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OZET

Akciger Kanseri Hastalarinda Likit Biyopsi Yonteminin Hastalik Tams1 Uzerine

EtKkinliginin Arastirilmasi

Amac: Akciger kanseri iilkemizde ve diinyada sik rastlanan bir kanser tiiriidiir. Akciger
kanserinde biyopsinin yeri énemlidir. Doku biyopsisi yontemleriyle elde edilen dokunun
yeterli tiimor hiicresi igermeme olasilifl, tekrarimin zorlugu yeni tani ydntemlerine
yoneltmektedir. Yeni nesil dizileme (NGS) tabanli Likit biyopsi testi, periferik kanda
serbest dolasan DNA’dan (cfDNA) olasi varyasyonlari tanimlamay1 saglayan bir genetik
tarama yontemidir. Amacimiz; yeni bir yontem olan likit biyopsi testinin akciger kanseri
hastalarinda tarama, tani ve tedavi igin biiyiik 6nem tasiyan timor genetik 6zelliklerinin

belirlenmesi ve bu testin tan1 lizerine olan etkinliginin arastirilmasidir.

Yéntem: Calismamiza Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na
2018-2019 yillar1 arasinda basvuran 50 akciger kanseri hastas1 alinmistir ve bu hastalara

Likit biyopsi testi calisilmistir. Elde edilen veriler analiz programlari ile analiz edilmistir.

Bulgular: Likit biyopsi testi ve analizi sonucunda hastalarin %48,8’inde EGFR ve TP53,
%20,9’unda PIK3CA, %18,6’sinda MET ve KRAS, %16,2’sinde ALK ve MAP2KI,
%9,3’iinde  BRAF, %6,9’'unda NRAS, %?2,3’tinde ROS1 genlerinde varyasyonlar
saptanmistir. EGFR, KRAS, NRAS ve BRAF genlerindeki bazi varyasyonlar ilag iligkili

olarak degerlendirilmistir.

Sonu¢: Yapilan calisma Likit biyopsi testi ile plazmada diisiik oranda goriilen
mutasyonlarin saptanabilme kabiliyeti ve tlimor genotipindeki degisikliklerin giincel
durumunun izlenmesinde hasta bireylere avantaj saglamaktadir. Ayrica hedef gen paneli
analizlerinin tedavide varyasyona yonelik ilag 6nermede oldukga etkili bir yontem oldugu
belirlenmistir.

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



ABSTRACT

Investigation of the Efficacy of Liquid Biopsy Method on the Diagnosis of Lung
Cancer Patients
Objective: Lung cancer is a common cancer type in our country and in the world. The role
of biopsy in lung cancer is important.The likelihood that tissue obtained by tissue biopsy
methods does not contain enough tumor cells leads to new diognostic methods for the
difficulty of recurrence.The next generation sequencing (NGS) based Liquid biopsy test is
a genetic screening method that allows to identify possible variations of cell free
circulating DNA(cfDNA) in peripheral blood.Our aim; the new method of liquid biopsy
test is to determine the tumor genetic characteristics which are of great importance for
screening, diagnosis and treatment in lung cancer patients and to investigate the

effectiveness of this test on diagnosis.

Method: Fifty lung cancer patients who were admitted to Kocaeli University Medical
Faculty Medical Genetics Depertmant between 2018-2019 were included in our study and
Liquid biopsy tests were performed in these patients. The obtained data were analyzed with

analysis programs.

Results: As a result of liquid biopsy testand analysis, 48,8% of the patients had EGFR and
TP53, 20,9% had PIK3CA, 18,6% had MET and KRAS, 16,2% had ALK and MAP2K1,
in 9,3% BRAF, in 6,9% NRAS and in 2,3% ROSL1 genes variations were found. Some
variations in EGFR, KRAS, NRAS and BRAF genes were evaluated as drug-related.

Conclusion: The study provides an advantage to the patient individuals in monitoring the
current status of the changes in tumor genotype and the ability to detect mutations in the
plasma with a liquid biopsy test. In addition, it has been determined that target gene panel

analysis is a highly effective method in drug prescription for variations.

Key Words: lung cancer , cfDNA, gene, liquid biopsy
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1.GIRIS

1.1. Kanser Tanimi

Bir insan viicudunda var olan canli hiicreler normal yasam dongiileri siiresince biiylirler
ve boliinerek yeni hiicreleri olustururlar. Bu siire¢ viicudun biitiin organlarinda farkl
mekanizmalar sayesinde kontrol altinda gergeklesir. Kanser, bu kontrol mekanizmasinin
bozulmasi ve hiicrenin siirekli kontrolsiiz boliinerek ¢ogalmasi sonucu gergeklesir. Kanser
hiicreleri ilk meydana geldikleri yerlerden metastaz ile farkli bolgelere tasinabilir.
Tasindiklar1 bolgelerde de gogalmaya devam edebilirler. Kanser gelismis ve gelismekte

olan tilkelerde 6nemli bir hastalik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hatipoglu 2016).

Kanser klinik tipta karsimiza ¢ikan en yaygin ve siddetli hastaliklardan biridir. Timor
(neoplasm) ya da kitlelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize bir prosestir. Biiylimesi
artik kontrol altina alinamayan malign timorler komsu dokulart istila ederek, daha uzak
bolgelere metastaz yaparak ya da her ikisine birden yayilarak ilerleyebilmektedir. Istilact
olmayan ve metastaz yapmayan, koken aldiklari doku sinirlari igerisinde kalan ve yavas
biiyliyen tiimorler benign tiimor olarak adlandirilmaktadir. Kanserin 3 temel formu vardir.
Sarkomlar kemik, kas, bag doku ve sinir sistemi gibi mezenkimal dokularda ortaya
cikmaktadir. Karsinomlar bagirsak hiicre hatti, brons ve meme kanallar1 gibi epitel
dokulardan kdken alirlar. Hematopoetik ve lenfoid neoplasmlar lenfatik sistem, periferal
kan ve kemik 1iligi boyunca yayilim gosterirler. Bu ana gruplarin her birinde tiimorler doku
tipine, histolojik goriiniimiine ve malignite derecesine gore siniflandirilirlar (Nussbaum ve

dig. 2007).

Kanser oran1 ve mortalitesi diinya ¢apinda giderek artmaktadir. Kanser artik gliniimiizde
her yas grubunu etkileyen bir hastaliktir. Diinya ¢apinda kanser kayd: tutan 185 iilkede
yasa ve cinsiyete bagli olarak 36 kanser tiirliniin giincel tahminlerini yapan
GLOBOCAN’1n yeni kiiresel kanser verilerine gore, 2018 yilinda kiiresel kanser yiikiiniin
18.1 milyon vaka ve 9.6 milyon kanser dliimiine yiikseldigini gdsteriyor. Cinsiyet ayrimi
gbzetmeksizin en sik teshis edilen kanser tiirli akciger kanseridir (tiim vakalarin %11.6s1).
Akciger kanserini meme kanseri, prostat kanseri, kolorektal kanser takip etmektedir(Bray
ve dig. 2018).



Tiirkiye 2015 kanser verileri, Avrupa Birligi tilkeleri ve Amerika gibi gelismis tilkeler
ile kiyaslandiginda kanser oraninin hem erkeklerde hem de kadinlarda daha diisiik bir
hizda oldugu goriilmektedir. Tiirkiye’de 2015 yilinda yasa standardize edilmis kanser hizi
erkeklerde yiiz binde 247,6 kadinlarda ise yliz binde 177,5tir. Total kanser orani ise yliz
binde 212,6’dir. Tiirkiye’de toplam 167.463 kisiye yeni kanser tanist konulmustur. Son 5
yilin verileri géz Online alindiginda; erkeklerde istatistiksel olarak kanser sikliginda bir

azalma oldugu goriiliirken, kadinlarda herhangi bir degisimin olmadig1 gériilmektedir.
1.2. Akciger Kanseri
1.2.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri, diinya c¢apinda meydana gelen kanser iliskili oliimlerin baglica
nedenidir. 20. yiizy1l baslarinda nadir olarak goériiliirken, 1950 yilindan beri siklig1 belirgin
bir sekilde artan, giiniimiizde hem kadinlarda hem de erkelerde goriilen en sik kanser
tiriidiir (Loeb ve dig. 1984). Akciger kanseri biitiin diinya ¢apinda her gecen yil tahmini
olarak 1.2 milyon yeni vakanin ortaya ¢iktigi en onemli kanser tiirlerinden biridir. Her
gecen gilin insidanst ve mortalitesi artmaktadir. Avrupa Birligi iilkelerinde her sene
200.000 yeni akciger kanseri olgusu tami almaktadir. Ulkemizde erkeklerde en fazla
gozlenen kanser tiirii akciger kanseridir Kadinlarda ise tiim yas gruplar1 ve kanser tiirleri
g0z Oniine alindiginda akciger kanseri, meme kanserinden sonra gelmektedir (Ulas ve dig.
2015).

Akciger ve meme kanserleri yeni olusan vaka sayist bakimindan diinya ¢apinda lider
kanser tiirleridir. Her iki tlirtin 2018 yilinda yaklasik 2.1 milyon taniya ve total kanser
yiikiiniin yaklasik %11.6’s1na katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Akciger kanseri kot
prognoz nedeniyle 1.8 milyon 6liimden sorumlu olan tiirdiir (toplam 6liimiin %18.4’1)(

https://www.who.int/cancer/en/).
1.2.2. Etiyoloji

Akciger kanseri etiyolojisinde birden fazla faktor rol oynar. Bunlar sigara kullanimu,
mesleki karsinojen maruziyetleri gibi ¢evresel faktorlerin yani sira genetik, diyet, viral
enfeksiyonlar, gecirilmis akciger hastaliklari, hava kirliligi ve immiinolojik faktorlerdir.
Sigara kullanimi akciger kanseri olusumundan sorumlu en 6nemli faktordiir. Vakalarin

9%90’dan fazlasindan sorumludur.


https://www.who.int/cancer/en/

Cesitli organik ve inorganik maddeler ile maruziyetin artmasi, akciger kanseri riskini
arttirdigr bilinmektedir. Bu mesleki karsinojenler arasinda, arsenik, nikel, kadmiyum,
krom, radyasyon, demir-gelik, asbest, berilyum, silika, formaldehid sayilabilir (Alberg ve
dig. 2005).

Epidemiyolojik veriler diyette eksik A vitamini, C vitamini ve beta-karoten aliminin
akciger kanseri riskini arttirdigini ortaya koymustur. Bol miktarda anti-oksidan igerikli
besin tiiketimi ise akciger kanserine kars1 koruyucu bir rol oynamaktadir. Bu etkinligin tam
olarak hangi mekanizmayla oldugu bilinmemekle birlikte anti-oksidan igerikli besinlerin
DNA hasarimi azaltmakta olduguna dair bilgiler vardir. Diger kanser tiirlerine yonelik
radyoterapi alan hastalarda ikincil olarak akciger kanseri goriilme riski artmistir. Bu risk

artis1 meme kanseri ve Hodgkin lenfomada gosterilmistir (Alberg ve dig. 2007).

Sigaraya maruz kalan her hastada akciger kanseri gelismemesi karsinojenlere karsi
savunma mekanizmalarinda bireysel farkliliklar olabilecegini diisiindlirmiistiir. Yapilan
caligmalarda ailede akciger kanseri Oykiisiiniin varhigr giiglii bir risk faktorii oldugunu
gostermis ve genetik bir yatkinlik olabilecegini 6ne siirmiistiir. Bu genetik farkliliklar
karsinojen metabolizmas1 ve aktivasyonunda, ayrica DNA onarim mekanizmasinda
meydana gelebilir. Ailede akciger kanseri Oykiisii bulunmasi ve bununla birlikte sigara
kullaniminin akciger kanseri riskini 30 kat arttirdigina dair bulgular saptanmistir (Diindar

2015).
1.2.3. Akciger Kanseri Simiflandirmasi

Akciger kanserinin histolojik verilere gore simflandiriimasini, Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) 2011 yilinda giincellemistir. Tiimoriin  biiyiime hizi, yayilimi, metastazin
zamanlanmasi, kemoterapi ve radyoterapiye yanit gibi parametrelere bakarak

gruplandirmistir (Ergelen ve Cimsit 2013).

Akciger karsinomlar1 2 ana baslik altinda toplanabilir. Kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri
(KHDK) ve kiigiik hiicre akciger kanseri (KHAK)’dir. Olgularin %83.2’sini KHDK,
%16,8’ini KHAK olusturmaktadir. Diinya Saglk Orgiitii simiflamasina gére birincil
akciger kanseri dort ana histolojik tipten olusmaktadir. Akciger kanseri olgularinin %
95’inden fazlasini olusturan bu dort ana tip goriilme sikliklari ile birlikte su sekildedir:

adenokarsinom (%38), skuamoz (yass1) hiicreli karsinom (%20), biiyiik hiicreli karsinom



(%5), kiiciik hiicreli karsinom (%13) ve diger kii¢iik hiicre dis1 akciger karsinomlar1 (%18)
seklinde gruplandirilabilir. (Cizelge 1.1.)

Cizelge 1.1. DSO 2004 Akciger Kanseri Histopatolojik Siniflandirmasi

Kiiciik Hiicreli Karsinom

Kombine kii¢iik hiicreli karsinom

Skuamoz Hiicreli Karsinom

Berrak hiicreli
Kiiciik hiicreli
Papiller
Baseloid

Adenokarsinom

Adenokarsinom, mikst subtip
Asiner adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Bronkoalveolar karsinom
Musindz
Nonmusinoz
Mikst
Musin salgilatan solid adenokarsinom
Fetal
Kolloid
Musindz kistadenokarsinom
Tash yiiziik hiicreli adenokarsinom
Berrak hiicreli adenokarsinom

Biiyiik Hiicreli Karsinom

Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom
Biiyiik hiicreli kombine néroendokrin karsinom
Bazaloid karsinom
Lenfoepidelyoma benzeri karsinom
Berrak hiicreli karsinom
Rabdoid fenotipinde biiyiik hiicreli karsinom

Adenoskuamoz Karsinom

Sarkomatoid Karsinom

Plemorfik karsinom
Ig hiicreli karsinom
Dev hiicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom

Karsinoid Timor

Tipik karsinoid




Atipik karsinoid

Tiikriik Bezi Tipindeki Karsinomlar

Mukoepidermoid karsinom
Adeoid kistik karsinom
Epitelyal-miyoepitelyal karsinom

Preinvaziv Lezyonlar

Skuamdz hiicreli insitu karsinom
Atipik adenomat6z hiperplazi
Diffuz idiyopatik pulmoner noroendokrin hiicre hiperplazi

Adenokarsinom, biiyiik hiicreli karsinom ve skuamoz hiicreli karsinom ise kii¢iik hiicre
dis1 karsinom (KHDK) olarak bilinmektedirler. Bu karsinom tiplerinin tek bir baslikta
toplanmasinin amaci seyirleri ve tedavi yaklasimlarinin benzer olmasidir. Bu sekilde kiigiik
hiicreli akciger kanserinden (KHAK) bariz bir sekilde ayrilmaktadirlar (Devesa ve dig.
2005).

1.2.3.1.Kiigiik hiicre dist akciger kanserleri (KHDK)

Adenokarsinom (ADK): Adenokarsinom, ¢ogu iilkede akciger kanserinin baskin bir
histolojik alt tipidir. Erkeklerde en sik goriilen akciger kanseri tipidir (Brombilla ve dig.
2001).Genellikle sigara Oykiisii bulunmayan kisilerde, kimi zaman skar doku zemininde
gelisen bu tiimor, terminal bronsiyol epitelinden koken alir. Tiimor histopatolojik olarak
genellikle karmasik heterojen bir yapiya sahiptir. Invaziv 6zellik gostermektedir (Yener ve
Apa 2014). Cinsiyet ayrimi olmaksizin her iki cinste de goriiliir. Siklig1 her gecen yil
artmaktadir. Periferik olduklarindan metastatik adenokanser ayrimi yapmak oldukg¢a

zordur. Bronkoalveoler tipte%40-50 oraninda miisin sekresyonu mevcuttur.

