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ÖZET 

AMAÇ: Bu çalışmada küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) 

hastalarında likit biyopsi yöntemi ile gözlenen mutasyonların sıklık ve 

dağılımının belirlenmesi, klinik parametreler ile ilişkisi, tedavi direnci ve sağ 

kalım açısından öneminin saptanması amaçlandı. 

HASTALAR VE YÖNTEM: 42 yeni tanı ve 58 progrese/nüks (EGFR mutant 

veya EGFR vahşi tip) olmak üzere 100 KHDAK hastası çalışmaya dahil 

edildi. Hastalardan alınan kan numunelerinden cfDNA izolasyonu yapıldı 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 bölge 

mutasyonları tarandı.  

BULGULAR: 66 erkek, 34 kadın hasta mevcuttu ve hastaların yaş 

ortalaması 63.7±9.7 idi. Tüm hastalar evre 4 idi. Multimetastatik hastaların 

ortalama genel sağ kalım (GSK) süresi, oligometastatik hastaların ortalama 

GSK süresinden anlamlı kısaydı. Multimetastatik hastalardan elde edilen 

ortalama cfDNA miktarı, uzak organ metastazı olmayan hastaların ortalama 

cfDNA miktarından anlamlı fazlaydı. 100 hastanın 25’inde (%25) bir veya 

birden fazla gende 34 patojenik mutasyon (PM) saptandı. En sık mutasyon 

saptanan genler EGFR (n=18 PM) (%52,9) iken sonrasında KRAS (n=7 PM 

(%20,5), PIK3CA 5 PM (%14,5) idi. EGFR geninde en sık saptanan 

mutasyonlar ekzon 19 delesyonları (%33) ve T790M mutasyonu (%22) idi. 

Progresyon/nüks gösteren EGFR vahşi tip hastalarda PM saptanan 

hastaların ortalama GSK PM saptanmayan hastalara göre anlamlı kısa 

bulundu. 

TARTIŞMA VE SONUÇ: Çalışmamızda KHDAK oluşumuna ve/veya ilaç 

direncine yol açan heterojen gen mutasyonlarının saptanmasında NGS 

temelli likit biyopsi yönteminin avantajlı olduğu görülmüştür. İleri evre  

hastalarda ki uzak metastazların cfDNA miktarında artışa neden olması likit 

biyopsi yönteminin gelecekte hasta takibinde kullanılabileceğini 

düşündürmektedir. 

Likit biyopsi, KHDAK, cfDNA 
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İNGİLİZCE ÖZET (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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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

                 Akciğer kanseri (AK), kanser nedenli ölümlerin en sık nedenidir 

(1). 2018 yılında dünya çapında 2.1 milyon kişi AK tanısı almış ve   AK 

nedeniyle 1,8 milyon hasta hayatını kaybetmiştir (1). AK hastaların yarıdan 

fazlası 55-74 yaş arası bireyler olup; akciğer kanseri teşhisi medyanı 70 

yaştır (2). Tüm evreler birlikte düşünüldüğünde  AK hastalarının 5 yıllık sağ 

kalımı  %19 dur (3).  

           Hastalığın etiyolojisinde en çok suçlanan etken sigara kullanımıdır ve 

hastaların %85’i hayatlarının bir döneminde sigara kullanmış yada 

kullanmaktadır (4).  AK tanısında doku biyopsisi hali hazırda en çok 

kullanılan yöntem olup histopatolojik ve genetik analizler için biyopsi 

materyali sıkça kullanılmaktadır (5).  

           AK histopatolojik olarak Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) 

(%80-85)  ve Küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) (%15-20) olarak iki ana 

alt gruba ayrılmaktadır (6).  

           Son yıllarda gelişen teknoloji ve hedefe yönelik ilaçlar sayesinde 

KHDAK tedavisinde önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. KHDAK hastalarında 

başta Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) geni mutasyonları ve 

amplifikasyonu (%15-40) (7), Kirsten sıçan sarkoma 2 viral onkogen homolog 

(KRAS) geni mutasyonları (%15-25) (8), Fosfatidil inozitol-4,5-bifosfat 3-kinaz 

katalitik subünit alfa (PIK3CA) geni  mutasyonları (%3) , B-Raf proto-onkogen 

(BRAF) geni mutasyonları, Nöroblastoma RAS viral onkogen homolog 

(NRAS) geni mutasyonları, Anaplastik lenfoma kinaz  (ALK) geni ve ROS 

proto-onkogen 1 (ROS 1) geni yeniden düzenlenimleri, Mezenşimal–epitelyal 

dönüştürücü (MET) geni amplifikasyonu gibi pek çok genetik değişiklik 

saptanmıştır (6). 

           Halihazırda EGFR duyarlılık mutasyonları için EGFR tirozin kinaz 

inhibitörleri (TKİ), ALK ve ROS-1 yeniden düzenlenimleri ve MET  geni 

amplifikasyonu için crizotinib, BRAF V600E mutasyonu için ise dabrafenib 

gibi birçok hedefe yönelik ilaçlar kullanılmaktadır (6). Hedefe yönelik ilaçlar 
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hastaların hastalıksız sağ kalımını (PFS) ve genel sağ kalımlarına (GSK) 

olumlu etkileri olmakta ve klasik kemoterapatiklere nazaran daha kolay tolere 

edilebilmektedir. Fakat her ne kadar tedavide olumlu etkileri olsa da bir süre 

sonra ilaç kullanımına bağlı direnç mutasyonları gelişebilmekte ve hastalık 

tekrardan progresyona uğramaktadır (6).  

Doku biyopsisinin tekrarının zor olması, primer tümördeki ve 

metastatik odaklardaki genetik değişimleri her zaman yeterli seviyede 

gösterememesi, bazı tümörlerin biyopsi için ulaşılamayacak yerlerde olması 

son yıllarda yeni bir yöntem olan likit biyopsiyi kanser tanı ve teşhisinde ön 

plana çıkarmaktadır (9, 10). Likit biyopsi yöntemi genel olarak  periferik 

kandan dolaşan serbest hücresiz DNA (cfDNA) materyalini izole edip 

sekanslama işlemlerine dayanmaktadır (10). Yeni nesil sekanlama (NGS) ve 

digital droplet polimeraz zincir reaksiyonu (ddPCR) likit biyopside en sık 

kullanılan yöntemlerdir.  

Bu çalışmada KHDAK hastalarında likit biyopsi yöntemi ile gözlenen 

mutasyonların sıklık ve dağılımının belirlenmesi, klinik parametreler ile ilişkisi 

ile birlikte tedavi direnci ve sağkalım açısından öneminin saptanması 

amaçlandı. Çalışmaya Ocak 2019 – Kasım 2019 tarihleri arasında KHDAK 

tanısı almış veya takipte olan, likit biyopsi yöntemi ile NGS platformunda 

EGFR, ROS1, ALK, BRAF, KRAS, MET, PIK3CA, NRAS, Discoidin domain 

reseptör 2 (DDR2), Epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (ERBB2), 

Östrojen reseptör alfa (ESR1), Fibroblast büyüme faktörü reseptör 1 

(FGFR1), KIT, Mitojen-aktive edici protein kinaz 1 (MAP2K1), Nörotrofik 

reseptör tirozinaz kinaz 1 (NTRK1), Trombosit derive büyüme faktörü 

reseptörü 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 çalışılan 100 

hasta dahil edildi. Bu hastalarda saptanan mutasyonların sıklık ve dağılımı 

incelendi. Ayrıca bu mutasyonların başvuru anındaki yaş, cinsiyet, 

histopatolojik tip, evre, metastaz odak sayısı, cfDNA miktarı, tedavi direnci ve 

genel sağkalım ile ilişkisi değerlendirildi ve literatür ile tartışıldı.   

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

2.1. Akciğer Kanseri 

            Akciğer kanseri hem kadın hem erkek cinsiyette kanser nedenli 

ölümlerin en sık nedenidir (1). Akciğer kanseri genetik ve epigenetik birçok 

aşamadan oluşan nihayetinde normal akciğer epitelinin kontrolsüz çoğalması 

ile sonuçlanan bir hastalıktır (11). Genelde akciğer bronş ve küçük hava 

yolları epitelinden köken almaktadır. Sigara kullanımı hastalığın etiyolojisinde 

sıkla suçlanmakla beraber hastaların %15-20’si hayat boyunca hiç sigara 

kullanmamış olması hava kirliliği, pasif içicilik gibi çevresel nedenleri ve 

genetik nedenleri (EGFR mutasyonları, ALK yeniden düzenlenimi vb.) ön 

plana çıkarmaktadır. Yeni gelişen genetik testler ve hedefe yönelik ilaçlar 

hastalığın tanı, takip, prognoz tayini ve tedavisinde köklü değişikliklere yol 

açmaktadır (6).  

2.2. Akciğer Kanseri Epidemiyoloji 

            2018 yılında dünya çapında 2.1 milyon kişi akciğer kanseri tanısı aldı 

ve   akciğer kanseri nedeniyle 1,8 milyon kişi hayatını kaybetti (1). Tüm 

evreler birlikte düşünüldüğünde akciğer kanseri hastalarının 5 yıllık sağ 

kalımı %19 olup agresif bir seyir göstermektedir. (3). Akciğer kanserinde 

tanı/ölümlerin %90’ı 55 yaş üzerindeki hastalarda görülmekte olup AK tanısı 

medyan yaşı 70 dir. 40 yaş altı AK hasta nadiren görülmektedir. (2). 

Hastaların yarıdan fazlası hastalığın ileri evrelerinde tanı alıyor olması tedavi 

seçeneklerini azaltmakta ve hastalık prognozunu kötü yönde etkilemektedir 

(12). Günümüzde gelişmiş ülkelerde AK insidansı azalma eğilinde olsa da 

gelişmekte olan ülkelerde AK insidans hala artmaktadır. Bu durumun başlıca 

nedeni olarak sigara tüketiminin gelişmekte olan ülkelerde hala artmakta 

olması gösterilebilir (13). Tüm dünyada AK erkeklerde hala daha sık 

görülmektedir. Ancak erkeklerde AK insidansı azalma eğiliminde iken; 

kadınlarda AK insidansı artmakta bazı ülkelerde plato çizmektedir. Bu 

duruma neden olarak kadınlardaki sigara kullanma pikinin erkeklerden birkaç 

on yıl sonra gerçekleşmiş olması gösterilebilir (13).  
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2.3. Akciğer Kanseri Etiyolojisi  

            Akciğer kanseri oluşumunda hayat tarzı ve dış etken suçlanmakta ve 

bunların başında sigara kullanımı gelmektedir. Hastaların %85 i hayatlarında 

belli bir dönem sigara kullanmış kişilerden oluşmaktadır (4).  Sigara 

dumanında 50’den fazla kanserojen madde tanımlanmış olup bunlarında 

başında sigara-specific N-nitrosaminler (TSNAs) gelmektedir. TSNA 

ailesinden 4-(metilnitrosamin)-1-(3 piridil)-1-bütanon (NNK) KRAS geninde 

aktivasyon mutasyonlarına yol açmaktadır (14) .  Kanser gelişme riski sigara 

içme süresi ve diğer kanserojenlere maruziyetin artması ile ilişkilidir.  Hayat 

boyunca hiç sigara kullanmamış akciğer kanseri hastalarında esas neden 

bilinmemekle birlikte çevresel kirlilik ve pasif içicilik suçlanmaktadır. 

            Sigara kullanımı dışında asbest maruziyeti, iyonizan radrasyon, non-

hodking lenfoma (15) veya meme kanseri öyküsü (16), polihidrokarbon 

maruziyeti (4), pulmoner fibrozis, insan immün yetmezlik virüsü enfeksiyonu, 

alkol tüketimi (17, 18) suçlanmaktadır. Fiziksel aktivitenin AK ile ilişkisi net 

bilinmemekle beraber bazı çalışmalarda fiziksel aktivite artışıyla AK riski 

arasında ters ilişki olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (19).  

2.4. Akciğer Kanseri Histopatolojisi  

            Akciğer kanseri akciğer epitelinden köken almaktadır ve histolojik, 

klinik ve nöroendokrin karakterine göre 2 ana alt tipe ayrılır. Küçük hücreli 

dışı akciğer kanseri (KHDAK) (%80-85)  ve küçük hücreli akciğer kanseri 

(KHAK) (%15-20) (6). 

2.4.1. Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 

    Akciğer kanseri hastaların %15-20’si KHAK alt tipindedir (20). 

Hastaların neredeyse hepsi sigara kullanım öyküsüne sahiptir (21). Tüm 

dünyada KHAK insidansı azalmakta iken; kadınlardaki insidansı artmaka ve 

erkek/kadın oranı 1:1 olarak gözlenmektedir (21). Genel olarak klasik 

kemoterapatik ilaçlara iyi yanıt vermelerine karşın hastaların çoğu rekürren 

kanserden ölmektedir (22).  Patolojik incelemelerde az sitoplazmalı küçük 

yuvarlak hücreler, yüksek mitotik index, belirgin olmayan hücre sınırları, 

granüler kromatik ve nükleolusların azalmış/yok olması göze çarpmaktadır 
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(23). İmmün reaktif boyalar ile keratin,epitel membran antijeni ve tiroid 

trankskriptör faktör -1 (TTF-1) pozitif boyanır (22). Çoğu KHAK nöroendokrin 

diferansiyasyon geçirdiği için çoğunlukla kromogranin 1, nöronspesifik 

enolaz, snaptofizin pozitif boyanırlar ve hastaların %30’unda aynı anda 

KHDAK dönüşümü de görülmektedir (22). Neredeyse tüm KHAK 

hastalarında TP53 ve RB genlerinde inaktive edici mutasyonlar vardır (24). 

Bunun dışında NOTCH geni inaktive edici mutasyonları (%25) ve SOX2 geni 

amplifikasyonu (%27) gözlenmektedir (24). EGFR geni mutasyon ve 

amplifikasyonu sadece %5 hastada gözlenmektedir (6). 

2.4.2. Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri 

            Akciğer kanserinin en sık görülen alt tipidir (%80-85). KHDAK 60 aylık 

sağ kalım evre 1B’de %68 iken evre 4A-4B de %0-10 dur ve kötü prognoz 

olarak kabul edilmektedir (25). KHDAK hastalarında alt tiplerinden 

adenokarsinoma (AAK) ve skuamöz hücreli kanser (ASHK) diğer alt tiplerden 

daha sıktır. Büyük hücreli akciğer kanseri , bronkoalveolar akciğer kanseri ve 

adenoskuamöz akciğer kanseri  alt tiplerine ise daha az rastlanır (6).  

2.4.2.1.Akciğer adenokarsinom (AAK)  

            Akciğer kanserinin en yaygın alt tipi olup tüm AK hastalarının %40 

akciğer adenokarsinom tanısı almaktadır (26). Akciğer kanseri tanısı almış 

sigara kullanmayan, genç kadın hastaların %62’si akciğer 

adenokarsinomudur (13). Küçük hava yollarında lokolize alveoler hücrelerden 

köken almaktadır. İmmünhistokimyasal boyamalarda napsin A ve tiroid 

trankskriptör faktör -1 (TTF-1) pozitif boyanır. Adenokarsinom hücreleri 

genellikle grandüler ve küçük periferal nodüller olarak gözlenirler. Alveollerde 

preküsör lezyon olarak başlayan süreç sırasıyla atipik adenomatöz 

hiperplazi, adenomatöz karsinoma in situ ve adenokarsinom aşamalarında 

geçerek malignite sürecinin tamamlamaktadır. EGFR, KRAS, MAP2K1, 

BRAF, ALK, ROS-1, RET genlerindeki mutasyonlar daha çok AAK alt tipinde 

gözlenmektedir (6). 
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2.4.2.2. Akciğer skuamöz hücreli karsinom (ASHK)  

            Skuamöz hücreli karsiniom tüm akciğer kanseri vakalarının %25-

30’unu oluşturmaktadır (27).  Majör bronşiyal epitelde preneoplastik lezyon 

olarak başladığı düşünülmektedir. İmmünhistokimyasal boyalar ile 

boyandığında genellikle sitokeratin 5/6(CK-5, CK6), p40, desmoglain-3 pozitif 

boyamaktadır. Sırasıyla bazal hücreli hiperlazi, skuamöz metaplazi, displazi 

ve son olarak karsinoma in situ evrelerinden geçerek yıllar süren bir 

dönüşüm geçirmektedir. Hiperplazi ve skuamöz metaplazi preneoplastik 

lezyonlar sayılmazken displazi ve karsinoma in situ progresyon gösterdikleri 

zaman neoplaziye yol açabilen preneoplastik lezyonlardır (28). Displazi 

ilerledikçe atipik hücreler artmakta, epitelin alt 2/3’lük kısmında mitozlar 

görülmekte iken yüzeyel kısımda matürasyon  görülmemektedir (29). 

Karsinoma insitu’da ise hücresel atipi artmakta, hücre kalabalığı 

belirginleşmekte, mitotik indeks belirginleşmekte ve lezyonlar tüm epiteli 

kaplamaktadır (30). Skuamoz hücreli karsinomda sitoplazma/nükleus oranı 

artmış düz geniş hücreler görünür. Ayrıca bu hücrelerin içinde keratinden 

meydana gelmiş desmozomlar ve keratin incileri bulunmaktardı. Bu 

değişimler iyi diferasiye olmuş tümörlerde daha belirgin olarak görülmektedir. 

FGFR-1, TP53, RB, PIK3CA adenokarsinom alt tipi ile kıyaslandığında daha 

çok skuamöz hücreli karsinım alt tipinde rastlanmaktadır (6) 

2.4.2.3. Büyük hücreli akciğer kanseri (BHAK) 

            Büyük hücreli akciğer kanseri ilk defa 1991 yılında tanımlanmış olup 

KHDAK kanserlerinin endokrinolojik bulguları olan yüksek gradeli bir alt tipidir 

(31). BHAK akciğer kanseri hastalarının %3’ünde saptanmakta (32) olup 

hastaların geneli sigara kullanan erkeklerdir  ve ortalama yaşı 62 olarak 

bildirilmektedir (33).  BHAK’in skuamoz hücreli akciğer kanseri ve akciğer 

adenokarsinomun az diferasiye olmuş formu olabileceği ve bu yüzden de 

köken aldığı hücrelerin multiple karakterde olduğu ileri sürülmüştür. 

Tanımlayıcı özellikler arasında büyük soluk lekelere sahip sitoplazma, 

yuvarlaktan çokgene kadar tabakalı hücreler ve belirgin nükleolilere sahip 

veziküler çekirdek bulunmaktadır. 
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2.6. Akciğer Kanseri Tanı 

            Akciğer kanseri teşhisi birçok adımdan oluşan komplike bir süreçtir. 

Hastanın klinik bulguları, görüntüleme yöntemleri ve doku biyopsisi en temel 

tanı araçları olup hepsi birden hastayı değerlendirmede kullanılmaktadır.  

Doku biyopsisi sayesinde akciğer kanserinin alt grupları belirlenmekte, 

gerektiği durumlarda genetik testler yapılabilmektedir. Histopatolojik sonuçlar 

ve genetik alterasyonlar tedavi protokolünü ve hastalık seyrini direkt olarak 

etkilemektedir. 

Akciğer kanseri tanısında kullanılan girişimsel olmayan yöntemler: 

• Toraks direkt X-ray grafisi tıp alanında çok uzun yıllardır kullanılması, 

işlemlerin kısa ve sonuçların hızlı olmasının en önemli avantajıdır. 

Klinisyenlerin torakstaki anormal yapıları değerlendirmede çoğunlukla 

ilk başvurduğu testtir.  

• Toraks BT X-ray ışınları kullanılarak görüntüler alınan görüntüleme 

yöntemlerinden biridir. Klinik tabloya yol açan primer kitlenin boyut ve 

şeklini ortaya koyabildiği gibi mediastinal bölgedeki yapılara ve lenf 

nodlarına yayılımını değerlendirmede sıklıkla kullanılmaktadır. Kanser 

hastalarının değerlendirilmesinde sıklıkla kullanılır. 

•  Pozitron emisyon tomografi (PET) diğer kanserlerde de olduğu gibi 

primer tümörü yerini, tümör yayılımını, evresinin belirlenmesinde, 

tedaviye yanıtta ve nüks eden lezyonarın değerlendirilmesinde önem 

arz etmektedir. Hastaya 18-florodeoksiglukoz hastaya damar yoluyla 

verilir ve pozitron emisyon tomografisinde görüntüler elde edilir. 

Yöntemin en büyük kısıtlılığı 3 boyutlu görüntü verememesidir. PET-

BT beraber olan yöntemler tanıda daha etkili olabilmektedir. 

Enfeksiyon ve yara iyileşmesi dokuda glukoz tutulumunu artırarak 

yanlış pozitifliklere yol açabilmektedir. 

• Manyetik rezonans görüntüleme (MRI) radyo dalgaları ve yüksek 

manyetik alanı kullanıldığı görüntüleme yöntemidir. Özellikle yumuşak 

dokulardaki lezyonları değerlendirmede tercih edilmektedir. Akciğer 
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kanseri hastalarında beyin ve spinal kord metastazlarını 

değerlendirmede tercih edilmektedir. 

