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OZET

Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri Olgularindan Sorumlu Gen
Mutasyonlarmin Likit Biyopsi Yontemi ile Arastirilmasi

Kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynadig: bilinen siiriicii genler, hiicrelerin
bliylimesi, yayilmasi ve tedaviye direnci gibi kritik siirecleri kontrol etmektedir.
Akciger kanserinde uygulanan hedefe yonelik tedaviler de siirlicii genlere 6zgii
inhibitor ilaglarla etkili olabilmektedir. Tim diinyada genomik degisiklerin
saptanmast amaciyla siklikla kullanilmaya baglanan; hizli, noninvaziv ve
tekrarlanabilir bir yontem olan likit biyopsi ile, SDU Tip Fakiiltesi Hastanesi Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dalinda kii¢lik hiicreli dist akciger kanseri (KHDAK) tanisi
konulan ve kemoterapi almamis hastalarda 31 gen iceren yeni nesil dizileme (NGS)
ticari kiti panel seklinde taranarak mutasyonlarin siklik ve dagiliminin belirlenerek;
patojenitesinin, klinik parametreler ile iliskisinin ve genel sag kalim acisindan dneminin
saptanmast amaglandi. Lokal ve iler1 evredeki 24 hastanin dahil edildigi
calismamizda, NGS ile ONCO/Reveal cfDNA Multi-Kanser Panelini kullanarak
doku biyopsisine alternatif bir yontem olan likit biyopsi analizi gerceklestirildi.
Histopatolojik olarak %33,3’li adenokarsinom, %66,7’si skuamdz hiicreli karsinom
alt tipinine sahip hastalarin %91,67°sinin (22/24) erkek ve yas ortalamasinin
65,6%7,7 oldugu belirlendi. Olgularin %45,83’linde (11/24) gen paneline ait herhangi
bir varyasyon saptanamazken, geri kalan olgularin %54,16’sinin (13/24) ise en az bir
mutasyona sahip oldugu belirlendi. Hastalarimizin hi¢birinde BRAF, ROS1, CTNNBI
genlerine ait mutasyon tespit edilemedi. Ayrica evre III’de olan hastalarda NTRK3,
SMAD4, IDHI, PPP2RIA ve evre 1V’de olan hastalarda AKTI, ESRI, MET
genlerine ait mutasyon tespit edilemedi. Bunun yami sira PDGFRA, ALK, TP53
genlerine ait mutasyonlarin hastaligin kotii prognozu iizerine etkisinin oldugu
belirlendi. Sonug olarak, etkili tedavi ancak dogru tani ile gerceklesebilir. Bu yiizden
ctDNA testi KHDAK'nin klinik yonetimine dahil edilmesi ve anatomik evrelemeye
alternatif olarak, molekiiler evreleme modelinin olusturulmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: KHDAK, Likit biyopsi, cfDNA, NGS, ONCO/Reveal cfDNA
Multi-Kanser Paneli



ABSTRACT

Investigation of Responsible Gene Mutations in Non-Small Cell Lung Cancer
Cases with Small Cell Histology Using Liquid Biopsy Method

Known as driver genes, which play a significant role in cancer development,
control critical processes like cell growth, spreading, and treatment resistance.
Targeted therapies in lung cancer, too, can be effective by using inhibitor drugs
specific to these driver genes. Globally, for detecting genomic alterations, liquid
biopsy, a rapid, non-invasive, and repeatable method, has gained popularity. In a
study conducted at SDU Faculty of Medicine Hospital, liquid biopsy was utilized as
an alternative to tissue biopsies to analyze mutations in a panel of 31 genes,
including patients diagnosed with non-small cell lung cancer (NSCLC) who hadn't
received chemotherapy. Among the 24 patients in various stages included in the
study, utilizing NGS (Next Generation Sequencing) and the ONCO/Reveal cfDNA
Multi-Cancer Panel, liquid biopsy analysis was carried out. Histopathologically,
33,3% had adenocarcinoma and 66,7% had squamous cell carcinoma subtype. Of
these, 91,67% (22/24) were male, with an average age of 65,6+7,7. While 45,83%
(11/24) of cases showed no variations in the gene panel, the remaining 54,16%
(13/24) exhibited at least one mutation. No mutations were detected in the BRAF,
ROSI, and CTNNBI genes among the patients. Additionally, no mutations were
found in the NTRK3, SMAD4, IDHI, PPP2RIA genes in stage III patients, nor in the
AKTI, ESRI, MET genes in stage IV patients. Furthermore, it was observed that
mutations in PDGFRA, ALK, and TP53 genes were associated with a poor prognosis.
In conclusion, effective treatment hinges on accurate diagnosis. Therefore, it is
recommended to integrate ctDNA testing into NSCLC clinical management and
establish a molecular staging model as an alternative to anatomical staging.

Keywords: NSCLC, Liquid biopsy, cfDNA, NGS, ONCO/Reveal cfDNA Multi-Cancer
Panel
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1.GIRIS

Akciger kanseri; nokta mutasyon, amplifikasyon, insersiyon, delesyon ve
translokasyon gibi bircok genetik ve epigenetik degisikliklerin etkisiyle, ozellikle
bliylimeyi tesvik eden yolaklarin aktivasyonunun ve tiimor siipresor yolaklarinin

inhibisyonunun dahil oldugu ¢ok adimli bir siire¢ sonrasi gelisir (1)

Akciger kanserlerinin histopatolojik olarak iki ana formu bulunmaktadir. Bu
formlar %15-20 oraniyla kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve en sik ve yaygin
gbzlenen formu olan %80-85 oraniyla kiiclik hiicre dis1 akciger kanseridir (KHDAK)
(2). KHDAK hastalarinda, alt tiplerinden en sik goriilen adenokarsinoma (AAK) ve
skuamo6z hiicreli kanser (ASHK)’dir (1). Kiiresel kanser arastirmalari ve
istatistiklerine gore diinya genelinde kansere bagli dliimlerin en sik nedeni olan
akciger kanseri, siddeti her gecen giin artan bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir.
2020 yilinda diinya capinda tahmini yeni akciger kanseri vakasi sayist 2.206,771
olup, 1.796,144 olimiin akciger kanserine bagli oldugu tahmin edilmektedir. 2020
yil1 kiiresel tahminlerine gdre tiim kanser tiirleri arasinda akciger kanseri insidansi
%11,4, olim oram ise %18 ile ilk sirada yer almaktadir (3) Tim akciger
kanserlerinin 5 yillik sagkalim oran1 %19’dur. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri i¢in

5 yillik sagkalim oran1 %23 iken, KHAK i¢in %9 dur (4).

Giiniimiizde en yiiksek mortaliteye sahip kanser tipi olan akciger kanseri
insidanst ve molekiiler yapist1 acisindan toplumdan topluma farkliliklar
gostermektedir. Sessiz seyretmesi sebebiyle genellikle ileri evrelerde tespit
edilmesinden dolay1 tedavi basaris1 son derece diisiik olmaktadir. Son yillarda timor
dokusundaki genetik degisikliklerin tespit edilmesi ve bu degisiklikler sonucu olusan
onkoproteinlere karsi baskilayici molekiillerin kullanilmasiyla tedavide ilerlemeler
kaydedilmistir. Goriilme siklig1r acisindan toplumlar arasi farkliliklar gdsteren bu
genetik  degisiklikler ayn1  baskilayict  molekiillere karst farklt cevaplar
verebilmektedir. Akciger kanserinde molekiiler markerlar hedeflenmis tedavilere
yanitta onemli belirleyiciler haline gelmis ve son zamanlarda hastaya ait timor
dokularinda molekiiler patolojiye dayali en iyi tedavi segeneklerinin belirlenmesi

Oonem kazanmaya baglamaistir (5).



Doku biyopsisi tiimor genotiplemesinde altin standart olmasina ragmen gerek
doku materyalinin azlig1, gerekse tiimor heterojenitesinden dolay ilag direncine yol
acan mutasyonlar1 gdstermekte eksik kalabilmektedir (6). Ilging bir sekilde, ctDNA,
tedavinin baskisina yanit olarak dinamik klonal ve alt klonal evrimi izlemek i¢in
kullanilabilir (7). Likit biyopsi, viicut sivilarinda prognostik veya diyagnostik olarak
anlaml timor kaynakli belirtecleri saptamak i¢in minimal invaziv bir yaklagimdir
(8). Likit biyopsi analizi kanser arastirmalarinda hizla ilerleyen bir alandir. Kanser
hastalarinda erken tani ve tedavi siire¢lerinin izlenmesinde, metastatik relaps veya
metastatik progresyon, gercek zamanli risk tahmini, tedavi hedeflerinin belirlenmesi

ve direncliligi gibi konularda yol gostericidir (9).

Kanserde etkili tedavi ancak dogru tani ile gergeklesebilmektedir. Ancak
giiniimiizde uygulandig1 gibi, sadece evreleme bilgilerine dayali olarak hastalarin
prognozunun takibi ve tedavi silirecinin belirlenmesi yeterli olmayabilir. Kanser
hiicrelerindeki genetik degisikliklerin ve oOzellikle siiriici gen mutasyonlarinin
belirlenmesi, hastalik prognozununun daha iyi tahmin edilebilmesi ve tedavinin
kisisellestirilebilmesi i¢in yeni bir bakis a¢is1 sunmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda,
kanser gelisiminde rol oynadigi bilinen 31 gene (AKT1, BRAF, ERBB3, GNAS, KIT,
NRAS, PIK3CA, SF3B1, ALK, CTNNBI, ESRI, HRAS, KRAS, NTRK1, PPP2RIA,
SMAD4, APC, EGFR, FBXW7, IDHI, MAP2KI, NTRK3, PTEN, TP53, ARAF,
ERBB2, FGFR2, IDH2, MET, PDGFRA, ROS]) ait varyantlar, KHDAK tanis1 almis
fakat heniiz kemoterapi almamis 24 hastada yeni nesil dizileme ticari Kkiti
ONCO/Reveal Multi-Cancer cfDNA Paneli kullanarak incelendi. Hizli, noninvaziv
ve tekrarlanabilir bir yontem olmasi nedeniyle genomik degisiklerin saptanmasi
amaciyla siklikla kullanilmaya baglanan likit biyopsi yontemi ile elde edilen
orneklerde var oldugu belirlenen mutasyonlarin siklik ve dagilimi ile patojenite
durumu belirlendi. Ayrica tespit edilen mutasyonlarin cinsiyet, hastaligin ortaya ¢ikis
yas1, histopatolojik tip, evre, metastaz odak sayist ve genel sagkalim ile iliskisi

degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyoloji

Yirminci ylizyilin ortalarindan itibaren akciger kanseri, Ozellikle sigara
kullaniminin artmasiyla halk sagligini tehdit eden, 6nemli mortalite ve morbiditeye
neden olan bir hastalik haline gelmistir (10). 2020 yilinda kanser tan1 ve tedavisi,
koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) pandemisinden olumsuz etkilenmistir.
Kiiresel olarak saglik tesislerinin kapanmasi ve halkin COVID-19'a maruz kalma
korku psikolojisi icinde olmasi teshis ve tedavide gecikmelere neden oldu.
Sonucunda kanser insidansinda kisa vadeli bir diislise, ardindan ileri evre hastalikta

bir artiga ve nihayetinde artan mortaliteye sebebiyet vermistir (11).

2020 yilinda diinya capinda tahmini yeni akciger kanseri vakasi sayisi
2.206,771 olup, 1.796,144 olimiin akciger kanserine bagh oldugu tahmin
edilmektedir. 2020 yili kiiresel tahminlerine gore kanser tiirleri arasinda akciger
kanseri insidanst %11,4, 6liim oran1 ise %18 ile ilk sirada yer almaktadir. Akciger
kanseri erkeklerde kanser morbidite ve mortalitesinin onde gelen nedeni iken,
kadinlarda meme ve kolorektal kanserden sonra insidans a¢isindan iigiincii, mortalite

acisindan meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (12).

Amerika’da 2022 yilinda 1,9 milyon kisinin kansere yakalanacagi ve 609,360
kisinin kanserden Olecegi ve bu oliimlerin yaklasik beste birinin akciger kanserine
baglh olacagr tahmin edilmektedir. 130,180 akciger kanseri Oliimiiniin yaklasik
105,840'ma (%81) dogrudan sigara igenlerde goriilecegi, 3650'si pasif icicilikten
kaynaklanmis olacagi tahmin edilmistir. En fazla 6liim erkeklerde akciger, prostat ve
kolorektum, kadinlarda ise akciger, meme ve kolorektum kanserlerinden
kaynaklanmaktadir. 2050 yilinda ise, akciger kanserinin kiiresel yiikiiniin her yil 3,8

milyon yeni vakaya ve 3,2 milyon 6liime ulasacagi tahmin ediliyor (13).

GLOBOCAN 2020 veri tabanma gore; diinya genelinde erkeklerde akciger
kanserinin insidans oranlarima baktigimizda yiiksekten azalisa dogru sirasiyla,

Mikronezya/Polinezya, Dogu ve Giiney Avrupa, Dogu Asya ve Bati Asya olarak
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devam etmektedir. Ozellikle Bat1 Asya icerisinde erkeklerde Tiirkiye, kadinlarda ise
dogu Avrupa icerisinde Macaristan en yiiksek insidansa sahiptir (12). Tirkiye’de ise,
2020 yilinda yeni teshis konulan hasta sayis1 233.834 olarak tahmin edilmektedir.
Kansere bagli 6liim sayis1 ise 126.335°tir. Ulkemizde en sik rastlanan kanser tiirii
olan akciger kanseri 41.264 (%17,6) sayist ile ilk sirada yer alirken, ikinci sirada
24.174 (%10,3) oranla meme kanseri, iiglincii olarak da 21.191 (%9,1) oranla
kolorektal kanser olarak bildirilmistir (3).

2.1.2. Risk Faktorleri

Akciger kanseri i¢in risk, kanser genetigindeki gelismeler, immiinolojik
kontrol ve tedavi segenekleri konusundaki ilerlemelere ragmen, kanser 6liimlerinin
onde gelen nedeni olmaya devam ediyor. Tiitiin i¢imi, akciger kanseri gelisimi i¢in
baskin risk faktoriidiir. Titin dis1 risk faktorleri arasinda cevresel ve mesleki
maruziyetler, kronik akciger hastaligi, akciger enfeksiyonlar1 ve yasam tarzi
faktorleri yer alir (14). Bu faktorlerin oynadigi roller cografi konum, cinsiyet ve irk
ozellikleri, genetik yatkinlik ve sinerjistik etkilesimlerine bagli olarak degisir

(14,15).

2.1.2.1. Tiitiin Kullanimi

Tiitin kullanim1 tartismasiz en Onemli ve yaygin akciger kanseri risk
faktoridiir. Tiitiin dumani, en az 69 kanitlanmis kanserojen ve onemli hastaliklarla
iliskili diger toksik maddeler dahil olmak iizere 4.000'den fazla kimyasal igerir.
Sigara igenlerin sadece yaklasik %15'1 akciger kanserine yakalansa da Amerika
Birlesik Devletleri'nde akciger kanseri teshislerinin %80 ile %90" tiitiin kullanimina
baglanmaktadir. Akciger kanserinin goreceli riskinin, 6miir boyu hi¢ sigara icmemis
birine gore yaklasik 20 kat daha yiiksek oldugu tahmin edilmektedir ve akciger

kanseri riskinin biiyiikligi, sigara igme yogunluguyla iliskilidir (4).

Tiitlin dumanindaki bir¢ok faktor akciger kanserine katkida bulunsa da temel
bilesen olan nitrozamin 4-(metilnitro-samino)-1-(3-piridil)-1-butanon (NNK, nikotin
tiirevi nitrozamin keton) karsinojenezde 6nemli bir rol oynar. Tiitlin dumanindaki en

kanserojen molekiiller iki gruba aittir: 1) polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve ii)



nitrozaminler. Her ikisi de akciger tiimorijenezi ile 6nemli bir iliski gostermis olsa da
nitrozaminler dikkate deger dl¢iide daha biiyiik bir etkiye sahiptir. Spesifik olarak,
titin duman1 iizerine yapilan ¢alismalar, NNK'nin akciger karsinojenezinden
sorumlu en giiclii bilesen oldugunu dogrulamistir (16). Aktivasyonlar1 sonucunda
DNA eklentilerinin olusumuna ve gen metilasyonuna, DNA dizisi degisikliklerine,
DNA segment amplifikasyonuna ya da delesyonuna, tiim kromozom kazanimlarina

ya da kayiplarina yol agar (15).

2.1.2.2. Mesleki ve Cevresel Karsinojenler

Akciger karsinojenleri oldugu 6nerilen veya kanitlanan mesleki maruziyetler
arasinda arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum, klorometil eterler, krom, nikel, radon,
silika ve vinil kloriir bulunur. Mesleki karsinojen maruziyeti, akciger kanserinin %5
ile %10'undan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar arasinda en yaygin olanm
asbest maruziyetidir. Dogal olarak olusan bir silikat minerali olan asbestin amfibol
(amosit, krosidolit, trenolit) ve serpantin (krizotil) alt tipleri bulunmakta olup,
asbestin ingaatlarda kullanimi1 19. yiizyildan beri devam etmektedir (14,17). Havaya
sacilan liflerin solunmasiyla solunum yollarina ulasan liflerin g¢ogu akciger
dokusunda birikir. Bunun sonucunda asbeste bagli benign (iyi huylu) ve malign (kétii
huylu) hastaliklar meydana gelir. Bening hastaliklara kalsifiye plaklar, paryetel
plevrada hyalinize plaklar, perikard hastaliklar1 ve benign akciger hastaliklar1 olarak
belirtilirken; Oliimle sonuglanabilen malign hastaliklar ise Mezotelyoma veya
Akciger Kanseri’dir. Mezotelyoma Tiirkiye’de en sik rastlanan kanser tiirlerindendir
(18). Akciger kanseri i¢in goreceli risk tek basina asbest maruziyeti ile 6 kat, tek
basina sigara i¢cimi ile 11 kat, ancak hem asbest hem de sigara dumanina maruz

kalma ile artig 59 kat kadar yiiksek olabilir (14).

2.1.2.3. Diger Faktorler

Cinsiyet akciger kanseri insidansini etkilemektedir. Sigara icen kadinlarin
erkeklere gore kansere yakalanma riskinin daha fazla oldugu ya da bu riskin esit
oldugunu belirten ¢alismalar vardir. Bir meta-analize gore; Ostrojen ve progesteron

iceren hormon tedavilerinde akciger kanseri riskinin arttigi bildirilmistir (19).



Amerikan Kanser Dernegi'nde yapilan analizler sonucunda, akciger kanseri
insidansinin hispanik olmayan siyah erkeklerin (100.000'de 85.4), hispanik olmayan
beyaz erkekler (100.000'de 74.3) ve hispanik erkeklerden (100.000'de 39.2) daha
yiiksek oldugunu ortaya koydu. Akciger kanseri mortalitesi i¢in benzer egilimler
kaydedilmistir. Akciger kanserli siyah kokenli hastalarin (%16) genel olarak 5 yillik
goreceli sagkalim orani beyazlardan (%19) daha diisiiktiir (4).

Sosyoekonomik statii (SES), tiitiin igme davranisi da dahil olmak {izere bazi
akciger kanseri risk faktorleriyle giiglii bir sekilde iliskilidir; bu nedenle diisiik
SES'li kisilerde alim daha yiiksek olabilir ve birakma girisimlerinin bagarili olma
olasilig1 daha distiktiir. Yapilan ¢alismalarda kanser dliimleri en fazla goriildigi
bolgeler fiziksel ve psikososyal stres faktorlerine bagli, tiitlin kullaniminin arttigi,

kosullarda olan SES kétii bolgelerde yasayan insanlarda goriilmektedir (4).

Kronik akciger hastaliklari; akciger kanseri riskinin  artmasiyla
iliskilendirilmistir, en giiclii iligki ise Ozellikle erkeklerde kronik obstriiktif akciger
hastaligi (KOAH) ile birliktedir (14). Genis bir meta-analizde, hi¢ sigara igmeyen
bireylerde bile kronik bronsit, tiiberkiiloz, amfizem veya pndmoni dykiisiiniin olmasi,
bu bireylerde akciger kanseri yakalanma riskini artirmistir (15). Uluslararast Akciger
Kanseri Konsorsiyumu, amfizem Oykiisliniin akciger kanseri riskini 2,44 kat

artirdigini belirtmislerdir (4).

Obezite ve bazi diyet faktorlerinin akciger kanseri ile baglantili oldugu ¢esitli
raporlarda belirtilmistir. C vitamini, beta karoten ve alfa-tokoferoliin serumda diisiik
diizeyde olmasi akciger kanseri gelisimiyle iliskilendirilmistir. Kirmizi et, siit
tirtinleri, ekmek, piring, bitkisel ve hayvansal yaglar basta olmak iizere birgok gida
akciger kanseri gelisimi icin muhtemel risk faktorleridir (19). Igme suyunda ve
yiyeceklerde dogal olarak bulunan arsenik, akciger kanseri ile iligkilendirilmistir
Meyve ve sebze tiikketimi Ozellikle turpgillerden sebzelerin yenilmesinin akciger

kanserine kars1 koruyucu etkisinin oldugu vurgulanmistir (15).

Akciger dist maligniteler nedeniyle radyoterapi uygulanan hastalarda
seconder primer akciger kanseri gelisme riski artmaktadir. Giinlimiizde gelisen
radyoterapi teknikleri malign olmayan dokularin radyasyon maruziyet riskini

oldukca azaltmistir (19).



Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar ailede akciger kanseri dykiisiiniin gii¢lii bir
risk faktorii oldugunu gostererek genetik bir yatkinligin olabilecegini ileri siirmiistiir
(20). Ailesinde akciger kanseri dykiisii olan sigara i¢enlerde akciger kanseri riski 2

kat artarken, sigara igmeyenlerde de risk s6z konusudur (14).

2.2. Akciger Kanseri Histopatolojisi

Diinya Saghk Orgiiti (DSO) akciger kanserini, solunum epitelinden
(bronslar, bronsiyoller ve alveoller) kaynaklanan tiimérler olarak tanimlar. DSO
siniflandirma sistemi epitelyal akciger kanserlerini; kiigiik hiicreli akciger kanseri
(KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere iki ana grup

altinda smiflandirmistir (21).

2.2.1 Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiigiik hiicreli akciger kanseri, brong epitel hiicrelerinden gelisen agresif bir
noroendokrin kokenli tiimdr olup; tiim akciger kanserlerinin yaklasik %13-15'ini
olusturmaktadir (22). KHAK'li hastalarin %90'indan fazlasi su anda veya ge¢miste
agir sigara igme Oykiisii tagiyan yasl bireylerden olusurken, hi¢ sigara igmemis
kisilerde nadir vakalar olarak bildirilmistir. Etiyolojisinde sigara igme siiresi ve
yogunlugu arttikca riskin arttigit ve KHDAK’nin aksine spesifik bir somatik
mutasyonla iligkili olmadigi1 bilinmektedir (23).

Kiiclik hiicreli akciger kanserinde prognoz kotiidir. Genellikle daha hizli
doubling zamani, daha yiiksek biiylime franksiyonu ve hastalik seyrinde erken uzak
metastaz yapma (en yaygin olarak beyin, karaciger veya kemige) egilimi ile
birlestiginde %95 6liim oraniyla sonuglanir. Bu da KHAK ’ni en ¢ok 6liimciil akciger
kanseri alt tipi yapmaktadir (22). Tedavisiz medyan sagkalim 2-4 ay olarak
bildirilmistir. Erken evre hastalig1 olan hastalar icin medyan sagkalim su anda 15-20
aydir ve hastalarin %20-40"1 2 yila kadar hayatta kalabilirken; ileri evre hastalig
olanlar i¢in degerler 8-13 ay ve %5'tir (23).

Sitolojik olarak degerlendirildiginde; tiimor hiicreleri tipik olarak ezilme,
cekilme, yi1gi1lma artefakti olusturan, yiiksek mitotik aktivite gosteren ince graniiler

kromatine sahip, niikleolii belirsiz, yuvarlak ya da fuziform kiigiik niikleuslu, dar



sitoplazmal1 ve belirgin olmayan hiicre siirlar1 ile KHDAK’den belirgin bir sekilde
ayrilabilmektedir (21,23,24). Ayrica CDS56, noral hiicre adezyon molekiili,
sinaptofizin ve kromogranin dahil olmak iizere ndroendokrin belirteclerin varligi ile

KHDAK'den ayirt edilebilir (21).

2.2.2. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, gelismis diinyada kansere bagl 6liimlerin
onde gelen nedenidir ve hastalarin %15'inden az1 5 yildan fazla hayatta kalmaktadir
(25). KHDAK ise kendi i¢inde adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom ve biiyiik

hiicreli karsinom olmak iizere {i¢ ana histolojik tipe ayrilmaktadir (21).

2.2.2.1. Akciger Adenokarsinom

Akciger adenokarsinomu (AAK), Amerika Birlesik Devletleri'nde goriilen en
yaygin birincil akciger kanseridir. AAK genellikle mukozal bezlerden gelisir ve tiim
akciger kanserlerinin yaklasik %40'm1 temsil eder. Hi¢ sigara igmemis kisilerde
teshis edilen en yaygin alt tiptir. Akciger adenokarsinomu genellikle akciger
cevresinde olusur ve bircok durumda skarlarda veya kronik inflamasyon alanlarinda

bulunabilir.

Semptomlar1 ve fiziksel belirtileri akciger kanserinin evresine baglidir. En
erken evreler genellikle asemptomatiktir ve diger hastalik stiregleri i¢in yapilan
radyografik goriintiilerde tesadiifen bulunan nodiiller ile teshis edilebilmektedir. Ileri
evre siireci, Oksiiriik, hemoptizi veya kasitsiz kilo kaybi1 gibi spesifik olmayan
semptomlarla beraber ortaya ¢ikabilir. Hastada plevral efiizyon varsa, solunum
seslerinde azalma ile nefes darligi olabilir. Hastalarin biiyliik ¢ogunlugunun sigara
igme Oykiisii olacaktir ve KOAH veya ailede akciger kanseri Oykiisii gibi baska
iliskili hastaliklar1 da olabilir. AAK c¢ogu hastada, superior vena kava sendromu,
frenik sinir felci, Horner sendromu, brakiyal pleksusun sikigsmasi, perikardiyal

efiizyon gibi bolgesel bir yayilma gdsteren semptonlar vardir.

Akciger adenokarsinomu 4 tipte siniflandirilir: adenokarsinoma in situ (AIS),
minimal invaziv adenokarsinom (MIA), invaziv adenokarsinom ve adenokarsinom

varyantlari. Bunlardan AIS ve MIA erken rezeke edildiginde daha iyi sonuglara



sahiptir. Lokal yayilim dogrudan plevra, diyafram, perikard veya bronslara yayilmay1
igerebilir ve ileri hastalik mediastene, biiylik damarlara, trakea, 6zofagusa, vertebral
kolona veya komsu loba yayilir. Lenf nodu metastazi, mediastinal veya subkarinal
nodlara ve ardindan kontralateral akcigere gecmeden Once peribrongiyal lenf
nodlarinda meydana gelir. Uzak metastaz, kontralateral lob, plevral nodiiller, malign
plevral veya perikardiyal efiizyon veya beyin, kemik veya karaciger gibi herhangi bir

uzak bolgeye yayilmayi igerir (26).

2.2.2.2. Akciger Skuamoz Hiicreli Karsinom

Akciger skuamdz  hiicreli  karsinom  bronsg epitelinde  skuamoz
metaplazi/displazinin ilerlemesiyle gelisen, genellikle santral yerlesimli tiimor olmasi
(24) ve KHDAKli vakalarinin %30'unu temsil etmesiyle bilinen bir hastaliktir (27).
Ayrica yliksek oranda mutasyonun varligi ve ¢ogunlukla uzun siireli tiitiin kullanimi
ile iligkilidir (27,28). ASHK diyagnozu keratinizasyon ve/veya intraselliiler
kopriilesme  (hiicreler arast dezmozomlar) olusumunun goriilmesi (28) ile
immunohistokimyasal olarak SHK belirteci olan p40, p63, CKS5, CKS5/6 veya

desmoglein ekspresyonlarinin saptanmasi ile konulur (29).

2004 DSO smniflamasinda ASHK unun papiller, seffaf hiicreli, bazaloid ve
kiictik hiicreli varyantlar1 siniflandirilmistir. Ancak 2015te non-keratinize, keratinize
ve bazaloid tipler olarak siniflamada degisiklikler yapildi ve tiimorler, keratinizasyon
gostermiyorsa non-keratinize, herhangi bir oranda keratinizasyon varsa keratinize,
bazaloid 6zellik gosteren hiicreler %50°den fazlasini olusturuyorsa bazaloid alt tipler
olarak smiflandirilmaya baslandi. Non-keratinize tipteki tlimorleri  solid
adenokarsinomdan ve null fenotipteki biiylik hiicreli karsinomdan ayirt etmek igin
immunhistokimyasal boyalamalar gerekir. Bu tiimérlerde squamoz belirteclerin
diffiiz pozitif olmas1 nonkeratinize SHK u teyit eder. Fakat p63 gibi bazi belirtecler
timiiyle squamoz farklilasmaya spesifik degildir. p63 reaktivitesinin bazen

adenokarsinomlarda da olabilecegi unutulmamalidir (29).

Akciger SHK'larinin kapsamli bir genomik analizi rapor edilmemis olmasina
ragmen, tek platformlu c¢aligsmalar, Akciger SHK'larinda SOX2, PDGFRA ve
FGFR1/WHSCI1L1'in amplifikasyonu ve CDKN2A'nin delesyonu dahil olmak iizere



somatik kopya sayis1 degisikligi bolgelerini tanimlamistir. Akciger SHK'larinin DNA
dizileme caligmalari, TP53, NFE2L2, KEAP1, BAI3, FBXW7, GRMS8, MUCI6,
RUNXITI, STKI11 ve ERBB4 dahil olmak iizere bir dizi gende tekrarlayan
mutasyonlar bildirmistir. DDR2 mutasyonlar1 ve FGFR1 amplifikasyonu terapotik
hedefler olarak belirlenmistir (30).

Akciger adenokarsinomunun aksine, akciger skuamoz hiicreli karsinomunun
molekiiler karakterizasyonunda onemli bir kesif yapilmamistir. Terapdtik olarak
hedeflenebilir siiriicii mutasyonu, SHK olan hastalar i¢in hala belirsizdir, ancak tek
basina veya kemoterapi ile kombinasyon halinde anti-programlanmis hiicre 6liimii
proteini-1/PD-L1 tedavisinden fayda gorebilirler. Bununla birlikte, EGFR ve MET
mutasyonlart ve ALK veya ROSI1 yeniden diizenlemeleri, akciger skuamoz hiicreli
karsinomunda, oOzellikle skuamoz histolojiye sahip hi¢ sigara i¢cmeyen geng
hastalarda meydana gelebilir; bu nedenle, bu klinik grupta bu siiriicii mutasyonlari

i¢in molekiiler testler esastir (31)

2.2.2.3. Biiyiik Hiicreli Akciger Kanseri

Biiytik hiicreli karsinom (BHAK), sitolojik ve yapisal olarak glandiiler,
skuamo6z veya noroendokrin farklilasmasi olmayan ve kiiclik hiicreli karsinomun
sitolojik ozelliklerinden yoksun malign bir epitelyal neoplazmdir. BHAK genellikle
belirgin nekrozlu biiylik bir periferik kitle olarak kendini gostermektedir. Histolojik
olarak incelendiginde belirgin niikleollere sahip yuvarlaktan ¢okgene kadar degisen,
farklilasma 06zelligi olmayan, soluk boyanan sitoplazma ile karakterize edilen
hiicrelerden olusur. (29). 2015 DSO biiyiik hiicreli karsinomlar1 siniflandirmasinda
kullanilmaya baglanan immiinohistokimyasal (IHC) analizlerin varlig1 ile; koti
farklilasmis karsinomlar, p40 ekspresyonuna sahiplerse skuamoz hiicreli karsinom
olarak yeniden simiflandirilir; miisin olmasa bile TTF-1 ekspresyonu gozlemlenirse
kat1 adenokarsinom; ve kromogranin ve sinaptofizin ile boyanma varsa néroendokrin
karsinom olarak tanimlanirken; kotii farklilagmis karsinomlar, yalnizca tanimlayici
IHC belirteglerinden yoksunlarsa ve "bos" fenotipe sahiplerse biiyiik hiicreli olarak

kabul edilirler (32,33).
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2.3. Akciger Kanseri Tam1 Yontemleri

Akciger kanseri siiphesi olan tiim hastalarda taniyr dogrulamak icin biyopsi
yapilmasi gereklidir. Metastatik evre siiphesi olan hastalarda, doku dogrulamasi igin
hastaligin en uzak bolgesinden biyopsi tercih edilir. KHDAK hastalari i¢in molekiiler
testlere daha fazla 6nem verildigi géz oniine alindiginda, analiz i¢in yeterli dokuyu
saglamak icin bir cekirdek biyopsisi tercih edilir. Timoér dokusu, fiberoptik
bronkoskopi sirasinda bronsiyal veya transbronsiyal biyopsi gibi minimal invaziv
tekniklerle, goriintii kilavuzlugunda ince igne aspirasyonu veya perkiitan biyopsi ile
veya endobronsiyal ultrason (EBUS) kilavuzlugunda biyopsi yoluyla elde edilebilir.
Lokasyona bagli olarak, transdzofageal endoskopik ultrason kilavuzlugunda biyopsi
(EUS), EBUS veya kor biyopsi yoluyla lenf nodu 6rneklemesi yapilabilir. Lenf nodu
veya deri metastaz1 gibi klinik olarak palpe edilebilen hastaligi olan hastalarda,
biyopsi alinabilir. Metastatik hastalik siiphesi olan hastalarda, yumusak doku kitlesi,
litik kemik lezyonu, kemik iligi, plevral veya karaciger lezyonu veya malign plevral
efiizyondan elde edilen yeterli hiicre blogunun perkiitan biyopsisi ile tani
dogrulanabilir. Malign plevral efiizyon siiphesi olan hastalarda, ilk torasentez
negatifse, tekrar torasentez istenebilinir. Plevral efiizyonlarin ¢ogu malign hastaliga
bagl olsa da 6zellikle eksiidatif veya kanli ise, bazilar1 parapndémonik olabilir. Uzak

hastaligin yoklugunda, bu tiir hastalar olasi kiiratif tedavi i¢in diisiiniilmelidir.

Herhangi bir biyopsinin tanisal verimi, tiimoriin konumu (erisilebilirlik),
tiimor boyutu, timor tipi ve bronkoskopistin ve patologun deneyim diizeyi, tani
prosediiriiniin teknik yonleri de dahil olmak iizere gesitli faktorlere baghdir. Genel
olarak, skuamdz hiicreli karsinomlar, kiiciik hiicreli karsinomlar gibi merkezi
lezyonlar veya karsinoid tiimorler gibi endobrongiyal lezyonlar bronkoskopik
inceleme ile daha kolay teshis edilirken, adenokarsinomlar ve biiyiikk hiicreli
karsinomlar gibi periferik lezyonlar transtorasik biyopsiye daha uygundur. Cogu
numune icin KHAK'a kars1 KHDAK i¢in diyagnostik dogruluk miikemmeldir,
KHDAK'nin alt tipleri i¢in daha az dogruluk vardir. Bronkoskopik numuneler
arasinda bronsiyal fir¢a, bronsiyal yikama, bronsiyoloalveolar lavaj, transbronsiyal

ince igne aspirasyonu (FNA) ve kor igne biyopsi bulunur. Mutasyon analizi veya
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diger arastirma amagclari i¢in, histolojik siiflandirmanin dogrulugu, FNA ile elde

edilen rutin bir sitoloji 6rneginden daha fazla doku elde edilmesine baghdir.

Bronkoskopik yontemlerin kombine kullanimi i¢in genel duyarlilik yaklasik
%80'dir ve doku biyopsisi ile birlikte verim %85-90'a ¢ikar. Transbrongiyal kor
biyopsi ornekleri gibi transtorasik kor biyopsi 6rnekleri de tercih edilir. Duyarlilik,
daha biiylik lezyonlar ve periferik tlimorler icin en yiiksektir. Genel olarak,
transbronsiyal, transtorasik veya EUS kilavuzlugundaki kor biyopsi 6rnekleri diger

ornek turlerinden Ustiindr.

Balgam sitolojisi ucuzdur ve invaziv degildir, ancak hiicrelerin koti
korunmasi ve iyi kalitede bir numune elde etmede daha fazla degiskenlik nedeniyle
diger numune tiirlerinden daha diisiikk bir verime sahiptir. Balgam sitolojisi igin
verim, skuamdz hiicreli karsinom ve kiiciik hiicreli karsinom histolojisi gibi daha
bliyiilk ve merkezi yerlesimli tlimorler igin en yiiksektir. Balgam sitolojisi ig¢in
ozgilliik ortalamalar1 %100'e yakindir, ancak duyarlilik genellikle <%70’tir. Balgam
sitolojisinin dogrulugu, analiz edilen numune sayisinin artmasiyla artar. Sonug

olarak, en az li¢ balgam 6rneginin analizi 6nerilir (34).
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2.4. Akciger Kanserinde Evreleme

Akciger kanserinde evreleme tedavi yonteminin belirlenmesi ve prognostik

degerlendirmelerin yapilabilmesi igin gerekli olan en kritik basamaktir. Evrelemede

Uluslararas1 Akciger Kanseri Caligma Dernegi’nin (IASLC) kabul ettigi 8. Evreleme

sistemi kullanilmaktadir. Bu evreleme sistemi ile tiimor (T), lenf nodu (N) ve

metastazlar (M) degerlendirilerek hastalifin evresi ve prognozu hakkinda bilgiler

elde edilmektedir (Tablo 2.1-2.5) (35).

Tablo 2.1. TNM Evrelemesinin N Faktorii Tanimlayicilari (35)

Nx | Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor

NO | Bolgesel lenf bezi metastazi yok

N1 | Ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf bezlerine ve/veya
intrapulmoner lenf bezlerine metastaz veya direkt invazyon

N2 | ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

N3 | Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen
veya supraklavikiiler lenf bezlerine metastaz

Tablo 2.2. TNM Evrelemesinin M Faktorii Tanimlayicilari (35)

MO Uzak metastaz yok
Uzak metastaz var
Kars1 akcigerde metastatik nodiilnodiiller, plevral veya perikardiyal
Mla . . . . . . 1
M1 metastatik nodiiller veya malign plevral veya perikardiyal efiizyon
Mi1b | Tek bir ekstratorasik organda, tek metastaz?
Mlc | Bir veya birden ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz

'Akciger kanseriyle birlikte olan plevral-perikardiyal efiizyonlar genellikle tiimére bagli gelisir.
Ancak bazen patolojik incelemelerde plevral-perikardiyal sivida tiimor goriillmemektedir. Bu bulgular
varsa ve klinik degerlendirme efiizyonun tiimérle ilgili olmadigi yoniindeyse eflizyon evreleme
belirleyicisi olarak kullanilmamalidir.

2Bu durum bélgesel olmayan tek bir uzak lenf bezi metastazini da kapsamaktadir.
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Tablo 2.3. 2021 Diinya Saghk Orgiitii Torasik Malign Epitelyal Tiimdorler ve
Prekiirsorlerinin Siiflandirmasi (31).

Prekiirsor glandiiler lezyonlar

Sarkomatoid karsinomlar

Bazaloid skuamoz hiicreli karsinom

[ ]
>
> Skuamoz hiicreli karsinoma, non-keratinize
>
o Lenfoepitelyal karsinom

o Atipik adenomatdz hiperplazi . Pleomorfik karsinom
. Adenokarsinoma in situ > Dev hiicreli karsinom
. Adenokarsinoma in situ, non-miisinéz > Igsi hiicreli karsinom
. Adenokarsinoma in situ, miisindz . Karsinosarkom
. Pulmoner blastoma
Adenokarsinomlar Diger epitelyal tiimorler
° Minimal invaziv adenokarsinom ° NUT karsinom
> Minimal invaziv adenokarsinom, . Torasik SMARCA4 eksikligi
nonmiisindz olan indiferansiye timor
> Minimal invaziv adenokarsinom, miisindz
. Invaziv non-miisinéz adenokarsinom
> Lepidik adenokarsinom
> Asiner adenokarsinom
> Solid adenokarsinom
> Papiller adenokarsinom
> Mikropapiller adenokarsinom
o Invaziv miisindz adenokarsinom
> Miks invaziv miisindz ve non-miisindz
adenokarsinom
o Fetal adenokarsinom
o Kolloid adenokarsinom
o Adenokarsinom, enterik tip
° Adenokarsinom, NOS
Skuamoz prekiirsor lezyonlar Tiikriik bezi-tipi tiimorler
. Skuamoz hiicreli karsinoma in situ . Adenoid kistik karsinom
o Hafif skuamoz displazi . Epitelyal-miyoepitelyal karsinom
o Orta skuamoz displazi . Mukoepidermoid karsinom
. Siddetli skuamoz displazi . Miyoepitelyal karsinom
. Hyalanize Geffaf hiicreli
karsinom
Skuamoz hiicreli karsinomlar Akciger ndroendokrin neoplazmlar
Skuamoz hiicreli karsinom, . Prekiirsor lezyon
NOS Skuamoz hiicreli karsinoma, keratinize | > Diffiiz idiyopatik ndroendokrin

hiicre hiperplazisi

Biiyiik hiicreli karsinomlar

Noroendokrin tiimorler

o Biiyiik hiicreli karsinom

> Karsinoid tiimor,
NOS/néroendokrin tiimér, NOS

> Tipik karsinoid/ndroendokrin
tiimor, grade 1

> Atipik karsinoid/néroendokrin
tiimor, grade 2

Adenoskuamoz karsinomlar

Noroendokrin karsinomlar

. Adenoskuamoz karsinom . Kiigiik hiicreli karsinom
> Kombine kiigiik hiicreli karsinom
. Biiytik hiicreli néroendokrin
karsinom
> Kombine biiytik hiicreli
noroendokrin karsinom

. NUT: nuclear protein in testis, NOS: not otherwise specified.
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Tablo 2.4. TNM Evrelemesinin T Faktorii Tanimlayicilar: (35).

Primer tiimdriin degerlendirilemedigi veya balgam ya da bronsiyal yikama
stvisinda malign hiicrelerin gosterildigi ancak tiiméoriin bronkoskopi veya
goriintiileme yontemleri ile saptanamadig1 durumlar

TO

Primer tiimor kanit1 yok

Tis

Karsinoma in situ (adenokarsinoma in situ ve skuamoz hiicreli karsinoma in
situ’yu kapsar)

T1

Ana brong tutulumu olmadan akciger veya visseral plevra ile ¢evrili, en genis
cap1 < 3, bronkoskopik olarak lob bronsundan daha proksimalde invazyon
bulgusu olmayan tiimdr (6m. ana bronsta olmayan)!

T1mi

Minimal invaziv adenokarsinom?

Tla

Tiimériin en genis ¢ap1 < 1 cm?

T1b

Tiimoriin en genis ¢ap1 > 1 cm, <2 cm

Tlc

Tlimdriin en genis ¢capt > 2 cm, < 3 cm

T2

Tlimdriin en genis ¢capt > 3 cm, < 5 cm; veya asagidaki 6zelliklerden en az birine
sahip olan tiimor?

> Karinay1 invaze etmeden, karinaya uzakligina bakilmaksizin ana bronsu
tutan timor

> Visseral plevra invazyonu

> Hiler bolgeye uzanan atelektazi veya obstriiktif pndmoni (akcigerin bir
bolimiinii/tiimiini kapsayabilir)

T2a

Tiimdriin en genis ¢capt >3 cm, <4 cm

T2b

Tiimdriin en genis ¢capt >4 cm, < 5 cm

T3

Tiimoriin en genis ¢ap1 > 5 cm, < 7 cm veya asagidaki yapilardan birine direkt
invazyon;

Gogiis duvart (superior sulkus tiimorleri dahil), frenik sinir, parietal perikard

* Primer tiimorle ayni lobda nodiil(ler)

T4

Tiimoriin en genis ¢ap1 > 7 cm veya asagidaki yapilardan birine invazyon;

* Diyafram, mediasten, kalp, biiylik damarlar, trakea, rekiirren laringeal sinir,
Ozefagus, vertebra govdesi, karina

* Primer tiimorle ayni akcigerde fakat farkli lobda nodiil(ler)

!Ana bronsun proksimaline uzanan, bronsiyal duvara sinirli invazyon gosteren herhangi bir
biiyiikliikteki nadir ytlizeyel tiimor yayimi da Tla olarak siniflandirilir.

