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1. GIRIiS

Akciger kanseri, tim diinyada erkeklerde en sik goriilen kanserdir
ve her iki cinsiyette de kansere bagli 6liimlerin en sik nedenidir (1, 2).

Akciger kanserlerinin  %80-85’ini kii¢iikk hiicreli dis1 akciger
karsinomlart (KHDAK), KHDAK’lerin ise %?50’sinden fazlasini
adenokarsinomlar olusturur (3). KHDAK ’lerin birgok tipi olmasina ragmen
uzun yillar boyunca standart yontemler ile tedavi edilmistir. Son yillarda
KHDAK patogenezindeki bilgilerin artmasi, tirozin kinaz reseptorleri ve
hiicre i¢i sinyal yolaklarini hedefleyen ajanlarin gelismesi ile hedefe yonelik
kigisellestirilmis tedavi giindeme gelmistir (4).

Epidermal biiyiime farktorii reseptorii (EGFR), Kirsten rat sarkomu
viral onkogen homolog gen (KRAS) mutasyonlar1 ve Anaplastik lenfoma
kinaz (ALK) translokasyonlari, akciger kanserinde belirlenen en eski
genomik degisiklikler olup bu liste son 5 yilda onemli Olgiide artis
gostermistir.

Calismamizda KHDAK o6rneklerine 2018-2019 yillar arasinda Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda akciger kanseri i¢in
uygun hedef panel kullanilarak yeni nesil dizileme (YND) yontemi
uygulandi. Kanser hiicrelerinde saptanan gen degisiklikleri, bunlarin
histolojik tiplerle olan iligkisi ve sikliklar1 belirlenip bu veriler literatiirle

karsilastirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger kanseri etiyolojisi

Sigara ozellikle akciger kanserinin gelismesinin ana nedenidir (5).
Akciger kanseri olan hastalarin %10-25’1 yasam1 boyunca 100 adetten az
sigara i¢cen bireylerden ya da hi¢ sigara igmemis olan gruptan olusur. Bu
grupta genellikle kadin cinsiyet ve ADK tanis1 baskin olup aile dykiisi,
postmenapozal hormon replasman tedavisi, gevresel tiitiin dumani, radon
maruziyeti, hava kirliligi, fosil ve komiir yakitlarindan agiga ¢ikan aromatik
hidrokarbonlar, asbest, yemeklik yag dumani, tiiberkiiloz, kronik obstriiktif
akciger hastaligi, amfizem, kronik bronsit oykiisii, diisitk sosyoekonomik
diizey ya da iyonize radyasyon gibi sigara dis1 risk faktorleri rol

oynamaktadir (6).
2.2. Diinya Saghk Orgiitii (DSO) 2015 siniflamasi

DSO’niin 2015 yilindaki smiflama sisteminde akciger kanserleri
genel olarak kiigtik hiicreli akciger karsinomu (KHAK) ve KHDAK olmak
iizere 2 gruba ayrilir. KHDAK %80, KHAK ise %20 oraninda goriiliir.
KHDAK olan hastalara cerrahi ve adjuvan tedavi yapilirken, KHAK’lerde
oncelikle neoadjuvan tedavi uygulamr. DSO’niin 2015 akciger kanser

siniflamasindaki epitelyal tiimorler Tablo 1°de gosterilmistir (3, 7).



Tablo 1. Akcigerin epitelyal tiimérlerinin 2015 DSO simflamasi

AKkcigerin Epitelyal Tiimorleri ICD-O kodu
Histolojik Tip ve Alt Tipler
Adenokarsinom 8140/3
Lepidik adenokarsinom 8250/3¢
Asiner adenokarsinom 8551/3d
Papiller adenokarsinom 8260/3
Mikropapiller adenokarsinom 8265/3
Solid adenokarsinom 8230/3
Invaziv miisindz adenokarsinom 8253/3d
Mikst invaziv miisindz ve muisindz 8254/3d
dis1 adenokarsinom
Kolloid adenokarsinom 8480/3
Fetal adenokarsinom 8333/3
Enterik adenokarsinom 8144/3
Minimal invaziv adenokarsinom
Miisinoz dis1 8256/3d
Miisindz 8257/3d
Preinvaziv lezyonlar
Atipik adenomatdz hiperplazi 8250/0d
Adenokarsinoma in situ
Miisindz dist 8250/2d
Miisinoz 8253/2d
Skuamoz hiicreli karsinom 8070/3

Keratinize skuamoz hiicreli karsinom | 8071/3
Keratinize olmayan skuamdz hiicreli | 8072/3
karsinom
Bazaloid skuamoz hiicreli karsinom 8083/3
Preinvaziv lezyon
Skuamoz hiicreli karsinoma in situ | 8070/2
Noroendokrin tiimorler
Kiigtik hiicreli karsinom 8041/3
Kombine kiigiik hiicreli karsinom | 8045/3
Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom | 8013/3
Kombine biiyiik hiicreli 8013/3
noroendokrin karsinom
Karsinoid tiimorler

Tipik karsinoid timdor 8240/3

Atipik karsinoid timor 8249/3
Preinvaziv lezyon

Diffiiz idiyopatik pulmoner 8040/0d

ndroendokrin hiicre hiperplazisi
Biiyiik hiicreli karsinom 8012/3



Adenoskuamoz karsinom 8560/3
Sarkomatoid karsinom

Pleomorfik karsinom 8022/3
Igsi hiicreli karsinom 8032/3
Dev hiicreli karsinom 8031/3
Karsinosarkom 8980/3
Pulmoner blastom 8972/3
Diger ve Siniflanamayan karsinomlar
Lenfoepitelioma benzeri karsinom 8082/3
NUT karsinom 8023/3d
Tiikriik bezi tipi tlimorler
Mukoepidermoid karsinom 8430/3
Adenoid Kistik karsinom 8200/3
Epitelyal myoepitelyal karsinom 8562/3
Pleomorfik adenom 8940/0
Papillomlar
Skuamoz hiicreli papillom 8052/0
Egzofitik 8052/0
Inverted 8053/0
Glandiiler papillom 8260/0
Mikst skuamoz ve glandiiler papillom | 8560/0
Adenomlar
Sklerozan pnémositom 8832/0
Alveoler adenom 8251/0
Papiller adenom 8260/0
Miisindz kistadenom 8470/0
Miisin6z gland adenomu 8480/0

ADK, akciger kanserinin en sik tipi olup tiim akciger kanserlerinin
%40’ 11, KHDAK’lerin ise %60’mn1 olusturur. Genellikle akcigerin
periferinde lokalizedir ve plevral ¢ekintiye yol acarlar. Santral yerlesimli,
diffiiz lobiiler konsolidasyon seklinde, bilateral-multinodiiler ya da plevral

kalinlagmalar seklinde de goriilebilirler (3, 7).

Glandiiler yapilanmalar ve miisin iiretimi akciger ADK’leri i¢in

tanimlanan baslica iki 6zelliktir (3, 7). Pnomosit kokenli olmalari sebebiyle



ADK’lerin %80’i tiroid transkripsiyon faktorii (TTF-1) ve Napsin-A

eksprese ederler (8).

Adenokarsinoma in situ (AIS) 3 cm’den kiigiik, lepidik biiyiime
paternine sahip olan ve vaskiiler, stromal ya da plevral invazyon i¢ermeyen
tiimorler i¢in kullanilir. Bu 6zelliklerdeki bir tiimoér 5 mm’den kiiciik bir
odakta invaziv bilylime gosterir ise tiimor mikroinvaziv adenokarsinom
(MIA) olarak adlandirilir. invazyon alaninda genellikle desmoplastik bir
stroma mevcut olup, invaziv olan komponent lepidik dis1 (Orn. asiner,
papiller, mikropapiller veya solid) paterne sahiptir. MIA’da tiimér nekrozu,
lenfovaskiiler invazyon ve plevral invazyon olmamalidir. Hem AIS hem de

MIA’da 5 yillik sag kalim %100°diir (9).

Invaziv ADK ler biiyiime paternlerine gére lepidik, asiner, papiller,
mikropapiller, solid olmak iizere 5 gruba ayrilir (10). Lepidik patern en iyi
prognozlu alt tip iken asiner ve papiller patern daha kotii prognoza sahiptir.
En kot prognozlu olan alt tipler ise mikropapiller ve solid paternlerdir (9,

11).

Lepidik patern, akciger ADK’lerinde siklikla goriilen bir alt tiptir.
Alveoler yap1 korunmustur ve bazen de sklerotik kalinlasmig alveoler
septalar olustururlar. Daha 6nceki 2004 Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO)
simiflamasinda bronkioalveoler karsinom olarak adlandirilan tiimorler

lepidik patern adenokarsinom olarak isimlendirilmistir (Resim 1) (3, 7).



Asiner patern, en sik goriilen alt tiptir. Fibroelastik bir stroma i¢inde
klasik glandiiler yapilar olusturur (Resim 2) (3, 9). Papiller patern, dallanan
fibrovaskiiler korlar ¢evresini kaplayan tiimor hiicrelerinden olusur.
Fibrovaskiiler kor, papiller paterni mikropapiller paternden ayirmada
yardimci olur (Resim 3) (3, 9). Mikropapiller patern, fibrovaskiiler korlari
olmadan ¢ikintilar olusturan hiicre kiimelerinden meydana gelir. Psammom
cisimcikleri goriilebilir ve diger alt tiplere gore daha koti prognozludur
(Resim 4) (12-14). Solid paternde tiimor hiicreleri tabakalar olusturur.
Pnomositik belirtegleri eksprese eden az diferansiye alt tip olarak tanimlanir
(Resim 5) (3, 9). Kribriform patern sonradan tanimlanan bir alt tip olup
DSO’niin sini1flamasinda heniiz yer almamaktadir. Solid bilesen olmaksizin
glandiiler liimenlerin bulundugu, invaziv sirt sirta birlesen timor glandlart
seklinde tanimlanir. Kribriform paterni baskin olan adenokarsinomlarin,
asiner baskin paterne gore daha kotii prognozlu olduklart gosterilmistir (15,

16) (Resim 6).



Resim 2: Asiner patern H&E x100



Resim 4: Mikropapiller patern H&E x100



Resim 6: Kribriform patern H&E x200



Invaziv miisindz, enterik, kolloid ve fetal adenokarsinomlar, invaziv
ADK’lerin nadir varyanlandir. Invaziv miisinoz adenokarsinom, bol
miktarda intrasitoplazmik miisin igeren kolumnar hiicrelerden olusur.
Immiinhistokimyasal olarak TTF-1 negatiftir. Molekiiler profili kolon

adenokarsinomlari ile benzerdir (3, 17).

Kolloid ADK, alveol bosluklarinda, miisin golciikleri igerisinde
invaziv timor hiicrelerinden olusur. Genellikle intestinal belirtecler

eksprese olurken TTF-1 ve keratin 7 ekspresyonlar1 degiskendir (3).

Fetiis akcigerine benzeyen fetal ADK, diistik dereceli ise saf fetal
tipte iken yiiksek dereceli ise en az %50 oraninda invaziv ADK komponenti
eslik eder. Subniikleer glikojenden zengin vakuoller i¢eren ve kompleks
glandiiler yapilar olusturan tiimor hiicreleri goriiliir. TTF-1 ve niikleer beta-

katenin ekspresyonu gosterir (3, 18).

Enterik ADK, kolorektal ADK benzeri histolojik goriiniime sahip
olup ilk olarak Tsao ve ark. tarafindan tanimlanmistir (19). Firgams1 kenara
sahip, vezikiiler niikleuslu, eozinofilik sitoplazmali, uzun kolumnar timér
hiicrelerine sahiptir. Nekroz bulundurabilen asiner, kribriform ya da
tiibiilopapiller paternler olusturur. Immiinhistokimyasal olarak, tiimordeki
enterik diferansiyasyon nedeniyle CDX2, Keratin 20 ve Villin ekspresyonu

gortlebilir .(3).

Skuamo6z hiicreli kasinom (SHK), akciger kanserlerinin %20’sini

olusturur (20). Sigara igme insidansindaki diisiis nedeniyle goriillme orani
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son yillarda azalmigtir. Genellikle akcigerin santralinde yerlesim gosterir.
Morfolojik olarak keratinizasyon ve hiicreler arasi kopriilerin goériilmesi ile
tan1 konur. Timor hiicreleri genis sitoplazmali ve belirgin niikleolliidiir.
Keratinize SHK’de keratin olusturan yuvalar ya da tek hiicre
keratinizasyonu goriliir. Keratinize olmayan SHK’yi biiyiikk hiicreli
karsinomdan ayirt edebilmek i¢in immiinhistokimyasal yontem ile p40,
keratin 5/6 ve p63 gibi SHK belirtegleri kullanilmalidir. Bazaloid SHK, az
diferansiye olup periferdeki hiicrelerin palizatlanma gosterdigi lobiiller
yapilanmalar olusturan bir SHK alt tipidir. Timor hicreleri, kiigiik,
monomorfik, kiiboidal ya da fiiziform sekilli, genellikle niikleol igermeyen
hiperkromatik niikleusludur (3). SHK’ler ADK’ye gore daha iyi

prognozludur (9).

Biiyiik hiicreli karsinom (BHK), tiim akciger kanserlerinin
%3’linden azini olusturur (21). Sitolojik, yapisal ve immiinhistokimyasal
olarak adenokarsinom, SHK ve KHK o6zelliklerine sahip olmayan az
diferansiye bir karsinomdur. Akcigerin periferinde yerlesir. Cogunlukla
solid tabakalar ya da yuvalar seklinde goriiliir ve nekroz igerebilir. Kiigiik
biyopsilerde ve sitolojik materyallerde KHDAK, siniflanamayan olarak tani
verilmelidir (3). BHK’lerin solid ADK ile benzer molekiiler degisiklikler

gosterdigi belirtilmektedir (22).

Adenoskuamdz karsinomlar, tiim akciger karsinomlarinin %5’ inden

azinda goriiliir (9). Her iki karsinom komponenti de timdriin %10 undan
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fazla olmalidir. ADK ile benzer genetik mutasyonlar goriiliir (3). ADK ya

da SHK’ye gore daha kotii prognozludur (23).

Pleomorfik, igsi hiicreli ve dev hiicreli karsinom, tiim akciger
karsinomlarinin  %3’{inden azinda goriiliir. igsi, dev hiicreli ya da
pleomorfik hiicreler, sarkomatoid farklilasma sonucu olusur. Bu
isimlendirme rezeksiyon materyalinde yapilmalidir (3, 10). Primer bir
pulmoner sarkomu ekarte etmek i¢in tiimoriin keratin (pansitokeratin,
keratin 7 vb.) ya da epitelyal membran antijen (EMA) ekspresyonu
oldugunun gosterilmesi gerekir. Diger KHDAK ’lerden daha kétii prognoza

sahiptir (24).

Karsinosarkom, KHDAK yani sira rabdomyosarkom, kondrosarkom

ya da osteosarkom gibi bir sarkom komponentinin bulunmasidir.

Pulmoner blastom, fetal adenokarsinom ile primitif mezenkimal

stromanin birlikte bulundugu bir akciger timaridiir (3).

Siniflanamayan karsinomlarin basinda lenfoepitelyoma benzeri
karsinom gelir. Epstein Barr Viriis iliskili lenfoid infiltrasyonun belirgin
olarak bulundugu, sinsityal biiyiime paternindeki, vezikiiler niikleuslu,
belirgin eozinofilik niikleollii, skuamoz ve igsi hiicre diferansiyasyonu olan
timor hiicrelerinden olugur. NUT karsinom, NUT gen yeniden diizenlemesi
bulunan tiimorler olup, agresif gidisli ve kotli prognozludur. Tabakalar ve
adalar seklinde dizilim gosteren, kiiclik-orta ¢apli monomorfik, diizensiz

niikleer kontiirlere sahip, kaba graniiler niikleuslu hiicrelere sahiptir (3).
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Bronsgiyal glandlar ile tiikriikk bezlerinin analog olmalar1 nedeniyle
akcigerde, tikriik bezindeki tiimorlere benzer Ozellikte olan
mukoepidermoid karsinom, adenoid Kkistik karsinom ve epitelyal

myoepitelyal karsinomlar da goriilebilir (3).

Noroendokrin timor (NET) grubu akcigerdeki kanserlerin %20-
25’ini olusturur (25). Tipik karsinoid, atipik karsinoid, KHK ve biiyiik
hiicreli noroendokrin karsinom (BHNEK) olarak 4 ana kategori mevcuttur.
Diistik dereceli NET grubunda tipik karsinoid, orta dereceli NET grubunda
atipik karsinoid, yiiksek dereceli NET grubunda ise KHK ve BHNEK
bulunmaktadir (26). Diisiik, orta ya da yiiksek dereceli NET’ler temel olarak

mitoz ve Ki67 proliferasyon oranlarina gore gruplanr.

Tipik karsinoid tiimor, organoid adalar, rozetler, trabekiiller
olusturan monoton hiicrelerden meydana gelir. Mitoz 10 biiytik biiyiitme
alaninda (BBA) 2’nin altinda, Ki67 proliferasyon indeksi ise %4-5’den
azdir. Atipik karsinoid morfolojik olarak tipik karsinoide benzer gériiniimde
olup fokal ya da noktasal tiimor nekrozu igerebilir. Mitoz 10 BBA’da 2-10

adet goriiliirken Ki67 proliferasyon oran1 %20-25’den azdr.

KHK, kii¢iik boyutlu, ince graniiler kromatine sahip, niikleolleri
belirgin olmayan, dar sitoplazmali 10 BBA’da 10’un iizerinde mitoz iceren
ve Ki-67 proliferasyon indeksi %50’nin iizerinde olan yiiksek dereceli

noroendokrin karsinom kategorisinde yer alir.

13



BHNEK, KHK’ye gore daha biiyilk boyutlu hiicrelerden
olusmaktadir. Genis eozinofilik sitoplazmalari ve belirgin niikleolleri
bulunur. Mitoz 10 BBA’da 10’un iizerinde olup Ki-67 proliferasyon indeksi

%40’dan fazladir (9).
2.3. Kromozomlar ve mutasyonlar hakkinda genel bilgiler

Kromozomlar, proteinlerle kompleks halde bulunan gift zincirli
deoksiriboniikleik asitten (DNA) olusur. Genom, DNA’nim 10° baz ¢iftlik
kismini ifade eder. Insan genomu 46 kromozom (2N) igerir. 22 otozomal
kromozom ve 2 seks kromozomu vardir. Insan genomunda yaklasik 35.000

adet gen bulunur (27, 28).

Her kromozom, 2 adet uzun kol, 2 adet kisa kol, 1 adet sentromer ve
cok sayida telomer igerir. Sentromer, iki kardes kromatidin birlestigi
daraltilmis bolgedir. Kisa ve uzun kollar1 birbirinden ayirir. Mitozda
kromozomlarin mitotik igcige baglanmasi ve kromozom ayrilmasi igin
gerekli bolgedir. Telomer, kromozom uglarinda bulunan heterokromatik
DNA bolgeleridir. Kromozom uglarindaki bozulmaya ve kromozomlarin

yanindaki diger kromozom ile yapisip birlesmesine karsi korur (27, 28).

Kromatin, genetik materyalin interfaz siiresince bulundugu formdur.
DNA proteinlerle kompleks hale gelerek koilleri ve stiperkoilleri olusturur.
Histonlar kromotinlere baglanan major proteindir. 147 baz ¢iflik DNA bu

histon proteinleri g¢evresinde 1.65 tur atarak katlanirlar. Bu kompleks
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niikleozom olarak adlandirilir ve 6-8 niikleozom tekrar sarmallanarak 30

nm’lik kromatin agini olusturur (27, 28).

Okromatin, genellikle interfazda goriilen, gen ekspresyonunda
transkripsiyonun  aktif  oldugu, gevsek paketlenmis DNA’dir.
Heterokromatin ise, siki paketlenmis DNA’dir. Transkripsiyonun olmadigi

inaktif alanlarda goriiliir (27, 28).

Otozomal kromozomlar biiyiikten kiicige dogru siralanirlar.
Sentromer durumlarina gore ortada ya da ortaya yakin ise metasentrik,
belirgin uzunluk farklari iceriyorsa submetasentrik, kromozomun sonunda

ya da sonuna yakin ise akrosentrik olarak gruplanir (27, 28).

DNA ve riboniikleik asit (RNA) uzun dogrusal biiyiik niikleik asit
polimerlerdir. Bes (5) karbonlu seker ve fosfat grubu icerir. DNA’daki
sekerin 2’ karbon pozisyonunda bir hidroksil grubu eksiktir. Nitrojen baz ve
seker baglaninca niikleozid olusur. Niikleoziddeki 3’ ya da 5’ karbon
grubuna bir fosfat grubu fosfodiester bag ile baglaninca niikleotid olusur.
Fosfodiester baglar, giicli kovalent baglardir. Niikleik asitler,
niikleotidlerden olusur ve RNA’da seker grubu riboz iken, DNA’da

deoksiribozdur (27, 28).

DNA’da deoksiribozun 1. karbonuna piirin ya da piirimidin bazlari
baglanir. DNA’daki piirinler, adenin ve guanin, pirimidinler ise timin ve
sitozindir. Adenin timin ile 2 hidrojen bagi, guanin de sitozin ile 3 hidrojen

bag1 kurarak baz ¢iftlerini olustururlar (27, 28).
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RNA’da piirimidin bazlarindan timin yerine urasil bulunur. Tek
zincirlidir. Ancak bazen kendi iglerinde ya da DNA ile hidrojen baglar

olusturabilirler (27, 28).

Kromozomlarda sayisal anomaliler, poliploidi, andploidi, mozaizm
ve kimerizm olmak tizere 4’¢ ayrilir. Poliploidi, kromozom sayisinin 3N ya
da daha fazla olmasidir. Anaploidi, tek ya da daha fazla kromozom kay1p ya
da kazinimlarini ifade eder. Monozomi, bir parental kromozom kaybi (6rn.
45,XY-7), trizomi ise bir paranteral kromozom kazanimi (6rn. 47,XY+21)
durumudur. Mozaizm, tek bir zigottan, kimerizm ise farkli zigotlardan gelen

iki ya da daha fazla hiicre dizisinin farklihigidir (27, 28).

Mutasyon, genetik dizideki farklilasmadir. Bu, dizideki gergek
degisim (tek niikleotid degisikligi, delesyon vb.), konum degisikligi
(inversiyon, translokasyon) ya da dizi miktarindaki degisiklik (kopya sayis1
degisikligi) seklinde olabilir. Somatik mutasyon, sonradan kazanilmis ve
kaliimsal olmayan, germline mutasyonlar ise kalitimsal olan germ
hiicrelerinde de bulunan mutasyonlardir. Siiriicii mutasyonlar, tiimdriin
olusumunu saglayan se¢ici mutasyonlar olup yolcu mutasyonlar tipik olarak
timoriin bilylimesi ve hayatta kalmasi icin 6nemli olan mutasyonlar
degildir. Siiriicii mutasyonlar tiimoriin  6limsiizliigiiniin ana nedeni
(onkogen bagimhilik fenomeni) oldugundan bu mutasyonlarin

inaktivasyonu kanser hiicrelerinin 6liimii ile sonuglanir (28, 29).
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Insan genomundaki her 300 niikleotidden biri tek niikleotid
pleomorfizmi (degisimi) gosterir (28). Tek niikleotid degisimlerinde (SNV)
proteinde fonksiyonel bir bozulma yaratma ihtimali olanlar yanlis anlamli
ya da anlamsiz mutasyonlardir. Yanlis anlamli mutasyon, bir DNA baz
ciftinde degisiklik olusmasi ile bir aminoasit degismesidir. Anlamsiz
mutasyonda, bir baz ¢ifti degisimi ile durdurucu kodon olusur ve diizgiin
fonksiyon gdstermeyen ya da hi¢ fonksiyon gostermeyen bir protein olusur.
Insersiyon (ins), bir ya da birden fazla bazin orijinal DNA dizisine
eklenmesidir. Delesyon (del), bir DNA parg¢asinin orijinal diziden
ayrilmasidir. Duplikasyon (dup), bir DNA pargasinin bir ya da daha fazla
kez kopyalanmasidir. Cergeve kaymasi, delesyon, insersiyon ve
duplikasyonlar ile cklenen ya da ¢ikarilan DNA bazlarinin yarattig
degisimin genin okundugu cerceveyi degistirmesidir. Genellikle olusan
protein islevsizdir. Kii¢iik DNA dizilerinde ¢ok sayida tekrarlarin olugmasi
tekrarlar ile genislemeler olusturur. Genelde bu tekrar dizileri proteinlerde
islev bozukluguna yol agmaz. Delesyon / insersiyon (indel) bir ya da birden
fazla niikleotidin silinerek yerine bagka niikleotid ya da niikleotidlerin
yerlesmesidir. Inversiyon (inv), birden fazla niikleotidin ters donmesi,
translokasyon (t), homolog olmayan kromozom pargalar1 arasindaki yer
degistirmesi olarak tamimlanir. Transpozisyon, niikleotidlerin  bir

pozisyondan baska bir genom ya da diziye hareket etmesidir.

Bir mutasyonun okunmasi sirasinda oncelikle kodlanan DNA (c¢),

sonra pozisyonu ve sonrasinda mutasyon tipi ile hangi araliklarda
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bulundugu yazilir. Ornegin, ¢.546A>T, 546. pozisyondaki adenin yerine
timin niikleotidinin geldigini, ¢.586 591delTGGTCA ya da c.586 591del6,
586 ve 591 arasindaki yazilan 6 tane niikleotidde silinme oldugunu

gostererir (28).
2.4. Karsinogenez ve rol oynayan genler
2.4.1. Onkogenez ve KHDAK’da molekiiler degismeler

Kanser, siklikla hiicrelerdeki c¢ok basamakli olan kazanilmig
mutasyon serileri ile olusur. Timor siipressor genlerin fonksiyon kayb1
ve/veya onkogenlerin fonksiyon kazanimlarina yol agan mutasyonlar
goriiliir. Kontrolsiiz biiylime ve hiicre 6liim mekanizmalarinda duraklama

meydana gelir.

Proto-onkogen, onkogenin mutasyona ugramis seklidir. Yaklasik 14
proto-onkogen kanser gelisimi ile kuvvetli iliskilidir. Proto-onkogenlerin
baslangic bolgelerindeki nokta mutasyonlari, delesyonlar ya da
insersiyonlar, transkripsiyonun artisina, gen amplifikasyonlari, proto-
onkogenlerin  ekstrakromozomal  kopya  artisina,  kromozomal
translokasyonlar proto-onkogenlerin kromozomdaki yeni yerlerinde asiri
ekspresyona ve flizyon olusturdugu ikinci gen ile birlikte onkogenik aktivite
olusmasina yol agar. Onkogen {iriinlerindeki artig hiicre boliinmesini artirir,

hiicre 6liimiinii inhibe eder ve hiicre diferansiyasyonunu azaltir.

Tiumor siipressor genler, genellikle hiicre siklusunda ve apopitozis

de rol oynar. Bazilarinin (6rn. DNA yanlis eslesme tamir proteinleri, MENT1,
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BRCA1 ya da BRCA2) DNA tamir gorevi de vardir. Hiicre adezyon
molekiillerinin sentezlenmesi ile tiimor hiicrelerinin metastaz yapmasini
engeller. Timor siipresor genlerde meydana gelen mutasyonlar,
heterozigozite kaybi (LOH) ve ¢ift vurus hipotezi olusarak fonksiyon

kayiplari ile sonuglanir(28, 30, 31).

fleri evre KHDAK si olan hastalarda &zellikle tedavi secimlerini
yonlendirmede protein ve genetik diizeydeki molekiiler degisikliklerin
saptanmast ¢ok Onemlidir (32). KHDAK’de 300 somatik mutasyon
bulunmustur (33). 2004 yilinda Boston’daki iki arastirmaci grup (34, 35) ve
ardindan New York’taki bir grup (36) EGFR geninde aktive edici
mutasyonlarin KHDAK’te bulundugunu ve tirozin kinaz inhibitérlerine

kars1 oldukca duyarl olduklarini belirtmistir.

En iyi bilinen siiriicii mutasyonlarin olustugu genler EGFR, KRAS
ve ALK tir. ALK ve EGFR’deki mutasyonlar genellikle hi¢ sigara igmemis
olan hastalarda goriiliir ve tiimor periferik yerlesimlidir. Buna karsin KRAS
mutasyonu olan hastalarin biiyiik cogunlugu sigara igicisidir ve tlimorleri
SHK ve KHK’te oldugu gibi santralde yerlesme egilimindedir (6, 37). Kadin
cinsiyet, Asya etnik kokeni, hi¢ sigara igmemis olmasi ve adenokarsinomun
histolojik alt tipleri (Iepidik patern baskinligi) EGFR iliskili tirozin kinaz
inhibitorlerine daha iyi yamt ile iliskili bulunmustur (32, 38). Bazi
kaynaklarda EGFR mutasyonu goriilme sikligi beyaz irkta %15 iken, Dogu

Asya’lilarda %30-50"dir (39, 40).
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Akciger kanserinde tan1 ve hedefe yonelik tedavide uygulanmasi

gereken molekiiler test algoritmasi Sekil 1°de gosterilmistir (41).

