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Onsoz

Yiiksek lisans tezimde akciger kanserli olgularda her gegen giin 6nemini arttiran ve
tedaviye 6nemli ivme katan onkogenler {lizerine ¢alismistim, doktora tezimle minimal
invaziv ve gelecekte tedaviye yon verecek oldugunu diisiindiigiim likit biyopsi
orneklerinden onkogen degisimlerini inceleyerek molekiiler monitdrizasyona katki
saglamay1 amagladim. Hizli gelisen teknoloji ile gelisim ve degisimlere adapte olmak
biraz yorucu olsada hocalarimin, ailemin ve meslektaslarimin destegi sayesinde zevkle
ve heyecanla bu siireci tamamliyorum. Esimin bagka bir liniversiteye atanmasiyla tez
donemim esim ve c¢ocuklarimin hasretiyle biraz daha duygusal ve yorucu gecti bu
stireci hafifletmek i¢in bana desteklerini esirgemeyen hocalarima ayrica ¢ok tesekkiir
ediyorum.

Bir iiyesi olmaktan onur duydugum Ege Universtesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’nda kaliteli 6gretimin yaninda olagan {istii bir egitim siireci yagsadim.
Birbirinden degerli hocalarimin farkli yonlerden sagladiklari katkilar yeri doldurulmaz
etkiler yaratti. Bu siirecte yolunda gitmeyen seyler yorucu ve stresli durumlar yaratsa
da herbiri bilgi ve gorgii dagarcigimi genisletti. Bu siiregte destegi bulunan herkese
goniilden tesekkiir ediyorum.

Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan Tip-2015-

005 nolu proje ile bize destek veren Ege Universitesi Rektorliigiine tesekkiir ediyorum.

Izmir, 20.02.2020 Metin CALISKAN
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Ozet

Akciger adenokarsinomlu olgularda birinci basamak tedavi sonras1 onkogen
degisimlerinin periferik kan serbest DNA (cfDNA) érneklerinden arastirilmasi
Akciger kanseri giintimiizde en yiiksek mortaliteye sahip kanser tipidir. Kiigiik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere
iki tipi vardir. KHDAK ’nin yaklasik yarisin1 adenokarsinom alt tipi olusturmaktadir.
Klasik tedavide cerrahi miidahele, kemoterapi ve radyoterapi uygulanirken
immiinoterapi ve hedefe yonelik tedavi Onemini her gegen giin artirmaktadir.
Adenokarsinomlarin yaklasik yarisinda gézlemlenen onkogen mutasyonlarinin varligi
hedefe yonelik tedavi ve prognoz tayini agisindan Onemlidir. Onkogen
mutasyonlarinin tespiti timor biyopsisi ile gerceklestirilmektedir. Tiimdr biyopsisinin
hastalarin tiimiinde uygulanamamasi, uzmanlik gerektiren, zaman alic1 ve invaziv bir
islem olmas1 6nemli dezavantajlardir. Ayrica timor biyopsisi sadece biyopsi alinan
bolgeyi yansitmakta intra ve inter timor heterojenitesini yansitamamaktadir. Tedavi
stirecinde tiimoriin takibi agisindan tekrarlanma sansi yok denecek kadar azdir. Son
yillarda likit biyopsi olarak tanimlanan, viicut sivilarina yayilmig timor serbest
DNA’sinin (cfDNA) toplanmasiyla tiimore ait onkogenlerin tespit edilebilmesi
miimkiin olmustur. Likit biyopsi Orneginin tiimor yiikiinii ve heterojenitesini
yansitmasi, minimal invaziv olmasi tiim hastalarda istenilen zaman ve siklikta
tekrarlanabilmesi dnemli avantajlar saglamaktadir. Gelecekte likit biyopsi ile timdor
monitdrizasyonunun miimkiin olabilecegini, tespiti muhtemel ¢ok sayidaki molekiiler
degisikligin ortaya ¢ikis sirasinin ve interaksiyonlarinin tiimoriin molekiiler evrimine
151k tutacagini boylece tedavi basarisinin artacagini diistinmekteyiz. Bu projede, birinci
basamak tedavi Oncesi ve sonrasi tespit edilebilen onkogen degisimleri, mutasyon
degisimleri, mutasyon yiikii degisimleri ve mutasyon birlikteliklerinin tiimoriin
akciger i¢i pozisyonu ve yerlesimi, yeni olusumlarla olan iliskisi, metastaz iligkileri,
tedavi yanitiyla karsilagtirarak tedavi ve prognoza katki saglayabilecek bilgiler elde

etmeyi amagladik.

Aydin Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Onkoloji Bilimdali’na bagvurmus ve akciger adenokarsinomu tanisi almis 52 olgu
arastirmaya dahil edilmistir. Tedavi Oncesi ve sonrasi Ornekleri temin edilen
olgulardan EGFR, KRAS, BRAF, NRAS ve PIK3CA onkogenlerinde sik gézlemlenen
123 mutasyon Allel Spesifik PCR (AS-PCR) yontemiyle arastirilmistir. Olgularin
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29’unda tedavi Oncesi ve sonrasi hi¢bir mutasyona rastlanmazken 23’tinde en az bir
mutasyon olmak {izere toplam 39 mutasyon tespit edilmistir. Bir olguda 3 ayn
mutasyon, 4 olguda 2 ayr1 mutasyon ve 18 olguda tek mutasyon saptanmistir. Tedavi
oncesi mutasyon tespit edilmeyen 3 olguda tedavi sonras1 mutasyon tespit edilirken
tedavi Oncesi mutasyonu mevcut 5 olguda tedavi sonrasi mutasyon tespit
edilememistir. Mutasyon tespit edilen 15 olguda tedavi dncesi ve sonras1t mutasyon
yiikii degisimleri tespit edilmistir. NRAS mutasyonu bulunan bir olguda tedavi sonrasi
KRAS mutasyonlari tespit edilmistir.

EGFR mutasyonu mevcut olan olgular tedaviye iyi yanit vermis tedavi sonrasi
tiimoriin gerilemesiyle EGFR mutasyonlar1 tespit edilemeyecek seviyeye diismiistiir.
Literatiirde nadir gézlemlenen KRAS kodon 59, 117, 146 mutasyonlar1 ¢alismamizda
%7,5 gibi yiiksek bir oranda tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin ¢oklu mutasyon
birliktelikleri gostermesi tiimor merkezlerinin nekroze olmasi ve 6zellikle sag akciger
iist lobda konumlandiklar1 gézlenmistir. KRAS kodon 12 mutasyonu iceren olgularin
KRAS kodon 13 mutasyonu igeren olgulara gore daha iyi tedavi yanit1 sergiledikleri,
mutasyon birliktelikleri gostermedikleri ve sag akciger st lob disinda
konumlandiklar1 gozlenmistir. Primer tiimorii merkezi yerlesimli olgularin uzak
metastaz gostermeyip akciger i¢i yayilimla kotii prognoza sebep olduklari tespit
edilmistir. Kemik metastazi gosteren olgularin sag akcigerde yogunlastiklari, primer
timori sag akcigerde olan olgularin sag siirrenal beze, solda olanlarin sol siirrenal beze
metastaz egiliminde olduklari gdzlemlenmistir. Bulgularin daha fazla olgu iceren
caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger adenokarsinomu; Onkogen; cfDNA; EGFR; KRAS

IV



Abstract

Investigation of oncogene changes in periferic blood ¢cfDNA specimens after first
line therapy of lung adenocarcinoma patients.

Nowaday, lung cancer has the highest mortality rate among cancer types. There are
two types of lung cancer that small cell lung cancer (SCLC), and non-small cell lung
cancer (NSCLC). Approximately half of NSCLC is composed of adenocarcinoma
subtype. Surgery, chemotherapy and radiotherapy are applied in classical treatment,
while the importance of immunotherapy and targeted therapy are increasing day by
day. The presence of oncogene mutations observed in about half of adenocarcinomas
is important in terms of targeted treatment and prognosis. Oncogenic mutation
detection is based on samples of tumor tissue taken by biopsy. Tumor biopsy cannot
be performed in all patients and it is a time consuming and invasive procedure that
requires expertise. In addition, tumor biopsy reflects only the biopsy site and does not
reflect intra and inter tumor heterogeneity. There is little chance of repeat the follow-
up of the tumor during the treatment process. In recent years, it has been possible to
detect oncogene mutations by collecting cell-free DNA (cfDNA) called liquid biopsy.
Liquid biopsy specimen reflects tumor burden and heterogeneity, is minimally
invasive and can be repeated at any time and frequency in all patients. We think that
tumor monitoring by liquid biopsy may be possible in the future, and that the sequence
and interactions of many possible molecular changes will shed light into the molecular
evolution of the tumor, thus improving treatment success. In this thesis, we aimed to
obtain information that can contribute to treatment and prognosis by comparing
oncogene changes, mutation changes, mutation burden changes, the mutation
associated with tumor before and after first-line therapy, relation of tumor with new
formations, metastasis relationships, and treatment response.

Fifty-two cases with adenocarcinoma of lung admitted to Aydin Adnan Menderes
University Practice and Research Hospital Medical Oncology Department were
included in the study. 123 mutations observed in EGFR, KRAS, BRAF, NRAS, and
PIK3CA oncogenes were investigated by Allel Specific PCR (AS-PCR) method. In 29
of the cases, no mutations were detected before and after the treatment, while 39
mutations were detected, of which 23 had at least one mutation. There were 3 different
mutations in one case, 2 mutations in 4 cases and one mutation in 18 cases. In 3 cases

where no mutation was detected before treatment, post-treatment mutation was
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detected in 5 cases, whereas in 5 cases there was no post-treatment mutation. In 15
cases with mutation, mutation burden changes were detected before and after
treatment. One patient with NRAS mutation had KRAS mutations after treatment.

The cases with EGFR mutation responded well to the treatment and the EGFR
mutations decreased to an undetectable level after tumor regression. KRAS codon 59,
117, 146 mutations, which are rarely observed in the literature, were detected as high
as 7.5% in our study. It was observed that these mutations showed multiple mutation
associations, tumor centers were necrosis and they were located especially in the upper
lobe of the right lung. It was observed that patients with KRAS codon 12 mutation
having better treatment response than patients with KRAS codon 13 mutation, did not
show mutation associations, and were located outside the upper lobe of the right lung.
It was found that the primary tumor of the central location did not show distant
metastasis, and caused a poor prognosis with intra-pulmonary spread. It was observed
that the cases with bone metastasis were concentrated in the right lung, the cases with
primary tumor in the right lung were tend to metastasize to the right adrenal gland, and
the left ones to the left adrenal gland. The findings were supported by studies involving

morec cases.

Keywords; Lung adenocarcinoma; cfDNA; Oncogene; EGFR; KRAS
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Giris

1.1. Giris

Akciger kanseri glinlimiizde en yiiksek mortaliteye sahip kanser tipidir (Siegel vd,
2019). Adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom ve kii¢iik hiicreli karsinom en
yaygin alt tipleridir. Bu alt tiplerin alan etkisi (field affect) ile farkl1 6nciil malignant
hiicrelerden koken alarak akcigere yayildiklar1 diistiniilmektedir (Steiling vd., 2008,
Cheng vd., 2012, Wang vd., 2009). Diger bazi kanserlerde de benzer durum
gozlemlense de Onciil malignant hiicrelerin sadece morfoloji ile tanimlanmasi zordur,
bu nedenle akciger kanseri evriminin en erken evrelerini genetik c¢aligmalarla
incelemek gerekmektedir (Campbell vd., 2016). Ayrica, akciger kanseri erken bir
asamada metastaz yapma, hem lenf hem de kan yoluyla yayilma egilimi
gostermektedir. Genetik caligmalarla bu yikici etkiyi hangi preinvaziv klonun
yaratabileceginin belirlenebilecegi umut edilmektedir (Teixeira vd., 2019). Meme ve
prostat kanserlerinin %60'indan fazlasi tedavi edilebilirken, erken bir asamada olsa
dahi uzak metastazlar1 olan akciger karsinomu vakalarmin % 57'sinin 5 yillik
sagkalimi1 % 19‘un altinda kalmaktadir (Siegel vd., 2019). Erken evre degisikliklerinin
genetik olarak ortaya konmasi kanserin evrimi, invazyonu, immiinsiipresyonu ve
metastazi hakkinda ©nemli bilgiler sunacaktir (Siegel vd., 2019, Hanahan ve
Weinberg, 2011). Akciger kanseri alt tipleri arasindaki bu ayrimin tedaviye farkl
yanitlar veren akciger adenokarsinomu olgularinda da primer tiimoriin bulundugu
bolge ve mutasyon icerigine gore farkli genetik degisiklikler ile farkli prognoz ortaya
koyabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica kolon kanserlerinde sag ve sol kolon i¢in farkl
tedavi stratejileri uygulanmakta veya aym tedaviden farkli tedavi yanitlar
alinmaktadir (Venook vd., 2016). Akciger adenokarsinomunun bir pregenitr
hiicreden cogalarak yayildig: diisiiniilse de ortaya ciktig1r bolgedeki mikro cevre ve
epigenetik farkliliklarin farkli timor davranislarina yol agabilecegini diistinmekteyiz.
Akciger adenokarsinomlarinin histopatolojik altipleri yani sira gelecekte olusturulmasi
muhtemel molekiiler evrim siras1 ve molekiiler genetik alt tiplemenin birlikte
kullanimiyla tani ve tedavide basarinin artabilecegini digiinmekteyiz. Ayrica
onkolojik goriintiileme yontemlerinin molekiiler genetik verilerle birlestirilmesi timor

hakkinda daha ¢ok bilgi edinilmesine, mikro ¢evrenin molekiiler yap: ve tiimdriin



evriminde katkilar1 ortaya koyacagi gibi daha 6zellesmis tedavi ve Ongoriilebilir
prognoz ile tan1 ve tedavide basar1 sansinin artabilecegini diistinmekteyiz.

Bu tez calismasinda, tedavi oncesi akciger adenokarsinomu tanisi alan olgularda
tiimore ait kan dolasimina ¢ikmis olan cfDNA o&rneklerinden en sik gdézlemlenen
onkogen mutasyonlari taranmistir. Primer tiimoriin lokalizasyonu, yerlesimi, metastaz
durumu ve tedavi yaniti, tedavi 6ncesi ve sonrasit mutasyon degisimi, timor yiikii ve
mutasyon birliktelikleriyle birlikte degerlendirilerek tiimoriin molekiiler evrimi
hakkinda bilgiler verecek kisiye 6zgii tedavilerin olusmasina zemin hazirlayabilecek

tan1 ve tedavi basarisina katki saglayabilecek bilgiler elde etmeyi amagladik.



Genel Bilgiler

2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri tiim yas ve cinsiyetlere gore diinyada goriilme siklig1 agisindan %11,6
ve Oliime sebebiyet acisindan %18,4 ile en iist sirada bulunmaktadir. 2018 yili
Globocan verilerine gore yaklasik 2 milyon yeni tan1 ve yaklasik 1,7 milyon kansere
bagl 6liim ile ilk siradaki konumunu korumaktadir. Ulkemizde akciger kanseri 2014
yili Saghk Bakanligi verilerine gore goriilme siklig1 agisindan kadinlarda besinci
sirada erkeklerde ise ilk sirada bulunmaktadir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2014). Son
yillarda kanser biyolojisindeki gelismeler tani ve tedavide gelismeler saglamis
Amerikan Ulusal Kanser Entitiisiiniin verilerine gore tiim kanserlerde bes yillik
sagkalim %67,1 e kadar yiikselmistir. Ancak bu basar1 akciger kanserine yansimamis

bes yillik sag kalim %19,4’lere ancak ulasabilmistir (NIH) (Grafik 1).
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Grafik 1: Amerika Birlesik Devletleri 2019 y1l1 akciger kanseri yeni tani ve 6lim
tahminleri. 2009-2015 yillar1 aras1 5 yillik sagkalim ytizdesi. 1992-2016
yillart aras1 her yiizbin kisideki yeni tan1 ve 6liim sayis1



Akciger kanseri belirtileri nadiren erken evrelerde kendini gdstermekte bu sessiz
seyredis kisa sagkalim ve yiliksek mortaliteye sebep olmaktadir. Olgularin biiyiik
cogunlugu ileri evrelerde, %14’ ancak cerrahi miidaheleye uygun evrede

farkedilebilmektedir (Karapinar ve ark., 2015)
2.1.2. Etiyoloji

Uzun yillardir tiitiin ve tiitlin Griinlerinin akciger kanseri etyolojisinde 6énemli bir yer
tuttugu bilinmektedir; dyle ki %90°dan yiiksek oranda tiitlin ve tiitlin iiriinleri kanser
olusumunda sebep olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sigara kullanan her on kisiden birisinde
akciger kanseri goriiliirken akciger kanseri tanisi alan her on kisiden dokuzu sigara
kullanicisidir. Sigara kullanimi akciger kanseri riskini yaklasik otuz kat artirirken
dumana maruziyet yani pasif i¢icilik yiizde onbir ile Amerika Birlesik devletlerinde
her y11 3000°den fazla kanser vakasiyla iligkilidir. Genetik yatkinliin yan1 sira mesleki
etkenler %09-15, radon maruziyeti %10, hava kirliligi %1-2, radyasyon, diger
hastaliklar ve beslenme tiitlin dis1 etkenler olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Histopatolojik
olarak sigara kullanicilarinda genellikle kiiciik hiicreli ve yass1 hiicreli akciger kanseri

goriilmektedir (Alberg vd., 2007, Cooper, 2016).
2.1.3. Klinik Belirtiler

Akciger kanserinin ilerlemeden veya metastaz olusturmadan once fazla belirti
vermemesi solunum sisteminin agri1 hissi olusturamamasi ve Oksiirliglin sigara
icenlerde belirti olarak kabul edilmemesinden kaynaklanmakta hastaligin ancak geg
evrelerde farkedilmesine sebep olmaktadir. Daha cok hastalar primer kanserden
kaynaklanan sikayetle degil de, metastazlarin olusturmus oldugu rahatsizlikla bir
saglik kurulusuna basvurmaktadir (Alar ve Sahin, 2012). Klinik bulgu ve belirtiler
timoriin bolgesi ve yayilimina gore farkliliklar gostermekte merkezi pozisyondaki
timorlerde Okstiriik sikayeti 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica akciger kanserinde, plevral
efiizyona baglh dispne, kemik agrisi, comak parmak, ses kisikligi, yutma giigliigii

goriilebilmektedir.
2.1.4. Simiflandirma

Akciger kanseri Kiiciik Hiicreli Akciger kanseri (KHAK) yaklasik %15-20 ve Kiiciik
Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) yaklasik %80-85 ile iki ana gruba

ayrilmaktadir. KHDAK skuamoz hiicreli karsinomlar ve non-skuamdéz karsinomlar



(Adenokarsinom, Biiyiik Hiicreli Karsinom ve diger subtipler) olarak iki alt grupta
degerlendirilmektedir (Travis, 2004).

Akciger adenokarsinomlar1 Ozellikle gelismis iilkelerde en biiyiikk alt grubu
olusturmakta ¢ogunlukla sigara kullanmayan olgular ve kadin hastalarda siklikla
gdzlemlenmektedir. DSO akciger adenokarsinomlarmi dért ana grupta gostermekte ve
nadir varyantlar1 tanimlamaktadir. Bu gruplar Bronkoalveoler, Asiner, Solid, ve
Papiller tiplerdir ve degisen oranlarda bir arada gozlenmektedirler. Bronkioloalveoler
Karsinomun Miisindz, Nonmiisindz ve intermediate form olmak iizere ii¢ ayr1 formu
mevcuttur. KHDAK nin siklikla gozlenen alt gruplarindan olan Skuaméz hiicreli
karsinom; Kii¢iik Hiicreli, Seffaf Hiicreli, Papiller ve Bazaloid morfoloji formlari

olarak tanimlanmaktadir (Travis, 2004).
2.1.5. Evreleme

Akciger kanserinde tedavi basarist dogru prognoz tayini ve tedavi se¢imi agisindan
evrelemenin ne kadar iyi yapildigia baglidir. Evreleme genel olarak anamnez, fizik
muayene, laboratuvar tetkikleri, gOriintileme ve tiimdr biyopsisi ile
gerceklestirilmektedir. Tani sirasinda primer tiimoriin anatomik yayginhigt TNM
evreleme sistemiyle belirlenmektedir. T,N,M evrelemesinde tiimoriin biiytikliigii ve
yaygmhg: (T), bolgedeki lenf nodu tutulumu (N) ve metastaz durumu (M) ile
tanimlanmaktadir. T, N, M evreleme sistemiyle hastaligin derecesi evre I ve evre [V
arasinda genel olarak tespit edilmektedir (Silvestri vd., 2003). Akciger kanserinde
TNM smiflandirmas1 2009 yilinda yedinci versiyonuyla yayimlanmis ve 2010 yili
itibariyle yiriirliige girmistir. Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Derneginin
(IASLC) ve 19 iilkenin katilmiyla T, N ve M faktorleri ile sagkalim iligkisi analiz
edilerek evrelemede degisikliklere gidilerek sekizinci TNM  smiflamasi
olusturulmustur. Ulkemiz bu yeni siniflandirma sistemine 2017 yili itibariyle gegis

yapmistir (Tablo 1 ve 2) (Turna, vd., 2017).



Tablo 1: T,N ve M degerlerine gore evre gruplandirmast

EVRE T N M
Gizli karsinom Tx NO MO
Evre 0 Tis NO MO
IA1 T1lmi, Tla NO MO
1A2 T1b NO MO
Evre I
IA3 Tlc NO MO
1B T2a NO MO
A T2b NO MO
Evre I i Tla, Tlb, Tlc, T2a, T2b N1 MO
T3 NO MO
Tla, T1lb, Tlc, T2a, T2b N2 MO
1A T3, T4 N1 MO
T4 NO MO
Evre 111
B Tla, T1lb, Tlc, T2a, T2b N3 MO
T3, T4 N2 MO
18 (6; T3, T4 N3 MO
IVA Herhangi bir T Herhangi bir N | M1a, M1b
Evre IV
IVB Herhangi bir T Herhangi bir N Mlc




Tablo 2 : Primer tiimor, bolgesel lenf nodu ve metastaz degerlendirmesi

Primer tiimor (T)

Tiimoriin degerlendirilemedigi veya malign hiicrelerin balgam ya da bronsiyal yikama

Tx sivisinda gosterildigi ancak tiimdriin bronkoskopi veya goriintiilleme yontemleri ile
belirlenemedigi durumlar
TO Primer tiimor belirtisi yok
Tis Karsinoma in situ
T1 Normal akciger veya viseral plevra ile ¢evrili, en genis ¢ap1 <3 cm timor
T1mi Minimal invaziv adenokarsinom
Tla Tiimoriin en genis ¢ap1 <1 cm
T1b Tiimoriin en genis ¢apt >1 cm, <2 cm
Tle Tiimoriin en genis ¢apt >2 cm, <3 cm
Tiimoriin en genis ¢ap1 >3 cm, <5 cm veya su Ozelliklere sahip timor
T2 e Karinaya uzakligina veya invazyonuna bakilmaksizin ana brons invazyonu
e Viseral plevra invazyonu
e Hiler bolgeye uzanan atelektazi (lobar veya total) veya obstriiktif pndmoni
T2a Tiimoriin en genis ¢ap1 >3 cm, <4 cm
T2b Tiimoriin en genis ¢capt >4 cm, <5 cm
Tiimoriin en genis ¢apt >5cm, <7 cm veya ayni lobda tiimdr nodiilii(leri) olmasi veya
T3 asagidaki yapilardan birine direkt invazyon:
e Gogiis duvar invazyonu (parietal plevra ve superior sulkus tiimérleri dahil), frenik
sinir, parietal perikard
Tilimoriin genis ¢ap1 >7cm veya ipsilateral farkli bir lobda tiimor nodiilii(leri) olmasi veya
asagidaki yapilardan birine direkt invazyon:
T4 e Diyafram, mediasten, kalp, biiylik damarlar, trakea, rekiirren laringeal sinir, 6zofagus,
vertebra korpusu ve karina
e Primer tiimorle ayn1 akcigerde fakat farkli lobda nodiil/nodiiller
Bolgesel lenf nodlari(N)
Nx Bolgesel lenf nodlarinin degerlendirilememesi
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
o Ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf nodlarina ve/veya intrapulmoner
lenf nodlarina metastaz veya direkt invazyon
N2 Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodlarina metastaz
N3 Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen veya
Uzak metastaz (M)
MO Metastaz yok
M1 Metastaz var
o Kars taraf akcigerde ayr1 tiimor nodiilii(leri), plevral veya perikardiyal nodiiller veya
a malign plevral veya perikardiyal eflizyon
Mi1b Tek ekstratorasik organda, tek metastaz
Mlc Tek veya bir¢ok organda birden ¢ok metastaz




2.1.6. Akcigerlerin Anatomisi

Akcigerler yaklasik agirliklar1 1200-1300 gram olan tist kisimlart alt kisimlarina goére
daha dar biiyiikliikleri birbirinden farkli, sag ve sol olmak {izere iki parcadan olusan
solunum organlaridir. Sag akciger iist, orta ve alt lob olmak iizere ii¢ par¢adan sol

akciger ise iist lob ve alt lob olmak {izere iki par¢adan olusmaktadir (Semiz, 1990).

