik Gelişimi

     Genital sistem ara mezodermden şekillenir. 3. günde nefrojenik mezenşim genişler ve peritonal boşluk içersindeki vücut duvarından sarkan bir çift çizgi meydana gelir. Ara mezodermde ürogenital çizgi ve genital çizgi gelişir. Bu çizgiler splanknik mezodermden kaynaklanan periton ile örtülüdür. (Şekil 2.10). Embriyonun cinsiyetini belirleyecek kromozomların kontrolüne rağmen ovaryum ya da testis haline gelip gelmeyeceklerini morfolojik ya da histolojik olarak belirlemek gonad gelişiminin erken safhalarında mümkün değildir. Bu yüzden bu safha farklılaşmamış safha olarak adlandırılır. Yapılan araştırmalar farklılaşmanın daha çok hormonal aktiviteye bağımlı olduğunu göstermiştir (Bellairs ve Osmond 2005). Örneğin; inkübasyonun 3. gününde 13 günlük erkek embriyolarının testisleri dişi embriyolarına implante edilirse dişi embriyolarında testisler şekillenir (Stoll vd 1993) ve oestradiol ile erkek gonadlarının feminizasyonuna ve Muller kanalında birikimine neden olur (Faucounau vd 1995).
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Şekil 2.10 Genital bölge 1) dermatom 2) sklerotom 3) dorsal aorta 4) sol posterior ana damar 5) sol nefrik kanal 6) sol embriyonik sölom 7)nöral tüp 8) notokord 9) sol nefrojenik çizgi  10) ekstraembriyonik sölom 11) sağ omfalo mezenterik arter 12) embriyonik ektoderm 13) amniyon 14) amniyotik boşluk 15) sol dorsal aort 16) sağ dorsal aort 17) sol omfalo mezenterik arter (Bellairs ve Osmond 2005)

     Kuşlarda heterogametik cinsiyet (ZW) dişiyken homogametik cinsiyet (ZZ) erkektir. Memelilerde bu durum heterogametik cinsiyet (XY) erkek, homogametik cinsiyet (ZZ) dişi olmak üzere tersidir (Bellairs ve Osmond 2005).

     3.5 güne kadar primitif cinsiyet hücreleri kolonize olmaya başlar. Primitif cinsiyet hücreleri 10 µm çapla peritonal hücrelerden morfolojik olarak ayırt edilebilir. Primitif cinsiyet hücreleri sağ ve sol gonadların her ikisinde de bulunur ve 10 gün proliferasyona uğrar. Proliferasyon aşamasından sonra gonadların bir tanesi körelir. Sağ gonadın körelme derecesi sol gonada göre daha yüksektir (Ukeshima ve Fujimoto 1991). Böylece sağ ovaryum kuluçka süresi boyunca kendini köreltir.

     Farklılaşmamış gonadların iki farklı bileşeni vardır. Bunlar; rete kordlar ve primer cinsiyet kordlarıdır. Rete kordlar, mezenkimal hücreler arasında 5. günde görülen epitelyum hücrelerinin katı sütunlarıdır ve gonadların anterior bölgesinde dallanan ağ şeklindedir. Geç safhada erkeklerde bulunur ve rete testis oluşumu nedeniyle primer cinsiyet kordları ve modifiye edilmiş Wolffian tübülleri arasında bağlantıyı sağlar. Dişilerde bu bağlantı bulunmaz (Bellairs ve Osmond 2005).

     Primer cinsiyet kordları 5. günün sonuna doğru görülür. Erkeklerde seminal tübüller içerisinde ve dişilerde medullar kordlarda farklılaşırlar. Mezenkimal stromayı işgal eden epitelyum hücrelerinin proliferasyonu ile oluşur ve gonadlara primordial germ hücrelerini taşırlar. Her iki cinsiyette sol gonad sağ gonaddan daha büyüktür ve daha fazla primitif cinsiyet hücresi içerir. Östrojen reseptör mRNA 26. safhada dişi ve erkekler arasında hiçbir morfolojik farklılaşma meydana gelmeden hem erkek hem dişilerde mevcuttur (Andrews vd 1997). Gonadların cinsiyet farklılaşması başladıktan sonra sadece dişi ile sınırlı olan östrojen sentezi için önemli olan aromatoz geninin ekspresyonu gerçekleşir. Bu dönemde sağ ve sol gonadlar arasındaki morfolojik farklılıklardan dolayı sağ ovaryumdan daha büyük olan sol ovaryumda aromatoz geni ekspresyonunun olduğu gözlenmiştir (Villalpando vd 2000). Aromatoz inhibitörünün verilişi dişide testis gelişimine neden olur. Aksine östrojenin verilişi genetik olarak erkek embriyolarda ovo-testis oluşumuna neden olur (Nakabayashi vd 1998). Erkeklerin normal gelişimi anti–Mullerian hormonun üretimi ve genital çizgide Sox-9’un ekspresyonu ile karakterize edilmiştir (Bellairs ve Osmond 2005). 

2.4.1. Eşeysel farklılaşma 

2.4.1.1. Testis

     7. günün sonunda rete kordları hilum’a toplandığında cinsiyet kordları fazla miktarda proliferasyona uğrar. Seminifer tübüllerde farklılaşan primer cinsiyet kordları dallanmaya, prolifere olmaya ve anastomoza devam eder fakat yaklaşık 20. güne kadar başka yere yönelmez. Primitif cinsiyet hücreleri spermatogonia içerisinde yaklaşık 13 günde farklılaşıp ayrılmaya başlar. Sertoli hücrelerinin germinal epitelden türevlendiği düşünülmektedir. Rete kordları kanalize olmaya başladığında, spermlerin seminifer tübüllerden mezonefroza geçebilmesi için bir geçiş sağlar. Wolf kanalı uzun olmayan bir boşaltım kanalıdır ve sonradan kloaka sperm taşıyan sperm kanalı (vas deferens) haline gelir (Bellairs ve Osmond 2005).

 2.4.1.2. Ovaryum

     Ergin kuşlarda sadece sol ovaryum fonksiyoneldir. Farklılaşmamış gonad, primer cinsiyet kordlarının genişlemesine kadar olan yaklaşık 7–8 günde görülebilir hale gelir. Kordların ikinci takımı olan sekonder cinsiyet kordları epitelyumdan şekillenir. Sekonder cinsiyet kordları korteks haline gelirken primer cinsiyet kordları ovaryumun medullası haline gelir (Bellairs ve Osmond 2005). 

     Primitif cinsiyet hücreleri sekonder cinsiyet kordlarında bulunur ve 7 gün boyunca oogonia şekline farklılaşır. Sağ gonad sol ovaryum uzaklaştırılmadıkça gelişemez ve korteks haline gelemez. Ovaryum ve testis oluşumuna rağmen sol ovaryum yok edilirse farklılaşma gerçekleşebilir (Bellairs ve Osmond 2005). 

     Testislerden farklı olarak mezonefroz ve ovaryum arasında bağlantı yoktur ve erkeklerde rete testise tekabül eden bölge dışındaki bölgeler sonradan dejenere olur (Bellairs ve Osmond 2005).

2.5. Kanatlı Primitif Cinsiyet Hücrelerinin Gelişimi

     Primitif cinsiyet hücreleri yumurta ve spermatozoa öncülleridir. Primitif cinsiyet hücrelerinin kökeni için omurgalılar uzun zaman çalışma konusu olmuşken son zamanlarda kuyruklu ve kuyruksuz amphibilerde sıklıkla kullanılmıştır. Tüm omurgalılarda primitif cinsiyet hücreleri kökende ekstragonadaldır ancak ayrım şekilleri diğer omurgalılardan farklıdır. Örneğin kuyruksuz amphibilerde germ hattı, belirleyici elementler içeren hücrelerden belirlenmiştir. Memeliler ve kuyruklu amphibilerde cinsiyet hücreleri, pluripotent embriyonik hücrelerden gelişimin sonraki safhalarında farklı zamanlarda oluşur (Petitte vd 1997). Memelilerde primitif cinsiyet hücrelerinin epiblastik kökenli olduğuna dair kanıtlar bulunmuştur. Erken memeli primitif cinsiyet hücrelerinin belirlenmesine dayalı bilgi; farelerin presomit safhasında primitif çizginin kuyruk bölgesinde primitif cinsiyet hücrelerinin belirlenmiş olmasıdır (Ginsburg ve Eyal-Giladi 1986). Kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin biyolojisi başlıca tavukta araştırılmıştır ve primitif çizginin şekillenmesinden sonra (4HH) cinsiyet hücrelerinin gelişimine ilişkin küçük farklılıklar bulunmuştur. Primitif cinsiyet hücrelerinin varlığı, gonad gelişiminden önce “germinal crescent” olarak bilinen ekstraembriyonik bölgede tanımlanmıştır (Petitte vd 1997). 

2.6. Primitif Cinsiyet Hücreleri

     Primitif cinsiyet hücreleri gametlerin embriyonik öncülleridir ve gametlerin köken aldığı gonadlarda eşey hücrelerini oluşturan hücrelerdir. Primitif cinsiyet hücreleri, gelişecek gonadların yerine oluşturulur ve göçü sonucu ovaryum ve testisler gelişir. Diğer organlardan ya da gonadlardan önce embriyonun erken embriyo süresince farklılaşırlar ve vücut boyunca germinal çizgiye doğru göç yoluyla gonad şekillenmesini sağlarlar (Bellairs ve Osmond 2005) (Şekil 2.11). Kanatlı primitif cinsiyet hücreleri ve onların öncülleri area pellucida’nın merkezi bölgesinde lokalizedir (Nakamura vd 2007). Bu hücreler tavuk embriyosunda 11. (40-45 saat) ve 14. (50-53 saat) safhalar boyunca hipoblast içerisinde yer değiştirirler (Karagenc vd 1996). 
     Primitif cinsiyet hücreleri hayvanlarda eşeyli üremeden sorumludur ve bir jenerasyondan diğerine genetik bilgiyi iletirler. Gelişimsel karakterlerinden dolayı kuşlar büyük değere sahiptir. Bıldırcın; deneysel embriyoloji, üreme biyolojisi ve biyoteknolojide geçerli bir modeldir. Bıldırcın ve tavuk arasındaki gelişimsel benzerlikten dolayı yeni biyoteknolojik gelişmeler bıldırcın üzerinde de uygulanabilir. 

     Kanatlı primitif cinsiyet hücreleri, erken primitif çizgi boyunca ilk olarak “germinal crescent” bölgesinde tanımlanmıştır. Primitif cinsiyet hücreleri kan damarları içinde pasif göç yaparken gonadal bölgeye geçtiklerinde aktif göç yaparlar. Bu hücreler kan yoluyla 24–25 HH safhasında farklılaşmamış gonadlara ulaşırlar. Bu yüzden, kanatlı embriyolarında primitif cinsiyet hücrelerinin gelişimi; hücre göçünü içermesinin yanı sıra proliferasyon ve morfolojik farklılaşma gerektirir. Embriyonik gelişim esnasında primitif cinsiyet hücrelerinin farklılaşması, hücre yüzeyindeki makromoleküllerin ekspresyonuna bağlıdır. Hücre membranının glikoproteinleri ve lipitlerinin oligosakkarit zincirleri, hücre bağlantısı, hücre adezyonu ve büyüme kontrolü ile ilişkili olabilir. Bu yapılar, çoğu biyolojik sistemde hücre heterojenitesi ve fonksiyonel özelleşmenin her ikisinde de marker olarak görev yapar. Sitoplazma ve plazma membranındaki karbohidrat dağılımındaki değişiklikler embriyogenez ve farklılaşma süresince hücresel etkileşimlerin temel aracıları olarak rol oynarlar (Armengol vd 2007).

     Işık mikroskobu ile kanatlı primordial germ hücreleri genişlik, geniş ve küresel nükleusa sahip olma ve sitoplazmalarında büyük miktarda yağ damlacıkları bulundurma açısından memeliler, sürüngenler ve amfibiler ile benzerlik gösterir. Transmisyon elektron mikroskobisi ile sitoplazmalarında diğer somatik hücrelerin etrafından daha soluk görünen iyi gelişmiş mitokondri ve endoplazmik retikulum görülür (Kuwana 1993).

     Tavuk primitif cinsiyet hücre gelişimi, yapılan çoğu çalışmada “germinal crescent”teki görünüşlerinden gonadlara yerleşimine kadar periyodik asit schiff (PAS) boyaması ile gösterilmiştir. Örneğin yapılan bir çalışmada primitif çizgi şekillenmesinden önce kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin oluşumunun özgün ayrıntıları türe özgü “markerlar” kullanılarak veya in vitro kültürde primitif cinsiyet hücrelerinin PAS boyaması ile belirlenebileceği gösterilmiştir. Vitellin membranda kültüre edilmiş embriyolarda area pellucida ve primitif cinsiyet hücreleri oluşumu arasındaki ilişki çalışılmış ve area pellucida tamamen şekillendiğinde (VII–IX EG-K) primitif cinsiyet hücrelerinde artış gözlenmiştir. IX- XIV safhaları arasındaki embriyolar ayrı ayrı kültüre edilmiş ve sadece safha X – XIV arasında embriyo başına 25–45 primitif cinsiyet hücresi saptanmıştır fakat safha IX blastodermlerinde cinsiyet hücreleri saptanmamıştır. Sonuç olarak; primitif cinsiyet hücrelerinin oluşumunun area pellucida şekillenmesine bağlı olduğu bildirilmiştir (Karagenç vd 1996). Primitif cinsiyet hücrelerinin dağılımı ve ileri farklılaşması epigenetik bir olaydır ve hücre-hücre etkileşimlerini gerektirdiği düşünülmektedir. (Karagenç ve Petitte 2000).

     Balık ve memelilerde “nuage materyali”, kuyruklu ve kuyruksuz amfibilerdeki “germinal plazm” kuş ve sürüngenlerin primitif cinsiyet hücrelerinde rapor edilmemiştir. Balık, kuş ve memelilerin primitif cinsiyet hücreleri sitoplazmalarında PAS-pozitif materyaller bulundurur. Kuşların primitif cinsiyet hücreleri memeli primitif cinsiyet hücrelerinden daha az alkalin fosfataz aktivitesine sahiptir. Hatta kuşlar arasında, tavuk primitif cinsiyet hücrelerinin sitoplazması PAS reaksiyonu ile magenta boyanır oysa ki bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerinin sitoplazması boyanmaz. Son zamanlarda Wistaria floribunda ( WFA ) ve Griffonia simplicifolia II ( GS-II ) gibi lektinlerin bıldırcın ve tavuk primitif cinsiyet hücreleri ile spesifik reaksiyon verdiği ve kanatlı türlerinde primitif cinsiyet hücrelerinin göçünde önemli rol oynadığı bildirilmiştir (Yoshinaga vd 1992). Tavuk ve bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerinin lektin ile reaktivitesindeki bu farklılıklar bu iki tür arasındaki kimerik embriyolarda primitif cinsiyet hücrelerinin orijinlerinin belirlenmesi için faydalıdır (Kuwana 1993). 

     Primitif cinsiyet hücreleri, primitif çizgi oluşumu safhasından sonra belirli aralıklarla uygulanan Shiff boyaması ile boyanmıştır fakat daha erken safhalarda bu yol izlenememiştir. Chicken vasa homolog proteini (CVH proteini) gibi birkaç özgün “marker” yardımıyla primitif cinsiyet hücrelerinin sadece “germinal crescent’’ bölgesinde değil aynı zamanda erken safhalarda da belirlendiği bulunmuştur. Bu durumun en büyük nedeni primitif cinsiyet hücrelerinin yüzeylerinde bulunan güçlü karbonhidrat bileşenleridir (D’Costa vd 2001). Yapılan bir çalışmada poliklonal antikor CVH kullanılarak western blot analizi yöntemiyle primitif cinsiyet hücreleri belirlenmiştir. CVH proteini (80 kDa) özellikle civciv testislerinde tek bant şeklinde belirlenmiştir (Nakamura vd 2007). SSEA–1 ve EMA–1 antikorlarının her ikiside tavuk primitif cinsiyet hücrelerinde “germinal crescent”den gonadlara yerleşene kadar ekspresse edildiği bilinir (Karagenç vd 1996). Hücre yüzey karbohidrat antijenlerini tanıyan bölge özgün SSEA-1 ve embriyonik fare antikoru EMA-1 ile yapılan çalışmalarda SSEA-1’in farelerde epiblastik hücrelerde ve göç halindeki primitif cinsiyet hücrelerinde eksprese edildiği fakat germ hattına özgün olmadığı bulunmuştur. EMA-1 ise fare embriyonik karsinoma hücrelerinde tespit edilmiştir ve EMA-1’in sadece fare primitif cinsiyet hücrelerini değil aynı zamanda tavuk primitif cinsiyet hücrelerini işaretlediği bulunmuştur. PAS boyaması ardından tavuklarda PAS pozitif işaretlenmiş hücrelerin germ hücre kökenini belirlemek için uygun olmadığı düşünülerek bu antikorların yeterince özgün olmadığı ve tavuklarda germ hattı ayrımının direkt gözlenmesinin uygun olmadığı belirlenmiştir (Nakamura vd 2007). Yapılan başka bir çalışmada primitif cinsiyet hücrelerinin epiblastın dorsal ve ventral yüzeyinde sayıca az olduğu tespit edilmiş ve yaklaşık 20 SSEA-1 ve EMA-1 pozitif hücrenin area pellucidada epiblastın ventral yüzeyinde bulunduğu tespit edilmiştir (Karagenç vd 1996).

     Farklı araştırmacıların sonuçları arasında bazı farklılıklar olmasına rağmen primitif cinsiyet hücrelerinin kuluçka zamanında ve başlangıçta epiblastta olduğu konusunda görüş birliği vardır. Erken blastodermin parçalarının izole edildiği ve invitro olarak gelişimine izin verildiği çalışma serilerinden elde edilen bulgular primitif cinsiyet hücrelerinin pellusid alanın merkezinden geliştiğini öne sürmektedir (Karagenç vd 1996). Bu hücreler ayrıca endofil hücreler (Vakaet 1970) ya da başkaları tarafından primer hipoblast (Stern 1990) olarak da bilinmektedir. Area pellucidanın posterior ucundan anterior ucuna hipoblastik katmanın büyümesi ile primitif cinsiyet hücreleri anterior konumuna yer değiştirmiş hale gelir ancak hipoblasttan pasif taşınma mı yapıldığı ya da aktif göç mü olduğu bilinmemektedir. Safha 5’e kadar hipoblasttan ayrılan primitif cinsiyet hücreleri primitif çizgiden yayılarak “germinal crescent’’e doğru aktif göç ederler. IX–XIII ( EG-K ) safhalarındaki primitif cinsiyet hücrelerinin sayısı yaklaşık 150 kadar bulunmuştur (Karagenc vd 1996).
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Şekil 2.11 Siyah noktalarla gösterilen primitif cinsiyet hücreleri erken area pellucida da endofil hücrelerinden oluşur ( a ) ve area pellucidanın anterior ucundaki germinal crescent bölgesine göç ederler ( b – d ). Daha sonra kan damarlarına giriş yaparlar ve kan damarları yoluyla dağıtılırlar ( e ). En sonunda gonadlara girerler ( f ) (Nieuwkoop ve Satasurya 1979).

     Primitif cinsiyet hücreleri 4–5. safhalarda “germinal crescent’’ bölgesine ulaşır ve safha 10 da bu bölge vaskularize hale gelinceye kadar orada kalırlar. Bu hücreler daha sonra aktif göç ile kan damarlarının bazılarına girerler ve vücut boyunca taşınırlar. Bu vasküler yayılma kuşlarda ve bazı sürüngenlerde gösterilmiştir fakat memelilerde bulunamamıştır. 14. safhada kan dolaşımında primitif cinsiyet hücrelerinin en yüksek sayısı 10 µl başına yaklaşık 13 olarak bildirilmiştir ancak takip eden aşamalarda gonad girişinde bir azalma tespit edilmiştir (Tajima vd 1999). 

     Primitif cinsiyet hücrelerinin kan damarlarından ayrılıp gonadlara girişinin nasıl olduğunu açıklamak için yapılan çalışmalar sonucunda primitif cinsiyet hücrelerinin kemotaktik etkiler ile genital sırtta göçü gerçekleşmektedir (Takeuchi vd 2010). Primitif cinsiyet hücrelerinin 16 ve 17. safhalarda kan damarlarından ayrıldığı gözlenmiştir. Başlangıçta sağ ve sol gonadlara giren primitif cinsiyet hücrelerinin sayısı benzerdir fakat safha 24’e kadar primitif cinsiyet hücrelerinin sol ovaryumdaki sayısı sağ ovaryuma göre daha fazladır ve safha 27 ye kadar sol testiste sağa göre sayıca daha fazladır (Zaccanti vd 1990).

2.6.1. Primitif cinsiyet hücrelerinin moleküler mekanizması

    Farelerde, primitif cinsiyet hücreleri ilk olarak allantois üstünde, alkalin fosfataz pozitif hücre kümesi olarak embriyonik dönemin 7.5. gününde (E7.5) tespit edilmiştir. E9’a kadar primitif cinsiyet hücreleri arka bağısakta birleşmiş hale gelir. E9-E9.5 arasında primitif cinsiyet hücrelerinin bağırsağın dorsal tarafından genital sırta göç ettiği belirlenmiştir. Primitif cinsiyet hücreleri kolonize oldukları genital sırttan harekete başlarlar (Molyneaux ve Wylie 2004). BMP4/BMP8b’nin ekstraembriyonik dokulardaki ekspresyonu epiblastta primitif cinsiyet hücrelerinin düzenlenmesine neden olur (Ying vd 2001). Yapılan bir çalışmada Stella ve Fragilis/mil1 genleri tanımlanmıştır. Stella’nın fonksiyonu tam belirlenmeyen yeni bir gen olduğu ve Fragilis’in homotipik hücre-hücre adezyon ve hücre siklusu kontrolünde rol alan interferon uyarılabilir gen ailesi üyesi olduğu bildirilmiştir. E7.25’de fragilis, posterior epiblastta primitif cinsiyet hücrelerinin oluştuğu bölgede yüksek ekspresyon gösterir. Bu bölgede primitif cinsiyet hücreleri hareketli değil kümelenmiş haldedir. 24 saat sonra fragilisin ekspresyonunun düştüğü ve endoderm içinde dağınık ve hareketli primitif cinsiyet hücrelerinin olduğu gözlemlenmiştir (Saitou vd 2002). Farelerde primitif cinsiyet hücrelerinin davranışı; endoderme invazyonu, arka bağırsak içine aktif ve pasif göçü, arka bağırsak içine rastgele göçü, bağırsaktan genital sırta göçü, kümelenme ve orta çizgide hücre ölümünü içerir (Molyneaux vd 2001). Ayrıca yapılan bir çalışmanın sonucunda E-cadherin ve C-kit/steel proteinlerinin bağırsakta primitif cinsiyet hücrelerinin davranışlarını regüle ettiği bulunmuştur. Primitif cinsiyet hücrelerinin bağırsak dışına çıktığında E-cadherin ekspresyonunu upregüle ettiği ve primitif cinsiyet hücrelerinin kolonize olması ve sağkalımı ya da bağırsak içinde göçü için C-kit/steel proteinine gereksinim olduğu gösterilmiştir (Bendel-Stenzel vd 2000).

     Memeli primitif cinsiyet hücrelerinde PG2 epitopu saptanmıştır ve PG2’nin erken gelişim sırasında ve doğum sonrasında cinsiyet hücre olgunlaşması sırasında eksprese edildiği belirlenmiştir (Püschel vd 2005) Ayrıca zebra balığı, fare ve tavukta SDF1/CXCR4 kemokin sinyalizasyonunun primitif cinsiyet hücre göçünde önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir (Takeuchi vd 2010) ve fareler üzerinde çalışılan Nanos3 geninin de primitif cinsiyet hücrelerinin göçünde rol oynadığı bulunmuştur (Tsuda vd 2003).

     Drosophila’da primitif cinsiyet hücreleri, kutup hücreleri haline ayrılmış maternal komponentlerde lokalize olmuştur ve gelişen embriyonun posterior kutbundan ortaya çıkar. Primitif cinsiyet hücreleri bağırsağın ventral kısmından bazal yüzeyine göç eder ve bu hücreler lateral mezodermde somatik hücrelerle birleşirler (Molyneaux ve Wylie 2004). 

     Benzer şekilde zebra balığı’nda cinsiyet hücreleri maternal komponentlerde lokalizedir ve hücreler gastrulasyon sırasında hareket ederek baş ile mezoderm hattı arasında sıralanır. Hücreler her iki çizgiden lateral mezoderm içinde bir ara hedefe göç ederler ve gonadlara yerleşirler (Molyneaux ve Wylie 2004). 

2.6.2. Kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin gonadal taslağa göçü

     Bütün omurgalılarda primitif cinsiyet hücreleri gelişimin erken safhalarında ortaya çıkar ve gonadlarda şekillenir. Germ hattı gelişiminin evrimsel olarak korunmuş özellikleri primitif cinsiyet hücrelerinin araştırılmasıyla belirlenmiştir. Bu da primitif cinsiyet hücrelerinin ortaya çıkış yerinden gonadlara doğru göçü ile anlaşılır. Primitif cinsiyet hücrelerinin yer değiştirmesi, embriyonik dokuların morfogenetik hareketleri tarafından ve gonadal taslağın etrafına getirilen primitif cinsiyet hücrelerinin gonadal sırta doğru ameboid hareketlerle pasif göçü ile gerçekleşir (Karagenç 1998).

     Nöral krest hücreleri, lenfoid kök hücreler ve kan kök hücreler gibi primitif cinsiyet hücreleri erken embriyonik dönemde hedef organlarından uzak yerde oluşur ve sonra ilgili organlara göç eder. Kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin, tavuk–bıldırcın kimeralarının kullanıldığı deneyler tarafından kanıtlandığı gibi epiblast orijinli olduğu düşünülür. Bu kimerik embriyolar blastoderm safhasında türlerin birinin epiblastının ve diğer türlerin hipoblastlarının kombinasyonuyla yapılmış ve 3–6 somit safhasına kadar kültüre edilmiştir. Kimerik embriyolardaki primitif cinsiyet hücreleri Feulgen boyama ile histolojik olarak belirlenmiştir ve sonuçlar kanatlı germ hattının epiblast kökenli olduğunu göstermiştir. Ancak, araştırmacılar primitif cinsiyet hücrelerinin blastoderm safhasında kimeraların oluşumundan önce hipoblastlardan epiblastlara girmiş olabileceğini düşünmüşlerdir (Smith vd 1983). Primitif cinsiyet hücreleri, primitif çizgi oluşumunun erken safhaları boyunca gitgide alt bariyerlere taşınır ve primitif çizgi safhasında “germinal crescent” bölgesi olarak adlandırılan hipoblast bariyerinde lokalize hale gelir. Kuşlarda, “germinal crescent” bölgesi, olası gonadal bölgeden uzaktadır ve bu yüzden primitif cinsiyet hücrelerinin göçü memeli ve bazı reptillerden farklıdır (Kuwana 1993). Bu yüzden, kanatlı primitif cinsiyet hücreleri memeli göç yolağına ek olarak benzersiz bir dolaşım yolağı gösterir. Erken embriyonik dönemde kanda dolaşan kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin izolasyonu memeliler ve amfibilere oranla daha kolay olabilir. Hatta memelilerde ve amfibilerde, primitif cinsiyet hücreleri membranlarına hangisinin daha fazla zarar vereceği bilinmeden enzimatik işlemsiz veya fiziksel dağılım olmadan izole edilemez. Üstelik cerrahi teknikler uterus içindeki memeli embriyolarına göre kanatlı embriyoları için uygundur (Hara 1971), cerrahi müdehaleden sonra uterustaki embriyonik gelişimin uyarılması zordur (Kuwana ve Fujimoto 1984). Kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin göç mekanizması dolaşım aracılığıyla oldukça dinamik olduğu için özellikle memelilere ve diğer türlere benzerlik göstermez. Ancak; dolaşımda göç periyodundan sonra kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin göç mekanizması diğer türlerinkine benzerlik gösterir. Primitif cinsiyet hücrelerinin göçü için bazı olası mekanizmalar şunlardır; 1) civardaki somatik hücreler tarafından harekete yardımcı fiziksel ilişki, 2) fibronektin gibi ekstraselüler matriksler veya hücrelerin belli tipleri için spesifik affinite, 3) morfogenetik hareket tarafından pasif göç, 4) kemotaktik faktörler tarafından indüklenmiş göç. Primitif cinsiyet hücreleri için kan dolaşımı aracılığı ile göç; gonadal taslağın çevresinde kan damarlarından geçiş ve dolaşımı istila olarak 2 farklı mekanizmayı da içerir (Kuwana 1993).

2.6.3. Primitif cinsiyet hücrelerinin pasif göçü

     Primitif cinsiyet hücreleri, 10.safhaya kadar embriyonik kan dolaşımının kuruluşu ile birlikte kan dolaşımında hareket etmeye başlar. 16-17. safhalarda gonadal taslağın yakınındaki kapiller aracılığıyla kan dolaşımından ayrıldıktan sonra primitif cinsiyet hücreleri inkübasyonun 2,5 günde gelişen gonadlar içinde göç eder. 16-19. safhalarda toplam primitif cinsiyet hücrelerinin yaklaşık %10-20’si tavuklarda baş bölgesinde kolonize haldedir (Kuwana 1993).

2.6.4. Primitif cinsiyet hücrelerinin hareketi
     Primitif cinsiyet hücrelerinin hareketleri “germinal crescent” bölgesinden gonadal sırta doğru iki aşamada meydana gelir. İlk aşamada primitif cinsiyet hücreleri ekstraembriyonik ve intraembriyonik dolaşım yoluyla germinal sırtın çevresinde pasif olarak taşınırlar. İkincisi, primitif cinsiyet hücrelerinin kan yoluyla damarlardan ayrılması ve gonadal taslak içerisinde aktif göç yapmasıdır. Bu aktif göç aşamasında gonadlardan salınan kemotaktik sinyaller, ekstraselülar matriks bileşenleri ve gonadal epitelyum etrafındaki vasküler sistemin anatomik düzenlenmesi önemli faktörlerdendir (Petitte vd 1997). 

