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Ozet

Akciger Kanseri Hastalarinda Solid Biyopsi ve Likit Biyopsi Yontemlerinin

Hastalik Tamis1 Uzerine Etkinliginin Arastilmasi

Amac: Akciger kanseri tiim diinyada insidans ve mortalite oranlari bakimindan biitiin
kanserler arasinda ilk sirada yer alir ve sagkalim siiresi, tedaviye yamitin disikligi gibi
sebeplerle bireye 6zgii takip gerektirmektedir. Hastanin genetik bilgileri 1s1ginda tedaviye
olast yanitin degerlendirilmesi hastalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu c¢alisma ile akciger
kanseri hastalarinda tan1 ve tedavide biiyilk 6nem tasiyan molekiiler hedeflerin ve buna
bagli olarak hedefleyici tedavilerin solid biyopsi ve likit biyopsi yontemleri ile
arastirilmasi ve her iki yontemin etkinliginin ortaya konulmasi amaglanmistir.

Yontem: Calismamizda akciger kanseri tanili 30 hastada Likit Biyopsi (LB) testi
kapsaminda Yeni Nesil Dizi Analizi (NGS) yontemiyle 11 gen taranmis ve analiz
edilmigtir. Aym1 hasta grubundan cesitli girisimsel islemler ile elde edilmis biyopsi
materyallerinde saptanan mutasyon verileri hasta dosyalarindan temin edilmistir.
Belirlenen mutasyonlarin siklig1 ve varligi tizerinden her iki yontem arastirilmigtir.
Bulgular: NGS tabanli Likit Biyopsi testi kapsaminda hastalarin EGFR, TP53, PIK3CA,
MET, MAP2K1, ALK, KRAS, BRAF ve NRAS genlerinde c¢esitli varyasyonlar
saptanmistir. Saptanan bazi varyasyonlar ilaglarla iligkilendirilmistir. Solid biyopsi
materyali ile yapilan ¢alismalara ait veriler degerlendirilmig, hastalarin EGFR ve ROS1
genlerinde mutasyona rastlandigi kaydedilirken, solid biyopsi materyaliyle ¢alisma yapilan
hicbir hastada ALK geninde mutasyon gozlenmemistir.

Sonug: Likit biyopsi caligmalari giinlimiizde altin standart olarak kabul edilen solid
biyopsiye alternatif olusturmakta ve tiimér genotipindeki degisikliklerin giincel durumunun
izlenmesinde hasta bireylere avantaj saglamaktadir. Yapilan ¢alismanin sonucunda solid
biyopsi ve likit biyopsi yontemleri ile arastirilan mutasyonlar arasinda bir uyum oldugu
gozlenmis olup hedef gen paneli analizlerinin tedavide hedefe yonelik ilag Onermede

oldukea etkili bir yontem oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: akciger kanseri, solid biyopsi, likit biyopsi, gen



Abstract

Investigation of the Effect of Solid Biopsy and Liquid Biopsy

Methods on Disease Diagnosis in Lung Cancer Patients

Objective: Lung cancer is the first stage among all cancers in terms of incidence and
mortality rates all over the world. It is a disease that requires routine and individual follow-
up due to reasons such as survival time, low response to treatment. Evaluation of the
possible response to treatment in the light of the patient's genetic information is very
important for patients. The aim of this study is to investigate the molecular targets that are
of great importance in the diagnosis and treatment of lung cancer patients and accordingly
the targeted therapies with solid biopsy and liquid biopsy methods and to reveal the
effectiveness of both methods.

Method: In our study, 11 genes were screened and analyzed with the new generation
sequence analysis method in 30 patients with lung cancer. The mutation data obtained from
the biopsy materials obtained by various interventional procedures of the same patient
group were obtained from the patient files. The frequency and presence of the identified
mutations were investigated in both methods.

Results: Various variations of EGFR, TP53, PIK3CA, MET, MAP2K1, ALK, KRAS,
BRAF and NRAS genes have been determined in the scope of NGS based Liquid Biopsy
test. Some variations have been associated with drugs. Data on solid biopsy materials were
evaluated and mutations were observed in EGFR and ROS1 genes. No mutation was
observed in ALK gene in any patient with solid biopsy material.

Conclusion: Liquid biopsy studies are an alternative to solid biopsy which is accepted as
the gold standard and it provides an advantage to patient individuals in monitoring the
current status of changes in tumor genotype. As a result of the study, it was observed that
there was a correlation between Solid Biopsy and Liquid Biopsy methods and the target
gene panel analyzes were found to be a highly effective method

in the treatment of targeted drugs.

Keywords: lung cancer, solid biopsy, liquid biopsy, gene



Tesekkiir

Tibbi Genetik alaninda bana g¢alisma firsat1 tanimig olan Prof. Dr. Hakan SAVLI’ ya;
yiiksek lisans 6grenimim siiresince tecriibe ve bilgilerinden biiyiik 6lciide istifade ettigim,
degerli tez damisman hocam Dog. Dr. Naci CINE’ye; Dr. Ogr. Uyesi Seda Eren
KESKIN’e; tezde yer alan deneylerin gerceklestirilmesinde emekleri olan ve tiim
yardimseverligiyle sorularimi1 cevaplayarak, bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan Dr.
Niliifer SERTDEMIR, Uzm. Biyolog Giilhan DEMIR ve Uzm. Biyolog Seda REKAya;
sitogenetik alaninda biiyiik bilgi birikimlerini sabirla ve tiim igtenlikleriyle paylasarak bu
alanda ¢ok sey 6grenmeme vesile olan Uzm. Biyolog Buket DOGRUOGLU ve Uzm.
Biyolog Zeynep ILKAY’a; yardimlarini esirgemeyen ve her an yamimda olan, cok sey
paylastigim sevgili arkadaslarim Sebnem OZDEMIR, Malike INCE ve Giiliisan
UZUNER’e; hayatimin her aninda varligiyla bana gii¢c veren, fedakarliklariyla tiim sikintilt
stireclerimin istesinden gelmem i¢in bana bikmadan yol gosteren biricik ablam Hilal
OZKAN’a; tez ¢alismam ve tiim egitim hayatim boyunca maddi ve manevi destegini hig
esirgemeyen, karsilastigim tiim zorluklar1 benimle birlikte gogiisleyen, bugiinlere
gelmemde biiylik emekleri olan ve verecegim kararlarda daima yanimda olacaklarini

bildigim sevgili AILEM e tiim kalbimle tesekkiirlerimi sunuyorum...

Aysegiil SAHIN

Vi



TEZiN ASIRMA OLMADIGI BiLDiRGESI

Tezimde baska kaynaklardan yararlanilarak kullanilan yazi, bilgi, ¢izim, ¢izelge ve
diger malzemeler kaynaklar1 gosterilerek verilmistir. Tezimin herhangi bir yayindan
kismen ya da tamamen asirma olmadigmi ve bir Intihal Programi kullanilarak test

edildigini beyan ederim.

27/05/2019
Aysegiil SAHIN

vii



ICINDEKILER
Ozet
Abstract
Tesekkiir
TEZIN ASIRMA OLMADIGI BILDIRGESI
ICINDEKILER
CIZIMLER DIiZINi
CIZELGELER DIZINIi
1.GIRIS
1.1 Kanserin Tanimi1
1.2. Akciger Kanseri
1.2.1. Akciger kanseri epidemiyolojisi
1.2.2. Akciger kanseri etiyolojisi
1.2.3. Akciger Kanserinde Patolojik Siniflama
1.2.3.1. Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK)
1.2.3.2. Kiigiik hiicreli disi akciger kanseri (KHDAK)
1.2.4. Akciger Kanserinde Molekiiler Patogenez
1.2.4.1.Epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR)
1.2.4.2 Kirsten rat sarkoma viral onkogen homologu (KRAS)
1.2.4.3.Hepatosit biiyiime faktorii reseptorii (MET)
1.2.4.4.Fosfatidilinisitol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik alt iinite alfa (PIK3CA)
1.2.4.5.V-raf miirin sarkoma viral onkogen homologu (BRAF)
1.2.4.6.Anaplastik Lenfoma Reseptor Tirozin Kinaz (ALK)
1.2.4.7. ROS proto-onkogeni
1.2.4.8. Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2/ErbB2)
1.2.5. Akciger Kanserinde Tan1 Yontemleri
1.2.6. Akciger Kanserinde Evreleme
1.2.7. Akciger Kanseri’'nde Tedavi
1.3. Likit Biyopsi
1.3.1. Likit Biyopside Degerlendirilen Tiimér Kaynakli Uriinler
1.3.1.1. Dolasimdaki tiimér hiicreleri (CTCs)
1.3.1.2. Dolasimdaki DNA molekiilleri (cfDNA)

viii

Vi
Vil
viii
Xi

Xii

© ©O© ©O© 00 00 N N o o A WP DD PP

N N R N T =l e
O O O © o W o o o



1.3.1.3. Egzozomlar

1.3.1.4. Tiimor egitimli trombositler (Tumor educated platelets: TEPs)
1.3.2. Tiimoér DNA’s1 Kan Dolasimina Nasil Geger?

1.3.3. Akciger Kanserinde Likit Biyopsi ve Solid Biyopsi

1.3.4.1. Yeni nesil dizileme (NGS=Next generation sequencing)

2. AMAC

3. YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

3.1.2. Sarf Malzemeler

3.1.3. Kullanilan Kitler

3.1.4. Kullanilan Kimyasallar

3.2. cf DNA (Serbest DNA =Circulating Cell-Free DNA) izolasyonu
3.3. Likit Biyopsi

3.3.1. Kiitiiphane Olusturma

3.3.2. Reaksiyon Filtresinin Doldurulmasi

3.3.3. Melt-Off Soliisyonu Hazirligi

3.3.4. Dynabead’lerin Yikanmasi

3.3.5. Template Pozitif ISPs’lerin Yikanmasi

3.3.6. Dizileme Cihazini1 Baslatma

3.3.7. Zenginlestirilmis ISPs’in Cikarilmas1 ve Yikanmasi

3.3.8. Chip Yiikleme

3.3.9. Analiz

4. BULGULAR

4.1. Doku Materyali ile Yapilan Testlere Ait Bulgular

4.2. Likit Biyopsi Materyali ile Gergeklestirilen Analizlere Ait Bulgular
4.3. Solid Biyopsi ve Likit Biyopsi Materyallerinde Saptanan Mutasyonlar
5. TARTISMA

6. SONUCLAR VE ONERILER

KAYNAKLAR

OZGECMIS

EKLER

20
20
21
21
22
23
24
24
24
24
25
25
25
28
28
34
34
35
35
36
36
37
38
39
39
40
46
50
58
59
65
67



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

% . Yiizde
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uM : Mikromolar
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BRAF : V-raf Murine Sarcoma Viral Oncogene

cfDNA : Serbest DNA (Cell Free-DNA)
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DNA : Deoksiriboniikleik Asit
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EGFR : Epitelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii
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FISH : Fluorescence In Situ Hybridization

HER2 : Erb-b2 Reseptor Tirozin Kinaz 2

IARC : Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

IASC : Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Grubu
KHAK : Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

KHDAK : Kiictlik Hiicreli Di1s1 Akciger Kanseri

KRAS : Kirsten Sigcan Sarkoma Viral Onkogen Homologu
LB : Likit Biyopsi

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase

MET : Hepatosit biiyiime faktorii reseptorii

NCCN : Ulusal Kapsamli Kanser Agi

NGS : Next Generation Sequencing (Yeni Nesil Dizileme)
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PDL-1 : Programlanmis Hiicre Oliim Ligandi-1

PIK3CA : Fosfoinozitol Bifosfat 3 Kinaz, Katalitik Unite Alfa
RT . Radyoterapi
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ROS1 : c-Ros Oncogene 1
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1.GIRIS

1.1 Kanserin Tanimi

Kanser terimi ilk kez M.O. 460-377 yillar1 arasinda Hipokrat tarafindan organizmada
meydana gelen ve tedavi edilemeyen yeni olusumlar1 ifade etmek i¢in kullanilmustir.
Hipokrat, viicut ylizeyinde gelisen ve digerlerinden farkli bir karakter tasiyan kirmizi renkli
ve yavas bilyiiyen sislikleri ise "Carcinoma” olarak adlandirmistir (Unal 2006).

Kanser kisaca hiicrelerin kontrolsiiz bigimde ¢ogalmalar1 anlamina gelmektedir. Bu
cogalma esnasinda kanser hiicrelerinde, normal hiicrelere gore bazi yapisal farkliliklar
olustugu gibi, islevleri acisindan da c¢esitli farkliliklar ortaya ¢ikar; hiicre normalde
yapmasi gereken islevlerini yapmazken, 6te yandan da yeni islevler kazanmaya baslar.
Anormal bi¢cimde ¢ogalmaya baslayan bu hiicreler bulunduklar1 yerdeki doku ve organlari
isgal ederler. Hatta daha uzaktaki organlari da isgal ederek bu bdliimlerin gorevlerini
yerine getirmesini engellerler. Kanserler koken aldiklari doku ve organlara gore
adlandirilmaktadirlar. Belirti, bulgu ve tedavileri de kanserin cinsine gore farklilik
gostermektedir. En sik rastlanan kanser tiirleri akciger, deri, meme, sindirim ve iireme
sistemlerinden kaynaklanan kanserlerdir (Kutluk ve Kars 1992).

Kanser diinya ¢apinda 6liim nedenleri arasinda dnde gelen hastaliklardan biridir. Kanser
insidans1 iilkemizde ve diinyada giderek artmaktadir (Giiltekin ve dig. 2011). Diinya
capinda kanserle iligkili 6liimlerin baslica nedenini ise akciger kanseri olusturmaktadir
(Perez-Ramirez ve dig. 2016).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) raporuna gore, diinyada yaklasik olarak alt1 kisiden
biri kanser nedeniyle yasamini yitirmektedir. Bu kayiplarin %70’ini diisiik gelirli ve orta
gelirli iilkeler olusturmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) Mayis 2017 verilerine
gore ise, Tlrkiye’de her 5 dliimden 1’1 kanserden kaynaklanmaktadir. Tiirkiye’de 2014
yilinda 65 yas ve iistii i¢in kanser 6liim oranlar1 %17 olarak rapor edilirken, 2016 yilinda
bu oran %16 olarak kaydedilmistir. 2008 yilinda ise yaklasik olarak 12,7 milyon kanser
vakasi teshis edilmis ve 2010 yilinda yaklasik 7,98 milyon kisi kanser sebebiyle hayatini
kaybetmistir.

Her y1l meydana gelen &liimlerin yaklasik %13’ kanser nedeniyle olmaktadir. ilk
sirada akciger kanseri (1,4 milyon 6liim) sayilirken, onu mide kanseri (740.000 &liim),
karaciger kanseri (700.000 o6liim), kolorektal kanser (610.000 6liim) ve meme kanseri

(460.000 6liim) takip etmektedir (Xia ve dig. 2014).



Giliniimilizde goriilme sikligi bakimindan en 6nde yer alan akciger kanseri tiim yeni
kanser vakalarinin %12,8’ini olusturur ve siklig1 her yil %3 oraninda artmaktadir. Akciger
kanseri her iki cins i¢inde en sik kansere bagli 6liim nedenidir. Kanser oliimlerinin

%17,8’inden akciger kanserinin sorumlu oldugu belirtilmektedir (Bakar 2017).

1.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri tiim diinyada insidans ve mortalite oranlari bakimindan biitiin kanserler
arasinda ilk sirada yer alan kanser tiirtidiir. Diinyada her y1l 1,8 milyon yeni akciger kanseri
tanis1 konmakta ve tiim kanserlerin yaklasik olarak 9%13'iinii akciger kanseri

olusturmaktadir (Yiice ve Kiligkap1 2016).
1.2.1. Akciger kanseri epidemiyolojisi

Akciger kanseri tiim diinyada kanser nedenli 6liimler arasinda birinci sirada yer alir
(Siegel ve dig. 2016). Diinyadaki tiim yeni kanser olgularinin %12.8’ini akciger kanseri
olusturmaktadir. Kanser oliimlerinin ise %17.8’inden sorumludur (Parkin ve dig. 2005).
Sikliginin her yil %3 oraninda arttig1 belirlenmistir (Bingol 2014). Sigara kullanimi ile
akciger kanseri arasindaki iliski, ekolojik ve klinik olarak kanitlanmis olup kiiresel agidan,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde, artan tiitiin tiikketimi ile birlikte akciger kanseri
mortalitesinde de yiikselme egilimi gozlenmektedir (Didkowska ve dig. 2016, Dela Cruz
ve dig. 2011).

DSO’niin verilerine gore her yil yaklasik 1.2 milyon yeni akciger kanseri vakasi teshis
edilmekte ve 2030 yilinda bu rakamin 26 milyonu bulacagi diisiiniilmektedir (Siegel ve
dig. 2016). DSO’niin 2018 yil1 verilerine gdre ise 1 milyon 76 bin kisinin akciger kanseri
sebebiyle hayatim1  kaybedecegi tahmin edilmektedir  (www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/29313949).

Saglik Bakanligi Kanser Daire Baskanligi’nin 2012 raporuna goére akciger kanseri
Tiirkiye’de tiim niifus ve erkeklerde en sik rastlanan kanser tipidir. Kadinlarda ise sikligi
besinci sirada yer alir. Erkeklerde tiim kanserlerin %21.8’in1 olustururken, kadinlarda
%4.9’unu olusturmaktadir. Akciger kanserinin Tiirkiye’de yasa standardize insidans hizi
erkekler icin 100.000°de 60.4, kadinlar i¢in ise 100.000°de 9.3 olarak bildirilmistir (Sencan
ve Keskinkilic 2015). Akciger kanserinin 2014 yilinda Tiirkiye’de kadin ve erkeklerde

siklig1 sirasiyla Cizim 1.1 ve Cizim 1.2°de gdosterilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29313949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29313949

Trakea,Brons, Akciger IS 211
Prostat I 12 7
Kolorektal __ 9.3 '
Mesane -_ 7.7
Mide m— 5.9
Non-Hodgkin lenfoma s 3.0
Bobrek . 2.7
Larinks M 2.6
Tiroid WM 2.5

B Yizde

Beyin, sinir sistemi N 2.2

0 5 10 15 20 25

Cizim 1.1. Tirkiye’de erkeklerde sik goriilen bazi kanserlerin yiizde dagilimlari (T.C.
Saglik Bakanlig: Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu 2014).
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Cizim 1.2. Tirkiye’de kadinlarda sik gériilen bazi kanserlerin yiizde dagilimlari (T.C.
Saglik Bakanlig: Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu 2014).

Tiirk Toraks Dernegi tarafindan 2009 yilinda gerceklestirilen ‘Tiirkiye’nin akciger
kanseri haritasi’ projesinde Tirkiye’de her yil 29.314 yeni akciger olgusu ortaya ¢iktigi
hesaplanmistir. Caligmanin sonuglarina gore Tiirkiye’de akciger kanseri hastalarmin yas

ortalamasi 60 olup, %90.4’tinii erkekler olusturmaktadir (Turkish Thoracic Society 2013).
1.2.2. Akciger kanseri etiyolojisi

Akciger kanseri, tiim diinyada kansere bagli 6liimlerin baslica sebebidir. Sigara ve diger
tiitlin iirlinlerinin yanisira, genetik faktorlerin, c¢evresel faktorlerin ve cesitli etkenlerin,
akciger kanseri etiyolojisinde rol aldig diisiiniilmektedir. Akciger kanserinden korunmada

etiyolojik faktorler en dnemli basamaklardan birini olusturur (Siegel ve dig. 2011).

e Tiitiin ve tiitiin iiriinleri

Akciger kanserinin en onemli nedenlerinden biri sigara ve diger tiitiin lriinleridir.