Gogilis boslugunda sagda ve solda bulunan plevral kese icerisinde yer alirlar ve i¢inde
kalbinde yer aldig1 mediastinum yerlesimli yapilariyla birbirinden ayrilirlar. Hafif i¢
biikey olan akcigerin mediastinal yiizeyinde bronslar, sinirler ve pulmoner damarlarin
gectigi hilum pulmonis adi verilen dikey bir yarik mevcuttur Akciger alveolleri ve
bronsgial aga¢ dahil ana brons ve distalinde yerlesimli tiim solunum sistemi yapilari
akciger icinde yer almaktadir. Akcigerlerin ikisi de dorder ylize sahiptir, alt yiizlerine
konkav sekilli basis pulmonis hemen altindaki dis biikey diyafram ile uyum
gostermektedir. Apex pulmonis olarak isimlendirilen akciger {ist yilizeyi kopriiciik
kemigi tlizerine kadar uzanir. Kaburgalarin i¢ yiizli ile temasta olan facies costalis
akcigerin en genis yiizidiir. Akciger loblar1 pulmoner alveolleri bulunduran
lobiillerden olusmaktadir. Akcigerde gaz degisiminin olustugu fonksiyonel birimler

pulmoner alveollerdir (Kilig, 2016).

Brong agaci trachea ardindan bifurcatio trachea buradan iki ana brons ile sag ve sol
akcigere dagilir. Ana bronglar lober bronglarla devam eder ardindan segmental
bronglar ve devaminda kiigiikk tiibiiller bulunmaktadir. Segmental bronglarin
beraberinde devam eden bir arter dali ve sinirler bulunmaktadir (Kilig, 2016,

Sinnatamby, 2006, Johnson vd., 2005).

Akcigerleri serdz yapida, c¢ift katli ve iki yaprakli plevra zar1 cevrelemektedir.
Plevranin dis yaprag parietal plevra olarak adlandirilir ve gégiis duvarma yapisiktir.
Icteki plevra yaprag visseral plevra olarak adlandirilir ve akcigerleri gepegevre sarmis
vaziyettedir. Birbirinden ayrilmasi ¢ok gii¢ olan bu iki plevra yapragi arasinda cavitas
pleuralis bulunur ve burada solunumu kolaylagtiran ¢ok az miktarda sivi
bulunmaktadir (Sinnatamby, 2006, Johnson vd., 2005). Plevranin biiziilmemesi i¢in

plevra yapraklar1 arasinda negatif basing mevcuttur (Tuncel, 2006).



2.1.7. Pozitron Emisyon Tomografisi / Bilgisayarh Tomografi (PET/BT)

Kanser hiicreleri degismis enerji metabolizmasi sebebiyle normal hiicrelere gore
yiiksek miktarda glukoz tiikketmektedir. Pozitron emisyon tomografisi (PET), kanser
hiicrelerinin bu artmis glukoz tiiketimini glukozun radyoaktif isaretli bir tiirevi olan 2-
18F-floro-2-deoksi-D-glukoz (FDQG) kullanarak goriintiilenmesine yarayan énemli bir
goriintiileme yontemidir. FDG-PET, diger gorlintileme yontemleriyle elde
edilemeyen ve ¢esitli kanser tiirlerine sahip hastalarin tan1 ve tedavisinde c¢ok etkili
bilgiler saglamaktadir; ancak bazi kanserlerde diisiik FDG alimi, enflamatuar
hiicrelerde FDG alimi, timor morfoljisini tam yansitamamasi ve goriintii kalitesinin
diisiik olmas1 gibi bazi1 sinirlamalar ortaya ¢ikmaktadir. PET kamera ve BT tarayiciy1
birlestirilerek yeni gelistirilen bir entegre PET/BT sistemi, ayni pozisyonda hem
anatomik hem de fonksiyonel goriintiileme saglayarak bu dezavantajlarin iistesinden
gelmistir. FDG kullanan PET ve/veya PET/BT, kanserin tespiti, kotii huylu ve iyi
huylu lezyonlarin farklilagmasi, tedaviden dnceki kanserin evrelendirilmesi ve kanser
tedavisinin degerlendirilmesinde ve ayrica tedaviden sonraki niiksiin belirlenmesinde
klinik olarak 6nemli bilgiler sunmaktadir. Akciger kanseri, gastrointestinal kanserler,
meme kanseri ve malign lenfoma dahil ¢ogu kanserde PET/BT bir¢ok kanser
hastasinin tani1 ve tedavisinde goriintiileme konusunda yeni standart yaklagim olmustur
(Endo vd., 2006). Viicutta herhangi bir bolgede meydana gelen FDG tutulum miktari
kantitatif bir deger olan Standart Alim Degeri (SUV) degeri ile ifade edilir. Kanser
hiicrelerinin glukoz metabolize etme hizlar1 yliksek oldugundan SUV degerleri
yiiksektir ve bu deger ne kadar yiiksekse malignite olma olasilig1 o kadar yiiksektir
(Lardinois vd., 2003).

Akcigerin yliksek glukoz kullanimin bulunmamasi kanserlesme durumunda artmis
FDG tutulumuyla tiimoriin tespitinde PET/BT goriintilemeye Onemli avantaj
saglamaktadir. Normalde yiiksek glukoz metabolizmasina sahip beyin ve kalp kasinda
FDG tutulumu dogru bilgi elde etmede giigliikler yaratmaktadir. Ayrica mesane ve
bobrekte uygulanan ilacin atimiyla ilgili artmig FDG tutulumu malignite
degerlendirmesinde giicliikler ortaya koymaktadir. (Lardinois vd., 2003). Akciger
kanserinde akcigerin diginda kalan bolgelerle meydana gelen metastaz ve yeni
olusumlarla ilgili malignite belirlenmesi diger goriintiileme ve invaziv yontemler ile

birlikte incelenmesi gerekmektedir (Enon ve Giingor, 2005)



2.1.8. Akciger kanserinde siiriicii onkogenler

Kanserlerde tiimoriin molekiiler patolojisine dayanarak hedefe yonelik tedavi
uygulamalari1 son zamanlarda 6nem kazanmaya baglamistir. Her kanser alt tipinin
belirli baz1 genetik degisiklik yada degisikliklerle ile tetiklenmesi bu markerlere karsi
hedeflenmis tedavilerin 0Ozellesmesi tedavide basari sansini Onemli Olgiide
artirmaktadir (Tuononen vd., 2013). Ozellikle proto-onkogenlerde meydana gelen
degisiklikler sonucu olusan onkogenlerin {irettigi onko-proteinleri inhibe etmekte
kullanilan tirozin kinaz inhibitorleri ve monoklonal antikorlar yardimiyla tlimoriin
progresyonunun durdurulmasi ve baskilanan klonun ortadan kalkmasiyla tiimor
yiikiinde azalma olugmakta ve tedavi olumlu yonde ilerlemektedir (Costa vd., 2007).
Buna en iyi Ornek akciger adenokarsinomlarinda goézlemlenen EGFR geninde
meydana gelen nokta mutasyonlari, kiiciik delesyon ve insersiyonlar sonucu olusan
asir1 aktif Reseptdr Tirozin Kinazin (RTK) Tirozin Kinaz Inhibitorleri (TKIs) ile
baskilanarak proliferasyonun durdurulmasi olarak gdsterilmektedir (Costa vd., 2007).
Yine akciger adenokarsinomlart ve diger bir¢ok kanserde gdzlemlenen v-Kiras2
Kirsten sican sarkoma viral onkogen homologu (KRAS) gen mutasyonlar1 siklikla
gozlenmekte fakat olusan onkoproteine kars1 heniiz etkin bir baskilayict bulunmamasi
sebebiyle prognoz kotii yonde ilerlemektedir (Riely vd., 2009).

Genetik degisiklikler akciger kanserinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan KHDAK
tipinde EGFR, HER2, ROS1 ve ALK gibi reseptor tirozin kinaz genlerinde, KRAS,
NRAS, BRAF ve MEKI1 gibi map kinaz yolag: genlerinde ve PIK3CA, AKTI gibi
PI3K/Akt yolaginin bazi genlerinde ozellikle kendini gdstermekte karsinogenezi
tetiklemektedir.

Bir reseptor tirozin kinaz olarak gérev yapan EGFR hiicrenin ¢ogalma farklilasma ve
apoptoz gibi temel gorevlerini diizenleyen bir¢ok sinyal yolagini regiile etmekte ve
EGFR’de meydana gelen anormallikler kanser etkeni olarak gdsterilmektedir
(Tuononen vd., 2013). EGFR geninde olusan siiriici mutasyonlar KHDAK tanis1
konulan Kafkas popiilasyonunun %14'iinde bulunabilirken, Asya popiilasyonlarinda
%38,4 gibi daha yiiksek bir oranda gozlenmektedir. Kadin, sigara i¢cmeyen ve
adenokarsinom tanist alan hastalarin £EGFR mutasyonunu tagima olasiliklar1 daha
yiiksektir, ancak bu 6zellikleri olmayan hastalarda da bulunabilir (Zhang vd., 2016).
EGFR kinaz domaini mutasyonlari, tirozin kinaz domaininin bir boliimiinii kodlayan

ve enzimin ATP baglayici cebinin etrafina kiimelenmis olan 18-21 ekzonunda bulunur.

10



EGFR'deki kinaz domaini mutasyonlari, genellikle arttirilmis kinaz aktivitesiyle
sonuglanan aktif mutasyonlar olarak adlandirilir. En yaygin gézlenen mutasyonlar
ekzon 19 delesyonu ve ekzon 21 L858R mutasyonudur (Kosaka vd., 2004). EGFR’nin
aktivitesi TKIs ile baskilanmakta, boylece asag1 yonlii sinyal yolaklar1 sinyal iletisini
durdurmakta, proapoptotik yolak upregiile olarak apoptotik yolagin aktive olmasi
saglanmaktadir (Costa vd., 2007).

KHDAK’nde EGFR geninin 18. ve 21. ekzonunda meydana gelen ¢ogu mutasyon
TKIs hassasiyetiyle iliskilendirilirken 19. ve 20. ekzonda meydana gelen insersiyon,
delesyon ve nokta mutasyonlar1 TKIs direnci ile suglanmaktadir (Sharma vd., 2010,
Costa vd., 2007). Ayrica EGFR mutasyonu mevcut olmasa dahi KRAS gen
mutasyonlart EGFR sinyal yolagim ileti almaksizin aktiflestirerek TKIs direncine
neden olmaktadir (Riely vd., 2009)

Bir lipid grubu ile hiicre zarinin sitoplazmik kismina baglanan ve monomerik
guanozintrifosfat (GTP) baglayan GTPaz’lardan olan RAS proteinleri dort
fonksiyonel gen Kristen RAS A ve B (KRAS), Harvey RAS (HRAS) ve v-Ras
Noroblastom viral onkogen homologu (NRAS) tarafindan kodlanmaktadir. Birbirine
cok benzer ve korunmus olan RAS proteinleri birgok hiicrede ¢ogalmanin yanisira
dolayli olarak hiicre dongiisii kontroliinde de gorev almaktadir. Ras proteinleri
Guanozindifosfat (GDP) bagh iken inaktiftir ve GDP’nin ayrilarak GTP’nin
baglanmasiyla aktive olmaktadir. RAS genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu
olusan RAS onko-proteinleri GTP’den ayrilamamakta siirekli aktif halde kalmasi
sonucu karsinogenez tetiklenmektedir. RAS genlerinde meydana gelen mutasyonlar
insan kanserlerinin en sik gozlemlenen genetik degisikliklerindendir (Nanda vd., 2010,
Watzinger ve Lion, 1999, Capon vd., 1983, Schubbert vd., 2007).

RAS tarafindan asag1 yonlii aktive edilen bir serin-treonin kinaz olan RAF; kanser
gelisiminde merkezi 6neme sahip ERK yolaginin bir iiyesidir (Matallanas vd., 2011).
v-Raf Murine sarkoma viral onkogen homologu (BRAF)’1in mutasyona ugramasi
RAS-ERK sinyal iletisinde hiperaktivasyona yol agmakta boylece hiicre sagkalimi ve
cogalmast artig gostermektedir (Brose vd., 2002, Naoki vd., 2002). BRAF
mutasyonlart akciger karsinomlarinin da dahil oldugu bir¢ok tiimorde gosterilmistir
(Brandao vd., 2012, Kobayashi vd., 2011, Matallanas vd., 2011).

KHDAK hastalarinda EGFR mutasyonu ¢ogunlukla kadinlarda (%37,5) gozlenirken

erkeklerde (%13) daha az oraninda gozlenmektedir. Tiitiin {iriinii kullanmayanlarda
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%50,8 gibi yiiksek bir oranda gozlenirken, sigara kullananlarda bu oran %9 larda
kalmaktadir. Asyali olmayan kokene sahip hastalarda %7,9 oraninda gozlenirken,
asyalilarda %29,1 oran1 gozlenmektedir. Diger histolojik alt tipler sadece %2,3 gibi
oranda EGFR mutasyonu gosterirken, adenokarsinomlu olgularda bu oran %31,3
seviyelerindedir. KHDAK olgularinin yaklagik %15-30’unda gozlenen KRAS
mutasyonu EGFR mutasyonunun tersine daha c¢ok kafkas kokenlilerde ve sigara
kullanicilarinda gozlenirken, EGFR mutasyonlarina benzer sekilde adenokarsinom alt
tipinde yogunlukla gézlenmektedir (Brandao vd., 2012). Cogunlukla sigara kullanicisi
hastalarda gozlemlenen BRAF mutasyonu akciger kanserinde yaklasik %3 oraninda
tespit edilmektedir (Brose vd., 2002, Davies vd., 2002, Marchetti vd., 2011, Paik vd.,
2011). EGFR, KRAS ve BRAF mutasyonlar1 birbirini diglayan mutasyonlar olarak
gosterilmektedir (Paik vd., 2011).

Fosfatidil inozitol-3-kinaz katalitik alfa polipertid (PIK3CA), 21 ekzon iceren ve
fosfatidil inozitol kinaz (PI3K)’in katalitik alt iinitesini kodlayan bir gen olarak
gosterilmektedir (Liu ve Roberts, 2006). Biiyiime faktorleri tarafindan uyarilan
reseptOr trozin kinazlar PIK3K’1 aktive etmekte aktive olan PIK3K hiicrede bir¢cok
fonksiyonu diizenleyen sinyal yolaklarinda gorev yapan ve ikincil mesajc1 olan
Fosfatidil inositol trifosfati (PIP3) iiretmektedir (Zhao ve Vogt, 2008). Meme, akciger,
kolon, mide, beyin ve karaciger kanseri gibi bircok kanserde bu gene ait delesyonlar,
amplifikasyonlar ve ¢ogunlukla nokta mutasyonlar1 gosterilmektedir (Karakas vd.,
2006). Mutasyonlarla enzimatik fonksiyonlarda artig olusmakta boylece sebepsiz aktif
hale gelen AKT sinyal iletimi artmis onkojenik aktiviteye sebep olmaktadir
(Gardefors, 2007). Bu durum mutasyona ugramis PIK3CA geninin birgok kanser
tipinde onkojenik aktivite olusturmasina sebep olmaktadir (Zhao ve Vogt, 2008).
PIK3CA mutasyonlar1 sebebiyle stirekli aktif konumda kalan PI3K/Akt yolagi
EGFR’a kars1 kullanilan tirozin kinaz inhibitdrlerinde etkisizlesme ve ilag¢ direncine
sebep olma ile iligkilendirilmektedir.

Akciger adenokarsinomlarmin %40-55’inde birbirini diglayan en az bir siiriicii
mutasyon oldugunu gosteren ¢alismalar yayinlanmistir (Dacic S., 2011, Hirsch vd.,
2010, Cheng vd., 2010). Eskiden beri EGFR ve KRAS mutasyonlarinin birbirini
disladig1 bilinmektedir ve ALK, AKT1, BRAF, HER2, PIK3CA ve ROS-1’in birbirini
dislayan diger mutasyonlardir. Ancar akciger adenokarsinomlarinin %40-45’inde

stiriicli genetik degisiklikler heniiz bilinmemektedir.
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2.2. Likit biyopsi

Son on yilda, tiimoriin molekiiler yapisina dayali “kisisellestirilmis” veya
“siiflandirilmis” tedavi ileri evre KHDAK olgularinda rutin klinik uygulamalara
dahil olmustur. Giiniimiizde timor dokusundan hedefe yonelik tedavi
biyobelirteglerinin tespiti zorunlu hale gelmistir. Ancak bazi biyolojik ve teknolojik
zorluklarla kars1 karsiyadir (11ié ve Hofman, 2016). i1k olarak ayni1 hastadan elde edilen
coklu tiimdr numunelerinin kapsamli karakterizasyonu, ayni tiimordeki farkli bolgeler
(mekansal heterojenite) arasinda ve ayni hastadaki primer tiimdr ile lokal veya uzak
niiksler arasinda (zamansal heterojenite) intratiimor heterojenitenin gosterilmesi
onemli bir zorluk olarak gdsterilmektedir (Gerlinger vd., 2012). Dahasi, son
zamanlarda yapilan c¢aligmalar, tiimdr i¢i tedaviye direngli alt klonlarin ortaya
cikmasiyla primer tiimoriin zaman i¢indeki dinamik degisimleri gosterilmistir (Bedard
vd., 2013). Inter ve intratumoral heterojenite, akciger onkolojisinde tedavi
yonlendirmede onemli bir zorluk teskil etmektedir ve bu sebeple tiimdr biyopsisi
timoriin molekiiler yapisini yansitmakta yetersiz kalmaktadir (Bedard vd., 2013).
Ikincisi, tiimériin tiim molekiiler yapisinin elde edilmesi tiimdre her zaman erisimin
kolay olmamasi sebebiyle zorluklar igermektedir. Tanida ve tedavi boyunca doku elde
etmenin invazif prosediirler gerektirmesi ve klinik komplikasyon oraninin artmasi
tlimoriin erigilebilirligini kisitlamaktadir (Sholl vd., 2016). Bununla birlikte ileri evre
KHDAK hastalarinin bir¢ogunda ortaya ¢ikan diisiik performans durumu, rahatsiz
edici girisimsel biyopsi islemlerinin uygulanabilirligini kisitlamaktadir (Sholl vd.,
2016). Ayrica elde edilen doku miktarinin artan biyobelirte¢ ve diger test taleplerine
kars1 yetersiz kalmasi baska bir zorluk olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ileri evie KHDAK
hastalarinin %80°ninden kii¢iik miktarda doku alinabilmekte bu da ek testler uygulama
sansint  kisitlamaktadir hatta olgularin  %31’inde dokuya wulagmak miimkiin
olmamaktadir (Wong vd., 2014). Doku temin edilebilen olgularda formalin fiksasyonu
gibi koruma yontemleri DNA’da C>T / G>A doniisiimlerine sebep olarak %1-25 gibi
bir oranda allel frekansi degisimlerine yol agmakta bu da molekiiler testler i¢in yanlis
pozitiflik ihtimalini artirmaktadir (Wong vd., 2014). Yeni nesil dizileme (NGS)
teknikleri gelismis olsa da bu durum teknige sinirlamalar olusturmaktadir. Son olarak,
doku biyopsileri hasta bakim maliyetlerini artirdig1 gibi sonu¢ alma siiresinin uzun

olmas1 onemli dezavantajlar ortaya koymaktadir. Doku biyopsisi kullanimindaki bu
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sinirlamalar tiimor genetigi ve dinamiklerini gozlemlemek icin alternatifler

aranmasina yol agmistir (Ili¢ ve Hofman, 2016).

Her ne kadar timor dokusu, klinik molekiiler analizler i¢in hala altin standart kaynak
olarak konumunu korusa da, tiimdre ait materyalin kan dolasimindan toplanabilmesi
tliimor biyopsisinin sebep oldugu olumsuzluklar: bertaraf edebilen ¢ekici bir alternatif
olarak Onemini artirmaktadir. Kan 6rneginden kansere ait materyallerin toplanarak

teshisde kullanilmas1 “siv1 biyopsi” olarak tanimlanmaktadir (Ili¢ ve Hofman, 2016).

Sivi biyopsi ile degerlendirilebilecek birka¢ timor materyali kaynagi vardir:
dolasiminda hiicre icermeyen veya komplekslesmis niikleik asitleri iceren cfDNA
(cell-free DNA), bunun alt kiimesi olan dolasimdaki timér DNA’s1 (ctDNA) ve hiicre
icermeyen RNA (cfRNA) ve bir digeri dolagimdaki tiimdr hiicreleri (CTC) dir (Ilie
vd., 2014). cfDNA, hiicreler veya hiicre fragmanlar1 icermeyen, apoptotik ve nekrotik
timor hiicreleri ve normal hiicrelerinden kan dolasimina salman kiigiik DNA
parcgalarindan olugsmaktadir. Tanimlanmis onkojenik mutasyonlar, ctDNA'nin varligini
ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir (Diaz ve Bardelli 2014). cfDNA, idrar, tlikiiriik
veya beyin omurilik sivis1 gibi diger viicut sivilarinda tespit edilebilmektedir (Ilie vd.,
2014). CTC'ler kandan izole edilebilen malign Ozelliklere sahip saglam, canl
hematolojik olmayan hiicreleri temsil etmektedir (Ilie vd., 2014). CTC'ler, kanserin
hematojen yayilimi sirasinda kan dolagimima salinir ve tek veya kiimeler halinde
bulunur. Tiimor hiicreleri, dolasimdaki kodlamayan RNA'lar (6rn., MikroRNA'lar,
kiigiik niikleolar RNA'lar, PIWI-etkilesimli RNAlar ve kii¢iik kodlayict olmayan
RNAlar) dahil olmak {iizere kandaki RNazlara giiglii sekilde direng gdsteren
eksozomlarla zenginlestirilmis cesitli cfRNA tiirlerini kan dolasimina aktif olarak
salgilamaktadirlar. Ozellikle, trombositler ayrica serbest niikleik asitleri sekrete
edebilir ve bu nedenle tiimor hiicreleri tarafindan salinan alternatif bir cfRNA kaynagi

olarak islev gorebilmektedir (Nilsson vd., 2016).