       Tavuk primitif cinsiyet hücrelerinin gonadal taslağa doğru göçünün mekanizmasını anlayabilmek için onların hareket özelliklerinin incelenmesi gerekir. Bu hareketlerin gözlenebilmesi için, 12 – 16 safhalarda primitif cinsiyet hücreleri kandan izole edildiği bir çalışmada, 13–16. safhalardaki embriyoların primitif cinsiyet hücreleri, kan damarlarından glass mikropipet ile faz-kontrast mikroskobu altında toplanmış ve primitif cinsiyet hücreleri sitoplazmalarında bir hayli bulunan kırılgan lipitler ve büyük boyutları ile kan hücrelerinden kolaylıkla ayırt edilebilmesi bu hücrelerin kan dolaşımına geçtiğini göstermiştir (Wylie ve Heasman 1982). Primitif cinsiyet hücreleri 40. safha tavuk embriyolarının dorsal mezenterinin mezodermal dokusundan elde edilmiş besleyici hücrelerle kaplanmıştır ve hareketleri hızlandırılmış fotoğraflama ile analiz edilmiştir. Primitif cinsiyet hücreleri besleyici hücrelerin uzun eksenine doğru harekete eğilimlidir (Kuwana ve Fujimoto 1984). Üstelik tavuk primitif cinsiyet hücrelerinin diğer primitif cinsiyet hücreleri ve embriyonik fibroblast hücrelerine göre kontak inhibisyon gösterme eğilimi yoktur (Kuwana 1993). 

2.6.5. Primitif cinsiyet hücrelerinin göçünde ekstraselülar matriksin rolü
     Tavuklar ve farelerdeki elektron mikroskobi çalışmaları göç fazındaki primitif cinsiyet hücrelerinin göç hattı boyunca komşu somatik hücreler ile yakından ilişkili olduğunu göstermiştir. Hücre yüzeyindeki veya ekstraselüler matriksteki glikoproteinler gibi bazı kimyasal maddelerin göç mekanizmasına karıştığı ileri sürülmüştür. Ayrıca fibronektin; hücre yüzeyi ve ekstraselüler matriks oluşumu ile ilişkili bir glikoproteindir, hücre adhezyon ve uzamasında önemli bir role sahiptir. Xenopus laevis (Heasman ve Waylie 1981), fareler (Fujimoto vd 1985), ve tavuklardaki (Fujimoto ve Yoshinaga 1986) transmisyon elektron mikroskobi çalışmalarında fibronektin, primitif cinsiyet hücrelerinin göçü başlamadan önce onların göç yolunda tespit edilmiştir.

     Nöral krest hücrelerinin göç yolu primitif cinsiyet hücrelerinin genel embriyolojik hareketlerine göre fazla etkilenmez. 

     İn-vivo primitif cinsiyet hücre göçünde fibronektin rolü henüz tam olarak anlaşılamamıştır. Muhtemelen fibronektinlerin primitif cinsiyet hücreleri yada nöral krest hücrelerinde adhezyon etkisinden başka kemotaktik etkilere de sahip olduğu ileri sürüldü. Diğer matriks bileşenlerinin yanı sıra farelerde TGF-β1’in, fibronektin sentezinin hedef hücrelerde başlamasını teşvik ettiği bilinmektedir (Kuwana 1993).

2.7. Primitif Cinsiyet Hücrelerinin Göçünde sialyl Lewis-X Molekülünün Rolü

     sialyl Lewis-X proteini, tavuk embriyolarında ekspresse edildiği bilinen Lewis-X proteininin sialik asit bağlanmış şeklidir (Karagenç vd 1996). 

     Hücre yüzey glikanlarının sürekli değişen fonksiyonları; onların çeşitli yapıları ve lektinler gibi glikan bağımlı proteinler ile güçlü etkileşimleri vardır. Glikan–lektin etkileşimleri ya ekstraselülar alanda değişiklikleri iletir ya da hücre–hücre/hücre–patojen bağlantılarını düzenler. Örneğin sialyl Lewis-X (sLe-X) temel olarak lökositlerde ekspresse edilen tetrasakkarit yapıda glikandır ve inflamasyonun erken safhaları boyunca civardaki dokular içerisinde kan dolaşımından lökositlerin göçüne aracılık eder (Soriano del Amo vd 2010). Moleküler formülü C31H52N2O23 olan sialyl lewis-X molekülünün kimyasal yapısı şekilde gösterildiği gibidir (Şekil 2.12).
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Şekil 2.12: sialyl lewis-X molekülünün kimyasal yapısı (http://en.wikipedia.org )

     Selektinler, tetrasakkarit sialyl Lewis-X’i tanır ve bazı endotel hücrelere, glikolipitlere ve glikoproteinlere bağlı glikanların terminal bileşenidir.(Silva vd 2011). sLe-X; E ve P selektinlere bağlanır, endotel hücrelerinin yüzeyinde upregüle olur ve lökositlerin damar dışına çıkmasına yol açar. Ayrıca sLe-X–E selektin etkileşimi kan aracılığı ile hematopoietik kök hücrelerin göçlerinin yönetilmesinde rol oynar ve klinik kök hücre transplantasyonunda önemlidir. sLe-X’in kimyasal sentezi yoğun bir şekilde izlenmiştir ve yapısal özelliklerin, fonksiyonal grupların senteze katkısı kabul edilmiştir (Soriano del Amo vd 2010). sLe-X biyosentezi farklı glikoziltransferazların ardışık çalışmalarını gerektirir (Şekil 2.13) (Silva vd 2011).
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Şekil 2.13 sLe-X’in glikoziltransferazlar ile temsil edilmiş biyosentetik yolu (Silva vd 2011)

     Selektinler, sialyllenmiş karbohidratları tanımakla yükümlüdürler ve sialyl Lewis-X bağlama yeteneğine sahiptirler. Selektinler ve ligandları, damar duvarının endotel hücrelerine lökosit bağlanmasına aracılık ederler ve bu işlemin sonunda lökositler göç ederler. Yapılan bir çalışmada selektin–karbohidrat etkileşimlerinin temel rolünün lökosit göçü olduğu ve bu göçün benzer tipinin Bursa fabricius’a prebursal lenfositlerin dönüşünde rol oynayadığı tespit edilmiştir. Bu çalışmada prebursal B hücrelerinde ekspresse edilen bir selektin belirlenememesine rağmen kanatlı B hücre öncülleri selektin ligandı olan sialyl Lewis-X’in özgün olarak eksprese edildiği bulunmuştur. Ayrıca bursanın damarlarla ilgili bölgesinde sialyl Lewis-X’in tutunma özelliğinin olduğu bulunmuştur. Bu tutunma sialyl Lewis-X’e karşı antikorlar tarafından bloklanabilir. sialyl Lewis-X ekspresyonunun gelişen B hücre populasyonu ile sınırlı olduğu ve 15–17. embriyonik günler arası bursada gelişen B hücrelerinde hücre yüzey karbohidratlarında gelişimsel bir anahtar rolünde olduğu bildirilmiştir. Bu çalışmanın sonucu olarak, Lewis-X karbohidrat yapısının tavuk B hücre gelişimi boyunca düzenlendiği ve Bursa fabricius içerisinde lokalize olabildiği gösterilmiştir (Masteller vd 1995). Ancak bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerinde sialyl Lewis-X ekspresyona rastlanılmamıştır.

2.8. Sialyl Lewis-x’in Kanser ile İlişkisi

     Malignant değişimler, sialyl Lewis-X antijeni gibi değişmiş karbohidrat belirteçlerinin ekspresyonu ile sonuçlanan anormal glikolizasyon ile ilişkilidir. Değişmiş hücre yüzeyi glikozilasyonu, malignant tümör hücrelerinin önemli özelliğidir ve genellikle invazyon ve metastazı tanımlar (Dube ve Bertozzi 2005). 

     Tümör metastazı; primer tümörden malignant hücrelerin ayrılmasını, lenf damarlarına ya da kana invazyonu, endotelyum ile etkileşimi, hücrelerin damar dışına çıkmasını ve yeni tümör odaklarının şekillenmesini içerir. Metastazın her adımı, ekstraselülar matriks bileşenleri ve diğer hücreler ile kanser hücrelerinin spesifik etkileşimlerine dayalıdır. Bu etkileşimler; kaderinler, integrinler, immunoglobulin süper ailesi üyeleri, selektinler ve selektinlerin sialyl Lewis-a ve sialyl Lewis-X gibi karbohidrat ligandlarını içeren adezyon moleküllerinin farklı aileleri tarafından gerçekleştirilir (Kannagi vd 2004).

     sialyl Lewis-X, kanser hücrelerinin damar endoteline yapışmasına aracılık eder ve metastaza yol açar. Tümör hücrelerinde sialyl Lewis-X’in sürekli ekspresse edildiği gözlenmiştir ve sialyl Lewis-X sadece bir tümör marker olarak değil kanser hücrelerinin metastaz davranışının anlaşılması için de önemlidir (Pinho vd 2007). Ayrıca Tax proteini gibi bazı genlerin sialyl Lewis-X ekspresyonunu başlattığı bilinir ve sonuç olarak bu protein yetişkin T hücrelerinde sialyl Lewis X ekspresyonu artışı ile lösemi hücrelerinin metastazına yol açar (Kannagi vd 2004).

2.9. İmmünohistokimya

     Tüm doku sıvıları, vücut sıvıları ve iğne aspirasyon materyallerinde uygulanır. Bu materyallerdeki hücrelerin özellikle sitoplazmalarında intermedial flamentler, mikrotübüller, mikroflamanlar, nöroflamanlar ve hücre zarı reseptör proteinleri incelenir. Bu yapılar antijen kabul edilerek dışarıda özel olarak üretilen antikorlar; anahtar-kilit, koenzim-substrat örneğinde olduğu gibi oluşturulan antijen-antikor kompleksi özel boyalar ile boyanarak görünür hale getirilir. En sık kullanılan boyalar; peroksidaz-antiperoksidaz, avidin-biotin peroksidaz, alkali fosfataz ve immungold’dur. Bu enzim tekniklerinin her birinin farklı makromoleküller için duyarlılıkları vardır. İmmunohistokimyasal analizi etkileyen başlıca etmenler; pH, ısı, tampon maddesi, fiksasyon, materyalin içeriği ve boyamadır. 

3. MATERYAL – METOT


3.1. Kullanılan Malzeme ve Cihazlar

Döllü bıldırcın yumurtaları
Kuluçka makinası
Steryo mikroskop
PBS
TBS
Absolute alkol
Paraformaldehit
Paraplast
Etüv
Metal döküm blokları
Mikrotom
Apes kaplı lam
Lamel
Eldiven
Pens, Penset
Makas
Işık mikroskobu
Elektron mikroskobu
pHmetre
Su banyosu
Ksilen bazlı entellan
CSLEX-1 (BD, 10µg/ml)
HECA-452(10µg/ml)
DAB
QH-1 antikoru
Alexa Fluor-455 (Invitrogen)
DAPI (Invitrogen)
Edta-tris buffer (Tris, Edta, Tween 20)
Sodyum sitrat buffer (Tri-Sodyum Sitrat, Tween 20)
Pastör pipeti
Puvar
Mezür
Bek alevi

3.2. Embriyo İzolasyonu

     Döllü bıldırcın yumurtaları Adnan Menderes Üniversitesi (ADÜ) Veteriner Fakültesi Kanatlı Araştırma ve Uygulama Biriminde barındırılan Japon bıldırcın kolonilerinden elde edildi. Hamburger ve Hamilton skorlama sistemine göre, 20-21 gelişim aşamalarında bulunan embriyoların elde edilebilmesi amacıyla döllü bıldırcın yumurtaları 72-96 saat Standard kuluçka koşullarında (37 0C, % 65 relative nem oranı) inkube edildi. Embriyo izolasyonu steryo mikroskop altında PBS solüsyonu (pH 7.4) içerisinde gerçekleştirildi. İzole edilen embriyolar PBS içerisinde taze olarak hazırlanmış %4 paraformaldehid solüsyonu içerisinde bir gece +4 0C’de tespit edildi. Tespit edilen embriyolar PBS içerisinde birkaç kez yıkandıktan sonra standart doku takip işlemine alındılar. Bu amaçla, embriyolar PBS içerisinde hazırlanmış olan %35, 50, 70, 90 ve 100 alkol serilerinden ve Xylol serilerinden geçirilerek paraplast içerisinde bloklandı.  Bloklanan embriyolardan mikrotom aracılığı ile 10 µm kalınlığında seri kesitler alınarak APES (Sigma) ile kaplı lamlara aktarıldı. Bir gece boyunca +37 0C’de kurutulan kesitlerin çevresi cam kalemi ile çizilerek, deparafinizasyon işlemi için ksilen I ve ksilen II de 5 dakika, %100 alkol I, %100 alkol II, %96 alkol, %80 alkol,%70 alkolde 3’er dakika olmak üzere azalan alkol serilerinden geçirilerek distile suda çalkalandı. Daha sonra iki kez, 5 dakika süreyle PBS (pH 7.4) içerisinde yıkanan kesitler immunohistokimya ve immunoflöresans analizlerinin gerçekleştirilmesinde kullanıldı.




3.3. İmmunohistokimyasal ve immunoflöresans analizler

     Primitif cinsiyet hücreleri tarafından sLe-X epitopunun eksprese edilip edilmediğini belirleyebilmek amacıyla sLe-X epitopunu tanıyan iki farklı antikor, CSLEX (BD, 10 µg/ml) ya da HECA (BD, 10 µg/ml) kullanıldı. SLe-X ekspresyonunun saptanmasında avidin-biotin peroksidaz yönteminden yararlanıldı. Bu amaçla, Universal LSAB® sistemi (DAKO Cytomation, K0690) ya da Histostain Plus (İnvitrogen) kitlerinden yararlanıldı. Antikora bağlanma gösteren hücrelerin boyanmasında 3,3’ diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) kullanıldı. sLe-X epitopunun Bursa. fabricius’a göçleri sırasında B hücre projenitörleri tarafından eksprese edildiği bilinmektedir (Masteller vd 1995). Dolayısıyla, primer ve sekonder antikorlardan ya da boyama yönteminden kaynaklanabilecek olası bir teknik hatayı test edebilmek amacıyla tüm immunohistokimyasal çalışmalar sırasında B hücre projenitörlerinin göç ettikleri dönem olan embriyonik gelişimin 8-12. günlerinden alınan Bursa. fabricius dokusu pozitif kontrol olarak kullanıldı.

     sLe-X epitopunun yanı sıra, alınan bıldırcın embriyo kesitlerinde primitif cinsiyet hücrelerinin belirlenmesinde QH-1 antikorundan da yararlanıldı. Monoklonal bir antikor olan QH-1, bıldırcın embriyolarında hematopoetik, endotel ve primitif cinsiyet hücreleri tarafından eksprese edilmekte olup (Armengol 2007), bu hücrelerin tanımlanmasında bir belirteç olarak kullanılmaktadır.  Bu nedenle, sLe-X epitopunun ekspresyonunun belirlenmesine yönelik olarak yapılan immunohistokimyasal analizin sonrasında aynı kesit üzerinde QH-1 ekspresyonu da incelendi. QH-1 antikor kaynağı olarak, Developmental Studies Hybridoma Bankası’ndan (University of Iowa) elde edilen QH-1 hybridoma hücrelerinin süpernatantı kullanıldı. QH-1 epitopunu eksprese eden hücrelerin belirlenmesinde immunoflöresans yönteminden yararlanıldı. Bu amaçla, Alexa Fluor 455 (Invitrogen) ile konjuge edilmiş sekonder antikordan (İnvitrogen) kullanıldı. Çekirdek boyaması PBS içerisinde hazırlanan DAPI (200 ng/ml, İnvitrogen) ile gerçekleştirildi.

3.4. Antijen retrival işlemi

     Kullanılan tespit solüsyonunun sLe-X epitopunu maskelenmesi ve buna bağlı olarak immunohistokimyasal analizler ile belirlenememesi olasılığını ortadan kaldırmak amacıyla, embriyo kesitlerinin bazılarında antigen retrival işlemi yapıldı. Bu amaçla, sodyum sitrat (pH 7.6) ya da EDTA–Tris Buffer solüsyonlarından yararlanıldı. Antijen retrival işlemi, kesitlerin söz konusu bufferlar içerisinde 5 dakika süreyle kaynatılmasıyla gerçekleştirildi. Antijen retrival işlemi sonrasında, immunohistokimyasal analizler yukarıda tarif edildiği şekilde gerçekleştirildi.









4. BULGULAR


4.1. Bıldırcın Primitif Cinsiyet Hücrelerinin DAB Boyaması İle Gösterilmesi
     DAB boyaması bıldırcın ve tavuk dokularını mikroskop altında göstermek amacı ile yapılmıştır. Pozitif kontroller olarak hazırlanan bıldırcın embriyo kesitlerine QH-1 antikoru uygulandı ve DAB boyaması sonucunda hücrelerde boyanma olduğu gözlendi (Şekil 4.1). 
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Şekil 4.1 Bıldırcın embriyo kesitinin (20HH) ışık mikroskobundaki görüntüsü


4.2. QH–1 Ekspresyonu 
     QH-1 antikoru, bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerini belirlemek için en iyi araçtır. Primitif cinsiyet hücrelerinde ekspresse edildiği bilinen (Armengol vd 2007) özgün QH–1 antikoru ile yapılan immünohistokimyasal analiz sonucunda hem tavuk hem bıldırcın embriyo kesitlerinde DAB boyaması sonucu QH–1 ekspresyonu gözlendi. Ayrıca yapılan floresan boyama sonucunda da primitif cinsiyet hücrelerinde QH–1’in ekspresse edildiği gösterildi (Şekil 4.2, 4.3).

[image: ][image: ]
[image: ]
Şekil 4.2 20HH safhasındaki bıldırcın embriyolarından elde edilen kesitlerde flöresan mikroskop görüntüsü A) QH–1 ile primitif cinsiyet hücrelerinin floresan mikroskop görüntüsü B) DAPi çekirdek boyaması sonucu hücrelerin gösterilmesi C) QH–1 ve çekirdek boyamasının birleştirilmesi ile primitif cinsiyet hücrelerinin görünümü.
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Şekil 4.3 20HH safhasında bıldırcın embriyo kesitlerinde flöresan mikroskop görüntüsü A) Primitif cinsiyet hücrelerinin QH–1 ekspresyonu B) Hücre çekirdekleri C) Primitif cinsiyet hücrelerinin QH–1 ve DAPi çakıştırılmış görüntüsü

4.3. Bıldırcın Primitif Cinsiyet Hücrelerinde sLe X Ekspresyonunun İncelenmesi 
     QH–1’ in pozitif kontrol olarak kullanıldığı sLe-X ve QH–1 çift boyama protokolü sonucu primer antikor olarak kullandığımız sLe-X için boyama gözlenmedi. Bu sonucu desteklemek için uygulanan antijen retrieval protokolü sonucunda DAB boyamasının hemen ardından ışık mikroskobunda incelendiğinde negatif kontrollerde ve sitrat buffer uygulanan kesitlerde boyanma gözlenmemesine rağmen edta–tris buffer uygulanan kesitlerde çok az boyanma olduğu görüldü. Hemen ardından protokole devam edilerek floresan boyama sonucu kesitler incelendiğinde ise edta–tris buffer uygulanan kesitlerde embriyonun ekstraembriyonik yapılarının boyandığı fakat sLe-X için spesifik bir boyanma olmadığı gözlendi. 
     Diğer bir analizde pozitif kontrol olarak 12. ve 14. gün tavuk embriyo kesitleri kullanıldı. Bunun sebebi sLe-X’in tavuk embriyosunun Bursa fabricius bölgesinde ekspresse edildiğinin bilinmesidir (Masteller vd 1995). Pozitif kontrollerle birlikte yapılan ve iki farklı kit kullanılan ( CSLEX-1 ve HECA ) immün boyama sonucunda 12. ve 14. gün tavuk embriyo kesitlerinde sLe-X’in ekspresse edildiği gözlendi (Şekil 4.4, 4.5). Bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerinin 20HH safhasında gonadal bölgeye göç ettiği bilinir (Kuwana 1993) fakat 20HH safhasındaki bıldırcın embriyo kesitleri ile yaptığımız immunohistokimyasal analizde primitif cinsiyet hücrelerinin gonadal göçü sırasında sLe-X ekspresyonu saptanmadı. Bıldırcın embriyo kesitlerinde sLe-X ekspresyonu olmamasına karşılık çift boyama sonucu primitif cinsiyet hücrelerinde QH-1 ekspresyonu ve göç aşamasındaki primitif cinsiyet hücreleri farklı ölçeklerde fotoğraflanarak gösterildi ( Şekil 4.6 ).
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Şekil 4.4 12. gün tavuk Bursa fabricius kesitlerinde A, B , C ) CSLX-1 kiti kullanılarak prebursal B hücrelerinin gösterilmesi 
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Şekil 4.5 12. gün tavuk Bursa fabricius kesitlerinde D, E, F ) HECA kiti kullanılarak prebursal B hücrelerinin gösterilmesi
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Şekil 4.6 Primitif cinsiyet hücrelerinin görünümü

     




5. TARTIŞMA


     Gelişimsel biyolojide primitif cinsiyet hücrelerinin göç mekanizmasının anlaşılması önemlidir. Primitif cinsiyet hücrelerinin orijini, göç mekanizmaları ve fonksiyonel germ hücrelerinde farklılaşma gelişimsel biyolojinin 3 temel problemidir ve bu konu üzerinde daha fazla çalışmalar yapılmalıdır. Kanatlı embriyolarında primitif cinsiyet hücrelerinin belirlenmesi ve ekspresyon çalışmaları için özgün antikorlar ile immunohistokimyasal analizler yapılmıştır. CVH (chicken vasa homolog) proteini kullanılarak yapılan bir çalışmada primitif cinsiyet hücre yüzeylerinde bulunan karbohidrat bileşenlerinin CVH proteinini tanıması ile sadece “germinal crescent” bölgesinde değil daha erken safhalarda da primitif cinsiyet hücreleri tespit edilmiştir (Tsunakawa vd 2000). Ayrıca poliklonal antikor olan CVH ile yapılan western blot analizi sonucunda civciv testislerinde CVH protein ekspresyonu tespit edilmiştir (Nakamura vd 2007). Tavuk embriyolarında SSEA-1 ve EMA-1 antikorları kullanılarak yapılan analizlerde ekspresyon gözlenmesine karşılık SSEA-1’in germ hattına özgün olmadığı, EMA-1’in ise fare karsinoma hücrelerinde tespit edilmesi sonucu kanserle ilişkili olduğu bulunmuştur (Nakamura vd 2007). Çalışmamızda 20HH safhasındaki bıldırcın embriyolarında sialyl Lewis-X ekspresyonu araştırılmıştır ve bu safhada ekspresyon gösterilememiştir. Kanatlı türlerinde yapılan bu çalışmaların sonuçları gelecekteki çalışmalar için pozitif kontroller olarak kullanılabilir.

     sialyl Lewis-X hücre yüzeyindeki glikanlara yapışan tetrasakkarit karbohidrat epitopudur. sialyl Lewis-X, hücre göçünde rol oynar ve evrimsel süreç içerisinde korunmuştur. sialyl Lewis-X’in hücre göçündeki rolü nedeni ile ekspresyonu sıkı bir şekilde kontrol edilir.

     Spektrofotometrik analizler ile yapılan bir çalışmada insanda yumurtaya spermin bağlandığı, yumurtayı kaplayan zona pellucida için sialyl lewis-X’in önemli bir karbohidrat ligandı olduğu tespit edilmiştir (Pang vd 2011). İlerleyen çalışmalarda memeli primitif cinsiyet hücrelerinin davranışlarında sialyl lewis-X molekülünün rolü araştırılmalıdır.

     Kanatlı B lenfosit progenitör hücreleri, olgun B hücreleri içinde gelişmek için özelleşmiş bir primer lenfoid organa göç etmek zorundadırlar (Masteller vd 1995). Tavuk lenfosit progenitör hücreleri, ilk 5-6. embriyonik günde yumurta sarısında sonradan ise kan ve çeşitli hematopoetik organlarda saptanmıştır (Reynaud vd 1992). İşlenmiş tavuk B lenfosit progenitör hücreleri Bursa fabricius içerisine 10-15. embriyonik günler arasında göç etmeye başlar ve esas girişin 12. günde meydana geldiği tespit edilmiştir. Tavuk B lenfosit progenitör hücrelerinin kan dolaşımına geçtikleri zaman sialyl Lewis-X’i ekspresse ettiği ve Bursa fabricius’a geldiklerinde sialyl epitopunun ekspresyonunun durduğu dolayısıyla hücre göçünün sonlandığı tespit edilmiştir (Masteller vd 1995).

     Çalışmamızda sialyl Lewis-X ekspresyonu için 3. gün bıldırcın embriyolarında sialyl epitopunu tanıyan antikor kullanıldı. Tavuk Bursa fabricius pozitif kontrolü ile yapılan uygulamada tavuk ve bıldırcın embriyo kesitleri için sialyl epitopunu tanıyan ancak lewis-x’i tanımayan CSLEX-1 ve HECA antikorları kullanıldı.

     Bıldırcın primitif cinsiyet hücre göçünün gerçekleştiği 20HH safhasında sialyl Lewis-X ekspresyonu bulunamadı. Bıldırcın embriyolarında sialyl Lewis-X ekspresyonunun gözlenememesinin nedeni karbohidrat epitopunun farklı olmasından dolayı ya da sLe-X’in bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerinin göçünde rol oynamaması olabilir. 

     Gonadal göçün gerçekleştiği 20HH safhasında sialyl Lewis-X proteininin ekspresyonu bulunamamasına karşılık daha önceki ya da daha sonraki safhalarda ekspresyon olabilir ve bunun araştırılması gerekmektedir.

     sialyl Lewis-X’in ekspresyonu sıkı bir şekilde kontrol edildiği için ekspresyonu belli zamanlarda olur ve görevi bittiğinde ekspresyonu durur (Masteller vd 1995). Tavuk B progenitör hücrelerinin dolaşımdayken sialyl Lewis-X ekspresyonunu gerçekleştirdiği ancak bu hücrelerin bursa fabricius’a göç etmeleri sonucu sialyl epitopunun ekspresse olmayıp sadece lewis-x ekspresyonunun gerçekleşmesi ve hücre göçünün durması sialyl Lewis-X ekspresyonunun zamana bağlı olduğu ve sıkı bir şekilde kontrol edildiğinin göstergesidir.

     sialyl Lewis-X proteininin kanser hücrelerinde de ekspresse olduğu ve kanser metastazında rol oynadığı tespit edilmiştir (Pinho vd 2007). Tümör hücrelerinde sLe-X ekspresyonu düzeyindeki artış bu ya da benzer proteinlerin sadece gonadal hücre göçünde değil diğer hücrelerin göçünde de etkili olduğunu gösterir.

     Yapılan bir çalışmada insan karsinoma hücrelerinde sLe-X ekspresyonunda önemli derecede artış gözlenmiştir ayrıca çoğu klinik çalışmada tümör ilerlemesinin ve metastazın sLe-X ekspresyonu ile ilişkisi olduğu desteklenmiştir (Fukuda 1996). Tümör hücrelerinde sLe-X ekspresyonundaki artış ve metastazın çalışılması kansere yaklaşımda önemli olabilir.

     sialyl Lewis-X’in gonadal hücre göçünde rol oynaması ve kanser hücrelerinde özellikle metastazdaki rolü bu molekülün moleküler mekanizmasının ortaya çıkarılmasını gerektirmiştir.

     İnsan kanser hücrelerinde hücre adezyon molekülü E-selektin için bir ligand olarak bilinen sialyl lewis-X’in flow sitometri yöntemi ile ekspresyonunun incelendiği bir çalışmada SGC-7901, BGC-823 ve MGC-803 olarak üç mide kanser hücre hattında sialyl lewis-X ekspresyon düzeyinin yüksek olduğu fakat normal mide epitelyum hücre hattı olan GES-1’de sialyl lewis-X’in düşük ekspresyon düzeyi olduğu gösterilmiştir ve bu çalışma immunohistokimyasal analizlerlede teyit edilmiştir( Liu vd 2011). Ayrıca kolon kanser hücrelerinde ve üroteliyal kanser hücrelerinde yapılan çalışmalarda da kanser hücrelerinde sialyl lewis-X ekspresyon düzeyi normal hücrelere göre yüksek bulunmuştur (Malagolini vd 2007, Fujii vd 2000).

     Bu molekülün kanser hücrelerinin göçündeki etkisinin araştırılması kanser çalışmalarında önemlidir ve bu molekülün kanser hücrelerinde çalışılması kanser hücre davranışlarının belirlenmesine ışık tutar.



6. SONUÇ

     Embriyonal dönemde eşey hücrelerini oluşturmak için farklılaşmış olan primitif cinsiyet hücreleri; erişkin dönemde erkeklerde testisleri, dişilerde yumurta hücresini oluşturur ve bu yüzden primitif cinsiyet hücreleri embriyonal gonad dokularına göç ederler. Kanatlı türleri ve memeli türleri arasında primitif cinsiyet hücrelerinin göç yolağı farklılık gösterir. Kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin göçü kan dolaşımı yoluyla gerçekleşirken memeli primitif cinsiyet hücrelerinin göçü dokular arasında gerçekleşir.

     Kanatlılarda primitif cinsiyet hücrelerinin varlığı gonad gelişiminden önce “germinal crescent” olarak bilinen ekstraembriyonik bölgede tanımlanmıştır. Daha sonra CVH proteini ile yapılan bir ekspresyon çalışmasında primitif cinsiyet hücrelerinin “germinal crescent” den daha erken safhalarda da bulunduğu saptanmıştır. Primitif cinsiyet hücreleri 4-5HH safhasında “germinal crescent” bölgesine ulaşır ve buradan kan dolaşımı ile gonadlara göç ederler. Hücre göçü esnasında primitif cinsiyet hücrelerinin gelişimi hücre yüzeyindeki makromoleküllerin ekspresyonuna bağlıdır. Kanatlı primitif cinsiyet hücrelerinin belirlenmesi ve özgün antikorlar yardımıyla ekspresyon analizleri yapılmıştır.

     Bu amaçlar doğrultusunda gerçekleştirilen araştırmanın sonuçları aşağıdaki gibi özetlenebilir:

· Bu çalışmada 20HH safhasında bulunan bıldırcın embriyolarına bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerinde ekspresyonu bilinen QH-1 antikoru uygulandı ve ardından yapılan DAB boyaması sonucu primitif cinsiyet hücreleri saptandı 20HH safhasında primitif cinsiyet hücrelerinin gonadal bölgeye göçe başladığı tespit edildi. Sonuç olarak; QH-1 ile saptama, DAB ile görüntüleme yapıldı.

