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ONSOZ

Farkli kanser turlerinde, karsinogenezin molekiler mekanizmasinin aydinlatilmasina odaklanan
calismalarin bir bliminde hedef, DNA tamir mekanizmasindan sorumlu genler icinde yer alan
“Excision Repair Cross-Complementing Gene 1” (ERCC1)’dir. ERCCA1, tanimlanan ilk memeli
nikleotid ekzisyon tamir (NER) genidir. Bu projede kiguk hicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC)'nin etyolojisinde ve/veya patogenezinde (progresyonunda) roli oldugu dusunulen
ERCC?’in protein, mRNA ve DNA dizeyinde ekspresyon profillerinin belirlenmesi ve bu
ekspresyon profilleri arasindaki olasi korelasyonlarin belirlenmesi amaclanmistir.  Ayni
zamanda, ¢calismaya dahil edilen olgulara ait timér serilerinden elde edilen verilere bagli olarak,
ERCC1 durumu ve timdr davranisi hakkinda tam bir konsensus saglanamayan varolan literatir

verilerine ek katki saglamasi planlanmistir.

Bu projede, ayrica NSCLC'’inin etyolojisinde vel/veya patogenezinde yer alan ERCC1
durumunun belirlenmesinde kullanilacak olan ydntemler, uygulanabilirlikleri ve informatif
verilerin alinmasi agisindan da degerlendirilmistir. Ginimuzde medikal onkolojide en énemli
yaklagsimin bireye 6zgin tedavi oldugu géz énuine alinirsa, meme kanserinde Herceptin tedavisi
icin aday sec¢iminde HER-2/neu durumunun bilinmesi gerekliligi gibi, akciger kanserlerinde de
kemoterapotik tedavi yaklasimlari icin aday genlerden biri olan ERCC7’in protein, mRNA ve
DNA duzeyinde profillerinin belilenmesinde uygulanacak yontemlerin etkinlikleri de bu proje

cergevesinde tartisiimistir.

Yukarida agiklanan amaglar dogrultusunda hazirlanan ve tamamlanan “Kuguk Hucreli Olmayan
Akciger Kanserlerinin Farkl Grade ve Evrelerinde ERCC1’in Protein, mMRNA ve DNA Duzeyinde
Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi” baslikli proje, TUBITAK tarafindan 25/06/2009 tarihinde
109S022 nolu Hizli Destek Projesi olarak desteklenmistir.
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Ozet

Buglne kadar, akciger karsinogenez sirecinde bagslica timor baskilayici genler, onkogenler ve
ERCC1?’in de yer aldigi DNA tamir mekanizmasindan sorumlu genler olmak Uzere farkh tlirdeki
genlerin etkili oldugu rapor edilmistir. Ayni zamanda, normal dokuda suboptimal DNA tamiri,
kanser patogenezinde kritik bir basamak olan genomik instabilite ile sonuglanabilmektedir.
Sinirli sayidaki preklinik ¢alismalardan bazilari ERCC1’in akciger kanserinde 6énemli bir prediktif
ve/lveya prognostik belirteg olabilecegini desteklerken, diger calismalar bu gorusi
desteklememektedir. Olasilikla farkli tekniklerin kullaniimasindan kaynaklanan nedenlerle tam
bir konsensus saglanamamakla birlikte, akciger kanserlerinde farkli klinik evrelerde ERCC1’in
protein, mMRNA ve DNA duzeyinde ekspresyonunun belirlenmesinin yanisira dusuk veya yiksek
dizey ekspresyonun timor tepkisi ve/veya yasamla olan iligkisinin belirlenmesi hala guncelligini
korumaktadir.

Bu projede, istanbul Yedikule Gégiis Hastaliklari Hastanesi Patoloji Bélimi'nde, Ocak — Aralik
2008 tarihleri arasinda histopatolojik olarak incelenen ve NSCLC tanisini alan olgulara ait arsiv
doku érnekleri kullanilmigtir. ERCC1’in protein diizeyindeki ekspresyonu immunohistokimyasal
(IHK) analiz ile belirlenmistir. ERCC1 geninin hem mRNA duzeyinde hem de DNA dizeyinde
ekspresyon profili, gercek-zamanli PCR yontemi ile relatif olarak kantite edilmigtir. Her Gg¢
yontem arasinda tam uyum, toplam 39 timor érneginde (%42.9) gozlendi. ERCC1 geni igin
mRNA ve protein ekspresyonu arasinda korelasyon belirlenmezken (r=-0.013), DNA
amplifikasyonu ve mRNA ekspresyonu arasinda gui¢li bir korelasyon belirlendi (r=0.662). Evre
[l ttmoérlerde mMRNA ve DNA diizeyinde ERCC1 ekspresyonu (sirasiyla %63.1 ve %84.2) diger
evrelere gore daha ylksekti. Bunun aksine evre Il ve llI'deki protein ekspresyonu (sirasiyla
%56.6 ve %52.6) evre I'e gore daha dusukta.

Bu sonuglar, ERCC1 ekspresyonu ile iligkili bir mekanizmanin timér davraniginda rol
oynabildigini gostermektedir. Ayni zamanda bu calisma, klinik kullanim ve uygulamaya
gecmeden 6nce, ERCC1 durumunu belirlemede kullanilan yéntemlerin validasyonlarinin ve

niteliklerinin belirlenmesinin gerekliligini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Kiglk hiicreli olmayan akciger kanseri, ERCC1, IHK, gergek-
zamanl kantitatif PCR



Abstract

(Determination of Expression Profiles of ERCC1 Status at Protein, mRNA and DNA Level In

Different Grades and Stages of Non-Small Cell Lung Cancer)

To date, it has been reported that the different types of genes such as tumor supressor genes,
oncogenes and DNA repair genes including ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementing
Gene 1) are involved in human lung carcinogenesis. In addition, suboptimal DNA repair in
normal tissue could give rise to the genomic instability which is a critical step in cancer
pathogenesis. Some of the preclinical studies support that ERCC1 is a predictive and/or
prognostic marker in lung cancer but the others do not support this allegation. There was no
consensus between the studies because the different technologies are most probably used.
The determination of ERCC1 expression at protein, mRNA, and DNA level in different grades
and stages and the relationship betweeen high or low level of the expression and tumor

response and/or lifetime are still current topics in lung cancer.

In this study, the archival tissue samples which were histopathologically diagnosed as NSCLC
in Pathology Department of Istanbul Yedikule Chest Diseases Hospital during January-
December 2008 were examined. ERCC1 expression at protein level were scored by
Immunohistochemistry (IHC). The relatif qantification profiles of ERCC1 expression at mRNA
and DNA level were determined by real-time PCR in the samples. There was complete
concordance among the three methods in 39 tumor samples (42.9%). A strong correlation was
found between DNA amplification and mRNA expression (r=0.662) while there was no
correlation between mRNA and protein assessment for ERCC1 expression (r=-0.013). ERCC1
expression at mMRNA and DNA level (63.1% and 84.2%, respectively) in tumors at stage Ill was
higher than at the other stage. In contrast, the protein expression at stage Il and Il (56.6% and
52.6%, respectively) of NSCLC was lower than that of tumors with stage | NSCLC.

These results show that the mechanism by which ERCC1 expression might play a role in tumor

behavior. This study was also confirmed that the appropriate validation and qualification in
methods used for ERCC1 status were needed before its clinical application and implementation.

Keywords: Non-small cell lung cancer, ERCC1, IHC, Real-time quantitative PCR



Giris ve genel bilgiler

Diinya Saglik Orgitii (WHO)niin 2003 yilina ait kanser raporunda, global kanser oraninin hizla
arttigi ve 2020 yilinda bu oranin %50 artarak 15 milyon kisiyi etkileyebilecegi bildiriimistir.
Akciger kanseri tim dinyada mortalitesi en yiksek kanser tlridir ve kardiyovaskuiler
hastaliklardan sonra 6lim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Erkeklerde %31 ve
kadinlarda %26 oran ile kanser 6luimlerinin baginda gelen akciger kanserlerinin yaklasik %80’ini
kuguk hiicreli olmayan akciger kanserleri olusturmaktadir (JEMAL, 2008).