Yaklasik 50 milyon malign hiicre igeren tiimorler kanda ctDNA tespiti i¢in yeterli
DNA salgilayabilirken PET/BT goriintiileme yontemiyle genellikle ancak 7 ila 10 mm
boyutundan kiigiik olmayan ve ~ 1 milyar hiicre igeren tiimorleri tespit edebilmektedir
(Diaz vd., 2012, Sholl vd., 2016). Hiicre yakalama cihazlarindaki son gelismeler,
plazma izolasyon teknikleri ve son derece hassas sekans bazli yontemler KHDAK'de
s1v1 biyopsinin uygulanabilir olmasini saglamaktadir (Sholl vd., 2016, Diaz ve Bardelli

2014).
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Gerec ve Yontem

3.1 Olgularin toplanmasi

Aydin Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Onkoloji Bilimdali’'na 2017 ve 2019 yillar1 arasinda basvurmus ve akciger
adenokarsinomu tanis1 almis 87 olgu Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Girisimsel olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 13.10.2016 tarihli
ve 14 nolu karari ile arastirmaya dahil edilmistir. Oliim, tedaviyi ret ve baska merkezde
tedavi tercihi sebebiyle 36 olgudan sadece tedavi 6ncesi 6rnegi temin edilebilmis ve
bu olgular aragtirmadan ¢ikarilmistir. Tedavi Oncesi ve sonrasit Ornekleri temin
edilebilen 11’1 kadin ve 41’1 erkek toplam 52 olgu ile aragtirma gerceklestirilmistir.
Her olgudan tedavi Oncesi bir kez ve tedavi sonrast bir kez olmak tlizere K2-EDTA
icerikli tam kan tiiplerine 10 ml periferik kan alinmis, ardindan 1100xg’de 10 dakika
santrifiij edilerek plazma kismi ayrilmis ve bu orneklerden 2 saat icinde cfDNA

izolasyonu gerceklestirilmistir.

3.2 ¢fDNA izolasyonu uygulama protokolii

Elde edilen plazma Orneklerinden cobas cfDNA Sample Preparation Kit (Roche)
kullanilarak cfDNA izole edilmistir. cfDNA izolasyon kiti i¢erisinde bulunan WB 11
ve WB I yikama tamponlar1 ayrica PK proteinaz K soliisyonlar1 izolasyon Oncesi
hazirlanmistir. Liyofilize haldeki PK 4,5 ml steril su eklenerek sulandirilmistir. Su ile
¢ozdiiriilmiis olan PK soliisyonu her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 kullanilmak tizere 260 ul’lik
hacimlerde 0,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilarak -20 °C’de saklanmak iizere buz
dolabina kaldirilmistir. Yikama tamponu I (WB I) icerisine 15 ml saf etil alkol
eklenerek hazirlanmistir. Yikama tampanu II (WB 1I) igerisine 50 ml saf etil alkol
eklenerek hazirlanmistir. Sulandirilmis PK disindaki tiim izolasyon kompenentleri oda
1s1sinda muhafaza edilmistir. On hazirliklar tamamlandiktan sonra izolasyon kit igerigi
bitene degin gelen ornekler izole edilmistir. Yeni izolasyon kiti a¢ilimi yapildiginda
on hazirliklar tekrar uygulanmaistir.
Calismaya dahil edilen olgulardan alinan ve hemolize ugramamis oldugu tespit edilen
periferik kan Ornekleri 1100xg’de 10 dakika santrifiij edilmis en {iist kisimdan
cokeltileri hareket ettirmeyecek sekilde 2 ml plazma kismi g¢ekilerek izolasyon
protokoliine gecilmistir.
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o cfDNA izolasyon protokolii (her bir 2ml plazma 6rnegi igin)

. 2ml plazma 6rnegi 15 ml konikal tiip(falcon) i¢ine alinmis tizerine 2 ml DNA PBB
buffer ve 250 pl Proteinaz K eklenmistir. 3-5 defa alt iist ederek karigtirilmigtir.

. Karisim 30 dakika oda 1sinda inkiibe edilmistir.

. Inkiibasyon sona ermeden once kitin iginden ¢ikan HPEA FT tiipii ve 3 adet
toplama tiip (CT) isim veya numara ile etiketlendirilmistir.

. Inkiibasyon islemi sonras1 karisimimn iizerine 500 pl isopropil alkol eklenmis
ardindan 3-5 defa alt iist edilmistir.

. Tiim karisim cfDNA izolasyonu i¢in 6zel tiretilmis HPEA FT tiipline aktarilmistir
(Resim 1).

Resim 1: HPEA FT falkon tiip

. Agzi sikica kapatilan HEPA FT tiipii 5 dakika 4000xg’de santrifiij edilmistir.
Santriflij sonrast HEPA FT tiipli icerisindeki filtre ¢ikarilarak toplama tiipiine
aktarilmigtir. Geriye kalan kisim atilmastir.

. Filtre tizerine 500 ul WB I eklenip 8000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
16



9. Toplama tiipii atilmig ve filtre yeni toplama tiipiine aktarilmigtir.

10. Filtre tizerine 500 ul WB II eklenipve 8000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

11. Toplama tilipti atilmis ve filtre yeni toplama tiiptine aktarilmigtir.

12. Herhangi bir kimyasal eklenmeksizin 16000xg’de 2 dakika siiresince bos santrifiij
gerceklestirilmistir.

13. Bos santrifiij sonrasi filtre etiketlendirilmis 1.5 ml’lik steril ependorfa aktarilmistir.

14. Filtre tizerine 100 ul DNA EB Elution Buffer eklenmistir.

15. Oda 1s1sinda 5 dakikalik inkiibasyon gergeklestirilmistir.

16. Inkiibasyon sonrasi 1 dakika 8000xg’de santrifiij edilmistir.

17. Filtreli tiip atilmis i¢erisinde cfDNA bulunan ependorf tiipiin agz1 iyice kapatilarak
-80 °C’de mutasyon deteksiyon ¢aligmasi yapilana dek saklanmustir.

18. Nanodrop 2000 cihazinda dl¢timleri yapilan ve 0,2-1 ng/ul cfDNA igeren drnekler

caligmaya alinmistir.

3.3 Onkogen mutasyonlarin belirlenmesi

Elde edilen cfDNA Orneklerinde EGFR, KRAS, BRAF, NRAS ve PIK3CA
onkogenlerinde sik gbézlemlenen 123 mutasyon tiimore 6zgii mutasyonlar1 yliksek
secicilikte ayirt edebilen Allel Spesifik PCR (AS-PCR) yontemi kullanilarak

belirlenmistir.

e Allel Spesifik PCR (AS-PCR)
Allel Spesifik PCR yonteminde hedeflenen her mutasyon i¢in secici oligoniikleotit
problar1 kullanmaktadir; bunlar, isaretli floresans haberci (reporter) boya yani sira
bozulmamis problardan gelen floresan 1simalar1 absorbe eden bir sondiiriicii
(quencher) molekiilii icermektedir. Her amplifikasyon dongiisiinde, tamamlayici prob,
tek sarmallit DNA amplikonuna baglanir ve daha sonra DNA polimerazinin niikleaz
aktivitesi ile baglanmis oldugu DNA dizisinden ayrilir bu durum sondiiriiciiyti etkisiz
hale doniistiirerek isaretli floresans haberci boyanin 1s1ma yapmasina neden olur, bu
sayede floresan 151ma karakteristik bir dalga boyunda 6lciilebilir. Her dongii ile 151ma
miktar1 giderek artar yeterli yogunlukta olusan 1s1ma artigi ile 6rnege ait devir esigi
(Ct) degeri belirlenmis olur. Test tarafindan hedeflenen mutasyonlari etiketlemek icin

tic farkli haberci boya kullanilsa da, yedi farkli hedefinin amplifikasyonu bagimsiz
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olarak tespit edilmektedir. Boylece daha az reaksiyon gerceklestirerek daha fazla
sonug elde edilmektedir.

AS-PCR primerler sayesinde spesifik olarak yabanil tip dizilerden ve / veya diger insan
genomik DNA'sindan ziyade hedeflenen mutant diziler c¢ogaltilabilmektedir.
Testlerimizde ii¢ ayr1 kuyucukta reaksiyon gergeklestiren lic ana karisim reaktifi
kullanilmaktadir. Bu ana karisim reaktiflerinin her biri deoksiiiridin trifosfat igerir.
Boylece muhtemel kontaminasyonlarla ilk dongiide ortaya ¢ikan amplikonlarin
timidin degilde deoksiliridin i¢cermelerini saglamaktadir. Karisim ayrica, uracil-N-
glycosylase enzimi (UNG) igermektedir, bu enzim ilk dongli boyunca kalan
deoksitiridin igerikli DNA zincirlerini yikar; fakat timidin igerikli DNA zincirlerini
etkilemez. UNG 55°C'da inaktive edilir ve bu nedenle aktivitesi, ilk PCR denatiirasyon
asamasindan sonra ortadan kaldirilmis olur; bdylece yeni sentezlenen hedef amplikonu
tahrip etmez.

Kullanic1 araytiizleri ve g¢ekirdek yazilim motorlarin1 saglayan cobas 4800 sistem
yazilimi otomatik amplifikasyon ve tespit sistemlerini kontrol eder ve cobas 4800
analizorii bu verileri dogrular. Hedeflenen mutasyon dizilerinin ¢ogaltilmasi, ayri
optik kanallarda karakteristik dalga boylarinda floresans 6l¢iilerek, ii¢ reaksiyon icin
bagimsiz olarak tespit edilir. Termal ¢alistirma tamamlandiginda, yazilim ham verileri
Ozel analiz algoritmalar1 kullanarak isler, kontrollerin gecerliligini degerlendirir ve
devir esigi (Ct) ve goreceli Ct degerlerini temel alan teste 6zgii sonuglarin yorumlama

mantigini kullanarak sonuglar1 belirlemektedir

e EGFR mutasyonlarinin belirlenmesi
EGFR onkogeninde gozlemlenen 42 ayri mutasyon cobas EGFR Mutation Test v2
(Roche) ticari kiti kullanilarak arastirilmistir. Arastirilan mutasyonlar tablo 3’te

gosterilmistir.
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Tablo 3: Arastirilan EGFR geni mutasyonlari

Ekzon EGFR mutasyon grubu EGFR niikleik asit sekansi KOZMIK ID
2156G>C 6239
Ekzon 1g G719X 2155G>A 6252
2155G>T 6253
2240_2251del12 6210
2239_2247del9 6218
2238_2255del18 6220
2235_2249del15 6223
2236_2250del15 6225
2239 _2253del15 6254
2239 _2256del18 6255
2237_2254del18 12367
2240_2254del15 12369
2240_2257del18 12370
2239 _2248TTAAGAGAAG>C 12382
2239 _2251>C 12383
2237 2255>T 12384
2235_2255>AAT 12385
Ekzon 19 Ex19Del 2237_2252>T 12386
2239 2258>CA 12387
2239_2256>CAA 12403
2237_2253>TTGCT 12416
2238_2252>GCA 12419
2238_2248>GC 12422
2237_2251del15 12678
2236_2253del18 12728
2235_2248>AATIC 13550
2235_2252>AAT 13551
2235_2251>AATIC 13552
2253 2276del24 13556
2237 _2257>TCT 18427
2238_2252del15 23571
2233_2247del15 26038
S768| 2303G>T 6241
T790M 2369C>T 6240
2307_2308ins9GCCAGCGTG 12376
Ekzon 20 2319_2320insCAC 12377
Ex20Ins 2310_2311insGGT 12378
2311_2312ins9GCGTGGACA 13428
2309_2310AC>CCAGCGTGGAT 13558
Ekzon 27 L858R 257325275371;2>GT 16224222
L861Q 2582T>A 6213

cobas EGFR Mutation Test v2 kiti igerisinden MMX 1, MMX 2 ve MMX 3 olmak
tizere li¢ ayr1 reaksiyon karisimi, MGAC, Sample diluent ve MC pozitif kontrol tiipleri
hazir sekilde ¢ikmaktadir. Ornek sayisina gére ii¢ ayr1 karisim tablo 4’te gosterildigi

gibi hazirlanmigtir.

19



Tablo 4: EGFR c¢alisma karisiminin hazirlanmasi

Ornek sayis1 *
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 uL 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
MGAC 5puL 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Herbir ¢alisma MMXi
icin toplam hacim (ul) | 100 | 125 150 175 200 225 250 275 300 | 325

* Hacim hesaplamasi 6rnek sayisi + 2 kontrol + 1 fazla olarak belirlenmektedir.

Hazirlanan 3 ayr karisim cobas 4800 System Microwell Plate (AD-Plate)’e her bir
kuyucukta 25 pl karisgim olacak sekilde pipetlenmistir. Ornek ve kontrollerin
pipetlenmesi tablo 5’teki A/01 kuyucuguna, A/02 kuyucuguna ve A/03 kuyucuguna
25’er ul Mutant kontrol (MC), B/01 kuyucuguna, B/02 kuyucuguna, B/03 kuyucuguna
25’er pl sample diluent (NEG), C/01 kuyucuguna, C/02 kuyucuguna, C/03
kuyucuguna 25’er pl olgu ¢fDNA’st ve geri kalan kuyucuklara sirali sekilde olgu
cfDNA’lar1 (S1, S2...) yliklenmistir.

Tablo 5: EGFR mikslerinin AD-Plate yiikleme pozisyonlar1

Row/ 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Column

MC MC MC S7 S7 S7 S15 S15 S15 S23 S23 S23

A MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
V2 V2 v2 V2
NEG NEG NEG S8 S8 S8 S16 S16 S16 S24 S24 S24

B MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S1 S1 S1 S9 S9 S9 S17 S17 S17 S25 S25 S25

C MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S2 S2 S2 S10 S10 S10 S18 S18 S18 S26 S26 S26

D MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S3 S3 S3 S11 S11 S11 S19 S19 S19 S27 S27 S27

E MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
V2 V2 V2 v2
S4 S4 S4 S12 S12 S12 S20 S20 S20 S28 S28 S28

F MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 V2 v2 v2
S5 S5 S5 S13 S13 S13 S21 S21 S21 S29 S29 S29

G MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S6 S6 S6 S14 S14 S14 S22 S22 S22 S30 S30 S30

H MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2

Yiikleme islemi ardindan AD-Plate tiim kuyucuklarin iizeri 151k gecirgen seal ile hava
temasi1 olmayacak sekilde kapatilmas1 ardindan 2000xg’de 2 dakika siiresince santrifiij
edilmistir. Son olarak cobas z 480 cihazi agilip cobas 4800 software baglatilmig AD-
Plate cihaza yerlestirilip EGFR Plasma PCR protokolii segilerek ¢alisma baglatilmistir.
(Calisma sonunda tiim olgularda mevcut mutasyonlar Semikantitatif degerleri (SQI) ile

birlikte programdan alinarak kaydedilmistir.
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e KRAS mutasyonlariin belirlenmesi

KRAS onkogeninde sik gozlemlenen 28 mutasyon cobas KRAS Mutation Test v2
(LSR) (Roche) ticari kiti kullanilarak aragtirilmistir. Aragtirilan mutasyonlar tablo 6’da

gosterilmistir.
Tablo 6: Arastirilan KRAS geni mutasyonlari
Ekzon 7 KRAS mutasyon grubu o Mutasyon I\(ljﬁlil_e 9“?' Am‘f!°.a s?t
egisimi degisimi
G12A c.35G>C p-Gly12Ala
Gi12C c.34G>T p.Gly12Cys
G12D c.35G>A p.Gly12Asp
G12X
G12R c.34G>C p.Gly12Arg
G12S c.34G>A p-Gly12Ser
Gi2v c.35G>T p.Gly12Val
Ekzon 2
G13A c.38G>C p.Gly13Ala
G13C c.37G>T p.Gly13Cys
G13D c.38G>A p.Gly13Asp
G13X
G13R c.37G>C p.Gly13Arg
G13S c.37G>A p.Gly13Ser
G13Vv c.38G>T p.Gly13Val
A59E c.176C>A p.Ala59Glu
A59G c.176C>G p.Ala59Gly
A59X
A5B9S c.175G>T p.Ala59Ser
ABIT c.175G>A p.Ala59Thr
Q61E c.181C>G p.GIn61GIu
Ekzon 3 Q61Hc c.183A>C p.GIn61His
Q61Ht c.183A>T p.GIn61His
Q61X Q61K c.181C>A p.GIn61Lys
Qe61L c.182A>T p.GIn61Leu
Q61P c.182A>C p.GIn61Pro
Q61R c.182A>G p.GIn61Arg
K117Nc c.351A>C p.Lys117Asn
K117X
K117Nt c.351A>T p.Lys117Asn
Ekzon 4 A146P c.436G>C p.Ala146Pro
A146X A146T c.436G>A p.Ala146Thr
Al148V c.437C>T p.Ala146Val

cobas KRAS Mutation Test v2 (LSR) kiti igerisinden MMX-1, MMX-2 ve MMX-3
olmak {izere ii¢ ayr1 reaksiyon karigimi, MgAc, Sample diluent ve MC pozitif kontrol
tiipleri hazir sekilde c¢ikmaktadir. Ornek sayisina gore ii¢ ayri miks tablo 7°de

gosterildigi gibi hazirlanmistir.
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Tablo 7: KRAS calisma karisiminin hazirlanmasi

Ornek sayis1 *

1 2 3 6 9 12 15 18 21 24
MMX 20 pL 80 100 120 180 240 300 360 420 480 540
MgAc 7L 28 35 42 63 84 105 126 147 168 189

Herbir ¢ahsma MMX’i

icin toplam hacim (ul) 108 135 162 243 324 405 486 567 648 729

* Hacim hesaplamasi drnek sayist + 2 kontrol + 1 fazla hacim olarak belirlenmektedir.

Hazirlanan 3 ayr1 miks cobas 4800 System Microwell Plate (AD-Plate)’e her bir
kuyucukta 25 pl miks olacak sekilde dagitilmistir. Ornek ve kontroller tablo 8deki
A/01 kuyucuguna, A/02 kuyucuguna ve A/03 kuyucuguna 25’er pl Mutant kontrol
(MC), B/01 kuyucuguna , B/02 kuyucuguna, B/03 kuyucuguna 25’er pl sample diluent
(NEG), C/01 kuyucuguna, C/02 kuyucuguna, C/03 kuyucuguna 25’er pl olgu
cfDNA’s1 ve geri kalan kuyucuklara sirali sekilde olgu cfDNA’lar1 (Sample 1, Sample
2, ...) yiklenmistir.

Tablo 8: KRAS mikslerinin AD-Plate yiikleme pozisyonlari

1 2 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Mutant Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
A Control 7/ 7 U 15 15 15 23 23 23
MMx3 MMx1 MVx2 MMx3 Mvix1 MMx2 MMx3 MM 1 MVix2 MMx3
SN Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
B Diluent 8 8 8 16 16 16 24 24 24
MMx3 MMx1 MMx2 MMx3 MMvix1 MMx2 MMx3 MMx 1 MVix2 MMx3
Sample Sample Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sanple Sample
Cc 1 1 1 9 9 9 17 17 17 25 25 25
MMx1 MWix2 MMx3 MMx1 MMx2 MMx3 MVix1 MMx2 MWix3 MM 1 Mvix2 MMx3
Sample Sample Sanple Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
D 2 2 2 10 10 10 18 18 18 26 26 26
MM 1 MWix2 MMx3 MMx1 MMx2 MMx3 Mvix1 MMx2 MMx3 MMx 1 MVx2 MMx3
Sample Sample Sanple Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
E 3 3 3 11 1 1 19 19 19 27 27 27
M1 MWix2 MWx3 MMx1 MMx2 MMx3 Mvix1 MMx2 Mwx3 MMx 1 Mvix2 MMx3
Sample Sample Sample Sanple Sanmple Sample Sanmple Sample Sample Sample Sanple Sanple
F 4 4 4 12 12 12 20 20 20 28 28 28
MMx1 MWix2 MMx3 MMx1 MVx2 MMx3 Mvix1 MMx2 MWx3 MMx 1 Mvx2 MMx3
Sample Sample Sample Sanmple Sanmple Sample Sample Sample Sample Sample Sanple Sample
G 5 5 5 13 13 13 21 21 21 29 29 29
MM 1 MWix2 MMx3 MMx1 MMx2 MMx3 Mvix1 MMx2 Mwix3 MMx 1 Mvix2 MMx3
Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
H 6 6 6 14 14 14 22 22 22 30 30 30
MMx 1 M2 MWx3 MMix1 MWx2 MMx3 Mvix1 MMx2 MWx3 MMx 1 MVx2 MMx3

Yiikleme islemi ardindan AD-Plate tiim kuyucuklarin iizeri 151k gecirgen seal ile hava
gecirmeyecek sekilde kapatildiktan sonra 2000xg’de 2 dakika siire ile santrifij
edilmigtir. cobas z 480 cihaz1 agilip cobas 4800 system User-Defined Workflow
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(UDF) software baslatilmis AD-Plate cihaza yerlestirilip AS-PCR Profile 96w
protokolii segilerek ¢alisma baslatilmistir. Caligma sonunda elde edilen .ixo uzantili
veri dosyasi internet ilizerinden tedarik¢i firmanin vermis oldugu analiz linkinden

online olarak analiz edilerek tiim olgularda mevcut mutasyonlar Semikantitatif

degerleri (SQI) ile birlikte kaydedilmistir.

e BRAF/NRAS mutasyonlarinin belirlenmesi

BRAF ve NRAS onkogenlerinde sik gozlemlenen 36 mutasyon BRAF/NRAS Mutation
Test v2 (LSR) (Roche) ticari kiti kullanilarak arastirilmistir. Kit icerigi BRAF genine
ait klinikle iliskili 11 ayr1 mutasyonu (Tablo 10) ve NRAS genine ait klinikle iligkili
25 ayr1 mutasyonu (Tablo 9) tespit etmektedir.

Tablo 9: Arastirilan NRAS geni mutasyonlari

Ekzon Rapor edilmis mutasyon Mutasyon Niikleotid sekans degisimi
2 G12X G12A c.35G>C
2 G12X G12C c.34G>T
2 G12X G12D c.35G>A
2 G12X G12R c.34G>C
2 G12X G12S c.34G>A
2 G12X G12v c.35G>T
2 G13X G13A c.38G>C
2 G13X G13C c37G>T
2 G13X G13D c.38G>A
2 G13X G13R c.37G>C
2 G13X G13S c.37G>A
2 G13X G13V c.38G>T
2 A18T A18T c.52G>A
3 Q61X Q61Ht C.183A>T
3 Q61X Q61Hc c.183A>C
3 Q61X Q61K c.181C>A
3 Q61X Q61L Cc.182A>T
3 Q61X Q61P c.182A>C
3 Q61X Q61R c.182A>G
3 Other NRAS Ex3/4 A59D c.176C>A
3 Other NRAS Ex3/4 A59T c.175G>A
3 Other NRAS Ex3/4 K117Nc c.351G>C
3 Other NRAS Ex3/4 K117Nt c.351G>T
3 Other NRAS Ex3/4 A146T c.436G>A
3 Other NRAS Ex3/4 A146V c.437C>T
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Tablo 10: Arastirilan BRAF geni mutasyonlari

Ekzon Rapor edilmis mutasyon Mutasyon Niikleotid sekans degisimi
11 BRAF Exon 11 G466A c.1397G>C
11 BRAF Exon 11 G466V c.1397G>T
11 BRAF Exon 11 G469A c.1406G>C
1 BRAF Exon 11 G469R c.1405G>A
1 BRAF Exon 11 G469V c.1406G>T
15 BRAF V600E/E2/D V600E C.1799T>A
15 BRAF V600E/E2/D V600E2 c.1799_1800TG>AA
15 BRAF V600E/E2/D V600D €.1799_1800TG>AT
15 BRAF V600K V600K €.1798_1799GT>AA
15 BRAF V600R V600R €.1798_1799GT>AG
15 BRAF K601E K601E c.1801A>G

BRAF/NRAS Mutation Test (LSR) kiti igerisinden MMX-1, MMX-2 ve MMX-3
olmak {izere ii¢ ayr1 reaksiyon karigimi, MgAc, Sample diluent ve MC pozitif kontrol
tiipleri hazir sekilde ¢ikmaktadir. Ornek sayisina gore ii¢ ayr1 karisim tablo 11°de

gosterildigi gibi hazirlanmistir.

