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Larenks Kanserli Hastalarimizda K-Ras Mutasyonlari

K-Ras Mutations in Laryngeal Cancer Patients
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Ozet

Bu calismada larenks kanserli hastalarin timoéral doku spesmenlerinde bas-boyun kanserlerinin
gelisiminde etkili oldugu gosterilen K-ras mutasyon analizi yapilarak bélgemizdeki frekansini tespit
etmek amaglandi.Larenks kanseri tanisi konulan 41 hastanin tumor spesmeninden alinan doku
orneklerinde genetik analiz yapilarak K-ras mutasyonu arastirildi. Sonugclar literatir bulgulariyla
tartisildi.Vakalarin 40’1 (%97,5) erkek, 1'i (%2,5) kadindi. Yas ortalamasi erkeklerde 63,5 (50-81),
bayanin ise 44’tl. Yapilan genetik incelemede vakalardan birinde kodon 12 (G12A), birinde kodon
13 (G13D) olmak lzere toplam 2 vakada (%4,87) K-ras mutasyonu saptandi. Kanser olusumunda
3 gen sinifinin (proto-onkojenler, timaor supressor genler ve DNA onarim genleri) etkisi de dnemli
yer tutmaktadir. Bas ve boyun skuamoz hicreli karsinomunu baglatan molekiler olaylar ras mu-
tasyonundan baska genetik olaylari da icerir. Yapilan ¢alismalarda K-ras mutasyonu oranlarinin
¢ok yuksek olmadigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Larenks kanseri, k-ras mutasyonu.

Abstract

This study aimed to complete K-ras mutation analysis, effective at indicating the development of
head-neck cancers, of tumor tissue samples from patients with cancer of the larynx to determine
the frequency in our region.Tissue samples obtained from tumors of 41 patients with diagnosis of
larynx cancer were genetically analyzed for K-ras mutation. The results are discussed in light of
information in the literature.Of patients 40 were male (97.5%) and 1 was female (2.5%). The aver-
age age of males was 63.5 years (50-81) while the female was 44. K-ras mutation was observed in
2 cases (4.87%), one at codon 12 (G12A) and one at codon 13 (G13D), during genetic investiga-
tion.During development of cancer the effects of 3 classes of gene are important (proto-
oncogenes, tumor suppressor genes and DNA repair genes). Molecular events beginning squa-
mous cell carcinoma in the head and neck include other genetic events apart from ras mutations.
Studies have shown that the rate of K-ras mutations is not very high.
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Girig

Dinyada her yil ortalama 540 bin yeni olgunun
saptandigi ve tim kanserlerin %5-10'unu olus-
turan bas boyun skuaméz hicreli karsinomlari
(BBSHK) 6nemli bir morbidite ve mortalite ne-
denidir [1, 2]. Bas boyun timoérleri arasinda en
sik gorilen kanser olan larenks kanserleri tim
malign timarlerin %2.2'sini, bas boyun timorle-
rinin ise %25'ini olusturur. Cogunlukla 50 yas
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Uzeri erkek hastalarda gorulen larenks kanser-
lerinin son yillarda kadinlardaki sikhdinda artig
gorulmektedir [3]. Sigara ve alkoliin larenk kan-
serinin etyopatogenezindeki bilinen etkilerine
ek olarak genetik yatkinhdin da sorumlu faktor-
ler arasinda yer aldigi ileri strtilmis ve yapilan
calismalarda hicre dongusit kontrolii, DNA
onarimi  ve apoptozis ile ilgili genlerdeki
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polmorfizmlerin BBSHK riski ile iligkili oldugu
saptanmistir [4,5].

Cevresel (karsinojene maruz kalma) ve
endojen (genetik) faktorler arasindaki etkilesme
sonucu  gelisen  karsinogeneziste  proto
onkojenler, timor supresor genler ve DNA ona-
rim genleri olmak Uzere 3 gen sinifi rol oyna-
maktadir [1]. Proto-onkojenler hiicrede cogal-
ma, farklilasma ve yasam stresinin kontrolinu
Ustlenmektedir. Onkojenler ise proto-
onkojenlerin mutant veya anormal ekspresyon
yapan formlaridir [3,6]. Ras gen ailesinin 3
Uyesi H-ras, K-ras, ve N-ras insan timorlerinde
en sik rastlanan onkojenlerdir [7-9]. Bu c¢alis-
mada larenks kanserli hastalarda K-ras mutas-
yonlarinin sikhginin arastiriimasi planlanmistir.