Kanser gelisimi cok asamali bir olaydir. Meme ve kolon kanserleri gibi solid kanserlerde etyoloji,
patogenez ve progresyonu aydinlatan bircok genetik mekanizma belirlenmis olup, son yillarda
akciger kanserinde de ilgili genetik mekanizmalar aydinlatimaya baglamistir. Sigara igimi
o6nemli bir faktdr olmakla beraber, sigara icenlerin sadece %Z20’sinde akcider kanserinin
goérulmesi, genetik faktorlerin de akciger kanserinin etyolojisinde yadsinamayacak dizeyde rol
oynadigini dusundurmektedir. Buglne kadar elde edilen veriler akciger karsinogenez
surecinde, baslica timdr baskilayici genler, onkogenler ve ERCC71’in de icinde yer aldigi DNA
tamir mekanizmasindan sorumlu genler olmak Uzere farkl tirdeki genlerin etkili oldugunu
gostermistir (BEPLER, 2008; AZUMA, 2007; OLAUSSEN, 2006).

NER, oldukg¢a siki korunmus, ¢ok yonliu ve guclu bir DNA tamir yolagidir ve DNA ¢ift sarmal
hatalari, DNA baz paylasim hatalari gibi bir ¢ok farklh DNA hasarlarinin tamirinde rol
oynamaktadir. Memeli NER’in  molekller mekanizmasi oldukgca komplekstir ve bu
mekanizmada farkli fonksiyonlara sahip birgok protein rol oynamaktadir (GILLET, 2006;
GOSSAGE, 2007). Yapi-spesifik endonlkleazlardan XPF (Xeroderma Pigmentosum
Complementation Group F, ERCC4)/Mus 81 ailesi, dimerik DNA endonukleazlarin bir grubudur
ve bu endonikleazlar, NER ile birlikte DNA replikasyonu ve mayotik rekombinasyon sirasinda
meydana gelen yapisal DNA anormalliklerinde etkindirler. XPF endonlkleazi, kendi katalitik
partneri olan ERCC1 ile XPF-ERCC1 heterodimeri olusturulmasinda etkindir. XPF-ERCCA1
heterodimeri, memeli NER ensizyon kompleksine katilan son faktérdir. ERCC1 ve XPF
birbirleri olmaksizin stabil degildirler ve bu dimerik organizasyon XPF’nin stabilitesi ve katalitik
aktivitesi icin kritiktir. XPF- ERCC1 endonukleazi, DNA 5’ lezyonunu pargalar ve ayni zamanda
rekombinasyonal DNA tamirinde ve DNA baz paylasim hatalari tamirinde de yer aldiklari
bilinmektedir (NIEDERNHOFER, 2004; CUMMINGS, 2006).

ERCC1 geni kromozom 19q13.2-q13.3’e lokalizedir ve 15kb’dan buyuk bir genoma yayiimis 10
ekzona sahiptir. ERCC1 proteini 297 amino asitlik bir proteindir ve molekiler agirhgr yaklasik
32.5 kDa'dur (PARK, 1995). ERCC1 proteini iki domain’den olusmaktadir. ERCC1’in korunmus
merkez domain’i arkeal Mus81/XPF homologlarinin nikleaz domain’leri ile yapisal olarak
onemli odlcide benzerlik gostermektedir, ancak nikleaz aktiviteden yoksundur. Bu merkez
domaini, ayni zamanda tanimlanmis bir polarite ile (5’ tek iplik proksimal yiiz) ssDNA/dsDNA
kavsagina baglanir. Buna ek olarak merkez domain’i XPA ile etkilesimi yonlendirir (LI, 1994;
BUCHKO, 2001). ERCC?’in C-terminal domain’i XPF’nin C-terminal domain’ine baglanir ve ayni

8



zamanda DNA'ya da baglanabilir. Yapisal calismalar, ERCC1 ve XPF arasindaki C-terminal
bdlge etkilesiminin blylk bir élglide hidrofobik oldugunu gdéstermektedir. Biyokimyasal, yapisal
ve modelleme calismalari, ERCC1 alt-tinite fonksiyonunun sadece XPF'yi stabilize etmedigini,
ayni zamanda NER sistemine fonksiyonel bir baglanti sagladigini da gdstermektedir
(TSODIKOV, 2005). ERCC1 promoter’t, ERCC1 geninin transkripsiyonal baslama alaninin +170
bp upstream bdlgesine lokalizedir. Bu promoter boélgesi AP-1-benzeri baglama alani igerir. AP-
1, c-fos ve c-jun proto-onkogenlerinden olusan bir niklear transkripsiyon aktivatérudir. AP-1'in,
AP-1 baglanma alanlari olarak bilinen regulatér elementlerle etkilesime girerek transkripsiyonu
regile ettigi bilinmektedir. Preklinik c¢alismalar AP-1’in ERCC-1 ekspresyonunun
regllasyonunda kritik oldugunu géstermektedir (ALTAHA, 2004). Cisplatin’in, over kanser hicre
hatlarinda zamana ve doza-baglh ERCC1-mRNA ve ERCC-1 protein overekspresyonunu
arttirdigi bildiriimistir (DAMIA, 1998; LI, 1998). Molekller mekanizma net olmamakla birlikte,
cisplatine maruz kalmanin c-jun fosforilizasyonunda artigla iligkili olarak c-fos ve c-jun’un mRNA
ekspresyonunu arttirdigi gdsterilmistir. Bircok arastirmada ERCC1 mRNA ve protein’in diusik
dlzeylerinin cisplatin-DNA bilesiklerinin dusuk dizeyde tamiri ile iliskili olduklari rapor edilmistir.
Ayni zamanda bu c¢alisma raporlarinda, ERCC-1 mRNA dizeylerinin, insan timorlerinde DNA
tamir kapasitesinin bir belirteci olarak da kullanilabilecegi yer almaktadir (WEI, 1995;
DABHOLKAR, 1992; DABHOLKAR, 1995).

Farkli kanser turlerinde, karsinogenezin molekiler mekanizmasinin aydinlatilmasina odaklanan
calismalarin bir bliminde hedef, DNA tamir mekanizmasindan sorumlu genler icinde yer alan
ERCC1’dir. Cin hamster over hicrelerinde, ERCC1 defektinin ¢cok daha siddetli DNA tamir-
yetmezlik fenotipine neden oldugu hentz yeni tanimlanmigtir. Farelerde ERCC1 normal
yaslanma, beyin gelisimi ve Ig gen degdisimi i¢cin énemli olmakla birlikte DNA’daki homolog
rekombinasyon ve cift-iplik kiriklarin tamirine de katilmaktadir. ERCC1 knock-out farelerin
sutten kesildikten kisa bir stre sonra oéldikleri gézlemlenirken, canl insanda ERCC1 defekti
rapor edilmemistir. Bu gen veya bu genin baz formlari yukarida tanimlanan organizmalarla
birlikte, ilgin¢ olarak bakterilerde de bulunmaktadir. Bu nedenlerle, s6zkonusu genin yasam igin
son derece 6nemli oldugu dusunudlmektedir (SANCAR, 2004; MITCHELL, 2003). Akciger
kanseri ve ERCC1 ile ilgili son 5 yil icinde yapilan ¢alismalarda, genin protein, mMRNA ve DNA
bazinda ekspresyon duzeyleri ile hastaligin evresi, klinik dizeyi ve hatta tedaviye direng
arasinda iliski oldugu gosterilmis ve bu iligki iki ucu keskin bigak seklinde tasvir edilmistir. Soyle
ki, artan ERCC1 ekspresyonu opere edilen hastalarda operasyon sonrasi artan sagkalim suresi
icin 6nemli ve bagdimsiz bir prognostik faktor olarak tanimlanmakla birlikte, ayni zamanda
platinyum-tabanli kemoterapiye olan direncin artmasiyla da iligkili bulunmustur (REED, 2005;
CEPPI, 2006; OLAUSSEN, 2007; FUJII, 2008).

