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1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri tiim diinyada erkeklerde kansere bagli oliim sebepleri
arasinda ilk sirada, kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. 5 yillik sagkalim siiresinin her iki cinste %10-20 arasinda degistigi
bildirilmektedir (1). Tirkiye’de de akciger kanseri onemli bir saglik sorunu
olusturmaktadir. Kanser siklig1 siralamasinda erkeklerde ilk sirada; kadinlarda ise
meme, tiroid, kolon/rektum ve uterus kanserinden sonra 5. sirada yer almaktadir (2).
Olgularin biiyiik bir kisminda, akciger kanserleri ileri evrede saptanmaktadir. Sik

goriilmeleri, ileri evrede tan1 almalar1 ve sik 6liime yol agmalart nedeni ile akciger

kanserlerinin tedavisinde alternatif arayislari siirmektedir.

Son yillarda akciger kanserlerinin patogenezinde rol alan bir dizi gen
degisiklikleri tanimlanmistir. Kanser hiicrelerinde mutasyon, amplifikasyon,
intrakromozomal ya da interkromozomal translokasyonlar yolu ile bazi anahtar
genlerin aktive oldugu bilinmektedir. Glinlimiizde bu gen degisikliklerini bulunduran
hastalarda, bu degisikliklere yonelik tedavi ajanlarinin kullanimi s6z konusudur.
Kisiye 6zel tedavi segenekleri her gegen giin artmaktadir (3, 4). Akciger kanserleri
icerisinde siklig1 giderek artig gosteren adenokarsinomlarda bugiin itibari ile klinik
acidan en O6nemli genler: epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), anaplastik
lenfoma kinaz (ALK), ROS1 (Repressor of Silencing 1) ve RET (Rearranged During

Transfection)’dir (5).
Yukaridaki bilgiler 1s1ginda bu ¢alismanin amaci asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1.) Tirkiye popiilasyonunda akciger adenokarsinomalarinda,
adenokarsinoma komponenti bulunduran kiigiik hiicreli dis1 akciger
karsinoma (KHDAK) ve daha ileri siniflandirilamayan (NOS) KHDAK

olgularinda, EGFR mutasyon oraninin ve dagiliminin tespit edilmesi;



2.) Mutasyon durumu ile akciger adenokarsinomasinin morfolojik
ozellikleri, TTF-1 ve Napsin A boyanmasi arasindaki muhtemel

iligskilerin arastirilmast;

3.) Mutasyonu tespit etmede kullanilan materyal tipi ile mutasyon analizinin

teknik basarisi arasindaki iliskinin irdelenmesi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Akciger kanserinin epidemiyolojik 6zellikleri

Diinya genelinde akciger kanseri, en sik goriilen ve en sik 6liime neden olan
kanserdir. 2012 yili verilerine gére 1.8 milyon yeni tani almis olgu (tiim yeni kanser
olgularinin %13 kadar1) ve 1.6 milyon akciger kanseri nedenli 6lim (tim kanser
Oliimlerinin %19.4 kadar1) bildirilmistir (1). Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
2015 verilerine gore 221.200 yeni akciger kanseri tanisi (tim yeni kanser olgularinin
%13’1) oldugu ve bunlarin 115.610 erkek ve 105,590 kadin oldugu bildirilmistir.
Yillik akciger kanserine bagl erkeklerde 86,380 (kansere bagli dliimlerin %28’1) ve
kadinlarda 71,660 (kansere bagli 6liimlerin %26°s1) 6liim olgusu bildirilmistir (6).

Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) 2013 verilerine gore,
akciger kanserinde tani yaginin 71 yil oldugu bildirilmistir. Akciger kanserinin yas
gruplarma gore dagilimi soyledir: 20- 34 yas arasinda %0.2; 35-44 yas arasinda
%1.5; 45-54 yas arasinda %8.8; 55-64 yas arasinda %20.9; 65 -74 yas arasinda
%31.1; 75-84 yas arasinda %29 ve 85 yas ve tizerinde %38.3 (7).

2.2 Akciger kanserinin etyolojisi

Akciger kanser gelisiminde sigara i¢imi, hava kirliligi, viral enfeksiyonlar,
gecirilmis akciger hastaliklari, farkli mesleki maruziyetler, genetik yatkinlik gibi bir
cok faktor rol oynamaktadir. Sigara, akciger kanseri olgularmin %90 kadarindan
sorumlu olan en onemli risk faktoriidiir. Ancak sigara icenlerin yalnizca %20
kadarinda akciger kanser gelisimi izlenmektedir. Sigara i¢cmeyenlere oranla,
icenlerde risk 20-25 kat artmistir. Bu risk artis1, kullanilan giinliik sigara miktari,
sigara i¢me siiresi ve baslama yasi ile iligkilidir. Cinsiyet ve kullanilan tiitiin tipinden
bagimsiz olarak, sigaranin birakilmasi akciger kanseri gelisme riskini azaltmaktadir.
Tiitlin dumaninda 4000°den fazla farkli kimyasal madde olup, bunlarin 50°den fazlasi

kanserojendir. Sigarada bulunan kanserojen maddelerin en Onemlileri: polisiklik



aromatik hidrokarbonlar, N-nitrozaminler, aromatik aminler, diger organik (benzen,
akrilonitril) ve inorganik (arsenik, asetaldehit) bilesiklerdir. Tiitiin dumaninda
bulunan benzopirenin p53 timor baskilayici genini mutasyona ugratarak akciger
kanseri gelisiminde etkili oldugu bulunmustur. N-nitrozoamin metabolitleri de
DNA’da mutasyon olusturmakta ve K-RAS onkogeninde aktivasyon meydana
getirmektedir. Sigara igen akciger adenokanser olgularinin % 20-30" unda K-RAS
mutasyonu belirlenmistir. Sigara kullananlarda kii¢iik hiicreli akciger kanseri ve
yassi hiicreli kanser siklig1 daha yiiksektir. Sigara igmeyenlerde ise adenokanser ve
EGFR mutasyonu daha yiiksek oranda goriilmektedir (7-9). Pasif sigara dumanina
maruz kalan bireylerde de akciger kanser gelisme riskinin yiliksek oldugu
gosterilmistir. Etrafa yayilan sigara dumaninda da ayni karsinojenler bulunmaktadir.
Sigara icmeyen bireylerde akciger kanser gelisme riski ile ilgili yapilan ¢alismalarda;
sigara igen biri ile aynm1 evde yasayan sigara icmeyen bireylerde, akciger kanseri

gelisme riskinin %24 oldugu gosterilmistir (10, 11).

Akciger kanser gelisiminde onemli role sahip arsenik, asbest, berilyum,
kadmiyum, klorometil eterler, krom, nikel, radon, silika ve vinil klorid gibi mesleki
ve c¢evresel maruziyet ile iligkili karsinojenler tanimlanmistir. Akciger kanser
Oliimlerinin erkeklerde yaklasik %10 ve kadinlarda %35 kadarinin sigara disindaki bu

grup karsinojenlere maruziyet ile iligkili oldugu gosterilmistir (7).

Ayrica bir sira enfeksiyon hastaliklar1 (HPV, HIV, EBV, klamidial pndmoni),
diyet (vitamin A, C ve E’den fakir gida tiiketimi) ve genetik yatkinlik akciger kanser

gelisiminde rol almaktadir (7, 12).

2.3 Akciger karsinomlarinin histopatolojik simiflamasi

Geleneksel olarak kii¢iik hiicreli karsinomanin klinik 6zellikleri ve
tedavisinin diger akciger kanseri tiplerinden farklilik gostermesi nedeni ile; kiiciik
hiicreli karsinomay1 digerlerinden ayiran ‘kiigiik hiicreli akciger karsinomu’ (KHAK)
ve diger tiim tipleri igine alan ‘kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomasi” (KHDAK)

seklinde ikili bir siniflama akciger kanserli hastalarin klinik idaresinde uzun yillar



kullanilmistir. KHDAK, tiim akciger kanserlerinin %85-90’1m1, KHAK ise %10-
15’ini olusturmaktadir. KHDAK igerisinde adenokarsinomalar %40, yassi hiicreli
karsinoma (YHK) %25-30 ve biiylik hiicreli karsinomlar ise %10-15 oraninda
goriilmektedir. Geriye kalan kismini ise, diger akciger karsinomlar1 olusturmaktadir
(13). Sigara kullanimu1 tiim kanser tipleri, 6zellikle YHK ile yakin iligkilidir. 20 y1l
oncesine kadar YHK daha sik olarak izlenirken, giinimiizde adenokarsinomalar bir
cok seride bunlarin oniine ge¢mistir. Bu durum, kullanilan sigaralarin daha az nikotin
icermesi, filtreli sigara kullanimi, yumusak icimli sigaralarin kullanimina bagh
olarak daha derinden inhalasyon ve akciger adenokarsinomalarinin daha yaygin
goriildigl akcigerin periferik kisminin karsinojenlere daha fazla maruz kalmasi ile
aciklanmaktadir (14). Adenokarsinomlar pek ¢ok farkli patern ve morfolojik 6zellik
gosterebilmektedir ve bununla baglantili farkli klinik, radyolojik, molekiiler

ozellikler sergileyebilmektedir (15).

1967, 1981 ve 1999 yillarma ait Diinya Saglk Orgiitii (DSO) siniflamalari
temel olarak patologlara yonelik olarak ve yine patologlar tarafindan yapilmistir.
DSO smiflamasinin 2004 yilindaki revizyonunda ise o donemdeki giincel gelismeler
1s1ginda genetik ve klinik ozellikler dahil edilmistir (16). Molekiiler biyoloji ve
onkolojideki gelismeler yani sira, radyoloji ve cerrahi prosediirlerdeki ilerlemeler
nedeniyle sadece histomorfolojiye dayanmayan yeni bir siniflama ihtiyaci
dogmustur. Son dekat icinde akciger adenokarsinomu daha iyi anlagilmis, medikal
onkoloji, molekiiler biyoloji ve radyoloji alanindaki gelismeler sonucu bu alanlardaki
yenilikleri ve uygulamalar1 da kapsayan multidisipliner bir siniflama ihtiyaci
dogmustur. KHDAK’nin molekiiler 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasi; EGFR basta
olmak tizere hedefe yonelik tedavi alanindaki ve goriintiillemedeki gelismeler sonucu
kiigiikk ve non-invaziv akciger kanserlerinin daha sik olarak goézlenmesi akciger
adenokarsinomasimin 2015 smiflamasinda oldugu gibi yeniden diizenlenmesini

zorunlu hale getirmistir (16). Yeni DSO smiflamas1 Tablo 2.1°de gdsterilmistir.



Tablo 2.1. 2015 DSO Siniflamasi’na Gére Akciger Tiimorleri (Ozet) (14)

- Adenokarsinoma - Tiikriik bezi tipi tiimorler
- Yasst hiicreli karsinoma Mukoepidermoid karsinoma
- Noroendokrin tiimorler Adenoid kistik karsinoma
Kiigiik hiicreli karsinoma Epitelyal-miyoepitelyal karsinoma

Biiyiik  hiicreli  ndroendokrin Pleomorfik adenoma

karsinoma - Papilloma
Karsinoid timor (tipik/atipik) - Adenoma
Diffiz pulmoner noéroendokrin | Sklerozan pndomositoma
hiicre hiperplazisi (DIPNECH) Alveolar adenoma
- Biiyiik hiicreli karsinoma Papiller adenoma
- Adenoskuamoz karsinoma Miisindz kistadenoma
- Sarkomatoid karsinoma Miisin6z gland adenomu

Pleomorfik, igsi hiicreli, dev | - Mezensimal tiimorler
hiicreli - Lenfohistiositik tiimdrler
Karsinosarkoma - Ektopik orijinli timdrler

Pulmoner blastoma

2.3.1 Akciger adenokarsinomalarinin siniflandirilmasi

Eski simiflamaya gore, tek bir gelisim paterni gosteren adenokarsinomlar bu
paterne gore isimlendirilmekte; birden fazla patern igeren adenokarsinomlar ise,
“mikst” tipte adenokarsinoma olarak isimlendirilmekteydi. Paternlerin piir halde
olmasi olduk¢a nadir rastlanan bir durum oldugundan, adenokarsinomlarin biiyiik
kisminin  (ortalama  %80-94 kadarinin) mikst tipte adenokarsinom olarak
siiflandirilmast gerekiyordu. Tiimorlerin bu kadar biiyiikk bir boliimiiniin mikst
grupta siniflanmasi ise, farkli klinik ve molekiiler 6zellikler sergileyen tiimorlerin
prognozunu Ongormede ve tedaviyi yonlendirmede yetersiz kalan bir yaklagimdi
(16). Bu nedenle, 2011 yilinda Uluslararasi Akciger Calisma Grubu/Amerikan
Toraks Dernegi ve Avrupa Solunum Dernegi (IASLC/ATS/ERS) akciger

adenokarsinomlari i¢in uluslararasi multidisipliner yeni bir siniflama 6nermis ve bu




siniflama  DSO 2015 smiflamasinin  temelini  olusturmustur. 2015 DSO
adenokarsinoma simiflamasi tiimorleri baskin histolojik paterne gore smiflamay1

ongodrmektedir. Bu siiflama Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2. 2015 DSO Siniflamasina Gére Akciger Adenokarsinomalari (14)

Preinvaziv lezyonlar Minimal invaziv adenokarsinoma
Atipik adenomat6z hiperplazi - Non-miisindz
- Miisindz

Adenokarsinoma in situ

- Mikst miisindz Ve non-miisindz
- Non-miisin6z

- Miisindz

- Mikst miisin6z Ve non-miisindz

Invaziv adenokarsinoma Invaziv adenokarsinoma varyantlar
Lepidik adenokarsinoma Invaziv miisindz adenokarsinoma
Asiner adenokarsinoma Kolloid adenokarsinoma
Papiller adenokarsinoma Fetal adenokarsinoma
Mikropapiller adenokarsinoma Enterik adenokarsinoma

Solid adenokarsinoma

Yeni siniflamada giindeme gelen bir bagka degisiklik de “bronkioloalveoler
karsinoma” (BAK) teriminin kullaniminin ortadan kalkmasidir. 1999 ve 2004 DSO
siiflamalarindan sonra, BAK terimi farkli morfolojik ve klinik 6zellikler (5 yillik
sagkalimi %100 olan, tek, periferik, non invaziv tiimérler; minimal invazyon
gosteren ve yine 5 yillik sagkalimi %100’e yakin olan tiimoérler; prognozu daha koti
olan mikst tipte invaziv adenokarsinomlar) sergileyen tiimorler i¢in ortak kullanilan
bir terim halini almistir. Bu durum prognozu 6ngormede ve tedaviyi belirlemede
Klinisyeni yeterli derecede yonlendirememektedir. Bu nedenle 2015 siniflamasinda,

bu terimin artik kullanilmamasi gerektigi belirtilmekte ve eskiden bronkioloalveoler




karsinom ad1 verilen tiimorler i¢in asagida sayilan farkli terminolojilerin kullanilmasi
onerilmektedir (16):

a) Adenokarsinoma in-situ,

b) Minimal invaziv adenokarsinom,

c¢) Lepidik baskin adenokarsinom,

d) Fokal lepidik alanlar i¢eren invaziv adenokarsinom,

e) Invaziv miisindz adenokarsinom.

2.3.1.1 Preinvaziv lezyonlar
2.3.1.1.1 Atipik adenomatoz hiperplazi

Atipik adenomato6z hiperplazi (AAH), hafif-orta derecede atipi gosteren tip Il
pnomosit ve/veya Clara hiicrelerinin alveol duvarini ve bazen respiratuar bronsiolleri
dosedigi 0,5 cm veya daha kiigiik boyutlu lokalize lezyonlar1 tanimlamaktadir (14).
Rezeksiyon materyallerinde %7 oraninda AAH goriilmektedir. Kiigiik biyopsi ve

sitoloji materyallerinde bu tan1 verilmemelidir (16).

2.3.1.1.2 Adenokarsinoma in situ (AIS)

Adenokarsinoma in situ (AIS), eskiden BAK olarak siniflanan lezyonlardan
biri olup, 3 cm veya daha kiiciik boyutlu; tiimdr hiicrelerinin alveoller boyunca
ilerledigi (lepidik patern), stromal, vaskiiler ya da plevral invazyon gdstermeyen
preinvaziv bir lezyondur. Bu lezyonda asiner, papiller veya mikropapiller paternde
ya da intraalveoler tiimér hiicreleri izlenmemelidir. AIS miisindz ve non-miisindz
olmak ftizere ikiye ayrilir. Olgularin biiyiik kismi non-miisindz ozelliktedir. Nadir
olarak izlenen miisindz AIS’de tiimor hiicreleri yiiksek kolumnar big¢imli olup,
bazalde yerlesmis niikleusa ve yogun miisin igerigine sahiptir. Bazen goblet hiicreleri
de izlenebilir. Tiimoriin tiim alanlarinin izlenemedigi kiigiik biyopsi ve sitoloji

materyallerinde AIS tanis1 verilmemelidir (14, 16).



2.3.1.2 Minimal invaziv adenokarsinoma

Minimal invaziv adenokarsinom (MIA) tek, diizgiin sinirli, 3 cm veya bundan
daha kiigiik boyutlu; baskin olarak lepidik patern gosteren ve invaziv sahasi en biiyiik
alanda 5 mm’yi gegmeyen adenokarsinom olarak tanimlanmistir. MIA non-miisindz
ve miisindz olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Non-miisinéz tip MIA, miisinéz tipe
gore daha sik olarak izlenmektedir. Invaziv odakta tiimdr hiicrelerinin
miyofibroblastik stromaya invazyonu izlenir ve lepidik patern dis1 histolojik
paternler (asiner, papiller, mikropapiller ve/veya solid) gozlenir (Resim 2.1).
Lenfovaskiiler invazyon, plevral invazyon, timor nekrozu ve hava yolu ile yayilim
dislanmalidir. MIA tanili olgularda tiiméoriin tam olarak rezeke edildigi durumda, 5

yillik hastaliksiz sag kalimin %100’e yakin oldugu tespit edilmistir (14, 16).

2.3.1.3 invaziv adenokarsinoma

Akciger adenokarsinomlari heterojen yapiya sahip olup, ¢ogu kez birden fazla
paterni bir arada igerebilmektedir. 2015 DSO siniflamasinda pulmoner
adenokarsinomlar baskin histolojik alt tipe gore smiflandirilmaktadir ve mevcut
histolojik subtiplerin miktar1 %5’lik oranlar ile gosterilmektedir. Paternleri
ylizdeleyerek belirtmenin 06zellikle multipl primer akciger adenokarsinomasi
olgularinda, senkron veya metakron primer akciger adenokanserlerini; tek bir primer
akciger adenokarsinomasinin metastazlarindan ayirt etmede yardimci olabilecegi
diisiiniilmektedir. Histolojik tiplerin klinik ve prognoz ag¢isindan farklilik gostermesi
yani sira, tiplerin belirtilmesinin molekiiler korelasyon agisindan da fayda

saglayacagi one siiriilmektedir (14, 16).

2.3.1.3.1 Lepidik adenokarsinoma

Lepidik adenokarsinoma, MIA ve AIS ile benzer morfolojik 6zelliklere sahip,
tip 2 pndmosit ve/veya Clara hiicrelerinin alveol duvarini doser sekilde yayilmasi ile
karakterli ve 0.5 cm’den daha genis alanda invazyon goésteren adenokarsinoma olarak
tanimlanmistir. Invaziv odak lepidik patern dis1 histolojik alt tiplerin (asiner, papiller,

mikropapiller ve/veya solid) varhigi ya da miyofibroblastik stromada tiimor



hiicrelerinin invazyonunun gdzlenmesidir. Lepidik baskin tiimdrlerde MIA’dan farkli
olarak lenfovaskiiler, plevral invazyon, tiimor nekrozu ve hava yolu ile yayilim
gortilebilir (Resim 2.2). Yeni siniflamada lepidik baskin adenokarsinoma sadece
lepidik paterni baskin non-miisindz tiimoérleri tanimlamaktadir, lepidik patterni
baskin miisindz tiimdrler ‘invaziv miisindz adenokarsinoma’ adi ile ayr1 bir varyant

olarak tarif edilmektedir (14, 16).

2.3.1.3.2 Asiner adenokarsinoma

Asiner adenokarsinoma baslica komponentini tiimor hiicreleri ile ¢evrili
santral limen bulunduran bez yapilarinin olusturdugu tiimérleri tanimlamaktadir.
Gland limeninde veya intraselliller alanda misin varligi izlenebilir (Resim 2.3).
Kribriform patern koti prognoz ile iliskili olup, asiner patern igerisinde

tanimlanmaktadir (14).

2.3.1.3.3 Papiller adenokarsinoma

Papiller adenokarsinoma, ortasinda fibrovaskiiler kor bulunduran glandiiler
hiicreler ile doseli papiller yapilar olusturan tiimoérleri tanimlamaktadir (Resim 2.4).
Bu goriiniimiin tanjansiyel kesitlerde lepidik adenokarsinoma alanlarindan ayirt
edilmesi Onemlidir. Timorde alveoler bosluklar veya asiner yapilar igerisinde

papiller yapilanmalar izleniyorsa, papiller adenokarsinom olarak siniflanmalidir (14,
16).
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Resim 2.1. Minimal invazyon gosteren adenokarsinoma (HE). Kii¢iik resimlerde iistte

lepidik, altta ise (5 mm’den kiigiik olan) asiner komponent izlenmektedir.

Resim 2.2. Lepidik baskin adenokarsinoma (HE). Bu alan sadece lepidik paterni
gostermektedir, diger alanlarda tiimoriin bagka gelisim paternleri de

icerdigi saptanmistir.
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Resim 2.4. Papiller baskin adenokarsinoma (HE).
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2.3.1.3.4 Mikropapiller adenokarsinoma

Mikropapiller patern, fibrovaskiiler kor igermeyen, papiller yumaklar
olusturan hiicre gruplarindan olusur (Resim 2.5). Papiller yapilar, alveoler bosluklar
icinde ya da alveoler septumlara tutunmus halde izlenirler. Timor hiicreleri
genellikle minimal niikleer atipi gosteren, dar eozinofilik sitoplazmali, kiigtik kiibik
epitelyal hiicrelerdir. Alveoler bosluklar icinde halka benzeri glandiiler yapilar
izlenebilir. Siklikla vaskiiler ve stromal invazyon mevcuttur. Psammoma cisimcikleri
goriilebilir. Bu patern kotii prognoz ile iliskili olup; primer tiimdrin kiiciik bir
komponentini olusturmasina ragmen, metastatik odaklarda daha biiyilik oranda
izlenebilmesi, bu histolojik paternin agresif davranis gosterdiginin bir kaniti olarak

degerlendirilir (14, 16).

2.3.1.3.5 Solid adenokarsinoma

Solid adenokarsinoma belirgin bir organizasyon (asiner, papiller,
mikropapiller veya lepidik) i¢ermeyen, tabakalar olusturan, bir bolimi miisin
tiretebilen poligonal hiicrelerden olusmaktadir (Resim 2.6). Eger timoriin tamami
solid ise, iki biiylik biiyiitme alaninin her birinde, en az 5 hiicrede miisin boyalari ile
kanitlanan miisin varlig1r gosterilmelidir. YHK ve biiyiik hiicreli karsinomlarda da
cok az sayida hiicrede intraselliiler miisin izlenebileceginden, bu tiimoérlerden ayirim
yapilmas1 énemlidir. DSO siniflamasinda miisin icermeyen, ancak pnémositlere 6zgii
belirtegleri (TTF-1 ve/veya Napsin A) eksprese eden tiimérler de, solid
adenokarsinoma olarak siniflandirilmaktadir. Solid adenokarsinomlarm da

mikropapiller adenokarsinomlar gibi kotii prognozlu oldugu gosterilmistir (14, 16).
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Resim 2.6. Solid baskin adenokarsinoma (HE ve alttaki kii¢iik resim TTF-1).
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2.3.1.4 Adenokarsinoma varyantlar:
2.3.1.4.1 invaziv miisin6z adenokarsinoma

Invaziv miisindz adenokarsinoma, eski adiyla miisinoz BAK’1 da igeren,
intrasitoplazmik miisin bulunduran, goblet ya da kolumnar hiicrelerden olusan bir
tiimordiir. Bu tiimor non-miisindz tiimorlere benzer sekilde, solid patern disindaki
tiim paternleri gosterebilir, ancak lepidik patern en sik izlenen paterndir (Resim 2.7).
Bu paternlerin yiizde olarak oranlar1 ve baskin patern belirtilmelidir. Alveolar
bosluklar miisin igerebilir. Sitolojik atipi belirgin degildir. Miisindz MiA ve AiS’den
ayirimda boyut (3cm’den biiylik boyut ya da invaziv alanin 0.5 cm’den biiyiik
olmasi) ¢ok sayida odak bulunmasi veya diizensiz sinirlarin (komsu akciger
parankimine miliyer yayilim) varlig1 baslica kriterlerdir. Invaziv miisindz karsinoma
kriterlerine uymayan ancak 151k mikroskopi ve miisin boyasi ile miisin varlig1 tespit
edilen adenokarsinoma olgularinda, tiimor baskin paterne gore siniflandirildiktan
sonra, ‘miisindz degisiklikler’ veya ‘miisin sekrete eden’ gibi tanimlayici terimlerin
kullanilmas: onerilmektedir. Invaziv musindz adenokarsinomlar multisentrik,
multilober olabilir ve her iki akcigeri tutabilir. Non-miisindz ve miisindz tiimorler
ender olarak bir arada goriilebilmektedir. Her bir komponent tiimoriin en az %10’ unu
olusturdugunda “mikst miisin6z ve non-miisindz adenokarsinom” olarak

smiflandiriimaktadir (14).

