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Giris ve Kapsam

Metastatik KHDAK tedavisi, son yillarda, tumor hicrelerinin molekiler profli ve
histolojisi tarafindan yonlendirilen tedavi stratejilerine odaklanilarak buyuk dlgtide
degismistir (1). Akciger kanser hiicreleri nokta mutasyonu, amplifkasyon, insersiyon,
delesyon ve translokasyon gibi bircok genetik degisiklikler icerir. TUmor biyimesini
tesvik eden bu genlerdeki amplifkasyonlar, nokta mutasyonlari ya da yeniden yapisal
diuzenlenme sonucu olusan fuzyon proteinleri, onkojenik sinyal yolaklarinda kontrolstiz
iletime yol agmaktadir (2). Hiicrenin yasamasi aberran sinyal aktivasyonunun

devam etmesine bagli oldugunda, onkogen bagimlihgi ortaya ¢gikmaktadir. Onkogen
bagimliigina yol agcan mutasyonlar suriict (driver) mutasyonlardir. Suriict
mutasyonlara/genetik degisiklere sahip timorler, olusan gen urunlerini hedefeyen
tedavilere karsi oldukga hassastir (2-4).

2021 Akciger Kanseri Ulusal Test Rehberi'nde uluslararasi kilavuzlarin tavsiyeleri ve
mevcut bilimsel veriler isiginda mutabik kalinan molekdler testlerin Turkiye'deki
uygulamalari belirtiimektedir. Bu 6neriler, test yapilacak uygun hastalara ve 6rneklere
bu testlerin ne zaman ve nasil yapilmasi gerektigine yoneliktir. KHDAK’da molekdler
test algoritmalari, birinci basamakta ve daha sonraki basamaklarda hastaligin
progresyonu uzerine gelistirilmistir.

Akciger Kanserinin Turkiye’de Guncel Verileri

Akciger kanseri, dinya capinda en yaygin kanser turi olup, kansere bagl dlimlerin ilk
siradaki nedenidir. Dunya Saglik Orgutirniin (DSO) 2018 yili kanser istatistiklerine gére
2 milyona yakin kisi (tum kanserlerin %11,6's1) akciger kanseri tanisi almistir. Erkeklerde
%14.,5 ile birinci, kadinlarda ise %8,4 ile meme kanseri ve kolorektal kanserden sonra 3.
sirada yer almaktadir. Kansere bagl 6lim nedenleri icinde de tum diinya ntfusuna
bakildiginda ilk siradadir (1,8 milyon kisi, %18,4). Erkeklerde %22 ile birinci, kadinlarda
%12,8 ile meme kanserinden sonra ikinci en sik kansere bagh 6lim nedenidir (5).
Ulkemizde ise DSO 2018 raporuna gore yilda 34.703 (%16,5) yeni akciger kanseri tanisi
konmustur. Goérilme sikligi erkeklerde 29.405 (%24,7) yeni olgu ile 1, kadinlarda ise
5.298 (%5,8) yeni olgu ile 5. siradadir. Turkiye’de tani alma medyan yasi 64 olarak
gorulmekte, 40 yasin altindaki bireylerde bu kansere daha nadir rastlaniimaktadir.
Ulkemizde akciger kanserlerinde %80 oraninda kiigiik hiicreli disi kanser histolojisinde
bulunmaktadir. Bunlarin %38'i skuamoz hiicreli karsinom, %47'si adenokarsinomdur.
Hastalik genellikle ileri evrelerde teshis konulmakta, tlkemizde goérulen vakalarin da
%15'ini lokalize, %27'sini bolgesel, %58'sini ise uzak yayilim grubu olusturmaktadir (6).



Akciger Kanserinde Multidisipliner Yaklasimin Onemi

Klinisyen ve patolog arasindaki iyi iletisim ile;

Molekiler calismanin 6ncelikle yapilmasi gerektiginde, patologun bilgilendiriimesi,

Materyalin oncelikli olarak korunmasi igin 6zel islemlerin gerektigine dair bildirimin
yapiimasi,

Formaline maruz kalma suresinin uzamamasi i¢in érneklerin cuma gunu veya tatil
gunlerinden 6nceki giin ainmamasinin saglanmasi,

islemi gerceklestiren doktorun molekiiler calisma icin kazanilmis direng kuskusunda,
ozellikle buytyen lezyonlardan biyopsi alinmasinin 6nemli oldugunu bilmesi,

islem amacinin hangi spesifk molekiler veya yardimci testler icin oldugunun
bilinmesi saglanir (7).

Akciger kanseri molekiler tumor kurulu, akciger kanseri olan bir hasta i¢in en iyi
tedaviyi belirlemekten sorumlu multidisipliner bir uzmanlar grubudur. Ancak lokal
ileri veya metastatik evrede olan hastalarin daha sonra molekiler timaor kurulunda
sunulmasi; histolojik tani, timorin molekuler ozellikleri ve PD-L1 ekspresyonu gibi
verilerin daha iyi analiz edilerek, daha hassas bir tedavi kararinin veriimesinde daha
etkin olur;

Yeni tani alan metastatik hastalar icin molekuler tumor kurulunda, molekuler testler
icin yeterli materyal olup olmadigi ve tim molekiler ve/veya immunohistokimyasal
(IHK) testlerin yapilip yapilmayacag belirlenir.

Bilinen bir molekuler belirteci olan progresif hastalarda likit biyopsi ve/veya yeni
biyopsi sonuclari analiz edilebilir.

immiinoterapiden sonra olasi hastalik progresyonu, psédoprogresyon veya
hiperprogresyon olan hastalar tartisilabilir.

Molekiler sonuclar disaridan alinan hastalarin sonuglar degerlendirilebilir.
Saptanan mutasyon veya translokasyonu yeniden dogrulamak icin kurulda
sunulabilir veya kurula danisilabilir.

Kesin evreleme gerektiren multipl adenokarsinomu olan hastalarda cerrahi
materyallerde multipl senkron timaorlerin molekuler ayrintilarini bilmek icin
sunulabilir.

Hastaligin ilerlemesi nedeniyle, hasta bir klinik arastirmaya girebilir veya farkli bir
tedavi segcenegine sahip olabilir. Bu nedenle hastaya ait 6nceki materyallerin yeni
teshis calismalari/teknikleri icin kullanmak gerekebilir (8).



Orneklem Sirasinda Yeterli Doku Eldesi ile ilgili Yaklasimlar

Taniya Etki Eden Faktorler

Dokunun molekuler testler icin korunmasi ana hedeftir. Tedavi segiminde
immunhistokimyasal ¢alismalar molekiler testlerden daha az 6Gneme sahiptir.
Sinirl tanisal IHK paneli uygulanmali ve molekiiler testler icin materyalin yeterliligi
saglanmalidir (9).

* Molekiler ve immunohistokimyasal testleri yaparken tumaor ytizdesi, tumor hicre
miktari ve ayrica preanalitik degiskenler g6z dnunde bulundurulmalidir (10).

Elde edilen érneklerin cogu kiguk biyopsi ve/veya sitolojik 6rnekler (6rnegin

hiicre bloklari, yaymalar ve sivi bazli sitoloji) olup, iIHK ve molekiiler calismalar igin
uygundur. Bu materyallerin kullanimi her laboratuvarin deneyimine, kapasitesine ve
hastanin diger 6rneklerindeki hiicresellige bagli olacaktir (11). Seluler bir ince igne
aspirasyonu, nekrotik bir rezeksiyondan daha iyidir.

* Hastaya ait birden fazla 6rnekleme varsa en gtincel ve yeterli olan tercih edilmelidir
(DNA ve RNA daha iyi korunmus olacaktir).

e Tumor hucrelerinin en ¢gok oldugu blok secilmeli ve alan isaretlenip sadece o alan
calisiimalidir.

- infamasyon ve nekrotik alanlar bulunmayan yada miimkiin oldugunca az bulunan
bloklar secilmelidir.

Materyalin Kalitesi ve Miktari

Biyobelirtecler icin yeterli ve optimum kalitede numune elde etmek icin ilgili

profesyonellerin yeterli bilgiye sahip olmasi ve sorumluluk almasi 6nemlidir

* Enaz5 endobronsiyal/transbronsiyal forseps biyopsi ve maksimum tumoér volimu
icin 5 forseps biyopsi veya 2 kriyo biyopsi daha alinmalidir.

* En az 4 EBUS/EUS aspirasyonu yapilarak mimkun olan her lezyona girilmelidir.

e En az 2 perkutan kor biyopsi (18- 20 G igne ile) ve maksimum tumaor volumu igin 3-6
kor biyopsi daha alinmalidir.

* Maksimum sekilde 6rneklerin kullaniimasi icin uygulanacak stratejiler:

1. Teknik olarak her bir kor biyopsi, ayri ayri gémulir (blok basina 1 kor). Eger kor
biyopsisi uzunsa (Orn., 2 cm), 2 blok icine yerlestiriimek Uizere ikiye boliinebilir.
Forseps biyopsi islemlerinden elde edilen daha kiicuk doku parcalari boyutuna
bagli olarak blok basina 1-3 parcga ile gomulir.

2. Doku parcalarinin tek tek bloklara ayrilmasi ve sig yuzeyli olmasi ¢ok sayida avantaj
saglar. Her bir doku parcasinin ayri olarak incelenmesini ve belirli molekuler ya da
yardimcl testler icin dokunun en iyi sekilde kullanimini saglar.



. Parafn bloktaki dokunun buyukligune dikkat ederek ilk tani icin minimal invaziv
kesit alinmali ve birden fazla (yaklasik 10-15) boyasiz kesit alinarak inceleme
yapilmasi 6nerilmektedir. Ancak testlerin refeks test olmadigi ve molekdler testlerin
es zamanl yapilmasinin mumkin olmadigi geri 6deme sistemlerinde buna her
zaman gerek olmayabilir.

Bu kesitlerin diger testler istenene kadar saklanmasi saglanmalidir.
Cok ince kesitler (yaklasik 3 um) rutin boyama ve iHK icin uygundur.
Tanisal IHK ile ALK ve ROS! testi (IHK/FiSH) icin en az 4-6 adet 4 ym kesit alinmalidir.

EGFR mutasyon testi icin en az 2-3 adet 10 pm kesit alinmalidir.

. Bloklarin yeniden kesme sikligi en aza indirilmelidir. ideal olarak, tum ek testler igin
kesitler ayni oturumda alinmalidir (7).

. EBUS/EUS veya IiAB islemi sirasinda hasta basi hizli sitolojik degerlendirme
yapilabilir. Bu islem sirasinda tani ve molekuler testler icin materyalin yeterli olup
olmadigi degerlendirilir.

Materyal yeterli degilse islem tekrarlanabilir. Molekiiler testler icin, iiA materyali
ve ignenin formalinde durulanmasi suretiyle elde edilen hiicre blogu, havada
kurutulmus veya alkolle sabitlenmis yaymalar kullaniimaktadir.

. Ozellikle lezyondan yapilan biyopsinin timor hiicrelerinden olusmayabilecegi

ve orneklerdeki lezyon alanina bagl olarak degiskenlik gésterebilen yaygin
infamatuvar, reaktif ve stromal komponentler icerebilecedi de dikkate alinmalidir.
Doku biyopsilerinin yeterli hiicre icermedigi veya aseluler oldugu durumlarda
yayma preparatlardan yapilan molekuler testler ek basarilar saglamaktadir (13).



Doku ve Sitolojik Orneklerin Patoloji Laboratuvarina iletilmesi
ve Dikkat Edilmesi Gereken Unsurlar

Akciger kanserinde molekuler testler icin tum doku (brons biyopsisi, forseps, kriyo,
endobronsiyal, transbronsiyal ve transtorasik biyopsi, rezeksiyon érnekleri, lenf nodu,
plevra, metastatik lezyon) ve sitolojik 6rnekler (aspirasyonlar, hticre bloklar, direk
yaymalar, fircalama biyopsileri, dokundurma preparatlar) uygundur.