Tablo 11: BRAF / NRAS calisma miksi hazirlanmasi

Ornek sayis1 *

1 2 3 6 9 12 15 18 21 24
MMX 20 pL 80 100 120 180 240 300 360 420 480 540
MgAc 6.5 pL 26 325 39 58.5 78 97.5 117 136.5 156 175.5

Herbir ¢alisgma

MMXi i¢in toplam 106 132.5 159 238.5 318 397.5 477 556.5 636 715.5
hacim (ul)

* Hacim hesaplamasi érnek sayisi + 2 kontrol + 1 fazla hacim olarak belirlenmektedir.

Hazirlanan 3 ayr1 miks cobas 4800 System Microwell Plate (AD-Plate)’e her bir
kuyucukta 25 pl miks olacak sekilde dagitilmistir. Ornek ve kontroller; tablo 12°deki
A/01 kuyucuguna, A/02 kuyucuguna ve A/03 kuyucuguna 25’er pl Mutant kontrol
(MC), B/01 kuyucuguna , B/02 kuyucuguna, B/03 kuyucuguna 25’er pl sample diluent
(NEG), C/01 kuyucuguna, C/02 kuyucuguna, C/03 kuyucuguna 25’er pl olgu
cfDNA’s1 ve geri kalan kuyucuklara sirali sekilde olgu cfDNA’lar1 (Sample 1, Sample
2, ...) yiklenmistir.
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Tablo 12: BRAF / NRAS mikslerinin AD-Plate ylikleme pozisyonlari

1 2 5 6 7 8 9 10 1 12
Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample

A Control 7 7 15 15 15 23 23 23
MMx3 MMx2 MMx3 Mvix1 MMx2 MMx3 MMx 1 MMx2 MMx3
Specimen Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sanple Sample

B Diluent 8 8 16 16 16 24 24 24
MMx3 MMx2 MMx3 MMix1 MMx2 MMx3 MM 1 MMVix2 MMx3
Sample Sample Sanple Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sanple Sanple

(o4 1 1 1 9 9 9 17 17 17 25 25 25
MMx1 MWix2 MWx3 MMx1 MVix2 MMx3 MVix1 MMx2 Mwix3 MMx 1 Mvix2 MMx3
Sample Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample

D 2 2 2 10 10 10 18 18 18 26 26 26
MMx1 MWix2 MMx3 MMx1 MMix2 MMx3 Mvix1 MMx2 MWx3 MMx 1 MVx2 MMx3
Sample Sample Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sanple Sample

E 3 3 3 11 1 1 19 19 19 27 27 27
MMx 1 Mwx2 MWx3 MM 1 MWx2 MMx3 MMix 1 MMx2 MMx3 Mvix1 MMx2 MMx3
Sample Sanple Sanple Sanple Sanmple Sample Sanmple Sample Sample Sample Sanple Sample

F 4 4 4 12 12 12 20 20 20 28 28 28
MMx1 MWix2 MMx3 MMx1 MMx2 MMx3 Mvix1 MMx2 Mwix3 MMx 1 Mvix2 MMx3
Sample Sanple Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sanple Sample

G 5 5 5 13 13 13 21 21 21 29 29 29
MMx1 MVix2 MMx3 MMx1 MMx2 Mvx3 Mvix1 MMx2 Mwix3 MMx 1 Mvix2 MMx3
Sample Sanple Sanple Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample

H 6 6 6 14 14 14 22 22 22 30 30 30
MMx 1 M2 MWx3 M1 M2 MMx3 MVix 1 MMx2 MMx3 Mvix1 MMx2 MMx3

Yiikleme islemi ardindan AD-Plate tiim kuyucuklarin iizeri 151k gecirgen seal ile hava
sizdirmayacak sekilde kapatildiktan sonra 2000xg’de 2 dakika siire ile santrifiij
edilmigtir. cobas z 480 cihaz1 agilip cobas 4800 system User-Defined Workflow
(UDF) software baslatilmis AD-Plate cihaza yerlestirilip AS-PCR Profile 96w
protokolii secilerek ¢alisma baslatilmistir. Caligma sonunda elde edilen .ixo uzantili
veri dosyasi internet ilizerinden tedarik¢i firmanin vermis oldugu analiz linkinden
online olarak analiz edilerek tiim olgularda mevcut mutasyonlar Semikantitatif

degerleri (SQI) ile birlikte kaydedilmistir.

e PIK3CA mutasyonlarinin belirlenmesi

PIK3CA onkogeninin 1., 4., 7., 9. ve 20. ekzonlarinda sik gozlemlenen klinik 6neme
sahip oldugu bildirilmis 17 ayr1 mutasyon cobas PIK3CA Mutation Test (Roche) ticari

kiti kullanilarak aragtirllmistir. Arastirilan mutasyonlar tablo 13’te gosterilmistir.
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Tablo 13: Arastirilan PIK3CA geni mutasyonlari

Ekzon Mutasyon Niikleotid degisimi Kozmik ID
1 R88Q 263 G>A 746
4 N345K 1035 T>A 754
7 C420R 1258 T>C 757

E542K 1624 G>A 760
E545A 1634 A>C 12458
E545D 1635 G>T 765
E545G 1634 A>G 764
9 E545K 1633 G>A 763
QS546E 1636 C>G 6147
Q546K 1636 C>A 766
Q546 1637 A>T 25041
Q546R 1637 A>G 12459
H1047L 3140 A>T 776
H1047R 3140 A>G 775
20 H1047Y 3139 C>T 774
H1049R 3145 G>C 12597
M10431 3129 G>T 773

cobas PIK3CA Mutation Test kiti i¢erisinden PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2 ve
PIK3CA MMX-3 olmak iizere li¢ ayr1 reaksiyon karistmi, MGAC, Sample diluent ve
PIK3CA MC pozitif kontrol tiipleri hazir sekilde ¢ikmaktadir. Ornek sayisina gore ii¢

ayr1 karisim tablo 14’te gosterildigi gibi hazirlanmigtir.

Tablo 14: PIK3CA calisma karigiminin hazirlanmasi

Ornek sayist
1 2 3 6 9 12 15 18 21 24
MMX 20 pL 80 100 120 180 240 300 360 420 480 540
MgAc 7 pL 28 35 42 63 84 105 126 147 168 189
Herbir ¢alisma MMX’i
i¢in toplam hacim (ul) 108 135 162 243 324 405 486 567 648 729

* Hacim hesaplamasi érnek sayisi + 2 kontrol + 1 fazla hacim olarak belirlenmektedir.

Hazirlanan 3 ayr1 miks cobas 4800 System Microwell Plate (AD-Plate)’e her bir
kuyucukta 25 pl miks olacak sekilde dagitilmistir. Ornek ve kontroller; tablo 15’teki
A/01 kuyucuguna, A/02 kuyucuguna ve A/03 kuyucuguna 25’er ul PIK3CA Mutant
kontrol (MC), B/01 kuyucuguna, B/02 kuyucuguna, B/03 kuyucuguna 25’er pl sample
diluent (NEG), C/01 kuyucuguna, C/02 kuyucuguna, C/03 kuyucuguna 25’er ul olgu
cfDNA’s1 ve geri kalan kuyucuklara sirali sekilde olgu cfDNA’lar1 (Sample 1, Sample
2, ...) yiklenmistir.
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Tablo 15: PIK3CA karisiminin AD-Plate yilikleme pozisyonlari

Row /

Column 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A MC MC MC S7 S7 S7 S15 S15 S15 S23 S23 S23
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

B NEG NEG NEG S8 S8 S8 S16 S16 S16 S24 S24 S24
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

c S1 S1 S1 S9 S9 S9 S17 S17 S17 S25 S25 S25
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

D S2 S2 S2 S10 S10 S10 S18 S18 S18 S26 S26 S26
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

E S3 S3 S3 S11 S11 S11 S19 S19 S19 S27 S27 S27
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

E S4 S4 S4 S12 S12 S12 S20 S20 S20 S28 S28 S28
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

G S5 S5 S5 S13 S13 S13 S21 S21 S21 S29 S29 S29
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

H S6 S6 S6 S14 S14 S14 S22 S22 S22 S30 S30 S30
MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3 | MMX-1 | MMX-2 | MMX-3

Yiikleme islemi ardindan AD-Plate tiim kuyucuklarin iizeri 151k gegirgen seal ile hava

sizdirmayacak sekilde kapatildiktan sonra 2000xg’de 2 dakika siire ile santrifiij

edilmistir. Son olarak cobas z 480 cihaz1 acilip cobas 4800 software baslatilmig AD-

Plate cihaza yerlestirilip PIK3CA PCR protokolii segilerek calisma baglatilmistir.

Calisma

kaydedilmistir.

Resim 2: cobas z 480 (Roche)

sonunda tiim olgularda mevcut mutasyonlar programdan alinarak
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Calisma cobas z 480 (Roche) Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
cihazinda gergeklestirilmistir (Resim 2).

3.4 Verilerin toplanmasi

Olgular1 tanimlayic1 6zellikleri, klinik tan1 ve tedavi kayitlari, PET/BT goriintii ve
raporlar1 Aydin Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi veri
tabanindan, ilgili Anabilim Dal1 bagkanliklarindan ve hasta veya hasta yakinlarindan
temin edilerek kaydedilmistir.

EGFR ve PIK3CA gen mutasyonlari dogrudan cobas 4800 software programindan
analiz gerektirmeksizin sonu¢ raporu seklinde alinmigtir. KRAS, NRAS ve BRAF
mutasyon sonuglari ise User-Defined Workflow (UDF) software programindan .ixo

dosyast seklinde alinip http://oncologyresearchkits.roche.com/data-analysis internet

linkinden online olarak analiz edilmis elde edilen sonuglar kaydedilmistir. Elde edilen
mutasyonlar tedavi dncesi ve sonrast mutasyonun varligi veya yoklugu ayrica semi
kantitatif deger SQI degisimleri ile degerlendirmeye alinmistir. SQI; zaman iginde
mutasyon yiikii degisimlerinin mutant cfDNA miktarinin yar1 kantitatif 6l¢iimiiyle
elde edilen bir degerdir. SQI degerindeki bir artig, hedef mutasyon miktarindaki bir
artis1 belirtirken, SQI degerindeki bir diisiis, hedef mutasyonun toplam miktarindaki
bir azalmaya isaret etmektedir.

Akciger i¢inde primer tiimdriin konumlandig1 bolgeler; sag akciger iist lob, orta lob ve
alt lob, sol akciger iist ve alt lob olarak ayrima tabi tutulmustur. Ayrica bu bolgelerin
baz1 segmentlerindeki nispeten yogun konumlanmalar gosterdikleri 6zelliklere gore
ayrica incelenmistir. Sekil 1, 2, 3, 4, 5 ve 6’da olgulara ait primer tiimdrlerin biiyiikliik
ve sekilleri dikkate alinmaksizin PET/BT goriintiilerinden elde edilen yaklasik
konumlar1 akcigerin lob ve segmentlerini iki boyutlu sekilde gdsteren sembolik
akciger resmi tlizerinde gosterilmistir. Primer tiimoriin yerlesimi merkezi ve periferik
olmak {izere 2 grupta incelenmis ve diger 6zelliklerle karsilastirilarak analiz edilmistir.
PET/BT goriintiileri karsidan, yandan ve alttan olmak {izere akcigeri ii¢ boyuttan
inceleyerek primer tiimorii en iyi gosterecek sekilde ilgili Anabilim Dali 6gretim

iiyeleri tarafindan hazirlanmstir.

28



3.5 Verilerin analizi

Elde edilen tanimlayici ve kategorik veriler IBM SPSS Statistics 25.0 (IBM Corp.,
Armonk, New York, ABD) istatistik paket programi kullanirak degerlendirilmistir.
Tanimlayici istatistikler olarak birim sayis1 (n), yiizde (%), olarak verilmis, kategorik
degiskenlerin degerlendirilmesinde Pearson Ki-Kare ve Ficher’s exact testi
kullanilmistir. Birbiri ile iligkili olabilecek ¢ok ¢esitte ve az sayida verinin bulunmasi
sebebiyle istatistik programdan elde edilen veriler 6n analiz olarak degerlendirilip
bunun iizerine anlamli oldugununu diistindiigimiiz ¢ikarimlar birlestirilerek say1 (n),

ve ylizde (%) ile gosterilerek degerlendirilmistir.
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Bulgular

4.1 Olgularin tanimlayici 6zellikleri

Akciger adenokarsinomu tanist almig, birinci basamak tedavi Oncesi ve sonrasi
periferik kan 6rnekleri temin edilen 11’1 kadin 41’1 erkek toplam 52 olgu ¢alismaya
dahil edilmistir. Olgularin yas ortalamas1 64,24+8,1 ’dir. Hig sigara veya tiitiin iirtinii
kullanmamis olgu sayist 14 (%27), diger olgular birakmis veya halen aktif sigara
kullanicisidir. Olgularin %831 ileri evrede (Evre III ve IV) tan1 almig iken geri kalani
erken evre tanilidir. Olgularin yaklasik yarisinda yakin akraba kanser gecmisi
mevcuttur. Olgularin %65°1 sehir ortaminda yasamakta ve genellikle yipratic
mesleklerde ¢alismaktadir. Olgularin %65°1 ilkokul ve alt1 diizeyde egitime sahiptir.

Hastalara ait tanimlayici 6zellikler tablo 16’da gosterilmistir.

Tablo 16: Olgulara ait tanimlayic1 6zellikler

Ozellik Alt bzellik Say1 (n) Yiizde (%)
o Kadin 11 %21
Cinsiyet

Erkek 41 %79
60> 14 %27
Yas 60-69 25 %48
>69 13 %25
I 2 %4
I 7 %13

Evre
11 17 %33
v 26 %50
. Hig igmemis 15 %29

Sigara kullanimi
Kullanict 37 %71
Sehir 34 %65
Yasam alani -

Doga 18 %35
flkokul ve alt1 34 %65
Egitim durumu Ortaokul ve lise 16 %31
Yiiksek 6gretim 2 %4

Erkek olgularin yaklasik 9%83°1 sigara kullanicist iken kadin olgularin %27’si sigara
kullanicisidir. Siirrenal bez metastazi bulunan olgularin yaklasik % 90’1 sigara
kullanicisidir. Kadin olgularin yaklasik %55°1 I1I. evrede tan1 almigken erkek olgularin

yaklasik %531 metastatik ileri evrede tan1 almistir.
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4.2 Tespit edilen onkogen mutasyonlar: birliktelikleri ve degisimleri

Toplam 52 olgunun 29’unda tedavi dncesi veya sonrast mutasyon tespit edilmemistir.
Tedavi dncesinde 20 olguda mutasyon mevcut iken, tedavi sonrasi bu olgularin 5’inde
mutasyonlar ortadan kalkmistir. Tedavi Oncesi mutasyonu bulunmayan 3 olguda
tedavi sonrast mutasyon tespit edilmistir. Toplam 15 olguda tedavi 6ncesi tespit edilen
mutasyonlar tedavi sonrasi da tespit edilmistir. Tedavi Oncesi ve sonrasi olgularda

belirlenen mutasyon degisimleri Grafik 2’de gosterilmistir.

T.0. () T.S. ()
%5,8

\

T.0. (+) T.S. (+)

%28,8
Mutasyon yok
%S55,8
A
T.O. (+) T.S. (-)
%9,6

T.O. : Tedavi oncesi. T.S.: Tedavisonras1  (+) : Mutasyon var  (-) : Mutasyon yok

Grafik 2: Tedavi 6ncesi ve sonrasi olgularda mutasyon degisimleri

Tedavi oncesi sadece NRAS mutasyonu bulunan bir olguda tedavi sonrasi KRAS
mutasyonlart ortaya ¢ikmistir. Tedavi 6ncesi EGFR Ex19Del mutasyonu ve KRAS
K117X mutasyonu bulunan 1 olgu ve EGFR Ex19Del mutasyonu ve KRAS G13X
mutasyonu bulunan 1 olguda EGFR Ex19Del mutasyonlar1 tedavi sonrasi tespit
edilmemistir. KRAS mutasyonlar1 tedavi sonrast da tespit edilmistir. KRAS G12X
mutasyonu bulunan 8 olgunun tamami tedavi oncesi tespit edilmis bunlardan 4’{inde

tedavi sonras1 mutasyon ortadan kalkmistir.
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Olgularin 23’linde tedavi Oncesi ve/veya sonrasit en az bir mutasyon olmak iizere
EGFR, KRAS, NRAS ve BRAF genlerinde toplam 39 mutasyon tespit edilmistir.
Hicbir olguda PIK3CA geni mutasyonlari tespit edilmemistir. Olgularin 18’inde en az
1 KRAS mutasyonu bulunmak iizere kodon 12 mutasyonu 11 adet, kodon 13
mutasyonu 10 adet, kodon 117 mutasyonu 4 adet, kodon 59 mutasyonu 2 adet, kodon
61 mutasyonu 2 adet ve kodon 146 mutasyonu 1 adet, toplam 29 KRAS mutasyonu
tespit edilmistir. Olgularin 6’sinda 4’i ekzon 19 delesyonu ve 2’si L858R nokta
mutasyonu olmak iizere toplam 6 EGFR mutasyonu tespit edilmistir. Bir olguda tedavi
oncesi 1| BRAF V600E mutasyonu tespit edilirken yine bir olguda tedavi dncesi ve
sonrasit birer NRAS kodon 13 mutasyonu tespit edilmistir. Mutasyonlarin tiim

mutasyonlar i¢indeki oranlar1 grafik 3’te gdsterilmistir.

KRAS G13
26%

KRAS G12
28%

BRAF V600E

KRAS Q61 3%
5% EGFR Ex19Del

10%

KRAS K117
10% EGFR L858R
KRASA59  KRAS A146 NRAS G13 5%
5% 3% 5%

Grafik 3: Tespit edilen mutasyonlarin tiim mutasyonlar i¢indeki oranlari

Bir olguda NRAS mutasyonu esliginde iki ayr1 KRAS mutasyonu, 2 olguda EGFR
mutasyonu esliginde birbirinden farkli KRAS mutasyonlari, 2 olguda KRAS
onkogenine ait farkli mutasyonlardan ikiser adet tespit edilmistir. 18 olguda tedavi
oncesi ve/veya sonrasi en az bir KRAS mutasyonu saptanmistir. 29 olguda mutasyon
tespit edilememistir. Olgularda belirlenen tedavi 6ncesi ve sonrast mutasyonlar ve SQI

degerleri tablo 17°de gosterlmistir.
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Tablo 17 : Olgulara gore tespitedilen mutasyonlar

Tespit edilen mutasyonlar ve SQI degerleri

Olgu ID . :
Tedavi oncesi Tedavi sonrasi
P05 KRAS G13X (SQI: 17,7) KRAS G13X (SQI: 14,2)
P07 - KRAS G13X (SQI: 16,2)
- KRAS Q61X (SQI: 14,5)
P09 KRAS G12X (SQI: 16,1) KRAS G12X (SQI: 16,9)
P10 EGFR L858R (SQI: 7,39) -
P11 KRAS G12X (SQI: 9,7) -
P14 EGFR L858R (SQI: 7,84) -
P16 KRAS G12X (SQI: 12.8) KRAS G12X (SQI: 15,7)
P17 KRAS G12X (SQI: 8,6) -
P18 EGEFR Ex19Del (SQI: 9,08) -
P19 KRAS G12X (SQI: 14,5) KRAS G12X (SQI: 20,7)
P20 EGFR Ex19Del (SQI: 13,93) -
KRAS K117X (SQI: 13,7) KRAS K117X (SQI: 14,1)
P21 - KRAS A146X (SQI: 10,3)
NRAS G13X (SQI: 14,4) NRAS G13X (SQI: 11,1)
P24 - KRAS K117X (SQI: 12,4)
= KRAS A59X (SQI: 13,5)
P25 - KRAS Q61X (SQL: 14,6)
P26 EGFR Ex19Del (SQI: 12,89) -
KRAS G13X (SQI: 12,7) KRAS G13X (SQI: 7,5)
pag KRAS K117X (SQI: 12,5) -
KRAS A59X (SQI: 13,2) -
P34 KRAS G13X (SQI: 16,1) KRAS G13X (SQI:8.,4)
P38 KRAS G12X (SQI: 6,8) KRAS G12X (SQI: 7,6)
P43 KRAS G12X (SQI: 9,4) -
P45 BRAF V600E (8,8) -
P46 KRAS G13X (SQI: 10,6) KRAS G13X (SQI: 8,8)
P48 EGFR Ex19Del (SQI: 10,11) -
P50 KRAS G12X (SQI: 12.5) -

*P1, P2, P3, P4, P6, P8, P12, P13, P15, P22, P23, P27, P29, P30, P31, P32, P33, P35, P36,
P37, P39, P40, P41, P42, P44, P47, P49, P51 ve P52 mutasyon tespit edilmeyen olgulardir.

Tedavi oncesi 20 olguda en az bir mutasyon olmak iizere toplam 23 mutasyon tespit
edilmigtir. Bu mutasyonlarin 8t KRAS G12X mutasyonu, 4’ii KRAS GI13X
mutasyonu, 4’ii EGFR Ex19Del mutasyonu, 2’si EGFR L858R mutasyonu, 2’si KRAS
K117X mutasyonu, 1’i KRAS A59X mutasyonu, 1’i NRAS G13X mutasyonu ve 1’1

BRAF V600E mutasyonudur. Geri kalan 32 olguda mutasyon tespit edilmemistir.
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Tedavi sonras1 13 olguda toplam 16 mutasyon tespit edilmistir. Bunlarin 5’1 KRAS
G13X mutasyonu, 4’ii KRAS G12X mutasyonu, 2’si KRAS K117X mutasyonu, 2’si
KRAS Q61X mutasyonu, 1’'i KRAS A59X mutasyonu, 1’'i KRAS A146X
muatasyonu, 1’i NRAS G13X mutasyonudur. Tedavi Oncesi mutasyon tespit
edilemeyen 3 olguda tedavi sonrasi bir KRAS G13X ve KRAS Q61X birlikteligi, bir
KRAS Q61X mutasyonu ve bir KRAS A146X mutasyonu tespit edilmistir. NRAS
G13X mutasyonu bulunan bir olguda tedavi sonrast bu mutasyona ek KRAS A59X ve
KRAS K117X mutasyonlar1 gdzlemlenmistir. Tedavi 6ncesi EGFR mutasyonlari
bulunan 6 olgunun tamaminda tedavi sonras1 EGFR mutasyonu tespit edilmemis ve
bunlardan KRAS mutasyonu birlikteligi gdsteren 2 olgunun KRAS mutasyonu SQI
degisimleri gdzlemlenmistir. KRAS G12X mutasyonu bulunan 4 olguda tedavi sonrasi
mutasyon tespit edilmemistir. Tedavi oncesi KRAS A59X ve KRAS KI117X
mutasyonu birlikteligi gosteren bir olgu ve BRAF V600OE mutasyonu igeren bir olguda
tedavi sonrast mutasyon tespit edilmemistir. Tedavi dncesi ve sonrast KRAS G12X
mutasyonu iceren 4 olguda, KRAS G13X mutasyonu iceren 4 olguda, KRAS K117X
mutasyonu i¢eren 1 olguda ve NRAS G13X mutasyonu i¢eren 1 olguda SQI degerleri

degisimleri gézlemlenmistir.

