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BEYAN

“Kliguik Hucreli Digi Akciger Kanseri Hastalarinda Likit Biyopsi Yontemi ile 19
Gende (AKT1, ALK, BRAF, DDR2, EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR1, KIT,
KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, NTRK1, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RICTOR,
ROS1) Somatik Mutasyonlarin Taranmasi” baslikl tez calismasinin kendi
¢alismam oldugunu, baska bir calismadan kopya edilmedigini, tezin
planlanmasindan yazimina kadar butiun safhalarda etik digi davranisimin
olmadigini, bu tezdeki butln bilgileri akademik ve etik kurallar iginde elde
ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen butun bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine aldigimi, bu tezin
¢alisiimasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini inlal edici bir

davranisimin olmadigini beyan ederim.



OZET

AMAGC: Bu calismada kuglk hacreli digi akciger kanseri (KHDAK)
hastalarinda likit biyopsi yontemi ile gbézlenen mutasyonlarin siklik ve
dagiliminin belirlenmesi, klinik parametreler ile iligkisi, tedavi direnci ve sag
kalim agisindan éneminin saptanmasi amaclandi.

HASTALAR VE YONTEM: 42 yeni tani ve 58 progrese/nilks (EGFR mutant
veya EGFR vahsi tip) olmak Uzere 100 KHDAK hastasi galismaya dahil
edildi. Hastalardan alinan kan numunelerinden cfDNA izolasyonu yapildi ve
yeni nesil dizileme (NGS) platformunda AKT1, ALK, BRAF, DDR2, EGFR,
ERBB2, ESR1, FGFR1, KIT, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, NTRK1,
PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RICTOR, ROS1 genlerindeki hotspot bdlge
mutasyonlari tarandi.

BULGULAR: 66 erkek, 34 kadin hasta mevcuttu ve hastalarin yas
ortalamasi 63.7+9.7 idi. Tum hastalar evre 4 idi. Multimetastatik hastalarin
ortalama genel sag kalim (GSK) suresi, oligometastatik hastalarin ortalama
GSK suresinden anlamli kisaydi. Multimetastatik hastalardan elde edilen
ortalama cfDNA miktari, uzak organ metastazi olmayan hastalarin ortalama
cfDNA miktarindan anlamli fazlaydi. 100 hastanin 25’inde (%25) bir veya
birden fazla gende 34 patojenik mutasyon (PM) saptandi. En sik mutasyon
saptanan genler EGFR (n=18 PM) (%52,9) iken sonrasinda KRAS (n=7 PM
(%20,5), PIK3BCA 5 PM (%14,5) idi. EGFR geninde en sik saptanan
mutasyonlar ekzon 19 delesyonlari (%33) ve T790M mutasyonu (%22) idi.
Progresyon/nuks gosteren EGFR vahsi tip hastalarda PM saptanan
hastalarin ortalama GSK PM saptanmayan hastalara goére anlamli kisa
bulundu.

TARTISMA VE SONUGC: Calismamizda KHDAK olusumuna ve/veya ilag
direncine yol agan heterojen gen mutasyonlarinin saptanmasinda NGS
temelli likit biyopsi ydnteminin avantajli oldugu gorilmistir. ileri evre
hastalarda ki uzak metastazlarin cfDNA miktarinda artisa neden olmasi likit
biyopsi  yonteminin  gelecekte hasta takibinde kullanilabilecegini
disundirmektedir.

Likit biyopsi, KHDAK, cfDNA



INGILiZCE OZET (ABSTRACT)

AIM: In the present study, we aimed to determine the frequency and distribution
of mutations observed with liquid biopsy method in non-small cell lung cancer
(NSCLC) patients, to determine their importance in terms of clinical resistance,

treatment resistance and survival.

PATIENTS AND METHOD: 100 NSCLC patients, including 42 new diagnoses
and 58 progressive/relapsed (EGFR mutant or EGFR wild type) were included in
the study. cfDNA isolation was performed from the blood samples taken from the
patients and AKT1, ALK, BRAF, DDR2, EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR1, KIT,
KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, NTRK1, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RICTOR,
ROS1 genes hotspot zone mutations were screened in the new generation
sequencing (NGS) platform.

RESULTS: There were 66 male and 34 female patients, and the mean age of
the patients was 63.7 = 9.7. All patients were in stage 4. The mean overall
survival (OS) of multimetastatic patients was significantly shorter than the
oligometastatic patients. The mean of obtained cfDNA amount was significantly
higher in multimetastatic patients than the patients without distant organ
metastasis. In 25 (25%) of 100 patients, 34 pathogenic mutations (PM) were
detected in one or more genes. Genes with the most frequent mutations were
EGFR (n = 18 PM) (52.9%), following KRAS (n = 7 PM (20.5%), PIK3CA 5 PM
(14.5%). The most common mutations detected in the EGFR gene were exon 19
deletions (33%) and T790M mutation (22%). The OS means of patients with
progression/recurrence and EGFR wild type patients with PM was significantly

lower than those without PM.

DISCUSSION AND CONCLUSION: In the present study, NGS-based liquid
biopsy method was found to be advantageous in detecting heterogeneous gene
mutations leading to NSCLC formation and / or drug resistance. The distant
metastases in advanced-stage patients cause an increase in the amount of
cfDNA suggests that the liquid biopsy method may be used in future patient

monitoring.

Liquid biopsy, NSCLC, cfDNA
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KISALTMALAR

AAK: Akciger Adenokarsinom

AF: Allel fraksiyonu

AK: Akciger Kanseri

AKT1: V-akt murine timoma viral onkogen homolog 1
ALK: Anaplastik lenfoma kinaz

ASHK: Akciger skuamdz hticreli kanser

BHAK: Buyuk hucreli akciger kanseri

BRAF: B-Raf proto-onkogen

cfDNA: Serbest hiicresiz DNA
CTC: Dolagan tumor hucreleri

ctDNA: Circulating tumor DNA

ddPCR: Digital droplet polimeraz zincir reaksiyonu
DDR2: Discoidin domain reseptor 2

EGFR: Epidermal blylime faktori reseptori
ERBBZ2: Epidermal buylime faktoru reseptoru 2
ESR1: Ostrojen reseptor alfa

FGFR1: Fibroblast buyime faktoru reseptor 1
HIV: insan immiin yetmezlik virisii

IGV: Integrative Genomics Viewer

KHAK: Kuguk hucreli akciger kanseri

KHDAK: Kuguk hacreli digl akciger kanseri

KHDAK-ASO: Kuguk hucreli disi akciger kanseri-adeno-skuamo6z hucreli
olmayan

KIT: Protoonkogen tirozin protein kinaz Kit
KRAS: Kirsten sigan sarkoma 2 viral onkogen homolog

MAF: Minimal allel fraksiyonu

viii



MAP2K1: Mitojen-aktive edici protein kinaz 1

MEGFR: EGFR geni mutant

MET: Mezensimal—epitelyal donusturucu

NGS: Yeni nesil sekanlama

NNK: 4-(metilnitrosamin)-1-(3-piridil)-1-bitanon

NRAS: Noroblastoma RAS viral onkogen homolog
NTRK1: Norotrofik reseptor tirozinaz kinaz 1

GSK: Genel sag kalim

PDGFRA: Trombosit derive blyume faktort reseptori alfa
PET:Pozitron emisyon tomografi

PFS: Hastaliksiz sag kalimini

PIK3CA: Fosfatidil inozitol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik subunit alfa
PTEN: Fosfataz ve tensin homolog

QCI: QIAGEN Clinical Insight Analyze

RAF1: Raf proto-oncogene serine/threonine protein kinase
RICTOR: Rapamycin insensitive companion of mTOR
ROS 1: ROS proto-onkogen 1

RT: Radyoterapi
TK: Tirozin kinaz

TKi: Tirozin kinaz inhibitéri
TSNAs: Sigara spesifik N-nitrosaminler
TTF-1: Tiroid trankskriptor faktor -1

VEGFR: Vahsi tip EGFR
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1. GIRIS VE AMAG

Akciger kanseri (AK), kanser nedenli olumlerin en sik nedenidir
(1). 2018 yilinda dinya c¢apinda 2.1 milyon kisi AK tanisi almig ve AK
nedeniyle 1,8 milyon hasta hayatini kaybetmistir (1). AK hastalarin yaridan
fazlasi 55-74 yas arasi bireyler olup; akciger kanseri teshisi medyani 70
yastir (2). Tum evreler birlikte disunuldiginde AK hastalarinin 5 yillik sag
kalimi %219 dur (3).

Hastaligin etiyolojisinde en ¢ok suglanan etken sigara kullanimidir ve
hastalarin  %85’i hayatlarinin bir doéneminde sigara kullanmig yada
kullanmaktadir (4). AK tanisinda doku biyopsisi hali hazirda en c¢ok
kullanilan yontem olup histopatolojik ve genetik analizler igin biyopsi

materyali sikga kullaniimaktadir (5).

AK histopatolojik olarak Kuguk hucreli digi akciger kanseri (KHDAK)
(%80-85) ve Kucguk hucreli akciger kanseri (KHAK) (%15-20) olarak iki ana
alt gruba ayrilmaktadir (6).

Son yillarda gelisen teknoloji ve hedefe yonelik ilaglar sayesinde
KHDAK tedavisinde onemli ilerlemeler kaydedilmigtir. KHDAK hastalarinda
basta Epidermal buyume faktoru reseptorl (EGFR) geni mutasyonlari ve
amplifikasyonu (%15-40) (7), Kirsten sigan sarkoma 2 viral onkogen homolog
(KRAS) geni mutasyonlar (%15-25) (8), Fosfatidil inozitol-4,5-bifosfat 3-kinaz
katalitik subunit alfa (PIK3CA) geni mutasyonlari (%3) , B-Raf proto-onkogen
(BRAF) geni mutasyonlari, Noroblastoma RAS viral onkogen homolog
(NRAS) geni mutasyonlari, Anaplastik lenfoma kinaz (ALK) geni ve ROS
proto-onkogen 1 (ROS 1) geni yeniden dizenlenimleri, Mezengsimal—-epitelyal
donugturact (MET) geni amplifikasyonu gibi pek c¢ok genetik degisiklik
saptanmistir (6).

Halihazirda EGFR duyarliik mutasyonlari icin EGFR tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI), ALK ve ROS-1 yeniden diizenlenimleri ve MET geni
amplifikasyonu igin crizotinib, BRAF V600E mutasyonu icin ise dabrafenib
gibi bircok hedefe ydnelik ilaglar kullanilimaktadir (6). Hedefe yonelik ilaglar



hastalarin hastaliksiz sag kalimini (PFS) ve genel sag kalimlarina (GSK)
olumlu etkileri olmakta ve klasik kemoterapatiklere nazaran daha kolay tolere
edilebilmektedir. Fakat her ne kadar tedavide olumlu etkileri olsa da bir sure
sonra ila¢ kullanimina bagl diren¢g mutasyonlari gelisebilmekte ve hastalik

tekrardan progresyona ugramaktadir (6).

Doku biyopsisinin tekrarinin zor olmasi, primer tumordeki ve
metastatik odaklardaki genetik degisimleri her zaman yeterli seviyede
gOsterememesi, bazi tumorlerin biyopsi igin ulagilamayacak yerlerde olmasi
son yillarda yeni bir ydontem olan likit biyopsiyi kanser tani ve teshisinde 6n
plana cikarmaktadir (9, 10). Likit biyopsi yontemi genel olarak periferik
kandan dolasan serbest hucresiz DNA (cfDNA) materyalini izole edip
sekanslama islemlerine dayanmaktadir (10). Yeni nesil sekanlama (NGS) ve
digital droplet polimeraz zincir reaksiyonu (ddPCR) likit biyopside en sik

kullanilan yontemlerdir.

Bu galismada KHDAK hastalarinda likit biyopsi yontemi ile gozlenen
mutasyonlarin siklik ve dagiliminin belirlenmesi, klinik parametreler ile iligkisi
ile birlikte tedavi direnci ve sagkalim acgisindan 6neminin saptanmasi
amagclandi. Calismaya Ocak 2019 — Kasim 2019 tarihleri arasinda KHDAK
tanisi almis veya takipte olan, likit biyopsi yontemi ile NGS platformunda
EGFR, ROS1, ALK, BRAF, KRAS, MET, PIK3CA, NRAS, Discoidin domain
reseptor 2 (DDR2), Epidermal bluyume faktori reseptori 2 (ERBB2),
Ostrojen reseptdér alfa (ESR1), Fibroblast blylime faktéri reseptor 1
(FGFR1), KIT, Mitojen-aktive edici protein kinaz 1 (MAP2K1), Norotrofik
reseptor tirozinaz kinaz 1 (NTRK1), Trombosit derive blyume faktoru
reseptord alfa (PDGFRA), Fosfataz ve tensin homolog (PTEN), Rapamycin
insensitive companion of MTOR ( RICTOR ), V-akt murine timoma viral
onkogen homolog 1 (AKT1), genlerdeki hedef mutasyonlar galigilan 100
hasta dahil edildi. Bu hastalarda saptanan mutasyonlarin siklik ve dagilimi
incelendi. Ayrica bu mutasyonlarin basvuru anindaki yas, cinsiyet,
histopatolojik tip, evre, metastaz odak sayisi, cfDNA miktari, tedavi direnci ve
genel sagkalim ile iliskisi degerlendirildi ve literatur ile tartigildi.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tensin

2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri hem kadin hem erkek cinsiyette kanser nedenli
olimlerin en sik nedenidir (1). Akciger kanseri genetik ve epigenetik birgok
asamadan olusan nihayetinde normal akciger epitelinin kontrolsiz gogalmasi
ile sonuglanan bir hastaliktir (11). Genelde akciger brons ve kuguk hava
yollari epitelinden kéken almaktadir. Sigara kullanimi hastaligin etiyolojisinde
sikla suclanmakla beraber hastalarin %15-20’si hayat boyunca hi¢ sigara
kullanmamis olmasi hava Kkirliligi, pasif igicilik gibi ¢evresel nedenleri ve
genetik nedenleri (EGFR mutasyonlari, ALK yeniden duzenlenimi vb.) 6n
plana cikarmaktadir. Yeni gelisen genetik testler ve hedefe ydnelik ilaglar
hastaligin tani, takip, prognoz tayini ve tedavisinde kokli degisikliklere yol

acgmaktadir (6).

2.2. Akciger Kanseri Epidemiyoloji

2018 yilinda dinya ¢apinda 2.1 milyon kisi akciger kanseri tanisi aldi
ve akciger kanseri nedeniyle 1,8 milyon kisi hayatini kaybetti (1). Tim
evreler birlikte disunuldiginde akciger kanseri hastalarinin 5 yilhik sag
kalimi %19 olup agresif bir seyir gostermektedir. (3). Akciger kanserinde
tani/6limlerin %90’1 55 yas Uzerindeki hastalarda goérilmekte olup AK tanisi
medyan yasi 70 dir. 40 yas alti AK hasta nadiren gortlmektedir. (2).
Hastalarin yaridan fazlasi hastaligin ileri evrelerinde tani aliyor olmasi tedavi
seceneklerini azaltmakta ve hastalik prognozunu kotu yonde etkilemektedir
(12). Gunumuzde gelismis Ulkelerde AK insidansi azalma egilinde olsa da
gelismekte olan ulkelerde AK insidans hala artmaktadir. Bu durumun basglica
nedeni olarak sigara tuketiminin gelismekte olan Ulkelerde hala artmakta
olmasi gosterilebilir (13). Tum dunyada AK erkeklerde hala daha sik
gorulmektedir. Ancak erkeklerde AK insidansi azalma egiliminde iken;
kadinlarda AK insidansi artmakta bazi Ulkelerde plato c¢izmektedir. Bu
duruma neden olarak kadinlardaki sigara kullanma pikinin erkeklerden birkag

on yil sonra gergeklesmis olmasi gosterilebilir (13).



2.3. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger kanseri olusumunda hayat tarzi ve dig etken suglanmakta ve
bunlarin baginda sigara kullanimi gelmektedir. Hastalarin %85 i hayatlarinda
belli bir donem sigara kullanmig kigilerden olugsmaktadir (4). Sigara
dumaninda 50’den fazla kanserojen madde tanimlanmis olup bunlarinda
basinda sigara-specific N-nitrosaminler (TSNAs) gelmektedir. TSNA
ailesinden 4-(metilnitrosamin)-1-(3 piridil)-1-butanon (NNK) KRAS geninde
aktivasyon mutasyonlarina yol agmaktadir (14) . Kanser gelisme riski sigara
icme suresi ve diger kanserojenlere maruziyetin artmasi ile iligkilidir. Hayat
boyunca hi¢ sigara kullanmamis akciger kanseri hastalarinda esas neden

bilinmemekle birlikte gevresel kirlilik ve pasif igicilik suglanmaktadir.

Sigara kullanimi diginda asbest maruziyeti, iyonizan radrasyon, non-
hodking lenfoma (15) veya meme kanseri oykusu (16), polihidrokarbon
maruziyeti (4), pulmoner fibrozis, insan immun yetmezlik virist enfeksiyonu,
alkol tuketimi (17, 18) suglanmaktadir. Fiziksel aktivitenin AK ile iligskisi net
bilinmemekle beraber bazi c¢alismalarda fiziksel aktivite artisiyla AK riski

arasinda ters iligki oldugunu goésteren calismalar mevcuttur (19).

2.4. Akciger Kanseri Histopatolojisi

Akciger kanseri akciger epitelinden kdken almaktadir ve histolojik,
klinik ve ndroendokrin karakterine gore 2 ana alt tipe ayrlir. Kiguk huacreli
digi akciger kanseri (KHDAK) (%80-85) ve kiuguk hucreli akciger kanseri
(KHAK) (%15-20) (6).

2.4.1. Kugiuk Hucreli Akciger Kanseri

Akciger kanseri hastalarin %15-20’si KHAK alt tipindedir (20).
Hastalarin neredeyse hepsi sigara kullanim 6ykusune sahiptir (21). Tum
dunyada KHAK insidansi azalmakta iken; kadinlardaki insidansi artmaka ve
erkek/kadin orani 1:1 olarak gdzlenmektedir (21). Genel olarak klasik
kemoterapatik ilaglara iyi yanit vermelerine karsin hastalarin ¢ogu rekurren
kanserden Olmektedir (22). Patolojik incelemelerde az sitoplazmali kuguk
yuvarlak hucreler, yuksek mitotik index, belirgin olmayan hucre sinirlari,

granuler kromatik ve nukleoluslarin azalmig/yok olmasi géze ¢arpmaktadir



(23). immin reaktif boyalar ile keratin,epitel membran antijeni ve tiroid
trankskriptor faktor -1 (TTF-1) pozitif boyanir (22). Cogu KHAK néroendokrin
diferansiyasyon gegcirdigi i¢in g¢ogunlukla kromogranin 1, noronspesifik
enolaz, snaptofizin pozitif boyanirlar ve hastalarin %30’'unda ayni anda
KHDAK donisimi de goérllmektedir (22). Neredeyse tum KHAK
hastalarinda TP53 ve RB genlerinde inaktive edici mutasyonlar vardir (24).
Bunun diginda NOTCH geni inaktive edici mutasyonlari (%25) ve SOX2 geni
amplifikasyonu (%27) goOzlenmektedir (24). EGFR geni mutasyon ve

amplifikasyonu sadece %5 hastada gézlenmektedir (6).

2.4.2. Kugiik Hucreli Disi Akciger Kanseri

Akciger kanserinin en sik gorulen alt tipidir (%80-85). KHDAK 60 aylik
sag kalim evre 1B’de %68 iken evre 4A-4B de %0-10 dur ve kotlu prognoz
olarak kabul edilmektedir (25). KHDAK hastalarinda alt tiplerinden
adenokarsinoma (AAK) ve skuaméz hicreli kanser (ASHK) diger alt tiplerden
daha siktir. Buyuk hucreli akciger kanseri , bronkoalveolar akciger kanseri ve

adenoskuamoz akciger kanseri alt tiplerine ise daha az rastlanir (6).

2.4.2.1.Akciger adenokarsinom (AAK)

Akciger kanserinin en yaygin alt tipi olup tim AK hastalarinin %40
akciger adenokarsinom tanisi almaktadir (26). Akciger kanseri tanisi almis
sigara  kullanmayan, gen¢ kadin  hastalarin  %62’si  akciger
adenokarsinomudur (13). Kuguk hava yollarinda lokolize alveoler hicrelerden
kéken almaktadir. immiinhistokimyasal boyamalarda napsin A ve tiroid
trankskriptor faktoér -1 (TTF-1) pozitif boyanir. Adenokarsinom htcreleri
genellikle granduler ve kuguk periferal noduller olarak goézlenirler. Alveollerde
prekisor lezyon olarak bagslayan sure¢ sirasiyla atipik adenomatdz
hiperplazi, adenomatdz karsinoma in situ ve adenokarsinom asamalarinda
gecerek malignite slrecinin tamamlamaktadir. EGFR, KRAS, MAP2K1,
BRAF, ALK, ROS-1, RET genlerindeki mutasyonlar daha ¢ok AAK alt tipinde

g6zlenmektedir (6).



2.4.2.2. Akciger skuamoz hiicreli karsinom (ASHK)

Skuamo6z hacreli karsiniom tim akciger kanseri vakalarinin %25-
30’'unu olusturmaktadir (27). Major brongiyal epitelde preneoplastik lezyon
olarak basladigi  dustnilmektedir. Imminhistokimyasal boyalar ile
boyandiginda genellikle sitokeratin 5/6(CK-5, CK6), p40, desmoglain-3 pozitif
boyamaktadir. Sirasiyla bazal htcreli hiperlazi, skuaméz metaplazi, displazi
ve son olarak karsinoma in situ evrelerinden gecerek yillar siren bir
donugum gecirmektedir. Hiperplazi ve skuamo6z metaplazi preneoplastik
lezyonlar sayillmazken displazi ve karsinoma in situ progresyon gosterdikleri
zaman neoplaziye yol acgabilen preneoplastik lezyonlardir (28). Displazi
ilerledikge atipik hucreler artmakta, epitelin alt 2/3’'luk kisminda mitozlar
gorulmekte iken ylzeyel kisimda maturasyon  gorulmemektedir (29).
Karsinoma insitu’'da ise hicresel atipi artmakta, hicre kalabahgi
belirginlesmekte, mitotik indeks belirginlesmekte ve lezyonlar tim epiteli
kaplamaktadir (30). Skuamoz hucreli karsinomda sitoplazma/nikleus orani
artmis duz genis hucreler gorunir. Ayrica bu hucrelerin iginde keratinden
meydana gelmis desmozomlar ve Kkeratin incileri bulunmaktardi. Bu
degisimler iyi diferasiye olmus timorlerde daha belirgin olarak gorilmektedir.
FGFR-1, TP53, RB, PIK3CA adenokarsinom alt tipi ile kiyaslandiginda daha

¢ok skuamoz hicreli karsinim alt tipinde rastlanmaktadir (6)

2.4.2.3. Buyiuk hucreli akciger kanseri (BHAK)

Blyuk hucreli akciger kanseri ilk defa 1991 yilinda tanimlanmis olup
KHDAK kanserlerinin endokrinolojik bulgulari olan yuksek gradeli bir alt tipidir
(31). BHAK akciger kanseri hastalarinin %3’Unde saptanmakta (32) olup
hastalarin geneli sigara kullanan erkeklerdir ve ortalama yasi 62 olarak
bildiriimektedir (33). BHAK’in skuamoz hucreli akciger kanseri ve akciger
adenokarsinomun az diferasiye olmus formu olabilecedi ve bu ylzden de
koken aldigi hdcrelerin - multiple karakterde oldugu ileri surtlmagtir.
Tanimlayici 6zellikler arasinda buylk soluk lekelere sahip sitoplazma,
yuvarlaktan ¢okgene kadar tabakali hucreler ve belirgin nukleolilere sahip
vezikuler ¢ekirdek bulunmaktadir.



