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OZET

Amag¢. Calismamiz, opere edilen Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) hastalarinda
lenf nodlarindaki mikrometastaz (MM) varligin1 dijital polimeraz zincir reaksiyonu (dPCR)
yontemiyle tespit etmeyi, bu durumun genel sagkalim (OS) ve hastaliksiz sagkalim (DFS)

izerindeki etkisini degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, 2019-2022 yillar1 arasinda opere edilen ve patolojik olarak NO
olarak degerlendirilen 44 KHDAK hastas1 dahil edilmistir. EpCAM ve Claudin-4 gen
ekspresyonlar1 dPCR ile analiz edilerek MM varlig1 tanimlanmustir. Sagkalim analizleri Kaplan
- Meier yontemiyle yapilmistir ve MM'nin prognostik etkisi Cox regresyon modeli ile

degerlendirilmistir.

Bulgular: N1 lenf nodlarinda MM oran1 % 29, N2 lenf nodlarinda ise % 20 olarak saptanmustir.
Bes yillik OS, N1 lenf nodlarinda MM pozitif olanlarda % 90, negatif olanlarda % 96 olarak
tespit edilmistir (p > 0.1). N2 lenf nodlarinda ise bu oranlar sirastyla % 100 ve % 93’tiir (p >
0.1). Bes yillik DFS, N1 bolgesinde MM pozitif grupta % 70, negatif grupta % 68 olarak
bulunmustur (p > 0.1). N2 bolgesinde MM pozitif grupta DFS % 100 iken negatif grupta % 74
olarak gozlenmistir (p = 0.170). STAS varlig1 ve vaskiiler invazyon gibi ek klinikopatolojik
ozellikler sagkalimi olumsuz etkilemistir. MM'nin genel veya hastaliksiz sagkalim tizerinde

bagimsiz bir prognostik faktdr oldugu gosterilememistir.

Sonug: Dijital PCR yontemi, KHDAK hastalarinda lenf nodu mikrometastazlarinin hassas ve
glivenilir bir sekilde tespit edilmesini saglamaktadir. Ancak MM varliginin sagkalim iizerindeki
etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. STAS ve vaskiiler invazyon gibi faktorlerin
sagkalim tizerindeki etkileri dikkat gekmektedir. Bu sonuglar, MM'nin prognostik énemini daha
genis Orneklemlerle arastiran ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 40236
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ABSTRACT

Objective: Our study aims to detect the presence of lymph node micrometastases (LNMM)
using the digital polymerase chain reaction (dPCR) method in surgically treated non-small cell
lung cancer (NSCLC) patients and to evaluate its impact on overall survival (OS) and disease-
free survival (DFS).

Materials and Methods: The study included 44 NSCLC patients who underwent surgery
between 2019 and 2022, were pathologically classified as NO. EpCAM and Claudin-4 gene
expressions were analyzed using dPCR to define the presence of MM. Survival analyses were
performed using the Kaplan - Meier method, and the prognostic significance of MM was

evaluated with the Cox regression model.

Results: The rate of MM in N1 lymph nodes was found to be 29%, and in N2 lymph nodes,
20%. The five-year OS was 90% in MM-positive N1 nodes and 96% in MM-negative N1 nodes
(p>0.1). For N2 nodes, the OS rates were 100% and 93%, respectively (p > 0.1). The five-year
DFS in the MM-positive group was 70% for N1 nodes and 68% for MM-negative N1 nodes (p
> 0.1). In the N2 region, the DFS was 100% in the MM-positive group and 74% in the MM-
negative group (p = 0.170). Additional clinicopathological features such as the presence of
STAS and vascular invasion adversely affected survival. MM was not shown to be an

independent prognostic factor for OS or DFS.

Conclusion: The digital PCR method provides a sensitive and reliable means for detecting
lymph node micrometastases in NSCLC patients. However, the presence of MM did not have
a statistically significant impact on survival outcomes. The effects of factors such as STAS and
vascular invasion on survival were notable. These findings underscore the need for further

studies with larger sample sizes to better elucidate the prognostic significance of MM.

This study was supported by the Scientific Research Projects Unit of Istanbul
University. Project 1D: 40236
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1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri, diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen sebeplerindendir.
Guinimiizde erken evre akciger kanseri tanisi alan hastalarin yaklasik % 20’sinde, tiimor
rezeksiyonunu takiben iki yil i¢inde niiks gozlenmektedir. Bu hastalarda 5 yillik sagkalimin %
60-70 oldugu bilinmektedir [1].

Erken evre akciger kanseri vakalarinda tiimor rezeksiyonu sonrasi prognozu belirleyen
en Onemli faktorlerden biri lenf nodu metastazlarinin degerlendirilmesidir. Lenf nodu
metastazlari, kanserin evrelemesinde ve adjuvan tedavi kararlarinin alinmasinda kritik bir rol
oynamaktadir. TNM evreleme sisteminde, "N" durumu, lenf nodu metastazinin varliini
gosterir. NO, lenf nodu metastazi saptanmayan hastalar1 ifade ederken, N1-3, lenf nodu
metastazi tespit edilen hastalar1 tanimlar. N durumu ne kadar yiiksekse, primer tiimérden olan
yayilim 0 kadar uzak ve prognoz o kadar kétiidiir. Bu nedenle nodal hastaligin patolojik olarak
dogru degerlendirilmesi evrelemede ¢ok 6nemlidir [2].

Lenf nodu mikrometastazi (LNMM), erken niiks ile iliskilendirilmektedir.
Mikrometastatik tiimor hiicreleri, metastatik tiimor hiicresinin boyutuna bagli olarak 0.2
mm'den biiyiik, ancak 2.0 mm'den kiiciik hiicre kiimeleri olarak tamimlanir. Izole tiimor
hiicreleri ise, 0.2 mm'den kiigiik olan kiimeler ve tek hiicreler olarak tanimlanmaktadir [3].

LNMM giincel incelemeler ve geleneksel histopatolojik tekniklerle saptanamayabilir.
Immiinohistokimya (IHC), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), akis sitometrisi ve tek asamali
niikleik asit amplifikasyonu (OSNA) gibi molekiiler teknikler, MM larin daha hassas bir sekilde
saptanmasinda kullanilmaktadir [4].

MM ’larin hayatta kalma siiresi lizerindeki etkisi heniiz belirsizdir. Kanser hastalarinda
erken evrede MM ’larin tespit edilmesi, hastaligin yonetimi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Yeni molekiiler yontemlerin kullanimi, tedavi stratejilerinin belirlenmesi agisindan degerli
olacaktir.

Ters transkriptaz kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) gibi molekiiler
yontemlerin, kolorektal, meme ve prostat kanseri gibi diger kanser tiirlerinde MM tespiti
konusunda immiinohistokimyasal ¢aligmalara (IHC) gore daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu
gosterilmistir. Dijital PCR'nin MM tespiti i¢in duyarlilig ise, su anda yaygin olarak kullanilan
IHC, RT-PCR ve OSNA yontemlerinden ¢ok daha yiiksektir [5].



Arastirmamizin amaci, opere KHDAK'li hastalarda Dijital polimeraz zincir reaksiyonu
dPCR ile saptanan LNMM ’nin cerrahi rezeksiyondan sonra genel sagkalim (OS) ve hastaliksiz
sagkalim (DFS) ile iligkili olup olmadigini, ayni zamanda LNMM’nin klinik etkisini
aragtirmaktir. Bu calisma ile erken evre akciger kanserinde MM saptanan vakalarin niiks ile
iligkisinin olmasi halinde erken evre akciger kanserinde adjuvan onkolojik tedavi ve
postoperatif takip protokoliiniin yeniden planlanmasi amaglanmaktadir. Calismamiz KHDAK
kanserinde LNMM’nin molekiiler yoOntemle arastirilmasi agisindan yapilan diinya

literatiiriindeki sinirli calismalardan biridir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

Akciger kanseri, diinyada en sik goriilen ikinci malign tiimérdiir ve kansere bagli
Olimlerin en yaygin nedenidir. KHDAK, tiim akciger kanseri vakalarmin % 85" ini

olusturmaktadir. Yeni KHDAK vakalarinin yaklasik % 30'u lokal ileri evrede tani alir [1].

Son on yilda, akciger kanserinin tam1 ve tedavisinde gelismeler kaydedilmistir. Bu
gelismeler hastalarin hayatta kalma oranini artirmis ve akciger kanserine bagli 6liim oranlarini
azaltmistir. Amerikan Kanser Dernegi verilerine gore, son bes yilda kansere bagh 6lim
oranlarindaki genel diisiis saptanan olgularin neredeyse yarisini akciger kanserli olgular
olusturmaktadir. Bu olumlu klinik sonuglara pek ¢ok faktor katkida bulunmaktadir. Ozellikle,
2011 yilinda IASLC/ATS/ERS tarafindan ve 2015 yilinda Diinya Saghk Orgiitii (WHO)
tarafindan yayimlanan yeni siniflandirmalar, KHDAK tedavisinde 6nemli bir déniim noktasi
olmustur. Bu siniflandirmalar, hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapi i¢in molekiiler ve
biyobelirteg testlerinin kullanimini tesvik ederek dogru tan1 konmasini ve hastalara 6zgii tedavi

segeneklerinin belirlenmesini saglamistir [6].



Sekil 1. Akciger kanserine bagh giincel istatistik verileri (Yeni vakalar SEER 12
kayitlarindan, 6liim oranlar1 ise ABD Mortality veritabanmindan alinmistir.)
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Bununla birlikte, akciger kanseri hala diinya genelinde kansere bagli oliimlerin 6nde
gelen nedeni olmaya devam etmektedir. Akciger kanseri hastalarinda 2013-2019 aras1 5 yillik
genel sagkalim oran1 % 25 olarak rapor edilmistir. Bu oran, hastalarin tan1 aldiklari evreye gore
onemli Ol¢iide farklilik gostermektedir. Lokal evrede % 63, bolgesel evrede % 35 ve uzak
evrede % 8’dir. KHDAK hastalarinin sagkalim siiresi hastaligin tan1 anindaki evresine gore

degismektedir [6, 7].

WHO ve IASLC tarafindan 2021'de yayimlanan son simflandirmaya gore,
adenokarsinom KHDAK'nin en yaygin alt tipi olup, bu alt tip tiim vakalarin yaklasik % 40'm1
olusturur. Adenokarsinom, genellikle sigara icmeyenlerde ve geng hastalarda daha sik goriiliir.
Glandiiler hiicrelerden koken alir ve ¢ogunlukla siirfaktan iireten hiicrelerden gelisir. Diger
yandan, skuamoz hiicreli karsinom (% 25), Tiirkiye'de en yaygin goriilen akciger kanseri alt
tipidir ve Ozellikle erkeklerde ve sigara icen bireylerde daha yaygindir. Skuamoéz hiicreli
karsinomlar, genellikle santral yerlesim gosterir ve diizensiz ¢ogalan yass1 hiicrelerle

karakterizedir [8, 9].



KHDAK'nin diger alt tipleri arasinda biiytik hiicreli karsinom, adenoskuamdoz karsinom,
sarkomatoid karsinomlar, tiikiiriik bezi tipi tiimoérler, karsinoid tiimoérler ve siniflandirilmamis

karsinomlar yer alir. Bu farkli alt tipler, her biri kendine 6zgii histopatolojik ve klinik 6zellikler

gosteren ¢esitli alt gruplara ayrilabilir. Bu siniflamalar, KHDAK'nin tedavi planlarinin
olusturulmasinda ve hastalarin prognozlarinin degerlendirilmesinde onemli bir rol
oynamaktadir. Her bir alt tipin histopatolojik analizi ve molekiiler biyobelirte¢ analizi

kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir.

2.2. Evreleme ve TNM Siniflandirmasi (TNM 9)

TNM siniflamasi, Amerikan Kanser Dernegi (AJCC) ve Uluslararas1 Akciger Kanseri
Dernegi (IASLC) tarafindan kanserin evresini belirlemek ve tedavi planlamasinda rehberlik
etmek amaciyla olusturulmustur. Bu sistem, T (Tiimor), N (Nod) ve M (Metastaz) olarak ii¢
ana bilesenden olugsmaktadir. T, tlimdriin boyutunu ve yerlesimini ifade eder. TO, tiimdriin var
olmadigini, T1-T4 ise tliimoriin biiylikliigiinii ve invazyon derinligini gosterir. N, lenf
nodlarindaki durumu belirtir. NO, lenf nodlarinda metastaz olmadigini, N1-N3 ise metastazin
sayisini ve yerini tanimlar. M, uzak metastaz varhigini ifade eder. MO, uzak metastazin
olmadigini, M1 ise uzak metastazin bulundugunu gosterir. TNM 9. siniflamasi, asagida yer alan

tablolarda kapsamli bir sekilde ag¢iklanmustir [10].

Tablo 1. T (Primer Tiimér) Kategorisi.

TX Primer tiimor degerlendirilemedigi veya malign hiicrelerin balgam ya da bronsiyal
yikama sivisinda gosterildigi ancak tiimoriin bronkoskopi veya goriintiileme yontemleri
ile saptanamadigi durumlar.

TO Primer tiimor kanitr yok.
Tis Karsinoma in situ (adenokarsinoma in situ ve skuamdz hiicreli karsinoma in situ'yu
kapsar).

Tl Ana brong tutulumu olmadan akcigere veya visseral plevraya ilerlemeyen, en genis ¢ap1
<3 cm olan timor.