Tam bu bilgiler dogrultusunda, kig¢uk hucreli olmayan akciger kanserinde ERCC1’in protein,
mRNA ve DNA dizeyinde ekspresyon profillerinin belirlenmesi ile birlikte farkli evrelerdeki
timor olgularinda bu profillerin karsilastiriimasi ve olasi korelasyonlarin belirlenmesi bu proje

kapsaminda amaglanmistir.



Gere¢ ve Yontem

Materyal

Yedikule Gogus Hastaliklari Hastanesi Patoloji Bolimi arsivinden kulgik hicreli olmayan
akciger kanser tanili doku Ornekleri, uzman patolog tarafindan yeniden incelenmis ve yeterli
doku kesitlerinin alinmasina uygun arsiv materyaline sahip 92 olgu ¢alismaya dahil edilmistir.
Calisma materyali olarak, olgulara ait %10 formaldehit solusyonu ile tespit edilen ve sonrasinda
parafin bloklara gémilen (FFPE) arsiv doku 6rnekleri kullaniimistir.

Olgularin yaslari, cinsiyetleri, sigara icme oykdleri, TNM evreleri ve histolojik tipleri olmak lizere
tim klinikopatolojik parametreleri, patoloji raporlari yeniden incelenerek degerlendirmeye

alinmigtir.

Kesitlerin hazirlanmasi

Calisma grubunu olusturan olgulara ait FFPE doku bloklarindan 4-5 mikron kalinhdinda seri
kesitler alinmis ve bu kesitler mRNA izolasyonu, DNA izolasyonu ve immunhistokimya analizi

amaciyla ayri tuplere aktariimistir.

Immunhistokimya uygulama ve analizi

Tdm uygulamalar tam otomatik immunohistokimya ve in-situ hibridizasyon cihazinda (Bond-

Max, M211-64) gergeklestiriimistir ve uygulama basamaklari asagida verilmistir:

- Lamlar 60°C 30 dk inkube edildikten sonra deparafinizasyon amaci ile lamlar, Dewax

solusyonunda (Novacastra) 72°C’de 3 kez yikandi.

- Lamlar, rezidie Dewax solusyonundan arindiriimak igin 3 kez %96’lik etanol ile
yikandi.

- Lamlar, rezidie etanoli uzaklastirmak igin yikama solusyonu ile 2 kez yikandi (5 dk
inklbe edilerek).

- Antijen retrieval igin; lamlar ER2 solusyonunda (Novacastra) iki kez oda isisinda ve
sonrasinda 100°C’de 20 dk inkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi, lamlar yine
ayni solusyonunda bu kez de oda i1sisinda 12 dk inkibe edildi.

- Lamlar, yikama solusyonu ile 35°C’de 5 kez yikandi ve sonrasinda yine ayni
solusyonda 3 dk inkiibe edildi.

- Doku kesitlerindeki eritrositleri ve diger artefakt yapilar oksidasyonla uzaklastirmak
amaci ile lamlar, peroksit blok solusyonunda (Novacastra) 5 dk inktibe edildi.

- Lamlar yikama solusyonu ile 3 kez yikandi.
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- Antijen-antikor reaksiyonu i¢in lamlar, 1/50 oraninda ERCC1 (Klon 8F1; Genetex)
antikoru ile 32°C’de 20 dk inkUlbe edildi.

- Lamlar, badlanmamis antikorlari uzaklastirmak icin ylkama solusyonu ile 3 kez
yikandi (2 kez 2 dk ve 1 kez 3 dk inkUbe edilerek).

- Lamlar sekonder antikorla (Novacastra) 32°C’de 8 dk inkiibe edildi.

- Lamlar, baglanmamis antikorlarin uzaklastiriimasi igin yilkama solusyonunda 3 kez ve
sonrasinda distile su ile bir kez yikandi.

- Lamlar, DAB solusyonunda (Novacastra) 10 dk inkibe edildi.

- Lamlar kromojeni ve diger yapilari uzaklastirmak amaci ile distile su ile, 3 kez 1’er dk
olmak Uzere yikandi.

- immunohistokimyasal yapilari kuvvetlendirmek icin; lamlar, DAB enhancer solusyonu
(Novacastra) ile 32°C’de 5 dk inklibe edildi.

- Lamlar, baglanmamis yapilar uzaklagtirmak amaci ile yilkama solusyonunda 3 kez
2’'ser dk yikandi.

- Lamlar, zemin zit boyamasi i¢in hematoksilen ile 20 dk boyandi.

- Fazla hematoksileni uzaklastirmak igin; lamlar, distile su ile 2 kez yikandi.

- Lamlar, tekrar yikama solusyonunda 2 kez 2’ser dk yikand1.

- Lamlar %96 etanol’de 5 dk ve ksilende 5 dk inklibe edildi ve entellan ile kapatilarak

mikroskopta incelemeye alindi.

ERCC1 immunreaktivitesinin yogunluk agisindan degerlendiriime kriterleri:
Skor 0 (timor hiicresinde boyanma yok)

Skor 1 (tumér hiicresinde zayif boyanma)

Skor 2 (timor hiicresinde orta siddette boyanma)

Skor 3 (tumor hiicresinde gugli boyanma)

FFPE dokulardan genomik DNA izolasyonu

Calismaya dabhil edilen olgulara ait FFPE doku kesitlerinden genomik DNA izolasyonu ticari kit
yardimi ile (QIAmp DNA Mini Kit, Qiagen) yapiimig ve izolasyon uygulama basamaklari agagida

verilmistir:

- Doku o&rneklerinden steril bistiri ve pens yardimi ile, fazla parafinin mekanik
uzaklastirma islemi yapildi ve steril mikrosantrifij tiplerine aktarildi.

- Deparafinizasyon igin, her érnege 1000 pul ksilen ilave edildi ve vorteks yardimi ile
homojenize edildi.

- Ornekler 14.000 rpm’de 5 dk santrijuf edildi. Stipernatan uzaklastirildi.

- Pelet lzerine 1200 pl %96-100 etanol ilave edildi ve vorteks yardimi ile iyice
homojenize edildi.

- Ornekler 14.000 rpm’de 5 dk santrijiif edildi ve siipernatan uzaklastirildi.
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Rezidie ksileni tamamen uzaklastirmak igin, etanolle yikama islemi bir kez daha
tekrarlandi.

Orneklerdeki etanoliin tamamen uzaklasmasi igin 37°C’de 10-15 dk inkiibe edildi.
Orneklere 180 ul kitle birlikte saglanan ATL tamponu ve 20 pl Proteinaz K eklendi ve
vorteks yardimi ile homojenize edildi. 56°C’de Ornekler tamamen lize olana kadar
inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasi drneklere 200 l kitle birlikte saglanan AL tamponu eklendi ve iyice
homojenize edildikten sonra 70°C’de 10 dk inklbe edildi.

Orneklere 200 ul %96-100 etanol ilave edildi ve 15 sn boyunca kuvvetlice vortekslendi.
Bu karigsim dikkatli bir bigimde spin kolonlara aktarildi ve 8.000 rpm’de 1 dk santrifij
edildi. Toplama tiplerinde bulunan sivi uzaklastirildi.

Spin kolon Gzerine 500 pl kitle birlikte saglanan 1. yikama tamponu (AW1) eklendi ve
8.000 rpm’de 1 dk santrif(ij edildi. Toplama tlUplerinde bulunan sivi uzaklastirildi.

Spin kolon dzerine 500 pl kitle birlikte saglanan 2. yikama tamponu (AW2) eklendi ve
14.000 rpm’de 3 dk santrif(j edildi. Toplama tiplerinde bulunan sivi uzaklastirildi.
Rezidie yikama tamponunu tamamen uzaklastirmak igin ek santrifiij islemi uygulandi
(14.000 rpm’de 1 dk).

Spin kolon dzerine 100 pl kitle birlikte saglanan elisyon tamponundan eklendi ve oda
Isisinda 1 dk inkibe edildikten sonra, 8.000 rpom’de 1 dk santrif(j edildi.

izole edilen DNA o&rnekleri, real-time PCR analizinde kullaniimak {izere -20°C’de

saklandi.

