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1. GIRIS

Diinyada kansere bagli olimlerin 1,59 milyonundan akciger kanserleri
sorumlu olup 2012 yilinda 1,82 milyon hasta akciger kanseri tanisi almistir (1).
Son dekata kadar akciger karsinomlarini kii¢iik hiicreli akciger karsinomu
(KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu (KHDAK) olarak siniflamak
hastalarin tedavi planlarinin olusturulmasi ic¢in yeterliydi. KHDAK hastalar
platinyum temelli tek bir kemoterapi (KT) rejimiyle tedavi ediliyordu. Bir
calismada KT’ye cevap orani %20 ve bu hastalarin medyan yasam siiresi 8 ay
olarak bildirilmistir (2). Sonraki yillarda histolojik ©zelliklerin ve morfolojik
siiflandirmanin KT segiminde 6nemli oldugu pek ¢ok calisma ile gosterilmistir.
Scagliotti ve ark'nin (2) calismasi sisplatin/pemetreksed kombinasyonunun
adenokarsinomlarda sisplatin/gemistabine tedavisine gore daha etkin olduguna
dikkat cekmistir. Boylece bazi antikanser ilaglarin spesifik alt tiplerde tedavi
istlinliigiiniin bulunmas1 ve bazi antikanser ilaglarin bazi alt tiplerde kontrendike
olmasi KHDAK tammlamasinin yetersiz kalmasina neden olmustur (3).
Molekuler patogenezin de zaman igerisinde daha iyi anlasilmasi, 6zellikle timor
gelisiminde rol oynayan baglica mutasyonlarin rolii ve bunlarin bir kisminin
tedavi acisindan hedeflenebilir olmasi akciger timorlerinin simflandirilmasina bir
dinamizm getirmis ve bugiin 2015 yilinda yaymlanan Diinya Saglk Orgiitii
(DSO)neait yeni siniflama sistemi rutin hasta takibinde kullamlmaya
baslanmistir(4).

Akciger adenokarsinomundaki (AAK) genetik degisiklikler incelendiginde
One ¢ikan mutasyonlar arasinda Epidermal biyume faktori reseptori (EGFR),
Kirsten's rat sarcoma (KRAS), B-Form rapidly accelerated fibrosarcoma (BRAF),
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA)
ve Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) gen mutasyonlari yer
almaktadir. Ayrica AAK vakalarinda onkojenik kinaz protein genlerinde,
Anaplastik lenfoma kinaz (ALK), ROS proto-oncogene 1 (ROS1), Ret proto-
oncogene (RET) gibi genlerde yeniden diizenlenmeler izlenebilmektedir (5-6). Bu
genetik degisikliklerden bazilarina sahip olan olgularda hedefe yonelik ilaglar

kullanilabilmektedir. EGFR mutasyonuna sahip adenokarsinomlarda platinyum



temelli KT vyerine gefitinib ve erlotinib gibi tirozin kinaz inhibit6rlerinin
kullanilmasinin yanit hiz1 ve progresyonsuz sagkalim acisindan daha etkili, daha
az toksik ve daha tolere edilebilir oldugu gosterilmis, boylece glinliik pratikte bu
ilaglar kullanima girmistir (3). ALK pozitif adenokarsinom olgularinda ise
Crizotinib olarak bilinen kiiclik ALK inhibitér molekiiliiniin kullanilmasi rutin
hasta tedavisinde yer almaktadir (7). AAK olgularinin yaklasik %24’tinde ise
tanimlanmig bir onkogen bulunmamakta, dolayisiyla bu hasta grubu da hedefe
yonelik tedavilere aday olamamaktadir (8). Sonucta geriye kalan hastalarda
gosterilebilecek mutasyonlar ve bunlardan hedeflenebilir olanlar 6nem arz
etmektedir (9). Bu grup icinde yer alan glincel mutasyonlardan biri ROS1 gen
yeniden diizenlenmesidir.

ROSL1 ilk olarak beyin tumorlerinden glioblastoma multiformede (10),
sonrasinda 2007'de Rikova ve ark. (11) tarafindan fosfoproteomik inceleme ile
KHDAK'da gosterilmistir. Ayrica kolanjiokarsinom (12), diisiik malignite
potansiyelli over tiimorleri gibi pek ¢ok tiimorde de izlenebildigi bildirilmistir
(13).

AAK'arinda tespit edilen ROS1 gen yeniden duzenlenmelerinde ROS1
geni ile flizyon olusturan genler arasinda Cluster of Differentiation 74 (CD74),
Solute carrier family 34 member 2 (SLC34A2), Ezrin (EZR), Leucine rich repeats
and immunoglobulin like domains 3 (LRIG3), Syndecan 4 (SDC4), Tropomyosin
3 (TPM3) genleri yer almaktadir. Bu flzyonlardan herhangi biri gergeklestiginde
ROS1 geninin yeniden diizenlenmesi ile iiriin olarak simerik bir onkoprotein
meydana gelir. Bu simerik protein hiicre i¢i sinyal iletiminde rol alan kinazlarin
fosforilasyonuna yol acarak intraseliiler yolaklarin aktivasyonunu saglar ve
béylece onkogenezde rol alir (14). Gunimizde bu mutasyona sahip hastalarda
kigik ALK inhibitor molekiili olan crizotinib hedefe yonelik tedavi secenegi
olarak kullanilmaya baglanmigtir (15). ROS1 geninin yeniden diizenlenmesi tim
KHDAK!'lu hastalar i¢inde %2,4 (%1,0-8,1) oraninda bildirilmektedir (16).

Bu oranlara gore yilda potansiyel olarak 14500 yeni ROS1 pozitif AAK
vakasinin tespit edilebilecegi ve bunlarin hedefe yonelik tedaviye aday olabilecegi
gbz Oniline alindiginda bu grup iginde yer alan hastalar1 belirlemek 6nem

kazanmaktadir. Dolayistyla bu hasta grubunun en dogru sekilde, kisa zamanda ve



diistik maliyetle belirlemesi arastirma konusu olmustur. Son yillarda yapilan bir
calismada floresans insitu hibridizasyon (FISH)'un altin standart oldugu sonucuna
ulasilmistir (14). Ancak FISH zaman alan, pahali ve 6zel donanim gerektiren bir
testtir. Bu nedenle son yillarda, patoloji laboratuvarlarinda daha yaygin kullanilan
immiinohistokimya (IHK) yontemiyle bu hastalarin belirlenmesi ve bu sekilde
FISH ihtiyacini azaltacak algoritmalarin gelistirilmesi arastirma konusu olmustur.
Bu c¢alismadaki amacimiz kendi toplumumuzda ROS1 gen yeniden
diizenlenmesi olan timor alt grubunu belirlemek, bu hasta grubunun 6zelliklerini
tespit etmek yanisira ROS1 gen yeniden diizenlenmesi varhigim degerlendirmede
[HK ve FISH teknikleri arasindaki uyum oranimm arastirmak ve rutin
degerlendirmede kullamlabilecek algoritmalart belirleyerek literatiire katki

saglamaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoloji

Tiim diinyada en sik goriilen kanser tipi akciger kanseri olup insidansi 1,8
milyondur. Dlnyada 2020 yilinda 2,3 milyon, 2030 yilinda da 3 milyon yeni
akciger kanseri hastasi olacagi tahmin edilmektedir. Erkeklerde yasa gore
standartize edilmis hizi 100 binde 34,2, kadinlarda ise 100 binde 13,6'dir.Tim
kansere bagli Olimlerin  %19,4inii  akciger kanserine baglh Olimler
olusturmaktadir. Giliniimiiz verilerine gore akciger kanseri nedeniyle yilda 6len
hasta sayis1 1,6 milyondur; 2020 yilinda 2 milyon, 2030 yilinda da ise 2,6 milyon
olacag1 tahmin edilmektedir (1).

Turkiye'de ise her yil yaklasik olarak 25 bin yeni akciger kanseri vakasi
gortlmektedir. Yasa gore standadize edilmis insidans hiz1 erkekler ig¢in 100 binde
59,3 iken kadinlarda bu oran 100 binde 10'dur. Turkiye'de 2012 yilinda izlenen
tim o6lumlerin %05,1’ini akciger kanserlerine bagli oliimler olusturmaktadir ve
21.700 kisi hayatim1 kaybetmistir (1,17-18). Daha guncel olan 2015 yilina ait
verilere gore "Girtlak ve soluk borusu / brons / akcigerin koti huylu timori"
baslig1 altinda siniflandirilmis 24011 kisi bu kanser grubu sebebiyle hayatini
kaybetmistir (19).

Antalya'da akciger kanserinin yasa gore standartize edilmis insidansi
erkeklerde 100 binde 48,8, kadinlarda ise 100 binde 6,6'dir. Bu oran 2003-2007
yili i¢in hesaplanmis bir hiz olup en gincel 2015 yilina ait Antalya nufusu
sayimina gore hesaplandiginda [2,2 milyon (20)], Antalya'da her yil yaklagik
olarak yeni 640 akciger kanseri vakasi (564 erkek, 75 kadin hasta) gorilebilecegi
tahmin edilmektedir (21).

Diinyada akciger kanserinin histolojik alttiplerinin oranlar1 yillar i¢inde
degiskenlik gostermektedir. Karsinomlar genelinde bakildiginda en sik izlenen alt
tiplerin son yillardaki oranlari yasst hiicreli karsinom i¢in %20, adenokarsinom
icin %40, KHK i¢in %13, biiyilik hiicreli karsinom i¢in %2 olarak belirtilmistir.
Adenokarsinom orani daha dnceleri tim akciger kanserleri iginde %30'un altinda
izlenirken son yillarda bu oran %40'larin istiine ¢ikmistir. Bu artisin nedeni olarak

da daha spesifik IHKsal belirteclerin gelistirilmesi ve buna paralel olarak timor
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alt tipini belirlemenin nispeten kolaylasmis olmasi gosterilmektedir (4).
Tirkiye'de ise akciger kanserlerinin dagilimi Tirkiye Birlesik Veri Tabani
kayitlarina gore yassi hiicreli karsinom igin %31,3, adenokarsinom icin %33,7,
KHK igin %16,2, buyik hucreli karsinomigin %1,6 olarak belirtilmis olup son
yillarda teknolojik alt yapilarin destegiyle Tiirkiye'deki kanser kayit¢iligt
sisteminin gelisim gostermesi bu oranlarin ve istatistiklerin daha gtvenilir

olmasini saglamistir (17).

2.2. Akciger Adenokarsinomu Etyolojisi

2.2.1. Sigara

Akciger kanseri insidans hizi 1977-1981 yillarinda artmis, 1987-1991
yillar1 arasinda pik yapmis ve 2006-2010 yillar1 arasinda da inis trendine ge¢mistir
(4). Kadmnlarin akciger kanseri "egilimi" erkeklerinkiyle kiyaslandiginda biraz
daha diigiiktir. Bu durum genel olarak kadinlarin sigara igmeye erkeklere gore
daha sonra baslamis olmalari ile agiklanmaktadir (Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2).

Gelismis {lilkelerde erkeklerin sigara kullanma prevelansi ve 35-69 yas
aras1 sigara iliskili Olim oranlar1 genel olarak plato ¢izme veya azalma
egilimindedir. Kadinlarda sigara kullanma prevelans: erkeklere oranla daha az
olup son yillarda diisme egilimindedir (22). Kadinlarin sigara iligkili motalite
orani artis gostermektedir (23). Kadinlar arasinda sigara tiiketiminin erken
yayginlastig1 Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya gibi iilkelerde
kadinlarda izlenen akciger kanseri mortalitesi pik yapmis olup kadinlarin daha
sonraki donemlerde aktif icici olmaya bagladig1 diger iilkelerde mortalitenin hala

tirmanista oldugu gortilmistiir (24).



Cizelge 2.1. Erkeklerde sigaraya bagli mortalite (Thun'dan, 22)
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Cizelge 2.2. Kadinlarda sigaraya bagl mortalite(Thun'dan, 22)
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Sigara kullanimi akciger kanserinin en Onemli sebeplerindendir. 2015
yilinda tim diinyada akciger kanserine bagli 6len 1,6 milyon hastamn 1,2
milyonunun 6liim sebebinin sigara kullanimi oldugu tahmin edilmektedir (23).
Turkiye'de de erkeklerde tiitiin ve tiitiin tirlinlerine bagli kanserler arasinda bu

sebeple ortaya ¢ikan vaka sayisi 30.779 olarak tahmin edilmektedir (17).



Akciger kanserinin histolojik tiplerinin farkli zamanlarda pik yapmasinin
nedeni olarak sigara Uretimindeki ve titiin icerigindeki degisimler
gosterilmektedir. Adenokarsinom insidansi son yillarda 6zellikle kadinlarda artma
egilimde olup erkek kadin oram 1,9’dan 1,1’e diismistiir (4,25).

Sigara igenlerde akciger kanseri riski hi¢ sigara icmemislere gore 20-30
kat fazladir. Akciger kanserine yakalanma riski sigara kullanim stiresi ve giinliik
sigara sayi1si ile pozitif orantilidir ve sigaranin birakilmasiyla risk progresif olarak
diigmektedir. Ancak bu oran hi¢ bir zaman hi¢ sigara igmemiglerin oranini
yakalayamamaktadir. Sigara 6zellikle yass1 hiicreli karsinom ve KHK ile iliskili
olsa da AAK riskini de artirir. Hi¢ sigara igmemis bireylerde en sik goriilen
akciger kanseri histolojik tipi adenokarsinomdur (4). Akciger kanserli hastalardan
sigara icmisler ve igmemisler arasinda mutasyon tipleri ve tiimor paternleri

bakimindan da fark izlenmistir (26-27).

2.2.2. Diger Faktorler

Sigara kullanmayan 100 bin kisiden her yil 5-10'unda akciger kanseri
gelisebilmektedir. Bu hastalarda Radon, iyonize radyasyon, asbest maruziyeti,
kapali alan hava kirliligi, pasif igicilik ve altta yatan kronik akciger hastaligi (Or.
Kronik obstruktif akciger hastaligi, alfa-1 antitripsin eksikligi, tiiberkiiloz) akciger
karsinomu i¢in risk faktorlerinden sayilmaktadir. Aile oykiisii ile iligkilendirilmis

nadir akciger karsinomu vakasi da mevcuttur (4).

2.3. Klinik

AAK hastalarinda ¢ok c¢esitli semptomlar goriilebilmekle beraber hig
semptom izlenmeyen hastalarda vardir. En sik goriilen semptomlar progressif
nefes darligi, oksiiriik, gogiis agrisi, ses kisikligi ve hemoptizidir. Akciger
kanserlerinde paraneoplastik sendromlar da siktir. Ancak AAK'nda diger
histolojik tiplere gore daha az siklikta goriillmektedir (4).

[lk tam1 koyma asamasinda goriintileme ve cerrahi girisimler
kullanilmaktadir. Gorilintiilemede siklikla nodiiler lezyonu olarak karsimiza ¢ikar.

Akcigerin hemen her yerinde goriilebilmekle birllikte en sik periferde ve tist loblar



izlenmektedir. Goéruntiulemede solid, miks solid ya da non-solid olarak gordilebilir
(4). Erken evre akciger kanserinde lepidik biiyiime paterni non-solid olarak
gorlintiilemede karsimiza c¢ikarken, invazyonu temsil eden solid alanlar
izleniyorsa prognoz Ozellikle solid komponentin boyutuyla iliskili olarak daha
kotadar (28).