Gereg ve YOntem

Bu calismada 2009-2012 vyillari arasinda
larenks kanseri tanisi konmus ve tedavisi di-
zenlenmis olan 41 vaka degerlendirildi. Klinik
degerlendirmede hastalarin o6ykusi, yas ve
cinsiyetleri, sigara ve alkol aligkanlhklari ile fizik
muayene bulgulari TNM klasifikasyonuna gore
kaydedildi. Tumor spesmenlerinden alinan do-
kular KRAS mutasyonu analizi icin asagidaki
islemlere tabi tutuldu.

DNA Ekstre Edilmesi: Genomik DNA dreticinin
talimatlarina gore QIAquick (Qiagen, Hilden,
Almanya) izolasyon kiti kullanilarak ekstre edil-
di. Analizler, arastirmacilarin herhangi bir nu-
munenin KRAS mutasyon durumunu bilmedik-
leri kor bir calisma dizaynina gore gerceklesti-
rildi.  Otuz  tuméral doku  Ornegi 4
pirosekanslama teknigi kullanilarak analiz edil-
di. Mevcut  vaka-kontrol  calismasinda,
PyroMark K-ras test kiti (Qiagen, Almanya)
KRAS proto-onkojenin her iki kodonunun (12 ve
13) primer amplifikasyonu ve pirosekanslama
icin kullanildi. Toplam olarak 20 pl PCR reaksi-
yon hacmi (12.5 pl PyroMark PCR ana karisim,
1 pl PCR primerleri ve 6.5 pl H20 ve 5 pl hedef
DNA), hedef genin amplifikasyonu icin hazir-
landi.

Asagidaki amplifikasyon programi kullanildi:
karigsim bir baslangic dongisui icin 95°C de 15
dakika isitildi. Geri kalan 45 amplifikasyon
déngusu; 95°C de 20 saniye, 53°C de 30 sani-
ye, 72°C de 20 saniye ve extential dongusu igin
72°C de 5 dakika idi. ilk olarak, PCR rini
basarili amplifikasyonu dogrulamak icin %1.5
agarose jel Uzerinde calistirildi ve 10 pl PCR
drtinleri pirosekanslama icin kullanildi. Toplam-

da 70 pyl baglayici karigim (2 yl streptavidin, 40
pl baglayici tampon maddesi, 10 yl PCR Griini
ve 28 ml H,O) hazirlandi ve 25 ul tavlanmig
ornekler (24.2 pl tampon tavlama ve Kras
kodon, 12 ve 13 icin 0.8 pl dizi primerleri kari-
simi) dizi analizi icin kullanildi. PyroMak Q24 ve
PyroMark ID yazilimi analiz sistemleri (Qiagen,
Almanya) mevcut timdral 6rneklerinin analizi
icin kullanildi.

Sekil 1'de periferal kan ve timoral 6rneklerde
KRAS kodon 12 onkojeninin mutasyona ugra-
mis ve normal pyrogram profilleri, Sekil-2'de
periferik kan ve tumoral Orneklerde KRAS
kodon 13 onkojeninin mutasyona ugramis ve
normal pirosekanslama analizi gosterilmigtir.
Calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Tip Fakultesi Dekanhgi Klinik Arastirmalar ve
Etik Kurul Bagkanhi@inin 19.09.2011 sayili 63
nolu etik kurul onayi ile yapildi.

Bulgular

Vakalarin 40’1 (%97,5) erkek, 1'i (%2,5) kadin-
di. Yag ortalamasi erkeklerde 63,5 (50-81) iken
kadin hasta 44 yasinda idi. Sigara igen hasta
sayisi 40 (%97,5), alkol kullanan hasta sayisi
32 (%80) idi. 41 (%100) hastada ses kisikhgt,
10 (%23,4) hastada nefes darligi, 7 (%17,1)
hastada yutma guclugu vardi. Vakalarin 16'si
(%39) supraglottik, 25'i (%61) glottik yerlesimli
idi. 11 vaka (%26,8) Tla, 3 vaka (%7,4) Tlb,
22 vaka (%53,6) T2, 5 vaka (%12,1) T3 idi.
Yapilan genetik incelemede vakalardan birinde
kodon 12 (G12A)de ve birinde kodon 13
(G13D)'de olmak Uuzere toplam iki vakada
(%4,87) K-ras mutasyonu saptandi. Tablo 1'de
BBSHK vakalarimizda proto-onkojen KRAS
kodon 12,13 ve 61'in mutasyona ugramis profil-
lerinin tlrleri ve prevalansi gosterilmistir.