T1mi: Minimal invaziv adenokarsinom
T1la: Tiimdriin en genis ¢ap1 <1 cm.

T1b: Timoriin en genis ¢ap1 > 1 cm, <2 cm.
T1c: Tiimoriin en genis ¢cap1 > 2 cm, <3 cm.

O O O O




T2

Tiimériin en genis ¢ap1 > 3 ¢cm, < 5 cm veya asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip
olan tlimor:

o Karina’ya invaze etmeden, ana brons tutulumu.
o Visseral plevra invazyonu.
o Hiler bolgeye uzanan atelektazi veya obstriiktif pnomoni.

T?2a: Tiimdriin en genis ¢apt >3 cm, <4 cm.

T2b: Timoriin en genis ¢ap1 >4 cm, <5 cm

T3 Timoriin en genis ¢cap1 > 5 cm, < 7 cm veya asagidaki yapilardan birine direkt invazyon:
o Gogus duvari, frenik sinir, pariyetal plevra, perikard.
Primer tiimérle ayni1 lobda nodiil(ler).
T4 Timoriin en genis ¢ap1 > 7 cm veya asagidaki yapilardan birine invazyon:

o Diyafram, mediasten, kalp, biiyiik damarlar, trakea, rekiirren laringeal
sinir, 6zofagus, vertebra korpusu, karina.
o Primer tiimérle ayni akcigerde fakat farkli lobda nodiil(ler).

Tablo 2. N- Bolgesel lenf nodlari.

NXx Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf bezi metastazi yok

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

N2a Ipsilateral tek istasyon mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu metastazi

N2b Ipsilateral goklu istasyon mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodlarina metastaz

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

Tablo 3. M — Uzak metastaz.

MO

Uzak metastaz yok

M1

Uzak metastaz var

M1la Kars1 akcigerde metastatik nodiil(ler), plevral veya perikardiyal
metastatik nodiiller veya malign plevral veya perikardiyal efiizyon

M1b Tek bir ekstratorasik organda, tek metastaz
Milcl Bir organda multipl ekstratorasik metastaz
M1c2 Birden ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz




Tablo 4. Evreleme (TNM 9)

raBLE TNM stage grouping according to the proposed 9" edition

of the TNM classification of lung cancers

M Label
m Tia<icm
Tib>1to<2cm
Tic>2to<3cm
T2 T2a
T2a>3to<4cm
T2b>41to <5cm
T3 T3>5to<7cm
T3 Invasion
T3 Satellite nodules
T4 T4>7cm
T4 Invasion

T4 Ipsilateral nodules

M1 Mia Contralateral nodules
M1a Pleural, pericardial effusion
M1b Single extra-thoracic lesion

M1c1 Multiple extra-thoracic lesions
in a single organ system

M1c2 Multiple extra-thoracic lesions
in multiple organ systems

2.3. Lenf nodu Diseksiyonu ve Onemi

KHDAK olan ve sistemik metastazi olmayan hastalarda mediastinal evreleme,
hastaligin yayilimi hakkinda dogru bilgi saglamasi, tedavi se¢imine yon vermesi ve hastanin

prognozunu belirlemesi agisindan kritik 6neme sahiptir [11].
2.3.1. Mediastinal Lenf nodu Haritasi

IASLC tarafindan 2016 yilinda yayinlanan TNM 8. Akciger Kanseri Evreleme Sistemi,
mediastinal ve supraklavikiiler lenf nodu bolgelerinde detayli siniflandirmalar yaparak kanser

yayiliminin daha dogru tespit edilmesine olanak tanimaktadir.



Sekil 2. IASLC Lenf nodu Haritasi.
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Torasik lenf diigiimleri, onkolojik evreleme amagli 14 istasyona bdliinmiistiir. IASLC
lenf nodu haritasinda parakardiyak, internal mammarian, diyafragmatik, aksiller ve interkostal

lenf nodlar1 tanimlanmamistir [12]. Bu boélgesel olmayan lenf nodlarinin metastatik hastalik

olarak kabul edilmesi 6nerilmektedir [13].



Tablo 5. Lenf nodlarinin anatomik bolgeleri

Istasyon Konum Ust Simr Alt Simir Diger A¢iklamalar
1 Alt servikal, Krikoid \Igi\/r'ti;url;?; Mediastenin disindadir ve
(sol/sag) supraklavikiiler | kartilajin alt manubriumun N3 hastalig1 olarak
sousag lenf nodu kenar1 .. evrelendirilir.
ust sinir1
2R: Sol
brakiosefalik
. Akciger venin kaudal 2R'nin alt sinir1 4R'ye,
2 Ust paratrakeal g kenarinin " ;
9 apeksi, . 2L'nin alt sinir1 4L'ye
(sol/sag) lenf nodu torasik eiri trakea ile bitisiktir
B% | Kesisimi, 2L SEr.
Aort arkinin
ust sinir1
Biiyiik damarlarm 6niinde
Pre-vaskiiler L . (sagda superior vena kava,
3A lenf nodu riaks cigdg Karlgg solda sol common karotid
arter), sternumun arkasinda
Retrotrakeal o .
3P lenf nodu Toraks girisi | Karina Trakeanin arkasinda
4R: Sol
brakiyosefalik | 4R: Azigos
venin kaudal | veninin alt Sol ve sag trakeanin orta
4 Alt paratrakeal | kenarinin siirt, 4L: Sol | hatt1 boyunca degil, sol
(sol/sag) lenf nodu trakea ile ana pulmoner | lateral sinir1 boyunca
kesisimi, 4L: | arterin st boliinmiistiir.
Aortik arkin siniri
ust sinirt
Subaortik lenf Sol ana
5 nodu Aort arkinin pulmoner Ligamentum arteriosumun
(aortopulmoner | alt sinir1 arterin st lateralinde
pencere) sinirt




Para-aortik

Aortik arkin

Aortik arkin

Asendan aort ve aort arkinin

6 lenf nodu tist sinirt alt sinirt On ve yan taraflar
Sol: Alt lob
bronsunun iist
7 Subkarinal lenf Karina siniri1, Sag:
nodu Intermedier
bronsun alt
sinirt
Istasyon 7
(sol: alt lob
8 Para-6zofageal bronsunuvn ust : .
< siniri, sag: Diyafram Karinanin altinda
(sol/sag) lenf nodu : -
intermedier
bronsun alt
sinirt)
9 RUImoner Alt pulmoner . Pulmoner ligamanin i¢inde
(sol/sag) ligaman lenf ven Diyafram er a1 8
sol/sag E el y !
Sagda azigos
veninin alt Ana brons ve hilus
10 . sinir1, solda
- Hiler lenf nodu damarlarinin hemen
(sol/sag) pulmoner PR
- bitisiginde
arterin ust
sinirt
11 Interlober lenf Lober bronslarin kékeni
nodu arasinda
12 Lober len Lober bronglara bitisik
nodu
13 Segmental lenf Segmental bronglara bitigik
nodu
14 Subsegmental Subsegmental bronslara
lenf nodu bitisik
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2.3.2. Akcigerlerin Mediastinal Lenf nodlarina Drenaji

Sag Akcigerin drenaji genellikle tek taraflidir ve karsi tarafa gegis nadirdir. Sag st lob

timorlerinde kars1 mediastene metastaz orani % 5-9, alt lob tiimoérlerinde % 5-7' dir.

Sol Akcigerde subkarinal lenf nodlar1 {izerinden karsi tarafa gegis daha yaygindir. Sol
iist lob tiimorlerinde % 21-22, alt lob tlimorlerinde % 33-40 oraninda karsi tarafa metastaz

goriliir. Tiim sol akciger kanseri hastalarinda karsi tarafa metastaz oran1 % 6-11" dir.

Riquet, otopsi ¢alismasinda subplevral plexus lenfatiklerinin enjeksiyonu yontemiyle,
bronkopulmoner lenf nodlarmma ugramadan mediastene metastaz yapan dogrudan lenfatik
yollarin oldugunu gostermistir (skip metastaz). Bu hastalarin sag kalimlarinin, N1+N2'ye
kiyasla daha iyi oldugu tespit edilmistir. Bu kanallarin ¢ogu yiizeysel olup, bir kismi1 parankimi
penetre etmektedir. Her iki akcigerde de bu yollarin en sik iist lobdan kaynaklandigi

goriilmiistiir [14].

Tablo 6. Lenfatik Drenaj.

Akciger Bolgesi Drenaj Yolu

Sag Akciger

Apikal ve Posterior Segmentler Hiler lenf nodlar1 — Alt-iist paratrakeal lenf nodlari —
Ipsilateral skalen ve servikal lenf nodlar1

Anterior Segment Subkarinal veya anterior mediastinal lenf nodlart —
Ipsilateral paratrakeal ve iist seviyeler; az bir kismi karsi
tarafa

Orta lob Subkarinal veya ipsilateral trakeobronsiyal lenf nodlar1 —
Sag st paratrakeal lenf nodlari; bir kismu karsi tarafa
gecebilir

Alt Lob Bronkopulmoner lenf nodlar1 — Subkarinal nodlar — Ayni
taraftaki paratrakeal bolge
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Sol Akciger

Apikoposterior Segment Subaortik lenf nodu — Sol nervus vagus boyunca sol skalen

bolgeye ve sol rekiirren sinir boyunca sol iist mediastinal lenf

nodlari

Anterior Segment ve Lingula Paraaortik lenf nodu — Sol frenik sinir boyunca sol skalen
bolgeye

Superior Segment Subkarinal bélgeden ve ana brons boyunca sag iist paratrakeal

lenf nodlar1 ve trakeanin solu boyunca sol iist mediastinal

bolge

Commonbazal Segment Sol ana brons altindan subkarinal bolgeye — Kars1 tarafa
paratrakeal bolgeye; bir kismu trakeanin solu boyunca iist

mediastinal lenf nodlarina

2.3.3. Mediastinal lenf nodu evrelemesinde kullanilan teknikler
2.3.3.1. Goriintiilleme Teknikleri
2.3.3.1.1. Bilgisayarh Tomografi (BT)

Akciger kanserinin erken teshisinde en yaygin kullanilan yontemdir. Yiiksek
coziiniirliikte kesitsel gortintiiler saglar ve tiimorlerin boyutunu, yerini ve yayilma durumunu

degerlendirmede yardimci olur. Duyarliligi % 55 ve 6zgilligi % 81 dir [15].
2.3.3.1.2. Pozitron Emisyon Tomografisi (PET- BT)

PET taramasi, kanser hiicrelerinin metabolik aktivitesini gosterir. Genellikle BT ile
birlikte kullanilarak tiimdrlerin ve metastazlarin yayilmasini daha ayrintili bir sekilde
goriintiilemeye yardimci olur. BT'ye PET'in eklenmesiyle lenf nodu evrelemesinde % 80-90
duyarlilik ve % 85-95 6zgiilliik elde edilir. PET-BT, ozellikle periferik yerlesimli KHDAK'da
mediastinal nodal hastaligin tespiti i¢in yiiksek bir negatif prediktif degere (NPV) sahiptir.
BT'de N1 hastalig1 olan hastalarin % 30'u patolojik olarak N2-N3 hastaligina sahip olabilir.
PET-BT'nin, < 3 c¢m tiimoérler i¢in NPV'si % 94, > 3 c¢m tiimorler icin ise % 89'dur. Periferik
timorler (< 3 cm) igin daha ileri mediastinal evreleme gerekmezken, > 3 cm tiimorler ve santral

yerlesimli timdrler i¢in ileri mediastinal evreleme teknikleri diistiniilmelidir [16].
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2.3.3.1.3. Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRG)

MRG, akciger kanserini degerlendirmede kiigiik lezyonlarin tespitinde hasssasiyeti
diistiik oldugundan ilk tercih olmasa da, 6zellikle tlimoriin gogiis duvari, diyafram, mediasten

ve vertebra invazyonunu degerlendirmede, uzak metastazlarin tespitinde 6nemli rol oynar [17].
2.3.3.2. Endoskopik Teknikler

Transbronsiyal igne Aspirasyonu (TBNA) yaklasik otuz yildir var olmasina ragmen,
klinik uygulamada yeterince kullanilmamaktadir. TBNA'min klinik N2 hastaligindaki
duyarliligt % 78, yanlis negatiflik oran1 % 28'dir. TBNA, N3 hastaliginin tespitinde faydali
olabilir ancak N2 hastaligin1 dislamada yetersizdir [18].

EBUS ve EUS, genellikle lokal anestezi ve orta derecede sedasyonla yapilir. EBUS,
2R/2L,4R/AL, 7, 10, 11 ve 12 numarali lenf nodu istasyonlarini gorsellestirirken, EUS 6zellikle
4L, 7, 8 ve 9 numarali istasyonlardaki lenf nodlarini gérsellestirir. Kisa ekseni >5 mm olan lenf
nodlarimi goriintiilemek ve 6rneklemek miimkiindiir. Optimal aspirasyon sayisi istasyon basina
3' diir. Sistematik nodal ornekleme yapilabilir ve genellikle hasta basina ortalama 3-4
mediastinal nodal istasyon 6rneklenir. Buna ek olarak, 4R, 4L ve 7 numarali istasyonlar daima
orneklenmelidir [19, 20].