Tam aninda akciger karsinomlu hastalara bakildiginda, hastalarin
%16'sinda tiimor primer alaninda sinir, %23'{inde bdlgesel lenf nodlarina metastaz
yapmis, %61'inde ise uzak metastaz yapmis olarak bulunmaktadir (4). Bu nedenle
hastalarin biiylik kismi ileri evrede teshis edilmektedir (17)."National Lung
Cancer Screening" caligmasina gore goriintiileme ile tespit edilen kanserlerin

ancak %50'si evre 1'de yakalanabilmektedir (29).

L T
| |
2 < SWRE 5 O 7 8. 9.8,

Sekil 2.1. Akciger tlimor makroskopik 6rnegi

Multiple primer akciger kanserleri de goriilebilmekte ve ¢ok nadir
olmayan oranlarda karsimiza ¢ikmaktadir. Yayilimlarn lenfatik veya hematojen

yolla olabilir. Lenfatik yolla ipsilateral ve kontrolateral hiler ve mediastinal lenf
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nodlarina yayilirken hematojen metastazlar daha sik olarak karaciger, kemik,

beyin, adrenal bezler ve akcigerlere olmaktadir (4).

2.4. Evreleme

AAK Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4'deki 7. TNM siniflamasina gore
evrelendirilir (30-31). TNM simiflamast 8. versiyonu g¢ikmis olmakla birlikte

heniiz aktif kullamma girmemistir.

Cizelge 2.3. Akciger karsinomlarinin TNM siniflamasi (30-31)

T-Primer TUmor

TX Balgam ya da bronkoalveloler lavaj sitolojisinde malign hicreler tespit ediliyor fakat
goruntuleme yontemleri ya da bronkoskopide timdr gdsterilemiyor

T0 Primer tiimor kanit1 yok.

Tis Karsinoma in situ

T1 Timor en bilyiik ¢cap1 < 3 cm, akciger ya da visseral plevra ile ¢evrili, lober bronsun daha

proksimaline invazyon bulgusu yok (Bronsun yiizeyel duvariyla sinirli siiperfisyal tiimérler ana
bronla ulassa bile T1 olarak degerlendirilir)

Tla: Tiimor en biiyiik ¢ap1 <2 cm

T1b: 2 cm < tiimor en bilyiik cap1 <3 cm
T2 3 cm < timor en bilylik ¢apt < 7 cm, karinaya 2 cm ve daha fazla uzaklikta ana brons
tutulumu, visseral plevra invazyonu, hilusa uzanan fakat tim akcigeri kapsamayan obstriiktif
atelektazi ya da pnémoni

T2a: 3 cm<tiimdr en biiyiik ¢cap1 < 5 cm

T2b: 5 cm <tlimoér en bilyiik ¢ap1 <7 cm
T3 Timor en biyiik ¢ap1 < 7 cm, g6giis duvan (stiperior sulkus tiimdérleri dahil), diafragma,
frenik sinir, mediastinal plevra, parietal perikard invazyonu, ana bronsun karinaya 2 cm den daha
az yakinlikta invazyonu (karina tutulumu yok), tiim akcigeri kapsayan total atelektazi ya da
obstriiktif pndmoni, ayni lobta tiimdrden anotomik olarak ayri timér nodiilleri varlig
T4 Her hangi bir boyuttaki tumdrde Mediasten, kalp, buyiik damar, trakea, rekiirren laringeal

sinir, 6zofagus, vertebra korpusu, karina, ayni taraf farkli lobta tiimér nodiil ya da nodiilleri varlig.

N-Bélgesel Lenf Nodlari M-Uzak Metastaz

Nx Bolgesel lenf nodlarmin | MO Metastaz kanit1 yok
degerlendirilememesi M1 Uzak metastaz

NO Bolgesel lenf nodu tutulumu yok Mla  Malign plevral efuzyon, malign
N1 Ayni taraf hiler, peribrongial, interlober, | perikardiyal eflizyon, malign plevral
lober, segmental, subsegmental lenf nodu tutulumu yayilim, kontralateral akcigerde
N2 Subkarinal ve ipsilateral mediastinal lenf | metastaz

nodu M1b  Uzak organ metastazi

N3 Kontralateral mediastinal, ipsilateral ya da

kontralateral skalen ve supraklavikiler lenf nodu




Cizelge 2.4. Akciger karsinomlarinda evreleme (30-31)

Okilt
) Tx NO MO T1 N2 MO
Karsinom
Evre 0 Tis NO MO T2 N2 MO
Tla NO MO Evre IIIA T3 N1 MO
Evre 1A
Tib NO MO T3 N2 MO
Evre IB T2a NO MO T4 NO MO
Tla N1 MO T4 N1 MO
Tib N1 MO T4 N2 MO
Evre IIIB | Herhangi
EvrellA T2a N1 MO T N3 MO
Herhangi | Herhangi
T2b NO MO Mla
T N
Evre IV
Herhangi | Herhangi
T2b N1 MO M1b
Evre 1IB T N
T3 NO MO

2.5. Simiflama

2004 DSO smiflamasina gore adenokarsinom veya yassi hiicreli karsinom
gibi histolojik tiplerin tedavi agisindan farkliliklar1 yoktu. Hatta alt tipleme
yapilmaksizin kii¢iik hiicreli dis1 karsinom tanisi verilebiliyordu. Ancak akciger
kanseri alanindaki terapotik yenilikler patolojik tanimin ve molekiiler testlerin
onemini arttirmistir. Son donemlerde klinik olarak bu alt tiplerin ayrilmast ihtiyaci
Permetreksed tedavisi alan adenokarsinom hastalarinda yass1 hiicreli karsinomlara
gore daha iyi tedavi sonuglarinin ¢ikmasi (2) ve Bevacizumab verilen yasst hiicreli
karsinomlarda daha fazla 6liimciil hemoraji riski oldugunun gosterilmesi ile daha
da 6nem kazanmistir (32). Ayrica AAK'larinda EGFR gen mutasyonu olmasi ve
bunun varliginda hedeflenmis tedaviye belirgin yanit goriilmesi de bu teste
gidecek hastalarin belirlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir (33-34). ileri evre
AAK hastalarinda EGFR mutasyonu tespit edildiginde ilk basamak tedavi
secenegi olarak EGFR tirozin kinaz inhibitdrleri kullanilmaktadir. Yine baska bir
mutasyon olarak ALK gen yeniden dizenlenmesi tespit edilen ileri evre AAK

hastalar1 diger bir hedefe yonelik tedavi secenegi olan ALK inhibitorii Crizotinib
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ile tedavi edilmektedir (35-36). Bu nedenle son veriler 1s1ginda hastalardan alinan

doku 6rnekleri sadece tan1 amagh kullanilmamakta ayn1 zamanda THK ve hedefe

yonelik tedavi adaylarini belirlemek i¢in molekiiler testlere de tabi tutulmaktadir.

Akciger adenokarsinomlart i¢in 2011 yilinda IASLC, American Thoracic

Society (ATS) ve European Respiratory Society (ERS) tarafinda 5 histolojik tipin

varlig1 ve oranina gore yeni bir simflama sistemi Onerilmistir (37). Bu 6nerilere

gore dizenlenen akciger tiimérleri en son DSO smiflamasi Cizelge 2.5'deki

gibidir.

Cizelge 2.5. Akciger tiimdrlerinin DSO siiflandirmasi (Travis'den, 4)

Epitelyal Tumérler
Adenokarsinom
Lepidik adenokarsinom
Asiner adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Mikropapiller adenokarsinom
Solid adenokarsinom
Invaziv miisindz
adenokarsinom
Miks invaziv misintz ve
non-misingz
adenokarsinom
Kolloidal adenokarsinom
Fetal adenokarsinom
Minimal invaziv
adenokarsinom
Non-misindz
Misin6z
Preinvaziv lezyonlar
Atipik adenomattz
hiperplazi
Adenokarsinoma insitu
Non-misindz
Misin6z
Yassi hiicreli karsinom
Keratinize yassi hucreli
karsinom
Non-keratinize yassi hiicreli
karsinom
Bazaloid yass1 hiicreli
karsinom
Preinvaziv lezyon
Yass1 hiicreli karsinoma
insitu

N&roendokrin timdrler
Kiicik hiicreli karsinom
Kombine kugik hicreli
karsinom
Buytk htcreli néroendokrin
karsinom
Kombine biyik htcreli
néroendokrin karsinom
Karsinoid timérler
Tipik karsinoid
Atipik karsinom
Preinvaziv lezyon
Diffiiz idiyopatik
pulmoner néroendokrin
hiicre hiperplazisi
Buytk htcreli karsinom
Adenoskuamdz karsinom
Pleomorfik karsinom
Igsi hiicreli karsinom
Dev hicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom
Diger ve smiflandirilamayan
karsinomlar
Lenfoepitelyoma benzeri
karsinom
NUT karsinomu
Tukrik bezi tipi timorler
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal-myoepitelyal
karsinom
Pleomorfik adenom
Papillomlar
Adenomlar

Mezenkimal timaorler
Pulmoner Hamartom

Kondrom

PEComattz timérler
Konjenital peribronsial
myofibroblastik timor

Diffiiz pulmoner lenfanjiomatozis
Inflamatuar myofibroblastik
timor

Epiteloid hemanjioendotelyoma
Pléropulmoner blastom
Sinowyal sarkom

Pulmoner arter intimal sarkomu
Pulmoner miksoid sarkom,
EWSR1-CREBL translokasyonlu
Myoepitelyal timorler
Lenfohistiositik timorler
MALT lenfoma

Diffliz blyiik B hicreli lenfoma
Lenfomatoid graniilomatozis
Intravaskiiler biiyiik B hiicreli
lenfoma

Pulmoner Langerhans hiicreli
histiositozis

Erdeim-Chester hastaligi
Ektopik orijinli timdrler
Germ hiicreli timorler
Intrapulmoner timoma
Melonom

Menenjiom, NOS

Metastatik timorler
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Yeni DSO smiflamast ile beraber bronkioloalveolar karsinom terminolojisi
birakilmistir. Berrak hiicreli ve tagh yiiziik hiicreli karsinom bir adenokarsinom
alttipi olmaktan ¢ikarilip timor hiicre 6zelligi olarak tanimlanmistir. Bu hiicre
degisiklikleri siklikla solid adenokarsinomlarda gorilmekle birlikte tim
adenokarsinom alt tiplerinde de izlenebilir (4).

2.6. Adenokarsinom

Invaziv adenokarsinomlar cogunlukla histolojik alttiplerin kompleks
heterojen karisimindan olusur. Morfolojik paternleri ayirmak zor olabilmektedir.
Ancak son siiflandirma ile raporlamaya dahil edilen predominant paternin
prognostik belirte¢ olarak yarari gosterilmistir (38-40). Predominant teminolojisi
invaziv non-miisindz adenokarsinomlarin tiimiine uygulanmis bdylece miks tip
adenokarsinom terminolojisi terkedilmistir (4). Predominant alttipler i¢in yapisal

bir derecelendirme (gradeleme) iizerinde heniiz bir fikir birligine varilmamistir.

2.7.1. Lepidik Adenokarsinom

Bu varyant alveol yiizeyi boyunca buydyen atipik pndmositik hicrelerden
olugmakta olup bu tamy1 verebilmek i¢in invaziv adenokarsinom komponentinin
5mm'den biyuk olmasi gerekmektedir. Bu kriteri karsilamayan tiimorlerde ise ek
tam kriterleri olarak lepidik patern disindaki histolojik alttiplerin (Or. asiner,
papiller, mikropapiller, solid) varhigi ve/veya miyofibroblastik
stroma/vaskiler/plevral invazyonun varligi ve/veya hava yolu ile ¢evre akciger

parankimine yayilim gereklidir (4).

2.7.2. Asiner Adenokarsinom

Bu varyantta major komponent olarak tiimér hiicrelerinin  dosedigi
ortasinda santral luminal bosluk bulunan yuvarlak-oval sekilli bez benzeri yapilar
gorulmektedir. Tumor hucreleri icinde veya bezlerin i¢indeki bosluklarda miisin
bulunabilir. Asiner yapilardaki tiimor hiicrelerinde periferal niikleer polarizasyon

ve liimen olmaksizin santral sitoplazma bulunabilir. Lepidik biiylime alanlari
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kollabe oldugunda asiner paternden ayrimi zor olabilir, fakat alveoler yapimin
kayb1 ve myofibroblastik stromanin bulunmasi invaziv asiner adenokarsinom
lehinedir. Kribriform yapilanma asiner adonokarsinomun bir paterni olarak kabul

edilir ve kotii prognozla iliskilidir (4).

2.7.3. Papiller Adenokarsinom

Bu varyantta major komponent olarak santral fibrovaskiler korlar
etrafinda biiyiliyen papillalar olusturan glandiler hiicreler gorultr. Myofibroblastik

stroma goriilmesi sart degildir (4).

2.7.4. Mikropapiller Adenokarsinom

Bu varyantta major komponent olarak fibrovaskiiler kor olmaksizin ¢igek
sekline benzer Obekler olusturan tiimor hiicreleri gorilur. Bu 6bekler alveol
duvarina bagh ya da duvardan ayri bosluklar i¢inde olabilir. Timor hicreleri
genellikle kiguk, kuboidal olup degisken derecede atipi gosterirler. Psammom

cisimcikleri gorulebilir (4).

2.7.5. Solid Adenokarsinom

Bu varyanttaki major komponent diger paternler olmaksizin poligonal
sekilli timor hiicrelerinin tabakalar olusturmasi seklinde belirtilmistir. Eger tiimor
%100 solid ise solid adenokarsinom oldugunun kanitt i¢in her iki biyik blyltme

alaninda (BBA), >5 tiimor hiicresinde intraselliler musin varligi gosterilmelidir

(4).

2.7.6. invaziv Miisinoz Adenokarsinom

Tumor hicreleri tipik olarak goblet veya kolumnar hiicre morfolojisine
sahip goriinimdedir. Intrasitoplazmik bol miktarda miisin ve bazale yerlesmis
niikleuslar bulunur. Cevredeki alveolar bosluklarda da siklikla miisin gélcukleri
izlenir. Lepidik, asiner, papiller ve mikropapiller paternler ayr1 ayr1 goriilebildigi

gibi heterojen karistk formda da karsimiza cikabilir. Invaziv miisindz
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adenokarsinomun solid alt tipi yoktur. Ayrica rezeksiyon materyallerinde invaziv
musindz adenokarsinomun beraberinde nonmiisindz komponent izleniyorsa ve her
bir komponentin oram >%10 ise bu tumorler "Miks invaziv misindz ve

nonmusindz adenokarsinom" olarak isimlendirilir (4).

2.7.7. Kolloidal Adenokarsinom

Hava yollarinda bol miktarda muisin gdlcukleri olusturan, buna bagh
havayollarinin genislemesine ve destriiksiyonuna neden olan bir adenokarsinom
tipidir. Miisin alveolleri sisirir ve duvarin yirtilmasina sebep olur, akciger
parankimini bdylece diseke eder. Genellikle goblet benzeri uzun kolumnar sekilli
timor  hiicreleri  lepidik  paternde  biiylimektedir. Invaziv  miisindz
adenokarsinomdan en biylk ayirim noktas1 alveoler yapilarin musin golcukleri ile

yer degistirmis olmasidir (4).

2.7.8. Fetal Adenokarsinom

Fetal akcigerin psodoglandiiler fazindaki epitel hicreleri gibi glikojenden

zengin silyasiz hiicrelerden olusan bez benzeri yapilar ile karakterize bir timoérdar

(4).