« Biyopsi ve sitoloji 6rnekleri 30 dakikadan daha kisa bir zamanda uygun fksatife
konulmali ve fksatife konuldugu sure istem kagidinda ve raporda belirtiimelidir.
Yapilacak analizler Gizerinde etkisi bulunabileceginden iskemi zamanini kaydetmek
degerli olabilir.

e Doku ornekleri icin uygun fksatif %10 nétral tamponlu formalindir. Sitolojik materyal,
%70 etanolde fkse edilmelidir.

* Parafne gomilmeden dnce gecen fksasyon siresi materyalin hacmine bagli
olarak degisir, fksatif miktari materyalin en az 5 kati olmalidir. Ki¢uk biyopsi
ornekleri (bronkoskopik, igne veya kor biyopsi) icin fksasyon en az 6 saat olmal
ve 18 saati gecmemelidir. Blyuk doku 6rneklerinde (tumor rezeksiyonu, lenf nodu
eksizyonu, vb.) en az 12 saat fksasyon olmali ve bu slire 48 saati gegcmemelidir.

* Molekuler testlerin uygulanacag orneklerde, dokulara uygulanacak diger islemlerin
kullanimindan kaciniimalidir (Or; asidik veya agir metal iceren fksatifer veya asit
dekalsifye edici solusyonlar).

* Kemikteki metastatik tumorlerde mutasyon analizi asit dekalsifkasyonu nedeniyle
problem olusturmaktadir. Mutlaka kemik dekalsifkasyon islemi uygulanacak ise
EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) solisyonu ile islem yapilabilir.

Molekuler 6ncelikli biyopsi olarak veya metastaz diusunulerek rutin patoloji icin
gonderilen kemik biyopsisinde molekiler testler gerekebileceginden, alinan kemik
materyalinin yumusak kisimlari (muhtemel tumor de iceren kisimlar) dekalsifkasyon
islemi yapilmadan ayri bloklanarak parafn takibine alinabilir.

Materyal taze iken ve henuz fksatife konulmadan pozitif sarjli lamlar ile dokundurma
preparatlar hazirlanmal, yeterli tumor hiicresi igerdikleri boyanip incelenerek
anlasildiktan sonra bunlara molekuler testler uygulanmalidir (7, 15).



KHDAK’da Histopatolojik Degerlendirme

Histolojik incelemede kesin morfolojik adenokarsinom (asiner, papiller, lepidik,
mikropapiller) veya skuamoz hiicreli karsinom (keratinizasyon ve intraseltler kdpriler)
paternleri mevcut ise tumaorler sirasiyla, adenokarsinom ve skuamoz hicreli karsinom
olarak belirlenmelidir.

* Bu durumda sadece primer-metastatik adenokarsinom ayiriminda Keratin 7
ve/veya TTF-1 (Thyroid transcription factor-1) immunhistokimya boyamalari
uygulanabilir.

* Bununla birlikte, rutin mikroskopide KHDAK'larin alt-tiplerinin belirlenmesinde,
molekiler testler igin mimkin oldugunca fazla dokuyu korumak igin sinirli iHK
onerilmektedir. Cogu timor, tek bir adenokarsinom belirteci (Orn., TTF-1 ve gok
gerekliyse Napsin A) ve tek bir skuamoz hicreli karsinom belirteci (p40 veya p63)
kullanilarak sinifandirilabilir.

Adenokarsinom tanisina ulasmak icin musin boyasi eklenebilir (16). Tumorlerin alt-
tiplendirilmesi icin Sekil ’deki algoritma kullaniimaktadir (17).

Ayni anda gelen kuiguk biyopsi ve sitolojik materyaller beraber degerlendirilerek, en
spesifk ve uyumlu tani konabilir (18).

KHDAK’da iHK yorumu Tablo (1)’de yer almaktadir (19).

Tablo 1: KHDAK'da Kuiguk Biyopsi ve Sitoloji Orneklerinde immiinhistokimyasal Tanisal
Panel

immunhistokimyasal

Taniveyorum
ekspresyon

TTF1+/ p40 veya p63 +
(ayni hucrelerde herhangi bir KHDAK, 6ncelikle Adenokarsinom lehine
boyanma derecesi)

TTF1-/ p40 veya p63 + KHDAK, 6ncelikle Skuamoz Hucreli
(>%50’nin uzerinde boyanma) Karsinom lehine

TTF1-/ p40 veya p63 +

(%10-50 oraninda boyanma) KHDAK-NOS

TTF1+/ p40 veya p63 + KHDAK-NOS, olasilikla Adenoskuamoz
(farkh hicre populasyonunda) Karsinom

TTF1-/ p40 veya p63-/ Musin - KHDAK-NOS

TTFL: Tiroid Transkripsiyon Faktort 1, KHDAK: Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanseri, NOS: Not Otherwise

Spesifed-Spesifk Tani Konulamayan
Not: %10’'un altinda oranda p40 pozitifigi skuamoz hicreli karsinom tanisi igin gavenilir degildir.



Molekuler Testlerin Yapilacagi Orneklerin Secimi

Tum tumor molekuler testlerin analizinin patolog tarafindan yapilmasi gereklidir.
Molekuler testler icin kullanilacak kesitlerin se¢ciminde tumaorun yapisi, sitolojisi ve
ornek kalitesi degerlendiriimelidir. Patologlar, mevcut 6rneklerin akciger kanseri
biyobelirteclerine ait molekuler testler icin yeterli olup olmadigini belirlemek amaciyla
bu drneklerin icerdikleri kanser hiicresi miktarini, doku korunma dizeyini ve nukleik asit
kalite ve kantitesini degerlendirmelidir.

Her 6rnek timor igerigi yoninden degerlendirilimeli ve gerektiginde tumor hiicrelerinin
zenginlestiriimesi mikrodiseksiyon/makrodiseksiyon islemi yapiimalidir (7).

Raporlama sirasinda minimal timor hiicresi iceren 6rneklerden molekuler testlerin
yapilmasi ile ilgili kisitlamalarin ve uyarilarin belirtilmesi gerekir. Pozitif sonuglar her
zaman deg@erli olmakla birlikte, negatif sonuclar dikkatli bir sekilde yorumlanarak,
gerekirse test sonucunun gegcersiz olabilecegi akilda tutulmalidir.

e Testicin tumo6r miktar/tumaor hiicre sayisi her laboratuvar ve kullanilan yontem igin
teyit edilmelidir. FISH testi icin 50-100 canli hiicre gereklidir. Kullanilan platforma
gore degisebilmekle birlikte mutasyon analizi igin, YND de %10 ila %20 ve Sanger
dizileme igin %30 ila %40 arasinda degisen minimum bir tumor hiicresi orani
gereklidir (21).

Molekdiler testler icin yeterli tumor hicresi yoksa, hasta igin zaman kaybi olusmasini

engellemek icin, bu bilgi onkoloji ve gogus hastaliklari uzmanlariyla hemen

paylasiimalidir.

Molekiiler Testler icin Materyallerin Baska Laboratuvara Sevk
Edilmesi

Molekdler testlerin yapilmasi icin 6rnegin baska bir laboratuvara sevk edildigi
durumlarda az miktarda tumor hiicresi iceren 6rnekler nedeniyle belirli zorluklarla
karsilasilabilir. Kisith sayida kesit gonderilmesi ise; istenen tum calismalar icin yeterli
materyalin olmamasi, yanlis kesit kalinligi veya test i¢in gereken kesitin pozitif sarjl
lam Uzerinde olmamasi gibi gug¢liklere neden olabilir.

Laboratuvarlar, parafn bloklari ile birlikte dnceden kesilmis slaytlari da yollayarak,
dokularin tiikenmis olmasi durumunda mevcut diger materyale dayali molekiler
testlerin zamaninda tamamlanmasina olanak saglayabilir.

Tanisal ve PD-L1 (programmed death-ligand 1) immunhistokimyasal calisma igin
ihtiyac duyulan kesitlere ek olarak ALK ve ROSI testi (IHK/FiSH) icin en az 4-6 adet 4 ym
kesit, EGFR mutasyon testi i¢in 2-3 adet 10 pm kesit gereklidir (22).

Daha 6nce immiunohistokimyasal boyanmis kesitlerin de molekdler testlerin
yapilacag laboratuvara génderilmesi, taniya ¢cok yardimci olacaktir. Dokunun yeterli
olmadigi durumlarda boyal kesitler Gzerindeki doku kazinarak veya soldurularak
molekiler testler icin calisma denenebilir (23, 24).



Sitoloji Materyalinde Molekuler Testlerin Uygulanmasi

Molekuler patoloji, pek ¢ok timaorin tanisinin molekuler bulgulara dayanmasi
nedeniyle, patolojinin 8nemli ve vazgecilmez bir alt disiplini haline gelmistir. Bu
kisisellestirilmis tedavi caginda, rutin uygulamada, yeni ilaglarla ilgili sayisiz molekiler
hedef ve biyobelirteclerin, sistematik testler ile bakilmasi zorunludur. Bu gelismeler
1IsiIginda, KHDAK'da molekdler testlerin yapilmasinin gerekliligi nedeniyle, histolojik
materyal kadar artik sitoloji de 6nem kazanmistir. Prediktif biyobelirte¢ testlerindeki
ilerlemelerin ¢cogu, histolojik érneklerle yapilan calisma ve klinik arastirmalara
dayanmaktadir. Degerlendirme icin teknik protokoller ve algoritmalar histolojik
ornekler icin olusturulmustur. Bu da, sitoloji 6rneklerinin molekiler testler i¢in uygun
olmadigi yonunde yanlis bir izlenim uyandirmistir. Tim ileri evre KHDAK’larin %40’inda
biyopsi materyali olmaksizin tek basina sitoloji ile tani konulmaktadir. Sitoloji, sadece
KHDAK alt tiplemesi icin histolojiye esdeger olmakla kalmaz, ayni zamanda niks veya
metastatik hastalikta tekrarlayan biyobelirte¢ analizi icin tumor dokusu elde etmede
oldukca etkin ve minimal invaziv bir ydntem olarak kullaniimaktadir (25). Bu nedenle,
sitolojik materyalde molekuler testlerin yapilip yapilamayacagi konusunda artik bir
kusku yoktur (26).
« Sitolojik drnekler, yeterli hticre igeriyor ve dizgtin korunmus huicrelere sahip ise
biyobelirteg analizleri (immunsitokimya, PCR, FiSH, YND) igin uygundur.

* Biyobelirte¢ analizinde, en uygun drnekleri segmek icin histolojik ve sitolojik drnekler
birlikte g6zden gecirilmeli ve en uygunu secilmelidir (26).

* Yasal yukumluluk nedeniyle, molekuler test i¢in sitoloji preparatlarinin kullaniimasi
sonucunda geride materyal kalmiyorsa, test dncesi tumaor hicrelerinin dijital olarak
taranarak saklanmasi gereklidir. (27).

Sitoloji Teknikleri (Yayma Preparat, Sivi Bazli Sitoloji,
Hlcre Blogu)

Endobronsiyal Ultrasonograf (EBUS) esliginde transbronsiyal ince igne aspirasyonu
(iiA), transtorasik liA, brons aspirasyon ve firgalama, bronkoalveoler lavaj, plevral
efiizyon ve metastatik bélgeden alinan iiA materyalleri hem tani hem de biyobelirteg
analizi i¢in kullanilabilir (25).

- Hasta basi hizli sitolojik degerlendirme, iIA materyalinin yeterliligine ve ek inceleme
icin materyalin 6ncelikli preparasyonuna karar verdiren en ideal ydntemdir. EGer
molekiler calisma yapilacaksa yayma preparat minimal yapilip hiicre bloguna
materyal saklanir (28).

