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OZET

GASTROINTESTINAL STROMAL TUMORLERDE KiT MUTASYONLARININ
KLINIK ONEMIi

Gizem CALIBASI
Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, 35340 Inciralt1, Izmir

Yazigma adresi: gizemcalibasi@hotmail.com

Biyolojik davranisin oldukc¢a degisken oldugu GIST’lerde, KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve
17 aktivasyon mutasyonlari tiimdriin klinik davranist ile iliskilidir. Bu ¢alismanin amaci Tiirk
populasyonunda ilk kez GIST’lerde KIiT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 mutasyonlarmnmn
histopatolojik 6zellikler ve sagaltim yanitlar ile iliskilendirilmesidir.

Calismaya GIST tanis1 alan 65 olgu alindi. Tiimér dokusu DNA’s1 KIT geni ekzon 9,
11, 13 ve 17 mutasyonlar1 agisindan DNA dizileme ile tarand.

Olgularin %8,3’{i KIT geni ekzon 9, %47,5’si ekzon 11, %11,7’si ekzon 13 ve %1,7’si
de ekzon 17 mutasyonlart icermekteydi. Grubumuzda literatiirde daha dnce yayinlanmamis
mutasyonlar saptandi.

KIT geninde herhangi bir mutasyonu olanlar, mutasyonu olmayanlara gore 3,18 kat
daha fazla malign potansiyel riski tasimaktadir (OR: 3,18). KiT geni ekzon 11 bdlgesinde yer
alan W557-K558 kodonlarinda mutasyonu olan olgular, bu bdlgede mutasyon tasimayan
olgulara gore 11 kat daha fazla malign potansiyel riski tasimaktadir (OR: 11).

Tiim olgularda ve metastatik olup imatinib kullanan olgularda KIT geni genel mutasyon
varlig1 ile ekzon 11 mutasyonu varligi sagkalimi yabanil tip olmaya oranla belirgin diizeyde
uzatmigtir.

KIT geninde herhangi bir mutasyonu olanlar, mutasyonu olmayanlara gore 2 kat daha
fazla imatinib sagaltimindan yararlanmistir (OR:2). Sonuglarimiz, KiT mutasyonu olan
GIST'lerin, imatinib ile adjuvan tedavisi i¢in iyi bir aday olabilecegini diisiindiirmektedir.

GIST’lerde tiimdr davransi ile iliskili molekiiler 6zelliklerin tanimlanmas: tan1 ve

sagaltimda yeni biyobelirteclerin bulunmasinda énemlidir. Tiimo6r davraniglartyla iliskili yeni



molekiiler biyobelirtegler, hastaligin daha iyi yonetimini saglayacak ve yeni sagaltim hedefleri

yaratacaktir.

Anahtar kelimeler: Gastro Intestinal Stromal Tiimérler, KiT gen mutasyonlari, DNA

Dizileme, Farmakogenomik, Biyobelirte¢



ABSTRACT

CLINICAL IMPORTANCE OF KIT MUTATIONS IN GASTROINTESTINAL
STROMAL TUMORS

Gizem CALIBASI
Dokuz Eyliil University, Institute of Oncology, 35340 Inciralt1 Izmir/TURKEY

Correspondence address: gizemcalibasi@hotmail.com

The KIT gene exon 9, 11, 13 and 17 activation mutations are associated with clinical
behaviour in GIST’s where biological behaviour is highly variable. The purpose of this study
is to associate the KIT gene exon 9, 11, 13 and 17 mutations in the GIST’s with
histopathologic features and treatment results for the first time in the Turkish population.

Sixty-five patients, who were diagnosed as GIST’s, were included to the study. The
tumour DNA was sequenced for KIT gene exons 9, 11, 13 and 17 mutations.

KIT mutations occurred 8.3% in exon 9, 47.5% in exon 11, 11.7% in exon 13 and 1,7%
in exon 17. In our group, certain mutations were identified which were not published in the
literature previously.

Multivariate analyses indicated an association of malignant potential with a presence of
KIT mutations (OR:3.18). It was shown that wild-type patients had 11-fold greater risk of
malignant potential when compared to those with mutations in codon W557- K558 (OR:11).

All cases and metastatic GIST’s who were under imatinib treatment with exon 11 and
KIT mutations have shown significant prolonged survival than wild type cases.

Mutant patients benefited more than two fold from imatinib treatment when compared
with wild-type (OR:2). Our results suggest that localized GIST’s with KIT mutations may be
good candidates for adjuvant therapy with imatinib.

Redefining the molecular features associated with tumour behaviour is important for
finding new diagnostic or predictive biomarkers in GISTs.

New molecular biomarkers associated with tumour behaviour will provide better

management of disease and create new therapeutic targets.



Keywords: Gastrointestinal stromal tumors, KIT gene mutations, DNA sequencing,

Pharmacogenomic, Biomarker.



1.GIRIS VE AMAC

1.1 PROBLEMIN TANIMI VE ONEMIi

Gastrointestinal stromal tiimorler (GIST), bagirsak duvarindan orjinlenen ve
gastrointestinal sistem peristaltizmini regiile ettigi icin gastrointestinal sistemin otonom
hareketleri i¢cin 6nemli olan intestinal pace maker hiicrelerin (interstisyal Kajal hiicreleri-ICC
veya hiz iretici hiicreler) veya bu hiicrelerin prekiirsorlerinin neoplastik transformasyonu
sonucu olusturgu diistiniilen mezenkimal tiimorlerdir (1).

GIST’ler nadir gériilen bir tiimdr grubunu olusturmaktadir. Tiim gastrointestinal sistem
tiimdrlerinin yaklasik %1’ini, gastrointestinal kanaldan tiirevlenen tiim sarkomlarin ise %5°1
kadarini olusturmaktadirlar (2).

Gastrointestinal sistemin her yerinden tiirevlenebildikleri gibi, en yaygin olarak mide
(%50-60), ince barsak (%20-30) ve kalin bagirsaktan (%10) tiirevlenirler. Histolojik olarak
GIST’ler hiicre tipi olarak igsi tip (%70), epiteloid tip (%20) ve nadir gériilen mikst tip olmak
tizere 3 tiptir. (3).

GIST’lerin klinik davranisini tahmin etmek zor oldugu icin tiimdr ¢apt (cm olarak
maksimum timor capi) ve mitotik oran (mitoz sayisi/50 BBA) araciligryla saptanan risk
siiflamasi (¢ok diisiik risk, diisiik risk, intermedier risk ve yiiksek risk) kullanilmaktadir.

1990’lardan sonra yumusak doku sarkomlarinin iginde yer alan bu tiimor grubu icin
GIST terminolojisi kullanilmaya &nerildi. 1998’de Hirota ve arkadaslarinin GIST’lerdeki,
CD117 (KiT) immiinpozitifligini (%98-100 oraninda) ve KIT proteinlerinde ligand bagimsiz
aktivasyona sebep olan KIT mutasyonlarini barmdirdigini gostermesiyle kuvvetlenmistir.

CD117 veya KIT bir tiir internal tyrosine kinaz altbirimi iceren transmembran reseptor
proteini olan K/T gen iiriiniidiir. KIT proteini ligand1 olan, kok hiicre faktorii (stem cell factor-
SCF) i¢in reseptor gorevi yapar. KIT ve SCF arasindaki reseptor-ligand iliskisi hiicre i¢indeki
tyrosine kinaz altbirimlerini aktifler. Bu aktivasyon ile hiicre i¢indeki proteinlerin
fosforilasyonunu takiben, hiicre sinyal yollar1 aktive olur.

Aktiflesen sinyal yolaklar1 GIST’lerin orjini olan ICC’lerde dahil olmak iizere bir¢ok
hiicre tipinde proliferasyon, apoptosis, adezyon ve diferansiasyon diizenlenmesinde etkindir.
GIST’lerin patogenezinde yer alan KIT geni mutasyonlari, bu sinyal yolaklarmn liganddan

bagimsiz olarak aktivasyonuna ve KiT’in otofosforilasyonuna sebep olur. Bdylece kontrol



edilemeyen kontrolsiiz hiicre bilyiimesi ve aktiflenemeyen apoptoz yolaklar1 GIST’lerin
olusumuna neden olur.

GIST’ler igin primer tedavi tiimoriin cerrahi operasyon ile ¢ikarilmasidir. Tiimor
radyoterapiye direngli oldugu i¢in ve etraf organlarin radyoterapiden olumsuz
etkilenmesinden dolay1r radyoterapi nadir olarak kullanilmaktadir. Konvansiyonel
kemoterapide kullanilan ilaglar, metastazli hastalarda ise yaramamaktadir.

Son yillarda ozellikle kanser sagaltimina yogunlasan aragtirmalar, kanser
patogenezinde 6nemli rolii olan tirozin kinazlarin inhibisyonuna odaklanmistir. Bu baglamda
GIST patogenezindeki KIT geni en 6nemli hedeflerden biri; tirozin kinaz inhibitdrii olan
imatinib ve sunitinib de kanser yonetiminde en belirgin hedefe yonelik sagaltimlardan biri
olmustur (120, 218, 219).

Imatinib’in (Glivec, STI-571) kesfi ile metastatik GIST hastalarinin prognozlar
dramatik olarak degisim gdstermistir. Imatinib mesylate GIST lerde eksprese edilen ve GIST
olusumunda gérev alan KiT reseptdr tyrosine kinazin spesifik bir inhibitériidiir.

Yillar i¢inde yapilan ¢alismalarla tirozin kinaz inhibitorlerine verilecek cevabin, hedefi
olan KIT proteinindeki mutasyonlarla degistigi gozlenince KIT geni mutasyonlarmin

GIST’lerin klinik kontroliinde de belirleyici olacagini gosterildi.

1.2 ARASTIRMANIN AMACI

Bu calismada 2006- 2010 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’'nda gastrointestinal stromal timoér tanist almis ve Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Poliklinigi’nde GIST sagaltimi alan olgulardan,
olgunun patoloji arsiv materyali yeterli olan 65 GIST olgusu ¢alismaya alinmistir. Olgularin
KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 bdlgelerine ait genotip bilgileri ile histopatolojik dzellikleri ve

klinik bilgileri arasindaki olasi iligkiler tanimlanmaya calisilmistir.

1.3 ARASTIRMANIN HIPOTEZLERI
Bu arastirma ile “KIT geni ekzon mutasyonlar1, GIST’lerde histopatolojik 6zellikler,
risk faktorleri ve klinik prognostik faktorler ile iligkili olarak tiimér davranisini ve imatinib

sagaltimi yanitlarini etkiler” hipotezi aragtirtlmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 GASTROINTESTINAL STROMAL TUMORLERE TARIHSEL BAKIS

1941 yilinda Golden ve Stout bagirsak duvarinda beliren bir grup mezenkimal timor

tanimladilar.Bu tiimdr grubunun yumusak doku hiicrelerinden tiirevlendigine dair olan yanlis
varsayimlari ile, bunlari morfolojik goriiniimlerine dayanarak leiomiyoblastoma, leiomiyom,
leiyomiyosarkom olarak tanimladilar (1). Bu nedenle primer olarak igsi hiicrelerden olusan bu
tiimorler 1yl huylu ise leiomiyom, habis huylu ise leiomiyosarkom, primer epiteloid
hiicrelerden olusmus ise de leiomiyoblastom olarak siniflandirilmiglardir (2).
1960 sonlar1 70 baslarinda elektron mikroskobisi ve 1980 sonlarinda immiinhistokimya bu
tiimorlerde diiz kas diferenasiyasyonu oldugunu ortaya ¢ikardi (3, 4). Bunun iizerine 1983°de
Mazur and Clark daha 6nce leiomiyom olarak tanimlanan midenin Gastro I ntestinal (GI)
mezenkimal tiimorlerinde immiinhistokimyasal Schwan hiicre 6zelliklerinin (S-100 negatif)
ve diiz kas hiicrelerinin ultrstriiktiirel karakteristiklerine sahip olmadigin1 gosterildiginden bu
mezenkimal lezyonlar i¢in “stromal timdr” terimini onermislerdir (5).

1984 yilinda Herrera ve ark. bir grup vakada immiinhistokimyasal olarak S-100 proteini
pozitifligini, otonomik ndronal diferansiyasyonu gosterip  pleksosarkom  terimi
kullanmiglardir. Ancak daha sonra bu vakalar gastrointestinal otonomik sinir tiimorii (GANT)
olarak yeniden isimlendirilmistir (1).

Miettinen tarafindan GIST’lerin %60-70’inin progenitor hiicre belirteci olan CD34
acisindan immiinpozitifliginin gosterilmesinden sonra, bu antikor tanida yaygin olarak
kullanilmaya baslandi. Ancak diiz kas ve noral hiicre tiimorleri de dahil olmak iizere genis bir
igsi hiicreli tiimoér grubunda CD34 pozitifliginin bulunmasi GI mezenkimal tiimérlerinin
tanisinda ki kullanimini tartigsmal1 hale getirmistir (6).

1990’larin sonunda bu lezyonlarla ilgili iki yaklasim tiiremistir. Bunlarin birincisi tiim
GI mezenkimal tiimérlerinin  GIST olarak smiflandirilmasy, ikincisi yaklasim ise
klinikopatolojik ozelliklere gore ayri bir mezenkimal timér alt sinifi tanimlamaktir. Ikinci
yaklasimin kabul gérmiis olmasina ragmen, hassas ve spesifik bir tani belirtecinin yoklugu
sorun teskil etmistir (1, 6). Bu durum 1998°de Hirota ve arkadaslarinin birgok GIST’in, KIT
proteinlerinde ligand bagimsiz aktivasyona sebep olan KIT mutasyonlarini barindirdigini
gostermesiyle degismistir. Buna ek olarak ayni arastiricilar GIST lerde siklikla karsilagilan

CD117 (KIT) immiinpozitifligini gdstermistir (7).



Bu kesifler GIST patogenezinin anlasilmasmni degistirmistir. Daha sonra bir grup
GIST’in platelet kdkenli biiyiime faktdr reseptdrii o (plateler derived growth factor- a
PDGFRA) mutasyonlarini barindirdign gosterildi. 2001 Nisan GIST Calistayi’'nda ; GIST
terimi genellikle CD117" , KIT veya PDGFRA mutasyonu kokenli, igsi, epiteloid veya nadir
olarak pleomorfik bir morfolojiye sahip Gi mezenkimal tiimérleri olarak Miettinen tarafindan

Onerilmis ve National Institutes of Health tarafindan da kabul gérmiistiir (6).

2.2 EPIDEMIYOLOJISI

GIST’ler, onciil olarak gastrointestinal sistem ve abdomende yerlesen ve kendine 6zgii
histolojik 6zellikleri olan mezenkimal tiimdrlerdir.GIST ler primer gastrointestinal sistem
timorlerinin %1’inden azin1 olusturmaktadir (7). Gastrointestinal kanalda yer alan tiim
sarkomlarinin ise yaklasik %35’ini olusturmaktadirlar (2)

GIST’in insidans1 6.8- 14.5 / milyon kisi arasinda degisim gostermektedir. Yillik GIST
insidanslart Tran ve ark.larmin yaptigi bir ¢alismaya gore USA’da 6.8/1milyon (8);
Tryggvason ve ark.larinin yaptig1 bir ¢alismaya gore izlanda’da 11/1milyon (9); Goettsch ve
ark.larmin yaptig1 bir calismaya gore Hollanda’da 12.7/1milyon (10); Tzen CY ve ark.larinin
yaptig1 bir ¢alismaya gore Tayvan’da 13.74/Imilyon (11) ; Mucciarini ve ark.larinin yaptigi
bir calismaya gore Italya’da 14.2/1milyon (12); Nillsson ve ark.larinin yaptig1 bir calismaya
gore ise Isvec’te 14.5/1milyon (13) olarak bulunmustur .

GIST’in baz1 olgu gruplarinda cinsiyetler arasindaki gériilme sikliginin farkli oldugu
(erkeklerde daha sik), ancak bazi calismalarda cinsiyetler arasinda esit dagilim gosterdigi
bildirilmistir (14). GIST, 40 yas 6ncesinde ve ¢ocuklarda nadir olarak goriilmektedir. 50 yas
tizerinde goriilme siklig1 artmaktadir (15).

GIST’ler tiim gastrointestinal sistem boyunca goriilmektedir. En sik midede
goriilmektedir (%60-70). bunu sirastyla ince barsak (%20-30), kalin barsak ve rektum (%5)
ve ozofagusta (>%5) izlemektedir. Omentum ve mezenterde ise primer GIST’ler nadir

goriilmektedir (16).

2.3 SEMPTOMLAR
GIST’lerde en genel semptom kanamadir. Genis GIST’ler tiirevlendikleri organdan
disart dogru c¢ikinti yapip bagirsak kivrimlart ve abdominal organlar arasinda biiylime

gosterirler. Bu nedenle GI sistem liimenini asindirip kanamaya sebep olurlar. Kanama ile



iliskili olarak akut abdominal agr1 ve ciddi anemiler gelisir. GIST hastalarinda abdominal
agr1, palpasyon ile varlig1 hissedilebilen kitle, erken doyma, siskinlik, disfaji, ates ve anamiyle
iliskili yorgunluk tablolar1 gézlenir (17).

Yerlesim yerlerine gore semptom veren GIST’lerden, dzofagus yerlesimli olanlarda
disfaji (15); mide ve ince bagirsak yerlesimlilerde gastrointestinal kanama; kolorektal
yerlesimlilerde ise alt gastrointestinal sistem kanamasi, agr1 ve obstriiksiiyon gibi semptomlar
gozlenebilir (18).

Boyutu 2 cm veya daha kiiciik GIST’ler genellikle semptom gdstermezler. Baska bir
hastalik yliziinden yapilan aragtirma veya izlem sirasinda yapilan fiziksel degerlendirme,

laparoskopi, cerrahi operasyon, radyogradik test veya endoskopi sirasinda fark edilebilir (19).

2.4 AILESEL SENDROMLAR VE GASTROINTESTINAL STROMAL TUMORLER

Kalitimsal olarak GIST olasilig1 iceren ailesel sendromlarla iliskili spesifik genetik
belirtegler ailesel GIST varligi icin kamt gérevi gormektedir. Bu gibi kalitimsal durumlar
iceren hastalarda ¢ogunlukla germline kokenli KIT geni ekzon 11 mutasyonu goriilmektedir.
Sporadik GIST’lerden farkli olarak bu hastalara ebeveynlerinden aktarilan mutant geni
viicudun biitiin hiicrelerinde bulunur.

Ailesel GIST’ler nadir goriilmektedir. Ancak literatiirde germline K/T mutasyonlar:
iceren ve multiple GIST ler ile iliskili olan sendromlar bildirilmistir (20, 21, 22, 23).

Carney triad1 olarak da bilinen ve gen¢ kadinlarda midede GIST, akcigerde kondromlar
ve siirrenal dis1 paraganglionomalar ile seyreden bir hastalik tanimlanmistir (24, 25).

Sporadik GiS’ler gibi ailesel GIiST’lerde tarih boyunca leiyomiyosarkoma,
norofibromatozis, sarkomatozis, leiomiyoma olarak siniflandirilmis ancak KIT roliiniin
kesfedilmesi ile dogru tanmn yolu agilmustir. Ailesel GIST’lerde de baslangi¢ semptomlar
anemi, yorulma, abdominal siskinlik, yutkunmada giicliiktiir. Cilt ¢esitli yollarla parmak, diz,
dirsek, yiiz ve kasiklarda yogun olarak goriilen hiperpigmentasyondan etkilenebilir (2).

2.5 TANI

Tanida goriintiileme yontemlerinden endoskopik ultrasonografi (EUS), bilgisayarh
tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRG) olduk¢a 6nemlidir (26). Timor
varligr ile iligkili goriilen abdominal kitle veya obstriiktif semptomlar sergileyen hastalar i¢in

BT veya MRI ilk basamaktir. EUS ise GIST tanisinda destekleyici bir islemdir (27).



GIST tanisinda kaydedilen en biiyiik asama, interstisiyel Cajal hiicrelerinin (ICC) bir
transmembran tirozin kinaz reseptorii olan KIT eksprese ettiginin bulunmasi ve bu tiimorlerin
olusumunda “KIT” veya “platelet-derived growth factor receptor alpha (PDGFRA)“ genindeki

mutasyonlarin roliiniin ortaya konulmus olmasidir (28).

Tiimérde, KIT tirozin kinaz reseptdriiniin, onkojenik aktivasyon sonucu artan
ekspresyonunun gosterilmesi, bugiin i¢in GIST tamsinda altin standart olarak kabul
edilmektedir. KIT proteini, dokuda CD-117 antijeni kullanilarak, immunhistokimyasal
yontemle gosterilebilmektedir (29). GIST’lerin %70-80’inde CD34 ekprese edilir (30).
Anormal doku veya kitleden EUS esliginde biyopsi ile alinan doku drneklerinde muskularis
propria kokenli igsi-epiteloid hiicreler goriilmesi ile immunhistokimyasal olarak KIT ve
CD34 pozitif boyanmasi histopatolojik taniy1 kesinlestirir (31). Diiz kas aktini pozitifligi,
desmin ve S100 ile negatif reaksiyon da taniy1 destekler (32). Ayirict tanida malign melanom,

seminoma, sarkomlar ve bazi 16semilerde CD117 ekpresyonun olmast 6nemlidir (29).

2.6 MORFOLOJISi

2.6.1 Makroskopik bulgular

GIiST’lerin boyutu 0.3 cm ile 20cm’den daha fazla boyutlara kadar ulasabilir.
Lezyonlarm ¢ogu kas duvarmdan orijin alir. GIST’ler, soliter ya da multipl olabilirler.
Submukozal, intramuskuler veya subserozal yerlesim gosterirler. Kiiglik tiimdrler
intramuskuler; biiylik tiimdrler ise tiim barsak duvarini tutacak sekilde ekstramural gelisim
gosterebilir. En sik karsilagilan kitle goriintiisii, mide veya barsak duvarina yapisik, abdominal
kaviteye dogru bliylimedir. Her iki yone dogru biliylime ile bu kum saati goriintiisii ¢ok
nadiren olusan bir goriintlidiir. Makroskobik goriiniimleri degisken olmakla birlikte siklikla
iyl smurlt ve kapsiilsiizdiirler. Bazen yalanci kapsiil goriilebilir. Tiimér kivami, kiiciik ve
benign tlimorlerde sert iken, malign tiimorlerde jelatinimsi-yumusak olup, biiyiik tiimorlerde

de gozenekli-hemorajiktir (15, 17, 18) .

2.6.2 Mikroskobik bulgular
GIST ler hiicre tipi agisindan igsi ve epiteloid hiicrelerden olusan heterojen tiimérlerdir.
GIST’lerde igsi hiicreli tip %70, epiteloid hiicreli tip %30 ve mikst tip %10 oraninda

goriilmektedir (6, 15). igsi hiicreli GIST ler, kisa girdaplar olusturan uniform eozinofilik igsi
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hiicrelerden olusur. Neoplastik hiicrelerin, acgik eozinofilik sitoplazmalari vardir ve hiicre
siirlari belirgin degildir. Genellikle fibriler goriiniimdedir. Cekirdek uniform goriintimde ve
vezikiiler kromatinlidir. Epiteloid hiicrelerin egemen oldugu GIST’lerde tiimér hiicreleri daha
boldur. Epiteloid hiicreli GIST’ler, eozinofilik veya berrak sitoplazmali yuvarlak hiicre
topluluklarindan olusur. Epiteloid hiicreler, igsi hiicreler gibi uniform, yuvarlak-oval
cekirdekli ve vezikiile kromatinlidir. Mikst hiicreli tipte igsi ve epiteloid alanlar arasinda ani

bir gecis goriilebilir (6) (Sekil 1).
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Sekil 1. GIST’ lerde mikroskobik hiicre tipleri. Epiteloid hiicreli GIST olgusu (solda), igsi
hiicreli GIST olgusu (sagda) (33)

2.7 TUMORUN ANATOMIK YERLESIMIi

GIST'ler 6zofagustan rektuma kadar gatrointestinal kanalin (GIK) herhangi bir yerinden
tiirevlenebilirler. Mezenter, omentum ve retroperiton basta olmak iizere GIK disi
lokalizasyonlarda da GIST tanimlanmistir(16, 34, 35, 36). Bunlarin yaninda safra kesesi,
mesane, karaciger ve pankreas gibi nadir lokalizasyonlar da bildirilmistir (37, 38, 39).
Olgularin yaklasik % 50-601 mide, % 20- 30'u ince barsak, %10'u kalin barsak, %5'
0zofagus, %5'1 batin boslugunun herhangi bir yerinden kaynaklanmaktadir (15, 40, 41, 42,
43).

Tiimoriin anatomik yerlesiminin prognoza etkileri tartisilmaktadir. Bazi ¢aligmalarda
anatomik yerlesimin prognostik énemi oldugu, bazilarinda ise olmadig1 yoniinde sOylemler
bulunmaktadir (6). Ornegin tiim GIST’lerin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturan mide GISTleri
ayn1 boyuta ve mitotik aktiviteye sahip bagirsak GIST’lerine gore daha iyi bir sagkalim

cizerler (44, 45). Malign 6zellikli ince ve kalin bagirsak tiimorlerinin oran1 %50- 64 arasinda
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degismektedir (40, 41, 46). Bu nedenlerler GIST’ler yerlesim yerlerine  gore
gruplandiriimaktadir. Mide Yerlesimli GIST’ler submukoza,intramuskuler, subserozal kitleler
seklinde goriilebilirler (45).

Miettinen ve ark.larinin yaptiklar1 calismaya gore bu tiimorlerin; %50 igsi hiicreli,
%40 epiteloid, %10 mikst hiicrelidir (17).

Nekroz ve mitoz orani biyolojik davranist tahmin etmek ac¢isindan kullanilabilen
parametrelerdendir. Cap1 2 cm’den kiigiik, mitotik aktivite gostermeyen ve nekroz igermeyen
mide tlimorleri iyi huylu olarak degerlendirilmektedir ( 47).

Ince ,kalin barsak ve rektum yerlesimli GIST'ler genellikle kanama ya da intestinal
tikaniklikla ortaya ¢ikmaktadir (48). Kolon ve rektum orijinli GIST’ler, mide ve ince barsak
orijinli olanlar ile karsilagtirildiginda daha az karsilasilan tiimérlerdir ve tiim kolorektal
kanserlerin %0.1’ini olusturmaktadir (49).

Makroskobik ve mikroskobik acidan mide yerlesimli GIST’lerle benzerlik
gosterirler.Ancak daha kiigiik capli, daha yiiksek mitotik aktiviteye sahip, daha atipik olmakla
birlikte belirgin bir sekilde pleomorfik ve nekrotik Ozellik sergilemektedir (50).
Ozofajicktomi ve otopsilerde rastlantisal olarak saptanan ve ¢ogu 2 cm'den kiigiik olan
ozofagus yerlesimli GIST’lerin biiyiikk ¢ogunlugu muskularis eksternada, nadir olarak
submukozada goriilmektedir. Ozofagustaki GIST'lerde sitolojik atipi ve mitotik aktiviteye
nadiren rastlanir. Kétii huylu GIST nadirdir (15).

2.8 GASTROINTESTINAL SISTEMIN HIiSTOLOJISI
GI kanal epitel ad1 verilen 6zel hiicrelerle sarili olan kas yapisinda bir tiip seklindedir.
GI kanal genel olarak mukoza, submukoza, muskularis propria ve seroza olmak iizere 4

katmandan olugmaktadir (Sekil 2).

2.8.1 Mukoza

Sindirim sisteminin en i¢ katmani olan mukoza Ozellesmis epitelyum hiicrelerine
sahiptir. Fonksiyona bagli olarak bu epitel basit (tek tabaka) veya tabakalagmis (¢oklu
katmanlar) seklinde olabilir. Bu epitel hiicreleri lamina propria adi verilen bag dokusundan
olusmus bir katman ile desteklenir. Lamina propria kan damarlari, sinirler, mukozay1
destekleyen lenfoid doku ve bezlerden olusur. Ek olarak mukoza tabakasinin son birleseni

ince kas liflerinden olusan muskularis mukozadir. GI siysem yapis1 bolgeden bolgeye

12



degismektedir. Bu degisim daha c¢ok mukozada yer almaktadir.Epitel hiicreleri bu

varyasyonun temel kaynagidir ve her bolgede yiiriittiikleri géreve gore 6zellesmektedirler.

2.8.2 Submukoza:

Submukoza muskularis propriay1 g¢evreleyen yag ve bag dokusu katmanidir. Kan
damarlari, lenfatik damarlar ve submukozal pleksusunu (Meissner pleksusu) igerir.
Submukozanin asil gorevi kan damarlari, lenfatikler ve sinirleri desteklemektir. Bunun
disinda sinir ve gangliyon hiicrelerini igeren 6zellesmis Meissner sinir pleksusu mukoza ve

submukozayi destekler.

2.8.3 Muskularis propria (Tunica muscularis, muskularis eksterna)

Sindirim sisteminin kalin doku katmanidir. igte sirkiiler, dista longitiidinal kas liflerine
sahip iki tabakadan olusur. Bu i¢ ve dis kas tabakalari arasinda sinir ve gangliyon
hiicrelerinden olusan myenterik pleksus (Auerbach's pleksus) yer almaktadir. Myenterik
pleksus tarafindan ayrilan bu kas tabakalarinin kasilmasi ile noral inervasyonlar (sinirle
donatma) dolayisiyla mekanik parcalanma ve liimendeki peristaltik hareketlenmeler kontrol

edilir.

2.8.4 Seroza
G1 kanalin en dis tabakasiolan seroza yag ve epitel hiicrelerinin olusturdugu diger bir

katman olan mezotelyumdan olusur.

2.8.5 Submukozal ve myenterik pleksuslar

Yerlestikleri yere gore isimlendirilen bu pleksuslar benzer oOzelliklere sahiptir.
Submukozal yerlesimli olan Meissner pleksusu, myenterik olan Auerbach pleksusu olarak
isimlendirilir. Myenterik pleksus, submukozal pleksusa gore daha biiyiiktiir. Muskularis
proprianin sirkiiler ve longitudinal kas tabakalar1 arasinda yer alan myenterik pleksus vagal
parasempatik sinirden orijin alir ve bagirsak motilitesini, enzim salinimimi kontrol eder.
Submukozal pleksus ise myenterik pleksusun motor ndronlari ile baglantiya sahiptir ve
bagirsak liimenine sekresyonda rol oynar. Bu iki pleksus arasindaki sayisiz baglantilar ile

bagirsak diiz kaslari, kan damarlari, villus ve ¢esitli bezler innerve edilir (51, 52).
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Sekil 2. Gastrointestinal sistem histolojisi (53)

2.8.6 Interstisyel Cajal Hiicreleri (Interstitial cell of Cajal, ICC)

1893°de Ispanyol sinir bilimci Santiago Ramon y Cajal gastrointestinal kanal sinirleri
ile diiz kas hiicreleri arasindaki ICC hiicrelerini tanimlayan ilk bilim insanidir. Bu hiicrelere
dokular arasindaki yerlesimlerinden dolayr “dokular arasinda bulunan” anlamma gelen
interstisyel (interstitial) denilmistir (54). GI kanaldaki miyenterik ve submukozal pleksuslar
arasindaki iliskiyi ICC’ler saglar. ICC’ler GI kanal duvarinda noronal iletimi saglayan yavas
dalga akimlar1 {ireten pacemaker hiicreleridir ve GI kanalin otonom hareketleri agisindan
onemlidir (55). ICC’ler kendi aralarinda veya diiz kaslar ile kanca ve soket benzeri yapilar
veya gap junctionlar aracilif ile iletisim halindedirler (56, 57). Daha 6nce Cajal hiicrelerinin
noral krest kaynakli, fibroblastik ya da diiz kas kokenli oldugu diistiniilmekteydi (58).
Kus ve farelerdeki kimerik gelisim modelleri {izerinde yapilan caligmalarda hem Cajal
hiicrelerinin hem de diiz kas hiicrelerinin progenitér mezenkimal kok hiicreden farkli yonlere
diferansiyasyonla olustugu belirtilmistir. Cajal hiicre diferansiyasyonunun enterik néronlardan
bagimsiz olarak gerceklestigi, daha sonra anatomik ve fonksiyonal olarak bu hiicrelerle iligki
kurduklar1 bildirilmistir(59, 60, 61).

Mezenkimal ICC prekiirsorleri KIT tirozin kinaz reseptorii tasirlar ve
diferansiyasyonlar1 igin sinir yada diiz kas hiicrelerinde bulunan KIT ligandina ihtiyag

duyarlar. Bu ligandin etkisiyle ICC progenitorleri ya myenterik ICC’lere (ICCmy), ya da
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muskuler ICC’lere (ICCmus) farklilasirlar. Sinir ya da diiz kas hiicrelerinin KiT ligandlar: ile
etkilesime giremeyen mezenkimal progenitor hiicreler ise basarisiz bir yol izleyerek KIT (-)
negatif diiz kas hiicrelerine doniisiirler (62, 63).

ICC hiicreleri ¢cok sayida mitokondri, endoplazmik retikulum igerir.ince sitoplazmali,
biiyiikk oval cekirdekli ve dendritik benzeri uzantilari olan igsi hiicrelerdir. ICC’ler tirozin
kinaz reseptdrii olan KIT proteinin eksprese ederler Standard HE boyali kesitlerde dendritik
bir morfolojiye sahip ICC’ler tirozin kinaz reseptorii olan KIT ile immiinhistokimyasal
boyama sonucu kendilerine has elektron mikroskobu goriintiileriyle belirlenir (64, 65).

Bu hiicrelerin varligi GI kanal ile sinirli degildir. Bu hiicreler alt 6zofagustan aniise kadar tim
barsak  boyunca  bulundug gibi  prostatta, penisde, meme bezlerinde ve
uterusda,pankreasda,portal ven gibi kan damarlarinda ve vajinada da bulunabilmektedir (54).
ICC’ler en yogun olarak myenterik pleksuslar ¢evresinde bir ag seklinde, submukozal
Meissner’s pleksus ve 3. pleksusta veya GIK’in duvari boyunca tek tek dagilmislardir (66).
GIST’lerin  orjini tam olarak anlasilmamis olsada ICC’lerin  ve GIST’lerin
immunhistokimyasal ve ultrastriiktiirel oOzellikler agisindan  benzerlikler gostermesi,
GIST’lerin orijininin Cajal hiicreleri oldugunu diisiindiirmektedir. Immunhistokimyasal
acidan GIST’lerin ICC veya onlarin prekiirsorleri olan mezenkimal k&k hiicrelerden
tiirevlendigi ile ilgili kanitlar bulunmaktadir. ICC’ler GIST hiicreleri benzer sekilde CD117,
CD34 ve vimentin ile pozitif boyanirken, desmin ve S-100 ile negatif boyanmaktadir (2, 14,
67).

Omentum ve mezenterdeki primer GIST’ler ile ICC’lerin immiinhistokimyasal agidan
benzerlik gdstermesi ancak bu lokasyonlarda ICC’lerin olmayisi1 da GIST’lerin multipotent
mezenkimal kok hiicrelerden kaynaklandig: diisiincesini arttirmaktadir (16).

GIST tiimérlerindeki kinaz mutasyonlarinin anatomik dagilimi sindirim sisteminin farkli
bolgelerinde kinaz bagimliligi ve biyolojisi agisindan farklilik gosteren ICC populasyonlari
oldugunu diisiindiirmektedir. Ornegin ekzon 9 mutasyonlu GIST’lerin %98’inin ince veya
kalin bagirsaktan kaynaklanmasi, bunun yaninda PDGFRA mutasyonlu GIST lerin %98’inin
mideden kaynaklanmasi buna 6rneke verilebilir (68). Ek olarak hem kinaz mutasyon tipi hem
de anatomik yerlesim GIST’lerde gen ekspresyon profilini etkilemektedir (69, 70). Bu
gozlemler birinde ekzon 11 mutasyonu birinde ekzon 13 mutasyonu olan iki farkli fare modeli
ile desteklenmistir. Her iki modelde 6zofagustan proksimal duedonuma kadar ve kolon ile

rektumda diffiiz hiicreli ICC hiperplazisi tanimlanmis, ancak ince bagirsakta herhangi bir
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hiperplazi belirlenmemistir. Bu nedenle farelerde KI/T mutasyonlar1 ile ICC’ler arasinda

anatomik yerlesim acisindan bir varyasyon oldugu sdylenmektedir (71, 72).

2.9 IMMUNHISTOKIMYA

GISTlerde tam, histolojik smiflama ve tedaviye yon vermek amaciyla
immiinhistokimyadan yararlanilir. Ornegin, KiT (CD117), bu tiimérlerdeki ICC kokenini
desteklerken taniya yardimci olur ve imatinib mezilat(arasirma kodu STI-571; {iriin adi
Gleevec/Glivec; Novartis Pharmaceuticals Corporation) tedavisine iyl yanit verebilecegini
gosterir. CD34, SMA, desmin ve S-100 tiimoriin biyolojik davranisi hakkinda bilgi veren

diferansiasyonunu belirler.

2.9.1 KiT (CD117)

GIST’ler GI kanalda spesifik histolojik karakteristiklere sahip KIT pozitif mezenkimal
(stromal) tiimérler olarak tanimlanmaktadir (73, 74). KIiT proto-onkogen proteini olan
CD117, kok hiicre faktorii (stem cell faktor-SCF) olarak bilinen biiyiime faktorii i¢in veya
mast hiicresi biiyiime faktorii i¢in, transmembran reseptoriidiir ve internal tyrosine kinaz
icerir. KiT, normal ICC’lerde, mast hiicrelerinde, melanositlerde, ve bazi epitel hiicrelerinde
(meme, tiikriik bezi, ter bezi, nefron), fetal endotelyal hiicrelerde ve CD34 pozitif hemopoetik
hiicrelerin bir kisminda eksprese edilir (75).

CD117 (KIT proteini) ’nin siirekli ekpresyonu tiim histolojik varyantlarda ve farkli
bolgelerin iyi huylu ve habis GIST’lerinde (%98-100) izlenir (Sekil 3). CD117 (KIT proteini)
ekspresyonunun siirekli goriiliiyor olmasi, GIST’leri tanimlayan &nemli 6zelliklerden biri
haline gelmistir ve tan1 sirasinda karistirilabilicek diiz kas tiimérleri ve schwannomlarin KIiT
negatif olmasi, tanida altin standart olarak kullanilmasi saglamistir. Tipik immiinhistokimya
boyama parafine gomiilii timdr materyalinden alinan kesitlerle yapilir. GIST hiicrelerinin
cogundaki KIT boyanma, genellikle sitoplazmada giiclii diffiiz boyanma seklinde gériiliir (6).
GIST’lerin olduk¢a az bir kismu (~%2-4) tipik klinikopatolojik ve sitogenetik bulgular
tasimalarina ragmen KIT negatiftir. Bu tiimérler heterojen olup genellikle platelet kokenli
bliylime faktorii-o (platelet derived growth factor-a, PDGFRa) onkojenik mutasyonlari
ierirler ve omentum/peritoneal yiizeyde goriiliirler veya KIiT inaktivasyonunu saglayan

mutasyonlart igerebilirler (68, 76).
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2.9.2 CD34

CD34, hematopoietik progenitdr hiicre antijenidir ve bilinmeyen fonksiyonlu bir
transmembran proteinidir. Biyokimyasal olarak 110 kDa agirhiginda olup genellikle
hematopoetik ve vaskiiler endotelyal hiicrelerle iligkili olan mezenkimal orjinli bir ¢ok
tiimorde pozitiftir. GIST’lerde %60-70 oranindaki kuvvetli yaygimn sitoplazmik CD34
pozitifligi (Sekil 3), bu belirteci GIST tanis1 agisindan hassas ve spesifik yapmaktadir. Ayrica
endotelyal hiicrelerde, fibroblast alt tiplerinde ve bunlarla iliskili neoplazilerde, Kaposi
sarkomu, anjiosarkomlarin %50’sinde CD34 pozitif olabilir (6, 14, 77).

Bazi caligmalarda tiimor yerlesimine gore CD34 ekspresyonunda degisikliklikler
gdzlenmistir. Miettinen ve arkadaslarimin 2000 yilinda 292 GIST olgusu ile yaptiklar:
arastirmada KiT pozitif timérlerin 6zefagus yerlesimlilerinde %100, rektum yerlsimlilerinde
%96, mide yerlesimlilerinde %90, kolon yerlesimlilerinde %635, ince barsak yerlesimlilerinde
%47 oranlarinda CD34 pozitiflik saptamistir (78). CD34 negatif GIST lerin ¢ogu epiteloid
tiptir (17).

2.9.3 SMA, S-100 ve Desmin

Diiz kas aktini (smooth muscle actin, SMA) hiicre motilitesinden sorumlu olan bir
kontraktil proteindir. Diiz kas ve myofibroblastik hiicrelerin tanimlanmasinda yararli bir
markerdir. Normal GI diiz kas hiicrelerinde eksprese olan SMA, diiz kas differansiasyonuna
bagl olarak GIST’lerin %20-40’1nda pozitiftir. En sik ince barsak tiimérlerinde goriiliir (78).

Desmin, DES geni tarafindan kodlanan 53kD’luk tip 3 intermediate filament olup diiz
kas ve cizgili kas hiicrelerinde bulundugu icin primer olarak diiz kas ve iskelet kasi
tiimorlerini tanimlamak igin kullanilmistir. GIST’lerde desmin pozitifligi olduk¢a nadirdir
(79) (Sekil 3). Desmin pozitifligi gercek KIT pozitif GIST olgularinin i¢inde %1-2’si
oraninda verilmektedir (78). GIST’lerde desmin ve S-100 pozitifligi olduk¢a nadir olup
yaklasik olarak %5 civarindadir. SMA pozitifligi ise daha ¢ok ince bagirsak tlimorlerinde
goriiliir (78) (Sekil 3).

Agir caldesmon (heavy caldesmon, h-caldesmon) diiz kas hiicre diferansiasyonu ig¢in
olduk¢a spesifik bir markerdir. Ancak GIST’ler h-caldesmon agisindan pozitiftir (h-
caldesmon igin %80 pozitiflik). GIST’lerdeki h-caldesmon pozitifligi diiz kas

diferansiyasyonu 6zelligini isaret etmektedir (80).
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Rutin klinik uygulamalarda eksprsyon  varyasyonlart agisindan  smurliliklart

bulunmaktadir. Bu nedenlerle bu antijenlerin hig biri diyagnostik agidan spesifik degildir.

Sekil 3. GIST’ lerde 1mmunhlstok1myasal bulgular. A, guc;lu KIT pozitifligi. B, siddetli CD34
pozitifligi. C, Alandaki hiicrelerin yarisinda SMA pozitifligi. D, seyrek desmin pozitifligi (17)

2.9.4 Ki-67

Ki-67’nin prognoz belirlemede kesin sonuglar vermeyen ancak niikleer proliferasyon
ile iligkilendirilmis hiicre dongiisiiniin biiylime ve sentez fazlarinda (G1, G2, ve M) ekprese
edilen, GO fazinda eksprese edilmeyen bir antijendir. Bu antijen hiicre dongiislindeki aktif
hiicreler hakkinda bilgi almay: saglar. Neves ve arkadaslarmin 2009°da 40 GIST olgu serisi
ile yaptiklar1 calismada olgularin %57’ sinde Ki-67 ekspresyonu gézlenmistir (81). Meara ve
arkadaslarinin 2007°de ki calismalarindaki GIST serisinin hepsinde Ki-67 ekpresyonu
bulunmustur (82).

2.10 AYIRICI TANI

Gastrointestinal sistemin mezenkimal tiimorlerinin hepsi stromal timor degildir. GI
kanaldan tiirevlenen mezenkimal tiimorler diiz kas ve ndral neoplazmlar igerir. Diiz kas ve
schwann hiicre tiimorleri GIST’lerde oldugu gibi siklikla igsi hiicreli morfolojiye sahiptir. GI
kanalda leiomiyoma, leiomiyosarkoma, schwannoma ve malign schwannoma olusumu
nadirdir.  Oysa GIST’ler GI kanalin mezenkimal tiimérlerinin en sik karsilasilanidir (83).
Immunhistokimyasal boyalar her ne kadar bu tiir igsi hiicreli tiimérlerin tamisinm1 koymada

yardimet olsa da, CD117 ile pozitif boyanan her tiimore GIST tanis1 koymamak gerekir. KIT
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pozitif bile olsa Glivec’in etki gostermedigi neoplazmlarda da (liposarkomlar,
anjiyosarkomlar, Ewing sarkoma, seminomalar gibi) KIT ekspresyonu gdzlenebilir. Bu
nedenle sindirim kanalindaki, retropeniumdaki veya peritoneal kavitedeki tim KIiT pozitif
igsi hiicreli tiimorlerin GISTolmayabilecegi diisiiniilerek tan1 konmalidir (6, 14, 29).
Inflamatuar fibroid polipler, fibramatozlar, inflamatuar mitofibroblastik tiimérler, soliter
fibroz tiimorler, schwannomalar, leiomiyomalar ve leiomiyosarkomlar, dediferansiye
retroperitoneal liposarkom, malign melanom ve anjiosarkom gibi tiimorler GIST’lerden
ayrilma ihtiyact olan mezenkimal tiimorlerdir ve ayrimlart ¢ok dikkatli bir sekilde
yapilmalidir (31). Bu gibi durumlarda CD117’ye ek olarak ¢esitli antijenik belirtegler de
ayirici tamda yer almaktadir. Immiinhistokimya boyamadan en uygun yararlanom Gi

kanaldaki neoplazmin dogasina uygun belirleme yaparak gergeklesir.

2.10.1 Leiomyom ve leiomyosarkom

Diiz kas timérleri GIST ler kadar GI sistemde gdriilmemelerine ragmen GIST’lerden
ayrimlanmalidir. —Selim ve habis tiim diiz kas tiimorleri, morfolojik ve IHK’sal olarak
GIST’lere benzer. Morfolojik olarak diiz kas tiimorleri daha az hiicresel goriiniir ve bu
hiicreler eozinofilik sitoplazma igerir (85). Ornegin immunhistokimyasal olarak, GIST lerde
CD117 pozitif iken, diiz kas tiimérlerde CD117 negatiftir. Buna benzer sekilde GIST’lerde
CD34 siklikla ekprese edilir, ancak diiz kas tiimorlerinde genellikle CD34 negatif (%10-15"1
CD34 pozitif) boyanir. Desmin ve SMA ekspresyonu ile diiz kas diferansiyasyonu genellikle
leiomiyomalar ve leiomiyosarkomalarda karakteristiktir. GIST lerde SMA eksprese edilirken,
desmin negatifligi karakteristiktir (85). Leiomyosarkomlar ve leiomyomlarda K/T mutasyonu
gostermezler. Leiomyomlarin seliilaritesi az, mitoz diisiik oranda olup; GIST’lere oranla
genglerde daha ¢ok goriiliirler. Leiomyosarkomlar, leiomyomlara goére daha nadirdir ve daha

fazla mitotik aktivite gosterirler (6, 14).

2.10.2 Schwannomlar

Schwannomalar immiinhistokimyasal olarak S-100 pozitif;, SMA,demsin ve CD117
negatiftirler. Ancak bazen CD34 ile boyanabilirler (6). S-100 proteini gibi noral belirteglerin
ekpresyonu hem iyi hem kétii huylu schwannomalarda karakteristiktir. Ancak GIST’lerde S-

100 ekspresyonu genellikle yoktur (85).
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2.10.3 intra-abdominal Fibramatozis

Intra-abdominal fibromatozislerin, bolgesel olarak agresif davranis gdstermelerine
ragmen metastaz yapmamalart GIST’lerden ayirir. Intra-abdominal fibromatozis, CD117
eksprese edebilirler, ancak CD34 daima negatiftir. SMA %75 pozitif, demsin pozitif, S-100
negatif bir timordiir (31, 83).

2.10.4 Inflamatuar Fibroid Polipler
Inflamatuar fibroid poliplerin ayrimlanmasinda da CD34 ve CDI17 o6nemlidir.
Inflamatuar fibroid polipler CD34 eksprese eder ancak CD117 etmezler (83).

2.10.5 Paraganglioma
Epiteloid GIST’lerin paragangliomalara benzemesinin farkindalig1 ile ayirici tamda

CD117 kullanim1 bu problemin asilmasini saglamistir (83).

2.10.6 Metastatik Melanom ve Anjiyosarkom

Gastrointestinal sistemde GIST’lerden baska KiT pozitif tiimdrler metastatik melanom
ve anjiosarkomlardur. Bu tiimdrlerin kendilerine 6zgii histolojik ve immunhistokimyasal
ozellikleri ayirict tanida yardimer olur. Malign melanoma GI kanala metastaz yapma
egilimindedir ve CD117 ekprese eder. Bu nedenle GiSt’lerden ayrilmasi gerekmektedir. Fakat
S-100, HMB-45 ve MelanA ve primer tiimér identifikasyonu ile GIST lerden ayrimi1 yapilir
(83). Anjiosarkomlar KIT ve CD34 pozitifligi gdstermelerinden dolay1 GIST ile
karisabilmektedirler. Aancak bu tiimorlerde var olan CD31 pozitifligi tanida ayrim yapmay1

saglamaktadir (18).

2.10.7 Soliter Fibroz Tumor
Igsi hiicreli tiimdr olan soliter fibroz tiimér CD34 ile pozitif boyanma gosterdiklerinden,

GIST’ler ile ayirici tantya girerler, fakat CD117 ile boyanma gostermezler (14).
2.10.8 Dediferansiye Retroperitoneal Liposarkom

Dediferansiye retroperitoneal liposarkom, barsak duvarma yapisik olabilir ve GIST leri

taklit edebilir. Bu tiimorler CD117 negatiftir ve S-100 pozitiftir (14).
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GIS’de igsi hiicreli tiimérlerin ayirici tamisinda kullanilan immiinhistokimyasal belirtegler

Fletcher ve arkadaglar tarafindan Tablo 1’deki gibi gdsterilmistir (6).

Tablo 1. GIS’ in igsi hiicreli timoérlerinin ayiric tanisi i¢in immiinhistokimyasal sema (6)

Tiimor Grubu ( Cllgllrl; 7 CD34 SMA Desmin S-100
GIST - %60-70 %30-40 Cok nadir %5
Diiz kas timori - %10-15 + + nadir
Schwannom - + - - +
Fibromatozis * nadir + nadir -

*Bir ¢ok yazar fibromatozisi KIT negatif olarak kabul etmesine ragmen, buna karsi c¢ikan
yazarlar da bulunmaktadir.

2.11 PROGNOSTIK FAKTORLER

GIST’lerin biyolojik davranislariyla ilgili birbirinden farkli ve geliskili yaymlardan
anlasildig gibi genelde kotii huylu olarak diisiiniilen bu tiimoér grubunun potansiyel biyolojik
davraniglarini 6nceden tahmin etmenin zordur. Hem makroskobik hem de mikroskobik bir
cok parametre, prognozu belirlemede kullanilmak i¢in Onerilmistir. Bunlar arasinda tiimor
yerlesim yeri, timor ¢api, ¢evre dokuya invazyon, biiyiime paterni, mukozal invazyon, hiicre
tipi, hiicresellik, niikleer pleomorfizm, mitoz sayisi, histolojik tipi, DNA analizi, cerrahi
ameliyatin sinirlari, nekroz, immiinhistokimyasal profili ve proliferasyon antijenleriyle
boyanmasi prognozun tahmininde degerlendirilmistir (16).

Ik klinik sunumda peritoneal veya karaciger metastaz gelistirilmis olmasi kisa
sagkalimi isaret eden kotii bir prognostik faktordiir (86).