2Soliter adenokarsinom (3 ¢cm’den daha biiyiik boyuttaolmayan), daha baskin olarak lepidik

paternli ve herhangi bir odakta 5 mm’den daha biiyiik boyutta invazyona sahip olmayan

3Bu ozellikleri ile T2 tiimor; eger < 4 ¢cm veya bilyiikliigii belirlenemiyor ise T2a; eger > 4

cm fakat < 5 cm ise T2b olarak siiflandirilir.
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Tablo 2.5. TNM’ye Gore Evre Gruplar (35)

NO N1 N2 N3 Mla Mlb | Mlc
Tla IA1 IIB IITA I11B IVA IVA IVB
T1b IA2 IIB IIIA I11B IVA IVA IVB
Tlc IA3 IIB IIIA I11B IVA IVA IVB
T2a IB IIB IITA I11B IVA IVA IVB
T2b ITA 1B IITA IcC IVA IVA IVB
T3 IIB 1A I11B IcC IVA IVA IVB
T4 IITA IIIA I11B IIcC IVA IVA IVB

2.5. Akciger Kanseri Hastalarinin Performans Durumu

Performans durumu, hastanin baskalarinin yardimi olmadan belirli giinliik
yasam aktivitelerini gerceklestirme yetenegini tahmin eden bir puandir. Hastalarin
performans durumunu degerlendirirken Karnofsky skalasi ve Eastern Oncology
Cooperative Group Performans Skalasi (ECOG PS) kullanilmaktadir. Karnofsky
indeksi hastanin giinliik aktivitelerini gergeklestirme becerisine ve ihtiya¢c duydugu
yardima bagli olarak 0 ila 100 arasinda dogrusal puanlar kullanir. Ote yandan ECOG,
PS'yi degerlendirmek icin 0 ile 5 arasinda puan kullanir ve giinliik klinik uygulamada
kullanmak i¢in basit bir aragtir (36). Karnofsky skalas1 70’in iistiinde veya ECOG PS
skoru 0-2 arasinda olan hastalarin prognozunun daha iyi oldugu tablo 2.6.’da
gosterilmistir (37). Metastatik KHDAK'li hastalarin ECOG PS'leri ikiden biiylikse
genellikle kemoterapi i¢in uygun olmadigi kabul edilir (38).

Tablo 2.6. Eastern Oncology Cooperative Group Performans Skalasi (38)

SKOR TANIM

0 Kisitlamasiz normal aktivite.

1 Ayakta giindelik islerini yapiyor ancak agir fiziksel aktiviteler sinirli.

2 Ayakta gecirmesi gereken siirenin %50’sinden azinda yataga bagimli.

3 Ayakta gec¢irmesi gereken siirenin %50’sinden fazlasinda yatak
sandalyeye bagimli.

4 Yataga bagimli, yardimsiz hicbir isi yapamiyor.

5 Olii
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2.6. Akciger Kanserinin Tedavisi

KHDAK hastalarin tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi yaygin

kullanilan ii¢ tedavi rejimidir.

Evre I ve II KHDAK 'nin cerrahi rezeksiyon, ayritili bir evreleme ve
operasyon Oncesi degerlendirmeden sonra uygun hastada tercih edilen uzun stireli
sagkalim ve tedavi i¢in en iyi segenektir. Rezeksiyonun kapsami, eksplorasyon
bulgularina dayanan bir cerrahi karar meselesidir. Evre IA KHDAK'li hastalarda,
lobektomi lokal niiks oranlar1 acisindan wedge rezeksiyondan iistiindiir. Genel
hayatta kalmada iyilesmeye yonelik bir egilim de vardir. Komorbiditeleri olan,
akciger rezervi zayif ve kii¢iik periferik lezyonlar1 olan hastalarda sinirli rezeksiyon,
kama rezeksiyon ve segmentektomi (potansiyel olarak video yardimli torakoskopik
cerrahi ile) makul bir cerrahi secenek olabilir. Pndmonektomi, merkezi tlimorii olan
hastalar i¢in saklidir ve sadece miikemmel akciger rezervi olan hastalarda
yapilmalidir. Bes yillik sagkalim oranlari evre I KHDAK'li hastalarda %60-80 ve
evre II KHDAK'l hastalarda %40-50'dir. Segmentektomi makul cerrahi se¢enek

olabilir.

Negatif smirlarla evre I veya II KHDAK rezeksiyonundan sonra hastalarda
postoperatif radyasyon tedavisinin su anda bir rolii yoktur. Bununla birlikte, evre I ve
IT hastalig1 olan ve cerrahiyi reddeden veya cerrahiye uygun olmayan hastalarda
kiiratif radyasyon tedavisi diigtiniilmelidir. Stereotaktik viicut radyoterapisi, izole
pulmoner nodiilleri (<5 cm) olan ve cerrahi rezeksiyona aday olmayan veya bunu
reddeden hastalarin tedavisinde kullanilan bir tekniktir. Tedavi tipik olarak 1-2 hafta
icinde verilen ii¢ ile bes fraksiyon halinde uygulanir. Kontrolsiiz ¢aligmalarda SBRT
ile hastalik kontrol oranlar1 >%90 ve 5 yillik sagkalim oranlar1 %60'a varan oranlarda
bildirilmistir. Karsilastirildiginda, standart dis 151n radyoterapisi ile tedavi edilen evre
I veya II KHDAK'l hastalarda hayatta kalma oranlar tipik olarak %13 ile %39
arasinda degisir. Kriyoablasyon, kii¢iik, izole tiimoérleri (yani, <3 cm) tedavi etmek
icin ara sira kullanilan bagka bir tekniktir. Ancak, bu teknikle ilgili uzun vadeli

sonugclara iliskin ¢cok az veri mevcuttur.

Rezeke edilmis evre IA veya IB KHDAK'li hastalarda adjuvan kemoterapinin

belirgin bir rolii yoktur. Elde edilen veriler adjuvan kemoterapinin rezeke edilmis
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evre Il veya III KHDAK'li hastalarda en iyi sekilde uygulandiginm diisiindiirmektedir.
Hedefe yonelik tedaviler ya da immiinoterapilerin adjuvan tedavi uygulamasinda da

yeri yoktur.

Evre III KHDAK'li hastalarin tedavisinin bir¢ok yonii tartigmalidir ve optimal
tedavi stratejisi net bir sekilde tanimlanmamustir. Ayrica, bir¢ok potansiyel tedavi
secenegi olmasina ragmen, higbiri ¢ok yiiksek bir iyilesme olasili§i saglamaz.
Ayrica, evre III hastalik oldukg¢a heterojen oldugundan, tiim hastalar icin tek bir
tedavi yaklasimi onerilemez. Tedavi se¢imlerini yonlendiren anahtar faktorler, timor
ve nodal hastaligin 6zel kombinasyonunu, endike ise tam bir cerrahi rezeksiyon elde
etme becerisini ve hastanin genel fiziksel durumunu ve tercihlerini igerir. Ornegin,
ilgili mediastinal lenf nodlarinin rezeke edilebildigi sinirli evre IIIA hastali1 olan
hastalarda, ilk ameliyatin ardindan postoperatif kemoterapi (radyasyon tedavisi ile
veya tek basina) endike olabilir. Buna karsin, klinik olarak belirgin hacimli
mediastinal lenf nodu tutulumu olan hastalarda standart tedavi yaklasimi es zamanl
kemoradyoterapidir. Bununla birlikte, bazi durumlarda, ikinci hasta grubu
kemoradyoterapiyi takiben cerrahi i¢in aday olabilir. Evre IIIA hastalarinda N2

negatif ise cerrahi ve sonrasinda kemoterapi ve radyoterapi diisiiniilmektedir.

Evre IV KHDAK ’de tedavi hedefi; yasam kalitesini bozmadan, tedaviye bagl
yan etkileri en az diizeyde tutarak yasam siiresini uzatmaktir. Bu hastalarda tedaviyi
yonlendiren anahtar Ozellikler: Hastaligin yayginligi, metastaz sayr ve bolgesi,
metastaz ile iliskili semptom varligi; Skuamoz, non-skuamoz histoloji;
Adenokarsinomlu olguda siiriici mutasyon varligi; epidermal biiylime faktori
reseptOrii, anaplastik lenfoma kinaz, ROS1 varligi; timorde yiiksek diizeyde

programlanmis hiicre 6liim reseptorii-1 (PDL 1) ekspresyonudur (39).

KHAK’de cerrahi yaklasim sadece olgularin %2-5’lik kisminda evre I
hastada miimkiindiir. Bu grup hastada endobronsiyal ultrasonografi ve/veya
endoskopik ultrasonografi ile mediastinal evreleme gereklidir. Bunun disindaki

hastalarda tedavi yaklagimini belirlemek icin patolojik evrelemeye gerek yoktur.

KHAK olgularinda ayrintili bir evreleme, radyoterapi i¢in tedavi rehberi
olusturacaktir. Bu amagla toraks, abdomen BT ve kraniyal MRG planlanmalidir.

Anemi, notropeni ve trombositopeni varliginda kemik iligi aspirasyonu
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planlanmalidir, bu durumlar disindaki olgularda gerekli degildir. Sinirli hastalik
karar1 PET/BT degerlendirilmesiyle verilmelidir. Sinirli hastalik bir hemitoraksa
siurly, giivenli RT alanina girebilen lezyondur. Evrelemeye gore evre I-111 kiiratif RT
icin uygundur ancak multipl nodiil nedenli T3 ve T4 lezyonlar yaygin hastalik
kapsamindadir. Toraksa sinirli hastalik varliginda tedavi hedefi kiiratiftir ve akselere
hiperfraksiyone radyoterapiyle birlikte platin bazli KT (sisplatin + etopozid) seckin
yaklasimdir. Yaygin hastalikta ise tedavi hedefi palyatiftir. Toraksa sinirlt ve yaygin
hastalikta, kismi veya tam yamit durumunda profilaktik kraniyal 1simmlama
onerilmektedir. Yaygin hastaligi olan hastalarda sistemik KT ile tam ya da tama

yakin yanit alinan olgularda konsolidatif radyoterapinin etkinligi kanitlanmistir (39).

2.7. Akciger Kanserinin Molekiiler Tedavisi

Akciger kanseri heterojen ve karmasik bir hastaliktir. Akciger kanserinin
genomik ve transkriptomik profili, yalmizca kanserin baglamasi ve ilerlemesi
hakkindaki bilgimizi arttirmakla kalmaz, aym1 zamanda tedavi kararlar1 konusunda
rehberlik saglayabilir. Hedefe yonelik tedavinin bir timoér alt kiimesinde en basarili
oldugu gercegi, ilgili genlerdeki, 6zellikle onkojenik siirlicii mutasyonlarindaki
mutasyonlarin daha iyi anlagilmasina dayali olarak klinik olarak iligkili molekiiler

tiimor fenotiplerinin daha iyi siniflandirilmasina duyulan ihtiyaci gosterir (40).

KHDAK'de ¢esitli genomik ve epigenetik anormallikler bildirilmistir.
Onkojenik siirlici  mutasyonlari, kanserin hem baglamasindan hem de
stirdiiriilmesinden sorumlu olan mutasyonlar1 ifade eder. Bu mutasyonlar genellikle
normal hiicresel ¢ogalma ve hayatta kalma igin kritik olan sinyal proteinlerini
kodlayan genlerde bulunur. Bu genler iizerindeki mutasyonlarin mevcudiyeti, kanser
hiicrelerine biiylime avantaji saglayarak, tiimor ilerlemesi sirasinda secilmelerine
yardimer olacaktir. KHDAK, o6zellikle akciger adenokarsinomlari, genetik mutasyon
profillerine gore alt simiflara ayrilabilir, bu da onkojenik siirlicii mutasyonlarinin

tanimlanmasina dayali kigisellestirilmis tedavi stratejilerini miimkiin kilar (40).

Genetik degisiklikler sonucu olusan onkoproteinler, tirozin kinaz inhibitorleri
ve monoklonal antikorlar gibi spesifik baskilayic1 molekiiller ile hedef alinarak

kanser gelisimindeki etkinlikleri durdurulabilmektedir. Akciger kanserinde genetik
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degisiklikler sonucu olugan mutant epidermal biiyiime faktorii reseptorlerinin tirozin
kinaz inhibitorleriyle baskilanmasi1 hedeflenmis tedavilere en iyi 6rneklerden biridir.
Diger taraftan birgok kanserde oldugu gibi Akciger kanserinde de KRAS gen
mutasyonu sonucu olusan KRAS onkoproteinlerini baskilayacak efektif bir

baskilayict olmamasi sebebiyle prognoz kotii yonde ilerlemektedir (5).

Akciger kanseri tedavisinde kullanilan hedefe yonelik ilaglarin basinda gelen
l.nesil Tirozin kinaz inhibitdrii (TKI) ilaclarin (erlotinib ve gefitinib), klasik
kemoterapatiklere gore daha uzun hastaliksiz sagkalim (PFS) ile iliskilendirilmis ve
bu nedenle KHDAK hastalarinda birinci basamak tedavide 2016 yilinda Amerikan
gida ve ilag dairesi (FDA) onay1 almistir (41). Aktive edici EGFR mutasyonlarini
barindiran kanser hastalari, birinci basamak TKI tedavisinden yararlanir. Ancak
hastalarin %10'unda primer TKI direnci goriiliirken, digerlerinin %50'sinde TKI'ye
basladiktan sonraki 9-12 ay i¢inde sekonder direng gelisir. Su anda, ilerleme ile
iliskili ikincil diren¢ mekanizmalar1 daha 1iyi bilinmektedir: EGFR direng
mutasyonunun klonal se¢imi (ekzon 20'de T790M mutasyonu), diger biiylime
faktorleri (c-met, HER ailesi, IGFIR veya AXL) icin transmembran reseptorlerinin
amplifikasyonu, akis asagt EGFR sinyal yolundaki molekiiler degisiklikler (PI3K
veya PTEN) ve kiiciik hiicreli kansere epitelyal mezenkimal gecis veya

transdiferansiyasyon olarak soylenebilir (42).

Osimertinib, hem EGFR-TKI-hassaslastirict hem de EGFR Thr790Met
(T790M) direng mutasyonlarini secici olarak inhibe eden ve merkezi sinir sistemi
metastazi olan KHDAK'li hastalarda etkinlik gosteren {igiincii nesil, geri
doniigiimsiiz, oral bir EGFR-TKI'dir. Osimertinib ilk olarak EGFR T790M, direng
mutasyonu pozitif hastalarda kullanim endikasyonu almistir. Bununla birlikte yakin
zamanda yapilan calismalar sonucunda 1. ve 2. nesil EGFR TKI ve klasik
kemoterapilere gore PFS ve genel sag kalim (GSK)’da anlamli artis sagladigi
gosterildiginden EGFR aktive edici mutasyonu pozitif olan KHDAK hastalarinda
birinci basamak tedavide de FDA onay1 almistir (43)

Diger bir hedefe yonelik ilag olarak crizotinib, ALK fiizyon geninin protein
irlinlinii inhibe eden ve ALK'yi anormal sekilde eksprese eden KHDAK'nin tedavisi

icin yakin zamanda onaylanmig bir oral tirozin kinaz inhibitoriidiir. Ortaya ¢ikan
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veriler, krizotinibin MET onkogeninin amplifikasyonunu veya mutasyonunu
gosteren tiimorler veya ROS1 onkogeninin translokasyonunu gosteren tiimdrler dahil
olmak tizere diger akciger kanseri alt kiimelerinde de aktiviteye sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir (44). Ayrica bu mutasyonlara sahip olan hastalarda klasik
kemoterapatiklere gore PFS artis1 sagladigi gosterilmistir (45). Ek olarak dabrafenib ise
BRAF V600E mutasyonu pozitif KHDAK hastalarda birinci basamak tedavide
kullanilan diger bir hedefe yonelik ilagtir (46).

2.8. KHDAK l¢in Giincel Molekiiler Testler

[k basamakta; EGFR, ALK ve ROS1 genlerine ydnelik molekiiler testler es
zamanli olarak yapilmalidir. EGFR, ALK ve ROS1 genlerinde mutasyon
saptanamadig1 durumda, ikinci basamakta BRAF, MET, ERBB2/HER2, RET, KRAS
genlerine yonelik molekiiler test yapilmasi dnerilmektedir. Ancak ESMO (European
Society for Medical Oncology), KHDAK tanili hastalarda ilk basamak molekiiler

testler arasinda BRAF mutasyon analizinin de yer almasini 6nermistir (47).

Uluslararas1 rehberlerde adenokarsinom ve adenokarsinom komponentinin

dislanamadigt KHDAK asagidaki genlerin incelenmesi dnerilmektedir.

Mutlaka test edilmesi gereken biyvobelirtecler

EGFR ALK RO51 BRAF

Genisletilmis panelde test edilmesi gereken biyvobelirtecler

|
I I | | |

ERBB2
KRAS RET MET NTRK
(HER2) _ .

Sekil 2.1. Ileri Evre KHDAK da Test Algoritmasi (47).
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2.9. Akciger Kanserinde Molekiiler Patogenez

Kanser, genomdaki dinamik degisiklikleri iceren bir hastaliktir. Neredeyse
tiim kanser hiicreleri biiyiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik, bliylime karsiti
sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kagma, sinirsiz replikasyon potansiyeli, stirekli
anjiyogenez ile doku istilas1 ve metastaz olmak iizere alt1 ayirt edici 6zellik kazanir.
Bu ayirt edici 6zelliklerin kazanilma sirast olduk¢a degisken goriinmektedir ve
timorden tiimore farklilik gosterebilir. Kanserlesme siireci onkogenlerin aktivasyon
kazanmasi ve tiimor baskilayic1 genlerin inaktivasyonun bir sonucu olarak ortaya

cikar (21).

Akciger kanseri hiicreleri, mutasyonlar, amplifikasyonlar, insersiyonlar,
delesyonlar ve translokasyonlar dahil olmak iizere ¢ok sayida kromozomal
anormallik barindirir. KHDAK tiimér dokusunda EGFR, ALK, ROS1 ve HER2 gibi
reseptOr tirozin kinaz genlerinde, RAS, RAF ve MEK1 gibi MAPK sinyal yolagi
tiyelerinde ve PIK3CA, AKTI1 gibi PI3K/AKT sinyal yolagindaki genlerde

mutasyonlar gézlenmekte ve bunlar kanserlesme ile iliskilendirilmektedir (5).

2.9.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

EGFR geni kromozom 7p12-13’e lokalize (48) ve bir¢ok epitelyal tiimorde
anormal olarak aktive olan, ErbB ailesi iiyesi bir tirozin kinaz reseptoriidiir (46).
ErbB1 ya da HER1 olarak da bilinmektedir. ErbB ailesinin bilinen EGFR, HER2
(ErbB2), HER3 (ErbB3), HER4 (ErbB4) olmak iizere dort iiyesi bulunmaktadir
(40,42). EGFR, alveolar epitel hiicrelerinde orta diizeyde ekspresyonla birlikte brong
epitel hiicrelerinin yiizeyinde de giiglii bir sekilde eksprese edilir. Diger HER 2, 3 ve

4 iiyeleride normal akciger epitel hiicrelerinden eksprese olmaktadir (42).

EGFR'deki degisiklikler, KHDAK dahil bir¢ok tiimdriin patogenezinde rol
oynar (40). EGFR’ye ligand baglanmas1 sonucu hiicre i¢inde yer alan tirozin kinaz
kism1 aktive olur ve hiicre proliferasyonu, diferansiyasyon, anjiogenez, invazyon ve
metastazin diizenlenmesinde rol oynayan PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPK ve
JAK/STAT gibi 6nemli sinyalizasyon yolaklar1 aktive olur (46,49).

EGFR mutasyonlari, akciger adenokarsinomlarinda yaklasik %20-30

oranlarinda goriilmekte olup skuaméz hiicreli karsinomlarda c¢ok nadir olarak
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goriilmektedirler. EGFR mutasyonlari; kadinlarda, sigara igmemis hastalarda ve
Asya toplumlarinda daha yiiksek siklikta goriiliir. Somatik EGFR mutasyonlari,
Avrupa kokenli akciger adenokarsinomali hastalarin yaklasik 9%10-20'sinde
goriiliirken; Dogu Asya kokenli hastalarin yaklasik %50'sinde goriilmektedir. Bu
oranlar, sigara igme oranlarina gore de degisiklik gosterir. Sigara igme oraninin daha

yliksek oldugu bolgelerde EGFR mutasyon orani diisiiktiir (46).

EGFR geni 28 ekzondan olusmakta olup, tirozin kinaz domaini ekzon 18-21
arasindaki ekzonlar tarafindan kodlanmaktadir (46). Ekzon 18’deki aktive edici
mutasyonlar, ekzon 19’daki delesyonlar ve ekzon 21°deki L858R nokta mutasyonu
tim EGFR mutasyonlarinin %90’1n1 olusturur. Bu mutasyonlara sahip tlimorlerin
EGFR tirozin kinaz inbibitdrlerine yanit oranlar1 %70 civarindadir. Ekzon 20’deki
mutasyonlar daha nadir goriilmekte olup, EGFR inhibitdrlerine direng kazandirdig:

diistiniilmektedir (50).

EGFR tirozin kinaz inhibitorlerinden Erlotinib, Gefitinib ve Afatinib; EGFR
mutant adenokarsinomlarda tedavide kullanilmaktadir. Genellikle bu tedavilerin 1.
yilindan sonra diren¢ gelismeye baglar. Altta yatan en 6nemli neden EGFR geninde
ikinci bir mutasyon gelismesidir. EGFR tirozin kinaz inhibitorlerine edinilmis
direncin en yaygin en iyi karakterize edilmis mekanizmasi vakalarin yaklasik %
60'inda ortaya ¢ikan, ekzon 20'deki niikleotid 2369'da bir C ile T degisikligi sonucu

treoninin metiyonine doniisiimii ile sonuglanan T790M mutasyonudur (46).

EGFR'deki mutasyonlar, hedefe yonelik tedavi i¢in hem biyolojik belirtegler
hem de rasyonel hedefler olarak rol oynar. TKI ilaglar, EGFR TK domainindeki ATP
bagimli domaini i¢in ATP ile yarigarak protein fosforilasyonunu azaltir. Birinci nesil
TKI’ler (erlotinib, gefitinib), geri doniisiimlii sekilde EGFR'nin indiikledigi asag1
akis sinyalleme aktivasyonunda inhibisyon yaparken, ikinci nesil TKi’ler (afatinib,
dacomitinib, geri doniisiimsiiz sekilde inhibisyon yapar. Ayrica ikinci nesil TKI’ler
EGFR ailesinin diger iiyelerini de (ErbB2, ErbB3 ve ErbB4) inhibe eder (42,51).
Osimertinib, hem EGFR-TKI duyarlilagtirict hem de EGFR T790M direng
mutasyonlarini segici olarak inhibe eden, oral, iigiincii nesil, geri doniisiimsiiz bir
epidermal biiyiime faktorii reseptorii tirozin kinaz inhibitoridiir (52). Sitotoksik

kemoterapi kullanimi, ilerlemis kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri olan hastalarda
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%20 ila 35'lik bir yanit oran1 ve 10 ile 12 aylik medyan sagkalim siiresi ile iligkilidir
(53). KHDAK hastalar1 iizerine yapilan birgok klinik ¢alismada, TKI ilaglarmn
kemoterapatik ilaglara gore cok daha iyi yanit verdigi ve PS siiresinin uzadigi

bildirilmistir (42,51).

2.9.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii 1

Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii (FGFR) ailesi, embriyonik gelisim ve
yetiskinlerin yaralanmaya, doku onarimina ve rejenerasyona tepkisi sirasinda ¢ok
cesitli 6nemli fizyolojik olaylarda merkezi bir rol oynar. FGFR'ler, hayatta kalma,
cogalma, gog¢, farklilasma ve metabolizma gibi bir dizi hiicresel siirecin

diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir (54).

FGFR ailesi, hiicre yiizeyi reseptorleri olarak islev géren FGFRI1-4'ten ve
FGFR benzeri protein (FGFRS5) olarak bilinen besinci bir liyeden olusur (54).
FGFR1-4, gesitli fibroblast biliyiime faktorii (FGF) ligandlarinin baglanmasiyla aktive
edilen hiicre sagkalimi, gécli ve anjiyogenez ile iliskili tirozin kinaz reseptorleridir
(54,55). FGFR1-4 aktif kinazlar iken, hiicre zarina da lokalize olan ve FGF
ligandlarin1 baglayan FGFRS, kinaz alanindan yoksundur ve kinaz aktivitesine sahip

degildir (54).

FGFR1 geni, kromozom 8 iizerinde, insan kanserinde en sik amplifiye edilen
genlerden biridir (46). Artmis FGFR1 ekspresyonu, skuaméz hiicreli karsinomlar
(SHK)) (~%25) ve adenokarsinomlar (~%15) dahil olmak iizere ¢esitli akciger kanseri
histolojilerinde sik goriiliir ve FGFR inhibitorleri su anda akciger SHK ve diger
maligniteleri olan hastalarda degerlendirilmektedir (55). ASHK hastalarinda en sik
goriilen FGFR2 ve FGFR3'teki mutasyonlar ise vakalarin yaklasik %3'linde
goriilmektedir. SHK hastalarinda tanimlanan en sik hotspot mutasyonlari, FGFR2'de
extrasellular alan mutasyonlar1 olan W290C ve S320C ve kinaz alan1 mutasyonlari
K660E ve K660N'dir. FGFR3'teki en yaygin mutasyonlar kinaz alaninda (R248C ve
S249C) bulunur (54).

Son zamanlarda, FGFR1 asir1 ekspresyonunun, EGFR-TKI'lere kars1 bir
diren¢ mekanizmasi oldugu ve bu amagla yiiksek FGFR1 ekspresyonunun EGFR-
TKI tedavisi alan hastalarda azalmis PFS ile iligkili oldugu anlasilmistir. Bu yiizden,
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EGFR ve FGFR’iiniin her ikisinin de hedeflemesinin, KHDAK'de edinilmis EGFR-
TKI ila¢ direncinin iistesinden gelmek icin umut verici bir strateji oldugu

ispatlanmigtir (55).

2.9.3. Mezensimal Epitelyal Doniistiiriicii

Hepatosit biliylime faktor (HGF) reseptorii olarak da bilinen MET
(Mezensimal epitelyal doniistiiriicii) bir transmembran tirozin kinaz reseptoriidiir.
7921-q31 kromozomu iizerinde yerlesmis bir proto-onkogendir (49). MET sayisiz
asag1 akis efektor ile etkilesime girdiginden, MET sinyallesmesinin aktivasyonu
bir¢ok yolu etkiler ve hiicre proliferasyonu, hiicre motilitesi hayatta kalma, metastaz,
anjiyogenez ve epitelyalden mezenkimal gecise (EMT) dahil olmak iizere gesitli
hiicresel siirecleri diizenler. Doniistiiriilmiis hiicrelerde MET, asir1 ekspresyon,
genomik amplifikasyon, mutasyonlar veya alternatif ekleme yoluyla degistirilebilir.
Bu degisiklikler, HGF'ye bagimli veya HGF'den bagimsiz mekanizmalar araciligiyla

iligkilendirilen anormal MET aktivasyonu ile sonuglanir (40).

MET amplifikasyonu KHDAK’lerinde %5-10 aras1 goriilmektedir. Yiiksek
gen kopyalama sayilari, skuamoz hiicreli karsinomada adenokarsinoma gore daha
yaygindir. Yiksek MET protein ekspresyonu kotii prognoz ile iliskilidir. MET
amplifikasyonu, EGFR TKI direncinin bir mekanizmasidir ve direngli hastalarin
yaklasik %20'sinde goriiliir. MET amplifikasyonunun, EGFR blokajin1 atlayarak
PI3K/AKT yolagini koruyup siirdiirerek bu direnci olusturdugu diisiiniiliiyor (46).

2.9.4. Anaplastik Lenfoma Kinaz

Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK) geni 2.kromozomun 23p bdlgesinde
yerlesmis olup, insulin reseptor tirozin kinaz alt ailesinin bir tiyesidir. ALK, 29 ekzon
ile 1620 aminoasit uzunlugunda transmembran ALK reseptor tirozin kinaz proteinini
kodlar. ALK aktivasyonu apoptoz inhibisyonunda ve hiicre proliferasyonu ile
iligkilidir (56).

ALK protein, ilk olarak 1997 yilinda anaplastik biiyiik hiicreli lenfomada
t(2;5) (p23;935) kromozom translokasyonundan kaynaklanan kimerik bir protein

olarak bulunmustur. 2007 yilinda ise KHDAK’de farkli bir ALK translokasyonu
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saptanmustir. Ikinci kromozomda yerlesik ALK nin bir pargasi, inversiyonuyla ayni
gende yerlesik EML-4 geninin (Echinoderm mikrotiibiil ile iligkili protein benzeri-4)
pargastyla birlesmistir. Bu yeni ALK fiizyon proteini, ligand gereksinimi duymadan
da  sitoplazmada aktive olur. EML4-ALK fiizyonu RAS/RAF/MEK,
PI3K/AKT/mTOR ve JAK/STAT sinyal yollari1 harekete gegirir. ALK-EML-4
proteini KHDAK hastalarin yaklasik % 4-7’sinde; genellikle genc, sigara igmeyen ve

klinik olarak ilerlemis hastalig1 olan hastalarda goriilmiistiir (46).

ALK rearranjmant saptanan pozitif hastalarda uygulanan krizotinibe ilk bir y1l
icinde cogunlukla direng ortaya c¢ikacaktir. Krizotinibe karsi kazanilmis direng,
ALK'nin ek hedef mutasyonlarindan, ALK gen amplifikasyonundan veya alternatif
sinyal yollarinin aktivasyonundan kaynaklanabilir. Krizotinibe diren¢ durumunda ya
da krizotinibi tolere edemeyen hastalarda bu direncle miicadele etmek i¢in ikinci
nesil ALK inhibitorii “ceritinib”, “alectinib” veya “brigatinib” gibi daha etkili tirozin

kinaz inhibitorleri ile tedaviye devam edilmesi onerilmektedir (57,58).

2.9.5. ROS Proto-Onkogen 1

ROS proto-onkogen 1 (ROS1), protein kinaz alaninda ALK ile yiiksek
homolojiye sahip olan bir transmembran tirozin kinaz reseptoriinii kodlayan,
kromozom 6q22 {izerinde bulunan bir proto-onkogendir. ROS1 aktivasyonu,
PI3K/AKT/mTOR, STAT3 ve RAS/MAPK/ERK vyolu iizerinden sinyallesmeye yol
acar (49).

ROS1 kromozomal rearanjmanlarina FIG, KDELR2, TPM3, SDC4, LRIG3,
EZR, SLC34A2 ve CD74 dahil gesitli 5' fiizyon formu tanimlanmistir. ROS-1
yeniden diizenlemeleri olan KHDAK hastalarinin klinik 6zellikleri, ALK yeniden
diizenlenmis KHDAK hastalarina benzerdir. Daha sik etnik kokeni Asyali, geng yas
(ortalama yas 49), kadin cinsiyet, hi¢ sigara icmemis (49,59) ve adenokarsinom
histolojisi ~ olan  hastalarin  hastalarin ~ %1-2’sinde  goriilir.  Akciger
adenokarsinomlarinda ROS1 geni birkac¢ farkli genle flizyonu ugrayabilir. En sik
goriilen CD74-ROS1 fiizyonudur. ALK fiizyonu pozitif akciger kanseri i¢in FDA
tarafindan onaylanan bir TKI olan krizotinib, ROS1 ve ALK proteinlerinin kinaz

alanlarinin yapisal benzerligi nedeniyle ROS1 proteinini de inhibe eder (46).
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2.9.6. Kirsten Sican Sarkoma 2 Viral Onkogen Homolog

Ras, tlim Okaryotik hiicrelerde hiicre biliylimesinin kilit diizenleyicisidir (60).
RAS onkogen ailesi, genleri farkli kromozomlarda bulunan KRAS, HRAS ve NRAS
olmak {izere ii¢ iiyesi vardir (61). RAS protoonkogen ailesinin {iyeleri hiicre
proliferasyonunu, farklilasmasini ve hayatta kalmasini diizenleyen sinyal iletim
yollarinin kontroliinde kritik 6neme sahip bir G proteinidir (49,59). Bunlardan insan

KRAS geni, 6 ekzondan olugsmakta ve kromozom 12p12.1 iizerinde yer almaktadir

(61).

KRAS, insan pankreas kanserlerinin %80'inden fazlasinda, kolorektal ve
kolanjiyal kanserlerin %30 fazlasinda goriilen en stk mutasyona ugramis onkogendir
(61). Akciger kanserinde en ¢ok aranan terapdtik hedeflerden biri de KRAS
onkogenidir. Bu onkogen yeni teshis edilen KHDAK adenokarsinomlarinin yaklasik
%30'unda ve skuamoz hiicreli karsinomlarin %5’inde gozlenilir (59). KRAS
mutasyonlariin insidansi ise sigara igenlerde sadece %5 kadarken sigara igenlerde
%25-35'e ulasir. KRAS mutasyonu tipi sigara dykiisii ile iliskilidir (62) Hic sigara
icmeyen kisilerde, en yaygin KRAS mutasyonu G12D (%56) iken, eski sigara igiciler
ve halen sigara i¢enler arasinda en sik goriilen mutasyon G12C (%41) mutasyonudur

(46).

Ras'in biyolojik aktivitesi, GTPaz Aktive eden Proteinler (GAP) ve Guanin
Niikleotid Degisim Faktorleri (GEF) tarafindan diizenlenmektedir. Guanin niikleotid
degisim faktorleri (GEFsl; RasGRF1/2 ve Sosl/2) Ras'in aktif, GTP'ye bagh
formunun olusumunu destekleyerek (60), kaskadin asagisinda yer alan hiicre
cogalmasini, hareketliligini ve apoptozu diizenleyen mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK), RAS/RAF/MEK/MAPK yolu ve PI3K yolaklarin1 aktive eder
(49,59). Buna karsilik, KRAS sinyali, GTP hidroliz aktivitesini uyaran c¢esitli
GAP'ler (p120 GAP ve NF1) tarafindan Ras'in inaktif, GDP'ye bagli formunun
olusumunu tesvik etmek icin negatif olarak kontroliinii saglayarak Ras

aktivasyonunu sonlandirilir (63).

Akciger adenokarsinomasindaki KRAS mutasyonlari; cogunlukla kodon
12'de bulunan hotspot bolgelerdeki tek amino asit de§isimlerinden olusur, ancak

daha nadir olarak kodon 13 ve 61'de bulunabilmektedir (46). Akciger kanseri
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adenokarsinom vakalarinda G12C (%40) en sik goriilen KRAS mutasyonu olmasiyla
birlikte, G12V (%21), G12D (%19), G12A (%7) ve diger G12 ve GI3 (%14)
KRAS mutasyonlar1 arasinda goriillen diger izoformlaridir (Sekil 2.2). Bu
mutasyonlar, KRAS'!n GAP ile uyarilan GTPaz aktivitesini 6nemli 6l¢iide bozar ve

bu da KRAS’1n siirekli aktive olmasina neden olur (63,64).

Q61H  G12F
G12R (0.3%) (0.4%) Others
(2.0%) (1.1%)

(39.4%)

(19.3%)

Sekil 2.2. insan LUAD'inda KRAS Mutasyonlarinin Siklig1 (63).

KRAS, 1982'de insan tiimorlerinde tanimlanan ilk onkogenlerden biri
olmasina ragmen, etkili inhibitorler gelistirme ¢abalar1 neredeyse kirk yildir basarisiz
olmustur. Sotorasib (AMG510), FDA, CodeBreaK 100 denemesinde GI12C
mutasyonlu KRAS'l1 hastalardaki %37 genel yanit oram1 ile Mayis 2021'de i¢in
hizlandirilmis onay verilen tek KRAS inhibitoriidiir (63).

2.9.7. Noroblastoma RAS Viral Onkogen Homolog

Noroblastoma RAS viral onkogen homolog (NRAS) RAS ailesinin ikinci en
stk mutasyona ugrayan {iyesidir. KHDAK hastalarimin  yaklasik %1 ’inde
gozlenmektedir (65). Kromozom 1p13.2 yer almaktadir (61). Akciger kanserinin bu
nadir alt grubuna iliskin klinik veriler azdir. NRAS mutasyonu KHDAK yiiksek bir
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kodon 61 mutasyon sikligina sahiptir. Bu, gelecekteki NRAS hedefli tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir faktordiir (65).

2.9.8. V-Raf Murin Sarkom Viral Onkogen Homolog B

BRAF (V-Raf murin sarkom viral onkogen homolog B), RAS'in asag1 akis
efektor proteini olan bir serin/treonin protein kinazin1 kodlar ve hiicre
proliferasyonunun ve sagkaliminin regiilasyonunda yer alan MAPK sinyal iletim
yolunu aktive eder (46,66). Saglikli dokuda BRAF kinazi, sinyal kaskadda bir
sonraki noktaya gectiginde negatif geri besleme yoluyla devre dis1 birakilir. MAPK
yolunda meydana gelen BRAF mutasyonlari, akis asagi hiicre sinyallemesinin kalict
aktivasyonu ile sonuglanir. Bu sekilde hareket eden BRAF mutasyonlari, kontrolsiiz
hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasina yol agabilen onkojenik siiriiciiler olarak hareket
eder. Bu siiregten sorumlu en yaygin olarak tanimlanan BRAF varyanti, V600Enokta

mutasyonudur (67).

BRAF mutasyonlar1 agirlikli olarak haircell 16semi (%100), melanom (%50),
papiller tiroid karsinomasi (%45), kolorektal kanser (%10) ve nadiren over ve
akciger kanserlerinde goriilmek iizere tiim insan kanserlerinin %8'inde bulunur.
BRAF mutasyonlar1 adenokarsinomda %3 oraninda saptanir (46). Ayrica

KHDAK’de en sik adenokarsinomun grubunda tanimlanir (67).

BRAF mutasyonlu KHDAK artik nadir goriilen bir akciger kanseri formu
olarak kabul edilmektedir. Ulusal kapsamli kanser ag1 (NCCN) ve ESMO kilavuzlar
bir V600E mutasyonu olan hastalar i¢in ilk veya sonraki tedavi hatlarinda

BRAF/MEK inhibitorlerinin kullanilmasini 6nermektedir (67).

2.9.9. TPS3

Insanlarda TP53 geni; 17. kromozomun (17p13.1) kisa kolunda yer alan,
hiicre dongiisii kontrolii, DNA onarimi ve apoptoz kontrolii, otofaji ve
metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alan ¢ok sayida hedef genin ekspresyonunu
diizenleyebilen tetramerik yapida transkripsiyon faktorii olarak islev géren bir timor

supresor gendir (68).
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TP53 gen mutasyonlarinin ¢ogu, P53 proteininin DNA baglanma alanini
(DBD) kodlayan bolgesindeki yanlis anlamli mutasyonlarin varligi ile olugsmaktadir.
Bu bolge i¢inde, hotspot mutasyonlar1 olarak adlandirilan sekiz aminoasit degisimi
(R175H, G245S, R248Q, R248W, R249S, R273H, R273S ve R282W), insan
kanserlerinde tanimlanan tiim mutant P53 proteinlerinin yaklasik %27'sini temsil

etmektedir (68).

TP53 inaktivasyonu, kiiciik hiicreli karsinomlarin %90'inda ve KHDAK'nin
yaklasik %65'inde meydana gelen, TP53 lokusu igeren 17p13 hemizigot delesyonu
ile akciger kanserindeki en 6nemli genetik anormalliklerden biridir. TP53'te inaktive
edici mutasyonlar (¢cogunlukla DNA baglama alanindaki yanlis anlamli mutasyonlar)

kiigiik hiicreli akciger karsinomlarinin %80-100'tinde rapor edilmistir (49).

Simdiye kadar bircok c¢alisma, KHDAK'de p53 anormallikleri ile platin
ilaglara kemosensitivite arasindaki iliskiye odaklanmistir. Ancak sonuglarin hala
birbirleriyle tutarli olmadigi gériilmiistiir. Ornegin, baz1 calismalar, p53 asiri
ekspresyonunun KHDAK hastalarinda platin ilaglara karsi kemosensitiviteyi
arttirdigini bildirirken, diger bazi calismalar, p53 asir1 ekspresyonunun platin ilaglara
kars1 kemosensitiviteyi azalttigini bildirmistir. Bu arada, birkac farkli ¢calismada ise,
p53 protein anormalliginin plazma ile karsi kemosensitiviteyi etkilemedigini One

stirmstiir (69).

2.9.10. PI3BK/AKT/mTOR

PI3K/Akt/mTOR yolagi hiicre siklusu, hiicre yasami, protein sentezi,
biiyiime, metabolizma ve anjiogenez gibi 6nemli fizyolojik olaylarda rol alan
merkezi bir sinyal iletim yoludur. Bu yolak bir¢ok tiimor tipi tarafindan baz1 genetik

ve epigenetik mekanizmalar ile kullanilmaktadir (70).

PI3K'ler, fosfatidilinositol ve fosfoinositidlerin 3’ hidroksil grubunu fosforile
eden hiicre i¢i lipid kinazlarin bir ailesidir. Her biri sinyal iletiminde farkli rollere
sahip olan ii¢ sinifa (I-IIT) ayrilirlar. Sinif I PI3K'ler kendi i¢inde, biliylime faktorii
reseptOr tirozin kinazlar tarafindan aktive edilen sinif A PI3K'lere ve G protein baglh
reseptorler tarafindan aktive edilen sinif IB PI3K'lere ayrilir. Stmif A PI3K, p85 olan

alt biriminden ve bir p110 katalitik alt biriminden olusan bir heterodimerdir. p85
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diizenleyici alt birim, sirasiyla p85a, p85p ve p55y izoformlarini kodlayan PIK3R1,
PIK3R2 ve PIK3R3 genleri tarafindan kodlanir ve p110 katalitik alt birimi ise,
sirastyla p110a, pl10B ve pl10d izoformlarmi kodlayan PIK3CA, PIK3CB ve
PIK3CD genleri tarafindan kodlanir. Siif II PI3K'ler yalnizca p110 benzeri bir
katalitik alt birimden olusur. PIK3C2A, PIK3C2B ve PIK3C2G genleri sirasiyla
PIK3C2a, PIK3C2B, PIK3C2y izoformlarim1 kodlar. Smif III PI3K, PIK3C3 geni
tarafindan kodlanan tek bir katalitik iiye, Vps34’den (vacuolar protein sorting 34)
olusur. Vps34, PIK3R4 geni tarafindan kodlanan adaptor protein VpslS'e baglanir.
Her bir PI3K smifinin rolii, genel olarak hiicre sinyallesmesindeki (sinif I ve II) veya

membran trafigindeki (sinif II ve IIT) onemine gore kategorize edilebilir (71).

Akt, AGC (PKA/PKG/PKC) protein kinaz ailesinin bir {iyesidir ve sirasiyla
14932, 19q13 ve 1q44 kromozomlarinda bulunan Aktl, Akt2 ve Akt3 olmak {izere
tic homologdan olusmaktadir (71). Akt, PI3K yolaginda merkezi mediator olup, kilit
hiicresel olaylar1 kontrol eder. Akt'nin islevi, ¢atal bash (FOXO) transkripsiyon
faktorleri ailesi, p5S3 baglayici protein (MDM?2), proapoptotik protein BCL2-hiicre
Olimii antagonisti (BAD) ve tiiberoskleroz 1 ve 2 (TSC1/2) gibi hiicrenin hayatta
kalmasini, ¢ogalmasini ve protein sentezini ve dolayisiyla hiicre biiyiimesini
diizenlemek icin sayisiz agag1 akis sitoplazmik ve niikleer substrati fosforile etmek,
aktive etmek veya inaktive etmektir (71,72). PI3K yolak aktivitesi SHIP, PTEN gibi
baz1 proteinlerin yardimiyla da durdurulabilir NFxB transkripsiyon faktord,
PI3K/Akt yolu aktivasyonun da ¢ok onemli bir rol oynar. NF«B, apoptoz, hiicre
dongiisii kontrolii, bagisiklik modiilasyonu, hiicre sagkalimi ve hiicre adezyonu ve
farklilagmasinda rol oynayan yiizlerce genin gen ekspresyonunu diizenler. Akt,
NF«B'in IxB ailesi ve 6zellikle IkBa tarafindan negatif diizenlenmesini onler. IkBa,

NF«kB'yi DNA'dan uzaklastirir ve sitoplazmaya geri dondiiriir (71).