4.3 Cinsiyet, yas, tam1 evresi ve sigara kullanimina gore mutasyon dagilimi

EGFR L858R mutasyonu bulunan 2 olgu mevcuttur ve bu olgularin ikisi de erkek ve
sigara kullanicisidir. EGFR Ex19Del mutasyonu bulunan 4 olgudan 3’1 kadin ve hig
sigara igmemis, 1’1 sigara kullanan bir erkek olgudur. EGFR mutasyonu iceren
olgularin yarist IV. evre olgularidir. EGFR Ex19Del mutasyonu ile KRAS G13X
mutasyonu birlikteligi gosteren bir kadin olgu disinda KRAS mutasyonu tespit edilen
17 olgunun tamamu erkektir. Sigara kullanmayan ve KRAS mutasyonu tespit edilen 6
olgunun 5’i erkek olgulardir. Ayrica toplamda sigara kullanmayan 7 erkek olgu
mevcuttur ve bunlarin 5’1 KRAS mutasyonu tespit edilen olgulardir. KRAS mutasyonu
iceren olgularin yaridan fazlasi tanida IV. evrede tespit edilen olgulardir. NRAS
mutasyonu tespit edilen 1 olgu mevcuttur ve bu olgu sigara kullanicisi, III. evre, 60
yas alt1 bir erkek olgudur. Yine BRAF mutasyonu tespit edilen 1 olgu mevcuttur ve bu
olgu sigara kullanmayan, IV. evre, 70 yas istii bir kadin olgudur. Mutasyon tespit
edilmeyen 29 olgunun 24°ii ileri evre, 23’1 sigara kullanicisi, 22°si erkek ve 21’1 60

yas ve tizeri olgulardir (Tablo 18).
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Tablo 18: Cinsiyet, yas, tan1 evresi ve sigara kullanimina gére mutasyon dagilimi

N N Mutasyon
Ozellik  Alt o6zellik
EGFR (6) KRAS (18)* NRAS(1) BRAF (1) Yok (29)
L. Kadin 3 1 - 1 7
Cinsiyet
Erkek 3 17 1 - 22
60> 2 5 1 - 8
Yas 60-69 2 8 - - 16
>69 2 5 - 1 5
I 1 - - -
I 1 3 - - 3
Evre
111 1 1 - 10
v 3 10 - 1 14
Sigara _Hi¢ igmemis 3 6 - 1 6
kullammt  gyllanict 3 12 1 - 23

(n) olgu sayist
* KRAS mutasyonu esliginde 2’si EGFR ve 1’1 NRAS mutasyonu igeren 3 olgu say1ya dahil edilmistir.

4.4 Primer tiimoriin konumuna gore mutasyonlar ve metastazlar

Primer tlimorleri sag akcigerde bulunan 29 olgunun 10’u iist lobda, 1’1 orta lobda ve
4°{i alt lobda olmak {izere toplam 15’inde mutasyon tespit edilmemistir ve 8’1 iist lobda
2’si orta lobda ve 4’1 alt lobda bulunmak iizere toplam 14’tinde en az 1 mutasyon
tespit edilmistir. Primer tiimorleri sol akcigerde bulunan 23 olgunun 11’1 {ist lobda ve
3’1 alt lobda olmak iizere toplam 14’{inde mutasyon tespit edilmemistir. Mutasyon
tespit edilen 9 olgunun tamamu {ist lobdadir ve en az 1 mutasyon tespit edilmistir.

Tespit edilen mutasyonlarin bulunduklar1 akciger loblari tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 19: Akciger loblarina gore tespit edilen mutasyonlar

o5 Mutasyon
Akciger Lob
EGFR (6) KRAS (18)* NRAS(1) BRAF (1) Yok (29)

Ust 1 8 1 - 10

Sag Orta - 2 - - 1
Alt 2 2 - - 4
Ust 3 6 - 1 11

Sol
Alt - - - - 3

(n) olgu sayist

* KRAS mutasyonu esliginde 2’si EGFR ve 1’1 NRAS mutasyonu igeren 3 olgu say1ya dahil edilmistir.

35



Akciger sag iist lob ve sol {ist lobda yogunlasan mutasyonlara sahip ve/veya birden
cok mutasyon iceren olgularin primer tiimor konumlari sekil 1°de gosterilmistir (P <
0.001). EGFR Ex19Del mutasyonu igeren bir olgunun primer timorii akciger sag alt
lob siiperior segmente tespit edilmistir. Bu olgu disindaki EGFR Ex19Del, KRAS
G13X, KRAS A59X, KRAS Q61X, KRAS K117X ve NRAS G13X mutasyonlarini
iceren tiim olgularin primer tiimorleri sag {ist lob veya sol iist lobda
konumlanmaktadir. Sag akciger iist lob apikal segmentte primer tiimdrii bulunan iki
olgudan birisi KRAS G13X ve KRAS Q61X mutasyonu birlikteligi digeri KRAS
K117X ve KRAS A59X mutasyonu birlikteligi gostermektedir. Sag akciger iist lob
anterior segmentte primer timorii bulunan 5 olgudan birisi NRAS G13X mutasyonu
esliginde KRAS K117X ve KRAS A59X mutasyonlarini igermekte, 3 olgu KRAS
G13X mutasyonu icermekte ve 1 olgu KRAS Q61X mutasyonu igermektedir. Sag
akciger {ist lob posterior segmentte primer tiimdrii bulunan bir olguda EGFR Ex19Del

ve KRAS G13X mutasyonu birlikteligi gdzlemlenmistir (Sekil 1).

Sag akciger Sol akciger
p— A —
Apikal ' \ b . N
Segment 4 | b4 S Apikal-Posterior
Q i t : A \\ Segment
Ustlob - posterior ) ’ ) _— \
Segment | - ‘.\
' ¢ %) oy Anterior
Nt A Segment .
Anterior ; C? ‘ a \ - Ust lob
Segment Superior
. O lingular
— / Segment
Medial r .
Bazal I Inferior
Segment » lingular
Orta lob . Segment
Lateral 1 o
S t - i
comeni B N. . DPERNEE B80Sy ' Superior
- ) = Bazal
Superior Segment
Segment
o % Lateral
Posterior g ~ Bazal | Altlob
Altlob <4 Bazal Segment
Segment Horizontal
. i Fissiir Anterior
Bazﬁlrl‘tse:or:\ent lgl):shl:(r Oblik Medial
g Fissiir Segment
NRAS KRAS KRAS KRAS KRAS EGFR
G13X K117X A59X Q61X G13X Ex19Del

Sekil 1: Birliktelik gdsteren mutasyonlar ve primer tiimor konumlari
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Sekil 1°de gosterilen mutasyonlarin diginda kalan EGFR L858R, BRAF V600E,
KRAS G12X ve KRAS A146X mutasyonlarint igeren olgularin primer timor
konumlar1 Sekil 2’de gosterilmistir. KRAS G12X mutasyonunu igeren 8 olgu
mevcuttur. Bu olgulardan 2’si sag akciger orta lob, 1’1 sag akciger alt lob ve 5’1 sol
akciger tist lobda primer tiimdrii bulunan olgulardir. EGFR L858R mutasyonu igeren
2 olgu mevcuttur. Bu olgulardan 1’inin primer tiimdrii sag akciger alt lobda digerinin
primer timori ise sol akciger iist lobda bulunmaktadir. KRAS A146X mutasyonu
iceren 1 olgu mevcuttur ve bu olgunun primer tiimori sag akciger alt lobda
gozlemlenmistir. BRAF V600E mutasyonu iceren 1 olgu mevcuttur ve bu olgunun
primer tiimorii sol akciger iist lobda yerlesimlidir. EGFR L858R, BRAF V600E,
KRAS G12X ve A146X mutasyonlarini igeren hicbir olgunun primer timori sag
akciger iist lob ve sol akciger alt lobda bulunmamaktadir ayrica bu olgularda ¢oklu

mutasyon birliktelikleri gozlemlenmemistir (P < 0.001) (Sekil 2).
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Sekil 2: Birliktelik gdstermeyen mutasyonlar ve primer tiimor konumlari
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Aragstirilan onkogen mutasyonlarindan higbirini igermeyen olgularin yaklasik primer
tiimor lokalizasyonlar1 sekil 3’de gosterilmistir. Sag akciger iist lob apikal segment,
sag akciger alt lob posterior bazal segment ve sol akciger iist lob inferior lingular
segment disinda tiim lob ve segmentlerde mutasyonu bulunmayan en az bir olgunun
primer tiimdrii mevcuttur. Sag akciger iist lob anterior segmentte 7, iist lob posterior
segmentte 3, orta lob lateral segmentte 1, alt lob superior segmentte 2, alt lob anterior
bazal segmentte 2 ve sol akciger iist lob apikal-posterior segmentte 6, iist lob anterior
segmentte 3, {ist lob superior lingular segmentte 2, alt lob superior bazal segmentte 1,
lateral bazal segmentte 1, anterior medial segmentte 1 olmak iizere toplam 29 olgunun

primer timorii konumlanmistir (Sekil 3).
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O Mutasyon yok

Sekil 3: Mutasyon icermeyen olgularin primer timor konumlari

Tan1 esnasinda 26 olgu ve tedavi sonrasi 5 olgu olmak iizere toplam 31 olguda en az
bir organa olmak iizere uzak metastazlar gézlemlenmistir. Bu olgulardan 23’iinde
kemik metastazi gozlenirken bu olgularin %70’inin primer tiimoriiniin sag akcigerde
konumlandig: tespit edilmistir (P <0.01). KRAS kodon 12 mutasyonunu igeren olgular

hari¢ diger tiim mutasyon igeren olgular sag akcigerde ve ozellikle sag iist lobda
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konumlanmislardir. KRAS kodon 12 mutasyonu igeren 7 olgunun primer tiimorleri
sag akciger alt ve orta lob, sol akciger iist lobda gézlemlenmistir. KRAS kodon 13, 59,
61 ve 117 mutasyonlari, NRAS G13X mutasyonu ve EGFR Ex19Del mutasyonu
iceren olgular primer tiimorii sadece sag akciger iist lobda bulunan olgulardir. EGFR
L858R mutasyonu bulunan bir olgunun primer timoérii sag akciger alt lobda
gbzlemlenmistir. Icerdikleri mutasyonlara gore kemik metastazi gdsteren olgularin

primer tiimor konumlar sekil 4’de gdsterilmistir.
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Sekil 4: Kemik metastazi gézlenen olgularin primer timdr konumlari

Uzak metastaz gosteren 31 olgudan 19°u siirrenal bez metastazi gerceklestirmistir. Sag
ve sol akciger arasinda silirrenal bezlere metastaz agisindan sayisal olarak bir fark
yokken, sadece sag siirrenal bezde metastazi bulunan olgularin c¢ogunlukla sag
akcigerde primer timdorii bulunan olgular oldugu ve sadece sol siirrenal bezde
metastazi bulunan olgularin ¢ogunlukla sol akcigerde primer tlimorii bulunan olgular
oldugu gozlemlenmistir (P < 0.05). Sol akciger apikal-posterior segmentte primer
timori bulunan 6 olgunun tamami sol siirrenal bezde metastazi bulunan olgulardir.

Sag akciger alt lobda primer tiimdrii bulunan 3 olgunun tamami yalniz sag siirrenal
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bezde metastazi bulunan olgulardir. Siirrenal bez metastazi bulunan ve sag akcigerde
primer tiimorii bulunan olgularin tamami sag siirrenal bezde metastaz géstermistir.

Kemik metastaz1 gosteren olgularin %61’inde mutasyon saptanmigken siirrenal bez
metastazi gosteren olgularin %26’sinda mutasyon gozlenmistir. Sag siirrenal, sol
stirrenal ve her iki siirrenal beze metastaz gergeklestiren olgularin primer tiimor

konumlart Sekil 5’te gosterilmistir.
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Sekil 5: Siirrenal bez metastazlarina gore primer tiimdr konumlari

Uzak metastaz gosteren 31 olgudan BRAF mutasyonu gosterip sadece beyin metastazi
gosteren 1 olgu ve mutasyonu bulunmayip karaciger ve dalak metastazi gosteren 1
olgu hari¢ tiim olgularda kemik veya siirrenal bez metastaz1 gézlenmistir. Bu 29
olgunun 17’sinde sadece kemik ve/veya siirrenal bez metastazi mevcutken kemik
ve/veya slirrenal bez metastazi beraberinde baska organlarda metaztazlari bulunan 12
olgu mevcuttur. Bu olgulardan 7’si kemik ve siirrenal bez esliginde ilave metastazlar
bulunan olgularken 5’1 ya kemik ya da siirrenal bez esliginde ilave metastazi bulunan
olgulardir. Kemik ve/veya siirrenal bez metastazi esliginde 6 olguda beyin, 4 olguda
karaciger 1 olguda hem karaciger hem beyin ve 1 olguda kolon ardindan prostat
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metastaz1 gozlenmistir. Kemik ve siirrenal bez esliginde karaciger ve pankreas
metastaz1 gosteren 2 olgu KRAS mutasyonu bulunan primer tiimorii merkezi
yerlesimli olgulardir. Sadece kemik ve beyin metastaz1 gdsteren 3 olgu periferik
yerlesimli ve  KRAS mutasyonu bulunan olgulardir. Kemik veya siirrenal bez

metastazi disinda metastazlart bulunan 14 olgunun primer tiimdr yerlesimleri sekil

6’da gosterilmistir.
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Sekil 6: Beyin, karaciger ve diger organ metastazlarinin konumlari

Diger organ metastazlar1 bobrek, kolon, dalak ve prostat metastazlarini icermektedir.
Kolon ve prostat metastazi primer tiimdrii merkezi yerlesimli ve sag tist lobda bulunan

ayni zamanda KRAS G13X mutasyonu bulunan olguda tespit edilmistir.

4.5 Primer tiimoriin yerlesimine gore mutasyonlar ve metastazlar

Tiim olgularimizdan 41’inin primer timori akciger i¢inde periferik bir yerlesim
gostermektedir. Bu olgulardan 19’unda en az bir mutasyon tespit edilirken 22’sinde
mutasyon tespit edilmemistir. Merkezi yerlesimli 11 olgu mevcutken bunlarin 4’tinde

mutasyon tespit edilmis 7’sinde mutasyon tespit edilememistir. (Tablo 20).
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Tablo 20: Primer tiimdriin yerlesinine gére mutasyon ve metastaz durumlari

S Metastaz
Ozellik  Yerlesim ayn (I:,) Mutasyon
Yiizde % Yok (n)  Akcigerici(n)  Uzak (n)
A% - - 4
Merkezi § 1) el
Tiimor /021 Yok - 7 -
yerlesimi o (41) Var 7 - 12
Periferik
sren %079 Yok 7 - 15

Merkezi yerlesimli ve mutasyon igeren 4 olguda KRAS mutasyonlar tespit edilmistir.
Bu olgularin tamami sag siirrenal bez metastazi gosterirken KRAS G12X ve KRAS
Q61X mutasyonu iceren 2 olgu ilaveten sol siirrenal, kemik, karaciger ve pankreas
metastazlari, KRAS G13X mutasyonu iceren bir olgu ilaveten sol siirrenal, kemik,
kolon ve prostat metastazi ve KRAS K117X mutasyonu ve EGFR Ex19Del mutasyonu
iceren bir olgu sadece sag siirrenalde metastaz gostermistir.

Periferik yerlesimli olgulardan mutasyon icermeyen ve uzak metastazi mevcut 15
olgunun 12’si siirrenal bezlerde metastaz gergeklestirmistir. Bu olgularin 6’sinda
primer timor akciger sol {ist apikal-posterior segmentinde yerlesmis ve 6zellikle sol
siirranel bezde metastaz gergeklestirmistir. Metastazt mevcut ve mutasyon iceren 12
olgunun 11’1 kemik metastaz1 gosterirken bunlarin 6’sinda KRAS G12X mutasyonu
gozlemlenmistir. Metastaz tespit edilmemis 14 olgu birinci basamak tedavi ile primer
timoril regrese olmus veya tam yanit alinmis olgulardir. Bu olgular tedaviye yanit
verdiklerinden muhtemel olusturabilecekleri metastazlar gézlemlenememistir. Bu
olgularin tamamu periferik yerlesimli olmak {izere 7’sinde mutasyon mevcut, 7’sinde
mutasyon mevcut degildir. Mutasyon tespit edilmeyen 7 olgunun 5’1 cerrahi miidahele
ile 2’°si kemoterapi ve biri kemoterapi radyoterapi kombinasyonuyla tedavi edilmistir.
Mutasyon iceren 7 olguda ise 3’1t EGFR mutasyonlar varligi sebebiyle hedefe yonelik
tedavi ile KRAS G12X ve KRAS A146X mutasyonu bulunan 2 olgu cerrahi miidahele
ile ve KRAS G13X, KRAS A59X, KRAS Q61X ve KRAS KI117X mutasyonlar
bulunan 2 olgu birbirinden farkli kombine kemoterapiler ile tedavi edilmistir.
Merkezi yerlesimli, akciger i¢i metastaz gdstermis ve mutasyon icermeyen 7 olgunun
tamami benzer prognoz gdostermistir. Olgularin tamaminda tiimdr akciger iginde
yayilarak akcigerin iglevini yitirmesine sebep olmus ve tedaviye yanit alinamayan bu

vakalar 6liimle sonuglanmistir (P < 0.001) (Tablo 20).
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4.6 Onkogen degisimlerine gore tedavi yaniti ve yeni olusumlar

Tedavi Oncesi ve sonrasi en az bir mutasyonu bulunan 23 olgu degerlendirmeye
alinmigtir. Bu olgulardan 13’ tedavi 6ncesi mutasyon bulunan ve tedavi sonrasi en az
bir mutasyonu ortadan kalkmis olgulardir. Tedavi dncesi mutasyonu mevcut olup
tedavi sonrast ayni mutasyonu koruyan olgu sayist 7°dir ve bu olgularda SQI
degerlerinde degisimler gbzlenmistir. Tedavi 6ncesi mutasyonu bulunmayan ve tedavi
sonrasi mutasyon tespit edilen 3 olgu mevcuttur.

Tedavi oncesi EGFR mutasyonlar1 bulunan 6 olgu mevcuttur ve bu olgularin
tamaminda tedavi sonrast EGFR mutasyonu gozlemlenmemistir. EGFR L858R
mutasyonu i¢eren 2 olgu mevcuttur. Bu olgulardan birisi metastatik ileri evre olup
akciger sag alt lobda lezyon, sag siirrenal bezde metastaz ve yaygin kemik metastazlar
gostermektedir. Uygulanan birinci basamak tedavi sonrast primer tiimoriinde
regresyon gozlensede diger bolgelerdeki progresyon sonucu 6liim olugmustur. Diger
EGFR L858R mutasyonu igeren olgu ise erken evrede saptanmistir. Akciger sol iist
lobdaki primer lezyon tedavi sonrasi regrese olmus ve olgu tedaviye tama yakin yanit

vermistir (Resim 3)

Al : Tedavi oncesi karsidan, B1 : Tedavi 6ncesi yandan, C1 : Tedavi dncesi asagidan
A2 : Tedavi sonrasi karsidan B2 : Tedavi sonrasi yandan C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 3: EGFR L858R i¢eren olgunun PET/BT goriintiisii
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EGFR Ex19Del mutasyonu i¢eren 4 olgu mevcuttur ve bu olgulardan 3’ii resim 3’te
sunulan olguya benzer goriintii ve tedavi yanitlart sergilemistir. Bu 3 olgudan birisi
tedavi oncesi EGFR Ex19Del mutasyonun beraberinde KRAS G13X mutasyonu
icermektedir. Bu olguda tedavi sonrast EGFR Ex19Del mutasyonu ortadan kalkarken
KRAS G13X mutasyonu mevcudiyetini slirdiirmekle birlikte SQI degerinde belirgin
bir diisiis gostermistir. Tedavi dncesi SQI : 12,5 iken tedavi sonras1 SQI : 7,5’e diiserek

%40’1lik bir gerileme kaydetmistir (Resim 4).

. i
- —

Al : Tedavi oncesi karsidan, B1 : Tedavi 6ncesi yandan, C1 : Tedavi oncesi asagidan

A2 : Tedavi sonrasi karsidan, B2 : Tedavi sonrasi yandan, C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 4: EGFR Ex19Del ve KRAS G13X i¢eren olgunun PET/BT goriintiisii

EGFR Ex19Del mutasyonu beraberinde KRAS K117X mutasyonu igeren bir olgu
mevcuttur. Bu olgu sol akciger {ist lobda mediastene invaze, fissiir asimi1 yapmis
10x8x8 cm santral kitle lezyonu ve sag siirrenalde metastaza sahiptir. Tedavi sonrasi
EGFR Ex19Del mutasyonu tespit edilemeyen olguda KRAS K117X mutasyonu SQI
degerinde artis gozlemlenmistir. Olgunun primer tiimoriinde metabolik regresyon
gozlenmis olsada genel olarak progresyon goézlenmesi ardindan vaka Oliimle

sonuclanmistir.
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EGFR Ex19Del mutasyonu beraberinde KRAS K117X mutasyonu igeren bir olgu
disinda KRAS K117X mutasyonu i¢eren 2 olgu daha mevcuttur. Bu 2 olgunun ikisinde
de KRAS A59X mutasyonu birlikteligi gosterirken birisinde ayrica NRAS G13X
mutasyonu da tespit edilmistir. Bu olgulardan metastazi mevcut olmayan ve tedavi
oncesi KRAS K117X ve KRAS A59X mutasyonu igeren olguda tedavi sonrasi primer
tliimoriinde regresyon gézlemlenmis ve tedavi Oncesi tespit edilen mutasyonlar tedavi
sonrasi tespit edilememistir. Tedavi Oncesi metastaz icermeyen ve sadece NRAS
G13X mutasyonu igeren olgu da ise tedavi sonrasi primer tlimorde bir miktar
regresyon esliginde NRAS G13X SQI degerinde azalma gozlemlenmis yeni gelisen
akciger sag hiler bolge olusumu, sag siirrenal bez metastazi, kemik metastazi ve
karaciger metastaziyla birlikte KRAS K117X ve KRAS A59X mutasyonlar1 ortaya
cikmistir. Olguda akciger i¢i yeni gelisen olusum yesil ok ile gosterilmistir (Resim 5).

Al : Tedavi 6ncesi karsidan, B1 : Tedavi dncesi yandan, C1 : Tedavi 6ncesi asagidan

A2 : Tedavi sonrasi karsidan, B2 : Tedavi sonrasi yandan, C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 5: NRAS G13X igeren olgunun PET/BT goriintiisii

EGFR Ex19Del mutasyonu beraberinde KRAS G13X mutasyonu igeren bir olgu
disinda KRAS G13X mutasyonu i¢eren 4 olgu daha mevcuttur. Bu olgulardan birinde
ayrica KRAS Q61X mutasyonu mevcuttur. Olguda tedavi sonrasi primer lezyonda

tama yakin bir yanit olusurken mediastinal biletaral lenf nodlarinda (Resim 6 A2
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gorlintiisll) progresyon gozlenmis ayrica tedavi dncesi mevcut olmayan KRAS G13X

ve Q61X mutasyonlar1 tedavi sonrasi tespit edilmistir (Resim 6).