2.3.1.4.2 Kolloid adenokarsinoma

Kolloid adenokarsinoma (eski miisindz kistadenokarsinoma) alveoler
bosluklar1 genisleterek, duvarlarini destriikte eden, ekstraseliiler miisin golciikleri ile
karakterli bir timordiir (Resim 2.8). Miisin golciikleri igerisinde, tiimoriin sadece
kiiciik bir boliimiinii olusturan, miisin sekrete eden hiicre kiimeleri bulunur. Tiimor
hiicreleri lepidik patern gdsteren, goblet hiicrelerine benzer yiiksek kolumnar
hiicreler veya diger miisin sekrete eden hiicrelerden meydana gelir. Miisindz tiimor
hiicrelerinin tipik olarak alveolleri inkomplet olarak dosedikleri dikkat ¢eken bir
bulgudur. Tiimor hiicreleri oldukga iyi diferansiye olabilirler ve bu durum kiigiik
biyopsi ve frozen kesitlerde tani agisindan giicliik yaratir. Bu tiimdrde niikleer
psodostratifikasyon gdsteren epitel hiicreleri ve bazi olgularda belirgin sitolojik atipi

bulgulari izlense de mitotik aktivite diisiiktiir ve nekroz gézlenmez (14, 16).
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Resim 2.8. Kolloid adenokarsinoma (HE).
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2.3.1.4.3 Fetal adenokarsinoma

Fetal adenokarsinoma, fetal akciger tiibiillerine benzer sekilde glikojenden
zengin, silyasiz epitel hiicreleri ile doseli kompleks glandiiler yapilardan
olusmaktadir. Subniikleer vakuol olduk¢a sik ve karakteristik bir bulgudur. Liimen
igerisinde skuamoid moriiller izlenebilir. Diisiik ve yiiksek dereceli olmak tizere iki
grupta incelenir. Diigiik dereceli tiimorler geng ve sigara Oykiisii bulunan bireylerde

daha sik olarak izlenmektedir (14, 16).

2.3.1.4.4 Enterik adenokarsinoma

Enterik adenokarsinomalar, %50 ya da lizerinde enterik komponent iceren
primer  akciger  adenokarsinomalaridir.  Enterik  farklilasma,  niikleer
psodostratifikasyon gosteren, yliksek kolumnar epitel hiicreleri ile doseli, kribriform
paternin de eslik ettigi glandiiler ve/veya papiller yapilar, liiminal nekroz ve belirgin
niikleer kirintilardan olusan morfolojik goriinlim igerir. Ancak bu tiimorler,
metastatik kolorektal adenokanserlerden farkli olarak, lepidik patern gibi primer
akciger adenokanserlerinde izlenen diger histolojik paternleri de bulunduran
heterojen bir morfoloji gosterirler. Enterik farklilasma gosteren akciger
adenokanserleri morfolojik olarak kolon adenokarsinomasina benzerlikleri yan1 sira,
immiinohistokimyasal olarak kolorektal adenokarsinomaya o0zgii belirtecleri de
eksprese ederler (Bakiniz: 2.3.2). Bu taniy1 vermeden Once olguda kolorektal

adenokarsinom varlig ekarte edilmelidir (14, 16).

2.3.2 Akciger karsinomlarinda izlenen immiinhistokimyasal bulgular

Akciger  karsinomalarinin  tiplendirilmesinde, morfolojik  olarak
adenokarsinoma lehinde yorumlanabilecek olan glandiiler organizasyon ve/ veya
histokimyasal olarak miisin varligi; ya da YHK yoniinde yorumlanabilecek skuamoz

diferansiasyonun saptanamadigr durumlarda, taninin spesifiye edilebilmesi igin
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immiihistokimyasal belirteclere ihtiyag duyulmaktadir. Akciger karsinomalarinda
kullanilan immiinhistokimyasal belirtecler ve bunlarin yorumlart Tablo 2.3’te
gosterilmistir. Adenokarsinoma ve YHK ayirici tamisinda TTF-1 ve Napsin A
adenokarsinoma yoniinde; p40, p63 ve CK5/6 YHK yoniinde delil olusturmaktadir.
TTF-1 ve Napsin A’dan birinin pozitiflik gosterdigi; p40, CK5/6 ve p63
belirteglerinin negatif oldugu durumda olgular “KHDAK, adenokarsinoma ile
uyumlu” olarak rapor edilmelidir. p40, CK5/6 ve p63 belirteclerinden birinin
pozitiflik gosterdigi ve TTF-1 /Napsin A negatif olan durumlarda ise, “KHDAK,
YHK ile uyumlu” olarak rapor edilmelidir. Bu immiin belirtecler ile negatif olan ve
morfolojik olarak da adenokarsinoma, YHK ve ndroendokrin karsinoma morfolojisi
sergilemeyen tiimorlerde, rezeksiyon materyalinde “biiyiik hiicreli karsinoma” tanisi
konulabilir. Adenokarsinoma ile noroendokrin timor ayirict tanist gerektiren
durumlarda immiinhistokimya paneline néroendokrin tiimor agisindan kromogranin

A, CD56, sinaptofizin belirtegleri eklenebilir (14, 17).

Yeni smiflamada yer alan bazi adenokarsinoma varyantlarinin, klasik
adenokarsinomalardan farkli immiinprofil sergiledikleri akilda tutulmalidir. Ornegin
invaziv miisindz adenokarsinoma CK7 ve CK20 pozitif; TTF-1 ve Napsin A negatif
immiinprofil sergilemektedir. Bu tiimorlerin HNF4a ile pozitiflik gosterdikleri de
bildirilmistir. Bu timorlerde molekiiler 6zellikler de farklidir: %75 oraninda KRAS,
%5’den az oranda EGFR mutasyonu goriilmektedir. Kolloid adenokarsinomada
intestinal belirtegler olan CDX2, MUC2 ve CK20 ile ekspresyon izlenirken; CK7 ve
TTF-1 ile zayif boyanma saptanir. Enterik adenokarsinomada enterik farklilasma
yonlinde en az bir tane immiinohistokimyasal belirteg (CDX2, CK20, MUC2)
pozitiftir. Olgularin yarisinda TTF-1 ve CK7 pozitifligi izlenmekte olup, bu 6zellik

metastatik karsinomlardan ayirimda yardimci olabilmektedir (16).

18



Tablo 2.3.

Sitokeratin pozitif bulunan, morfolojik olarak KHDAK tiplendirilmesi

yapilamayan; miisin boyas1 ile solid patern igeren adenokarsinomanin

ekarte edildigi® olgularda immiinhistokimyasal boyalar yardimi ile

tiplendirme (DSO 2015 smiflamasindan almmustir (14)).

Tam (biyopsi/sitoloji) Tam (rezeksiyon) TTF-1» P63 P40 CK5/6
KHDAK, adenokarsinoma Adenokarsinoma + ) ) )
ile uyumlu (fokal / diffiiz)

KHDAK, adenokarsinoma Adenokarsinoma + + ) )
ile uyumlu (fokal /diffiiz) | (fokal/diffiiz)

KHDAK, adenokarsinoma Adenokarsinoma + + + )
ile uyumlu (fokal /diffiiz) | (fokal/diffiiz) | (fokal)

_KHDAK, adenokarsinoma Adenokarsinoma + - ) +
ile uyumlu (fokal /diffiiz) (fokal)
KHDAK, YHK ile uyumlu YHK - Herhangi biri diffiiz (+)
KHDAK, NOS Byl B ’ Herhangi biri fokal (+)
KHDAK, NOS Biiyiik hﬁc;el}hg(arsinoma - ) ) ) )
KHDAK, NOS, Biiyiik hiicreli karsinoma, 2 " " "
immiinhistokimyasal immiinhistokimyasal ' ' ' '

boyama yapilmayan

boyama yapilmayan

- Fokal: %1-10 hiicre pozitif, diffiiz: %10’dan fazla hiicre pozitif

a- Rezeksiyon materyalinde 2 BBA’da 5 ve daha fazla, biyopsi materyalinde ise 2 ve daha fazla
miisin damlacig1 saptanmasi miisin pozitif olarak, daha az hiicre ise negatif olarak kabul

edilmektedir.

b Napsin A, TTF-1’e alternatif olarak kullanilabilir, CK7 diisiik spesifiteye sahip oldugundan
adenokarsinoma diferansiasyonu i¢in 6nerilmemektedir.
- Noroendokrin tiimor ekarte edildikten sonra TTF-1 negatif ve p63/p40/CK5/6 fokal boyanma
adenokarsinoma kdkenine isaret etmektedir.
d- Sarkomatoid karsinoma (igsi/ dev hiicre igermeyen andiferansiye morfoloji) ve ndroendokrin
tiimor ekarte edilmelidir.

2321TTF-1

TTF-1 (Tiroid transkripsiyon faktorii 1), 371 aminoasitten olusan, 38 kD

agirh@inda bir polipeptit 6zelligindedir. Normal tiroid folikiil ve parafolikiiler C

hiicreleri; akcigerde Clara hiicreleri, tip 2 pnomositler ve silyasiz brons epitel

hiicreleri ile beyin dokusunun bir kismi tarafindan eksprese edilen, NKX-2 gen

ailesine mensup niikleer transkripsiyon faktoriidiir. Tiroglobulin, tiroid peroksidaz,

sekretuar proteinler ve surfaktan proteinlerinin regiilasyonundan sorumludur (18,

19). Immiinhistokimyasal olarak akciger adenokarsinomlarinda gosterdigi niikleer

boyanma, bu tiimorlerin tanisinda ¢ok yararlanilan bir o6zelliktir. TTF-1 SPT24
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klonunun, 8G7G1/1 klonuna gore daha yiiksek sensitiviteye (sirasiyla %84 ve %65)
sahip oldugu bildirilmektedir (20).

2.3.2.2 Napsin A

Napsin A, 38kD agirliginda akciger ve bobreklerde eksprese edilen TA02
polipeptid homologu, peptidaz A1 ailesine ait bir aspartik proteinazdir. Akcigerde tip
2 pnomositler ve alveoler makrofajlarda, ayrica pankreasin asiniis ve duktuslarinda
eksprese olur. Napsin A akciger adenokarsinomlar1 yani sira, bobregin berrak tip
renal hiicreli karsinomlarinda %43, papiller tip renal hiicreli karsinomlarinda ise
%80’lere varan pozitivite gostermektedir (20). Siirfaktan B proteininin yapiminda
rolii vardir. Napsin A immiinhistokimyasal olarak sitoplazmik graniiler boyanma

gosterir, niikleer boyanma izlenmez (21, 22).

2.4  Akciger adenokarsinomalarda ve diger Kiiciik hiicreli dis1 karsinomalarda

tedavi secenekleri

KHDAK'da onerilen ilk tedavi segenegi cerrahidir. Ancak olgularin %70-80’1
lokal ileri evre veya uzak metastazli donemde saptanmaktadir. Operasyon segenegi
olmayan hastalarin standart kemoterapi ile yasam stiresi ortalama 12 ay kadardir. Bu
nedenle bu olgularda yasam siiresini uzatacak yeni tedavi alternatiflerine ihtiyag
duyulmaktadir. Birka¢ dekad oncesine dek birbirine benzer sekilde tedavi edilen
KHDAK histolojik alt tipleri, giiniimiizde tedavi segenekleri acisindan birbirinden
belirgin farkliliklar gdstermektedir. Bu farkliliklar, bu tiimorlerin farkli molekiiler
ozelliklere sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir (3, 13, 23). Ornegin rekombinant
monoklonal antikor olan bevacizumab YHK disindaki, KHDAK tedavisinde
kullanilirken; YHK da yasam i¢in tehlike olusturan kanamaya neden olabilmektedir.
Pemetrexed tedavisine adenokarsinomlarin YHK’ya oranla daha iyi yanit verdigi

gosterilmistir (14).

Son bir iki dekad igerisinde KHDAK’da hedefe yonelik tedaviler giindeme
gelmistir. Bagka tiimorlerde oldugu gibi, akciger kanserlerinin patogenezinde de,

zamanla biriken molekiiler degisiklikler rol almaktadir. Gen degisiklikleri
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mutasyonlar, gen susturulmasi, gen amplifikasyonu veya delesyonu, kromozom
sayisinda artma veya azalma seklinde gozlenmektedir (24-26). Akciger
adenokarsinomlarinda hedefe yonelik tedavide 6nem tasiyan degisiklikler EGFR,
HER2, KRAS, BRAF mutasyonu; ALK, RET, ROS-1 rearanjmami ve MET
amplifikasyonu seklinde izlenmektedir (4, 5). Akciger adenokanserlerinde izlenen

gen degisiklikleri Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Adenokanserlerde hedefe yonelik tedavide EGFR mutant olgularda agirlikla
tirozin kinaz inhibitorleri, ALK gen rearanjmani igeren olgularda ise crizotinib
kullanilmaktadir. EGFR, ALK durumu ve histolojik tip g6z 6niinde bulundurularak
kullanilan tedavi semas1 Sekil 2.2°de gosterilmistir. En sik olarak kullanilan hedefe
yonelik ajanlar EGFR ve ALK mutasyonlarini hedef almakla birlikte, pek ¢ok bagka
hedefe yonelik tedavi alternatifleri i¢in caligmalar da siirdiiriilmektedir (5). Bu
nedenle KHDAK tanisindan miimkiin oldugu kadar kaginilmali, spesifik tiplendirme
yapilmalidir (14).

%35-45

Bilinmeyen

EGFR
%10-15

%25-30

KRAS

Sekil 2.1. 2016 itibar1 ile akciger adenokarsinomalarinda izlenen mutasyonlarin

dagilimi
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EGFR, ALK ve histolojik tipe gore tedavi semasi

EGFR ALK EGFRWT/ALK (-) EGFR/ALK (-)
mutant pozitif YHK disindakiler YHK

EGFRTKI CrEE Platinli tedavi+ Platinli
bevacizumab tedavi
Platinli tedavi+
pemetrexed

Sekil 2.2.  Akciger kanserlerinde EGFR, ALK durumu ve histolojik tipe gore

tedavi semasi.

Ayrica gliniimiizde immiinoterapinin KHDAK’da kullanimi ile ilgili genis
capli caligmalar yiiriitiilmektedir. Tiimor hiicreleri kendilerini korumak i¢in immiin
yanittan kagmaktadir. Timor hiicreleri tizerinde bulunan PDL-1 (programmed death
ligand-1) sitotoksik T hiicreler iizerinde bulunan PD-1 reseptoriine baglanarak T
hiicrelerinin olusturdugu sitotoksik reaksiyonu inhibe etmektedir. Bu molekiilleri
hedefleyen monoklonal antikorlar (nivolimab, lambrolizumab, MPLD-3280A) tedavi

secenegi olarak umut vermektedir (27, 28).

2.4.1 Hedefe yonelik tedavi icin olgu se¢cimi

Son veriler adenokarsinoma tedavisinde hedefe yonelik tedavilerin 6nemini
gostermektedir. Rezeksiyon materyallerinde tani alan adenokarsinoma olgulart ve
adenokarsinoma komponenti iceren tiimorler mutasyon agisindan arastirilmaktadir.
Diger yandan, akciger kanserlerinin yaklasik %701 ileri evrede ortaya ¢iktig1 igin,
cogu kez sitolojik materyaller ve kiiciik biyopsiler ile tani konulmaktadir. Bu
materyallerde de miimkiin oldugunca, spesifik tiplendirme yapmaya calisilmali,
KHDAK tanisindan kagmilmalidir. Materyal sinirli oldugunda, immiinhistokimyasal
ve molekiiler ¢aligmalar i¢in dokunun dogru kullanilmasi 6nem kazanmaktadir.

Kiiciik biyopsilerde, morfolojik olarak glandiiler diferansiasyon gdsteren veya miisin
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igeren tiimorler, adenokarsinoma tanis1 alarak, hedefe yonelik tedaviler agisindan
arastirilmalidir (29). Ancak kiigiik materyallerde, HE boyast ile, tan1 %25-30 kadar
olguda, KHDAK-NOS diizeyinde kalmaktadir. Bu durumda, smirli bir
immiinhistokimyasal panel ile inceleme yapilarak spesifik taniya gidilmesi
onerilmektedir. Immiinhistokimyanm eklenmesi ile, daha ileri tiplendirilemeyen
KHDAK olgularinin  oram1  %10’a kadar indirilebilmektedir (17, 29).
Adenokarsinoma agisindan TTF-1 Napsin A ve YHK i¢in p40, CK5/6, p63 testleri
yapilarak adenokarsinoma ve YHK seklinde ayirim yapilmali; bu belirtecler ile de
tiplendirilemeyen ve KHDAK-NOS olarak degerlendirilen olgular da hedefe yonelik
tedaviler agisindan incelemeye yonlendirilmelidir (30). Buna yo6nelik algoritma Sekil

2.3’de gosterilmigtir.

Rezeksiyon/biyopsi/sitoloji

|

eYass hiicreli sAdenckarsinoma, KT
karsinoma *Adenoskuaméz karsinoma
sAdenokarsinoma kemponenti
iceren ‘diger’ timérler

® ¢ Buyuk hucreli karsinoma

*KHDAK-adenokarsinom ile * KHDAK-YHK ile uyumlu

uyumlu TTF1 (+)/p40(-) p40/p63/CK5/6(+)
«KHDAK NOS TTF1(-)/p40(-) TTF1(-)

] S

Molekuler analizler:
*EGFR/ > mutasyon analizi
*ALK/ROS1—> IHK—> FISH

Sekil 2.3. Akciger kanserlerinde molekiiler analiz i¢in olgularin se¢imi

2.5 KHDAK’da tedavi hedefi olarak EGFR

30 yi1l 6nce Nobel tip 6diiliinii kazanan Stanley Cohen epidermal biiyiime
faktoriiniin (EGF) hiicre biiylimesindeki roliinii ortaya koymustur. EGF ve bunun
reseptorii. EGFR biiyiime, farklilasma, yapisma, go¢c etme ve hiicrelerin hayatta

kalmasi1 gibi kanser biyolojisinde ¢ok 6nemli olaylara katkida bulunmaktadir (31).
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Kanserin ilerlemesinde ¢ok boyutlu roliinden dolayr EGFR ve bu ailenin iiyeleri
tedavi hedefi olarak uygun goriinmektedir. EGFR geni 7. kromozomun kisa kolunda
(7p11.2) lokalize olup, 170-kDa agirhiginda tirozin kinaz aktivitesine sahip bir
transmembran reseptori  kodlamaktadir. EGFR (ErbB1/HER1), Erb ailesine
mensuptur (31, 32). ErbB2/HER2/Neu, ErbB3/HER3 ve ErbB4/HER4 ayni ailenin
diger tiyeleridir. Reseptor hiicre disi, transmembran ve hiicre i¢i olmak iizere 3 ayri
kisimdan olusmaktadir (33, 34). Dis kisim, farkli ligandlar1 baglama kapasitesine
sahiptir. Ligandin EGFR’ye baglanmasi ile dimerizasyon olusmakta ve
intrasitoplazmik tirozin kinaz aktivitesi sayesinde, farkli sinyal yollarimi aktive
etmektedir. RAS-RAF-MEK-ERK; RAS-PI3K-anti-apoptotik AKT yolagi ve STAT
yolaklarindan biri aktive olmakta ve sonugta hiicrenin proliferasyonu, anjiogenez,
goc etme, adhezyon ve hayatta kalma fonksiyonlar1 ger¢eklesmektedir (32, 35). Erb
ailesine mensup reseptorlerin ligandlar1 ve fonksiyonlar1 Sekil 2.4’de gdsterilmistir.
Kanser hiicrelerinde EGFR geninde olusan degisiklikler, genin asir1 protein ifadesi
(overekspresyon), gen kopya sayisinda artis (amplifikasyon) veya gende mutasyon

seklinde tespit edilebilmektedir.

Bu calismanin konusu olan EGFR mutasyonu saptanan KHDAK olgularinda
tedavide temel olarak iki yol kullanilmaktadir: monoklonal antikorlar ve kiiciik
molekiillii tirozin kinaz inhibitdrleri (TKi) (Sekil 2.5). Monoklonal antikorlar
EGFR’nin hiicre disindaki kismina baglanarak ligandin baglanmasini engellemekte
ve reseptér dimerizasyonu, otofosforilasyon ve sinyal iletimi 6nlenmektedir. Bu
ailenin iiyeleri cetuximab, panitumumab, necitumumab ve matuzumabdir (36). TKI
ise ATP analogu gibi davranmakta, hiicre icinde tirozin kinazin ATP baglayan
kismina baglanarak otofosforilasyonu ve sonraki asamadaki sinyal iletimini inhibe
etmektedir. Bu molekiiller tirozin kinaza geri doniislii (erlotinib, gefitinib) ya da geri

doniissiiz (afatinib) olarak baglanabilen kiigiik molekiillerdir (37-39).
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NRGL,2,3,4,
HRG,BTC,
HRG,EPR

HB-EGF, BTC

. EGF, TGF-a
Ligandlar AR, EPR Herregiilin
Neuregulin-1

EGFR/ErbB ' '
reseptorleri 3 ~
eov e
‘Sinyalyolaklarl‘ ( stat) (mapk ) Pi3k ) ( pLc )
Cogalma Farklilagsma
‘ Hucresel degisiklikler ‘
Transformasyon Apoptoziste azalma

Gogetme

Sekil 2.4. HER ailesi ve ligandlar

1-ErbB1/HER1, 2- ErbB2/HER2, 3- ErbB3/HER3, 4- ErbB4/HER4, 5- HERS tirozin kinaz
aktivitesine sahip degildir, aktivasyonu diger erbB reseptorleri ile heterodimerler yoluyla saglanir.

Ligandlar: Epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor alpha p (TGF-a), amphiregulin
(AR), betacellulin (BTC), heparinbinding EGF-like growth factor (HB-EGF), epiregulin (EPR),
epigen (EPG), Herregiilin (HRG)
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Sekil 2.5. Tirozin kinaz proteini ve ilag hedefleri

*Farkl1 kaynaklarda ekzonlarda izlenen mutasyon oranlari (40-82)
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2.5.1 EGFR mutasyonu

Akciger kanserlerinde EGFR mutasyonu, genin tirozin kinaz bdlgesini
ilgilendiren 18-21. kodonlarda izlenmektedir (83, 84) (Sekil 2.5). EGFR mutasyon
oranlar1 etnisite ve sigara ile iliskili degiskenlik gostermektedir. Asyali, sigara
igmeyen kadin hastalarda EGFR mutasyonunun diger gruplara gore yiiksek oldugu
izlenmektedir (85). Epidemiyolojik ¢alismalar sigara ile iliskisi olmayan akciger
kanserlerinde, EGFR mutasyon sikliginin Asyalilarda beyaz irka oranla daha yiiksek
oldugunu gostermistir (31). Bir c¢alismada etnik gruplar arasinda izlenen bu
farkliligin EGFR geninde izlenen polimorfizm ile iliskili olabilecegi ileri siirtilmiistiir
(86). En sik izlenen mutasyonlar sunlardir: ekzon 19°da kisa “in frame” delesyonlar,
ekzon 18 ve 21°de tek niikleotid degisikligi seklinde mutasyonlar ve ekzon 20’de ‘in
frame’ duplikasyon veya insersiyon seklindeki mutasyonlar (31). Genel olarak
KHDAK’da EGFR geninde en sik goriilen mutasyonlar ekzon 19°da izlenen ‘in
frame’delesyon (%50 kadar) ve ekzon 21°de izlenen L858R nokta mutasyonudur
(%40 kadar); bu mutasyonlarin TKIi tedavisine iyi yamt ile iliskili oldugu
bilinmektedir (46, 87, 88). Ekzon 18 nokta mutasyonlari yaklasik %4-5 ve ekzon 20
insersiyon mutasyonlari ise yaklasik %5-10 oraninda goriilmektedir (31, 87, 89-91).