2.7.9. Enterik Adenokarsinom

Asiner, kribriform veya papillotubiler yapilarin goriildiigii kolorektal
adenokarsinom benzeri bir timdordir. Adenokarsinomlarda alt tipleri olusturan
komponentler heterojen bir karigim  seklinde izlenebildiginden enterik
adenokarsinom tanist verebilmek i¢in >%>50'den fazla oranda enterik paternin

gorilmesi gerekmektedir (4).

2.7.10. Minimal invaziv Adenokarsinom

En buyik boyutu maksimum 3 cm olan, lepidik paternin baskin

komponent oldugu invazyon alaninin 5 mm’yi asmadigi, lenfatik, damar, hava
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yolu veya plevra invazyonunun olmadigi veya timor nekrozunun izlenmedigi

adenokarsinom tipidir (4).

2.9. Prognostik Faktorler

AAK hastalarinda timoérin evresi ve performans durumu survival icin en
kuvvetli bir prediktif faktorlerdir. Hi¢ sigara igmememis olmak ve kadin cinsiyet
evreden bagimsiz iyi prognostik faktdrlerdendir. Predominant biiyiime paterni
genel sag kalim, hastalik spesifik sagkalim ve hastaliksiz sagkalim ile iliskili
bulunmustur (39). Timoér boyutunun >2,5 cm olmasi, solid veya mikropapiller
alttiplerin varligi hastaliksiz sagkalim i¢in kotii prediktif belirteclerdendir.
Mikropapiller alttip genel sag kalim i¢in de kdtii bir prognostik faktordiir. Evre 1
lepidik predominant adenokarsinomun prognozu miikemmeldir. Bu tamya sahip
hastalarda izlenen rekiirrenslerin ¢ogu rezeksiyon cerrahi sinirina ¢ok yakin timor
varlig1, mikropapiller komponente sahip olma durumu, kan damar1 veya plevra
invazyonunun varhigi ile agciklanmaktadir. Yine ¢evre akciger parankiminde tespit
edilen hava yolu ile yayilim seklinde karsimiza ¢ikan invazyon paterni koti

prognoz ile iligkilidir (38-40,80-83).

2.8. Genetik

Tumor hucreleri birgok genetik anormallige sahip olabilir ancak tiimor
hiicresinin sag kalimi-devamliligi igin surict (driver) mutasyonlarin olmasi
gerekmektedir. Onkogen bagimliligi da denilen bu durumda mutasyonun inhibe
edilmesi timdr hiicresinin 6liimiine sebep olmaktadir (41). EGFR, KRAS, ALK
mutasyonlar1 akciger kanserindeki prototip siiriicii mutasyonlardan bazilaridir (4).

Akciger kanserlerinde spesifik histolojiye karsilik gelen spesifik bir
molekuler patoloji yani spesifik histolojik-molekuler korelasyon heniiz
tanimlanmamistir. En yiksek korelasyon oranlarinin gosterildigi akciger kanseri
tipi-mutasyon birlikteligi invaziv musindz adenokarsinom ve KRAS mutasyonu
olup korelasyon %90 civarindadir. EGFR mutasyonu ise siklikla lepidik

predominant veya papiller predominant adenokarsinom olgularinda, ALK gen
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yeniden dizenlemesi asiner predominant veya tasl yiiziik hiicre 6zelligi gosteren
adenokarsinomlarda gorulebilmektedir (4,42-45).

Akciger karsinomlarinda son donemlerde tanimlanan cesitli aktive edici
mutasyonlarin (Or. EGFR, KRAS, BRAF, HER?2), translokasyonlarin (Or. ALK,
ROS1, RET) ve amplifikasyonlarm [Or. MET, Fibroblast growth faktor receptor 1
(FGFR1)] hedef alindigi tedavi yaklasimlarimin ve spesifik mutasyonlarin
varhiginda etkinlik gosteren hedefe yonelik ilaglarin gelistirilmesinin sonucunda
bu tedavilere yanit verebilecek molekiiler profile sahip  timor
gruplaritanimlanmistir (46-48). Dolayisiyla bu genetik degisiklikler tedavi yaniti
icin de prediktif deger tasimaktadir. Or. KRAS mutasyonu genellikle EGFR
tirozin kinaz inhibitorlerine direng ile iligkilidir (49).

AAK'nda EGFR ve ALK mutasyonlari, bu mutasyona sahip tumorler icin
hedefe yonelik ilaglar mevcutoldugundan klinik olarak en 6nemli
mutasyonlardandir. Bu nedenle DSO yeni siniflamasinda ileri evre akciger
karsinomlu hastalarda EGFR ve ALK mutasyonlarinin varliginin arastirilmasinda
molekuler testler icin doku ayrilmasi 6nerilmektedir. EGFR pozitif hastalar1 i¢in
giinlimiizde Gefitinib, Erlotinib, Afatinib gibi hedefe yonelik tedavi ajanlar
bulunmaktadir (50-53).

EGFR mutasyonlari genis bir araliga sahip olup AAK'larinin %10-50'sinde
gOrulebildigi rapor edilmistir. Bu genis oran araligi ile sigara kullanimi arasinda
iligkili oldugu tespit edilmistir. Buna gore sigara kullanma orani yiiksek olan
bolgelerde EGFR mutasyon orani diisiik, KRAS mutasyon oram yiiksektir (54-
57).

KRAS o6zellikle bazi1 bolgelerde AAK'arin tirozin kinaz/RAS/RAF
yolaginda en sik goriilen siiriicii mutasyonlardan birisidir (5).

Aktive edici ALK yeniden diizenlenmesi AAK'larin %3-7'sinde gorulir
(11,36). Bu mutasyona sahip hastalar Crizotinib gibi ALK/MET/ROS1 inhibitoru
ilaglara iyi yanit verir (35,58-59).

RET fiizyonu da AAK'larin %l'inde goriilen diger bir siirlicii
mutasyondur. Hemen her zamanhi¢ sigara kullanmamiglarda goriiliir (60-63).

Cabozantinib gibi hedefe yonelik tedavi ajanlarina cevap ile iligkilidir (64).
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HER2 mutasyonlari AAK'larin %1-5'inde, BRAF mutasyonlar1 ise %2-
10’unda gortlebilmektedir (5,65-69).

2.8.1. ROS1

ROS1, instlin reseptor alt ailesinden bir transmembran tirozin Kinaz
reseptorini kodlayan avian sarkom RNA tumar virusiiniin onkogen Grtnudur (70-
72) ve ALK'nin hiicre i¢i kinaz alam1 ve ATP baglanma bolgesi ile yiiksek
benzerlik gosterir. ROS1 fiizyon kinaz1 yapisal olarak aktive olunca hiicre
proliferasyonunu, hayatta kalmayi ve hiicre dongiisiinii kontrol eden ve sonugta
hiicre doniistimii ile sonuglanan onkojenik yolaklarinin aktivasyonuna yol agar
(73-74). ROS1'in aktive edilmesi, phosphatidylinositol- 4,5-bisphosphate 3-kinase
(PI13Kinase) / v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 (Akt),
mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase) (MTOR) ve RAS type
GTPase family (RAS)-mitogen-activated protein kinase (MAPK) / extracellular
signal-regulated kinase (ERK) yolaklarin1 harekete gegirir (138-140). ROS1
flizyon proteinleri KHDAK hicre serilerinin ve tlimoérlerinin fosfotirozin
sinyalizasyonunun aragtirmasiyla 2007'de KHDAK'umda tespit edilmistir (11,36).
Ek olarak, glioblastomalar, (10) kolanjiyokarsinoma, (12,75-76) over kanseri, (13)
gastrik kanser, (77) kolorektal kanser (78) gibi diger malignitelerde ROS1 gen
dizenlenmesi saptanmistir. Bugiine kadar hi¢ insan ROS1 ligandi bulunmamistir
ve bu reseptoriinin fizyolojik fonksiyonu halen belirsizdir.

ROS1'in CD74 ve SLC34A2 gibi genlerle flizyonu sonucu ortaya ¢ikan
aktive edici mutasyonun AAK'lu hastalarin  %2,98'inde  goriilebildigi
raporlanmistir (16). ALK mutasyonu pozitif olan hastalarda oldugu gibi ROS1
mutasyonu pozitif hastalarda da bir ALK inhibitérii olan Crizotinibe cevap
izlenmektedir (79). Genellikle hi¢ sigara igmemis kadin hastalarda tespit
edilmektedir (4).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul

Bu caligmanin yapilmasina, bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina
06.01.2016 tarih ve 6 nolu karar ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu'nca karar verilmistir.

3.2. Hasta Sec¢imi ve Hazirhk

Akdeniz Universitesi Hastanesi hasta kayit yazilimi olan MIAMED (2014
yii temmuz ayindan giiniimiize) ve MEDI-PIS (2014 yili temmuz ay:
oncesi)programlar: tzerinden 01 Ocak 2011 ile 01 Ocak 2016 tarihleri arasinda
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dalinda AAK olarak
tan1 almig veya yorumlanmig frozena gonderilen érnekler, akciger dig1 metastaz
biopsileri, AAK tanili konsiiltasyona gelen 6rnekler dahil biyopsi veya rezeksiyon
materyalleri olan toplam 260 hasta ¢alismaya alinmistir. Tiim hastalarin 2015 yili
DSO smiflamasina gore histolojik alt tipleri ve 7. AJCC TNM sistemine gore
evreleriyeniden belirlenmistir. Hastalarin yas, cinsiyet, sigara kullamim durumu,
tan1 anindaki tiimor evreleri, klinikge son gorilme tarihleri, 6lmiisse 6liim tarihi
gibi ilgileri hem hastane arsiv yazilimlari (MIAMED ve MEDI-PIS), Tibbi
Onkoloji Bilim Dali arsivindeki hasta dosyalar1 hem de "Oliim Bildirim Sistemi"
yazilim taranarak elde edilmistir. Ayrica patoloji arsivimizden segilen bu
hastalarin mevcutta EGFR mutasyon ve ALK yeniden diizenlenme arastirmalari
varsa bu testlerin sonuglar1 da veri olarak kayda alindu.

Rutin pratikte ROS1 FISH incelemesi yapilmis ve sonug verilmis 107
hasta (ayn1 prosedir ve laboratuvar malzemelerinin kullanilmis olmasi sartiyla)
tekrar FISH incelemesine alinmamus; arsivlenmis preparatlar1 ve bunlara ait dijital
goruntileri  kullamlarak yeniden degerlendirilmistir. Bu asamada bloklari
kendilerine teslim edildigi i¢in bulunamayan hastalar ve arsiv taramasi ile ulasilan
hastalardan bloklarinda yeterli timor hiicresi izlenmeyenler (<100 timor hiicresi)

calisma dis1 birakilmistir. Diger hastalarin timor preparatlar: nekroz igcermeyen,
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daha genis timor alamna sahip bloklardan segilerek cama yazar suya dayanikli
koyu renkli kalemlerle isaretlenmistir.

Rezeksiyon materyallerinden elde edilen genis tiimér alanlarina sahip 84
hastanin tiimor bloklarindan ¢alismamiz kapsaminda alinan malzemelerin daha
ekonomik kullanilabilmesi, daha fazla hastanin ¢alismaya dahil edilebilmesi i¢in
yeni timor parafin bloklar1 hazirlanmistir. Bu yeni bloklarin olusturulmasi
siirecinde hastaya ait arsivden ¢ikarilan parafin bloklardan hazirlanan
Hemotoksilen&Eozin (HE) kesitleri degerlendirilerek artefakt tasimayan, nekroz
icermeyen, tiimdr hiicrelerinin daha yogun oldugu alan tespit edilerek preparatlar
tizerinde isaretlenmis ve buna uyan tiimor alam parafin bloktan makrodiseksiyon
yapilarak ayrilmistir. Bu parcalar ortalama 15 mm?lik doku alanlari seklinde
kesilmis olup her yeni hazirlanan parafin blokta 4 hastaya ait doku 6rnegi olacak
sekilde haritalanarak yeniden bloklanmistir. Sekil 3.1'de FISH testi icin pozitif
sarjli lama bir blogun kesiti, IHK testi i¢in de iki blogun kesitleri yine haritalama

yapilarak alinmistir.

Sekil 3.1. Dokularin yeniden bloklanip kesilmesi

Yukarida tariflenen islemlere uygun olan tiimoér parafin bloklarindan yeni
bloklarin olusturulmasi sayesinde c¢aligmamiz dahilindeki 260 hastadan 128’i
FISH testine, 226’s1 ise IHK testine alinabilmistir. 15 hastaya FISH ve THK, 19
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hastaya ise sadece THK testi uygulanamamistir (Sekil 3.2). FISH testi, IHK testi

ve HE boyama i¢in 4'er mikron kalinliginda kesitler alinmustir.

2011-2015 yillan
| 260 vaka |

Rutinde FiSH calisilmis

- | 107 vaka|

Yetersiz (<100 FISH calisilacak
etersiz (<100) ttimor
hiicresi, "blok yok" vb. | 153 vaka |

sebeplerle iptal olan |

Kiigiik timor

L alanina sahip
Genis tliimor Yetersiz (<100) timor
alanina sahip m >

hiicresi, "blok yok" vb.
Makrodiseksiyon yontemiyle | 105 vaka | \iCbCPIC'-Ic iptal olan
yeniden bloklanan
84 vaka
84 blok
!
4 vaka-1 blok
| Geriye kalan
84 vaka 21 vaka 33 vaka
' 21 blok 21 blok 33 blok I
FISH

I 138 vaka | 88 vaka ||

her preparatiizerine 2 blok

[HK
226 vaka

Sekil 3.2. Calismamiza alinan vakalarin se¢imi

3.3. ROS1 Geni FiSH incelenmesi

J FiSH calisilacak olan 75 parafin blogun her birinden 4 mikronluk kesitler
pozitif sarjli lama alind1. Kesitler 70 °C de ayarli etiivde 20 dakika bekletildi.
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o Deparafinizasyon agsamasi: Ksilolde 10 dakika bekletildi. Bu islem 2 kez
daha tekrarlandi. %100, %85, %70 lik alkol serilerinde 5 dakika bekletildi.

. Distile suda 5 dakika bekletildi.

o Daha sonra preparatlar, 90 °C ye isitilmis Pretreatment soliisyonda 20
dakika bekletildi.

o Siire sonunda 5 dakika distile suda yikandi.

. Pepsin soliisyonunda 37 °C de 20 dakika bekletildi.

o 5 dakika 1x Salin SodyumSitratta (SSC) bekletildi. Stire sonunda 5 dakika
distile su ile yikandi.

J %100, %85, %70 lik alkol serilerinde 5 dakika bekletildi.

. Lam Gzerinel0 mikrolitre ROS1 genine spesifik prob (ZytoLight® SPEC
ROS1 Dual Color Break Apart Probe) damlatilarak 22x22 lamel ile kapatildi.
Ruber cement ile yapistirildi.

o Hibridize eden cihazda, 75 °C de 10 dakika denatiirasyon yapildi.

. 37°C de ayarli etliivde karanlik ortamda gece boyu inkiibasyona birakild.
. Gece boyu inkiibasyondan sonra ertesi giin, li¢ seri yikama soliisyonu
hazirlandi.

. Su banyosunda 37 °C ye 1sitild1.

o 5 dakika {i¢ seri yikama soliisyonunda bekletilerek yikama yapildi.