Akt aktivasyonundan kaynaklanan bir diger énemli asag1 akis yolu, protein
kinaz mTOR'un aktivasyonudur. Rapamisinin memeli hedefi (mTOR), kinazlarin
fosfatidilinositol kinazla iliskili kinaz (Pikk) ailesinin iiyesi olan bir serin-treonin
kinazdir. mTOR proteini sitoplazmada bulunan mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve
mTORC?2 bilesenlerinden olusur (71). mTOR'un 6nemli fonksiyonlarindan biri hiicre

siklusunun ilerlemesinde yer alan siklin DI, c-myc proteinlerin mRNA
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translasyonlarin1 diizenlemesi ve p27 ve p21 gibi hiicre siklusu inhibitorlerini

inaktive etmesidir (70).

PIK3CA'daki mutasyonlar ¢cogunlukla pl110a'nin helikal bdlgesini kodlayan
ekson 9 ve pl10o'nin katalitik bolgesini kodlayan ekzon 20’de toplanmistir. Bu
mutasyonlar hepatoseliiler kanserlerin %36'sinda, meme ve kolon kanserlerinin
%?26's1inda tespit edilmistir. Daha diisiik oranlarda PIK3CA mutasyonlar1 yumurtalik,
gliomalar, mide ve akciger kanserlerinde de goriiliir. PIK3CA amplifikasyonlar ise,
ozellikle skuamoz hiicreli karsinomlarda da yaygindir. Bu amplifikasyonlar serviks
kanserlerinin %69'unda, akciger SCC'sinin %66'sinda ve bas ve boyun kanserlerinin
%42'sinde goriilmektedir. Ayrica mide, tiroid, meme, 6zofagus adenokarsinomu ve

akciger adenokarsinomlarinda goriilmektedir (71).

2.9.11. Fosfataz ve Tensin Homologu

Kromozom 10'daki fosfataz ve tensin homologu (PTEN), fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfatin (PIP3) PIP2'ye doniisiimiinii katalize etmek icin lipid fosfataz
kodlayan giiclii bir tlimor supresor gendir. Boylece PI3K sinyalini antagonize eder ve
hiicre dongiisii ilerlemesi, cogalma, hayatta kalma, motility ve metastaz dahil olmak
tizere ¢oklu hiicresel siiregleri bastirir. PTEN, endometriyal karsinom, glioblastoma
multiforme, cilt, meme, prostat ve akciger kanseri gibi ¢esitli kanserlerde yetersiz
durumda ya da asag regiile edilmistir. Bu nedenle, yiiksek PIP3 seviyeleri, apoptozu

baskilarken hiicresel biiylimeyi ve ¢ogalmay1 tesvik eder (73).

PTEN mutasyonlart KHDAK ’lerinin yaklasik %5'inde goriilmekte olup; bu
oran skuamoz hiicreli karsinomda adenokarsinoma gore daha siktir ve sigara igme
oykiisii ile iligkilidir (46). Akciger kanserinde PTEN, p53, Oct4, c-Jun ve NF-kappa
B tarafindan diizenlenir. Hem gen promotér metilasyonu hem de histon
modifikasyonu ile epigenetik susturma, PTEN ekspresyonunu baskilayabilmektedir
(73). Akciger kanserlerinin ¢ogunda PTEN ekspresyonu kaybi gozlenmesi,
hastalarda daha kotli prognoz ile sonuglanmaktadir (74). PTEN kaybi
KHDAK ’lerinin yaklasik %75’ inde goriiliir (46). Akciger kanserinde PTEN

ekspresyonunun diizenlendigi mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir (73).
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KHDAK'de EGFR mutasyonu PTEN kayb1 birlikte bulunabilir ve bu
hastalarin prognozunu olumsuz etkileyebilir. PI3K yolunun EGFR sinyal yolunun
asagl akisinda oldugu g6z Oniine alindiginda, PTEN inaktivasyonunun EGFR
TKTI'leri ile tedavi edilen hastalarda progresyon ve/veya terapotik direngte dnemli bir
rol oynamas1 muhtemeldir (74). Tirozin kinaz inhibitorii olan Vandetanib’in, PTEN
kayb1 gosteren EGFR mutasyon-pozitif akciger kanseri hiicre hatlarina kars1 etkinlik

gosterdigi bildirilmistir (46).

2.10. Likit Biyopsi

Likit biyopsi, viicut sivilarinda prognostik veya diyagnostik olarak anlamli timor
kaynakli belirtecleri saptamak i¢in minimal invaziv bir yaklagimdir (8). Son birkag
yilda, klinik amagclar i¢in dolagimdaki biyobelirteclerin saptanmast ve kullanilmast,
ozellikle onkolojide radyolojik prosediirler ve geleneksel biyopsilere potansiyel bir
alternatif ve/veya korelasyon olarak ortaya c¢ikmistir. Plazmada dolasan hiicresiz
niikleik asitlerin (cfNA'lar) DNA veya RNA formunda saptanmasi, kanserden
etkilenen hastalarda klinik amagclar i¢in ciddi potansiyel saglar. Dolagimdaki timor
DNA's1 (ctDNA), yani tiimor hiicrelerinin apoptoz ve nekrozundan, neoplastik
hiicrelerden veya hiicre dis1 vezikiillerden aktif salim siireglerinden tiiretilen hiicresiz
DNAmin (cfDNA) fraksiyonu, neoplastik hastalarda en umut verici
biyobelirteglerden birini temsil eder. Ayrica bu yontem klinik uygulamaya gegis i¢in
ciddi potansiyele sahiptir (75). Diger cfNA tiirleri ise, mikroRNA (miRNA) ve
kodlamayan RNA (ncRNA) gibi RNA igeren biyobelirtecleri igermektedir (76).
Giliniimiizde kullanimi gittikge yayginlasan likit biyopsiler ile tiimor kaynakli bir
iiriin, dolasimdaki timor hiicresi (CTCs), ekzozom, dolasimdaki timér DNA
(ctDNA) ya da RNA’s1 (ctRNA) ya da timor egitimli trombositler (tumor educated
platelets: TEPs) basit bir kan 6rneginden tespit edilebilmektedir (77).

2.10.1. Hiicre Dis1 DNA’nin Kesfi

Kan plazmasinda Mandel ve Metais tarafindan 1948 yilinda kesfedilen hiicre
dis1 DNA’lar (78) tiim biyolojik sivilarda var oldugu bilinen kisa DNA pargalaridirm

(79). Radyoterapi goren kanser hastalarinin kan serumlarinda ¢fDNA nimn yiiksek
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oldugu ve tiimo6r markir olarak kullanilabilecegi 1977 yilinda Leon ve ark. tarafindan
saptanmistir (80). Bu calismada [1251]-Iyododeoksiiiridin etiketli DNA'y1 izleyerek
plazmada dolasan DNA'yr 6lgmek i¢in  radyoimmiinoassay  yOntemini
gelistirmislerdir. Normal kontrollerde ortalama cfDNA seviyesi 13 ng/mL iken;
kanser hastalarinda 180 ng/mL'ye ulasabilir. Daha ileri evrelerde, metastatik hastaligi
olan hastalarin plazmasinda ise yaklasik 209 ng/mL’ye kadar yiikselebilir.
Radyoterapiyi takiben kanser hastalarinda cfDNA diizeylerinin kademeli olarak
azalmasi, cfDNA ve hastaligin ilerlemesi arasindaki kapsamli bir korelasyonu
destekler. 1989'da Stroun ve arkadaslar1 "dolagan tiimoér DNA's1" veya ctDNA olarak
bilinen tiimoér hiicrelerinden dokiilen pargalanmis DNA'yi, malign olmayan
hiicrelerden farkli 6zelliklerine dayanarak ilk siiflandirmay1 yapan kisilerdir (81).
Sorenson ve arkadaslari, cfDNA’in bir komponenti olan ve circulating tumor DNA
(ctDNA) olarak da bilinen komponent 1994 yilinda KRAS ve NRAS
mutasyonlarinin pankreas kanserli ve akut miyeloid I6semili iki ayr1 hastada
gosterilmesi ile tanimlanmis oldu (82,83). Diehl ve arkadaslari ¢fDNA iizerindeki
nokta mutasyonlarint taramak i¢in BEAMing methodunu, biiylik kanser hastalari
kohortlarinda 2005 yilinda klinikte uygulamaya baslamislardir (84). 2008 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismalarinda kolorektal kanser hastalarinda cerrahi rezeksiyon
oncesi ve sonrast cfDNA seviyeleri ile tiimor yilikii arasinda bir iligki oldugunu
bildirmislerdir (85). Dawson ve arkadaslar1 2013 yilinda, DNA dizileme
teknolojisindeki gelismelerle beraber ilk kez, metastatik meme kanserinde kanser
ilerlemesini ve takibini izlemek i¢in, cfDNA’y1 somatik genomik degisiklikleri
tanimlamak i¢in kullandilar (86). Kisa bir siire sonra, ctDNA iizerinden kolorektal
kanser hastalarinda KRAS ve BRAF mutasyonlarinin tespitinin klinik dogrulamasini
yaparak, cfDNA analizi yoluyla likit biyopsinin avantajli bir sekilde tiimor kesit
analizinin yerini alabilecegini ve kanserli hastalar i¢in kisisellestirilmis tibbin
kapsamini genisletebilecegini gostermislerdir (87). Glinlimiize kadar FDA tarafindan
onayli ¢fDNA testleri sinirhidir. Klinisyenlerin erlotinib veya osimertinib tedavisi
icin uygun olan akciger kanseri hastalarini belirlemelerine yardimci olmak igin
tasarlanmis bir test olan cobas EGFR Mutasyon Testi ve FDA onayh ilk test
olmustur. Sonrasinda SEPT9 promotoriiniin metilasyon durumuna dayali bir

kolorektal kanser (CRC) tarama testi olan Epi proColon rutin klinik uygulamada
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yerini almistir (88). ABD FDA, rucaparib tedavisi i¢in uygun yumurtalik kanseri
olan hastalarda BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin tanimlanmasiyla ilgili likit
biyopsi yeni nesil dizilemeye dayali FoundationOne Liquid CDx testini 2020 yilinda
onaylamistir (89).

2.10.2. Hiicre Dis1 DNA'nin Doku Kokeni

Hiicre dist DNA'nin kaynagi, kanserde ve diger patolojik durumlarda merak
uyandiran bir sorudur. cfDNA kokeninin belirlenmesi, etkilenen doku veya
organlarin ortaya c¢ikarilmasina katkida bulunabilir ve cfDNA dokiilme
mekanizmalart hakkinda bizlere bilgi saglayabilir. Dolasan timdr hiicrelerinin
cfDNA'nin ana kaynagi olmadigi varsayilabilir. Gergekten de kandaki cfDNA
miktar1 birka¢ bin genomik esdegere karsilik gelir ve kanda dolasan ¢ok daha az
tiimor hiicresi bulunur. Toplam ¢cfDNA'nin 6nemli bir kismi mutasyona ugramamis
DNA'dan olusur. Cesitli ¢alismalara gore, ctDNA fraksiyonu cfDNA'nin ~%0,1-
89'unu olusturur, ancak hastaligin ilerlemesi ile bu deger artabilir. Sonug¢ olarak,
cfDNA'nin biiyiik kismimin tiimor mikro cevresindeki hiicrelerden kaynaklandigi,
hipoksik kosullarda yok edildigi veya antitimér yanitinda yer alan hiicrelerden

kaynaklandig1 tahmin edilebilir (8).

Hiicre dist DNA'nin niikleozom footprint’i, orijinal dokularin gen
ekspresyonu bilgisini tasir ve bu nedenle kemoterapiye yaniti tahmin etmek igin
kullanilabilir (90). Saglikli bireylerde yapilan cfDNA’nin dokuya 6zgli metilasyon
paternlerinin tiim genom dizi analizleri sonucunda ¢ogu cfDNA'nin hematopoietik
kokenli oldugu da (%55 beyaz kan hiicreleri ve %30 eritrosit progenitorleri)

anlagilmistir (8,81).

2.10.3. Dolasima CfDNA ve Alt Fraksiyonlarimin Saliniminin

Mekanizmalari

DNA fragmanlarinin  boyutlar1  6nemli biyolojik bilgilere ulagmay1
saglamaktadir. Farkli cfDNA boyut dagilimi, kapali veya agik kromatine bagli olarak
niikleozom occupancy ile iligkilidir (81). Bir hiicre ¢ekirdeginde histonlarin

cevresinin 146 b¢’lik DNA ile sarilmasiyla niikleozomlar olusur. Hiicreler apoptoz
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veya nekroz gecirdiginde, bu niikleozomlar kan dolagimina salimir ve plazmada
serbestce dolasir. Hiicre disi bu DNA fragmanlarinin uzunluklar yaklagik 10 bg ile
150 kbg arasinda degisebilmektedir (81,91). Ilging bir sekilde, arastirmalar timor
hiicrelerinden salinan ctDNA'nin, somatik hiicrelerden elde edilen cfDNA'dan daha
kisa oldugunu gostermistir. ctDNA genellikle cfDNA'dan daha kisadir ve ortalama
uzunlugu 132-145 baz ¢iftidir. Bununla birlikte ¢fDNA ve ctDNA arasindaki
fragman uzunlugu farki yaklagik 20 bp'dir (92-94)

Apoptoz sirasinda DNA, ilk 6nce biiylik pargalara (50-300 kb) ve daha sonra
niikleozomal birimlerin katlarma (180-200 bg) pargalanir. Dolasimdaki cfDNA
blyiikliigiiniin siklikla diizgiin bi¢imde kesilmis fragmanlar oldugu ve bunlarin
apoptotik vezikiillerde gozlemlenmesi ile birlikte, ¢cfDNA ana kaynagi olarak
apoptoz gosterilebilir (91). Apoptozdan farkli olarak, nekrotik hiicrelerin kromatini
spesifik olmayan bir sekilde sindirimi ger¢eklesmektedir. Boylece ¢esitli boyutlarda
DNA fragmentlerinin, 6zellikle yiiksek molekiiler agirlikli 10 kb’dan daha uzun
DNA pargalarinin nekrotik hiicre oliimiinden kaynaklandigi kabul edilmektedir
(8,81). Kanserli dokulardan tiiretilen hiicre dis1 vezikiiller (EV), olduk¢a degisken
boyutta zarla c¢evrili yapilardir. EV DNA’lan1 {izerine yapilan ilk c¢alismalardan
birinde, farkli EV popiilasyonlarinin (apoptotik cisimler, mikro-parcaciklar ve
eksozomlar) TP53 veya PTEN mutasyonlarini barindirdigini géstermistir. Vagner ve
ark. (2018), ¢ogu ctDNA'nin biiyiik (1-10 pm ¢apinda) hiicre dis1 vezikiillerde
paketlendigini gostermistir (95).

2.10.4. CfDNA'nin Klirensi

Dolasimdaki hiicre dist DNA seviyesi, DNA salinimi ve DNA temizleme
siirecleri arasindaki denge ile belirlenir. cfDNA klirensi “home” dokusunda, kanda
veya diger viicut sivilarinda ve karaciger, dalak, bobrek veya lenf diiglimleri gibi
organlarda meydana gelebilir. Dolasimdaki cfDNA'nin tahmini yar1 émrii, birkag
dakika ile 1-2 saat arasinda degisir. Ilging bir sekilde, fetal DNA'nin anne kanindan
temizlenmesi iki fazli bir sekilde gerceklesir: ilk olarak, ortalama yarilanma omrii
~10 dakika ile 1 saat olan hizli bir faz olusmaktadir. Daha sonra ortalama yarilanma

omrii ~13 saat olan ikinci bir yavas faz meydana gelir. Tavsan bas ve boyun kanseri
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modelinde cerrahi tiimor rezeksiyonu sonrast ctDNA seviyesinin yarilanma omrii 23-
52 dakika arasindadir Bazi arastirmalar da kolorektal kanserli hastalarin
ctDNA'larinin seri analizi ile, 114 dakikalik bir yar1 dmiir gostermislerdir. cfDNA'nin
kisa yar1 omrii, cfDNA'nin “gercek zamanli” analizleri i¢in uygundur ve cesitli
patofizyolojik kosullarda tedaviye yanit degerlendirmelerini ve dinamik doku durum

degerlendirmelerini kolaylastirir (8).

2.10.5. Akciger Kanserinde Likit Biyopsinin Klinik Onemi

Akciger kanserinde hedefe yonelik tedavinin basaris1 ve hastaligin yonetimi
i¢in, tiimore 6zel molekiiler profilin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Ayn1 hastada olsa
bile her bir tiimoriin molekiiler profili farkli olabilir ve yine her bir tiimdriin zaman
icindeki molekiiler devinimi degisebilir. Timor i¢i ve arasi heterojenite olarak
tanimlanan bu sonu¢ aslinda tiimoriin klonal gelisim stirecidir ve bu dinamik
molekiiler degisimin bilinmesi ve takibi, tedavi basarisinin takibi i¢in esastir (96).
Aksi takdirde; ilaca direngli tiimdrlerin gelismesine ve tedavinin bagarisiz olmasina
katkida bulunur (7). Tiimér i¢inde ilaca direngli mutasyon tasiyan kiiciik bir genetik
klon, tedavilerden sonra yayilabilir. Bu genetik klonlar, diisiik prevalans veya timor
icindeki hiicrelerin uzaysal dagilimi nedeniyle doku biyopsilerinde gozden
kacirilabilir (7). Baska bir deyisle longitudinal klonal evoliisyonun takibi tedavi
basarisinda bu kadar 6dnemli iken, aktif takip i¢in gereken tiimor drneklemeleri, yani
biyopsi alinmasi, pratikte efektif uygulanabilirligi olan bir yaklasim degildir (96).
Ilging bir sekilde, ctDNA, tedavinin baskisina yanit olarak dinamik klonal ve alt

klonal evrimi izlemek i¢in kullanilabilir (7).

Akciger kanserinde artan cfDNA miktarinin, KHDAK hastalarinda
prognostik faktor olarak kullanilma potansiyeline sahip olabilecegi son ¢alismalar ile
gosterilmistir. Wang ve ark c¢alismalarinda 1.nesil TKI direnci olan hastalarda
T790M mutasyonu saptamak amaciyla farkli iki PCR cihazi olan ddPCR ve dPCR
cihazlarin1 ve yontemlerini kiyaslamis ve T790M mutasyonu allel fraksiyonu artan
hastalarin T790M allel fraksiyonu daha az artan hastalara gore daha iyi PFS ve genel
sag kalim gosterdigini ve T790M pozitif hastalarin T790M negatif hastalara gore
daha iyi sonuclarini elde ettiklerini bildirmislerdir (97). Baska bir calismada da NGS
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yontemi kullanilarak metastatik KHDAK hastalarinda cfDNA seviyeleri yiiksek
olanlarin kanlarindaki varyant sayilarina bakilmaksizin kotii prognoz ile iliskili

oldugunu gosterilmistir (98).

Bu caligmalarda da gosterildigi gibi cfDNA miktarindaki artiy KHDAK

hastalarinda  prognostik  faktor olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda, likit biyopsilerden plazmanin ayrilmasi, plazmadan serbest
DNA izolasyonu, izole edilen uygun kalite ve miktardaki DNA’lardan hedef bolge
zenginlestirilmesi, her biri farkli bir barkod ile isaretlenmis ¢alisma kiitiiphanelerinin
olusturulmasi, klonal amplifikasyon ve yeni nesil dizilemeden meydana gelmektedir.
Ardindan veri analizi ile ¢alisma kalitesinin tayini ve hastalarin klinik oykiileri
dogrultusunda varyant analizi ile varyantlarin biyoinformatik olarak yorumlanmasi

yapilmaktadir.

DNA kiitiiphanelerinin olusturulmas: icin “ONCO/Reveal cfDNA Multi-
Cancer Panel” ve dizileme ¢aligmalarinda ise “illumina NextSeq” yeni nesil dizileme
platformu kullanildi. Calisma Oncesinde, her bir 6rnegin konsantrasyonu Qubit
florometre sistemleri ile 6l¢iilmiis olup, uygun konsantrasyonda olanlar tespit edildi.
Ayrica olast protein ve kontaminasyonlart da Nanodrop spektrofotometre ile
incelendi. Uygun orneklerde, hedef gen bolgelerine yonelik tasarlanmis primerler ile

PCR gergeklestirilerek bu bolgeler zenginlestirildi.

Kiitiiphane hazirlama siirecinde, kullanilan ONCO/Reveal cfDNA Multi-
Kanser Panel Kitinin uygulanmasinda iiretici tarafindan hazirlanan protokolii takip
edildi. Kiitiiphane hazirlanmasi1 siirecinde {irlin saflagtirma basamaklarinda
Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter) kullanildi. Dizileme ¢aligmasi sonucunda,
illumina NextSeq dizileme platformu kullanilarak her bir 6rnek i¢in 2x150 bp'lik

okumalarla toplamda 10 milyon okuma elde edildi.

Okuma sonucunda olusturulan ham verilerin kalite kontrolleri FastQC arac1
ile gergeklestirildi. Elde edilen ham veriler Pivat 2022.1.1 analiz aract kullanilarak
referans genoma hizalanmas1 gergeklestirildi. Indel bolgelerindeki hizalama
diizeltmelerinin yapilmasi, DNA dizi kalite degerlerinin normalize edilmesi ve
varyant ¢ekimi islemleri uygulandi. Bu analizle tiim ve hedef bdlge okuma sayilari,
kalite skoru (Q30 >75), forward/reverse okuma dengesi ve hedef bolgelerin okuma
derinligi (>20x) parametreleri veri kalitesini degerlendirmek i¢in kriter olarak alindi.
Elde edilen tiim varyantlar, bu program i¢inde Integrative Genomics Viewer (IGV)

araci ile gozle kontrol edildi. Varyant anatasyonlarinda filtreleme yapildi. Sonrasinda
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“True Positive Varyants” secenegi kullanilarak yiiksek giivenirlilikteki varyantlarin
listesine erisildi. Varyantlarin patojenite siniflandirilmasi, allel frekanslari, COSMIC
ID’leri i¢in database baglant1 linki ve ilag dnerisi olup olmadigi goriilmiistiir. Ayrica
varyantlarin  klinik olarak anlamlandirilmast ve patojenisitesinin belirlenmesi
amaciyla basta PIVAT (Pillar Variant Analysis Tool Kit) programi olmak iizere
ClinVar, Varsome, ve ACMG (Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Koleji), dbSNP
ve diger veri tabanlari kullanildi. Ayrica in silico analizler i¢in PolyPhen-2
(Polimorfizm Fenotiple v2) ve SIFT (sorting intolerant from tolerant), I Mutant 2.0,

Hope programlarindan yararlanildi.

3.1. Calisma Onay1

Aragtirmamiz  Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik

Aragtirmalar Etik Kurulunun 17.02.2021 tarih ve 5/85 sayil1 karar1 ile kabul edildi.

3.2. Hasta Secimi

Bu calisma prospektif bir ¢calisma olup, calismaya dahil edilen tiim hastalarin
calismaya katilimlari, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunun
aragtirma projesi bilgi ve taahhiit formunda belirtilen kurallara uygun olarak
hazirlanmaig, bilgilendirilmis, goniillii onam formlar1 doldurularak saglandi. Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali’na
basvuran KHDAK tanis1 almis, cinsiyet farki gozetmeksizin, 18-80 yas arasi, ECOG
performans skoru 0-2 arasi olan, bobrek ve karaciger fonksiyon testleri normal
araliklarda, 3. ve 4. evre olup, heniiz kemoterapi almamis 6zelliklere sahip toplam 24
hasta ¢alismaya alindi. Hastalarin klinik bilgileri hastane veri taban1 ve hasta dosya

arsivinden elde edildi.

3.3. CIDNA lizolasyonu i¢in Plazma Ayrim

Her hastadan K2-EDTA igerikli tam kan tiiplerine toplamda 10 ml olacak
sekilde taze kan alindi. 24 saat i¢cinde alinan taze periferik kan 6rnekleri 15000xg’de
10 dakika santrifiij edildi, ardindan pelete dokunulmadan dikkatli bir sekilde 2 ml

plazma kismi (siipernatant) ¢ekilerek cfdna izolasyon protokoliine gegildi.

40



3.4. CIDNA izolasyonu Uygulama Protokolii

Elde edilen plazma 6rneklerinden cobas® cfDNA Sample Preparation Kit
(Roche) kullanilarak ¢fDNA izole edildi. cfDNA izolasyon kiti icerisinde bulunan
WB I (DNA Wash Buffer I) ve WB II (DNA Wash Buffer II) yikama tamponlari
ayrica PK (Proteinase K) soliisyonlar1 izolasyon 6ncesi hazirlandi. Liyofilize haldeki
PK iizerine 4,5 ml steril su eklenerek sulandirildi. Su ile ¢ozdiiriilmiis olan PK
soliisyonu her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 kullanilmak iizere 250 pl’lik hacimlerde 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak -20°C’de saklanmak {izere buz dolabina
kaldirildi. Yikama tamponu I (WB 1) igerisine 15 ml saf etil alkol eklenerek, yikama
tamponu II (WB II) igerisine 50 ml saf etil alkol eklenerek hazirlandi. Soliisyon
tiipleri 5 ile 10 kez ters cevirerek karistirilmig olup, sonrasinda alkol oranlari ile
hazirlanis tarihi yazilarak etiketlendi. Sulandirilmigs PK digindaki tiim izolasyon
kompenentleri oda 1sisinda muhafaza edildi. 15- 30°C'de saklanan tiim soliisyonlar
berrak olmalidir. Herhangi bir soliisyonda ¢okelti varsa, ¢ozeltiyi ¢okelti ¢oziilene

kadar 37°C'de 1sitilmalidir. Tiim ¢okelti ¢oziilene kadar kullanilmamalidir.

c¢fDNA izolasyon protokolii

e 2 ml plazma 6rnegi 15 ml falcon igine alinarak, iizerine 2 ml DNA PBB
buffer (DNA Paraffin® Binding Buffer) ve 250 ul PK eklendi. 3-5 defa alt iist
ederek karistirildi. Ardindan 30 dakika oda 1sinda inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sirasinda, her drnek icin kitin i¢inden ¢ikan bir adet HPEA FT
(High Pure Extension Assembly Unit) tiipii ve 3 adet toplama tiip (CT)
ayrica eliisyon tiipii (1,5 ml mikrosantrifiij tlipii) isim veya numara ile
etiketlendirildi.

e Inkiibasyon islemi sonras1 karisimin iizerine 500 ul isopropil alkol eklenerek
ardindan 3-5 defa alt {ist edildi.

e CcfDNA izolasyonu ig¢in 6zel iiretilmis HPEA FT tiipline tiim karigim
aktarildi.

e Agz sikica kapatilan HEPA FT tiipti 5 dakika 4000xg’de santrifiij edildikten
sonra HEPA FT tiipii icerisindeki filtre ¢ikarilarak toplama tiipiine aktarildi.

Geriye kalan kisim ise atildi.
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e Filtre tizerine 500 ul WB I eklendikten sonra 8000xg’de 1 dakika santrifiij
edildi. Sonrasinda toplama tiipii atilip ve filtre yeni toplama tiipiine aktarildi.

e Filtre lizerine 500 ul WB II eklendikten sonra tekrar 8000xg’de 1 dakika
santrifiij edildi. Sonrasinda toplama tiipii atilarak, filtre yeni toplama tiipiine
aktarildi.

e Herhangi bir kimyasal eklenmeksizin 16000xg’de 2 dakika siiresince bos
santrifiij gerceklestirildi. Bos santriflij sonrasi filtre etiketlendirilerek 1.5
ml’lik steril ependorfa aktarildi.

e Filtre tizerine 100 pl DNA EB (Elution Buffer) eklendi.

e Oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 1 dakika 8000xg’de santrifii
yapildi.

e Filtreli tlip atilarak, icerisinde cfDNA bulunan ependorf tiiplin agz1 iyice
kapatilip -80 °C’de mutasyon deteksiyon ¢aligmas1 yapilana dek saklandi.

e Nanodrop 2000 cihazinda o6lgiimleri yapilan ve 0,2-1 ng/ul cfDNA igeren

ornekler calismaya alindi.

3.5. Kiitiiphane Hazirlama Protokolii

Asagidaki tablo, ONCO/Reveal PillarHS Multi-Cancer Panel kiitiiphane

hazirligiin gergeklestirilmesi i¢in is akigini gostermektedir.
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B rench
I Fost-PCR

‘:1,_‘. Skopping point
[optional]

Hands-on time:
5-¥ hours
Total timea:
8-10.5 howrs

Indesting PCR plate is set
usp I Fre-PCH area,

Sekil 3.1. ONCO/Reveal PillarHS Multi-Cancer Panel Kiitiiphane Hazirlig1

3.6. Linear PCR: High Fidelity Linear Amplification

Protokoliin bu kismi i¢in bir buz kovasi hazirlandi. High Fidelity PCR Master
Mix (HiFi PCR MMX) ve Linear PCR oligo pool buz iizerine yerlestirildi.

e Elde edilen cfDNA, son hacmi 35,5 pL olacak sekilde niikleaz igermeyen
suda seyreltildi. Kit protokiiliinde 6nerilen giris araligir 10-50 ng cfDNA'dur.
Iyi kalitede cfDNA kullaniliyorsa &nerilen minimum giris 10 ng olmali veya
diisiik kaliteli cfDNA kullaniliyorsa, onerilen minimum giris 25 ng olmasi

dikkate alinda.
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e PCR master mix hazirlanmasi 6ncesinde, HiFi PCR MMX ve oligo pool

vortekslenip ardindan spin yapildi. Islenmekte olan numune sayis1 ve fazlasi

icin yeterli bir master mix hazirlandi. Her bir PCR reaksiyonu igin, her

bilesenin hacmi agagida tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. Linear PCR Master Mix Hazirlanmasi

Reaktif Hacmi (pL)
HiFi PCR Master Mix (4x) 12.5

Linear PCR oligo pool 2.0

Ara Toplam Hacim 14.5

Master mixi aktarirken seyreltilmis DNA'y1 buz iizerinde tutulmustur. PCR

tiiptindeki her numune kuyusuna 14,5 pL. master mix aktarildi.

Tablo 3.2. Linear PCR Master Mix Seyreltilmis DNA Eklenmesi

Reaktif Hacmi (pL)
PCR master mix 14.5
Diluted DNA (or water) 35.5
Toplam Hacim 50.0

e Reaksiyonlar1 dikkatlice kapatilip ardindan 10-15 saniye vortekslendi.

Sonrasinda kuyularin tabanindaki hava kabarciklarini ¢ikarmak ve yan

duvarlardan damlaciklar1 asagi diisiirmek icin reaksiyonlart kisaca spin

yapildi. Ardindan plate thermal-cycler’a yerlestirilerek tablo 3.3’teki program

calistirildi.

Tablo 3.3. Thermal Cycler’da PCR Protokolii

Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
95°C 10 saniye x1

95°C 10 saniye x5

58°C 10 dakika

8°C Hold Hold
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Thermalcycler’dan reaksiyon ¢ikarildiktan sonra, AMPure saflastirmasinin

hemen Oncesine kadar bir buz blogu iizerinde sogutulmus halde bekletildi.

3.7. Linear PCR Uriiniiniin Piirifikasyonu

Piirifikasyon islemini gergeklestirmeden 6nce AMPure boncuklarinin oda

sicakligina ulasmasi ¢ok 6nemlidir. Boncuk ¢6zeltisinin sicakligi saflastirma siirecini

degistirebilir. Bu yilizden Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter) boncuklarini

kullanmadan 6nce en az 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Reaksiyonlarin ortam sicakliginda uzun siire birakilmasi iirlin kaybina neden

olabileceginden siirelere dikkat etmek dnemlidir. Bu ylizden AMPure saflastirmasini

gergeklestirmeye hazir olundugunda reaksiyonlari tezgah iizerinde 3-5 dakika siireyle

ortam sicakligina getirildi.

3.8. Piirifikasyon Asamasi

Seffaf kaplama filmi ¢ikarilmadan Once yan duvarlardaki damlaciklari
gidermek i¢in plate kisaca spinlendi ve ardindan seffaf kaplama filmi PCR
plate’den dikkatlice uzaklastirildi.

Piirifikasyon islemini ger¢eklestirmeden 6nce AMPure boncuk soliisyonunun
homojen olmast ¢ok Onemlidir. Diizgiin olmayan bir dagilim, saflastirma
stirecini etkileyebilir. Bu yiizden kullanimdan 6nce AMPure XP boncuklarini
kisa bir siire vorteks yapildi.

Her kuyuya homojinize edilmis Agencourt AMPure XP Reagent (manyetik
boncuk) 75 pL boncuk (6rnek hacmi x 1,5) eklenmistir. Karistmi 10 kez
yukar1 ve asag1 pipetaj islemi yapilarak karisim saglanmistir. Ardindan plate
seffaf kaplama film ile kapatildi. Eger kuyularin dibinde kabarciklar
gbzlenmisse, plate kisaca spinlenerek ardindan tekrar karistirildu.

Boncuklar eklendikten sonra 15 saniye vorteks yapilip oda sicakliginda 5
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin bekleme asamasinda,
daha sonra boncuklar1 yikamak i¢in kullanilacak olan 35 mL etanol ve 15 mL
molekiiler biyoloji dereceli suyu birlestirerek 50 mL %70’lik etanol

sollisyonu hazirlandi.
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Plate manyetik standa yerlestirildi. Sollisyon berrak goriinene kadar (5
dakika) manyetik stand iizerinde bekletildikten sonra pelete dokunmadan
stipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

Manyetik stand iizerinde yerlestirilip, boncuklar1 bozmadan her kuyuya 150
pL taze hazirlanmis %70’lik etanol eklendi. 30 saniye inkiibasyonun ardindan
stipernatant dikkatlice atild1.

Ikinci kez alkol yikamasi tekrarlanarak istenmeyen molekiillerin temizlenmesi
saglanmis oldu. Ardindan siipernatant dikkatlice atildiktan sonra, alkoliin
tamamen uzaklastirilabilmesi i¢in 5 dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Burada dikkat edilmesi gereken husus boncuk halkasinin ortasinda kiigiik
catlaklar olustugu anda islemi sonlandirmaliyiz. Boncuk halkasinin
tamaminda biiylik catlaklar olugsmussa veya pul pul dokiilmiislerse, asir
kurumuslardir. Sonucunda ¢ok kuru olan boncuklarin yeniden siispanse
edilmesi zor olabilmektedir.

Plate manyetik standdan alindi ve kurutulmus boncuklari 52 pL niikleaz
icermeyen su kullanarak her kuyuda yeniden siispanse edildi. Siispansiyon
icin 10 kez yukar1 ve asagi yavasca pipetleme yapildi. Kuyularin dibinde
kabarciklar olusursa, plate kisaca dondiiriiliip ve tekrar karistirildi.

Uriinii eliisyon etmek igin plate ortam sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Cozelti berrak goriinene kadar plate manyetik stand iizerinde bekletilerek,
boncuklarin tiriinden ayirilmas: gerceklestirildi.

Yeni bir PCR plate karsilik gelen kuyulara 50 pL eliisyon pipetleyerek eliie
edilen {irtin aktarildi. Ardindan yukarida aciklanan saflastirma islemleri
tekrarlanarak ikinci bir pirifikasyon islemi gerceklestirildi. Yukarida
bahsedilen islemlerdeki tek fark kurutulmus boncuklar1 25 pL niikleaz
icermeyen su kullanarak her kuyuda yeniden silispanse edilmesidir.

Ikinci piirifikasyon isleminin son asamasinda PCR iiriinii boncuklardan
tamamiyla aynstirilmalidir. Pelet kisminda 3 pL  soliisyon birakarak,
boncuklardan ayristirilan {iriinden exponential PCR reaksiyon plate’ine 22 uL
eliisyon (siipernatant) aktarildi. Plate seffaf kaplama filmi ile kapatilip ve

exponential PCR kurulumu sirasinda en az 5 dakika buz iizerinde bekletildi.
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3.9. Exponential PCR: High Fidelity Exponential Amplification

e PCR master mix hazirlanmasi protokoliiniin bu kisminda High Fidelity PCR
Master Mix (HiFi PCR MMX) ve Exponential PCR oligo pool buz lizerinde
tutulmustur. Kullanmadan 6nce her iki reaksiyonu iyice vorteksleyip ardindan
spin yapildi. Her bir PCR reaksiyonu i¢in, her bilesenin hacmi tablo 3.4’te
gosterildi.

Tablo 3.4. Exponential PCR Master Mix Hazirlanmasi

Reaktif Hacmi (pL)
HiFi PCR Master Mix (4x) 12.5
Exponential PCR oligo pool 2.0

Su 13.5
Toplam Hacim 28.0

e Her kuyusunda 22 pL saflastirilmis Lineer PCR f{iriinii iceren sogutulmus

plate 28 uL master mix dogrudan eklendi.

Tablo 3.5. Saflastirilmis Lineer PCR Uriiniine Master Mix Uriiniin Eklenmesi

Reaktif Hacmi (pL)
PCR master mix 28.0
Saflastirilmis Linear PCR Uriinii 22.0
Toplam Hacim 50.0

e Reaksiyonlar dikkatlice kapatilip ardindan 10-15 saniye vorteks yapilip ve
kuyularin tabanindaki hava kabarciklarini ¢ikarmak i¢in kisaca spinlendi.

e Ardindan plate thermal-cycler’a yerlestirilerek tablo 3.6’ daki program
calistirildi.
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Tablo 3.6. Thermal Cycler’da PCR Protokolii

Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
95°C 15 saniye

60°C 10 dakika x5

95°C 15 saniye

66°C 6 dakika x1

95°C 15 saniye

66°C 2 dakika X20

8°C Hold Hold

3.10. Exponential PCR iiriiniin saflastirilmasi

Numuneler -20°C'de saklanmigsa veya yogusma olusmussa, yan duvarlardaki
damlaciklar1 gidermek i¢in numuneleri ¢ozdiirdiikten sonra kisaca spin
yapilmistir. Sonrasinda seffaf kaplama film dikkatlice agildi.

Agencourt AMPure XP boncuklarini 4°C'den ¢ikarilmis ve kullaniomdan 6nce
en az 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan tiim boncuklar iyice
homojenize olana kadar vortekslendi.

Kuyucuklarda reaksiyon hacmi 50 pL olup olmadigi kontrol edilerek, hacmi
50 pL olmayan gozlenmis ise niikleaz igermeyen su ile tamamlanmaistir.

Her kuyuya Agencourt AMPure XP Reagent (manyetik boncuk) 75 pL
boncuk (6rnek hacmi x 1,5) eklendi. Karisimi1 10 kez yukar1 ve agag1 pipetaj
islemi yapilarak karigim homojenize olmasi saglanmistir. Ardindan plate
seffaf kaplama film ile kapatildi. Eger kuyularin dibinde kabarciklar
gozlenmisse, plate kisaca spinlenerek ardindan tekrar karigtirilmistir.
Ornekler 15 saniye vorteks yapilip ardindan oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
ederek boncuklarin PCR {iriiniine baglamas1 saglanmistir. Bekleme
stirecinden sonra boncuklar1 yikamak i¢in kullanilacak olan 35 mL etanol ve
15 mL molekiiler biyoloji dereceli suyu birlestirerek 50 mL %70’lik etanol
soliisyonu hazirlanmistir.

Cozelti berrak goriinene kadar PCR plate manyetik standa yerlestirildi. Bes
dakika bekletilip, slipernatanti her bir kuyudan dikkatlice uzaklastirildi.
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Manyetik stand tizerindeyken her bir kuyuya 150 pul %70’lik etanol eklendi
ve oda sicakliginda 30 saniye inkiibe edildikten sonra siipernatant dikkatlice
atild.

Ikinci kez %70’lik etanol ile yikama tekrar yapilip ardindan siipernatant
dikkatlice atildi. Eser miktarda dahi olsa etanoliin kalmamas1 i¢in 10-15
saniye spin yapildi. Tekrar manyetik standa alinarak kuyularin dibinde kalan
etanol soliisyonunu 10 veya 20 pL'lik bir u¢ kullanarak ortamdan
uzaklastirildi.

Boncuklar 2-5 dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi. Burada dikkat
edilmesi gereken husus boncuk halkasinin ortasinda kiiciik ¢atlaklar olustugu
anda islemin sonlandirilmasidir. Boncuk halkasinin tamaminda biiyiik
catlaklar olusmussa veya pul pul dokiilmiislerse, asir1 kurumuslardir.
Sonucunda ¢ok kuru olan boncuklarin yeniden siispanse edilmesi zor
olabilmektedir. Kullanilmayan etanol ¢o6zeltisi ise PCR indekslendikten
sonraki saflagtirma asamalari i¢in ayrildi.

Plate manyetik standdan alindi ve kurutulmus boncuklari 32 pL niikleaz
icermeyen su kullanarak her kuyuda yeniden siispanse edildi. Siispansiyon 10
kez yukar1 ve asag1 yavasca pipetleme yapildi. Kuyularin dibinde kabarciklar
olusursa, plate kisaca dondiiriiliip ve tekrar karistirildi.

Uriinii tamamen eliisyon etmek i¢gin plate ortam sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi. Sonrasinda 5 dk ya da ¢6zelti berrak goriinene kadar plate manyetik
bir standa yerlestirildi. Elde edilen siipernatant Exponential PCR iirlinii

icermektedir. Saflastirilmis iiriin boncuklarla beraber -20 °C’de muhafaza

edildi.

3.11. Indexing PCR: Amplify the Libraries

Protokoliin bu kism1 i¢in bir buz kovasi hazirlandiktan sonra indeksleme PCR

maxter mix buz tizerinde bekletildi.

Her indeksleme reaksiyonu icin kullanilan her numune kuyusuna 4 pL uygun

forward ve reverse indeksleme primeri eklendi. indeksleme primerleri tablo

3.7°de verildi.
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Tablo 3.7. Forward ve Reverse Indeksleme Primeri Uriinii ve Hacimleri

Reaktif Hacmi (pL)
Pi700 Pillar Index 4.0
Pi500 Pillar Index 4.0
Toplam Hacim 8.0
» ONCO/Reveal PillarHS Multi-Cancer Panel Orneklerini siralamak igin

gereken kapsama derinliginde indeksleme primerleri arasinda karigmayi
onlemek i¢in, bir P5 ve P7 sekansi sekanslama ¢alismasinda yalnizca bir kez
kullanilmistir. Ornegin, bir érnek Pi501 ve Pi701 kullanilarak indekslenirse,
Pi501 baska bir P7 sekansi ile tekrar kullanilmamistir. Ayrica Pi701 de baska
bir P5 dizisi ile tekrar kullanilmada.

i7 Index i5 Index
Ilndex Barcode Ilndex Barcode Index Barcode
Index Name Index Name .
Sequence Sequence for Miseq|Sequence for NextSeq
Pi701 Pi501
Pi702 Pi502
Pi703 Pi503
Pi704 Pi504
Pi705 Pi505
Pi706 GRATTCGT Pi506
Pi707 CTGRAGCT Pi507
Pi708 Pis08
Pi709 Pi509
Pi710 Pi510
Pi711 CAGATCCA Pi511
Pi712 ACAARACGG Pi512
Pi713 GLARCCCR Pi513
Pi714 TETEACCR Pi514
Pi715 ( Pi515
Pi716 AGGAGTGG Pi516

Sekil 3.2. ONCO/Reveal PillarHS Multi-Cancer Panel indeksleme Primerleri

High Fidelity PCR Master Mix'i kullanmadan 6nce vorteksleyip ardindan
spin yapilmistir. Tablo 3.8’de gosterildigi gibi maxter mix hazirlandi. 36 uL.

maxter mix bir PCR plate i¢indeki her numune kuyucuguna aktarildu.

50



Tablo 3.8. High Fidelity PCR Master Mix Hazirlanmasi

Reaktif Hacmi (pL)
High Fidelity PCR Master Mix (4x) 12.5
Nuclease-free water 23.5
Toplam Hacim 36.0

e Hazirlanan maxter mix iizerine 4 pL uygun forward ve reverse indeksleme

primeri eklendi.

Tablo 3.9. High Fidelity PCR Master Mix’e Indeklesme Primerlerinin Eklenmesi

Reaktif Hacmi (pL)
P1500 and P1700 Indices 8.0

Master Mix 36.0

Total 44.0

e Apyrilan siipernatandan (Exponential PCR {iriinii) 6 pL'lik kismi, indeksleri ve
PCR Master Mix'i igeren uygun kuyulara boncuk aktarilmadigindan emin

olarak koyuldu ve plate seffaf kaplama film ile kapatildi.