· Primitif cinsiyet hücreleri tarafından sLe-X epitopunun ekspresse edilip edilmediğini belirlemek için pozitif kontrollerle birlikte immunohistokimya ve immunfloresans analizler yapıldı. Sadece sialyl x epitopunu tanıyan CSLEX-1 ve HECA antikorları ile sLe-X – QH-1 çift boyama yapıldı 

· SLe-X – QH-1 çift boyama sonucunda pozitif kontrol olarak kullandığımız tavuk Bursa fabricius’da her iki antikor için de sLe-X ekspresyonu gösterildi.

· QH-1 ile tespit edilen bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerinde ise sLe-X’in ekspresse edilmediği gösterildi.

· sLe-X epitopunun maskelenmesi ve bu yüzden immunohistokimyasal analizin belirlenememesi ihtimaline karşılık yapılan antijen retrival sonucunda sitrat buffer ve edta-tris buffer solüsyonları ile muamele edilen kesitlerde de DAB boyaması sonucu boyanma gözlenmedi.

· sLe-X’in tavuk embriyolarında primitif cinsiyet hücrelerinin gonadal taslağa göçünde rol oynadığı bilinir ancak bu moleküler mekanizmanın tüm kanatlı türlerinde bulunduğunu gösteren bir çalışma yoktur. Çalışmamızda 20HH safhasındaki bıldırcın embriyoları kullanılarak sLe-X ekspresyonu araştırılmış ve ekspresyonu bilinen tavuk embriyoları pozitif kontrol olarak çalışılmıştır. Araştırmamız sonucunda sLe-X epitopunun bıldırcın primitif cinsiyet hücrelerinde ekspresse edilmediği tespit edilmiştir.
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ÖZET


KÜÇÜK HÜCRELİ OLMAYAN AKCİĞER KANSERLERİNDE KRAS GEN MUTASYONLARININ REAL-TIME PCR YÖNTEMİ İLE TESPİTİ VE KLİNİKOPATOLOJİK PARAMETRELERLE İLİŞKİLERİNİN BELİRLENMESİ 


Elmas, Levent

Yüksek Lisans Tezi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı


Tez Yöneticisi: Prof. Dr. Gülseren BAĞCI


Temmuz 2011, 92 sayfa

     Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (KHOAK), dünyada hem kadınlarda hem de erkeklerde kanser nedeniyle ölümlerin en yaygın nedenlerinden biridir. Yaklaşık %30 oranında KHOAK oluşumunda Kras proto-onkogeninde meydana gelen mutasyonlar sorumlu tutulmaktadır. Kras, hücre sağkalımı ve proliferasyonu için kritik olan sinyal iletim ağlarını kontrol eder. Kras mutasyonları hem Kras’ın kendi kendini sürekli aktive etmesine hem de RAF/MEK/ERK ve fosfatidilinositol 3-kinaz/Akt sinyal kaskadları gibi sinyal iletim yolaklarınının aşırı uyarılmasına neden olur. 


     Bu çalışmada KHOAK’li olgularda, Kras geninin kodon 12 ve kodon 13’deki mutasyonlarının sıklığının belirlenmesi ve bu mutasyonların olgulara ait yaş, cinsiyet, histolojik alt tip, TNM evre ve sigara öyküsünü içeren klinikopatolojik verilerle olası ilişkilerinin belirlenmesi amaçlandı. 


     Bu çalışmaya 92 KHOAK olgusu dahil edildi. Ancak bazı olgulardan informatif verilerin elde edilememesi nedeniyle, Kras mutasyon analizi, 63 olguya ait formalinle fikse edilmiş parafine gömülü doku örneklerinde yapıldı. DNA izolasyonunu takiben, mutasyon analizi LNA problarının kullanıldığı LNA-clamp gerçek-zamanlı PCR yöntemi ile yapıldı. Bu yöntemle olguların %39,6’sında Kras geni kodon 12 mutasyonu saptandı. Bu mutasyon sıklığı, daha önce yapılan benzer çalışmalarda rapor edilen sıkılıktan daha yüksekti. Aynı zamanda mutasyon tipleri ile cinsiyet (p=0.041), histolojik alttip (p=0.001), sigara içme öyküsü (p=0.003) arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık bulundu.


     Bu çalışma, LNA-aracılı gerçek-zamanlı PCR clamping ve mutant-özgün problar kullanılarak, KHOAK’de Kras mutasyonlarının varlığının belirlenebildiğini göstermektedir. Ancak, bu yöntemin mutasyon analizlerinde rutin kullanılabilirliği için diğer mutasyon analiz yöntemlerinden birinin de kullanıldığı daha detaylı çalışmalara gereksinim vardır. 
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     Non-small cell lung cancer (NSCLC) is one of the most common causes of death due to cancer in both men and women throughout the world. Mutations in the Kras proto-oncogene are responsible for about 30% of non-small cell lung carcinogenesis.  Kras controls signaling networks that are critical for cell survival and proliferation. Kras mutations cause its constitutively activation and aberrant upregulation of downstream signaling pathways such as the RAF/MEK/ERK and phosphoinositide 3-kinase(PI3K)/Akt signaling cascades.


     In this study, it was aimed to determine the frequency of Kras mutations in codon 12 and 13, and the relation between the Kras mutation and the clinicopathological characteristics including the age, gender, histological subtype, TNM stage and smoking in patients with NSCLC.


     Ninty two patients with NSCLC were included in this study. But, the analysis of Kras mutations was performed on 63 formalin fixed parafin embedded lung tissue samples because there were no informative results for some cases. Following DNA isolation, Kras mutations were analyzed by LNA-clamp real-time PCR assay using LNA probes. The assay identified Kras codon 12 mutations in 39.6% of NSCLC patients. The frequency of the mutations was higher than that reported in other similar studies. It was also found that there was a statistically significant association between the type of mutations and sex (p=0.041), histological subtype (p=0.001), and smooking history (p=0.003)


     This study indicate that Kras mutations in NSCLC can be detected using LNA-mediated real-time PCR clamping and mutant-specific probes. However, there is a need for further studies that include another assay for mutation analysis before rutin applications of the assay for mutation analysis.  
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APC:

Adenomatöz polipozis koli


BAX:

BCL2-ile ilişkili X 


CDK:

Siklin bağımlı kinaz

DSÖ:

Dünya Sağlık Örgütü

EGF:

Epidermal büyüme faktörü


EGFR:
Epidermal büyüme faktör resepotörü


FAP:

Ailesel adenomatöz polipozis


FFPE:

Formalinle fikse edilmiş parafine gömülü doku


FHIT:

Frajil histidin triad 

GAP:

GTPaz etkinleştirici protein


GDP:

Guanozin difosfat


GEF:

Guanin-nükleotid değiştirme faktörü


GTP:

Guanozin trifosfat


HRAS:
Harvey rat sarkoma viral onkogen homoloğu

KETEM:
Kanser Erken Teşhis, Tarama ve Eğitim Merkezi

KHAK:
Küçük hücreli akciğer kanseri


KHOAK:
Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri


KRAS:
Kirsten rat sarkoma viral onkogene homoloğu

LNA:
Locked nukleik asit

NF1:
Nörofibromatozis 1


PCR:
Polimeraz zincir reaksiyonu


PI3K:
Fosfotidilinositol-3-kinaz


RAS:
Rat sarkoma 

Rb:

Retinoblastoma

TGF-α:
Transforme edici büyüme faktörü


TKI:

Tirozin kinaz inhibitörü

1. GİRİŞ


     Kanser başlıca onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve DNA tamir genlerinde meydana gelen genetik veya epigenetik değişimlerin birikmesinin sonucu olarak ortaya çıkan kompleks bir hastalıktır. Tüm dünyada en sık karşılaşılan kanser türlerinden biri de akciğer kanseridir. Akciğer kanseri, küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) ve küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (KHOAK) olmak üzere başlıca iki gruba ayrılır. Akciğer kanseri vakalarının %80’ini KHOAK’leri oluşturmaktadır ve en sık gözlenen histolojik alt tipleri de sırası ile skuamöz hücreli karsinom, adenokarsinom ve büyük hücreli karsinomdur. 


     Genel olarak akciğer kanseri,  kanser ölüm nedenlerinin yaklaşık üçte birini oluşturmaktadır. Tüm akciğer kanseri hastalarının sadece %15’i tanıdan sonra 5 yıl veya daha fazla yaşamaktadır. Bu nedenle diğer kanser türlerinde olduğu gibi, akciğer kanserinde de erken tanı, etkin ve başarılı tedavinin en önemli basamaklarından biridir. Birçok çalışma, akciğer kanserlerinde erken tanı için spesifik biyolojik belirteçlere odaklanmıştır. Bu tür biyolojik belirteçlerin belirlenmesi amacı ile, akciğer kanser gelişiminde rol oynayan yolakların aydınlatılması birçok çalışmanın da ortak hedeflerindendir.  


     Akciğer kanserinin de dahil olduğu birçok kanser türünde, sıklıkla Ras gen ailesinin üyelerinde nokta mutasyonları gözlemlenmektedir. Ras gen ailesi hücre sağkalımının, proliferasyonunun, farklılaşmasının ve apoptozun regülasyonunda önemli rollere sahiptir. Ras gen ailesi fonksiyonel olarak Hras, Kras ve Nras olmak üzere 3’e ayrılır. Akciğer kanserinde, özellikle adenokarsinomlu olgularda en sık gözlenen mutasyonlar Kras gen mutasyonlarıdır. Kras, GTPaz aktiviteli küçük G proteinleri kodlar ve 12. kromozomda lokalizedir. KHOAK’li hastaların %33’ünde Kras mutasyonlarının varlığı rapor edilmektedir ve bu mutasyonlar genellikle ekzon 1’deki kodon 12 ve kodon 13’te, nadir olarak da ekzon 2’teki 59. ve 61. kodonlarda görülmektedir. Kras geni kodon 12’de genellikle G→T ve G→A tek nükleotid değişimi ile karakterize nokta mutasyonları meydana gelmektedir. Kras proteini özellikle, Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü (EGFR) ve tirozin kinaz reseptör yolağının merkezi arabulucusu olarak rol oynamaktadır. Kras proteininin GTPaz aktivite kaybına neden olan Kras mutasyonları, sürekli Kras sinyal yolağının aktif halde kalmasına neden olmaktatır. Hücre proliferasyonundaki bu etkileri nedeniyle de, Kras mutasyonları kanser oluşumunda ve tümör progresyonunda yer almaktadırlar. 


     Aynı zamanda Kras mutasyonları, Tirozin Kinaz İnhibitörleri (TKI)’ne karşı direncin biyolojik belirteci (marker) olarak da değerlendirilmektedirler. EGFR inhibitörleri (gefitinib ve erlotinib) ile yapılan tedavide Kras mutasyonlu hastaların bu inhibitörlere karşı yanıtsız kaldıkları bilinmektedir. Bu nedenle, Kras mutasyonlarının belirlenmesi, TKI ve EGFR inhibitörlerinin kullanılacağı bireylerde, tedavi stratejisinin oluşturulması açısından önemli veriler sağlamaktadır.


     Bu çalışmada, KHOAK’li olgularda, Kras geninin kodon 12 ve kodon 13’deki mutasyonlarının sıklığının belirlenmesi ve bu mutasyonların olgulara ait klinikopatolojik verilerle olası ilişkilerinin belirlenmesi amaçlandı. Bu amaçla, İstanbul Yedikule Göğüs Hastalıkları Hastanesi Patoloji Bölümü’nde KHOAK tanısı alan 92 olguya ait parafin bloklara gömülü doku örneklerinden, DNA izolasyonunu takiben, Kras geni kodon 12 ve kodon 13’te tanımlanan mutasyon analizleri, LNA problarının kullanıldığı LNA-clamp gerçek-zamanlı PCR yöntemi ile yapıldı. Elde edilen bulgular, klinikopatolojik parametrelerle istatistiksel olarak (SPSS, versiyon 11.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)  ilişkilendirildi.  


2. KURAMSAL BİLGİLER ve LİTERATÜR TARAMASI

     Bu bölüm, “Kanser, akciğer kanseri, Ras ve Kras” olmak üzere 4 ana başlık ve her bölümün alt başlıklarını içerecek şekilde düzenlenmiştir.  


2.1. Kanser


     Kanser modern yaşamın en önemli hastalıklarından birisidir. Dünya populasyonunda en sık karşılaşılan hastalık olması ve aynı zamanda da en sık ölüm nedenleri arasında yer alması nedeniyle, kanser, önemli bir halk sağlığı problemi olmaya devam etmektedir. Günümüzde teknolojik ilerlemelerle birlikte önemli bir yol katedilmiş olmasına rağmen,  kanser oluşumu hakkında hala aydınlatılamayan birçok nokta bulunmaktadır.  Bu nedenle, birçok ülkede bilim stratejisi olarak kanser araştırmalarına büyük bütçeler ayrılmakta ve bu hastalık hakkında birçok sorunun cevabı aranmaktadır.


2.1.1. Kanser Epidemiyolojisi


     Kanser, hemen hemen tüm dünya ülkelerinde ölüm nedenleri arasında kardiyovasküler hastalıklardan sonra ikinci sırada yer almaktadır. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün 2008 yılı kanser raporunda, kanser nedeniyle 7.6 milyon ölüm meydana geldiği ve bu ölümlerin %70’den fazlasının düşük ve orta gelirli ülkelerde meydana geldiği yer almaktadır. Dünya populasyonunda akciğer kanseri yılda 1.4 milyon insanda ölüme neden olmakta ve kanserden ölüm nedenleri arasında birinci sırada yer almaktadır. Akciğer kanserini sırasıyla mide (740.000 ölüm), kolorektal (610.000 ölüm), karaciğer (700.000 ölüm) ve meme (460.000 ölüm) kanserleri izlemektedir. Erkek ve kadınlar arasında kanser türlerinin sıklıkları da farklılık göstermektedir. Buna göre, erkeklerde sırasıyla akciğer, mide, karaciğer, kolorektal, özefagus ve prostat kanseri gözlenirken, kadınlarda sırasıyla meme, akciğer, mide, kolorektal ve rahim kanseri gözlenmektedir. Aynı raporda, dünyada kanser nedeniyle ölümlerin arttığı ve 2030 yılında tahmini olarak 11 milyon kişide kanser nedeniyle ölümlerin gözlenebileceği yer almaktadır (Web_1).


     DSÖ’nün Türkiye için 2005 yılı verilerine bakıldığında, ölümlerin ana nedenleri arasında kardiyovasküler ve diğer kronik hastalıklardan sonra kanser ikinci sırada yer almaktadır. 2030 yılında yine bu sıralamanın geçerli olacağı, fakat kanser insidansının giderek artacağı beklenmektedir (Tablo 2.1) (Web_2). Türkiye’de 2005 yılında yaklaşık 52.000 insanın kanserden dolayı öldüğü ve ölen bu insanların 37.000’inin 70 yaşın altında olduğu belirtilmektedir (Web_3). 2005 yılında erkeklerde kansere bağlı ölümlerinin ana nedenini trake, bronş ve akciğer kanserleri oluştururken, kadınlarda ise kanserin neden olduğu ölümlerin başında meme kanserleri gelmektedir. Bunu sırasıyla mide, lenfoma, over, kolon, rektum, akciğer kanserleri ve lösemi izlemektedir (Tablo 2.2).


Tablo 2.1 DSÖ 2005 verilerine göre Türkiye’deki ölüm nedenleri (Web_2)


		Hastalık

		Toplam ölüm 



		Kardiyovasküler hastalıklar

		249,252



		Diğer kronik hastalıklar

		63,479



		Malign tümörler

		51,990



		Bulaşıcı hastalıklar ve beslenme koşulları

		51,966



		Yaralanmalar

		28,780





Tablo 2.2 DSÖ 2005 Türkiye verilerine göre erkek ve kadınlarda en sık görülen 10  kanser türü ve ölüm oranları (Web_2)


		ERKEK

		KADIN



		Kanser Tipi

		Ölüm Oranı


(100.000)

		Kanser Tipi

		Ölüm Oranı


(100.000)



		Trake, bronş, akciğer kanserleri

		38

		Meme kanseri

		13



		Mide kanseri

		12

		Mide kanseri

		7



		Mesane kanseri

		10

		Lenfomalar, çoklu myelomlar

		6



		Kolon ve rektum kanserleri

		8

		Over kanseri

		5



		Lenfomalar, çoklu myelomlar

		8

		Kolon ve rektum kanserleri

		5



		Lösemi

		7

		Trake, bronş, akciğer kanserleri

		5



		Prostat kanseri

		6

		Lösemi

		4



		Ağız ve orofarinks kanserleri

		5

		Rahim kanseri

		2



		Karaciğer kanseri

		4

		Ağız ve orofarinks kanserleri

		2



		Pankreas kanseri

		3

		Pankreas kanseri

		2





     Ülkemizde, kanserin gerçek insidansı bilinmemekle birlikte, 1982 yılında 1593 sayılı Umumi Hıfzısıhha Kanunu’nun 57. maddesi uyarınca kanser “bildirimi zorunlu hastalıklar listesi”ne alınmıştır. Türk Kanser Araştırma ve Savaş Derneği’nin hazırladığı raporda, 1998 yılında ülkemizde ölüm nedenleri arasında %38 oranı ile kalp ve damar hastalıklarının ilk sırada ve %15 oranı ile kanserin ikinci sırada olduğu yer almaktadır. Aynı raporda, Türkiye’de 1965’ten 1980’e kadar kanser mortalitesinin düşüş gösterdiği, 1980-1990 yılları arasında bir plato oluşturup, 1990 yılından sonra artışların başladığı belirtilmiştir (Web_4). Sağlık Bakanlığı’nın 2004-2006 verilerine göre, erkeklerde kanser görülme insidansı 245.6/100.000 iken, kadınlarda 164.4/100.000’dür. Erkeklerde en sık akciğer, prostat, mesane, kolorektal ve mide kanserleri gözlenirken, kadınlarda ise en sık gözlenen kanserler meme, kolorektal, tiroid, rahim ağzı ve akciğer kanserleri şeklinde sıralanmaktadır (Web_5).


2.1.2. Kanser Türleri

     Kanser tek bir hastalık olarak görünmekle birlikte, gerçekte farklı hücre ve dokuları etkileyen kompleks bir hastalık grubudur. Bu kompleks özelliği nedeniyle kanser için değişiklik tanımlar var olmakla birlikte, sonuçta varılan nokta kanserin hücre düzeyinde gözlenen genetik ve/veya epigenetik bir bozukluğun sonucu olduğudur (Klug ve Cummings 2003).


     Kanser, hücrenin temel düzenleyici mekanizmalarındaki hatalardan kaynaklandığı için özellikle moleküler ve hücresel düzeyde değerlendirilmesi gereken bir hastalıktır (Cooper ve Hausman 2006). Kanserle ilişkili önemli bir kavram da “neoplazi”dir. Neoplazi kelime anlamı olarak “yeni gelişim – yeni oluşum”dur. Ortaya çıkan yeni oluşum da “neoplazm” (tümör) olarak adlandırılmaktadır (Ersöz 2006). Genel anlamda tümörler benign yani iyi huylu (selim) veya malign yani kötü huylu olmasına bakılmaksızın anormal hücre büyümesi olarak da tanımlanabilirler (Lüleyap 2008). Tüm neoplazmların kökenini, normal fizyolojik büyümeyi düzenleyen mekanizmaların aşırı bir biçimde veya regüle edilmeksizin uyarılmasına neden olan genetik ve epigenetik değişiklikler oluşturmaktadır (Abbas vd 2008).


     Kanser patolojisinde en önemli nokta benign ve malign tümörler farkının ortaya konabilmesidir. Bir tümör, hücrelerin anormal bir şekilde çoğalmasından dolayı benign veya malign olabilir. Benign tümörler, oluştukları orijinal bölgede kalırlar ve o bölgede sınırlı şekilde büyüyerek vücudun diğer bölgelerine yayılmazlar. Malign tümörler ise, hem çevredeki normal dokuya, hem de kan ya da lenfatik dolaşımı kullanarak vücudun uzak bölgelerine yayılırlar (metastaz yaparlar) (Lüleyap 2008, Cooper ve Hausmann 2006). Benign tümörler genel olarak, köken aldıkları hücre tipinin sonuna –oma eki getirilerek isimlendirilirler. Örneğin; tümör kıkırdak dokusu kökenliyse “kondroma”, yağ dokusu tümörü ise “lipoma”, osteoblastlarda oluşan benign tümörler ise “osteoma” olarak adlandırılırlar (Ersöz 2006). Malign tümörler ise köken aldıkları hücre tipine göre üç ana grupta sınıflandırılır: Karsinom; yaşam boyu bölünme yeteneğine sahip epitel hücrelerden (ektoderm, mezoderm ve endoderm) köken alan ve insan kanserlerinin %90’ını oluşturan tümörlerdir. İnsandaki tüm kanserlerin %3’ünü oluşturan sarkomlar; kas, kemik, kıkırdak ve fibröz bağ dokularının solid tümörleridir. Kan ve immün sistem hücrelerinden gelişen ve tüm kanserlerin %7’sini oluşturan diğer malign tümör sınıfı da lösemilerdir (Lüleyap 2008). Bu sınıflandırmalara göre, adenom benign bir epitel hücre tümörü iken, bunun malign karşılığı adenokarsinomdur (Şekil 2.1). Benzer şekilde kondroma ve kondrosarkom da kıkırdak dokunun sırası ile benign ve malign tümörleridir. Diferensiasyon, büyüme hızı, lokal invazyon ve metastaz özelliklerine göre benign ve malign tümörler arasındaki farklılıklar Tablo 2.3’de özetlenmiştir.
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Şekil 2.1 Benign ve malign huylu tümörler (Alberts vd 2008)


Tablo 2.3 Benign ve malign tümörlerin karşılaştırılması (Kumar vd 2000)


		Özellik                             Benign                                   Malign



		Diferensiasyon/anaplazi


Büyüme hızı


Lokal invazyon


Metastaz

		İyi diferensiye, yapısı orijin doku için tipik olabilir


Genellikle ilerleyici ve yavaş, durabilir veya gerileyebilir, mitoz seyrek ve normal


Genellikle yapışık, çevre dokulara invaze olmayan, iyi sınırlı kitle


Metastaz yapmaz

		Anaplazi ile diferensiyasyonda kayıp, yapısı sıklıkla atipik


Kararsızdır ve yavaştan hızlıya doğru ilerleyebilir, mitoz çok sayıda ve anormal


Çevre dokulara lokal olarak invaziv ve infiltre, bazen yapışık 


Sıklıkla vardır, daha büyük ve daha az diferensiye tümör daha sık metastaz yapar





2.1.3. Kanser Gelişimi


     Kanser gelişimi; hücrelerin hızlı bölünme kapasitesini kazanmaları, canlı kalma sürelerinin artması, metastaz yeteneği kazanmaları gibi normalde varolan özelliklerinden farklı özellikler kazanmaları için gerekli birden fazla süreci içerdiğinden çok basamaklı bir süreçtir (Lüleyap 2008). Birçok kanser türünün ileri yaşlarda ortaya çıkması, kanserin çok aşamalı bir süreç olduğunu destekler niteliktedir (Cooper ve Hausmann 2006). Bu süreçte meydana gelen bütün olaylar, aynı zamanda karsinogenez olarak da adlandırılmaktadır. Kanserin en önemli özelliklerinden birisi de “klonalite”dir ve tümörün anormal olarak proliferasyona uğrayan tek bir hücreden gelişerek gruplar oluşturmasıdır. Bunun yanında, tümörlerin klonal olması, tümör gelişimine neden olan hücrenin başlangıçta, kanser hücresinin bütün özelliklerini taşıyacağı anlamına gelmez. Aksine, kanser gelişimi birbirini izleyen değişiklikler sonucunda giderek malign hale dönüşen bir süreçtir. Kanser gelişiminin ilk basamağı, tek bir hücrede meydana gelen genetik veya epigenetik değişiklik sonucu bu hücrenin anormal bölünme yeteneği kazanmasıdır. Anormal hücre bölünmelerine paralel olarak, hücrelerde ek mutasyonların oluşması, bu tümör hücrelerine daha hızlı çoğalma, daha uzun süre canlı kalma yeteneği gibi avantajlar kazandırır. Sonuçta, bu avantajlı hücreler, tümör populasyonunda dominant hale gelirler. Tümörü oluşturan hücre populasyonlarının artan büyüme hızı, sağkalım, invazyon, metaztaz gibi özellikler bakımından daha baskın hale gelme sürecine “klonal seleksiyon” adı verilir (Şekil 2.2). Klonal seleksiyon, kanser oluşum süreci boyunca sürekli devam eden ve tümörlerin malign forma dönüşmesini sağlayan önemli bir mekanizmadır (Cooper ve Hausmann 2006, Lüleyap 2008).


     Tümörler klonalite durumlarına göre “monoklonal” ve “poliklonal” olarak sınıflandırılabilirler (Weinberg 2007). Eğer tümörü oluşturan tüm hücrelerde aynı mutasyon gözleniyorsa, bu tümörün tek bir atasal hücreden köken aldığını düşündürmektedir ve bu tip tümör hücre populasyonu “monoklonal” olarak adlandırılmaktadır. Alternatif olarak, eğer tümör kitlesi içinde genetik olarak farklı tipte hücre populasyonları meydana gelirse, bu durumda tümörün hangi atasal hücreden köken aldığı net olarak değerlendirilemez ve tümör “poliklonal” olarak tanımlanır (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.2 Tümör gelişiminin aşamaları (Web_6)
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Şekil 2.3 Tümörlerin monoklonalite ve poliklonalite durumları (Weinberg 2007).


2.1.4. Kanser ve Genetik


     Kanser oluşum sürecinde, önemli hücresel olayları düzenleyen birçok gen rol oynamaktadır (Nussbaum vd 2005, Cooper 2005). Temel olarak bu genler; 


· Hücre proliferasyonunun sinyal iletiminde yer alan proteinleri kodlayan genler,


· Mitotik siklus düzenleyicilerini kodlayan genler,


· Apoptoz komponentlerini kodlayan genler,


· DNA hasarlarının tamirinden sorumlu olan proteinleri kodlayan genler,


· Kontakt inhibisyonun meydana gelişinde hücre bileşenlerini kodlayan genler ve

· Telomerazla ilişkili genlerdir.


     Bu önemli hücresel olayları düzenleyen genlerde meydana gelen genetik ve epigenetik değişimler, bu genlerin fonksiyonunu etkileyerek kanser oluşumunu başlatabilirler. Kanser oluşum sürecinde uzun süredir incelenen ve bilinen en önemli genetik değişiklikler mutasyonlardır. Kanserle ilişkili mutasyonların hemen hemen tümünün somatik hücrelerde meydana gelmesine karşın, ancak %1’i eşey hücrelerinde meydana gelmektedir (Cooper 2005, Alberts vd 2007). Kanser oluşumundan sorumlu farklı mutasyon tipleri tanımlanmıştır. Bu mutasyonlar etki mekanizmalarına göre:


· Bir proto-onkogende fonksiyon kazanım mutasyonları,  


· Bir tümör baskılayıcı gende  fonksiyon kaybı mutasyonları,


· Genlerde ya anormal ifadeye neden olan ya da yeni bir fonksiyonel özellik kazandıran kromozomal translokasyonlardır.


     Kanser oluşum sürecindeki genetik değişimleri açıklamada kolorektal kanserlerde meydana gelen değişiklikler güzel bir model sağlamaktadır (Şekil 2.4). Ailesel adenomatöz polipozis (FAP) vakalarında ilk mutasyon normal epitel hücresinde meydana gelmektedir. Beşinci kromozomun uzun kolunda bulunan “Adenomatöz Polipozis Koli” (APC) geninde oluşan mutasyon sonucu, kolon epitel hücreleri sürekli çoğalmaya başlarlar ve sonuçta iyi huylu adenom oluşur. Bunu takiben, Kras geninde meydana gelen mutasyonla birlikte hücreler, kontrolsüz büyümeye devam ederler ve ara-geçiş formu olarak kabul edilen adenoma neden olurlar. “Kolon kanserinde delesyona uğrayan gen” (The deleted in colon cancer, DCC) olarak adlandırılan bir tümör baskılayıcı genin kaybı ve SMAD4, SMAD2 genlerindeki mutasyonlar sonucu, bir sonraki aşama olan geç adenomlar oluşur. Son basamakta da, 17. kromozomun kısa kolunda lokalize olan ve bir başka tümör baskılayıcı gen olan p53 genindeki mutasyon sonucu,  bu gen aktivasyonunu kaybeder. Meydana gelen bu yeni oluşum, artık bir karsinomdur. Karsinom oluşumunu takiben farklı genetik değişimler sonucunda da bu karsinom, metastaz yapma yeteneğini kazanır (Frank 2007, Klug ve Cummings 2003).
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Şekil 2.4 Kolon kanserinin çok basamaklı oluşum modeli (Frank 2007).


2.2. Akciğer Kanseri

2.2.1. Etiyoloji


     Önlenebilir bir hastalık olan akciğer kanserinin meydana gelmesinde birçok risk faktörü rol almaktadır. Sigara kullanımı, akciğer kanseri için en önemli risk faktörlerinden biridir ve akciğer kanserlerinin büyük bir bölümünden aktif sigara içimi sorumlu tutulmaktadır. Bunun yanında akciğer kanserlerinin ¼’ünün sigara içme öyküsü bulunmayan bireylerde meydana gelmesi, pasif sigara içiminin de akciğer kanser oluşumunda önemli bir risk faktörü olabileceğini göstermektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda, pasif sigara içicilerinde akciğer kanser oluşum riskinin 3.5 kat arttığı belirtilmiştir (Maghfoor ve Perry 2005, Müsellim 2007, Vineis vd 2005). Sigara ve akciğer kanserinin ilişkisi 1950’lili yıllardan beri kanıtlanmış olup, sigara kullanan kişilerde akciğer kanseri görülme sıklığı 24-36 kat artmaktadır (Müsellim 2007). Dumanında 4000’den fazla kimyasal madde bulunduran sigarada 60’dan fazla kimyasal maddenin, radyoaktif özellikteki radon, kurşun, bizmut ve polonyumun karsinojen oldukları ispatlanmıştır (Boffetta 2006). Ayrıca sigara içme süresi, içilen sigara sayısı, içilen sigara tipi ve sigaraya başlama yaşı akciğer kanseri oluşumunu etkilemektedir. Bunun yanında, sigaranın filtresiz olması ve yoğun katran içermesi de ek faktörler arasındadır (Müsellim 2007).