. %100, %85, %70 lik alkol serilerinde 5 dakika bekletildi.

o Havada kurutulduktan sonra 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
soliisyonu damlatilarak lamelle kapatildi.

o Floresan mikroskopta analiz yapildh.

FISH testinde en az 100 timor hiicresi incelendi. Kullamilan FISH probu
break-apart (ayrilma) probu olup FISH analizinde pozitif olarak degerlendirilen
sinyal paternleri gen lokusunun 3’ ile 5’ alanlarini belirleyen kirmizi ve yesil
sinyaller arasindaki mesafenin >1 sinyalden daha uzak olmasi ya da delesyonu
gosteren 1 flizyon ve bir 3’ sinyalin varligidir. Yeniden dizenlenme pozitif kabul

edilen hiicrelerin orani en az %15 ise vaka ROS1 mutasyonuna sahip kabul edildi.
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3.3.1. ZytoLight® SPEC ROS1 Break Apart Probe Ozellikleri

J 6922.1 kromozom bolgesindeki translokasyonlar1 tespit amaghdir.

o 6922.1 bolgesinde yaklasik 750 kb S.yesil ve yaklasik 450 kb
uzunlugunda S.kirmiziisaretli iki par¢adan olusan break apart formatindadir.

J Gen Bolgesi ROS1:6022.1 (D6S326E-D6S1954)'dir.

o Normal hucre paterninde 2 kirmizi 2 yesil sinyal, translokasyonda ise 1
yesil, 1 kirmizi ve 1 kirmizi 1 yesil flzyon sinyali gozlenir.

. Uriiniin miad1 en az bir yildir.

. Saklama kosulu + 2-8°C olup transferi sirasinda bu kosula uyulmustur.

3.4. IHK Prosediirii ve Degerlendirilmesi

o [HK calisilacak olan bloklarin her birinden 4 mikronluk kesitler her bir
pozitif sarjli lama alind1.

. Deparafinizasyon, diger asamalarda gerekli 1sitma ve yikama islemleri,
antijen retrieval islemi, endojen peroksit blokaji, dilue edilmis primer antikorun
[ROS1 (D4D6®) Rabbit mAb, Cell Signaling Technology] uygulanmasi ve
inkibasyon, sekonder antikor [Ventana Medical Systems, Inc. (Ventana)
ultraView Universal DAB Detection Kit] uygulamasi, Streptavidin Peroksidaz ve

Diamino Benzidine Soliisyonu uygulamast,

o Hematoksilen ile zit boyama cihaz protokoli ile yapilda.
. Tiim islemler kapali sistem BenchMarkXT Ventana cihazinda yapildh.
J Kesitler entellan ile kapatilip 151k mikroskopunda analiz edildi.

Her bir vaka i¢in antikorun skorlanmasi yapildi. Ekspresyon yoklugu ya da
sadece niikleer ekspresyon olmasi “negatif” kabul edildi. Zemin boyanmasi ile
kiyaslandiginda zemin boyanmasindan zorlukla ayirtedilebilen soluk sitoplazmik
boyanma “+1 pozitif’; Tamor hicrelerinin %0-50’sinde, zemin boyanmasi ile
kiyaslandiginda belirgin olan sitoplazmik boyanma “+2 pozitif’; TUmor
hucrelerinin %50’sinden fazlasinda, zemin boyanmasi ile kiyaslandiginda belirgin
olan sitoplazmik boyanma “+3 pozitif” kabul edildi.internal pozitif kontrol olarak

alveolar makrofajlar kullanilmistir.
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3.4.1. ROS1 iHKsal Spesifik Antikor Ozellikleri

. Insan ROS1 proteinine spesifiktir.

o Monoklonaldir.

J Formalinle fikse olmus parafine gomiilii dokularda immiinohistokimya
yontemine uygundur.

. Klonu D4D6'dr.

. Uriiniin miad1 en az bir y1ldir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Degerlendirmede kullanilan FISH yontemi “altin standart” kabul edilerek,
[HK y&nteminin 6zgiilliigii (specificity) ve duyarlihig1 (sensitivity) hesaplandi.

Veriler degerlendirilirken, ROS-1 incelemesinde kullanilan FISH testiicin;
“ROS-1 mutasyon var”, “ROS-1 mutasyon yok” seklinde smiflandirildi. Bu
siniflama sonucunda hastalarin sosyodemografik ozellikleri ile tedavi protokolleri
Ki-kare testi ile degerlendirildi. IHKsal degerlendirmede veriler “negatif”, “+1
pozitif’, “+2 pozitif” ve “+3 pozitif” seklinde gruplandirildi. Sonugta Vverilerin
degerlendirilmesi icin yine Ki-kare testi kullamldi. ROS1 FiSH ve IHKsal
bulgularin bagimsiz degiskenlerle iliskisi ki-kare testi ile degerlendirilirken, yas
gibi siirekli degiskenler i¢in varyans analizi kullanildi. Sag kalim analizleri i¢in
Life Table ve Cox regresyon analizleri yapild1.

Cox regresyon analizinde ROS+, ALK+, EGFR+, sigara kullanma
durumu, cinsiyet, evre ve alt tipler modele alind.

Caligmada p degeri 0,05 olarak kabul edildi ve test sonuglar1 %95 guven

araliginda degerlendirilerek tablolara eklendi.
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4. BULGULAR

Calismamiz  kapsaminda 260 AAK tanili hasta degerlendirilmistir.
Hastalarin 211" (%81,5) erkek, 48'i (%18,5) kadindir (Cizelge 4.1). Ozbekistan
uyruklu 1 hastanin cinsiyeti belirlenememistir. Hastalarin yas araligi 29-89 olup
ortalama yas 61,4’tiir (standart sapma 9,587). Dokularinin %62,7'si rezeksiyon
materyali, %25,4'0 biyopsi materyali, %11,9'u konstiiltasyona gelen biopsi ve

rezeksiyon materyallerine ait bloklardir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Hastalarin cinsiyete gore dagilimi

MW Erkek Kadin

Cizelge 4.2. Calismaya alinan materyallerin dagilimi

Materyalin san Ve
Rezeksiyon = 163  62,7%
Biyopsi 66 25,4%
Konsultasyon = 31  11,9%
Toplam - 260 100,0%

Invaziv non-miisindz adenokarsinom tamli hastalarin predominant
paternleri ve genel hasta sayisi igindeki oranlar soyledir; 66 (%39,8) asiner, 58
(%34,9) solid, 8 (%4,8) papiller, 10 (%6) lepidik, 4 (%2,4) mikropapiller.
Minimal invaziv non-misindz adenokarsinomu olan 1 (%0,6) hasta tespit
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edilmistir. Invaziv miisindz adenokarsinom tanili 19 (%]11,4) hasta vardir (Cizelge
4.3). 94 hastanin alt tipi rezeksiyon materyallerinin olmamasi veya rezeksiyon
materyalinden hazirlanan tiim tiimor bloklarinin degerlendirilememesi nedeniyle
saptanamamustir. Hastalarin yaglart veya cinsiyetleri ile timor alt tipi arasinda

anlaml bir iligki yoktur.

Sekil 4.1. Lepidik patern
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Sekil 4.3. Papiller patern
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Sekil 4.5. Solid patern
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Sekil 4.7. Musin6z adenokarsinom
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Sekil 4.8. Psammom cisimcikleri

Cizelge 4.3.Hastalarin predominant paterne ve tumdr tiplerine gore dagilimi

39,8%
34,9%
11,4%
4,8% 6,0%
'@é o\\b \{\b’\« '\\\é S %\é @'V\A
v & S &K OQ’bQ N
&

Vakalarin %19,1'1 evre 1, % 15,7'si evre 2, %7,6's1 evre 3, %57,4' evre
4'te tam1 almistir (Cizelge 4.4). 25 hastanin tam1 anindaki evre verisine
ulasilamamugtir. 136 hastamin sigara kullanma bilgisine ulagilamamis olup kalan
hastalarin 37°si hi¢ sigara igmemis, 87’si ise sigara kullanmistir. Hastalarin sigara

kullanma durumu Cizelge 4.5'de verilmistir. Paket yili verisi bulunan 65 hastanin
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ortalama paket y1l1 47'dir. Adenokarsinom tanisi konulan hastalar arasindan sigara
oykiisii bilinenler degerlendirilmis ve cinsiyete gore sigara igme oranlari
¢ikarilmigtir. Buna gore erkeklerde %90 (54/60), kadinlarda %15,8 (3/19) sigara
icme orani saptanmigtir. Sigara kullanmamak ile miisinéz adenokarsinom arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmustir (p<0,05) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.4. Hastalarin tam amndaki evrelerine gore dagilimi

EVRE
IA - 8,9%
1B _ 10,2%
A - 8,9%
[ - 6,8%
1A - 5,5%

1B 2,1%

57,4%
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Cizelge 4.5. Hastalarin sigara kullanma durumuna gére dagilimi

var

Cizelge 4.6 Hastalarin sigara kullanma Gykiisiine gore 6zellikleri

Sigara Kullanma Oykiuisi

yok var bilinmiyor itoplam
.37 . 87 | 136 | 260
Erkek 8 21,6% 82 94,3% 121 89,0% 211
Kadn 29 784% 5 57% @ 14 10,3% 48
Asiner 10 27,0% 17 246% 39 253% 66
Solid 6 16,2% (17 246% 35 22,7% : 58
Misinéz 5 135% 4 58% 10 65% 19

Papiller 3 81% 2 29% | 3 19% | 8

Alttip  Lepidik 1 27% 1 14% 8 52% 10

1 1

0

Vakalarin Ozellikleri

Cinsiyet*

Mikropapiller 1 27% 1 14% @ 2 13% 4
Minimal 0 5206 10 00% 0 00% @1
Invaziv ; | ! |

Bilinmiyor 10 27,0% (27 39,1% 57 37,0% 94
*Cinsiyeti bilinmeyen bir vaka harigtir

Tim hastalarin genel olarak medyan sag kalim siiresi 22,8 aydir (Cizelge

4.10). Tam konulduktan sonra tiim hastalarin ilk 3 ay i¢cinde hayatta kalma oran
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%090, 15 ay i¢inde hayatta kalma oran1 %60 olarak hesaplanmistir. Bu oran ilk 15
ayda erkekler i¢in %58, kadinlar i¢in ise %73'tlir. Kadin ile erkek sag kalim
acisindan farklarin anlami istatistiksel olarak simirdadir. Hastalarin yasam analiz

grafigi Cizelge 4.11'de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Hastalarin cinsiyete gore medyan sag kalim degerleri

Median | Standart | %95 giiven araligi

Cinsiyet | (A | Sapma  gitsimir  ist sinir |
erkek | 2035 4724 ' 10,742 29,258
kadin | 4382 | . .
Genel | 2280 | 4069 | 15024 30,976

Cizelge 4.8 Hastalarin sag kalim grafigi

Yasam Analizi

1,0 Cinsiyet
[ Erkek
_[] Kadin

—+  Erkek Oliimleri

0,8 - Kasin Olimler

Toplam Yasama Orani

[S)
N
|

0,0

Ay

Evre ile sag kalim arasinda anlamli iliski bulunmus olup evre 3A
hastalikta 6liim orami 5 kat, evre 4 hastalikta ise 19 kat daha fazladir. Asiner

predominant paternin en iyi prognozlu oldugu bulunmustur (koruyuculuk orani
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%63). Mikropapiller predominant paternin 6liim orani {izerine 5 kat, miisin6z
adenokarsinomun ise 1,3 kat etkili oldugu hesaplanmistir.

Calismamizda yer alan 260 hastadan 106’sinin EGFR mutasyon durumu
bilinmemektedir. Geriye kalan 154 hastadan 19’unda (%12,3) EGFR mutasyonu
pozitif, 135’inde (%87,7) negatiftir. EGFR mutasyonu saptanan 19 hastanin 13'i
erkek, 6's1 kadindir. Mutasyon izlenmeyen 135 hastanin da 113" erkek, 21'i kadin
dir. EGFR mutasyonlart pozitif hastalarin ortalama yast 62,68(£12,29), negatif
hastalarin ortalama yasi 60,83(+£9,51) olarak bulunmustur. EGFR mutasyon
durumu ile yas arasinda iligki saptanmamistir. EGFR mutasyonu olan hastalardan
5'1 (%26,3) asiner predominant, 2'si (%10,5) papiller alt tiptedir. 8 hastanin alt tipi
saptanamamistir. EGFR mutasyonu pozitif hastalarin %31,6'sinin sigara kullanma
Oykisl yoktu; %31,6'sinin sigara kullanma &ykiisii vardi; %36,8'inin ise sigara
kullanim durumuna ulasilamamistir,. EGFR mutasyonu olan 19 hastadan 14'0 (%
73,3) tan1 aninda evre 1V'tir. Evre IIA EGFR pozitif bir hastanin ayrica B hicreli
lenfoma, evre IV bir hastanin ise meme karsinomu tanmilar1 mevcuttur. EGFR
mutasyonu pozitif hi¢ bir vakada ALK geni yeniden dizenlenmesi
saptanmamistir. EGFR mutasyon durumuna gore hastalarin 6zellikleri Cizelge

4.6'de gosterilmistir.
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Cizelge 4.9. EGFR mutasyon durumuna gore hastalarin 6zellikleri

EGFR Mutasyonu

T negatif : pozitif : bilinmiyor @  toplam
Hastalarin Ozellikleri | 135 19 106 260
Yas | 60,83:9,51 62,68+12,29  61,91+9,18 = 6140958
31-88 | 29-83 | 3989 |  29-89
Cinsiyet* Erkek 113 843% {13 684% 85 802% 211
Kadn {21 157% | 6 31,6% @ 21 19,8% | 48
Asiner {25 185% i 5 263% : 36 34,0% | 66
Solid 131 230% :1 53% ' 26 245% | 58
Misingz {10 74% i1 53% | 8 7,5% | 19
Alttio Papiller 4 3,0% 1 53% 3 28% 8
Lepidk {1 07% {1 53% | 8 75% | 10
Mikropapiller 0 0,0% 2  10,5% 2 1,9% ?
Minimalinvazivi 1 07% {0 00% : 0 00% 1
Bilinmiyor : 63 46,7% : 8 42,1% : 23 21,7% . 94
. Yok 118 133% : 6 31,6% | 13 12,3% | 37
Osy'gﬁgi Var 53 39.3% : 6 316% 28 264% 87
Bilinmiyor | 64 474% | 7 368% @ 65 61,3% 136
negatif | 88 652% : 7 368% | 6 57% | 101
ALK pozitif i 4 30% :0 00% 0 00% | 4
bilinmiyor | 43 31,9% {12 63,2% 100 94,3% | 155
negatif 112 83,0% ;16 842% : 95 89,6% : 223
F;?SS}% pozitif {1 07% 0 00% 0 00% 1
bilinmiyor {22 163% {3 158% | 11 10,4% | 36
IA L2 15% i1 53% | 18 17,0% | 21
IB 3 22% i 0 00% 21 19,8% 24
1A L9 67% {2 105% 10 9,4% 21
Evre B 5 37% 0 00% 11 104% 16
HIA '8 59% :0 00% !5 47% ! 13
1B 12 15% {0 00% | 3 28% 5
\Y 1 04 69,6% 14 737% | 27 255% 135
bilinmiyor : 12 89% : 2 105% @ 11 10,4% . 25

*Cinsiyeti belirlenemeyen bir hasta harictir

Calismamiza alinan 260 hastanin 155’inde ALK yeniden diizenlenme
durumu aragtirilmamistir. Geriye kalan 105 hastadan ALK yeniden diizenlenmesi
pozitif olan 4 (%3,81) hasta, negatif olan 101 (%91,19) hasta tespit edilmistir.
ALK yeniden dizenlenmesi pozitif olan hastalardan 3'0 (%75) erkek, 1'i (%25)
kadindir ve ortalama yas1 55,75(+10,34)'dir. ALK yeniden dizenlenmesi negatif
olan hastalardan 82'si erkek, 18'i kadindir ve yas ortalamasi 59,59(x10,14)'dur.
ALK mutasyonu olan hastalarin yaslar1 ALK mutasyonu olmayan hasta grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark saptanmistir(p=0.018). Buna gore
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ALK mutasyonu daha gen¢ hasta grubunda saptanmaktadir. ALK yeniden
diizenlenmesi pozitif hastalarin 2'sinde sigara kullanma &ykiisii yoktur. Bir hasta
sigara kullanmaktadir. Bir hastanin ise sigara kullanma 6ykiisti bilinmemektedir.
Tumor alt tipleri agisindan bakildiginda ise pozitif hastalardan 3'i (%75) solid
alttipteyken birinin alt tipi belirlenememistir. ALK mutasyonu olan hastalarin 2'si
tan1 aninda evre 1V, 1'i evre 1A’ dir. Bir hastanin ise evresi bilinmemektedir.