Mutasyon analizi:

- EGFR mutasyonu

- ALK yeniden diizenleme
- ROS1 yeniden diizenleme

- Diger gen degisiklikleri [ BRAF, MET, Birinci basamak
SHK d|§| KHDAK > RET ve ERBB2 (Tedavi uygunlugu d o

durumunda gen paneli genisletilebilir)] tedavi

PD-L1 iHK testi:

- Stirlicti gen mutasyonlari bulunmayan
hastalarda hastalarda birinci basamak
tedavi 6ncesi

Mutasyon analizi:

- EGFR mutasyonu

- ALK yeniden diizenleme

- ROS1 yeniden diizenleme

- Diger gen degisiklikleri [
Sigara BRAF, MET, RET ve ERBB2

: . ____— (Tedaviuygunlugu
Igme_”."? / durumunda gen paneli
az IGICl genisletilebilir)]

SH K PD-L1 iHK testi:

- Slirict gen mutasyonlari
bulunmayan hastalarda
hastalarda birinci basamak
tedavi dncesi

Sigara

. PD-L1 iHK testi
icenler

Sekil 1: KHDAK’lerde molekiiler test algoritmasi (42)
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2.4.2. Tirozin kinaz reseptor genleri

EGFR, HER1 ya da ErbB1 olarak da bilinen, ErbB reseptor kinaz
ailesinin dort tiyesinden (EGFR, HER2, HER3, HER4) biridir (Sekil 3).
EGFR geni 7. kromozomun kisa kolunda (7p12.13) bulunur. Tiim ErbB
proteinlerinin, hiicre dis1 ligand baglama alani, hiicre membranindan gectigi
kisim, hiicre iginde tirozin kinaz alani ve C terminal diizenleyici bolge
olmak tizere 4 adet fonksiyonel bélgeleri vardir. Tirozin kinaz bolgesi N ve
C loblarindan olusur. ATP bu iki lob arasina baglanir. C terminal
diizenleyici ise birka¢ tirozin rezidiisiine sahip olup fosforilasyonun
gerceklestigi bolgedir. Bir spesifik protein reseptore baglandiginda homo ve
heterodimerizasyonlar olusur ve konfigiirasyon degisiklikleri meydana
gelir. Tirozin kinaz aktive olup sitoplazmadaki diizenleyici alan i¢indeki
tirozin rezidiilerinde otofosforilasyon gelisir. Fosforile tirozinler, Cg, CBL,
GRB2, SHC ve p85 gibi adaptor proteinlerin baglanma bolgelerini aktive
ederek mitojen aktiflestiren protein kinaz (MAPK), fosfatidilinositol 3 kinaz
(PI3K)/protein kinaz B (AKT), STAT gibi sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna yol agar. Bu reseptorlerin fazlaca aktive olmasi sinyal yolak
aktivasyonlarina neden olarak hiicre proliferasyonu, oliimsiizliik,

anjiyogenez ve metastazin olugmasini saglar. (32, 38, 43).

EGFR ekspresyonu birgok insan kanserlerinde (akciger, bas boyun,
kolon, pankreas, meme, over, mesane, bobrek vb.) artis gosterir ve EGFR

ekspresyonu gosteren tiimorler daha kotii prognozludur (32).
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EGFR geninde ekzon 18-21 arasi tirozin kinaz alanini kodlayan
bolgeler olup akciger kanserinde aktif somatik mutasyonlar burada olur.
EGFR’nin tirozin kinaz alaninda mutasyonlarin olmasi neredeyse sadece
akciger kanserinde goriilir. Ekzon 19 igindeki g¢erceve igi (in-frame)
delesyonlar ve ekzon 21’in 858. pozisyondaki Losin yerine Arjinaz
aminoasidinin gelmesi (p.L858R) ile olusan SNV, EGFR mutasyonlarinin
sirastyla yaklagik %45 ve %40 kadarini olusturur. Kalan %5-10 mutasyon
ekzon 18°deki niikleotid degisimleri ve ekzon 20’deki c¢ergeve igi

insersiyonlardir (32, 39) (Sekil 2).
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Sekil 2: EGFR TKi’lerine duyarh ve direncli mutasyonlar (44)

Ekzon 18’deki mutasyonlar EGFR tirozin kinaz inhibitorlerine
(TK1I) duyarh iken, ekzon 20°deki cerceve ici insersiyonlar TKi’ye direng

ile iligkilidir (32, 39). Bu diren¢ mekanizmalarinin %50’si ekzon 20’de 790.
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pozisyona treonin yerine metiyonin aminoasidinin (T790M) gelmesidir
(45). Uciincii kusak tirozin kinaz inhibitorleri (osimertinib) hem aktive edici
EGFR mutasyonlarina hem de ekzon 20 T790M direng mutasyonuna karsi
etkili olan pan-ErbB inhibitorleridir (32). Diger direng mekanizmalari, MET
amplifikasyonu (%5), HER2 amplifikasyonu (%8), PI3CA mutasyonu (%8)

ve kiigiik hiicreli akciger karsinomuna (%14) dontistimdiir (46, 47).

EGFR amplifikasyonu, gendeki kopya sayisi artisina neden olur.
Yiiksek dereceli ve invaziv biiyiime gosteren tiimorlerde daha sik goriiliir.
Metastatik odaklarda amplifikasyon sikliginin prekiirsor lezyonlardan daha
fazla oldugu gosterilmistir. Bu nedenle mutasyonlarin daha erken ortaya
ciktigl, amplifikasyonun ise tiimor progresyonu ile iligkili oldugu

diistintilmektedir (48).

HER2 (NEU, EGFR2 ya da ERBB2) ErbB ailesinin iiyelerinden olup
17. kromozomda bulunan HER2 geni tarafindan kodlanan bir reseptor
tirozin kinazdir (Sekil 3). Gliglii bir kinaz aktivitesine sahip olmasina karsin

tanimlanmusg bir ligand1 yoktur (49, 50).

HER2, hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve migrasyonunu
saglayan PI3K/AKT/mTOR ve MEK/ERK yolaklarini aktive eder (51).
HER2 onkojenik aktivasyonu meme, mide, akciger, mesane, over ve

pankreas kanserlerinde goriliir.

HER?2 protein ekspresyonunda artis, HER2 amplifikasyonu ve HER2

gen mutasyonu olarak tli¢ farklit HER2 degisimi saptanmis olup, bunlarin
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varliginda tiimoriin kemoterapiye goreceli direng gosterdigi bilinmektedir.
Bu nedenle hedefe yonelik tedavilerin belirlenmesi amacityla HER2 nin
onkojenik aktivasyonunun varligi sorgulanmadir (51-53). Akciger
kanserinde, HER2 asir1 ekpresyonu yaklasik %20 oraninda goriiliirken
HER2 amplifikasyon sikligi meme kanserlerinden daha azdir (49). HER2
mutasyonlart siklikla ekzon 20’deki ¢ergeve i¢i insersiyonlar olarak goriiliir
(54, 55). HER2 mutasyonlar1 %2-4, HER2 amplifikasyonu %10-20 ve
HER?2 ekspresyonu %35 oraninda goriiliir. Ayrica EGFR ve HER2 arasinda
heterodimer bulunup bu yolla sinyalizasyonun ¢ogalmasi saglanir. Bu
yiizden EGFR-TKI’lerle yukarida blokaj saglansa bile hiicre icinde sinyal
aktarimi devam ettiginden ERBB2 mutasyonu olan timérler TKi’lere
direnglidir. Ancak genis spektrumlu TKi’ler hem EGFR hem de HER2

mutasyonlarinda hedefe yonelik tedavi olarak kullanilabilir (38, 49, 56).

HER2 mutasyonu goriilme sikligi, kadinlarda, ADK’te, sigara
icmeyenlerde ve Dogu Asya’lilarda EGFR mutasyonlarinda oldugu gibi
daha fazla oranda goriilir. Bu o6zelligi tasiyan bir hastada EGFR
mutasyonunun goriilme sikligr %61 iken HER2 mutasyonunun goriilme

siklig1 %4,3’tiir (49).

HER2 tirozin kinaz reseptriiniin aktivasyonunun tespiti igin
immiinhistokimya (IHK) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) arasinda
cok degisken oranlar mevcuttur. Bu agidan IHK ve FISH secimleri patologa
birakilmistir. YND, HER2 mutasyon ve kopya sayist degisikliklerinde
onemli ipuglart saglar (55).
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ERBB3 (HER3) bir tirozin kinaz reseptoriinii kodlayan ErbB
ailesinin bir tiyesidir. Hiicre proliferasyonu ve hiicrenin hayatta kalmasini
saglayan RAS/RAF/MAPK ve PISK/AKT/mTOR gibi yolaklar1 aktive eder
(Sekil 3) (57). ERBB3, tirozin kinaz aktivitesine sahip degildir. Ancak
PI3K’nin diizenleyici alt birimi olan p85 icin birgok baglanma bolgesine
sahip oldugundan sinyal aktivasyonu yapabilir (32). ERBB3 mutasyonu olan
KHDAK ’lerde dacomitinib, osimertinib ve afatinib gibi EGFR-TKI’lerinin

kullanim1 6nerilmektedir(58).

ERBB4 (HER4), 2934 lokalizasyonunda olan ERBB ailesinden
tirozin kinaz reseptoriinii kodlayan onkogendir (Sekil 3). KHDAK’de
ERBB4’lin yanlis anlamli mutasyonlar1 %5,4 oraninda (ADK’lerin
%5,2’sinde  SHK’lerin %6,3’tinde) goriliir. Afatinib, dacomitinib ve

osimertinib gibi 2. ve 3. nesil EGFR-TKI’lerle tedavi edilmesi énerilir (59).
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Sekil 3: ErbB ailesi reseptor tirozin kinazlar ve hiicre ici sinyal

yolaklari (60)

“Discoidin” alani tirozin kinaz reseptéri 2 (DDR2), tirozin
kinazlarin alt siniflarindan biridir. Kollajene baglanarak hiicrenin
¢ogalmasina, migrasyonuna ve hayatta kalmasina katkida bulunur.
Genellikle SHK’te goriiliir (61). DDR2 siiriicii gen olup DDR2 kinaz

inhibitorlerine duyarhdir (62).

Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii (FGFR) ailesinin 4 adet FGFR
iyesi (FGFR1-4) vardir. Hiicrenin biiylimesini ve hayatta kalmasini
saglayan ~RAS/RAF/MAPK ve  PI3BK/AKT/mTOR  yolaklarinin

aktivasyonunu saglayan tirozin kinazlardir. Bu tirozin kinazlarin

27



amplifikasyonlari, fonksiyon kazanim mutasyonlar1 ve translokasyonlari

goriilebilir. FGFR mutasyonlar1 kétii prognozla iligkili bulunmustur (63).

FGFR1, onkojenik siiriicti gendir. Gen amplifikasyonu, flizyon ve
artmis ekspresyonlar1 goriliir. Akciger kanserinde siklikla FGFR1 gen
amplikasyonlar1 mevcuttur. Sigara i¢enlerde daha sik goriiliir ve akciger

SHK’lerinin %15-20’sinde saptanir (64, 65).

FGFR1 mutasyonlar1 iiiincii nesil EGFR-TKI’lere kars1 direnc ile
iligskili bulunmustur (66). Nintedanib, bir tirozin kinaz inhibitorii olup
FGFR1 amplifikasyonu olan lokal ileri evre, metastatik ya da lokal
rekiirrens gosteren akciger ADK’lerinde doksitaksel ile kombine ikinci

basamak tedavi olarak kullanilabilir (67).

Akcigerin SHK’lerde FGFR2 ve FGFR3'teki somatik mutasyon
oranlar1 yaklasik %2,7’dir. Bu iki gende de amplifikasyon izlenmez (68).
Akciger ADK’lerde yaklasik %5,5 oraninda FGFR3 mutasyonu mevcuttur.
Nintedanib kullanominin FGFR3 mutasyonu olan hastalarda yarar saglar

(69).

Platelet kaynakli biiytime faktorii alfa (PDGFRA), KIT, PDGFRB,
makrofaj koloni sitiimile edici faktor reseptorii (CSF1R) ve FMS benzeri
tirozin kinaz 3 (FLT3) ile birlikte tip III reseptor tirozin kinaz ailesinin bir
iyesi olup hiicrenin proliferasyonunu ve hayatta kalmasini saglayan
RAS/RAF/MAPK ve PIBK/AKT/mTOR yolaklarini aktive eden proteini

kodlayan bir onkogendir (70). Fonksiyon kazanimi saglayan mutasyonlar,
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amplifikasyonlar ve flizyonlar PDGFRA’nin aktivasyonuna neden olur (71).
Nintedanib, FGFR1’de oldugu gibi PDGFRA’nin da tirozin Kkinaz

aktivitesini bloke ederek yolaklarin inhibisyonuna katki saglar (67).

KIT, tip Il tirozin Kinaz reseptor ailesindeki KIT proteinini kodlar.
Amplifikasyon, fonksiyon kazanim mutasyonlar1 ya da protein asiri
ekspresyonu ile KIT aktivasyonu olusur (70, 72). KIT amplifikasyonu,
akciger ADK’lerinin %3-7’sinde, SHK’lerinin ise %8-10"unda bulunur
(71). ALK mutasyonu pozitif olan vakalarda ALK-TKIi’lerine oldukca
duyarlidir. Ancak KIT amplifikasyonu bulunan bir tiimérde ALK-TKI{ olan

krizotinibe kars1 direng giirtiliir. (73).

FLT3 de KIT ve PDGFRA gibi tip Il tirozin kinaz ailesindeki FLT3
proteinini  kodlayan bir onkogendir. FLT3, ¢esitli kanserlerin
proliferasyonlarinda, diferansiyasyonlarinda ve anjiogenezinde rol oynar.
Solid tiimérlerde FLT3 mutasyonu heniiz bildirilmemis olup, FLT
amplifikasyonu akcigerde %0,4 oranindadir (74). FLT3’i etkileyen ¢oklu
kinaz inhibitorleri Ozellikle akut myleoid 16semi gibi hematolojik
malignitelerde kullanilmakta olup solid tiimdrlerde diisiik etkinlik nedeniyle
kullanimi 6nerilmemektedir. Yeni ¢alismalarda KHDAK hedefli tedavi

ajanlar1 denenmektedir (75).

ALK, 2p23 lokalizasyonunda olup insiilin reseptor siiper ailesinden
ALK proteinini kodlar. Ekstraselliiler kisim, hidrofobik membran icindeki

kisim ve intraselliiler kinaz alanindan olusur. Diger tirozin kinaz reseptdrleri
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gibi hiicre i¢i yolaklarinin sinyal aktivasyonuna rol alir. ALK geninde
fiizyonlar, fonksiyon kazanim mutasyonlar1 ve amplifikasyonlar goriiliir
(61). Bu degisimler akciger kanserinde %5-7 oraninda saptanir. Geng, sigara
icemeyen, asiner paterne sahip Asya’l, tasl yiiziik hiicreli komponenti olan
beyaz irklarda daha sik gériiliir. Ozellikle solid ve en az %10°u tash yiiziik
hiicreli komponente sahip olan hastalarda mutasyon goriilme siklig1 artis
gosterir (76). ALK yeniden diizenlemesi olan hastalar ALK-TKI olan
krizotinibe %60 oraninda yanit vermesine karsin bir-iki yil iginde
krizotinibe karsi direng gelisir. Krizotinib direncini olusturan durumlar,
tirozin kinaz bolgesinde gelisen SNV’ler ya da EGFR, KIT, IGF-1R gibi
reseptorlerin aktivasyonlardir. YND ile direng iligkili nokta mutasyonlari
saptanabilir. Direng mekanizmalar1 belirlendik¢e seritinib, birigatinib,
alektinib (ikinci kusak ALK-TKI) ve lorlatinib (iigiincii kusak ALK-TKI)

gibi yeni ALK-TK1’leri kullanilir (77).

Proto-onkojen tirozin-protein kinaz 1 ROS (ROS1), 6p22
lokalizasyonunda olup ALK gibi insiilin reseptdr siiper ailesi iiyesi, tirozin
kinaz aktivitesine sahip integral membran proteini olan ROS1’i kodlar ve
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonundan sorumludur. Fonksiyon
kazanim mutasyonlar1 ve fiizyonlar ile aktive olur. ROS1 yeniden
diizenlemeleri  akciger  kanserlerinde  %1,7 oraninda  goriiliip
adenokarsinomlarda 6zellikle solid ve papiller paternlerde siktir. Hastalar

genellikle geng ve hi¢ sigara igmemistir. Asya’da yaygin olup, SHK’te de
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saptanmustir (78). ALK mutasyonlarinda kullanilan TK1’lerle tedavi edilirler

(79).

Mezenkimal epitelyal gegis (MET) geni tarafindan kodlanan
hepatosit biiytime faktérii (HBF) reseptorii, hiicrenin biiyiimesinin
diizenlenmesinde temel rol oynayan bir tirozin kinaz reseptoriidiir (80).
Hiicrenin proliferasyona, migrasyonuna ve tiimoriin metastazina aracilik
eden RAS/RAF/MAPK ve PI3K/AKT/mTOR yolaklarini aktive eder (81).
Amplifikasyon ve mutasyonlar1 ile MET aktivasyonu saglanir. Bu gen
degisiklikleri EGFR TKi’lere karsi direng ile iliskilidir (82). MET
mutasyonlart akciger ADK’lerin %7’sinde goriiliir (5). MET ekzon 14
atlama bolgelerinin etkileyen somatik mutasyonlar ilk olarak primer akciger
kanserinde bildirilmistir. Ekzon 14 atlama mutasyonlar1 ile MET-kinaz
aktivitasyonu olusur. En bilinen atlama mutasyonu, negatif diizenleyici
roliinde olan Y1003 bolgesinde meydana gelir. Reseptordeki bu bolge
ubiquitin ligazin baglanip reseptdriin parcalanmasii saglayan alandir.
Ancak mutasyon oldugunda bu pargalanma engellenmis olur. Ekzon 14
atlama mutasyonlart KHDAK’lerde %3 oraninda goriiliir ve krizotinib,
kabozantinib tedavilerine yanit verir (80). Yiiksek MET amplifikasyonlari
(MET/CEP17 orani: >5) ekzon 14 atlama mutasyonlar1 ile birliktelik
gosterebilir (83). Krizotinib monoterapisi yiikksek MET amplifikasyonu

(MET/CEP17 orani: >5) olan hastalara da 6nerilmektedir (84, 85).

Ostrojen reseptor alfa (ESR1), akvitatér protein 1 ya da uyarict
protein 1 gibi transkripsiyon faktorlerine baglanarak gen ekspresyonunu
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diizenleyen ya da hiicre membranina yerleserek protein kinaz ve sinyal
yolaklarinin aktivasyonuna yol agan ESR1 proteinini kodlar. ESR1 6zellikle
akciger ADK’lerde bulunur. Prognozu olumsuz yonde etkiler. Ostrojen
reseptor antagonistleri ile tedavi edilen hastalarin mortalitesi azalmaktadir

(86, 87).

2.4.3. Tirozin kinaz reseptdrlerinin aracilik ettigi sinyal yolaklarinda

rol oynayan onkoproteinler

KRAS mutasyonlari, EGFR mutasyonlar1 gibi akciger kanserinde
sirici mutasyonlardir. RAS/RAF/MAPK ve PI3K sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna neden olur (88). Akciger kanserlerinde KRAS’1in onkogenik
aktivasyonun oldugu ilk defa 1990 yilinda bildirilmistir (89). Bati
iilkelerinde akciger kanserinde %20-30, Dogu iilkelerinde %10-15 oraninda
KRAS mutasyonlar1 goriiliir. KRAS mutasyonu olan hastalar daha kotii
prognozludur (90). KRAS mutasyonlari, miisinéz adenokarsinomlarda
miisin iretmeyenlere gore daha siktir (38). Yakin zamana kadar standart
kemoterapiler haricinde baska tedavi verilmezken son yillarda bazi alt
gruplara immiinoterapi sanst verilmistir. MEK inhibitorleri, kinaz
inhibitorleri ve RAF-MEK-ERK yolagi ile birlikte PI3K yolaginin

inhibitorleri de 6nerilen tedavilerdir (91-97).

NRAS, KRAS ile iliskili GTPaz aktivitesi bulunan bir RAS ailesi
iyesidir. MEK yolaginda sinyal iletiminde gorevlidir. Hiicrenin hayatta

kalmasim1 ve proliferasyonunu saglar. Akciger kanserlerinde NRAS
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mutasyonlarinin oldugu gosterilmistir. Bir galismada NRAS mutant olan 6
vakanin 5’i MEK inhibitérlerine, celumetinib ve trametinibe kars1 duyarli
olarak bulunmus olmakla birlikte giinimiizde NRAS mutasyonu olan

hastalara heniiz hedefe yonelik tedavi verilmemektedir (61, 98).

HRAS, RAS/RAF/MEK/ERK yolagini aktive eden RAS ailesine ait
olup mutasyonlari, 6zellikle bas boyun kanserleri olmak {izere mesane,
vulva ve derideki SHK’lerde goriiliir. Akcigerdeki SHK’lerde %02,8,
ADK’lerde %1 oraninda saptanir. HRAS mutasyonlari olan akciger kanserli
olgularin MEK inhibitérlerine yiiksek duyarlilik gosterdigi saptanmis ve
mTOR yolak inhibisyonu ile sinerjistik olarak bu etki arttirilabilir. Ancak
henliz MEK ve mTOR inhibitorleri hedefe yonelik tedavi olarak akciger

kanseri olgularinda kullanilmamaktadir (99).

BRAF, RAS/RAF/ERK sinyal yolaklarindaki efektor proteinlerden
biri olan BRAF proteinini kodlar. BRAF ve RAF1, RAF kinaz ailesinin bir
ilyesidir. Hiicre cogalmasi ve hayatta kalim i¢in ERK aktivasyonunu saglar.
MEK’i dogrudan fosforilleyebilir (61). BRAF mutasyonlari, KHDAK ’lerin

%3-5’inde bulunan nadir mutasyonlardandir (100).

Smuf I, 11, III ve diger olarak 4’e ayrilir. Smif I’de V600OD/E/K/R
mutasyonlart bulunur ve MAPK yolagini gii¢lii bir sekilde aktive eder ve
RAS’tan bagimsizdir. Smif II’de G469, G464, K601 ve L597, simif 1II’te
G466, S467, D594, N581 mutasyonlarindan olusur. Sinif II, orta-yiiksek

kinaz aktivitesi gosterir ve RAS bagimsiz olup, smf III, diisiik kinaz
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aktivitesi gosteren ya da kinaz aktivitesi gostermeyen bir gruptur. Sinif 111
mutasyonlari, siklikla RAS aktivasyonu ve NF-1 fonksiyon kaybina yol
acan ek genetik degisiklikler icerir. Diger grup yanlis anlamli SNV, flizyon

ve delesyonlari igerir (Sekil 4) (101).
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Sekil 4: BRAF proteininin yapisi ve mutasyonlarininin yerlesim yerleri.

Siyah, sinif I, mavi, simf I, kirmizi sinif III mutasyonlari gosterir (101).

En sik BRAF ekzon 15’teki V60OE mutasyonu (%50 oraninda)
goriiliir. Sigara icen ya da icip birakanlarda ve kadinlarda sik goriilmesine
karsin VO60OE dis1 mutasyonlar erkeklerde siktir. Histolojik olarak V600E
mutasyonu mikropapiller ya da miisin igeren TTF-1 ekspresyonu fazla olan
ADK’lerde daha sik goriiliir. Sarkomatoid karsinomlarda ve BHNEK ’lerde
de BRAF mutasyonu bulunabilir. Tedavide kinaz inhibitorleri olan

dabrafenib, vemurafenib, trametinib gibi ilaglar kullanilir (100).
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EGFR, ERBB2, BRAF, KRAS ve ALK mutasyonlar1 akciger
karsinogenezinde tamamlayict bir rol oynar ve neredeyse hicbir zaman

eszamanli olarak meydana gelmez (38).

Mitojen aktif protein kinaz 1 ve 2 (MAP2K1-2), RAS-RAF-MEK-
ERK sinyal yolagindaki MEK 1 ve 2’yi kodlayan onkogenlerdir. MEK1 ve
2, RAF ve bircok kinaz ile fosforillenip aktive olur. ERK aktivasyonu ile
siklin D1, siklin bagimli kinaz 4 (CDK4)-siklin D1 ve CDK2-siklin E
aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglar. Ayni1 zamanda
proapopitotik bcl2 ailesi proteinlerinin (BIM, BAD) ekspresyonunu
baskilayarak ve antiapopitotik elemanlarin (BCL-2, BCL-XL, MCL-1)
ekspresyon ve aktivasyonunu indiikleyerek apoptozisin durmasina yol
acar. Yine bu yolak epitelyal mezenkimal doniisiimde (EMT) 6nemlidir.
Rho/Rac-aktin yolunu ve matriks metalloproteinaz ekspresyonunu
saglayarak hiicrenin invazyon yetenegi kazanmasini saglar (102). MAP2K
mutasyonlart akciger ADK’lerinin %2’sinde, SHK’lerin ise %1,03’{inde
goriilmekte olup trametinib gibi MEK inhibitorleri tedavi i¢in Onerilen

ajanlardir (103).

AKT1 ve PIK3CA, PI3K-AKT-mTOR sinyal yolagindaki AKT1 ve
PI3K proteinlerini kodlayan onkogenlerdir. AKT1 E17K en sik rastlanan,

fonksiyon kazandiran nokta mutasyonudur. Akciger kanserlerinin %0,6-

2’sinde goriiliir (104, 105).
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PI3K, hiicre metabolizmast ve proliferasyonunda etkilidir.
KHDAK’lerde PIK3CA geninde %2-4 oraninda mutasyon goriiliirken, en
sik saptanan mutasyonlar genellikle PI3K nin katalitik alt biriminde (ekzon
20, H1047R ya da H1047L) ya da sarmal baglama alanindadir (ekzon 9
E545K ya da E542K). Diger siiriicii mutasyonlarin aksine EGFR, BRAF,
ALK (en sik) ve KRAS mutasyonlari ile birlikte goriilebilir. SHK ’lerde diger
KHDAK alt tiplerine kiyasla daha sik goriilme egiliminde olup yaklasik
%4.2 oraninda gorilir (106). PIK3CA mutasyonu olan hastalara mTOR

inhibitori olan everolimus ilaci verilir (107).

2.4.4. Tumor siipressor genler

Serin/treonin kinaz 11 (STK11), diger adiyla karaciger kinaz Bl
(LKB1), Peutz-Jeghers sendromunda germline mutasyonu goriilen bir timor
stipressor gendir. STK11, mTOR yolagini diizenler. Aktivitesinin kaybi ile
onkogenez, metastaz ve invazyona katki saglar. SHK’nin dahil olmadigi
KHDAK’lerde %25-30 oraninda STK11l mutasyonu goriiliir. KRAS
mutasyonlart ile birlikte goriiliirken, EGFR mutasyonlar1 ile birlikte
bulunmazlar (108). T- lenfosit aracili immiinite timor bitylimesini kontrol
eden 6nemli bir duraktir. STK11 mutasyonlar1 bu 6nemli kontrol noktasinin
aktivitesini azaltarak immiinoterapi direncinin gelismesine, timordeki PD-
L1 ekspresyonun ve CD8 + T lenfosit sayisinin azalmasina neden olur.
KRAS mutasyonlarinda da tiimoérdeki CD8 + T lenfosit sayisinin bir miktar

azaldig1 bildirilmis olup, STK11 ve KRAS mutasyonlarinin birlikteligi giiglii
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bir immiinoterapi direncinin gelismesine yol acar ve KHDAK’lerde KRAS-

STK11 mutasyon birlikteligi kotii prognoz gostergesidir (109).

NOTCH1, NOTCH sinyalizasyonundaki 4 adet NOTCH (1-4)
reseptor izoformundan NOTCH1’1 kodlar. Epitelyal mezenkimal dontistim,
kemoterapiye direng ve hiicre proliferasyonu iliskilidir. NOTCH1 i¢in tiimor
slipresyonu ya da tiimor progresyonu olduguna dair yayinlar mevcuttur
(110, 111). KHDAK’lerde NOTCHZ1’in fonksiyon kazanim mutasyonlari
goriiliir. Ozellikle solid baskin adenokarsinomlarda NOTCH1 ekspresyonu
gbzlenmezken, papiller ve mikropapiller baskin olanlarda yiiksek oranda

ekspresse ettigi gozlenir (112).

SMAD4, TGF beta yolaginin regiilasyonunda gorev alan bir timor
stipressor gendir. Ana mekanizma hiicre donglisiiniin ilerlemesini
durdurmaktir. Mutasyonlarinda SMAD4 proteininde fonksiyon ya da
ekspresyon kaybi goriilir. Boylece TGF beta bagimli RAS/RAF/ERK
ve/veya PI3K/AKT/mTOR yolaklarinin aktive olmasma neden olur.
Siklikla pankreatik ADK’te goriiliir (113). KHDAK’lerde SMAD4 teki
mutasyonlar tek niikleotid degisimleri seklinde olup KHDAK lerin %4-

6’sinda saptanir (114).

Fosfat ve tensin homolog (PTEN), 10g23.3 lokalizasyonunda
bulunan, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve hayatta kalma hedefleri
bulunan PIBK/AKT/mTOR yolagmin inhibisyonunu saglayan, hipoksi

indiiklenebilir faktor-1 alfa (HIF-1 alfa) ve vaskiiler endotelyal biiyiime
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faktoriinii (VEGF) inhibe ederek anjiogenezi durduran bir timor siipressor
gendir. PIK3CA mutasyonlari ile birlikte goriilebilir. Akciger kanserlerinde

PTEN ekspresyon kayb1 kotii prognoz ile iliskilidir (115, 116).

FBXW?7 tiimor siipressor gendir ve F-box protein ailesinin bir tiyesi
olan FBXW?7 proteinini kodlar. FBXW?7, proteinlerin ubiquitinasyonunu
tetikleyerek NOTCHL1, c-myc, siklin E, mcl-1, mTOR ve jun gibi
proteinlerinin proteazomlarda degredasyonunu aktive eden bir ubiquitin
ligazdir. Mutasyonunda, hiicre boliinmesinde artis, hiicre
diferansiyasyonunda azalma ve kromozomal instabilite gozlenir (117).
Kanser genom atlas verilerine gére FBXW/7 delesyonu, akciger ADK’lerde
% 30,9, SHK’lerde %63,5 oraninda, fonksiyon kazanim mutasyonu ise

sirastyla %8,3 ve %6,2 oraninda goriiliir (118).
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EGFR (%11-22), ERBB2 (%3), MET (%2) ALK (%3-13), RET (<%1), ROS1 (%1-2)

s e

PTEN %3-4 ||| PIK3CA %4 KRAS %15-30 | NRAS <%1
NF1
PIK3R1 %2 AKT1 %1 ’ HRAS <%1 ‘ ’ RIT %2 ‘

’ sn<11%17 ‘ ’ TSC1/2 BRAF %3-4

AMPK ’—V MTOR ’ MAP2K1 %1-2 ‘

Proliferasyon, hayatta kalim, epitelyal mezenkimal dontigiim

Sekil 5: Akciger ADK’deki yolaklar (5)

2.4.5. Akciger kanserinde immiinoterapiye yonelik biyobelirtecler

Bazi tiimorlerde, timore karsi gelisen T- lenfositlerin programli
olim 1 (PD-1) reseptorlerine baglanan programli 6liim ligand 1 (PD-L1)
reseptorleri bulunur. T- lenfositlerde inhibisyona neden olur. Bu baglanmay1
inhibe eden ajanlar tiimore yonelik olan bagisiklik sistemini gii¢lendirir.
Diger immiinoterapi ajani ise T- lenfosit iligkili antijen- 4 (CTLA-4)’lin
ligandina baglanarak, CTLA4 {in yarattig1 immiin sistemdeki inaktivasyonu

ortadan kaldirmay1 amaglar (41).