Skuamoz (yass1)) Hiicreli Karsinom: Erkelerde kadinlara oranla daha sik goriilen

sigara kullanimiyla ilgili olan tiimor tiirtidiir. Siklikla biiyiik bronglarin merkezinden koken
almakta ve bolgesel hiler lenf nodlarina kolaylikla yayilim gostermektedir. Periferik
yerlesimli lezyonlar ¢ogunlukla skar ile birliktelik gosterir. Toraks disina diger hiicre
tiplerine oranla daha ge¢ yayilir. Histolojik olarak bu tiimdrler iyi diferansiye tipten,
minimal skuamo6z 6zellik gosteren indiferansiye tipe kadar degisiklik gosterebilmektedir.

Prognozu diger kanser tiirlerine gore daha iyidir.

Biiyiik Hiicreli Karsinom: Bu tipte olan akciger kanseri, sitolojik farklilagma

gostermeyen, yasst veya grandiiler kanserlerin herhangi bir grubuna dahil olamayacak

5




kadar farklilasmamis bir formudur. Cogunlukla periferik yerlesimlidir. Bu kanser tipi
bazen koken aldigr ata hiicresine benzemeyen kotii, biiylik bir hiicre kitlesinden olusur.

Erken evrede uzak bolgelere metastaz yapma ozellikleri vardir (Robbins 1995).
1.2.3.2.Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK):

Erkelerde kadinlara oranla daha ¢ok goriilen, sigara kullanimiyla iligkili bir kanser
turtidiir. Kanama ve nekroz siklikla goriiliir. KHAK hizli ilerler. Cogunlukla merkezi bir
bronstan kaynaklanir. Akciger karsinomlar1 i¢inde koken aldigi yer hakkinda siklikla
tartistlan kanser tipidir. Noron Spesifik Enolaz (NSE), hiicrelerde ndrofilamentlerin
varliginin gosterilmesi, serotonin, bombesin gibi ndéroendokrinlerin peptid hormonlarinin
var olmasi bu tiimor tipinin néroendokrin hiicrelerinden koken aldigini isaret etmektedir

(Warren ve dig. 1989).
1.2.4. Akciger Kanserinde Evreleme

Akciger kanseri tanisi konulduktan sonraki adim wuygun bir sekilde evreleme
yapilmasidir. Evreleme yapilirken kullan standardize sistem T-N-M (tlimor-nodiil-
metastaz) sistemidir. Vakanin tan1 aldiktan sonraki klinik, radyolojik, brongoskopik olarak
yapilan evrelemesi klinik (kTNM) evreleme, cerrahi kosullar altindaki evrelemesi cerrahi
(cTNM) evreleme, cerrahi islem sonucuna bakilarak dokularin histopatolojik
degerlendirmelerinin ardindan yapilan evreleme, patolojik evreleme (pTNM) olarak
bilinmektedir. Evreleme toraks igi ve toraks dis1 olmak {izere iki sekilde yapilir. Toraks dis1
evreleme uzak metastaz arastirilmasi yapilmasidir. Akciger kanserinin klinik evrelemesi

yapilirken miimkiin oldugunca az invaziv yol ile hastaligin yayiliminin belirlenmesi

hedeflenir (Canbaz 2011).

Akciger kanseri ile miicadele edilirken, diger organlarin malignitelerinde oldugu gibi,
akciger kanserinin evrelemesinde anatomik yapiya ve hastaligin ilerleyisine paralel olarak
bir tiimor boyutu, lenf nodu yayilimi ve metastaz (TNM) durumunu igeren uluslararasi
standart kabul edilecek bir evreleme sistemi kullanilmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda
calisan Uluslararast Akciger Kanseri Arastirma Birligi (IASLC), Uluslararasi Kanser
Kargitlar1 Birligi (IUAC) ve Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) diizenli bir
sekilde her yil hasta popiilasyonlarini iceren verileri toplayarak, dogru bir evreleme igin

Onerilerini  sunmaktadir. Tirkiye’de de IASLC’nin sundugu evreleme sistemi



kullanilmaktadir. 2009 yilindan bu yana yedinci evreleme sistemi kullaniliyorken, 2017

Ocak ayimda IASLC tarafindan sekizinci evreleme sistemi yaymlanmigtir (IASLC 2018).

IASLC tarafindan yapilan sekizinci TNM evrelemesi Cizelge 1.2. ve Cizelge 1.3.’de

verilmistir.

Cizelge 1.2. IASLC 2017 TNM Siniflamasi

PRIMER TUMOR (T) BOLGESEL LENF | METASTAZ
NODLARI (N) PARAMETRESI (M)

TX: Primer timor | NX: M: Uzak metastaz

degerlendirilemiyor veya | Bolgesel lenf nodlar

balgam sitolojisi ile brongiyal degerlendirilemiyor.

lavajlarinda  malign  hiicre

pozitif ~ olmasmma  ragmen

goriintiileme yontemleri ve
bronkoskopide goriilmiiyor.

TO: Primer tiimore rastlanmadi. | NO: MO: Uzak metastaz yok
Bolgesel lenf nodu
metastazi
degerlendirilemiyor.

Tis: Karsinoma in situ N1: M1: Uzak metastaz mevcut
Tﬁmérle .oy tqraf M1la: Timoriin kars1
perifiDiisiyal gge” i tarafindaki  akcigerde ek
lenf nodlar1 ve

intrapulmoner lenf
nodlarina metastaz/direk
invazyon

nodiil, taraftan bagimsiz
plevral nodiil, malign plevral
ve/veya perikardiyal eflizyon

M1b:  Ekstratorasik tek
metastaz

M1c: Ekstratorasik bir veya
daha fazla organda c¢oklu
metastaz

T1: Timdrlin en genis ¢ap1 3
cm veya daha kiigiik, akciger
dokusu veya viseral plevra ile
tamamen sarili, bronkoskopik
incelemesinde  lober  brons
proksimaline invazyonu yoktur.

Tla mi Minimal invaziv
adenokarsinom

T1la Timor genis ¢ap1 <1

Tlb  Timér genis  capt
I<cap<2

Tlc Tiumdr genis cap1
2<g¢ap<3

N2:
Tliimorle  aynm1  taraf
mediastinal ve/veya

subkarinal lenf nodlarina
metastaz

T2: Timoriin en genis ¢apt 3
santimden biiyiikk fakat 5

N3:
Timorlin kars: tarafinda
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santimden bliylik degildir.
-Karinaya  olan  uzakligina
bakilmaksizin ana brons
invazyonu mevcut, karina
tutulumu yoktur.

-Viseral plevra invazyonu
-Akcigerin  bir kismi veya
biitliin akcigerde, hiler bolgeye
uzanan atelektazi veya
obstriiktif pndmoni

T2a Tiimoriin genis ¢apt
3<gap<4

T2b  Timér genis  ¢api
4<¢ap<5

mediastinal, hiler lenf
nodlari, veya herhangi
bir skalen

veya supraklavikuler lenf
nodlarina metastaz

T3: Tumoriin en genis ¢apt 5
cm’den biiylik, fakat 7 cm’den
biiyiikk degildir veya asagidaki
yapilardan birine direk
invazyonu mevcut;

-Goglis duvari

-Frenik sinir

-Parietal plevradan herhangi
birine direk invazyon
-Tiimorle ayn1 lobda ek nodiil

T4: Tumoriin en genis ¢apt 7
cm’den biiytiktiir veya
asagidakilerden birine direk
invazyon mevcuttur;
-Mediasten  -Kalp

-Biiyiik Damarlar -Trekea
-Ozefagus -Vertebra
-Diyafragma  -Karina
-Rekiirren laringeal sinir
-Timorle ayn taraf, ayr1 lobda
ek nodiil




Cizelge 1.3. TNM’ye Gore Evre Gruplar (Cok. G 2018)

Evre T N M
Gizli karsinom TX NO MO
Evre 0 Tis NO MO
Evre | 1A Timi,Tla NO MO
A2 Tib
IA3 Tlc
IB T2a
Evre I A T2b NO MO
1]=] T1a,T1lb,T1lc,T2a N1 MO
T3 NO MO
Evre 1l A T1a,T1b,T1c,T2a,T2b | N2 MO
T3 N1 MO
T4
1B T1a,T1b,T1c,T2a,T2b | N3 MO
T3,T4 N2 MO
I"nc T3,T4 N3 MO
Evre IV IVA Herhangi bir T Herhangi bir N | M1la
Herhangi bir T Herhangi bir N | M1b
IVB Herhangi bir T Herhangi bir N | M1c

1.2.5. Akciger Kanseri Molekiiler Genetigi

Onkogenlerde mutasyon sonucu meydana gelen aktivasyon, tiimor baskilayict
genlerde mutasyona bagli inaktivasyon, hiicre dongiisii diizenlenmesi ve DNA hasar-
onariminda rol oynayan genlerde meydana gelen degisiklikler, akciger kanserinde
goriilen temel molekiiler degisimler sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Kanserlerde
meydana gelen genetik degisimler kromozomal seviyede ya da tek bir niikleotid
dizisindeki degisimlerden kaynaklanabilmektedir. Kanser hiicresinde biiylime ve
cogalma siirecinde olusan onkogenler, tiimor siipressor genlerde olusan genetik
degisimler enzim polimorfizmi gibi etkenler ve anjiyogenez, invazyon, metastaz gibi
timor ile yerlestigi doku arasindaki etkilesim sonucunda tiimoéral kitle olusmaktadir

(Savas 1995).




1.2.5.1. Kiigiik hiicreli akciger kanseri genetigi

Kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) biitiin akciger kanserlerinin %15’ini
olusturmaktadir. Erken evrede metastaz goriilmesi ve baslangicta kemoterapiye yanit
gostermesi sonrasinda niiks etmesi bu tipin klinik o6zelligidir. KHAK her yil akciger
kanseri Oliimlerinin  %25’inden sorumludur (Sher ve dig. 2008). KHAK’de
3p,4p,59,16q,13q ve 17p delesyonlart ile 3q, 5p, 8¢, 199 ve Xq kazanglar1 tiimor yapisinda
en cok karsilasilan kromozomal anomalilerdir. %90’ indan fazlasinda 3p delesyonlar
siklikla bulunmaktadir. Tiimor silipressor genlerindeki degisikliklerinden dolayr 4 gen
dikkat ¢ekmektedir. ilki FHIT (fragile histidin triad geni) diadenozin trifosfat hidrolaz
enzimini kodlar ve apoptoz, hiicre dongilisii kontroliinde sekonder rol oynadig

distiniilmektedir.

Ikincisi RASSF1 genidir. Mikrotiibiil baglayici proteini kodlamaktadir. RASSF1 geni
islev kayb1 tiimér hiicrelerinin hizla biiyiimesine neden olur. Ugiinciisii RARB (retinoic
acid reseptdr beta) tiimdr siipressér genidir. Islevi aktivatér 1 protein aktivasyonunu
engellemek ve apoptozu baslatmaktir. Tiimorogenezisin baskilanmasinda ve epitel
hiicrelerin biiyiimesinin diizenlenmesinde rol oynar. KHAK’de bu gende ekpresyon kaybi
mevcuttur. Dordiincilisii yine bir timor siipressor gen olan FUSI (fused in sarcoma)

genidir. Overeksprese olmast hiicre dongiisii G1 fazinda durmaya neden olur.

TP53 geni ve RB1 geni mutasyonlar1t KHAK’de %90 civarinda goriilen diger genetik
degisimlerdir. TP53 geni mutasyonlari1 delesyon ya da nokta mutasyonlaridir. Mutant P53
proteinleri onkojenik ozellik gostererek hiicre biiylimesi diizenlenmesinin bozulmasina,
invazyona ve metastaza yol acar. RB1 geni inaktivasyonu kii¢iik hiicreli akciger kanserinde

oldukca yaygindir.

Daha az siklikta PTEN, PIK3CA, EGFR ve K-RAS mutasyonlar1 ve olgularin
%20’sinde de MY C amplifikasyonu oldugu bilinmektedir (Ekinci 2014).

1.2.5.2. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri genetigi

Hiicrenin ¢ogalmasi ve sag kaliminda 6nemli rol oynayan proteinleri kodlayan genlerde
meydana gelen mutasyonlar driver mutasyon olarak adlandirilir. Kiigiik hiicre dis1 akciger
kanserlerinin %50’sinde EGFR, HER2, KRAS, BRAF, PIK3A, ALK, MEK1, ROS1

genlerinde somatik mutasyonlar mevcuttur (Sequist ve dig. 2011).
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e EGFR Mutasyonu

Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR), hiicrenin proliferasyon ve apoptozisi
diizenleyen sinyal iletim yolaklarinin kontroliinlin saglanmasinda hiicre ylizey reseptorii
olarak gorev yapan tirozin kinazlarin ErbB ailesinin bir iyesidir. Bu transmembran
reseptorler hiicre ylizeyinde monomer halinde bulunurlar. Bu reseptorler hiicre yiizeyine
bir ligand baglandiginda aktive olurlar. EGFR ligandlar1 olarak bilinenler; epidermal
bliylime faktorii (EGF), epiregulin ve transforma edici biiyiime faktorii alfa’dir. Hiicre

dinlenme durumundayken EGFR bloke haldedir (Pauwels 2012).
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Cizim 1.1. EGFR Geni Lokalizasyonu (genecards.com)

EGFR, hiicre ¢cogalmasi, farklilasmas1 ve apoptoz gibi temel biyolojik olaylar1 kontrol
etmekte ve birgok sinyal iletim yollarin1 diizenlemektedir. EGFR sinyal yollarindaki
diizensizlikler kanserle iliskilendirilmektedir (Caliskan 2015). EGFR hem normal hiicre
proliferasyonu hem de malign forma doniisme ile iligkili tirozin kinaz aktivitesi gosteren
bir transmembran glikoproteinidir. KHDAK’lerin %13-80’inde EGFR genlerinde
mutasyonlar olusmaktadir (Zhang ve dig. 2008).

EGFR geni 7.kromozomda lokalizedir. EGFR geninde meydana gelen somatik
mutasyonlar ekzon 18, 19, 20 ve 21°de olmaktadir. Ekzon 19 ve 21’de olusan somatik
mutasyonlar EGFR mutasyonlarinin %80’inden fazlasindan sorumludur. Ekzon 19°da
meydana gelen delesyon ile 16sin-arjinin-glutamat-alanin yapisi ortadan kalkar. Ekzon 21
mutasyonu L858R nokta mutasyonu sonucunda timin-guanin transversiyonu arjinin yerine
16sin gegmesi ile olusur. Ekzon 20 mutasyonu ise 790. pozisyonunda bulunan treonin
yerine metionin gegmesi sonucu T790M mutasyonudur. Ekzon 19 ve 21 mutasyonlari iyi
prognoz ile iligkilendirilirken ekzon 20 mutasyonu direng ve Kkotli prognozla

iliskilendirilmektedir (Unal 2012).

Aktivasyon baglatict mutasyonlar reseptdriin katalitik bolgesinin yapisini degistirerek
stirekli kinaz aktivitesine neden olur. Bu yapisal degisiklik EGFR tirozin kinaz inhiitorleri

(TK1) i¢in baglanma bolgesi olusturur. Bunun sonucu olarak bu mutasyonlar TK1’ne hassas
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ve onlarla korele ozellik gostermektedir. KHDAK hastalarimin %40-80’inde EGFR
overekpresyonu mevcuttur. EGFR’yi hedef alan kiiciik molekiillii terapotik ajanlar
gefitinib, erlotinib ve afatinibdir. Bu TK1’ler, tirozin kinazlarin otofosforilasyonunu ve
ATP baglanmasin1 geri doniisiimlii olarak bloke ederler. Bu sekilde sinyal iletimi

engellenmis olur.