ALK pozitif tim hastalar EGFR negatifti. EGFR mutasyonu pozitif olan
hi¢ bir hastada ALK mutasyonu yoktu; ALK mutasyonu olan hi¢ bir hastada da
EGFR mutasyonu yoktu (p=0,0). ALK yeniden dizenlenme durumuna gore
vakalarin 6zellikleri Cizelge 4.7'de gosterilmistir.

EGFR veya ALK durumu ile sag kalim arasinda iligki saptanmamustir.
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Cizelge 4.10. ALK yeniden diizenlenme durumuna goére hastalarin 6zellikleri

| ALK Yeniden Duzenlenmesi ’

o ..+ negatif  pozitif | bilinmiyor toplam
Vakalarin Ozellikleri 101 4 155 260
vas 159,50+10,14 5575:10,34  62,73t8,99  61,40+9,58
2988 | 4366 | 3989 | 29-89
Cinsiyet* Erkek 182 820% 3 750% 126 813% 211
Kadin 118 18,0% :1 250% : 29 18,7% : 48
Asiner 123 228% 0 00% | 43 27,7% . 66
Solid 17 168% 3 750% . 38 24,5% 58
Misinez 6 59% ‘0 00% | 13 84% 19
Alttip Papiller {3 30% 0 00% 5  32% 8
Lepidk {0 00% 0 00% | 10 65% | 10
Mikropapiller { 0 00% 0 00% | 4 26% | 4
Minimalinvazivi 1  1,0% 0 00% @ 0 00% 1
Bilinmiyor {51 50,5% ‘1 250% @ 42 27,1% | 94
. Yok 113 129% (2 50,0% | 22 142% | 37
Osy'gﬁgi Var 34 337% 2 500% 51 329% 69
Bilinmiyor 54 535% (0 00% | 82 52,9% 154
negatif 188 87,1% 4 100,0% @ 43 27,7% | 135
EGFR pozitif {7 69% 0 00% 12 7,7% 19
bilinmiyor {6 59% 0 00% 100 64,5% | 106
negatif 192 91,1% :3 75,0% 128 82,6% ! 223
e poziift 0 00% 1 250% O 00% 1
bilinmiyor 9  89% 0 00% | 27 17,4% | 36
IA 11 10% 0 00% @ 20 129% ! 21
IB 12 20% 0 00% 22 142% | 24
A 6 59% 0 00% 15 9,7% 21
Evre 1B 3 30% [0 00% | 13 84% | 16
HIA L4 40% ‘1 250% 8 52% 13
1B 12 20% 0 00% @ 3 19% 5
v 171 703% (2 50,0% | 62 40,0% & 135
bilinmiyor {12 11,9% i1 250% @ 12 7,7% 25

*Cinsiyeti belirlenemeyen bir hasta harictir

Calismamiza alman, FISH ile ROS1 gen yeniden diizenlenmesi arastirilan
260 hastanin 19’unda tUmoOr hiicre sayisimin yetersiz olmasi, 17’°sinde ise
muhtemel doku tespit ve takip problemleri nedeniyle teknik olarak FISH testinin
uygulanamamas1 sebebiyle 36 hasta degerlendirilememistir. Geriye kalan 224
hastada FISH ROSI1 pozitif 1 (%0,45) hasta, negatif 223 (%99,55) hasta tespit
edilmistir.

ROS1 gen yeniden diizenlenmesi pozitif olan hasta erkek ve 62 yasindadir.
Hastaya ait 6rnek lenf nodu biyopsisidir. Solid patern izlenmis olup hastanin 40
paket yili sigara kullanma Oykiisii mevcuttur. Hastada EGFR mutasyonu yoktur
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ancak ALK yeniden diizenlenmesi tespit edilmistir (p=0.01). IHKsal olarak ROS1
antikoru ile pozitif immiinreaksiyon saptanmamistir. Hastanin tan1 anindaki uzak
metastaz varlig1 bilinmemektedir. Ancak hastada 2, 8 ve 10 nolu lenf diigiimlerine
metastaz mevcuttur. ROS1 pozitif hastanin genel sag kalim siiresi 3,5 aydir.
Hastanin sag kalim analizi ROS1 pozitifligi 6liim riskini 1,73 kat arttirryor gibi
goriinse de tek hasta oldugu i¢in anlamli kabul edilmemistir. Yine aym sebepten
yas, cinsiyet, evre, timor alt tipi gibi iligkinin arastirilldigi diger klinik

parametrelerle istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasilamamustir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.11. FISH ROS1 durumuna gore hastalarin 6zellikleri

ROS1
. negatif pozitif bilinmiyor toplam
Vakalarin Ozellikleri 223 1 36 260
Yas 61,4319,75 62 61,25+8,79 161,40+9,58
29-89 41-83 29-89
Cinsiyet* Erkek 183 82,4% 1 100,0%:i 27 75,0% 211
Kadin 39 17,6% 0 0,0% 9 25,0% 48
Asiner 62 27,8% 0 0,0% 4 11,1% 66
Solid 53  23,8% 1 100,0%: 4 11,1% 58
Misindz 18 8,1% 0 0,0% 1 2,8% 19
Alt tip Papiller 8 3,6% 0 0,0% 0 0,0% 8
Lepidik 9 4,0% 0 0,0% 1 2,8% 10
Mikropapiller 1,8% 0 0,0% 0 0,0% 4
Minimal invazivi 1 0,4% 0 0,0% 0 0,0% 1
Bilinmiyor 1 68  30,5% 0 0,0% 26 72,2% 94
Sigara Yok 30  13,5% 0 0,0% 7 19,4% 37
Gykiisil Var 75 33,6% 1 100,0%: 11 30,6% 69
Bilinmiyor ! 118 52,9% 0 0,0% 18  50,0% 154
negatif 112 50,2% 1 100,0%}) 22 61,1% 135
EGFR pozitif 16 7,2% 0 0,0% 3 8,3% 19
bilinmiyor 95  42,6% 0 0,0% 11 30,6% 106
negatif 92  41,3% 0 0,0% 9 25,0% 101
ALK pozitif 3 1,3% 1 100,06} O 0,0% 4
bilinmiyor | 128 57,4% 0 0,0% 27  75,0% 155
negatif 204  91,5% 1 100,0% 1 16 44,4% 221
ROS1 IHK pozitif (+1) 2 0,9% 0 0,0% 0 0,0% 2
bilinmiyor 17 7,6% 0 0,0% 20 55,6% 37
1A 19 8,5% 0 0,0% 2 5,6% 21
IB 23 10,3% 0 0,0% 1 2,8% 24
1A 18 8,1% 0 0,0% 3 8,3% 21
Evre 1B 15 6,7% 0 0,0% 1 2,8% 16
1A 13 5,8% 0 0,0% 0 0,0% 13
1B 3 1,3% 0 0,0% 2 5,6% 5
v 113 50,7% 0 0,0% 22  61,1% 135
bilinmiyor 19 8,5% 1 1000%% 5 13,9% 25

*Cinsiyeti belirlenemeyen bir hasta harictir

ROSI pozitif tek hastanin FISH testinde 100 tiimor hiicresinin 18’inde 1
flizyon ve 1 yesil sinyal (delesyon) izlenmistir (Sekil 4.9). 223 ROS1 FiSH
negatif hastada her hiicrede ikiser flizyon sinyali izlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. ROS1 FiSH pozitifligi

Sekil 4.10. ROS1 FiSH negatifligi
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Iki hastada zeminden zorlukla ayirt edilen soluk boyanma (+1) izlendi
(Sekil 4.11). Ayrica baz1 vakalarda alveolar makrofajlarda ve subplevral alanda
soluk pozitif boyanma da goriilmiis olup internal kontrol olarak kabul
edilmiglerdir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12.1HK sal ROS1 pozitifligi gdsteren timdr dist alanlar
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[HKsal ROS1'in tam koyma giicii yani dzgiilliigii zay1f bulunmustur. ITHK
sal ROS1'in ROS1 yeniden diizenlenmesi negatif olan hastalar1 bulma giicii ise

yani duyarliligi %99’dur (Cizelge4.9).

Cizelge 4.12. ROS1 icin FISH ve IHK sonuglarinin karsilagtirilmasi

ROS1 FiSH Toplam
negatif  pozitif
ROS1 negatif 204 1 205
IHK pozitif 2 0 2
Toplam 206 1 207
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5. TARTISMA

Neoplastik hastaliklarinortaya ¢ikma ve devam etme siirecinde bu
hiicrelerin gegirdigi 6nemli degisiklikleri Ozetleyen 6 madde tanimlanmistir.
Bunlar: proliferatif sinyalleri strdirmek, buytime inhibitorlerinden kaginmak,
hucre olumine direng gelistirmek, replikatif Olimsiizligii miimkiin kilmak,
anjiogenez, invazyon aktivasyonu ve metastaz (84). Sonrasinda bunlara iki ilave
Ozellikeklenmistir.Birincisi, neoplastik ¢ogalmay1 en etkili sekilde desteklemek
icin hiicresel metabolizmay1 degistirme veya yeniden programlama kabiliyetidir
(hiicre enerjisinin deregiilasyonu). Tkincisi, kanser hiicrelerinin, dzellikle T ve B
lenfositleri, makrofajlar ve dogal Oldiiriicii hiicreler tarafindan saglanan
immiinolojik yikimdan kagma kabiliyetidir (immun yikimdan kaginmak).

Tum bu 6zellikleri miimkiin kilan, altta yatan faktdrlerdenen belirgin olani
kanser hiicrelerinde kromozomal yeniden dizenlemeler de dahilolmak (zere
rastgele mutasyonlar {ireten genetik istikrarsizligin gelismesidir (genom
instabilitesi ve mutasyon). ikinci bir faktér de bagisiklik sisteminin hiicreleri
tarafindan yonlendirilen tiimor ilerlemesidir (timoru destekleyen inflamasyon).
Kanser hcrelerinin Ozelliklerine ek olarak, normal destek hucreleri, "tGmor

mikrogevre"si yaratarak tiim neoplazi siirecine katkida bulunur (Sekil5.1) (85).

Proliferatif Biiyiime
sinyalleri inhibitorlerinden
stirdiirmek kacinmak

Hiicresel immun
enerjinin yikimdan
deregiilasyonu kacimmak

Hiicre

Replikatif
dliimiine oliimsiizliigii
direng miimkiin kilmak

Genom
instabilitesi Tiimorii
- destekleyen
mutasyon inflamasyon
Anjiogenez Invazyon ve
metastaz
aktivasyonu
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Sekil 5.1.Kanserin oOzellikleri; karakteristik 0Ozelliklerini meydana getiren ve

sonradan ortaya ¢ikan 6zellikleri

Neoplazi siirecine diinya capinda en cok katkiyr saglayan Onlenebilir
faktor sigaradir (23). Sigaranin ¢esidine gore ortaya ¢ikarabilecegi kanser tiirii de
cesitlilik gosterebilmektedir. Filtreli hafif sigaralardan alinan duman daha derin
solunabilir, bu da kanserojen birikiminin daha periferik bir sekilde ortaya
c¢ikmasina ve adenokarsinomlara neden olabilmektedir. Nikotin igeriginin
azaltilmasiyla sigara kullananlar bu agig1 telafi etmeye calistikca daha derin
nefesler almakta ve bu yiizden akcigerin periferine solunan maddeler daha fazla
ulagmaktadir (86). Ayrica son yillarda sigara igeriginde skuamoz hicreli
karsinomlarin  indiikleyicisi ~ olan  kanserojenik  polisiklik  aromatik
hidrokarbonlarin (PAHs) orani diisiiriiliirken, adenokarsinomlarin indiikleyicisi
kanserojen, tiittine 6zgli N-nitrosaminlerin (TSNA'lar) orani arttirilmigtir (87). Bu
faktorler, eski sigara igicilere gore daha fazla adenokarsinom riski ortaya ¢gikarmig
olup akciger kanseri oranlarinda adenokarsinomun oraninin artmasini saglamistir.
Adeokarsinomun alttipleri icinde desolid, papiller, mikropapiller, kribriform
baskin histoloji sigara ile iliskili bulunmus olup miisindz tipsigara icmeyenler ve
kadin cinsiyetleiliskili bulunmustur (88). Bir bagka ¢alisamada hic sigara icmeyen
hastalarda lepidik paternin daha yiiksek oranda goriildiigii de bildirilmistir (89).
Calismamizdasigara kullanimoykiisii ve baskin alt tip arasinda anlamli bir iligki
olup olmadig1 arastirilmig ve sigara igenlerde miisindz adenokarsinom oraninin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir. Bolimimuzde yapilan Uzun'un
(90) tez galismasinda, 2005-2012 yillar1 arasindaki rezeksiyon materyallerinden
adenokarsinom tanist konulan hastalar arasindan sigara oOykusu bilinenler
degerlendirilmis ve cinsiyete gore sigara icme oranlar ¢ikarilmigtir. Buna gore
erkeklerde %92,9 (13/14), kadinlarda %50 (3/6) sigara igme orani saptanmistir.
Bizim ¢aligmamizda ise bu oran erkeklerde %90 (54/60), kadmlarda %15,8'dir
(3/19) (Cizelge 5.1.)

Cizelge 5.1. AAK tanili hastalarin yillara gore sigara igme oranlari
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AAK'larinda predominant patern adjuvant kemoterapiveradyoterapiden
bagimsiz olarak sagkalim prediktorii olarak bulunmustur. Tedaviye yamitta da
patern bagimli farklilik olabilecegini gosteren calismalar vardir (39). Lepidik
predominant adenokarsinomlarda platinyum bazli KT'ye yanit iyi degildir. Hatta
verilen bu tedavininsagkalimi azalttigin1 bulan ¢aligmalar da vardir (39,91-92).
Bizim c¢alismamizda asiner predominant paternin en iyi prognozlu oldugu
goriilmiistiir (koruyuculuk oran1 %63). Mikropapiller predominant paternin 6lim
oran1 iizerine 5 kat, miisindz adenokarsinomun ise 1,3 kat etkili oldugu
hesaplanmistir. Bizim galismamiza dahil olan hastalarin hangi tedaviyi ne kadar
aldiklar1 konusunda bir ¢ok veriye ulagilamamistir. Bu durum hastane veri kayit
sistemlerinin uygun kullanilmamasindan kaynaklanmaktadir.