Tablo 3.10. Exponential PCR iiriiniine Indeks PCR Master Mix’in Eklenmesi

Reaktif Hacmi (pL)
Indeks primer ve PCR Master Mix 44.0
Gene-specific PCR product 06.0
Toplam Hacim 50.0

e Karistirmak i¢in kapali reaksiyonlar1 orta ayarda 5-10 saniye vortekslendi ve
reaksiyon ¢ozeltilerindeki kabarciklar1 gidermek i¢in kisaca spin yapildi.
e Ardindan plate thermal-cycler’a yerlestirilerek tablo 3.11°deki program

calistirildi. Indekslenen kiitiiphaneler -20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3.11. Thermal Cycler’da PCR Protokolii

Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
95°C 2 dakika 1

95°C 30 saniye

66°C 30 saniye 4*

72°C 60 saniye

72°C 5 dakika 1

8°C Hold 1

* Nihai kiitiiphane verimi diisiikse, ek Indeksleme PCR dongiileri gerceklestirilebilir.

3.12. Kiitiiphanenin Piirifikasyonu

Piirifikasyon igleminden 6nce numuneler -20°C’de alinip, ortam sicakligina
kadar coziilmeleri saglandi. Saflastirma islemini gerceklestirmeden dnce AMPure
boncuklarinin oda sicakligina ulasmasi ¢ok onemlidir. Boncuk ¢ozeltisinin sicakligi
saflagtirma siirecini degistirebilir. Bu yiizden Agencourt AMPure XP boncuklarini

4°C'den c¢ikarildiktan sonra en az 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

o Seffaf kaplama filmi c¢ikarmadan oOnce yan duvarlardaki damlaciklari
gidermek i¢in plate kisaca spinlendi ve ardindan seffaf kaplama filmi PCR
plate’den dikkatlice uzaklastirildi.

e Saflastirma islemini gerceklestirmeden énce AMPure boncuk soliisyonunun
homojen olmast ¢ok Onemlidir. Bu yiizden tiim boncuklar iyice dagilana
kadar AMPure XP Boncuklarini iyice vorteksleme yapildi.

e Her kuyuya Agencourt AMPure XP Reagent (manyetik boncuk) 60 pL
boncuk (reaksiyon 50 plL'de degilse 1,2x boncuk) eklenmistir. Karigimi 10
kez yukar1 ve asagi pipetaj islemi yapilarak karisim saglandi. Ardindan plate
seffaf kaplama film ile kapatildi. Eger kuyularn dibinde kabarciklar
gbzlenmigse, plate kisaca spinlenerek ardindan tekrar karistirildi. Plate 15
saniye vorteks yapilip oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakild.

e (oOzelti berrak goriinene kadar PCR plate manyetik standa yerlestirildi. Bes
dakika bekletilip, slipernatant1 her bir kuyudan dikkatlice uzaklastirildi.

e Manyetik stand tlizerindeyken her bir kuyuya 150 pl %70’lik etanol eklendi
ve plate seffaf kaplama film ile kapatildi. Oda sicakliginda 30 saniye inkiibe

edildikten sonra silipernatant dikkatlice uzaklastirildu.
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e Ikinci kez %70’lik etanol ile yikama tekrar yapilip ardindan siipernatant
dikkatlice atildi. Eser miktarda dahi olsa etanoliin kalmamasi i¢in 10-15 saniye
spin yapildi. Tekrar manyetik standa alinarak kuyularin dibinde kalan etanol
soliisyonunu 10 veya 20 pL'lik bir u¢ kullanarak ortamdan uzaklastirildi.

e Plate manyetik standdan alindi ve boncuklar 2-5 dakika oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Kurutulmus boncuklari 32 pL niikleaz igcermeyen su
kullanarak her kuyuda yeniden siispanse edildi. Stispansiyonu 10 kez yukari
ve asagl yavase¢a pipetleme yapildi. Kuyularin dibinde kabarciklar olusursa,
plate kisaca dondiiriiliip ve tekrar karigtirildi.

e Uriinii tamamen eliisyon etmek igin plate ortam sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi.

e (ozelti berrak goriinene kadar eliisyonlar1 manyetik stand iizerinde oda
sicakliginda bekletildi. PCR platenin her bir kuyusundan yeni bir plate
karsilik gelen kuyusuna 30 pL berrak siipernatant aktarilmigtir. Daha sonra

elde edilen {iriiniin nanodrop ile 6l¢iimii yapildi.

3.13. Yeni Nesil Sekanslama

Yeni nesil dizileme paneli, toplam hedef biiyiikligii 3,5 kbp olan sicak
noktalar1 ve 31 genin bolgelerini kapsayan 31 gene ait ortalama 71 bp boyutunda 131
amplikon igerir. Ornekler 25ng getirildi, her bir {iriinden esit miktarda almarak
amplikon havuzu olusturuldu. Olusturulan kiitiiphane nextseq cihazinin protokoliine
gore 4 nM ‘e diisiiriildii. DNA 0,2 N NaOH ile denatiire edildi. En sonda cihaza 1 pM
ornek yiiklendi. Nextseq Mid ile ¢alisildi. Pivat araci ile biyoinformatik programi

kullanilarak analizleri yapildi.

3.14. Saflastinlmus Kiitiiphanenin Qubit Ol¢iimii

Qubit ile DNA o6lgiimiinde Qubit dsDNA HS Assay Kit kullanildi. Qubit
dsDNA HS reaktifini Qubit dsDNA HS tamponu kullanarak 1/200 oraninda
seyreltildi. Standartlar ve numuneler i¢in 0,5 mL Qubit tiipleri hazirlandi ve tiipler
etiketlendi. 190 pLL Qubit ¢alisma soliisyonunu standart 1 ve standart 2 i¢in iki tiipe
aktarilip ve ardindan ilgili tiipe her standarttan 10 pL eklenmistir. Her tiipe 198 uL
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Qubit c¢alisma soliisyonu aktarilip ve ardindan tiipe her 6rnekten 2 pL (1:100
diliisyon) eklenmistir. Tipler vortekslendikten sonra oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edilmistir. Qubit 2.0 Fluorometer'da Qubit Kullanim Kilavuzu'na gore her
numunenin konsantrasyonunu dl¢iilmiistiir. Qubit dsSDNA High Sensitivity assay kiti
kullanarak standart 1 ve 2, ng/ul olacak sekilde okutuldu. Sonrasinda cfDNA’sini
igeren tlipler okutularak miktar1 belirlendi. Qubit 6l¢iimiinde cfDNA konsantrasyonu

10-50 ng/ ul olan 6rnekler sonraki agsamaya alindi.

3.15. Varyantlarin Protein Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi i¢in

Kullanilan Araclar

In silico 6ngérii algoritmalari, bir gendeki bir niikleotit degisikliginin
proteinin yapisini ve islevini degistirip degistirmeyecegini tahmin etmek igin siklikla
kullanilan araglardir (99). Tanimlanan varyantlarin zararl etkisini tahmin etmek igin
Pivat yazilim programi vasitasiyla SIFT (v5.2.2) ve PolyPhen-2 (v2.2.2) in silico

araglart kullanildi.

3.15.1. SIFT

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) yazilim aracit bir amino asit
substitiisyonunun protein fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini dizi homolojisine ve
amino asitlerin fiziksel 6zelliklerine dayanan bir yontem ile tahmin etmektedir. SIFT
programindaki cutoff degeri >0.05 bir tolerans indeksidir. Amino asit
substitlisyonunun 0,05 bir degere sahip olmasi ise tolere edilebilir oldugu seklinde

ongoriilmektedir (100).

3.15.2. I Mutant 2.0

Amino asit substitiisyonunun proteinin stabilizasyonu iizerine etkisini
belirlemek icin [-Mutant 2.0 yazilimi kullanilmistir. I-Mutant 2.0, mutasyon
nedeniyle meydana gelen protein stabilite deg§isimini, protein yapisindan ya da
protein dizisinden tahmin etmek iizere optimize edilmis bir yazilimdir. I-Mutant 2.0,
yabanil ve mutant tip amino asitler arasindaki serbest enerji degisiminin (DDGQG)

protein stabilizasyonu ile iliskisini ortaya c¢ikarmaktadir. Hesaplanan DDG 0
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(kcal/mol): stabilitedeki artis1 gostermektedir. Sonug olarak, protein stabilizasyonu
azalmistir ya da artmistir seklinde bir tahmin ortaya koymaktadir (100). I-Mutant 2.0
yaziliminda PH:6, Sicaklik:37 olarak alinmistir.

3.15.3. PolyPhen-2

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) yazilim aract bir amino asit
substitiisyonunun bir insan proteininin yapisi ve islevi ilizerindeki olasi etkisini,
dogrudan fiziksel ve karsilastirmali degerlendirmeler kullanarak tahmin eden bir
aractir. Tahmin sonuglar zarar verici ya da tehlikesiz seklinde elde edilmektedir. Bu
yazilim araci ii¢ boyutlu yapisi bilinen bir protein ile substitiisyon bdlgesinin
karakterizasyonunu temel alarak bir skor hesaplamasi yapmaktadir. PolyPhen-2
skoru (PSIC skoru) her bir bolgedeki varyantlar ve bunlarin aralarindaki farkliliklar
i¢cin hesaplanmaktadir. Varyantlar arasindaki skor farkliliginin yiiksek olmasi, belirli

bir amino asit substitiisyonunun fonksiyonel etkilerinin daha yiiksek olabilecegi

0.00 0,20 0.40 0.60 0.80 1,00

anlamia gelmektedir (100).

Sekil 3.3. Polphen 2 Skalas1

Not: PolyPhen-2 Hvar; Muhtemelen Zararli (>=0.909), Olas1 Zararli (0.447<=pp2_hdiv<=0.909);
benign (pp2_hdiv<=0.446) olarak degerlendirildi.

3.16. istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad Prism 9.5.0
programi kullanildi. Biitiin istatistiksel analizlerde 6nemlilik seviyesi olarak p<0.05

degeri kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin 2°si (%8,33) kadin; 22°si (%91,67) erkek
olarak dagilim gostermistir (Sekil 4.1).

KADIN [
ERKEK |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Sekil 4.1. Hastalarinin Cinsiyete Gore Dagilimi

Hastalarin bagvuru anindaki yas ortalamasi 65.6+7.7, ortanca yas ise 64,5 idi.

Hastalarin yags araligi ise 50 ile 85 arasinda degismektedir (Sekil 4.2).

W50-55 m5661 mW62-67 mW6873 mM7479 m80-85

Sekil 4.2. Hastalarinin Yasa Gore Dagilimi

Hastalarimizin tlimiiniin (n=24) histopatolojik tanist KHDAK olup; hastalarin
%33,30 adenokarsinom, %66,7’1 skuamoz hiicreli karsinom alt tipindeydi.
Hastalarin tiimii tanm1 aninda TNM evrelemesine gore Evre III ve IV idi.
Histopatolojik taniya gore evrelemenin dagiliminda AAK olan hastalarin (n=8) 2’si

3A (%25), 2°si 3B (%25), 1’1 4A (12,5), 3’1 4B (%37,5); ASHK olan hastalarin
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(n=16) 4’1 3A (%25), 3’1 3C (%18,75), 4’0 4A (%25), 5’1 4B (%31,25) olarak
dagilim gostermistir (Sekil 4.3).

EVRELERE GORE DAGILIM

37 531,25
40
18,75
30
20
10 ASHK
0

3A
HAAK m ASHK

Sekil 4.3. Histopatolojik Taninin Evrelere Gore Dagilim1

Likit biyopsi testi ¢alismasi tamamlanan 24 hastanin 11’inden (%45,83) elde
edilen cfDNA’dan gen paneline ait herhangi bir varyasyon saptanmamistir. Bu
olgularin 5’1 (% 45,45) 1II. evre olup, 6’s1 (%54,54) ise IV. evre de olan hastalard.

Geri kalan 13 hastanin (%54,16) herhangi birinde en az bir mutasyon belirlendi

KHDAK histopatolojik tant ayrimi olmadan likit biyopsi (cfDNA)
yontemiyle elde edilen mutasyonlarin dagilimi Evre III ve IV olarak

degerlendirildiginde;

Evre I1I*de olan hastalarin (n: 11); 2’s1 (%18,18) AKTI, 1’1 (%9.09) ARAF,
3’1 (%27,27) ErbB2, 1’1 (%9.09) ErbB3, 5°1 (%45,45) KIT, 4’ii (%36,36) NRAS,
4’1 (%36,36) HRAS, 4’1 (%36,36) KRAS, 3’1 (%27,27) ALK, 1’1 (%9.09) ESR1,
1’1 (%9.09) PIK3CA, 1°1 (%9.09) PIK3CA, 1’1 (%9.09) SF3B1, 1’1 (%9.09) NTRK1,
2’s1 (%18,18) APC, 3’1 (%27,27) EGFR, 2’si (%18,18) FBXW7, 2’si (%18,18)
IDH2, 2’si (%18,18) PTEN, 3’1 (%27,27) GNAS, 1’1 (%9.09) MET, 1’1 (%9.09)

57



MAP2K1, 3’t (%27,27) TP53, 3’i (%27,27) FGFR2, 3’i (%27,27) PDGFRA

genlerinde mutasyon tespit edilmistir.

Evre IV ‘de olan hastalarin (n: 13); 2’si (%15,38) ARAF, 3’i (%23,07)
ErbB2, 1’1 (%7,69) ErbB3, 2’si (%15,38) KIT, 3’1 (%23,07) NRAS, 3’1 (%23,07)
HRAS, 2’si (%15,38) KRAS, 3’ii (%23,07) ALK, 1’1 (%7,69) PIK3CA, 1’1 (%7,69)
SF3B1, 2’si (%15,38) NTRK1, 1’1 (%7,69) NTRK3, 2’si (%15,38) SMADA4, 2’si
(%15,38) APC, 3’11 (%23,07) EGFR, 2’si (%15,38) FBXW7, 1’1 (%7,69) IDHI, 2’si
(%15,38) IDH2, 1’1 (%7,69) PPP2R1A, 2’si (%15,38) PTEN, 1’1 (%7,69) GNAS,
2’si (%15,38) MAP2K1, 3’ (%23,07) TP53, 3’1 (%23,07) FGFR2, 4’1 (%30,76)
PDGFRA genlerinde mutasyon tespit edilmistir. Hastalarimizin tamaminda BRAF,
ROS1, CTNNBI1 genlerine ait mutasyon tespit edilmedi. Ayrica Evre III’de olan
hastalarda NTRK3, SMAD4, IDHI1, PPP2RIA genlerine ait mutasyon
belirlenememisken; Evre IV’de olan hastalarda ise AKT1, ESR1, MET genlerine ait
mutasyon tespit edilemedi (Sekil 4.4).

MUTASYONLARIN EVRELERE GORE DAGILIMI
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Sekil 4.4. KHDAK Mutasyonlarin Evrelere Gore Dagilimi

Bagvuru aninda hastalar (24 yeni tani) PET/BT’deki metastatik odaklar
acisindan incelendiginde IV. evrede olan 13 hastada uzak organ metastaz1 vardi.

Sirasiyla en sik %69,23 (9/13) metastaz iskelet sistemine; %23,08 beyine (n=3),
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%23,08 stirrenaller (3/13), %15,38 (2/13) uzak lenf nodu ve kars1 akcigere, %7,69
(1/13) kolon ve karacigerde tespit edilmistir. (Sekil 4.5). On bir hastanin ise uzak
organ metastazt bulunmuyordu. III. evrede olan 4 hastada ise bolgesel lenf

nodlarinda yayilim goriilmiistir.

Basvuru Aninda Metastatik Odaklara Gore Dagilimi
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Sekil 4.5. Basvuru Aninda Metastatik Odaklara Gore Dagilimi

Calismaya alinan 24 hastanin 6’sinda (%25) KRAS genine ait 14 farkh
varyant saptanmistir. Bu hastalar histopatolojik tanisina gore 3’ii AAK, diger 3’ ise
ASHK tanili hastalardi. KRAS genine ait bu mutasyonlar ekzon 2 ve ekzon 3’te
saptandi. Ekzon bdlgelerinde tespit edilen 14 farkli varyantin ekzon bolgelerinde
goriilme sikhigi; ekzon 2°de %14,28 iken, ekzon 3’te %85,71 oranindadir. Bu
mutasyonlar histopatolojik tanisina gére AAK tanili hasta grubunun %50 (3/6)’sinde
goriiliirken, %50’si (3/6) ise ASHK tanili hastalarda tanimlandi. Ug¢ hastada birden
fazla KRAS somatik mutasyonuna sahipti. Bir AAK hastada toplam 9 (%64,29)
KRAS varyant1 belirlenmistir. Bunlar ekzon 3°de gerceklesen S65G, Y64C, Y64H,
E63G, E63K, E62G, G60D Missense (yanlis anlamli) mutasyonu ile ¢.177A>G
p-A59=, c.183A>G p.Q61= sinonim varyantlaridir. Bir ASHK hastada toplam 3
(%21,43) KRAS varyant1 belirlenmistir. Bunlar ekzon 2’de V14A, G12S Missense
mutasyonu ile ekzon 3’te ¢.189G>A E63= sinonim varyantlaridir. Bir AAK hastada
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toplam 2 (%14,29) KRAS varyant1 belirlenmistir. Bunlar ekzon 3’te E63G, A59S
Missense mutasyonlaridir. Farkli bir ASHK hastada (%7,14) ise G60D varyant1 ve
bir AAK hastada (%7,14) Ekzon 3’te ¢.174A>C T58= sinonim varyantlar1 gézlendi.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1
degerlendirilmistir. SIFT skoruna gore zararh tespit edilen KRAS varyantlar1 (n=10),
Polyphen-2 analiz programima gore hasar yapiciligi derecelendirildiginde;
muhtemelen zarar verici %50, olas1 zarar verici %30, benign (Iyi huylu) olanlar ise
%20’1ik kismi1 olusturmaktadir. Ayrica 10 SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-
Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edildi. Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerden bir
tanesinin protein stabilizasyonunu arttirdigi, 9 tanesinin ise protein stabilizasyonunu

azalttig1 tespit edildi ve sonuglari tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. KRAS Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglari

POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant
= Sonucu
=g = < = Sonucu Skoru Sonucu Giivenirlik Azalis
2 g| 8% e Skoru indeksi ~ Artis ~
=/ S|2% |£% E
n|l M| ZAa <A 1%5)
1 3 193A>G | S65G | Olas1 Zararli | 0,796 | Zararli | 0,03 | 3 | Azalig 1
2 13 191A>G | Y64C | Benign 0,293 | Zararlh | 0,02 | 3 | Artig 1
3 13 190T>C | Y64H | Muhtemelen | 0,984 | Zararli | O 1 | Azalis 1
Zararli
4 |3 188A>G | E63G | Muhtemelen | 0,973 | Zararli | 0,01 | 8 | Azalig 2
Zararli
513 187G>A | E63K | Muhtemelen | 0,962 | Zararli | O 5 | Azalig 1
Zararl
6 |3 185A>G | E62G | Muhtemelen | 0,982 | Zararli | O 1 | Azalis 1
Zararli
7 13 179G>A | G60D | Muhtemelen | 1 Zararlt | 0 8 | Azalig 2
Zararli
8 |2 [41T>C V14A | Olas1 Zararli | 0,676 | Zararli | 0,05 | 9 | Azalig 1
9 |2 34G>A G12S | Olas1 Zararl1 | 0,46 Zararli | 0,03 | 5 Azalis 1
10 | 3 175G>T | A59S | Benign 0,258 | Zararli | 0,04 | 9 | Azalis 1

Calismaya alman tiim hastalarin histopatolojik olarak smiflandirildiginda 8'i
AAK olup; 16’s1t ASHK alt tipine sahipti. KRAS varyantlarin histopatolojik
dagilimlarini inceledigimizde; ii¢ hasta AAK tanili olup, 3 hasta ise ASHK alt tipine
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sahipti. Tespit edilen varyantlarin AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari;
S65G, Y64C, Y64H, E63K, E62G, Q61=, G60D, A59=, T58=, E63G, A59S %12,5,
E63G %25’iken, ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklart ise E63=, V14A,
G128, G60D, Q61= %6,25’tir. Bu iki alt tip arasinda ortak olarak tanimlanan Q61=
ve G60D varyantlaridir. AAK tanili 2 hastada ortak olarak goriilen E63G misesens
mutasyonudur. Bu iki histopatolojik alt tip arasinda 2 hastada ortak goriilen Q61= ve
G60D varyantlaridir. Bu varyantlarin histopatolojik dagilimlar1 sekil 4.6’da

verilmigtir.

KRAS GENi SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.6. KRAS Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 7’sinde (%29,16) NRAS genine ait 13 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 2 ve ekzon 3’te saptandi. Ekzon
bolgelerinde tespit edilen 13 farkli varyantin ekzon bolgelerinde goriilme sikligi;
ekzon 2’de %53,84 iken, ekzon 3’te 9%46,15 oranindadir. Bu mutasyonlar
histopatolojik tanisina goére AAK tanili hasta grubunun %12,5’inde (1/8) goriiliirken,
%37,5’1 (6/16) ise ASHK tanil1 hastalarda tanimlandi. 2 hastada birden fazla NRAS
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somatik mutasyonuna rastlandi. AAK olan bir hastada toplam 6 NRAS (%46.15)
varyant1 tespit edilmistir. Bu varyantlardan sinonim olmayan tek niikleotid degisimi
(nsSNV) sonucunda olusan D57G, VI14I, GIOR missense (yanlis anlamli)
mutasyonu; ekzon 2 c.36T>C p.Gl12=, ekzon 3 c.186A>G p.E62= sinonim
varyantlar1 (sSNV) ile ekzon 2’de delesyon sonucu olusan c.25del p.Val9LeufsTerl 1
ise ¢ergeve kaymasi mutasyonu tespit edildi. ASHK tanili bir hastada 4 NRAS
(%30,76) varyant1 tespit edildi. Bu varyantlar SNV sonucunda olusan Q61E, D57N,
G13V missense mutasyonu ve ekzon 2 ¢.30A>G, p. G10= sinonim varyanti
gozlenmistir. Geri kalan 5 ASHK tanili hastalarda sirasiyla L56P, A11E, ekzon 2
¢.30A>G p.G10=, ekzon 3 c.186A>G p.E62=, ekzon 3 c.180A>G p.G60= olmak
tizere birer (%7,69) varyant tespit edildi.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari
degerlendirilmistir. NRAS varyantlarinin (n=8), Polyphen-2 analiz programina gore
hasar yapiciligi derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici %62,5, olas1 zarar
verici %37,5’lik kism1 olusturmaktadir. SIFT sonucuna gore A11E varyantinin
protein islevi iizerindeki potansiyel etkisinin tolere edilebilir (iyi huylu) olarak
tahmin edilsede; Polyphen-2 sonucuna gore olast zararli olmasi c¢eliski
olusturmaktadir. PROJECT HOPE analiz programinin sonucuna goére bu SNP’nin
yabani tipi (ndtr) ve mutant amino asiti (negatif) arasinda bir yik fark:
bulunmaktadir. Yabanil tip rezidii proteinin ¢ekirdegine gomiilii olarak yer alirken,
mutant rezidi daha biliyiilk olmas1 nedeniyle bu bolgeye muhtemelen
yerlesemeyecektir. Bu durum protein katlanma problemlerine yol agabilen bir yiik
getirir. Ayrica mutasyona ugramis rezidii, diger molekiillerin baglanmasi i¢in dnemli
olan bir alanda bulunur ve proteinin aktivitesi i¢in 6nemli olan bir alandaki
rezidiilerle temas halindedir. Mutasyon bu etkilesimi etkileyebilir ve bdylece
baglanma alanindan aktivite alanina sinyal transferini bozabilir. Vahsi tip ve mutant
rezidii arasindaki Ozelliklerdeki bu farkliliklar, niikleotid (GTP) ile etkilesimlerin
kaybina kolayca neden olabilir. Bu durum proteinin islevini dogrudan etkileyebilir.
Bu yiizden A11E SNP’ni biiyiik ihtimalle zararli olarak belirtebiliriz. Ayrica 8
SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir.

Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerden 4 tanesinin protein stabilizasyonunu
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arttirdigi, 4 tanesinin ise protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir

sonuclar1 Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. NRAS Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglart

veE

POLYPHEN 2 SIFT [-Mutant Sonucu
2 5 < - 5 Sonucu  Skoru Sonucu Giivenirlik Azals
> g 8F ez Skoru Indeksi Artis o
gl Y 2% £% =
»n | m| zA <A N
1 3 170A>G | D57G | Olas1 Zararli | 0,772 | Zararli | O 0 Azalis 1
2 |2 |40G>A V141 | Muhtemel 0,916 | Zararli | 0 8 Azalig 1
Zararh
3 |12 |28G>A GI10R | Muhtemel 0,999 | Zararli | 0 4 Azalig 1
Zararh
4 |3 181C>G | QO61E | Olasi Zararli | 0,715 | Zararli | O 5 Artig 1
5 |3 169G>A | D57N | Muhtemel 0,984 | Zararli | 0 2 Artig 1
Zararh
6 |2 |38G>T G13V | Muhtemel 0,968 | Zararhh | 0,02 | 3 Artig 1
Zararh
7 |3 167T>C | L56P | Muhtemel 1 Zararlt | 0 4 Azalig 1
Zararh
8 |2 |32C>A A11E | Olas1 Zararlhi | 0,776 | Tolere | 0,14 | 1 Artig 1

NRAS varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; bir hasta

AAK tanili olup, geri kalan hastalarin timii ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen

varyantlarin AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari; D57G, V141, G10R,

G12=, E62=, Val9LeufsTerl1 %12,5 iken; ASHK tanili hastalar arasinda goriilme
sikliklart L56P (%6,25), A11E (%6,25), G10= (%12,50), E62= (%6,25), G60=
(%6,25) olarak tespit edilmistir. ASHK tanili 2 hasta arasinda goriilen ortak olarak

goriilen G10= mutasyonudur. Bu iki alt tip arasinda ortak olarak tanimlanan 2 hasta

arasinda goriilen E62= sSNV mutasyonudur.

dagilimlar1 sekil 4.7°de verilmistir.

Bu varyantlarin histopatolojik
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NRAS GENi SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.7. NRAS Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 7’sinde (%29,16) HRAS genine ait 12 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 2 ve ekzon 3’de saptandi. Ekzon
bolgelerinde tespit edilen 12 farkli varyantin ekzon bélgelerinde goriilme sikligi;
ekzon 2’de %41,66 iken, ekzon 3’te 958,33 oranindadir. Bu mutasyonlar
histopatolojik tanisina gére AAK tanili hasta grubunun %25 (2/8)’inde goriiliirken,
%31,25 (5/16)1 ise ASHK tanili hastalarda tanimlandi. Dort hastada birden fazla
HRAS somatik mutasyonuna sahipti. AAK’lu bir hastada toplam 5 (%41,66) varyant
belirlenmistir. Bu varyantlar ise ekzon 3’te nsSNV sonucunda olusan Q61H, G60D,
G60S, A59V missense mutasyonlartydi. ASHK bir hastada toplam 3 (%25) varyant
belirlenmistir. Bu varyantlar ekzon 3’de AS5S9T missense mutasyonu, ekzon 2’de
delins (delesyon-insersiyon) sonucu meydana gelen G10S missense mutasyonu ile
delesyon sonucu olusan ¢.26 28del p.V9del ¢er¢eve kaymasi mutasyonu gozlendi.
Bagka bir ASHK tanili hastada 2 (%16,66) varyant belirlenmistir. Bu varyantlar
ekzon 2’de Al11S, V9del mutasyonlartydi. AAK’lu baska bir hastada 3 (%25)
varyant belirlenmistir. Ekzon 3’te E63K, ¢.181C>T Q61Ter (stop-gained) nsSNV ve

ekzon 2’de G10D missense mutasyonlariydi. Diger ASHK tanili hastalarda ise 1’er
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(%8,33) varyant goriildii. Bunlar sirasiyla ekzon 2’de ¢.36C>A G12= sSNV, A59T,

V9del mutasyonlari tespit edilmistir.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari

degerlendirilmistir. HRAS varyantlarinin (n=9), Polyphen-2 analiz programina gore

hasar yapicilig1 derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici %55,55’ini, olasi

zarar verici %22,22’sini ve benign olanlar ise %22,22°sini olusturmaktadir. SIFT

sonuglarina gore degerlendirildiginde, Polyphen-2 sonucuna gore benign olan Q61H

SNP zarar verici, AS9T ise tolere edilebilir olarak tanimlandi. Yine Polyphen-2

sonucuna gore olas1 zararli olan A11S ise tolere edilebilir olarak belirlendi. Ayrica 9

SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir.

Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerden 1 tanesinin protein stabilizasyonunu

arttirdigl, 8 tanesinin ise protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir ve

sonugclari tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. HRAS Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglar

° = g - POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu
% 5 3% £ @[ Sonucu Skoru Sonucu Skoru | Giivenirlik Azalis ~
al 2|29 EG % Indeksi Arti =
m| ZzAo < <0 Y | &
1 3 183G>C | Q61H Benign 0,099 | Zararli | 0,03 | 5 Azalis 1
2 |3 179G>A | G60D Muhtemel | 1 Zararli | 0 8 Azalis 1
Zararli
3 13 178G>A | G60S Muhtemel | 0,996 | Zararli | O 8 Azalig 1
Zararli
4 |3 176C>T | AS9V Olasi 0,907 | Zararhh | 0,03 | 1 Artig 1
Zararli
5 3 175G>A | AS9T Benign 0,215 | Tolere | 0,06 | 7 Azalig 3
6 |2 28 30del | G10S Muhtemel | 0,996 | Zararli | 0,01 | 3 Azalis 1
insAGT Zararli
7 2 31G>T Al1S Olast 0,503 | Tolere 0,08 | 6 Azalis 1
Zararli
8 |3 187G>A | E63K Muhtemel | 0,948 | Zararli | O 5 Azalig 1
Zararli
9 |2 |29G>A G10D Muhtemel | 0,999 | Zararli | 0 3 Azalig 1
Zararli
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HRAS varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; iki hasta
AAK tanilt olup, geri kalan hastalarin tiimii ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen
varyantlarin AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari; Q61H, G60D, G60S,
A59V, E63K, Q61Ter, GI0D %]12,5’iken, ASHK tanili hastalar arasinda goriilme
sikliklar1 ise G10S, G12= %6,25, AS9T %12,5, V9del 18,75’tir. ASHK tanili
hastalar arasinda ortak olarak goriilen 2 hastada A5S9T ve 3 hastada ise V9del

mutasyonudur. Bu iki alt tip arasinda 3 hasta arasinda ortak olarak tanimlanan sadece

AS59T varyantidir (Sekil 4.8).

HRAS GENi SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.8. HRAS Geni Saptanan Mutasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 3’tinde (%12,5) ARAF genine ait 3 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 7’de saptandi. AAK tanili bir hastada
c.651C>T N217= sSNV ve digerinde ise nsSNV sonucunda P216S missense

mutasyonlartydi. ASHK tanili bir hastada ise V218F missense mutasyonu goézlendi.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1
degerlendirilmistir. SIFT sonucunda zararli olarak bulunan ARAF varyantlarinin

(n=2), Polyphen-2 analiz programina gore hasar yapicilig1 derecelendirildiginde her
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ikisi de olas1 zararli olarak tanimlandi. Ayrica 2 SNP’nin protein stabilizasyonuna
etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, bu

SNP’lerin protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir ve sonuglari tablo 4.4’te

verilmigtir.

Tablo 4.4. ARAF Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglari

POLYPHEN 2 SIFT [-Mutant Sonucu
2 g 2 g Sonucu Skoru Sonucu Skoru | Giivenirlik Azalis
> | 3% ez Indeksi  Artis |
g8 29 ER =
n| m| zA <A N
1 7 | 652G>T | V218F | Olasi1 Zararh | 0,759 | Zararhh | 0 8 Azalis 1
2 |7 | 646C>T | P216S | Olasi Zararli | 0,768 | Zararlh | O 8 Azalig 1

ARAF varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; iki hasta AAK tanili
olup, bir hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin AAK tanili hastalar
arasinda goriilme sikliklari; N217=, P216S %]12,5‘i(ken, ASHK tanili hastalar

arasinda goriilme sikliklar1 ise V218F %6,25’tir (Sekil 4.9).

ARAF GENI SAPTANAN VARYASYONLAR

P216S
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V218F —
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Sekil 4.9. ARAF Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 6’sinda (%25) EGFR genine ait 13 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 19, 20, 21°de saptandi. Ekzon

bolgelerinde tespit edilen 13 (%100) farkli varyantin ekzon bdlgelerinde goriilme
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siklig1; ekzon 19°da %15,38; ekzon 20’de %76,92; ekzon 21°’de 7,69 oranindadir. 4
hastada birden fazla EGFR somatik mutasyonuna sahipti. ASHK tanili bir hastada
toplam 2 (%15,38) mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonlar insersiyon sonucu olusan
ekzon 20°de ¢.2315 2326dup P772 C775dup cergeve kaymasi mutasyonu ve M7931
missense mutasyonuydu. ASHK tanil1 bir hastada 4 (%30,76) mutasyon tespit edildi.
Bu mutasyonlar ekzon 19°da ¢.2259G>A P753= ekzon 20 ¢.2292C>T Y764= ve
P772 _C775dup, ekzon 2’de ¢.2581C>T L861= sSNV’di. ASHK tanili baska bir
hastada toplam 3 (%23,07) mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonlar ekzon 19°da
¢.2239T>C L747= sSNV, ekzon 20 D770G ve C775R missense mutasyonlaridir.
AAK tanili bir hastada toplam 3 (%23,07) mutasyon tespit edildi. Ekzon 20’de
olusan bu mutasyonlar ¢.2292C>A Y764Ter nsSNV (stop gained), S768G, H773Y
missense mutasyonlariydi. AAK tanili bir hastada V769M missense mutasyonu

(%7,69) ile ASHK tanil1 bir hastada ise T790= sSNV’1 (%7,69) goriilmiistiir.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1
degerlendirilmistir.  Polyphen-2 analiz programina goére hasar yapicilig
derecelendirildiginde %50 muhtemelen zararli, %16,66 olas1 zararli ve %50 benign
olarak belirlenmistir. SIFT sonucuna gére M7931 varyant1 hari¢, diger SNPlerin
%83,33’1i tolere edilebilir olarak saptandi.

Tablo 4.5. EGFR Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglart

= .| POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu

2 g :8 % .g % Sonucu Skoru Sonucu G.iivenir.lik Azalig o

g S| 2R g g Skoru Indeksi  Artig =

yn|l m| ZzZAa < <A )

1 20 | 2305G>A | VI69M | Muhtemel | 0,947 | Tolere 0,33 | 8 Azalis 1
Zararl

2 |20 | 2379G>T M7931 | Muhtemel | 0,990 | Zararhh | 0 4 Azalis 1
Zararl

3 20 | 2309A>G | D770G | Benign 0,127 | Tolere 049 | 6 Azalis 1

4 |20 |2323T>C C775R | Muhtemel | 0,988 | Tolere | 0,06 | 5 Azalig 1
Zararl

5 20 | 2302A>G S768G | Olasi 0,677 | Tolere 0,46 | 8 Azalis 1
Zararl

6 |20 2317C>T H773Y | Benign 0,061 | Tolere 0,54 | 2 Artig 1
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Ayrica 6 SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile
analiz edilmigtir. Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerden 1 tanesinin protein
stabilizasyonunu arttirdigi, 5 tanesinin ise protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit

edilmistir ve sonuglari tablo 4.5’te verilmistir.

EGFR varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; iki hasta
AAK tanili olup, diger hastalar ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari; V769M, Y764Ter, S768G, H773Y
%12,5’iken, ASHK tanil1 hastalar arasinda goriilme sikliklar1 ise ¢.2315 2326dup
p.P772_C775dup %12,5, M7931, P753=, Y764=, L861=, L747=, D770G, C775R,
T790= %6,25tir. EGFR tanil1 ortak olarak tanimlanan sadece ASHK 2 tanili hasta
arasinda goriilen P772 C775dup mutasyonudur (Sekil 4.10).

EGFR GENi SAPTANAN VARYASYONLAR

H773Y
S768G
Y764Ter
T790=
C775R
D770G
L747=
L861=
Y764=
P753=
M7931
P772_C775dup
V769M

0 2 4 6 8 10 12 14

mASHK m AAK

Sekil 4.10. EGFR Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alman 24 hastanin 7’sinda (%29,16) ErbB genine ait 21 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 3, 8, 19, 20, 22 ve intron 19°da saptandi.
ErbB2 geninin ekzon bolgelerinde tespit edilen 18 farkli varyantin ekzon

bolgelerinde goriilme sikligi; ekzon 8’de %5,55; ekzon 19°da %16,66; ekzon 20°de
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%61,11; ekzon 22’de %16,66 oranindadir. 5 hastada birden fazla ErbB2 somatik
mutasyonuna sahipti. AAK bir hastada toplam 9 (%42,85) mutasyon goézlendi. Bu
mutasyonlar ekzon 8’de ¢.921C>T D307=, ekzon 20°de c.2313A>G A771=,
c.2316C>T Y772=, M774V, G776S, V777M, S779P, ekzon 22’de E892G ve intron
19°da ¢.2308-3C>T 2308-3C>T’dir. AAK tanili bagka bir hastada toplam 2 (%9,52)
mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonlar ekzon 19°da 1752V missense mutasyonu ile
ekzon 22’de ¢.2685C>T L895= sSNV’dir. ASHK tanil1 bir hastada toplam 2 (%9,52)
mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonlar L755F ile Y781C missense mutasyonlaridir.
ASHK tanili bir hastada toplam 2 (%9,52) mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonlar
ekzon 20°de V773L ve A775S missense mutasyonlaridir. ASHK tanili bir hastada
toplam 5 (%19,04) mutasyon tespit edildi. ErbB2’deki mutasyonlar ekzon 19°da
(c.2253C>T) A751=, ¢.2328T>C G776= sSNV ile S779P, R897W missense

mutasyonlaridir.

ErbB3 geninde meydana gelen ise ekzon 3’te ¢.316C>T R106Ter nsSNV
(stop_gained)’dir. Ayica ASHK tanili 1 farkli hastada ErbB3 genine ait ekzon 3’te
meydana gelen 1 (%4,76) farkli varyant saptanmistir. Bu varyantlar G107 missense

mutasyonudur.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1
degerlendirilmistir.  Polyphen-2 analiz programina goére hasar yapicilig
derecelendirildiginde %61,53°1i muhtemelen zararl, %15,38 olas1 zararli ve %23,07
benign olarak tanimlandi. SIFT sonucuna gore ise varyantlarin %69,23’iiniin protein
islevi lzerindeki potansiyel etkisinin zararli oldugunu, %30,76’sinin ise tolere

edilebilir (iyi huylu) oldugu sonucuna ulasildi.

Ayrica 13 SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-Mutant 2.0 yazilimi ile
analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerden 1 tanesinin protein
stabilizasyonunu arttirdigi, 12 tanesinin ise protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit

edilmistir ve sonuglari tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6. ErbB2-3 Mutasyonlarmin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglari

- POLYPHEN 2 SIFT [-Mutant Sonucu

° % E <§ E Sonucu  Skoru Sonucu Giivenirlik Azalis

Z| §| &= £ .= Skoru Indeksi  Artis ~

gl 3|29 g8 <

n|l m| ZzZAa <A n

1 |20 | 2320A>G | M774V | Muhtemel | 0.967 | Zararh | O 7 | Azalig 1
Zararli

2 | 20 | 2326G>A | G776S | Benign 0.291 | Tolere | 1 9 | Azalig 1

3 |20 2329G>A | V777M | Olasi 0.599 | Tolere | 0.27 | 8 | Azalis 1
Zararh

4 | 20| 2335T>C S779P | Muhtemel | 0.965 | Zararli | 0.02 | 4 | Artis 2
Zararh

5 |22 |2675A>G | E892G | Muhtemel | 1 Zararli | 0 5 | Azalig 1
Zararh

6 | 19 | 2265G>T L755F | Muhtemel | 1 Zararli | 0 7 | Azalig 1
Zararl

7 |20 | 2342A>G | Y781C | Muhtemel | 0,998 | Zararli | 0 6 | Azalis 1
Zararli

8 22 | 2689C>T R897W | Olasi 0,635 | Tolere 0,09 | 7 | Azalis 1
Zararli

20 | 2333G>A | G778D | Benign 0,046 | Tolere 1 7 | Azalig 1

10 | 20 | 2317G>T V773L | Muhtemel | 0,98 Zararli | 0 6 | Azalis 1
Zararli

11 | 20 | 2323G>T A775S | Muhtemel | 0,981 | Zararhh | 0 9 | Azalis 1
Zararli

12 | 19 | 2254A>G 1752V Benign 0,418 | Zararlh | 0,04 | 7 | Azalis 1

1313 319G>T G107W | Muhtemel | 1 Zararli | 0 8 | Azalis 1
Zararh

13. sira ErbB3 geninde meydana gelen varyasyonu gostermektedir.

ErbB2 varyantlarin histopatolojik dagilimlarin1 inceledigimizde; iki hasta
AAK tanili olup, diger 4 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari; D307=, intron 19 ¢.2308-3C>T
2308-3C>T, A771=, Y772=, M774V, G776S, V777TM, S779P, E892G, 1752V,
L895= %12,5’iken, ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklar1 ise L755F,
Y781C, A751=, G776=, S7T79P, R89TW, G778D, V773L, AT775S %6,25’tir. Bu iki
histopatolojik alt tip arasinda S779P varyanti ortak olarak goriildi. ErbB3
varyantlarin  histopatolojik  dagilimlarini inceledigimizde ASHK 2 hastada
gbzlenmistir. Bu varyantlarin goriilme sikliklar1 ise G107W, R106Ter %6,25’tir.
S779P varyanti iki histopatolojik alt tipte ortak olarak goriilen tek varyanttir (Sekil
4.11).
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ErbB GENI SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.11. ErbB Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 6’sinda (%25) FGFR2 genine ait 9 farkli
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 7°de saptandi. 4 hasta birden fazla
FGFR2 somatik mutasyonuna sahipti. AAK bir hastada toplam 4 (%44,44) mutasyon
gbzlendi. Bu mutasyonlar ¢.780C>T A260=, c.756G>A S252= sSNV’leri, P253S
missense mutasyonu ve R251Ter nsSNV (stop gained)’dir. ASHK bir hastada
toplam 3 (%33,33) mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar A260= sSNV, P256S ile
R255W missense mutasyonlaridir. ASHK bagka bir hastada toplam 3 (%33,33)
mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar R251Ter nsSNV (stop_gained) ve P256Si ile
R251Q missense mutasyonlaridir. ASHK bir hastada toplam 2 (%22,22) mutasyon
gozlendi. G261R ve 1257T missense mutasyonlaridir. AAK tanili bir hastada S252L
(%11,11) ve ASHK farkli bir hastada ise G261R (%11,11) missense mutasyonlari

gozlendi.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari
degerlendirilmistir. FGFR2 varyantlarinin (n=7), Polyphen-2 analiz programina gore
hasar yapicilig1 derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici %42,85’ini, olasi
zarar verici %42,85’ini ve benign olanlar ise %14,28’ini olusturmaktadir. SIFT
yazilim sonucuna gore ise varyantlarin %85,71°1 protein islevi iizerindeki potansiyel

etkisinin zararli oldugunu, %14,28’inin ise tolere edilebilir (iyi huylu) oldugu
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sonucuna ulasildi. Ayrica 7 SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-Mutant 2.0

yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerin tamaminda

protein stabilizasyonunun azaldig1 tespit edilmistir ve sonuglari tablo 4.7’de

verilmigtir.