Metastatik GIST’li hastalarda medyan sagkalim 20 ay iken, bolgesel rekiirrens olan
hastalarda 9-12 aydir (87). Bunun aksine tesadiifen bulunan kiiclik serozal timorler ise iyi
prognozu isaret ederler (78).

Yerlesime spesifik olarak GIST’ler kiigiik, iyi huylu, tesadiifen kesfedilen nodiiller ve
biiyiik sarkomalar olarak gesitlenebilir. Kii¢iik GIST’lerde mide ve rektum yerlesimlilere gore
kolon ve ince bagirsak yerlesimli sarkomalar daha ilerlemis sarkomalardir. Cogu 6zofagus
yerlesimli mezenkimal tiimoriin iyi huylu leiomiyoma olmasina ragmen, ¢ogu Ozofagus
yerlesimli GIST tan1 kondugu anda ileri evre olmasindan dolayr kétii huylu tiimérlerdir ve

kotii prognoza sahiptir. Ancak tesadiifen bulunan ve kiigiikk (timor ¢apt 3cm’den kiiglik
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olanlar) olan tiimorler tam eksizyondan sonra iyi prognoza sahiptir (15, 88). Kotii huylu
duedonal ve ince bagirsak GIST lerin orani ii¢ olgu serisinde %50-64 arasinda degisir (40, 41,
46). Duadonal tiimoérler i¢in kotii huy potansiyelini isaret eden faktorler timoér ¢apinin
4.5cm’den fazla olmas1 , mitoz sayisinin 2’den fazla olmasi (50 BBA’da) ve koagiilatif nekroz
istatistiksel olarak anlamli kotii prognostik faktorlerdir. Kolonik GIST’ler nadir olmakla
birlikte iyi huylularin kétii huylu GIST’lere orami 2’dir. Omentum kaynakli GIST’ler
mezenter kaynakli olanlara gore daha agresiftir (88). Rektum yerlesimli GIST lerde ise capi
2cm’den kiigiik ve 50 BBA’daki mitoz sayis1 5’in altinda olanlar iyi huylu davranis sergiler.
Ancak tiimdr ¢ap1 Secm’den biiyiik ve SO0BBA’daki mitoz sayis1 da 5’den fazla olan rektum
GIST’lerinin biiyiik cogunlugu kotii huylu bir davranis sergiler (36). GIST'ler bu nedenle,
lokalizasyonlarina gore gruplandirilmaktadir.

Baz1 caligmalarda diisiik hiicresellik istenilen bir prognostik faktér olarak karsimiza
cikar. Ancak bu parametreyi standardize etmek ve olgulara uygulamak zordur. Genellikle
GIST’lerde niikleer atipi gdze carpmadig1 igin énemi belirsizdir. Ozellikle kiigiik GIST lerde
diiz kas lifleri ile demetleri arasina invazyon karakteristik bir biiylime paternidir. Ancak
bunun prognostik acidan bir 6nemi bulunmamuistir.

Mukozal invazyon nadirdir. Ancak bazi yerlesim yerlerindeli GIST’lerin ayirici

ozelligidir. Mukozal invazyon ¢ogunlukla kotii huylu tiimorlerde goriilmiis. Ancak nadir
olmas1 bu parametrenin prognoz agisindan kullanimini sinirlamaktadir (88).
Iyi huylu diye tanimlanabilen bir tiimdr tahmin edilenin aksine kétii huylu olabilir. GIST leri
rekiirrens ve metastaz potansiyelinin tahminine gore iyi huylu ve kotii huylu seklinde ayirmak
icin bir ¢ok parametre Onerilmistir. Ancak cesitli ¢alismalarda tiimoér boyutunun metastaz
riskini tahmin etmede bagimsiz bir belirleyici oldugu sonucuna varilmistir (40, 89).

Bazi c¢alismalarda da kotii prognozlu olgularda mitozun >5/50 HPF oldugu
belirtilmektedir (40). Mitotik aktivitenin yogunlugunun ve tiimoér boyutunun maliniteyle
iligkili oldugu diisiincesini kabul eden nitelikte de ¢esitli caligmalar bulunmaktadir (14, 45,
78, 90, 91, 92, 93). Bu nedenle bu konuda ileri gelen bilim adamlar1 50 HPF deki mitoz sayis1
ve tiimdr boyutu esas almarak GIST leri iyi ve kotii huylu diye ayrimlamak yerine ¢ok diisiik,
diisiik, orta ve yiiksek riskli diye smiflamanin dogru olacagi yoniinde karar aldilar. Bu
yaklasim Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii'nce (National Institute of Health)de Nisan
2001°de kabul edilmistir. Fletcher ve arkadaslart Nisan 2002’de GIST’leri 4 gruba ayiran
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(¢ok diisiik risk, disiik risk, intermedier risk, yiiksek risk) bu risk kategorizasyon tablosunu

yaymlamislardir (6) (Tablo 2.)

Tablo 2. Fletcher ve ark.,tliimor ¢ap1 ve mitoz sayisina gore hazirladigi risk siniflamasi

tablosu (4)

Risk Grubu Timor Capi Mitotik oran (S0BBA)
Cok diisiik risk <2cm <5/50BBA
Diisiik Risk 2-5cm <5/50BBA
Intermediyer Risk <Scm 6-10/50BBA
5-10cm <5/50BBA
Yiiksek Risk >5cm >5/50BBA
>10cm Herhangi bir mitotik oran
Herhangi bir boyut >10/50BBA

M.D. Anderson Kanser Merkezi’nde (M.D. Anderson Cancer Center, MDACC) yapilan
bir ¢alismaya gore tiimdr biiyiikliigi Scm’den kiiciik olan GiST’lerde medyan hastaliksiz
sagkalim 36 ay; tiimdr boyutu Scm ile 10cm arasinda olan GIST’lerde 19 ay; tiimor boyutu
10cm’den biiyiik olan tiimdrlerde ise 17 ay olarak bulunmustur (94).

Yiiksek Ki-67 indeksi ve yiiksek Bcl-2, p53, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (vasculer
endothelial growt factor, VEGF), p16 ™  ve c-Myc proteinlerinin ekpresyonu siklikla kotii
prognozla iliskilendirilen durumlardir (90, 95, 96, 97).

2.12 GASTROINTESTINAL STROMAL TUMORLERIN BiYOLOJiSi

2.12.1 KIiT Reseptor Tirozin Kinaz (K6k hiicre faktor reseptorii)

Kanser hiicre dongiisii progresyonu (hiicre bdliinmesi), hiicre biiyiimesi (hiicresel
agirlik) ve diger yandan da programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) hizlar1 arasindaki dengenin
kaybindan ileri gelir. Bu konuda hiicre sinyal transdiiksiyon yolaklarindaki anormalliklerin

hem bu dengenin korunmasinda hem de malign transformasyonda hayati rol oynadigi
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bilinmektedir (98). Hiicresel diizeni saglayan sinyal molekiili gruplarinin iginde tirozin
kinazlar en 6nemli molekiillerdendir (99).

KIT geni, PDGFR-a ve PDGFR-B, koloni stimiile edici faktor reseptorii-1(CSFIR) ve
FMS iliskili reseptor tirozin kinaz 3 (FLT3) proteinleri ile ayn1 reseptor tirozin kinaz ailesinde
olan ve bu proteinlerle yapisal homoloji gosteren 145 kDa’luk tip 3 reseptor tirozin kinaz
kodlar. Reseptor tirozin kinaz proteinin tiim {iyeleri ayni topolojiye sahiptir. Ekstraseliiler
ligand baglanma alt birimi, transmembran bir segment ve sitoplazmik kinaz altbirimi igerirler.
Tip 3 reseptor tirozin kinaz ailesinin tiiyeleri ise temel olarak bes tane ekstraseliiler
immiinglobulin benzeri tekrarlardan olusan altbirim ve ATP baglanma ve kinaz altbiriminin
fosfotransferaz bolgeleri ile ayrilan kinaz altbiriminden olusur (Sekil 4). KIT fonksiyonu ICC
gelisiminde kritik bir 6neme sahiptir. Ayrica hematopoetik progenitor hiicreleri,mast hiicreleri
ve germ hiicrelerinin gelisiminde de 6nemlidir (100, 101) .

Yabanil tip KIT’in fizyolojik aktivasyonu ligand1 olan kok hiicre faktdrii (stem cell
factor, SCF) ile baglanmasi sonucu olusan KIT dimerizasyonu, kinaz aktivasyonu, tirozin
capraz fosforilasyonu ile gergeklesir (102). Bu olaylar serisi proliferasyon, apoptoz, adezyon
ve ICC gibi bazi hiicrelerin diferansiyasyonunda onemli olan hiicre i¢i sinyal kaskadini
aktiflestirir (103).

Bazi fare modellerinde KIiT proteinin fonksiyonel bozuklugu, fonksiyonel ICC
yoklugunu ve sindirim sisteminde peristalsis yoklugu ile sonu¢lanmistir. KiT’in siirekli aktif
olmasin1 saglayan mutasyonlarda mastositoz ve GIST patogenezi ile iliskilendirilmistir (103).
KIT aktivasyonunun normal mekanizmalari, siirekli reseptér aktivasyonuna sebep olan

onkojenik mutasyonlar ile tersine donebilir (7).
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Ligand badlanma alt birimi

Dimerizasyona katilan birim

11

Fonksiyonu bilinmeyen birim

Jukstamembran bdlgesi

Birinci katalitik alt birim

fkinci katalitik alt birim

Kuyruk

Sekil 4. KiT reseptor tirozin kinaz yapisi (104 numarali kaynaktan modifiye edilmistir.)

2.12.2 KIiT Ligand1 (KL) SCF

SCF insanda 12q22-12q24 bolgesindeki 9 ekzon tarafindan glikoprotein yapili bir
sitokindir ve fibroblast ile endoteliyal hiicreler tarafindan iiretilmektedir. Kok hiicre faktorii;
KIT ligand, mast hiicre biiyiime faktorii, steel faktdr gibi degisik isimlerle kullanilmaktadir
(105).

Hem membrana bagli (membrane bound SCF, mSCF) hem de ¢oziiniir (soluble SCF,
sSCF) formlar1 bulunmaktadir (Sekil 5). Birinci SCF izoformu membranda ekprese edilen ve

45kDa, 248 aminoasitten (aa) olusan bir glikoproteindir (SCE**®

). Bu izoformun igerdigi
6.ekzondan proteolitik kesim ile 31kDa, 163 aa’lik bir protein olusturulur. Ekzon 6 tarafindan

kodlanan kesim yeri 163—166 rezidiileri arasindaki Val-Ala—Ala—Ser bolgesidir (106).
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Sekil 5. Farkli SCF fromlarinin olusumu. Alternatif mRNA splicing ile ekzon 6’nin silinmesi
veya proteine dahil edilmesi iki farkli SCF izoformunun olusmasina neden olur (220 ve 248
aa’lik). SCF248’in hizli proteolitik kesimi solusyon i¢inde dimerler olusturan c¢oziiniir
SCF’ler olusturur. Ekzon 7 tarafindan kodlanan ikinci kesim yeriSCF220’den daha yavas
¢Oziinlir SCF salinmasini yonetir. Membran bagli SCF’ler fonksiyonlari i¢in 6nemli olan

dimer yapilarini olustururlar (107).

Ikinci izoform alternatif splicing mekanizmalar1 sonucu ekzon 6’min kesimi ile
membrana bagl kalan 32kDa, 220aa’lik formudur (SCF?*°). Fakat ikinci izoformdan da
¢oziiniir form elde edilir. SCF?*” dende ekzon 7 bolgesinden kesim sonucu ¢oziiniir form

elde edilir (108).

12q22-12g24
Nukleus
Hiicre

membram
SCF prekirsér

)"

3CF

Proteclitik yikim

c-kit ™ -
h\\g APOPTOZ
SAGKALIM
PROLIFERASYON

Mukleus
Hiicre
membrani

Sekil 6. SCF ve KIT baglanmasi.
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2.12.3 KiT ve SCF Aracih Sinyal Tetimi

Normal KIT aktivasyonunda KiT ligandi olan SCF homodimerlerinin (stem cell factor,
SCF) reseptore baglanmasi ile reseptdr dimerizasyonu (Sekil 6) ve ardindan insan KIT
proteinin 568, 570, 703, 721, 730, 823, 900 ve 936 numarali tirozin (Tyr, Y) rezidiilerinin
(fare tirozin rezidileri 567, 569, 701, 728, 821, 898 ve 934) hizli bir seckilde
otofosforilasyonunu indiiklenir (Sekil 7). Bu fosforillenen tirozinler Src homoloji 2 (SH2)
sinyaleme proteinlerine baglanirlar. SH2 proteinleri, Src proteininde ve diger intraseliiler
sinyal iletim proteinlerinde bulunan, proteinin yolunu bulmasini ve diger proteinler iizerindeki
fosforillenen tirozinlerin taninmasini saglayan protein alt birimidir. Bu sekilde SH2
proteinleri bir ¢cok sinyalleme proteinine [Fosfotidil inozitol 3’kinaz (PI-3 kinaz), She, PLCy ,
Vav, Grb2 , Shp-1 ve Shp-2 ve Src ailesi kinazlar1 gibi] bir kenetlenme istasyonu (docking
station) olarak gorev yapar (106, 109).

Signal sequence ]

Extracellular
component
With 5 lg-like
domains

506

\ )

Transmembrane seg t _\_
Lo h ot L 568 (567)

9 = T

YT 570 (569)

Proximal kinase domain —
B 703 (701)
Kinase insert domain ———— | Tyr 721 (719)
730 (728)

- Tyr 823 (821)
Distal kinase domain

I~ Tyr 900 (898)
= Tyr 936 (934)

C-terminal tail

Sekil 7. KIT proteininde fosforilasyon alanlar1 (106)

Aktif KIT potansiyel olarak gesitli sinyalleme kaskatlarnin baslatildig: sinyalleme
merkezi olarak sunum yapar. Bu nedenle KIT hiicre proliferasyonu, adezyon ve apoptozda

onemli bir yer teskil eder (109) (Sekil 8). Fosforillenen KIT reseptdrii hiicre igi
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proliferasyonu, adezyon, apoptoz, sagkalim ve diferansiyasyon yolaklarini uyarir. Bu yolaklar

RAS/ RAF/ MAPK, PI3-K/ AKT, JAK/STAT, PLC-y ve Src yolaklaridir.

RTK
'any
e
KIT PDGFRA
Membrane Exon @
Cytoplasm Exon 11 M M TN Exon 12
2= (SHP2)Y— —
Exon 13 @130 ~—MK—>—<Gr2) 505)  Exon 14
Exon 17 N ’( '\MS_'__'E:/TH__- ’-/__r Exon 18
— [\ o= s
I AR g =
EmD/ \ GO\ ()
/) S
s ™ e
AK )
& D
> g
) +
\ STATU3> (MEK/EQ_- JNK;SA}\
pp‘?Osrk) \‘pl 6\\/
| Apoptosis \ l /
pop A )/ p
t Proliferation/ | Apopfosis

Sekil 8. KiT ile aktiflenen sinyal ileti yolaklar. (RTK, reseptor tirozin kinaz; Lig, ligand; JM,

jukstamembran alt birimi; TK, tirozin kinaz alt birimi) (110)

2.12.3.1 Fosfotidilinozitol-3-kinaz (PI3K) Yolag:

PI3K diizenleyici altbirim (85 kDa) ve katalitik altbirimden (110 kDa) olusan
heterodimerdir. Diizenleyici altbirim iki tane SH2, bir tane SH3 altbirimi ve bir prolince
zengin altbirim icerir. Bu PI3K’nin 85kDa’luk alt birimi KiT’in fosforillenmis Y-721
rezidiisii ile etkilesir ve fosforilasyon ile BAD(proapoptotik faktér)’in inhibisyonunu ve
dolayistyla hiicre sagkalimini siirdiiren AKT aktivasyonunun yonetir (108). PI3K aym
zamanda kemik iligi kokenli mast hiicrelerinin (bone marrow-derived mast cells, BMMC)
SCF ile indiiklenmis proliferasyonunu yoneten kiiciik guanozin trifosfat (GTP) bagh protein
Rac-1 ve Jun N-terminal kinaz (JNK) yolaklarim1 aktifler (111). Hiicre proliferasyonunda
onemli rolii olan adaptdr proteini crk KIT’in fosforillenmis Y-900 rezidiisiine baglanir ve

PI3K ‘in 85kDa’luk altbirimi ile etkilesimdedir (112).
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2.12.3.2 Src Yolag:

Cogu Src ailesi iiyeleri Src, Tec,Lyn ve Fyn SCF tarafindan indiiklenir.b Src kinaz ailesi
iiyesi (Lyn) KIT e baglanarak PI3K’y1 negatif diizenler. Bu fosforillenmis Y721’in (PI3K nin
baglandigi) asir1 fosforilasyonu ile desteklenir (108).

2.12.3.3 Ras/ Raf/MAP Kinaz Yolag:

Ras/ Rat/MAP kinaz yolag1 bir ¢ok biiyiime faktorii ile aktiflenen bir yolaktir. Kisaca
aktiflenmis reseptoriin  fosforillenmis tirozin rezidiileri reseptor kompleksle ¢oklu SH2
tastyic1 proteinleri toplar. Bu proteinlere 6rnek verecek olursak: Biiylime faktor reseptorii
bagl protein-2 (growth factor receptor bound protein-2, Grb2), SH2 tasiyan transforme edici
protein C1 (Shc) ve SH2 tasiyan fosfataz-2 (SHP2). Grb2 KiT’in fosforillenmis Y703 ve
Y936’ya baglanan adaptor proteinidir. Bu kiiciik G protein Ras ile etkilesimde olan ve
aktifleyen kompleks olusumunu saglayan guanin niikleotidi degisim faktorii (son of sevenless
protein, sos) ile etkilesim i¢indedir. Bu Raf-1’in ve son olarak MAP kinazlar p38, ERK1/2,
JNK’nin aktivasyonunu saglar. Shc jukstamembrandaki foaforillenmis Y568 ve Y570
rezidiileriyle etkilesir. Aktiflenmis KIT reseptor kompleksi ile etkilesimden sonra bu tirozin
kinaz rezidiilerini fosforiller, rezidiiler Grb2 ile etkilesime girer. SCF 145kDa’luk fosfotirozil
proteini ile etkilesimi indiikler. Shp-2 fosforillenmis Y568 ile etkilesime girer ve Shp-1 Y570

ile etkilesime girer. Her ikiside negatif KiT sinyal transdiiksiyonunda énemli rol oynar (108).

2.12.3.4 JAK/STAT Yolag:

SCF Janus kinaz(JAK) / Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivator (Signal
Transducers and Activators of Transcription, STAT) yolaklarmin aktivasyonunu indiikler.
STAT ailesinin tanimlanmis yedi iliyesi bulunmaktadir. STAT 5’in a ve b seklinde
isimlendirilen iki izoformuyla birlikte STAT1-6 olarak numaralandirilmistir. SCF baglanmasi
KIT ile JAK2 nin iliski kurmasimni ve STAT10, 3, 5a ve 5b’nin fosforilasyonunu y&netir(108).
SCF indiiklenmis JAK/STAT aktivasyonunun fetal karacigerde hematopoetik progenitor

hiicre proliferasyonunda ve diferansiyasyonunda énemli oldugu diisiiniiliir (113).
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2.12.3.5 Fosfolipaz C-y (The phospholipase C-y, PLC-y) Yolag:

PLC-y aracili sinyalleme diferansiyasyon, bdliinme, adezyon, sagkalim ve immiin cevap
gibi bir takim hiicre fonksiyonlarinda yer almaktadir. PLC-y KiT’in fosforillenmis Y730
rezidiisii ile etkilesime girer(108).

Onkolojenik KIT sinyalleme yolaklarinin aydinlatilmasi KIT inhibitdr sagaltimlarina
kars1 direngli GIST lerin s6z konusu olmasindan dolay: klinik agidan oldukca dnemlidir. Bu
nedenle dnemli sinyal proteinlerinin aydinlatilmasi daha etkin olabilecek alternatif terapotik

hedeflerin bulunmasi agisindan 6nemlidir.

2.13 ONKOJENIK KIT MUTASYONLARI

1998°de KIT genindeki aktivasyon mutasyonlarinin (7) ve 2003’de PDGFRa genindeki
mutasyonlarm tanimlanmasindan (114, 115) sonra GIST lerde mutasyonlar iizerine ¢alismalar
devam etmistir (116, 117, 118). GIST’lerin %65-80’inde KIT geninde aktivasyon
mutasyonlar1 tanimlanmustir (17, 118, 119, 120). GIST’lerde tanimlanan KIT geni mutasyon
oranlar1 degismektedir. Bu mutasyonlarin belirlenmesinde sorun yaratan eski arsiv
materyallerinde degrade DNA veya farklt mutasyon saptama yontemlerinin kullanilmasindan
ileri gelmektedir (121). KIT mutasyonlarina genellikle ekzon 11 bélgesinde delesyon ile nokta
mutasyonlar1 seklinde rastlanmaktadir. Ekzon 11’in disinda ekzon 9 (%5-18), ekzon 13 ve

17°de de (%1.5-4.5) mutasyonlar goriilmektedir (118, 120, 122, 123) (Sekil 9).

Hiicre disi &~ Ekzon 8 (Ekstraseliler althirimi)
Hiicre membrani

Sitoplazma I 4= Ekzon 11 (Transmembran altbirimi)

. A EkzO11 13 (Tirozin kinaz altbirimi 1)

Sekil 9. KIT geni mutasyon bélgeleri (Ekzon 9, 11, 13 ve 17)
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2.13.1 Ekzon 11 Bélgesi (Transmembran alt birimi)

KIT geni ekzon 11 bélgesi KIT kinazin otoinhibisyonunu saglar. Ekzon 11 bdlgesindeki
mutasyonlar KIT kinazin otoinhibisyonunun yok olmasini saglar. KIT ekzon 11
mutasyonlarinin %60°1 33 kodon barindiran (550-582) ekzon 11°de gerceklesmektedir ve
delesyon, substitiisyon, insersiyon seklinde pek ¢ok mutasyon tanimlanmistir (124). Hirota ve
arkadaslarinin 1998 yilinda yayinladigi ve GIST’lerde bir doniim noktasi olarak kabul edilen
makalalerinde GIST’lerin sadece KIT eksprese etmedigi ayn1 zamanda jukstamembran alt
biriminde mutayon igerdigi raporlanmistir (7). Bu ¢alismada degerlendirilen 6 tiimorden 5°1
ekzon 11 mutasyonu igeriyordu. Dordii ¢erceve ici delesyonlar, besinciside tek aa degisimine
neden olan tek nokta mutasyonudur. Mutant KIT izoformlar siirekli kinaz aktivitesi igerirler.
Bu sonuglar onkojenik KiT aktivasyonunun GIST yerlesimi ve sagalttminda énemli bir rol
oynadigini  gdstermistir. KIT’in jukstamembran bolgesi SCF yoklugunda reseptdr
dimerizasyonunun inhibisyon islevini goriir. KI/T’in cerceve i¢i delesyonlarnin,
insersiyonlarin ve nokta mutasyonlarmin gosterildigi K/7”in mutagenez ¢alismalarinda bu alt
birimin bu fonksiyonunun bozuldugunun ve ligand bagimsiz reseptér dimerizasyonu

gosterilmistir (125, 126, 127).

Raporlanan ekzon 11 mutasyon ylizdesi alian tiimor dokusu ornegine (dondurulmus
veya formalinde sabitlenmis) ve kullanilan teknige gore %20-92 arasinda degismislerdir (7,
17, 68,116,118, 128, 129, 130, 131) .

GIST’lerde en sik karsilasilan ekzon 11 mutasyonlar1 delesyonlaridir. Bu delesyonlar 3
ile 30 arasinda bazen daha fazla sayida niikleotit kaybina neden olmaktadir. Delesyonlar
yapisal olarak heterojen gruplar olustursalarda, genellikle ekzon 11°in 5 ucunda 1669-1704
(Lys550-Glu561) arasinda kiimelenmislerdir. 3’ ucta en sik karsilagilan mutasyon ise 1755-
1759delGAT (Asp579del) olarak tanimlanmistir (116, 118, 128, 132, 133, 134). Ekzon 11°de
en yaygin olarak gdzlenen mutasyon delWK557-558 (%8-25) ‘dir. KIT geni 5’ucunda yer
alan farkl1 boyutlardaki delesyonlar KI7T intron 10-ekzon 11 kesim noktasini (splice-acceptor
site) etkileyebilmektedir. Bu delesyonlar yeni bir intrackzonik pre-mRNA 3’kesim akseptor
noktasi (splice acceptor site) olusturur ve siklikla protein diizeyinde Lys550-Lys558del olusur
(135, 136). Bunun gibi KIT ekzon 11 delesyonlar: siirekli KIT aktivasyonu olustururlar.
Ekzon 11°de en sik karsilagilan ikinci mutasyon ¢esidi nokta mutasyonlaridir. Yapilan

caligmalar sonucu genellikle 4 kodonda kiimelendikleri saptanmistir. Bunlarda ekzon 11’in 5°
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ucunda olanlar Trp557, Val559, Val560; 3’ucta ise Leu576’dir. En sik gozlenen degisimler
Val559Asp, Val560Asp, Trp557Arg, Val559Ala, Val559Gly, Leu576Pro’dur (116, 118, 128,
132, 133, 134). Bu mutasyonlar siirekli KIiT fosforilasyonu olusturmaktadir. Nadir K77 ekzon
11 mutasyonlarinin biyolojik etkisi bilinmemektedir. Ancak bir in vitro ¢alismada nadir
olarak gozlenen Val559Ile mutasyonunun, Val559Asp mutasyonuna zit olarak, imatinibe
karsi direncli KIiT aktivasyonunu indiikledigi gdsterilmistir. Bu nedenle imatinibin inhibitdr
etkisi ayn1 kodondaki mutasyonlar arasinda degisim gostermektedir (137). Belirlenen ekzon
11 duplikasyonlar1 yapisal olarak heterojendir. Boyutlar1 1-18 kodon arasinda degismektedir.
Genellikle duplikasyonlar ekzon 11’in 3’ucunda yerlesim gostermektedir (138). KIT geni
ekzon 11 bolgesinde insersiyonlar nadirdir. Ancak tanimlanan duplikasyonlarin bir kismi
ekzon 11°’de 558.kodonda gozlenmektedir. Tiim ekzon 11 duplikasyonlar1 yapisal olarak
identiktir. Protein diizeyinde ise Lys558delinsAsnPro’ya yol agan 1694-1695insTCC
goriilmektedir. Bunun yaninda Lys558delinsGInPro ve Lys558delinsAsnGln seklinde iki
varyant1 daha bulunmaktadir. Lys558 AsnPro mutasyonu siirekli KIT fosforilasyonuna neden

olmaktadir (139).

Mutasyonlarin tipi prognozla iliskilendirilmektedir. Delesyonlar, insersiyonlar ve nokta

mutasyonlarina oranla daha agresif davranmaktadir (7, 17, 135, 140, 141, 142, 143).

2.13.2 Ekzon 9 Bolgesi (Ekstraseliiler Alt Birim)

KIT geni ekzon 9 bélgesi KIT proteininin reseptdr-reseptor etkilesiminde rol oynayan
ekstarseliiler alt birimini kodlar. Ekzon 9 mutasyonlu GIST’lerde primer imatinib direnci
olarak tanimlanan durum, bu hastalara imatinib dozunun arttirilmas: ile diizeltilebilir. Ekzon 9
mutasyonlar1 ilk olarak 6 GIST olgusunda Lux ve arkadaslari tarafindan raporlanmistir.
Ala’ ve Tyr’” aminoasitlerinin duplikasyonu ile sonuglanan alti niikleotid insersiyonu
busunmustur. Hirota ve arkadaslari KIT proteininde aktif kinaza sahip GIST alt grubunu
dogrulamiglardir (144). Bu mutasyonun gézlendigi diger olgularda ince bagirsak orjini ile
iligkilendirilmistir (117, 134, 145).

Heinrich ve arkadaslarinin analizedigi 127 kétii huylu GIST olgusunun 23’iinde
(%18.1) ekzon 9 mutasyonu tespit edilmistir. Bunlarin  hepsi AY501-502
duplikasyon/insersiyondur (120). Ancak Heinrich ve arkadaslarinin toplam 322 GIST
olguluk grubunda (140’1 yaymlanmig olgu) ekzon 9 mutasyon orani daha diisiiktiir (%10.2)

(68). Yayinlanan olgularin %951 ince bagirsak ile iligskilendirilmistir. Bu mekanizma tam
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anlamiyla tanimlanamamistir. Fakat hipotezler ekzon 9 mutasyonunun ekstaseliiler alt
birimdeki anti dimerizasyon motifini bozdugu yoniindedir (68).
GIST’lerde KIT geni ekzon 9’da nadir olarak Glu490Gly mutasyonu raporlanmistir.

Ancak bu mutasyonun biyolojik etkisi bilinememektedir (143).

2.13.3 Ekzon 13 Bolgesi (Tirozin Kinaz 1 Alt Birimi- TK1)

KIT proteini tirozin kinaz alt birimi-1, K/T geni ekzon 13 bolgesi tarafindan kodlanir.
Tirozin kinaz alt birimleri fosforilasyonun ve sinyal iletiminin ger¢ceklesmesini saglar.
GIST’lerde primer transmembran alt birimi mutasyonlarmin yaninda kinaz alt birimi
mutasyonlar1 saptanmistir. Bu durumda imatinibin baglanmasinda sorun olusabileceginden
sekonder imatinib direnci s6z konusu olmaktadir.  GIST’lerde ekzon 13’de nokta
mutasyonlar1 tanimlanmistir. Bu bolgede tanimlanan mutasyonlarin ¢ogu protein diizeyinde
Lys642Glu’e yol acan 1945A - G degisimidir (123). Bu K642E nokta mutasyonu ilk kez
Lux ve arkadaglar tarafindan raporlanmistir (146). Daha sonra farkli arastiricilar tarafindan
da analizlenerek onaylanmistir (117, 147). Bu bolgedeki mutasyonlarin yiizdesi 0,8 ile 4,1
arasinda degismekte olup oldukca diisiiktiir. Heinrich ve arkadaslar1 322 GIST olgusunda
(bunlarin 140’1 yayinlanmig olgudur) sadece 4 tane (%]1,2) ekzon 13 mutasyonu
raporlanmistir (68, 120). Bu mutasyonun reseptoriin ligand bagimsiz aktivasyonu ile
sonuc¢landigina yonelik diisiiniilmektedir. Ancak kendiliginden reseptor
homodimerizasyonunun olup olmadig: belli degildir (68).

Bununla birlikte baz1 ¢alismalarda 642.kodonun ¢evresinde bulunan 6 farklit mutasyon
tanimlanmistir.  Bunlar Glu635Lys, Leu641Pro, Val643Ala, Leu647Pro, Met651Val,
Asn655Lys (148, 149, 150, 151)

Lys642Glu ve Asn655Lys mutasyonlarmin siirekli KI7 geni tirozin kinaz

fosforilasyonunu yonettigi ve imatinibe hassas oldugu gosterilmis (138).

2.13.4 Ekzon 17 Bolgesi (Tirozin Kinaz 2 Alt Birimi- TK2)

KIT proteini tirozin kinaz alt birimi-2, KIT geni ekzon 17 bolgesi tarafindan kodlanir.
GIST’lerde KIT geni aktivasyon ilmegi mutasyonlar1 nadirdir. Cogu ekzon 17 mutasyonu
protein diizeyinde Asn822Lys ile sonuglanan 2487T—>A degisimini icermektedir. Rubin ve
arkadaglar1 N822K ve N822H mutasyonlarini birer olguda raporlamislardir. Bununla birlikte
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baz1 olgularda farkli yanlis anlam mutasyonlart da tanimlanmistir. Bunlar Asp816Phe,
Asp816Tyr, Asp820Tyr, Asp820Val, Asn822His, Tyr823Asp (118, 123).

Heinrich ve arkadaslari 322 GIST olgusunda 2 tane (%0,6) N822K mutasyonu
tanimlamislardir (120).

Kinoshita ve arkadaglar1 124 olguda hi¢ ekzon 13 mutasyonuna rastlamamislardir (147).
Ailesel GIST’lerde germline D820Y mutasyonu tanimlanmistir (20). Bununla birlikte bu
mutasyon sporadik GIST’lerde tamimlanmamistir. N822K ve DS820Y mutasyonlari
mekanizmasi belirsiz olmakla birlikte kinaz altbirimini aktifler (20, 120). Bazi ¢aligmalarda
Asya toplumlarinda ekzon 13 ve ekzon 17 mutasyonlarinin az oldugu yoniinde bulgular

sunulmustur (128, 147).

2.13.5 KIT Geni Mutasyonlari ile GIST Teshisi

Bir ¢ok GIST mutasyon durumundan bagimsiz olarak yabamil tip GIST’lerde de KIT
(+)’dir. Bununla birlikte baz1 GIST’ler (<%5) 6zellikle gastrik PDFGRa mutant GIST’ler,
KIT (-) veya zayif pozitif olabilirler. Bu olgularda mutasyon analizi GIST teshisinin

konulmasina yardimci olabilir (152).

2.13.6 KIT Geni Mutasyonlari ile Prognoz Arasindaki liski

KIT negatif tiimérlerde GIST spesifik KIT mutasyon bulgularinin potansiyeli diisiiktiir.
GIST’lerde ekzon 11 mutasyonlarinin prognostik degeri yoniinde tartismalar mevcuttur. Baz
calismalarda KIT mutasyonlari, bilyiik mitotik agidan aktif ve malign hastalik sonucuyla
korele bulunmustur (116, 128).

Bununla birlikte bagka calismalarda KIT mutasyonlarinin GIST lerde sik rastlanan bir
Ozellik oldugu, malign ve klinik olarak belirti vermeyen iyi huylu tiimérlerde de olabilecegi
bulunmus (118, 153).

Daha sonra yapilan ¢alismalarda KIT ekzon 11 mutasyonlarmin klinik sonug ile korele
olabilecegi gosterilmis (154). Ekzon 11 delesyonu olan gastrik GIST’lerde, nokta mutasyonu
olanlara gore daha maligndirler (17). Ayrica Trp557-Lys558delesyonunun varligi malign
davranis ile iliskilidir (143).

Bununla birlikte ince bagirsak KIT ekzon 11 delesyonlar1 nokta mutasyonlarina gore

daha agresiftir (1119, 155).
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Gastrik GIST’lerin  3’KIT  duplikasyonlar1 iyi huylu klinik davrams ile
iligkilendirilmistir.

Ekzon 9 duplikasyonlar1 kotii sonug ile iliskildir (156). KIT ekzon 13 ve 17
mutasyonlart GIST lerde nadirdir. Cok merkezli ¢alismalarda gastrik ekzon 13 mutasyonlari
GIST’ler gastrik ekzon 17 mutasyonu olanlara gére daha agresiftir. Iyi huylu ve kotii huylu
GIST’lerde ve farkli gastrointestinal bélge yerlesimli GIST’lerde KIT mutasyon dagilimi
farklilk gostermektedir. KIT ekzon 11 delesyonlari, delesyon-insersiyonlar1 ve nokta
mutasyonlar1 6zofagustan aniise kadar belirlenmistir (118, 133, 134, 143, 157, 158).

Ekzon 11 mutasyon cesitleri ile hiicre morfolojisi arasinda belirgin bir korelasyon
gdzlenmemektedir. Bununla birlikte KIT ekzon 11 mutasyonlar1 daha ¢ok igsi fenotip
gostermektedir (133). Baz1 gruplar KIT geni ekzon 11 mutasyonlar ile agresif klinik davranis
arasinda iliski oldugunu raporlamislardir (116, 128, 130, 131,159, 160). Bu calismalar
parafin dokudan izole edilen DNA ile tek zincir konformasyon polimorfizmleri ve/veya ekzon
11 amplifikasyonlar1 ile direk sekanslamaya dayansa da gergek mutasyon sikligimi eksik
gosterebilir. Heinrich ve arkadaglar1 1cm’den kiigiik olan ve mitoz goriilmeyen tesadiifen fark
edilmis 13 GIST olgusunun 10’unda (%76,9) farkl1 arastiriclar tarafindan kotii huylu davranis
ile iligskilendirilen ekzon 11 mutasyon tipini belirlemisler. Bu bilgi K/T geni mutasyonlarinin
GIST’in ilk evrelerinde var oldugunu énermektedir (153). Bu diisiince yapilan gozlemlerde
germline ekzon 11 mutasyonlarmin hem insanlarda hem de hayvanlarda GIST’e sebep
oldugunun gésterilmesi ile desteklenmistir. Risk smiflamasi yapilmis 275 GIST olgusunda
(140’1 yayinlamis olgu) diisiik risk grubunda olanlarin %87,1’inde ekzon 11 mutasyonu vardir
(68).

Rubin ve arkadaglar1 ile Wardelman ve arkdaslarinin caligmalarinda da diistik risk
grubunda ekzon 11 mutasyon oranlarinin siklig1 gosterilmis (118, 133).

KIT mutasyonlarimin  %60’1 33 kodon barmdiran (550-582) ekzon 11°de
gerceklesmektedir (124).

Ekzon 11°de insersiyon, substitiisyon ve delesyon seklinde pek ¢ok mutasyon
tanimlanmistir. Ancak en yaygin olant delWKS557-558 (%8-25) ‘dir. Cerahi operasyondan
sonra KIT geni mutasyonlari relaps agisindan prognostik faktdr olarak degerlendirilebilir. KIT
ekzon 11 delesyonlart ve 557-558 kodonlarimi etkileyen delesyonlar GIST hastalar1 igin
bagimsiz kotii prognostik faktor olarak raporlanmig (142, 143, 161).
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Ancak buna zit olarak baska bir ¢calismada ekzon 11’in son kisminmi (552-561) iceren
delesyonlarin, ekzon 11’in ilk kismin1 iceren delesyonlara oranla daha ¢ok malign davranis ile
iliskilendirlmistir. Bu nedenle ekzon 11 mutasyonlarinin relaps riski hala tartismalidir (162,
163). Ekzon 11 delWK 557-558 genellikle mide yerlesimlidir. Fosforillenmede 6nemi olan
ekzon 11 yerlesimli olan 568Tyr ve 570Tyr delesyonlu olgular da genellikle ince bagirsak
yerlesimlidir. Bu yerlesim farkliigi onkojenik KIT geni mutasyonlarmin GiS’in farkl
yerlerinde oldugunu diisiindiirmektedir.DelWKS557-558 mutasyonlar1 n oldugu olgularda
kiiratif sagaltimdan sonraki relaps riski artmistir. DelWKS557-558 ile del568Tyr ve del 557Tyr
PFS ve OS ac¢isindan farklilik géstermemektedir (164).

Yapilan calismalar KIT geni mutasyonlarmin tiimor yerlesimi ile iliskili oldugu
gosterilmis. Ekzon 9 mutasyonu olan olgularin ince bagirsak ve kolon yerlesimli oldugu
raporlanmis (164).

KIT ekzon 9 duplikasyonlar1 bagirsaklarda gozlenir (134) ve ¢ok az mide kokenli
GIST lerde goriiliir (165).

Ekzon 11 mutasyonlarina zit olarak, Heinrich ve arkdaslarmin 275 olguluk GIST
serisinde ekzon 9 mutasyonlarinin kétii huylu tiimorler arasinda (%17,3) , yiiksek riskli (%3)
ve diisiik riskli timdrlere (%2,5) gore daha yiiksek oldugu raporlanmis. Bu mutasyonlarin
goriilmesi ekzon 11 mutasyonlariyla karsilastirldiginda intraseliiler sinyal yolaklarinda
degisim oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle ekzon 9 mutant tiimdrler kalitsal olarak
farkli ve belkide diger GIST’lere gore daha agresiftirler. Teoride GIST’lerin progresyonu KIT
geninde ikincil mutasyonlarin birikmesi ile iliskilidir. Ornegin bir tiimér ekzon 11 mutasyonu
iceriyorsa ve arkasindan ekzon 9 delesyonu kazaniyorsa bu tiimore ek bir biiylime avantaji
saglar. Ancak bu fenomen orneklerde gosterilmemistir (120).

Ekzon 17 mutasyonuna sahip GIST’ler arasinda ince barsak kdkenliler mide kkenlilere
oranla iki kat daha fazla sik rastlanmaktadir. Benzer sekilde ekzon 13 mutasyonu olan
GIST’lerde de bagirsak kokenli olanlar ¢ogunluktadir. KIT ekzon 9, 13 ve 17 mutasyonlari
igsi hiicre morfolojisine sahiptir. Bununla birlikte bu mutasyonlara sahip kotii huylu ince
bagirsak GIST lerinde epiteloid hiicre dzellikleri siklikla raporlanmustir (123).

Ince bagirsak GIiST’lerinde epiteloid morfolojinin malign transformasyon igerdigi

diisiiniilmektedir ve gastrik tiimorlerle esit oldugu diistintilmemelidir (119).
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Bazi raporlar KIT mutasyon cesidi ile cinsiyet ve yas arasinda bir iliski oldugu yéniinedir.
Ancak bu parametreler arasinda bulunan ligkilerle biiyiik populasyon tabanli ¢aligmalarda
karsilagilmamuistir (154).

Yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgilerle K/T geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 bélgelerindeki
mutasyonlar ile GIST kilinikopatolojik &zellikleri ve prognoz arasindaki iliskiler Lsota ve

ark. tarafindan tablo 3’de 0zetlenmistir.

Tablo 3. KIT geni mutasyonlari ile GIST kilinikopatolojik 6zellikleri ve prognoz arasindaki
iliskiler (138

Gen Mutasyon Kilinikopatolojik | Tiimoér Tipi Prognostik
(Protein Ozellikler Deger
Diizeyinde)
Kuvvetli bir sekilde
bagirsak GIST leri ile _ S
KiT iliskilidir (Mutasyon- | Genellikle igsi | bogisak — GIST
Ala502 Tyr503dup o . T lerinde bir prognos-
Ekzon 9 larm  >%90 ince | hiicreli tiimorlerde | . o .
9 S tik degeri yoktur.
bagirsak tiimdrlerinde
tanim lanmistir.)
Trp557 Lys558del Gi  kanalm farkli | . . - O.zelll,kle gastrik
w . Igsi ve epiteloid | GIST’lerde  daha
bolgelerinde olusan | 2~ .. .
Delesyonlar s hiicreli tiimorlerde | fazla malign davra
. . GIST’lerde .
Delesyon—insersiyonlar nig1 isaret eder.
KiT Gastrik GIST’lerde
Ekzon 11 Substitiisyonlar daha az mahgn
davra nis1 isaret
eder.
Genelde s | Gastrik GIST’lerde
. Gastrik  GIST’lerle | 25" 8% | qaha  az malign
Duplikasyonlar T hiicreli tiimorlerde .
iligkilidir. davra nis1 isaret
tanim- lanmustir.
eder.
) GI kanalin farkli Gastrik GIST’lerde
KIT bolge lerinde olusan malign  davramist
Ekzon 13 Lyseeiti GIST’ lerde isaret eder.
tanimlanmustir.
KIiT Bagirsak Prognostik  degeri
Ekzon 17 Asn822Lys GIST’lerinde iki kat yoktur.
on daha yaygindir.

2.14 PDGFRA Mutasyonlari

Yaklasik %10 oraminda KIT geni mutasyonu icermeyen GIiST’lerde PDGFRa
mutasyonlar1 gozlenmektedir. PDGFRa mutasyonlu tiimoérlerin bir¢ogu mide yerlesimli
(165), yiiksek oranda epiteloid fenotip ile iliskili ve CD 117 ile K/T mutant tiimérler kadar
kuvvetli boyanmazlar (166, 167) .
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PDGFRa mutasyonlariyla en sik ekzon 18’de ardindan ekzon 12°de, ekzon 14’de
karsilasiimaktadir (17) (Sekil 10). Bir ¢ok GIST KIT VE PDGFRa mutasyonuna sahiptir ve
karsilikli olarak farkliliklar gostermektedir. K/T mutasyonu igermeyen tiimdrler PDGFRa
acisindan analiz edilmelidir. %10 oraninda GIST olgusu CD117 ekprese etsede mutasyon
icermemektedir. Bazi GIST’ler CD117 agisindan negatiftir ve teshisinde problemler
yasanmaktadir. Fakat bu tiimorler KIT ve PDGFRa mutasyonu icerdigi analizlenebilir ve

GIST tanis1 dogrulanabilir (157, 168, 169) .
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+— Exon 18

Sekil 10. PDGFRa mutasyonlarinin sematik gosterimi. Ekzon 12 jukstamembran altbirimi,

ekzon 14 ve 18 ise tirozin kinaz altbirimleri (121)

2.15 GIST’LERDE SAGALTIM

2.15.1 Primer GIST Cerrahisi

Primer GIST’ler igin tiimdriin eksizyonu standart sagaltimdir(170). Cerrahinin ana
amaci1 timdr riiptiiriine izin vermeden tiimdriin tam rezeksiyondur. GIST’ler ¢ok nadir olarak
lenf nodlarina metastaz yaptiklar1 igin lenfadenektomiye nadiren gerek duyulur. GIST’ler ¢ok
fazla infiltratif olmadiklarindan, cerrahi operasyonda negatif cerrahi sinir elde edilmek zor
degildir. Bu yiizden midede kismi rezeksiyon ya da barsakta segmental rezeksiyon sagaltim
icin yeterli goriilmektedir (170). Malign karakterli tiimdriin tam olarak ¢ikarildig1 olgularda
cerrahi sinirlar mikroskobik olarak negatif olsa bile tliimdr rekiirens olasiligi oldukea ytiksektir

ve ortalama 19 ay i¢inde bu rekiirens gerceklesmektedir. Lokal hastalikta nuks orami %35
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iken, lokal ileri veya yaygin hastalikta tam rezeksiyon sonrasi nuks orant %90°1 bulmaktadir.
Cogunlukla lokal ya da karaciger metastaz1 seklinde goriilebilen niiksler 10-15 yil sonra bile
olusabileceginden, tam rezeksiyonun yapildigi olgular bile takibe alinmaktadir (7, 171).
Rezeksiyon sirasindaki ya da 6ncesindeki tiimor riiptiirii, sagaltim acisindan kotii prognostik
bulgudur. Riiptiire olmus tiimdrii olan olgularda, multifokal peritonyal tiimér pozitifligi
olanlarda, yararlar1 kesin olarak gosterilmemis olsa da adjuvan tedavi uygulanmaktadir (170).
GIST’lerde tiimér cevresindeki organlar radyasyona ¢ok duyarli olduklarindan radyoterapi
secenegi nadiren kullanilmaktadir (170). Eger tiimorler rezeke edilemiyorlarsa, ortalama siirvi

cok kisadir ve 10 ile 20 ay arasinda degisir (7).

2.15.2 Hedefe Yonelik Sagaltimlar

Malign GIST’ler konvansiyonel sitotoksik tedavilere direnclidir. 1999 yilindan itibaren,
sinyal ileti inhibisyonu gibi hedefe yonelik tedaviler, kanserlerin tedavisinde uygulanmaya
baslamistir. GIST’ler hedefe yonelik tedaviler konusunda iyi bir 6rnektir. GIST’lerin
molekiiler yapisinin aydinlatilmasi ve KIT mutasyonunlarmin belirlenmesiyle, baslangigta
Ber-Abl blokajint hedefleyerek kronik myelositik 16semi (KML) tedavisinde kullanilan
tirozin  kinaz  inhibitéri =~ STI-571  (Imatinib  mezilat —  Gleevec, Glivec
(http://www.novartis.com)) pre-klinik calismalarla GIST’lerde kanser terapisi olarak sinyal

iletiminin inhibisyonu {izerinde denenmeye baslanmistir (Sekil 11).
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Imatinib (STI5T1}

Sekil 11. Imatinib mezilatin kimyasal yapisi (171)

Bu c¢aligmalarda STI-571in sadece KML’e spesifik olmadig1 anlagilmistir. Bu molekiil
hiicre sinyal ileti sisteminde gorevli tirozin kinazlardaki (intraseluler ABL kinaz, KIT
transmembran reseptoru ve PDGFR reseptorleri) ATP baglanma bdlgelerinine baglanarak
KIT otofosforilasyonunu durdurup KiT’e bagimli hiicre proliferasyonu engellenmekte ve

hiicreleri apoptoza gotiirmektedir (7) (Sekil 12, 13).
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. mosilat M

Sekil 12. imatinib ile KiT kinaz etkilesmesi. Imatinibin KiT kinaz alaninin ATP e baglanan

cebine yerlesmesiyle substratin fosforillenmesi 6nlenir ve sinyal iletimi durdurulur.

i Hiicre
Bujiyonenes Hiicre proliferasyonu
safkalim

Sekil 13. KIT reseptorii ve imatinib etkilesmesi ile sinyal iletimi. Imatinib inhibisyonu ile
azalan hiicre proliferasyonu, sagkalimi ve anjiyogenezi (172 numarali kaynaktan modifiye

edilmistir.)

2000 subatinda, Finlandiya’da ilk GIST hastasina tedavi verilip basarili olmasinin
ardindan; 2000 temmuz ayinda Novartis sponsorlugunda faz-2 ¢ok merkezli c¢aligmalar
baglatildi. 2002 Subat ayinda, Amerika Birlesik Devletleri “Food and Drug Administration
(FDA)” tarafindan onaylanan STI-571 (Imatinib mesylate — Glivec), CD117 pozitif, rezeke
edilemeyen ve/veya metastatik habis GIST’lerin tedavisinde cerrahi oncesinde veya
sonrasinda kullanilmaya basland1 (173). Tiirkiye’de ise Imatinibin GIST’lerde kullanimi igin
7 Ocak 2003 tarihinde Saglik Bakanligi tarafindan ruhsat verilmistir. Imatinib, GIST

tedavisinde mikroskobik metastatik hastaligin da tedavi edilecegi ve sagaltim olasiliginin
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arttirtlacagl yoniinde etkili, toksisitesi az ve oral kullanimi kolay uygulanan bir ila¢ haline

gelmistir.