Hedeflenebilir siriici mutasyonlardan EGFR, ALK, RET, ROS1 gibi
mutasyonlarin varligi ile timér tipi ve birgokparametrenin iligkisi sorgulandiginda
hastalarin ¢ogunlukla adenokarsinom tamisi aldiklari, hi¢sigara icmemis ya da az
icmis olduklar tespit edilmistir. Diger siiriici mutasyonlardan KRAS, BRAF gibi
mutasyonlar ise daha ¢ok sigara igmis AAK hastalarinda izlenmektedir (606, 892,
2626).Etnik koken ve cinsiyet de tim KHDAK'larda EGFR mutasyonlarinin
varhig ile iligskilendirilmistir. Birden fazla arastirmada, EGFR mutasyonlarinin,
kadinlarda, hi¢ sigara igmemislerde ve Dogu Asyalilarda daha sik goriildiigiinii
gosterilmistir (51-52,57,93-95).Bizim ¢aligmamiza dahil olan hastalardan EGFR

mutasyon durumu bilinenlerin cinsiyet ve yas ile EGFR mutasyon varlig1 arasinda
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iligki olup olmadigi arastirilmis ve anlamli bir sonuca ulagilamamistir. Bu durum
EGFR mutasyonu olan hasta sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

EGFR mutasyonlu akciger kanserinden farkli olarak, ALK gen flizyonlari,
cinsiyete ve etnik kdkenlere gore belirgin farkliliklar gdstermemektedir, ancak hig
sigara igmemislerde ve gen¢ yastaki hastalarda daha sik goriilmektedir (59,96-
98).Bizim calismamiza alinan hastalar igcinde ALK mutasyonu daha geng hasta
grubunda saptanmaktadir. ALK yeniden diizenlenmesi ile cinsiyet ve sigara
kullanimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski izlenmemistir. Bu Klinik
ozellikler popiilasyon c¢alismalari i¢in degerli olabilmesine ragmen, hedeflenen bir
inhibitorle tedavi icin hastalar1 se¢mek icin yeteri kadar spesifik degildirler.
Sadece bu 6zelliklere (yas, cinsiyet, etnik koken, sigara oykiisii gibi) gore secim
yapmak, EGFR veya ALK hedefli terapiden fayda saglayabilecek 6nemli sayida
hastayidislayabileceginden, tiim adenokarsinom tamli hastalar EGFR mutasyonu
ve/veya ALK yeniden duzenlenmesi icin test edilmelidir.

Pir skuamoz hucreli karsinomlar, plr kicuk hicreli karsinomlar veya
herhangi bir adenokarsinom bileseni bulunmayan akciger kanserlerinde EGFR ve
ALK testi Onerilmez. EGFR mutasyonlar c¢esitli histolojik akciger kanseri
tiplerinde saptanmistir EGFR mutasyonlar1 ¢ogunlukla adenokarsinomlarda veya
adenoskuamdz karsinom da dahil olmak Uzere miks de olsa adenokarsinom
komponenti olan karsinomlarda tespit edilmistir. EGFR mutasyonlarinin, lepidik,
papiller veya asiner histolojiye sahip diisiik dereceli adenokarsinomalarda kotii
diferansiye, miisindz veya solid adenokarsinomalara gore daha sik oldugunu
gosteren bazi kanitlar bulunmakla birlikte, EGFR mutasyonlari, tiim
adenokarsinomlarda onemli bir siklikta kargimiza ¢ikmaktadir(45,99-100). Bizim
hastalarimiz icinde EGFR mutasyonu tasiyan hastalarin timor alttiplerine
bakildiginda baskin olarak asiner alt tip goriilmektedir. Ancak unutulmamalidir ki
adenokarsinom alt tipi, orneklerin EGFR icin test edilmesi veya edilmemesini
belirleyen bir belirteg olarak kullamlmamalidir(101).Adenokarsinom bileseni
olasihiginin ekarte edilemedigi, eksik 6rneklemli dokularda da test yapilabilir. Bu
baglamda, gen¢ yas, sigara igmemis olmak gibi klinik 6lgiitler, test i¢in hastalari
se¢mek i¢in kullanilabilir. Primer tiimorler veya metastatik lezyonlar test i¢in esit

derecede uygundur(101).
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Ileri evre hastalig1 olanlarda, tedavi yoklugunda 4-5 aylik bir yasam sliresi
gibi kisa bir dmur beklentisi vardir. Hastalar birinci basamak kemoterapi ile
birlikte ikinci basamak ajan olarak tirozin kinaz inhibittrlerinden (TKI) bir miktar
fayda saglamis olsalar da, EGFR mutasyonlar1 veya ALK yeniden diuzenlenmeleri
olan hastalar, TKI tedavileri birinci basamak ajanlar olarak uygulandiginda daha
iyi sonuclara sahiptir (102). Klinik yamt tipik olarak hizli sekilde goriilir ve
ilaglarin platin bazli kemoterapiyle karsilastirildiginda nispeten ilimlh yan etkileri
vardir (103). Ancak mutasyonunun kaniti olmaksizin birinci basamak tedavi
olarak uygulanmamasi Onerilmektedir (101).Bizim ¢alismamizda verilerine
ulasilabilir hastalar arasinda TKI kullamm durumlar1  bilinmemektedir.
Caligmamiza dahil olan hastalardan EGFR ve ALK testi uygulananlar genel
olarak klinik tarafindan secilen ileri evre hastaliga sahip olduklari i¢in EGFR ve
ALK mutasyonuyla sag kalim arasinda iliski saptanmadig1 yorumuna gidilmistir.

Uzun'un tez ¢alismasinda (90) calismaya dahil olan tiim adenokarsinom
tanil1 hastalarda %24.1 EGFR mutasyonu saptanirken bizim ¢alismamizda bu oran
%12,3'tlr. Uzun'un tez calismasindaki tim AAK tamli hastalarda EGFR
calisilmigtir, bizim ¢alismamizdaki vakalar ise genel olarak klinik tarafindan
secilen ileri evre hastalifa sahip hastalardir ve bu da ayni merkezli iki ¢alisma
arasindaki siklik farkini agiklamaktadir.

Lokalize hastalig1 olan hastalar cerrahi tedavi i¢in bir potansiyele sahiptir
ve belki de hichir zaman hedefe ydnelik terapiye ihtiya¢ duyulmayabilir. Ancak
rezeksiyon aminda ilk cerrahi numunenin test edilmesi, erken evre hastaligi olan
hastalar1 test etmemek ve progresyona kadar beklemek sonrasinda muhtemel daha
kiiciik ve kalitesiz bir biyopsi orneginde calismayr ya da hastalarin invaziv
prosediirlere tabi tutulmasim ya da uzun siiredir arsivde beklemis olan parafin
bloklardan c¢aligmay1 ya da baska bir kurumda testin yapimasi i¢in parafin
dokunun nakli i¢in zaman harcamay1 gerektirebilir(101). Dahasi, EGFR testi,
hedeflenen inhibitorlere yanitin bir prediktorii olarak kullamlmasinin 6tesinde,
olumlu bir prognostik faktor olarak da kullamilabilir (102,104). Neticede erken
evrede yakalanan hastalarin test edilip edilmeyecegi sorusuna her bir kurumun
onkoloji ekibi birlikte karar vermeli gorisii hakimdir(101).Nitekim yeni

yaymlanan bir derlemeye gore ileri evre olamayan akciger kanserlerinde adjuvan
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EGFR-TKI  eklenmesinin  anlamhi  bir fayda  saglamadigina da
deginilmistir(105).EGFR mutasyonlari olasiligi ¢ok diisiik (6rnegin <% 1)
hastalar1 tanimlamak i¢in bu degiskenlerin bir¢ogunu birlestiren Ongdérme
modelleri  gelistirilmistir, ancak daha ileri degerlendirmelere ihtiyac
duyulmaktadir(26,106).EGFR mutasyonuyla birbirlerini disladiklar1 i¢in EGFR
testi 6ncesi akciger adenokarsinomalarinda en sik mutasyonaugrayan (~% 30)
KRAS geninin durumuna da bakilabilir.

Akciger adenokarsinomasinda ALK'nin genetik degisikligi kromozomal
yeniden diizenlemeden kaynaklanmaktadir. Bu diizenlenmelerden en yaygin olani,
EMLA4'Un (2p21) amino terminal bolimdnd ile ALK'nin hiicre igi bolgesini (2p23)
kodlayan kisim arasinda gergeklesir.Kromozomunun kisa kolunda perisentrik bir
inversiyon, inv (2) (p21p23) ile flizyon geni meydana gelir(11,36). En sik EMLA4-
ALK fiuizyonu gorulmekle birlikte, diger kromozomlarla translokasyonlar (KIF5B-
ALK, TFG-ALK) da bildirilmistir (11,107). FISH testi, ALK TKI olan krizotinib
tedavisinden fayda saglayabilecek aday hastalart segmede i¢in kullanilan ve halen
‘altin standart’ olarak kabul edilen bir testtir(101).

EGFR, ALK ve KRAS mutasyonlar1 birbirini diglayan mutasyonlandir;
yine de ¢ok nadir istisnalar1 mevcuttur (108-110). Bizim ¢alismamizda hig¢ bir
hastada kombine EGFR ve ALK mutasyonu birlikteligi saptanmamistir.
Yayinlanan kilavuza gore ileri evre AAK hastasinda en basit algoritm dncelikle
EGFR mutasyon durumunu test etmek ve eger wild tip ise sonrasinda ALK FISH

uygulanmasi seklinde onerilmektedir(101).

5.1. ROS1

ROSI fiizyon geninin siklig1 adenokarsinomalarda %2.98, adenokarsinom
dis1  timorlerde ise %0,22'dir(16). Kadinlarda%?2,42 oraninda izlenirken
erkeklerde% 1,57 oraninda goriilmektedir (16).

Bizim ¢alismamizda sadece bir ROS1 FISH pozitif hasta tespit edilmistir.
Hastamiz erkek ve 62 yasindadir. ROS1 negatif hastalarin ortalama yasindan
(61,4 yas ortalamasi) farkli bulunmamis olup aym sekilde Yoshida ve Kim'in
calismalariyla uyumludur (14,111). Ancak baska bir seride ROS1 pozitif hastalar
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ROSL1 negatif hastalardan 12 yas daha geng bulunmustur (79). Cinsiyetle iligskisine
bakildiginda KHDAK tamil1 hastalarda ROS1 flizyon geni sikliginda artis ile kadin
cinsiyet arasinda iliski oldugu gosterilmistir.

Metaanalizde sigara kullanan ve kullanmayan hastalarda sirasiyla % 0.90
(35/3.882) ve %3.65 (122 / 3.340) oraninda ROS1 flizyonu saptanmistir. Asya
popllasyonunda, sigara kullanmayan KHDAK hastalarinda artmig ROSI
mutasyon orani yoniinde bir egilim tespit edilmistir. Beyaz irk popllasyonunda
ise sigara kullanmayan KHDAK hastalarinda ROS1 fiizyon geninde anlamli
derecede yiksek bir oran gosterilmistir (16). Bizim g¢alismamizda bu literatiir
bilgilerinin aksine ROS1 mutasyon tespit edilen hastamizin sigara igme Oykusu
pozitif olup 40 paket/y1l sigara kullammi vardir.

ROSL fiizyon geni ileri evre (111-IV) hastalikta anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu ortaya koyulmustur(16). Bizim galismamizda ROS1 pozitif vakanin tani
anindaki evresi bilinmemekle beraber hedefe yoOnelik tedavi se¢iminde
kullanilacak KRAS, EGFR, ALK, MET, ROS1 gibi genlerdeki mutasyon
durumlarinin degerlendirilmesi i¢cin molekiiler testlere yonlendirilen hasta grubu
buyik cogunlukla ileri evre hastalardir. Yine &zellikle 3.basamak hizmetlerin
verildigi merkezlerde bazi hastalar diger merkezlerden yalnizca molekiiler testler
yapilmak tlizere yoOnlendirilmektedir. Bu nedenle tespit edilen ROSI
mutasyonlarinin daha ¢ok ileri evre hastalarda karsimiza ¢ikmasi beklenen bir
durumdur.

Metaanalize gore adenokarsinom histolojisi olan, sigara dykisu olmayan,
geng, kadin ve ileri evre hastalarda ROS1 mutasyon olasiligi daha fazladir (16).
Ancak bizim ¢alismamizda tespit ettigimiz ROS1 mutasyonu olan tek hasta bu
profile genel olarak uymamaktadir. Literatiirle celisen bu durumu bir ROS1
pozitif hasta Uzerinden tartismak dogru olmayacaktir ancak bizim toplumumuzda
ozellikle Akdeniz bolgesine ait spesifik bir veri olmamasi yine toplumlar veya
etnik gruplar arasi farktan kaynaklaniyor mu sorusunu akla getirmektedir. Bunun
acikliga kavusabilmesi i¢in daha genis hasta serilerine ihtiya¢ vardir.

ROS1 mutasyonuna sahip adenokarsinomlarin morfolojik ozelliklerine
bakacak olursak bir ¢caligmada % 75 hastada (12/16) en sik solid patern, % 25
hastada ise (4/16)asiner patern izlemistir. 16 olgunun hicbirinde lepidik, papiller
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veya mikropapiller gelisim paterni izlenmemistir. Solid paterndeki vakalarin bir
kismi1 eozinofilik sitoplazma, yuvarlak cekirdekler ve belirgin niikleoli olan
hepatoid morfoloji (8/12) gOstermistir. Asiner blylme paternine sahip% 75
olguda kribriform yapilanma (3/4) goriilmistiir. Tamorlerin % 18.8 ‘inde bol
miktarda hiicre dig1t musin veya tash yiiziik hiicre degisiklikleri izlenmistir(3/16).
Solid buyume paternine sahip tek bir hastadapsammomattz kalsifikasyonlar da
gOstermistir (112). Bir bagka calismada ise ROS1 mutasyonu pozitif 1 olguda
lepidik patern, 1 olguda mikropapiller ve papiller paternler,1 olguda ise solid,
asiner, mikropapiller ve lepidik (senkron lenf nodu metastazinde sadece
mikropapiler  patern)paternlerizlenmistir.  Bir  olguda invaziv misindz
adenokarsinom goriilmiistiir. Tash yiiziik hucre degisiklikleri 4 olguda dikkati
cekmistir (113). Bizim ROSI1 pozitif hastamizin test uygulanan materyali lenf
nodu metastazina ait doku Ornegi olup metastazin solid paternde oldugu
izlenmistir.