Tablo 4.7. FGFR2 Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglar

5 POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu
tz | <z
) o .= o .= - T .
Z| | 2= =, Sonucu Skoru Sonucu Skoru _Guvemrhk Azalis |
8| 2% £% Indeksi Artis |
wn| M| zA <A 5}
1 |7 |757C>T | P253S | Benign 0.321 | Zararli | 0,003 | 8 Azalis 1
2 7 755C>T S252L | Olas1 Zarar | 0,505 | Tolere 0,08 3 Azalis 1
3 7 | 781G>A | G261R | Muhtemel | 0,994 | Zararli | 0,02 7 Azalig 3
Zararli
4 |7 | 770T>C | I1257T Muhtemel | 0,938 | Zararli | 0,01 9 Azalig 2
Zararli
5 7 766C>T | P256S Olas1 Zarar | 0,834 | Zararli | 0,01 9 Azalis 1
6 7 763C>T | R255W | Muhtemel | 0,996 | Zararli | 0,02 7 Azalis 1
Zararl
7 |7 | 752G>A | R251Q | Olast Zarar | 0,611 | Zararli | O 8 Azalig 1

FGFR2 varyantlarin histopatolojik dagilimlarin1 inceledigimizde; iki hasta

AAK tanili olup, diger 4 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari; A260=, P253S, S252=, R251Ter,
S252L %]12,5‘iken, ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari; G261R
%18,75; 1257T, A260=, R255W, R251Q, R251Ter %6,25; P256S %12,5tir. Bu iki
histopatolojik alt tip 2 farkli hasta arasinda ortak olarak gézlenen R251Ter ve A260=

mutasyonlaridir. ASHK tanili 3 hasta arasinda rastlanan mutasyon G261R ile 2 hasta

arasinda P256S missense mutasyonudur (Sekil 4.12).
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FGFR2 GENI SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.12. FGFR2 Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 7’sinde (%29,16) PDGFRA genine ait 13 farkli
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 12, 14 ve 18’de saptandi. PDGFRA
geninin ekzon boélgelerinde tespit edilen 13 farkli varyantin ekzon bolgelerinde
goriilme sikligi; ekzon 12°de %7,69; ekzon 14°te %69,23; ekzon 18’de %?23,07
oranindadir. 4 hasta birden fazla FGFR2 somatik mutasyonuna sahipti. AAK bir
hastada toplam 5 (%38,46) mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 14°te
meydana gelen c.1978T>C L660=, c.1980G>A L660=, c.1986A>G G662=,
ekzonl8’de ¢.2517G>A L839= sSNV’leri ile ekzon 14’de T6651 missense
mutasyonudur. ASHK bir hastada toplam 3 (%15,38) mutasyon goézlendi. Bu
mutasyonlar ekzon 14’te meydana gelen N656D, N659D, K666E missense
mutasyonlaridir. ASHK bir hastada toplam 2 (%15,38) mutasyon goézlendi. Bu
mutasyonlar ekzon 14’te olusan V6581, K666E missense mutasyonlaridir. ASHK bir
hastada toplam 2 (%15,38) mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 14 N659D ile
ekzon 18 1843T missense mutasyonlaridir. ASHK bir hastada ekzon 2 c.1701A>G,
P567= (%7,69) sSNV ile bir bagka hastada L661P (%7,69) missense mutasyonlari
gozlendi. AAK bir hastada A840T (%7,69) missense mutasyonu gdzlendi.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari
degerlendirilmistir. PDGFRA gen varyantlarinin (n=8), Polyphen-2 analiz
programina gore hasar yapiciligi derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici

%87,5’1ni, olas1 zarar verici %12,5’ini olusturmaktadir. SIFT yazilim sonucuna gore
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ise varyantlarin tamami protein islevi iizerindeki potansiyel etkisinin zararh
oldugunu sonucuna ulasildi. Ayrica 8 SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-
Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerden 2
tanesinin protein stabilizasyonunu arttirdig1, 6 tanesinin ise protein stabilizasyonunu

azalttig1 tespit edilmistir ve sonuclari tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. PDGFRA Mutasyonlarinin insilico Yazilimlarmnin Tahmin Sonuglar

+ POLYPHEN 2 SIFT [-Mutant Sonucu
o e <z —
Z| g| 2% 2z Sonucu  Skoru Sonucu Guvemrhk Azalig ~
g 8| B8 g% Skoru Indeksi  Artis =
n| M| zA <A 5}
1 14 | 1994C>T T6651 Muhtemel | 1 Zararli | 0 7 Azalis 1
Zararl
2 14 | 1972G>A | V6581 Olas1 0,634 | Zararli | 0,01 | 5 Azalis 1
Zararl
3 14 | 1996A>G | K666E | Muhtemel | 0,973 | Zararli | O 5 Azalis 2
Zararli
4 | 14 | 1966A>G | N656D | Muhtemel | 1 Zararlt | 0 2 Artig 1
Zararli
5 14 | 1975A>G | N659D | Muhtemel | 0,999 | Zararh | O 3 Artig 2
Zararli
6 | 18 | 2518G>A | A840T | Muhtemel | 0,994 | Zararli | 0 4 Azalig 1
Zararli
7 | 14 | 1982T>C L661P | Muhtemel | 1 Zararli | 0 5 Azalig 1
Zararli
8 18 | 2528T>C 1843T Muhtemel | 1 Zararli | 0 9 Azalig 1
Zararli

PDGFRA varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; iki hasta
AAK tanili olup, diger 5 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari;; L660=, L660=, G662=, L.839=,
T6651, A840T %12,5’iken, ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari ise
V658I, P567=, N656D, L661P, 1843T %6,25, K666E ile N659D varyantlari
%12,5tir. ASHK tanili farkli 2 hasta arasinda rastlanan mutasyon K666E ile N659D
missense mutasyonudur. Bu iki histopatolojik alt tip hasta arasinda ortak olarak

gdzlenen mutasyon yoktur (Sekil 4.13).
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PDGFRA GENI SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.13. PDGFRA Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 2’sinde (%8,33) PIK3CA genine ait 4 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 21°de saptandi. Bir hasta birden fazla
PIK3CA mutasyonuna sahipti. ASHK bir hastada toplam 3 (%75) mutasyon
gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 21°de 3'-UTR (3'-untranslated regions) bolgesinde
gergeklesen ¢.*6T>C, ¢.*12A>G, c.*14A>G nsSNV’dir. ASHK bir hastada toplam 1

(%25) mutasyon gozlendi. Bu mutasyon H1047R missense mutasyonudur.

Tespit edilen H1047R varyantinin Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve
SIFT skorlar1 degerlendirilmistir. Bu varyantin Polyphen-2 analiz programina gore
hasar yapiciligi derecelendirildiginde; benign olarak tespit edildi. SIFT yazilim
sonucuna gore ise varyantlin protein islevi ilizerindeki potansiyel etkisinin tolere
edilebilir (iy1 huylu) oldugu sonucuna ulasildi. Ayrica bu SNP’nin protein
stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar
incelendiginde, bu SNP’in protein stabilizasyonunun azaldigi tespit edilmistir ve

sonuclari tablo 4.9°da verilmistir.
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Tablo 4.9. PIK3CA Mutasyonlarmnin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglar:

- POLYPHEN 2 SIFT [-Mutant Sonucu
® = 3,:’ - Sonucu Skoru Sonucu Guvenirlik Azalig
> g é % = %« Skoru Indeksi  Artig »
< N =2 %) é o0 =
sl @] 28 <A z
1 | 21| 3140A>G | H1047R | Benign | 0,085 | Tolere | 0,11 | 4 Azalig 1

Calismaya alman tiim hastalarin histopatolojik olarak smiflandirildiginda 8'i
(%100) AAK olup; 16’st ASHK alt tipine sahipti. PIK3CA varyantlarin
histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; iki hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit
edilen varyantlarin ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari; ¢.*6T>C,

c.*12A>G, c¢.*14A>G, H1047R varyantlar1 %6,25 tir (Sekil 4.14).

PIK3CA GENI SAPTANAN VARYASYONLAR

110477
1 A>T
|
*12A>G
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Sekil 4.14. PIK3CA Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 6’sinda (%25) TP53 genine ait 28 farkli varyant
saptanmigtir. Bu mutasyonlar ekzon 5, 7, 8,10 ve intron 9’da saptandi. TP53 geninin
ekzon bolgelerinde tespit edilen 27 farkli varyantin ekzon bdlgelerinde goriilme
siklig1; ekzon 5’de %11,11; ekzon 7°de %33,33; ekzon 8’de %48,14; ekzon 10°da
%7.40 oranindadir. 4 hasta birden fazla TP53 genine ait varyasyonlara sahipti. AAK
bir hastada toplam 9 (%32,14) mutasyon goézlendi. Bu mutasyonlar ekzon 7°de
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c.744G>A R248=, ekzon 8 ¢.834T>A P278= sSNV’leri ile ekzon 7°de M246T,
M243V ve ekzon 8’de R306Q, R282Q, R282W, P278L, V274A missense
mutasyonlaridir. AAK baska bir hastada toplam 8 (%30,76) mutasyon gozlendi. Bu
mutasyonlar ekzon’de 5 H179Y, A138T; ekzon 7°de R249K missense, c.732C>T
G244= sSNV, ekzon 8’de ¢.813G>A E271=, ¢.798A>G G266= sSNV’lar1, ekzon
10°’da E339K missense mutasyondur. ASHK bir hastada toplam 8 (%28,57)
mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 7°de R248W, N247S, G245S missense
mutasyonlart ve ekzon 8’de gergeklesen c.792A>G L264= sSNV ile G334R, R273H,
R273L, G266R missense mutasyonlaridir. ASHK bir hastada toplam 3 (%10,71)
mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 5’de K132R ekzon 8’de R273H, ekzon
10’da R335H missense mutasyonlaridir. ASHK bir hastada ekzon 7°de R248Q
(%3,57) ile baska bir hasta da ise Intron 9’da ¢.993+2T>C p.993+2T>C (%3,57)

splice donor varyant gézlendi.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1
degerlendirilmistir. TP53 gen varyantlarmin (n=21), Polyphen-2 analiz programina
gbre hasar yapiciligi derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici %76,19unu,
olas1 zarar verici %9,52’sini, benign olanlar ise %14,28’ini olusturmaktadir. SIFT
yazilim sonucuna gore ise varyantlarin %76,19°u protein islevi tizerindeki potansiyel
etkisinin zararli oldugunu, %23,80’inin ise tolere edilebilir (iyi huylu) oldugu
sonucuna ulagildi. Ayrica 21 SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-Mutant 2.0
yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerin tamaminin
protein stabilizasyonunu azaltici etkisinin oldugu tespit edilmistir ve sonuglar1 Tablo

4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.10. TP53 Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglari

- = POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu
° 2 E i £ | Sonucu Skoru | Sonucu Giivenirlik Azalis
% § <8 g8 Skoru Indeksi Artig =
5| 2| B 0 E D =
wn| M| zA <A 5}
1 8 917G>A R306Q | Benign 0,271 | Tolere 0,06 | 6 Azalis 1
2 |8 | 845G>A R282Q | Muhtemel | 0,984 | Zararli | O 9 Azalig 1
Zararh
3 |8 | 844C>T R282W | Muhtemel | 1 Zararli | 0 6 Azalig 1
Zararh
4 |8 |833C>T P278L | Muhtemel | 1 Zararli | 0 2 Azalig 1
Zararh
5 |8 821T>C V274A | Muhtemel | 0,915 | Zararhh | 0 9 Azalis 1
Zararl
6 |7 | 737T>C M246T | Muhtemel | 1 Zararlh | 0 7 Azalis 1
Zararl
7 |7 | 727A>G M243V | Muhtemel | 0,999 | Zararhh | 0 8 Azalis 1
Zararh
8 10 | 1004G>A | R335H | Benign 0,159 | Tolere | 0,15 | 8 Azalig 1
9 |8 818G>A R273H | Olast 0,643 | Tolere | 0,13 |9 Azalig 2
zararl
10 | 5 | 395A>G K132R | Muhtemel | 0,993 | Zararli | 0,01 | 3 Azalig 1
Zararl
11 | 8 1000G>A | G334R | Muhtemel | 0,997 | Zararhh | 0 5 Azalis 1
Zararl
1218 818G>T R273L | Olasi 0,643 | Tolere 0,139 Azalis 1
zararl
1318 796G>A G266R | Muhtemel | 0,951 | Zararlh | 0,03 | 8 Azalis 1
Zararh
14 |7 | 742C>T R248W | Muhtemel | 1 Zararli | 0 4 Azalig 1
Zararh
15 |7 | 740A>G N247S | Muhtemel | 0,946 | Zararli | 0 1 Azalig 1
Zararh
16 | 7 | 733G>A G245S | Muhtemel | 0,998 | Zararli | 0 6 Azalis 2
Zararl
17 | 7 | 743G>A R248Q | Muhtemel | 0,994 | Zararli | O 8 Azalig 1
Zararl
18 | 10 | 1015G>A | E339K | Benign 0,127 | Tolere | 0,2 |7 Azalig 1
19 | 7 | 746G>A R249K | Muhtemel | 0,918 | Zararli | 0,04 | 6 Azalig 1
Zararh
20 | 5 | 535C>T H179Y | Muhtemel | 0,991 | Zararli | 0 3 Artis 1
Zararh
21 |5 | 412G>A A138T | Muhtemel | 0,992 | Zararhh | 0 7 Azalis 1
Zararh

TP53 gen varyantlarin histopatolojik dagilimlarii inceledigimizde; iki hasta

AAK tanili olup, diger 4 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklart R306Q, R282Q, R282W, P278=,
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P278L, V274A, R248=, M246T, M243V; E339K, E271=, G266=, R249K, G245S,
G244=, H179Y, AI138T %12,5’iken; ASHK tanmili hastalar arasinda goriilme
sikliklar1 ise 993+2T>C; K132R R335H, G334R, R273L, G266R, L264=, R248W,
N247S, G245S; R248Q 9%6,25; R273H %12,5’tir. Bu iki histopatolojik alt tip
arasinda 2 hastada ortak goriilen G245S ve R273H ASHK tanili 2 hastada ortak
goriilen R273H mutasyonudur (Sekil 4.15).

TP53 GENi SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.15. TP53 Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 4’iinde (%16,66) FBXW?7 genine ait 5 farklhi
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 10°da saptandi. Bir hasta birden fazla
FBXW?7 genine ait somatik mutasyonuna sahipti. AAK bir hastada toplam %60 (3/5)
mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar V474= ve R473= sSNV’leri ile S478P missense
mutasyonlaridir. ASHK tanili diger hastalarda sirasiyla R473= sSNV (%20) ve
V474A (%20), R505H (%20) missense mutasyonlar1 goriildii.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1
degerlendirildi. TP53 gen varyantlarinin (n=3), Polyphen-2 analiz programina gore
hasar yapicilig1 derecelendirildiginde; tamami muhtemelen zarar verici oldugu tespit
edildi. SIFT yazilim sonucuna gore ise varyantlarin %66,66’s1 protein islevi

iizerindeki potansiyel etkisinin zararli oldugunu, %33,33’iiniin ise tolere edilebilir
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(iyl huylu) oldugu sonucuna ulasildi. Ayrica 3 SNP’nin protein stabilizasyonuna

etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, bu

SNP’lerin 2’sinin protein stabilizasyonunu azaltici, digerinin ise artirict etkisinin

oldugu tespit edilip ve sonuglari ise tablo 4.11°de verildi.

Tablo 4.11. FBXW?7 Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarmin Tahmin Sonuglar

=g . POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu

E g EO) j%« S % Sonucu Skoru Sonucu (_h'iveni'rlik Azalis -

S| Q| Xobb EE R Skoru Indeksi Artis =

= e =29 n O =

n| m| ZzAa < <A n

1 10 | 1432T>C S478P | Muhtemel | 1 Zararli | 0 3 Artis 1
Zararh

2 10 | 1421T>C V474A | Muhtemel | 0,988 | Tolere 0,07 | 9 Azalis 1
Zararli

3 10 | 1514G>A | R505H | Muhtemel | 1 Zararli | 0 9 Azalis 1
Zararli

FBXW?7 gen varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; bir

hasta AAK tanili olup, diger 3 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen

varyantlarin AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklar1 V474=, R473=, S478P

%12,5; ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklar1 ise V474A, R473=, R505H

%6,25’tir. Bu iki histopatolojik alt tip arasinda 2 hastada ortak goriilen sadece R473=

mutasyonudur (Sekil 4.16).
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FBXW?7 GENI SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.16. FBXW7 Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 8’inde (%33,33) KIT genine ait 18 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 11, 13, 17°de saptandi. KIT genine ait
tespit edilen 18 farkli varyantin ekzon bdlgelerinde goriilme siklig1 ekzon 13°de
%77,77°iken, ekzon 11 ve 17°de goriillen varyantlarin ise %11,11°dir. Bes hasta
birden fazla KIT genine ait somatik mutasyonuna sahipti. AAK bir hastada toplam 2
(%11,11) mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 13°te ¢.1959T>C 1653= sSNV
ile S645G missense mutasyonlariydi. Diger AAK bir hastada sadece ekzon 13’te
S639P missense mutasyonu gozlendi. ASHK bir hastada toplam 9 (%50) mutasyon
gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 11°de c¢.1677T>C V559=, c.1695A>G G565=
sSNV’1, ekzon 13’te ¢.1956T>C N652= sSNV’1 ile S639P, V643A, S6451, M651V
missense mutasyonlari, ekzon 17°de ¢.2445A>G R815=sSNV’1 ile D816G missense
mutasyonlaridir. ASHK bir hastada toplam 5 (%27,77) mutasyon goézlendi. Bu
mutasyonlar ekzon 13°te S639P, L6411, V643A, Y646H ve ekzon 17°de D816G
missense mutasyonlaridir. ASHK bir hastada toplam 2 (%11,11) mutasyon gozlendi.
Bu mutasyonlar ekzon 13’te c.1920A>G E640= sSNV ile E640G missense
mutasyonlaridir. ASHK bagka bir hastada toplam 2 (%11,11) mutasyon gozlendi. Bu
mutasyonlar ekzon 13’te ¢.1917T>C S639= sSNV ile Y646H missense
mutasyonlaridir. ASHK diger 2 hastada toplam 1 (%11,11) mutasyon gozlendi. Bu

82



mutasyonlar sirasiyla ekzon 13°te gozlenen c.1935T>C S645= sSNV ile L647P

missense mutasyonlaridir.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari
degerlendirilmistir. KIT gen varyantlarinin (n=10), Polyphen-2 analiz programina
gore hasar yapiciligr derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici %90°1 ve benign
olan ise %10’unu olusturmaktadir. SIFT yazilim sonucuna gore ise varyantlarin
%70’1 protein islevi iizerindeki potansiyel etkisinin zararli oldugunu, %30’unun ise
tolere edilebilir (iyi huylu) oldugu sonucuna ulagildi. Ayrica 10 SNP’nin protein
stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuclar
incelendiginde, bu SNP’lerin 9’unun protein stabilizasyonunu azaltici, bir tanesinin

ise artirici etkisinin oldugu tespit edilmistir ve sonuglar1 Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.12. KIT Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglar

- = POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu
s| |58 |sE y
" S| =& ; é Rl Sonucu Skoru Sonucu Skoru Gﬁvenirlik Azalig =
al & 2 o) < o Indeksi  Artis 5
1 13 | 1915T>C S639P | Muhtemel | 0.999 | Zararh | O 4 Azalig 3
Zararli
2 | 13 ] 1928T>C V643A | Muhtemel | 0.999 | Zararli | 0 10 Azalig 2
Zararli
3 13 | 1934G>T S6451 Muhtemel | 1 Tolere | 0,06 | 5 Artig 1
Zararl
4 13 | 1951A>G | M651V | Benign 0,005 | Tolere 0,59 | 6 Azalis 1
5 17 | 2447A>G | D816G | Muhtemel | 0,965 | Zararli | 0,02 | 10 Azalis 2
Zararl
6 13 | 1921C>A | L6411 Muhtemel | 0,999 | Zararli | 0 4 Azalis 1
Zararli
7 13 | 1936T>C Y646H | Muhtemel | 1 Tolere | 0,14 | 9 Azalis 2
Zararl
8 13 | 1933A>G | S645G | Muhtemel | 0,998 | Zararli | O 6 Azalis 1
Zararli
9 | 13| 1919A>G | E640G | Muhtemel | 1 Zararli | 0 8 Azalig 1
Zararli
10 | 13 | 1940T>C L647P | Muhtemel | 1 Zararli | 0 9 Azalig 1
Zararli

KIT gen varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; iki hasta
AAK tanili olup, diger 6 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanilt hastalar arasinda goriilme sikliklar1 S639P, S645G, 1653= %12,5; ASHK
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tanil1 hastalar arasinda goriilme sikliklar1 ise V559=, G565= S6451, M651V, N652=,
R815=, L6411, E640G, E640=, S645=, L647P, %6,25; S639P, V643A, Y646H ve
D816G %12,5’tir. ASHK tanili 2’ser hasta grubunda S639P, V643A, D816G
mutasyonlart ortak tanimlanmistir. Bu iki histopatolojik alt tip arasinda 3 hastada

ortak goriilen S639P missense mutasyonudur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. KIT Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 4’iinde (%16,67) GNAS genine ait 11 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 8 ve 9°da saptandi. GNAS genine ait
tespit edilen 11 farkli varyantin ekzon bdlgelerinde goriilme sikli§i ekzon 8’de
%9,09’iken, ekzon 9’da goriilen varyantlarin ise %90,90’1dir. Ug hasta birden fazla
GNAS varyantina sahipti. AAK bir hastada toplam 5 (%45,45) mutasyon gozlendi.
Bu mutasyonlar ekzon 8’de R201C missense mutasyonu ve ekzon 9’da meydana
gelen ¢.679C>T Q227Ter (stop gained) nsSNV mutasyonu, c.681G>A Q227= ile
¢.684C>T R228= sSNV’lar1 ve R231C missense mutasyonlaridir. AAK bir hastada
toplam 2 (%18,18) mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 9’da olusan Q227K ve
D229N missense mutasyonlaridir. ASHK bir hastada toplam 4 (%36,36) mutasyon
gbzlendi. Bu mutasyonlar ekzon 9’da olusan R228C, D229G, R231C, R231H
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missense mutasyonlaridir. ASHK bir hastada toplam 1 (%9,09) mutasyon gozlendi.

Bu mutasyon ekzon 9’daki G226V missense mutasyonudur.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari
degerlendirilmistir. GNAS gen varyantlarinin (n=8), Polyphen-2 analiz programina
gore hasar yapiciligr derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici %75°1 ve benign
olan ise %25’ini olusturmaktadir. SIFT yazilim sonucuna gore ise varyantlarin %75’
protein islevi lizerindeki potansiyel etkisinin zararli oldugunu, %25’inin ise tolere
edilebilir (iyi huylu) oldugu sonucuna ulasildi. Ayrica 8 SNP’nin protein
stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuclar
incelendiginde, bu SNP’lerin 7’sinin protein stabilizasyonunu azaltici, bir tanesinin

ise artirici etkisinin oldugu tespit edilmistir ve sonuglari tablo 4.13’te verilmistir.

Tablo 4.13. GNAS Mutasyonlarinin insilico Yazilimlarmin Tahmin Sonuglar

- POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu
= g Z k= Sonucu Skoru Sonucu Skoru | Giivenirlik Azalig

o o .5 o .= . .

Z| gl 8% 2% Indeksi  Artis s

R ISR ER =

n| m| zA <A 5}

1 8 601C>T | R201C | Muhtemel | 0,960 | Zararli | 0,02 4 Azalis 1
Zararli

2 |19 | 691C>T | R231C | Muhtemel | 1 Zararli | 0,03 7 Azalis 2
Zararli

3 19 |677G>T | G226V | Muhtemel | 1 Zararlt | 0 7 Azalig 1
Zararli

4 |9 |682C>T | R228C | Muhtemel | 0,999 | Zararli | 0,02 6 Azalig 1
Zararli

5 19 | 686A>G | D229G | Benign 0,192 | Tolere | 0,28 1 Azalig 1

6 |9 | 692G>A | R231H | Muhtemel | 0,998 | Zararli | O 9 Azalis 1
Zararli

7 9 679C>A | Q227K | Muhtemel | 0,984 | Zararli | 0,01 5 Azalis 1
Zararl

8 |9 | 685G>A | D229N | Benign 0,164 | Tolere | 0,13 2 Artig 1

GNAS gen varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; iki hasta
AAK tanili olup, diger 2 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklart R201C, Q227Ter, Q227=, R228=,
R231C, Q227K, D229N %12,5; ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklar1 ise
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G226V, R228C, D229G, R231C, R231H %6,25tir. Bu iki histopatolojik alt tip

arasinda ortak goriilen R231C missense mutasyonudur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. GNAS Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 6’sinda (%25) ALK genine ait 11 farkli varyant
saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 21, 22, 23 ve intron 21°de saptandi. ALK genine
ait ekzon bolgelerinde tespit edilen 10 farkli varyantin ekzon bdlgelerinde goriilme
siklig1 ekzon 21°de %20, ekzon 22°de %70 ekzon 23’te %10 oranindadir. Ug hasta
birden fazla ALK genine ait varyasyona sahipti. ASHK bir hastada toplam 3
(%27,27) mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar ekzon 22°de DI1160G missense
mutasyonu goriiliirken, ekzon 21°de A1126T missense mutasyonu ile ¢.3375C>A
G1125= sSNV’dir. ASHK bir hastada toplam 3 (%27,27) mutasyon gézlendi. Bu
mutasyonlar ekzon 22’de E1167G, ¢.3480C>T D1160= ve ekzon 21°de G1125=
sSNV’dir. ASHK bir hastada toplam 6 (%54,54) mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar
ekzon 21°de G1125= sSNV, ekzon 22°’de L1165H, T1151M missense mutasyonlari
ile ¢.3484C>T L1162= sSNV, ekzon 23 ¢.3537T>C 11179= ve intron 21’de 3451-
SC>T splice region variant (intron variant) mutasyonlaridir. Kalan 3 ASHK tanihi
hasta da birer (%9,09) mutasyon gézlenmistir. Bu mutasyonlar ekzon 21°de G1125=
sSNV 2 hasta da goriiliirken; ekzon 22’deki c¢.3457 3462del P1153 E1154del

cergeve kaymasi mutasyonudur.
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Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1

degerlendirilmistir. ALK gen varyantlarinin (n=5), Polyphen-2 analiz programina

gore hasar yapiciligi derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici %801 ve olasi

zararli olan ise %?20’sini olusturmaktadir. SIFT yazilim sonucuna gore ise

varyantlarin %100°1 protein islevi lizerindeki potansiyel etkisinin zararli oldugunu

sonucuna ulasildi. Ayrica 5 SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-Mutant 2.0

yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerin 4’iiniin protein

stabilizasyonunu azaltici, bir tanesinin ise artirici etkisinin oldugu tespit edilmistir ve

sonuclari tablo 4.14’te verilmistir.

Tablo 4.14. ALK Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglart

b 2 POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu
£ g < g Sonucu Skoru | Sonucu Skoru | Giivenirlik Azalig
=] o .= o .= .
Z| 8| 2= £z Indeksi  Artis =
< N =4 o) g o0 >~
= M =) [5) =
n|l m| ZAa <A %
1 | 22| 3479A>G | D1160G | Muhtemel | 0,942 | Zararli | 0 1 Artis 1
Zararl
2 | 21 | 3376G>A | A1126T | Muhtemel | 0,997 | Zararh | O 3 Azalis 1
Zararl
3 |22 | 3500A>G | E1167G | Olasi1 Zarar | 0,787 | Zararli | O 1 Azalis 1
4 | 22 | 3494T>A L1165H | Muhtemel | 0,985 | Zararhh | O 9 Azalis 1
Zararli
5 22 | 3452C>T T1151M | Muhtemel | 0,970 | Zararli | 0,01 | 1 Azalis 1
Zararli
ALK gen varyantlarin histopatolojik  dagilimlarini  inceledigimizde

varyantlarin tamamimin ASHK tanili 6 hastada oldugu saptandi. Tespit edilen

varyantlarin ASHK tanil1 hastalar arasinda goriilme sikliklar1 ise D1160G, A1126T,

E1167G,

DI1160=,

11179=,

L1165H,

L1162=,

T1151M,

3451-5C>T,

P1153_E1154del %6,25 ve G1125= %31,25’tir. Bu histopatolojik alt tip arasinda 5
hastada ortak goriilen G1125=sSNV’dir (Sekil 4.19).
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ALK GENI SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.19. ALK Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 4’tinde (%16,66) PTEN genine ait 2 farkh
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar ekzon 6 ve 7°de saptandi. Iki hasta birden fazla
PTEN genine ait varyanta sahipti. ASHK tanili iki hastada toplam 2 mutasyon
gbzlendi. Bu mutasyonlar ekzon 6’da ¢.531T>C Y177=sSNV ile ekzon 7°de R234W
missense mutasyonlartydi. ASHK tanili diger iki hastada toplam 1 (%50) mutasyon

gozlendi. Bu mutasyon R234W missense mutasyonuydu.

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari
degerlendirilmistir. PTEN R234W varyantinin, Polyphen-2 ve SIFT analiz
programina goOre hasar yapicilig1 derecelendirildiginde sirasiyla; protein islevi
tizerindeki potansiyel etkisi muhtemelen zarar verici ve tolere edilebilir olarak tespit
edildi. Ayrica bu SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile
analiz edilmistir. Sonuclar incelendiginde, protein stabilizasyonunu azaltici etkisinin

oldugu tespit edilmistir ve sonuglari tablo 4.15’te verilmistir.
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Tablo 4.15. PTEN Mutasyonlarinin Insilico Yazilimlarinin Tahmin Sonuglar

= POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu
° 7% ‘B < g Sonucu Skoru Sonucu Qﬁvenirlik Azalig
Z| §| &=& gz Skoru Indeksi Artis A
< N =4 Hbh R=gR)-N) —
R ERER) £ 0 =
yn |l m| ZzZAa <A )
1 7 700C>T | R234W | Muhtemel | 0,971 | Tolere 0,12 | 5 Azalis 4
Zararli

PTEN gen varyantlarin histopatolojik dagilimlarini  inceledigimizde
varyantlarin tamamimin ASHK tanili 4 hastada oldugu saptandi. Tespit edilen
varyantlarin ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklar1 ise Y177= %12,5 ve
R234W %:25’tir. Bu histopatolojik alt tip arasinda 2 hastada Y 177= mutasyonu ile 4
farkli hastada R234W missense mutasyonu ortak tanimlandi (Sekil 4.20).

PTEN GENI SAPTANAN VARYASYONLAR
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Sekil 4.20. PTEN Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya almman 24 hastanin 4’iinde (%16,66) IDH genine ait 8 farkli
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar tamami ekzon 4’te saptandi. Ug hasta birden
fazla IDH genine ait somatik mutasyonuna sahipti. AAK tanili bir hastada IDH2
genine ait toplam 3 (%37,5) mutasyon gézlendi. Bu mutasyonlar. ¢.510T>C 1170=
sSNV ve G171D ile I1170T missense mutasyonlariydi. AAK tanili bir hastada IDH1
ve IDH2 genine ait toplam birer (%12,5) mutasyon gozlendi. Bu mutasyonlar

stirastyla R132C missense mutasyonu ile ¢.411A>G G137= sSNV’dir. ASHK tanili
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bir hastada IDH2 genine ait toplam 3 (%37,5) mutasyon gdzlendi. Bu mutasyonlar
I170T, 1168T, K166E missense mutasyonlartydi. ASHK tanili bagka bir hastada 1

%12.5) mutasyon godzlendi. Bu mutasyon 1168V missense mutasyonuydu.
(%12,5) yon g y yonuy

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari
degerlendirilmistir. IDH gen varyantlarinin (n=6), Polyphen-2 analiz programina
gbre hasar yapiciligr derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici %50’s1 ve olasi
zararli olan %16,66’sin1, %33,33’{inii benign olusturmaktadir. SIFT yazilim
sonucuna gore ise varyantlarin %88,33’li protein islevi lizerindeki potansiyel
etkisinin zararh diisiik giiven oldugu sonucuna ulagildi. Ayrica bu 6 SNP’nin protein
stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar
incelendiginde, bu SNP’lerin tamaminin protein stabilizasyonunu azaltic1 etkisinin

oldugu tespit edilmistir ve sonuglari tablo 4.16’da verildi.

Tablo 4.16. IDH1-2 Mutasyonlarmnin Insilico Yazilimlarinm Tahmin Sonuglar

- POLYPHEN 2 SIFT [-Mutant Sonucu
° % E <é ‘g2 Sonucu Skoru | Sonucu Giivenirlik Azalis
Z| §| 2= £ .z Skoru Indeksi  Artis 4
gl 3|29 £ % 2
n|l m| ZzZAa <A [5)
1 |4 |512G>A | G171D | Muhtemel | 0,998 | Zararli | O 7 Azalig 1
Zararli Diisiik
Giliven
2 |4 |509T>C | I1170T Muhtemel | 0,948 | Zararhh | O 7 Azalis 2
Zararli Diisiik
Giliven
3 4 502A>G | 1168V Olas1 Zarar | 0,629 | Zararlh | 0,01 | 7 Azalis 1
Diisiik
Giliven
4 |4 |503T>C |I1168T Muhtemel | 0,99 Zararli | 0 7 Azalis 1
Zararl Diisiik
Giiven
5 |4 | 496A>G | K166E | Benign 0,003 | Tolere | 0,09 |3 Azalig 1
Diisiik
Giiven
6 |4 |394C>T | R132C | Benign 0,1 Zararhh | 0,03 | 3 Azalig 1
Diisiik
Giliven

6.sira, IDH1 geni varyantini temsil etmektedir.

IDH2 varyantlarin histopatolojik dagilimlarin1 inceledigimizde; iki hasta
AAK tanili olup, diger 2 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklari; G171D, 1170=, 1170T, G137=
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%12,5’iken, ASHK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklar1 ise 1168V, 1170T,
[168T, K166E varyantlar1 %6,25’tir (Sekil 4.21). Bu iki histopatolojik alt tip arasinda
ortak olarak goriilen I170T varyantidir. Ayrica IDH2 geni G137= sSNV tasiyan
hastada ayn1 zamanda IDHI R132C missense mutasyonu goriildii. Calismaya alinan

hastalar arasinda IDH1 gen mutasyonunu tastyan tek hastadir (Sekil 4.21).

IDH GENI SAPTANAN VARYASYONLAR

14 12,5 12,5
12
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0
G171D 1170= 1170T 1168V 1168T K166E G137= R132C
B AAK m ASHK

Sekil 4.21. IDH Geni Saptanan Varyasyonlar

Calismaya alinan 24 hastanin 3’iinde (%12,5) MAP2K1 genine ait 3 farkhi
varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar AAK tanili bir hastada ekzon 3’te ¢.378C>T
[126= sSNV goriiliirken; ASHK tanili diger iki hastada sirasiyla ekzon 6’da
c.618C>A L206=sSNV ile ekzon 3’te F129L missense mutasyonu tespit edildi.

SMAD#4 genine ait 3 farkli varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar AAK tanili
bir hastada ekzon 9°da ¢.1059C>T Y353=sSNV ile ekzon 11’de C443R goriiliirken;

ASHK tanil1 diger bir hastada ise ekzon 8’de P312T missense mutasyonu gézlendi.

SF3B1 genine ait 2 farkli varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar AAK tanili
bir hastada ekzon 15’te R702Q goriiliirken; ASHK tanili diger bir hastada ise ekzon

15°te K700E missense mutasyonu gozlendi

91



NTRK genine ait 3 farkli varyant saptanmistir. Bu mutasyonlar AAK tanili
bir hastada NTRK 1 genine ait ekzon 15’te V664A missense mutasyonu, ASHK tanili
bir hastada NTRK1 genine ait ekzon 15’te V664A, NTRK3 genine ait ekzon 16°da
K621Q missense mutasyonlari, baska bir ASHK tanili hastada ekzon 15°te
¢.1998T>C 1666= sSNV tespit edilmistir. Bu iki histopatolojik alt tip arasinda ortak
olarak gozlenen NTRK1- V664A varyantidir.

ASHK tanili diger 3 hastada sirasiyla; PPP2R1A genine ait ekzon 5’°te
c.546G>A R182= sSNV, MET genine ait ekzon 16’da ¢.3330A>G V1110= sSNV,

ESR1 genine ait ekzon 5’te W383C missense mutasyonu tespit edildi.

Tablo 4.17. Diger Gen Mutasyonlarimin Insilico Yazilimlariin Tahmin Sonuglari

- POLYPHEN 2 SIFT I-Mutant Sonucu
2= £ = Sonucu Skoru Sonucu Skoru | Giivenirlik Azalig
=} |5} § o é i :
Z| g , 9% R Indeksi Artis |
g1 8| 82% £ S
n|lm| OzA <A n
1 8 SMAD4 P312T | Benign 0,176 | Tolere | 0,18 | 8 Azalig 1
934C>A
2 11 | SMAD4 C443R | Muhtemel | 1 Zararli | 0 1 Artig 1
1327T>C Zararl
3 3 MAP2K1 F129L | Muhtemel | 0,994 | Zararhh | 0,01 | 7 Azalis 1
385T>C Zararh
4 |5 | ESRI1 W383C | Muhtemel | 1 Zararli | 0 6 Azalis 1
1149G>T Zararh
5 15 | SF3B1 K700E | Muhtemel | 0,999 | Zararli | 0 4 Azalig 1
2098A>G Zararh
6 15 | SF3B1 R702Q | Olast 0,85 Zararli | 0 6 Azalig 1
2105G>A Zararh
7 | 15 | NTRK1 V664A | Benign 0,328 | Zararh | 0 10 Azalig 2
1991T>C
8 16 | NTRK3 K621Q | Olasi 0,826 | Zararlh | 0,01 | 1 Azalis 1
1861A>C Zararl

Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlari
degerlendirilmistir. Farkli genlere ait varyantlariin (n=8), Polyphen-2 analiz
programina gore hasar yapicilifi derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici
%350’s1 ve olas1 zararli olan %25’ini ve %25’ini ise benign olusturmaktadir. SIFT
yazilim sonucuna gore ise varyantlarin %87,5°1 protein islevi lizerindeki potansiyel

etkisinin zararli oldugu, %12,5°1 ise tolere edilebilir sonucuna ulasildi. Ayrica bu 8
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SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir.
Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerin 7’sinin protein stabilizasyonunu azaltici
etkisinin oldugu, 1 snp’nin ise (SMAD4-C443R) artis1 tespit edilmistir ve sonuglari
tablo 4.17°de verildi.

Diger genlere ait varyantlarin histopatolojik dagilimlarini inceledigimizde; iki
hasta AAK tanili olup, 4 hasta ASHK alt tipine sahipti. Tespit edilen varyantlarin
AAK tanili hastalar arasinda goriilme sikliklar;; MET-V1110=, MAP2K1-1126=,
SF3B1-R702Q, SMAD4-Y353=, SMAD4-C443R %12,5’iken, ASHK tanil1 hastalar
arasinda goriilme sikliklar1 ise MAP2K1-F129L, MAP2K1-L206=, PPP2R1A-
R182=, SF3B1-K700E, ESR1-W383C, SMAD4-P312T %6,25’tir (Sekil 4.22).

DiGER SAPTANAN VARYANTLAR

NTRK3-K621Q
NTRKI1-1666=
NTRKI-V664A
SMAD4-C443R
SMAD4-Y353=
SMAD4-P312T
ESR1-W383C
SF3B1-R702Q
SF3B1-K700E
PPP2R1A-R182=
MAP2K1-L206=
MAP2K1-F129L
MAP2K1-1126=
MET-V1110=

0 2 4 6 8 10 12 14

EASHK ®AAK

Sekil 4.22. Diger Saptanan Varyantlar
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Tablo 4.18. Takibe Alinan Hastalarin Klinik Verileri

Hasta | Evre | KRAS | BRAF | ALK | ROS1 | EGFR | Tedavi Sag Ortalama
Sira Kalim | Takip siiresi
1 3B X X X X + KRT Sag 754
2 4B - - - - - Palyatif RT | Oldii | 420
3 3A X X - - - Tedavi yok | Sag 432
4 4B X X - - - Takip Oldi | 51
5 4B - - - - - Tedavi yok | Oldii | 334
6 4A X X - - - KT Sag 306
7 3A X X - - - KT Sag 327
8 3A - - - - - Takip Sag 249
9 4A X X - - - KT Sag 239
10 4B X X X X X Takip Oldii | 425
11 4A X X X X X Takip Oldii | 447
12 4B X X X X X KT Oldi | 313
13 3A X X X X X Tedavi yok | Sag 414
14 4A X X X X X PRT Oldii | 421
15 4B X X X X X KT, PRT Oldia | 396
16 3A X X X X X Tedavi yok | Sag 420
17 3A X X X X X KRT Sag 389
18 4A X X X X X KRT Sag 371
19 3C X X X X X KRT Sag 356
20 3C X X X X X KRT Sag 364
21 3A X X X X X Tedavi yok | Sag 422
22 4B X X X X X KT Oldii | 364
23 3C X X X X X KT Sag 263
24 4B X X X X X KRT Oldii | 480

Not: Palyatif Radyoterapi (PRT); Kemoradyoterapi (KRT);Kemoterapi (KT)

Birinci siradaki olguda AAK evre 3B de olan hastanin klinik verilerinden
elde edilen solid biyopsi patoloji sonucunda, EGFR genine ait ekzon 18 kodon
719°da G719S (c.2155G>A), G719C (c.2155G>T), G719C (c.2156G>A), G719C
(c.2156G>C) mutasyonlarindan birisi saptanmistir. Ekzon 19°da delesyon tespit
edilmistir. Ekzon 21 kodon 858’de L858R (¢.2573T>G) ve kodon 861°de ise L861Q
(c.2582T>A) nokta mutasyonlar1 tespit edilmistir. Olguda EGFR mutasyonu tespit
edildigi icinse ALK, ROS1 FISH calismas1 yapilmamstir. Likit biyopsi sonucunda
KRAS-T58= sSNV tespit edilirken, EGFR genine ait mutasyon tespit edilemedi.
Tedavi siirecinde kemoradyoterapi almistir. Tan1 konulmasindan ortalama 26 ay

sonrast sag kalim takibi birakildi.

Ikinci siradaki olguda AAK evre 4B de olan hastanin klinik verilerinden elde
edilen solid biyopsi patoloji sonucunda KRAS, BRAF, ALK, ROS1, EGFR

genlerinde mutasyon saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise sadece NTRKI-
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V664A varyant1 tespit edildi. Bu olguda beyin, kemik ve bobrekiistii bezlerinde
metastazi bulunmaktadir. Tedavi olarak palyatif radyoterapi almistir. Tani

konulmasindan ortalama 14 ay i¢inde hasta vefat etmistir.

Ucgiincii siradaki olguda AAK evre 3A olan hastanin klinik verilerinden elde
edilen solid biyopsi patoloji sonucunda KRAS, BRAF, ALK, ROS1, EGFR
genlerinde mutasyon saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; potensiyel klinik
onemi olan KRAS, NRAS, HRAS, PDGFRA, KIT, FBXW7, EGFR, FGFR2, IDH2,
TP53, ERBB2, GNAS genlerine ait 39 varyant tespit edildi. Tedavi almamistir. Tan1

konulmasindan ortalama 15 ay sonrasi sag kalim takibi birakildi.

Dordiincii siradaki olguda ASHK evre 4B olan hastanin klinik verilerinden
elde edilen solid biyopsi patoloji sonucu ALK, ROS1, EGFR genlerinde mutasyon
saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; potensiyel klinik dnemi olan NRAS, HRAS
ALK, PDGFRA, TP53, ERBB2, ARAF genlerine ait 7 varyant tespit edildi. Bu
olguda uzak lenf nodiilii, kemik ve kars1 akciger de metastazi bulunmaktadir. Tedavi
stireci takipli durumdaydi. Tan1 konulmasindan ortalama 2 ay iginde hasta vefat

etmistir.

Besinci siradaki olguda AAK evre 4B olan hastanin klinik verilerinden elde
edilen solid biyopsi patoloji sonucunda ALK, ROS1, EGFR genlerinde mutasyon
saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; potensiyel klinik 6nemi olan PDGFRA
genine ait A840T ile KIT genine ait S645G missense mutasyonlari tespit edildi. Bu
olguda uzak lenf nodiilii, kemik metastazi bulunmaktadir. Tedavi almamistir. Tan

konulmasindan ortalama 12 ay i¢inde hasta vefat etmistir.

Altinc1 siradaki olguda AHSK evre 4A olan hastanin klinik verilerinden elde
edilen solid biyopsi patoloji sonucunda ALK, ROS1, EGFR genlerinde mutasyon
saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; gen paneline ait genlerde mutasyon
bulunamamistir. Bu olguda bobrekiistii metastaz1 bulunmaktadir. Tedavi siirecinde

kemoterapi almistir. Tan1 konulmasindan ortalama 10 ay sonrasi sag kalim takibi

birakaldi.

Yedinci siradaki olguda AHSK evre 3A olan hastanin klinik verilerinden elde

edilen solid biyopsi patoloji sonucunda ALK, ROS1, EGFR genlerinde mutasyon
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saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; potensiyel klinik 6nemi olan FGFR2 genine
ait P256S, R251Q, R251Ter ile GNAS genine ait G226V mutasyonlar tespit edildi.
Tedavi siirecinde kemoterapi almistir. Tan1 konulmasindan ortalama 11 ay sonrasi

sag kalim takibi birakildu.

Sekizinci siradaki olguda ASHK evre 3A olan hastanin klinik verilerinden
elde edilen solid biyopsi patoloji sonucunda KRAS, BRAF, ALK, ROS1, EGFR
genlerinde mutasyon saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; potensiyel klinik
onemi olan KRAS, NRAS, HRAS, ALK, PIK3CA, PDGFRA, KIT, APC, EGFR,
PTEN, FGFR2, TP53 genlerine ait toplam 23 varyant tespit edildi. Tedavi siireci
takipli durumdaydi. Tan1 konulmasindan ortalama 8 ay sonrasi sag kalim takibi

birakaldi.