Akciger kanseri hastalarinin %10’ undan daha az bir kismi hi¢ sigara igmeyen bireylerden



olusmaktadir (Ulug ve dig. 2016). Kronik sigara tiiketimi, akciger kanserlerinin yaklagik
%85-90’indan sorumludur. Sigara kulllananlarda akciger kanseri riski, kullanmayanlara
oranla 30 kat artmustir. Pasif i¢icilerde de risk yaklasik iki kat artis gostermektedir.
Bireyler arasinda, kullanilan sigara sayist ve kullanim siiresine bagli olarak risk orani

degisir (Aydiner ve Topuz 2006).
o C(Cevresel ve mesleki risk faktorleri

Mesleki maruziyet, akciger kanseri etiyolojisinde onemli rol oynar. Madencilik,
matbaacilik, gemi ingaa gibi c¢esitli sektorlerin c¢alisanlarinda akciger kanseri riski
artmaktadir ve bu meslek gruplarinda siklikla akciger kanserine rastlanir. Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan berilyum, asbest, kadmiyum, arsenik, Bis
(chloromethyl) ether, nikel, silika, kromiyum,vinil klorid ve radon gibi ¢ok sayida mesleki
karsinojen tanimlanmistir. 2000 yilinda kanserle iliskili 6limlerin erkeklerde %10’undan
(88000 6liim) kadinlarda %5’inden (14300 6liim) arsenik, kadmiyum, asbest, berilyum,
kromiyum, dizel, nikel ve silika dumanindan olusan 8 mesleki karsinojene maruziyetin

sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Driscoll ve dig. 2005, Fingerhut ve dig. 20006).
¢ Genetik faktorler

Sigara kullaniminin her bireyde akciger kanserine yol agmiyor olmasi karsinojenlere
kars1 savunma mekanizmalarinda bireysel farkliliklar oldugunu akla getirmistir. Buna gore
sigara dumanimin igerdigi baslica karsinojenlerden olan, polisiklik hidrokarbonlari
metabolize eden p450 sitokrom sistemindeki ve glutatyon S transferaz sistemindeki
polimorfizm varlig1 bireysel farkliliklara sebep olabilmektedir. Yapilan epidemiyolojik
caligmalar ailede akciger kanseri Oykiisiiniin gii¢lii bir risk faktorii oldugunu gostererek
genetik bir yatkinligin olabilecegini ileri stirmiistiir (Gorlova ve dig. 2007). Ailesinde
akciger kanseri bulunan ya da geng¢ yasta akciger kanseri gelisme Oykiisii olan bireylerde

akciger kanseri gelisme riski 2 kat artmistir. (Matakidou ve dig. 2005).
1.2.3. Akciger Kanserinde Patolojik Simiflama

Akciger kanserinde hiicre tipleri genellikle 151k mikroskobu altindaki goriiniimlerine
gore adlandirilmistir ve biiyiikliiklerine bagli olarak kiigiik hiicreli akciger kanseri ve

kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri olmak tizere iki tipe ayrilmistir (Bakar 2017).

Akciger tiimérlerinin DSO tarafindan 2015 yilinda diizenlenen histolojik siniflamasi

Cizelge 1.1.’de gosterilmistir (Yildiz 2017).



Cizelge 1.1. DSO 2015 akciger tiimérleri siniflandirmasi
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1.2.3.1. Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK)

Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK), genellikle hiperkromatik ¢ekirdekli,
cekirdek/sitoplazma orani yiiksek, kiigiik boyutlu hiicrelerden olusur. Tim akciger
kanserlerinin %14 kadarindan KHAK sorumludur. Submukozal yerlesimli néroendokrin
hiicrelerden gelistigi sanilmaktadir (Churg 1988, Warren ve dig. 1989).

Erkeklerde goriilme orani kadinlara gére daha siktir ve neredeyse tiim olgular sigarayla
iliskilidir. Hastaligin klinik seyri ¢ok hizlidir. Tan1 aninda ¢ogu olgu ileri evrededir. Ayni1
zamanda tani esnasinda metastaz da yapabilirler. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerine
(KHDAK) gore daha agresif seyrederler.

Kiiciik hiicreli akciger karsinomlarini, kii¢iik hiicreli dis1 akciger karsinomlarindan
ayiran asil 6zellik morfolojilerinden ziyade, kromatin yapisidir. Tiimdr hiicreleri, kolay
zedelenebilmeleri nedeniyle olusan ezilme, ¢ekilme, yigilma artefakti olusturan ve yiiksek
mitotik aktivite gosteren ince graniiler bir kromatine sahiptir. Damar duvarindaki timor
hiicreleri kaynakli DNA’nin olusturdugu bazofilik goriinlim kiigiikk hiicreli akciger

karsinomlari igin tipik bir bulgudur ( Taban 2017, Yener ve Apa 2017, Yiiksek 2015).
1.2.3.2. Kiigiik hiicreli dist akciger kanseri (KHDAK)

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) adenokarsinom, skuamdz hiicreli
karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom seklinde siiflandirilir. Bu karsinom tiplerinin tek
grup altinda toplanmalarinin sebebi tedavi yaklasimlari ve prognozlarimin benzer olmasi
ayrica bu Ozellikleriyle kiiciik hiicreli akciger kanserlerinden belirgin bir sekilde

ayrilmalaridir (Diindar 2015).
e Skuaméz hiicreli karsinom

Brons epitelinde skuamo6z metaplazi ya da displazinin ilerlemesi sonucunda gelisen
genellikle santral yerlesimli tiimorlerdir (Yener ve Apa 2017).

Erkeklerde daha sik gortiliir ve sigarayla yakindan iligkilidir. Diger tiplere gére daha az
hematojen metastaz yapma egilimi gosterir. Bu nedenle prognozu daha iyidir.
Histopatolojik olarak incelendiginde, skuamoid hiicrelerin olusturdugu, ortasi keratinize
solid hiicre adalari, tek hiicre keratinizasyonu ve hiicreleraras1 kopriilesmeler gozlenir.
Seffaf hiicreli, bazaloid, kiiciik hiicreli ve papiller olmak {izere dort morfolojik varyanti

vardir (Ferlay ve dig. 2010).



e Adenokarsinom

Kadinlarda ve sigara Oykiisi olmayan kisilerde en sik rastlanan tiimor tipidir. Bazen
skar dokusu zemininde gelisen bu tiimdr, terminal bronsiyal epitelinden kdken alir (Yener
ve Apa 2017). Periferik havayollari ile alveollerden gelisen periferik tiimorler olmakla
birlikte, epitel ve submukozal glandlarin proksimalinden de gelisebilmektedir (Robbins
1995, Sulu ve Damadoglu 2007). Bu tiimdr tipi, histopatolojik agidan ¢ogu zaman
kompleks heterojen bir yapi igerir. (Yener ve Apa 2017). Gorilme sikligi agisindan

tilkemizde ikinci sirada yer alirken, Avrupa iilkelerinde birinci siradadir.
e Biiyiik hiicreli karsinom

Biiyiik hiicreli akciger kanseri, sitolojik diferansiyasyon gostermeyen, skuaméz ya da
grandiiler kanserlerin indiferansiye seklidir. Iri, poligonal niikleuslu ve belirgin niikleoluslu
hiicrelerden olusur. Genellikle periferik yerlesimli olmakla beraber santral yerlesimli de
olabilirler. Erken donemde uzak metastaz yapabilme yetenegine sahiptirler (Robbins
1995). KHDAK olgularinin %3-5’inden biiyiik hiicreli karsinomlar sorumludur. Biiyiik
hiicreli noroendokrin karsinom, seffaf hiicreli karsinom, lenfoepitelyoma-benzeri
karsinom, bazaloid karsinom, rabdoid fenotipli biiylik hiicreli karsinom, hi¢ ayrimlagmamis

biiyiik hiicreli karsinom gibi alt tipleri tanimlanmistir (Travis ve dig. 2004, Sholl 2014).
1.2.4. Akciger Kanserinde Molekiiler Patogenez

Diinya geneline bakildiginda kanser nedenli 6liimlerin en sik sebebinin akciger kanseri
oldugu gortilmektedir. Bu sebeple iizerinde en fazla calisilan kanser gesitlerinden biri olan
akciger kanserinde son zamanlarda hem patogenezi anlama hem de tedavi yaklagimlarini
belirlemede biiyiik gelismeler yasanmistir. Pek ¢ok molekiiler degisiklik tanimlanmis, bu
degisikliklerin kanserin baslangicindan ve gelisiminden sorumlu oldugu bildirilmistir.

Akciger kanseri gelisiminde diger kanser tiplerinde oldugu gibi onkogen aktivasyonu ve
timor baskilayict genlerin inaktivasyonu baslica rol oynamaktadir (Fong ve dig. 2003).
Bunun yamisira akciger kanser hiicreleri translokasyon, amplifikasyon, delesyon ve

insersiyon gibi ¢cok sayida kromozomal anomali barindirmaktadir (Horn ve dig. 2011).
1.2.4.1.Epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR)

Hiicre membran reseptorleri tirozin kinaz ailesine mensup olan EGFR geni kromozom
7p12-13’e lokalizedir. EGFR geni flizerinde aktive edici bir etkiye sahip olan EGFR
mutasyonu gefitinib-erlotinib gibi tirozin kinaz inhibitorlerinin hedef alanidir (Rosell ve
dig. 2012). akciger adenokarsinomlarmin yaklasik %?20’sinde EGFR mutasyonu

gozlenmektedir(Rosell ve dig. 2012). Mutasyonlar genellikle EGFR geni tlizerinde 18-21.
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ekzonlar arasinda saptanmakta olup en sik gézlenen mutasyonlar ekzon 19 ve ekzon 21
tizerinde yer almaktadir (Lynch ve dig. 2004). Ekzon 20 tizerinde izlenen mutasyonlar
cognlukla tedaviye direngli degisikliklerdir (Uramoto ve dig. 2007). Ancak ekzon 20
tizerinde pozisyon 768 ve Oncesindeki insersiyonlar bu durumun istisnasi olarak karsimiza
¢ikmaktadir(Improta ve dig. 2016). EGFR tirozin Kinaz inhibitorleriyle tedavi edilen
hastalarin biiyiik kisminda tedavinin bir noktasinda ilaca kars1 gelisen direng nedeniyle
hastaligin niiks ettigi goriiliir. Gelisen bu direncin en 6nemli nedeni diger EGFR
mutasyonlarma ikincil olarak tedavi siirecinde gelisen bir mutasyon olan T790M’den
kaynaklanmaktadir ve gelistigi noktadan itibaren tedaviye direncten sorumludur (Pao ve
dig. 2005). Niks aninda yeni biyopsilerin alinmasiyla T790M mutasyonu
saptanabilmektedir. Daha oOnce tedavi almamis hastalarda T790M mutasyonunun
saptanmast durumunda bu mutasyonun germline mutasyon olarak bulunma ihtimali

tizerinde durulmakta ve kalitsal kanser sendromuna isaret edebilmektedir(Yu ve dig. 2014).
1.2.4.2.Kirsten rat sarkoma viral onkogen homologu (KRAS)

Ras proteinleri hiicre dongiisii, apoptoz regiilasyonu ve hiicre adezyonu gibi farkli
biyolojik siireglerde gorev alirlar. Ras gen ailesi (HRAS, KRAS, ve NRAS) GTP’ye
baglanan birtakim proteini kodlar ve bu proteinler sinyal iletiminin aktivasyonunda rol
oynarlar. Bunlar arasinda onkojenik aktivasyonunun en sik oldugu bilinen KRAS
(12p12.1) genine ait mutasyonlar tiimorlerin %17-25’inde gozlenmektedir. Proteinin
GTP’ye siirekli bagli kalmasina yol agan bu mutasyonlar sinyal iletimindeki kontroliin
bozulmasina neden olurlar (Plesec ve Hunt 2009). MAPK (mitogen-activated protein
Kinase) yolagmin siirekli uyarilarak hiicre ¢ogalmasi tetiklenir. KHDAK olgularinin
%40’imda KRAS geninin aktivasyon artisina sebep olan mutasyonlar saptanir. KRAS
mutasyonlari, EGFR uyarisindan bagimsiz olarak ayni yolak effektorlerini aktive etmeleri
sebebiyle KRAS saptanan tiimorler TKI’lerine direnglidir (Shigematsu ve dig. 2005).
1.2.4.3.Hepatosit bityiime faktorii reseptorii (MET)

MET, onkogenik mutasyonlar, amplifikasyon/asir1 ekspresyon ve alternatif kesip
eklemede gorev alan bir proteindir. MET proto-onkogeni, EGFR ve hepatosit biiyiime
faktoric (HGF) genlerini de iceren insan kromozomu 7 iizerinde yer almaktadir. Dogal
ligandina (HGF) baglanan bir reseptor tirozin kinazi kodlar (Ma ve dig. 2003).  Malignite
baglaminda, MET-HGF yolu, tiimor biiyiimesi, hayatta kalma, dallanan morfogenez,
motilite ve migrasyon, invazyon, timor anjiyogenez ve metastazda gili¢lii bir araci rolii

iistlenmektedir. (Ma ve dig. 2003, Wojta ve dig. 1994, Besser ve dig. 1997).
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Akciger kanserlerinde mezenkimal epitelyal gecis geninde (MET) meydana gelen ¢esitli
mutasyonlar ve amplifikasyonlar gézlenir. Mutasyonlar ¢ogunlukla ekzon 14 cevresinde
yerlesirler. Ekzon 14 bolgesinde mutasyon tagiyan hastalarda MET inhibitorlerine yanit
alindigin1 gosteren cesitli ¢alismalar ortaya konmustur (Paik ve dig. 2015, Frampton ve
dig. 2015).
1.2.4.4.Fosfatidilinisitol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik alt iinite alfa (PIK3CA)

PIK3CA geni, fosfatidilinositol 3-kinazlarin (PI3K) katalitik alt birimlerinden birini
olusturan p110a'y1 kodlar. PI3K, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, farklilasmasi, sagkalimi
gibi bir¢ok hiicresel siirecte gorev alan bir lipit kinaz ailesi iiyesidir.

PIK3CA'daki somatik mutasyonlar kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinin %]1-3'tinde
saptanmistir (Samuels ve dig. 2004, Kawano ve dig. 2006). Bunun yanisira skuamoz
hiicreli karsinomda daha sik goriilmektedir. Kanser hedefli ila¢ tedavisinde PIK3CA bir
aday olarak iyi bir potansiyele sahiptir (EI-Telbany ve Ma 2012).

1.2.4.5.V-raf miirin sarkoma viral onkogen homologu (BRAF)
BRAF kinaz, ARAF, BRAF ve CRAF (RAF1) igeren serin-treonin protein kinaz

ailesinin bir tyesidir. Cesitli kanserlerin patogenezinde rol oynamaktadir.Akciger
adenokarsinomlariin yaklasik %5’inde BRAF mutasyonu saptanir. Bu mutasyonlarin
%350’sini ise VO60OE mutasyonu olusturmaktadir. BRAF mutasyonlu hastalarda hedefe

yonelik bir ajan olan dabrafenibin, MEK inhibitorleriyle beraber kullanilir (Bozkurtlar ve
Kaya 2018).

1.2.4.6.Anaplastik Lenfoma Reseptor Tirozin Kinaz (ALK)

Anaplastik lenfoma kinaz (ALK), farkli malignitelerde anormal halde bulunan bir
tirozin kinaz reseptoriidiir (EI Telbany ve Ma 2012). Biiylik hiicreli lenfomalarda
t(2;5)(p23;q35) translokasyonuyla saptanmistir. KHDAK’nda ise yaklasik %2-%7
oraninda bir siklikla 2p inversiyonu neticesinde EML4 (echinoderm microtubule -
associated protein-like) ile fiizyon yapar. EML4-ALK flizyonu ise artmis tirozin kinaz
aktivitesiyle sonuglanir (Gerber ve Minna 2010). EML4-ALK translokasyonu odukg¢a nadir
gozlenmesine ragmen diinya genelindeki akciger kanseri sayisindaki artis g6z Oniinde
bulunduruldugunda yillik ortalama 40.000 ALK pozitif vaka tespit edilmesi
ongoriilmektedir (Palmer ve dig. 2009).



1.2.4.7. ROS proto-onkogeni

Tirozin kinaz resptorii olan ROSI, insiilin reseptdr ailesinin bir iiyesidir.ROS1 geni
kromozom 6’nin q22.1 bolgesinde lokalizedir. MAPK ve PI3K-Akt yolaklariin aktive
olmasini saglayarak hiicre biliylimesi ve c¢ogalmasinda rol oynamaktadir. Akciger
adenokarsinomlarimin yaklasik %1-2’sinden ROS1 geninde meydana gelen kromozomal
degisiklikler sorumludur ve ROS1 yeniden diizenlenmesi gozlenen hastalar tirozin kinaz

inhibitorii olan krizotinibe yanit verir (Bozkurtlar ve Kaya 2018).

1.2.4.8. Insan epidermal biiyiime faktirii reseptirii 2 (HER2/ErbB2)

Epidermal biiyiime faktorii olan HER/erbB biiyiime faktorii reseptor ailesine mensup
olup EGFR (HER1 veya erbBl), HER2/neu (erbB2), HER3(erbB3) ve HER4 (erbB4)
gesitlerini igerir. HER2 geni 17. kromozomun uzun kolunda yerlesmistir ve intrinsik
tirozin kinaz aktivitesi araciligiyla hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi, farklilasmasi, apopitoz,
adhezyon ve migrasyon benzeri fonksiyonlarda gorev alan transmembran reseptor
proteinini kodlamaktadir. HER2'nin asir1 ekspresyonu hastaligin koti seyri ile iliski
icerisindedir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde, HER2 protein asir1 ekspresyonu
%6-35 ve gen amplifikasyonu %10-20 oraninda goézlenmis olup (Rouquette ve dig. 2012,
Pellegrini ve dig. 2003) HER2 mutasyonlar ise yaklasik %2-4 oranindadir (Arcila ve dig.
2012, Tomizawa ve dig. 2011).

1.2.5. Akciger Kanserinde Tan1 Yontemleri

Akciger kanseri 6liimleri ¢ogunlukla uzak metastazlar sebebiyle gerceklesir. Bu nedenle
akciger kanserinde metastaz olusmadan asemptomatik donemde tan1 olduk¢a dnemlidir.

NCCN (National Comprehensive Cancer Network, Ulusal Kapsamli Kanser Ag1) ve
ACCP (American College of Chest Physicians, Amerikan Gogiis Hekimleri Koleji) ‘nin
onciiliigiinde Ozetlenmis olan akciger kanserinde tani algoritmasi Cizim 1.3. ’de

gosterilmistir (ACCP 2013, www.nccn.org).
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Cizim 1.3. Akciger kanserinde tan1 algoritmasi

e Akciger grafisi

Secilecek olan ilk radyolojik yontem akciger grafisidir. Nodiil-kitle, mediastinal
genisleme, atelektazi, plevral eflizyon, diyafragma yiiksekligi gibi bulgular goézlenir.
Boylece kitlenin lokal etkisine ve varsa altta yatan akciger hastaliklarina dair ipucu verir

(Diindar 2015).
e Bilgisayarh tomografi (BT)

Tiimdr ¢ap1 ve mediastinal tutulumun belirlenmesi i¢in bilgisayarli tomografi iyi bir
goriintiileme  yontemidir. Tani, evreleme ve aym zamanda tedaviye yanitin
degerlendirilmesi acisindan 6nem tasir (Demirhan 2017). Tiimoriin mediasten, kalp, biiyiik
damarlar, 6zofagus, trakea, gogiis duvar1 ve karina ile iliskisini ayrintili sekilde ortaya

koyabilir (Venuta ve dig. 1992).
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e Pozitron emisyon tomografisi bilgisayarh tomografi (PET-BT)

Akciger kanseri tan1 ve evrelemesinde oldukca sik kullanilan ve flor-18 ile isaretli 2-
deoksi 2-floro-de-glikoz (FDG) un kullanildig1 bir tarama yontemidir (Diindar 2015).