EGFR geninde izlenen mutasyonlarin biiyiik bir kismu TKI’ye iyi yanit ile
iligkili iken, bir kismi ise tedaviye direng ile iliskilidir. Baz1 mutasyonlarin klinik
etkileri ise net degildir. Bu mutasyonlarin dagilimi ve klinik etkileri Sekil 2.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Mutasyonlarin ekzonlara gore dagilimi ve TKI tedavisine yanit ile

iliskileri

2.5.1.1 EGFR mutasyonu tetkik yontemleri

Mutasyon analizi i¢in kullanilan yontemler hedefe yonelik (“targeting”) ve
tarama (“screening”) yontemleri olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Hedefe yonelik
yontemler bilinen spesifik mutasyonlari tespit etmek igin tasarlanmis, duyarli ve hizli
yontemlerdir, ancak bunlar maliyet acisindan daha pahalidir. Tarama yontemleri ise
EGFR’de izlenebilecek tiim mutasyonlar1 saptamaya yoneliktir. Sanger sekanslama
(direkt sekanslama), bir tarama yoOntemi olarak yaygin sekilde kullanilan diisiik
maliyetli bir yontemdir. Ancak bu metodun az miktarda tiimor hiicresi bulunduran
olgularda diistiik sensitiviteye sahip oldugu saptanmistir. Eger tiimor dokunun
%350’den azin1 olusturuyor ise, yanlis negatif sonuglar elde edilebilmektedir. Sanger
sekanslamaya alternatif olarak, kendine 6zgii art1 ve eksileri olan bagska metotlar ile

de mutasyon analizi yapilmaktadir (38, 92). Molekiiler biyolojideki en biiyiik
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kesiflerden biri de yeni nesil dizileme /“next generation sequencing” (NGS)
yontemidir. Bu yontem daha az miktarda tlimor igeren kiiciik biyopsi ve sitoloji
materyallerinde mutasyon analizini yapmaya imkan vermektedir (92). Querings ve
arkadaglarinin yapmis oldugu calismada daha az siklikla rastlanan mutasyonlari
saptamada NGS ile %100, direkt sekanslama ile %67, pirosekanslama ile %89
oraninda basari elde edilmistir (93). Tablo 2.4’te baz1 mutasyon tetkik yontemleri ve

sensitiviteleri gosterilmistir.

Tablo 2.4. Mutasyon tetkik yontemleri (94).

Metod Tarama yontemi | Hedefe yonelik yontem | Sensitivite (% mutant DNA)
PCR- direkt sekans X 20
Pirosekanslama X 5-10
PCR/dHPLC/HRMA X 5
(Melt analiz)

Fragman analizi X 5
TaQMAN-PCR X 5-10
SNAPSHOT X 5-10
ARMS X 1
PNA/LNA klamp X 0.1-1
ME PCR/sekans X 0.1-1
RT-PCR X

2.5.1.2 EGFR proteinin agir: ifadesi

KHDAK’larin %85’inde immiinhistokimyasal olarak EGFR proteinin asir1
ifadesi goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda protein asir1 ifadesi ile EGFR TKi
tedavisine cevap arasinda iligki bulunmamistir (49) Ancak mutasyon spesifik
antikorlarin kullanimi bu durumu degistirebilir. Mutasyon spesifik antikorlar EGFR
TKI’ ye duyarhlikla iliskili olan en sik iki mutasyonu saptamaya yoneliktir: ekzon 19
E746-A750 delesyonu ve ekzon 21 de izlenen L858R nokta mutasyonu (95, 96).
Ekzon 19’da izlenen mutasyonu saptayan SP111 ve ekzon 21 L858R mutasyonuna
yonelik olan SP125 klonu kullanilarak yapilan immiinhistokimyasal ¢alismada bu
mutasyonlari saptamak agisindan sirasi ile %83 ve %76’ya ulasan sensitivite tespit

edilmistir (95). EGFR mutasyonu akciger adenokarsinomlarda erken asamada olusan
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bir degisiklik oldugundan, normal akciger dokusunda SP125 antikoru ile pozitif
boyanan (yani L858R mutasyonu bulunduran) bir olgu da gézlenmistir. Ancak bu
caligmada mutasyon igeren bazi olgularda boyanma gozlenmemistir (95). Ayrica bu
antikorlarla ilgili bir diger sorun da EGFR mutasyonu i¢cermeyen bazi olgularin da
boyanma gostermesidir (97). Mutasyonlarin immiinhistokimya ile saptanmasinin
oniindeki bir diger engel de, her bir antikorun tek bir mutasyonu tespit edebilmesi;
buna karsilik EGFR mutasyonlarinin ¢ok heterojen yapida olmasidir. Bu nedenle,
immiinhistokimyasal yéntem, EGFR TKI tedavisine aday hastalar1 saptama agisindan

yetersiz kalmaktadir (95).

2.5.1.3 EGFR gen kopya sayisi tayini

EGFR geninin kopya sayisinda artis ile EGFR mutasyonu arasinda iligki
oldugu saptanmistir (20). EGFR gen kopya sayisinda artts KHDAK olgularinda
dizomi, diisiik trizomi, yiiksek trizomi, diisiik polizomi, yiiksek polizomi ve gen
amplifikasyonu seklinde goriilmektedir (98). EGFR gen kopya sayisi floresan in situ
hibridizasyon (FISH) veya kromojenik in situ hibridizasyon (CISH) yéntemi ile
belirlenebilmektedir; yiiksek polizomi ve gen amplifikasyonu FISH pozitif olarak
kabul edilmektedir (99). Bazi1 ¢alismalarda EGFR kopya sayisindaki artis ile TKI’ye
iyi yamt arasinda iliski oldugu bildirilmektedir (100-102). EGFR mutant akciger
adenokanseri olgulariin %50’sinde EGFR kopya sayisinda artis bulundugu; kopya
sayisinin artmis oldugu olgularin ise, %75’inde mutasyon oldugu gosterilmistir.
EGFR mutasyonunun akciger kanserinin erken doneminde olustugu, ancak EGFR
amplifikasyonunun ise kanserin daha ileri doneminde meydana geldigi
diistiniilmektedir. Yapilan bir calismada EGFR acisindan amplifiye olgularin
hepsinin ekzon 19 delesyonu bulundurdugu goézlenmistir. Bu ¢alismada amplifiye
tiimorlerin solid patern baskin 6zellikte oldugu ve TKi’ye kétii cevap verdigi
gosterilmistir (98, 103). Bir baska ¢alismada ise, FISH pozitif olgularin TKI’ye
tedaviye yanitmin degerlendirilmesinde, bu hastalarin sagkalim siiresinin FISH
negatif olgulara gére daha uzun oldugu saptanmustir (104, 105). Ozet olarak, EGFR
amplifikasyonu arastirilmast EGFR TKI tedavisine aday hastalari saptamak igin

optimal bir yontem olarak kabul edilmemektedir (98).
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2.5.2 EGFR hedefli tedaviye diren¢ mekanizmalari

EGFR TKI ile tedavi sonrasi ortaya ¢ikan baslica problemlerden biri bunlara
karst olusan direngtir. Primer ve kazanilmis diren¢ mekanizmalar1t tanimlanmustir.

Olgularin bir kisminda olusan direncin sebebi bilinmemektedir.

2.5.2.1 Primer diren¢ mekanizmalari

Hasta iligkili primer diren¢ nedeni olarak sigara kullanimi ve BIM
polimorfizmi baslica mekanizmalar1 olusturmaktadir. Sigara dumam TKI
metabolizmasi ile iligkisi olan sitokrom CYPIAT’1 aktive etmektedir. Ayrica sigara
dumani reaktif oksidatif stres faktorlerini aktive ederek, ortamda TKI olmasina
ragmen, “wild” tip ve mutant EGFR reseptorlerinin otofosforilasyonuna yol
agmaktadir. Sigara icen EGFR mutant KHDAK olgularmin TKi’ye daha diisiik yamt
verdigi gosterilmistir (106). BCL2L11 tarafindan kodlanan BIM ise, BCL2 ailesine
mensup proapoptotik bir proteindir. TKI’nin yol a¢tig1 apoptoziste rol oynamaktadir.
Bazi caligmalarda BCL2L11°de olusan germline mutasyonlar sonucu, BIM3
domaininin azaldig1 ve buna bagli olarak EGFR TKI’ye intrensek diren¢ olustugu
gosterilmistir. BIM3 domaini bulundurmayan izoformlarin EGFR TKI’ye daha az
duyarli oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle, intrensek apoptotik yolagi aktive eden
BIM3 mimetik ilaglar, EGFR TKI ile kombine sekilde kullanilabilmektedir (106-
108).

Timor iligkili primer direng ise diren¢ mutasyonlar ile iligskilidir. EGFR
mutant olgularda TKI ile %75-90 oraninda tedaviye yamt gdzlenmektedir. Ancak
tedaviye direng ile iliskili primer EGFR mutasyonlari da tanimlanmistir. Ekzon 20°de
izlenen bazi insersiyon mutasyonlar: [ (D770_N771 (ins NPG), D770_ N771 (ins
SVQ) ve D770_ N771 (ins G)]; ekzon 20, V769L, N771T ve T790M nokta
mutasyonlari; ekzon 19 D761Y mutasyonu tedaviye direng ile iligskili mutasyonlardir.
T790M mutasyonu, TKI tedavisi sonrasinda gelisen mutasyonlarn %60 kadarimni
meydana getirmekte, ayrica nadiren primer olarak da goriilebilmektedir (109). Ayrica
KRAS mutasyonu, MET amplifikasyonu, diisiik PTEN ifadesi, primer direng ile
iligkili mutasyonlardir (108-110). Sinyal iletim yolunda EGFR’den daha asag:
kisimda meydana gelen mutasyonlarin da EGFR TKIi’> ye direng olusturabildigi
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gosterilmistir. PI3/Akt yolaginda olusan mutasyonlarda da EGFR TKi’ye direng
meydana gelebilmektedir (107).

2.5.2.2 Sekonder diren¢ mekanizmalari

EGFR TKI ile tedavi sirasinda olusan kazanilmis (sekonder) direng
mekanizmalar1 3 basglik altinda simiflandirilmaktadir: T790M mutasyonu, diger

yolaklarda olusan aktivasyon ve fenotipik transformasyon.

Olusan mutasyonlardan %60-65’den fazlasin1t T790M nokta mutasyonu
olusturmaktadir. Daha az oranda ise direngten yeni gelisen D761Y, L747S ve T854A
mutasyonlart sorumludur (106). T790M mutasyonu sonucu Kkatalitik yarikta,
treoninin yerini metionin alir. Bu degisim TKI’nin baglanmasi engeller. ATP ve
TKI arasindaki rekabetin galibi ATP olur (109, 111). Bu mutasyonun ortaya ¢iktigi
olgular i¢in de alternatif ilaglar gelistirilmektedir (AZD9291, CO-1686) (112).

EGFR TKI tedavisi sirasinda diger yolaklarda olusan aktivasyon, direng
mekanizmasi olusturmaktadir. Bu grupta en sik izlenen c-MET amplifikasyonudur.
C-MET transmembran kinaz reseptorii olup, hepatosit biiylime faktoriinin (HGF)
baglanmasi ile aktive olmakta ve PI3K/Akt ve MAPK yolaklarini aktiflestirmektedir.
C-MET amplifikasyonu TKI tedavisi sonrasi diren¢ olusan hastalarda %4-22
oraninda tespit edilmistir (29, 108, 113). Ayrica HGF de EGFR TKI tedavisi alan
hastalarda diren¢ gelisiminde rol almaktadir (113). HER2 amplifikasyonu direng
nedenleri arasinda yaklasik %2 oraninda goriilmektedir. Yu ve arkadaslarinin yaptig
calisma, HER2 amplifikasyonu bulunan olgularda ayrica T790M mutasyonun da
bulundugunu ortaya koymustur (107, 113, 114).

Fenotipik transformasyon yolu ile EGFR TKi’ye kars1 direng kiiciik hiicreli
kansere doniisim ve epitelyal-mezensimal doniisim (EMT) yolu ile olmaktadir.
Diren¢ olusan olgularda %2-14 oraninda adenokarsinomadan KHAK’ya
transformasyon tespit edilmistir. Bu olayin mekanizmasi tam olarak bilinmemekte;
ancak bu olgularin o6nceki biyopside saptanamamis, KHK komponenti igeren
kombine tiimorleri temsil edebilecegi One siirtilmektedir (113, 115). Epitelyal-
mezensimal doniisim de tanimlanan direng mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir.

EMT sonucu hiicreler arasi iligki zayiflayarak tiimor daha invaziv hal almaktadir.
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Immiinhistokimyasal olarak B-katenin ve E-kaderin kaybi ile vimentin ifadesinde
artis gozlenmektedir. Bu doniisim mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
NOTCH-1 asint regiilasyonu, TGF-$ ifadesinde artiy veya MET aktivasyonu ile
iliskili olabilecegi One siiriilmektedir (106, 107, 113, 116).

2.5.3 EGFR geninde tek niikleotit polimorfizmi

Genetik materyaldeki cesitlilik polimorfizm ve mutasyon sonucu
olusmaktadir. Mutasyonlar hastalik nedeni olabilir, ancak polimorfizmler genel
olarak; hastalilk nedeni olarak degil, hastalifa yatkinlhlk nedeni olarak
goriilmektedirler. En sik goriilen polimorfizm, tek niikleotid polimorfizmidir (single
nucleotide polymorphism/SNP). SNP’ler genlerde protein kodlayan ekzon ya da
protein kodlamayan intron bolgelerinde bulunabilirler (117). SNP’ler hastalik
yatkinligi ve ilag cevabi1 konusunda major etkiye sahiptir. EGFR geni kodon 20’de
G-A degisimi ile ortaya ¢ikan ve Glisin kodlayan SNP (Q787Q; G2607A) sik olarak
izlenmektedir (86, 118-120).

2.6 KHDAK da diger tedavi hedefleri
2.6.1 RAS mutasyonu

KRAS, GTP baglayan proteinler ailesine mensup olup, hiicre dis1 sinyale
cevap olarak hiicre davranigini diizenlemektedir. RAS, MAPK ve PI3K yolag
tizerinden proliferasyon, farklilasma, apoptozis ve adhezyonu kontrol etmektedir.
KRAS mutasyonu miisindz olanlarda daha sik olmak iizere, akciger adenokanser
olgularimin %30 kadarinda; YHK olgularinin ise %5’inde izlenmektedir. Mutasyon
sigara icenlerde, igmeyenlere gore, daha yiliksek oranda izlenmektedir. KRAS
onkogeninde kodon 12, 13 ve 61'de olusan nokta mutasyonu sonucu KRAS proteini
aktive olmaktadir. KRAS mutasyonu insan tiimorlerinde yaygin olarak izlense de,
giiniimiizde bu mutasyona yonelik olarak gelistirilmis, kullanilabilir durumda bir

tedavi ajan1 bulunmamaktadir (37, 121, 122).
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2.6.2 ALK yeniden diizenlenmeleri

EMLA4-ALK, ekinoderm mikrotiibiil iliskili protein benzeri-4 geni (EML4) ile
anaplastik lenfoma kinaz geni arasinda olusan flizyon sonucu ortaya g¢ikan bir
onkogendir. Bu flizyon sonucu ‘kimerik’ bir protein olusmaktadir. Bu protein
liganddan bagimsiz olarak tiimorogeneziste rol alan PI3K-AKT, MAPK ve JAK-
STAT yolaklarmi aktive etmektedir (4, 123, 124). Bu olay, KHDAK’da %2-7
oraninda goriilmektedir; daha sik olarak gen¢ ve sigara kullanmayan hastalarda
izlenmektedir. EML4-ALK histolojik olarak solid paternli, tash yiiziik hiicre
degisikligi gosteren adenokarsinomlarda daha sik izlenmektedir (29). EML4-ALK
rearanjman1 immiinhistokimya veya FISH y&ntemi ile saptanmaktadir. Tedavide bu

hedefe yonelik olarak crizotinib, ceritinib ve alectinib kullanilmaktadir (4, 125).

2.6.3 ROSI1 yeniden diizenlenmeleri

ROSI1, 6g22° de lokalize, insiilin reseptor ailesine mensup bir tirozin kinazdir.
ROSI1 kinaz hayatta kalma, hiicre proliferasyonu ve hiicre cogalmasin1 kontrol eden
sinyal yolaklarim1 (STAT3, PISK/AKT/mMTOR, RAS-MAPK/ERK) aktive
etmektedir. ROS1 ile ilgili farkli onkojenik fiizyon partnerleri (EZR, CD74,
SLC34A2, LRIG3, SDC4, TPM3, FIG, GOPC, CCDC6, KDELR2 LIMAL ve MSN)
tespit edilmistir. ROS1 flizyonu sigara dykiisii bulunmayan, geng hastalarda daha sik
goriilmektedir. EML4-ALK1 translokasyonunda kullanilan crizotinib’in ROSI
yeniden diizenlenmesi bulunan kanserlerde de etkili oldugu gosterilmistir (5, 26,

126).

2.6.4 RET yeniden diizenlenmeleri

RET bir tirozin kinaz inhibitérii olup, 10ql11.2° de lokalizedir. RET
mutasyonlarmin ve yeniden diizenlenmelerinin mediiller ve papiller tiroid
kanserlerindeki rolii iyi bilinmektedir. RET yeniden diizenlenmesinin akciger
kanserlerinde rolii 2011 yilinda kesfedilmistir. KHDAK olgularinin %1-2 kadarinda
goriilmektedir. 10. kromozomda perisentrik bdlgede intrakromozomal yeniden

diizenlenme/somatik inversiyon olusmakta sonug¢ olarak liganddan bagimsiz RET
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tirozin kinaz aktivasyonu meydana gelmektedir. Fiizyon siklikla RET-KIF5B
seklinde izlenmektedir. Yedi farkli RET-KIF5B fiizyonu tanimlanmistir. Onkojenik
mekanizma ALK’ya benzer Ozelliktedir. Olgular siklikla, gen¢ ve sigara Oykiisii
bulunmayan hastalardir(126). Morfolojik acidan, tasl yiiziikk hiicresi igeren solid
paternli ve ekstraselliiler miisin iceren, kribriform paterne sahip akciger kanseri 6n
plandadir. KIFSB-RET ve CCDC6-RET fiizyonu gosteren olgularda tedavide,
multikinaz inhibitorii vandetanib kullanilmaktadir (5, 26, 108).

2.6.5 BRAF mutasyonu

Akciger kanseri olgularmin  %2-10 kadarinda BRAF mutasyonu
izlenmektedir (14). BRAF bir serin-treonin kinaz olup MAPK yolaginda rol
almaktadir. KHDAK’da BRAF mutasyonlarmin yarisi ekzon 15’de VG600E
mutasyonu seklindedir (34). Seyrek olarak kinaz domaininde D594G ve L596R
mutasyonlar1 ve G-loop bolgesinde, G465V ve G468A mutasyonlar1 izlenmektedir.
Adenokanser olgularinda %4, YHK’da %6 oraninda BRAF mutasyonu
goriilmektedir. V600E BRAF mutasyonu daha sik olarak gen¢ kadin hastalarda
izlenmektedir (126). Melanoma tedavisinde kullanilan vemurafenib, KHDAK’da
V600E BRAF mutasyonlarinda kullanilmaktadir. BRAF mutasyonlarinda da MEK
ve RET inhibitorleri de kullanilmaktadir (5, 37).

2.6.6 MET amplifikasyonu

MET geni, 7921 bolgesinde lokalize olup, hepatosit biiylime faktorii reseptorii
(HGFR) kodlamaktadir. HGFR, EGFR’ye benzer sekilde, tirozin kinaz aktivitesine
sahip olup hiicre biiyiimesi, invazyon ve metastaz yapma gibi oOzellikleri
diizenlemektedir (108). KHDAK’da primer MET amplifikasyonu sadece %2
oraninda goriilmekte, ancak EGFR TKI ile tedavi sonrasi, %20 oraninda direng
gelisimi ile iligkili olarak ortaya ¢ikmaktadir (83). MET amplifikasyonu, EGFR TKI
ile tedavide ortaya cikan direnci arastirmak amaci ile FISH yontemi ile test

edilmekte; amplifiye olgularda tedavide crizotinib kullanilmaktadir (29, 108).
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2.6.7 HER2 mutasyonu/amplifikasyonu

HER2 (ERBB2), EGFR gibi ERB ailesine mensup bir tirozin kinazdir.
KHDAK’da HER2 mutasyonu %1-2, HER2 amplifikasyonu ise, %6-35 oraninda
goriilmektedir (4). Sigara igmeyen kadin hastalarda ve adenokarsinomlarda daha sik
olarak izlenmektedir. HER2 mutasyonu bulunduran olgularda trastuzumab ve

afatinib tedavisinin faydali oldugu gosterilmistir (126, 127).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanizda 2012-2015 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji ABD, Molekiiler Patoloji Laboratuari’nda EGFR mutasyon analizi yapilmis

olan toplam 600 olgu retrospektif olarak degerlendirilmistir.

3.1 Kayitlar iizerinde yapilan degerlendirme

EGFR mutasyon analizi yapilmis olan 600 olgunun verilerine bilgisayar
kayitlarindan ve arsiv sisteminden ulasilmistir. Veri tabanindan hastanin yasi,
cinsiyeti, patolojik Ornegin tipi (sitoloji, biyopsi, rezeksiyon), lokalizasyon
(metastatik veya primer olmasi), materyalin kaynagi (Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastaneleri ya da  konsiiltasyon), tan1 verilirken yapilan
immiinhistokimyasal incelemeler, DNA analizinde elde edilen fragman uzunlugu,
EGFR mutasyon durumu (var ya da yok), mutasyonun yerlesimi ve tipi, EGFR
geninde SNP varlig1 (var ya da yok), ALK immiinhistokimyasal pozitifligi/gen

rearanjmani (var ya da yok) kaydedilmistir.

3.2 Morfolojik degerlendirme

AUTF Patoloji ABD arsivinden 408 olguya ait HE, &zel ve
immiinhistokimyasal boyali kesitler ve Sitoloji BD arsivinden 192 olguya ait HE,
May Griinwald Giemsa, 6zel ve immiinhistokimyasal boyali kesitler cikarilarak
yeniden degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede 1.) tanilar gézden gecirilmis; 2.)
yeterli miktarda doku iceren tiim adenokarsinoma olgular1 patern agisindan yeniden
degerlendirilmis, izlenen adenokarsinoma paternleri %?5’lik dilimler halinde
kaydedilmis; 3.) olgular miisin varlig1 a¢isindan (daha 6nce yapilmis 6zel boyalari ve
HE kesitleri  kullanilarak)  degerlendirilmistir. Miisin  agisindan  yapilan
degerlendirmede tiimorde ekstraseliiler ya da intraseliiler miisin varlig1 pozitif (+) ya
da negatif (-) seklinde kayda alinmistir. Ayrica bu degerlendirmede arsivimizde
yeterli parafin blogu olan tiim olgularin lamlar1 {izerinde tiimorii temsil eden alanlar,

daha sonraki incelemeler i¢in ¢izilerek ayrilmustir.
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3.3 immiinhistokimyasal degerlendirme

Immiinhistokimyasal degerlendirme, ¢alismanin geriye doniik dizayni

nedeniyle li¢ ayr1 grupta yapilmistir:

a.)

b.)

Boliimiimiizde daha once TTF-1 ve/veya Napsin A agisindan
degerlendirilen olgulara ait immiinhistokimyasal kesitler yeniden
degerlendirilmistir. Bu kesitler iizerinde yapilan incelemede, Napsin A
icin sitoplazmik 6zellikte boyanmalar, TTF-1 i¢in ise niikleer boyanmalar
dikkate alinarak olgular her antikor icin, (+) ya da (-) olarak

kaydedilmistir.