2.15.3 GIST sagaltiminda tiimér cevabinin belirlenmesi
GIST’lerde sagaltimdan alinan tiimdr cevabi x-1ginlar1, bilgisayarli tomografi ve
manyetik rezonans goriintiileme ile dlciilerek belirlenir. RECIST (Response evaluation
Criteria in Solid Tumor) olarak bilinen degerlendirmede tiimoriin en uzun ¢api dlgiilerek
tiimor boyutu degsiklikleri tizerinden yanit belirlemesi yapilir.Buna gore tiimor cevail tam
yanit, parsiyel yanit, progresif hastalik ve stabil hastalik olarak 4 sekilde tanimlanir (174).
e Tam yanit (TY) : Tiim lezyonlarin yok olmas1 seklinde tanimlanur.
e Parsiyel yanit (PY): Lezyon ¢apinda (lezyonlarin ¢aplarinin ortalamalarinda) %30
azalma.
e  Progresif hastalik (PH) : Lezyon ¢apinin (lezyonlarin ¢aplarinin ortalamalarinda) % 20
oraninda artma

e  Stabil hastalik (SH): Tiimor capinda degisiklik olmadig: seklinde tanimlanir

2.15.4 KIT Geni Mutasyonlari ile Imatinib Cevab1 Arasindaki iliski

Bir ¢ok hasta imatinib tedavisinden etkin yarar1 gérmiistiir. Bununla birlikte, farkl
tirozin kinaz mutasyonlarinin imatinib tedavisine yanitlar1 da farklidir. Tablo 4°de farkli KIT
mutantlarinin in vitro ortamda imatinib hassasiyeti ve imatinib sagaltimina cevaplari

Ozetlenmistir.
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Tablo 4. Farkli K/T mutasyonlarinin in vitro ortamda imatinibe hassasiyeti ve imatinib
sagaltimina cevabi (138)

Gen Primer KIT mutasyonu Imatinib mezilat hassasiyeti
In vitro ortamda imatinibe kars: hassas.
EORT faz 3 ¢alismasinda %5’inde tam remisyon,
KiT %29’unda kismi yanit, %47’sinde stabil hastalik,
Ekzon 9 Ala502-Tyr503dup %17’sinde progrgsif hastalik raporlanmistir.
Yiiksek doz rejiminde artmis progresyonsuz
sagkalim.
Cogu mutant in vitro ortamda imatinibe kars1
hassas.
Delesyon/de]eSyon_insersiyon Nadir Val559Ile mutasyonu in vitro ortamda
KIT Subsitiisyon imatinibe kars1 direncli.
Ekzon 11 Duplikasyon EORT faz 3 ¢alismasinda: %6’sinda tam remisyon,
%61’inde kismi yanit, ‘25’inde stabil hastalik,
%3’tinde progresif hastalik raporlanmustir.
In vitro ortamda imatinibe hassas.
KiT Ly 2Tl Dokuz olguda kismi yanit ve stabil hastalik
Glu635Lys
Ekzon 13 raporlanmistir.
Asn822Lys ve Asn822His in vitro ortamda
Asp820Tyr imatinibe hassas.
KiT Asn822Lys Kismi yanit Asn820Tyr, Asn822Lys, Asn822His
Ekzon 17 Asn822His iceren dort mutantta kismi yanit raporlanmustir.
Asn822Lys mutantinda primer direng
raporlanmistir.

Klinik gdzlemlerde KIT ekzon 11°deki mutasyonlarinin, KIT-WT ya da KIT ekzon 9
mutasyonlarina gore, imatinib tedavisine ¢ok daha iyi yanit verdikleri gozlenmistir. Bu
nedenle benzer terapotik sonuglar1 elde etmek i¢in KI/T ekzon 9 mutantlarinda daha yiiksek
imatinib mezilat dozunun kullanimi gerekebilir (175). Hastalarin yaklasik %10 kadarinda KIT
ya da PDGFRA mutasyonlarindan herhangi biri yoktur ve bu hastalarin imatinib tedavisine
yanitlar1 ise ancak %32 olarak bulunmustur (176).

Imatinib direnci primer ve sekonder olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Primer direng
imatinib tedavisine hi¢ yanit vermeyen veya tedavinin ilk 6 ayinda progresyon gosteren
olgular i¢in kullanilmaktadir. EORTC c¢alismasinda primer direng, hastalarin %12’sinde rapor
edilmistir (177).

Sekonder diren¢ ise, en azindan ilk 6 ay tedaviye yanit veren ancak daha sonra
hastaligin progresyon gostermesi seklinde tanimlamaktadir. Bu duruma genellikle sonradan

kazanilmis sekonder K/T ya da PDGFRA mutasyonlari neden olmaktadir. Yapisal olarak ¢ogu
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ikincil KIT mutasyonlar1 KIT ekzon 13 ve 14, ekzon 15, 16 ve 17°de gerceklesen nokta
mutasyonlandir (177, 178, 179, 180, 181).

Imatinib tedavisine direngli ya da imatinibi tolere edemeyen hastalar igin ikinci sira
tirozin kinaz inhibitor sagaltimi olarak sunulan SU11248 (sunitinib malat, Pfizer),de multipl
tirozin kinaz inhibitoriidiir (KIT, PDGFR, vaskiiler endoteliyal bilyiime faktor reseptdrleri,
FLT3 veRET reseptor tirozin kinazlari) ve 2006 yilinda FDA onay1 almistir (182).

2.16 KIT MUTASYONLARI VE BiREYSELLESTIRILMIS TIP YAKLASIMI
Tiimoriin tam rezeksiyonundan sonra rekiirrens riski, tiimoriin yerlesimine, boyutuna,
biyolojik agresifligine ve genotipine baglidir. Bu faktorlere en uygun risk smiflamasinin
kullanilmasiyla gereken sagaltim tercihi yapilabilir. Hastaya kullanilacakoptimum imatinib
dozunu ve genotipe en uygun ilag cesidi segimini yapabiliriz. Ornegin KIT ekzon 9
mutasyonlu hastalar eger tolere edebiliyorsa yiiksek doz imatinib sagaltimi almali veya KIT
mutasyonu olmayan olgular sunitinib ile sagaltima baslamali. Bu sekilde farmakogenetik-
genomik temelli bireye 0zgli sagaltim plan1 hastaya, hekime ve iilke ekonomisine olan
avantajlarindan Otiirii basta onkoloji olmak iizere bir ¢cok alanda yaygin bir hale gelmektedir.
Bu uygulamalar hekime deneme-yanilma (trial and error) yaklasimindan uzaklasarak daha net
sagaltim planlar1 yapmasini saglar. Hastaya, maksimum en iyi ila¢ cevabinin alinabilecegi,
toksik etkinin en aza indirgendigi sagaltim planlar1 ile zaman-nakit kayb1 yaganmadan daha
iyi ve daha erken ila¢ yamiti alinmasi imkanini sunar. Ise yaramayan ilaglarin iilke
ekonomisinde olusturdugu acik, prognostik-prediktif acidan 6nem igeren farmakogenetik
testler temelli bireye 6zgii sagaltimlarla biraz olsun kapanabilecektir. Konuyla ilgili herkese
avantaj sunan farmakogenetik testlerin kullanilabilirligi her gegen giin artmaktadir. Bu amagla
hastaliga 0zgii prognostik, prediktif, diyagnostik temelli farmakogenetik testlerin

gelistirilmesi igin biyobelirteg g¢alismalari hizla stirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 ARASTIRMANIN TiPi

Bu caligma tanimlayici bir aragtirmadir.

3.2 ARASTIRMANIN YERI VE ZAMANI

Timor dokusu orneklerinin parafin bloklarindan, molekiiler ¢alismaya uygun olacak
sekilde kesitlerin alinmasi islemi DEU Tip Fakiiltesi Patoloji ABD’da, tiimoér dokusu
materyalinin alinmasindan sonraki tiim molekiiler ¢aligmalar DEU Onkoloji Enstitiisii Temel
Onkoloji ABD Laboratuarlarinda yapilmigtir. Tiim bu islemler tez 6nerisi ve etik kurul onay1
alindiktan sonra yasal yiiksek lisans egitim siiresi i¢inde yapilmistir (2009-2011 yillar

arasinda).

3.3 ARASTIRMANIN EVRENI VE ORNEKLEMI/CALISMA GRUPLARI

Bu aragtirmanin evrenini 2006-2010 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Patoloji
ABD’da GIST tamis1 almis ve Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Onkoloji ABD’da GIST
sagaltimi alan olgular olusturmaktadir. Olgularin 6rneklem grubuna alinma kriteri ise
olgularin tiimor dokusu 6rneklerinden arsiv materyali yeterli olmasidir. Arsiv materyali yeterli
olmayan dokunun g¢alismaya alinamamasi diglama kriteridir. Ancak evren olarak tanimlanan
olgulardan arsiv materyali yetersiz olan o6rnek olmadig i¢in 6rneklemimiz 2006-2010 yillari
arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Patoloji ABD’da GIST tanisi almis ve Dokuz Eyliil
Universitesi Tibbi Onkoloji ABD’da GIST sagaltimi alan tiim olgulardan (65 GIST olgusu)

olusmaktadir. Calismamizda kontrol grubu bulunmamaktadir.

3.4 CALISMA MATERYALI

Belirlenen kriterlere gére calismaya dahil edilen olgularmn Dokuz Eyliil Universitesi
Patoloji Anabilim Dal1 arsivindeki tiimorii represente eden parafin bloklarindan elde edilen
hematoksilen eozin boyali peperatlardan tiimor yiizdesi degerlendirildikten sonra, timor
dokusu molekiiler ¢alisma igin yeterli olan (>%75) bloklar secilmistir. Segilen olgularin
parafin bloklarindan Temel Onkoloji Anabilim Dali tarafindan saglanan steril 1,5ml hacimli
mikrosantrifiij tiiplerine (Citotest, Ref.no: 34730015S, Cin) ve polilizinli lamlara (Isotherm
objekttrager ca.75 x 25mm/ 3x 1 inch Geputzt/Gebrauchsfertig Positive charged, Almanya) 5

mikronluk kesitler alinmistir.
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3.5 ARASTIRMANIN DEGiSKENLERIi

Klinik ve patolojik degerlendirme kapsamina alinan veriler; olgularin yasi, cinsiyeti,
evresi, timdr yerlesimi, tiimor boyutu olarak en genis ¢ap, immiimhistokimyasal dzelligi KIT
(CD117), CD34, SMA, demsin, S-100, Ki-67, timorde mitoz sayisi, hiicre tipi (igsi, epiteloid,
mikst), risk grubu, patolojik tani tarihi, metastaz durumu, metastaz yerlesimi, kemoterapi
alinip alinmama durumu, kemoterapi alindiysa baslama tarihi, kemoterapi g¢esidi, tedaviye
verilen en iyi yanit , toksisite, progresyon gelisip gelismeme durumu, progresyon goriilmiigse
tarihi, hastanin son izlem durumu ve tarihi, 6liim var ise 6liim tarihi bagimsiz degiskenlerdir.
Olgu tiimér dokularmin molekiiler analizi sonucu elde edilecek bilgiler KIT geni genel
mutasyon durumu, K/T geni ekzon 9 mutasyon durumu ve cesidi, K/T geni ekzon 11
mutasyon durumu ve ¢esidi, K/T geni ekzon 13 mutasyon durumu ve ¢esidi, K/T geni ekzon

17 mutasyon durumu ve ¢esidi ise bagimli degiskenlerdir.

3.6 VERi TOPLAMA ARACLARI
3.6.1 IMMUNHISTOKIMYASAL CALISMA

Tiimor dokular1 tani siirecinde rutin olarak CD117 (KIT proto-onkogeni protein {iriinii),
CD34, SMA (diz kas aktini), desmin, S-100 proteini ve Ki-67 antikoru ile
immiinhistokimyasal olarak boyandi ve degerlendirildi. Calisma grubundaki olgularin
immiinhistokimyasal profil bilgileri patoloji raporlarindan alinmigtir.

Immiinhistokimyasal Boyama Prosediirii: Immiinhistokimyasal inceleme icin, her
olgu icin tiimorii en iyi Ornekleyen dokuya ait blok secilerek, %10’luk formalin tesbitli,
parafine gomiili dokulardan poly-L-lysin ile kapli lamlara hazirlanan 5 um kalinliktaki
kesitler kullanildi. Hazirlanan kesitler deparafinize, rehidrate edilmistir. Daha sonra %3’liik
H,0,‘de 15 dakika uygulanarak endojen peroksidaz aktivitesi bloke edilmistir. Hidrojen
peroksit siirecini  takip eden immiinhistokimyasal boyama islemlei tam otomatik
immiinhistokimya boyama cihazinda (Thermo Scientific, Lab Vision Autostainer)
gerceklestirildi. Immunboyama; peroksidaz ile isaretlenmis, streptavidin-biotin yontemi ile
CD117 (Polyclonal rabbit anti-human, Dako, Danimarka, diliisyon: 1:400), SMA
(Monoclonal mouse anti-human-Clone 1A4, Dako, Danimarka, diliisyon: 1:400), CD34
(Clone QBend/10, Neomarkers, USA, diliisyon: 1:200), S-100 (Rabbit polyclonal, Spring
Bioscience Corp.,USA, diliisyon: 1:200), desmin (Desmin rabbit polyclonal, Spring
Bioscience Corp.,USA, diliisyon: 1:200), Ki-67 antikorlar1 (Rabbit monoclonal antibody-
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clone SP6, Neomarkers, USA, dillisyon: 1:200) kullanilarak yapildi. Isik mikroskobu ile
olgularin immiinhistokimya profili belirlendi ve kamera ile goriintiilendi (Isik mikroskobu:
Olympus Corporation Model BXS5ITF, Japonya, SN:3J08677) (Kamera: Olympus
Corporation Model DP70, Japonya).

Immiinhistokimyasal Degerlendirme:

CD117 icin degerlendirme:

CD117 acgisindan boyanmanin degerlendirilmesinde boyanma yayginligi ve boyanma

yogunlugu g6z onilinde bulundurulur.

Boyanma yayginligr : * %0-10
* % 10-50

* >50

Boyanma yogunlugu: °® +
* ++

*

Sonuglar :

® Yayginlik 0-10 arasinda, yogunluk + ise negatif kabul edilir.
® Yayginlik %50’den az ve yogunluk + veya ++ ise fokal pozitif kabul edilir.

* Yayginlk > % 50 ve yogunluk ++ / +++ ise GIST tanis1 alir.

CD34, S-100, Desmin, SMA icin degerlendirme:

® % 0- 10 : Negatif kabul edilir.
® % 10 — 50 : Fokal pozitif kabul edilir.

® >9 50 : Pozitif kabul edilir.

Ki-67 icin degerlendirme: %10’ un tiizerindeki yerler yiiksek proliferasyon indeksi

olarak kabul edilir (183, 184, 185, 186)
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3.6.2 KLINIK DEGERLENDIRME

Tiimor Yanit Degerlendirmesi: Calisma grubundaki sagaltim alan olgularin tiimor
yanit degerlendirilmesi “Response Evaluation Criteria in Solid Tumors” (RECIST) e gore
yapildi (187). Bu yamit degerlendirmesine gore tam yanmit, kismi yanit, stabil hastalik
sagaltima yanit veren grup iginde; progresif hastalik ise sagaltima yanit vermeyen grup i¢inde
kabul edildi. Tiimor toksisite degerlendirmesi ise “Common Toxicity Criteria”
parametrelerine gore yapildi. Sagkalim degerlendirmelerinde tanidan niiks gelisinceye kadar
gecen siire hastaliksiz sagkalim olarak degerlendirildi. Progresyonsuz sagkalim tedavi
baslangi¢ tarihinden progresyona kadar gegen siire olarak degerlendirildi. Tanidan oliime

kadar gegen siire ise genel sagkalim olarak degerlendirildi.

3.6.3 MOLEKULER ANALIZ

3.6.3.1 MOLEKULER ANALIZ LABORATUVARI GENEL CALISMA KURALLARI
Molekiiler analizlerin yapildig1 laboratuarlardaki calismalar dikkat ve temizlik

gerektirmektedir. Calisma sirasindaki temizlik kurallari, islem basamaklarinda dikkat edilecek

noktalar ¢alismanin verimi ve dogrulugu agisindan 6nem tasimaktadir. Bu noktalar asagida

aciklanmistir.

3.6.3.1.1 Genel Calisma Kurallar

Laboratuarda calismaya baslamadan 6nce hem 6rnegin bizim tarafimizdan kontamine
edilmemesi, hem de bizim Ornek ile kontamine olmamiz ag¢isindan kisisel koruyucu
donanimlarinin kullanilmas1 gerekmektedir. Bunlar; uygun bir laboratuar 6nliigli tercihen
uzun kollu, tek kullanimlik pudrasiz eldiven, bone, maske ve koruyucu gozliiklerdir.
Her calismadan 6nce laboratuar tezgahi %10’luk sodyum hipoklorit (NaClO) ile ardindan
%70’1lik alkol ile silinerek temizlenir. Calisma alani temiz bir aliiminyum folyo serilerek
belirlenir. Calisma alanina konulacak otomatik pipetlerle birlikte her tiirlii malzeme %70’1ik
alkol ile silinerek c¢aligma alanina konulur. Her ¢alismanin bitiminde kullanilan malzemeler
yine ayni sekilde temizlenerek yerine kaldirilir. En son tezgah ayni sekilde silinerek ortamdan
cikilir. Calisma bitiminde kullanilan otomatik pipetler 6rneklerin bulundugu tiiplerin igine
sokulup ¢ikarilmasindan dolay1 %10’luk sodyum hipoklorit ile ardindan %70’lik alkol ile
silinerek temizlenir ve kaldirilir. Kullanilan cihazlar ¢alismaya baslanmadan 6nce %70’°lik

alkol ile silinmeli; ¢alisma bitiminde yine ayni sekilde silinerek temizlenir.
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Calisilan kimyasallar ve kit icerigindeki reaktifler hakkinda daha fazla bilgi almak igin
kullanilan kimyasallarin giivenlik bilgi formlar1 (material safety data sheet, MSDS)
edinilmelidir. Bu formlar satin alinan kit veya kimyasal madde ile beraber getirilebilirken,
satin alinan malzeme ile birlikte temin edilmedigi durumlarda da internet ortaminda kolaylikla

bulanabilir.

3.6.3.1.2 Sterilizasyon

Kullanilan mikrosantrifiij tiipleri, penset, pipet uclari, kullanilacak gazli bez gibi
malzemeler aliiminyum folyo ile sarilip otoklavda (Hirayama HMC, Japonya) 121°C’de 20 dk
bekletilerek steril edilir. Steril kullanilmas1 gereken malzemelerin sterilliginin bozulmadigina
emin olunduktan sonra kullanilmali. Yiizey temizligi %10’luk sodyum hipoklorit ile ardindan
%70’lik alkol ile silinerek yapilir. Kullanilan cihazlarin sterilizasyonu %10’luk sodyum
hipoklorit, ardindan %70’lik etanol ve ardindan steril dH,O (distile su) ile silinerek yapilir.
PZR igin ayrilmisg ortamdaki oda havasi, ve ¢aligmada kullanilacak malzemeler ¢alismadan

once ultraviyole (UV) 1s1k kullanilarak steril edilmelidir.

3.6.3.1.3 Atiklarin Yok Edilmesi
Kullanilan pipet uglari, mikrosantrifiij tiipleri, konik tiipler..vb atiklar kirmizi renkli
tibbi atik ¢O0p kutularina atilmalidir. Kesici ve delici her tiirlii malzemeler 6zel plastikten

yapilmis kapakli sar1 renkli ¢6p kutularina atilmalidir.

3.6.3.1.4 Cam Esyanin Yikanmasi

Glnliik kullanimda olan malzemeler sebeke suyu ile ¢alkalanir ve bulasik makinesinde
yikanir. Ardindan sebeke suyu kokenli iyonlarin cam malzemelerin iizerinde kalmasinin
onlenmesi icin dH,O ortamlarindan gegirilir. Bu amagla bulasik makinesinden ¢ikan cam
malzemeler bir saat dH,O icinde bekletilir. Daha sonra tekrar bir dH,O ortami hazirlanir ve

cam malzemeler bir saat daha yeni temiz bir dH2O ortaminda bekletilir.

3.6.3.1.5 Kontaminasyon Riskinin Bertarafi
Calismada orneklerin birbiri ile karigmamast ve ¢apraz kontaminasyon riskinin en aza
indirgenmesi amaciyla miimkiin oldugunca az sayida orneklerden olusan gruplar seklinde

calisilmas1 yeglenmelidir. Caligmaya alinan Ornek tiiplerinin, filtreli kolonlarin 6rnekleri
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temsil edecek sekilde dikkatlice numaralandirilmasiyla 6rneklerin karistirilmasi sorununun
Oniline gec¢ilmelidir. Her g¢alismada filtreli pipet uglarinin kullanilmasi otomatik pipet ile
olusacak kontaminasyon riskini yok edecektir. Kullanilacak tezgahin, cihazlarin,
malzemelerin, otomatik pipetlerin ¢alismadan once alkol ile; ¢alisma bitiminde de sirasiyla
%10’luk sodyum hipoklorit, %70’lik alkol ve steril dH,O (cihazlar i¢in) ile silinmesi sonucu
dis cevreden kaynaklanabilecek kontaminasyon riski onlenmelidir. Calismada kullanilacak
tezgahin temiz aliiminyum folyo ile belirlenmesi ve tiim ¢alisma malzemelerinin, 6rneklerin
bu alan disina ¢ikarilmamasi da dis ¢cevre kaynakli kontaminasyon agisindan énemlidir. Steril
olarak kullanilmas1 gereken malzemelerin sterilizasyonunun yapilmasi ve kullanim sirasinda
bu sterilligin kaybolmadigindan emin olarak c¢alisilmasi onemlidir. Her calisma setinde bir

negatif kontrol bulunmalidir.

3.6.3.2 MOLEKULER ANALIZ YONTEMLERI
Klasik Sanger DNA dizileme yontemi niikleik asit baz sirasini, kalitsal veya rastlantisal
genetik degisimlerin agiga c¢ikarilmasi i¢in altin standarttir. Ancak bu yontem c¢ok basamakli

ve emek-yogun bir siiregtir. Bu basamaklar asagida siralanmustir.

1. Parafin dokudan DNA izolasyonu (Kolon tabanli)

2.Ekzon bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasi

3.PZR iiriinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforezi ile kalite kontrolii
4.PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

5.Saf PZR fiiriinleriyle sekanslama PZR

6. Etanol ¢oktiirmesi ile sekans iiriinlerinin saflastirilmasi

7.Sekans analizi

8. Kromatogramlarin degerlendirilmesi

3.6.3.2.1 Parafin Dokudan DNA izolasyonu (Kolon Tabanl)

Kolon tabanli niikleik asit ekstraksiyonu, niikleik asitlerin kolayca ayrilmasini saglayan
kat1 faz ekstraksiyon metodudur. Kati1 faz niikleik asit ekstraksiyonu daha cok ticari
ekstraksiyon kitlerinde kullanilan bir yontem olup spin kolon kullanilarak merkezkag¢ kuvveti
altinda uygulanir. Bu yontem konvansiyonel niikleik asit ekstraksiyonu yontemlerine

(Guanidinium Thiocyanate-Phenol-Chloroform Extraction, Alkaline Extraction Method,
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Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) extraction method, Ethidium Bromide (EtBr)-
Cesium Chloride (CsCl) Gradient Centrifugation, Purification of Poly (A)" RNA by
Oligp(dT)-Cellulose Chromatography) gore daha hizli ve etkilidir. Bu metot hiicrenin
parcalanmasi, niikleik asitlerin kolona adsorbsiyonu, yikama ve eliisyon olmak iizere dort
basamak icerir (188).

[lk olarak hiicrenin pargalanarak niikleik asit iceriginin alinabilmesi i¢in tiimdr dokusu
proteinaz-k enzimi ile uygun sicaklikta(proteinaz-k enziminin optimum calisma sicakligi
56C’dir.) muamele edilir. Protease K, endopeptidase K olarak da adlandirilan proteinaz-k
enzimi (EC 3.4.21.64) genis spektrumlu bir serin proteazdir. Alifatik ve aromatik
aminoasitlerin karboksil grubunun bitisigindeki peptit baglarin1 kirarak hiicre membran
proteinlerinin pargalanmasini saglayarak hiicre biitiinliiglinii bozar. Ayrica proteinaz-k niikleik
asitlerin ortamdaki diger proteinlerle kontamine olmasini ve niikleazlardan korunmasini
saglar. Ardindan hiicre lizatinin kolona aktarilmasiyla niikleik asitlerin kat1 faza(silika veya
cam partikiillerinden olusan bir faz gibi) geg¢mesi islemi gerceklestirilir. Uglincii basamak
olan kolonun yikanmasi ile niikleik asitler ortamdaki proteinlerden arindirilir. En son islem
ise kolonda tutulan niikleik asitlerin Tris- etilen daimin tetra astik asit (EDTA) tamponu veya

DNAaz- RNAaz’dan arindirilmis H,O (su) ile eliie edilmesidir (189).

3.6.3.2.1.1 DNA izolasyonunda Kullanilan Malzeme ve Cihazlar:
* QIAamp DNA FFPE Tissue Kit [Qiagen, kat. no (katalog numarasi): 56404, Hilden,

Almanya]
Filtreli kolonlar (DNA’nin kolonda tutuklanmasi agamasinda)
Koleksiyon tiipleri(2 ml hacimli) (DNA’nin kolonda tutuklanmasi agamasinda)
ATL tamponu (Hiicrenin par¢alanmasi isleminde)
AL tamponu (DNA’nin kolona baglanmas1 asamasinda)
AWI tamponu (DNA’nin safsizliklardan arindirilmasi i¢in yikamada)
AW?2 tamponu (DNA’nin safsizliklardan arindirilmasi i¢in yikama isleminde)
ATE tamponu (DNA’nin kolondan eliisyonunda)

Proteinaz K (Hiicrenin par¢alanmasi isleminde)

® Ksilol (molekiiler calismalar i¢in) (Merck KGaA, kat no: 1.08681.2500, Almanya)

* Etanol (saf) (Sigma-Aldrich, kat. no: 32221, Almanya)
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® Mikrosantrifiij tiipti (1,5 mililitre/ml hacimli) [Citotest, ref.no (referans numarasi):
347300158, Cin]

® Plastik konik tiip ( 12 ml hacimli) (Becton Dickinson Falcon, 4-2097-8, Amerika Birlesik
Devletleri)

* Steril filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Filter Tip FT 1000, FT100, FT10)

* Otomatik pipetler(Eppendorf, kat. no: 022472101, GmbH Hamburg, Almanya)

® Vorteks (Heidolph Top Mix 94323, Bioblock Scientific, seri no: 54119, Almanya)

® Kuru 1s1 blogu (Eppendorf Thermomixer Compact, seri no: 535YP233107, Almanya)
* Santrifiij (Eppendorf, seri no: 5452Y0451206, Almanya)

* Atik kabi

DNA izolasyonu spin kolon tabanli niikleik asit ekstraksiyon (kati faz niikleik asit
ekstraksiyonu) yontemi esas alinarak gelistirilmis ticari parafin dokudan DNA ekstraksiyon
kiti ile yapilmistir. (QIAamp DNA FFPE Tissue Kit, Qiagen, Cat. No: 56404, Hilden,
Germany)

DNA izolasyonu QIAamp DNA FFPE Tissue Kitinin kullanic1 kilavuzundaki protokol
esas alinarak yapilmistir (190). DNA izolasyonu i¢in is akisi sekil 14’te verilmistir.

= —_— =_
Ksilol ile parafinin Proteinaz-k ve lizis tamponu Enzimin st ile
dokudan uzaklagmrimas: ile dokunun pargalanmasi inhibisyonu

<

B o= =

DHA'nIn filtrelere Filtrelerin yikama Filtreye bagh DHA"mn
baglanmasi tampenlaryla yikanmasi elisyon tamponuyla
filtreden alinmasa

Sekil 14. DNA izolasyonu is akis semasi
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3.6.3.2.1.2 DNA izolasyonu islem Basamaklari

1.

(98]

N R

*

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinan tiimdr dokusu kesitlerinin tizerine 1 ml ksilol
konuldu.

Parafinin erimesi i¢in tiip yaklasik 10 saniye (sn) kadar dikkatlice vorteks ile calkalandi.
Vortekslenen doku kesitleri donme hiz1 13500 rpm’e (revolutions or rotations per minute)
ayarlanmis santrifiijde 2 dakika (dk) dondiiriildii.

Santrifiij sonrasi iist fazda kalan ksilol dikkatli bir sekilde ¢ekildi ve atildi.

Pelletin iizerine 1 ml etonol konuldu.

Dikkatlice 10 sn kadar vorteks ile ¢alkalandi.

Vortekslenen doku kesiti donme hizi 13500 rpm’e ayarlanmis santrifiijde 2 dk
dondirildi.

Santrifiij sonrasi {ist fazda kalan etanol dikkatli bir sekilde c¢ekildi ve atildi.

Tiipiin dibinde kalabilen etanol 37°C’ ye ayarlanmig kuru 1s1 blogunda uguruldu.

Dokularin pargalanmast igin proteinaz-k ve ATL Tamponu karisim1 hazirlandu.

. Hazirlanacak karisima uygun hacimde bir tiipe; her 6rnek tiipii i¢in 180 uL ATL tamponu

ve 20 uL proteinaz-k enzimi igerecek sekilde karisim hazirlandi.

Dokunun dibindeki etanolun ugtugunu goriildiikten sonra hazirlanilan proteinaz-k ve ATL
tamponu karisimindan 200 pL konuldu ve otomatik pipet ile ¢ek-birak islemi yapilarak
homojen dagilim saglanda.

Ornekler proteinaz-k enziminin optimum aktivite gdsterdigi 56 °C’de kuru 1s1 blogunda
Isaat boyunca inkiibe edildi. (Parcalanmadig1i gozlenen dokular igin pargalanmanin
oldugu gozlenenene kadar ek siire verildi.)

Doku parcalanmasi gozlendikten sonra enzimin inaktif olmasi i¢in 90 °C ‘ye ayarlanmis
kuru 1s1 blogunda 1 saat inkiibe edildi.

Is1 ile yapilan tiim inkiibasyon islemlerinden sonra santrifiij ile minik bir dondiirme islemi
(8000 rpm’ de 10 sn) uygulanarak tiip ¢ceperindeki 6rnek damlaciklart dibe ¢ekildi.
Orneklerin iizerine 200 pL AL tamponundan konuldu ve homojen dagilim igin vorteks ile
calkaland.

Orneklerin iizerine 200 puL etanol konuldu ve homojen dagilim i¢in vorteks ile calkalandi.
Mikrosantrifiij tiipliniin i¢indeki ornekler QIAamp DNA FFPE Tissue Kitinin i¢inden

c¢ikan filtreli koleksiyon tiiplerine alindu.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.

29.
30.

31.

32.

Orneklerin konuldugu filtreli koleksiyon tiipleri dénme hizi 8000 rpm’e ayarlanmig
santrifiijde 1 dk dondiirtildi.

Santrifiij sonrasi1 alta gegen s1vi1 fazin uzaklastirilmasi i¢in alttaki koleksiyon tiipleri atildi
ve filtreler yeni koleksiyon tiiplerine gegirildi.

Filtrelerin iizerine 500 pL. AW 1 tamponu konuldu.

Ornek tiipleri donme hiz1 8000 rpm’e ayarlanmis santrifiijde 1 dk dondiiriildii.

Santrifiij sonras1 alttaki koleksiyon tiipleri atild1 ve filtreler yeni koleksiyon tiiplerine
gecirildi.

Filtrelerin iizerine 500 pL. AW2 tamponu konuldu.

Ornek tiipleri donme hiz1 8000 rpm’e ayarlanmis santrifiijde 1 dk dondiiriildii.

Santrifiij sonras1 alttaki koleksiyon tiipleri atild1 ve filtreler yeni koleksiyon tiiplerine
gecirildi.

Ornek tiipleri donme hiz1 14000 rpm’e ayarlanmis santrifiijde 3 dk dondiiriildii.

Alttaki koleksiyon tiipleri atildi ve filtreler steril 1.5ml hacili mikrosantrifiij tliplerine
aktarildi.

Filtrelerin tam ortasina gelecek sekilde 50 uL eliisyon tamponu konuldu.

Eliisyon tamponunun filtreye iyi bir sekilde nufuz etmesi i¢in oda 1sisinda 1 dk inkiibe
edildi.

Ornek tiipleri dénme hiz1 14000 rpm’e ayarlanmus santrifiijde 1dk dondiiriildii ve filtreler
atild.

Mikrosantrifiij tiipiinde toplanan DNA ile bir sonraki basamaklar yapildi veya hemen

isleme alinmayacak drnekler 1s1s1 -20°C (Celcius)’ye ayarlanmis sogutucuda saklandi.

3.6.3.2.1.3 DNA Ekstraktinin Spektrofotometrik Olarak Kalite Kontrolii

Izole edilen DNA ekstraktinda DNA konsantrasyonunun miktar1 ve diger maddelerin

varligi bilinmelidir. Ozellikle sonraki PZR asamasinda diizgiin bir amplifikasyonun elde

edileblmesi i¢in bu 6nemlidir. Cesitli DNA 6l¢iim yontemleri vardir. Spektrofotometre, slot

blot, kantitatif PZR bunlardan bazilaridir. Spektrofotometre bunlardan en yaygini ve ucuz

olanmidir. Spektrofotometre ile DNA 260 nm (A260) ve 280 nm (A280) dalga boylarinda

Ol¢iilir. Bu yontemin temeli DNA’nin 260 nm UV dalga boyunda en fazla absorbans

gostermesinden ileri gelir. A280’deki Ol¢lim ise 6rnegin i¢indeki proteinleri, fenolleri belirler.

Saf DNA o6rneklerinin A260 / A280 orani 1,8 ile 2,0 arasinda olmalidir. Eger bir protein veya
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fenolden kaynaklanan bir kontaminasyonun séz konusu olmasi durumunda bu degerler
azalacak ve dogru bir DNA kantitasyonu yapmak miimkiin olmayacaktir. Elde edilen DNA
ekstraktlarinin konsantrasyon oOl¢iimii bu teknikle O6l¢iim yapan NanoDrop2000C ile

yapilmustir (191, 192, 193).

3.6.3.2.1.4 Giicliik ve Simirhhiklar

Parafin dokudan DNA izolasyonu ve bunun molekiiler yontemlerde kullanimi
giicliikler icermektedir. Ozellikle cerrahi operasyon sonucu alinan dokunun molekiiler
calismalara uygun sekilde islem gérmemesi izole edilen DNA’nin kalitesini etkilemektedir.
Dokularin uygun kosullarda ve molekiiler ¢aligmalara uygun olarak saptanmis bekleme
siirelerine bagli kalinmadan parafinlenmesi ¢alismalardaki basari oranlarimi yaklasik %50
oraninda azaltmaktadir. DNA izolasyonundaki parafinsizlestirme sirasinda parafinin
erimemesinin  gozlenmesi iizerine arttirilan alkol basamaklart sonrasi  ksilolun
uzaklastirilamamasi, PZR analiz basamaklarinda inhibitér olarak gdrev yapmasini
saglamaktadir. Ayn1 durum etanol iginde gecerlidir. Tamamen ugurulmamasi 6rnek ic¢inde
etanol kalmasi, sonraki PZR’nin inhibisyonuna neden olabilmektedir. Enzim basamaklarinda
kullanilan enzimin aktivitesini kaybetmemesi i¢in buz/soguk blok iizerinde calisiimalidir.
Aktivitesi kaybolan enzim dokunun parcalanamamasint ve DNA’ya ulagilamamasini
saglamaktadir.
Parafinsizlestirme ve yikama basamaklarinda 6rnek kaybi kaginilmaz olabilmektedir.
Pipetleme basamaklar1 dogru hacimlerin reaksiyon karisimlarina eklenmesi i¢in kalibrasyonu
yapilmis pipetlerle ve kontaminasyonu 6nlemek amaciyla filtreli pipet uclartyla ¢ok dikkatli
bir sekilde yapilmalidir. Kontaminasyonun onlenmesi agisindan dikkat edilecek diger bir

nokta ise drneklerin tek tek islenmesidir.

3.6.3.2.2 Ekzon Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

1985’te Kary Mullis tarafindan bulunan polimeraz zincir reaksiyonu herhangi bir
organizmaya ait DNA molekiiliinde ilgilenilen gen bdélgelerinin in vitro c¢ogaltilmasin
saglayan enzimatik DNA sentez yontemidir. PZR reaksiyonunun gergeklestirilmesi i¢in kalip
DNA molekiilii, DNA’da ilgilenilen bolgeyi ¢ogaltmaya uygun olarak tasarlanmig primerler,
deoksiniikleotidler(dNTP), DNA polimeraz enzimi ve magnezyum (Mg’ )gereklidir. PZR
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stireci arka arkaya tekrarlanan pcr dongiilerinden olusur. Her bir PZR dongiisii denatiirasyon,
tavlama (baglanma) ve uzama ad1 verilen 3 basamaga olusur.

Denatiirasyon, ¢ift iplikli kalip DNA zincirini bir arada tutan hidrojen baglarinin yiiksek
sicaklikta denatiirasyonu ve primer baglanmasma olanak veren tek iplikli kalip DNA
zincirlerinin olusumudur.

Baglanma, hedef bolgelere 6zgii primerlerin uygun baglanma sicakliinda DNA’ya
baglanmasidir.

Uzama basamagi ise Taq polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik
olan 72 °C’de primerlerin 5’23’ yonde uzamasiyla tek iplikli DNA’ya komplementer
DNA’nin olugmasi iglemidir (194).

Giliniimiizde PZR islemi prenatal tanida, organ transplantasyonu i¢in doku
tanimlanmasinda, onkogen degisikliklerinin tanimlanmasinda, ilaca cevapi1 ve prognozu
ongoren farmakogenetik c¢alismalarinda, enfeksiydoz hastaliga sebep olan organizmalarin
belirlenmesi ve karakterizasyonunda, adli tipta ve ¢ok ¢esitli aragtirma konularinda yaygin

olarak kullanilir.

3.6.3.2.2.1 PZR’de Kullanilan Malzeme ve Cihazlar:
* KIT geni ekson 9, 11, 13, 17 bolgelerini ¢ogaltmaya yonelik tasarlanan ileri (forward-F) ve

geri (reverse-R) primerler (9F, 9R,10-11F, 10-11R,12-13F, 12-13R, 13F, 13R, 17F, 17R)
(TIB MOLBIOL, kat no: 1199776, Berlin, Almanya)

* Tag DNA Polymerase, dNTPack 4x250U (Kat. no: 04 728 882 001)(Roche Diagnostics

GmbH Mannheim, Almanya)
Kit igerigi: Taqg DNA polimeraz (5 U/ _I), MgCI2 igeren pcr reaksiyon tamponu (10X

konsantrasyonunda, PZR i¢in niikleotid karigimi.
* DNAaz ve RNAaz’dan arindirilmis H,O (Pcr grade )(Roche, kat. no: 03315843001,
Indianapolis, Amerika Birlesik Devletleri)

® Mikrosantrifiij tiipii (1,5 ml hacminde) (Citotest, ref.no: 34730015S, Cin)
* Steril filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Filter Tip FT 1000, FT100, FT10)
* Otomatik pipetler(Eppendorf, kat. no: 022472101, GmbH Hamburg, Almanya)

* Santrifiij (Eppendorf, seri no: 5452Y0451206, Almanya)
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® Vorteks (Heidolph Top Mix 94323, Bioblock Scientific, seri no:54119, Almanya)
* Is1 gevrimleyici “Thermal cycler”(Techne TC-3000, kat no: FTC/02, Ingiltere)

® Soguk blok veya buz

* Atik kabi

3.6.3.2.2.2 PZR islem Basamaklar

PZR isleminde kullanilacak Tag DNA Polymerase, dNTPack kullanict kilavuzundaki
PZR karisimlarinin hazirlik protokolii esas alinarak reaksiyon karisimlart hazirlandi (195).
PZR is akis1 sekil 15°de 6zetlenmistir.

Caligilacak orneklerin birden fazla olmasindan 6tiirii bir 6rnek tiiptinde PZR igin gerekli
olan tiim bilesenleri igeren reaksiyon karisimi ikiye boliinerek hazirlandi. Bu sekilde
reaksiyon hazirligr sirasinda Taqg DNA polimeraz enzimin primerler ve kalip DNA ile
etkilesime ge¢mesi ve 1stya maruz kalmamasi saglandi. Bu nedenle A ve B diye iki farkli ana

karigim hazirlandi.
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1. Ilk olarak Ana karisim-A hazirlandi.

A) Ana Karisim-A Hazirhgi

Al. Karisim i¢ine konulacak reaktifler buz iizerinde ¢oziindiirtiliir.

A2. Cogaltilacak gen bolgesine 6zgii 1-6 uM konsantrasyonlarinda olacak sekilde primer
diliisyonlar1 yapildi.
*PZR islemlerinde kullanilan primerler KIT geni ekzon 9,11,13 ve 17 bolgelerini cogalticak
ve dizileyecek sekilde tasarlandi. Ileri, geri (Forward, Reverse) primer dizileri 5'=>3' yoniinde

asagida belirtilmektedir.

Tablo 5. KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 bolgelerine 6zgii tasarlanan primerler (DEU) (bg: baz
cifti, F: Forward, R: reverse)

Pcr uiriin Erime

Hedef Primer ileri (F) ve Geri (R) Primerler uzunluk sicakhig
Bolge (5'2>3") (bg) (°C)
KiT ekzon 9 CK9-F F: GACATTTTCTGTTGATTATGAACCTC 405 55,1
CK9-R R:CATGGTCAATGTTGGAATGAAC 54,6
KIT ekzon 10_11 CK10_11-F F:ACATAGCTTTGCATCCTGCC 593 56,6
CK10_11-R  |R:TGGCAAACCTATCAAAAGGG 56,2
KiT ekzon 11 CK11-F F:CCAGAGTGCTCTAATGACTGAGA )81 54,2
CK11-R R:AAACAAAGGAAGCCACTGGA 56,6
KIT ekzon 1213 CK12_13-F F:CCCCTTTTGATAGGTTTGCC £99 57,2
CK12_13-R R:GCAAGAGAGAACAACAGTCTGG 55,6
KT ekzon 13 CK13-F F:TACTGCATGCGCTTGACATC 56,4
CK13-R R:TAATCTAGCATTGCCAAAATCA 263 52,6
] CK17-F F:CATCATTCAAGGCGTACTTTTG 55,6

KIT ekzon 17

CK17-R R:TGCAGGACTGTCAAGCAGAG 327 56,6

*Final karisimindaki primer konsantrasyon araligir 0,1 — 0,6 pM konsantrasyonunda olmasi
gerektigi icin; reaksiyon ana karigimina konulmak iizere hazirlanan primer soliisyonlart 1-6
uM konsantrasyonlarinda olacak sekilde diliie edildi.

Primer diliisyonlarinin yapilmasi: Liyofilize halde alinan ileri ve geri primerler ticari firmanin

giivenlik bilgi formlarindaki Onerileri dogrultusunda son konsantrasyonu 50 pM (ana stok)
olacak sekilde sulandirildi. Bu 50 pM konsantrasyondaki primerlerden (CK9-F, CK9-R,
CK10 11-F, CK10 11-R, CK11-F, CK11-R, CK12 13-F, CK12 13-R, CK13-F, CK13-R,
CK17-F, CK17-R) yola ¢ikilarak 1, 2, 3, 4, 5, 6 uM’lik, son hacmi 100 pl olan primer
diliisyonlar1 hazirlandi (Tablo 6).
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Tablo 6. Primer sulandirmada kullanilan hacimler ve konsantrasyonlar

50 nM’lik Stok F/R Solusyona Konulacak H,O Istenilen Primer
Primerden Alinacak Hacim Hacmi Konsantrasyonu

2 uL 98 uL 1 uM

4 uL 96 uL 2 uM

6 uL 94 uLL 3 uM

8 uL 92 uL 4 uM

10 uL 90 uL 5uM

12 uL 88 uL 6 uM

A3. Soguk blok iizerinde steril mikrosantrifiij tiipiine ana karigim-A i¢in gereken tiim

bilesenler konuldu (Tablo 7).

Tablo 7. Ana karigim-A hazirligi

. . Hacim
PZR Bilesenleri o s [T Son konsantrasyon

PZR niikleotid karigimi 1 ul 200 pM (her bir ANTP)
Primer ileri (Forward) 2,5 ul 0.1-0.6 uM
Primer Geri (Reverse) 2,5ul 0.1-0.6 uM
DNAaz-RNAaz’dan

12 ul
arindirilmis H,O
Toplam reaksiyon hacmi 18 ul

NOT: Hacimler bir drnegi temsil edecek sekilde yazilmistir. Coklu ¢aligmalarda reaktif hacimleri

ornek sayist ile carpilarak gerekli hacimler alindi.

A4. Tim karigim iyice vorteks ile ¢alkalandi ve homojen bir dagilim saglandi.

3. Ana karisim-B hazirlandt.

mikrosantrifiij tiiplerine, ana karisim-A’dan 21 pl alinarak dagitildi.
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2.Calisilacak her bir 6rnegi temsil edecek sekilde numaralandirilmis 0,2 pl hacimli steril PZR




B) Ana Karisim-B Hazirhg
B1. Karisim i¢ine konulacak reaktifler soguk blok {izerinde ¢oziindiiriildii.
B2. Soguk blok iizerindeki steril mikrosantrifiij tiipiine ana karisim-B i¢in gereken tiim

bilesenler konuldu (Tablo 8).

Tablo 8 . Ana karisim-B hazirhi§

PCR Bilesenleri Hacim Son konsantrasyon
PZR reaksiyon tamponu S5ul (1,5mM MgClI2)
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0,25 ul 0.1-0.6 uM
DNAaz-RNAaz’dan 19,75 ul

armdirilmis H,O

Toplam reaksiyon hacmi 25l

NOT: Hacimler bir 6rnegi temsil edecek sekilde yazilmistir. Coklu ornekli ¢aligmalarda reaktif

hacimleri 6rnek sayisi ile carpilarak gerekli hacimler alindi.

B3. Tiim karisim otomatik pipet ile ¢ek-birak islemi uygulanarak homojen hale getirildi.

4. Calisilacak her bir 6rnegi temsil edecek sekilde numaralandirilmis 0,2 pl hacimli steril PZR
mikrosantrifiij tiiplerine, ana karistm-B’den 25 pl alinarak dagitildi.

5. Calisilacak her bir 6rnegi temsil edecek sekilde numaralandirilmis 0,2 pl hacimli steril PZR
mikrosantrifiij tiiplerine, 7 ul izole edilmis DNA 6rneginden konuldu ve otomatik pipet ile
cek-birak isleminin uygulanmasiyla homojen hale getirildi.

*Reaksiyon ortamina konulacak kalip DNA’nin son konsantrasyonu 100 — 250 ng arasinda
olmalidir. Eger izole edilen DNA’nin konsantrasyonu az ise; bu durumda pzr reaksiyonunda
istenilen DNA konsantrasyonu yakalamak i¢in DNA hacmi 4 ul’den fazla konulabilir. Ancak
burada unutulmamasi gereken DNA miktar1 arttiginda, ana karisim-A’daki H,O miktarinin
azalacagidir. Son hacim 25 pl’yi tamamlayacak sekilde DNAaz-RNAaz’dan arindirilmis H,O
konulmalidir.

6. Ornekleri igeren PZR tiipleri calismaya uygun PZR programinin olusturulup kaydedildigi
1s1 ¢evrilmeyici-“thermal cycler” cihazina konuldu ve belirlenen PZR sartlar1 kullanilarak

PZR islemi baslatildi (Tablo 9).
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Tablo 9. Amplifikasyon PZR sartlar

AMPLIFIKASYON PZR’I SARTLARI

94 °C’de 5 dk denaturasyon

EVRE 1- 94°C’de > 30 sn ) EVRE 6- 94°C’de - 30sn )
62°C’de>30sn | x2 dongii 53°C’de—> 30 sn X x2 dongii
72°C’de~>1 dk 72°C’de~> 1 dk

J

EVRE 2- 94 °C’de 2 30 sn EVRE 7- 94°C’de 2 30sn )
59°C’de—> 30 sn | x2 dongii 52°C’de—> 30 sn x2 dongii
72°C’de> 1 dk  ( 72°C’de> 1dk  (

J

EVRE 3- 94 °C’de - 30 sn EVRE 8- 94°C’de > 30sn )
57°C’de—> 30 sn >xZ dongii 51°C’de—> 30 sn >xl dongii
72°C’de~> 1 dk 72°C’de~> 1 dk

J

EVRE 4- 94 °C’de = 30 sn EVRE 9- 94°C’de 2 30sn )

55°C’de> 30 sn | x2 dongii 50°C’de—> 30 sn >X3O dongii
72°C’de> 1 dk  ( 72°C’de> 1 dk
EVRE 5- 94°C’de > 30sn ) EVRE 10- 72°C’de~> 10 dk }Xl dongii

54°C’de—> 30 sn >x2 dongii
72°C’de~> 1 dk

4°C’de 30 dakika

10 °C’de suresiz tutma

PZR kontrolu asagidaki tabloya goére yapilmistir.

Pozitif kontrol:

Ana karisim-A
Ana karisim-B
Human blood kontrol DNA

Negatif kontrol

Ana karisim-A
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Ana karisim-B
DNAaz-RNAaz ‘dan arindirilmis dH,O

3.6.3.2.2.3 Giicliik ve Stmrhiliklar

PCR asamasindaki bulaslar i¢in standart calisma yontemleri, UV kabinet kullanimi
gibi 6nlemler alinmali, uygun ayrimlanmis odalarda ¢aligma gerceklesmelidir.
Pipetleme basamaklar1 dogru hacimlerin reaksiyon karisimlarina eklenmesi i¢in kalibrasyonu
yapilmis pipetlerle ve kontaminasyonu 6nlemek amaciyla filtreli pipet uglariyla ¢cok dikkatli
bir sekilde yapilmalidir. Kontaminasyonun onlenmesi agisindan dikkat edilecek diger bir
nokta ise orneklerin tek tek islenmesidir. PZR’de en ¢ok karsilasilan sorun ¢ogaltilacak gen
bolgesine 6zgii olarak tasarlanmis primerlerin kalip DNA ile tam olarak etkilesememesi ve bu

nedenle ¢ogaltimin olmamasidir.

3.6.3.2.3 PZR Uriinlerinin 1.5%' luk Agaroz Jel Elektroforeziyle Kalite Kontrolii

PZR sonucu 6rneklerde amplifikasyon olup olmadigi, iiriin elde edildiyse amplikonun
hedeflenen bolgeye 6zgii olup olmadiginin kontrolii %1.5’luk agaroz jel elektroforeziyle

yapilir.

3.6.3.2.3.1 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Malzeme ve Cihazlar:

* 10x TBE (0,89 M Tris, 0,89 M Boric Acid,0,02 M EDTA Disodyum,Ph 8.4)
(Cat.No.11666703001, Roche Diagnostics,Indianapolis,Amerika Birlesik Devletleri)

* Agaroz diisiik elektro-endoozmoz (Kat.No. 11685660001, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya)

® Gel red (Blotium Gel-Red Niicleic Acid Stain 10,000% in DMSO) (Kat.No. 41002, Biotium,
California, Amerika Birlesik Devletleri)

* DNA molekiiler agirlik belirteci (Kat. no:11721933001, Roche Diagnostics DNA moleculer
weight marker XIV, Indianapolis, Amerika Birlesik Devletleri)

* DNA yiikleme tamponu (Fermantas, 6X DNA Loading Dye, #R0611)

* dH20

* Steril filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Filter Tip FT 1000, FT100, FT10)
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® Otomatik pipetler (Eppendorf, kat. no: 022472101, GmbH Hamburg, Almanya)

® Yatay jel elektroforezi (Cleaver Scientific, seri no: MS2010032063)

® Gii¢ kaynagi (Consort EV 233, S/N 949666, Belcika)

* Goriintiileme cihaz1 (Sygene, seri no: SYGV/4850, model no: GV M20, Ingiltere)

® Mikrodalga Firin (Beko, seri no: 05 00482107, Cin)

3.6.3.2.3.2 Agaroz Jel Elektroforezi islem Basamaklar

1. %1,5’1luk agaroz jel hazirlandi.
%1,5’luk Agaroz jel hazirlama: 200ml 1X’lik TBE i¢inde (20ml 10X TBE, 180 ml dH20),

3 gr agaroz mikrodalga firinda 1sitilarak eritildi. Mikrodalga firinda kaynamanin
gozlenmesi ile elde edilen agaroz jel firindan ¢ikartildi ve i¢ine 20 pl Gel red eklendi.
Hazirlanilan jel, jel tepsisine dokiildii ve taraklar gecirildi. Jel donmasi i¢in sogumaya
birakildi.

2. PZR fiiriinleri ve DNA molekiiler agirlik belirteci ylikleme tamponu esliginde agaroz jel
kuyularina ytiklendi

3. Yataj jel elektroforezi tanki yeterli derecede 1X’lik TBE ile dolduruldu, elektroforez islemi
icin gerekli voltaj (100 Volt), akim (300 miliamper), gii¢ (300 Watt) degerleri girildi ve 3
saat boyunca elektroforez islemi uygulandi.