Akciğer kanseri tanısında kullanılan girişimsel yöntemler: 

• Balgam sitolojisi balgam içerisinde kanser hücrelerinin aranması 

esasına dayanmaktadır. Büyük hava yollarında meydana gelen 

tümörleri değerlendirmede (özellikle skuamöz hücreli akciğer kanseri) 

yardımcı olabilmektedir. 

• Torasentez Akciğer etrafında sıvı biriktiği durumlarda girişimsel 

yöntemler ile sıvı boşaltılıp kanser hücreleri toplanan sıvıda 

aranmaktadır. 

• İnce iğne biyopsisi özellikle akciğer yakınlarındaki lenf nodlarını 

değerlendirmede tercih edilmektedir. Alınabilen örnek miktarı sınırlı 

olduğu için yanlış negatif sonuç verme olasılığı daha yüksektir. Core 

biyopside daha büyük iğneler kullanılıp bir işlemde daha fazla aspirat 

alınabilmektedir. 

• Bronkoskopi büyük hava yollarındaki lezyonların ve tıkanıklıkların 

değerlendirilmesinde kullanılmakta ve işlem sırasında örnek alma 

imkanı sunmaktadır. 

• Endobronşial ultrasonografi akciğer ve diğer yapılar arasındaki lenf 

nodlarını görüntülemek ve gerekirse biyopsiye yardımcı olmak için 

kullanılır. 

• Transözefagial ultrasonografi özofagus etrafındaki lenf nodlarına 

metastaz olup olmadığını değerlendirmede ve istendiği taktirde 

biyopsiye yol göstermesi için kullanılmaktadır. 

• Mediastinoskopi/mediastinotomi iki akciğer arasında kalan 

bölümdeki lezyon ve lenf nodlarını değerlendirmek için sol 2-3. 

kostalar arasına 5 cm kesi açılarak bu alana ulaşılmaktadır. 

Mediastinal yapıları değerlendirmenin yanında gerektiğinde biyopsi 

alma imkanı da sağlamaktadır. 
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• Torakoskopi toraks duvarı direkt geçilerek her iki plevrayı da plevra 

görüntülenme imkanı sunmaktadiır. Biyopsi alma imkanı sunmanın 

yanında bazı vakalarda tedavi aracı olarak da kullanılmaktadır (34). 

2.7. Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanserin de Genetik Alterasyonlar 

            KHDAK genetik alterasyonlar açısında karmaşık ve heterojen bir 

yapıya sahip olup alt tiplere ve sigara kullanımına göre dağılımları 

değişebilmektedir. Pek çok protoonkogen ve tümör supressör gen akciğer 

karsinogenezinde önemli yer tutmakta ve bunun yanında belirli genlerdeki 

belirli mutasyonların KHDAK hastalarında sıkça saptandığı görülmektedir. Bu 

alterasyonların başında EGFR, ALK, ROS1, MET, RET gibi tirozin kinaz 

aktivitesi olan reseptörler ve KRAS, PIK3CA, BRAF gibi bu reseptör 

yolaklarının alt düzenleyicileri gösterilebilir. Ayrıca EGFR, KRAS, ALK, 

ROS1, RET, BRAF genlerinin mutasyonları AAK alt tipinde daha sık iken 

FGFR1, AKT1, DDR2, PIK3CA ve MET genlerinde meydana gelen 

mutasyonlar sıklıkla SHAK alt tipinde karşımıza çıkmaktadır (35). 

 Öte yandan KHDAK hastalarında sık görülmesi ve/veya hedefe yönelik 

akıllı ilaç seçeneği sunması ve/veya ilaç direncinde sorumlu olması nedeni ile 

birkaç bazı genlerin KHDAK hastalarının tedavi ve takibinde önem arz 

etmektedir. EGFR geni patojenik alterasyonları KHDAK hastalarının %20-

50’sinde saptanması ve hedefe yönelik ilaç seçeneği sunması nedeniyle 

başlıca değerlendirilmesi gereken gendir. igara kullanmayan, asya kökenli, 

AAK subtipindeki genç kadın hastalarda daha sık gözlenmektedir(7). KRAS 

geni mutasyonları KHDAK hastalarında %25-40 oranında görülen sık 

alterasyonlardan biridir. Batı toplumunda asya toplumuna nazaran daha sık 

görülmekte ve sigara kullanmış hastalardaki sıklığı artmaktadır (8, 36-38). 

PIK3CA geni mutasyonları ise KHDAK hastalarının %3’ünde saptanmaktadır 

ve sıklıklar SHAK hastalarında gözlenmektedir (1). BRAF geni KHDAK 

hastalarında sıklığı %3 olarak bildirilmektedir ve bu gendeki mutasyonları 

hedefleyen akıllı ilaçlar bulunmaktadır (8).  

  Sigara kullanımı akciğer kanseri gelişiminde suçlanan etkenlerin 

başında olup ve kanser gelişim sürecinde önemli etkileri olduğu gösterilmiştir. 
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Düzenli sigara kullanıcısı KHDAK hastalarında mutasyon yükü sigara 

kullanmayan hastalara oranla 10 kat daha fazla olduğu ve sigara kullanımı 

süresi ile mutasyon yükünün körele olduğu gösterilmiştir (39). Sigara 

kullanan hastalarda C>A transversiyonu daha sık iken sigara kullanmayan 

hastalarda C>T transisyonu daha sık gözlenmektedir (39, 40). Ayrıca sigara 

kullanan hastalarda KRAS, TP53, BRAF, STK11 ve JAK2/3 genlerinde 

mutasyon sıklığı artmış iken; sigara kullanmayan hastalarda EGFR, ALK, 

ROS1, PTEN, RET genlerinde daha sık mutasyon saptanmaktadır (7, 39, 41, 

42).   

2.7.1. Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) 

           EGFR, human epidermal growth factor reseptor (HER) ailesine dahil 

tirozin kinaz (TK) aktivitesi olan transmemebran bir reseptördür. Erb-1 ya da 

HER1 olarak da bilinmektedir. Membran dışındaki parçası EGF ve TNF-alfa 

ile aktive edilmektedir. EGFR ligandları ile bağlandıktan sonra heterodimer 

yapıdan homodimer yapıya geçer. HER tirozin kinaz reseptör ailesi 

üyelerinin, hücre gelişimi, hücre proliferasyonu ve hücre hayatta kalması gibi 

birçok önemli görevi bulunmaktadır (43).  

EGFR geni 28 ekzondan oluşmaktadır. 18-21.ekzonlar adenozin trifosfat 

(ATP) bağımlı tirozin kinaz domainini kodlamaktadır (44, 45). Bu ekzonlarda 

meydana gelen aktivasyon mutasyonları ligand bağımsız otoaktivasyona yol 

açarak hücre proliferasyonu artışına, apoptozisin engellenmesine, 

kanserogeneze ve nihayetinde metastazlara yol açmaktadır (46) (47) (Şekil-

1) . KHDAK hastalarının %20-50’sinde EGFR mutasyonları gözlenmektedir. 

Sigara kullanamayan, kadın cinsiyet, adenokarsinom subtipi ve asya kökenli 

KHDAK hastalarında EGFR geni mutasyonlarına daha sık rastlanmaktadır  

(7). EGFR geninde en sık görülen iki mutasyon sırasıyla ekzon 19 delesyonu 

(%45-50) ve ekzon 21’de ki L858R (%45) nokta mutasyonudur (7, 48). Bu 

mutasyonlar TKİ ilaçlara duyarlılık ile ilişkilidir (49). TKİ ilaçlar, EGF 

reseptörünün TK domainindeki ATP bağımlı domaini için ATP ile yarışarak 

protein fosforilasyonunu azaltır. Birinci nesil TKİ’ler (erlotinib, gefitinib) 

reversibl inhibisyon yaparken; ikinci nesil TKİ’ler (afatinib, dacomitinib) ve 
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üçüncü nesil (osimertinib) irreversibl inhibisyon yapar (Şekil-2). Birçok klinik 

çalışmada KHDAK hastalarının kemoterapatik ilaçlar ile kıyaslandığında, TKİ 

ilaçlara   çok daha iyi yanıt verdiği ve progresyonsuz sağkalım (PS) süresinin 

uzadığını gösterilmiştir (50-54).  TKİ ilaçlar, PFS’yi uzatıp daha konforlu 

tedavi süreci sunsa da ortalama 10-14 ay içersinde hastaların büyük 

çoğunluğu TKİ ilaçlara direnç geliştirmektedir. İlaç direncinin başlıca nedeni 

ekzon 20’de ki T790M  (%50-60) mutasyonudur (6). Üçüncü nesil TKİ olan 

osimertinib T790M direnç mutasyonu olan hastaların tedavisinde 

kullanılmaktadır. Yakın zamanda FDA onay ile osimertinib KHDAK hastalığı 

tedavisinde birinci basamakta kullanılmaya başlanmıştır.  

 

Şekil-1: EGFR Aktive Edici Mutasyonları  

Molecular Diagnosis and Targeting for Thoracic and Gastrointestinal Malignancy In: Molecular Diagnosis and Targeting  for Lung 
Cancer 2018. Isimli kaynaktan alınmıştır (47) 
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Şekil-2: EGFR TKİ İlaçlar ve Etki Mekanizmaları  

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

 

2.7.2. Epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) 

           HER ailesin diğer bir üyesi olan HER2 (Erbb2) ligandı olmayan bir 

reseptördür diğer HER proteinlerinin aktif kompleksleri ile heterodimerize 

olabilmektedir. HER2 reseptörü amplifikasyonları özellikle meme 

kanserlerinin %15-20 kadarında saptanmakta ve bu hastalar trastuzumab 

tedavisine iyi yanıt vermektedir. Akciğer kanseri hastalarının sadece %1,5 

Erbb2 mutasyonu saptanmıştır (55) ve hastaların çoğunluğu sigara 

kullanmayan kadınlar olup saptanan mutasyonların %96’sı ekzon 20 

insersiyonlarıdır (56). KHDAK hastalarında ERBB2 ekzon 20 insersiyonların 

da afatinib kullanıldığı ve iyi yanıt aldığını bildiren yayınlar bulunmaktadır (57, 

58) 

2.7.3. Mezenşimal–epitelyal dönüştürücü (MET) 

         Hepatosit büyüme faktör (HGF) reseptörü olarak da bilinen MET bir 

transmembran tirozin kinaz reseptörüdür . MET reseptörü uyarılması hücre 
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büyümesi, anjiyogenezis, hücre migrasyonu ve invazyon yol açan sinyal 

yolaklarını başlatmaktadır (59, 60). KHDAK vakalarında MET reseptörü ve 

diğer tirozin kinaz reseptörleri özellikle EGFR/HER ailesi arasında çapraz 

reaksiyonlar sonucunda oluşan ilaç direncinden bahsedilmektedir (61). MET 

geni 14. ekzonun da meydana gelen mutasyonlar sonucu, genin negatif 

regülatörü olan Casitas B-lineage lymphoma-E3 (CBL-E3) bağlanma bölgesi 

kaybı olmakta bunun sonucunda MET genin aşırı aktivasyonu meydan 

gelmektedir. Bu mutasyonlar akciğer adenono karsinomalar da %3.5 sıklıkta 

görülür kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir (62). Ayrıca MET geni 

amplifikasyonu TKİ kullanmamış KHDAK hastalarının %2-4 ünde, EGFR 

mutasyonu pozitif TKİ kullanmış hastaların %5-20’sinde saptanmıştır (63). 

Son zamanlarda  KHDAK hastlarında MET geni mutasyonları ve 

amplifikasyonu dışında füzyonları da rapor  edilmiştir (64). 

2.7.4. Anaplastik lenfoma kinaz (ALK) 

           ALK geni yeniden düzenlenimleri, KHDAK hastalarının %2-8’inde 

saptanmaktadır (65). Bu hastalar genellikle sigara içmemiş, genç, erkek 

akciğer adenokarsinomu hastalarıdır  ve neredeyse hiçbir hastada ALK 

yeniden düzenlenimleri ile   EGFR/KRAS mutasyonu birlikteliği 

gözlenmemiştir (6)   ALK geni yeniden düzenlenimleri, ALK geni ile birçok 

gen arasındaki translokasyonlarla oluşsa da genellikle Echinoderm 

Microtubule-Associated Protein-Like 4 (EML4) geni ile translokasyonu 

sonucunda oluşmaktadır. ALK-EML4 kimerik geni ürünleri  sonucu hücrede 

persiste mitojenik sinyaller ve malign değişimler tetiklenir (66). ALK yeniden 

düzenlenimi saptanan hastalarda ilk basamak tedavide  crizotinib ikinci 

basamakta ise alectinib kullanılmaktadır (6). 

2.7.6. ROS proto-onkogen 1 (ROS 1) 

          ROS-1 geni normalde akciğer dokusunda ifadesi olmayan bir gendir. 

Bu genin yeniden düzenlenimleri KHDAK hastalarının %1-2’sinde 

saptanmaktadır (66). Genellikle  genç, sigara kullanmaya ve AAK tanısı almış 

hastalarda gözlenmektedir (66). ROS1 geni füzyonları devamlı kinaz 

aktivitesine yol açarak    JAK/STAT, PI3K/AKT/MTOR ve MAPK/ERK uyarır, 
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bunun sonucu olarak hücrede proliferasyon artışı ve malign dönüşüm 

meydana gelir (67-70). ROS1 mutant hastalar TKİ olan crizotinib den fayda 

görmektedir. 

2.7.7. Östrojen reseptör alfa (ESR1) 

            Östrojen reseptörleri (ER)  akciğer kanseri (AK) dokusunda ve 

akciğer kanseri hücre hatlarında gözlenmiş (71) olup  AK patogenezin de 

önemli rolü olduğunu tahmin edilmektedir. Bazı çalışmalarda östrojenin 

KHDAK hastalarında prognoz üzerinde negatif etkisi olduğunun gösteren 

çalışmalar mevcuttur (71, 72) 

2.7.8. Fibroblast büyüme faktörü reseptör -1 (FGFR1) 

            FGFR1 geni amplifikasyonları KHAK hastalarında kötü prognozla 

ilişkilendirilmiş olup hastaların %20’sine saptanmaktadır (66). Hastaların 

çoğunluğu sigara kullanmaktadır. FGFR1 ve FGFR3  genlerinin  işlev artıcı 

mutasyonları KHDAK hastalarının %5’inde,ASHK hastalarının ise %3’ünde  

görülmektedir (6).  

2.7.8. B-Raf proto-onkogen (BRAF) 

BRAF gen ürünü serin-treonin kinaz aktivitesine olan bir proteindir. 

KRAS yolağının alt düzenleyici olan bu protein aynı zamanda MAP2K1’i 

aktive etmekte ve bu sayede hücre büyümesi ve çoğalmasında önemli rol 

almaktadır (73). KHDAK hastalarının %3’ünden BRAF geninde nokta 

mutasyonları gözlenir (8). BRAF geni ekzon 15’teki kinaz domainini etkileyen 

V600E mutasyonu KHDAK hastalarında gözlenen BRAF mutasyonlarının 

%50’sini oluşturur (66). V600E mutasyonunu sırasıyla ekzon 11’deki G469A 

ve ekzon 15 D594G mutasyonları takip etmektedir (66). Dabrafenib BRAF 

geni V600E mutasyonu pozitif KDHAK hastaların ilk basamak tedavisinde 

FDA onayı ile kullanıma girmiştir.  

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 yolağında alt düzenleyicilerden biridir. MEK1 

ayrıca BRAF yolağının alt düzenleyicilerinden olan MAPK2 ve MAPK3 ü 
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aktivite etmektedir. KHDAK hastalarının %1 inde gözlenmiş olup 

mutasyonları ekzon 2 deki aktivite artırıcı mutasyonlardır (66). 

2.7.10. Fosfatidil inozitol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik subünit alfa 

(PIK3CA)/ V-akt murine timoma viral onkogen homolog 1 (AKT1)/ 

fosfataz ve tensin homolog (PTEN) yolağı mutasyonları 

PIK3CA birçok tümör dokusunda sıklıkla izole edilmektedir (74). 

Akciğer kanseri hastalarında ise AAK hastalarının yaklaşık olarak %4’ünde, 

ASHK hastalarının %16’sında saptanmaktadır ve genelde diğer sürücü 

mutasyonlar ile beraberlik gösterir (1). Mutasyonların %75’i helikal bölgesini 

(ekzon 9) ve kinaz bölgesi (ekzon 20) kodlayan ekzonlarda toplanmıştır (74). 

AKT-1, PI3K yolağının alt mediatörlerinden biridir ve mutasyonları AAK 

hastalarının %1’inde saptanmaktadır (6, 74). PTEN geni kodladığı protein ve 

lipitler ile PI3K/AKT yolağının negatif regülasyonunu yapmaktadır (6). 

KHDAK hastalarının sadece %5’in de gözlenmektedir ve sıklığı ASHK alt tipi 

ve sigara kullanımı öyküsü ile ilişkilidir (75). 

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

KRAS, G proteini kodlayan RAS ailesinin (HRAS, NRAS) bir üyesidir. 

Kodladığı G proteini hücrenin çoğalması ve farklılaşmasından için gereklidir 

(76). İnaktive halde iken guanozin difosfat (GDP) ile bağlı halde olan RAS 

proteini guanozin trifosfat (GTP) ile bağlanınca aktive hale gelir ve RAS/ 

RAF/MEK/MAPK yolağı ve PI3K/AKT/mTOR yolağını aktive eder (77). 

KRAS, EGFR de dahil olmak üzere hücre büyümesi üzerine etkili birçok 

reseptörün alt sinyal yolağında kritik rol oynar, genin  aktive edici 

mutasyonları büyüme faktörü (BF) aracılı sinyal yolağında BF ihtiyacını 

ortadan kaldırır (66). KRAS geni mutasyonları AAK hastalarında en sık 

gözlenen mutasyondur (%25-40) (8, 36, 37). KRAS geni mutasyon sıklığı 

Batı toplumlarında   Asya toplumuna göre daha sıktır (38) . Sigara kullanan 

erkek hastalarda KRAS mutasyonu görülme sıklığını artırmaktadır (8, 36, 38). 

Ayrıca sigara kullananlarda G>T transversiyonu daha sık iken; 

kullanmayanlarda G>A transisyonu daha sıktır (78). KRAS mutasyonları 

EGFR mutasyonlarında ayrı olabileceği gibi EGFR mutasyonları ile berabere 

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


16 
 

olabilmekte ve birliktelikleri halinde EGFR TKİ ilaçlara direnç gelişmesine yol 

açmaktadır. KRAS mutasyonları sırasıyla en sık ekzon 12, ekzon 13 ve 

ekzon 61 de gözlenmektedir (66) 

2.7.12. Nöroblastoma RAS viral onkogen homolog (NRAS) 

RAS ailesinin bir üyesidir. GTPase aktivitesi bulununur. KHDAK 

hastalarının yaklaşık %1’inde gözlenmektedir mutasyonları genelde A>T 

transversiyonları şeklinde olup sırasıyla ekzon 3 ve ekzon 2 de 

gözlenmektedir (79). Literatürde kötü prognoz ile ilişkili olabileceğini öne 

süren çalışmalar bulunmaktadır (79) 

2.7.13. Discoidin domain reseptör 2 (DDR2) 

DDR 2 tirozin kinaz aktivitesi olan EGFR ailesine ait bir hücre yüzey 

reseptörü kodlamaktadır. Hücre çoğalması, migrasyonu ve metalloproteaz 

aktivitesinde bulunmaktadır. DDR2 mutasyonları KDHAK hastalarının 

%3’ünde gözlenmektedir (80). Literatürde prognoz üzerine etkisi olmadığı 

öne sürülmektedir. 

2.7.14. KIT 

KIT geni tip3 reseptör tirozin kinaz reseptörü olup kanser gelişiminde 

önemli rol üstlenmektedir (81). Genellikle kök hücre faktörü (SCF) ile uyarılır 

ve vücut için önemli birçok süreçte (örn: fertilite, homeostazis, melanogenez, 

hematogenez vs) kritik rol almaktadır (82). Mutasyonları özellikle hematolojik 

kanserler, kolorektal kanserler, meme kanseri, akciğer kanseri, nöroblastoma 

ve jinekolojik kanserlerde saptanmaktadır (83). KIT geninde meydana gelen 

aktive edici mutasyonlar, EGFR ve KRAS yolaklarını bypass edip EGFR TKİ 

ve crizotinibe karşı ilaç direncine yol açtığı daha önce gösterilmiştir (84-86). 

2.7.15. Nörotrofik reseptör tirozinaz kinaz 1 (NTRK1)  

NTRK, tropomiyozin tirozin kinaz reseptör kodlamaktadır. KHDAK 

hastaların %3’ünde NTRK geni füzyonlarına rastlanmaktadır (87). Füzyon 

partnerleri genellikle Myosin phosphatase Rho-interacting protein (MPRIP) ve 

CD74 genleridir (6). Entrectinib ve Larotrectinib klinik deneme aşamasında 

olan seçici TKİ ilaçlardır. 
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2.7.16. Trombosit derive büyüme faktörü reseptörü alfa (PDGFRA)  

PDGF geni alfa ve beta alt grupları olan tirozin kinaz reseptörleri 

kodlamaktadır. Sağlıklı hücrede hücre proliferasyonu, büyümesi ve 

migrasyonun yanında anijogeneziste rol almaktadır. PDGFRA aşırı 

aktivasyonuna yol açan mutasyon ve yeniden düzenlenimler tümorogenez ve 

tümör progresyonuna yol açmaktadır (88). KHDAK hastalarında PDGFRA 

mutasyonunu sıklığını %2 olarak gösteren çalışmalar mevcuttur (89) PDGF 

geninin aşırı aktivasyonuna yol açan mutasyonlar genellikle miyeloproliferatif 

hastalıklar, prostat kanseri ,meme kanseri  ve KHDAK gibi solid tümörlerde 

gösterilmiştir.  