Daha 6nce TTF-1 ve Napsin A agisindan degerlendirilmemis olan ve
yeterli parafin dokusu bulunan 57 rezeksiyon materyali icin ise, bu
calisma kapsaminda immiinhistokimyasal boyama yapilmistir. Bunlara
ait bloklardan, her olgudan daha 6nce lam tizerinde segilmis alandan bir
adet olmak iizere; “McKesson” punch biyopsi ignesi ile, 4 mm caplh
doku silindirleri ¢ikarilmistir. Bu 57 olgu toplam 4 adet alict blok
tizerinde haritalanarak bir araya getirilmistir. Hazirlanan ‘array’
blogundan elde edilen 4 mikrometre kalinliktaki kesitler “pozitif yiikli”
lamlara alinmistir. Hazirlanan kesitler, Ventana (Benchmark XT)
otomatik boyama cihazinda, deparafinizasyon islemi sonrasinda,
streptavidin biotin peroksidaz yontemi ile “ultraView Universal DAB
Detection Kit” kullanilarak, uygun pozitif ve negatif kontroller esliginde,
TTF-1 ve Napsin A ile boyanmistir. Kullanilan antikorlarin klonlari,
diliisyon oranlar1 ve ticari isimleri Tablo 3.1°de gosterilmistir. Timor
hiicrelerinin TTF-1 ile niikleer ve Napsin A ile sitoplazmik graniiler
boyanmasi pozitif olarak degerlendirilmistir. Her iki antikor ile de
boyanma siddetinden bagimsiz olarak, boyanan olgular “pozitif” ve

boyanmayan olgular “negatif” olarak gruplandirilmistir.
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Tablo 3.1. Kullanilan antikorlar

Antikor Klon Diliisyon Ticari isim
TTF-1 8G7G3/1 1/200 Thermo
NapsinA TMU-AD2 1/100 Biocare

c.) Bolimiimiize konsiiltasyon olarak gelen, dokunun azligi ya da tani
aninda ihtiya¢ duyulmamasi nedeniyle boliimiimiizde TTF-1 ve Napsin A
acisindan degerlendirilmemis olan olgularin ilk patoloji raporlari
incelenmis; bunlarda kaydi bulundugu taktirde, ilk merkezde yapilmis
olan TTF-1 ve/veya Napsin A boyama sonuglari (+) ya da (-) olarak kayit

altina alimmustir.

3.4 Mutasyon analizi

Bu ¢alismada, yeni bir mutasyon analizi yapilmamis, daha dnce rutin hasta
tedavisi i¢in yapilmis bulunan analiz sonuglari kullanilmistir. Bu analiz igin
kurumumuzda uygulanmis olan genel yontem DNA izolasyonu gerceklestirip,
DNA’nin kalite ve miktar acgisindan degerlendirilmesidir. Daha sonra EGFR
mutasyonunu saptamak icin direkt sekanslama kullanilarak molekiiler analiz

gerceklestirilmektedir. Bunun i¢in izlenen yol asagidaki gibidir (Resim 3.1):
a.) HE kesitler tizerinde, tiimorlii alanin ya da fragmanin isaretlenmesi;

b.) Parafin bloktan lamlar {izerine alinan yeni kesitlerden timér alaninin
diseksiyonu, Qiagen QiaAMP FFPE Tissue kit kullanilarak DNA

ekstraksiyonu;

c.) Elde edilen DNA’nin safligi ve miktarinin A260/280 oranmi dikkate
alinarak degerlendirilmesi ve DNA biitiinliiglinii kontrol etmek i¢in

Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi;

¢.) Elde edilen DNA orneklerinde EGFR mutasyonunu tespit etmek igin
“forward” ve “reverse” primerler [ (5'-gctgaggtgacccttgtctc-3' (Ekzon 18

forward);  S'acagcttgcaaggactctgg-3' (Ekzon 18  reverse); 5’
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gctggtaacatccacccaga-3' (Ekzon 19 forward), 5'-gagaaaaggtgggcectgag-3’
(Ekzon 19 reverse); 5'- catgtgcccctecttctg-3' (Ekzon 20 forward); 5'-
gatcctggctccttatctce-3' (Ekzon 20 reverse); 5'-cctcacagcagggtcttctc-3’
(Ekzon 21 forward), 5' cctggtgtcaggaaaatgcet-3' (Ekzon 21 reverse) |
kullanilarak EGFR geni 18,19, 20 ve 21. ckzonlarinin PCR ile

cogaltilmasi;

d.) PCR iriinlerinin Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 ile ¢ift
yonlii (forward ve reverse) olarak DNA Sequencer (Applied Biosystem

Foster City, CA) cihazinda sekanslanmasi,

e.) Elde edilen dizilerin NCBI Blast DNA bilgi bankasindaki genlerin

orijinal dizileri ile karsilastirilarak mutasyon ve SNP’nin tespiti.

9) f) €)
Sekil 3.1. Molekiiler analizde izlenen yol.

a-timor alanin segilmesi

b- tiimé6riin makrodiseksiyonu

c-f DNA ekstraksiyonu ve PCR amplifikasyonun gergeklestirilmesi
g- elektroferogram goriintiisii
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3.5 istatiksel analiz

Elde edilen verilerin (yas, cins, materyal tipi, kaynagi, tani, adenokarsinoma
olgularinda baskin patern, miisin durumu, TTF-1 ve Napsin A boyanma sonuglari,
EGFR mutasyon durumu, ALK yeniden diizenlenmesi durumu) analizi ‘SPSS for
Windows 15’ paket programinda yapilmistir. Tanimlayici istatistikler; dagilim
normal olan degiskenler i¢in ortalama =+ standart sapma, dagilimi normal olmayan
degiskenler i¢in ortanca (min — maks), nominal degiskenler ise (%) olarak

gosterilmistir.

Gruplar arasinda ortalamalar yoniinden farkin 6nemliligi ANOVA varyans
analizi testi ile, ortanca degerler yoniinden farkin onemliligi Kruskal Wallis testi ile
aragtirllmistir. Nominal degiskenler Pearson Ki-Kare veya Fisher exact testi ile

degerlendirilmistir. p<0,05 sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Genel bulgular

Calismaya dahil edilen EGFR mutasyon analizi yapilmis olan 600 olguya ait
genel veriler Tablo 4.1°de gosterilmistir. Buna gore olgularin %72.8’1 erkeklerden
olugsmaktadir. 600 olgunun genel yas ortalamasi 60.87 (30-84) olup, erkek ve
kadinlarda ortalama yas sirast ile 60.50 (30-84) ve 61.84 (31-83) olarak saptanmustir.
Olgularin %76.2’sini adenokarsinoma olgular1 olusturmaktadir. Calisma materyali
birbirine yakin oranlarda biyopsi, rezeksiyon ve sitoloji materyali icermektedir.
Olgularin biiyliik kismi (%66.1) primer tiimorlerden calisilmistir ve yine bilylik
boliimii (%68.2), AUTF kliniklerinde degerlendirilmis olgulara aittir. Calismaya
alinan olgularin EGFR analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, 600 olgudan 495
tanesinde sekans analizinin ¢alisilan 4 ekzon (EGFR ekzon 18, 19, 20 ve 21) igin de
basarili oldugu izlenmektedir. EGFR mutasyonu ile bu asamadan sonraki ilgili
degerlendirmelere 4 ekzonu da analiz edilebilen olgular (495 olgu) ile; bir ya da daha
fazla ekzonda teknik basarisizlik gozlense bile, basarili olan herhangi bir ekzonda
EGFR mutasyonu saptanan olgular (4 olgu) olmak iizere toplam 499 olgu dahil
edilmistir. Diger bir deyisle, herhangi bir ekzonun analizi basarisiz olan ve basarili
ekzonlarda da mutasyon izlenmeyen 101 olgu EGFR ile ilgili analizlere dahil
edilmemistir. EGFR analizi agisindan basarili olarak degerlendirilen 499 olguya ait

genel veriler Tablo 4.2°de sunulmustur.
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Tablo 4.1. Calismaya alinan 600 olguya ait genel veriler

Olgularin dokiimii Olgu n (%)

Yas 60.86
(30-84)

Cinsiyet:

Erkek 437 (72.8)

Kadin 163(27.2)

Tani:

Adenokarsinoma 457 (76.2)

KHDAK-NOS 101(16.8)

Digerleri (YHK, pleomorfik, KHK) 42 (7)

Materyal tipi:

Biyopsi 196 (32.7)

Rezeksiyon 212(35.3)

Sitoloji 192 (32)

Primer/metastatik:

Primer 397(66.1)

Metastatik 203(33.9)

Materyalin kaynagi

AUTF 409 (68.2)

Konstltasyon (hazir blok/kesit) 191(31.8)

Tablo 4.2. EGFR mutasyon analizi agisindan basarili olan 499 olguya ait genel

veriler
Olgularnin dokiimii Olgun (%) EGFR mutant (%) EGFR “wild” (%)
EGFR analiz sonucu 499 (100) 70 (14) 429 (76)
Yas: 60.84 62.15 60.63

(30-84) (31-82) (30-84)

Kadin 141(28.3) 43(30.5) 98 (69.5)
Erkek 358(72.6) 27(7.5) 331(92.5)
Adenokarsinoma 386 (77.4) 66(17.1) 320(82.9)
KHDAK-NOS 82 (16.4) 4(4.9) 78(95.1)
Digerleri 31(6.2) 0 31(100)
Biyopsi 148 (29.7) 20(13.5) 128 (86.5)
Rezeksiyon 169 (33.9) 26(15.4) 143 (84.6)
Sitoloji 182 (36.5) 24(13.2) 158 (86.8)
Primer 327(65.7) 51(15.6) 276(84.4)
Metastatik 171(34.3) 19(11.1) 152 (88.9)
AUTF 355(71.1) 49 (13.8) 306 (86.2)
Konsultasyon (hazir 144 (28.9) 21(14.6) 123 (85.4)
blok/kesit)
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4.2 Histopatolojik, immiinhistokimyasal bulgular
4.2.1 Baskin patern

Patern degerlendirilmesine imkan verecek kadar doku igeren toplam 179
adenokarsinomaya ait baskin patern dagilimi Sekil 4.1°de gosterilmistir. Buna goére
olgularimizin biiyiik kisminda (%51.4) asiner patern hakimdir; en az goriilen baskin
patern ise mikropapiller paterndir (%3.4). Paternlerin cinsiyet ile iligkisi
degerlendirildiginde, solid paternin erkeklerde (35 olgu, %85.4), kadinlara gore (6
olgu %14.6) daha fazla gozlendigi saptanmistir. Ayrica mikropapiller paternin baskin
olarak goriildiigli olgularin tiimiiniin erkek hastalar olmas1 dikkat cekicidir. Ancak,

baskin patern ile cinsiyet arasinda istatiksel olarak anlamli iligki bulunmamustir.

M asiner

M lepidik

u papiller

M mikropapiller

u solid

Sekil 4.1. Baskin paterni degerlendirilebilen tiimorlerde izlenen baskin patern
dagilimi (n=179).

4.2.2 Miisin varhgi

Miisin varligi agisindan degerlendirilen 600 olgunun 114 (%19) tanesinde
ekstraseliiler ya da intraseliiler miisin varligi saptanmistir. Hem miisin varligi hem de
baskin patern agisindan degerlendirilebilen 179 olgunun 59’unda miisin varlig
dikkati ¢ekmistir. Solid patern baskin tiimorlerde daha yiiksek oranda (%39) misin
varligt izlenirken; mikropapiller ve papiller paternli tiimorlerde ise daha diisiik
oranda (sirastyla %16.7 ve %12.5) miisin varlig1 gozlenmistir. Ancak miisin varlig

ile baskin patern arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamastir.

43



423 TTF-1

TTF-1 agisindan degerlendirilen toplam 477 olgunun 361’1 (%75.7) TTF-1
pozitif, 116’s1 (%24.3) ise TTF-1 negatif ozelliktedir. TTF-1 pozitif olgularda
ortalama yasm 60.99 (30-84), TTF-1 negatif olgularda ise 60.35 (32-82) oldugu
saptanmustir. TTF-1 ile yas arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamaigstir

(p>0.05).

TTF-1 ile cinsiyet arasinda iliskiye bakildiginda; kadin hastalarin 117’sinde
(%85.4), erkek hastalarin 244’tinde (%71.8) TTF-1 pozitif olarak saptanmigtir. TTF-

1 ile cinsiyet arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski mevcuttur (p<0.05).

TTF-1 ile baskin patern arasindaki iliski degerlendirildiginde; TTF-1 pozitif
olgularin = %54.3’nlin  asiner, %3.9’unun ise mikropapiller patern igerdigi
gbzlenmigtir. TTF-1 ile baskin patern arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski

gbzlenmemistir.

TTF-1, miisin arasindaki iliskiye bakildiginda, TTF-1 pozitif 361 olgunun
70’inde (%19.4) miisin varligi saptanmistir. TTF-1 pozitifligi ile misin varlig

arasinda istatiksel olarak anlamli iligki goriilmemistir.

4.2.4 Napsin A

Napsin A acisindan degerlendirilen toplam 403 olgunun 292’si pozitif, 111’1
negatif bulunmustur. Napsin A pozitif olgularda ortalama yasin 61.26 (30-84),
Napsin A negatif olgularda ise 60.15 (32-82) oldugu goriilmiistiir. Napsin A ile yas

arasinda anlamli bir iliski bulunmamustir (p=0.403).

NapsinA cinsiyet iligkisine bakildiginda Napsin A pozitif olgularin 197’sinin
(%67.5) erkek ve 95’inin (%32.5) kadin oldugu goriilmistiir. Napsin A negatif
olgularin %80.2’si erkek, %19.8’i kadin hastalardir. Napsin A ile cinsiyet arasinda
anlamli bir iligski saptanmustir (p<0.05).

Napsin A ile baskin patern iliskisi karsilastirildiginda Napsin A pozitif
olgularin daha yiiksek oranda asiner patern (%54.2), daha diisiik oranda ise papiller
(%5.9) ve mikropapiller patern (%3.4) igerdigi gozlenmistir. Napsin A ile baskin

patern arasinda istatiksel olarak anlaml iliski bulunmamistir.
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Napsin A ile miisin karsilastirildiginda Napsin A pozitif 64 (%21.9) olguda
miisin varligi izlenirken, 228 (%78.1) olguda miisin saptanmamistir. Napsin A
negatif olgularin 21’inde (%18.9) miisin izlenirken, 90’inda (%81.1) miisin varhigina

rastlanmamustir. Napsin A ile miisin varlig1 arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir.

TTF-1 ile Napsin A arasindaki iliskiye bakildiginda, bu iki belirte¢ arasinda
bir uyum oldugu gézlenmistir (k=0.812) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Akciger adenokarsinomalarinda TTF-1 ve Napsin A agisindan olgularin

dagilimi.
Napsin A pozitif Napsin A negatif
n (%) n (%)
TTF-1 pozitif n (%) 277 (82.9) 18 (5.5)
TTF-1 negatif n (%) 6 (1.8) 33(9.8)

4.3 ALK

Bu serideki olgular igerisinde ALK agisindan da degerlendirilmis olan 487
olgu mevcuttur. Bu olgulardan 468 tanesi (%96.1) immiinhistokimyasal olarak ALK
negatif bulunmustur. 19 (%3.1) olgu ise, immiinhistokimyasal olarak ALK pozitifligi
gosteren ve/veya FISH ile gosterilen ALK yeniden diizenlenmesi i¢ceren ALK pozitif
olgulardir. ALK pozitif olgularda yas ortalamasimmin 52.26 (30-77), ALK negatif
olgularda ise yas ortalamasinin 61.56 (30-83) oldugu saptanmistir. ALK pozitif ve
negatif olgularin yaslar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu

goriilmiistiir (p<0.05).

Kadin hastalarin 9’unda (%6.5), erkek hastalarin 10’unda (%2.9) ALK pozitif
olarak saptanmustir. Diger taraftan bakildiginda ise ALK pozitif olgularin 9’unun
(%47.4) kadin ve 10’nun (%52.6) erkek oldugu gorilmistir. ALK durumu ile

cinsiyet arasinda anlamli bir iliski bulunmamustir (p>0.05).

ALK baskin patern iligkisi karsilastirildiginda, baskin patern agisindan
degerlendirilebilen ALK pozitif olgularin 3’iiniin (%60) solid ve 2’sinin (%40) asiner
patern igerdigi saptanmustir. ALK ile baskin patern arasinda anlamli bir iliski

bulunmamustir.

45




Miisin ile ALK arasindaki iliski karsilastirildiginda; 19 ALK pozitif olgunun
9’unda (%47.4) miisin varlig1 saptanmistir. ALK ile miisin arasinda istatiksel olarak

anlamli bir iliski bulunmustur (p<0.05).

TTF-1 ile ALK arasindaki iliski degerlendirildiginde; ALK pozitif olgularin
14’linde (%93.3) TTF-1 pozitif izlenirken, 1’inde (%6.7) negatif olarak saptanmuistir.
ALK pozitifligi ile TTF-1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamustir.

Napsin A ile ALK arasindaki iliski karsilastirildiginda; ALK pozitif 12
olgunun hepsinin (%100) Napsin A pozitif oldugu saptanmistir. Diger taraftan
bakildiginda ALK negatif 233 (%71.5) olgunun Napsin A pozitif, 93 {iniin (%28.5)
ise Napsin A negatif oldugu goriilmiistiir. ALK pozitifligi ile Napsin A arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p<0.05).

4.4 EGFR
4.4.1 EGFR Mutasyon Analizinin Teknik Basarisi
4.4.1.1 Materyal tipine gore

EGFR mutasyon analizi yapilmig 600 olgunun 495’inde 4 ekzon, 30’unda 3
ekzon, 7’inde 2 ekzon, 1’inde ise sadece 1 ekzon mutasyon agisindan
degerlendirilebilmis; 67 olguda ise ya hic DNA eclde edilememis ya da elde
edilmesine karsin, hi¢bir ekzonda basar1 elde edilememistir. DNA elde edilebilen
581 olguda ortalama DNA fragman uzunlugunun 390.01 (100-600) oldugu
saptanmustir. Biyopsi materyallerinde ortalama DNA fragman uzunlugu 365.05 (100-
600), rezeksiyon materyallerinde 341.35 (100-600) ve sitoloji materyalinde ise
468.98 (100-600) olarak saptanmistir. Materyal tipi ile elde edilen DNA fragman
uzunlugu arasinda anlamli bir iliski oldugu bulunmustur (p<0.05). Bu iligki Tablo

4.4°de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. DNA fragman uzunlugu ve materyal tipi iligkisi

Biyopsi 365.05 128.249

materyali (100-600)

Rezeksiyon 208 341.34 122.067 400

materyali (100-600)

Sitoloji 187 468.98 155.889 600

materyali (100-600)

Total 581 390.01 146.090 400
(100-600)

Analiz basarisinin  materyal tipi ile iliskisi incelendiginde: sitoloji
materyallerinin  %94.8’inde, rezeksiyon materyallerinin %77.8’inde ve biyopsi
materyallerinin %75.5’inde 4 ekzonun analizinin de basarili oldugu saptanmustir.
Materyal tipi ve basarili ekzon sayisi arasinda anlamli bir iliski oldugu tespit

edilmistir (p<0.05). Bu iliski Sekil 4.2°de gosterilmistir.

1 |
"
sitoloji
=
rezeksiyon
P—
biyopsi
I
0 50 100 150 200
biyopsi rezeksiyon sitoloji
i 4 ekzon basarih 148 165 182
i 3 ekzon basarih 10 20 0
i 2 ekzon basarih 4 3 0
i 1 ekzon basarih 0 1 0
LI basarisiz 34 23 ]

Sekil 4.2. Materyal tiplerine gore analiz basarisi.
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4.4.1.2 Materyal kaynagina gore

AUTF hastanelerinde tam1 alan ve tespit/takip islemleri anabilim dalinmz
patoloji laboratuarinda yapilmis olan olgularda DNA fragman uzunlugu ortalamasinin
405.76 (100-600) ve dis merkez kaynakli olgularda ise 355.49 (100-600) oldugu
saptanmistir. Materyal kaynagi ile elde edilen DNA fragman uzunlugu arasinda
anlaml1 bir iliski oldugu saptanmistir (p<<0.05). Analiz basarisinin materyal kaynagi ile
iliskisi incelendiginde: AUTF hastanelerinde tan1 alan ve tespit/takip islemleri
anabilim dalimiz patoloji laboratuarinda yapilmis olan olgularin 351°inde (%85.8), dis
merkez kaynakli olgularin 144’tinde (%75.4) 4 eckzonun da basarili oldugu
saptanmustir. Diger taraftan bakildiginda AUTF kaynakli olgularm 37’sinde (%9) ve
dis merkez kaynakli olgularin 30’unda (%15.7) hicbir ekzonun analiz edilemedigi
saptanmustir. Analiz basarist ile materyal kaynag: arasinda istatiksel olarak anlamli bir

iliski tespit edilmistir (p<0.05). Bu iliski Sekil 4.3’ de gosterilmistir.

400
350
300
250

I %85.8
I
I
I
I

200 1
I
I
I
i
I

Q,
150 %75.4

100
50 %15.7

o . BN

%9

Kons AUTF
B tUmQ basarisiz 30 37
m 1 ekzon basarili 0 1

2 ekzon basarih 4
m 3 ekzon basarili 13 17
m 4 ekzon basarili 144 351

Sekil 4.3. Materyal kaynagina gore analiz basarisi.

4.4.1.3 Asit takibi islemine gore

Bu calismada, dekalsifikasyon amaci ile asit takibine girmis olan olgularin
DNA fragman uzunlugu ortalamasinin 288.24 (100-600) ve girmemis olgularda ise
393.83 (100-600) oldugu saptanmistir. EGFR mutasyon analizinde DNA fragman
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uzunlugu ile materyalin asit takibine girip girmemesi arasinda anlamli bir iliski

oldugu bulunmustur (p<0.05).

Asit takibine girmis olan olgularin %47.1’inde, asit takibine girmeyen
olgularin ise sadece %10.1’inde 4 ekzonda da basarisizlik oldugu goriilmiistiir.
EGFR mutasyon analizinde basar1 saglanan ekzon sayisi ile materyalin asit takibine

girip girmemesi arasinda anlamli bir iliski oldugu bulunmustur (p<0.05).

442 EGFR mutasyon oram, dagilim, Kklinikopatolojik o6zellikler ile

karsilastirilmasi

EGFR mutasyonu agisindan degerlendirilebilen 499 olguya ait genel veriler
Tablo 4.2’de verilmistir. 499 olgunun 70’nin (%14.1) EGFR mutant, 426’sinin ise
EGFR“wild* tip oldugu goriilmiistiir. 70 olguda toplam 75 mutasyon saptanmustir.
Mutasyonlarin ekzonlara gore dagilimina bakildiginda; ekzon18’de 5 (%6.7), ekzon
19°da 40 (%53.3), ekzon 20 ’de 7 (%9.3) ve ekzon 21’de 23 (%30.7) mutasyon
saptanmistir Bu mutasyonlardan en sik izlenenleri ekzon 19’da izlenen “in frame”
delesyon ve insersiyonlar (%53.3) ile, ekzon 21’de izlenen L828R mutasyonudur
(% 28). Bu seride 5 olguda ¢ift mutasyon saptanmustir (Sekil 4.4 ve 4.5).

EGFR geni ekzon 20’de yer alan Q787QSNP’i bu seri igerisinde ¢ok sik
olarak izlenmistir. Bu SNP’in varlig1 agisindan degerlendirilmis olan 68 EGFR
mutant olgunun 54’tinde (%79.4) ve 417 EGFR “wild” tip olgunun 336’sinda
(%80.6) Q787Q SNP varlig1 izlenmistir. EGFR mutasyon durumu ile SNP varligi

arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamustir (p>0.05).

4.4.2.1 EGFR mutasyonu ile materyal 6zelliklerinin karsilastirmasi

Rezeksiyon materyallerinin  26’sinda  (%15.4), biyopsi materyallerinin
20’sinde (%]13.5) ve sitoloji materyallerinin 24’iinde (%13.2) EGFR mutant olarak
saptanmistir. EGFR mutasyon durumu ile materyal tipi arasinda istatiksel anlaml1 bir

iliski bulunmamustir (p>0.05).

Primer ve metastatik olgularda EGFR mutasyon durumu karsilastirildiginda;

primer olgularin 51’inde (%15.6) ve metastatik olgularin 19’unda (%11.1) EGFR
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mutant bulunmustur. EGFR mutasyon durumu ile, olgularin primer veya metastatik

olmasi arasinda istatiksel anlamli iligki saptanmamustir (p>0.05).

M Ekzon18
M Ekzon19
M Ekzon20
11 Ekzon21

Sekil 4.4. EGFR mutasyonlarinin (n:75) ekzonlara dagilimi.