EUS-FNA, EBUS-TBNA ve kombine EUS+EBUS'un duyarliligt % 83-94 arasinda
degismektedir. ASTER calismasinin ardindan, endosonografi kullanimi artarken, tek basina
mediastinoskopi kullanimi azalmistir. Endosonografi, mediastinoskopi ihtiyacini azaltir, ancak
negatif endosonografi sonrast cerrahi evreleme Onerilir. Negatif endosonografi sonrasi
mediastinal nodal tutulum olasiligi % 13-15" tir. EBUS-TBNA ve EUS-FNA, giivenli
prosediirler olup mindr komplikasyonlar <% 1 oraninda bildirilmistir [21]. MEDIASTTial
calismasi, EBUS un, mediastinoskopi ile karsilastirildiginda lenf nodu metastazlarini tespit
etmede yeterli oldugunu ve negatif oldugu durumlarda mediastinoskopinin atlanabilecegini

gostermektedir [22].
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2.3.3.3. Cerrahi teknikler

Mediastinoskopi, genellikle genel anestezi altinda yapilir. Kiigiik bir kesi ile sternumun
ist kismindan bir mediastinoskop yerlestirilir. Video Yardimli Mediastinoskopi, konvansiyonel

mediastinoskopi ile karsilastirildiginda daha fazla lenf nodu istasyonu 6rnekleyebilir, ancak

duyarlilik ve negatif prediktif deger agisindan fark yoktur [23].

VAMLA ve TEMLA, mediastinal lenf nodlarinin gevresindeki yag dokusuyla birlikte
tamamen ¢ikarilmasin1 amaglayan daha radikal evreleme teknikleridir. VAMLA,
videomediastinoskop kullanilarak yapilirken, TEMLA boyunda Collar insizyonu ile baslar.
Subplatismal flepler genis diseke edilerek kas ve vaskiiler yapilar islem sirasinda daha iyi bir
gozlem i¢in serbestlestirilir [24]. Transservikal Genisletilmis Mediastinal Lenfadenektomi
(TEMLA) yiiksek dogruluk oranlarma sahiptir. Duyarliligi % 95.5, 6zgilligii % 100 ve
dogrulugu % 98.3 olarak bildirilmistir. Ancak, bu teknikler daha yiiksek morbidite ve mortalite

oranlarina sahiptir ve bu nedenle rutin kullanimlar1 6nerilmemektedir [25].

Video Yardimli Torakoskopik Cerrahi (VATS), hemen hemen her mediastinal lenf nodu
istasyonuna ulasabilir, ancak daha invazivdir. Bliylimiis PET pozitif lenf nodlarinin biyopsisi
icin kullanilir ancak sadece ayni taraftaki lenf nodu hastaligini degerlendirebilir. Para-aortik ve
subaortik lenf nodlari i¢in sol VATS tercih edilir. Duyarliligi % 67, 6zgiilliigii % 100 ve NPV'si
% 73 olarak bildirilmistir [23].

2.3.3.3.1. Intraoperatif Lenf nodu Diseksiyon Yéntemleri
Lenf Bezi Orneklemesi, sadece siipheli gériinen lenf bezlerinden biyopsi alinmasidr.

Sistematik Lenf Bezi Orneklemesi, metastaz ihtimalinin yiiksek oldugu tiim ilgili lenf

bolgelerinden 6rnek alinmasidir.

Komplet Mediastinal Lenf Nodu Diseksiyonu, rezeksiyon yapilan timor ile aym
hemitoraksta bulunan tiim lenf bezlerinin, etrafindaki yagl doku ile birlikte par¢calanmadan
cikarilmasidir. Biri subkarinal olmak iizere en az ii¢ mediastinal istasyondan, toplamda en az

alt1 lenf nodunun ¢ikarilmasi gerekir.

Loba Spesifik Sistematik Lenf Nodu Diseksiyonu, tiimoriin yerlestigi loba gore
belirlenen lenf bezlerinin ¢ikarilmasidir. Sag iist ve orta lob tiimorlerinde 2R, 4R, 7 numarali

lenf bezleri, sag alt lob tiimorlerine sag 4, 7, 8, 9 numaral1 lenf bezleri, sol iist lob timorlerinde
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5, 6, 7 numaral1 lenf bezleri ve sol alt lob tiimérlerinde 7, 8, 9 numarali lenf bezleri diseke

edilmelidir.

Radikal Lenf Nodu Diseksiyonu, sag tiimorlerde tiim mediastinal lenf nodlarinin
cikarilmasi, sol tiimorlerde ise duktus arteriosus "botalli" kesilerek aort kavsinin mobilize
edilmesi ardindan iist ve alt paratrakeal lenf nodlarinin da diger mediastinal lenf bezleri ile

birlikte ¢ikarilmasidir.

Genigletilmis Lenf Nodu Diseksiyonu, median sternotomi ve servikotomi ile her iki

tarafin mediastinal ve servikal lenf nodlarinin ¢ikarilmasidir [11].

2.3.4. N simiflandirmasimin prognoza etkisi (TNM 9)

N1 lenf nodlar1 akcigerde hiler nodlara kadar ayni taraftaki lenf nodlaridir. N1 lenf nodu
pozitifligi prognozu olumsuz etkiler. Cok istasyonlu N1 hastaliginin prognozu, tek istasyonlu
N1 hastaligindan daha kétiidiir. Tutulan N1 istasyonu ne kadar proksimaldeyse prognoz o kadar
kotiidiir [26]. Metastatik yayilma riski daha yiiksek oldugundan, ek tedavi yontemleri (6rnegin,

kemoterapi veya immunoterapi) gerekebilir [27].

N2 lenf nodlari ipsilateral mediastinal veya subkarinal lenf nodlarini temsil eder. N2al,
tek bir bolgedeki, hacimli olmayan lenf diigiimii yayilimini, yani skip metastazi tanimlar. N2a2,
N1 tutulumu ile birlikte tek bir bolgedeki, hacimli olmayan lenf diigiimii yayilimini, N2b ise

coklu istasyonda veya hacimli lenf diigiimii metastazlarini tanimlar.

Rezeksiyondan fayda goren N2 hastalig1 olan kisitlt bir hasta grubu vardir. Bunlar,
negatif mediastinoskopi sonrasi torakotomi sirasinda mikroskopik metastatik hastalik saptanan
hastalar ve tek istasyon N2 pozitifligi saptanan hastalardir. Bu hastalarin prognozu klinik olarak

dogrulanmis ve ¢coklu N2 hastaligi olanlara gore daha iyidir [28].

N3 diigiimleri, kontralateral mediastinal veya kontralateral hiler lenfadenopatiyi ya da
skalen veya supraklavikiiler lenf nodlarini temsil eder. Bu hastalar rezeksiyona uygun degildir.
Calismalar, supraklavikiiler lenf nodu metastazi olan N3 hastalarinda sagkalimin daha diistik
oldugunu ancak bu farkin her zaman istatistiksel olarak anlamli olmadigina igaret etmektedir.
Bununla birlikte, bazi1 analizler, supraklavikiiler lenf nodu tutulumunun, hastalarin prognozunu

olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir [29, 30].

15



2.3.5. Lenf Nodu evrelemesinde Yenilikler

2.3.5.1. TNM 9 Evreleme Sisteminin Etkisi

NO'dan N3'e kadar olan durumlar, patolojik olarak farkli gruplari yansitir ve her
ilerleyen evre hayatta kalma oraninda azalmayi gosterir. Tek istasyonlu N2 tutulumu (N2a),
cok istasyonlu N2'den (N2b) daha iyi bir prognoz sergiler. Bu, tek istasyonda bile okiilt N2
tespitinin anlamli prognostik degere sahip oldugunu ve sistematik diseksiyonla tespit sansinin

daha yiiksek oldugunu gosterir [31].

Sekil 3. TNM 9. baskisinda giincellenen yenilikler

Proposed 9" Ed TNM

8" Ed TNM Categories Categories
8t Ed TNM Categories Proposed 9'" Ed TNM Categories
NO | N1 | N2 | N3 NO | N1 Mo N3
T/M | Label T/M | Description N2a | N2b
Tia a1 | uB | maA Tia s1cm a1 [ ia B | 1A
T1 |T1b a2 | us f A T1 |Tib >1tos2em 2 fua fus | ma
Tic a3 | s § wa Tic >2to<3cm a3 LA B s | mA
T2a Inv . 11:] A T2a Visceral pleura / central invasion I8 § 1A
T2 |T2a >34 B § WA | T2 |T2a >3tosdcm 3 [
T2b >45 na | us J wa T2b >4t0.<5 cm A | us A
T3 >5-7 IIB 1A T3 >Stos7cm 1B | 1A § 1A
T3 (T3 Inv 1B HIA T3 |73 Invasion 18 | 1A § 1A
T3 Same Lobe Nod 1B 1A T3 Same lobe tumor nodule 18 | A |||A
T4 >7 1A HIA T4 >7cm 1A | IIA
T4 |74 inv J"Ai 4"_'5 T4 |T4 Invasion "lA |||A
T4 Ipsi Nod 1A | HIA T4 Ipsilateral tumor nodule 1A | 1A
M1a Pl Dissem M1a Pleural / pericardial dissemination
M1 M1a Contr Nod M1a Contralateral tumor nodule
M1b Single Les M1 |M1b Single extrathoracic lesion
Milc Mult Les M1cl Multiple lesions, 1 organ system
M1c2 Multiple lesions, >1 organ system

2.3.5.2. Robotik Cerrahi

Robotik cerrahi, gdgiis cerrahisinde hizla gelisen bir alandir. U¢ randomize ¢alisma
(RAVAL, ROMAN ve RVLob), RATS (Robotik Yardimli Torasik Cerrahi) ve VATS (Video
Yardimli Torasik Cerrahi) yaklagimlarini karsilastirmistir. RAVAL calismasi, RATS'n
VATS'a gore daha fazla lenf nodu 6rnekledigini ve kisa vadede hasta tarafindan bildirilen saglik
fayda indeksinin benzer oldugunu géstermistir [32]. ROMAN ¢alismasinda ise robotik teknikle
daha fazla sayida lenf nodu degerlendirilmistir. Bu veriler, robotik cerrahinin lenf nodu

diseksiyonunda faydasini gostermektedir [33].
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2.3.5.3. Lenf nodu Disseksiyonunun Immiinobiyolojik Etkileri

Fare timor modelleri, timor drenaj lenf nodlarmin (TDLN'ler) PD-L1+ dendritik
hiicreler agisindan zengin oldugunu ve TDLN'lerin antitiimor bagisiklikta dnemli bir rol
oynadigimi gostermistir [34, 35]. TDLN'lerin genisletilmis diseksiyonu, immiin bozulmaya yol
acabilir. Insan ¢alismalarinda, daha az sayida TDLN ¢ikarilmasinin progresyonsuz sagkalim ile
iliskili oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle, adjuvan immiinoterapi planlanan hastalar i¢in

genisletilmis lenfadenektomi yerine daha sinirli bir lenfadenektomi stratejisi 6nerilebilir [11].

2.4. Lenf Nodlarinda Mikrometastaz (LNMM)

LNMM, ameliyat oncesi standart tanisal testlerle tespit edilemeyen, ancak cerrahi
piyesin patolojik incelemesi sonrasinda ortaya ¢ikan, boyutlar1 0,2 ila 2 mm arasinda degisen
bir grup tiimor hiicresidir. MM’ler, 0,2 mm ve {izeri bulunan tiimor hiicrelerini ifade ederken,
daha kiiciik hiicreler izole timor hiicreleri olarak tanimlanir [36]. Erken evre KHDAK
hastalarinda cerrahi rezeksiyon tedavinin temelini olusturur. Ancak cerrahi tedaviye ragmen,
evre I hastalarinin % 30'unda, evre IIB hastalarinin ise % 60'indan fazlasinda hastaligin
tekrarladigi gosterilmistir [37]. Niikslerin ¢ogu uzak metastazlardir ve genellikle operasyondan
sonraki ilk 2 y1l iginde meydana gelir [38]. Bu uzak niikslerin, ameliyat ncesi tespit edilemeyen
mikrometastazlardan kaynaklandig: diistiniilmektedir [39].

Cerrahi rezeksiyon uygulanan klinik olarak lenf nodu negatif hastalarda MM prevalansi
% 20 civarinda oldugu bildirilmistir, bu da oldukga yiiksek bir orandir [36]. MM varligi, tam
rezeksiyon sonrasi hayatta kalma siiresinin azalmasiyla iligkilidir. Mevcut veriler, mediastinal
LNMM'nin klinik 6nemini dogrular. Bunun i¢in operasyon sirasinda lenf nodlarinin tam olarak
rezeke edilmesi ve postoperatif donemde MM’nin belirlenmesi gerekmektedir. Mediastinal
LNMM'nin ameliyat oncesi tespiti, daha iyi hasta evrelemesi ve optimal tedavi se¢imi
yapilmasina olanak taniyabilir. KHDAK hastalarinin prognozunu belirleyen en 6nemli faktor,

mediastinal lenf nodlarinin durumudur [40].

Giiniimiizde KHDAK hastalarinin mediastinal preoperatif evrelemesi, goriintiileme
caligmalari, endoskopik incelemeler ve cerrahi Orneklerin histopatolojik incelemesine
dayanmaktadir. Ancak, bu yontemler mediastinal LNMM'yi saptamakta yeterince etkili
degildir.

Bu nedenle, mediastinal lenf nodlarindaki MM'yi daha hassas yontemlerle tespit etmek,

hastalarin tedavi ve prognozlarini iyilestirmek acisindan biiylik 6nem tasimaktadir.