2.6. Akciger Kanseri Tani

Akciger kanseri teghisi birgok adimdan olugsan komplike bir surectir.

Hastanin klinik bulgulari, gérunttileme yontemleri ve doku biyopsisi en temel

tani araglari olup hepsi birden hastayl degerlendirmede kullaniimaktadir.

Doku biyopsisi sayesinde akciger kanserinin alt gruplar belirlenmekte,

gerektigi durumlarda genetik testler yapilabilmektedir. Histopatolojik sonuglar

ve genetik alterasyonlar tedavi protokolunt ve hastalik seyrini direkt olarak

etkilemektedir.

Akciger kanseri tanisinda kullanilan girisimsel olmayan yontemler:

Toraks direkt X-ray grafisi tip alaninda ¢ok uzun yillardir kullaniimasi,
islemlerin kisa ve sonuglarin hizli olmasinin en 6nemli avantajidir.
Klinisyenlerin torakstaki anormal yapilari degerlendirmede ¢ogunlukla
ilk basvurdugu testtir.

Toraks BT X-ray isinlari kullanilarak goéruntiler alinan goértntileme

yontemlerinden biridir. Klinik tabloya yol agcan primer kitlenin boyut ve
seklini ortaya koyabildigi gibi mediastinal bolgedeki yapilara ve lenf
nodlarina yayilmini degerlendirmede siklikla kullaniimaktadir. Kanser
hastalarinin degerlendiriimesinde siklikla kullantlir.

Pozitron emisyon tomografi (PET) diger kanserlerde de oldugu gibi

primer tUmorl yerini, tGmor yayihmini, evresinin belirlenmesinde,
tedaviye yanitta ve nuks eden lezyonarin degerlendiriimesinde 6nem
arz etmektedir. Hastaya 18-florodeoksiglukoz hastaya damar yoluyla
verilir ve pozitron emisyon tomografisinde goruntuler elde edilir.
Yontemin en buyuk kisithligi 3 boyutlu goérinti verememesidir. PET-
BT beraber olan yontemler tanida daha etkili olabilmektedir.
Enfeksiyon ve yara iyilesmesi dokuda glukoz tutulumunu artirarak
yanlis pozitifliklere yol agabilmektedir.

Manyetik _rezonans goriintiileme (MRI) radyo dalgalari ve ylksek

manyetik alani kullanildigi goriintileme ydntemidir. Ozellikle yumusak

dokulardaki lezyonlari degerlendirmede tercih edilmektedir. Akciger



kanseri hastalarinda beyin ve spinal kord metastazlarini

degerlendirmede tercih edilmektedir.
Akciger kanseri tanisinda kullanilan girisimsel yontemler:

e Balgam_sitolojisi balgam igerisinde kanser hucrelerinin aranmasi

esasina dayanmaktadir. BuyUk hava yollarinda meydana gelen
tumorleri degerlendirmede (6zellikle skuamo6z hucreli akciger kanseri)
yardimci olabilmektedir.

e Torasentez Akciger etrafinda sivi biriktigi durumlarda girisimsel
yontemler ile sivi bosaltihp kanser hucreleri toplanan sivida
aranmaktadir.

e ince igne biyopsisi 6zellikle akciger yakinlarindaki lenf nodlarini

degerlendirmede tercih edilmektedir. Alinabilen 6rnek miktari sinirli
oldudu icin yanhs negatif sonug¢ verme olasiliyi daha yuksektir. Core
biyopside daha blyuk igneler kullanilip bir islemde daha fazla aspirat
alinabilmektedir.

e Bronkoskopi buylk hava yollarindaki lezyonlarin ve tikanikliklarin

degerlendiriimesinde kullaniimakta ve iglem sirasinda ornek alma
imkani sunmaktadir.

e Endobronsial ultrasonografi akciger ve diger yapilar arasindaki lenf

nodlarini goruntulemek ve gerekirse biyopsiye yardimci olmak igin
kullanihr.

o Transozefagial ultrasonografi 6zofagus etrafindaki lenf nodlarina

metastaz olup olmadidini degerlendirmede ve istendigi taktirde
biyopsiye yol gostermesi igin kullaniimaktadir.

e Mediastinoskopi/mediastinotomi iki akciger arasinda kalan

bélimdeki lezyon ve lenf nodlarini degerlendirmek igin sol 2-3.
kostalar arasina 5 cm Kkesi agilarak bu alana ulagiimaktadir.
Mediastinal yapilari degerlendirmenin yaninda gerektiginde biyopsi

alma imkani da saglamaktadir.



e Torakoskopi toraks duvari direkt gecilerek her iki plevrayl da plevra
goruntilenme imkani sunmaktadiir. Biyopsi alma imkani sunmanin

yaninda bazi vakalarda tedavi araci olarak da kullaniimaktadir (34).

2.7. Kuguk Hiucreli Disi Akciger Kanserin de Genetik Alterasyonlar
KHDAK genetik alterasyonlar agisinda karmasik ve heterojen bir
yaplya sahip olup alt tiplere ve sigara kullanimina goére dagilimlar
degisebilmektedir. Pek ¢ok protoonkogen ve tumor supressor gen akciger
karsinogenezinde 6nemli yer tutmakta ve bunun yaninda belirli genlerdeki
belirli mutasyonlarin KHDAK hastalarinda sik¢a saptandigi gorulmektedir. Bu
alterasyonlarin basinda EGFR, ALK, ROS1, MET, RET gibi tirozin kinaz
aktivitesi olan reseptorler ve KRAS, PIK3CA, BRAF gibi bu reseptor
yolaklarinin alt dizenleyicileri gosterilebilir. Ayrica EGFR, KRAS, ALK,
ROS1, RET, BRAF genlerinin mutasyonlari AAK alt tipinde daha sik iken
FGFR1, AKT1, DDR2, PIK3CA ve MET genlerinde meydana gelen
mutasyonlar siklikla SHAK alt tipinde kargsimiza gikmaktadir (35).

Ote yandan KHDAK hastalarinda sik goriilmesi ve/veya hedefe ydnelik
akilli ilag segeneg@i sunmasi ve/veya ilag direncinde sorumlu olmasi nedeni ile
birkag bazi genlerin KHDAK hastalarinin tedavi ve takibinde 6nem arz
etmektedir. EGFR geni patojenik alterasyonlari KHDAK hastalarinin %20-
50’sinde saptanmasi ve hedefe yonelik ilag segcenegi sunmasi nedeniyle
baglica degerlendiriimesi gereken gendir. igara kullanmayan, asya kokenli,
AAK subtipindeki gen¢ kadin hastalarda daha sik gozlenmektedir(7). KRAS
geni mutasyonlari KHDAK hastalarinda %25-40 oraninda goérulen sik
alterasyonlardan biridir. Bati toplumunda asya toplumuna nazaran daha sik
goérilmekte ve sigara kullanmis hastalardaki sikhgir artmaktadir (8, 36-38).
PIK3CA geni mutasyonlari ise KHDAK hastalarinin %3’Unde saptanmaktadir
ve sikliklar SHAK hastalarinda godzlenmektedir (1). BRAF geni KHDAK
hastalarinda sikhdr %3 olarak bildiriimektedir ve bu gendeki mutasyonlari
hedefleyen akilli ilaglar bulunmaktadir (8).

Sigara kullanimi akciger kanseri gelisiminde suglanan etkenlerin

basinda olup ve kanser gelisim surecinde dnemli etkileri oldugu gdsterilmistir.



Duzenli sigara kullanicisi KHDAK hastalarinda mutasyon yuku sigara
kullanmayan hastalara oranla 10 kat daha fazla oldugu ve sigara kullanimi
suresi ile mutasyon yukunun korele oldugu gosterilmistir (39). Sigara
kullanan hastalarda C>A transversiyonu daha sik iken sigara kullanmayan
hastalarda C>T transisyonu daha sik gézlenmektedir (39, 40). Ayrica sigara
kullanan hastalarda KRAS, TP53, BRAF, STK11l ve JAK2/3 genlerinde
mutasyon sikhgl artmis iken; sigara kullanmayan hastalarda EGFR, ALK,
ROS1, PTEN, RET genlerinde daha sik mutasyon saptanmaktadir (7, 39, 41,
42).

2.7.1. Epidermal biliyime faktori reseptori (EGFR)

EGFR, human epidermal growth factor reseptor (HER) ailesine dahil
tirozin kinaz (TK) aktivitesi olan transmemebran bir reseptordir. Erb-1 ya da
HER1 olarak da bilinmektedir. Membran disindaki par¢casi EGF ve TNF-alfa
ile aktive edilmektedir. EGFR ligandlari ile baglandiktan sonra heterodimer
yapidan homodimer yapiya geger. HER tirozin kinaz reseptor ailesi
uyelerinin, hicre geligimi, hucre proliferasyonu ve hucre hayatta kalmasi gibi

bircok dnemli gorevi bulunmaktadir (43).

EGFR geni 28 ekzondan olusmaktadir. 18-21.ekzonlar adenozin trifosfat
(ATP) bagimh tirozin kinaz domainini kodlamaktadir (44, 45). Bu ekzonlarda
meydana gelen aktivasyon mutasyonlari ligand bagimsiz otoaktivasyona yol
acarak hucre proliferasyonu artigina, apoptozisin engellenmesine,
kanserogeneze ve nihayetinde metastazlara yol agmaktadir (46) (47) (Sekil-
1) . KHDAK hastalarinin %20-50’sinde EGFR mutasyonlari gézlenmektedir.
Sigara kullanamayan, kadin cinsiyet, adenokarsinom subtipi ve asya kdkenli
KHDAK hastalarinda EGFR geni mutasyonlarina daha sik rastlanmaktadir
(7). EGFR geninde en sik gorulen iki mutasyon sirasiyla ekzon 19 delesyonu
(%45-50) ve ekzon 21’de ki L858R (%45) nokta mutasyonudur (7, 48). Bu
mutasyonlar TKi ilaglara duyarllik ile iligkilidir (49). TKi ilaglar, EGF
reseptorinin TK domainindeki ATP bagimli domaini igin ATP ile yarisarak
protein fosforilasyonunu azaltir. Birinci nesil TKi'ler (erlotinib, gefitinib)

reversibl inhibisyon yaparken; ikinci nesil TKi'ler (afatinib, dacomitinib) ve
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dclncu nesil (osimertinib) irreversibl inhibisyon yapar (Sekil-2). Birgok klinik
calismada KHDAK hastalarinin kemoterapatik ilaclar ile kiyaslandiginda, TKi
ilaglara ¢ok daha iyi yanit verdigi ve progresyonsuz sagkalim (PS) suresinin
uzadigini gésterilmistir (50-54). TKi ilaglar, PFS'yi uzatip daha konforlu
tedavi sureci sunsa da ortalama 10-14 ay icersinde hastalarin buyuk
cogunlugu TKi ilaclara direnc gelistirmektedir. ila¢ direncinin baslica nedeni
ekzon 20’de ki T790M (%50-60) mutasyonudur (6). Uglincl nesil TKi olan
osimertinib T790M direng mutasyonu olan hastalarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Yakin zamanda FDA onay ile osimertinib KHDAK hastaligi

tedavisinde birinci basamakta kullaniimaya baslanmistir.
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Sekil-1: EGFR Aktive Edici Mutasyonlari

Molecular Diagnosis and Targeting for Thoracic and Gastrointestinal Malignancy In: Molecular Diagnosis and Targeting for Lung
Cancer 2018. Isimli kaynaktan alinmistir (47)
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Sekil-2: EGFR TKi ilaglar ve Etki Mekanizmalari

Molecular Diagnosis and Targeting for Thoracic and Gastrointestinal Malignancy In: Molecular Diagnosis and Targeting for Lung
Cancer 2018. Isimli kaynaktan alinmistir (47)

2.7.2. Epidermal buylume faktoru reseptorii 2 (HER2)

HER ailesin diger bir Gyesi olan HER2 (Erbb2) ligandi olmayan bir
reseptordur diger HER proteinlerinin aktif kompleksleri ile heterodimerize
olabilmektedir. HER2 reseptorid  amplifikasyonlari  6zellikle meme
kanserlerinin %15-20 kadarinda saptanmakta ve bu hastalar trastuzumab
tedavisine iyi yanit vermektedir. Akciger kanseri hastalarinin sadece %1,5
Erbb2 mutasyonu saptanmistir (55) ve hastalarin ¢ogunlugu sigara
kullanmayan kadinlar olup saptanan mutasyonlarin %96’si ekzon 20
insersiyonlaridir (56). KHDAK hastalarinda ERBB2 ekzon 20 insersiyonlarin
da afatinib kullanildidi ve iyi yanit aldigini bildiren yayinlar bulunmaktadir (57,
58)

2.7.3. Mezensimal—epitelyal donusgturuci (MET)
Hepatosit buyume faktér (HGF) reseptorl olarak da bilinen MET bir

transmembran tirozin kinaz reseptoruadur . MET reseptort uyariimasi hucre
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buyumesi, anjiyogenezis, hlcre migrasyonu ve invazyon yol agan sinyal
yolaklarini baglatmaktadir (59, 60). KHDAK vakalarinda MET reseptéru ve
diger tirozin kinaz reseptorleri 6zellikle EGFR/HER ailesi arasinda gapraz
reaksiyonlar sonucunda olusan ila¢ direncinden bahsedilmektedir (61). MET
geni 14. ekzonun da meydana gelen mutasyonlar sonucu, genin negatif
regulatord olan Casitas B-lineage lymphoma-E3 (CBL-E3) baglanma bdlgesi
kaybi olmakta bunun sonucunda MET genin asir aktivasyonu meydan
gelmektedir. Bu mutasyonlar akciger adenono karsinomalar da %3.5 siklikta
goéralur kotu  prognoz ile iligkilendirilmistir  (62). Ayrica MET geni
amplifikasyonu TKi kullanmamis KHDAK hastalarinin %2-4 (inde, EGFR
mutasyonu pozitif TKi kullanmis hastalarin %5-20’sinde saptanmistir (63).
Son zamanlarda KHDAK hastlarinda MET geni mutasyonlari ve

amplifikasyonu disinda flzyonlari da rapor edilmistir (64).

2.7.4. Anaplastik lenfoma kinaz (ALK)

ALK geni yeniden dizenlenimleri, KHDAK hastalarinin %2-8’inde
saptanmaktadir (65). Bu hastalar genellikle sigara icmemis, geng, erkek
akciger adenokarsinomu hastalaridir ve neredeyse higbir hastada ALK
yeniden duzenlenimleri ile EGFR/KRAS mutasyonu birlikteligi
g6zlenmemigtir (6) ALK geni yeniden dizenlenimleri, ALK geni ile birgok
gen arasindaki translokasyonlarla olugssa da genellikle Echinoderm
Microtubule-Associated Protein-Like 4 (EML4) geni ile translokasyonu
sonucunda olugmaktadir. ALK-EML4 kimerik geni Urunleri sonucu hucrede
persiste mitojenik sinyaller ve malign degisimler tetiklenir (66). ALK yeniden
dizenlenimi saptanan hastalarda ilk basamak tedavide crizotinib ikinci

basamakta ise alectinib kullaniimaktadir (6).

2.7.6. ROS proto-onkogen 1 (ROS 1)

ROS-1 geni normalde akciger dokusunda ifadesi olmayan bir gendir.
Bu genin yeniden duzenlenimleri KHDAK hastalarinin = %1-2’sinde
saptanmaktadir (66). Genellikle geng, sigara kullanmaya ve AAK tanisi almis
hastalarda gdzlenmektedir (66). ROS1 geni fuzyonlari devamli kinaz
aktivitesine yol agarak  JAK/STAT, PI3K/AKT/MTOR ve MAPK/ERK uyarir,
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bunun sonucu olarak hicrede proliferasyon artisi ve malign donusim
meydana gelir (67-70). ROS1 mutant hastalar TKi olan crizotinib den fayda

gormektedir.

2.7.7. Ostrojen reseptor alfa (ESR1)

Ostrojen reseptorleri (ER) akciger kanseri (AK) dokusunda ve
akciger kanseri hicre hatlarinda gozlenmis (71) olup AK patogenezin de
onemli roli oldugunu tahmin edilmektedir. Bazi c¢alismalarda 06strojenin
KHDAK hastalarinda prognoz Uzerinde negatif etkisi oldugunun gosteren

calismalar mevcuttur (71, 72)

2.7.8. Fibroblast bliyime faktoru reseptor -1 (FGFR1)

FGFR1 geni amplifikasyonlari KHAK hastalarinda koétu prognozla
iliskilendirilmis olup hastalarin %20’sine saptanmaktadir (66). Hastalarin
cogunlugu sigara kullanmaktadir. FGFR1 ve FGFR3 genlerinin iglev artici
mutasyonlari KHDAK hastalarinin %5’inde,ASHK hastalarinin ise %3’Unde

gorulmektedir (6).

2.7.8. B-Raf proto-onkogen (BRAF)

BRAF gen UrGnG serin-treonin kinaz aktivitesine olan bir proteindir.
KRAS yolaginin alt dizenleyici olan bu protein ayni zamanda MAP2K1’i
aktive etmekte ve bu sayede hucre buyumesi ve ¢ogalmasinda onemli rol
almaktadir (73). KHDAK hastalarinin %3’Unden BRAF geninde nokta
mutasyonlari gézlenir (8). BRAF geni ekzon 15'teki kinaz domainini etkileyen
V600E mutasyonu KHDAK hastalarinda gozlenen BRAF mutasyonlarinin
%50’sini olusturur (66). V60OE mutasyonunu sirasiyla ekzon 11’deki G469A
ve ekzon 15 D594G mutasyonlari takip etmektedir (66). Dabrafenib BRAF
geni V60OE mutasyonu pozitif KDHAK hastalarin ilk basamak tedavisinde

FDA onayi ile kullanima girmigtir.

2.7.9. Mitojen-aktive edici protein kinaz 1 (MAP2K1)
MAP2K1 geni MEK1 geni olarak da bilinen serin-treonin kinaz
aktivitesi olan ve RAS geni yolaginda alt duzenleyicilerden biridir. MEK1

ayrica BRAF yolaginin alt duzenleyicilerinden olan MAPK2 ve MAPKS3 u
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aktivite etmektedir. KHDAK hastalarinin %1 inde gdzlenmis olup

mutasyonlari ekzon 2 deki aktivite artirici mutasyonlardir (66).

2.7.10. Fosfatidil inozitol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik subunit alfa
(PIK3CA)/ V-akt murine timoma viral onkogen homolog 1 (AKT1)/
fosfataz ve tensin homolog (PTEN) yolagi mutasyonlari

PIK3CA bircok timoér dokusunda siklikla izole edilmektedir (74).
Akciger kanseri hastalarinda ise AAK hastalarinin yaklasik olarak %4’unde,
ASHK hastalarinin %16’sinda saptanmaktadir ve genelde diger surucu
mutasyonlar ile beraberlik gdsterir (1). Mutasyonlarin %75’i helikal boélgesini
(ekzon 9) ve kinaz bdlgesi (ekzon 20) kodlayan ekzonlarda toplanmistir (74).
AKT-1, PI3K yolaginin alt mediatorlerinden biridir ve mutasyonlari AAK
hastalarinin %1’inde saptanmaktadir (6, 74). PTEN geni kodladigi protein ve
lipitler ile PI3K/AKT vyolaginin negatif regllasyonunu yapmaktadir (6).
KHDAK hastalarinin sadece %5’in de gézlenmektedir ve sikhigi ASHK alt tipi

ve sigara kullanimi dykusu ile iligkilidir (75).

2.7.11. Kirsten sigan sarkoma 2 viral onkogen homolog (KRAS)

KRAS, G proteini kodlayan RAS ailesinin (HRAS, NRAS) bir Uyesidir.
Kodladigi G proteini hicrenin gogalmasi ve farklilagsmasindan icin gereklidir
(76). inaktive halde iken guanozin difosfat (GDP) ile bagl halde olan RAS
proteini guanozin trifosfat (GTP) ile baglaninca aktive hale gelir ve RAS/
RAF/MEK/MAPK yolagr ve PI3K/AKT/mTOR yolagini aktive eder (77).
KRAS, EGFR de dahil olmak Uzere hlicre buyumesi Uzerine etkili birgcok
reseptorin alt sinyal yolaginda kritik rol oynar, genin  aktive edici
mutasyonlari buyume faktori (BF) aracilh sinyal yolaginda BF ihtiyacini
ortadan kaldirir (66). KRAS geni mutasyonlari AAK hastalarinda en sik
g6zlenen mutasyondur (%25-40) (8, 36, 37). KRAS geni mutasyon siklgi
Bati toplumlarinda Asya toplumuna gore daha siktir (38) . Sigara kullanan
erkek hastalarda KRAS mutasyonu gorulme sikligini artirmaktadir (8, 36, 38).
Ayrica sigara kullananlarda G>T transversiyonu daha sik iken;
kullanmayanlarda G>A transisyonu daha siktir (78). KRAS mutasyonlari

EGFR mutasyonlarinda ayri olabilecegi gibi EGFR mutasyonlari ile berabere

15


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tensin

olabilmekte ve birliktelikleri halinde EGFR TKi ilaclara direng gelismesine yol
agmaktadir. KRAS mutasyonlari sirasiyla en sik ekzon 12, ekzon 13 ve

ekzon 61 de gozlenmektedir (66)

2.7.12. Noroblastoma RAS viral onkogen homolog (NRAS)

RAS ailesinin bir Uyesidir. GTPase aktivitesi bulununur. KHDAK
hastalarinin yaklasik %1’inde gdzlenmektedir mutasyonlari genelde A>T
transversiyonlari seklinde olup sirasiyla ekzon 3 ve ekzon 2 de
gozlenmektedir (79). Literaturde kotu prognoz ile iligkili olabilecegini 6ne

suren galismalar bulunmaktadir (79)

2.7.13. Discoidin domain reseptor 2 (DDR2)

DDR 2 tirozin kinaz aktivitesi olan EGFR ailesine ait bir hicre yuzey
reseptori kodlamaktadir. Hicre ¢ogalmasi, migrasyonu ve metalloproteaz
aktivitesinde bulunmaktadir. DDR2 mutasyonlari KDHAK hastalarinin
%3’unde gobzlenmektedir (80). Literatirde prognoz Uzerine etkisi olmadigi

one surulmektedir.