2.5. Yeni nesil dizileme (YND) yontemi

YND, milyonlarca DNA fragmanin es zamanli niikleotid
dizilemesini yapan ve geleneksel yontemlere kiyasla daha duyarli, hizli ve

dogru bir dizileme olusturan bir teknolojidir (119).
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Geleneksel DNA dizileme yontemi Sanger dizilemesi olarak bilinir.
Sanger yontemi, birim zamanda sadece bir ya da birkag genin dizilemesinde
kullanilir. Ancak maliyet/verim oran1 YND yontemine gore ¢ok yiiksektir
(120). YND’de hata olasilig1 Sanger dizilemeye oranla daha yiiksektir. Bu
hatalar, dizileme yapilacak materyaldeki okuma sayisinin arttirtlmasi ile en

aza indirilir (28).

YND yontemi, genetik materyalin fragmanlara ayrilmasi, bir
kiitiiphane olusturulmasi ve ¢ogaltilmasi ile olusan milyonlarca DNA’nin es
zamanl dizilenmesini saglar (121). SNV ler, amplifikasyonlar, kromozom
pargalarindaki kayiplar ya da eklenmeler, yapisal degisimler (translokasyon,
inversiyonlar vb.), gen ekspresyon farkliliklar1 gibi birgok degisiklik YND

teknolojisi ile tespit edilebilmektedir (122).

Son yillarda YND teknolojisinin kullanilmasiyla elde edilen
genomdaki ¢ok sayida molekiiler degisiklik ile karakterli tiimor mutasyon

yiikii (TMB) tanimlamasi da ortaya ¢ikmistir (123).

Klinik laboratuvarlarda hem kalitimsal hem de somatik
mutasyonlarin saptanmasi amaciyla belirli hastalik gruplari igin hedef gen
panelleri  kullanilirken, tiim ekzon ve tim genom dizilemesi de
yapilabilmektedir (124). Tiim genom dizilemesi, genomun tamamindaki
niikleotid dizisinin tespit edilmesidir. Tiim ekzom dizilemesi, bir genomun
kodlanan biitiin ekzomlarmin dizilemesidir. Bir hastalik (tiiberosklerozis,

kistik fibrozis vb.) spesifik bir fenotipte ve tek bir gen ile iliskili ya da
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genomik heterojenitesi oldukga diisiik ise hedef gen panelleri kullanilmasi
daha uygun iken, retinitis pigmentoza ve serebellar ataksi gibi hastaliklarda
genomik heterojenite yiiksek oldugundan ¢oklu hedef gen panelleri, tiim
ekzom ya da genom dizilemesi yapilmasi 6nerilir (120). Tiim ekzom ya da
tim genom dizilemesi bir hastalikla iliskili yeni aday sinyal yollarinin

tanimlanmasinda da kullanilir(125).

Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) ve Molekiiler Patoloji
Dernegi (AMP) klinik uygulama klavuzlarinin o6nerileri mevcut klinik
kullanim hedeflerinin belirlenmesi ve bu hedefe yonelik olan sinirli sayida

On goriicli ve prognostik biyobelirte¢ kullanilmasidir.

Solid tiimorlerde tiim ekzon ya da tiim genom sekanslama kullanimi
yaygin olmamakla birlikte YND’nin uygulandigi hemen tiim solid

timorlerde hedef gen panelleri kullanilir (126).

YND ile RNA dizilemesi de yapilabilir. Tim kopyalanmis
transkriptler dizilenebilir. Fakat RNA’nin az bir kismi proteinlere ¢evrildigi
icin eldeki dizilerin dogru bir sekilde taninmasi ve analiz edilmesi gibi

zorluklar mevcuttur (127).

YND’deki is akis1 genel hatlariyla kiitiiphanenin hazirlanmasi,
dizilemenin yapilmas1 ve veri analizidir. Ilk olarak DNA izolasyonu yapulir.
Izole edilen DNA -20 °C, RNA -80 °C’de saklanmalidir. DNA izolasyonu
sonrasinda niikleik asit sayisi spektrofotometrik (6rn. NanoDrop),

fluorometrik (6rn. Qubit) ya da kantitatif PCR (qPCR) ile 6l¢iiliir (126).
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Hedef zenginlestirme asamasinda 3 farkli yontem vardir. Birincisi,
genomdaki tiim kodlanan dizinin (ekzon), iKicisi, ayr1 ayr1 secilmis genlerin
kodlanma dizilerinin, ii¢iinciisii ise klinik olarak bilinen varyantlarin (sicak
bolgelerin) zenginlestirilmesidir (128). Kiitiiphane hazirlanirken izole
edilen DNA zincirleri 200-500 baz ¢ifti uzunlugunda parcalanip DNA
zincirlerinin  hareketsizlestirilmesi i¢in uglarina adaptorler ve her
numunenin taninmasi igin farkli dizilerden olusan barkodlar eklenir. Elde
edilen stabil DNA parcalar ¢ogaltilarak milyonlarca DNA fragmani elde

edilir (126, 128, 129).

Dizileme asamasinda, sentezlenirken dizileme ya da
hibridizasyon/ligasyon ile dizileme teknikleri kullanilabilir. Sentezlerken
dizileme daha yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Yeni zincir olusmasi
esnasinda her bir bazin eklendigi sirada ortaya ¢ikan floresan isimalarin
Olgtimii ile dizi analizi yapilir. Ligasyon ile dizilemede ise DNA’ya
baglanan adaptoriin yanina, DNA nin ise karsisina gelecek olan floresan ile
isaretli oligoniikleotid dizileri, ligaz enzimi ile adaptore baglanarak zincirin
uzamasini ve yaydiklar floresan ile de dizilemenin olusmasini saglar (128,

130).

Veri analizi asamasinda bir takim biyoinformatik araglarin
kombinasyonlar1 kullanilir. Tim dizileri analiz etmek i¢in farkli yazilim
araglar1 kullanilarak varyant analizleri yapilir. Ozel olarak tasarlanan, ticari
olarak temin edilen diziyi dijital bilgiye doniistiiren yazilim paketleri ile
biyoinformatik siire¢ tamamlanir (126). Bahsedilen siire¢ “base call”

42



floresan sinyallerinin kalite puanlar1 hesaplanarak gergek dizilere
doniismesi ile baglar. Bunun i¢in ¢ogu dizileme programi Pherd kalite
skorlama sistemini kullanir. Pherd kalite skoru (Q skoru) hazirlik
asamasinda yapilan hatalarla logaritmik olarak iliskilidir. Yiiksek cikan

kalite skorlar yiiksek kalite ile iligkilendirilir (128, 131, 132).

Basarili bir “base call” dan sonraki adim, genomik bdlgelerin
haritalanmasi ve hizalanmasidir. Referans verilerde her bir okumanin dogru
yeri bulunup hizalanir ve hastalik iliskili olan genetik varyasyonlar ayirt
edilir. Bu hizalamasi sirasinda referans dizinin ¢ok biiyiik olmasi, indellerin
cok fazla olmasi nedeniyle referans dizide tam olarak yerine oturamamasi
ya da okunan dizinin ¢ok kii¢iik olup birden fazla referans dizi ile eslesiyor

olmasi bazi zorluklar yaratir.

Aragtirmacilarin ve klinisyenlerin karsilagtiklart zorluk, genomdaki
cok sayida genetik varyasyonun ve her ekzomdaki yaklasik 13.000 tek
niikleotid varyasyonlariin biyolojik ve klinik 6nemini tasvir etmek ve bu

bilgileri klinik uygulamaya aktarmaktir (133).

Mevcut verilere dayanarak bulunan molekiiler degisiklikler, benign,
muhtemelen benign, belirsiz 6neme sahip degisiklikler, muhtemelen
patojenik ve patojenik olarak 5 gruba ya da aktive olmayan, nétr-belirsiz
oneme sahip degisiklikler ve aktive olarak 3 gruba ayrilir (128, 134, 135).
Bu gruplandirma ilgili organa ve tiimdriin tipine gore literatlirdeki daha 6nce

yapilmis arastirmalarin kaynak gosterilmesiyle hazirlanir (126). CAP, AMP
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ve ASCO klavuzlarina gore varyantlar klinik olarak tedavi, prognoz ve
tanisal agisindan yol gosterici olan 4 gruba ayrilir. Bu gruplar Sekil 5°da

aciklanmistir (136).
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Sekil 6: Somatik mutasyonlarin kanita dayah simiflanmasi

2.6. Akciger kanserinde molekiiler testler icin uygun biyopsi secimi ve

yeterlilik kriterleri

Akciger kanserleri tanist biiylik cogunlukla kiigiik biyopsilerden ya

da sitolojik  materyallerden  konur.  Histomorfolojik  bulgular,

immiinhistokimyasal ya da histokimyasal testler ile tip ve tespit
edilebiliyorsa alt tip belirlenir. Yapilabiliyorsa hedefe yonelik molekiiler

testler yapilir, yapilamiyorsa yapilabilecek uygun merkeze gonderilir.

Son zamanlarda siirlici mutasyonlarin kesfi ve buna yonelik
tedavilerin gelismesi ile geleneksel kemoterapinin (KT) yerini hedefe
yonelik tedaviler almistir. Kisisellestirilmis tedavi donemi ile birlikte
timoriin -~ genotip ve fenotip karakterizasyon

taleplerinde  artig

gozlenmektedir (137). KHDAK olan hastalarin 2/3’t cerrahi operasyon
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sartlarin1 saglamayacak durumda olan ileri evre hastalardir (138). Bu
nedenle hastalarin ¢cogunda kullanilacak biyopsi materyali kiigiik biyopsiler

ve sitolojik materyallerdir (137).

Molekiiler testlerin dogru olarak yapilabilmesi igin, ilk adim yeterli
timor dokusunun Orneklenmis olmasidir. Molekiiler testlerin dogrulugu,
yeterli ve kaliteli numune toplama ve materyalin uygun tekniklerde ve

kosullarda hazirlanmasi ile yakin iliskilidir (139).

Tiimdrden alinan 6rnegin se¢imine genellikle klinisyenler, cerrahlar
ve girisimsel radyologlar karar verir. Tek bir biyopsi 6rneginden yapilan
analizde genetik heterojenite nedeniyle primer timoér ve metastatik
timorlerin genelini temsil edemez (140). Fakat bu bariz heterojeniteye
ragmen siiriici mutasyonlar, primer ya da metastatik tiimorlere yonelik
olarak belirlenen kisilestirilmis tedaviler i¢in onemli yol gdstericilerdir
(141). Hastada ¢ok sayida timor odagi varsa tiimor boyutu en biiyiik ve
erisilebilirligi en kolay olan odak seg¢ilir. Goriintiileme yontemleri dogru
yerden biyopsi alinmasi ve nekrotik alanlardan biyopsi alinmamasi igin

kullanilabilir (142).

Molekiiler testlerde kullanilan numuneler ¢ogunlukla smirh
miktarda tiimor hiicresi ve neoplastik olmayan hiicrelerin degisken
oranlarini icerir. Bu nedenle molekiiler testler i¢cin yeterli tiimor hiicresi
kalacak sekilde morfolojik ve immiinhistokimyasal belirteglerin kullanimi1

siirlandirilmaldir (143).
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Molekiiler testler i¢in doku Orneklerini kullanmak altin standart
olmasina karsin ileri evre KHDAK ’lerin 6nemli bir kismina sitolojiden tani
konmaktadir. Sitoloji 6rneginin tanida ve molekiiler testlerde kullanim igin
uygun oldugu saptanmustir (144). Sitoloji orneklerindeki EGFR mutasyon
saptama oranlart doku ornekleri ile benzerdir (145). Sitoloji 6rneklerinde
timor hiicre orani diisiik olabileceginden YND gibi daha duyarl testlerin
kullanilmas1 gerekir. Tanisal ince igne aspirasyon Ornekleri, timor
hiicrelerinin diskoheziv ve kolay aspire edilebilir olmasi nedeniyle siklikla
yiiksek tiimor hiicre oranlarina sahiptir (146). Yapilan ¢aligmalarda sitolojik
orneklerden kazima yontemi ile alinan materyalde ya da hiicre bloklarinda

da yiiksek kalitede niikleik asit elde edilebilecegi gosterilmistir (146, 147).

Biyopsi ya da sitoloji 6rneklerinin alinamadigi durumlarda baska bir
segenek olarak dolagimdaki tiimor hiicreleri ya da serbest timér DNA’lar1
icerdiginden plazma ornekleri de kullanilabilir. Serbest tiimér DNA’s1 evre
I akciger kanserlerinde %50, evre 1I-1V olanlarda %100 oraninda plazmada
bulunur. KHDAK ’lerde likit biyopsi kullanimi, T790M mutasyonunun
saptanmasinda mutlak endikasyondur (41). Plazma ile timor dokusundan
alinan Orneklerdeki mutasyon durumu arasindaki uyum oranlari tespit
yontemleri ve uygun hasta gruplarina gore %34 ile %80 arasinda
degigsmektedir (148). Plazma ornekleri, tiimore ait genetik heterojenite
icermesi, minimal rezidiiel hastaklar1 ve erken niiksleri saptamasi ve ileri
evre akciger kanserlerinde tedavi yanit tahmini saglamasi nedeniyle dnemli

avantajlar saglar (140).
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Formalin ile fikse Orneklerde 300’den az hiicre bulunmasi
artefaktual mutasyonun yiiksek olmasi nedeniyle yanlis sonug riskini arttirir
(149). Basaril1 bir mutasyon testi i¢in 6nerilen hiicre sayisi 100 ile 400 hiicre
araligindadir (137). Sitoloji 6rnekleri igin DNA konsantrasyonunun >25
ng-uL ! olmasi, 30°dan fazla timér hiicresi icermesi ya da %30°dan fazla

timor hiicre oranina sahip olmasi yeterlilik kriterleri olarak belirlenir (147).

Amplifiye edilecek olan tiimér DNA’smin kalitesi numunelerdeki
miktarindan daha 6nemlidir. Kesin bir bilgi olmamakla birlikte baz1 gruplar
kapsaml1 bir genomik analiz i¢in tiimor hiicre oraninda esik degeri %60
olarak belirlemistir (18, 150, 151). Molekiiler testler i¢in ideal bir 6rnek
yiiksek oranda tiimor hiicresine, minimum miktarda miisin ve nekroza sahip

olmalidir (137).

Artan duyarlilik ve tespit yontemlerindeki hizli ilerlemeler ile timor
hiicresinin analitik siirlamas1 azalir ve daha diisiik timor hiicresine sahip
ornekler molekiiler testlerde kullanilabilir. CAP, Uluslararast Akciger
Kanseri Arastirmalari Dernegi (IASLC) ve AMP kilavuzlari, molekiiler
laboratuvarlarin, 6zellikle EGFR hedefli tedavi i¢in, %10’dan az timor
hiicresine sahip orneklerde mutasyonlar tespit edebilen hassas molekiiler
yontemlere sahip olunmasini 6nermektedir (152). Ancak 2018 yilinda CAP,
IASLC ve AMP’nin fikir birligi ile yaymlanan yeni molekiiler test
rehberinde, molekiiler testler i¢cin kullanilacak olan 6rneklerin tiimor hiicre

oranlarmin %20 ve daha iistiinde olmasi gerektigi vurgulanmistir (153).
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Calisilacak solid tiimoére %10’luk notral tamponlu formalinde
dokunun boyutlarina goére optimum zaman dilimde fiksasyon islemi
uygulanmali ve soguk iskemi siiresi en aza indirilmelidir (154). Ornekleme
ve rezeksiyondan sonraki 10 dakika i¢inde dokularda 6nemli biyokimyasal
degisiklikler olusmaya baglar. RNA ve protein bozulmasini azaltmak igin
soguk iskemi siiresi minimuma indirilmelidir. Materyal rezeksiyon ise ince
dilimlere ayrilarak en kisa siirede fiksatif i¢cine konulmalidir (155). Formalin
fiksasyonu artefaktual mutasyonlara ve niikleik asitlerin pargalanmasina
neden oldugu i¢in uzun fiksasyon siireleri molekiiler testlerin duyarliligini
distirtir (156). Optium fiksasyon siiresi kii¢iik biyopsi 6rnekleri igin 6-12
saat, rezeksiyonlar i¢in 8-24 saat olarak onerilmektedir. Son klavuzlar 6-48
saatlik bir fiksasyonun molekiiler testler i¢in kabul edilebilir bir zaman

aralig1 oldugunu belirtmektedir (152, 157).

Kemik, akciger kanserinin sik metastaz alan bolgelerinden biridir.
Kemikten alinan biyopsilerde niikleik asit yapisini bozmasi sebebiyle
dekalsifikasyondan kagimilmalidir. Dekalsifikasyon yapilmasi zorunlu olan
biyopsilerde ise niikleik asit hasarinin minimum olmasi i¢in dekalsifikasyon

asamasinda EDTA’l1 soliisyonlarin kullanimi 6nerilmektedir (158, 159).

Dondurulmus materyalde yiiksek kalitede niikleik asit ve protein
olmasina karsin morfolojik detaylar net olarak secilemez ve dokularin
islenmesinde, saklanamasinda problemler yaratir. Alkol fiksasyonu,

formaline gore daha az kimyasal degisiklige sahip oldugu i¢in alkol ile fikse
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olan numuneler daha yiiksek kalitede niikleik asit igerir (155, 160). Ancak

morfolojik detaylar degistirebilecegi unutulmamalidir (161).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Olgularin secilmesi ve verilerin toplanmasi

Calismamizda 2018-2019 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi T1ibbi Patoloji Anabilim Dali’na bagvuran 1500 kii¢iik

hiicreli dis1 akciger kanseri tanis1 alan olgular degerlendirildi.

Olgularin yas1, cinsiyeti, materyalin tipi ve alindigi yer “Nucleus”
otomasyon sisteminden tarandi. Hastalarin materyallerinin 136°s1 likit
biyopsi (periferik kan 6rnegi), 1364’ formalin ile fikse parafine gomiilii

(FFPG) dokulardan olusmaktadir.
3.2. Morfolojik parametreler

Olgularin 1364’14 formalin fikse parafine gomiilii doku (FFPG)
ornekler olup 1327°sine ait tiimor iceren hematoksilen eozin (H&E) boyali
lamlar degerlendirildi. Tiimoriin tipi, alt tipi ve YND igin tiimor hiicre

oranlari saptandi (Resim 7, Resim 8, Resim 9).
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Resim 8: Akciger rezeksiyonu, tiimor hiicre oram %30, H&E x12,5
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Resim 9: Akciger rezeksiyonu, tiimor hiicre oram %85, H&E x12,5
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3.3. Olgularin hazirlanmasi
3.3.1. FFPG 6rneginde DNA izolasyonu

Birinci adim, GeneRead DNA FFPG Kkiti (Cat no:180134) ve
QIAcube cihazi kullanilarak yapilan DNA izolasyonudur. izolasyon
isleminde oncelikle parafin bloklardan 10 um kalinliginda kesitler alinarak
deparafinizasyon sollisyonu eklenerek deparafinizasyon ve
deparafinizasyondan sonra RNAase-free su, 25 pl buffer FTB ve 20 pl
proteinaz K eklenerek par¢alama islemi yapildi. QIAcube cihazinda ¢esitli
“buffer” lar (buffer AL, buffer AW1, buffer AW2 ve buffer ATE gibi) ve

etanol (%96-100) kullanilarak DNA izolasyonu yapildi.
3.3.2. Likit biyopsi 6rneginde DNA izolasyonu

Hastalardan alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek santrifiij sonrasi
stipernatanttan 4 ml alindi. Proteinaz K ve birkag “buffer” (buffer ACL,
buffer ACB gibi) eklenip inkiibasyon yapildi. Kit i¢erisinden ¢ikan OIAmp
Mini eliisyon kolonlarint  QIAvac iizerindeki VacConnector’lara
yerlestirildi. Paxgene tiiplerine konulup 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Yine birkag “buffer” ve 750 ul %96°lik etanol eklenerek QIAvac’taki
islemlere devam edilip sonrasinda QIAvac’tan c¢ikarildi. Etanol

uzaklastirilarak AVE Buffer eklendi.
3.3.3. izole edilen DNA’larin §l¢iimii

“Qubit™ dsDNA HS Assay KIT ve Qubit™ dsDNA HS buffer”

kullanilarak materyal 1/200 oraninda seyreltilip Qubit ¢alisma soliisyonu
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hazirlanip DNA 6l¢timii yapildi. Qubit® 2.0 Fluorometer cihazinda sirastyla
DNA, dsDNA High Sensitivity protokolleri se¢ilip her bir numune igin
ng/pL cinsinden DNA miktar1 dl¢iildi. DNA i¢in esik deger “GeneRead
QIAact Actionable Insight” kiti i¢in 40 ng, “AIT UMI” ve “Lung UMI” i¢in

40-100 ng arasindadir.

3.3.4. Dizileme basamaklari

3.3.4.1. DNA’y1 parcalama, tamir ve adaptor baglama

DNA o&rnekleri, PCR tiipiine aktarip 10 ng/ul’ye seyreltilerek 4 ul
dilie edilmis (40 ng) ornekler temiz PCR tiipiine aktarildi. Pargalayici
enzim ve birkac¢ soliisyon eklenip PCR basaltildi. “QIAact Adapter”

soliisyonu eklenerek adaptor baglama islemi gergeklestirildi.

3.3.4.2. Hedef zenginlestirme ve PCR ile amplifikasyon

Cesitli primerler ve soliisyonlar ile muamele edilen DNA
materyalinde hedef bolgeler zenginlestirildi. Zenginlestirilen DNA’ya PCR
soliisyonlart eklenerek PCR cihazina yiiklendi. Cihazdan ¢ikan primerlerin
yiiklendigi DNA bagli boncuklar “Oil Mix” ad1 verilen siv1 ile birlestirilip
“GeneRead Qiacube” cihazinda emiilsiyon PCR i¢in hazirlandi ve PCR’ye

yerlestirilerek klonal amplifikasyon yapildi.
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3.3.4.3. Dizileme agamasi

Dizilemenin primeri hazirlanarak DNA’nin bulundugu tiipe eklendi.
Manyetik alan itizerinde g¢esitli temizleme islemleri yapilarak materyal

“flowcell” ad1 verilen dizilemenin yapilacagi alana alindi.

YND yontemine dayanan bu analizde izole edilen niikleik asit,
“QIAGEN GeneReader” YND sistemi cihazinda, “QIAGEN GeneReader
Panel PCR kiti” ile 594’1 “GeneRead QIAact Actionable Insight” (ALK,
BRAF, EGFR, ERBB2, ERBB3, ESR1, KIT, KRAS, NRAS, PDGFRA,
PIK3CA, RAF1), 745’1 “GeneRead QIAact Lung DNA UMI” (ALK, AKT1,
BRAF, DDR2, EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR1, KIT, KRAS, MAP2K1, MET,
NTRK1, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RICTOR, ROS1) ve 161’
“GeneRead QIAact AIT DNA UMI” (AKT1, ALK1, BRAF, CTNNB1,
DDR2, EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4, ESR1, FBXW7, FGFR1, FGFR2,
FGFRS3, FLT3, GNAQ, GNA11, HRAS, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2,
MET, NOTCH1, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RAF1, SMAD4 ve STK11)
timor panelleri kullanilarak incelendi. “QIAGEN Clinical Insight Analyse”
ve “QIAGEN Clinical Insight (QCI) Interpret” arayiizlerinden biri ya da
birkac1 kullanilarak biyoinformatik analiz yapildi ve anlamli bulunan

varyantlar listelendi (Sekil 7).
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“GeneRead QlAact Actionable Insight”

“GeneRead QlAact Lung DNA UMI™

“GeneRead QlAact AIT DNA UMI”

ALK

ERBB3

NRAS

BRAF

EsR1

PDGFRA

EGFR

KT

PIK3CA

ERBB2

KRAS

RAF1

ALK AKTL BRAF DDR2

EGFR ERBE2 ESR1 FGFR1

Kir KRAS

MAP2K1 MET

NTRK1 NRAS

PDGFRA PIK3CA

PTEN RICTOR ROS1

AKT1

EGFR

FBXW7

GNAQ

MAP2KT

PDGFRA

ALK

ERBB2

FGFR1

GNA11

MAPZKZ

PIK3CA

BRAF

ERBB3

FGFR2

HRAS

MET

CTNNB1

ERBB4

FGFR3

KIT

NOTCHT

SMAD4

DDR2

ESR1

FIT3

KRAS

STK11

Sekil 7: Tiimor panellerinin listesi

“QIAGEN Clinical Insight (QCITM)” insan genetik verilerini analiz
eden arastirma ve klinik laboratuvarlar i¢in bir varyant analizi, yorumlama
ve karar vermede destek aracidir. “QCI Interpret” yazilimi, “QCI-Interpret
(5.4.20181019), Ingenuity Knowledge Base (Stepford 190106.000), CADD
(v1.3), Allele Frequency Community (2018-09-06), EVS (ESP6500SI-V2),
Refseq Gene Model (2018-07-10), JASPAR (2013-11), Ingenuity
Knowledge Base Snapshot Timestamp (2019-01-06 00:23:50.0), Vista
Enhancer hgl18 (2012-07), Vista Enhancer hgl19 (2012-07), Clinical Trials
(Stepford 190106.000), PolyPhen-2 (v2.2.2), 1000 Genome Frequency
(phase3v5hb), EXAC (0.3.1), iva (Oct 4 11:04 iva-1.0.736.jar), PhyloP hg18
(2009-11), PhyloP hg19 (2009-11), DbSNP (151), TargetScan (6.2),
GENCODE (Release 28), CentoMD (5.0), OMIM (May 26, 2017),
gnomAD (2.0.1), BSIFT (2016-02-23), TCGA (2013-09-05), Clinvar
(2018-08-01), DGV (2016-05-15), COSMIC (v86), HGMD (2018.3),

SIFT4G (2016-02-23) gibi temel veri tabanlarini, veri referans setlerini ve

araclarini igerir.
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3.4. Verilerin yorumlanmasi

QCI programinda olusturulan veriler bir patolog tarafindan analiz
edildi. Her dizileme sonucunda kalite skoru verildi. Kalite skorunun 25’in
altinda olmasi1 ¢alismanin kalitesinin diisiik oldugunu ve fazla yanlis
okumanin oldugunu gosterdiginden kalite skoru 25’in altinda olanlar
calismaya dahil edilmedi. Caligmamizda hem likit biyopsi hem de FFPG
doku &rneklerine ait ortalama kalite skoru yaklasik 35°tir (Grafik 1). Ikinci
kalite skoru degerlendirmesinde “GeneRead QIAact Lung DNA UMI” ve
“GeneRead QlAact AIT DNA UMI” timor panellerinde, FFPG doku
orneklerinin okuma derinliginin %90’ mim 100x’in, “GeneRead QIAact AIT
DNA UMI” de ise 500x’in “GeneRead QlAact Actionable Insight” tiimor
panelinde ise plazma orneklerinin okuma derinliginin %90’inin 200x’in

uzerinde olmasina dikkat edildi.
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Quality Score Distribution
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Grafik 1: Analiz edilen bir vakanin kalite skoru

Varyant analizleri degerlendirilirken ileri ve geri yondeki

okumalarin sayisinin yeterliligine ve dengeli olmasina dikkat edildi.

Referans diziye hizalanan ¢ogaltilmis DNA dizilerindeki aminoasit
degisikliklerinin olusturdugu yanlis anlamli ya da erken durdurma kodonun
olusturdugu anlamsiz mutasyonlar, ¢cerceve kaymasi yaratan ya da gergeve
icinde gercekleyen delesyon, insersiyon, delins ve duplikasyonlarin yani
sira kopya say1 degisiklikleri saptandi. Sistem bu varyantlari, patojenik,
muhtemelen patojenik, klinik 6nemi belirsiz, muhtemelen benign ve benign

olarak 5 adet kategoride gruplandirdi.

Bir varyantin popiilasyonda goriilme sikliginin %0 ya da %0’a yakin
bir degerde olmasina dikkat edildi. Dizinin okunma sayisinin az olmasi ve
varyantin somatik fraksiyonunun buna karsin diisiik olmasi okumanin

giivenirliligini azalttigindan degerlendirmeye alinmadi. Varyant analizi
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yapilirken allel fraksiyonunun likit biyopsilerde diisik DNA miktari
nedeniyle FFPG biyopsilere gore daha az olabilecegi gbéz Oniinde

bulunduruldu.