17



2.4.1. Mikrometastazin Tespiti I¢in Kullamlan Teknikler

MM, ameliyat Oncesi standart tanisal testlerle genellikle tespit edilemez ve cerrahi
piyesin patolojik incelemesi sonrasinda belirlenebilir. Bu nedenle, dogru evreleme igin MM’ 1n

saptanmasi kritik oneme sahiptir.

MM’1 tespit etmek i¢in kullanilan teknikler arasinda hematoksilen ve eozin (H&E)
boyama, immiinohistokimya (IHC) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi yontemler yer

alir.

H&E boyama, temel bir histolojik inceleme yontemidir, ancak MM’lerin tespitinde
sinirlt hassasiyete sahiptir. IHC, antikorlar kullanarak doku kesitlerindeki proteinleri tanir ve
MM ’leri daha hassas bir sekilde tespit edebilir. Ozellikle, bu yéntemle sitokeratin gibi spesifik
proteinlerin tespiti yapilarak LNMM’lerin daha dogru bir sekilde tanimlanmasi saglanabilir

[41].

PCR ise MM’1n tespitinde daha yiiksek duyarlilik sunar [3, 41]. Bu teknik, mMRNA
diizeyindeki belirli genlerin ekspresyonunu 6lgerek, MM’1n varligini objektif ve hassas bir
sekilde ortaya koyar. PCR, ayni anda birden fazla numunenin analiz edilmesine olanak
taniyarak yiiksek verim saglar ve bu da onu klinik uygulamalar igin cazip kilar. Sonug olarak,
PCR gibi molekiiler tespit yontemleri, kanser tanisinda ve tedavisinde yeni ufuklar agmistir.
MM gibi 6nemli bir parametrenin hassas ve objektif bir sekilde tespit edilmesi, hastalarin tedavi
planlarinin daha iyi yapilandirilmasima ve sonuglarin iyilestirilmesine katki saglayabilir. Bu
nedenle, molekiiler tespit yontemlerinin kanser aragtirmalarinda ve klinik uygulamalarda daha

genis bir sekilde benimsenmesi gerekmektedir [3].
2.4.1.1. Yeni Nesil Teknolojiler ve dPCR

Son yillarda, Yeni Nesil Dizileme (NGS) ve ¢esitli dPCR platformlar1 gibi son derece
hassas tekniklerin gelistirilmesi, tiimor heterojenitesini anlama ve tedavi stratejilerini gelistirme
konusunda yeni firsatlar sunmustur. NOS, nokta mutasyonlari, translokasyonlar ve ¢oklu gen
flizyonlar1 gibi genomik degisiklikleri ayni anda tespit edebilir. Ancak klinik uygulamada

yaygin olarak kullanilmalari, uzun geri doniis siireleri ve maliyetleri nedeniyle sinirhidir [42].
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Buna karsilik, dPCR teknolojileri, hedefe yonelik bir yaklasim benimseyerek segilmis
biyobelirtegleri yliksek hassasiyet, diisiik maliyet ve kisa geri doniis siiresi ile degerlendirmeye
olanak tanir [42, 43].

2.4.1.2. dPCR’nin Avantajlari ve Uygulamalari

dPCR, diisiik maliyetli, hizli ve yiiksek hassasiyetli olmasi nedeniyle tedaviye yanitin
belirlenmesi veya minimal rezidiiel hastaligin degerlendirilmesi i¢in ideal bir yontemdir. dPCR,
nadir mutasyon tespiti, kopya sayis1 varyasyonlarinin analizi, DNA metilasyonu ve yeniden gen
diizenlemeleri  icin  uygulanmaktadir. Bu  teknoloji, arsiv  tiimor  dokularinin
degerlendirilmesinde de yararli olup, diisiik DNA kalitesi ve sinirli numune mevcudiyeti gibi

standart yontemler i¢in engel olusturan durumlarda bile etkili sonuglar saglar [43].
2.4.2. Mikrometastaz Tespiti I¢in Biyobelirtecler

PCR ile MM tespitinde, dzellikle tiimdre 6zgii belirtegler kullanilir. Ornegin, akciger
kanseri gibi kanserlerde, yiizey aktif madde proteinleri, sitokeratinler ve EpCAM gibi
belirtegler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu belirtegler, lenfatik dokularda veya hematopoetik
hiicrelerde bulunmadigi i¢in, LNMM ’nin tespitinde degerlidir [4].

PCR’1n tiim bu avantajlarina ragmen, tiimor heterojenitesi nedeniyle tek bir belirteg
yerine birden fazla belirtecin kullanilmas1 daha dogru sonuglar elde edilmesini saglar [44]. Bu
dogrultuda, MM nin klinik 6nemi ve prognostik degeri iizerine daha fazla ¢alisma yapilmasi
gerekmektedir. Bu tiir c¢aligmalar, hastalarin tedavi planlarmin Dbelirlenmesinde ve

prognozlarinin daha 1yi anlagilmasinda biiytik rol oynayabilir.

2.4.2.1. Claudin-4 (CLDN4)

Claudin ailesinin 6nemli bir tiyesi olan CLDN4, siki baglantilarin kritik bir bilesenidir.
Claudin, dogal olarak akciger epitel hiicreleri gibi normal dokularda gozlemlenirken, patolojik
durumlarda asir1 veya az eksprese edilir . Ayrica, claudinler hiicre dongiisii kontroliine ve hiicre

i¢i sinyallesmeye katilarak tiimorogenezi, niiksli ve metastazi etkilerler [45, 46].

CLDN4'in asir1 ekspresyonu, mide, pankreas, kolorektal, meme, oral skuaméz hiicreli,
over, mesane, kolanjiyokarsinom ve ileri evre akciger kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde rapor

edilmistir [45]. Bu vakalarda, CLDN4 ekspresyonu genellikle hastaligin ilerlemesi ve koti
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prognoz ile iligkilendirilmistir. CLDN4'{in karsinogenezdeki rolii, bariyer fonksiyonu,
intratiimoral mikrogevrenin korunmasi, apoptoz, kok hiicre islevleri ve epitelyal-mezenkimal

gecis ile iliskilidir [46].
2.4.2.2. EpCAM

EpCAM (epithelial cell adhesion molecule), hiicre yapismasindan hiicre ¢ogalmasina,

farklilasmasina ve gociline kadar birgok siiregte rol oynayan bir transmembran glikoproteinidir

[47].

EpCAM, c¢esitli kanser tilirlerinde asir1 eksprese edilerek timdr hiicrelerinin metastatik
potansiyelini artirmaktadir. Bu nedenle, EpCAM, kanser biyolojisinde ve tedavi stratejilerinde

onemli bir biyobelirte¢ ve potansiyel terapotik hedef olarak degerlendirilmektedir [48].

Son calismalar, EpCAM'm asir1 ekspresyonunun meme, kolorektal ve tiroid
kanserlerinde tiimor metastazini kolaylastirdigini gostermektedir [49, 50, 51]. EpCAM, timor
hiicrelerinin ekstraseliiler matriksle olan etkilesimlerini modiile ederek hiicrelerin doku

bariyerlerini agmasini ve uzak organlara yayilmasini kolaylastirir [47].

EpCAM, hem biyobelirte¢ hem de terapotik hedef olarak kanser arastirmalarinda ve
klinik uygulamalarda biiylik bir potansiyele sahiptir.

Claudinler ve EpCAM gibi hiicre yapisma molekiilleri, kanser biyolojisinde kritik rol
oynayan proteinlerdir. Bu molekiillerin ekspresyon diizeylerinin ve islevlerinin incelenmesi,
kanser prognozunun ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde onemli bilgiler saglamaktadir.
Gelecekte yapilacak aragtirmalar, bu molekiillerin klinik uygulamalarda daha genis bir sekilde
kullanilmasimma ve kanser tedavisinde daha etkili yontemlerin gelistirilmesine katki

saglayacaktir.
2.4.3. Mikrometastazin Prognostik Degeri

KHDAK hastalarinda MM nin tespiti, hastaligin tekrarlamasini ve uzun siireli sagkalim
oranlarini etkileyebilir [39]. Bu nedenle, MM nin tan1 ve tedavi siireclerinde dogru bir sekilde
belirlenmesi, hastalarin tedavi stratejilerinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bolgesel lenf diiglimlerine tiimdr metastazi, genellikle tiimor yayilmasinin ilk adimini temsil

eder ve tiimor progresyonu i¢in 6nemli bir prognostik gosterge olarak kabul edilir [41].
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Literatiirde mediastinal LNMM ’nin prognostik degeri tartismal1 olsa da, MM ’nin tespiti
hastalarda niiks ve sagkalim 6ngoriisiine yardimer olabilir. Ornegin, birden fazla mediastinal
lenf nodu istasyonunda MM tespiti, tek bir istasyonda tespit edilmesine gore daha kotii sagkalim

sonuglarina yol acabilir.

Lenf nodu metastazi, lokorejyonel akciger kanserinde en 6nemli prognostik faktordiir
[41]. Ancak, hastalardaki tiim lenf nodu tutulumunu dogru bir sekilde tanimlamak zorlu bir
hedef olmaya devam etmektedir. Bu durum, Uluslararas1 Akciger Kanseri Calismalar1 Birligi
(IASLC) tarafindan KHDAK’1n en erken evresi olan Evre [A'da bildirilen 5 yillik sagkalim %
73 olarak bildirilmektedir [37]. Lenf nodu negatif hastalarin yaklasik % 40'inda tekrarlayan
hastalik gelisecek ve 2 yil iginde hayatlarin1 kaybedeceklerdir [52]. Bu durumun, akciger
kanseri hastalarinin yetersiz evrelenmesinden, yani LNMM’lerin standart H&E boyamasiyla

yeterince taninamamasindan kaynaklandigi distintilmektedir [53].

Hastalarin dogru bir sekilde smiflandirilmasi, terapotik secimler yapmak ve klinik
arastirmalarda cesitli tedavi yontemlerinin etkinligini degerlendirmek i¢in daha iyi evreleme
yontemlerine ihtiya¢ vardir. Seri kesit alma, immiinohistokimya ve PCR gibi teknikler,
MM’lerin saptanmasinda daha duyarlidir. Bu tekniklerin pahali olmasi ve kolay ulasilabilir
olmamasi, smirl hastada ve siirli sayida lenf noduna uygulanabilmesi ile sonuglanmaktadir

[53, 41].

MM’nin hassas ve dogru bir sekilde tespit edilmesi, KHDAK hastalarinin tedavi
planlarinin daha iyi yapilandirilmasina ve sonuglarin iyilestirilmesine katki saglayabilir.
Molekiiler tespit yontemlerinin kanser arastirmalar1 ve klinik uygulamalarda daha genis bir

sekilde benimsenmesi, hastalarin sagkalim oranlarini artirmada 6nemli bir rol oynayabilir.
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3. HASTALAR VE YONTEM
Calismamizda Ocak 2019 - Aralik 2022 tarihleri arasinda ITF Gogiis Cerrahisi

Anabilim Dali’nda opere edilen, histopatolojik incelemede patolojik lenf nodu metastazi

saptanmayan KHDAK tanil1 hastalar degerlendirme kapsamina alindi.

Hastalara ait Tibbi Patoloji Ana Bilim Dal1 arsivinde saklanan lenf nodu 6rneklerinden
elde edilen kesitlerden, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali, Kanser Genetigi

Bilim Dal1 Laboratuvarlarinda dPCR yontemiyle gen ekspresyonu analizi yapildi.

Power ve Sample Size programi analizine gore hasta sayisinin se¢imi saglandi. Yapilan
power analizi sonucunda hasta analizi i¢in Tip | Hata = 0,13, Test Giicii (Giiven Araligi) =% 85
olarak ele alindi. Minimum hasta katilimc1 oran1 34 olarak hesaplandi. Calismaya patolojik NO
kabul edilen 44 hasta dahil edildi. Patolojik NO olan 44 hastadan peroperatif elde edilmis lenf
nodlarinda dPCR yontemi ile molekiiler MM lerin saptanmasi planlandi. Ayn1 zamanda hasta
ve saglikli lenf nodu grubu olarak iki ayr1 kontrol grubu olusturuldu. Hasta kontrol grubuna
makroskopik metastaz saptanan 24 lenf nodu ve saglikli kontrol grubuna benign hastaliklar
nedeniyle opere edilen hastalardan alinan 10 lenf nodu 6rnegi dahil edildi. Bu calismada, 44
hastanin N1 ve N2 lenf nodu istasyonlarindaki EpCAM ve Claudin-4 gen ekspresyon diizeyleri
incelendi. EpCAM ve Claudin-4 genleri igin eszamanli pozitiflik gésteren LNMM olarak kabul
edilerek hastalar molekiiler MM varligina gore iki gruba ayrildu.

Ek malignite Oykiisii olan, neoadjuvan tedavi alan, patolojik lenf nodu metastazi
saptanan, aydmlatilmig onami olmayan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Hastalarin yasi,
cinsiyeti, malignite Oykiisii, komorbid hastaliklari, soyge¢misi, sigara kullanimi, toraks
bilgisayarli tomografisinde lezyonun boyutu, kontiirii, dansitesi, PET-BT’de saptanan SUV-
max degeri, operasyona alinma siiresi, lezyonun bulundugu lob, uygulanan tanisal girisim,
tanisal girisim sonucu alinan tanmi klinigimiz veritabani taranarak bulundu. Ayrica yapilan
operasyon, lenf nodu 6rneklenen istasyonlar ve 6rnekleme yontemi, drenaj siiresi, hastane yatis
sliresi, operasyon piyesinin patolojik tanisi, malignite hastalarinin TNM 9 evrelemesi, adjuvan
tedavi protokolii, hastaliksiz - genel sagkalim siireleri ve niiks saptanan lokasyon alanlar1 yine

ayni sekilde belirlendi.