< iiA materyallerinde, direkt veya sitosantrifilj sonrasi yayma yapilan preparatlar
havada kurutulup Giemsa ile ya da alkol bazli soltisyonlarda fkse edilerek
Papanicolaou (PAP) veya Diff-Quik ile boyanir. Papanicolaou veya Diff-Quik ile
boyanmis tumor hicresi iceren direkt yaymalar molekiler ve immunsitokimyasal
analiz icin efektif ve guvenilir olarak kullanilabilir (29, 30).
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* Sivi bazl sitoloji (SBS), sitolojik materyalin alkol bazli Tksatif icine konuldugu, yari
veya tam otomatik sistemde sedimentasyon veya fltreleme teknigi ile tek tabakali
slayt hazirlandigi alternatif bir ydntemdir.

« [iA veya SBS materyalinden kalan doku ile gesitli farkli teknikler kullanilarak formalin
fkse parafne gomuli (FFPE) hicre blogu olusturulabilir.

* Hucre bloklar protein veya DNA kalitesinin uzun sureli korunma avantajina sahiptir.
Ancak hucre bloklari her zaman avantajli olmayabilir. Selularite, molekiler tani
icin yeterli oilmayabilir. Tanisal morfolojik detaylar yayma/sitospin/SBS’den daha
dusuk olabilir ya da alkol fkse yayma/sitospin/SBS drneklerinin aksine, hiicre blogu
orneklerinde DNA kalitesi formalin ile bozulup nukleotidlerin ¢capraz baglanmasina
ve kimyasal modifkasyonuna yol acabilir (31).

Tablo 2: Sitolojik Materyalin Molekuler Testler icin Avantaj ve Dezavantajlari
‘ AVANTAJILAR ‘ DEZAVANTAJLAR

Hizli inceleme yapiimaz.
Kolay elde edilir Dusuk selularite olabilir

HUCRE BLOGU Kolay valide edilir Nukleik asid degradasyonu

(formalin fksasyonu nedeniyle)
Seri kesitler alinabilir
Standart kesitlerde nukleuslarin

tam olmamasi

Tumor yeterliliginin hizla Valide edilmesi zor

degerlendiriimesi .
Yaymalarin hazirlanmasi icgin

DIREKT YAYMA Nukleik asitte yuksek teknik destek ve yetenek gerekli
kalite I
lleri incelemede kullanilacak tek
Hucre ve nukleuslar tam materyal (medikolegal)
Optimal fksatif ile Hizl inceleme yapilamaz

standart proses
SIVIBAZLI p Test edilen 6rnekteki timorin

SiTOLOJI Kolay kullanilabilir kalite/varligi belirlenemez

Hucre ve nukleuslar tam Farkl fksatifer (valide edilmeli)
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Sitolojik Materyalde immunsitokimya (iSK)

iHK, molekiiler bir ybntem olmamakla birlikte, tanisal ve prediktif molekiiler ve genetik
degisikliklerle dogrudan iliskili olmasi nedeniyle dikkate alinmalidir (32).

Ornegin, ALK ve ROSI iHK, kiiguik hiicreli disi akciger kanserlerinde (KHDAK) ilgili gen
yeniden dizenlemeleri icin biyopsi ve sitoloji drneklerinin 6n taramasinda standart
uygulama haline gelmistir. Benzer sekilde, iHK olarak V600OE mutant BRAF'| saptayan
spesifk antikor vardir. Ayrica, cMET IHK, MET amplifkasyonu veya MET ekzon 14
mutasyonunu gosteren molekuler MET testi 6n tarama i¢in yararl olabilir (33).

Tipik olarak prediktif biyobelirteg testi icin saglam ve valide bir metodoloji
onerilmektedir, ancak bu belirli bir teknik veya histoloji ile sinirlandiriimamalidir.
Daha fazla veriye ihtiyag duyulmasina ragmen, 6ngériicii iSK’nin yaymalar/
sitospinler /SBS'ler veya huicre bloklarina guivenilir sekilde uygulanabilecegine dair
biriken kanitlar vardir (34-38).

iSK, heniiz bu konuda teknik platform veya protokolde belirli bir konsensiis
olmamakla birlikte, PAP boyali sitolojik yaymalara uygulanabilir. Ancak sonuclar
her zaman doku ile uyumlu olmayabilir. Sitolojideki performans kullanilan antikorun
klonuna, boyama sistemine ve skorlama sistemine baghdir (35).

iSK, PAP boyall yayma preparatlarda lamel ¢ikartildiktan sonra, otomatik

boyama cihazinda, kullanim kilavuzuna uygun sekilde, dokudan farkl olarak
deparafnizasyon basamagi atlanarak uygulanir. Hicre bloklarinda, diger parafne
gbmulu dokularda oldugu gibi, 4 pm kalinligindaki kesitlere deparafnizasyon
basamag da uygulanarak, otomatik cihazda boyama gerceklestirilir (36).

Yayma/sitospin/SBS ve hiicre bloklarinda, immunsitokimyasal olarak ALK
boyanmasi, giderek guincel hale gelmektedir (34). Sitolojide ROS!1 uygulamasina ait
datalar da bildirilmektedir (40) (Detay i¢in Bkz ALK-ROS! Molektler Testler bashgr).

PD-L! testi ile degerlendirme, farkli antikor ve skorlama sistemlerinin bulunmasi
nedeniyle sitolojide biraz kafa karistirici olabilmektedir. Bu durumlarda pozitif
boyanan tumor hiicre yuzdesi sitolojik materyalde de degerlendirilerek bulunabilir.
Sitolojik materyal ve hiicre bloklarinda PD-L1 boyanmasinin histolojik dokulardakine
benzer guvenilirlikte oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Yayma ve SBS'de
membran®z boyanma, hiicre bloklarina gore daha belirsizdir (40).

Sitolojik Materyalde FiSH ve PCR

Molekiiler analiz icin herhangi bir sitolojik materyal (TBiiA, eflizyon, bronkoskopik
aspirasyon, fircalama, sivi bazli sitoloji, hticre blogu) kullanilabilir. Yaymalar havada
kurumus veya alkol fkse olabilir. PAP veya giemsa boyali preparatlar kullanilabilir.
immunsitokimya boyali preparatlar da, eger baska yeterli timér dokusu iceren
materyal yok ise, analiz i¢in kullanilabilir.



Konvansiyonel sitolojide kullanilan alkol fksasyonu, DNA kalitesini, formalin
fksasyonuna gore daha iyi korur. Formalin capraz baglanmaya ve kimyasal
modifkasyona neden olur ve bu nedenle yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglara
yol agabilir (41, 42). Dolayistyla sitolojide, daha iyi FISH sonuglarinin alinmasi s6z
konusu olabilir.

- Uygun protokollerin kullanilmasi sartiyla, sitolojide FiSH, histolojik érneklere
gore daha az otoforesan arka plan ile daha parlak sonuclar saglar. DNA'nin
saglamligi nedeniyle, FiSH, fksasyon ve boya tipine bakiimaksizin tanisal sitolojik
orneklere uygulanabilir. E§er preparatta u¢ boyutlu timor hiicre plakalari var ise,
periferdeki tek hiicrelerde degerlendirme yapiimaldir.

- Sitolojik materyalde, histolojik preparatlarda oldugu gibi kesit yapiimamasi
nedeniyle psddodelesyon gorulmemektedir.

- Pozitif yakli lamlarin kullaniimasi tumar hiicrelerinin camdan dokulmesini 6nler.
Preparat pozitif yuklil lamlara yayilmamis ise FISH veya iSK uygulanmasindan
kacinilmalidir.

Sitolojik Materyaller igcin FISH ve PCR Uygulama Protokolii

FiSH
1. Gun

L

2.

© ® N o o

2xSSC (salin sodyum sitrat) konulan sale 37°C etuvde tutulur.

Enzim i¢in solisyon hazirlanir: Her bir lam icin 2ml distile su, 20 mikrolitre 1 molar
HCI, 30 mikrolitre %! pepsin. Distile su ve HCI karisimi 37°C etiive konur.

Yayma preparatinda tumarlu alan elmas uclu kalemle isaretlenerek lamelin
ayrilmasi icin sicak ksilolde bir stre bekletilir. Lameli ayrilan preparat asit alkolde
dekolorize edilir. Distile su ile yikanir.

37°C ye gelen distile su ve IM HCI solusyonu icerisine %!'lik pepsin eklenir. Etive
yerlestirilen preparatlarin Gzerine bu soliisyon damlatilarak 30 dk bekletilir.

Sure sonunda distile su ile yikanir.

iki kez 3’er dakika 2xSSC ile yikanir.

3 dk %70 alkol, 3 dk %85 alkol ve 3 dk %100 alkol serisinden gegcirilir.
Kurutulur.

Prob hazirlanir. Preparat Uzerine damlatilir. Uygun lamel ile kapatilir. Lamellerin
kenari rubber cement ile kapatilir.

10. Thermobrite'ta 73°C de 5 dk, 37°C de 1 gece preparatlar bekletilir.



.GUn

90 ml distile su + 10 ml 20SSC+ 300 mikrolitre NP40 karisimi ikiye bolundr. Birisi
disarida digeri 73°C ye ayarlanmis su banyosuna konur. icerisindeki sivi sicakligi
73°C olmalidir.

. Yikama soliisyonunun sicakligi 73°C ye ulastiginda lamlar thermobridedan

cikarilir, Uzerindeki lameller kaldirilir, fazlallk cement temizlenir ve 1Isinmis yikama
solusyonunda 5 dk bekletilir.

. Preparatlar sure sonunda oda isisindaki yilkama solisyonunda tek tek calkanir. Oda

Isisinda kurumaya birakilir.

4. Kuruyan lamlarin Gizerine uygun miktarda dapi damlatilir.

5. Uzeri lamelle kapatilan preparatlar -20°C de en az 20 dk bekletilir (43).

PCR

Sitolojik materyalde PCR uygulamasi;

—

A W DN

Yayma lamlari ksilolde lamelleri agilincaya kadar bekletilir.

. Alkolde 2 dk bekletilir.
. Havada kurumaya birakilir.

. Kuruyan preparatlar Uzerine apirojen distile su damlatilir, lam bisturi ucuyla

kazinarak ependorf tipe alinir.

Diger basamaklar FFPE dokularla ayni protokole gére yapllir.

Sitolojik Materyalde Molekuiler Test Yapilabilmesi icin Ne
Kadar Hucre Olmal?

Bir hticre yaklasik 6-7 pg DNA icerir.

Molekuler inceleme igin 1 ng DNA gereklidir. Bu da yaklasik 143-166 hlicreye

esdegerdir.

- 5ng timor DNA; = 200 timaor hicresi (etanol) vel0-20ng RNA: = 500-1000 timor
htcresi

- Enaz 300-500 timor hicresi iceren histolojik drneklerin talebine kiyasla,
etanolle tespitli sitolojik slaytlardan mutasyon testinin hem geleneksel Sanger
sekanslama (50-100 hiicre) hem de YND (200 hucre) ile daha distk minimum
saylda tumor hicresi gerekir (Formalin tespiti olmadigi i¢in). Aslinda, givenilir
sonug elde etmek icin DNA kalitesi ve butunlugu, DNA miktarindan daha
onemlidir (41).

Kullanilan platforma gore degisebilmekle birlikte mutasyon analizi i¢in, YND de %10

ila %20 ve Sanger dizileme i¢in %30 ila %40 arasinda degisen minimum bir timor

hicresi orani gereklidir.
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« Bu gereklilikler karsilandiginda, DNA ekstraksiyonu icin bir sitoloji preparatindan tim
hicrelerin kazinmasi, parafn bloktan elde edilen kesitlerden bir doku boliumunu
kazimak kadar basittir.