A1l : Tedavi oncesi karsidan, B1 : Tedavi oncesi yandan, C1 : Tedavi oncesi asagidan
A2 : Tedavi sonrasi karsidan, B2 : Tedavi sonrasi yandan, C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 6: KRAS G13X ve Q61X igeren olgunun PET/BT goriintiisii

KRAS G13X mutasyonu iceren diger 3 olgu ise tedavi dncesi ve sonrasi sadece KRAS
G13X mutasyonu icermektedir ve primer tiimorleri sag akciger iist lobda
bulunmaktadir. Merkezi yerlesimli primer tiimdre sahip bir olgu lokal ileri evre olarak
tan1 almis tedavi sonrast primer tiimoriinde minimal regresyon ve KRAS G13X
mutasyonu SQI degerinde az miktarda azalma kaydetmistir fakat tedavi sonrasi kemik,
sag siirrenal bez, kolon ve prostat metastazlar1 ortaya c¢ikmistir. Diger 2 olgu ise
periferik yerlesimli primer timore sahip metastatik ileri evre olgulardir. Olgulardan
birisinde tedavi dncesi hem kemik hem beyin metastazi mevcuttur ve tedavi sonrasi
metastazlar1 stabil ve primer tlimoriinde minimal bir regresyon mevcuttur. Diger
olguda ise tedavi Oncesi sadece kemik metastazt mevcutken, tedavi sonrasi beyin
metastazi ger¢eklesmistir. Olgunun primer tiimorii tedavi sonrasi tama yakin regrese
olmus ve KRAS G13X SQI degeri benzer sekilde diisiis gostermistir. KRAS G13X
SQI degeri 16,1 degerinden 8,4 degerine gerilemis yaklasik olarak %48 oraninda diisiis

gostermistir (Resim 7).
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Al : Tedavi oncesi karsidan, B1 : Tedavi dncesi yandan, C1 : Tedavi 6ncesi asagidan

A2 : Tedavi sonrasi karsidan, B2 : Tedavi sonrasi yandan, C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 7: KRAS G13X igeren olgunun PET/BT goriintiisii

Sadece KRAS Q61X mutasyonu iceren bir olgu mevcuttur. Bu olgu primer tiimorii sag
akciger list lob merkezi yerlesimli metastatik ileri evre bir olgudur. Tedavi 6ncesinde
kemik, siirrenal bez ve pankreas basinda metastaz barindiran olguda KRAS Q61X
mutasyonu saptanmamigtir. Tedavi sonrast primer tlimoriinde, pankreas basi
lezyonunda ve kemik lezyonlarinda belirgin regresyon gozlenirken sol siirrenal bezde
bulunan metastatik lezyonda boyutsal ve metabolik tam yanit alinmistir. Bununla
birlikte olguda tedavi sonrasi KRAS Q61X mutasyonu saptanmis ayrica pankreas
govde bolgesinde yeni gelisen lezyon ve karaciger hipodens hipermetabolik lezyon

ortaya ¢ikmistir. (Resim 8).
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Al : Tedavi 6ncesi karsidan, B1 : Tedavi 6ncesi yandan, C1 : Tedavi 6ncesi asagidan

A2 : Tedavi sonrasi karsidan, B2 : Tedavi sonrasi yandan, C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 8: KRAS Q61X igeren olgunun PET/BT goriintiisii

Tedavi Oncesi ve sonrast KRAS G12X mutasyonu igeren 8 olgu mevcuttur. Olgularin
tamaminda tedavi dncesi KRAS G12X mutasyonu saptanirken 4’linde tedavi sonrasi
KRAS G12X mutasyonu ortadan kalkmistir. Tedavi 6ncesi ve sonrasi KRAS G12X
mutasyonu saptanan 4 olgunun tamami1 kemik metastazi gésteren metastatik ileri evre
olgulardir. Bu olgulardan 2’sinin ayrica siirrenal bezler ve karaciger metastazlarida
mevcuttur. Bu 4 olgunun tamami tedavi sonrasi progresyon gostermis olup KRAS
G12X mutasyonu SQI degerlerinde yiikselme gdzlenmistir. Tedavi sonras1 mutasyon
saptanmayan 4 olgu mevcuttur. Bu olgulardan birisi erken evre olup cerrahi miidahele
ile primer tiimorii ¢ikarilan olgudur. Diger 3 olgudan 2’si lokal ileri evre olgulardir ve
birisine kemoterapi digerine ise cerrahi miidahele ve kemoterapi uygulanmistir; ancak
2’1 olguda da tedavi sonras1 kemik metastazlari ortaya ¢ikmistir. Metastatik ileri evre
olan son olgu ise kemik beraberinde beyin metastazlar1 gdstermektedir. Cerrahi
miidahale ve radyoterapininde dahil oldugu birinci basamak tedavi sonrasi olguda hem

primer timoér hemde metastaz odaklar1 regrese olmustur (Resim 9).
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Al : Tedavi oncesi karsidan, B1 : Tedavi 6ncesi yandan, C1 : Tedavi oncesi agagidan
A2 : Tedavi sonrasi karsidan, B2 : Tedavi sonrasi yandan, C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 9: KRAS G12X igeren olgunun PET/BT goriintiisii

KRAS A146X mutasyonu igeren bir olgu mevcuttur. Erken evrede tan1 alan olguda
cerrahi islem uygulanmistir. KRAS A146X mutasyonu tedavi sonrasi ortaya ¢ikmistir.

Tedavi sonrasi sag hemitoraksta yeni gelisen plevral eflizyon mevcuttur.

Al : Tedavi oncesi karsidan, B1 : Tedavi ncesi yandan, C1 : Tedavi dncesi asagidan
A2 : Tedavi sonrasi karsidan, B2 : Tedavi sonrasi yandan, C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 10: KRAS A146X igeren olgunun PET/BT goriintiisii
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BRAF V600E mutasyonu igeren bir olgu mevcuttur (Resim 11). Olgu beyin
metastazina sahip ileri evre olgusudur. Tedavi oncesi tespit edilen BRAF V600E
mutasyonu tedavi sonrast tespit edilmemistir. Ayn1 zamanda tedavi sonrasi olguya ait

primer timor ve metastaz kemoterapi ve radyoterapi yoluyla regrese olmustur.

Al : Tedavi oncesi karsidan, B1 : Tedavi 6ncesi yandan, C1 : Tedavi 6ncesi asagidan
A2 : Tedavi sonrasi karsidan, B2 : Tedavi sonrasi yandan, C2 : Tedavi sonrasi asagidan

Resim 11: BRAF V600E igeren olgunun PET/BT goriintiisii
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Tartisma

Diinya genelinde en yiiksek mortaliteye sahip kanser tiirii olan akciger kanseri
genellikle ileri evrelerde farkedilmesi ve tedavi yanitlarinin genellikle kotii olmasi
sebebiyle dnemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Akciger kanserinin en
biliyiik alt grubu akciger adenokarsinomudur ve yaklasik yarisinda onkogen
mutasyonlart tespit edilmektedir (Aisner, vd., 2016, Barlesi, vd., 2016, Pathak, vd.,
2017, Calvayrac , vd., 2017, Cicek, vd., 2018). Giiniimiizde onkogen mutasyonlarin
sonucu olusan onkoproteinlere kars1 hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi tedavi
basarisini yiikseltmis olsa da diren¢ mutasyonlar1 ve tiimor heterojenitesi sebebiyle
basar1 belli bir seviyede kalmistir. Ayrica onkogen tespitinin invaziv bir islem olan
timor biyopsisiyle yapilmasi tedavi siirecinde tiimoriin molekiiler ilerleyisinin
izlenmesini neredeyse imkansiz kilmaktadir. Giiniimiizde 6nemini artirmaya baslayan
likit biyopsi uygulamalar1 olgulara ait tiim tiimoral olusumlar hakkinda molekiiler bilgi
veren ve tiimdriin molekiiler monitorizasyonuna katki saglayan bir arag¢ olarak ortaya
cikmaktadir. Tedavi sirasinda istenilen zaman ve siklikta uygulanabilir olmasi
tiimoriin molekiiler evrimini, tedaviye olan yansimalarin1 anlamamiz agisindan umut
vadetmektedir. Ayrica molekiiler gelisimin anlasilmaya baslamasi tedavi
seceneklerinin artmasina ve basarmin yiikselmesine katki saglayacaktir. Tiim bunlarla
birlikte goriintiileme yontemlerinin molekiiler monitdrizasyonla birlestirilerek taninin,

tedavinin ve prognoz tayininin daha basarili yapilmas1 muhtemeldir.

Bu tez ¢alismasinda akciger adenokarsinomlarinin yaklasik yarisinda gézlemlenen
hedefe yonelik tedavi ve prognoz tayininde dnemli yeri olan onkogenlerin yaklasik
%80’nini kapsayan EGFR, KRAS, NRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarini periferik
kan cfDNA likit biyopsisinden tedavi dncesi ve tedavi sonrasi degisimlerini belirledik
ayrica primer timoriin pozisyonu ve yerlesimiyle iligkisini, metastaz iligkilerini ve

tedavi yanitlarina etkilerini aragtirdik.

Calismaya dahil edilen toplam 52 olgunun %21 kadindir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
2018 verilerine gore iilkemizinde i¢inde bulundugu bolgede kadinlarda akciger kanseri
goriilme siklig1 %20-30 arasinda degigsmektedir. Bu veriler 1518inda kadin ve erkek
olgu sayilarimiz literatiire benzer bir oran gostermektedir. Bulgularimizda cinsiyet
acisindan one ¢ikan en 6nemli unsur, kadin olgu sayimiz az olmasina ramen EGFR

mutasyonu tespit edilen olgularin yarisinin kadin olgular olmasidir. Literatiire
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bakildiginda Zang ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklart EGFR mutasyonlariin
asya kokenli ve kafkas kokenli olgulardaki prevalansini degerlendirdikleri ¢alismada
EGFR mutasyonlarinin  kafkas kokenli olgularda yiiksek oranda akciger
adenokarsinomlarinda ve erkeklerin 2,5 kati oranda kadinlarda gozlendigi
bildirilmektedir. Ayrica Barlesi ve arkadasglarinin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
EGFR mutasyon sikliginin KHDAK olgularinda %11, adenokarsinom alt tipinde %12
kadinlarda %21 ve hi¢ sigara kullanmamis olgularda %44 olarak gostermektedir.
Bizim bulgularimiz adenokarsinom alt tipinde %]11,5, kadinlarda %27 ve hi¢ sigara
kullanmayanlarda %33 ile benzer bir profil sergilemektedir. EGFR mutasyonlarinin
kadin olgularda daha fazla oranda gozlenmesi cinsiyet iligkili fenotipin EGFR
mutasyonu olusturmaya yatkinlik olusturabilecegini diislindiirmektedir; ancak sigara
kullanimiin toplumsal deger yargilarina gore sekillenebilecek olmasi olgularimizin
bulundugu yas grubunda kadinlarin genelde sigara kullanma aligkanliklarinin diisiik

seviyede olmasi sigara kullanimi1 ve EGFR mutasyonu iliskisini desteklememektedir.

Literatiirde akciger kanserinin basta sigara kullanimi olmak {izere ileri yas, mesleki
karsinojen maruziyeti, hava kirliligi, iyonize radyasyon, biyolojik kanserojenlere
maruz kalma ve genetik yatkinlik gibi bir¢cok nedenle ortaya ¢iktig1 gosterilmektedir
(Cruz, vd., 2011, Field, vd., 2012, Cot¢, vd., 2012, de Groot, vd., 2018). Bulgularimiz
ortalama 64 yas, %71 sigara kullanimi, %65 sehir yagami ve stresli meslek ve %50
oraninda yakin akrabada kanser ile literatiirii destekler niteliktedir. Ayrica
bulgularimizda siirrenal bez metastazi mevcut olgularda sigara kullanim hikayesi
bulunan olgularin orani %90 olarak gozlenmistir. Gleeson ve arkadaslarinin 2014
yilinda siirrenal bez metastazi gosteren akciger kanserli olgularla yaptig1 arastirmada
olgularin %92,8’inde sigara kullaniminin mevcut oldugu goézlenmistir ve bizim

bulgumuza benzerlik gostermektedir.

Literatiirde KHDAK olgularinda onkogen mutasyonlariin goriilme sikliklar1 timor
biyopsisi Orneklerinden elde edilen verilere dayanarak gosterilmektedir. Mutasyon
sikliklar1 Asyali ve Kafkas kokenli olmaya bagl olarak degiskenlik gostermektedir.
Tartismamizda bizim de olgularimizin ig¢inde bulundugu Kafkas kokenli olgularin
verileri baz alinarak degerlendirmeler gergeklestirilmistir. Agyeman ve arkadaglarinin
2018 yilinda 2078 ileri evre KHDAK olgusuyla yaptiklar1 calismada EGFR mutasyon
oranini %12 ve KRAS mutasyon oranmi %29 olarak gostermektedir. Barlesi ve
arkadaglarinin 2016 yilinda yayinladiklar1 13425 akciger adenokarsinomlu olguyla
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yaptiklar1 calismada EGFR mutasyon orani %12, KRAS mutasyon orani %32, BRAF
mutasyon orani %2 ve PIK3CA mutasyon orant %2 olarak saptanmistir. Ohashi ve
arkadaglarinin 2013 yilinda 4562 akciger kanserli olgu ile yaptiklar1 arastirmada NRAS
mutasyon siklig1 yaklasik %1 olarak tespit edilmistir. Bizim de 2015 yilinda KHDAK
olgularinin tiimor kesitlerinde yapmis oldugumuz ¢alismada sirasiyla EGFR, KRAS,
BRAF, PIK3CA ve NRAS gen mutasyonlar1 %8,7, %28,7, %1,2, %7,5 ve %1,2 olarak
tespit edilmistir (Caliskan, vd., 2015). Literatiirde Kafkas kokenli olgularda tiimor
biyopsisinden yapilan cok sayidaki calisma benzer sonuglart gostermektedir.
Calismamizda olgularin %11’inde EGFR mutasyonu, %35’inde KRAS mutasyonu,
%?2’sinde BRAF ve %?2’sinde NRAS mutasyonu tespit edilmistir. Calismamiz EGFR
mutasyon siklig1 literatiire benzerlik gostermektedir; ancak KRAS mutasyon sikliginin
bir miktar daha yiiksek olmasi farklilik gostermektedir. Bu farklilik literatiirde
bildirilen KRAS mutasyonlarinin sik gozlenen KRAS kodon 12, 13 ve 61
mutasyonlarini icermesinden kaynaklandigint gézlemledik. Sadece bu {i¢ mutasyon
tipi diigliniildigiinde oranimiz %27 seviyesine inmektedir ve bu durum literatiire
benzerlik gostermektedir. Oranimizin %35 sevilerinde ¢ikmasina sebep olan ve tiimor
biyopsisi ile arastirildiginda ¢ok nadir gézlemlenen KRAS kodon 59, 117 ve 146
mutasyonlariin (Haigis, 2017) yaklasik %7,5 oraninda mevcudiyetidir. Tiimoriin
heterojen yapist sebebiyle bu klonlarin genellikle tiimér biyopsisinin alindigi
bolgelerden uzak bir konumda veya merkezi olmasi diisiiniilebilir. Bu mutasyonlari
iceren klonlarin nekroz ve apoptozise daha ¢ok ugrayarak kan dolasimina daha ¢ok
DNA birakmis olabileceklerini diisiinmekteyiz. Bu nadir mutasyonlar1 igeren olgu
sayisi 4 tiir ve bu olgularin 3’linde primer tiimor merkezi nekrozedir. Bir olgu
mutasyonlar1 tedavi sonrasi tespit edilmis erken evre bir olgudur. Tedavinin ilerleyen
sathalarinda tiimor merkezinde nekrozla birlikte mutasyonlarin ortadan kalkmasin
beklemekteyiz. Bu dngoriiler 15181inda bu mutasyonlarin tlimoriin erken evrelerinde
ortaya ¢ikabilecegini zamanla daha agresif ve baskin klonlarin 6n plana ¢ikarak bu
klonlar1 ¢evreleyip, bastirip nekroz ve apoptoza yoOnlendirmis olabilecegini
diistinmekteyiz. Bu durumun mutasyonlarin tiimoér biyopsisinde ¢ok az cfDNA
orneklerinde ise yiiksek oranda gozlenebilmesine sebep olabilecegini diistinmekteyiz.
Ayrica tiimdr biyopsisi sadece ornegin alindig1 bolgeyi yansitmakta akciger i¢i yeni
olusumlar ve uzak metastazlar hakkinda genetik bir bilgi sunmamaktadir. Bu sebeple

mutasyonlarin tiimor biyopsisinde nadir tespit edilmesi muhtemeldir. Tespit etmis
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oldugumuz bu mutasyonlarin invaziv yetenegi yiiksek klonlarda bulundugu ve akciger
ici diger olusumlar veya uzak metastazlardan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilebilir.
Ancak bu mutasyonlar1 i¢ceren olgularimizdan biri hari¢ metastatik olmayan lokalize
ileri evre veya erken evre olgularidir. Metastatik ileri evre olan tek olgu sadece sag
stirrenal bez metastazi bulunan olgudur. Siirrenal bez metastazi bulunan diger higbir
olguda bu nadir mutasyonlar saptanmamustir. Likit biyopsi calismalariyla tiimdriin
molekiiler evrimi igerisinde kendini gdsteren ¢ok sayida mutasyonun tespiti ve bu

mutasyonlarin klinik yansimalarinin ortaya konabilecegini diisiinmekteyiz.

Akciger adenokarsinomlarinda genel olarak likit biyopsi ile yapilan seri biyopsiler
dahil ¢aligmalarin biiyiilk ¢ogunlugu hedefe yonelik tedavi segenegi sunan EGFR
mutasyonlarina ve bu tedavilere karsi olusan diren¢ mekanizmalart {izerine
yogunlagmaktadir (Pinsolle, vd, 2019, Voigt, vd., 2020, Iwama, vd., 2019, Malapelle
ve Rolfo, 2019). Benzer sekilde BRAF V600E mutasyonu ALK ve ROSI yeniden
diizenlenmeleri hedefe yonelik tedavi agisindan 6nemli olduklarindan yogunlukla
calisilmakta ve takip edilmektedir. KRAS mutasyonlart hedefe yonelik tedavilere
diren¢ olusturma ve prognostik belirte¢ olarak degerlendirmelere alinmakta birgok
calismada KRAS mutant veya yabanil tip olarak ya da KRAS kodon 12, 13 ve 61
mutasyonlar1 olarak tartisiimaktadir (Camps vd., 2005, Gautschi vd., 2007, Suda, vd.,
2010, Wang vd., 2010, Nygaard vd., 2013, Kim vd., 2013, Dowler Nygaard vd., 2014,
Rizzo vd., 2016, Lai vd., 2018, Liu vd., 2019, El Osta vd., 2019). Literatiirde heniiz
KRAS kodon 59, 117 ve 146 mutasyonlarmin akciger adenokarsinomlarindaki
mutasyon siklig1 ve klinik 6nemine dair bilgi mevcut degildir. Caligmamizda 3 olguda
(%6) kodon 117, 2 olguda (%4) kodon 59 ve 1 olguda (%2) kodon 146 mutasyonu
saptanmigtir. Benzer sekilde akciger adenokarsinomlarinda nadir gozlemlenen
mutasyonlardan olan NRAS kodon 13 mutasyonu ¢alismamizda %?2 oraninda tespit
edilmigtir. Likit biyopsi calismalarinin sonuglar1 biriktikce bu mutasyonlara dair

bilgilerin daha ¢ok giin yiiziine ¢ikacagini diistinmekteyiz.

Mutasyon birliktelikleri agisindan bakildiginda ¢alismamizda 5 olguda mutasyon
birliktelikleri gdzlemlenmistir. KRAS K117X mutasyonu bulunan 3 olgunun 1’inde
EGFR Ex19Del mutasyonu, 1’inde KRAS A59X mutasyonu ve 1’inde NRAS G13X
mutasyonu esliginde KRAS AS59X mutasyonu gozlemlenmistir. Higbir olguda tek
bagina tespit edilmemis olan bu mutasyonun yiiksek heterojenite igeren tlimorlerde
ortaya ¢iktig1 fikrini akla getirmektedir. Benzer sekilde KRAS G13X mutasyonu
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bulunan 2 olgunun 1’inde EGFR Ex19Del mutasyonu ve 1’inde KRAS Q61X
mutasyonu birlikteligi gozlenmistir. KRAS G13X ve EGFR Ex19Del mutasyonlarinin
KRAS K117X mutasyonu gibi heterojenitesi yiiksek tiimorlere 6zgii olabilecegi fikrini
olusturmaktadir. Ayrica KRAS A59X mutasyonu sadece KRAS K117X mutasyonu ile
birliktelik gostermistir tekbasina hi¢bir olguda gézlemlenmemistir. Bu iki mutasyonun
ayni klondan kaynaklandig1 ve birlikte mutasyona ugradiklar diisiiniilebilecegi gibi
cok yakin lokalizasyonda bulunmalar1 mikro ¢evre etkisiyle bu iki mutasyonu igeren
farkli klonlarin olusmus olabilecegi diisiiniilebilir. Literatirde bu mutasyon
birliktelikleriyle ilgili bilgi mevcut degildir. EGFR L858R mutasyonu, BRAF' V600E
mutasyonu, KRAS G12X ve A146X mutasyonlart diger mutasyonlarla birliktelik
gostermemistir. Bu mutasyonlar1 iceren olgularin primer tiimorlerinin daha az

heterojen oldugunu diisiinmekteyiz.

Nadir gézlemlenen NRAS G13X mutasyonu ¢alismamizda 1 olguda tedavi dncesinde
tespit edilmis tedavi sonrasi bu mutasyona ek olarak olguda KRAS kodon 59 ve 117
mutasyonlart ortaya c¢ikmistir. NRAS mutasyonunun KRAS’m bu nadir
mutasyonlarmnin  6ncesinde olguda tespit edilmesi evrimsel olarak daha ©nde
olabilecegini diislindiiriirken tedavi etkisiyle klonal baskinlik degisikliklerinin sessiz
seyreden KRAS mutasyonlarinin kendisini gdstermesine sebep olmus olabilecegi de
muhtemel goriinmektedir. Olguda tedavi sonrast NRAS mutasyonu SQI degerinde bir
miktar azalma gozlenmistir. Bunun esliginde primer timorde boyutsal ve metabolik
bir miktar regresyon gozlenirken sag hiler bolgede yeni olusum tespit edilmistir
(Resim 5); ayrica bu yeni olusumla birlikte KRAS kodon 59 ve 117 mutasyonlari ve
uzak metastazlar ortaya ¢ikmistir. Mutasyonlarinin mengeinin bu yeni olusum mu
yoksa uzak metastazlar mi1 oldugu sorusu akla gelmektedir. Diger KRAS kodon 59 ve
117 mutasyonlari i¢eren olguyla birlikte diistiniildiigiinde diger olguda uzak metastaz
mevcut degildir ve tedavi sonrast bu mutasyonlar ortadan kalkmistir. Bu sebeple bu
mutasyonlarin metastazlara atfedilmesi olast gibi goriinmemektedir. Akciger i¢i sag
hiler bolge yeni olusumunun mutasyonlarin muhtemel kaynagi oldugunu
diistinmekteyiz. Likit biyopsi ¢alismalartyla mutasyon degisimlerinin yeni olusumlarla
olan iligkisi ve bunlarin klinik yansimalarina dair bilgiler arttikga yeni tedavi

stratejilerinin ortaya ¢ikabilecegini diistinmekteyiz.

Mutasyon degisimleri agisindan bakildiginda tedavi 6ncesi EGFR mutasyonu igeren 6
olgu, KRAS kodon 12 mutasyonu iceren 4 olguda, KRAS kodon 59 ve 117 mutasyonu
55



birlikteligi gdsteren 1 olguda ve BRAF V600OE mutasyonu gosteren 1 olguda tedavi
sonras1 mutasyon tespit edilmemistir. Tedavi 6ncesi mutasyonu bulunmayan 3 olguda
KRAS kodon 13, 61 ve 146 mutasyonlar1 ve tedavi dncesi NRAS mutasyonu bulunan 1
olguda tedavi sonras1 KRAS kodon 59 ve 117 mutasyonlari tespit edilmistir. Bu veriler
bize tedavinin tiimdr lizerinde giiclii molekiiler etkiler veya klonlar aras1 yapay se¢ilim
olusturdugu bilgisini sunmaktadir. Kabaca bakildiginda iyi prognoz beklentisi bulunan
mutasyonlarin ortadan kalktig1 kotii prognozla iliskilendirilen mutasyonlarin tedavi
sonras1 ortaya ¢iktigi gozlenmektedir. Tedavi cesidine goére direngli ve hassas
timorlerin mutasyonlara gore identifikasyonu, mutasyonlarin likit biyopsi ile takibi ve
uzun siireli timor davraniglarinin belirlenmesi klinisyene prognoz tayini ve tedavi

secimi acisindan Onemli avantajlar saglayabilecektir.