4. Elektroforez islemi sonunda jel goriintiileme cihazina aktarildi ve ultraviyole (UV) 151k
altinda PZR bantlar1 ile DNA molekiiler agirlik belirteci bantlar1 karsilastirilarak, bant
gozlenip gozlenmedigi, gozlenen bantin istenilen agirlikta olup olmadigr kontrol edildi
(Sekil 16). Dogru molekiiler agirliga sahip banta sahip olan 6rnekler ortamdaki fazlalik
primer, enzim ve tuzlardan arindirilmak igin PZR sonrasindaki saflastirma islemine

alindilar.
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Sekil 16. Agaroz jel elektroforezinde gbzlenen PZR iiriin bantlar

3.6.3.2.3.3 Giicliik ve Stmirhihiklar

Agaroz jel elektroforeziyle PZR iiriinlerinin kalite kontrol basamaginda 6rnegin jele
yiiklenmesi sirasinda jel kuyucugunun delinmesi yirtilmasi ile veya uygun elektrik akiminin
kullanilmamas1 sonucu jelin deformasyonu ile hem 6rnegin hem de jelin kayb1 s6z konusu

olabilir.

3.6.3.2.4 PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Klasik sekanslama tabanli metotlarda iki kez PZR islemi yapilmaktadir. Bunlardan ilki
hedeflenen gen bolgesini ¢ogaltma amacli yapilan PZR’dir. Bunda kalip olarak izole edilen
DNA kullanilmaktadir. ikincisi ise dideoksiniikleotitlerin (ddNTP) kullanilmasiyla yapilan
sekanslama PZR’sidir. Bu PZR’de kalip olarak birinci PZR’den elde edilen PZR {iriinleri
kullanilmaktadir. Ancak arka arkaya iki PZR isleminin yapilabilmesi i¢in birinci PZR
isleminin sonra ortamda kalan dNTP, primer, enzim ve tuzlarin PZR iiriinlerinden
uzaklagtirilmasi gerekmektedir. Bu amagla birinci PZR’nin arkasindan saflagtirma islemi

uygulanmaktadir.

3.6.3.2.4.1 PZR Uriinlerinin Saflastiriimasinda Kullanilan Malzeme ve Cihazlar:
® Roche Highpure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, kat no:11 732

676 001 Mannheim, Almanya)

64



Filtreli tiipler

Koleksiyon tiipleri

Baglama Tamponu (binding buffer)
Yikama tamponu (wash buffer)

Eliisyon tamponu (elution buffer)

® Mikrosantrifiij tiipii (1,5 ml hacimli) (Citotest, ref.no: 347300158, Cin)

® Steril filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Filter Tip FT 1000, FT100, FT10)

* Otomatik pipetler(Eppendorf, kat. no: 022472101, GmbH Hamburg, Almanya)
* Santrifiij (Eppendorf, seri no: 5452Y0451206, Almanya)

* Atik kabi

3.6.3.2.4.2 PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi islem Basamaklar:

1. PZR iiriinii iizerine 500 pl baglama tamponu eklendi.

2. Elde edilen PZR iiriinii ve baglama tamponu karigimui filtreli mikrosantrifiij tliptine alindi.
Filtreli tiipler 13000 RCF (relative centrifugal field)’ e ayarlanmis santrifiij cihazinda 1 dk
dondiirildi.

3. Filtreli kisma 500 ul yikama tamponu eklendi. 13000 RCF’ e ayarlanmig santrifiij cihazinda
1 dk dondiiriildi.

4. Filtreli kisma 200 pl yikama tamponu eklendi. 13000 RCF’ e ayarlanmis santrifiij cthazinda
1 dk dondiiriildi .

5. Alttaki koleksiyon tiipleri atildi ve filtreler 1,5ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine
gecirildi.

6. Filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 50 pl eliisyon tamponu konuldu. 13000 RCF’ e
ayarlanmis santrifiij cihazinda 1 dk dondiirtldii.

7. Mikrosantrifiij tiipline gecen saf DNA sekanslama PZR islemine alindu.

3.6.3.2.4.3 Saf PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforeziyle Kalite Kontrolii
Piirifikasyon sonrasi jelde yiiriitmedeki amag piirifikasyonun siirecinde iiriiniin
kaybolup kaybolmadigini ve saflagtirma isleminin gergekten yapilip yapilamadigini

anlamaktir.
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1. %]1,5’luk agaroz jel hazirland1.
%1,5’luk Agaroz jel hazirlama: 200ml 1X’lik TBE i¢inde (20ml 10X TBE, 180 ml dH20), 3

gr agaroz mikrodalga firinda 1sitilarak eritildi. Mikrodalga firinda kaynamanin gézlenmesi ile
elde edilen agaroz jel firindan ¢ikartildi ve igine 20 pl Gel red eklendi. Hazirlanilan jel, jel
tepsisine dokiildii ve taraklar gecirildi. Jel donmasi i¢in sogumaya birakildi.

2. PZR iirlinleri ve DNA molekiiler agirlik belirteci yiikleme tamponu esliginde agaroz jel
kuyularina ytiklendi.

3. Yataj jel elektroforezi tanki yeterli derecede 1X’lik TBE ile dolduruldu, elektroforez
islemi i¢in gerekli voltaj (100 Volt), akim (300 miliamper), gii¢ (300 Watt) degerleri girildi
ve 3 saat boyunca elektroforez islemi uygulandi.

4. Elektroforez islemi sonunda jel goriintiileme cihazina aktarildi ve UV 1s1k tabanlh
gorlintiilleme cihazi altinda PZR bantlar1 ile DNA molekiiler agirlik belirteci bantlar
karsilastirilarak, bant gézlenip gozlenmedigi, gdzlenen bantin istenilen agirlikta olup olmadig:
kontrol edildi. Dogru molekiiler agirlifa sahip banta sahip olan 6rnekler sekanslama PZR

islemine alindi.

3.6.3.2.4 Giicliik ve Simirhliklar

PZR iiriinlerinin saflagtirilmasi sirasinda kullanilan yontem ne olursa olsun (klasik
manuel saflagtirma yontemleri veya standardize edilmis kolon tabanli saflagtirma kitleri)
tiretilen PZR iirtinleri bir miktar kayb1 s6z konusu olmaktadir. Bu basamakta énemli olan bu
kaybin en aza indirgenmesidir. Saflagtirma islemi sonrasinda iiriinlin tamamen kaybolup

kaybolmadiginin anlasilmasi i¢in agaroz jel elektroforezi ile kaybin kontrolii yapilmalidir.

3.6.3.2.5 Saf PZR Uriinleriyle Sekanslama PZR

Genotipleme calismalarindaki gelismelerin artmasiyla yeni gen dizileme yontemleride
gelistirilmektedir. Ancak 1977°de Frederik Sanger tarafindan kesfedilen Sanger sekanslama
(Sanger sequencing) ile niikleik asit dizileme teknigi veya diger ismiyle zincir sonlanma
metodu (“Chain termination method” , literatiirde enzimatik metot veya dideoksi metot
olarak da ge¢mektedir) bu alanda hala altin standart (Gold Standard) olarak bilinmektedir.
Sanger DNA dizileme teknigi, normal deoksiniikleotidler (ANTP) ve yeni sentezlenmekte olan
DNA zincirinin sonlanmasina neden olan dideoksiniikleotidlerin (ddNTP) reaksiyona beraber

katilarak yeni DNA fragmanlar1 sentezlemesi temeline dayanmaktadir (Sekil 17).
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ddNTP’lerin yapilarinda bulunan, deoksiribozlarda 3. pozisyonlardaki OH molekiillerindeki
oksijenlerin olmamasi, sadece H'nin bulunmasi, sentez sirasinda, bu ddNTP’lerin zincire
girmesi durumunda, polimerizasyonu durdurmaktadir. Ciinkii ddNTP’ler OH grubunun

yoklugundan dolayr yanlarma gelen baska molekiillerle fosfodiester baglar

kuramamaktadirlar.
A T |
HO-P—0-P—0-P-0Q Ho_I—O—FIi—DAT—o
- = < LY = = Y,
S S e g 9 9 10 M
I/ \._\; ~ -
I". J'l \.\ i
Deoksinlkleotit trifosfat Dideoksiniikleotit trifosfat

Sekil 17. Deoksiriboniikleotit ve dideoksiriboniikleotit yapisi

Bu yontemde spesifik zincir terminatorleri olan 4 tiir dideoksinukleotidler (ddATP,
ddGTP, ddCTP, ddTTP) kontrollii miktarlarda ve silirelerde sentez reaksiyonuna
katilmaktadir. Yontemin ilk gelistirildigi yillarda, dort tiir ddNTP kullanilmasindan dolay: 4
ayr1 reaksiyon ortami hazirligr s6z konusuydu. Her bir reaksiyon ortaminda 4 tiir ddNTP,
DNA polimeraz I (klenow fragmenti), 4 tiir ANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP: bu
nukleotidler DNA polimerizasyonu i¢in gereklidir), baz sirasi tayini yapilacak olan kalip
DNA ve bunun 3-ucundaki DNA bazlarma komplementer olan ve 5'-uglarmdan **P ile
isaretlenmis primerler bulundurulmaktaydi. Tiim islemler sonunda 4 tiir reaksiyon ortaminda
olusan farkli DNA segmentleri elektroforez ve otoradyografi teknikleri ile ayrimlanir ve baz
sirasi tayin edilirdi (196).

Yillar i¢inde klasik sekanslamada dedeksiyon tabanli degisiklikler yapilmistir. Daha
kolay, hizli ve ekonomik analizin yapilabilmesi yaklasimiyla fragmanlarinin floresans
boyalarla isaretlenmesine yonelik boya terminator sekanslamasi (dye terminator sequencing)
gelistirilmistir.

L.Hood ve arkadaglarinin gelistirdigi floresans isaretli ddNTP’ler ile otomatize yiiksek islem
hacimli (high throughput) DNA dizilemesinde floresans isaretli DNA fragmanlari
olusturulmaktadir. Kullanilan her dort dideoksiniikleotit zincir sonlandirici farkli bir floresans

boyayla isaretlenmistir ve her bir floresans farkli bir dalga boyuna sahiptir (197, 198).
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Kapiller elektroforezinde (capillary electrophoresis, CE) bu yonteme katilmasi yliksek
voltaj altinda hizli ayirim giicii, zaman ve emek tasarrufu, az miktarda 6rnek ile etkin ayirim,
cok sayida ornek ile ¢alisabilme, otomatizasyon ve standardizasyon avantajlarini sunarak daha
etkin ¢alismalar yapilmasina olanak sagladi.

Floresans boyalarin kaydi ile yapilan dedeksiyon sonucu ham veri olan floresans pik
kromatogramlari elde edilir. En son olarak DNA baz dizisine yonelik olarak elde edilmis
kromatogramlarin tecriibeli kisiler tarafindan analizi ile DNA baz dizisi belirlenmis olur

(Sekil 18).

Kromatogram Analizi
GCAT
AANAA
/ | , Katot
+ I Polimer ile dolu kapiller , :
&
) T
H Ornek enjeksiyonu
Lazer (birkag nl hacimde)

Sekil 18. DNA dizilemede kapiller elektroforez isleyisi (199 numarali kaynaktan modifiye
edilmistir.)

3.5.3.2.5.1 Dizileme PZR isleminde Kullamlan Malzemeler ve Cihazlar

Piirifikasyon sonrasinda jelde yiiriitiilip 6rnek kaybi siiphesinin olmadigi 6rnekler bir
sonraki basamak olan DNA sekanslama reaksiyonuna alindi. Burada amacg temiz pzr
tirtinlerinin dideoksi niikleotidlerle PZR islemine tabi tutulup DNA fragmanlarinin olugsmasini

saglamaktir.
® GenomeLab Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit [Beckman Coulter,

parca numarasi (Part number/PN): 608120, Amerika Birlesik Devletleri]
DTCS Quick Start Master Mix
pUCI18 kontrol 6rnegi (pUC18 control template) (0.25 pg/uL)
M13-47 sekanslama primeri (M13-47 sequencing primer) (1.6 pmol/uL-1.6 uM)
Glikojen (20 mg/mL)
Mineral yag1 (Mineral oil)
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Ornek yiikleme soliisyonu (Sample loading solution)
* KIT geni ekson 9, 11, 13, 17 bolgelerini cogaltmaya yonelik tasarlanan ileri (forward-F) ve

geri (reverse-R) primerler (CK9-F, CK9-R, CK10 11-F, CK10 11-R, CKI11-F, CK11-R,
CK12 13-F, CK12 13-R, CK13-F, CK13-R, CK17-F, CK17-R) (TIB MOLBIOL, kat no:
1199776, Berlin, Almanya)

®* DNAaz ve RNAaz’dan armdirilmis H,O (Pcr grade )(Roche, kat no: 03315843001,
Indianapolis, Amerika Birlesik Devletleri)

® Mikrosantrifiij tiipti (1,5 ml hacminde) (Citotest, ref.no: 347300158, Cin)

® Steril filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Filter Tip FT 1000, FT100, FT10)

® Otomatik pipetler(Eppendorf, kat. no: 022472101, GmbH Hamburg, Almanya)

* Santrifiij (Eppendorf, seri no: 5452Y0451206, Almanya)

® Vorteks (Heidolph Top Mix 94323, Bioblock Scientific, seri no:54119, Almanya)
* Is1 gevrilmeyici- “Thermal cycler” (Techne TC-3000, kat. no: FTC/02, Ingiltere)
® Soguk blok veya buz

* Atik kabi

3.6.3.2.5.2 Dizileme PZR islem Basamaklar

1. Ornek tiiplerine sekans PZR islemi igin konulacak reaktifler soguk blok iizerinde
¢Oziindiirtldi.

2. Cogaltilacak gen bdlgesine 6zgii SpM konsantrasyonunda primer hazirlandu.

Primer dillisyonun yapilmasi: Liyofilize halde alinan ileri ve geri primerler ticari firmanin

giivenlik bilgi formlarindaki onerileri dogrultusunda son konsantrasyonu 50 uM (ana stok)
olacak sekilde sulandirildi. Bu 50 uM konsantrasyondaki primerlerden (9F, 9R,10-11F, 10-
11R,12-13F, 12-13R, 13F, 13R, 17F, 17R) yola c¢ikilarak 5pM’lik, son hacmi 40 pl olan
primer diliisyonlar1 hazirlandi (Tablo 10).
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Tablo 10. Primer sulandirmada kullanilan hacimler ve konsantrasyonlar (Dizileme
PZR’si igin)

50 uM’lIik Stok F/R Solusyona Konulacak Istenilen Primer
Primerden Alinacak Hacim H,0 Hacmi Konsantrasyonu
4 uL 36 uL 5 pM

3. Soguk blok tizerindeki steril ornek tiiplerine sekans PZR reaksiyonu bilesenleri olan
H,0,”master mix”, primerler sirasiyla konuldu ve en son DNA’larin yiiklemesi yapildi.
*Sekans PZR reaksiyonunda belirli ekzonun ileri ya da geri primerlerinden sadece reaksiyon
ortamina konuldu.

*Reaksiyon karigimina konulacak DNA hacimleri jel goriintiilerindeki DNA molekiiler agirlik
belirteci (standart) ve 6rnek DNA bant parlakliklarindan yola ¢ikilarak yapilan konsantrasyon
hesaplariyla belirlendi. Ornek bant parlakliginin azhign veya coklugu ile degisen DNA
hacmiyle beraber reaksiyona konulan H,O miktar1 da son reaksiyon hacmini 20ul’ye
tamamlayacak sekilde degismektedir. PZR {iriiniiniin bant parlakligt DNA molekiiler agirlik
belirteciyle esdeger ise bu durumda reaksiyon ortamina 6rnek DNA’s1 5 ul konuldu. Bu

durumda hacimler asagidaki gibidir (Tablo 11, 12, 13).

Tablo 11. PZR bant parlakliginin standart ile esdeger oldugu durumda sekans PZR isleminde
kullanilan bilesen hacimleri

Kullanilan Bilesen Hacim
H,O oul *
Master mix 8ul
Primer (Spmol/ ul) (ileri ya da geri) lul
DNA Sul*
Toplam Hacim 20ul
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Tablo 12. PZR bant parlakliginin standartdan az oldugu durumda sekans PZR isleminde
kullanilan bilesen hacimleri

Kullanilan Bilesen Hacim
H,O 4ul *
Master mix Sul
Primer (Spmol/pl) (ileri ya da geri) Ll
DNA Tul *
Toplam Hacim 20ul

Tablo 13. PZR bant parlakliginin standartdan fazla oldugu durumda sekans PZR isleminde
kullanilan bilesen hacimleri

Kullanilan Bilesen Hacim
H,O Sul *
Master mix 8ul
Primer (Spmol/pl) (ileri ya da geri) Tul
DNA 3ul *
Toplam Hacim 20ul

4.Hazirlanan karigim 1s1 ¢evrilmeyici-“thermal cycler” cihazinda gerekli kosullarda PZR
islemine tabi tutuldu (Tablo 14).
Tablo 14. Dizileme PZR sartlar

DIiZILEME PZR’I SARTLARI

94°C’de = 20 sn
50°C’de = 20 x 30 dongii
60°C’de = 4 dk

Sekanslama reaksiyon kontrolii DTCS Quick Start Master Mix, pUC18 Control Template ve

onun amplifikasyonunu saglamak amaciyla kullanilan M 13 -47 Sequencing Primer ile yapildi.
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3.6.3.2.5.3 Giicliik ve Simirhhiklar

PCR asamasindaki bulaslar i¢in standart ¢alisma yontemleri, UV kabinet kullanimi
gibi 6nlemler alinmali, uygun ayrimlanmis odalarda ¢alisma gergeklesmelidir.
Pipetleme basamaklar1 dogru hacimlerin reaksiyon karisimlarina eklenmesi i¢in kalibrasyonu
yapilmis pipetlerle ve kontaminasyonu 6nlemek amaciyla filtreli pipet uglariyla ¢ok dikkatli
bir sekilde yapilmalidir.
Kontaminasyonun onlenmesi agisindan dikkat edilecek diger bir nokta ise orneklerin tek tek
islenmesidir.
PZR’de en ¢ok karsilagilan sorun cogaltilacak gen bdlgesine Ozgili olarak tasarlanmig

primerlerin kalip DNA ile tam olarak etkilesememesi ve bu nedenle ¢ogaltimin olmamasidir.

3.6.3.2.6 Etanol Coktiirmesi ile Sekans Uriinlerinin Saflastirilmasi

Sekans reaksiyonundan sonra drnegin ortamdaki fazlalik primerlerden, dNTP’lerden,
ddNTP’lerden temizlenmesi i¢in etanol ¢oktiiriilmesi ile sekans PZR firiinleri saflagtirilir. Bu
amagc icin ticari kitlerde kullanilmaktadir ancak sekans reaksiyonu ile elde edilen 6rnegin
uzunlugu normal DNA’ya gore kisa oldugundan iiriin kayb1 s6z konusu olabilmektedir. Bu
nedenle saflastirma kiti yerine manuel saflagtirma yontemi olan etanol c¢oktiirmesinin

kullanilmasi 6nerilmektedir.

3.6.3.2.6.1 Etanol Coktiirmesinde Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

* Etanol (saf) (Sigma-Aldrich, kat. no: 32221, Almanya)

* Sodyum Asetat tamponu (Molecular biology, pH 5.2,3 M) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
iriin kodu: S7899, Amerika Birlesik Devletleri)

* EDTA Disodyum (500mM) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, iiriin kodu: E7889, Amerika
Birlesik Devletleri)

® Mikrosantrifiij tiipii (1,5 ml hacimli) (Citotest, ref. no: 34730015S, Cin)

® Plastik konik tiip ( 12 ml hacimli) (Becton Dickinson Falcon, 4-2097-8, Amerika Birlesik
Devletleri)

* Steril filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Filter Tip FT 1000, FT100, FT10)

* Otomatik pipetler (Eppendorf, kat. no: 022472101, GmbH Hamburg, Almanya)
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® Vorteks (Heidolph Top Mix 94323, Bioblock Scientific, seri no:54119, Almanya)
* Santrifiij (Eppendorf, seri no: 5452Y0451206, Almanya)

* Atik kabi

3.6.3.2.6.2 Etanol Coktiirmesi Islem basamaklar
1. Sekans PZR {iriin i¢erigi 1.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alindi.

2. Her bir 6rnegin tizerine Sul durdurma soliisyonu eklenir.

Durdurma solusyonunun hazirlanmasi: Durdurma solusyonunun taze olarak hazirlanmasi
gerekmektedir. Asagida yer alan tablodaki hacimler tek bir Ornek igin gerekli olan
hacimlerdir. Coklu orneklerle calisildiginda 6rnek sayisi ile bu rakamlar ¢arpilarak gerekli

hacimler hesaplanir (Tablo 15).

Tablo 15. Durdurma soliisyonunun hazirlanisi

Kullanilan Bilesenler Hacim
100mM EDTA 2l
3M NaOAc pH 5.2 2 ul
Glikojen 1 ul

3. Ardindan her bir 6rnegin tizerine 60ul %95°lik soguk etanol eklendi ve 13.000xg’ye
ayarlanmis santrifiij cihazinda 6 dakika dondiirtildi.

%95°lik etanol hazirlanmasi (100ml): 5 ML dH20O ile 95 ml etanol karistirildi.

4.  Santrifiij islemi bittikten sonra laboratuar tezgahina serilen havlu kagida tek bir el
hareketiyle ¢okelen DNA kaldirilmadan tiip i¢cindeki alkol bosaltildi.

5.  Cokeltinin tizerine 200ul %70’lik soguk etanol eklenir ve 13.000xg’ye ayarlanmis
santrifiij cihazinda 6 dakika dondiiriildii.

%70’lik etanol hazirlanmasi (100ml): 30 ml dH2O ile 70 ml etanol karistirildi.

6.  Santrifiij sonras1 ¢okelen DNA kaldirilmadan tek bir el hareketiyle tiip i¢indeki alkol
havlu kagida dokiildii.
7. Cokeltinin iizerine 200ul %70’1lik soguk etanol eklendi ve 13.000xg’ye ayarlanmis

santrifiij cihazinda 6 dakika dondiirtildii.
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8.  Santrifiij sonras1 ¢okelen DNA kaldirilmadan tek bir el hareketiyle tiip i¢indeki alkol
havlu kagida dokiildii.

9.  Ornekler kapaklar acik ve ters cevrilmis sekilde 37°C’lik etiivde (en fazla 1 saat olacak
sekilde) kurumaya birakildi.

10. Kurudugu gézlenen drnekler sekans cihazina verilmek i¢in hazirlandi.

3.6.3.2.6.3 Giicliik ve Stmrhiliklar

Bu yontemde etanol ile elde edilen PZR iirlinlerinin mikrosantrifiij tlipiiniin dibinde
pellet halinde ¢oktiiriilerek saflastirilmast s6z konusudur. PZR {iriinlerinin  ¢okerek
saflagabilmesi i¢in ortama konulan etanol ¢ozeltilerinin oldukg¢a soguk olmasi ve santrifij ile
dondiirme islemlerininde tercihen sogutmali santrifiij kullanarak +4°C’de yapilmasi cok
onemlidir. Tiip dibinde ¢oken PZR iiriin pelletlerinin yikama basamaklarinda kayb1 gézlenen

bir durumda ¢ok yavas hareketlerle ancak hizli bir sekilde yapilmasi gerekir.

3.6.3.2.7 Sekans Analizi

Sekanslama PZR ile floresans isaretli farkli boylara sahip DNA fragmanlar1 olusturulur.
Bu fragmanlar kapiller elektroforez tabanli genetik analiz sistemlerinde yiiksek voltaj altinda

fragman boyutuna gore ayrimlanarak DNA baz dizisinin belirlenmesini saglar (Sekil 19).
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Sekil 19. Floresans isaretli DNA fragmanlarinin CE tabanli ayrimlanmasi (200)

3.6.3.2.7. 1 Sekans Analizinde Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar
® GenomeLab Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit [Beckman Coulter,

parca numarasi/Part number/PN: 608120]
DTCS Quick Start Master Mix
pUCI18 kontrol 6rnegi (pUC18 control template) (0.25 pg/uL)
M13-47 sekanslama primeri (M13-47 sequencing primer) (1.6 pmol/puL-1.6 uM)
Glikojen (20 mg/mL)
Mineral yagi
Ornek yiikleme soliisyonu (Sample loading solution)
* Ayirma tamponu (Beckman Coulter, GenomeLab Seperation Buffer, PN: 608012, Amerika
Birlesik Devletleri)
* Ayrimlama jeli (Beckman Coulter, Genome Lab separation Gel-LPA-1, PN: 391438,
Amerika Birlesik Devletleri)
¢ Kapiller (33cm) (Beckman Coulter, GenomeLab DNA Separation Capillary Array, 33 cm x

75 Apm, PN:608087, Amerika Birlesik Devletleri)
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® 96 konik kuyucuklu 6rnek plakalar1 (Beckman Coulter, Sample Microtiter Plates, PN:
609801, Amerika Birlesik Devletleri)

® 96 kuyucuklu tampon plakalar1 (Beckman Coulter, 96-Well Plates, PN: 609844, Amerika
Birlesik Devletleri)

® Genetik analiz sistemi (Beckman Coulter, GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System,

S/N: A220330222, Amerika Birlesik Devletleri)

3.6.3.2.7.2 Sekans Analizi Islem Basamaklar1

1. Mikrosantrifijj tlipliniin dibinde pellet halinde toplanan PZR iirtinleri 40 ul 6rnek yiikleme
soliisyonu (Sample loading solution) ile ¢oziindiiriildii ve ornek plakasi kuyucuklarina
yerlestirildi.

2. Ornek plakasinda konulan 6rneklerin iizerine mineral yag: damlatildi.

3. Tampon plakasina ayirma tamponu konuldu.

4. Genetik analiz sistemine ayrimlamanin yapilabilmesi i¢in kapiller, ayrimlama jeli takildi ve

cihazin ¢alismasi baslatildi.

3.6.3.2.7.3 Giicliik ve Simirhhiklar
Bu yontemin smirlamasi; kapiller elektroforez sonucu elde edilen piklerin boy ve
sekillerinde meydana gelen esitsizliklerinin olugsmasinda s6z sahibi boya etkinligidir. Boya

etkinliginin kaybolmasi ile hicbir pik goriintiisii elde edilemeyebilir.

3.6.3.2.8 Kromatogramlarin Degerlendirilmesi

Sekans analizinin bitiminden sonra ornekle ilgili veriler kromatogram seklinde alinir.
Bu kromatogramlarin degerlendirilmesi i¢in bir takim biyoinformatiksel programlar kullanilir.
Bu programlar genel olarak kromatogram dosyalarinin agilmast ve baz degisiminin
saptanmast amagli kullaniliyorsa referans DNA dizisiyle es zamanli karsilastirilmasini igerir.

Bu sekilde 6rnegin DNA dizisi referans dizi ile birlikte incelenerek degisimler saptanabilir.

3.6.3.2.8.1 Kromatogramlarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

* GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System Software Versiyon 10.2

® Bilgisayar ve monitor (Lenovo Think Vision, S/N: LKPWRDM, S/N: V1ZNC76)
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3.6.3.2.8.2 Kromatogramlarin Degerlendirilmesinde Islem Basamaklari

1.0rmeklerin ayrimlanmasmim bitmesinin ardindan GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis
System Software’in “sequence analysis” modiiliinden analizi yapilacak Ornek segilip,
sonuglarin kabul edilebilirliginin gdstergesi olan kabul kriterleri kontrol edilidi (Sekil 20, 21).

Kabul Kriterlerinin Incelenmesi: Kabul kriterlerinin incelendigi ekranda cihazin c¢alismasi

sirasinda akim ve volt bakimindan herhangi bir kesintinin s6z konusu olmadigi, piklerin

boyutunun aktivite-zaman grafiginde 5000’in iizerinde oldugu kontrol edildi.

Genomelab’ GeXP

Genetic Analysis System
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Sekil 21. “Sequencing Analysis” modiiliinde kabul kriterlerinin incelenmesi
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2.0rnegin calisiimasi sirasinda cihaz kokenli herhangi bir sorun yasanmadigi ve kabul
kriterlerinin kabul edilebilir oldugunun gdzlenmesinin ardindan, ayni 6rnegin kromatogrami

“sequence investigator’” modiiliinde referans dizi ile beraber incelendi (Sekil 22).
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Sekil 22. “Sequence investigator” modiiliinde kromatogram incelenmesi

3.6.3.2.8.3 Giicliik ve Simirhhiklar

Bu basamakta kullanilan programin referans dizi ile birlikte karsilastirma yapabilmesi,
ayni anda birden ¢ok 6rnegin incelenebilmesine olanak tanimasi énemli parametrelerdir. Bu
sekilde yapilan degerlendirmelerle degisimlerin 6rnek kaynakli yani mutasyon veya cihaz

kaynakli bir artifakt olabilme ihtimali daha kolay ortaya konulabilir.

3.6.4 YONTEM OPTIiMiZASYONU

3.6.4.1 Reaksiyon Ortamina Konulan DNA Hacimi

Amplifikasyon PZR’inda ortama konulacak kalip DNA’NIN hacmi biiylik 6nem
tasimaktadir. Eger PZR ortaminda primerlerle etkilesebilecek kadar yeterli kalip DNA
bulunmuyorsa, bu durumda PZR islemi ger¢eklesemez. Bu nedenle ortamdaki kalip DNA’nin
miktar1 reaksiyon i¢in olduk¢a onemlidir. PZR ortamima 3-8ul arasinda kalip DNA’nin
konularak yapildig1 PZR islemleri sonrasindaki agaroz jel elektroforez goriintiileri sekil 23°de

verilmigtir.
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Baz cifti
{bg)

2642 —
1500 —
1000 —
500 —

400 ——
300 —

200 —
100 —

Sekil 23. PZR ortamina konulan kalip DNA hacim artisinin amplikon olusumuna etkisi
A-DNA molekiiler agirlik belirteci, B- Ornek hacmi: 3 pl, Primer ismi: CK9-F , CK9-R, Primer
konsantrasyonu: 0.3 uM, C- Ornek hacmi: 4 pl, Primer ismi: CK9-F , CKO9-R, Primer
konsantrasyonu: 0.3 pM, D- Ornek hacmi: 5 pl, Primer ismi: CK9-F , CK9-R, Primer
konsantrasyonu: 0.3 uM, E- Ornek hacmi: 6 ul, Primer ismi: CK9-F , CK9-R, Primer
konsantrasyonu: 0.3 uM, F- Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK9-F , CK9-R, Primer konsantrasyonu:
0.3 uM, G- Ornek hacmi: 8 pl, Primer ismi: CK9-F , CK9-R, Primer konsantrasyonu: 0.3 pM.

B, C, D, E, F, G kuyucuklarina Tonklab 7 numarali 6rnegin DNA ekstraktindan konulmustur.

3.6.4.2 Primer Konsantrasyon Diliisyonu

Amplifikasyon PZR kiti kullanom yonergesinde hedef bolgelere 6zgili tasarlanan
primerlerin 0,1 — 0,6 uM konsantrasyonunda olmas1 onerilmektedir. Ancak PZR ortaminda
eklenen kalip DNA’nin miktariyla beraber kullanilan primer konsantrasyonuda &nem
tasimaktadir.  Reaksiyon ortamina eklenen primer azligi, kalip DNA ile primerin
etkilesemeyip amplifikasyonun baglayamamasina neden olur. Ortamdaki primer fazlaligida
primerlerin kendi aralarinda dimer olusturup amplifikasyonun gerceklesememesine neden

olur. Bu nedenle farkli primer konsantrasyonlari ile PZR’nin verimi incelendi (Sekil 24).
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Baz cifti
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Sekil 24. PZR ortamina konulan primer konsantrasyon artiginin amplikon olusumuna etkisi
A-Molekiiler agirlik belirteci, B- Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK11-F , CK11-R, Primer
konsantrasyonu: 0.1 uM, C- Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK11-F , CK11-R, Primer
konsantrasyonu: 0.2 pM, D- Ornek hacmi: 7 ul, Primer ismi: CK11-F , CK11-R, Primer
konsantrasyonu: 0.3 pM, E- Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK11-F, CK11-R, Primer
konsantrasyonu: 0.4 uM, F- Ornek hacmi: 7 ul, Primer ismi: CK11-F, CK11-R, Primer
konsantrasyonu: 0.5 pM, G- Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK11-F, CK11-R, Primer
konsantrasyonu: 0.6 uM. B, C, D, E, F kuyucuklarina Tonklab 2 numarali 6rnegin parafin
dokusundan elde edilmis DNA ekstraktindan konulmustur.

3.6.4.3 PZR Sartlari

Primerlerin kaliba baglanmasinda yiiksek spesifitenin saglanmasi ve spesifik iiriinlerin
elde edilmesinde daha etkin amplifikasyonun eldesi i¢in “touchdown (stepdown) pecr”
yontemiyle amplifikasyon gerceklestirildi. Burada yontemde PZR dongiilerindeki tavlama
(annealing) sicakligi kademeli olarak diisiiriilir. PZR’nin baslangicinda annealing sicakligi
kullanilan primerlerin erime sicakliginin (Tm) 3-5 °C iizerinde, PZR’nin son dongiilerinde de
annealing sicakligi kullanilan primerlerin Tm sicakligininin 3-5 °C altindadir. PZR sartlar
tablo 16’da verilmistir.

Farkli primer c¢iftlerinin kullanilmasinda primer erime sicakliklarina dikkat edilerek
PZR sicaklik programi olusturulur. KIT geni ekzon 10 ile 11’in arasindaki intronik bélgenin
kisa olmasindan dolay1 ekzon 10-11’1 kapsayacak sekilde ve buna benzer sekilde ekzon 12 ile
ekzon 13 arasindaki intronik bdlgenin kisa olmasindan dolayr ekzon 12 -13’i kapsayacak

sekilde ekzon 11 ve 13’e alternatif primer setleri tasarlandi. Bu primer ciftlerinden ekzon 10-
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11’1 kapsayan primerlerin erime sicakliklarindan dolayr kullanilan PZR sicaklik programi

modifiye edildi. Ekzon 10-11’1 kapsayan primerlerin PZR sartlar1 tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16. Amplifikasyon PZR sartlar1 (CK10 11F ve CK10 11R i¢in)

AMPLIFIKASYON PZR’I SARTLARI
(CK10_11F ve CK10 11R igin)

94 °C’de 5 dk denaturasyon

EVRE 1- 94°C’de - 30 sn EVRE 6- 94 °C’de - 30 sn
59°C’de>30sn  (x2 dongii 54°C’de—> 30 sn
72°C’de~>1 dk 72°C’de~> 1 dk

x 2 dongii

EVRE 2- 94 °C’de - 30 sn EVRE 7- 94 °C’de - 30 sn
58°C’de—> 30 sn \x2 dongii 53°C’de—> 30 sn x 2 dongii
72°C’de~> 1 dk 72°C’de~> 1 dk
EVRE 3- 94°C’de 2 30sn ) EVRE 8- 94 °C’de - 30 sn
57°C’de> 30sn  px 2 dongii 52°C’de—> 30 sn x 1 dongii
72°C’de> 1 dk ) 72°C’de~> 1 dk
EVRE 4- 94 °C’de - 30 sn EVRE 9- 94 °C’de - 30 sn
56°C’de> 30sn  (x 2 dongii 51°C’de—> 30 sn x 2 dongii
72°C’de> 1 dk 72°C’de~> 1 dk
EVRE 5- 94 °C’de = 30 sn EVRE 10- 94 °C’de = 30 sn
55°C’de—> 30 sn x2 dongii 50°C’de—> 30 sn x30 dongii
72°C’de~> 1 dk 72°C’de—~> 1 dk

72°C’de 7 dakika

10 °C’de suresiz tutma
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3.6.4.4 Farkh Primer Ciftlerinin Kullanimi
Amplifikasyon PZR’1 sonucu agaroz jel elektroforezinde bantlarin gézlendmedigi 6rneklerde

amplifikasyonun farkli primer ¢iftleriyle denendi (Sekil 25, 26).

Baz gifti
(bg)

2642 —
1500 —

1000 —

500 —
400 —
300 —
200 —
100 —

Sekil 25. KIT geni, ekzon 11 bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi igin farkli primer ciftlerinin
kullanilmasiin amplikon olusumuna etkisi

A-Molekiiler agirlik belirteci, B-Kandan elde edilen DNA ile yapilmis PZR reaksiyonu
kontrolu(Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK11-F , CK11-R, Primer konsantrasyonu:
0.3uM), C-Tonklab-2 numarali 6rnegin parafin blok timér dokusundan elde edilmis DNA ile
yapilan per reaksiyonu kontrolu (Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK11-F , CK11-R, Primer
konsantrasyonu: 0.3 uM), D-Kandan elde edilen DNA ile yapilmis PZR reaksiyonu
kontrolu(Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK10 11-F, CK10 11-R, Primer konsantrasyonu:
0.3uM), E-Tonklab-2 numarali 6rnegin parafin blok tiimoér dokusundan elde edilmis DNA ile
yapilan per reaksiyonu kontrolu (Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK10 11-F , CK10 11-R,
Primer konsantrasyonu: 0.3 uM).
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Sekil 26. KIT geni, ekzon 13 bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi igin farkli primer ciftlerinin
kullanilmasinin amplikon olusumuna etkisi

A-Molekiiler agirlik belirteci, B-Kandan elde edilen DNA ile yapilmis PZR reaksiyonu
kontrolu(Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CKI13-F , CK13-R, Primer konsantrasyonu:
0.3uM), C-Tonklab-14 numaral1 6rnegin parafin blok tiimoér dokusundan elde edilmis DNA
ile yapilan PZR reaksiyonu kontrolu (Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK13-F , CK13-R,
Primer konsantrasyonu: 0.3 uM), D-Kandan elde edilen DNA ile yapilmis PZR reaksiyonu
kontrolu(Ornek hacmi: 7 pul, Primer ismi: CK12 13-F , CK12 13-R, Primer konsantrasyonu:
0.3uM), E-Tonklab-14 numarali 6rnegin parafin blok tiimér dokusundan elde edilmis DNA
ile yapilan per reaksiyonu kontrolu (Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK12_13-F , CK12 13-
R, Primer konsantrasyonu: 0.3 uM).

3.6.4.5 PZR Sonrasi Saflasirmada Ornek Kaybinin Kontrolii

Amplifikasyon PZR’sinden sonra PZR iirlinleri ortamdaki fazlalik niikleotid, tuz ve
enzimlerden arindirilmast gerekir. Ancak bu saflagtirma basamagi kolon tabanli bir
saflagtirma yontemi kullanildigindan PZR {iriinlerinin varlig1 piirifikasyondan sonra bakilarak

dizileme PZR’1 adimina gecilmeli (Sekil 27).
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Sekil 27. Kolon tabanli saflagtirma isleminin amplikon kaybina olan etkisi
A-Molekiiler agirlik belirteci, B-Kandan elde edilen DNA ile yapilmis PZR reaksiyonu
kontrolu (Ornek hacmi: 7 ul, Primer ismi: CK11-F , CK11-R, Primer konsantrasyonu:
0.3uM), C-Kandan izole edilen DNA ile elde edilmis PZR f{iriinlerinin piirifikasyon sonrasi
kontrolii, D-Tonklab-14 numarali 6rnegin parafin blok tiimdr dokusundan elde edilmis DNA
ile yapilan PZR reaksiyonu kontrolu (Ornek hacmi: 7 pl, Primer ismi: CK11-F , CK11-R,
Primer konsantrasyonu: 0.3 uM), E-Tonklab-14 numarali 6rnegin parafin blok tiimor
dokusundan izole edilen DNA ile elde edilmis PZR f{iriinlerinin piirifikasyon sonrasi kontrolu.

3.6.5. ANALITIK VALIDASYON

DNA tabanli testler i¢in, belirlenmesi planlanan dizinin (analitin) var olmasinin
(analytical sensitivity) veya olmama olasiliginin(analytical specificity) analitik validasyon ile
dogrulanmasi gerekmektedir. Analitik validasyonun diger bir 6l¢iimii ayn1 6rnegin tekrarlayan
Olctimlerinden alinan sonuglarla, giivenilirlik saptanmasini kapsamaktadir. Analitik
validasyonda ayni orneklerin test edilecek yeni metodoloji ile elde edilen sonuglari altin
standart olarak onaylanan yontemden elde edilen sonuglariyla karsilatirilir.

Analitik testin klinik a¢idan kullanimindan Once sensitivite ve spesifitesi mutlaka
belirlenmelidir.

DEU Onkoloji enstitiisii Temel Onkoloji Bilim dalinda ilk kez kullanilacak olan genetik
analiz sisteminin DNA sekanslama amaciyla kullanilmasi1 ve sonuglarin dogrulugundan emin
olabilmek amacli 20 olgunun izole edilmis DNA &6rnekleri KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17
bolgelerinin dizi analizi i¢in uzman dizileme laboratuvarina (Macrogen Inc., Seoul, Kore

Cumhuriyeti) gonderildi. Analitik validasyon i¢in 6rnek se¢imi Westgard yontem validasyonu
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diizenlemelerine gore (Westgard method validation) yapilmistir. Uzman dizileme laboratuvari
DNA dizi analizinde Sanger sekanslama yoOntemini kullanmalar1 ve biiylik 0Ornek
hacimlerinden 6tiirii altin standart olarak kabul edildi.

Uzman DNA dizileme laboratuarinda KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17’ye dzgii primerler
tasarlandi. Ekzon 11 ile ekson 10'un arasindaki, ayni sekilde ekson 13 ile ekson 12'nin
arasindaki intronik bolgeler kisa oldugundan primer tasarimlari ekson 10 11 ile ekson
12 13'i bir arada kapsayacak sekilde gerceklestirildi (Sekil 28). Ileri, geri (sense, antisense)
primer dizilerini 5'-->3' yoniinde asagida belirtilmektedir (Tablo 18).
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Sekil 28. Uzman DNA dizileme laboratuvarinda KIT geni ekzon 9, ekzon 10-11, ekzon 12-13
ve ekzon 17°nin amplifikasyonu i¢in tasarlanan primelerin KIT geni iizerinde gosterimi
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Tablo 17. KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17’nin PZR islemlerinde kullanilan primerleri (Uzman
dizileme laboratuvari)

iI; :::;:; ) Primer Dizileri Primer Dizileri

KIT Geni lleri Primer (5'-->3") Geri Primer ( 5'-->3")
Ekzon 9 GACATTTTCTGTTGATTATGAACCTC CATGGTCAATGTTGGAATGAAC
Ekzon 10 11 ACATAGCTTTGCATCCTGCC TGGCAAACCTATCAAAAGGG
Ekzon 12 13 ACTGCACAAATGGTCCTTCA AATCTAGCATTGCCAAAATCA
Ekzon 17 CATCATTCAAGGCGTACTTTTG TGCAGGACTGTCAAGCAGAG

Parafin bloktan DNA elde edildi ve bu 6rneklerden konsantrasyonu 100ng/pul’den fazla
olanlar uzman dizileme laboratuvarma goénderildi. Hedeflenen KIT geni eksonlarinin
amplifikasyon (cogaltilma) PZR"1, agaroz jelde PZR iirlinlerinin kontrolii (Sekil 29, 30, 31,
32) PZR sonras1 piirifikasyonu, dizileme PZR"1 ve sonrasinda priifikasyonu(temizleme) ile
otomatik dizileyicide (96 kapilerli 3730XL, Applied Bioystems) dizinin yiiriitiilme asamalari,
uzman dizileme laboratuvari tarafindan gerceklestirildi (Sekil 33). Dizi sonrasi kromatogram

dosyalar1 dizilemeye uygun analiz programlari ile incelenerek sonuglar gonderildi.

Sekil 29. KIT geni ekzon 9 PZR iiriinleri

Sekil 30. K/T geni ekzon 10-11 PZR iiriinleri

"E."Na. WE. .V =

Sekil 31. KIT geni ekzon 12-13 PZR iiriinleri
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Sekil 32. KIT geni ekzon 17 PZR iiriinleri
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Sekil 33. Amplifikasyon PZR’1 iyi ¢alismis 6rnegin dizileme sonuglari

3.7 ARASTIRMA PLANI VE TAKVIiMIi

Aragtirmanin hazirlik asamasindan tamamlanana kadar yapilan ¢alismalar sekil 34°de

ayrintilandirimstir.
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Calizma grubunaalinacak
dgrneklerin belirenmesi

Patoloji arsiv bloklarindan
kesitlerin alinmasi

Deoksiribonikleik asit
[DMA) izolasyonu

Dizi analiziile DNA baz
sirasinim belirlenmesi

Verilerin toplanmasi,
degerlendirilmesi

Biyoinformatiksel analizile
bilinen ve bilinmeyen
mutasyonlarin belidlenmesi

istastistiksel analiz

Sekil 34. Caligsma plant

3.8 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

3.8.1 istatistiksel Degerlendirme

Metot dogrulama amagh yapilan analitik validasyonda sonuglar giivenilirlik ag¢isindan
Kappa ve Mc Nemar testleri ile karsilastirildi. Testin gergek pozitif ve negatifleri
yakalayabilmesinin giicii olarak spesifite ve sensitivite hesaplamalar1 yapildi.

Calismada bireysel klinikopatolojik ve molekiiler bulgularin kendi aralarindaki etkileri
ve bunlarin genel sag kalima olan etkileri aragtirildi.

Tanimlayic istatistikler ortalama ve yiizde seklinde raporlanmastir.

Klinikopatoloji ve sagaltim ile iligkili parametreler olan yas, cinsiyet, mitoz sayisi,

tiimdr ¢ap1, metastaz durumu, evre, histolojik alt tipi, risk grubu, genel KIT geni mutasyon
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durumu, KIT geni ekzon 9, 11, 13, 17 mutasyon sunumlari ile genel sag kalim iliskisi
degerlendirildi. Cinsiyet, primer tiimor yerlesimi, rezeksiyon durumu, uzak organ metastazi
varli1, metastaz yerlesim yeri, histolojik tipi, KiT, CD34, SMA, demsin, S-100, Ki-67
ekspresyonu, risk grubu, evre, timor g¢api, mitoz sayisi, progresyon durumu, son izlem
durumu degiskenlerinin KIT mutasyonu varligi ve yoklugundaki (ekzon 9 mutasyon var-yok,
ekzon 11 mutasyon var-yok, ekzon 13 mutasyon var-yok, ekzon 17 mutasyon var-yok,
herhangi bir mutasyon var-yok) iligkileri Ki-Kare ve Fisher Kesin Testi kullanilarak
incelenmistir.

Genel sagkalim egrileri Kaplan-Meier analizi ile yapilmistir. Genel sag kalim, tani tarihi
ile son izlem tarihi (olguda 6liim gergeklesmis ise 0liim tarihi) arasindaki zamanin dlgiilmesi
ile hesaplandi. Genel sag kalim analizlerinde alt gruplar arasindaki karsilastirmalar log-rank
testi ile yapilmustir.

Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p< 0.05 kabul edilmistir. Istatistiksel analizler

SPSS programi (Versiyon 15.0; SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak yapilmistir.

3.8.2 Biyoinformatik Analiz

Dizi analizi ile elde edilen baz dizisi verileri bir ¢ok yonden farkli biyoinformatik
programu segenekleriyle incelenerek analiz yapildi. Orneklerin dizi analizi sonucu elde edilen
kromatogram dosyalar1 ChromasLite 2.01 (Copyright Technelysium Pty Ltd.) programi ile
acilip tek tek incelendi (Sekil 35) ve ayn1 programda kromatogram verisi FASTA formatina
cevrildi. FASTA verileri ile National Center for Biotechnology Information (NCBI) resmi
sitesinde “Blast” islemi uygulandi (Sekil 36, 37). Elde edilen “blast”’lama sonuglariyla,
Ensemble veritabanindaki (http://www.ensembl.org/index.html) insan KIT geni “KIT [

Ensembl/Havana merge gene: ENSG00000157404 ] (ENST00000288135)” ¢cDNA sekansinin

ekzon 9, 11, 13 ve 17 bolgeleri referans alinarak dogru bdlgenin analizlendigi kontrol edildi
(Sekil 38). Yine aynm baz dizisi verileri DNASTAR Lasergene 8 programu ile referans dizi
esliginde incelenerek mutasyonlar saptandi. Farkli 6rneklerin ayn1 bolgeye ait DNA baz dizisi
verileri Chromatogram Explorer v.3.1.1 (Copyright Heracle Software 2010) programi
kullanilarak birlikte incelendi bu sekilde cihaz kaynakli pik hatalarinin 6niine gecilerek
belirlenen mutasyonlar kontrol edildi (Sekil 38). Bulunan tiim mutasyonlar Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer- COSMIC Veritabani

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) kullanilarak daha once bu konu lizerine
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calisan gruplar tarafindan saptanip saptanmadigi kontrol edildi

Veritabaninda yer alan mutasyonlarin “mutation id” leri kaydedildi.

(Sekil 40). Cosmic
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Sekil 37. NCBI veritabanindaki “Blast” sonucu goriintiisii
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Sekil 40. COSMIC veritabaninda bulunan K/T mutasyonlar1
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3.9 ARASTIRMANIN SINIRLILIKLARI

Parafin dokudan DNA izolasyonu ve elde edilen niikleik asitin molekiiler yontemlerde
kullanimi giicliikler icermektedir. Ozellikle cerrahi operasyon ile alinan dokunun molekiiler
caligmalarda kullanima olanak verecek sekilde islem gormesi oldukca onemlidir. Eger bu
islem zinciri dokularin uygun kosullarda ve molekiiler ¢alismalara uygun olarak saptanmis
bekleme siirelerine bagli kalinmadan yapilmasi durumunda izole edilen DNA’nin kalitesini
etkilemektedir. Bu nedenle parafin dokudan yapilan mutasyon analizlerinde DNA
kalitesinden kaynakli sikintilar yasanmaktadir. DNA’nin kalitesindeki sorun PZR
basamaginda kendini gostererek hedeflenilen bdlgenin ¢ogaltilamamasini saglayarak olgudan
elde edilen DNA’nin molekiiler analizde kullanimina izin vermemektedir. Veya buna benzer
bir durum; DNA izolasyonundaki parafinsizlestirme sirasinda kullanilan alkollerin PZR
inhibitorii olarak gorev goérmesi PZR’nin basarisiz olmasina ve doku kaybina neden
olmaktadir. Hedeflenen gen boélgelerinin niikleotid siralarinin dogasindan dolayr PZR
sirasinda kendi i¢lerinde sa¢ tokasi seklini almasi da PZR’nin basarisiz olmasina neden
oldugu i¢in molekiiler analizin ilk basamaginda 6rnegin ¢ogaltilamamasi molekiiler analizdeki
basarisizlik sebeplerindendir.

DNA dizileme PZR’si bittikten sonra amplikonlar kapiller elektroforez tabanh
genotiplendirme analizorleri ile analizlenir. Bu islem sonrasinda alinan kromatogram
verilerinin bu yontem acisindan deneyimli kisiler tarafindan yorumlanmasi 6nemli bir

gerekliliktir.

3.10 ETIK KURUL ONAYI

Izmir 3 No’lu Klinik arastirmalar Etik Kurulu (Sekreterya Dokuz Eyliil Universitesi)’
nun 17.09.2009 tarih ve 07/01/2009 no.lu toplantisinda 207/2009 protokol numarali
“Gastrointestinal stromal tiimorlerde K/T mutasyonlarinimn klinik énemi isimli proje ile etik
onay1 alinmistir (Ek 1).