Gefitinib, icotinib ve erlotinib EGFR’yi hedef alan birinci kusak tirozin kinaz
inhibitorleridir. Afatinib, dacomitinib ve neratinib ise hem EGFR hem de HER2

inaktivasyonunu hedef alan tirozin kinaz inhibitoriidiir (Ekinci 2014).

e TP53 Mutasyonu

Insan kanser tiirlerinde en fazla bulunan gendir. 17. kromozomun 17p13 bédlgesinde
lokalizedir (Tchia ve dig.1991). Birgok kanser tiirtinde p53 geninin kaybi s6z konusudur.
Hiicre radyasyona veya karsinojen etkenlere maruz kaldiginda p53 geni p53 proteinini
sentezler. p53 proteni hiicre ¢ekirdeginde birikmeye baslar. Bunun sonucu olarak bir siklin
bagimli kinaz kodlanir ve hiicrenin S fazina ge¢mesi engellenir. Hiicre G1 fazinda
beklerken DNA’daki hasarlar onarilmaya caligilir. P53 tiimor baskilayici geni birgok

kanser tlirlinde mutasyona ugramis haldedir. (Maeda ve dig. 2008).
o KRAS Mutasyonu

KRAS geni Ras gen ailesinin bir iiyesi olup, 12.kromozomun 12p12.1 boélgesinde
lokalize durumdadir ve 6 ekzondan olusmaktadir. KRAS geninin alternatif splicingi
sonucu KRAS4A ve KRAS4B olmak iizere iki izoformu olusur. Bir GTPaz olan K-ras
proteini, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptoz gibi bir ¢ok biyolojik olayda gorev

alir.

KHDAK vakalarinin %20-30’'unda KRAS gen mutasyonu meydana gelmektedir.
Nokta mutasyonlar bu gene ait spesifik bolgelerde olusur. Cogunlukla ekzon 1°deki 12. ve
13. kodonda, nadir olarak da ekzon 2’deki 59. ve 61. kodonda olusur. Kiiciik hiicre dis1
akciger kanserlerinde KRAS mutasyonlarinin %95°ten fazlas1 kodon 12 ve 13’te, %80-
90’min ise sadece kodon 12’de meydana geldigi bilinmektedir. Kodon 12 igin en sik
rastlanan degisim G-T transversiyonudur. KRAS geninde meydana gelen nokta mutasyon
neticesinde eksprese olan K-ras proteininin sekli degisir ve protein normal olmayan sekilde
GTPaz aktivitesi gosterir. Bunun sonucu olarak siirekli aktif olan protein durmaksizin

hiicre cogalmasin1 uyarir. KRAS mutasyonuna sahip hastalarin EGFR mutasyonuna sahip
12



hastalara gore hayatta kalim siirelerinin daha kisa oldugu belirtilmektedir. KRAS gen
mutasyonuna sahip hastalarin erlotinib ve gefitinib gibi tirozin kinaz inhibitdrlerine karsi
direng gosterdikleri bilinmektedir. Bu mutasyonun varliginin saptanmasi hedeflenen tedavi
acisindan yol gosterici olaraktir (Krypuy ve dig.2008 , Pao ve dig. 2007).

e HER2 Mutasyonu
EGFR ailesinin iiyesi olan bir onkogendir. Bir ¢esit tirozin kinaz reseptorii kodlar ve

hiicre ¢ogalmasimni diizenlemektedir. HER2 mutasyonlart kiiciik hiicre disiakciger
kanserlerinin %1-4’tinde bulunur. HER2’de meydana gelen mutasyonlar ekzon 20’de
olusan insersiyonlardir ve tirozin kinaz bolgesine karsilik gelmektedir. HER2 mutasyonu
tirozin kinazin siirekli aktivasyonuna yol agar ve siirekli olarak hiicre cogalmasini indiikler.
KHDAK hatalarinda HER2 ekspresyonu artmis durumdadir. KRAS ve EGFR mutasyonlari
ile birlikte bulunmadig1 bilinmektedir (Ekinci 2014).

e PIK3CA Mutasyonu
21 ekzon igeren fosfatidil inozitol kinaz (PI3K)’1n katalitik alt iinitesini kodlayan bir

gendir. Biiyiime faktorleri tarafindan uyarilan reseptor, tirozin kinazlarin aktive ettigi hiicre
islevlerini diizenleyen hiicre sinyal yolaklarinda gorev alan sekonder mesajc1 PIP3’ii {iretir.
Akciger kanseri de dahil olmak {izere bircok kanser tiiriinde bu gene ait gen
amplifikasyonlari, delesyonlar1 ve daha siklikla yanlis anlamli mutasyonlar saptanmistir.
Bu mutasyonlar aktif AKT sinyal iletimi ve artmis onkojenik aktiviteye sebep olmaktadir.
Stirekli aktif PI3K/Akt sinyal yolagina neden olan PIK3CA mutasyonlart EGFR tirozin
kinaz inhibitorlerine kars1 gelisen ila¢ direnci ile iliskisinin oldugu diisliniilmektedir
(Caligkan 2015).

e BRAF Mutasyonu

BRAF geni 7.kromozomun q34 bolgesinde bulunur. Bu gen 18 kodon ile 766 aminoasit
uzunlugunda BRAF proteinini kodlar. BRAF sitoplazmik bir serin treonin protein kinazdir.
KRAS sinyal yolagmin alt {nitelerini aktive eder. Hiicrenin c¢ogalmasinda,
farklilasmasinda ve transkripsiyonel faaliyetlerinde gorev alir (Leicht ve dig. 2007).

KHDAK olgularmin yaklasik %3’tinde BRAF aktive edici mutasyonlart bulunur
(Thomas ve dig. 2013). BRAF mutasyonlari kinaz aktivasyonunda artisa sebep olur ve
cogunlukla adenokanser histopatolojisinde ve sigara igmeyenlerde goriiliir. EGFR ve
KRAS driver mutasyonlar: ile birlikte goriilmez. En fazla goriilen V60OE ekzon 15
tarafindan kodlanan aktive edici mutasyonudur ve olgularin %50’sinde goriiliir. Olgularin
%39’unda ekzon 11 tarafindan kodlanan G-loop bdlgesinde olusan G469A ve %11’inde
ekzon 15 tarafindan kodlanan D594G mutasyonu bulunur (Zhang ve dig. 2010).
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e ALK Mutasyonu
ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) geni 2.kromozomun 23p bélgesinde bulunur. 29

ekzon ile 1620 aminoasit uzunlugunda transmembran ALK reseptdr tirozin kinaz proteinini
kodlar. ALK insulin reseptor tirozin kinaz alt ailesinin bir tiyesidir. Hiicrenin apoptoz
inhibisyonunda ve hiicre ¢ogalmasinda gérev alir (Amin ve Lai 2007). Olgularin yaklasik
%3-7’sinde ALK yeniden diizenlenmesi goriiliir. Fiizyonlar ALK kinaz bdlgesinin
tamamini bulundururken fiizyon esi ALK’nin dimer olusumuna katki saglar ve kinaz
aktivitesinin otonomi kazanmasina yol agar. ALK nin en sik goriilen fiizyon esi EML4 tiir.
EMLA4 ile ALK ’nin en az 15 farkl flizyon varyant1 bulunmustur ancak klinik énemi heniiz
bilinmediginden daha fazla inceleme gerektirir. ALK fiizyonu olan kanserlerin, ALK
kinaz aktivitesine bagimli olmasi sebebi ile ALK tirozin kinaz inhibisyonuna karst duyarli
oldugu gosterilmistir (Choi ve dig. 2008).

e ROS1 Mutasyonu
ROS1 geni, 6.kromozomun q22.1 bolgesinde bulunur. 43 ekzon ile ROSI1 integral

membran proteinini kodlar. MAPK ve PI3K-Akt yolaklarin1 aktive eder. Hiicre
biiylimesinde ve c¢ogalmasinda gorev alir (Zhang ve dig. 2010). ROS1 yeniden
diizenlenmesi olgularin %2’sinde bulunur.ROS1 flizyonu EGFR, ALK ve KRAS gibi
driver mutasyonlarla birlikte bulunmaz. ROS1’in birden fazla fiizyon esi bulunmustur. Bu
fizyon esleri ROS1 fiizyonunun dimerlesmesinde rol oynar ve ROS1’in otonomi
kazanmasina neden olduklari bilinmektedir. ALK/MET/ROSI tirozin kinaz inhibitorii
crizotinib’in ROS1 pozitif hiicre hatlarinda etkili oldugu gosterilmis ve ileri evre ROS1

pozitif KHDAK hastalarinda yanit verdigi gériilmiistiir(Thomas ve dig. 2013) .

1.2.6. Akciger Kanserinde Tani

Akciger kanseri tanisinin noninvaziv olarak degerlendirilmesinde toraks BT, MRG,

endoskopik ultrasonografi(EUS) ve PET-BT kullanilmaktadir.

Bilgisayarh Toraks Tomografisi: Toraks BT akciger kanserlerinin evrelemesinde ve

tan1 konulmasinda kullanilan standart yontemdir. Toraks igerisindeki tiimoriin bolgesini,

biiyiikliigiinii ve anatomik yapi ile baglantisin1 gosterebilmektedir (Vesselle ve dig. 2002).

Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRG): MRG iyonize radyasyon icermeyen ve her

diizlemde goriintiileme yapma 6zelligine sahip bir tekniktir. Ikincil goriintiileme yontemi
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olarak akciger kanserlerinin degerlendirilmesinde kullanilir (Heelan ve dig. 1989). BT ye
gore damarsal yapi ile lenf nodlar1 ayrimi daha iyidir. BT ve MRG gibi tiimoriin anatomik

yapisini gosteren teknikler ile kitlelerin malign veya benign oldugunun anlagilmasi zordur.

Endoskopik Ultrasonografi_ (EUS): Bu teknik ile genellikle sol alt paratrakeal,

aortikopulmoner pencere, subkarinal, paradzefagiyal, pulmoner ligament lenf nodlar1 ve
sol adrenal gland metastazlar1 degerlendirilir. BT ye gore malign lenf nodlarin1 saptama

orani daha iyidir ve yanlis pozitiflik orani daha azdir (Kramer ve dig. 2003).

Pozitron Emisyon Tomografisi Bilgisayarlh Tomografi (PET-BT): Son yillarda

akciger kanseri tanisinda kullanimi gittik¢e yayginlasan bir yontemdir. Glikoz tiiketiminin
cok oldugu alanlarin belirlenmesine dayanir. Beyin, kalp kaslari, bobrek ve nispeten
mesane disindaki bolgelerde glikoz birikimi o bolgede giiclii bir inflamatuar reaksiyonunun
varligimmi gosterir. Boylece radyoaktif isaretli glikoz viicuda verilerek birikimin fazla
oldugu bolgeler belirlenir. Radyoaktif isaretleyici olarak da ¢ogunlukla flor-18 ile isaretli
2-deoksi 2-floro-de-glikoz (FDG) kullanilir. Viicudun herhangi bir bdlgesindeki FDG
tutulum degeri standart uptake value (SUV) olarak ifade edilir. Tiimor hiicreleri de dogasi
geregi yiiksek glikoz tiiketimine sahiptir. SUV degeri ne kadar yiiksek olursa timoriin

malignitesi o kadar artar (Lardinois ve dig. 2003).

PET’in degerlendirilmesinin BT ile birlikte yapilmasi Onerilir. Tek basina PET
metabolik goriintiilemeyi saglar. Bu goriintiilemenin oldugu bolgenin morfolojik olarak da
ayni anda analizi gereklidir. Bu yiizden PET-BT nin birlikte kullanim1 daha dogru bilgi
vermektedir (Goldsmith ve dig. 2004).

Akciger kanseri tanisinda kullanilan invaziv yontemler:

Bronkoskopi: Akciger kanseri siiphesi bulunan hastalarda tani, evreleme, tedavi ve
tedaviyi izleme amagli kullanilan bir yontemdir. Bronkoskopi ile saptanan kitle tiiriine gore
brons biyopsisi, transbronsiyal biyopsi, bronsiyal firgalama, brons lavaji, transbronsiyal

igne aspirasyonu, bronkoalveolar lavaj yapilabilmektedir (Kayacan ve Beder 2009).

Plevral Sivi_Aspirasyonu/Plevral Biyopsi: Adenokanserlerde sitolojik olarak tani

konulmas1 diger kanser tiirlerine gore daha yiiksektir. Plevra biyopsisinin sitolojik tan

degeri %60-75"tir (Ozlii 2009).
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Mediastinoskopi/ Anterior Mediastinotomi:  Anterior mediasten tiimorleri ve

genellikle aortikopulmoner pencerede var olan lenf bezlerinin incelenmesinde kullanilan

bir yontemdir.

Lenf Bezi Biyopsisi: Supraklavikular bolge ve servikal bolge gibi alanlarda ele gelen

lenf bezi varliginda uygulunan bir yontemdir. Lenf nodunun malign olarak tespit edilmesi

ameliyat edilemez bir durumdur.

Torakotomi: Erken evre vakalarda, diger tami yontemleri ile tani konulamadigi

durumlarda hastanin rezeksiyon durumu da varsa torakotomi yapilir.

Transtorasik Ince Igne Aspirasyonu: BT ya da USG ile birlikte deri gecisli olarak

uygulanmaktadir. Akcigerlerde malignite siipheli kitle, nodiil ve sertlesmenin oldugu

dokularin tanisinda ve mediastinal kitlelerin tanisinda kullanilir (Ak 2010).
1.2.7.Akciger Kanserinde Tedavi
Kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri (KHDAK) tedavisi evrelere gore asagidaki gibidir.

TXNOMO ve yiizeysel timorlerde tedavi, yayilim derinligi 3 mm’yi ve uzunlugu 1
cm’yi gegmeyen tiimor saptanan vakalarda dngoriilen tedavi sekli cerrahidir. Cerrahi islem
miimkiin almayan vakalarda ise ek tedavi secenekleri su sekildedir; brakiterapi, argon

plazma koagiilasyon, fotodinamik tedavi, elektrokoter ve kriyoterapi.

Evre IA ve IB tiimorlerin tedavisindeki standart yaklasim, tiimdriin bulundugu akciger
dokusu ile birlikte cerrahi olarak ¢ikarilmasi ve hiler, mediastinal lenf bezi diseksiyonu ile
total rezeksiyonudur. Hiler ve mediastinal lenf bezi diseksiyonu rutin bir sekilde olmalidir.

(Keller ve dig. 2000).

Evre 1A (N1) ve IIB (N1) tedavisinde, cerrahi operasyon ile tiimdriin total olarak

cikarilmasidir. Hiler ve mediastinal lenf bezi c¢ikarilmasi rutin olarak yapilmalidir

(Scagliotti ve dig. 2003).

Evre III3A’da tedavi, gogiis duvari, mediastinal plevra, pariyetal perikard, mediastinal
yag dokusu ve ana brong etkilenmesi nedeniyle T3 (N1) vakalarda tiimoriin cerrahi olarak
total ¢ikarilmasidir. Neoadjuvant kemoterapiye cevap alinmis ve cerrahi olarak ¢ikarilmis
olgularda ayni protokolle adjuvant olarak tedaviye 2-3 kiir daha devam edilmelidir
(Depierre ve dig. 2002).
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Evre 111B tedavisi, cerrahi olarak ¢ikarilma potansiyeli olan T4 NO-1 MO vakalarda 2-3
kiir sisplatin bazli sistemik indiiksiyon kemoterapi uygulandiktan sonra, primer timor
boyutunda kiigiilme varsa cerrahi operasyon durumu tekrar gézden gecirilir. Bir degisme
yoksa ya da tiimor boyutunda ilerleme varsa radikal torasik radyoterapi ya da

kemoradyoterapi uygulanmaya baglanir.