- Daha dusuk tumor hiucresi orani durumunda, benign hiicrelerdeki DNA ile
dilusyon nedeniyle heterozigot mutasyonlari kagirmak mumkunddr. Yuksek
tumaor hicresi oranina sahip alanlarin makro diseksiyonu bazi durumlarda bir
segenektir, ancak baskin iyi huylu hiicrelerle rastgele karismis tumor hicreleri
varsa bu mimkin degildir.

Hucre Blogu Olusturma

Hucre blogu, emek isteyen, zaman alan ve laboratuvar yogunlugunu arttiran bir
metod olmakla birlikte son yillarda akciger kanseri tani ve tedavisindeki yenilikler ve
gelismeler nedeniyle artik bir zorunluluk haline gelmistir (44).

Hlcre Blogu Olusturma Yontemleri

1. Geleneksel Hucre blogu yapimi (%10 formaldehit ya da %10 formaldehit + %96 alkol
(esit oranda)

Trombin-Plazma metod

Agar Yontemi

Sitosantriftij Yontemi

a b~ w0 D

Otomatik hiicre blogu yontemi (CellientTM)

Geleneksel Hiicre Blogu Yapimi (Santriftij Yontemi): Sitolojik materyalin dip
kismindan falkon tuputne 10ml kadar pipetle alinir (sivi az ise tamami alinir) %96’k
alkol ve %10 formaldehitden esit oranda olusturulmus soliisyondan uzerine 25-30 ml
eklendikten sonra 1660 devirde 10 dk santriftj yapilir.

Santriflj sonrasi ¢okelti Uzerindeki sivi dokulur. Daha sonra Uzerine yeniden alkol-
formaldehit karisimindan eklenir ve birkag saat beklenir (¢cokelti alkol-formol
solusyonunda bekleyerek biraz daha sertlesir). Boylece ¢okelti doku kasetine rahatlkla
alinir.

Ozellikle hemorajik ve partikiilli sivilardan bu yéntemle hiicre blogu olusturulur.
Hemorajik oilmayan berrak gérinumli érneklerden hiicre blogu elde edilemez. %10’luk
formalin igine esit oranda eklenen alkol proteinleri gcokelterek daha kolay hicre blogu
olusmasini saglar.

Plazma-Trombin Yontemi (Pihti Dokusu Olusturma): Berrak gorinumlu ya
da hemorajik olmayan az miktardaki sivi 6rneklerinden ve SBS den huicre blogu
olusturmada oldukcga etkili bir yontemdir. Plazma ve tromboplastin buzdolabinda



bekletilmelidir. SBS yapildiktan sonra falkon tupe konur. Plazma ve tromboplastin 8
damla damlatilir. 1660 devirde 10 dk santrifij edilerek olusan ¢cokelti doku takibine
alnir.

Agar Yontemi: Gida sanayisinde kivamlastirici ve mikrobiyoloji laboravuvarlarinda
bakteriler icin kuiltir ortami saglar. Agar Agar (E 406): 30-40°C jel kivaminda, 80°C
ustunde erir. Haff partikulli ve hemorajik olmayan sivilardan rahatlikla hiicre blogu
olusturulabilir. 1 cay kasigi agar (3gr) 100 ml distile su ile karistirilip i1siticrya 80-90
dereceye konur. SBS kalani falkon tupe 1660 devirde 10 dk santrifuj edildikten sonra
Ustte kalan sivi dokulir, gokelti Gzerine 2-3 damla agar konarak ¢alkalanir. 20-30 dk
buzdolabinda bekletildikten sonra kasete alip doku takibi yapilr.

Sitosantrifuj Yontemi: %10’luk formol icinde gonderilen sivilardan yayma
hazirlandiktan sonra tUzerine %95'lik alkol 1.5 ml eklenir. 2000 devir 5 dk santrifuj
edildikten sonra Ust kisim dokulur. Cokelti Uzerine 2-4 damla reagent 2 damlatilir.
Sitoblok kasetinin orta cukuruna 2-3 damla reagent 1 damlatilir. Sitoblok kaseti
sitoklibe yerlestirilir. Uzerine fltre ve sitofunnel konulup klip kapatilir. Sitolojik 6rnekten
1-2 ml sitofunnel igine yerlestirilir. 1500 devirde 5 dk sitosantrifuj edilir. Sitosantriflj
bittikten sonra sitofunnel ve kagit fltre ayrilir, eger ilk santrifijden ¢okelti var ise eklenir.
Sitoblok tUzerine 1 damla reagent 1 damlatilir. Sitoblok kapatilip doku takibi yapilr.

Otomatik Huicre Blogu Yontemi (CellientTM Sistem): Tam otomatik sistemdir.
Vakum destekli fltrasyon yardimiyla htcreleri blok iginde toplar. Hucreselligi az sivi
orneklerinden hicre blogu olusturur. Formalinle karsilastirildiginda alkoltin, hticre
DNA ve RNA yapisini daha iyi korudugu bildiriimistir. Methanol ile tespit edilmis sivi
orneklerinden elde edilmesi molekuler testler agisindan avantajdir. Kisa sirede
hazirlanmasi (45 dk.) avantaj, maliyetinin ylksek olmasi dezavantajdir.
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KHDAK icin Guncel Molekuler Testler

Uluslararasi rehberlerde adenokarsinom ve adenokarsinom komponentinin

dislanamadigi kiiguk hicreli disi akciger karsinomlarinda (KHDAK) asagidaki genlerin

incelenmesi dnerilmektedir (45-48):

 ilk basamakta; EGFR, ALK ve ROSI genlerine yonelik molekiler testler es zamanl
olarak yaplmalidir.

e EGFR, ALK ve ROS! genlerinde mutasyon saptanamadigi durumda, ikinci basamakta
BRAF, MET, ERBB2/HER2, RET, KRAS genlerine yonelik molekuler test yapiimasi
onerilmektedir. Ancak ESMO (European Society for Medical Oncology), KHDAK tanili
hastalarda ilk basamak molekiler testler arasinda BRAF mutasyon analizinin de yer
almasini 6nermistir (48).

Sekil 1: lleri Evre KHDAK'da Test Algoritmasi

ileri evre KHDAK

Mutlaka test edilmesi gereken biyobelirtecler

EGFR ALK ROS1 BRAF

Genisletilmis panelde test edilmesi gereken biyobelirtecler

ERBB2
(HER2) MET RET KRAS NTRK
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Tablo 3: Mutasyonlar ve testler* (172-175)

Real-time PCR
BRAF mutasyonlari ' %2
4 Sanger Sekanslama, YND

FISH, Reverse transkriptaz PCR,

. 03—
YND, IHK (tarama ve tani) %3-5

ALK rearranjmanlari

FISH, Reverse transkriptaz PCR,

RET rearanjmanlari YND

METex!14 skipping
mutasyonlari

<
=z
O

%3

*YND: Yeni Nesil Dizileme, PCR: Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (Polymerase Chain Reaction)
iHK: immiinhistokimya, FiSH: Floresan in Situ Hibridizasyon
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Kime, Ne zaman, Nasil?

ileri evre ve metastatik (evre IlIB ve IV) tim non-skuamoz KHDAK hastalarinda tani
kesinlestigi anda EGFR, ALK ve ROS! genlerine yonelik molekuler testlerin yapiimasi
onerilmektedir (refeks test). Her bir biyolojik belirtecin es zamanli olarak test
edilmesi, molekdler testlerin etkinligini arttirr ve doku drneklerinin korunmasini
saglar.

Daha 6nce molekiler test yapilmamis erken evre hastalarda da niks veya
progresyon gelistiginde molekuler testler yapilmal ve mumkinse yeni biyopsi
tercih edilmelidir.

Erken evre tumoérlerde de tani aninda molekuler testlerin yapilimasi
desteklenmektedir. Ancak bu konudaki nihai karar multidisipliner onkoloji
konseyinde her merkeze 6zel olarak alinmaldir.

Daha 6nce molekuler test yapilmis olan hastalarda, lokal progresyon ve
metastaz gelisimi durumunda tumorlerin kazanabilecegi yeni 6zellikler (histolojik
transformasyon, yeni mutasyonlar) nedeniyle, progresyonun her evresinde ve
tedavi direncinde yeni 6rnekler ile molekuler test yapilmasi dnerilmektedir.

TKi alan hastalarda tedaviden sonra metastaz ¢ikmissa, metastaz da test edilebilir.

Bariz olarak birbirinden bagimsiz ve birden fazla primer akciger adenokarsinomu
olan hastalarda, her tumér icin test uygulanabilir, ancak tek bir timor igin birden
fazla farkli alanin test edilmesi gerekli degildir (46, 48, 50).



Test Yapilacak Tumor Tipleri:
* Adenokarsinom

* Adenoskuamoz karsinom

e Buyuk hicreli karsinom

e KHDAK-NOS

Test Yapilmasi Onerilmeyen Tumor Tipleri:

e Pur ndroendokrin karsinom

e PuUr kiguk hicreli karsinom

e PuUr skuamaoz hicreli karsinom (klinik olarak surtici mutasyon tasima intimali olan
hastalar harig)

Yuksek Klinik Siphe Durumunda;

Geng (<50 yas), hi¢ sigara icmemis, az icmis (<15 pk/yil) veya uzun sure 6nce (>10
yil) birakmis hastalarda adenokarsinom disindaki timorlerde de molekuler testler
uygulanabilir (48).

Refeks Test

ideal olan, test edilmesi gereken hastalarda, tani belirlendigi anda patolojinin
testleri klinik istem olmadan yapabilmesidir. Bu nedenle mumkunse patoloji istem
kagitlarinda evre ve hasta 6zelliklerinin belirtiimesi tavsiye edilir. Bu yaklasim testlerin
daha kisa suirede sonuglanmasi ve hastalarin dogru zamanda dogru kisisellestirilmis
tedaviyi almasini saglamaktadir (46, 48, 50).

Ismarlama Test

Molekuler testlerin klinik istek tGizerine sonradan yapilmasidir. Bu testlerin ileri bir
zamanda yapilmasi gerekebileceginden dokunun uygun kosullarda saklanmasi
gerekmektedir.

Refeks ve ismarlama testlerin avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Ismarlama
test, gerektiginde yapilacagindan refeks teste gdre maliyeti daha az olacaktir, ancak
sonuglanmasi zaman alacagindan tedavinin gecikmesine neden olabilir (46, 48, 50).
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Kullanilacak Molekuler Yontemin Secgimi

Molekuler yontemlerden hangisinin kullanilacag! degerlendirilirken ne tur bir
mutasyonun (nokta mutasyonu, rearanjman/fuzyon, amplifkasyon vb.) arandig,
secilen ydntemin aranan mutasyonu saptamada ne kadar guvenilir oldugu ve
limitasyonlari iyi bilinmelidir.

Total Sonuglanma ve Raporlama Suresi:

Tum testler igin raporlama siresi 10 is giint (2 hafta) olarak 6nerilmektedir (1). Ornekler
dis molekuler laboratuvara 3 is glinti igcinde, dahili molekuler laboratuvara 24 saat
icinde ulastinimaldir.

Laboratuvarlarin profesyonel dernekler tarafindan sunulan programlara katilarak dis
kalite glivencesi saglamasi tesvik edilmelidir.