2.7.17. Rapamycin insensitive companion of mTOR (RICTOR) 

            RICTOR mTOR2 kompleksinin bir komponeti olup aktin 

organizasyonunu düzenleyip hücre hayatta kalmasını ve çoğalmasını 

düzenlemektedir. mTOR bağımsız füzyonlar kanser hücrelerinin migrasyonu, 

çoğalması ve hayatta kalmasında rol almaktadır (90). RICTOR gen 

mutasyonu KHDAK, kolon kanseri, meme kanseride dahil olmak üzere tüm 

kanserlerde saptanmaktadır. KHDAK hastalarının %3,18’inde RICTOR 

geninde patojenik alterasyonlar saptanmıştır. 

 

 

 

2.8. Akciğer Kanseri Tarama 

            Geçen birkaç on yılda KHDAK hastalığının tanı ve tedavisinde büyük 

gelişmeler yaşanmasına rağmen KHDAK hastalığının 5 yıllık sağ kalımı %19 

dur (6). 5 yıllık sağ kalımın bu kadar düşük olmasında ki en önemli 

nedenlerinden biri AK hastalarının %60’ının lokal yada sistemik ileri evrelerde 

tanı almasıdır ve tanı anında cerrahi tedavi seçeneğinin bu hastalar için 

mümkün olmamasıdır (91). Bu durum hastalığın erken evrelerinde tanı 

imkanı sağlayacak tarama testi gerekliliğini doğurmaktadır. Tarama testi 
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olarak kullanılması amacıyla daha önce toraks grafisi, balgam sitolojisi ve bu 

iki yöntemi beraber kullanılarak risk grupları taranmış ve bu yöntemlerin 

mortalite üzerinde hiçbir etkisi olmadığını göstermiş ve bu yöntemler tarama 

testi olarak başarısız kabul edilmiştir (92-94). Öte yandan  düşük doz 

bilgisayarlı tomografisi (DDBT) ile yapılan taramalar sonuçları  göğüs 

radyografisini (GRG) tarama sonuçları ile kıyaslandığı zaman DDBT’sinin  

akciğer kanseri nedenli mortalitede %20 ve toplam mortalite %7 azalma 

sağladığı görülmüştür (95) (Şekil-3). Bu sonuçlara dayanarak 55-80 yaş 

aralığında olup sigara kullanan yada eski sigara kullanıcısı ( ≤15 önce sigara 

kullanmayı bırakmış,≥30 yıl/paket sigara kullanmış) kişilerin DDBT ile yıllık 

olarak taranması önerilmektedir (96). Son yıllarda erken tanının önemi ve 

tarama için hala çok uygun bir testin olmaması nedeniyle moleküler tarama 

oldukça sık çalışılan bir alan olmuştur. Özellikle cfDNA miktarının 

KHDAK’inde tarama testi olarak kullanılabileceğini gösteren metaanaliz 

çalışmaları mevcuttur (97, 98) . 
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Şekil 3: Akciğer Kanseri Taramasında Düşük Doz Bilgisayar Tomografi 
ve Göğüs Grafisinin Mortaliteye Etkisi 

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

CXR: Göğüs X-Ray grafisi CT: Bilgisayar Tomografi  

 

 

2.9. Akciğer Kanserinde Evreleme ve Prognoz 

Akciğer kanseri genelde TNM sistemine göre evrelendirilir. T tümörün 

büyüklüğünü ve derecesini, N tümörün yakındaki etkilenmiş lenf nodu (LN) 

sayısını, M ise metastazı belirtir. 
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Tablo 1: Akciğer Kanseri TNM Evrelemesi T Belirteci  

TX  Tümör varlığının balgam örneği veya bronş yıkması ile elde 
edilen hücreler ile gösterildiği; primer tümörün 
değerlendirilemediği, bronkoskopi veya görüntüleme 
yöntemi ile gösterilemeyen tümör. 

T0  Primer tümöre ait bulgu yok. 

Tis  Karsinoma insitu. 

T1  En büyük yerinde 3cm veya daha küçük büyüklükte, akciğer 
veya visseral plevra ile çevrili, bronkoskopide lobar bronşta 
invazyon bulgusu olmayan tümör (ana bronşta değil)1 

T1mi Minimal invaziv adenokarsinoma2 

T1a En büyük çapı  ≤1cm olan tümör 

T1b En büyük çapı >1cm ama  ≤2cm olan tümör 

T1c En büyük çapı >2cm ama ≤3cm olan tümör 

T2  Çapı >3cm ama  ≤5cm; veya aşağıdaki özelliklerden en az 
birine sahip olan tümör. 

• Karinayı içermeyen, karinaya olan uzaklığına 
bakılmaksızın ana bronşu tutmuş tümör 

• Visseral plevraya invaze 

• Akciğerin bir parçasında yada tümünde, hiler 
bölgeye uzanan atelektazi veya obstrüktif pnömoni 
ile ilişkili tümör. 

T2a En büyük çapı >3cm ama ≤4 cm olan tümör 

T2b En büyük çapı >4cm ama ≤5 cm olan tümör 

T3  En büyük çapı >5cm ama ≤7 cm olan tümör veya göğüs 
duvarı (üst sulkus tümörleri dahil), frenik sinir, perietal 
perikadiyumdan en az birine direk invaze tümör; veya primer 
tümör ile aynı lobta tümörden ayrılmış nodül/nodüller 

T4  7cm den büyük tümör yada diafragma, mediastinum, kalp, 
büyük arterler, recurrent larngeal sinir, özefagus, vertabra 
gövdesi, karina; primer tümörden farklı ipsilateral loblardaki 
nodül/nodüller 

1-Ana bronşun proksimalinde , bronşiyal duvara sınırlı invazyon gösteren herhangi bir 
büyüklükteki nadir yüzeyel tümör yayımı da evre T1a olarak sınıflandırılır. 
2-  ≤3cm boyutta lepidemik paterni baskın ≤5mm invazyon yapmış solit adenokarsinoma 
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Tablo 2: Belirteci Akciğer Kanseri TNM Evrelemesi N belirteci 

NX  Bölgesel lenf nodları değerlendirlemedi 

N0  Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1  ynı taraf peribronşiyal lenf nodu ve/veya aynı taraf hiler 
lenf nodu ve intrapulmoner lenf nodu metastazı, direkt 
metastaslarda dahil 

N2  Aynı taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu 
metastazı 

N3  Karşı taraf mediastinal, karşı taraf hilar, aynı taraf veya 
karşı taraf dalak veya supraklavikular lenf nodu metastazı 

 

 

 

 

Tablo 3: Akciğer Kanseri TNM Evrelemesi M belirteci 

M0  Uzak metastaz yok 

M1  Uzak metastaz var 

M1a Karşı taraf lobta ayrı nodüller, plevra veya perikardiyal lenf 
nodu metastazı veya maling plevra veya perikardiyal efüzyon 

M1b Toraks dışı tek organda tek metastaz 

M1c Toraks dışında bir/birden fazla organda birden fazla metastatik 
odak 
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Tablo 4: TNM Evrelemesi 

Evre T N M 

Gizli kanser TX N0 M0 

IA1 T1mi N0 M0 

T1a N0 M0 

IA2 T1b N0 M0 

IA3 T1c N0 M0 

IB T2a N0 M0 

IIA T2b N0 M0 

IIB T1a N1 M0 

T1b N1 M0 

T1c N1 M0 

T2a N1 M0 

T2b N1 M0 

T3 N0 M0 

IIIA T1a N2 M0 

T1b N2 M0 

T1c N2 M0 

T2a N2 M0 

T2b N2 M0 

T3 N1 M0 

T4 N0 M0 

T4 N1 M0 

IIIB T1a N3 M0 

T1b N3 M0 

T1c N3 M0 

T2a N3 M0 

T2b N3 M0 

T3 N2 M0 

T4 N2 M0 

IIIC T3 N3 M0 

T4 N3 M0 

IVA Herhangi  T Herhangi N Herhangi M1a 

Herhangi T Herhangi N Herhangi M1b 

IVB Herhangi T Herhangi N Herhangi M1c 
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2.10. Akciğer Kanseri Tedavi  

 

            KDHAK kemoterapi ve radyoterapiye nispeten dirençli kanser türüdür. 

Cerrahi rezeksiyon standart radikal terapidir ama sadece evre 1-2 ve sınırlı 

olarak evre 3A da kullanılabilmektedir (99).  

           Evre 4 hastalarda cerrahi tedavi palyatif tedavi amacıyla 

kullanılabilmektedir. Kemoterapi evre 1-2 de adjuvan terapi evre 3A de ise 

neoadjuvan terapi olarak kullanılmaktadır (100, 101). İleri evre akciğer 

kanseri hastalarda (evre 3B, evre 4) kemoterapi birinci basamak tedavi 

olarak kullanılır ve 1 yıllık sağ-kalımı olumlu yönde etkilemektedir (102).  

            KHDAK tedavisinde ilk basamak tedavi platin bazlı ilaçlar (cisplatin, 

carboplatin) ile diğer kemoterapatik ilaçlar ile (mitotik ağ ipliğine etki edenler 

(docetaxel, paclitaxel, vinorelbine), gemcitabine veya pemetrexed) 

kombinasyonundan oluşmaktadır (6, 103). Pemetrexed ASHK tedavisinde 

etkili olmadığı için kullanılmamaktadır (104). Skuamöz hücre histolojisideki 

hastalarda carboplatin, paclitaxel, nab-paclitaxel veya gemcitabine 

kullanılmaktadır (6).  

            Radyoterapi (RT) erken evre kanserlerde sağlık koşulları nedeniyle 

cerrahi tedavinin kontraendike olduğu veya primer kitleye cerrahi olarak 

ulaşılamadığı hastalarda kullanılmaktadır (105). RT cerrahi ile tümör dokusu 

tam olarak çıkarılamadığı durumlarda zaten kullanılmaktadır. Evre 3A hasta 

cerrahi tedavi için uygun değilse kemoradyoterapi önerilmektedir. Evre 3B de 

ilk basamak tedavi olarak kemoradyoterapi önerilmektedir (106). Evre 4 

hastalarda tümör tam olarak rezekte edilemeyecek durumdadır ve   

kematerapi ilk basamak tedavidir. İleri evre hastalarda RT ve cerrahi 

müdahale sadece palyatif tedavi amacıyla önerilmektedir (107).  

            İleri evre akciğer kanseri hastalarının kemoterapi rejimlerine son 

yıllarda hedefe yönelik ilaçlar da eklenmektedir. EGFR geninde aktivasyona 

yol açan mutasyon (başlıca ekzon 19 delesyonları ve L858R mutasyonu) 
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pozitif olan hastalarda tedavi amacıyla 1.nesik TKİ (erlotinib, gefitinib) ve 

2.nesil TKİ (afatinib, dacomitinib) ve 20.ekzonda oluşan T790M direnç 

mutasyonu için osimertinib kullanılmaktadır  (50, 53, 108-110).  Bevacizumab 

anti EGFR monoklonal antikorudur ve ASHK dışı KHDAK hastalarında 

kemoterapi ile kombine olarak kullanımına onay verilmiştir (111). ALK-EML4 

füzyonu KHDAK hastalarının %4’ünde görülmekte ve ALK/MET/ROS1 

inhibitörü olan crizotinib tedavisine yanıt vermektedir (112). AAK hastaların 

%1-2’sinde gözlenen BRAF geni V600E mutasyonuna yönelik dabrafenib ve 

MEK geni inhibitörü olan trametinib kombinasyonu kullanılmakta ve 

sağkalımda olumlu etkiler gözlenmektedir (113). Hedefe yönelik ilaçlar daha 

az yan etkileri olması ve PFS üzerine olumlu etkileri nedeniyle klasik 

kemoterapatiklere tercih edilmiş olsalar da bu ilaçlara karşı gelişen direnç 

mutasyonlarından dolayı etkileri sınırlı kalmaktadır (114, 115). EGFR TKİ 

ilaçlara karşı direnç geliştiren EGFR mutant hastaların %50’sinde T790M 

mutasyonu saptanmaktadır (115, 116). Daha az sıklıkta saptanan 

mutasyonalr MET geni amplifikasyonu ve EGFR sinyal yolağı alt düzenleyici 

mutasyonlarıdır (117). EGFR TKİ ilaç direncinde olduğu gibi ALK yeniden 

düzenlenimi pozitif hastalarda da crizotinib direnci gelişmekterdir. Başlıca 

neden ALK geninde meydana gelen ek mutasyonlardır (118). Crizotinib 

direnci gelişen hastaların tedavilerinde 2.nesil (ceritinib, alectinib ve 

brigatinib) ALK inhibitörleri kullanılmaktadır (119). Bu genler dışında 

Amerikan gıda ve ilaç idaresi (FDA) tarafından onay almış 20 civarında 

hedefe yönelik ilaç bulunmaktadır (Tablo-5).  

            Kanser hastalığı tedavisinde immün kontrol noktalarının inhibisyonu 

özellikle KHDAK hastalarında yüz güldürücü sonuçlar vermektedir(120). 

Özellikle akciğer kanserinde programlı hücre ölümü proteini-1 (PD-1) 

antikorları (Nivolumab, Pembrolizumab ) ve bu proteinin ligandı olan PD-L1 

antikorları (Atezolizumab) ön plana çıkmaktadır (47). 
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Tablo 5: FDA Onaylı Akciğer Kanseri Tedavisinde Hedefe Yönelik İlaçlar 

Gen Adı İlaçlar 

ALK Crizotinib, Alectinib,  Brigatinib, Ceritinib,  

BRAF Dabrafenib(V600E), Trametinib 

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

FGFR Nintedanib 

HER2/3/4 Afatinib 

MET(amplifikasyon,exon 

14 skiping) 

Crizotinib 

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 dolaşan tümör hücrelerinin ve 

serbest tümör DNA’sının varlıkları uzun yıllardır bilinmekte olsa da klinik 

kullanımı teknik kısıtlılıklar nedeniyle son yıllara kadar çok etkin biçimde 

yapılamamıştır. Gelişen teknoloji ile kanda dolaşan tümör hücrelerinin ve 

genetik materyallerin izolasyonunun mümkün hale gelmesiyle kanda dolaşan 

tümör hücreleri (CTC) ve hücresiz serbest DNA (cfDNA) kanser 

araştırmalarının odak noktası haline gelmiştir 

                Dolaşan tümör hücreleri yüz yılı geçkin süredir bilinmektedir. Solid 

kanserlerde her gün yüzbinlerce kanser hücresi kan dolaşımına çıkmaktadır 

(121). Kanda dolaşan tümör hücrelerinin varlığı primer odağın metastaz 

yapmaya başladığını gösteren önemli belirteçlerden biridir.  

                  Hücresiz serbest DNA ve nükleik asitlerin dolaşımdaki varlıkları ilk 

defa 1948 yılında Mandel ve Meatis tarafından gösterilmiştir (122). Bu konu 

hakkında uzun yıllar çok  bir ilerleme kaydedilmemiş olsa da cfDNA 

miktarının kanser hastalarında yükselmiş olduğu 1977 yılında gösterilmiştir 

(123). cfDNA’in bir komponenti olan ve circulating tumor DNA (ctDNA) olarak 

da bilinen komponent 1994 yılında KRAS ve NRAS mutasyonlarının 
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pankreas kanserli ve akut miyeloid lösemili iki ayrı hasta gösterilmesi ile 

tanımlanmış oldu (124, 125).  

cfDNA nekroz, apopitoz ve hücrede aktif salınım ile dolaşıma çıkmaktadır. 

cfDNA fragmanları genellikle 70-200 bp uzunluğunda olup genelde apoptozis 

sonucu oluştuğu düşünülürken,  kanser hastalarının bazılarında nekrotik 

doku kaynaklı daha uzun fragmanlar dolaşıma çıktığı varsayılmaktadır (126-

128) . Bazal cf-DNA miktarı hematopoetik sistem gibi hücre sirkülasyonun 

fazla olduğu sistemlerden kaynaklanır (128). cfDNA miktarı genellikle kanser 

hastalarında yükselmekle beraber diabetes mellitüs, sistemik lupus 

eritematozus, gebelik, sepsis ve miyokart enfarktüsü gibi kronik ve akut hücre 

yıkımı ve yapımıyla giden süreçlerde de artmakta ve cfDNA yüksekliğini 

kanser hastalığına özgül olmaktan çıkarmaktadır (129, 130).  

               1977 de DNA dizilemesi için Sanger sekanslama (131) 

kullanıldığından beri biyoteknoloji alanında birçok gelişme kat edildi . Bu 

ilerlemeler büyük ölçekte sekanslama gerektiren projeleri daha ucuz ve hızlı 

yapabilme gereksinimi doğurmaktadır. Yeni nesil sekanlama teknikleri 

günümüzdeki bu ihtiyaçları gidermektedir. Yeni nesil sekanslama özellikle 

kanser genomunda sanger sekanslamaya göre somatik mozaisizmi 

saptamadaki hassasiyeti, nükleotid sekansını, kopya sayısı değişimlerini ve 

yapısal yeniden düzenlenimleri aynı anda saptayabilmesi ile ön plana 

çıkmaktadır (132, 133). Likit biyopside kullanılan diğer bir yöntem ise ddPCR 

yöntemidir. NGS ve ddPCR kıyaslandığında ddPCR daha sensitif olmasına 

rağmen aynı anda sadece bilinen birkaç mutasyona bakabiliyorken; NGS 

yöntemi ile bilinen/bilinmeyen birçok mutasyona açık bölge aynı anda 

değerlendirilebilmektedir. ddPCR belli başlı mutasyonların ön plana çıktığı 

kanserlerde, tedaviye cevap/takip durumu ve minimal rezidüel hastalık 

araştırılırken ön plana çıkarken, NGS kişisel tedavi rejimi belirlemede ve ilaç 

direncinde daha sık kullanılmaktadır. Kliniğimiz tanı merkezi olarak hizmet 

vermekte olup hastalarımız çoğunluğu ilaç direnci etiyolojisi ile tarafımıza 

yönlendirilmektedir. Bu nedenlerden dolayı çalışmamızda NGS tabanlı 

sistemler tercih edilmiştir.  
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2.11.1. Akciğer Kanserinde likit biyopsinin kullanım alanları 

2.11.1.1. Tanıda cfDNA 

              Kanser tedavisinin tümör üstündeki baskısı farklı lezyonlarda ya da 

aynı lezyonda bağımsız olarak farklı direnç mekanizmaları barındıran 

subklonların oluşmasına yol açabilmektedir (9, 134, 135). Bu durum tümör 

heterojenitesine olarak adlandırılmaktadır (135). Hedefe yönelik tedavilerin 

en büyük limitasyonunu tümör dokusu heterojenitesidir (136).  

Son zamanlarda yapılan birçok meta-analiz ve çalışmalarda plazma 

bazlı EGFR testlerinin KHDAK hastalarında tanısal değeri olabileceğini 

vurgulanmaktadır (137-139). EGFR mutasyonları tespiti için yeterli doku 

materyali olmayan ya da doku biyopsisi yapılamayan hastaların tanısında, 

plazma ya da serumdan elde edilen cfDNA bazlı çalışmalar yardımcı olabilir. 

Literatürde digital droplet PCR yöntemi ile yapılan analizlerde SHAK-dışı 

KHDAK hastalarında EGFR geninde en sık görülen iki mutasyonun (ekzon 

19 delesyonları, L858R) %100 spesifite ve %74-82 sensitivite ile saptandığı 

bildirilmiş ayrıca doku biyopsisi ve plazma bazlı EGFR testleri arasında 

yüksek uyumluluk saptanmıştır (140, 141). Yeni nesil dizileme yöntemi ile 

yapılan analizlerde de doku biyopsisi sonuçları ve plazma bazlı testler 

arasında %71 konkordans sağlanmış ve her ne sebeple olursa olsun genetik 

testler için yeterli doku olmayan hastalarda likit biyopsinin ile seçenek 

olabileceği öne sürülmüştür (142).  

2.11.1.2. Hastalık Prognozunda cfDNA 

               KHDAK hastalarında hastalık seyrini etkileyen birçok faktör olması 

nedeniyle prognozu tahmininde bulunmak oldukça zordur. Bu faktörler 

başlıca çevresel etkenler, tümöre bağlı etkenler  ve hastaya bağlı etkenler 

olarak 3 guruba ayrılabilir (6). Hali hazırda KHDAK hastalarının prognoz 

tayininde yaş, performans durumu(143, 144), kilo kaybı, tümör çapı ve nodal 

invazyon varlığı (143) prognoz tayini için kullanılan belirteçlerdir. Bu 
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belirteçlere ek olarak likit biyopsinin ve cfDNA’nın KHDAK hastalığında 

prognostik değeri olabileceğini gösteren çalışmalar mevcuttur. Bu kapsamda 

Wang ve ark çalışmasında (145) 1.nesil TKİ direnci olan hastalarda T790M 

mutasyonu saptamak amacıyla ddPCR ve dPCR cihazları kıyaslanmış olup 

tedavisi sırasında T790M mutasyonu allel fraksiyonu artan hastaların T790M 

allel fraksiyonu daha az artan hastalara göre daha iyi progresyonsuz 

sağkalım (PFS) ve genel sağ kalım gösterdiği ve   T790M pozitif hastaların 

T790M negatif hastalara göre daha iyi sonuçlarını elde etmiştir. Başka bir 

çalışmada da (146) NGS yöntemi kullanılmış olup çalışan ekip metastatik 

KHDAK hastalarında cfDNA seviyeleri yüksek olan hastaların kandaki 

varyant sayılarına bakılmaksızın kötü prognoz ile ilişkili olduğunu 

göstermiştir. Bu çalışmalarda gösterildiği gibi cfDNA miktarındaki artış 

KHDAK hastalarında prognostik faktör olarak kullanılma potansiyeline 

sahiptir. 