2.7.14. KIT

KIT geni tip3 reseptor tirozin kinaz reseptdrt olup kanser gelisiminde
onemli rol Ustlenmektedir (81). Genellikle kdk hicre faktortu (SCF) ile uyarihr
ve vilcut icin 6nemli birgok surecte (6rn: fertilite, homeostazis, melanogenez,
hematogenez vs) kritik rol almaktadir (82). Mutasyonlari 6zellikle hematolojik
kanserler, kolorektal kanserler, meme kanseri, akciger kanseri, néroblastoma
ve jinekolojik kanserlerde saptanmaktadir (83). KIT geninde meydana gelen
aktive edici mutasyonlar, EGFR ve KRAS yolaklarini bypass edip EGFR TKi

ve crizotinibe karsi ilag direncine yol ac¢tigi daha 6nce gosterilmistir (84-86).

2.7.15. Norotrofik reseptor tirozinaz kinaz 1 (NTRK1)

NTRK, tropomiyozin tirozin kinaz reseptor kodlamaktadir. KHDAK
hastalarin %3’Unde NTRK geni fluzyonlarina rastlanmaktadir (87). Flzyon
partnerleri genellikle Myosin phosphatase Rho-interacting protein (MPRIP) ve
CD74 genleridir (6). Entrectinib ve Larotrectinib klinik deneme asamasinda

olan segici TKi ilaglardir.
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2.7.16. Trombosit derive bliyime faktoru reseptoru alfa (PDGFRA)
PDGF geni alfa ve beta alt gruplari olan tirozin kinaz reseptorleri
kodlamaktadir. Saglikli hucrede hucre proliferasyonu, buyumesi ve
migrasyonun yaninda anijogeneziste rol almaktadir. PDGFRA asiri
aktivasyonuna yol agan mutasyon ve yeniden duzenlenimler timorogenez ve
timor progresyonuna yol agmaktadir (88). KHDAK hastalarinda PDGFRA
mutasyonunu sikhgini %2 olarak gosteren calismalar mevcuttur (89) PDGF
geninin agirl aktivasyonuna yol agcan mutasyonlar genellikle miyeloproliferatif
hastaliklar, prostat kanseri ,meme kanseri ve KHDAK gibi solid tumorlerde

gOsterilmigtir.

2.7.17. Rapamycin insensitive companion of mTOR (RICTOR)

RICTOR mTOR2 kompleksinin  bir komponeti olup aktin
organizasyonunu duzenleyip hucre hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini
dizenlemektedir. mTOR bagimsiz flzyonlar kanser hticrelerinin migrasyonu,
cogalmasi ve hayatta kalmasinda rol almaktadir (90). RICTOR gen
mutasyonu KHDAK, kolon kanseri, meme kanseride dahil olmak Uzere tim
kanserlerde saptanmaktadir. KHDAK hastalarinin %3,18’'inde RICTOR

geninde patojenik alterasyonlar saptanmistir.

2.8. Akciger Kanseri Tarama

Gecen birkag on yilda KHDAK hastaliginin tani ve tedavisinde blyuk
gelismeler yasanmasina ragmen KHDAK hastaliginin 5 yilhk sag kalimi %19
dur (6). 5 yilhk sag kalimin bu kadar disuk olmasinda ki en 6nemli
nedenlerinden biri AK hastalarinin %60’inin lokal yada sistemik ileri evrelerde
tani almasidir ve tani aninda cerrahi tedavi segeneginin bu hastalar igin
mumkdn olmamasidir (91). Bu durum hastaligin erken evrelerinde tani

imkani saglayacak tarama testi gerekliligini dogurmaktadir. Tarama testi
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olarak kullaniimasi amaciyla daha 6nce toraks grafisi, balgam sitolojisi ve bu
iki yontemi beraber kullanilarak risk gruplari taranmis ve bu ydntemlerin
mortalite Uzerinde higbir etkisi olmadigini gostermis ve bu yontemler tarama
testi olarak basarisiz kabul edilmistir (92-94). Ote yandan disik doz
bilgisayarli tomografisi (DDBT) ile yapilan taramalar sonuglari  gdgdus
radyografisini (GRG) tarama sonuglar ile kiyaslandigi zaman DDBT’sinin
akciger kanseri nedenli mortalitede %20 ve toplam mortalite %7 azalma
sagladigr gorulmustur (95) (Sekil-3). Bu sonuglara dayanarak 55-80 yas
araliginda olup sigara kullanan yada eski sigara kullanicisi ( <15 6nce sigara
kullanmayi birakmig,230 yil/paket sigara kullanmis) kisilerin DDBT ile yillik
olarak taranmasi oOnerilmektedir (96). Son yillarda erken taninin énemi ve
tarama igin hala ¢ok uygun bir testin olmamasi nedeniyle molekuler tarama
oldukga sik cahlsilan bir alan olmustur. Ozellikle cfDNA miktarinin
KHDAK’inde tarama testi olarak kullanilabilecedini gdsteren metaanaliz

calismalari mevcuttur (97, 98) .
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Sekil 3: Akciger Kanseri Taramasinda Diisiik Doz Bilgisayar Tomografi
ve Gogiis Grafisinin Mortaliteye Etkisi

(National Lung Screening Trial Research Team, Aberle DR, Adams AM, Berg CD, et al. alinmistir (95))

CXR: Gogus X-Ray grafisi CT: Bilgisayar Tomografi

2.9. Akciger Kanserinde Evreleme ve Prognoz

Akciger kanseri genelde TNM sistemine gore evrelendirilir. T tUmoran
buydkligunu ve derecesini, N tumorin yakindaki etkilenmis lenf nodu (LN)
sayisini, M ise metastazi belirtir.
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Tablo 1: Akciger Kanseri TNM Evrelemesi T Belirteci

Tx Tamor varhdinin balgam 6rnegdi veya brong yikmasi ile elde
edilen hucreler ile  goésterildigi; primer  tUmordin
degerlendirilemedigi, bronkoskopi veya  goéruntileme
yéntemi ile gdsterilemeyen timor.

To Primer timdre ait bulgu yok.

Tis Karsinoma insitu.

T1 En blyuk yerinde 3cm veya daha kuguk buyuklukte, akciger
veya visseral plevra ile gevrili, bronkoskopide lobar brongta
invazyon bulgusu olmayan tiimér (ana bronsta degil)*

Timi Minimal invaziv adenokarsinoma?

Tia En bliylik capi <1cm olan timor

Tib En buyudk ¢api >1cm ama <2cm olan timor
Tic En buyulk ¢apl >2cm ama <3cm olan timoér

T2 Capi >3cm ama <5cm; veya asagidaki o6zelliklerden en az
birine sahip olan timoér.

e Karinayl icermeyen, karinaya olan uzakhgina
bakilmaksizin ana bronsu tutmus timor
e Visseral plevraya invaze
e Akcigerin bir pargasinda yada tuminde, hiler
bblgeye uzanan atelektazi veya obstriktif pnémoni
ile iligkili timor.
T2a En blyuk ¢api >3cm ama <4 cm olan tiumaor
Tan En blyuk ¢api >4cm ama <5 cm olan tiumaor

T3 En blylk ¢api >5cm ama <7 cm olan timdr veya gogus
duvari (Ust sulkus timorleri dahil), frenik sinir, perietal
perikadiyumdan en az birine direk invaze timoér; veya primer
timor ile ayni lobta timdérden ayrilmis nodil/noduller

Ta 7cm den blyldk timor yada diafragma, mediastinum, kalp,

bayluk arterler, recurrent larngeal sinir, 6zefagus, vertabra
gb6vdesi, karina; primer timdrden farkl ipsilateral loblardaki
nodul/noduller

1-Ana bronsun proksimalinde , bronsiyal duvara sinirli invazyon goésteren herhangi bir
blyudkltkteki nadir yizeyel timoér yayimi da evre T1a olarak siniflandirilir.
2- <3cm boyutta lepidemik paterni baskin <bmm invazyon yapmis solit adenokarsinoma
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Tablo 2: Belirteci Akciger Kanseri TNM Evrelemesi N belirteci

Nx Bdlgesel lenf nodlari degerlendirlemedi

No Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 yni taraf peribrongiyal lenf nodu ve/veya ayni taraf hiler
lenf nodu ve intrapulmoner lenf nodu metastazi, direkt
metastaslarda dahil

N2 Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu
metastazi

N3 Karsi taraf mediastinal, kargi taraf hilar, ayni taraf veya

karsi taraf dalak veya supraklavikular lenf nodu metastazi

Tablo 3: Akciger Kanseri TNM Evrelemesi M belirteci

Mo

Uzak metastaz yok

M1

Uzak metastaz var

Mia Kars! taraf lobta ayri nodiller, plevra veya perikardiyal lenf
nodu metastazi veya maling plevra veya perikardiyal eflizyon

Mab Toraks disi tek organda tek metastaz

Mic Toraks disinda bir/birden fazla organda birden fazla metastatik

odak
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Tablo 4: TNM Evrelemesi

Evre T N M
Gizli kanser Tx No Mo
(A1 Tami No Mo
T1a No Mo
1A T1b No Mo
1A3 Tic No Mo
IB T2a NO I\/IO
A Tob No Mo
1B Tia N, Mo
T1b N1 Mo
Tic Ny Mo
Toa Ny Mo
Tab N1 Mo
Ts No Mo
A Tia N> Mo
T1b N2 Mo
Tic N2 Mo
Toa N2 Mo
Tab N2 Mo
T3 N1 Mo
Ta No Mo
Ta N1 Mo
"B Tia N3 Mo
T N3 Mo
Tic N3 Mo
Toa N3 Mo
Tab N3 Mo
T3 N2 Mo
Ts N> Mo
"nc Ts N3 Mo
Ta N3 Mo
IVA Herhangi T Herhangi N Herhangi Mia
Herhangi T Herhangi N Herhangi My
IVB Herhangi T Herhangi N Herhangi Myc
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2.10. Akciger Kanseri Tedavi

KDHAK kemoterapi ve radyoterapiye nispeten direngli kanser taradar.
Cerrahi rezeksiyon standart radikal terapidir ama sadece evre 1-2 ve sinirh
olarak evre 3A da kullanilabilmektedir (99).

Evre 4 hastalarda cerrahi tedavi palyatif tedavi amaciyla
kullanilabilmektedir. Kemoterapi evre 1-2 de adjuvan terapi evre 3A de ise
neoadjuvan terapi olarak kullaniimaktadir (100, 101). ileri evre akciger
kanseri hastalarda (evre 3B, evre 4) kemoterapi birinci basamak tedavi

olarak kullanilir ve 1 yillik sag-kalimi olumlu yonde etkilemektedir (102).

KHDAK tedavisinde ilk basamak tedavi platin bazl ilaglar (cisplatin,
carboplatin) ile diger kemoterapatik ilaglar ile (mitotik ag ipligine etki edenler
(docetaxel, paclitaxel, vinorelbine), gemcitabine veya pemetrexed)
kombinasyonundan olusmaktadir (6, 103). Pemetrexed ASHK tedavisinde
etkili olmadidi igin kullaniimamaktadir (104). Skuamoéz huicre histolojisideki
hastalarda carboplatin, paclitaxel, nab-paclitaxel veya gemcitabine
kullaniimaktadir (6).

Radyoterapi (RT) erken evre kanserlerde saglik kosullari nedeniyle
cerrahi tedavinin kontraendike oldugu veya primer kitleye cerrahi olarak
ulasilamadigi hastalarda kullaniimaktadir (105). RT cerrahi ile timor dokusu
tam olarak cikarilamadidi durumlarda zaten kullaniimaktadir. Evre 3A hasta
cerrahi tedavi icin uygun degilse kemoradyoterapi onerilmektedir. Evre 3B de
ilk basamak tedavi olarak kemoradyoterapi 6nerilmektedir (106). Evre 4
hastalarda tumor tam olarak rezekte edilemeyecek durumdadir ve
kematerapi ilk basamak tedavidir. ileri evre hastalarda RT ve cerrahi

mudahale sadece palyatif tedavi amaciyla énerilmektedir (107).

lleri evre akciger kanseri hastalarinin kemoterapi rejimlerine son
yillarda hedefe yonelik ilaglar da eklenmektedir. EGFR geninde aktivasyona

yol acan mutasyon (baslica ekzon 19 delesyonlari ve L858R mutasyonu)
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pozitif olan hastalarda tedavi amaciyla 1.nesik TKi (erlotinib, gefitinib) ve
2.nesil TKi (afatinib, dacomitinib) ve 20.ekzonda olusan T790M direng
mutasyonu i¢in osimertinib kullaniimaktadir (50, 53, 108-110). Bevacizumab
anti EGFR monoklonal antikorudur ve ASHK disi KHDAK hastalarinda
kemoterapi ile kombine olarak kullanimina onay verilmistir (111). ALK-EML4
fuzyonu KHDAK hastalarinin %4’Gnde goérilmekte ve ALK/MET/ROS1
inhibitord olan crizotinib tedavisine yanit vermektedir (112). AAK hastalarin
%1-2’'sinde gozlenen BRAF geni V60OE mutasyonuna yonelik dabrafenib ve
MEK geni inhibitori olan trametinib kombinasyonu kullaniimakta ve
sagkalimda olumlu etkiler gézlenmektedir (113). Hedefe yonelik ilaclar daha
az yan etkileri olmasi ve PFS Uzerine olumlu etkileri nedeniyle klasik
kemoterapatiklere tercih edilmis olsalar da bu ilaglara kargi gelisen direng
mutasyonlarindan dolayi etkileri sinirli kalmaktadir (114, 115). EGFR TKi
ilaglara kargi direng gelistiren EGFR mutant hastalarin %50’sinde T790M
mutasyonu saptanmaktadir (115, 116). Daha az siklikta saptanan
mutasyonalr MET geni amplifikasyonu ve EGFR sinyal yolagi alt duzenleyici
mutasyonlaridir (117). EGFR TKi ila¢ direncinde oldugu gibi ALK yeniden
dizenlenimi pozitif hastalarda da crizotinib direnci gelismekterdir. Baslica
neden ALK geninde meydana gelen ek mutasyonlardir (118). Crizotinib
direnci gelisen hastalarin tedavilerinde 2.nesil (ceritinib, alectinib ve
brigatinib) ALK inhibitorleri kullaniimaktadir (119). Bu genler disinda
Amerikan gida ve ila¢ idaresi (FDA) tarafindan onay almis 20 civarinda

hedefe yonelik ila¢ bulunmaktadir (Tablo-5).

Kanser hastaligi tedavisinde immun kontrol noktalarinin inhibisyonu
Ozellikle KHDAK hastalarinda yuz gualdurict sonuglar vermektedir(120).
Ozellikle akciger kanserinde programl hiicre 6lUmi proteini-1 (PD-1)
antikorlari (Nivolumab, Pembrolizumab ) ve bu proteinin ligandi olan PD-L1

antikorlari (Atezolizumab) 6n plana ¢ikmaktadir (47).
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Tablo 5: FDA Onayh Akciger Kanseri Tedavisinde Hedefe Yonelik ilaglar

Gen Adi llaglar

ALK Crizotinib, Alectinib, Brigatinib, Ceritinib,

BRAF Dabrafenib(V600E), Trametinib

EGFR Erlotinib, Gefitinib, Afatinib, Osimertinib, Cetuximab,
Necitumumab

FGFR Nintedanib

HER?2/3/4 Afatinib

MET (amplifikasyon,exon | Crizotinib

14 skiping)

PD-1 Nivolumab, Pembrolizumab

PDGFR Nintedanib

PD-L1 Atezolizumab, Durvalumab

ROS-1 Ceritinib, Crizotinib

VEGF Bevacizumab, Ramucirumab

VEGFR Nintedanib, Ramucirumab (VEGFR2)

2.11. Likit Biyopsi

Likit biyopsinin komponentlerinden olan kanda dolagsan tumor hicrelerinin ve
serbest tumor DNA'sinin varliklart uzun yillardir bilinmekte olsa da klinik
kullanimi teknik kisitliliklar nedeniyle son yillara kadar ¢ok etkin bi¢cimde
yapilamamistir. Gelisen teknoloji ile kanda dolasan timor hicrelerinin ve
genetik materyallerin izolasyonunun mumkun hale gelmesiyle kanda dolasan
tumor hacreleri (CTC) ve hucresiz serbest DNA (cfDNA) kanser

arastirmalarinin odak noktasi haline gelmistir

Dolasan timoér hticreleri ytz yili geckin suredir bilinmektedir. Solid
kanserlerde her gin yuzbinlerce kanser hicresi kan dolagimina ¢gikmaktadir
(121). Kanda dolasan tumor hucrelerinin varligi primer odagin metastaz

yapmaya basladigini gosteren dnemli belirteglerden biridir.

Hucresiz serbest DNA ve nukleik asitlerin dolagimdaki varliklari ilk
defa 1948 yilinda Mandel ve Meatis tarafindan gosterilmistir (122). Bu konu
hakkinda uzun yillar ¢ok bir ilerleme kaydedilmemis olsa da cfDNA
miktarinin kanser hastalarinda yukselmis oldugu 1977 yilinda gosterilmigtir
(123). cfDNA’in bir komponenti olan ve circulating tumor DNA (ctDNA) olarak
da bilinen komponent 1994 yilinda KRAS ve NRAS mutasyonlarinin
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pankreas kanserli ve akut miyeloid |6semili iki ayri hasta gosteriimesi ile
tanimlanmis oldu (124, 125).

cfDNA nekroz, apopitoz ve hucrede aktif salinim ile dolagsima ¢ikmaktadir.
cfDNA fragmanlari genellikle 70-200 bp uzunlugunda olup genelde apoptozis
sonucu olustugu dusunulirken, kanser hastalarinin bazilarinda nekrotik
doku kaynakli daha uzun fragmanlar dolagima ¢iktig1 varsayiimaktadir (126-
128) . Bazal cf-DNA miktari hematopoetik sistem gibi hicre sirkilasyonun
fazla oldugu sistemlerden kaynaklanir (128). cfDNA miktari genellikle kanser
hastalarinda yukselmekle beraber diabetes mellits, sistemik lupus
eritematozus, gebelik, sepsis ve miyokart enfarktlist gibi kronik ve akut hlicre
yikimi ve yapimiyla giden sureclerde de artmakta ve cfDNA yuksekligini
kanser hastaligina 6zgul olmaktan ¢ikarmaktadir (129, 130).

1977 de DNA dizilemesi icin Sanger sekanslama (131)
kullanildigindan beri biyoteknoloji alaninda bircok gelisme kat edildi . Bu
ilerlemeler buyuk oOlcekte sekanslama gerektiren projeleri daha ucuz ve hizli
yapabilme gereksinimi dogurmaktadir. Yeni nesil sekanlama teknikleri
gunumuzdeki bu ihtiyaglarn gidermektedir. Yeni nesil sekanslama oOzellikle
kanser genomunda sanger sekanslamaya gobre somatik mozaisizmi
saptamadaki hassasiyeti, nukleotid sekansini, kopya sayisi degisimlerini ve
yapisal yeniden duzenlenimleri ayni anda saptayabilmesi ile 6n plana
cikmaktadir (132, 133). Likit biyopside kullanilan diger bir yontem ise ddPCR
yontemidir. NGS ve ddPCR kiyaslandiginda ddPCR daha sensitif olmasina
ragmen ayni anda sadece bilinen birka¢g mutasyona bakabiliyorken; NGS
yontemi ile bilinen/bilinmeyen bircok mutasyona acik bdlge ayni anda
degerlendirilebilmektedir. ddPCR belli basli mutasyonlarin 6n plana ¢iktigi
kanserlerde, tedaviye cevap/takip durumu ve minimal rezidiel hastalik
arastiriirken 6n plana gikarken, NGS kisisel tedavi rejimi belirlemede ve ilag
direncinde daha sik kullaniimaktadir. Klinigimiz tani merkezi olarak hizmet
vermekte olup hastalarimiz ¢ogunlugu ilag direnci etiyolojisi ile tarafimiza
yonlendiriimektedir. Bu nedenlerden dolayi c¢alismamizda NGS tabanl

sistemler tercih edilmistir.
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2.11.1. Akciger Kanserinde likit biyopsinin kullanim alanlari

2.11.1.1. Tanida cfDNA

Kanser tedavisinin timaor Ustliindeki baskisi farkli lezyonlarda ya da
ayni lezyonda bagimsiz olarak farkl direng mekanizmalari barindiran
subklonlarin olusmasina yol agabilmektedir (9, 134, 135). Bu durum tumor
heterojenitesine olarak adlandirilmaktadir (135). Hedefe ydnelik tedavilerin

en buyulk limitasyonunu timoér dokusu heterojenitesidir (136).

Son zamanlarda yapilan birgok meta-analiz ve galismalarda plazma
bazli EGFR testlerinin KHDAK hastalarinda tanisal degeri olabilecegini
vurgulanmaktadir (137-139). EGFR mutasyonlari tespiti icin yeterli doku
materyali olmayan ya da doku biyopsisi yapilamayan hastalarin tanisinda,
plazma ya da serumdan elde edilen cfDNA bazli ¢alismalar yardimci olabilir.
Literatirde digital droplet PCR yontemi ile yapilan analizlerde SHAK-digi
KHDAK hastalarinda EGFR geninde en sik goértlen iki mutasyonun (ekzon
19 delesyonlari, L858R) %100 spesifite ve %74-82 sensitivite ile saptandigi
bildirilmis ayrica doku biyopsisi ve plazma bazli EGFR testleri arasinda
yuksek uyumluluk saptanmigtir (140, 141). Yeni nesil dizileme yontemi ile
yapilan analizlerde de doku biyopsisi sonuglari ve plazma bazl testler
arasinda %71 konkordans saglanmis ve her ne sebeple olursa olsun genetik
testler icin yeterli doku olmayan hastalarda likit biyopsinin ile segenek

olabileceg@i 6ne surulmustur (142).