TKi'ye duyarllig
bilinmeyen
mutasyonlar
del (TSPKA) T751_A755 insAT (1)

del (ELREATSP )746_753 ins ATAT(1)
del (ELREATSP) E746_P753>VSins (1)

TKi've direncli
mutasyonlar del (KELREA)
745 750(1)
2 Ekzonl8 Q¥ @ Ekzonl9
o ~ o~

G7195(1)
P699S (1)

e

E709A+G719A (1)
(18+18)

G719C+5768 (1)
(18+20)

TKi'ye
hassas
mutasyonlar

© @ Ekzon20 §

del (ELREA) E746_A750(20)
del (LREATS) L747_5752 (4)
del (LREAT) 747_T751 (2)
del (LREATSP) L747_P753 (2)
del (KELRE )K745_E749 (2)
del(ELREAT)E746_T751 >VA ins (2)
del (ELREAT) E746 T751insl (1)
del (LREA) L 747 A750insP (1)
del (LREATSP) L747 P753insS (1)
del [SPKANKEI) $752_ 759 (1)

T790M+L858R (1)

; (20+21)
V769 D770ins ASV (1)

$768_D770 dup SVD (1)
H773_774insH (1)

H870R+L858R (1)
(21+21)

N771_P772ins
VDN (1)

Ekzon21

[+4]

=+ (Ts]
~ & %
57681 (1)
L858R (18)

V8341+1858R (1)
(21+21)

Sekil 4.5. Saptanan mutasyonlarin ekzonlara gére dagilimi ve EGFR TKI tedavisine

muhtemel yanitlari
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AUTF Patoloji ABD’de tani alan olgularm 49’unda (%13.8), dis merkezden
konsiilte edilen olgularin 21’inde (%14.6) EGFR mutant olarak saptanmis ve bu

parametre istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

4.4.2.2 EGFR mutasyonu ile yas ve cinsiyet 6zelliklerinin karsilastirilmasi

EGFR mutant olgularda yas ortalamasinin 62.1 (31-82) ve EGFR “wild” tip
olgularda ise 60.6 yil (30-84) oldugu saptanmistir. EGFR mutasyonu ile yas arasinda

istatiksel olarak anlamli bir iligki olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

EGFR mutant olgularin 43’tiniin (%61.4) kadin, 27’sinin (%38.6) erkek
oldugu goriilmiistiir. EGFR mutasyon oran1 kadin hastalar i¢cin %30.5, erkekler icin
% 7.5°dir. EGFR mutasyonu ile cinsiyet arasinda istatiksel olarak anlamli iligki

oldugu saptanmustir (p<0.05) (Sekil 4.6).

4.4.2.3 EGFR mutasyonu ile histopatolojik 6zelliklerin karsilastirilmasi

EGFR mutant olgularin 66’siin (%94.3) adenokarsinoma, 4’tiniin (%5.7) ise
KHDAK-NOS tanisi almis oldugu saptanmistir. ‘Diger’ olgular arasinda mutant olgu
goriilmemistir. Adenokarsinoma olgularinin %17.1’de, KHDAK-NOS olgularinin
%4.9’unda EGFR mutant olarak saptanmistir. EGFR mutasyonu ile tan1 kategorisi

arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki saptanmigtir (p<0.05).

Baskin paterni degerlendirilebilen 150 olgunun 28’inde EGFR mutant olarak
saptanmistir. EGFR mutasyonu en sik olarak mikropapiller paternin baskin oldugu
olgularda (5 olgunun 2’sinde, %40) ve en diisilk oranda da solid patern igeren
olgularda (37 olgunun 2’sinde, %5.4) saptanmistir. Adenokarsinoma olgularinda
izlenen baskin patern ile EGFR mutasyon durumu arasinda istatiksel olarak anlamli

bir iliski bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.7).

EGFR mutant olgularda, izlenen baskin patern ile mutasyonun izlendigi
ekzon arasindaki iliski degerlendirildiginde; asiner patern igeren 14 olgunun 11’inde
(%78.6) mutasyonun ekzon 19°da yer aldigi dikkati ¢ekmistir. Ancak bu iligki
istatiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 4.8).
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Ekstraseliiler ya da intraseliiler miisin i¢eren olgularin 84’1 (%93.3) EGFR

“wild” tip, sadece 6’s1 (%6.7) EGFR mutant olarak saptanmistir. EGFR mutasyon

durumu ile miisin varligi arasinda anlaml bir iligki oldugu goriilmiistiir (p<0.05)

(Sekil 4.9).

400

350

300

250

200

%92.5

150

100

%69.5

50

Kadin n=146

Erkek n=386

1 Wild tip

98

331

M EGFR mutant

43

27

Sekil 4.6. EGFR mutasyonu bulunduran ve bulundurmayan olgularin cinsiyet
acisindan dagilimi

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

M EGFR mutant

4 EGFR wild

&”6) /:\% //O;\
N\ &
X A
& 0%
,b‘s\ 2

Sekil 4.7. EGFR mutasyon durumunun baskin patern ile iligkisi

52



ekzon 21

ekzon 20

ekzon 19

ekzon 18

0

5

10

1

ekzon 18 \ ekzon 19  ekzon 20 ekzon 21

M asiner

11

1

1

m lepidik

I papiller

m mikropapiller

m solid

Ol | Oo|lF| K-
==k w

oo ol O

= oo

Sekil 4.8. Baskin patern ile mutasyonun izlendigi ekzonlarin iligkisi

500

450

400

350
300

250

200

150
100

50 -
0 -

EGFR mutant

EGFR wild

M Misin pozitif

6

84

M Msin negatif

64

345

Sekil 4.9. EGFR mutasyonu ve miisin varligi iligkisi

53



400
350

300

250
200
150
100

50

0
EGFR wild EGFR pozitif

M TTF1 pozitif 250 56
M TTF1 negatif 99 1

Sekil 4.10. EGFR mutasyonu ve TTF-1

250
%68.9
200
150
100 |
%95.8
50
%4.2 i
0
EGFR EGFR
wild tip pozitif
u NapsinA negatif 94 2
M NapsinA pozitif 207 46

Sekil 4.11. EGFR mutasyonu ve Napsin A



Daha once TTF-1 agisindan incelenmis 373 olgu mevcuttur; ayrica 57 olgu da
bu c¢alisma kapsaminda, TTF-1 ile boyanarak degerlendirilmistir. Hem EGFR hem
TTF-1 agisindan degerlendirilebilen 406 olgu mevcuttur. 406 olgu arasinda toplam
57 adet EGFR mutant ve 349 adet “wild” tip olgu bulunmaktadir. EGFR mutant
olgularm 56’s1 (%98.2) TTF-1 pozitif ve 1’1 (%1.8) TTF-1 negatif 6zelliktedir.
Bagka bir deyisle, TTF-1 negatif olgularin %99 oraninda EGFR “wild” tip oldugu
goriilmiistiir. EGFR mutasyon durumu ile TTF-1 arasinda istatiksel olarak anlamli
bir iliski oldugu saptanmustir (p<0.05) (Sekil 4.10). TTF-1 negatif oldugu halde,
EGFR mutant olarak bulunan tek olgu anabilim dalimizda ilk incelemesi yapilan ya
da bu ¢alisma kapsaminda boyanan olgulardan biri degildir. Bu olgu dis merkezde

incelenmis ve daha 6nce TTF-1 negatif olarak raporlanmis bir olgudur.

Daha once Napsin A agisindan degerlendirilmis 349 olgu mevcuttur; ayrica
57 olgu da bu ¢alisma kapsaminda, Napsin A ile boyanarak degerlendirilmistir. Hem
Napsin A hem EGFR a¢isindan degerlendirilebilen 349 olgu arasinda, toplam 48 adet
EGFR mutant ve 301 adet “wild” tip olgu bulunmaktadir. 48 EGFR mutant olgunun
46’s1 (%95.8) Napsin A pozitif ve 2’si (%4.2) Napsin A negatif 6zelliktedir. EGFR
mutasyon durumu ile Napsin A arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.11).

Bu seride yer alan olgular icerisinde hem EGFR hem de ALK acisindan
degerlendirilmis olan 411 olgu mevcuttur. EGFR mutant 53 olgunun timi ALK
negatif 6zelliktedir; bu seride hem ALK pozitifligi gosteren, hem de EGFR mutant
olgu mevcut degildir. Ancak EGFR mutasyon durumu ile ALK arasinda istatiksel

olarak anlam diizeyine ulasan bir iligki bulunmamustir (p>0.05).
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5. TARTISMA

Akciger kanseri tiim diinyada ¢ok sik goriilen ve kansere bagli 6liim sebepleri
arasinda ilk sirada yer alan bir kanser tiiriidiir. Tiirkiye’de de TC Saglik Bakanlig
Kanser Daire Bagkanligi’nin 2012 verilerine gore kanser siralamasinda erkeklerde en
sik, kadinlarda ise besinci siklikta yer almaktadir (128). Akciger kanserinin temelinde
yer alan genetik degisiklikler, sinyal iletim molekiillerinin kontrolsiiz sentezi ya da
sinyal iletim yollarmin aktivasyonuna yol acarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
saglamaktadir. Tiimor dokusunda tanimlanan yolaklarin bloke edilmesi, hedefe yonelik
tedavinin baslica ilkesini olusturmaktadir. Akciger karsinomalarinda da cesitli
molekiiler hedefler belirlenmistir ve bunlara yonelik tedavi arayislar stirmektedir
(129). Bugiin i¢in akciger adenokarsinomalarinda en 6nde goriinen hedefler EGFR,
RAS, BRAF, HER2, ALK, ROS-1, RET ve MET genleridir (108, 112, 127). Ozellikle
EGFR genindeki mutasyonlart hedefleyen EGFR tirozin kinaz inhibitorleri, bu

mutasyonlari igeren hastalarda yaygin olarak kullanima girmistir (39).

EGFR tirozin kinaz aktivitesine sahip bir reseptor olup, erbB ailesinin bir
tiyesidir. Reseptor, ekstraseliiler, transmembran ve intraseliiler (tirozin kinaz bolgesi)
bolgeden olusmaktadir. Spesifik ligandin (EGF) ekstraseliiler bolgeye baglanmasi ile
olusan sekil degisikligi intraseliller bolgeye ATP’nin baglanmasin1  ve
fosforilasyonunu saglamaktadir. Sonug olarak alt yolaklarin (PI3K/Akt, JAK/STAT
ya da Ras/Raf/MEK/ERK) aktivasyonu ile hiicre proliferasyonu ve apopitoziste ise
azalma ortaya ¢ikmaktadir (63, 103, 129, 130). Son dekatta yapilan g¢alismalar,
reseptoriin tirozin kinaz bolgesini ilgilendiren genlerde olusan mutasyonlarin biiyiik
cogunlukla ge¢ evrede prezente olan KHDAK’nin tedavisinde onemli yere sahip
oldugunu gostermektedir (39, 131). Klinik tedavide dnemi olan mutasyonlar genin
18-21. kodonlarinda izlenmektedir. EGFR mutasyonu Asyali, sigara i¢cemeyen,
adenokarsinoma histolojisine sahip, kadin hastalarda daha yiiksek oranda (%40-50)
gozlenmektedir (31, 36). 2013 yilinda EGFR mutasyon analizi igin
CAP/IASLC/AMP (The College of American Pathologists, The International
Association for the Study of Lung Cancer, The Association for Molecular

Pathology) klavuzu yaymlanmistir (Ek). Klavuzda EGFR mutasyon analizi i¢in
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materyallerin se¢imi, mutasyon tetkik yontemleri ve timor tipleri ile ilgili 6neriler
yer almaktadir (132).

5.1 EGFR mutasyon analizinde kullanilan materyaller

Genellikle gec evrede prezente olan KHDAK’da tan1 ¢ogunlukla biyopsi ya
da sitoloji materyallerinden konulmaktadir. Bu agidan tedavi hedefini belirlemek igin
molekiiler c¢aligmalarin rezeksiyon materyallerinden ¢ok, biyopsi ve sitoloji
materyallerinden yapilmasi gerekmektedir. EGFR mutasyon analizi igin sitoloji
materyalleri kullanilan 33 farkli ¢alismanin sonucunu ele alan bir ¢alismada sitoloji
materyallerinin (igne aspirasyon ve plevral efiizyon) de mutasyon analizi igin doku
orneklerine alternatif olarak kullanilabilirligini ortaya koymustur (133). Bizim
calismamizda yer alan olgular birbirine yakin oranda biyopsi (%29.7), rezeksiyon
(%33.9) ve sitolojik materyalden (%36.5) olusmaktadir. Bu ¢alismada, elde edilen
DNA ornekleri, kontrol primerleri kullanilarak DNA kalitesi agisindan incelenmis;
sitolojik materyallerde ortanca DNA fragman uzunlugunun 600 baz, biyopsi ve
rezeksiyon materyallerinde ise 400 baz oldugu saptanmustir. Sitoloji materyallerinin
%94.8’inde analiz edilen 4 ekzonun tiimiinde basarili sonu¢ alimmistir. Bu oran
rezeksiyon materyalleri i¢in % 77.8, biyopsi materyalleri igin % 75.5’dir (p<0.05).
Bu bulgular sitolojik materyalin DNA kalitesi agisindan, biyopsi ve rezeksiyon

materyallerine gore daha iistiin oldugunu gostermektedir.

Olgularimiz arasinda yer alan rezeksiyon materyallerinin %15.4°1, sitolojik
materyallerin %13.2°si ve biyopsi materyallerinin %13.5’i EGFR mutasyonu
gostermistir. Rezeksiyon materyallerinde, biyopsi ve sitoloji materyallerine gore
izlenen yiiksek EGFR pozitifligi, biyopsi ve sitoloji materyallerinde stromal ve
inflamatuar hiicrelerin kontaminasyonu ile mutasyonlu timor hiicrelerinin dilusyona
ugramasi ile iligkili olabilir. Rezeksiyon materyalleri ise daha bol timor igermeleri
nedeni ile, makrodisseksiyon esnasinda tiimdrden zengin alanlarin segilebilmesine
olanak vermektedir (50, 134, 135). Rezeksiyon materyallerinde daha yiiksek oranda
EGFR pozitifligi izlenmis olmasina karsin, literatiirdeki ¢alismalara benzer sekilde;
bizim c¢aliyjmamizda da materyal tipi ile EGFR mutasyon durumu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamustir.
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Literatiirdeki veriler ve bizim bulgularimiz akciger karsinomasi gibi olgularin
cogunlugunda yiiksek evrede ortaya ¢ikan ve operasyon imkani bulunmayan bir
hasta grubunda, daha kolay elde edilebilecek bir materyal tipi olan sitolojik
materyallerin EGFR analizi i¢in etkin bir sekilde kullanilabildigini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle hem tiplendirme hem de molekiiler analizler i¢in hiicre

blogu elde edilmesinin 6nemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir (120, 134, 136).

Akciger adenokarsinomalarinda %30-50 oraninda kemik metastazlari
goriilmektedir. Primer akciger timoriiniin ulasilabilir olmadigi durumlarda ya da
metastatik olgularda tani kemik metastazlarindan verilmektedir. Kemik dokudan
alian biyopsilerin dekalsifikasyon islemi gormesi gerekmektedir. Bunun igin
¢ozilebilir kalsiyum tuzu olusturan asitler (nitrik ve hidroklorik asit) ya da
hidroklorik asit iceren hizli dekalsifikasyon solusyonlari (HDS) kullanilmaktadir.
HDS ile dekalsifikasyon kisa siirede gerceklesse de bu ¢ozeltiler, niikleer kromatini
bozarak DNA Kkalitesi iizerine negatif etki olusturmakta ve molekiiler analizlerin
basarisin1 onlemektedir. Dekalsifikasyon amaci ile kullanilan etilen diaminotetra
asetik asit (EDTA) gibi selator ajanlar, daha uzun siirede dekalsifikasyon yapsa da,
bunlarin DNA Kalitesi iizerine ¢ok az etkili oldugu ya da hi¢ etkisinin olmadigi
bildirilmektedir. HDS ve EDTA’nin DNA kalitesi 1lizerine etkisini arastiran
calismalar HDS ile dekalsifikasyon islemi goren olgularda DNA kalitesinin kotii
oldugunu, ancak EDTA ile dekalsifikasyon islemi goren olgularda ise daha iyi DNA
elde edildigini gostermistir (137-139). Nitrik asit, formik asit ve EDTA ile
dekalsifikasyon islemi yapilan dokularda mRNA kalitesini arastiran bagka bir
calismada; EDTA ile dekalsifikasyon islemi goren dokularin HE kesitteki morfolojik
goriinim ve mRNA kalitesi agisindan formik asit takibine giren dokulara benzer
ozellik sergiledigini, nitrik asit ile dekalsifiye dokularda ise mMRNA kalitesinin diger
iki ajana gore daha diisiik oldugunu saptamistir (140). EDTA ve formik asit ile
dekalsifikasyon islemi goren dokularda DNA ve RNA kalitesine yonelik yapilan
calismada bu iki dekalsifikasyon ajanin nitrik asit ve hidroklorik asite gore daha
iistin oldugu gosterilmistir (141). Bizim laboratuarimizda dekalsifikasyon amaci ile
formik asit kullanilmaktadir. Serimizde asit ile dekalsifikasyon iglemi gérmiis olan,
bir boliimi konsiiltasyon niteliginde toplam 17 olgu yer almaktadir. Bu dokular asit

takibine girmemis dokularla kiyaslandiginda, DNA kalitesinin gostergesi olan DNA
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fragman uzunlugunun daha diisiik ve 4 ekzonda basarisizlik oranin daha yiiksek
(%47.1°e karsilik, %10.1) oldugu bulunmustur. Ozetle, dekalsifikasyon isleminin
DNA kalitesi lizerine 6nemli etkisinin bulundugu, asit takibi yapilan kemik
dokularda DNA kalitesinin daha diisiik oldugu saptanmistir. Kemik i¢eren dokularda,
EDTA gibi alternatif soliisyonlarin kullanimi ya da bunlarda, timér igermesi
muhtemel yumusak dokularin ayiklanarak, asitsiz olarak ayri islem yapilmasinin

fayda saglayabilecegi diistintilmustiir.

5.2 EGFR mutasyon analizinde kullamlan yontemler

EGFR mutasyon analizi tarama yontemleri ya da belirli bir mutasyonu/
mutasyonlart hedef alan yontemler ile gerceklestirilmektedir. Tarama yontemleri
(HRMA, DHPLC, pirosekans, direkt sekanslama, fragman uzunluk analizi) ve hedefe
yonelik yontemlerin (ARMS, TaQMAN-PCR, RT-PCR) kendine 6zgii avantajlari ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir (133, 142). Tarama yontemlerinden biri olan direkt
sekans analizi, yeni mutasyonlar1 da igerecek sekilde tiim mutasyonlar1 saptamakta,
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu yontemin sensitivitesi nispeten diisiiktiir;
genellikle timor hiicre miktarin1 artirmak i¢in makro ya da mikrodiseksiyon
yapilmakta, tecriibe sahibi operatore ihtiya¢ duyulmakta ve belirli mutasyonlari
hedefleyen yontemlere gore daha fazla emek ve zaman harcanmaktadir (133). Belirli
bir mutasyonu/ mutasyonlari hedef alan yontemler genel olarak daha duyarhdirlar ve
daha kisa zamanda sonuca ulasabilirler; ancak bunlarla nadir mutasyonlar
saptanamamakta ve maliyet cogu kez tarama yontemlerine (direkt sekans) gore daha
yiiksek olmaktadir (133). Bizim g¢alismamizda EGFR ac¢isindan degerlendirilen

olgular direkt sekans yontemi analiz edilmistir.

5.3 KHDAK’da EGFR mutasyon siklig1 ve dagilimi

EGFR mutasyonu KHDAK’da farkli etnik gruplar arasinda oransal farklilik
gostermektedir. Bu ¢alismada diinya genelinde yapilan, calismamiza benzer sekilde,
EGFR geni 18, 19, 20 ve 21. ekzon mutasyonu agisindan, degerlendirilmis ¢aligmalar
gozden gegirilmistir. EGFR mutasyon orant Asya Pasifik kokenli (Cin, Japonya,
Kore, Malezya, Singapur) calismalarda %17.4-58.8; Hindistan alt kitas1 kokenli
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(Hindistan) calismalarda %23.1-47.8; Giiney Avrupa kokenli (Italya, Yunanistan,
Portekiz) c¢alismalarda %4.5-13.1; Kuzey Avrupa kokenli (Danimarka, Finlandiya,
Norveg) calismalarda %5.4-14.6; Avrupa’nin diger {ilkelerinden (Bulgaristan,
Polonya, Almanya, Belgika, Slovakya, Fransa) kaynaklanan ¢alismalarda %5.2-17.9;
Rusya kokenli calismalarda %9.6-20.6; Birlesik Krallik kdkenli ¢alismalarda %10.3-
25.2, Kuzey Amerika’ya ait caligmalarda %15-25; Avustralya kokenli ¢alismalarda
%15.6-17; Afrika kaynakli bir calismada %21.1 ve Giiney Amerika kokenli
(Brezilya, Kolumbiya, Meksika, Perui, Kosta Rika, Panama) ¢aligmalarda ise %14-
51 olarak bulunmustur (40-82). Bu konudaki seriler Tablo 5.1°de 6zetlenmistir.

Tiirkiye genelinde yapilmis olan ¢alismalara bakildiginda, farkli caligmalarda
EGFR mutasyon orani1 %4-48.1 arasinda degisik oranlarda saptanmustir (143-151).
Tiirkiye kokenli seriler Tablo 5.2°de 6zetlenmistir. Serilerde izlenen farkli mutasyon
oranlart muhtemelen olgu sayilarinin azlig ile iliskilidir. Bizim serimizin daha biiyiik
bir seri olmas1 nedeni ile, Tiirkiye toplumundaki mutasyon oran ve dagilimin1 daha

1yi yansittigin diisiiniiyoruz.

Daha onceki serilere bakildiginda, EGFR mutasyonu kadinlarda %12-72.7,
erkeklerde ise %2.8-73.5 siklikta goriilmektedir (40-81). Akciger karsinomu
erkeklerde daha sik goriilmesine karsin, EGFR mutasyonu daha ¢ok kadin hastalarda
izlenmektedir. Bizim serimizde de benzer sekilde, kadin hastalarin %30.5’inde
erkeklerin ise %7.5’inde EGFR mutasyonu saptanmistir. EGFR mutasyonu onceki
serilerde 26-84 yas arasinda tespit edilmistir. Bu seride ise, EGFR mutant olgularda
yas ortalamasi 62.15 (31-82) olarak bulunmustur.

Bizim serimizde EGFR mutasyonu agisindan degerlendirilebilen 499 KHDAK
olgusunun 70’inde (%14), bes olguda ¢ift mutasyon olmak {izere toplam 75 adet EGFR
mutasyonu bulunmustur. Sadece adenokarsinoma olgular1 dikkate alindiginda,
serimizdeki EGFR mutasyon oram1 %17.1’e ¢ikmaktadir. Bu oran gz Oniine
alindiginda, Tirkiye’de EGFR mutasyonu goriilme sikliginin Avrupa serilerine daha
yakin oldugu sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda izlenen mutasyonlar, sikliklar

ve TKI tedavisine beklenen yanitlar1 Tablo 5.3’de gosterilmistir.
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5.3.1 Ekzon 18

Ekzon 18’de izlenen mutasyonlar nokta mutasyonlaridir (152). Diinya
genelinde EGFR mutasyonlar1 arasinda, ekzon 18 mutasyon oranina bakildiginda
Asya Pasifik kokenli (Cin, Japon, Kore, Malezya, Singapur) ¢aligmalarda %17-18.8;
Hindistan alt kitas1 kokenli (Hindistan) ¢aligmalarda %5.3-6.5; Giiney Avrupa’ya
(Italya, Yunanistan, Portekiz) ait calismalarda %0.7-10.2; Kuzey Avrupa’ ya
(Danimarka, Finlandiya, Norveg) ait ¢alismalarda %1.9-11.2; Avrupa kokenli diger
(Bulgaristan, Polonya, Almanya, Belgika, Slovakya, Fransa) ¢aligmalarda %0.4-17.2;
Rusya kokenli ¢alismalarda %7.1; Birlesik Krallik kokenli ¢alismalarda %10.3-14.2,
Kuzey Amerika kokenli ¢alismalarda %15.3; Avustralya kokenli bir calismada %5.9,
Afrika kokenli bir ¢alismada ise %7 olarak bulunmustur (40-82). Bu konudaki veriler
Tablo 5.1°de Ozetlenmistir. Bizim c¢alismamizda ekzon 18 mutasyonlari, akciger
adenokarsinoma olgularinda izlenen EGFR mutasyonlariin %6.1°ni, tim serideKi

EGFR mutasyonlariin ise %6.7’sini olugturmaktadir.