Patoloji laboratuvarindan Patoloji Uzmanu ile segilen lenf nodu istasyonlarina ait parafin
bloklardan 10’ar p kalinlikta 5’er kesit alinarak ependorf tiipler i¢ine konuldu. Bu tiipler
Onkoloji Enstitiisti, Temel Onkoloji Anabilim Dali Kanser Genetigi Bilim Dali
Laboratuvarinda incelendi. LNMM’lerin belirlenmesi i¢in dPCR yo6ntemi kullanildi. Dijital
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PCR yontemi, niikleik asitlerin spesifik tespiti ve mutlak 6lgtimii i¢in tasarlanmis {igiincii nesil,
en gelismis PCR teknolojisidir. Standart egrilere bagli olmadan > 0.001 % hassasiyette mutlak
kantifikasyon saglar [54]. Ger¢ek zamanli qPCR'nin aksine, dPCR hedef molekiiliin nispi
miktarini belirlemek i¢in her amplifikasyon dongiisiine giivenmez; bunun yerine, bir son nokta
amplifikasyonunun ardindan mutlak hedef miktar1 belirlemek igin Poisson istatistiklerine
dayanir. Hedef molekiil, mevcut tiim boliimlere rastgele dagitildigindan, Poisson dagilimi
boliim basina ortalama molekiil sayisini sifir, bir veya daha fazla olacak sekilde tahmin eder ve
pozitif bolim bagina hedef molekiiliin kopyalarin1 hesaplar. Pozitif ve negatif reaksiyonlarin
sayisinin Poisson istatistiksel analizi, hedef dizinin kesin, mutlak nicellestirilmesini saglar [55].
Bu amagcla ¢aligmamizda tam otomatize QIAcuity Digital PCR Sistemi (Qiagen, Almanya)
kullanildi. Bu sistem, Nanoplaka tabanli dPCR teknolojisi kullanir. Nanoplakaya yiiklenen
reaksiyon karigimi cihaz tarafindan otomatik olarak dagitilir ve PCR amplifikasyonu
gerceklestirilir. Calismamizda CLDN4 ve EPCAM genlerine ait amplifikasyonlar dPCR

yontemi ile incelenmistir.

3.1. Deneysel yontemler
3.1.1. RNA izolasyonu

Formalin fikse parafine gomiilii dokulardan (FFPE) total RNA izolasyonu, The RNeasy
FFPE Kit (Qiagen, Almanya) standart protokoller takip edilerek yapildi.

RNeasy FFPE Kiti, formalinle fikse edilmis, parafine goémiilmiis (FFPE) doku
kesitlerinden toplam RNA'nin saflastirilmasi igin 6zel olarak tasarlanmigtir. Toplam 70
niikleotidden uzun RNA molekiillerini izole ederek, kit RT-PCR, dPCR gibi uygulamalar igin
kullanilabilir. RNA parcalarinin geri kazanilmasimi saglar. Fiksasyon ve gémme kosullari
nedeniyle, FFPE orneklerindeki niikleik asitler genellikle formaldehit tarafindan agir sekilde
parcalanir ve kimyasal olarak modifiye edilir. Bu nedenle, FFPE o6rneklerinden izole edilen
niikleik asitler genellikle taze veya dondurulmus orneklerden elde edilenlerden daha diisiik
molekiiler agirliga sahiptir. Parcalanma derecesi, drnegin tiirline, yasina, ornegin fiksasyon,

gdmme ve saklama kosullarina baglidir.
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Sekil 4. RNEasy FFPE Prosediir

RNeasy FFPE Proseddri

FFPE doku bolimleri

<

Proteinase K sindirimi ile lizis ve ardindan isil iglem

f—

Siipermalanti DNase ile isleyin, ardindan

ElGe edilmig RNA

FFPE, numune blogundaki fazla parafini kesildi. FFPE 6rneginden 10 um kalinliginda
kesitler alindi. Numune yiizeyi havaya maruz kalmissa, ilk 2—3 Kkesiti atildi. Kesitleri hemen 2
ml mikro santrifiij tiipiine yerlestirildi. Daha sonra 320 ul Deparafinizasyon Cozeltisi
eklendikten sonra 10 saniye boyunca kuvvetlice karistirildi. Numuneyi tiipiin dibine getirmek
icin kisa bir siire santrifiij edilerek 56°C'de 3 dakika inkiibe edildi. Ardindan oda sicaklifinda
(25°C) sogumaya birakildi, 240 pul Tampon PKD eklendi ve vorteksleyerek karistirildi, Bir
dakika siireyle 11.000 x g'de (10.000 rpm) santrifiij edildi. Alttaki berrak faza 10 ul Proteinase
K eklendi. Yukar ve asag1 pipetleyerek nazikge karistirilarak, 56°C'de 15 dakika, ardindan
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80°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Isitma blogu her 3—5 dakikada bir vorteksleyerek kisaca
karistirildi. Alttaki renksiz fazi yeni bir 2 ml mikro santrifiij tiipiine aktarildi. Ug dakika buzda
inkiibe edildi. Ardindan, 20.000 x g'de (13.500 rpm) 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki s1v1 yeni
bir mikro santrifiij tiipiine aktarildi. Toplam numune hacminin onda birine esdeger DNase
Booster Tamponu (yaklasik 20 ul) ve 10 ul DNase | stok soliisyonu eklendi. Tiipii ters ¢evirerek
karistirildi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Baglanma kosullarini ayarlamak i¢in 400
ul Tampon RBC eklendi ve lizat iyice karistirildi. Ornege 1000 pl etanol (% 100) eklendi ve
pipetleme yoluyla iyice karistirildi. Olusmus olabilecek herhangi bir ¢okelti dahil olmak tizere
700 ul 6rnek 2 ml'lik bir toplama tiipline yerlestirilmis bir RNeasy MinElute spin kolonuna
aktarildi ve > 8000 x g'de (> 10.000 rpm) 15 saniye santrifiij edildikten sonra sivi fazi atildi. Tim
ornek RNeasy MinElute spin kolonundan gegene kadar islem tekrarlandi. RNeasy MinElute
spin kolonuna 500 pl Tampon RPE eklendi ve > 8000 x g'de (> 10.000 rpm) 15 saniye santrifiij
edilerek siv1 fazi atildi. RNeasy MinElute spin kolonuna 500 pl Tampon RPE eklendi ve > 8000
X g'de (> 10.000 rpm) 2 dakika santrifiij ederek spin kolon membran1 yikandi. RNeasy MinElute
spin kolonunu yeni bir 2 mI'lik toplama tiipiine yerlestirildi ve bes dakika boyunca yiiksek hizda
santrifiij edildi. RNeasy MinElute spin kolonunu yeni bir 1,5 ml'lik toplama tiiptine yerlestirildi
ve 30 ul RNase igermeyen suyu dogrudan spin kolonu membranina eklendi. RNA'y1 eliie etmek

icin tam hizda 1 dakika santrifiij edilerek, 28 pul RNase icermeyen eliiat elde edildi.

3.1.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Almanya) kullanildi.
Oncelikle genomik DNA ’nin eliminasyonu igin; Hastaya ait 1 ul RNA (50 ng/ pl) iizerine 2 pl
gDNA Wipeout tamponu (7x) ve 11 pl steril dH2O eklenerek 42°C’de 2 dakika inkiibasyona
birakildi. Daha sonra RT tamponu (5x) 4 pl, RT primer mix 1 pl ve Reverse Transkriptase
enzimi 1 pl kullanilarak master mix hazirlandi ve 6nceki karisimin iizerine eklendi. Karisim

sirasiyla 42°C’de 15 dakika ve 95°C’de 3 dakika inkiibasyona birakilarak cDNA elde edildi.

3.1.3. Nanoplaka tabanh dPCR

Digital PCR yapmak i¢in hazirlanan cDNAlar 1/20 oraninda diliie edildi. Her 6rnek igin,
4 nl QIAcuity EG PCR mix (Qiagen, Almanya), 0,6 ul primer, 4,4 pl dH20 ve 3 pl diliie
edilmis cDNA oOrnegi kullanilarak bir reaksiyon karisimi olusturuldu. Hazirlanan karisim
QIAcuity Nanoplate 8.5k 96-well kuyucuklarina konuldu ve {izeri seal kullanarak kapatildi.
Nanoplate QIAcuity digital PCR cihazina (Qiagen, Almanya) yerlestirildi. PCR dongii
kosullart; 95 °C’de 2 dakika denatiirasyon, ardindan 40 dongii 95 °C’de 15 sn, 55 °C’de 15 sn,
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72 °C’de 15 sn ve son dongii 40 °C’de 5 dk seklinde ayarlanarak reaksiyon gergeklestirildi.

Reaksiyon sonrasinda ham verilerin analizi QIAcuity Software Suite kullanilarak yapildu.

3.2. istatistik Analiz

LNMM oran1 ve LNMM’nin mevcut parametrelerle iligskisi incelendi. Kategorik
degiskenler ise uygun sekilde chi - square veya Fisher’s exact testi ile karsilastirildi. Sayisal
bagimsiz gruplar arasi analiz igin ¢ift kuyruklu Student t-testi kullanildi. Hasta sayisinin sinirli
olmas1 nedeniyle p-degeri < 0.1 ise anlamli olarak kabul edildi. Ol¢iim sonuclarmna ait
tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma olarak verildi. Yas, timor ¢api, lenf nodu
cap1, SUVmax degeri, EPCAM ve CLDN4 median degerlerine gore kategorize edildi. Pozitif
ve negatif kontrol grubunda gen ekspressyon diizeylerine bakilarak ROC analizi yapildi. Analiz

sonuclarina géore EPCAM ve CLDN4 genleri i¢in esik degerleri belirlendi.
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Sekil 5. ROC egrisi (Receiver Operating Characteristic/ Alic Isletim Karakteristigi). ROC

analiz sonucu

0g

06

Sensitivity

04

0z

0o

ROC Curve

Source of the
Curve

CLDNFOLDC
=== EPCAMFOLDC

0o 0z 04 06 08 1.0

1 - Specificity

Area Under the ROC Curve

Test ResultVariable(s) Area

EFCAMFOLDC 868
CLDMFOLDC 780

The test result variable(s): EFCAMFOLDC,
CLDMFOLDC has atleast one tie between the
positive actual state group and the negative actual
state group. Statistics may be biased.

Classifier Evaluation Metrics

k-5 Statistics
TestResultVariable(s) Ginilndex  Maxk-5*  Cutoff®

CLDMFOLDC BT 258 8150
EFCAMFOLDC 542 500 1.0250

a. The maximum Kaolmogaorov-Smirnov (K-5) metric. Also
the maximum value of ¥Youden's index.

b.Incase of multiple cutoffvalues associated with Max
k-5, the largest one is reparted.

Hastalarin N1 ve N2 istasyonlarindaki lenf nodlari, ayr1 ayr istatistiksel olarak analiz

edildi. Sagkalim analizleri ise Kaplan - Meier yontemi sagkalim egrileri ile karsilastirildi. MM

ve histopatolojik parametrelerin sagkalim tizerindeki etkisi ise Cox proportional hazards modeli

ile analiz edildi. Istatistiksel anlamlilik p < 0.1 ve iki yonlii olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen toplam 44 hastanin yas ortalamasi 62.3 yil, median yas degeri
ise 64.5 yil olarak hesaplanmistir (aralik: 37 - 82 yil). Hastalarin 30’u (% 68) erkek, 147t (%
32) kadin olarak saptanmustir.

Lezyon SUVmax ortalamast 9.1, median degeri ise 8.6 olarak belirlenmistir (aralik:
0.00-31.2). Lezyon boyutlar1 9-70 mm arasinda degisiklik gostermistir. Boyut ortalamasi1 30.3
mm, median degeri 25 mm olarak hesaplanmistir. Lezyonlarin lokalizasyonu sag akcigerde 23
hasta (%52) ve sol akcigerde 21 hasta (% 48) olarak dagilim gdstermistir. Sag tist lobda 12 hasta
(% 28), sag orta lobda 2 hasta (% 4.5), sag alt lobda 9 hasta (% 20.5), sol iist lobda 13 hasta (%
29) ve sol alt lobda 8 hasta (% 18) lezyon saptanmustir.

Cerrahi tedavi uygulanan hastalarin 37’sine (% 84) lobektomi, 1’ine (% 2) superior

segmentektomi, 2’sine (% 5) trisegmentektomi, 2’ine (% 5) lobektomi + gogiis duvar

rezeksiyonu, 1’ine (% 2) bilobektomi + gégiis duvari rezeksiyonu ve 1’ine (% 2) bilobektomi
uygulanmustir.

Mediastinoskopi, hastalarin  26’smma (% 59) uygulanirken, 18’ine (% 41)
uygulanmamistir. Hastalarin ¢ogunda PET-BT’de lenf nodu tutulumu yoktu. Lenf nodu ¢ap1
ortalama 8.4 mm, median 8.0 mm olarak kaydedilmistir (aralik: 1-17 mm).