 2.11.1.3. Rekürrens ve minimal rezidüel hastalığın değerlendirilmesi 

          Likit biyopsinin başka bir potansiyel kullanım alanı ise cerrahi tedavi ya 

da kür sağlayıcı başka tedavilerden sonra minimal hastalık takibi 

yapılabilmesi veya rekürrensin değerlendirilebilmesidir. Uzun süredir rezidüel 

hastalığı olan hastalar klinik ve patolojik özelliklerine göre değerlendiriliyordu 

ve TNM sistemi bu sistemde önemli yere sahipti. Yüksek riskli hastalar 

tamamen iyileşmiş ve tedavi ihtiyacı olmasa bile adjuvan kemoterapi 

kullanımı söz konusuydu. Son yıllarda farklı kanser türlerinden hastalarda 

yapılan çalışmalarda likit biyopsi yönteminin minimal rezidüel hastalık ve 

rekürrens açısından kullanılabileceği gösterilmiştir. Erken evre meme kanseri 

hastalarında yapılan çalışmada (147) cerrahi tedavi öncesinde ve sonrasın 

kan alınmış ve cerrahi sonrası ctDNA tespit edilen hastaların 4 kat daha fazla 

relaps geliştirdiği gösterilmiştir. Diehl ve ark (148)  kolorektal kanser hastaları 

ile yaptıkları çalışmada ise cerrahi sonrası likit biyopside ctDNA tespit edilen 

hastaların 5 yıllık takiplerde relaps geliştirdiği ctDNA negatif hastaların ise 5 

yıllık takipte bile relaps geliştirmediği gösterilmiştir. Sozzi ve ark (149) 

çalışmasında likit biyopside KRAS gibi patojenik mutasyonların KHDAK 

hastalarında tekrardan tespit edilmesinin relaps gelişimi ile ilişkili olduğu 



29 
 

gösterilmiştir. Bu çalışmalar ışığından likit biyopsi yönteminin gerek ctDNA 

varlığı ile gerekse patojenik mutasyon takibi yapılarak kanser hastalarının 

rekürrens ya da minimal rezidüel hastalık takibinde kullanılabileceği 

gösterilmiştir. 

2.11.1.4. Kazanılmış direnç ve tedaviye yanıtın değerlendirilmesi 

 Hedefe yönelik ilaçlarında birinci basamak tedavide yer almaya 

başlamasıyla beraber KHDAK tedavisindeki ilerlemeler hız kazanmıştır. Bu 

gelişmelere rağmen birçok hastada tedavi süreci sonunda kür sağlamak 

mümkün olmamaktadır. Bu durumun başlıca nedeni tedavi sırasında gelişen 

ilaç direncidir. İlaç direnci çoğu zaman klonal heterojenite ve seçilim 

sonucunda meydana gelmektedir. Doku biyopsisi tümör genotiplemesinde 

altın standart olmasına rağmen gerek doku materyalinin azlığı gerekse tümör 

heterojenitesinden dolayı ilaç direncine yol açan mutasyonları göstermekte 

eksik kalabilmektedir (9, 150). Örnek olarak 1.nesil EGFR TKİ tedavisi alan 

KHDAK hastalarınde tedavinin 10-12.ayında TKi ilaçlara direnç 

gelişmektedir. İlaç direncinin en sık nedeni EGFR geninde (%50) T790M 

mutasyonu gelişmesidir (6).Bu mutasyona yönelik 3.nesil TKİ olan 

osimertinib hali hazırda kullanılmakta ve etkili sonuçlar alınmaktadır. Ama 

osimertinib tedavisindeki hastalarda da tedavi sürecinde ilaç direnci 

gelişmekte ve bunun başlıca nedeni EGFR geninde meydana gelen C797S 

mutasyonudur (151). Sadece EGFR geninde meydana gelen mutasyonları 

tespit edebilmek için 3 defa doku biyopsisi alınması gerekmekte iken likit 

biyopsi yöntemi ile periferik kandan kolaylıkla birçok gendeki çokça çeşitli 

mutasyonları aynı anda inceleme fırsatı yakalanmaktadır. Bu avantajı 

nedeniyle KHDAK tedavi sürecinde likit biyopsi yöntemi sıklıkla kullanılmaya 

başlanmıştır. 
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3. HASTALAR VE YÖNTEM 

Bu çalışma retrospektif bir çalışma olup Ocak 2019-Kasım 2019 

tarihleri arasında Orta ve Doğu Karadeniz bölgesinde küçük hücreli dışı 

akciğer kanseri tanısı alan veya takip edilen likit biyopsi için tarafımıza 

yönlendirilen ve genetik analizleri tamamlanan 100 (yeni tanı n=42 

progrese/nüks n=58) ardışık hasta dahil edildi. Hastaların klinik bilgileri 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Nukleus bilgi sistemi ve Tıbbi 

Genetik Anabilim Dalı hasta dosya arşivinden elde edildi.  

Hastaların başvuru anındaki radyolojik görüntüleme (PET, BT ve MR) verileri 

incelenerek literatürdeki daha önceki çalışmalar temelinde metastaz odak 

sayılarına göre uzak organ metastazı yok, oligometastatik (1-3 uzak 

metastatik odak) ve multimetastatik (≥3 uzak metastatik odak) olarak 3 gruba 

ayrıldı (152).  

Her hastadan 2 adet Paxgene tüpüne (PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikon, 

Switzerland) toplamda 30 ml olacak şekilde taze kan alındı. Alınan 

materyalden QIAamp Circulating Nucleic Acid kiti (Qiagen, Hilden, Germany) 

ve QIAvac 24 Plus izolasyon sistemi (Qiagen, Hilden, Germany) kullanılarak 

cfDNA izolasyonu yapıldı. Qubit™ dsDNA HS Assay kiti (Qiagen, Hilden, 

Germany) kullanılarak ölçümleri yapıldı. Miktarı ve kalitesi çalışma için uygun 

olan materyaller aşağıda detaylıca anlatılan protokoller kullanılarak çalışıldı.  

Çalışma sonrasında hastaların NGS verilerinin kalite analizleri QIAGEN 

Clinical Insight Analyze (QCI) programı kullanılarak yapıldı. Bu analizde 

özellikle tüm ve hedef bölge okuma sayıları, kalite skoru (Q score ≥25), 

forward/reverse okuma dengesi ve hedef bölgelerin okuma derinliği (≥500x) 

parametreleri veri kalitesini değerlendirmek için kriter olarak alındı. Saptanan 

varyantların doğruluğu değerlendirme açısından “Track Viwer” ve Integrative 

Genomics Viewer “IGV” programları kullanıldı. Allel fraksiyonu ≥%1 olan 

varyantlar değerlendirilmeye alındı (153, 154).Varyantların klinik olarak 

anlamlandırılması ve patojenisitesinin belirlenmesi amacıyla başta QIAGEN 
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Clinical Insight Analyze programı olmak üzere COSMIC, ClinVar ve veri 

tabanları ACMG/AMP guiedline’ı kullanıldı. Ayrıca in silico analizler için 

Mutation Taster, Provean, Varsome ve SIFT programlarından yararlanıldı.   

Çalışmamızda likit biyopsi yöntemi ile 19 gendeki (AKT1, ALK, BRAF, DDR2, 

EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR1, KIT, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, NTRK1, 

PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RICTOR, ROS1) genetik varyasyonların sıklık ve 

dağılımı ile bu varyasyonların hastalık prognozu üzerine etkileri incelendi. Bu 

hastalarda saptanan mutasyonların sıklık ve dağılımı incelendi. Ayrıca bu 

mutasyonların başvuru anındaki yaş, cinsiyet, histopatolojik tip, evre, 

metastaz odak sayısı, cfDNA miktarı, tedavi direnci ve genel sağkalım ile 

ilişkisi değerlendirildi. 

 

3.1. cfDNA İzolasyonu 

Kan plazma örneklerinden, serbest tümör DNA’sı izolasyonu için 

QIAamp Circulating Nucleic Acid kiti ve QIAvac 24 Plus izolasyon 

sistemi kullanıldı. 

Kullanılacak tamponlar ve hazırlanışları  

• ACW1 tamponu 

• ACB tamponu 

•  ACW2 tamponu        

• Carrier RNA’nın ACL Buffer’a eklenmesi 

                    

cfDNA izolosyon protokolü                

• Her hastadan 2 adet Paxgene tüpüne toplamda 30 ml olacak şekilde 

taze kan alındı. 

• Alınan kanlar santfifüj edildi.  

• Süpernatanttan 4 ml alınıp Proteinase K ve ACL Buffer ile karıştırıldı.  

• Su banyosunda 60 °C’de 30 dk inkübasyon yapıldı. 
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• İnkübasyon sonrasında ACB buffer eklendi ve -20 °C’ de 5dk inkübe 

edildi. 

• QIAmp Mini kolonlarını QIAvac üzerindeki VacConnector’lara 

yerleştirildi. 

• Lizat+ACB buffer karışımın vakum pompa yardımı ile filtreden geçirildi. 

• Sırasıyla ACW1, ACW2 ve %96 lık etonol kolonlardan geçirildi. 

• Kolonlar 2 ml collection tüplere yerleştirildi ve 14000 rpm’de 3 dk 

santrifüj yapıldı. 

• Kolonları yeni bir collection tüpe alındı ve ısıtıcı blokta 56°C’de 10 dk 

inkübe edildi.  

• Kolonlar yeni 1,5 ml’lik elüsyon tüplerine yerleştirildi AVE Buffer 

eklendi. Oda sıcaklığında 3 dk inkübe edildi. 

• Daha sonra 14000 rpmde 2 dk santrifüj yapıldı. 

3.2. cfDNA Ölçümü 

Qubit ile DNA ölçümünde Qubit™ dsDNA HS Assay Kit kullanıldı. 

• Her bir numune 0,5 ml tüplere alındı. 

• Qubit™ dsDNA HS reagent, Qubit™ dsDNA HS buffer kullanılarak 

1/200 oranında seyreltildi. Qubit çalışma solüsyonu hazırlandı.  

• Son volüm 200 µl olacak şekilde uygun hacim tüplere aktarılırdı. 

• Qubit® 3.0 Fluorometer cihazında (Qubit 3.0, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) sırasıyla DNA, dsDNA High Sensitivity 

protokolleri seçildi. 

• Numunelerde 2 µl örnek alınarak DNA ölçümü yapıldı değerler 

kaydedildi. 

Qubit ölçümünde cfDNA konsantrasyonu 2ng/ µl altında olan hastalar 

GeneRead QIAact Actionable Insights Tumor Panel’ine (AIT panel)alındı. 

2ng/ µl üstünde konsantrasyonu olan hastalar GeneRead QIAact Lung DNA 

UMI Panel’ine (LUNG UMI panel) alındı.  
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3.3. Fragmantasyon, End-Repair, A- Addition 

           GeneReader cihazında sekans analizi için hazır panel “GeneRead 

QIAact Lung DNA UMI Panel” kiti kullanılır. 

Tablo 6: GeneRead QIAact Lung DNA UMI Panel İçeriği Tablosu 

 

• Örnek DNA’lar 10 ng/µl olacak şekilde seyreltildi. 

• Her bir örnek için PCR tüpüne 4 µl dilüe edilmiş,16 µl DNA 

Master miks ve 5 µl Fragmentation Enzyme Mix’i aktarıldı. 
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Tablo 7: Fragmantasyon, End-Repair, A- Addition Miksi Hazırlama 

Tablosu 

 1 reaksiyon 
hacmi 

6 reaksiyon 
hacmi 

12 reaksiyon 
hacmi 

İçerik Hacim (µl) Hacim (µl) Hacim (µl) 

DNA* 4 - - 

Fragmentation 
Buffer, 10x 

2,5 16,2 31,2 

Nuclease-Free Su 12,75 82,9 159,4 

FERA Solution 0,75 4,9 9,4 

Toplam 20 104 200 

 

3.4. Adaptör Bağlanması 

            Aşağıdaki tabloya göre reaksiyon miksi hazırlandı. 

Tablo 8: Adaptör Bağlanma Miksi Hazırlama Tablosu 

 1 reaksiyon 6 
reaksiyon 

12 reaksiyon 

İçerik Hacim (µl) Hacim (µl) Hacim (µl) 

Ligation Buffer, 5x 10 65 125 

DNA ligase 5 32,5 62,5 

Ligation solution (PEG6000, 
50%) 

7,2 46,8 90 

Toplam 22,2 144,3 277,5 

 

•  Her bir örnek için QIAact Adapter’dan 2,8 µl alınarak PCR tüpüne 

aktarıldı.  

•  Her bir PCR ürününden 25 µl alınıp, adaptör içeren PCR tüplerine 

aktarıldı sonra içerisine 22,2 µl ligation master miksi eklendi. İnkübasyon 

yapıldı. QIAseq Bead’ler ile temizlik işlemine geçildi. 

•    50µl ligasyon ürünü LoBind tüpe aktarılıp 50 µl nukleaz free su eklendi. 

• Üzerine 100 ul QIAseq Beads eklendi ve inkübe edildi. 

• İnkübasyon sonrası süpernetant tüpten uzaklaştırıldı. 

•   200μl %80 etanol yıkama yapıldı ve süpernatatn uzaklaştırıldı. 

• DNA hedef boncuklarını 52µl nuclease-free su ile dilüe edildi. 

• 50μl süpernatantı, Lobind tüpe aktarıldı.  
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• 50μl QIAseq Beads’i 50μl DNA solüsyonu üzerine eklendi. 

• İnkübasyon sonrası süpernatantı uzaklaştırıldı. 

• 2 defa 200μl %80 etanol ile yıkama işlemi yapıldı. 

• Hedef DNA boncukları 22 μl nuclease-free su ile dilüe edildi. 

• Her bir örnek için bir adet forward target enrichment PCR, bir adet reverse 

target, enrichment PCR için kullanılmak üzere 2 adet PCR stribi 

hazırlanıp 9.4μl süpernatantı bu PCR tüplerine aktarıldı ve hedef 

zenginleştirme PCR kurulumuna geçildi. 

3.5. Ürün Zenginleştirme 

            Forward Target Enrichment PCR ve Reverse Target Enrichment PCR 

için 2 farklı master miksi aşağıda belirtilen tablolara göre hazırlandı. 

Tablo 9: Forward Hedef Zenginleştirme PCR Reaksiyon Miksi Hazırlama 
Tablosu 

 1 
reaksiyon 

6 reaksiyon 
12 
reaksiyon 

İçerik Hacim (µl) Hacim (µl) Hacim (µl) 

DNA kitaplığı (34. Maddedeki) 9,4 - - 

TEPCR Buffer, 5x 4,0 26,0 50,0 

GeneRead QIAact Lung DNA UMI 
Panel Forward Primers 

5,0 32,5 62,5 

GeneReader TE-PCR Primer 0,8 5,2 10,0 

HotStarTaq DNA Polymerase 0,8 5,2 10,0 

Toplam 20,0 68,9 132,5 

 

Tablo 10: Reverse Hedef Zenginleştirme PCR Reaksiyon Miksi 
Hazırlama Tablosu 

 1 
reaksiyon 

6 
reaksiyon 

12 
reaksiyon 

İçerik Hacim (µl) Hacim (µl) Hacim (µl) 

DNA kitaplığı (34. Maddedeki) 9,4 - - 

TEPCR Buffer, 5x 4,0 26,0 50,0 

GeneRead QIAact Lung DNA UMI 
Panel Reverse Primers 

5,0 32,5 62,5 

GeneReader TE-PCR Primer 0,8 5,2 10,0 

HotStarTaq DNA Polymerase 0,8 5,2 10,0 

Toplam 20,0 68,9 132,5 
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•  Her bir hazırlanan hedef zenginleştirme miksinden, daha önce her bir 

örnek için 2 adet PCR tüpüne dağıtılarak 9,4 µl saflaştırılmış DNA 

kütüphanesi üzerine 10,6 µl eklendi.  

•   Thermalcycler aşağıdaki tablodaki gibi programlandı. 

Tablo 11: Thermalcycler Tablosu 

 

• Reaksiyon sonrası QIAseq Bead’ler ile temizlik işlemine geçildi. 

• Forward ve reverse target enrichment PCR ürünlerini bir araya getirilerek 

40 µl’ yi temiz bir LoBind (1,5 ml) tüpe aktararak 100 µl’ ye tamamlanıldı. 

• Dilüe edilen 100 µl ürününün üzerine 100 µl QIAseq Beads eklendi ve 5 

dk inkübasyona bırakıldı. Sonra süpernetant tüpten uzaklaştırıldı. 

• %80 etanol eklenip yıkama yapıldı ve süpernatatn uzaklaştırıldı. 

• Etanolü uzaklaştırılması için boncukların 10 dakika kurumaya bırakıldı. 

• DNA boncuklarını 16μl nuclease-free su ile dilüe edildi. 

• 13,4 μl süpernatantı temiz bir PCR tüpüne ya da PCR plate kuyusuna 

aktarıldı ve Universal PCR amplifikasyon kurulumuna geçildi. 

 

 

 

 

 

 

Basamak Süre Derece 

Ilk 
denaturasyon 

13 dakika 
2 dakika 

95ºC 
98ºC 

8 döngü 
15 saniye 
10 dakika 

98ºC 
68ºC 

1 döngü 5 dakika 72ºC 

1 döngü 5 dakika 4ºC 

Bekleme ∞* 4ºC 
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3.6. Universal PCR Çoğaltması 

        Aşağıdaki tabloya göre miksler hazırlandı. 

Tablo 12: Universal PCR Miksi Hazırlama Tablosu 

 1 örnek 6 örnek 12 örnek 

  İçerik Hacim (µl) Hacim (µl) Hacim (µl) 

Zenginleştirilmiş DNA (48. 
maddedeki) 

13.4 - 
 

- 

UPCR Buffer, 5x 4,0 26,0 50,0 

IL-Universal Primer 0.8 5,2 10,0 

IL-S502 Index Primer 0.8 5,2 10,0 

Hot Start Taq DNA polimeraz 1 6,5 12,5 

Toplam 20 42,9 82,5 

• Zenginleştirilmiş DNA içeren PCR tüplerine hazırlanan master miksten 

6,6 μl eklenerek santrifüj edildi. 

Thermalcycler cihazı aşağıdaki programa göre kuruldu. 

Tablo 13: Universal PCR Termalcycler Döngüsü Tablosu 

 

Basamak  Derece Süre  

1 
İlk Denaturasyon 

95ºC 13 dakika 

2 98ºC 2 dakika 

3 21 döngü 
98ºC 
60ºC 

15 saniye 
2 dakika 

4 1 döngü 72ºC 5 dakika 

5 Hold 4 ºC 5 dakika 

6  4 ºC ∞ 

 

• Reaksiyon sonrası QIAseq Bead’ler ile temizlik işlemine geçildi. 

• Universal PCR sonrası 20 µl PCR reaksiyonunu LoBind tüpüne 

aktarıldı ve üzerine 80 µl Nucleaz içermeyen su eklendi. 

• 100μl QIAseq Beads 100μl dilue edilmiş PCR solusyonuna eklendi. 

İnkübasyon sonrası süpernatant tüpten uzaklaştırıldı. 

• 200μl %80 etanol eklenip yıkamandı süpernatatn uzaklaştırıldı. 

• DNA kitaplık boncukları dilüe edild28 ul supernatantı temiz biz 1.5ml 

lobind tüp içerisine veya PCR tüpüne aktarıldı. 
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AIT panelde LUNG UMI panelinden farklı olarak 3.1 cfDNa izolasyon ve 3.2 

Qubit ölçümünden sonra 3.3, 3.4, 3.5 3.6 yerine 3.7 klonal çoğaltma 

aşamasına kadar aşağıdaki basamaklar takip edildi. Diğer basamaklar her iki 

panel içinde ortaktır. 

Hedef Zenginleştirme 

• GeneRead QIAact Actionable Insights Tumor Panel (cat.No: 181910) 

(A1-A2-A3-A4 primerlerini içerir)  

• GeneRead DNAseq Panel PCR Kit V2 (Cat No: 181940 12 reaksiyon; 

Cat No: 181942 96 reaksiyon) (DNA Polimeraz ve Master Mix içerir)  

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

• Manyetik Stand  

• 1.5 ml LoBİnd Tüp 

• 0.2 ml PCR tüp  

• QIAxcel DNA High Resolution Kit (1200) (Cat No./ID: 929002) 

• QX DNA Size Marker 50-800 bp (50 µl) (Cat No: 929561) 

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

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

 

   DNA Dilüsyonu Hazırlanması 

• DNA dilüsyon hazırlığına geçmeden önce GeneRead QIAact 

Actionable Insights Tumor Panel ve GeneRead DNAseq Panel PCR 

Kit V2 kitini – 20 °C’den çıkarıp, soğuk blokta PCR kabinine koyuldu. 