Yontemin esasi glukoz tliketiminin fazla oldugu boélgelerin belirlenmesi temeline
dayanir. Glukoz tiiketiminin beyin, kalp kaslari, mesane ve bobrekler haricinde bir
lokalizasyonda yiiksek oranda olmasi o bolge icin giiclii bir inflamatuar reaksiyona isaret
eder. Radyoaktif bir madde ile isaretlenmis olan glukoz viicuda verilerek tutulumun yiiksek
oldugu bolgelerin belirlenmesi saglanir. Tiimor hiicreleri yiiksek metabolik hiza sahip
olduklarindan glukoz tiiketimleri de yiiksek seviyededir (Lardinois ve dig. 2003).

PET degerlendirmesinin BT ile beraber yapilmasi gerekmektedir. PET metabolik bir
tarama yontemidir. Bu yontemle elde edilen dokunun metabolik ve biyolojik islevlerine ait
veriler BT den elde edilen anatomik verilerle birlestirilir ve kanserli dokunun dogru

lokalizasyonuna, boyut ve karakterinin belirlenmesine imkan tanir (Diindar 2015).

e Manyetik rezonans goriintiileme
Yumusak dokularda iyi goriintiiye sahip, bir¢ok planda kesit alabilen, mediastenin,
superior sulkusun, gbgiis duvarinin, kalp ve biiyilk damarlarin diyafragma ve spinal

kanalin ayrintili degerlendirilmesine olanak saglayan bir yontemdir.

e Balgam sitolojisi

Akciger kanseri malign hiicreleri brong sekresyonlari ile birlikte disar1 atilirlar. Akciger
kanseri siiphesi tagiyan hastalar i¢in sabah ¢ikarilan ilk balgam biiytlik oranda tanisal degere
sahiptir ve ucuz, risksiz bir tetkiktir. Bu yontemle %50-85 oraninda kesin tan1 konulmasi
miimkiindiir. Balgam sitolojisi ile santral brons kanserlerinde pozitiflik oran1 yaklasik %80,

periferik brons kanserlerinde ise %50 oranindadir (Demirhan 2017).

e Girisimsel tan1 yontemleri

Bronkoskopi; Bronsiyal agacin endokamerayla goriintiilenmesidir. Akciger kanserinde
tani, evreleme, tedavi ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde kullanilir. Bronkoskopi
uygulamasi sonucunda saptanan lezyonun tipine bagli olarak transbronsiyal biyopsi (TBB),
brons lavaji, brons biyopsisi, bronsiyal fircalama, bronkoalveolar lava; (BAL),
transbronsiyal igne aspirasyonu (TBIA) yapilabilmektedir (Kayacan ve Beder 2009).

Transtorasik ince igne aspirasyonu; Timor capina bagli olarak periferik akciger
lezyonlarinda yaklasik %90 oraninda tani saglayan yontemdir. Bilgisayarli tomografi

esliginde yapilmasi tan1 oranini artirmaktadir.
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Plevral biyopsi; Plevral efiizyonlarin tanisinda kullanilan bir yontemdir. Plevra sivisi
sitolojik incelemesinin tani degeri %60-75 oranindadir. Sitolojik tani adenokanserlerde
diger tiimér tiplerine gore daha yiiksek seviyededir (Ozlii ve dig. 2009).

Torakoskopi; Lokal anestezi esliginde ve sedoanaljezi ile hastanin toraks kavitesi
icerisine girilerek lezyonlardan biyopsi almak, plevral siviyr bosaltmak gibi hedefler icin
kullanilan cerrahi bir iglemdir (Alar ve Sahin 2012).

Torakotomi; Erken olgularda, minimal invaziv yontemlerle tan1 konamayan hastalarda
son care olarak torakotomi ile kitleden direkt biyopsi yapilir. Evresine gore gerekli cerrahi
rezeksiyon uygulanir (Papiashvilli ve dig. 2012).

Mediastinoskopi; Mediastinoskopi mediastendeki lenf bezleri ve Kkitlelerden genel
anestezi altinda, mediastinoskop veya video-mediastinoskop denilen bir alet yardimiyla
biyopsi almak amaciyla yapilir (Hurtgen ve dig. 2002).

1.2.6. Akciger Kanserinde Evreleme

Hastalara, akciger kanseri tanist konduktan sonra prognozlart hakkinda saglikli bir
yaklasimda bulunmak, en etkili tedavi yontemini belirleyebilmek ve alinan tedavi
sonuglarinin bilimsel kiyaslamasini yapabilmek i¢in, hastaligin anatomik yayginliginin
saptanmasi yani evrelendirilmesi gerekir (http://file.toraks.org.tr)
Akciger kanserinde evreleme icin standart olarak tiimoriin 6zelliklerinin (T), lenf nodu (N)
ve metastaz (M) durumlarinin degerlendirildigi TNM evreleme sistemi kullanilir. 2017
yilinda kullanilmaya baslanmis olan 8. TNM sistemi ig¢in 1999-2010 yillar1 arasinda
prospektif olarak 94.708 hastadan olusan yeni bir veri tabani kullanilmis ve bu veri
tabanindaki 77.156 hastanin verileri degerlendirilmek i¢in uygun goriilmiistiir. Uluslararasi
Akciger Kanseri Calisma Grubu (IASLC) evreleme ve prognostik faktorler komitesi bu
77.156 olguyu 16 iilkeden ve 35 merkezden toplamistir. Veri girisleri ile istatistiksel
analizler ‘Cancer Research and Biostatistics (CRAB)’ tarafindan yapilmistir (Kiyik 2018,
Cok 2018). Giiniimiizde 8. baskis1 kullanilmakta olan TNM simiflamasi1 Cizelge 1.2’de,

TNM siiflamasi baz alinarak olusturulan evreleme ise Cizelge 1.3.’de gosterilmistir.
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Cizelge 1.2. TNM Siniflamasi (8. Bask1)

Primer Tiimor(T)

TX Balgam ya da bronkoalveoler lavaj sitolojisinde malign hiicrelerin tespit
edilmesi fakat goriintileme yontemleri ya da bronkoskopik olarak
tiimoriin gosterilememesi

T0 Primer tiimore ait kanit yok

Tis Karsinoma in situ

T1 Tiimor en biiyiikk ¢ap1 < 3 cm, akciger ya da visseral plevra ile ¢evrili,
bronkoskopik olarak lober bronsun daha proksimaline invazyon bulgusu
yok

% Tl1a(mi): minimal invaziv adenokarsinom

% Tla: timor en biiyiik cap1 < 1 cm

% TI1b: timor en biiylik ¢ap1 > 1 cm fakat <2 cm
% Tlc: timor en biiyiik capt > 2 cm fakat <3 cm

T2 Tiimdr en biiyiik ¢apt > 3 cm fakat < 5 cm, veya asagidaki 6zelliklerden
birine sahip;

v Karinaya uzakligindan bagimsiz olarak ana brons tutulumun
karina tutulumu olmadan olmasi

v Visseral plevra invazyonu

v Hilusa uzanan, akcigerin bir kismimi ya da tamamini kapsayan
atelektazi ya da obstriiktif pnomoni ile beraber olmasi

« T2a: timdr en biiyiik ¢ap1 > 3 cm fakat <4 cm

¢ T2b: tiimor en biiyiik ¢cap1 > 4 cm fakat <5 cm

T3 Tiimdr en biiylik ¢capt > 5 cm fakat < 7 cm veya primer timdr ile ayni
lobdaki baska tiimdr nodiilii veya nodiillerinin varlig1 veya direk olarak
asagidaki yapilardan birini invaze etmis olmasi:

» Gogls duvari (pariyetal plevra ve siiperior sulkus tiimorleri dahil)
* Frenik sinir
* Pariyetal perikard

T4 Timor en biiylik capt > 7 cm veya primer tiimoriin oldugu lobdan basa
ipsilateral loblarda tiimor nodiil veya nodiillerinin olmas1 veya asagidaki
yapilardan birini invaze etmis olmast:

v Diafragma

v" Mediastinum

v Kalp

v Biiyiik damarlar

v Trakea

v" Rekiirren laringeal sinir
v Ozefagus

v" Vertebra korpusu

v Karina

14




Cizelge 1.2. TNM Siniflamasi (devam)
Bolgesel Lenf Nodu Tutulumu(N)
Nx | Bolgesel lenf nodu tutulumu degerlendirilememekte
NO | Bolgesel lenf nodu tutulumu yok
N1 |Ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf nodu tutulumu ve
intrapulmoner lenf nodu tutulumu mevcut
N2 |ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu tutulumu mevcut
N3 |Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral ya da kontralateral
skalen veya supraklavikiiler lenf nodu tutulumu mevcut
Uzak Metastaz(M)
MO | Uzak metastaz yok
M1 |Uzak metastaz mevcut
M1a: Kontralateral lobda bagka tiimdr nodiilii veya nodiillerin olmast;
plevral veya perikardiyal nodiil/nodiillerin olmasi veya malign plevral veya
perikardiyal effiizyonun olmasi
M1b: Tek ekstratorasik metastaz mevcut
MIc: Bir veya daha ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz mevcut
Cizelge 1.3. TNM’ ye gore evre gruplari
Evre T N M
Gizli Karsinom TX NO MO
Evre0 Tis NO MO
1AL Timi NO MO
Evrel Tla NO MO
1A2 T1b NO MO
1A3 Tlc NO MO
IB T2a NO MO
1A T2b NO MO
Tla N1 MO
T1b N1 MO
Evrell |1IB Tlc N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
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Cizelge 1.3. TNM’ ye gore evre gruplar1 (devam)

Tla N2 MO
T1b N2 MO
Tlc N2 MO
HIA T2a N2 MO
T2b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Evre 111 T1a N3 MO
T1b N3 MO
Tlc N3 MO
1B T2a N3 MO
T2b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
Inc T3 N3 MO
T4 N3 MO
Evre IV | IVA Herhangi bir T Herhangi bir N Mla
Herhangi bir T Herhangi bir N M1b
IVB Herhangi bir T Herhangi bir N Milc

1.2.7. Akciger Kanseri’nde Tedavi

Akciger kanseri tiim diinyada kansere bagli dliimlerin baslica sebebidir. Akciger
kanserinde tedavi karar1 tiimor histolojisi ve hastalik evresi ile yas, pulmoner fonksiyonlar,
ko-morbiditeler gibi hastaya Ozel ¢esitli faktorler dogrultusunda sekillenir. Tedavi
seceneklerini belirlemek ve hastaligin seyrini 6ngdrebilmek icin ise en dnemli basamak
evrelemedir (Yilmaz 2018).

KHDAK alt tipleri i¢in benzer tedavi yaklagimlar1 gerekmekte iken KHAK inde sinirl
evre ve yaygin evre durumuna gore farkl tedavi yaklasimlart uygulanmaktadir (Diindar

2015).

o Erkenevre (Evre | ve Il) KHDAK tedavisi

KHDAK vakalarinin yaklasik %30’unu Evre I ve Il grubu hastalar olusturmaktadir. Bu
grubu ise tiimdrii bir akcigere siirlt olan, mediastinal ve uzak organ yayilimi olmayan
hastalar olusturur. Yani lenf nodu ve metastazi olmayan ve timér boyutu 5 cm ya da daha
kiigiik olan, en fazla N1 lenf nodu metastazi barindiran hastalar Evre | ve Il grubu
igerisinde tanimlanir (Goldstraw ve dig. 2016).

Bu hastalar i¢in cerrahi rezeksiyon dncelikli olarak uygulanan ve kiir ile sonuglanabilen
altin standart tedavi yontemidir. Pulmoner fonksiyonun korunmasi nedeniyle erken evre

KHDAK’nde tek bir lobun rezeksiyonu seklinde gerceklestirilen lobektomi, optimal
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cerrahi prosediir olarak kabul edilmektedir (Ginsberg ve Rubinstein 1995, Yan ve dig.
2009).

Cerrahi sonrasi evre 2 ve evre 1B hastalarda adjuvan kemoterapi endikasyonu vardir
(Heineman ve dig. 2017). Adjuvan kemoterapi planlanacagi zaman eslik eden ko-
morbiditeler ve operasyon sonrasi iyilesme siireci goz ardi edilmemelidir. (Pignon ve dig.
2008). Immiinoterapilerin veya hedefe yonelik tedavilerin ise adjuvan tedavi

uygulamasinda yeri olmamaktadir (Y1lmaz 2018).

e Evre Il KHDAK’nde tedavi

Hastaligin yayilimi ve yerlesimindeki degisikliklere baglh olarak Evre III KHDAK
oldukca heterojen bir hastalik profili gosterir. Bu hasta grubunun yonetiminde cerrahi
eksizyon, kemoterapi ve radyoterapinin birarada bulundugu ikili ve ig¢li tedavi
yaklagimlar1 kullanilmaktadir (Horn ve Johnson 2015).

Evre IIl hastalik Ongoriilen hastalarda lenf nodlarinin goriintiilenme yontemleri
vasitasiyla degerlendirilmesi dnemli bir kriterdir (Horn ve Johnson 2015). Toraks BT ya da
PET BET degerlendirmesi sonucunda mediastinal tutulum disiiniiliiyorsa bu durum tedavi
yaklagimini degistireceginden dolay1 ¢esitli invaziv yontemler (bronkoskopik teknikler,
mediastinoskopi vs.) kullanilarak patolojik dogrulamanin yapilmasit gerekmektedir.
Mediastinal tutulumun olmamasi halinde hasta erken evre olarak degerlendirilir ve cerrahi
rezeksiyon gergeklestirilir. Eger mediastinal tutulum varsa hasta definitif kemoradyoterapi
bakimindan degerlendirmeye alinir (NCCN 2017).

Sekizinci TNM evreleme sistemine gore Evre IIIA grubu hastalarda (N1 tutulumu olan
T3 tliimorler1) mediastinal tutulumun olmadigi gosterildikten sonra cerrahi eksizyon
miimkiinse cerrahi yapildiktan sonra adjuvan kemoterapi verilmesi en dogru yaklagimdir.
Cerrahi tam rezeksiyonun miimkiin olmadig1 durumlarda ise es zamanli kemoradyoterapi
onerilir (NCCN 2017, Wong ve dig. 2015).

Yapilan caligmalarda tam rezeksiyon uygulanan Evre III hastalarinda platin bazl ikili
kemoterapinin sagkalimi arttirdigi gdsterilmistir (Pignon ve dig. 2008).

Gilinlimiizde tam rezeksiyon yapilmis olan Evre II ve Evre III hastalar1 i¢in adjuvan
sisplatin tabanli tedaviler standart yaklasim olarak uygulanmaktadir (Taban 2017).

e 1ileri evre (Evre IV / Metastatik Hastalik) KHDAK tedavisi

Metastatik kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinda kemoterapi sagkalimi arttirir
ve tedavi almayan hastalarda 1 yillik sagkalim oram1 % 10 iken, tedavi goren hastalarda

%35-40 civarina yilikselmesini saglar (Diindar 2015).
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Evre IV KHDAK ’nde tedavinin amaci tedaviye bagl olarak meydana gelen yan etkileri
en disliik seviyede tutarak yasam siiresini arttirmaktir. Evre IV hastalarda tedaviyi
sekillendiren baz1 6zellikler vardir. Bunlar soyle siralanabilir:

* Hastaligin yayilimi, mevcut metastaz sayist ve bdlgesi, metastaz ile iliskili

semptom varligi,

* Tiimor histolojisi (skuaméz ya da non-skuamoz) ,

* Adenokarsinomlu olgularda siiriicii mutasyon varligi; epidermal biiylime faktorii

reseptori (EGFR), anaplastik lenfoma kinaz (ALK) ve ROS1 varhigy,

* Timoérde programlanmig hiicre 6lim reseptorii-1 (PD-L 1) ifadesinin yiiksek

seviyede olmasi (Yilmaz 2018).

Evre IV hastalikta birinci basamak tedavi tiimor histolojisi, PDL-1 ifadesi ve siiriicii
mutasyonun mevcut olma durumuna bakilarak planlanir. Hasta ilk siiregte bu tedavilere
yanit verse de ilerleyen donemde 2. ve 3. basamak tedavilere ge¢me ihtiyact dogacaktir
(Taban 2017).

Siiriicti mutasyonun olmadigi durumlarda; diisiik ya da orta seviyede PDL-1 ifadesi
mevcut olan skuaméz timorlerde platin bazli kemoterapi rejimleri tercih edilir (Taban
2017). Yapilan caligmalar sisplatin tabanli rejimlerin karboplatine kiyasla sagkalim
tstlinliigi tasidigini gostermistir. (Diindar 2015).

Siirlicti mutasyon varliginda, EGFR aktive edici mutasyon tastyan KHDAK hastas1 igin
birinci basamakta EGFR tirozin kinaz inhibitorleri olan afatinib, gefitinib veya
erlotinib’den birinin kullanimi1 6nerilmektedir. Hedefe odakli bu ajanlar birinci basamak
tedavide platin bazli kemoterapiye kiyasla sagkalimi arttirir (Rosell ve dig. 2012). Ancak
sagkalimi arttirmadigindan dolay1 kemoterapiyle beraber kullanimi1
onerilmemektedir. Timor hiicreleri yeni mutasyonlar kazanarak EGFR tirozin kinaz
inhibitdriine bir siire sonra direng gelistirir ve meydana gelen sekonder mutasyonlarin
neredeyse %50’si T790M mutasyonlarindan olusmaktadir. T790M mutasyonu tasiyan
timorlerde osimertinib kullanimi 6nerilmektedir (NCCN 2017).

EML4-ALK fiizyon geni barindiran KHDAK hastalarinda birinci basamak tedavide
krizotinib Onerilmektedir. Tiimor hiicrelerinde krizotinibe direng gelimesi halinde 2.
jenerasyon ALK inhibitorleri olarak bilinen alektinib ve seritinibin kullanimi uygun
goriilmektedir (NCCN 2017).

ROS1 yeniden diizenlenmesi varliginda tedavinin birinci basamaginda krizotinib
onerilmektedir. HER2, MEK, BRAF, RET ve MET gibi siiriicii mutasyonlara yonelik

gelistirilen ilaglar ise arastirma asamasindadir (NCCN 2017).
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¢ Kiiciik hiicreli akciger kanserinde tedavi

Kiictik hiicreli akciger kanseri néroendokrin karsinomlarin %14’{inii olusturmaktadir.
Hizl1 yayilim gosterme, yiiksek biiyliime fraksiyonu ve erken donemde metastaz 6zelligi
kazanma kapasitesine sahip olan kii¢lik hiicreli akciger kanseri olgularinin 2/3’sinde tani
esnasinda hematojen metastaz goriilmektedir (Yilmaz 2018).

Kiigtik hiicreli akciger kanserlerinde sinirli ve yaygin evre olma durumuna gore tedavi
plan1 yapilir. Smirli evrede kiicilik hiicreli akciger kanseri bir hemitoraksa sinirlidir ve lenf
nodlarinda saptanir. Bir hemitoraksin digina tagtigi, malign plevral ve perikardiyal
eflizyonu da iceren evre ise yaygin evre olarak siiflandirilir.

