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1. GIRIS

Akciger kanseri, diinya genelinde erkeklerde en sik goriilen, kadinlarda ise 3.
siklikta goriilen kanser tipidir (1).

Diinyada her y1l yaklasik 1,2 milyon yeni akciger kanseri tanis1 konulmaktadir
ve yine her yil diinyada 1,4 milyon akciger kanserine bagli 6liim gorilmektedir
(2,3).

Akciger kanserinin pek cok alt tipi vardir. Esas olarak Kiigiik hiicreli akciger
karsinomu (KHAK) ve Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu (KHDAK) olarak iki
gruba ayrilmaktadir. Bu ayrim tiimoriin lokalizasyonuna bagl degisken klinik tablo
goOstermesi, metastaz hizlar1 ve tedaviye yanitlarmin farkli olmasi nedeniyle 6nem
kazanmaktadir (4).

Akciger kanserlerinin %85°1 kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomlarindan
olugsmaktadir. Kiigiik hiicreli akciger karsinomlar1 %14 oraninda goriilmektedir.
Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlar1 igerisinde ise en sik Adenokarsinom (%38),
Yass1 epitel hiicreli karsinom (%20) ve Biiyiik hiicreli karsinom (%?3) alt tipleri
goriilmektedir (4,5).

Akciger kanserinin patogenezi son 25 yilda daha anlasilir hale gelmesine
ragmen, akciger karsinomlu hastalarm prognozunda minimal bir gelisim
izlenmektedir. Akciger kanserinde hasta yasi, cinsiyeti, tiimor lokalizasyonu, evresi,
timdr boyutu, hiicre tipi ve diferansiasyon derecesi dnemli prognostik faktorlerdir.
Akciger kanserinde sag kalimin kisa olmasi, bu tiimorlerde yeni tanisal, prognostik
ve tedaviye yonelik caligmalara gereksinim oldugunu gostermistir (6).

Ileri evre Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinin kemoterapotik tedavisinde,
EGFR geninin tirozin kinaz domainini hedef alan Gefitinib ve Erlotinib olarak
adlandirilmis iki kiigiik tirozin kinaz inhibitdrleri ve Cetuximab gibi monoklonal
antikorlar kullanilmaktadir. KHDAK olgularm %10-15’inde hem Geftinib, hem de
Erlotinib ile tiimérde gerileme gorilmektedir. Bu ilaglarin klinik gelisimleri
esnasinda 6zellikle Asya kokenli olup Adenokarsinom tanisi almis ve sigara igme
Oykiisii bulunmayan kadm hastalarin bu inhibitérlere karst daha duyarl olduklari
gozlenmistir. 2004 yilinda ise bu hasta grubunda gozlenen duyarliligin EGFR

genindeki somatik mutasyonlardan kaynaklandigi bulunmustur (7).



EGFR, tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran proteinidir,
kromozom 7p12’de lokalizedir (8). EGFR geninin, tirozin kinaz aktivitesi 18-21.
eksonlar1 ile saglanmaktadir. Bu bdlge tirozin kinaz inhibitorlerinin (TKI)
baglandigi, ATP baglanma bdlgesi igeren tirozin kinaz domainini kodlamaktadir.

Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlarmda EGFR gen mutasyonu sikligi
%10-40 arasinda degismektedir. En sik gbzlenen EGFR gen mutasyonlar1 da, ekson
19°daki in-frame delesyonlar ve ekson 21’deki L858R nokta mutasyonudur (9).
Ekson 19°da en sik goriilen delesyon, 747.16sin-749.glutamik asit delesyonu olup
tim EGFR mutasyonlarinin %44’{inii olusturur. Ekson 21°deki L858R mutasyonu
ise tim EGFR mutasyonlarinin %41’ini olusturur. Ekson 20’deki delesyonlar ve
duplikasyonlar ise %5’ini olusturmaktadir (10,11).

EGFR genindeki aktive edici mutasyonlar, sadece tedaviye yanit1 degil ayni
zamanda hastalarmm sag kalim siirelerini de belirlemektedir. Yapilan dort farkli
calismada, EGFR gen mutasyonuna sahip metastatik KHDAK olgularmin tedavi
sonucunda sag kalim stirelerinin olduk¢a uzun oldugu gosterilmistir (10,11).

Tirozin kinaz inhibitorlerin etki mekanizmasinda, EGFR sinyal yolaginin alt
basamaklarimda rol oynayan direng gelisimine yol agan diger aktivatorlerin
belirlenmesi 6nemlidir. Bu aktivatorlerden birisi KRAS (Kirsten's ras) proteinidir.
RAS gen ailesi liyelerinde meydana gelen somatik mutasyonlar, genin stirekli
olarak aktivasyonuna yol acarak tirozin kinaz inhibitorlerine kars1 diren¢ olusumuna
neden olmaktadir (12).

Akciger kanserlerinden, adenokarsinom histolojik tipinde KRAS mutasyonlari
%35-40 siklikla goriilmektedir. En sik (%70-100) miisindz bronkoalveolar akciger
adenokarsinomlarda goriiliirken, %23 siklikla ise miisindz olmayan bronkoalveolar
adenokarsinomlarda goriilmektedir (12).

Goriilen KRAS mutasyonlarmin %80-90°1 kodon 12°deki nokta mutasyonlar
iken, %10°’dan daha az1 kodon 13’de ve %10’dan az1 ise kodon 61’de yer
almaktadir. Etnik farklilik gostermekte olup, Asya kokenlilerde %5-15 ve bati
kokenlilerde ise %25-50 siklikta goriilmektedir. KRAS gen mutasyonlari,
erkeklerde ve sigara icme Oykiisii bulunan adenokarsinom tanili bireylerde
goriilmektedir (12).

Sigara i¢inde bulunan sigara spesifik nitroz aminin (4-(metilnitrosamino)-1-

(3-(pridil)-1-(butan), KRAS gen mutasyonlarini indiikledigi gosterilmistir. KRAS



geninde mutasyon bulunan adenokarsinom tanili olgularm konvansiyonel
kemoterapiye karsi direng gosterdikleri, ayrica postoperatif olarak hastaligmn
yeniden niiksii ve adenokarsinomlu hastalarin 6lim riskinin yiiksek oldugu
gosterilmistir (12).

BRAF gen mutasyonlari, akciger kanserinde sadece %1-2 siklikla
goriilmektedir. Schmid ve arkadaslari, 96 primer akciger adenokarsinom timor
dokusu ve metastatik tiimor dokusunda sekans yontemi ile EGFR, KRAS ve BRAF
gen mutasyonuna bakarak, iki olgunun primer tiimor dokusunda, 594-599del
DFGLAT ve K601L mutasyonu bulmuslardir (13).

Solid tiimorlerde mutasyon taramalarma yonelik ¢calismalarda farkli molekiiler
teknikler kullanilmaktadir. Tiimor dokusu genetik yap1 itibariyle heterojen
olabilmektedir. Bu nedenle kullanilan metodlarin da mutasyon deteksiyon limitinin
yiiksek olmas1 gerekmektedir. Sanger yontemi ile DNA dizi analizinde en az %20-
25 oraninda mutasyon varsa saptanabilirken, pyrosekansta %5’lik mutasyonlar, real
time PCR’da ise %1 lik mutasyonlar bile gosterilebilmektedir (14).

Bizim c¢alismamizda, KHDAK tanis1 almis 96 olguda, biofilm ¢ipe dayal
mikroarray yontemi (Infiniti Autogenomics) ile EGFR, KRAS ve BRAF gen
mutasyonlarmin belirlenmesi, bu genlerdeki mutasyonlarin Tiirk populasyonuna
O0zgli sikkliginm belirlenmesi ve yOntemin giivenirliliginin  belirlenmesi

amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. insidans ve Epidemiyoloji

Akciger kanseri, diinya genelinde tiim kanser olgular1 i¢inde %13 oranla en
sik goriilen kanserdir (3). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2011 yilinda akciger
kanseri tanist almis 221.130 yeni olgu ve ayn1 yil akciger kanserine bagl 156.940
O0lim saptanmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde akciger kanseri insidansi
62.5/100.000 ve mortalite oran1 52.5/100.000’dir (15). Avrupa’da kansere bagli 6len
3,2 milyon kisinin 386.000’ini (%12) akciger kanseri olan olgular olusturmaktadir.
Bu olgularin %55°1 gelismekte olan iilkelerdedir (16).

2005 yili verilerine gore Tiirkiye’de akciger kanseri insidanst 100.000°de
30.13°diir. 2010 yili Saglik Bakanligi verilerine gore trakea, akciger ve brong
karsinomlar1 kaydma gore erkeklerdeki insidans 69.8/100.000 ve kadinlardaki
insidans 8.4/100.000 olarak verilmistir. Ulkemizde akciger kanseri erkeklerde en sik

goriilen kanser olup, kadinlarda 5. siklikta goriilen kanser tipidir (17).

2.2. Etyoloji Ve Patogenez

Yas: Hastalarin %65°1 65 yas ve iizerindedir (18).

Cinsiyet: Erkeklerde daha sik goriilmektedir, ancak son yillarda insidansi
kadinlarda, erkeklere gore daha hizli artis gostermektedir. Bu artistaki en dnemli
faktor, kadinlardaki sigara kullaniminin artmasidir. Histolojik tiplere gore siklik
degisebilmektedir (19).

Irk: Siyah rkta daha sik goriilmektedir (20).

Sigara: Sigara kullanimi, akciger kanserinin etyolojisinde en 6nemli role
sahiptir. Sigara icenlerde, akciger kanseri gelisme riskinin hi¢ sigara igmeyenlere
gore 10-65 kat fazla oldugu saptanmistir. Akciger kanserli hastalarin %85-90’1nda
sigara kullanim1 saptanmistir. Sigara kullanimi, akciger kanserinin 6zellikle yassi
epitel hiicreli karsinom ve kii¢iik hiicreli karsinom tipleri ile iliskilidir. Akciger
adenokarsinomu, sigara igmeyen olgularda en ¢ok rastlanan histolojik tiimor tipidir.
Sigara i¢imiyle akciger kanseri gelisme riski arasinda doz cevap iligkisi vardir ve

giinliik icilen sigara adedi, sigara kalitesi, inhalasyon derinligi, sigaraya baslama



yast bu iliskinin 6nemli 6geleridir (21). Sigara trakeobronsial agacta sirasiyla
metaplastik, displastik ve malign degisikliklere yol acar (22).

Pasif sigara iciciligi: Bat1 iilkelerinde sigara i¢cmeyenlerde c¢evresel
maruziyete bagli olgu etkilenim %20-30°dur. Pasif i¢icilerin aldigi duman, sigara
icenler tarafindan dogrudan inhale edilen dumanda tanimlanan tiim karsinojenleri
icermekte ve sigara filtresinden de ge¢medigi i¢in, ana dumandaki karsinojen
agirhigmin 100 kati kadarini bulundurmaktadir (23).

Mesleki ve Cevresel Faktorler: En ¢ok bilinen karsinojenler arasinda asbest,
arsenik, bis (klorometil) eter, nikel ve nikel bilesikleri, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, radyasyon, krom, vinil klorid, akrilonitril, berilyum, kadmiyum,
formaldehit, aliminyum, asetaldehit, silika, pliitonyum ve radon yer almaktadir.

Bu grupta en 6nemli olan ve sik karsilasilan karsinojenlerden birisi asbesttir.
Asbest maruziyeti siklikla akciger karsinomuna neden olur. Asbestin iki ana grubu
vardir; serpantin ve amfibol. Serpantin grubu lifler, kivrimlidir ve en iyi bilinen
ornegi beyaz asbesttir (kritizol asbest). Amfibol grubundaki lifler ise diizdiir.
Amfibol grubunda 5 tiir asbest vardir; krokidolit (mavi asbest), amozit (kahverengi
asbest), aktinolit, tremolit, antofilit. Amfibol grubu liflerin fiziksel 6zelliklerinin ve
dokularda uzun siire degigsmeden kalabilmesinin toksisite artisinda 6nemli oldugu
kabul edilmektedir. Asbestin karsinojen etkisi, sigara ile birlestiginde 91 kat artar
(24).

Sosyoekonomik durum: Mesleki egitim ve gelire gore belirlenen diisiik ve
yiiksek sosyal siniflar arasinda mortalitede 2 kat fark goriilmiistiir. Egitim diizeyi
diisiik olanlarda sigara icme prevalansi artmaktadir. Ayrica diisiik sosyoekonomik
diizey saglik hizmetlerine ulasimi, kaliteyi ve kullanimi etkilemektedir (25).

Diyet ve Obezite: Diyetin kanserlerin %30’undan sorumlu oldugu one
siriilmiistiir. Baz1 beslenme faktorlerinin ise akciger kanseri gelisimine neden
oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin Vitamin A, E ve C’nin disiik serum
konsantrasyonlar1 akciger kanseri ile iligkili bulunmustur. Vitamin A, E ve C’nin
antioksidan ve koruyucu etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir (26). Kirmizi et, salam
vb. tuzlu fiime besinler (nitrit ve nitrozamin icerdigi i¢in), siit Uriinleri, doymus
yaglar ve lipidlerin aliminin akciger kanseri riskini artirdigi diistiniilmektedir (27).

Bazi kanser tiirleri (endometrium, meme ve kolorektal kanser) ile obezite arasinda



anlaml iliski bulunurken, akciger kanseri ile obezite arasinda iliski bulunamamistir
(28).

Non-neoplastik akciger hastahklarn: Akciger kanseri ile en giicli iliskili
olan hastalik Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi’dir (KOAH). Sigara kullanimi
hem KOAH’mn, hem de akciger kanserinin primer sorumlusudur. Ayrica sigara
kullanim Oykiisii olmayan kadin hastalarda da yapilan bir ¢alismada, hava yolu
obstriiksiiyonuyla akciger kanseri arasinda anlamli iliski bulunmustur (29).

Akciger kanser riskinin tiiberkiiloz ve pulmoner intertisyel fibrozisi olan
hastalarda arttig1 bildirilmistir. Wu ve arkadaslarmin yaptig1 caligmada, akciger
kanseri insidansmin kontrol grubuyla karsilastirildiginda Onceden tiiberkiiloz
enfeksiyonu tanis1 almis olan hastalardaki ytiksekligi anlamli bulunmustur (30).

Viral etkenlerden 6zellikle HPV tip 16 ve HPV tip 18 sigara igmeyen, Asya
kokenli hastalarda, akciger kanseri gelisimiyle iliskili bulunmustur (31).

Genetik Predispozisyon: Karsinogenez cok basamakli gelisim asamasma
sahiptir. Cevresel faktorler, Ozellikle sigara ve endiistriyel kirlilik sonucu agiga
cikan ajanlar, genetik bozukluklara yol agmaktadir. Bu karmasik duruma neden olan
pek cok genetik hasar tanimlanmustir. Akciger kanserlerinde cok sayida gen
anomalisi saptansa da en sik goriilenleri TP53 mutasyonu, retinoblastom geninde

translokasyon [t (13q11)], 3p kromozomunda heterojenite kaybidir (6).

2.3. Siniflama

Akciger tiimorleri WHO 2004 histolojik smiflamasina gore su sekilde

gruplandirilmistir;

A.Malign Epitelyal Tiimorler
1. Skuaméz hiicreli karsinom
a. Papiller
b. Berrak hiicreli
c. Kiictik hiicreli
d. Bazaloid
2. Kiictik hiicreli karsinom
Kombine kii¢iik hiicreli karsinom

3. Adenokarsinom



a. Adenokarsinom, mikst alt tip1
b. Asiner adenokarsinom
c. Papiller adenokarsinom
d. Bronkoalveolar karsinom
Non-miisindz
Miisindz
Mikst non-miisindz ve miisindz veya ara tip
e. Miisin iiretimiyle birlikte olan solid adenokarsinom
Fetal adenokarsinom
Miisindz (kolloid) karsinom
Miisin6z kistadenokarsinom
Tagh yliziik hiicreli karsinom
Berrak hiicreli karsinom
4. Biiyiik hiicreli karsinom
a. Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom
Kombine biiylik hiicreli néroendokrin karsinom
b. Bazaloid karsinom
c. Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
d. Berrak hiicreli karsinom
e. Rabdoid fenotip iceren biiyiik hiicreli karsinom
5. Adenoskuamoz karsinom
6. Sarkomatoid karsinom
a. Pleomorfik karsinom
b. igsi hiicreli karsinom
c. Dev hiicreli karsinom
d. Karsinosarkom
e. Pulmoner blastom
7. Karsinoid timor
a. Tipik karsinoid
b. Atipik karsinoid
8. Tiikriik bezi tiimorleri
a. Mukoepidermoid karsinom

b. Adenoid kistik karsinom



c. Epitelyal-myoepitelyal karsinom
9. Preinvaziv Lezyonlar
a. Skuamoz karsinoma in situ
b. Atipik adenomat6z hiperplazi
c. Diffiiz idiopatik pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi
10. Mezenkimal tiimorler
a. Epiteloid hemanjioendotelyoma
b. Anjiosarkom
c. Plevrapulmoner blastom
d. Kondrom
e. Konjenital peribronsial myofibroblastik tiimor
f. Diffiiz pulmoner lenfanjiomatozis
g. Inflamatuar myofibroblastik tiimor
h. Lenfanjioleiyomyomatozis
1. Sinovyal sarkom
Monofazik
Bifazik
J- Pulmoner arter sarkomu

k. Pulmoner ven sarkomu

B. Benign Epitelyal Tiimorler
1. Papillomlar
a. Skuamoz hiicreli papillom
Ekzofitik
Inverted
b. Glandiiler papillom
c. Mikst, skuamdz hiicreli ve glandiiler papillom
2. Adenomlar
a. Alveoler adenom
b. Papiller adenom
c. Tiikriik bezi tipi adenom
Miik6z gland adenomu

Pleomorfik adenom



Digerleri

d. Miisinoz kistadenom

C. Lenfoproliferatif Tiimorler

1. MALT tip Marjinal zon B hiicreli lenfoma
2. Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

3. Lenfomatoid graniilomatozis

4. Langerhans hiicreli histiositosiz

D. Diger Tiimorler
1. Hamartom
2. Sklerozan hemanjiom
3.Berrak hiicreli timor
4. Germ hiicreli tiimorler
Mattir teratom
Immatiir teratom
Diger germ hiicreli timorler
5. Intrapulmoner timoma

6. Melanoma

E. Metastatik Tiimorler
WHO : World Health Organization
IASLC: International Assosiation for the Study of Lung Cancer (32)

2004 yilinda yapilan WHO smiflamasi, 2011 yilinda International
Assosiation for the Study of Lung Cancer (IASLC) / American Thoracic Society
(ATS) / European Respiratory Society (ERS) tarafindan modifiye edilerek akciger

adenokarsinomu siniflamasinda major degisiklikler yapilmistir (4).