Evre IV tedavisi, temel tedavi sekli sisplatin bazli kombine kemoterapidir. Fakat
kemoterapi uygulanmasindaki amag¢ bulgunun kontrolii ile ilerlemeyen sagkalim ve genel
olarak sagkalimda uzama elde etmeyi saglamaktir (Soria ve dig. 2001). Tam veya kismi
cevap alman, yasam kalitesi sabit stabil hastalikta 2 kiir daha kemoterapi verilir. Her
kemoterapi sonrast tiimor boyutunda kiiglilme olan hastalarda kemoterapi 6 kiire

tamamlanir (Patchel ve dig. 1990).
1.3. Likit Biyopsi

Kanda dolasan tiimdrler (CTC) ile ilgili ilk rapor 1869 yilinda Avustralyali bir hekim
tarafindan, hastasinin Oliimiinden sonra hastanin kaninda timor hiicrelerine benzer
hiicrelere rastlamasiyla olusturulmustur (Ashworth 1869). 1945-1955 yillar1 arasinda bu
konu ¢ok fazla ilgi gérdii ve bu konuyla ilgili pek ¢ok makale yayinlandi (Engel
1955)(Christopherson 1965). Son yillarda kanda serbest dolasan DNA (cfDNA)’lar ve
dolagimdaki tiimor hiicrelerinin (CTC) analizleri, tespiti ve molekiiler karakterizasyonlari
yeni biyobelirtegler olarak ilgi gormiistiir. Su anda hem temel bilimlerin hem de klinik

bilimlerin arastirma konusu olmustur (Ranuncolo 2016).

Likit biyopsi terimi, periferik kandan elde edilen serbest dolasan DNA’lar ile tiimor
hiicresi DNA’larmi1 kapsamaktadir. Somatik hiicreler ¢evresel etkiler veya genetik
faktorlerin etkisi ile tamir edilemeyecek sekilde hasarlandiginda apoptoz veya kanserlesme
yoluna girerler. Apoptoz yoluna giren hiicrelerin biiziiserek niikleuslar1 parcalanir. Hiicre
icerigi fagosite edilir. Kromozom kondenzasyonu gercekleserek DNA fragmentlere ayrilir

ve dolagima katilir.

Kanserlesme yoluna giren hiicreler ise sinirsiz bdliinme ve proliferasyon yetenegi
kazanarak tiimor hiicrelerini olustururlar. Immiin sistem tarafindan tanmabilen timor
hiicreleri nekroz ile ortadan kaldirilir. Nekroz sirasinda ozmotik basing etkisi ile hiicreler

patlar ve enflamasyon olusturur. Nekroz sirasinda da DNA fragmentasyonu gozlenir.
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Hiicrenin patlamasi sonucu fragmente olmus timor DNA’lar1 dolasima katilir (Elmore

2007 ve Zhivotosky 2001).

Kanser hiicrelerinin en belirgin 6zelliginden bir tanesi de metastaz yapabilme yetenekleridir.
Lenfatik ve vendz dolasim yollar1 ile uzak organlara taginmaktadirlar. Uygun bdlge
bulduklarinda da yerlesmektedirler (Sethi 2011). Normal sartlarda 1gr tiimor i¢in dolagima
her giin 10° tiimor hiicresinin dokildigi gozlenmistir. Ancak bu say1 kanserin tiiriine ve

evresine gore degismektedir (Chang 2000).

Akciger kanserinin erken tanisinda ve tedavisinde biyolojik belirtegler ilgi ¢cekmektedir.
Bahsedilen biyolojik belirtecler arasinda EGFR translokasyonu, ALK translokasyonu,
ROSL1 translokasyonu, BRAF mutasyonu ve MET amplifikasyonu yer alir. Tanida timor
dokusunun molekiiler profilinin ¢ikarilmasi, hedeflenebilir mutasyonlarin belirlenmesi
onem tasimaktadir (Chadhuri 2017). Hedeflenebilir mutasyonlar son zamanlarda kanser
tedavisinde kokli degisimlere neden olmustur ancak bunun yani sira bir takim sorunlar da
mevcuttur. Bu sorunlar arasinda tiimor heterojenitesi basta olmak tiizere, klonal degisim,

biyopsi yontemlerinin potansiyel ilaglara erisim sorunlart ve ilacin olmamasi yer alir

(Heitzer 2015).

Tedavi edilmekte olan tiimoérler, tiimor heterojenitesi ve klonal degisimler sonucunda
direng gelistirebilirler. Bu durumda uygulanacak olan yeni tedaviye tiimoriin genetik
degisimine bakilmaksizin karar verilmektedir. Bazen de tiimor dokusuna ulagmak zor
olmaktadir. Bu sorunlarin ¢ézlimiine yonelik olarak yapilan ¢alismalar sonucunda, akciger
kanserinin erken tanisinda, tiimdriin tedaviye yanitim1 belirlemek ve gelisen direnci tespit
etmek iizere, hastalifin tedavisinde kan, serum ve plazma 6rneklerinde tiimor ve timor
hiicrelerinin tespiti amaciyla noninvaziv likit biyopsi (LB) yontemi karsimiza ¢ikmaktadir
(Molina 2016).

Likit biyopsi yontemi ile apoptoz veya nekroz sonucu 6len hiicrelerden salinan hiicre

dis1 DNA’lar (cfDNA) yakalanmaya ¢alisilir. Bu hiicre dist DNA’lar;

e tlimor kaynakli bir {irlin olan dolagimdaki tiimor hiicreleri (CTCs),
e dolasimdaki tiimor DNA (ctDNA),
e cgzozomlarin igerigindeki DNA, RNA, proteinler ve

e tiimor egitimli trombositler (TEPs)’1 igerir.
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Basit bir kan alimi sonucunda bu test caligilabilmektedir. Son yillarda cfDNA’nin
kullanimina olan ilgilinin artmasiyla, CFDNA kanser ve otoimmiin hastaliklar gibi klinik

durumlarin tan1 ve prognozunda yol gosterici olmaktadir (Ramirez ve dig. 2016).

cfDNA kanda ya da serumda bulunan tek veya c¢ift zincirli molekiildiir. Yapilan
caligmalar tek niikleotid mutasyonlari, metilasyon degisiklikleri ve kanserden tiiretilmis
viral diziler gibi kanserle iligkili birgcok molekiiler 6zelligin cfDNA’da bulundugunu
gostermistir. Bu bulgular ¢cfDNA teknolojisinin kesfi i¢in dnemlidir. Viicut hiicreleri
cfDNA’y1 kan dolagimina salarlar. Ancak bazen cfDNA kanser hiicresi kokenli olmayabilir
ve timor kaynakl degisiklikleri tespit etmeyi zorlastirir. Belirli mutasyonlar hakkinda bilgi
sahibi olmak yararli olabilir ancak bu bilginin elde edilmesi zor olabilir. Bununla beraber
son teknolojik gelismeler, kanser hastalarinin cfDNA’sindaki genetik ve epigenetik
degisiklikleri tanimlamay1 miimkiin hale getirerek bu sinirlamalarin iistesinden gelmistir (

Callejo ve dig. 2016).

Egzozomlar; kanser hiicreleri ve diger hiicreler tarafindan hiicre dig1 ortama salinan
40-100 nm boyutunda olan vezikiillerdir. DNA, RNA ve miRNA’lar1 igerir ve hiicre-hiicre
aras1 iletisimi saglarlar. Bu vezikiiller timor biiyiimesi, ilerlemesi, ilag direnci ve

metastatik durum gibi tiimor biyolojisi ile ilgili birgok konuda 6nemli role sahiptir.

Trombositler, timor hiicreleri ile etkileserek tiimor biiylimesi, invazyonu ve metastaz
gelisiminde 6nemli rol oynarlar. Dolasgimdaki serbest niikleik asitler, tiimor hiicreleri ve
timOr DNA’lar1 en sik analiz edilen ve yiiksek spesifiteye sahip bilesenlerdir. Dolagimdaki
timor DNA’lar1 tiimoriin tiim genetik 6zelliklerini barindirir ve tiimor spesifik genetik ve
epigenetik degisikliklerin analizine imkan verir (Santarpia ve dig. 2011). Kanserli
bireylerde saglikli bireylere gore, metastatik hastalarda metastatik olmayan hastalara gore
serbest dolasan DNA miktar1 daha fazla bulunmaktadir. Serbest dolasan DNA miktar1

timoriin evresi ve yiikii ile dogru orantilidir (Sozzi ve dig. 2003).

Glinlimiizde cfDNA’daki genetik degisimleri belirlemek i¢in ¢esitli metodlar
bulunmaktadir. Bu metodlar real-time PCR, digital PCR, amplifikasyon ve magnetikler
(BEAMing), yeni nesil dizileme (NGS) ve kiitle spektrometresi genotiplemesi (MS
genotyping)’dir (Ramiez ve dig. 2016). Bu tez ¢alismasinda NGS temelli analiz yontemi

kullanilmistir.

19



NGS, bugiine kadar klinik molekiiler onkolojide en yiliksek tespit duyarliligini ve
Ozgulliglinii gostermistir. Yapilan c¢alismalar NGS’nin cfDNA’daki tiimor kaynakli
mutasyonlar1 tanimlamak i¢in uygun, dogru ve hassas bir teknik oldugunu gostermistir.
Giliniimiizde 6zel ve degistirilmis ancak ayni prensibe sahip birden fazla NGS teknigi
vardir. Tek DNA molekiillerinden kisa dizilerin iiretilmesine ve genomun onemli bir
boliimiiniin dizilimi ile sonuglanan bir referans diziyle karsilastirilmasina dayanirlar.
NGS’nin temel avantaji, diger teknikler ile tespit edilemeyen genetik ve kopya numara

degisikliklerinin oldugu bolgeleri tanimlayabilmesidir (Ramirez ve dig. 2016).

NGS, Sanger dizileme ile kiyaslandiginda daha giiglii avantajlara sahiptir. Binlerce
genin ve neredeyse tim genomun test edilmesini saglayacak verime sahiptir. NGS az
miktardaki DNA girdisi ile de iyi bir test performansi gostermektedir (Luthra ve dig.
2015). NGS bazl likit biyopsi, doku biyopsisinden kaynaklana bdlgesel heterojenligi ve
aday gen karakterizasyonundan genomik bilgideki sinirlamalarini asan KHDAK’nin
minimal olarak invaziv ve kapsamli bir genomik profilini olusturmay1 kolaylastirir (Zill ve
dig. 2016). Bununla birlikte bu teknik pahalidir, sonuglar1 kapsamli bir sekilde analiz edip
yorumlamak i¢in uzman personele ihtiya¢ duyar ve verilerin depolanmasi i¢in kapsamli bir

altyapiya sahip olunmasi gerekir (Ramirez ve dig. 2016).

Likit biyopsi analizi kanser arastirmalarinda hizla ilerleyen bir alandir. Kanser
hastalarinda erken tani ve tedavi siireglerinin izlenmesinde, metastatik relaps veya
metastatik progresyon, gercek zamanli risk tahmini, tedavi hedeflerinin belirlenmesi ve

direngliligi gibi konularda yol gostericidir (Callejo ve dig. 2016).
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2.AMAC

Bu tezin amaci, yeni bir yontem olan likit biyopsinin, akciger kanseri hastalarinda
tarama, tan1 ve tedavi i¢in biiylik 6nem tasiyan tiimor genetik 6zelliklerinin belirlenmesi ve
bu testin tani lizerine olan etkinliginin arastirilmasidir.

Belirlenen genetik mutasyona ve 6zelliklere bagli olarak klasik kemoterapinin yani1 sira
kisiye Ozgii akilli ilaclar ile tedavi olanaklarinin belirlenmesine de yardimci olunmast

amaclanmaktadir.
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3.YONTEM

Aragtirmamiz, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan KU GOKAEK
2019/89 karar numarasiyla kabul edilmistir.

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji Anabilim Dali’na
bagvuran akciger kanseri tanis1 almis, cinsiyet farki gézetmeksizin 50 hasta calismaya
alimmistir. Calismaya alinan hastalarn 30 ml periferik kan orneklerinden cfDNA
izolasyonu ve Likit Biyopsi Testi, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi

Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvarinda yapilmstir.

Ayni giin igerisinde hastadan alinan 30 ml taze kan 6rneginden kullanilmak tizere 10 ml
plazma elde edilmistir. Plazmadan viicut sivisinda serbest dolasan niikleik asitlerin
(cfDNA) izolasyonu yapilmustir. izole edilen ¢fDNA’lar PCR teknigi ile ¢ogaltilmistir.
Cogaltilan triinler yeni nesil dizileme teknigi ile (NGS) dizilenmistir. Elde edilen veriler

tez calismasi kapsaminda degerlendirilmistir.
3.1. ¢fDNA izolasyonu

e Hastadan alinan 30 ml kan 2000g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi.
e Plazma yeni santrifiij tiiplerine aktarildi.

e Plazma 16000g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi.

Cizelge 3.1. Plazma hacmine gore cfDNA izolasyon bilesenleri

Bilesenler Plazma Hacmi
1ml 2 ml 4 ml 5ml 10 ml
MagMax Cell | 1,25 ml 2,5ml 5ml 6,25 ml 12,5 ml
Free DNA
Lysis/Binding
Solution
MagMax Cell | 15 pl 30 ul 60 ul 75 ul 150 pl
Free DNA
Manyetik
Boncuk
Son Hacim 1,265 ml 2,53 ml 5,06 ml 12,65 ml 12,65 ml

e 10 ml plazma pellete dokunulmadan yeni tiipe alindi.
e Plazma tizerine 12,5 ml MagMAX Cell Free DNA Par¢lama Baglama Soliisyonu
ve 150 ul MagMAX Cell Free DNA manyetik boncuk eklendi.
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Hiz1 7 veya daha yiiksek olacak sekilde 10 dk vortekslendi.

Tiip 5 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete yapisana
kadar DynaMag Magnet tizerinde bekletildi.

Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

Tiip magnet lizerinde tutulmaya devam edilerek siipernatant pipet yardimiyla
tamamen uzaklastirildi.

Tiip magnetten alindu.

Beadler 1 ml MagMAX Cell Free DNA yikama soliisyonu ile yeniden siispanse
edildi.

Boncuk soliisyonu yeni 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi.

Boncuk soliisyonu igeren tiip DynaMag-2 Magnet iizerinde 20 saniye bekletildi.
Siipernatant tekrar bir Onceki tiipe aktarilip karistirilarak tiipte kalan boncuklar
tamamen toplanmaya calisildi. Tiipten alinan boncuk soliisyonu tekrar magnet
tizerindeki 1,5’luk tiipe aktarildi.

Tiip 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete yapisana
kadar DynaMag-2 Magnet {izerinde bekletildi.

%380’lik alkol ve 0,1X TAE hazirlandi.

Siipernatant boncuklara dokunulmadan 1ml’lik pipetle uzaklastirildi.

Magnet 5 kez masaya vuruldu ve kalan siipernatant 200ul’lik pipet ile tekrardan
uzaklagtirildi.

1,5’luk santrflij tiipli magnetten alindi, Iml %80’lik alkol eklendi ve 30 saniye
vortekslendi.

Tiip 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete yapisana
kadar DynaMag-2 Magnet {izerinde bekletildi.

Stipernatant boncuklara dokunulmadan 1ml’lik pipet ile uzaklastirildi.

Tip DynaMag-2 Magnet ilizerinde 5 dk kurumaya birakildi.