KHAK’nde tedavinin temelini platin tabanli kemoterapi olusturmaktadir. Smirli evre
KHAK hastalarinda kemoterapinin yanisira gogiis bolgesine uygulanan radyoterapi
sagkalim avantaji saglamaktadir (Warde ve Payne 1992). Platin bazli kemoterapi (sisplatin
+ etopozid) ile es zamanli olarak verilen radyoterapi ise ardisik radyoterpiye kiyasla
sagkalim {Ustlinliigli gosterir. Bu sebeple iyi performans durumu gosteren sinirli evre
KHAK hastalarinda es zamanli kemoradyoterapi onerilmektedir (Jeremic ve dig. 1999).
Ayrica sagkalimi 5 aydan 7 aya kadar uzatan profilaktik kraniyal RT de sinirli evre KHAK
hastalar1 i¢in avantaj saglar (Diindar 2015).

Yaygin evrede KHAK tanisi alan hastalarin yalnizca %5°1 iki y1ldan daha uzun bir stire
yasam sirdlirmektedir. Yaygin evre hastalikta tedavi kemoterapi ile gerceklestirilir.
Kemoterapi ile tam yanit alinirsa siirli evre hastalikta oldugu gibi yaygin evrede de
torakal RT ile proflaktik kraniyal RT onerilmektedir (Von Pawel ve dig. 1999, Sause ve
Machtay 1998).

1.3. Likit Biyopsi

Kanserde tani ve molekiiler testler i¢cin uygulanan girisimsel yontemler, meydana
gelebilecek komplikasyonlar sebebiyle risk tasiyan uygulamalardir ve bu islemlerle her
zaman neticeye ulagsmak miimkiin olmadigi gibi tekrar da gerektirebilmektedir. Bu
sorunlarin asilmasi yalnmizca hizli, diisiik maliyetli ve tekrarlanabilir yontemlerle
saglanabilmektedir (Solomon ve dig. 2014). Giinlimiizde likit biyopsi bu yontemlerden biri
olarak hem arastirma hem de rutin klinik ¢alismalarda laboratuvar uygulamalarina énemli
oranda katk1 saglayan ilgi gekici bir segenek olarak ortaya ¢ikmistir (Chu 2017).

Likit biyopsi kavrami tiimore ait olan ve dolasimda serbest olarak bulunan hiicre
ve/veya diger genetik materyal kullanilarak, tiimore ait molekiiler 6zellikleri tanimlamak
icin kan veya viicuttaki diger sivi Orneklerinden yapilan tiim islemler seklinde

aciklanabilmektedir (https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms).
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Giliniimiize kadar kanser hiicrelerinin sahip oldugu mutasyonlara tiimér dokusuna
uygulanan invaziv yontemlerle ulasilmakta iken, giiniimiizde noninvaziv bir yontem olan
likit biyopsi testiyle bu mutasyonlar: tespit etmek miimkiin hale gelmistir. Kanserle iliskili
bu mutasyonlarin tespit edilmesi tedavi planinin belirlenebilmesi i¢in biiyiik 6nem tasir.
Hedefe yonelik akilli ilaglar dedigimiz yeni nesil kanser ilaglart bu mutasyonlar1 hedef
almaktadir.

1.3.1. Likit Biyopside Degerlendirilen Tiimér Kaynakh Uriinler

Giliniimiizde kullanim1 gittikce yayginlasan likit biyopside hedef, timor kaynakli
tiriinlerdir. Bu irilinler dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTCs), egzozomlar, dolasimdaki
tiimor DNA (ctDNA) ya da RNA’lar (ctRNA) ve tiimor egitimli trombositler (TEPs)’den
olusmaktadir.
1.3.1.1. Dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTCs)

Likit biyopside en sik analiz edilen materyal dolasimdaki tiimoér hiicreleri ve
ctDNA’lardir. 1989°da ilk kez tanimlanan CTCs, dolasimda tek basina hiicreler halinde
olabildikleri gibi mikroemboli (CTM) olarak da karsimiza ¢ikabilir. Akciger kanserinde bu
embolilerin varlig1 kotii prognozla iliskilendirilir (Hou ve dig. 2012).
1.3.1.2. Dolasimdaki DNA molekiilleri (cfDNA)

Cesitli sebeplerle dolasima dokiilen DNA molekiillerinin bir kismini saglikli hiicrelere
ait DNA’lar olustururken bir kismi tiimor hiicrelerinin DNA’lardir. Likit biyopsinin
hedeflerinden birini de iste bu DNA ‘lar olusturur. Dolasimdaki tiimoér DNA’lar1 tiimore ait
genetik Ozellikleri tasirken, ayni zamanda timor spesifik genetik ve epigenetik
degisikliklerin analizine de olanak tanimaktadir.
1.3.1.3. Egzozomlar

Kanser hiicreleri de dahil olmak {izere bir¢ok hiicre tarafindan ekstraselliiler alana
salman 40-100 nm boyutundaki ekstraselliiler vezikiillerdir. Hiicre-hiicre iletisiminin
saglanmasinda anahtar role sahip olan egzozomlar iceriginde DNA, mRNA ve miRNA
ozelliginde niikleik asitleri barindirirlar (Weidle ve dig. 2015).
1.3.1.4. Tiimor egitimli trombositler (Tumor educated platelets: TEPS)

Timor hiicreleri ile etkilesime girerek, timor biiylimesi, yayilmasi ve uzak metastaz
gelisiminde rol oynayan trombositler dolasimda bulunan mRNA’y1 iglerine
alabilmektedirler. Sonraki asamada farkli yilizey reseptorleri gelistiren ve kendi pre-RNA

larini Gireten trombositler kanser tanisinda kullanilabilmektedirler (Joosse ve Pantel 2015).
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1.3.2. Tiimér DNA’s1 Kan Dolasimina Nasil Geger?

Tiimore ait DNA’larin kana nasil gegtigi tam olarak ortaya konmamis olmakla birlikte
baslica apopitotik ve nekrotik hiicrelerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Hiicreleri
apoptoz ya da nekroza yonlendiren belli bash olaylar meydana gelir.

Cevresel ya da bazi1 genetik faktorlerin etkisi sonucunda somatik hiicreler
onarilamayacak bi¢gimde normal yapilarii kaybettiklerinde bu hiicrelerin akibeti iki
sekilde olabilmektedir: Apoptoz ya da kanserlesme.

Apoptoza giden hiicrelerin niikleuslar1 pargalanarak hiicre icerigi fagosite edilir.
Kromatin kondensasyonu meydana gelir ve sonrasinda DNA fragmente bir halde dolagima
katilir.

Kanserlesme siirecinde ise durum biraz daha farklidir. Sinirsiz biiyiime ve ¢ogalma
ozelligi kazanan bu hiicreler tiimdr olusumuna sebep olur. Immiin sistem tarafindan
taninan kanser hiicreleri nekroz ile ortadan kaldirilir. Bu siirecte osmotik basincin etkisiyle
hiicreler patlar ve enflamasyon ortaya ¢ikar. Apoptoz siirecinde oldugu gibi nekrozda da
DNA fragmentasyonu meydana gelir. Fakat nekroz sonucunda olusan DNA fragmanlari
apoptoza kiyasla daha kiiciiktiir (Elmore 2007, Zhivotosky 2001).

1.3.3. Akciger Kanserinde Likit Biyopsi ve Solid Biyopsi

Akciger kanseri, sagkalim siiresi, tedavi yanitinin diisitk olmas1 gibi birtakim sebeplerle
rutin ve bireye Ozgii takip gerektiren ciddi bir hastaliktir. Bu o6zellikleri dolayisiyla
hastanin genetik bilgileri 1s181nda tedaviye olasi yanitin degerlendirilmesi hastalar igin
Oonemlidir.

Likit biyopsiler geleneksel tiimor doku biyopsi islemlerine uygun olmayan ya da doku
biyopsisi sonrasi yetersiz sonu¢ alinan hastalarda iyi bir alternatif olusturur. Ayrica hizl,
diisiik maliyetli ve tekrarlanabilen bir yontem olusu onu hastalar icin cazip bir islem haline
getirmistir. Bir tiimordeki tim genetik degisiklikler hakkinda bilgi sunabilen likit biyopsi
tiimor heterojenitesinin degerlendirilmesinde de 6nemli bir adim olusturur. Kanserde
tanidan ziyade tedavi odakli caligmalarda biiyiikk O6nem tasir ve kanserle iliskili
mutasyonlarin tespit edilmesini saglayarak tedavi planinin belirlenmesinde 6nemli rol
oynar.

Solid biyopsiler her hasta icin ve hastaligin her evresinde uygulanma imkani1 olmayan
yontemlerdir. Ayrica bu uygulamalar gelisebilecek komplikasyonlar sebebiyle risk
tagimaktadir. Tiimor doku biyopsilerinde tiimdriin yalnizca belli bir boliimii alindigindan

kisith bir bilgiye sahip olunur ve hastaligin ileri evrelerinde gelisen yeni mutasyonlardan
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haberdar olmak tek bir biyopsiyle miimkiin olmayacaktir. Ancak yontemin zorlugu
sebebiyle stirekli tekrar edilmesi de sakincali ve genellikle miimkiin olmamaktadir.

Her iki yonteminde prognoz, metastaz ve progresyon agisindan anlamliligini gosteren
yayinlar bulunsa da klinik pratigimiz i¢in likit biyopsilerin kullanimindaki en 6nemli nokta
hedeflenebilir mutasyon varliginin ve hedefe yonelik tedavide direng gelisiminin giivenilir
ve kolay bir sekilde saptanabilmesidir. Ancak diisiik sensivite ve yliksek spesifite
degerleriyle geleneksel tiimor doku biyopsisinin yerini almasi diisiliniilemeyebilir.
Giliniimiizde hala altin standart olarak geleneksel doku biyopsileri kabul gormektedir
(Dirican ve dig. 2016).

1.3.4. cfDNA Tespit ve Analizi i¢cin Kullanilan Teknolojiler

Viicutta hizla ¢ogalan tiimor hiicreleri saglikli hiicreler gibi dlmeye ve bu siirecte
kendilerine ait DNA molekiillerini kan dolagimina vermeye baslarlar. Kan dolasimindaki
bu serbest DNA molekiillerinde meydana gelen genetik degisimleri belirlemek igin
kullanilan gesitli metodlar bulunmaktadir. Bunlar, Yeni Nesil Dizileme (NGS), ddPCR ve
BEAMing gibi platformlari iceren Digital PCR, Real-Time PCR(Ger¢ek Zamanli PCR) ve
Kiitle Spektrometresi Teknolojisidir (Elazezy ve Joosse 2018).

1.3.4.1. Yeni nesil dizileme (NGS=Next generation sequencing)

Yeni nesil dizileme son on yilda DNA dizleme ve DNA’dan genetik bilgi edinme
amacina yonelik etkili bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Molekiiler tanida altin standart
olarak kabul gérmeye baslayan NGS oldukc¢a hassas ve giivenilir bir yontemdir (Elazezy
ve Joosse 2018). Kanser tanisinde ve tedaviye hedef yolaklarin belirlenmesinde etkili bir
ara¢ olarak kullanilan NGS, diisiik miktarda genetik materyalden yiiksek miktarda bilgi
elde edilmesi sebebiyle molekiiler genetik tanida vazgecilmez bir yontem haline gelmistir
(Sonmezler 2018).

Gilinlimiizde ayn1 prensibi paylasan degistirilmis birden fazla NGS teknigi mevcuttur.
Bunlar, tek DNA molekiillerinden kisa sekanslarin iiretilmesine ve bir referans diziyle
karsilastirilarak genomun 6nemli bir kisminin dizilenmesi temeline dayanir. Ayrica NGS,
diger tekniklerle tespit edilemeyen genetik degisimleri, kopya say1 degisiklik bolgelerini ve
yeniden diizenlenmelerini tespit edebilmektedir (Perez-Ramirez ve dig. 2016).

Likit Biyopside kullanilarak cfDNA’daki degisiklikleri analiz eden NGS platformu
akciger kanseri teshisini daha az invaziv ve daha ucuza gerceklestirebilmektedir. Ayrica
timordeki degisimlerin izlenmesini saglayarak tedavide bireyin spesifik ihtiyaglarinin

karsilanmasi konusunda yardimei1 olmaktadir (Bennett ve dig. 2016).
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2. AMAC

Akciger kanseri, sagkalim siiresi, tedaviye yanitin diisiikligii gibi sebeplerle rutin ve
bireye Ozgii takip gerektiren bir hastaliktir. Bu ozelliklerinden otiirii hastanin genetik
bilgileri 1s181nda tedaviye olas1 yanitin degerlendirilmesi hastalar i¢in 6nemlidir.

Bu tez calismasinin amaci, akciger kanseri hastalarinda solid biyopsi ve likit biyopsi
yontemlerinin hastalik tanisi {izerine etkinliginin arastirilmasiyla molekiiler hedeflerin ve
buna bagli olarak hedefleyici tedavilerin belirlenmesindeki avantajin gosterilmesidir.

Calismada, akciger kanseri tanisi almis hastalardan elde edilen periferik kandan likit
biyopsi materyalleri ve c¢esitli girisimsel islemler araciligiyla elde edilmis biyopsi
materyallerinden  gergeklestirilen analizler dikkate alinarak mutasyon yiikleri
belirlenecektir. Belirlenen mutasyonlarin sikligt ve varligi iizerinden her iki yontemin
taniya sagladigi katkidan bahsedilecek ve akciger kanseri tanisi almis kisilerde tedavinin
bireysel planlanmasi ve izlenmesi amaciyla kullanilan likit biyopsi testi ayrintili olarak

arastirilmis olacaktir.
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3. YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasina, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik ve Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali’na bagvuran akciger kanseri tanis1 almig farkli evrelerdeki 30 hasta
dahil edilmis olup hastalarin klinik ve laboratuvar sonuglar1 retrospektif olarak
degerlendirilmistir. Dahil edilen 30 hastanin likit biyopsi drneklerinden yeni nesil dizileme
ile ¢alisilmig ve ayn1 hasta grubundan patoloji laboratuvarinda, ¢esitli girisimsel islemler
araciligiyla elde edilen biyopsi materyallerinden FISH teknigi ile gergeklestirilen test
sonuglar1 hasta dosyalarindan temin edilerek incelenmistir. Elde edilen tiim verilerin tez
caligmasi1 kapsaminda degerlendirilmesi yapilmstir.
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

e Derin dondurucu -80°C (Sanyo, Japonya)

e LightCycler 480 Real Time PCR cihaz1 (Roche, Almanya)

e SimpliAmp Thermal Cycler cihazi

e DynaMag-2 Magnet (Invitrogen)

e DynaMag-50 Magnet (Invitrogen)

e Qubit 3 DNA él¢iim cihazi (Invitrogen)

e Allegra X-12 Santrifiij (Beckmann Coulter, Fransa)

e lon S5 Semiconductor Seguencer

e lon One Touch 2

e lon One Touch ES

e Cip Santrifiijii (Life Technologies)

e Mikro Santrifiij (Sigma, ABD)

e Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

e Mikropipetler, 10ul, 100ul, 1000ul (Eppendorf, Almanya)

e Vorteks (Biosan)

3.1.2. Sarf Malzemeler
e lon 530 Chip
e lon One Touch Recovery Tube
e Pastor pipeti (Nest, Cin)
e Falkon tiip (15 ml, 50 ml)
e Mikrosantrifiij tiipler
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PCR tiipii

Pipet ucu

LightCycler 480 Sealing Foil

LightCycler 480 multiwell plate 96 (Roche, Almanya)
MikroAmp Clear Adhesive Film

3.1.3. Kullanilan Kitler

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)

MagMax Cell Free DNA Izolasyon Kiti

lon S5™ OT 2 Solutions Kit (Life Technologies)

lon S5™ OT 2 Supplies Kit (Life Technologies)

lon 530™ Chip Kit-4 Pack (Life Technologies)

lon Library Tagman™ Quantitaion Kit (Life Technologies)

lon 520™& lon 530™ Loading Reagents OT2 (Life Technologies)
lon 520™& lon 530™ OT2 Reagents (Life Technologies)

3.1.4. Kullanilan Kimyasallar

3.2. cf DNA (Serbest DNA =Circulating Cell-Free DNA) izolasyonu

Akciger kanseri tanis1 almis 30 hastadan likit biyopsi 6rnekleri, 30 ml periferik kandan
olacak sekilde 6rnek toplama tiiplerine alinmigtir. Cf DNA izolasyonu MagMAX Cell Free
DNA izolasyon Kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Islem sonucunda likit biyopsilerden cf
DNA izole edilmis ve konsantrasyon tayinleri florometrik DNA 6l¢tim cihazi (Qubit 3,

Invitrogen) yardimu ile yapilmustir. Yeterli miktarda DNA konsantrasyonuna sahip drnekler

%80 Alkol

68 pM E.coli DH10B lon Control Library
Qubit TM dsDNA HS Buffer

1X TAE (Tris Asetat Edta)

1 M NaOH

bir sonraki asamaya aktarilmistir.

Kanlar 2000 g’de 4C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Plazma yeni santrifiij tiipiine aktarilmistir.

Plazma 16000 g’de 4C’de 10 dk veya 6000 g’de 30 dk santrifiij edilmistir.

Plazma yeni tiipe aktarilmistir.
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Baglayici soliisyon/Boncuk karigimi hazirlanarak plazma tizerine eklenmistir.

Tiip 10 kere el ile karigtirilmistir.

Hiz1 7 veya daha yiiksek olacak sekilde 10 dakika vortekslenmistir.

Tiip 5 dakika ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik spora
yapisana kadar DynaMag Magnet tizerinde bekletilmistir.

Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir.

Tiip manyetik spor iizerinde tutulmaya devam edilerek siipernatant pipet yardimi ile
tamamen uzaklagtirilmistir. Tlip manyetik spordan alinmistir.

Boncuklar 1 ml MagMAX Cell Free DNA Wash soliisyonu ile yeniden siispanse
edilmistir.

Manyetik boncuk soliisyonu yeni 1.5 m1’lik santrifiij tiipe aktarilmistir.

Manyetik boncuk soliisyonu santrifiij tiip DynaMag-2 Magnet’te 20 saniye
bekletilmistir.

Sitipernatant tekrar bir Onceki tiipe aktarilarak tiipte kalan boncuklar tamamen
toplanmaya g¢alisilmistir. Tiipten aliman boncuk soliisyonu tekrar manyetik spor
tizerindeki santrifiij tlipe aktarilmistir.

Santriij tiip 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik
spora yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletilmistir.

%80 alkol ve 0.1X TAE hazirlanmustir.

Stipernatant boncuklara degmeden 1 mI’lik pipet ile uzaklastirilmistir.

Manyetik spor 5 kez masaya vurulmus ve kalan siipernatant 200 ul’lik pipet ile
tekrardan uzaklastirilmstir.

Santrifijj tiipli manyetik spordan alimip 1 ml %80 alkol eklenmis ve 30 saniye
vorteks yapilmistir.

Santrifiij tiipii 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik
spora yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletilmistir.

Stipernatant boncuklara degmeden 1 ml’lik pipet ile uzaklagtirilmistir.

Santrifij tiipi DynaMag-2 Magnet {izerinde tutularak 3-5 dk kurumaya
birakilmstir.

Manyetik spor 5 kez masaya vurulmus ve kalan siipernatant 200ul’lik pipet ile
tekrardan uzaklastirilmigtir. Tlip manyetik spordan alinmistir.