Literatiirde akciger adenokarsinomlarinda likit biyopsi ile elde edilen onkogen
mutasyon degisim ve birlikteliklerinin goriintiileme verileriyle, metastazlarla, tedavi
yanitiyla, primer tiimdriin lokalizasyonu ve pozisyonuyla karsilastirildigi bir ¢alisma
mevcut degildir. Rizzo ve arkadaslarinin 2016 yilinda kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserinde bilgisayarli tomografi 6zellikleri ile EGFR, ALK, KRAS mutasyonlari
arasindaki 1iliskiyi degerlendirdikleri calismada EGFR mutasyonlar1 icin hava
bronkogrami, plevralretraksiyon, kiiciik lezyon boyutu, fibrozis yoklugu iliskisi, ALK
yeniden diizenlenmeleri i¢in ploleffiizyon ve KRAS mutasyonlari i¢in yuvarlak lezyon
sekli, tiimor dis1 loblarda nodiiller iligkisi kurulmustur. Calismada akciger loblarina
gore bir ayrim yapilmis fakat istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir.
Tiimdrler merkezi ve periferik yerlesimli olarak ayrilmis; fakat mutasyonlarla iligkisi
tartisilmamistir. Calismada mutasyonlar var veya yok olarak degerlendirilmis
mutasyon ¢esidine gore bir ayrim yapilmamistir. Ayrica metastazlar ve tedavi yanitlar
ile ilgili bilgi mevcut degildir. Bunlarin diginda tiimor biyopsisi Orneklerinden
calisgilmis oldugu i¢in mutasyonlar sadece biyopsinin alindig1 bolgeyi yansitmakta
intratimoral heterojeniteyi, nodiiller ve metastaz odaklarindaki genetik yapiy1
yansitamamaktadir. Ancak tiimoriin mutasyonlara gore olusturduklar1 goriintiiler
hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. Bu bilgiler tiimér monitorizasyonuna ve
prognoz tayinine Onemli katkilar saglayabilecek niteliktedir. Yine Rizzo ve
arkadaglarinin 2019 yilinda yayinladiklar1 ve bir dnceki ¢alismalartyla dis merkez
dogrulamas1 yaptiklar1 calismada EGFR ve KRAS mutasyonu igeren tiimorlerin

tomografik ozelliklerini teyit etmislerdir. Ancak yine tiimdrleri akciger loblarina gore
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ve merkezi veya periferik olmalarma gore ayrima tabi tutmuslar fakat mutasyonlara
gore degerlendirmeye almamislardir. Snoeckx ve ark. 2019 yilinda yapmis olduklari
calismada Kistik hava boslugu iliskili akciger kanserli 13 olgudan 11’inde
adenokarsinom tespit etmisler 10’unda mutasyon taramasi yapilmis 5’inde mutasyon
tespit etmislerdir. Olgularin 2’sinde KRAS kodon 12 mutasyonu, 1’inde EGFR ekzon
18 mutasyonu, 1’inde ALK ve 1’inde ROSI tespit etmislerdir. Ancak akciger i¢i

yerlesim ve pozisyonlart ile ilgili bir ayrim yapmanmuslardir.

Olgularin akciger i¢i primer timdr lokalizasyonlar1 bakimindan calismamizda sol
akciger iist lob konumlu EGFR Ex19Del mutasyonu ve KRAS K117X mutasyonu
birlikteligi gosteren bir olgu hari¢ tutuldugunda NRAS kodon 13 , KRAS kodon 13, 59,
61, ve 117 mutasyonlarini iceren tim olgular sag akciger iist lobda primer tiimorii
bulunan olgulardir ve ¢oklu mutasyon tespit edilen olgularin tamaminin primer timorii
bu lobda bulunmaktadir (Sekil 1). KRAS kodon 12 ve 146 mutasyonlar sol {ist, sag
orta ve alt loblarda primer tlimorii bulunan olgularda gézlemlenmistir (Sekil 2). Primer
tiimori sag akciger iist lobda bulunan bir olgu hari¢ tim EGFR mutasyonu bulunan
olgular ve BRAF mutasyonu bulunan olgu sag akciger alt lob ve sol akciger {ist lobda
primer tiimdrii bulunan olgulardir (Sekil 1 ve 2). Sag akciger iist lobda yogunlasan ¢cok
sayida mutasyon ve mutasyon birliktelikleri bu lobun diger loblara nispeten daha ¢ok
mutasyonlara agik ve heterojeniteye meyilli oldugunu diisindiirmektedir. Akcigerde
skuamoz hiicreli karsinom ve adenokarsinomlarin konum etkisi (side effect) ile farkli
bolge ve genitdrlerden kaynaklanmasi, kolon kanserlerinde sag ve sol kolonlarin farkl
ozellikler sergilemesi gibi sag akciger list lob bolgesinin 6zel bir karakteristigi
olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica primer tiimor merkezi nekroze olgularin cogunun
bu lobda bulunmasi, nadir gozlemlenen KRAS mutasyonlarinin primer timori bu
lobda bulunan olgularda goézlenmesi ve akciger adenokarsinomlarinda en ¢ok
gbzlemlenen KRAS kodon 12 mutasyonlarinin ¢alismamizda bu lobda tespit edilmemis
olmasi ayrica kotii prognozla ilisklendirilen KRAS kodon 13 ve 61 mutasyonlarinin
tamaminin ve kemik metastaz1 gosteren olgularin yaklasik yarisinin bu lobda primer
tliimorii bulunan olgularda saptanmis olmasi diisiincelerimizi destekler niteliktedir. Sag
ana bronsun 12-16 mm ¢apinda ve sol ana brongun 10-14 mm capinda geniglige sahip
olmasi ayrica sag ana bronsun karina ile daha genis bir a¢1 gdstermesi sol akcigere
nispeten sag akcigerin dig ortamla daha yiliksek etkilesime sahip oldugunu

diistindiirmektedir Oyle ki trakeaya kacan yabanci cisimlerin % 75’1 sag ana bronsa
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gitmektedir. Sigara ve kanserojen gazlar gibi dis etkilerden diger bolgelere nispeten
daha fazla etkilenen bu bolgede epigenetik degisikliklerin 6zellesmesi muhtemeldir.
Nispeten daha yiiksek cevresel etki ve epigenetik farkliliklarin tiimdrogenez agisindan
da loblar arasinda farklar olasabilecegini, tlimoér heterojenitesi ve genetik instabilite
acisindan loblar aras1 6nemli farklarin olusabilecegini diistinmekteyiz. Sag akciger iist
lobun yiiksek genetik instabilite ve tiimor heterojenitesine sahip oldugunu diistinmekle

birlikte gelecekte bu loba 6zgii tedavi stratejilerinin 6zellesebilecegini diisiinmekteyiz.

Literatiirde akciger kanseri vakalarinda oOzellikle kemik, beyin, siirrenal bez ve
karaciger uzak metastazlarin siklikla gozlendigi gosterilmektedir (Quint, vd., 1996,
Lohinai, vd., 2017). Calismamizda kemik metastazi bulunan 23 olgu, siirrenal bez
metastazi bulunan 19 olgu, beyin metastazi bulunan 8 olgu ve karaciger metastazi
bulunan 5 olgu mevcuttur. Calismamiz en ¢ok gdzlemlenen uzak metastazlar agisindan
literatiirle benzerlik gostermektedir. KHDAK olgularinin  %30-45’inde  kemik
metastazlar1 gozlenmekte Oliim sonrasi otopsi Orneklerinde %36 oraninda kemik
metastazi varlig1 gosterilmektedir (Coleman, 2006, Jaukovi¢, vd., 2006, Tsuya, vd.,
2007, Tamura, vd., 2015). Calismamizda %44 oraninda kemik metastazi bulunan olgu
mevcuttur ve literatlire benzerlik gdstermektedir. Renaud ve arkadaslariin ayrica
Guan ve arkadaglarimin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarda EGFR mutasyonu
bulunan olgularin anlamli sekilde kemik metastazlar1 gosterdikleri gosterilmistir
benzer sekilde 2018 yilinda Kuijpers ve arkadaglarinin yaptiklar: ¢calisma bu sonucu
destekler niteliktedir. Calismamizda metastatik evrede tani alan ve EGFR mutasyonu
bulunan 3 olgu mevcuttur ve bu olgularin 2’sinde kemik metastazi mevcuttur.
Bulgumuz literatiirii destekler niteliktedir fakat olgu saymmizin azligi genelleme
yapmamiz acisindan yetersiz goriinmektedir. Yi ve arkadaslarinin 2008 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada EGFR’nin osteoklast farklilasmasi ve sag kaliminda RANK
sinyal yolagiyla capraz konugmalar gerceklestirerek 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir.
EGFR mutasyonlarinin kemikte etkin rol oynayan RANK sinyal yolagini aktive
ederek metastaz olusumunda etken oldugu akla gelmektedir. Kuijpers ve
arkadaglarinin 2018 yilindaki yayinlarinda Onerdikleri sekilde EGFR inhibitorleri
yaninda RANK inhibitorlerinin tadaviye dahil edilmesiyle metastaz olusumunun
engellenebilecegi veya metastaz bolgesinde sitostatik etkinin olusturulabilecegini

diistinmekteyiz.
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Literatiirde primer tiimoriin akciger i¢i yerlesimi ve mutasyonlarina gore kemik
metastazlarini gosteren bir ¢aligma mevcut degildir. Toplamda 23 olgumuzda kemik
metastazi mevcuttur ve bu olgularin %701 sag akcigerde, %48’1 sag akciger iist lobda
lokalizedir. Olgularin %61’ inde mutasyon mevcuttur. EGFR L858R mutasyonu i¢ceren
bir olgu hari¢ mutasyon bulunan olgularin tamaminda KRAS mutasyonu gozlenmistir.
Bir olgu hari¢ KRAS G12X mutasyonu bulunan olgularin tamaminda kemik metastazi
mevcuttur ve bu olgular sag akciger iist lob disinda primer tiimorii bulunan olgulardir.
Diger KRAS mutasyonlarma sahip olgularin yaklagik yarisinda kemik metastazi
gozlemlenmistir. Bu olgularin tamami sag akciger iist lobda primer tiimorii bulunan
olgulardir (Sekil 4). Bu durum primer tiimoriin akciger icinde bulundugu bolgeye gore
farkl kemik metastaz1 afinitesi gosterebilecegini ve bu bolgelerde ayni genin farkl
bolgelerinde mutasyonlarin olusabilecegi fikri akla gelmektedir. Xi ve Chen’in 2014
yilindaki derlemelerinde akciger kanserlerinde kemik metastazlarinin WNT sinyal
yolagiyla iliskili olabilecegini gostermislerdir. Pacheco-Pinedo ve arkadaslarinin 2011
yilinda yaptiklar1 ¢calismada KRAS mutasyonlarinin WNT sinyal yolaginda anlaml
aktivasyon artisina sebep olarak akciger tiimor gelisiminde rol oynadigini fare
deneyleri ile gdstermislerdir. Glinlimiizde kemik metastazi olusumunun molekiiler
mekanizmalar1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Gelecekte primer tiimdriin
bolgesine ve igerdigi mutasyona gore kemik metastaz1 gerceklestirme
mekanizmalarinin - ortaya konmast kemik metastazini  Onleyici stratejilerin

gelistirilebilecegini boylece tedavi basarisinin artirilabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda siirrenal bez metastaz orani yaklasik %37’dir. Siirrenal bez metastazi
bulunan olgularin %63’linde mutasyon saptanmamis ve primer tiimdrleri sag ve sol
akcigere yaklagik olarak esit sayida dagilmistir. Ancak sag siirrenal bez metastazi
gosteren olgularin primer tiimorlerinin 6zellikle sag akcigerde bulunmasi ve sol
stirrenal bez metastazi bulunan olgularin primer timorlerinin 6zellikle sol akcigerde
bulunmasi dikkat ¢ekmektedir (Sekil 5). Ayrica sol akciger tist lob apikal-poterior
segmentte primer timorii bulunan 6 olgunun sol siirrenal bezde metastaz olusturmasi
ve sag akciger alt lobda primer tiimorii bulunan 3 olgunun sag siirrenal beze metastaz
gerceklestirmis olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu durum bir sekilde bu loblar ve 6zellikle bu
bolgeler arasinda ayni taraftaki siirrenal beze karsi bir afinitenin var olabilecegini
diistindiirmektedir. Kemik metastazlarinina benzer sekilde bu bolgelerin siirrenal

bezlere metastaz yapma mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilabilmesi, farklarinin ortaya
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konabilmesi metastaz Onleyici tedavi stratejilerin gelistirilmesi tedaviye Onemli

katkilar saglayabilecektir.

Calismamizda olgularin yaklasik %15’inde beyin metastazi, %10’unda karaciger
metastazi, %4 linde pankreas metastazi ve %4’linde bobrek, kolon, dalak ve prostat
metastazlar1 gozlenmistir. Bu metastazlar agisindan akcigerler ve loblarma gore
anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. BRAF mutasyonu gosterip sadece beyin
metastazi gosteren 1 olgu ve mutasyonu bulunmayip karaciger ve dalak metastazi
gosteren 1 olgu harig tiim olgularda kemik veya siirrenal bez metastazi gozlenmistir.
Bu metastazlarin genel olarak kemik ve siirrenal bez metastazlarina primer tiimdriin
yerlesim sekli veya molekiiler yapisina bagli olarak eslik ediyor olabilecegini
diisiinmekteyiz. Ornegin 2 olgumuzda pankreas metastazi gdzlenmistir. Bu iki olgu da
kemik, siirrenal bez ve karaciger metastazida mevcuttur. Iki olgu da primer tiimorii
merkezi yerlesimli olgulardir. Daha ¢ok veri ile her primer timoriin konum, pozisyon
ve molekiiler varyasyonlarina gore belli bir metastaz profilinin olabilecegini

diistinmekteyiz.

Calismamizdaki olgularin %79’u primer tiimorii periferik yerlesimli olgulardir. Bu
olgularin %46’sinda mutasyon goézlenirken primer tiimorii merkezi yerlesimli
olgularin %36’sinda mutasyon gozlenmistir. Primer timori periferik yerlesimli
olgularda mutasyon varligma bakilmaksizin yogun bir metastaz egilimi goze
carpmaktadir. Mutasyon igeren primer tiimorii periferik yerlesimli olgularin %92’si
kemik metastaz1 gosterirken mutasyon igermeyen olgularin %80°1 siirrenal bez
metastazi gdstermiglerdir. Mutasyon igermeyen primer tiimorii periferik yerlesimli ve
stirrenal bez metastazi gostermis olgularin %50’sinde primer tiimor sol akciger apikal-
posterior segmentinde gozlemlenmistir. Primer timorii merkezi yerlesimli olgularda
ise uzak metastaz sadece mutasyonu bulunan olgularda goézlemlenmis mutasyon
bulunmayan olgularda ise primer tiimor akciger i¢i yayilim gostererek akcigerin
islevini kaybetmesine vakalarin dliimle sonucglanmasina sebep olmustur. Mutasyon
bulunmayan olgularin akciger igiyle sinirli kalmalar1 ve mutasyon igerenlerin KRAS
mutasyonlariyla birlikte en az 3 farkli organada metastaz gostermeleri genetik yapinin

metastaz yapma agisindan farkliliklar yaratabilecegini diigiindiirmektedir.

Literatiirde akciger kanserinde primer tiimorlerin merkezi ve periferik yerlesimli
olmalarina dair ¢aligmalar skuamdz hiicreli karsinom ve adenokarsinom ayrimi

iizerine yogunlagmistir (Krimsky, vd.,2016, Funai, vd., 2003, Mizushima, vd., 2000,
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Nagashima, vd., 2012). Akciger adenokarsinomlarinda tiimoriin periferik veya
merkezi olmasina gére mutasyon, metastaz ve prognoz degerlendirmesi yapan ¢alisma
literatiirde mevcut degildir. Primer tiimoriin merkezi veya periferik yerlesimli
olmasina gore olgularin tedavi yanitlari, mutasyon igerikleri, metastazlari ve primer
timor lokalizasyonlar1 acisindan farkliliklar olusturdugunu gozlemledik. Tanida
timor yerlesiminin dikkate alinmasi heterojen yap1 sergileyen akciger kanserlerinde

daha iyi tedavi stratejileri gelistirilmesine yardimci olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tedavi yanitlart agisindan olgular degerlendirmeye alindiginda genel olarak EGFR ve
BRAF mutasyonu bulunan olgularin tedaviye iyi yanit verdikleri gézlenmistir. KRAS
mutasyonlart acisindan genel olarak kodon 12, 59, 117 ve 146 mutasyonlar1 iceren
olgularin diger KRAS mutasyonlar1 ve NRAS mutasyonu bulunan olgulara gore daha
iyi tedavi yamit1 verdikleri gozlenmistir. Izar ve arkadaglarimin 2014 yilinda 312
akciger adenokarsinomlu olgunun EGFR ve KRAS mutasyonlarini prognostik verilerle
retrospektif olarak degerlendirdikleri ¢alismada EGFR mutasyonu bulunan olgularin
KRAS mutasyonu bulunan olgulardan belirgin sekilde daha iyi prognoza sahip
oldugunu ve akciger adenokarsinomlar1 igerisinde farkli alt gruplar olarak
degerlendirilmesi gerektigini belirtmislerdir. Ayrica KRAS mutasyonlarinin da
birbirinden farkli sagkalim gosterdigini, kodon 13 ve 61 mutasyonlarmin kodon 12
mutasyonlarindan daha kotii prognoza sahip oldugunu gostermislerdir. Calismamiz
olgularin sagkalimlarin1 uzun siireli takibe almadigindan birinci basamak tedaviye
verilen yanitlar degerlendirmeye alinmistir. Calismamizda benzer sekilde c¢ok ileri
sathaya gelmis bir olgu disinda EGFR mutasyonu mevcut olgularin KRAS mutasyonu
bulunan olgulara gore tedaviye iyi yanitlar verdigini gézlenmistir. KRAS mutasyonlari
acisindan benzer sekilde kodon 12 mutasyonu bulunan olgular kodon 13 ve 61
mutasyonu bulunan olgulardan daha iyi tedavi yaniti gostermistir. Izar ve
arkadaslarinin c¢alismasinda ayrica KRAS kodon 12 mutasyonlarinin sentezlenen
aminoasite gore degisik prognoz gerceklestirdigi gosterilmistir. Kullanmis oldugumuz
molekiiler teknik sebebiyle kodon i¢i mutasyon farklari tespit edilememistir. Bu
sebeple farkli aminoasit olusturan baz degisimleri arasinda bir karsilastirmaya
yapilamamistir. Bu ¢alisma tiimor dokusu orneklerinden yapildigi i¢in mutasyon
birliktelikleri ve degisimlerini gostermedigi gibi kodon 12, 13 ve 61 disindaki KRAS
kodonlarinda mutasyon saptayamamaistir. Calismamizda KRAS kodon 59, 117 ve 146

mutasyonlarin1 saptanmis ve c¢ok ileri sathaya gelmis bir olgu hari¢ tedaviye iyi
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yanitlar verdiklerini gézlenmistir. Ayrica sadece EGFR mutasyonu bulunan olgular
tedaviye tama yakin yanit vermisler, EGFR mutasyonu esliginde KRAS kodon 117
mutasyonu bulunan bir olgunun hastaligin asir1 ilerlemis olmasi sebebiyle tedaviye
yanit vermemis, EGFR mutasyonu ve KRAS kodon 13 mutasyonu bulunan bir olgunun
kemik metastazi da bulunduruyor olmasina ragmen tama yakin yanit verdigini
gozlemlenmistir (Resim 4). Bu bulgular 15181nda mutasyon birlikteliklerinin ve farkli
kodon mutasyonlarimin farkli tedavi yanitlarina yol acabilecegini diisiinmekteyiz.
Katado ve arkadaslarinin 2016 yilinda yine tiimdr biyopsilerinden yapmis olduklari
caligmada olgularin 5 yillik sagkalimlarini kodon 12 mutasyonlart i¢in %67 kodon 61
icin %43 ve kodon 13 i¢in % 19 olarak saptanmustir. Izar ve arkadaslarinin ve bizim
calisgmamiza benzerlik gostermektedir. Ayrica calismalarinda KRAS kodon 146
mutasyonuda tespit etmisler fakat degerlendirmeye almamiglardir. Schildgen ve
arkadaslarinin 2016 yilindaki ¢alismalarinda 951 akciger adenokarsinomlu olgunun
timor biyopsi Orneklerinden EGFR, KRAS, BRAF ve ALK mutasyonlar1 ¢alisilmig
KRAS kodon 59, 117 ve 146 mutasyonlar tespit edilememistir. Tiimdr biyopsisi
sebebiyle ¢ok nadir tespit edilen bu mutasyonlarin dogal olarak klinik yansimalari
literatiirde mevcut degildir. Likit biyopsi ¢aligmalariyla muhtemel daha fazla

orneklemle klinikteki karsiliklarinin zamanla ortaya konabilecegini diisiinmekteyiz.

EGFR mutasyonu igeren 6 olgunun tiimiinde tedavi sonras1 bu mutasyonlar ortadan
kalkmugtir. Genel olarak EGFR mutasyonu bulunan olgular tedaviye olumlu yanitlar
vermislerdir. Karachaliou ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada EGFR
Ex19Del mutasyonu ve L858R mutasyonunu cfDNA oOrneklerinde incelemis, L858R
mutasyonu bulunan olgularin belirgin sekilde ortalama sag kalimin diisiik oldugunu
gostermislerdir. Calismada EGFR mutasyonu bulunan olgularin mutasyona ugrayan
ekzona gore farkli degerlendirilmesi gerektigi 6nerilmektedir. Olgu sayimiz az olsa da
cok ileri sathaya gelmis bir olgu disinda EGFR Ex19Del mutasyonu bulunan olgularin
tedaviye belirgin sekilde iyi yanit verdikleri gézlemlenmistir. Resim 4’te EGFR
Ex19Del mutasyonu iceren olgumuzun PET/BT goriintiisii sunulmustur. Bu olguda
tama yakin tedavi yanitt alimmigtir. EGFR L858R mutasyonu bulunan 2 olgudan birisi
erken evre olup tedaviye tam yanit vermistir. Bu olgunun PET/BT goriintiisii resim
3’te gosterilmistir. Diger olguda tedavi sonrast EGFR mutasyonu ortadan kalksada

olguda genel bir progresyon olusmus ve vaka 6liimle sonu¢lanmistir. EGFR L858R
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mutasyonu igceren olgular i¢in yetersiz 6rneklemimiz bulunmasi sebebiyle literatiirle

iligki kurulamamastir.