FFPE dokulardan total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Calismaya dahil edilen olgulara ait FFPE doku kesitlerinden total RNA izolasyonu ticari kit

yardimi ile (RNeasy FFPE kit, Qiagen) yapilmis ve izolasyon uygulama basamaklari asagida

verilmistir:

Parafin bloklardan total RNA izolasyonu

Doku o6rneklerinden steril bistiri ve pens yardimi ile, fazla parafinin mekanik
uzaklastirma islemi yapildi ve steril mikrosantrifyj tiplerine aktarildi.

Deparafinizasyon icin, her érnege 1000 pl ksilen ilave edildi ve 2.200 rpm’de vorteks
yardimi ile homojenize edildi.

Etivde (60°C) overnight inkibasyona birakildi.

inkilbasyon sonrasi érnekler, 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
supernatan, mikropipet yardimi ile uzaklastirildi.

Orneklere, uzaklagtirilan ksilen miktari kadar tekrar ksilen koyuldu ve 14.000 rpm’de 2
dk santriftj edildi.

Santriflij sonrasi, sipernatan uzaklastirildi ve pelet tizerine 1000 ul %100 etanol ilave
edildi. Vorteks yardimi ile iyice homojenize olmasi saglandi.

Ornekler 14.000 rpm’de 2 dk santrifilj edildi ve slipernatan dikkatlice uzaklastirildi.
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- Rezidie etanolin tamamen uzaklastiindan emin olana kadar, drnekler oda isisinda
inklibe edildi.

- Pelet miktarina bagh olarak 6rneklere 150 pl (az pelet gézlendiginde) veya 240 pl
(yodun pelet gbzlendiginde) kitle birlikte saglanan PDK tamponu ve 10 pl Proteinaz K
eklendi ve vorteks yardimi ile iyice homojenize olmasi saglandi.

- Ornekler dnce su banyosunda 55°C'de 15 dk ve sonrasinda etiivde 80°C'de 15 dk
inklibe edildi.

- Pelet miktarina bagli olarak drneklere 320 pl veya 500 pl kitle birlikte saglanan RBC
tamponu eklendi ve vorteks yardimi ile iyice homojenize edildi.

- Ornekler, kitle birlikte saglanan “gDNA eliminatdr spin kolon’lara aktarildi ve 14.000
rom’de 30 sn santrifjj edildi. Santriflj sonrasi kolonlar uzaklastirildi.

- Toplama tiplerinin icerdigi miktara bagh olarak, toplama tiplerine 720 ul veya 1200yl
100% etanol eklendi ve mikropipet yardimi ile iyice homojenize edildi.

- Homojenize edilen érneklerden 700 ul alindi ve kitle birlikte saglanan “RNeasy MinElute
spin kolon”lara aktarildi. Kolonlar 14.000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi.

- Toplama tuplerindeki icerik tamamen bitine kadar bir 6nceki basamak tekrar edildi.

- Kolonlara 500 pl kitle birlikte saglanan RPE tamponundan eklendi 14.000 rpm’de 15 sn
santrif(j edildi.

- Kolonlar ayni tamponla bir kez daha yikandi ve 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

- Kolonlardaki rezidiie tamponun tamamen uzaklastiriimasi igin, kolonlar 14.000 rpm’de
5 dk santrif(j edildi.

- Kolonlar, steril RNase-free mikrosantrifilj tiplerine yerlestirildi ve 20 yl “RNase-free su”
ilave edildi. 14.000 rpm’de 1 dk santriftj edildi.

- Elde edilen RNA &rneklerinin, konsantrasyonlarini ve safligini belirlemek amaci ile
spektrofotometrede (Biophotometer, Eppendorf) dl¢cimleri yapildi. Tim 6rneklere ait
degerler bir excel dosyasina kaydedildi (Tablo 1). Geride kalan RNA &rnekleri, cDNA

sentezinde kullanilana kadar -20°C’de saklandi.
cDNA sentezi
izole edilen RNA érnekelrinden cDNA sentezi ticari kit yardimi ile (QuantiTect Reverse

Transcription Kit, Qiagen) yapiimig ve uygulama basamaklari agagida verilmigtir:

- Genomik DNA’nin eliminasyonu amaciyla, her érnek icin asagidaki reaksiyon karigsimi

hazirlandi:
Komponent Miktar
gDNA wipeout tamponu 2 ul
Template RNA 1 wpg (her ©Ornek igin  konsantrasyon
hesaplamasi yapildi)
RNase-free su Xyl (her 6rnek igin hesaplandi)
Toplam hacim 14 pl
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- Hazirlanan reaksiyon karigimi 42°C’de 2 dk inkiibe edildi.

- Reverse transkripsiyon amaciyla, her &rnek igin asagidaki reaksiyon karisimi

hazirlandi:

Komponent Miktar

Reverse transkriptaz (RT) 1ul

RT tamponu 4 ul

RT primer karisimi 1l

Template RNA 14 yl (bir 6nceki basamaktan elde edilen)
Toplam hacim 20 ul

- Hazirlanan reaksiyon karigimi 42°C’de 15 dk inkiibe edildi.
- Reverse transkriptazi inaktive etmek icin érnekler 95°C’de 3 dk inkiibe edildi.

- Ornekler, real-time PCR ile analiz edilmek {izere -20 °C’de saklandi.

Gergek-zamanl kantitatif PCR

ERCC1 ve p-aktin (referans gen) icin relatif kantitasyon analizi, gercek-zamanli PCR
(LightCycler, 2.0; Roche Diagnostics) yontemi kullanilarak yapildi. Hedef ERCC1 geni ve -
aktin geninin cogaltiimasinda kullanilan primerler ve hidroliz problarinin dizayni Tib Molbiol
(Berlin, Almanya) tarafindan yapildi. Calismada kullanilan primer setleri ve hidroliz prob
dizilimleri Tablo 1°de verilmistir (AZUMA, 2007; ROSELL, 2004).

Tablo 1. ERCC1 ve B-aktin genine 6zgln primer setleri ve hidroliz problari dizilimleri

p-aktin
Primer seti 5-TGA GCG CGG CTA CAG CTT-3’ (Forward)
5-TCC TTA ATG TCA CGC ACG ATT T-3'(Reverse)
TagMan Prob (FAM) 5-ACC ACC ACG GCC GAG CGG-3 (TAMRA)
ERCC1
Primer seti 5-GGG AAT TTG GCG ACG TAA TTC-3’ (Forward)
5-GCG GAG GCT GAG GAA CAG-3’ (Reverse)
TagMan Prob (FAM) 5-CAC AGG TGC TCT GGC CCA GCA CAT A-3 (TAMRA)

ERCC1 ve B-aktin geninin hem DNA hem de mRNA diizeyinde kantitasyonu amaciyla optimize

edilen gergek-zamanli PCR karisimlari ve protokolleri Tablo 2 ve 3'de gosterilmistir.
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Tablo 2. ERCC1 ve B-aktin geninin DNA ve mRNA dizeyinde kantitasyonu amaci ile
hazirlanan reaksiyon karigimi

Final konsantrasyon Final konsantrasyon
icerik Hacim (ERCCH1 icin) (B-aktin icin)
PCR-grade su 5l - -

Forward primer 2 ul 0,5 uM 0,5 uM
Reverse primer 2 ul 0,5 uM 0,5 uM
'TagMan probu 2 ul 0,2 uM 0,2 uM
Master karisimi* 4 ul 5X 5X
DNA / cDNA 6rnegi 5yl - -
Toplam hacim 20 pl

*: Reaksiyonu karigimi icin “LightCycler TagMan Master” kiti kullanildi. Master karigimi: FastStart Taq
DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve dNTP karisimindan olusmaktadir.