Magnet 5 kez masaya vuruldu kalan siipernatant 200p’lik pipet ile uzaklastirildi.
Tiip magnetten alind1.

400ul 0,1X TAE eklendi ve 5 dk vortekslendi.

1,5’luk tiip 2 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete
yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletildi.

Stipernatant yeni 1,5ml’lik tiipe aktarildi.
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10ul MagMAX Cell Free DNA Manyetik boncuklar ve 500ul MagMAX Cell Free
DNA pargalama/baglama soliisyonu eklendi.

5 dk vorteks yapildi.

1,5 ml’lik tiip 5 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete
yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletildi.

Stipernatant boncuklara dokunulmadan 1ml’lik pipet ile uzaklastirildi.

Tiip magnetten alindi, 1ml MagMAX Cell Free DNA yikama soliisyonu eklendi ve
30 saniye vorteks yapildi.

1,5 ml’liktiip 5 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete
yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletildi.

Stipernatant boncuklara dokunulmadan 1ml’lik pipet ile uzaklastirildi.

Magnet 5 kez masaya vuruldu kalan stipernatant 200p’lik pipet ile uzaklastirildi.
Tiip magnetten uzaklastirilarak 1ml %80’lik alkol eklendi ve 30 saniye vorteks
yapildi.

1,5SmI’lik tiip 5 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete
yapigsana kadar DynaMag-2 Magnet tizerinde bekletildi.

Siipernatant boncuklara dokunulmadan 1ml’lik pipet ile uzaklastirildi.

Magnet 5 kez masaya vuruldu kalan siipernatant 200u’lik pipet ile uzaklastirildi.
Tiip magnetten uzaklastirilarak 1ml %80°lik alkol eklendi ve 30 saniye vorteks
yapildi.

1,5ml’lik tiip 5 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete
yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletildi.

Stipernatant oncuklara dokunulmadan 1ml’lik pipet ile uzaklastirildu.

1,5ml’lik tiip DynaMag-2 Magnet iizerinde tutularak 5 dk kurumaya birakild.
Magnet 5 kez masaya vuruldu kalan siipernatant 200p°lik pipet ile uzaklastirild.
17ul MagMAX Cell Free DNA Elution soliisyon eklendi.

5 dk vorteks yapildi.

1,5ml’lik tiip 5 dk ya da soliisyon tamamen berrak hale gelip boncuklar magnete
yapisana kadar DynaMag-2 Magnet iizerinde bekletildi.

Stipernatant cfDNA’y1 igermektedir.

Izole edilen cfDNA sonraki asamalarda kullanilmak {izere -80°C’ye kaldirlds..
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3.2. ¢fDNA Miktar Ol¢iimii

3 adet Qubit 6l¢iim tiipii alindi, icerisine 199°ar pl Qubit™ dsDNA HS Buffer
soliisyonu konuldu.

Qubit™ dsDNA HS Reagent* 200X &l¢iim boyasi vortekslendi.

I’er pl tiiplerin i¢ine konuldu.

Tiipler vorteks yapildi.

Hazirlanan karigimlardan standart 6lgiilecek tiiplerin igerisinden 10’ar ul gekilerek
atildi. Total hacim 190 ul oldu.

cfDNA 6l¢limii yapilacak olan tiipten 2 pl atild1.

Bir tiipe izole edilen cfDNA’dan 2 ul konuldu ve vorteks yapildi.

Diger 2 tiipe 10’ar ul Qubit dsDNA HS Standart] ve Standart2 konuldu.

Qubit 3 cihazinda 6nce hazirlanan standartlar ng/pl olacak sekilde okutuldu.
Sonrasinda hasta cfDNA’sini iceren tiip okutuldu ve miktar1 belirlendi.

Bu tez ¢alismasinin devam edebilmesi i¢in cfDNA miktarinin 2-50ng/ul arasinda

olmasi1 gerekmektedir.

3.3. Likit Biyopsi

Akciger kanser paneli igin ¢alismadan daha yiiksek kalitede verim alabilmek igin

calismaya maksimum 8 hasta ile girilmektedir. Hesaplamalar bu durum goéz Oniinde

bulundurularak yapilmalidir.

Kiitiiphane Olusturma

e Plate’e sirasiyla tabloda verilen miktarlarda DNA, su, kanser tiirline gore panel ve

PCR master mix eklendi. Soliisyonlar mix haline getirilmeden direk plate’e

dagitild.

Cizelge 3.2. Kiitiiphane olusturmak i¢in gerekli bilesenler

Bilesenler Hacim
cfDNA 1-50 ng Xul
Su 13-X ul
cfDNA panel 2 ul
cfDNA Kiitliphane PCR Master Mix 15 ul
Son Hacim 30 ul

Not: Calismaya en az 20 ng DNA ile girilmelidir.
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Birden fazla ornek ile yapilan calismalarda DNA konsantrasyonu esit hacme
cekilerek ¢alismaya baslandi.

Seffaf kaplama filmi ile kapatildi.

Plate kisa bir vorteks yapildiktan sonra 300g’de 1 dk santrifiij edildi.
Thermal-Cycler 6nceden 90C’ye 1sitildi.

Cizelge 3.3. Thermal-Cycler dongiisii

Asama Sicaklik Zaman

Siire 98 2 dk

2 dongii 98 30 sn
64 2 dk
62 2 dk
60 4 dk
58 2 dk
72 30 sn

Siire 72 2 dk

Siire 4 sonsuz

Plate Thermal-Cycler’a yerlestirilerek program galigtirildi.

Thermal-Cycler’dan alinan plate 300g ‘de 1 dk santrifiij edildi.

Seffaf kaplama filmi plateten uzaklagtirildu.

Plate kuyularinda 30 pl 6rnek olup olmadigr kontrol edildi, eksik bulunan kuyular
su ile 30 ul’ye tamamlandi.

45 ul (6rnek hacmi*1.5) Agencourt AMPure XP Reagent her kuyuya eklenerek
plate seffaf kaplama filmi ile kapatildi.

15 saniye vorteks yapilip, 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Homojenizasyon vorteks ile saglandi.

Ardindan 300g’de 1 dk santrifiij edildi.

Seffaf kaplama filmi dikkatlice plateten uzaklastirildi.

Plate magnetik standa alindi ve 5 dk ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar
magnet iizerinde bekletildi. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice
atild.

Her bir kuyuya 150 pl %80 alkol pipetaj yapmadan eklendi ve oda sicakliginda 30
saniye bekletildi. Pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice atild1.

Her bir kuyuya 150 ul %80 alkol pipetaj yapmadan eklendi ve oda sicakliginda 30

saniye bekletildi. Pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice atildi.
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e Kalan siipernatant 10 pl ‘lik pipet ile tamamen uzaklastirildi. Ardindan 5 dk oda
sicakliginda hava kurumasina birakildi.

e Plate magnetten alindi.

e Her bir kuyuya pipetaj yapilmadan 24 ul TE Buffer eklendi.

o Plate seffaf kaplama filmi ile kapatilarak kisaca vortekslendi ardindan 5 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Plate 300g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Seffaf kaplama filmi plateten uzaklastirildi ve plate magnetik stand {izerine alindi.

e Plate magnet tlizerinde 2 dk bekletildi. Ardindan 23 pl siipernatant ¢ekilerek ayni
plate iizerinde farkli kuyulara aktarildi. (Bu islem esnasinda boncuk tasinmamasina

dikkat edildi.) Plate hala magnet iizerinde tutulmaya devam edildi.

Cizelge 3.4. DNA barkodlama i¢in hazirlanan master mix bilesenleri

Bilesenler Hacim
DNA 23 ul
Barkod BC (#1-48) 1 ul
cfDNA Kiitiiphane Primer P1 1 ul
cfDNA Kiitiiphane PCR Master Mix 25 pl
Son Hacim 50 pl

e Plate’e sirasiyla DNA, barkod BC, cfDNA kiitiiphane primer P1, cfDNA kiitiiphane
PCR master mix dagitildi.

e Plate Seffaf kaplama film ile kapatilarak 15 sn vortekslendi ardindan 1 dk 300g’de
santrifiij edildi.

e Plate Thermal-Cycler’a yerlestirilerek program galistirildi.

Cizelge 3.5. Barkodlama i¢in Thermal-Cycler dongiisii

Asama Sicakhik Zaman
Siire 98 2dk
18 Dongii 98 15 sn
64 15sn
72 15sn
Siire 72 5dk
Siire 4 Sonsuz

e Agencourt AMPure XP Reagent kullanilmadan 30dk 6nce oda sicakligina ¢ikarildi.
e %80 alkol hazirlandi.
e Thermal-Cyclerdan alinan plate 300g’de 1 dk santrifiij edildi.
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Seffaf kaplama filmi dikkatlice kaldirilarak her kuyuya 57.5 ul  Agencourt
AMPure XP Reagent eklendi. Plate film ile kapatildi.

Plate 15 sn vortekslendi ardindan oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakildi.

Plate 300g’de 1 dk santrifiij edildi. Ardindan film ¢ikarildi.

Plate magnetik standa alindi ve 5 dk ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar
magnet lizerinde bekletildi. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice
atildi.

Her bir kuyuya 150 pl %80 alkol eklendi. Plate 30 sn ya da soliisyon berrak bir hal
alana kadar oda sicakliginda magnetic standa tutuldu. Ardindan pellete
dokunmadan siipernatant dikkatlice atildu.

Alkol yikamasi tekrar edildi. Her bir kuyuya 150 pl %80 alkol eklendi. Plate 30 sn
ya da sollisyon berrak bir hal alana kadar oda sicakliginda magnetik standa tutuldu.
Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice atildi.

Plate magnetik standda tutulmaya devam edilerek 10ul-20ul’lik pipetlerle kalan
alkol tamamen uzaklastirildi. Ardindan plate oda sicakliginda 5 dk kurumaya
birakildi.

Plate magnetten alinarak her bir kuyuya 50 ul TE Buffer eklendi ve plate seffaf
kaplama film ile kapatildi.

Plate kisaca vortekslendi ardindan 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Plate 300g’de 1 dk santrifiij edildi. Ardindan film ¢ikarildi.

Plate magnetic standa alinarak 2 dk inkiibe edildi ardindan 50 pl siipernatant ayni
plate iizerinde yeni kuyulara aktarildi.

Plate magnetic standdan alinarak her bir kuyuya 50 ul Agencourt AMPure XP
Reagent eklendi.

Plate seffaf kaplama filmi ile kapatilarak kisaca vortekslendi ardindan oda
sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakildi.

Plate 300g’de 1 dk santrifiij edildi. Ardindan film ¢ikarildi.

Plate magnetik standa alindi ve 5 dk ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar
magnet lizerinde bekletildi. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice
atild.

Her bir kuyuya 150 pl %80 alkol eklendi. Plate 30 sn ya da soliisyon berrak bir hal
alana kadar oda sicakliginda magnetik standda tutuldu. Ardindan pellete

dokunmadan siipernatant dikkatlice atildu.
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Alkol yikamasi tekrar edildi. Her bir kuyuya 150 ul %80 alkol eklendi. Plate 30 sn
ya da soliisyon berrak bir hal alana kadar oda sicakliginda magnetik standda
tutuldu. Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice atildu.

Plate magnetik standa tutulmaya devam edilerek 10ul-20ul’lik pipetlerle kalan
alkol tamamen uzaklastirildi. Ardindan plate oda sicakliginda 5 dk kurumaya
birakildi.

Plate magnetten alinarak her bir kuyuya 30 pl TE Buffer eklendi.

Plate seffaf kaplama filmi ile kapatilarak kisaca vortekslendi ardindan oda
sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakildi.

Plate 300g’de 1 dk santrifiij edildi. Ardindan film ¢ikarildi.

Plate magnetik standa alinarak 2 dk inkiibe edildi ardindan 28 ul siipernatant ayni
plate tizerinde yeni kuyulara aktarildi.

Final kiitiiphane(plate) bir sonraki isleme kadar buz akiisii lizerinde tutuldu.

68 pm E.coli DH10B Ion kontrol kiitiiphaneden 10 kat seri diliisyon halinde 5

standart hazirlandi.

(4ul 68 pm E.coli+36 pl su=6.8 pm standart)
(4ul 6.8 pm E.coli +36 pl su=0.68 pm standart)
(4ul 0.68 pm E.coli+36 ul su=0.068 pm standart)
(4ul 0.068 pm E.col+36ul su=0.0068pm standart)

(4ul 0.0068 pm E.col+36ul su=0.00068pm standart)

Ornek icin; 1/100 kiitiiphane diliisyonu hazirlandi. Diliisyon kisaca vortekslendi
ardindan kisaca santrifiij edildi.

(2ul library+198 pl su ile hazirlandi.)

Ornek igin; 1/1000 diliisyon hazirlandi. Diliisyon kisaca vortekslendi ardindan
kisaca santrifiij edildi.

(4ul 1/100 diliisyon kiitiiphane+36 ul su ile hazirlandi.)

26 ul DNA kalan plate mix hazirlanma asamasinda -20’ye kaldirildi.
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Cizelge 3.6. Light Cycler 480 Mix bilesenleri

Bilesenler Reaksiyon Basina Diisen Hacim
96-well plate 384 well plate

2X Taqman master mix 10 pl 5ul

20X lon Tagman assay 1 ul 0,5 ul

Son Hacim 11 pl 5,5ul

e Hasta sayisi, standartlar ve NTC(negatif kontrol) sayis1 ve pipetaj hatasi(+1) hesaba

katilarak mix hesaplamasi yapildi.

Cizelge 3.7. Light Cycler 480 reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler

Bilesenler Reaksiyon Basina Diisen Hacim
96-well plate 384 well plate

PCR Master mix 11 pl 5.5 ul

1:1000 Ornek diliisyonu 9 ul 4,5 ul

e Light Cycler 480 plate’ine standart ve hasta her biri 3 kopya olacak sekilde her bir

kuyuya 11 ul mix dagitild.

e 1/1000 DNA diliisyonu 3 kopya olacak sekilde her bir kuyuya 9 ul pipetaj

yapilarak dagitildu.

e Standartlar her biri 3 kopya olacak sekilde her bir kuyuya 9 pl pipetaj yapilarak

dagitildi.

Cizelge 3.8. Light Cycler 480 dongiisii

Asama Sicaklik Zaman
Siire 50 °C 2dk
Siire 95 °C 20 sn
40 dongti 95 °C 1dk
60°C 20sn

e Light Cycler 480°de qPCR (kantitatif PCR) reaksiyonu gergeklesti.

e Her hasta i¢in qPCR sonucunda elde edilen verilerin ortalamasi alindi. Her hasta

i¢in 3 kopya konuldugundan sonuglar toplanip 3’e boliindii. 1/1000 oraninda diliie
edildiginden bdliim sonucu 1000 ile ¢arpildi.

Sonraki agama olan emPCR igin total hacmin 50 pl olmasi gerekmektedir. Bunun
icin her hasta i¢in 1000 ile ¢arpilan sonug kullanilarak M1.V1=M2.V2 hesaplamasi
yapilarak final kiitliphaneden ne kadar alinacagi hesaplandi.

Final kiitiiphaneden alinan miktarin iizerine total hacim 50 pl olacak sekilde
niikleaz free su ile tamamlandi.
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e Her hasta i¢in ayr1 1,5ml’lik tiiplerde hazirlanan 50 pl’lik 6rneklerden 20°ser ul
alinarak tek bir tiipte 100 pmol olacak sekilde akciger havuzu olusturuldu.

e (Calismaya devam etmek i¢in 100 pmol olan havuzun 8 pmol’e ¢ekilmesi

gerekmektedir.

e emPCR igin cihaz hazirlandi.

lon One Touch?2 Kurulumu

e Run> kullanilacak kit protokolii> next> assisted (Onerilen)> seklinde cihazin
yonlendirmesi takip edildi.