Bir ¢alisamada ROS1 mutasyonu olmayan hastalarin ROS1 mutasyonu
pozitif hastalara gére anlaml derecede daha uzun genel sag kalima sahip olduklar1
bulunmustur. ROS1 mutasyonu olmayan hastalarin genel sag kalimi 40 ay iken
ROS1 mutasyonu pozitif hastalarin genel sag kalimi 18 aydir (p = 0.022) (114).
Benzer sonuglar baska bir ¢calismada da gosterilmistir (115). Bizim ROS1 pozitif
hastamizin genel sag kalimi 4,5 aydi. Hastanin sag kalim analizi (ROS1 pozitifligi
olim riskini 1,73 kat arttirtyor) anlamli ¢ikmis olmakla beraber tek vaka
uzerinden bu sonucu elde ettigimiz icin daha genis olgu serilerinde yapilacak
caligmalara ihtiya¢ vardir.  ROS1 yeniden duzenlenmesi sonucunda ortaya
¢ikan fiizyonun tespitinde FISH en giiclii yaklasim ‘Altin standart’ olarak kabul
edilmektedir. Bazt ROS1 fiizyon ortaklari, kromozom 6min uzun (q) kolunda
intrakromozomal olmasina ragmen, fiizyon ortaklarin ¢ogu diger kromozomlarda
goriilmektedir (165). Farkli fiizyon ortaklari igeren toplam 12 ROSI1 flizyon
varyantt tammmlanmigtir. Bu fiizyon ortaklar1 Solute carrier family 34 member 2
(SLC34-A2), CD74 molecule (CD74), tropomyosin 3 (TPM3), syndecan 4
(SDC4), ezrin (EZR), leucine rich repeats and immunoglobulin like domains 3
(LRIG3), golgi-associated PDZ and coiled-coil motif containing (GOPC), KDEL

endoplasmic reticulum protein retention receptor 2 (KDELR2) and coiled-coil
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domain containing 6 (CCDC6)’dir (11,63,116). Bilinen tim flizyon partneri
genler ile meydana gelen ROS1 geni flizyonlari sirasinda ROS1 kinaz domainin
kodlayan alanin tamami korunur ve haberci RNA (mRNA) meydana gelirken
ROSY’in diger fiizyon gen ile baglant1 noktas: ekzon 32, 34, 35 veya 36'nin 5
'ucunda meydana gelir.ROS1 kinaz alani bu flizyonlar sirasinda korunmasindan ve
flizyon proteininde eksprese edilmesinden dolay1 onkojenikdir (117).Break apart
FiSH probu muhtemel kirilma noktalarin icerecek sekilde dizayn edilmistir ancak
diger kromozomlarda yer alan flizyon partneri genlerle olan tim yeniden
diizenlenmeleri algilayabilmesine ragmen, ayn1 kromozomda (intra-kromozomal)
meydana gelen yeniden dizenlemeleri iceren ROS1 mutasyonlarim bolinmiis
sinyallerin yakin konumu nedeniyle gosteremeyebilir. Ornegin Ezrin (EZR)-
ROS1 (118) genleri arasindaki yeniden diizenlenmeyi break-apart FISH analizleri
goOsteremeyebilir (13,79). Calismalarda ROS1 FISH pozitif vakalar i¢in boliinmiis
sinyal paternleri yani sira tekli 3 'sinyal (yesil) varligi da gosterilmistir (114,119).
Bizim ROS1 pozitif vakamizin FISH incelemesinde degerlendirilen 100 tiimor
hiicresinin 18'inde bir kirmizi/yesil fiizyon sinyali(normal) ve bir de tek yesil
sinyal paterni izlenmistir.

FISH sonuglar1 dokunun preanalitik durumu ile de degiskenlik
gosterebilmektedir. 6 aydan once alinmig hazir kesitlerin kullammi zayif
hibridizasyona neden olabilmektedir(117). Bu nedenle bu tir retrospektif
analizlerde elde edilen ROS1 pozitiflik oranlar1 gosterebildigimizin ¢ok daha
ustlinde olabilmektedir. Bu durumu aydinlatabilmek ve muhtemel siipheleri
ortadan kaldirabilmek adina prospektif ¢alismadizaynlarina ihtiya¢ vardir.

FiSH teknigi IHK ile karsilastirildiginda daha zahmetli, zaman alan ve
daha pahali bir uygulamadir. Bu nedenle FISH analizine génderilecek ROS1
mutasyon varhginin degerlendirilmesi gereken KHDAK hastalarim tarayacak IHK
gibi daha ucuz, hizli ve pekcok laboratuvarda uygulanabilecek tekniklerin
denenmesi ve algoritmalar gelistirilmesi giincel arastirma konularindandir. Birkag
caligmada IHKnin ROS1 mutasyon durumunun belirlenmesinde hassas ve
spesifikbir test oldugu vurgulanmistir. ROS1 IHKsimn ROS1 FISH testine karsilik
uygulanabilir bir alternatif oldugunu belirtilmistir(113,116,120-121).Ancak IHK
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sonuglarinin yorumlanmasi daha semikantitatif nitelikte olup buna kiyasla FISH
analizidaha objektif gorinmektedir(114).

Su anda, IHK sonuglarim1 nasil degerlendirip yorumlayacagimiza
dairevrensel olarak kabul edilmis bir sistem yoktur. Kullanilan degerlendirme
modelleri arasinda, arka plan (background) boyanmasinin baz alindigi
derecelendirme sistemi (+1, +2, +3) bulunmaktadir. Baska bir secenek ise
boyanan hicrelerin boyanma derecesiyle (+1, +2, +3)boyanan alan yiizdesinin
carpimi sonucu elde edilen H skoruna gdre ROS1 flizyon proteini varligini
degerlendirmektir(120,122). Bildirilen skorlama ydntemlerinden hicbirinin
digerlerinden agik¢a distiin oldugu gosterilmemistir, ¢iinkii hepsi FISH
sonuglariyla ¢ok iyi korelasyon gostermistir. Bu skorlama ydntemlerinin bir
yetersizligi  tashi yuzik hicre degisikligi bulunan adenokarsinomlarda,
sitoplazmanin biiyiik oranda reaktif olmayan miisin ile dolu olmasi1 nedeniyle
ROS1 mutasyon pozitif hastalardafiizyon protein varligini gostermede yetersiz
kalabilme ihtimalidir (121).

IHK ¢alismalarinda ROS1 yeniden diizenlemesine sahip bilinen timor
ornekleri veya SLC34A2-ROS1 fiizyon genini barindiran HCC78 hiicre dizisine
ait bir hicre blogu pozitif kontrol olarak kullanilabilir(116). Apendiksin ganglion
hicrelerinin ALK IHK ig¢inuygun bir kontrol olmasinin aksine su anda ROS1 igin
tammlanmis iyi bir dis doku kontrolii mevcut degildir. Zayif ROS1 ekspresyonu
akciger doku orneklerinde zaman zaman nonneoplastik hiperplastik tip 1l
pnomositlerde, alveolar ~ makrofajlarda  veya  subplevral bolgede
saptanabilmektedir. Genellikle bu hiicrelerdeki boyanma zayif veya orta
derecededir (1 + / 2 + yogunlukta) ve protein stabilitesinin preanalitik
degiskenlerden (6r. fiksasyon siiresi) etkilenip etkilenmedigi belirsizdir (120).
Kemik metastazlarinda, osteoklast tipi dev hiicrelerin giiclii graniiler sitoplazmik
boyanmast da yine bir i¢ kontrol olarak dikkat cekmektedir(117). Bizim
calismamamizda da alveolar makrofajlar ve subplevral bdlgede pozitif boyanma
saptanmistir ve bu boyanma pozitif internal kontrol olarak yorumlanmistir.

ROS THKsm1 >20 tiimor hiicresi igeren tiimor drneklerindedegerlendirmek
Onerilmis olsa da birka¢ hiicrede tespit edilebilen net bir boyanmanin anlamli

kabul edilebilecegini belirten yayinlar da bulunmaktadir(123). Bu durum daha
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once belirttigimiz zaman zaman nonneoplastik hiperplastik tip Il pnémositlerde ve
subplevral bolgede saptanabilen i¢ kontrolii diisiindiigiimiizde bu konuda akciger
dokusuna spesifik calismayan patologlar arasinda uyum oranim diisiirebilecektir.

Pozitif ROS1 IHKs1 tipik olarak ince graniler sitoplazmik boyanma
seklinde izlenmektedir. Bununla birlikte, boyama paterni, gen flizyon ortaginin
fonksiyonuna ve subseliiler konumuna bagli olabilir (121,124).CD74-ROS1
fuzyonu tasiyan tumor orneklerinde globiler boyanma tanimlanirken,EZR-ROS1
fuzyonu tasiyan tiimorlerde membrandz boyanma gozlemlenmistir (121,123).FIG-
ROSI1 fiizyonu sonucu meydana gelen fiizyon proteininebagli olarak periniikleer
giicli noktasal boyanma da bildirilmistir(113). Bizim c¢alisma hastalarimizdan
2’sinde pozitif imminreaksiyon tespit edilmis olup bu hastalarda izlenen boyanma
paternleri soluk ince graniiler boyanma ve noktasal boyanma seklindedir. Farkli
boyanma paternlerinin varligi tiimor hiicreleri arasindaki ROS1 protein
ekspresyonu dinamigi farkliligi ile de agiklanabilir. ROS1 mutasyonu pozitif
akciger kanserlerinde ve bu mutasyonu tasiyan hiicre serilerinde ROS1
ekspresyon seviyelerinin hiicreden hiicreye degisebildigi
gosterilmistir(117).Gerek ROS1 mutasyonu pozitif akciger kanserlerinde
gereksebu  mutasyonu tasiyan  hiicre  serilerindeROS1 gen  yeniden
diizenlenmesinin homojen varligina ragmen IHK sonuglarinda ve boyanma
paternlerinde farkliliklarin olmast IHKya dayali algoritmalara siiphe ile
yaklasilmasina da neden olmaktadir.

ROS1 yeniden duzenlenmesi olan bazi hastalarda zayif ROSI1
imminreaktivitesi veya tamamen negatifligi de gosterilmistir. Ancak orta veya
gucli  yogunlukta diffiz pozitif ROS1 IHK boyanmast ROS1 yeniden
diizenlenmesiyle daha siki1 iliski icindedir (121,125-126).Ayrica, literatiirde gicli
pozitif ROS1 imminreaksiyonuna sahip hastalarin bazen ROS1 FISH testi
sonucunun negatif olmasina da rastlanabilmektedir(113,120-121,126-127).

Bir calismaya gore IHKsal+2 ve +3boyananlaryontemle pozitif olarak
kabul edilirse, ROS1 IHK'nin duyarhligi ve oOzgiilliigii sirasiyla %100 ve
%97.78'dir(114). Sholl ve arkadaglar1 53 akciger adenokarsinomu olgusunda
ROS1 break-apart FiSHprobu ile elde ettikleri sonuclart ROS1 ITHK(D4D6)

sonuglari ile karsilastirmislardir. Buna gére ROS1 FISH sonuglari kesin mutasyon
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sonucu olarak kabul edildiginde ROS1 IHK'nin % 100 duyarl1 oldugunu ve % 92
spesifik oldugunu tespit etmislerdir(120). Rogers ve arkadaslari ise 304 akciger
kanserini hastasinda yaptiklar1 calismada ROS1FiSHve IHK(D4D6antikoru)
sonucunu karsilastirmiglar ve IHK mn duyarlihigim% 33,3, 6zgiilliigiini% 99,7
olarak bulmuslardir (125).

Hem retrospektif hem de prospektif kohort analiz eden bir ¢alismadaROS1
[HC'nin retrospektif kohorttaki duyarliligt % 100, ozgilligii % 76; Pozitif
prediktif deger % 1 ve negatif prediktif deger % 100 idi. Sadece 3+ IHK boyamasi
pozitif olarak siniflandirilirsa, retrospektif kohorttaki ROS1 IHC'nin duyarlilig1 ve
ozgilliigii % 100, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif deger de% 100 idi.
Prospektif kohorttaki 104 vaka -ki onlar EGFR ve ALK negatif hastalar-
alindiginda, ROS1 yeniden diizenlenmesinin orani (% 12) daha yiksekti (128).

Pozitiflik esigine bagh olarak, cogu ¢alismada % 100 duyarlilikla ve % 92
ile % 100 arasinda degisen bir dzgiilliikte olan THK, ROSI pozitif KHDAK'y1
tespit etmek icin etkili bir tarama testi olarak karsimiza c¢ikmaktadir(113-
114,116,120-121,123,125). Ancak bizim c¢alismamizda ve Rogers ve ark.'nin
yaptig1 calismada ROS1 [HK’nmn duyarliligi zayif bulunmustur(125). Bu durum
[HK mn semikantitatif degerlendirme prensibi ile iliskili olabilir. Bir arastirmaci
grubunun +1 pozitiflik kabul ettigi boyanma derecesini baska bir arastirma grubu
negatif veya +2 pozitiflik olarak kabul edebilir. Ancak literatlirdeki sonuclar ve
bizim ¢alismamizin verileri birlikte degerlendirildiginde ROS1 yeniden
diizenlenmesinin varligini arastirmak icin ROS1 IHK's1yiiksek negatif prediktif
degere sahiptir. Bu nedenle kismen spesifik bir yontem olarak Onerilebilir. Tan
algoritmas1 baglaminda bakildiginda literatiirdeki yayinlarda da IHK taramasi ve
ardindan FISH onay1 énerilmektedir (128). Yine aym yayinda FISH testinde
yalmzca diffiiz ve giiclii yogunlukta IHK boyanmas: yani timér hiicrelerinde en
az % 90"'inda +3 boyanma ve dolayisiyla H skoru > 270 olursa bu hastalarda kesin
ROS1 mutasyonu vardir seklinde yorumlanabilecegine vurgu yapilmistir. Ancak
yogunlugun degerlendirilmesi, pozitif hiicrelerin tiimér geneline oranmi yine
stibjektif olup tartismaya acik bir konudur (128). Nitekim literatiirdekidiger
caligmalarda, FISH testi ile ROS1 mutasyonu gosterilen olgularin bir kisminin

boyle bir yaklagimla atlanabilecegi gosterilmistir (121,125).
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Literatiirde yer alan ¢alismalarda tersi durumlarla da karsilagilmistir. Yani
[HKsalolarak ROS1 ekspresyonunun oldugu hastalarda ROS1 FISH ilepozitiflik
izlenmemistir. Bu durum ALK ve HER2 yeniden diizenlenmelerinin oldugu
vakalarda  goriilmiis olup IHKsal ROS1 antikorunun o6zgiilli ile
iliskilendirilmistir. D4D6 ROS1 antikor klonununhiicre i¢i sinyal yolaklarindaki
birden ¢ok epitopu tanidigin1 diisiindiirmektedir. Bu nedenle ROS1mutasyonu
olmayan ancak [HKsal olarak pozitifligin saptandigi hastalarda ALK, HER2
mutasyonlar1 agisindan da arastirilmasi 6nerilmektedir (113). Baska bir ¢alismada
FIG-ROS1 flizyonu gibi FISHtesti ile gosterilemeyen intrakromozomal gen
yeniden diizenlenmesi sonucu ortaya ¢ikmayan flizyon proteininin bu vakalarin
bir kismindan sorumlu olabilecegi belirtilmistir (128). Reverse transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve sekanslama gibi alternatif yontemlerle
benzer vakalarda ROS1 gen yeniden dizenlenmelerini ortaya konulmustur
(125,129-131). RT-PCR testi, fiizyon varyantlarinin aymrimini yapmak i¢in ¢oklu
spesifik primer setlere ihtiya¢ duyar (163). RT-PCR, % 100 duyarhilik ve % 85-
100 ozgiilliik ile pozitif vakalar1 tanimlamaktadir (145, 158). Buna ek olarak,
ROSI1 flizyon ortaklarinin listesi oldukca biiyiik ve halen biiyiimekte oldugundan,
RT-PCR nadir goriilen varyantlar1 kagiracaktir. Bu nedenlerle teknigin klinik
uygulamada kullanimi1 sl kalmistir.Yeni  nesil  sekanslama  (NGS)
teknolojisinin gelistirilmesiyle birlikte FISH, RT-PCR ve IHK'ye ek olarak,
akciger kanseri ile iligkili genlerdeki birden fazla degisikligi ayn1 anda saptamak
miimkiin olmustur(132-134).Bu teknolojiyi kullanan ticari platformlar su anda
ROS1 de dahil olmak (izere bir dizi flizyon genini kapsayan test kitleri ile birlikte
mevcuttur.