Yukarda tamimlanan Kkategorilerden patojenik, muhtemelen
patojenik ve literatiir taramas1 sonucu klinige anlamli katkilar sunabilecegi
diistiniilen 6nemi belirsiz olan gruptaki varyantlar, hastanin klinik bulgulari

ve tiimor tipi de gbz Oniine alinarak degerlendirilip rapor edildi.
3.5. Istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve tablolarin
olusturulmas1 amaciyla SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
version 22 kullanildi. Nicel verilerin sunulmasi amaciyla ortalama, standart
sapma ve kategorik verilerin (nitel veriler) sunumu igin ise frekans ve yiizde
degerler kullanildu. Kategorik degiskenlerin istatistiksel
degerlendirilmesinde Ki-kare (X?) testi ve gerekli oldugu durumlarda Fisher
exact test kullanildi. Biitiin istatistiksel analizlerde 6nemlilik seviyesi olarak

p<0.05 degeri kabul edildi.
3.6. Etik kurul onay:

Gazi Universitesi Olgme Degerlendirme Etik Alt Calisma
Grubu’nun 12.03.2019 tarihindeki 02 sayili toplantisinda 91610558-
302.08.01- sayili, 2019-050 arastirma kod numarali ¢alismamiz etik kurul

onay1 almustir.
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4. BULGULAR
4.1. Hastalarin demografik verileri ve klinik 6zellikleri

Calismamizda KHDAK tanisit alan 1500 olgu incelendi. Olgularin
371’1 (%24,7) kadin, 1129°u (%75,3) erkekti. Tan1 alan en geng hasta 15, en
yaslt hasta 101 yasinda olup hastalarin yas ortalamas1 63,48+10,62, ortanca
yaslar1 64°tii. Erkek hastalarda yas ortalamasi 63,7+10,1, kadinlarda ise

62,9+12,1°di.

4.2. Primer ve metastatik tiimorlerin belirlenmesi ve materyalin

orneklenme sekilleri

Calisilan dokularin %90,9’u (1364) FFPG doku, %9,1°’1 (136)
plazma 6rnekleriydi. FFPG biyopsilerin 957’si (%70,2) akcigerdeki primer
lezyondan, 74°t (%5,4) plevral dokulardan, 188’1 (%13,8) lenf nodu
metastazlarindan, 144°{ (%10,5) ise metastatik dokulardan olusmaktaydi.

Bir adet dokunun nereden alindig1 raporlara not edilmemisti.

Akciger timor biyopsi Orneklerinin, 488’1 (%51) transtorasik
biyopsi, 223’1 (%23,3) bronkoskopik biyopsi, 185’1 (%19,3) rezeksiyon
materyali seklindeydi. Akciger tiimorlerinden alinan 61 (%6,4) sitoloji
orneginin 2’si (%0,2) bronkoalveolar lavaj (BAL), 5’1 (%0,5), brons lavaji
(BL), 19’u (%2) endobronsial ince igne aspirasyonu (1IAS) ve 16’s1 (%1,7)
transtorasik ince igne aspirasyonu iken sitoloji Orneklemesinin tipi

belirtilmeyen 19 olgu (%2) mevcuttu. Yetmis dort adet plevra 6rneginin
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32’si biyopsi, 42’si transtorasik ince igne aspirasyon sitolojisinden

hazirlanan hiicre blogu seklindeydi.

Calismamizdaki 188 lenf nodu metastazindan alinan Grneklerin
86’s1 biyopsi, 102’si ince igne aspirasyon sitolojisiydi. Metastatik lenf nodu
orneklerinin 56’s1 4 numarali lenf nodu, 1’1 5 numarali lenf nodu, 26°s1 7
numarali lenf nodu, 18’i 11 numarali lenf nodu, 17’si supraklavikiiler lenf
nodu, 27’si servikal lenf nodu, 7’si aksiller lenf nodu, 4’u paratrakeal lenf
nodu, 5’i 10 numarali lenf nodu, 1’i inguinal lenf nodu ve 1’i 12 numarali
lenf noduna aitti. Yirmibes lenf nodu metastaz 6rneginin ise hangi lenf

noduna ait oldugu belirtilmemisti.

Metastatik doku orneklerinin, 71’i insizyonel biyopsi, 737l
eksizyonel biyopsi seklinde alinmist1. Yirmisekiz olgu (%19,4) kemik, 25
olgu (%17,4) yumusak doku, 47 olgu (%32,6) beyin, 30 olgu (%20,8)
karaciger, 5 olgu (%3,5) siirrenal bez, 2 olgu (%1,4) perikard, 1 olgu (%0,7)
meme, 1 olgu (%0,7) bobrek metastazina ait dokulardan analiz yapildi.
Metastatik doku oOrneginin 5’inin  (%3,5) ise nereden orneklendigi

bilinmemekteydi.

4.3. Dokulardaki tiimor hiicre oranlari

Calisilan FFPG doku o6rneklerinden 37’°sinin H&E boyali lamlari
analiz i¢in kullanildigindan tiimor hiicre oranlar1 degerlendirilemedi. 1327
vakanin 2’sinde tiimor hiicre oran1 %5’in altindaydi ve bu iki preparattaki

timor hiicre sayist 30 ve 56’yd1. Diger drneklerde timor hiicre oranlar1 %5-
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95 arasinda degismekteydi. Ortalama tiimor hiicre oran1 46+24,5, ortanca

deger 40°t1.

Timor hiicre orani esik degeri %20 olarak analiz yapildi. Yiizde
%20 ve lizerinde tiimdr hiicre oranina sahip 1163 (1163/1327, %87.6),

%20’nin altinda 164 (164/1327, %12,4) 6rnek mevcuttu.

4.4. Tanilarin analizi

Hastalarin biiylik ¢ogunlugunun tanisi (985 hasta, %65,7) ADK
olup ADK’lerin 35’i (%2,3) invaziv miisindz adenokarsinom, 11’1 (%0,7)
tasli yliziik hiicre morfolojisinde ADK’dir. Geri kalan hastalarin 194°{
(%12,9) SHK, 15’1 (%1) adenoskuaméz karsinom, 11’1 (%0,7) BHK, 1’i
(%0,1) kombine BHNEK+ADK+SHK, 8’i (%0,6) BHNEK, 1’i (%0,1)
kombine BHNEK+SHK, 11’i (%0,8) sarkomatoid karsinom, 1°i (%0,1)
kombine BHNEK+ADK, 2’si (%0,1), kombine KHK+ADK, 231’i
(%15,4) KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen ve 41’1 (%2,7)

sadece malign epitelyal tiimor olarak siniflandirilda.

4.5. Alt tip analizi

4.5.1. Adenokarsinomlardaki alt tiplerin analizi

ADK tanili tiimorlerin 30°u tiimor hiicre azligi ya da sitoloji
orneklerinden hazirlanan hiicre bloklar1 seklinde oldugundan, 21’inin
lamlarina ulasilamadigindan ve 49’unun plazma olmasindan dolay1 alt tip

tayini yapilamadi. Kalan 839 ADK olgusunun, 18’i (%2,1) lepidik, 556°s1
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(%66,3) asiner, 55’i (%6,6) papiller, 36’s1 (%4,3) mikropapiller, 161’

(%19,2) solid ve 13’1 (%1,5) kribriform alt tipindeydi.

4.5.2. Skuaméz hiicreli karsinomdaki alt tip analizi

SHK' tanili tlimorlerin 1’1 timor hiicre azlig, 2’si lamlarina
ulagilamadigindan ve 9’unun plazmadan g¢alisilmasi nedeniyle alt tip tayini
yapilamamis olup, 182 SHK olgusu degerlendirilebilindi. Bu olgularin 82’si
keratinize (%45,1), 94’4 keratinize olmayan (%51,6) ve 6’s1 bazaloid

(%3,3) alt tipteydi.
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Tablo 2: Calismamizdaki hastalarin verileri

Hasta Ozellikleri Hastalar
(N=1500)
Yas (yil, ortalama) 15-
101(63,48+10,62)
Cinsiyet
Erkek 1129 (%75,3)
Kadin 371 (%24,7)
Numune tipleri
FFPG 1364 (%90,9)
Plazma 136 (%9,1)
FFPG orneklerin alindig1 yerler
Akciger 957 (%70,2)
Plevra 74 (%5,4)
Lenf nodu 188 (%13,8)
Metastaz 144 (%10,5)
Bilinmiyor 1 (%0,1)
Akciger tiimorlerden 6rnek alinma sekilleri
Transtorasik biyopsi 488 (51)

Bronkoskopik biyopsi

223 (%23,3)

Rezeksiyon materyali

185 (%19,3)

Sitoloji 61 (%6,4)
Akciger sitolojilerinin alinma sekilleri

Endobronsial [IAS 19 (%2)

Transtorasik 1IAS 16 (%%1,7)

BL 5 (%0,5)

BAL 2 (%0,2)

Bilinmiyor 19 (%2)
Plevradaki tiimorlerin alinma sekilleri

Biyopsi 32 (%43,2)

Transtorasik 1IAS 42 (%56,8)

Lenf nodu metastazi yerleri

4 numarali LN

56 (%29,8)

5 numarali LN 1 (%0,5)

7 numarali LN 26 (%13,8)
10 numarali LN 5 (%2,7)
11 numarali LN 18 (%9,6)
12 numarali LN 1 (%0,5)
Servikal LN 27 (%14,4)
Supraklaviikler LN 17 (%9)
Aksiller LN 7 (%3,7)
Inguinal LN 1 (%0,5)
Paratrakeal 4 (%2,2)
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Bilinmiyor

25 (%13,3)

Metastaz yerleri

Kemik 28 (%19,4)
Yumusak doku 25 (%17,4)
Beyin 47 (%%32,6)
Karaciger 30 (%20,8)
Siirrenal bez 5 (%3,5)
Meme 1 (%0,7)
Perikard 2 (%1,4)
Bobrek 1 (%0,7)
Bilinmiyor 5 (%3,5)
Histolojik tani
ADK 985 (%65,7)
SHK 194 (%12,9)
Adenoskamoz 15 (%1)
BHK 11 (%0,7)
BHNEK 8 (%0,6)
Kombine BHNEK+ADK 1 (%0,1)
Kombine BHNEK+SHK 1(%0,1)
Kombine BHNEK+SHK+ADK 1 (%0,1)
Sarkomatoid karsinom 11 (0,7)
Kombine KHK+ADK 1(%0,1)
KHDK, daha ileriye spesifiye edilemeyen | 231 (%15,4)
Malign epitelyal tiimdr 41 (%2,7)
ADK histolojik alt tip
Lepidik 18 (%2,1)
Asiner 556 (%66,3)
Papiller 55(%6,6)
Mikropapiller 36 (%4,3)
Solid 161 (%19,2)
Kribriform 13 (%1,5)
Gen degisikligi
Var 816 (%54,4)
Yok 684 (% %45,6)
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4.6. Gen degisikliklerinin analizi

Calismamizda genlerin nokta mutasyonlari, genis delesyon ve
insersiyonlar1 ve gen kopya sayisi1 degisiklikleri incelendi. Genel olarak gen
degisikliklerinin goriilme siklig1 %54,4 (816 hasta) olarak saptandi. Birden
fazla gen sapmasina sahip hasta sayist 165°ti (%11). FFPG 6rneklerinin
%55,5’inde (757/1364), plazma orneklerinin %43,3’linde (59/136) gen

degisikligi bulundu.

En az bir EGFR gen degisikligi goriilen olgu sayis1 312’ydi (%20,8).
EGFR gen degisikligi kadmnlarin %36,7’sinde (136/371) erkeklerin ise
%15,5’inde (176/1129) saptand1 (p<0,001). EGFR amplifikasyon oranlar

ise kadinlarda %14,6 (33/226) erkeklerde %11,3’tii (77/680) (p=0,336).

EGFR mutasyonu varlig1 agisindan 1500 hasta incelendi. Iki yiiz kirk
bir (%16,1) hastada mutasyon saptandi. Bazi hastalarda birden fazla EGFR
mutasyonu gorildiigli i¢in toplam mutasyon sayisit 311 olarak saptandi.
EGFR mutasyonlarinin %57,9’unu ekzon 19 delesyonu (103/311, %33,1)
(E746_A750del (€.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC),
E746_AT750del (c.2236_2250del GAATTAAGAGAAGCA),
L747 _E749del, L747_P753delins, L747_T751del, E746_T751delinsA,
P753_K754del, L747_A750del, N756_1759del, L747_S752del,
S752_1759del, T751 _E758del, E746_T751del, A750fs*11, L747fs*16,
P753fs*9) ve L858R mutasyonlar1 (77/311%24,8) olusturmaktaydi. Ekzon

19 cerceve ¢t delins (p.E746 E749delinsQ, E746 T751delinsL,
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E746_L747delinsA, E746V, E746_S752delinsV ,7/311) %2,3, ekzon 19
yanlig anlamli SNV’ler (A750P, 1744M, L747S, A750P, T751P, T751l,
AT50E, P753Q, K754E, 1759N, 19/311) %6,1, ekzon 3’te 3 adet ekzon 6’da
1 adet yanlis anlamli SNV’ler (R108K, E114K, G221V, 4/311), %]1,3,
ekzon 7°de yanlis anlamli SNV’ler (A289D, A289V, 2/311) %0,6, ekzon
15’te yanlis anlamli SNV’ler (P596L, P596R, S645C, 3/311) %1, ekzon
18’de yanlis anlamli SNV’ler (G719S, G719A, E709A, Y727C, G719C,
S720T, L707F, 1706T, E709K 16/311) %S5,1, Ekzon 20’deki bir yanlis
anlamli SNV olan T790M mutasyonu %7 (22/311), ekzon 20’deki diger
yanlis anlamli SNV’ler (S768l, P772S, H773Y, G779C, Q787R, T783l,
V786L, C797S, V769L, G779R, R776H, R776C, V774M, H773L, R776L,
P772L 26/311) %8,4, Ekzon 20 gergeve igi insersiyonlar (A767 V769dup,
P772_H773insNPNP, S768_D770dupSVD, V769_D770insGGV,
N771delinsKPH, N771_H773dup, H773_V774dup) %3,5 (11/311), ekzon
20 delesyonu (F795_L798del, 1/311) %0,3, ekzon 20 delins (N771delinsGF
ve G779F, 2/311) %0,6, L858R haricindeki ekzon 21 yanlis anlaml
SNV’ler (L861Q, R832C, K846R, V834L, L833V, E865K, H835L, E829K,
A871T, D837N, E868K, G863D, L861R, E829Q, 18/311), %5,8, ekzon 25
R999H yanlis anlamli SNV %0,3°tii (1/311) (Grafik 2, Tablo 3, Tablo 4,

Tablo 5).
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Diger; 31,6 331
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Grafik 2: KHDAK’larinda EGFR mutasyonlarimin goriilme sikhgi
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Tablo 3: Tek saptanan EGFR mutasyonlarimin sikhgi

Sira Ekzon Genomdaki yer Proteindeki Mutasyon tipi % Siklik
degisikligi degisiklik
1 Ekzon 3 €.323G>A p.R108K Yanlis anlaml 0,4 1
SNV
2 Ekzon 3 c.340G>A p.E114K Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
3 Ekzon 6 €.662G>T p.G221V Yanlis anlaml 0,4 1
SNV
4 Ekzon 7 €.866C>T p.A289V Yanlis anlaml 04 1
SNV
5 Ekzon 15 c.1787C>T p.P596L Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
6 Ekzon 15 | ¢.1787C>G p.P596R Yanlis anlaml 0,4 1
SNV
7 Ekzon 17 €.1934C>G p.S645C Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
8 Ekzon 18 €.2156G>C p.G719A Yanlis anlaml 0,8 2
SNV
9 Ekzon 18 | ¢.2126A>C p.E709A Yanlis anlaml 0,4 1
SNV
10 Ekzon 18 c.2161G>T p.G721C Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
11 Ekzon 18 c.2121G>T p.L707F Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
12 Ekzon 18 | ¢.2180A>G p.Y727C Yanlis anlaml 0,4 1
SNV
13 Ekzon 19 | c.2235_2249delGG | p.E746_AT750 | Cergeve igi del 16,2 | 39
AATTAAGAGAA | del
GC
14 Ekzon 19 €.2236_2250delGA | p.E746_AT750 | Cergeve igi del 6,6 16
ATTAAGAGAAG | del
CA
15 Ekzon 19 €.2248G>C p.A750P Yanlis anlaml 0,8 2
SNV
16 Ekzon 19 | c.2240_2257delTA | p.L747_P753 | Cergeve ici del 1,2 3
AGAGAAGCAAC | delinsS
ATCTC
17 Ekzon 19 | ¢.2240_2254delTA | p.L747_T751 | Cergeve igi del 2,1 5
AGAGAAGCAAC | del
AT
18 Ekzon 19 €.2232C>G p.1744M Yanlis anlamli 0,8 2
SNV
19 Ekzon 19 | ¢.2237_2251delAA | p.E746_T751 | Cergeve igi del 0,8 2
TTAAGAGAAGC delinsA
AA
20 Ekzon 19 | ¢.2240T>C p.L747S Yanlis anlaml 0,4 1
SNV
21 Ekzon 19 | c.2236_2253delGA | p.E746_T751 | Cerceve ici 0,4 1
ATTAAGAGAAG | delinsL delins
CAACAInsCTT
22 Ekzon 19 | ¢.2237_2238delAAi | p.E746V Cerceve ici 0,4 1
nsTC delins
23 Ekzon 19 | c.2248_2263delGC | p.A750fs*11 Cerceve 0,8 2
AACATCTCGGA kaymasi del
AAG
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24 Ekzon 19 | ¢.2237_2255delAA | p.E746_S752 | Cergeve igi 1,2 3
TTAAGAGAAGC delinsV delins
AACATCinsT
25 Ekzon 19 | ¢.2252_2275delCA | p.T751 _E758 | Cergeve igi del 0,8 2
TCTCCGAAAGCC | del
AACAAGGAAA
26 Ekzon 19 | c.2276T>A p.1759N Yanlis anlaml 0,4 1
SNV
27 Ekzon 19 | ¢.2235_2252delGG | p.E746_T751 | Cergeve igi del 04 1
AATTAAGAGAA | del
GCAAC
28 Ekzon 20 | ¢.2300_2308dupCC | p.A767_V769 | Cergeve ici ins 0,8 2
AGCGTGG dup
29 Ekzon 20 | ¢.2303_2311dupGC | p.S768_D770 | Cergeve igi ins 04 1
GTGGACA dupSVD
30 Ekzon20 | ¢.2317C>T p.H773Y Yanlis anlaml 0,4 1
SNV
31 Ekzon 20 | c.2311_2312delAAi | p.N771delins | Cerceve i¢i 0,4 1
nsGGGTT GF delins
32 Ekzon 20 | ¢.2308_2309insGG | p.V769_D770 | Cergeve i¢i ins 0,8 2
GGCGTGG insGGV
33 Ekzon 20 | ¢.2360A>G p.Q787R Yanlig anlamli 0,4 1
SNV
34 Ekzon 20 €.2348C>T p.T783l Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
35 Ekzon 20 €.2356G>T p.V786L Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
36 Ekzon 20 | ¢.2385_2396delCG | p.F795_L798 | Cerve ici del 0,4 1
GCTGCCTCCT del
37 Ekzon 20 | ¢.2305G>C p.V769L Yanlis anlamh 0,4 1
SNV
38 Ekzon 20 | c.2327G>A p.R776H Yanlis anlaml 0,8 2
SNV
39 Ekzon 20 | ¢.2312_2313insAC | p.N771delins | Cergeve igi ins 0,4 1
CCCA KPH
40 Ekzon 20 | ¢.2335_2336delGGi | p.G779F Delins 0,4 1
nsTT
41 Ekzon 20 | c.2311_2319dupAA | p.N771_H773 | Cergeve ici ins 0,4 1
CCCCCAC dup
42 Ekzon 20 | ¢.2327G>T p.R776L Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
43 Ekzon 20 | ¢.2315C>T p.P772L yanlig anlaml 0,4 1
SNV
44 Ekzon 21 | ¢.2573T>G p.L858R Yanlis anlaml 23,6 | 57
SNV
45 Ekzon 21 C.2582T>A p.L861Q Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
46 Ekzon 21 C.2611G>A p.A871T Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
47 Ekzon 21 | c.2509G>A p.D837N Yanlig anlamli 0,4 1
SNV
48 Ekzon21 | c.2588G>A p.G863D Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
49 Ekzon 21 | ¢.2582T>G p.L861R Yanlig anlamli 0,4 1
SNV
50 Ekzon 21 €.2485G>C p.E829Q Yanlis anlamli 0,4 1
SNV
51 Ekzon 25 | ¢.2996G>A p.R999H Yanlis anlamli 0,4 1

SNV
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Tablo 4: iki EGFR mutasyon birlikteligi

Sira 1. 2. % Siklik
1 Ekzon 3 ¢.323G>A p.R108K, Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 0,8 2
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
2 Ekzon 7 ¢.866C>T p.A289V, Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 0,4 1
Yanlis anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
3 Ekzon 18 ¢.2156G>C p.G719A, Ekzon 18 ¢.2117T>C p.I706T, 04 1
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
4 Ekzon 18 ¢.2155G>A p.G719S Ekzon 18 ¢.2126 A>C p.E709A, 0,4 1
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
5 Ekzon 18 ¢.2158T>A p.S720T, Ekzon 19 ¢.2240T>C p.L747S, 04 1
Yanlis anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
6 Ekzon 18 ¢.2155G>T p.G719C Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S768l, 0,4 1
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
7 Ekzon 18 ¢.2156G>C p.G719A, Ekzon 21 ¢.2582T>A p.L861Q, 04 1
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
8 Ekzon 18 ¢.2126A>C p.E709A, Ekzon 21 ¢.2582T>A p.L861Q, 0,4 1
Yanlis anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
9 Ekzon 18 ¢.2155G>A p.G719S Ekzon 21 ¢.2497T>G p.L833V, 0,4 1
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
10 Ekzon 18 ¢.2125G>A, p.E709K, Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 04 1
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
11 Ekzon 19 ¢.2249C>A p.A750E Ekzon 19 0,4 1
Yanlis anlamli SNV €.2237_2241delAATTAInsCC
p.E746_L747delinsA Cergeve igi
delins
12 Ekzon 19 Ekzon 19 0,4 1
€.2257_2262delCCGAAA €.2265 2277delCAACAAGGAA
p.P753 K754del Cergeve i¢i del ATCinsT p.N756_1759del
Cerceve ici delins
13 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2251A>C p.T751P 0,4 1
€.2239 _2250delTTAAGAGAAG | Yanlis anlamli SNV
CA p.L747 _A750del Cergeve ici
del
14 Ekzon 19 ¢.2248G>C p.A750P Ekzon 19 04 1
Yanlis anlamli SNV €.2236_2245delGAATTAAGAGI
nsC p.E746_E749delinsQ,
Cerceve ici delins
15 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2248G>C p.A750P 2,1 5
€.2239 2247delTTAAGAGAA Yanlis anlamli SNV
p.L747 E749del Cergeve igi del
16 Ekzon 19 Ekzon 19 0,4 1
€.2239 _2247delTTAAGAGAA €.2247_2248delAGinsGC
p.L747 E749del Cerceve ici del p-A750P Yanlis anlamli SNV
17 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2252C>T p.T751l, 0,4 1
€.2235 2249delGGAATTAAGA | Yanlis anlamli SNV
GAAGC p.E746_A750dEel,
cergeve i¢i del
18 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2276T>A p.I759N 0,4 1
€.2252_2275delCATCTCCGAA | Yanlis anlamli SNV
AGCCAACAAGGAAA
p-T751 E758del, Cerceve ici del
19 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2256_2257delTC 0,4 1
€.2239_2248delTTAAGAGAAG | p.P753fs*9 Cergeve kaymasi del
p.L747fs*16 Cergeve kaymasi del
20 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2326C>T p.R776C 0,4 1

€.2240_2254delTAAGAGAAGC

Yanlis anlamli SNV
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AACAT p.L747_T751del
Cergeve ici del

21 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 1,7
€.2235_2249delGGAATTAAGA | Yanlis anlamli SNV
GAAGC p.E746_A750del,
cergeve ici del

22 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S768l, 0,4
€.2235_2249delGGAATTAAGA | Yanlis anlamli SNV
GAAGC p.E746_A750dEel,
gerceve ici del

23 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 1,7
€.2236_2250delGAATTAAGAG | Yanlis anlamli SNV
AAGCA p.E746_AT750del
Cergeve i¢i del

24 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 0,4
€.2240 2257delTAAGAGAAGC | Yanlis anlamli SNV
AACATCTC
p-L747 P753delinsS Cergeve ici
del

25 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 0,8
€.2240 2254delTAAGAGAAGC | Yanlis anlamli SNV
AACAT p.L747_T751del
Cergeve ici del

26 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 0,4
€.2253 2276delATCTCCGAAA | Yanlis anlamli SNV
GCCAACAAGGAAAT
p.S752 1759del Cerceve ici del

27 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S768l, 0,4
€.2240 2257delTAAGAGAAGC | Yanlis anlamli SNV Cergeve ici
AACATCTC del
p.L747 P753delinsS

28 Ekzon 19 Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 1,7
€.2235 2249delGGAATTAAGA | Yanlis anlamli SNV
GAAGC p.E746_A750dEel,
gerceve ici del

29 Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S768l, Ekzon 20 ¢.2320G>A p.V774M 0,4
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

30 Ekzon 20 Ekzon 20 ¢.2317C>T p.H773Y, 1,7
€.2316_2317insAACCCCAACC | Yanlis anlamli SNV
CC p.P772_H773insNPNP,
Cerceve i¢i ins

31 Ekzon 20 ¢.2335G>T p.G779C Ekzon 20 ¢.2335G>C p.G779R 0,4
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

32 Ekzon 20 ¢.2320G>A p.V774M Ekzon 20 ¢.2318A>T p.H773L 04
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

33 Ekzon 20 ¢.2327G>A p.R776H Ekzon 21 ¢.2485G>A p.E829K, 0,4
Yanlis anlamli SNV Yanlis anlamli SNV

34 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 3,7
Yanlis anlamli SNV Yanlis anlamli SNV

35 Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S768l, Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 04
Yanlis anlamli SNV Yanlis anlamli SNV

36 Ekzon 20 ¢.2314C>T p.P772S, Ekzon 21 ¢.2537A>G p.K846R, 0,4
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

37 Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, Ekzon 21 ¢.2497T>G p.L833V, 0,4
Yanlig anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

38 Ekzon 21 ¢.2593G>A p.E865K Ekzon 21 ¢.2602G>A p.E868K 0,4
Yanlis anlamli SNV Yanlis anlamli SNV

39 Ekzon 21 ¢.2497T>G p.L833V Ekzon 21 ¢.2504A>T p.H835L 0,4

Yanlig anlamli SNV

Yanlig anlamli SNV
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Tablo 5: U¢c EGFR mutasyon birlikteligi

Sira 1. 2. 3. % | Siklik

1 Ekzon 19 Ekzon 21 ¢.2494C>T Ekzon 19 0, 1
€.2239_2247delTT | p.R832C Yanlig anlaml €.2260A>G 4
AAGAGAA SNV p-K754E Yanlig
p.L747_E749del anlamli SNV
Cergeve i¢i del

2 Ekzon 20 Ekzon 19 Ekzon 19 0, 1
€.2369C>T €.2239_2256delTTAAGAG | c.2258C>A 4
p-T790M, Yanlis AAGCAACATCT p-P753Q Yanlis
anlamli SNV p.L747_S752del Cerceve anlamli SNV

ici del

3 Ekzon 21 Ekzon 21 ¢.2500G>T Ekzon 20 0, |1
€.2573T>G p.V834L Yanlig anlamli €.2390G>C 4
p-L858R, Yanlis SNV p-C797S Yanlis
anlamli SNV anlamli SNV

Tek EGFR mutasyonu olan 146 hasta, birden fazla EGFR mutasyonu

olan 56 hasta, sadece EGFR amplifikasyonu olan 71 hasta, hem EGFR

amplifikasyonu hem de sadece bir EGFR mutasyonu olan 28 hasta, hem

EGFR amplifikasyonu hem de birden fazla EGFR mutasyonu olan 11 hasta

saptand1 (Grafik 3).
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+ multipl EGFR
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Grafik 3: Hastalardaki EGFR gen degisikliklerinin yiizdeleri

EGFR amplifikasyonu olan hastalarin %35,5’ine (39/110) EGFR
mutasyonu (28 tek, 11 birden fazla mutasyon), EGFR mutasyonu olan
hastalarin %27,5’ine (39/142) EGFR amplikasyonu eslik ediyordu. EGFR

amplifikasyonuna eslik eden EGFR mutasyonu Tablo 6’da gosterildi.
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Tablo 6: KHDAK’lerde EGFR amplifikasyonu ile birliktelik gosteren

EGFR mutasyonlari ve sikhig1

Sira

1.EGFR mutasyonu

2. EGFR mutasyonu

%

Siklik

Ekzon 7 ¢.866C>A p.A289D Yanlis
anlamli SNV

0,9

1

Ekzon 17 ¢.1934C>G p.S645C Yanlis
anlamli SNV

0,9

1

Ekzon 19
€.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC
p-E746 _A750del, cerceve ici del

10

11

Ekzon 19
€.2237_2251del AATTAAGAGAAGCAA
p.E746_T751delinsA Cerceve ici del

0,9

Ekzon 19
€.2236_2253delGAATTAAGAGAAGCA
ACAinsCTT p.E746_T751delinsL Cerceve
ici delins

0,9

Ekzon 19 ¢.2237_2238delAAINSTC
p.E746V Cerceve ici delins

0,9

Ekzon 19
€.2237_2255delAATTAAGAGAAGCAAC
ATCinsT p.E746_S752delinsV Cergeve igi
delins

0,9

Ekzon 19
€.2252_2275delCATCTCCGAAAGCCAA
CAAGGAAA p.T751 E758del Cergeve igi
del

0,9

Ekzon 20 ¢.2308_2309insGGGGCGTGG
p.V769 D770insGGV Cergeve i¢i ins

0,9

10

Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, Yanlis
anlamli SNV
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11

Ekzon 21 ¢.2582T>G p.L861R Yanlis
anlamli SNV

0,9

12

Ekzon 3 ¢.323G>A p.R108K, Yanlis
anlamli SNV

Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R,
Yanhs anlamlit SNV

0,9

13

Ekzon 19
€.2252_2275delCATCTCCGAAAGCCAA
CAAGGAAA p.T751 E758del, Cergeve
ici del

Ekzon 19 ¢.2276 T>A p.1759N
Yanlig anlamli SNV

0,9

14

Ekzon 19
€.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT
p-L747 T751del Cergeve ici del

Ekzon 20 ¢.2326C>T p.R776C
Yanlig anlamli SNV

0,9

15

Ekzon 19
€.2240 _2257delTAAGAGAAGCAACATC
TC p.L747 P753delinsS Cerceve ici del

Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M,
Yanlig anlamli SNV

0,9

16

Ekzon 19
€.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT
p-L747 T751del Cerceve ici del

Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M,
Yanlig anlamli SNV

18

17

Ekzon 19
€.2240_2257delITAAGAGAAGCAACATC
TC p.L747 P753delinsS Cerceve ici del

Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M,
Yanlig anlamli SNV

0,9

18

Ekzon 20
€.2316_2317insAACCCCAACCCC
p-P772 H773insNPNP, Cerceve ici ins

Ekzon 20 ¢.2317C>T p.H773Y,
Yanlig anlamli SNV

0,9

19

Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, Yanlis
anlamli SNV

Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R,
Yanlig anlamli SNV

18

20

Ekzon 21 ¢.2497T>G p.L833V Yanlis
anlamli SNV

Ekzon 21 ¢.2504A>T p.H835L
Yanlig anlamli SNV

0,9
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EGFR amplifikasyonu olmayanlarda EGFR mutasyonu bulunma
orant ise %12,9 (103/796) olarak saptandi. EGFR mutasyonu barindirmayan
ancak EGFR amplifikasyonu olan 71 olgu (71/764, %9,3) mevcuttu. Bu
sonuglara gore EGFR mutasyonlarinin EGFR amplifikasyonlar1 ile olan
iliskisine bakildiginda EGFR amplifikasyonu olmayan hastalarda EGFR
mutasyonu goriilmesi, EGFR mutasyonu olmayan hastalarda EGFR
amplifikasyonu goriilmesi olasiligindan daha sik olup, istatistiksel olarak

anlaml1 bulundu (p<0,001) (Tablo 7).
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Tablo 7: EGFR mutasyonu ile EGFR amplifikasyon durumlarimmn

karsilastirilmasi
EGFR mutasyonu
VAR YOK Total
Say1 39 71 110
EGFR . . .
VAR  amplifikasyonu %355 %645 %100
EGFR . , )
EGFR mutasyonu /027’5 /09,3 /012,1
amplifikasyonu Say1 103 693 796
EGFR 0 . .
YOK  amplifikasyonu| °129| %87.11 %100
e %72,5| %90,7| %87,9
mutasyonu
Say1 142 764 906
EGFR 0 . .
Total amplifikasyonu 215,71 %84,3| %100
EGFR ool %100l 6100
mutasyonu

EGFR amlifikasyonlarina eslik eden en stk EGFR mutasyonlari
ekzon 19 delesyonu (13/39, %33,3) ve L858R mutasyonuydu (10/39,
%25,6). Ekzon 19 delesyonlarindan ise en stk
c.2235 2249delGGAATTAAGAGAAGC p.E746_A750del  goriildii.
EGFR amplikasyonu olan 110 hastanin 75’inde ise (%68,2) diger ek

mutasyonlar izlendi.