Karachaliou ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda EGFR
mutasyonlarinin KRAS mutasyonlarina gore ve KRAS kodon 12 mutasyonlarinin diger
KRAS mutasyonlarina gore daha iyi prognozla iligkili oldugu bildirilmekte ve bizim
verilerimizle uyum gdstermektedir. Bu sebeple bu mutasyonlari iceren olgularin ¢ogu
tedaviden fayda goérmiisler ve tedavi sonrasi mutasyonlar1 ortadan kalkmis veya SQI
degeri gerilemesi gostermislerdir. Resim 9’da tedavi dncesi KRAS G12X mutasyonu
iceren ve tedavi sonras1 bu mutasyonun tespit edilemedigi ve tedavi iyi yanit vermis
olan bir olgumuza ait PET/BT goriintiisii verilmistir. Benzer sekilde literatiirde koti
prognozla iliskilendirilen KRAS kodon 13 ve 61 mutasyonu igeren olgularin ¢ogu kotii
tedavi yanit1 vermis mutasyonlarin bir kismi tedavi sonrasi ortaya ¢ikmigtir. Resim
6’da KRAS G13X ve Q61X mutasyonu igeren olgunun PET/BT goriintiisii
sunulmustur. Olguda tedavi sonrasi primer lezyonda tama yakin bir yanit olusurken
mediastinal biletaral lenf nodlarinda progresyon goézlenmis ayrica tedavi Oncesi
mevcut olmayan KRAS G13X ve Q61X mutasyonlar1 tedavi sonrast tespit edilmistir.
Olguda metastaz odaginin bulunmamasi bu mutasyonlarin yeni olusum gosteren
bilateral lenf nodlarindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Olgunun primer
timoriinde baskin olan klonlarin tedavi etkisiyle gerilemesi ile kotii prognoz
gostergesi KRAS kodon 13 ve 61 mutasyonlarini igeren ve uygulanan tedaviye direngli
klonlarin 6n plana ¢ikarak yeni olusumlar gdstermis olmalar1 muhtemeldir. Resim 7°de
sadece KRAS G13X mutasyonu igeren bir olgumuzun PET/BT goriintiisii sunulmustur.
Olguda tedavi sonrasi primer tiimdrde belirgin bir regresyon gézlenmis ancak beyin
metastazi ve ilave kemik metastazlari ortaya ¢ikmistir. Resim 8’de sadece KRAS Q61X
mutasyonu bulunan olgunun PET/BT goriintiisii sunulmustur. Bu olguda primer tiimér
ve metastazlarda tedavi sonrasi regresyon gozlense de tedavi sonrast pankreas gévde
boliimiinde ve karacigerde hiper metabolik lezyonlar olusmustur. KRAS kodon 146
mutasyonunu i¢eren bir olgu mevcuttur (Resim 10). Bu olgu erken evre olgusudur ve
olguya cerrahi miidahele ve adjuvan komoterapi uygulanmigtir. Olguda tedavi dncesi
mutasyon saptanmazken tedavi sonrast KRAS kodon 146 mutasyonu tespit edilmistir.
Operasyon bolgesi komsulugunda operasyona sekonder diisiik SUV degerli FDG
tutulumu ve sag hemitoraksta yeni gelisen plevral efiizyon gézlenmistir. Olgu takip

altindadir ve yeni ortaya ¢ikan KRAS kodon 146 mutasyonu sebebiyle tarafimizda
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progresyon bekleklentisi mevcuttur. KRAS kodon 13, 61 ve 146 mutasyonlarinin
tedavi sonrasi ortaya ¢ikmalar1 sebebiyle tedaviye direngli klonlardan kaynaklantyor
olabileceklerini ve yeni olusumlarin altinda yatan neden olabileceklerini
diistinmekteyiz. Elde ettgimiz veriler molekiiler degisikliklerin dinamik yapiya sahip
olduklarini veya tiimor heterojenitesi sebebiyle tedavi esnasinda kimi mutasyonlarin
ortadan kalkabilecegini, kimi mutasyonlarin ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir. Bu
sebeple olgularin tedavi boyunca molekiiler takibinin yapilmasinin tedavi bagarisina

onemli katkilar saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Robinson ve arkadaslarinin 2014 yilinda yayinladiklar1 vaka sunumunda BRAF V600E
mutasyonu bulunan akciger adenokarsinomlu olgunun yalnizca beyin metastazi
gosterdigi hedefe yonelik tedavi ile tama yakin yanit alindigin1 gostermislerdir. Bizim
calismamizda da BRAF V600E mutasyonu bulunan bir olgu mevcuttur benzer sekilde
sadece beyin metastaz1 gdsteren bu olgu kemoterapi ve radyoterapi ile tama yakin
tedavi yanit1 gostermistir (Resim 11). Gautschi, ve arkadaslarinin 2015 yilinda 35
akciger adenokarsinomlu ve BRAF mutasyonu bulunan olguyla yaptiklar1 hedefe
yonelik tedavi caligmasinda uzak metastazi bulunan toplam 6 olgu mevcuttur ve bu
olgularin tamami beyin metastazi gosteren olgulardir. Bu durum BRAF mutasyonu
bulunan olgularin beyin metastazina yatkin olabilecekleri sonucunu akla
getirmektedir. Var ise altinda yatan mekanizmanin kesfedilmesiyle BRAF mutasyonu
bulunan olgularin beyin metastazini engelleyici dnlemlerin alinarak tedavi bagarisinin

yiikseltilmesi muhtemeldir.

Literatiirde akciger adenokarsinomlu olgularin onkogen mutasyonlari ile ilgili ¢ok
sayida ¢aligma mevcuttur fakat bu ¢alismalarin ¢ok biiyilik ¢ogunlugu tiimor biyopsisi
ornekleriyle yapildigindan tiimoriin molekiiler evrimi, mekansal ve zamansal timor
heterojenitesi gibi molekiiler degisim ve doniigiimleri yansitmayip anlik durumu ve
sadece biyopsinin alindig1 bolge hakkinda bilgi verebilmektedir. Bu sebeple ¢oklu
mutasyon birliktelikleri, mutasyon degisimleri ve bunlarin fenotipe yansimalari
hakkinda bilgi sunamamaktadir. Gilinlimiizde likit biyopsi heniiz riistlinii ispat
edememis olsa da tlimoriin tedavi boyunca molekiiler monitérizasyonunu saglamasi
ile gelecekte timor hakkinda daha genis ve detayl bilgiler elde etmemiz agisindan
onemli bir olanak olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Akciger adenokarsinomlu olgularda
likit biyopsi ile yapilan ¢alismalar genellikle hedefe yonelik tedavi iliskili genetik
degisiklikler iizerine yogunlasmaktadir. Calismalar genellikle mutasyonu var olan
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olgularin tiimor yiikii degisimleri ve tedavi iliskisi tedavi direncine sebep olan
mutasyonlar, cerrahi sonrasi niiks, minimal rezidiiel hastalik takibi veya farkli
terapotik ajanlara  ve kombinasyonlarina baghi tedavi yanitlar1 {izerine
yogunlagmaktadir. Giderek artan sayidaki seri likit biyopsi ¢aligsmalartyla tlimoriin
molekiiler evrimi, heterojenitesi, pozisyon etkisiyle olusan farkli fenotiplerin
identifikasyonu, metastaz iligkileri ve birgok Ozelligin yakin gelecekte ortaya

konabilecegini diisiinmekteyiz.
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Sonuc ve Oneriler

Calismamizda akciger adenokarsinom tanisi alan olgularin tedavi dncesi tanimlayici

ozellikleri, onkolojik goriintiileme verileri, periferik kan plazma cfDNA 6rneklerinden

aragtirtlan onkogen mutasyonlar1 kaydedilerek tedavi sonrasi tedavi yanitlari,

onkolojik goriintiileme veri degisiklikleri ve mutasyon degisiklikleri karsilagtirilmigtir.

Calismamizda elde edilen sonuglar genel hatlariyla agagida siralanmaistir.

1.

Olgularin tanimlayici 6zellikleri agisindan literatiirle benzerlik gosteren ileri
yas, sigara kullanimi, stresli ve yogun yasam ve meslek, yakin akraba kanser
gecmisi, kadinlarda erkeklere gore yiiksek EGFR mutasyonu sikligl ve sigara
kullanicilarinda yiiksek siirrenal bez metastazi gézlenmistir.

Mutasyon sikliklar1 agisindan literatiire benzer mutasyon sikliklar
gdzlenirken, literatlirde belirtilmeyen KRAS geninin nadir mutasyonlar1 yiiksek
siklikta tespit edilmis mutasyon birliktelikleri, akciger i¢ci konum ve radyolojik
ozellikleri bakimindan farkliliklar: tespit edilmistir.

Mutasyon birliktelikleri agisindan literatiirde hentiz gosterilmemis olan KRAS
geninin farkli kodonlarinin mutasyon birliktelikleri ve mutasyon
birlikteliklerinin akcigerin belli bir bdlgesinde yogunlasmis oldugunu tespit
edilmisgtir.

Mutasyon degisimleri agisindan literatiire benzer olarak EGFR ve literatiirde
diger KRAS mutasyonlarindan daha iyi prognoz gosterdigi belirtilen KRAS
kodon 12 mutasyonlarmin tedavi sonrasi ortadan kalkma veya SQI
degerlerinde azalmalar gozlenmistir. Yine literatiirde daha kotli prognozla
iligskilendirilen KRAS kodon 13 ve 61 mutasyonlarinin tedavi sonrasi ortaya
ciktigini veya olgularda progresyonlara eslik ettigi gézlemlenmistir.

Primer tiimorlerin akciger ici pozisyonlar: agisindan literatiirde bulunmayan,
sag akciger iist lobda primer tiimorii bulunan olgularin diger loblarda primer
timori  bulunanlara goére coklu mutasyon igerenlerin sadece bu lobda
bulundugu, yiiksek mutasyon sikligi, yliksek kemik metastazi sikligi ve
KRAS 1n kodon 12 ve 146 disindaki tiim KRAS mutasyonlarinin bu lobda
primer tiimorii bulunan olgularda bulundugu tespit edilmistir.

Metastaz durumlar1 agisindan kemik metastazi gosteren olgularin yogunlukla

sag akcigerde bulundugu ve yaklasik yarisinin sag iist lobda bulundugu, yiiksek
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oranda mutasyon gosterdigi ve Ozellikle KRAS mutasyonlarimin kemik
metastazlariyla  birliktelik  gosterdigi  gozlemlenmistir.  Siirrenal bez
metastazlar1 agisindan sag akgigerde primer tiimorii bulunan olgularin
cogunlukla sag siirrenal beze, sol akcigerede primer tiimorii bulunan olgularin
cogunlukla sol silirrenal beze metastaz gerceklestirdikleri gdzlemlenmistir.
Ayrica sol akciger apikal-posterior segmentteki 6 olgunu tiimiinde sol siirrenal
beze metastaz saptanmisken sag akciger alt lobdaki 3 olgunun tamaminin sag
stirrenal beze metastaz gergeklestirdigi gézlemlenmistir.

7. Literatiirde yeterli bilgi bulunmayan primer tiimoriin akciger i¢i yerlesimi
acisindan primer tiimorii periferik yerlesimli olgularin metastaz sikliginin
yiiksek oldugu merkezi yerlesimli olgularda mutasyon bulunmayan 7 olgunun
tamaminin metastaz gostermeyerek akcigerin islevini tamamen kaybetmesiyle
sonuglanan prognoz gdsterdikleri tespit edilmistir.

8. Olgularin tedavi yanitlar1 acisinda literatiire benzer sekilde EGFR
mutasyonlart bulunan olgularin KRAS mutasyonu bulunan olgulara gore
tedaviye daha iyi yanit verdikleri ve KRAS kodon 12 mutasyonu igeren
olgularin kodon 13 ve 61 mutasyonu bulunan olgulara gére daha iyi yanit
verdikleri gézlenmistir. Literatiirde bulunmayan KRAS kodon 59, 117 ve 146
mutasyonlart ve NRAS kodon 13 mutasyonlarini igeren olgularin ise genel
olarak iyi yanitlar verdikleri gozlemlenmistir.

Calismamizda 52 olgu degerlendirmeye alimmis ¢ok sayidaki 6zelligin az sayida
orneklemi bulunmasi sebebiyle bazi bulgular teyide muhtag sekilde kalmistir. Ancak
orneklem sayis1 daha yiiksek 6zellikler agisindan anlamli kabul edilebilecek sonuglar
elde etmistir. Sag akciger st lobun diger akciger bolgelerine gore belirgin farklar
barindirdig tespit edilmistir. Bu lobda primer tiimorii bulunan olgularin 6zellikle bir
kategorizasyona tabi tutularak en iyi tedavi seceneginin belirlenmesinin tedavi
basarisina katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz. KRAS mutasyonu bulunan olgularin
mutasyon bulunan kodona gore degerlendirmeye tabi tutularak daha spesifik tedavi
seceneklerinin  olusturulmasinin  tedaviye katki saglayabilecegi muhtemel
gorinmektedir. Primer tiimdriin bulundugu bolge veya mutasyon igerigine gore
metastaz olusturma afinitesi gostermesi bu 6zelliklere sahip olgularin metastaz yapma
mekanizmalarinin  ortaya konarak bu metastazlarin engellenebilmesi kanserin

ilerleyisini engelleyerek tedavi basarisina katkida bulunabilecegini diisiinmekteyiz.
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Calismamizda akciger kanseri tedavisinde primer tiimdriin pozisyonunun, yerlesim
seklinin, mutasyon profilinin ve metastaz egilimlerinin dikkate alinmasinin heterojen
yapt sergileyen bu kanser tipinde daha Ozellesmis tedavi yaklagimlari ve daha

ongoriilebilir prognozlarin olusturulabilecegini diisiinmekteyiz.
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Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nca 13.10.2016
tarihinde sarth (APAK) onay verilen; Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dr. Ogr.
Uyesi Nur Selvi GUNEL’in “Akciger adenokarsinomlu olgularda birinci basamak tedavi sonrasi EGFR ve KRAS gen
mutasyon degisimlerinin periferik kan serbest DNA (cfDNA) érneklerinden arastirilmasi”  konulu arastirmasinin
06.06.2018 tarihli Onemli Degisiklik Formu ve ekleri goriisiildii.

Onemli Degisiklik Formunda; galismanin kapsaminda incelenen onkogen sayisinin arttirilmasinin planlandigi, bu
nedenle yeni biitge olustuu ve destekleyici tarafindan karsilanacagi ve galismayi tam yansitmasi agisindan yeni bashgin
“Akciger adenokarsinomlu olgularda birinci basamak tedavi sonrasi onkogen mutasyon degisimlerinin periferik kan
serbest DNA (cfDNA) 6rneklerinden arastirilmas)” olarak degistirildigi ve ilgili belgelerinin yeniden diizenlenerek
dosyaya konuldugu goriilmiis olup, uygun bulunmustur.

Konu hakkinda bilgi edinilmis olup, galismanin bu haliyle yapilmasi uygun bulunmustur.
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kendi adi-soyadini yazmasi ve imzalamasinin saglanmasi ile adreslerinin eksiksiz olarak formlara yazilmasina dikkat
edilmelidir.) ve ORF (Olgu Rapor Formu/Anket)] gonderilmesi gerektiginin _hatirlatilmasina ve sorumlu yiiriitiiciilerinin
bu hususa dzen gdstermesi gerektiginin bir kez daha vurgulanmasmna oy birligiyle karar verilmistir.
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GoOniillii onam formu

Akciger Adenokarsinomlu olgularda birinci basamak tedavi sonrasi onkogen mutasyon
degisimlerinin periferik kan serbest DNA (cfDNA) drneklerinden arastiriimasi

GENETIK CALISMALAR iCiN BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU (FORM 4)

LUTFEN DiKKATLICE OKUYUNUZ Wl
Bu galismaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu galismada yer
almay: kabul etmeden énce galismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgiirce vermeniz gerekmektedir. Size ozel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik
yanitlar isteyiniz.

Akciger viicudumuzun oksijen gereksinimini saglayan organimizdir. Her organ gibi akcigerimiz de
birgok hiicreden olusur. Bu hiicreler akcigerin normal olarak gérevini yapabilmesi igin ihtiyag
dogrultusunda béliinerek gogalirlar. Akciger kanseri, yapisal olarak normal akciger dokusundan
olan hiicrelerin ihtiyag ve kontrol disi gogalarak akciger iginde bir kitle (tiimor) olusturmasidir.
Burada olusan kitle éncelikle bulundugu ortamda biiyiir, daha ileriki agamalarda ise gevre dokulara
veya dolagim yoluyla uzak organlara yayilarak (karaciger, kemik, beyin vb. gibi) hasara yol agarlar.
Bu yayilmaya metastaz adi verilir. Akciger kanserleri mikroskop altinda izlenen hiicrelerin
goriintiisiine gore iki ana guruba ayrilir. 1. Kiigiik hiicreli akciger kanseri 2. Kiiglik hiicreli-digi
akciger kanseri. Akciger kanserinde tiimor olusumu hiicrelerin yasamasin, baskalasmasini ve
gogalmasini yoneten kalitsal (genetik) yapida (DNA) degisikliklerle gergeklesir. Bu genetik
degisiklikleri bulmak ve tedaviye gore degisim gosterip gostermediklerini tespit etmek iizere yeni
bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Akciger Adenokarsinomlu olgularda birinci basamak
tedavi sonrasi onkogen mutasyon degisimlerinin periferik kan serbest DNA (cfDNA)
orneklerinden arastiriimasi” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen séyleyelim ki bu arastirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliilik esasina dayalidir. Kararinizdan
once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra
arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni sizde Akciger Kanseri tanisinin konulmus olmasidir.
Ege iiniversitesi ve Adnan Menderes Universitesi bu hastaligin ortaya gikmasina sebep olan genler
(kalitsal yapinin iglevsel bdliimleri) ile ilgili bir arastirma gergeklestirilecektir. Katiliminiz
arastirmanin basarisi igin snemlidir. Arastirmaya katilacak goniillii sayisi 100 diir.

Eger arastirmaya katilmay: kabul ederseniz Dr. Gokay Bozkurt tarafindan veya onun
gorevlendirecegi bir saglik personeli tarafindan 5-10 ml kaniniz alinip cfDNA's: elde edilecek
ardindan genetik degisiklikler bakimindan incelenecek ve bulgular kaydedilecektir. Bu kayitlar
kimliginiz belirtilmeden tip &grencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte yayinlarda
kullanilabilir. Bu amaglarin diginda bu kayitlar kullanilmayacak ve baskalarina verilmeyecektir.

Bu cgalismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir ilicret istenmeyecektir. Calismaya
katildiginiz igin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Kan alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agri
ve/veya kan alma bélgesinde morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne deliginin yerinde
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Akciger Adenokarsinomlu olgularda birinci basamak tedavi sonrasi onkogen mutasyon
degigimlerinin periferik kan serbest DNA (cfDNA) 6rneklerinden arastiriimasi

enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtisi olabilir. Olasi bir soruna karsi gerekli tedbirler
tarafimizdan alinacaktir.

Yapilacak genetik testin getirebileceji olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina bagl olarak
sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya gikabilir. Size ait genetik bilginin gizli kalacagina
dair elimizden geleni yapacagiz. Ebeveynlerinizden size aktarilan veya gocuklariniza aktardiginiz
genetik ( kalitsal ) bilgi yasaminiz boyunca tiim hiicrelerinizde aynidir fakat tiimér hiicrelerinde
meydana gelen genetik degisiklikler sadece tiimor dokusunda mevcuttur ve tani ve tedaviye yon
verebilen genetik belirteglerdir. Uygulanan tedavi sonunda bagari yani tiimér hiicrelerinin yok
edilmesi gergeklestiginde bu genetik degisikliklerde tiimorle birlikte ortadan kalkarlar. Bu
degisiklikler ebeveynlerinizden size aktarilmamistir ve gocuklariniza aktariimayacaktir.
Galismamizda sadece tiimor dokusunda gergeklesen ve kanserlesmeye neden olan genetik
degisiklikler arastirilacaktir, Tiimore ait genetik degisiklikler heniiz ortaya konmamis riskler
icerebilir. Bu risklerden en az oranda zarar gérmenizi saglamak igin elimizden geleni yapacagiz.
Galismanin devami sirasinda ortaya gikabilecek sorun ve riskler katilimcinin/hastanin kendisine ya
da ebeveyni/sorumlusuna iletilecekftir.

Yapilacak genetik testin getireceji olasi yararlar: Boyle bir analiz ilgili genetik hastaligin
nedeninin dgrenilmesinde yararl olacaktir. Su anda bu galismanin hemen size bir fayda olarak
doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi
ileride ilgili hastaliktan etkilenebilecek bireylere fayda saglayacaktir.

Bu galismaya katilmay: reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine
galismanin herhangi bir asamasinda onayinizi gekmek hakkina da sahipsiniz. Eger orneginizin imha
edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden &nce iretilmis her tiirli veri ve yapilmis analiz
ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz yapilmayacaktir. Aksi halde, saklama siiresinin
sonunda drnegin imha edilmesinden destekleyici/arastirici sorumludur.

Kan Orneklerinin Saklanmas!

Sizden alinan 6rneklerin kullanimi bu olur formunda tanimlanan arastirma ile sinirli olacaktir. Eger
bu drnekleri bu olur formunda tanimlanmayan baska test/amaglar igin kullanmak istersek, énce
Etik Kurul'a onay verilmesi igin bagvurulacaktir. Eger yeni galisma onaylanacak olursa sizden baska
bir bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz istenecektir.

Veya

Bu bilimsel aragtirma sirasinda alinan kan érneklerinin tamami kullanilmayip bir béliimi benzeri
arastirmalarda kullaniimak iizere saklanabilir. Liitfen asagidaki 2 ciimleyi okuyarak uygun olanini
isaretleyiniz:

() Kan ve DNA &rneklerinin sadece bu galismayla ilgili olarak kullaniimasini istiyorum. Calisma
bitiminde kalan drneklerin uygun sekilde yok edilmesini istiyorum.

() Kan ve DNA érnekleri bu galismada kullanildigi gibi gelecekteki hastaligimla ilgili diger
bilimsel ¢alismalarda kullanilabilir. Ancak kalan 6rneklerimin hastalhigim digindaki baska bir
arastirmada kullanilmasini uygun bulmuyorum.
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Akciger Adenokarsinomlu olgularda birinci basamak tedavi sonrasi onkogen mutasyon
degisimlerinin periferik kan serbest DNA (cfDNA) orneklerinden arastiriimasi

(Katilimcimin/Hastamn Beyani)

Sayin Prof. Dr. Gokay Bozkurt tarafindan Adnan Menderes Universitesi Tip Fak. Tibbi Genetik
AD' da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra béyle bir arastirmaya “katilimci” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu
arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda
bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan gekilebilirim. Ancak
arastirmacilari zor durumda birakmamak igin arastirmadan gekilecegimi dnceden bildirmemim
uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma digi tutulabilirim.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum.
Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun aragtirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya gikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagr konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir
yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr. Gokay Bozkurt'u
0532549- ‘ten arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda
zorlayici bir davramisla karsilasmis degilim. Eger katilmayr reddedersem, bu durumun tibbi
bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diisiinme
siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimci” olarak yer alma kararini aldim. Bu

konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN iMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS
TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR iCiN VELI VEYA

VASININ IMZAST
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ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BiR ARASTIRMACININ

IMZASI

ADI & SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

IMZASI

ADI & SOYADI

GOREVi

TARIH
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Olgu rapor formu

OLGU RAPOR FORMU

TARIH

HASTA ADI-SOYADI

DOGUM YILI

CINSIYET

MESLEK

TANI VE TARIHI

DOSYA NO

EK HASTALIK

UYGULANAN TEDAViI

SONUC
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Tesekkiir

Yiiksek lisans ve doktora egitimim boyunca, bilgi ve deneyimleri ile en iyi sekilde
yetismemi ve gelismemi saglayan, tez calismamin tiim asamalarinda yogun ilgi ve
emegiyle doktora egitimimi tamamlamami saglayan degerli hocam ve tez danismanim
Dog. Dr. Nur SELVI GUNEL’e,

Uzun yillar birlikte ¢alisma ve bir ¢ok seyi paylasma sansi1 yakaladigim, hayatimin son
on yilinda hem akademik hem de sosyal biiyiik etkileri bulunan, ister akademik ister
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