Ekzon 18 mutasyonu literatlir bilgilerine gore, sigara i¢gmeyen kadin
hastalarda daha sik olarak goriilmektedir (152). Bizim ¢alismamizda ise ekzon 18

mutasyonu bulunduran 4 hastanin da erkek oldugu saptanmuistir.

Literatiir bilgilerine goére, bu ekzonda en sik izlenen mutasyonlar siklik
sirastyla E709X ve G719C, G719S, G719A nokta mutasyonlaridir; bu mutasyonlarin
TKI tedavisine duyarli mutasyonlar oldugu bildirilmektedir. G719A mutasyonu tek
basina veya baska mutasyonlar ile birlikte (EGFR 18 mutasyonu+ diger EGFR
mutasyonlar1) ¢ift mutasyon seklinde goriilebilir (152). Bizim ¢alismamizda 18.
ekzonda P699S ve G719S seklinde 2 adet tek mutasyona ek olarak; G719C + (Ekzon
20) S7681 ve E709A+ G719A ¢ift mutasyonlar1 seklinde, toplam 5 adet ekzon 18
mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyonlarin tedavi iliskilerine yonelik 6zet Tablo

5.3°de gosterilmistir.

5.3.2 Ekzon 19

Ekzon 19°da izlenen mutasyonlar, EGFR mutasyonlar1 arasinda goriilme
siklig1 agisindan ilk sirada yer almakta ve bunlarin EGFR TK1’ye iyi yanit ile iliskili
mutasyonlar oldugu bildirilmektedir (88, 153). Diinya genelinde EGFR mutasyonlari
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arasinda ekzon 19 mutasyon oranina bakildiginda Asya Pasifik kokenli (Cin, Japon,
Kore, Malezya, Singapur) calismalarda %39.4-69.4; Hindistan alt kitas1 kokenli
(Hindistan) calismalarda %27.2-51, Giiney Avrupa’ya (italya, Yunanistan, Portekiz)
ait ¢alismalarda %38.8-78.9; Kuzey Avrupa’ya (Danimarka, Finlandiya, Norveg) ait
calismalarda %33.8-44.4; Avrupa kokenli diger (Bulgaristan, Polonya, Almanya,
Belcika, Slovakya, Fransa) calismalarda %38.7-70; Rusya kokenli calismalarda
%57.1-67.8; Birlesik Krallik kokenli ¢alismalarda %27.6-28.5; Kuzey Amerika’ya
ait caligmalarda %46.1-57; Avustralya kokenli bir calismada %46.7; Afrika’ya ait bir
calismada ise %69 olarak bulunmustur (40-82). Bu konudaki veriler Tablo 5.1°de
Ozetlenmistir. Bizim ¢alismamizda ekzon 19 mutasyonlari, akciger adenokarsinoma
olgularinda izlenen EGFR mutasyonlarmin %59.1°ini, tiim serideki EGFR

mutasyonlarmin ise % 53.3’{inii olugturmaktadir.

Yapilan calismalardan birinde ekzon 19°da izlenen mutasyonlarin %64’iiniin
kadimlarda, %36’smim erkeklerde oldugu gortilmiistiir (154). Bu seride de ekzon 19°da

izlenen mutasyonlarin %62.5°1 kadinlarda ve %37.5’1 erkek hastalarda gozlenmistir.

Ekzon 19 mutasyonlari ¢ogunlukla kalip kaymasina yol agmayan 15-18
bazlik “in frame” delesyonlar seklinde izlenmektedir. E746-A750 (ELREA) ve
E747-A749 (LRE) delesyonlar1 en sik olarak izlenen mutasyon tipidir (155). Bu
mutasyonlar TKI tedavisine duyarli mutasyonlardir. Ayrica yapilan galismalarda
ekzon 19 delesyonlarinin, bir diger sik goriilen mutasyon olan ekzon 21 L858R
mutasyonuna kiyasla tedaviye daha iyi yanit ile iliskili oldugu gosterilmistir (154,
156). Diger yandan ekzon 19°da mutasyon bulunduran akciger adenokarsinom
olgularmin santral sinir sistemine metastaz yapma olasiliginin daha yiiksek oldugu ve
bu olgularda hastaliksiz sagkalim siiresinin EGFR “wild” tip olgulara gore daha kisa
oldugu bir calismada gosterilmistir. Ancak TKI kan-beyin bariyerini gecebildigi igin,
bunlarla tedavi goren hastalarin sagkalim siiresinin daha uzun oldugu bildirilmektedir
(42, 157). Farkli delesyon tiplerinin EGFR TKI ile tedaviye cevap agisindan birbirine
gore farklilik gosterdigi bildirilmektedir. Ornegin delE746 mn del.747’ye gére EGFR
TKI ile tedaviye daha duyarli oldugu ve sag kalim siiresinin daha uzun oldugu bir
calismada gosterilmistir (155). Delesyonlar disinda ekzon 19°da nokta mutasyonlart da
izlenebilir. P753S mutasyonu ekzon 19’da ender olarak goriilmektedir. Bu mutasyonun

tedaviye iyi yanit ile iligkili oldugu gosterilmistir (158). Bizim serimizde de izlenen
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mutasyonlarin biiyiik ¢cogunlukla kalip kaymasina yol agmayan delesyonlar oldugu
saptanmigtir; bunlarin da %50’si L746 E750 mutasyonudur. Ayrica del (ELREAT)
E746 T751 >VA ins, del (ELREAT) E746-T751insl, del (LREA) L747_A750insP,
del (LREATSP) L747-P753insS, del (SPKANKEI) S752 1759 insersiyon
mutasyonlart saptanmistir. Bu mutasyonlarin tamami tedaviye i1yi yamt iligkili
mutasyonlardir. Ayrica serimizde izlenen del (ELREATSP) 746 753ins ATAT, del
(TSPKA) T751_A755insAT, del (ELREATSP) E746 P753>VSins insersiyon

mutasyonlarmin ise tedaviye yanit iligkileri bilinmemektedir.

5.3.3 Ekzon 20

EGFR ekzon 20 mutasyonlar1 tim EGFR mutasyonlar1 arasinda {igiincii
siklikta goriilmektedir. Bu mutasyonlarin TKi’ye de novo direng ile iliskili oldugu
bildirilmektedir (159). Diinya genelinde EGFR mutasyonlar1 arasinda ekzon 20
mutasyon oranina bakildiginda Asya Pasifik kokenli (Cin, Japon, Kore, Malezya,
Singapur) ¢alismalarda %0-17.6, Hindistan alt kitas1 kokenli (Hindistan)
calismalarda 1.9-2.5; Giiney Avrupa’ya (italya, Yunanistan, Portekiz) ait
calismalarda %0-18.4; Kuzey Avrupa (Danimarka, Finlandiya, Norveg) kaynakli
caligmalarda 9%9.6-16.6; Avrupa’min diger ilkelerine (Bulgaristan, Polonya,
Almanya, Belcika, Slovakya, Fransa) ait ¢aligmalarda %0-20.3; Rusya kaynakli
calismalarda %0-17.8; Birlesik Krallik kokenli ¢alismalarda %14.2-27.6; Kuzey
Amerika kaynakli ¢aligmalarda %0-17.8; Avustralya kokenli bir ¢alismada %10.3,
Afrika’ya ait caligmada ise %3 olarak bulunmustur (40-81, 160). Bu konudaki veriler
Tablo 5.1°de Ozetlenmistir. Bizim c¢alismamizda ekzon 20 mutasyonlari, akciger
adenokarsinoma olgularinda izlenen EGFR mutasyonlarinin %6.1’ini, tiim serideki
EGFR mutasyonlariin ise % 9.3’tinli olusturmaktadir. Bizim ¢alismamizda izlenen
ekzon 20 mutasyonlari ve literatiirdeki bilgilere gore beklenen tedavi iliskileri Tablo

5.3’de verilmistir.

Ekzon 20°de izlenen mutasyonlar bir ¢calismaya gore, sigara igmeyen kadin
hastalarda, sik olarak izlenmektedir (90). Bizim ¢alismamizda ekzon 20’de mutasyon

iceren 6 olgunun 4’1 kadin, 2’si erkek hastalardan olusmaktadir.

63



Ekzon 20’de izlenen mutasyonlar temel olarak, insersiyon ya da nokta
mutasyonu seklinde izlenmektedir (90). EGFR ekzon 20 insersiyonu, EGFR ekzon
19 insersiyonlarindan farkli olarak yerlesim yeri, aminoasit icerigi ve uzunluk
acisindan olduke¢a farklilik gostermektedir. 9 farkli ¢alismada 40 EGFR ekzon 20
insersiyon varyanti tanimlanmustir (90, 159, 161). Ekzon 20'de en sik izlenen TKI
tedavisine direngli insersiyon mutasyonlari V769 _D770insASV, D770-N771insNPG,
D770-N771insSVD, D770-N771insGL, D770-N771insGT, A767_V769 dup ASV,
P772_H773ins YNP, P772_V773insPNP, H773_V774insH ve H773_V774insNPH
olarak 6zetlenebilir. Bu ekzonda izlenen A763_Y764insFQEA insersiyonunun ise,
TKi’ye cevapla iliskili oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada 20. ekzonda, tedaviye
direngli oldugu bilinen V769 D770insASV, H773 774 insH, D770 N771ins SVD
insersiyon mutasyonlar1 ve tedaviyle iliskisi bilinmeyen N771_P772insVDN

insersiyon mutasyonu saptanmistir.

Bu ekzonda izlenen baglica nokta mutasyonlar1 ise T790M, V769L, N771T
mutasyonlaridir ve bunlar da TKI tedavisine direnclidir (91, 108). T790M nokta
mutasyonu EGFR TKI ile tedavi sirasinda gelisen direncin %350 kadarindan
sorumludur (106, 162). Genel olarak tedaviyi takiben ortaya ¢ikan bu mutasyon,
tedavi oOncesi donemde de ender olarak saptanmaktadir (88). Tedavi almamis
hastalardan olusan serimizde, bir olguda T790M mutasyonu izlenmistir; ancak bu
mutasyon bizim olgumuzda L858R mutasyonu ile birlikte goriilmiistir. Bu cift
mutasyonun tedaviye direng iliskili oldugu bildirilmektedir (158). Ekzon 20’de
izlenen diger bir ender nokta mutasyonu ise S768I olup, tedavi yaniti net degildir
(163-165). Bizim serimizde bu nadir mutasyonu tek basina bulunduran bir olgu ve
buna ek olarak S7681 mutasyonu ile birlikte G719C mutasyonunu igeren ikinci bir
olgu izlenmistir. Bu ikili mutasyon kombinasyonunun tedaviye iyi yanit ile iliskili

oldugu bildirilmektedir (166).

5.3.4 Ekzon 21

Ekzon 21 mutasyonu, EGFR mutant olgular arasinda ikinci siklikta goriilen
mutasyon tipidir (167). Diinya genelinde EGFR mutasyonlar1 arasinda, ekzon 20
mutasyon oranina bakildiginda Asya Pasifik kokenli (Cin, Japon, Kore, Malezya,
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Singapur) ¢alismalarda %28-50; Hindistan alt kitas1 kokenli (Hindistan) ¢alismalarda
%15.5-43; Giiney Avrupa’ya (italya, Yunanistan, Portekiz) ait calismalarinda %15.8-
46; Kuzey Avrupa’ya (Danimarka, Finlandiya, Norveg) ait ¢caligmalarda %27.8-46.5;
Avrupa’ nin diger bazi fllkelerinde (Bulgaristan, Polonya, Almanya, Belgika,
Slovakya, Fransa) %15-54.8; Rusya kokenli ¢aligmalarda %25-32.2; Birlesik Krallik
kaynakli calismalarda 934.5-42.8; Kuzey Amerika caligmalarinda %31-38.4;
Avustralya kokenli bir calismada %35.5 ve Afrika kaynakli bir ¢caligmada ise %21
olarak bulunmustur (40-82). Bu konudaki veriler Tablo 5.1°de 6zetlenmistir. Bizim
calismamizda ekzon 21 mutasyonlari, akciger adenokarsinoma olgularinda izlenen
EGFR mutasyonlarinin  %28.8’ini, tiim serideki EGFR mutasyonlarinin ise

%30.7’sini olusturmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada ekzon 21°de izlenen mutasyonlarin %58.3’1 kadin,
%41.7’si erkek hastalarda goriilmiistiir (158). Bizim ¢alismamizda ekzon 21°de
mutasyon igeren 20 olgunun 14’4 (%70) kadin, 6’s1 (%30) erkek hastadan

olusmaktadir.

Ekzon 21 mutasyonlarinin ¢ogu nokta mutasyonu 6zelligindedir; bunlarin en
sik goriilenleri sirasiyla L858R, L861Q mutasyonlaridir (153). ilk sirada izlenen
L858R mutasyonu EGFR TKi’ye duyarlidir (158). Ekzon 21°de izlenen diger bir nokta
mutasyonu olan L861Q mutasyonun TKI tedavisine cevap iligkili mutasyon oldugu,
ancak bu hastalarin sagkalim siirelerinin daha kisa oldugu bildirilmektedir (32, 168,
169). Ekzon 21°de ayrica EGFR TKI tedavisi sonrasi gelisen, tedaviye direncle iliskili
T854A mutasyonu da tamimlanmustir (170). Bu seride, 18 olguda L858R mutasyonu
tek mutasyon seklinde izlenmistir. Bu mutasyonun tek basina goriilmesi disinda, diger
ekzonlarda yer alan baska mutasyonlarla (delE746-A750, P753S, S7681 ya da E709K)
bir arada izlendigi bazi olgular da bildirilmistir. Bu ¢ift mutasyonlarin ¢alismada
tedaviye iyi yamt iligkili oldugu bildirilmektedir (158). Ancak L858R mutasyonuna ek
olarak T790M ya da H870R mutasyonu igeren olgularm EGFR TKi’ye daha kétii
cevap verdigi; bu mutasyon ile birlikte goriilen V834L mutasyonun ise tedaviye iyi
yanit iligkili oldugu gosterilmistir (158, 171). Bizim serimizde de {i¢ olguda L858R
mutasyonunu da igeren ¢ifte mutasyon (T790M+L858R, H870R+L858R,
V834L+L858R) saptanmistir. Serimizde ekzon 21°de izlenen mutasyon tipleri ve

muhtemel tedavi yanitlar1 Tablo 5.3°de 6zetlenmistir.
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5.4 SNP (Q787Q)

EGFR geninde ekzon 20’de her ikisi de Glisin aminoasidini kodlayan G-A
degisimi (CAG/CAA) ile karakterli Q787Q SNP daha 6nceki galismalarda da ortaya
c¢ikmis bir polimorfizmdir. Farkli organ tiimoérlerinde izlenen timor ile bu
polimorfizm arasindaki iliskiye yonelik arastiritlmalar yapilmistir (86, 118-120, 147,
172-175). Bu arastirmalarin kisa 6zeti Tablo 5.4’te gosterilmistir. Bunlardan Uzak
Dogu kokenli 4’1 akciger karsinomu, biri endometriozis ve biri bag boyun koékenli
YHK olmak {izere toplam 6 c¢alismada Q787Q SNP’nin %23-28.3 arasinda
saptandig1 goriilmiistiir. Beyaz irka mensup olgularin dahil oldugu; biri kolorektal
kanserlerde, digeri ise akciger kanserlerinde yapilan iki ¢alismada ise Q787Q SNP
orani %83.11 ve 83.17 olarak saptanmistir. Bizim ¢alismamizda tiim seride bu oran
%79.6 bulunmustur. EGFR mutant olgularda bu oran %79.4, EGFR “wild” tipte ise
%80.5 kadardir. Bu veriler bu SNP’nin hastalikla iligkili bir faktér olmaktan ¢ok,

etnik bir farklilik oldugunu diisiindiirmektedir.

5.5 Histopatolojik ézellikler ve EGFR

DSO 2015 simiflamasinda  ve bunun temelini olusturan 2011
(IASLC/ATS/ERS)  akciger  adenokarsinomalart  siniflamasinda  akciger
adenokarsinomalar1 i¢in paternler tanimlanmakta ve akciger adenokarsinomalari
baskin olan paterne gore isimlendirilmektedir (16). Bu histopatolojik paternlerin
timoriin molekiiler o6zellikleri ve dolayis1 ile tedavi hedefleri ile iligkili olup
olmadigini arastiran ¢aligmalar mevcuttur (68, 176-189). Bu calismalar akciger
adenokarsinomalarindaki baskin patern ve varyantlarin EGFR mutasyonu ile
iliskisini arastirmaktadir. Bu c¢alismalarin kisa 6zeti Tablo 5.5’de gosterilmistir.
Cogunlugu Dogu Asya kokenli olan bu ¢aligsmalarin ortak noktasi, tamaminda bizim
calismamizda oldugu gibi, en diisiik EGFR mutasyonu gosteren tipin solid tip
adenokarsinoma olarak ortaya c¢ikmasidir. Bu c¢alismalarda solid tipte, EGFR
mutasyon oran1 %5 ile %60.9 arasinda degismektedir. Solid tip tiimorlerde en sik
izlenen mutasyonun KRAS mutasyonu oldugu bildirilmektedir (177, 190). Tablo
5.5°de oOzetlenen bu calismalarin altisinda bizim c¢alismamiza benzer sekilde,

mikropapiller tip, en stk EGFR mutasyonu gdsteren tip olarak ortaya ¢ikmistir (176,
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179, 183, 184, 187, 189). Bizim galismamizda EGFR mutasyon oran1 mikropapiller,
lepidik, papiller, asiner ve solid tiplerde sirasi ile %40, %36, %20, %17.9 ve %5.4
olarak izlenmis ve baskin tip ile EGFR mutasyonu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iligki saptanmustir.

EGFR mutant olgularda, mutasyonun yeri ile baskin patern arasindaki
iliskinin arastirilmasina yonelik ¢alismalar ise ¢ok sinirlidir (Tablo 5.6). Ekzon 18
mutasyonu iceren tiimorlerde asiner paternin (152, 188) ve lepidik paternin (191)
daha yiiksek oranda izlendigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Bizim ¢aligmamizda
ekzon 18 mutasyonu bulunduran ve patern agisindan degerlendirilebilen 3 olgunun
baskin paterni asiner, lepidik ve mikropapiller seklinde dagilim gostermistir. Ekzon
19 mutasyonlarinin asiner ya da lepidik paterni baskin adenokarsinomalarda daha sik
olarak izlendigi 6ne siiriilmektedir (188, 191, 192). Bizim ¢alismamizda da ekzon 19
mutasyonu gosteren tliimorlerin biliyikk bir kisminin (%64.7) asiner paternli
adenokarsinomalar oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ekzon 20’de izlenen mutasyonlar bir
calismaya gore, histolojik olarak solid paterni baskin adenokarsinom olgularinda sik
olarak izlenmektedir (90). Ancak Lu ve arkadaslarinin c¢alismasinda ekzon 20
mutasyonlarinda asiner paternin baskin oldugu gosterilmistir (188). Bizim
calismamizda ekzon 20’de mutasyon igeren ve baskin patern agisindan
degerlendirilebilen tek olgunun asiner baskin oldugu goriilmiistiir. iki ayr1 calismada,
ekzon 21 mutasyonlarinda lepidik ve asiner paternin hakim oldugu bildirilmigtir
(191, 192). Bizim g¢alismamizda da ekzon 21’de izlenen baskin paternler lepidik
(%71.4), asiner (%14.3) ve solid (%14.3) olarak siralanmaktadir.

Daha 6nce yapilan calismalarin bilyiik bir kisminda non-miisinéz MIA
olgularmin yiiksek oranda (%20-100) EGFR mutant olduklar1 gosterilmistir. Bizim
calismamizda da tespit edilen 3 non-miisindz MIA olgusundan 2’sinde EGFR
mutasyonu saptanmistir. Ayrica yeni simiflamada tanimlanan miisindz AIS, miisinz
MIA ve akciger adenokarsinoma varyati olan invaziv miisindz adenokarsinoma ile
EGFR mutasyonu arasinda negatif bir iliski oldugu; bu tiimérlerde EGFR’nin hemen
daima “wild” tip olarak izlendigi ve bu olgularin biiyiik ¢ogunlukla (%80-90) KRAS
mutasyonu bulundurdugu yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir. Bizim ¢alismamizda

da tespit edilen 3 IMA olgusu EGFR “wild” tip olarak saptanmis ve EGFR
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mutasyonu varhg: ile tiimoriin miisin igerip igermemesi arasinda anlamli bir iliski

oldugu saptanmustir (p<0.05).

Seriler arasinda solid tipte ve miisin i¢eren olgularda EGFR mutasyonunun
azlig1 ve non-miisindz MiA’da yiiksek mutasyon orani konularinda bir goriis birligi
olmakla birlikte; seriler arasinda patern ve EGFR mutasyonu konusunda mevcut olan
farkliliklarin bu c¢alismalara dahil edilen olgu tiplerinin dagilimi ve etnisite
farkliligina bagli olabilecegi diistiniilebilir (183). Bu konudaki ¢aligmalar bir biitiin
olarak degerlendirildiginde, timdrde izlenen baskin paternin “driver” mutasyon tipi
ile 1iliskili oldugu, ancak tiimor paternini temel alarak tedavi se¢iminin

yapilamayacagi anlasilmaktadir.

5.6 TTF-1, Napsin A ve EGFR mutasyonu

TTF-1 normal tiroid folikiiler ve parafolikiiler (C) hiicreleri, beyin dokusunun
bir kisminda, akcigerde Clara hiicreleri, tip 2 pnomositler ve silyasiz brons epitel
hiicreleri tarafindan eksprese edilen, NKX-2 gen ailesine ait niikleer transkripsiyon
faktortdir. Tiroglobulin, tiroid peroksidaz, sekretuar proteinler ve surfaktan
proteinlerinin regiilasyonundan sorumludur (18). Niikleer lokalizasyonlu bir
immiinhistokimyasal belirte¢ olan TTF-1’in akciger adenokarsinomalarda %70-90
oraninda pozitiflik gosterdigi bildirilmektedir (18, 193). TTF-1’in dzellikle kanser
hiicrelerinin  hayatta kalmasin1 etkileyen genleri regiile ettigi, akciger
adenokarsinoma gelisiminde rol aldig1 gosterilmistir (18, 194). Immiinhistokimyasal
calismalarda, TTF-1 SPT24 klonunun, 8G7G1/1 klonuna gore daha yiiksek
sensitiviteye (sirastyla %84 ve %65) sahip oldugu saptanmistir (20). Bizim
calismamizda 8 G7G3/1 klonu kullanilmis ve akciger adenokarsinomalarinda %86.4
oraninda TTF-1 pozitifligi saptanmustir. Farkli calismalarda TTF-1’in akciger
adenokarsinomalarinda %64-87 sensitivite ve %62-100 arasinda degisen spesifitiye
sahip oldugu bildirilmektedir (22, 193, 195-199) (Tablo 5.7). Yapilan ¢alismalarda
kadinlarda izlenen tiimorlerde erkeklere kiyasla daha yiiksek oranda TTF-1
pozitifligi bildirilmektedir (18, 198, 199). Bizim ¢alisgmamizda da kadin hastalarda
(%85.4) erkeklere (%71.8) oranla daha yiiksek oranda TTF-1 pozitifligi saptanmuistir.
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Napsin A ise bir aspartik proteaz olup, tip 2 pnomositlerde siirfaktan B’nin
matiirasyonunda rol almaktadir. Normal akciger dokusunda tip 2 pndmositlerde,
alveoler makrofajlarda ve akciger adenokarsinomalarinda sitoplazmik graniiler
boyanma gostermektedir. Caligmalarda Napsin A’nin immiinohistokimyasal olarak
akciger adenokarsinomlarinda %65-89.6 sensitivite; %85.3-97 spesifite gosterdigi
saptanmistir (22, 193, 195-199) (Tablo 5.7). Bizim c¢alismamizda akciger
adenokarsinomlarinda Napsin A boyanma orani1 (%84.1) olarak tespit edilmistir.
Calismalarda Napsin A pozitivitesinin kadinlarda erkeklere oranla daha yiiksek
oldugu saptanmustir (200, 201). Bizim g¢alismamizda da benzer sekilde Napsin A
pozitivitesi kadinlarda daha yiiksek oranda saptanmis ve cinsiyetler arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Yapilan ¢alismalarda akciger adenokarsinoma belirteci olarak, Napsin A ve
TTF-1’in sensitivitesi birbirine olduk¢a yakin bulunmustur. TTF-1-"in daha sensitif
oldugunu ileri siiren ¢alismalar oldugu gibi, Napsin A’nin daha sensitif oldugu
sonucuna ulasan ¢aligsmalar da mevcuttur. Ancak literatiirdeki genel goriis, spesifite
konusunda Napsin A’nin TTF-1"e iistiin oldugu yoniindedir. Bu ¢alismada da Napsin
A ve TTF-1 arasindaki iliski degerlendirildiginde, iki belirte¢ arasindaki uyumun
yiksek oldugu saptanmistir (k=0.812). Buna gore akciger adenokarsinomasi
olgularmin biiyiik kisminda (%82.9) hem TTF-1, hem de Napsin A pozititir. Ancak
TTF-1 pozitif/ NapsinA negatif (%5.5) ya da tersine TTF-1 negatif/ NapsinA pozitif
(%1.8) az sayida olgu bulunmaktadir. Rossi ve arkadaglarinin yapmis oldugu
caligmada akcigerin miisindz adenokarsinomalarini tespit etmekte TTF-1’in Napsin
A’ ya gore daha istiin oldugunu (pozitiflik oram1 %41.5’e karsilik %36) ileri
stirmiiglerdir (17). Ancak bizim g¢alismamizda bundan farkli olarak miisin i¢eren
primer akciger adenokarsinoma olgularinda Napsin A pozitifligi (%24), TTF-1
pozitifligine gore (%20.2) daha yiiksek oranda bulunmustur.