     Beslenme ve diyetteki eksiklikler de akciğer kanseri gelişimine neden olabilmektedir. Antioksidan vitaminlerin ve özellikle karotenoidden zengin meyve ve sebzelerin, akciğer kanseri ile birlikte diğer kanser türlerinin oluşum riskini azalttığı düşünülmektedir (Krinsky ve Johnson 2005, Ruano-Ravina vd 2006). İnsanlarda da β-karoten/retinolden zengin olan diyetle beslenen kişilerin akciğer kanserine %40 oranla daha az yakalandığı bulunmuştur (Müsellim 2007). Sigara içme durumuna bakılmaksızın, total veya spesifik tip yağların alınımı ve akciğer kanseri riski arasında ilişkiye rastlanılmamıştır. Buna karşın kurutulmuş et (sosis, preslenmiş ördek ve kurutulmuş domuz gibi), yağda kızartarak pişirilen gıda ürünleri ve artan akciğer kanser riski arasında anlamlı bir ilişki bulunmuştur (Krinsky ve Johnson 2005, Ruano-Ravina vd 2006).


     Freudenheim ve ark. (2005)’nın yaptığı 399.767 gönüllü ve 3137 akciğer kanseri olgusunu içeren kapsamlı bir araştırmada, günde en az 30 g alkol tüketen insanlarda alkol tüketmeyenlere göre akciğer kanseri oluşumu açısından yüksek riske sahip oldukları belirlenmiştir. 


     Mevcut veriler, fiziksel olarak aktif bireylerin düşük akciğer kanseri riskine sahip olduklarını ileri sürmektedir. Gün boyu düzenli fiziksel aktiviteye sahip bireylerde,  akciğer kanser riskinde %13-30 azaltma olduğu gözlenmiştir. Aynı zamanda, fiziksel aktivitenin, ağır sigara içiciler arasında da akciğer kanser riskini azaltmaya yardımcı olabileceği öngörülmektedir (Lee 2003, Alfano vd 2004).


     Akciğer kanseri riskinin, çeşitli polisiklik aromatik hidrokarbon bileşiklerinden zengin hava kirliliğinin olduğu bölgelerde daha yüksek sıklıkta gözlenmesi, bu bileşiklerin de akciğer kanser oluşumunda rol oynayabildiklerini göstermektedir.  Boffetta ve ark. (2006), Avrupa şehirlerinde hava kirliliğinin akciğer kanser oluşum nedenlerinin %11’ini oluşturduğunu belirlemişlerdir. Hava kirliliğine benzer olarak, bazı kimyasal maddelere mesleki maruziyetin de akciğer kanser oluşumunda önemli olduğu görülmektedir. İyi bilinen insan karsinojenleri arasında kristallin silis ve krizotil asbesttir. Silis tozuna ve asbeste maruz kalan işçiler, akciğer kanserinin gelişimi için yüksek riske sahiptirler (Molina vd 2008). Aynı zamanda, uranyum madenlerinde ve nükleer alanda çalışan işçiler, radyoaktif  maddelere maruz kaldıklarından akciğer kanseri için daha yüksek riske sahiptirler (Boffetta 2004).


     Geçen 60 yıllık sürede akciğer kanserinin ailesel olarak da gözlenmesi, hastalığın oluşumunda kalıtsal bir yatkınlığın varlığını desteklemektedir (Molina vd 2008). Akciğer kanseri öyküsü bulunan ailelerde, kanser riskinin birinci derece akrabalarda 2.4 kat daha yüksek olduğu bulunmuştur (Müsellim 2007). Akciğer kanserli ailelerde, özellikle eşey hücrelerinde p53 geninde ve epidermal büyüme faktör reseptörü (EGFR)’nü kodlayan genlerde oluşabilecek genetik değişikliklerin akciğer kanser riskini arttırdığı bildirilmiştir (Hwang vd 2003, Li ve Hemminki 2004). Bailey-Wilson ve ark. (2004) 52 ailede yaptıkları kapsamlı linkaj analizi ile, 6q23-25’deki değişimler ve akciğer kanseri arasında önemli bir ilişkinin varlığını göstermişlerdir.  


     Akciğer kanseri ile ilgili yapılan çalışmalarda, akciğer kanseri oluşum riskinin artmasında “ras” (Kras, Hras, Nras) ve “myc” (C-myc, L-myc, N-myc) gibi onkogenlerde, p53 ve retinoblastoma gibi tümör baskılayıcı genlerde ve EGFR gibi büyüme faktörleri ve reseptörleri kodlayan genlerde meydana gelen genetik değişiklikler de sorumlu tutulmaktadır. 

2.2.2. Epidemiyoloji 

     DSÖ’nün 2009 morbidite ve mortalite raporuna göre, dünya üzerinde her 100.000 kişiden 364’ü kardiyovasküler hastalıklardan ölürken, 129’u kanserden ölmektedir (Web_7). Mortaliteye neden olan başlıca kanser türleri sırası ile akciğer (1.3 milyon ölüm/yıl), mide (803.000 ölüm/yıl), kolorektal (639.000 ölüm/yıl), karaciğer  (610.000 ölüm/yıl) ve meme (519.000 ölüm/yıl) kanserleridir (Web_7).  


     Ülkemizde Sağlık Bakanlığı, Kanserle Savaş Dairesi Başkanlığı, Kanser Erken Teşhis, Tarama ve Eğitim Merkezi (KETEM) 2005 yılı “Türkiye Kanser İstatistikleri”ne göre, en sık görülen kanserler erkeklerde akciğer, prostat, deri, mesane, mide, kolon, kemik iliği, larinks, beyin, rektum kanserleri (Şekil 2.5) ve kadınlarda meme, deri, tiroid, akciğer, mide, kolon, over, kemik iliği, endometrium, serviks kanserleri olarak sıralanmıştır (Şekil 2.6).
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Şekil 2.5 Türkiye’de erkeklerde görülen ilk on kanser türü (Web_8) 
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Şekil 2.6 Türkiye’de kadınlarda görülen ilk on kanser türü (Web_8)


2.2.3. Akciğer Kanserinin Tipleri ve Histopatolojik Sınıflandırılması

     Genellikle göğüs kafesi dışındaki organlarda meydana gelen kanserlerin metastaz yeri olan akciğerlerde, primer akciğer kanseri de sıklıkla görülmektedir. Primer akciğer tümörlerinin %95’i bronşial epitelden kaynaklanmaktadır ve bunlara bronkojenik karsinomlar denilmektedir. Geri kalan %5’lik kısmı bronşial karsinoidler, mezoteliomalar, bronşial gland neoplazmaları, mezenkimal malignensiler (fibrosarkomlar, leiomyomalar), lenfomalar ve birkaç benign lezyon oluşturmaktadır. Akciğerlerde çoğunlukla bulunan benign lezyon küçük (3-4 cm) küresel hemartomlardır (Kumar vd 2000).


     Akciğer tümörlerinin histolojik sınıflandırılması ışık mikroskobu görüntülerine ve standart histolojik boyama tekniklerine göre yapılmaktadır. DSÖ’nün akciğer kanseri sınıflamasına göre akciğer tümörleri 2 ana tipte bulunmaktadır. Bunlar, küçük hücreli akciğer kanseri (SCLC, Small Cell Lung Cancer) ve küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (NSCLC, Nonsmall Cell Lung Cancer)’dir. DSÖ’nün 2004 yılında yaptığı detaylı histolojik sınıflandırma Tablo 2.4’de yer almaktadır (Travis vd 2004).

Tablo 2.4 Malign akciğer tümörlerinde histolojik sınıflandırma (DSÖ 2004)

		I

		Skuamöz hücreli karsinom

1. Papiller


2. Berrak hücreli


3. Küçük hücreli


4. Bazaloid



		II

		Küçük hücre karsinom

1. Kombine küçük hücre karsinom



		III

		Adenokarsinom

1. Asiner


2. Papiller


3. Bronkioloalveolar karsinom

· Müsinöz olmayan 


· Müsinöz


· Kombine karsinom (Müsinöz ve müsinöz olmayan) 

4. Müsinli solid adenokarsinom

5. Karışık alt tipli adenokarsinom

6. Varyantlar


· İyi ayrımlanmış fetal adenokarsinom

· Müsinoz (kolloid) adenokarsinom

· Müsinöz kistadenokarsinom

· Taşlı yüzük adenokarsinom


· Berrak hücreli adenokarsinom



		IV

		Büyük hücreli karsinom


1. Büyük hücreli nöroendokrin karsinom

· Kombine büyük hücreli nöroendokrin karsinom

2. Bazaloid karsinom

3. Lenfo epitelyoma benzeri karsinom


4. Berrak hücreli karsinom


5. Rabdoid fenotipinde büyük hücreli karsinom



		V

		Adenoskuamöz karsinom



		VI

		Pleomorfik karsinoma, sarkomatoid veya sarkomatoz elementler


1. İğ hücreli veya dev hücreli karsinom


· Pleomorfik karsinom

· İğ hücreli karsinom

· Dev hücreli karsinom

2. Karsinosarkom

3. Pulmoner blastom


4. Diğer tipler



		VII

		Karsinoid tümör


1. Tipik karsinoid


2. Atipik karsinoid



		VIII

		Tükrük bezi tipindeki karsinom

1. Mukoepidermoid karsinom

2. Adenoid kistik karsinom

3. Diğer tipler



		IX

		Sınıflandırılmamış karsinom





     Bu sınıflandırma içerisinde, çalışma grubumuzu oluşturan KHOAK ve alt tiplerini daha detaylı inceleyecek olursak;


I) Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Karsinomu (KHOAK)

     KHOAK, KHAK’den daha yaygındır ve akciğer kanserlerinin yaklaşık % 80’ini oluşturur. KHOAK’nin en sık gözlenen histolojik alt tipleri arasında skuamöz hücreli karsinom,  adenokarsinom ve büyük hücreli karsinom yer almaktadır (Travis vd 2004).


a) Skuamöz (yassı hücreli, epidermoid) hücreli karsinom

     Epitel hücrelerinden köken alan farklı derecelerde keratinizasyon ve hücresel bağlantılar meydana getiren malign bir tümördür (Travis vd 2004, Yılmazbayhan 2007). KHOAK’lerinin yaklaşık olarak %25-30’unu oluşturmaktadır. Sıklıkla erkeklerde görülen bir tümör olup, sigara içimi ile birlikte görülme sıklığı artmaktadır (Karlıkaya 2005). Skuamöz hücreli karsinomun %90’nından fazlası sigara içen kişilerde görülmektedir (Spiro ve Porter 2002). Bu karsinom, büyük bronşların merkezinden çıkma eğilimindedir ve lokal hiler lenf nodlarına kolay yayılmakla birlikte diğer histolojik tiplere oranla toraks dışına daha geç metastaz yapmaktadır (Kumar vd 2000). Skuamöz hücreli karsinomun papiller, berrak hücreli, küçük hücreli ve bazaloid olmak üzere alt tipleri de bulunmaktadır (Travis vd 2004).


b) Adenokarsinom

     Asiner, papiller, bronkioalveolar, müsin büyüme paternli solid tip veya bunların kombine formlarını gösteren, glandüler diferansiasyonlu veya müsin üretimli bir malign epitelyal tümördür. Birçok ülkede adenokarsinom, akciğer kanserinin en sık histolojik alt-tipi olarak skuamöz hücreli karsinomu geride bırakmıştır (Travis vd 2004). KHOAK içerisinde %30-35 oranında adenokarsinomlar görülmektedir. Genellikle 40 yaşın altındaki kadınlarda görülmektedir (Kumar vd 2000). Adenokarsinom, diğer histolojik alt-tiplere oranla sigara içmeyenlerde daha fazla sıklıkta gözlenmektedir (Travis vd 2004). Adenokarsinomlar, skuamöz hücreli karsinoma benzer şekilde santral yerleşimli olabildiği gibi, çoğunlukla perifere yerleşmektedir. Genellikle yavaş büyüyen bu tümörler, daha küçük kitle oluştururlar ve diğer alt-tiplere oranla daha erken evrede metastaz yaparlar (Kumar vd 2000). Özel bir adenokarsinom tipi olan bronkioalveolar karsinom, akciğerin periferal bölgelerine yerleşen, tek veya daha sıklıkla çoklu diffüz tümör oluşumudur. Histolojik olarak akciğer parankim yapısını bozmaksızın duvar boyunca yayılmaktadır (Karlıkaya 2005).


c) Büyük hücreli karsinom

     Belirgin nükleolus, büyük nükleus ve orta derecede sitoplazma bulunduran, büyük hücrelerden meydana gelen bir tümördür. Büyük hücreli karsinomlar az diferansiye olmuşlardır ve skuamöz hücreli karsinom, adenokarsinom ve küçük hücreli karsinom özelliklerini barındırmazlar (Yılmazbayhan 2007). Tüm akciğer kanserlerinin yaklaşık %9’unu oluşturmaktadırlar (Travis vd 2004). Erken evrede uzak metastaz yapma özellikleri nedeni ile, diğer histolojik alt tiplere göre daha kötü prognoza sahiptirler (Kumar vd 2000). Büyük hücreli karsinomun Tablo 2.2.3.1’de özetlendiği gibi birkaç alt-tipi bulunmaktadır.


II) Küçük Hücreli Akciğer Karsinomu (KHAK)

     Dar sitoplazmalı, sitoplazma sınırları iyi seçilemeyen, ince granüler kromatin yapısına sahip, nükleolusu olmayan veya fark edilemeyen bir malign epitelyal tümördür. Tümör hücreleri yuvarlak, oval veya iğsi hücrelerdir. “Nüklear molding” olarak adlandırılan nükleusların birbirlerinin yüzey biçimlerini alacak şekilde sıkışık dizilimi belirgindir. Nekroz tipik olarak belirgindir ve mitoz sayısı yüksektir (Travis vd 2004). Küçük hücreli akciğer karsinomu, sigara içen kişilerde daha sık meydana gelmektedir ve erkeklerde kadınlara oranla daha fazla görülmektedir. KHAK, akciğer kanserinin yaklaşık olarak %20-25’ini oluşturmaktadır. Soluk gri renkte, santral lokalizasyonda kitlelerdir. Hiler ve mediastinal lenf nodlarını erken fazda tutarlar. KHAK hızlı büyüyen, geniş infiltrasyon yapan ve erken yayılan lezyonlar olup, nadiren rezeke edilebilir durumda yakalanırlar (Kumar vd 2000).

2.2.4. Akciğer Kanserinin Uluslararası Evrelemesi


     Hastalığın tanısı ile birlikte klinik evrenin belirlenmesi, uygun tedavi protokollerinin oluşturulmasında ve hastalığın prognozu hakkında bilgi edinilmesinde son derece önemli bir parametredir. Aynı zamanda, evreleme sistemi kanserin belirli tiplerine sahip hastalar hakkında ortak bir terminoloji sağlamaktadır (Işıtmangil 2008, Detterbeck vd 2009). Akciğer kanserinin evrelendirilmesinde TNM evreleme sistemi kullanılmaktadır. Amerika Birleşik Kanser Komitesi (AJCC) ve Uluslararası Kanser Mücadele Birliği (UICC)’nin tanımladığı şekilde, TNM evreleme sisteminde “T: Primer tümörü, N: Bölgesel lenf nodu tutulumunu, M: Uzak metastaz durumunu” belirtmektedir. Bu temel evreleme kriterleri, belli aralıklarla revize edilmekte ve öneri olarak yayınlanmaktadır. En son değişiklik önerilerinin yer aldığı evreleme kriterleri Tablo 2.5’de gösterilmiştir (Detterback vd 2009)

Tablo 2.5 Akciğer Kanserinin Uluslararası Evrelemesi (TNM evreleme ve klinik evre) (Detterbeck vd 2009)
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2.2.5. Akciğer Kanserinin Moleküler Biyolojisi

     Akciğer kanseri oluşumunda meydana gelen majör genetik değişiklikler şu şekilde sıralanabilir (Field 1999, Lecture 1996, Jacobson 1999):


I. Onkogenlerin aktivasyonu,


II. Tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu,


III. Hücre döngüsü regülasyonunda görev alan genlerde meydana gelen değişiklikler,


IV. DNA tamir mekanizmasında rol oynayan genlerde meydana gelen değişiklikler ve


V. Büyüme faktörleri ve reseptörlerine ilişkin değişikliklerdir.

I) Onkogenlerin aktivasyonu


     Protoonkogenler, normal hücresel genlere verilen isimdir. Protoonkogenlerden sentezlenmiş protein ürünleri, genellikle normal hücrelerin diferansiasyonunun ve proliferasyonunun regülasyonunda, hücre membranındaki reseptörlerden alınan sinyallerin sitoplazmaya ve nükleusa iletilmesindeki döngüde fonksiyonel rol oynamaktadırlar. Bu genlerde meydana gelebilecek mutasyon, kromozomal translokasyon, amplifikasyon ve transkripsiyonal disregülasyon gibi mekanizmalar, genlerin ekspresyonunu arttırarak, aşırı miktarda protein yapımına neden olurlar. Bu olaylar sonucu aktif hale gelmiş protoonkogenlere “onkogen”, protein ürünlerine ise “onkoprotein” denilmektedir (Savaş 1995). Örneğin Ras onkogen ailesinde sıklıkla nokta mutasyonları sonucu onkogen oluşumu gözlenmektedir. Diğer bir mekanizma da, genlerin regülatör bölgelerinde meydana gelen değişikliklerdir ve bu değişiklikler genin yapısı normal olmasına rağmen, sürekli uyarılma sonucu aşırı miktarda gen ürününün sentezlenmesine neden olmaktadır. Kromozomal translokasyonlar sonucunda da, eğer yeni yerleşim bölgesi genin regülatör bölgesinde ise sürekli uyarılma meydana gelebilir ve bu da gen ekspresyonunda artışla sonuçlanır. 


1) Ras ailesi

     Bir protoonkogen ailesi olan Ras ailesi başlıca Hras, Kras ve Nras olmak üzere 3 protoonkogenden oluşmaktadır. Ras ailesi üyeleri normal olarak embriyogenezde, yara iyileşmesinde ve mitoz artışını gerektiren diğer durumlarda eksprese edilir (Spivack vd 1997). Ras ailesi üyeleri, plazma membranının intraselüler bölgesine lokalize 21 kDa’luk bir protein (p21) kodlarlar (Savaş 1995). Ras proteinleri, düşük moleküler ağırlıklı GTPaz’lardır ve hücre membranından nükleusa sinyal iletim yolaklarında ve hücre büyümesinde görevlidirler (Inoue ve Nukiwa 2005). Ras protoonkogenleri, bu genleri kodlayan nükleotid dizilerinde meydana gelen nokta mutasyonları sonucu aktif hale geçerler ve bu durum normal proteinin aşırı ekspresyonuna neden olur. Kanser ve özellikle akciğer kanseri gelişiminde, Ras gen ailesi üyelerilerinin nokta mutasyonları ile aktive edildikleri bilinmektedir (Groeger vd 1997).


     Normal hücrelerde Ras proteinleri, sinyal uyarımı ile guanozin trifosfat (GTP)’a bağlanıp aktif duruma geçerler ve gelen sinyalleri nükleusa iletirler. Sinyal iletimi sonlandığında ise, bağlı olan GTP molekülü, guanozin trifosfataz (GTPaz) enzimi ile hidrolize edilir. Bunun sonucunda Ras proteinleri guanozin difosfat (GDP)’a bağlı durumda kalarak inaktif duruma geçerler. Böylelikle, Ras proteinleri bir sonraki uyarıcı sinyalleri beklemek üzere dinlenme evresine geçerler. Mutant Ras proteininde, GTPaz aktivitesi inhibe edildiğinden gen ürünleri kontrolsüz olarak üretilmeye devam etmektedir (Fong ve Minna 2002). 

     Akciğer kanserlerinde en sık mutasyona uğrayan genlerden biri Kras genidir. Bu gen büyük çoğunlukla kodon 12’de ve nadiren kodon 13 ve 61’de meydana gelen nokta mutasyonları ile aktive olur. Yapılan çalışmalarda Kras mutasyonlarının akciğer adenokarsinomlarının yaklaşık %20-30’unda ve tüm KHOAK’ların %15-20’sinde gözlendiğini, ancak KHAK’inde nadiren meydana geldikleri gösterilmiştir (Richardson ve Johnson 1993). Hras mutasyonları Kras mutasyonlarına göre daha seyrek, Nras mutasyonları ise nadiren meydana gelmektedir (Köktürk 2003). Kras mutasyon sıklığı, birçok çalışmada sigara kullanımı ile ilişkilendirilmiştir. Sigara içen akciğer kanserli vakalarda hiç içmeyenlere göre Kras mutasyonları daha sık görülmektedir. Sigara dumanında bulunan polisiklik karbonlar ve nitrozaminler, DNA hasarına neden olmakta ve sonuçta Kras geninde G-T transversiyon mutasyonları oluşturmaktadır. Erken veya ileri evre KHOAK’li olgularda Kras mutasyonlarının bulunması, kötü prognozun bir göstergesi olarak değerlendirilmektedir (Hastürk 2000).


2) Myc ailesi

     Sinyal iletim yolakları, önemli büyüme ve replikasyon genlerinin ekspresyonunu kontrol eden bir seri nüklear proteinleri de etkilemektedir. Ras sinyal iletimi sonunda nüklear bir protoonkogen olan Myc’in ürünleri aktive edilir. Myc ailesi, DNA’ya bağlanan üç fosfoproteini kodlayan c-myc, N-myc ve L-myc genlerinden oluşur. Bu genler, çoğunlukla amplifikasyon ve transkripsiyonal disregülasyon sonucu onkogen haline dönüşürler. Birçok solid tümörde c-myc’in ekspresyonunda artış rapor edilmiştir (Spivack 1997, Hastürk 2000). KHAK ve KHOAK’li olgularda en sık aktive olan Myc ailesi üyesi c-myc’tir. Diğer Myc ailesi üyesi genleri genellikle KHAK’inde aktif olduğu rapor edilmiştir. Yapılan çalışmalarda KHAK’lerinin %18-31’inde, KHOAK’lerinin %8-20’sinde Myc ailesine ait genlerde amplifikasyon meydana geldiği gösterilmiştir (Richardson ve Johnson 1993). Hücrelerde c-myc amlifikasyonu sonucunda hücrelerin büyüme faktörü ihtiyaçlarında azalma, hücre siklusu sırasında G1 evresinde kısalma ve sonuç olarak da proliferasyonda artış meydana gelmektedir (Köktürk 2003). c-myc amplifikasyonunun, tümör büyüme hızında artma ve sağkalım süresinde azalma ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Groeger vd 1997, Fong vd 1999).


3) Hücre içi sinyal ileticileri ve nüklear transkripsiyon faktörleri

      Akciğer kanseri türlerinde ekspresyonlarında artış gözlenen farklı büyüme faktörü ve reseptörlerini kodlayan genler arasında c-erb B-1, c-erb B-2, c-fms, c-met, c-src, c-raf-1, c-fos ve c-jun bulunmaktadır.


a) c-erb B-1: Skuamöz hücreli kanserlerde ekspresyonunda artış görülen ve EGFR kodlayan gen olup, bir membran glikoproteinidir ve tirozin kinaz aktivitesine neden olmaktadır. Bu nedenle hücre dışından gelen sinyallerin hücreye iletilmesinde önemli rol oynarlar. 


b) c-erb B-2: Kodladığı protein olan HER2/neu bir transmembran büyüme faktör reseptörü olarak görev yapmaktadır. HER2/neu, skuamöz hücreli karsinom ve adenokarsinomların her ikisinde de aşırı miktarda eksprese edilmekte olup, kötü prognozun biyolojik belirteci olarak değerlendirilmektedir. Akciğer kanserlerinin %30-64’ünde ekspresyonunda artış görülmektedir (Spivack vd 1997).


c) c-fms: KHAK’lerinde ekspresyonunda artış gözlenen, Koloni Stimüle Edici Faktör (Colony Stimulating Factor, CSF) 1 için bir protein kodlamaktadır (Köktürk 2003).


d) c-met: Bir büyüme faktörü reseptörü olan Hepatosit Büyüme Faktör (HGF) reseptörünü kodlamaktadır. KHAK’lerin çoğunda, KHOAK’lerinin yarısında, özellikle adenokarsinom ve skuamöz hücreli karsinomda, ekspresyonunda artış belirlenmiştir (Köktürk 2003).


e) c-src: pp60c-src N tirozin kinazları kodlayan bir protoonkogendir. KHAK’de, KHOAK adenokarsinomlarının %60’ında ve kötü diferansiye skuamöz hücreli karsinomlarda ekspresyonlarında artış gözlenmiştir (Köktürk 2003).


f) c-raf-1: Kodladığı protein, intrasellüler sinyal iletim yolaklarında merkezi bir rolü olan, sitozolik bir serin treonin protein kinazdır (Ravi vd 1998). KHAK’lerin %80’inde bu gende delesyonlar meydana gelmektedir (Köktürk 2003).


g) c-fos ve c-jun: Protein sentezi olmaksızın, mutajenik uyarılarla aktive olan transkripsiyon faktörleridir ve akciğer kanserlerindeki rolü tam olarak bilinmemektedir.


II) Tümör Baskılayıcı Genler

1) p53 

     p53 geni 17p13.1 lokusunda lokalizedir ve insan tümörlerinde sıklıkla değişime uğradığı bildirilen tümör baskılayıcı genlerden biridir. Akciğer, meme ve kolon kanseri başta olmak üzere birçok kanser türünde p53 geninin homozigot kaybı görülmektedir (Massion ve Carbone 2003, Kumar vd 2000). Tüm kanserlerin %50’sinde, KHAK’lerin %90’ında, skuamöz hücreli karsinomların %65’inde, büyük hücreli karsinomların %60’ında ve adenokarsinomların %33’ünde p53 geninde mutasyonlar gözlenmektedir (Köktürk 2003).


     p53 proteini hücrede gen transkripsiyonu, DNA sentez ve tamiri, genetik stabilitenin korunması, hücre döngüsünün durdurulması, büyümenin sonlandırılması ve apoptoz gibi olaylarda rol oynamaktadır (Lecture 1996). Özellikle, gama ışını, ultraviyole ışını ve karsinojenler tarafından meydana gelen DNA hasarına cevapta önemli bir transkripsiyon faktörü olarak rol oynar. p53, sahip olduğu C-terminal ucu sayesinde DNA’daki hasarlı bölgeyi tanır ve o bölgeye bağlanabilir. p53 aynı zamanda p21, MDM2 (murine double minute oncogene 2), GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage 45) ve BAX (Bcl2-associated X gene) gibi genlerin ekspresyonunu düzenler. Bu genlerin ürünleri de G1/S hücre döngüsü geçişini, G2/M DNA hasar noktasını ve apoptozu regüle etmede rol oynamaktadırlar. p53 geninin fonksiyon kaybı sonucunda hücre büyümesinin kontrolü kaybolur ve hücreler kontrolsüz olarak çoğalmaya başlarlar. Sonuçta, klonal olarak preneoplastik ve neoplastik hücreler oluşur (Spivack vd 1997).


     Akciğer kanserlerinin 2/3’ünde p53 geni mutasyona uğramaktadır (Massion ve Carbone 2003). Mutasyonların, KHAK’lerde %90’ında ve KHOAK’lerinin %50’den fazlasında meydana geldiği gösterilmiştir (Köktürk 2003). p53 mutasyonları sıklıkla missense mutasyonlarıdır ve akciğer kanserlerinde kodon 157, 248 ve 278’deki mutasyonlar önem taşımaktadır. Bu bölgedeki mutasyonlar GC→AT transversiyonlarıdır (Spivack vd 1997). 


2) Retinoblastom (Rb) geni 


     Retinoblastom geni, ilk tanımlanan tümör baskılayıcı gendir ve 13q14’te lokalizedir. KHAK’nin %90’nında ve KHOAK’nin %15-30’unda Rb proteininin yokluğu görülür (Dosaka-Akita vd 1997, Geradts vd 1999). Rb proteini, hücre döngüsü için önemli olan genlerin promoter bölgelerine doğrudan bağlanan nüklear transkripsiyon faktörlerine bağlanırlar (Spivack vd 1997). Bu nedenle de, hücre diferansiasyonunda önemli rol oynamaktadır. Rb proteini fosforile halde inaktif, fosforillenmediği zaman ise aktif formda bulunur. Rb proteininin fosforilasyonu siklin-bağımlı kinazlar (CDK) tarafından düzenlenmektedir (Spivack vd 1997).


     p16-siklinD1-CDK4-Rb yolu, hücre siklusunun G1 fazından S fazına geçişi kontrol etmektedir. Bu yolda yer alan genlerin çoğu, kanser oluşum sürecinde mutasyona uğramaktadır (Fong vd 1999). Bu yoldaki önemli proteinlerden birisi 9q21’de lokalize olan p16 proteinidir. Akciğer kanserinde, bu proteini kodlayan  gende allelik kayıp veya mutasyon meydana gelmektedir. Bu mutasyonlar CDK4-siklinD1 kinaz aktivitesini baskılayarak, Rb fonksiyonunu arttırırlar. KHOAK’lerin %10-40’ındave KHAK’lerin de ise daha düşük oranda bu gen inaktif halde bulunmaktadır (Marchetti vd 1997, Massion ve Carbone 2003).


3) Kromozomal bölgelerdeki kayıplar

     Tümör baskılayıcı genler çoğunlukla kromozom 1p, 1q, 2q, 3p, 4p, 4q, 5q, 6p, 6q, 8p, 8q, 11p, 11q, 14q, 17q, 18q ve 22q bölgelerinde lokalizedirler. Bu bölgelerde meydana gelen delesyonlar sonucu tümör baskılayıcı genlerde fonksiyonal kayıplar meydana gelmektedir (Fong vd 1999). Akciğer kanserinde sıklıkla 1p, 3p, 9p ve 17p bölgelerinde kırıkların meydana geldiği bildirilmiştir (Köktürk vd 2003).