2011 yilinda yapilan Modifiye 2004 WHO Simiflamas: ise su sekildedir;

Akciger Kanseri Histolojik Siniflamasi

o Preinvaziv lezyonlar

O

O

O

Skuamo6z displazi/karsinoma in situ (CIS)

Atipik adenomatdz hiperplazi (AAH)

Adenokarsinoma in situ (AIS) (non miisinéz, miisindz, veya mikst

non miisindz/miisindz)

Diffiiz

idiopatik  pulmoner ndéroendokrin hiicre hiperplazisi

(DIPNECH)

Skuamoz hiicreli karsinom

Varyantlar1

= Papiller

=  Berrak hucreli

= Kiigiik hiicreli

= Bazaloid

o Kiigiik hiicreli karsinom

o Kombine kii¢iik hiicreli karsinom

o Adenokarsinom

o Minimal invaziv adenokarsinom (MIA) ( <3 cm lepidik baskin

tip, <5 mm’den az invazyon)

Nonmiisindz, miisindz, mikst miisindz/nonmiisinéz

o Invaziv adenokarsinom

Lepidik baskin tip (nonmiisindz bronkoalveoler karsinom
(BAC) paterni, >5mm’den fazla invazyon)

Asiner baskin tip

Papiller baskin tip

Mikropapiller baskin tip

Miisin tireten solid baskin tip

o Invaziv adenokarsinomun varyantlar

Invaziv miisindz adenokarsinom (miisinéz BAC)
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= Kolloid
= Fetal (diisiik ve yiiksek gradeli)
= Enterik

o Biiyiik hiicreli karsinom

O

O

Varyantlari

Biiyiik hiicreli noroendokrin karsinom (LCNEC)
= Kombine LCNEC

Bazaloid karsinom

Lenfoepitelyoma benzeri karsinom

Berrak hiicreli karsinom

Rabdoid fenotip iceren biiyiik hiicreli karsinom

o Adenoskuamaoz karsinom

o Sarkamatoid karsinom

O

O

O

O

O

O

Pleomorfik karsinom
Igsi hiicreli karsinom
Dev hiicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom

Diger

o Karsinoid tiimor

O

O

Tipik karsinoid (TC)
Atipik karsinoid (AC)

o Tiikriik bezi tipi karsinomlar

O

O

O

Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom

Epimyoepitelyal karsinom

(Bu siniflama rezeksiyon materyalleri icin gegerlidir (4).)
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2.4. Klinik

Lokal hastalik semptomlar: Oksiiriik, hemoptizi, gogiis agrisi, dispne,

wheezing, stridor, kilo kaybi, halsizlik, ates, kemik agrisi, clubbing, disfaji, superior

vena cava obstriiksiiyonu.

Lokal ileri hastallk semptomlari: Ses kisikligi, frenik sinir paralizisine

bagli bulgular, ndrolojik bulgular.

Ekstratorasik yayilhm:

- Beyin metastazi

- Kemik metastazlar1

- Karaciger ve bobrek tistii bezlerine metastaz
- Paraneoplastik sendromlar

- Kaseksi (33).

2.5. Prognostik Faktorler

Akciger karsinomlarinda uzun donem prognoz calismalarinda genellikle

kotl sonuglar saptanmistir. En 6nemli prognostik parametre TNM evreleme sistemi

olarak saptanmistir (34).

1)
2)

3)

4)

S)

Yas: 40 yas altinda prognoz katiidiir (22,35).

Cinsiyet: Kadinlarin sagkalim orani, erkeklere gore daha kotiidiir. Bu
durum kismen, kadinlarda ileri evre lezyonlarin daha yiiksek insidansda
goriilmesi ve tlimoriin daha ¢ok adenokarsinomatdz paternde goriilmesi
ile iliskilidir (22). Genis kapsamli bir metaanaliz ¢alismasinda ise,
toplam 86.800 kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomu olgu serisinde kadin
hastalarda daha uzun yasam siiresi izlenmistir (36).

Timor lokalizasyonu: Periferik yerlesimli yassi epitel hiicreli karsinom

tipleri, santral yerlesimli olanlara gore daha iyi prognozludur (37).

Evreleme sistemi: TNM sistemine bagli evreleme en 6nemli prognostik

parametredir (34).
Timor boyutu: Aynmi histolojik tipteki tiimorlerde cap biiyiidiikge

prognoz kotiilesir. Periferal yerlesimli neoplazilerde timér 6 cm’ye

ulasincaya kadar, prognoz cap iliskisi ¢ok gecerli degildir (22,38).
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6)

7)

8)

9

Hiicre tipi ve diferansiasyon derecesi: Yasst epitel hiicreli karsinomlar,

akciger kanserinin en iyi tedavi edilebilen formudur. Uzun sagkalim
siiresi gosteren hasta serilerinin yaklasik yarisini yassi epitel hiicreli
karsinom grubu olusturur. Yassi epitel hiicreli karsinom tanili rezeksiyon
yapilmis hasta grubunda 5 yillik yasam orani; iyi diferansiye tiimorlerde
%40, orta derece diferansiye tiimorlerde %20 ve kotii diferansiye
timorlerde %7’dir. Adenokarsinomlarda ise diferansiyasyondan
bagimsiz 5 yillik sag kalim orami %25’dir. Adenokarsinom grubu
icerisinde mikropapiller patern diger paternlere gore daha koti
prognozludur. Bronkoalveoler patern ise klasik adenokarsinoma gore
daha 1y1 prognozludur. Undiferansiye biiyiik hiicreli karsinomda 5 yillik
sagkalim orani yaklasik %15°dir. Dev hiicreli karsinom ise gergekte
tedavi edilemez. Kiiciik hiicreli karsinomun prognozu kot seyirlidir,
kisa siireli sagkalim kismen kemoterapi ile saglanabilsede bircok seride
5 yillik sagkalim orani %2 nin altindadir (22,39).

Kan damar invazyonu: Bu 6zellik kotii prognoz ile iligkilidir. Lenfatik

invazyon ile beraber rekkiirrens riskini artirirlar (40).
Gogiis duvar1 _invazyonu: Operatif mortaliteyi arttirdigi icin prognoz

kotudiir (41).

Plevral eflizyon: Tiimoér hiicrelerinin plevral sivida saptanmasi koti

prognozdur (42).

10) Skar varhigi: Periferik yerlesimli adenokarsinomlar veya undiferansiye

biiylik hiicreli karsinomlar skar zemininden gelisebilir. Bu ylizden skar
varlig ileride tiimor gelisme riski tasidigi i¢in kotii prognoz ile iligkilidir

(43).

11) Lenf diiglimii tutulumu: Evreleme sisteminde de yer alan en Onemli

prognostik belirtectir. Lenf diiglimii tutulumu koétii prognozla iligkilidir

(44,45).

12) Notrofil/lokosit orani: Kanda artmis notrofil/lokosit orani kotii prognoz

gostergesidir (46).

13



13) Karbonhidrat antijen: A kan grubu ve H/Ley/Leb antijenlerinin kaybi

kotii prognoz ile iliskili saptanmistir (47,48).
14) TTF-1  ekspresyonu: Kiiclik hiicreli dis1  karsinomlarda giiclii

ekspresyonu, niikleer transkripsiyonun habercisidir ve iyi prognozu
gosterir (49,50).

15)DNA ploidi: Akciger kanserlerinde flow sitometrik yontemle DNA
ploidi tayini 6nerilmektedir (51,52).

16) Onkogen ekspresyonu: Kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinda RAS
P21 ekspresyon artisi, kii¢iik hiicreli akciger karsinomlarinda NMYC
ekspresyon artis1 kotii prognoz gostergesidir (22,53,54). P53 ve
HER2/neu ekspresyon artis1 da kotii prognoz belirtecidir (22). Ancak
HER2/neu ekspresyonu izlenen hastalarda, hedefe yonelik tedaviye yanit
almabildigi i¢in prognozla iligkisiz oldugunu gdsteren ¢aligmalar vardir

(55,56).

Akciger Kanserinde TNM Simiflandirmasi

Primer Titmor (T)
Tx: Primer timoriin belirlenememesi veya balgam ya da brons lavajinda
malign hiicrelerin tespit edilip, goriintiileme teknikleri ya da bronkoskopi ile
tiimoriin gosterilememesi
TO: Primer tiimor belirtisi yok
Tis: Karsinoma in situ
T1: Timoriin en genis cap1 <3 cm, akciger veya visseral plevra ile cevrili,
bronkoskopik olarak lob bronsundan daha proksimale invazyon gostermeyen
tiimdr* (Orn. Ana bronsta invazyon yok)
Tla: Timor <2 cm
T1b: Tiimor > 2 cm fakat <3 cm
T2: Tiimoriin en genis ¢cap1 >3 cm ancak < 7 cm veya asagidaki 6zelliklerden
en az birine sahip olmasi:

= Ana bronsa invaze, ancak karinaya uzaklik > 2 cm

= Visseral plevra invazyonu

= Hiler bolgeye ulasan, ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi

ya da obstriiktif pndmoni
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T2a: Tiimor > 3 cm fakat <5 cm

T2b: Tiimor > 5 cm fakat <7 cm
T3: Timor > 7 cm olup, gogiis duvar (siiperior sulkus tiimdérleri dahil),
diyafragma, frenik sinir, mediastinal plevra, parietal perikard gibi yapilardan
herhangi birine direkt invazyon goOstermesi veya karinaya 2 cm’den daha
yakin, ana bronstaki tiimor veya biitiin akcigeri kaplayan atelektazi veya
obstriiktif pndmoni ile birlikte olan tiimdér veya tiimdrle ayni lobda satellit
nodiil veya nodiillerin bulunmasi.
T4: Timor herhangi bir biiylikliikte olup, mediasten, kalp, biiyliik damarlar,
trakea, rekiirren laringeal sinir, Ozefagus, vertebra korpusu, karina gibi
yapilardan herhangi birini invaze etmesi veya malign plevral veya perikardiyal
swv1 ile birlikte olan tiimdr ** veya tiimorle aym tarafta fakat farkli lobda

satellit nodiil veya nodiillerin bulunmasi.

Bolgesel Lenf Bezi (N)

Nx: Bolgesel lenf bezinin degerlendirilememesi

NO: Bolgesel lenf bezi metastazi yok

N1: Aym taraf peribronsiyal ve/veya ayni taraf perihiler lenf bezlerine
metastaz ve primer tlimoriin direkt yayilmasi ile intrapulmoner lenf bezlerinin
tutulmasi

N2: Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

N3: Kars1 taraf mediastinal, hiler; ayn1 veya kars1 taraf supraklavikular veya

skalen lenf bezi metastazlari

Uzak Metastaz (M)

Mx: Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi

MO: Uzak metastaz yok

M1a: Tiimoriin oldugu lobdan ayr1 lobda (kontralateral lob) tiimor nodiilleri
bulunmas: veya tiimorle birlikte plevral nodiil varlig1 veya malign plevral
yayilim olmasi

M1b: Uzak metastaz var
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* Ana bronsun proksimaline uzanan, bronsiyal duvara smirli invazyon gdsteren
herhangi bir biiyiikliikteki yiizeyel tiimor de T1 grubuna girer.

**Akciger kanseri ile birlikte olan plevral efiizyonlarin ¢ogu tiimére baghdir.

Bununla birlikte bazi1 hastalarda plevral sivinin  yinelenen sitolojik
incelemesinde tiimdr saptanamaz. Bu olgularda sivi kanli ve eksuda Ozelliginde
degildir. Klinik durum ve sivinin 6zellikleri tiimorii diisiindiirmiiyorsa, sivi
evrelemede dikkate almmamali ve T1, T2 veya T3 olarak degerlendirilmelidir.

Perikardiyal sivi da ayni kurallara gore degerlendirilmelidir (34).

TNM’ye gore evreleme sistemi (34);

EVRE ___

EVRE 1A Tla,b
EVRE IB T2a NO MO
EVRE ITIA Tla,b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
EVRE IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
EVRE IIIA T1-3 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO,1 MO
EVRE IIIB T4 N2 MO
T1-4 N3 MO
EVRE IV Herhangi T Herhangi N Mlab
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2.6. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Karsinomlar

Tim akciger karsinomlarinin %85’ini  olusturur (4,5). Bu grupta
adenokarsinom, yasst epitel hiicreli karsinom, biliyiikk hiicreli karsinom,
adenoskuamoz karsinom, sarkomatoid karsinom/karsinosarkom bu grupta yer alir

(22).

2.6.1. Adenokarsinom

Adenokarsinomlar %25-40 oraninda goriiliir. Erkeklerde daha sik goriiliir,
ancak kadinlarda goriilen tiim akciger karsinomlarmin yarisint olusturur. Sigara
iciminin tiimorle iligkisi diger tiplere gore daha az olmakla birlikte, son yillarda
diisiik katranli sigaralarin daha derin aspirasyonu ile olusan etkinin bu tip
tiimorlerin artmasina yol actig1 diisliniilmektedir. Sigara igmeyen kadinlarda daha
sik goriiliir. Genellikle akcigerin periferinde kitle lezyonu olusturur. Periferik skar
zemininden gelisme olasiligi en yiiksek olan akciger karsinom tipidir. Plevrada
fibrin birikimi, fibrozis ve cekinti olusturabilir. Plevra ve gégiis duvari invazyonu
diger tiplere gore daha sik goriiliir. Kan damar1 invazyonu en c¢ok izlenen akciger
karsinomu tipidir (22).

Mikroskobik olarak, siklikla glandiiler diferansiasyon gdsteren, tubul yapisi,
papiller yapilar olusturan veya miisin sekrete eden malign Ozellikte hiicrelerden
olusur. Miisin sekrete eden asiner, papiller, solid tipleri yaninda tash yiiziik hiicreli,
miisindz karsinom, enterik (goblet hiicreli) adenokarsinom gibi nadir varyantlari
bulunur. Tiimoriin gradelenmesi glandiiler diferansiasyonun derecesine gore yapilir

(22).

2.6.2. Yassi epitel hiicreli karsinom

Yass1 epitel hiicreli karsinomlar (skuamoéz karsinom) yaklasik %20 oraninda
goriiliir (4,5). Erkeklerde belirgin olarak daha c¢ok izlenir. Sigara en Onemli
etyolojik ajandir. Genellikle hiler veya perihiler yerlesimli, yani akcigerin santral

bolgelerinde yerlesen ve kavitasyona yol agan kitle olustururlar (22).
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Mikroskobik olarak, keratin iireten, birbirleriyle interseliiler kopriiler
olusturan atipik skuamoz hiicrelerden olusur. Arada nekroza gitmis keratinize
hiicreler, “keratin incileri” ad1 verilen olusumlar dikkat ¢eker. Kiigiik hiicreli, berrak
hiicreli, 1y1 diferansiye papiller, bazoloid tip, 1igsi hiicreli tip varyantlar
bulunmaktadir. Tiimor keratin yapma derecesine gore iyi, orta ve kotii diferansiye
olarak grade’lenir. Skuaméz hiicreli karsinom, diger tiplere gore daha ge¢ metastaz

yapar, genellikle lokal yayilma egilimindedir (22).

2.6.3. Biiyiik hiicreli néoroendokrin karsinom

Akciger karsinomlarinin %3’{linii olusturur (4,5). Biiyiik hiicrelerden olusan
bir tiimordiir. Tiimor hiicreleri belirgin cekirdekcik, iri ¢ekirdek ve orta derecede
sitoplazma igerir. Aslinda biiylik hiicreli karsinom tanis1 bir eleme tanisidir.
Skuamdz, adenokarsinom ve kiiclik hiicreli karsinom 6zelliklerini tasimayan, bir
cesit az diferansiye tlimordiir. Ultrastriiktiirel incelemelerde hiicrelerde fokal
skuam6z ve adenokarsinom yoniinde diferansiasyon saptanmustir. Genellikle
periferik yerlesir. Santral yerlesimli de olabilir. Plevra, gogiis duvar1 ve gevre
yumusak dokuya invazyon gosterebilir.

Hiicreler morfolojik ve immiinohistokimyasal olarak ndroendokrin 6zellikler
gosterir. Nekroz ve mitoz siktir (10 biiylik biiylitme alaninda 11°den fazla).
Kombine biiyiik hiicreli ndéroendokrin karsinom, biiyiikk hiicreli néroendokrin

karsinomlarin diger tiplerle birlikte goriilmesidir (22).

2.7. Kiiciik Hiicreli Akciger Karsinomlar

Tim akciger karsinomlarinin %14’iinii olusturur (4,5). Ortalama 60 yas
Genellikle akcigerin santral bolgelerinde yerleserek endobronsiyal lezyon meydana
getirir.

Mikroskobik olarak oval yuvarlak hiperkromatik nukleuslu, belirsiz niikleollii,
dar sitoplazmali hiicrelerden meydana gelir. Tiimoriin hizli bliyiimesinden dolay1

cekilme artefaktlari, nukleuslarda ezilme artefaktlar1 dikkati ¢eker (22).
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2.8. Biofilm Cipe Dayali Mikroarray Yontemi (Infinit1 Autogenomics”®)

Infiniti analiz sisteminin sensitivitesi %100 olarak belirtilmistir. Infiniti analiz
sistemi, Biofilm c¢ip lizerindeki proba, floresan isaretli allel spesifik primerlerin
baglanmasi, ekstensiyonu ve kantifikasyonunu otomatik olarak yapan mikroarray
platformudur. Cip ilizerinde her bir mutasyon i¢in duplike veya triplike olarak
amplifikasyon gerceklesmekte ve her bir spottaki i1simanin ortalamasi alinarak
giivenilir bir sonug elde edilmektedir (57).

Bu yontem ile olgular, EGFR geni i¢in yaygin olarak belirlenmis 50 farkli
mutasyon, KRAS ve BRAF genleri i¢in ise, tek bir ¢ipte yaygmn goriilen 24 farkli

mutasyon acisindan taranabilmektedir (57).

2.9. Akciger Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Akciger kanserlerinin etyolojik nedenlerinin basinda sigara kullanimi
gelmektedir. Sigara dumanindaki mevcut karsinojenler DNA’nin  spesifik
bolgelerine baglanarak genetik mutasyona yol agabilir. Bununla birlikte akciger
karsinomlarinin 6zellikle adenokarsinom alt tipinin hi¢ sigara igmemis kisilerde sik
olmasi, karsinogenezde konak yatkinliginin da rol oynadigini gdstermistir (58).
Akciger kanserlerinin etyolojisinde genetik yatkinligin varligi ileri siiriilmektedir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda 6zellikle ailesinde akciger kanseri bulunan kisilerde,
diger kisilere oranla riskin 2-5 kat arttig1 gosterilmistir (59).

Hiicre ¢ogalmasini kontrol eden genlerdeki hasar, kanser olusumundaki temel
mekanizmadir. Diger kanser tiirlerine benzer olarak, akciger kanserinde de
onkogenlerin aktivasyonu ya da tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu
sonucunda gelisebilmektedir (60). En sik goriilen mutasyon P53 tiimor baskilayici
gen mutasyonu olup, akciger kanseri vakalarimin %60-75’inde goriilir. KHAK'inde,
genellikle c-myc ve Retinoblastom (Rb); KHDAK’inde ise genelde, epidermal
biiylime faktori reseptorii (EGFR), RAS protoonkogen ailesi iiyeleri (K-ras,N-ras,H
ras), BRAF, PI3K ve pl6 gen mutasyonlar1 goriilebilmektedir. 3p,5q,13q’da
meydana gelen kromozom hasarlari, 6zellikle kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde
goriiliir (61). Kiigiik hiicreli akciger kanseri olgularmin %90’ inda ve kiiciik hiicreli
dis1 akciger kanseri olgularinin ise %350’sinden fazlasinda, 17p kromozomal

bolgede kayiplar bulunmustur (60).

19



Son yillarda kanser tedavisinde hedefe yonelik ajanlarm kullanima girmesiyle
KHDAK’nin medikal tedavisi, konvansiyonel tedaviden hedefe yonelik tedaviye
dogru bir degisim gostermistir. Bu nedenle molekiiler biyolojiye dayanan, uzun
sireli sag kalimi belirleyebilecek yeni evreleme sistemleri gelistirilmeye
calisilmaktadir.