Daha oOnce yapilan ¢alismalar akciger adenokarsinomalarinda EGFR
mutasyonu ile TTF-1 pozitivitesi arasinda yakin bir iligki oldugunu ortaya
koymaktadir. Daha 6nce bu konuda yapilan ¢alismalarda, EGFR mutant olgularda
TTF-1 pozitifligi oran1 %60 ile % 100 arasinda degismektedir (18, 19, 62, 160, 182,
185, 200, 202-207) (Tablo 5.8). Bizim galismamizda da diger ¢alismalara benzer
sekilde EGFR mutasyonu bulunduran olgularin %98.2°si, TTF-1 pozitiftir. Diger
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taraftan bakilacak olursa: TTF-1 pozitif bir tiimérde EGFR mutasyon oran1 %18.5
diizeyinde iken, TTF-1 negatif bir timérde EGFR mutasyonuna rastlama orani
sadece %1’dir. Literatirde TTF-1 negatif, ancak EGFR mutant olgular
bildirilmektedir. Baz1 yazarlar bu durumun kullanilan TTF-1 klonu veya materyalin
takibi ile iligkili olabilecegi fikrini ileri stirmistiir (204). Bizim ¢alismamizda tespit
edilen tek EGFR mutant ve TTF-1 negatif olgu da, dis merkezden konsiiltasyon
olarak gonderilen bir olgudur; bu olguda izlenen TTF-1 negatifliginin teknik
nedenlere bagli olabilecegi akla gelmektedir. Bu nedenle TTF-1 negatif olan
olgularda EGFR mutasyonuna rastlamanin ¢ok diisiik bir olasilik oldugu sdylenebilir.
Test maliyetinin ya da hizinin sorun oldugu durumlarda, ya da test edilecek doku
miktar1 sinirhi oldugunda; TTF-1 negatif bir akciger tiimoriinde onceligin EGFR
disindaki tedavi hedeflerine ydneltilmesi daha akilcit bir segenek olacaktir. Bu
nedenle, TTF-1 durumunun akciger karsinomunda molekiiler testlerin siralanmasina

iliskin algoritmalarda bir yeri olabilecegi diistiniilmiistiir.

Napsin A ile EGFR mutasyon durumu arasindaki iliskiyi arastiran sinirh
sayida ¢aligma mevcuttur. Lee ve arkadaslari, Liu ve arkadaglari ile Warth ve
arkadaglarinin yapmis oldugu ii¢ ¢alismada EGFR mutant olgularda Napsin A
pozitifligi sirast %94.6, %72.3 ve %84.8 oraninda izlenmistir (Tablo 5.9). Bizim
calismamizda da benzer sekilde EGFR mutant olgularin %95.8’inde Napsin A
pozitifligi izlenmis ve EGFR mutasyonu ile Napsin A pozitifligi arasinda istatiksel

olarak anlamli bir iligski bulunmustur.

5.7 ALK

EML4-ALK KHDK’da tedavi hedefi olarak tanimlanan ilk onkokinaz flizyon
proteinidir. ALK insiilin reseptor ailesinden olup 2. kromozomda yerlesim gdsteren
transmembran tirozin kinaz oOzelliginde bir reseptordiir. ALK 2p23°de, EML4
2p21°de yerlesim gostermektedir. Kromozomal yeniden diizenlenme oldugu taktirde,
kromozom 2’nin kisa kolunda inversiyon sonucu EML4’{in 1-13 ekzonu ile ALK ’nin
20-29. ckzonu arasinda fiizyon gerceklesmekte ve yeni bir protein ortaya
cikmaktadir. Normalde ALK reseptorii hiicre zarinda yerlesim gostermektedir ve

aktif hale gelmek igin liganda gereksinim duymaktadir. Inversiyon sonucu ortaya
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cikan fiizyon proteini ise liganda gereksinim duymadan, alt yolaklar1 aktive ederek
karsinogeneze katkida bulunmaktadir (124, 208-210). ALK fiizyonun mevcut oldugu
olgularda tedavide crizotinib kullanilmaktadir. Akciger adenokarsinomalarinda bu
translokasyon %4-6 oraninda izlenmektedir (4). Bizim g¢alismamizda da bu oran
%4.9 olarak bulunmustur. Calismalarda morfolojik olarak tiimdriin solid patern ve
kribriform 6zellikte olmasi (211-213), tash yiiziik hiicresi benzeri morfoloji igermesi
(21, 214), intraselliiler ya ekstraselliller miisin bulundurmasi (211, 213) ALK
pozitifligini 6ngdren bulgular olarak gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da ALK
pozitif olgularin % 60’1n1 solid paternin hakim oldugu olgular olugturmaktadir (26).
Calismamizda miisin igeren tiimorlerin daha yiiksek oranda ALK pozitifligi
gosterdigi ve ALK pozitifligi ile miisin varlig1 arasinda anlamli bir iliski oldugu

saptanmigtir.

Akciger adenokarsinomalarinda EGFR mutasyonu ve ALK gen rearanjmani
genel olarak birbirini dislayan gen degisiklikleri olsa da; simdiye kadar akciger
kanserlerini her iki mutasyon agisindan arastiran 16 farkli caligmada iki gen
degisikligini birlikte gosteren toplam 20 kadar olgu gosterilmistir (123, 208, 215-

219). Bizim olgularimiz arasinda her iki mutasyonu birlikte bulunduran olgu yoktur.
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Tablo 5.1. Diinya genelinde akciger karsinomunda EGFR mutasyonu agisindan yapilan ¢aligmalarin 6zeti

Calisma/y1l

Sonobe M ve ark. 2004
Antonio M ve ark. 2004
Bae NC ve ark. 2006
Mounawar M ve ark. 2007
Xu M Jveark. 2008
Zimmer S ve ark. 2008
Reinmuth N ve ark. 2008
Ninomiya H ve ark. 2009
Sartori G ve ark. 2009
McCray MD ve ark. 2010
Gandara DR ve ark. 2010
McMillen E ve ark. 2010
Keong C ve ark. 2010

Lee YJ ve ark. 2010
Santis G ve ark. 2011
Penzel R ve ark. 2011

Cieckiewicz A ve ark. 2011

Helland A ve ark. 2011

Kim Jve ark. 2011

Etnisite

Japonya
italya
Kore
Rusya
Cin
Almanya
Almanya
Japonya
Italya
ABD
ABD
Cin
Singapur
Kore
BK
Almanya

Polonya

Norveg

Kore

EGFR (+)/
total olgu sayis1
n (%)
60/154
(38.9)
39/860
(4.5)
20/115
(17.4)
20/116
(20.6)
32/106
(30.2)
12/67
(17.9)
20/120
(16.6)
63/107
(58.8)
51/418
(12.2)
13/60
(21.6)
183/1207
(15.2)
64/218
(29.3)
39/109
(35.7)
108/327
(33)
13/126
(10.3)
163/1047
(15.6)
29/273
(10.6)

18/240
(7.5)
83/240
(34.5)

EGFR (+)/ ADK sayist
n (%)

60/108
(55)
39/375
(10
20/55
(36.4)
15/33
(50)
28176
(36.8)
12/52
(3.8)
20/120
(16.6)
63/107
(58.8)
49/286
(17.1)
13/60
(21.6)
144/712
(20.2)
48/128
(37.5)
39/109
(35.7)
100/233
(42.9)
11/89
(12.3)
66/425
(15.5)
26/186
(65.6)

16/142
(11.2)
78/152
(51.3)

Ekzon
18
n (%)
2
(3.3)

(1.9)

(15.3)

(4.5)

(17.9)

2
(14.2)
(10.4)

(0.4)

11.2)

Ekzon
19
n (%)
35
(58.3)
18
(46)
9
(45)

Ekzon
20
n (%)
4
(6.6)

0

1
®)

5
(17.8)
0

0

2
(10)

4
(6)

(6)
(17.9)
(6.5)

2
(14.2)
(5.5

(9.6)

(16.6)

(0.2)

Ekzon
21

n (%)
22

(36.6)

Yontem

Direkt sekans ve SSCP
Direkt sekans ve SSCP
Direkt sekans
Direkt sekans
Direkt sekans
Cycle sekans
Sekans analiz
Direkt sekans
Direkt sekans
Pyrosekans
RT-PCR
Sanger sekans
HPLC
Direkt sekans
Direkt sekans
Therascreen

Direkt sekans

Therascreen

PNA-mediated RT- PCR

KIE
n (%)

42/55 (76.3),
18/53 (34)
21/112 (18),
18/748 (2.4)
13/24 (54.1),
7131 (22.5)
15/31 (48),
8/85 (6)
19/51 (25.4),
13/55 (23.6)
10/24 (41.6),
2/41 (8.3)
11/46 (23.9),
9/74 (12.1)
40/55 (72.7),
23/52 (44.2)
42/199 (21.1),
9/219 (4.1)

?
741335 (22)
33/213 (15.4)

34/79 (43),
30/179 (16.7)

?
68/145 (46.9),
39/178 (21.9)

?

?

22/122 (18.7),
7/151 (4.6)

14/116 (12),
4124 (3.2)
49/89 (55),

34/116 (29.3)
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Tablo 5.1. Devam

Calisma/yil

Castroa A ve ark. 2012
Pennycuick A ve ark. 2012
Girard N ark. 2012
Bacchi CE ve ark. 2012
Murray S ve ark. 2012
Shi Yeen N ve ark. 2012
Sun PL ve ark. 2012
Chougule A ve ark. 2013
Kim HR ve ark. 2013
Lai Y ve ark. 2013
Carnerio JG ve ark. 2013
He Y ve ark. 2013

Boch C ve ark. 2013
Gahr S ve ark. 2013
Sanchez M ve ark. 2013
Peters M J ve ark. 2014
Errihani H ve ark. 2014
Hantson | ve ark. 2014
Ragusa M ve ark. 2014

Miki-Nevala S ve ark. 2014

Etnisite

Portekiz
BK
ABD
Brezilya
Yunanistan
Malezya
Kore
Hindistan
Kore
Cin
Brezilya
Cin
Almanya
Almanya
Fransa
Avustralya
Fas
Belgika
italya

Finlandiya

EGFR (+)/
total olgu sayis1
n (%)
49/374
(13.1)
29/215
(13.4)
604/2392
(25)
63/207
(30.4)
133/698
(19)
221/484
(45.7)
196/382
(51.3)
210/907
(23.1)
70/131
(53.4)
235/679
(33.7)
4/88
(45.4)
220/538
(40.8)
27/552
(4.9)
118/1201
(9.8)
121/753
(16)
337/1717
@7
29/137
(21.1)
37/ 297
(12.4)
22/230
(9.5)
58/510
(14.6)

EGFR (+)/ ADK sayist
n (%)

29/216
(13.4)

?

604/2392
(25)
57/169
(33.7)

?

2201467
(47.1)
190/358
(53.1)
202/780
(25.9)
55/131
(41.9)
189/379
(49.8)
3/45
(6.6)
198/441
(44.8)
23/259
(8.8)
93/944
(9.8)
118/601
(19.6)

?

29/ 137
(21.1)
371297
(12.4)
20/102
(19.6)
58/398
(14.5)

Ekzon
n (%)
(10.2)

(10,3)

(7.9)
©.7)
@7
(4.4)
(6.5)
4)

(6.8)

(13.5)
(10.3)
(©)]

5
(13.5)

(9.6)

Yontem

Direkt sekans
Sekans
Direkt sekans
Tagman
HRMA
ARMS
Direkt sekans
Sekans
Direkt sekans
ARMS
Sanger sekans
Fluorescence PCR
Pyrosekans
Sanger sekans + Pyrosekans
Direkt sekans
Sanger sekans
Tagman
Therascreen
Cycle sekans

Therascreen

K/E
n (%)

25/108 (23.1),
241266 (9)

?

?

80/120 (66.6),
64/87 (73.5)

?

140/231 (60.6),
81/253 (32)
136/207 (65.7),
60/175 (34.3)
79/265 (29.8),
131/645 (20.3)
49/85 (57.6),
21/44 (47.7)
1271221 (57.5),
108/476 (22.7)

?

118/238 (49.6),
102/300 (34)
17/200 (8.5),
10/352 (2.8)

81/466 (17.4),

37/735 (5)
76/286 (68),
45/467 (37)

?

22/46 (47.8),
7/91 (7.6)
26/113 (23),
6/184 (3.2)
12/50 (24),
10/180 (5.5)
401274 (16.6),
18/339 (6.7)
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Tablo 5.1. Devamm

Caligma/y1l Etnisite EGFR (+)/ EGFR (+)/ ADK sayist Ekzon Ekzon Ekzon Ekzon Yontem K/E
total olgu say1st n (%) 18 19 20 21 n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
. 83/835 60/220 16 36 2 39 .
P
Hlinkova K ve ark. 2014 Slovakya (10) ©272) a72) (38.7) @1 (419) HRMA-direkt sekans ?

. . 153/1427 127/1427 1 66 29 55 69/355 (19.4),
Bichev SN ve ark£2814 Bulgaristan (10.7) ®.7) ©.7) (43.1) (20.3) (35.9) SARMS 28/1072 (5.4)
87/902 76/902 59 28

? ?
Han B ve ark. 2015 Rusya (9.6) 8.4) 0 67.8) 0 (32.2) ? ?
221/2229 199/1796 . 132/815 (13.9),
? ?
Krawczyk P ve ark. 2015 Polonya o) (10) ? 123 ? 98 Direkt sekans 89/1414 (5.9)
. 63/1161 56/700 2 29 5) 27
P
Skov BG ve ark. 2015 Danimarka (5.4) ®) (.9) (42.8) ©.9) (46..4) Sanger sekans+ ARMS ?
i 247/1713
Avrjantin (14.4) ? ? ? ?
_ 4721417 ) ) ) )
Kolumbiya (36.7) ’ ’ ’ ’
. 456/1939
2 ? ? ?
ArrietaO ve ark. 2015 Meletie (25.2) (26.4) : : : . ARMS+ (30.7),
’ 201/393 Mestizo/yerel (33.7) RT PCR (18.4)
Peru 2 2 ? 2
(51.1)
. 32/102
? ? ? ?
Kosta Rika (32.7) ? ? ? ?
41/174
? 2 2 ?
Panama (255) ? ? ? ?
- 97/206 11 56 4 31
? ?
Veldor VH ve ark. 2016 Hindistan 7) ? (5.3) ©72) (1.9) (155) ARMS ?
A 1947/17664 1647/13425 1319/6252 (21),
? ? ? P
Barlesi F ve ark. 2016 Fransa (11) 122) ? ? ? ? Sanger sekans 617/11316 (5.4)
Bizim calismamiz 7(()11?9 70/386 5 40 7 23 43/141 (30.5),
2016 galisma Tiirkiye (17.1) (6.7) (53.3) (9.3) (30.7) Direkt sekans 27/331 (7.5)
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Tablo 5.2. Akciger karsinomunda EGFR mutasyonunu arastiran Tiirkiye kdkenli ¢alismalarin 6zeti

Calisma/yil

Cetin Z ve ark. 2009

Baykara O ve ark. 2012

Akca H ve ark. 2013

Unal OU ve ark. 2013
Sag SO ve ark. 2013
Bircan S ve ark. 2014

Dogan M ve ark. 2014
Kus T ve ark. 2015
Dilek KZ ve ark. 2016

Bizim ¢alismamiz 2016

Olgu say1
(n

50

50

52

48

132

25

42
60
218

499

EGFR (+)/ Tam
n(%o)

2/50
@)
4/50
(8)
25/52 (48.1)
24/36ADK
18/16YHK
18/48 (37.5)
13/32 ADK
5/16 diger
19/132
(14.39)
11/25KHDAK (44)
5/11ADK (45.5)
6/11YHK (54.5)
3/42
(7.1)
26/60
(12.5)
63/218
(28.9)

70/499 ADK+KDAK (14)

EGFR (+)/ADK
n (%)

2/9
(22.2)

3/20

24/36
(66.7)

13/32
(40.6)

18/127
(14.2)

5/14
(35.7)

?

?

63/218
(28.9)
66/386
(17.1)

Ekzon
18
n (%)

?

(14.2)

(6.7)

Ekzon
19
n (%)

2

2
(50)

19
(76)

(38.8)

(47.37)

(61.5)

(100)

25
(39.6)

(53.3)

Ekzon

n (%)

12
(19)

(9:3)

Ekzon

n (%)

(50)

(24)

(11.2)

(42.1)

(38.5)

17
(26.9)

(30.7)

EGFR
K/E
n (%)
1/2 (50),
1/48 (2)
2/6 (33.3),
2/44 (4.5)

11/13 (84.6),
14/39 (35.9)
57 (71.4),
13/41 (31.7)

9/34 (26.5)
10/98 (10.2)

1/4 (25),
10/21 (47.6)

?

?

33/67 (49.2),
30/151 (19.8)
43/141 (30.5),
27/331 (7.5)
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Tablo 5.3. Calismanmizda izlenen EGFR mutasyonlarinin dékiimii ve bu mutasyonlarin TKI tedavisine yanitlarina iliskin literatiir verileri

*Nadir mutasyon

Mutasyon Ekzon Hasta say1 TKI tedavisine TKIi tedavisine
duyarh (literatiir numarasi) duyarsiz (literatiir numarasi)

G719S 18 1 (220) (156)

P699S* 18 1 (221)

del (ELREA) E746_AT750 19 20 (153, 155, 222-224)

del (LREATS) L747_S752 19 4 (223)

del (LREAT) E747_T751 19 2 (222)

del (LREATSP) E747_P753 19 2 (222)

del (KELRE ) K745_E749 19 2 (225)

del (ELREAT ) E746_T751>VAins 19 2 (224) (223)

del (ELREAT ) E746_T751insl| 19 1 (224)

del (LREA ) L747_AT750 insP 19 1 (222, 226)

del (LREATSP) E747_P753insS 19 1 (153, 227)

del (SPKANKEI ) S752_1759 19 1 (228)

del (KELREA) K745_E750* 19 1 (229)

delE746 P753 >VSins* 19 1 ? ?

del (ELREATSP ) 746_753insATAT* 19 1 ? ?

del (TSPKA) T751_AT755insAT * 19 1 ? ?

H773_774 insH 20 1 (91)

S7681* 20 1 (163) (165)

V769_D770insASV 20 1 (91)

N771_P772ins VDN* 20 1 ? ?

S768_D770 dup SVD 20 1 (91, 222)

L858R 21 18 (153, 158, 228)

E709A+G719A* 18+18 1 (171, 230)

G719C+S7681* 18+20 1 (231, 232)

T790M+L858R* 20+21 1 (228, 229, 233)

H870R+L858R* 21+21 1 (233, 234)

V834L+L858R* 21+21 1 (171, 220)
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Tablo 5.4. EGFR geninde SNP (Q787Q) ile iliskili ¢aligmalarin 6zeti

Calisma /y1l
Zhang W ve ark. 2006

Choi J ve ark. 2007
Sasaki H ve ark. 2008
Jin T ve ark. 2009
Metzger B ve ark. 2011
Lee GH ve ark. 2012
Akca H ve ark. 2013
Koh JW ve ark. 2016

Bizim ¢alismamiz 2016

Etnik grup
ABD
Beyaz 1tk

Kore
Japonya
Cin
Avrupa
Kore
Tiirkiye
Kore

Tiirkiye

Tam

Akciger (ADK+KHDAK)
Akciger kanseri

Akciger (ADK+KHDAK)
Bas ve boyun YHK
Kolorektal kanser
Endometriozis

Akciger kanseri

Akciger (ADK-+KHDAK)

Akciger (ADK+KHDAK)

Hasta grubu n,
homozigot veya
heterozigot SNP oram n(%b)
122
(83.7)

582
(26.8)

303
(28.3)

96
(23)

225
(83.11)

299
(23)

52
(28.8)

152
(23.9)

506
(79.6)

Kontrol grubu n,
homozigot veya
heterozigot SNP oram n(%)
147
(73.4)

582
(26.3)

?