     Akciğer kanserinde yüksek sıklıkta 3. kromozomun kısa kolunda allelik kayıplar meydana gelmektedir (Fong vd 1999). KHOAK’lerinde %50 veya daha fazlasında ve KHAK’lerinin ise hemen hemen tümünde 3. kromozomun kısa kolunda delesyonların gözlenmesi (Groeger vd 1997), bu kromozomal bölgede akciğer kanseri oluşumundan sorumlu olabilecek gen/genlerin (tümör baskılayıcı genler, DNA tamir mekanizmasından sorumlu genler gibi) lokalize olduğunu düşündürmektedir (Breuer vd 2005). 

     Akciğer kanserinde önemli olan bir başka tümör baskılayıcı gen, Frajil histidin triad geni (FHIT) genidir ve 3p14.2’de lokalizedir. KHAK’lerin %80’ninde ve KHAOK’lerinin %42’sinde FHIT geninde allelik kayıplar gözlenmiştir. Aynı zamanda, akciğer kanseri hücrelerinde sıklıkla (%40-80) FHIT geninde mRNA ekspresyonunda artış gözlenmiştir (Fong vd 2003). Yine yapılan çalışmalarda FHIT geninde allelik kayıpların sigara içimi ve kötü prognozla ilişkili olduğu bildirilmiştir (Köktürk vd 2003).


III) Hücre Döngüsünün Regülasyonunda Görev Alan Genler

     Hücre döngüsünün regülasyonunda, hücre döngüsü kontrol noktaları büyük önem taşımaktadır. G1 fazında hücrelerin büyümesi, restriksiyon noktası (R) ile düzenlenmektedir. R noktasında meydana gelen anormallik, kontrolsüz biçimde hücre proliferasyonuna ve sonuçta kanser oluşumuna neden olmaktadırlar (Köktürk vd 2003). 


IV) DNA Tamir Mekanizmasında Rol Oynayan Genlerde Meydana Gelen Değişiklikler

     DNA tamir mekanizması, normal hücre döngüsünün sürekliliği ve genetik stabilitenin korunması için gerekli ve önemli bir mekanizmadır. Bu nedenle hatalı veya yetersiz DNA tamiri, kanser oluşumunun nedenleri arasında yer almaktadır. Akciğer kanseri etyolojisinde yer alan sigara içimi ile maruz kalınan karsinojenlerden bazıları, DNA’da hasarlara neden olmaktadır (Köktürk vd 2003). DNA tamir mekanizmasından sorumlu en önemli genler başlıca 3. kromozomun kısa kolu üzerinde lokalizedirler. Kromozom 3p’deki kayıpların akciğer kanseri gelişimini 14 kat arttırdığı belirtilmiştir (Fong vd 2002). 


V) Büyüme Faktörleri ve Reseptörlerine İlişkin Değişiklikler


     Normal sağlıklı hücrelerin yanısıra akciğer kanseri hücreleri tarafından birçok büyüme faktörü ve reseptörünün eksprese edildiği bilinmektedir. Eğer bir tümör hücresi kendinde hem büyüme faktörünü hem de reseptörünü bulunduruyorsa, bu tümör hücresi kendi kendini uyaran büyüme halkasına sahip demektir. Buna “otokrin büyüme halkası” adı verilmektedir. Otokrin sistemler normal hücrelerde de var olmasına rağmen, yalnızca fizyolojik sinyallere karşı yanıt vermektedirler. Normal hücrelerde dengeli büyüme için düzenleyici sistemler bulunurken, kanser hücrelerinde bu dengeler bozulmuştur.


     Epidermal Büyüme Faktörü (EGF) ve Tranforme Edici Büyüme Faktörü-( (TGF-(), hücre proliferasyonu ve farklılaşmasına neden olan önemli proteinlerdir. EGF etkinliğini, kendi yüzey reseptörüne (EGFR) bağlanarak gerçekleştirir. EGFR, hem normal hücre büyümesi hem de malign transformasyona dönüşüm ile ilişkili tirozin kinaz aktivitesi gösteren bir transmembran glikoproteinidir. Yapılan çalışmalarda, EGFR’nin KHOAK’lerinin çoğunda aşırı eksprese olduğu bulunmuştur (Zhang ve Chang 2008, Herbst vd 2008). KHOAK’lerinin %13-80’inde EGFR’lerinde yüksek sıklıkta mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu nedenle EGFR, KHOAK’nin tedavisinde önemli bir hedef durumundadır (Zhang ve Chang 2008). Prekilinik ve klinik veriler, EGFR mutasyonlarının KHOAK’nin gelişiminde erken evrede gözlenen bir değişiklik olduğunu göstermektedir (Herbst vd 2008). Bununla birlikte, skuamöz hücreli karsinomlarda normal dokuya göre 2-3 kat EGFR ekspresyonunda artış meydana geldiği rapor edilmiştir (Köktürk vd 2003). 


2.3. RAS Süperailesi

     Kompleks organizmalarda hücrenin proliferasyonu, farklılaşması ve sağkalımı büyüme faktörleri, ekstrasellüler hormonlar ve bazı sitokinler tarafından düzenlenir. Bu moleküllerin hücresel reseptörlerine bağlanması, intrasellüler sinyal iletim yolaklarının iletişim ağı boyunca hücrenin dışarıdan aldığı uyarıyı çekirdeğe ulaştırması ile sonuçlanır. Hücre sinyal iletim yolaklarında regülasyonun bozulması, hücrelerin proliferasyonunun artmasına ve sonuçta da kanser oluşumuna neden olur. Ras protoonkogeni, birçok sinyal iletim yolağında anahtar bir molekül olarak fonksiyon görür (Adjei 2001).

     Ras genleri ile ilgili çalışmalar 1960’lı yılların başlarında başlamıştır ve araştırıcılar, farelerde lösemiye neden olan bir virusu tanımlamışlardır. 1967’de yine farelerde, lösemiye neden olan virusların seri pasajıyla retrovirus benzeri bir virusun varlığını belirlemişlerdir. Keşfedilen bu iki “rat sarkom (ras)-indükleyen retroviruslar”, bunları keşfeden bilim adamları tarafından isimlendirilmişlerdir (Harvey ve Kirsten). Ras proto-onkogenleri, onkogen olarak ilk izole edilen genlerdir. Bu genlerin mutant formları ilk kez DNA transfeksiyonundan sonra NIH/3T3 hücrelerini transforme etme yetenekleri sayesinde tanımlanmışlardır ve bu genin ürünü olan proteinin GTPaz aktivitesine sahip olduğu da aynı çalışmaların sonuçlarında gösterilmiştir (Bos 1989).

     Ras süperailesi üyelerinin biyolojik fonksiyonlarının çoğu, özgün sinyallerin alındığı ve daha ileri aşamalara iletildiği, hücre membranının sitoplazmik kısmı ile ilişkilidir. Ras süperailesi proteinleri hücre büyümesi, farklılaşması, hücre iskeleti organizasyonu, hücre göçü, membran trafiğini kontrol eden sinyal iletim yolakları ve apoptoz gibi önemli hücresel olaylara aracılık eden anahtar moleküllerdir. Bu proteinler çoğunlukla reseptör tirozin kinazların yukarı yön (upstream), protein kinazların aşağı yön (downstream) kaskadı boyunca proliferatif sinyallerin iletilmesine aracılık ederler (Saxena vd 2008, Henis vd 2009).


     Ras proteinleri, Ras süperailesinin bir alt grubudur ve bu aile Ras (H, K, M, N ve R), Rap (1 ve 2) ve Ral gibi birçok farklı üyeden oluşmaktadır (Adjei 2001) (Şekil 2.7). Ras ailesi GTPaz’ları insan genomunda 36 gen tarafından kodlanmaktadır ve bu genler 39 farklı Ras proteinini (20-29 kDa) kodlamaktadır (Karnoub ve Weinberg 2008).


     İnsan ve memeli genomlarında, yüksek derecede ilişkili olan Ras ailesine ait dört protein, Hras, Kras ve Nras olmak üzere üç farklı gen tarafından kodlamaktadır. Bu genler tarafından üç izoform protein eksprese olur. Kras geninin alternatif splicing’i ile de K-Ras4A ve K-Ras4B olmak üzere iki protein izoformu oluşur (Brunsveld vd 2009, Kratz vd 2007, Adjei 2001).
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Şekil 2.7 Ras ailesi üyeleri (Karnoub ve Weinberg 2008)


2.3.1. RAS ailesi 

     Ras proteinlerinin 3 boyutlu yapısı X-ışınları kristallografisi ile tanımlanmıştır ve yapısı, α-heliks ve β-plaka tabakalarından oluşmaktadır (Weinberg 2007) (Şekil 2.8). Küçük GTPaz Ras ailesi üyelerinin her biri, proteinin N-terminal ve C-terminal’inde büyük ölçüde korunmuş olan yaklaşık 190 amino asitlik rezidü içermektedir (Adjei 2001). Ras ailesi üyeleri arasında var olan başlıca dizi homolojileri N-terminalde, özellikle fosfat-bağlama düğümü olan “P-loop”da ve nükleotid-duyarlı “switch 1” ve “switch 2” bölgelerinde gözlenir (Şekil 2.9). Proteinin C-terminali, Ras ailesi üyeleri arasında farklılık gösterir. C-terminalin hemen yanında yer alan ve bu üyelerin farklı fonksiyonlara sahip olmasının muhtemel nedeni olarak düşünülen, yaklaşık 25 aminoasitlik “çok değişken bölge” (High Variable Region, HVR) bulunmaktadır (Karnoub ve Weinberg 2008). Ras proteinlerinin C-terminali, özellikle Ras ailesi üyelerinin membranla ilişki kurmasında önemi olan “membran-hedefleyen CAAX” dizisine sahiptir. CAAX dizisinde “C” sisteini, “A” lösin, izolösin veya valin gibi bir alifatik amino asidi ve “X” ise metiyonin, serin, lösin veya glutamini simgelemektedir (Adjei 2001, Saxena vd 2008). Ras proteinlerinin post-translasyonal modifikasyonları, “CAAX” dizisinde meydana gelmektedir. Post-translasyonel modifikasyon süreci, Ras proteinlerinin doğru subsellüler kompartmanlara lokalize olması açısından önemlidir (Adjei 2001). Ras proteinlerinin post-translasyonal modifikasyonu “izoprenilasyon, proteoliz, karboksimetilasyon ve palmitoilasyon” olmak üzere 4 aşamayı içermektedir (Saxena vd 2008) (Şekil 2.10).
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Şekil 2.8 Ras proteinin yapısı (Kırmızı:α-heliks, yeşil: (-plaka) (Weinberg 2007)
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Şekil 2.9 Ras proteinlerinin primer yapısı ve Ras ailesi üyelerinin aminoasit dizilimleri (Karnoub ve Weinberg 2008)
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Şekil 2.10 Ras proteinlerinin post-translasyonal modifikasyon süreci (Saxena vd 2008)


2.3.2. RAS Aktivasyonu


     Diğer GTP-bağlayan proteinler gibi, Ras proteinleri de aktif GTP-bağlı ve inaktif GDP-bağlı durum arasında döngü yaparak, önemli hücresel olaylarda anahtarlar moleküller olarak görev yapmaktadırlar (Şekil 2.11) (Kratz vd 2007, Alberts vd 2008).
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Şekil 2.11 Ras’ın GTP- ve GDP-bağlı durumdaki konformasyonları (Karnoub ve Weinberg 2008)


     G proteinlerine benzerliklerinin yanı sıra Ras proteinleri (1) dinlenme halinde yani inaktif durumda bir GDP moleküne bağlanır, (2) sinyal kaskadında uyarıcı sinyalleri aldıktan sonra GDP bağlı durumunu bırakır, (3) serbest kalan GDP yerine bir GTP molekülü elde eder, (4) GTP’ye bağlanarak, aktif sinyal-yayma konfigürasyonuna dönüşür, ve (5) kısa bir süre sonra kendi GTPaz fonksiyonunu kullanarak GTP’den ayrılır, böylece yeniden sinyal-yaymayan konfigürasyona geçer. Gerçekten, Ras proteinin, önceden belirlenen belli bir süre sonra, kendini otomatik olarak kapatan bir ışığın anahtarı gibi davrandığı görülmektedir (Weinberg 2007).


     Ras proteininin aktif ve inaktif durumlar arasındaki değişimi ayarlayarak düzenleyen iki tip sinyal iletim proteini vardır. Bunlardan biri Ras’ı etkinleştirerek, GDP’nin ayrışmasını ve ardından GTP’nin sitozolden alınımını uyararak bağlı olduğu nükleotidin değişimini uyaran “Guanin-nükleotid değiştirme faktörü” (GEF)’dir. İkinci tip protein ise Ras’daki GTP’nin hidroliz hızını arttırarak Ras’ı etkisiz hale getiren “GTPaz-etkinleştirici proteinler” (GAP)’dir (Şekil 2.12) (Alberts vd 2008).
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Şekil 2.12 Aktif GTP-bağlı ve inaktif GDP-bağlı konformasyon arasında Ras döngüsü (Weinberg 2007).


     Uyarılan büyüme faktörü reseptörleri, Ras’dan guanin nükleotidlerini uzaklaştırmak için GEF’leri aktive eden birtakım adaptör proteinleri toplar. Ardından Ras, GDP’den on kat daha yüksek konsantrasyonda bulunan GTP’ye bağlanarak aktive olur. GTP-bağlı durumda, Ras’ın iki switch bölgesi (switch I ve II) konformasyonlarını değiştirirler. Bu konformasyonel switch ile Ras, Raf-1 gibi Ras efektör proteinlere bağlanır ve bu proteinlerin aktive olmasını sağlar. EGF gibi bir ekstrinsik ligandın reseptörüne bağlanmasıyla, reseptör dimerleşir ve intrinsik reseptör tirozin kinaz aktive edilir. Bu reseptörün intrasellüler kısmındaki spesifik tirozin rezidüleri otofosforilasyonla fosforillenir. Fosforillenen tirozinler daha sonra Grb2 gibi adaptör proteinlerin “Src homoloji 2” (SH2) domainlerine bağlanır. Grb2 proteinleri SH2 domaini yanında SH3 domaini de içerirler ve SOS gibi diğer proteinlerin prolinden zengin motiflerine bağlanırlar. Ras için anahtar adaptör protein olan Grb2 aktive olan EGF reseptörünü SOS’a bağlar. Bu bağlanma ile SOS plazma membranında yakınlık kuracak şekilde kuvvetlenir. SOS’un Ras’a bağlanması, Ras’ın GTP’ye bağlanmasına izin veren ve aktif hale getiren, GDP’nin ayrılmasına neden olur ve Ras konformasyonunda değişikliğe neden olur. Sonuçta, Ras aktif hale gelmektedir (Adjei 2001).


     Reseptör tirozin kinazlar GEF’leri aktifleştirmek ya da GAP’ları baskılamak suretiyle Ras’ı aktifleştirebilirler. Ras’ı aktif duruma getiren olay, reseptör tirozin kinazların dolaylı olarak bir GEF’e bağlanmasıdır. Ras’a spesifik olan GEF’lerdeki aktivasyon ile Ras’da meydana gelecek fonksiyon kaybı aynı etkiyi göstermektedir (Alberts vd 2008).


     Normal Ras proteini, düşük GTPaz aktivitesine sahip olduğu için genellikle Ras-sinyal kaskadları geçici olarak aktive edilmektedir. GAP’lar bu düşük GTPaz aktivitesini kuvvetlendirmek suretiyle hızlandırırlar. Bu bağlamda, GAP’lar normal Ras’ın zayıflatıcısıdırlar. Bunun yanında, Ras’ın onkogenik mutasyonları sadece intrinsik GTPaz aktivitesini bozmakla kalmaz aynı zamanda GAP-indüklü GTPaz aktivasyonunu da bozmaktadır. Bir GAP olan nörofibramatozis 1 (NF1)’in fonksiyonunun bozulmasıyla normal Ras anormal bir biçimde aktive olur ve belirli melanomları içeren nörofibromatozis tip 1’e neden olur. NF1, normal Ras sinyalinin attenüasyonu için çok önemlidir. Ras GTPazı daha fazla aktive eden NF1, Ras’ın tüm efektörleriyle ilişkisini bloke ederek, onkogenik Ras’ın neden olduğu malign transformasyonu baskılar (Adjei 2001).


2.3.3. Ras Sinyal İletim Yolakları 

     Yukarıda da bahsedildiği gibi Ras’ın aktif durumu GTP veya GDP’ye bağlıdır. GTP’ye bağlı olduğu durumunda, Ras ailesi üyeleri sinyal iletim yolaklarını uyarma yeteneğindedir (Şekil 2.13). Bu yolaklardan ilki Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolağıdır. Hormonlar, büyüme faktörleri, diferensiasyon faktörleri ve tümör uyarıcı faktörler bu sinyal iletim yolağını kullanırlar. Bu iletim yolağı Ras aktivasyonu ile başlar ve sırasıyla Raf (= MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile kinaz kaskadı ilerler. İlk effektör molekül olan Raf proteini, bir serin/treonin kinaz proteinidir. Raf, ERK1 ve ERK2’yi aktif hale getiren, mitojen-aktive-edici protein kinaz 1 ve 2’yi fosforiller. ERK1/2’nin substratları sitozolik ve nüklear proteinleri içerir. ERK, c-fos ve c-jun’nın ekspresyonunu düzenleyen ELK-1 gibi ETS ailesi transkripsiyon faktörlerini fosforiller. Bu durum, FOS-JUN heterodimeri oluşturan AP-1 transkripsiyon faktörünün aktivasyonuna neden olur. Bu transkripsiyon faktörlerinin uyarılmasının sonucu olarak, hücre döngüsünün G1 fazı boyunca hücrenin gelişmesini sağlayan D-tipi siklinler gibi, anahtar hücre döngüsü regülatör proteinleri eksprese edilmektedir.


     Buna ek olarak, Ras’ın membrana translokasyonunun ve konformasyonal değişikliklerinin bir sonucu olarak, Ras proteini fosfotidilinositol-3-kinazlarla (PI3K) doğrudan etkileşebilir. PI3K, fosfotidilinositol 4,5-bifosfatı, fosfotidilinositol-3, 4, 5 trifosfat oluşturmak üzere fosforiller. PI3K, ileri sinyal iletim yolağındaki enzimlerin büyük çoğunluğunun aktivitesini kontrol eder. Kinaz 3 fosfotidilinositid-bağımlı protein kinaz-1 (PDK-1) ve Akt kinazın aktivitesi de oldukça önemlidir. Akt, değişik hedefleri fosforilleyerek güçlü apoptotik etkiye sahiptir ve Ras tarafından gerçekleştirilen sağkalım sinyalinin önemli bir parçasıdır.


     Ras-GTP ayrıca, hücre morfolojisinde değişimlere neden olan yolakta Rac ve Rho G proteinlerini aktive etmektedir. Rho proteini, membran büzülmesi gibi süreçleri etkileyen aktin hücre iskeletinin regülasyonunda, fokal adhezyon bölgelerinin ve filopodların oluşturulmasında önemli bir rol oynamaktadır. Bunun yanında Rho proteini, transforme hücrelerin invaziv özelliklerini arttıran morfolojik değişikliklere de neden olabilmektedir. Böylece, Ras’ın sürekli aktivasyonu, yoğun aktin polimerizasyonuna ve artan sayıda fokal adhezyona neden olmaktadır.


     Buna ek olarak, Ras ayrıca Ral (Ras ilişkili protein) proteinlerini uyarmaktadır. Bu uyarılmanın devamında fosfolipaz D1 ve CDC42 aktive olur. Bu yolak, Akt yolağı boyunca Fox O ailesinin FORK-HEAD transkripsiyon faktörünü inhibe eder. Aynı zamanda bu yolak, siklin bağımlı kinaz inhibitörü KIP1 veya P27’nin uyarılmasıyla birlikte hücre döngüsünün durdurulmasında ve Fas-Fas ligandının ekspresyonuyla da apoptozda rol oynamaktadır. 

     Ras-GTP ayrıca fosfolipaz C'ye doğrudan bağlanmak suretiyle onu aktive etmektedir ve ardından fosfolipaz C’yi, kalsiyum salınımına ve aktif protein kinaz C’nin aktifleşmesine yardımcı olan PIP2’ye ve diaçilgliserole hidroliz etmektedir.
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     Son olarak, Ras, farklı insan kanserlerinde mutasyonlar sonucu aktif olan ve/veya overeksprese edilen EGFR’nin alt yolağında yer alan anahtar bir effektör moleküldür. Ras ve EGFR arasındaki bir diğer bağlantı ERK aktivasyonudur. Ras’ın alt yolağında yer alan ERK, ayrıca tümör gelişimi için kritik olan transforme edici büyüme faktörü alfa (TGF-α)’yı uyarır ve EGFR ligandında ekspresyon artışına neden olur.


Şekil 2.13 Ras Efektör Yolakları (Saxena vd 2008) 

2.3.4 RAS ve Kanser


     Hücre büyümesini ve farklılaşmasını kontrol eden genlerin fonksiyonunu veya ekspresyonunu etkileyen hücresel genomdaki değişiklikler, kanserin ana nedeni olarak değerlendirilirler. Moleküler kanser araştırmaların amacı, farklı tümörlerde değişime uğrayan genleri tanımlamak ve kanser oluşum sürecinde bu genlerin rolünü açıklamaktır. Yapılan araştırmalarda, insan tümörlerinde sıklıkla mutasyona uğrayan gen ailesinden biri, Ras gen ailesidir. 


     Kanser oluşumu sürecinde, Ras gen ailesinin rolü iyi bilinmektedir (Saxena vd 2008). Malign transformasyonları indüklemede, Ras genlerinin rolü deney hayvanlarında yapılan çalışmalarla belirlenmeye başlanmıştır. İlk olarak, onkogenik Ras proteinleri sıçan fibroblastlarına transfekte edilmiş ve sonrasında tümör oluşumu gözlenmiştir. Daha sonra, Ras mutasyonlarını barındıran transgenik farelerin tümör oluşturmada artan insidansına sahip oldukları belirlenmiştir. Günümüze değin rapor edilen birçok çalışmada da, Ras mutasyonlarının hem doğal olarak meydana gelen hem de deneysel olarak indüklenen birçok tümör türünde yüksek sıklıkta oldukları yer almaktadır (Adjei 2001).


     Farklı insan tümörleri ile yapılan çalışmalarda, Ras gen ailesinin önemli üyeleri olan Hras, Kras, Nras’ın üçünden birinde bir nokta mutasyonunun bulunduğu ve bu nokta mutasyonların genlerin küçük bir bölgesinde sınırlandırıldığı belirlenmiştir (Bos 1989, Adjei 2001). Ras geninde aminoasit değişimine neden olan nokta mutasyonları, sürekli aktif halde bulunan bir Ras proteini meydana getirmektedir. Dolayısıyla, Ras’ın mutant formlarının intrinsik GTPaz aktiviteleri bozulmakta ve sürekli GEF’lerle bağlı halde bulunmaktadırlar (Diaz-Florez ve Shannon 2007). Sonuç olarak, aktivasyonu durduracak bir sinyal olmadığı için, aktif Ras proteinleri sürekli olarak hücre proliferasyonuna neden olmaktadırlar. 


     Farklı sıklıklarda görülmelerine karşın, insan kanserlerinin yaklaşık %30’unda Ras geninde mutasyonların meydana geldiği bildirilmiştir (Saxena vd 2008). En yüksek mutasyon görülme sıklığı %90 oranı ile pankreas, %50 oranı ile kolon, %50 oranı ile tiroid, %30 oranı ile akciğer kanseri ve %25 oranı ile de melanomlardadır (Malumbres ve Barbacid 2003). Bunun yanında, daha düşük sıklıklarla da meme, over, mide, özefagus ve prostat kanserlerinde görülmektedir (Adjei 2001). Yapılan çalışmalarda, Kras mutasyonlarının pankreas ve kolon kanserlerinde, Hras mutasyonlarının mesane kanserlerinde ve Nras mutasyonlarının da başlıca lenfoid malignansilerle ve melanomlarda sıklıkla gözlendiği rapor edilmiştir (Karnoub ve Weinberg 2008) (Tablo 2.6).


     Önemli bir kanser türü olan akciğer kanserinde de Ras gen mutasyonları önemli yer tutmaktadır. Özellikle KHOAK’lerinde adenokarsinomlarda Ras genlerine ait mutasyonların insidansı %30 civarındadır ve bu mutasyonların neredeyse tümü Kras onkogeninin kodon 12’sinde meydana gelmektedir. Akciğer adenokarsinomunda Kras geninde meydana gelen ana mutasyonlar G-T transversiyonları iken kolon kanserlerinde bu gendeki ana mutasyonlar G-A transisyonlarıdır. Bu da bize, akciğer kanserlerinin kolon kanserleri ile karşılaştırıldığında, Ras gen mutasyonlarının indüklenmesinde farklı kimyasalların ilişkisini göstermektedir. Özellikle, akciğer adenokarsinomundaki Ras gen mutasyonları ve hastaların sigara içme öyküsü arasında anlamlı ilişkilerin gösterilmesi, sigara dumanındaki mutajenik bir bileşenin Ras mutasyonunlarına neden olabileceğini düşündürmektedir (Bos 1989).


Tablo 2.6 Bazı insan kanserlerinde Ras mutasyonları (Karnoub ve Weinberg 2008).


		Doku

		Hras

		Kras

		Nras



		Adrenal bez

		1%

		0%

		5%



		Kemik

		2%

		1%

		0%



		Meme

		1%

		5%

		1%



		Serviks

		9%

		8%

		1%



		Endometriyum

		1%

		14%

		0%



		Hematopoetik ve lenfoid dokular

		0%

		5%

		12%



		Böbrek

		0%

		1%

		0%



		Kolon

		0%

		32%

		3%



		Karaciğer

		0%

		7%

		4%



		Akciğer

		1%

		17%

		1%



		Özefagus

		1%

		4%

		0%



		Ovaryum

		0%

		15%

		4%



		Pankreas

		0%

		60%

		2%



		Prostat

		6%

		8%

		1%



		Tükrük bezi

		16%

		4%

		0%



		Deri

		5%

		2%

		19%



		İnce bağırsak

		0%

		20%

		25%



		Mide 

		4%

		6%

		2%



		Tiroid

		4%

		3%

		7%





2.4. KRAS

     Ras gen ailesinin bir üyesi olan Kras geni, Kirsten Rat Sarkoma (Ki- veya K-Ras) viral onkogen homoloğudur (Adjei 2001, Monticone vd 2008). Kras geni, 12. kromozomun 12p12.1 bölgesinde lokalizedir (Şekil 2.14) ve 6 ekzondan oluşmaktadır. Kras geninde meydana gelen alternatif splicing sonucu iki mRNA izoformu meydana gelmektedir (Kras4A ve Kras4B). Kras4B, embriyonik ve yetişkin dokularında her zaman eksprese olurken, Kras4A ekspresyonu kısıtlıdır ve yetişkin bireylerin kalp dokularında eksprese oldukları bildirilmiştir (Plowman ve Hancock 2005, Aoki vd 2008). Küçük bir GTPaz olan Kras proteini, 188-189 aminoasitten oluşmaktadır ve proliferasyon, farklılaşma ve apoptoz gibi birçok yolakta yer alan Ras/Raf/MAPK sinyal iletiminde anahtar rol oynamaktadır (Adjei 2001). 
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 Şekil 2.14 Kras geninin 12p12.1’deki lokalizasyonu (Web_9).


     Kras geninde kodon 12 ve 13, GTP’nin bağlandığı  “P-loop”da yer almaktadır. Kodon 61’in lokalizasyonu ise, Ras regülatörlerinin ve effektörlerinin bağlanmasını kontrol eden “switch II” bölgesidir (Şekil 2.15). Kras proteininin G domaini, yüksek oranda korunmuştur. Çok değişkenli bölge ise, aminoasit rezidülerinin membran lokalizasyonunu kontrol etmektedir (Wicki vd 2010).
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Şekil 2.15 Kras geninin yapısı (Wicki vd 2010).


     Ras gen ailesine ait mutasyon sıklığı kanser türlerine göre değişmekle birlikte, tüm kanserlerin yaklaşık %30’unda Ras geninde nokta mutasyonu meydana gelmektedir ve meydana gelen bu mutasyonlar sıklıkla Kras geninde oluşmaktadır (Krypuy vd 2006). KHOAK’lerinin %20-30’unda Kras gen mutasyonu meydana gelmektedir ve Kras nokta mutasyonları, bu gene ait spesifik kodonlarda yer almaktadırlar. Bu nokta mutasyonları genellikle ekzon 1’deki 12. ve 13. kodonda, nadir olarak da ekzon 2’deki 59. ve 61. kodonlarda meydana gelmektedir (Do vd 2008, Pao vd 2005, Krypuy vd 2006, Hunt vd 2002). KHOAK’inde, Kras mutasyonlarının %95’ten fazlasının kodon 12 ve 13’te ve %80-90’ının kodon 12’de meydana geldiği belirtilmektedir (Vatan vd 2007, Riely vd 2008, Marchetti vd 2009, Riely vd 2009). Kras geninin kodonlarında meydana gelen nokta mutasyonları sonucu, eksprese edilen Kras proteinin konformasyonu değişir ve protein anormal GTPaz aktivitesi gösterir. Bunun sonucunda da, sürekli aktif formda bulunan protein, hücresel proliferasyon için sürekli uyarım yapar (Krypuy vd 2006, Do vd 2008). Histolojik alt tipler için rapor edilmiş Kras mutasyon oranları, adenokarsinom için %22-34, skuamöz hücreli karsinomu için %0-25, büyük hücreli karsinom için %8-33 ve adenoskuamöz karsinom için %8-11 aralığında değişmektedir (Aviel-Ronen 2006). Yapılan çalışmalarda, Kras mutasyonlarının Batı ülkelerinde daha sıklıkla meydana geldiği, bunun aksine Asya kıtasındaki ülkelerde, mutasyonun daha nadir gözlendiği bildirilmiştir (Sasaki vd 2007, Riely vd 2008).