Hastalarin 28’1 (% 64) adenokarsinom, 15’1 (% 34) skuamoz hiicreli karsinom, 1°1 (%
2) adenoskuamoz hiicreli karsinom alttipindeydi.

Timor evresi dagilimi, Evre 1A1 3 hasta (% 7), Evre 1A2 5 hasta (% 11), Evre 1A3
5 hasta (% 11), Evre 1B 15 hasta (% 34), Evre 2A 3 hasta (% 7) ve Evre 2B 11 hasta (% 25)
olarak bulunmustur.

T simiflamasina gore dagilim, Tla 3 hasta (% 7), T1b 6 hasta (% 14), T1c 5 hasta (%
11), T2a 16 hasta (% 36), T2b 3 hasta (% 7) ve T3 11 hasta (% 25) seklindedir.

Vaskiiler invazyon 29 hastada (% 66) bulunmazken, 15 hastada (% 34) vaskiiler invazyon
saptanmuistir. Lenfatik invazyon 25 hastada (% 57) saptanmazken, 19 hastada (% 43)
saptandi. STAS 27 hastada (% 61) negatifken, 17 hastada (% 39) pozitiftir. Plevral invazyon
19 hastada (% 43) oraninda tespit edilmistir. Bu hastalarin 11’inde (% 25) PL1, 3’tinde (% 7)
PL2, 2’sinde (% 5) PL3 plevral invazyon gozlenmistir. Gogiis duvar invazyonu 3 hastada (%
7) bulunmustur. Perindral invazyon 7 hastada (% 16) saptanirken, 37 hastada (% 84)
bulunmamastir.

Histolojik grade verisi bulunan 9 hastanin 1’1 (% 2) Grade 1, 3’1 (% 7) Grade 2 ve 5’i
(% 11) Grade 3 olarak smiflandirilmistir.
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Adjuvan tedavi, hastalarin 20’ine (% 45) uygulanirken, 24’iine (% 55) uygulanmamustir.

Toplam 8 hastada niiks ve toplam 2 6liim vakasi saptanmustir.

Dijital PCR analizi, 40 hastanin N2 istasyonunda, 38 hastanin ise N1 istasyonunda

basaril bir sekilde gergeklestirildi.

Bulgular- N1

Tablo7. N1 Lenf nodlarinda mikrometastaz ile klinikopatolojik ézelliklerin iliskisinin 5 yillik
hastaliksiz ve genel sagkalim sonucglart

Mikrometastaz

[Hasta sayisi] 5 yillik DFS (%) 5—yilik OS
Degiskenler (n) (%) (+) O] P *) 0 P +) (%) P value
value value )
Toplam 38 | 11(29) 27 (70) 70 68 0704 | 90 9% 0.521
Yas (yil) 636+82 622+106 | 0.697
Yas (y1l)
<65 20 5 (25) 15 (75) 80 84 0.732 100 93 0.564
- 65 18 |6(33) 12 (67) 0724 | 62 78 0561 | 83 100 0.157
Cinsiyet
Erkek 27 |6(22) 21 (78) 66 8 0586 | 100 100 -
Kadin 11 5 (45) 6 (55) 0.238 | 80 100 0.273 80 83 0.949
Histolojik timor ¢apr (cm) 29.6+23.2 30.8+155 0.852
Histolojik timor ¢apr (cm)
<25 21 | 7(39) 14 (66) 64 90 0.238 | 100 100 -
525 17 4 (23) 13 (77) 0721 | 75 73 0974 | 75 92 0.396
Histolojik timor ¢apr (cm)
<3 23 7(30) 16 (70) 64 80 0482 | 100 93 0.508
>3 15 4(27) 11 (73) 1.000 | 75 81 0.775 75 100 0.097
SUV max 109+96 9.1+53 | 0.466
SUV max
<88 19 6 (32) 13 (68) 55 88 0196 | 100 100 -
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1.000

> 88 19 5 (26) 14 (74) 80 75 0.912 80 92 0.465
SUV max

<25 4 2 (50) 2 (50) 100 100 - 100 100 -
>25 34 9 (26) 25 (74) 0.564 |62 81 0.308 88 96 0.461
Lenf nodu gap1 (mm) 89+37 84145 0.747

Lenf nodu gap1 (mm)

<85 19 4 (21) 15 (79) 50 84 0.115 75 100 0.053
> 85 19 | 767 1269 | g 0651 | 100 o1 0.445
Histolojik altgrup

Adenokarsinom 24 6 (25) 18 (75) 62 7 0.603 100 94 0.564
Skuamoz hiicreli karsinom 14 5(36) 9 (64) 0.712 | 80 88 0.614 80 100 0.180
Mikroskopik vaskiiler invazyon

Var 14 3(21) 11 (79) 66 79 0.506 66 100 0.056
Yok 24 8 (33) 16 (67) 0.488 | 72 84 0.598 100 93 0.480
Mikroskopik lenfatik invazyon

Var 17 6 (35) 11 (65) 50 78 0.212 83 90 0.689
Yok 21 5 (24) 16 (76) 0.491 | 100 84 0.399 100 100 -
Perinéral invazyon

Var 7 1(14) 6 (86) - 83 0.683 - 100 -
Yok 31 10 (32) 21 (68) 0.419 | 66 79 0.397 90 95 0.604
Plevral invazyon

Var 16 5(31)) 11 (69) 60 80 0.369 80 90 0.592
Yok 22 6 (27) 16 (73) 1.000 | 75 85 0.820 100 100 -
STAS (Havayolu yayilimi)

Var 15 3(20) 12 (80) 100 64 0.319 100 100 -
Yok 23 8 (35) 15 (65) 0.470 | 60 100 0.018 87 93 0.670
EVRE

| 26 8 (31) 18 (69) 70 85 0.436 100 94 0.505
I 12 3 (25) 9 (75) 1.000 | 66 7 0.707 66 100 0.083
Adjuvan tedavi

Var 19 6 (32) 13 (68) 83 83 0.962 83 92 0.596
Yok 19 5 (26) 14 (74) 1.000 | 40 82 0.173 100 100 -
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Toplam 38 hastanin 11’inde (% 29) MM tespit edildi. Bes yillik DFS orant MM
saptanan hastalarda % 70, mikrometastaz saptanmayan hastalarda ise % 68 bulundu (p =
0.704). Bes yillik OS oran1t MM saptanan hastalarda % 90, saptanmayan hastalarda ise % 96
bulundu (p = 0.521).

MM goriilme siklig1 yas, cinsiyet, timdr capi ve lenf nodu ¢apina gore anlamli farklilik
gostermedi. Lenf nodu ¢ap1 8.5 mm {istiinde olanlarda daha fazla MM orani1 saptandi (% 37’ye

karsin % 21), fakat anlaml1 bir fark bulunmadi (p > 0.1). MM oranlar1 adenokarsinom (% 25)

ve skuamoz hiicreli karsinom (% 36) alt gruplarinda benzer bulundu (p = 0.712). MM, vaskiiler
invazyon, lenfatik invazyon, perindral invazyon, plevral invazyon veya STAS ile anlamli bir
iliski gostermedigi tespit edildi (p > 0.1).

Bes yillik DFS, 65 yas iistii % 62, 65 yas alt1 % 80 ve OS 65 yas iistii % 83, 65 yas
alt1 % 100, 65 yas listiinde sagkalim oranlar1 daha diisiik bulundu, ancak bu farklar istatistiksel
olarak anlamli degildi (p > 0.1).

Timor gapt 3 cm istii olanlarda genel sagkalim MM saptanan grupta % 75 iken, MM
saptanmayan grupta % 100, anlamli olarak daha diisiik saptandi (p = 0.097). Timor ¢ap1 3 cm
altinda olan hastalarda MM saptanan grupta hastaliksiz sagkalim % 64’¢ karsin % 80, azalmis
oldugu goriildii fakat istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p > 0.1).

Lenf nodu ¢ap1 8.5 mm alt1 olan grupta DFS % 50’ye karsin % 84 daha diisiik (p =
0.115), genel sagkalim % 75’¢ karsin % 100 anlamli diisiik saptanmustir (p = 0.053). Lenf nodu
cap1 8.5 mm istii olan grupta sagkalim agisindan anlamli fark bulunmamuistir.

Skuamoz hiicreli karsinom olan olgularda genel sagkalim, MM pozitif saptanan grupta
% 80’e karsin % 100 olarak daha diisiik saptanmistir ancak anlamli fark bulunmamistir ( p =
0.180).

Vaskiiler invazyon saptanan hastalarda, MM pozitif olan grupta genel sagkalim % 66’ya
karsin % 100 olarak anlamli diisiik izlendi (p = 0.056).

Lenfatik invazyon saptanmayan hastalarda, MM varlig1 ile sagkalim arasinda iliski
saptanmazken, lenfatik invazyon saptanan hastalarda MM saptanan grupta DFS (% 50’ye
karsin % 78) ve OS (% 83’¢ karsin % 90) oranlar1 daha diisiik izlendi, fakat anlamli fark
bulunmadi (DFS i¢in p = 0.212, OS i¢in p = 0.689).

STAS olmayan hastalarda 5 yillik DFS oran1 MM saptanmayan hastalara gore sirasiyla
% 100 ve % 60 olacak sekilde anlamli ve daha yiiksek bulundu p = 0.018).

MM varligi ile evre | hastalarda OS ve DFS, evre Il hastalarda DFS arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 iliski tespit edilmedi. Bes yillik OS oran1 Evre 11 MM saptanan hastalarda % 66,
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saptanmayanlarda ise % 100 olarak istatistiksel anlamli saptandi (p = 0.083).

Adjuvan tedavi almayan hastalar arasinda MM saptanan grupta 5 yillik DFS oraninin % 40’a
karsin % 82 daha diisiik oldugu saptandi (p = 0.173).

Tablo 8. Cox proportional hazards modelinde univariant analiz ile HASTALIKSIZ sagkalima

Degiskenler Hazard oram 95 % ClI P degeri
Mikrometastaz(Pozitif /Negatif ) 1.749 0.390 - 7.832 0.474
Yas (> 65 versus <65) 1.471 0.329 - 6.577 0.611
Cinsiyet (kadin/erkek) 1.900 0.226- 15.957 0.525
Histolojik tiimor ¢ap1 (cm) (> 2.5/ < 2.5) 1.713 0.383 — 7.664 0.479
Histolojik tiiméor ¢ap1 (cm) (< 3/> 3) 1.130 0.252 - 5.067 0.874
SUV max (>8.8/<8.8) 1.303 0.291 -5.842 0.728
SUV max (> 2.5/<2.5) 23.849 0.001- 955523 0.223
Lenf nodu ¢ap1 (mm) (> 8.5/< 8.5) 1.370 0.306 — 6.127 0.679
Histolojik altgrup (Adenokarsinom/SCC ) 1.515 0.293 - 7.823 0.610
Mikroskopik vaskiiler invazyon (Var /Yok) 1.384 0.310-6.189 0.674
Mikroskopik lenfatik invazyon (Var /Yok) 2.976 0.576-15.364 0.168
Perinoral invazyon (Yok/Var) 1.515 0.181-12.661 0.687
Plevra invazyonu (Var /Yok) 2.570 0.568- 11.627 0.218
STAS (Havayolu yayilimi) (Var /Y ok) 2.008 0.449-8.981 0.358
EVRE II/I 1.946 0.434-8.723 0.396
Adjuvan tedavi (Yok /Var) 1.181 0.264- 5.283 0.827

etkili prognostik faktérler - N1

Hastaliksiz sagkalim agisindan Cox analizine gore hi¢bir degiskenin anlamli bir etkisi

bulunmadi (tiim p degerleri > 0.1).