2.11.1.2. Hastalik Prognozunda cfDNA

KHDAK hastalarinda hastalik seyrini etkileyen birgok faktér olmasi
nedeniyle prognozu tahmininde bulunmak olduk¢a zordur. Bu faktorler
baslica cevresel etkenler, timodre bagh etkenler ve hastaya bagh etkenler
olarak 3 guruba ayrilabilir (6). Hali hazirda KHDAK hastalarinin prognoz
tayininde yas, performans durumu(143, 144), kilo kaybi, timér ¢api ve nodal

invazyon varligi (143) prognoz tayini igin kullanilan belirteglerdir. Bu
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belirteclere ek olarak likit biyopsinin ve cfDNA’nin KHDAK hastaliginda
prognostik degeri olabilecedini gésteren ¢alismalar mevcuttur. Bu kapsamda
Wang ve ark galismasinda (145) 1.nesil TKi direnci olan hastalarda T790M
mutasyonu saptamak amaciyla ddPCR ve dPCR cihazlari kiyaslanmig olup
tedavisi sirasinda T790M mutasyonu allel fraksiyonu artan hastalarin T790M
allel fraksiyonu daha az artan hastalara gére daha iyi progresyonsuz
sagkalim (PFS) ve genel sag kalim gosterdigi ve  T790M pozitif hastalarin
T790M negatif hastalara gore daha iyi sonuglarini elde etmistir. Bagka bir
calismada da (146) NGS yontemi kullanilmis olup c¢alisan ekip metastatik
KHDAK hastalarinda cfDNA seviyeleri ylksek olan hastalarin kandaki
varyant sayilarina bakilmaksizin koétu prognoz ile iligkili oldugunu
gostermistir. Bu calismalarda gosterildigi gibi cfDNA miktarindaki artis
KHDAK hastalarinda prognostik faktor olarak kullanilma potansiyeline

sahiptir.

2.11.1.3. Rekurrens ve minimal rezidiuel hastaligin degerlendirilmesi
Likit biyopsinin baska bir potansiyel kullanim alani ise cerrahi tedavi ya
da kur saglayici baska tedavilerden sonra minimal hastalik takibi
yapilabilmesi veya rekurrensin degerlendirilebilmesidir. Uzun suredir reziduel
hastaligi olan hastalar klinik ve patolojik 6zelliklerine gére degerlendiriliyordu
ve TNM sistemi bu sistemde onemli yere sahipti. Yuksek riskli hastalar
tamamen iyilesmis ve tedavi ihtiyaci olmasa bile adjuvan kemoterapi
kullanimi s6z konusuydu. Son yillarda farkli kanser turlerinden hastalarda
yapilan c¢alismalarda likit biyopsi yonteminin minimal rezidlel hastalik ve
rekurrens agisindan kullanilabilecegi gosterilmistir. Erken evre meme kanseri
hastalarinda yapilan g¢alismada (147) cerrahi tedavi 6ncesinde ve sonrasin
kan alinmis ve cerrahi sonrasi ctDNA tespit edilen hastalarin 4 kat daha fazla
relaps gelistirdigi gosterilmistir. Diehl ve ark (148) kolorektal kanser hastalari
ile yaptiklari calismada ise cerrahi sonrasi likit biyopside ctDNA tespit edilen
hastalarin 5 yillik takiplerde relaps gelistirdigi ctDNA negatif hastalarin ise 5
yillik takipte bile relaps gelistirmedigi gosterilmistir. Sozzi ve ark (149)
calismasinda likit biyopside KRAS gibi patojenik mutasyonlarin KHDAK

hastalarinda tekrardan tespit edilmesinin relaps gelisimi ile iligkili oldugu
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gosterilmigtir. Bu calismalar 1sigindan likit biyopsi yonteminin gerek ctDNA
varlgi ile gerekse patojenik mutasyon takibi yapilarak kanser hastalarinin
rekirrens ya da minimal rezidiel hastalik takibinde kullanilabilecegi

gOsterilmigtir.

2.11.1.4. Kazanilmis diren¢ ve tedaviye yanitin degerlendirilmesi

Hedefe yonelik ilaglarinda birinci basamak tedavide yer almaya
baglamasiyla beraber KHDAK tedavisindeki ilerlemeler hiz kazanmigtir. Bu
gelismelere ragmen bircok hastada tedavi slreci sonunda kir saglamak
mumkun olmamaktadir. Bu durumun baglica nedeni tedavi sirasinda geligsen
ilac direncidir. ilag direnci ¢cogu zaman klonal heterojenite ve segilim
sonucunda meydana gelmektedir. Doku biyopsisi tumor genotiplemesinde
altin standart olmasina ragmen gerek doku materyalinin azligi gerekse tumaor
heterojenitesinden dolay! ila¢ direncine yol acan mutasyonlari gostermekte
eksik kalabilmektedir (9, 150). Ornek olarak 1.nesil EGFR TKi tedavisi alan
KHDAK hastalarinde tedavinin 10-12.ayinda TKi ilaglara direng
gelismektedir. ilag direncinin en sik nedeni EGFR geninde (%50) T790M
mutasyonu gelismesidir (6).Bu mutasyona yénelik 3.nesil TKi olan
osimertinib hali hazirda kullaniimakta ve etkili sonuclar alinmaktadir. Ama
osimertinib tedavisindeki hastalarda da tedavi surecinde ila¢g direnci
gelismekte ve bunun baslica nedeni EGFR geninde meydana gelen C797S
mutasyonudur (151). Sadece EGFR geninde meydana gelen mutasyonlari
tespit edebilmek icin 3 defa doku biyopsisi alinmasi gerekmekte iken likit
biyopsi yontemi ile periferik kandan kolaylikla birgok gendeki cokca cesitli
mutasyonlari ayni anda inceleme firsati yakalanmaktadir. Bu avantaj
nedeniyle KHDAK tedavi slrecinde likit biyopsi yontemi siklikla kullaniimaya

baglanmigtir.
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3. HASTALAR VE YONTEM

Bu calisma retrospektif bir ¢alisma olup Ocak 2019-Kasim 2019
tarihleri arasinda Orta ve Dogu Karadeniz bolgesinde kuguk hacreli disi
akciger kanseri tanisi alan veya takip edilen likit biyopsi ic¢in tarafimiza
yonlendirilen ve genetik analizleri tamamlanan 100 (yeni tani n=42
progrese/niks n=58) ardigik hasta dahil edildi. Hastalarin klinik bilgileri
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakdltesi Nukleus bilgi sistemi ve Tibbi

Genetik Anabilim Dali hasta dosya arsivinden elde edildi.

Hastalarin basvuru anindaki radyolojik gorintileme (PET, BT ve MR) verileri
incelenerek literatlirdeki daha 6nceki calismalar temelinde metastaz odak
sayllarina gobre uzak organ metastazi yok, oligometastatik (1-3 uzak
metastatik odak) ve multimetastatik (=3 uzak metastatik odak) olarak 3 gruba
ayrildi (152).

Her hastadan 2 adet Paxgene tipune (PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikon,
Switzerland) toplamda 30 ml olacak sekilde taze kan alindi. Alinan
materyalden QIAamp Circulating Nucleic Acid kiti (Qiagen, Hilden, Germany)
ve QlAvac 24 Plus izolasyon sistemi (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak
cfDNA izolasyonu yapildi. Qubit™ dsDNA HS Assay kiti (Qiagen, Hilden,
Germany) kullanilarak olgimleri yapildi. Miktari ve kalitesi ¢galisma igin uygun

olan materyaller asagida detaylica anlatilan protokoller kullanilarak ¢alisildi.

Calisma sonrasinda hastalarin NGS verilerinin kalite analizleri QIAGEN
Clinical Insight Analyze (QCI) programi kullanilarak yapildi. Bu analizde
Ozellikle tim ve hedef bdlge okuma sayilari, kalite skoru (Q score =25),
forward/reverse okuma dengesi ve hedef bdlgelerin okuma derinligi (=500x)
parametreleri veri kalitesini degerlendirmek igin kriter olarak alindi. Saptanan
varyantlarin dogrulugu degerlendirme agisindan “Track Viwer” ve Integrative
Genomics Viewer “IGV” programlari kullanildi. Allel fraksiyonu =2%1 olan
varyantlar degerlendirimeye alindi (153, 154).Varyantlarin klinik olarak

anlamlandiriimasi ve patojenisitesinin belilenmesi amaciyla basta QIAGEN
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Clinical Insight Analyze programi olmak lUzere COSMIC, ClinVar ve veri
tabanlari ACMG/AMP guiedline’t kullanildi. Ayrica in silico analizler igin
Mutation Taster, Provean, Varsome ve SIFT programlarindan yararlanildi.

Calismamizda likit biyopsi yontemi ile 19 gendeki (AKT1, ALK, BRAF, DDR2,
EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR1, KIT, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, NTRK1,
PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RICTOR, ROS1) genetik varyasyonlarin siklik ve
dagihmi ile bu varyasyonlarin hastalik prognozu tzerine etkileri incelendi. Bu
hastalarda saptanan mutasyonlarin siklik ve dagilimi incelendi. Ayrica bu
mutasyonlarin basvuru anindaki yas, cinsiyet, histopatolojik tip, evre,
metastaz odak sayisi, cfDNA miktari, tedavi direnci ve genel sagkalim ile

iligkisi degerlendirildi.

3.1. cfDNA izolasyonu

Kan plazma &rneklerinden, serbest timér DNA’si izolasyonu igin
QlAamp Circulating Nucleic Acid kiti ve QlAvac 24 Plus izolasyon
sistemi kullanildi.

Kullanilacak tamponlar ve hazirlanislari

ACW1 tamponu

ACB tamponu
ACW?2 tamponu
Carrier RNA’nin ACL Buffer'a eklenmesi

cfDNA izolosyon protokoli

e Her hastadan 2 adet Paxgene tlpune toplamda 30 ml olacak sekilde
taze kan alindi.

e Alinan kanlar santfifuj edildi.

e Slpernatanttan 4 ml alinip Proteinase K ve ACL Buffer ile karistirldi.

e Su banyosunda 60 °C’de 30 dk inkubasyon yapildi.
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e Inkiibasyon sonrasinda ACB buffer eklendi ve -20 °C’ de 5dk inkiibe
edildi.

e QIAmp Mini kolonlarini QIAvac uzerindeki VacConnectorlara
yerlestirildi.

e Lizat+ACB buffer karisimin vakum pompa yardimi ile filtreden gegirildi.

e Sirasiyla ACW1, ACW2 ve %96 lik etonol kolonlardan gegirildi.

e Kolonlar 2 ml collection tuplere yerlestirildi ve 14000 rpm’de 3 dk
santrifuj yapildi.

e Kolonlari yeni bir collection tiipe alindi ve isitici blokta 56°C’de 10 dk
inklbe edildi.

e Kolonlar yeni 1,5 mllik elisyon tlplerine yerlestiriidi AVE Buffer
eklendi. Oda sicakhginda 3 dk inklibe edildi.

e Daha sonra 14000 rpmde 2 dk santriflij yapildi.

3.2. cfDNA Olgiimii

Qubit ile DNA élgiminde Qubit™ dsDNA HS Assay Kit kullanildi.

e Her bir numune 0,5 ml tuplere alindi.

e Qubit™ dsDNA HS reagent, Qubit™ dsDNA HS buffer kullanilarak
1/200 oraninda seyreltildi. Qubit ¢galisma solusyonu hazirlandi.

e Son volum 200 pl olacak sekilde uygun hacim tuplere aktarihirdi.

e Qubit® 3.0 Fluorometer cihazinda (Qubit 3.0, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) sirasiyla DNA, dsDNA High Sensitivity
protokolleri segildi.

e Numunelerde 2 pl ornek alinarak DNA oOlcumu yapildi degerler
kaydedildi.

Qubit o6lciminde cfDNA konsantrasyonu 2ng/ ul altinda olan hastalar
GeneRead QlAact Actionable Insights Tumor Paneline (AIT panel)alindi.
2ng/ ul Ustiinde konsantrasyonu olan hastalar GeneRead QlAact Lung DNA
UMI Panel'ine (LUNG UMI panel) alind1.
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3.3. Fragmantasyon, End-Repair, A- Addition

GeneReader cihazinda sekans analizi i¢in hazir panel “GeneRead
QlAact Lung DNA UMI Panel” kiti kullanihr.

Tablo 6: GeneRead QlAact Lung DNA UMI Panel igerigi Tablosu

Genaltead ClAact Lung DA LUMI Panel

Humber of reccions 24

Genafieod ClAoct DNA UM Librory Preparaticn ond Target Envichment Reogents
kit Box 1)

CilAsct Lung DMNA UM Torget Enrichment Ponel ond ClAoct Adopters [Kit Box 2)*

Genslead QlAact DNA UM Library Preparchion and Target Enrichment

Seogenn

Humber of reachons 24
Frogmenigtion Bufler, 10x &5
Frogmeniation Enzyme Mix 130 ¢
FERA Solution 20 W
Ligation Buffer, Sx 240
Ligation Schtion 200 W
DA Lagase 130
MucleoneFree Woler 2x2ml
TEPCE Bufler, 3x 2204
UPCR Bufler, Sx 220 4
HaotSiorTog™ DA Polymeromw 2= 504
rﬂhﬁ:mwﬂﬂmhﬂtrmmm:m 10ml

‘QlAact Lung DA UMI Torget Enrichment Panel and QlAact Adspler: *

Humber of recclions H
Gesolwod GlAoct Lung DNA UMI Panel Forwerd Primers 130 4l
Gosoliocsd Cildoct Lung DA UM Panel Eovene Priners 130 ¢l
Gldoct Adaphen [condairs 12 ibes with soch wbe comesponding i one - 10 pl
spacitic ¥ bp sompls bor codle; eoch wbs con proces up o 2 somple)

(Fenefteader” TEPCR Primes 40 pl
Gesoloader Unversal PCR Primer A 40 pl
Zenelleader Universal PCR Primer B 40 pl

e Ornek DNA’lar 10 ng/pl olacak sekilde seyreltildi.
e Her bir érnek igin PCR tupune 4 pl dilie edilmis,16 yl DNA
Master miks ve 5 pyl Fragmentation Enzyme Mix’i aktarildi.
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Tablo 7: Fragmantasyon, End-Repair, A- Addition Miksi Hazirlama

Tablosu
1 reaksiyon | 6 reaksiyon
hacmi hacmi
icerik Hacim (ul) Hacim (ul)
DNA* 4 -
Fragmentation o5 16.2
Buffer, 10x ' ’
Nuclease-Free Su 12,75 82,9
FERA Solution 0,75 4,9
Toplam 20 104

3.4. Adaptor Baglanmasi

Asagidaki tabloya gore reaksiyon miksi hazirlandi.

Tablo 8: Adaptor Baglanma Miksi Hazirlama Tablosu

1 reaksiyon | 6

reaksiyon
icerik Hacim (ul) | Hacim (ul)
Ligation Buffer, 5x 10 65
DNA ligase 5 32,5
Ligation solution (PEG6000, | 7,2 46,8
50%)
Toplam 22,2 144,3

12 reaksiyon
hacmi

Hacim (ul)
31,2

159,4
9,4
200

12 reaksiyon

Hacim (ul)

125
62,5
90

277,5

Her bir ornek icin QlAact Adapterdan 2,8 ul alinarak PCR tupune

aktarildi.

Her bir PCR drdninden 25 ul alinip, adaptor iceren PCR tuplerine

aktarildi sonra igerisine 22,2 pl ligation master miksi eklendi. inkiibasyon

yapildi. QlAseq Bead'ler ile temizlik islemine gegildi.

50ul ligasyon uriinu LoBind tupe aktarilip 50 pl nukleaz free su eklendi.

Uzerine 100 ul QlAseq Beads eklendi ve inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasi siipernetant tiipten uzaklagtiriidi.

200ul %80 etanol yikama yapildi ve stipernatatn uzaklastirildi.

DNA hedef boncuklarini 52ul nuclease-free su ile dilie

50ul supernatanti, Lobind tupe aktarildi.

edildi.
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e 50ul QlAseq Beads’i 50ul DNA solusyonu Uzerine eklendi.

e inkiibasyon sonrasi siipernatanti uzaklastirildi.

o 2 defa 200ul %80 etanol ile yikama iglemi yapildi.

o Hedef DNA boncuklari 22 ul nuclease-free su ile dilie edildi.

e Her bir drnek igin bir adet forward target enrichment PCR, bir adet reverse
target, enrichment PCR igin kullaniimak Uzere 2 adet PCR stribi
hazirlanip 9.4ul sutpernatanti bu PCR tlplerine aktarildi ve hedef

zenginlestirme PCR kurulumuna gegildi.
3.5. Uriin Zenginlestirme

Forward Target Enrichment PCR ve Reverse Target Enrichment PCR

icin 2 farkl master miksi asagida belirtilen tablolara gére hazirlandi.

Tablo 9: Forward Hedef Zenginlestirme PCR Reaksiyon Miksi Hazirlama
Tablosu

. 6 reaksiyon 12
reaksiyon y reaksiyon
Igerik Hacim (ul) | Hacim (ul) | Hacim (ul)
DNA kitaphgi (34. Maddedeki) 9,4 - -
TEPCR Buffer, 5x 4,0 26,0 50,0
GeneRead QIAapt Lung DNA UMI 50 325 62.5
Panel Forward Primers
GeneReader TE-PCR Primer 0,8 5,2 10,0
HotStarTaq DNA Polymerase 0,8 572 10,0
Toplam 20,0 68,9 132,5

Tablo 10: Reverse Hedef Zenginlestirme PCR Reaksiyon Miksi
Hazirlama Tablosu

1 6 12
reaksiyon | reaksiyon | reaksiyon
Icerik Hacim (ul) | Hacim (ul) | Hacim (ul)
DNA kitaphgi (34. Maddedeki) 9,4 - -
TEPCR Buffer, 5x 4.0 26,0 50,0
GeneRead QIAa(_:t Lung DNA UMI 5.0 325 62.5
Panel Reverse Primers
GeneReader TE-PCR Primer 0,8 52 10,0
HotStarTaq DNA Polymerase 0,8 52 10,0
Toplam 20,0 68,9 132,5
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e Her bir hazirlanan hedef zenginlestirme miksinden, daha 6nce her bir

ornek igin 2 adet PCR tupune dagitilarak 9,4 pl saflastiriimis DNA

kutuphanesi Uzerine 10,6 pl eklendi.

e Thermalcycler asagidaki tablodaki gibi programlandi.

Tablo 11: Thermalcycler Tablosu

Basamak Siire
Ik 13 dakika
denaturasyon 2 dakika
A 15 saniye
8 dongu 10 dakika
1 déngi 5 dakika
1 dongii 5 dakika
Bekleme oo*

Derece
95°C
98°C
98°C
68°C
72°C
4°C
4°C

e Reaksiyon sonrasi QlAseq Bead’ler ile temizlik islemine gegildi.

e Forward ve reverse target enrichment PCR Urtnlerini bir araya getirilerek

40 pl’ yi temiz bir LoBind (1,5 ml) tipe aktararak 100 plI’ ye tamamlanildi.

e DilGe edilen 100 pl Grininin Gzerine 100 ul QIAseq Beads eklendi ve 5

dk inkiibasyona birakildi. Sonra stipernetant tiipten uzaklastirildi.

¢ %80 etanol eklenip yikama yapildi ve slpernatatn uzaklastirildi.

e Etanoll uzaklastiriimasi i¢in boncuklarin 10 dakika kurumaya birakildi.

¢ DNA boncuklarini 16pl nuclease-free su ile dilie edildi.

e 13,4 pl supernatanti temiz bir PCR tipune ya da PCR plate kuyusuna

aktarildi ve Universal PCR amplifikasyon kurulumuna gegildi.
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3.6. Universal PCR Cogaltmasi

Asagidaki tabloya gore miksler hazirlandi.

Tablo 12: Universal PCR Miksi Hazirlama Tablosu

1 ornek 6 ornek

igerik Hacim (ul) | Hacim (ul)
Zenginlestirilmig DNA (48. | 13.4 -
maddedeki)
UPCR Buffer, 5x 4,0 26,0
IL-Universal Primer 0.8 5,2
IL-S502 Index Primer 0.8 5,2
Hot Start Taq DNA polimeraz 1 6,5
Toplam 20 42,9

Tablo 13: Universal PCR Termalcycler Donglisu Tablosu

12 ornek

Hacim (ul)

50,0
10,0
10,0
12,5
82,5

e Zenginlestiriimis DNA iceren PCR tuplerine hazirlanan master miksten

6,6 ul eklenerek santrifuj edildi.

Thermalcycler cihazi agagidaki programa gore kuruldu.

Basamak Derece

1 : 95°C

5 [lk Denaturasyon 98°C
.. 98°C

3 21 doéngu 60°C

4 1 déngu 72°C

5 Hold 4°C

6 4

°C

Stre

13 dakika
2 dakika
15 saniye
2 dakika
5 dakika
5 dakika

o0

e Reaksiyon sonrasi QIAseq Bead’ler ile temizlik igslemine gegildi.

e Universal PCR sonrasi 20 uyl PCR reaksiyonunu LoBind tupune

aktarildi ve uzerine 80 pl Nucleaz icermeyen su eklendi.

e 100ul QlAseq Beads 100ul dilue edilmis PCR solusyonuna eklendi.

inkiibasyon sonrasi siipernatant tiipten uzaklastirildi.

e 200ul %80 etanol eklenip yikamandi supernatatn uzaklastirildi.

o DNA kitaplik boncuklari dilie edild28 ul supernatanti temiz biz 1.5ml

lobind tlp icerisine veya PCR tlplne aktarildi.
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AIT panelde LUNG UMI panelinden farkh olarak 3.1 cfDNa izolasyon ve 3.2
Qubit dlgimunden sonra 3.3, 3.4, 3.5 3.6 yerine 3.7 klonal c¢ogaltma
asamasina kadar asagidaki basamaklar takip edildi. Diger basamaklar her iki

panel icinde ortaktir.
Hedef Zenginlestirme

e GeneRead QIlAact Actionable Insights Tumor Panel (cat.No: 181910)
(A1-A2-A3-A4 primerlerini igerir)

e GeneRead DNAseq Panel PCR Kit V2 (Cat No: 181940 12 reaksiyon;
Cat No: 181942 96 reaksiyon) (DNA Polimeraz ve Master Mix igerir)

e Agentcourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter Cat No: A63880)

e Manyetik Stand

e 1.5ml LoBind Tup

e 0.2mlPCRtip

e QIlAxcel DNA High Resolution Kit (1200) (Cat No./ID: 929002)

e QX DNA Size Marker 50-800 bp (50 pl) (Cat No: 929561)

e QX Alignment Marker 15 bp/3 kb (1,5 ml) (cat no: 929522)

e QX Nitrogen Cylinder (6 adet) (cat No: 929705)

DNA Dilisyonu Hazirlanmasi

e DNA dilisyon hazirhgina gegmeden oOnce GeneRead QlAact
Actionable Insights Tumor Panel ve GeneRead DNAseq Panel PCR
Kit V2 kitini — 20 °C’den c¢ikarip, soguk blokta PCR kabinine koyuldu.

e DNA materyali LoBind tup icerisinde Dnase-free su ile 2,5 ng/ul'ye
dilue edildi.