     Kras geninde meydana gelen mutasyonlarda, kodon 12 içinde en sık gözlenen tek baz çifti değişiminin G→T ve G→A değişimi olduğu (Demirağ vd 2000, Hunt vd 2002), ancak daha sıklıkla G→T transversiyonunun gözlemlendiği rapor edilmiştir (Grossi vd 2003, Wang vd 2008). Kras geninde kodon 12’de meydana gelen  G→T transversiyonu (GGT→TGT), Glisin aminoasidinin yerine Sistein aminoasidinin gelmesiyle sonuçlanır. Hem kodon 12 hem de kodon 13’ün ilk bazında meydana gelen nokta mutasyonu sonucu oluşan G→A transisyonu, Glisin aminoasidinin yerine Serin aminoasinin meydana gelmesiyle, ve her iki kodonun ikinci bazında oluşan G→A transisyonu ise Glisin aminoasidi yerine Aspartat aminoasidinin meydana gelmesiyle sonuçlanır (Hunt vd 2002) (Tablo 2.7). Kras geninde sıklıkla meydana gelen bu iki tip nokta mutasyonunun, sigara ve dumanında yüksek oranda bulunan ‘benzo(a)piren’ ve ‘N-nitrozamin’ gibi iki tip kimyasal karsinojenin etkisi sonucu oluştuğu belirtilmektedir (Hunt vd 2002). 


Tablo 2.7 Kras kodon 12 ve 13’te meydana gelen nokta mutasyonlar 

		GGTGGC       →     (Kras ekzon 1, kodon 12 ve 13)



		GGTGGC →AGTGGC

		G12S

		Glisin→Serin



		GGTGGC →CGTGGC

		G12R

		Glisin→Arjinin



		GGTGGC →TGTGGC

		G12C

		Glisin→Sistein



		GGTGGC →GATGGC

		G12D

		Glisin→Aspartik asit



		GGTGGC →GCTGGC

		G12A

		Glisin→Alanin



		GGTGGC →GTTGGC

		G12V

		Glisin→Valin



		GGTGGC →GGTAGC

		G13S

		Glisin→Serin



		GGTGGC →GGTCGC

		G13R

		Glisin→Arjinin



		GGTGGC →GGTTGC

		G13C

		Glisin→Sistein



		GGTGGC →GGTGAC

		G13D

		Glisin→Aspartik asit



		GGTGGC →GGTGCC

		G13A

		Glisin→Alanin



		GGTGGC →GGTGTC

		G13V

		Glisin→Valin





     KHOAK’lerinde Kras mutasyonları sıklıkla EGFR mutasyonları ile ilişkilendirilmektedir (Pao 2006, Tam vd 2006, Ganjoo ve Wakelee 2007, Massarelli vd 2007, van Zandwijk vd 2007, Mounawar vd 2007, Do vd 2008, Raponi vd 2008, Jang vd 2009). KHOAK’li olgularda yapılan çalışmalarda, EGFR mutasyonları saptanan olgularda Kras mutasyonunun saptanamadığı belirtilmiştir (Jang vd 2009). EGFR geni tirozin kinaz domain’i mutasyonlarını içeren KHOAK olgularında gefitinib ve erlotinib gibi tirozin kinaz inhibitörlerinin (TKI) kullanıldığı tedaviden daha iyi yanıt alındığı bildirilmiştir. EGFR mutasyonlarının aksine, Kras geninde mutasyona sahip KHOAK olgularında gefitinib veya erlotinib gibi tirozin kinaz inhibitörlerine karşı primer direnç gözlenmektedir (Pao vd 2005, Krypuy vd 2006) (Şekil 2.17). Ayrıca Kras mutasyonuna sahip olguların, EGFR mutasyonlu olgulara göre, daha kısa hayatta kalma süresine sahip oldukları da belirtilmektedir (Jang vd 2009). Sonuç olarak, Kras mutasyonları, akciğer kanserinin tedavisinde uygulanacak TKI ve EGFR inhibitörlerinin hedef alındığı tedavi stratejilerinin belirlenmesinde önemli veriler sağlamaktadır (Hann ve Brahmer 2007). 
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Şekil 2.16 EGFR ve Kras’ın anti-EGFR ajanlara yanıtları A) Normal EGFR yolağı, B) Anti-EGFR inhibitörleriyle yolağın baskılanması, C) Mutant Kras’ın sürekli aktifleşmesi ve EGFR inhibitörlerine yanıtsızlığı, D) Diğer sinyal moleküllerini kodlayan genlerde gözlenen mutasyonlardan bazıları, aynı Kras mutasyonlarında gözlenen hücresel yanıtlara neden olabilirler (Monzon vd 2009).


3. MATERYAL VE METOD


3.1. Materyal 


     İstanbul Yedikule Göğüs Hastalıkları Hastanesi Patoloji Bölümü’nde, histopatolojik olarak incelenen ve KHOAK’i tanısı almış 92 olgu çalışmaya dahil edildi. Olgulara ait akciğer doku örneklerinin %10 formaldehit solüsyonu ile tespit edildi ve sonrasında parafin bloklara gömülmüş (FFPE)  arşiv dokusu olarak saklandı. Her olguya ait arşiv doku örneklerinden, 5 µm kalınlığında 3-4 adet kesit alındı ve steril mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Genomik DNA izolasyonu bu doku örnekleri kullanılarak yapıldı. Doku örneklerinin elde edildiği vakalara ait yaş, cinsiyet, sigara içimi, TNM evre ve histolojik tip olmak üzere tüm klinikopatolojik parametreleri, patoloji raporları yeniden incelenerek kaydedildi. 


3.2. FFPE Doku Örneklerinden Genomik DNA İzolasyonu 


     Çalışmaya dahil edilen 92 olguya ait doku örneklerinden genomik DNA izolasyonu, ticari kit (QIAamp DNA Mini Kit-Qiagen, Germany) kullanılarak gerçekleştirildi. Kitin içeriği ve kimyasal miktarları aşağıdaki tabloda özetlenmiştir:


Tablo 3.1 DNA izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit) içeriği


		Kit İçerisindeki Bileşenler

		Miktarlar (50 örnek için)



		QIAamp Mini Spin Kolonlar

		50 adet



		Toplama Tüpleri (2 ml’lik)

		150 adet



		AL Tamponu

		12 ml



		ATL Tamponu

		10 ml





		AW1 Tamponu (konsantre)

		19 ml



		AW2 Tamponu (konsantre)

		13 ml



		AE Tamponu

		22 ml



		Proteinaz K

		1.25 ml





     DNA izolasyonuna başlamadan önce, kit içerisinde bulunan AW1 tamponu ve AW2 tamponunun hazırlanma işlemi gerçekleştirildi. Bu tamponlar üretici firmanın belirttiği şekilde, ayrı ayrı 35 ml %100 etanol etanol ilave edilerek kullanıma hazır hale getirildi.


     Üretici firmanın belirttiği şekilde, FFPE KHOAK dokularından genomik DNA izolasyonu için aşağıdaki basamaklar sırası ile uygulandı:


1) Doku kesitlerinde bulunan fazla parafin, steril bistürü ve pens yardımı ile mekanik olarak uzaklaştırıldı.


2) Mekanik olarak fazla parafinlerinden arındırılan doku örnekleri yeni, steril mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı.

3) Örneklere deparafinizasyon amacı ile, 1200 µl “Ksilen (Sigma-Aldrich)” ilave edildi ve 2.200 rpm’de, kuvvetlice vortekslendi (10 kez pulse-vorteks).

4) Örnekler 560C’ye ayarlı etüvde (Nüve) 16-18 saat (overnight) inkübasyona bırakıldı.

5) İnkübasyon sonrasında doku örnekleri oda sıcaklığında (15-250C), 14.000 rpm’de, 5 dk santrifüj edildi.

6) Süpernatan mikropipet yardımı ile uzaklaştırıldı (Peletin dağılmamasına dikkat edildi).

7) Pelete tekrar 1200 µl ksilen ilave edildi.

8) Doku örnekleri oda sıcaklığında (15-250C), 14.000 rpm’de, 5 dk santrifüj edildi.

9) Pelet kısmına dokunulmadan, süpernatan mikropipet yardımı ile uzaklaştırıldı.

10)  Doku örneklerinde artık olarak kalan ksilen’i uzaklaştırmak için, peletlere 1200 µl “etanol (Merck) (%96-100)” eklendi ve örnekler birkaç kez kuvvetlice vortekslendi.

11)  Örnekler oda sıcaklığında (15-250C), 14.000 rpm’de, 5 dk santrifüj edildi.

12)  Süpernatan mikropipet yardımı ile uzaklaştırıldı (Peletin dağılmamasına dikkat edildi).

13)  10-12. basamaklar tekrar edildi.

14)  Etanolü uzaklaştırmak için, örneklerin bulunduğu mikrosantrifüj tüplerinin kapakları açılarak 370C’ye ayarlı etüvde, 15 dk inkübasyona bırakıldı.

15)  Etanol tamamen buharlaştıktan sonra peletlere, kitle birlikte sağlanan 180 µl “ATL Tamponu” ilave edilerek ön parçalama işlemi gerçekleştirildi ve protokolün Proteinaz K basamağından izolasyon işlemine devam edildi.

16)  Örneklere, kitle birlikte sağlanan 20 µL “Proteinaz K” ilave edildi ve örnekler vortekslendi. Ardından örneklere kısa bir santrifüj işlemi (short-spin) yapıldı.

17)  Tüplerin kapak kısımları parafilmle sarılarak, dokunun tamamen parçalanması için 560C’ye ayarlı su banyosunda (Nüve), 16-18 saat gece boyunca inkübasyona bırakıldı.

18)  İnkübasyonun ardından tüpler, kısa bir santrifüj işlemine (short-spin) tabi tutuldu.

19)  Örneklere, 200 µl “AL Tamponu” eklendi ve 15 sn pulse-vorteks edilerek karıştırıldıktan sonra 700C’ye ayarlı su banyosunda 10 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında tüplere kısa bir santrifüj işlemi (short-spin) yapıldı.

20)  Örneklere, 200 µl “Etanol” ilave edildi ve 15 sn kuvvetlice vorteks edildi. Ardından tüplere kısa bir santrifüj işlemi (short-spin) yapıldı.

21)  Kitle birlikte temin edilen 2 ml’lik toplama tüplerine “QIAamp Mini Spin Kolon”lar yerleştirildi ve bir önceki basamakta elde edilen karışım bu kolonlara mikropipet yardımı ile aktarıldı.

22)  Kolonların kapakları kapatılarak, 8.000 rpm’de, 1 dk santrifüj edildi. Santrifüj işleminden sonra kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tüplerine yerleştirildi ve bir önceki toplama tüpleri atıldı.

23)  Kolonların kapakları açılarak, içerilerine kitle birlikte sağlanan 500 µl “AW1 Tamponu” eklendi. Kolonlar 8.000 rpm’de, 1dk santrifüj edildi. Santrifüjden sonra kolonlar temiz 2 ml’lik toplama tüplerine yerleştirildi ve bir önceki toplama tüpleri uzaklaştırıldı.

24)  Kolonlara kitle birlikte sağlanan 500 µl “AW2 Tamponu” eklendi ve 14.000 rpm’de, 3 dk santrifüj edildi.

25)  Protokolün önerisi üzerine; temiz toplama tüplerine yerleştirilen kolonlar,  14.000 rpm’de, 1 dk santrifüj edildi.

26)  Santrifüj işleminden sonra kolonlar, temiz 1.5 ml’lik steril mikrosantrifüj tüplerine yerleştirildi. Kolonlara kitle birlikte sağlanan 100 µl “AE Tamponu” eklendi ve oda sıcaklığında (15-250C), 5 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon işleminden sonra kolonlar 8.000 rpm’de, 1 dk santrifüj edildi. Böylece KHOAK örneklerinden genomik DNA izolasyonu işlemleri tamamlanmış oldu.

27)  İzole edilen DNA örneklerinin konsantrasyonları ve saflıkları spektrofotometrik yöntemle belirlendi. Konsantrasyon ve saflık ölçümü sonrasında örnekler bir sonraki çalışma zamanına kadar -200C’de saklandı. 

3.3. Genomik DNA Örneklerinin Konsantrasyonlarının ve Saflık Değerlerinin Belirlenmesi


     KHOAK olgularından izole edilen genomik DNA örneklerinin konsantrasyonları ve saflıkları spektrofotometrik yöntemle belirlendi (Biophotometer, Eppendorf). Ölçümler sırasında tek kullanımlık spektrofotometre küvetleri (Eppendorf) kullanıldı.


     Konsantrasyon ölçme işlemi öncesinde, DNA örnekleri 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerinde 1/50 oranında sulandırıldı. Sulandırma işlemi için, mikrosantrifüj tüplerine 49 µl DNaz/RNaz-free su konuldu ve izole edilen DNA’lardan 1 µl alınıp suyun içerisine bırakıldı. Mikropipet yardımı ile homojenize edildi. Spektrofotometrede dsDNA programı seçildi. 


     Ölçüm işleminde her örneğe ait “Konsantrasyon, A260, A280, A260/280 değerleri” kaydedildi. Her bir örneğe ait “stok konsantrasyonlar” hesaplandı. Sonuçta final DNA konsantrasyon değeri aşağıdaki formül kullanılarak hesaplandı:


     Konsantrasyon (µg/ml) = Absorbans (A260)  x  50*  x  Sulandırma Faktörü 


(*: Spektrofotometre cihazında 260 nm dalga boyunda alınan 1 OD (optik dansite) değeri 50 µg/ml DNA konsantrasyonuna eşittir)


3.4. İzole Edilen DNA Örneklerinden Kras Geni Kodon 12 ve 13’e Ait Mutasyonların Gerçek-Zamanlı PCR Yöntemi ile Belirlenmesi

     Kras geninin kodon 12 ve 13’üne ait mutasyonların belirlenmesi için LightCycler® 2.0 gerçek-zamanlı PCR sistemi (Roche, Germany) kullanıldı. Gerçek-zamanlı PCR analizi için “LightMix® Kit-K-ras Mutations Codons 12/13” kiti (TIB Molbiol, Germany) kullanıldı. Reaksiyon koşulları, “LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes” kiti kullanılarak oluşturuldu. Öncelikle wild-tip diziler, LNA probları yardımı ile baskılandı ve ardından mutasyonların yer aldığı hedef bölgeler, özgün primer ve problar kullanılarak çoğaltıldı. PCR sonrası, her bir amplikonun identifikasyonu için erime eğrisi analizi (melting curve analysis) yapıldı (LightCycler yazılım programı, versiyon 4.05). Bu nedenle çalışmada kullanılan yöntem, gerçek-zamanlı PCR clamped yöntemi olarak değerlendirildi. 

     Kras genine ait kodon 12 ve 13 mutasyon analizleri için kullanılan kitin içeriğine ait bilgiler Tablo 3.2 ve 3.3’de gösterilmiştir.


Tablo 3.2 Kras geni kodon 12 ve 13’ü belirlemek için kullanılan özgün primer-prob karışımı (Karanlıkta ve 40C’de saklanmıştır).


		

		Primer-prob karışımı

		Özellik



		1

		CTRL (Kontrol) (No-clamped kontrol)

		11 reaksiyon için, liyofilize



		2

		LOW Clamped Mutasyon Analizi

		11 reaksiyon için, liyofilize



		3

		HIGH Clamped Mutasyon Analizi

		11 reaksiyon için, liyofilize





Tablo 3.3 Kras geni kodon 12 ve 13’ü belirlemek için kullanılan kontrol DNA örnekleri (40C’de saklanmıştır).


		Kontrol DNA 

		Özellik

		Konsantrasyon



		12C

		%1 Mutasyon 

		200 ng/µl, liyofilize



		13C

		%20 Mutasyon 

		20 ng/µl, liyofilize



		Cwt

		Wild-tip kontrol

		100 ng/µl, liyofilize



		WT

		Wild-tip kontrol

		40 ng/µl, liyofilize





     Bu kitin temel çalışma prensibi, diğer tüm gerçek-zamanlı PCR analizlerinde olduğu gibi, hedef bölgenin (insan Kras geni ekzon/intron 1’de yer alan DNA fragman) PCR ile amplifikasyonuna ve ardından problar yardımı ile erime eğrisi analizi üzerine dayanmaktadır. Ancak, bu kitle “clamped” prob yöntemi ile mutasyon analizi yapılmıştır. Bu yöntemde,  wild-tip hedef bölgenin amplifikasyonunu azaltmak amacı ile özgün yarışmacı sentetik nükleik asit analogu olan “locked nükleik asit” (LNA) probu kullanılmaktadır. LNA problarının kullanımı, bu yöntemi (clamped prob yöntemi),  mutasyon analizinde diğer probların (hibridizasyon probu gibi) kullanıldığı mutasyon analiz yöntemlerinden üstün kılmaktadır ve bu yöntemle örneklerde az miktarda bulunan mutant DNA’lar belirlenebilmektedir. Ancak, LNA problarının kullanıldığı bu yöntemde eğer hedef DNA’nın konsantrasyonu düşükse mutant DNA’nın amplifikasyonu da inhibe olabilir. Bu nedenle, kitde farklı miktarlardaki hedef DNA’yı içeren örneklerden sonuçlar alınabilmesi amacıyla, LNA problarının 3 farklı konsantrasyonları (CTRL, LOW ve HIGH) ile hazırlanan reaksiyon karışımları kullanılmaktadır. 


     HIGH reaksiyonu wild-tip hedefi tamamen inhibe edecek şekilde ayarlanmıştır.  Sadece birkaç mutasyon HIGH reaksiyonu ile belirlenebilmektedir. Buna en iyi örnek 12 Cys (12C) mutasyonudur. 12 Ser (12S) ve 12 Arg (12R) mutasyonlarının erime derecesi wild-tipe çok yakın olduğundan bu reaksiyonla ayırt edilemezler. 


     LOW reaksiyonu birçok mutasyonu raporlayacak şekilde ayarlanmıştır (Ancak, wild- tip hedef bölge miktarının yüksek olduğu durumlarda mutasyonlar belirlenemeyebilir ve bu örnekler wild-tip olarak analiz edilebilirler). 


     CTRL reaksiyonu, LOW ve HIGH reaksiyonlarına bir base-line oluşturmak amacı ile hazırlanmıştır. Hedef DNA’nın olmadığı ve PCR inhibisyonun olmadığı örnekler ile LOW reaksiyonda tamamıyla baskılanmış düşük miktarlardaki wild-tip örnekler arasındaki ayırıma yardımcı olmaktadır. Bu nedenle CTRL reaksiyonu referans olarak (normal wild-tipe özgün erime derecesini göstermek için) kullanılmaktadır. 

3.5. Kras Mutasyon Analizi için Kontrol DNA Örneklerinin ve PCR Reaksiyon Karışımının Hazırlanması:

a) Kontrollerin Hazırlanması

     Kras geninin kodon 12 ve 13’üne ait mutasyonların belirlenmesi için analiz aşamasında beş adet kontrol kullanıldı. Bu kontrollerden 4 tanesi DNA kontrol örnekleri (Tablo 3.3’de belirtilen 12C, 13C, cWT ve WT) idi ve kitle birlikte üretici firma tarafından sağlandı. Bir diğer kontrol örneği de PCR-grade su idi ve PCR reaksiyonunun negatif kontrolü olarak kullanıldı.

     Dört kontrol DNA örneklerinin yer aldığı mikrosantrifüj tüplerine, peletin bir araya toplanması amacıyla kısa bir santrifüj işlemi uygulandı (short-spin). Daha sonra kontrol DNA örneklerinin yer aldığı her bir mikrosantrifüj tüpüne 56 µl PCR-grade su eklendi ve mikropipet yardımı ile homojenize edilerek peletin çözülmesi sağlandı, sonrasında 20 dk inkübasyona bırakılarak PCR reaksiyonunda kullanıma hazır hale getirildi.


b) PCR Reaksiyon Karışımının Hazırlanması

1. PCR enzim karışımının hazırlanması: “LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes” kitinde tanımlandığı şekilde enzim karışımı hazırlandı. 


2. Üretici firma tarafından sağlanan ve gerçek-zamanlı PCR analizinde CTRL, LOW ve HIGH reaksiyonlarına özgün liyofilize halde, 3 ayrı primer-prob karışımını içeren mikrosantrifüj tüpleri, peletleri bir arada toplamak amacıyla kısa bir santrifüj işlemine tabi tutuldu (short-spin) ve mikropipet yardımı ile homojenize edildi.


3. Her bir karışıma 135 µl PCR-grade su eklendi ve mikropipet yardımı ile homojenize edildi. Ardından kısa bir santrifüj işlemi uygulandı (short-spin).


4. Daha sonra her karışıma 25 mM Mg2+’dan 19.6 µl eklendi ve mikropipet yardımı ile homojenize edildi. Ardından kısa bir santrifüj işlemi uygulandı (short-spin).


5. Her karışıma 1. basamakta hazırlanan enzim karışımından 21.4 µl ilave edildi ve mikropipet yardımı ile homojenize edildi. Kısa bir santrifüj işlemi uygulandı (short-spin).


Özet olarak; CTRL, LOW ve HIGH mikrosantrifüj tüplerine 135 µl PCR-grade su, 19.6 µl Mg2+ ve 21.4 µl enzim karışımı eklenerek toplam 176.0 µl reaksiyon karışımı elde edildi. Hazırlanan bu primer-prob karışımları, Tablo 3.4’de belirtildiği şekilde, uygun kapiller tüplere 15µl olacak şekilde dağıtıldı. Sonrasında her bir kapiller tüpe 5 µl uygun kontrol DNA örnekleri ve çalışma gurubuna (olgulara) ait DNA örnekleri eklendi. LightCycler® 2.0 gerçek-zamanlı PCR sistemi ile bir seferde en fazla 32 adet örnek çalışılabildiğinden, her analizde en fazla 9 olgu değerlendirildi. 


Tablo 3.4 LightCycler® 2.0 gerçek-zamanlı PCR analizi için kapiller tüplerin yerleşim düzeni


		Kapiller No

		Örnek

		Kapiller No

		Örnek



		1

		CTRL reaksiyonu


(5 µl PCR-grade su)

		17

		LOW reaksiyonu


Örnek 5



		2

		CTRL reaksiyonu


Örnek 1

		18

		LOW reaksiyonu


Örnek 6



		3

		CTRL reaksiyonu


Örnek 2

		19

		LOW reaksiyonu


Örnek 7



		4

		CTRL reaksiyonu


Örnek 3

		20

		LOW reaksiyonu


Örnek 8



		5

		CTRL reaksiyonu


Örnek 4

		21

		LOW reaksiyonu


Örnek 9



		6

		CTRL reaksiyonu


Örnek 5

		22

		HIGH reaksiyonu


(5 µl-12C kontrol)



		7

		CTRL reaksiyonu


Örnek 6

		23

		HIGH reaksiyonu


(5 µl-cWT kontrol)



		8

		CTRL reaksiyonu


Örnek 7

		24

		HIGH reaksiyonu


Örnek 1



		9

		CTRL reaksiyonu


Örnek 8

		25

		HIGH reaksiyonu


Örnek 2



		10

		CTRL reaksiyonu


Örnek 9

		26

		HIGH reaksiyonu


Örnek 3



		11

		LOW reaksiyonu


(5 µl-13C kontrol)

		27

		HIGH reaksiyonu


Örnek 4



		12

		LOW reaksiyonu


(5 µl-WT kontrol)

		28

		HIGH reaksiyonu


Örnek 5



		13

		LOW reaksiyonu


Örnek 1

		29

		HIGH reaksiyonu


Örnek 6



		14

		LOW reaksiyonu


Örnek 2

		30

		HIGH reaksiyonu


Örnek 7



		15

		LOW reaksiyonu


Örnek 3

		31

		HIGH reaksiyonu


Örnek 8



		16

		LOW reaksiyonu


Örnek 4

		32

		HIGH reaksiyonu


Örnek 9





3.6. Kras Kodon 12 ve 13 Mutasyon Analizi için Gerçek-Zamanlı PCR Protokolü 

     Kras kodon 12 ve 13’e ait mutasyonların analizi için uygulanan gerçek-zamanlı PCR protokolü aşağıdaki tabloda özetlenmiştir:


Tablo 3.5 Gerçek-zamanlı PCR protokolü

		Analiz Modu

		Döngü

		Segment

		Hedef Isı

		Süre

		Kazanım Modu



		Pre-inkübasyon

		

		



		

		1

		

		95 (C

		10 dk

		-



		Amplifikasyon

		

		

		

		



		

		

		Denatürasyon

		95 (C

		5 sn

		-



		

		50

		Annealing

		58 (C

		5 sn

		Tek



		

		

		

		58 (C

		10 sn

		-



		

		

		Ekstensiyon

		72 (C

		15 sn

		-



		Erime eğrisi

		

		

		

		



		

		

		Denatürasyon

		95 (C

		20 sn

		-



		

		1

		Annealing

		40 (C

		20 sn

		-



		

		

		

		40 (C

		20 sn

		-



		

		

		Melting                 80 (C                                              


                         slope=0.2(C/sn

		  0 sn

		Sürekli



		Soğutma

		

		

		

		



		

		1

		

		40 (C

		30 sn

		-





*: Gerçek-zamanlı PCR Protokolü; Pre-inkübasyon: Enzim aktivasyonu ve örnek DNA’nın denatürasyonu, Amplifikasyon: Kras geni kodon 12 ve 13’de yer alan 12D, 12C, 12V, 12A, 12R, 12S, 12T, 13D, 12D13D ve 13C mutasyonlarına özgün hedef bölgelerin çoğaltılması, Erime eğrisi: Amplikona ait genotipin belirlenmesi (Mutasyon analizi), Soğutma: Sistemde yer alan rotorun ve termal haznenin soğutulması basamaklarını içermektedir.


3.7. İstatistiksel Analiz 


     KHOAK olgularında Kras geni kodon 12 ve 13 ait mutasyonların varlığının ve mutasyon tiplerinin klinikopatolojik parametrelerle karşılaştırılmasında χ2 testi kullanıldı (SPSS programı version 11.0, SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Elde edilen sonuçlar için p<0.05 değeri anlamlı olarak kabul edildi.

4. BULGULAR


4.1. DNA Örneklerinin Konsantrasyonları ve Saflık Değerleri

     Toplam 92 KHOAK’li olguların dokularından izole edilen DNA örneklerinin konsantrasyon değerleri ve saflık dereceleri Tablo 4.1’de gösterilmiştir.


Tablo 4.1 DNA örneklerinin konsantrasyon ve saflık değerleri

		Örnek No

		Konsantrasyon


(µg/ml)

		A260

		A280

		A260/280

		Stok Konsantrasyon

(µg/ml)



		1

		10.3

		0.205

		0.113

		1.82

		515



		2

		14.3

		0.286

		0.158

		1.81

		715



		3

		8.5

		0.170

		0.095

		1.79

		425



		4

		6.9

		0.138

		0.078

		1.77

		345



		5

		4.3

		0.086

		0.054

		1.60

		215



		6

		5.9

		0.117

		0.067

		1.74

		295



		7

		7.7

		0.153

		0.088

		1.74

		385



		8

		6.0

		0.120

		0.072

		1.67

		300



		9

		13.5

		0.269

		0.150

		1.80

		675



		10

		15.1

		0.302

		0.168

		1.81

		755



		11

		4.3

		0.087

		0.048

		1.82

		215



		12

		7.9

		0.159

		0.088

		1.79

		395



		13

		6.6

		0.132

		0.072

		1.83

		330



		14

		2.7

		0.055

		0.034

		1.61

		135



		15

		8.3

		0.167

		0.094

		1.77

		415



		16

		4.1

		0.082

		0.044

		1.87

		205



		17

		5.1

		0.102

		0.052

		1.95

		255



		18

		12.4

		0.248

		0.131

		1.89

		620



		19

		10.3

		0.206

		0.113

		1.82

		515



		20

		8.0

		0.161

		0.085

		1.89

		400



		21

		9.5

		0.189

		0.102

		1.86

		475



		22

		17

		0.339

		0.189

		1.79

		850



		23

		6.6

		0.133

		0.075

		1.77

		330



		24

		15.9

		0.319

		0.174

		1.84

		795



		25

		19.1

		0.383

		0.203

		1.88

		955



		26

		6.6

		0.132

		0.073

		1.80

		330



		27

		4.4

		0.088

		0.052

		1.68

		220



		                                                                                                                 Devamı arkada



		28

		5.4

		0.108

		0.065

		1.67

		270



		29

		0.9

		0.019

		0.017

		1.12

		45



		30

		12.2

		0.245

		0.141

		1.74

		610



		31

		10.7

		0.215

		0.119

		1.80

		535



		32

		10.3

		0.206

		0.109

		1.90

		515



		33

		11.9

		0.238

		0.130

		1.83

		1190



		34

		2.9

		0.058

		0.038

		1.51

		145



		35

		7.2

		0.144

		0.078

		1.85

		360



		36

		6.7

		0.135

		0.074

		1.81

		335



		37

		9.2

		0.185

		0.103

		1.79

		460



		38

		4.6

		0.092

		0.056

		1.64

		230



		39

		11.9

		0.238

		0.128

		1.87

		595



		40

		9.7

		0.195

		0.108

		1.80

		485



		41

		7.1

		0.142

		0.079

		1.80

		355



		42

		6.3

		0.126

		0.056

		2.24

		315



		43

		2.4

		0.048

		0.017

		2.82

		120



		44

		6.2

		0.123

		0.057

		2.17

		310



		45

		1.2

		0.023

		0.017

		1.35

		60



		46

		5.9

		0.117

		0.053

		2.22

		295



		47

		3.6

		0.073

		0.035

		2.08

		180



		48

		2.1

		0.043

		0.015

		2.76

		105



		49

		4.8

		0.096

		0.053

		1.82

		240



		50

		3.8

		0.076

		0.035

		2.20

		190



		51

		2.2

		0.044

		0.017

		2.62

		110



		52

		5.9

		0.119

		0.056

		2.11

		295



		53

		3.7

		0.074

		0.035

		2.12

		185



		54

		2.1

		0.041

		0.014

		2.88

		105



		55

		3.6

		0.072

		0.030

		2.44

		180



		56

		6.6

		0.131

		0.060

		2.19

		330



		57

		2.4

		0.048

		0.022

		2.17

		120



		58

		11.2

		0.224

		0.113

		1.98

		560



		59

		0.1

		0.002

		0.004

		-

		5



		60

		4.6

		0.093

		0.043

		2.17

		230



		61

		5.5

		0.109

		0.062

		1.76

		275



		62

		10.7

		0.215

		0.120

		1.79

		535



		63

		7.8

		0.157

		0.065

		1.84

		390



		64

		2.6

		0.052

		0.035

		1.48

		130



		65

		8.4

		0.167

		0.093

		1.80

		420



		66

		7.5

		0.151

		0.085

		1.77

		375



		67

		5.4

		0.108

		0.060

		1.79

		270



		68

		5.2

		0.105

		0.063

		1.66

		260



		69

		7.4

		0.148

		0.081

		1.81

		370



		70

		3.3

		0.066

		0.040

		1.66

		165



		71

		1.6

		0.032

		0.019

		1.66

		80



		72

		9.7

		0.194

		0.106

		1.83

		485



		73

		12.8

		0.256

		0.143

		1.79

		640



		74

		9.8

		0.197

		0.108

		1.82

		490



		                                                                                                                 Devamı arkada



		75

		9.2

		0.183

		0.104

		1.76

		460



		76

		15.3

		0.306

		0.165

		1.86

		765



		77

		4.0

		0.085

		0.045

		1.79

		200



		78

		22.7

		0.453

		0.244

		1.85

		1135



		79

		2.8

		0.057

		0.035

		1.63

		140



		80

		3.2

		0.064

		0.038

		1.66

		160



		81

		9.9

		0.199

		0.109

		1.82

		495



		82

		9.0

		0.180

		0.101

		1.77

		450



		83

		6.3

		0.127

		0.071

		1.77

		315



		84

		6.6

		0.132

		0.075

		1.75

		330



		85

		12.5

		0.249

		0.135

		1.85

		625



		86

		6.0

		0.119

		0.068

		1.76

		300



		87

		6.3

		0.127

		0.071

		1.79

		315



		88

		8.2

		0.165

		0.090

		1.82

		410



		89

		11.0

		0.220

		0.121

		1.82

		550



		90

		4.0

		0.079

		0.044

		1.79

		200



		91

		8.2

		0.165

		0.092

		1.79

		410



		92

		10.4

		0.208

		0.111

		1.88

		520





     Çalışmada yer alan 92 adet KHOAK tanısı alan olgulardan 12’sine ait klinikopatolojik parametrelerinden bazılarına ulaşılamaması nedeniyle, çalışma dışı bırakılmışlardır. Bu nedenle çalışmaya 80 KHOAK olgularına ait arşiv doku örnekleri ile devam edildi. 