Dokuzuncu siradaki olguda ASHK evre 4A olan hastanin klinik verilerinden
elde edilen solid biyopsi patoloji sonucunda ALK, ROSI, EGFR genlerinde
mutasyon saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; gen paneline ait genlerde
mutasyon bulunamamistir. Bu olguda uzak lenf nodiiliinde metastaz bulunmaktadir.
Tedavi siirecinde kemoterapi almistir. Tan1 konulmasindan ortalama 9 ay sonrasi sag

kalim takibi birakildi.

Onuncu siradaki ASHK evre 4B tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen
paneline ait genlerde mutasyon bulunamamustir. Bu olguda adrenal ve kemik
metastaz bulunmaktadir. Tedavi siirecinde kemoterapi almistir. Tedavi siireci takipli

durumdaydi. Tan1 konulmasindan ortalama 15 ay i¢inde hasta vefat etmistir.

On birinci siradaki AAK evre 4A tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen
paneline ait genlerde mutasyon bulunamamistir. Bu olguda kemik metastazi
bulunmaktadir. Tedavi siirecinde kemoterapi almistir. Tedavi siireci takipli

durumdaydi. Tan1 konulmasindan ortalama 15 ay i¢inde hasta vefat etmistir.

On ikinci siradaki ASHK evre 4B tanilt olan hastanin solid biyopsi analizi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen

paneline ait genlerde mutasyon bulunamamistir. Bu olguda kars1 akciger ve kemik
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metastazi bulunmaktadir. Tedavi silirecinde kemoterapi aldi. Tedavi siireci takipli

durumdaydi. Tan1 konulmasindan ortalama 11 ay i¢inde hasta vefat etmistir.

On iiciincii siradaki AAK evre 3A tanili olan hastanin solid biyopsi analizi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen
paneline ait genlerde mutasyon bulunamamistir. Tedavi almamistir. Tani

konulmasindan ortalama 14 ay sonrasi sag kalim takibi birakildi.

On dordiincii siradaki ASHK evre 4A ve Alzheimer tanili olan hastanin solid
biyopsi yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda
sadece  PDGFRA genine ait ekzon 14’te olusan V6581, K666E missense
mutasyonlar1 tespit edilmistir. Bu olguda beyin metastazi bulunmaktadir. Tedavi
stirecinde palyatif radyoterapi aldi. Tan1 konulmasindan ortalama 14 ay i¢inde hasta

vefat etti.

On besinci siradaki ASHK evre 4B tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen
paneline ait genlerde mutasyon bulunamamistir. Bu olguda karsi kemik ve dalak
metastazi bulunmaktadir. Tedavi siirecinde palyatif radyoterapi ve kemoterapi ald1.

Tan1 konulmasindan ortalama 13 ay i¢inde hasta vefat etmistir.

On altinc1 siradaki ASHK evre 3A tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen
paneline ait genlerde mutasyon bulunamamistir. Tedavi almamistir. Tani

konulmasindan ortalama 14 ay sonrasi sag kalim takibi birakildi.

On yedinci siradaki ASHK evre 3A tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda potansiyel
klinik 6nemi olan SF3B, KIT, ESR1, EGFR, PTEN, HRAS, IDH2, ERBB2 ve
GNAS genlerine ait toplam 16 varyant tespit edildi. Tedavi siirecinde
kemoradyoterapi aldi. Tan1 konulmasindan ortalama 13 ay sonrasi sag kalim takibi

birakaldi.

On sekizinci siradaki ASHK evre 4A tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda potansiyel

klinik 6nemi olan KRAS, NRAS, HRAS, NTRK1, NTRK3, ALK, KIT, FBXW7,
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APC, EGFR, PTEN, FGFR2, MAP2K 1, IDH2, TP53, ERBB2, PIK3CA genlerine ait
28 varyant tespit edildi. Bu olguda kemik metastazi bulunmaktadir. Tedavi siirecinde

kemoradyoterapi aldi. Tan1 konulmasindan ortalama 13 ay sonrasi sag kalim takibi

birakaldi.

On dokuzuncu siradaki ASHK evre 3C tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen
paneline ait genlerde mutasyon bulunamamistir. Tedavi siirecinde kemoradyoterapi

aldi. Tan1 konulmasindan ortalama 12 ay sonrasi sag kalim takibi birakildu.

Yirminci siradaki ASHK evre 3C tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen
paneline ait genlerde mutasyon bulunamamistir. Tedavi siirecinde kemoradyoterapi

aldi. Tan1 konulmasindan ortalama 13 ay sonrasi sag kalim takibi birakildu.

Yirmi birinci siradaki AAK evre 3A tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda ise; gen
paneline ait genlerde mutasyon bulunamamistir. Tedavi almamistir. Tani

konulmasindan ortalama 14 ay sonrasi sag kalim takibi birakildi.

Yirmi ikinci siradaki ASHK evre 4B tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda potansiyel
klinik 6nemi olan PDGFRA, KIT, FBXW7, APC, PTEN, FGFR2, ERBB3, SMAD4
genlerine ait 8 varyant tespit edildi. Bu olguda karaciger, komsu akciger ve kemik
metastazi bulunmaktadir. Tedavi siirecinde kemoterapi aldi. Tan1 konulmasindan

ortalama 13 ay i¢inde hasta vefat etmistir.

Yirmi iiglincli siradaki ASHK evre 3C tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda potansiyel
klinik 6nemi olan ALK, PDGFRA, KIT, ERBB2, ERBB3 ve TP53 genlerine ait 15
varyant tespit edildi. Tedavi siirecinde kemoterapi aldi. Tan1 konulmasindan ortalama

9 ay sonras1 sag kalim takibi birakildu.

Yirmi dordiincii siradaki AAK evre 4B tanili olan hastanin solid biyopsi
yapilmadigindan dolay1 patoloji verisi yoktur. Likit biyopsi sonucunda potansiyel

klinik 6nemi olan SF3BI1, IDH1, EGFR, FGFR2, KRAS, HRAS, TP53, ERBB2,
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SMAD4, GNAS ve ARAF genlerine ait 21 varyant tespit edildi. Bu olguda kolon,
komsu akciger ve beyin metastazi bulunmaktadir. Tedavi siirecinde kemoradyoterapi

aldi. Tan1 konulmasindan ortalama 16 ay iginde hasta vefat etti.

Genel Sagkalima Histopatolojik Tanminin Etkisi

Histopatolojik taniya gore GSK etkisini karsilastirmak i¢in hesaplanan
Kaplan Meier Analizinde iki farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz
sonucunda medyan sagkalim orani AAK tanili hastalar icin 447, ASHK tanili
hastalar i¢in 396 giin olarak bulundu. Tablo 4.19 incelendiginde sagkalim dagilimlari
arasindaki fark Log Rank (Mantel-Cox) testine gore istatistiksel olarak anlamli
bulunurken (p1=0,0325);
bulunamamaistir (p2=0,1074).

Gehan-Breslow-Wilcoxon testine gore ise anlaml

Tablo 4.19. Histopatolojik Taniya Gore Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan
Testlerin Karsilagtirmasi

Testin Degeri | p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 4,574 0,0325
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 2,592 0,1074
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Sekil 4.23. Histopatolojik Taninin Durumuna Gore Sagkalim Grafigi
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Genel Sagkalima Yas Kategorilerinin Etkisi

Yas kategorisine gore GSK etkisini karsilastirmak i¢in hesaplanan Kaplan
Meier Analizinde iki farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda
medyan sagkalim orani1 < 65 yas ve altindaki hastalar i¢in 420 giin, >65 yas iistiinde
ise 425 giin olarak bulundu. Tablo 4.20 incelendiginde sagkalim siiresi yoniinden yas

kategorileri arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p1=0,6743, p2=0,9015).
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Sekil 4.24. Yas Durumuna Gore Sagkalim Grafigi

Tablo 4.20. Yas Kategorisine Gore Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan Testlerin

Karsilastirmasi
Testin Degeri | p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 0,1766 0,6743
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 0,01533 0,9015

Genel Sagkalima Evre Dagilminin Etkisi

Evre dagilimina GSK etkisini karsilastirmak i¢in hesaplanan Kaplan Meier
Analizinde ii¢ farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda medyan

sagkalim orani1 3A, 3B, 3C gruplari i¢in yeterli veri olmadigindan tanimlanamamustir.
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4A hasta grubu icin 313 giin 4B hasta grubu iginse 408 giin olarak bulundu. Tablo
4.21 incelendiginde sagkalim dagilimlar arasindaki fark Log Rank (Mantel-Cox)
testi ile Gehan-Breslow-Wilcoxon testine gore ise anlamli bulunamamistir
(p1=0,0936, p3=0,3462). Logrank test for trend testine gore ise anlamli bulunmustur
(p2=0,0217).

Tablo 4.21. Evre Dagilimina Goére Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan Testlerin

Karsilagtirmasi
Testin Degeri p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 7,946 0,0936
Logrank test for trend 5,271 0,0217
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 4,469 0,3462
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Sekil 4.25. Evre Durumuna Gore Sagkalim Grafigi

Genel Sagkalima Genel Evre Dagiliminin Etkisi

Genel evreye gore GSK etkisini karsilastirmak i¢in hesaplanan Kaplan Meier
Analizinde 2 farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda medyan
sagkalim orani evre 3 i¢in yeterli veri olmadigindan tanimlanamamisken; evre 4 i¢in
396 giin olarak bulundu. Tablo 4.22 incelendiginde sagkalim dagilimlar1 arasindaki

fark Log Rank (Mantel-Cox) testine gore istatistiksel olarak anlamli bulunurken;
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(p1=0,0105); Gehan-Breslow-Wilcoxon testine gore ise anlamli bulunamamistir

(p2=0,0593).

Tablo 4.22. Genel Evreye Gore Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan Testlerin

Karsilagtirmasi
Testin Degeri p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 6,547 0,0105
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 3,556 0,0593
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Sekil 4.26. Genel Evre Durumuna Gore Sagkalim Grafigi

Genel Sagkalima Birden Fazla Mutasyon Durumunun Etkisi

Birden fazla somatik mutasyon varligma gore GSK etkisini karsilastirmak
icin hesaplanan Kaplan Meier Analizinde Analizinde iki farkli yontem ile analiz
edildi. Yapilan analiz sonucunda medyan sagkalim orami birden fazla mutasyonu
olmayan hasta grubu i¢in 425 giin, birden fazla mutasyonu olan hasta grubu icin ise
371 giin olarak tespit edilmistir. Tablo 4.23 incelendiginde sagkalim dagilimlar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Genel sag kalima hastaligin

birden fazla somatik mutasyonunun etkisi yoktu (p1=0,8474, p2=0,1658).
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Sekil 4.27. Birden Fazla Mutasyon Varlig1 ve Sag Kalim Iliskisi

Tablo 4.23. Birden Fazla Mutasyon Varligina Gore Kaplan-Meier Y onteminde
Kullanilan Testlerin Karsilastirmasi

Testin Degeri | p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 0,03703 0,8474
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 1,921 0,1658

Genel Sag Kalima PDGFRA mutasyonunun etkisi

GSK’a PDGFRA mutasyonunun etkisini karsilagtirmak ic¢in hesaplanan
Kaplan Meier Analizinde iki farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz
sonucunda medyan sagkalim orant PDGFRA mutasyonu olmayan (negatif) i¢in 425
giin, mutasyonu olan hasta gruplar icinse (pozitif) 364 giin olarak belirlendi. Tablo
4.24 incelendiginde sagkalim dagilimlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

bulundu. Genel sag kalima PDGFRA mutasyonunun etkisi vardi (p1=0,0366,
p2=0,0123).
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Sekil 4.28. PDGFRA Durumuna Gore Sag Kalim Grafigi

Tablo 4.24. PDGFRA Icin Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan Testlerin

Karsilastirmasi
Testin Degeri | p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 4,367 0,0366
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 6,274 0,0123

Genel Sag Kalima ALK mutasyonunun etkisi

GSK’a ALK mutasyonunun etkisini karsilastirmak i¢in hesaplanan Kaplan
Meier Analizinde iki farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda
medyan sagkalim oran1 ALK mutasyonuna sahip olan hasta grubu 364 giin, ALK
mutasyonuna sahip olmayan ise 425 gilin olarak tespit edildi. Tablo 4.25
incelendiginde sagkalim dagilimlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

bulundu. Genel sag kalima ALK mutasyonunun etkisi vardi (p1=0,0366, p2=0,0123).
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Sekil 4.29. ALK Mutasyon Varligia Gére Sag Kalim Iliskisi

Tablo 4.25. ALK Ic¢in Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan Testlerin

Karsilastirmasi
Testin Degeri p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 8,624 0,0033
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 7,930 0,0049

Genel Sag Kalima EGFR mutasyonunun etkisi

GSK’a EGFR mutasyonunun etkisini karsilastirmak icin hesaplanan Kaplan
Meier Analizinde iki farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda
medyan sagkalim oran1 EGFR mutasyonuna sahip olan hasta grubu i¢in 480 giin,
sahip olmayan hasta grubu icinse 420 giin olarak tespit edildi. Tablo 4.26
incelendiginde sagkalim dagilimlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunamamistir. Genel sag kalima EGFR mutasyonunun etkisi yoktu (p1=0,3095,
p2=0,8640).
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Sekil 4.30. EGFR Durumuna Gore Sagkalim Grafigi

Tablo 4.26. EGFR I¢in Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan Testlerin

Karsilagtirmasi
Testin Degeri p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 1,033 0,3095
Gehan-Breslow-Wilcoxon testi 0,02936 0,8640

Genel Sag Kalima KRAS Mutasyonunun Etkisi

GSK’a KRAS mutasyonunun etkisini karsilagtirmak i¢in hesaplanan Kaplan
Meier Analizinde iki farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda
medyan sagkalim orani KRAS mutasyonuna sahip hasta grubu 425 giin, sahip
olmayan hasta grubu ise 421 giin olarak tespit edildi. Tablo 4.27 incelendiginde
sagkalim dagilimlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir.

Genel sag kalima KRAS mutasyonunun etkisi yoktu (p1=0,4960, p2=0,8536).
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Sekil 4.31. KRAS durumuna gore sagkalim grafigi

Tablo 4.27. KRAS I¢in Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan Testlerin

Karsilastirmasi
Testin Degeri p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 0,4635 0,4960
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 0,03404 0,8536

Genel SagKalima TP53 Mutasyonunun Etkisi

GSK’a TP53 mutasyonunun etkisini karsilastirmak i¢in hesaplanan Kaplan
Meier Analizinde iki farkli yontem ile analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda
medyan sagkalim orant TP53 mutasyonuna sahip olan hasta grubu i¢in 371 giin,
sahip olmayan hasta grubu i¢in ise 425 giindiir. Tablo 4.28 incelendiginde sagkalim
dagilimlar arasindaki fark istatistiksel olarak Log Rank (Mantel-Cox) anlamli
bulunamamisken; Gehan-Breslow-Wilcoxon testine gore anlamli bulunmustur. Genel

sag kalima hastaligin TP53 mutasyonunun etkisi var/yoktu (p1=0,1594, p2=0,0301).
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Sekil 4.32. TP53 Durumuna Gore Sagkalim Grafigi

Tablo 4.27. TP53 lgin Kaplan-Meier Yonteminde Kullanilan Testlerin

Karsilagtirmasi
Testin Degeri p Degeri
(Ki Kare)
Log Rank (Mantel-Cox) 1,980 0,1594
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 4,704 0,0301
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5. TARTISMA

Akciger kanseri riski yasla birlikte artmaktadir. 2020 Globacon verilerine
gore yapilan ¢alismada diinya da yas gruplarina gore akciger kanseri yiikiiniin, 45
yasin altindaki yas gruplarinda ¢ok kiigiik bir yiizdesinden sorumlu oldugu
bildirilmistir. Farkli bolgelerde yasa 6zel akciger kanseri yiikii modelini yapan
arastirmacilar, insidans ve mortalitenin 65-69 yas grubunda zirveye ulastigini ve
ardindan diislise gectigini bildirmislerdir (13). Erdem ve Tor, (2022) Tiirkiye’de
akciger kanseri hastalar1 ile yaptiklar1 ¢alismada ise 210 hastanin yas ortalamasini
61,21£10,0 olarak bildirmislerdir (101). Calismamizdaki hasta gruplart bu veriler ile
uyumlu olup, hastalarimizin basvuru anindaki yas ortalamasi 65.6+7.7 ve ortanca yas
ise 64,5’tir. Hastalarimizin yas araligi ise 50 ile 85 arasinda degismekte olup,
literatiirde belirtilen yas araligi sinirlar igerisinde yer almaktadir. Ayrica yapilan
caligmalarda GSK siiresine yas faktoriiniin etkisinin istatiksel olarak anlamli
olmadig1 goriilmiisken (101,102), calismamizda da benzer sonu¢ saptandi

(p1=0,6743, p2=0,9015).

Akciger kanseri en fazla histopatolojik alt grubu sahip kanser tiirlerinden biri
olup, histopatolojisinin molekiiler alt yapis1 ve tiiriiniin bilinmesi prognoz agisindan
oldukca onemlidir. Tiirkiye’de Kanser Istatistiklerine gore, akciger kanseri
olgularinin yaklagik %45-50’sini ADK, %35’ini SHK, %?2’sini BHK ve geri kalanin
ise diger tiplerin olusturdugu belirtilmektedir (103). Tiirkiye Kanser Istatistikleri
verilerinden farkli olarak hastalarimizin %33,3‘l adenokarsinom, %66,7°1 skuamoz
hiicreli karsinom olarak tespit edildi. Ayrica yapilan ¢alismalarda ve ¢alismamizda
ASHK tipi hastalarin AAK tipine gore GSK'1 daha kotii bir prognoza neden oldugu
belirlendi (101).

KHDAK'"iin tedavi stratejileri ve prognozlari biiyiik 6l¢iide hastaligin tani
anindaki evresine baglidir (104). AK hastalarin ¢ogu (~%75) tan1 aldiklar1 sirada
ilerlemis (Evre III/IV) hastaliga sahiptir (101,105,106). Elde edilen bulgularimiz
literatiirle uyumlu olup, tan1 aninda TNM evrelemesine gore ilk tanida lokal veya
ileri evre olarak smiflandirildi. Histolojik ayrimi yapilmadan genel olarak

degerlendirildiginde ise; %45,83 evre III; %54,17’si evre IV olarak tespit edildi.
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Calismamizda basvuru aninda hastalar (24 yeni tan1) PET/BT deki metastatik
odaklar agisindan incelendiginde IV. evrede olan 13 hastada uzak organ metastazi
oldugu tespit edildi. Sirasiyla en sik metastaz iskelet sistemine (%69,23; n=9), beyine
ve siirrenallere (%23,08; n=3), uzak lenf nodu ve kars1 akcigere (%15,38; n=2),
kolon ve karaciger ise (%7,69; n=1) olarak tespit edildi. Yapilan caligmalara benzer
olarak en sik metastaz odagi iskelet sistemi olarak goriilmektedir (107—109).
Metastazlarin diger organlarda goriilme sikligi, literatiirdeki calismalar arasinda ve
kendi ¢aligmamizda da degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenligin nedeni birkag
faktdre bagl olabilir. ilk olarak, hastalarm basvuru anindaki evre durumu metastaz
sikligimi etkileyebilir. Erken evre kanserlerde metastaz goriilme olasiligi daha
diisiikken, ileri evre kanserlerde metastaz siklig1 artabilir. Ikinci olarak, gériintiileme
yontemlerinin farkliliklar1 metastaz tespitinde etkili olabilir. Son olarak, timor
mutasyon heterojenitesi metastaz olusumunu etkileyebilir. Tiimor igindeki genetik
degisikliklerin heterojen olmasi, farklt metastatik potansiyele sahip hiicre alt
popiilasyonlarinin varligina isaret edebilir. Bu da metastaz goriilme sikliginin
degiskenlik gostermesine yol agabilir. Bu nedenlerden dolayi, metastazlarin diger
organlarda goriilme siklig1 farkliliklar gosterebilir ve bu durum literatiirdeki

caligmalarda ve kendi ¢alismamizda da ortaya ¢ikmuistir.

Periferal kandan cfdna ile mutasyon taramasi her zaman %100 basarili olan
bir yontem degildir. Hastaligin evresi, tiimor yiikii, kan numunesi miktari, kanin
alinma zamani, hastanin yakin zamanda almis oldugu tedavi gibi faktorlerin de
cfDNA elde edilememesinde etkili oldugu diistiniilmektedir (110). Ayrica elde edilen

cfDNA’nin tiimor kokenli olmama ihtimalide bulunmaktadir (81).

Diehl ve ark. ctDNA 0l¢limlerinin, ameliyat veya kemoterapi goren kanserli
hastalarda tiimor dinamiklerini giivenilir bir sekilde izlemek i¢in kolorektal tanili 18
hastadan tedavinin Oncesi ve sonraki asamalarinda 162 plazma Ornegi almistir.
Hastalar1 rezeksiyon durumuna gore degerlendirmeye aldiklarinda 20 plazma
orneginden 16'sinda ctDNA saptamislardir. Bu hastalarin 4’ hari¢ geri kalaninda
niiks meydana gelmistir. Eksik rezeksiyon durumundaki hastalarda genel olarak
rezeksiyonun ilk 24 saatinde azalma goriiliirken, sonrasinda ise yliksek miktarda artis

gozlenmistir. Bu durumu cerrahi ile indiiklenen doku hasarindan kaynaklandigini
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rapor etmislerdir. Tam rezeksiyon olan hastalarda ise ctDNA seviyesinin keskin bir
diisiis gosterdigini belirtmislerdir. Ameliyattan sonra ¢tDNA'nin yar1 dmriinti 114
dakika olarak bildirilmistir. Arastirmalarinda 11 hasta kemoterapi almstir.
Hastalarda kemoterapi tedavisi sirasinda ctDNA seviyesinde azalma olmusken, ilk
kemoterapinin kesilmesinden sonra ctDNA'sinda ani bir artis gostermistir. Bu
sonuglar ctDNA’nin seviyesinin yakin zamanda alinan tedaviye bagli olarak
degisebilecegini gostermektedir (85). Dawson ve ark. (2013) metastatik meme
kanserini izlemek i¢in 30 kadin hastadan 141 seri plazma 6rnegi almistir. 30 kadinin
29'unda (%97) ve 141 plazma 6rneginin 115'inde (%82) dolasimdaki tiimér DNA's1
saptadigin1 raporlamistir (86). Yapilan bu c¢alismalar likit biyopsi uygulamasinda
farkl1 zamanlarda alinan numunelerin ctDNA yakalama imkanini ve prognostik

stirecin degerlendirilmesinde dnemini gostermektedir.

Likit biyopsi testi ¢alismasi tamamlanan 24 hastanin 11 (%45,83)’inden elde
edilen cfDNA’dan gen paneline ait herhangi bir varyasyon saptanmamistir. Bu
olgularin 5 (% 45,45)’1 III. evre olup, 6 (%54,54)’s1 ise IV. evre de olan hastalardi.
Lokal ve ileri evrede olan bu olgularda mutasyon bulunmamasi ve test sonucunun
negatif olmasi bu genlerde mutasyonun var olmadigi anlami tasimaz. Ya da var
oldugu sonucunu da gostermez. Kullanmis oldugumuz panel disindaki herhangi bir
onkogenik mutasyonun kanserlesme siirecini tetikleyebilir. Ya da yukaridaki

literatiirlerde bahsedilen herhangi bir faktor bu siireci etkileyebilir.

Bu durumu en 1iyi sekilde kanitlayan birinci siradaki olgumuzdur. Bu olguda
LB sonucunda KRAS-T58= sSNV tespit edilirken, 31 gen panelindeki diger genlere
ait mutasyon tespit edilemedi. AAK evre 3B de olan bu hastanin klinik verilerinden
elde edilen solid biyopsi patoloji sonucunda, EGFR genine ait ekzon 18 kodon
719°da G719S (c.2155G>A), G719C (c.2155G>T), G719C (c.2156G>A), G719C
(c.2156G>C) mutasyonlarindan birisi saptandi. Ekzon 19’da delesyon tespit
edilmistir. Ekzon 21 kodon 858’de L858R (¢.2573T>G) ve kodon 861°de ise L861Q
(c.2582T>A) nokta mutasyonlar1 tespit edildi. Olguda EGFR mutasyonu tespit
edildigi i¢cinse ALK, ROS1 ve FISH caligmas1 yapilmadi.

Tiimoriin boyutuna bagli olarak, tek bir alandan biyopsi veya sitolojik

materyal alinacaksa, mimkiin olan en iyi sonuglar i¢in birden fazla O6rnekleme
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yapmaya c¢alisilmalidir. Tek bir biyopsi O6rnegi aliman materyal tiimoriin tiim
Ozelliklerini yansitmayabilir; bunun nedeni tiimoriin ¢ogunlukla heterojen genetik
profilinin olmasidir. Genomik caligmalar, ayni tiimoriin farkli bolgelerinde, primer
ve metastatik tiimorlerde ve hatta eszamanli farkli metastatik bolgeler arasindaki
heterojenlik ve tiimoriin de genetik evrim geg¢irdigini savunan bir¢ok arastirma

bildirilmistir (86,111-113).

Doku biyopsinin yetersiz kaldig1 ve heterojenlik durumlarina 6rnek olarak
calismamizdaki 3, 4, 7 ve 8. swradaki olgularimizin sonuglari en iyi sekilde
yansitmaktadir. Ugiincii siradaki olguda AAK evre 3A olan hastanin klinik
verilerinden elde edilen solid biyopsi patoloji sonucunda KRAS, BRAF, ALK,
ROS1, EGFR genlerinde mutasyon saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise;
potansiyel klinik 6nemi olan KRAS, NRAS, HRAS, PDGFRA, KIT, FBXW7,
EGFR, FGFR2, IDH2, TP53, ERBB2, GNAS genlerine ait 39 varyant tespit edildi.
Dordiincii siradaki olguda ASHK evre 4B olan hastanin klinik verilerinden elde
edilen solid biyopsi patoloji sonucu ALK, ROSI, EGFR genlerinde mutasyon
saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; potensiyel klinik 6nemi olan NRAS, HRAS
ALK, PDGFRA, TP53, ERBB2, ARAF genlerine ait 7 varyant tespit edildi. Yedinci
siradaki olguda AHSK evre 3A olan hastanin klinik verilerinden elde edilen solid
biyopsi patoloji sonucunda ALK, ROS1, EGFR genlerinde mutasyon saptanmadi.
Likit biyopsi sonucunda ise; potensiyel klinik 6nemi olan FGFR2 genine ait P256S,
R251Q, R251Ter ile GNAS genine ait G226V mutasyonlar1 tespit edildi. Sekizinci
siradaki olguda ASHK evre 3A olan hastanin klinik verilerinden elde edilen solid
biyopsi patoloji sonucunda KRAS, BRAF, ALK, ROS1, EGFR genlerinde mutasyon
saptanmadi. Likit biyopsi sonucunda ise; potensiyel klinik 6nemi olan KRAS,
NRAS, HRAS, ALK, PIK3CA, PDGFRA, KIT, APC, EGFR, PTEN, FGFR2, TP53

genlerine ait toplam 23 varyant tespit edildi.

Metastatik kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (mMKHDAK) tanis1 konmus
hastalarin tedavisinde uluslararasi kilavuzlarda onerilen biyobelirtecler icin eksik
genotiplemenin yapilmasi, giiniimiizde hala asilmasi gereken sorundur. Gutierrez ve
ark. (2017) yapmis oldugu calismada, 15 farkli klinikten elde edilen ve yeni teshis

edilmis mKHDAK tanili 814 hastanin sadece %@8'inde uluslararas1 kilavuzlar
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tarafindan Onerilen tiim biyobelirtegler icin eksiksiz genotipleme yapildigi
bildirilmistir. Bu durum, mKHDAK tanili hastalarin tedavisini zorlastirmaktadir.
Caligmada, hastalarin yaklagik {igte biri EGFR mutasyonlar1 veya ALK fiizyonlar
icin test edilmemistir. Ayrica, ROS1 flizyonlarinin %75'i, BRAF V600E mutasyonu,
MET amplifikasyonlar1 veya ekson 14 atlama degisiklikleri, RET fiizyonlar ile
ERBB2 mutasyonlari i¢in ise %80'den fazlasi test edilmemistir (114). Leighl ve ark.
(2019) yeni tanm1 konulmus 282 KHDAK tanili hastalar i¢in yapmis olduklari
calismada, hastalarin sadece %18'inde molekiiler analiz i¢in Onerilen sekiz kilavuz
biyobelirteg genin doku genotipleme analizinin yapildigin1 bildirmislerdir. Bu
hastalarin %83'ii EGFR mutasyonlar icin test edilmis ve %80'1 ise ALK fiizyonlar
icin test edilmistir (115).

Yapilan calismalara benzer olarak, ¢alismaya alinan 24 hastanin 15’inden
(%62,5) klinikte molekiiler patoloji istenmemistir. Bu hastalarin 11’1 ASHK ve 4’
AAK tanili hastalardi. ASHK tedavisinde 6n planda molekiiler analiz yapilmasi
gerekli goriilmedikge, diger rutin tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Bu yiizden
patoloji sonuglar1 veri olmadigi icin degerlendirilmeye alinamadi. AAK tanili
hastalarda ise molekiiler patoloji analizi ASHK histolojik tipine gore daha 6n planda
degerlendirmeye alinmaktadir. Buna karsi hastalarimizdan 4’iinde ALK, ROS ve
EGFR mutasyon testi yapilmadi. Bu hastalarimizdan ikisi tan1 sonrasi tedavi almadi.
4B evrede olan iki hastanin durumu doku biyopsisine uygun olmamasi nedeniyle

tedavilerinde kemoterapi ve kemoradyoterapi gordii.

Lin ve ark. (2021)’nin yapmis oldugu ¢alismada AAK tanili 100 hastadan
almis olduklar1 doku ve likit biyopsi ornekleri iizerinden ilgili gen mutasyonlarini
NGS ile tespit ederek, doku wve Ilikit biyopsi sonuglarmi birbirleriyle
karsilastirmislardir. Hastalarin %78’inde tespit ettikleri mutasyonlar1 doku, plazma
veya her ikisinde de bulmuslardir. Ayrica hastalarin %22’sinde ise her iki analizde
mutasyon tespit edilemedigini bildirmislerdir. Klinik olarak ilgili 78 mutasyondan
37'si (%47,4) hem doku hem de plazmada, 37'si (%47,4) yalnizca dokudan ve 4"
(%35,1) ise sadece plazmada tespit etmislerdir. Arastirmacilar, bulduklar1 sonuclara
gore, ilgili genlerde her iki testi negatif sonuclanan durumlarda mutasyon olmadigi

sonucuna varmiglardir. Ayrica, ilgili genlerde her iki testten en az birinde mutasyon
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tespit edilen durumlar ise gercek pozitif olarak degerlendirmislerdir. Sonug¢ olarak
doku bazli NGS'in akciger adenokarsinomunda klinik olarak ilgili mutasyonlarin
saptanmasinda plazma bazli NGS'den 6nemli Olciide daha yiiksek klinik duyarliliga
sahip oldugunu raporlamislardir (116). Leighl ve ark. (2019) yeni tan1 konulmusg 282
KHDAK hem solid hem de likit biyopsi teknikleri kullanarak 8 gen {iizerinden
karsilastirmasin1  yapmuslardir. Iki panelde ortak olarak taranan genler igin
degerlendirildiginde, sadece solid biyopsi sonucu pozitif olan hastalar %4,26’sini,
her ikisinde negatif sonuglanan %068,43’iinii, sadece LB analizinde pozitif
sonuglanan %10,28’ini, her ikisinde pozitif sonuglanan %17,02’sini olusturmaktadir

(115).

Calismaya alinan 24 hastanin 9’unda (%37,5) klinikte molekiiler patoloji
analizi yapildi. Birinci olgu hari¢ 2-9. arasi olgularin (%88,89) molekiiler patoloji
sonucunda ALK, ROS, EGFR genlerine ait varyasyon saptanmadi. Sekizinci olguda
ALK, ROS ve EGFR disinda KRAS ve BRAF genlerine de bakilmis ve sonug
negatif olarak tespit edilmistir. LB testi taramast sonucunda ise, ALK, ROS, EGFR
genlerine ait 6 hastada (%66,67) mutasyon analizi negatif sonuglanmistir. Bu 6
hastanin 3’iinde ise gen paneline ait herhangi bir mutasyon tespit edilemedi. Geri
kalan 3’iinde ise gen paneline ait en az bir gene ait mutasyon tespit edildi. Ugiincii
olguda EGFR, 4. olguda ALK, 8. olgu da ise KRAS, ALK, EGFR genlerine ait
varyantlar tespit edildi. Bes hastanin (%55,56) hem plazma hem doku 6rneklerinin
analiz sonucu negatif olarak bulundu. Likit biyopsi analizi sonucunda 3, 4 ve 8.
olgularda ilgili genlere ait en az bir mutasyon bulundu. Uciincii olguda KRAS,
NRAS, HRAS, PDGFRA, KIT, FBXW7, EGFR, FGFR2, IDH2, TP53, ERBB2,
GNAS genlerine ait 39 varyant tespit edildi. Dordiincii olguda NRAS, HRAS ALK,
PDGFRA, TP53, ERBB2, ARAF genlerine ait 7 varyant tespit edildi. Sekizinci
olguda KRAS, NRAS, HRAS, ALK, PIK3CA, PDGFRA, KIT, APC, EGFR, PTEN,
FGFR2, TP53 genlerine ait toplam 23 varyant tespit edildi. Sadece 1. siradaki olguda
doku analizinde tanimlanan EGFR genine ait patojenik mutasyon tespit edildi. Likit
biyopsi analiz sonucunda ise KRAS T58= sSNV tespit edildi. ikinci ve 7. olgularda,
likit biyopsi analizi sonucunda ALK, ROS ve EGFR genlerinde mutasyon negatif
bulunmasina ragmen, potansiyel klinik 6nemi olan farkli mutasyonlar tespit edildi. 2.

olguda NTRK1 V664A varyant1 tespit edilirken, 7. olguda FGFR2 genine ait P256S,
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R251Q, R251Ter varyantlar1 ile GNAS genine ait G226V varyantlar1 belirlendi. Lin
ve ark. (2021)’nin yapmis oldugu calismada bahsedildigi gibi elde edilen
bulgularimizin sonucunda her iki testte ilgili genlerde mutasyonun negatif olmasi
gercek negatifligi gosterirken, her iki testten birinde mutasyonun olmasi ise gergek
pozitifligi tanimlamaktadir. Ozetle arastirmamizda iki panelde ortak olarak taranan
genler i¢in degerlendirdigimizde, sadece solid biyopsi sonucu pozitif olan hastalar
%11,11’1ni, her ikisinde negatif sonuglanan %55,55’ini, sadece LB analizinde pozitif
sonuclanan 33,33’{inli olugturmaktadir. Ayrica literatiirlerde karsilastirildiginda her
iki test yonteminin de belirli kisitlamalar1 olmasina ragmen, yaptigimiz calismada
goriildigl gibi hem doku biyopsisi hem de likit biyopsi birbirinin eksigini dolduran

tamamlayict yontemler oldugu diisiincesindeyiz.

EGFR geni 28 ekzondan olusmakta olup, tirozin kinaz domaini ekzon 18-21
arasindaki ekzonlar tarafindan kodlanmaktadir (46). Ekzon 18’deki aktive edici
mutasyonlar, ekzon 19’daki delesyonlar ve ekzon 21’deki L858R nokta mutasyonu
tim EGFR mutasyonlarinin %90’n1 olusturur. Bu mutasyonlara sahip tiimorlerin
EGFR tirozin kinaz inbibitdrlerine yanit oranlar1 %70 civarindadir. Ekzon 20’deki
mutasyonlar daha nadir goriilmekte olup, EGFR inhibitorlerine diren¢ kazandirdigi

diistiniilmektedir (50).

Huang ve ark. (2022) KHDAK doku biyopsisi materyalinden yapilan
incelemesinde 238 vakanin (%43,3) 103’inde, 104 EGFR mutasyonu
tanimladiklarin1 ve ekzon bolgelerinde en yliksek goriilme sikligina gore ise ekzon
19°da %20,6 ile ekzon 21°de %19,3, ekzon 18'de %2,5 ve ekzon 20 igin ise %0.4
olarak raporlamiglardir (117). Sedef ve ark. (2017) KHDAK tanili 63 hasta ile
yaptiklar1 calismada EGFR mutasyonu tasiyan 45 (%71,4) hastayr tanimlamislar.
Ekzon bolgelerinde goriilme sikliklarina gore EGFR mutant 45 hastanin 22’°sinde
(%34.9) ekzon 19 delesyonu ve 16 hastada (9%25.4) ekzon 21 mutasyonu oldugunu
bildirmislerdir (118). Unal ve ark. (2013) calismasinda KHDAK'li 48 hastanin
18'inde (%42,6) EGFR mutasyonlarini tespit etmislerdir. Elde edilen bulgularinda
EGFR mutasyonlarinin %50°si ekzon 20 T790M, %38’1 ekzon 19 delesyonlar1 ve
%12’s1 ekzon-21 L858R mutasyonu olarak bildirilmistir (119). Chatrziandreu ve ark
(2015) 956 KHDAK tanil1 hasta da EGFR mutanti tasiyan 101 (%10,6) hastay: tespit
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etmislerdir. EGFR mutasyonlarinin ekzon bolgelerinde goriilme sikligi; ekzon 18°de
%2.,9, ekzon 19’da %61,4, ekzon 20’de %15,8, ve ekzon 21‘de %19,8 olarak
raporlamiglardir (120). Caligmaya alinan 24 hastanin 6’sinda (%25) EGFR genine ait
13 farkli varyant LB yontemiyle saptanmistir. Bu mutasyonlarin ekzon 19, 20, 21°de
dagilim gosterdigi tespit edildi. Ekzon bolgelerinde tespit edilen 13 farkli varyantin
goriilme sikligi; ekzon 19°da %15,38; ekzon 20°de %76,92; ekzon 21°de 7,69
oranindadir. Farkli bolgelerde yapilan ¢aligmalarda, ekzon 19°da en yiiksek
mutasyon orani goriiliirken, ¢alismamizda ise ekzon 20 ‘de en yiiksek mutasyon
oran1 goriildii. Unal ve ark. (2013) yapmis oldugu calisma ile ¢alismamiz da ekzon
20’de mutasyon goriilme durumu benzerlik gostermektedir. Oxnard ve ark. (2014)
yapmis oldugu calismada ekzon 20 mutasyonlarinin sigara igmeyen ve Asyali
hastalarda daha sik goriildiigiinii belirtmislerdir. Ekzon bolgelerinde elde edilen
mutasyon oranmnin cografi faktorler, etnik koken gibi faktorlerin etkisi ile etkili
olabilecegi disiiniilmektedir. Solid biyopsi sonucunda bir hastada EGFR gen
mutasyonunun eklenmesiyle ¢alismamizda ilgili genin goriilme sikligt %29,16 (n:7)
olarak tespit edildi. Diger ¢aligmalar ile literatiirde belirtilen oranlara yakin bir sonug
elde edilmistir. Bu oranin diisiik olmasi, bazi1 hastalarda hem solid biyopsi analizin
bulunmamas1 hem de likit biyopsi analiz sonucunda tedaviden once tek bir likit
orneginden analiz yapilmasi, tedavi sonrasi tekrar likit biyopsi analizi yapilamamasi

gibi kisitlamalardan kaynaklandig: diisiincesindeyiz.

Yapilan arastirmalarda EGFR mutasyonlar1 olan hastalar, vahsi tip EGFR'ye
sahip olanlardan daha iyi hayatta kalma siiresine sahip oldugunu bildirmisken
(117,119); benzer olarak c¢aligmamizda GSK’a EGFR mutasyonuna sahip

olgularimizin daha iyi sagkalima sahip oldugu tespit edildi.

Birkag 6nde gelen kanser mutasyon veri tabanini degerlendiren yakin tarihli
bir yayma gore, KRAS solid tiimorlerdeki iic RAS geninden en yaygin sekilde
mutasyona ugrayan gen olmakla beraber (%75), ardindan NRAS (%17) ve HRAS
(%7) oldugunu raporlamislardir (121).

Bat1 toplumlarinda yapilan ¢alismalarda, akciger adenokarsinomunda KRAS
mutasyonunun %20-50 oraninda goriildiigli raporlanmistir (5,122—-125). Benzer

sekilde, bu toplumlarda ASHK’da KRAS mutasyonu diisiilk oranlarda (%4.,4)
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goriilmektedir (122). Cin'de yapilan bir calismada, akciger adenokarsinomlu
hastalarda KRAS mutasyonunun %10,7 oldugu tespit edilmistir (126). Calismamizda
bati toplumlarina benzer olarak KRAS mutasyonunun AAK’da %25 siklikla
goriildiigli, ozellikle ASHK’da daha yiiksek oranda (%18,75) tespit edildigi
belirlenmigstir. KRAS mutasyonunun akciger kanseri hastalarinda onemli bir rol

oynadigini gostermektedir.

Yapilan calismalarda KRAS mutasyonlarinin %80'i ekzon 2’de bulunan
kodon 12'de tespit edilmistir (5,122,123,125,126). Calismamizda KRAS genine ait
14 farkli varyant saptanmis olup, yapilan arastirmalardan farkli olarak
mutasyonlarinin %14,28 ekzon 2’de’iken, %85,71 ekzon 3’te daha yaygin oldugu
tespit edildi.

Literatiire benzer olarak G12S mutasyonu olgularimizda %6,25 siklikta tespit
edilen tek 12. kodon mutasyonudur. Bulgularimizda iki histopatolojik alt tip arasinda
2 hastada ortak goriilen Q61= ve G60D varyantlaridir. G60D onkogenik varyant1 bir
cok kanser tiiriinde nadir olarak tanimlanmistir (127-129). Calismamizda 3. ve 8.
olguda tespit edilen G60D varyanti i¢in insilico analizini sonug¢larimiz Polyphen-2
muhtemelen zararli (1) olarak tespit edilirken, SIFT sonucumuz ise zararli (0) olarak
tespit edilmistir. Bu varyantin SNP’si i¢in [-Mutant analiz programi ile
degerlendirdigimizde protein stabilizasyonunu azaltici etkisinin oldugu sonucuna
ulastik. PROJECT HOPE analiz programinin sonucuna gére bu varyantin vahsi tip
ve mutant rezidii arasindaki oOzelliklerindeki farkliliklar, niikleotid (GTP) ile
etkilesimlerin kaybina kolayca neden olabilir (130). Clinvar veri tabaninda bu
varyant patojenik olarak belirtilmistir. G60D KHDAK’de ise daha 6nce yayinlanan
bir caligma bulunmamaktadir. Caligmamizda 2 histolojik alt tip arasinda (3. ve 8.

olgu) goriilen bu varyant lizerinde daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir.

Ayrica AAK tanili 3A evreli 3. olgumuzda ve ASHK tanili 3A evreli 8.
olgumuzda KRAS, HRAS NRAS mutant: ait genler bulunmaktadir. RAS ailesi i¢in
mutant birlikteligi gosteren olgularda kotli prognoz gosterecegine dair yapilan
arastirmalar bulunmaktadir. Bu dururuma 6rnek verecek olursak, Tang ve ark. (2023)
tarafindan yapilan ¢alismasinda, vahsi tip HRAS ve NRAS'!n in vitro ve in vivo

olarak onkojenik KRAS kaynakli insan akciger kanseri hiicrelerinin biiylimesini
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baskilayabildigini tespit etmislerdir. Bu bulgular, HRAS ve NRAS'!n onkojenik
KRAS kaynakli akciger adenokarsinomunda tiimor baskilayici etkileri olabilecegi
gostermektedir (131). Calismaya alinan hastalarin %41,67’sinde (10/24) RAS genine
ait en az bir mutasyon tespit edildi. Sinonim olan varyantlar1 tasiyan olgular
cikardigimizda klinik i¢in 6dnemi olan %60 (6/10) siklikta varyanta sahip olgumuz
tespit edildi. KRAS, HRAS ve NRAS gen mutasyonlarin birlikteligi olan
olgularimiz %50’sini (3/6), KRAS ve HRAS geninin birlikteligi olan olgumuz ve
NRAS ve HRAS birlikteligi goriilen olgumuz ise %16,7’sini (1/6) olusturmaktadir.
RAS birlikteligi gostermeyen sadece %16,7 sininde (1/6) HRAS tespit edildi.
Literatiir verisi ile degerlendirildiginde RAS izoformlarini beraber tasiyan olgularda,
RAS aktivasyonunun giderek artacag bir siirece girmesine, yakin bir siire¢ i¢inde de
evresinin artacagl veya hasta gruplarinin daha kotii prognoza sahip olacagi

diisiincesindeyiz.