• DNA materyali LoBind tüp içerisinde Dnase-free su ile 2,5 ng/µl’ye 

dilue edildi.  

 

    Hedef Zenginleştirme PCR Hazırlığı 

• QIAact Panel Primer mix ve DNA seq panel PCR kiti kullanıldı. 

• PCR Miksleri ilerdeki tabloya göre hazırlandı. 
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Tablo 14: AIT Panel Hedef Zenginleştirme PCR Miksi Hazırlama Tablosu 

İçerik Örnek (µl) 

GeneRead DNA seq Panel 5x PCR Buffer* 4,4 

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

GeneRead HotStart Taq DNA Polymerase* 

(6U/µl) 

1,5 

Dnase-free su* 0,7 

Toplam Hacim 17,6 

• Her bir PCR miksinden 16µl ilgili kuyular dağıtıldı. 

• Her PCR Reaksiyon tüpüne önceden konsantrasyonları ayarlanmış 

4µl DNA dağıtıldı ve thermalcycler’a yüklendi. 

Tablo 15: AIT Panel  Hedef Zenginleştirme PCR Thermalcycler Döngüsü 

Zaman Sıcaklık Döngü 

15 dakika 95°C 1 

15 saniye 

4 dakika 

95°C 

60°C 

26 

10 dakika 72°C 1 

Bekleme 4°C ∞ 

 

PCR Ürünlerinin Saflaştırılması 

• Her örnek tek PCR tüpünde birleştirildi ve toplam hacim yaklaşık 

80µl olacak şekilde ayarlandı. 

• Her örnekten 80µl’yi 1,5ml’lk LoBind tüpe aktarıldı. 

• 72µl Agencourt AMPure XP Beads’i 80µl PCR ürünü üzerine 

eklendi. 

• Tüpler spin yapıldı ve beadlere dokunmadan 140µl süpernatant’ı 

yeni bir tüpe aktarıldı.  

• Süpernatant üzerine 128µl Agencourt AMPure XP Beads eklenildi. 
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• Tüpler spin yapıldı ve beadlere dokunmadan 140µl süpernatant’ı 

yeni bir tüpe aktarıldı.  

• 400µl taze hazırlanmış %80’lik etil alkol eklenildi ve spin yapıldı. 

• Bu aşama 2 defa tekrar edildi. 

• Hedef DNA beadlerini 28µl sterile su ile dilüe edildi. 25µl 

süpernatantı temiz bir LoBind tüpe aktarıldı.  

• Zenginleştirilmiş DNA miktarını QIAXcel Advanced cihazında QX 

DNA High Resolution Kit kullanarak ölçüldü. 

KİTAPLIK HAZIRLIĞI 

Library Prep aşamasında aşağıda belirtilen kitler kullanılmaktadır. 

Tablo 16: AIT Panel GeneRead DNA Library Q Kit İçeriği 
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Tablo 17: AIT Panel GeneRead Size Selection Q Kit İçeriği 

 

Örneklere Barkod Bağlanması 

• DNA konstantrasyonları GeneRead Workbook’a girilerek 5ng/µl 

olacak şekilde RB tüp içerisinde dilüsyonları yapıldı.  

• Her örnek için 1’er adet Sample Tube RB ye 5ng/µl’ye seyreltilen 

DNA’dan 8 ul bu tüpe konuldu.   

• DNA ve barkod adaptörlerinin uygun birleşmesi için her örnek tüpe 

koyulup spin yapıldı.  

MMA Master Miks Hazırlığı 

              End-repair için, GeneRead DNA Library Q kit içerisinde bulunan 

1,5ml’lik mikrosantrifüj tüpüne aşağıdaki tabloyu kullanarak reaksiyon miksi 

hazırlandı. 

Tablo 18: AIT Panel MMA Master Miks Hazırlama Tablosu 

  

 

Örnek sayısı RNAse-Free Water End-Repair 

Buffer 

End-Repair Enzyme Mix Universal Adaptor Q 

2 23 9,0 7,2 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 Hazırlığı  

Adaptör bağlanması için GeneRead DNA Library Q kit içerisinde 

bulunan 1,5ml’lik mikrosantrifüj tüpüne aşağıdaki tabloyu kullanarak 

reaksiyon miksi hazırlandı. 

Tablo 19: AIT Panel MMC Master Miks Hazırlama Tablosu 

 

Rotor Adaptörlerinin Hazırlığı                               

• 1 adet Minelute spin kolon alındı ve adaptörün 1 pozisyonuna 

Minelute Spin kolonu yerleştirildi. 

• Rotor adaptörün 2 pozisyonu boş bırakıldı. 

• Rotor Adaptör ile birlikte sağlanan 1,5ml’lik elüsyon tüpleri 3. 

pozisyona yerleştirildi. 

• Reaksiyon şişeleri aşağıdaki tabloya göre hazırlandı. 

Tablo 20: AIT Panel Rotor Adaptör Hazırlama Tablosu 

Pozisyon Reaktif Örnek Başına 

Hacim 

Şişe başına 

Rezerve 

1 Buffer SB2 800µl 2500µl 

2 Diluent (%80 

Etanol) 

 

1600µl 2500µl 

3 Diluent (%80 

Etanol) 

1600µl 2500µl 

4 Buffer EBA 200µl 2500µl 

Örnek 

sayısı 

RNAse-Free 

Water 

Ligation Buffer Ligation + Nick  Repair Enzyme 

Mix 

dNTP 

Mix 
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 
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Kütüphane DNA’nın Çoğaltılması 

   Aşağıdaki tabloya göre mastermix hazırlandı ve DNA 

materyalleri ile karıştırıldı ve karışım termacycler’a yüklendi. 

Tablo 21: AIT Panel Kütüphane DNA Çoğaltma Miksi Hazırlama Tablosu 

İçerik Hacim / Reaksiyon (µl) 

Multiplex PCR Master Mix 25 

Primer Mix, Library Amplification 1 

Rnase-free Water 7 

Library DNA 17 

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

 

Kitaplık Ürünlerinin Temizliği 

   PCR ürünleri sample tube RB’ye alındı. 1 basamak 

üstteki rotor adaptör hazırlığı tekrarlandı. Reaksiyon şişeleri hazırlandı. 

Aşağıdaki tabloya göre reaktifler ve PCR materyali QIAcube cihazına 

yüklendi. Cleanup programı seçildi. 

Tablo 22: AIT Panel QIAcube Cihazı Yükleme Tablosu 

Pozisyon Reaktif ÖrnekBaşına Hacim Şişe Başına 

Rezerve 1 Buffer SB2 400µl 2500µl 

2  -   -   -  

3 Diluent( Etanol) 1600µl 2500µl 

4 Buffer EBA 100µl 2500µl 
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3.7. Klonal Çoğaltma  

           Aşağıdaki kitler kullanılmaktadır. 

Tablo 23: Klonal Çoğaltma Kiti içeriği 

 

3.8. Kitaplık Ürününün Konstrasyon Ayarlanması 

          Amplifikasyona girecek her ÖRNEK için; 100pg/µl konsantrasyona 

ulaşacak şekilde, gerekli kitaplık ve dilüsyon tamponunun (Buffer D) miktarını 

hesaplandı. Hesaplama için aşağıdaki örnek exel tablosundan yararlanıldı. 
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Tablo 24: Kütüphane Ürünleri Konsantrasyon Ayarlama Tablosu 

 

• Kitaplık ve Buffer D’yi 1,5 ml’lik ependorf tüpte birleştirilip vortex 

yapıldı. 

 

3.9.Kitaplıkların Havuzlanması 

            Havuzlanacak her barkodlanmış kitaplığı 100pg/µl olacak şekilde eşit 

hacimde 1,5ml’lik ependorf tüpe aktarıldı. 

3.10. Örneklerin Hazırlanması 

          Uygun hacimdeki 100pg/µl kitaplık havuzunu (4µl) ve Buffer D’yi 

(496µl), uygun DNA konsantrasyonuna ulaşmak için (0,8pg), 2ml’lik 

screwcap CB tüpe karıştırıp vortexlendi.  

3.11 Emülsiyon Oluşturulması 

3.11.1 Primer Yüklenmiş PCR Beadlerinin Önişlemi 

            Aşağıdaki tablo, 2ml’lik LoBind tüpe konacak uygun Primer 

Loaded PCR Beads ve Buffer E hacimlerini göstermektedir.  

 

• Miks hazırlığı için 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 

 

• Pelet oluşumu sağlandı ve  süpernatantı atıldı. 

• 1ml Denaturation Solution eklendi santrifüj yapıldı. 

• Pelet oluşumu sağlandı ve  süpernatantı atıldı. 

• 750µl Buffer T eklendi santrifüj yapıldı. 

• Pelet oluşumu sağlandı ve  süpernatantı atıldı. 

• 750µl Buffer T eklendi santrifüj yapıldı. 

• Aşağıdaki tabloyu kullanarak gerekli Buffer E ve Buffer B’yi tüpe 

eklendi ve tüm tüp içeriğini 2 ml screwcap CB tüpe aktarıldı. Bir 

kitaplık havuzu için n×(Beffer E (250µl)+ Buffer B (250µl)) 

kulanılmaktadır. 

 

3.11.2 Reaktiflerin Hazırlanması 

           Her bir kitaplık havuzu için tek bir Master Mix tüpü (GeneRead Clonal 

Amp. Q Kit Box1) ve tek bir Primer Mix tüpü (GeneRead Clonal Amp.Q Kit 

Box1) kullanuldı. Her bir kitaplık için 3500 µl Oil Mix’I 10ml’lik Sarsted tüpe 

koyuldu.          

3.11.3 GeneRead QIAcube Workdeck 1 Hazırlığı  

Kitaplık havuzları için: 

 n× (1*500 µl örnek tüpü, 1*3500 µl Oil mix tüpü, 1*500 µl primer 

loaded PCR beads tüpü, 1*1600 µl master mix tüpü, 1*650 µl primer 

tüpü, 2* boş 2 ml screw tüpü, 1* PCR plağı, 3*1000 µlpipet ucu ) 

gerekmektedir.  
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                 Tablo 26: GeneRead Workdeck 1 Hazırlama Tablosu 

Qiacube 

Protocol 

Adımlar 

A 2 ml tüpleri ( 4 pozisyon) (Dilue Library 

Pool) 

B 10 ml tüpleri ( 4 pozisyon) 

C 10 ml tüpleri ( 4 pozisyon) 

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

bore uç) E 1 tip rack (200 ul, 1000 ul, 1000 ul wide 

bore uç) F 2 ml tüpleri ( 1 pozisyon) 

G 2 ml tüpleri, soğutma (4 pozisyon) 

H 

 

2 ml tüpleri, soğutma (4 pozisyon) 

J 2 ml tüpleri, soğutma (4 pozisyon) (screw 

Cap) K 2 ml tüpleri, soğutma (4 pozisyon) (screw 

Cap) L 96 well PCR plate (1 pozisyon) 

M 96 well PCR plate (1 pozisyon) 

N 2 ml tüpleri ( 4 pozisyon) 

 

           Reaktifler yukardaki tablolara göre hazırlanıp GeneRead Workdeck 1 

oluşturuldu ve GeneRead Qiacube cihazına yüklenip Make Droplets’I 

programı çalıştırıldı. 

3.11.4 PCR Plate Yerleştirilmesi 

            PCR plate’ini Deep Well PCR cihazına koyulup PCR programı 

başlatıldı. 
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Tablo 27: Deep Well PCR Programı 

 

           PCR ürünleri ‘Emulsion Breaking ve pooling’ aşaması ile GeneRead 

Qiacube cihazına alındı. 

3.12 Emülsiyon Break Aşaması 

• Her bir Library Pool u için, 2 adet 10 ml tüpün içine 10’ar ml Buffer A 

eklendi. 

• Her bir Library Pool u için, 3 adet 2 ml eteksiz Sarsted CB tüpün içine 

2 ml Buffer N eklendi. 

• GeneRead QIAcube Workdeck 1 hazırlığına geçildi 

• Aşağıdaki formüle göre sarf ve reaktifleri hazırlandı. 

n x (2x10 ml Buffer A tüpü, 3x2 ml Buffer N tüpü, 3x200 µl uçları, 

8xwide bore 100 µluç, 4x rotor adaptör, 1x PCR emulsion ürünleri, 1x 

enrichment kolon) 

• Enrichment kolonları rotor adaptörlere aşağıdaki tanımlamaya göre 

yerleştirildi. 

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 Adaptörlerin Enrichment Kolonlara Yerleşim Tablosu 

 

 

• GeneRead WorkDeck 1’i GeneRead QIAcube cihazına yerleştirildi. 

• GeneRead QIAcube ekranında ‘Breaking and Pool’u seçilip Emulsion 

Breaking ve pooling aşaması beklendi. 

3.13 Bead Zenginleştirilmesi 

 

3.13.1 Super A Bead Önişlemi 

• Super A bead’i (X15000 g) 1 dakika santrifüj edildi. 

• Süpernatantı uzaklaştırıldı. 

• Tüpe 550 ul Enrichment Buffer eklenip vorteks ve santrifüj yapıldı. 

• Süpernatantı uzaklaştırıldı ve 200 ul Super A bead süspansiyonun 

kalmasını sağlandı. 

 

3.13.2 Reaktiflerin Hazırlanması 

• Her bir library pool için, 950 ul Enrichment Buffer’ı 2 ml screw cap CB 

tüpe 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 QIAcube Workdeck 2 Hazırlığı  

 

• QIAcube GeneReader cihazı tarafından verilen direktiflere uyarak 

Workdeck 2’yi hazırlandı. 

• Magnet station cover’ı uzaklaştıldı ve 8-strip PCR tüplerini alındı. 

library poolları homojen hale getirildi. Poollar 2 ml Lobind ependorf 

tüpe aktarıldı. 
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3.13.4 Bead Konsantrasyonu Ölçümü 

 

• Sekans için uygun aralıkta bead miktarını belirlemek Color Chart 

yöntemi kullanılır. 

• Yaklaşık 400µl Buffer T içinde bulunan, 2ml LoBind tüpe aktarılan her 

library pool tüpünü manyetik rack’a yerleştirildi. Pellet oluşturulup 

süpernatant atıldı. 

• 500µl Buffer T eklenip her bir pool’u Colour Chart ile değerlendirildi. 

140M altı library poolları çalışmanın kalanına dahil edilmeyip 140M-

300M arası library poollar ile çalışmaya alındı. 

 

 

Şekil 4: Bead Konsantrasyonu Ölçümü Chartı 
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3.14 Sekans Aşaması 

       Sekans aşamasında aşağıda belirtilen kitler kullanılmaktadır. 

Tablo 29: Sekans Aşaması Kullanılan Kit İçeriği Tablosu 

 

3.14.1 Sekans Primer’in Ön Hazırlığı ve Hibridizasyonu 

• Generead UMI Advance Sequencing Add Ons Kit içerisindeki 

Sequencing Primer’dan 2µl ve 198µl Buffer T Sample Tube RB’ye 

alındı. Vorteks, spin yapıldı. 

• Bu arada 2 adet thermomikser’i aşağıdaki şekilde hazırlanıldı: 

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

• LoBind tüpte bulunan her bir Library pool tüpününde pellet oluşumu 

sağlandı süpernatant atıldı. 

• Tüp içerisine önceden dilue edilmiş 100µl Sekans Primeri eklenildi.  

• Thermomikserde 95°C, 950 rpm’de 5 dakika inkübe edildi. 

• Thermomikserde 25°C, 950 rpm’de 10 dakika inkübe edildi.  

• Tüpte pellet oluşumu sağlandı süpernatantı atıldı. 

• Tüp içerisine 500µl Buffer T eklenildi.  

• Tüpte pellet oluşumu sağlandı süpernatantı atıldı. 

• Tüp içerisine 500µl Buffer P eklenildi.  

• Tüpte pellet oluşumu sağlandı süpernatantı atıldı. 

• Tüp içerisine 500µl Buffer P eklenildi. 

• Tüpte pellet oluşumu sağlandı süpernatantı atıldı.  

• Tüp içerisine 11 µl (ayrı bir tüpte 2 ml’lik tüpte 29 mg EDC ve 17 mg 

NHS karışımına, 1,5ml Buffer P eklenerek( hazırlanan karışımdan 

eklendi. 

3.14.2 Flowcell Hazırlanması  

• Pipetaj yapılmış (15 µl) bead’i Flowcell’e yüklenilip İnkübasyon yapıldı. 

• İnkübasyon bitiminde; Flow Cell’deki seali  çıkartıldı ve Flow Cell’in tek bir 

girişinden 2x100µl Buffer P bağlanmamış bead’leri uzaklaştırıldı.  

• Flow Cell, GeneReader cihazında sekanslama için hazır hale gelmiş oldu. 

3.14.3 Reaktiflerin Hazırlığı 

• Flow Cell’in 1 saatlik inkübasyonu sırasında reaktif hazırlığı kısmı yapıldı. 

• Aşağıdaki görsellerde hangi reaktifin nereye pipetleneceğini gösteriildi.  

• Reaktif Hazırlığı işlemini bitirdikten sonra; Flow Cell’in 1 saatlik 

inkübasyon süresine de dikkat ederek, GeneReader cihazını hazırlanıldı. 

• 1 Flow Cell Kullanımı: Tek bir Flow Cell kullanımında aşağıdaki reaktif 

hazırlama protokolünü kullanınız. 



53 
 

• 162 µl Extend A2 UMI , 162 µl Pol Extend ve 15µl Extend Additive P’yi;  

Extend Premix A1 UMI tüpüne eklenildi.   

• 162 µl Extend B2 UMI, 162 µl Pol Extend ve 15µl Extend Additive P’yi;  

Extend Premix B1 tüpüne eklenildi.  

• 1 tüp Cleave Additive M powderi Cleavage Premix tüpüne eklenildi. Daha 

sonra tüpte kalanı almak için 500 µl hazırlanmış Cleavage Premix’i 

Cleave Additive M tüpünün içine eklenildi. Kısaca vortexlenip. Tüpteki 500 

µl’yi tekrar hazırladığınız Cleavage Premix tüpüne eklenildi. 

3.14.4 GeneReader Hazırlığı 

• GeneReader software’ini açılıp cihaz içi gerekli yıkamalar yapıldı 

• GeneReader software’de, Run Setup simgesine tıklayınıp. Ekrandaki 

yönergeleri izlendi. 

• Wash Bufferlar barcodları okutularak tanımlandı ve 9 ve 11 

pozisyonlarına yerleştirildi. 

• Reagentlar ın tanımlanması için, ‘Add Reagent’ seçilip ve 2 farklı kit 

barcodu burda cihaza tanıtıldı: 

1. Generead UMI Advanced Seq Q Buffer  

2. Generead UMI Sequence Q Add-on Kit  

• Prime başlatılır, prime tamamlandıktan 1 saat içerisinde Flow cell 

yüklenildi. 
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Etik Onay 

  Çalışmaya başlamadan önce Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulundan onay alınmıştır. ( Onay tarihi 

14.11.2019 Sayı B.30.2.ODM.0.20.08/861) 

İstatistiksel Değerlendirme: 

            Hastaların bulgu ve sonuçları, SPSS (Statistical Package For Science 

Studies) For Windows 15,0 İstatistik Paket programı ile değerlendirilmiş 

veriler ortalama ±SD ve ortanca (min.- maks.) olarak belirtilmiştir. İstatiksel 

yöntem olarak Kruskal_Wallis varyasyon analizi, Bonferroni düzeltmeli Mann-

Whitney U testi (p≤0,016 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi), 

Kaplan-Meier sağ kalım analizi (p≤0,05 değeri istatiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir),  log rank testi kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

Bu çalışmada Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri tanılı 100 hastanın 

verileri değerlendirildi. 

Çalışmaya alınan hastaların 66 (%66)’sı erkek; 34 (%34)’ü kadındı.  

Erkek/Kadın oranı 1,9’du (Şekil-5).  

 

 

Şekil-5: KHDAK Hastalarının Cinsiyete Göre Dağılımı 

           

Hastaların başvuru anındaki yaş ortalaması 63.7±9.7, ortanca yaş ise 

65 idi. En büyük hasta 86 yaşında en küçük yaş 37 yaşında idi (Şekil-6). 

 

    Şekil-6: KHDAK Hastalarının Yaşa Göre Dağılımı 

0 10 20 30 40 50 60 70

Kadın
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Cinsiyet Dağılımı
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Yaş Dağılımı

35-40 41-50 51-55 56-60 61-65 66-70 71-75 76-80 81-86
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Hastalarımızın tümünün (%100) histopatolojik tanısı KHDAK olup; 

hastaların %80‘i adenokarsinom, %15’i skuamöz hücreli karsinom ve %5’i 

adenokarsinom veya skuamöz hücreli karsinom olmayan küçük hücreli dışı 

akciğer kanseri (KHDAK-ASO) alt tipindeydi (Şekil-7). 