Bu proje Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri 2010.KB.SAG.006

proje numarasi ile desteklenmistir.
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4.BULGULAR

4.1 ANALITIK VALIDASYON

Uzman DNA dizileme laboratuvarina metot dogrulama amacli gonderilen 6rneklerin
KIT geni ekzon 9 (x;), 11 (k2), , 13 (k3) ve 17 (k4) sonuglari ile bizim sonuglarimiz
tutarlilik  acisindan Kappa ve Mc Nemar testleri ile karsilastirildi. Analitik validasyon
Westgard yontem validasyonu diizenlemelerine gore (Westgard method validation)
yapilmistir (201). Bu analiz ile ekzon 9 i¢in elde edilen sonug, uzman laboratuvar sonuglari ile
kusursuz (1;=0,857 (p< 0.001); 95%CI, 0,587- 1,127), ekzon 11 i¢in kusursuz (k; =0,90 (p<
0,001); 95%CI, 0,710- 1,090), ekzon 13 i¢in kusursuz ((k3 =1,00 (p< 0.001); 95%CI, 1,00-
1,00) ve ekzon 17 igin kusursuz (k4 =1,00 (p< 0,001); 95%CI, 1,00- 1,00) diizeyde tutarli
bulundu (Kappa i¢in 0,40-0,75 orta derecede, 0,75+ kusursuz diizeyde tutarlilik demektir.)
(202).

Biyoistatistikte bir testin altin standart olarak kabul gormiis test yontemiyle
karsilastirilmasi sonucu elde edilen 6zgiilliik (spesifite) ve duyarlilik (sensitivite) degerleriyle
o testin pozitif ve negatif olarak kabul edilen olgular1 ayirt etme giicii hesaplanir. Bizim
testimiz i¢in Ozgiilliiglin artmasi, yanls pozitiflik oranimin diiserek yabanil tip olgularin
hepsinin dogru bir sekilde ayirt edilmesini temsil eder. Duyarlilik ise yanlis negatiflik
oranmin azalarak mutant olgularin dogru bir sekilde ayirt edilmesini saglar. Duyarlilik ve
ozgiilliik degerlerinin 1 (%100 anlamina gelir)’ e yakin olmas1 altin standartla karsilagtirilan

testin pozitif ve negatif drnekleri yanligsiz ayirt edebildigi anlamina gelir (203).

Tablo 18. KIT ekzon 9, 11, 13 ve 17 mutasyon analizi analitik validasyonu

Kappa degeri (k) Duyarhhk Ozgiilliik
EKZON 9 icin 1,=0,857 0,80 0,04
EKZON 11 icin K2 =0,900 0,91 0,90
EKZON 13 icin K3 =1,00 1 1
EKZON 17 icin K4 =1.00 1 1
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4.2 DEMOGRAFIK VERILER

2006-2010 yillarr arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nda GIST tanis1 almis, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim
Dalinda izlenen 65 olgu ¢alismaya alindi. Altmis olgudan genotip analizine uygun miktar ve
kalitede DNA elde edildi.

60 olgunun %53,3 (n:32)’ii kadin, %46,7 (n:28)’1 erkekti.

CiINSIYETE GORE DAGILIM

M Kadin ® Erkek

Sekil 41. Olgularin cinsiyete gore dagilimlari

Olgularin yas ortalamasi ( + SD), 60,57 ( £12.8) ; medyan 61°dir ( min-max; 20-86).
Olgular yaglar1 60’tan kiiciik olanlar, 60’tan biiyiik olanlar seklinde gruplandiklarinda, %50°’si
(n:30) 60 yasin altinda, %50’si (n:30) 60 yasin lizerindedir.

Primer tiimor yerlesimine gore siniflama yapildiginda olgularin %45 (n:27)’ 1 mide,
%26,7 (n:16)’ si ince bagirsak, %3,3 (n:2)’i kalin bagirsak, %5 (n:3)’i 6zofagus, %5 (n:3)’i

omentum periton ve %15 (n:9)’ i diger bolge yerlesimliydi.
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PRIMER TUMOR YERLESIMINE GORE
DAGILIM

Kalmbagwsak

3%

periton
5%

Sekil 42. Olgularin primer tiimor yerlesim yerine gore dagilimi

Rezeksiyon durumuna gore siniflandirma yapildiginda olgularin %26,7 (n:16)’si RO
rezeksiyon, %3,3 (n:2)’ ii R1 rezeksiyon, %5 (n:3)’i R2 rezeksiyon, %13,3 (n:8)’tii M olarak

siniflandirildi.

REZEKSIYON BiCiMINE GORE
DAGILIM

Olgularin Yiizdesi

Rezeksivon Bicimi

Sekil 43. Olgularin rezeksiyon durumuna gore dagilimlari

Metastaz agisindan sorgulama yapildiginda olgularin %51,6 (n:16)’ sinda metastaz
gozlenmedi, %48,4 (n:15)’linde metastaz gozlendi. Metastaz1 olan grubun %67 (n:10)’i

karaciger, %13 (n:2)’u akciger, %20 (n:3)’si diger bolge yerlesimlidir.
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METASTAZ DURUMUNA GORE DAGILIM

Olgularm Yiizdesi

MetastazYOK Metastaz VAR

Sekil 44. Olgularin metastaz durumuna gore dagilimi

METASTAZ YERLESIMINE GORE
DAGILIM

Sekil 45. Metastaz gelisen olgularin metastaz yerlesim yerine gore dagilimlari

Olgularin %78,3 (n:47)’sinde igsi (Sekil 47), %8,3 (n:5)’linde epiteloid (Sekil 48) ve
%13,3 (n:8)’tinde mikst hiicre tipi (Sekil 49) gozlendi.
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HUCRE TiPINE GORE DAGILIM

Sekil 46. Olgularin hiicre tipine gore dagilimlari

%
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Sekil 47. igsi hiicre tipi (Tonklab 1 numrah olgun 151k mikroskobu ile x20’lik biiyiitme
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alanindaki goriintiisii)

Olgularda tiim6riin en uzun ¢ap ortalamasi (=SD), 6,03 (£ 5,82); medyan 5, (min-max,
0,3-35). Olgularin tiimor ¢aplart 2 cm’den kiiciik olanlar, 2-5 cm arasinda olanlar, 5-10 cm
arasinda olanlar ve 10 cm’den biiylik olanlar seklinde gruplandirildi. Bu gruplamaya gore
olgularin %16,7’si (n:10) 2 cm’den kiigiik, %41,7’s1 (n:25) 2-5 cm arasinda, %25’1 (n:15) 5-
10 cm arasinda ve %16,7’s1 (n:10) 10 cm’den biiytiktii.

TUMOR BOYUTUNA GORE DAGILIM

/'/

500
= 400
=]
3=
W~ 30,0
£
E 20,0
EP 10,0
(=]

0,0

<2cm 2-5cm 5-10¢cm =10 cm

Tiimor Boyutu

Sekil 50. Olgularin tiimdr boyutuna goére dagilimi

Olgularin 50 BBA’da tiimor mitoz sayisit ortalamasi (+SD), 7,7 (£16,48); medyan 2
(min-max, 0-100). Tiimor dokularinin 50 BBA’daki mitoz sayis1 5’ten az olanlar ve 5’ten ¢ok
olanlar seklinde gruplanmistir. Bu gruplamaya goére %70’inde (n:42) mitoz 5’ten kiiciik,

%30’unda ise (n:18) mitoz 5’ten fazladir.
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MITOZ SAYISINA GORE DAGILIM

80

60 1~

Olgularin Yiizdesi

<5 >5
Mitoz Sayisi

Sekil 51. Olgularin mitoz sayisina gore dagilimi

Olgular immiinhistokimyasal fenotip bakimindan sorgulandi. KIT, CD34, SMA,
desmin, S-100 negatif (<%10 boyanma), fokal pozitif (%10-50 boyanma) ve pozitif (>%50
boyanma) seklinde; Ki-67 parametreside <%10 boyanma ve >10 boyanma seklinde
siiflandirildi.  KIT agisindan taranan olgularin %98,3 (n:59)’ii pozitif, %1,7 (n:1)’1 fokal
pozitif olarak saptandi. CD34 agisindan taranan olgularin % 71,7 (n:43)’si pozitif, %28,3
(n:17)’1i negatif olarak saptandi. SMA acisindan taranan olgularin %41,7 (n:25)’si pozitif,
%6,7 (n:4)’si fokal pozitif, %51,7 (n:31)’si negatif olarak saptandi. Desmin agisindan taranan
olgularin %11,7 (n:7)’si pozitif, %1,7 (n:1)’ fokal pozitif, %86,7 (n:52)’1 negatif olarak
saptandi. S-100 acisindan taranan olgularin %66,7 (n:40)’si pozitif, %5 (n:3)’ii fokal pozitif
ve %28,3 (n:17)’s1 negatif olarak saptandi. Ki-67 a¢isindan taranan olgularin %33 (n:20)’i
>10 olacak sekilde, %66,7 (n:40)’si <%10 olacak sekilde boyanma gosterdi.

Tablo 19. Olgularin CD34, SMA, demsin, S-100 degerlendirmesine gore dagilimlari

BOYANMA DERECESI CD34 SMA DESMIN S-100
(Boyanma yayginhgi) (n) (n) (n) (n)
Pozitif %71,7 %41,7 %11,7 %66,7
(>% 50) (n:43) (n:25) (n:7) (n:40)
Fokal pozitif 0 96,7 %1,7 %5
(% 10— 50) (n:4) (n:1) (n:3)
Negatif %28.,3 %51,7 %86,7 %28.,3
(% 0- 10 (n:17) (n:31) (n:52) (n:17)
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Tablo 20. Olgularin CD117 degerlendirmesine gore dagilimlar

BOYANMA DlVERE(;ESI ) CD117 (n)
(Boyanma yayginhgi; yogunlugu)
Pozitif )
(5%50; +-+/+++) %98.,3 (n:59)
Fokal pozitif o )
(% 10- 50; +/++) /61,7 (n:1)
Negatif 0
(% 0- 10; +)
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Sekil 52. Immiinhistokimyasal olarak CD117 ekspresyonu. A-Tonklab 2 num
151k mikroskobu ile x10’lik biiyiitme alanindaki CD117 fokal pozitif goriintiisii, B-Tonklab 1
numarali olgunun 151k mikroskobu ile x10’lik biiyiitme alanindaki CD117 pozitif (diffiiz)

goruntisii.

151k mikroskobu ile x10’lik biiylitme alanindaki SMA negatif goriintiisii, B- Tonklab 8

numarali  olgunun 151k mikroskobu ile x20’lik biiylitme alanindaki SMA fokal pozitif
goriintiisti, C- Tonklab 2 numarali olgunun 151k mikroskobu ile x10’lik biiyiitme alanindaki

SMA porzitif (diffiiz) goriintiisil.
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Sekil 54. Immiinhistokimyasal olarak S-100 ekspresyonu. A- Tonklab 1 numarali olgunun

151k mikroskobu ile x10’lik biiyiitme alanindaki S-100 negatif goriintiisii, B- Tonklab 7
numaralt  olgunun 151k mikroskobu ile x10’lik biiylitme alanindaki S-100 fokal pozitif

goruntusi.

g T S B

Sekil 55. Immiinhistokimyasal olarak desmin ekspresyonu. A- Tonklab 9 numarali olgunun

151k mikroskobu ile x20’lik biiylitme alanindaki desmin negatif goriintiisii, B- Tonklab 2
numarali olgunun 151k mikroskobu ile x10’lik biiyiitme alanindaki desmin pozitif (diffiiz)

goruntisii.

kp -
2.

Sekil 56.Immiinhistokimyasal olarak CD34 ekspresyo

151k mikroskobu ile x10’lik biiylitme alanindaki CD34 negatif goriintiisii, B- Tonklab 1
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numarali olgunun 151k mikroskobu ile x20’lik biiylitme alanindaki CD34 pozitif (diffiiz)

goruntisii.

Tablo 21. Olgularin Ki-67 ekspresyon diizeyine gore dagilimlari

BOYANMA )
DERECESI Ki-67
>10 %33,3 (n:20)
<%10 %66,7 (n:40)
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Sekil 57. Immiinhistokimyasal olarak Ki-67 ekspresyonu. A- Tonklab 9 numarali olgunun
151k mikroskobu ile x20’lik biiyiitme alanindaki Ki-67 < %10 goriintlisti, B- Tonklab 7

numarali olgunun 1s1k mikroskobu ile x20’lik biiyiitme alanindaki Ki-67 > %10 goriintiisii.

Olgularin  %16,7 (n:10)’si ¢ok diisiik, %23,3 (n:14)’0 distk, %283 (n:17)1
intermediyer ve %31,7 (n:19)’si yiiksek risk grubundadir.

RiSK GRUBUNA GORE DAGILIM

Cok diisiik Diistik intermediyer Yiiksek

Risk Grubu Siiflamasi

Sekil 58. Olgularin risk grubuna gore dagilimlari
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Olgularin onkolojik evreye gore smiflandirilmasimna gore erken evre olgular %60,7

(n:17), lokal ileri olgular %14,3 (n:4) ve ileri evre olgular %25 (n:7) oranindadir.

ONKOLOJIK EVREYE GORE DAGILIM

80,0
2 60,0
§ 25,0%
= 40,0 (n:7)
=
= 20,0
Qi |

0,0 - T T

Erken evre Lokal ileri evre lleri evre

Onkolojik Evre

Sekil 59. Olgularin onkolojik evreye gore dagilimlari

4.3 MUTASYON ANALIZi VERILERI

Saptanan KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 mutasyonlar1 DNA diizeyinde ve protein
diizeyinde saptanmistir. Mutasyon terminolojisinde Human Genome Variation Society
(HGVS) onerileri goéz oniinde bulundurulmustur. Niikleotit numaralandirilmasi Ensemble
(http://www.ensembl.org/index.html) insan KIT geni “KIT [Ensembl/Havana merge gene:
ENSG00000157404] (ENST00000288135)” cDNA sekansina dayanmaktadir.

65 olgu genotip analizi ¢calismasina alindi. 5 olgudan genotip analizi i¢in yeterli DNA

ornegi elde edilemedi. Bir olgunun ekzon 11 amplifikasyon PZR’sinde bant gézlenemedi.
Tiim genotip analizleri sonucu olgu bazinda tablo 21°de ayrintili olarak verilmistir.
Genotiplendirme calismalar1 sonucu toplamdaki 60 olgudan %58,3 (n:35)’sinin KIT

geni ekzon 9, 11, 13,17 bolgelerinden herhangi birinde mutasyon barindirdigi belirlendi.
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KIT GENI MUTASYON DURUMU (Genel)
DEU Veritabam (n:60)

Sekil 60. Olgularin genel mutasyon durumuna goére dagilimlari
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Tablo 22. Tiim olgularin KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 bdlgeleri mutasyon analizi sonucu elde edilen genotip bilgileri

ORNEK KODU EKZON 9 EKZON 11 EKZON 13 EKZON 17
TONKLAB-1 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
TONKLAB-2 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
TONKLAB-3 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
TONKLAB-4 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
TONKLAB-5 DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz
TONKLAB-6 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip

p.D579del, ¢.1735 1737del GAT
TONKLAB-7 Yabanil tip (Het.) Yabanil tip Yabanil tip
(Cosmic Database mut id:1294) ve
p-V569D, c.1706T>A(Het)
TONKLAB-8 DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz
p.V559 T574del ¢.1676_1722del
TONKLAB-9 Yabanil tip (Het.) Yabanil tip Yabanil tip
(Cosmic Database mut.id.28480)
TONKLAB-10 Yabanil tip pPI77L, 0. 16761>C (Het.) Yabanil tip Yabanil tip
(Cosmic Database Mut id.3903)
p-M5521, c.1656G>A
TONKLAB-11 Yabanil tip (Cosmic Database mut id.23055) Yabanil tip Yabanil tip

p.K558P ¢.1672A>C - 1673A>C,
p.F5848S, ¢.1751T>C
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(Cosmic Database mut id.1297)

pW557 K558del, ¢.1669-1674del6

p.K642E, c.1924A>G (Het.)

(Cosmic Database

TONKLAB-12 Yabanil tip (Het.) mut.id.1304) ve Yabanil tip
(Cosmic Database mut id:19310) p.N649D, c.1945A>G,
(Het.) *
p.K642E, ¢.1924A>G (Het.)
pW557 558del, ¢.1669-1674del6 (Cosmic Database
TONKLAB-13 Yabanul tip (Het.) mut.id.1304) ve Yabanul tip
(Cosmic Database mut id:19310) p.N649D, ¢.1945A>G,
(Het.) *
p-Q556_L576del,
TONKLAB-14 p-Q400T, ¢ 1380G=C c.1666_1728del63 (Het.) Yabanuil tip Yabanuil tip
(EAGCAC) (Hel) = (Cosmic Database mut.id.1205)
p-Q556_L576del,
TONKLAB-15 Yabanuil tip c.1666_1728del63 (Het.) Yabanuil tip p-A795P ve p.D820A *
(Cosmic database mut.id.1205)
TONKLAB-16 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip
Y553N 1657T>A (TAT>AAT)
(het)
TONKLAB-17 Yabanil tip (Cosmic Database mut id.12454), Yabanil tip Yabanil tip

N567Y 1699A>T (AAT>TAT)
(Het) *
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p.K550 E554 del, 1648 1662

TONKLAB-18 Yabanuil tip dell5, Yabanul tip Yabanuil tip
(Cosmic Database mut id:1162)
TONKLAB-19 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
TONKLAB-20 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip
p.V559D (het.) c. 1676 T>A
TONKLAB-21 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
(Cosmic Database mut id.12435)
p-Q556_L576del, c.1666 1728del
TONKLAB-22 Yabanuil tip (Het.) Yabanuil tip Yabanuil tip
(Cosmic Database mut id.1205)
p.P551_V559 del,
TONKLAB-23 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip
c.1652 1678del27 (Het.)
p.K642E, c.1924A>G (Het.)
TONKLAB-24 Yabanil tip Yabanil tip (Cosmic database mut Yabanil tip
id.1304)
TONKLAB-25 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
TONKLAB-26 DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz
p-Y503 _F504insAY,
¢.1509 1510insGCCTAT (Het.)
TONKLAB-27 (Insertion-in frame) Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
(Cosmic Database mutation
id.1326)
TONKLAB-28 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip
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TONKLAB-29 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanul tip
p.L576del, ¢.1726 _1728del CTT
TONKLAB-30 Yabanul tip (Het.) Yabanul tip Yabanul tip
(Cosmic Database mut id.18745)
TONKLAB-31 Yabanuil tip p.W557_V559(c§it(§}GAAGG deh Yabanuil tip Yabanuil tip
TONKLAB-32 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
p.P627L, c.1880C>T (Het.)
TONKLAB-33 Yabanul tip Yabanul tip (Cosmic database mut Yabanul tip
1d.19323)
TONKLAB-34 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
TONKLAB-35 DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz
p.D579_H580insIDPTQLPYD,
TONKLAB-36 Yabanuil tip ¢.1737 1738ins27 Yabanuil tip Yabanuil tip
(Cosmic database mut.id.23417)
p.K642E, c.1924A>G (Het.)
TONKLAB-37 Yabanul tip p. P351H, ¢.1651C>A (Het) (Cosmic database Yabanul tip
(Cosmic database mut.id.1173)
mut.id.1304)
p.K642E, c.1924A>G (Het.)
TONKLAB-38 Yabanul tip Yabanul tip (Cosmic database Yabanul tip
mut.id.1304)
TONKLAB-39 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip
TONKLAB-40 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
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TONKLAB-41 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanul tip
p.V560G, ¢.1679T>G (Het.)
TONKLAB-42 Yabanil tip , ) Yabanil tip Yabanil tip
(Cosmic database mut.id.1260)
p.K550 W557del
TONKLAB-43 Yabanil tip c.1648 1671del24 (Het) Yabanil tip Yabanil tip
(Cosmic Database mut id.6142)
TONKLAB-44 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
p.V559D, c.1676T>A (Het.)
TONKLAB-45 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
(Cosmic Database mut id.12435)
TONKLAB-46 Yabanil tip Basarisiz PZR Yabanil tip Yabanil tip
p-WS557R, c.1669T>A (Het.)
TONKLAB-47 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
(Cosmic Database mut id.1216)
TONKLAB-48 Yabanil tip p.F584L, ¢.1752T>A (Het.) Yabanil tip Yabanil tip
TONKLAB-49 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip
TONKLAB-50 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
TONKLAB-51 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
_ p.V559G, c.1676T>G (Het.)
TONKLAB-52 Yabanuil tip _ ) Yabanuil tip Yabanuil tip
(Cosmic Database mut.id.1253)
TONKLAB-53 DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz DNA yetersiz
p-Y553N, c.1657T>A
TONKLAB-54 Yabanil tip (Cosmic Database mut id.12454), Yabanil tip Yabanil tip

ve p.V569D c¢.1706T>A
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TONKLAB-55 p.S451C, ¢.1352C>T (Het.) * Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
p.K550 W557del
TONKLAB-56 Yabanil tip c.1648 1671del24 (Het) Yabanil tip Yabanil tip
(Cosmic Database mut id.6142)
p.K550 W557del
TONKLAB-57 Yabanul tip c.1648 1671del24 (Het) Yabanul tip Yabanul tip
(Cosmic Database mut id.6142)
. p.P551_V555del,
TONKLAB-58 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip
c.1652 1663dell2 (Het.)
TONKLAB-59 Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip Yabanul tip
p.P627L, c.1880C>T (Het)
p-Q460H, c.1380G>C .
TONKLAB-60 Yabanuil tip (Cosmic database mut Yabanil tip
(CAG>CAC) (Het.) * _
1d.19323)
, p.V559D, ¢.1676T>A (Het.)
TONKLAB-61 Yabanil tip , ) _ Yabanil tip Yabanil tip
(Cosmic database mut.id.1252)
TONKLAB-62 Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip Yabanuil tip
TONKLAB-63 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
TONKLAB-64 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip
p- Y503 F504insAY,
c.1509 1510insGCCTAT,
TONKLAB-65 Yabanul tip Yabanul tip Yabanil tip

(Insertion-in frame) (Het.)

(Cosmic Database mut. id.1326 )

*Literatiirde bulunmayan mutasyonlar, *Literatiirde bulunan mutasyonlar
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4.3.1 KIT Geni Ekzon 9 Mutasyonlari

Olgularin %8,3 (n:5)’ iiniin KIT geni ekzon 9 bolgesinde mutasyon igerdigi, %91,7
(50)’sinin ise ekzon 9 bolgesinde mutasyon igermedigi belirlendi. Ekzon 9 mutasyonlarinin
%35 (n:3)’ 1 tek niikleotid degisim mutasyonlar (single nucleotide polimorphism: SNP), %3,3

(n:2)’1 i1se insersiyonlardan olugsmaktadir.

Olzu Numaras Kodon Mutasvon Cesidi

430 460 450 00 o

410 40
RCEASVLPVDVQTLNSSGPPFGELVVQSSIDSSEAFKHNGTVECKAYNDVGETSAYFNFAFEGNNKE  “Yabanl Tip”

Tonklah 53 RCCASVLPVDVQTLNSSGPPFGELVVQSSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVGEKTSAYFNFAFKEGNNKE Nokia mutasyonu
Tonklab14.60 RCSASVLPVDVHTLNSSGPPFGEKLVVQSSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVGKTSAYFNFAFKEGNNKE

Tonklab27.65 RCSASVLPVDVQTLNSSGPPFGELVVQSSIDSSAFKHNGIVECKAYNDVGETSAYAYFNFAFKGNN Insersiyon

*Literatiirde bulunmayan mutasyonlar, *Literatiirde bulunan mutasyonlar

Sekil 61. KIT geni ekzon 9 (449-514 kodonlar) yerlesimli olan mutasyonlar

EKZON 9 = Y503-F504 ins AY (Heterozigot)

LM e i

A A PAAA AN AR AR A AR A

Sekil 62. KIT geni ekzon 9 bolgesinde saptanan Y503-F504 ins AY (Het.) mutasyonunun
kromatogram goriintiisi.
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KIT GENIEKZON 9 MUTASYON DURUMU KiT GENI EKZON 9 MUTASYON CESITLERI

DEU Veritabani (n:60)
5%
: ' =
: '

i

01,7%
Yabaml Tip

Mutasyon Yiicdesi

SNP Insersivon

Sekil 63. Olgularin KIT geni ekzon 9 mutasyon durumuna gére dagilimlar ve saptanan mutasyon tiplerinin dagilimlar:
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4.3.2 KIT Geni Ekzon 11 Mutasyonlar1

Olgularm %47,5 (n:28)’inin KIT geni ekzon 11 bdlgesinde mutasyon igerdigi, %52,5
(31)’inin ise ekzon 11 bolgesinde mutasyon i¢ermedigi belirlendi. Ekzon 11 mutasyonlarinin
%20,3 (n:12)’ 1 tek niikleotid degisim mutasyonlar: (single nucleotide polimorphism: SNP),
%23,7 (n:14)’ti delesyonlardan, %1,7 (n:1) insersiyonlardan ve %1,7 (n:1)’si kompleks

mutasyonlardan olugsmaktadir.

Ot mumnaras Kodonls Mugarvon Copds
1 1 L Ll H 5
QEPMYEVQWEVVEEINONNYVYIDPTQLFYDHKWEFPRNRLSFo  vaband Ty

Tonklah QEFMYEVQWE QLFYDHEWEFPRNRELSFO Delesyon

Torklab 12,13 QEFMYEVQ VVEEINGNXYVYIDPTQLPYDHEWEFPRENRLSFG

Torklab14,14.27 QEFMYEV FYDHKWEFFRNRELSFG

Torkdab 18 Q VOWEVYVEEINGNNYVYYIDPFTQLPYDHEWEFPFRENELSFOG

Tonklab 23 QK VEEINONNYVYIDPTOLPYDHEWEFPRNRLSFG

Tenkdab 30 QEFPMYEVQWEVVEEINGNNYVYIDPFTQ FPYDHEWEFPFENRLSFG

Tonklah 31 OKPMYEVQ VEEINGNNYVYIDPFTQLPYDHEWEFFENRLSFG

Tooklabd3, 36,57 Q EVVEEINGNSYVYIDPTQLPYDHKWEFPRENRLSFG

Tonklab 4§ oK GWEVYEEINGNNYVYIDPTOQLPYDHEWEFPRENRLSFO

Tooklab 7 GEPMYEVQWEVVEEINONNYDYIDPTQLPY HKEWEFPRNRELSFO

Tonkdab 10 QEPMYEVQWEVVEEINGNNYVYIDPTQLLYDHEWEFFENRLSFO Nokiamutasyom

Torkdab 11 QREF IYEVOW P VYVEEINGNNYVYIDPFTQLPYDHEWESPENRLSFOG

Tonkdab 37 R MYEVOWEKVVEEINGNNYVYIDPFTQLFYDHEWEFPFENRLSFG

Torkdsb 42 QEPMYEVQWEVGCEEINONNYVYIDPTQLPYDHEWEFPRNRLSFO

Torklab21 4561 QEPMYEVOWKDVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFFRNRELSFG

Torklsb 47 QRFPMYEVO EEKVVEEINOGONNYVYYIDPTQLFYDHEWEFFRNRLSFG

Tonklab 48 CRPMYEVOWEVVYEEINGNNYVYIDPTOQLPYDHEWELFRNRLSFO

Tonkdab 32 QREPFMYEVOWEGYVEEINGNNYVYIDPFTQLPYDHEWEFPFRNRLSEFG

Tonkdab 54 QKPMNEVQWEVVEEINGNNYDYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFO

Tonklab 17 QRPMNEVOWEVVEEINONYYVYIDPTOQLPYDHEWEFPRNRLSFO

Toricah 36 OKPMYEVOQWEVVEEINONNYVYIDPTQLPYDOHKWEFPENRLSFO Insersivon

* Literatiirde bulupmayvan mutasyenlsr. *Literatiirde bulunan mutasyonlar

Sekil 64. KIT geni ekzon 11 (550-592.kodonlar) yerlesimli olan mutasyonlar
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EKZON 11 - V559D (Heterozigot)

Tiimor drnegi

556
q w K D v E
Mutantallel C 2 &6 T G G L A 6 6 AT 6 T I G A G
Mormalallel ¢ 2 G T el G G @& T GIT & G e
q W K v E

V) W/\M/\(\/W A

aman/ i/ \«\/\Afv\/\/\/\/\/\/\

Sekil 65. KIT geni ekzon 11 bolgesinde saptanan V559D (Het.) mutasyonunun kromatogram
goruntusii.

Kan érnegi

7]
ik
ik
(7]
[
-
-
(7]
-
-
[
=
[
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EKZON 11 - W557-K558 del. (Heterozigot)
Tiimor ornegi
555
v 0] —_— — v v E
Mutantallel & T C G - = s G 7. T 6 T T 5 A B
Normal allel g T £ &G T c @ L & G & s i - S SR - G
Q w K v v E
Kan drnegi
& T K¢ K & T 6 B A A 6 6 T T & T T 6 K G
| \
FAYAAAAVAVAYAYAY A2\

Sekil 66. KIT geni ekzon 11 bolgesinde saptanan W557- K558 del (Het.) mutasyonunun
kromatogram goriintiisii.
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KIT GENIEKZON 11 MUTASYON DURUMU KIT GENT EKZON 11 MUTASYON CESITLERI
DEU Veritabam (n:60)
23,7%

20,3%

. 1,7% 1.7%
] in:ll in:ll
I I 1
SNP

I

&

52,5%

Yabanil Tip

5

in

Mutasyon Yiizdesi
g

[=]

I Delesyon  Insersivon Kompleks

Sekil 67. Olgularin K/T geni ekzon 11 mutasyon durumuna gére dagilimlari ve saptanan mutasyon tiplerinin dagilimlari
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4.3.3 KIT Geni Ekzon 13 Mutasyonlar

Olgularin %11,7 (7)’sinin KIT geni ekzon 13 bdlgesinde mutasyon icerdigi, %88,3
(53)’liniin ise ekzon 13 bolgesinde mutasyon icermedigi belirlendi. Ekzon 13 mutasyonlarinin

hepsi SNP’lerden olusmaktadir.

Olgu Numarasi Kodon Mutasvon Cesidi
830 540 850 660
PSAHLTEREALMSELEVLSYLGNHMNIVNLLGACTIGG “Yabanil Tip”™
Tonklab24,37,38 PSAHLTEREALMSELEVLSYLGNHMNIVNLLGACTIGG  NoktaMutasyenm
Tonklab 12,13 PSAHLTEREALMSELEVLSYLGDHMNIVNLLGACTIGG
Tonklab 33,60 LEAHLTEREALMSBSELEVLSYLGNHMNIVNLLGACTIGG
*Literatirde bulunmayan mutasvonlar , * Literatirde bulunan mutasyonlar

Sekil 68. KIT geni ekzon 13 (627-664.kodonlar) yerlesimli olan mutasyonlar

EKZON 13 - K642E (Homozigot)

Tl'jmﬁrﬁrneg”i
640
E L E v L
Mutant allel e B s T o & R R & T G e o G
Mutant allel G & L B e 8 E A & T £ % R
E L E v L
Aﬁ&ﬂﬂAAﬂﬁAAAAAA
Kanﬁrneg”i
Mormal allel G & A € T & A A KB T € I G

MNaA A WA

Sekil 69. KIT geni ekzon 13 bolgesinde saptanan K642E (Het.) mutasyonunun kromatogram
goruntisu.
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KiT GENI EKZON 13 MUTASYON DURUMU KIT GENI EKZON 13 MUTASYON CESITLERI
DEU Veritabam (n:60)

11,7%

28.3%
Yabanil Tip

Mutasyon Yiizdesi
|

SNP

Sekil 70. Olgularin KIT geni ekzon 13 mutasyon durumuna gére dagilimlari ve saptanan mutasyon tiplerinin dagilimlart
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4.3.4 KIT Geni Ekzon 17 Mutasyonlar

Olgularin %1,7 (n:1)’sinin KIT geni ekzon 17 bélgesinde mutasyon igerdigi, %98,3
(n:59)’1iniin ise ekzon 17 bolgesinde mutasyon icermedigi belirlendi. Ekzon 17 bolgesindeki
mutasyon SNP’tir.

Ekzon 17 mutasyonu olan sadece 1 olgu saptanmistir. Bu nedenle ekzon 17 mutasyon

varlig1 ve tipleri ile diger parametreler arasindaki karsilastirmalar yapilmamastir.

Olgu Numarast Kodon Mutasyon Cesidi

200 Bl 829

CIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIKNDSNYVVEKGN “Yabaml Tip™

Tonklab 13 CIHEDLAPERENILLTHGRITEKICDFGLARDIKNASNYVVEKGN Nokta Mutasyonu

*Literatiirde bulunmayan mutasyonlar.

Sekil 71. KIT geni ekzon 17 (788- 828 kodonlar) yerlesimli olan mutasyonlar
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EKZON 17 - A795P (Heterozigot)

Tlmdr E'}rneg”i
793
L A P R M
Mutantallel T A C F E :

L}

I
Ly}
1

G

=1
0

Normal allel T T

[}
[}
AL
]
I
I
A5
=

- 7 -
= L 1. =]

L A A R N

/\ﬂ/\ W \AA/\A/\/\N\/\

EKZON 17 - D820A (Heterozigot)

(7]

Tiimdr drn Eﬂ”i

818

K M D 5 M
Mutant allel ) G & LT B e T £ % L Y
Normal allel = ] G & A T G & T T R T

K M 5 M

il WA

Kan drnegi

- - ~ B - ~
C o

MNP

Sekil 72. KIT geni eckzon 17 bolgesinde saptanan A795P (Het) ve D820A (Het.)

mutasyonlarinin kromatogram goriintiileri.
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KIT GENIEKZON 17 MUTASYON DURUMU KIT GENIEKZON 17 MUTASYON CESITLERI

DET Veritabam (n:60)
/ ﬁ -
98,3% =
Yabanil tip i E . )
=
S o

1,7%

SNP

Sekil 73. Olgularin K/T geni ekzon 17 mutasyon durumuna gére dagilimlari ve saptanan mutasyon tiplerinin dagilimlar
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4.4 GENOTIP VERILERI iLE DiGER VERILERIN iLISKIiLENDiRILMESi

4.4.1 Cinsiyet ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon iliskisi

Cinsiyete gore ekzon 9 ve 13 mutasyon varlig1 acisindan fark yoktur. (Ekzon 9 igin:
Fisher kesin testi, p=1,000) (Ekzon 13 igin: Fisher kesin testi, p:0,695) (Ekzon 17 i¢in: Kikare
testi, p:0,281)

Cinsiyete gore ekzon 11 mutasyon varlig1 agisindan fark vardir (Ki-kare testi, p:0,003).

Erkeklerde ekzon 11 mutasyon varligi daha yiiksektir.

Tablo 23. Cinsiyet ile KIT geni ekzon 11 mutasyonu arasindaki iliski

EKZON 11 MUTASYON
DURUMU Toplam
Yok Var
CINSIYET Kadin %71,0 (n:22) %29,0 (n:9) | %100 (n:31)
Erkek %32,1 (n:9) | %67,9 (n:19) | %100 (n:28)
Toplam %52,5 (n:31) %47,5 (n:28) | %100 (n:59)

(Kikare testi, p:0,003)

Cinsiyete gore genel mutasyon durumu agisindan fark vardir (Ki-kare testi, p:0,004).

Erkeklerde mutasyon varligi daha yiiksektir.

Tablo 24. Cinsiyet ile KIT geni genel mutasyon durumu arasindaki iliski

GENEL MUTASYON
DURUMU Toplam
Yok Var
CINSIYET Kadin %59,4 (n:19) | %40,6 (n:13) | %100 (n:32)
Erkek %21,4 (n:6) | %78,6 (n:22) | %100 (n:28)
Toplam %41,7 (n:25) | %58,3 (n:35) | %100 (n:60)

(Kikare testi, p:0,004)

Ekzon 9 mutasyonu olan kadin olgularin %66,7’s1 (n:2) siibstitiisyon, %33,3’ii (n:1)
insersiyon igermektedir. Ekzon 9 mutasyonu olan erkek olgularin %50’si (n:1) siibstitiisyon,

%350’si (n:1) insersiyon icermektedir.

122



Ekzon 11 mutasyonu i¢eren kadin olgularin %33,3’{ (n:3) siibstitiisyon, %66,7’si (n:6)
delesyon icermektedir. Ekzon 11 mutasyonu olan erkek olgularin %47,4’1 (n:9) siibstitiisyon,
%42,1’1 (n:8) delesyon, %5,3’0 (n:1) insersiyon, %35,3’i (n:1) kompleks mutasyonlar
icermektedir.

Ekzon 13 mutasyonu igeren kadin (n:3) ve erkek (n:4) olgularin hepsi siibstitlisyon

icermektedir.

4.4.2 Primer Tiimor Yerlesimi ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Iliskisi

Olgularin primer tiimor yerlesim yerlerine gore dagilimlar sekil 42°de verilmistir.

Tiim olgular primer tiimor yerlesimi ve genel mutasyon durumu (ekzon 9, 11, 13, 17)
acisindan tarandiginda, mide yerlesimli timorlerin %51,9’u (n:14) arastirilan dort ekzon
bakimindan yabanil tip, %48,1’i (n:13) ise mutant tiptir. ince bagirsak yerlesimli olan
tiimorelerin %18,3’1 (n:3) yabanil tip, %81,3’l (n:13) mutant tiptir. Kalin bagirsak yerlesimli
olanlarin %50’si (n:1) yabanil tip, %50’si (n:1) mutant tiptir. Ozofagus yerlesimli olanlarin
hepsi (n:3) yabanil tiptir. Omentum periton yerlesimli tiimdrlerin %33,3’1 (n:1) yabanil tip,
%66,7’s1 (n:2) mutant tiptir.

Olgular primer tiimér yerlesimi ve KIT geni ekzon 9 mutasyonlar1 agisindan
incelendiginde; mide yerlesimli tiimorlerin  %96,3’linde (n:26) ekzon 9 mutasyonu
saptanmamis, %3,7’sinde (n:1) ekzon mutasyonu (siibstitiisyon) saptanmistir.

Ince bagirsak yerlesimli olan tiimérlerin %81,3’{inde (n:13) ekzon 9 mutasyonu
saptanmamis, %18,8’sinde (n:3) ekzon 9 mutasyonu saptanmistir. Bunlarin %3,3’l (n:1)
stibstitlisyon, %66,7’si (n:2) insersiyondur.

Kalin bagirsak yerlesimli tiimorlerde (n:2) ekzon 9 mutasyonuna rastlanmamastir.

Ozofagus yerlesimli tiimorlerde (n:3) ekzon 9 mutasyonuna rastlanmamistir.

Omentum periton kokenli tlimorlerin %66,7’sinde (n:2) ekzon 9 mutasyonuna
rastlanmamis ancak %33,3’linde (n:1) mutasyon (slibstitlisyon) saptanmastir.

Mide yerlesimli tiimorlerin %59,3’tinde (n:16) ekzon 11 mutasyonu saptanmamis,
%40,7’sinde (n:11) ekzon 11 mutasyonu saptanmistir. Mutasyonlarin %27,3’1 siibstitiisyon
(n:3), %54,5’1 (n:6) delesyon, %09,1°1 insersiyon (n:1) ve %9,1°’1 (n:1) kompleks

mutasyonlardir.
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Ince bagirsak yerlesimli olan timérlerin %37,5’inde (n:6) ekzon 11 mutasyonu
saptanmamis, %62,5’inde (n:10) ekzon 11 mutasyonu saptanmistir. Saptanan mutasyonlarin
%401 (n:4) siibstitiisyon, %60’1 (n:6) delesyondur.

Kalin bagirsak yerlesimli tiimorlerin  %50’sinde (n:1) ekzon 11 mutasyonuna
rastlanmamuis, %50’sinde (n:1) ekzon 11 mutasyonu (siibstitiisyon) saptanmistir.

Ozofagus yerlesimli tiimérlerde (n:3) ekzon 11 mutasyonuna rastlanmamistir.

Omentum periton kokenli tiimorlerin  %33,3’linde (n:1) ekzon 1lmutasyonu
saptanmamis, ancak %66,7’sinde (n:2) ekzon 11 delesyonlarina rastlanmigtir .

Mide yerlesimli tiimdrlerin %85,2’sinde (n:23) ekzon 13 mutasyonu saptanmamis,
%14,8’sinde (n:4) ekzon 11 mutasyonu saptanmistir.

Ince bagirsak yerlesimli olan tiimérlerin %93,7’inde (n:15) ekzon 11 mutasyonu
saptanmamis, %6,3’linde (n:1) ekzon 13 mutasyonu saptanmaistir.

Kalin bagirsak yerlesimli tiimorlerde (n:2), 6zofagus yerlesimli tlimorlerde (n:3) ve
omentum-periton yerlesimli timdrlerde (n:3) ekzon 13 mutasyonu saptanmamustir.

Saptanan tiim ekzon 13 mutasyonlar siibstitiisyondur.
Mide ve ince bagirsak yerlesimli olgular kendi aralarinda KIT geni genel mutasyon
varlif1 acisindan kiyaslandiginda ince bagirsak yerlesimli olan olgularda genel mutasyon

varlig1 anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (Fisher kesin testi, p:0,050).

Tablo 25. Primer tiimor yerlesimi ile KIT geni genel mutasyon durumu arasindaki iliski

GENEL MUTASYON
DURUMU Toplam
PRIMER Yok Var
TUMOR Mide | %51,9 (n:14) | %48,1 (n:13) | %100 (n:27)
YERLESIMI Ince %18,8 (n:3) | %81,3 (n:12) | %100 (n:15)
Toplam %39,5 (n:17) | %60,5 (n:26) | %100 (n:43)

(Fisher kesin testi, p:0,050)

Mide ve ince bagirsak yerlesimli olgular kendi aralarinda KIT ekzon 9, 11 ve 13

mutasyonlariin varlig agisindan karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamastir.
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4.4.3 Rezeksiyon Durumu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Miskisi

Olgular rezeksiyon bi¢imlerine gore RO, R1, R2 ve M olarak siniflanan olgulardan RO
olanlarin %31,3’ii (n:5) yabanil tip, %68,8’1 (n:11) mutant tiptir. R1 olanlarin %50’si (n:1)
yabanil tip, %50’si (n:1) mutant tiptir. R2 olanlarda (n:3) mutasyon saptanmamistir. M
olanlarin %25°1 (n:2) yabanil tip, %751 (n:6) mutant tiptir.

Rezeksiyon gruplari ile ekzon 9 mutasyonu test edildiginde; RO olanlarda %93,7"’si
(n:15) yabanil tip, %6,3’l (n:1) insersiyon saptanan mutant tiptir. Mutant RO grubundaki
olgularin %10’u (n:1) siibstitiisyon, %80’1 (n:8) delesyon ve %10’u (n:1) kompleks
mutasyonlar i¢cermektedir. R1 olanlar (n:2) ve R3 olanlarin (n:3) hepsi yabanil tiptir. M
olanlarin %87,5’1 (n:7) yabanil tip, %12,5’1 (n:1) siibstitiisyon saptanan mutant tiptir.

Rezeksiyon gruplar ile ekzon 11 mutasyonu test edildiginde; RO olanlarda %37,5’1
(n:6) yabanil tip, %62,5’1 (n:10) mutant tiptir. Mutant RO grubundaki olgularin %10°u (n:1)
stibstitlisyon, %80’1 (n:8) delesyon ve %10’u (n:1) kompleks mutasyonlar icermektedir. R1
olanlar (n:2) ve R3 olanlarin (n:3) hepsi yabanil tiptir. M olanlarin %37,5’1 (n:3) yabanil tip,
%62,5’1 (n:5) mutant tiptir. Mutant olan M grubundaki olgularin %60°1 (n:3) siibstitiisyon,
%401 (n:2) delesyon igermektedir.

Rezeksiyon gruplart ile ekzon 13 mutasyonu test edildiginde; RO olanlarda %87,5’1
(n:14) yabanil tip, %12,5’1 (n:2) mutant tiptir. R1 olanlarin %50°’si (n:1) yabanil tip, %50’si
(n:1) mutant tiptir. (n:2) ve R3 olanlarin (n:3) hepsi yabanil tiptir. M olanlarin %87,5’1 (n:7)
yabanil tip, %12,5’1 (n:5) mutant tiptir. Olgularda saptanan ekzon 13 mutasyonlarinin hepsi

stibstitlisyondur.

4.4.4 Uzak Organ Metastaz ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Iliskisi

Uzak organ metastazina gére genel mutasyon durumu, ekzon 9, 11 ve 13 mutasyon
varlig1 acgisindan fark gézlenmemistir (Genel mutasyon durumu i¢in: Ki-kare testi, p:0,809),
(Ekzon 9 i¢in: Fisher kesin testi, p: 1,000), (Ekzon 11 i¢in: Fisher kesin testi, p: 0,576),
(Ekzon 13 i¢in: Fisher kesin testi, p: 0,600).

Metastatik olmayan olgularin %93,8’1 (n:15) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%6,3’1i insersiyon igeren mutant tiptir. Metastatik olan olgularin %93,3’li (n:14) ekzon 9

mutasyonu ag¢isindan yabanil tip, %6.7’si (n:1) siibstitiisyon iceren mutant tiptir.
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Metastatik olmayan olgularin %50’si (n:8) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%350’si1 insersiyon igeren mutant tiptir. Ekzon 11 mutasyonu olan ancak metastaz gelismeyen
olgularin %12,5’1 (n:1) siibstitiisyon, %75’1 (n:6) delesyon, %12,5’1 (n:1) kompleks
mutasyonlar icermektedir. Metastatik olan olgularin ise %40’1 (n:6) ekzonll mutasyonu
acisindan yabanil tip, %60’1 (n:9) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin %55,6’s1 (n:5)
stibstitlisyon, %44,4’{ (n:4) delesyondur.

Metastatik olmayan olgularin %81,3°li (n:13) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil
tip, %18,8°1 (n:3) siibstitiisyon i¢eren mutant tiptir. Metastatik olan olgularin %93,3’ii (n:14)

ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip, %6.7’si (n:1) siibstitiisyon iceren mutant tiptir.

4.4.5 Metastaz Yerlesimi ile KiT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon iliskisi

Metastatik olan olgular metastaz yerlesimine goére siniflandirilip genel mutasyon
durumu agisindan tarandiginda karaciger metastazli olgularin %20’si (n:2) yabanil tip, %801
(n:8) mutant tiptir. Akciger metastazli olgularin %50’si (n:1) yabanil tip, %50’si (n:1) mutant
tiptir.

Karaciger metastazli olgular ekzon 9 mutasyonu agisindan tarandiginda, %901 (n:9)
yabanil tip, %10’u (n:1) siibstitiisyon igeren mutant tiptir. Akciger metastazli olgular (n:2) ve
diger yerlesimli metastatik olgularin (n:3) hepsi ekzon 9 agisindan yabanil tiptir.

Karaciger metastazli olgular ekzon 11 mutasyonu ag¢isindan tarandiginda, %30’u (n:3)
yabanil tip, %70’1 (n:7) mutant tiptir. Mutant olgulardaki mutasyonlarin %57,1°1 (n:4)
stibstitlisyon, %42,9’u (n:3) delesyondur. Akciger metastazli olgular1 %50’si (n:1) yabanil tip,
%350’si1 (n:1) siibstitlisyon igeren mutant tiptir. Diger yerlesimli metastatik olgularin %66,7’si
(n:2) yabanil tip, %33,3’ii (n:1) delesyon igeren mutant tiptir.

Karaciger metastazli olgular ekzon 13 mutasyonu agisindan tarandiginda, %90°1 (n:9)
yabanil tip, %10’u (n:1) siibstitlisyon i¢eren mutant tiptir. Akciger metastazli olgular (n:2) ve

diger yerlesimli metastatik olgularin (n:3) hepsi ekzon 11 agisindan yabanil tiptir.

4.4.6 Hiicre Tipi ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon ilisKisi
Hiicre tipine gore ayrimlandiktan sonra genel mutasyon tipi agisindan taranan
olgulardan, igsi hiicre tipine sahip olanlarin %42,6’s1 (n:20) yabanil tip, %57,4’10 (n:27)

mutant tip oldugu saptanmistir. Epiteloid hiicre tipine sahip hiicrelerin %20’si (n:1) yabanil
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tip, %80’1 (n:4) mutant tiptir. Mikst hiicre tipine sahip hiicrelerin %50’si (n:4) yabanil tip,
%350’si (n:4) mutant tiptir.

Igsi hiicre tipine sahip olgularm %89,4ii (n:42) ekzon 9 agisindan yabanil tip, %10,6’s1
(n:5) mutant tiptir. Mutant olgularin %601 (n:3) siibstitiisyon, %40’1 (n:2) insersiyon
icermektedir. Epiteloid hiicre tipine (n:5) ve mikst hiicre tipine sahip olgularda (n:8) ekzon 9
mutasyonu saptanmamistir.

Igsi hiicre tipine sahip olgularin %57,4ii (n:27) ekzon 11 acisindan yabamil tip,
%42,6’s1 (n:20) mutant tiptir. Mutant igsi hiicreli olgularin %45°1 (n:9) siibstitiisyon, %451
(n:9) delesyon, %10’u (n:1) insersiyon, %10’u (n:1) kompleks tip mutasyon igermektedir.
Epiteloid hiicre tipine sahip olgularin %80’inde (n:4) mutasyon saptanmistir. Bu olgularin
%50’s1 (n:2) stibstitlisyon, %50’sinde delesyon icermektedir. Epiteloid hiicreli tiimdrlerde
goriilen mutasyonlarm hepsi KIT geni ekzon 11 bolgesinde saptanmustir ve hiicre tipi
acisindan ekzon 11 mutasyonu epiteloid hiicreli tiimorlerde anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (Fisher kesin testi, p:0,045) Mikst hiicre tipine sahip olgularin %50’si (n:4)
ekzon 11 mutasyonu ac¢isindan yabanil tip, %50’si (n:4) mutanttir. Mutasyonlarin %25°1 (n:1)
stibstitlisyon, %75°1 (n:3) delesyon igermektedir .

Igsi hiicre tipine sahip olgularm %85,1°i (n:40) ekzon 13 agisindan yabanil tip,
%14,9’u (n:7) mutant tiptir. Mutant olgularin hepsi siibstitiisyon igermektedir. Epiteloid hiicre

tipine (n:5) ve mikst hiicre tipine sahip olgularda (n:8) ekzon 13 mutasyonu saptanmamastir.

4.4.7 KIT (CD117) Ekspresyonu ile KiT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon iliskisi

Immiinhistokimyasal olarak KIT ekspresyonu negatif olan hi¢ olgu yoktur. Fokal
pozitif sadece bir olgu vardir ve yabanil tiptir. KiT pozitif olgularin %40,7’si (n:24) genel
mutasyon durumu agisindan yabanil tip, %59,3’ii (n:35) mutanttir. KiT ekspresyonu ile genel
mutasyon agisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:0,417)

KIT pozitif olgularin %91,5’i (n:54) ekzon 9 agisindan yabanil tip, %8,5’i (n:5) mutant
tiptir. Mutant olgularin %601 (n:3) siibstitiisyon, %40°1 (n:2) insersiyon icermektedir. KiT
ekspresyonu ile ekzon 9 mutasyonu agisindan fark yoktur. (Fisher kesin testi, p:1,000)

KIT pozitif olgularm %51,7’si (n:30) ekzon 11 agisindan yabamil tip, %48,3’ii (n:28)
mutant tiptir. Mutasyonlarin %42,9’u (n:12) siibstitiisyon, %50’si (n:14) delesyon, %3,6’s1
(n:1) insersiyon ve %3,6’s1 (n:1) kompleks mutasyon igermektedir. KIiT ekspresyonu ile

ekzon 11 mutasyonu agisindan fark yoktur. (Fisher kesin testi, p:1,000)
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KIT pozitif olgularn %88,1°i (n:52) ekzon 13 agisindan yabanil tip, %11,9’u (n:7)
mutant tiptir. Mutasyonlarin hepsi siibstitiisyondur. KiT ekspresyonu ile ekzon 13 mutasyonu

acisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:1,000).