KRAS E63K ile transfekte edilmis hiicrelerde hiicre depolarizasyonu, hiicre
periferi ¢evresinde yogun zar dalgalanmasi ve lamellipodia olusumunun belirgin
oldugu bildirilmistir. Ayrica Filopodia ve psddopodia olusumu da gézlemlemislerdir.
Bu hiicre iskeleti ozellikleri, olduk¢a dinamik aktin aglarima sahip kontraktil ve
hareketli hiicrelerin tipik 6zelligidir ve bu, nadir KRAS mutantlarinin hiicresel goc
tizerindeki roliiniin olacagin1 bildirmislerdir (132). Ayrica E63 kodonuna ait
varyantlar SOS1'in aH sarmalini taklit ederek RAS-GEF etkilesimlerini bozar (133).
Calismamizda AAK tanili 3. ve 24. olgularimizda ortak olarak goriilen E63G
misesens mutasyonudur. Bununla beraber aym1 kodonda ASHK tanili 18. olguda
E63=ile 3. olgumuzda E63K varyantlar1 da tespit edilmistir. AAK tanili 3A evreli 3.
olgumuzda ve 4B evreli 24. olgumuzda KRAS, HRAS, NRAS gen mutasyon
birliktelikleri ile ayn1 zamanda bu olguda kolon, komsu akciger ve beyin metastazi
bulunmaktadir. Ayrica Angeles ve ark. (2019) E63K varyanti i¢in insilico analizleri
kullanan aragtirmacilar Polyphen-2 analizi sonucunda muhtemelen zararli (0,985)
olarak tespit ederken, SIFT sonucu ise zararli (0) olarak bildirmislerdir (132).
Calismamizda E63 varyantlar1 i¢in insilico analizini sonuglarimiz benzerlik
gostermekle birlikte yapilan calismadan farkli olarak, bu kodona ait varyantlarin
SNP’leri i¢in [-Mutant analiz programi ile degerlendirdigimizde protein

stabilizasyonunu azaltict etkisinin oldugu sonucuna ulastik.
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Uciincii olguda Y64 kodonunda tespit edilen varyantlar {izerine literatiirde
cok az caligma bulunmaktadir. Heterozigot Y64C varyant1 daha once in vitro kolon
kanseri hiicre hattinda tespit edilmisken (134), KHDAK’de daha 6nce Y64C/H
tanimlanmamigtir. Bu varyantlar iizerine yapmis oldugumuz in silico analiz
sonucunda Y64C/H Poyphen 2 sonuglar1 sirasiyla bening (0,293), muhtemelen
zararl (0,984); SIFT sonuglar1 ise zararli (0,02) ve zararli (0) olarak tespit edildi. Bu
kodona ait varyantlarin SNP’leri icin [-Mutant analiz programi ile
degerlendirdigimizde Y64C’nin protein stabilizasyonunu artirici etkisinin oldugu
digerinin ise azaltici etkisinin oldugu sonucuna ulasttk. PROJECT HOPE
yazilimindan elde edilen veriye gore mutasyona ugramis kalintilari, diger
molekiillerin baglanmasi i¢in 6nemli olan bir alanda bulunur ve proteinin aktivitesi
icin 6nemli olan bir alandaki kalintilarla temas halindedir. Mutasyon bu etkilesimi
etkileyebilir ve boylece baglanma alanindan aktivite alanina sinyal transferini

bozabilecegi tahmin edilmistir (130).

KRAS AS59 kodonu ile ilgili yapilan caligmalar analiz edildiginde kemik,
kolorektal kanserlerde diisiik siklikta goriilmiistiir (134-136). Koga ve ark. (2021)
sotorasib veya adagrasib direnci ile iligkilendirilen mutasyonlarin edinimini, N-etil-
N-nitroziirea ile tedavi edilmis Ba/F3 hiicreleri kullanarak modellemislerdir.
Olusturulan 142 direngli klonun %87,3'iinde ikincil KRAS mutasyonlari
belirlenmistir. Sotorasib direncine sahip klonlarda, KRAS G13D (%23), en yaygin
ikincil mutasyon olmustur. Bunu sirasiyla %21,2 siklikta R68M ve A59S izlemistir
(137). Calismamizda AAK tanil1 4B evreli 24. olguda tespit edilen A59S varyantina
sahip olgumuz tedavi siirecinde kemoradyoterapi aldi. Tan1 konulmasindan ortalama
16 ay icinde hasta vefat etti. Tedavi siirecinden Once biyopsi alinan olgumuzda
goriilen diren¢ mutasyonu, literatiirde bahsedilen ilaca kars1 direng sonrasi1 goriilmesi
ile benzer durumu ifade etmemektedir. Ayrica bu varyant i¢in insilico analiz
sonuclarimiz Polpyhen 2 sonucumuz benign (0,258) olarak tespit edilirken SIFT
sonucumuz ise zararli (0,04) olarak tespit edildi. Aynt zamanda SNP’leri i¢in I-
Mutant analiz programi ile degerlendirdigimizde AS59S’in protein stabilizasyonunu
azaltic1 etkisinin oldugu sonucuna ulastik. PROJECT HOPE analiz programinin
sonucuna gore bu varyantin vahsi tip ve mutant rezidii arasindaki 6zelliklerindeki

farkliliklar, niikleotid (GTP) ile etkilesimlerin kaybina kolayca neden olmasi (130),
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bu varyantin Clinvar veri tabaninda patojenik olarak bildirilmesi de onkojenik

stirecte etkili oldugu sonucunu diistindiirmektedir.

KRAS geni V14 kodonuna ait varyantlar daha onceki ¢aligmalarda farkli
insan kanserinde tanimlanmistir (138). Bhaumik ve ark. (2016) yapmis olduklar
calismalarinda KHDAK tanili olgularinda varyant1 %14.2 (2/14) siklikta ve ilk kez
KHDAK vakalarinda tanimladiklarimi  bildirmislerdir. KRAS kodon 14
mutasyonunun islevsel dnemi heniiz agiklanmadigini belirtmislerdir (139). Yapilan
calismaya benzer olarak ¢alismamizda 18. olguda tespit edilen V14A varyant1 %4,17
(1/24) siklikta tespit edildi. Bu varyant {izerine yapmis oldugumuz in silico analiz
sonucunda Poyphen 2 sonucu sirasiyla olasi zararli (0,676), SIFT sonuglar1 ise zararh
(0,05) olarak tespit edildi. Bu kodona ait varyantlarin SNP’leri i¢in [-Mutant analiz
programi ile degerlendirdigimizde V14A’nin protein stabilizasyonunu azaltict
etkisinin oldugu sonucuna ulastik. Ayrica PROJECT HOPE yazilimindan elde edilen
bulgumuzda mutasyon sonucu, vahsi tip ve mutasyonlu kalintilar arasindaki 6zellik
farklari, ligandlar ve "GTP" gibi niikleotitlerle olan etkilesimleri bozabilir. Ligand
baglanmasi, proteinlerin diizgiin iglevi i¢in hayati 6nem tasir ve mutasyonun neden
oldugu herhangi bir bozulma islev kaybina veya degistirilmis islevsellige neden
olarak cesitli hastalik ve bozukluklara katkida bulunabilir (130). Bu mutasyonlarin
protein islevi iizerindeki etkisini anlamanin, hedefe yonelik tedavilerin ve

miidahalelerin gelistirilmesi i¢in 6nemli oldugu diisiincesindeyiz.

Calismamizda 3. olgumuzda tespit edilen KRAS genine ait S65G ile E62G
varyantlar1 iizerine literatiirde bilgiye rastlanilamamistir. Bu varyantlar {izerine
yapmis oldugumuz in silico analiz sonucunda S65G ile E62G Poyphen 2 sonuglari
strastyla olasi zararli (0,796), muhtemelen zararli (0,982); SIFT sonuglar ise zararli
(0,03) ve zararl1 (0) olarak tespit edildi. Bu kodona ait varyantlarin SNP’leri i¢in I-
Mutant analiz programi ile degerlendirdigimizde protein stabilizasyonunu azaltici
etkisinin oldugu sonucuna ulastik. PROJECT HOPE yazilimindan elde edilen veriye
gbére mutasyona ugramis kalintilarin, diger molekiillerle baglanma i¢in énemli olan
bir alan i¢inde ve proteinin aktivitesi i¢in kritik olan bir alanla temas halinde olmasi
cok Onemlidir. Bu mutasyonlar, bu etkilesimi etkileyebilir ve bdylece baglanma

alanindan aktivite alanina sinyal iletimini bozabilir (130).
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TCGA veritabanina gére, HRAS mutasyonlar1 550 adenokarsinom vakasinin
3'inde (%0.55) ve 480 SHK vakasinin 8'inde (%1.67) tespit edilmistir. HRAS
mutasyonlar, AAK ve SHK hastalarinin yaklagik 9%0,2-0,8 siklikta nadir
goriilmektedir (124,140). Cin’de yapilan farkli bir ¢alismada 431 olguda hig
tanimlayamadiklarini raporlamiglardir (126). Calismamizdaki HRAS mutasyonu tiim
olgularda goriilme siklig1 9%29,16 (7/24) olup; histopatolojik tanisina gore ise AAK
tanil1 hasta grubunun %25’inde (2/8) goriiliirken, %31,25°1 (5/16) ise ASHK tanili
hastalarda tanimlandi. Literatiirden farkli olarak ¢aligmamizda yiiksek siklikta tespit

edildigi goriilmektedir.

Mathiot ve ark. (2022) Fransa’da yapmis oldugu c¢aligmalarinda %0,25
siklikta (4/1614) en sik gozlemlenen mutasyon HRAS Q61L, ardindan %0,12
siklikta G13V diger tanimlanan varyantlar arasinda ¢aligmamiza benzerlik gosteren
A11P varyantini raporlamiglardir. Aktive edici HRAS mutasyonlarimin ¢ogunun
kodon 12, 13, 61, 117 ve 146'y1 igerdigini vurgulamiglardir (124). Calismamizda
tespit edilen 12 farkli varyantin ekzon bdlgelerinde goriilme sikligi; ekzon 2°de
%41,66 iken, ekzon 3’te %58,33 oranindadir. Benzer olarak c¢alismamizda Q61
kodonunda ait Q61H ve A11 kodonundaki A11S varyantlari tanimlanmastir.

Dogal olarak meydana gelen ras onkogenlerde tespit edilen mutasyonlar,
kodon 12, 13, 59 ve 61'1 etkiler. Bu mutasyonlar ya GTPaz aktivitesini azaltarak ya
da guanin niikleotid degisim oranin1 modiile ederek GTP hidrolizinin inhibisyonuyla
sonuglanir (141,142).Calismamizda HRAS A59 kodonuna ait iki farkli varyant tespit
edilmistir. Bu varyantlar 3. siradaki AAK tanili olgumuzda AS9T ile AS59V
varyantlar1 tespit edilirken; ASHK tanili 4. ve 18. olgularimizda AS9T varyanti
goriildii. Bu varyantlar iizerine yapmis oldugumuz in silico analiz sonucunda A59T
ile AS9V Poyphen 2 sonuclari sirasiyla olast benign (0,215), olas1 zararli (0,907);
SIFT sonuglar ise tolere edilebilir (0,06) ve zararli (0,03) olarak tespit edildi. Bu
kodona ait varyantlarin SNP’leri icin I[-Mutant analiz programi ile
degerlendirdigimizde AS9T protein stabilizasyonunu azalticiyken; A59V nin artirici
etkisinin oldugu sonucuna ulastik. Yine 3. siradaki AAK tanili olgumuzda Q61H,
G60D/S varyantlart A59 mutasyonlariyla beraber goriildii. Ayrica 18. olgumuzda
G10S ile V9del mutasyonlarida gozlendi. V19del mutasyonu olgularimizdan 8. ile
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17. tespit edilmistir. Clinvar veri tabaninda V19del mutasyonu i¢in HRAS ile iligkili
durumlarda etkilenen bireylerde daha once literatiirde rapor edilmedigini, deneysel
caligmalar ve tahmin algoritmalar1 degerlendirilmedigini raporlamiglardir. Bu
varyantin hastaliktaki roliinii belirlemek i¢in yeterli kanit olmadigindan dolayr VUS
olarak simiflandirilmistir. Sonu¢ olarak bu varyantin fonksiyonel 6nemi su anda
bilinmemektedir. Caligmamizda ilk klinik vaka olarak tanimlanan bu varyant ASHK
tanili olgularimizin %18,75 siklikta (3/16) goriilmiistiir. Sekizinci olgumuzda A11S
varyant1 da saptandi. Bu varyant daha Once nevus sebaceous lezyonu bir vakada
tanimlanmistir (143). Veri tabanlarinda akciger kanseri ile ilgili bir ¢alisma vakasi
bulunmamaktadir. Insilico analiz sonucumuzda Poyphen 2 olas1 zararli (0,505), SIFT
sonucumuz ise tolere edilebilir (0,08) olarak tespit edilirken, I-Mutant analiz
programi ile degerlendirdigimizde protein stabilizasyonunu azaltici etkisinin oldugu
sonucuna ulastik. Yirmi dordiincii olgumuzda ise E63K, Q61Ter ile GI10D
mutasyonlar1 gdzlenmistir. G10 kodonun tespit edilen iki varyant iizerine literatiirde
akciger kanseri iliskili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Clinvar veri tabaninda E63K
varyantin1 patojenik olarak tanimlamiglardir. Kanser ile daha once iligkili olarak
tanimlanmamis olup, Costello sendromu ile konjenital miyopati gibi genetiksel

rahatsizliklarda patojenik 6zellikte oldugu vurgulanmistir (144).

Ohaski ve ark. (2013) Amerika’da 6 klinik merkezinden toplamis olduklari
4562 AK tanili hastanin 30’unda (%0,65) NRAS mutasyonu belirlediklerini bu
hastalarin 28’inde bagka siiriici mutasyonu olmadigini raporlamislardir (145).
Italya’da yapilan benzer bir ¢alismada %0,8 (2/251) (123), Cin’de yapilan farkli bir
calismada 431 olguda hi¢ tanimlayamadiklarii raporlamiglardir  (126).
Caligmamizda NRAS mutasyonu goriilme siklig1 %29,16 (7/24) ve histolojik olarak
degerlendirildiginde AAK tanili hastalarin %25 (1/8)’inde goriiliirken, ASHK tanili
hastalar i¢in bu oran %31,25 (5/16) olup; literatiir verilerine gore yiiksek siklikta
tespit edildi.

Ohaski ve ark. (2013) 30 NRAS gen mutasyondan 9 farkli varyant tespit
ettiklerini, bu varyantlarin ekzon 3’te Q61H/K/L/R ve ekzon 2’de G12A/C/D/R/S
oldugunu raporlamislardir. En sik mutasyon kodon 61’de goriilen Q61L (%80)
mutasyonudur (145). Malapella ve ark. (2021) Italya’da yapmis olduklari
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caligmalarinda tanimladiklar1 iki NRAS nokta mutasyonu, ekzon 2’de G12A ve
ekzon 3’te Q61L olarak bilmislerdir (123). Caliskan ve ark. (2018) calismalarinda
NRAS mutasyonlarin1 %4 kodon 61°de oldugunu belirtmislerdir (5). Calismamizda
NRAS genine ait 13 farkli varyant saptanmistir. Ekzon bolgelerinde tespit edilen 13
farkli varyantin ekzon bolgelerinde goriilme sikligi; ekzon 2°de %53,84 iken, ekzon

3’te %46,15 siklikta benzerlik saglamaktadir.

BRAF'taki mutasyonlar, insan kanserlerinin yaklasik %7'sinde saptanirken,
ARAF ve CRAF'taki mutasyonlar nadir olarak goriilmektedir. Wang ve ark. (2015)
Cin’de 1356 KHDAK tanili hastanin sadece birinde ARAF S214C mutasyonu
saptadiklarin1 raporlamiglardir (146). Calismamizda ARAF gen mutasyonlari
literatlirden farkli olarak tiim hastalarin %12,5 (3/24) yiiksek siklikta tespit edildi. Bu
mutasyonlar ekzon 7°de saptandi. Klinik i¢in ©6nemli olan varantlari
degerlendirdigimizde 4. olgumuzda V218F ile 24. olgumuzda P216S missense
mutasyonlar1 gozlendi. cBioPortal veri tabaninda bu mutasyonlardan P216S daha
once hepatoseliiler kasinom ve melonomda tanimlanmigken; V218F i¢in herhangi bir
rapor olmadig1 tespit edildi. Bu iki varyant KHDAK ilk kez bu c¢alismada
raporlanmistir. Bu varyantlari insilico analiz programlariyla degerlendirdigimizde,
her iki varyantin SIFT sonucunda goére zarar verici olup, Polyphen 2 analiz
programina gore ise olasi zararli olarak tanimlandi. Ayrica 2 SNP’nin protein
stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile incelendiginde, bu SNP’lerin protein
stabilizasyonunu azalttig1 tespit edildi. Varyantlarin siniflandirilmasinda kullanilan
ACMG kriterlerine gore, hasar verici olarak belirledigimiz bu iki varyant

siniflandirilmas1 VUS olarak bildirilmistir.

Dogan ve ark (2014) calismalarinda KHDAK tanili 42 hastadan almis
olduklart doku Orneginde %?2,38’inde BRAF V600E (1/42) mutasyonu tespit
etmislerdir (147). Caligkan ve ark. (2018) ¢alismalarinda KHDAK tanili 80 hastadan
almis olduklart doku 6rneginde %1,25’inde BRAF V600E (1/80) mutasyonu tespit
etmislerdir (5). Calismamizda BRAF gen mutasyonlari, calismamizda likit biyopsi
analizi sonucunda tespit edilememistir. Ayrica ¢alismaya alinan 24 hastanin 9’unda
(%37,5) klinikte molekiiler patoloji analizi yapildi. Molekiiler patolojisi istenen

hastalardan sadece 2. 3. ve 8. olgularda BRAF i¢in molekiiler patoloji analizi
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yapilmis olup, bu olgularda BRAF’a ait mutasyon saptanamamistir. Bu sonuglar
BRAF gen mutasyonlarimin KHDAK vakalarinda az oranda rastlanildigim
gosterirken, calismamizda BRAF genine ait mutasyon tespit edilememesi de yapilan

calismalar ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Akciger adenokarsinomlarinda ErbB2 amplifikasyonu vakalarin yaklagik
%10-20 oraninda tespit edilirken, ErbB2 mutasyonlar ise yaklasik %2-4 oraninda
saptanmaktadir (48). Farkli calismalarda en sik ekzon 20’de, %0-2,6 oraninda tespit
edildigi raporlanmistir (5,148,149). Calismamizda ErbB2 gen mutasyonu
hastalarimizin %25’inde (6/24) histolojik olarak degerlendirildiginde ise, AAK tanili
olgularimizin %25’inde (2/8) ve ASHK tanili olgularimizin %?25’inde (4/16)
gbzlendi. Ayrica benzer olarak ekzon 20°de yiiksek siklikta tespit edilmistir.

HER3, EGFR ve HER2'ye kiyasla arastirmalarda arka planda kalan HER
ailesinin bir iiyesidir. Bu RTK'lar hiicre biiylimesinde, sinyallesmesinde ve hayatta
kalmasinda rol oynar. HER3 mutasyonlari, timdr tipine bagli olarak tiimorlerin
~%10'una varan bir oranda meydana gelir. HER3, akciger adenokarsinomunda olas1
bir terapdtik hedef olarak gdsterilmektedir. Mutant EGFR daha yaygin olmasina ve
onaylanmis terapotik tedavilere sahip olmasina ragmen, HER3 mutasyonu onunla
dimerize olabilir ve bir tiir direng¢ mekanizmasi olarak asagi akis sinyalini yayabilir.
Artmis HER3 ekspresyonunu ile MEK aktivitesinde de artis gdzlendigini, sonugta da
HER3'iin EGFR terapilerine bir kacis mekanizmasi saglayabilecegini bildirmislerdir
(150). Calismamizda 22. olgumuzda EGFR ve HER3 mutasyonu birlikteligi
bulunmaktadir. Bu mutasyonlar klinik i¢in 6nemli olmayan EGFR-T790= ile bir

ERBB3- R106Ter nonsense mutasyondur.

Verlingue ve ark. (2018) farkli kanser tiplerine ait doku orneklerinde
hastalarin %3,7’sinde (31/844) somatik ErbB3 mutasyonun oldugunu bildirmislerdir.
Hasta grubundan ASHK tanili olguda Q865H varyanti tanimladiklarini, klinik a¢idan
patojenitesini  VUS olarak raporlamiglardir (151). Calismamizda ErbB3 gen
mutasyonu tiim hasta olgularimizin  %8,33’linde (2/24) histolojik olarak
degerlendirildiginde sadece ASHK tanili olgularimizin %12,5’inde (2/16) tespit

edildi. Yapilan calismalara gore tespit edilen ErbB3 mutasyonlarin goriilme sikligi
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calismamizda benzer siklikta tepit edildi. Histolojik tipi ASHK tanili hastalarda

goriilmesi literatiir ile uyumludur.

Li ve ark. (2018) Cin etnik kdkenli ASHK tanili olgularda, FGFR gen
mutasyon oranini %16,8 (24/143) olarak bildirmistir. Tespit edilen mutasyonlarin
%T7'st (10/143) somatik mutasyonlar, %9,8'1 (14/143) germline mutasyonlari
oldugunu ve FGFR mutasyonlarinin varliginin artmis lenf nodu metastazi riski ile
anlamli sekilde iligkili oldugunu belirtmislerdir. FGFR2’de 2 somatik mutasyon ve 2
germline mutasyonu tespit etmislerdir (152). Helsten ve ark. (2016) farkli kanser
dokularindaki NGS analiz sonucunda kanserlerin %7.1'inde (343/4853) FGFR
anormallikleri tespit etmislerdir. Bunlarin %66°s1 gen amplifikasyonu, %26’si nokta
mutasyonlart ve %8 yeniden diizenlemeler olarak siralanmistir. FGFR1 en yaygin
etkilenen gen olup, hastalarin %3.5'inde (4,853 hastada) goriildiiglinii, ardindan
%2.0’sinde  FGFR3, %1.5’inde FGFR2 ve 9%0.5’inde FGFR4 mutasyonu
gbzlendigini belirtmislerdir. En sik etkilenen kanser tiirleri sirasiyla tirotelyal (%32),
meme (%18), endometrial ve skuamoz akciger kanseri (~%13) ve over kanseri
(~%09) olarak raporlanmistir. Hasta gruplarindan 93 ASHK tanili hastalarin %3’iinde
somatik FGFR2/3 mutasyonlarini tespit etmisler (153). Calismamizda FGFR2 gen
mutasyonu tiim hasta olgularimizin  %25’inde (6/24) histolojik  olarak
degerlendirildiginde AAK tanili olgularin %25’inde (2/8) ve ASHK tanili
olgularimizin %25’inde (4/16) literatiire gore degerlendirildiginde yiiksek siklikla
tespit edildi.

Spiegelberg ve ark. (2014) 254 mesane tlimoriinde ekzon 7°de gerceklesen
FGFR2 gen mutasyonlarin1 Sanger sekanslama yontemi ile analiz etmisler. Tim
doku orneklerinde ekzon 7°de mutasyon bulamamislardir. Ekzon 7 mutasyonlarinin
genel olarak mesane tiimorii olusumunda hicbir rol oynamadigini bildirmislerdir
(154). Li ve ark. (2018) Cin etnik kokenli ASHK tanili olgularda FGFR gen
mutasyonlarini ekzon 7°de W290C, ekzon 9’da K405E, ekzon 11°de A511T, ekzon
18’de S796Y varyantlaridir. Ekzon 7 ve 8’deki varyantlar muhtemelen zarar verici
oldugunu diger ikisinin de benign etkisinin oldugunu raporlamislardir (152). Farkhi
bir ¢aligmada hiicre kiiltiirii ve ksenogreft modellerini kullanarak FGFR2'de ASHK

hastalarinda en sik rastlanan hotspot mutasyonlari, hiicre dis1 alan mutasyonlari
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W290C ve S320C ile kinaz alani mutasyonlar1 K660E ve K660N oldugunu
belirtmislerdir (155). Calismamizda FGFR2 gen mutasyonu tiim hasta olgularimizin
%?25’inde (6/24) ekzon 7’de 9 farkli varyant saptanmigtir. KHDAK’de ekzon 7

mutasyonlarinin tiimoriin ilerlemesinde rolil oldugu diisiiniilmektedir.

Helsten ve ark. (2016) arastirmasinda FGFR2 genine ait ASHK tanihi
olgularinda, kalitsal ciicelik sendromlarinda gozlenen ekzon 7°de P253R, ve S252W
mutasyonlarii tespit ederken (153), calismamizda benzer olarak AAK tanili 3.
olguda P253S ile 24. olguda tek goriilen FGFR2 mutasyonu olan S252L tespit edildi.
Ayrica diger klinik 6nemi olan mutasyonlar1 degerlendirdigimizde 7. ve 8. siradaki
olgularimizda goriilen P256S missense mutasyonu FGFR2 proteininin Ig benzeri C2
tipi alan 3 i¢inde bulunur. P256S missense mutasyonu daha 6nce Cin’de yapilan bir
calismada rahim agz1 kanserinde tanimlanmistir (156). Ancak biyokimyasal olarak
karakterize edilmemistir. Bu nedenle FGFR2 protein fonksiyonu {izerindeki etkisi
bilinmemektedir. Bu mutasyon ASHK 3A evrede olan 2 olgumuzda goriilmiistiir. Bu
olgulardan 7. siradaki olgumuzda taranan gen panelinde FGFR2 genine ait P256S,
R251Q, R251* ile GNAS genine ait G226V mutasyonlar1 tespit edildi. Sekizinci
siradaki olgumuzda ise FGFR2 genine ait G261R, P256S ve A260= varyantlar ile
bircok gene ait mutasyonlar birlikte tespit edildi. Yine sekizinci siradaki olgumuzda
tespit edilen FGFR2 genine ait varyantlardan G261R ASHK tanil1 4B evreli 18. ve
22. olgularimizda da tespit edildi. Ayrica 18. olgumuzda I257T varyanti da
goriilmiistiir. Yirmi ikinci siradaki olguda goriilen tek FGFR2 mutasyonu G261R’dir.
Yine klinik a¢idan 6nemli olmayan A260= sinonim varyanti ise AAK tanili evre 3A
olan 3. olgumuzda ve ASHK tanili evre 3A olan olan 8. olgumuzda tespit edildi.
Ayrica 7. siradaki olgumuzda goriilen R251* mutasyonu ise yine 3. olgumuzda da
tespit edildi. Tiim bu sonuglar KHDAK bu mutasyonlarin olgularda kotli prognoza
sahip olmasini, hastalari ileri evreye tasimasinda roliiniin oldugunu desteklemektedir.
Bu mutasyonlar i¢in KHDAK tanili olgularda daha onceden tanimlanan bir rapor
bulunamamugstir. Elde edilen varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT
skorlar1 degerlendirilmistir. FGFR2 varyantlarinin (n=7), Polyphen-2 analiz
programina gore hasar yapicilifi derecelendirildiginde; muhtemelen zarar verici
%42,85’ini, olas1 zarar verici %42,85’ini ve benign olanlar ise %14,28ini

olusturmaktadir. SIFT yazilim sonucuna gore ise varyantlarin %85,71°1 protein iglevi
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tizerindeki potansiyel etkisinin zararli oldugunu, %14,28’inin ise tolere edilebilir (1yi
huylu) oldugu sonucuna ulasildi. Ayrica 7 SNP’nin protein stabilizasyonuna etkisi I-
Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerin

tamaminda protein stabilizasyonunun azaldig1 tespit edilmistir.

Hem KIT hem de PDGFRA, III. sinif tirozin kinaz ailesi iiyesidir. KIT veya
PDGFRA reseptoriinde fonksiyon kazandiran mutasyonlar, stirekli, ligandan
bagimsiz aktivasyona neden olur ve hiicre proliferasyonunu, farklilagsmasini,
apoptozunu ve hayatta kalmasini diizenleyen sinyal yollarmi etkiler (157). Liu ve
ark. (2017) KHDAK tanili hastalar arasinda PDGFRA gen mutasyon sikligin1 Dogu
Asyal1 olgularda %2,7 Kafkasyali olgularda %7,0 oldugunu bildirmistir(158). Sun ve
ark. (2021) Cin’de yaptiklar aragtirmasinda PDGFRA gen mutasyon sikligini %1,86
olarak bildirmistir (159). Xu ve ark. (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada KHDAK de
PDGFRA gen mutasyon oram1 %2,14 (10/467) olarak bildirmislerdir (160).
Calismamizda PDGFRA gen mutasyonu tiim hasta olgularimizin %29,17’sinde
(7/24) histolojik olarak degerlendirildiginde AAK tanili olgularin %25’inde (2/8) ve
ASHK tanili olgularimizin %31,25’inde (5/16) tespit edildi. Bulgularimiz PDGFRA
gen mutasyonlarinin sikligimin KHDAK tanili olgularda literatiire gore yiiksek

oranda saptanda.

Gastrointestinal stromal tiimor (GIST), gastrointestinal sistemdeki en yaygin
mezenkimal tiimordiir. GIST'lerin yaklasik %85-90"1min KIT veya PDGFR'niin aktive
edici mutasyonlarim1 barindirdigi bulunmustur (161). PDGFRA, GIST'te en sik
mutasyona ugrayan ikinci onkogendir. PDGFRA mutasyonlari, GIST'lerin %5-
10'unda rapor edilmistir. Cogunlukla gastrik bolgelerde ve epitelyoid morfoloji
sergileyen vakalarda bulunur. Bu mutasyonlar, vakalarin %0.7'sinde ekzon 12’yi
(Juxtamembrane bolgesi) ve %6'sinda ekzon 18’1 (tirozin kinaz bolgesi) etkilerken,
%0.1’inde ekzon 14 mutasyonlar1 nadir olarak goézlendigi raporlanmistir (157,162).
Calisgmamizda KHDAK tanili olgularda gorilen PDGFRA geninin ekzon
bolgelerinde tespit edilen 13 farkli goriilme sikligi; ekzon 12°de %7,69; ekzon 14°te
%69,23; ekzon 18’de %23,07 oranmindadir. Ulkemizde KHDAK PDGFRA gen
mutasyonlar1 iizerinde ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bu baglamda calismamizin

sonuglar1 degerli oldugu gibi literatiirdeki verilerden farkli olarak GiST'te ekzon
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14°te nadir olarak goriilen nokta mutasyonlarinin KHDAK'de daha sik goriilmesiyle

daha 6nem kazanmuistir.

Xu ve ark. (2018) yapmis olduklar1 ¢aligmada PDGFRA gen mutasyonu
tastyan KHDAK tanili olgularin ortanca genel sagkalim (OS) siiresi 24 ay olarak
rapor etmislerdir. Ayrica bu calismada PDGFRA ile bircok gen birlikteligi
gozlenmistir (160). Protein ekspresyonu yapilan 54 hastanin KIT igin gii¢lii pozitif
vakalar (medyan, 12 ay) ile orta veya zayif pozitif vakalar (medyan, 11 ay) arasinda
sagkalim agisindan anlamli bir farkin olmadigint ve aym sekilde, PDGFRA-pozitif
vakalar (medyan, 11 ay) ve PDGFRA-negatif vakalar (medyan, 12 ay) arasinda
sagkalim acisindan anlamli bir fark olmadigini raporlamislardir (163). Calismamizda
literatiirden farkli olarak, PDGFRA mutasyonunu tagiyan olgularda kotii prognostik

etkisinin oldugunu saptadik.

Xu ve ark. (2018) yapmis olduklar calismada KHDAK’de PDGFRA gen
mutasyonlarini S716R, L615*, A916T, H104R, V536M, NS05K, V4211, V538M,
M578K ve V544A %10 (1/10) siklikla tespit etmislerdir (160). Calismalarda
PDGFRA geninde %56-75 oraninda D842V mutasyonu en sik rastlanan mutasyon
oldugu raporlanmistir (157,162). Calismamizda literatiirden farkli olarak
tanimladigimiz varyantlardan klinik 6nemi olan mutasyonlar1 degerlendirdigimizde
AAK tanili olgularda ekzon 14 T665I, ekzon 18’de A840T mutasyonlar1 ile ASHK
tanil1 olgularda ekzon 14’te N656D, N659D, K666E, V6581, N659D, L661P ve
ekzon 18 1843T mutasyonlari tespit edildi. ASHK tanili farkli 2 hasta arasinda ortak
olarak tanimlanan K666E ile N659D missense mutasyonudur. Bu iki histopatolojik

alt tip hasta arasinda ortak olarak gézlenen mutasyon tespit edilemedi.

Funkhouser ve ark. (2022) arastirmalarinda 35 meme kanseri ve 39 KHDAK
tanili olgularinda KIT mutasyon analizi sonucunda meme kanseri olgularinin
%11,4’iinde (4/35) ve KHDAK tanili olgularinin %18’inde (7/39) mutasyon tespit
etmislerdir (164). Wen ve ark. (2014) Cin’de yapmis olduklar1 aragtirmalarinda evre
1B AAK tanili 156 olgunun %3,20’sinde KIT mutasyonu tanimlarken, PDGFRA
genine ait mutasyon belirleyememislerdir (165). Lu ve arkadaslar1 (2012), Cin'de
yaptiklar1 bir arastirmada, KHDAK teshisi konulmus 36 hasta 6rneginde (1-3. evre),

c-kit geninin ekzon 9 ve 11'inde meydana gelen mutasyonlar1 analiz etmislerdir.
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Ancak, yapilan analiz sonucunda mutasyon saptayamadiklarin1 raporlamislardir
(166). Sihto ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir arastirmada, Japon kokenli 334
farkli kanser tanili olguda KIT geninin ekzon 9, 11, 13 ve 17 ve PDGFRA geninin
ekzon 12 ve 17'ye molekiiler genetik analiz yapilmistir. Bu calismada, sadece
aragtirilan 18 GIST’in 17°sinde (%94,4) bu genlerin herhangi birinde mutasyon
oldugu tespit edilmisken, KHDAK tanili 20 olgu dahil diger kanser tiplerinde
mutasyon bulunamamustir. GIST'lerdeki 15 KIT mutasyonunun tamami ekzon 11'de
bulunurken, PDGFRA ekzon 17 mutasyonu ise KIT mutasyonu tagimayan iki
GiST'te tespit edilmistir (167). Tereda (2012) tarafindan yapilan benzer bir
calismada KHAK tanili 20 olguda KIT geninin ekzon 9, 11, 13 ve 17 ve PDGFRA
geninin ekzon 12 ve 18 bdlgeleri i¢in solid dokuda molekiiler genetik analizin
sonucunda tiim olgular negatif sonu¢ verdigini belirtmistir (163). Caligmamizda bati
toplumlarina benzer siklikta goriilen KIT mutasyonu tiim hasta olgularimizin
%33.,3’iinde (8/24) histolojik olarak degerlendirildiginde AAK tanili olgularin
%25’inde (2/8) ve ASHK tanili olgularimizin %37,5’inde (6/16) tespit edildi.
Bulunan varyantlar KHDAK olgularinda literatiirden farkli olarak ekzon 13’te

meydana geldi.

GIST'teki primer aktive edici mutasyonlar genellikle ya KIT juxtamembran
domain (ekson 11) ya da ekstraseliiler bolgede (ekson 9) ve nadiren sitoplazmik ATP
baglama alaninda (ekson 13/14) ya da aktivasyon dongiisiinde (A-loop; ekson 17)
ortaya ¢ikar (161). KIT ekzon 11'deki (juxtamembrane domain) mutasyonlar en
yaygin olanlardir ve tiim mutasyon pozitif vakalarin %70-75'inde gdzlenir. Nokta
mutasyonlart ¢cogunlukla 557, 559, 560 ve 576 kodonlariyla sinirlidir. Ekzon 9
(ekstraseliiler bolge) i¢indeki tek bulgu, kodon 502 ve 503 duplikasyonudur ve GIST
mutasyonlarmin %9-20'sini olusturur. Bu duplikasyon, ince bagirsak tiimorleriyle
iliskilidir ve daha yiiksek potansiyel maligniteye sahiptir. Ekzon 13 ve 17'de (tirozin
kinaz aktivitesine sahip bdlgeler) nokta mutasyonlar1 tek bulgudur ve sikliklar
sirastyla %0,8-4,1 (ekzon 13) ve <%]1 (ekzon 17) arasinda degismektedir (162).
Ulkemizde KHDAK KIT gen mutasyonlar1 iizerinde ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.
Bu baglamda calismamizin sonuglar1 degerli oldugu gibi literatiirdeki verilerden
farkli olarak GiST'te ekzon 13’te nadir olarak goriilen nokta mutasyonlarinin

KHDAK'de daha sik goriilmesiyle daha 6nem kazanmustir.

129



Seminomlarda, KIT mutasyonlar1 genellikle ekzon 17'de meydana gelir ve en
stk mutasyona ugrayan kodon genellikle 816'dir (D816V, D816H, D816Y). Germ
hiicreli tiimorlerin yani sira, KIT kodon 816 mutasyonlar1 insan mast hiicreli hastaligi
(D816V, D816Y, D816F), akut miyeloid 16semi (D816V, D816Y) ve sinonazal
dogal oOldiirticii/T hiicreli lenfomada (D816N) tanimlanmistir (167). Yapilan
caligmadan farkli olarak calismamizda tespit edilen 18 farkli varyantin ekzon
bolgelerinde goriilme sikligi ekzon 13’te %77,77’iken, ekzon 11 ve 17°de goriilen
varyantlarin ise %11,11 oranindadir. Bu ¢alismaya benzer olarak ASHK tanili 8. ve
18. olgularimiz da ekzon 17° de D816G tespit edilmistir. Hem seminomlarda hem de
KHDAK’de D816 kodonundaki varyantlar klinik 6nem tasimaktadir. Bu varyanti in
silico analizi ile degerlendirdigimizde sonuglarimiz Polyphen-2 yazilimmna gore
muhtemelen zararli (0,965) olarak tespit edilirken, SIFT sonucumuz ise zararl (0,02)
olarak tespit edilmistir. Bu varyantin SNP’si i¢in [-Mutant analiz programi ile
degerlendirdigimizde protein stabilizasyonunu azaltict etkisinin oldugu sonucuna
ulastik. PROJECT HOPE yazilimindan elde edilen bilgiye gore; mutasyon, UniProt
veritabaninda "Protein kinase" olarak adlandirilan bir alan i¢inde gerceklesmistir ve
proteinin aktivitesi i¢in onemli olan bir alanin i¢indeki bazi amino asitlerle temas
halindedir. Bu mutasyon, bu etkilesimi etkileyebilir ve boylece baglanma alanindan
aktivite alanina sinyal iletimini bozabilir. Bu durumda proteinin kinaz aktivitesinin
diizgiin ¢alismasin1 engelleyebilir ve sonug¢ olarak proteinin islevini olumsuz yonde
etkileyebilmektedir (130). Yakin bir zamanda yapilan bir ¢alismada KIT D816G
mutasyonunun, otofosforilasyonu ve hiicre proliferasyonunu indiikleyen aktive edici
bir mutasyon oldugunu ve crizotinib tedavisine diren¢ kazanmis hastalarda ROS1'e
bagli olmayan yeni bir diren¢ mekanizmasi olarak  raporlanmigtir (168).
Calismamizda ise KHDAK’de%1-2'sinde siklikta goriilen ROS1 mutasyonunu (169)
tiim olgularimizda tespit edilememistir. Ayrica bu mutasyonu tasiyan ASHK tanili
3A evreli 8. olgumuzda ROS 1 geni i¢in hem doku hem de likit biyopsi sonucu
negatif ¢cikmistir. Yine bu olguda D816G varyantiyla beraber S639P, V643 A, L6411
ve Y646H varyantlar1 da tespit edilmistir. ASHK tanili 4A evreli 18. olgumuzda ise
D816G varyantiyla beraber S639P, V643A, S6451, M651V mutasyonlar
gozlenmistir. Ayrica AAK evre 3A olan 3. olgumuzda bahsedilen olgularda ortak
olarak goriilen S639P varyant1 tek olarak goriilmiistiir. S639P ve V643 A varyantlari

130



farkli kanserlerle iliskilendirilmesine ragmen (170-172) KHDAK ile ilgili daha 6nce
yayinlanmis ¢alismalar literatiirde yoktur. Bu iki farkli evredeki vakalarda ayn1 KIT
genine ait mutasyonlarin beraber goriilmesi bu varyantlarin KHDAK tanili hastalarda
hastaligin seyrini ve prognozunu etkileyebilecegini ve silirecin metastatik bir boyuta
ulasacagimin bir belirteci oldugunun kaniti durumundadir. Ancak, net bir sonuca
ulagmak icin daha fazla arastirma ve klinik verilerin incelenmesi gerekebilir. Bu tiir

bulgular, hastaligin tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek dnemli bilgiler saglayabilir.

Son zamanlarda onaylanan ripretinib, genis spektrumlu bir KIT/PDGFRA
inhibitoriidiir ve imatinib dahil olmak iizere 3 veya daha fazla kinaz inhibitorii ile
onceden tedavi gormiis ileri evre GIST'li yetiskin hastalarin tedavisi igin
kullanilmaktadir. Avapritinib ise aktif konformasyona yonelik bir tip I kinaz
inhibitérii  olup, PDGFRA ekzon 18 mutasyonu igeren, PDGFRA D842V
mutasyonlarini igeren rezektabl olmayan veya metastatik GIST'li yetiskinlerin
tedavisi i¢in onaylanmistir (157). Calismamizda PDGFRA veya KIT gen
mutasyonlarini tasiyan olgularimiz %41,2’lik (10/24) kismimi olusturmaktadir. Bu
olgularimizdan her iki gen mutantlarini tagiyan %50 (5/10) (3,5,8,22 ve 23. olgular)
sadece PDGFRA veya KIT mutantlarinin goriildiigii olgularimiz sirasiyla %20 (4 ve
14. olgular) ve %20 (17 ve 18. olgular) siklikta goriilmiistiir. AAK tanili 4B 5.
olgumuzda sadece potensiyel klinik 6nemi olan PDGFRA genine ait A840T ile KIT
genine ait S645G missense mutasyonlart tespit edildi. Bu mutasyonlar1 tasiyan

hastalarimiz klasik genel tedavi almiglardir.

F-box ve WD40 alan proteini 7 (FBXW?7), cesitli onkojenik hedef
proteinlerin her yerde bulunmasina aracilik eden SKP1-CUL1-F-box protein (SCF)
kompleksinin bir bilesenidir (173). FBXW7 bircok kanserde yiiksek bir mutasyon
orant gosterir. COSMIC veri tabaninin meta analizi, tiim insan tiimorlerinde
FBXW7nin genel mutasyon oraninin %7,79 (3844 /49348) oldugu bildirilmistir
(174,175). Xiao ve ark. (2018) FBXW7'nin insan akciger kanseri gelisimindeki
rollerini degerlendirmek i¢in TCGA verilerini degerlendirdiklerinde AAK tanili
olgularin %30.9 (71/230) ile ASHK tanili olgularda %63,5 (113/178) delesyon
oldugunu; AAK tanili olgularin %8.,3 (19/230) ve ASHK tanili olgularin ise %6,2

(11/178) insersiyon oldugunu raporlamiglardir. Ayrica somatik mutasyon siklig1 ise;
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AAK tanili olgularda %1,7 (4/230) ve ASHK tanili olgularda ise %6,2 (11/178)
siklikta bildirilmistir (176). Calismamizda FBXW7 gen mutasyonu tiim hasta
olgularimizin %16,7’sinde (4/24) histolojik olarak degerlendirildiginde AAK tanili
olgularin %12,5’inde (1/8) ve ASHK tanili olgularimizin %18,75’inde (3/16) tespit
edildi. Hasta sayimizin benzer ¢alismalardakine kiyasla ¢ok daha az oldugu goéz
oniinde bulundurulursa elde ettigimiz sonucun literatiirle uyum sagladigi

sOylenebilinir.