Ileri evre KHDAK kemotdropatik tedavisinde, EGFR geninin tirozin kinaz
domainini hedef alan gefitinip ve erlotinip olarak adlandirilmis iki kiigiik tirozin
kinaz inhibitérleri ve cetuximab gibi monoklonal antikorlar kullanilmaktadir.
KHDAK olgularin %10-15’inde hem gefitinip, hem de erlotinip ile tiimdrde
gerileme goriilmektedir. Bu ilaglarin klinik gelisimleri esnasinda 6zellikle Asya
kokenli olup, adenokarsinom tanisi almis ve sigara icme Oykiisii bulunmayan
kadinlarin bu inhibitorlere kars1 daha duyarli olduklar1 gozlenmistir. 2004 yilinda
ise bu hasta grubunda gozlenen duyarlihigin EGFR genindeki somatik
mutasyonlardan kaynaklandigi bulunmustur (7).

EGFR, tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran proteindir,
kromozom 7pl2de lokalizedir. 1970 yilinda Sporn ve Todaro, akciger kanseri de
dahil olmak iizere pek cok solid tiimoriin patogenezinin ve progresyonunun lokal
parakrin ve otokrin biiylime faktorleri ile regiile edildigini bildirmislerdir. EGFR ile
karsinogenez arasindaki iliski lic noktada olmaktadir. Normal EGFR’nin asir1
ekspresyonu; reseptorde mutasyon gelisimi (EGFRvVIII mutasyonu) ile reseptoriin
stirekli aktivite kazanmasi, ligandlarin asir1 yapimina bagl olarak fizyolojik ligand-
reseptor  dengesinin  bozulmasi,  fosfataz  aktivitesinde  azalma  ve
heterodimerizasyondur (8).

EGFR geninin, tirozin kinaz aktivitesi 18-21. eksonlari ile saglanmaktadir. Bu
bolge tirozin kinaz inhibitdrlerinin (TKI) baglandigi, ATP baglanma bolgesi igeren
tirozin kinaz domainini kodlamaktadir. En sik gézlenen EGFR gen mutasyonlar1 da,
ekson 19°daki in-frame delesyonlar ve ekson 21°deki L858R nokta mutasyonudur
9).

Ekson 19°da en sik goriilen delesyon, 747.16sin-749.glutamik asit delesyonu
olup tiim EGFR mutasyonlarmin %44’tinii olusturur. Ekson 21°deki L858R
mutasyonu ise tim EGFR mutasyonlarinin %41’ini olusturur. Ekson 20’deki

delesyonlar ve duplikasyonlar ise %5’ini olugturmaktadir (9).
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EGFR genindeki aktive edici mutasyonlar, sadece tedaviye yanit1 degil ayni
zamanda hastalarin sag kalim siirelerini de belirlemektedir. Yapilan dort farkl
calismada, EGFR gen mutasyonuna sahip metastatik KHDAK olgularinin sag kalim
siirelerinin olduk¢a uzun oldugu gosterilmistir (62). Cappuzzo ve arkadaslarmin
yapmis oldugu c¢alismada da, giinde 250mg gefitinib ile tedavi edilen KHDAK
olgularin, ilaca kars1 yanitlarmin ve sag kalim siirelerinin EGFR gen mutasyonlar1
ile korele oldugunu gostermislerdir (10,11).

EGFR geninde, kemotdropiye 1yi yanit olusturan mutasyonlarm yani sira
T790M mutasyonu ise ilaca kars1 direng gelistiren bir mutasyondur. Bu mutasyon
sonucu, gefitinib ve erlotinib gibi kemotoropatik ilaglarin EGFR proteinindeki ATP
baglanma bdlgesine baglanmalar1 bloklanarak ilaca karsi direng gelismektedir.
Yapilan ¢alismalar da gostermektedir ki terapiden once tiimor hiicrelerinin kiigiik
bir kismmda bulunan T790M mutasyonunun belirlenmesi, kemoterapiye yanit i¢in
hayati 6nem tagimaktadir (63). Bu nedenle, tiimoérde kiiciik bir klonda direnci
indiikleyen mutasyonlarin belirlenebilmesi icin olduk¢a sensitif metodlarin
kullanilmas1 6nemlidir.

Tirozin kinaz inhibitorlerin etki mekanizmasinda, EGFR sinyal yolaginin alt
basamaklarimda rol oynayan dirne¢ gelisimine yol acan diger aktivatorlerin
belirlenmesi 6nemlidir. Bu aktivatorlerden birisi KRAS (Kirsten's ras) proteinidir.
RAS gen ailesi liyelerinde meydana gelen somatik mutasyonlar, genin siirekli
olarak aktivasyonuna yol acarak trozin kinaz inhibitorlerine kars1 diren¢ olusumuna
neden olmaktadir. Akciger kanserlerinden, adenokarsinom histolojik tipinde KRAS
mutasyonlart  %5-40 siklikla goriilmektedir. En sik  (%70-100) miisindz
bronkoalveolar akciger adenokarsinomlarda goriliirken, %23 siklikta ise miisindz
olmayan bronkoalveolar adenokarsinomlarda goriilmektedir (12).

Goriilen KRAS mutasyonlarmin %80-90°1 kodon 12°deki nokta mutasyonlar
iken %10’dan daha az1 kodon 13’de ve %10’dan az1 ise kodon 61’de yer
almaktadir. Etnik farklilik gostermekte olup, Asya kokenlilerde %5-15 ve bati
kokenlilerde ise 9%25-50 siklikta goriilmektedir. KRAS gen mutasyonlari,
erkeklerde ve sigara icme Oykiisii bulunan adenokarsinom tanili bireylerde
goriilmektedir. Sigara i¢inde bulunan sigara spesifik nitroz aminin [4-
(metilnitrosamino)-1-(3-(pridil)-1-(butan)], KRAS gen mutasyonlarimi indiikledigi

gosterilmistir. KRAS geninde mutasyon bulunan adenokarsinom tanili olgularin
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konvansiyonel kemoterapiye karsi direng gosterdikleri yapilan calismalar ile
gosterilmistir.  Ayrica postoperatif olarak hastaligin  yeniden niiksii ve
adenokarsinomlu hastalarin 6liim riskinin yiiksek oldugu gosterilmistir (12).

BRAF gen mutasyonlari, akciger kanserinde sadece %1-2 siklikla
goriilmektedir. Schmid ve arkadaslari, 96 primer akciger adenokarsinom timor
dokusu ve metastatik tiimor dokusunda sekans yontemi ile EGFR, KRAS ve BRAF
gen mutasyonuna bakarak, iki olgunun primer timor dokusunda, 594-599del
DFGLAT ve K601L mutasyonu bulmuslardir (13).

Solid tiimorlerde mutasyon taramalarma yonelik ¢calismalarda farkli molekiiler
teknikler kullanilmaktadir. Tiimor dokusu genetik yap1 itibariyla heterojen
olabilmektedir. Bu nedenle kullanilan metodlarin da mutasyon deteksiyon limitinin
yiiksek olmas1 gerekmektedir. Sanger yontemi ile DNA dizi analizinde en az %20-
25 oraninda mutasyon varsa saptanabilirken, pyrosekansta %5’lik mutasyonlar, real
time PCR’da ise %1 lik mutasyonlar bile gosterilebilmektedir (14).

Goa ve arkadaglari, kolon kanserli olgularda KRAS gen mutasyonunu
belirlemeye yonelik yapmis olduklari bir ¢alismada, strip test, pyrosekans va sanger
sekans yontemlerini karsilastirmiglar; sonug olarak, strip testin mutasyon deteksiyon
limitini %1, pyrosekansin %5 ve sanger sekans yonteminin ise %20-25 olarak
belirtmislerdir (14). Angulo ve arkadaslari, EGFR mutasyonu belirlemede real time
PCR kiti ve direk sekans yontemini karsilastirmislar. Real time PCR kiti ile %1°lik
mutasyon bile saptanabilirken, direk sekans yonteminde bu oran %30 olarak
belirtilmistir (64).

Biofilm ¢ipe dayali mikroarray yontemi; sanger sekans yontemi, pyrosekans
yontemi, real time PCR yOntemi, strip test yontemi gibi mutasyon belirleme
yontemlerine alternatif olarak gelistirilmis bir mutasyon analiz sistemidir. Bu
yontem ile, ¢ip tlizerinde kisa slirede bircok mutasyon aymi anda otomasyon
sistemiyle taranabilmektedir. Kullanilan diger yontemlere gore daha kisa siirede
sonu¢ vermesi ve kisiye bagl degerlendirme gerektirmemesi avantajdir. Ozellikle

bilinen mutasyonlar1 taramada mutasyon deteksiyon limiti %1°dir (65,66,67).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Olgularin Ozellikleri

Calismamizda, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’'nda 2005-2012 yillar1 arasinda kiiglik hiicreli dis1 akciger karsinomu tanisi
almis 96 olgu degerlendirilmistir. Olgularin tamami cerrahi rezeksiyon materyalidir.
Rezeksiyon materyallerinden hazirlanan dokular %10’luk formalinle fikse edilmis
ve parafine gomiilmiis 6rneklerdir. Hastalara ait parafin bloklardan elde edilen 4
mikron kalmhigindaki kesitler, hematoksilen eozin ile boyanarak incelenmistir.
Parafin blok se¢iminde %380°1 tiimér dokusundan olusan ornekler secilmistir.
Calismaya dahil edilen olgulardan, 58’1 adenokarsinom, 30’u yass1 epitel hiicreli
karsinom ve 8’1 biiyiik hiicreli noroendokrin karsinomdan olugmaktadir.

Calismamiza Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Kurulunun 15 Mart 2011
tarthinde 64 sayili karari ile Etik Kurul Onay1 almmustir. Klinik bilgiler, retrospektif
olarak hastane asiv dosyalarindan elde edilmistir. Olgularin sigara i¢iciligi, klinik
anamnezi incelenerek saptanmustir.

2004 Diinya Saglik Orgiitii sniflamasina gore histolojik grade, evre, lenf nodu
metastazi ve uzak metastaz analiz edilmistir. Histolojik grade, adenokarsinom ve
yassi epitel hiicreli karsinom i¢in iy1, orta ve az diferansiye seklinde tanimlanmaistir.
Evrelemesi TNM sistemine gore yapilmistir. Her olgu i¢in primer tiimor boyutu,

bolgesel lenf diiglimii tutulumu, uzak metastaz varligi degerlendirilmistir.

3.2. INFINITI™ Sistemi

INFINITT sistemi Autogenomics Inc. (A.B.D.) tarafindan 6zellikle Molekiiler
Patoloji’de uygulanan onkoloji parametreleri basta olmak {izere, molekiiler tanidaki
tim giincel gereksinimler géz Oniinde bulundurularak gelistirilmis ¢oklu analiz
yapabilen mikro¢ip teknolojisi esasli otomatik bir cihazdir. INFINITI sistemi,
niteliksel ve niceliksel birgok proteomik ve genomik uygulamada, hastalia 6zgii
BioFilmChip Microarray (BioFilmCip Mikrodizi) kullanan tam otomatik, c¢oklu

molekiiler tan1 platformudur.
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INFINITI™ sistemi asagidaki parcalardan olugsmaktadir:
e INFINITI™ Analizor
e BioFilmChip™ Microarray (BioFilmCip Mikrodizi)
e Intellipac™ Reagent Yonetim Modiilii (Intellipac Reaktif Modiilii)

e Uygulama arayiizlii Qmatic™ Isletim Yazilim1

3.2.1. INFINITI™ analizor
INFINITI Analizér, DNA analizlerindeki Ornek isleme, reaktif yonetimi,
hibridizasyon ve optik okuma gibi tiim test islemlerini, tamamen kendi kendine

yeten sistem igerisinde tamamlar.

3.2.2. BioFilmChip™ Microarray (BioFilmCip Mikrodizi)

BioFilmChip™ Microarray ii¢ boyutlu matris sayesinde biyolojik materyallerle
yiiksek uyum saglayan polyester film tlizerinde yaklasik 8-10 pm kalinligindaki
hidrojel tabakalarin ¢oklu katmanlarindan olusan mikroarray tabanli bir filmdir.
Ikinci katman test hassasiyetinin saglanmasi i¢in gerekli olan icerideki floresan
sinyali ortadan kaldiran 6zel bir nitelige sahiptir. En iistteki katman, oligontikleotid,
antikor ya da antijen gibi streptavidin-biotin etkilesimini kullanarak non-kovalent

bagh biyolojik molekiilleri tespit etmek icin tasarlanmustir. Isaretlenmis

BioFilmChip Microarray’ler kolay kullanim i¢in 6zel haznelerde paketlenmistir
(Sekil 3.1).

Oligolaria

BioFiimChi 12 BioFilmChip
Film rulosu Film cipi P 3%%2;"““3 ¢ip iceren hazne

Microarray

Sekil 3.1. BioFilmChip™ Microarrayin dizayninin ayrintili gériintiisi.
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Asagidaki sekilde de goriildiigii gibi, oligolarin yerlesiminden kaynaklanan
hatay1 engellemek i¢in rastgele spotlama yapilmaktadir. Ayni 6zellikteki spottan

birden fazla bulunmasi ile analizin tekrarl teyidi saglanabilmektedir (Sekil 3.2).

_Reg 2
16 F 17 | 18 | 19 | 20 21 | 22 23 24 | 25 | 26 | 27 | 28 29

31 32 34 35 36 37 38 39 40 41 42 4 44; 45

46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59! 60

89 10
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
31 87 13 70 72 14 97 32

85 86 87 88 89 90
20 81 15 99 | 33
100 { 101 | 102 | 103 | 104 | 105
21 85 18 1 54

76 77 78 79 80 81
29 86 12 65 14
91 92 93 94 95 96
28 85 11 63 13
106 [ 107 { 108 | 109 | 110 | 111 115 { 116 | 117 | 118 | 119 | 120
25 81 8 61 12 ] 22 86 19 2 61
121 | 122 | 123 | 124 | 125 | 126 | 127 | 128 | 129 | 130 | 131 | 132 | 133 | 134 | 135
24 72 7 54 11 8 7 6 24 87 20 3 63
136 | 137 | 138 | 139 | 140 : 141 | 142 143 | 144 | 145 | 146 | 147 | 148 ;{ 149 | 150
22 70 6 33 32 31 29 28 25 89 21 4 65
151 | 152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 A 158 | 159 | 160 | 161 | 162 | 163 | 164 | 165
65 5 4 3 2 1 10 929 97 22 5 70
166 | 167 | 168 | 169 | 170 : 171 | 172 . 173 | 174 | 175 | 176 | 177 | 178 179} 180
63 61 54 33 32 31 29 28 25 24 6
181 | 182 | 183 | 184 | 185 | 186 | 187 | 188 | 189 | 190 | 191 | 192 | 193 194} 195
20 19 18 15 14 13 12 11 8

196 | 197 § 199 | 200 ; 201 | 202 | 203 | 204 | 205 | 206 | 207 W 210
10 | 99 | 97 | 89 | 87 86 | 85 | 81 | 72 |
211 1 212 1 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 | 222 225

234 | 235 | 236 | 237 | 238

226 | 227 | 228 | 229 | 230 : 231 232§
: Bin Bin

Sekil 3.2. Analizde kullanilan spotlarin dizilimi.

3.2.3. Intellipac™ Reagent Yonetim Modiilii (Intellipac reaktif modiilii)

Testleri gergeklestirmek i¢in gerekli tiim ilgili reaktifler, 6zgiin bir tasarima
sahip 4 rezervuarli reaktif yonetim modiiliinde yer almaktadir (Sekil 3.3).
Intellipac™ reaktif modiiliine, kullanici i¢in islem siirecini basitlestiren ve reaktif
son kullanma tarihi, kalan reaktif miktar1 ve yapilabilecek test sayis1 gibi verileri

elektronik olarak kaydeden 64kb’lik bir hafiza kart1 entegre edilmistir.
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Hibridizasyon Omege 8294,

Cozeltisi kesif primerlerini
bulunur ihtiva eder
f& Siirgl kapak otomatik agilip kapanir
« ‘2}& S
~ o 64kb hafiza karh tlim reaktif verisini
%’:"3;-,:{. kaydeder:
SN » Test kimiigi

¥ Reaktf fot numaras!
» Son kullanma tarihi
» Yapilan test sayisi

-

Sekil 3.3. Intellipac™ Reagent Yonetim Modiilii (Intellipac Reaktif Modiilii).

3.2.4. Qmatic™ ijsletim yazihimm

Qmatic Isletim Yazilimi ¢cok yonlii bir isletim sistemine sahiptir. INFINITI™
analizOr tarafindan yapilan, yazilim, 6rnek ve reaktiflerin bosaltilmasi, aspirasyonu
ile alele-6zgii primer uzatma (ASPE) reaksiyonu, hibridizasyon, floresan sinyal
Olciimlerini kontrol eder. Veri analizi, veri islenmesi ve sonuglarin raporlanmasi

gibi tiim elektromekanik ve robotik islemleri yonetir.

3.3. Parafine Gomiilii Dokudan DNA izolasyonu

1. Retrospektif olarak segilen vakalara ait hemotoksilen-eosin ile boyali
preparatlar yeniden incelenerek, tiimor igeren lam secilerek preparat iizerinde
timor alani cizilir. %80 ve daha fazla tiimor alanina sahip bloklardan direk
olarak 10 mikron kalinliginda kesit almarak steril 2 ml’lik satrifiij tiipiine
konulur. Timor alaninin kiigiik olmast durumunda 5 mikron kalinliginda
kesitler lam {izerine almarak tiimor alani lam {zerinden kazinip 2 ml’lik
santrifiij tiipli i¢ine alinir.

2. DNA izolasyonu i¢in parafine gomiilii dokudan DNA izolasyon kiti (Qiagen)
kullanilmastir.

3. Dokunun deparafinizasyonu: Santrifiij tiip i¢ine alman dokulara 1 ml Ksilol
eklenir. Vortekslenir. 2 dakika 14000 rpm de santriftij yapilir. Siipernatant

kisim alinir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Ayni iglem bir kez daha tekrarlanir. Dokudaki parafin kalintisina bagl olarak
islem bir kez daha tekrarlanabilir.

Ksilol asamasindan sonra 1 ml absolii alkol eklenir, vortekslenir ve 2 dakika
14000 rpm’de santrifiij edilir. Siire sonunda siipernatant kisim alinir.

Alkoliin u¢gmasi i¢in santriftij tiiplerinin kapaklar1 acik birakilarak 10 dakika
oda 1s1sinda bekletilir.

Doku lizis agsamasi: Santrifiij tiiptindeki doku tizerine 180 ul ATL Buffer ve 20
ul Proteinaz K eklenir. 56°C’de gecede gece boyu (16-18 saat) inkiibasyona
brrakilir.

Ertesi giin lizis olan dokunun bulundugu santrifiij tiipler 95°C’ye ayarli 1s1
blogunda 15 dakika bekletilir.

Stire sonunda tiipler oda 1sisinda sogumaya birakilir.

Lizis olan dokunun tizerine 200 pul AL buffer ve 200 pl absolii alkol eklenir,
vortekslenir ve 14000 rpm kisa 1 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda iist kisim dikkatlice kolona aktarilir. 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilir.

Kolon temiz bir toplayic tiip igine almir. Uzerine 500 pul yikama soliisyonu
I’den eklenir. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

Kolon temiz bir toplayici tiip icine almir. Uzerine 500 ul yikama soliisyonu
[I’den eklenir. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

Kolon temiz bir toplayici tiip i¢ine alinir. Kalan soliisyonun uzaklastirilmasi
icin 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

Kolon temiz bir 2 ml’lik santrifiij tiipiine alimr. Uzerine 50 pl eliisyon
soliisyonundan eklenir. Oda 1sisinda 5 dakika bekletilir.