4.2. KHOAK’li Olgulara Ait Klinikopatolojik Parametreler

     Çalışmaya dahil edilen 80 adet KHOAK tanılı olguya ait klinikopatolojik parametreler Tablo 4.2’de ve Şekil 4.1’de özetlenmiştir. 

Tablo 4.2 Küçük hücreli olmayan akciğer kanserli (KHOAK) 80 olguya ait klinikopatolojik parametreler


		Parametre

		Hasta sayısı (%)



		Yaş 



		    ≥50

		60 (%75)



		   <50

		20 (%25)



		Cinsiyet



		   Kadın

		8 (%10)



		   Erkek

		72 (%90)



		Histolojik tümör tipi                     



		   Skuamöz hücreli karsinom

		45 (%56,25)



		   Adenokarsinom

		28 (%35)



		   Bronkioloalveolar karsinom

		2 (%2,5)



		   Adenoskuamöz karsinom

		2 (%2,5)



		   Müsinöz karsinom

		1 (%1,25)



		   Büyük hücreli karsinom

		2 (%2,5)



		TNM evreleme



		T evre



		   T1

		5 (%6,25)



		   T2

		59 (%73,75)



		   T3

		14 (%17,5)



		   T4

		2 (%2,5)



		N evre



		   Lenf nodu metastazı yok (N0)

		22 (%27,5)



		   Lenf nodu metastazı var (N1-2)

		58 (%72,5)



		M evre



		   M0

		80



		Sigara içme durumu



		   İçen

		68 (%85)



		   İçmeyen

		12 (%15)





     Buna göre olguların; yaşlarına bakıldığında, 60 (% 75) olgunun 50 yaş üstünde ve 20 (% 25) olgunun da 50 yaşın altında olduğu görüldü. Cinsiyetlerine göre ayrıldığında, olguların 72’si (% 90) erkek, 8’i (% 10) ise kadındı. Histolojik tümör tipine göre değerlendirildiğinde, 45 (% 56,25) olgunun skuamöz hücreli karsinom, 28 (% 35) olgunun adenokarsinom, 2 (% 2,5) olgunun bronkioloalveolar karsinom, 2 (% 2,5) olgunun adenoskuamöz hücreli karsinom, 2 (% 2,5) olgunun büyük hücreli karsinom ve 1 (% 1,25) olgunun de musinöz tip karsinom olduğu belirlendi (Şekil 4.2).
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Şekil 4.1 Toplam 80 adet KHOAK tanılı olgulara ait klinikopatolojik parametrelerin yüzdelik dağılımları 
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Şekil 4.2 KHOAK tanılı 80 olguya ait histolojik tümör tipleri ve yüzdelik dağılımları


     Olgular aynı zamanda patolojik evrelerine göre de gruplandırıldı (Detterback vd 2009). Patolojik evreye göre; T1 evrede 5 (% 6,25) olgu, T2 evrede 59 (% 73,75) olgu, T3 evrede 14 (% 17,5) olgu ve T4 evrede 2 (% 2,5) olgu yer aldı. Olguların N-evre sınıflandırılmasına göre, olguların 22 (% 27,5) tanesinde bölgesel lenf nodu metastazının olmadığı ve 58 (% 72,5) olgudan 51’inde tek taraflı lenf nodu metastazı belirlenirken, 7 olguda bilateral lenf nodu metastazının varlığı belirlendi. Çalışmaya dahil edilen olgularda uzak organ metastazı varlığı belirlenmedi ve tüm olgular M0 olarak değerlendirildi. Hastaların sigara içme durumları göz önüne alındığında, 68 (% 85) olgunun sigara içtiği ve 12 (% 15) olgunun da sigara içmediği belirdi. 


4.3. KHOAK olgularında Kras geni kodon 12 ve 13 nokta mutasyonlarının varlığı


     Çalışmada Kras geni kodon 12 ve 13’e ait mutasyonların varlığı, KHOAK tanılı olgulara ait FFPE akciğer doku örneklerinden izole edilen DNA örnekleri kullanılarak, gerçek-zamanlı PCR analizi ile belirlendi. Olgulara ait mutasyon analizi sonrasında, toplam 80 örnekten 42 adedinde informatif veri elde edilemedi. Bu olgulara ait yeni parafin blok kesitleri alındı ve DNA izolasyonu tekrarlandı. DNA izolasyonu sonrası yapılan mutasyon analizi sonrasında ise, 10 adedi mutasyon analizi sonrası yorumlanamayan ve 7 adedi PCR ile hedef bölgenin amplifiye edilemediği olmak üzere toplam 17’sinden informatif sonuçlar elde edilemedi. Bu örneklerden tekrar yeni parafin kesitler alındı ve DNA izolasyonu tekrarlandı. İkinci kez izole edilen DNA örnekleri ile gerçekleştirilen gerçek-zamanlı PCR sonrası aynı sonuçlar elde edildi. Sonuçta, toplam 80 adet örnekten 63’ünde mutasyon analizi açısından informatif veriler elde edilebildi. İnformatif verilerin alınamadığı olgulara ait parafin bloklarının hazırlanma yılları Tablo 4.3’de gösterilmiştir. Bu olgulardan seçilen bazı örneklerden izole edilen DNA örneklerine ait agaroz jel elektroforez görüntüleri Şekil 4.3’de gösterilmiştir. 


Tablo 4.3 Gerçek-zamanlı PCR ile mutasyon analizi yapılamayan örneklerin parafin blok hazırlanma yıllarına göre dağılımları 


		Parafin blok hazırlama yılı

		Mutasyon analizi ile informatif sonuç alınan örnekler (n=63)

		Mutasyon analizi ile informatif sonuç alınamayan örnekler (n=17)



		

		

		Yorumlanamayan (n=7)

		Yapılamayan (n=10)



		2002

		5

		-

		-



		2003

		20

		4

		3



		2004

		27

		2

		4



		2005

		3

		-

		1



		2006

		2

		1

		2



		2007

		5

		-

		-



		2008

		1

		-

		-
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Şekil 4.3 Mutasyon analizi sonrası informatif verilerin alınamadığı olgulardan izole edilen DNA örneklerinin %1’lik agaroz jel elektroforez görüntüleri (1: 100 bp Moleküler ağırlık marker’ı; 2, 3, 6: Mutasyon analizi yorumlanamayan örnekler; 4, 5 : Mutasyon analizi için hedef bölge amplikasyonu yapılamayan örnekler)


     Çalışmada kullanılan “LightMix® Kit-K-ras Mutations Codons 12/13” kiti ile Kras geninin kodon 12 ve 13 bölgelerindeki 12D, 12C, 12V, 12A, 12R, 12S, 12T, 13D, 12D13D ve 13C mutasyonlarının analizleri, kitin içeriğinde tanımlandığı gibi erime eğrisi analizleri ile yapıldı ve yorumlandı (Tablo 4.4). Buna göre toplam 63 olgudan 38 olgu (%60.3) wild-tip olarak identifiye edildi (Şekil 4.4). Buna karşın 20 olguda 12S (%31.7) (Şekil 4.5), 4 olguda 12D (%.6.4) (Şekil 4.6) ve 1 olguda 12C (%1.6) (Şekil 4.7) mutasyonu olmak üzere toplam 25 olguda (%39.7) Kras geni kodon 12 mutasyonlarının varlığı belirlendi. Çalışmada değerlendirilen olgularda Kras geni kodon 13’e ait mutasyonların varlığı belirlenemedi. Mutasyon analizi sonrası informatif verilerin alınamadığı örnekler arasında mutasyon analizi yorumlanamayan ve mutasyon analizi için hedef bölge amplifikasyonu yapılamayan örneklere  ait erime eğrisi analizleri de sırasıyla Şekil 4.8 ve Şekil 4.9’da gösterilmiştir.


Tablo 4.4 Çalışmaya dahil edilen 63 olguya ait mutasyon analiz sonuçları*


		Olgu no

		Mutasyon analiz sonucu

		Olgu no

		Mutasyon analiz sonucu

		Olgu no

		Mutasyon analiz sonucu



		1

		12S

		31

		WT

		63

		WT



		2

		12S

		33

		WT

		64

		WT



		3

		WT

		34

		WT

		65

		WT



		4

		WT

		35

		12S

		66

		WT



		5

		12D

		37

		WT

		67

		WT



		6

		12S

		38

		WT

		68

		WT



		7

		12D

		39

		12S

		69

		WT



		11

		WT

		40

		WT

		70

		WT



		13

		WT

		41

		WT

		71

		WT



		14

		WT

		42

		12S

		72

		12S



		15

		12C

		44

		WT

		74

		12S



		16

		WT

		45

		WT

		76

		12S



		17

		12D

		46

		12S

		78

		12S



		20

		12S

		49

		12S

		79

		WT



		22

		WT

		52

		12S

		83

		12S



		23

		WT

		54

		12D

		84

		WT



		25

		12S

		55

		WT

		85

		WT



		26

		12S

		56

		12S

		88

		WT



		28

		WT

		59

		WT

		89

		WT



		29

		WT

		61

		WT

		90

		12S



		30

		12S

		62

		WT

		92

		WT





*: 12S: Kras geni kodon 12 GGT→AGT mutasyonu,  12D: Kras geni kodon 12 GGT→GAT mutsyonu, 12C: Kras geni kodon 12 GGT→TGT mutasyonu, WT: Wild-tip.
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Şekil 4.4 Kras gen mutasyonu taşımayan ve Wild-tip olarak identifiye edilen  örneğe ait özgün erime eğrisi analizleri (CTRL: Kontrol reaksiyonuna ait Tm derecesi, 64.8(C; LOW: Düşük konsantrasyon reaksiyona ait Tm derecesi, 64.7(C;  HIGH: Yüksek konsantrasyon reaksiyonuna ait Tm derecesi; Negatif kontrol: PCR-grade su)
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Şekil 4.5 Kras geni kodon 12’de 12S mutasyonu taşıyan örneğe ait özgün erime eğrisi analizleri (CTRL: Kontrol reaksiyonuna ait Tm derecesi, 63.8(C; LOW: Düşük konsantrasyon reaksiyona ait Tm derecesi, 63.6(C;  HIGH:Yüksek konsantrasyon reaksiyonuna ait Tm derecesi, 63,7(C; Negatif kontrol: PCR-grade su)
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Şekil 4.6 Kras geni kodon 12’de 12D mutasyonu taşıyan örneğe ait özgün erime eğrisi analizleri (CTRL: Kontrol reaksiyonuna ait Tm derecesi, 60.2(C ve 65.4(C; LOW: Düşük konsantrasyon reaksiyonuna ait Tm derecesi, 60.2; HIGH: Yüksek konsantrasyon reaksiyonuna ait Tm derecesi, 60.7; Negatif kontrol: PCR-grade su)
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Şekil 4.7 Kras geni kodon 12’de 12C mutasyonu taşıyan örneğe ait özgün erime eğrisi analizleri (CTRL: Kontrol reaksiyonuna ait Tm derecesi, 65.2(C; LOW: Düşük konsantrasyon reaksiyonuna ait Tm derecesi, 67.1(C;  HIGH: Yüksek konsantrasyon reaksiyonuna ait Tm derecesi, 68.7(C; Negatif kontrol: PCR-grade su)
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Şekil 4.8 Kras geni mutasyon analizi açısından yorumlanamayan örneğe ait özgün erime eğrisi analizleri (CTRL: Kontrol reaksiyonuna ait Tm derecesi, 65.4(C; Negatif kontrol: PCR-grade su)
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Şekil 4.9 Kras geni mutasyon analizi için hedef bölgenin amplifikasyonu yapılamayan örneğe ait özgün erime eğrisi analizleri (CTRL, LOW ve HIGH reaksiyonlarına özgün herhangi bir Tm derecesi elde edilemedi; Negatif kontrol: PCR-grade su)

     Kras geni mutasyon varlığı ile olgulara ait klinikopatolojik parametreler Tablo 4.5’de özetlenmiştir. 

Tablo 4.5 Kras geni mutasyon varlığına göre olguların klinikopatolojik özellikleri


		Klinikopatolojik parametreler

		Mutasyon Durumu (n=63)

		P Değeri


(p<0,05)



		

		VAR (n=25)


(%39,6)

		YOK (n=38)


(%60,3)

		



		Yaş 



		   ≥50

		20 (%31,7)

		27 (%42,8)

		0,425



		   <50

		5 (%7,9)

		11 (%17,5)

		



		Cinsiyet



		   Kadın

		1 (%1,6)

		5 (%7,9)

		0,226



		   Erkek

		24 (%38,1)

		33 (%52,4)

		



		Histolojik tümör tipi



		   SHK 

		16 (%25,3)

		24 (%38,1)

		0,946



		   DİĞER*

		9 (%14,3)

		14 (%22,2)

		



		TNM evreleme



		T evre



		   T1+T2

		18 (%28,6)

		31 (%49,2)

		0,371



		   T3+T4

		7 (%11,1)

		7 (%11,1)

		



		N evre



		   N0

		6 (%9,5)

		11 (%17,4)

		0,665



		   N1-2

		19 (%30,1)

		27 (%42,9)

		



		Klinik evre



		   Evre I

		5 (%7,9)

		8 (%12,7)

		0,883



		   Evre II

		14 (%22,2)

		19 (%30,2)

		



		   Evre III

		6 (%9,5)

		11 (%17,4)

		



		Sigara içme durumu



		   İçen

		23 (%36,5)

		32 (%50,8)

		0,364



		   İçmeyen

		2 (%3,2)

		6 (%9,5)

		





*Adenokarsinom (n=20), Bronkiolalveolar Karsinom (n=1), Musinöz karsinom (n=1), Büyük hücreli karsinom (n=1).


     Olgular yaşlarına göre değerlendirildiğinde; 50 yaş üstü 20 olgu (%31,7) ve 50 yaş altı 5 olguda (%7,9) mutasyon gözlenirken, 50 yaş üstü 27 olgunun (%42,8) ve 50 yaş altı 11 olgunun (%17,5) mutasyon taşımadığı görüldü. Olguların yaşları ve mutasyonların varlığı karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmadı (p>0,05). Cinsiyete göre; kadınlardan 1 olguda (%1,6) ve erkeklerden 24 olguda (%38,1) Kras mutasyonunun varlığı belirlendi.  Cinsiyet ve mutasyon varlığı arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık belirlenmedi (p>0,05). Histolojik tümör tipine göre; skuamoz hücreli karsinomlu 16 olgunun (%25,3) ve diğer histolojik tümör tiplendirmesi yapılan 9 olgunun (%14,3) Kras mutasyonu taşıdığı belirlendi. Histolojik tümör tipi ve Kras mutasyon varlığı arasında da anlamlı bir ilişki bulunamadı (p>0,05). Patolojik tümör sınıflandırmasına göre; T1+T2 evresinde 18 olguda (%28,6) ve T3+T4 evresinde 7 olguda (%11,1) Kras mutasyonu gözlendi.  Patolojik tümör sınıflandırması ve Kras mutasyon varlığı arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık belirlenmedi (p>0,05). Lenf nodu metastazına göre; N0’da 6 olgunun (%9,5) ve N1-2’de 19 olgunun (%30,1) Kras mutasyonu taşıdığı belirlendi. Lenf nodu metastazı ve mutasyon arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunamadı (p>0,05). Klinik evreye göre; Evre I’de 5 olguda (%7,9), Evre II’de 14 olguda (%22,2) ve Evre III’de 6 olguda (%9,5) mutasyon gözlendi. Klinik evre ve Kras mutasyon varlığı arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunamadı (p>0,05). Sigara içme durumuna göre; sigara içen 23 olguda (%36,5) ve sigara içmeyen 2 olguda (%3,2) Kras mutasyonunun varlığı belirlendi. Sigara içme öyküsü ve Kras mutasyon varlığı arasında da anlamlı bir ilişki bulunamadı (p>0,05).


     Ayrıca, Kras mutasyon tipleri olgulara ait klinikopatolojik parametreler ile karşılaştırıldı ve sonuçlar Tablo 4.6’da sunulmuştur. 

Tablo 4.6 Kras mutasyon tiplerine göre olguların klinikopatolojik özellikleri.


		Klinikopatolojik parametreler

		Mutasyon Tipi (n=63)

		P Değeri


(p<0,05)



		

		12S (n=20)


(%80)

		12D+12C (n=5)


(%20)

		



		Yaş 



		   ≥50

		15 (%60)

		5 (%20)

		0,211



		   <50

		5 (%20)

		0

		



		Cinsiyet



		   Kadın

		0

		1 (%4)

		0,041



		   Erkek

		20 (%80)

		4 (%16)

		



		Histolojik tümör tipi



		   SHK 

		16 (%64)

		0

		0,001



		   DİĞER*

		4 (%16)

		5 (%20)

		



		TNM evreleme



		T evre



		   T1+T2

		14 (%56)

		4 (%16)

		0,656



		   T3+T4

		6 (%24)

		1 (%4)

		



		N evre


                      



		   N0

		5 (%20)

		1 (%4)

		0,815



		   N1-2

		15 (%60)

		4 (%16)

		



		Klinik evre



		   Evre I

		4 (%4)

		1 (%4)

		0,971



		   Evre II

		11 (%44) 

		3 (%12)

		



		   Evre III

		5 (%20)

		1 (%4)

		



		Sigara içme durumu



		   İçen

		20 (%80)

		3 (%12)

		0,003



		   İçmeyen

		0

		2 (%8)

		





*Adenokarsinom (n=20), Bronkiolalveolar Karsinom (n=1), Musinöz karsinom (n=1), Büyük hücreli karsinom (n=1).

     Mutasyon tiplerine göre olgular değerlendirildiğinde, 63 olguda saptanan 25 mutasyonunun 20’si (%80) 12S mutasyonu, 4 tanesi (%16) 12D mutasyonu ve 1 tanesi (%4) ise 12C mutasyonu olarak belirlendi. İstatistiksel analizleri gerçekleştirmek amacıyla 12D ve 12C mutasyonları, 12S mutasyonu dışında ayrı bir grup olarak değerlendirmeye alındı. Cinsiyete göre değerlendirildiğinde; 12S mutasyonu taşıyan toplam 20 olgunun tümünün erkek olgular olduğu belirlenirken, kadınlarda 1 olgunun 12D mutasyonu, erkeklerde ise 3 olgunun 12D ve 1 olgunun 12C mutasyonu taşıdığı belirlendi. Cinsiyete göre Kras mutasyon tipi değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulundu (p=0,041). Histolojik tümör tipine göre; skuamoz hücreli karsinomlu 40 olgunun 16’sında (%64) 12S mutasyonunun varlığı belirlenirken diğer histolojik tiplere ait 23 olgunun sadece 4’ünde (%16) 12S mutasyonu saptandı. Skuamoz hücreli karsinomlu olgularda 12D veya 12C mutasyonu belirlenemezken, diğer histolojik tümör tiplerine sahip olgular içinde 4 olgunun 12D ve 1 olgunun 12C mutasyonu saptandı.  İstatistiksel olarak, histolojik tümör tipi ve Kras mutasyon tipi arasında anlamlı bir farklılığın bulunduğu belirlendi (p=0,001). Sigara içme durumuna göre; 12S mutasyonuna sahip olan olguların tümünün (n=20, %80) sigara içme öyküsüne sahip olan olgular olduğu gözlemlendi. Sigara içmeyen olgularda, 12S mutasyonu belirlenmedi. Sigara içme öyküsü olan 2 olguda 12D ve 1 olguda 12C mutasyonu, sigara içmeyenlerde ise 2 olguda 12D mutasyonu gözlendi. Sigara içme durumu ve Kras mutasyon tipi karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık belirlendi (p=0,003). Kras mutasyon tipi ile yaş, TNM evre sınıflandırılması, lenf nodu metastazı ve TNM evre olmak üzere diğer klinikopatolojik parametreler karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunmadı (Tablo 4.5).

5. TARTIŞMA


     Kanser; onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve DNA tamir mekanizmasından sorumlu genlerde meydana gelen genetik ve/veya epigenetik değişimlerin birikmesi sonucu olarak ortaya çıkan kompleks bir hastalıktır. Kanser oluşum sürecinde en önemli değişimler, hücre büyümesini ve farklılaşmasını kontrol eden genlerde gözlenmektedir. Moleküler kanser araştırmaları, çeşitli tümör tiplerinde değişime uğrayan genleri aydınlatmayı ve kanser oluşum sürecinde bu genlerin rollerini açıklamayı hedeflemektedir. 


     Ras onkogen ailesi Kras, Hras ve Nras genlerinden oluşmaktadır. Bu ailenin üyeleri birçok kanser türünde, kanser oluşum sürecinden sorumlu önemli onkogenler arasında yer almaktadır. Bu onkogenler, çeşitli anahtar hücresel olayları düzenleyen guanozin trifosfataz (GTPaz) ailesinin üyelerini kodlarlar. Normal (Wild-tip) Ras proteinlerinin aktif (GTP-bağlı formu) ve inaktif (GDP-bağlı formu) formları arasındaki döngü, GAP (GTPaz-aktive edici protein) ve GEF (guanin-nükleotid dönüştürücü faktör) enzimleri aracılığıyla gerçekleşir (Brunsveld 2009, Kratz vd 2007). Ras proteinlerinin GTP-bağlı formları, hem normal hem de onkogenik sinyal iletimi sürecinde, RAF ve fosfoinositid 3-kinaz gibi çeşitli efektör proteinlere bağlanırlar. Kanser sürecinde, Ras-aktive eden mutasyonların oluşumu sonrasında Ras proteini GAP’lara karşı duyarsız hale gelir. Bu durumda, Ras proteinleri sürekli GTP-bağlı formdadır ve kontrolsüz aktif sinyal iletimine neden olurlar  (Sasaki vd 2011, Diaz-Florez ve Shannon 2007). Bu çalışmada, ülkemizde en sık kanser nedeni olarak rapor edilen akciğer kanserinde Kras mutasyonlarının sıklığı ve klinikopatolojik parametrelerle olası ilişkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 


     Bu çalışmada, gerçek-zamanlı PCR clamped yöntemi ile toplam 63 adet KHOAK olguda Kras geni kodon 12 ve 13’de yer alan mutasyonların analizleri yapıldı. Mutasyon analizleri sonrasında, 17 adet olguya ait örnekte informatif veriler elde edilemedi. İnformatif veri elde edilememesinin nedenleri başlıca 3 grupta değerlendirilebilir: 

     1. İzole edilen genomik DNA kalitesi: Bu olgulara ait DNA örneklerinin konsantrasyon ve saflık dereceleri ile ilgili bir problemin olmadığı (Tablo 1.1) ancak, 7 adet örneğin daha eski yıllara ait (2002-2003)  doku örneklerinden izole edilen DNA örnekleri olduğu gözlemlendi. Toplamda eski yıllara ait toplam 32 olgunun doku örneğinden DNA izolasyonu gerçekleştirildi ve bunların yaklaşık %22’sinden (7 adet) sonuç alınmadığı belirlendi. Parafin bloklardan DNA izolasyonunu takiben yapılan moleküler çalışmalarda, doku örneğinin alınma zamanının önemli olduğu birçok araştırmacı tarafından bildirilmiştir. Bu raporlarda daha eski yıllara ait parafin bloklardan elde edilen genomik DNA’nın hem kantitatif olarak daha az miktarlarda olduğu hem de degrade örnekleri içerdiği yer almaktadır (Bresters vd 2004, Cronin vd 2004, Lin vd 2009, Okello vd 2010, Miyamae vd 2010). 

     2. Parafin blok hazırlamada kullanılan formalinle fiksasyon işlemi: İnformatif verilerin elde edilememesinin bir diğer nedeni de, parafin bloklama öncesi dokulara uygulanan formalinle fiksasyon işlemidir. Formalin fiksasyonu, histopatolojide en sıklıkla kullanılan fiksasyon yöntemidir ve histopatolojik açıdan kaliteli olması, uzun süre saklama olanağı ve maliyetinin düşük olması gibi önemli avantajlara sahiptir (Kayser vd 1988, Perlmutter vd 2004). Bu avantajların aksine, dokular üzerindeki olumsuz etkisi formalin fiksasyonunun en önemli dezavantajlarından biridir. Metilol oluşumu, metilen köprüsü oluşumu, apürinik ve apirimidinik bölge oluşumu ve fosfodiester bağlarının hidrolizi gibi formalin ve DNA arasında istenmeyen en azından 4 tip kimyasal reaksiyonun oluştuğu bilinmektedir (Srinivasan vd 2002). Aynı zamanda, formalinle fiksasyon işlemi, DNA-protein ve protein-protein çapraz bağ oluşumunu da indüklemektedir. Bu çapraz bağların varlığı, DNA molekülünü daha frajil hale getirmekte ve dolayısıyla mekanik çalkalama işlemlerine (örn: DNA izolasyonu sırasında yapılan vorteksleme işlemleri) daha duyarlı hale getirmektedir (Mies 1994). Bunun sonucunda da PCR ile amplifikasyon basamağında başarısız sonuç elde edilmesine neden olacak şekilde DNA degredasyonuna, DNA fragmentasyonuna ve DNA kalitesinde azalmaya neden olabilmektedir (Wu vd 2002, Gillio-Tos vd 2007, Gilbert vd 2007, Doleshal vd 2008, Huijmans vd 2010). Formalinle fikse edilmiş parafin dokulardan DNA izolasyonu sonucu, DNA fragman büyüklüklerinin 100-300 bp’ne kadar düşebildiği ve PCR başta olmak üzere birçok moleküler çalışmalarda zorluklar yaşanabileceği rapor edilmiştir (Bonin vd 2003, Quach vd 2004). 

     3. Genomik DNA izolasyonunun gerçekleştirildiği akciğer dokusunun yapısı: Çalışmamızda informatif veri elde edilememesi ile ilgili bir diğer olası neden de, FFPE akciğer doku örneklerini kullanmamızdır. FFPE dokulardan DNA izolasyonunda, elde edilen DNA miktarı, doku tipine göre değişkenlik göstermektedir. Akciğer dokusu da diğer dokulara oranla DNA’nın daha az elde edildiği dokular arasında yer almaktadır. Bunun nedeni, akciğer dokusunun kendine has histolojik yapısından kaynaklanmaktadır. Akciğer dokusunun geniş hava boşluklarından oluşması, hem hedef hücre sayısında azlığa hem de parafinleme işlemi esnasında bu boşluklara parafin dolmasına neden olmaktadır. Dolayısıyla, akciğer dokusundan DNA izolasyonu işleminde deparafinizasyon basamağında bu boşluklarına dolan fazla parafinin uzaklaştırılması zorlaşmaktadır. 

     Bu çalışmada informatif verilerin alınamadığı örneklerle ilgili olası yorumlar, yukarıda belirtilen çalışmaların bulguları çerçevesinde tartışılabilir ve bu çalışma her ne kadar FFPE akciğer doku örneklerinden DNA izolasyonunun başarı ile yapılabileceğini gösterse de, izole edilen örneklerin bir kısmının degrade olabileceği her zaman akılda tutulmalıdır.  