Hedef Zenginlestirme PCR Hazirligi

¢ QIlAact Panel Primer mix ve DNA seq panel PCR kiti kullanildi.
e PCR Miksleri ilerdeki tabloya gore hazirlandi.
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Tablo 14: AIT Panel Hedef Zenginlestirme PCR Miksi Hazirlama Tablosu

GeneRead DNA seq Panel 5x PCR Buffer* 4.4

Primer mix pool A1-A4 (2x)** 11,0

GeneRead HotStart Tag DNA Polymerase* | 1,5

Dnase-free su* 0,7

Toplam Hacim 17,6

e Her bir PCR miksinden 16yl ilgili kuyular dagitildi.
e Her PCR Reaksiyon tliplne 6nceden konsantrasyonlari ayarlanmis

4ul DNA dagitild1 ve thermalcycler’a ytklendi.

Tablo 15: AIT Panel Hedef Zenginlestirme PCR Thermalcycler Dongusti

15 dakika 95°C 1
15 saniye 95°C

26
4 dakika 60°C
10 dakika 72°C 1
Bekleme 4°C o0

PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

e Her 6rnek tek PCR tupunde birlestirildi ve toplam hacim yaklasik
80ul olacak sekilde ayarlandi.

o Her drnekten 80ul'yi 1,5ml’lk LoBind tupe aktarildi.

e 72ul Agencourt AMPure XP Beads’i 80yl PCR Urunu Uzerine
eklendi.

e Tupler spin yapildi ve beadlere dokunmadan 140ul stUpernatant’i
yeni bir tlpe aktarildi.

e Supernatant Gzerine 128ul Agencourt AMPure XP Beads eklenildi.
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e Tupler spin yapildi ve beadlere dokunmadan 140pl sUpernatant’s
yeni bir tpe aktarildi.

e 400pl taze hazirlanmis %80’lik etil alkol eklenildi ve spin yapildi.

e Bu asama 2 defa tekrar edildi.

e Hedef DNA beadlerini 28ul sterile su ile dilue edildi. 25l
supernatanti temiz bir LoBind tlipe aktarildi.

e Zenginlestiriimis DNA miktarini QIAXcel Advanced cihazinda QX
DNA High Resolution Kit kullanarak ol¢uldu.

KITAPLIK HAZIRLIGI
Library Prep asamasinda asagida belirtilen kitler kullaniimaktadir.

Tablo 16: AIT Panel GeneRead DNA Library Q Kit icerigi

GeneRead DMA Library G Kit*

End Repair Butfer, 10x 200 4
Ligation Buffer, 2x 2x1.25 ml
End Repair Enzyme Mix 150 pl
Ligation + Mick Repair Enzyme Mix 250 pl
RMase-Free Water Ix1.9ml
dMTP Mise [10 mi) 2x55pl
Universal Adapter G, 2.5 pM 252 4
Adapter G BC1, 2.5 pM! 22 pl
Adapter G BC2, 2.5 pM! 22l
Adapter G BC3, 2.5 pM! 22l
Adopter G BC4, 2.5 pM! 22 pl
Adapter Q BCS, 2.5 pM' 22l
Adapter Q BC&, 2.5 pM! 22l
Adapter G BCF, 2.5 pM' 22l
Adapter G BCB, 2.5 pM! 22l
Adapter G BCP, 2.5 pM! 22 pl
Adapter G BC10, 2.5 pM! 22 pl
Adapter G BC11, 2.5 pM! 22l
Adaopter G BC12, 2.5 pM! 22 pl
Primer Mix, Library Amplification Fopl
Multiples PCR Mashermix 2 x 850 pl
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Tablo 17: AIT Panel GeneRead Size Selection Q Kit igerigi

GeneRead Size Selection @ Kit*

Buffer EBA, Elution Buffer 70 ml
Dilvent (for 80% ethancl formulation) Ix25ml
Buffer SB2, Size Selection Buffer 2x60ml
MinElte® Spin Columns 2 x 50 bes
Collection Tubes, 1.5 mlt 4 % 50 tubes

Orneklere Barkod Baglanmasi

e DNA konstantrasyonlari GeneRead Workbook'a girilerek 5ng/pl
olacak sekilde RB tup icerisinde dilusyonlari yapildi.

e Her ornek icin 1’er adet Sample Tube RB ye 5ng/ul'ye seyreltilen
DNA'’dan 8 ul bu tupe konuldu.

e DNA ve barkod adaptorlerinin uygun birlesmesi igin her ornek tupe

koyulup spin yapildi.
MMA Master Miks Hazirlhigi

End-repair icin, GeneRead DNA Library Q kit igerisinde bulunan
1,5ml’lik mikrosantrifij tiplne asagidaki tabloyu kullanarak reaksiyon miksi

hazirlandi.

Tablo 18: AIT Panel MMA Master Miks Hazirlama Tablosu

9,0 7,2

2 23 11,5
3 29 11,7 9,3 14,9
4 36 14,4 11,5 18,4
5 43 17,1 13,7 21,9
6 50 19,8 15,8 25,3
7 57 22,5 18,0 28,8
8 63 25,2 20,1 32,2
9 70 27,9 22,3 35,7
10 77 30,6 24,5 39,1
12 91 36 28,8 46,0
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MMC Master Miks Hazirhgi

Adaptdr baglanmasi igcin GeneRead DNA Library Q kit igerisinde
bulunan 1,5ml’lik mikrosantriflj tuplne asagidaki tabloyu kullanarak
reaksiyon miksi hazirlandi.

Tablo 19: AIT Panel MMC Master Miks Hazirlama Tablosu

Omek  RNAseFree  Lication Buffer  Lication + Nick Reoair Enzvme  dNTP
2 25 101 10,1 2,5
3 36 144 14,4 3.6
4 47 187 18,7 4,7
5 58 231 23,1 5,8
6 68 274 27,4 6.8
7 79 317 31,7 7.9
8 90 360 36,0 9,0
9 101 403 40,3 10,1
10 112 447 44,7 11,2
12 133 533 53,3 13,3

L2
L
Rotor Adaptorlerinin Hazirhg: 13

1 adet Minelute spin kolon alindi ve adaptorin 1 pozisyonuna

Minelute Spin kolonu yerlestirildi.

e Rotor adaptorun 2 pozisyonu bos birakildi.

e Rotor Adaptor ile birlikte saglanan 1,5ml’lik elisyon tapleri 3.
pozisyona yerlestirildi.

e Reaksiyon siseleri asagidaki tabloya gore hazirlandi.

Tablo 20: AIT Panel Rotor Adaptor Hazirlama Tablosu

Buffer SB2 800ul 2500ul
2 Diluent (%80 1600l 2500ul
3 DiIuen"t (%80 1600l 2500ul
4 Buffer EBA 200ul 2500ul
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Kitliphane DNA’nin Cogaltilmasi

Asagidaki tabloya gore mastermix hazirlandi ve DNA

materyalleri ile karistirildi ve karigim termacycler’a yuklendi.

Tablo 21: AIT Panel Kitiiphane DNA Cogaltma Miksi Hazirlama Tablosu

Multiplex PCR Master Mix 25

Primer Mix, Library Amplification 1

Rnase-free Water 7

Library DNA 17

Toplam Reaksiyon Hacmi 50 (33 pl mix + 17 pl DNA)

Kitaplik Uriinlerinin Temizligi

PCR durdnleri sample tube RB’ye alindi. 1 basamak
ustteki rotor adaptér hazirhigi tekrarlandi. Reaksiyon siseleri hazirlandi.
Asagidaki tabloya goére reaktifler ve PCR materyali QlAcube cihazina
yuklendi. Cleanup programi segildi.

Tablo 22: AIT Panel QlAcube Cihazi Yiikleme Tablosu

Buffer SB2 400pl 2500ul
2 - - -
3 Diluent( Etanol) 1600yl 2500ul
4 Buffer EBA 100l 2500l
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3.7. Klonal Cogaltma
Asagidaki kitler kullaniimaktadir.

Tablo 23: Klonal Gogaltma Kiti icerigi

GeneRead Clonal Amp Q Kit Box 11

Master Mix 4 x 1600 pl
Primer Mix 4 x 650 pl
Enrichment Buffer Tx12ml
GeneRead Clonal Amp @ Kit Box 2!

Primer Loaded PCR Beads 1% 1000 pl
Super A Beads 4% 600 pl
Denaturation Solutian 1%7.5ml
GeneRead Clonal Amp Q Kit Box 3°

Oil Mix Tx18ml
Buffer T 1x12ml
Buffer B 1x 14 ml
Buffer E 1%8ml
Buffer N 1 %37 ml
Buffer A 1 %90 ml
Buffer D 1 % 100 ml
Enrichment Column 4

Tube 10 ml 12

PCR Plate 4

B-strip PCR tubes 4

Sealing Film 4

Color Chart 1

3.8. Kitaplik Uriiniiniin Konstrasyon Ayarlanmasi

Amplifikasyona girecek her ORNEK icin; 100pg/ul konsantrasyona

ulagsacak sekilde, gerekli kitaplik ve dilisyon tamponunun (Buffer D) miktarini

hesaplandi. Hesaplama icin asagidaki 6érnek exel tablosundan yararlanildi.
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Tablo 24: Kiitiiphane Uriinleri Konsantrasyon Ayarlama Tablosu

Barcode | Concentration | Sample volume for |BufferDtoadd| Finalvolumeaof | Volume for

e ekl assigned | from LP {ng/pl) | 100pg/ulin 100 | tofill 100pl |sample at 100 pg/ul | the pooling
1 exampla 8C1 2,8 30 96,0 100,0 10
2 example BC2 5 20 98,0 100,0 10

o Kitaplik ve Buffer Dyi 1,5 mllik ependorf tlpte birlestirilip vortex
yapildi.

3.9.Kitaphklarin Havuzlanmasi

Havuzlanacak her barkodlanmis kitapligi 100pg/ul olacak sekilde esit
hacimde 1,5ml’lik ependorf tlipe aktarildi.

3.10. Orneklerin Hazirlanmasi

Uygun hacimdeki 100pg/ul kitaplik havuzunu (4ul) ve Buffer D’yi
(496ul), uygun DNA konsantrasyonuna ulasmak icin (0,8pg), 2ml’lik

screwcap CB tlpe karistirip vortexlendi.
3.11 Emulsiyon Olusturulmasi
3.11.1 Primer Yiiklenmis PCR Beadlerinin Oniglemi

Asagidaki tablo, 2ml'lik LoBind tupe konacak uygun Primer

Loaded PCR Beads ve Buffer E hacimlerini gdstermektedir.

e Miks hazirligi igin gerekli reaktifler *GeneRead Clonal Amp. Q Kit
Box2 ve GeneRead Clonal Amp. Q Kit Box3 dir.
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Tablo 25: Primer Loaded PCR Beads ve Buffer E Hacim Tablosu

Primer Loaded PCR. Beads® 210p1 420ul 630ul
Buffer E** 200yl 580yl 870ul
Toplam 500p1 1000p1 1500u1

e Pelet olusumu saglandi ve supernatanti atildi.

e 1ml Denaturation Solution eklendi santriftj yapildi.

e Pelet olusumu saglandi ve supernatanti atildi.

e 750yl Buffer T eklendi santriflij yapildi.

e Pelet olusumu saglandi ve supernatanti atildi.

e 750yl Buffer T eklendi santriflij yapildi.

e Asagidaki tabloyu kullanarak gerekli Buffer E ve Buffer B'yi tupe
eklendi ve tum tlp icerigini 2 ml screwcap CB tlupe aktarildi. Bir
kitaplik havuzu icin nx(Beffer E (250ul)+ Buffer B (250ul))

kulanilmaktadir.

3.11.2 Reaktiflerin Hazirlanmasi

Her bir kitaplik havuzu igin tek bir Master Mix tipu (GeneRead Clonal
Amp. Q Kit Box1) ve tek bir Primer Mix tipu (GeneRead Clonal Amp.Q Kit
Box1) kullanuldi. Her bir kitaplik icin 3500 pl Oil Mix'l 10ml’lik Sarsted tupe
koyuldu.

3.11.3 GeneRead QlAcube Workdeck 1 Hazirhgi

Kitaplik havuzlari igin:

nx (1*500 pl 6rnek tapd, 1*3500 pl Oil mix tupu, 1*500 ul primer
loaded PCR beads tlpu, 11600 pl master mix tapud, 1*650 pl primer
tipl, 2* bos 2 ml screw tupu, 1* PCR plagi, 3*1000 plpipet ucu )
gerekmektedir.
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Tablo 26: GeneRead Workdeck 1 Hazirlama Tablosu

A 2 ml tupleri ( 4 pozisyon) (Dilue Library
Pool)

B 10 ml thpleri ( 4 pozisyon)

C 10 ml thpleri ( 4 pozisyon)

1 tip rack (200 ul, 1000 ul, 1000 ul wide

m

1 tip rack (200 ul, 1000 ul, 1000 ul wide
2 ml tupleri ( 1 pozisyon)

2 ml tapleri, sogutma (4 pozisyon)

2 ml tapleri, sogutma (4 pozisyon)

2 ml tapleri, sogutma (4 pozisyon) (screw
2 ml tapleri, sogutma (4 pozisyon) (screw
96 well PCR plate (1 pozisyon)

96 well PCR plate (1 pozisyon)

Z2 Z rr X <« I ®

2 ml tupleri ( 4 pozisyon)

Reaktifler yukardaki tablolara gore hazirlanip GeneRead Workdeck 1
olusturuldu ve GeneRead Qiacube cihazina yuklenip Make Droplets’l

programi calistirildi.
3.11.4 PCR Plate Yerlestirilmesi

PCR plate’'ini Deep Well PCR cihazina koyulup PCR programi
baslatildi.
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Tablo 27: Deep Well PCR Programi

Tirve Tenperatrs FMumber of cyches
& minutes o 1

15 seconds F45C

30 seconds S7C = e

&0 seconds JOoeC

2 minutes ;e 1

Hald A5C o

Lid 105°C -

PCR Urlnleri ‘Emulsion Breaking ve pooling’ asamasi ile GeneRead

Qiacube cihazina alindi.
3.12 Emulsiyon Break Agsamasi

e Her bir Library Pool u i¢in, 2 adet 10 ml tipln igine 10’ar ml Buffer A

eklendi.

e Her bir Library Pool u icin, 3 adet 2 ml eteksiz Sarsted CB tlpUn igine
2 ml Buffer N eklendi.

e GeneRead QlAcube Workdeck 1 hazirhdina gecildi

e Asagidaki formule gore sarf ve reaktifleri hazirlandi.
n x (2x10 ml Buffer A tipl, 3x2 ml Buffer N tapd, 3x200 ul uglari,
8xwide bore 100 plug, 4x rotor adaptor, 1x PCR emulsion urunleri, 1x
enrichment kolon)

e Enrichment kolonlari rotor adaptorlere asagidaki tanimlamaya goére

yerlestirildi.
1 pool, Rotor Adaptor 1
2 pool, Rotor Adaptor 1 ve 7
3 pool, Rotor Adaptor 1, 5 ve 9

4 pool, Rotor Adaptor 1, 4, 7 ve 10
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Tablo 28: Rotor Adaptorlerin Enrichment Kolonlara Yerlesim Tablosu

1] ] " 0

LN e <\ L2
3 o DI §' % e' '%%f ‘_“’nﬂ'g.;;:;
[ [V.I,frl.ﬂ

1 Sample 2 Samples 3 Samples 4 Samples

e GeneRead WorkDeck 1'i GeneRead QlAcube cihazina yerlestirildi.
e GeneRead QIlAcube ekraninda ‘Breaking and Pool’'u segilip Emulsion

Breaking ve pooling asamasi beklendi.

3.13 Bead Zenginlestirilmesi

3.13.1 Super A Bead Oniglemi
e Super A bead’i (X15000 g) 1 dakika santriftj edildi.
e Supernatanti uzaklastirildi.
e Tupe 550 ul Enrichment Buffer eklenip vorteks ve santriflij yapildi.
e Sulpernatanti uzaklastirildi ve 200 ul Super A bead suspansiyonun

kalmasini saglandi.

3.13.2 Reaktiflerin Hazirlanmasi

e Her bir library pool icin, 950 ul Enrichment Buffer't 2 ml screw cap CB
tipe eklendi 900 ul Buffer B eklendi. 900 ul Buffer N eklendi. 425 ul
Buffer T eklendi. 550 ul Denaturasyon Solusyonu eklendi.
3.13.3 GeneRead QlAcube Workdeck 2 Hazirligi

e QIAcube GeneReader cihazi tarafindan verilen direktiflere uyarak
Workdeck 2’yi hazirlandi.

e Magnet station cover’i uzaklastildi ve 8-strip PCR taplerini alindi.
library poollari homojen hale getirildi. Poollar 2 ml Lobind ependorf

tUpe aktarildi.
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3.13.4 Bead Konsantrasyonu Olgiimii

e Sekans igin uygun aralikta bead miktarini belirlemek Color Chart
yontemi kullanilir.

e Yaklasik 400ul Buffer T icinde bulunan, 2ml LoBind tipe aktarilan her
library pool tipunU manyetik rack’a yerlestirildi. Pellet olusturulup
supernatant atild1.

e 500yl Buffer T eklenip her bir pool’'u Colour Chart ile degerlendirildi.
140M alti library poollari galismanin kalanina dahil edilmeyip 140M-

300M arasi library poollar ile galismaya alindi.

| 60M | 100M | 300M S00M |

50

A

Sekil 4: Bead Konsantrasyonu Olgiimii Charti
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3.14 Sekans Asamasi
Sekans asamasinda asagida belirtilen kitler kullaniimaktadir.

Tablo 29: Sekans Asamasi Kullanilan Kit icerigi Tablosu

GeneRead UMI Ady d Seq: ing Q Aow Cell (3)

Component

Flow Coll 3
Seclng Tope 3
Cleave Addinve M 3

GeneReod UMI Advanced Sequencing Q Wash Buffens (9]

Component
Wosh Bufier 9 1 x 650 ml
Woash Buffer 11 1 x 1000 m!
Maintenonce Worh Bufler 1 x 900 ml
GeneRead UMI Ads d Sequencing Q Buffers
Color of Iid lobel Component
Groon Cloave Premix Ix163m
Purple FPF Bofor 6x163m
White Extond Additive P 1 x 140 pl
White Bufler P 3Ix2ml
Whise Buffer T 3x2ml

GeneReod UMI Advanced Sequencing Q Add-Ons

Color Component

Pink id lobel Extond Promix A1 UM Ix1597 ml
Red cop Extond A2 Ix 162l
Ught bive bid lobel Extond Promix 81 UM Ix1597 ml
Blue cop Extond B2 Ix1624
Cleor cop Pol Exsend 3x 3544l
Yellow lid lobel Imoge Promix Ix163m
Blve cop Sequencing Primer 1x20pl

3.14.1 Sekans Primer'in On Hazirli§i ve Hibridizasyonu

e Generead UMI Advance Sequencing Add Ons Kit igerisindeki
Sequencing Primer'dan 2ul ve 198ul Buffer T Sample Tube RB’ye
alindi. Vorteks, spin yapildi.

e Bu arada 2 adet thermomikser’i agagidaki sekilde hazirlanildr:

e Thermomikser: 95°C, 950 rpm
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e Thermomikser: 25°C, 950 rpm

e LoBind tupte bulunan her bir Library pool tUpununde pellet olugsumu
saglandi supernatant atild1.

e Tup igerisine 6nceden dilue edilmis 100ul Sekans Primeri eklenildi.

e Thermomikserde 95°C, 950 rom’de 5 dakika inklbe edildi.

e Thermomikserde 25°C, 950 rpom’de 10 dakika inkibe edildi.

e Tupte pellet olusumu saglandi supernatanti atild1.

e Tup igerisine 500ul Buffer T eklenildi.

e Tupte pellet olusumu saglandi supernatanti atildi.

e Tup icerisine 500ul Buffer P eklenildi.

e Tupte pellet olusumu saglandi supernatanti atildi.

e Tup icerisine 500ul Buffer P eklenildi.

e Tupte pellet olusumu saglandi sipernatanti atildi.

e Tup igerisine 11 yl (ayri bir tipte 2 ml'lik tipte 29 mg EDC ve 17 mg
NHS karisimina, 1,5ml Buffer P eklenerek( hazirlanan karisimdan

eklendi.
3.14.2 Flowcell Hazirlanmasi

e Pipetaj yapiimis (15 pl) bead’i Flowcell’e yiklenilip inkiibasyon yapildi.
¢ inkiibasyon bitiminde; Flow Cell'deki seali cikartildi ve Flow Cell'in tek bir
girisinden 2x100ul Buffer P baglanmamis bead’leri uzaklastirildi.

e Flow Cell, GeneReader cihazinda sekanslama igin hazir hale gelmis oldu.
3.14.3 Reaktiflerin Hazirhgi

e Flow Cell'in 1 saatlik inkibasyonu sirasinda reaktif hazirligi kismi yapildi.

e Asagidaki gorsellerde hangi reaktifin nereye pipetlenecegini gosteriildi.

e Reaktif Hazirhdr islemini bitirdikten sonra; Flow Cellin 1 saatlik
inkUbasyon slresine de dikkat ederek, GeneReader cihazini hazirlanildi.

e 1 Flow Cell Kullanimi: Tek bir Flow Cell kullaniminda asagidaki reaktif

hazirlama protokolinu kullaniniz.

52



162 pl Extend A2 UMI , 162 ul Pol Extend ve 15ul Extend Additive P’yi;
Extend Premix A1 UMI tipune eklenildi.
162 pl Extend B2 UMI, 162 ul Pol Extend ve 15ul Extend Additive P’yi;
Extend Premix B1 tupune eklenildi.
1 tip Cleave Additive M powderi Cleavage Premix tipune eklenildi. Daha
sonra tupte kalani almak igin 500 pl hazirlanmig Cleavage PremixXi
Cleave Additive M tipunun igine eklenildi. Kisaca vortexlenip. Tupteki 500
pl'yi tekrar hazirladiginiz Cleavage Premix tupune eklenildi.

3.14.4 GeneReader Hazirhgi
GeneReader software’ini acilip cihaz i¢i gerekli yikamalar yapildi
GeneReader software’de, Run Setup simgesine tiklayinip. Ekrandaki
yonergeleri izlendi.
Wash Bufferlar barcodlari okutularak tanimlandi ve 9 ve 11
pozisyonlarina yerlestirildi.
Reagentlar in tanimlanmasi igin, ‘Add Reagent’ secilip ve 2 farkh kit
barcodu burda cihaza tanitildi:

1. Generead UMI Advanced Seq Q Buffer

2. Generead UMI Sequence Q Add-on Kit
Prime baglatilir, prime tamamlandiktan 1 saat igerisinde Flow cell

yiiklenildi.
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Etik Onay

Calismaya baslamadan dnce Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay alinmistir. ( Onay tarihi
14.11.2019 Say1 B.30.2.0DM.0.20.08/861)

istatistiksel Degerlendirme:

Hastalarin bulgu ve sonuglari, SPSS (Statistical Package For Science
Studies) For Windows 15,0 istatistik Paket programi ile degerlendiriimis
veriler ortalama +SD ve ortanca (min.- maks.) olarak belirtilmistir. Istatiksel
yontem olarak Kruskal Wallis varyasyon analizi, Bonferroni dizeltmeli Mann-
Whitney U testi (p<0,016 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul edildi),
Kaplan-Meier sag kalim analizi (p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul

edilmistir), log rank testi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

Bu galismada Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanseri tanili 100 hastanin

verileri degerlendirildi.