Molekiiler onkogen aktivasyonuna yol agan DNA degisiklikleri arasinda
epigenetik mekanizmalar da yer almaktadir. Lee ve arkadaslari, ROS1 genini
etkileyen bir hipometilasyonun, ROS1'i aktive edebildigini gostermislerdir. Bu
durumun klinige yansimasi ROS1 ekspresyon artisi seklinde olmaktadir. Yine
ROSI kopya sayist kazanimi gen dozajinmi artirarak, ROS1 ekspresyon artisina
neden olabilmektedir. Lee ve arkadaslar1 bir hastanmprimer tumorinin ve bu
timorin metastazinin ROS1 gen durumunu degerlendirmisler ve ROS1 kopya

sayist kazanimi ile ROS1 ekspresyonu arasinda gugli bir iliski oldugunu
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gostermislerdir(135).Bunun nedenle FISH testinde pozitiflik saptanmayan ancak
[HKsal olarak pozitif olan olgular, yani aberanROS1 protein ekspresyonunun
saptandig1 olgular,ROS1 geni yeniden duzenlenmesi olmamasina karsin
epigenetik mekanizmalar ve gen dozaji artisina neden olan mekanizmalar ile
aciklanabilir (114). Buna karsin Jin ve ark.’ninyaptigi ¢alismada KHDAK!'da
ROSI kopya sayisi kazanimi ile protein asir1 ifadesi (overekspresyonu) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadigini gdstermislerdir(136).
Dolayisiyla FISH testinde pozitiflik saptanmayan ancak IHKsal olarak pozitif olan
az sayida hasta i¢in hala tatmin edici bir agiklama yapilamamaktadir. Bu hasta
gruplarinda hiicre i¢i sinyallerin ve gen ekspresyonunu degistiren ¢ok sayida
mekanizmanin aydinlatilmasi aragtirilmaya acik giincel bir konu olarak karsimiza
cikmaktadir.

ROS1 pozitif AAK tedavisinde krizotinib kullanimu ile birlikte, ROS1
testinin refleks test olarak yapilmasi onerisi artacaktir (15) Doku ve zamandan
tasarruf etmek icin, dokudan ilk kesitler alimrken bu testler iginde fazladan kesit
ahnmas1 faydah olacaktir(137). Su an ROS1 FISH testi sigara kullanmamus,
EGFR mutasyonu ve ALK yeniden diizenlenmesi negatif, ileri evre (Evre 3B ve
4) KHDAK hastalarinda tiim histolojik alt tiplere, sigara kullanmis olan KHD ve
skuamoz hiicreli dis1 karsinomalt tiplerine 6nerilmektedir (138).

ROS1 fiizyon geni bulunan KHDAK hastalarinin ALK yeniden
dizenlenmesi bulunan KHDAK hastalarla birgok Kklinik patolojik 6zelligi
paylagmasi dikkat ¢ekicidir (100,139). ALK ve ROSI1'in kinaz alanlar1 % 77
sekans homolojisine sahiptir (140-141).Bu nedenle ROS1 sinyalizasyonu, ALK
inhibitéri olan Krizotinib tarafindan ROS1 flizyon proteinlerini eksprese eden
hiicre hatlarinda biiyiik 6lciide engellenmektedir (79,142). On calismalar,
krizotinib ile tedavi edilen ROS1 yeniden diizenlenmis hastalarin ALK ile yeniden
diizenlenmis hastalarla karsilastirildiginda daha uzun bir medyan yanit siiresine
sahip olabileceklerini 6ne strmektedir (15).ROS1 mutasyonuna sahip KHDAK
hastalarinda yapilan iki bagimsiz c¢alismada, krizotinibin umut verici antitimor
aktivitesi oldugu gosterilmistir. Yanit oranlart sirasiyla % 72, % 80 ve medyan

progresyonsuz sagkalimlar1 (PFS) 9 ila 19 ay olarak raporlanmistir (15,141).
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ROSI1 flizyon partneri ve krizotinib tedavisi siiresi arasinda herhangi bir
iliski gosterilmemistir(143). Awad ve ark.’nin ¢alismasinda(144), CD74-ROS1
flizyonu olan bir hastanin, ROS1-kinaz alanindaki G2032R mutasyonundan dolay1
krizotinibe karsi direng kazanmis oldugunu bildirmistir. Bu gibi hastalarda
kullanilmak {izere in vitro ve in vivo gucli bir ROS1 inhibitori ve MEF /
VEGFR2 icin etkili multikinaz bir inhibitér olan Foretinib (GSK1363089)
onerilmektedir (145). Diger flizerinde c¢alisilmaya devam edilen ajanlarda
bulunmaktadir .

Bir oral ALK / EGFR inhibitori olan AP26113, in vitro olarak ROS1
flzyon aktivitesini inhibe edebilir ve bu arastirma i¢in devam eden Faz | / Il
(NCT01449461)¢alismasina ROS1 pozitif KHDAK hastalartoplanmaktadir(146).
Bir ALK / ROS1 inhibitéri olan PF-06463922’nin ise fare modellerinde
krizotinibe direncli timorlerde etkinlik gosterdigi bulunmustur (Faz 1 / 1l
caligmasi(NCT01970865)). HSP9O0 inhibitéri AT13387'yi krizotinib ile kombine
eden bir Faz I / II ¢alismasi (NCTO01712217) 0zellikle crizotinib sirasinda
progrese olan ALK-pozitif ve ROS1-pozitif KHDAK hastalarini ¢alismaya dahil

etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Akciger adenokarsinomu mortalitesi yiksek olan bir kanserdir. Cagimizin
thttn epidemisi ve son gelismelerden dolay1 patologun tam koymanin yamnda tani
koyarken gerekli ileri tetkikleri yaparken molekiler test igin gerekli yeterli timor
hiicre sayisim1 gozetmesi ve bu testlere kaliteli 6rnek saglamasi Onemlidir.
Dolayisiyla  biyopsi ~ materyallerinde  gereksiz  IHK  tetkiklerinden
kaginilmali,hastanin evresine bagli olarak doku ornegi reflex test olarak direk
molekiiler teste gonderilmelidir (4)

Kanserden oOliimlerin basinda gelen akciger kanseriyle savasta spesifik
hedefler ve bu hedeflere yonelik tedavi yontemleri bulmamiz 6nem tagimaktadir.
Bu baglamda "next generation sekanslama” adi verilen teknoloji yiiksek verimli
molekiler analiz imkan1 saglar. Ancak yayginlagmasi, alt yapinin saglanmasi i¢in
zamana ve ylksek maliyeti nedeniyle de finansa ihtiyag vardir. Bu siirecte AAK
hastalar1 i¢in tedavi hedeflerinin daha kolay ve ucuz belirleyebilecek olan
alternatif tekniklere, bu tekniklerin giivenilirliginin kanitlanmasina, tetkiklerin
standart protokollere baglanmasina, kapsamli ve ekonomik degerlendirme
sistemleri olusturulmasina ihtiyag vardir.

Potansiyel olarak hedeflenebilir ROS1 gen yeniden diizenlenmesi, akciger
adenokarsinomlarinin ¢ok kiiclik bir ylizdesinde gergeklesir ve EGFR
mutasyonlar1 ve ALK gen yenidendiizenlemeleri ile karsilikli olarak birbirini
dislar. IHK ile tarama literatiirde mevcut yayinlara gére hassas olmakla beraber,
spesifik degildir ve FISH ile ROS1 gen anormalliklerinin analiz edilmesi gereken
hasta sayisini azaltmak i¢in uygun bir yontem olabilir (128). ROS1 mutasyon
pozitiflik potansiyeli olanhastalarin se¢iminde EGFR-pozitif ve ALK-pozitif
vakalarin hari¢ tutulmasi1 ve ROSIIHK pozitif hastalarin segilmesi, ROSI
yeniden diizenlenmis akciger kanseri tespit etme ihtimalini arttiracak ve
uygulanmas1 pahali ve zaman alict FISH testinin her vakada uygulanmasi
gerekliligini onleyebilecektir (128).

FISH &ncesi tarama testi olarak IHK'nin kullanim1 konusunda her ne kadar
calismalarin ¢ogu IHK'nin oldukg¢a hassas ve 6zgiil oldugunu gostermis olsa da

her laboratuvarin kendini test etmesi ve Onerilen algoritmay1 karsilayacak
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prosediirii uygulamas1 gereklidir. Nitekim bizim ¢alismamizda ROS1 IHK
literatlirden farkl1 olarak beklenen duyarlilik ve 6zgiilliikte degildir.

Calismamiz kapsaminda belirlenen biitgenin dogrultusunda maksimum
hasta sayisimi calisabilmek adina ve akciger tiimdrlerinin biiyiik ¢cogunlugunun
ileri evrelerde tespit edilmesi, bu hastalarin rezeksiyona gidememesi, daha kii¢lik
biopsi doku Orneklerinden tam almalari nedeniyle mevcut rezeksiyon
materyallerine ait bloklardan makrodiseksion yontemi ile yeni bloklar
hazirlanmistir (Bkz. Sekil 3.1). Ancak tUmor heterojenitesi diistiniildiigiinde
makrodiseksiyon ile ¢ikartilan tiimor alanlar1 digindaki tiimor hiicrelerindeki
pozitiflik gdzden kagirilabilecektir. Benzer durumla kiigiik doku ornekleri, sitoloji
materyallerinden hazirlanan hiicre bloklar1 gibi rutinde de karsilasildigindan
yeniden makrodiseksiyonla olusturulan bloklar kabul edilebilir risk simrlari
icindedir.

ROS1 nadir gorulen ancak hedeflenebilir tedavisi olan bir mutasyondur.
EGFR ve ALK mutasyonu olmayan AAK'larda varliginin arastirilmasi 6nemlidir.
Bu arastirmada altin standart FISH'dir. Oncesinde tarama testi olarak standartlari
belirlenmis, giivenirliligi laboratuvara 6zgii sartlar altinda test edilmis IHK

kullanilmas1 daha ekonomik ve pratik olacaktir.
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7. OZET

Akciger adenokarsinomu tanisi alan hastalarin yaklagik %2’si ROS1 gen
yeniden diizenlenmesine sahip olup hedefe yonelik tedaviye adaydir. Amacimiz
kendi toplumumuzda ROS1 mutasyonu olan tlimor alt grubunu belirlemek, bu
hasta grubunun oOzelliklerini tespit etmek yamisira ROS1 gen yeniden
diizenlenmesi varhgini degerlendirmede immunohistokimya (IHK) ve Floresans
insitu hibridiasyon (FISH) teknikleri arasindaki uyum oramni arastirmak ve rutin
degerlendirmede kullamlabilecek algoritmalar1 belirleyerek literatiire katki
saglamaktir.

Calismamiza 260 akciger adenokarsinomu hastas1 alinmistir. Hastalarin
demografik bilgileri, tan1 anindaki timor evreleri, son goriilme tarihleri, 6lmiigse
olum tarihi gibi bilgileri, Epidermal buyume faktorl reseptori (EGFR) ve
Anaplastik lenfoma kinaz (ALK) mutasyon durumlari dosyalarindan
kaydedilmistir. Yeterli tiimor hiicresi olan 226 hasta degerlendirmeye alinmis ve
biitin hastalara FISH ROSI1 ve [HKsal ROS1 uygulannustir. Bu testlerin
oncesinde bazi tiimor dokular1 makrodiseksiyon yapilarak yeniden bloklanmustir.

Hastalarin %81,5°1 erkek, %18,5’1 kadindir. Hastalarin yas araligi 29-89
olup ortalama yas 61,4°tiir. En sik izlenen alt tipler asiner (%39,8) ve solid
(%34,9) paternlerdir. Vakalarin %57,4'i tam1 aninda evre IV'tiir. Genel olarak
hastalarin medyan sag kalim stiresi 22,8 aydir. EGFR mutasyon orant %12,3,
ALK mutasyon orani %3,81'dir. ROS1 gen yeniden diizenlenmesi FISH ile pozitif
tek hasta lenf diiglimli metastazindan tespit edilmis olup erkek ve 62 yasindadir.
Hastanin 40 paket yil sigara kullanma 0ykiisi mevcuttur. Solid patern izlenmitir.
Hastanin genel sag kalimu 3,5 aydir. Ayrica iki hastada ROS1 IHK ile (+1)
boyanma izlenmistir. {HKsal ROS1'in tam koyma giicii zayif bulunmus ancak
ROSI gen yeniden diizenlenmesi negatif olan hastalar1 bulma giicti %99°dur.

ROSI'in EGFR ve ALK mutasyonu olmayan akciger adenokarsinomlu
hastalarda varliginin arastirilmasi 6nemlidir. Tarama testi olarak standartlari
belirlenmis, giivenirliligi laboratuvara o6zgii sartlar altinda test edilmis IHK
kullanilmas1 daha ekonomik ve pratik olacaktir.

Anahtar Sozcukler: Akciger adenokarsinomu, ROS1 mutasyonu, hedefe

yonelik tedavi, floresan insitu hibridizasyon, immiinohistokimya
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8. ABSTRACT

Approximately 2% of the lung adenocarcinoma patients have ROS1 gene
rearrangement and they are candidates of targeted therapy. Our aim is to
determine the tumor subgroup having ROS1 gene rearrangement in our population
and their characteristics, to investigate the correlation between
immunohistochemistry (IHC) and fluorescence in situ hybridization (FISH)
techniques for ROS1 gene rearrangement and to contribute to the literature by
determining the algorithms that can be used for routine evaluation.

The account of patients with lung adenocarcinoma included to our study
was 260. Demographic findings, tumor stages at the time of diagnosis, last seen
date, date of death, Epidermal growth factor receptor (EGFR) and Anaplastic
lymphoma kinase (ALK) mutations were recorded from patient charts. Totally,
226 patients with adequate tumor cells were evaluated for FISH ROS1 and IHC
ROS1. Before these tests, some tumor tissue samples were reprocessed by
macrodissection.

Male patients account for 81.5% and females were 18.5%. The age range
of the patients was 29-89 and the mean age was 61.4. The most common seen
subtypes were aciner pattern (39.8%) and solid pattern (34.9%). At the time of
diagnosis, 57.4% of the cases were stage IV. Median survival time of the patients
was 22.8 months. The EGFR mutation rate was 12.3% and the ALK mutation rate
was 3.81%. ROS1 gene rearrangement was detected at a 62 year-old male patient
from the metastatic lymph node biopsy. He had 40 pack-year smoking history. A
solid pattern was seen. The patient's overall survival was 3.5 months. Additionally
in two patients, (+1) staining was observed with ROS1 IHC. The diagnostic power
of ROS1 was found weak. However, patients without ROS1 rearrangement was
determined reliably in 99% by ROS1 IHC.

It is important to investigate the presence of ROS1 in lung
adenocarcinoma patients without EGFR and ALK mutations. It would be more
economical and practical to use IHC which has been tested for reliability under
laboratory-specific conditions and established as a screening test.

Key Words: lung adenocarcinoma, ROS1 mutation, targeted therapy,

fluorescence in situ hybridization, immunohistochemistry
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