Stire sonunda 8000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek kolondaki DNA’nin
eliisyonu saglanir.

DNA; -20°C’de saklanur.
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3.4. Cihazin Cahstirilmasi
Bir testin ¢alismasina baslayabilmek i¢in, kullanici asagidaki basit iglemleri
yerine getirir:

1. Analizoriin kapagini agmak i¢in ekrandaki kapak diigmesine basilir.

2. Intellipac™ modiilleri, pipet uglari, BioFilmChip™ hazneleri ve amplifiye
edilmis 6rnekler yiiklenir.

3. Her spesifik ornek i¢in test gereksinimlerini yer aldig1 bir is listesi hazirlanir
ve “yliriit’e basilir (Analizoriin kapagi kapanir ve daha fazla manuel

miidahale gerekmeksizin sonuclar1 elde edilir).

3.5. EGFR Gen Mutasyonlarinin Belirlenmesi

EGFR gen mutasyonlarini belirlemek amaciyla, Autogenomics Infiniti™ EGFR
mutasyon tarama kiti kullanilmistir. Kit; asagidaki tabloda goriilen ve EGFR
geninin tirozin kinaz domainini kodlayan ekzon 18-21°de protein fonksiyonunu
degistiren bilinen en sik goriilmiis mutasyonlar1 belirleyebilecek sekilde dizayn

edilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Autogenomics Infiniti™ EGFR mutasyon tarama kitindeki
mutasyonlarm tarandigi analiz noktalarmin kodlar1 ve her bir analiz noktasinda
taranan mutasyonlarin adlari.

BIOFIiLM CiP UZERINDEKI MUTASYON

AMINOASIT DEGIiSiIMLERI

ANALIZ NOKTASININ KODU

CtrlX18 (Ekzon 18) Ekzon 18’deki degisimler

2125-MA Glu709Lys

2125-MC Glu709GIn

2126-MC Glu709Ala

2126-MG Glu709Gly

2126-MT Glu709Val

2155-MA Gly719Ser

2155-MC Gly719Arg

2155-MT Gly719Cys

2156-MT Gly719Ala

2159-MT Ser720Phe

Ctrl1X19 (Ekzon 19) Ekzon 19°daki degisimler

2235-MA Lys739 Ile744dupLyslleProValAlalle
Lys745 Glu746del
Glu746_Ala750del
Glu746_Thr751delinsAla
Glu746_Thr751delinslle
Glu746_Thr751delinslle
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Cizelge 3.1. (Devam)

2236-MA Glu746_Ala750delinsArgPro
Glu746_Ala750del
Glu746Lys

2236-MC Glu746_Ala750delinsGInPro
Glu746_Pro753delinsLeuSer

2236-MT Glu746_Ser752del

2237-MG Glu746_Ser752delinsAla

2237-MT Glu746-Thr751delinsVal

Glu746_Thr751delinsValAla

Glu746_Ser752delinsVal

Glu746_Ser752delinsVal

Glu746_Ser752delinsVal

CtrIX19 (Ekzon 19)

Ekzon 19°daki degisimler

2238-MC Glu746_Ala750delinsPro
2238-MG Glu746_Thr751delinsAla
Glu746_Thr751delinsGIn
Glu746_Ser752delinsAsp
2239-MC Leu747 _Glu749del;Ala750Pro
Leu747 Thr751delinsPro
Leu747 Thr751delinsGln
Leu747 Thr751delinsProlle
Leu747 Ser752del
Leu747_Ser752delinsGIn
Leu747 Pro753delinsGln
2239-MG Glu746_Glu749del
Leu747 Glu749del
2240-MC Glu746_Thr751del
Leu747 Thr751del
Leu747 Thr751delinsSer
Leu747 Thr751del
Leu747 Lys754delinsSerArg
2241-MC Leu747 Pro753delinsSer
Leu747_Ala750delAAGAGAGinsC
Leu747 Thr751delAAGAGAAGCAAinsC
2245-MT Arg748 Thr751delinsT
Glu749 Thr751del
2252-MA Thr751 Ile759delinsAsn
2252-MG Thr751 _Ile759delinsSer
2252-MT Thr7511le
2253-MC Ser752 11e759
Ctr1X20 (Ekzon 20) Ekzon 20’deki degisimler
2291-MG Glu762insEAFQ
2291-MT Glu762insGluAlaPheGln
2303-MT Met766_Ala767insAlalle
Ser768lle
2305-MA Val769Met
2305-MT Val769Leu
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Cizelge 3.1. (Devam)

Ctr1X20 (Ekzon 20) Ekzon 20’deki degisimler
2309-MC Asp770insAlaSerVal
Asp767 Val769dupAlaSerVal
2310-MA Asp770fs
2315-MG Pro772Arg
2312-MG Ser768 Asp770dupSerValAsp
2318-MG His773Arg
2318-MT His773Leu
2320-MA Asn771 His773dupAsnProHis resistant
Val774Met
2326-MT Arg776Cys
2335-MT Gly779Phe
2369-MT Thr79Met
2375-MC Leu792Pro
CtriX21 Ekzon 21°deki degisimler
2477-MG Asn826Ser
2504-MT His835Leu
2572-MA Leu858Arg
Leu858Met
2573-MG Leu858Arg
Leu858Arg
2582-MA Leu861GIn
2582-MG Leu861Arg

A. Kit Icerigi
1. EGFR genine spesifik Biofilm ¢ip magazini
2. Amplifikasyon karisimi: igeriginde; dNTP’ler, multipleks primer karisima,
MgCl,, reaksiyon buffer bulunmaktadir.
3. EGFR genine spesifik Intellipac reagent modiilii:
a) Reaksiyon master miks: dNTP’ler, isaretli-dCTP, allel spesifik primerler,
uzama reaksiyon buffer
b) Hibridizasyon buffer
Yikama soliisyonu
Titanyum Taq DNA Polimeraz
Ekzoniikleaz 1

Shrimp alkalin fosfataz

® =N ok

Distile su
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B. EGFR geni icin polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR) kurulmasi

PZR reaksiyonu i¢in 15-60 ng/ul DNA olmas1 gerekmektedir.
PZR master miksinin hazirlanmasi:
EGFR PZR reaksiyonu master miski  17.8 pl
Titanyum Taq DNA Polimeraz 0.2 ul
DNA 2 ul

1. Termal cycler’da, asagidaki program kullanilarak PZR reaksiyonu

gergeklestirilir.
1 94 120 1
2 94 15 10
67-57 15
(-1.0/siklus)

3 94 15 30
57 15

4 94 15 1
4 Bekleme

2. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, PZR {iriinlerininin temizlenmesi i¢in SAP
(Shrimp alkalin fosfataz) ve Ekzoniikleaz I muamelesi yapilir. Bunun i¢in
asagidaki karisim hazirlanir.

SAP (Shrimp alkalin fosfataz) 1,5ul

Ekzoniikleaz I 0.375 ul

Titanyum Taq DNA Polimeraz 0.125 pl
3. Hazirlanan karigimdan PZR tiiplerine 2 pl dagitilir.

4. Termal cyclerda asagidaki program kullanilarak PZR iirlinlerinin temizlenmesi

yapilir.
Swcaki (O Sire (Dakia)
1 37 60
2 94 20
3 4 Bekleme
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5) Cihaza 6rneklerin yiiklenmesi: Cihaza belirlenen siralarda gerekli malzemeler ve
reaktifler yerlerine yerlestilir.
a) Yiklenen Ornek sayisina yetecek kadar cihaza ait pipet uglar1 yerlerine
yerlestirilir.
b) Biofilm ¢iplerin bulundugu magazin, yikama soliisyonu, PZR iiriinleri,
intellipac reagent modiil cihazdaki yerlerine yerlestirilir.
¢) Ornek numaralar1 yazilarak cihazin ¢alismasi baslatilir

6) Calisma tamamlandiktan sonra rapor halinde sonuglar alinir.

3.6. KRAS-BRAF Gen Mutasyonlarinin Belirlenmesi

KRAS-BRAF gen mutasyonlarmi belirlemek amaciyla, Autogenomics
Infiniti™ KRAS-BRAF mutasyon tarama kiti kullanilmistir. Kit, KRAS ve BRAF
geninde, asagidaki tabloda goriilen ve protein fonksiyonunu degistiren bilinen en

sik goriilen mutasyonlar1 belirleyebilecek sekilde dizayn edilmistir (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. Autogenomics Infiniti™ KRAS-BRAF mutasyon tarama kitinde;

KRAS geninin Kodon 12, 13 ve 61’inde ve BRAF geninin Kodon 600°’{inde taranan
mutasyonlar.

G12A Glyl2Ala | ¢.35G>C GGT>GCT
G12C Glyl2Cys | ¢.34G>T GGT>TGT

G12D Glyl2Asp | ¢.35G>A GGT>GAT

GI12F Glyl2Phe | ¢.34 35GG>TT GGT>TTT

GI2R Glyl2Arg | ¢.34G>C GGT>CGT

G12S Glyl2Ser | ¢.34G>A GGT>AGT

GI2V Glyl2val | ¢.35G>T GGT>GTT

13 G13A Glyl3Ala | ¢.38G>C GGC>GCC
G13C Glyl3Cys | ¢.37G>T GGC>TGC

G13D Glyl3Asp | ¢.38G>A GGC>GAC

GI3R Glyl3Arg | ¢.37G>C GGC>CGC

G138 Glyl3Ser | ¢.37G>A GGC>AGC

G13V Glyl3Val | ¢.38G>T GGC>GTC
61 Q61E Gln61Glu | ¢.181C>G CAA>GAA
Q61HI GIn61Hys | c.183A>C CAA>CAC

Q61H2 Gln61Hys | c.183A>T CAA>CAT
Q62K Gln6lLys | c.181C>A CAA>AAA

Q61L Gln6lLeu | c.182A>T CAA>CTA

Q61P Gln61Pro | c.182A>C CAA>CCA

Q61R Gln61Arg | c.182A>G CAA>CGA

BRAF | 600 V600A Val600Ala | ¢.1799T>C GTG>GCG
V600D Val600Asp | c.1799 1800TG>AT | GTG>GAT

V600E1 Val600Glu | ¢.1799T>A GTG>GAG

V600E2 Val600Glu | c.1799 1800TG>AA | GTG>GAA
V600KRM | Val600Lys | c.1798 1799GT>AA | GTG>AAG
Val600Arg | c.1798 1799GT>AG | GTG>AGG

Val600Met | ¢.1798G>A GTG>ATG

33



A) Kit icerigi

1. KRAS-BRAF genine spesifik Biofilm ¢ip magazini

2. Amplifikasyon karigimi: iceriginde; dNTP’ler, multipleks primer karigimu,

MgCl,, reaksiyon buffer bulunmaktadir.
3. KRAS-BRAF genine spesifik Intellipac reagent modiilii:

a)

b)
¢)

N ok

Reaksiyon master miks: dNTP’ler, isaretli-d CTP, allel spesifik

primerler, uzama reaksiyon buffer

Hibridizasyon buffer

Yikama soliisyonu

Titanyum Taq DNA Polimeraz
Ekzoniikleaz I
Shrimp alkalin fosfataz

Distile su

B. KRAS-BRAF genleri icin Polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR)

kurulmasi

PZR reaksiyonu i¢in 15-60 ng/ml DNA olmas1 gerekmektedir.

PZR master miksinin hazirlanmast:

KRAS-BRAF PZR reaksiyonu master miski

Titanyum Taq DNA Polimeraz 0.2 pl

DNA

Termal

gerceklestiril

2 ul

cycler da, asagidaki program kullanilarak PZR

ir.

17.8 ul

Swakitk (0| Sir(Saniyo)
1 94 120 1

reaksiyonu

2 94 15 10
67-57 15
(-1.0/sikliis)
3 94 15 30
57 15
4 94 15 1
4 Bekleme
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1. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, PZR {iriinlerininin temizlenmesi i¢cin SAP
(Shrimp alkalin fosfataz) ve Ekzoniikleaz I muamelesi yapilir. Bunun i¢in asagidaki
karisim hazirlanir.

SAP (Shrimp alkalin fosfataz) 1,5ul
Ekzoniikleaz 1 0.375 ul
Titanyum Taq DNA Polimeraz 0.125 pl
2. Hazirlanan karigimdan PZR tiiplerine 2 pl dagitilir.
3. Termal cyclerda asagidaki program kullanilarak PZR firiinlerinin

temizlenmesi yapilir.

Swaki O Sire (ki)

1 37 60
2 94 20
3 4 Bekleme

4. Cihaza Orneklerin yiiklenmesi: Cihaza belirlenen siralarda gerekli
malzemeler ve reaktifler cihazdaki uygun yerlerine yerlestilir.
a) Yiiklenen 6rnek sayisina yetecek kadar cihaza ait pipet uglar1 yerlerine
yerlestirilir.
b) Biofilm ¢iplerin bulundugu magazin, yikama soliisyonu, PZR iiriinleri,
intellipac reagent modiilii cihazdaki yerlerine yerlestirilir.
c¢) Ornek numaralar1 yazilarak cihazin ¢alismasi baslatilir.

5. Calisma tamamlandiktan sonra rapor halinde sonuclar alinir.

3.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen kategorik verilerin analizinde Fisher, Anova ve Pearson Ki kare
testi kullanildi. Ug grup arasinda karsilastirma yapmak icin ise Kruskal Wallis testi
kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1. Olgularn Klinik ve Histopatolojik Ozellikleri

Calismamiza dahil edilen hastalarin yaslari, 32 ile 81 arasinda degismekteydi.
Tiim hastalarin yas ortalamasi 61,5 idi. Calismaya dahil edilen 96 olgunun, 58’1
(%60,4) adenokarsinom, 30’u (%31,3) yassi epitel hiicreli karsinom, 8’1 (%38,3)
biiyiik hiicreli noroendokrin karsinomdan olusmaktaydi. Hastalarm 79 tanesi
(%82,3) erkek, 17 tanesi (%17,7) kadindi. Hastalarin 44 tanesinde sigara anamnezi
mevcuttu. 52 hastanin dosyasina arsivden ulasilamadigi icin sigara anamnezi
bilinmiyordu. 44 hastadan 35 tanesi sigara icmekteydi. 9 hasta sigara icmiyordu.

Adenokarsinom tanili hastalarin 16 tanesi, yassi epitel hiicreli karsinom tanili
hastalarin 14 tanesi ve biiyiikk hiicreli karsinom tanili hastalarin 5 tanesi sigara
icmekteydi. Sigara kullanimi ile histopatolojik tipler arasinda anlamli bir iligki

saptanmadi.
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Adenokarsinom tanili olgularin diferansiasyon derecesine gore iyi, orta, kotii

diferansiye olan drnekleri ve bronkoalveoler karsinom olgu 6rneginin histopatolojik

gortintiileri asagidaki gibidir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve Sekil 4.4).

= . . ; Y . = : ..‘ e
- = : ; WA, Sy o
S B R Bt R e g Rt

Sekil 4.2. Orta derecede diferansiye akciger adenokarsinomu (HEx100).
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Sekil 4.4. Bronkoalveoler karsinom (HEx50).
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Yassi1 epitel hiicreli karsinom tanili olgularin diferansiasyon derecesine gore

iyi, orta, kot diferansiye olan 6rneklerin histopatolojik goriintiisti asagidaki gibidir

(Sekil 4.5, 4.6 ve Sekil 4.7).

Sekil 4.6. Orta derecede diferansiye akciger yassi epitel hiicreli karsinomu
(HEx100).
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Sekil 4.7. Kotii derecede diferansiye akciger yassi epitel hiicreli karsinomu
(HEx200).

Biiyiik hiicreli noroendokrin karsinom tanili olgu 6rneginin histopatolojik

goriintiisii agagidaki gibidir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Biiyiik hiicreli noroendokrin karsinom (HEx200).
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Adenokarsinom ve yasst epitel hiicreli karsinom olgularmin diferansiasyon

derecesine gore iyi, orta ve kotii diferansiye olgularin dagilimi asagidaki gibidir.
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Adenokarsinom ve yass1 epitel hiicreli karsinom (YEHK) olgularimin
diferansiasyon derecesine gore dagilimu.

Diferansiyasyon derecesi

Adenokarsinom 20 (%34,5) 21 (%36,2) 17 (%29,3)
YEHK 5(%16,7) 12 (%40,0) 13 (%43,3)
Toplam 25 (%28,4) 33 (%34,1) 30 (%37,5)

Adenokarsinom, yassi epitel hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli ndroendokrin

karsinom (BHNEK) olgularinin evrelerine gore dagilimi asagida gosterilmistir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Adenokarsinom, YEHK ve BHNEK tanili hastalarin evrelerine gore

dagilimu.

Evre IA,B 20 (%34,5) 8 (%26,7) 1 (%12,5)
Evre [1A,B 18 (%31) 17 (%56,7) 4 (%50)
Evre II1A,B 12 (%20,7) 24(%13,3) 3 (%37,5)
Evre IV 8 (%13,8) 1 (%3,3) 0 (%0)

Timor boyutu, lenf diigliimii metastazi ve uzak metastaz TNM sistemindeki

tanimlamalara gore degerlendirildi.

asagida gosterilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Timo6r boyutuna gore hastalarin dagilimi.

Timor boyutuna gore hastalarin dagilimi

6 (%10,3) 4 (%13,3)
T1b 9 (%15,5) 2 (%6,6) 1(%12,5)
T2a 13 (%22,4) 5(%16,6) 3(%52)
T2b 12 (%20,6) 7(%23,3) 2(%25)
T3 11 (%18.9) 9 (%30) 1(%12,5)
T4 7 (%12) 3 (%10) 1(%12,5)
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Lenf digiimii metastazina gore hastalarin dagilimi asagida gosterilmistir

(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Lenf diigiimii metastazina gore hastalarin dagilimi.

I T ST

44 (%75.9) 24 (%830,0) 4(%50,0) | 72 (%75.,0)
N1 11 (%19,0) 6 (%20,0) 2(%25,0) | 19 (%19,8)
N2 3 (%5,2) 0 (%0) 2 (%25,0) 5 (%5,2)
N3 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Uzak metastaz yapip yapmadigina gore hastalarm dagilimi

gosterilmistir (Cizelge 4.5).

asagida

Cizelge 4.5. Uzak metastaz yapip yapmadigina gore hastalarin dagilimai.

I T TS BRNEK

50 (%87) 29 (%97) 8 (%100)
Mila 0 0 0
Mi1b 8 (%13) 1 (%3) 0

Timor tiplerinin evrelere gore dagilimi asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil

4.9).
Tuimor tiplerinin evrelere gore
dagilimi
60% 1~
50% +~
40% - m Adeno-Bronko
30% 7 ® Yasst
20% 1° BHNEK
0%
EVRE1 EVRE2 EVRE3 EVRE4

Sekil 4.9. Tiimor tiplerinin evrelere gore dagilimi.
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Adenokarsinom tanili hastalarin yas araligi 44-81 arasinda de§ismekteydi.
Ortalama yas 62,5 idi. Hastalarin toplam sayis1 58 ve bunlarin 44’1 erkek (%75,9),
14’14 (%24,1) kadindi. 23 hastanin dosyasina ulasilabildi. Bunlardan 16 tanesi
(%69,6) sigara igiyor, 7 tanesi (%30,4) sigara igmiyordu. Hastalarin 8 tanesi
Bronkoalveoler tip adenokarsinom taniliydi.