(©
|
@ J !’

S — 1l "\J l ‘
O X g \\b‘ ///
&>

J&
< —_— )
{D 1on OneTouch™ Reaction Filter @& Waste Container

(@ Ciamp handle to access the Amplification (2 Oil waste tray [pull cut)
Plate in the heat block Centrifuge 10 spin the Recovery Tubes and

@ Pinch valve to hold disposable tubing Recovery Router
(® 1on OneTouch™ Recovery Solution (® ton OneTouch DL Injector Hub
(® 1on OneTouch™ Ot A G0 Instrument display

Note: The line drawing does not show the disposable tubing.

Cizim 3.1. lon One Touch? cihaz bolimleri (lon PGM™Hi-Q™ View OT2 Kit)

o Assisted segilerek yonlendirmeler takip edildi.

¢ Oil yarisina kadar dolduruldu, recovery soliisyon 1/3 oraninda dolduruldu.
e 150pul Ion OneTouch Breaking soliisyon iki ayr1 recovery tiipe konur.

[ ]

Tiipler asagidaki sekilde verildigi gibi cihaza yerlestirildi.

(@ lon OneTouch™ Recovery Tube
(@ lon OneTouch™ Recovery Router

Cizim 3.2. Recovery Tiiplerin Cihaza Yerlestirilmesi(lon PGM™Hi-Q™ View
OT2 Kit)
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e Ortaya recovery router konuldu.

e Jon yazisi 6nde kalacak sekilde amplifikasyon plate yerlestirildi.

e Cihaz tlizerinde gosterilen sekilde igne yerlestirildi, hortum takildi, plate kolu
kapatildi.

e Bir kit ile 8 run ¢aligilabilir.

e Amplifikasyon soliisyonu hazirlandi.

Cizelge 3.9. Amplifikasyon soliisyonu hazirlanmasi

Bilesenler Hazirhk

lon S5 Reagent Mix Oda 1s1s1na getirildi.

Reagent Mix 30 sn vortekslendi. 2 dakika
santrifiij edildi.

Reagent Mix in dibinde ¢okelti
olmamasina dikkat edildi.

Reagent mix kullanilana kadar oda
1s1sinda bekletildi.

Cozllmiis Reagent Mix 4C de saklandi.

lon S5 Enzyme Mix Tiip elle karistirildi.
2sn santrifij edildi.
Buzda bekletildi.

lon Sphere Particles Oda 1s1sinda bekletildi.

ISPs (Ion Sphere Particles) hazirlandi.

e |ISPs maximum hizda 1 dakika vortekslendi.

e 2sn santrifiij edildi.

e [SPs pipetaj yapildi.

e Hizlica diger basamaga gecildi.

e O(da 1sisinda bekleyen 2mL Ion S5 Reagent Mix igerisine tabloda verilen

soliisyonlar sirasi ile eklendi.

Cizelge 3.10. lon S5 Reagent mix bilesenleri

Sira Reagent Kapak rengi Volume

1 Su - 80ul

2 lon S5 Enzyme Mix Kahverengi 120ul

3 lon Sphere Particles Siyah 100ul

4 Dilue kiitliphane-8pM | - 100ul
Son voliim 2400ul
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e Amplifikasyon soliisyonlar1 hazirlandiktan sonra 15 dakikadan 6nce Ion One

Touch2 Cihazina konulmalidir.

Reaksiyon Filtresinin Doldurulmasi

e 1000’lik pipet 800’e ayarlandi.

e Amplifikasyon soliisyonu maximum hizda 5 sn vortekslendi, 2sn santrifiij edildi.
Bu islemler hizli bir sekilde yapildu.

e Amplifikasyon soliisyonu pipetaj yapildi, 800ul pipete ¢ekildi.

e Sekilde gosterilen porttan 2400ul library karisimi 800, 800 yiiklendi. Her seferinde
yeni pipet ucu takildu.

e 1000’1k pipet ile 200ul lon OneTouch Reaction Oil 6rnek portundan yiiklendi.

e Ion One Touch Reaksiyon filtresi 6rnek portu solda kalacak sekilde dondiiriiliir.

o Filtre iistiindeki 3 port 3 delige denk gelecek sekilde yerlestirildi.

e Tiipte baloncuk goriiliirse patlatilmalidir.

o Cihazda 16 saat kalabilmektedir.

e Cihazin g¢aligsmasi bittikten sonra final spin yapildi. Sonra gerekli soliisyonlar
hazirlandi.

Melt-Off Soliisyonu Hazirhgi

e 1M NaOH ve soliisyon taze olarak hazirlandi.

e Melt-off soliisyonu 300 pl olarak 7 numarali kuyucuga yiiklendi.

Cizelge 3.11. Melt-Off Soliisyonu Bilesenleri

Order Bilesenler Hacim
1 Tween Soliisyon 280l
2 1 M NaOH 40pl

- Total 320ul

Dvnabead’lerin Yikanmasi

e Dynabead’ler 30sn vortekslendi.

e 100 pl Dynabead 1,5’luk tiipe alindu.

e Tiip Manyetik boncuk standina (MBS) alind1. 2 dakika beklendi. Siipernatant atildi.
e 1000 pl lon OneTouch yikama soliisyonueklendi.

e Tiip magnetten alindi, 30sn vortekslendi, 2sn santrifiijlendi.
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e Tiip MBS’ye tekrar yerlestirildi. 2dk veya seffaflasana kadar beklendi. Supernatant
atildu.

e 130 pl My One Beads yakalama soliisyonu dynabeadlerin iistiine eklendi.
e Tiip magnetten ¢ikarildi. 30sn vortekslendi, 2sn santrifiij edildi.

e 2 numarali kuyucuga yiiklendi.

Template Pozitif ISPs’lerin Yikanmasi

e (eltigin oldugu tarafta pellet birikir. Ters yonden siipernatant ¢ekildi.

e Recovery tiiplerde son hacim 100ul olarak kalacak sekilde ¢ekildi.

e Her iki tiip pipetaj yapildi.

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

e (Celtikli tlipte kalanlari temizlemek igin her iki tiipe de 100ul su konuldu ve
yikanarak ¢ekildi, 1,5’luk tlipte olan kiitliphanenin {iistiine eklendi. Total hacim
yaklasik 400ul oldu.

e 15 luk tiipiin iistiine 600ul su eklendi. Total hacim 1000ul olacak sekilde.

e Bu noktada template pozitif ISPs 4C’de 3 giin saklanabilir. OneTouch Recovery
Soliisyon i¢inde saklanmaz.

e 30 sn vortekslendi, 2 sn santrifiij edildi.

e 15500g°de 8 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatanttan 20ul kalacak sekilde iist stipernatant atildi.

e Uzerine 80ul ISP Resuspension Soliisyon konuldu. Total hacim 100ul Idu.

e 30sn vortekslendi, 2sn santrifiij edildi.

e ISPs 10 kere pipetaj yapilda.

e Tiim hacim 100ul olacak sekilde 1.kuyucuga yiiklendi.
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@ Well 1

@ Wells 2-8

(3 Rounded tab

(@ Square-shaped tab

Cizim 3.3. lon One Touch ES Plate(lon PGM™Hi-Q™ View OT2 Kit)

e 3-4-5. kuyucuklara 300’er ul Ton One Touch ES yikama soliisyonu yiiklendi.
e 6. ve 8. kuyucuklar bos kalacak.

Cizelge 3.12. lon One Touch Es Cihaz Plate’inde bulunan bilesenler

Kuyucuk Numarasi Kuyucuklarda Bulunan Bilesenler
1. Kuyu Template pozitif ISPs Ornegi (100ul)
2. Kuyu 130ul Dynabeads
3. Kuyu 300ul lon One Touch Es Yikama
Soliisyonu

4. Kuyu 300ul Ion One Touch Es Yikama
Soliisyonu

5. Kuyu 300ul Ion One Touch Es Yikama
Soliisyonu

6. Kuyu Bos

7. Kuyu 300ul Melt-Off Soliisyonu

8. Kuyu Bos

One Touch Es Cihazinin Hazirlanmasi

e Cihaza 0,2 lik PCR tiip ve pipet takildi.
e Plate’i yerlestirildi ve cihaz calistirildi.

e Buislem 40 dakika siirmektedir.

Dizileme Cihazini1 Baslatma

¢ Yeni yikama soliisyonu takildi.

e Icinde eski ¢ip olup olmadig1 kontrol edildi var ise atilds.
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e Atik kutusu kontrol edildi. Dolu ise bosaltildi.
e Yeni kartuj takildi. Kullanimindan 40 dakika 6nce kartuj -20C ‘den ¢ikarildi.

Zenginlestirilmis ISPs’in Cikarilmasi ve Yikanmasi

e Jon One Touch Es cihazindan ¢ikan 0,2’ lik tiipte bulunan zenginlestirilmis olan
ISPs 155009°de 5 dakika santrifiij edildi.

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

e Uzerine 200ul nuclease free su eklendi. 10 kere pipetaj yapilds.

e Bu arada yiikleme buffer oda 1sisina ¢ikarildi.

e 155009g°’de 5 dakika santrifiij yapildi.

e Dipte kahverengi pellet var m1 yok mu kontrol edildi ona gore asagidaki tablo

izlendi.

Cizelge 3.13. ISPs’in Yikanmasi

Kahverengi DynaBead var m1 yok mu?

Yok 1. 10 pl kalacak sekilde supernatant
uzaklastirildi.

2. Son hacim 100 pl olacak sekilde
90 ul su eklendi.

3. 10 kere pipetaj yapilarak pellet
resuspend edildi.

4. Sekans cithazina geg¢ildi veya 4C
de 3 giin saklanabilir.

Var 1. Pelleti resuspend etmek igin 10
kere pipetaj yapildi.

2. 0.2’1ik PCR tiipii DynaMag gibi
bir magnet tizerinde 4 dakika
bekletildi.

3. Supernatant, yeni bir 0.2lik PCR
tiipline transfer edildi.

4. Supernatant 15,000g de 5 dakika
santrifiij edildi.

5. 10l kalacak sekilde supernatant
uzaklastirildi.

6. Total hacim 100 pl olacak
sekilde su eklendi.

7. Pelleti resuspend etmek igin 10
kere pipetaj yapildi.

8. Sekans cihazina gecildi veya 4C
de 3 giin saklanabilir.
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Chip Yiikleme

Kullanilacak soliisyonlar taze hazirlandi.

Baslamadan Once;

Dizileme baslatma yapildiktan sonra 4 saat i¢inde cihaza yiikleme yapilmalidir.
Sekans primerleri buza konuldu.

[k kullanimdan &nce yiikleme buffer, foaming soliisyon ve annealing buffer oda
1s1s1na getirildi.

Bu soliisyonlar bir kere eridikten sonra oda 1sisinda saklanmalidir.

%50 lik annealing buffer hazirlandi. 1000ul annealing buffer, 1000ul su karigimi
hazirlandi.
Her run i¢in 1300ul annealing buffer gerekir.

Chip igin uygun kontrol Ion Sphere segildi.

Kontrol Ion Sphere Particles 5 sn vorteklendi, 2 sn santrifiijlendi.

0.2’lik zenginlestirilmis olan template-pozitif ISPs i¢ine Sul Control lon Sphere
Particul eklendi. Pipeteaj yapildi.

Partikiillerin goriilmesi zor oldugu i¢in her seferinde aym1 pozisyonda santrifiij
edildi. Pelletin nerede oldugunu bilmek i¢in.

15500¢g ‘de 5 dakika template-pozitif ISPs santrifiij edildi.

10ul kalacak sekilde supernatant atildi.

15ul diliie edilmemis Annealing Buffer eklendi. Total voliim 25ul oldu.

20ul dizileme primer eklendi. Son hacim 45ul den az olursa diliie edilmemis
annealing buffer ile tamamlanir.

Vortekslendi ve santrifiij edildi.

Thermal Cycler’da 95C’de 2 dakika, 37C’de 2 dakika tutuldu.

Chip yiikleme veya sekanslamaya ge¢cmeye daha vakit varsa oda 1sisinda
bekletilebilir.

ThermalCycler’dan sonra 6pl lon S5 dizileme polimeraz ve 10ul Ion S5 yiikleme
buffer eklendi. VVorteks ve santrifiij edildi. Total hacim yaklagik 60ul’dir.

5 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
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ion torrent || & & A O X O 4+ =

1 Flow cell (&} Barcode
(Z» Loading port (B} Chip notch
(3 Loading well (&) Exit well

lon 530™ Chip
When loading a sample or injecting reagents:

= Place the chip on a flat, stable surface
such as a benchtop.

®

Cizim 3.4. Chip Yiikleme(lon PI™ Sequencing 200 Kit v3)

e Chip sabit bir yiizeye konuldu.

e Pipete 40ul ornek cekildi. yiikleme portuna pipet yerlestirildi. Basilmadan
dondiiriilerek ornek yiiklendi.

e Kalan 20ul yiiklenecek 6rnek chipe pipetle birakildi.

e Chip, chip santrifiijiine konuldu.

e Sdakika santrifiij edildi.

e 1,5ul’ lik tiip igine 900ul %50 annealing buffer ve 100ul foaming soliisyon eklendi.

e Elle calkalandi.

e Santrifiij sonrasi chip sabit bir yiizeye konuldu.

e 100pl olusan kopiik loading porttan yiiklenir. Basilmadan dondiiriilerek yiiklendi.

e (Cikis kismindan ¢ikanlar pipetle ¢ekildi ve atildu.

e Totalde yaklasik 400ul kopiik bu sekilde yiiklendi.

e 100ul %50 annealing buffer yiikleme porttan yiiklendi. Cikistan ¢ikanlar gekilip
atildi.

e Totalde yaklasik 400ul %50 annealing buffer bu sekilde kopiik olmamasina dikkat
edilerek ytiklendi.

e Chip cihaza takilarak sequencing baslatildi.

3.4. Kullanilan Cihazlar

e Buzdolabi (Tiirkiye, Arcelik)

e (Cip Santrifiijii (Life Technologies)
e Mikro Santrifiij (ABD, Sigma)

e Vorteks (Biosan)
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e Light Cycler 480 (Almanya, Roche)

e Simply Amp Thermal Cycler Cihazi

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

e lon One Touch ES

e lon One Touch 2

¢ lon S5 Semiconductor Sequencer (Singapur,iontorrent)

e DynaMag-2 Magnet (Invitrogen)

e DynaMag-50 Magnet (invitrogen)

e Mikropipetler 10ul, 100ul, 1000u1 (Eppendorf ,Almanya)
e Qubit-3 DNA Olgiim Cihazi (Invitrogen)

e -80°C Derin Dondurucu

3.5. Sarf Malzemeler

PCR Tiipi
15ml’lik ve 50ml’lik Tiip

e Pasteur Pipeti (Cin, Nest)

e Pipet Ucu

e lon 530 Chip

e Ion One Touch Recovery Tiip

e Light Cycler 480 Seffaf Kaplama Filmi

e Light Cycler 480 Multiwell Plate 96 (Roche)
e Seffaf Kaplama Filmi

3.6. Kullanilan Kitler

e Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)

e MagMax Cell Free DNA Izolasyon Kiti

e lon S5™ OT 2 Solutions Kit (Life Technologies)

e lon S5™ OT 2 Supplies Kit (Life Technologies)

e 1lon 530™ Chip Kit-4 Pack (Life Technologies)

e lon Library Tagman™ Quantitaion Kit (Life Technologies)

e 1on520™& lon 530™ Loading Reagents OT2 (Life Technologies)
e 1on520™& lon 530™ OT2 Reagents (Life Technologies)
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3.7. Kullanilan Kimyasallar

e Qubit dsDNA HS Buffer

e %80 Alkol

e 68 pm E.coli DH10B lon Control Library
e 1X TAE (Tris Asetat Edta)

e 1M NaOH

3.8. Analiz

Yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing) cihazindan elde edilen dizi verileri
Human Genome 19 ile karsilastirildi. Akciger kanser panelinde ALK, BRAF, EGFR,
ERBB2, KRAS, NRAS, MAP2K1, TP53, ROS1, PIK3CA gen sicak bolge varyasyonlari
(hotspot) incelendi. Varyant analizleri Torent Suite Software, lon Reporter, Oncomine
Knowledgebase Reporter programlart kullanilarak yapildi. Kit i¢in standart olan
degerlendirme frekans limiti (LOD, limit of detection) degeri %0.05 olarak kabul edildi.
Bu degerin iistiinde frekansa sahip olan varyantlar pozitif olarak degerlendirildi. Bu tezde
varyasyon degerlendirmesi ve biyoinformatik analizler ACMG ve Clinvar veri bankalari
kullanilarak yapilmustir. In siliko analiz araci olarak kullanilan DANN, mutation taster ve
SIFT ile tespit edilen klinik olarak anlamli olan varyantlar, belirtilen olan tim

parametreler goz onilinde bulundurularak incelendi.
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4 BULGULAR

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik ve Molekiiler Biyoloji
Laboratuvarinda yiiriitiilen bu tezde, akciger kanseri tanisi almig 50 hastaya likit biyopsi
testi yapilmistir. Cikan sonuglar retrospektif olarak degerlendirilmistir.