FBXW7 mutasyonlarinin ¢ogu, WDA40 alami i¢indeki korunmus arginin
kalintilarin1 (Arg 465, Arg 479 ve Arg 505) etkileyen patojenik yanlis anlamli
mutasyonlardir. R465C, insan primer tlimdrlerinde en sik goriilen mutasyon olmakla
birlikte R505G'nin farkli sikliklarda goriildiigii, akciger kanserlerinde ise %18,7
oraninda saptanmaktadir. R505G mutasyonu 335 ASHK tanili olguda %0,33 siklikta
raporlanmistir. Ancak, bu mutasyonlarin insan kanserlerindeki 6nemi ve rolii heniiz
derinlemesine arastirilmamistir (173,175). Yapilan literatiir verilerine benzer olarak
calismamizda FBXW7 geninin tespit edilen 5 farkli varyantin tamami ekzon 10’da
saptand1. Klinik 6nemi olan mutasyonlar1 degerlendirdigimizde AAK tanili bir
olguda S478P ile ASHK tanili 2 olguda sirasiyla V474A ile RS05H mutasyonlari
tespit edildi. Bu varyantlar1 degerlendirdigimizde; ACMG veri tabaninda S478P ve
V474A varyantlar1 VUS olarak bildirilmistir. Literatiir ile benzer olarak saptadigimiz
R505H varyanti ise ACMG veri tabaninda muhtemelen patojenik olarak
degerlendirilirken; clinvar’da VUS olarak bildirilmistir. Literatiir verileri ile
degerlendirildiginde R505 varyanti farkli kanser tiplerinde siklikla goriildiigi;
calismamizda ASHK tanili 22. olgumuzda %6,25 (1/16) siklikla goriilen R505H
varyant1 daha Onceki ¢alismalarda farkli olarak Rahim Endometrioid Karsinomu ile

Kolon adenokarsinomunda tespit edilmistir (177).

Jiang ve arkadaglar1 (2020) tarafindan gergeklestirilen bir calismada, daha
once tedavi gormemis farkli evrelerdeki 141 KHDAK hastasinin plazma ve doku
orneklerinde TP53 gen mutasyonlarmi ASHK tanili olgularda %83,3 wve
adenokarsinomda %43.,4 sikliklariyla tespit etmislerdir. Tiim doku Orneklerinde
farkli genler ile kiyaslandiginda prevalanst en yiiksek siklikta (%61,7) TP53 gen

mutasyonunun oldugunu vurgulamislardir (178). Literatiire uyumlu olarak,
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calismamizda TP53 gen mutasyonu tiim hasta olgularimizin %25’inde (6/24)
histolojik olarak degerlendirildiginde AAK tanili olgularin %25’inde (2/8) ve ASHK
tanil1 olgularimizin %25’inde (4/16) tespit edildi.

TP53 gen mutasyonlarinin ¢ogu, P53 proteininin DNA-baglanma alanim
(DBD) kodlayan bolgesindeki yanlis anlamli mutasyonlarin varligi ile olugsmaktadir.
Bu boélge icinde, hotspot mutasyonlar1 olarak adlandirilan sekiz aminoasit degisimi
(R175H, G245S, R248Q, R248W, R249S, R273H, R273S ve R282W), insan
kanserlerinde tanimlanan tim mutant P53 proteinlerinin yaklasik %27'sini temsil
etmektedir (68). Literatlire uyumlu olarak, TP53 geninde meydana gelen mutasyonlar
calismamizda diger genlere gore en fazla varyanta sahip (n:27) ve tiim mutant P53
proteinlerinin yaklasik %27'sini temsil eden varyantlardan AAK tanili olgularimizda
R282Q, R282W, R249K, G245S varyantlar1 tespit edilitrken ve ASHK tanili
olgularimizda ise R273L, R248W, R248Q, R273H varyantlar1 benzer olarak tespit
edilmistir. Bulgularimizda histolojik alt tip arasinda 2 hastada ortak goriilen G245S
ve R273H ASHK tanili 2 hastada ortak goriilen R273H mutasyonlar1 klinik agidan
onemli goriilmiistiir. Caligmamizda tespit dilen TP53 geninin 27 farkli varyantinin
ekzon bolgelerinde goriilme sikligi; ekzon 5’te %11,11; ekzon 7°de %33,33; ekzon
8’de %48,14; ekzon 10°da %7.40 oranindadir.

Aggarwal ve ark. (2018) tarafindan gerceklestirilen bir calismada, EGFR
mutasyonlu evre IV 131 hasta {lizerinden TP53 mutasyonunun sagkalim {izerindeki
etkisi arastirmislardir. Elde etmis olduklar1 bulgularinda %62’sinde (81/131) TP53
mutasyonu ve %42’sinde (55/131) diger birlikte goriilen mutasyonlar tespit
edilmistir. EGFR T790M mutasyonu ise %32’sinde (42/131) raporlanmistir. EGFR
T790M/TP53 ¢ift mutasyona sahip hastalar, tek basina T790M mutasyonlu hastalara
kiyasla daha kotii OS'ye sahip oldugunu vurgulamislardir (46,4-82,9 ay) (179).
Yapilan calismaya benzer olarak degerlendirildiginde c¢alismamizda EGFR
mutasyonu bulunan olgularimiz (n:7) ile TP53 mutasyonu tasiyan olgularimizin
%357,1 (4/7) siklikla birlikte goriildiigii, TP53 mutasyonu tasiyan olgularimizin hepsi
diger gen mutasyonlar1 ile beraber tespit edildi. Ayrica TP53 mutasyonu tasiyan

olgularimizin GSK’1 kotli prognozun oldugu saptandi. Sonug¢ olarak TP53
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durumunun varligi, daha agresif Ozelliklere sahip bir hastalia ve dolayisiyla

potansiyel olarak daha kisa bir sagkalimi tanimlayabilir.

Jin ve ark. (2010) Koreli KHDAK tanili hastalarda PTEN mutasyonlari
goriilme siklig1 %4,5 (8/176) oraninda oldugunu ve yalnizca siirekli sigara i¢enlerde
tespit ettiklerini raporlamiglardir. PTEN mutasyonu histolojik olarak dagiliminda
skuamo6z hiicreli karsinomda adenokarsinomadan Onemli Ol¢lide daha sik
goriildiigiinii (%10.2-%1.7) bildirmislerdir. Bu mutasyonlar ekzon 5-8 arasinda olup;
ekzon 5’de %50 (4/8), ekzon 6°da %25°1 (2/8), ekzon 7-8 ise %12,5’inde dagilim
gostermistir (180). Calismamizda PTEN gen mutasyonunun goriilme siklig1 literatiire
gore yiiksek olup, tiim hasta olgularimizin %16,7’sinde (4/24) histolojik olarak
degerlendirildiginde tamami: ASHK tanili olgularimizin %25’inde (4/16) tespit
edildi. Ayrica literatiire benzer olarak bu mutasyonlar ekzon 6 ve 7’de saptandi.
Klinik ©6nemi olan mutasyonlar1 degerlendirdigimizde ASHK tanili tiim
olgularimizda ekzon 7’de R234W mutasyonu tespit edilmistir. Bu varyanti
degerlendirdigimizde Staal ve ark. (2002) gliomali bir hastada PTEN timor
baskilayic1 geninde heterozigotluk kaybi olmadan yeni bir germ line mutasyonu
R234W ilk kez tanimlamislardir. Epikrizinde hastanin, glioma yani sira gegmiste
benign meningiyomadan da muzdarip oldugu ancak Cowden sendromu veya
genellikle PTEN germ hatti mutasyonlartyla iligkilendirilen diger kalitsal
hastaliklarin  herhangi bir klinik belirtisini gostermedigi belirtilmistir. Yine
arastirmacilar vahsi tip molekiile karsi, mutasyonlu PTEN proteini apoptozu
indiikleyemedigini, artmis hiicre proliferasyonuna neden oldugunu ve yiiksek
diizeyde siirekli PKB/Akt aktivasyonuna yol ac¢tigini vurgulamiglardir. Bu bulgular
birlikte, PTEN'deki Arg234GIln missense mutasyonunun onkogenik 6zelliklere sahip
oldugunu ve g¢esitli kokenden gelen beyin tliimorlerine yatkinlik olusturdugunu
bildirmiglerdir (181). Farkli bir calismada ise, pankreatik duktal adenokarsinomun
(PDAC) tanili ama PTEN hamartom tiimoér sendromlarinin (PHTS) karakteristik
bulgularin1 géstermeyen 82 yasindaki bir kadindan alinan germ line ve somatik DNA
tizerinde genom ¢apmnda tam ekzom dizilimi  yapmiglardir.  TUmor
immiinohistokimyasi, bir PTEN ekspresyonu kaybmma ve TP53'lin asin
ekspresyonunu ile sonu¢lanmistir. Ekzom dizilimi bir Kras mutasyonu GI12V ve

germline ekzom dizilimi PTEN'in R234W bir yanlis anlamli mutasyonunu tespit
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etmiglerdir. PTEN R234W mutasyonu PDAC kanser gelisimi ile bildirilen bir iligkisi
olan ancak diger PHTS fenotipleri ile iliskisi olmayan nadir bir degiskendir (182).
Calismamizda bu varyanti temsil eden 8 ile 17. olgularda herhangi bir kalitsal
hastalik tanimlanmamistir. Bu mutasyonu tasiyan 18. ve 22. olgularin epikrizlerine
ulagilamamistir. Ayrica calismamizda R234W missense mutasyonu Pivat analiz
programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1 degerlendirilmistir. Polyphen-2 analiz
programina gore hasar yapicilifi derecelendirildiginde; protein islevi lizerindeki
potansiyel etkisi muhtemelen zarar verici olarak tespit edilirken, SIFT sonucuna gore
ise tolere edilebilir oldugu sonucuna ulasildi. Ayrica bu SNP’nin protein
stabilizasyonuna etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonuclar
incelendiginde, protein stabilizasyonunu azaltic1 etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Literatiirde bahsedilen, R234W varyantinin kanserlesme siireci ile iliskili ilk ASHK
raporudur. Bu varyantin literatiir ile uyumlu olarak 4 farkli ASHK tanili olgunun
tamaminda goriilmesi klinik olarak patojenitesinin farkli caligmalar ile tekrardan
degerlendirilmesi gerekmektedir. Sonu¢ olarak R234W mutasyonu ile ilgili ASHK

tanil1 olgular i¢in daha ileri caligmalara gereksinim vardir.

PIK3CA mutasyonlarinin %80'den fazlasi ii¢ farkli sicak noktadan birinde
bulunur. Bunlardan ikisi, E5S42K ve E545K olarak temsil edilen tek amino asit
degisimleri, proteinin helikal alaninda lokalizedir; tiglinciisii ise kinaz alaninda
bulunan H1047R degisimiyle temsil edilir. PIK3CA geninin helikal veya kinaz
alanindaki bu sicak nokta mutasyonlari, p110a'min lipid kinaz aktivitesini artirarak ve
PI3K'nin kazang fonksiyonuyla onkogenik doniisiimii indiikler. PIK3CA
mutasyonlart primer meme kanserinin %25-46'sinda rapor edilmistir. PIK3CA'nin,
anti-HER2 ajanlar1 ile tedaviden sonra meme kanserli hastalarda kotii prognozla
iliskili oldugunu bildirmistir (183). Guo ve ark. (2020) yapmis olduklari
arastirmasinda meme timor dokusununda en yiliksek %7,8 (7/90) siklikta H1047R
tespit etmislerdir (183). KHDAK’de yapilan c¢alismalarda PIK3CA mutasyon
oranlar1 %1,5 ile %8 arasinda degismektedir (165,184,185). Literatiire benzer olarak
calismamizda PIK3CA gen mutasyonu tiim hasta olgularimizin %8,33’sinde (2/24)
histolojik olarak degerlendirildiginde tamami ASHK tanili olgularimizin %12,5’inde
(2/16) tespit edildi. KHDAK’de H1047 kodonuna ait mutasyonlar ¢ogu ¢alismada
farkli sikliklarla tespit edilmistir (165,186). Calismamizda benzer olarak klinik
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Oonemi olan mutasyonlar1 degerlendirdigimizde ASHK tanili 8. olgumuzda ekzon
21’de H1047R mutasyonu tespit edilmistir. HI047R varyanti ise ACMG, Clinvar,
Clingen, varsome veri tabanlarinda patojenik olarak bildirilmistir. Fare modellerini
kullanarak yapilan bir ¢calismada KRAS G12D ile PIK3CA H1047R mutasyonunun
onkojenik is birligi arastirnllmistir. PIK3CA H1047R varyanti tek basina timor
olusumunu destekleyemezken, KRAS G12D tarafindan baglatilan tiimorgenezisi
onemli Olciide artirdigi raporlanmistir. Ayrica KRAS G12D ve PIK3CA H1047R
arasindaki onkojenik isbirligi, c-MYC, GSK3p, p27KIP1, survivin ve RB yolu
bilesenlerinin PI3Ka aracili diizenlemesine eslik ederek, insan veya fare akciger
kanseri tiiretilmis hiicre hatlarinda hiicre boliinmesini hizlandirdigr bildirilmistir
(187). Calismamizda benzer olarak ASHK tanil1 8. olgumuzda clinvar veri tabaninda
patojenik olarak tanimlanan KRAS G60D varyant: tespit edilmistir. Kras G60D ile
PIK3CA H1047R aym etkiyi gostermesi beklenebilir. Bu varyantlarin birbirleriyle

olan etkilesimleri lizerine daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir.

GNAS, G protein bagimli reseptorlerin (GPCR'ler) aktivasyonuna yanit
olarak cesitli hiicresel sinyal yolaklarini diizenleyen G protein alt birimi Gos'1t kodlar.
Birden fazla g¢alisma, GPCR ile iliskili sinyallemenin, hiicre biiyiimesinde ve
proliferasyonda anormal artisa ve kanserin invazyonuna, metastazina ve timor
mikrocevrenin korunmasina neden oldugunu gostermektedir GNAS'ta R201
mutasyonlar1 adenilat siklaz aktivasyonuna, artan siklik-AMP'ye ve ¢esitli asag1 akis
onkojenik sinyal yolaklariin aktivasyonuna yol agan daha yiiksek Gas protein
aktivitesi ile sonuglanir. GNAS'!n R201 kodonundaki mutasyonlarin, apendiks, kolon
ve gastrik adenokarsinomun yani sira pankreasm Intraduktal Papiller Miisindz
Neoplazmalar1 ve  KHAK onkogenezi tetikledigi raporlanmistir (188). Yapilan
calismalarda GNAS KHDAK’de goriilme sikligr %0.8- 1,27 arasinda goriiliirken
(189,190); calismamizda tiim olgularin %16,67’sinde yiiksek siklikta tespit

edilmistir.

Ritterhouse ve ark. (2021) KHDAK tanili kohortunda GNAS mutasyonlarini
14’0 kodon 201°de ve 5'" kodon 227'de olmak iizere sahip on dokuz akciger
adenokarsinomlu olguda tanimlandiklarini bildirmislerdir (189). Calismamizda ise,

AAK tanili 3. olguda ekzon 8’de R201C ve ACMG ve Clinvar’da farkli hastaliklarla
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iliskili (191) olup patojenik olarak degerlendirilen ekzon 9’da Q227* mutasyonu ile
R231C tanimlandi. Yine 227 kodonuna ait mutasyon tasiyan 24. olgumuzda Q227K
ile kolorektal kanserle iligkili (192) D229N mutasyon birlikteligi goriildii. D229
kodonuna ait 17. olgumuzda D229G mutasyonu tespit edilirken ayni1 zamanda bu
olguda R228C, R231C, R231H mutasyon birlikteligi tespit edilmistir. Dikkate deger
olarak ¢alismamizda iki histopatolojik alt tip arasinda ortak goriilen R231C missense
mutasyonudur. KHDAK de daha 0Once belirtilmeyen R231 kodonundaki
mutasyonlarin kalitsal hastaliklar ile baglanti olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur
(193). Clinvar veri tabaninda patojenik olarak tanimlanan R228C mutasyonunun
Psddohipoparatiroidizm tip la'ya (PHP-Ia) neden olan bir islev kaybi1 mutasyonu
oldugu bildirilmisdir. R228 kalintistnin Switch III ile Switch II arasindaki
etkilesimleri R231 kalintisiyla birlikte diizenledigini ve bu bolge, guanin niikleotid
baglanmasin1 diizenler ve sonucunda G proteininin aktif GTP bagh formuna veya
pasif GDP bagh formuna doniisiimiinii saglar. Mutant formu ise G proteinlerin
GDP'yi daha hizli bir sekilde serbest birakmasina ve sonucunda GTP baglanma
hizlarim1 artirarak G proteinlerinin  hizli  bir sekilde aktive olmasini ters
mekanizmanin ise yavaslamasina neden oldugunu belirtmiglerdir. R201C Gas
mutantinin biyokimyasal ve yapisal verileri, R201C Gas mutantinin yalnizca azalmis
GTPaz aktivitesi sergilemedigini, ayn1 zamanda Gy alt birimlerinin varliginda bile
GDP'ye baglandiginda adenilil siklaz1 aktive edebildigini ortaya koymaktadir. Bu
durum kanserli olgularda kotlii prognozun artacagiin gostergesidir. Bu onkojenik
mutant1 tagiyan olgularin Goq yerine Ga'lara baglanan YM-254890 analoglar ile
tedavi edebildigini raporlamislardir (194). Ozetle, mutant G proteinlerinin hiicresel
sinyal iletimini ve sinyal yollarindaki aktivasyonu etkileyebilecegi goz Oniinde
bulundurularak, hedefe yoOnelik tedavilerin veya sinyal yolu inhibisyonu

stratejilerinin degerlendirilmesi 6nemlidir.

Anaplastic Lymphoma Kinase gen mutasyonlart KHDAK hastalarinin
yaklasik %4-7'sinde yillik olarak goézlenir. ALK pozitif (ALK+) KHDAK vakalari
olan hastalar, cogu vakada birka¢ yillik progresyonsuz sagkalima (PFS) ve genel
hayatta kalma (OS) durumu bulunmaktadir (195). ALK yeniden diizenlenmis
KHDAK'l hastalar, vahsi tip hastalara gore kemoterapi ile tedavi edilir ve medyan

genel sagkalim (mOS) 15 aydan azdir (196). Calismamizda ALK mutasyonu tasiyan
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ASHK evre 4B olan 4. olgumuz tedavi siireci takipli durumdaydi. Bu olguda uzak
lenf nodiilii, kemik ve kars1 akciger de metastaz1 bulunmaktadir. Tan1 konulmasindan
ortalama 2 ay icinde hasta vefat etmistir. Sekizinci siradaki olguda ASHK evre 3A
olan Tedavi siireci takipli durumdaydi. Tan1 konulmasindan ortalama 8 ay sonrasi
sag kalim takibi birakildi. On sekizinci siradaki ASHK evre 4A tanili olgumuz kemik
metastazi  bulunmaktadir. Tedavi silirecinde kemoradyoterapi aldi.  Tani
konulmasindan ortalama 13 ay sonrasi sag kalim takibi birakildi. Yirmi ii¢lincii
siradaki ASHK evre 3C tanili olgumuz tedavi siirecinde kemoterapi aldi. Tam
konulmasindan ortalama 9 ay sonrasi sag kalim takibi birakildi. Bu hastalarimizdan 4
ve 8. siradaki olgularimizda ALK geni i¢in solid biyopsi sonucu negatif ¢ikarken
diger iki olguda ise solid biyopsi analizi yapilmamistir. Literatiirle kiyaslandiginda
yiiksek siklikta goriilen ALK mutasyonlariin olgularimizin %25’inde (6/24) tespit
edilmistir. Calismamizda literatiire benzer olarak, ALK mutasyonunun kotii

prognostik etkisinin oldugunu saptadik.

Dhamelincourt ve ark. (2023) KHDAK 80 olguda Crizotinib tedavisi
sonrasinda yapilan 12 rebiopsinin %14,1'inde (1,7 biyopsi) ilerlemeye bagl olarak 3
diren¢ mutasyonu (iki G1202R ve bir D1160G) tespit etiklerini bildirmislerdir (197).
Alshareef ve ark. (2016) caligmasina gore, B-katenin'in (A1126, F1127, G1128,
E1129, E1154, V1155, D1160, R1248, R1279, M1290, A1300, F1301, M1302,
N1335 ve QI1336) 15 ALK kalintisiyla etkilesime ge¢mesi Ongoriilmiistiir. Bu
ongoriiye gore, PB-katenin varligi, Crizotinib molekiillerinin hedeflenen ALK
kalintilarina ulagmasini engelleyebilir veya belirli ALK kalintilariyla bagin1 bozabilir
(198). Klinik oOnemi olan mutasyonlar1 degerlendirdigimizde ASHK tanili
olgularimizda ekzon 21°de A1126T, ekzon 22°de DI1160G, E1167G, L1165H,
TI15IM ve c.3457 3462del P1153 E1154del mutasyonlar1 tespit edilmistir. Bu
histopatolojik alt tip arasinda 5 hastada ortak goriilen G1125= sSNV’dir. Literatiir ile
uyumlu olarak sik karsilasilan A1126T ve D1160G mutasyonlar1 ¢alismamizda da
gbzlenmistir. Tedavi siirecinde direncle iliskilendirilen bu varyantlar ¢alismamizda
tedaviden once almman biyopsi Orneginin analizi sonucunda tespit edilmistir. Bu
durumun sebebi genetik olarak aktarilmasi, cevresel faktorlerin etkileri, timor
hiicrenin agresif olmasi, hastaligin dogal seyri, diger gen mutasyonlarin etkisi gibi

nedenlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ayrica bu varyantlara sahip olgularimizda farkli ALK pozitifligiyle beraber
karsilagilmistir.  On  sekizinci  olgumuzda A1126T, DI1160G ve GI1125G;
23.olgumuzda T1151M, L1165H, G1125G, 111791 mutasyonlar1 tespit edildi. Tiim
ALK mutasyonlar1 diger gen mutasyonlariyla birlikte gdzlendi. Bu tiir mutasyonlarin
tespiti, kanserin tedavisine yonelik 6nemli bilgiler saglar. Direng mutasyonlari tespit
edilirse, hastanin tedavi plam1 gozden gecirilebilir ve farkli bir tedavi stratejisi
uygulanabilir. Ozellikle hedefe yonelik tedavilerde, mutasyonlarn tespiti tedavi
seceneklerini yonlendirmede kritik dneme sahiptir. Bu nedenle, hastalara daha etkili

tedaviler sunmak icin likit biyopsi ile mutasyon analizleri diizenli olarak yapilabilir.

Izositrat dehidrojenazlar 1 ve 2 (IDH1/2), izositrati a-ketoglutarata (0-KG)
doniistiiren onemli metabolik enzimlerdir. IDH1/2 mutasyonlari, ¢oklu malignitelerin
gelisimi ile iligkilidir. Bu enzimlerin mutasyonlari, a-KG yerine izositrattan 2-
hidroksiglutarat tireten bir fonksiyon kazanimi ile sonuglanmakta ve sonucta
hipermetilasyona ve bozulmus hiicre farklilasmasina yol agmaktadir (199). Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar, IDH mutasyonlarinin KHDAK’de nispeten diisiik bir
oranda gorildiigiinii (%0.4-%1.1), ancak 6nemli ve umut vadeden bir terapotik bir
hedef oldugunu vurgulanmistir (199,200). Calismamizda IDH gen mutasyonu tiim
hasta olgularimizin %16,67 sinde (4/24) histolojik olarak degerlendirildiginde AAK
tanili olgularimizin %25’inde (2/8) ile ASHK tanil1 olgularimizin %12,5’inde (2/16)
literatiire gore yiiksek siklikta tespit edildi.

KHDAK tanili olgularda IDH gen mutasyonlar1 ile yapilan c¢alismalarda
IDHI1 geninde en sik karsilasilan R132C varyanti iken, IDH2 geninde ise R140W
mutasyonudur. Tanimlanan gen mutasyonlar1 genel olarak ekson 4°de
tanimladiklarint belirtmislerdir (199,200). Yine bu arastirmalarda R132C mutasyonu
osimertinib direnci olustuktan sonra, bu olguda tespit etmisler ve hasta 2 ay ic¢inde
0ldiigli raporlanmistir (200). Calismamizda yapilan c¢alismalara benzer olarak
mutasyonlarin tamami ekzon 4’te saptandi. Bu mutasyonlardan R132C varyant1 24.
olguda tespit edilirken, IDH1 gen mutasyonunu tasiyan tek hasta durumundadir.
AAK evre 4B tanili bu hastada ayrica EGFR, dahil bir¢ok gen mutasyon birlikteligi

bulunmakla beraber kolon, komsu akciger ve beyin metastazi bulunmaktadir. Tani
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konulmasindan ortalama 16 ay i¢inde hasta vefat etti. EGFR gen mutasyonu tasiyan

bu olgu EGFR mutasyonuna kars1 inhibitor ilag kullanmamustir.

Klinik 6nemi olan mutasyonlar1 degerlendirdigimizde AAK tanili 3.
olgumuzda G171D ile I170T mutasyonlar1 tanimlanmistir. G171D varyantinin
gliomal1 hastalarda (201), melonomda (202) tanimlandigina belirten kanserli iliskili
caligmalar bulunmaktadir. Akut miyeloid l6semide bir vakada 1170T varyant1 daha
once tanimlandigina dair ¢alisma bulunmaktadir (203). Bu varyant ASHK tanili 17.
olgumuzda tanimlanmistir. Ayrica 17. olgumuzda 1168T ve K166E varyantlarda
tespit edilmistir. 18. olgumuzda ise sadece 1168V mutasyonu tespit edilmistir. Bu
varyantlar i¢cin de akciger kanseri ile iliskili herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.
IDH1 genine ait R132C missense mutasyonu ise ACMG, Clinvar ve Uniprot,
Varsome veri tabanlarinda patojenik olarak bildirilmistir. IDH2 gen mutasyonlari

i¢in veri tabanlarinda bir siiflandirma yapilmamaistir.

Calismamizda MAP2K1 gen mutasyonu tiim hasta olgularimizin %12,5’inde
(3/24) histolojik olarak degerlendirildiginde AAK tanili olgularimizin %12,5’inde
(1/8) ile ASHK tanili olgularimizin %12,5’inde (2/16) tespit edildi. Bu mutasyonlar
tamami ekzon 3 ve 6’da saptandi. Klinik ©6nemi olan mutasyonlari
degerlendirdigimizde ASHK tanili 18. olguda ekzon 3’te F129L missense mutasyonu
%6,25 (1/16) tespit edilitken, digerleri sinonim varyantlardi. Bu olguda daha
onceden bahsedilen coklu gen mutasyonlar1 arasinda B-RAF ait mutasyon
bulunmamaktadir. KHDAK akis asagi sinyal proteinlerini etkileyen mutasyonlar
arasinda ARAF (%0,2), BRAF (%4.5), RAF1 (%0,4) ve MAP2K1 (%0,7) (204)
sikliklarda nadir olarak goriilmesi ile uyumlu olarak goriilmektedir. Clinvar veri
tabaninda MAP2K1-F129L varyanti muhtemelen patojenik olarak bildirilmistir. Bu
varyantla ilgili Wang ve ark. (2011) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda B-Raf V60OE
mutasyonunu tasityan kolon kanseri hiicrelerinde, MEK inhibit6rlerine kars1 direng
gelisiminin potansiyel bir mekanizmasi olarak MEK1(F129L) aktivasyon mutasyonu
ilk kez tanimlamislardir. Bu mutasyona sahip olan MEK1(F129L) mutanti, vahsi tip
MEKI'e kiyasla daha yiiksek intrinsik kinaz aktivitesine sahiptir, bu da ERK ve
asagidaki hedeflerinin gii¢lii bir sekilde aktive olmasina neden olur. Ayrica,

MEKI1(F129L) mutasyonunun c-Raf ile etkilesimini giiclendirdigi, bu da daha
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yuksek intrinsik kinaz aktivitesinin temelinde yatan bir mekanizma neden
olabilecegini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak B-Raf V600E mutasyonu tasiyan
kanserlerde MEK inhibitorlerine kars1 direncin potansiyel bir nedeni olarak MEK1
(F129L) aktivasyon mutasyonudur (205). Kanser hastalarinda MEKI1(F129L)
mutasyonunun potansiyel etkisi dikkate alinarak, kombine tedavi yaklasimlari

diisiiniilmeli ve genetik analizler ile kisisellestirilmis tedavi planlar1 gelistirilmelidir.

SMAD4, TGF-B yolunun hiicre i¢i bir sinyal aracisidir. Mutasyonu, pankreas
kanseri gibi gastrointestinal kanserlerde yaygin olarak gézlenir. SMAD4'iin KHDAK
gelisimindeki islevi ve molekiiler mekanizmasi biiyiik Ol¢lide bilinmemektedir.
Wang ve ark. (2021) arastirmalarinda ¢alismaya dahil etmis olduklar1 963 KHDAK
vakasindan 24'linde (%2.5), histolojik olarak dagiliminda 23 adenokarsinom ve 1
adenoskuamodz karsinom dahil olmak ilizere SMAD4 mutasyonlar1 tespit ettigini
bildirmistir. Ayrica Pan kanserlerindeki SMAD4 degisikliklerini cBioPortal veri
tabanin1 kullanarak KHDAK i¢in analizini yaptiklarinda, esas olarak mutasyon ve
kopya numarasi delesyonu dahil, %5'lik bir insidans orani gostermistir. SMAD4'lin
genetik varyasyonlarim1 daha fazla degerlendirmek i¢in, bes c¢aligmadaki 819
KHDAK vakasinin SMAD4 degisikliklerini incelediklerini KHDAK'de SMADA4'iin
degisim sikligimin %4 oldugunu ve mutasyonun, tiim genetik varyasyonlarin
yarisindan fazlasin1 igeren en yaygim tip oldugu sonucuna varmislardir (206).
Calismamizda literatiir verileri ile benzer siklikta gorillen SMAD4 gen mutasyonu
tim hasta olgularimizin %8,33’linde (2/24) histolojik olarak degerlendirildiginde
AAK tanili olgularimizin %12,5’inde (1/8) ile ASHK tanili olgularimizin %6,25’inde
(1/16) tespit edildi. Bu mutasyonlar tamami ekzon 8 ve 11°de belirlendi. Klinik
onemi olan mutasyonlar1 degerlendirdigimizde AAK tanili ekzon 11 C443R ile
ASHK tanili bir olguda ekzon 8 P312T varyantlar1 tespit edildi. Elde edilen
varyantlar Pivat analiz programi ile Polyphen-2 ve SIFT skorlar1 degerlendirilmistir.
Polyphen-2 analiz programina gore hasar yapiciligt derecelendirildiginde; P312T
(0,176) benign, C443R varyanti ise muhtemelen zararli (1) olarak tespit edilirken;
SIFT sonucuna gore sirasiyla tolere edilebilir (0,18), zararli (0) olarak tespit edildi.
SMAD#4 varyantlar1 i¢in mevcut kanitlar bu varyantin hastaliktaki roliinii belirlemek
icin su anda yetersizdir. Bu nedenle ACMG veri tabanmmin VUS olarak

siiflandirilmas: yapilmistir. Literatiir taramalarinda bu genler i¢in raporlanmis bir
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vakanin olmamasi ¢alismamizda SMAD4 mutasyonu olan C443R ile P312T varyanti
kanserlesme siireci ile iliskili ilk KHDAK raporudur.

SF3BI1 (Splicing Factor 3b Subunit 1) geninin varyantlarinin %50'den fazlasi
kodon 700’de bildirilmistir (207). Kanserle iligkili en ¢ok siklikla goriilen SF3B1
K700E mutasyonu, genotoksik R-loop'larin olusumu, durmus replikasyon catallari,
bozulmus homolog rekombinasyon ve artmis replikasyon catali bozunmasi gibi
mekanizmalarla DNA hasarina yol agar. Bu hasar, PARP inhibitorleri gibi ilaclarla

hedeflenebilir ve kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasini engelleyebilir (208).

SF3BI1 ayrica uvea melanomunun (UM) 6nemli bir oraninda (~%20) ve diger
solid tiimorlerde daha diisiik sikliklarda mutasyona ugramis bulunmustur (209).
Literatiir ile benzer siklikta goriilen SF3B1 gen mutasyonu tiim hasta olgularimizin
%8,33’linde (2/24) histolojik olarak degerlendirildiginde AAK tanili olgularimizin
%12,5’inde (1/8) ile ASHK tanili olgularimizin %6,25’inde (1/16) tespit edildi. Bu
mutasyonlar tamami ekzon 15°te belirlendi. Klinik 6nemi olan mutasyonlari
degerlendirdigimizde AAK tanili olguda R702Q ile ASHK tanili olguda K700E
varyantlart tespit edildi. Clinvar veri tabaninda SF3B1-K700E varyantlari
muhtemelen patojenik; ACMG veri tabaninda SF3B1-K700E patojenikken SF3B1-
R702Q muhtemelen patojenik olarak bildirilmistir. Tespit edilen varyantlarin
Polyphen-2 analiz programina gore hasar yapiciligi derecelendirildiginde; R702Q
olas1 zararl (0,85), K700E muhtemelen zararli (0,999) olarak tespit edilirken; SIFT
sonucuna gore sirastyla zararli (0), zararli (0) olarak tespit edildi. Bu SNP’lerin I-
Mutant 2.0 yazilimi ile degerlendirildiginde protein stabilizasyonunu azaltici
etkisinin oldugu tespit edildi. Literatiirde taramalarinda bu K700E raporlanmis
birgok vakanin olmasina ragmen akciger kanseri iizerine bir yayin bulunmamaktadir.
R702Q varyanti iginse yayinlanmis bir c¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda
SF3B1 mutasyonu olan R702Q ile K700E varyant1 kanserlesme siireci ile iligkili ilk
KHDAK raporudur.

NTRK (Norotrofik tropomiyozin reseptdr kinaz) gen flizyonlart KHDAK
yaklasik %0,1 ile %3,3 arasinda degismektedir (210). Giincellenen 2019 NCCN
kilavuzlarinda, NTRK geni, KHDAK i¢in dokuzuncu siiriicii gen olarak kullanilmig
ve NTRK geni fiizyon pozitif metastatik KHDAK'si olan hastalar i¢in birinci
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basamak tedavi olarak larotrektinib 6nerilmektedir (211). Li ve ark.’nin (2020)
Cin’de yapmis olduklar1 calismada %2,3 yanlis anlam mutasyonu (4/173), %1,2
NTRK fiizyon gen mutasyonu (2/173) ve %4,6 NTRK geni kopya sayisinda delesyon
(2/173) dahil sekiz hastada %1,2 (8/173) NTRK mutasyonu tespit etmislerdir (211).
Calismamizda benzer siklikta tespit edilen NTRK genine ait genine ait klinik agidan
onemli 2 farkli varyant saptanmistir. Klinik agidan 6nemli olan mutasyonlar
degerlendirdigimizde ASHK tanili 18. olgumuzda NTRKI1 V664A ile NTRK 3
K621Q missense mutasyonlar1 beraber gozlenmis ve AAK tanili 2. olgumuzda
NTRKI1 genine ait ekzon 15’te V664A varyant1 tespit edilmistir. Bu iki
histopatolojik alt tip arasinda ortak olarak goézlenen NTRK1- V664A varyantidir.
Tespit edilen varyantlarin Polyphen-2 analiz programina gore hasar yapiciligi
derecelendirildiginde; V664A benign (0,328), K621Q olast zararli (0,826) olarak
tespit edilirken; sift sonucuna gore sirasiyla zararli (0), zararli (0,01) olarak tespit
edildi. Bu SNP’lerin I-Mutant 2.0 yazilimi ile degerlendirildiginde protein
stabilizasyonunu azaltici etkisinin oldugu tespit edildi. NTRK varyantlart igin
mevcut kanitlar bu varyantlarin hastaliktaki roliinii belirlemek i¢in su anda
yetersizdir. Bu nedenle ACMG veri tabanimin VUS olarak simiflandirilmasi
yapilmistir. Literatiirde taramalarinda bu genler icin raporlanmis bir vakanin
olmamast calisgmamizda NTRK mutasyonu olan V664A ile K621Q varyantlari
kanserlesme siireci ile iligkili ilk KHDAK raporudur.

Sundaresan ve ark. (2021) likit biyopsi yoOntemiyle yapmis olduklari
calismalarinda KHDAK tanili olgularin %17’sinde (7/41) ESR1 LBD (ligand
baglama alani) icerisinde Y537, D538 kodonlararinda mutasyonu tespit etmislerken
(212), calismamizda ise olgularimizin %4,17 (1/24) oraninda diisiik siklikta tespit
edildi. On yedinci siradaki ASHK evre 3A tanili olgumuzda ESR1 genine ait ekzon
5’te W383C missense mutasyonu tespit edildi. Bu olguda ¢oklu gen mutasyonuna
sahip toplamda 16 varyant tespit edildi. Tedavi siirecinde kemoradyoterapi aldi. Tan
konulmasindan ortalama 13 ay sonrasi sag kalim takibi birakildi. ACMG veri
tabaninin muhtemelen patojenik olarak siniflandirilmasi yapilmistir. Tespit edilen
varyantin Polyphen-2 analiz programina gore hasar yapiciligi derecelendirildiginde;
W383C muhtemelen zararli (1) olarak tespit edilirken; SIFT sonucuna gore sirasiyla

zararli (0) olarak tespit edildi. Bu SNP’nin I[-Mutant 2.0 yazilimi ile
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degerlendirildiginde protein stabilizasyonunu azaltici etkisinin oldugu tespit edildi.
Literatiirde taramalarinda ESR1 W383C varyanti i¢in kayith bir veri bulunmamasi

nedeniyle bu varyantin kanserlesme siireci ile iliskili ilk KHDAK raporudur.

KHDAK tanili hastalarda MET amplifikasyonunun rapor edilen yayginligi
%]1-5, arasinda degisirken, MET protein asir1 ifadesinin yayginlig1 %25-75, arasinda
degismektedir. Non-skuam6éz KHDAK tanili hastalarda, MET mutasyonlarinin orani
%2-4 arasinda degismektedir (213). Calismamizda olgularimizin %4,17 (1/24)
oraninda tespit edildi. Caligmamizda klinik i¢in 6nemi olmayan MET genine ait
ekzon 16°da ¢.3330A>G V1110= sinonim varyanti 3. olguda tespit edilmistir. MET

gen mutasyon sikliginin diisiik olmasi literatiir ile benzerlik gostermektedir.

Zhang ve ark. (2017) TCGA Pan-Cancer veritabaninda elde etmis olduklari
PPP2R1A genine ait mutasyon goriilme sikligimi AAK %1,30 ve ASHK %4,60
olarak tanimlamiglardir. (214). Calismamizda klinik i¢in 6nemi olmayan PPP2R1A
genine ait ekzon 5’te ¢.546G>A R182= sinonim varyant1 18. olguda elde edilmistir.
PPP2R1IA gen mutasyon sikhiginin disik olmasi literatiir ile benzerlik

gostermektedir.

Kiictik hiicreli dis1 akciger kanserinde CTNNB1 mutasyonlar1 nadir olarak
gozlenir. Sequist ve ark. (2011) yapmis olduklar1 c¢alismalarinda CTNNBI
mutasyonlarini sadece 546'nin 11'inde tespit etmislerdir (215) ve Médki Nevala ve
ark. yapmis olduklar1 benzer bir calismada ise 425 KHDAK hastasinin 10'unda (216)
ve farkli bir calismada ise %2,81 (26/925) siklikta goriilmiistiir (217). Calismamizda
CTNNBI1 genine ait mutasyon bulunamamasi nadir olarak gozlenen bu gen igin

literatiirle uyum saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser evreleme modelleri, hastalarin kanser tiirline, tiimor biiyiikliigline, lenf
nodu tutulumuna ve metastaz varligina gore simiflandirilmasinda 6nemli bir rol
oynar. Ancak giinlimiizde, sadece evreleme bilgilerine dayali olarak hastalarin
prognozunun takibi ve tedavi siirecinin belirlenmesi yeterli olmayabilir. Kanser
hiicrelerindeki genetik degisikliklerin ve 0Ozellikle siiriici gen mutasyonlarinin
belirlenmesi, hastanin prognozunu daha iyi tahmin etmek ve tedaviyi kisisellestirmek
icin yeni bir bakis acis1 sunmaktadir. Siiriicli genler, kanser gelisiminde énemli bir
rol oynayan ve kanser hiicrelerinin biiyiimesi, yayilmasi ve tedaviye direnci gibi
kritik siirecleri kontrol eden genlerdir. Bu genlerdeki mutasyonlar veya degisiklikler,
kanser hiicrelerinin anormal bir sekilde biiylimesine ve yayilmasina neden olabilir.
Ayrica, striicii genlerin diger genlerle etkilesimi, kanser hiicrelerinin biyolojik
davranigint ve tedaviye yamitini etkileyebilir. Siirlicii genlerin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu, kanser hastalarinin prognozunu daha iyi anlamamiza ve tedavi
yaklagimlarini kisisellestirmemize yardimei olur. Ornegin, belirli bir siiriicii gen
mutasyonuna sahip olan hastalar, digerlerine gore daha kotii bir prognoza sahip
olabilir veya belirli bir tedaviye daha iyi yanit verebilirler. Bu bilgiler, hastalarin
takibini optimize etmek, risk gruplarimi belirlemek ve tedavi planlarmni
bireysellestirmek icin kullanilabilir. Ayrica, siiriicii genlerin spesifik hedeflenmesi,
kanser tedavisinde yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine de olanak saglar.
Ornegin, siiriicii gen mutasyonlarma 6zgii hedefe yonelik ilaglar, kanser hiicrelerini
daha spesifik ve etkili bir sekilde hedefleyerek tedavi sonuclarini iyilestirebilir. Bu
nedenle, kanser evreleme modellerinin sadece tiimoriin anatomik Ozelliklerine
dayanmamasi, ayni zamanda siirlicii genlerin incelenmesi ve hastanin genetik
profilinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu yaklasim, hastaligin prognozunu daha
dogru tahmin etmek, tedavi slirecini optimize etmek ve genel sag kalim siirecini
tyilestirmek i¢in 6nemli bir adimdir. Bu yiizden kanser evreleme modelinde yeni bir
bakis getirilmesi zorunludur. Kanserde siiriicli genlerin olgularda goriilme sikliklari,
stirticii genin Ozellikleri ve temas halinde bulunmus olduklar1 diger genlere olan

etkileri diisiiniilerek yeni bir evreleme modeli olusturulmalidir. Bu evreleme modeli,
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molekiiler evreleme modeli olarak ilk kez bu ¢alismada 6nerilmektedir. Ornegin

hastalarda tespit edilen direng genleri bir iist evreye gegmesine neden olabilir.

Hedefe yonelik molekiiler tedavi yaklagimlar1 arasinda ALK, ROS1, MET
gibi genlerdeki mutasyonlarin hedeflenmesi yer alir. Bu mutasyonlara sahip olan
akciger kanseri hastalari, spesifik inhibitor ilaglarla tedavi edilebilir ve daha iyi
tedavi yanit1 elde edebilir. KHDAK histolojik alt tip ayirmaksizin her hastada
mutasyon tespiti ve uygun tedavinin belirlenmesi i¢in genetik testler yapilmasi
gerekmektedir. ASHK tanili hastalar icin klinigimizde hedefe yonelik molekiiler
tedavi uygulanacak yontemlerin ilkinde yer almamaktadir. Bu eksik genotipleme
durumu, hastalarin  potansiyel olarak hedefe yonelik tedavilere erisimini
simirlamaktadir. Bu biyobelirtegler, spesifik hedefleyici ilaglarin kullanilmasina
olanak taniyarak tedaviye yaniti artirabilir ve hastalarin yasam kalitesini
tyilestirebilir. Bu nedenle, eksik genotipleme yapilmasi ya da molekiiler yaklagimin
olmamasi1 hastalarin tedavi segeneklerini sinirlayabilir ve optimal sonuglara
ulagmalarin1 engelleyebilir. Ayrica bu bulgular, saglik calisanlarinin ve saglhk
politika yoneticilerinin KHDAK tanili hastalarin genotipleme testlerine erisimini
artirmak i¢in cabalarim1 yogunlastirmasi gerektigini vurgulamaktadir. Bu sekilde,
hastalar daha uygun tedavi secenekleriyle yonlendirilebilir ve tedavi sonuglari
iyilestirilebilir.

Periferik kandan cerrahi rezeksiyon sonrasi ¢fDNA elde edilebilmesi igin
ameliyat sonrasi1 periferik kanda yarilanma omrii dikkate alinarak kan numunesi
alinmalidir. Kemoterapi kullanimi sirasinda kanda cfDNA bulma olasiligi
diismektedir. Son olarak; ctDNA testi, doku biyopsisinin miimkiin olmadig1 veya
yetersiz numune verdigi durumlarda onemli bir rol oynayabileceginden, ilerlemis

KHDAK'in klinik yonetimine dahil edilmelidir.
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