Adenokarsinom tanili hastalarin 14 tanesinde (%?24.1) EGFR mutasyonu
saptanirken (Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14), 12 tanesinde (%20.6) KRAS
mutasyonu saptandi (Sekil 4.15). KRAS mutasyonu saptanan 12 hastadan 2 tanesi
Bronkoalveoler tip adenokarsinomdu (Sekil 4.16). Hastalar arasinda yalnizca 1
hastada BRAF mutasyonu izlendi (Sekil 4.17). Toplam 96 hastada, sadece 1 tane
adenokarsinom tanili vakada BRAF mutasyonu izlendigi i¢in, drneklem yetersizligi
nedeniyle karsilastirma yapilamadi. 31 hastada herhangi bir mutasyona rastlanmadi
(Sekil 4.18).

Yass1 epitel hiicreli karsinom tanili hastalarin yas araligi 32-79 arasinda
degismekteydi. Ortalama yas 62,10 idi. Hastalarin toplam sayisi 30 ve bunlarin
27’s1 erkek (%90), 3’1 (%10) kadind1. 16 hastanin dosyasina ulasilabildi. Bunlardan
14 tanesi (%87,5) sigara iciyor, 2 tanesi (%12,5) sigara igmiyordu.

Yassi1 epitel hiicreli karsinom tanili hastalardan yalnizca 1 tanesinde (%3,3)
KRAS mutasyonu izlenirken, 29 hastada (%97,3) herhangi bir mutasyona
rastlanmadi. 1 olguda goriilen KRAS mutasyonu kodon 12/13 bélgesindeki G12 S
mutasyonuydu (Sekil 4.19).

Biiyiik hiicreli noroendokrin karsinom tanili hastalarin yas araligi 50-66
arasinda degismekteydi. Ortalama yas 57,75 idi. Hastalarin toplam sayis1t 8 ve
tamami erkek cinsiyetteydi. 5 hastanin dosyasina ulasilabildi. Bunlarin tamami da
sigara i¢iyordu. Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom tanili hastalardan yalnizca 1
tanesinde (%12,5) KRAS mutasyonu izlenirken, 7 hastada (%87,5) herhangi bir
mutasyona rastlanmadi. 1 olguda goriilen KRAS mutasyonu kodon 12/13
bolgesindeki G13 C mutasyonuydu (Sekil 4.20).

Adenokarsinom, yass1 epitel hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli néroendokrin
karsinom tanili toplam 96 vakanin hi¢birinde 2 farkli mutasyon birarada goriilmedi.

Adenokarsinom, yassi epitel hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli néroendokrin
karsinom tanili toplam 96 olgunun yas, cinsiyet, sigara igme durumu, tiimor tipi,
mutasyon varligi, TNM evresi ve diferansiyasyon derecesi tablolar halinde

Ozetlenmistir (Cizelge 4.6, 4.7, 4.8).
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Intell.Lot : 20335W07J

SNo Analyte

Exonl8

CtrlX18
2125-MA
2125-MC
2126-MC
2126-MG
2126-MT
2155-MA
2155-MC
2155-MT
2156-MT
2159-MT

(- T . ST A

el
L=

Exonl®
12 CtrlX19
13 2235-MA
14 2236-MA
15 2236-MC
16 2236-MT
17 2237-MG
18 2237-MT
19 2238-MC
20 2238-MG
21 2239-MC
22 2239-MG
23 2240-MC
24 2241-MC
25 2245-MT
26 2252-MA
27 2252-MG
28 2252-MT
29 2253-MC

Exon20
30 Ctrlxz20
31 2291-MC
32 2291-MT
33 2305-MA
34 2305-MT
an 2ANG-M

36 2310-MA
37 2312-MC
38 2315-MG
35 2318-MG
40 2318B-MT
41 2320-MA
42 2326-MT
43 2335-MT
44 2369-MT
45 2375-MC

Exon2l
46 CtrlX2l
47 2477-MG
48 2504-MT
49 2572-MA
50 2573-MG
51 2582-MA
52 2582-MG

53 BKGD

Magz.Lot: 08011220334W06J

Analysis

Neg
Heq
Neg
Neg
Neg

Neg
Neg
Neg
Neg

Heg
Positive
Neg
Nag
Heg
Neg
Neg
Neg
Heg
Heg
Neg
Hag
Hag
Neg
Neg
Heg
Hag

Neg
Heg
Neg
Heg

Neg
Heg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Heg
Heg
HNeag

Neg
Heg
Neg
Heg
Nag
Heg

Futativu Jelewied in Dmenll =t

EGFR
Sample: 391109
ID: 2011041516101784
RFU

7396. 68
9.51
1.00
52.13

179.18
1.00
4.68
1.00

41.04
13.62
48.45

13518.45
132:35
3382.12
32.79
62.72
159.69
3.7
1.00
1.00
12.19
1.00
38.19
4.25
68.57
172.00
1.00
18.44
54.08

5129.06
67.71
191.42
138,33
1.00
103.50

96.17
21.77
2.30
80.10
1.00
58.53
5.55
60.89
127.37
266.47

4066,37
60.75
30.21

1.00
1.00
25.42
10.87

279.59

29I E_MR

Ratio

0.00
0.01
0.02
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.01

0.01
0.25
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00

Apr 15,2011
22:34

Sekil 4.10. Ekson 19°da EGFR mutasyonu gosteren adenokarsinom olgusu.
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EGFR e
Intell.Lot : 20335W07J Sample: 14747-1C2-06 Feb 4,2011
Magz.Lot: 08011220334W06.J ID: 2011020418200506 23:48
SNo Analyte Analysis RFU Ratio
Exonl®
1 CtrlXis 3968.59
2 2125-MA Neg 10.97 0.00
3 2125-MC Neg 119.08 0.03
4 2126-MC Neg 14.50 0.00
5 2126-MG Neg 91.23 0.02
6 2126-MT Neg 1.00 0.00
7 2155-MA Neg 11.91 0.00
B8 2155-MC Neg 1.53 0.00
9 2155-MT Neg 18.10 0.00
10 2156-MT Nag 151.69 0.04
11 2159-MT Neg 37.40 0.01
Exonl9
12 CtrlX19 10749.30
13 2235-MA Neg 38.32 0.00
14 2236-MA Neg 3.49 0.00
15 2236-MC Neg 1.00 0.00
16 2236-MT Neg 45.04 0.00
17 2237-MG Neg 90.66 0.01
18 2237-MT Neg 25.89 0.00
19 2238-MC Neg 22.01 0.00
20 2238-MG HNag 4.17 0.00
21 2239-MC Positive 1948.33 0.18
22 2239-MG Neg 168.82 0.00
23 2240-MC Neg 99.17 0.01
24 2241-MC Neg 1.00 0.00
25 2245-MT Neg 61.28 0.01
26 2252-MA Neg 129.70 0.01
27 2252-MG Neg 25.06 0.00
28 2252-MT Neg 55.22 0.01
29 2253-MC Neg 57.21 0.01
Exon20
30 CtrlX20 1928.81
31 2291-Mc Neg 39.85 0.02
32 2291-MT Neg 89.32 0.05
33 2305-MA Neg 35.86 0.02
34 2305-MT Neg 11.21 0.01
35 2309-MC Meq 94.33 0.05
36 2310-MA Neg 74.31 0.04
37 2312-MG Neg 42.11 0.02
38 2315-MG Heg 18.15 0.01
39 2318-MG Neg 33.45 0.02
40 2318-MT Heg 51.84 0.03
41 2320-MA Neg 51.59 0.03
42 2326-MT Neg 3.85 0.00
43 2335-MT Nag 84.18 0.04
44 2365-MT Heg 35.21 0.02
45 2375-MC Positive 210.33 0.11
Exon2l
46 Ctrix2l 1755.36
47 2477-MG Neg 24.59 0.01
48  2504-MT Neg 1.00 0.00
49 2572-MA Neg 4.35 0.00
50 2573-MG Heg 12.64 0.01
51 2582-MA Neg 59.95 0.03
52 2582-MG Nag 35.20 0.02
53 BKGD 365.64
Mutation detected in Exonl9 at 2239-MC
Mutation detected in Exon20 at 2375-MC

Sekil 4.11. Ekson 19°da EGFR mutasyonu gosteren adenokarsinom olgusu.
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Intell.Lot : 20335W07J
Magz.Lot: 08011220334W06J

SNo Analyte

Exonl8

Ctrlxis
2125-MA
2125-MC
2126-MC
2126-MG
2126-MT
2155-MA
2155-MC
2155-MT
2156-MT
2159-MT

O D N W R e

=
= o

Exonl9
12 CtrlX19
13 2235-MA
14 2236-MA
15 2236-MC
16 2236-MT
17 2237-MG
18 2237-MT
19 2238-MC
20 2238-MG
21 2239-MC
22 2239-MG
23 2240-MC
24 2241-MC
25 2245-MT1
26 2252-MA
27 2252-MG
28 2252-MrT
29 2253-MC

Exon20
30 CtrlX20
31 2201-MG
32 2291-MmT
33 2305-MA
34 2305-MT
35 2309-MC

36 2310-MA
37 2312-MC
38 2315-MG
39 2318-MG
40 2318-MT
41 2320-MA
42 2326-MT
43 2335-MT
44 2369-MT
45 2375-MC

Exon2l
46 Ctrlx2l
47 2477-MG
48 2504-MT
49 2572-MA
50 2573-MG
51 2582-MA
52 2582-MG

53 BKGD

Analysis

Neg
Heg
Neg
Neg
Neg
Heg
Neg
Neg
Heg
Neg

FE5

Neg
Heg

L

Neg
Neg
Neg
Neg

Heg
Neg
Hag
Heg
Heg
Neg
Neg
Hag
Heg
Neg
Neg
Heg
Neg
Heg
Neg

Heg
Neg
Heg
Positive
Heg
Neg

EGFR

Sample: 3595-3E-10
ID: 2011010910105212

RFU

12084.28
1.00
1.00
15.34
122.74
1.00
18.09
1.00
1.00
1.00
77.70

11394.97
78.13
54.15

1.00
2.38
110.25
1.00
1.00
36.97
80.32
1.00
36.30
39.34
12.60
115.80
30.92
43.07
50.26

5388.38
18.84
131.93
29.80
19.97
34.58

19.29
50.76
1.00
55.13
1.00
44.56
1.00
5.85
138.75
285.28

3602.10
0.24
1.00
1.00

2862.70

76.81
1.52

376.17

Mutation detected in Exon2l at 2573-MC

Ratio

0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01

0.01
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00

0.00
0.02
0.01
0.00
0.01

0.00
0.01
0.00
0.01
0.00
0.01
0.00
0.00
0.03
0.05

0.00
0.00
0.00
0.79
0.02
0.00

—

Jan 9,2011
20:23

Sekil 4.12. Ekson 21°de EGFR mutasyonu gosteren adenokarsinom olgusu.
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EGFR
Intell.Lot : 20335W07J Sampie: 7237-3-10 Jan 9,201
Magz.Lot: 08011220334W06.J 1D: 2011010910102220 18:36
SNo Analyte Analysis RFU Ratio
Exonl8
1 Ctrlxis 11185.11
2 2125-MA Nag 19.42 0.00
3 2125-MC Nag 0.76 0.00
4 2126-MC HNeg 1.00 0.00
5 2126-MG Heg 139.94 0.01
6 2126-MT Hag 1.00 0.00
7 2155-MA Neg 17.74 0.00
8 2155-MC Heg 11.53 0.00
9 2155-M1 Hag 1.00 0.00
10 2156-MT Nag 16.99 0.00
11 2159-MT Neg 102.29 0.01
Exonl9
12 ctrlX19 12151.45
13 2235-MA Positive 8192.62 0.67
14 2236-MA Heg 66.89 0.01
15 2236-MC Nag 1.00 0.00
16 2236-MT Neg 17.97 0.00
17 2237-MG Neg 37.14 0.00
18 2237-MT Neg 1.00 0.00
19 2238-MC Hag 15.45 0.00
20 2238-MG Neg 1.00 0.00
21 2239-MC Heg 38.72 0.00
22 2235-MG Heg 1.00 0.00
23 2240-MC Heg 63.33 0.01
24 2241-MC Neq 1.00 0.00
25 2245-MT Heg 4.78 0.00
26 2252-MA Neg 123.03 0.01
27 2252-M; Neg 18.78 0.00
28 2252-MT Nag 59.21 0.00
29 2253-MC Neg 39.66 0.00
Exon20
30 ctrix2o 4975.78
31 2291-MG Neg 25.24 0.01
32 2201-MT Neg 142.44 0.03
33 2305-MA Neg 21.49 0.00
34 2305-MT Neg 4.17 0.00
35 2200 MC Vag 38 @1 n m
36 2310-MA Neg 57.03 0.01
37 2312-MG Nag 32.28 0.01
38 2315-MG Neg 1.00 0.00
38 2318-MG Heg 55.20 0.01
40 2318-MT Neg 1.00 0.00
41 2320-MA Neg 23.23 0.00
42 2326-MT Neg 43.10 0.01
43 2335-MT Neg 29.15 0.01
44 2369-MT Nag 61.33 0.01
45 2375-MC Neg 250.88 0.05
Exon21
46 Ctrix21 3026.50
47 2477-MG Neg 90.15 0.03
48 2504-MT Neg 32.19 0.01
49 2572-MA Heg 74.24 0.02
50 2573-MG Neg 1.00 0.00
51 2582-MA Neg 31.20 0.01
52 2582-MC Neg 18.88 0.01
53 BKGD 351.19

Mutation detected in Bxonld at 2235-MA

Sekil 4.13. Ekson 19°da EGFR mutasyonu gosteren adenokarsinom olgusu.
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EGFR >
Inteil.Lot : 20335W07J Sample: 6123-4D-08 Feb 5,2011
Magz.Lot: 08011220334W06J 1D: 2011020418204323 01:34
SNe Analyte Analysis RFU Ratio
Exonl8
1 ctrlxis 5168.63
2 2125-MA Hag 20.02 0,00
3 2125-mC Heg 4.35 0.00
4 2126-MC Neg 1.16 0.00
5 2126-MG Hag 70.98 0.01
6 2126-MT Heg 1.00 0.00
7 2155-MA Neg 17.01 0.00
B 2155-MC Nag 1.00 0.00
9 2155-MT Hag 19.48 0.00
10 2156-MT Nag 22.31 0.00
11 2159-MT Neg 98.18 0.02
Exonl®
12 ctrixid 17979.45
13 2235-MA Nag 312.41 0.02
14 2236-MA Heg 135.02 0.01
15 2236-MC Heg 2.49 0.00
16 2236-MT Nag 37.76 0.00
17 2237-MG Neg 107.83 0.01
18 2237-MT Neg 21.25 0.00
19 2238-MC Nag 23.16 0.00
20 2238-MG Neg 13.80 0.00
21 2239-MC Nag 41.77 0.00
22 2235-MG Hag 34.82 0.00
23 2240-MC Heg 113.22 0.01
24 2241-MC Nag 17.85 0.00
25 2245-MT Neg 10.69 0.00
26 2252-MA Heg 178.25 0.01
27 2252-MG Nag 30.84 0.00
28 2252-MT Heg 32.13 0.00
29 2253-MC Neg 96.53 0.01
Exon20
30 CtrlX20 2667.34
31 2291-MG Neg 40.46 0.02
32 2201-MT Heg 124.65 0.05
33 2305-MA Neg 41.12 0.02
34 2305-MT Neg 23.43 0.01
28 23900 o VMay 1360 3¢ N _nAE
36 2310-MA Neg 73.36 0.03
37 2312-MG Neg 49.02 0.02
38 2315-MG Neg 16.81 0.01
39 2318-MG Neg 54.89 0.02
40 2318-MT Neg 23.51 0.01
41 2320-MA Neg 1.00 0.00
42 2326-MT Heg 0.72 0.00
43 2335-MT Neg 28.66 0.01
44 2369-MT Neg 31.76 0.01
45 2375-MC Positive 1056.55 0.40
Exon2l
46 Ctrlx21 2771.37
47 2477-MG Neg 13.21 0.00
48 2504-MT Neg 16.84 0.01
49 2572-MA Neag 22.92 0.01
50 2573-MC Neg 17.86 0.01
51 25B2-MA Neg 60.92 0.02
52 25B2-MG Heg 16.89 0.01
53 BKGD 370.42
Mhobemied mem dabombad o PesanIf ab DATE

Sekil 4.14. Ekson 20°de EGFR mutasyonu gosteren adenokarsinom olgusu.
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KRAS-BRAF

itell.Lot : 20484511K Sample: 20143-1C-08 Nov 28,2011
lagz.Lot: 09011220483J21J ID: 2011112815214198 23:32
SNo Analyte Analysis REU Ratio
KRAS
1 @12 1954.25
2 Gl2A Neg 32.14 0.01
3 @i2c Positive 965.90 0.23
4 @G12Dp Neg 104.25 0.03
5 @izr Neg 18.91 0.00
6 GIl2R Neg 33.54 0.01
7 @128 Neg 35.34 0.01
8 oGiz2v Neg 32.17 0.01
¢ @13 640,39
10 G13A Neg 11.29 0.00
11 @G13C Neg 43,60 0.01
12 G13D Neg 223.68 0.05
13 G13R Neg 18.52 0.00
14 @138 Neg 9.57 0.00
15 @13V Neg 13.61 0.00
16 Ampliconl 4137.21
17 Q61 770.35
18 Q61E Neg 8.87 0.01
19 Q61H1 Neg 8.31 0.01
20 Q61H2 Neg 25.66 0.03
21 Q61K Neg 4.32 0.00
22 Q61L Neg 39.45 0.04
23 Q6é1rp Neg 49.65 0.05
24 Q61R Neg 95.07 0.09
25 2Amplicon2 1001.67
BRAF
26 Ve00 5178.16
27 V600A Neg 50.05 0.01
28 V600D Neg 51.44 0.01
29 V600EL Neg 26.82 0.00
30 V600E2 Neg 1.00 0.00
31 V600KRM Neg 138.99 0.03
32 Aamplieceon3 5446.45
33 HYBC 1000.00
34 BKGD 550.35

Sekil 4.15. KRAS mutasyonu gosteren adenokarsinom olgusu.
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SNo

@ & WK

10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25

26
27
28
29
30
3%
32

33
34

Intell.Lot : 20484V20J
Magz.Lot: 09011220483J21J

Analyte

KRAS
G12

G12A
Gl2c
G12D
G12F
G12R
G128
Glav

G13

G13A
G13C
G13D
G13R
G13s
G13v
Ampliconl

Q61

Q61E
Q61H1
Q61H2
Q61K
Q61L
QE1P
Q61R
Amplicon2

ERAF
V600
VEOOA
V600D
V600EL
V600E2
VEOOKRM
Amplicon3

HYBC
BEGD

Mutation detected for

Analysis

Heg
Positive
Reg
Neg
Neg
Neg
Heg

Heg
Neg
Neg
Heg
Neg
Neg

Heg
Neg
Neg
Heg
Neg

Neg

Heg
Neg
Neg
Neg

Glac

KRAS-BRAF

Sample: 11047-2A-08
ID: 2011022517272240

RFU

3650.77
0.70
1825.86
23.59
10.01
32.20
60.77
8.71

1082.07
2,57
9.92
7.56

41.82
24.02
21.47
6802.03

1806.62
8.01
1.00
6.14
1.00
B.65

12.15
46.02
1889.59

11075.60
36.26
165.82
16.16
11.36
116.82
11422.02

1000.00
226.69

Analvie calls are not dependent on absolute RFU values

Ratio

0.00
0.27
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00

0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.02

0.00
0.01
0.00
0.00
0.01

f\:-

Feb 25,2011
21:57

Sekil 4.16. KRAS mutasyonu gosteren BAK olgusu.
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SNo