 

        Şekil-7: KHDAK Hastalarının Histopatolojik Tanıya Göre Dağılımı 

 

Hastaların tümü (%100; n=100) tanı anında TNM evrelemesine göre 

Evre IV idi. 

Başvuru anında hastalar (42 yeni tanı ve 58 tedavi sonrası takipli) 

metastatik odaklar açısından incelendiğinde 82 hastada uzak organ 

metastazı vardı. En sık metastaz iskelet sistemine (%41,5; n=34) idi. 18 

hastanın ise uzak metastazı bulunmuyordu. (Şekil-8) 

Ayrıca patojenik mutasyon saptanan 25 hastanın uzak organ 

metastazları incelendiğinde sırasıyla en sık metastaz iskelet sistemine 

(n=16), sürrenal bezlere (n=7), karşı akciğere (n=5), karaciğere (n=4), beyne 

(n=2) olduğu gözlemlendi. (Şekil-9) 

Hastalar uzak organ metastaz odak sayısına göre gruplandığında 71 

hasta oligometastatik, 11 hasta multimetastatik, 18 hasta ise uzak organ 

Adenokarsinom
80%

Skuamöz Hücreli 
Karsinom

15%

KHDAK-ASO
5%

Histopatolojik Tanı

Adenokarsinom

Skuamöz Hücreli Karsinom

KHDAK-ASO



57 
 

metastazı yok grubunda idi. Uzak organ metastazı olmayan hastaların hepsi 

hayatta idi. Oligometastatik hastaların GSK ortalaması 49.5±5,7 ay iken, 

multimetastatik hastaların GSK ortalaması 17.2±5,5 ay idi. Tüm gruplar 

arasında ortalama GSK açısından istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı (p 

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

 

 

Şekil 8: Hastaların Başvuru Anında Metastatik Odaklara Göre Dağılımı 
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Şekil 9: Patojenik Mutasyon Saptanan Hastalarda Uzak Organ Metastaz 
Dağılımı 

Hastalardan likit biyopsi ile elde edilen cfDNA miktarı ortalaması 4.8 

ng±5,3 nanogram (ng) idi.  

Başvuru anındaki hastaların uzak organ metastaz odak sayısı ve  

cfDNA ortalaması birlikte incelendi. Uzak organ metastazı olmayan hastaların 

cfDNA ortalaması 3,8 ±1 ng (1,1-18,1) iken, oligometastatik hastaların 

ortalaması 4,4 ±0,4 ng (1,1-20,1) ve multimetastatik hastaların ortalaması 10 

±3,9 ng (2-40) olarak bulundu. Multimetastastik hastaların cfDNA miktarı 

ortalaması, uzak organ metastazı olmayan hastaların cfDNA miktarı 

ortalamasına göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde yüksek saptandı (p 

0,01). 

 Çalışmamızda daha önce kanser gelişiminde rol aldığı gösterilmiş olan 

genlerin hotspot bölgeleri likit biyopsi yöntemi ile değerlendirildi ve 25 (%25) 

hastada toplamda 34 patojenik mutasyon (PM) saptandı. 75 (%75) hastada 

ise patojenik mutasyon saptanmadı. 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 saptandı. Geri kalan 4 hastada BRAF 

(%2,9), KIT (%3), NRAS (%2,9), RAF1 (%2,9) geninde 1’er tane PM saptandı 

(Şekil-10). Ayrıca 25 hastada saptanan 34 patojenik mutasyonun allel 

fraksiyonu ortalaması %8,3 (%1-%71) olarak saptandı. 

 Saptanan toplam 34 patojenik mutasyon tiplerine göre 

sınıflandırıldığında 23 (%71)’ü tek nükleotid değişimi (SNV), 11’i ise SNV dışı 

patojenik mutasyondu. SNV dışı 11 mutasyonun ise 5 (%15)’i delesyon, 1’i 

duplikasyon, 2’si insersiyon ve 3 (%9)’ü insersiyon-delesyon birlikteliği (indel) 

idi. PM saptanan 25 hastanın, 15 (%60)’inde sadece SNV saptanırken, 5 

(%20) hastada sadece SNV dışı mutasyonlar, 5(%20) hastada da SNV ve 

SNV dışı mutasyon birlikteliği saptandı. (Tablo-30)      

 

Şekil-10: Patojenik Mutasyon Saptanan Genler Ve Mutasyon Dağılımı 

 

Patojenik mutasyon saptanan hastaların 21 (%84)’inin histopatolojik 

tanısı adenokarsinom iken, geri kalan 4 hastanın histopatolojik tanısı 

skuamöz hücreli karsinom (2 hasta) (%8) ve KHDAK-ASO (2 hasta) (%8) idi 

(Tablo-30)  
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Tablo 30: Patojenik Mutasyonların Tiplerine Göre Dağılımı 
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100         

  

            Patojenik mutasyon saptanan 25 hastanın 17 (%68)’sinde sadece 1 

PM var iken 8 (%32) hastada 6’sı aynı gende 2’si farklı gende olmak üzere 

birden fazla PM saptandı. (Tablo-31) 
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Tablo 31: Patojenik Mutasyon Saptanan Hastalar Genel Tablo 

H
a
s
ta

 

N
o

 

T
a
n
ı 
Z

a
m

a
n
ı 

H
is
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M
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 D
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y
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F
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k
s
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o
n
u

 

Tek Patojenik Mutasyonu Olan Hastalar 

16 YT 
KHDAK-
ASO 

O
M 

BRAF:c.1406G>C,p.G469A[%1] 

6 P/N ASHK 
O
M 

EGFR:c.2236_2253delGAATTAAGAGAAGCAACA,p.E746_T
751del[%1] 

28 P/N AAK 
O
M 

EGFR:c.2300_2308dupCCAGCGTGG,p.A767_V769dup[%8] 

44 YT AAK 
O
M 

EGFRc.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC,p.E746_A750
del[%10] 

97 P/N AAK 
U
M
Y 

EGFR:c.2368A>G,p.T790A[%1] 

1 YT AAK 
U
M
Y 

KRAS:c.34G>T,p.G12C [%6,5] 

47 YT AAK 
M
M 

KRAS:c.34G>T,p.G12C[%32] 

60 YT AAK 
M
M 

KRAS:c.34G>T,p.G12C[%13] 

82 YT AAK 
O
M 

KRAS:c.34G>T,p.G12C[%3] 

90 P/N AAK 
O
M 

KRAS:c.34G>T,p.G12C[%3,5] 

48 YT AAK 
O
M 

KRAS:c.37G>T,p.G13C[%14] 

69 YT AAK 
O
M 

KIT:c.1675G>T,p.V559F[%9] 

75 P/N AAK 
O
M 

NRAS:c.183A>T,p.Q61H[%5] 

76 P/N 
KHDAK 
ASO 

O
M 

PIK3CA:c.1624G>A,p.E542K[%4] 

73 P/N ASHK 
O
M 

PIK3CA:c.1134_1135insTCGAACATAGA,p.P381fs*11[%25] 

100 YT AAK 
O
M 

PIK3CA:c.1658_1659delGTinsC,p.S553fs*7[%1] 

8 YT AAK 
O
M 

RAF1:c.770C>T,Pp:S257L[%7,5] 
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Tablo 31 (Devam): Patojenik Mutasyon Saptanan Hastalar Genel Tablo 
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Birden Fazla Patojenik Mutasyonu Olan Hastalar 

10 P/N AAK 
O
M 

EGFR:c.2236_2244delGAATTAAGA,p.L747_E749del[%1] 
 

EGFRc.2248G>Cp.A750P[%1] 

22 P/N AAK 
O
M 

EGFR:c.2369C>T,p.T790M[%10] 
 

EGFR:c.2573T>G,p.L858R[%71] 

36 YT AAK 
O
M 

EGFR:c.2239_2240delTTinsCC,p.L747P[%13] 

KRAS:c.179G>A,p.G60D[%1] 

88 P/N AAK 
O
M 

EGFR:c.2369C>T,p.T790M[%5] 
 

EGFR:c.2573T>G,p.L858R[%10] 

95 P/N AAK 
O
M 

EGFR:c.2369C>T,p.T790M[%1] 

EGFRc.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC,p.E746_A750
del[%3,5] 

98 P/N AAK 
O
M 

EGFR:c.2369C>T,p.T790M[%1,5] 

EGFR:c.2573T>G,p.L858R[%5,5] 

99 P/N AAK 
O
M 

EGFR:c.2236_2244delGAATTAAGA,p.L747_E749del[%1] 

EGFRc.2248G>Cp.A750P[%1] 

74 YT AAK 
U
M
Y 

EGFR:c.2415_2416insA,p.D807fs*90[%3] 

PIK3CA:c.1634A>C,p.E545A[%1] 

PIK3CAc.1658_1659delGTinsC,p.S553fs*7[%1] 

 

 

Hastaların 12 (%12)’sinde EGFR geninde 18 PM saptandı. Hastaların 

4’ünde tek başına 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 saptandı. Bu mutasyonlar EGFR geninin 19, 20 ve 21. ekzonlarında 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) 

mutasyonları, ekzon 21 de ise sadece L858R (n=3) nokta mutasyonu 

saptandı. EGFR geninde en sık ekzon 19 delesyonları (%33) ve ikinci sıklıkla 

ekzon-20 T790M (%22) nokta mutasyonu saptandı (Şekil-12)(Şekil-13). 

A750P mutasyonu 2 hastada ekzon 19 delesyonu ile beraber gözlendi. 

EGFR geninde mutasyon saptanan hastaların 3’ü (%25) yeni tanı hastası 

iken; geri kalan 9 (%75) hastadan 1’i klasik kemoterapi diğer 8 hasta ise 1. 

nesil EGFR TKİ tedavisi altında progresyon/nüks gelişmesi nedeniyle 

tarafımıza başvurmuştu (Tablo-31). 

Ayrıca 4 hastada T790M mutasyonu pozitif saptandı ve hastaların 

hepsi progresyon/nüks nedeniyle başvurmuştu. Hastaların yaş ortalaması 

61,75±6,7 (52-67) iken erkek/kadın oranı 1 idi. Hastaların tamamı AAK 

histopatolojik tanısı almıştı. Ortalama cfDNA miktarları 4,3±2,7 (2-8) olarak 

saptandı. Tüm hastalar ortalama 9 aydır erlotinib kullanıyordu. Hastaların 

tümü hayatta idi ve ortalama sağ kalım süresi 18±6 ay idi. En sık uzak organ 

metastazı iskelet sistemine (n=3) idi. Hastaların tanı anındaki EGFR 

duyarlılık mutasyonlarına bakıldığında en sık L858R mutasyonu (n=3) 

gözlendi. Ayrıca 1 hastamızda da T790 bölgesinde treoinin alanine dönmesi 

sonucu oluşan T790A mutasyonu saptanmıştı (Tablo-32). 
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Şekil 11: EGFR Mutasyonları Ekzon Dağılımı 

 

 

 

Şekil 12: EGFR Geni Mutasyon Dağılımı  
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Tablo 32: T790M ve T790A Mutasyonu Saptanan Hasta Tablosu 

 

 

          

Hastaları 7’sinde KRAS geninde toplamda 7 tane PM saptandı. Bir 

hasta dışındaki hastalarda KRAS mutasyonları tek başına gözlendi. Bu 

mutasyonlar ekzon 2 ve ekzon 3’de saptandı. Ekzon-2 de G12C(n=5) ve 

G13C(n=1) nokta mutasyonu, ekzon-3 de G60D(n=1) nokta mutasyonu 

saptandı (Şekil-14)(Şekil-15).Bir hastada (EGFR TKİ duyarlılık mutasyonun 

ve KRAS direnç mutasyonu birlikteliği KRAS: Ekzon-3 G60D, EGFR: Ekzon-

19 L747P) gözlenmiş oldu. KRAS geninde mutasyon saptanan hastaların 6’sı 

(%85) yeni tanı, 1’i (%15) ise klasik kemoterapi altında progresyon/nüks 

nedeniyle başvurmuştu (Tablo-31) 
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65 AAK 8 Karşı Ac Kemik 6 Erlotinib 

T790M L858R 
K 

52 AAK 2 Karşı Ac  12 Erlotinib 

T790M Ekzon 
19del 

E 
67 AAK 4,75 Sürrenal Kemik 9 Erlotinib 

T790M L858R 
K 

63 AAK 2,5 Karaciğer Kemik 9 Erlotinib 

T790A L858R 
K 

73 AAK 1,6 - - 24 Erlotinib 
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Şekil 13: KRAS Geni Mutasyonları Ekzon Dağılımı 

 

 

Şekil 14: KRAS Geni Mutasyon Dağılımı 

Hastaların 4’ünde (%4) PIK3CA geninde 5 tane PM saptandı. 3 

hastada PIK3CA geninde tek başına mutasyon gözlenirken, 1 hastada 

PIK3CA genindeki 2 farklı mutasyona ek olarak EGFR geninde de 1 

mutasyon saptandı (Tablo-31).Ekzon 6 da P381fs*(n=1) nokta mutasyonu ve 

ekzon 10 da (E545A (n=1), E542K(n=1), S553fs7(n=2) mutasyonları 

saptandı (Şekil-16). PIK3CA geninde mutasyon saptanan hastaların 2 

KRAS:c.34G>T,p.G12C

72%

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

14%

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

KRAS Geni Mutasyon Dağılımı

KRAS:c.34G>T,p.G12C KRAS:c.37G>T,p.G13C KRAS:c.179G>A,p.G60D
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(%50)’si yeni tanı almış iken; geriye kalan 2 hastadan 1’i klasik kematerapi 

rejimi altında diğer hasta ise 1.nesil TKİ tedavisi altında yeni metastazlar ve 

mevcut odaklarda progresyon gelişmesi nedeniyle kliniğimize yönlendirilmişti 

(Tablo-31). 

 

 

Şekil 15: PIK3CA Mutasyonları Ekzon Dağılımı 

 

 

Şekil 16: PIK3CA Geni Mutasyonları Dağılımı  

1/5(%20)

2/5(%40)

1/5(%20) 1/5(%20)
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PIK3CA: Ekzon-6
P381fs*11

PIK3CA:Ekzon-10
S553fs*7

PIK3CA: Ekzon-10 E545APIK3CA: Ekzon-10 E542K

PIK3CA Geni Mutasyon Dağılımı
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Ayrıca yeni tanı 3 hastada tek başına RAF1: c.770C>T,p:S257L 

geninde (%1), BRAF:c.1406G>C,p.G469A (%1) geninde, 

KIT:c.1675G>T,p.V559F (%1) geninde PM saptandı ve  1 progrese/nüks 

hastada ise NRAS:c.183A>T,p.Q61H (%1) geninde PM saptadı (Tablo-31). 

Başvuru anında hastalarımızın 42 tanesi yeni tanı almış iken; 58 hasta 

daha önceki tarihlerde KHDAK tanısı almış nüks ve/veya progresyon 

gelişmesi nedeniyle bölümümüze yönlendirilmiş hastalardı. 

Yeni tanı almış 42 hastanın 12’sinde (%28) toplam 15 patojenik 

mutasyon saptandı. 30’unda (%72) patojenik mutasyon saptanmadı. 

Patojenik mutasyon saptanan yeni tanı hastaların 10’unda sadece 1 PM 

saptanırken; 2 hastada farklı genlerde birden fazla mutasyon birlikteliği 

saptandı (Tablo-31).    Yeni tanı almış hastalarda saptanan patojenik 

mutasyonların dağımı 6’sı (%14) KRAS geninde, 3’ü EGFR geninde (%7), 

3’ü PIK3CA genin de (%4,5), 1’i RAF1 geninde (%2), 1’i KIT geninde (%2), 

1’i BRAF geninde (%2) idi. En sık gözlenen PM mutasyon KRAS geninde 

ekzon-2 de G12C mutasyonuydu (Şekil-18) 

 

Şekil 17: Yeni Tanı Hastalarda Mutasyon Dağılımı 

 

0 1 2 3 4 5

BRAF:c.1406G>C,p.G469A

EGFRc.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC,p.E746…

EGFR:c.2239_2240delTTinsCC,p.L747P

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

KIT:c.1675G>T,p.V559F

KRAS:c.34G>T,p.G12C

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

PIK3CA:c.1634A>C,p.E545A

PIK3CAc.1658_1659delGTinsC,p.S553fs*7

EGFR:c.2415_2416insA,p.D807fs*90

PIK3CA:c.1624G>A,p.E542K

RAF1:c.770C>T,Pp:S257L

Yeni Tanı Hastalarda Mutasyon Dağılımı
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Progresyon/nüks nedeniyle tarafımıza yönlendirilen 58 hastanın 29 

(%50)’unda başvuru öncesinde EGFR aktive edici mutasyonu (mEGFR) 

(ekzon 19 delesyonu veya L858R mutasyonu) pozitifti ve bu hastaların hepsi 

1. Nesil TKİ ilaçları kullanmaktaydı; geriye kalan 29 hasta EGFR geni vahşi 

tip (vEGFR) olarak raporlanmış ve hastalar klasik kemoterapatik ilaçlar 

kullanmıştı (Şekil-19). Biz bu 58 hastaya progrese/nüks anında likit biyopsi 

paneli uyguladık ve hastaların 13’ünde (%22) PM saptanmış olup; 10 

hastada (%76) yeni gelişen direnç mutasyonu (en sık EGFR: Ekzon-20 

T790M) ve 3 hastada (%24) ise akciğer kanseri tanı anında bilinen EGFR 

TKİ duyarlılık mutasyonu tekrar saptandı (Şekil-20)(Tablo-33). Direnç 

mutasyonu saptanan 10 hastanın 6’sı başvuru öncesinde mEGFR olan 

grupta (n=29) iken, 4’ü ise başvuru öncesinde vEGFR grubunda (n=29) idi. 

(Şekil-18) 

 

 

Şekil 18: Progrese/nüks Hastaların Mutasyon Şeması 
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Başvuru öncesinde mEGFR olan 29 P/N hastasının GSK ortalaması 

73.2 ± 4,9 ay iken; vEGFR olan 29 hastanın GSK ortalaması 45,7±6,2 ay idi. 

Başvuru öncesinde mEGFR olan hastaların GSK ortalaması daha uzun 

görünmekle beraber iki gurup açısında GSK açısından anlamlı fark 

saptanmadı (p >0,05).  

Başvuru öncesinde mEGFR olan 29 hastadan direnç mutasyonu 

saptanan 6 hastanın hepsi hayatta idi. Geri kalan ve direnç mutasyonu 

saptanmayan 23 hastanın ise 19’u hayatta ve 4’ü exitus durumunda idi. İki 

grup arasında GSK açısından istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı (p 

>0,05). 

               Başvuru öncesinde vEGFR olarak değerlendirilen 29 hastadan 

direnç mutasyonu saptanan 4 hastanın GSK ortalaması 16,5±0,5 ay iken geri 

kalan direnç mutasyonu negatif 25 hastanın GSK ortalaması 48,7±6,6 ay idi. 

İki grup arasında GSK açısından istatistiksel olarak anlamlı fark bulundu (p 

0,001).  

                

 

Şekil 19: Progrese/Nüks Hastalarının Tanı Anı Likit Biyopsi Öncesi 
EGFR Sonuçları 

EGFR vahşi tip 
(29 hasta)

0

L858R Mutasyonu
(9 hasta)

Ekzon 19 
Delesyonları
(20 hasta)

EGFR aktivasyon 
mutasyonu (+)

(29 hasta)
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Tablo33: Progresyon/Nüks Nedeniyle Başvuran Likit Biyopside 
Patojenik Mutasyon Saptanan Hastaların Mutasyon Dağılımı 

Hasta 
No 

Önceki EGFR Analizi Likit Biyopsi Sonucu  Kullandığı 
İlaç 

6 EGFR: Ekzon 19 Del EGFR: Ekzon-19 E746_T751del 1.Nesil TKİ 

10 EGFR: Ekzon 19 Del EGFR: Ekzon-19 L747_E749del 
EGFR: Ekzon-19 A750P 

1.Nesil TKİ 

22 EGFR: Ekzon 21 L858R EGFR: Ekzon-21 L858R 
EGFR: Ekzon-20 T790M 

1.Nesil TKİ 

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 
EGFR: Ekzon-20 T790M 

1.Nesil TKİ 

90 EGFR (wt) KRAS: Ekzon-2 G12C Klasik 
Kemoterapi 

95 EGFR: Ekzon 19 Del EGFR: Ekzon-19 E746_A750del 
EGFR: Ekzon-20 T790M 

1.Nesil TKİ 

97 EGFR: Ekzon 21 L858R EGFR: Ekzon-20 T790A 1.Nesil TKİ 

98 EGFR: Ekzon 21 L858R EGFR: Ekzon-21 L858R 
EGFR: Ekzon-20 T790M 

1.Nesil TKİ 

99 EGFR: Ekzon 19 Del EGFR: Ekzon-19 L747_E749del 
EGFR: Ekzon-19 A750P 

1.Nesil TKİ 

100 EGFR: Ekzon 21 L858R PIK3CA: Ekzon-10 S553fs*7 1.Nesil TKİ 
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Şekil 20: Progresyon/Nüks Hastalarında Saptanan Direnç Mutasyonları 

           Çalışmaya katılan 100 hastanın 66’sının sigara kullanım verilerine 

ulaşılabildi. 66 hastanın 29 (%43)’u hayat boyunca hiç sigara kullanmamıştı. 