Calismaya alinan hastalarin 66 (%66)’s1 erkek; 34 (%34)'0 kadindi.
Erkek/Kadin orani 1,9'du (Sekil-5).

Cinsiyet Dagilimi

Erkek

Kadin  I——

0 10 20 30 40 50 60 70

Sekil-5: KHDAK Hastalarinin Cinsiyete Gore Dagilimi

Hastalarin basgvuru anindaki yas ortalamasi 63.7+£9.7, ortanca yas ise

65 idi. En buylk hasta 86 yasinda en kiguk yas 37 yasinda idi (Sekil-6).
Yas Dagilimi
25
20

15

W 35-40 m41-50 m51-55 56-60 M61-65 M66-70 M71-75 M76-80 M81-86

[%2]

Sekil-6: KHDAK Hastalarinin Yagsa Gore Dagilimi
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Hastalarimizin timinin (%100) histopatolojik tanisi KHDAK olup;
hastalarin %80‘ adenokarsinom, %15’i skuamdz hucreli karsinom ve %5’i
adenokarsinom veya skuamoz hucreli karsinom olmayan kuguk hucreli disi
akciger kanseri (KHDAK-ASO) alt tipindeydi (Sekil-7).

Histopatolojik Tani

Skuamoz Hicreli
Karsinom
15%

-

KHDAK-ASO
5%

= Adenokarsinom
= Skuamoz Hicreli Karsinom

= KHDAK-ASO
Adenokarsinom
80%

Sekil-7: KHDAK Hastalarinin Histopatolojik Tanitya Gore Dagilimi

Hastalarin timid (%2100; n=100) tani aninda TNM evrelemesine gore
Evre IV idi.

Basvuru aninda hastalar (42 yeni tani ve 58 tedavi sonrasi takipli)
metastatik odaklar acisindan incelendiginde 82 hastada uzak organ
metastazi vardi. En sik metastaz iskelet sistemine (%41,5; n=34) idi. 18

hastanin ise uzak metastazi bulunmuyordu. (Sekil-8)

Ayrica patojenik mutasyon saptanan 25 hastanin uzak organ
metastazlari incelendiginde sirasiyla en sik metastaz iskelet sistemine
(n=16), surrenal bezlere (n=7), kargi akcigere (n=5), karacigere (n=4), beyne
(n=2) oldugu gd6zlemlendi. (Sekil-9)

Hastalar uzak organ metastaz odak sayisina gore gruplandiginda 71
hasta oligometastatik, 11 hasta multimetastatik, 18 hasta ise uzak organ
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metastazi yok grubunda idi. Uzak organ metastazi olmayan hastalarin hepsi
hayatta idi. Oligometastatik hastalarin GSK ortalamasi 49.5+5,7 ay iken,
multimetastatik hastalarin GSK ortalamasi 17.2+5,5 ay idi. Tum gruplar
arasinda ortalama GSK agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p

0,017) (p 0,000) (p0,001).

Basvuru Aninda Metastatik Odaklara Gore Dagilimi

40

Eksen Bashg

Sekil 8: Hastalarin Bagvuru Aninda Metastatik Odaklara Gore Dagilimi
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Patolojik Mutasyon Saptanan Hastalarda Uzak Organ
Metastazlar
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14
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7
5
4
2
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iskelet Sirrenaller  Karsi Karaciger Beyin Mezenterik Tiroid Plevral Prekardiyal
Sistemi Akciger yag dokusu Efflizyon Yag
Dokusu

A~ 00

N

Sekil 9: Patojenik Mutasyon Saptanan Hastalarda Uzak Organ Metastaz
Dagilimi

Hastalardan likit biyopsi ile elde edilen cfDNA miktari ortalamasi 4.8

ng+5,3 nanogram (ng) idi.

Basvuru anindaki hastalarin uzak organ metastaz odak sayisi ve
cfDNA ortalamasi birlikte incelendi. Uzak organ metastazi olmayan hastalarin
cfDNA ortalamasi 3,8 1 ng (1,1-18,1) iken, oligometastatik hastalarin
ortalamasi 4,4 +0,4 ng (1,1-20,1) ve multimetastatik hastalarin ortalamasi 10
13,9 ng (2-40) olarak bulundu. Multimetastastik hastalarin cfDNA miktari
ortalamasi, uzak organ metastazi olmayan hastalarin cfDNA miktari
ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamh sekilde yuksek saptandi (p
0,01).

Calismamizda daha dnce kanser gelisiminde rol aldigi gosterilmis olan
genlerin hotspot bolgeleri likit biyopsi yontemi ile degerlendirildi ve 25 (%25)
hastada toplamda 34 patojenik mutasyon (PM) saptandi. 75 (%75) hastada
ise patojenik mutasyon saptanmadi. PM saptanan genler BRAF, EGFR, KIT,
KRAS, NRAS, PIK3CA, RAF1 genleri idi. 12 hastada EGFR geninde toplam
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18 (%52,9) PM, 7 hastada KRAS geninde toplam 7 (%20,5) PM, 4 hastada
PIK3CA geninde toplam 5 (%14,5) PM saptandi. Geri kalan 4 hastada BRAF
(%2,9), KIT (%3), NRAS (%2,9), RAF1 (%2,9) geninde 1’er tane PM saptandi
(Sekil-10). Ayrica 25 hastada saptanan 34 patojenik mutasyonun allel

fraksiyonu ortalamasi %8,3 (%1-%71) olarak saptandi.

Saptanan toplam 34 patojenik mutasyon tiplerine  goére
siniflandinldiginda 23 (%71)’G tek nukleotid degisimi (SNV), 11’i ise SNV disi
patojenik mutasyondu. SNV disi 11 mutasyonun ise 5 (%15)’i delesyon, 1’i
duplikasyon, 2’si insersiyon ve 3 (%9)'U insersiyon-delesyon birlikteligi (indel)
idi. PM saptanan 25 hastanin, 15 (%60)inde sadece SNV saptanirken, 5
(%20) hastada sadece SNV disi mutasyonlar, 5(%20) hastada da SNV ve
SNV disi mutasyon birlikteligi saptandi. (Tablo-30)

Patojenik Mutasyon Saptanan Genler
20
%53
18
16
14
12

10

8 %20

6 %15

4

2 %3 %3 %3 %3

, m ] - ]
BRAF EGFR KIT KRAS NRAS PIK3CA RAF-1

Sekil-10: Patojenik Mutasyon Saptanan Genler Ve Mutasyon Dagilimi

Patojenik mutasyon saptanan hastalarin 21 (%84)'inin histopatolojik
tanisi adenokarsinom iken, geri kalan 4 hastanin histopatolojik tanisi
skuamdz hcreli karsinom (2 hasta) (%8) ve KHDAK-ASO (2 hasta) (%8) idi
(Tablo-30)
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Tablo 30: Patojenik Mutasyonlarin Tiplerine Gore Dagilimi

BRAF
PIK3CA

©® - Hasta No

Adenokarsinom

Skuamoz hicreli
karsinom

KHDAK-ASO

. SNV
SNV disi mutasyonlar

Patojenik mutasyon saptanan 25 hastanin 17 (%68)’sinde sadece 1
PM var iken 8 (%32) hastada 6’s1 ayni gende 2’si farkl gende olmak Uzere
birden fazla PM saptandi. (Tablo-31)
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Tablo 31: Patojenik Mutasyon Saptanan Hastalar Genel Tablo
£ z
E o = < S
< | | £ |8 e 5
e © T P c >
S Z N & = <
T P 0 5 u>f ©
® T ot S (L
- © 5
s =
Tek Patojenik Mutasyonu Olan Hastalar
16 | YT iggAK' a BRAF:C.1406G>C,p.G469A[%!1]
O | EGFR:c.2236_2253delGAATTAAGAGAAGCAACA,p.E746_T
6 | PINJASHK |\ | 751del[91]
28 | PIN | AAK a EGFR:c.2300_2308dupCCAGCGTGG,p.A767_V769dup[%8]
e | vTlbask O | EGFRc.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC,p.E746_A750
M | del[%10]
U
97 | PIN | AAK M | EGFR:c.2368A>G,p.T790A[%1]
Y
U
1 YT | AAK M | KRAS:c.34G>T,p.G12C [%6,5]
Y
47 | YT | AAK m KRAS:c.34G>T,p.G12C[%32]
60 | YT | AAK m KRAS:c.34G>T,p.G12C[%13]
82 | YT | AAK a KRAS:C.34G>T,p.G12C[%3]
90 | PIN | AAK O | KRAS:c.34G>T,p.G12C[%3,5]
48 | YT | AAK a KRAS:c.37G>T,p.G13C[%14]
69 | YT | AAK a KIT:c.1675G>T,p.V559F[%9]
75 | PIN | AAK a NRAS:c.183A>T,p.Q61H[%5]
KHDAK | O _ 0
76 | PIN | o v | PIK3CAC.1624G>A,p.ES42K[%4]
73 | P/IN | ASHK a PIK3CA:c.1134_1135insTCGAACATAGA,p.P381fs*11[%25]
100 | YT | AAK a PIK3CA:c.1658_1659delGTinsC,p.S553fs*7[%1]
8 YT | AAK a RAF1:c.770C>T,Pp:S257L[%7,5]
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Tablo 31 (Devam): Patojenik Mutasyon Saptanan Hastalar Genel Tablo

= T
E o = < S
s | & = | a ¢ §
n o © e X c 2
S Z N & = S 9
T P ] o U>‘,<U
© T o S T
~ © 5
2 =
Birden Fazla Patojenik Mutasyonu Olan Hastalar
EGFR.c.2236_2244deIGAATTAAGA,p.L747_E749del[%1]
10 | PIN | AAK o
EGFRc.2248G>Cp.A750P[%1]
EGFR:C.2369C>T,p. T790M[%10]
22 | PIN | AAK a
EGFR:c.2573T>G,p.L858R[%71]
o | EGFRic.2239_2240delTTinsCC,p.L747P[%13]
36 | YT | AAK v
KRAS:c.179G>A,p.G60D[%1]
EGFR:c.2369C>T,p.T790M[%5]
88 | PIN | AAK o
M [EGFR:.c.2573T>G,p.L858R[%10]
EGFR:C.2369C>T,p.T790M[%1]
0
95 4PN | ALl M | EGFRc.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC, p.E746_A750
del[%3,5]
EGFR:c.2369C>T,p.T790M[%1,5]
0
98 | PIN | AAK M | EGFR.c.2573T>G,p.L858R[%5 5]
EGFR:C.2236_2244delGAATTAAGA p.L747_E749del[%1]
0
99 | PN | AAK M | EGFRc.2248G>Cp.A750P[%1]
EGFR:c.2415_2416insA,p.D807fs*90[%3]
U : .
4 |yt | aak v | PIK3CAc.1634A>C,p.E545A[%L]
Y [ PIK3CAC.1658_16590elGTINsC,p.S5531s*7[%1]

Hastalarin 12 (%12)’sinde EGFR geninde 18 PM saptandi. Hastalarin
4’unde tek basina EGFR geninde; 8 hastada ise (6 hastada EGFR geninde;
2 hastada EGFR geni ile birlikte KRAS ve PIK3CA genlerinde) birden fazla
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PM saptandi. Bu mutasyonlar EGFR geninin 19, 20 ve 21. ekzonlarinda idi.
Ekzon 19 da delesyonlar (E746_T751del (n=1), E746_A750del (n=2),
L747_E749del (n=2), L747P (n=1)) ve A750P(n=2) nokta mutasyonu, ekzon
20 de T790M(n=4), T790A(n=1), A767_V769dup(n=1) ve D807fs*90 (n=1)
mutasyonlari, ekzon 21 de ise sadece L858R (n=3) nokta mutasyonu
saptandi. EGFR geninde en sik ekzon 19 delesyonlari (%33) ve ikinci siklikla
ekzon-20 T790M (%22) nokta mutasyonu saptandi (Sekil-12)(Sekil-13).
A750P mutasyonu 2 hastada ekzon 19 delesyonu ile beraber gozlendi.
EGFR geninde mutasyon saptanan hastalarin 3’0 (%25) yeni tani hastasi
iken; geri kalan 9 (%75) hastadan 1’i klasik kemoterapi diger 8 hasta ise 1.
nesii EGFR TKIi tedavisi altinda progresyon/niiks gelismesi nedeniyle

tarafimiza bagvurmustu (Tablo-31).

Ayrica 4 hastada T790M mutasyonu pozitif saptandi ve hastalarin
hepsi progresyon/niiks nedeniyle basvurmustu. Hastalarin yas ortalamasi
61,75+6,7 (52-67) iken erkek/kadin orani 1 idi. Hastalarin tamami AAK
histopatolojik tanisi almisti. Ortalama cfDNA miktarlar 4,3+2,7 (2-8) olarak
saptandi. Tum hastalar ortalama 9 aydir erlotinib kullaniyordu. Hastalarin
tiumua hayatta idi ve ortalama sag kalim suresi 1846 ay idi. En sik uzak organ
metastazi iskelet sistemine (n=3) idi. Hastalarin tani anindaki EGFR
duyarliik mutasyonlarina bakildiginda en sik L858R mutasyonu (n=3)
go6zlendi. Ayrica 1 hastamizda da T790 bolgesinde treoinin alanine donmesi

sonucu olusan T790A mutasyonu saptanmisti (Tablo-32).
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Ekzon 20 ?
— A750P (n-2) — A767_V769dup (n=1) L858R (n=3)

L+ L747P (n-1)
—» D807s*90 (n-1)
L E746_T751del (n=1)

. E746_A750del (n=2) L+ T790A (n=1) v

L, L747_E749del (n=2) L— T790M (n-4)

insersiyon

Duplikasyon
indel

—
I
—— Delesyon
—_—
_—

Sekil 11: EGFR Mutasyonlari Ekzon Dagilimi

EGFR Geni Mutasyon Dagilimi

EGFR ekzon 21 L858R I %17
EGFR ekzon 20 T790A N %5,5
EGFR ekzon 20 T790M | N %222, 5
EGFR ekzon 20 D807fs*90 N %5,5
EGFR ekzon 20 A767_V769dup N %5,5
EGFR ekzon 19 A750P I %11
EGFR ekzon 19 L747P N %5,5
EGFR ekzon 19 L747_E749del IS %11
EGFR ekzon 19 E746_A750del I %11
EGFR ekzon 19 E746_T751del NN %5,5

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

Sekil 12: EGFR Geni Mutasyon Dagilimi
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Tablo 32: T790M ve T790A Mutasyonu Saptanan Hasta Tablosu

- ) ) E
S g - 2 2 é o = c
= o | & o 5| 8 g3 g§g| £
c (D % 2 >(E o < o] © g :5 Sz
7] = = - zZ TR D =X
a = T S =
T790M L858R E 65 AAK | 8 Karsi Ac Kemik 6 Erlotinib
T790M L858R K 52 AAK | 2 Karsi Ac 12 Erlotinib
T790M Ekzon E 67 AAK | 4,75 | Sirrenal Kemik 9 Erlotinib
19del
T790M L858R K 63 AAK | 25 Karaciger Kemik 9 Erlotinib
T790A L858R K 73 AAK | 1,6 24 Erlotinib

Hastalari 7’sinde KRAS geninde toplamda 7 tane PM saptandi. Bir

hasta digindaki hastalarda KRAS mutasyonlari tek basina goézlendi. Bu

mutasyonlar ekzon 2 ve ekzon 3'de saptandi. Ekzon-2 de G12C(n=5) ve

G13C(n=1) nokta mutasyonu, ekzon-3 de G60D(n=1) nokta mutasyonu
saptandi (Sekil-14)(Sekil-15).Bir hastada (EGFR TKi duyarlilik mutasyonun
ve KRAS diren¢ mutasyonu birlikteligi KRAS: Ekzon-3 G60D, EGFR: Ekzon-
19 L747P) gozlenmis oldu. KRAS geninde mutasyon saptanan hastalarin 6’si

(%85) yeni tani, 1'i (%15) ise klasik kemoterapi altinda progresyon/niks

nedeniyle basvurmustu (Tablo-31)
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Ekzon 2

_|_ G6e0D (n=1)

— SNV

G12C (n=5)

G13C (n=1)

Sekil 13: KRAS Geni Mutasyonlari Ekzon Dagilimi

KRAS Geni Mutasyon Dagilimi

KRAS:c.179G>A,p.G60D
14%

KRAS:c.37G>T,p.G13C

0,
14% KRAS:c.34G>T,p.G12C

72%

® KRAS:C.34G>T,p.G12C = KRAS:c.37G>T,p.G13C = KRAS:c.179G>A,p.G60D

Sekil 14: KRAS Geni Mutasyon Dagilimi

Hastalarin 4’GUnde (%4) PIK3CA geninde 5 tane PM saptandi. 3
hastada PIK3CA geninde tek basina mutasyon gozlenirken, 1 hastada
PIK3CA genindeki 2 farkli mutasyona ek olarak EGFR geninde de 1
mutasyon saptandi (Tablo-31).Ekzon 6 da P381fs*(n=1) nokta mutasyonu ve
ekzon 10 da (E545A (n=1), E542K(n=1), S553fs7(n=2) mutasyonlari
saptandi (Sekil-16). PIK3CA geninde mutasyon saptanan hastalarin 2
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(%50)’si yeni tani almis iken; geriye kalan 2 hastadan 1’i klasik kematerapi
rejimi altinda diger hasta ise 1.nesil TKi tedavisi altinda yeni metastazlar ve
mevcut odaklarda progresyon gelismesi nedeniyle klinigimize yonlendirilmigti
(Tablo-31).

— ES545A (n=1)

— E542K (n=1) — SW

— indel

— §553fs*7 (n=2)

Sekil 15: PIK3CA Mutasyonlari Ekzon Dagilimi

PIK3CA Geni Mutasyon Dagilimi

2,5
2/5(%40)
2
1,5
1/5(%20) 1/5(%20) 1/5(%20)
1
) I I I
0
PIK3CA: Ekzon-6 PIK3CA:Ekzon-10  PIK3CA: Ekzon-10 E545APIK3CA: Ekzon-10 E542K
P381fs*11 S553fs*7

Sekil 16: PIK3CA Geni Mutasyonlari Dagilimi
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Ayrica yeni tani 3 hastada tek basina RAF1l. c.770C>T,p:S257L
geninde (%1), BRAF:c.1406G>C,p.G469A (%1) geninde,
KIT:c.1675G>T,p.V559F (%1) geninde PM saptandi ve 1 progrese/nuks
hastada ise NRAS:c.183A>T,p.Q61H (%1) geninde PM saptadi (Tablo-31).

Basvuru aninda hastalarimizin 42 tanesi yeni tani almis iken; 58 hasta
daha o6nceki tarihlerde KHDAK tanisi almigs nlks ve/veya progresyon

gelismesi nedeniyle bolumimuze yonlendirilmis hastalardi.

Yeni tani almis 42 hastanin 12’sinde (%28) toplam 15 patojenik
mutasyon saptandi. 30'unda (%72) patojenik mutasyon saptanmadi.
Patojenik mutasyon saptanan yeni tani hastalarin 10’'unda sadece 1 PM
saptanirken; 2 hastada farkli genlerde birden fazla mutasyon birlikteligi
saptandi (Tablo-31). Yeni tani almig hastalarda saptanan patojenik
mutasyonlarin dagimi 6’si (%14) KRAS geninde, 3’ EGFR geninde (%7),
3’U PIK3CA genin de (%4,5), 1'i RAF1 geninde (%2), 1’i KIT geninde (%2),
1'i BRAF geninde (%2) idi. En sik gézlenen PM mutasyon KRAS geninde
ekzon-2 de G12C mutasyonuydu (Sekil-18)

Yeni Tani Hastalarda Mutasyon Dagilimi

RAF1:c.770C>T,Pp:S257L
PIK3CA:c.1624G>A,p.E542K
EGFR:c.2415_2416insA,p.D807fs*90
PIK3CAc.1658_1659delGTinsC,p.S553fs*7
PIK3CA:c.1634A>C,p.E545A
KRAS:c.37G>T,p.G13C
KRAS:c.34G>T,p.G12C
KIT:c.1675G>T,p.V559F
KRAS:c.179G>A,p.G60D
EGFR:c.2239_2240delTTinsCC,p.L747P
EGFRc.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC,p.E746...
BRAF:c.1406G>C,p.G469A

o
=
N
w
IS
v

Sekil 17: Yeni Tani Hastalarda Mutasyon Dagilimi

68



Progresyon/niks nedeniyle tarafimiza yoénlendirilen 58 hastanin 29
(%50)'unda basvuru Oncesinde EGFR aktive edici mutasyonu (MEGFR)
(ekzon 19 delesyonu veya L858R mutasyonu) pozitifti ve bu hastalarin hepsi
1. Nesil TKi ilaglari kullanmaktaydi; geriye kalan 29 hasta EGFR geni vahsgi
tip (VEGFR) olarak raporlanmis ve hastalar klasik kemoterapatik ilaglar
kullanmisti (Sekil-19). Biz bu 58 hastaya progrese/niks aninda likit biyopsi
paneli uyguladik ve hastalarin 13’Uinde (%22) PM saptanmis olup; 10
hastada (%76) yeni gelisen diren¢ mutasyonu (en sik EGFR: Ekzon-20
T790M) ve 3 hastada (%24) ise akciger kanseri tani aninda bilinen EGFR
TKi duyarliik mutasyonu tekrar saptandi (Sekil-20)(Tablo-33). Direng
mutasyonu saptanan 10 hastanin 6’si basvuru oncesinde mEGFR olan
grupta (n=29) iken, 4’ ise basvuru oncesinde VEGFR grubunda (n=29) idi.
(Sekil-18)

Progrese/Nuks
Hastalar

Basvuru
Oncesi EGFR

)

I
Likit Biyopsi Likit Biyopsi Likit Biyopsi
Patolojik Patolojik Patolojik

Mutasyonu (-) Mutasyonu(+) Mutasyon(-)

n=20 n=9

Direng Direng
Mutasyonu Mutasyonu
%21 (6/29) %14 (4/29)

= o

Direng Mutasyonu (+)
%17 (10/58) n=10

Duyarhhk
Mutasyonu

Sekil 18: Progrese/niiks Hastalarin Mutasyon Semasi
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Basvuru 6ncesinde mEGFR olan 29 P/N hastasinin GSK ortalamasi
73.2 + 4,9 ay iken; VEGFR olan 29 hastanin GSK ortalamasi 45,7+6,2 ay idi.
Basvuru oncesinde mEGFR olan hastalarin GSK ortalamasi daha uzun
gérinmekle beraber iki gurup acgisinda GSK agisindan anlamh fark

saptanmadi (p >0,05).