@ a0 e WN

10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25

26
27
28
29
30
31
32

33
34

Intell.Lot : 20484511K
Magz.Lot: 09011220483J21J

Analyte

KRAS
G12

Gl2a
Gl2c
G12D
G12F
G12R
Gl2s
Gizv

G13

G13A
Gl3c
G13D
G13R
G138
Gl3v
Ampliconl

Q61

Q61E
Q61H1
Q61H2
Q61K
Q61L
Q61P
Q61R
Amplicon2

BRAF
V600
VE00A
V600D
VE00EL
V600E2
VE00KRM
Amplicon3

HYBC
BKGD

Mutation detected for

Analysis

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Reg
Heg
Heg
Neg
Heg
Heg

Neg
Neg
Neg

Neg

Neg

Nag
Heg
Positive
Heg
Heg

VE00EL

KRAS-BRAF

Sample: 14669-1B2-11

1D: 2011112318253654

Analvte calls are not dependent on absolute RFU values

3735.01
9.04
45.35
1.00
1.00
9.64
28.74
13.58

1139.45
10.60
26.49
26.64
23.00
2.95
T.32
5079.80

1202.26
791
14.36
1.11
5.90
Bl
5.64
4.09
1252.80

5623.72
59.59
1.00
1377.55
20.90
101.88
7184.64

1000.00
642.46

Ratio

000000 00000 (= - -~ T - - - I - ]

(=T = I = I = =}

.00

01
00
00
00
01
00

.00
.01
.01
oo
oo

.00

01
01
00
.00
.01

.00
.00

\

Nov 24,2011
01:40

Sekil 4.17. BRAF mutasyonu gosteren adenokarsinom olgusu.
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Intell.Lot : 20335WO07J
Magz.Lot: 08011220334W06J
Se Analytes

Exonl®

CexrlXin
2125-MA
2125-MC
2126-MC
2126=-MC
2126-MT
2155-MA
2155-MC
Z155=MT
2156-MT
2159-MT

FOoOwD~NawmbeswhM

(ol

Exonl?9
12 Ctrl¥ls
13 2235-MA
14 2236-MA
15 2236-MC
16 2236-MT
17 2237-MG
18 2237-MT
i9 2238-MC
20 2238-MC
21 2239-MC
22 2239-MG
23 2240-MC
24 2Z41-MC
25 2245-MT
26 2252=MA
27 2252-MG
z8 Z252-MT
29 2253-MC

Exon20
30 CtxlX20
31 2291-MC
32 2291-MT
33 2305-MA
34 2305-MT
35 2309-MC

36 2310-MA
37 2312-MC
38 2315-MC
39 2318-MC
40 2318-MT
41 2320-MA
42 2326-MT
43 2335-MT
44 2369-MT
45 2375-McC

Exon2l
46 CtrlxX21
47 2477-MG
48 2504-MT
49 2572-MA
50 2573-MG
51 2582-MA
52 2582-MC

=9  o‘wen

Analysis

RERRRRERL

§

Heg
Heg
Heg

EGFR
Sample: 9205-4D-09
ID: 2011020418210879
REU

5755.00
i8.02
1.00
1.00
79.89
1.00
i1.00
1.00
21.13
21.68
i1.00

18737.80
41.25
206.77
5.87
1.00
68 .84
20.69
1.00
1.00
51 _75
17.96
1.98
i.00
5.02
160.31
13.71
1.00
41.91

2506.21
41 .28
110._98
29.27

92.53
65.81

1.00
i13.11
10.87
43 .63

1.00

7.15
Z5.47

142 _43

2050.10
i.00
13.65
1.00
1.00
22.97
1.00

a1 aa

Ratio

0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
Q.00

Q.00
o.o01
0,00
0.00
0.00
0.00
o.00
0.00
0.00
o.00
0.00
0.00
0.00
o.01
0.00
0.00
0.00

0.02
0.04
0.01
0.00
0.04

0.03

0.00
.01
0.00
0.02
0.00
0.o00
0.01
0.08

0.00
0.01
0.00
0.00
0.01
o.00

)

Feb §,2011
02:48

Sekil 4.18. EGFR mutasyonu gostermeyen adenokarsinom olgusu.
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KRAS-BRAF

Intell.Lot : 20484S11K Sample: 25 March 16, 2012
Magz.Lot: 09011220483J21J ID: 2011112318254645 02:08
SNo Analyte Analysis RFU Ratio
KRAS
1 G112 2326.50
2 @l2a Neg 29.06 0.00
3 @i12c Neg 19.07 0.00
4 @12D Neg 43.75 0.01
5 @12F Neg 28.05 0.00
6 Gl2R Neg 43.58 0.01
7 Gl2s Positive 3543.65 0.51
8 @l12v Neg 23.19 0.00
9 @13 705.77
10 @13a Neg 17.73 0.00
11 @13cC Neg 21.61 0.00
12 @13D Neg 23.19 0.00
13 @G13R Neg 32.40 0.00
14 @138 Neg 35.61 0.01
15 @13v Neg 49.45 0.01
16 Ampliconl 6964.57
17 Q61 1245.17
18 Q61E Neg 45.95 0.03
19 Q61H1 Neg 33.13 0.02
20 Q61H2 Neg 33.10 0.02
21 Q61K Neg 51.48 0.03
22 Q61L Neg 45.97 0.03
23 Q61P Neg 56.08 0.04
24 Q61R Neg 50.26 0.03
25 Amplicon2 1561.14
BRAF
26 V600 4990.38
27 V600A Neg 47.83 0.01
28 V600D Neg 85.20 0.02
29 V600E1l Neg 17.23 0.00
30 VeO00E2 Neg 32.18 0.01
31 V600KRM Neg 125.13 0.02
32 Amplicon3 5297.95
33 HYBC 1000.00
34 BKGD 598.04

Sekil 4.19. KRAS mutasyonu gosteren yassi epitel hiicreli karsinom olgusu.
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KRAS-BRAF

Intell Tot: 204841 49K Sample: il Jul 25, 2012
Magz Lot (9011 220483V 24T IO 201 20 T2S1TIT2614 13-4
Sn0 Anslyis Analysis EFU Eado
1 512 143544
2 124 Hag 1.080 ouoo
3 G1z2C Hag 1.00 ouoo
4 12D Heg 1.00 o.oo
5 G12F Hag 1.00 ouoo
] G12R Hag 1.00 ouoo
7 5125 Heqg 1.080 0.o0y
8 12V Hag 1.080 ouoo
g 513 6646.51
10 5134 MNaqg 1.00 ouoo
11 130 Positive 470.40 ois
12 G130 Hag 1.00 ouoo
13 G13R Heqg 1.080 o.oo
14 G133 Heg 1.00 o.oo
15 13w Hag 1.00 ouoo
16 Lriay | 560.61
17 QE1E Heg 1.00 o.oo
18 QE1H Hag 1.080 ouoo
L] QE1H2 Hag 1.00 ouoo
X0 QE1K Heg 1.00 o.oo
21 QE1L Hag 1.00 ouoo
X2 QE1R Hag 1.00 ouoo
3 QER Heqg 1.080 o.oo
4 WEHD 212414
25 L Hag 1.00 ouoo
6 WEDDD MNaqg 3646 ooz
T VEODET Heg 1.00 o.oo
ot VEDDEZ Hag 1.00 ouoo
o' W EDDEIRM Hag 2889 oo
3 HYBC 100000
il SKED 735.10

Sekil 4.20. KRAS mutasyonu gosteren BHNEK olgusu.
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Cizelge 4.6. Adenokarsinom ve bronkoalveoler karsinom tanili hastalarin 6zellikleri.

-------

Erkek B A EGFR Evre 1A Orta
2 70 Erkek B A KRAS | T2b | NI MO Evre 2B Kotii
3 65 Erkek H A EGFR | T2a | NO M1b Evre 4 Orta
4 62 Erkek B A YOK T4 N1 MIlb Evre 4 Kotii
5 56 Erkek E A EGFR | T2b | NO MO Evre 2A Kotii
6 64 Erkek E A YOK T2b | NO MO Evre 2A Kotii
7 76 Kadin B A YOK T2a | NO MO Evre 1B Iyi
8 49 Erkek E A KRAS | T2b | NO MIlb Evre 4 Iyi
9 80 Erkek B A YOK Tla NO MO Evre 1A Iyi
10 69 Erkek E A YOK T2a | NO MO Evre 1B Orta
11 65 Erkek B A YOK T3 N1 M1b Evre 4 Orta
12 76 Erkek B A YOK T2b | NO MO Evre 2A Iyi
13 64 Erkek B A EGFR | Tla | NO M1b Evre 4 Orta
14 77 Erkek E A YOK T3 N1 MO Evre 3A Kotii
15 74 Kadin H A BRAF | T4 NO MO Evre 3A Kotii
16 44 Erkek E A KRAS | T2a | NO MO Evre 1B Orta
17 70 Erkek B A YOK T2a | NO MO Evre 1B Kotii
18 65 Erkek B A YOK T2b | NO MO Evre 2A Kotii
19 77 Erkek B A KRAS | T3 N1 MO Evre 3A Orta
20 58 Erkek B A YOK T3 N1 MO Evre 3A Kotii
21 69 Erkek H A YOK T3 NO MO Evre 2B Orta
22 71 Kadin B A YOK Tib | NO MO Evre 1A Kotii
23 64 Erkek B A YOK T2a | NO MO Evre 1B Orta
24 70 Erkek B A YOK Tib | NO MO Evre 1A Iyi
25 61 Kadin B A YOK T3 N1 MO Evre 3A Kotii
26 63 Erkek B A KRAS | Tlb | NO MO Evre 1A Iyi
27 74 Kadin B A KRAS | T2b | NO MO Evre 2A Iyi
28 55 Kadin B A YOK T4 NO MO Evre 3A Iyi
29 71 Erkek B A YOK Tla | NO MO Evre 1A Orta
30 57 Kadin E A YOK T2b | NO MO Evre 2A Iyi
31 69 Kadin B A EGFR | T2a N2 M1b Evre 4 Orta
32 77 Erkek B A YOK T3 NO MO Evre 2B Kotii
33 79 Erkek B A YOK T3 NO MO Evre 2B Kotii
34 60 Erkek B A YOK T4 NO MO Evre 3A Orta
35 45 Erkek E A KRAS | Tlb | NO MO Evre 1A Orta
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Cizelge 4.6. (Devam).

-------

Kadin H A EGFR Evre 3A
37 73 Erkek H A EGFR | T1b NO MO Evre 1A Orta
38 70 Kadin H A EGFR | T1b NO MO Evre 1A Iyi
39 53 Erkek B A YOK Tla N1 M1b Evre 4 Koti
40 61 Erkek E A YOK T2b N1 MO Evre 2B Iyi
41 68 Erkek E A YOK T3 NO MO Evre 2B Orta
42 47 Erkek E A EGFR | T1b NO MO Evre 1A Koti
43 65 Kadin B A EGFR | T2b N2 MO Evre 3A Iyi
44 52 Erkek B A KRAS | Tla NO M1b Evre 4 Orta
45 51 Kadin B A EGFR | T2a NO MO Evre 1A Orta
46 64 Erkek B A KRAS | T3 NO MO Evre 2B Iyi
47 80 Erkek E A KRAS | T2a N1 MO Evre 2A Koti
48 53 Erkek B A EGFR | T1b N2 MO Evre 3A Orta
49 68 Erkek E A EGFR | T3 NO MO Evre 2B Orta
50 70 Erkek B A EGFR | T2a N1 MO Evre 2A Koti
51 66 Erkek B BAK | YOK T2b NO MO Evre 2A Iyi
52 74 Kadin E BAK | KRAS | T2a NO MO Evre 1B Orta
53 81 Kadin E BAK | KRAS | Tlb NO MO Evre 1A Iyi
54 71 Erkek B BAK | YOK T2a NO MO Evre 1B Iyi
55 51 Erkek B BAK | YOK T4 NO MO Evre 3A Iyi
56 69 Erkek E BAK | YOK T2b NO MO Evre 2A Orta
57 55 Erkek B BAK | YOK T2a NO MO Evre 1B Iyi
58 76 Erkek H BAK | YOK T4 NO MO Evre 3A Iyi

NOT: Cins: Cinsiyet, Sig: Sigara, Tm: Tumor alt tipi, Mut: Mutasyon durumu, Dif: Diferansiasyon
durumu, Sigara igme hikayesi E: evet, H: hayir, B: bilinmiyor, A: Adenokarsinom
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Cizelge 4.7. Yass1 epitel hiicreli karsinom tanili hastalarmn 6zellikleri.

-------

Erkek B YEHK Evre 2B Koti
2 50 Erkek B YEHK | Yok T4 N1 MO Evre 3A Iyi
3 54 Erkek B YEHK | Yok T4 NO MO Evre 3A Orta
4 62 Erkek E YEHK | Yok T3 NO MO Evre 2B Orta
5 69 Erkek E YEHK | Yok T3 NO MO Evre 2B Orta
6 63 Kadin B YEHK | Yok T2b | NO MO Evre 2A Orta
7 57 Erkek B YEHK | Yok T3 NO MO Evre 2B Kotii
8 75 Erkek B YEHK | Yok T2a | NO MO Evre 1B Orta
9 70 Erkek B YEHK | Yok Tla | NO MO Evre 1A Orta
10 60 Erkek H YEHK | KRAS T3 NO MO Evre 2B Orta
11 58 Erkek B YEHK | Yok T3 NO MO Evre 2B Kotii
12 58 Erkek E YEHK | Yok T3 N1 MO Evre 3A Kotii
13 73 Erkek E YEHK | Yok Tib | NO MO Evre 1A Kotii
14 64 Erkek E YEHK | Yok T2b | NO MO Evre 2A Orta
15 79 Erkek E YEHK | Yok T2b | NO MO Evre 2A Kotii
16 72 Erkek E YEHK | Yok Tib | NO MO Evre 1A Iyi
17 65 Erkek E YEHK | Yok Tla | NI MO Evre 2A Koti
18 61 Erkek E YEHK | Yok T3 NO MO Evre 2B Orta
19 67 Erkek E YEHK | Yok T2a | NI Ml1b | Evre 4 Koti
20 32 Erkek E YEHK | Yok T2a | NI MO Evre 2A Iyi
21 62 Erkek H YEHK | Yok T2b | NO MO Evre 2A Orta
22 68 Kadin B YEHK | Yok Tla | NO MO Evre 1A Orta
23 60 Erkek B YEHK | Yok T3 NO MO Evre 2B Kotii
24 65 Erkek E YEHK | Yok T2b | NI MO Evre 2B Orta
25 63 Erkek B YEHK | Yok T2b | NO MO Evre 2A Iyi
26 64 Erkek B YEHK | Yok Tla | NO MO Evre 1A Kotii
27 46 Erkek B YEHK | Yok T2b | NO MO Evre 2A Iyi
28 62 Erkek B YEHK | Yok T2a | NO MO Evre 1B Kotii
29 61 Erkek E YEHK | Yok T2a | NO MO Evre 1B Kotii
30 72 Kadin E YEHK | Yok T4 NO MO Evre 3A Kotii
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Cizelge 4.8. Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom tanili hastalarmn 6zellikleri.

A A T T A AT

UQ

Erkek E BHNEK Evre 3A
2 56 Erkek E BHNEK Yok T1b NO MO Evre 1A
3 62 Erkek B BHNEK Yok T2b NO MO Evre 2A
4 56 Erkek E BHNEK Yok T2a N1 MO Evre 2A
5 58 Erkek B BHNEK Yok T2a N2 MO Evre 3A
6 66 Erkek B BHNEK KRAS T3 NO MO Evre 2B
7 56 Erkek E BHNEK Yok T2b N2 MO Evre 3A
8 58 Erkek E BHNEK Yok T2a N1 MO Evre 2A

Elde edilen kategorik verilerin istatistiksel analizinde Fisher, Anova ve
Pearson Ki kare testi kullanildi1 ve istatistiksel analizde anlamlilik degeri p <0.05
alindi. Ug¢ grup arasinda karsilastrma yapmak i¢in ise Kruskal Wallis testi
kullanilda.

4.2. EGFR Mutasyon Bulgulan

EGFR mutasyonu goriilen vakalar tek yonlii varyans analizi (Anova testi) ile
yas farki agisindan degerlendirildi. Ancak EGFR mutasyonu ve yas arasinda
anlamli iliski bulunamadi. EGFR mutasyonu ile kadm cinsiyet arasinda anlamli
iligki saptand1 (p = 0.001).

Adenokarsinom, yassi epitel hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom
tanili hasta gruplar1 arasinda EGFR mutasyonu agisindan anlamli fark bulundu
(p=0.001). Daha sonra detayli analiz i¢cin Pearson Ki kare testi ile ikili
karsilagtirmalar yapildi.

Adenokarsinom tanili ve yass1 epitel hiicreli karsinom tanili hastalar EGFR
mutasyonu agisindan karsilastirildi ve EGFR mutasyonu, adenokarsinom tanili
olgularda yass1 epitel hiicreli karsinom tanili olgulara gore, anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.001). Adenokarsinom grubu ile biiyiik hiicreli noroendokrin karsinom
grubu arasinda, EGFR mutasyonu acisindan anlamli fark bulunamadi (p=0.169).
Yasst epitel hiicreli karsinom grubu ve biiylik hiicreli néroendokrin karsinom
grubunda EGFR mutasyonu olmadigi i¢cin bu iki grup arasinda karsilagtirma

yapilamadi.
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EGFR mutasyonu olan hastalarda, sigara icen ve igmeyen gruplar arasinda
fark olup olmadigma Fisher testi ile bakildi ve EGFR mutasyonu sigara icmeyen
grupta daha c¢ok izlendi (p=0.016).

EGFR mutasyonu ile hastalarin evreleri arasinda anlamli iligki bulunamadi
(p=0.094). Ayrica EGFR mutasyonu ile T, N, M degerleri arasinda korelasyon
bulunamadi (p=0.186) (Olumsuzluk katsayisi=0.291). EGFR mutasyonu ile timor

diferansiasyonu arasinda anlamli iliski bulunamadi (p=0.162).

4.3. KRAS Mutasyon Bulgulan

KRAS mutasyonu goriilen vakalar tek yonlii varyans analizi (Anova testi) ile
yas farki agisindan degerlendirildi. Ancak KRAS mutasyonu ve yas arasinda
anlaml iligki bulunamadi. EGFR mutasyonu bulunan olgularda cinsiyet farki olup
olmadigma Fisher testi ile bakildi, KRAS mutasyonu ile cinsiyet arasinda anlamli
iligki saptanmadi (p=0.393).

Adenokarsinom, yass1 epitel hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom
tanili olgularda KRAS mutasyonu agisindan fark olup olmadigina Fisher testi ile
bakild1 ve p degeri 0.022 ile anlamli fark bulundugu i¢in detayli analiz i¢in Pearson
Ki kare testi ile ikili karsilagtirmalar yapildi.

Adenokarsinom tanili ve yass1 epitel hiicreli karsinom tanili hastalar KRAS
mutasyonu acisindan karsilastirildi, KRAS mutasyonu, Adenokarsinom grubunda
yasst epitel hiicreli karsinom grubuna goére, anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0.007). Adenokarsinom grubu ile biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom grubu
arasinda, KRAS mutasyonu ag¢isindan anlamli fark bulunamadi (p=0.662). Yassi
epitel hiicreli karsinom grubu ve biiylik hiicreli ndroendokrin karsinom grubunda
KRAS mutasyonu agisindan fark olup olmadigina 6rneklem yetersizligi nedeniyle p
degeri verilemedi ve iki grup arasinda karsilastirma yapilamada.