400ul 0.1X TAE eklenmis ve 5 dk vorteks yapilmistir.
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Santrifiij tiipii 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik
spora yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletilmistir.

Stipernatant yeni 1.5 ml’lik santrifiij tiipe aktarilmistir.

5-10 ul MagMAX Cell Free DNA Lysis/Binding Soliisyonu eklenmistir.

10 ml o6rnek i¢in 10 ul MagMAX Cell Free DNA Manyetik Boncuklar
kullanilmistir.

5 dk vorteks yapilmistir.

Santrifiij tiipii 5 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik
spora yapisana kadar DynaMag-2 Magnet {izerinde bekletilmistir.

Stipernatant boncuklara degmeden 1 ml’lik pipet ile uzaklagtirilmistir.

Tip manyetik spordan alimip 1 ml MagMAX Cell Free DNA Wash soliisyonu
eklenmis ve 30 saniye vorteks yapilmistir.

Santrifiij tiipii 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik
spora yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletilmistir.

Stipernatant boncuklara degmeden 1 ml’lik pipet ile uzaklastirilmistir.

Manyetik spor 5 kez masaya vurulmus ve kalan siipernatant 200 ul’lik pipet ile
tekrardan uzaklastirilmistir.

Tiip manyetik spordan uzaklastirilarak 1 ml %80 alkol eklenmis ve 30 saniye
vorteks yapilmuistir.

Santrifiij tiipii 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik
spora yapisana kadar DynaMag-2 Magnet tizerinde bekletilmistir.

Stipernatant boncuklara degmeden 1 ml’lik pipet ile uzaklastirilmistir.

Manyetik spor 5 kez masaya vurulmus ve kalan siipernatant 200 ul’lik pipet ile
tekrardan uzaklastirilmistir.

Tiip manyetik spordan uzaklastirilarak 1 ml %80 alkol eklenmis ve 30 saniye
vorteks yapilmistir.

Santrifiij tiipii 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik
spora yapisana kadar DynaMag-2 Magnet tizerinde bekletilmistir.

Stipernatant boncuklara degmeden 1 ml’lik pipet ile uzaklagtirilmistir.

Santrifiij tlipi DynaMag-2 Magnet iizerinde tutularak 3-5 dk kurumaya
birakilmstir.

Manyetik spor 5 kez masaya vurulmus ve kalan siipernatant 200 ul’lik pipet ile

tekrardan uzaklastirilmistir.
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e 15 ul MagMAX Cell Free DNA Elution soliisyon eklenmistir. 5 dk vorteks
yapilmustir.

e Santrifiij tiipii 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar manyetik
spora yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletilmistir.

e Elde edilen siipernatant cfDNA’y1 igermektedir.

e CcfDNA (+)4C’de 24 saat, (-)20C’de uzun siire saklanabilmektedir.

3.3. Likit Biyopsi
Yeni nesil dizilemede 60 birimlik hacme sahip chipler kullanilmaktadir. Chipte 7
birimlik alan kaplayan akciger kanser paneli i¢in caligmaya en fazla 8 hasta ile

girilebilmektedir. Hesaplamalar bu dogrultuda yapilmalidir.

3.3.1. Kiitiiphane Olusturma
e 96 kuyulu plakaya sirasiyla DNA, su, kanser tiiriine gére panel ve PCR master miks

eklenmistir. (Soliisyonlar miks haline getirilmeden direk plakaya dagitilmistir.)

Cizelge 3.1. Kiitiiphane olusturmak igin gerekli bilesenler

Karisim Bileseni Hacim
cfDNA 1-50 ng X
Su 13-Xul
cfDNA panel 2ul
cfDNA Kiitiiphane PCR Master Miks 15 ul
Toplam Hacim 30 ul

e Kuyucuklar seffaf kaplama filmi ile kapatiimistir.
e 96 kuyulu plaka kisa bir vorteks yapildiktan sonra 300g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

e Termal dongii cihaz1 90°C’ye 1sitilmustir.

Cizelge 3.2. Termal dongii cihazi protokolii

Sicakhik Zaman Dongii

98 °C 2 dakika Bekleme
98 °C 30 saniye 2

64 °C 2 dakika 2

62 °C 2 dakika 2

60 °C 4 dakika 2

58 °C 2 dakika 2

72 °C 30 saniye 2

72 °C 2 dakika Bekleme
4°C o Bekleme
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Plaka termal dongii cihazina yerlestirilerek program ¢aligtirilmustir.

Termal dongii cihazindan alinan plaka 300g ‘de 1 dk santrifiij edilmistir.

Seffaf kaplama filmi plakadan uzaklastirilmistir.

Plaka kuyularinda 30 pl 6rnek olup olmadigi kontrol edilmis, eksik bulunan
kuyular su ile 30 pl’ye tamamlanmuistir.

45 pl (6rnek hacmi*1.5) Agencourt AMPure XP Reagent her kuyuya eklenerek
plaka MicroAmp Clear Adhesive Film (Seffaf Kaplama Filmi) ile kapatilmistir.

15 saniye vorteks yapilmis 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmastir.
Ardindan 300g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Seffaf film dikkatlice plakadan uzaklagtirilmistir.

Plaka manyetik spora alinmis ve 5 dk ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar
spor iizerinde bekletilmistir. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice
atilmstir.

Her bir kuyuya 150 ul %80 alkol pipetaj yapmadan eklenmis ve oda sicakliginda
30 saniye bekletilmistir. Pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice atilmistir.

Her bir kuyuya 150 ul %80 alkol pipetaj yapmadan eklenmis ve oda sicakliginda
30 saniye bekletilmistir. Pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice atilmistir.
Kalan siipernatant 10l ‘lik pipet ile tamamen uzaklastirilmigtir. Ardindan 5 dk oda
sicakliginda hava kurumasina birakilmstir.

Plaka manyetik spordan alinmistir.

Her bir kuyuya pipetaj yapilmadan 24 ul TE Buffer eklenmistir.

Plaka seffaf film ile kapatilarak kisaca vortekslenmis ve ardindan 5 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Plaka 300g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Seffaf film plakadan uzaklastirilmis ve plaka manyetik spor lizerine alinmistir.
Plaka manyetik spor iizerinde 2 dk bekletilmistir. Ardindan 23 pl siipernatant
cekilerek ayn1 plaka iizerinde farkli kuyulara aktarilmigtir. Plaka hala magnet
tizerinde tutulmaya devam edilmelidir.

Plakaya sirasiyla DNA, Barkod BC, cfDNA Kiitiiphane Primer P1, cfDNA
Kiitiiphane PCR Master Miks dagitilmistir.
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Cizelge 3.3. DNA barkodlama i¢in hazirlanan master miks bilesenleri

Karisim Bileseni Hacim
DNA 23 ul
Barkod BC (#1-48) 1 ul
cfDNA Kiitiiphane Primer P1 1 pl
cfDNA Kiitiiphane PCR Master Miks 25 ul
Toplam Hacim 50 ul

e Plaka seffaf film ile kapatilarak 15 sn vortekslenmis ardindan 1 dk 300g’de
santrifiij edilmistir.
e Plaka termal dongii cihazina yerlestirilerek program ¢aligtirilmistir.

Cizelge 3.4. Barkodlama i¢in termal dongii protokolii

Sicaklik Zaman Dongii
98 °C 2 dakika Bekleme
98 °C 15 saniye 18
64 °C 15 saniye 18
72°C 15 saniye 18

72 °C 5 dakika Bekleme
4°C 0 Bekleme

e Agencourt AMPure XP Reagent kullanimindan 30dk o©nce oda sicakligina
cikartlmistir.

o %80 alkol hazirlanmustir.

e Termal dongii cihazindan alinan plaka 300g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

o Seffaf film dikkatlice kaldirilarak her kuyuya 57.5 ul ~ Agencourt AMPure XP
Reagent eklenmistir. Plaka film ile kapatilmistir.

e Plaka 15 sn vortekslenip ardindan oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

e Plaka 300g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Ardindan film ¢ikarilmistir.

e Plaka manyetik standa alinmis ve 5 dk ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar
manyetik stand iizerinde bekletilmistir. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant
dikkatlice atilmistir.

e Her bir kuyuya 150 pl %80 alkol eklenmistir. Plaka 30 sn ya da soliisyon berrak bir
hal alana kadar oda sicakliginda manyetik standda tutulmustur. Ardindan pellete
dokunmadan siipernatant dikkatlice atilmistir.

e Alkol yikamasi tekrar edilmistir. Her bir kuyuya 150 pl %80 alkol eklenmistir.

Plaka 30 sn ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar oda sicakliginda manyetik
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standdda tutulmustur. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice
atilmistir.

Plaka manyetik standda tutulmaya devam edilerek 10ul-20ul’lik pipetlerle kalan
alkol tamamen uzaklastirilmistir. Ardindan plaka oda sicakliginda 5 dk kurumaya
brrakilmstir.

Plaka manyetik standdan alinarak her bir kuyuya 50 ul TE Buffer eklenmis ve plaka
seffaf kaplama filmi ile kapatilmistir.

Plaka kisaca vortekslenmis ardindan 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona
brrakilmastir.

Plaka 300g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Ardindan film ¢ikarilmistir.

Plaka manyetik standa alinarak 2 dk inkiibe edilmis ardindan 50 pl siipernatant ayni
plaka iizerinde yeni kuyulara aktarilmustir.

Plaka manyetik standdan alinarak her bir kuyuya 50 ul Agencourt AMPure XP
Reagent eklenmistir.

Plaka seffaf kaplama filmi ile kapatilarak kisaca vortekslenmis ardindan oda
sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

Plaka 300g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Ardindan film ¢ikarilmistir.

Plaka manyetik standa alinmis ve 5 dk ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar
stand tizerinde bekletilmistir. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice
atilmstir.

Her bir kuyuya 150 ul %80 alkol eklenmistir. Plaka 30 sn ya da soliisyon berrak bir
hal alana kadar oda sicakliginda manyetik standda tutulmustur. Ardindan pellete
dokunmadan siipernatant dikkatlice atilmistir.

Alkol yikamasi tekrar edilmistir.. Her bir kuyuya 150 ul %80 alkol eklenmistir.
Plaka 30 sn ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar oda sicakliginda manyetik
standda tutulmustur. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice
atilmastir.

Plaka manyetik standda tutulmaya devam edilerek 10ul-20ul’lik pipetlerle kalan
alkol tamamen uzaklastirilmistir. Ardindan plaka oda sicakliginda 5 dk kurumaya
birakilmustir.

Plaka standdan alinarak her bir kuyuya 30 ul TE Buffer eklenmistir.

Plaka seffaf kaplama filmi ile kapatilarak kisaca vortekslenmis ardindan oda

sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmistir.
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e Plaka 300g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Ardindan film ¢ikarilmistir.

e Plaka manyetik standa alinarak 2 dk inkiibe edilmis ardindan 28 ul siipernatant ayni
plaka {izerinde yeni kuyulara aktarilmistir.

e Final kiitliphane (kuyucuklu plaka) bir sonraki isleme kadar buz akiisii iizerinde
tutulmustur.

e 68 pM E.coli DH10B lon Kontrol Kiitiiphane’den 10 kat seri diliisyon halinde 5
standart hazirlanmstir.
(4ul 68 pM E.coli+36 ul su=6.8 pM standart)
(4ul 6.8 pM E.coli +36 ul su=0.68 pM standart)
(4ul 0.68 pM E.coli+36 ul su=0.068 pM standart)
(4ul 0.068 pM E.coli+36ul su=0.0068pM standart)
(4l 0.0068 pM E.coli+36ul su=0.00068pM standart)

e Ormek igin; 1/100 Kkiitiiphane diliisyonu hazirlanmistir. Diliisyon kisaca
vortekslenmis ardindan kisaca santrifiij edilmistir.

e Ornek icin; 1/1000 diliisyon hazirlanmistir. Diliisyon kisaca vortekslenmis ardindan
kisaca santrifiij edilmistir.

e 26 ul DNA kalan plaka miks hazirlanma asamasinda -20’ye kaldirilmustir.

Cizelge 3.5. Gergek zamanli pcr miks bilesenleri

Karisim Bileseni 96 kuyucuklu 384 kuyucuklu
plaka plaka

2X Tagman master mix 10 uL 5ul

20X lon Tagman assay 1l 0,5 ul

Toplam Hacim 11l 55ul

e Hasta sayisi, standartlar ve NTC sayis1 ve pipetaj hatast (+1) hesaba katilarak miks

hesaplamasi yapilmistir.

Cizelge 3.6. Ger¢ek zamanli per bilesenleri

Karisim Bileseni 96 kuyucuklu 384 kuyucuklu
plaka plaka

PCR master miks 11 uL 5,5 ul

1:1000 Diliie edilmis 6rnek 9 ul 4,5 ul

e Gergek Zamanli PCR cihazi (Light Cycler 480) kuyucuklu plakasina standart ve
hasta her biri 3 kopya olacak sekilde her bir kuyuya 11 pl miks dagitilmistir.
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e 1/1000 DNA diliisyonu 3 kopya olacak sekilde her bir kuyuya 9 ul pipetaj
yapilarak dagitilmisgtir.

e Standartlar her biri 3 kopya olacak sekilde her bir kuyuya 9 ul pipetaj yapilarak
dagitilmistir.

Cizelge 3.7. Gergek zamanli per programi

Sicakhik Zaman Dongii
50 °C 2 dakika Bekleme
95 °C 20 saniye Bekleme
95 °C 1 dakika 40
60 °C 20 saniye 40

e Light Cycler 480’de PCR reaksiyonu gerceklesmistir.

e Her hasta i¢in PCR sonucunda elde edilen verilerin ortalamas1 alinmistir. Her hasta
icin 3 kopya konuldugundan sonuglar toplanip 3’e boliinmiistiir. 1/1000 oraninda
diltie edildiginden boliim sonucu 1000 ile ¢arpilmastir.

(Sonraki agama olan emPCR igin total hacmin 50 pl olmasi gerekmektedir.)

e Final Kiitiiphane’den alinan miktarin {izerine total hacim 50 ul olacak sekilde su ile
tamamlanmustir.

e Her hasta icin ayr1 santrifiij tliplinde hazirlanan 50 pl’lik 6rneklerden 20’ser pl
aliarak tek bir tiipde 100 pM olacak sekilde akciger havuzu olusturulmustur.

e (Calismaya devam etmek i¢in 100 pM olan havuz 8 pM’e ¢ekilmistir.

e emPCR i¢in cihaz hazirlanmistir.

izim 3.1. Ion one touch?2 cihaz boliumleri (lon I- lew It
izim 3.1. h2 cihaz boliimleri (lon PGM™Hi-Q™ View OT2 Ki
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Amplifikasyon soliisyonu hazirlanmistir (Amplifikasyon soliisyonu bilesenleri: lon
S5 Reagent Mix, lon S5 Enzyme Mix, lon Sphere Particles)

ISPs (lon Sphere Particles=Iyon Kiire Parcaciklar) hazirlanmistir. ( kisa vorteks,
santrifiij, pipetaj yapilarak)

Diger basamaga gegilerek oda 1sisinda bekleyen 2ml lon S5 Reagent Mix igerisine

Cizelge 3.8.’de verilen soliisyonlar sirast ile eklenmistir.

Cizelge 3.8. Ion S5 reagent miks bilesenleri

Sira Reaktif Hacim
1 Su 80

2 Iyon S5 Enzim Karigimi 120 ul
3 Iyon Kiire Partikiilleri 100 pl
4 Diliie Kiitiiphane-8pM 100 pl
Toplam Hacim 2400 pl

3.3.2.

Reaksiyon Filtresinin Doldurulmasi
Amplifikasyon soliisyonu maximum hizda 5 sn vortekslenip, 2sn santrifiij
edilmistir.
Amplifikasyon soliisyonu pipetaj yapilarak 800ul pipete ¢ekilmistir.
Reaksiyon filtresine 2400pl kiitiiphane karisimi 800, 800 yiiklenmistir.
1000’1lik pipet ile 200ul lon OneTouch Reaction Oil 6rnek portundan yiiklenmistir.
Ion One Touch Reaksiyon filtresi Ornek portu solda kalacak sekilde
dondiiriilmiistiir.
Filtre tistiindeki 3 port 3 delige denk gelecek sekilde yerlestirilmistir.
Cihazin ¢aligmasi bittikten sonra final spin yapilmistir. Sonra gerekli soliisyonlar

hazirlanmistir.

3.3.3. Melt-Off Soliisyonu Hazirhg:

1M NaOH hazirlanmustir.
Melt-off soliisyonu 300 pl olarak 7 numarali kuyucuga yiiklenmistir.

Cizelge 3.9. Melt-off soliisyonu bilesenleri

Sira Bilesenler Hacim
1 Tween Soliisyonu 280 pl
2 1M NaOH 40 pl
Toplam Hacim 320 pl
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3.3.4. Dynabead’lerin Yikanmasi

Dynabead’ler 30sn vortekslenmistir.

100 pl Dynabead 1,5’1uk tiipe alinmustir.

Tip Manyetik Bead Standina (MBS) alimmustir. 2 dakika beklendikten sonra
stipernatant atilmistir.

1000 ul lon OneTouch yikama soliisyonu eklenmistir.

Tiip manyetik spordan alinip 30sn vortekslendikten sonra 2sn santrifiij edilmistir.
Tiip MBS’ye tekrar yerlestirilmistir. 2dk veya seffaflasana kadar beklendikten
sonra supernatant atilmistir.

130 ul My One Beads Capture Soliisyonu dynabeadlerin iizerine eklenmistir.

Tiip manyetik spordan ¢ikarilip 30sn vortekslenmis ve 2sn santrifiij edilmistir.

2 numarali kuyucuga ytiklenmistir.

3.3.5. Template Pozitif ISPs’lerin Yikanmasi

Pellet ¢eltigin oldugu tarafta birikmektedir. Bu nedenle ters yonden siipernatant
cekilmisgtir.

Recovery tiiplerde son hacim 100ul olarak kalacak sekilde siipernatant alinmstir.
Her iki tiip pipetaj yapilmistir.

Her iki tiiptede olan 100ul’ lik kiitiiphane tek 1.5 luk tiipte toplanmustir.

Celtikli tiipte kalanlar1 temizlemek i¢in her iki tiipe de 100ul su konulmus ve
yikanarak cekilmistir. 1,5’luk tiipte olan kiitliphanenin iizerine eklenmistir. Bu
asamada total hacim yaklasik 400ul’dir.

1,5 luk tiipiin tizerine 600ul su eklenmistir.

30 sn vortekslenmis ve 2 sn santrifiij edilmistir.

Ardindan 15500g’de 8 dakika santrifiij edilmistir.

Stipernatanttan 20ul kalacak sekilde iist slipernatant atilmistir.

Uzerine 80ul ISP Resuspension soliisyonu konulmustur. Total hacim 100ul “dir.
30sn vortekslenip, 2sn santrifiij edilmistir.

ISPs 10 kere pipetaj yapilmistir.

Tiim hacim 100ul olacak sekilde 1.kuyucuga yiiklenmistir.
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Cizim 3.2. lon One touch ES plaka (lon PGM™Hi-Q™ View OT2 Kit)
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e 3-4-5. kuyucuklara 300’er ul lon One Touch ES yikama soliisyonu yiiklenmistir.
e 6. ve 8. kuyucuklar bos birakilmistir.