Basvuru oncesinde mEGFR olan 29 hastadan direng mutasyonu
saptanan 6 hastanin hepsi hayatta idi. Geri kalan ve diren¢ mutasyonu
saptanmayan 23 hastanin ise 19’'u hayatta ve 4’ exitus durumunda idi. iki
grup arasinda GSK agcisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p
>0,05).

Basvuru oncesinde VEGFR olarak degerlendirilen 29 hastadan
diren¢c mutasyonu saptanan 4 hastanin GSK ortalamasi 16,5+0,5 ay iken geri
kalan diren¢ mutasyonu negatif 25 hastanin GSK ortalamasi 48,7+6,6 ay idi.
iki grup arasinda GSK acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p
0,001).

Ekzon 19
Delesyonlari

EGFR aktivasyon
v (20 hasta)

mutasyonu (+)
(29 hasta)

EGFR vahsi tip

(29 hasta)

L858R Mutasyonu
(9 hasta)

Sekil 19: Progrese/Niiks Hastalarinin Tani Anmi Likit Biyopsi Oncesi
EGFR Sonuglari
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Tablo33: Progresyon/Nilkks Nedeniyle Basvuran Likit Biyopside
Patojenik Mutasyon Saptanan Hastalarin Mutasyon Dagilimi
Hasta | Onceki EGFR Analizi Likit Biyopsi Sonucu Kullandig
No llag
6 EGFR: Ekzon 19 Del EGFR: Ekzon-19 E746_T751del | 1.Nesil TKi
10 EGFR: Ekzon 19 Del EGFR: Ekzon-19 L747_E749del | 1.Nesil TKi
EGFR: Ekzon-19 A750P
22 EGFR: Ekzon 21 L858R | EGFR: Ekzon-21 L858R 1.Nesil TKi
EGFR: Ekzon-20 T790M
28 EGFR (wt) EGFR:Ekzon-20 A767_V769dup | Klasik
Kemoterapi
73 EGFR (wt) PIK3CA: Ekzon-6 P381fs*11 Klasik
Kemoterapi
75 EGFR (wt) NRAS: Ekzon-3 Q61H Klasik
Kemoterapi
88 EGFR: Ekzon 21 L858R | EGFR: Ekzon-21 L858R 1.Nesil TKi
EGFR: Ekzon-20 T790M
90 EGFR (wt) KRAS: Ekzon-2 G12C Klasik
Kemoterapi
95 EGFR: Ekzon 19 Del EGFR: Ekzon-19 E746_A750del | 1.Nesil TKi
EGFR: Ekzon-20 T790M
97 EGFR: Ekzon 21 L858R | EGFR: Ekzon-20 T790A 1.Nesil TKi
98 EGFR: Ekzon 21 L858R | EGFR: Ekzon-21 L858R 1.Nesil TKi
EGFR: Ekzon-20 T790M
99 EGFR: Ekzon 19 Del EGFR: Ekzon-19 L747_E749del | 1.Nesil TKi
EGFR: Ekzon-19 A750P
100 EGFR: Ekzon 21 L858R | PIK3CA: Ekzon-10 S553fs*7 1.Nesil TKi
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DIK3CA Ekron10 Diren¢ Mutasyonlari Dagilimi

S553fs*7
13%

KRAS: Ekzon-2 G12C
13%
EGFR: Ekzon-20
T790M
50%
NRAS: Ekzon-3 Q61H
12%

EGFR:Ekzon-20
A767_V769dup
12%

= EGFR: Ekzon-20 T790M = EGFR:Ekzon-20 A767_V769dup = NRAS: Ekzon-3 Q61H
KRAS: Ekzon-2 G12C m PIK3CA: Ekzon-10 S553fs*7

Sekil 20: Progresyon/Niiks Hastalarinda Saptanan Diren¢g Mutasyonlari

Calismaya katilan 100 hastanin 66’sinin sigara kullanim verilerine
ulagilabildi. 66 hastanin 29 (%43)'u hayat boyunca hi¢ sigara kullanmamisti.
Sigara kullandigi bilinen 37 (%57) hastanin ortalama sigara kullanimi 44
paket/yll idi. Sigara kullanmayan 29 hastanin 8’inde (%27) toplam 13
patojenik mutasyon (12 mutasyon EGFR (%92), 1 mutasyon KRAS (%8))
(Sekil-21) (Tablo-34) saptandi. Sigara kullanan 37 hastanin 7 (%19)’sinde
toplam 9 patojenik mutasyon saptandi. Hastalarda PIK3CA (n=3)(%43) ve
KRAS(n=3)(%43) genlerinde mutasyon saptandi (Sekil-22)(Tablo-35).

Saptanan mutasyonlarin hepsi diren¢g mutasyonuydu.
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EGFR: Ekzon-19 A750P

KRAS: Ekzon-2 G12C

EGFR: Ekzon-20 T790A

EGFR: Ekzon-21 858R

EGFR: Ekzon-19 Delesyonu

EGFR: Ekzon-20 T790M

Sigara Kullanmayan Hastalarin Mutasyon Dagilimi
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Sekil 21: Sigara Kullanmayan Hastalarin Mutasyon Dagilimi

Tablo 34: Sigara Kullanmayan Hastalarin Mutasyonlari

Hasta No Mutasyon-1 Mutasyon-2

10 EGFR: Ekzon-19 L747_E749del EGFR: Ekzon-19 A750P
22 EGFR: Ekzon-21 L858R EGFR: Ekzon-20 T790M
44 EGFR: Ekzon-19 E746_A750del -

82 KRAS: Ekzon-2 G12C -

88 EGFR: Ekzon-21 L858R EGFR: Ekzon-20 T790M
95 EGFR: Ekzon-19 E746_A750del EGFR: Ekzon-20 T790M
97 EGFR: Ekzon-20 T790A -

98 EGFR: Ekzon-21 L858R EGFR: Ekzon-20 T790M
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Sigara Kullanan Hastalarin Mutasyon Dagilimi
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Sekil 22: Sigara Kullanan Hastalarin Mutasyon Dagilimi
Tablo 35: Sigara Kullanan Hastalarin Mutasyonlari
Hasta
No Mutasyon-1 Mutasyon-2 Mutasyon-3
1 KRAS: Ekzon-2 G12C
48 KRAS: Ekzon-2 G13C
60 KRAS: Ekzon-2 G12C
73 PIK3CA: Ekzon-6 P381fs*11
PIK3CA: Ekzon-10 | PIK3CA:Ekzon-10

74 EGFR: Ekzon-20 D807fs*90 E545A S553fs*7
75 NRAS: Ekzon-3 Q61H
76 PIK3CA: Ekzon-10 E542K

Uzak organ metastazi olmayan hastalarin %16’sinda (3/18),
oligometastatik hastalarin %26,7’sinde (19/71) ve multimetastatik hastalarin
%27,7(3/11) patojenik mutasyon saptandi. Uzak organ metastazi olmayan
hastalarda KRAS (n=1), PIK3CA (n=1) ve EGFR (n=2); oligometastatik
hastalarda EGFR (n=10), KRAS (n=3), PIK3CA (n=3), KIT (n=1), NRAS
(n=1), BRAF (n=1) ve RAF1 (n=1) genlerinde birlikte veya tek basina PM
saptandi. Multimestastatik hastalarda ise KRAS (n=3) geninde tek basina
PM mutasyonu saptandi. Multimetastatik hastalarin hepsinde ayni mutasyon
saptanmisti (KRAS: G12C).
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5. TARTISMA

Akciger kanseri dinyada kanser nedenli 6lumlerin en sik nedeni
olup gelismig ve gelismekte olan ulkeler i¢cin en 6nemli saglik sorunlarindan
biridir (1). Yillar igerisinde akciger kanserinin 5 yillik sag-kalim orani %16 dan
%19’a ¢cilkmis olsa da hala agresif seyreden bir timordar (3). Gunumuzde
Ozellikle hedefe yonelik tedaviler hastalik prognozuna ve hasta konforuna
olumlu katkilar saglamaktadir. Akciger kanseri tedavisinde kullanilan hedefe
yonelik ilaclarin basinda gelen 1.nesil TKi ilaclarin (erlotinib ve gefitinib)
klasik kemoterapatiklere gére daha uzun hastaliksiz sagkalim (PFS) ile
iliskilendirilmis ve bu nedenle KHDAK hastalarinda birinci basamak tedavide
2016 yilinda Amerikan gida ve ilag dairesi (FDA) onayi almistir. (50) (155).
Yine 3.nesil bir TKi ilaci olan osimertinib ilk olarak EGFR T790M direng
mutasyonu pozitif hastalarda kullanim endikasyonu almistir. Bununla birlikte
yakin zamanda yapilan c¢alismalar sonucunda 1. ve 2. nesil EGFR TKi ve
klasik kemoterapilere goére PFS ve GSK'de anlamli artis sagladigi
gosterildiginden EGFR aktive edici mutasyonu pozitif olan KHDAK
hastalarinda birinci basamak tedavide de FDA onayi almistir (156). Diger bir
hedefe yonelik ilag olarak crizotinib (ALK flzyonu, ROS1 fuzyonu ve MET
geni amplifikasyonundan) ROS1 yeniden duzenlenimi olan hastalarda klasik
kemoterapatiklere gore PFS artisi sagladigi gosterilmistir (157). Ek olarak
dabrafenib ise BRAF V600E mutasyonu pozitif KHDAK hastalarda birinci
basamak tedavide kullanilan diger bir hedefe yonelik ilagtir (6). Bu
gelismelerle birlikte 2019 yilinda yayinlanan NCCN kilavuzun da metastatik
KHDAK hastalarinda EGFR, ALK, ROS1 ve BRAF genlerine ydnelik genetik
incelemelerin mutlaka yapilmasi 6nerilmektedir. Ayrica NTRK flzyonlari,
MET amplifikasyonu ve ekzon 14 atlama mutasyonu, RET geni yeniden
dizenlenimleri, HER2 mutasyonlari ve tumor mutasyon yukiune bakiimasinin
faydal olabilecegi belirtiimektedir (158). KHDAK tedavisinde molekuler
genetik alaninda yasanan gelismeler tani, takip ve tedavi sonrasi tekrarlayan
biyopsi ihtiyag dogurmaktadir. Ancak akcigerden ¢ok sayida ve tekrarlayan

biyopsi 6rnedi almak invaziv bir igslem olup bircok komplikasyona sebebiyet
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vermekte ve kimi zaman alinan doku materyali s6z konusu molekuler genetik
calismalar icin yeterli olmamaktadir. Bu nedenle invaziv olmayan, kolay
tekrarlanabilen, tumor heterojenitesini ve/veya direng mutasyonlarini en iyi
gOsteren, likit biyopsi yontemi molekuler genetik incelemeler igin sikga
kullaniimaya baslanmistir (135, 159). Ozellikle metastatik timorlerde likit
biyopsi ve doku biyopsisi arasindaki konkordans %80’lere ulasmaktadir.
KHDAK hastalarin %30-40’1 tan1 aninda metastaz gelistirmesi sebebiyle likit
biyopsi yonteminin bu kanser tipinde sik¢a tanida bile tercih edilmesine
olanak saglamaktadir (160). Son yillarda teknolojik gelismeler ile birlikte NGS
sisteminin kisa bir surede pek ¢ok gendeki mutasyonlari tespit edebilmesi,
¢ok dusuk mozaisizimi ve heterojeniteyi kolayca saptamasi (0,001-0,0001)
neden ile kanserde diger yontemlere gore (rt-PCR, ddPCR vb) hizla kullanim

alani bulmustur.

Bu galismada likit biyopsi yontemi ile NGS platformunda c¢alisilan
KHDAK tanisi almig ve takipte olan 100 hasta degerlendirildi. Molekuler

genetik sonuglari ile klinik veriler kargilastirilip literatar ile tartisildi.

Akciger kanseri genellikle ileri yas bireylerde gozlenmekte ve
tani yasi medyani 70 olup hastalarin yaridan fazlasi 55-74 yas arahgindadir
(2).Klinigimize yonlendirilen hastalarin  %66’s1 erkek, %34’G kadindi.
Hastalarin tani anindaki yas ortalamasi 63,7+9,7 olup ortanca yas 65 (37-84)
idi ve hastalarin yaridan fazlasi (%56) 55-70 yas arahgindaydi. Ulkemizde
yapilan Blyuksimsek ve ark. calismasinda (161) hastalarin %80’i erkek,
%20’si kadin ve ortanca yas ise 59,3 (26-79) iken; Sag ve ark. ¢calismasinda
ise (162) %74,2’si erkek %25,8i kadin ve ortalama yas 60 olarak

raporlanmigtir. Bulgularimizin literatur ile uyumlu oldugu goralmastur.
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KHDAK tedavi ve takibinde histopatolojik tani énem arz etmektedir.
Yang ve ark. 5628 akciger kanseri hastasi ile yaptiklari ¢alismada (163)
hastalarin %53 AAK, %28 ASHK ve %17 KHDAK-ASO olarak raporlanmigtir.
Scheffler ve ark. calismasinda (164) 1144 hastanin doku biyopsisi
materyalinden yaptiklari calismada hastalarin %75’i AAK, %16’st ASHK ve
%9’unun ise doku kaynakh histolojik tanisi koyulamamisti. Buyuksimsek ve
ark. likit biyopsi yontemi ile yaptiklari galismada (161) 100 KHDAK hastasinin
%73 AAK, %14'G ASHK ve %130 KHDAK-ASO alt tipinde idi. Bizim
calismamizda hastalar likit biyopsi yontemi ile calisiimis ve hastalarimizin
%80’i AAK, %15 i ASHK ve %5’i KHDAK-ASO alt tipinde gézlenmigtir. AAK
tanili hasta frekansi (%80) literaturdeki frekans araligindan (%53-75) yuksek,
KHDAK-ASO freakansi (%95) ise literatirdeki frekans araligindan (%9- 17)
dusuk olarak gozlenmektedir. Birimimize gelen hastalarimizin ¢ogunlukla
yeni tanida degil progresyon/niks asamasinda hedefe ydnelik tedavi igin
basvurmalari AAK frekansini artismis KHDAK-ASO frekansini ise azaltmig
olabilir.

Calismamizda metastaz odaklari goérintileme ydntemleri ile
degerlendirilip dagihmi incelendiginde en sik uzak organ metastazinin iskelet
sistemine (%34) ve karsi akcigere (%27) oldugu gdézlenmistir. Sonrasinda
siklik sirasina gore, adrenal kortekslere (%24), beyine (%16), akciger
plevrasina (%15), karacigere (%11) ve en az perikardiyal yag dokusuna (%1)
metastaz oldugu gozlendi. Unal ve arkadaslarinin 48 hastalik ¢alismasinda
(165) uzak organ metastazi sirasiyla iskelet sistemi (%43,8), karsi akciger
(%37,5), beyin (%22,9), adrenal bezler (%20,8), akciger plevrasi (16,7) ve
karaciger (%14,6) olarak raporlanmistir. Oikawa ve arkadaslarinin (166)
1994 akciger hastasi ile yaptiklari caligmada hastalarin 1555'i KHDAK
hastasiydi ve uzak organ metastazi sirasi ile karsi akciger, kemik, beyin,
karaciger ve adrenal bezler olarak siralanmistir. Calismamiza benzer olarak
literatirde de en sik metastaz odaklarinin iskelet sistemi ve karsi akciger
dokusu oldugu gorulmustur. Diger organlarinda metastaz gorilme sikliklari
literatirdeki galismalar arasinda ve bizim c¢alismamizda degiskenlik

gOstermekteydi. Bunu sebebi hastalarin basvuru anindaki evre ve stage
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durumu, goéruntileme ydntemlerinin farkhliklari, hasta populasyonun irk ve
cografi farkhliklari ve timoér mutasyon heterojenitesi sebep olarak

dusunulebilir.

cfDNA konsantrasyonu ile metastaz odagi iliskisine bakildiginda
Newman ve ark. (167) ile Zhu ve ark. calismalarinda (168) cfDNA
konsanstrasyonu ve metastatik odak sayisi arasinda pozitif bir korelasyon
gosterdigi bildirilmistir. Ayrica Diaz-Montero ve arkadaslari gruplayarak
yaptiklari bir calismada (169) bir organda 5 odak ya da =3 uzak organ
metastazi ile cfDNA miktari arasinda dogrusal bir iliski saptamiglardir.
Calismamizda da cfDNA konsantrasyonu ile hastalarin metastatik odak
sayisi gruplandirilarak karsilastirlmigtir. Multimetastatik (>3 uzak organ
metastazi) olan hastalarin cfDNA miktari, uzak organ metastazi olmayan
hastalara gore anlamli yuksek saptanmigtir. Bu bulgular literatar ile

uyumludur.

Calismamizda wuzak organ metastazi ile GSK iligkisi
incelendiginde uzak organ metastazi odak sayisi arttikga ortalama GSK
suresi anlamli olarak kisalmaktaydi. Calismamiz ile uyumlu olarak literatirde
Zhu ve ark. (168) calismasinda ve Xu ve arkadaslarinin ¢alismalarinda (170)
KHDAK hastalarinda metastatik odak sayisi ve GSK arasinda negatif

korelasyon raporlanmistir.

Calismamiza patojenik mutasyon saptama orani %25dir. Patojenik
mutasyon saptanan hastalarin %84’G0 AAK, %8’i ASHK ve %8’i KHDAK-ASO
alt tipinde idi. Buyuksimsek ve ark. calismasinda (161) 100 KHDAK hastasi
calismaya dahil edilmis likit biyopsi yontemi kullaniimis ve hastalarin
%42’sinde  PM saptanmistir. PM saptanan hastalarin  %70’inin
adenokarsinom tanili oldugu raporlanmistir. Ottestad ve arkadaslarinin
calismasinda (171) likit biyopsi yontemi ile galigilan hastalarin %52’sinde PM
saptamistir; PM saptanan hastalarin %50’si ASHK ve %33 ise AAK tanili
olarak raporlanmistir. Sabari ve ark. ¢alismasinda (172) likit biyopsi yontemi
ile hastalarin %45,7’sinde patojenik mutasyon rapor etmislerdir. PM saptama

oraninin cfDNA miktari ve eldesinin cerrahi tedavi ve kemoterapatik ilag
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kullanimi ile yakindan iligkili oldugunu goésteren calismalar mevcuttur (172).
Bizim calismamiza dahil edilen hastalarin %58’i daha énce hedefe yonelik ya
da klasik kemoterapatik ilaglar kullanmig takipteki hastalardan olugmakta idi.
Benzer c¢alismalara gore daha dusuk oranda patojenik mutasyon
saptamamiza neden olmus olabilir. Ayrica c¢alismamizda PM saptanan

hastalarin histopatolojik tani dagilimi literatur ile uyumluydu.

Calismamizda MAF degeri %1 edilmis ve saptanan 34 patojenik
mutasyonun allel fraksiyonu ortalamasi %8,3113,13 olarak saptanmistir.
Ottestad ve ark (171) yaptiklari ¢calismada MAF degeri belilememis onun
yerine okuma sayilarinin baz almiglardir galismalarinda AF ortalamasi %24
(%1,4-73,8) olup mutasyon saptama orani %52 olarak raporlanmigtir. Sabari
ve ark. (172)yaptiklari calismada MAF olarak %0,1 i belirlemis olup
calismalarindaki PM saptama orani %45 olarak raporlanmigtir. Chen ve ark
yaptiklari calismada MAF olarak %0,1’i segmis ve mutasyon saptama orani
%62 olarak raporlamislardir(173). Bizim c¢alismamizda MAF %1 olarak
secilmis olmasi mutasyon saptama oranimizin literatire gére az olmasini

aciklayan diger bir neden olarak dusunulmektedir.

EGFR geni mutasyonlari birgok kanser tlrlinde saptanmis olup
yapilan calismalarda KHDAK hastalarinin  %10-40'inda gozlendigi
bildirilmigtir (6). Dogan ve ark. g¢alismasinda (174) 3029 adenokarsinom
tanili hastanin doku biyopsisi materyalinden yaptiklari incelemede EGFR
geni mutasyon sikhigini %20 dir. Sag ve ark. 132 hastalik ¢alismasinda (162)
hastalarin doku biyopsisi materyalinden yapilan incelemede EGFR sikilgi
%14,39 olarak raporlanmigtir. Midha ve ark. yaptigi meta analizde (175)
Avrupa da KHDAK hastalarinda EGFR geni varyasyonu %15 (7-37) olarak
gOzlenirken; Asya-pasific genelinde bu siklik %47 (40-64) olarak karsimiza
citkmaktadir. Chen ve ark. likit biyopsi yontemi ile yaptiklari ¢alismasinda
(173) EGFR mutasyon sikligi %31 olarak raporlanmistir. Blyuksimsek ve
ark. likit biyopsi ydntemi ile yaptiklari ¢alismada (161) 100 KHDAK
hastasinda EGFR geni sikligini %31 olarak raporlamistir. Villaflor ve ark. likit
biyopsi ile yaptiklari g¢alhsmada (142) EGFR sikhdini %10 olarak
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raporlamistir. Bizim galismamizda ise 100 KHDAK hastanin 12’sinde (%12)
EGFR geninde en az bir PM saptandi. Bu oran asya populasyonunda yapilan
calismalara gore dusuk iken Avrupa populasyonunda yapilan c¢alismalarin
frekans araliginda idi. EGFR geni mutasyon saptanma oraninin literaturdeki
calismalarda ve bizim galismamizda degiskenlik gostermesi galismaya alinan
hasta sayilari ve ¢alismaya dahil etme kriterleri (histopatolojik tip, evre, tani,
tedavi direnci vb.), incelenen materyal farklihgindan (FFPE, likit biyopsi) ve
iIrk gibi faktorlerden kaynaklaniyor olabilir. EGFR geni sikligi agisindan
calismamiz optimal verilere sahip degildir gunku hastalarimiz doku biyopsisi
yapiimig ancak basarili olunamamig birgok hasta icermektedir bu nedenle

verdigimiz frekans verisi gorece dusuk kalmis olabilir.

Calismamiz da likit biyopsi sonucunda EGFR geninde siklik sirasina
gore ekzon 19 mutasyonlari (%44), ekzon-20 T790 mutasyonlari (%27) ve
ekzon-21 L858R mutasyonu (%16) saptandi. Unal ve ark. calismasinda
(165) saptanan EGFR mutasyonlarinin %50’si ekzon-20 T790M, %38’i
ekzon-19 delesyonlart ve %12’si ekzon-21 L858R mutasyonu olarak
raporlanmistir. Sag ve ark. calismasinda ekzon-19 delesyonlarini ve L858R
mutasyonunu sikligi sirasiyla %47,32 ve %31,58 olarak raporlanmistir (162).
Chen ve arkadaslarinin calismasinda ise EGFR mutasyonlari igersinde
ekzon-19 delesyonu %44, L858R mutasyonu ise % 47 oraninda
raporlanmigtir (176). Dogan ve ark. c¢alismasinda (174) ekzon-19
delesyonlari %59 iken; L858R mutasyonu sikligi %41 olarak raporlanmistir.
Literatar verileri ile uyumlu olarak c¢alisgmamizda en sik ekzon 19
mutasyonlari goézlenirken bazi c¢alismalardan farkli olarak calismamizda
L858R mutasyonu daha az siklikta (%16 vs %32-47) gozlenmigtir. Ancak
Ulkemizde yapilan Unal ve ark. calismasinda ekzon 19 ve L858R mutasyon

dagilimi bizim galigmamiz ile benzerdi.