Genel sagkalim acisindan Univaryant Cox analizinde cinsiyet (p = 0.024), timor ¢ap1
(2.5cm, p =0.072), SUVmax (p = 0.096), plevra invazyonu (p = 0.062), mikroskopik lenfatik
invazyon (p = 0.072) ve adjuvan tedavi (p = 0.096) degiskenleri igin istatistiksel olarak anlamli

bir sonug elde edildi ancak multivaryant analizde hi¢bir degiskenin genel sagkalim iizerinde

istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmadi (tiim p degerleri > 0.1).
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Tablo 9. Cox proportional hazards modelinde univariant ile GENEL sagkalima etkili

prognostik faktorler -N1

Degiskenler Hazard oram 95 % CI P
degeri
Mikrometastaz (Pozitif/ negatif) 2.409 0.151 - 38.513 0.541
Yas (> 64 versus < 64) 1.083 0.068 —17.318 0.955
Cinsiyet (kadin/erkek) 290.567 0.000 — 814574 0.024
Histolojik tiimér ¢ap1 (cm) (> 2.5/ < 2.5) 85.396 0.001 — 857058 0.072
Histolojik tiimér ¢api (cm) (> 3/< 3) 1.500 0.094 — 23.979 0.775
SUV max (> 8.8/<8.8) 67.130 0.001 — 583167 0.096
SUV max (> 2.5/< 2.5) 23.861 0.000- 846941 0.511
Lenf nodu ¢apt (mm) (> 8.5/< 8.5) 1.027 0.064 — 16.430 0.985
Histolojik altgrup (SCC/Adenokarsinom) 1.678 0.105 - 26.834 0.716
Mikroskopik vaskiiler invazyon (Var /Yok) 1.678 0.105 - 26.834 0.716
Mikroskopik lenfatik invazyon (Var /Yok) 85.396 0.001- 857058 0.072
Perindral invazyon (Yok/Var) 27.656 0.000- 126739 0.373
Plevra invazyonu (Var /Y0Kk) 98.290 0.001 - 117779 0.062
STAS (Havayolu yayilimi) (Yok/Var) 46.243 0.000- 561009 0.159
EVRE /] 2.125 0.133-33.971 0.598
Adjuvan tedavi (Var/Yok) 65.130 0.001- 583167 0.096
Tablo 10. Cox proportional - Hazards modelinde multivariant ile GENEL sagkalima etkili
prognostik faktorler - N1
Degiskenler Hazard oram 95 9% CI P degeri
Cinsiyet (kadin / erkek) 476.825 0.000 — 4124 0.597
Histolojik timor ¢ap1 (cm) (> 2.5/<2.5) 157.522 0.000 — 950985 0.624
SUV max (> 8.8/ <8.8) 1.130 0.000 — 3600 0.993
Mikroskopik lenfatik invazyon (Var /Yok) 34.312 0.000- 6470 0.905
Plevra invazyonu (Var /Yok) 36.947 0.000-3246 0.889
Adjuvan tedavi (Var/Yok) 5.883 0.000-3564 0.961

33




Bulgular - N2

Tablo 11. N2 Lenf nodlarinda mikrometastaz ile klinikopatolojik ozelliklerin iliskisinin 5 yillik
hastaliksi1z ve genel sagkalim sonuclart

Mikrometastaz
5 yilik HS (%) 5 — yilik GS (%)
[Hasta sayis1] (%6)
Degiskenler (n) P +) ) P +) (-) | Pvalue
) ¢)
value value

Toplam 40 | 8(20) 32 (80) 100 74 0.170 100 93 0.476
Yas (yil) 65+ 9.6 62.2+838 0.444
Yas (y1l)
<64 20 |3(15) 17 (85) 100 79 0.416 100 94 0.674
> 64 20 | 5(25) 15 (75) 0.695 | 100 69 0271 | 100 93 | 0564
Cinsiyet
Erkek 26 | 4(15) 22 (85) 100 69 0234 | 100 100 -
Kadin 14 | 4(29) 10 (72) 0.416 | 100 90 0527 | 100 80 0.358
Histolojik tiimér gapr (cm) 28+ 156 29.9 £17.5 0.781
Histolojik timor ¢apr (cm)
<25 23 | 6(26) 17 (74) 100 80 0370 | 100 100 -
.95 17 | 2(12) 15 (88) 0428 | 100 68 0.394 | 100 86
Histolojik timor ¢apr (cm)
<3 25 | 6(29) 19 (76) 100 74 0.304 100 94 0.574
>3 15 |2(13) 13 (87) 0.686 | 100 76 0478 | 100 92 0.695
SUV max 8.8+59 9+71 0.885
SUV max
<81 21 | 5(24) 16 (76) 100 73 0391 | 100 100 -
>81 19 | 3(16) 16 (84) 0.698 | 100 73 0.345 | 100 87 0.534
SUV max
<25 6 0 (0) 6 (100) - 100 - - 100 -
525 34 | 8(9) 26 (77) 0.318 | 100 69 0.128 | 100 92 0.428
Lenf nodu gap1 (mm) 9.3+47 8.2+39 0.496
Lenf nodu gap1 (mm)
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<8 21 |3(14) 18 (86) 100 76 0404 | 100 94 0.683
>8 19 | 5(26) 14 (74) 0442 | 100 69 0.252 | 100 92 0.550
Histolojik altgrup

Adenokarsinom 26 5 (19) 21 (81) 100 70 0.257 100 95 0.626
Skuamoz hiicreli Karsinom 14 | 301 11 (79) 1.000 | 199 81 0449 | 100 90 0.602
Mikroskopik vaskiiler invazyon

Var 12 | 3(25) 9 (75) 100 64 0.307 100 88 0.564
Yok 28 | 5(18) 23(82) 0.677 | 100 78 0.329 100 95 0.641
Mikroskopik lenfatik invazyon

Var 17 | 4() 13 (77) 100 57 0.161 100 84 0.423
Yok 23 | 4017 19 (83) 0.702 | 100 87 0.546 100 100 -
Perinoral invazyon

Var 6 3 (50) 3 (50) 100 66 0317 | 100 100 -
Yok 34 5 (15) 29 (85) 0.082 | 100 74 0.317 100 93 0.554
Plevral invazyon

Var 17 | 2(12) 15 (88) 100 72 0.434 100 86 0.599
Yok 23 | 6(26) 17 (74) 0.428 | 100 79 0.364 100 100 -
STAS (Havayolu yayilimi)

Var 16 | 4(25) 12 (75) 100 64 0.280 100 100 -
Yok 24 | 47 20 (83) 0.690 | 100 81 0.409 100 2 0.522
EVRE

| 29 6 (21) 23 (79) 100 80 0.362 100 95 0.610
I 11 2 (18) 9(82) 1.000 | 100 66 0.384 100 88 0.637
Adjuvan tedavi

Var 18 | 3(17) 15 (83) 100 79 0.415 100 86 0.520
Yok 22| 523 17 (77) 0.709 | 100 4 0345 | 100 100 -

Toplam 40 hastanin 8’inde (% 20) MM saptandi, 32’sinde (% 80) MM tespit edilmedi.

MM varlig: ile yas, cinsiyet, timor ¢api, SUVmax degerleri, lenf nodu c¢apr veya

histolojik alt grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi.
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Mikroskopik vaskiiler invazyon, lenfatik invazyon, plevral invazyon ve STAS varligi

ile MM pozitifligi arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (tiim p > 0.1). Perinoral invazyon

olmayanlarda MM oran1 % 15, perinéral invazyon olanlarda ise % 50 anlamli fark izlendi (p =

0.082).

N2 subgrup analizinde LNMM ile 5 yillik DFS ve 5 yillik OS arasinda anlamli bir iliski

saptanmad1 (p > 0.1).

Cox proportional hazards modeline dayanan univaryant analizde, DFS {izerinde anlamli

bir prognostik etki saptanmadi (tiimii icin p > 0.1). Mikroskopik lenfatik invazyonun varligi,

DFS i¢in daha yiiksek bir riskle iliskilendirildi (HR: 3.249; 95 % CI: 0.629-16.777), ancak

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p = 0.136).

Tablo 12. Cox proportional hazards modelinde univariant analiz ile HASTALIKSIZ

sagkalima etkili prognostik faktorler - N2

Degiskenler Hazard oram 95 % CI P degeri
Mikrometastaz(Negatif /Pozitif) 29.168 0.012 -70017.8 0.073
Yas (> 64 versus <64) 1.332 0.298 — 5.956 0.706
Cinsiyet (kadin/erkek) 2.683 0.321-22.426 0.309
Histolojik tiimor ¢ap1 (cm) (2.5/< 2.5) 2.161 0.482-9.683 0.311
Histolojik timor capt (cm) (< 3/> 3) 1.424 0.318 - 6.376 0.648
SUV max (>8.1/<8.1) 1.339 0.297 - 6.035 0.702
SUV max (> 2.5/<2.5) 25.739 0.003- 227408 0.143
Lenf nodu ¢ap1 (mm) (> 8/ < 8) 1.244 0.278 —7.241 0.680
Histolojik altgrup (Adenokarsinom /SCC) 1.403 0.272 - 4.849 0.860
Mikroskopik vaskiiler invazyon (Var /Yok) 1.861 0.416 —8.328 0.427
Mikroskopik lenfatik invazyon (Var /Yok) 3.249 0.629- 16.777 0.136
Perinoral invazyon (Yok/Var) 1.138 0.136-9.505 0.903
Plevra invazyonu (Var /Yok) 2.383 0.529 - 10.729 0.256
STAS (Havayolu yayilimi) (Var /Yok) 2.041 0.456-9.128 0.347
EVRE Il /1 2.779 0.613- 12.605 0.204
Adjuvan tedavi (Yok /Var) 1.139 0.254-5.118 0.865
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Genel sagkalim agisindan kadin cinsiyet (HR: 158.436; p = 0.039), tiimor ¢apinin 2,5
cm tizerinde olmasi (HR: 95.923; p =0.064), SUVmax (> 8.1) (HR: 74.693; p = 0.085), lenfatik
invazyon (HR: 95.923; p = 0.064) ve plevra invazyonu (HR: 95.923; p = 0.064) anlaml1 bir risk
faktoriiydii. Adjuvan tedavi alanlarda risk orani yiiksekti (HR: 84.111; p = 0.074). Multivaryant

analizde ise degiskenler ile sagkalim arasinda anlamli iliski saptanmadi.

Tablo 13. Cox proportional hazards modelinde univariant analiz ile GENEL sagkalima etkili

prognostik faktorler - N2

Degiskenler Hazard orani 95 % CI P degeri
Mikrometastaz(Negatif/pozitif) 28.542 000 — 780205 0.351
Yas (> 64 versus < 64) 1.026 0.064 — 16.407 0.986
Cinsiyet (kadin/erkek) 158.436 0.000 — 526915 0.039
Histolojik tiimér ¢ap1 (cm) (> 2.5/ < 2.5) 95.923 0.001 - 119173 0.064
Histolojik tiimér ¢ap1 (cm) (>3 /< 3) 1.633 0.102 - 26.111 0.730
SUV max (>8.1/<8.1) 74.693 0.001 - 673230 0.085
SUV max (>25/<25) 25.880 0.000- 498124 0.427
Lenf nodu ¢ap1 (mm) (> 8/<8) 1.136 0.071-18.159 0.928
Histolojik altgrup (SCC / Adenokarsinom) 1.821 0.114 -29.118 0.674
Mikroskopik vaskiiler invazyon (Var /Yok) 2.291 0.143 — 36.636 0.563
Mikroskopik lenfatik invazyon (Var /Yok) 95.923 0.001-119173 0.064
Perinoral invazyon (Yok/Var) 25.880 0.000- 498124 0.427
Plevra invazyonu (Var /Yok) 95.923 0.001 — 110973 0.064
STAS (Havayolu yayilim1) (Yok/Var) 46.954 0.000— 551337 0.155
EVRE I/l 2.591 0.162—41.420 0.509
Adjuvan tedavi (Var/Yok) 84.111 0.001- 831311 0.074
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Tablo 14. Cox proportional hazards modelinde multivariant analiz ile GENEL sagkalima etkili

prognostik faktirler - N2

Degiskenler Hazard oram 95 % CI P degeri
Cinsiyet (kadin / erkek) 470.651 0.000 — 7034 0.607
Histolojik timor ¢api (cm) (> 2.5/<2.5) 337.880 0.000 — 4311 0.682
SUV max (>8.1/<8.1) 1.180 0.000 — 2008 0.993
Mikroskopik lenfatik invazyon (Var /Yok) 139.931 0.000- 4825 0.838
Plevra invazyonu (Var /Yok) 40.928 0.000-4628 0.875
Adjuvan tedavi (Var/Yok) 22.539 0.000-1269 0.911
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5. TARTISMA

Calismamizda N1 ve N2 istasyonlardaki lenf nodlarinda dPCR yontemi ile saptanan
MM’nin akciger kanseri hastalarinda sagkalim sonuglarina etkisi ve gesitli klinikopatolojik

faktorlerle iligkisi degerlendirildi.

Calismamizin N1 subgrup analizinde, MM prevalansi (% 29), literatiirde bildirilen
oranlarla uyum gostermekte ve klinik 6nemini vurgulamaktadir [5]. MM bulunan hastalarda
DFS ve OS oranlar1 biraz daha diisiik olsa da, bu farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bu sonug, MM’nin tek basina giiglii bir prognostik faktdr olarak
degerlendirilemeyebilecegini diisiindiirmekle birlikte, hasta sayisinin kisitli olmasi nedeniyle
bu iliskinin daha kapsamli ¢aligmalarda yeniden degerlendirilmesi gerekmektedir.

Ileri yas, biiyiik tiimor ¢ap1 ve yiiksek SUVmax degerleri daha kétii sagkalim oranlari
ile iliskilendirilmis, ancak bu faktorlerin MM ile dogrudan iliskisi anlamli bulunmamistir. Bu
durum, MM’nin geleneksel yiiksek risk faktorlerinden bagimsiz olarak gelisebilecegini
gostermektedir.

STAS varligi olmayan hastalarda daha iyi DFS oranlar1 gozlenmistir. Bu bulgu,
STAS’mn rekiirrens ve sagkalim tizerindeki ongoriicii roliinii desteklemekte ve daha fazla
aragtirmayi gerekli kilmaktadir.

Sagkalim oranlarinda anlamli bir fark goézlenmemesine ragmen kadinlarda MM
prevalansinin daha yiiksek bulunmasinin biyolojik faktorlerle iliskilendirilebilecegini
diistindiirmektedir.

Adjuvan tedavi almayan hastalarda 5 yillik DFS oranimin MM pozitif grupta % 40’a
karsin, MM saptanmayan grupta % 82 olarak anlamli olarak daha diisiik olmas1 (p = 0.173),
MM saptanan hastalarda adjuvan tedavinin potansiyel yararlarinin gelecekteki ¢alismalarda
daha kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Cox analizinde mikroskopik lenfatik invazyon ve plevra invazyonu gibi bazi
degiskenlerde sagkalim agisindan nispeten yiiksek risk goriildii, bu da daha genis capl
calismalarda dogrulanmay1 gerektirir.