50 hastanin 35 ‘i erkek (%70), 15°si (%30) kadin hastadir. Hastalarin yas ortalamasi
63,2°dir. Hastalarin 24’{inlin (%48) kanser evresi bilinmektedir. Evresi bilinen hastalarin
18’1 4.evre(%36), 5’1 3.evre(%10), 1’1 1.evre(%?2)’dir. Hastalarin 26’sinin (%52) cesitli
dokularda metastazlar1 oldugu bilinmektedir. Sigara kullandig1 bilinen hasta sayis1 28
(%56)’dir. Hastalarin %14’linde (7 hastada) bu taranan 11 gen bolgesinden higbirinde
varyasyon saptanmamistir. Hastalarin %14’tinde (7 hastada) cfDNA elde edilemediginden
bu gen bdlgelerine bakilamamistir. 10 hastanin (%20) calismasi tamamlanmis ancak
hastalar ex olmustur.

Cizelge 4.1. Hastalara Ait Bulgular

Bulgu Hasta Sayisi (n)
Kadin/Erkek Orani 15/35

Yas Ortalamasi 63,2

Evresi Bilinen Hasta 24

Metastazi Olan 26

cfDNA Elde Edilemeyen 7

Varyasyon Saptanmayan 7

Ex Olan 10

Sigara Kullanan 28

Akciger kanseri tanili hastalarin likit biyopsi testinde PIK3CA, EGFR, MET, ALK,
BRAF, KRAS, NRAS, ERBB2, ROS1, MAP2K1, TP53 gen bolgeleri taranmaktadir.
Belirtilen gen bolgeleri taranan 43 hastanin (%86) hi¢birinde ERBB2 geninde varyasyona
rastlanmamustir.

Likit biyopsi testi calisilan akciger kanseri hastalarinin %86’°sinde (43 hastada) farkl
varyasyonlar saptanmistir. Hastalarin %48,8’inde EGFR, %48,8’inde TP53, %20,9’unda
PIK3CA, %18,6’sinda MET ve KRAS, %16,2’sinde ALK ve MAP2KI1, %9,3’linde
BRAF, %6,9’unda NRAS, %?2,3’linde ROS1 genlerinde varyasyonlar saptanmistir.

Hastalarda en ¢ok gbézlenen varyasyonlarin orani Cizim 4.1.’de gosterilmistir.
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NRAS ROS1 MET
6,9%

BRAF
9,3%

KRAS
18,6%

MAP2K1
16,2%

ALK
16,2%

Cizim4.1. Hastalarda incelenen genlerde saptanan varyasyon orani

Cizelge 4.2. Hastalarda goriilen tiim varyasyonlar

Hastalar TP53 EGFR ALK MAP2K1
1 pArg273Cys
2 p.Lys57Glu
3 pHis179Arg [p.Gly245Cys
4 |pArg337His [pArg248Trp p.Thr790Met |p.Glu746_Ala750cel p.Phe1245ser p.Phe53Ser]
5 pArg283His |pArg248Trp [p.Tyr220Cys p.LeuB58Arg [p.Glu709Gly
6 pArg158His
7  |pArg248GIn |p.Argl58 Leu
8  |p.Arg249Ser p.LeuB58Arg [pLys745Arg
9 pArg273His pLys745Arg
10  |pArgl58His
11 pLys745Arg |pLeuB58Pro
12 |pTyr205Cys |pHis214Arg [pArg248GIn  [pTyr220Cys |p.Thr790Met |p.Glu746_Ala750ck!
13 |pArg282Trp pGlu709Gly |p.Cys797Tyr pMet766Val  |p.lle1171Thr p.Lys57Arg [p.Glu203Gly
14 [pArg283Pro pLeud58Arg |p.Glu709Gly p.lle1171Thr |p.lle1171Thr p.Lys57Arg
15  |p.Arg273Leu p.LeuB58Arg [p.Glu709Gly p.Asp1203Asn |p.Asp1203Asn
16 p.Arg1272GIn |p.Arg1275GIn
17 |pArg283Pro [p.Arg273His p.LeuB58Arg p.Lys57Arg
18 [pArg248GIn p.LeuB58Arg [p.LeuB61GIn p.Leul152Pro |p.Leul152pro p.Phe53Leu
19
20  |pArg337His |pCys277Tyr |pArg273Cys p.LeuB58Arg
21
2
23
24 p.Glu746_Ala7500e!
25  [pArg248GIn |pTyr220Cys p.Leu858Arg
26 p.Glu746_Ala750cke!
27 p.Glu709Gly p.Leul152Pro |p.Leul152pro p.Lys57Asn
28 p.Thr790Met
29
30 |p.Argl75Gly
31 |pArg282Trp |pArg248Trp |pTyrl63Cys p.Thr790Met |pLeus58Arg p.Phel174leu |p.Phel174leu
32 |pHis214Arg |p.His179Pro
33
34 p.Glu746_Ala750cke!
35 p.Thr790Met |p.Glu746_Ala750el
36 |pVall57lle p.Thr790Met |p.Glu746_Ala750el
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Cizelge 4.2. Hastalarda goriilen tiim varyasyonlar (devami)

Hastalar MAP2K1 MET KRAS BRAF NRAS PIK3CA ROS1
p.Thr1010lle p.Glu545Lys

p.Lys57Glu

p.Glu542Lys
p.Phe53Ser p.Thr1010lle p.GIn61Arg  [p.Glu542Lys [p.Glu545Lys
p.Try1021Cys p.Ala600Ala

VW|io|N|lo|jlu|s|w|N|E

p.Leu1951Me

=
o

[
=

=
N

p.Gly12Cys |p.Tyrd72Cys p.Glu542Lys

[

3|p.Lys57Arg  [p.Glu203Gly
p.Lys57Arg p.Tyr1248His p.Gly12Asp p.GIn6llys  [p.Glu542Lys

=
B

=
7]

=
k=

|p.Ly557Arg p.Tyr1021His |p.Tyr1248His
p.Phe53Leu p.Met1268Thr |p.Met1268lle p.Val600Ala p.Gly469Val
p.Gly12Cys

=
~

=
[

=
©

[}
(=3

p.Met1268Thr

~N
-

p.Gly12Cys
p.Gly12Asp

~N
N

N
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p.Glu542Lys
p.Glu542Lys

[N
B

N
[

]
=3}

~N
~

p.Lys57Asn p.Gly12Cys p.GIn6llys  [p.Glu542Lys

[N
®

N
O

p.Gly12Ser

w
o

w
P

p.Tyr1248His p.Tyrd72Cys

w
N

p.Glu545Lys

w
(]

p.Gly12Asp

®

w
(]

w
=2y

Likit biyopsi testi ile incelenen genlerde farkli sayilarda varyasyon saptanmustir.
Incelenen genlerden en ¢ok varyasyon TP53 geninde saptanmustir. Bu gende saptanan 22
varyasyonun 1 tanesi patojenik, 17 tanesi olasi patojenik ve 4 tanesi kesin olmayan

patojenite olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.3. TP53 Geninde Saptanan Varyasyonlar
Hasta Sayisi (n) Varyasyon

2 p.Arg273Cys
2 p.Arg273His
1 p.Gly245Cys
1 p.Tyr205Cys
2 p.His214Arg
2

1

p.Arg337His
p.Cys277Tyr
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p.Arg248Gin
p.Tyr220Cys
p.Argl58His
p.Arg283His
p.Vall57lle

p.Arg283Pro
p.Arg282Trp
p.Arg248Trp
p.Tyrl63Cys
p.His179Arg
p.Arg249Ser
p.Argl58Leu
p.Arg273Leu
p.Argl75Gly
p.His179Pro

R I N I T S S T S I S TSV ) I N

EGFR geninde 9 farkli varyasyon saptanmistir. Saptanan varyasyonlardan 1’i olasi
patojenik, 3’1 kesin olmayan patojenik ve 5°i ilag iliskili olarak degerlendirilmistir. EGFR
geninde en sik saptanan varyasyonlar p.Leu858Arg ve p.Thr790Met’tir ve hastalarin
%20,3’inde bulunmustur. Ikinci en ¢ok saptanan varyasyon ise p.Glu746_Ala750del
varyasyonu (ekzon 19 delesyonu) ve hastalarin %16,2’{inde degerlendirilmistir.

Cizelge 4.4. EGFR Geninde Saptanan Varyasyonlar
Hasta Sayisi (n) Varyasyon

1 p.Leu858Pro
p.Leu858Arg(exon21)

9

1 p.Met766Val

5 p.Glu709Gly(exon18)
9 p.Thr790Met(exon20)
1

1

7

1

p.Cys797Tyr
p.Lys745Arg
p.Glu746_Ala750del(exon19)
p.Leu861GIn
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PIK3CA geninde 2 farkli varyasyon toplam 10 hastada saptanmistir. Saptanan
varyasyonlardan p.Glu545Lys 3 hastada, p.Glu542Lys varyasyonu ise 7 hastada saptanmis

olup iki varyasyon da olas1 patojenik olarak degerlendirilmistir.

MET geninde 6 farkli varyasyon saptanmistir. Saptanan varyasyonlar Cizelge 4.7.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.5. MET Geninde Saptanan Varyasyonlar

Hasta Sayisi (n) Varyasyon
2 p.Thr1010lle
1 p.Met1268Thr
1 p.Tyrl021Cys
4 p.Tyr1248His
1 p.Tyrl021His
1 p.Met1268lle

KRAS geninde 3 farkli varyasyon saptanmistir. Saptanan varyasyonlarin 8’i patojenik

olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.6. KRAS Geninde Saptanan Varyasyonlar

Hasta Sayisi (n) Varyasyon
4 p.Gly12Cys
3 p.Gly12Asp
1 p.Glyl12Ser

ALK geninde 6 farkli varyasyon saptanmistir. Toplam 8 hastada saptanan bu

varyasyonlardan 5’1 kesin olmayan patojenite ve 2’si olas1 patojenik’tir.

Cizelge 4.7. ALK Geninde Saptanan Varyasyonlar
Hasta Sayisi (n) Varyasyon
2 p.lle1171Thr

p.Phel245Ser
p.Phell74Leu
p.Leull52Pro
p.Argl275GIn
p.Asp1203Asn

R RN R -
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MAP2K1 geninde 5 farkli varyasyon saptanmistir. Bu varyasyonlardan 1’i kesin

olmayan patojenik, 4’{i olas1 patojenik olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.8. MAP2K1 Geninde Saptanan Varyasyonlar

Hasta Sayisi (n) Varyasyon
1 p.Lys57Glu
4 p.Lys57Arg
1 p.Glu203Gly
1 p.Phe53Leu
1 p.Phe53Ser

BRAF geninde 3 farkli varyasyon saptanmuistir. Hastalarda saptanan varyasyonlarin 3’

de patojenik olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.9. BRAF Geninde Saptanan Varyasyonlar

Hasta Sayisi (n) Varyasyon
2 p.Val600Ala
1 p.Gly469Val
2 p.Tyrd72Cys

NRAS geninde 2 farkli varyasyon saptanmistir. Saptanan varyasyonlardan p.GIn61Lys
varyasyonu 2 hastada patojenik, p.GIn61Arg varyasyonu 1 hastada olasi patojenik olarak

degerlendirilmistir.
ROS1 geninde 1 hastada saptanan p.Leu1951Met varyasyonu siniflandirilamamastir.

ERBB?2 geninde ise hastalarda varyasyon saptanmamastir.
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Cizim 4.2. Genlerde Saptanan Farkli Varyasyon Sayilari
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5.TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, likit biyopsi testi ile cfDNA izolasyonundan yeni nesil dizileme
teknigi ile sonuglarin raporlanmasina kadar olan siire¢ bir biitlin olarak ele alinmistir. Tez
caligmasi boyunca akciger kanseri tanist almig 50 hastanin cfDNA’s1 izole edilmis, bu
hastalarin likit biyopsi testi ¢alisilmis ve sonuglar1 analiz edilmistir. Calismamiz sonucunda

elde edilen bulgular siraya uygun olarak tartisilmistir.

Tez calisgmamiza dahil edilen 50 hastanin 35°1 erkek (%70), 15’1 kadin (%30) hastadar.
Hastalarin 9%56’smin sigara kullandigi bilinmektedir. Akciger kanserinin goriilme siklig
yas ile birlikte dogru orantili olarak artmaktadir. Akciger kanseri hastalarmin ¢ogu 50-70
yas grubu arasindadir. Aring S. ve arkadaglar1 2005 yilinda hastanelerinde akciger kanseri
hastalar1 ile yaptiklar1 ¢alismada hastalarin %60’min 46-65 yas araliginda oldugunu
gormiiglerdir (Aring ve dig. 2005). Caligmamiza aldigimiz akciger kanseri hastalarinin yas

ortalamasi 63,2 olarak bulunmustur. Bu sonug literatiir ile uyumlu olarak bulunmustur.

Uretici firmanin uygun gordiigii protokol dahilinde likit biyopsi testi i¢in hastalardan
elde edilen cfDNA miktart 2-50 ng araliginda olmalidir. Calismamiza dahil edilen 50
hastanin 7’sinin cfDNA’s1 elde edilemediginden c¢alismaya devam edilememistir.
Hastalarin ¢alisma i¢in kan verdikleri giine yakin kemoterapi ve radyoterapi almis veya
operasyon gecirmis olmalari, elde edilen cfDNA seviyelerinde azalmaya neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Yapilan farkli ¢aligmalar sonucunda Huang ve ark. meme kanseri,
Frattini ve ark. kolon kanseri ve Sozzietal ve ark. akciger kanseri hastalarinda cfDNA
seviyelerini izlemislerdir. Cerrahi operasyon gegiren hastalarin islem sonrasi cfDNA
seviyelerini Ol¢tiiklerinde bir diisiis gozlemlemislerdir. cfDNA konsantrasyon diistikliigi
hastanin periferik tiimor yiikiiyle de yakindan iliskilidir. Hastaligin evresine ve seyrine
bagli olarak periferik tiimor yiikiiniin diisiik olmast cfDNA elde edilmesini

zorlastirmaktadir.