Tablo 3. ERCC1 ve p-aktin geninin DNA ve mRNA dizeyinde kantitasyonu amaci ile
uygulanan gercek-zamanl PCR protokolu*

Analiz Modu Déngii Segment Hedef Isi Siire Kazanim
Modu

Pre-inkiibasyon

1 95°C 10 dk -
Amplifikasyon
Denatlrasyon 95°C 10 sn -
45 Annealing 60°C 20 sn -
Ekstensiyon 72°C 1sn Tek okuma
Sogutma
1 40°C 30 sn -

*: Gergek-zamanhh PCR Protokoll; Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip DNA’nin
denatiirasyonu, Amplifikasyon: Hedef bdlgenin primerler yardimi ile gogaltiimasi ve FAM-isaretli hidroliz
problari ile Grindn belirlenmesi, Sogutma: Sistemde yer alan rotorun ve termal haznenin sogutulmasi

basamaklarini igermektedir.

Her bir érnegin DNA ve mRNA dizeyinde ERCC1 ekspresyonu, ayni érnege ait eksternal
standard olan p-aktin ekspresyon duzeyleri kullanilarak belirlendi. Ekspresyon duzeyleri
“LightCycler Relatif Kantitasyon Yazilimi” kullanilarak hesaplandi ve kalibratér DNA olmaksizin
sadece external standard kullanilarak relatif kantitasyon analizi yapildi. Eksternal standart,
gergcek-zamanli PCR ile kantitasyon sirasinda hedef ve referans gen / cDNA arasindaki farklilig
hesaplamada, érnek yiklemedeki varyasyonlari ve PCR inhibitdrlerinin etkisini dengelemede
yardimci olmasi amaci ile segildi.
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Bulgular

Calismaya 92 olgu dahil edilmesine karsin, 1 olgu immunhistokimyasal analiz ile
degerlendirilemediginden ¢alisma 91 olgu ile tamamlanmistir. Calismaya dahil edilen olgulara
ait evrelerinin belirlenmesinde “American Joint Comittee for Cancer (AJCC)” tarafindan 1997
yilinda kabul edilen Uluslararasi Akciger Kanserleri Siniflamasi kriterleri kullanildi. Buna gore
45 olgu ile (%49.45) en sik T2N1MO evresi gozlemlenirken sadece 1’er olguda (%1.09)
T1N1MO ve T1N2MO evresi belirlendi. Olgularin 5'i (%5.49) T1 evresi, 67’si (%73.62) T2 evresi,
17’si (%18.68) T3 evresi ve 2’si (%2.19) T4 evresi olarak gruplandirildi. Olgularin 59'u (%64.83)
N1 lenf nodu pozitif olarak degerlendirilirken 7 olgu (%7.69) N2 lenf nodu pozitif olarak
degerlendirildi. Olgularin timinin metastaz yoninden negatif olduklari saptandi (Tablo 4).
TNM evreleme sistemine gore klinik evreler degerlendirildiginde, 51 olgu ile (%56.04) en sik 1IB
klinik evrenin gézlemlendigi ve bunu sirasi ile 18 olgu (%19.78)ve 16 olgu (%17.58) ile llIA ve 1B
klinik evrelerin izledigi belirlendi (Tablo 4). Daha genel bir gruplandirma yapildiginda, 19
olgunun evre | (%20.87), 53 olgunun evre Il (%58.24) ve 19 olgunun da evre Il (%20.87)'de yer
aldig1 gézlemlendi.

Olgularin histopatolojik tiimér tipleri Diinya Saglik Orgiitli 2004 yili siniflamasina gére belirlendi.
Buna gore 54 olgu (%59.34) skuamoz hucreli karsinom, 29 olgu (%31.86) adenokarsinom ve 8
olgu da (%8.79) blydk hucreli, bronkioalveolar, misindéz ve adenoskuamdéz karsinom olmak

Uzere diger karsinomlar olarak gruplandirildi (Tablo 4).

Calismaya dahil edilen olgularin 9'u (%9.89) kadin ve 82’si (%90.1) erkekti. Olgular yagslarina
gore gruplandirildiklarinda 69 olgunun (%75.82) 50 ve Uzeri yasinda oldugu ve 22 olgunun da
(%24.17) 50 yasin altinda oldugu belirlendi. Sigara igme dykulerine gére, 12 olgunun (%13.18)
sigara igmedigi ve 79 olgunun da (%86.81) sigara ictigi belirlendi (Tablo 4).

Calismaya dahil edilen 91 olguya ait DNA ve cDNA &rnekleri ile yapilan analizlerin timinde
informatif veriler elde edilmistir. FFPE doku kesitlerine ait total RNA 6rnekleri kullanilarak
gercgeklestirilen cDNA sentezinin guvenilirliginin kontrol etmek igin, laboratuarimizda bulunan
insan B-globin genine 6zgln pozitif kontrol primerleri kullanilarak konvansiyonal PCR

yapilmistir. Bazi drneklere ait sonuclar Sekil 1’de gosterilmistir.
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Tablo 4. NSCLC olgularina ait klinikopatolojik parametreler

Klinikopatolojik Parametre Olgu Sayisi (%)
Yas
>50 69 (%75.82)
<50 22 (%24 .17)
Cinsiyet
Erkek 82 (%90.1)
Kadin 9 (%9.89)
Sigara igimi
Sigara icenler 79 (%86.81)
Sigara igmeyenler 12 (%13.18)
Patolojik evre
T1 5 (%5.49)
T2 67 (%73.62)
T3 17 (%18.68)
T4 2 (%2.19)
Lenf nodu ile iligkili evre
NO 25 (%27.47)
N1 59 (%64.83)
N2 7 (%7.69)
Klinik evre
1A 3 (%3.29)
1B 16 (%17.58)
A 1(%1.09)
1B 51 (%56.04)
A 18 (%19.78)
1B 2 (%2.19)
Histolojik alt tip
Skuamoz hucreli karsinom 54 (%59.34)
Adenokarsinom 29 (%31.86)
Buylk hucreli karsinom 3 (%3.29)
Bronkioalveolar karsinom 2 (%2.19)
Adenoskuamoz karinom 2 (%2.19)
Musin6z karsinom 1 (%1.09)

300 bp —>

Sekil 1. B-globin primerleri kullanilarak elde edilen amplifikasyon Grinlerinin agaroz jel elektroforezi. Sira

1: Molekdler agirlik marker’t (80-1031 bg), Sira2-13: Segilen 12 adet dérnege ait amplifiye edilen B-globin
Urunleri.
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Gergek-zamanli relatif kantitasyon ile ERCC?1in hem DNA hem de mRNA dizeyinde
ekspresyonlari degerlendirildiginde, 61 olguda (%67) DNA dizeyinde amplifikasyonun varlig
belirlenirken 46 olguda (%51) mMRNA dizeyinde ekspresyonun varligi belirlenmistir (Sekil 2 ve
3).

Amplification Curves
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Sekil 2. ERCC1 ve B-aktin DNA o6rnekleri igin amplifikasyon egrisi: 1. DNA amplifikasyonu pozitif olarak
degerlendirilen olguya ait ERCC1 genine 6zguin amplifikasyon egrisi, 2. DNA amplifikasyonu pozitif olarak
degerlendirilen olguya ait B-aktin genine 6zgiin amplifikasyon egrisi, 3. DNA amplifikasyonu negatif
olarak degerlendirilen olguya ait p-aktin genine 6zgin amplifikasyon egrisi, 4. DNA amplifikasyonu
negatif olarak degerlendirilen olguya ait ERCC1 genine 6zgun amplifikasyon egdrisi, 5. ERCC1 genine
6zgln reaksiyona ait negatif kontrol, 6. B-aktin genine 6zglin reaksiyona ait negatif kontrol.