     Genel olarak, KHOAK’lerinin %20-30’unda Kras mutasyonlarının varlığı bildirilmiştir. Bu mutasyonların sıklıkları histolojik alt tiplere göre değişmekle birlikte adenokarsinom için %22-34, skuamöz hücre karsinomu için %0-25, büyük hücreli karsinom için %8-33 ve adenoskuamöz karsinom için %8-11 mutasyon sıklığı rapor edilmiştir  (Aviel-Ronen 2006). KHOAK’inde Kras mutasyonlarının %95’ten fazlasının kodon 12 ve 13’te ve %80-90’ının da kodon 12’de meydana geldiği bildirilmiştir (Vatan vd 2007, Riely vd 2008, Marchetti vd 2009, Riely vd 2009). Kras geni kodon 12 mutasyonları içinde en sık gözlenen nokta mutasyonlarının G→T transversiyonu ve G→A transisyonu olduğu, ve bunlar içinde en sık gözlenen nokta mutasyonunun da G→T transversiyonu olduğu belirtilmiştir (Hunt vd 2002, Grossi vd 2003, Wang vd 2008). Riely ve ark., Amerika’da yaptıkları bir çalışmada, KHOAK adenokarsinomlu 482 olgunun 102’sinde (%21) Kras mutasyonunun varlığını belirlemişlerdir. Aynı çalışmada 12C, 12D, 12V, 12A, 12S, 13C ve 13D mutasyon varlığını sırası ile 38 olgu, 25 olgu, 21 olgu, 13 olgu, 2 olgu, 2 olgu ve 1 olgu olarak rapor etmişlerdir (Riely vd 2008). Amerika’da yapılan bir başka çalışmada sadece ileri evre (Evre IIIB ve Evre IV) KHOAK olguları değerlendirilmiş ve 70 olguda analiz ettikleri 16 Kras mutasyonunun 14’ünün (%20) kodon 12’de ve 2’sinin (%2.8) kodon 13’de olduğunu bildirmişlerdir. Kodon 12’de gözlenen 14 mutasyonun 10’unun 12C, 2’sinin 12D, 1’inin 12V ve 1’inin de 12A mutasyonu olduğu, kodon 13’de saptanan 2 mutasyonun da 13C mutasyonu olduğu belirlenmiştir (Massarelli vd 2007). Kore’de 94 adenokarsinomlu olgu ile tamamlanan bir çalışmada, Kras mutasyon sıklığı dizi analizi ile araştırılmış ve 8 olguda (%8.5) kodon 12’de ve 1 olguda (%1.1) kodon 13’de olmak üzere toplam 9 olguda (%9.6) mutasyon varlığı belirlenmiştir (Jang vd 2009). Pao ve ark. (2005) 38 akciğer adenokarsinomlu olgudan 3 olguda (%7.9) 12D, 2 olguda (%5.3) 12C, 2 olguda (%5.3) 13C, 1 olguda (%2.6) 12S ve 1 olguda (%2.6) da 12V olmak üzere toplam 9 olguda (%23.7) Kras mutasyonunu saptamışlardır. Japon populasyonunda, taze akciğer adenokarsinom doku örnekleri ile yapılan bir çalışmada, gerçek-zamanlı PCR analizi ile toplam 190 olgudan 21’inde (%11.1) kodon 12/13 mutasyonunun varlığı belirlenmiştir. Bu mutasyona sahip olan örneklerin 19’unda ayrıca dizi analizi yapılmış ve 11’inin (%57.9) G-T transversiyon mutasyonuna sahip olduğu bildirilmiştir (Sasaki vd 2007). Wang ve ark., Çin populasyonunda, ileri evre KHOAK olguları ile yaptıkları bir çalışmada, dizi analiz yöntemi ile 24 adet olguda Kras geni ekzon 1 ve 2’te (kodon 12, 13, 59 ve 61) mutasyon saptamamışlardır (Wang vd 2008). Çin populasyonunda yapılan bir başka çalışmada, cerrahi öncesi kemoterapi veya radyoterapi tedavisi almayan 215 KHOAK’li olgudan 21 olguda (%9.8) Kras geni kodon 12, 13 ve 61’te mutasyonların varlığını belirlemişler ve detaylı mutasyon analizinde 9 olgunun (%4.2) 12C, 2 olgunun (%0.9) 12D, 1 olgunun (%0.5) 12S, 7 olgunun (%3.3) 12V, 1 olgunun (%0.5) 61H ve 1 olgunun da (%0.5) 61L olduğu rapor edilmiştir  (Tam vd 2006). Avusturalya’da yapılan bir çalışmada, 141 adenokarsinom, 24 büyük hücreli karsinom, 10 skuamöz hücreli karsinom ve 25 adet histolojik olarak tiplendirilemeyen karsinom olmak üzere, toplam 200 KHOAK olgusunda yüksek-rezolüsyonlu erime (High-resolution melting) analizi ile 8 olguda (%4) 12C, 7 olguda (%3.5) 12D, 5 olguda (%2.5) 12V, 1 olguda (%0.5) 12F, 1 olguda (%0.5) 12A, 2 olguda (%1) 13C ve 1 olguda (%0.5) da 13V olmak üzere toplam 25 olguda (%12.5) Kras mutasyonunun varlığı belirlenmiştir (Do vd 2008). Aynı populasyonda yapılan bir başka çalışmada da, 30 adet KHOAK’li olgudan 4 olguda (%13.3) 12V, 2 olguda (%6.6) 12C, 1 olguda (%3.3) 12D, 1 olguda (%3.3) 12A ve 1 olguda (%1.3) da 13D mutasyonu olmak üzere toplam 9 olguda (%30) Kras mutasyonu saptanmıştır (Krypuy vd 2006). 

     Araştırmamızda, 63 KHOAK’li olgulara ait FFPE akciğer doku örnekleri ile yapılan gerçek-zamanlı PCR analizi sonucunda, 25 olguya (%39,6) ait tümör dokusunda Kras geni kodon 12’ye ait mutasyon saptanırken, 38 olguya (%60,3) ait tümör dokusu wild-tip olarak belirlendi. Mutasyon analizi sonrasında, 20 olgu (%31.7) 12S, 4 olgu (%6.3) 12D ve 1 olgu (%1.6) da 12C mutasyonu olarak değerlendirildi. Araştırmamızda Kras geni kodon 61’de gözlenen mutasyonlar, bütçe yetersizliği nedeniyle değerlendirilememiştir. Bu çalışma populasyonunda gözlenen Kras mutasyon sıklığının diğer çalışmalarla karşılaştırıldığında daha yüksek olduğu gözlendi. Mutasyon analizlerinde birçok yöntem kullanılmakla birlikte dizi analizi yöntemi, mutasyonlarla ilgili ayrıntılı bilgi elde edilmesini sağlayan altın standard yöntem olarak değerlendirilmektedir (Pao vd 2005, Massarelli vd 2007). Ancak, dideoksi-dizi analiz yönteminin, bir mutasyon için %10’dan daha düşük mutant allel sıklığında (tümör hücrelerinin %20’sinin heterozigot olma eşik değerine karşılık gelmektedir) duyarlılığı düşüktür (Ogino vd 2005). Bir başka ifade ile dizi analizinin duyarlılığı, analiz edilecek örnekteki tümör hücrelerinin oranına bağlıdır ve doğru sonuçların elde edilmesi için analiz edilecek örnekte %50’den fazla tümör hücrelerinin varlığı şartı aranmaktadır. Bu koşulda mutasyon belirleme eşiği, wild-tip hücreler arasında yaklaşık %25 mutant DNA’nın varlığıdır (Pao ve Ladanyi 2007, Eberhard vd 2008).  Sonuç olarak, eğer analiz edilecek örneklerde tümör hücrelerinin oranı düşükse, dizi analizi yöntemi yanlış negatif sonuçlara neden olabilmektedir. Bu nedenle de, özellikle lazer yardımı ile yapılan mikrodiseksiyon (laser-assisted microdissection) dışındaki yöntemlerden biri ile alınan biyopsi materyallerinde, altın standart olarak nitelendirilen dizi analizi yönteminin kullanılması, Kras mutasyon sıklıklarında farklılıklar gözlemlenmesinin ve/veya daha düşük oranda mutasyon sıklığının belirlenmesinin nedeni olabilir. 

     Dizi analizi dışında, mutasyonların varlığı mutasyon-spesifik oligonükleotid hibridizasyon ve PCR sonrası enzim kesimi gibi farklı yöntemlerle de belirlenebilmektedir. Son yıllarda klinik örneklerde az miktarda bulunan mutant DNA’yı belirlemek amacı ile,  peptid nükleik asit (peptide-nucleic acid, PNA) ve kilitli nükleik asit (Locked nucleic acid, LNA) oligomerleri gibi sentetik nükleik asit analogları geliştirilmiştir. LNA’lar konformasyonel olarak kısıtlı nükleik asit analoglarından biridir ve riboz halkası 2’ oksijen ve 4’ karbon arasında bir metilen bağı ile sınırlanır. Bu sınırlılık 3’ endo oluşumu ile sonuçlanır. PCR analizinde LNA probları, hibridizasyon veya hidroliz problarına göre hedef DNA veya RNA’ya daha yüksek afinite ile bağlanırlar. Ayrıca LNA’larla ilgili yapısal çalışmalar, LNA oligonükleotidlerinin standart baz eşleşmesi ile hedef oligonükleotidlere bağlanarak A-tipi çift sarmal oluşumunu hızlandırdığını ve bir oligonükleotide eklendiklerinde DNA için 1-80C arasında ve RNA için 2-100C arasında erime derecesinde (Tm) artışa neden olduklarını göstermiştir.  LNA/wild-tip DNA hibridlerinin yüksek termal stabilitesi ve mutant-spesifik probların kullanımı ile LNA/mutant DNA hibridlerinin yüksek termal instabilitesi, mutant allelin selektif olarak amplifikasyonuna ve spesifik erime derecesi ile de identifikasyonuna olanak sağlamaktadır (Orum vd 1993, Singh vd 1998, Karkare ve Bhatnagar 2006). 

     LNA problarının kullanıldığı LNA-clamp gerçek-zamanlı PCR yönteminde, LNA probları ile wild-type Kras geninin amplifikasyonu baskılanarak, tercihen mutant Kras geninin amplifikasyonu gerçekleştirilir (McTigue vd 2004, Bruylants vd 2009). Huang ve ark. metastatik kolorektal karsinomlu olgulara ait FFPE doku örnekleri ile yaptıkları çalışmalarında, LNA prob aracılı clamped PCR yönteminin duyarlılığını %0.01 (10.000 wild-type molekülde 1 mutant molekül) olarak belirlemişlerdir (Huang vd 2010). Kras mutant DNA’nın seri dilusyonları kullanılarak yapılan bir başka çalışmada, LNA aracılı clamped PCR yönteminin 2000 wild-tip molekül arasında 1 mutant molekülünü belirleyebilecek kadar duyarlı olduğu rapor edilmiştir (Hu vd 2009). Sonuç olarak yüksek Tm derecesine sahip olma özelliği, LNA problarınının mükemmel mismatch ayırımını yapmasını sağlar ve özellikle de LNA problarını küçük nükleotid dizilerin (degrade DNA örneklerinde olduğu gibi) ve yüksek oranda dizi benzerliğine sahip hedef bölgelerin ayırımında çok daha başarılı problar yapar. Bu nedenle de gerçek-zamanlı PCR yönteminde alternatif olan LNA probları, mutasyon analizlerinde ve gen ekspresyonu ile birlikte miRNA profillerinin belirlenmesinde başarı ile kullanılmaktadır (Hu vd 2009, Warshawsky ve Mularo 2011, Maruo vd 2011, Gao vd 2010). Yukarıda açıklanan bilgiler eşliğinde, bu çalışmada diğer çalışmalara oranla Kras mutasyonun daha yüksek sıklıkta gözlenmesi, mutasyon analizi için kullanılan gerçek-zamanlı LNA-clamped PCR yöntemin yüksek duyarlılık ve özgünlüğe sahip olmasıdır. Ancak, Whiteall ve ark., 74 kolorektal kanserli FFPE doku örneklerinde Kras geni kodon 12 ve 13 mutasyonlarının varlığını belirlemek için deoksi dizi analizi, pyrosequencing, tek iplik konformasyon polimorfizm (SSCP) analizi, yüksek çözünürlüklü erime (HRM) analizi ve iki ticari kitin (TIB Molbiol, Almanya ve DxS Diagnostic Innovations, İngiltere) kullanıldığı analiz yöntemleri olmak üzere  toplam 6 yöntemi karşılaştırmışlardır. Tüm örnekler Avustrulya’da 4 laboratuar, Singapur’da 2 laboratuar ve İngiltere’de 1 laboratuar olmak üzere 7 ayrı laboratuarda bilgiler paylaşılmaksızın her bir yöntemle analiz edilmişlerdir. “Konsensus mutasyon” varlığı, her bir mutasyonun en az 5 laboratuarda belirlenebilir olması olarak tanımlanmıştır. Buna göre, konsensus mutasyon varlığı FFPE dokuların 27’sinde (%36.5)’inde saptanmıştır. Diğer yöntemlerle karşılaştırıldığında en yüksek Kras mutasyon sıklığı (%59.5, 44/74), TIB Molbiol kiti ile yapılan analiz sonrasında belirlenmiştir. Diğer yöntemlerle belirlenemeyen ancak söz konusu kitle mutasyon varlığı belirlenen olgularda, her ne kadar düşük yüzdeli tümör hücresini içeren (%10-50) örnekler (n=15)  yer almakla birlikte, yüksek düzeyde tümör hücresi içeren örneklerin de (%60-80) (n=4) yer aldığı gözlemlenmiştir. İlginç olan, TIB Molbiol kitinin taze doku örnekleri ile yapılan mutasyon analizinde daha doğru sonuçlar verdiğinin belirlenmesidir. Sonuç olarak araştırmacılar, TIB Molbiol kitinin FFPE doku örnekleri ile yapılan mutasyon analizlerinde yanlış pozitif sonuçlar verebileceğini rapor etmişlerdir. Bilgilerimiz dahilinde, FFPE akciğer doku örneklerinde LNA clamped PCR analizi ile Kras mutasyonlarının varlığını araştıran bir başka çalışma bulunmamaktadır. Dolayısıyla, yönteme ait yukarıda tartışılan zıt veriler eşliğinde, bu çalışmada analiz edilen olgulara ait örneklerde mutasyon analizinin deoksi dizi analiz veya pyrosequence gibi bir başka yöntemle de yapılması ve elde edilen verilen karşılaştırılması bu grubun bir sonraki araştırma konusunu oluşturacaktır. Böylelikle akciğer kanser doku örnekleri ile yapılacak mutasyon analizinde, doğru sonuçların elde edilebilmesi açısından bu yöntemin klinik kullanımı hakkında net bir veri elde edilebilecektir. 


     Kras geninde meydana gelen mutasyonlar, hem akciğer kanser gelişimi sürecindeki rolleri hem de hastalara uygulanacak tedavi protokollerinin belirlenmesi açısından son derece önemlidir ve birçok çalışmanın da ana hedeflerinden biri olmaya devam etmektedir. Kras mutasyonlarının büyük bir çoğunluğu genin 12. ve 13 kodonlarında ve küçük bir kısmı da 61. kodonda meydana gelmektedir (Do vd 2008). Kras geni kodon 12 ve 13’te yer alan mutasyonlar “hotspot” bölgeler olarak adlandırılmaktadır ve MAPK sinyal yolağını uyarmaları açısından da son derece önemlidirler. Bu çalışmada, aynı zamanda KHOAK’li doku örneklerinde Kras geni kodon 12 ve 13’e ait mutasyonların yaş, cinsiyet, histopatolojik tümör tipi, TNM evresi ve sigara içme öyküsü olmak üzere klinikopatolojik parametrelerle ilişkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Klinikopatolojik özelliklere göre yaş değerlendirildiğinde; analiz edilen olguların %74,6’sının 50 yaşından büyük olduğu ve  50 yaş üstü populasyonda Kras mutasyon sıklığı %31,7 olarak belirlendi. Her ne kadar yaşla birlikte Kras mutasyon sıklığında bir artış gözlenmişse de, istatistiksel olarak bir anlamlılık saptanamadı. Benzer şekilde birçok çalışma da Kras mutasyonu ve yaş arasında anlamlı bir ilişkinin olmadığını rapor etmişlerdir  (Hunt vd 2002, Tam vd 2006, Riely vd 2008). 


     Olguların cinsiyetleri dikkate alındığında; mutasyon belirlenen 25 olgunun 24’ünün erkek ve 1 olgunun da kadın olduğu gözlendi. Ancak mutasyon varlığı ile cinsiyet arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki saptanamadı. Bu bulgu, diğer çalışmaların bulguları ile uyumluluk göstermektedir (Massarelli vd 2007, Riely vd 2008, Sasaki vd 2007). Aynı zamanda, bu çalışmada mutasyon tipleri ve cinsiyet arasındaki ilişki de değerlendirilmiştir. Erkek olgularda gözlenen toplam 25 Kras mutasyonundan 20’si 12S mutasyonu olarak analiz edildi ve mutasyon tipi ile cinsiyet arasında anlamlı bir ilişki saptandı. Tam ve ark. ise KHOAK’li 84 erkek ve 131 kadın olgu ile tamamladıkları çalışmalarında, sırası ile Kras mutasyon sıklıklarını %16.7 ve %5.3 olarak belirlemişler ve Kras mutasyonu ile erkek olgular arasında anlamlı bir ilişkinin varlığını belirtmişlerdir (Tam vd 2006). 


     Histolojik alt tipler açısından, Vachtenheim ve ark. (1995), Çek Cumhuriyeti’nde adenokarsinom, skuamöz hücre karsinom ve büyük hücreli karsinom olmak üzere histolojik alt tiplendirmesi yapılan 141 KHOAK’li olgularda, histolojik alt tip ve Kras mutasyonu arasında anlamlı bir ilişki belirleyememişler, ancak adenokarsinomlu olgulardan sonra en sık skuamöz hücreli karsinom olgularında mutasyonların gözlendiğini rapor etmişlerdir. Calvez ve ark. (2005), Rus populasyonunda 600 akciğer kanserli olguda gerçekleştirdikleri çalışmada, 47 adenokarsinomlu olgunun 10 (%21,3)’unda, 54 skuamöz hücre karsinomlu olgunun 5 (%9,2)’inde, 16 adenoskuamöz olgunun 4 (%25)’ünde ve diğer histolojik tipteki 14 olgunun 1 (%7,1)’inde Kras mutasyonunu belirlemişlerdir. Pao ve ark. (2005), Amerikan populasyonunda yaptıkları çalışmalarında, 38 adenokarsinomlu olgunun 9 (%24)’unda Kras mutasyonu gözlemişlerdir. Amerika’da yapılan diğer iki çalışmadan ilkinde Massarelli ve ark. (2007), 70 KHOAK’li olgudan 47 adenokarsinomlu olgunun 13 (%27,7)’ünde, 12 KHOAK’li olgunun 3 (%33,3)’ünde Kras mutasyonu saptamışlar ve 11 skuamöz hücreli karsinomlu olgunun hiçbirisinde Kras mutasyonu gözlemlememişlerdir. Bir diğer çalışmada ise, Riely ve ark. (2008), 482 adenokarsinomlu olgunun 102 (%21)’sinde Kras mutasyonunu saptamışlardır. Krypuy ve ark. (2006), Avustralya’da KHOAK’li 30 olguda Kras mutasyonunun varlığını araştırmışlar ve 22 adenokarsinomlu olgunun 7 (%32)’sinde ve 8 büyük hücreli karsinomla olguların 2 (%25)’sinde Kras mutasyonu saptamışlardır. Japonya’da Tam ve ark. (2006), tarafından yapılan bir çalışmada, toplam 241 KHOAK’li olgunun sadece 21’inde (%9.8) Kras mutasyonunun varlığını belirlemişler ve bu mutasyona sahip olguların tümünün adenokarsinom olarak tiplendirildiğini rapor etmişlerdir.  Japonya’da yapılan bir başka çalışmada, 190 akciğer kanserli olgudan, 186 adenokarsinomlu olgunun 19 (%10,2)’unda ve 4 bronkioloalveolar karsinomlu olgunun 2 (%50)’sinde Kras mutasyonu saptanmıştır (Sasaki vd 2007). Marchetti ve ark. (2009), İtalyan populasyonunda 83 adenokarsinomlu olgunun 30 (%36)’unda Kras mutasyonu saptamışlardır. Kore’de yapılan bir çalışmada ise, Jang ve ark. (2009), 94 akciğer adenokarsinomlu olgudan 9 (%9,6)’unda Kras mutasyonunun varlığını belirlemişlerdir. Geçmiş yıllarda yapılan tüm bu çalışmalarda histolojik alt tip ve Kras mutasyonunun varlığı arasında anlamlı bir ilişki saptanamamıştır. Bizim çalışmamızda da histolojik alt tip ve Kras mutasyonu arasında istatiktiksel olarak anlamlı bir farklılık saptanamadı. Bununla birlikte, sadece adenokarsinomlu olgular değerlendirildiğinde, toplam 20 adet olgudan 9 (%45)’unda Kras mutasyonunun varlığı belirlendi. Bu yüksek mutasyon sıklığının diğer benzer çalışmaların bulguları ile uyumlu olduğu ve diğer histolojik alt tiplere göre adenokarsinomlu olgularda daha yüksek sıklıkta Kras mutasyonlarının gözlemlendiğini desteklemektedir. Benzer şekilde, sadece skuamöz hücreli karsinomlar değerlendirildiğinde, toplam 40 adet olgudan 16 (%40)’sında Kras mutasyonunun varlığı belirlendi ve skuamöz hücreli karsinomun, diğer çalışmaların bulguları ile uyumlu olarak, histolojik alt tipler arasında Kras mutasyon sıklığı açısından ikinci sırada yer aldığı gözlemlendi. 


     Sigara içme öyküsü ele alındığında, bu çalışmada saptanan 25 Kras mutasyonunun 23 (%36,5)’ünün sigara içenlerde, 2 (%3,2)’sinin ise sigara içmeyenlerde görüldüğü belirlendi. Sigara içme öyküsü ve Kras gen mutasyonunun varlığı arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık bulunamadı. Benzer bulgu birçok çalışmada da rapor edilmiştir: Sasaki ve ark. (2007), 21 Kras gen mutasyonunun 14 (%14,7)’ünün sigara içen olgularda, 7 (%7,4)’sinin ise sigara içmeyen olgularda saptamışlar ve istatistiksel olarak bir anlamlılık bulamamışlardır. Massarelli ve ark. (2007), sigara içen olgularda %21,7 oranında, eski içicilerde %33,3 oranında ve hiç içmeyenlerde %5,9 oranında Kras mutasyonu saptamışlar ve benzer şekilde istatistiksel olarak bir anlamlılık gözlemlememişlerdir. Riely ve ark. (2008), 102 Kras mutasyonunun %15 (12/81)’inin hiç sigara içmeyen olgularda, %22 (69/316)’sinin eski içicilerde ve %25 (21/85)’inin de halen sigara kullanan olgularda var olduğunu belirlemişlerdir. Kras mutasyon sıklığı ve sigara içme öyküsü arasında bu çalışmada da anlamlı bir farklılık bulunamamıştır. Bu çalışmaların aksine, Tam ve ark. (2006), sigara öyküsü bulunan bireylerde Kras mutasyon sıklığını sigara içmeyen ve pasif içici olan bireylere göre daha yüksek olduğunu ve bu farklılığın istatistiksel olarak anlamlı olduğunu rapor etmişlerdir. Sigara içimi, Kras geni transversiyon mutasyonlarının transisyon mutasyonlarına oranla daha sık gözlemlenmesinin nedenlerinden biri olarak değerlendirilmektedir (Riely 2008). Kras geni kodon 12’de sıklıkla meydana gelen mutasyonlar G→T transversiyonu ve G→A transisyonudur. Bu iki tip mutasyonun, sigara içerisindeki spesifik karsinojenlerle etkileşimin bir sonucu olarak meydana geldiği düşünülmektedir. Özellikle sigara içerisindeki N-nitroz bileşiklerinin metilleyici etkisi sonucu G→A transisyonunun yüksek sıklıkta oluştuğu, hidrofobik DNA bileşikleri oluşturan benzo(α) pirenlerin de sıklıkla G→T transversiyonuna neden olduğu bildirilmiştir (Reynold vd 1991, Vachtenheim 1995). Çalışmamızda analiz edilen 25 Kras mutasyonunun 24’ünün G→A transisyonu, 1’inin ise G→T transversiyonu olduğu belirlendi. Sigara içen olgularda 22 adet G→A transisyonu ve 1 adet G→T transversiyonu gözlemlenirken, sigara içmeyen olgularda ise 2 adet G→A transisyonu gözlendi. Sigara içen olgularda sıklıkla G→A transisyonu gözlenmesinin nedeni, sigara içerisindeki N-nitroz karsinojeninin etkisinden kaynaklanabilir. Aynı zamanda sigara içmeyen olgularda da G→A transisyonu gözlenmesinin nedeni olarak da, bu olguların pasif içici olabilecekleri ve bu nedenle de sigara dumanındaki bu spesifik karsinojene maruz kaldıkları düşünülebilir. 


     Ülkemizde akciğer kanserinde Kras gen mutasyonları üzerine yapılan sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. 2000 yılında Demirağ ve arkadaşlarının 21 akciğer kanser dokusu üzerinde yaptıkları çalışmada, 15 olguda Kras geni kodon 12 mutasyonunu saptamışlardır. Kras kodon 12 mutasyonlarını, epidermoid karsinomada %77, adenokarsinomada %100 ve bronşiyal karsinomada %66 oranlarında bulmuşlardır. Araştırıcılar bu çalışmalarında, baz çifti değişimlerinin %95’inin G→T transisyonu ve G→A transversiyonu olduğunu rapor etmişlerdir. Vatan ve ark. (2007), cerrahi sınırından aldıkları 34 KHOAK’li doku örnekleri ile yaptıkları çalışmada, sadece 2 (%5,88) olguya ait doku örneğinde Kras geni kodon 12 mutasyonu saptamışlardır. Ülkemizde yapılan kısıtlı çalışmaların varlığı nedeniyle, hem Kras geni mutasyon sıklıkları hem de klinikopatolojik parametrelerle ilişkisi açısından çalışma bulgularımızı tartışmada sınırlı kalınmıştır. Bu nedenle, KHOAK’lerinde Kras mutasyonunun sıklığı ve klinikopatolojik parametrelerle ilişkisinin aydınlatılması için daha geniş olgu grupları ile yapılacak çok merkezli çalışmalara gereksinim vardır.  

6. SONUÇ


     İnsanlarda kanser gelişiminde birçok mekanizma rol oynamaktadır. Bu mekanizmalardan biri de özellikle hücre proliferasyonu ve farklılaşmasından sorumlu protoonkogenlerde meydana gelen mutasyonlardır. Protoonkogenlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu, onkogenlerin tüm solid doku kanserlerinde olduğu gibi KHOAK gelişiminde de rol oynadıkları bilinmektedir.  


     Ras ailesinin bir üyesi olan Kras, intraselüler bir GTPazdır. EGFR ve tirozin kinaz reseptör yolağının merkezi arabulucusu olarak rol oynar. Kras sinyal iletimindeki artış, akciğer kanser oluşumu ve tümör progresyonunda gözlemlenen önemli değişikliklerden biridir. Kras genindeki mutasyonlar, Kras’ın GTPaz aktivite kaybına neden olmaktadır ve bu da sürekli Kras sinyal yolağının aktif halde kalması ile sonuçlanır. Bu çalışmada, KHOAK’lerinde Kras geninde “hotspot” bölgeler olan kodon 12 ve 13’te varolan mutasyonların sıklıkları ve bu mutasyonların olgulara ait klinikopatolojik parametrelerle ilişkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır.


     Bu amaçlar doğrultusunda gerçekleştirilen araştırmanın sonuçları aşağıdaki gibi özetlenebilir:


· Bu çalışmada LNA-clamp gerçek-zamanlı PCR yöntemi ile 63 adet KHOAK olgusundan 25’inde (%39.7) Kras geni kodon 12 mutasyonlarının varlığı belirlendi. Kras geni kodon 13’te herhangi bir mutasyon saptanmadı. Kullanılan yöntemin duyarlılığına bağlı olarak, Kras geni kodon 12 mutasyon sıklığının KHOAK’li olgularla yapılan benzer çalışmalardaki mutasyon oranlarına göre daha yüksek olduğu gözlendi. 


· Mutasyon tipine göre değerlendirildiğinde, Kras geni kodon 12’ye ait 25 mutasyondan, 20’sinin 12S, 4’ünün 12D ve 1’inin de 12C mutasyonu olduğu belirlendi. Tüm 12S mutasyonları, hem erkek hem de sigara içen olgularda gözlendi. 


· Çalışmaya dahil edilen olguların %74,6’sının 50 yaşın üzerinde olduğu ve bunların %31,7’sinde Kras geni kodon 12’ye ait mutasyonlar saptanırken, %42,8’inde Kras genine ait mutasyon gözlenmedi. İstatistiksel olarak yaş ve Kras geni mutasyonu arasında anlamlı bir ilişki bulunmadı.


· Bu çalışmadaki olguların %90,5’inin erkek idi ve bu olguların %38,1’inde Kras geni kodon 12’ye ait mutasyonlar saptandı. Cinsiyet ve Kras mutasyon durumu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunmadı.


· Olgular histolojik alt tipe göre değerlendirildiğinde, en sık gözlenen histolojik alt tiplerin sırası ile %63,4 ve %31.7 oranlarında skuamöz hücreli karsinom ve adenokarsinom oldukları belirlendi. Histolojik alt tipler ayrı ayrı değerlendirildiğinde, en sık mutasyon oranı %45 ile adenokarsinomlu olgularda gözlendi. Adenokarsinomlu olgularda gözlemlenen bu yüksek mutasyon sıklığı diğer benzer çalışmaların bulguları ile uyumlu idi. Skuamöz hücreli karsinom olgularının da %40’ında Kras geninde mutasyon saptandı ve diğer çalışmaların bulguları ile uyumlu olarak, histolojik alt tipler arasında Kras mutasyon sıklığı açısından skuamöz hücreli karsinom ikinci sırada yer aldı.

· Klinik evrelerine göre değerlendirildiğinde, Evre I, II ve III’te Kras geni mutasyon sıklıkları sırası ile %7.9, %22.2 ve %9.5 olarak belirlendi, ancak istatistiksel olarak klinik evre ve Kras mutasyon varlığı arasında anlamlı bir ilişki bulunmadı.  


· Sigara içme öyküsüne göre, sigara içen olguların %36.5’inde ve sigara içmeyen olguların %3.2’sinde Kras geninde mutasyon saptandı, ancak sigara içimi ve Kras mutasyon varlığı arasında da istatistiksel olarak bir anlamlılık bulunamadı.


· Olgular mutasyon tipine göre değerlendirildiğinde ise; cinsiyet (p=0.041), histolojik alttip (p=0.001) ve sigara içme öyküsü (p=0.003) arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık bulundu.


· Bu çalışmaya dahil edilen olguların, sağkalım oranları, sağkalım süresi, uygulanan tedavi protokolleri ve bu protokollerin etkinliklerine ilişkin verilerin elde edilememesi nedeniyle, söz konusu Kras gen mutasyonu ve bu parametreler arasında herhangi bir ilişkinin olup olmadığı değerlendirilemedi.


     Sonuç olarak bu çalışmanın bulguları;  LNA-aracılı gerçek-zamanlı PCR clamping ve mutant-özgün problar kullanılarak, KHOAK’lerinde Kras mutasyonlarının varlığını belirlenebildiğini ve Kras geni kodon 12 mutasyonlarının sıklıkla gözlendiğini göstermektedir. Bununla birlikte, KHOAK’li olgularda Kras mutasyonlarının ve klinikopatolojik parametrelerle ilişkisinin daha net ortaya konabilmesi için geniş serilerle yapılacak çok merkezli çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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