Likit biyopsi testi caligmasi tamamlanan 43 hastanin 7’sinin genlerinde hi¢ bir
varyasyon saptanmamistir. Kandan ¢alisma icin yeterli miktarda saptanamayan cfDNA’nin
diisiik tiimor yiikiinden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir. Literatiirde bildirilen
bazi calismalarda timor yiiki disiikliigiinden cfDNA elde edilemedigi belirtilmistir
(Almodovar ve dig. 2018)(Schrock ve dig. 2018). Timor yiikii disinda kan numunesi
miktari, kanin alinma zamani, hastanin yakin zamanda almis oldugu tedavi gibi faktorlerin

de cfDNA elde edilememesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir.
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Bu c¢alisma sonucunda en c¢ok varyasyon TP53 ve EGFR (%48,8) genlerinde
saptanmistir. Yaptigimiz ¢alismada TP53 geninde 22 farkli varyasyon bulunmus ve taranan
genler arasinda en fazla bu gende farkli varyasyon saptanmistir. Timor siipresor gen olan
p53°in, hiicre dongiisiiniin dlizenlenmesi, apoptozis, kromozom kondenzasyonu gibi
onemli fonksiyonlara sahip olmasindan o&tiirii bu gende meydana gelen varyasyonlar
kanserle dogrudan iliskilidir (Lane ve dig. 1992). Jiayi Z ve ark. 2019 yili Subat ayinda
Cin’de yaptiklar1 ¢alismada akciger kanseri hastalarinda TP53 geninde %44.,9 oraninda
varyasyon saptamislardir. Victor D. ve ark. 2018 yilinda akciger kanseri hastalariyla
yaptiklar1 ¢alismada TP53 geninde varyasyon oranini %46.5 olarak saptamiglardir. Yudong
W. ve ark. 2018 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada TP53 gen varyasyon oranint %67 olarak
saptamiglardir. Calismamizda TP53 geninde saptadigimiz %48,8’ lik varyasyon orani
literatiirde belirtilen oranlar ile yakin oldugu goriilmiistiir. TP53’de gozlenen 22 farkhi

varyasyon arasindan en sik saptanan p.Arg248GIn varyasyonudur.

EGFR hem normal hiicre proliferasyonu hem de malign forma dontisme ile iliskili
tirozin kinaz aktivitesi gosteren bir transmembran glikoproteinidir. KHDAK’lerin %13-
80’inde EGFR genlerinde mutasyonlar olusmaktadir (Zhang ve dig. 2008). Bu
varyasyonlardan ekzon 20’de goriilen Thr790Met varyasyonu akciger kanserinde direng ve
kot prognozla iliskilendirilir. Calismamizda EGFR varyasyonu hastalarda %48,8 oraninda
saptanmistir. Bu gende en sik varyasyon goriilen bolgeler sirasiyla %20,3 oraninda
exon21(p.Leu858Arg) ve exon20(p.Thr790Met), %16,2 oraninda
exon19(p.Glu746_Ala750del)’dur. Sebnem O. ve arkadaslarinin 2016 yilinda Tiirkiye’de
akciger kanseri hastalarinda yaptiklar1 ¢alismada EGFR varyasyon oranini %47,7 olarak
saptamiglardir. Unal O.U.ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklari ¢alisma da EGFR
varyasyonunu %42,6 olarak saptamislardir. Akciger kanseri ile yapilan bir baska ¢alismada
ise EGFR gen varyasyon oranint %36,8 olarak saptamislardir (Tengteng ve dig. 2015 )
.Yaptigimiz bu ¢aligmada ise EGFR gen varyasyon oranini literatiir ile yakin (%58,3)
olarak belirledik. Calismamizda EGFR geninde en sik gozlemlenen varyasyon
p.Thr790Met (%20,3) olarak saptanmistir. EGFR geninde meydana gelen p.Thr790Met
varyasyonu hastalarin %60’1mnda EGFR tirozin kinaz inhibitdrlerine kars1 birincil direngten
sorumludur ve iigiincii basamak tirozin kinaz inhibitorleri ile iliskilidir. EGFR geninde bu
varyasyonun meydana gelmesi ile threonin aminoasitinin yerini metionin aminoasiti alir ve
ATP baglanmas1 i¢in reseptoriin ilgisini azaltir. Boylece birinci ve ikinci kusak tki’lerin

etkisini sinirlandirir. Hastaligin tedavisi planlanirken p.Thr790Met varyasyonunun olup
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olmadigina bakilmasi tedavinin planlanmasi i¢in énemlidir (O’Kane ve dig. 2018). Egfr
geninde saptadigimiz bir diger varyasyon ise p.Leu858Arg (%20,3) degisimidir ve en sik
saptadigimiz delesyon ise %16,2 bir orana sahip olan p.Glu746 Ala750del degisimidir.
Klinik olarak anlamli EGFR varyasyonlarindan biri p.Glu746_Ala750del delesyonudur ve
tim varyasyonlarin %45’ini olusturur. Bir digeri de ekzon 21°deki 16sinin arjinine
doniismesine neden olan p.Leu858Arg nokta mutasyonudur. Bu varyasyonlardan birine

sahip olan kanser hiicresi siirekli cogalma egilimindedir (Briickle ve dig. 2016).

Akciger kanseri de dahil olmak {izere birgok kanser tiirlinde PIK3CA genine ait gen
amplifikasyonlari, delesyonlar1 ve daha siklikla yanlis anlamli varyasyonlar saptanmistir
(Caliskan 2015). Calismamizda PIK3CA genine ait varyasyon orant %20,9 olarak
saptanmigtir. Lina Z. ve ark. 2013 yilinda Cin’de kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri
hastalartyla yaptiklar1 calismada PIK3CA gen varyasyon oranm %20,5 olarak
saptamiglardir. Metin C. ve ark. 2018 yilinda kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri hastalariyla
Tiirkiye’de yaptiklar1 ¢calismada PIK3CA gen varyasyon oranini %7,5 olarak saptamistir.
Metin C. ve ark. parafin bloga gomiilii doku kullanarak varyasyon analizi yapmislardir.
Bulduklar1 oranin bizim oranimizdan diisiik oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin sebebinin
kullanilan tekniklerin farkli olmast ve doku parcasinin yeterli tiimor hiicresi

icermemesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

MET geninde meydana gelen diizensizlikler yiiksek ekspresyon, amplifikasyon,
varyasyon ve epigenetik degisiklikler gibi farkli mekanizmalar ile ortaya ¢ikmaktadir
(Robinson ve dig. 2013). Calismamiz kapsaminda MET geninde meydana gelen varyasyon
oran1 %18,6 olarak saptanmistir. Maria S. ve arkadaglar1 2016 yilinda akciger kanseri
hastalarinda likit biyopsi tabanli yaptiklari gen varyasyon analizi sonucunda MET geninde
varyasyon oranin1 %17,5 olarak saptamiglardir. Michele B. ve arkadaslar1 2008 yilinda
kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri hastalarindan alinmig parafin bloga gomiilii doku
parcasin1  kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada MET amplifikasyon oranint %21 olarak
saptamiglardir. Xavier M. ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada MET geni
varyasyon oranini %]18,5 olarak saptamiglardir. Yapilan literatiir arastirmalarinin

calismamizda saptadigimiz MET geni varyasyon orani ile uyumlu oldugu goriildii.

Bir GTPaz olan K-ras proteini, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz gibi bir ¢ok
biyolojik olayda gorev alir. KRAS geninde nokta mutasyon olmasi sonucunda Kras

proteininin sekli degisir ve anormal sekilde GTPaz aktivitesi gosterir. Buna bagli olarak
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stirekli aktif olan protein hiicre ¢ogalmasini tetikler (Krypuy ve dig.2008, Pao ve dig.
2007). Calismamizda KRAS geninde varyasyon orani %18,6 olarak saptanmistir. Metin C.
ve ark. 2018 yilinda yaptiklar1 ¢calismada KRAS geninin varyasyon oranini %28,7 olarak
saptamislardir. Tengteng ve ark. 2014 yilinda kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri hastalarinda
yaptiklar1 calismada KRAS geni varyasyon oranint  %38,5 olarak saptamistir.
Calismalarinda parafin bloga gomiilii doku pargasini kullanmiglardir. Saptadiklari oran
bizim oranimizdan oldukca diisiik bulunmustur. Bu farkliligin kullanilan iki teknigin farkli
olmasindan ve doku parcasinin yeterli tiimor hiicresine sahip olmamasindan kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Marks ve ark. yaptiklar1 ¢alismada KRAS geni varyasyon oranini
kadinlarda %15,3, erkeklerde %19,2 olarak saptamislardir. Billah S. ve arkadaglar1 2011
yilinda ABD’de kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri hastalariyla yaptiklar: ¢alismada KRAS
varyasyon oranini %23,6 olarak saptamislardir. Calismamizin literatiir verileriyle uygun

oldugu goriilmektedir.

ALK insulin reseptor tirozin kinaz alt ailesinin bir {yesidir. Hiicrenin apoptoz
baskilanmasinda ve hiicre ¢ogalmasinda gorev alir. ALK geninde bir varyasyon olusmasi
sonucunda tirozin kinaz aktivitesi gostererek hiicrenin siirekli olarak ¢ogalmasini saglar.
(Amin ve Lai 2007). Tez calisjmamizda ALK varyasyonu hastalarda %16,2 oraninda
saptanmistir. Zhuang X. ve ark. 2014-2017 yillar1 arasinda kiiciik hiicre dis1 akciger
kanseri tanis1 almis Cinli hastalardan aldiklar1 parafin bloga gomiilii doku Orneklerini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada ALK gen varyasy oraninm1 %5,5 olarak saptamislardir. Lee
T. ve ark. kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri hastalarindan cesitli yontemlerle aldiklar:
parafine gdmiilii doku parcasindan yaptiklari ¢calismada ALK gen varyasyon orarnini %5,8
oraninda saptamislardir. Literatiir taramasi sonucu bulunan oranlarin bizim ¢alismamizin
sonucunda saptadigimiz orandan diisiik oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin sebebi olarak;
kullanilan tekniklerin farkli olusu, ¢esitli biyopsi yontemleri sonucu alinan doku pargasinin
timor yilikiiniin az olabilecegi, timor heterojenitesinin doku pargasinda tespitinin zor

olabileceginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

MAP2K1 (mitojen aktive edici protein kinaz) geninde meydana gelen herhangi bir
delesyon ya da varyasyon hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini arttirir (Cowley 1994). Tez
calismamizda MAP2K1 geni varyasyon oranimmi %16,2 olarak saptadik. Nicos M. ve
arkadaglar1 2016 yilinda kiiclik hiicre dis1 akciger kanseri hastalarindan aldiklar1 parafin
bloga gomiilii doku 6rneklerini PCR teknigiyle ¢ogaltarak varyasyon analizi yapmislar ve

MAP2K1 geninde varyasyon oranimni %1 olarak saptamislardir. Bu oran bizim
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calismamizda saptadigimiz orandan diistiktiir. Bizim ¢alismamiz ¢ok daha hassas olan yeni
nesil dizileme teknigi ile yapilmistir. Varyasyon oranlarinin farkli olmasi iki teknigin
birbirinden farkli olmasindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Parafin bloga
gomiilii doku pargasinin tiimor yiikiiniin az olabilecegini diisiindiirmektedir. Solid ve likit
biyopsi oOrneklerinden elde edilen tiimor yiikiinlin farkliligindan kaynaklanabilecek bir

durumda g6z 6niinde bulundurulmalidir.

BRAF geni hiicrenin ¢ogalmasinda, farklilagsmasinda ve transkripsiyonel faaliyetlerinde
gorev alir. Bu gende meydana gelen varyasyon sonucu siirekli olarak hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmas1 goriiliir. (Leicht ve dig. 2007). Tez ¢alismamiz kapsaminda BRAF geni
varyasyon oranint %9,3 olarak saptadik. Mutlu D. ve ark. 2014 yilinda parafin bloga
gomiili doku parcasindan Tiirkiye’de akciger kanseri varyasyon oranlarini
degerlendirdikleri ¢alismada BRAF geni varyasyon oranmi %4,7 olarak saptamislardir.
Cardarella S. ve ark. 2013 yilinda akciger kanseri hastalarinin parafin bloga goémiili
dokusundan yaptiklar1 ¢alisjmada BRAF varyasyon oranini %4 olarak saptamiglardir.
Calismamiz literatiir ile yakindir. Ancak bizim ¢alismamiz sonucunda oran daha yiiksek
bulunmustur. Kullanilan materyallerin ve tekniklerin farkli olmasindan kaynaklandig:

diistinilmektedir.

NRAS, RAS gen ailesinin bir iiyesidir. RAS genlerinin iriinleri olan Ras proteinleri
GTP baglanmasiyla aktif hale gegerler. RAS genlerinde varyasyon meydana gelirse
proteinler siirekli aktif hale gelerek hiicre ¢ogalmasini tetikler (Nanda ve dig. 2010). Tez
caligmamizda NRAS geninde varyasyon orani %6,9 olarak saptanmistir. Irfan Shaukat ve
ark. 2018 yilinda akciger kanseri hastalarinin parafin bloga géomiilii dokularini kullanarak
yaptiklar ¢calismada NRAS geni varyasyon oranini %3,18 olarak saptamiglar. 2013 yilinda
Kadoaki O. ve farkl lilkelerden bilim insanlarinin ortaklasa 4562 akciger kanseri hastasi
ile yaptiklar1 calismada NRAS geni varyasyon oranin1 %0,7 olarak saptamislardir. Yapilan
literatiir arastirmasi ¢alismamiz ile yakindir. Bizim ¢alismamizin hasta sayisinin daha az
olmast ve test tekniklerinin farkli olmasindan dolayr oranimizin yiiksek saptandigi

diistiniilmektedir.

ROSI geni hiicre biiylimesinde ve ¢ogalmasinda gorev alir. Gende varyasyon meydana
geldiginde siirekli hiicre ¢gogalmasi goriiliir (Zhang ve dig. 2010). Tez ¢alismamizda ROSI1
geni varyasyon orant %2,3 olarak saptanmistir. You-Cai Z. ve arkadaslar1 2019 yilinda 67

hasta ile yaptiklar1 calismada ROSI1 gen varyasyon oranmi %2,56 olarak saptamislardir.
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Jongmin L. ve arkadaglar1 2019 yilinda Giiney Kore’de yaptiklar1 ¢aligmada ROS1 geni
varyasyon oranini %3,4 olarak saptamislardir. Calismamizin literatiir ile uyumlu oldugu

goriildil.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz tez caligsmast sonucunda; likit biyopsi yontemi doku elde edilemeyen ya da
doku biyopsisi i¢in uygun olmayan hastalarda hedeflenebilir varyasyonlarin incelenmesi
acgisindan hizli sonuglanan ve invaziv olmayan alternatif bir metod olarak bazi kanser
tiirlerinin tanisinda yol gosterici olmaktadir. Likit biyopsi testi ile plazmada diisiik oranda
gozlenebilen varyasyonlarin kabiliyeti ve timor genotipindeki degisikliklerin durumunun
belirlenmesi hasta bireylere avantaj saglamaktadir. Hedef gen paneli analizlerinin tedavide
klasik kemoterapinin yani sira gene yonelik akilli ilag 6nermede oldukga etkili bir yontem

oldugu belirlenmistir.

Likit biyopsi testi hastaligin ilerleyisinin takibi ve hastalarin tedaviye yanitlarinin
izlenmesi icin gerektiginde tekrar edilebilir bir yontem olarak klinik acidan 6nemlidir.
NGS tabanli likit biyopsi testi ile genomik degisikliklerin tanimlanmasi, hedeflenen
terapotiklere dinamik olarak yanitin ve direncin izlenmesi ve erken evre akciger kanseri
tanis1 miimkiin olabilmektedir. Bu testin klinik agidan daha iyi fayda saglamasi i¢in

kullaniminin yayginlagsmasi ve ileri caligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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