4.4.8 CD34 Ekspresyonu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon lliskisi

CD34 ekspresyonu negatif olan olgularin %64,7’°si (n:11) genel mutasyon agisindan
yabanil tip, %35,3’1 (n:6) mutant tiptir. CD34 ekzpresyonu agisindan fokal pozitif olgu
yoktur. CD34 pozitif olgularin %32,6’s1 (n:14) yabanil tip, %67,4’1 (n:29) mutant tiptir.
CD34 ekspresyonu ile genel mutasyon varligr agisindan fark vardir (Kikare testi, p:0,0023)

Tablo 26. CD34 ekspresyonu ile KIT geni genel mutasyon durumu arasindaki iliski

GENEL MUTASYON
DURUMU Toplam
Yok Var
CD34 Negatif %64,7 (n:11) | %35,3 (n:6) | %100 (n:17)
EKSPRESYONU | Fokal pozitif 0 0 0
Pozitif %32,6 (n:14) | %67,4 (n:29) | %100 (n:43)

Toplam %41,7 (n:25) | %58,3 (n:35) | %100 (n:60)

(Kikare testi, p:0,023)

CD34 negatif olgularin %94,1°’1 ekzon 9 mutasyou acisindan yabanil tip, %5,9’u (n:1)
mutant tiptir (siibstitlisyon). CD34 pozitif olgularin %90,7’si (n:39) yabanil tip, %9,3’i (n:4)
mutant tiptir. Bu mutasyonlarin %50’si (n:2) siibstitiisyon, %50’si (n:2) insersiyon
icermektedir. CD34 ekspresyonu ile ekzon 9 mutasyon varligi acisindan fark yoktur (Fisher
kesin testi, p:1,000)

CD34 ekspresyonu negatif olgularin %62,5’1 (n:10) ekzon 11 mutasyonu ag¢isindan
yabanil tip, %37,5’1 (n:6) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin %50’si (n:3) siibstitiisyon, %50’si
(n:3) delesyon icermektedir. CD34 pozitif olgularin %48.,8’1 (n:21) yabanil tip, %51,2’si
(n:22) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin %40,9’u (n:9) siibstitiisyon, %50’si (n:11) delesyon,
%4,5’1 (n:1) insersiyon, %4,5’1 (n:1) kompleks mutasyonlar igermektedir. CD34 ekspresyonu
ile ekzon 11 mutasyon varlig1 agisindan fark yoktur (Kikare testi, p:0,350)
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CD34 negatif olgularda ekzon 13 mutasyonu saptanmamistir. CD34 pozitif olgularda
%83,7’s1 (n:36) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip, %16,3’{ (n:7) mutant tiptir. Bu

mutasyonlarin hepsi siibstitiisyondur.

4.4.9 SMA Ekspresyonu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Mliskisi

SMA negatif olgularin %35,5’1 (n:11) genel mutasyon agisindan yabanil tip, %64,5’1
(n:20) mutant tiptir. SMA fokal pozitif olgularin %751 (n:3) genel mutasyon varlig1 agisindan
yabanil tip, %25°1 (n:1) mutant tiptir. SMA pozitif olgularin %44’ (n:11) genel mutasyon
varlig1 agisindan yabanil tip, %56°s1 (n:14) mutant tiptir.

SMA ekspresyonu negatif olan olgularin %90,3’i (n:28) ekzon 9 mutasyou acisindan
yabanil tip, %9,7’si (n:3) mutant tiptir. Mutasyonlarin %33,3°1 (n:1) siibstitlisyon, %66,7’si
(n:2) insersiyondur. SMA fokal pozitif olgularin hepsi ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil
tiptir. SMA pozitif olgularin %92’si (n:23) yabanil tip, %8’i (n:2) mutant tiptir. Bu
mutasyonlarin hepsi siibstitiisyondur.

SMA ekspresyonu negatif olgularin %48,4’i (n:15) ekzon 11 mutasyonu agisindan
yabanil tip, %51,6’s1 (n:16) mutant tiptir. Saptanan bu mutasyonlarin %50’si (n:8)
stibstitisyon, %37,5’1 (n:6) delesyon, %6,3’ii (n:1) insersiyon, %6,3’1 (n:1) kompleks
mutasyon icermektedir. SMA fokal pozitif olgularin %75’ (n:3) ekzon 11 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %25°1 (n:1) mutant tiptir (delesyon). SMA pozitif olgularin %54,2’si
(n:13) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %45,8’1 (n:11) mutant tiptir. Bu
mutasyonlarin %36,4’1i (n:4) stibstitiisyon, %63,6’s1 (n:7) delesyon icermektedir.

SMA ekspresyonu negatif olgularin %87,1°1 (n:27) ekzon 13 mutasyonu agisindan
yabanil tip, %12,9’u (n:4) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin hepsi siibstitiisyodur. SMA fokal
pozitif olan olgularda (n:4) mutasyon saptanmamistir. SMA pozitif olgularin %88,3’1i (n:53)
ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip, %12’si (n:3) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin hepsi

stibstitlisyondur.

4.4.10 Desmin Ekspresyonu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon {liskisi
Desmin negatif olgularin %38,5’1 (n:20) genel mutasyon varlig1 agisindan yabanil tiptir,
%61,5°1 (n:32) mutant tiptir. Desmin fokal pozitif bir olgu vardir ve mutanttir. Desmin pozitif

olgularin %71,4’l (n:5) yabanil tip, %28,6’s1 (n:2) mutant tiptir.
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Desmin negatif olgularin %90,4’i (n:47) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%9,6’s1 (n:5) mutanttir. Mutasyonlarin %60°1 (n:3) siibstitiisyon, %401 (n:2) insersiyondur.
Desmin fokal pozitif bir olgu vardir ve ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tiptir. Desmin
pozitif olgularin (n:7) hepsi ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tiptir.

Desmin negatif olgularin %49’u (n:25) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%51°1 (n:26) mutant tiptir. Mutasyonlarin %38,5’1 (n:10) siibstitiisyon, %53,8’1 (n:14)
delesyon, %3,8’1 (n:1) insersiyon ve %3,8’1 (n:1) kompleks mutasyondur. Desmin fokal
pozitif bir olgu ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tiptir. Desmin pozitif olgularin
%71,4’1 (n:5) ekzon 11 mutasyonu acgisindan yabanil tip, %28,6’s1 (n:2) mutant tiptir.
Mutasyonlarin hepsi siibstitliisyondur.

Desmin negatif olgularin %88,5’1 (n:46) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%11,5’1 (n:6) mutant tiptir. Bulunan mutasyonlarin hepsi siibstitiisyondur. Desmin fokal
pozitif bir olgu ekzon 13 mutasyonu agisindan mutant tiptir ve mutasyon cesidi
stibstitlisyondur. Desmin pozitif olgularin hepsi (n:7) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil

tiptir.

4.4.11 S100 Ekspresyonu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Miskisi

S100 negatif olgularin %45°1 (n:18) genel mutasyon durumu agisindan yabanil tip,
%355°1 (n:22) mutant tiptir. S100 fokal pozitif olgularin hepsi (n:3) mutant tiptir. S100 pozitif
olgularin %41,2’si (n:7) genel mutasyon durmu agisindan yabanil tip, %58,8’1 mutant tiptir.

S100 negatif olgularin %95°1 (n:38) ekzon 9 mutasyonu ac¢isindan yabanil tip, %51
(n:2) mutant tiptir. Mutasyonlarin %50’si (n:1) siibstitiisyon, %50’si (n.1) insersiyondur. S100
fokal pozitif olgularin %66,7’si (n:2) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip, %33,3’i (n:1)
mutant tiptir ve insersiyondur. S100 pozitif olgularin %88,2’si (n:15) ekzon 9 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %11,8’1 (n:2) mutant tiptir ve ikisi de insersiyondur.

S100 negatif olgularin %56,4’i (n:22) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%43,6’s1 (n:17) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin %52,9’u (n:9) siibstitiisyon, %41,2’si (n:7)
delesyon, %5,9’u (n:1) insersiyon icermektedir. S100 fokal pozitif olgularin %33,3’1 (n:1)
ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %66,7’si (n:2) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin
%350’si (n:1) siibstitliisyon, %50’si (n:1) delesyondur. S100 pozitif olgularin %47,1°1 (n:8)

ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %52,9’u (n:9) mutan tiptir. Mutasyonlarin
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%22,2’s1 (n:2) siibstitiisyon, %66,7’si (n:6) delesyon, %11,1°1 (n:1) kompleks mutasyonlar
icermektedir.

S100 negatif olgularin %85°1 (n:34) ekzon 13 mutasyonu acisindan yabanil tip, %15°1
(n:6) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin hepsi siibstitiisyondur. S100 fokal pozitif olgularin (n:3)
hepsi ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tiptir. S100 pozitif olgularin %94,1’i (n:16)

ekzon 13 mutasyonu ag¢isindan yabanil tip, %5,9’u (n:1) mutant tip ve siibstitiisyondur.

4.4.12 Ki-67 Ekspresyonu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon {liskisi

Ki-67 ekspresyonu <10’un altinda olan olgularin %47,5’1 (n:19) genel mutasyon
durumu acisindan yabanil tip, %52,5’1 (n:21) mutant tiptir. Ki-67 ekspresyonu >10’un
tizerinde olan olgularin %30’u (n:6) genel mutasyon durumu acisindan (n:6) yabanil tip,
%701 (n:14) mutant tiptir. Ki-67 ekspresyonu na gore genel mutasyon durumu acgisindan fark
yoktur (Kikare testi, p:0.195).

Ki-67 ekspresyonu <10’un altinda olan olgularin %92,5’i (n:37) ekzon 9 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %%7,5’1 (n:3) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin 9%33,3’i (n:1)
stibstitlisyon, %66,7’s1 (n:2) insersiyon igermektedir. Ki-67 ekspresyonu %10’un iizerinde
olan olgularin %90’1 (n:18) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip, %10’u (n:2) mutant
tiptir. Bu mutasyonlarin hepsi (n:2) siibstitiisyon igermektedir. Ki-67 ekspresyonu ile ekzon 9
mutasyonu ag¢isindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:1,000).

Ki-67 ekspresyonu %10’un altinda olan olgularin %60°1 (n:24) ekzon 11 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %40°1 (n:16) mutant tiptir. Bu mutasyonlar1 %56,3’1 (n:9) siibstitiisyon,
%43,8’1 (n:7) delesyon igcermektedir. Ki-67 ekspresyonu %10’un iizerinde olan olgularin
%36,8’1 (n:7) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %63,2°si (n:12) mutant tiptir. Bu
mutasyonlarin %25°1 (n:3) siibstitlisyon, %58,3’1 (n:7) delesyon, %8,3’ii (n:1) insersiyon ve
%38,3’1 (n:1) kompleks mutasyonlar icermektedir. Ki-67 ekspresyonu ile ekzon 11 mutasyonu
acisindan fark yoktur (Kikare testi, p:0,096).

Ki-67 ekspresyonu %10’un altinda olan olgularin %92,5’1 (n:37) ekzon 13 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %7,5’1 (n:3) mutant tiptir. Ki-67 ekspresyonu %10’un {izerinde olan
olgularin %80’1 (n:16) ekzon 13 mutasyou agisindan yabanil tip, %20’si (n:4) mutant tiptir.
Saptanan tiim ekzon 13 mutasyonlart siibstitlisyon icermektedir. Ki-67 ekspresyonu ile ekzon

13 mutasyonu agisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:0,208).
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4.4.13 Risk Grubu ile KiT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Mliskisi

Cok diisiik risk grubundaki olgularin %60°1 (n:6) genel mutasyon durumu agisindan
yabanil tip, %40°1 (n:4) mutant tiptir. Diisiik risk grubundaki olgularin %57,1°1 (n:8) genel
mutasyon durumu agisindan yabanil tip, %42,9’u (n:6) mutant tiptir. Intermediyer risk
grubundaki olgularin %35,3’ (n:6) yabanil tip, %64,7’si (n:11) mutant tiptir. Yiksek risk
grubundaki olgularin %26,3’1 (n:5) yabanil tip, %73,7’si (n:14) mutant tiptir.

KIT geninde herhangi bir mutasyonu olanlar, mutasyonu olmayanlara gore 3,18 kat
daha fazla malign potansiyel riski tasimaktadir (OR:3,18)

Cok diisiik risk grubundaki olgularin hepsi (n:10) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil
tiptir. Diisiik risk grubundaki olgularin %92,9’u (n:13) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil
tip, %7,1°i (n:1) mutant tiptir ve siibstitiisyondur. Intermediyer risk grubundaki olgularin
%824’ (n:14) ekzon 9 mutasyonu acisindan yabamil tip, %17,6’s1 (n:3) mutant tiptir.
Mutasyonlarin %33,3’1 (n:1) siibstitiisyon, %66,7’si (n:2) insersiyon igermektedir. Yiiksek
risk grubundaki olgularin %94,7’si (n:18) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip, %5,3’1
(n:1) mutant tiptir ve siibstitiisyondur.

Cok diistik risk grubundaki olgularin %55,6’s1 (n:5) ekzon 11 mutasyonu agisindan
yabanil tip, %44’ (n:4) mutant tiptir. Mutasyonlarin %75’1 (n:3) siibstitiisyon, %25°1 (n:1)
delesyon icermektedir. Diisiik risk grubundaki olgularin %64,3’l (n:9) ekzon 11 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %35,7’si (n:5) mutant tiptir. Mutasyonlarin %80’1 (n:4) siibstitiisyon,
%20’si (n:1) delesyon icermektedir. intermediyer risk grubundaki olgularm %47,1’i (n:8)
ekzon 11 mutasyonu acisindan yabaml tip, %52,9’u (n:9) mutant tiptir. Bulunan
mutasyonlarin %22,2’si (n:2) siibstitiisyon, %55,6’s1 (n:5) delesyon, %11,1’1 (n:1) insersiyon,
%11,1°1 (n:1) kompleks mutasyonlar icermektedir. Yiiksek risk grubundaki olgularin %47,4’i
(n:9) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %52,6’s1 (n:10) mutant tiptir. Mutasyonlarin
%30’u (n:3) stibstitiisyon, %70°1 (n:7) delesyon igermektedir.

Cok diisiik risk grubundaki olgularin %90°1 (n:9) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil
tip, %10’u (n:1) mutant tiptir ve siibstitiisyondur. Diisiik risk grubundaki olgularin hepsi
(n:14) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tiptir. Intermediyer risk grubundaki olgularin
hepsi (n:17) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tiptir. Yiiksek risk grubundaki olgularin
%68,4’1 (n:13) ekzon 13 mutasyonu acisindan yabanil tip, %31,6’s1 (n:6) mutant tiptir ve

mutasyonlarin hepsi siibstitiisyondur.
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KIT geni ekzon 11 bélgesinde yer alan W557-K558 numarali kodonlardaki mutasyon
varlig1 ile olgularin risk smiflart karsilagtirildiginda W557- KS558. kodonlarda mutasyon
igeren olgularda risk daha yiiksek bulunmustur (Fisher kesin testi, p:0,039).

Tablo 27. Risk siiflamast ile ile KIT geni ekzon 11 bélgesindeki W557-K558 numarali
kodonlardaki mutasyon durumu arasindaki iligki

KIiT GENi EKZON 11
W557-K558 KODONU

MUTASYONU Toplam
RiSK Yok Var
SINIFLAMASI | Cokdisik/ | 0488.9 (n:8) | %111 (n:1) | %100 (n:9)
. Diisiik risk
(Fletcher ve ark.) | Intermediyer/ | 94421 (n:8) | %57,9 (n:11) | %100 (n:19)
Yiiksek risk
Toplam %57,1 (n:16) | %42,9 (n:12) | %100 (n:18)

(Fisher kesin testi, p:0,039)

KIT geni ekzon 11 bdlgesinde yer alan W557-K558 kodonunda mutasyon olan olgular,
bu bolgede mutasyon tasimayan olgulara gore 11 kat daha fazla malign potansiyel riski

tasimaktadir (OR:11).

4.4.14 Onkolojik Evre ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Mliskisi

Erken evrede yakalanan olgularin %41,7’sinde (n:7) genel mutasyon agisindan yabanil
tip, %58,8’1 (n:10) mutant tiptir. Lokal ileri evre olgularin %50’si (n:2) genel mutasyon
durumu agisindan yabanil tip, %50’si (n:2) mutant tiptir. ileri evre olgularin %28,6’s1 (n:2)
genel mutasyon durumu agisindan yabanil tip, %71°4’l (n:5) mutant tiptir.

Erken evre olgularin (n:17) ve lokal ileri evre olgularin (n:4) hepsi ekzon 9 mutasyonu
agisindan yabanil tiptir. Ileri evre olgularin %71,4’ii (n:5) ekzon 9 mutasyonu agisindan
yabanil tip, %28,6’s1 (n:2) mutant tiptir. Bu mutasyonlarin %50’si (n:1) siibstitiisyon, %50’si
(n:1) insersiyon i¢cermektedir.

Erken evre olgularin %41,2’si (n:7) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %58,8’1
(n:10) mutant tiptir. Mutasyonlarin %10°u (n:1) siibstitiisyon, %80°’1 (n:8) delesyon, %10°u
(n:1) kompleks mutasyonlar i¢cermektedir. Lokal ileri evre olgularin %75’1 (n:3) ekzon 11

mutasyonu agisindan yabanil tip, %251 (n:1) mutant tiptir ve siibstitiisyon icermektedir. ileri
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evre olgularin %42,9°u (n:3) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %57,1°1 (n:4) mutant
tiptir. Mutasyonlarin %50’si (n:2) siibstitiisyon, %50’si (n:2) delesyon igermektedir.

Erken evre olgularin %88,2°si (n:15) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%11,8’1 (n:2) mutant tiptir ve hepsi siibstitiisyon icermektedir.Lokal ileri evre olgularin %751
(n:3) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip, %25°1 (n:1) mutant tiptir ve siibstitiisyon

icermektedir. Ileri evre olgularin hepsi (n:7) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanul tiptir.

4.4.15 Progresyon Durumu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon {liskisi

Progresyon gozlenmeyen olgularin %33,3’li (n:4) genel mutasyon durumu agisindan
yabanil tip, %66,7’si (n:8) mutant tiptir. Progresyon gelisen olgularin ise %50’si (n:3) genel
mutasyon durumu agisindan yabanil tip, %50’s1 (n:3) mutant tiptir.

Progresyon gozlenmeyen olgularin %91,7’si (n:11) ekzon 9 mutasyon tipi agisindan
yabanil tip,%8,3’l (n: 1) mutant tiptir ve insersiyon icermektedir. Progresyon gelisen olgularin
%83,3’t (n:5) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip, %16,7’si (n:1) mutant tiptir ve
siibstitiisyon i¢cermektedir. Progresyon durumuna gore ekzon 9 mutasyonu varligi agisindan
fark yoktur (Fisher kesin testi, p:1,000)

Progresyon gézlenmeyen olgularin %50°si (n:6) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil
tip, %50’si (n:6) mutant tiptir. Mutasyonlarin %33,3’li (n:2) siibstitiisyon, %66,7’si (n:4)
delesyon igermektedir. Progresyon gelisen olgularin %50’si (n:3) ekzon 11 mutasyonu
acisindan yabnil tip, %50’si (n:3) mutant tiptir. Mutasyonlarin %33,3’1 (n:1) siibstitiisyon,
%66,7’s1 (n:2) delesyon icermektedir. Progresyon durumuna gore ekzon 11 mutasyonu varlig
acisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:1,000)

Progresyon gozlenmeyen olgularin %751 (n:9) ekzon 13 mutasyon tipi agisindan
yabanil tip,%25°1 (n:3) mutant tiptir ve insersiyon icermektedir. Progresyon gelisen olgularin
hepsi (n:6) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tiptir. Progresyon durumuna gore ekzon 13

mutasyonu varligi acgisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:0,515)

4.4.16 Son izlem Durumu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Tliskisi

Yasayan olgularin %38’1 (n:19) genel mutasyon drumu acisindan yabanil tip, %62’si
(n:31) mutant tiptir. Olen olgularin %601 (n:6) genel mutasyon durumu acisindan yabamil tip,
%401 (n:4) mutant tiptir. Olgularin son izlem durumlarina goére genel mutasyon durumlari

acisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:0,294).
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Yasayan olgularin %901 (n:45) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip, %10’u (n:5)
mutant tiptir. Saptanan mutasyonlarin %60°1 (n:3) siibstitiisyon, %40’1 (n:2) insersiyon
icermektedir. Olen olgularin hepsi (n:10) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabamil tiptir.
Olgularin son izlem durumlarina gore ekzon 9 mutasyon varligi agisindan fark yoktur (Fisher
kesin testi, p:0,578).

Yasayan olgularin %52’si (n:26) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %48’i
(n:24) mutant tiptir. Saptanan mutasyonlarin %33,3’li (n:8) siibstitlisyon, %58,3’i (n:14)
delesyon, %4,2’si (n:1) insersiyon, %4,2’si (n:1) kompleks mutasyonlar icermektedir. Olen
olgularin %55,6’s1 (n:31) ekzon 11 mutasyonu acisindan yabanil tip, %44,4’i (n:4) mutant
tiptir ve hepsi siibstitiiyon igermektedir. Olgularin son izlem durumlarina gore ekzon 11
mutasyon varlig1 agisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:1,000).

Yasayan olgularin %88’1 (n:44) ekzon 13 mutasyonu ag¢isindan yabanil tip, %12’si (n:6)
mutant tiptir ve hepsi siibstitiisyon icermektedir. Olen olgularmm %90°1 (n:9) ekzon 13
mutasyonu acisindan yabanil tip, %10’u (n:1) mutant tiptir ve hepsi siibstitiisyon
icermektedir. Olgularin son izlem durumlarina gore ekzon 13 mutasyon varligi agisindan fark
yoktur (Fisher kesin testi, p:1,000). Olgularin son izlem durumlarina gére saptanan ekzon 13

mutasyon tipleri acisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:1,000).

4.4.17 Tiimor Capu ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Miskisi

Olgular tiimor caplarina gore 2cm’den kiigiik olanlar, 2-5cm arasinda olanlar, 5-10cm
arasinda olanlar, 10cm’den biiyiik olanlar seklinde gruplanmistir. Tiimor ¢ap1 2cm’den az
olan olgularin %60°1 (n:6) genel mutasyon agisindan yabanil tip, %40°’1 (n:4) mutant tiptir.
Tiimor ¢ap1 2-5 cm arasinda olanlarin %36°s1 (n:9) genel mutasyon durumu agisindan yabanil
tip, %64°1 (n:16) mutant tiptir. Tiimor ¢ap1 5-10 cm arasinda olan olgularin %53,3’i (n:8)
yabanil tip, %80’1 (n:8) mutant tiptir. Tiimor ¢ap1 10 cm’den biiylik olan olgularin %20’si
(n:20) genel mutasyon durumu ag¢isindan yabanil tip, %80°’1 (n:8) mutant tiptir.

Tiimor ¢ap1 2cm’den kiigiik olan olgularin hepsi (n:10) ekzon 9 mutasyonu agisindan
yabanil tiptir. Tiimor cap1 2-5 cm arasinda olan olgularin %88’1 (n:22) ekzon 9 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %12’si (n:3) mutant tiptir. Mutasyonlarin %66,7’s1 (n:2) siibstitiisyon,
%33,3’1i (n:1) insersiyon igermektedir. Tiimdr ¢ap1 5-10 cm arasinda olan olgularin %86,7’si

(n:13) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip, %13,3’i (n:2) mutant tiptir. Saptanan
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mutasyonlarin  %50’si (n:1) siibstitiisyon, %50’si (n:1) insersiyondur. Timdr boyutu
10cm’den biiyiik olan olgularin (n:10) hepsi ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tiptir.

Tiimor ¢ap1 2cm’den kiigiik olan olgularin %60°1 (n:6) ekzon 11 mutasyonu agisindan
yabanil tip, %40’1 (n:4) mutant tiptir. Mutasyonlarin %75’1 (n:3) siibstitiisyon, %25°1 (n:1)
delesyon igermektedir. Tiimor boyutu 2-5 cm arasinda olan olgularin %52,4’i (n:13) ekzon
11 mutasyonu agisindan yabanil tip, %45,8’1 (n:11) mutant tiptir Mutasyonlarin %45,5’1 (n:5)
stibstitlisyon, %54,5’1 (n:6) delesyon igermektedir. Timor c¢apt 5-10 cm arasinda olan
olgularin %60’1 (n:9) ekzon 11 mutasyonu acisindan yabanil tip, %40’1 (n:6) mutant tiptir.
Mutasyonlarin %16.7’si (n:1) siibstitiisyon, %50’si (n:3) delesyon, %16,7’si (n:1) insersiyon,
%16,7’si (n:1) kompleks mutasyonlar i¢ermektedir. Tiimdr ¢apt 10cm’den biiyiikk olan
timorlerin %30°u (n:3) ekzon 11 mutasyonu a¢isindan yabanil tip, %70’1 (n:7) mutant tiptir.
Mutasyonlarin %42,9’u (n:3) stibstitiisyon, %57,1°1 (n:4) delesyon i¢cermektedir.

Tiimor ¢apt 2cm’den kiiciik olan olgularin hepsi (n:10) ekzon 13 mutasyonu agisindan
yabanil tiptir. Timdr ¢ap1 2-5cm arasinda olan tlimorlerin %80°1 (n:20) ekzon 13 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %20’si (n:5) mutanttir ve hepsi siibstitiisyon icermektedir. Timor ¢ap1
5-10cm arasinda olan tiimorlerin hepsi (n:15) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tiptir.
Tiimor ¢ap1 10cm’den biiyiik tiimdrlerin %80°1 (n:8) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil

tip, %20’si (n:2) mutant tiptir ve hepsi siibstitlisyon i¢germektedir.

4.4.18 Mitoz Sayisi ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon IliskKisi

Mitoz sayist <5 olan olgularin %52,4’0 (n:22) genel mutasyon durumu agisindan
yabanil tip, %47,6’s1 (n:20) mutant tiptir. Mitoz sayis1 >5 olan olgularin %16,7’si (n:3) genel
mutasyon durumu agisindan yabanil tip, %83,3’ii (n:15) mutant tiptir. Mitoz sayist ile genel
mutasyon varlig1 agisindan fark vardir (Kikare testi, p:0.010).

Tablo 28. Mitoz sayisi ile KIT geni genel mutasyon durumu arasindaki iligki

GENEL MUTASYON
DURUMU Toplam
) Yok Var
MITOZ
<5 %52,4 n:22) | % 47.6 (n:20) | %100 (n:42)
SAYISI
>5 %16,7 (n:3) %83,3 (n:15) | %100 (n:18)
Toplam %41,7 (n:25) %58,3 (n:35) | %100 (n:60)

(Kikare testi, p:0,010)
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Mitoz sayis1 <5 olan olgularin %92,9’u (n:39) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%7,1°1 (n:3) mutanttir. Saptanan mutasyonlarin %33,3’i (n:1) siibstitisyon, %66,7’si (n:2)
insersiyondur. Mitoz sayis1t <5 olan olgularin %88,9’u (n:16) ekzon 9 mutasyonu agisindan
yabanil tip, %11,1’1 (n:2) mutant tiptir. Saptanan mutasyonlarin hepsi (n:2) siibstitiisyondur.
Mitoz sayisi ile ekzon 9 mutasyon varligi agisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:0,631).

Mitoz sayist <5 olan olgularin %61°1 (n:25) ekzon 11 mutasyonu ag¢isindan yabanil tip,
%39’u (n:16) mutant tiptir. Saptanan mutasyonlarin %56,3’i (n:9) siibstitiisyon, %31,3’1
(n:5) delesyon, %6,3’ii (n:1) insersiyon, %6,3’1 (n:1) kompleks mutasyon icermektedir.
Mitoz sayist >5 olan olgularin %33,3’l (n:6) ekzon 11 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%66,7°s1 (n:12) mutant tiptir. Mutasyonlarin  %25’1 (n:3) siibstitiisyon, %75’1 (n:9)
delesyondur.Mitoz sayisi ile ekzon 11 mutasyonu agisindan fark vardir (Kikare testi, p:0,050).

Tablo 29. Mitoz sayis1 ile KIT geni ekzon 11 mutasyon durumu arasindaki iliski

EKZON 11 MUTASYON
DURUMU Toplam
) Yok Var

MITOZ

<5 %61 (n:25) %,39 (n:16) %100 (n:41)
SAYISI

>5 %33,3 (n:6) %66,7 (n:12) %100 (n:18)

Toplam %52,5 (n:31) %47,5 (n:28) %100 (n:60)

(Kikare testi, p:0,050)

Mitoz sayis1 <5 olan olgularin %95,2’s1 (n:40) ekzon 13 mutasyonu acisindan yabanil
tip, %4,8’1 (n:2) mutant tiptir. Saptanan mutasyonlarin hepsi (n:2) siibstitiisyondur. Mitoz
sayist >5 olan olgularin %72,2’si (n:13) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip, %27,8’1
(n:5) mutant tiptir. Saptanan mutasyonlarin hepsi siibstitiisyon igermektedir. Mitoz sayisina
gore ekzon 13 mutasyonu agisindan fark vardir (Fisher kesin testi, p:0,021).

Tablo 30. Mitoz sayis1 ile KIT geni ekzon 13 mutasyon durumu arasindaki iliski
EKZON 13 MUTASYON

DURUMU Toplam
Yok Var
MITOZ <5 %95,2 (n:40) %4,8 (n:2) %100 (n:42)
SAYISI
>5 %72,2 (n:13) %27,8 (n:5) %100 (n:18)
Toplam %88.,3 (n:53) %11,7 (n:7) %100 (n:60)

(Fisher kesin testi, p:0,021)
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4.4.19 Yas ile KIT Geni Ekzon 9, 11, 13 ve 17 Mutasyon Tliskisi

Olgular <60 yas ve >60 yas olacak sekilde gruplandirildi. <60 yas olan olgularin
%46,7’s1 (n:14) genel mutasyon durumu agisindan yabanil tip, %53,3’ii (n:16) mutant tiptir.
>60 yas olan olgularin %36,7°si (n:11) genel mutasyon durumu acisindan yabanil tip,
%63,3’t (n:19) mutant tiptir. Yasa gore genel mutasyon durumu agisindan fark yoktur
(Kikare, p:0,432).

<60 yas olan olgularin %86,7’s1 (n:26) ekzon 9 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%13,3’1i (n:4) mutant tiptir Mutasyonlarin %50’si (n:2) siibstitlisyon, %50’si (n:2) insersiyon
icermektedir. >60 yas olan olgularin %96,7’si (n:29) ekzon 9 mutasyonu ag¢isindan yabanil
tip, %3,3’l (n:1) mutant tiptir ve siibstitiisyondur. Yasa gore ekzon 9 mutasyon varligi
acisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:0,353).

<60 yas olan olgularin %601 (n:18) ekzon 11 mutasyonu acisindan yabanil tip, %40’1
(n:12) mutant tiptir. Mutasyonlarin %25°1 (n:3) siibstitiisyon, %66,7’si (n:8) delesyon, %8,3’1
(n:1) insersiyon icermektedir. >60 yas olan olgularin %44,8’1 (n:13) ekzon 11 mutasyonu
acisindan yabanil tip, %55,2’si (n:16) mutant tiptir. Mutasyonlarin  %56,3’i1 (n:9)
stibstitlisyon, %37,5’1 (n:6) delesyon igermektedir. Yasa gore ekzon 11 mutasyon varlig
acisindan fark yoktur (Kikare testi, p:0,243).

<60 yas olan olgularin %86,7’si (n:26) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip,
%13,3’1i (n:4) mutant tiptir. Saptanan mutasyonlarin hepsi (n:4) siibstitiisyondur. >60 yas olan
olgularin %90°1 (n:27) ekzon 13 mutasyonu agisindan yabanil tip, %10’u (n:3) mutant tiptir.
Saptanan mutasyonlarin hepsi (n:3) siibstitiisyon igermektedir. Yasa gore ekzon 13 mutasyon

varlig1 acisindan fark yoktur (Fisher kesin testi, p:1,000).

4.5 SAGALTIM VERILERi
4.5.1 Tam Rezeksiyon Olan Olgularda Adjuvan Sagaltim

Klinik sonuglar1 belirlenebilen olgu grubunun (n:28), %64,3 (n:18)’{iniin imatinib
sagaltimi aldig1 belirlendi. Tedavi almayan olgularin (n:10) tedavi almama sebebi, diisiik risk
grubunda ya da erken evre olmasidir. Bu nedenle izleme alinmistir.Birinci sira imatinib
sagaltimi1 alanlarin %27,8’1 (n:5) tam rezeksiyon uygulanmasini takiben yiiksek riskli hastalik
olmasi nedeniyle adjuvan imatinib tedavisi aldi. Adjuvan imatinib tedavisi alan hastalarda

tahmin edilen ortalama sag kalim (£SH) 17,0 = 0,9, %95 CI (confidence interval, giiven
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araligl) 15,4 — 18,7. Bu hastalarda adjuvan imatinib tedavisi ile ilgili grade 3-4 toksisite
gozlenmedi.

4.5.2 Metastatik Olgularda Sagaltim

4.5.2.1 Birinci Sira imatinib Sagaltimi

Imatinib tedavisi alan olgularm (n:18), % 72,2’si (n:13) metastatik olup birinci sira
imatinib sagaltimi (400mg / giin) almstir.

Etkinlik degerlendirmesinde metastatik olan ve birinci sira tedavi olarak imatinib alan
13 olgunun %7,6 (n:1)’sinde kismi yanit, %46,2 (n:6)’ sinde stabil hastalik, %46,2 (n:6)’
sinde progresif hastalik gézlendi. Higbir olguda tam yanit gézlenmedi.

Metastatik olup birinci sira imatinib tedavisi alan hastalarda tahmin edilen ortalama sag
kalim (=SH) 115,3 + 20,8 %95 CI 74,5- 156,2. Bu hastalarda birinci sira imatinib tedavisi ile

ilgili grade 3-4 toksisite gozlenmedi.

4.5.2.2 ikinci Sira Sagaltim

Sagaltim ajan1 alan tiim olgularin % 27,78 (n:5)’1 ikinci sira ajan1 olarak imatinib ajani
(800 mg / giin)aldig1 belirlendi. ikinci sira sagaltimi alan olgularda, sagaltima verilen en iyi
yanit olgularin %20 (n:1)’sinde tam yanit, %80 (n:4)’inde progresif hastalik olarak gozlendi.
Ikinci sira sagaltim ajani alan olgularda toksisite gdzlenmedi.

fkinci sira tedaviye yanit veren grupta KIT geninde bir mutasyona saptanmamistir. Buna
karsin istatistiki olarak anlamli olmasa da tedaviye yanit vermeyen grubun %50’sinde KIT

geninde mutasyon vardir.

4.5.2.3 Uciincii Sira Sagaltim

Sagaltim ajan1 alan tiim olgularin % 22,2 (n:4)’si {igiincii sira sagaltim ajani olarak
sunitinib almistir. Uglincii sira sagaltimi alan olgularda, sagaltima verilen en iyi yanit
olgularin %50 (n:2)’sinde stabil hastalik, %50 (n:2)’sinde progresif hastalik olarak gozlendi.
Ucgiincii sira sagaltim ajan1 alan olgularda toksisite gdzlenmedi.

Uciincii sira tedaviye yanit veren gruptaki biitiin olgularda KIT geninde bir mutasyon
saptanmistir. Buna karsin istatistiki olarak anlamli olmasa da tedaviye yanit vermeyen grubun

hepsinde KIT geninde bir mutasyon saptanmamustir.
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4.5.2.4 Dordiincii Sira Sagaltim

Sagaltim ajani alan tiim olgularin % 11,1 (n:2)’i dordiincii sira sagaltim ajani olarak
nilotinib almistir. Dordiincii sira sagaltimi alan olgularin hepsinde, sagaltima verilen en iyi
yanit olarak progresif hastalik gézlendi. Dordiincii sira sagaltim ajani alan olgularda toksisite
gozlenmedi.

Dérdiincii sira tedavide yanit alinan yoktur. Tedavi yanit alinamyan gruptada KIT geninde
mutasyon saptanmamistir.

Tiim olgularin %83,3 (50)’1 yasadigi, %16,7 (n:10)’sinin 61diigii saptanda.

4.5.3 Sagaltima Yamitla Mutasyon Iliskisi

Sagaltim ajan1 olarak imatinib kullanan (tam rezeksiyon ve metastatik) ve sagaltima
yamt verdigi kabul edilen grubun (tam yanit, kismi yamt, stabil hastalik) %66,7’si KIT
geninde bir mutasyona sahipti. Buna karsin tedaviye yanit vermedigi kabul edilen grubun

rogresif hastalik) %50’sinde mutasyon vardir.
prog Y

Tablo 31. Imatinib kullanan olgularin genel mutasyon durumuna gore dagilimi

“Genotip Durumu”

Imatinib Sagaltimi Alan Olgular Mutant tip Yabanil tip
(n:18)
Sagaltima Yanit Var (n:12) %66,7 (n:8) %33,3 (n:4)
Sagaltima Yanit Yok (n:6) %350 (n:3) %50 (n:3)

Fisher kesin testi, p>0,05

Mutasyon olan olgular olmayan olgulara gore karsilastirildiginda, sagaltimdan 2 kat

daha fazla yararlanir [Olasiliklar oran1 (OR, odds ratio): 2].

Imatinib kullanan olgular sagaltima verdikleri yanita gore siniflandirilip KIT geni ekzon
9, 11, 13, 17 mutasyon durumlarma gore tarandi. Ancak sagaltima yanit ile KIT geni ekzon 9,
11, 13 ve 17 mutasyonlar1 arasinda istatisksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Ekzon 9
icin Fisher kesin testi p: 1,000; ekzon 11 i¢in Fisher kesin testi p: 1,000; ekzon 13 i¢in Fisher
kesin testi p: 0, 515; ekzon 17 i¢in Fisher kesin testi p: 0,333)
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Tablo 32. Sagaltima yanit ile K/T geni ekzon 9 mutasyonu iliskisi

EKZON 9 MUTASYON
DURUMU Toplam
5 Mutant Yabanil tip
SAGALTIMA
Var %350 (n:1) %68.,8 (n:11) %66,7 (n:12)
YANIT
Yok %50 (n:1) %31,3 (n:5) %33,3 (n:7)
Toplam %100 (n:2) %100 (n:16) %100 (n:18)
Fisher kesin testi p: 1,000

Tablo 33. Sagaltima yamit ile KIT geni ekzon 11 mutasyonu iliskisi

EKZON 11 MUTASYON

DURUMU Toplam
5 Mutant Yabanil tip
SAGALTIMA
Var %66,7 (n:6) %66,7 (n:6) %66,7 (n:12)
YANIT
Yok %33,3 (n:3) %33.,3 (n:3) %33.3 (n:6)
Toplam %100 (n:9) %100 (n:9) %100 (n:9)

Fisher kesin testi p: 1,000

Tablo 34. Sagaltima yanit ile K/T geni ekzon 13 mutasyon iliskisi

EKZON 13 MUTASYON
DURUMU Toplam
5 Mutant Yabanil tip
SAGALTIMA
Var %100 (n:3) %060 (n:9) %66,7 (n:12)
YANIT

Yok %0 (n:0) %40 (n:6) %33,3 (n:6)
Toplam %100 (n:3) %100 (n:15) %100 (n:15)

Fisher kesin testi p: 0, 515
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Tablo 36. imatinib kullanan olgularin KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 mutasyon durumuna

Tablo 35. Sagaltima yanit ile K/T geni ekzon 17 mutasyon iliskisi

EKZON 17 MUTASYON
DURUMU Toplam
5 Mutant Yabanil tip
SAGALTIMA
Var %0 (n:0) %70,6 (n:12) %66,7 (n:12)
YANIT

Yok %100(n:1) %29,4 (n:5) %33,3 (n:7)
Toplam %100 (n:2) %100 (n:16) %100 (n:18)

Fisher kesin testi p: 0,333

gore dagilimi

Imatinib Sagaltimi Alan Olgular Olgular (n:18)
“Genotip Durumu” Sagaltima Yanit Var Sagaltima Yanit Yok
(n:8) (n:3)
KIT Geni Ekzon 9 Mutant %10 (n:1) %20 (n:1)
KIT Geni Ekzon 11Mutant %60 (n:6) %60 (n:3)
KIT Geni Ekzon 13 Mutant %30 (n:3) 0
KIT Geni Ekzon 17 Mutant 0 %20 (n:1)

*Birden fazla mutasyonu olan olgular bulunmaktadir.

Grubumuzda ekzon 9, 11, 13 ve 17 mutasyonu olan olgularin, sagaltim yanitlarina gore

siiflandirildi ve dagilim yiizdeleri alindi. Bu dagilimlar tablo 37°de gosterilmistir.

Tablo 37. KIT geni mutantlar1 ve sagaltim yanit yiizdeleri

5 KIT Geni Mutantlar:

S;%z:ﬂ:n Ekzon 9 | Ekzon 11 | Ekzon 13 | Ekzon 17 Yabaml Tip
KY 0 0 0 0 %14,3 (n:1)
TY 0 0 0 0 0
SH %50 (n:1) | %66,7 (n:6) | %100 (n:3) 0 %42.,9 (n:3)
PH %50 (n:1) | %33,3 (n:3) 0 %100 (n:1) %42,9 (n:3)

*KY:

Kismi yanit, TTY: Tam yanit, SH: Stabil hastalik, PH: Progresif hastalik
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Klinik takibi yapilan grup icinde, KIT geni ekzon 9 mutasyonu olan olgularn %50
(n:1)’si stabil hastalik, %50 (n:1)’si progresif hastalik sinifindadir. Ekzon 11 mutasyonu olan
olgularin %66,7’s1 (n:6) stabil hastalik, %33,3’ii (n:3) progresif hastalik sinifindadir. Ekzon
13 mutasyonu olan olgularin hepsi (n:3) stabil hastalik sinifindadir. Ekzon 17 mutasyonu olan
tek olgu vardir o da progresif hastalik sinifindadir. Yabanil tip olgularin %14,3’i (n:1) kismi
yanit, %42,9’u (n:3) stabil hastalik, %42,9’u (n:3) progresif hastalik smifindadir.
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Tablo 38. Imatinib sagaltimi alan olgularin sagaltim yamitlar1 ve mutasyon durumlari

) SAGALTIM
ORNEK KODU EKZON 9 EKZON 11 EKZON 13 EKZON 17
YANITI
TONKLAB-2 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik
TONKLAB-3 Yabanul tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik
TONKLAB-4 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Kismi yanit
p-M5521, ¢.1656G>A (Cosmic
Database mut id.25058), p.K558P
TONKLAB-11 Yabanil tip c.1672A>C ve 1673A>C, p.F584S, Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik
¢.1751T>C (Cosmic Database mut
id.1297)
p.-K642E, ¢.1924A>G (Het.)
) pW557 558del, c.1669-1674del6 (Cosmic Database
TONKLAB-12 Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik
(Het.) mut.id.1304) ve p.N649D,
c.1945A>G, (Het.)
p.K642E, ¢.1924A>G (Het.)
) pW557 558del, c.1669-1674del6 (Cosmic Database
TONKLAB-13 Yabanul tip ) Yabanil tip Stabil hastalik
(Het.) mut.id.1304) ve p.N649D,
c.1945A>G, (Het.)
p-Q460H, ¢.1380G>C p.Q556_L576del, c.1666_1728del63
TONKLAB-14 Yabanil tip Yabanil tip Progresif hastalik
(CAG>CACQ) (Het.) (Het.) (Cosmic Database mut.id.1205)
. .Q556_L576del, c.1666_1728del63, ‘
TONKLAB-15 Yabanil tip ) Yabanil tip p.A795P ve p.D820A Progresif hastalik
(Het.) (Cosmic database mut.id.1205)
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Y553N 1657T>A (TAT>AAT) (het)

TONKLAB-17 Yabanil tip (mut id.12454), N567Y 1699A>T Yabanil tip Yabanil tip Progresif hastalik
(AAT>TAT) (Het)
TONKLAB-19 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Progresif hastalik
p-V559D (het.) c.1676T>A (Cosmic
TONKLAB-21 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik
Database mut id.12435)
. .Q556_L576del, c.1666_1728del ‘
TONKLAB-22 Yabanil tip ) ) Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik
(Het.) (Cosmic Database mut id.1205)
p.K642E, c.1924A>G (Het.)
TONKLAB-24 Yabanil tip Yabanil tip (Cosmic database mut Yabanil tip Stabil hastalik
id.1304)
TONKLAB-25 Yabanul tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik
p-Y503 F504insAY,
¢.1509 1510insGCCTA
T (Het.) (Insertion-in
TONKLAB-27 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik
frame) (Cosmic
Database mutation
id.1326)
TONKLAB-28 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Progresif hastalik
TONKLAB-29 Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Progresif hastalik
p.L576del, c.1726 _1728del CTT
TONKLAB-30 Yabanil tip (Het.) (Cosmic Database mut Yabanil tip Yabanil tip Stabil hastalik

id.18745)
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4.6 SAG KALIM ANALIiZLERI

Sag kalim analizleri, Uistte sag kalim egrileri, altta sag kalim i¢in analiz edilen faktoriin
varhiginda ve yoklugunda ortalama sag kalim siireleri (standart hata ve giiven aralifi
esliginde) ve en altta da sag kalim analiz sonucu agiklamalar1 (log rank test sonucu) ile

verilmigtir.

4.6.1 Tiim Hastalarda Genel Sagkalim

TUM HASTALARDA GENEL SAGKALIM

Sagkalim Orani
i

0,37
0,27 =1 Sagkalim
+ Takipten disen
0,17
0,07

T T T T T T T T
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim

Sekil 74. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri
arasinda GIST sagaltimi alan ve takibi siiren hastalarin genel sag kalim analizi

Tablo 39.Tiim olgularin toplam yagam siiresi
Hastalarin Toplam Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Gliven Aralig1
122 10,6 101,5 - 143,0

146



Olgularin %89,2’sinde 1 yillik (12 ay) sag kalim, %83’sinde 2 yillik sag kalim,
%74.1’inde 5 yillik sag kalim gozlenmistir. Hastalarin %50’sine ulagilamadigi i¢cin medyan
sag kalima ulasilamadi. Tahmin edilen ortalama sag kalim (=SH) 122 ay+10,6 , %95 CI 101,5
- 143,0°dur.

4.6.2 Cinsiyete Gore Sagkalim

CINSIYETE GORE SAGKALIM

1,07
0,97
0,87
0,7 -H——
~
ﬁ 0,6
N
(@)
ﬁ 0,57
—~
o,
’% Cinsiyet
n —
0.3 LI Erkek
LI 1Kadin
0,27 + Takipten diisen
(Erkek)
0,17 Takipten diisen
+ (Kadin)
0,07

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 75. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin cinsiyete gére sag kalim
analizi

Tablo 40. Tiim kadin hastalarin toplam yasam siiresi
Kadin Hastalarin Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Giiven Araligt
42,9 3.4 36,2 —-49,6
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Tablo 41. Tiim erkek hastalarin toplam yasam siiresi
Erkek Hastalarin Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Giiven Araligt
129,4 13,6 102,7 - 156,2

Log Rank test: 0,146, SD:1, p:0,702

Sagkalim agisindan cinsiyetler arasinda fark olmadigi saptanmistir (Log Rank test:
0,146 , SD:1, p:0,702). Erkeklerde tahmin edilen ortalama sag kalim (=SH) 129,4 ay+ 13,6,
%95 Cl(confidence interval, giiven araligi) 102,7-156,2. Kadinlarda tahmin edilen ortalama
sag kalim(+SH) 42,9 ay + 3.4, %95 CI 36,2 — 49,6’d1r. Her iki grupta medyan sag kalima

ulasilamadi.

4.6.3 Metastaza Gore Sagkalim

METASTAZA GORE SAGKALIM

1,0 +— -
0,97
0,87
0,77
[a)
5 0,67
o
o
E:l 0,57
—
o,
o))
]
@y, 3 Metastaz Durumu
| "I Metastaz YOK
0,27 LI TMetastaz VAR
+ Takipten disen
0,1 (Metastaz YOK)
+ Takipten diisen
(Metastaz VAR)
0,07

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim

Sekil 76. Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010
tarihleri arasinda GIST sagaltimi alan ve takibi siiren hastalarin metastaza gére sag kalim
analizi
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Tablo 42. Metastaz durumuna gore olgularin toplam yasam siiresi
Metastaz Durumunda Durumda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Gliven Aralig1
105,0 21,2 63,4 - 146,5

Log Rank Test:3,319, SD:1, p:0,068

Metastaz gozlenmeyen olgularda 6liim olmadig icin ortalama ve standart hata, gliven
aralig1 degerlerine ulagilamamustir.

Sagkalim acisindan metastaz gelisen ve gelismeyen olgular arasinda fark

gozlenmemistir (Log Rank Test:3,319, SD:1, p:0,068).

4.6.4 Evreye Gore Sagkalim

EVREYE GORE SAGKALIM

1,0 =t ——t—
0,97
0,87
0,7
[a]
E 0,67
(@]
5 0,57
ﬁ Onkolojik Evre
A 0,4
)g B LI T Erken evre
2] . LI T fleri evre
0,3
Lokal ileri evre
0,2 _|_ Takipten diisen
! (Erken evre)
+ Takipten diisen
0,1 (Ileri evre)
Takipten diisen
0,0 (Lokal ileri
’ evre)

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 77. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tamis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin onkolojik evresine gore
sag kalim analizi
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Sagkalim agisindan erken evre, lokal ileri evre ve ileri evre olgular arasinda fark

gozlenmemistir (Log Rank test:5,48, SD:2, p:0,064).

4.6.5 Hiicre Tipine Gore Sagkalim

HUCRE TIPINE GORE SAGKALIM

o
&
|

Hiicre Tipi
(Gruplanmisg)

L1 igsi

r Digerleri
(Epiteloid-mikst)

Sagkalim Orani
i

o
w
|

0,27
_I_ Takipten disenler
(Igsi)
0,17 + Takipten diisenler
(Digerleri)
0,0

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 78. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin hiicre tipine gére sag
kalim analizi

Tablo 43. Igsi hiicreli olgularda yasam siiresi
Igsi Hiicreli Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %095 Giiven Aralig1
123,45 12,02 99,89- 147,02
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Tablo 44. Epiteloid ve mikst hiicreli olgularda yasam siiresi
Epiteloid & Mikst Hiicreli Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %095 Giiven Araligt
122,08 18,17 86,48- 157,695

Log Rank test:0,999, SD:1, p:0,318
Sagkalim ag¢isindan igsi hiicreli veya diger hiicreli olgular arasinda fark gézlenmemistir
(Log Rank test:0,999, SD:1, p:0,318).

4.6.6 Risk Grubuna Gore Sagkalim

RISK GRUBUNA GORE SAGKALIM

1,07 —
0,97
0,87
0,7 .
Risk Grubu
2]
ﬁo o | [ Cok disitk risk
9 ’ grubu
O LI pitstik risk grubu
'E_i 0,5 Intermediyer
a risk grubu
';g 0,47 _|—|Y1'iksek risk
o grubu
g Takipten diisen
0,34 4+ (Cox disiik risk
gr.)
- Takipten diisen
0,2 + (Dustik risk gr.)
Takipten diisen
0.1 (Intermediyer
’ risk gr.)
Takipten disen
0,0 4+ (viksek risk
gr.)