Sigara kullandığı bilinen 37 (%57) hastanın ortalama sigara kullanımı 44 

paket/yıl idi. Sigara kullanmayan 29 hastanın 8’inde (%27) toplam 13 

patojenik mutasyon (12 mutasyon EGFR (%92), 1 mutasyon KRAS (%8)) 

(Şekil-21) (Tablo-34) saptandı. Sigara kullanan 37 hastanın 7 (%19)’sinde 

toplam 9 patojenik mutasyon saptandı. Hastalarda PIK3CA (n=3)(%43) ve 

KRAS(n=3)(%43) genlerinde mutasyon saptandı (Şekil-22)(Tablo-35). 

Saptanan mutasyonların hepsi direnç mutasyonuydu.  

             

 

EGFR: Ekzon-20 
T790M

50%

EGFR:Ekzon-20 
A767_V769dup

12%

NRAS: Ekzon-3 Q61H
12%

KRAS: Ekzon-2 G12C
13%

PIK3CA: Ekzon-10 
S553fs*7

13%

Direnç Mutasyonları Dağılımı

EGFR: Ekzon-20 T790M EGFR:Ekzon-20 A767_V769dup NRAS: Ekzon-3 Q61H
KRAS: Ekzon-2 G12C PIK3CA: Ekzon-10 S553fs*7
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Şekil 21: Sigara Kullanmayan Hastaların Mutasyon Dağılımı 

 

Tablo 34: Sigara Kullanmayan Hastaların Mutasyonları 

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 

 

0 1 2 3 4 5

EGFR: Ekzon-20 T790M

EGFR: Ekzon-19 Delesyonu

EGFR: Ekzon-21 858R

EGFR: Ekzon-20 T790A

KRAS: Ekzon-2 G12C

EGFR: Ekzon-19 A750P

Sigara Kullanmayan Hastaların Mutasyon Dağılımı
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Şekil 22: Sigara Kullanan Hastaların Mutasyon Dağılımı 

 

Tablo 35: Sigara Kullanan Hastaların Mutasyonları 

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 - - 

74 EGFR: Ekzon-20 D807fs*90 
PIK3CA: Ekzon-10 
E545A 

PIK3CA:Ekzon-10 
S553fs*7 

75 NRAS: Ekzon-3 Q61H - - 

76 PIK3CA: Ekzon-10 E542K - - 

           

  Uzak organ metastazı olmayan hastaların %16’sında (3/18), 

oligometastatik hastaların %26,7’sinde (19/71) ve multimetastatik hastaların 

%27,7(3/11) patojenik mutasyon saptandı. Uzak organ metastazı 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 başına PM 

saptandı.  Multimestastatik hastalarda ise KRAS (n=3) geninde tek başına 

PM mutasyonu saptandı. Multimetastatik hastaların hepsinde aynı mutasyon 

saptanmıştı (KRAS: G12C).    

0
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Sigara Kullanan Hastaların Mutasyon Dağılımı
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5. TARTIŞMA 

                    Akciğer kanseri dünyada kanser nedenli ölümlerin en sık nedeni 

olup gelişmiş ve gelişmekte olan ülkeler için en önemli sağlık sorunlarından 

biridir (1). Yıllar içerisinde akciğer kanserinin 5 yıllık sağ-kalım oranı %16 dan  

%19’a çıkmış olsa da  hala agresif seyreden bir tümördür (3). Günümüzde 

özellikle hedefe yönelik tedaviler hastalık prognozuna ve hasta konforuna 

olumlu katkılar sağlamaktadır. Akciğer kanseri tedavisinde kullanılan hedefe 

yönelik ilaçların başında gelen 1.nesil TKİ ilaçların (erlotinib ve gefitinib) 

klasik kemoterapatiklere göre daha uzun hastalıksız sağkalım (PFS) ile 

ilişkilendirilmiş ve bu nedenle KHDAK hastalarında birinci basamak tedavide 

2016 yılında Amerikan gıda ve ilaç dairesi (FDA) onayı almıştır. (50) (155). 

Yine 3.nesil bir TKİ ilacı olan osimertinib ilk olarak EGFR T790M direnç 

mutasyonu pozitif hastalarda kullanım endikasyonu almıştır. Bununla birlikte 

yakın zamanda yapılan çalışmalar sonucunda 1. ve 2. nesil EGFR TKİ ve 

klasik kemoterapilere göre PFS ve GSK’de anlamlı artış sağladığı 

gösterildiğinden EGFR aktive edici mutasyonu pozitif olan KHDAK 

hastalarında birinci basamak tedavide de FDA onayı almıştır (156). Diğer bir 

hedefe yönelik ilaç olarak crizotinib (ALK füzyonu, ROS1 füzyonu ve MET 

geni amplifikasyonundan) ROS1 yeniden düzenlenimi olan hastalarda klasik 

kemoterapatiklere göre PFS artışı sağladığı gösterilmiştir (157). Ek olarak 

dabrafenib ise BRAF V600E mutasyonu pozitif  KHDAK hastalarda birinci 

basamak tedavide kullanılan diğer bir hedefe yönelik ilaçtır (6). Bu 

gelişmelerle birlikte   2019 yılında yayınlanan NCCN kılavuzun da metastatik 

KHDAK hastalarında EGFR, ALK, ROS1 ve BRAF genlerine yönelik genetik 

incelemelerin mutlaka yapılması önerilmektedir. Ayrıca NTRK füzyonları, 

MET amplifikasyonu ve ekzon 14 atlama mutasyonu, RET geni yeniden 

düzenlenimleri, HER2 mutasyonları ve tümör mutasyon yüküne bakılmasının 

faydalı olabileceği belirtilmektedir (158). KHDAK tedavisinde moleküler 

genetik alanında yaşanan gelişmeler tanı, takip ve tedavi sonrası tekrarlayan 

biyopsi ihtiyaç doğurmaktadır. Ancak akciğerden çok sayıda ve tekrarlayan 

biyopsi örneği almak invaziv bir işlem olup birçok komplikasyona sebebiyet 
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vermekte ve kimi zaman alınan doku materyali söz konusu moleküler genetik 

çalışmalar için yeterli olmamaktadır. Bu nedenle invaziv olmayan, kolay 

tekrarlanabilen, tümör heterojenitesini ve/veya direnç mutasyonlarını en iyi 

gösteren, likit biyopsi yöntemi moleküler genetik incelemeler için sıkça 

kullanılmaya başlanmıştır (135, 159). Özellikle metastatik tümörlerde likit 

biyopsi ve doku biyopsisi arasındaki konkordans %80’lere ulaşmaktadır. 

KHDAK hastaların %30-40’ı tanı anında metastaz geliştirmesi sebebiyle likit 

biyopsi yönteminin bu kanser tipinde sıkça tanıda bile tercih edilmesine 

olanak sağlamaktadır (160). Son yıllarda teknolojik gelişmeler ile birlikte NGS 

sisteminin kısa bir sürede pek çok gendeki mutasyonları tespit edebilmesi, 

çok düşük mozaisizimi ve heterojeniteyi kolayca saptaması (0,001-0,0001) 

neden ile kanserde diğer yöntemlere göre (rt-PCR, ddPCR vb) hızla kullanım 

alanı bulmuştur.  

                  

                    

                   Bu çalışmada likit biyopsi yöntemi ile NGS platformunda çalışılan 

KHDAK tanısı almış ve takipte olan 100 hasta değerlendirildi. Moleküler 

genetik sonuçları ile klinik veriler karşılaştırılıp literatür ile tartışıldı. 

                    Akciğer kanseri genellikle ileri yaş bireylerde gözlenmekte ve 

tanı yaşı medyanı 70 olup hastaların yarıdan fazlası 55-74 yaş aralığındadır 

(2).Kliniğimize yönlendirilen hastaların %66’sı erkek, %34’ü kadındı. 

Hastaların tanı anındaki yaş ortalaması 63,7±9,7 olup ortanca yaş 65 (37-84) 

idi ve hastaların yarıdan fazlası (%56) 55-70 yaş aralığındaydı. Ülkemizde 

yapılan Büyükşimşek ve ark. çalışmasında (161) hastaların %80’i erkek, 

%20’si kadın ve ortanca yaş ise 59,3 (26-79)  iken; Sağ ve ark. çalışmasında 

ise (162) %74,2’si erkek %25,8’i kadın ve ortalama yaş 60 olarak 

raporlanmıştır. Bulgularımızın literatür ile uyumlu olduğu görülmüştür. 
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KHDAK tedavi ve takibinde histopatolojik tanı önem arz etmektedir. 

Yang ve ark. 5628 akciğer kanseri hastası  ile yaptıkları çalışmada (163)  

hastaların %53 AAK, %28 ASHK ve %17 KHDAK-ASO olarak raporlanmıştır. 

Scheffler ve ark. çalışmasında (164) 1144 hastanın doku biyopsisi 

materyalinden yaptıkları çalışmada hastaların %75’i AAK, %16’sı ASHK ve 

%9’unun ise doku kaynaklı histolojik tanısı koyulamamıştı. Büyükşimşek ve 

ark. likit biyopsi yöntemi ile yaptıkları çalışmada (161) 100 KHDAK hastasının 

%73’ AAK, %14’ü ASHK ve %13’ü KHDAK-ASO alt tipinde idi. Bizim 

çalışmamızda hastalar likit biyopsi yöntemi ile çalışılmış ve hastalarımızın 

%80’i AAK, %15 i ASHK ve %5’i KHDAK-ASO alt tipinde gözlenmiştir. AAK 

tanılı hasta frekansı (%80) literatürdeki frekans aralığından (%53-75) yüksek, 

KHDAK-ASO freakansı (%5) ise literatürdeki frekans aralığından (%9- 17) 

düşük olarak gözlenmektedir. Birimimize gelen hastalarımızın çoğunlukla 

yeni tanıda değil progresyon/nüks aşamasında hedefe yönelik tedavi için 

başvurmaları AAK frekansını artışmış KHDAK-ASO frekansını ise azaltmış 

olabilir.  

                     Çalışmamızda metastaz odakları görüntüleme yöntemleri ile 

değerlendirilip dağılımı incelendiğinde en sık uzak organ metastazının iskelet 

sistemine (%34) ve karşı akciğere (%27) olduğu gözlenmiştir. Sonrasında 

sıklık sırasına göre, adrenal kortekslere (%24), beyine (%16), akciğer 

plevrasına (%15), karaciğere (%11) ve en az perikardiyal yağ dokusuna (%1) 

metastaz olduğu gözlendi. Ünal ve arkadaşlarının 48 hastalık  çalışmasında 

(165)  uzak organ metastazı sırasıyla iskelet sistemi (%43,8), karşı akciğer 

(%37,5), beyin (%22,9), adrenal bezler (%20,8), akciğer plevrası (16,7) ve 

karaciğer (%14,6) olarak raporlanmıştır. Oikawa ve arkadaşlarının (166) 

1994 akciğer hastası ile yaptıkları çalışmada hastaların 1555’i KHDAK 

hastasıydı ve uzak organ metastazı sırası ile karşı akciğer, kemik, beyin, 

karaciğer ve adrenal bezler olarak sıralanmıştır. Çalışmamıza benzer olarak 

literatürde de en sık metastaz odaklarının iskelet sistemi ve karşı akciğer 

dokusu olduğu görülmüştür. Diğer organlarında metastaz görülme sıklıkları 

literatürdeki çalışmalar arasında ve bizim çalışmamızda değişkenlik 

göstermekteydi. Bunu sebebi hastaların başvuru anındaki evre ve stage 
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durumu, görüntüleme yöntemlerinin farklılıkları, hasta popülasyonun ırk ve 

coğrafi farklılıkları ve tümör mutasyon heterojenitesi sebep olarak 

düşünülebilir. 

cfDNA konsantrasyonu ile metastaz odağı ilişkisine bakıldığında 

Newman ve ark. (167) ile Zhu ve ark. çalışmalarında (168) cfDNA 

konsanstrasyonu ve metastatik odak sayısı  arasında pozitif bir korelasyon 

gösterdiği bildirilmiştir. Ayrıca Diaz-Montero ve arkadaşları gruplayarak 

yaptıkları bir çalışmada (169) bir organda 5 odak ya da ≥3 uzak organ 

metastazı ile cfDNA miktarı arasında doğrusal bir ilişki saptamışlardır. 

Çalışmamızda da cfDNA konsantrasyonu ile hastaların metastatik odak 

sayısı gruplandırılarak karşılaştırılmıştır. Multimetastatik (>3 uzak organ 

metastazı) olan hastaların cfDNA miktarı, uzak organ metastazı olmayan 

hastalara göre anlamlı yüksek saptanmıştır. Bu bulgular literatür ile 

uyumludur.  

                       Çalışmamızda uzak organ metastazı ile GSK ilişkisi 

incelendiğinde uzak organ metastazı odak sayısı arttıkça ortalama GSK 

süresi anlamlı olarak kısalmaktaydı. Çalışmamız ile uyumlu olarak literatürde 

Zhu ve ark. (168) çalışmasında ve Xu ve arkadaşlarının çalışmalarında (170) 

KHDAK hastalarında metastatik odak sayısı ve GSK arasında negatif 

korelasyon raporlanmıştır.  

Çalışmamıza patojenik mutasyon saptama oranı %25dir. Patojenik 

mutasyon saptanan hastaların %84’ü AAK, %8’i ASHK ve %8’i KHDAK-ASO 

alt tipinde idi. Büyükşimşek ve ark. çalışmasında (161) 100 KHDAK hastası 

çalışmaya dahil edilmiş likit biyopsi yöntemi kullanılmış ve hastaların 

%42’sinde PM saptanmıştır. PM saptanan hastaların %70’inin 

adenokarsinom tanılı olduğu raporlanmıştır. Ottestad ve arkadaşlarının 

çalışmasında (171)  likit biyopsi yöntemi ile çalışılan hastaların %52’sinde PM 

saptamıştır; PM saptanan hastaların %50’si ASHK ve %33 ise AAK tanılı 

olarak raporlanmıştır. Sabari ve ark. çalışmasında (172) likit biyopsi yöntemi 

ile hastaların %45,7’sinde patojenik mutasyon rapor etmişlerdir. PM saptama 

oranının cfDNA miktarı ve eldesinin cerrahi tedavi ve kemoterapatik ilaç 
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kullanımı ile yakından ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (172). 

Bizim çalışmamıza dahil edilen hastaların %58’i daha önce hedefe yönelik ya 

da klasik kemoterapatik ilaçlar kullanmış takipteki hastalardan oluşmakta idi. 

Benzer çalışmalara göre daha düşük oranda patojenik mutasyon 

saptamamıza neden olmuş olabilir. Ayrıca çalışmamızda PM saptanan 

hastaların histopatolojik tanı dağılımı literatür ile uyumluydu.    

Çalışmamızda MAF değeri %1 edilmiş ve saptanan 34 patojenik 

mutasyonun allel fraksiyonu ortalaması %8,3±13,13 olarak saptanmıştır. 

Ottestad ve ark (171) yaptıkları çalışmada MAF değeri belirlememiş onun 

yerine okuma sayılarının baz almışlardır çalışmalarında AF ortalaması %24 

(%1,4-73,8) olup mutasyon saptama oranı %52 olarak raporlanmıştır. Sabari 

ve ark. (172)yaptıkları çalışmada MAF olarak %0,1 i belirlemiş olup 

çalışmalarındaki PM saptama oranı %45 olarak raporlanmıştır. Chen ve ark 

yaptıkları çalışmada MAF olarak %0,1’i seçmiş ve mutasyon saptama oranı 

%62 olarak raporlamışlardır(173). Bizim çalışmamızda MAF %1 olarak 

seçilmiş olması mutasyon saptama oranımızın literatüre göre az olmasını 

açıklayan diğer bir neden olarak düşünülmektedir. 

            EGFR geni mutasyonları birçok kanser türünde saptanmış olup 

yapılan çalışmalarda KHDAK hastalarının %10-40’ında gözlendiği 

bildirilmiştir (6). Dogan ve ark. çalışmasında  (174) 3029 adenokarsinom 

tanılı hastanın doku biyopsisi materyalinden yaptıkları incelemede EGFR 

geni mutasyon sıklığını %20 dir. Sağ ve ark. 132 hastalık  çalışmasında (162) 

hastaların doku biyopsisi materyalinden yapılan incelemede EGFR sıkılığı 

%14,39 olarak raporlanmıştır. Midha ve ark. yaptığı meta analizde (175) 

Avrupa da KHDAK hastalarında EGFR geni varyasyonu %15 (7-37) olarak 

gözlenirken; Asya-pasific genelinde bu sıklık %47 (40-64) olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Chen ve ark. likit biyopsi yöntemi ile yaptıkları çalışmasında 

(173) EGFR mutasyon sıklığı %31 olarak raporlanmıştır. Büyükşimşek ve 

ark. likit biyopsi yöntemi ile yaptıkları çalışmada (161) 100 KHDAK 

hastasında EGFR geni sıklığını %31 olarak raporlamıştır. Villaflor ve ark. likit 

biyopsi ile yaptıkları çalışmada (142) EGFR sıklığını %10 olarak 
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raporlamıştır.  Bizim çalışmamızda ise 100 KHDAK hastanın 12’sinde (%12) 

EGFR geninde en az bir PM saptandı. Bu oran asya popülasyonunda yapılan 

çalışmalara göre düşük iken Avrupa popülasyonunda yapılan çalışmaların 

frekans aralığında idi. EGFR geni mutasyon saptanma oranının literatürdeki 

çalışmalarda ve bizim çalışmamızda değişkenlik göstermesi çalışmaya alınan 

hasta sayıları ve çalışmaya dahil etme kriterleri (histopatolojik tip, evre, tanı, 

tedavi direnci vb.), incelenen materyal farklılığından (FFPE, likit biyopsi) ve 

ırk gibi faktörlerden kaynaklanıyor olabilir. EGFR geni sıklığı açısından 

çalışmamız optimal verilere sahip değildir çünkü hastalarımız doku biyopsisi 

yapılmış ancak başarılı olunamamış birçok hasta içermektedir bu nedenle 

verdiğimiz frekans verisi görece düşük kalmış olabilir.  

Çalışmamız da likit biyopsi sonucunda EGFR geninde sıklık sırasına 

göre ekzon 19 mutasyonları (%44), ekzon-20 T790 mutasyonları (%27) ve 

ekzon-21 L858R mutasyonu (%16) saptandı. Ünal ve ark. çalışmasında  

(165) saptanan EGFR mutasyonlarının %50’si ekzon-20 T790M,  %38’i 

ekzon-19 delesyonları ve %12’si ekzon-21 L858R mutasyonu olarak 

raporlanmıştır. Sağ ve ark. çalışmasında ekzon-19 delesyonlarını ve L858R 

mutasyonunu sıklığı sırasıyla %47,32 ve %31,58 olarak raporlanmıştır (162). 

Chen ve arkadaşlarının çalışmasında ise EGFR mutasyonları içersinde 

ekzon-19 delesyonu %44, L858R mutasyonu ise % 47 oranında 

raporlanmıştır (176). Dogan ve ark. çalışmasında (174) ekzon-19 

delesyonları %59 iken; L858R mutasyonu sıklığı %41 olarak raporlanmıştır. 

Literatür verileri ile uyumlu olarak çalışmamızda en sık ekzon 19 

mutasyonları gözlenirken bazı çalışmalardan farklı olarak çalışmamızda 

L858R mutasyonu daha az sıklıkta (%16 vs %32-47) gözlenmiştir. Ancak 

ülkemizde yapılan Ünal ve ark. çalışmasında ekzon 19 ve L858R mutasyon 

dağılımı bizim çalışmamız ile benzerdi.  

KRAS geni mutasyonları KHDAK hastalarında kötü prognoz ile ilgili 

olup   sıklığı etnisiteye göre değişmektedir. Batı toplumlarında (%25-50) asya 

toplumuna (%5-15) göre daha sık gözlenmektedir ve en sık görülen KRAS 

mutasyonu G12C dir (177-179). Dogan ve ark. ABD’de yaptıkları 3026 
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hastanın doku biyopsisi materyalinden yaptıkları içeren çalışmada (174) 

KRAS sıklığı %22 (670/3026) iken en sık mutasyon G12C idi. O’Byrne ve 

arkadaşlarının (180) 395 hastanın doku biyopsisi materyalinden yaptıkları 

yaptıkları çalışmada KRAS sıklığını %19 raporlanmıştır. Yoshizawa ve ark. 

(181)  ise 440 asya kökenli hastanın doku biyopsisi materyalinden yaptıkları 

yaptıkları çalışmada KRAS mutasyon sıklığını %13,3 olarak raporlamıştır. 

Bhaumik ve arkadaşlarının Hindistanda yaptıkları çalışmada  204 KHDAK 

hastasının doku biyopsisi materyalinden yaptıkları değerlendirilmiş olup 

KRAS geni  mutasyon sıklığı %7,7 iken G12C en sık mutasyon olarak 

raporlanmıştır (182). Jing ve arkadaşlarının 112 KHDAK hastasının doku 

biyopsisi materyalinden yaptıkları çalışmada KRAS geni sıklığı %8,93 iken 

G12D en sık mutasyon olarak raporlanmıştır (183). Sasaki ve arkadaşlarının 

2007 yılında 195 KHDAK hastasının doku biyopsisi materyalinden yaptıkları 

çalışmada RAS mutasyon sıklığını %11,1 (21/190) olarak bulmuştur (184). 