Sekil 2: Akciger Kanserinde biyopsilerde ve sitolojik 6rneklerde Tanisal alt tipler ve
Molekuler testleri (172, 173)




EGFR Mutasyon Analizleri

Epidermal Buyume Faktort Reseptor (EGFR) geni; PI3BK-AKT-mTOR ve RAS-RAF-

MEK- ERK yolaklarinda rol alan, hiicre proliferasyonunu, farkllasmasini ve hayatta
kalmasini dizenleyen reseptor tirozin kinaz proteinini kodlar (52). EGFR mutasyon sikligi
toplumdan topluma degismekte, adenokarsinomlarda beyaz irkta %10-15 oraninda,
Asya irkinda %50 oraninda gorulmektedir. Genellikle kadinlar, geng hastalar, hi¢ sigara
icmemis ya da az icmis hastalar, Asya kokenliler ve lepidik, papiller, mikropapiller
patern gosteren adenokarsinomlarda EGFR mutasyonu daha siktir (53, 54).

EGFR mutasyon testi ilac tedavisi yanitini tahmin etmek icin kullanilir. EGFR mutasyonu
olan metastatik hastalarda cesitli EGFR TKi‘leri (erlotinib, afatinib, osimertinib,
dacomitinib, geftinib) ilk basamak tedavide kullaniimaktadir.

EGFR mutasyon test yontemlerinin analitik duyarlilik oranlari degiskenlik
gostermektedir (55).

EGFR mutasyonlari cogunlukla EGFR geninin tirozin kinaz bolgesinde (ekzon 18-21)
lokalizedir. EGFR mutasyonlarinin %90'in1 19. ekzon delesyonlari ve 21. ekzondaki L858R
nokta mutasyonu olusturmakta, materyal sinirli oldugunda minimum bu bélgelerin;
materyal yeterli oldugunda ise 18-21. ekzonlarin test edilmesi 6nerilmektedir (56, 57).

Nadir gérilen EGFR mutasyonu (6rnegin ekzon 18 veya ekzon 20 insersiyonu)
olan timérlerin TKi ile tedavi etkinligi daha az tanimlanmistir (58, 59). Bu genetik
degisikliklerin bazilarinda (6zellikle ekzon 18) TKi’ler ile yanit alinmaktadir. Yakin
zamanda ekzon 20 insersiyonu olan tumarlerde yeni tedavi secenekleri de yer
alacaktir (60).

Modifye semada (Sekil 3) EGFR TKi duyarli ve direncli mutasyonlar belirtilmistir.

Sekil 3: EGFR TKi Duyarli ve Direncli Mutasyonlar (176)

| EGFbaglanma  EGF baglanma - Tirozin kinaz I Otofosforilasyon [
et T790M (%1)
llaca direncli mutasyonlar Le° V769L A%
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G719C del 742-757 (%45) V765A L858R (%41)
G719S T783A (<%1)
(<%5) S768I L861Q (o
G719A L861R (<%1)
S720P

ilaca duyarl mutasyonlar

22



EGFR TKi Diren¢c Mekanizmalari

Birinci basamak TKi tedavisi alan hastalarda ilag direncine sebep olan mutasyonlar,
ya hastaligin basindan beri strtici mutasyonla birlikte bulunan eslikci ya da tedavi
sirasinda gelisen ikincil mutasyonlardir. Onceden EGFR mutasyonu saptanarak birinci
basamak TKi tedavisi almis ve tedavi altinda progresyon gosteren hastalarda, direng
mekanizmalarini anlamak ve ikinci basamak tedavi segeneklerini belirlemek icin

yeni bir drnek elde etmek gerekmektedir. Genellikle en kolay erisilebilir lezyondan
biyopsi yapilir. Ancak tumor heterojenitesi nedeniyle, tek bir 6rnek mevcut tim direng
mekanizmalarini dogru olarak temsil etmekte yetersiz kalabilir (46).

EGFR-TKi'ye karsi direng siklikla EGFR'de izlenen ikincil mutasyonlar sonucu
gelismektedir (63, 64). Birinci veya ikinci nesil TKi'ye karsi direngten sorumlu en sik
(%50-60) mutasyon EGFR geni 20. ekzondaki T790M mutasyonudur. T790M nadiren
(<%5) hastaligin basindan beri eslikgci mutasyon seklinde bulunur veya germline
mutasyon olarak gorulebilir (46) (65). MET, HER2(ERBB2), FGFR1 amplifkasyonlari;
PIK3CA, KRAS, PTEN nokta mutasyonlari gibi bircok gende izlenen molekiler degisiklikler
de TKi direncine yol acabilmektedir (66) (67). T790M mutasyonu bulunduran
hastalarin 3. nesil TKi ile tedavisinden sonra tersiyer EGFR direng mutasyonlarinin (Orn.
C797S) da gelisebilecegdi bildirilmektedir (68).

Diren¢ mutasyonu arastirilan hastalarda, saptanan tum mutasyonlarin literaturdeki
klinik anlamlari gtincel olarak takip edilmeli ve anlami patoloji raporunda belirtilmelidir
(69). Ekzon 20 T790M mutasyonu icin guclu bir ila¢ olan osimertinibin mevcut olmasi
TKi tedavisine direng gelisen hastalarda T790M igin test yapilmasi zorunlulugunu
getirmektedir. T790M mutasyon testi ile ilgili likit biyopsi bolumunde aciklayici bilgiler
mevcuttur.

Sekil 4: 1. ve 2. Nesil EGFR-TKi'ye Karsi Gelisen Edinilmis Direng Mekanizmalar
Belirtilmistir (70)

M Bilinmeyen

%1 %1 %3 %3
%2

M HER2 (ERBB2)

HER2 (ERBB2) + EGFR T790M

%18

Il EGFR T790M
Kiiglik hiicre transformasyonu+ EGFR T790M

Ki¢lk hiicre transformasyonu

Kiigiik hiicre transformasyonu+
MET amplifikasyonu

MET amplifikasyonu

W MET amplifiikasyonu + EGFR T790M

23



EGFR Mutasyonu Test Yontemleri

EGFR testi yapilacak akciger kanserli hastalarin secimi icin gtincel olan molekdler test
kilavuzlarinda yer alan oneriler asagida 6zetlenmistir (63):

* Test, EGFR mutasyonlu akciger adenokarsinomlarinda en az %! oraninda gérualdugu
bildirilen mutasyonlarin tamamini saptayabilmelidir.

* Test %20'ye kadar dusuk oranda kanser hicresi iceren 6érneklerde de molekuler
degisiklikleri saptayabilecek hassasiyete sahip olmalidir (65).

- Tedaviye ikincil TKi direnci gelismis olan hastalarda EGFR T790M mutasyonunu test
eden laboratuvarlar EGFR allellerinin %5'i kadar kiiguk bir oranda bulunan T790M
mutasyonunu tespit edebilecek bir test ile calismalidirlar.

* Mevcut dokunun molekuler testler icin sinirli ve/veya yetersiz oldugu ve biyopsi
yapmanin mimkin olmadigi klinik durumlarda, EGFR mutasyon testi igin sivi biyopsi
orneginden kanda serbest dolasan ‘cell free DNA’ (cfDNA) izole edilerek mutasyon
analizi yapilabilir.

ALK Testi

ikinci kromozomun kisa kolu lizerinde gerceklesen inversiyon veya translokasyonlar
sonucunda EML4-ALK fluizyon geni olusur (71). Bu gen surekli kinaz aktivitesi gdsteren
EML4-ALK proteinini kodlar. KHDAK'larin %3-5'inde mevcut olan ALK translokasyonu,
nispeten geng yastaki hastalarda, hi¢ sigara icmeyenler veya az sigara icmislerde daha
sik goralur ve cinsiyet farki yoktur. Solid tip, tasl yuzuk ve musindz kribriform paternli
adenokarsinomlarda daha yuksek olasilikla bulunmaktadir (72). ALK testleri klinik
ozelliklerden bagimsiz olarak adenokarsinom dislanamadiginda da yapiimalidir. ALK
rearanjmaninin az oranda skuamoz hicreli kanserde bulundugunu gésteren vakalar
mevcuttur. Bu nedenle kilavuzlarda ALK testinin hi¢ sigara icmemis veya kuiguk biyopsi
veya sitoloji ile tani konmus skuamoz hicreli karsinom histolojisindeki hastalara da
yapilmasi 6nerilmektedir (46)

ALK Testinin Yapildigi Yontemler
immiinhistokimyasal ALK testi

ALK testlerinde FiSH yontemine esdeger bir alternatif olan iHK yéntemi de kullanilabilir.
iHK, ALK rearanjmanlarini tarama testi olarak da diisunulebilir.

ALK FiSH testinin yorumlanmasinda hem morfoloji hem de FiSH'de deneyimli olmak
gerekir (74).

FiSH problari pahali olup, degerlendirme icin foresan mikroskop ve 6zel fltrelere
ihtiyac vardir. Cut-off deger olan <%15 oraninindan distk skorlarda veya atipik sinyal
paternlerinde “borderline” vakalar ile karsi karslya kalinabilir. Ayrica uygun olmayan
fksasyon, iyi korunmamis hiicreler ve yetersiz tumor hicreselligi nedeniyle %6-10
oraninda basarisizlikla sonuglanmaktadir. Buna karsilik iHK hizli ve géreceli olarak
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daha ucuzdur ve 1sik mikroskopunda degerlendirme yapilir. Daha az hiicre yeterli
olabilmektedir. iHK nadiren ALK break-apart FiSH probu ile saptanamayan ALK
inhibitorlerine duyarli nadir rearanjmanlari saptayabilir (75).

Guncellenen CAP/IASLC/AMP klavuzunda ALK testinin hi¢ sigara icmemis, kiictk biyopsi
veya sitoloji ile tani konmus skuamoz hucreli karsinom histolojisindeki hastalara da
yapilmasi dnerilmektedir. Ancak bu hasta grubunda adenokarsinoma gére daha nadir
gorilen ALK rearanjmanlarinin ALK iHK testi ile taranmasi daha ekonomik olacaktir (46).
FiSH ve IHK yéntemi ile yapilan ALK testleri icin bulunan ¢ok sayida calismada
mukemmel uyum goézlenmistir. Antikor klonu olarak yeterli sensitivite ve spesifteye
sahip D5F3 (Ventana/Cell Signaling Technology) veya 5A4 (Novocastra) kullaniimaldir.
Anaplastik lenfoma icin gelistirilen ALKI antikoru yeterli sensitiviteye sahip degildir.

ALK IHK boyanma sitoplazmik ve graniiler olup, membranda boyanma
gOsterebilmektedir. MUsin Ureten tumor hicrelerinde membrandz boyanma yanlis
negatif olarak yorumlanabilir (76).

Skorlama sistemleri:

e 4 katmanl sistem: 0,1+ (%70 tumaor hicresi zayif) 2+ (%100 orta), 3+ (%100 guglu koyu
kahverengi) (74).

¢ H-Skoru (boyanmis tumaor hucrelerinin yiizdesi 0, 1, 2, 3 yogunluguyla carpilir),
mumkun olan en yuksek deger 300.

Yanlis pozitifik olarak normal pndmositlerde membrandz boyama gorlebilir.
Noroendokrin hticreler, ekstraseltler musin ve makrofajlar pozitif olabilir (73).

Sekil 5: ALK immunohistokimyasal pozitif akciger adenokarsinomu
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ALK Rearanjmanini Saptamada Kullanilan Test Metodlari ile
iliskili Dikkat Edilmesi Gereken Bazi Noktalar

FiSH ve IHK arasinda uyumsuzluk her iki yéntemle de olabilir. DUsiik bir oranda da olsa
ALK test edilen olgular arasinda iHK pozitif, FISH negatif veya FiSH pozitif, IHK negatif
sonuglar literatirde mevcuttur.

Bu durumdaki hastalar icin ALK’'nin iHK ile pozitif saptanmasi ALK inhibitorlerine iyi
yanit demek iken, FiSH-pozitif, IHK-negatif hastalarda tedavi yanitinin daha tartismal
oldugu belirtiimektedir (77).

ALK'In fizyon partnerleri ile primer ve metastatik lezyonlar arasinda minimal
uyumsuzluk bulunmaktadir.