KRAS geni mutasyonlari KHDAK hastalarinda kétu prognoz ile ilgili
olup sikligi etnisiteye gore degismektedir. Bati toplumlarinda (%25-50) asya
toplumuna (%5-15) gore daha sik gozlenmektedir ve en sik gorulen KRAS
mutasyonu G12C dir (177-179). Dogan ve ark. ABD’de yaptiklari 3026
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hastanin doku biyopsisi materyalinden yaptiklari igeren calismada (174)
KRAS sikligi %22 (670/3026) iken en sik mutasyon G12C idi. O'Byrne ve
arkadaglarinin (180) 395 hastanin doku biyopsisi materyalinden yaptiklari
yaptiklari galismada KRAS sikligini %19 raporlanmigtir. Yoshizawa ve ark.
(181) ise 440 asya kokenli hastanin doku biyopsisi materyalinden yaptiklari
yaptiklari galismada KRAS mutasyon sikhigini %13,3 olarak raporlamistir.
Bhaumik ve arkadaslarinin Hindistanda yaptiklari ¢calismada 204 KHDAK
hastasinin doku biyopsisi materyalinden vyaptiklari degerlendirilmis olup
KRAS geni mutasyon sikhdi %7,7 iken G12C en sik mutasyon olarak
raporlanmistir (182). Jing ve arkadaslarinin 112 KHDAK hastasinin doku
biyopsisi materyalinden yaptiklari ¢galismada KRAS geni sikligi %8,93 iken
G12D en sik mutasyon olarak raporlanmigtir (183). Sasaki ve arkadaglarinin
2007 yilinda 195 KHDAK hastasinin doku biyopsisi materyalinden yaptiklari
calismada RAS mutasyon sikligini %11,1 (21/190) olarak bulmustur (184).
Buyuksimgek ve ark. likit biyopsi ile yaptiklari ¢calismada (161) KRAS geni
sikligi %9 olarak raporlanmistir. Chen ve ark. yaptiklari ¢alismada (173)
KHDAK hastalarinda likit biyopsi ile KRAS geni sikligi %7 olarak
raporlanmigtir. Bizim c¢alismamizda hastalarimizin %7’sinde (7/100) KRAS
geninde patojenik mutasyon saptandi. Calismaya dahil olan hastalarin 58’inin
eski tani progrese/niks hastalar oldugu géz 6nune alindigi zaman yeni tani
KHDAK hastalarinda KRAS geni sikhigi %14(6/42) olarak kargsimiza
cikmaktadir. Calismamizda KRAS geninin mutasyon sikhgr ve asya
toplumlarina benzer, bati toplumlarina goére ise duslUk gozlenmektedir.
Cahsmamizda KRAS genide literatur ile uyumlu olarak en sik G12C (%71)

mutasyonu saptandi.

PIK3CA genide EGFR sinyal yolaginda gorevli alt dizenleyicilerden
biridir. PIBK/Akt/mTOR yolagi ile hiicre gcogalmasi ve sag kaliminda énemli
rol Ustlenmektedir (185). KHDAK hastalarinda kot prognoz ile iligkilendirilen
¢calismalar mevcuttur (186). Scheffler ve ark. gcalismasinda 1144 KHDAK
hastanin doku biyopsisi materyalinden yapilan galismada PIK3CA sikhigi
%3,7 olarak saptanmis ve en sik mutasyon ise E545K olarak raporlanmistir
(164). Kawano ve arkadaglarinin 235 KHDAK hastasinin doku biyopsisi
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materyalinden yaptigi ¢calismada(187) PIK3CA mutasyon sikligi %3,4 iken
E542K olarak raporlanmigtir. Jing ve arkadaslarinin 112 KHDAK hastasinin
doku biyopsisi materyalinden yaptiklari calismada (183) PIK3CA mutasyon
sikligi %5,36 iken E545K en sik gbzlenen mutasyon olmustur. Calismamizda
PIK3CA mutasyonu hastalarin %4’Gnde goézlendi. Bulunan mutasyonlarin
%601 insersiyon ve/veya delesyonlar sonucu olusan cergceve kaymasi
mutasyon, %401 yanlis anlamli mutasyonlardi. En sik S553fs* mutasyonu

saptanmigtir. Bulgularimizin literatar ile uyumlu oldugu goérulmasgtur.

BRAF aktive edici mutasyonlari KHDAK hastalarin  %3’Unde
saptanmaktadir. BRAF V600E mutasyonu en sik saptanan mutasyondur (8,
73, 74). Bhaumik ve arkadaslarinin galismasinda 204 KHDAK hastasinin
doku biyopsisi materyalini degerlendiriimis ve BRAF gen mutasyonu %1,5
olarak raporlanmistir (182). Jing ve arkadaslarinin 112 KHDAK hasta
ustinde vyaptiklari calismada doku biyopsisi materyalinden ve BRAF
mutasyon sikhdr %1,79 olarak raporlanmigtir (183). Brustugun ve
arkadaslarinin calismasinda 979 hastanin doku biyopsisi materyalinden
incelenmis ve BRAF mutasyon sikhdi %1,7 olarak raporlanmistir (188). Wen
ve ark. (189) Cinde vyaptiklari 1200 KHDAK hastasinin doku biyopsisi
materyalinden vyaptiklari ¢alismada BRAF geni sikhdr %4,4 olarak
raporlanmigtir. Papadopoulou ve ark. yaptiklarinin (190) likit biyopsi ile
yaptiklari ¢galismada V600E mutasyonu sikligi %1,5 olarak raporlanmigtir.
Bizim calismamizda 1 hastada (%1) BRAF geninde V600E mutasyonu

saptanmigstir. Bulgularimiz literatar ile uyumludur.

NRAS; RAS ailesinin bir Gyesi olup GTPase aktivitesine sahiptir. KHDAK
hastalarinin yaklasik %1’inde gdzlenmek olup literatirde koéti prognoz ile
iligkili olabileceg@ini 6ne suren galismalar bulunmaktadir mutasyonlar siklikla
ekzon 12, 13 ve 61 de saptanmaktadir (68). Jing ve arkadaslarinin 112
KHDAK hasta Ustinde yaptiklari ¢alismada doku biyopsisi materyalinden
kullanilmigs ve NRAS mutasyon sikligi %1,79 olarak raporlanmistir (183).
Sasaki ve arkadaslarinin 2007 yilinda 195 KHDAK hastasinin doku biyopsisi
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materyalinden yaptiklari ¢calismada NRAS mutasyon sikhdini %0,51 (1/195)
olarak bulmustur (184). . Papadopoulou ve ark. yaptiklarinin (190) likit
biyopsi ile yaptiklari galismada 50 KHDAK hastasindan 1’'inde (%2) NRAS
geninde mutasyon (G13S) saptamigtir. Bizim calismamizda 1 hastamizda
(%1) NRAS Q61H mutasyonu saptanmis olup verilerimizin literattr ile uyumlu

oldugu gozlenmigtir.

KIT geni mutasyonlar 6zellikle hematolojik kanserler, kolorektal
kanserler, meme kanseri, akciger kanseri, noroblastoma ve jinekolojik
kanserlerde saptanmaktadir (83). Masago ve ark. (191)15 EGFR TKi direncli
KHDAK hastasinin doku biyopsisi ile yaptiklari calismada 2 hastada (%13)
KIT geni aktive edici mutasyonu saptamistir. Xu ve ark. galismasinda 402
KHDAK hastasinda KIT geni mutasyon sikligini %3,42 (14/402) en sik
mutasyon olarak T84M olarak raporlamiglardir. Bizim ¢alismamizda hastamiz
yeni tani AAK hastasi olan 1 hastada (%1) KIT geninde V559F mutasyonu
saptandi. KIT geninin inhibitor bolgesinde fonksiyon kaybina yol acarak KIT
geninde islev kazanimina yol agmaktadir (192). Calismamiza dahil edilen
hastalar literatirdeki calismalara goére az olmakla beraber calismamizda

literatUre yakin bulgular elde edilmistir.

RAF1 proto onkogeni serin/treonin kinaz aktivitesine sahip
olup RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolaginin o6nemli bir Gyesidir. Hucre
proliferasyonu ve gelismesinde 6nemli role sahiptir (193). Noeparast ve ark.
(194) 41 KHDAK hastasinin doku biyopsisi materyalinden vyaptiklari
¢alismada 2 hastada (%5) RAF1 geninde mutasyon saptamistir. imielinski ve
ark. (195) KHDAK hastalarinda likit biyopsi yontemi ile yaptiklari calismada
RAF1 geni mutasyon sikligini %1 olarak (p.S257) raporlamigtir. Bizim
calismamizda da galismamiza dahil edilen hastalardan sadece 1 hastada
(%1) RAF-1 mutasyonu (RAF1:S257L) saptandi. Literatur taramamizda
KHDAK dahil olmak Uzere diger kanser turlerinde de RAF1 geni
mutasyonlarinin KHDAK hastalarinda nadir oldugu goézlendi. Mutasyonlari
nadir gozlenen bir gen olmasina ragmen bulgularimizin literaturdeki bilgiler

ile uyumlu oldugunu goérildi. Bu genin mutasyonlari hakkinda daha fazla
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calisma yapilmasi kanser genetiginin daha detaylh anlasiimasini saglayacak

ve kansere kargi daha iyi mucadele edilmesine olanak saglayacaktir.

Progresyon/nuks kabul edilen 58 hastanin bagvuru 6ncesi doku
biyopsisi materyalinden yapilan molekuler genetik incelemelerine gore
hastalarin %50’si (29/58) mEGFR iken geriye kalan 29 hasta (%50) VEGFR
idi.

Progrese/niks nedeniyle gelen 29 mEGFR hastanin %21’'inde (6/29)
progresyon/nuksu  aciklayabilecek direng mutasyonu saptandi. Bu
mutasyonlar siklik sirasina goére %66’sinda EGFR: T790M (4/6), %17’sinde
EGFR: T790A (1/6), %17’sinde PIK3CA: S553fs*7 (1/6) saptandi. EGFR TKi
kullanan hastalarin %60-70’i tedaviye iyi yanit vermektedir. Tedaviye yanit
veren hastalarin hemen hemen timiinde ilerleyen dénemde EGFR TKI karsi
kazanilmis direng gelismektedir. Bu ila¢ direncinin en sik sebebi EGFR
geninde sonradan meydana gelen mutasyonlardir. (EGFR: T790M (%50-60)
ve diger EGFR mutasyonlari (Ekzon 20 insersiyonu vb.) Bunlar mutasyonlar
diginda PIK3CA geni mutasyonlari, KRAS geni mutasyonlari, BRAF geni
mutasyonlari, MET geni amplifikasyonlari ve KHDAK alt tipinden KHAK tipine
dénisiim gibi mekanizmalar EGFR TKi'lara karsi kazanilmis dirence yol
acmaktadir (6). Bizim calismamizda da literatiirle uyumlu olarak EGFR TKi
ilaclara direng gelistiren hastalarda en sik T790M mutasyonu (%67) saptandi.
Galismamizin kisithklarindan biri bu hasta grubunda EGFR, MET ve ERBB2
geni amplifikasyonlarina bakilamamasidir. Ayrica progresyon/niks kriterleri
acisindan tedavi oncesi hastalarin tumor boyutu ve odak sayilari hakkinda
bilgilere ulasilamadi. Bu yuzden progrese/niks hastalarin NCCN guidline a

uygun bir hasta segimi mumkuin olmamisgtir.

Literatirde yapilan calismalarda T790M pozitif hastalarin negatif
hastalara gore GSK'i anlamli yuksek iken bizim galismamizda T790M
mutasyonu pozitif saptadigimiz hastalarin 3.nesil TKi tedavisine yeni
baslanmis olmasi nedeniyle ¢calismamizin bu kismi henuz olgunlagsmamistir.

Bu hastalarin 3.nesil TKi tedavi siireci takip edilmektedir.
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Progrese/niks nedeniyle gelen 29 vEGFR hastasinin 4’inde (%12)
klasik kemoterapi tedavisi altinda diren¢ mutasyonu (primer ya da
kazaniimig) saptandi. Bu mutasyonlar sirasi ile (EGFR: A767_V769dup
(n=1), PIK3CA: P381fs*11 (n=1), NRAS: Q61H (n=1), KRAS: G12C (n=1))
idi. Diren¢ mutasyonu pozitif hastalarin GSK ortalamasi 16,505 ay iken;
direng mutasyonu saptamayan 25 hastanin GSK ortalamasi 48,7+6,6 ay idi.
Diren¢ mutasyonu pozitif hastalarin ortalama GSK slresi mutasyon
saptanmayanlara gore anlamli kisa saptandi. Calismamiz ile uyumlu olarak
Ying ve arkadaslarinin (196) yaptiklari galismada KRAS mutasyonunun kétu
prognoz ile iliski oldugu ortaya koyulmustur. Sun ve arkadaslarinin 484
hastalik calismasinda (197) KRAS mutasyonlari badimsiz olarak kotu
prognozla iligskilendirilmistir ve ila¢ direnci Uzerinde olumsuz etkileri
olabilecegi one surulmustur. Pan ve arkadaslarinin 41 c¢alismay! iceren
metaanalizinde (198) KRAS mutasyonlarin GSK, PFS ve EGFR TKi ve
kemoterapatik ilag direnci Uzerinde olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir.
Zhao ve arkadaslarinin (186) ve Ludovini ve arkdaslarinin (199)
calismalarinda KRAS ve/veya PIK3CA mutant hastalarin GSK ve PFS
degerlerini bu genler agisindan vahsi tip olan hastalara gore anlamli sekilde
kisa bulmuslardir. Ohashi ve arkadaslarinin calismasinda (79) NRAS
mutasyonlarin  koti prognoz ile iligkili olabilecegi 6ne surulmustar.
Hastalarimizda saptanan mutasyonlarin hepsi timor hucrelerini apoptozisten
koruyan, proliferasyon avantaji saglayan ve agresif timér olusumuna neden
olan mutasyonlardir. Bu bilgiler direng mutasyonu pozitif hastalarin GSK
ortalamasina daha kisa olmasini aciklamaktadir. Bulgularimizin literatir ile

uyumlu oldugu gorulmektedir.

P/N hastalarindan mEGFR(n=29) hastalarin ortalama GSK
suresi 73,2+4,9 ay iken; VEGFR (n=29) olan hastalarin ortalama GSK suresi
45,7+6,2 ay idi (p 0,081). EGFR vahsi tip olan hastalarin GSK suresi,
MEGFR hastalarin ortalama GSK suresine gore daha kisa olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi. Benzer sekilde Inoue ve ark.
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(200), Maemondo ve ark. (54) ve Zhou ve ark. ¢alismalarin da EGFR TKi
ilaclarin GSK (zerinde anlamli bir etkisi bulunmamistir. Ancak 1.nesil TKi
ilaclarin literaturde GSK suresine etkisi tartismali olmak ile uzamis PFS
agisinda (50, 51, 201, 202) goérus birligi mevcuttur. Sonuglarimiz literaturile

uyumludur.

Sigara kullanimi akciger kanseri riskini artiran en o6énemli
engellenebilir etkendir. Akciger kanseri hastalarinin % 80'i sigara kullanan ya
da hayatlarinin bir doneminde sigara kullanmis hastalardan olugsmaktadir (6).
Sigara kullanimi ile akciger kanserlerinde gézlenen mutasyonlar ilgi ceken bir
arastirma alani olmustur. Sigara kullanan ve kullanmayan hastalarda EGFR
ve KRAS geni PM sikhgini karsilastiran galismalarda sigara kullanan
hastalarda genellikle KRAS geninde PM saptanmis iken sigara kullanmayan
hastalarda EGFR geninde PM saptanmistir. Bu ¢galismalardan Dogan ve ark.
(174), O’Bryne ve ark. (180) ve Yoshizawa ve ark (181) vyaptiklari
calismalarda sigara igenlerle igmeyenler karsilastirildiginda EGFR geninde
sirasiyla %11 vs %43, %9 vs %39, %30 vs %59 olmak Uzere sigara
icmeyenlerde daha yuksek oranlarda saptanmisken KRAS geninde bu
oranlar sirsiyla %34 vs %6, %21 vs %8, %15-%6 oranlarinda olmak Uzere
sigara igenlerde daha yuksek saptanmistir. Scheffler ve ark. ¢alismasinda
(164) PIK3CA mutasyonlarinin sigara kullanan hastalarda sigara
kullanmayan hastalara gore daha sik gozlendigi (%92-%8) bildirilmigtir. Bizim
calismamizda da bu c¢alismalara benzer sonuglar elde edilmistir. EGFR geni
mutasyonlar sigara kullanmayan hastalarin %24’inde saptanirken kullanan
hastalarin %3’Unde saptanmistir. KRAS geni mutasyonlari ise sigara
kullanmayanlarin %3,5’inde saptanirken kullananlarin %8’inde saptanmistir.
Sigara kullanmayan hastalarin hi¢birinde PIK3CA mutasyonu saptanmazken

kullanan hastalarin %8’inde saptanmistir.

Yeni tani hastalarin %4,7’'inde (2/42) birden fazla patojenik
mutasyon beraberligi saptanmis olup her iki hastamizda da EGFR TKi
duyarlilik mutasyonu ve EGFR TKi direng mutasyonu birlikteligi gézlenmistir.
(EGFR:D807fs*90, PIK3CA:E545A, PIK3CA:S553fs*7)-(EGFR:L747P,
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KRAS:G60D). Hastalardan birisinde tani anindan kisa bir sure sonra exitus
hali gozlenmis olup diger hastada ¢alismamiz boyunca klasik kemoterapatik
rejimleri ile tedavi uygulanmasina ragmen hastalik Ustinde istenen kontrol
saglanamamistir. NGS sisteminde ayni anda birgok surlcu gen ve mutasyon
ayni anda incelenebilmektedir. Bu sayede kimi zaman kanser hastalarina
hedefe yonelik ila¢g kullanma imkanina saglanabildigi gibi kimi zaman da ek
mutasyonlardan dolayi tedavi etkisi azalmis olan ilaglardan kaginiimaktadir.
Bu sayede ila¢g nedenli olusabilecek zaman kayiplarinin ve gereksiz ilag

kullaniminin onune gegilmis olunmaktadir.

87



6.SONUG

1.

KHDAK tanili 100 hasta ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin 66(%66)’s!
erkek, 34(%34)’0 kadin hasta idi. Erkek/kadin orani 1,9 idi.

2. Hastalarin ortalama yasi 63,7+9.7 (37-86) iken ortanca yas 65 idi.

Calismaya katllan hastalarda %80’i akciger adenokarsinom, %15’i
akciger skuamoz hucreli karsinom ve %5’i adenokarsinom ve skuzmoz
hucreli karsinom olmayan KHDAK tanisi almisti.

Likit biyopsi sonucunda hastalarin %25’inde patojenik sdrtcu
mutasyon saptandi. patojenik sUriclu mutasyon saptanana hastalarin
%84 (21/25) AAK, %8(2/25) ASHK ve %8 (2/25) KHDAK-ASO
tanisinda idi. 12 hastada EGFR geninde, 7 hastada KRAS geninde, 4
hastada PIK3CA geninde, 1’er hastada ise ayri ayri NRAS, BRAF, KIT,
RAF1 genlerinde PM saptandi.

. Likit biyopsi sonunca panel igersin de ki 7 gende (BRAF (1/34), EGFR

(18/32), KIT (1/34), KRAS (7/34), NRAS (1/34), PIK3CA (5/34), RAF-1
(1/34)) 34 tane patojenik mutasyon saptandi. En sik patojenik
mutasyon saptanan gen EGFR (18/32) geni idi.

EGFR geninde saptanana mutasyonlarin hepsi 19,20 ve 21.ekzonlarda
olup en sik saptanan mutasyon ekzon 19 delesyonlari idi. 4 hastada
T790M mutasyonu saptandi.

KRAS geninde 7 PM (G12C, G13C, G60D) saptandi. En sik saptanan
mutasyon G12C mutasyonu idi.

PIK3CA geninde 5 PM (P381fs*11 (1), E545A(1), E542K(1), S553fs*7
(2)) saptandi.

Geriye kalan PM’lar RAF1: S257L (1), BRAF: G469A (1), KIT:
V559F(1), NRAS: Q61H (1) mutasyonlari idi.

10.Hastalarin PET ve MRI sonuglari incelendigi zaman en sik metastaz

hastalarin %34’inde saptanan kemik metastaziydi. Daha sonrasinda
sorasl ile karsl akciger metastazi (%27), adrenal korteks metastazi
(%24), beyin (%16), akciger plevrasina metastaz (%15) ve karaciger

metastazi (%11) olarak siralandi
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11.Calismaya dahil edilen hastalardan mutimetastatik hasta grubunda
olanlarin ortalama GSK sureleri oligometastatik gruptaki hastalarin
ortalamasinda anlamli kisa idi.

12.Multimetastatik hastalarin ortalama cfDNA miktari uzak organ
metastazi olmayan hastalarin ortalamasindan anlamli fazla idi.

13.Bagvuru aninda hastalarin %42’si yeni tani KHDAK hastasi iken %58’i
daha 6nce KHDAK tanisi almis tedavi sirasinda progresyon veya nuks
gelismesi nedeniyle tarafimiza gelmisti. Yeni tani hastalarda en sik
KRAS geninde G12C mutasyonu saptanirken; progresyon/nikse
nedeniyle gelen hastalarda en sik EGFR geninde mutasyon saptandi.
Diren¢ mutasyonlari arasinda en sik T790M mutasyonu gozlendi.

14.Daha 6nce EGFR TKi ilag kullanan 29 hasta ile klasik kemoterapi
rejimi uygulanan 29 hasta arasinda sag-kalim bakiminda anlamli fark
saptanmadi (p>0,005).

15.Tani aninda EGFR aktive edici mutasyon negatif olup klasik
kemoterapi rejimi uygulanan 29 hastadan 4’Unde likit biyopsi
sonucunda direng mutasyonu saptandi. Diren¢ mutasyonu pozitif
hastalarin ortalama GSK’si diren¢ mutasyonu negatif olan hastalardan
anlaml olarak kisa ¢ikti.

16.Calismamiza katillan 100 hastadan 66’sinin sigara kullanim verilerine
ulagilabildi. Sigara kullana hastalarin %19’unda (7/37) PM saptandi. En
sik PM saptanan genler KRAS ve PIK3CA idi. Sigara kullanmayan
hastalarin %29’unda PM saptanirken; en sik mutasyon EGFR geninde
(%92) gozlendi.
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