Büyükşimşek ve ark. likit biyopsi ile yaptıkları çalışmada (161) KRAS geni 

sıklığı %9 olarak raporlanmıştır. Chen ve ark. yaptıkları çalışmada (173) 

KHDAK hastalarında likit biyopsi ile KRAS geni sıklığı %7 olarak 

raporlanmıştır. Bizim çalışmamızda hastalarımızın %7’sinde (7/100) KRAS 

geninde patojenik mutasyon saptandı. Çalışmaya dahil olan hastaların 58’inin 

eski tanı progrese/nüks hastalar olduğu göz önüne alındığı zaman yeni tanı 

KHDAK hastalarında KRAS geni sıklığı %14(6/42) olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Çalışmamızda KRAS geninin mutasyon sıklığı ve asya 

toplumlarına benzer, batı toplumlarına göre ise düşük gözlenmektedir. 

Çalışmamızda KRAS genide literatür ile uyumlu olarak en sık G12C (%71) 

mutasyonu saptandı. 

PIK3CA genide EGFR sinyal yolağında görevli alt düzenleyicilerden 

biridir. PI3K/Akt/mTOR yolağı ile hücre çoğalması ve sağ kalımında önemli 

rol üstlenmektedir (185). KHDAK hastalarında kötü prognoz ile ilişkilendirilen 

çalışmalar mevcuttur (186). Scheffler ve ark. çalışmasında 1144 KHDAK 

hastanın doku biyopsisi materyalinden yapılan çalışmada PIK3CA sıklığı 

%3,7 olarak saptanmış ve en sık mutasyon ise E545K olarak raporlanmıştır 

(164). Kawano ve arkadaşlarının 235 KHDAK hastasının doku biyopsisi 
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materyalinden yaptığı çalışmada(187) PIK3CA mutasyon sıklığı %3,4 iken 

E542K olarak raporlanmıştır. Jing ve arkadaşlarının 112 KHDAK hastasının 

doku biyopsisi materyalinden yaptıkları çalışmada (183) PIK3CA mutasyon 

sıklığı %5,36 iken E545K en sık gözlenen mutasyon olmuştur. Çalışmamızda 

PIK3CA mutasyonu hastaların %4’ünde gözlendi. Bulunan mutasyonların 

%60’ı insersiyon ve/veya delesyonlar sonucu oluşan çerçeve kayması 

mutasyon, %40’ı yanlış anlamlı mutasyonlardı. En sık S553fs* mutasyonu 

saptanmıştır. Bulgularımızın literatür ile uyumlu olduğu görülmüştür.  

                   

BRAF aktive edici mutasyonları KHDAK hastaların %3’ünde 

saptanmaktadır. BRAF V600E mutasyonu en sık saptanan mutasyondur (8, 

73, 74). Bhaumik ve arkadaşlarının çalışmasında 204 KHDAK hastasının 

doku biyopsisi materyalini değerlendirilmiş ve BRAF gen mutasyonu %1,5 

olarak raporlanmıştır (182). Jing ve arkadaşlarının 112 KHDAK hasta 

üstünde yaptıkları çalışmada doku biyopsisi materyalinden ve BRAF 

mutasyon sıklığı %1,79 olarak raporlanmıştır (183). Brustugun ve 

arkadaşlarının çalışmasında 979 hastanın doku biyopsisi materyalinden 

incelenmiş ve BRAF mutasyon sıklığı %1,7 olarak raporlanmıştır (188). Wen 

ve ark. (189) Çinde yaptıkları 1200 KHDAK hastasının doku biyopsisi 

materyalinden yaptıkları çalışmada BRAF geni sıklığı %4,4 olarak 

raporlanmıştır. Papadopoulou ve ark. yaptıklarının (190) likit biyopsi ile 

yaptıkları çalışmada V600E mutasyonu sıklığı %1,5 olarak raporlanmıştır.   

Bizim çalışmamızda 1 hastada (%1) BRAF geninde V600E mutasyonu 

saptanmıştır. Bulgularımız literatür ile uyumludur.   

NRAS; RAS ailesinin bir üyesi olup GTPase aktivitesine sahiptir. KHDAK 

hastalarının yaklaşık %1’inde gözlenmek olup literatürde kötü prognoz ile 

ilişkili olabileceğini öne süren çalışmalar bulunmaktadır mutasyonlar sıklıkla 

ekzon 12, 13 ve 61 de saptanmaktadır (68). Jing ve arkadaşlarının 112 

KHDAK hasta üstünde yaptıkları çalışmada doku biyopsisi materyalinden 

kullanılmış ve NRAS mutasyon sıklığı %1,79 olarak raporlanmıştır (183). 

Sasaki ve arkadaşlarının 2007 yılında 195 KHDAK hastasının doku biyopsisi 
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materyalinden yaptıkları çalışmada NRAS mutasyon sıklığını %0,51 (1/195) 

olarak bulmuştur (184). . Papadopoulou ve ark. yaptıklarının (190) likit 

biyopsi ile yaptıkları çalışmada 50 KHDAK hastasından 1’inde (%2) NRAS 

geninde mutasyon (G13S) saptamıştır. Bizim çalışmamızda 1 hastamızda 

(%1) NRAS Q61H mutasyonu saptanmış olup verilerimizin literatür ile uyumlu 

olduğu gözlenmiştir.  

                    KIT geni  mutasyonları özellikle hematolojik kanserler, kolorektal 

kanserler, meme kanseri, akciğer kanseri, nöroblastoma ve jinekolojik 

kanserlerde saptanmaktadır (83). Masago ve ark.  (191)15 EGFR TKİ dirençli 

KHDAK hastasının doku biyopsisi ile yaptıkları çalışmada 2 hastada (%13) 

KIT geni aktive edici mutasyonu saptamıştır. Xu ve ark. çalışmasında 402 

KHDAK hastasında KIT geni mutasyon sıklığını %3,42 (14/402) en sık 

mutasyon olarak T84M olarak raporlamışlardır. Bizim çalışmamızda hastamız 

yeni tanı AAK hastası olan 1 hastada (%1) KIT geninde V559F mutasyonu 

saptandı. KIT geninin inhibitör bölgesinde fonksiyon kaybına yol açarak KIT 

geninde işlev kazanımına yol açmaktadır (192). Çalışmamıza dahil edilen 

hastalar literatürdeki çalışmalara göre az olmakla beraber çalışmamızda 

literatüre yakın bulgular elde edilmiştir.  

                       RAF1 proto onkogeni serin/treonin kinaz aktivitesine sahip 

olup RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolağının önemli bir üyesidir. Hücre 

proliferasyonu ve gelişmesinde önemli role sahiptir (193). Noeparast ve ark. 

(194) 41 KHDAK hastasının doku biyopsisi materyalinden yaptıkları 

çalışmada 2 hastada (%5) RAF1 geninde mutasyon saptamıştır. İmielinski ve 

ark.  (195) KHDAK hastalarında likit biyopsi yöntemi ile yaptıkları çalışmada 

RAF1 geni mutasyon sıklığını %1 olarak (p.S257) raporlamıştır. Bizim 

çalışmamızda da çalışmamıza dahil edilen hastalardan sadece 1 hastada 

(%1) RAF-1 mutasyonu (RAF1:S257L) saptandı. Literatür taramamızda 

KHDAK dahil olmak üzere diğer kanser türlerinde de RAF1 geni 

mutasyonlarının KHDAK hastalarında nadir olduğu gözlendi. Mutasyonları 

nadir gözlenen bir gen olmasına rağmen bulgularımızın literatürdeki bilgiler 

ile uyumlu olduğunu görüldü. Bu genin mutasyonları hakkında daha fazla 
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çalışma yapılması kanser genetiğinin daha detaylı anlaşılmasını sağlayacak 

ve kansere karşı daha iyi mücadele edilmesine olanak sağlayacaktır. 

Progresyon/nüks kabul edilen 58 hastanın başvuru öncesi doku 

biyopsisi materyalinden yapılan moleküler genetik incelemelerine göre 

hastaların %50’si (29/58) mEGFR iken geriye kalan 29 hasta (%50) vEGFR 

idi. 

Progrese/nüks nedeniyle gelen 29 mEGFR hastanın %21’inde (6/29) 

progresyon/nüksü açıklayabilecek direnç mutasyonu saptandı. Bu 

mutasyonlar sıklık sırasına göre %66’sında EGFR: T790M (4/6), %17’sinde 

EGFR: T790A (1/6), %17’sinde PIK3CA: S553fs*7 (1/6) saptandı. EGFR TKİ 

kullanan hastaların %60-70’i tedaviye iyi yanıt vermektedir. Tedaviye yanıt 

veren hastaların hemen hemen tümünde ilerleyen dönemde EGFR TKİ karşı 

kazanılmış direnç gelişmektedir. Bu ilaç direncinin en sık sebebi EGFR 

geninde sonradan meydana gelen mutasyonlardır. (EGFR: T790M (%50-60) 

ve diğer EGFR mutasyonları (Ekzon 20 insersiyonu vb.) Bunlar mutasyonlar 

dışında PIK3CA geni mutasyonları, KRAS geni mutasyonları, BRAF geni 

mutasyonları, MET geni amplifikasyonları ve KHDAK alt tipinden KHAK tipine 

dönüşüm gibi mekanizmalar EGFR TKİ’lara karşı kazanılmış dirence yol 

açmaktadır (6). Bizim çalışmamızda da literatürle uyumlu olarak EGFR TKİ 

ilaçlara direnç geliştiren hastalarda en sık T790M mutasyonu (%67) saptandı. 

Çalışmamızın kısıtlıklarından biri bu hasta grubunda EGFR, MET ve ERBB2 

geni amplifikasyonlarına bakılamamasıdır. Ayrıca progresyon/nüks kriterleri 

açısından tedavi öncesi hastaların tümör boyutu ve odak sayıları hakkında 

bilgilere ulaşılamadı. Bu yüzden progrese/nüks hastaların NCCN guidline a 

uygun bir hasta seçimi mümkün olmamıştır. 

            Literatürde yapılan çalışmalarda T790M pozitif hastaların negatif 

hastalara göre GSK’ı anlamlı yüksek iken bizim çalışmamızda T790M 

mutasyonu pozitif saptadığımız hastaların 3.nesil TKİ tedavisine yeni 

başlanmış olması nedeniyle çalışmamızın bu kısmı henüz olgunlaşmamıştır. 

Bu hastaların 3.nesil TKİ tedavi süreci takip edilmektedir.  
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           Progrese/nüks nedeniyle gelen 29 vEGFR hastasının 4’ünde (%12) 

klasik kemoterapi tedavisi altında direnç mutasyonu (primer ya da 

kazanılmış) saptandı. Bu mutasyonlar sırası ile (EGFR: A767_V769dup 

(n=1), PIK3CA: P381fs*11 (n=1), NRAS: Q61H (n=1), KRAS: G12C (n=1)) 

idi. Direnç mutasyonu pozitif hastaların GSK ortalaması 16,5±05 ay iken; 

direnç mutasyonu saptamayan 25 hastanın GSK ortalaması 48,7±6,6 ay idi. 

Direnç mutasyonu pozitif hastaların ortalama GSK süresi mutasyon 

saptanmayanlara göre anlamlı kısa saptandı. Çalışmamız ile uyumlu olarak 

Ying ve arkadaşlarının (196) yaptıkları çalışmada KRAS mutasyonunun kötü 

prognoz ile ilişki olduğu ortaya koyulmuştur. Sun ve arkadaşlarının 484 

hastalık çalışmasında (197)  KRAS mutasyonları bağımsız olarak kötü 

prognozla ilişkilendirilmiştir ve ilaç direnci üzerinde olumsuz etkileri 

olabileceği öne sürülmüştür. Pan ve arkadaşlarının 41 çalışmayı içeren 

metaanalizinde (198) KRAS mutasyonların GSK, PFS ve EGFR TKİ ve 

kemoterapatik ilaç direnci üzerinde olumsuz etkileri olduğu gösterilmiştir. 

Zhao ve arkadaşlarının  (186) ve Ludovini ve arkdaşlarının (199) 

çalışmalarında KRAS ve/veya PIK3CA mutant hastaların GSK ve PFS 

değerlerini bu genler açısından vahşi tip olan hastalara göre anlamlı şekilde 

kısa bulmuşlardır. Ohashi ve arkadaşlarının çalışmasında (79) NRAS 

mutasyonların kötü prognoz ile ilişkili olabileceği öne sürülmüştür. 

Hastalarımızda saptanan mutasyonların hepsi tümör hücrelerini apoptozisten 

koruyan, proliferasyon avantajı sağlayan ve agresif tümör oluşumuna neden 

olan mutasyonlardır. Bu bilgiler direnç mutasyonu pozitif hastaların GSK 

ortalamasına daha kısa olmasını açıklamaktadır. Bulgularımızın literatür ile 

uyumlu olduğu görülmektedir. 

 

                      P/N hastalarından   mEGFR(n=29) hastaların ortalama GSK 

süresi 73,2±4,9 ay iken; vEGFR (n=29) olan hastaların ortalama GSK süresi 

45,7±6,2 ay idi (p 0,081). EGFR vahşi tip olan hastaların GSK süresi, 

mEGFR hastaların ortalama GSK süresine göre daha kısa olmasına rağmen 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı. Benzer şekilde Inoue ve ark. 
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(200), Maemondo ve ark. (54) ve Zhou ve ark. çalışmaların da EGFR TKİ 

ilaçların GSK üzerinde anlamlı bir etkisi bulunmamıştır. Ancak 1.nesil TKİ 

ilaçların literatürde GSK süresine etkisi tartışmalı olmak ile uzamış PFS 

açısında (50, 51, 201, 202) görüş birliği mevcuttur. Sonuçlarımız literatürile 

uyumludur. 

                    Sigara kullanımı akciğer kanseri riskini artıran en önemli 

engellenebilir etkendir. Akciğer kanseri hastalarının % 80’i sigara kullanan ya 

da hayatlarının bir döneminde sigara kullanmış hastalardan oluşmaktadır (6). 

Sigara kullanımı ile akciğer kanserlerinde gözlenen mutasyonlar ilgi çeken bir 

araştırma alanı olmuştur. Sigara kullanan ve kullanmayan hastalarda EGFR 

ve KRAS geni PM sıklığını karşılaştıran çalışmalarda sigara kullanan 

hastalarda genellikle KRAS geninde PM saptanmış iken sigara kullanmayan 

hastalarda EGFR geninde PM saptanmıştır. Bu çalışmalardan  Dogan ve ark. 

(174), O’Bryne ve ark. (180) ve Yoshizawa ve ark (181) yaptıkları 

çalışmalarda sigara içenlerle içmeyenler karşılaştırıldığında EGFR geninde 

sırasıyla %11 vs %43, %9 vs %39, %30 vs %59 olmak üzere sigara 

içmeyenlerde daha yüksek oranlarda saptanmışken KRAS geninde bu 

oranlar sırsıyla %34 vs %6, %21 vs %8, %15-%6  oranlarında olmak üzere 

sigara içenlerde daha yüksek saptanmıştır. Scheffler ve ark. çalışmasında 

(164) PIK3CA mutasyonlarının sigara kullanan hastalarda sigara 

kullanmayan hastalara göre daha sık gözlendiği (%92-%8) bildirilmiştir. Bizim 

çalışmamızda da bu çalışmalara benzer sonuçlar elde edilmiştir. EGFR geni 

mutasyonları sigara kullanmayan hastaların %24’ünde saptanırken kullanan 

hastaların %3’ünde saptanmıştır. KRAS geni mutasyonları ise sigara 

kullanmayanların %3,5’inde saptanırken kullananların %8’inde saptanmıştır. 

Sigara kullanmayan hastaların hiçbirinde PIK3CA mutasyonu saptanmazken 

kullanan hastaların %8’inde saptanmıştır.   

                         Yeni tanı hastaların %4,7’inde (2/42) birden fazla patojenik 

mutasyon beraberliği saptanmış olup her iki hastamızda da EGFR TKİ 

duyarlılık mutasyonu ve EGFR TKİ direnç mutasyonu birlikteliği gözlenmiştir.  

(EGFR:D807fs*90, PIK3CA:E545A, PIK3CA:S553fs*7)-(EGFR:L747P, 
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KRAS:G60D). Hastalardan birisinde tanı anından kısa bir süre sonra exitus 

hali gözlenmiş olup diğer hastada çalışmamız boyunca klasik kemoterapatik 

rejimleri ile tedavi uygulanmasına rağmen hastalık üstünde istenen kontrol 

sağlanamamıştır. NGS sisteminde aynı anda birçok sürücü gen ve mutasyon 

aynı anda incelenebilmektedir. Bu sayede kimi zaman kanser hastalarına 

hedefe yönelik ilaç kullanma imkanına sağlanabildiği gibi kimi zaman da ek 

mutasyonlardan dolayı tedavi etkisi azalmış olan ilaçlardan kaçınılmaktadır. 

Bu sayede ilaç nedenli oluşabilecek zaman kayıplarının ve gereksiz ilaç 

kullanımının önüne geçilmiş olunmaktadır. 
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6.SONUÇ 

1. KHDAK tanılı 100 hasta çalışmaya dahil edildi. Hastaların 66(%66)’sı 

erkek, 34(%34)’ü kadın hasta idi. Erkek/kadın oranı 1,9 idi. 

2. Hastaların ortalama yaşı 63,7±9.7 (37-86) iken ortanca yaş 65 idi. 

3. Çalışmaya katılan hastalarda %80’i akciğer adenokarsinom, %15’i 

akciğer skuamöz hücreli karsinom ve %5’i adenokarsinom ve skuzmöz 

hücreli karsinom olmayan KHDAK tanısı almıştı. 

4. Likit biyopsi sonucunda hastaların %25’inde patojenik sürücü 

mutasyon saptandı. patojenik sürücü mutasyon saptanana hastaların 

%84 (21/25) AAK, %8(2/25) ASHK ve %8 (2/25) KHDAK-ASO 

tanısında idi. 12 hastada EGFR geninde, 7 hastada KRAS geninde, 4 

hastada PIK3CA geninde, 1’er hastada ise ayrı ayrı NRAS, BRAF, KIT, 

RAF1 genlerinde PM saptandı. 

5. Likit biyopsi sonunca panel içersin 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 saptandı. En sık patojenik 

mutasyon saptanan gen EGFR (18/32) geni idi.  

6. EGFR geninde saptanana mutasyonların hepsi 19,20 ve 21.ekzonlarda 

olup en sık saptanan mutasyon ekzon 19 delesyonları idi.  4 hastada 

T790M mutasyonu saptandı. 

7. KRAS geninde 7 PM (G12C, G13C, G60D) saptandı. En sık saptanan 

mutasyon G12C mutasyonu idi. 

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

(2)) saptandı. 

9. Geriye kalan PM’lar RAF1: S257L (1), BRAF: G469A (1), KIT: 

V559F(1), NRAS: Q61H (1) mutasyonları idi. 

10. Hastaların PET ve MRI sonuçları incelendiği zaman en sık metastaz 

hastaların %34’inde saptanan kemik metastazıydı. Daha sonrasında 

sorası ile karşı akciğer metastazı (%27), adrenal korteks metastazı 

(%24), beyin (%16), akciğer plevrasına metastaz (%15) ve karaciğer 

metastazı (%11) olarak sıralandı 
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11. Çalışmaya dahil edilen hastalardan mutimetastatik hasta grubunda 

olanların ortalama GSK süreleri oligometastatik gruptaki hastaların 

ortalamasında anlamlı kısa idi. 

12. Multimetastatik hastaların ortalama cfDNA miktarı uzak organ 

metastazı olmayan hastaların ortalamasından anlamlı fazla idi. 

13. Başvuru anında hastaların %42’si yeni tanı KHDAK hastası iken %58’i 

daha önce KHDAK tanısı almış tedavi sırasında progresyon veya nüks 

gelişmesi nedeniyle tarafımıza gelmişti. Yeni tani hastalarda en sık 

KRAS geninde G12C mutasyonu saptanırken; progresyon/nükse 

nedeniyle gelen hastalarda en sık EGFR geninde mutasyon saptandı. 

Direnç mutasyonları arasında en sık T790M mutasyonu gözlendi. 

14. Daha önce EGFR TKİ ilaç kullanan 29 hasta ile klasik kemoterapi 

rejimi uygulanan 29 hasta arasında sağ-kalım bakımında anlamlı fark 

saptanmadı (p>0,005). 

15. Tanı anında EGFR aktive edici mutasyon negatif olup klasik 

kemoterapi rejimi uygulanan 29 hastadan 4’ünde likit biyopsi 

sonucunda direnç mutasyonu saptandı. Direnç mutasyonu pozitif 

hastaların ortalama GSK’sı direnç mutasyonu negatif olan hastalardan 

anlamlı olarak kısa çıktı. 

16. Çalışmamıza katılan 100 hastadan 66’sının sigara kullanım verilerine 

ulaşılabildi. Sigara kullana hastaların %19’unda (7/37) PM saptandı. En 

sık PM saptanan genler KRAS ve PIK3CA idi. Sigara kullanmayan 

hastaların %29’unda PM saptanırken; en sık mutasyon EGFR geninde 

(%92) gözlendi.  
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