Tartigma

Bas-boyun skuamé6z hicreli  kanserlerinde
epitelyal karsinogenezisi onkojenler ve timor
baskilayici genler arasindaki dinamik denge
belirler. Bu hicresel onkojenlerin (myc, ras,
neu, bcl ve int gibi) anormal salinimi BBSHK
gelisimi ile iligkili oldugu saptanmistir [10].

Proto-onkojenler; hiicrede ¢cogalma, farkhlagsma
ve yasam sulresini kontrol eden sinyal iletiminde
rol oynayan src, ras, raf vb. proteinleri kodla-
maktadirlar [ 3, 6]. Proto-onkojenler sigara du-
mani, radyasyon, kimyasal ajanlar ve virlsler
gibi eksojen etkenlerle onkojen haline gecerek
karsinogeneziste rol oynarlar [3, 7, 8]. Ras gen
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ailesinin 3 Uyesi H-ras, K-ras, ve N-ras insan
tumorlerinde en sik rastlanan onkojenlerdir.
Ras onkojenleri, tek amino asit degisimine ne-
den olan nokta mutasyonlar ile pro-
onkojenlerden meydana gelir. Normal bir hiicre
biylme faktori reseptord ile uyarldigr zaman,
GDP- bagl inaktif ras, GTP-bagli doneme akti-
ve olarak sitoplazmik kinazlarla cekirdege bi-
yime uyarilar génderir. Mutant ras proteini
GTP hidrolize edemediginden, kalici olarak
aktiflesir ve herhangi bir dis uyari olmadan hiic-
renin sdrekli uyariimasina yol acar [7,11]. 12,
13 ve 61. ras gen kodonlarinin mutasyonlari,
insanlarda gdrulen kanserlerde en sik saptanan
tek onkojen anomalileridir [7, 8, 9]. insanlarda
gorulen tim timorlerin %15-30° u mutasyona
ugramis ras geni turlerini icerir [11]. Farkl ca-
lismalarda farkli oranlar verilmis olmakla birlikte
bu genler vyaklasik olarak tim insan
malignitelerinin %15’inde, akciger kanserlerinin
%25’'inde, kolon kanserlerinin %50’'sinde ve
pankreas kanserlerinin %90’Inda tespit edilmis-
tir [3, 7, 8]. K-Ras mutasyonlari sigara ile iliskili
kanserlerde gorilmektedir ve buna bagh olarak
ta BBSHK’lerinde olabilecedi dustintlmektedir.
Yapilan calismalarda ras genindeki mutasyon-
larin basg-boyun kanserlerinin gelisiminde de
etkili oldugu ve bu etkinin daha ¢cok K-ras ve H-
ras ile oldugu, N-ras'in etkili olmadigi gosteril-
migtir [3, 12, 13]. K-ras gibi onkojen urinleri
buyime faktér genlerinin asiri yapimina yol
acar ve boylece hicreyi transforme edici bi-
yume faktori-a (TGF-a) gibi buyime faktorleri-
nin asir salinimina neden olur. Bu biylme
faktort epidermal buyime faktéri (EGF) resep-
térine baglanarak hiicre proliferasyonunu bas-
latir [11, 14, 15].

Das ve ark. oral kanserli 12 hastanin 4'inde (%
33) K-ras geni mutasyonu saptamistir [12]. Yoo
ve ark. tukrik bezi kanseri olan 24 hastalik se-
ride biri adenokarsinoma (kodon 13) ve biri
mukoepidermoid karsinoma (kodon 13) olmak
Uzere 2 hastada (%8) K-ras geni mutasyonu
saptamistir [13]. Rizos ve ark. 41 hastada