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim

Sekil 79. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri
arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin risk grubuna gore sag
kalim analizi

Sagkalim acisindan ¢ok diisiik risk, diisiik risk, intermediyer risk ve yliksek risk
grubundaki olgular arasinda fark gozlenmistir (Log Rank test:35,876, SD:3, p:0,000). Cok

diisiik risk grubunda olunmasi sagkalim ihtimalini azaltmaktadir.
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4.6.7 Yasa Gore Sagkalim

YASA GORE SAGKALIM

1,07
0,97 w4y
0,87
0,77
)
50,6_
M
o
'E-:l 0,57
—
80,47
o))
% Yas (Gruplanmis)
0,37
LT 1<60 (60 dahil)
0.2 L1 >60
4
+ Takipten
diisenler (<60)
0,17 + Takipten
diisenler (>60)
0,07

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim

Sekil 80. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri
arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin yasa gore sag kalim analizi

Tablo 45. Yas1 <60 olan olgularda yasam siiresi
Yas1 <60 Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %095 Giiven Aralig1
141,28 11,034 119,655 - 162,908

Tablo 46. Yas1 >60 olan olgularda yagam siiresi
Yas1 >60 Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)
Ortalama Standart Hata %095 Giiven Aralig1

39,062 4,223 30,785; 47,338

Log Rank test: 5,39, SD:1, p:0,020
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Sagkalim agisindan yas1 <60 ile >60 olan olgular arasinda fark gézlenmistir (Log Rank
test: 5,39, SD:1, p:0,020). Bu durumda >60 yas sagkalim ihtimalini diigiiren bir faktordiir.

4.6.8 Mitoz Sayisina Gore Sagkalim

MITOZ SAYISINA GORE SAGKALIM

o
o
|

o
&)
|

Sagkalim Orani
i

Mitoz sayisi

0,3 (Gruplanmis)
LI 1<5 (5dahil)
0,2 LI 1>5
+ Takipten
0,17 disenler (<5)
+ Takipten
disenler (>5)
0,0

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 81. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin mitoz sayisina gore sag
kalim analizi

Tablo 47. Mitoz sayis1 <5 olan olgularda sagkalim
Mitoz Sayis1 <5 Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Gliven Aralig
63,294 6,385 50,783 - 75,811
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Tablo 48. Mitoz sayis1 >5 olan olgulrda yasam siiresi
Mitoz Sayis1 >5 Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %095 Giiven Aralig1
133,699 15,520 103,280 — 164,117

Log Rank test: 1,176, SD:1, p:0,278

Sagkalim agisindan mitoz sayis1 <5 ve >5 olan olgular arasinda fark gozlenmemistir

(Log Rank test: 1.176, SD:1, p:0,278).

4.6.9 Tiimor Capina Gore Sagkalim

TUMOR CAPINA GORE SAGKALIM

1,0 -|—m-»|
0,5 =
0,87
0,7
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g0,6_
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o Tumor capi
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0,07

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 82. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarm tiimor capma gore sag
kalim analizi
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Tablo 49. Tiimor Cap1 <5 cm olan olgularda sagkalim
Tiimor Cap1 <5 cm Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Giiven Araligi
103,666 16,015 72,274 — 135,053

Tablo 50. Timdr Cap1 >5 olan olgulrda yasam siiresi
Tiimor Cap1 >5 cm Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Giliven Aralig1
146,842 10,648 125,972 - 167,711

(Log Rank test:4,923, SD:1, p:0,027)

Sagkalim agisindan tiimor ¢api farkli olan olgular arasinda fark gozlenmistir (Log Rank

test:4,923, SD:1, p:0,027). Tiimor ¢ap1 <5 cm olan olgularin sagkalim ihtimali daha dugiiktiir.
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4.6.10 Genel Mutasyon Varhgina Gore Sagkalim

GENEL MUTASYON DURUMUNA GORE SAGKALIM

(KIT Geni Ekzon
0,37 9, 11, 13, 17)

3
&
%O’ 47 Genel Mutasyon

LT Yaban1l tip

0,27 | M Mutant tip
+ Takipten diisen
0,1 (Yabanil tip)
+ Takipten diisen
(Mutant)
0,07

| | | | | | | |
0,0 24,0 48,0 72,0 9,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 83. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin genel mutasyon durumuna
gore sag kalim analizi

Tablo 51. Yabanil tip olgularda yasam siiresi
Yabanil Tip Olgularda Yasam Siiresi (Ay)
Ortalama Standart Hata %095 Giiven Aralig1

46,247 5,28 35,899 - 56,595

Tablo 52. Mutant tip olgularda yasam siiresi
Mutant Tip Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %095 Giiven Aralig1
132,041 12,237 108,057 - 156,026

Log Rank test: 2,307, SD:1, p:0,129
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Sagkalim acisindan mutasyonu olan ve olmayan olan olgular arasinda fark

gozlenmemistir (Log Rank test: 2.307, SD:1, p:0,129).

4.6.11 KIT Geni Ekzon 9 Mutasyon Varhgma Gére Sagkalim

KIT GENI EKZON 9 MUTASYON DURUMUNA GORE SAGKALIM

1,07

0,97

30,4— Ekzon 9 Mutasyon
g

Durumu
0,37 L1 Yaban1l tip
LI T Mutant tip
0,27 + Takipten diisen
(Yabanil tip)
] Takipten diisen
0,1 + (Mutant tip)
0,07

| | | | | | | |
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 1e8,0

Sagkalim
Sekil 84. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin KI/T geni ekzon 9
mutasyon durumuna gore sag kalim analizi

Tablo 53. KIT geni ekzon 9 bélgesi agisindan yabanil tip olgularda yasam siiresi
Yabaml Tip Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %095 Giiven Araligt
119,1 11,4 96,7 - 141,4

Log Rank test:0,98, SD:1, p:0,322
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Ekzon 9 Mutasyonu olan olgular arasinda olenler olmadigr i¢in ekzon 9 agisindan
mutant olgularin ortalama yasam siiresi, standart hata ve giliven aralii degerlerine
ulagilamamustir.

Sagkalim acisindan ekzon 9 mutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda fark

gbzlenmemistir (Log Rank test:0,98, SD:1, p:0,322)

4.6.12 KIT Geni Ekzon 11 Mutasyon Varhgina Gére Sagkahm

KIT GENI EKZON 11 MUTASYONUNA GORE SAGKALIM
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LI 1 vaban1l tip
0,27 LI T Mutant tip

Takipten

0,1 -+ disenler

! (Yabanil tip)
Takipten

0,07 + diisenler (Mutant
tip)

I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 85. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin KIT geni ekzon 11
mutasyon durumuna gore sag kalim analizi

Tablo 54. KIT geni ekzon 11 bdlgesi agisindan yabanil tip olgularda sagkalim
Yabanil Tip Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Gliven Aralig1
67,5 6,2 55,3- 79,8
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Tablo 55. KIT geni ekzon 11 bolgesinde mutasyon olan olgularda yasam siiresi
Mutant Tip Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %095 Giiven Aralig1
127,2 14,1 99,7 - 154,8

Log Rank test: 0,194, SD:1, p:0,660

Sagkalim agisindan ekzon 11 mutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda fark

gbzlenmemistir (Log Rank test: 0,194, SD:1, p:0,660)

4.6.13 KIT Geni Ekzon 13 Mutasyon Varhgina Gore Sagkahm

KIT GENI EKZON 13 MUTASYON DURUMUNA GORE SAGKALIM
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I I I I I I I I
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 86. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin KI/T geni ekzon 13
mutasyon durumuna gore sag kalim analizi
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Tablo 56. KIT geni ekzon 13 bdlgesi agisindan yabanil tip olgularda yasam siiresi
Yabaml Tip Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %095 Giiven Aralig1
123,98 10,76 102,51 — 144,68

Tablo 57. KIT geni ekzon 13 bolgesinde mutasyon olan olgularda yasam siiresi
Mutant Tip Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)

Ortalama Standart Hata %95 Gliven Aralig1
66,76 13,14 40,99 — 92,52

Log Rank test: 0,122, SD:1, p:0,727

Sagkalim agisindan ekzon 13 mutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda fark

gbzlenmemistir (Log Rank test: 0,122, SD:1, p:0,727).
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4.6.14 KIT Geni Ekzon 17 Mutasyon Varligina Gore Sagkahm

KIT GENI EKZON 17 MUTASYON DURUMUNA GORE SAGKALIM

1,07
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(Mutant tip)
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0,0 24,0 48,0 72,0 9,0 120,0 144,0 168,0

Sagkalim
Sekil 87. DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Polikliniginde 2006-2010 tarihleri

arasinda GIST tanis1 konan ve sagaltim alip takibi siiren hastalarin KIT geni ekzon 17
mutasyon durumuna gore sag kalim analizi

Tablo 58. KIT geni ekzon 17 bolgesi agisindan yabanil tip olan olgularda yasam siiresi

Yabanil Tip Olan Olgularda Yasam Siiresi (Ay)
Ortalama Standart Hata %95 Giliven Aralig1

121,10 10,90 99,60 - 142,50

Sagkalim agisindan ekzon 17 mutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda fark
gozlenmemistir (Log Rank test: 0,307, SD:1, p:0,580). Ekzon 17 mutasyonu olan tek olgu

vardir ve yasamaktadir.
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4.6.15 KIT Geni Mutasyonu Sagaltim iliskisi Baglaminda Sagkalim Siireleri

Calismaya alinan tiim olgularin ve klinik agidan takibi yapilip adjuvan imatinib sagaltim
alan ve metastatik olup imatinib sagaltimi alan olgularin yasam siireleri asagida tabloda hem
genel olarak hemde genotip analizleri sonucu elde edilen mutasyon verilerine gore
kaydedilmistir.

Tiim olgularin genel sagkalimlar1 122,0 ay +10,60; 101,5 - 143,0’tiir.Tiim olgularin
icinde mutant olgularin sagkalim siireleri 132,4 ay + 12,23; 108,05 — 156,03 tiir. Yabanil tip
olgular da sagkalim ise 46,20 ay + 5,28; 35,89 — 56,59.

Metastatik olup imatinib kullanan olgular genel sagkalimlar1 115,30 ay + 20.,8; 75,5-
156,2°dir. Bu olgulardan mutant olanlarin sagkalimlart 136,0 ay + 20,30; 96,2 — 175,8 dir.
Yabanil tip olgularin sagkalimi ise 27,00 ay +2,0; 23,0-31,0.

Tiim olgulardaki ekzon 11 mutasyonu olan olgularin sagkalimi 127,2 ay + 14,1; 99,7-
154,8°dir. Ekzon 11 agisindan yabanil tip olgularda sagkalim ise 67,5 ay + 6,2; 55,3 -
79,8’dir.

Metastatik olup imatinib kullanan olgulardan ekzon 11 mutasyonu barindiranlarin
sagkalimi 132,4 ay + 23,4 ; 86,5- 178,2’dir. Ekzon 11 agisindan yabanil tip olgularda
sagkalim ise 28,3 ay + 1,9 ; 24,6- 31,9.

Tiim olgulardaki ekzon 11 mutasyonu olan olgularin sagkalimi 66,76 ay +13,14 ;
40,99-92,52. Ekzon 13 agisindan yabanil tip olgularda sagkalim ise 123,98 ay +10,76 ;
102,51-144,68.

Metastatik olup imatinib kullanan olgulardan ekzon 13 mutasyonu barindiran tek br
olgu bulunmaktadir. Onun sagkalim siiresi 26,8 aydir. Ekzon 13 agisindan yabanil tip
olgularda sagkalim ise 104,4 ay + 25,1 ; 55,2- 153,6.
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Tablo 59. Tiim olgularin sagkalim siireleri

: ) KIT Geni KIT Geni KIT Geni
KIT Geni Ekzon 17
.. Yabaml Ekzon 11 Ekzon 13
Tiim Mutant . Ekzon 9 Acisindan Genel
Tip < Acisindan Genel Agcisindan Genel -
Olgularmn Olgularin Olgularm Acisindan Genel Sagkalim Sagkalm Sagkalim Sagkalim
o o
Genel Genel Genel + SH (%95 CI) (Ay) + SH (%95 CI) (Ay) L SH (%95 CI) (Ay) | *SH (%95 CD)
Sagkalhim Sagkalim - (Ay)
Sagkalhim
+SH +SH . SH
[\) [\) - - ~— — ey =] - —_
o | T | s g S e g g e g e | E| fe
A = = ja = = = = = ja = = =
a) s S = S = S | =
123,98
jE11202,6% 132.4412.23 4620 +528 119,111, 4 127,2+14,1 67,5+6,2 f163,7164 +10,76 158 114109
Tiim olgular T (108,05— (35,89 T (96,7-141,4) (99,7-154,8) (55,3-79,8) ’ (102,51- ’ ’
‘ (101,5 - 156.03) 56.59) (40,99- * | (99,6-142,5)
(n:60) 143,0) ’ ’ 92,52) | 144,68)
Metastatik olup 104,4 +
imatinib kullanan | 115,30 £20,8 136,0 £20,30 27,00£2,0 158 * 104,4 +25,1 132,4 £234 28,3 £1,9 26.8 * 25,1 158 104,4 £25,1
(n:13) (75,5-156,2) | (96,2-175,8) | (23,0-31,0) (552-153,6) | (86,5-178,2) | (24,6-31,9) ’ (55,2 * | (55,2-153,6)
153,6)
* Tek bir olgu

minimum 4,6 — maksimum 158.

1 Izlem siiresi iginde KIT geni ekzon 9 mutasyonu igeren &liim kaydedilmemistir. Yasayan bes olguda izlem siiresi ortalama 48,67 +62,42 , medyan 20,3,
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5. TARTISMA

5.1 DEMOGRAFIK BILGILER

Calismamiza 2006-2010 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’'nda GIST tanis1 almis, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji
Bilim Dalinda izlenen ve patoloji tanilart Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda konulan 65 olgu alindi. Altmis olgudan genotip analizine uygun miktar ve
kalitede DNA elde edildi. Calismanin asil amaci genotip bilgileri ile klinikopatolojik ve klinik
bilgilerin karsilastirilmas1 oldugundan demografik incelemeler ve sagkalim analizleri de bu 60
olgunun {izerinde yapildi ve DNA elde edilemeyen 5 olgu calisma dis1 birakildi.

Bu 60 olgudan olusan g¢alisma grubundaki olgularin %53,3 (n:32)’ti kadin, %46,7
(n:28)’1 erkekti. Rauf F. ve arkadaslarinin Pakistan ‘da gerceklestirdigi ¢alismalarinda (n:37)
%64,9’u erkekti (204). Ichiyanagui Rodriguez C ve ark.’nin Peru’da yaptiklar1 ¢alismada
(n:34) olgularmin %58,8°i erkekti (205). Nilsson B. ve ark.’min Isveg¢’te vyiiriittiikleri
calismalarinda (n:288) ise erkek-kadm orani ayn1 bulundu (206). Literatiirde GIST olgular
arasinda cinsiyet yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark gbézlenmese de erkeklerde
kadinlara gore biraz daha fazla oldugu goriilmektedir (207). Doganavsargil B. ve ark.’nin
Tiirkiye Ege Bolgesi temelli calismalarinda olgu grubunun (n:122) %56,6’s1 erkek
bulunmustur (208). Tiirkiye’de, Biiyiikasitk O ve ark.’nin i¢ Anadolu bolgesinde yaptiklar
arastirma calismasinda (n:9) olgularin 6’s1 kadind1 (209). Kang YN ve ark.’nin Kore’de
yaptiklar1 ¢alismada (n:118) olgularin %61°1 kadind1 (210).

GIST olgu grubumuzda saptanan kadin ¢ogunlugu diger bir Tiirk ¢alismasi olan
Biiyiikastk O ve grubunun c¢aligmasindaki kadin hastalarin fazla olmasiyla benzerlik
gostermektedir. Ancak bunun yaninda daha genis bir olgu grubuna sahip Doganavsargil B. Ve
ark.’nin yaptiklar1 ¢alismanin sonuglariyla benzerlik gostermemektedir. Kang YN ve
arkadaslarinin Kore’de yaptiklar1 ¢aligmada da kadin olgular ¢cogunluktayd: (%61). Ancak
bunun yaninda Avrupa, Amerika ve Asya temelli diger ¢aligmalardan elde edilen sonuglarla
bizim sonuglarimiz arasinda farkliliklar vardir. Bu konuda bdlgelere gore degisim gdsteren
cevresel etkenlerin yaninda, etnik farkliliklarda hastaligin ortaya ¢iktigi cinsiyet grubunda
degisim gosteriyor olabilir. GIST’lerde cinsiyet prognostik faktdrler arasinda yer almaktadir.
Cinsiyet acisindan erkek olmak GIST lerde kotii prognostik faktdrdiir. Olgu grubumuzda

kadinlarin ¢ogunlukta olmasi, daha i1yi prognozlu bir grubu isaret etmektedir. Grubumuzun
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bu dagilimi kadin olgularin sagkalimlarinin yiiksek olmasi beklentisini agiga ¢ikarir. Ancak

grubumuzda cinsiyet ile sagkalim agisindan anlamli bir fark gézlenmemistir (89, 211, 212)

GIST’ler, genellikle eriskinlerde, 5-7. dekatta goriiliir, cocuklarda nadirdir (14). GIST
olgularindan olusan ¢alisma grubumuzda olgularin yas ortalamasi (+ SD), 60,57 (£12.8) ;
medyan 61°dir ( min-max; 20-86) ile literatiirii desteklemektedir. Rauf F ve ark’nin
Pakistan’da yaptiklar1 calismada (n:37) olgularin yas ortalamasi 50.0 (95% CI 45.3-54.6)
olarak bulundu (204). Ichiyanagui Rodriguez C ve ark.’nmin Peru’da yaptiklar1 ¢alismada
(n:34) yas ortalamas1 64,7 olarak saptand: (205). Nilsson B ve ark.’nin Isve¢ populasyonu
tabanli caligmasinda (n:288) olgularin yas ortalamasi 69 olarak saptandi (206). Kang YN ve
ark.’nin Kore’de yaptiklar1 ¢calismada (n:118) olgularin yas ortalamasi 57.7 (yas aralig1 32-
83) saptandi (210). Biiylikagik O ve ark.’nin Tiirkiye’de yaptiklari nir arastirma calismasinda
(n:9) olgu grubunun yas ortalamasi 65,7+ 14,2 olarak belirlendi (209). Doganavsargil B ve
ark.’nin Tiirkiye Ege Bolgesi temelli ¢aligmalarinda olgu grubunun(n:122) yas ortalamasi 58
+ 12 (Dagilim: 25-81 yas) idi (208).

Olgu grubumuzun yag ortalamasi diger bir Tiirk caligmasi olan Doganavsargil B ve
ark.’nin calismasindan elde edilen hem yas ortalamast hem de yas araligi sonuglariyla
benzerlik gostermektedir. Literatiirde yas ortalamasi ile ilgili veriler olduk¢a genis bir
araliktadir (50-70 arasinda). Bu nedenle calismaya alinan olgu grubunun yas araligi da bu
ortalamay1 etkilemektedir. Ornegin, Rauf F ve ark’nin yaptiklar1 ¢alismada olgularin yas
araliginin 45,3- 54,6 olmasindan dolay1 ortalama yasta bu aralifa gore diger populasyon

temelli caligmalardaki yas ortalamasindan daha diisiik bulunmustur.

Literatiirde GIST’ler en c¢ok mide ve ince bagirsak yerlesimlidir. Bizim olgu
grubumuzda primer timor yerlesimine gore siiflama yapildiginda olgularin %45 (n:27) 1
mide, %26,7 (n:16)’ si ince bagirsak, %3,3 (n:2)’1 kalin bagirsak, %5 (n:3)’1 6zofagus, %5
(n:3)’1 omentum periton ve %15 (n:9) i diger bolge yerlesimliydi. Rauf F ve ark.’nin
Pakistan’da yaptiklar1 ¢alismada (n:37) primer tiimor yerlesim alanlarima goére siralama
yapildiginda mide (29,7%), ince bagirsak (24,3%), mezenter(10,8%), pankreas(8,1%), rektum
(2,7%) ve retroperitoneum (2,7%) seklinde siralanmigtir. Olgularin %21,6’sinin  orjini
belirlenememistir (204). Medina-Franco H vee ark.’nin Meksika’da yaptiklar1 ¢alismada da
(n:62) en sik gdzlenen primer GIST yerlesim yeri mide (%46,8) olarak belirlenmistir (213).
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Kang YN ve ark.’nin Kore’de yaptiklari ¢aligmada(n:118) primer GIST yerlesimi mide
(%66,1), ince bagirsak (%28,0), periton (%4,2) ve kalin bagirsak (%1,7) olarak siralanmigtir
(210). Doganavsargil B ve ark.’nin Tiirkiye Ege Bolgesi temelli ¢calismalarinda olgu grubunda
(n:122) primer tiimor yerlesimi mide (%47,5), ince bagirsak (%24,6), omentum-periton
(%16), kalin bagirsak (%3,3), ileum (%3,3), duedonum (%2,5), 6zofagus(%0,8) , 6zofagus-
mide birlesimi (%0,8), rektum (%0,8) olarak belirtilmistir (208). Feng Li ve ark.’nin
yaptiklar1 calismada (n:229) primer GIST yerlesimi sirasiyla mide (%38,9), ince bagirsak
(%24,9), kalin bagirsak (%18,3), 6zofagus (%6,1) ve digerleri (%18,3) seklinde bulunmustur
(214).

Calismamizda literatiirde yer alan primer GIST yerlesim yerlerini destekler sekilde
bulunmustur. Bizim calismamizda dahil olmak iizere biitiin ¢alismalarda en sik karsilasilan
primer yerlesim yeri olarak mide ve ince bagirsak olarak belirlenmistir. Yerlesim yerlerinin
yiizdeler acisindan farkliliklar bulunabilmektedir. Rauf F ve ark.’nin Pakistan’da yaptiklari
calismada mide yerlesimli tiimorlerin yiizdesi grubumuzun verilerine gore diistiktiir (%24,3).
Ancak Doganavsargil B Ve ark.’nin Tiirk grubu iizerinde yaptig1 caligmanin yerlesim
yiizdeleriyle bizim sonuglarimiz benzerlik gostermektedir. Bu da yerlesim yeri yiizdelerinde
etnik kokenin etkili olmasindan ileri gelmektedir. Primer tiimor yerlesimi GIST lerdeki temel
lic prognostik faktérden biridir. Literatiirde ince bagirsak GIST’lerinin agresif bir davranis
sergiledigine yonelik yayimnlar bulunmaktadir (88). Bizim olgu grubumuzda ince bagirsak
GIST’leri mide yerlesimli olanlar kadar yiiksek oranda bulunmasa da en sik karsilasilan ikinci

yerlesim yeridir. Bu nedenle olgu grubunda agresifligin gostergesi olabilir.

GIST ler hiicre tipi agisindan igsi ve epiteloid hiicrelerden olusan heterojen tiimérlerdir.
GIST’lerde igsi hiicreli tip %60-70, epiteloid hiicreli tip %30 ve mikst tip %10 oraninda
gorilmektedir (6, 15). Calismamizda en sik igsi hiicre tipine sahip tiimorler gozlendi.
Olgularin %78,3’linde igsi, %8,3 ’ilinde epiteloid ve %13,3’linde mikst hiicre tipi gbzlendi.
Kang YN ve ark.’nin ¢alismasinda (n:118) %88,2 igsi, %9,3 epiteloid ve %2,5 mikst hiicre
tipi gozlendi (210). Doganavsargil B ve ark.’nin Tiirkiye Ege Bolgesi temelli ¢caligmalarinda
olgu grubunun (n:122) %355,7’sinde igsi, %22,1’inde mikst ve %8,2’sinde epiteloid hiicre tipi
belirlenmistir (208). Olgu grubumuzun hiicre tipi siniflamasina gore siralama, Doganavsargil
B ve ark.’nin ¢aligmasiyla uyum gostermektedir. Grubumuzda igsi tip orani daha yiiksek iken

mikst hiicre tipi daha azdir. Hiicre tipi ile primer timdr yerlesimi bir arada prognostik olarak
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degerlendirilebilmektedir. Bazi ¢aligmalarda epiteloid ve igsi hiicreli gastrik GIST’lerin
metastaz yapma egilimlerinin az olduguna dair goriisler sunulmaktadir (215). Olgu
grubumuzda mide yerlesimli tiimorlerin ve igsi, epiteloid tiimorlerin yogunlukta oldugunu

diisiiniirsek metastaz yapma egilimlerinin diisiik olmasi beklenir.

GIST’lerin klinik davramsi olduk¢a degiskendir. Siklikla niiks seklinde ve ozellikle
“yiiksek risk” grubunda tanimlanan olgularda tam eksizyondan yillar sonra bile metastaz
seklinde ortaya cikabilirler. En sik intra-abdominal bolgeye ve karacigere metastaz yaptiklar
gozlenmistir. Akcigere ve kemige metastaz nadirdir. Tan1 aninda metastaz da s6z konusu
olabilmektedir (86). Nilsson B ve ark.’nin yaptiklar1 ¢calismada toplam 44 olguda (%16,9) tan1
aninda veya sonradan metastaz gelismistir. Olgu grubumuzda metastatik grubun fazla
olmasmin sebebi klinik takibi siiren olgu grubunun az hasta igermesinden ileri gelebilir.
Klinik takibi siiren hasta grubu arttik¢a bu oran degisebilir. Metastazi olan olgu grubumuzda
(n:15), %67’si karaciger, %13’u akciger, %20’si diger bolge yerlesimlidir. Nilsson B ve
ark.’nin grubunda akciger metastazi olan sadece bir olgu bulunmaktadir. Literatiirde de
akciger ve kemik metastazlariin nadir oldugunu destekleyen yaymlar bulunmaktadir (14,

216). Olgu grubumuzda akciger metastazi literatiirden farkli olarak yiiksektir.

GIST’lerde tiimér capr tiimoriin biyolojik davranismin tahmininde kullanilan prognostik
faktorlerden biridir. Mitoz sayisi ile beraber degerlendirilemesi ile yapilan risk siniflanmasiyla
tiimorlerin risk gruplamasinin yapilmasinda olduk¢a 6nemi vardir (14). Olgu grubumuzda
timdriin en uzun cap ortalamasi (£SD), 6,03 (£ 5,82); medyan 5, (min-max, 0,3-35).
Olgularin tiimdr ¢aplart 2 em’den kiiciik olanlar, 2-5 cm arasinda olanlar, 5-10 cm arasinda
olanlar ve 10 cm’den biiyiik olanlar seklinde gruplandirildi. Bu gruplamaya gore olgularin
%16,7’s1 2 cm’den kiigiik, %41,7’s1 (n:25) 2-5 cm arasinda, %25°1 (n:15) 5-10 cm arasinda ve
%16,7’si (n:10) 10 cm’den biiyiiktii. Medina-Franco H ve ark.’nin Meksika’da yaptiklari
calismada (n:62) tiimor cap ortalamasi 7,5 cm olarak belirlenmistir (213). Doganavsargil B ve
ark.’nin Tirkiye’de yaptig1 calismada (n:122) olgu grubundaki tiimor c¢aplarinin ortalamasi
9,77 £ 7,27 cm; (min-max, 0,3 — 45 cm) arasinda bulunmustur (208). Chakrapan E ve
ark.’nin Tayland’da yaptiklar1 ¢alismada (n:22) olgu grubundaki tiimor ¢aplarinin ortalamasi
5,5 cm; (min-max, 2 — 20 cm) arasinda bulunmustur (217). Chakrapan E ve ark.’nin

caligmasiyla bizim c¢alismamiz timor c¢api agisindan benzerlik gostermektedir ancak bu
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caligmadaki tiimor ¢ap1 dagilim araligi bizim grubumuza gore daha dar bir araliktadir ve ¢ap
acisindan daha kiigiik timorler mevcuttur. Medina-Franco H ve ark.’nin ¢aligmasinda elde

edilen tiimor ¢ap1 ortalamasi da grubumuzun tiimor ¢ap1 ortalamasina yakindir. Kang YN ve

ark.’nin Kore’de yaptiklari calismasindaki (n:118) olgularin %11 inin tiimdr ¢ap1 <2 cm’den

kiiciik, %44.1’°inin timor ¢ap1 >2 cm ve <5 cm arasindadir, %44,9’unun timor ¢ap1 Scm’den

biiyiiktiir (210). Bizim g¢alismamizi bu calisma ile kiyaslarsak, 2cm’den kiiciik tiimoérlerin

orani bizim calisgmamizda daha fazladir. Bu tiimoriin erken evrede yakalanmis olmasini

desteklemektedir. Tiimor ¢ap1 >2 cm ve <5 cm arasinda olanlarin orani her iki grupta ¢ok

yakindir. Sem’den biiyiik olanlarin orani ise bizim olgu grubumuzda biraz daha diisiiktiir.

Literatiirdeki calismalarda aragtirmacilar timor ¢aplarini siniflandirma konusunda farkli
araliklar1 kullanmislardir. Ornegin Chakrapan E ve ark. 10 cm’den kiiciik olanlar ve biiyiik
olanlar seklinde gruplama yapmustir; Nilsson B ve ark. 7 cm’den biiyilik olanlar ve kiigiik
olanlar seklinde gruplamislar. Bu nedenle tiimoér gruplamasi agisindan tam olarak bir
karsilastirma yapmak her zaman s6z konusu olamamaktadir. Calismamizin yapildigi GIST
olgu grubunun tiimdr ¢ap1 agisindan Amerika ve Uzak Dogu GIST popiilasyonu ile benzerlik
gosterdigini savunabiliriz.

Doganavsargil B ve ark’nin ¢alismasindan elde edilen tiimor ¢ap1 ortalama ve dagilim
verileri ile bizim verilerimiz benzerlik gostermektedir. GIST’lerde en dnemli prognostik
faktorlerden biri olan tiimor capinin, Tirk popililasyonunda genis bir aralikta oldugunu ve
olduk¢a biiyiik tiimorler olabilecegini gostermektedir. Olduk¢a biiylik tiimorlerle
kargilasmanin sebebi, tiimoriin erken teshisinde ge¢ kalinarak tiimoriin biiyiimesi olasiligi

diisiiniilebilir.

GIST’ler i¢in diger énemli prognostik parametre tiimdriin proliferasyonunu isaret eden
mitoz sayisidir (152). Grubumuzdaki olgularin 50 BBA’da tiimor mitoz sayist ortalamasi
(£SD), 7,7 (£16,48); medyan 2 (min-max, 0-100) dir. Tiimor dokularinin 50 BBA’daki mitoz
sayis1 5’ten az olanlar ve 5’ten c¢ok olanlar seklinde gruplanmistir. Bu gruplamaya gore
%70’inde (n:42) mitoz 5’ten kiiciik, %30’unda ise (n:18) mitoz 5’ten fazladir. Doganavsargil
B ve ark.’nin Tiirkiye’de yaptig1 calismada (n:122) 50 BBA’daki ortalama mitoz sayist 10,62
+17,64 olup dagilim 0-120 mitoz/50 BBA arasinda degismekteydi. Bu ¢alismada mitoz sayisi

bizim olgularimizin mitoz sayisindan daha yiiksek bulunmustur. Mitoz sayisindaki bu
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yiikseklik risk gruplamasinda olgularin yiiksek risk grubunda olmasini destekleyici bir
parametredir (208). Chakrapan E ve ark.’min Tayland’da yaptiklar1 ¢aligmada (n:22) olgu
grubundaki mitoz sayist ele alindiginda mitoz sayist <5 olan olgularin ylizdesi %68,2, mitoz
sayist 5’ten biiyiik olanlarin yiizdesi %31,8°dir (217). Uzak Dogu temelli bir GIST
populasyonu ile yiiriitiilen bu ¢alismadan elde edilen verilerle Uzak Dogu GIST populasyonu
ile Tiirkiye GIST populasyonunda mitoz sayis: agisindan benzerlik oldugu aciga ¢ikmaktadir.
Literatiirdeki bazi yayimnlarda kotii prognozlu olgularda mitozun >5/50 BBA oldugu
belirtilmektedir (40).

Mitotik aktivitenin yogunlugunun ve tiimoér boyutunun maligniteyle iliskili oldugu
diisiincesini savunan yayinlardan yola cikilarak (14, 45, 78, 90, 91, 92, 93) bu konuda ileri
gelen bilim adamlar1 50 BBA’ daki mitoz sayis1 ve timdr boyutu esas alinarak GISTleri ¢ok
diisiik, diistik, orta ve yiiksek riskli diye siniflamiglardir (6). Olgu grubumuzda olgularin
%16,7’si ¢ok diisiik, %23,3’14 diisiik, %28,3’1 intermediyer ve %31,7’si yiiksek risk
grubundadir. Doganavsargil B ve ark.’min Tirkiye’de yaptigi ¢alismada (n:122) olgularin
%5,7’s1 ¢ok diistik, %231 distik, %17,4’1 intermediyer ve %50,8’1 yiiksek risk grubundadir
(208). Bu Tiirk GIST olgu grubu ile vyiiriitilen ¢alismanin sonuglar1 ile bizim olgu
grubumuzun risk siniflamasi yiizdelerindeki farkliliklarin benzer olmamasi, mitoz sayisindaki
farkliliklardan ileri gelmektedir. Doganavsargil B ve ark.’nin yaptig1 caligmada ortalama
mitoz sayist ve mitoz sayist dagilim aralig1 bizim olgu grubumuzun ortalamasi ve dagilim
araligindan daha yiiksektir. Bu da Doganavsargil B ve ark.’nin ¢alismasindaki olgu grubunda
yiikksek risk ylizdesinin fazla olmasimi saglamaktadir. Rauf F. ve ark.’min Pakistan’da
yaptiklar1 calismada (n:37) olgularin %7,7°si ¢ok disik, %7,7’si disik, %10,3’1
intermediyer ve %069,2’s1 yiiksek risk grubundadir (204). Bu Pakistan calismasindaki
sonuglara bakildiginda da diisiik risk gruplarinin oranlarmin az oldugu ve yiiksek risk
grubunun oraninin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Bizim olgu grubumuzun tam tersi
olan bu durum mitoz sayisinin ve tiimor ¢aplarinin fazlaligindan ileri gelmektedir.

GIST’lerde tani, histolojik smiflama ve tedaviye ydn vermek amaciyla
immiinhistokimyadan yararlanilir. GIST’ler GI kanalda spesifik histolojik karakteristiklere
sahip KIT pozitif mezenkimal (stromal) tiimdrler olarak tanimlanmaktadir (73, 74) .
GIST’lerde %60-70 oramindaki kuvvetli yaygin sitoplazmik CD34 pozitifligi, bu belirteci
GIST tanis1 acgisindan hassas ve spesifik yapmaktadir (6, 14, 77). Normal GI diiz kas
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hiicrelerinde eksprese olan SMA, diiz kas differansiasyonuna bagli olarak GIST’lerin %20-
40’1nda pozitiftir (78). Desmin pozitifligi ger¢ek KIT pozitif GIST olgularinim iginde %1-2’si
oraninda verilmektedir (78). GIST’lerde desmin ve S-100 pozitifligi olduk¢a nadir olup
yaklagik olarak %35 civarindadir. SMA pozitifligi ise daha ¢ok ince bagirsak tiimorlerinde
goriiliir (78).

Olgu grubumuzda KIT agisindan taranan olgularin %98,3’ii pozitif, %1,7’i fokal pozitif
olarak saptandi. CD34 acisindan taranan olgularin % 71,7’s1 pozitif, %28,3’ii negatif olarak
saptandi. SMA acisindan taranan olgularin %41,7’si pozitif, %6,7’s1 fokal pozitif, %51,7’si
negatif olarak saptandi. Desmin agisindan taranan olgularin %11,7’si pozitif, %1,7’ fokal
pozitif, %86,7°1 negatif olarak saptandi. S-100 agisindan taranan olgularin %66,7’si pozitif,
%5’ fokal pozitif ve %28,3’s1 negatif olarak saptandi. Ki-67 acisindan taranan olgularin
%33’ >10 olacak sekilde, %66,7 ’si <%10 olacak sekilde boyanma gosterdi.

Doganavsargil ve ark.’nin ¢alismasinda (n:122) tiimérlerin hepsi CD-117 (KiT) pozitif
idi. Olgularm %93,4’linde yaygin pozitiflik, %6,6’sinda fokal pozitiflik saptandi. CD34,
olgularin %69’unda pozitiftir. Olgularin % 43,4’inde (n:53) yaygin boyanma izlendi. Fokal
olmakla birlikte olgularin %35,2’sinde SMA, %3,3’linde desmin, %4,1’inde ise S-100
ekspresyonu kaydedildi. Ki-67 proliferasyon indeksi ortalama % 5,73 + 6,00 (Dagilim: %0-
%?25) olarak degerlendirildi. Chakrapan E ve ark.’nin Tayland’da yaptiklari1 ¢calismada (n:22)
tim olgular CD117, CD34 acisindan pozitifti. Olgularin %11,8’i SMA pozitif olarak
bulunmustur. S-100 ve desmin agisindan higbir olguda pozitiflik saptanmamustir (217).

GIST’lerdeki CD117 pozitifligi calismamizin da i¢inde bulundugu bir ¢ok ¢alismayla
desteklenmektedir. CD34 acisindan kiyaslama yapildiginda ¢alismamizin sonuclart ile
Doganavsargil ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismadaki CD34 pozitifligi ylizdeleri uyusmaktadir.
Ancak Chakrapan ve ark.’min Tayland populasyonu temelli ¢alismasinda tiim olgularda
gozlenen CD34 pozitifligi, Tirk populasyonu ile Tayland populasyonu ag¢isindan CD34
pozitifligi uyumsuzlugunu diisiindiirmektedir. SMA acisindan yapilan degerlendirme
sonuclar1 birbirleriyle uyusmamaktadir. Calismamizdaki fokal SMA pozitiflik oram ile
Doganavsargil ve ark.’nin ¢alismasindaki fokal SMA pozitifligi orani ile uyusmamaktadir.
Ayrica bu grupta yaygin SMA pozitifligi so6z konusu degilken, bizim olgularimizda
gozlenmistir.Chakrapan ve ark.’nin caligmasinda ise SMA pozitifligi c¢aligmamiza gore
oldukca diisiiktiir. Desmin pozitifligi oranlarimiz ile Doganavsargil ve ark.’nin yaptig

caligmanin desmin pozitiflik oranlar1 arasinda fark bulunmaktadir. Chakrapan ve ark.’nin
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yaptiklar ¢aligmalarda ise desmin pozitifligi gézlenmemistir. Bu bizim c¢alisma grubumuzda
desmin pozitifligi agisindan bir artis yoniinde farklilik bulunmaktadir.

Ki-67, 1983’te Gerdes tarafindan boliinmekte olan hiicrelerde kesfedilen niikleer
antijendir. Ki-67 hiicre dongiisii ve tiimor biiylime belirtecidir ve karyokinez, timor
biiyiikliigii ve nekroz ile iliskilidir. Olgu grubumuzun %66,7’sinde Ki-67 ekspresyonu 10’dan
kiigiiktiir. Buradan yola ¢ikilirsa Ki-67 indeksinin olgularin ¢ogunda diisiik olmasi timor
bliyilikligliniin az olmasi ile iliskilidir seklinde diisiiniilebilir. Ancak olgularimizin Ki-67
indeksi ile tiimor biyiikliigli arasinda bu agidan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (Fisher kesin testi, p:1,000). Yine ayn1 mantikla diislintildiigiinde Ki-67 nin
diisiikligii metastaz yapma olasiligii da diisiirmelidir seklinde diisiintilebilir. Ancak
olgularimizin Ki-67 indeksi ile metastaz arasinda bu acidan istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmemistir (Fisher kesin testi, p:1,000).

5.2 MUTASYON ANALIZi

Son yillarda ozellikle kanser sagaltimina yogunlasan arastirmalar, kanser
patogenezinde nemli rolii olan tirozin kinazlarin inhibisyonuna odaklanmaistir. Bu baglamda
GIST patogenezindeki KIT geni en 6nemli hedeflerden biri; tirozin kinaz inhibitorii olan
imatinib ve sunitinib de kanser yonetiminde en belirgin hedefe yonelik sagaltimlardan biri
olmustur (120, 218, 219).

Ancak yillar icindeki gozlemlerden ve yapilan calismalardan bu tirozin kinaz

inhibitdrlerine verilecek cevabin, hedefi olan KIT proteinindeki mutasyonlarla degistigi

gdzlenmistir. Bu nedenle GIST lerdeki KIT geni aktivasyon mutasyonlarina yogunlasilmistir.

5.2.1 KIT Geni Genel Mutasyon Orani

Yillar iginde yapilan calismalarla KIT geninde %65-80 oraninda aktivasyon
mutasyonlar1 tanimlanmustir (17, 118, 119, 120). GIST’lerde tanimlanan KIT geni mutasyon
oranlar1 degismektedir. Bu degiskenlige sebep olan problem eski arsiv materyallerinde
degrade DNA veya farkli mutasyon saptama yontemlerinin kullanilmasindan ileri gelmektedir
(121). Bu nedenle literatiirdeki g¢alisma meteryali ve yontemsel farkliliklardan dolay1
mutasyon yiizdelerindeki c¢eliskilerin olusmasit yontem standardizasyonu ve yoOntem

validasyonunun 6nemini gostermektedir. Bazi parafin tabanli ¢alismalarda PZR primerleri
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kullanilarak bazi KIT geni bolgelerinin amplifikasyonu saglanir. Ancak bu yontem tiim
ekzonlarin analizine olanak vermez. Ek olarak bircok grup tek zincir konformasyon
polimorfizmlerinde var olan delesyon ve nokta mutasyonlarin1 gosteren yontemlerle
caligmistir. Fakat bu teknik diger yontemler gibi hassas degildir. Denatiire edici yiiksek
performansli sivi kromatografisi ile fragman analizi hem delesyonlarin hem de nokta
mutasyonlarinin belirlenmesinde oldukca hassas bir yontemdir. Ancak dizi analizinde altin
standart klasik Sanger DNA dizilemesidir. Bu yontem diger yontemlere gore daha emek
yogun, uzun ve optimizasyon-standardizasyon siire¢leri daha zorlu bir yontemdir. Ancak dizi
analiz sonuglarindan en dogru sonuglarin alinmasi bu zorluklarini kapatmaktadir. Bu nedenle
bu yontemin daha hizli ve verimli olmasi i¢in teknoloji yeni nesil DNA dizileme cihazlar
lizerine ¢alismaya yogunlasmistir.

Bireysellestirilmis tibbin uygulanmasinda s6z sahibi olan molekiiler testlerin
optimizasyon ve validasyonu olduk¢a oOnemlidir. Sonuglarin ve mutasyon dagilimlarin
dogrulugu ancak optimizasyon ve validasyon basamaklarini tamamlamis bir yontem,
laboratuar ekipmani ve teknik personelden ge¢mektedir. Bu ¢alismada bir grup olgu uzman
DNA dizileme laboratuar1 tarafindan dizilendi ve sonuglar karsilastirildi. Sonuglarimiz
yontem validasyonuna yonelik yapilan istatistiksel testler ile uzman DNA dizileme laboratuari
sonuclariyla kusursuz diizeyde (Kappa i¢cin miikemmel diizeyde tutarlilik > 0.75) tutarlilik
elde etmistir. Bu sekilde kullandigimiz yontemin analitik validasyonu yapildi.

Olgu grubumuzda genotiplendirme ¢aligmalart sonucu 60 olgudan %58.3 (n:35)’sinin
KIT geni ekzon 9, 11, 13,17 bélgelerinden herhangi birinde mutasyon barmdirdigi belirlendi.

Heinrich MC ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada (n:127) KIT geni mutasyonlarini
%66,9 oraninda bulmuglardir (120). Christopher L ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada (n:322)
KIT geni mutasyon oranim1 %66,1 bulmuslardir (68). Battochio A ve ark.’lar1 yaptiklari
calismada (n:54) KIT geni mutasyon oranim1 %74 bulmuslardir (220). Antonescu CR ve
ark.’nin yaptiklar1 calismada (n:120) KIT geni mutasyon oranini %78 bulmuslardir (134).
Yukarida sonuglart verilen ¢alismalar (Heinrich MC, Christopher L, Battochio A) parafin
doku ile yapilan ¢alismalardir. Olgu grubumuzun mutasyon orani, yukaridaki caligmalarin
sonuglarindan daha diisiiktiir. Antonescu CR ve ark.’nin caligmasi1 taze doku ile yapilan
calismadir ve mutasyon orani digerlerine gore yiiksektir. Bu da genotiplendirme
calismalarinda dokunun Onemini gostermektedir. Bu nedenle yontemsel optimizasyon,

validasyon siireclerinin yaninda bunun gibi genomik ¢alismalarda kullanilacak materyalinde
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molekiiler ¢alismaya uygun olacak sekilde islem gormesi yok sayilmamasi gereken bir
detaydir.

Ancak yontem ve dokunun yaninda mutasyon yilizdelerindeki degisikliklerin bir sebebi
de etnik koken olabilir. GIST’lerde K/T geni mutasyonlarmin etnik kokenler iizerindeki
farkliliklarin1 ortaya koyan g¢ok uluslu bir ¢aligma bulunmamaktadir. Ancak yayimlardaki
caligmaya alinan populasyonun tanimlandig: diizeyde kiyaslamalar yapilabilir.

Steigen SE ve ark.’nin Norveg temelli yaptiklar1 ¢alismada (n:89) KIT geni mutasyon
orant %75 bulunmustur (167). Braconi C ve ark.’nin Italya populasyonu temelli yaptiklar:
calismada (n:104) KIT geni mutasyon oran1 %79 bulunmustur (221). Gomes AL ve ark.’nin
Portekizde yaptiklari galigmada (n:78) KIT geni mutasyon orani %56 bulunmustur (222).
Won Kim T ve ark.’nin Kore’de yaptiklar1 ¢calismada (n:86) KIT geni mutasyon orani %74
bulunmustur (223).

Olgu grubumuzdan elde edilen mutasyon sonuglariyla Avrupa ve Asya’da yapilan
calismalardan elde edilen sonuglardan farklilik gostermektedir. Sonuglarimiz Norveg, italya
ve Kore sonuclarindan oldukca diisiiktiir. Ancak Gomes ve ark.’nin Portekiz’de yaptiklari
caligmanin sonuglariyla benzerdir.

Calismamizin sonuglari, Tiirk poptilasyonunda GIST’lerde yapilan sagaltim yanitlari
ve histopatolojik tanimlamalarla eslestirilmis ilk mutasyon dagilim bildirimidir ve Tiirk
populasyonunda K/T geni mutasyon oraninin literatiire gore diisiik oldugunu gostermektedir.
Literatiirde GIST’lerde KIT geni aktivasyon mutasyonlarmin yaninda hiicre sinyal iletiminde
PDGFRA mutasyonlarinin da etkili oldugu bildirilmistir. Bu dikkate alinarak c¢alisma
grubumuza PDGFRA mutasyon c¢alismast yapilip, PDGFRA mutasyon dagilimlarina
bakilmalidir.

5.2.2 Ekzon 9 mutasyonlari

KIT geni ekzon 9 bélgesi KIT proteininin reseptdr-reseptdr etkilesiminde
(dimerizasyon) rol oynayan ekstarseliiler alt birimini kodlar. Literatiirde GIST lerde KIT geni
ekzon 9 mutasyonlar1 %5-18 oranlarinda goriilmektedir (118, 120, 122, 123). Olgu
grubumuzda KIT geni ekzon 9 mutasyonlar1 %8,3 (n:5/60) olarak saptanmistir.

Steigen SE ve ark.’nin Norveg temelli yaptiklar1 calismada (n:89) KIT geni ekzon 9
mutasyon orant %65 bulunmustur (167). Gomes AL ve ark.’min Portekizde yaptiklar

calismada (n:78) KIT geni ekzon 9 mutasyon oran1 %91 bulunmustur (222). Braconi C ve
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ark.’nin italya populasyonu temelli yaptiklar1 galismada (n:104) KIT geni ekzon 9 mutasyon
orani %9 bulunmustur (221). Won Kim T ve ark.’nin Kore’de yaptiklar1 ¢alismada (n:86)
KIT geni ekzon 9 mutasyon orani %3,5 bulunmustur (223). Bu anlamda ¢alismamizdaki KIT
geni ekzon 9 mutasyon orani Akdeniz populasyonu 6zelligini gostermektedir.

GIST’lerde raporlanan KIT geni ekzon 9 insersiyonlarinin %95’i ince bagirsak ile
iliskilendirilmistir. Antonescu CR ve ark.’nin yaptiklar1 calismada da (n:120) KIT geni ekzon
9 mutasyonlar1 (insersiyon) ince bagirsak yerlesimi ve agresif klinik davranis ile
iliskilendirilmistir (134). Kontogianni-Katsarou K. Ve ark.’nin ¢alismasinda (n:30) 2 olguda
Y503- F504 ins AY mutasyonu saptanmistir. Bu ¢alismada ekzon 9 insersiyonu i¢eren olgular
igsi hiicreli, ince bagirsak yerlesimli ve malign karakterlidir (224). Olgu grubumuzda (n:60),
Y503- F504 ins AY mutasyonu iki olguda saptandi ve literatiirii destekler sekilde igsi hiicreli,
ince bagirsak yerlesimli ve intermediyer risk grubunda bulunmustur.

Bu mekanizmanin tam olarak aydinlatilamamis olmasimna ragmen hipotezler bu
mutasyonlarin KIT geni ekstaseliiler alt birimdeki anti dimerizasyon motifini bozdugu
yoniindedir (68).

Olgu grubumuzda KIT geni ekzon 9 bolgesinde, literatiirde tanimlanmamus iki
mutasyona saptanmistir. Bunlar S451C (n:1) ve Q460H (n:2)’ dir. Bu mutasyonlara sahip
olgularin klinikopatolojik bilgileri tablo 60’da verilmistir. Bu mutasyonlar KIT geni
ekstraseliiler alt birimini kodlayan bdlgede olmasindan dolayr anti-dimerizasyon islevini
bozarak karsinogenez basamaginda yer alacagi diistiniilmektedir. Q460H mutasyonunu igeren
iki olgunun igsi hiicreli olup, risk grubu acisindan intermediyer ve yiiksek risk grubunda
olmas1 bu mutasyonun hastaliga agresif bir karakter kazandirdigini diisiindiirmektedir. Ayrica
Q460H mutasyonunu iceren Tonklab 14 numarali olgunun sagaltima verdigi yanitin progresif
hastalik diizeyinde olmasi bu mutasyonun hastaliga agresif bir karakter verebilecegi

diistincesini kuvvetlendirmektedir.
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Tablo 60. Literatiirde tanimlanmamais KIT geni ekzon 9 mutasyonularini igeren olgularin
klinikopatolojik bilgileri

Tiimor
Olgu Ekzon 9 o Tiimor . . o Risk
Numarasi Mutasyonu Yas Cinsiyet Yerlesimi Mitoz &?Il:)l Histoloji Grubu
Ince .
Tonklab 55 S451C 66 Kadin 1 4 Igsi Diisiik risk
bagirsak
Omentum- ] Intermediyer
Tonklab 14 Q460H 55 Erkek 6 6 Igsi i
periton Risk
Tonklab 60 Q460H 56 Kadin Mide 14 4,5 Igsi Yiiksek risk

Sagaltima yanitta KIT geni ekzon 9 mutasyonu agisindan anlamli bir fark
saptanmamistir. Grubumuzda K/T geni ekzon 9 mutasyonu olan olgularin %50 (n:1)’si stabil
hastalik, %50 (n:1)’si progresif hastalik sinifindadir (Tablo 37).