Amplification Curves
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Sekil 3. ERCC1 ve B-aktin cDNA o6rnekleri icin amplifikasyon egrisi: 1. mRNA ekspresyonu pozitif olarak
degerlendirilen olguya ait ERCC1’e 6zgun amplifikasyon egdrisi, 2. mRNA ekspresyonu pozitif olarak
degerlendirilen olguya ait B-aktin’e 6zgliin amplifikasyon egrisi, 3. mMRNA ekspresyonu negatif olarak
degerlendirilen olguya ait B-aktin’e 6zgin amplifikasyon egrisi, 4. mMRNA ekspresyonu negatif olarak
degerlendirilen olguya ait ERCC1’e 6zglin amplifikasyon egrisi, 5. ERCC1’e 6zgiin reaksiyona ait negatif
kontrol, 6. B-aktin’e 6zgln reaksiyona ait negatif kontrol.
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ERCC?’in protein dizeyinde ekspresyonunun belirlendigi immunhistokimyasal analiz
sonucunda da 29 olgu +3, 23 olgu +2, 17 olgu +1 ve 22 olgu 0 olarak skorlandiriimistir. Bu
skorlara gdre 52 olgu (%57) protein ekspresyonu acisindan “pozitif” olarak ve 39 olgu (%43) da

“negatif’ olarak degerlendirilmistir.

Kiglk hicreli olmayan akciger kanserinde ERCC1’in protein, mRNA ve DNA diizeyinde
ekspresyon profilleri arasindaki korelasyon degerlendirildiginde, 39 olguda (%43) tam bir
korelasyon gézlemlenirken 52 olguda (%57) her (¢ molekiil diizeyinde de uygulanan yéntemler
agisindan tam bir korelasyon gézlemlenmemistir (Tablo 5).

Tablo 5. ERCC71’'in DNA, mRNA ve protein dizeyinde ekspresyon profilleri*

ERCC1 ekspresyon profili Olgu sayisi (%)
DNA +, mRNA+, protein + 26 (28.57)

DNA -, mRNA-, protein - 13 (14.28)

DNA +, mRNA+, protein - 19 (20.87)

DNA -, mRNA-, protein + 16 (17.58)

DNA +, mRNA-, protein + 10 (10.98)

DNA +, mRNA-, protein - 6 (6.59)

DNA -, mRNAH+, protein - 1(1.09)

*: (+); DNA amplifikasyonu, mRNA ve protein ekspresyonu yoninden pozitif olarak degerlendirilen
olgular, (-); DNA amplifikasyonu, mRNA ve protein ekspresyonu yoniinden negatif olarak dederlendirilen
olgular

IHK analiz ile ERCC1 ekspresyon artigi negatif (0 /1+) olarak degerlendirilen 39 olgunun
14’Unde DNA duzeyinde amplifikasyon ve 19'unda da mRNA dizeyinde ekspresyon artisi
saptanmamistir. IHK analiz ile ERCC1 ekspresyon artigi pozitif (2+/3+) olarak degerlendirilen 52
olgunun 36’sinda DNA amplifikasyonu ve 26’'sinda da mRNA dizeyinde ekspresyon artisi
belirlenmigtir (Tablo 6 ve 7). DNA amplifikasyonu ve mRNA ekspresyon dlzeyi birlikte
degerlendirildiginde, olgular arasinda gugli (r=0.662) bir korelasyon ve DNA amplifikasyonu ile
protein overekspresyonu arasinda zayif korelasyon (r=0.054) belirlenirken, mRNA ekspresyonu
ile protein overekspresyonu arasinda korelasyon saptanmamistir (r=-0.013). DNA, mRNA ve
protein duzeyinde ekspresyonlari pozitif olarak degerlendirilen olgularda, IHK ve gergcek-zamanl
PCR arasindaki uyum Sekil 2'de gosterilmigtir. Ayrica ERCC1 DNA amplifikasyonu, mRNA
ekspresyonu ve protein overekspresyonu ile TNM evre ve histolojik alt tipler arasinda iligkinin
arastirimasi icin yapilan istatiksel calismalarda, parametrelerin fazlahdindan kaynakli érnek

say! azligi nedeni ile glvenli sonuglar elde edilememisgtir.
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Tablo 6. ERCC1 i¢in IHK ile protein overekspresyonu ve gercek-zamanli PCR ile DNA
amplifikasyonunun karsilastiriimasi

Gergek-zamanh PCR IHK 3+ (%) IHK 2+ (%) IHK 1+ ve 0 (%) Toplam (%)
ERCC1 gen
amplifikasyonu pozitif 15 25 61 (67.03)
ERCC1 gen

amplifikasyonu negatif 8 14 30 (32.96)

Tablo 7. ERCC1 icin IHK ile protein overekspresyonu ve gergek-zamanl PCR ile mRNA
ekspresyonunun karsilastiriimasi

Gergek-zamanh PCR IHK 3+ IHK 2+ IHK 1+ ve 0 Toplam (%)
mRNA ekspresyonu 16 10 20 46 (50.54)
pozitif

mRNA ekspresyonu 13 13 19 45 (49.45)
negatif

DNA amplifikasyonu
(n=61) mRNA ekspresyonu

N\ (n=46)

. .
.
. .
.........

Protein ekspresyonu
(n=52)

Sekil 4. DNA amplifikasyonu, mRNA ve protein duzeyinde ekspresyonlari pozitif olarak degerlendirilen
olgularda, IHK ve gergek-zamanli PCR arasindaki uyumu goésteren Venn diyagrami. Her 3 metod
arasinda tam uyum 26 olguda belirlenirken, protein overekspresyonu gdzlemlenen 52 olgudan 16 olgu
sadece protein overekspresyonu yoninden poztifif olarak degerlendiriimesine karsin gergek-zamanli
kantitatif PCR ile DNA amplifikasyonu ve mRNA dulzeyinde ekspresyon artisi yoniinden bu olgularin
negatif olduklar belirlenmistir.

Ozetle, 39 olguda (%42.85) her (¢ yéntem arasinda tam bir konsensus saptanmistir. mRNA ve
protein ekspresyonu birlikte degerlendirildiginde, 45 olguda (%49.45) tam bir konsensus
saptanirken, 20 olgu (%21.97) mRNA ekspresyonu agisindan pozitif iken, protein ekspresyonu
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acisindan negatif olarak degerlendiriimistir. Benzer sekilde, 26 olgunun (%28.57) protein
ekspresyonu agisindan pozitif iken mRNA ekspresyonu agisindan negatif oldugu belirlenmistir.

Klinik evrelere gore, ERCC1 geninin DNA, mRNA ve protein ekspresyon durumlari Tablo 8'de
gosterilmistir. Buna gore evre | ve evre lll birlikte karsilastirildiginda, ERCC1 icin DNA
amplifikasyonu ve mMRNA dilzeyinde ekspresyonunda bir artis gbzlemlenirken, protein
ekspresyonunda bir azalma goézlemlenmistir. Hem DNA amplifikasyonu hem de mRNA ve
protein ekspresyonlari acisindan her bir klinik evre arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptandi (p<0.05).

Tablo 8. Klinik evrelere gére ERCC1 gen amplifikasyonu ve mRNA ve protein dizeyinde
ekspresyon durumlari

Klinik evre (n) DNA amplifikasyonu mRNA ekspresyonu Protein ekspresyonu
n (%) n (%) n (%)

Evre 1 (19) 13 (%68.42) 10 (%52.63) 11 (%57.89)

Evre Il (53) 32 (%60.37) 24 (%45.28) 30 (%56.60)

Evre 11l (19) 16 (%84.21) 12 (%63.15) 10 (%52.63)
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Tartisma

Akciger kanseri, dinyada kanser kaynakl olimlerin en 6nemli nedenidir. Akcider kanseri
olgularinin yaklasik %80-85’'ini NSCLC’i olugturmaktadir ve gincel tedavi yaklagimlarina
ragmen olgularin 5 yillik sagkalim oranlari son derece dusiktur. Birgok solid timérlerde oldugu
gibi, akciger karsinogenez slrecinde de baslica timdr baskilayici genler, onkogenler ve
ERCCT’in de yer aldigi DNA tamir mekanizmasindan sorumlu genler olmak Uzere farkh tirdeki
genlerin etkili oldugu rapor edilmistir (OLAUSSEN, 2006; SANTOS, 2009, BOZCZUK, 2009).
ERCC1, NER mekanizmasinda 5 endonuikleazi kodlayan bir DNA tamir genidir. ERCC1
genindeki genetik (polimorfizm nedeniyle genetik varyantlar gibi) ve epigenetik degisiklikler,
normal dokularda suboptimal DNA tamirine neden olabilmekte ve bu da akciger kanseri
patogenezinde kritik bir basamak olan genomik instabilite ile sonuglanabilmektedir
(TAKENAKA, 2009; SMITH, 2007; WANG, 2010).