?
61
(91.88)
286
(22.1)

?
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Tablo 5.5. Akciger adenokarsinomunda EGFR mutasyonu ile baskin patern iliskisine yonelik ¢aligmalarin 6zeti

Toplam EGFR EGFR mutant EGFR “wild”
1 /yil olgu/ADK mutant
Calisma/yl 9 n n (%) Paternler (%) Paternler (%)
Sa':'IITZV(;EM 107 (5%45) Mikropapiller (83.3)>lepidik (62.5)> asiner (50)=papiller (50) >solid (28.6) Solid (71.4)> asiner (50)=papiller (50) >lepidik (37.5) >mikropapiller (16.7) (10 IMA)
';‘:k': o1 219 (1;2) Mikropapiller (100) > papiller (72.5) >lepidik (70.6)>asiner (64.8) > solid (33.3) (1IMA) Solid (66.7) >asiner (35.2) >lepidik (29.4) >papiller (27.5)
19
SunpL 389 (51.3)
a'l,ll? 201\; 249 138 Papiller (70) >asiner (56.6) > mikropapiller (50) >lepidik (42.9) > solid (38.9) (1 IMA) Solid (61.1) >lepidik (57.1) > mikropapiller (50) > asiner (43.4) > papiller (30) (2 IMA)
’ Paterni
belirli Eo)
azrhlfnz%fz"e 349 (72:3) AIS=MIA (100) >asiner (83.3) >mikropapiller (83.1) >lepidik (82.4) > papiller (72.2) > solid (60.9) (%28.6 IMA) Solid (39.1) > papiller (27.8) > lepidik (17.6) > mikropapiller (16.9) >asiner (16.7)
aRr“zS;glF;A ve 59 é;) Asiner (44) > mikropapiller (38) >solid (5) Solid (95) >mikropapiller (62) > asiner (66)
2?292%1\1; 161 (4?.76) Mikropapiller (73.9) >lepidik (72.2)>asiner (42.1) > papiller > (40.5) MIA (16.7) = solid (16.7) Solid (83.3)=MIA (83.3) > papiller (59.5) >asiner (57.9) > lepidik (27.8) > mikropapiller (26.1)
:flfhz'éi"s"a ale 167 (59309) AIS (85.7) >MIA (83.3) > lepidik (71.4) > papiller (68.5)>mikropapiller (40.1)>asiner (57.9>solid (14.3) Solid (85.7) >asiner (42.1) > mikropapiller (59.9) > papiller (31.5) > lepidik (28.6) >MIA (16.7) > AIS (14.3)
rr’ﬁ’%fs"e 425 (1‘;65) Mikropapiller (32) >lepidik (23.3)>asiner (18.8) > papiller (14.3) >solid (9.4) Solid (90.6) > papiller (85.7) >asiner (81.2) > lepidik (76.7) > mikropapiller (63)
Villa C ve 4 - : . ) . . . i
ark. 2014 200 (20.5) Lepidik (44) >papiller (28.5) >asiner (13.5) > solid (13) Solid (87) >asiner (86.5) >papiller (71.5) >lepidik (56)
;‘l:‘ \2(0‘13 102 (3%92) Mikropapiller (70.6) >lepidik (50)>papiller (33.3) >asiner (30) >solid (8.4) Solid (91.6) >asiner (70) >papiller (66.6) >lepidik (56) >mikropapiller (20.4)
Ca':ﬁ';ozl\f 206 (égz % Mikropapiller (80) >papiller (70.7) >asiner (69.5) > lepidik (68.85) > solid (16.7) Solid (83.3) >lepidik (31.15) > asiner (30.5) > papiller (29.3) >mikropapiller (20)
135
Kim H J ve % (87.6)
ark. 2014 € 135 60 Papiller (77.8) > lepidik (61.1) >asiner (57.6) > mikropapiller (33.3) > solid (16.7) Solid (83.3) > mikropapiller (66.7) >asiner (42.4) >lepidik (38.9) > papiller (22.2) (7 IMA)
’ Paterni
belirli GES)
Qiang G ve 97 44 Low grade (AIS+MIA+lepidik) (65) >Intermediate grade (asiner+papiller) (32.5) >High grade High grade (mikropapiller+solid) (70.6) >intermediate grade (asiner-+papiller) 67.5) >Low grade
ark. 2016 (45.4) (mikropapiller+solid) (29.4) (AIS+MIA+lepidik) (35)
Za’;ﬁ"go'}g’ € 637 (f; 63) Lepidik (53.8) >papiller+mikropapiller (49.5) >asiner (44.6) > solid (40.7) Solid (59.3) >asiner (55.4) >papiller+mikropapiller (50.5) >lepidik (46.2)
386 66
Bizim a7 Mikropapiller (40) > lepidik (36) > papiller (20) > asiner (17.6) > solid (5.4) Solid (94.6) >asiner (82.4) >papiller (80) >lepidik (74) >mikropapiller (60)
calismamz 2016 150 Paterni 8 Pap P pap . . . 4) >papi D
belirli
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Tablo 5.6. Baskin patern ile EGFR mutant ekzon arasindaki iliskiyi arastiran ¢alismalarin 6zeti

EGFR mutant

Calisma/yil n (%) Mutasyon yerine gore baskin patern dagilim
18 (8):lepidik 2 (25), asiner 2 (25), papiller 2 (25), solid 2 (25)
’Z\'S‘fgm“ra RUBELS 12%362)0 19 (51): asiner 24 (47), papiller 15 (29.4), AIS+MIA 6 (11.7), lepidik 3 (5.8), mikropapiller 2 (3.9), solid 1 (1.9)
’ 21 (71): papiller 32 (45), asiner 24 (33.8), lepidik 9 (12.6), AIS+tMIA 8 (11.2), solid 1 (1.4)
212/410 19: lepidik (50.9), asiner (29.6), papiller (12.3), solid (4.4), mikropapiller (2.6)
Isaka T ve ark. 2014 (51.7) 21: lepidik (56.3), asiner (29.1), papiller (9), solid (3.2), mikropapiller (2.3)
Cheng C ve ark. 2015 73(2/11‘21?1 18 (34): asiner 16 (47.1), papiller 8 (23.5), solid 4 (11.8), lepidik 4 (11.8) ve MIA 2 (5.9)
LuE ve ark. 2015 132/219 19: asiner 38 (66.6), papiller 11 (19.2), lepidik 6 (10.5,) solid 2 (3)
' (60.3) 18,20,21: asiner (60), papiller 18 (24), lepidik 6 (8), solid 3 (4), 2 mikropapiller (3)
66/499 18 (3):asiner 1 (33.3), lepidik 3 (33.3), mikropapiller 1 (33.3)
. (17.2) 19 (17): asiner 11 (64.7), lepidik 3 (17.6), papiller 1 (5.9), mikropapiller 1 (5.9), solid 1 (5.9)
];5212“ e (paterni degerlendirilen | 20 (1): asiner (100)
28 olgu) 21: asiner 1 (14.3), lepidik 5 (71.4), solid 1 (14.3)

Tablo 5.7. TTF-1 ve Napsin A’nin sensitivite ve spesifitesine yonelik ¢alismalarin 6zeti

Sensitivite Spesifite
Olgu sayr/ TTF1 NapsinA TTF1 NapsinA
Calisma /y1l Etnisite materyal (%) (%) (%) (%)
Zhang P ve ark. 2010 Cin 212ADK/rezeksiyon 84.4 84.9 83.9 93.8
Stoll LM ve ark. 2010 ABD 75ADK(/ sitoloji 81 65 81 96
Fatima N ve ark. 2011 ABD 35ADK/sitoloji 80 82 62 87
Turner BM ve ark. 2012 Japonya 303ADK/rezeksiyon 64 87 90 97
Ao MH ve ark. 2014 ABD 77ADK/rezeksiyon 85.7 89.6 75 90
Ma Y ve ark. 2015 Cin 119 ADK/rezeksiyon 87 72.2 83.9 85.3
Ikeda S ve ark. 2015 Japonya 40ADK/rezeksiyon 88 85 100 95
Bizim ¢alismamiz 2016 Tiirkiye 398 ADK —TTF-1, 335 ADK — NapsinA/rezeksiyon, biyopsi, sitoloji 88.2 84.8 ? ?

79



Tablo 5.8. EGFR mutasyonu ve TTF-1 iliskisine yonelik ¢aligsmalarin 6zeti

Calisma/yil

Tang X ve ark. 2011
Leary AF ve ark. 2011
Sun PL ve ark. 2012

Vincenten J ve ark. 2012

Valle A ve ark. 2013
Gahr S ve ark. 2013
Warth A ve ark. 2013
Villa C ve ark. 2014
Kim HJ ve ark. 2014

ShanzhiW ve ark. 2014
Sheffield BS ve ark. 2014

Jie Liu ve ark. 2014

Somaiah Nve ark. 2014
Hantson | ve ark. 2014

Bizim calismamiz 2016

EGFR mutant

TTF-1(+) [TTF-1(-)

n (%)
14/6 (64/36)
15/0 (100/0)

7716 (92.8/7.2)
105/9 (92.1/7.9)
145/3 (98/2)
101/7 (93.5/6.5)
56/9 (84.8/15.2)
32/0 (100/0)
126/6 (95.5/4.5)
261/1 (99/1)
58/4 (93/7)
63/2 (96.9/3.1)
222/2 (99.1/0.01)
29/1 (96.6/3.4)
56/1 (98.2/1.8)

EGFR “wild”

TTF-1(+) /TTF-1(-)

n (%)
45/137 (33/67)
40/15 (73/27)

74 /33 (69.2/30.8)
403/228 (63.8/36.2)
675/218 (76/24)
526/220 (70.5/29.5)
310/43 (87.8/12.2)
101/12 (89/11)
150/60 (69.4/36)
393/9 (93/7)
178166 (73/27)
59/15 (79.7/20.3)
49/28 (63.6/36.4)
140/43 (76.5/23.5)

250/99 (71.4/28.6)

Tablo 5.9. EGFR mutasyonu ve Napsin A iliskisine yonelik ¢alismalarin 6zeti.

Cahsma/yil

Lee JG ve

ark. 2011

Warth A ve

ark. 2013

LiuJve

Ark. 2014

Bizim ¢alismamiz 2016

EGFR mutant
Napsin A+/Napsin A-

n (%)
53/3
(94.6/5.4)
56/10
(84.8/15.2)
47/18
(72.3/27.7)
46/2
(95.8/4.2)

EGFR “wild”

TTF1 (+)
K/E
n (%)
56/29
2

ECIER RO IS IR

?
99.31/97.83
?

?

?

?
82.8/67.6

Napsin A+/Napsin A-

n (%)
38/16
(70.3/29.7)
261/93
(73.7/26.3)
40/34
(54.1/45.9)
207/94
(69.1/30.9)

Tani
179ADK+104YHK
70 KHDAK
196 ADK
745 ADK+Digerleri
1,243 ADK+ 49 YHK+ 111 KHDAK
944ADK+178KHDAK
425ADK
200ADK
359ADK
664ADK
563ADK+85KHDAK
169 ADK
301 ADK
297 ADK+KHDAK
406 ADK+KHDAK
Napsin A+ Tam
K/E n
n (%)
50/41 110 ADK
(54.9/45.1)
? 420 ADK
44/43 139 ADK
(65.7/59.7)
89/197 349ADK+KHDAK
(80.2/67.5)



6. SONUCLAR

- Calismamizda 600 olgu iizerinden EGFR mutasyonu bulunduran ve
bulundurmayan kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomast olgularinda

morfolojik ve immiinhistokimyasal 6zellikler arastirilmistir.

- Sitoloji materyallerinin DNA fragman uzunlugu ve analiz basarisi
acisindan rezeksiyon ve biyopsi materyallerinden daha iistiin oldugu
goriilmistiir. EGFR mutasyon analizi igin rezeksiyon, biyopsi ve sitoloji

materyallerinin esit derecede kullanilabilir oldugu saptanmuistir.

- Asit takibinin DNA kalitesi lizerine dnemli etkisinin bulundugu, asit takibi
yapilan kemik dokularda DNA kalitesinin daha diisiik oldugu saptanmustir.
Kemik igeren dokularda, EDTA gibi alternatif soliisyonlarin kullanim1 ya da
bunlarda, timor igermesi muhtemel yumusak dokularin ayiklanarak asitsiz

olarak ayr1 islem yapilmasi faydali olacaktir.

- Takip ve tespit islemi kendi laboratuarimizda yapilan olgularda DNA
fragman uzunlugu ve analiz basarisi dis merkezlerden konsiilte edilen
olgulardan daha yiiksek bulunmustur. Bunun dokularin tespiti ve doku
takibi ile ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir. Molekiiler ¢alismalarda giivenilir
sonuglar i¢in doku tespiti ve takibi esnasinda islem standardizasyonu

Onemlidir.

- Calismamizda EGFR mutasyonu genel olarak akcigerin kiigiik hiicreli
karsinomas1 disindaki kanserlerinde %14, adenokarsinomalarda ise %17.1
oraninda saptanmistir. Bu oranlarin Avrupa serilerine ait c¢alismalarin
verilerine daha yakin oldugu goriilmiistir. EGFR mutant olgularda yas
ortalamas1 62.15°dir. EGFR mutasyonu kadin adenokarsinoma olgularinda,

erkeklere gore daha yiiksek oranda (%33.9’a karsilik %9.4) bulunmustur.

- Bu seride en sik goriilen mutasyon ekzon 21 (L858R) nokta mutasyonudur
(%28). En sik mutasyon izlenen bolge ise ekzon 19 olarak bulunmustur

(%53.3). Ekzon 19 mutasyonlari i¢inde en sik goriilen mutasyon, tiim
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mutasyonlarin %26.6’simn1 ve ekzon 19 mutasyonlarinin da % 50’sini

olusturan L746-E750 “in frame” delesyonudur.

EGFR mutant olgularda %79.4, EGFR “wild” tip olgularda ise %80.5
oraninda SNP (Q787Q) varlig1 goriilmiistiir. Bu degisikligin timor tipi ya
da mutasyon varhigi ile degil, etnisite ile ilgili bir degisiklik olabilecegi

diistintilmiistir.

EGFR mutasyonu mikropapiller paterne sahip adenokarsinomalarda en
yiiksek (%40), solid paterne sahip adenokarsinomalarda en diisiik (%5.4)
olmak fizere tiim tiplerde izlenmistir. Bu agidan tiimérde izlenen paternin

EGFR mutasyonu varligi ag¢isindan rehberlik edemeyecegi diisiiniilmiistiir.

Miisin igeren olgularin biiyiik cogunlukla (%91.4) EGFR “wild” tip oldugu

goriilmiistir.

EGFR mutant olgularin %98.2°s1 TTF-1 pozitif olarak saptanmistir. TTF-1
negatif olgular %99.1 oraninda EGFR “wild” tip olarak goriilmiistiir. Bu
acidan test maliyeti ya da testin yapilma siiresi ilgili sorun oldugu
durumlarda, ya da test edilecek doku miktar1 siirli oldugunda; TTF-1
negatif bir akciger tlimoriinde oncelikle EGFR disindaki tedavi hedeflerine

yonelmenin daha dogru olacag diisiiniilmiistiir.

EGFR mutant olgularda %95.8’de Napsin A pozitif olarak saptanmustir.
Napsin A negatif olgular %97.9 oraninda EGFR “wild” olarak bulunmustur.

Calismamizda EGFR mutant olgularin hepsi (%100) ALK negatif olarak

bulunmustur.

Direkt sekanslama ile yapilan bu ¢aligmada %16 oraninda nadir EGFR
mutasyonlart izlenmistir. Mutasyon profili bilinmeyen, Tirkiye toplumu
gibi toplumlarda mutasyon analizinin, beklenmeyen mutasyonlar1 da
ortaya cikartabilecek tarama yontemleri ile yapilmasinin daha dogru

oldugu diistiniilmiistiir.
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OZET

EGFR Mutasyonu Bulunduran ve Bulundurmayan Akciger Karsinomasi
Olgularinda Morfolojik ve Immiinhistokimyasal Ozellikler

Amag: Akciger adenokarsinomasinda Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii
(EGFR) mutasyonlar1 sik goriilen bir bulgudur ve bu mutasyonlart bulunduran
olgularda EGFR tirozin kinaz inhibitérleri bir tedavi alternatifi olusturmaktadir. Bu
caligmada Tirkiye toplumunda akciger adenokarsinomalarinda EGFR mutasyon
oraninin, mutasyon dagilimi ve tiplerinin arastirilmas1 amaglanmistir. Ayrica EGFR
mutasyonu ile morfolojik o6zellikler, TTF-1 ve Napsin A boyanmasi arasindaki
iliskiler irdelenmistir. EK olarak, mutasyonu tespit etmede kullanilan materyal tipi ile

mutasyon analizinin teknik basaris1 arasindaki iliskiler arastirilmistir.

Materyal ve Metod: 2012-2015 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi (AUTF) Patoloji ABD, Molekiiler Patoloji Laboratuar’’da EGFR mutasyon
analizi yapilmis olan toplam 600 olgu geriye doniik olarak degerlendirilmistir.
Hastalara ait verilere bilgisayar kayitlarindan ve arsiv sisteminden ulasilmistir. Veri
tabanindan hastanin yasi, cinsiyeti, O6rnegin tipi (sitoloji/biyopsi/rezeksiyon),
lokalizasyon (metastatik/primer), materyalin kaynagi (AUTF hastaneleri ya da
konsiiltasyon), tani verilirken yapilan immiinhistokimyasal incelemeler, DNA
analizinde elde edilen fragman uzunlugu, EGFR mutasyon durumu (var/yok), EGFR
geninde SNP varhigi (var/yok), ALK gen rearanjman durumu (var ya da yok)
kaydedilmistir. Tim materyallerin 6nceki rutin, 6zel ve immiinhistokimyasal boyali
kesitleri yeniden degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede tanilar gézden gegirilmis,
yeterli miktarda doku iceren tiim adenokarsinoma olgulari patern acisindan ve miisin
varhigi agisindan yeniden degerlendirilmistir. Yeterli doku igeren olgularda da doku
“array” bloklar1 elde edilerek TTF-1 ve Napsin A immiinhistokimyasal boyamalari
yapilmustir. Istatiksel analizler ‘SPSS for Windows 15’ paket programinda yapilmis

ve p < 0.05 i¢in sonuglar anlamli kabul edilmistir.
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Sonuclar:

EGFR mutasyon analiz yapilmis 600 olgunun 495’inde 4 ekzon, 30’unda 3
ekzon, 7’inda 2 ekzon, 1’inde ise sadece 1 ekzon mutasyon agisindan
degerlendirilebilmis, 67 olguda ise ya DNA elde edilememis ya da elde
edilmesine karsin, hi¢bir ekzonda basar1 elde edilememistir. Sitoloji
materyalleri DNA fragman wuzunlugu ve analiz basarisi agisindan
rezeksiyon ve biyopsi materyallerinden daha {istiin olarak bulunmus;
EGFR mutasyon analizi i¢in rezeksiyon, biyopsi ve sitoloji materyallerinin
esit derecede kullanilabilir oldugu saptanmistir. Asit takibinin DNA
kalitesi tlizerine Onemli etkisinin bulundugu, asit takibi yapilan kemik

dokularda DNA kalitesinin daha diisiik oldugu saptanmustir.

Calismamizda EGFR mutasyon oran1 genel olarak akciger kanserlerinde
%14 adenokarsinomalarda ise %17.1 oraminda saptanmistir. Bu oranlarin
Avrupa serilerine ait calismalarin verilerine daha yakin oldugu goriilmiistiir.
EGFR mutant olgularda yas ortalamasi 62.15 yil, EGFR mutant olmayan
olgularda 60.63 yil olarak bulunmustur. Kadin adenokarsinoma olgularinda
EGFR mutasyon oran1 %33.9, erkeklerde %9.4’dur.

Bu seride en sik goriilen mutasyon ekzon 21 (L858R) nokta mutasyonudur
(%28). En sik mutasyon izlenen bolge ise ekzon 19 olarak bulunmustur
(%53.3). Ekzon 19 mutasyonlari i¢inde en sik goriilen mutasyon, tim
mutasyonlarin %26.6’simn1 ve ekzon 19 mutasyonlarinin da % 50’sini
olusturan L746-E750 “in frame” delesyonudur. Bu seride 5 olguda cift
mutasyon saptanmustir. Izlenen mutasyonlarmn %16 kadar1 nadir EGFR

mutasyonlarindan olugsmaktadir.

EGFR mutasyonu mikropapiller paterne sahip adenokarsinomalarda en
yiiksek (%40), solid paterne sahip adenokarsinomalarda (%5.4) en diisiik
olmak tiizere tiim tiplerde izlenmistir. Miisin igeren olgularin biiyiik

cogunlukla (%91.4) EGFR “wild” tip oldugu goriilmiistiir.

EGFR mutant olgularin %98.2°si TTF-1 pozitif olarak saptanmistir. TTF-1
negatif olgular %99.1 oraninda EGFR “wild” tip olarak goriilmiistiir.
TTF-1 negatif olgularda EGFR mutasyonuna rastlama olasiliginin ¢ok
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diisiik oldugu ve TTF-1 negatif olgularda diger tedavi hedeflerinin ele

alinmasinin daha dogru olacag diistiniilmiistiir.

- EGFR mutant olgularin %95.8’inde Napsin A pozitif olarak saptanmustir.
Napsin A negatif olgular %97.9 oraninda EGFR “wild” tip olarak

bulunmustur.

- Calismamizda EGFR mutant olgularin hepsi (%100) ALK negatif olarak

saptanmuistir.

- EGFR mutant olgularda %79.4, EGFR “wild” tip olgularda ise %80.5
oraninda SNP (Q787Q) varligi goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Akciger adenokarsinoma, EGFR, TTF-1, Napsin A,
ALK
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SUMMARY

Morphological and Immunohistochemical Features of Lung Carcinoma with or
without EGFR Mutation

Objective: Epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations are common
in lung adenocarcinomas. EGFR tyrosine kinase inhibitors are indicated in tumors
with these mutations. In this study, we aimed to investigate the frequency and
distribution of EGFR mutations in Turkey. In addition, relationships between EGFR
mutation and  morphological  (predominant pattern and mucin) and
immunohistochemical (TTF-1 and Napsin A staining) features were evaluated.
Furthermore, the relationships between material type (cytological, biopsy or

resection) and the success of mutation analysis were investigated.

Methods: 600 primary and metastatic, therapy-naive non-small cell lung
carcinoma (NSCLC) cases, that were investigated for EGFR mutation by Sanger
sequencing in Ankara University Medical School Pathology Department between the
2012-2015, were retrospectively evaluated. Archival records, routine and
immunohistochemically stained sections were re-examined. TTF-1 and Napsin A
immunohistochemical stains were performed, by forming a tissue array, when
adequate paraffin embedded tumor tissues were available. Statistical analysis was
performed using SPSS for Windows 15 and p <0.05 was considered as statistically

significant.

Results: Mutation analysis was successful in 499 (83.1%) cases. A total of 75
mutations were detected in 70 (%14) patients. Success rate of mutation analysis and
DNA fragment length were higher in cytology specimens, when compared with
biopsy and resection specimens. EGFR mutation rate in adenocarcinoma was 33.9%
for women and 9.4% for men. The distribution of mutations was: 6.7, 53.3, 9.3 and
30.7%, in exons 18, 19, 20 and 21 respectively. In this series, the most common
mutation was exon 21 (L858R) point mutation (28%), followed by exon 19 L746-
E750 "in frame" deletion (26.6%) The highest frequency of EGFR mutations was
found in adenocarcinomas with a predominantly micropapillary pattern (40%), and
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the lowest frequency was found in adenocarcinomas with a predominantly solid
pattern (5.4%). All EGFR mutant cases, except for one case, were positive for TTF-
1. All mutant cases were also positive for Napsin A, except for two cases. Q787Q

SNP was a frequent finding in our series (79.6%).

Conclusion: EGFR mutation rate is lower than that of Asia Pacific in Turkish
NSCLC cases. Mutation rate and distribution are similar to other European countries.
TTF-1 negativity is a good predictor of a wild type EGFR. We think that, TTF-1
status could be incorporated in molecular algorithm of NSCLC cases in resource

poor countries.

Key Word: Non-small cell lung cancer (NSCLC), EGFR, ALK, TTF-1,
Napsin A
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EK

EGFR mutasyon analizi i¢cin CAP/IASLC/AMP (The College of American

Pathologists, the International Association for the Study of Lung Cancer, the

Association for Molecular Pathology) klavuzu onerileri

Hasta se¢imi

Klinik dzelliklerinden bagimsiz (yas, cins, sigara dykiisii) adenokarsinoma tanist
almis hastalar

Adenokarsinoma tanisi almus ileri evre hastalar (TNM 7’ye gore evre 4)
Erken evre hastalar i¢in onkoloji ile ortak karara gore

Yeni 6rnekler aliarak, lokal progresyon ve tedavi direnci olugan hastalar

EGFR analizi igin
materyal secimi

Rezeksiyon materyallerinde histolojik derecesinden bagimsiz adenokarsinomalar veya
adenokarsinoma komponenti i¢eren diger akciger tiimorleri

Adenokarsinoma komponentinin varligiin tam olarak dislanamadigi, sinirli miktarda
tiimdr iceren klinik 6zellikler (geng yas, sigara dykiisii bulunmayan) dikkate alinarak,
yasst hiicreli veya kiigiik hiicreli kanser morfolojisine sahip biyopsi ve sitolojik
materyaller

Primer ve metastatik tiimorler

Multipl primer odak iceren tiimérlerde her bir odak ayr1 ayr1 incelenmelidir.

Immiinhistokimyasal olarak adenokarsinoma diferansasyonu gdstermeyen piir yassi
hiicreli, kiigiik hiicreli ve biiyiik hiicreli kanserlerde EGFR analizi 6nerilmemektedir.

- Ayn1 tiimériin farkli alanlar icin birden fazla EGFR analizi dnerilmemektedir.

EGFR analiz
yontemi

PCR bazli EGFR mutasyon analizi

EGFR mutasyon analizi yeterli performans 6zelliklerine sahip her hangi bir valide
yontem

En az %50 oraninda tiimdr iceren ornekleri analiz edebilen bir yilintem kullanilmalidir

%1 siklikta goriilen tiim mutasyon tiplerini saptayabilen bir yéntem kullaniimalidir.

EGFR kopya sayisinin (FISH veya CISH yontemi ile) saptanmasi veya
immiinhistokimya ile EGFR degerlendirilmesi 6nerilmemektedir.

EGFR mutasyon
analizi icin
secilecek dokular

Parafine gomiilii dokular, taze, dondurulmus dokular, formalin veya alkol ile tespit
edilmis dokular

Sitoloji materyallerinde hiicre bloklarinin, yayma preparatlara tercih edilmesi; ancak
yayma preparatlarin da kullanilabilecegi 6nerilmektedir.

Dekalsifiye dokular, asidik veya agir metal fiksatifleri ile tespit edilmis dokular
onerilmemektedir.

Patologun rolii

DNA miktari ve kalitesi agisindan tiimor alanini secerek dokunun yeterliligini
belirlemeli

Analiz edilecek her bir 6rnek tiimdr igerigi agisindan degerlendirmeli, gerektiginde
timor hiicre oranini artirmak i¢in deneyimli teknologa lazer mikrodiseksiyon i¢in
yonlendirmelidir.

EGFR mutasyon
analiz sonuclari

EGFR mutasyon analiz sonuglarma 2 hafta (10 is giinil) i¢erisinde ulasilmalidir.
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