Heinrich MC ve ark.’nin c¢alismasinda (n:127) ekzon 9 mutasyonu olan olgularin %
47,81 kismi yanit, %26,1°1 stabil hastalik, %17,4’1 progresif hastalik olarak tanimlanmaistir.
Calismada tam yanit alinan olgu bulunmamaktadir (120). Debiec-Rychter M ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢alismada (n:377) ekzon 9 mutasyonu olan olgularin %5,17’s1 tam yanit, %5,31°1
kismi yanit, %46,55°1 stabil hastalik, %17,24’{ progresif hastalik olarak tanimlanmistir (175).

Calisma grubumuzda klinik takibi yapilan olgu sayisinin azdir ve bu nedenle klinik

takibi olan olgu sayilarinin artmasi ile bu ¢alismaya devam edilmesi 6nerilir.

5.2.3 Ekzon 11 mutasyonlari

KIT geni ekzon 11 bdlgesi KIT kinazin otoinhibisyonunu saglar. Bu nedenle, Ekzon 11
bolgesindeki mutasyonlar KIT kinazin otoinhibisyonunun yok olmasini saglar. Literatiirde
GIST’lerde, ekzon 11 mutasyon yiizdesi genis bir dagilim gdstermektedir (%20- 92). Bu
calismalardan dondurulmus (frozen) timor 6rneklerinde elde edilen cDNA tabanli mutasyon
analizlerinde yiiksek mutasyon oranlar1 rapor edilmistir. Ornegin Hirota ve arkadaslar1 ekzon
11 mutasyon oranlarini %83 (7); Rubin ve arkadaslar1 %71 olarak belirlemistir (118).

Parafin dokudan elde edilen genomik DNA tabanli ¢alismalarda ise bu oranlar (%20-57)
daha diisiik bulunmustur (116, 128, 130, 159, 160, 225).

Olgu grubumuzda ekzon 11 mutasyon orani %47,5 olarak saptanmistir. Bu sonug
parafin veya dondurulmus tiimor 6rnegi tabanli ¢alismalarla kiyaslandiginda parafin doku

tabanli ¢alismalardan elde edilen mutasyon oranlariyla benzerlik gostermektedir. Battochio A
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ve ark.’larmin parafin dokularda yaptiklari ¢alismada (n:54) KIT geni mutasyon ekzon 11
oranmi %352 bulmuslardir (220); buna karsin Braconi ve ark.’nin Italya populasyonunda ve
taze dokularda yaptiklar1 calismada (n:104) KIT geni ekzon 11 mutasyon oranmi %67 (221);
Won Kim T ve ark.’nin Kore’de yaptiklar1 ¢alismada (n:86) ise KIT geni ekzon 11 mutasyon
orant %70,9 bulmuslardir (223). Bu hipotez i¢in popiilasyon temelli bir genetik epidemiyoloji
calismasinin daha biiyiik bir 6rneklem ile yapilmasini 6neriyoruz.

Olgu  grubumuzdaki ekzon 11  mutasyonlari, literatirde  mutasyonlarin
yogunlasmasindan dolayr ‘“hot spot” bolge olarak adlandirilan 550-580 kodonlar1 arasinda
yogunlastig1 saptandi. Ekzon 11°de saptanan mutasyonlarin %20,3 (n:12)’ 1 tek niikleotid
degisim mutasyonlaridir. Literatiirde en ¢ok karsilasilan mutasyonlardan biri olan V560D
mutasyonuna grubumuzda rastlanmadi. Buna karsin V560G (n:1), V559D(n:3) , V559G (n:1)
mutasyonlar1 tanimlanmastir.

Gomes AL ve ark.’nin Portekizde yaptiklar1 ¢alismada (n:78) KIT geni ekzon 11
bolgesinde V560G mutasyonu igeren bir olgu tanimlanmistir (222).

Grubumuzda saptanan mutasyonlarin %23,7 (n:14)’si delesyondur. Grubumuzda en ¢ok
karsilasilan ekzon 11 delesyonu V556-L576 delesyonudur (n:3). Literatiirde en ¢ok saptanan
mutasyon olan W557- K558 delesyonunu ise 2 olguda tanimlanmaigtir.

W557. ve K558. Kodonlar reseptdr tirozin kinaz aktivitesi (Trp557) veya siirekli
reseptor fosforilasyonu (Lys558) agisindan bir 6nemlidir. Bu nedenle buradaki mutasyonlar
karsinogenez ve malign potansiyel ile de iliskilendirilmektedir (142, 226)

Olgu grubumuzda, tirozin kinaz aktivitesi ile iligskilendirilen bu bélgede mutasyon orani
% 53 olarak saptanmistir. Fletcher ve ark.’nin risk siniflamasi ile W557- K558. kodonlarda
mutasyon varligi karsilastirildiginda (Tablo 26), W557- K558. kodonlarda mutasyon igceren
olgularda risk daha yiiksek bulunmustur (Fisher kesin testi, p:0,039). Sonuglarimiz W557-
K558. kodonlarda mutasyon varliginin karsinogenez ve malign potansiyel ile iliskisini
dogrular niteliktedir.

Gomes AL ve ark.’nin Portekizde yaptiklar1 ¢alismada (n:78) KIT geni ekzon 11
bolgesinde V556-L576 delesyonu igeren 3 olgu tanmimlanmistir. Bu delesyon olgu
grubumuzda da ii¢ olguda saptanmistir (222).

176



Grubumuzda saptanan ekzon 11 mutasyonlarinin  %1,7 (n:1)’si de D579 H580 ins
IDPTQLPYD insersiyonudur. Gomes AL ve ark.’nin Portekizde yaptiklar1 ¢alismada (n:78)
KIT geni ekzon 11 bolgesinde insersiyon igeren 1 olgu tanimlanmustir (222).

Olgu grubumuzda literatiirde tanimlanmamis bir mutasyona saptanmustir. Bu KI7 geni
ekzon 11 bolgesinde N567Y (n:1)’ dir. Bu mutasyona sahip olgunun klinikopatolojik bilgileri
tablo 60°da verilmistir.

Tablo 61. Literatiirde tamimlanmanmis KIT geni ekzon 11 mutasyonunu igeren olgunun
klinikopatolojik bilgileri

Tiimor

Olgu - Tiimor . . . Risk
Numaras Mutasyon | Yas Cinsiyet Yerlesimi Mitoz g:rl:)l Histoloji Grubu
. Diisiik
Tonklab 17 N567Y 86 Kadin Kalmbagirsak | Saptanmamig 3 Igsi -
ris

Bu mutasyonun saptandigi kodon (Tyr’®’) SHP-2’nin KIT reseptoriine selektif
baglandig1 bolgedir. SHP-2 tirozin fosfataz igeren SH2 biiylime faktorii ve sitokin aracili
mitojenik sinyal yolaklarinin negatif diizenlenmesinde gorevlidir (227).

SHP-2’nin mutasyondan dolayr selektif baglanamamasinin sinyal yolaklarinin
inhibisyonunun gerceklestirilememesini  diisiindiirmektedir. Bu mutasyonun saptandigi
olgunun sagaltimdan aldig1 yanitin progresif hastalik olmasi da, kanserlesen hiicrelerin
aktivasyonunun inhibe edilememesinin ve progresif bir sekilde hastaligin ilerlemesinin bir

sonucu olabilir.

Sagaltima yamt ile KIT geni ekzon 11 mutasyonu agisindan anlamli bir fark
saptanmamistir. Grubumuzda ekzon 11 mutasyonu olan olgularin %66,7’si (n:6) stabil
hastalik, %33,3’1i (n:3) progresif hastalik sinifindadir (Tablo 37).

Heinrich MC ve ark.’nin calismasinda (n:127) ekzon 11 mutasyonu olan olgularin %
83,51 kismi yanit, %8,2 stabil hastalik, %4,7 progresif hastalik olarak tanimlanmustir.
Calismada tam yanit alinan olgu bulunmamaktadir (120). Debiec-Rychter M ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢aligmada ekzon 11 mutasyonu olan olgularin %6,45’1 tam yanit, %61,29’u kismi
yanit, %25,40’1 stabil hastalik, %3,23’1i progresif hastalik olarak tanimlanmistir (175).

Calismamizin daha genis bir olgu grubuyla devam ettirilmesi durumunda literatiire daha

uyumlu sonuglar elde edilmesi s6z konusu olabilir.
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5.2.4 Ekzon 13 mutasyonlari

KIT proteini tirozin kinaz alt birimi-1, KIT geni ekzon 13 bélgesi tarafindan kodlanr.
Tirozin kinaz alt birimleri fosforilasyonun ve sinyal iletiminin ger¢ceklesmesini saglar.
GiST’lerde primer transmembran alt birimi mutasyonlarmin yaninda kinaz alt birimi
mutasyonlart saptanmistir. Bu durumda imatinibin baglanmasinda sorun olugabileceginden
sekonder imatinib direnci s6z konusu olmaktadir. GIST’lerde KIT geni ekzon 13
mutasyonlart %1,5- 4,5 oranlarinda goriilmektedir (118, 120, 122, 123). Olgu grubumuzda
KIT geni ekzon 13 mutasyonlar1 %11,7 (n:7/60) olarak saptanmustir.

Steigen SE ve ark.’nin Norveg temelli yaptiklar1 ¢alismada (n:89) KIT geni ekzon 13
mutasyon orani %3,4 bulunmustur (167). Gomes AL ve ark.’nin Portekizde yaptiklar
calismada (n:78) KIT geni ekzon 13 mutasyonuna rastlanmamistir (222). Braconi C ve
ark.nin Italya populasyonu temelli yaptiklart calismada (n:104) KIT geni ekzon 13
mutasyonu rastlanmamistir (221). Won Kim T ve ark.’nin Kore’de yaptiklar1 calismada
(n:86) KIT geni ekzon 13 mutasyon orani %3,5 bulunmustur (223). Battochio A ve
ark.’larinin  yaptiklar1 calismada (n:54) ise KIT geni mutasyon ekzon 13 oranmi %4
bulmusglardir (220).

Olgu grubumuzda KIT geni ekzon 13 mutasyon oraninin Avrupa popiilasyonuna gére
fazla olmasi popiilasyonumuzda sekonder imatinib direnci olasiligin1 diisiindiirmektedir. Bu
acidan ekzon 13 mutasyonuna 151k tutabilecek popiilasyon temelli bir klinik c¢aligmanin
gerekliligi ortaya ¢ikmistir.

Kuzey Avrupa kokenli calismalarda KIT geni ekzon 9 mutasyon orami yiiksek, ekzon 13
mutasyon orani yiiksektir. Calismamizin sonuglar1 Tiirk GIST populasyonu KIT geni ekzon 9
ve 13 mutasyonu i¢in bunun tersini gostermektedir. Bu baglamda Akdeniz-Asya kokenli
populasyonlar i¢in KIT geni ekzon 9 mutasyon orani diisiik, ekzon 13 mutasyon oran1 yiiksek
denilebilir. Buradan yola ¢ikilarak Kuzey Avrupa temelli populasyonlarda daha agresif gidisli
(ekzon 9 mutasyonlu) GIST’ler bulunurken, Asya temelinde sagaltima sekonder direng
goriilebilme (ekzon 13 mutasyonlu) ihtimali klinikte dikkat edilmesi gereken bir husustur.

Olgu grubumuzda KIT geni ekzon 13 bolgesinde literatiirde tamimlanmamis bir
mutasyona saptanmistir. Bu N649D (n:2)’ dir. Bu mutasyona sahip iki olgunun
klinikopatolojik bilgileri tablo 61°de verilmistir.
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Tablo 62. Literatirde tamimlanmamis KIT geni ekzon 13 mutasyonunu igeren olgunun
klinikopatolojik bilgileri

Olgu Tiimér Timér Risk
Numaras: Mutasyon Yas Cinsiyet Yerlesimi Mitoz ?::111))] Histoloji Grubu
Omentum- . .
Tonklab 12 N649D 54 Erkek 9 23 Igsi Yiiksek risk
Periton
Omentum- .
Tonklab 13 N649D 53 Erkek ) 10 2 Igsi Yiiksek risk
periton

KIT geni ekzon 13 bolgesinde en ¢ok tanimlanan mutasyon K642E’dir. Bununla birlikte
baska mutasyonlarda tanimlanmistir (123).

Olgu grubumuzda da KIT geni ekzon 13 bolgesinde en ¢ok saptanan mutasyon K642E
(n:5)’dir. Bu mutasyonunu tasiyan iki olguda, K642E mutasyonuna ek olarak N649D
mutasyonu saptanmistir.

Grubumuzda saptadigimiz N649D mutasyonu daha once literatiirde tanimlanmamastir.
Ancak Pera M ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada 649.kodonda bir duplikasyon (N649 dup)
tanimlanmistir ve yayinlarinda daha oOnce bu bolgede herhangi bir mutasyonun
tanimlanmadigini da sunmusglardir (228).

Bu mutasyonun yer aldigi bdlgenin proteine kattig1 gorevle ilgili herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Pera M ve ark.’nin yaymladig1 olgu raporunda ¢ok odakl1 sporadik GIST
hastas1 olan erkek hastada ilk kez 649 numarali kodonda bir mutasyon tanimlanmistir. Olgu
grubumuzdaki N649D mutasyonunun saptandigi her iki olgunun da tiimdr yerlesimi
omentum-periton olarak simiflanmistir ve ¢ok odakli tiimor gelisimi s6z konusu degildir.
Bununla birlikte, grubumuzda saptadigimiz N649D mutasyonunun igsi ve yiiksek riskli tiimor
dokusunda olmasi gibi 6zelliklerinin benzer olmasi da mutasyonun tiimdre kazandirdigi

ozellikler olabilecegini diisiindliirmektedir.

Sagaltima yamit ile KIT geni ekzon 13 mutasyonu agisindan anlamli bir fark
saptanmamistir. Grubumuzda ekzon 13 mutasyonu olan olgularin hepsi (n:3) stabil hastalik
siifindadir (Tablo 37).

Heinrich MC ve ark.’nin ¢alismasinda (n:127) ekzon 13 mutasyonu olan olgularin hepsi
kismi yanit olarak olarak tanimlanmistir (120). Debiec-Rychter M ve ark.’nin yaptiklari
calismada (n:377) ekzon 13 mutasyonu olan olgularin %66,67’si kismi yanit, %33,33’1i stabil

hastalik olarak tanimlanmustir (175).
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Calismamizin daha genis bir olgu grubuyla devam ettirilmesi durumunda literatiire daha

uyumlu sonuglar elde edilmesi s6z konusu olabilir.

5.2.5 Ekzon 17 mutasyonlari

KIT proteini tirozin kinaz alt birimi-1, KIT geni ekzon 17 bélgesi tarafindan kodlanur.
GIST’lerde KIT geni ekzon 17 mutasyonlar1 %1,5- 4,5oranlarinda goriilmektedir (118, 120,
122, 123). Olgu grubumuzda KIT geni ekzon 17 mutasyonlart %1,7 (n:1/60) olarak
saptanmistir.

Steigen SE ve ark.’nin Norveg temelli yaptiklar1 calismada (n:89) KIT geni ekzon 17
mutasyonu iceren bir olgu raporlanmistir (167). Braconi C ve ark.’nin Italya populasyonu
temelli yaptiklart calismada (n:104) KIT geni ekzon 17 mutasyonu igeren bir olgu
raporlanmustir (221). Gomes AL ve ark.’nin Portekizde yaptiklar1 ¢alismada (n:78) KIT geni
ekzon 17 mutasyonuna rastlanmamistir (222). Won Kim T ve ark.’nin Kore’de yaptiklari
calismada (n:86) KIT geni ekzon 17 mutasyonu igeren olgu saptanmamustir (223). Battochio
A ve ark.’larinin yaptiklar ¢alismada (n:54) ise KIT geni ekzon 17 mutasyonu iceren olgu
saptanmamustir (220).

Sonuglarimiz KIT geni ekzon 17 mutasyonu agisindan literatiirii desteklemektedir.

Olgu grubumuzda KIT geni ekzon 17 bolgesinde, literatiirde tanimlanmamis iki
mutasyona saptanmistir. Bunlarin ikisi de ayn1 olguda saptanmistir. Birisi A795P ve digeri
D820A (n:1)’ dir. Bu mutasyona sahip olgunun klinikopatolojik bilgileri tablo 63’de

verilmistir.

Tablo 63. Literatiirde tanimlanmamais K/7T geni ekzon 17 mutasyonunu igeren olgunun
klinikopatolojik bilgileri

Olgu - Tiimor . Tiimor . . Risk
Numarasi Mutasyon Yas Cinsiyet Yerlesimi Mitoz Capt (cm) Histoloji Grubu
A795P, Omentum- Intermediyer
Tonklab 15 51 Erkek 6 3 Mikst
D820A periton risk

Sagaltima yamt ile KIT geni ekzon 17 mutasyonu agisindan anlamli bir fark
saptanmamistir. Grubumuzda ekzon 17 mutasyonu olan tek olgu vardir o da progresif hastalik
siifindadir (Tablo 37).

Heinrich MC ve ark.’nin ¢alismasinda (n:127) ekzon 17 mutasyonu olan olgularin %

50’si kismi yanit, %50°’si progresif hastalik olarak tanimlanmistir (120). Debiec-Rychter M ve
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ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmada (n:377) ekzon 17 mutasyonu olan olgularin %66,67’si kismi
yanit, %33,33’1 stabil hastalik olarak tanimlanmistir (175).
Calismamizin daha genis bir olgu grubuyla devam ettirilmesi durumunda literatiire daha

uyumlu sonuglar elde edilmesi s6z konusu olabilir.

5.3 GENOTIP VERILERI iLE DEMOGRAFIK VERILER ARASINDAKI ILiSKi
Calismamizda olgularin genotip verileri ile klinikopatolojik bilgileri arasindaki iliski
degerlendirilmistir. Buna gore cinsiyet, primer timor yerlesimi, CD34 ekspresyonu, risk

grubu ve mitoz sayisi ile mutasyon durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark elde

edildi.

5.3. Primer Tiimor Yerlesimi ve KIT Geni Mutasyon liskisi

Primer timor yerlesimine gore siniflama yapildiginda olgularin %45 (n:27)’ 1 mide,
%26,7 (n:16)’ si ince bagirsak, %3,3 (n:2)’i kalin bagirsak, %5 (n:3)’i 6zofagus, %5 (n:3)’i
omentum periton ve %15 (n:9)’ 1 diger bolge yerlesimliydi.

Mide ve ince bagirsak yerlesimli olgular kendi aralarinda KIT geni genel mutasyon
durumu agisindan karsilastirildiginda ince bagirsak yerlesimli olan olgularda genel mutasyon
varlig1 anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (Fisher kesin testi, p:0,05)

Liu XH ve arkadaslar1 ile Du CY ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda timor
yerlesimi ile mutasyon varhi@i agisindan fark saptanmamistir (229, 230). Lasota ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda ekzon 9 mutasyonlu olgularin daha ¢ok ince bagirsak yerlesimli
olduklar1 ¢ok az mide yerlesimli olgunun bulundugu bildirilmistir. Ekzon 17 mutasyonlu
olgular icinde benzer durum séz konusudur. ince bagirsak tiimérlerinde, mide yerlesimli
GIST’lere gore 2 kat daha fazla ekzon 17 mutasyonu bildirilmistir (123).

Ekzon 11 mutasyonu, 6zofagustan aniise kadar olan tiimorlerde raporlanmistir (15, 17,
18, 36, 50, 116). Ancak ¢ogu calismada mide yerlesimli olgularda ekzon 11 mutasyonlarinin
daha sik gorildigi bildirilmistir (118,133, 134, 157, 158, 160, 223, 231-236). Japon
populasyonu temelli ¢alismalarda K/T geni ekzon 11 mutasyon oranlari ¢alismamaizdan elde
edilen ekzon 11 mutasyon oranlarima gore daha yiiksektir. Bu toplumlarda primer timor
yerlesiminin ve ekzon 11 mutasyonu igeren olgularin ¢ogunlugunun mide yerlesimli olmasi,
KIT geni ekzon 11 mutasyonlarinin mide yerlesimli tiimor karsinogenezinde populasyon

temelli veya c¢evre temelli bir yatkinlik unsuru gorevi goriip gérmediginin ve mide yerlesimli
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tiimdr karsinogenezinin agiklanmasi acgisindan 6dnemli bir nokta olabilecegini gostermektedir.
Bu nedenle genis bir 6rneklem grubunda degerlendirilmesini 6nermekteyiz.

GIST tiimérlerindeki kinaz mutasyonlarinin anatomik dagilimi sindirim sisteminin
farkli bolgelerinde kinaz bagimliligi ve biyolojisi ac¢isindan farklilik gosteren ICC
populasyonlar1 oldugunu diisiindiirmektedir. Calismamizda KIT geni genel mutasyon durumu
acisindan anlaml fark saptanmistir, ancak calisma grubu arttirildiginda diger mutasyonlarla

primer tiimor yerlesimleri arasinda iligki bulunabilir.

5.3. Metastaz Durumu-Metastaz Yerlesimi ve KIT Geni Mutasyon iliskisi

Uzak organ metastazina gore genel mutasyon durumu, ekzon 9, 11 ve 13 mutasyon
varlig1 acisindan fark gézlenmemistir (Genel mutasyon durumu igin: Ki-kare testi, p:0,809),
(Ekzon 9 i¢in: Fisher kesin testi, p: 1,000), (Ekzon 11 i¢in: Fisher kesin testi, p: 0,576),
(Ekzon 13 igin: Fisher kesin testi, p: 0,600). Istatistiksel olarak anlamli olmasa da karaciger
metastazlarmin  %80’inde genel KIT mutasyonu, %70’in de de ekzon 11 mutasyonu
bulunmustur. Cho S ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada da karaciger metastazli olgularda
KIT geni ekzon 11 mutasyonlar: fazla bulunmus ancak istatistiksel olarak anlaml
bulunmamastir (p:0,053) (149).

Liu XH ve arkadaslarinin calismasinda metastaz gelisen GIST olgularinda KIT geni
mutasyon orani anlamli derecede fazladir (p<0,050) (230). Bu iliski yabanil tip ve mutant
GIST’ler agisindan, KIT geni aktivasyon mutasyonlarini igeren olgularin uyaridan bagimsiz
olarak aktiflenmesi ile malign davranis kazanmasi ve bu sekilde metastatik olma 6zelligini

kazanmasi seklinde agiklanabilir.

5.3. Hiicre Tipi ve KIT Geni Mutasyon {liskisi

Olgularin %78,3 (n:47)’sinde igsi, %8,3 (n:5)’linde epiteloid ve %13,3 (n:8)’linde
mikst hiicre tipi gozlendi. Grubumuzda hiicre alt tiplerine gore mutasyon varligi acisindan
anlaml bir fark saptanmamistir. Bunun yani sira igsi hiicrelerde istatistiksel anlaml bir fark
bulunmamakla birlikte ekzon 11 mutasyonu (%20) sik gézlenmektedir.

Wardelman ve arkadaslarinin ¢alismasinda igsi hiicreli timorlerde mutasyon varligi
anlamli derecede fazla bulunmustur (Fisher kesin testi, p: 0,030) Ekzon 11 ile tiimor
morfolojisi arasinda bir iligski raporlanmamis olsa da epiteloid hiicre tipine gore igsi hiicre

tipine sahip tiimorlerde ekzon 11 mutasyonlarinin fazla oldugu bildirilmistir (133).
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Olgu grubumuzda epiteloid hiicrelerin %80’inde herhangi bir KIT geni mutasyonu
bulunmaktadir. Epiteloid hiicreli tiimorlerde goriilen mutasyonlarin hepsi KIT geni ekzon 11
bolgesinde saptanmistir ve hiicre tipi agisindan ekzon 11 mutasyonu epiteloid hiicreli
tiimorlerde anlamhi derecede yiiksek bulunmustur (Fisher kesin testi, p:0.045)

KIT ekzon 9, 13 ve 17 mutasyonlar: siklikla igsi hiicreli tiimérlerde gdzlenmistir.
Bunun yaninda bu mutasyonlar1 igeren ince bagirsak yerlesimli epiteloid tiimorler malign

karakterli olarak gosterilmistir (123).

5.3. immiinhistokimyasal Profil ve KIT Geni Mutasyon iliskisi

Calisma grubumuzda olgularmmizin %91,5’inde KiT ekspresyonu pozitiftir. KIiT
pozitif olgularin (bir olgu disinda hepsi KIT pozitiftir) %40,7’si (n:24) genel mutasyon
durumu agisindan yabanil tip, %59,3’ii (n:35) mutanttir. Immiinhistokimyasal olarak KiT
ekspresyonu ve mutasyon durumu arasinda iligki saptanmamistir (Fisher kesin testi, p:0.417).
Diger bir deyisle olgularin hepsi KIT eksprese etmektedir ancak diisiindiiriicii bir oranda
mutasyon agisindan yabanmil tiptir. Taniguchi ve arkadaslarinin ¢alismasinda da KIT
ekspresyonu ile mutasyonlar arasinda iligki saptanmamistir (Kikare testi, p:1.000) (128).

Calisma grubumuzda immiinhistokimyasal olarak CD34 ekspresyonu ve mutasyon
durumu arasinda iliski saptanmistir. CD34 ekspresyonu negatif olan olgularin %64,7’si (n:11)
genel mutasyon agisindan yabanil tip, %35,3’0 (n:6) mutant tiptir. CD34 ekspresyonu
acisindan fokal pozitif olgu yoktur. CD34 pozitif olgularin %32,6’s1 (n:14) yabanil tip,
%67,4’1 (n:29) mutant tiptir. CD34 pozitif olgularda anlamli derecede mutasyon orani daha
yiiksektir. (Kikare testi, p:0,002)

Taniguchi ve arkadaglarimin g¢alismasinda da CD34 ekspresyonu ile mutasyonlar

arasinda iligki saptanmamistir (Kikare testi, p:1.000) (128). Olgu grubumuzda CD34 pozitif
olgularda ekzon 13 mutasyon varligi istatistiksel anlaml1 olmamakla birlikte fazladir.
Lasota ve arkadaslarinin ¢aligmasinda ekzon 13 mutasyonu igeren olgularin CD34 eksprese
ettigi raporlanmustir (123). Indiferansiyasyon belirtisi olan CD34 pozitifligi K/T mutasyonu
ile beraber gelen undiferansiyasyonun artmasindan kaynaklanabilir. Bu da Lasota ve
arkadaslarinin ¢alismasinda belirttikleri gibi bizim olgu grubumuzda da sekonder mutasyon
olasiligini diigiindiirmektedir.

Olgu grubumuzda SMA, demsin, S-100 ve Ki-67 agisindan taranmistir. Ancak SMA

ve desmin (sarkomlardan rabdomiyosarkoma gibi tiimorlerden GIST’leri ayirt etmek igin
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kullanilan belirtecler), S-100 (ndral krest kdkenli tiimorlerden GIST’leri ayirt etmek igin
kullanilan belirte¢) ve Ki-67 (proliferasyon gostergesi) ekspresyonlari ile mutasyon varligi
acisindan anlamli fark saptanmamistir. Ancak Ki-67 ekspresyonu >10’un {izerinde olan
olgularm  %70’inin (n:14) herhangi bir KI/T geni mutasyonu tasimasi, hiicrenin

proliferasyonunda KIT geni mutasyonlarmin etkili oldugunu desteklemektedir.

5.4 Risk Simiflamasi ve Mutasyon Iliskisi

KIT geninde herhangi bir mutasyonu olanlar, mutasyonu olmayanlara gore 3,18 kat
daha fazla malign potansiyel riski tasimaktadir (OR:3,18). Bu da KIT aktivasyon
mutasyonlarinin hastaligin davranisi i¢in prognostik bir faktor olabilecegini gostermektedir.

KIT geni ekzon 11 bolgesinde yer alan W557-K558 kodonunda mutasyon olan olgular,
bu bolgede mutasyon tagimayan olgulara gore 11 kat daha fazla malign potansiyel riski
tasimaktadir (OR:11). Calismamizda KIT geni ekzon 11 bélgesinde yer alan W557-K558
numarali kodonlardaki mutasyon varligi sonucu kazanilan malinite bu kodonlarda yer alan

mutasyonlarin prognostik bir belirte¢ olarak karsimiza ¢ikmasini saglamaktadir.

5.4 SAGKALIM ANALIZLERI

Olgu grubumuzda cinsiyete, metastaza, evreye, hiicre tipine, risk grubuna, yasa, mitoz
sayisina, tiimor ¢apina, genel mutasyon durumuna, K/T geni ekzon 9 mutasyon varligma, KIT
geni ekzon 11 mutasyon varligma, KIT geni ekzon 13 mutasyon varligma, KIT geni ekzon 17

mutasyon varligina gore sagkalim analizleri yapildi.

Sagkalim analizi sonuclarina gore:

* Sagkalim agisindan erkeklerde saptanan ortalama yasam siiresi (£SH) [129,4 ay +
13,6, %95 Cl(confidence interval, giiven aralig1) 102,7-156,2]; kadinlara gore (+SH) [42,9 ay
+ 3,4, %95 CI 36,2 — 49,6] belirgin oranda daha fazla olmasina ragmen, sagkalim agisindan
cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig saptanmistir (Log Rank
test: 0,146, SD:1, p:0,702). Steigen SE ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada (n:89) cinsiyetler
arasinda sagkalim veya mutasyon varligi agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (167). Cao H ve ark.’nin ¢alismasinda da (n:181) sagkalima cinsiyetin etkisi

saptanmamustir (237).
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*Calisma grubumuzdaki metastaz gelismeyen olgular arasinda 6lim gozlenmemistir.
Bu nedenle bu olgularin sagkalimi daha ytiksektir. Ancak sagkalim agisindan metastaz gelisen
ve gelismeyen olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigir saptanmistir

(Log Rank Test:3,319, SD:1, p:0,068).

*Onkolojik evreye gore hesaplanan sagkalim egrisi temel alindiginda; yasama siiresine
gore siralama (uzun yasayandan, kisa yasayana dogru) erken evre, lokal ileri evre, ileri
evredir. Ancak sagkalim agisindan onkolojik evreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkin olmadigr saptanmistir (Log Rank test:5,48, SD:2, p:0,064). Singer S ve ark.’nin
caligmasinda (n:48) sagkalim agisindan evreler arasinda istatistiksel olarakanlamli fark
gozlenmistir (p:0.001). Bu calismaya gore erken evre olma sagkalimi arttiran bir faktordiir

(159).

*Sagkalim acisindan histopatolojik hiicre tipleri (igsi, epiteloid, mikst) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi saptanmistir (Log Rank test:0,999, SD:1,
p:0,318). Singer S ve ark.’nin ¢alismasinda (n:48) sagkalim a¢isindan hiicre tipleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir (p:0.002). Bu calismaya gore igsi hiicreli olma

sagkalimi arttiran bir faktordiir (159).

*Sagkalim agisindan timdr ¢ap1 ve mitoz sayisiyla belirlenen risk gruplar1 arasinda fark
saptanmistir (Log Rank test: 35,876, SD:3, p:0,000). Buna gore c¢ok diisiik risk grubunda
olunmasi sagkalim ihtimalini azaltmaktadir. Cao H ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada (n:181)
sagkalim agisindan risk gruplar1 arasinda anlamli fark gézlenmistir. Bu calismaya gore yiiksek
riskli timorlerde sagkalim diismektedir ve kotii prognozla iligkilendirilmektedir (237).
Calisma grubumuzda c¢ok diisiik risk grubundaki olgularin sagkalimlarinin beklenenin aksine
diisiik olmasi literatiirle ¢elismektedir. Caligmamizda kiiciik ¢capli ve diisiik mitoz sayili
tiimorleri temsil eden ¢ok diisiik risk grubundaki olgularin sagkalim ihtimalini diistirmesi,
gruplardaki saymin az olmasindan ve bu olgularin ¢ok diisiik risk grubunda olmalarindan

dolay1 takiplerinin aksatilmis olabilme ihtimalinden kaynaklanabilir.

185



*Sagkalim a¢isindan yast <60 (141,28 ay + 11,034, %95 Cl(confidence interval, gliven
araligl) 119,655- 162,908) ile >60 (39,062 ay + 4,223, %95 Cl(confidence interval, giiven
aralig) 30,785- 47,338) olan olgular arasinda fark gézlenmistir (Log Rank test: 5,39, SD:1,
p:0,020). Bu durumda >60 yas sagkalim ihtimalini diisliren bir faktordiir. Cao H ve ark.’nin
calismasinda (n:181) sagkalima yasin etkisi incelenirken olgu grubu <50 ve >50 seklinde
siiflandirilmistir. Bu ¢aligmaya gore >50 olma sagkalimi diisiiren bir faktordiir (237). Cao H
ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismayala bizim ¢alismamizda olgularin yas gruplamasi aym sekilde

yapilmasa da ilerleyen yasin sagkalimi olumsuz yonde etkileyen bir faktordiir.

*Sagkalim acisindan mitoz sayist <5 (63,294 ay + 6,385, %95 Cl(confidence interval,
giiven araligi) 50,783 - 75,811) ve >5 (133,699 ay + 15,520, %95 Cl(confidence interval,
giiven aralig1) 103,280 — 164,117) olan olgular arasinda fark gozlenmemistir (Log Rank test:
1.176, SD:1, p:0,278). Ancak olgu grubumuzda istatistiksel agidan anlamli olmasa da
beklenenin aksine mitoz sayist <5 olan olgularda sagkalim siiresi daha az goriinmektedir.
Steigen SE ve ark.’min Norveg¢ populasyonu temelli yaptiklari ¢alismada (n:89) sagkalim
acisindan mitoz sayis1 <5 ve >5 olan olgular arasinda fark gézlenmistir. Mitoz sayisinin >5’
ten fazla olmasi sagkalim ihtimalini diisiiren bir faktordiir. Tiimor dokusundaki mitoz artis1 ile

tiimoriin yayilmasi daha ¢ok kolaylasacagindan sagkalim ihtimali diisecektir (167).

*Sagkalim agisindan tiimor capi farkli olan olgular arasinda fark goézlenmistir (Log
Rank test:4,923, SD:1, p:0,027). Tiimor ¢ap1 <5 cm olan olgularin (103,666 ay + 16,015, %95
Cl(confidence interval, giiven aralig1) 72,274 — 135,053) sagkalim ihtimali timér ¢apt >5 cm
olan olgulara (146,842 ay + 10,648, %95 Cl(confidence interval, gliven araligi) 125,972 —
167,711) gore daha diisiiktiir. Singer S ve ark.’nin caligmasinda (n:48) sagkalim agisindan
tiimor ¢aplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (p:0.002). Bu calismaya
gore hiicre ¢apinin <5cm olmasi sagkalimi arttiran bir faktordiir (159). Singer S ve ark.’nin
calismasiyla bizim c¢alismamizda tiimor caplarinin sagkalima etkisi benzer degildir.
Calismamizda timor capmnin <S5cm olmasmin sagkalimi olumsuz yonde etkilemesi,
gruplardaki saymin az olmasindan ve takiplerinin aksatilmis olabilme ihtimalinden
kaynaklanabilir. Buna calismamizdan elde edilen diger bir sonu¢ olan c¢ok diisiik risk
grubunun sagkalimi olumsuz yonde etkiledigi yoniindeki sonucunu da eklersek yapilan yorum

daha da kuvvetlenmektedir.
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*Sagkalim acgisindan KIT geni mutasyonu olan (132,041 ay + 12,237, %95 CI
(confidence interval, gliven araligi) 108,057; 156,026) ve mutasyon olmayan yabanil tip
olgular (46,247 ay + 5,28, %95 CI (confidence interval, giiven araligi) 35,899- 56,595)
arasinda fark gozlenmemistir (Log Rank test: 2.307, SD:1, p:0,129). Ancak mutant olgularin
sagkalim siiresi, yabanil tip olan olgulara gore belirgin diizeyde yliksektir. Lin SC e ark.’nin
yaptiklar1 calismada (n:25) da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmasa da KIT
genininde mutasyon olan olgularin sagkalim siiresi (ortalama 63.28 months); yabanil tiplere
gore (ortalama 27.7 months) daha yiiksektir. Bu nedenle istatistiksel agidan anlamli olmasa da
KIT geninde mutasyon varligi sagkalimlar acgisindan iyi prognostik bir faktdr olarak

diistintilebilir. Ancak bu konuda daha genis populasyon tabanli ¢alismalar yapilmalidir (238).

*Sagkalim agisindan ekzon 9 mutasyonu olan ve mutasyon olmayan olgular (119,1 ay +
11,4, %95 CI (confidence interval, giiven aralig1) 96,7- 141,4) arasinda fark gézlenmemistir
(Log Rank test:0.98, SD:1, p:0,322). Debiec-Rychter M ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada da

sagkalim acisindan ekzon 9 mutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda fark gézlenmemistir

(p:0,3) (175).

*Sagkalim acisindan ekzon 11 mutasyonu olan (127,2 ay + 14,1, %95 CI (confidence
interval, giiven aralig1) 99,7 - 154,8) ve mutasyon olmayan olgular (67,5 ay £ 6,2, %95 CI
(confidence interval, giiven araligi) 55,3 - 79,8) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gdzlenmemistir (Log Rank test: 0,194, SD:1, p:0,660). Istatistiksel olarak anlaml1 bir fark
saptanmasa da, ekzon 11 mutant olgularin sagkalim siiresi, yabanil tip olanlara goére daha
yiiksektir. Debiec-Rychter M ve ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmada da sagkalim acisindan ekzon

1 Imutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda fark gézlenmemistir (175).

*Sagkalim agisindan ekzon 13 mutasyonu olan (66,76 ay + 13,14, %95 CI (confidence
interval, giiven aralig1) 40,99 — 92,52) ve mutasyon olmayan olgular (123,98 ay + 10,76, %95
CI (confidence interval, giiven araligr) 102,51- 144,68) arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark gozlenmemistir (Log Rank test: 0,122, SD:1, p:0,727). Ancak yabanil tip olgularda
sagkalim stiresi, ekzon 13 mutant olgulara gore daha yiiksektir. Bu durum ekzon 13
mutasyonu olan olgularda sagaltima kars1 gelisebilen direng ile sagkalimin kisalabilecegini

diistindiirmektedir.
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*Sagkalim agisindan ekzon 17 mutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda fark
gozlenmemistir (Log Rank test: 0,307, SD:1, p:0,580). Ekzon 17 mutasyonu olan tek olgu

vardir ve yagamaktadir.

5.4.1 KIT Geni Mutasyonu Sagaltim iliskisi Baglaminda Sagkalim Siireleri

Calisma grubumuzda mutant olgularin genel sagkalimi (132,4 ay +12,23; 108,05—
156,03) , hem yabanil tip olan olgulara gore (46,20 ay £5,28; 35,89-56,59) hem de tiim
populasyona gore (122,0 ay +£10,60; 101,5 - 143,0) belirgin oranda artmistir (Tablo 59).

Metastatik olup imatinib kullanan olgularda da mutant olgularin genel sagkalimlari
(136,0 £ 20,30; 96,2-175,8) hem yabanil tip olgularin (27,00 ay £2,0; 23,0-31,0) hem de
genel sagkalimi (115,30 ay +£20,8; 75,5-156,2) belirgin oranda uzamistir.

GIST tanisi alan tiim olgularda (KIT geni ekzon 11 mutant: 127,2 ay £14,1 ;99,7-154,8
ve KIT geni ekzon 11 yabanil tip: 67,5 ay +6,2; 55,3-79,8) ve metastatik olanlarda (KIT geni
ekzon 11 mutant: 132,4 ay £23.4 ; 86,5- 178.,2 ve KIT geni ekzon 11 yabanil tip: 28,3 ay
+1,9 ; 24,6- 31,9) KIT geni ekzon 11 mutasyonu tasiyanlarin sagkalimlar1 belirgin oranda
artmistir. Bu agidan ekzon 11 mutasyonu literatiir ile uyumlu olarak prognostik/prediktif bir
biyobelirte¢ olarak degerlendirilmektedir.

Buna karsmn KIT geni ekzon 13 mutasyonu tasiyan tiim olgularda (KIT geni ekzon 13
mutant: 66,76 ay £13,14 ; 40,99-92,52 ve KIT geni ekzon 13 yabanil tip: 123,98 ay +10,76;
102,51-144,68) ve metastatik olup imatinib kullananlarda (K/T geni ekzon 13 mutant: 26,8 ve
KIT geni ekzon 13 yabanil tip: 104,4 ay + 25,1; 55,2- 153,6) genel sagkalim1 yabanil tipe
gore kisalmistir. Boylece ekzon 13 mutasyonlarinin tiimdre kazandirdigi direng mekanizmasi
ile sagkalimlardaki diisiis literatiirle benzemektedir.

Calismamizda KIT geni mutasyonu olan olgularin sagaltimdan 2 kat fazla oranda yarar
almast (OR:2) olasihg GIST yonetimi icin iyi bir yol gdsterici prognostik bir faktdr
olmaktadir.

Populasyon temelli ¢alismalarla elde edilen veriler, karsinogenez mekanizmalarinin
genetik ya da cevresel etkenlerle degisebilecegini gostermistir. Bu amagla Tiirk
populasyonunda yapilan ¢alismalar oldukga sinirhidir. Bu agidan gerek tani testlerinin gerekse
hedefe yonelik sagaltimlarin etkinligi baglaminda toplumumuzun molekiiler 6zelliklerininde

bilinmesi 6nem tasimaktadir.
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Populasyon tabanli uygulamalarda, kalitsal genetik degisiklikleri tasiyanlarin
kimliklendirilmesinde, sik karsilasilan hastaliklar i¢in kalitsal risklerin belirlenmesinde,
prediktif testler ve ilag yanitinin 6ngoriilmesinde s6z konusu olan farmakogenetik testlerin
sayisi her gegen giin artmaktadir. Bu baglamda tarama ve koruma amagli genomik teknoloji
uygulamalari, halk sagligi agisindan da olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Sagaltimlarda gozlenen farkli sonuglar, hasta 6liimiine sebep olan yan etkiler ve artan
saglik harcamalarinin, bireysel farkliliklarla sekillenen terapotiklere verilen yanitlarla iligkili
oldugu gozlenmektedir. Bu gozlemlerde biyobelirteclerin tanimlanmasiyla agiga c¢ikan
translasyonel tibbin s6z sahibi oldugu bireysellestirilmis sagaltimlarin 6nii agilmstir.

GIST’lerin biyolojik davranisindan dolay1 malign benign tiimér ayirimi zorluklar igerir
ve disiik risk grubunda bile olsa malinite potansiyeline sahip tiimdrlerdir. Bu nedenle
GIiST’lerde molekiiler 6zelliklerin tanimlanmasi ve tiimdr davranisi ile iliskilendirilerek tani
ve sagaltimi daha iyi yonetecek biyobelirtegler bulunmasi 6nem tasimaktadir. Timor
davranigiyla iligkili molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalar beraberinde yeni sagaltim hedefleri
acisindan da kazanimlar saglayacaktir. Bu baglamda populasyon temelli molekiiler diizeyde

tasarlanmis translasyonel ¢caligmalarin yapilmasini 6neriyoruz.
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6.SONUC VE ONERILER

Gastrointestinal stromal tlimérler, gastrointestinal sistemin en yaygin mezenkimal
tiimorlerindendir. GIST’ler biyolojik davranisdan dolayr malign benign tiimér ayiriminda
zorluklar igerir ve diisiik risk grubunda bile olsa malinite potansiyeline sahip tiimorlerdir.
GIST’lerin %65-80’inde KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 bdlgelerinde aktivasyon mutasyonlari
tanimlanmistir. Calismaya alinan GIST olgu grubunda K77 geni mutasyon yiizdesi literatiire
gore diisiik bulunmustur. Bu oranin azligi genotip analizinde kullanilan parafine gomiili
dokuda kaynaklanan DNA kaybinda veya etnik populasyon farklilifindan ileri gelebilir.
Ancak GIST’lerde aktivasyona yol agan KIT geni mutasyonlarinin disinda baska
yolaklardaki ~ molekiillerdeki  mutasyonlarinda  aktivasyonu tetiklemis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Literatirde KI/T geni aktivasyon mutasyonlarinin yaninda PDGFRA
mutasyonlarinin da etkili oldugu bildirilmistir. Bu nedenle bu ¢alismaya alinan olgu grubunda
PDGFRA mutasyon analizi yapilmalidir. Bdylece bu gendeki mutasyon oranlar1 ve
dagilimlar1 bulunarak Tiirk populasyonundaki GIST aktivasyon mutasyonlarma yénelik daha
fazla bilgi iiretilebilir. Bu agidan bizim ¢alismamiz GIST ilgili literatiir bilgilerinin Tiirk
populasyonundaki durumunun belirlenebilmesi ve eger farkliysa bu farkliliklarin
kaynaklarinin bulunabilmesi; KIT geni genotip bilgilerini klinikopatolojik ve klinik verilerle
birlikte degerlendirilmesi sonucuanlamlandirilabilmesi agisindan Onciidiir.

Biyolojik davramisin oldukca degisken oldugu GIST’lerde, KIT geni aktivasyon
mutasyonlariin tiimoriin biyolojik davranisiyla beraber klinik seyrini de etkiledigi yoniinde
yayinlar bulunmaktadir. Ornegin KIT geni ekzon 9 mutasyonlu olgularda agresif karakterin
hakim oldugu, ekzon 13 mutasyonlu hastalarda ise sekonder diren¢ kazaniminin s6z konusu
oldugu gibi bilgiler mevcuttur. Calismamizda KIT geni ekzon 11 bolgesinde yer alan W557-
K558 numarali kodonlardaki mutasyon varligi sonucu isleyen karsinogenez ile kazanilan
malinite potansiyeli bu kodonlarda yer alan mutasyonlarin prognostik bir belirte¢ olarak
karsimiza ¢ikmasini saglamaktadir (OR:11). Yine benzer bir sekilde ¢alismamizda KIT geni
mutasyonu olan olgularin sagaltimdan 2 kat fazla oranda yarar almasi (OR:2) olasiligi hekim
icin 1yi bir prognostik faktor olurken hastalik yonetiminde yol gosterici olmaktadir. Bu tarz
bilgiler farkli populasyon tabanli ¢aligmalarda 151k tutarak populasyon veya gevresel temelli

farkliliklarin saptanmasini saglayarak prognostik ve prediktif yeni biyobelirteglere 151k tutar.
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Calismamizda GIST’lerde daha 6nce tanimlanmamis KI/T geni mutasyonlar:
saptanmigtir. Bu mutasyonlar KIT geni ekzon 9 bolgesinde S451C ve N460H, ekzon 11
bolgesinde N567Y, ekzon 13 bolgesinde N649D ve ekzon 17 bolgesinde A795P ile
D820A’dir. Bu mutasyonlarin tiimore kazandirdigi 6zelliklerin belirlenebilmesi agisindan
mutasyon-karsinogenez temelli in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmasi onerilebilir.

Ayrica genetik materyal tlizerindeki mevcut mutasyonlarin protein yapisinda meydana
getirdigi farkliliklarla sinyal yolaklarindaki degisimlerin ve proteinin yapisal bozulmasindan
ileri gelen protein-ilag etkilesimlerindeki degisimlerin biyoinformatik analizleri, ¢6ziime
gotlirecek mekanizmalarin anlagilmasinda daha yararli olacaktir.

Kuzey Avrupa kokenli calismalarda KIT geni ekzon 9 mutasyon orani yiiksek, ekzon
13 mutasyon orani yiiksektir. Calismamizin sonuglart Tiirk GIST populasyonu KIT geni
ekzon 9 ve 13 mutasyonu i¢in bunun tersini gostermektedir. Bu baglamda Akdeniz-Asya
kokenli populasyonlar icin KIT geni ekzon 9 mutasyon orani diisiik, ekzon 13 mutasyon orani
yiiksek denilebilir. Buradan yola c¢ikilarak Kuzey Avrupa temelli populasyonlarda daha
agresif gidisli (ekzon 9 mutasyonlu) GIST’ler bulunurken, Asya temelinde sagaltima
sekonder direng goriilme (ekzon 13 mutasyonlu) olasilig1 klinikte dikkat edilmesi gereken bir
husustur.

Calismamizda mide yerlesimli tiimorlerde ekzon 11 mutasyonu yaygindir. Japon
populasyonu temelli ¢alismalarda K/T geni ekzon 11 mutasyon oranlar1 ¢calismamizdan elde
edilen ekzon 11 mutasyon oranlarina gére daha yiiksektir. Bu toplumlarda da primer tiimor
yerlesiminin ve ekzon 11 mutasyonu iceren olgularin ¢ogunlugunun mide yerlesimli olmasi,
KIT geni ekzon 11 mutasyonlarinin mide yerlesimli tiimor karsinogenezinde populasyon
temelli ve/veya g¢evre temelli bir yatkinlik unsuru gorevi gorlip gormediginin ve mide
yerlesimli tiimor karsinogenezinin agiklanmasi agisindan Onemli bir nokta olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle genis bir 6rneklem grubunda degerlendirilmesini 6nermekteyiz.

Imatinib sagaltimindaki olgu sayis1 istatistiksel acidan anlamlilik icin yetersiz
oldugundan dolayr sonug¢larimiz yalmizca olgu grubumuzun tanimlayict O6zelliklerini
olusturmaktadir. KIT geni ekzon 9, 11, 13 ve 17 mutasyon durumlarinin sagaltima etkisinin
istatistiksel acgidan anlamli olacak sekilde belirlenebilmesi icin klinik takibi olan olgu
sayilarinin artmast ile bu ¢aligmaya devam edilmesi Onerilebilir.

Bu nedenle GIST’lerde molekiiler &zelliklerin tanimlanmasi ve timér davranisi ile

iliskilendirilerek tan1 ve sagaltimi daha iyi yonetecek biyobelirtegler bulunmasi 6nem
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tasimaktadir. Timor davraniglariyla iliskili molekiiler diizeyde yapilan caligmalar beraberinde
yeni sagaltim hedefleri acgisindan da kazanimlar saglayacaktir. Bu baglamda populasyon

temelli molekiiler diizeyde tasarlanmis translasyonel ¢aligmalarin yapilmasini 6neriyoruz.
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UYGULADIGI YONTEMLER

Genel Biyokimya Teknikleri:

Hiicre Kiiltiiri Teknikleri: Hiicre hatt1, kok hiicre, Xcelligence sitotoksik deneyler
Molekiiler Teknikler: DNA-RNA izolasyon teknikleri, PCR, RT-PCR

Laboratuar Giivenligi ve Laboratuar Kalite Kontrolu ile ilgili caligmalar

Yontem Validasyonu

Micro-array uygulamalari

DNA Sekanslama ile baz sirasi tayini uygulamalari
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Biyoinformatik BLAST,DNA dizi tayini uygulamalar1

KULLANICI SERTIFiKASI iLE KULLANILAN CiHAZLAR
. Roche LightCycler 480 Real Time PCR

—_—

2. Roche XCelligence Real Time Cell Analysis System
3. Qiagen PyroMark Pyrosequencing Machine

4. Autogenomics Infinity Microarray

5. Beckman Coulter Genetic Analysis System CEQ 800

UYE OLDUGU DERNEKLER

1. Molekiiler Kanser Arastirma Dernegi (MOKAD)

2. European Association for Cancer Research (EACR)
3. Tiirk Biyokimya Dernegi

4. Federation of European Biochemical Societies (FEBS)
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