Preklinik calismalar ERCC1’in insan kanserlerinde 6nemli bir prediktif ve/veya prognostik
belirte¢ olabilecedini gostermektedir. Bu nedenle bircok calisma farkli timor tiplerinde
ERCC1’in DNA, mRNA ve protein dizeyinde ekspresyonunu incelemeye ve bu ekspresyonun
tumor davranisi ve/veya yasamla olan iligskisini arastirmaya odaklanmistir (CEPPI, 2006; FUJII,
2008; AZUMA, 2007). Yapilan bu calismalarda, olasilikla farkli yéntemlerin kullaniimasi ve
uygulanan bu yontemlerde bir standardizasyonun tanimlanmamasi nedeniyle, ERCC1 durumu
ile hastalia iliskin klinikopatolojik parametreler arasinda karmasik ve net olmayan bir iligki
s6zkonusudur.

Bu calismada, NSCLC olgularinda ERCC1 protein ekspresyonu IHK analizi ile belirlenirken,
ERCC1 geninin hem mRNA dizeyinde hem de DNA dizeyinde ekspresyon profili, gergek-
zamanli PCR ydntemi ile relatif olarak kantite edilmigtir. Her tg¢ yontem arasinda tam uyum,
toplam 39 olguda (%43) saptanmisti. ERCC1 gen amplifikasyonu toplam 61 olguda
belirlenirken, bu olgularin 25’inde amplifikasyonun protein ekspresyonu ile uyumlu olmadigi
belirlenmigtir. Gercek-zamanlh PCR ile gen amplifikasyonunun saptanmasi, yari-kantitatif bir
yontem olan immunhistokimyasal analizle protein ekspresyon dizeyinin dederlendirmesine goére
daha guvenilirdir ancak amplifikasyon olsa bile gen Grininldn artmasi her zaman beklenmez.
ERCC1 gen amplifikasyonuna ragmen protein ekspresyonunda gdézlenen uyumsuzluk, gen
amplifikasyonu disindaki faktérlerin gen ifadesinin regulasyonuna katildigini distindirmektedir.
Bu mekanizmalardan biri, mutasyon veya polimorfizm nedeniyle genetik varyantlarin
olusumudur ve bu varyantlarin da ya transkripsiyonda bir azalmaya neden olabilmeleri ya da
mRNA stabilitesi etkileyebilmeleri gercegidir. NSCLC’lerinde ERCC1 gen polimorfizmlerinin
farkli fonksiyonlari ilgili ¢alhsmalar bulunmakla birlikte, T19007C (rs11615) ve C8092A
(rs3212986) SNP’leri bu galismalarda yer alan en yaygin iki polimorfizmdir (TAKENAKA, 2009;
SMITH, 2007; ZIENOLDDINY, 2006). ERCCT?’in kodon 118inde C/T degisimi ile karakterize
T19007C SNP’inin, ERCC1 ekspresyon degisiminin bir belirteci olarak fonksiyonel 6neme sahip
olabildigi rapor edilmistir (SMITH, 2007). Bu polimorfik kodon ayni aminoasidi yani asparajini
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kodlar, ancak kodon AAC ile karsilastirildiinda AAT kodonunun transkripsiyonunda %50’lik bir
azalma oldugu gosteriimistir (YU, 2006). ERCC1 C8092A polimorfizmi, genin 3 UTR
(Untranslated Region)’sinde yer alan bir sessiz varyanttir ve mRNA stabilitesini etkiledigi rapor
edilmistir. NSCLC’lerinde hem kemosensitivite hem de kanser riski agisindan birgok calismada
degerlendirilmis bir parametredir (TAKENAKA, 2009; ZHOU, 2005).

Bu calismada 19 olguda (%20.87) ERCC1 gen amplifikasyonu ve mRNA ekspresyon artigi
belirlenirken, bu olgular protein ekspresyonu acgisindan negatif olarak degerlendirilmislerdir.
Ayrica, 16 olgu (%17.58) ERCC1 gen amplifikasyonu ve mRNA ekspresyonu agisindan negatif
olarak degerlendirilirken, bu olgularda protein overekspresyonu saptanmistir. Benzer sekilde,
bu calismada 46 olguda mRNA ekspresyonu ile protein ekspresyonu arasinda uyum
g6zlenmemistir. ERCC1 geni mRNA ekspresyonu ve protein ekspresyonu arasindaki
korelasyon, akciger kanserinin de yer aldigi bir ¢ok solid timdrde de degerlendirilmis ve benzer
bulgular rapor edilmistir. Britten ve ark. (BRITTEN, 2000), 15 farkli servikal hicre hatlari ile
yaptiklari ¢calismalarinda Nothern Blot analizi ile mRNA ekspresyonunu ve mouse-anti-human
ERCC1 antikoru ile de protein ekspresyonunu degerlendirmigler ve ERCC1 protein ekspresyon
dizeyinin ERCC1 mRNA ekspresyon dizeyi ile iliskili olmadigini belirlemislerdir. Zheng ve ark.
(ZHENG, 2007), 44 primer akciger kanserli ve evre | vakalara ait taze doku ve arsiv doku
ornekleri ile yaptiklari ¢galismada, ERCC1 protein ekspresyon durumunu Klon 8F1 monoklonal
antikoru kullanarak IHK analizle, ERCC1 mRNA ekspresyon durumunu da reverse-transkriptaz
gercek-zamanh PCR ile degerlendirmigler ve ERCC1 protein ve mRNA ekspresyonu arasinda
Onemli bir korelasyonun olmadigini rapor etmislerdir. Simon ve ark. (SIMON, 2007), NSCLC’li
vakalarin ince igne biyopsi taze doku 6érneklerinde 18S rRNA housekeeping gen ile ERCC1 gen
ekspresyonunu kantitatif olarak belirlemigler ve benzer korelasyonun olmadigini rapor
etmiglerdir. Cobo ve ark. (COBO, 2007), evre IV NSCLC’li argiv doku &rneklerinden izole
ettikleri mRNA &rneklerini B-aktin ile relatif olarak kantite etmiglerdir. Ayni ¢alismada, ERCC1
ekspresyon duzeyleri ile bireylerin cinsiyet, yas, histopatoloji gibi klinikopatolojik parametreler

arasinda 6nemli bir farkhilik saptamamiglardir.

ERCC1 gen amplifikasyonuna ragmen protein ekspresyonunda gdzlenen uyumsuzlugun ve
benzer sekilde ERCC1 geni mRNA ve protein ekspresyonu arasinda korelasyon yoklugunun
nedeni, protein ekspresyonun degerlendiriimesinde kullanilan monoklonal antikorun ézgunligu
olabilir. ERCC1 protein ekspresyonun degerlendirildigi bircok calisma bulunmaktadir ve bu
calismalarin bulgulari arasinda bir konsensus saglanabilmis degildir. Ozellikle 8F1 klonu hala
tartisma konusudur. Akciger kanserlerinde, siRNA calismalariyla teyit edilmis ve monoklonal
fare antikoru 8F1 tarafindan taninan epitopun ekspresyon dizeyinin supheli durumlar
olusturmaksizin ekspresyon dizeyini yansittigi rapor edilmistir (CHANG, 2005; LAN, 2004). Her
ne kadar 8F1 klonunun ERCC1 protein ekspresyonunu gdsterdigini belirten bu ¢alismalarin yani
sira, zit bulgularin rapor edildigi birgcok calisma da bulunmaktadir. Volker ve ark. (VOLKER,
2001), 8 um-porlu filtreden gecen UV i1sininin hicrelerde subnuklear UV-ile uyarilan DNA hasar