EGFR ve ALK mutasyonlarinin birbirlerini dislayan mutasyonlar olarak kabul edilirken az
oranda tumorde hem ALK hem de EGFR pozitif klonlarin bulunabilecegi bildirilmistir (78).

ALK FISH Testi

ALK gen rearanjmani genis kromozomal inversiyon ve translokasyonlari igerdiginden
ALK breakapart FiSH testi, flizyon partnerine bakilmaksizin tama yakin ALK
rearanjmanlari saptayabilir. ALK fizyonu tipik olarak ALK (2p23.2) ve buna ¢ok yakin
yerlesen EML4 (2p21) arasinda intrakromozomal inversiyonlar ile, cok nadiren de

ALK fuzyonu diger genler ile interkromozomal translokasyonlar ile ortaya cikar. FiSH
testinde DNA'nin bozulmasina neden olabilen Tksasyon zamani, fksasyon suresi,
fksatifn tipi gibi birgok faktdérden etkilenir. Yintemin basarisini etkileyen diger bir
faktor de kesitlerin saklama sureleri ve saklandigi ortamdir. Uzun sire oda sicakhginda
bekleyen arsivdeki kesitler ile yapilan standart FiSH testi basarili olmayabilir ve farkli bir
protokol gerekebilir. Az differansiye tumorler prehibridizasyon islemlerine daha hassas
iken, musindz tumorler, fbrozis ve antrakozis iceren tumorler ve karaciger metastazlari
daha direnclidir.

Pst-hibridizasyon yikamalar sinyal yogunlugunu azaltmadan baglanmamis probu
yeterli derecede uzaklastirmaya olanak tanimaldir.

Pozitif sarjl lama yayilmis sitolojik preparatlarda da uygun protokollerle FiSH testi
uygulanabilmektedir.

ALK FiSH testi icin doku kesitleri 4-5 mikron kalinlikta olmalidir. Daha énceden alinan
kesitler 4-6 hafta suresince saklanabilir ve bunlara FiSH testi uygulanabilir (79). ALK
FiSH testi icin 50-100 timdr hiicresine ihtiyac vardir.

Cok kiigUk dokularda cift kesit bir hibridizasyon alanina sigdirilarak daha fazla hiicre
elde edilebilir (80).

FiSH testinin yorumlanmasinda bir patoloji uzmani mutlaka yer almalidir. Patolog,
analizi bizzat gerceklestirmeli ya da “solid tumér FiSH analizi” konusunda 6zel egitim
almis sitogenetik uzmanlar veya teknisyenler tarafindan gerceklestirilecek analizleri
g6zden gecirmelidir.
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FiSH testinin degerlendiriimesinde en az 50 FiSH sinyali izlenen tumor hiicresi
bulunmalidir. Tumor hicrelerinin 2 %15’inde rearanjman bulunmasi durumunda ALK
mutasyonu pozitif kabul edilmektedir (Sekil 6) (71).

Sekil 6: Akciger adenokarsinom érneklerinde ALK FISH paternleri

a) Normal (negatif) ALK paterni: iki fizyon veya birbirine yakin yesil ve kirmizi sinyal izienmektedir.
b) Tipik ALK split patern: Fizyon ve yesil ve kirmizi sinyaller arasinda birden fazla sinyal boyutunda
ayrilma bulunmaktadir. c) izole 3’ uglu ALK paterni: Bir veya daha fazla izole kirmizi sinyal ve intakt
fuzyon sinyali géstermektedir. FISH: floresan in situ hibridizasyon. d) ALK gen kopya sayisi kazanimi:
Negatif ALK paterni

ALK Direnci

ALK TKI tedavisi sonrasi kazaniimis direng ile gesitli direng mekanizmalan bildirilmistir.
ALK genindeki sekonder mutasyonlar, ALK kopya sayisi kazanimi, diger genlerdeki
sekonder suriict mutasyonlar ve ALK fuzyon negatif klonlarin ortaya cikisi ile ALK
inhibitdru tedavisine direng gelismektedir (81, 82).

Direng gelistikten sonra ALK geninin analizi gerceklestirilerek dncelikle onkojenik fizyon
kanitlanmalidir. Bu fizyon proteinlerinin bazilarina karsi farkli ALK inhibitorleri degisik
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terapotik aktivite gosterir. Ayrica farkh ALK TKI'lerin beyin metastazi icin farkli aktiviteleri
mevcuttur. Bu yizden mutasyon testi baska bir TKI tedavisi veya kemoterapi seklinde
tedavi secimini etkileyebilmektedir.

ROSI1 Testi

ROSL, insulin reseptdr ailesinin tirozin kinaz reseptdrudur. ROS1 geni kromozom 6'da
(6922) bulunur ve benzersiz 6zelliklere sahip bir transmembran reseptor proteini
kodlar. Simdiye kadar insan ROS! ligandi bulunamamistir ve bu reseptérinun fzyolojik
fonksiyonu hala belirsizdir. ALK’dan farkli olarak, ROS! fuzyon proteinlerinin yapisal
olarak aktif hale geldigi mekanizma tam olarak bilinmemektedir (83).

Sigara icmemis geng hastalarda siktir. ROS! pozitif hastalar ALK pozitif morfolojiye ek
olarak hepatoid morfolojide de bildiriimektedir. Gértilme sikligi %1-2'dir (84, 85).

ROS1 Testinin Yapildigl Yontemler

ROS! IHK

ROS! immunhistokimya yontemini bir tarama testi olarak kullanabilir. Ancak, ROS!

iHK testi heniiz ALK’da oldugu gibi valide edilmediginden iHK ile pozitif olsa bile elde
edilen pozitif sonuglar molekiler/genetik yontemlerle dogrulanmalidir (85-88). ROS!
immunhistokimyasal calismada D4D6 veya SP384 klonlarinin kullanimi énerilmektedir.
Flzyon partnerine gore boyanma paternleri: graniler sitoplazmik veya fokal veya
yaygin yogun sekilde boyanmis agregatlar; belirgin membranéz ve zayif sitoplazmik
boyanma, solid sitoplazmik boyanma seklindedir. Pnémositler, makrofajlar ve dev
hicrelerdeki ROS! ekspresyonu nedeniyle yanlis pozitifige neden olabilir (87-89).

Skorlama sistemleri:

* Modifye H-Skoru (7): yogunluk: 3+ (guclu: x2 veya x4'luk objektifte agik¢a izlenen),
2+ (orta: x10 veya x20 objektif), 1+ (zayif: x40 objektif), 0 (boyanma yok). Boyanan
timor hicrelerinin yuzdesi herbir boyanma yogunluguyla ¢arpilir 0, 1, 2, 3
yogunluguyla carpilr).

* Esik degerler: H-skor 2100 pozitif, H- skor cutoff 2150.

e Pozitif durum: Total tumor hiicrelerinin %30'unda >2+ yogunluk.

Her pozitif boyanma FiSH veya YND gibi ydntemlerle dogrulanmalidir (90).
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Sekil 7: ROST immunohistokimyasal pozitif akciger adenokarsinom érnekleri

SP384 klonu (x200)

ROS! FiSH Testi

ROSI break-apart problari ile FISH testi uygulanmalidir. ROS1 FiSH testinde ALK'ya
benzeri degerlendirme yapilir. ALK FiSH testinde yer alan parametreler ROSI FiSH testi
icin de gecerlidir. En az 50 skorlanabilir tumor hucresi bulunmalidir. TUmor hicrelerinin
2%15’inde ROS! rearanjmani bulunmasi durumunda ROS! pozitif kabul edilmektedir

(Sekil 8) (91).
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Sekil 8: Akciger adenokarsinom 6rneklerinde ROSL! FISH paternleri

a) Normal (negatif) ROSI paterni: iki flizyon veya birbirine yakin yesil ve kirmizi sinyal izlenmektedir.
b) Tipik ROSI split patern: Fizyon ve yesil ve kirmizi sinyaller arasinda birden fazla sinyal
boyutunda ayrilma bulunmaktadir. c) izole 3’ uglu ROSI patreni. Bir veya daha fazla izole yesil
sinyal ve intakt flzyon sinyali géstermektedir. FISH: floresan in situ hibridizasyon. d) ROSI gen
kopya sayisi kazanimr. Negatif ROSI paterni

ROSI1 Direnci

ROS! direnci mekanizmalari TKI tedavisinden sonra farklh kazaniimis direng
mekanizmalari bildirilmistir (92, 93). Bu vakalarin %50-60'inda, G2032R en sik gortlen
direnc olmak tzere sekonder ROS! mutasyonlari cok 6nemli bir etkendir. Mevcut
ROSI-TKI'lerinin gogu G2032R-mutant varyantina karsi hi¢ etkili olmamalari veya
yalnizca orta duzeyde etkinlik gbstermelerinden dolay|, bu mutasyonun saptanmasi
tedavi kararlari etkileyecektir.
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Sekil 9: ALK ve ROS! FiSH Testinde Degerlendirme

Negatif Pozitif Siipheli
<5 pozitif hiicre / 50 tUmor >25 pozitif hiicre / 50 timor 50 hiicrede 5-25 pozitif hiicre varsa
hucresi hicresi (pozitif hiicre orani %10-50 ise)
yada yada
<%710 pozitif hiicre >9%50 pozitif hiicre 5°dhﬁCfe
aha

<%15 (<15/100) NEGATIF
>%15/ (=15/100) POZITIiF

ALK ve ROS!1 Molekuler Tanisinda Diger Teknikler

ALK’'nin kirllma noktalari ekzon 19 ve 20'de bulunur ve en sik ALK fuzyon partnerleri
EML4, NPM{, CLTC, TPM3, RANBP2, STRN, ATIC, KIF5B, TPM4, TFG ve HIPI'dir. ROS!'in kirlma
noktalarl 32, 34, 35 ve 36 ekzonlarinda bulunur ve en sik partnerler SLC34A2, CD74,
TPM3, SDC4, EZR, LRIG3, FIG veya GOPC, MSN, KDELR2 ve CCDC6€'dir (177).

FiSH ve IHK gibi in situ doku tayinlerine ek olarak, ALK ve ROS1 gen yeniden
duzenlemelerinin tespiti icin RT-PCR’ye veya YND'ye dayall ydntemler de
kullanilmaktadir. RT-PCR ALK gen yeniden duzenlemelerini saptamak i¢cin basit

ve nispeten ucuz bir ydntemdir, ancak formalin fkse formaline gomult doku
orneklerinden RNA ekstraksiyonu zor olabilir. Bu prosedurde, RNA ters transkriptaz

ile tamamlayici DNA'ya (cDNA) donusturultr. Daha sonra belirli fizyon varyantlarini
saptamak icin fuzyona spesifk primerler ile PCR ile amplifye edilir. Bu nedenle, daha
once tanimlanan varyantlar ayirt etmek icin ¢oklu testler gereklidir (65). Ek olarak,
multipleks RT-PCR igceren protokoller ile cok hassas PCR tabanl ydontemler akciger
kanserinde ifade edilen ALK fuzyon transkriptlerinin asiri ekspresyonunu saptamaktadir
(178).

Ancak normal ve hiperplastik akciger dokusunda da ROS! geni ifade edildiginden

bu ydntem ROS!'e kolayca uygulanamaz. Bu sinirlamalara ek olarak yeni ALK ve
ROSI fuzyon partnerleri de kesfedildiginden dolayi RT-PCR’In nadir varyantlari
kacirma olasiligi bulunmaktadir. Bu nedenler klinik uygulama bu teknigin kullanimini
sinirlamistir.