Cizelge 3.10. Ion one touch Es cihaz plakasinda bulunan bilesenler

Kuyucuk Numarasi Kuyucuklarda Bulunan Bilesenler
1. Kuyu Template pozitif ISPs Ornegi (100ul)
2. Kuyu 130ul Dynabeads
3. Kuyu 300ul Ion One Touch Es Wash Soliisyonu
4. Kuyu 300ul Ion One Touch Es Wash Soliisyonu
5. Kuyu 300ul Ion One Touch Es Wash Soliisyonu
6. Kuyu Bos
7. Kuyu 300ul Melt-Off Soliisyonu
8. Kuyu Bos

e One Touch Es Cihazina 0,2 lik PCR tiipli ve pipet takilip plaka yerlestirilmis ve
cihaz ¢alistirllmstir. (Bu islem 40 dakika siirmektedir.)

3.3.6. Dizileme Cihazim1 Baslatma

e Yeni yikama soliisyonu takilmistir.

e Atik kutusu kontrol edilmistir. Dolu ise bosaltilmistir.

e Yeni kartuyj takilmigtir. Kullanomindan 40 dakika once kartuj -20C ‘den

cikarilmistir.

3.3.7. Zenginlestirilmis ISPs’in Cikarilmasi ve Yikanmasi

e |on One Touch Es cihazindan ¢ikan 0,2 lik tiipte bulunan zenginlestirilmis olan
ISPs 15500g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

e Pellete dokunmadan son hacim 10ul kalacak sekilde supernatant atilmistir.

e Uzerine 200ul su eklenmis ve 10 kere pipetaj yapilmistir.

e Bu arada Loading buffer oda 1sisina ¢ikarilmis ve 5 dk santrifiij edilmistir.

e Dipte kahverengi pellet olup olmadig1 kontrol edilmistir.
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e Kahverengi pellet olmamasi durumunda 10 pl kalacak sekilde supernatant
uzaklastirilmistir.

e Son hacim 100 pl olacak sekilde 90 ul su eklenmis ve 10 kez pipetaj yapilmaistir.

e Sekans cihazina gegilmistir. (Veya 4C de 3 giin saklanabilir.)

3.3.8. Chip Yiikleme

e Kullanilacak soliisyonlar taze hazirlanmigtir.

e Dizileme cihazina baglatma yapildiktan sonra 4 saat iginde cihaza yiikleme
yapilmalidir.

e Sekans primerleri buza konulmustur.

e ilk kullanimdan &nce yiikleme buffer, foaming soliisyonu ve annealing buffer oda
1s1sina getirilmistir ve %50 lik annealing buffer hazirlanmistir.

e Chip i¢in uygun Control lon Sphere segilmistir.

e Control lon Sphere Particles 5 sn vorteklenmis, 2 sn santrifiijlenmistir.

e 0.2’lik zenginlestirilmis olan template-positive ISPs i¢ine 5ul Control lon Sphere
Particul eklenip pipetaj yapilmustir.

e 15500g ‘de 5 dakika template-pozitive ISPs santrifiij edilmistir.

e 10ul kalacak sekilde supernatant atilmistir.

e 15ul saf Annealing Buffer eklenmistir. Toplam hacim 25ul olmustur.

e 20ul sekans primeri eklenip vortekslenmis ve santrifiij edilmistir.

e Termal dongii cihazinda 95°C’de 2 dakika, 37°C’de 2 dakika tutulmustur.

e Ardindan 6ul Ion S5 dizileme polimeraz ve 10ul Ion S5 yiikkleme buffer
eklenmistir. Vorteks ve santrifiij edilmistir.

e 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

Iom torresnt | & & A O > O - T

m-'l-‘ﬁ_ CAADNIEF 38

4

1 Yiikleme Noktas: 3 Cibas Oyugu
2 Viikeme Oyugu 4 Barkod

Cizim 3.3. lon 530TM Chip (lon PI™ Sequencing 200 Kit v3)
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e Chip sabit bir yiizeye konulmustur.

e Pipete 40ul ornek ¢ekilip yiikleme noktasina pipet yerlestirilmistir. Basilmadan
dondiirtiilerek 6rnek yiiklenmistir.

e Kalan 20ul loading chipe pipetle birakilmustir.

e Chip, chip santrifiijiine konulmus ve 5dakika santrifiij edilmistir.

e 1,5ul’ lik tip igine 900ul %50 annealing buffer ve 100ul foaming soliisyonu
eklenip elle galkalanmustir.

e Santrifiij sonrasi chip sabit bir ylizeye konulmustur.

e 100ul olusan koptik yiikleme noktasindan yiiklenmistir.

e (ikis kismindan ¢ikanlar pipetle ¢ekilip atilmastir.

e Toplamda yaklasik 400ul kopiik bu sekilde yiiklenmistir.

e 100ul %50 annealing buffer yiikleme portundan yiiklenmistir. Cikis noktasindan
¢ikanlar ¢ekilip atilmustir.

e Yaklasik 400ul %50 annealing buffer bu sekilde kopiik olmamasina dikkat edilerek
yiikklenmistir.

e Chip cihaza takilarak dizileme baglatilmistir.

3.3.9. Analiz

Yeni nesil dizileme (NGS) ile elde edilen sekans datast Human Genome Build 19 ile
eslestirilmistir. ALK, BRAF, EGFR, ERBB2, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, PIK3CA,
ROS1 ve TP53 gen hotspot bolgeleri akciger kanser paneli i¢in incelenerek varyant
analizleri Torent Suite Software, lon Reporter ve Oncomine Knowledgebase Reporter
programlar1 kullanilarak yapilmistir. Kitin standardize edilmis LOD (limit of detection)
degeri 0.05 olarak alinmistir. Bu degerin lizerinde frekans degeri tasiyan varyantlar pozitif
olarak kabul edilmistir.

Yaptigimiz calismada varyant tespiti ve biyoinformatik analizler ACMG ve Clinvar veri
bankalar1 kullanilarak yapilmistir. Biyoinformatik analizin 6dnemli bir pargast olan DANN,
Mutation Taster ve SIFT in siliko analiz araglari kullanilarak tespit edilen klinik olarak

anlaml varyantlar belirtilen parametreler goz 6niinde bulundurularak incelenmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez kapsaminda, ¢alismaya dahil edilen akciger kanseri tanisi almis 30 hastadan likit
biyopsi ile elde edilen ¢cfDNA’nin, izolasyon asamasindan klinik raporlamaya kadar gecen
stireci arastirilmistir. Ayni hasta grubunun gesitli girisimsel islemler araciligiyla elde edilen
biyopsi materyallerinden Patoloji Anabilim Dali’nda FISH teknigi kullanilarak
gerceklestirilen testler retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Yapilan bu ¢alismada hastalarin yas ortalamast 60,9 (yas araligi 39-86) olarak
bulunmustur. Hastalarin %46,7’si (n=14) kadin ve %53,3’ii (n=16) erkeklerden
olusmaktadir. 30 hastanin 26’s1 sag iken 4’ii hayatin1 kaybetmistir.

4.1. Doku Materyali ile Yapilan Testlere Ait Bulgular

Calismaya dahil edilen 30 akciger kanseri hastasinin patoloji raporlart incelendiginde
hastalardan 2’sinin (%6,6) doku biyopsisine uygun olmadigi, 2 hastadan (%6,6) alinin
solid biyopsi materyalinin tiimor hiicresi igermedigi ve 1 hastada (%3,3) alinan doku
materyalinin yetersizliginden dolayr molekiiler testlerin ¢alisilamadig1 dolayistyla EGFR,
ALK ve ROSI1 gen mutasyonlarinin yiikiiniin belirlenemedigi gézlemlenmistir. Bunlara ek
olarak 1 hastada ALK geni i¢in caligma yapilmis iken aym1 hastada alinan doku
materyalinin yetersiz kalmasindan  o6tiiri ROS1 geni igin calisma yapilamamustir.
Hastalardan ¢esitli girisimsel yontemlerle elde edilen doku materyali ile yapilan molekiiler

testlere ait bazi veriler Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Solid biyopsi materyaliyle ¢alisma yapilan hasta sayisi

Calisilan Genler Hasta Sayis1 (n=30)

EGFR, ALK ve ROS1 7

ALK ve ROS1 5

Yalniz EGFR 12

Yalniz ALK 1

Diger* 5
Toplam:30

‘Diger*: Doku biyopsisine uygun olmayan, alinan solid biyopsi materyalinde tiimor hiicresi igermeyen ve

alinan materyalin yetersizliginden dolay1 ¢alisma yapilamayan hasta sayis1’
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Patoloji raporlar incelenen 30 hastanin 25’inde (%83,3) solid biyopsi materyaliyle
testler yapilmis ve hastalarin 9’unda (%47,3) EGFR, 2’sinde (%16,6) ROS1 genine ait
mutasyonlar saptanmis olup higbir hastada ALK geninde mutasyona rastlanmamastir.

4.2. Likit Biyopsi Materyali ile Gergeklestirilen Analizlere Ait Bulgular

Likit biyopsi testi kapsaminda 30 akciger kanseri hastasindan alinan periferik kan
orneklerinden cfDNA izole edilerek EGFR, TP53, PIK3CA, ALK, MAP2K1, ROSI,
MET, KRAS, NRAS, BRAF ve ERBB2 gen bolgeleri taranmistir. Ancak 2 hastada (%6,6)
yeterli miktarda cfDNA elde edilemediginden ¢alismanin sonraki asamalarina
gecilememistir. 3 hastada (%10) ise taranan gen bdlgelerinde varyasyon saptanmamistir.

Belirtilen gen bolgeleri taranan 28 (%93,3) akciger kanseri hastasinin %67,8’inde
EGFR, %42,8’inde TP53, %32,1’inde PIK3CA, %21,4’iinde ALK, %21,4’tinde MET,
%21,4’tinde MAP2K1, %21,4’iinde KRAS, %10,7’sinde NRAS ve %7,1’inde BRAF
genlerinde cesitli varyasyonlar saptanmis olup ERBB2 ve ROS1 genlerinde herhangi bir
varyasyon gozlenmemistir. Hastalarda gen bolgelerine gore saptanan varyasyonlarin orani
Cizim 4.1°de bu varyasyonlarin gen bolgelerine gore sayilari ise Cizim 4.2.°de

gosterilmistir.

%10,7 %7,1

B EGFR
B TP53
m PIK3CA

N
B MET
' m MAP2K1

KRAS
NRAS
BRAF

Cizim 4.1. Likit biyopsi testi kapsaminda akciger kanseri hastalarinda taranan gen
bolgelerine gére saptanan varyasyon orani
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Cizim 4.2. 25 akciger kanseri hastasinda cfDNA varyasyonlarinin sikligi. 9 farkli gende
toplam 52 varyasyon tespit edilmistir.

¢ EGFR Geninde Saptanan Varyasyon Bolgeleri ve Sayilari

Likit biyopsi yontemi ile 28 akciger kanseri hastasinda EGFR gen bdlgesi taranmig ve
Cizim 4.3.”de gosterilen gesitli varyasyonlar 19 hastada saptanmis olup bu varyasyonlardan
5’1 patojenik, 3’ kesin olmayan patojenite ve 1’1 olast patojenite olarak
degerlendirilmistir. Patojenik olarak degerlendirilen p.Leu747 Ser752del,
p.Glu746_Ala750del, p.Glu709Gly, p.Leu858Arg ve p.Thr790Met varyasyon bolgeleri
cesitli ilaglarla iligkilendirilmistir.

p.Leu861Pro

p.Leu747_Ser752del(exon19) EGFR
p.Met766Val

p.Glu746_Ala750del(exon19)
1 kesin olmayan patojenite

p.Leu858Pro I~
M olasi patojenite

p-Cys797Tyr B patojenik varyant

p.Glu709Gly(exon18)

p.Leu858Arg(exon21)

p.Thr790Met(exon20)

6 8 10 12

o
N
D

Cizim 4.3. 19 akciger kanseri hastasinda gozlenen EGFR varyasyon bolgeleri ve sayilari
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e TPS53 Geninde Saptanan Varyasyon Bolgeleri ve Sayilar:

TP53 gen bolgesi taranan 28 akciger kanseri hastasinin 12’sinde toplam 19 farkhi
varyasyon saptanmig olup bu varyasyonlardan 11’1 olasi patojenite, 5’1 kesin olmayan
patojenite ve 2’si patojenik olarak degerlendirilmistir. Yapilan likit biyopsi ¢alismasinda
taranan genler arasinda en fazla varyasyon bolgesinin saptandigi gen TP53 geni olmustur.

TP53 varyasyon bolgelerine ait veriler Cizim 4.4. ‘de gésterilmistir.

p.Val157Phe |

p.Tyr234Cys _+
p.Argl58His | TP53

p.Arg337His
p.His179Arg _I—[
p.Arg283His | |

p.Vall57lle |
p.Tyr205Cys

p.Tyr220Cys _+ kesin olmayan patojenite

p.Arg248GIn -
M olasi patojenite
p.His214Arg

p.Arg273His
p.Arg283Pro
p.Alal59Val
p.Tyr163Cys

p.Arg248Trp %

p.Cys277Arg

p.Arg282Trp *

p.Arg273Cys

| | B patojenik varyant

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Cizim 4.4. 12 akciger kanseri hastasinda gozlenen TP53 varyasyon bolgeleri ve sayilari

e MAP2K1 Geninde Saptanan Varyasyon Bolgeleri ve Sayilar
MAP2K1 gen bolgesi taranan 28 hastadan 6’sinda 6 farkli varyasyon saptanmistir.
Saptanan varyasyonlardan 5’i olast patojenite, 1’1 kesin olmayan patojenite olarak

degerlendirilmis olup patojenik varyant saptanmamistir. (Cizim 4.5.)
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p.Phe53Ser H
p.Lys57Glu MAPZK].
p.Phe53Leu N

J kesin olmayan patojenite
p.Lys57Asn M olasi patojenite
0.Glu203G| ) B patojenik varyant

y

p.Lys57Arg W

0 1 2 3 4 5

Cizim 4.5. 6 akciger kanseri hastasinda gozlenen MAP2K1 varyasyon bolgeleri ve sayilari

e ALK Geninde Saptanan Varyasyon Bolgeleri ve Sayilar:
ALK geninde 6 farkli varyasyon saptanmistir. 28 hastanin 6’sinda saptanmis olan bu
varyasyonlardan 5°1 kesin olmayan patojenite olarak degerlendirilirken 1°1 olas1 patojenite
olarak degerlendirilmistir. ALK geninde saptanan varyasyon bdlgeleri ve sayilart Cizim

4.6.’de gosterilmistir.

p.Gly1128Val

| ALK

p.Leul196Pro

p.Leul152Pro kesin olmayan patojenite

M olasi patojenite

p.Phell74Leu
i M patojenik varyant

p.Phel245Ser

p.lle1171Thr

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Cizim 4.6. 6 akciger kanseri hastasinda gézlenen ALK varyasyon bolgeleri ve sayilar

e MET Geninde Saptanan Varyasyon Bolgeleri ve Sayilari
MET geninde toplam 6 hastada 4 farkli varyasyon gozlenmistir. Bu varyasyonlarin 2’si
olas1 patojenite, diger ikisi ise kesin olmayan patojenite olarak degerlendirilmistir. MET

geninde saptanan varyasyon bolgelerine ait veriler Cizim 4.7.’da gosterilmistir.

43



p.Met1268Val

MET

p.Tyr1021His
kesin olmayan patojenite

M olasi patojenite

p.Thr1010lle [

B patojenik varyant

p.Tyr1248His  EEE——

0 1 2 3 4

Cizim 4.7. 6 akciger kanseri hastasinda gézlenen MET varyasyon bolgeleri ve sayilari

e KRAS Geninde Saptanan Varyasyon Bolgeleri ve Sayilari
KRAS geninde 3 farkli varyasyon saptanmistir. 28 hastanin 6’sinda saptanan bu
varyasyonlardan 1°1 olas1 patojenite, 2’si patojenik olarak degerlendirilmis olup patojenik

varyantlar ilag iligkilidir. KRAS varyasyon bolgeleri Cizim 4.8. ‘de gdsterilmistir.

p.Glyl3Ser

KRAS

kesin olmayan patojenite

.Gly12As
p.Gly p H olas! patojenite

M patojenik varyant

p.Gly12Cys

0 1 2 3 4

Cizim 4.8. 6 akciger kanseri hastasinda gézlenen KRAS varyasyon bolgeleri ve sayilari

e PIK3CA, BRAF, NRAS Genlerinde Saptanan Varyasyon Bolgeleri ve Sayilari
Yeni nesil dizileme yontemiyle likit biyopsi materyalinden yapilan analiz sonucunda 9
hastada PIK3CA geninde 2 farkli varyasyon saptanmustir. p.Glu542Lys varyasyonu 7
hastada gozlenirken, p.Glu545Lys varyasyonu 4 hastada gdzlenmis ve iki varyasyon da
olas1 patojenite olarak degerlendirilmistir.
BRAF geninde 2 hastada saptanan p.Tyrd72Cys varyasyonu patojenik olarak

degerlendirilmistir.
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NRAS geninde toplam 3 hastada 2 farkli varyasyon saptanmistir. 2 hastada saptanan
p.GIn61Lys varyasyonu patojenik, 1 hastada saptanan p.GIn61Arg varyasyonu ise olasi
patojenite olarak degerlendirilmistir.

e Sonug¢ Olarak;

Likit biyopsi ¢alismalari ile akciger kanseri panelinde 28 hasta i¢in 11 gen taranmis
ve analiz edilmistir. 25 hastada gen varyasyonlar1 bulunmustur. 3 hastadan elde edilen
cfDNA’da ise varyasyon saptanmamistir. Caligmaya dahil edilen 30 akciger kanseri
hastasinin varyasyon bdolgeleri ve sayilarina ait veriler, varyasyon saptanmayan ve cfDNA

elde edilemeyen hastalar Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.2. 30 akciger kanseri hastasinda gozlenen varyasyon bdlgeleri ve diger* bazi

bilgiler

Hasta No EGFR MET ALK KRAS NRAS
1
2 p.Thr1010lle
3 p.Thr790Met p.Leu858Arg p.Tyr1248His p.Phell74Leu
4 p.Gly12Asp
5 p.Glu709Gly p.Cys797Tyr p.lle1171Thr

|

7 p.Thr790Met p.Leu858Pro

8 p.Leu858Arg p.Tyrl02His p.Tyr1248His

9 p.Glu746_Ala750del p.Thr790Met p.Met766Val p.Glyl2Cys

10

11 p.Glu746_Ala750del

12 p.Leu858Arg p.Glu709Gly p.Tyr1248His p.lle1171Thr p.Gly12Asp p.GIn61Lys
13 p.Glu746_Ala750del p.Thr790Met

14 p.Glu746_Ala750del

p.Leu747_Ser752del

p.Glu746_Ala750del p.Thr790Met

18 p.Glu746_Ala750del p.Thr790Met
19 p.Glu709Gly p.Leul152Pro p.Gly12Cys p.GIn61Lys
20 p.Glu746_Ala750del p.Thr790Met p.Leu861Pro p.Met1268Val p.Phel245Ser p.Leu1196Pro p.Gly13Ser
p.le1171Thr  p.Gly1128Val
21 p.Glu746_Ala750del p.Thr790Met p.Thr1010lle p.Phel245Ser p.GIn61Arg
22
23 p.Gly12Cys
24
25
26 p.Glu746_Ala750del p.Thr790Met
27 p.Leu858Arg
28 p.Glu746_Ala750del
29 p.Glu746_Ala750del p.Thr790Met
30

‘Diger*: 2 akciger kanseri hastasindan cfDNA elde edilememis ve cfDNA elde edilen 3 hastanin
cfDNA’sinda varyasyon gozlenmemistir.’