bdlgelerine neden olduklari ve bu hasarlarin ayni klonun kullanildigi monoklonal antikorlarla
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identifiye edilebildigini gdstermiglerdir. Bagka bir calismada ise, hasara ugrayan fibroblastalarda
8F1 tarafindan taninan antijenin, tercihan hasar olusan bdlgede toplanmadigi gosterilmistir ve
8F1 tarafindan taninan temel antijenin ERCC1 olmadigini rapor edilmistir (NIEDERNHOFER,
2007). Klon 8F1’in ERCC1-pozitif ve ERCC1-negatif nikleuslar arasindaki ayirimi tam olarak
yapip yapamadigdi ile birlikte, 8F1 tarafindan taninan primer antijenin henlz bilinmedigi hala
tartisiimaktadir. Ancak, calismamizda NSCLC’inde ERCC1 protein ekspresyon diizeyinin
karsilastirilabilmesi amaciyla ayni klona ait monoklonal antikor kullanilmigtir. Ayni zamanda bu
calisma, 8F1 monoklonal antikorun spesifikligini belirleme amaciyla olusturulmamis olmasina
karsin, elde edilen bu celigkili bulgularin yorumlanmasinda bir katki saglayabilecegi de
disundlmektedir. Niedernhofer ve ark. (NIEDERNHOFER, 2007), 8F1, ERCC1 ve identifiye
edilmemis bir proteinle etkilesime giren, farkli molekuler agirhkli iki proteinin varhdini
bildirmislerdir. Bu farkhlik da, ERCC1 mRNA ve protein ekspresyonu arasindaki korelasyon
yoklugunun bir aciklamasi olabilir. Bir diger mekanizma da, akciger karsinogenezi sirecinde
protein ekspresyonunun inaktivasyonu ile sonuglanan alternatif sinyal yollarinin aktivasyonu
olabilir. Genetik faktérlerin disinda, epigenetik mekanizmalardaki degisimler de gen
ekspresyonunu regile etmektedirler. Kodlamayan RNA’larin (6zellikle miRNA) translasyonu
baskiladiklari bilinmektedir. Henlz tanimlanmayan, ancak bu c¢alismanin bulgularina
dayanilarak da gelecekte planlanacak mikroarray ¢alismalari ile bu epigenetik mekanizmanin
ERCC1 protein ekspresyonunun regiilasyonundaki rolii netlik kazanacaktir. Ozellikle, platinyum-
tabanh tedavi alacak akciger kanserli vakalarda ERCC1’ in artmis ekspresyonun tedaviye
direncle iliskili oldugunu gdsteren bircok calisma bulunmaktadir (REED, 2005; OLAUSSEN,
2007). Bu nedenle tedavi protokolinin belilenmesinde ERCC1 durumu kritik bir parametre
olarak degerlendiriimektedir ve ERCC1in protein dizeyinde ekspresyon profilinin
belirlenmesinde uygulanacak imminohistokimyasal ydntemin standardizasyonu bu nedenle

biyik é6nem tagsimaktadir.

Kanser etyolojisinin ve/veya progresyonunun net olarak anlagiimasinda alinan vyol
disundldigunde, bugin igin gelinen noktada elde edilen veriler artik direkt olarak klinisyeni
yonlendirmekte ve hastaya verilecek tedaviyi, hastaligin prognozunu ve hastaldin
derecelendiriimesini etkilemektedir. Kanser tedavisinde en énemli nokta olan erken tanida,
kullanilacak hizli ve guvenilir tetkikler biyik énem tasimaktadir. Akciger kanserli vakalarda,
primer tedavi yaklasimi olarak platinyum tabanli kemoterapinin baslamasindan énce, ERCC1
durumunun belirlenmesi gerekliligi, son yillarda yapilan ¢alismalarda énemle vurgulanmaktadir.
Meme kanserli hastalarda Herceptin tedavisi icin aday sec¢imi gibi, yakin gelecekte de akciger
kanserli hastalarda platinyum tedavi protokoliiniin baslangicindan énce aday sec¢imi s6zkonusu
olabilecektir. Bununla birlikte klinisyenin hastaya yaklasiminda elinde daha guglu veriler olmasi
acisindan, ERCC1 durumunun belirlenmesi gerekliligi géz 6nine alindiginda, bu amacla

uygulanacak ydntemlerin belirlenmesi ve informatif verilerin alinmasi biyik 6nem tagimaktadir.
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Sonug

Optimal olmayan DNA tamir kapasitesi, karsinogenez etyolojisinde ve progresyonunda
onemli bir basamaktir. ERCC7’in de yer aldigi DNA tamir mekanizmasindan sorumlu genlerde
genetik ve epigenik degisimlerin DNA tamir kapasitesinde farklliklara neden olabildikleri ve
karsinogenezle iligkili olduklari bilinmektedir. Sinirli sayidaki preklinik ¢alismalardan bazilar
ERCC1?’in akciger kanserinde Onemli bir prediktif ve/veya prognostik belirte¢ olabilecegini
desteklerken, diger calismalar bu goérisi desteklememektedir. Olasilikla farkli tekniklerin
kullaniimasindan kaynaklanan nedenlerle tam bir konsensus saglanamamakla birlikte, akciger
kanserlerinde farkli grade ve evrelerde ERCC1’in protein, mRNA ve DNA dizeyinde
ekspresyonunun belirlenmesinin yanisira dusuk veya yiksek diizey ekspresyonun timor tepkisi
ve/veya yasamla olan iliskisinin belirlenmesi hala glincelligini korumaktadir.

Bu amacla gerceklestirilen bu ¢alismanin sonuglari asagida belirtildigi sekilde maddeler halinde

oOzetlenebilir:

1. NSCLC'de ERCC1 durumu ile klinikopatolojik parametreler arasinda karmasik ve net
olmayan bir iliski sézkonusudur. Bu calismada da farkli klinik evrelerde ERCC1 durumunun
heterojen bir dagilm gdésterdigi belirlenmekle birlikte, diger evrelerle karsilastinldiginda evre
lI’de protein ekspresyon dizeyinin ¢ok daha distik oldugu belirlenmigtir. ERCCA
ekspresyonunun distk oldugu evre lll olgularin daha disik DNA tamir etkinligine sahip
olabilecekleri ve ERCC1 ekspresyonundaki bu diusistn de icinde yer aldigi bir mekanizmanin

tumor davranigini etkileyebilecegi distniimektedir.

2. ERCC1 durumunun belirlenmesinde kullanilan her 3 yéntemin de kolay uygulanabilir oldugu
ve Ozellikle akciger kanserli argiv doku érneklerinden genomik DNA ve total RNA izolasyonu
icin calismada tanimlanan yéntemin informatif verilerin alinmasi agisindan son derece basaril

oldugu belirlenmigtir.

3. NSCL’de hem prognozun hem de tedavi protokollerinin belirlenmesinde prediktif belirteclere
blyuk gereksinim olmakla birlikte, bu belirte¢lerin klinik kullanimindan énce bilimsel ve teknik
olarak gecerliligi kanitlanmis ydntemlere ve bu yontemlerle ilgili standardizasyonun gerekliligi
aciktir. Benzer sekilde, IHK analiz i¢in tanimlanmis monoklonal antikor ve mRNA kantitasyonu
icin tanimlanmis hedef bdlgeler ve yorumlamada kullanilacak tanimlanmis esik deger gibi
uyulmasi zorunlu olan, validasyonu ve kantitasyonu belirlenmis ydntemlere gereksinim vardir.
Metodolojide standard ydntemler tanimlanmadan, ERCC1 ekspresyon dlzeylerinin
belirlenmesinin bir prediktif marker olarak klinik laboratuarlarda standard kullanimi igin henlz

erkendir.
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4. NSCL'de hem prognozun hem de tedavi protokollerinin belirlenmesinde prediktif belirteg
olarak ERCC?’in klinik kullanimindan énce, ERCC1’in durumu ile ilgili verilerin klinik evrelere
g6re nasil degerlendiriimesi gerekliligi de belirlenmelidir. Bu amagla, iyi tanimlanmis olgu

gruplari ile karsilagtirmal galismalara gereksinim vardir.
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