KRAS mutasyonu olan hastalarda, sigara i¢cen ve icmeyen gruplar arasinda
fark olup olmadigina Fisher testi ile bakildi ve KRAS mutasyonu ile sigara i¢iciligi
arasinda anlamli iliski bulunamadi (p=0.999).

KRAS mutasyonu ile hastalarin evreleri arasinda bir iliski olup olmadigina

bakildi ve anlaml iligki bulunamadi. Ayrica KRAS mutasyonu ile T, N, M degerleri
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arasinda korelasyon bulunamadi. KRAS mutasyonu ile tiimor diferansiasyonu
arasinda anlaml iliski bulunamadi.
EGFR ve KRAS mutasyonu tasiyan olgular ile tiimor tipleri arasindaki iliski,

orneklem yetersizligi nedeniyle p degeri verilemedigi i¢in degerlendirilemedi.

4.4. BRAF Mutasyonu

96 hasta igerisinde, adenokarsinom grubuna giren bir kadin hastada BRAF
mutasyonu izlendi. Ancak Orneklem yetersizli§i nedeniyle bu grup istatistiksel
calismaya dahil edilemedi.

Mutasyon izlenen olgularm dokiimii asagidaki ¢izelgede Ozetlenmistir

(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Mutasyon izlenen olgu sayilariin tiimor tiplerine gore dagilima.

Adenokarsinom 1

8 BAK 0 2 0

30 YEHK 0 1 0

8 BHNEK 0 1 0
Toplam 96 14 14 1
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5. TARTISMA

Diinyada her y1l yaklasik 1,2 milyon yeni akciger kanseri tanis1 konulmaktadir
ve yine her yil diinyada 1,4 milyon akciger kanserine bagli 6liim goriilmektedir
(2,3).

Ulkemizde de son yillarda akciger kanseri goriilme sikliginda belirgin artis
izlenmektedir. Yeni tanisal yontemlerinin kullanimimin yayginlagmasiyla erken
taninin bu artisa etkisi olsa da, esas neden etyolojik faktdrlere maruziyetin
artmasidir. Erkeklerde kansere bagli 6liimlerin %31°1, kadmlarda ise 9%22’si1 akciger
kanserine baghdir. Akciger kanseri sik goriilen diger kanser tiirlerinden (kolon,
prostat ve meme kanseri) daha fazla 6liime yol agmaktadir (1).

Akciger kanserlerinin etyolojik nedenlerinin basinda sigara kullanimi
gelmektedir. Sigara kullananlarda kanser gelisimini etkileyen faktorler; sigara igme
siiresi, baglama yas1 ve giinliik tiiketilen sigara sayisidir. Akciger kanserlerinin

etyolojisinde genetik yatkinli§in varligi da ileri siiriilmektedir. Hiicre ¢cogalmasini

kontrol eden genlerdeki hasar, kanser olusumundaki temel mekanizmadir (68).

Diger kanser tiirlerine benzer olarak, akciger kanseride onkogenlerin aktivasyonu ya

da tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu sonucunda gelisebilmektedir (60).

Kanserli dokular {izerinde yapilan molekiiler genetik caligmalar sayesinde
akciger kanserinin baslangicinda ve gelisiminde Onemli role sahip ¢esitli
bozukluklar saptanmistir. Genetik bozukluklarin, akciger kanserli hastalarin
prognozu ile iliskisi ve bu gen bozukluklar1 lizerinden gelistirilecek yeni tedavi
yontemlerinin saptanmasi gereklilik olmustur (69,70).

Kanser tedavisinde hedefe yonelik ajanlarin kullanima girmesiyle KHDAK’1n
medikal tedavisi konvansiyel tedaviden hedefe yonelik tedaviye dogru bir degisim
gostermistir. Bu nedenle molekiiler biyolojiye dayanan, uzun siireli sag kalim
belirleyebilecek yeni evreleme sistemleri gelistirilmeye calisiimaktadir ve hedefe
yonelik tedavi protokollerinin hasta se¢iminde molekiiler analiz ve karakterizasyonu
onem kazanmistir.

Yapilan ¢alismalarda EGFR mutasyonu saptanan hastalar tedaviye iyi yanit

verirken, bu hastalarda KRAS mutasyon varliginin tedavi direncine yol actigi
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gosterilmistir. BRAF mutasyonu tek basmna kotii prognoza yol agmazken, farkli
siniflardaki tirozin kinaz inhibitorlerine sensitiftir (71,72).

Sun ve arkadaslar1 toplam 301 hastayt EGFR ve KRAS mutasyonu iligkisi
acisindan incelemislerdir. 301 hastanin 99’unda (%32.9) EGFR mutasyonu ve
14’tnde (%4.7) KRAS mutasyonu bulmuslardir. KRAS mutasyonu goriilen hi¢bir
hastada EGFR mutasyonu izlememislerdir. EGFR ve KRAS mutasyonu arasinda
iligki bulamamusglardir (73).

Chiosea ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada EGFR FISH pozitif ve negatif
akciger adenokarsinomlu hastalarda KRAS mutasyonuna bakmislar ve aralarinda
anlaml iligki bulamamuglardir (74).

Ohashi ve arkadaglar1 caligmalarinda ise, ilaca sensitif EGFR mutasyonu
gosteren hiicrelerde ektopik NRAS veya BRAF mutasyon varliginin EGFR tirozin
kinaz inhibitor tedavisine diren¢ kazandirdigini gostermislerdir (75). Bizim
calismamizda EGFR mutasyonu olan olgularda KRAS ve BRAF gen mutasyonu
izlenmemistir ve bu nedenle EGFR mutasyonu ile KRAS ve BRAF mutasyonu
arasinda iliski saptanmamustir.

Akciger kanserinin etyolojisinde genellikle sigara iciciligi olmak iizere ¢esitli
karsinojenler suclanmaktadir. Ancak kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinin
adenokarsinom alt tipi Ozellikle sigara igmeyen hasta grubunda daha sik
izlenmektedir.

Sigara igen ve sigara igmeyen hasta grubunda farkli hiicresel ve molekiiler
yolaklar malign tranformasyona neden olmaktadir (76). Daha 6nce yapilan dort
farkli retrospektif c¢alismada da, sigara icen ve i¢cmeyen gruplarda akciger
kanserinin 6zellikleri ve hedefe yonelik tedavi yanitlar1 agisindan karsilastirilmas,
sigara icmeyen grupta goriilen akciger kanserinin sigara igen gruba gore daha ¢ok
geng yasta pik insidans yaptigi, daha cok kadinlarda ve adenokarsinom alt tipinde
oldugu goriilmiistiir (77-80).

Baykara ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, 50 primer kii¢iik hiicreli dis1
akciger kanserinde EGFR ve KRAS mutasyonu ile sigara igme hikayesi arasinda
iliski olup olmadigina bakmiglardir. EGFR mutasyonu (L858R) ve sigara i¢iciligi
arasinda anlamli iliski bulmuslardir. KRAS mutasyonu ile sigara igcme hikayesi,
tiimoOriin evresi, hasta cinsiyeti ve tiimor histolojisi arasinda herhangi bir iligki

bulamamaiglardir (81).
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Kim ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, 200 akciger adenokarsinom tanilt
hasta incelenmis ancak KRAS mutasyonu siklig1 ve sigara igiciligi arasinda bir
iligki bulamamiglardir (82). Bizim calismamizda da KRAS mutasyonu ile sigara
iciciligi arasinda iligki bulunamamaistir.

EGFR mutasyonu olan Asya kokenli, sigara igmeyen, kadin, adenokarsinom
tanili olgularin tedaviye daha iyi yanit verdikleri goriilmiistiir (83,84,85). Yang ve
arkadaslari, sigara igmemis olan adenokarsinom olgularinda EGFR mutasyonu ile
kadin cinsiyet arasinda anlamli iliski bulmuslardir (86). Wang ve arkadaslari, 1,444
kiigiik hiicreli dig1 akciger karsinom tanili hasta grubunda EGFR mutasyonu ile
kadin cinsiyet, sigara igmeme durumu ve adenokarsinom alt tipi arasinda anlamli
iligki bulmuslardir (87).

Feng ve arkadaslari, 309 kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu tanili hasta
grubunda Ozellikle 60 yas alt1, sigara igmeyen, kadin ve adenokarsinom tanili hasta
grubunda daha fazla EGFR mutasyonuna rastlamiglardir (88). Bizim ¢alismamizda
da EGFR mutasyonu ile kadin cinsiyet arasinda anlamli iligki saptandi ve EGFR
mutasyonu sigara icmeyen hasta grubunda daha ¢ok izlendi. EGFR mutasyonu farki
acisindan, yassi epitel hiicreli karsinom, biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom ve
adenokarsinom tanili hasta gruplar1 birbirleriyle karsilastirildiginda adenokarsinom
tanili hasta grubunda EGFR mutasyonu anlamli yiiksek olarak bulundu.

Fan ve arkadaslari, 282 kii¢iik hiicreli dis1 akciger karsinomu tanili olguda
EGFR mutasyonuna bakmigslar, mutasyon varlig1 ve hastalarin klinik TNM evre
durumunun iliskisiz oldugunu bulmuslardir (89). Wang ve arkadaglari, 1,444 kiiclik
hiicreli dis1 akciger karsinom tanili hasta grubunda EGFR mutasyonu ile hasta yas,
timoriin  derecesi, lenf nodu metastazi ve TNM evresi arasinda iligki
bulamamiglardir (87).

Suda ve arkadaslari, toplam 405 kiiclik hiicreli dis1 akciger karsinomu tanili
olguda EGFR mutasyonunun yas ile iliskisine bakmislar, 65 yas ve alt1 hastalar1 75
yas ve lizeri olan hastalar ile karsilastirmislar, sonugta yash hasta grubunda EGFR
mutasyon prevalansini (%53.1) daha yiiksek bulmuglardir (90). Bizim ¢alismamizda,
EGFR mutasyonu ile hastalarin yasi, evresi, tiimor boyutu, lenf nodu metastazi, uzak
metastaz ve diferansiasyon derecesi arasinda anlamli iligki bulunamadi.

Adenokarsinom grubunda EGFR mutasyonu sikligi %10-40 arasinda
degismekte olup, bircok calismada farkli oranlar mevcuttur (91,92,93). Murray ve
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arkadaslari, toplam 202 makaleyi analiz i¢in incelemisler, 12,244 kiiciik hiicreli dis1
akciger karsinom tanili olgularin 3,381’inde somatik EGFR gen mutasyonu
bulundugunu bildirmislerdir (94). D’Angelo ve arkadaslari, 1,118 akciger
adenokarsinom tanili rezeksiyon spesmeninde EGFR ve KRAS mutasyonuna
bakmislar. 1,118 tane genis populasyonlu hasta grubu igerisinde, 222 hastada EGFR
mutasyonu (%20) ve 227 hastada KRAS mutasyonu (%25) tespit etmislerdir (95).

Tiffany ve arkadaglarinin ¢alismasinda, toplam 484 kiiciik hiicreli dis1 akciger
karsinom tanili hastada (467 adenokarsinom, 12 Yass1 epitel hiicreli karsinom, 3
biiyiik hiicreli karsinom ve 2 adenoskuamoz hiicreli karsinom) EGFR mutasyonuna
bakilmis, 484 hastanin 221 tanesinde (%45.7), siklikla kadm hastalarda (%60.6) ve
adenokarsinom histolojisine sahip tiimorlerde (%47.1) EGFR mutasyonu anlamli
Olciide yiiksek tespit edilmistir (96). Bizim c¢alismamizda adenokarsinom
vakalarinda EGFR gen mutasyonu 58 hastadan 14 tanesinde (%24,1) mevcut olup,
literatiir ile uyumlu bulunmustur.

Onceki yapilan ilk c¢alismalarda sadece adenokarsinom vakalarmda EGFR
mutasyon analizi c¢aligilmistir, fakat daha sonra yassi epitel hiicreli akciger
karsinomunda da EGFR mutasyonu saptanmistir. Miyamae ve arkadaslar1 yassi
epitel hiicreli akciger karsinomunda EGFR mutasyon sikligmi %3.4 olarak
bulmuslardir (97).

Marchetti ve arkadaslari, toplam 860 kiiclik hiicreli dis1 akciger karsinom
olgularmda EGFR mutasyonuna bakmiglar, 375 adenokarsinom olgusunun 39
tanesinde (%10) EGFR mutasyonu saptamislar, vakalar icerisinde 454 yassi1 epitel
hiicreli karsinom ve 31 biiyiikk hiicreli karsinom tanili hastalarda EGFR
mutasyonuna rastlamamislardir. Ayrica 375 adenokarsinom tanili hastalarin 86’s1
bronkoalveoler karsinom, 289’u ise konvansiyonel akciger adenokarsinomundan
olusmakta olup, adenokarsinom olgularinda %6 oraninda ve bronkoalveoler
karsinomlu olgularin %26’sinda EGFR mutasyonu izlemislerdir. Caligmalari
sonucunda bronkoalveoler karsinom, kadin cinsiyet ve sigara igmeme durumunu
EGFR mutasyonu ile iliskili bulmuslardir (98).

Hata ve arkadaglarmin yaptig1 bir calismada, 249 yassi1 epitel hiicreli akciger
karsinomu olgusunun 33 tanesinde (%13.3) EGFR mutasyonu saptamiglar, bu
hastalarin da 20 tanesi EGFR-TKI tedavisi almig, tedavi alan hastalarin ise 5’inde

(%25) 6 aydan uzun progresyonsuz sagkalim saglamislardir (99).
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Calismamiza aliman 30 yass1 epitel hiicreli karsinom vaka grubu igerisinde
EGFR mutasyonu goriilen olgu saptanmamuistir.

EGFR-TKI tedavisine adenokarsinom histolojisindeki tiimdrler daha iyi yanit
vermekle birlikte, yassi1 epitel hiicreli karsinom olgularinin bazilarinda da tedaviye
yanit goriilmiistiir. Ancak bu tedaviye yanit alinan hastalarda sigara icmeme, TTF-1
ekspresyonu ve yiiksek karsinoembriyojenik antijen (CEA) seviyeleri dikkati
cekmis olup, hasta se¢iminde sadece mutasyon varligmin degerlendirilmemesi ve
klinikopatolojik faktorlerinde degerlendirilmesi dnerilmektedir (99).

Fiala ve arkadaslarmin caligmasinda, 223 yass1 epitel hiicreli akciger
karsinomu olgusunun 179 tanesine EGFR-TKI tedavisi uygulanmistir. Direk sanger
sekans yontemiyle, hastalarin %7.2’sinde EGFR mutasyonu ve %7.4’tinde KRAS
mutasyonu izlenmistir. Ancak bu mutasyonlarin, yassi epitel hiicreli karsinom
olgularinda EGFR-TKI tedavisine katkilar1 gosterilememistir (100).

Bizim calismamizda yer alan 30 yassi epitel hiicreli karsinom olgusundan
yalnizca 1 tanesinde KRAS mutasyonu tespit edildi. Boch ve arkadaslarinin
calismasinda, KRAS mutasyonunu, histoloji ayrimi1 yapmaksizin sigara igen ve
kadin hasta grubunda anlamli olarak yiiksek bulmuslardir (101). Ancak bizim
calismamizda KRAS mutasyonu tespit edilen hasta erkek olup sigara igme Oykiisii
bulunmuyordu ve beraberinde EGFR veya BRAF mutasyonu izlenmedi.

Iyoda ve arkadaslari, 13 biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom tanili olguda
hem FISH hem de PCR ile EGFR mutasyon analizi yapmislar, 1 olguda PCR ile
mutasyon saptarken, FISH ile mutasyon bulamamislardir (102). Ilk olarak De Pas
ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom tanili bir olgu
sunumunda Sanger sekans yontemiyle EGFR mutasyonu gdsterilmis ve hastalarin
Gefitinib tedavisinden fayda gorebilecegi ileri siirtilmiistiir (103).

Araki ve arkadaglar1 40 BHNEK tanili hastada immiinohistokimyasal olarak
EGFR mutasyonuna bakmislar, olgular arasinda EGFR mutasyonu bulamamisglardir
(104). Bizim calismamiza dahil edilen 8 BHNEK vakas1 arasinda EGFR mutasyonu
goriilmedi.

Przygodzki ve arkadaslarinin ¢alismasinda, 15 BHNEK olgusunda KRAS
mutasyonuna bakmislar, olgular1 higbirinde mutasyon izlememislerdir (105).

Boch ve arkadaglari, 80 biiyiik hiicreli akciger karsinomu olgusunda KRAS ve
EGFR mutasyonuna bakmiglar, 11 olguda (%14) KRAS mutasyonu ve 2 olguda
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(%5,6) EGFR mutasyonu izlemislerdir. Ayrica calismada 186 tane yassi epitel
hiicreli karsinom olgusu bulunmakta, bunlarin da 5 tanesinde (%2,7) KRAS
mutasyonu izlemislerdir. KRAS mutasyonunun yasst epitel hiicreli karsinoma
oranla biiyiik hiicreli karsinomda daha sik bulunmasi anlamli yiiksek bulunmustur.
EGFR ve KRAS mutasyonunu bir arada izlememislerdir. KRAS mutasyonunu,
histoloji ayrimi yapmaksizin sigara icen ve kadin hasta grubunda daha c¢ok
izlemislerdir (101).

Bizim calismamiza dahil edilen 8 BHNEK olgusu arasinda sadece 1 vakada
KRAS mutasyonu goriildii. KRAS mutasyonu izledigimiz hastanin cinsiyeti erkek
idi, ancak sigara i¢me durumu bilinmiyordu. 7 BHNEK olgusunda herhangi bir
mutasyon saptanmadi.

Literatiirdeki ¢aligmalara en sik gozlenen EGFR gen mutasyonlari, ekson
19°daki in-frame delesyonlar ve ekson 21°deki L858R nokta mutasyonudur (9). Ekson
19°da en sik goriilen delesyon, 747.16sin-749.glutamik asit delesyonu olup tim EGFR
mutasyonlarinin %44’tinti olusturur. Ekson 21°deki L858R mutasyonu ise tiim EGFR
mutasyonlarinin %41’ini olusturur. Ekson 20°deki delesyonlar ve duplikasyonlar ise
%35’ 1 olusturmaktadir (10,11). Bizim ¢alismamizda ise, adenokarsinomlu hastalarda
izlenen 14 EGFR mutasyonunun 1 tanesi ekzon 21°de L858 Arg mutasyonu, 1 tanesi
ekzon 19°da Leu792Pro mutasyonuydu. Geriye kalan 12 EGFR mutasyonu ise yine
ekson 19°da goriidii. Bulgularimiz literatiirle uyumludur.

Adenokarsinom histolojik tipinde KRAS mutasyonlart %5-40 siklikla
gorilmektedir (12,106,107). Bizim c¢alismamizda 58 adenokarsinom olgusu
icerisinde 12 (%20.6) vakada KRAS mutasyonu goriildii ve literatiir ile uyumlu
bulundu. Riely ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢calismada KRAS mutasyonu ve sigara
iciciligi arasinda anlamli iliski bulmuslardir (108). Ancak bizim c¢aligmamizda
KRAS mutasyonu ile yas, cinsiyet, sigara igiciligi, hastaligin evresi, tiimdr boyutu,
lenf nodu metastazi, uzak metastaz ve diferansiasyon derecesi arasinda anlamli
iligki bulunamad.