Yeni nesil dizileme yontemi ile ALK ve ROS! gen flizyonlarinin saptanmasinda sadece
nanogramlar duzeyinde RNA gerekmesi, parafne gémulu dokularda nispeten distk
basarisizlik oranlari gostermesi ve flizyon partnerinden bagimsiz olarak spesifk
degisikligin tespitine ek olarak birden fazla genin ayni anda test edilmesine de olanak
saglamaktadir (150, 151, 179).
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BRAF Mutasyonu

BRAF geni RAF ailesine ait bir serin/ treonin kinaz proteinini kodlar ve etkilerini agirhkl
olarak MEK’in fosforilasyon aracil aktivasyonu yoluyla godsterir. KHDAK hastalarinin %2-
4'inde BRAF mutasyonlari bildirilmektedir. EGFR mutasyonlarindan ve ALK veya ROS!
yeniden duzenlenmelerinden farkli olarak, BRAF mutasyonlarinin eski/halen sigara
icenlerde bulunma olasilgi daha yuksektir. Adenokarsinom, papiller ve mikropapiller
morfolojide siktir (94).

Mutasyonlarin cogu nokta mutasyonu seklindedir, 15. ekzonda 600. kodonda meydana
gelir ve bunlarin gogu V600E nokta mutasyonudur. V600E mutasyonuna sahip

BRAF proteini yapisal aktivasyon gosterir, herhangi bir sinyale ihtiya¢c duymaksizin
MAPK yolagini strekli aktive eder ve timor olusumunu uyarir. BRAF V600 mutasyonu
bulunduran non-skuamoz KHDAK'da BRAF/MEK inhibitorlerinin (Dabrafenib +
Trametinib) kullaniminin onay almasindan sonra, bazi rehberlerde BRAF mutasyon
analizlerinin birinci basamak testler arasinda yer almasi 6nerilmektedir. Su anda non-
V600E KHDAK'larinin tedavi yonetimi i¢in net bir fkir birligi bulunmamaktadir (95).

Akciger kanserlerinde MAPK yolaginda yer alan proteinleri kodlayan genlerde
(KRAS, NRAS, MAP2K1, GNAS, GNALL) izlenen mutasyonlar BRAF inhibitori tedavisi alan
hastalarda tedavi direnci gelisiminde sorumludur (96).

Gelismekte Olan Yeni Biyobelirtecler
MET Amplifkasyonu ve MET Ekzon 14 Atlama Mutasyonu

MET (Met proto-onkogen) geni, MET (mezenkimal epiteliyal transisyon faktor,
hepatosit buyume faktorl reseptdri) reseptdr tirozin kinaz proteinini kodlar.

MET geninde amplifkasyonlar, ekzon 14 atlama mutasyonlari ve ekzon 14
delesyonlari sonucu PI3K- AKT-mTOR, STAT ve MAPK yolaklari aktive olur (97).

MET mutasyonlari; KHDAK vakalarinin %1-5'inde bulunur, yasli, sigara kullanan
hastalarda, sarkomatoid karsinomlarda daha siktir ve kotl prognoz ile iligkilidir
(98, 99). MET nokta mutasyonlarini saptamada YND, amplifkasyonlari saptamada
FiSH ydntemleri kullaniimaktadir. MET: CEP7 orani 5.0 olarak tanimlanan yiiksek
seviyeli amplifkasyona sahip hastalar MET inhibitorlerine yanit verebilir (100). MET
mutasyonu ve yiiksek seviyede MET amplifkasyonu bulunduran KHDAK vakalarinda TKi
(capmatinib, crizotinib) kullanilabilmektedir (101).

HER2/ERBB2 Mutasyonu

HER2 (insan epidermal bluyiume faktor reseptori 2, erbB-2 reseptor tirozin kinaz 2) geni,
ErbB ailesi reseptorlerinden biri olan membrana bagl bir reseptor tirozin kinazi kodlar
(102).

KHDAK'da HER2'nin en yaygin mutasyonu ekzon 20 ¢erceve ici insersiyonudur (A775__
G776insYVMA) ve KHDAK vakalarinin %1-3'tinde bildirilmistir. Yasl, sigara icmemis ve
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kadin hastalarda daha siktir (103). HER2 mutasyonlari, diger tanimlanmis onkojenik
degisikliklerle birbirini dislayan bir sekilde meydana gelir, ancak bazen diger genlerdeki
degisikliklerle birlikte baska mutasyonlar ve amplifkasyonlar da gozlenmistir. Diger
genlerde oldugu gibi, direng mekanizmalari tanimlanmistir ve HER2 amplifkasyonunun
kendisi, TKI tedavisi ile tedavi edilen EGFR mutasyona ugramis KHDAK’da bildirilen bir
diren¢ mekanizmasidir (102).

HER2 mutasyonu bulunduran KHDAK vakalarinin anti-HER2 (Ado-Trastuzumab
Emtansine, Trastuzumab Deruxtecan) tedavisine yanit verebildigi bildiriimektedir (104,
152).

RET Fuzyonu

RET (Ret proto-onkogen) geni, tirozin protein kinaz ailesinden bir proteini kodlar.
RET aktivasyonu, RAS-MAPK ve PI3K-AKT dahil olmak tizere multipl asagi akis sinyal
yolaklarinin stimtlasyonu ile sonuglanir.

ALK ve ROS! translokasyonlarina benzer olarak geng, sigara icmeyenlerde ve
kadinlarda daha siktir (105).

Bu yeniden dizenlemeler KHDAK'da EGFR, KRAS, ERBB2 ve BRAF mutasyonlari ve ALK
ve ROSL! fuzyonlari dahil oimak tzere diger onkojenik degisikliklerle goérilmez, RET
flzyonlarinin akciger kanserinde bagimsiz onkojenik strtculer oldugunu gosterir.
RET flizyonunu saptamada optimal bir ydntem halen bulunmamakta, FiSH ve YND
yontemleri en sik kullanilan yéntemler arasinda yer almaktadir. FiSH taramasi yanlis
pozitif sonucglara neden olabilir, giinki tim RET lokusundaki yeniden dizenlemeler,
fonksiyonel onkojenik fliizyon ile sonuclanmaz. Bu durumda, RNA sekanslama énemi
bilinmeyen bu yapisal varyantlari netlestirmeye yardimci olabilir. Mevcut yonergelerde
RET fuzyonlarinin varligi icin ileri KHDAK'li hastalarda tek gen testi tek basina tavsiye
edilmemektedir. RET analizi, herhangi bir buyuk ¢oklu gen panel testinin pargcasini
olusturmaldir (106).

Su anda yeni, daha secici RET hedefi tedaviler ile (6rn. selpercatinib ve pralsetinib)
daha etkili klinik etkinlik gérilmektedir. Ozellikle selpercatinib’in FDA onayi ile

RET fuzyonlari icin testlerin artik ileri evre KHDAK'lI tim hastalarda uygulanmasi
onerilmektedir (107).

KRAS Mutasyonu

KRAS (Kirsten ras onkogen) geni kiicik GTPaz ailesinden bir proteini kodlar. KRAS
proteinindeki asiri aktivasyonun nedeni siklikla 12, 13. ve 61. kodonlarda meydana gelen
tek bir amino asit degisikligidir. KRAS aktivasyonunu RAF, MEK ve ERK proteinlerinin
aktivasyonlari takip eder (108). KHDAK'da suriict mutasyonlardan biri olan KRAS
mutasyonu akciger adenokarsinom %25-30'unda gorulur. Sigara icenlerde, erkeklerde,
miusindz adeno karsinom ve mikropapiller adeno karsinomda daha siktir (109, 110).
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KRAS mutant KHDAK hastalarinda TKi ve kemoterapiye iyi cevap allinamamakta, bu
hastalarin prognozlarinin KRAS mutasyonu bulundurmayan hastalara oranla daha
kétu oldugu bildirilmektedir (109).

Akciger kanserinde KRAS mutasyonu, kolorektal kanserdeki siklikla G’den A'ya gegisin
aksine, siklikla G’'den T'ye donistim ile karakterizedir. Sigara dumanindaki aromatik
hidrokarbon sik G>T dénusumiine neden olur. Kodon 12'de KRAS mutasyonunda en

az 6 amino asit yer degistirmesi vardir. KHDAK’'nin %13'Unde KRAS G12C mutasyonu
bulunmaktadir. Mutant KRAS genel olarak daha zayif GTPaz aktivitesine sahipken, KRAS
G12C mutasyonu GAP aracil hidrolizinin azalmasina ragmen neredeyse dogal tipte
GTPaz aktivitesine sahiptir. Son zamanlarda sotorasib gibi KRAS G12C inhibitorlerinin
klinik etkinlige sahip oldugu gosterilmistir (108-110).

EGFR, ALK, ROSL, BRAF, RET ve KRAS mutasyonu genellikle birbirini diglayan
mutasyonlardir. EGFR/ALK/ROS! mutasyonu saptanmayan hastalarda tek basina KRAS
mutasyonu bakilabilir. KRAS mutasyonu saptanir ise bu hastalarda baska bir strtict
mutasyon bulunma ihtimali ¢ok dusuk oldugundan ek molekiler testlere (BRAF, RET
vb.) gerek olmamaktadir. Coklu gen panelleri uygulayan merkezlerde panellere KRAS
geninin de eklenmesi 6nerilmektedir (111).

NRG1 (N6rogulin 1)

NRGL! geni; huicreler arasi sinyal iletiminde gorev alan membran proteinini kodlar. NRG!
geninde izlenen fuzyonlar sonucu PI3K-AKT yolagi aktive olur ve hiicre proliferasyonu
uyarilir (112). KHDAK vakalarinin %l'inden azinda NRG! fizyonlari goérulmekte; kadinlarda,
sigara icmeyenlerde ve invaziv misindz adeno karsinomlarda NRGL! fuzyon sikligi
artmaktadir. NRGI fuzyonlar saptamada RNA bazli YND yéntemlerinin kullanimi
onerilmektedir (113). NRG! fuzyonu bulunduran KHDAK vakalarinin afatinib tedavisine iyi
yanit verdigini bildiren calismalar mevcuttur (114).
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Tablo 4: KHDAK’da Tedavi Hedef Olan Genler, Tedaviye Yanit ve Tedavi Direnci ile iligkili
Mutasyonlar* (153, 154)

Gen En sik mutasyon ilag Direng mekanizmasi
Epidermal buyume faktor -EGFR 21. ekzon L858R Erlotinib, Geftinib, -EGFR T790M, C797S mutasyonlari, 20 . ekzon insersiyonlari
reseptori (EGFR) mutasyonu Afatinib, Dacomitinib, -Diger genlerde mutasyonlar (TP53, PIK3CA, KRAS, MET vb.)

-EGFR 19. ekzon Osimertinib -Kicik hiicre transformasyonu

delesyonlari
Anaplastik lenfoma kinaz -ALK fazyonlari Crizotinib, Brigatinib, -ALK nokta mutasyonlari (6zellikle 1123.-1269. kodonlar arasi)
(ALK) Certinib, Alectinib, -ALK kopya sayis| degisimleri

Lorlatinib -Diger genlerde mutasyonlar (EGFR, MET, SRC vb.)
-Kucuk hticre transformasyonu

ROS proto-onkogen 1, -ROS! flizyonlar Crizotinib, Ceritinib, -ROS!1 G2032R, D2033N, L2026M, S1986F/Y mutasyonlari
reseptor tirozin kinaz (ROS!) Entrectinib -Diger gen mutasyonlari (TP53 vb.)
B-Raf proto-onkogen, serin/  -BRAF V600 Dabrafenib+ trametinib  -MAPK sinyal yolag: aktivasyonlari
treonin Kinaz (BRAF) mutasyonlari
Human epidermal buytime -HER2 20. ekzon Ado-trastuzumab -HER2 C805S mutasyonu
faktor reseptort 2 insersiyonlari emtansin, Fam- -PIK3CA mutasyonlari
(HER2, ERBB2) -HER2 duplikasyonlari trastuzumab -HER2 kopya sayis| degisimleri

deruxtecan-nxki

RET proto-onkogen (RET) -RET flizyonlari Selpercatinib, -RET V804L, G810A mutasyonlari
Cabozantinib Alektinib,
Apatinib, Vandetanib,

Pralsetinib
MET proto-onkogen, -MET 14. ekzon atlama  Crizotinib, Cabozantinib, -MET Y1230C, D1228N mutasyonlari
reseptor tirozin kinaz (MET) mutasyonlari Capmatinib, Tepotinib -Diger gen mutasyonlari
-MET amplifkasyonu
Norotropik reseptor tirozin -NTRK 1,2,3 flizyonlar Larotrectinib, Entrectinib  -NTRK nokta mutasyonlari
kinaz (NTRK) (NTRK! G595R, F589L, G667S)
(NTRK3 G623R, G696A)
-IGFIR yolag aktivasyonu
KRAS proto-onkogen, Gi2C Adagrasib, Sotorasib -ikincil KRAS mutasyonlari

GTPaz (KRAS)

*NCCN, ESMO rehberleri ve Suster DI, Mino-Kenudson M. Molecular Pathology of Primary Non- small
Cell Lung Cancer. Arch Med Res. 2020 Aug 29:50188-4409(20)31460-0 referans alinarak hazirlanmigtir.