Cizelge 4.3. 30 akciger kanseri hastasinda gozlenen varyasyon bolgeleri ve diger* bazi
bilgiler-2

Hasta No TP53 PIK3CA BRAF MAP2K1
1
2 p.Arg273Cys p.Glu545Lys
3 p.Arg282Trp  p.Cys277Arg  p.Arg248Trp p.Tyr472Cys
p.Tyr163Cys p.Ala159Val

4
5 p.Arg282Trp p.Lys57Arg p.Glu203Gly
7
8 p.Arg283Pro  p.Arg273His p.Lys57Arg
9 p.His214Arg  p.Arg248GIn p.Tyr220Cys p.Tyr205Cys p.Glu542Lys p.Tyr472Cys
10 p.Glu542Lys
11 p.Glu542Lys
12 p.Arg283Pro p.Glu542Lys p.Lys57Arg
13 p.Vali57lle
14
15 p-His214Arg

o I R
17
18
19 p.Glu542Lys p.Lys57Asn
20 p.Arg283His  p.Arg273His p.His179Arg p.Tyr163Cys p.Glu542Lys p.Glu545Lys p.Phe53Leu p.Lys57Glu

p.Lys57Arg  p.Glu203Gly

21 p.Arg337His  p.Arg248Trp p.Glu542Lys p.Glu545Lys p.Phe53Ser
22 p.Argl58His
23
a [ cDNAEdeEdlemesi
25 4‘—
26
27
28
29 p.Glu545Lys
30 p.Tyr234Cys  p.Vall157Phe

4.3. Solid Biyopsi ve Likit Biyopsi Materyallerinde Saptanan Mutasyonlar

Likit biyopsi testi kapsaminda akciger kanseri hastalarinda yeni nesil dizi analizi
yontemiyle ALK, BRAF, EGFR, ERBB2, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, PIK3CA,
ROS1 ve TP53 genleri taranmistir. Ayni hastalarin solid biyopsi materyallerinden
gerceklestirilen testlerle elde edilen EGFR, ALK ve ROS1 genlerindeki mutasyon verileri
hasta dosyalarindan incelenmistir. Likit biyopsi ve solid biyopside EGFR, ALK ve ROSI

genlerinde mutasyon Saptanan hasta sayilar1 Cizim 4.9. ‘de gosterilmistir.
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Cizim 4.9. Calismay1 olusturan hasta grubunda likit biyopsi ve solid biyopside EGFR,
ALK ve ROSI1 genlerinde mutasyon saptanan hastalarin sayisi

EGFR Gen Mutasyonlarinin Solid Biyopsi ve Likit Biyopsi Yontemleri

Agisindan Degerlendirilmesi

Yapilan ¢alismada elde edilen verilere gore likit biyopsi materyali ve solid biyopsi

materyalinden yapilan analizler sonucunda;

Hastalarin 9’unda EGFR gen mutasyonu hem likit biyopsi hem de solid biyopsi
materyalinde pozitif olarak degerlendirilmistir.

Calismaya dahil edilen 7 hastada likit biyopsi ¢alismasinda EGFR varyasyon
bolgelerine rastlanmis ancak solid biyopsi materyali ile yapilan ¢alismalar bu gen
acisindan negatif olarak degerlendirilmistir.

Hastalarin 3’iinde her iki yontem agisindan EGFR mutasyonu negatif olarak
degerlendirilmistir.

Solid biyopsi ¢alismasinda EGFR pozitif sonug verilip, likit biyopsisinde bu gen
acisindan varyasyon saptanmayan higbir hastaya rastlanmamustir.

Hastalarin 11’inde ise cesitli sabeplerle EGFR geni i¢in solid biyopsi materyaliyle
calisma yapilamamis ve bu hastalardan 3’iinde yapilan likit biyopsi g¢alismasi
sonucunda ¢esitli EGFR varyasyonlarina rastlanmistir. Bu 11 hastanin 2’sinde
cfDNA elde edilemediginden likit biyopsi testinin sonraki agamalarina gegilememis
varyasyon analizi yapilamamstir.

ALK Gen Mutasyonlarinin Solid Biyopsi ve Likit Biyopsi Yontemleri

Agisindan Degerlendirilmesi

Yapilan calisma ile;

Hastalarin 1’inde likit biyopsi materyalinden yapilan analizlerde ALK varyasyon
bolgelerine rastlanmis ancak solid biyopsi materyali ile yapilan ¢alismalar bu gen

acisindan negatif olarak degerlendirilmistir.
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* Hastalarin 17’sinde cesitli sebeplerle ALK geninde solid biyopsi materyaliyle
calisma yapilamamistir. Bu hastalardan 5’inin likit biyopsi ¢aligmasinda ALK
varyasyon bolgeleri saptanmustir.

* Solid biyopsi materyaliyle ¢calisma yapilamayan 17 hastadan 1’inde ise cfDNA
elde edilememis ve likit biyopsi yontemi acgisindan degerlendirme
yapilamamigtir.

* cfDNA elde edilemedigi i¢in likit biyopsi testi kapsaminda yeni nesil dizileme
ile degerlendirilemeyen 1 hasta 1ise solid biyopsi materyali ile
degerlendirilebilmis ve ALK negatif olarak sonuc¢landirilmistir.

* Calismaya dahil edilen 11 hastada her iki yontem agisindan ALK mutasyonu
negatif olarak degerlendirilmistir.

« ALK mutasyonu acisindan hem likit biyopsi hem de solid biyopsi
materyalinden yapilan c¢alismalarin ikisinde de pozitif olarak degerlendirilen
hasta yoktur.

* Calismaya dahil edilen hasta grubunda solid biyopside ALK pozitif olarak
degerlendirilip, likit biyopsisinde varyasyon saptanmayan herhangi bir hastaya
rastlanmamuistir.

e ROS1 Gen Mutasyonlarinin Solid Biyopsi ve Likit Biyopsi Yontemleri

Agcisindan Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 30 akciger kanseri hastasi likit biyopsi ve solid biyopsi
yontemleri acisindan ROS1 geni i¢in degerlendirildiginde;

* Calismaya alinan hastalarin 2’sinde, yapilan solid biyopsi testlerinde ROS1
geni pozitif olarak degerlendirilirken, bu hastalara ait likit biyopsi ¢aligmasinda
ROSI1 varyasyon bolgelerine rastlanmamustir.

* Hastalarin 9’unda her iki yontemle yapilan ¢aligmalar negatif sonu¢ vermis ve
varyasyon gozlenmemistir. Her iki materyal acisindan pozitif olarak
degerlendirilen hasta ise bulunmamaktadir.

* (Calismaya dahil edilen hasta grubunda solid biyopside ROS1 negatif olarak
degerlendirilip, likit biyopsisinde varyasyon saptanmis olan herhangi bir
hastaya rastlanmamustir.

* Hastalarin 18’inde ise cesitli sebeplerle solid biyopsi materyalinden ¢alisma
yapilamamis ve bu hastalarin 17’sinde yapilan likit biyopsi ¢calismasinda ROS1
varyasyon bolgesi saptanmamistir. 1 hastada cfDNA elde edilemediginden likit

biyopsi testinin sonraki asamalarina gecilememistir.
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Calismaya dahil edilen 30 akciger kanseri hastasinda solid biyopsi ve likit biyopsi
yontemlerinin etkinligi arastirilarak, bu hastalarda saptanan EGFR, ALK ve ROS1

genlerine ait mutasyonlar iki yontem agisindan Cizelge 4.4.” de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. 30 akciger kanseri hastasinin EGFR, ALK ve ROSI genlerine ait
mutasyonlarin solid biyopsi ve likit biyopsi yontemleri agisindan arastirilmasi

Solid Biyopsi Likit Biyopsi
Hasta No EGFR ALK ROS1 EGFR ALK ROS1

! () () () () 0 0
2 () () 0 [ 0 |0
3 (-) POZITIiF | POZITIF (-)
! () 0O [ 0 |0
5 (-) POZITIiF | POZITIF (-)
° () ) () 0 1 0 10
7 () POZITIiF (-) (-)
8 (-) POZITIF (-) (-)
9 POZITIF POZITIiF (-) (-)
10 () 0O 0 10
11 POZITIiF (-) (-) POZITIiF (-) ()
12 (-) (-) (-) POZITIiF | POZITIF (-)
13 POZITIiF POZITIiF (-) (-)
14 POZITIiF (-) (-) POZITIiF (-) (-)
15 POZITIF POZITIF (-) (-)
16 (-) POZITIF (-) (-) (-)
17 POZITIF (-) (-) POZITIF (-) (-)
18 POZITIiF POZITIF (-) (-)
19 POZITIiF | POZITIF (-)
20 POZITIiF | POZITIF (-)
21 () POZITIF | POZITIiF (-)
2 _ () 0 | 0
23 (-) POZITIF (-) () ()
24 () ()

25

26 POZITIiF POZITIF (-) (-)
27 POZITIF (-) (-)
28 POZITIiF (-) (-) POZITIF (-) (-)
29 (-) POZITIF (-) (-)
0 ) ) ) 0 10

49



5. TARTISMA

Akciger kanseri tim diinyada insidans ve mortalite oranlar1 acisindan biitiin kanserler
arasinda ilk sirada yer almakta olup akciger kanserine neden olan genetik faktorler,
karsinogenezin temelinde yatan onkogenler ve tiimor siipresor genler olarak bilinmektedir.
Diinyada her yil 1,8 milyon yeni akciger kanseri tanis1 konmakta ve biitiin kanserlerin
yaklagik olarak %13'"linii akciger kanseri olusturmaktadir (Yiice ve Kiligkap1 2016). Saglik
Bakanlig1 Kanser Daire Bagkanligi’nin 2012 raporuna gore akciger kanseri Tiirkiye’de tiim
niifus ve erkeklerde en sik karsimiza ¢ikan kanser tipi olarak kaydedilmektedir. Kadinlarda
ise siklig1 bakimindan besinci sirada yer alir. Erkeklerde tiim kanserlerin %21.8’in1 akciger
kanseri olustururken, kadinlarda %4.9’unu olusturmaktadir. (Sencan ve Keskinkilig 2015).

Akciger kanseri sagkalim siiresi, tedaviye yanitin diisiikligii gibi sebeplerle rutin ve
bireye 6zgl takip gerektirmektedir. Bu oOzellikleri sebebiyle hastanin genetik bilgileri
1s18¢1nda tedaviye olasi yanitin degerlendirilmesi hastalar icin 6nem tagimaktadir. Akciger
kanseri hastalarinda solid biyopsi ve likit biyopsi yontemlerinin hastalik tanisi {izerine
etkinliginin arastirilmasini amagladigimiz bu calismada her iki yontemle elde edilen
materyal iizerinden EGFR, ALK ve ROSI genlerinin mutasyon yiikleri belirlenmis, ayrica
likit biyopsi testi kapsaminda yeni nesil dizi analizi ile akciger kanseri panelinde 11 gen
analiz edilmis ve elde edilen sonuglar tartigilmistir.

Akciger kanseri diinya genelinde kadinlara kiyasla erkeklerde daha sik gézlenen bir
kanser tipi olmakla birlikte iilkemizde erkek/kadin oraninin 9/1 civarinda oldugu
belirtilmistir (Koktiirk ve dig. 2004, Turkish Thoracic Society 2002). Kirkil ve arkadaslari
2005 yilinda yaptiklar1 bir calismada bu oram1 (E/K) 6,3/1 olarak bulmuslardir.
Radzikowska ve arkadaglari tarafindan 1995-1998 yillar1 arasinda yapilan ve 20561
akciger kanseri vakasinin incelendigi baska bir ¢alismada ise erkek/kadin orani 6/1 olarak
bulunmustur. Trawis ve arkadaslarinin ABD’de yaptig1 bir ¢alismada ise bu oran 1,5/1
olarak tespit edilmistir. Erkek/Kadin oranimi 1,1/1 olarak buldugumuz calismamizda bu
oranin literatlirde belirtilen oranlarla olan farkinin hasta sayimizin diger ¢alismalara kiyasla
cok daha diisiik olmasindan kaynaklandigimi  ve aradigimiz kriterlere uygun hasta
seciminin bu oran1 biiylik oranda etkiledigini diisiinmekteyiz.

Tiim yas gruplarinda izlenebilen akciger kanseri icin en sik rastlanan yas araliginin 50-
70 yas araligr oldugu bildirilmistir (Ertas 2015). Villaflor ve arkadaslar1 2016 yilinda
akciger kanseri hastalar ile yaptiklar1 ¢calismada yas ortalamasini 64 olarak bildirmisler,

2012 yilinda Giinbatar ve arkadaslar1 tarafindan yapilan akciger kanserli olgularin
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degerlendirildigi bir ¢alismada ise hastalarin yas araligi 56-61 olarak rapor edilmistir.
Yaptigimiz calismada hastalarin yas ortalamasi 60,9 olup literatiirde belirtilen yas
araliginin igerisinde yer almaktadir.

Likit biyopsi testi kapsaminda hastalarin plazma cfDNA’larn ile c¢alisilabilmesi igin 30
ml periferik kan 6rneklerinden 2-50 ng cfDNA elde edilmelidir. Likit biyopsi ¢alismasina
dahil ettigimiz 30 akciger kanseri hastasinin 2’sinde plazmadan yeterli miktarda cfDNA
elde edilemediginden testin sonraki asamalarina gegilememis ve genlerdeki varyasyon
durumu degerlendirilememistir. Dolasimdaki tiimér DNA’sinin miktar1 (ctDNA) tiimor tipi
ve lokasyonu ile siirli olmamak iizere klinik evre, tiimdr yiikii, apoptozis ve nekroz orani
gibi birkag klinik faktore baghdir ve genelde evre ile korelasyon gostermektedir (Newman
ve dig. 2014). Bu klinik faktorlere ek olarak kan aliminin zamanlamas likit biyopsi testi
icin olduk¢a Onemlidir. Bu durum kan dolasiminda mevcut olan ctDNA seviyelerini
etkileyebilmektedir. Mevcut bazi ¢alismalar cerrahi rezeksiyon sonrasi ve oncesi ctDNA
seviyelerini degerlendirmis ve ctDNA seviyelerinin ameliyattan hemen sonra siklikla
yiikseldigini, ameliyat sonrast 2-4 haftalik siirecte ise diisiiste oldugunu bildirmistir (Kim
ve dig. 2015, Diehl ve dig. 2008). Benzer sekilde ctDNA seviyeleri, hastalarda kemoterapi
veya hedefe yonelik tedavilere klinik yanit ile korelasyon gosterir. Tedaviye cevap veren
hastalarda ctDNA seviyesi diiser hatta tespit edilemeyen seviyelere inebilir ancak daha
sonra progresyon ve niiks siirecinde tekrar dolasimdaki tiimér DNA seviyeleri
yiikselmektedir (Newman ve dig. 2014).

Calismaya dahil ettigimiz 30 akciger kanseri hastasinin 5’inde ‘doku yetersizligi,
materyalin timor hiicresi icermemesi, hastanin doku biyopsisine uygun olmamasi’ gibi
cesitli nedenlerle solid biyopsi materyalinden ¢alisma yapilamadig tespit edilmis olup likit
biyopsi testi kapsaminda bu hastalarin 4’iinden elde edilen cfDNA materyali analiz edilmis
ve 3’tinde EGFR, 2’sinde ALK geninde ¢esitli varyasyonlara rastlanmigtir. Doku materyali
ile ¢alisma yapilamayan bu 5 hastanin 1’inde ise cfDNA elde edilemediginden likit biyopsi
testinin sonraki asamalarina gec¢ilememis, dolayisiyla EGFR, ALK ve ROS1 genlerindeki
mutasyon durumu incelenememistir. Molekiiler degisiklikleri degerlendirmek i¢in altin
standart olarak kabul edilen doku biyopsisi bazen akciger kanseri hastalarmin tedavisini
olumsuz yonde etkileyebilecek cesitli sinirlamalar sunmakta ve tiimor dokusuna erigim her
zaman miimkiin olmamaktadir. Tekrarlanmasi1 da risk olusturabilen bu yontem 6zellikle
ileri evre akciger kanseri hastalar1 i¢in tehlikeli bir segenek halini almaktadir (Mandel ve
Metais 1948). Boyle hastalarda hastalik progresyonunu izlemek, tedaviye yanit1 ve direng

kazanimini tespit etmek i¢in likit biyopsi iyi bir alternatif olusturmaktadir.
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Hem solid biyopsi hem de likit biyopsi materyali ile ¢alisma yapilan 7 hastada likit
biyopsi caligmasinda EGFR geninde ekzon 18,19,20 ve 21’de yer alan ilaglarla
iliskilendirilmis gesitli varyasyonlara rastlanirken, bu hastalarin solid biyopsi materyali ile
yapilan ¢alismalar EGFR geni ag¢isindan negatif olarak degerlendirilmistir. Ayn1 sekilde
her iki materyal ile ¢alisma yapilmis olan 1 hastada likit biyopsi testi kapsaminda ALK
geninde varyasyon bolgeleri saptanmis ancak bu hastanin solid biyopsi materyali ile
yapilan ¢alismalarda ALK geninde degisiklik gézlenmemistir. Akciger kanser tiimorleri
heterojenite gostermektedirler. Bu nedenle bireysel tiimor biyopsisi timdriin tamamini
temsil etmemektedir. Ozellikle alinan kiigiik biyopsi 6rnekleri molekiiler incelemeler igin
yetersiz kalmakta ve mutasyonlarin tespitinde problem olusturmaktadir. Ayrica solid
biyopsilerde uygun yer ve yontemi belirlemek olduk¢a 6nemlidir (Fisher ve dig. 2013, Yap
ve dig. 2012). Solid biyopsi oOrnekleri tiimor igerisinde bulunan tiim mutasyonlar
icermediginden, kan dolasimina salinan timér DNA’lar1 (ctDNA) daha fazla prognostik
bilgi sunabilmektedir. Bunlara ek olarak solid biyopsi 0Orneginde mutasyon
gozlemlenmedigi halde likit biyopsi materyali ile yapilan c¢alismalarda cesitli
varyasyonlara rastladigimiz hastalardaki bu durum yiiksek derecede metastatik hastaligin
belirtisi olabilmektedir. Metastatik tiimor hiicreleri primer tiimérden koken alarak
subklonal populasyonlar olusturmaktadirlar (Xu ve dig. 2015).

Calismaya dahil ettigimiz hastalarin 2’sinde solid biyopsi materyali ile yapilan
caligmalarda ROS1 genindeki mutasyon durumu pozitif olarak degerlendirilmis, ancak likit
biyopsi materyali ile yapilan caligmalarda bu hastalarn ROS1 geninde varyasyon
bolgelerine rastlanmamistir. Beyaz kan hiicreleri nekrozla tiimorlerden kana salinan
DNA’y1 (ctDNA) seyreltip tespitini engelleyebilmektedirler. Bu durum solid biyopsi
materyalinde tespit edilen mutasyonlarin ctDNA’da saptanmamasina neden olabilmektedir
(Xu ve dig. 2015). Solid biyopsi materyalinde ROS1 mutasyonu gézlendigi halde likit
biyopsi materyalinde bu gende herhangi bir varyasyon saptamadigimiz hastalardaki
durumun bu sebepten kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Insanda 7. Kromozomun 7p11.2 bélgesinde lokalize olan EGFR geni, 28 ekzona sahip
bir gen olup glikoprotein kodlamaktadir. Tirozin kinaz aktivitesine sahip olan EGFR bir
transmembran proteinidir. Hiicre dis1 sinyallerin hiicre i¢ine iletilmesinde goérev
almaktadir. Kanserler ve EGFR aktivasyonlarinin veya asir1 ekspresyonlarinin bir iliski
igerisinde oldugu tespit edilmistir (Uludag 2008).