Dokuzyiiz alt1 hasta EGFR amplifikasyon varlig1 agisindan incelendi
ve 110 hastada (%12,1) amplifikasyon saptandi. Bunlarin %13,6’s1 (80/590)

ADK, %11,2’si (13/116) SHK, %9,4’t (13/139) KHDAK, daha ileriye
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spesifiye edilemeyen ve %4,9’u (3/61) diger tanilardan olusmaktaydi.
Primer tiimorlerde EGFR amplifikasyon goriilme orant %12,6 (74/589),

metastatik dokularda ise %8,5°ti (8/94).

Calismamizdaki en yaygin mutasyonlar KRAS geninde (338/1500,
%22,5) izlendi. Erkeklerin 280’inde (%24,8), kadmnlarin 58’inde (%15,6)
KRAS mutasyonu mevcuttu. En sik KRAS mutasyonu ekzon 2’deki bir
yanlis anlamli SNV olan G12C’ydi (118/338, %34.,9). Ikinci siklikta ise

yine ekzon 2’de olusan G12D mutasyonu gériildii (54/338, %16) (Tablo 8).
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Tablo 8: KRAS mutasyonlarinin sikhig

Sira Ekzon Genomdaki yer Proteindeki Mutasyon tipi % Siklik
degisikligi degisiklik
Yanlig anlaml
1 Ekzon 2 c.34G>T p.G12C SNV 334 118
Yanlis anlamlt
2 Ekzon 2 c.35G>A p.G12D SNV 15,3 54
Yanlis anlamlt
3 Ekzon 2 ¢.35G>T p.G12Vv SNV 21 74
Yanlig anlamli
4 Ekzon 2 c.35G>C p.G12A SNV 5,9 21
Yanlig anlaml
5 Ekzon 2 €.38G>A p.G13D SNV 4,2 15
Yanlig anlaml
6 Ekzon 2 c.37G>T p.G13C SNV 3,7 13
Yanlig anlamli
Ekzon 2 c.34G>A p.G12S SNV 3,1 11
Ekzon 2 ¢.34 35delGGinsTT p.G12F Delins 1,1
Ekzon 2 .33 34delTGinsCT p.G12C Delins 0,8
Yanlig anlamli
10 | Ekzon 2 €.34G>C p.G12R SNV 0,6
11 | Ekzon 2 .38 39delGCinsTG p.G13V Delins 0,6
Yanlig anlamli
12 | Ekzon 2 c.64C>A p.Q22K SNV 0,3 1
Yanlig anlaml
13 | Ekzon 2 c.40G>A p.V14l SNV 0,3 1
Yanlig anlaml
14 | Ekzon 2 c.36T>G p.G12G SNV 0,3
15 | Ekzon 2 €.38 39delGCinsTT p.G13V Delins 0,6
16 | Ekzon 2 ¢.39C>G p.G13G Sinonim SNV 0,3
Yanlig anlaml
17 | Ekzon 2 c.53C>T p.Al8V SNV 0,3 1
Yanlis anlamlt
18 | Ekzon 2 €.104C>T p.T351 SNV 0,3 1
Yanlis anlamlt
19 | Ekzon 3 C.182A>T p.Q61L SNV 1,7 6
Yanlig anlaml
20 | Ekzon3 c.183A>C p.Q61H SNV 1,7 6
Yanlis anlamlt
21 |Ekzon3 c.183A>T p.Q61H SNV 0,8
22 | Ekzon 3 €.180_181delTCinsAA | p.Q61K Delins 0,3
Yanlis anlamlt
23 | Ekzon 3 c.175G>A p.A59T SNV 0,3 1
Yanlig anlaml
24 | Ekzon 4 c.436G>A p.A146T SNV 1,1 4
Yanlig anlaml
25 | Ekzon 4 c.351A>T p.K117N SNV 0,3 1
Yanlis anlaml
26 | Ekzon 4 c.436G>T p.A146S SNV 0,3
27 KRAS amplifikasyonu CNV 14 5
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KRAS mutasyonu bulunan 338 hastanin 116’sinda (%34,3) ek gen
degisiklikleri saptandi. Bunlarin 39’u (%11,5) EGFR, 26’s1 (%7,7)
PIK3CA, 14’1 (%4,1) MET, 9’u (%2,7) ERBB2, 7’si (%2,1) STK 11, 7’si
(%2,1) BRAF, 6’s1 (%1,8) FGFR1 amplifikasyonu, 3’ (%0,8) KIT, 1’1
(%0,3) ERBBA4, 1’1 (%0,3) CTTNB1, 1’1 (%0,3) SMADA4, 1’1 (%0,3) ALK ve

1’1 (%0,3) NRAS gen degisikligi icermekteydi.

KRAS mutasyonu olan hastalarin 263’1 (%77,8) ADK, 45’1 (%13,3)
KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen, 20’si (%5,9) diger tanilar ve

10’u (%3) SHK’den olusmaktaydi.

KHDAK’lerde, ERBB2 amplifikasyonu %3,9 (35/906), ERBB2
mutasyonu ise %1,2 (18/1500) oraninda saptandi. Erkeklerin 37’sinde
(%3,3), kadmnlarin 16’sinda (%4,3) ERBB2 gen degisikligi mevcuttu.
Saptanan ERBB2 mutasyonlari, ekzon 8’deki S310F, ekzon 17°deki 1654V,
V659A ve R678Q, ekzon 19°daki D769H, ekzon 20°deki V777L, ekzon
21°deki V8421, ekzon 27°deki A1216D yanlis anlamli SNV’ler ve ekzon
20°deki  Y772_A775dup, AT775_GT776insAVMA,  Y772_AT775dup,
G778 P780dup, G776delinsVC gerceve i¢i insersiyonlariydi. Ekzon 20
insersiyonlari (7/18, %38,9) en sik goriilen ERBB2 mutasyonlariydi. ERBB2
gen degisikligi goriilen hastalarin 31’1 (%58,5) ADK, 14’i (%26,4)
KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen, 5'i (%9,4) SHK ve 3’1 (%5,7)

diger tanilardan olugmaktaydi.
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MET gen degisikligi %6,8 oraninda (62/906) saptandi. En sik
goriilen gen degisikligi MET amplifikasyonuydu (56/62, %90,3). Hastalarin
55’inde sadece MET amplifikasyonu, 6’sinda sadece MET mutasyonu
(ekzon 14 Y1021S, Y1021F, MET ekzon 14 atlama mutasyonlar1t R988C,
P996S ve intron 14 ¢.3082+3A>G SNV) ve 1’inde MET amplifikasyonu ve

MET mutasyonu (ekzon 14 D1028H) birlikte izlendi.

MET gen degisikligine sahip hastalarin 44’i (%71) ADK, 12’si
(%19,4) KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen, 5’1 (%8,1) SHK, 1’i
(%1,6) diger KHDAK tanilarina sahipti. MET gen degisikligi erkeklerde

(54/680, %7,9) kadinlardan (8/226, %3,5) daha sik goriildii (p=0,023).

PDGFRA mutasyonu, 3 hastada (%0,2) saptandi. Hastalarin hepsi
ADK tanili olup ikisi erkek biri kadindi. Bir hastada es zamanli BRAF

V600E ve PIK3CA E545K, E542K yanlis anlamli SNV’ler izlendi.

PIK3CA mutasyonu, 64°i erkek (%5,6), 22’si kadin (%5,9) olmak
tizere 86 hastada (%5,7) gozlendi. En sik goriilen mutasyon tipleri ekzon
10°daki E545K (%30,2) ve E542K (%19,8) ile ekzon 21°deki H1047R
(%12,7) yanhis anlamli SNV’lerdi. Hastalarin 45’1 (%52,3) ADK, 21’1
(%24,4) SHK, 13’1 (%15,1) KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen ve

7’si (%8,1) diger tanilardan olusmaktaydi.

BRAF gen degisikligi 37’si (%3,3) erkek 11’1 (%3,6) kadin toplam
48 hastada (%3,2) saptandi. En sik gorilen BRAF mutasyonu %31,3

oraninda bulunan V600E yanlis anlamli SNV’ydi. Olgularin 37°si (%77,1)
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ADK, 4’1 (%8,3) KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen, 4’1 (%8,3)

SHK ve 3’ii (%6,3) diger tanilardan olusmaktaydi.

FGFR1 gen degisikligi %5,7 (52/906) oraninda goriildii. FGFR1 gen
amplifikasyonu, 906 hastanin 51’inde (%5,6), ekzon 9’daki F384L yanlis
anlamli SNV ise 1’inde (%0, 1) saptandi. Gen degisikligi bulunan hastalarin
49°u (%7,2) erkek, 5’1 (%2,2) kadind1. Yirmi alt1 (%50) ADK, 13’1 (%25)
KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen, 10’u (%19,2) SHK ve 3’i

(%5,8) diger tanilardan olusmaktaydi.

STK11 mutasyonu, %4,7’si (2/43) kadin, %7,6’s1 (9/118) erkek
toplam 11 hastada (%6,8) goriildii. izlenen 11 mutasyonun, 4’ii (%36,3)
yanig anlamli SNV (D194N, W308L, G196V, H174R), 3’i (%27,3)
durdurucu kodon SNV (Y60*, K84*, Q170%*), 3’i (%27,3) kirilma bdlgesi
SNV (c.465-1G>T, ¢.862+1G>T) ve 1’1 (%9,1) cerceve kaymasi
delesyonuydu (G196fs*91). STK11 mutasyonu goriilen 11 hastanin 4’iinde
(4/161, %2,5) ek gen degisikligi goriilmedi ve hepsinin tanist ADK’ydi.
Hastalarin 9’u (%81,8) ADK ve 2’si (%18,2) KHDAK, daha ileriye

spesifiye edilemeyen taniliydi.

ALK mutasyonu, 2’si (%0,2) erkek 4’i (%10,8) kadin toplam 6
hastada (%0,4) izlendi. Mutasyonlarin hepsi ekzon 23 ve ekzon 22’deki
yanlis anlamli SNV’lerdi (L1198F, L1196M, L1152P, G1202R ve
D1203N). Vakalarin 4’1 (%66,6) ADK, 1’1 (%16,7) malign epitelyal tiimér,

1’1 (%16,7) KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen taniliydi. ALK
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mutasyonu saptanan hastalarin birinde (L1196M) 2015 yilinda ALK
yeniden diizenlemesi mevcuttu. Diger hastarda ALK yeniden diizenlemesi

gostermemektedir.

KIT gen degisikligi, 9 (%0,8) erkek, 3 (%0,8) kadin toplam 12
hastada (%0,8) goriildii. Gen degisikliklerinin 1’1 KIT amplifikasyonu
(1/161, %0,6), 6’s1 (6/1500, %0,4) sinonim SNV (1798l), 4’1 (%0,3) yanlis
anlamli SNV (S628N, D816G ve S451P) 1’1 (%0,1) ¢erceve i¢i
delesyonuydu (W557_K558del). Olgularin 6’s1 (%50) ADK, 3’i (%25)

SHK, 3’1 (%25) diger tanilardan olusmaktaydi.

NRAS mutasyonu 2’si (%0,5) kadin 13’1 (%1,2) erkek olan toplam
15 hastada (%1) goriildii. Mutasyonlar, yanlis anlamli SNV’ler (A66T,
Y64D, G12V, Q61K, Q61R, GI12C, Q61L, G12D) seklindeydi. Bunlarin

10’u (%66,7) ADK, 1°i (%6,7) SHK ve 4’ii (% (26,6) diger tanilara sahipti.

ERBB3 mutasyonu 2 hastada (%0,3) izlendi. Hastalarin ikisi de
erkekti. Ekzon 3 ve ekzon 8’de sirasiyla V104L ve E321Q yanlis anlamli

SNV saptandi. Olgularin 1’1 ADK, 1’1 kombine BHNEK+SHK taniliydi.

MAP2K1 mutasyonu (1’i K57N ve digeri E203K yanlig anlamli

SNV, %0,2) iki hasta da erkek ADK hastasinda izlendi.

FBXW7 mutasyonu KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen
tanil1 1 erkek hastada (%0,6) izlendi. Mutasyon, ekzon 10’daki R505G

yanlis anlamli SNV’ydi.
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SMAD4 mutasyonu goriilen 3’ ADK (%75) ve 1’1 (%25) SHK tanili
4 olgu (4/161, %2,5) mevcuttu. ilk olguda SMAD4 ’iin S357P, KRAS G12V
ve PIK3CA C472Y yanlig anlamli SNV’leri, 2. olguda SMAD4’iin Q461*
durdurucu kodon SNV’si ve MET ‘in intron 14 ¢.3082+3A>G SNV’si, 3.
olguda SMAD4’iin R361C yanlis anlamli SNV’si, 4. olguda SMAD4 ’iin

F505fs*2 ¢erceve kaymasi delesyonu izlendi.

PTEN mutasyon siklig1 %0,4 (3/745) olup hastalarin 2’si (2/183,
%1,1) kadn, 1’1 (1/562, %0,2) erkekti. PTEN mutasyonuna sahip olgularin
2’si (%66,7) ADK, 1’1 (%33,3) KHDAK, daha ileriye spesifiye edilemeyen
taniltydi. PTEN mutasyonlarina bir olguda BRAF V600E, bir olguda da

NRAS G12D yanlis anlamli SNV eslik etmekteydi.

FGFR3 mutasyonu (ekzon 9 F384L yanlis anlamli SNV) ADK tanil
60 yasinda bir erkek hastada (1/161, %0,62) goriildi. Bu hastanin diger

mutasyonu, BRAF V600E yanlis anlamli SNV ydi.

ROS1 gen mutasyonu arastirilan 745 hastanin birinde (1/745, %0,13)
ROS1 mutasyonu (ekzon 38 12009 D2033del ¢erceve i¢i delesyonu)
goriildii. Bu hasta ADK tanili erkek hastadaydi. Ayn1 hastada BRAF L597P
yanlis anlamli SNV de mevcuttu. Saptanan nokta mutasyonu, ROS1 yeniden

diizenlemesi gostermemektedir.

AKT1 mutasyonu (ekzon 5’de E17K yanlis anlamli SNV) ADK
tanilt 49 yasinda bir kadin olguda (1/906, %0,11) izlendi. Ayn1 hastada

EGFR ekzon 19 E746_A750del cergeve i¢i delesyonu da saptandi.
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ERBB4 mutasyonu (ekzon 3, R103L yanlis anlamli SNV) 66 yasinda
ADK tanili bir kadin hastada (1/161, %0,62) KRAS G13V delins mutasyonu

ile birlikte gortildii.

CTNNB1 mutasyonu (ekzon 3 S45C yanlis anlamlit SNV) KHDAK,
daha ileriye spesifiye edilemeyen tanil1 62 yasinda bir kadin hastada (1/161,
%0,62) izlendi. Hastanin es zamanli KRAS G12D ve PIK3CA H1047R

yanlig anlamli SNV mutasyonlar1 da mevcuttu.

ESR1 1500, DDR2 906, FLT3, FGFR2, GNAQ, GNA1l, HRAS,
MAP2K2 ve NOTCH1 161, RICTOR 745 ve RAF1 755 hastanin dokularinda
incelendi ve patojen ya da olasilikla patojen sinifinda bulunan gen

degisiklikleri goriilmedi.
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4.7. Tamlara gore gen degisikliklerinin analizi

4.7.1. Adenokarsinom tani grubunda saptanan gen degisikliklerinin

analizi

ADK tanil1 985 hastanin 704’1 (%71,5) erkek, 281’1 (28,5) kadindi.
Genel gen degisikligi oran1 %60,4’ti (595/985). ADK’lerin 247’sinde
(%25,1) EGFR gen degisikligi izlendi. Hastalarin 80’inde (%13,6, 80/590)
EGFR amplifikasyonu izlendi. EGFR mutasyon orani ise %20,2 (199/985)
olarak saptandi. Hastalarin 70’inde (%28,3) 2 adet, 10’unda (%4,1) 3 adet
gen degisikligi mevecuttu. EGFR mutasyonlarinin 985 ADK’li olgularda

goriilme oranlar1 Tablo 9, 10 ve 11°de gdsterilmistir.

EGFR amplifikasyonu olan 80 hastanin 24’iine tek, 8’ine ise 2 adet
EGFR mutasyonu eslik ediyordu. EGFR amplifikasyonuna eslik eden

EGFR mutasyonu Tablo 12’de gosterildi.
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Tablo 9: ADK’lerde tek EGFR mutasyon siklig

Sira Ekzon Genomdaki yer degisikligi Proteindeki Mutasyon tipi % Siklik
degisiklik ADK
1 Ekzon 6 €.662G>T p.G221V Yanlig 05 1
anlamli SNV
2 Ekzon 7 €.866C>A p.A289D Yanlig 05 1
anlamli SNV
3 Ekzon 15 | ¢.1787C>T p.P596L Yanlig 05 1
anlamli SNV
4 Ekzon 18 | c.2155G>A p.G719S Yanlig 1 2
anlamli SNV
5 Ekzon 18 | ¢.2180A>G p.Y727C Yanlig 05 1
anlamli SNV
6 Ekzon 18 | ¢.2161G>T p.G721C Yanlig 0,5 1
anlamli SNV
7 Ekzon 19 | ¢.2235 2249delGGAATTA p.E746_AT750de | Cergeve ici 16,6 | 33
AGAGAAGC | del
8 Ekzon 19 | c.2236_2250delGAATTAA p.E746_AT750de | Cergeve ici 75 15
GAGAAGCA | del
9 Ekzon 19 | ¢.2239 2247delTTAAGAG p.L747_E749de | Cergeve ici 0,5 1
AA | del
10 Ekzon 19 | ¢.2248G>C p.A750P Yanlig 0,5 1
anlamli SNV
11 Ekzon 19 | ¢.2240_2257delTAAGAGA p.L747_P753de | Cergeve ici 15 3
AGCAACATCTC linsS del
12 Ekzon 19 | ¢.2240 2254delTAAGAGA Cergeve igi 2 4
AGCAACAT p.L747_T751de | del
|
13 Ekzon 19 | ¢.2237_2251delAATTAAG p.E746_T751de | Cergeve ici 05 1
AGAAGCAA linsA del
14 Ekzon 19 | ¢.2236_2253delGAATTAA p.E746_T751de | Cergeve ici 0,5 1
GAGAAGCAACAInsCTT linsL delins
15 Ekzon 19 | ¢.2237_2238del AAINSTC p.E746V Cergeve igi 0,5 1
delins
16 Ekzon 19 | c.2248 2263delGCAACATC | p.A750fs*11 Cergeve 0,5 1
TCGGAAAG kaymasi del
17 Ekzon 19 | c.2252_2275delCATCTCCG | p.T751_E758de | Cerceve i¢i 1 2
AAAGCCAACAAGGAAA | del
18 Ekzon 19 | ¢.2276T>A p.1759N Yanlig 0,5 1
anlamli SNV
19 Ekzon 20 | ¢.2300_2308dupCCAGCGT | p.A767_V769d | Cergeve igi 05 1
GG up ins
20 Ekzon 20 | ¢.2303_2311dupGCGTGGA | p.S768 D770du | Cerceve ici 0,5 1
CA pSVD ins
21 Ekzon 20 | ¢.2317C>T p.H773Y Yanlig 0,5 1
anlamli SNV
22 Ekzon 20 | ¢.2311 2312delAAInsGGGT | p.N771delinsG Cergeve ici 0,5 1
T F delins
23 Ekzon 20 | ¢.2308_2309insGGGGCGT p.V769_D770in | Cergeve ici 1 2
GG sGGV ins
24 Ekzon 20 | c.2348C>T p.T783I1 Yanlis 0,5 1
anlamli SNV
25 Ekzon 20 | ¢.2305G>C p.V769L Yanlig 0,5 1
anlamli SNV
26 Ekzon 20 | ¢.2335_2336delGGinsTT p.G779F Delins 0,5 1
27 Ekzon 20 | c¢.2311 2319dupAACCCCC p.N771_H773d | Cergeve ici 05 1
AC up ins
28 Ekzon 20 | c¢.2312_2313insACCCCA p.N771delinsK Cergeve i¢i 0,5 1
PH ins
29 Ekzon 21 | ¢.2611G>A p.A871T Yanlis 0,5 1
anlamli SNV
30 Ekzon 21 | c.2588G>A p.G863D Yanlis 0,5 1
anlamli SNV
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31 Ekzon 21 | ¢.2582T>G p.L861R Yanlig 0,5 1
anlamli SNV

32 Ekzon 21 | ¢.2485G>C p.E829Q Yanlig 0,5 1
anlamli SNV

33 Ekzon 21 | ¢.2573T>G p.L858R Yanlis 26,1 52
anlamli SNV

34 Ekzon 21 | ¢.2582T>A p.L861Q Yanlis 0,5 1
anlamli SNV

35 Ekzon 25 | ¢.2996G>A p.R999H Yanlig 0,5 1
anlamli SNV
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Tablo 10: ADK’lerde iki EGFR mutasyon sikhigi

€.2240 _2257delTAAGAGAAGCAACA
TCTC p.L747 _P753delinsS Cergeve i¢i
del

Yanlis anlamli SNV

Sira 1. 2. % Siklik
1 Ekzon 3 ¢.323G>A p.R108K, Yanlig Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 05 |1
anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
2 Ekzon 18 ¢.2155G>A p.G719S Yanlis Ekzon 18 ¢.2126A>C p.E709A, 05 |1
anlamli SNV Yanlis anlamli SNV
3 Ekzon 18 ¢.2117T>C p.I706T, Yanlig Ekzon 18 ¢.2156G>C p.G719A, 05 |1
anlamli SNV Yanlis anlamli SNV
4 Ekzon 18 ¢.2155G>T p.G719C Yanlig Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S768I, Yanlis | 05 | 1
anlamli SNV anlamli SNV
5 Ekzon 18 ¢.2156G>C p.G719A, Yanlis Ekzon 21 ¢.2582T>A p.L861Q, 05 |1
anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
6 Ekzon 18 ¢.2125G>A, p.E709K, Yanlis Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 05 |1
anlamli SNV Yanlig anlamli SNV
7 Ekzon 18 ¢.2155G>A p.G719S Yanlis Ekzon 21 ¢.2497T>G p.L833V, 05 |1
anlamli SNV Yanlis anlamli SNV
8 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2248G>C p.A750P Yanlis | 1,5 | 3
€.2239_2247delTTAAGAGAA anlamli SNV
p.L747 E749del Cergeve igi del
9 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2276T>A p.I759N Yanlis | 0,5 | 1
€.2252_2275delICATCTCCGAAAGCC | anlamli SNV
AACAAGGAAA p.T751_E758del,
Cergeve i¢i del
10 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2256_2257delTC 05 |1
€.2239 2248delTTAAGAGAAG p-P753fs*9 Cergeve kaymasi del
p.L747fs*16 Cerceve kaymasi del
11 Ekzon 19 ¢.2249C>A p.A750E Yanlis Ekzon 19 05 |1
anlamli SNV €.2237_2241delAATTAInsCC
p-E746_L747delinsA Cerceve ici
delins
12 Ekzon 19 ¢.2257 2262del CCGAAA Ekzon 19 05 |1
p.P753_K754del Cerceve ici del €.2265_2277delCAACAAGGAAAT
CinsT p.N756 1759del Cergeve igi
delins
13 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2251A>C p.T751P Yanlhs | 05 | 1
€.2239_2250delTTAAGAGAAGCA anlamli SNV
p-L747 A750del Cergeve ici del
14 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2252C>T p.T7511, Yanhs | 05 | 1
€.2235_2249delGGAATTAAGAGAAG | anlamhi SNV
C p.E746_A750del, cerceve ici del
15 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2247_2248del AGinsGC 05 |1
€.2239_2247delTTAAGAGAA p.A750P Yanlig anlamli SNV
p.-L747 E749del Cerceve ici del
16 Ekzon 19 ¢.2248G>C p.A750P Yanlis Ekzon 19 05 |1
anlamli SNV €.2236_2245delGAATTAAGAGInsC
p-E746_E749delinsQ, Cergeve ici
delins
17 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2326C>T p.R776C Yanlis | 05 | 1
€.2240_2254delTAAGAGAAGCAACA | anlamli SNV
T p.L747 T751del Cergeve i¢i del
18 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 2 4
€.2235_2249delGGAATTAAGAGAAG | Yanlisg anlamli SNV
C p.E746 A750del, cerceve ici del
19 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S7681, Yanlis | 05 | 1
€.2235_2249delGGAATTAAGAGAAG | anlamli SNV
C p.E746 A750del, cerceve ici del
20 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 15 |3
€.2236_2250delGAATTAAGAGAAGC | Yanlisg anlamli SNV
A p.E746 _A750del Cerceve ici del
21 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 05 |1
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22 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 08 | 2
€.2240_2254delTAAGAGAAGCAACA | Yanlis anlamli SNV
T p.L747 T751del Cergeve i¢i del

23 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, 05 (1
€.2253_2276delATCTCCGAAAGCCA | Yanlig anlamli SNV
ACAAGGAAAT p.S752_1759del
Cerceve ici del

24 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S768I, Yanlis | 05 | 1
€.2240_2257delITAAGAGAAGCAACA | anlamli SNV Cergeve i¢i del
TCTC p.L747_P753delinsS

25 Ekzon 19 Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 1 2
€.2235_2249delGGAATTAAGAGAAG | Yanlis anlamli SNV
C p.E746 A750del, cerceve ici del

26 Ekzon 20 Ekzon 20 ¢.2317C>T p.H773Y, 15 |3
€.2316_2317insAACCCCAACCCC Yanlis anlamli SNV
p.P772 H773insNPNP, Cergeve i¢i ins

27 Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S768I, Yanlis Ekzon 20 ¢.2320G>A p.V774M 05 |1
anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

28 Ekzon 20 ¢.2335G>T p.G779C Yanlig Ekzon 20 ¢.2335G>C p.G779R Yanhs | 0,5 | 1
anlamli SNV anlamli SNV

29 Ekzon 20 ¢.2320G>A p.V774M Yanlig Ekzon 20 ¢.2318A>T p.H773L Yanlhs | 05 | 1
anlamli SNV anlamli SNV

30 Ekzon 20 ¢.2369C>T p.T790M, Yanlis Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 35 |7
anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

31 Ekzon 20 ¢.2303 G>T p.S7681, Yanlig Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, 05 |1
anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

32 Ekzon 20 ¢.2314C>T p.P772S, Yanlis Ekzon 21 ¢.2537A>G p.K846R, 05 |1
anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

33 Ekzon 20 ¢.2327G>A p.R776H Yanlis Ekzon 21 ¢.2485G>A p.E829K, 05 |1
anlamli SNV Yanlig anlamli SNV

34 Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, Yanlis Ekzon 21 ¢.2497T>G p.L833V, 05 |1
anlamli SNV Yanlis anlamli SNV

35 Ekzon 21 ¢.2593G>A p.E865K Yanlis Ekzon 21 ¢.2602G>A p.E868K Yanlhs | 0,5 | 1
anlamli SNV anlamli SNV

36 Ekzon 21 ¢.2497T>G p.L833V Yanlis Ekzon 21 ¢.2504A>T p.H835L Yanlhis | 05 | 1
anlamli SNV anlamli SNV

Tablo 11: ADK’lerde iic EGFR mutasyon sikhikhig:

Sira 1. 2. 3. % Siklik

1 Ekzon 21 ¢.2573T>G Ekzon 21 ¢.2500G>T Ekzon 20 ¢.2390G>C 05 |1
p-L858R, Yanlis anlamli p-V834L Yanlis anlamhi | p.C797S Yanls
SNV SNV anlamli SNV

2 Ekzon 19 Ekzon 21 ¢.2494C>T Ekzon 19 ¢.2260A>G 05 |1
€.2239_2247delTTAAGA p.R832C Yanlis anlamli | p.K754E Yanlis
GAA p.L747_E749del SNV anlamli SNV

Cergeve i¢i del
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Tablo 12: ADK’lerde EGFR amplifikasyonu ile birliktelik gosteren

EGFR mutasyonlari ve sikhig1

Sira | 1.EGFR mutasyonu 2. EGFR mutasyonu % Siklik

1 Ekzon 7 ¢.866C>A p.A289D Yanlis anlamli 13 |1
SNV

2 Ekzon 19 12,5 | 10
€.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC
p.E746 A750del, ¢erceve ici del

3 Ekzon 19 ¢.2237_2238delAAInsTC p.E746V 13 |1
Cergeve i¢i delins

4 Ekzon 19 1,3 1
€.2236_2253delGAATTAAGAGAAGCAA
CAinsCTT p.E746 T751delinsL Cergeve ici
delins

5 Ekzon 19 1,3 1
€.2237_2255del AATTAAGAGAAGCAAC
ATCinsT p.E746_S752delinsV Cergeve i¢i
delins

6 Ekzon 19 1,3 1
€.2252_2275delCATCTCCGAAAGCCAA
CAAGGAAA p.T751 E758del Cergeve igi
del

7 Ekzon 20 ¢.2308_2309insGGGGCGTGG 13 |1
p.V769 D770insGGV Cergeve i¢i ins

8 Ekzon 21 ¢.2573T>G p.L858R, Yanlis 87 |7
anlamli SNV

9 Ekzon 21 ¢.2582T>G p.L86IR Yanlis 1,3 1
anlamli SNV

10 | Ekzon 3 ¢.323G>A p.R108K, Yanlig anlamli | Ekzon 21 ¢.2573T>G 13 |1
SNV p-L858R, Yanlis anlamli

SNV

11 Ekzon 19 Ekzon 19 ¢.2276T>A 1,3 1
€.2252_2275delCATCTCCGAAAGCCAA | p.I759N Yanlis anlaml
CAAGGAAA p.T751 _E758del, Cergeve ici | SNV
del

12 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T 25 |2
€.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT p-T790M, Yanlis anlaml
p-L747 T751del Cerceve ici del SNV

13 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2326C>T 1,3 1
€.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT p-R776C Yanlig anlamlt
p.L747 T751del Cergeve ici del SNV

14 Ekzon 19 Ekzon 20 ¢.2369C>T |13 |1
€.2240_2257delTAAGAGAAGCAACATC | p.T790M, Yanlis anlamli
TC p.L747 P753delinsS Cergeve ici del SNV

15 Ekzon 20 Ekzon 20 ¢.2317C>T 1,3 1
€.2316_2317insAACCCCAACCCC p-H773Y, Yanlis anlaml
p.-P772 H773insNPNP, Cerceve i¢i ins SNV

16 Ekzon 21 ¢.2497T>G p.L833V Yanlis Ekzon 21 ¢.2504A>T 13 |1
anlamli SNV p-H835L Yanlis anlamli

SNV
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ADK’lerin %26,7’sinde KRAS, %8,3’iinde STK11, %7,5’inde MET,
%4,6’sinda PIK3CA, %4,6’sinda FGFR1, %3,7’sinde BRAF, %3,2’sinde
ERBB2, [12 olgu ERBB2 mutasyonu (%1,2), 19 olgu ERBB2 amplfikasyonu
(%1,9)], %2,8’inde SMAD4, %1’inde NRAS, %1,9’'unda FGFR3,
%0,6’sinda KIT, %0,5’inde MAP2K1, %0,4’tinde ALK, %0,4’iinde PTEN,
%0,3’tinde PDGFRA, 9%0,2’sinde AKT1 ve %0,2’sinde ROS1 gen
degisikligi izlendi (Grafik 5). ADK’lerde KRAS mutasyon sikligi Tablo

13’te gosterilmistir.
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ADK'lerdeki gen degisikliklerinin siklig
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Grafik 5: ADK’lerdeki gen degisiklik siklig1
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Tablo 13: ADK’lerde KRAS mutasyonlarimin sikhig

Sira Ekzon | Genomdaki yer degisikligi Proteindeki Mutasyon tipi % Siklik
degisiklik

1 Ekzon2 |c.34G>T p.G12C Yanlis anlamli SNV [359 |94
2 Ekzon2 | c.35G>A p.G12D Yanlis anlamli SNV | 15,6 41
3 Ekzon2 |c.35G>T p.G12v Yanlis anlamhi SNV | 22,1 58
4 Ekzon2 |c.35G>C p.G12A Yanlig anlamli SNV | 6,9 18
5 Ekzon2 |c.38G>A p.G13D Yanlig anlamlhi SNV | 4,2 10
6 Ekzon2 |c.37G>T p.G13C Yanlis anlamli SNV 3,8 11
7 Ekzon 2 | c.34G>A p.G12S Yanlis anlamli SNV 3,4 9
8 Ekzon 2 |c.34 35delGGinsTT p.G12F Delins 12 3
9 Ekzon 2 | c.34G>C p.G12R Yanlig anlamhi SNV | 0,8 2
10 |Ekzon?2 |c.38_39delGCinsTT p.G13V Delins 0,8 2
11 | Ekzon2 | c.33 34delTGinsCT p.G12C Delins 0,4 1
12 |Ekzon2 |c.64C>A p.Q22K Yanlig anlamh SNV | 0,4 1
13 |Ekzon2 |c.38 39delGCinsTG p.G13V Delins 04 1
14 |Ekzon2 |c.40G>A p.V14l Yanlig anlamhi SNV | 0,4 1
15 | Ekzon2 |c.39C>G p.G13G Sinonim SNV 0,4 1
16 |Ekzon3 |c.183A>C p.Q61H Yanlis anlamli SNV 1,9 5
17 |Ekzon3 |c.182A>T p.Q61L Yanlig anlamh SNV [ 1,2 3
18 |Ekzon3 |c.183A>T p.Q61H Yanlig anlamli SNV | 0,8 2
19 |Ekzon3 |c.175G>A p.AS9T Yanlis anlamli SNV 0,4 1
20 |Ekzon4 |c.436G>A p.Al46T Yanlis anlamli SNV 1,5 4
21 |Ekzon4 |c.436G>T p.Al146S Yanlis anlamli SNV 0,4 1

Invaziv miisindz adenokarsinom tanis alan 35 olgu mevcuttu. Bu 35
hastanin tamaminda KRAS ve BRAF mutasyonlar1 arastirildi ve 20°sinde
(%57,1) KRAS mutasyonlar1 [yanlis anlamli SNV’ler (7 adet G12D, 6 adet
G12V, 2 adet G12C, 2 adet Q61H, 1 adet G12R ve 1 adet G12S), 2 adet
delins (1 adet G12C ve 1 adet G13V)] ve 2’sinde (%b5,7) BRAF yanlis
anlamli SNV (F468S, D594G) izlendi. Invaziv miisindz adenokarsinomlu
olgularin 20’sinde ise MET gen degisikligine bakildi ve bu grupta sadece 1

adet (%5) MET amplifikasyonu izlendi (Grafik 6).
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Grafik 6: Invaziv miisinoz adenokarsinomlardaki gen degisiklik siklig

Invaziv miisinéz adenokarsinomlardaki KRAS gen degisikligi
goriilme orani, ADK ve SHK’teki KRAS gen degisikligi goriilme oranina
gore daha yiiksektir (p<0,001). Invaziv miisindz adenokarsinom haricindeki
biitiin tan1 gruplarinda belirgin erkek cinsiyet baskinlig goriiliirken, invaziv
miisindz adenokarsinomda erkek ile kadin arasindaki fark ¢ok azdir (Tablo

14).
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Tablo 14: Cinsiyete gore tani gruplari

Erkek Kadin
Tam Say1 % Say1 %
KHDAK, daha ileriye spesifiye 101 (82.7) 40 (17.3)
edilemeyen
ADK 704 (71,5) 281  (28,5)
- Invaziv miisinéz adenokarsinom 21 (60) 14 (40)
- Tagh yiizitk morfolojili ADK 9 (81,8) 2 (18,2)
SHK 168 (86,6) 26 (13/4)
Adenoskuamoz karsinom 12 (80,0) 3 (20,0)
Malign epitelyal tiimor 23 (56,1) 18 (43,9)
BHK 11 (100,0) 0 (,0)
Kombine BHNEK+SHK+ADK 1 (100,0) 0 (,0)
BHNEK 8 (100,0) 0 (,0)
Kombine BHNEK+SHK 1 (100,0) 0 (,0)
Sarkomatoid karsinom 9 (81,8) 2 (18,2)
Kombine BHNEK+ADK 0 (,0) 1 (100,0)
Kombine KHK+ADK 1 (100,0) 0 (,0)
TOPLAM 1129 (75,3) 371 (24,7)

Ikisi (%18,2) kadin 9’u (%81,8) erkek toplam 11 adet tash yiiziik
morfolojili adenokarsinom hastasinin 7’sinde (%63,6) gen degisikligi
goriildii. Bunlarin 4’4 ¢oklu gen degisikligi seklindeydi. En sik KRAS
mutasyonu (4/11, %36,4) izlendi. Birinci olguda KRAS G12V, 2. olguda
EGFR ekzon 19 delins ve yanlis anlamli SNV (A750E), 3. olguda EGFR
ekzon 19 delesyonu, 4. olguda KRAS ekzon 2 delins, ERBB2
amplifikasyonu ve PIK3CA H1047Y yanlis anlamli SNV, 5. olguda EGFR
ve FGFR1 amplifikasyonu, 6. olguda KRAS G12C, MET amplikasyonu ve

D1028H yanlis anlamli SNV, 7. olguda KRAS G12D mutasyonu izlendi.
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4.7.2. Skuamoz hiicreli karsinom tani grubunda saptanan gen

degisikliklerinin analizi

SHK tanil1 194 hastanin 168’1 (%86,6) erkek, 26’s1 (%13,4) kadindi.
SHK tanili hastalarim 66’sinda (%34,2) gen degisikligi izlendi. En sik

goriilen degisiklik PIK3CA ve FGFR1 genlerindeydi.

SHK’lerin %6,2’sinde (12/194) EGFR mutasyonu, %11,2’sinde
(13/116) EGFR amplifikasyonu, %10,8’inde PIK3CA, %8,6’sinda FGFR1,
%5,2’sinde  KRAS, %4,3’tinde MET, %4,3’inde SMAD4, %?2,6’sinda
ERBB2, %2,1’inde BRAF, %]1,5’inde KIT ve %0,5’inde NRAS gen

degisikligi izlendi (Grafik 7).
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Grafik 7: SHK’lerdeki gen degisiklik sikhikhgy

4.7.3 Adenokarsinom ve skuaméz hiicreli karsinom tanisi disindaki

akciger kanserlerinde gen degisikliklerinin analizi

Adenoskuamo6z karsinom tanili hastalarin 3’1 (%20) kadin 12’si
(%80) erkekti. Yalmzca 4’iinde (%26,6) mutasyon izlendi. Hastalarin
3’tinde KRAS (3/15, %20), 1’inde EGFR (1/15 %6,7) mutasyonu ve 1’inde

(1/11, %9,1) FGFR1 amplifikasyonu goriildii.

Sarkomatoid karsinom tanili 11 olgunun 2’si (%18,2) kadmn, 9’u
(%81,8) erkek olup, 10’unda (%91) gen degisikligi saptandi. Bunlarin 6’s1
(6/11, %54,5) KRAS gen degisikligi, 1’1 (1/8, %12,5) FGFR1
amlifikasyonu, 1’i (1/8, %12,5) MET mutasyonu, 1’i (1/11, %9,1) EGFR
yanlig anlamli SNV, 1’1 (1/8, %12,5) EGFR amplikasyonu, 1’i (1/8, %12,5)

ERBB2 amplifikasyonu, 2’si (2/11, %18,2) PIK3CA mutasyonu [¢erceve igi
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delesyonu (P449 L455del) ve yanlis anlamli SNV (D769H)] ve 1’i

(1/11%9,1) KIT 17981 sinonim SNVydi.

Tiimi erkek olan BHK tanili 11 hastanin 6’sinda (%54,5) gen
degisikligi izlenmis olup, bunlarin 2’si (2/9, %22,2) EGFR amplifikasyonu,
1’1(1/9, %11,1) ERBB2 amplifikasyonu, 2’si (2/11, %18,2) PIK3CA E545K
ve E542K yanlis anlamli SNV ve 1’1 (1/11, %9,1) BRAF G469A yanlis

anlamli SNV’ydi.

BHNEK tanis1 alan hastalarin tiimii erkek olup 8 olgu mevcuttu.
Besinde (%62,5) gen degisikligi izlendi. Bunlarin 1’1 (1/8, %12,5) KRAS
G12D, 1’1 (1/8, %12,5) BRAF G469V, 1’1 (1/8, %12,5) NRAS Q61L, 1’i
(1/8, %12,5) PIK3CA E707K yanlis anlamli SNV ve 1’1 (1/3, %33,3)

FGFR1 amplifikasyonuydu.

Kombine BHNEK+ADK+SHK komponentleri birlikte bulunan bir
olgu vardi ve bu olgu KRAS G12F delins mutasyonu igermekteydi. Kombine
BHNEK+SHK olan tek olguda PIK3CA P124L ve ERBB3 p.E321Q yanlis
anlamli  SNV’ler izlendi. Kombine KHK+ADK’nin ve kombine
BHNEK+ADK’nin goriildiigii 1’er olgu vardi ve bu olgularda mutasyon

izlenmedi.
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4.8. Adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinomlardaki gen

degisikliklerinin karsilastirilmasi

ADK’lerde FBXW7 ve CTNNB1, SHK lerde ise ALK, PDGFRA,
MAP2K1, AKT1, PTEN, STK11, ERBB3, ROS1, FBXW7, CTNNB1 ve

FGFR3 genlerinde degisiklik gdzlenmedi.

ADK ve SHK’lerdeki gen degisikliklerin saptanma sikliklarina
baktigimizda birtakim farkliliklar bulundugu goze carpti. Bu farkliliklarin
en carpict olant ADK’nin SHK’ye oranla daha stk EGFR mutasyonu
bulundurmasiydi. Bu oranlar sirasiyla %20,2, %6,2 olup istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,001).

ADK’de saptanan EGFR gen amplifikasyonu oran1 %13,6, SHK’de
saptanan ise %11,2’ti. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi

(p=0,617).

FGFR1, PIK3CA, SMAD4 ve KIT gen degisikliklerinin SHK’lerde
ADK’lere gore daha sik goriildiigii saptandi. Bu genlerdeki degisikliklerin
ADK ve SHK’lerdeki goriilme oranlari karsilastirildiginda sadece PIK3CA

mutasyonlarimin  SHK’de ADK’den sik goriilmesi istatistiksel olarak

anlamliydi (p=0,001).

KRAS, BRAF, MET, ERBB2 ve NRAS gen degisiklikleri ADK’de
SHK’ye gore daha sik gozlendi. Bu genlerdeki degisikliklerin ADK ve

SHK’lerdeki  goriilme oranlar1 karsilastirildiginda sadece KRAS
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mutasyonunun ADK’de SHK’ye gore daha sik goriilmesi istatistiksel olarak

anlamliydi (p<0,001) (Grafik 8).
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Grafik 8: ADK ve SHK’lerde goriillen gen degisikliklerinin

karsilastirilmasi
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4.9. Cinsiyete gore gen degisikligi goriilme sikhig

Kadinlarda genel gen degisikligi goriilme orami %59,6 (221/371)
iken, bu oran erkeklerde %52,7 (595/1129) olarak bulundu (p=0,021). Gen
degisikliklerinin kadin ve erkek cinsiyetine gore oranlart ve p degerleri

Tablo 15°te 6zetlenmistir.

KHDAK’lerde EGFR gen degisikliginin kadmlarda erkeklere,
FGFR1, MET ve KRAS gen degisiklerinin ise erkeklerde kadinlara oranla
daha sik goriilmesi istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla, p<0,001,

p=0,014, p=0,034, p<0,001).

EGFR amplifikasyonu erkeklerde %11,3 (77/680), kadinlarda
%13,7 (31/226) oraninda izlendi. Kadinlarda erkeklerden fazla oranda
amplifikasyon izlenmesine karsin aradaki farkin istatistiksel olarak anlaml1
olmadigi gorildi (p=0,336). Ayn1 sekilde ADK’li (kadinda %15,6, erkekte
%12,6) ve SHK’li hastalarda (kadinda %15,4, erkekte %10,7) EGFR
amplifikasyonunun kadinlarda erkeklere gore daha sik goriilmesine karsin

aradaki farkin anlamli olmadig1 goriildii (sirastyla p= 0,411 ve p= 0,639).

ERBB2 gen degisikliginin kadinlarda erkeklerden sik goriildiigi
gozlenmis olup istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi saptandi
(p=0,349). ERBB2 gen degisikligi sadece ADK tanili olgularda
incelendiginde kadinlarda %4,3, erkeklerde %?2,7 oraninda goriilmiis olup

bu grupta da anlamli fark goriilmedi (p=0,287).
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BRAF, NRAS ve STK11 gen degisikligi, erkeklerde kadinlardan
(p=0,641, p=0,467, p=0,729), PIK3CA, kadinlarda erkeklerden sik goriildii
(p=0,953). Ancak bu bulgularin higbiri istatistiksel olarak anlamli degildi.

KIT gen degisikligi ise erkek ve kadinlarda esit oranda (%0,8) goriildii.
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Tablo 15: Gen degisikliklerinin cinsiyete gore sikhigi

Erkek Kadin p degeri
Genel gen degisikligi %52,7 %59,6 0,021
EGFR gen degisikligi %15,5 %36,7 <0,001
EGFR mutasyonu %10,3 %33,7 <0,001
EGFR amplifikasyonu %11,3 %13,7 0,336
PIK3CA %5,6 %5,9 0,953
ERBB2 %3,3 %4,3 0,349
KRAS %24,8 %15,6 <0,001
FGFR1 %7,2 %?2,2 0,014
MET %7,9 %3,5 0,034
BRAF %3,3 %3,6 0,641
NRAS %1,2 %0,5 0,467
STK11 %7,6 %4,7 0,729

4.10. Yasa gore gen degisikligi goriilme sikhgi

Hastalar, 50 yasindan kii¢ilik ve biiyiik olmak {izere 2 gruba ayrildi.
Gen degisikligi goriilme orani, 50 ve daha kiiciik yasta olan hasta grubunda
%51,6 (82/159), 50 yasindan biiyiik hastalarda ise %54,7°di (734/1341)

(p=0,449).

Gen degisiklikleri ile yas arasindaki iliski ayrt ayn
degerlendirildiginde, EGFR gen degisiklikleri, 50 yas alt1 grupta %22.,6
oraninda goriiliirken, 50 yas iistii grupta %20,6 oraninda izlendi. Ancak

geng yastaki hastalarda EGFR gen degisikliginin sik goriilmesi istatistiksel
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olarak anlamli degildi (p=0,54). KRAS ve PIK3CA gen degisikligi 50
yasindan biiyiik olanlarda daha sik goriildii (sirasiyla p=0,332, p=0,560).
KIT gen degisikligi ise 50 yasinda kii¢lik olanlarda daha sikti. Yas gruplari
60 yas alt1 ve iistii olarak hesaplandiginda ERBB2 gen degisikligi goriilme
orani gen¢ hastalarda daha yiiksekti (p=0,584). BRAF gen¢ ve yash
hastalarda benzer oranlarda (%3,2) goriildi. Ancak bunlarin higbiri

istatistiksel olarak anlamli degildi.

4.11. Adenokarsinomlarin alt tiplerine gore gen degisikligi goriilme

siklikhigi

EGFR gen degisikligi, mikropapiller paternin %38,9’unda, lepidik
paternin %33,3’linde, kribriform paternin %30,8’inde, asiner paternin
%27,2’sinde, papiller paternin %25,5’inde ve solid paternin %21,1’inde
saptandi. Alt tiplerde EGFR gen degisikligi goriilme oranlari
karsilastirildiginda mikropapiller paternin solid paterne oranla daha sik

EGFR gen degisikligi barindirmas: istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p=0,042).

EGFR mutasyonlarint ve EGFR amplifikasyonlarmi ayr1 ayri
inceledigimizde, ADK’lerde toplam 74 olguda (%14,7) EGFR
amplifikasyonu izlendi. Bunlarin higbirinde lepidik patern goriilmedi.
Kirkyedi olguda (47/338, %13,9) asiner patern, 14 olguda (14/95, %14,7)
solid patern, 7 olguda (7/19, %36,8) mikropapiller patern, 4 olguda (%12,5)

papiller patern, 2 olguda (2/11, %18,2) kribriform patern izlendi. Alt

108



tiplerde EGFR amplifikasyonu goriilme oranlart karsilatirildiginda,
mikropapiller paternin, asiner ve solid paterne gore daha yiiksek oranda
EGFR amplifikasyonuna sahip olmas istatistiksel olarak anlamli bulundu

(swrastyla p=0,014, p=0,046).

EGFR mutasyonu olan hastalarin 5’inde (5/18, %27,8) lepidik,
125%inde (125/556, %22,5) asiner, 12’sinde (12/55, %21,8) papiller,
10’unda (10/36, %27,8) mikropapiller, 24’tiinde (24/137, %14,9) solid,
2’sinde (2/13, %15,4) kribriform patern izlendi. Mikropapiller paternin
asiner, solid, kribriform ve papiller paterne oranla daha sik EGFR

mutasyonu icerdigi goriildii fakat bu fark anlamli bulunmadi.

KRAS mutasyonu, kribriform paternin %30,8’inde, asiner paternin
%28,1’inde, papiller paternin %27,3’tinde, solid paternin %23,6’sinda,
lepidik paternin %22,2’sinde ve mikropapiller paternin %11,1’inde goriildii.
Paternlerin birbirine stiinliiklerine bakildiginda, sadece asiner paternde
mikropapiller paterne gore KRAS mutasyonu goriilme oraninin daha yiiksek

olmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,043).

ADK’lerin kribriform ve lepidik paternindeki biyopsilerinin
higbirinde ERBB2 gen degisikligi saptanmadi. Asiner paternin %2,2’sinde,
papiller paternin %10,9’unda, mikropapiler paternin %3,3’tiinde, solid
paternin %3,7’sinde ERBB2 gen degisikligi gortildii. Papiller paternin asiner

paterne baskin olmasi istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,032).
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BRAF mutasyonu, mikropapiller ve lepidik paternlerde %5,6, asiner
paternde %4,1, papiller paternde ise %3,6 oraninda goriildii ve bu paternler

ile BRAF mutasyonu goriilme siklig1 arasinda anlamli fark saptanmadi.

MET gen degisikligi, mikropapiller paternde %21,1, solid paternde
%15,8, asiner ve papiller paternde %35,9 oraninda gériildii. Lepidik paternde
hic MET mutasyonu goriilmedi. Mikropapiller paternde MET gen
degisikliginin asiner, papiller ve solid paternden daha sik goriildii (sirasiyla
p=0,031, p=0,179 p=0,519). Alt tiplerde goriilen diger gen degisikliklerinin
goriilme sikliklar1 arasinda anlamli fark saptanmadi. Alt tiplerin gen

degisikliklerine gore oranlar1 Tablo 16°da 6zetlenmistir.
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Tablo 16: Alt tiplerdeki gen degisikliklerinin siklig

Lepidik | Asiner | Papiller | Mikropapiller | Solid | Kribriform
n%) | n(%) | n(%) n (%) n (%) n (%)

EGFR 6(33,3) | 151 14 14 (%38,9) 34 4 (30,8)

genel (27,2) | (25,5) (21,1)

EGFR 5(27,8) | 125 12 10 (27,8) 24 2 (15,4)

mut (22,5) | (21,8) (14,9)

EGFR 0 (0) 47 4 7 (36,8) 14 2 (18,2)

amp (13,9) | (12,5) (14,7)

KRAS | 4(22,2) | 156 15 4(11,1) 38 | 4 (%26,3)
(28,1) | (27,3) (23,6)

ERBB2 0 (0) 12 6 3(8,3) 6 0 (0)
(2,2 | (10,9 (3,7

MET 0 (0) 20 2 (6,3) 4 (21,1) 15 0 (0)
(5,9) (15,8)

BRAF 1 (5,6) 23 53 34 (5,6) 6 0 (0)
(41) | 36) @.7)

FGFR1 0 (0) 15 2 (6,3) 0 (0) 6 0 (0)
(4.4) (6,3)

STK11 1 7 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

(%33,3) | (10,5)

PIK3CA | 1(5,6) 27 4(7,3) 1(2,8) 8 (5) 0 (0)

(4,9)

111




4.12. Tiimor hiicre oranlarinin gen degisikligi karsilastirilmasi

Yiizde %20 ve lizerinde tiimor hiicre oranina sahip 1163
ornekte (%87,6) gen degisikligi goriilme oran1 %56,5 iken, %20’den diisiik
timor hiicre oranina 164 6rnekte bu oran %50’°dir (p=0,138). EGFR gen
degisikligi i¢in bu oranlar %21 ile %16,5, EGFR mutasyonu i¢in %15,6 ile
%13,4 ve EGFR amplifikasyonu i¢in %13,3 ile %6,9’dur (sirastyla p=0,179,

p=0,474, p=0,172) (Tablo10).

Bin yiiz altmis ii¢ materyal %20 ve {izerinde, 164 materyal ise
%20’inin altinda timor hiicre oranina sahipti. Yiizde 20 ve iizerinde timor
hiicre oranina sahip olan materyallerde gen degisikligi goriilme oran1 %56,5
(657), %20’inin altinda olanlarda %50°dir (169). Bu baglamda tiimor hiicre
oranlari ile gen degisikligi goriilme siklig1 arasinda anlaml fark saptanmadi
(p=0,117). Aymi esik deger kullanilarak EGFR mutasyon goriilme
yiizdelerine baktigimizda, %30’un altinda tiimdr hiicre oranina sahip 164
biyopsiden 22’sinde (%13,4) EGFR mutasyonu saptandi. Yiizde 20 ve
tizerinde tiimor hiicre oranina sahip olan 1164 biyopsiden 181’inde (%15,6)
EGFR mutasyonu izlendi (p=474). EGFR amplifikasyonunda ise bu oranlar
sirastyla %6,9 ve %13,3’tiir (p=172). Yiizde 5’ten az tiimor hiicresi igeren
iki biyopside de gen degisikligi saptanmadi. Ornekler esik deger
diisiiriilerek incelendiginde, yiizde 5 ve 5’ten az oranda tiimor hiicresi igeren
60 ornekten 29’unda (%48,3), %5’ten fazla tiimor hiicresi igeren 1267
ornekten 710’unda (%56) mutasyon saptandi. Aradaki farkin artti§1 ancak
yine de anlamli olmadig1 goriildii (p=0,240) (Tablo 17).
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Yiiz ve daha az sayida tiimor hiicresi (20-100 adet) igeren 19 dokunun
12’sinde (%63,2) gen degisiklikleri saptandi. Gen degisikligi saptanan

olgularin en diisiik hiicre sayisina sahip olani 30 hiicre icermekteydi.
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Tablo 17: Tiimér hiicre oranlar ile saptanan gen degisikliginin

karsilastirilmasi
Tiumor hiicre orant Total
>20 <20

\Var Say1 657 82 739
Mutasyon % %56,5 %50 %55,7
Yok Say1 506 82 588
% %43,5 %50 %44,3
Var Say1 244 27 271
EGFR gen % %21 %16,5 %20,4
degisikligi Yok Say1 919 137 1056
% %79 %83,5 %79,6
Var Say1 181 22 203
EGFR % %15,6 %13,4 %15,3
mutasyonu Yok Say1 982 142 1124
% %84,4 %86,6 %84,7
Say1 1163 164 1327
Total % %87,6| %l124| %100
\Var Say1 97 5 102
EGFR % %13,3 %6,9 %12,8
amplifikasyonu Yok Say1 630 67 697
% %86,7 %93,1 %87,2
Say1 727 72 799
Total % %91 %9| %100
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4.13. Mutasyonlarin birlikte goriilme sikhikhgi

EGFR gen degisikligi ile birlikte goriilen mutant genler
incelendiginde en sik saptananlar sirasiyla, KRAS [39/165, %23,6 (39
olgunun 13’linde sadece EGFR amplifikasyonu, 26’sinda EGFR
mutasyonu)], PIK3CA (17/165, %10,3), MET (17/165, %10,3), ERBB2

(16/165, %9,7), FGFR1 (10/165, %6,1) ve BRAF’t1 (8/165, %4,8).

Bunun disinda birlikteligi sik olan diger genler incelendiginde ikinci
siklikta KRAS ile PIK3CA birlikteligi (26/165, %15,8) goriildi. KRAS ile
MET birlikteligi %8,5 (14/165), KRAS ile STK11 birlikteligi %4,2 (7/165)

ve KRAS ile BRAF birlikteligi %4,2’ydi (7/165).