Kriegshauser ve arkadaslarinin ¢alismasinda, KHDAK’da biofilm ¢ipe dayali
KRAS mutasyonu bakmislar ve adenokarsinom grubu olgularda daha yiiksek
oranda KRAS mutasyonu tespit etmislerdir (109). Bizim calismamizda da KRAS
mutasyonu, adenokarsinom grubunda yass1 epitel hiicreli karsinom grubuna gore,

anlamli olarak yiiksek bulundu.
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Calismamizda adenokarsinom grubu ile biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
grubu arasinda, KRAS mutasyonu agisindan anlamli fark bulunamadi. Yass1 epitel
hiicreli karsinom grubu ve biiylik hiicreli néroendokrin karsinom grubu arasinda
KRAS mutasyonu agisindan fark olup olmadigma orneklem yetersizligi nedeniyle
bakilamadi. EGFR ve KRAS mutasyonu tasiyan olgular ile tiimdr tipleri arasindaki
iligki, 6rneklem yetersizligi nedeniyle degerlendirilemedi.

Adenokarsinomlu hastalarda goriilen KRAS mutasyonlarinim %80-90°1 kodon
12°deki nokta mutasyonlar iken, %10’dan daha az1 kodon 13’de ve %10’dan az1 ise
kodon 61°de yer almaktadir (12). Bizim analizlerimiz sonucunda da
adenokarsinomlu hastalarda izlenen 12 tane KRAS mutasyonu ekson 2’deki kodon
12 ve 13 bolgelerinde izlendi. Bu olgularin 5 tanesinde G12 V, 4 tanesinde G12C, 2
tanesinde G12D ve 1 tanesinde G13C alt tip izlendi, bulgularimizin literatiirle
uyumlu oldugu goriildii (12).

Paik ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, 697 adenokarsinom olgusunda
BRAF mutasyonu bakilmis ve BRAF mutasyon sikligi %3 olarak bulunmustur
(110). Sasaki ve arkadaslarinin c¢alismasinda, toplam 305 akciger karsinomu
olgusunu EGFR, KRAS ve BRAF mutasyonu ag¢isindan incelemislerdir. 261 hasta
(%85,6) adenokarsinom ve 38 hasta (%12,5) ise yassi epitel hiicreli karsinom
olgusuymus. Toplam 305 hastanin 93 tanesinde EGFR mutasyonu, 22 tanesinde
KRAS mutasyonu ve 6 tanesinde (%1.96) BRAF mutasyonu tespit edilmis. BRAF
mutasyonu saptanan hastalarin 5 tanesinde V600OE, 1 tanesinde N5811 mutasyonu
goriilmiis. 4 hasta erkek ve 2 hasta kadinmig. Hastalar 1 tanesinde sigara igme
Oykiisii bulunmazken, digerleri sigara i¢ciyormus ve tamami adenokarsinom tanili
hastalardan olusmaktaymis (111).

Sasaki ve arkadaslarinin ¢alismasinda, ayrica toplam hasta populasyonunda
BRAF mutasyonu ile cinsiyet, yas, timor evresi ve sigara icme durumu ile de
anlaml iligki bulunmamis. Ancak adenokarsinom tanili hasta grubunda BRAF
mutasyonu sigara i¢cen grupta anlamli olarak yiiksek bulunmustur (111).

Bizim c¢alismamizda; yalnizca 1 adenokarsinom tanili vakada BRAF
mutasyonu izlenmis olup, kadm hasta ve sigara igme Oykiisii bulunmamaktaydi.
BRAF mutasyonu izlenen hastada, KRAS veya EGFR mutasyonu goriilmedi. 30

yassi epitel hiicreli karsinom ve 8 BHNEK vakalari1 icerisinde BRAF mutasyonuna
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rastlanmadi. Orneklem yetersizligi nedeniyle BRAF mutasyonu diger mutasyon
tipleri ve tiimor tipleri arasindaki iliski degerlendirilememistir.

Onceki calismalarda BRAF mutasyonu en sik ekson 15°de nokta mutasyonu
seklinde bulunmustur (13). Yine bir¢ok ¢calismada BRAF mutasyonu en sik valin ve
glutamat amino asitlerinin yer degistirmesiyle kodon 600’de (V600E) saptanmistir
(110). Bizim olgularimiz arasinda adenokarsinom tanili 1 olguda ise BRAF V600E1
alt tip mutasyon goriilmiis olup, literatiirle uyumludur (110).

Solid tiimorlerde mutasyon taramalarma yonelik ¢calismalarda farkli molekiiler
teknikler kullanilmaktadir. Tiimor dokusunun genetik yapismnin incelenmesinde
kullanilan metodlarin mutasyon deteksiyon limitinin yiiksek olmasi1 gerekmektedir.
Sanger yontemi ile DNA dizi analizinde %20-25 mutasyon varliginda ancak
saptama yapilabilmekte; pyrosekansda bu oran %5 olarak verilirken, real-time PCR
icin ise %1 olarak gosterilmektedir. Goa ve arkadaslari, kolon kanserli olgularda
KRAS gen mutasyonunu belirlemeye yonelik yapmis olduklar1 bir ¢alismada, strip
test, pyrosekans va sanger sekans yontemlerini karsilastirmislar; sonug olarak, strip
testin mutasyon deteksiyon limitini %1, pyrosekansin %35 ve sanger sekans
yonteminin ise %20-25 olarak belirtmislerdir (14).

Timor dokusu genetik yap1 itibariyle heterojen olabilmektedir. Bu nedenle
kullanilan metodlarin ¢ok diisiikk orandaki mutasyonu dahi saptamak icin
sensitivitesinin yliksek olmasit ve giivenilir bir yontem olmasi gerekmektedir
(67,112).

Mikroarray yontemi, real time PCR ve nothern blot analize gbre gen
ekspresyonundaki kiigiik degisiklikleri saptamada daha hassastir (64,65,113).
Yaptigimiz calismada elde ettigimiz verilerin analizleri, onceki g¢alismalardaki
analiz sonuclariyla uyumlu olup, yontemimizin giivenilirligini gostermistir.

Sonug olarak ¢alismamizda kullandigimiz mikroarray yontemi ile ii¢ farkh alt
tipte kiiclik hiicreli dis1 akciger karsinomlu (adenokarsinom, yassi epitel hiicreli
karsinom ve biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom) toplam 96 olguda EGFR geni
icin yaygin olarak belirlenmis 50 farkli mutasyon, KRAS ve BRAF genleri i¢in ise
tek bir ¢ipte yaygin goriilen 24 farkli mutasyon agisindan olgularin ayni zamanda ve
kisa stirede taranmasi saglanmistir. Calismamizin tedavi protokollerinin gelistirilmesine

ve bu protokollerin kullanilacagi hasta se¢imine faydali olacagi kanisindayiz.
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6. SONUCLAR

Calismamiza dahil edilen hastalarin yaslari, 32 ile 81 arasinda degismekteydi.
Tiim hastalarin yas ortalamasi 61,5 idi. Calismaya dahil edilen 96 olgunun, 58’1
(%60,4) adenokarsinom, 30’u (%31,3) yassi epitel hiicreli karsinom, 8’1 (%8,3)
biiyiik hiicreli noroendokrin karsinomdan olusmaktaydi. Hastalarm 79 tanesi
(%82,3) erkek, 17 tanesi (%17,7) kadindi. Hastalarin 44 tanesinde sigara anamnezi
mevcuttu. 52 hastanin sigara anamnezi bilinmiyordu. 44 hastadan 35 tanesi sigara
icmekteydi. 9 hasta sigara igmiyordu.

Adenokarsinom tanili hastalarin 16 tanesi, yass1 epitel hiicreli karsinom tanili
hastalarin 14 tanesi ve biiyiik hiicreli karsinom tanili hastalarin 5 tanesi sigara
icmekteydi. Sigara kullanimi ile histopatolojik tipler arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi.

Adenokarsinom tanili hastalarin yas araligi 44-81 arasinda degismekteydi.
Ortalama yas 62,5 idi. Hastalarin toplam sayis1 58 ve bunlarm 44’1 erkek (%75,9),
14’14 (%24,1) kadindi. 23 hastanin dosyasina ulasilabildi. Bunlardan 16 tanesi
(%69,6) sigara igiyor, 7 tanesi (%30,4) sigara igmiyordu. Hastalarin 8 tanesi
Bronkoalveoler tip adenokarsinom taniliydi. Adenokarsinom tanili hastalarn 14
tanesinde (%24.1) EGFR mutasyonu saptanirken, 12 tanesinde (%20.6) KRAS
mutasyonu saptandi. KRAS mutasyonu saptanan 12 hastadan 2 tanesi
Bronkoalveoler tip adenokarsinomdu. Hastalar arasinda yalnizca 1 hastada BRAF
mutasyonu izlendi. Toplam 96 hastada, sadece 1 tane adenokarsinom tanili vakada
BRAF mutasyonu izlendigi i¢cin, Orneklem yetersizligi nedeniyle karsilastirma
yapilamadi. 31 hastada herhangi bir mutasyona rastlanmadi.

Yass1 epitel hiicreli karsinom tanili hastalarin yas araligi 32-79 arasinda
degismekteydi. Ortalama yas 62,10 idi. Hastalarin toplam sayisi 30 ve bunlarin
27’s1 erkek (%90), 3’1 (%10) kadind1. 16 hastanin dosyasina ulasilabildi. Bunlardan
14 tanesi (%87,5) sigara igiyor, 2 tanesi (%12,5) sigara igmiyordu. Yassi epitel
hiicreli karsinom tanili hastalardan yalnizca 1 tanesinde (%3,3) KRAS mutasyonu
izlenirken, 29 hastada (%97,3) herhangi bir mutasyona rastlanmadi. 1 olguda

goriilen KRAS mutasyonu kodon 12/13 bélgesindeki G12 S mutasyonuydu.
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Biiyiik hiicreli noroendokrin karsinom tanili hastalarin yas araligi 50-66
arasinda degismekteydi. Ortalama yas 57,75 idi. Hastalarin toplam sayis1 8 ve
tamami erkek cinsiyetteydi. 5 hastanin dosyasina ulasilabildi. Bunlarin tamami da
sigara i¢iyordu. Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom tanili hastalardan yalnizca 1
tanesinde (%12,5) KRAS mutasyonu izlenirken, 7 hastada (%87,5) herhangi bir
mutasyona rastlanmadi. 1 olguda gorilen KRAS mutasyonu kodon 12/13
bolgesindeki G13 C mutasyonuydu.

Adenokarsinom, yassi epitel hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli ndroendokrin
karsinom tanili toplam 96 vakanin hi¢birinde 2 farkli mutasyon birarada goriilmedi.

Elde edilen kategorik verilerin istatistiksel analizinde Fisher, Anova ve
Pearson Ki kare testi kullanild1 ve istatistiksel analizde anlamlilik degeri p<0.05
alindi. U¢ grup arasinda karsilastrma yapmak icin ise Kruskal Wallis testi
kullanild.

EGFR mutasyonu goriilen vakalar tek yonlii varyans analizi (Anova testi) ile
yas farki agisindan degerlendirildi. Ancak EGFR mutasyonu ve yas arasinda
anlamli iliski bulunamadi. EGFR mutasyonu ile kadm cinsiyet arasinda anlamli
iligki saptand1 (p=0.001).

Adenokarsinom, yassi epitel hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom
tanili hasta gruplar1 arasinda EGFR mutasyonu agisindan anlamhi fark bulundu
(p=0.001). Daha sonra detayli analiz i¢cin Pearson Ki kare testi ile ikili
karsilagtirmalar yapildi.

Adenokarsinom tanili ve yass1 epitel hiicreli karsinom tanili hastalar EGFR
mutasyonu agisindan karsilastirildi ve EGFR mutasyonu, adenokarsinom tanili
olgularda yass1 epitel hiicreli karsinom tanili olgulara gore, anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.001). Adenokarsinom grubu ile biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom
grubu arasinda, EGFR mutasyonu acisindan anlamli fark bulunamadi (p=0.169).
Yasst epitel hiicreli karsinom grubu ve biiylik hiicreli néroendokrin karsinom
grubunda EGFR mutasyonu olmadigi i¢cin bu iki grup arasinda karsilagtirma
yapilamadi.

EGFR mutasyonu olan hastalarda, sigara icen ve igmeyen gruplar arasinda
fark olup olmadigma Fisher testi ile bakildi ve EGFR mutasyonu sigara igmeyen

grupta daha c¢ok izlendi (p=0.016).
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EGFR mutasyonu ile hastalarin evreleri arasinda anlamli iligki bulunamadi
(p=0.094). Ayrica EGFR mutasyonu ile T, N, M degerleri arasinda korelasyon
bulunamadi (p=0.186) (Olumsuzluk katsayisi=0.291). EGFR mutasyonu ile timor
diferansiasyonu arasida anlamli iligski bulunamadi (p=0.162).

KRAS mutasyonu goriilen vakalar tek yonlii varyans analizi (Anova testi) ile
yas farki agisindan degerlendirildi. Ancak KRAS mutasyonu ve yas arasinda
anlaml iliski bulunamadi. EGFR mutasyonu bulunan olgularda cinsiyet farki olup
olmadigma Fisher testi ile bakildi, KRAS mutasyonu ile cinsiyet arasinda anlamli
iligki saptanmadi (p=0.393).

Adenokarsinom, yassi epitel hiicreli karsinom ve biiylik hiicreli karsinom
tanili olgularda KRAS mutasyonu agisindan fark olup olmadigina Fisher testi ile
bakildi ve p degeri 0.022 ile anlamli fark bulundugu i¢in detayli analiz i¢in Pearson
Ki kare testi ile ikili karsilagtirmalar yapildi.

Adenokarsinom tanili ve yass1 epitel hiicreli karsinom tanili hastalar KRAS
mutasyonu acgisindan karsilastirildi, KRAS mutasyonu, Adenokarsinom grubunda
yasst epitel hiicreli karsinom grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0.007). Adenokarsinom grubu ile biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom grubu
arasinda KRAS mutasyonu agisindan anlamli fark bulunamadi (p=0.662). Yassi
epitel hiicreli karsinom grubu ve biiylik hiicreli ndroendokrin karsinom grubunda
KRAS mutasyonu agisindan fark olup olmadigina 6rneklem yetersizligi nedeniyle p
degeri verilemedi ve iki grup arasinda karsilastirma yapilamada.

KRAS mutasyonu olan hastalarda, sigara i¢cen ve icmeyen gruplar arasinda
fark olup olmadigina Fisher testi ile bakildi ve KRAS mutasyonu ile sigara i¢iciligi
arasinda anlamli iligki bulunamadi (p=0.999).

KRAS mutasyonu ile hastalarin evreleri arasinda bir iligki olup olmadigina
bakildi ve anlaml iligki bulunamadi. Ayrica KRAS mutasyonu ile T, N, M degerleri
arasinda korelasyon bulunamadi. KRAS mutasyonu ile tiimor diferansiasyonu
arasinda anlaml iliski bulunamadi.

EGFR ve KRAS mutasyonu tasiyan olgular ile tiimor tipleri arasindaki iliski,
orneklem yetersizligi nedeniyle p degeri verilemedigi i¢in degerlendirilemedi.

96 hasta igerisinde, adenokarsinom grubuna giren bir kadin hastada BRAF
mutasyonu izlendi. Ancak Orneklem yetersizli§i nedeniyle bu grup istatistiksel

calismaya dahil edilemedi.
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7. OZET

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KARSINOMLU OLGULARDA
TUMOR DOKU ORNEKLERINDE EGFR, KRAS ve BRAF GEN
MUTASYONLARININ BiOFiLM CiPE DAYALI MiIKROARRAY
YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Calismamizda kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tanisi almis 96 olguda,
biofilm ¢ipe dayali mikroarray yontemi (Infiniti Autogenomics®) ile EGFR, KRAS
ve BRAF gen mutasyonlarinin belirlenmesi, mutasyonlarin sigara iciciligi, hastanin
cinsiyeti, timor tipi ve hastaligin evresi ile iliskisi, bu genlerdeki mutasyonlarin
Tirk populasyonuna 06zgli sikli§nin belirlenmesi ve kullanilan yOntemin
giivenilirliginin belirlenmesi amacglandi.

96 olgunun 58 tanesi Adenokarsinom, 30 tanesi yassi epitel hiicreli karsinom
ve 8 tanesi biiyiik hiicreli noroendokrin karsinom grubundan olugmaktaydi.
Adenokarsinom tanili hastalarm 58 tanesinden 14 tanesinde (%24,1) EGFR
mutasyonu saptanirken, 12 tanesinde (%20,6) KRAS mutasyonu saptandi. Yassi
epitel hiicreli karsinom tanili 30 vakadan yalnizca 1 tanesinde (%3,3) KRAS
mutasyonu izlendi. Biiytik hiicreli ndroendokrin karsinom olan 8 vakadan ise sadece
1 vakada (%12,5) KRAS mutasyonu gorildi.

EGFR mutasyonu, kadin cinsiyet ve sigara igme Oykiisi bulunmayan
hastalarda literatiirle uyumlu olarak daha yiiksek oranda izlendi. EGFR mutasyonu,
adenokarsinom tanili olgularda yassi epitel hiicreli karsinom tanili olgulara gore,
anlamli olarak yiiksek bulundu. KRAS mutasyonu ile cinsiyet farki ve sigara
iciciligi arasinda anlamli iliski bulunamadi. KRAS mutasyonu, Adenokarsinom
grubunda yassi1 epitel hiicreli karsinom grubuna gore, anlamli olarak yiiksek
bulundu. Her {ic mutasyon varligi ile tiimor boyutu, lenf nodu metastaz varligi, uzak

metastaz varlig1 ve hastaligin evresi arasinda korelasyon goriilmedi.

Anahtar Kelimeler: EGFR, KRAS, BRAF, mikroarray, akciger kanseri.
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8. ABSTRACT

DETERMINATION OF EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR
(EGFR), KRAS and BRAF MUTATION IN NON SMALL CELL LUNG
CANCERS USING BIOFILM CHIP BASED MICROARRAY TECHNOLOGY

In our study, 96 patients diagnosed with non-small cell lung cancer with
biofilm chip-based microarray method (Infiniti Autogenomics”) in the identification
of EGFR, KRAS and BRAF gene mutations. The relationship with smoking, patient
gender, tumor type and stage of the disease in the Turkish population and mutations
in these genes determine the frequency and reliability used to determine the specific
of the method.

In our study, we have 96 patient with 58 cases were adenocarcinoma, 30 cases
were squamous cell carcinoma, and 8 cases of them large-cell neuroendocrine
carcinoma group. Grain of 58 patients with adenocarcinoma of 14 patients (24.1%)
were detected EGFR mutations, and in 12 patients (20.6%) KRAS mutations were
found. Only 1 out of 30 cases diagnosed with squamous cell carcinoma (3.3%) had
KRAS mutation. In large cell neuroendocrine carcinoma group only 1 case of 8
cases (12.5%) had KRAS mutations.

EGFR mutation were higher in female gender patients with no history of
smoking and consistent with the literature. EGFR mutations, patients diagnosed
with adenocarcinoma were found to be significantly higher than in patients
diagnosed with squamous cell carcinoma. KRAS mutation had no relationship
between gender and smoking. In adenocarcinoma group KRAS mutation were
found to be significantly higher than in squamous cell carcinoma group. With the
presence of all three mutations was not observed between tumor size, lymph node

metastasis, distant metastasis and stage of the disease.

Key words: EGFR, KRAS, BRAF, microarray, lung cancer.
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