Unal ve arkadaslar1 akciger kanseri hastalarinin solid biyopsi materyallerini kullanarak

2013 yilinda yaptiklart ¢aligmada EGFR mutasyon sikligin1 Tiirkiye’de %42 olarak
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bulmus, Ak¢a ve arkadaglari ise ayn1 y1l yaptiklari bir ¢aligmada bu oran1 %48 olarak tespit
etmislerdir. Aydin Demiray 2015 yilinda Pamukkale Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda Doktora Tezi olarak yaptigi ¢alismada 300
hastanin verilerini kullanarak bu oran1 %36 olarak hesaplamistir. Bizim ¢alismamizda solid
biyopsi materyali kullanilarak EGFR mutasyon sikligina bakilan hastalarin %47,3’tinde
mutasyona rastlanmig ve literatiirde belirtilen oranlara yakin bir sonu¢ elde edilmistir.
Sundaresan ve arkadaslar1 2015 yilinda akciger kanseri tanisi almis 40 hastanin doku ve
plazma ctDNA materyalleri ile yaptiklari bir ¢alismada EGFR T790M mutasyonlarini iki
materyalde karsilastirmis ve doku oOrnekleri ile yaptiklari caligmada hastalarin %71’ inde
ctDNA ornekleri ile yaptiklar1 ¢alismada ise hastalarin %80’inde T790M genotipini
basarili bir sekilde elde etmislerdir. Iki 6rnek arasindaki uyumu %74 olarak bildirmislerdir.
Xu ve arkadaslar1 2015 yilinda 42 akciger kanseri hastasi ile yaptiklar1 calismada 11
hastanin (%26,2) likit biyopsi materyalinde EGFR mutasyonlari tespit etmislerdir. Isobe
ve arkadaglar1 ise 2012 yilinda 24 akciger kanseri hastasini dahil ettikleri caligmada 6
hastada (%25) EGFR mutasyonu saptamiglardir. Calismamizda likit biyopsi materyaliyle
yapilan diger ¢alismalardan biraz farkli olarak 28 akciger kanseri hastasindan 19’unda
(%67,8) EGFR mutasyonu saptadik. Bulunan oranlar arasindaki farkin daha az hasta
sayistyla ¢aligmis olmamizdan kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Anaplastik lenfoma kinaz (ALK), farkli malignitelerde anormal halde bulunan bir
tirozin kinaz reseptoriidiir (EI Telbany ve Ma 2012). Biiylik hiicreli lenfomalarda
t(2;5)(p23;q35) translokasyonuyla saptanmistir. KHDAK’nda ise yaklasik %2-%7
oraninda bir siklikla 2p inversiyonu neticesinde EML4 ile flizyon yapmaktadir. EML4-
ALK filizyonu ise artmis tirozin kinaz aktivitesiyle sonuglanir. Paik ve arkadaslari 2003 ve
2008 yillar1 arasinda akciger kanseri tanist almis 465 hastayr dahil ettikleri ¢alismada
hastalarin 19’unda (% 4,2) ALK yeniden diizenlenmesi tespit etmislerdir. Baska bir
calismada ise Dacic ve arkadaslari 2016 yilinda 2116 akciger adenokarsinom hastasinin
doku materyaline FISH teknigini uygulamislar ve bu hastalarin 72’sinde (%4) ALK pozitif
sonu¢ almislardir. Bizim ¢alismamizda Patoloji Anabilim Dali’nda ALK yeniden
diizenlenmelerinin tespiti i¢in FISH teknigi uygulanan hastalarin hi¢birinde ALK pozitif
sonu¢ alimamamistir. Mutasyon sikligi, yapilan bir¢ok calismada diisiik olarak bildirilen
ALK yeniden diizenlenmesinin ¢alismamizda higbir hastada saptanmamasinin nedeninin
calismaya dahil edilen hasta sayisinin ¢ok diisiik olmasi, doku yetersizligi gibi sebeplerle
baz1 hastalarda ¢alisma yapilamamis olmasi ve aliman doku biyopsi materyalinde timdr

hiicrelerine ulagilamamis olmasi vb. sebeplerden kaynaklandigini diisinmekteyiz. Villaflor
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ve arkadaslar1 2016 yilinda likit biyopsi materyali ile 68 hasta i¢in ¢alisma yapmislar ve
hastalarin %3’tinde ALK varyasyonlar1 saptamislardir. Yaptiklar1 ¢caligmada rapor edilen
diger calismalara oranla daha diisiik bir oran bulmuslar ve bunu belirtmislerdir. Likit
biyopsi calismast yaptigimiz 28 hastanin 6’sinda(%21,4) ALK geninde varyasyon
saptanmis olup bu 6 hastadan 1’inin solid biyopsi materyaliyle de ALK geni calisilmis
ancak negatif sonu¢ alinmistir. Dolayisiyla bu hasta i¢in iki materyal ile yapilan ¢aligmalar
karsilastirildiginda uyum goézlenememis ve likit biyopsi testi hedeflenebilir varyasyonlarin
gosterilmesi agisindan tstlinliik saglamistir.

ROS-1 6. kromozomun 6q22 bolgesinde lokalize, insan reseptor tirozin kinaz ailesine
mensup bir gendir ve ilk olarak 2003 yilinda bulunmustur (Bergethon ve dig. 2012).
MAPK ve PI3K-Akt yolaklarinin aktive olmasimni saglayarak hiicre biiylimesi ve
cogalmasinda rol oynamaktadir. Akciger adenokarsinomlarimin yaklasik %1-2’sinden
ROS1 geninde meydana gelen kromozomal degisiklikler sorumludur (Bozkurtlar ve Kaya
2018). Zhang ve arkadaglar1 FISH teknigini kullanarak120 hastada yaptiklari ¢alismada
ROSI geni yeniden diizenlenmelerini %1,7 (n=2) oraninda, Bergethon ve arkadaslar1 2012
yilinda yaptiklar1 benzer bir calismada 1073 hastanin %1,7’sinde(n=18) , Jin ve arkadaslar
ise 375 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada %0,8 (n=3) oraninda bulduklarini belirtmislerdir.
Ginestet ve arkadaglar1 2018 yilinda gerceklestirdikleri bir calismada, 26 hastanin formalin
fikse parafine gomiilii tiimor doku orneklerini kullanarak FISH teknigini uygulamis ve
hastalarin 3’iinde (%11,5) ROS1 genine ait yeniden diizenlemelere rastlamiglardir. Bizim
calismamizda ROS1 geni yeniden diizenlemeleri i¢in oran %16,6 olarak bulunmus olup bu
oran Ginestet ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismadaki oranla benzerlik gostermektedir.
Diger c¢aligmalarda bulunan oranla arasindaki farkin ¢alismamizda nispeten daha az hasta
sayisiyla caligilmis olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Likit Biyopsi testi
kapsaminda ROS1 geni icin yaptifimiz c¢aligmalarda ise bu gende varyasyon gdzlenen
herhangi bir hasta olmamustir.

TP53 geni, 17. kromozomun p kolunda yer alan tiimdr baskilayici bir gendir. Bu gen
hiicre dongiisiinii diizenleyen, apoptoz, yaslilik, DNA onarim1 ve metabolizmasinda gérev
alan ve onemli bir timor supresor proteini olan p53 proteinini kodlamaktadir (Takahashi
ve dig. 2008). Calismamiz sonucunda likit biyopsi materyali kullanilarak elde edilen
veriler dogrultusunda hastalarin %42,8’inde TP53 geninde cesitli varyasyonlar saptanmig
olup taranan 11 gende saptanan toplam 52 varyasyonun %36,5’ini bu gene ait varyasyonlar

olusturmaktadir. Villaflor ve arkadaglar1 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada hastalarinin
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%40’inda TP53 genine ait varyasyonlar saptamislardir. Bu oran bizim g¢alismamizda
buldugumuz oranla benzerdir.

BRAF geni, 7. kromozomun uzun kolunda 7q34 boélgesinde lokalizedir ve 18 ekzondan
olusur. BRAF mutasyonlar1 siklikla ekzon 15 igerisinde bulunan kodon 600 bolgesinde
(V600A, V600D, V600E ve V600KRM) ve 11. ekzonda gozlenmektedir (Ertas 2015).
Calismamizda BRAF gen varyasyonlari hastalarin %7,1’inde saptanmis olup Villaflor ve
arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar calismaya kiyasla yiiksek bir oran yakalanmustir.
Villaflor ve arkadaglar1 ¢alismalarinda bu orani1 %3 olarak tespit etmis ve oranlarmin
literatiire kiyasla diisiik oldugunu belirtmislerdir.

PIK3CA geni, fosfatidilinositol 3-kinazlarin (PI3K) katalitik alt birimlerinden biri olan
pl10a'y1 kodlamaktadir. PI3K, hiicre biiylimesi, proliferasyonu, farklilasmasi, sagkalimi
gibi bir¢ok hiicresel siiregte gorev alan bir lipit kinaz ailesi liyesidir. PIK3CA'daki somatik
mutasyonlar kii¢iik hiicreli dist akciger kanserlerinin %1-3'tinde saptanmistir (Samuels ve
dig. 2004, Kawano ve dig. 2006). Yaptigimiz ¢alismada hastalarin %32,1’inde PIK3CA
geninde cesitli varyasyayonlar saptanmistir. Bu oran literatiirde bildirilen ortalama
oranlarin ¢ok iizerindedir. Ortaya ¢ikan bu biliylik oran farkinin ik i¢i genetik
farkliliklardan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica ¢aligma grubunu olusturan
hasta sayisinin diisiik olmasi hasta sayis1 bakimindan daha kapsamli ¢alismalara nispeten
daha farkli sonuglar verebilmektedir.

KRAS geni, 12. kromozomun p kolunda yer alan bir Ras gen ailesi iiyesidir. Ras
proteinleri hiicre dongiisli, apoptoz regiilasyonu ve hiicre adezyonu gibi farkli biyolojik
sireclerde gorev alirlar. Ras gen ailesi (HRAS, KRAS, ve NRAS) iiyeleri arasinda
onkojenik aktivasyonunun en sik oldugu bilinen KRAS genine ait mutasyonlar tiimorlerin
%17-25’inde gozlenmektedir (Plesec ve Hunt 2009). Dogan ve arkadaglar1 2014 yilinda
Tiirkiye’de ileri evre KHDAK’de EGFR, KRAS ve BRAF mutasyonlarmin
degerlendirildigi ilk calisma olarak belirttikleri arastirmada 42 hastayr mutasyonlar
bakimindan incelemis ve KRAS mutasyon oranini %4,7 olarak saptamiglardir. Metin
Caliskan 2015 yilinda Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak yaptigi ¢alismada bu orant %29 olarak tespit etmis ve
literatiirle benzer oldugunu bildirmistir. Likit Biyopsi testi kapsaminda akciger kanseri
hastalarinda taradigimiz KRAS genine ait mutasyon oranini ¢alismamizda %21,4 olarak
saptamis olup buldugumuz oranin literatiir verileriyle kiyaslandiginda uyumlu oldugunu

gormekteyiz.
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MET, onkogenik mutasyonlar, amplifikasyon/asirt ekspresyon ve alternatif kesip
eklemede gorev alan bir proteindir. MET proto-onkogeni, EGFR ve hepatosit biiyiime
faktorii (HGF) genlerini de igeren insan kromozomu 7 iizerinde yer almaktadir. (Ma ve dig.
2003). Akciger kanserlerinde mezenkimal epitelyal gegis geninde (MET) meydana gelen
cesitli mutasyonlar ve amplifikasyonlar gozlenir. Mutasyonlar c¢ogunlukla ekzon 14
cevresinde yerlesmislerdir (Paik ve dig. 2015, Frampton ve dig. 2015). Villaflor ve
arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklar1 likit biyopsi calismasinda hastalarin %1’ inde,
Schewaederle ve arkadaslar1 ise ayni yil yaptiklar1 baska bir NGS tabanli likit biyopsi
calismasinda bu oran1 % 10,5 olarak bulduklarini rapor etmislerdir. Calismamizda bulunan
oran %21,4 olup benzer ¢aligmalarla kiyaslandiginda yiiksek bir oranin elde edildigi dikkat
¢ekmektedir.

MAP2K1 (mitojenle aktiflestirilen protein kinazi 1) geni, hiicre disindan hiicre
¢ekirdegine kimyasal sinyaller ileten, RAS/MAPK sinyal yolunun bir parcast olan MEK1
protein kinazi iiretmektedir. Bu protein hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi, farklilagmasi ve
apoptozu diizenler. Akciger kanserlerinde bu gende mutasyon ortaya ¢iktig1 bildirilmistir
(https://www.oncompass.com.tr). Yaptigimiz likit biyopsi testinde g¢alismaya dahil edilen
akciger kanseri hastalarmin %21,4’tinde MAP2K1 genine ait ¢esitli varyasyonlar
saptanmistir. Marks ve arkadaslari 2008 yilinda 207 KHDAK hastasinin timor dokusu ile
yaptiklar1 ¢alismada 2 hastada (%1) mutasyon saptamislardir. Literatiirii inceledigimizde
doku materyali ile yapilan ¢aligmalarda bu gene ait varyasyon orani ¢ok diisiik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Calismamizda elde etti§imiz yiiksek oranin, ¢cok hassas bir teknik
olan yeni nesil dizileme yOnteminin kullanilmis olmasi ve tiimoér dokusu ile yapilan
caligmalarda dokunun igerdigi tiimdr yiikiiniin az olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini
diistinmekteyiz.

Epidermal biiylime faktorii olan HER/erbB biiyiime faktorii reseptor ailesine mensup
olup EGFR (HER1 veya erbB1), HER2/neu (erbB2), HER3(erbB3) ve HER4 (erbB4)
cesitlerini igerir. HER2 geni 17. kromozomun q kolunda lokalizedir ve intrinsik tirozin
kinaz aktivitesi aracilifiyla hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi, apopitoz, adhezyon
ve migrasyon benzeri fonksiyonlarda goérev alan transmembran reseptor proteinini
kodlamaktadir. Akciger kanserinde HER2 mutasyonlar1 hastaligin kotii seyri ile iliski
igerisindedir (Rouquette ve dig. 2012, Pellegrini ve dig. 2003). ERBB2 mutasyonlari
KHDAK vakalarinin %2’sinde saptanmaktadir (Pao ve Girard 2011). Stephens ve
arkadaglar1 2004 yilinda 120 akciger kanseri hastasi ile yaptiklar ¢alismada bu hastalarin

%4’iinde, Buttitta ve arkadaglar1 ise 2006 yilinda 403 akciger kanseri hastasinin
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%2,2’sinde (n=9) ERBB2 mutasyonlar1 saptamiglardir. Villaflor ve arkadaslar1 ise 2016
yilinda likit biyopsi materyali ile yaptiklari calismada mutasyon oranini %3 olarak
bildirmigler ve literatiir verileriyle benzer sonuglar elde etmislerdir. Calismamizda Likit
Biyopsi testi kapsaminda hastalarimizin cfDNA 6rneklerinde ERBB2 gen bolgesi taranmis
ancak hicbir hastada bu gene ait varyasyon saptanmamistir. Hasta sayimizin benzer
calismalardakine kiyasla ¢ok daha az oldugu g6z Oniinde bulundurulursa elde ettigimiz
sonucun literatiirle uyum sagladigi sdylenebilmektedir.

Kanserde mutasyon analizi i¢in, ¢cfDNA’nin giivenilir bir kaynak olup olmadigini
belirlemek amaciyla,

Lebofsky ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada metastatik kanserli 34
hastadan solid biyopsi ve plazma cfDNA’sinin mutasyon durumunu karsilastirmislardir.
Bu hastalarin 27’sinde hem solid biyopsi materyali hem de plazma cfDNA’sinda toplam 29
mutasyon tizerinden 28 mutasyon tespit etmislerdir.

Benzer sekilde Janku ve arkadaslari 2015 yilinda plazma cfDNA ornekleri ve doku
biyopsi orneklerinde BRAF, EGFR, KRAS, PIK3CA mutasyon durumunu karsilagtirmis
ve plazma cfDNA orneklerinde tespit edilen cogu mutasyonu tiimor biyopsi orneklerinde
de tespit etmislerdir. Vakalar arasindaki uyum BRAF mutasyonlart i¢in %91, EGFR
mutasyonlart i¢in %99, KRAS mutasyonlart i¢in %83 ve PIK3CA mutasyonlari ig¢in %91
olarak belirtilmistir.

Xu ve arkadaglart tarafindan 2015 yilinda 42 ileri evre KHDAK hastasinda doku
materyali ve likit biyopsi materyali arasindaki mutasyon uyumu EGFR, KRAS, PIK3CA
ve TP53 genleri vasitasiyla dlgiilmiis ve doku ile plazma arasindaki uyum %76 olarak
belirlenmistir.

Calismamizda solid biyopsi materyali ile likit biyopsi materyali arasindaki mutasyon
uyumu EGFR, ALK ve ROS1 genleri araciligi ile olgiilmiis olup uyum, EGFR
mutasyonlart i¢in %68.4, ALK mutasyonlari i¢in %91.6 ve ROS1 icin %81.8 olarak tespit
edilmistir. Solid biyopsi materyali ve likit biyopsi materyali arasindaki mutasyon uyumu
hakkinda literatiirde sinirl sayida ¢alisma bulunmakta olup, tespit ettigimiz sonuglar rapor
edilen caligmalarla kismen benzerlik gostermektedir. Timor biyopsisi ve kan bazli
analizler arasindaki uyumsuz genotiplerin ise teknolojik farkliliklar, farkli tiimor hiicre

populasyonlarinin 6rneklenmesi gibi nedenlerden kaynaklandig diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Likit biyopsi ¢aligmalar1 glinlimiizde altin standart olarak kabul edilen solid biyopsiye
alternatif olusturmakta ve tiimor genotipindeki degisikliklerin gilincel durumunun
izlenmesinde hasta bireylere avantaj saglamaktadir. Geleneksel tiimor biyopsi islemlerine
gore daha minimal invaziv bir islem olan likit biyopsi hastay1 isleme bagli bir¢ok
komplikasyondan kurtarabilmektedir. Ayrica doku biyopsisine uygunluk gostermeyen
hastalarda kolay ve tekrarlanabilir bir yontem olusuyla timdr genotipindeki degisiklikleri
tespit etmek i¢in 1yi bir segenek halini almaktadir.

Yapilan ¢alismanin sonucunda akciger kanseri hastalarinda Solid Biyopsi ve Likit
Biyopsi yontemleri ile arastiritlan mutasyonlar arasinda bir uyum oldugu gézlenmis olup
hedef gen paneli analizlerinin tedavide hedefe yonelik ila¢ dnermede oldukga etkili bir
yontem oldugu belirlenmistir. Suan i¢in likit biyopsi yonteminin, solid biyopsinin yerini
almas1 disiiniilemese de rutin klinik uygulamada NGS ve cfDNA kullaniminin
hizlandirilmast ig¢in ¢esitli teknik gelismeler ve standardizasyon adimlarinin atilmasi
gerektigi diistiniilmektedir. Boylece yakin gelecekte Likit Biyopsi, etkin kanser tarama
programlarinda, primer kanser tanisinda, ila¢ se¢iminde, tedaviye yanitin degerlendirilmesi

ve takibinde etkin olarak kullanilmaya baglanacaktir.
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