EGFR gen degisikligi olan 312 hastanin 39’unda (%12,5) birlikte
KRAS gen degisikligi izlendi. EGFR mutasyonu olmayan hastalarda ise
KRAS mutasyon orani %25,2 (299/1188) olarak saptandi. Aradaki farkin
istatistiksel ~ olarak  anlamli  oldugu  (p<0,001) g6z Oniinde
bulunduruldugunda, bir olguda EGFR ya da KRAS gen degisiklerinden

birinin varliginin digerinin saptanma olasiligini azalttig1 goriildii (Tablo 18).
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Tablo 18: EGFR gen degisikligi ile KRAS mutasyon durumlarimn

karsilastirilmasi
KRAS mutasyonu
Total
Var Yok
Say1 39 273 312
Var EGFR %12,5 %87,5 %100
EGFR gen KRAS %11,5 %23,5 %20,8
degisikligi Say1 299 889 1188
Yok EGFR %25,2 %74,8 %100
KRAS %88,5 %76,5 %79,2
Say1 338 1162 1500
Total EGFR %22,5 %77,5 %100
KRAS %100 %100 %100

PIK3CA mutasyonu olan 86 hastanin 51’inde (%59) ek gen
sapmalari mevcuttu. En sik birlikteligin KRAS genindeki degisikler oldugu
goriildi. PIK3CA mutasyonu olan hastalarda KRAS gen degisikligi
birlikteligi %30,2 (26/86) oraninda goriilirken, PIK3CA mutasyonu
olmayan hastalarda KRAS mutasyon oran1 %22,1°dir (312/1414) (Tablo 19).
Bu sonuca dayanarak bir hastada PIK3CA mutasyon mevcudiyetinin KRAS
mutasyonu goriilme olasiligini arttirdigr diistiniildi. Ancak bu durum

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,104).
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Tablo 19: PIK3CA mutasyonu ile KRAS mutasyon durumlarimin

karsilastirilmasi
PIK3CA mutasyonu
Var Yok Total
Say1 26 312 338
Var KRAS %7,7 %92,3 %100
KRAS PIK3CA %30,2 %22,1 %22,5
mutasyonu Say1 60 1102 1162
Yok KRAS %5,2 %94,8 %100
PIK3CA %69,8 %77,9 %77,5
Say1 86 1414 1500
Total KRAS %5,7 %94,3 %100
PIK3CA %100 %100 %100

KRAS mutasyonu

olan hastalara STK11 mutasyonunun eslik etme

oranm1 %17 (7/42) iken, KRAS mutasyonu olmayan hastalarda STK11

mutasyonu orani1 %3,4°tii (4/119). STK11 mutasyonu olan 11 hastanin

7’sine de KRAS mutasyonu eslik ediyordu. KRAS-STK11 mutasyon

birlikteligi, STK11 mutasyonunun tek basma goriilmesinden daha sikti

(p=0,008) (Tablo 20). STK11 mutasyonu G719A yanlig anlamli SNV igeren

sadece 1 adet EGFR mutasyonu ile birliktelik gosterdi.
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Tablo 20: STK11 mutasyonu ile KRAS mutasyon durumlarinin

karsilastirilmasi
KRAS mutasyonu

Var Yok Total
Say1 7 4 11
Var STK11 %63,6 %36,4 %100
STK11 KRAS %16,7 %3,4 %6,8
mutasyonu Say1 35 115 150
Yok STK11 %23,3 %76,7 %100
KRAS %83,3 %96,6 %93,2
Say1 42 119 161
Total STK11 %26,1 %73,9 %100
KRAS %100 %100 %100
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5. TARTISMA

Guniimiizde metastatik KHDAK tedavisinde ilk asamada hedefe
yonelik ajanlar kullanilir (162). Bu yiizden ¢alismamizda esas olarak

KHDAK’nin hedefe yonelik tedavisinde yol gosterici olmay1 amagladik.

5.1. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde goriilen gen degisikliklerinin

sikliginin yorumlanmasi

KHDAK’lerde hedefe yonelik tedavilerin belirlenmesi igin
molekiiler testlerin yapilmasi mutlaktir. Onceden bu testler birkag gene
yonelik iken, son yillarda YND teknolojisinin kullanimmnin da katkistyla
cok sayida gen degisikligi tespit edilmis ve bunlara yonelik tedaviler

gelismistir.

Akciger kanserlerinde en az bir gen degisikligi saptanmas ile ilgili
literatiirdeki ¢alismalarda farkli oranlar oldugu bilinmektedir. Fernandes ve
ark.’larinin ADK’lerde yaptig1 YND calismasinda bir hastada en az bir gen
degisikligi goriilme oran1 %47,9, Barlesi, F. ve ark’larinin ¢alismasinda ise
%50 (163, 164) iken, ¢alismamizda bu oran %54,4 olarak saptandi. Bu iki
caligmada genel gen degisikligine dahil edilen gen yeniden
diizenlemelerinin, bizim ¢alismamizdaki panellerde bulunmamasina karsin
genel gen degisiklik oranimizdaki hafif yiikseklik ¢alismamizda gen kopya

say1 artiglarinin da bulunmasidir.

EGFR mutasyon siklig1 degisik toplumlarda farklilik gostermekte

olup literatiirde %11-22 arasinda degismektedir. Bizim ¢alismamizda EGFR
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mutasyonu goriilme orani tiim tan1 gruplarinda %16,1 olup literatiirle biiyiik
oranda uyumludur. Ariel Lopez-Chavez ve ark’larinin ¢alismasinda ise daha
yiiksek oran bildirilmis olup bunun nedeni ¢alismamizda ADK disindaki
%34,5 oraninda bulunan KHDAK ’lerin EGFR mutasyon goriilme sikliginin

oldukea diisiik (%8,1, 42/517) saptanmasidir (94, 164).

2014 yilindaki TCGA verilerine gére ADK’lerde %62 oraninda
siirlici gen mutasyonu saptanmis olup bizim calismamizda bu oran
%60,5°ti. Calismamizda TCGA verilerinden farkli olarak ¢alisma grubunda
FISH yontemi ile bakilan ALK ve ROS1 gen yeniden diizenlemeleri oranlari
dahil edilmedi. TCGA verilerinde ADK’lerdeki EGFR mutasyon siklig
%11 olarak bildirilmis olup, %20,2 olarak bulunan ¢alismamizdan diisiiktiir
(5). Ayn1 zamanda Ruiz-Patino ve ark.’larinin ¢alismasinda da ADK’lerde
EGFR mutasyonu (%19,7) bizim ¢alismamizdan daha diisiik oranda iken,
ozellikle Dogu Asya’daki hastalarda EGFR mutasyon oranlarinin %50’lere

ulagtigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur. (165-167).

EGFR mutasyonu goriilen hastalarin %32’sinde ekzon 21 L858R
mutasyonu, %42,7’sinde ekzon 19 delesyonu, %9,1’inde T790M,
%4,6’s1nda ekzon 20 insersiyonlari izlenmistir. EGFR mutasyonlarindaki
siklik siralamast literatiirdeki birgok yayinla benzer olup, siklik oranlarina
bakildiginda ekzon 19 delesyonu ve L858R mutasyonlar1 tim EGFR
mutasyonlariin %90’ 1nin temsil ederken bizde bu oran daha azdir (32, 39,
168-170). Bu durumun nedeninin ¢alismamizda YND yonteminin farkli
EGFR mutasyonlarini tespit etmesi olabilecegi disiiniildi. Boylece goreceli
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olarak ekzon 19 delesyonu ve L858R mutasyonlarinin oranlari diisitk

saptandi.

EGFR amplifikasyon oranlari literatiirdeki bir¢cok ¢alismada %4-46
arasinda degismektedir. Calismamizda EGFR amplifikasyon orani genel
popiilasyonda %12,1, ADK’lerde %13,6, SHK’lerde %11,2 olup

literatiirdeki veriler ile uyumluydu (37).

Takano ve ark. yaptiklari ¢alismada, EGFR amplifikasyonu ile
EGFR mutasyonlarinin birlikte goriildiigii hastalarda tedaviye cevabin daha
iyl oldugu ve tedaviden sonraki progresyonsuz sagkalimlarin daha uzun
oldugunu bildirmislerdir (171). Calismamizda EGFR mutasyonlarinin
EGFR amplifikasyonlar1 ile olan iligkisi incelendiginde, literatiirle benzer
olarak EGFR amplifikasyonu olanlarda EGFR mutasyonu bulunma orani,
bulunmama oranina gore daha yiiksektir (172). Ayrica Ruiz-Patino ve ark.
caligmalarinda EGFR amplifikasyonu goriilen hastalarin 1/3’tinde EGFR
mutasyonlarinin da eslik ettigi bildirilmistir (166). Calismamizda EGFR
amplifikasyonuna en sik eslik eden EGFR mutasyonlart Sholl LM ve
ark’larinin ¢aligmasina benzer olarak ekzon 19 delesyonu (%33,3) ve

L858R mutasyonudur (%25,6) (173).

Kato ve ark.’larin ¢calismasinda da bizim ¢aligmamizda oldugu gibi
EGFR amplifikasyonu olan hastalarda ek mutasyon saptanma orani EGFR

amplifikasyonu olmayan hastalara gore daha fazladir (174).

121



Ruiz-Patino ve ark.’larmin ¢aligmasinda EGFR amplifikasyonu
metastatik dokuda %58, primer timorde ise %25 oraninda goriilmiis
olmasina karsin, bizde primer timérde EGFR amplifikasyon goriilme orani
(%12,7) metastatik dokularda EGFR amplifikasyonu goriilme oranindan

daha (%8,5) fazladir (166).

KRAS mutasyonu Barlesi ve ark.’lariin ¢alismasinda %29, Lopez-
Chavez ve ark.’larinin ¢alismasinda %24,9, Amerikan Kanser Arastirmalari
Dernegi (AACR) verilerine gore %29,7, Scheffler ve ark.’larinin
calismasinda %26,8 oraninda goriilmiis olup, Brando ve ark.’larinin literatiir
taramasinda da KHDAK ’lerdeki KRAS mutasyon sikliginin %15 ile %30
arasinda  degiskenlik gosterdigi  bildirilmistir. Ek olarak KRAS
mutasyonunun %8 oraninda saptandig1 Shigematsu, H. ve ark’larinin 2015
yilinda yaptiklar bir ¢alisma da mevcuttur. Bizim ¢alismamizda da genel
KRAS mutasyon siklig1 literatiirde belirtilen oranlar ile benzer araliktadir
(40, 90, 94, 164, 170). Scheffler, M ve ark’larinin ¢alismasinda en stk KRAS
mutasyonlart G12C, diger GI2X, GI13X ve Q61X’lerdir. Bizim
calismamizda da en stk KRAS mutasyonu %34,9 oranla G12C olup, %16
oraninda ikinci siklikta G12D mutasyonu goriildii. Literatiir ile uyumlu
olarak ¢alismamizda da KRAS mutasyonlarinin %98,2’si ekzon 2 ve 3’teki
nokta mutasyonlaridir (90, 94, 164, 169). Arbour ve ark. ¢aligmalarinda yine
literatiire ve bizim ¢alismamiza benzer sekilde en sik KRAS mutasyonunun
%44 oranla G12C oldugunu ve bunu G12D, G12V, G12A, G13D, Q61H,

G13C ve G12S yanlis anlamli SNV’lerin takip ettigini belirtmislerdir (92).
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Scheffler, M ve ark’larinin ¢aligmasinda ERBB2 mutasyon ve
amplifikasyonlarinin her birinin %2,8 oraninda gorildigi bildirilmistir.
Tomizawa ve ark.’larinin ¢alismasinda ise ERBB2 mutasyonunu %2,6
oraninda goriilmiis olup, bizim c¢alismamizda ERBB2 mutasyonu %1,2,
ERBB2 amplifikasyonu ise %2,3’tiir. Bu veriler 1s1ginda, diger ¢alismalara
kiyasla saptadigimiz ERBB2 gen degisikligi oranlarinin daha diisiik oldugu
gorilmiistiir (90, 175, 176). Arastirmamizda, yapilan bir¢ok calismada da
saptandigr gibi ekzon 20 insersiyonlart ERBB2’de goriilen en sik

mutasyonlar oldugu goriilmistiir (54, 55, 177, 178).

Calismamizda BRAF mutasyonunun goriillme orani (%3,2)
literatiirdeki diger c¢alismalara benzerdir (179). Literatiirdeki birgok
calismada bizde oldugu gibi en sik goriilen mutasyon BRAF mutasyonu
V600E’dir (100, 101, 180, 181). Alvarez ve ark.’larinin ¢alismasinda BRAF
mutasyonlar1 ¢alismamiz ile benzer olarak en stk ADK tanili olgularda

(%77,1) gorillmistiir (100).

Tsoulos ve ark.’larinin yayinladigi calismada MET mutasyonu %1,8,
MET amplifikasyonu ise %0,8 oraninda saptanmis olup, ¢alismamizda MET
mutasyonu %0,8, MET amplifikasyonu %6,2 oraninda izlenmistir (182).
Fernandes ve ark. ise ¢alismalarinda MET mutasyonu oranini %2,4 olarak
bildirmislerdir. Calismamizda MET mutasyon siklig1 benzer ¢aligmalardan
daha diisiik oranda goriilirken MET amplifikasyonu daha yiiksektir (3, 163,

183, 184).
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PDGFRA mutasyonu bizim ¢alismamizda %0,2 oraninda izlenirken
AACR verilerine gore %3,9, COSMIC veritabanina gore %3-4 oranlarinda

goriilmektedir (185, 186).

Scheffler ve ark’larinin c¢aligmasinda PIK3CA mutasyonu %3,2,
Zhao,] ve ark’larinin ¢alismasinda %9 ve AACR verilerine gore %7,5
oraninda goriilirken ¢alismamizda bu oran %5,7’°dir. Calismamizdaki bu
oranin literatiirdeki baz1 calismalardan diisiik olmasi, PIK3CA
mutasyonlarinin SHK’lerde diger KHDAK ’lerden daha sik goriilmesi ve
calismamizda SHK disindaki tanilarin fazla bulunmasi olarak agiklanabilir.
Literatiirdeki calismalarda en sik goriilen PIK3CA mutasyonlar1 E545K,
E542K ve H1047R yanlig anlamli SNV’ler olup bizim ¢alismamizda da sik

goriilen PIK3CA mutasyonlar1 benzerdir. (106, 186, 187).

AACR verilerine gore KHDAK’lerde FGFR1 amplifikasyon orani
%1,1 iken, bizde FGFR1 amplifikasyon oran1 %5,6’yd1 (186). FGFR1
amplifikasyon oranindaki bu degiskenlik ¢aligmaya dahil edilen olgularin
SHK ve ADK tani oranlarina gore ciddi farkliliklar gosterebileceginden
SHK ve ADK oranlarmin literatirdeki oranlarla karsilastirmasi
“Tanilardaki gen degisiklikleri goriilme sikliginin karsilagtirmasi” baglikli

bolimde incelenecektir.

Fachinetti ve ark.’larinin ¢alismasinda STK11 mutasyonu goriilme
sikligr %8’dir. Calismamizda genel STK11 mutasyonu %6,8, ADK tanili

olgularda ise %8,3 oraninda izlenmistir. Ancak diger ¢alismalara
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bakildiginda bu oranin %15-20 arasinda oldugu goriilmistiir (108, 188).
Calismamizda SHK tanisi alan olgularin higbirinde STK11 mutasyonu
izlenmemistir. STK11 mutasyonu bulunan hastalarin %81,8’inin tanisi
ADK"dir. Literatiirdeki ¢alismalarda da STK11 mutasyonunun SHK’lerde
nadiren goriildiigii ve en sik ADK tanili olgularda izlendigi bilinmektedir

(108, 176).

ALK mutasyonlari, ALK yeniden diizenlemesi bulunan hastalarda
kullanilan ALK inhibitérlerine (Krizotinib vb.) karsi gelisen direng ile iliskili
ana mekanizmalardan biridir. Literatiirdeki ¢alismalarda vurgulanan direng
iligkili ALK mutasyonlardan 5’1 (L1196M, L1152P, L1198F, G1202R,

D1203N) bizim ¢alismamizda da gozlenmistir (189, 190).

KIT amplifikasyonu, Ramos A. H. ve ark’larinin g¢alismasinda
akciger ADK’lerinin %3-7’sinde, SHK lerinin ise %8-10’unda goriiliirken,
AACR verilerine gore ise genel olarak KHDAK’de KIT amplifikasyonu
%0,26 oraninda olarak tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda KIT
amplifikasyonu goriilme oran1 %0,6 olup AACR ile daha yakin degerlerde
oldugu goriilmistiir. AACR’nin arastirmasinda KHDAK’lerinde KIT
mutasyon orant %2,47, Tao ve ark’larinin ¢alismasinda ise SHK’lerde KIT
mutasyon orant  %0,6 olarak belirlenmistir. Bizim ¢aligmamizda
KHDAK ’lerinde KIT mutasyonu goriilme oran1 %0,7, SHK tanili olgularda
ise %1,5’tir. SHK’lerde KIT mutasyonunun daha yiiksek oranda goriilmesi
beklenirken Tao ve ark’larinin ¢alismasindaki SHK ’nin KIT mutasyon orant
literatiirdeki diger calismalardan ve bizim calismamizdan daha diisiik
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oranda oldugu goriilmiistiir (71, 186). Bununla birlikte Ariel Lopez-Chavez
ve ark’lar1 KHDAK’lerde yaptiklar1 calismada hi¢ KIT mutasyonu

izlememis olduklarini raporlamigtir (94).

Akciger kanserlerinde saptanan NRAS mutasyon sikligi, Kanserdeki
Somatik Mutasyon Katalogu (COSMIC) veri tabanindan ve 6 farkli
kurumdan alinan verilere gore %0,1 ile %2,3 arasinda degismekte olup
ortalamasi1 %0,7°dir. Bizim ¢alismamizda da bu deger diger c¢alismalara
benzer oranda (%1) saptandi. Bahse konu caligmalarda vakalarin ¢cogu bizde
oldugu gibi ADK morfolojisindedir. Calismamizda saptanan Y64D ve
A66T mutasyonlari, bu calismalarda hi¢ goriilmemisken saptadigimiz diger
SNV’ler (Q61K, G12V, Q61R, G12C) aynidir. En sik goriilen SNV bizim

caligmamizda da oldugu gibi Q61L’dir (98).

AACR’ye gore, ERBB3 mutasyonu KHDAK’lerin %2,2’sinde,
Jaiswal, B.S. ve ark’larinin ¢alismasina gore ise %1’inde goriiliirken bizde
daha diistik bir oranda (90,3’ tinde) ERBB3 mutasyonu saptanmustir (186,

191).

TCGA’ya gore FBXW7 mutasyonu SHK’lerde %6,2 ve ADK’lerde
%1,2 oraninda goriiliirken bizde sadece KHDAK, daha ileriye spesifiye
edilemeyen tanili 1 vakada (%0,6) izlenmistir. COSMIC’nin verileri de
TCGA’nin verilerine benzer olup ¢alismamizdaki degerler bu oranlarin ¢ok

altindadir (118).
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TCGA ve Uluslararas1 Kanser Genom Birligi’ndeki (ICGC) verilere
gore MAP2K1 mutasyonu, akciger ADK’lerinin %?2’sinde, SHK lerin ise
%1’inde goriilmekte olup bizim calismamizda MAP2K1 mutasyon orani

%0,4°tiir (103).

SMAD4 mutasyonu, Tsoulos, N. ve ark’larinin yaptigi ¢alismada
%2, TGCA’nin verilerine gore ise %4-6 oranlarinda goriilmektedir.
Calismamizda SMAD4 mutasyon goriilme oran1 %2,4 olarak saptanmis olup

Tsolulos ve ark.’larmin ¢alismasi ile benzer oranlardadir (151, 182).

Tiimoriin metastaz yetenegi kazanmasina neden olan epitelyal
mezenkimal doniisiim (EMT) basamaklarindan biri, hiicreler aras1 baglanti
kaybina yol agan CDH1 ve CTNNB1 genlerindeki mutasyonlardir. Evan L.
Busch ve ark.’larinin 2017 yilinda yaptigi ¢alismada akciger kanserlerinde
%2, Gogl ve ark.’larinin c¢alismasinda %]1,5 oraninda CTNNBL1
mutasyonlari izlenirken, bizde CTNNB1 mutasyonu %0,6 (1/161) oraninda
goriilmistiir. Bu iki ¢alismada da CTNNB1’deki mutasyonlarin kadinlarda
daha sik oldugu belirtilirken bizim mutasyon saptadigimiz tek hastanin da

kadin olmasi dikkat ¢ekmistir (192, 193).

FGFR3 mutasyonu, AACR verilerine gore KHDAK’lerde %]1,77
oraninda goriiliir. Bizim ¢alismamizda saptadigimiz oran (%1,2) bu degere
yakindir (186). Ancak literatiirde bu oranin daha yiiksek oldugunu

raporlayan ¢alismalar da mevcuttur (69).
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AKT1 mutasyonu, COSMIC ve AACR verilene gore KHDAK ’lerde
%0,7 oraninda goriilmiistiir. Bizde AKT1 mutasyon orani daha disiiktiir.
Ayrica veri tabanlarinda en sik goriilen AKT1 mutasyonu E17K olup bizde

de ayn1 mutasyonun izlendigi goze ¢arpmustir (104, 185, 186).

ERBB4 mutasyonu ¢alismamizda %0,6 oraninda goriiliirken, AACR
verilerine gore %4,8, COSMIC verilerine gore %7,5, Kurppa, K.J. ve

ark’larinin ¢alismasinda ise %4,8°dir. (59, 185, 186).

PTEN mutasyonu COSMIC verilerine gore %3,4, AACR’ye gore
%3,6 oraninda saptanmistir. Bizim PTEN mutasyon oranimiz bu degerlere

gore oldukea diistik olup %0,4’tiir (185, 186).
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5.2. Tiimor hiicre oranlarimin gen degisikligi saptamadaki etkisi

CAP-IASLC-AMP molekiiler test rehberinde 6rneklerdeki timor
hiicre oranlarinin en az %20 olmasini 6nerirken (153), ¢alismamizda %20
ve lizerinde tiimOr hiicre oranina sahip olan orneklerde goriilen gen
degisikligi orani (%56,5), %20’nin altinda tiimdr hiicre oranina sahip
orneklerdeki gen degisikligi oranindan (%50) daha fazladir (p=0,117).
EGFR gen degisiklikleri, EGFR mutasyonu ve EGFR amplifikasyonlar1 da
%20 ve daha fazla timor hiicre oranina sahip orneklerde daha yiiksektir

(sirastyla p=0,179, p=0,474, p=0,172).

Shiau ve ark.’lar1 (194) EGFR testinde tiimor hiicre oranlarina gére
mutasyon saptama olasiliklarini arastirdiklar1 ¢alismada, %30 ve iizeri
timor hiicre oranma sahip olan biyopsilerde daha yiiksek basari oram
saptadiklarint belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda ulasabildigimiz 1327
olgunun preparatlar1 incelendiginde, %30’un altinda tiimor hiicre oranina
sahip biyopsilerde EGFR mutasyonu saptama orani %16,6 (53/319) iken,
%30 ve lzerinde tiimdr hiicre oranina sahip olan biyopsilerde EGFR
mutasyonu saptama orani %14,4°tiir (145/1008). Genel gen degisikligi
saptama oranlarimiz ise bu iki grupta sirasiyla %53 ve %56,5’tir. Timor
hiicre oranlarmin gen degisikliklerini saptamadaki Onemini belirlemek
amaciyla ek olarak yaptigimiz calismada, esik deger %30’dan %5’e
diisiiriilerek tekrar degerlendirme yapilmis, %5 ve %5’den az tiimor hiicre
orani igeren dokularda gen degisikligi oram1 %48,3 iken, %5’ten fazla
olanlarda %56 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak bizim ¢alismamizda
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timor hiicre orani ile gen degisikligi saptama oranlari arasinda anlamli bir

iligki goriilmemistir (sirastyla p=0,263, p=0,240).

Bir ¢alismada ise “Real time” PCR’da efektif gen degisikligi
saptanmasi i¢in gerekli minimum tiimor hiicre oraninin %20 ve tizeri oldugu
bildirilmis olup, PCR’1n YND’ye gore daha yiiksek duyarliliga sahip olmasi
sebebiyle YND’deki esik degerin daha yiiksek olmasi gerektigi
vurgulanmigtir (195). Ancak calismamizda, disiik timor hiicre oranlarina
sahip dokularda gen degisikligi saptama oraninin genel gen degisikligi
saptama orani ile yakin olmasi ve 100°den daha az tiimér hiicresine sahip
dokularda dahi mutasyon saptama oranmnin yiiksek (%63,2) olmasi,
hastadan ideal oranda tiimor hiicresi igeren ornek alinamadigi 6zel
durumlarda elimizde bulunan az tiimér hiicresi ihtiva eden dokulardan YND
calisilmasinin hasta bazinda hedef tedavilerde bir umut saglayacagi

asikardir.

130



5.3. Cinsiyet ve gen degiskenligi arasindaki iliskinin degerlendirilmesi

Literatirdeki bircok c¢alismada KHDAK tamili kadinlarda
erkeklerden daha fazla oranda mutasyon saptandigini bildirilmistir. (40,
164, 196). Bizim arastirmamizda da kadinlarda genel gen degisikligi
goriilme oran1 %59,6 olup erkeklerdeki gen degisiklik goriilme oranindan

(%52,7) daha fazladir (p=0,021).

Papadopoulou ve ark.’larmin  yaptigi ¢alismada EGFR
mutasyonlarinda cinsiyet farkliligi goriilmezken, literatiirdeki birgok
caligmada bizim ¢alisgmamizda da oldugu gibi EGFR gen degisikliklerinin
kadinlarda erkeklerden daha sik goriilmesi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (38, 39, 164, 167, 197).

Literatirde KRAS mutasyonlarinin erkeklerde ve kadnlarda
goriilme sikliklar1 agisindan degisik sonuglar gézlenmistir (198). Liu ve
ark.’larmin  ¢aligmasinda bizim c¢alismamizla benzer olarak KRAS
mutasyonlarinin erkeklerde kadinlardan daha sik saptandigi bildirilmis
(p<0,05), Barlesi ve ark’larinin ¢alismasinda da erkeklerde %35 kadinlarda
%27 oraninda KRAS mutasyonu goriilmiis olup erkek baskinlig
saptanmustir (164, 167). Ek olarak Scheffler ve ark.’larinin ¢aligmasinda da
erkeklerde (%51,5) kadinlara oranla (%48,5) daha stk KRAS mutasyonu
saptandigr raporlanmistir  (90). Ancak Shigematsu ve ark.’larmin
caligmasinda KRAS mutasyonlar1 kadinlarda %10, erkeklerde ise %7

oraninda goriilmistiir (40).
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Calismamizda KIT ve NRAS mutasyonlari, erkeklerde kadinlara
oranla daha sik goriilmiis ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Liu ve ark.’larinin ¢alismasinda ise KIT ve NRAS gen
degisikliklerinin erkeklerde kadinlara gore daha sik saptanmasinin anlamli

bulundugu belirtilmistir (167).

Calismamizda HER2 gen degisikligi kadinlarda erkeklerden daha
sik goriilmiis olup bu durum literatiirdeki verilerle ile uyumludur (49, 178,
199). PIK3CA ise bizim ¢alismamizda kadinlarda erkeklerden az farkla daha
siktir (sirastyla %35.,9, 9%5,7). Ancak Liu ve ark.’larimin caligmasinda
PIK3CA mutasyonlarinin erkeklerde daha sik goriilmesi anlamli
bulunmustur (167). Bir baska c¢alismada da PIK3CA’nin erkeklerde

kadinlardan daha sik goriildiigii aktarilmistir (106).

MET mutasyon ve amplifikasyonu, literatiirle uyumlu olarak
erkeklerde daha sik saptanmigtir. (200-203) . BRAF gen degisikliginin
kadmlarda erkeklerden daha sik goriildiiginii bildiren c¢alismalar da
mevcuttur. Calismamizda literatiirle benzer olarak BRAF V600E mutasyonu

kadinlarda erkeklerden daha sik goriilmiistiir (180, 181).
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5.4. Yas ve gen degiskenligi arasindaki iliskinin degerlendirilmesi

Calismamizda 50 yas alt1 ve {izeri hasta grubu ve 60 yas ve alt1 ile
60 yas iistii olan gruptaki hastalarda benzer oranlarda gen degisikligi
gorilmistiir. Yang, B ve ark’larinin ¢alismasinda da yas gruplar1 arasinda
fark bulunmamistir (204). Buna karsilik Suidan ve ark.’larinin ¢alismasinda
ortanca yast 44,5 olan hasta grubunda ortanca yast 68 olan hasta grubuna
oranla daha sik EGFR mutasyonu izlenmis olup bu oranlar sirasiyla %23 ve
%18’dir (205). Calismamizda da EGFR gen degisikligi, 50 yas ve altinda
olan hastalarda 50 yas iistiinde olan hastalara gore biraz daha yiiksek oranda

saptanmistir.

Kuang ve ark.’larmin ¢alismasina benzer sekilde ¢alismamizda da
KRAS’ta gen degisikligi goriilme orami yaslhi hastalarda daha yiiksek
bulunmustur (206). BRAF gen degisikligi ¢alismamizda geng ve yash
hastalarda benzer oranda goriilmesine karsin Kuang ve ark.’larinin
calismasinda genglerde daha yiiksek oranda goriilmiistiir. Ancak istatistiksel

olarak anlamli fark tespit edilmemistir (206).

ERBB2 gen degisikligi goriilme orani, bir¢ok calismada geng
hastalarda, yash hastalardan daha sik izlenirken bizde de istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmamakla birlikte benzerdir (177, 178, 206).

PIK3CA mutasyonunun g¢alismamizda da oldugu gibi yashlarda
genclerden daha sik goériilme durumu Jing, C. ve ark’larinin ¢aligmasinda da

gozlenmistir (207).
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55. KHDAK’leri ile gen degiskenligi arasindaki iliskinin

degerlendirilmesi

5.5.1. Adenokarsinomlar ile gen degiskenligi arasindaki iliskinin

degerlendirilmesi

TCGA’nin KHDAK ’lerindeki verileri incelendiginde, ADK tanili
hastalarda KRAS mutasyon oran1 %33 olup bizim sonuglarimizdan daha
yiiksektir. EGFR mutasyonu ise %13 oraninda olup bizim ¢alismamizdaki
EGFR mutasyon oranindan daha disiiktiir. Yine TCGA verilerine gore
ADK’lerde, STK11 %17, BRAF %10, MET %7 ve PIK3CA mutasyonlar1
%7 oranlarinda goriilmiis olup ¢alismamizda bu mutasyonlarin daha az

oranda saptanmuistir (5).