larengeal spesmenlerde yaptiklar K-ras anali-
zinde 2 hastada (%4.8) kodon 12'de K-ras mu-
tasyonu saptamistir [16]. Kiaris ve ark. larenks
kanserli 120 tUmoér spesmeninde yaptiklari K-
ras analizinde sadece 2 hastada (%1.6) kodon
12’de K-ras mutasyonu saptamistir [17]. Bizim
calismamizda 41 hastanin tumor dokularinda
K-ras mutasyonu calisildi ve 2 (%4,87) hastada
K-ras geninin 12. ve 13. kodonlarinda olmak
Uizere birer adet mutasyon saptandi. Sigara ile
iligkili oldugu belirlenmis ve diger organ kanser-
lerinde daha yuksek oranda mutasyonu gozle-
nen K-ras onkojeni, bolgemizdeki larenks kan-
serlerinde disik oranda tespit edilmigtir.
BBSHK'li hastalarda ras p21’ in dustk seviyele-
rinin hastaliksiz sagkalim ile iligkili oldugunu
gosterilmigtir. Ras negatif boyanan hastalarin 5
yilhk sag kalim orani %3 iken ras pozitif boya-
nanlarda ayni zaman diliminde bu oran %54
olarak bulunmustur [10]. Anti-EGFR
(Cetuximab) kolorektal kanserlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ras mutasyonu olan vakalar-
da Anti-EGFR tedavisine yanitin disik oldugu
gozlenmigtir. Ras mutasyonu bu tedaviye yanit
acisindan negatif bir prediktor olarak disinul-
mektedir. Ancak BBSHK’inde bu negatif
prediktivite icin ek calismalar gerekmektedir.

Sonug¢ olarak: BBSHK'ni baglatan molekiler
olaylar ras mutasyonundan bagka genetik olay-
lari da icerir. Yapilan calismalarda bas-boyun
kanserli hastalarda K-ras mutasyonu oranlari-
nin %1-30 araliginda saptanirken izole larenks
kanseri arastirmalarinda bu oranin %5’in Uze-
rinde olmadigini gosterilmektedir. Calismamiz-
da larenks kanseri vakalarinda 12. ve 13.
kodonlarda saptanan K ras mutasyonunun ora-
ninin %4,9 oldugu tespit edildi. Bu acidan ba-
kildiginda larenks kanserleri anti EGFR tedavisi
icin iyi bir aday olabilir ancak daha fazla calis-
maya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu alanda yapila-
cak olan genetik calismalar hastaligin erken
tanisi, tani sonrasi seyri ve tedavisi agisindan
bize yardimci olacaktir.
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$Sekil 1. Periferal kan ve timoral 6rneklerde KRAS kodon 12 onkojeninin mutasyona ugramis ve normal pyrogram profilleri

A: Saglkl kontrol (kan) KRAS onkojeninin 12. kodonun normal GGT profili. BBSHK bir vakada KRAS 12. kodonun G> T transversiyonu
nokta mutasyonu gdsterilmektedir.

B: Vahsi kodon GGT idi ve tumd&r dokusunda G> T transversiyonu (ok) ile TGG'’ye degistirilmistir.

Sekil 2. Periferik kan (saglikh kontrol) ve tuméral 6rneklerde mutasyona ugramis ve normal KRAS kodon 13 onkojeninin
pirosekanslama analizi

A: Saghkl kontrol (kan) KRAS kodon 13 onkojeninin normal GGC profili. BBSHK bir vakada KRAS kodon 13'Un transversiyon G>A
nokta mutasyonu géstermektedir.

B: BBSHK bir vakada KRAS kodon 13’lin transiyonal G>A nokta mutasyonu goéstermektedir. Vahsi kodon GGC idi ve timor dokusunda
G> A transiyonu (ok) ile TAC'ye degistirilmistir.
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Tablo 1. Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlarinda proto-onkogen KRAS kodon 12,13 ve 61'in mutasyona ugramis

Hastalar (n:41)  (n/%) profillerinin turleri ve prevalansi
Mutant 2 (%4.8)
Normal 39 (%95.2)
PROTO-ONKOJEN KRAS
Mutasyon tipi Bas-boyun squaméz hiicreli kanser vakalari
G12A 1 (%100)
Gi12C 0
G12D 0
G12F 0
Kodon 12
G12R 0
G12s 0
G12v 0
Toplam (n/%) 1(%2.4)
G13A 0
G13C 0
G13D 1 (%100)
Kodon 13 G13R 0
G13s 0
G13Vv 0
Toplam (n/%) 1 (%2.4)
Q61E 0
Q61H1 0
Q61H2 0
Q61K 0
Kodon 61
Q61L 0
Q61P 0
Q61R 0
Toplam (n/%) 0
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