Kanserin diger faktorleri, 6rnegin tiimoriin evresi, histolojik tipi, genetik mutasyonlar
ve tedaviye yanit, hastalarin sagkalimin1 daha fazla etkileyebilir ve MM’lerin bu faktorlerle
karsilastirildiginda prognostik dnemi daha diisiik olabilir. SENTICOLI ¢alismasinda, serviks
kanseri hastalarinda MM’lerin DFS iizerine etkisi incelenmis ve anlamli bir fark bulunmamustir.
Bu ¢alismada, MM’ler ve izole tiimdr hiicrelerinin tespiti, tedavi stratejilerini degistirmemistir.

Ancak, c¢alismanin smirlamalari, diisik hacimli metastazlarin uzun doénem etkilerini
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degerlendirecek kadar gii¢lii olmadigini ortaya koymustur [59].
Erken evre kanserlerde MM tespiti ve klinik anlami1, sagkalim sonuglarinin tahmininde
giderek daha fazla dikkat ¢eken bir aragtirma alanidir. Literatiirde MM’lerin genellikle erken

metastaz belirtisi olabilecegi ve hastalarin prognozuna iliskin degerli bilgiler sundugu 6ne

stiriilse de, baz1 c¢alisgmalarda LNMM’lerin hastaligin seyriyle iliskili olmadigi
gozlemlenmektedir [5, 56].

Gwozdz ve arkadaslarinin calismasinda MM’lerin DFS ve OS ile iliskisi
degerlendirilmis ve MM’lerin tespiti, hastalarin sagkalim oranlarini tahmin etmede 6énemli bir
faktor olarak One ¢ikmistir [57]. Dai ve arkadaslarinin ¢alismasinda da, nodal MM’1 olan
hastalarda hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalimin 6nemli 6l¢giide azaldig1 saptanmustir [58].
P. E. Postmus and D. Cohen’in yaptig1 meta-analiz caligmasinda, MM’lerin DFS ve OS ilisgkisi
incelenmis ve genetik yontemlerle tespit edilen MM’lerin 6zellikle diisiik hacimli hastalikta
sagkalim tahminleri iizerinde 6nemli etkiler yarattig1 bulunmustur. Calisma, MM’lerin OS ve
DFS iizerine prognostik deger sundugunu, ancak bu iliskinin klinik anlaminin daha fazla

arastirilmasi gerektigini belirtmistir [56].

Bizim c¢aligmamizda da N1 mikrometastazi, 5 yillik sagkalim sonuglarini anlamli
sekilde etkilemedi. Bununla birlikte, STAS ve histolojik alt gruplar gibi klinikopatolojik
ozelliklerle etkilesimi daha fazla g¢alismayr hak etmektedir. Bu bulgularin dogrulanmas: ve
hasta yonetiminin optimize edilmesi i¢in genis 6lcekli, prospektif calismalara ihtiyag¢ vardir.

Martin ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalimin, nodal
MM i¢in PCR pozitifligi ile iligkili olmadigi goriilmistiir [40]. C.Lung ve arkadaslari, MM’lerin
erken evre akciger kanseri olan hastalarda prognostik bir belirte¢ olup olmadigini tartismis ve

tespit edilen mikrometastazlarin klinik sonuclarla korelasyon gostermedigini belirtmislerdir
[60].

Bizim ¢alismamizin N2 subgrup analizinde, MM, 8 hastada (% 20) tespit edildi, 5 yillik
DFS ve OS oranlan agisindan anlamlhi bir fark olusturmadigi gozlemlendi. Bu bulgular,
literatiirde LNMM’lerin prognostik etkisinin tartigmali oldugunu ve ek biyolojik veya klinik
faktorlere bagli olabilecegini One siiren ¢aligmalarla uyumludur. Bununla birlikte, hasta
sayisinin sinirli olmasi, niiks ve 6liim oranlarinin diisiik olmasi, ¢alismanin istatistiksel giiciinii
siirlayan 6nemli bir faktor olarak degerlendirildi.

Histolojik tiimér ¢apr ve mikroskopik lenfatik invazyon gibi faktorler yiiksek risk
oranlar1 gostermis olsa da, hem univaryant hem de multivaryant analizlerde anlamli

bulunmamustir.
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Mikroskopik lenfatik invazyonun DFS ile iligkili potansiyel bir risk faktorii olarak 6ne
cikmasi, literatiirdeki lenfatik invazyonun metastatik potansiyel {izerindeki etkilerini

vurgulayan calismalarla uyumludur [61, 62]. Bununla birlikte, diger klinikopatolojik

ozelliklerin DFS iizerinde belirgin bir etkisinin olmamasi, sagkalimin yalnizca bu faktorlere
bagli olmadigimi ve daha karmasik biyolojik mekanizmalarin rol oynayabilecegini
gostermektedir.

Bu bulgular, N2 lenf nodu MM ’nin Kklinik yonetimde dikkate alinmasi gerektigini, ancak
karar siireclerinin ¢cok boyutlu degerlendirmelerle desteklenmesi gerektigini ortaya
koymaktadir. Gelecekteki ¢alismalarda daha genis hasta gruplarinin yani sira molekiiler ve
genetik analizlerin de dahil edilmesi, bu faktorlerin prognostik rollerini daha iyi anlamaya katk1
saglayacaktir.

Adjuvan tedavinin yliksek hazard oranina ragmen anlamli olmamasi, tedaviye verilen
yanitin bireysel farkliliklar icerdigini gostermektedir.

Sonuglarimiz, MM nin klinik yonetim ve sagkalim iizerindeki roliinii netlestirmek i¢in
daha genis orneklemli, cok merkezli ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir. Ayrica,
MM’lerin molekiiler ve genetik profillenmesi, biyolojik davranislarina ve potansiyel terapotik
hedeflerine iliskin daha derin bilgiler saglayabilir.

Primer akciger kanserinde farkli bolgelerdeki LNMM’lerin tespit orani hala tartigsmali
olsa da, dPCR MM tespitinde geleneksel molekiiler yontemlere kiyasla daha yiiksek hassasiyet
ve ozgiilliik sunmaktadir [63]. Giincel caligmalarda, dPCR'nin diisiik genetik materyal yiiklerini
tespit etmedeki Ustiinligii vurgulanmistir [64]. Dijital PCR'nin MM tespitinde kullanimu,
ozellikle meme kanseri gibi diger kanser tiirlerinde yaygin olarak incelenmis olsa da, KHDAK
kanserlerinde LNMM’lerin dPCR ile arastirildigi ¢alismaya giincel literatiir taramasinda

rastlanmamuistir. Bu durum, ¢alismamizin literatiirdeki 6nemini daha da artirmaktadir.

LNMM’lerin tespiti i¢in kullanilan biyobelirtecler konusunda literatiirde hala bazi
bosluklar bulunmaktadir. EpCAM ve CLDN4 gibi epitel hiicrelerine 6zgli biyomarkerler,
genellikle epitel hiicrelerine bagli malignite tespiti i¢in kullanilmaktadir. EpCAM, son yillarda
dolasimdaki tiimor hiicrelerinin ve MM’lerin tespitinde en giivenilir biyobelirte¢lerden biri
olarak kabul edilmektedir [47, 48]. Claudin ailesine ait proteinlerin MM’lerde biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi cesitli kanser tiirlerinde tartigilmistir; ancak bu yontemlerin lenf nodu
analizine entegrasyonu smirlidir [65, 66]. KHDAK’da yiiksek CLDN4 ekspresyonu, kanser
metastazinda kritik bir siire¢ olan epitelden-mezenkimal gegis ile baglantilidir [65]. Ayrica,
CLDN4, tiimor mikrogevresini etkileyerek hiicre proliferasyonunu ve gogiinii destekler. Bu

durumun tiimor hiicrelerinin invaziv 6zelliklerini artirarak kotii prognozla iligkili olabilecegi
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bildirilmektedir [66]. Coklu marker testlerinin MM tespitinin dogrulugunu artirdigi giincel
calismalarla gosterilmistir [44].

Calismamizda, dPCR yontemi kullanilarak EPCAM ve CLDN4 genlerinin ekspresyon
diizeyleri incelenmis; her iki genin ekspresyonunun esik degerinin iizerinde oldugu lenf nodlari
mikrometastaz olarak degerlendirilmistir. Bu yaklasim, molekiiler diizeyde daha hassas bir

mikrometastaz tespit yontemi sunmaktadir [44].

Calismamizda, negatif kontrol grubu olarak graniilomatéz hastalik tanisi almis lenf
nodlar1, pozitif kontrol grubu olarak ise akciger kanseri (SCC ve adenokarsinom) metastazi
bulunan lenf nodlar1 kullandik. Ancak, graniilomat6z hastaliklarin EpCAM ve CLDN4 gen
ekspresyon seviyelerine iligkin elimizde yeterli veri bulunmamaktadir. Bu eksiklik, kontrol
gruplarinin karsilagtirilabilirligi agisindan bir sinirlilik yaratabilir ve gelecekteki ¢calismalarda
bu eksikligin giderilmesi Onerilmektedir. Literatiirde, graniilomatdz hastaliklarin biyobelirteg

profillerine dair daha fazla veri gerekliligi de vurgulanmustir [67].

Calismamizda, birden fazla istasyondan elde edilen lenf nodu parafin bloklar1 pooling
yontemi ile incelenmistir. Pooling yontemi, birden fazla istasyondan elde edilen lenf nodlarinin
ayn1 havuzda toplanarak analiz edilmesi esasina dayanir. Ancak bu yontem, ozellikle diisiik
tliimor ylikiine sahip olan veya tek bir mikrometastazin bulundugu durumlarda, diliisyon etkisi
nedeniyle hassasiyeti diisiirebilir. Bu durum, tek bir mikrometastazin tespit edilmesini
zorlagtirabilir. Lenf nodlarindan alinan kesit sayisinin artirilmasi ve istasyonlarin ayri ayri
degerlendirilmesi, mikrometastaz tespit oranini artirabilecek dnemli bir stratejidir. Literatiir,
pooling yonteminin hassasiyet iizerinde etkili olabilecegini ve 6zellikle diisiik tlimor yiikiine

sahip 6rneklerde dikkatli uygulanmasi gerektigini desteklemektedir [68].

Mikrometastazlarin tespitine iliskin standart bir yontem bulunmamasi, farkl
biyobelirteglerin kullanilmasi ve ¢aligmalara sinirli sayida hastanin dahil edilmesi, degisen
sagkalim oranlar1 lizerinde etkili bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gelecekte, her lenf
nodu istasyonunun ayri ayr1 incelendigi daha kapsamli c¢alismalarin yapilmasi,

mikrometastazlarin klinik dneminin daha iyi anlasilmasina olanak saglayabilir.

5.1. Kisithhiklar

Hasta sayisinin sinirli olmasi, bu sebeple MM, niiks ve 6liim oranlarinin diisiik olmast,
caligmanin istatistiksel giiciinii sinirlayan 6nemli bir faktor olarak degerlendirilmistir.

DPCR yo6ntemini kullanarak LNMM’lerin tespiti ve CLDN4 ekspresyonu iizerine

literatiirde sinirh sayida ¢alisma bulunmasi, elde edilen sonuglarin mevcut bilgilerle dogrudan
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karsilastirilmasini zorlastirmistir.

Calisma retrospektif olarak tasarlandigi i¢in kullanilan preparatlarin kalitesi zamanla
bozulmus olabilir. Bu durum, mikroskobik ve molekiiler analizlerde hassasiyeti olumsuz

etkileyebilir.

Erken evre KHDAK hastalarinda MM ile niiks ve genel sagkalim arasindaki iliskiyi
degerlendirmek i¢in mevcut takip stiresi yeterli olmayabilir. Uzun donemli takip ¢alismalarinin
(6rnegin 10 yillik prognoz degerlendirmesi) gerceklestirilmesi, KHDAK hastalarindaki
molekiiler MM’lerin prognostik degerini daha net bir sekilde ortaya koyabilir.

Incelenen lenf nodu sayisinin fazla olmasi nedeniyle N2 lenf nodlar1 icin pooling
yontemi uygulanmistir. Bu yaklasim, MM tespiti i¢in hassasiyeti etkileyebilecek bir

sinirlamadir.

Calisma tek bir hastanede yiiriitiilmiistiir. Bu nedenle, sonu¢larimiz farkli cografi

bolgelerde veya popiilasyonlarda genellestirilemeyebilir.

Calisma siirecinde maddi kaynaklarin sinirli olmasi, analiz kapasitemizi ve kapsamimizi

etkileyen bir diger faktor olmustur.
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6. SONUC

Bu calismanin sonuglari, KHDAK hastalarinda dPCR yontemiyle lenf nodu
mikrometastazlarinin hassas ve giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegini gostermektedir.

MM’nin sagkalim {izerine etkisi sinirli vaka sayisi nedeniyle anlamli bulunmasa da, bazi

klinikopatolojik 6zelliklerle olan iligkileri potansiyel prognostik deger tagiyabilir. Bu durumun
genis capli ve prospektif ¢aligmalarla desteklenmesi gereklidir. Molekiiler yontemlerin klinik

uygulamalarda yayginlastirilmasi, akciger kanseri tedavi protokollerinin daha 1iyi

yapilandirilmasina yardimei olabilir.
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