YND yontemi ile yapilan ¢aligmalarda mutasyon oranlari farkliliklar
gostermektedir. Jordan ve ark.’larmin ¢aligmasinda 860 akciger ADK’li
olgu YND yontemiyle incelenmis ve ¢alismamizda oldugu gibi KRAS ve
EGFR mutasyonlar1 en sik goriilen mutasyonlar olarak saptanmistir. NRAS
mutasyonu %]1,2 olarak goriilmiis ve ¢alismamiz ile yakin oranlarda oldugu
gozlenmistir. Bu c¢alismada HRAS bir olguda ve RAF1 iki olguda
goriilirken ¢alismamizda HRAS ve RAF1 mutasyonu olan olgu
saptanmamustir. Ayni galismada MAP2K1 mutasyonu %0,7, bizde ise %0,5
oraninda izlenirken, PIK3CA mutasyonunun TCGA verilerinde oran1 %3,7

olup, bizim ¢alismamizda %4,6°d1r (208).
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Fernandes M.G. ve ark’larinin 2019 yilinda, YND yontemini de
kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda ADK’lerde, EGFR, KRAS, ERBB2 ve
STK11 mutasyonlari (sirasiyla %19,7, %19,7, %0,9 ve 0,9) ¢alismamizda
goriilen oranlardan daha diisiik olarak tespit edilmistir. BRAF mutasyonu ise
%4,3 oraninda saptanmis olup arastirmamizdaki veriden daha yiiksek
oranda gozlenmistir (163). La Fleur ve ark.’larinin ¢aligmasinda ADK’de
ERBB2 %3, STK11 %21 ve KRAS mutasyonlar1 %44 oraninda saptanmis
olup bizim ¢alismamizdan daha yiiksek degerlerde oldugu dikkati ¢ekmistir.
Bu ¢alismada ayrica EGFR %19, PIK3CA %1°den az, MET %1 ve BRAF
mutasyonlart %2 olarak raporlanmis olup bu oranlarin da bizim

verilerimizden daha diistik oldugu géze ¢arpmustir (176).

ADK’lerde EGFR mutasyonlarinin siklig1 etnik kdkene gore %3 ten
%50’1ere varan diizeyde ciddi oranda farkliliklar gosterebilir (40). KRAS
mutasyonlar1 da EGFR’de oldugu gibi %8 ile %44 arasinda degisen

oranlarda karsimiza ¢ikabilmektedir (40, 176).
5.5.1.1. Invaziv miisindz adenokarsinomlarin molekiiler profili

Calismamizda invaziv miisindz adenokarsinomlarin %66’sinda gen
degisikligi izlenmis olup en sik %57,6 oranmyla KRAS mutasyonlari
saptanmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda KRAS mutasyon orani %15 ile %71

arasinda degiskenlik gostermektedir (209-211).
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Bir calismada invaziv miisindz karsinomlarda EGFR mutasyonunun
nadir goriildiigi bildirilmistir (178). Arastirmamizda hi¢ EGFR mutasyonu

saptanmamistir.

Righi ve ark.’larinin ¢alismasinda invaziv miisinéz karsinomlarda
bizim c¢alismamiz ile benzer oranlarda MET ve BRAF mutasyonlari
gozlenirken ek olarak bizim tespit etmedigimiz EGFR, FGFR3, PDGFRA,

FLT3, CTNNB1, FBXW?7, PIK3CA, PTEN, STK11 ve HRAS genlerine ait

mutasyonlar da izlenmistir (211).

5.5.1.2. Tash yuzik hiicreli morfolojili adenokarsinomlarin

molekiiler profil

Boland ve ark.’larmin yaptigi ¢alismada (212) 49 tash yiiziik hiicreli
komponent i¢eren adenokarsinom vakasinin genomik profiline bakildiginda
%29 KRAS, %18 EGFR, %6 BRAF ve %2 PIK3CA mutasyonu gozlenmis
olup bu sonuglarin arastirmamiza dahil olan tash yiiziik hiicreli

karsinomlardaki bulgularimiz ile benzerlik gosterdigi dikkat ¢ekmistir.

5.5.1.3. Adenokarsinomlarin alt tiplerindeki gen degisikliklerinin

karsilastirilmasi

Bugiine kadar yapilan bir¢ok caligmada ADK alt tiplerine gére gen
sapmalarindaki sikligin degiskenlik gosterdigi raporlanmistir. Bizim
arastirmamizda da bazi adenokarsinom alt tiplerinin bazi mutasyonlara
yatkinlik olusturdugu gozlenmistir. Asagida bu yatkinliklarin literatiirdeki

diger ¢alismalarla olan benzerlik ve farkliliklar tartigilacaktir.

136



Calismamizda EGFR mutasyonlari, en sik lepidik ve mikropapiller
paternde gortilmiis olup aradaki bu fark diger paternlerle karsilastirildiginda
anlamli bulunmamuistir. Literatiirde bu konuyla ilgili pek ¢ok farkli sonug
mevcuttur. Bir¢ok calismada EGFR mutasyonunun lepidik patern baskin
ADK ile iliskili oldugu gosterilmistir. (167, 213). Rekthman ve ark’larinin
calismasinda lepidik patern baskinligindan sonra papiller paternde de EGFR
mutasyonu sik olarak izlenmistir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi en az
siklikta goriilen alt tipin ise solid patern oldugu bildirilmistir (214). Cinli
hastalarda yapilan bir c¢alisgmada mikropapiller ve lepidik paternin
aragtirmamiza benzer olarak diger paternlere gore daha baskin oldugu
gozlenmigtir (215). Russel ve ark’lar1 EGFR mutasyonunu asiner ve
mikropapiller paternde daha baskin olarak izlediklerini raporlamiglardir
(216). Ayrica bizim ¢alismamizda oldugu gibi ADK’nin mikropapiller alt
tipinde EGFR mutasyonu goriilme sikliginin yiiksek oldugunu bildiren

baska ¢aligmalar da mevcuttur. (217, 218).

EGFR amplifikasyonlar1 ile ADK alt tipleri arasindaki iligki
incelendiginde, bir calismada EGFR amplifikasyonlari, solid paternde diger
paternlere gore daha sik gozlenirken, bizim ¢alismamizda mikropapiller
patern solid paterne gore daha stk EGFR amplifikasyonu icermektedir

(173).

KRAS mutasyonu, birgok c¢alismada en sik solid paternde
goriiliirken, bizim g¢alismamizda kribriform ve asiner paternde baskindir.
Asiner paternin mikropapiller paterne baskin olmasi bu alanda yapilmis
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farkli calismalarla benzerdir (214, 216, 219). Ancak De Oliveira Duarte
Achcar ve ark.’lar1 ¢alismalarinda, mikropapiller patternin, KRAS

mutasyonlarini diger paternlerden daha sik barindirdig: bildirilmistir (218).

Literatiirdeki ¢calismalarin bir kisminda ¢alismamiz ile benzer olarak
ERBBZ2 mutasyonu olan hastalarin hemen hepsinde papiller paternin baskin
oldugu ve lepidik paternin hi¢ saptanmadig1 gortilmistiir (199, 220). Arcila
Maria ve ark.’larinin ¢alismasinda ise HER2 mutasyonu siklikla papiller,
mikropapiller, asiner ve solid alt tiplerin mikst olarak goriildiigii olgularda
izlenirken, diger calismalardan farkli olarak, lepidik patern baskin 4
olgunun 2’sinde HER2 mutasyonu izlenmistir (54). Suzuki, M. ve
ark’larinin  ¢alismasinda da HER2 amplifikasyon ve mutasyonlarinda
papiller patern en sik goriilen alt tip olup lepidik paternin baskin oldugu bazi

olgularda da HER2 mutasyonu gézlenmistir (221).

BRAF mutasyonu bizim ¢alismamizda en sik mikropapiller ve
lepidik paternlerde izlenirken literatiirde de mikropapiller tipte baskin

oldugu goriilmiistiir (100, 218).

5.5.2. Skuamdz hiicreli karsinomlar ile gen degisikleri arasindaki

iligkinin degerlendirilmesi

SHK’lerde TCGA verilerine gore PIK3CA mutasyonlart %16
oraninda, bizim ¢alismamida ise %10,8 oraninda goriilmekte olup PIK3CA,

SHK’lerde en sik mutasyon izlenen gendir. Yine TCGA verilerine gore
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EGFR mutasyonu %9, ERBB2 %4 ve BRAF mutasyonu %4 oraninda

izlenmis olup bizim verilerimizden daha yiiksek oranlarda goriilmiistiir.

SHK’lerde FGFR1 amplifikasyon orami literatiirdeki caligmalarin
bir kisminda %15-20 olarak goriilirken, Weiss ve ark.’larinin yaptigi
calismada bu oran %9,7 saptanmustir (64, 65). TCGA verilerinde FGFR1
amplifikasyonu %7 ve KRAS mutasyonu %3 oraninda goriiliirken (151),
bizim caligmamizda bu iki gene iliskin gen degisiklikleri daha sik

gbzlenmistir.

TCGA verilerinde SHK’lerde %3 oraninda gorilen HRAS
mutasyonu ve %2 oraninda gorillen STK11 mutasyonu calismamizdaki

SHK’lerde izlenmemistir (151).

DDR2  mutasyonlart  genellikle SHK’lerde  goriiliirken,
calismamizda 23 SHK hastasinin  hichirinde DDR2 mutasyonu
gozlenmemistir (61, 222). Baska c¢alismada SHK’lerde FGFR2 ve
FGFR3'teki somatik mutasyon oranlari yaklasik %2,7 iken, bizim
arastirmamizda yine 23 SHK olgusunda iki genin mutasyonlar1 da

saptanmamustir (68).

5.5.3. Adenokarsinomlar ve skuamdz hiicreli karsinomlardaki gen

degisikliklerinin karsilastiritlmasi

Calismamizda ADK’lerde EGFR ve KRAS mutasyonlarina SHK’ye
gore daha sik rastlanmasi literatiirdeki birgok calismalar ile benzerlik

gostermektedir (40, 151, 223). Baska calismalarda da ADK’lerde EGFR,
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STK11, BRAF, KRAS ve ERBB2 mutasyonlarinin SHK’ye gore daha baskin

oldugu goriilmiistiir (49, 108, 176, 186, 207).

Literatiirdeki ¢alismalar ile benzer olarak ¢alismamizda da PIK3CA
mutasyon sikligit SHK’lerde, ADK ve diger tani tiplerine gore daha siktir

(106, 187).

KIT mutasyonu, ¢alismamizda SHK’lerde %1,5, ADK’lerde %0,6
oraninda goriilmiis olup SHK’lerde ADK’lerden daha sik goriilmesi Ramos

ve ark.’larmin ¢alismasi ile benzerdir (71).

Chandrani ve ark.’larinin galismasinda FGFR3 mutasyonunun
ADK’lerde %5,5, SHK’lerde ise %2,7 oraninda goriildiigli bildirilmistir.
Arastirmamizda FGFR3 mutasyonu ADK’lerde daha diisik oranda

goriiliirken, SHKlerde izlenmemistir (69).

Bizim ¢alisgmamizda FGFR1 amplifikasyonu SHK lerin %8,6’sinda
ADK ’lerin ise %4,6’sinda saptanmistir. SHK’de ADK’den daha sik FGFR1
amplifikasyonu goriilmesi literatiirdeki diger caligmalarla da paralellik

gostermektedir (64, 65, 68, 224).
5.5.4. Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinomlarin molekiiler profili

BHNEK, KHK ile molekiiler profil olarak benzer ve farkli 6zellikler
tasir. Genel olarak genomik profil KHK’ye benzerken, KHDAK (6zellikle
ADK) ile de benzer karakteristik degisiklikler barindirir. Rekhtman, N. ve
ark’larinin yaptig1 calismada KHDAK ile molekiiler benzerlik gosteren

BHNEK lerde 6zellikle STK11 ve KRAS gen degisikliklerinin sik goriilen
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mutasyonlar oldugu belirtilmistir. Bizim arastirmamizda KRAS mutasyonu
8 BHNEK olgusunun 1’inde (%12,5) bulunmustur. Calismamizda BRAF,
NRAS ve PIK3CA mutasyonlar1 bulunan BHNEK’lerin de KHDAK ile
benzer molekiiler profil gosteren BHNEK grubuna ait oldugu
diisiiniilmiigtir. KHK ya da SHK ile benzerlik gosteren BHNEK’lerde
FGFR1 amplifikasyonu ile daha sik karsilasildigi bildirilmis olup (225)

arastirmamizda da bir olguda FGFR1 amplifikasyonu mevcuttur.

5.5.5. Akcigerin sarkomatoid karsinomlariin molekiiler profili

2015 yilinda Fallet ve ark.’larmin 114 sarkomatoid karsinom
olgusuyla yaptiklar1 calismada KRAS’ta %27,2, EGFR’de %22,2, STK11’de
%7,4 oraninda gen degisikligi goriilmiis olup daha az oranlarda da
NOTCH1, NRAS ve PIK3CA gen sapmalari tespit edilmistir. 2016 yilinda
Schrock ve ark.’lar1 125 sarkomatoid karsinom olgusunda KRAS’ta %344,
MET’te %13,6, EGFR’de %8,8 ve ERBB2’de %]1,6 oraninda gen
degisiklikleri saptadigini raporlamistir. KRAS bu iki ¢aligmada da bizde
oldugu gibi en yaygin mutasyondur. MET mutasyonlarinin sarkomatoid
karsinomlarda KHDAK ’lere gére daha sik saptanmasi bizim bulgularimizla
ortismektedir. Ancak bizim c¢alismamizdan farkli olarak EGFR
mutasyonunun tiim KHDAK ’lerde sarkomatoid karsinomlara gére daha sik
gorildigi aktarilmistir. Sarkomatoid karsinomlu olgularda, PIK3CA
mutasyonlart diger genler ile birlikteligi en sik gozlenen gendir. Bizim
calismamizda da benzer olarak PIK3CA mutasyonu olan 2 olgunun 1’inde
KRAS ve KIT mutasyonlart ile birliktelik mevcuttur (226-228).
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5.5.6. Biiyiik hiicreli karsinomun molekiiler profili

2013 yilinda yapilan Hwang DK. ve ark’larinin c¢alismasinda
BHK’lerin solid ADK ile benzer molekiiler degisiklikler gosterdigi
belirtilmistir. Bunun bir nedeni bu calismanmn 2004 DSO smiflama
sistemine gore tamimlanmasi ve bu yiizden biiyiik hiicreli karsinom
gurubunda olan bir grup olgunun aslinda yeni siiflamaya gére ADK tani
grubuna ait olmasidir (22). Harms, A. ve ark’larinin ¢alismasinda (229)
ADK ve BHK tanilar1, 2015 DSO smniflamasinda &nerilen histomorfolojik
ve immiinhistokimyasal ¢alismalara gére yapilmigtir. On dokuz BHK tanili
hastanin 8’1 immiinhistokimyasal olarak ADK’yi destekler nitelikte
olmamasina karsin molekiiler olarak saptanan KRAS, STK11 ve SMARCA4
mutasyonlart nedeniyle ADK tanm1 grubuna alinmistir. Bu agidan
bakildiginda Hwang ve ark.’larinin yaptig1 ¢alismada, BHK ile solid patern
ADK’nin molekiiler profil benzerligi aslinda BHK olarak tanimlanan

olgularin bir kismimin ADK tanili olmasi ile agiklanabilir.
5.6. Mutasyon birliktelikleri

Liu, J. ve ark’larinin ¢alismasinda birden fazla genetik mutasyon
goriilme oran1 %15,6 olarak belirtilmis olup en sik goriilen mutasyon
birlikteliklerinin %15,5 oraninda gorillen EGRF-PIK3CA ve %13,2
oraninda goriilen EGFR-MET oldugu raporlanmistir. Calismamizda ise
genel gen degisikliklerinin birliktelik oran1 %11, en sik gériilen mutasyon

birlikteligi ise %15,2 oran1 ile KRAS-PIK3CA’dir. EGFR gen degisiklikleri
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grubunda EGFR amplifikasyonun da dahil edildigi durumda en sik gen
birlikteligi %19,4 oran1 ile EGFR-KRAS’tir. Sadece EGFR mutasyonlarina
baktigimizda EGFR-KRAS birlikteligi 24 hastada izlenmistir. Liu, J. ve
ark’larinin ¢aligmasindaki hasta popiilasyonunun Dogu Asyali olmasi ve
hastalarda kadin cinsiyetin hakim olmasi nedeniyle EGFR mutasyonu
%46,4 gibi yliksek bir oranda goriilmiis olup bu yiizden mutasyona ugrayan

genlerin, siklikla EGFR ile birliktelik gosterdigi disiiniilmistiir (167).

Rachiglio ve ark.’larinin ¢alismasinda EGFR mutant vakalardan bir
kismi siklik sirasina goére KRAS, PIK3CA, ERBB2, MET, BRAF ve NRAS
gen degisiklikleri ile birliktelik gostermektedir (230). Bu siklik siralamasi
bizim ¢alismamiz ile birebir benzerdir. Calismamizda da oldugu gibi EGFR
ve KRAS gen degisikligi birliktelikleri gézlenmesine karsin bu iki gende
olan varyasyonlarin genellikle birbirini diglayict oldugu bildirilmektedir

(p<0,001) (208).

KRAS mutasyonu olan hastalara STK11 mutasyonu eslik etme orani
%17 iken, KRAS mutasyonu olmayan hastalara STK11 mutasyonu goriilme
oran1 %3,7’dir. Calismamiz ile benzer olarak Gilbert, J. ve ark’larinin
calismasinda da KRAS ve STK11 mutasyon birliktelik oran1 KRAS mutant
olmayan hastalarda STK11 mutasyonu goriilme oranindan daha fazladir
(231). Bir bagka calismada da KRAS-STK11 mutasyonu siklikla birliktelik
gostermektedir (92). Facchinetti, F. ve ark’larinin ¢alismasinda da benzer
sekilde STK11 mutasyonu olan hastalarin yarisindan fazlasina KRAS
mutasyonunun eslik ettigi ve bu durumun daha agresif bir klinik seyire
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neden oldugu belirtilmistir (232). La Fleur ve ark’larinin ¢alismasinda da
bizim ¢alismamizda oldugu gibi STK11 mutasyonunun en sik KRAS
mutasyonlart ile birliktelik gosterdigi vurgulanmistir. Ayrica ayni ¢calismada
EGFR mutasyonlar1 ile STK mutasyonlarmin birlikte goriilmeyecegi
vurgulanirken, aragtirmamizda STK11 mutasyonu ile 1 adet EGFR

mutasyonunun birliktelik gosterdigi saptanmistir (108).

Calisgmamizda PIK3CA %60,6 oraninda diger gen degisiklikleri ile
birliktelik gosterir. Benzer durum %77.3 orani ile Scheffler ve ark’larinin
calismasinda da izlenmistir (106). Bir¢ok c¢alismaya benzer olarak bizim
calismamizda da PIK3CA mutasyonunun siklikla birliktelik gosterdigi
genler EGFR ve KRAS’tir. Boland, JM. Ve ark’larina gore bulgularimizla
benzer olarak PIK3CA mutasyonlart en sik EGFR ve KRAS gen
degisiklikleri ile birliktelik gosterir (233). Jordan EJ ve ark’larinin
calismasinda da PIK3CA’'nin en stk KRAS ile birliktelik gosterdigi

gozlenmistir (208).

KHDAK’de arastirilan genetik degisikliklerin bir¢ogu literatiir ile
uyumlu oranlara sahiptir. Baz1 genetik degisikliklerde goriilme oranlarinin
farkl1 olmasi birgok faktdre bagl olabilir. Ornegin, EGFR mutasyon siklig1
hem sigara Oykiisii hem de cinsiyete gore degismektedir (205). Bazi
caligmalar, dengesiz degiskenleri kontrol etmek icin popiilasyonlar
arasindaki klinik degiskenler ya da lojistik regresyonu dengelerken diger
caligmalar bunu dikkate almamistir. Ayrica baz1 ¢alismalarda farki klinik
ortamlarda toplanan ya da farkli bir genomik teknoloji ile profillenen
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hastalardan akciger tiimorleri kullanilmistir. Biitiin bu sonuglar, farkli klinik
ortamlarda toplanan popiilasyonlarin  karsilastirilmasi, istatistiksel
modellerde Ol¢lilmesi, kontrolii zor olan 6rnek kalitesi, orneklerin dahil
edilme kriterleri, bolgesel sigara igme davranisi ve saglik hizmetlerine

erigilebilirlik gibi faktdrlerden etkilenebilir.

Ozetle, ileri evre KHDAK de temel molekiiler testlerin yapilmasi,
hedefe yonelik tedavilerin uygulanabilmesi i¢in gereklidir. YND yontemi,
diger molekiiler test yontemlerine gére daha hizli ve giivenilir veriler elde
etmemizi saglar. Hastalarin uygun tedavileri i¢in yonlendirici olan
verilerimiz literatiir ile biiylik oranda benzerlik gostermekte olup klinik

yaklasim i¢in de 6nemli yol gostericidir.
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6. SONUCLAR
1- Calismamizda KHDAK tanisi alan 1500 olgunun YND yo6ntemi

ile molekiiler profili arastirilmistir.

2- En sik goriilen gen degisikligi KRAS (%22,5) ve EGFR genlerinde
(%20,8) izlenmistir. EGFR ve KRAS mutasyonlart ADK’lerde (%20,2 ve

%26,7) SHK ’lere gore (%11,2 ve %5,2) daha sik goriilmiistiir (p<0,001).

3- EGFR amplifkasyonu, ERBB2, BRAF, MET gen degisikligi ve
NRAS mutasyonu ADK’lerde SHK’ye gore daha sik goriildii. Ancak bu

siklik farklar istatistiksel olarak anlamli degildi.

4- FGFR1, PIK3CA, SMAD4 ve KIT gen degisikliklerinin
SHK’lerde ADK’lere gore daha sik goriildii. Ancak sadece PIK3CA
mutasyonlarmin  SHK’de ADK’den sik goriilmesi istatistiksel olarak

anlamlhiydr (p=0,001).

5- Invaziv miisindz karsinomlarda KRAS mutasyonu goriilme orani
(%57,6), ADK ve SHK’lerde KRAS mutasyonu goriilme oranlarindan

(%26,7, %5,2) daha yiiksektir (p<0,001).

6- KHDAK ’lerinde kadinlarda (%59,6), erkelerden (%52,7) daha sik

gen degisikligi gortildii (p=0,021).

7- EGFR gen degisikliginin kadinlarda erkeklere, FGFR1, MET ve
KRAS gen degisiklerinin ise erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilmesi
istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla, p<0,001, p=0,014, p=0,034,

p<0,001).
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8- EGFR amplifikasyonu, ERBB2 ve PIK3CA gen degisikligi
kadinlarda erkeklerden daha sik gorildi (sirasiyla p=0,336, p=0,349,

p=0,953).

9- BRAF, NRAS ve STK11 gen degisiklikleri erkeklerde kadinlardan

daha sik gézlendi (sirasiyla p=0,641, p=0,467, p=0,729).

10- EGFR gen degisiklikleri, 50 yas alt1 grupta %?22,6 oraninda

goriiliirken, 50 yas listii grupta %20,6 oraninda izlendi (p=0,54).

11- KRAS ve PIK3CA gen degisikligi 50 yasindan biiyilik olanlarda

daha sik goriildii (sirasiyla p=0,332, p=0,560).

12- ERBB2 gen degisikligi goriilme oranmi1 geng¢ hastalarda daha

yiiksekti (p=0,584).

13- BRAF geng ve yasl hastalarda benzer oranlarda (%3,2) goriildii.

14- ADK’lerde EGFR amplifikasyonu mikropapiller paternde asiner
ve solid patterne gore daha sik goriiliirken (sirasiyla p=0,014, p=0,046)

lepidik paternde EGFR amplikasyonu izlenmedi.

15- Genel EGFR gen degisikligi en fazla mikropapiller paternde
izlendi ve mikropapiller paternin solid paterne baskinligi istatistiksel olarak

anlamliyd1 (p=0,042).

16- KRAS mutasyonu en sik Kribriform ve asiner paternde en az
mikropapiller paternde izlendi. Asiner paternin mikropapillere paterne gore

daha stk KRAS mutasyonu igermesi anlamliyd1 (p=0,043).
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17- ERBB2 gen degisikligi en sik papiller paternde en az asiner

paternde izlendi ve aradaki fark anlamliydi (p=0,032).

18- EGFR gen degisikligi ile KRAS mutasyonlarinin tek baslarina
goriilmesi, EGFR ile KRAS’taki gen degisikligi birlikteliginden daha sikti

(p<0,001).

19- PIK3CA ile KRAS (%15,2) mutasyonlarinin birlikteligi ikinci en

sik goriilen birliktelikti.

20- En sik gen degisikligi birlikteliklerinde goriilen genler KRAS ve

EGFR’ydi.

21- KRAS-STK11 mutasyon birlikteligi, STK11 mutasyonunun tek

basina goriilmesinden daha sikt1 (p=0,008).
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8. OZET

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KARSINOMLARINDA “YENI KUSAK
DNA DiZi BELIRLENIMI (NEXT GENERATION SEQUENCING — NGS)”
YONTEMI ILE KANSER HUCRELERINDEKI DNA DEGISIKLIKLERININ
SAPTANMASI, DOKUMLENMESI VE KLINIKOPATOLOJIK VERILER ILE
KARSILASTIRILMASI

Akciger kanseri, tim Diinya’da kansere bagli mortalitenin 6nde gelen
nedenidir. Akciger kanserinde 5 yillik sag kalim hemen tiim akciger kanseri
evrelerinde %350’nin altindadir. Yeni nesil dizileme (YND) yontemi, molekiiler
profile dayanarak hedeflendirilmis tedavi sunulmasini saglayabilir. Calismamizda,
kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomu (KHDAK) tanist alan hastalarin YND
yontemi ile tiimorlerindeki gen degisikliklerini tanimlamak, bu degisikliklerin
hastalarin klinik o6zellikleri ile olan iligkilerini tespit etmek ve kisisellestirilmis

tedavileri i¢in yol gosterici olmak amacglanmistir.

Calismamizda 2018-2019 yillar1 arasinda basvuran 1500 KHDK tanili
hastalara ait 1364 tiimor dokusu ve 136 plazma Orneginin gen degisiklikleri

QIAGEN GeneReader YND sistemi kullanilarak analiz edildi.

KHDAK’lerde KRAS %22,5 orani ile en sik mutasyon goriilen gendi. Sik
goriilen diger gen degisikliklikleri, EGFR (%16,1), STK11 (%6,8), PIK3CA (%5,7),
BRAF (%3,2), SMAD4 (%2,5), ERBB2 (%1,2), NRAS mutasyonu (%1) ve EGFR
(%12,1), FGFR1 (%5,6), MET (%6,1), ERBB2 amplifikasyonudur (%3,9). EGFR
gen degisikligi kadinlarda, KRAS mutasyonu erkeklerde daha sikt1 (p<0,001).

PIK3CA mutasyonu, Skuamoz hiicreli karsinomda (SHK), adenokarsinoma (ADK)
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(p=0,001), EGFR ve KRAS mutasyonu ADK’lerde SHK’lere gore daha yiiksek
oranda saptand1 (p<0,001). EGFR amplifikasyonu ile EGFR mutasyonlarinin
(p<0,001) ve KRAS ile STK11 mutasyonlarinin birlikte goriilme oranlar1 (p=0,008)
istatistiksel olarak anlamlidir. Invaziv miisinoz ADK’lerde KRAS mutasyonu diger

KHDAK lere gore daha sikt1 (p<0,001).

Sonug olarak, tiimdrlerin mutasyon profilininin dogru ve hizli bir sekilde
degerlendirilmesini, diisiik diizeylerde bile ortaya ¢ikan gen degisikliklerininin
tespit edilmesini ve akilci tedavi kararlar1 alinmasini saglayan YND yontemi ile
calismamizda, KHDAK ’lerin mutasyon profilinin ve klinik verilerle olan iliskisinin

literatiirdeki diger ¢alismalar ile cogunlukla benzer oldugu goriildii.

Anahtar kelimeler: YND, akciger kanseri, KHDAK
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9. SUMMARY

DETECTION AND DOCUMENTATION OF GENETIC ALTERATIONS BY
THE NEXT GENERATION SEQUENCING (NGS) METHOD AND THEIR
CORRELATION WITH CLINICOPATHOLOGIC PARAMETERS IN NON-

SMALL CELL LUNG CANCER (NSCLC)

Lung cancer is the leading cause of cancer-related morrality all over the
world. Five year survival rates for lung cancer below %50 in almost all stages. NGS
method can provide targeted treatment based on the molecular profile. The aim of
our study was to identify the gene alternations in tumors of patients diagnosed with
NSCLC, determine the relationship of these with the clinical features and guide

clinicians for potential personalized treatment options.

In our study gene alternations of 1364 tumor tissue and 136 periferal blood
samples from 1500 patients diagnosed with NSCLC between 2018-2019 years were

analyzed using the QIAGEN GeneReader NGS system.

In NSCLC, KRAS was the most commonly mutated gene, occurring in 338
(%22,5) patient. Other common genetic changes were EGFR (%16,1), STK11
(%6,8), PIK3CA (%5,7), BRAF (%3,2), SMAD4 (%2,5), ERBB2 (%1,2), NRAS
mutations (%1) and EGFR (%12,1), FGFR1 (%5,6), MET (%6,1), ERBB2
amplifications (%3,9). EGFR mutations were more commonly in women, while
KRAS mutations were in men (p<0,001). We detected that the association of EGFR
amplification and EGFR mutations (p<0,001), KRAS and STK11l mutations

(p=0,008) were statistically significant. EGFR and KRAS mutations were more
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frequent in adenocarcinomas (ADC) than squamous cell carcinoma (SCC)
(p<0,001) and vice versa was seen for PIK3CA mutations (p=0,001). KRAS
mutations were more common in invasive mucinous ADC’s than other NSCLC

(p<0,001).

Finally, we detected that the genomic profile of NSCLC and its relationship

with clinical data was nearly similar to other studies in the literature.

Keywords: NGS, lung cancer, NSCLC
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