TMB (Tumor Mutasyon Yuku)

TMB; milyon baz basina diisen nonsinonim mutasyon sayisidir. TMB yuksek tum solid
tiumdrlerde immunoterapi ilaci olan pembrolizumab onay almistir. TMB hesaplamak
icin en ideal yontem tim ekzon sekanslamadir (115). Yayinlarda yuksek-TMB igin farkl
‘cut-off’ degerleri kullanilmakta, bu degerler 10-20 arasinda degismektedir (116, 117).

Ekzon sekanslama disinda, ¢ok sayida (yuzlerce) gen iceren YND panelleri ile de TMB
hesaplanabilmektedir.

NTRK Fuzyonlari

Norotrofk tirozin reseptor kinaz genlerini (NTRKI-3) iceren somatik fuzyonlar, KHDAK
dahil gesitli timorlerde disuk prevalansta (<%l) ortaya ¢ikan nadir onkojenik
etkenlerdir. NTRK genlerinde nokta mutasyonlari tedavi igin uygun genetik mutasyonlar
degildir (168).

NTRK flizyonlari KHDAK'lari arasinda diger strtici mutasyonlar gibi 6zellikle
adenokarsinomda gorilse de skuamoz hiicreli ve diger akciger karsinomlarinda da
saptanabilir, bu nedenle histolojik tip genetik arastirma icin dislayici degildir. NTRK
fuzyonlar dzellikle sigara icmemis hastalarda mevcuttur (169, 170).
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NRTK!1-3 gen fuzyonlari, larotrectinib (LOXO-101) ve entrectinib (RXDX-101) ilaglarinin
etkin oldugu hedefenebilen onkojenik TRKA-C fuzyon proteinlerini kodlar.

NTRK fuzyonlari bu proteinlerin surekli yapimina neden olarak tirozin kinaz aktivitesini
olusturur ve tumoérde surtict mutasyon olarak islev gorir (39, 51, 171).

NTRK fuizyonlari KHDAK'da son derece nadirdir (%0.1-%-1). Bilinen diger surtici
mutasyon olmayan hastalarda %3 bulunmustur. KHDAK icin gtincel 6nerilerden
biri 6nceden beri bilinen ve daha sik goérulen suriict mutasyonlarin taranmasi ve
bu sirada Pan-TRK immunhistokimyasi ile 6n tarama yapilmasi, eger sik gorilen
mutasyonlar negatif ise FISH / ya da YND ile NTRK testi yapiimasidir (Sekil 7) (12).

EPR17341 klonunu (Abcam/Ventana) kullanarak pan-TRK immunhistokimyasal
degerlendirme, NTRK1-3 gen yeniden diizenlemelerinin FiSH, RT-PCR ya da NGS
sonugclariyla 6nemli 6lciide uyumluluk gdstermistir. Bu konuda literatirde henuiz
sinirl sayida arastirma olmasiyla birlikte uygulanabilir bir tarama testi olarak kabul
edilmektedir. Ancak iHK ile yanlis pozitifik olabilecedi unutulmamalidir (14).

KHDAK’da NTRK fuzyonlari i¢cin test rehberleri netlesmese de literaturde bazi 6neriler
mevcuttur (20, 27, 49).

Pan-TRK immun pozitifigi NTRK fiizyonlarini saptamada spesifk degildir. Ozellikle
nodroendokrin tumdarlerde yanlis pozitifigin gorulebildigi belirtimektedir (53, 73).

KHDAK ‘larinda NTRK fuizyonlari NTRK! ve daha az oranda NTRK3 fuizyonlari olarak
bildirilmistir.

Sekil 10: ESMO tarafindan dnerilen NTRK gen fizyonu saptama algoritmasi*

Yiiksek oranda rekiirren
NTRK gen fiizyonu Dizileme platformu
tasidigi bilinen histolojik bulunuyor mu?

tliimor tipi

Bilinen NTRK genini iceren yeniden Tarama araci olarak IHC kullanilir /Vlaliyet_et.k_ili oldugunda, NTRK
diizenlemeye 6zel problari olan genlerini iceren (ve yeniden
FISH veya RT-PCR analizleri duizenlemeleri arastirma olanagi

dustnalur saglayan) 6n basamak MPS
TRK ekspresyonu TRK ekspresyonu
saptanmaz saptanir

hedefli gen paneli kullanilir
ESMO: Avrupa Medikal Onkoloji Dernegi FiSH: foresan in situ hibridizasyon IHC: immuinohistokimya
MPS: Masif paralel dizileme; NTRK: Norotrofk reseptdr tirozin kinaz RT-PCR: Ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu.

*Reis-Filho JS hazirlanirken ESMO Calisma Grubu adina Marchio C'den uyarlanmistir.
(ESMO 2018 Kongresi; 19-23 Ekim 2018; Minih, Almanya)
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Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (YND) teknolojileri; ayni anda ¢ok fazla nukleik asit (DNA veya
RNA) parcasini dizilemeye imkan veren, yiiksek ¢iktili teknolojilerdir (118). YND
yontemleri ile bir hiicrenin genomu veya ekzonu yani sira, kullanilan cihaza gére
degisiklik gbstermekle birlikte, es zamanli olarak onlarca hastanin onlarca geni
dizilenebilmektedir. YND ile elde edilen yuksek veri ¢iktisinin islenmesi ve sekans
verilerinin yorumlanmasi igin gugli bir biyoinformatik destek gerekmektedir.

Nukleik asit izolasyonu sonrasi analiz edilmek istenen gen bolgeleri cogaltimakta ve
nikleotid dizisi ortaya c¢ikarilmaktadir. Gen bolgelerini cogaltmak icin farkli ydontemler
(amplifkasyon ve hibridizasyon bazli) kullanilabilmekte; nokta mutasyonlari,

kicuk insersiyon-delesyonlara ek olarak kullanilan ydnteme gdre fuzyonlar da
saptanabilmektedir.

YND ile ayni anda birgok hastaya ait bircok gen bolgesinin analiz edilebilmesi; hem
DNA hem RNA sekanslamaya imkan vermesi; nokta mutasyonlari, kiguk insersiyon
delesyonlar yani sira makro duzeyde mutasyonlarin (amplifkasyon, fuzyon vb)
saptanabilmesi nedenleri ile KHDAK'da uygulanan molekuler testler i¢in 6nerilen bir
yaklasim halini almaya baslamistir. ESMO non-skuamo6z KHDAK vakalarinda rutin
olarak YND kullaniimasini énermektedir (119). YND yapilan merkezlerde gerekli i¢ ve dig
kalite galismalarinin yapilmasinin 6nemi de vurgulanmaktadir.

KHDAK basta olmak tizere bircok solid timoérde hedefe yonelik tedavi segeneklerinin
belirlenmesi amaci ile kullanimi FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onay
almis birgok YND panelleri (FoundationOne CDx, MSKIMPACT vb.) bulunmaktadir (120).

Likit Biyopsi-ctDNA Analizi

Dolanan kanda bulunan timare ait DNA'nin plazmadan izolasyonu ve analizi, KHDAK
basta olmak Uzere bir cok kanser turtinde klinik tedavi karari dncesi tedaviye yon
verecek potansiyele sahip bir aractir.

Akciger kanserinde giincel likit biyopsi kullanimi 6zellikle primer EGFR aktive edici
mutasyonu olan hastalarda direng gelistiginde doku biyopsisi alimi zor oldugunda
yada hizli sonug i¢in 6nerilir (detaylar icin KHDAK EGFR Mutasyon testi).

Oneriler

Molekdler testler icin doku biyopsisi altin standarttir ancak dokunun yetersiz ya da
sinirh oldugu veya biyopsi alinamadigi durumlarda EGFR mutasyonlarinin saptanmasi
icin ctDNA testleri kullanilabilir. Ancak testin sensitivitesinin ¢esitli nedenlere bagli
olarak %70 oldugu belirtiimektedir (173).

KHDAK’nin ilk tanisi i¢cin ctDNA’nin kullanimi destekleyecek yeterli kanit yoktur. Progrese
olan ya da EGFR Tirozin Kinaz inhibitorlerine diren¢ gelisen KHDAK hastalarinda EGFR-
T790M mutasyonunun saptanmasi icin ctDNA metotlari kullanilabilir. Negatif bir likit
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biyopsi sonucu hangi ydntemle test edilmis olursa olsun tumaor biyopsisi alinarak
dokudan tekrar test edilmeli ve dogrulanmalidir. ctDNA izolasyonu igin serum yerine
plazmanin tercih edilmesi 6nerilir.

Molekuler testlerin hem doku 6rne@i hem de likit biyopsi ile calisiimasi daha fazla
hastanin tespit edilmesine olanak saglayabilir.

EGFR aktive edici mutasyonlar ve T790M mutasyonunun tespiti i¢in valide edilmis ve
duyarhhgi yuksek PCR temelli metotlar kullaniimalidir.

PCR temelli metotlar ALK ve ROS! rearanjmanlarinin tespiti icin hentz standardize
edilmemistir.

Kanser hastalarinin progresyon acisindan klinik calismalar haricinde ctDNA molekuler
testleri ile non-invaziv olarak takip edilmesi icin henuz yeterli kanit yoktur.

Primer KHDAK, EGFR ve diger mutasyonlarin ya da direng/progresyon sirasinda EGFR
-T790M mutasyonlarinin saptanmasi amaci ile dolanan kanda tumaor hicrelerinin
(CTC) molekuler analizi icin hentiz yeterli kanit yoktur.

Immuno-onkoloji'de likit biyopsinin kullanimi ile ilgili calismalar devam etmektedir
ancak gunuimuzde rutin kullanimda degildir.
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Sekil 11: KHDAK ilk Tani Aninda Onerilen Test Algoritmasi (121-127)

ileri Evre KUguk Hucre
Digl Akciger Kanseri Tanisi

Tamor Dokusundan Molekuler Testler *

EGFR ALK ROSI

ALK, ROSI
Negatif veya Pozitif
—_—
EGFR Mutasyonu EGFR Mutasyonu
Tespit Edildi Tespit Edilemedi

EGFR Mutasyon Analizi igin
Uygunsuz/Yetersiz Doku Ornegi

Kan Alinir

EGFR ctDNA
Mutasyon Testi

\

EGFR Mutasyonu
Tespit Edilemedi

EGFR Mutasyonu
Tespit Edildi

Testin
tekrarlanmasi
igin tumor
dokusundan yeni
biyopsi érnegi
alinmasi énerilir

——

l

Yalanci Negatif
CtDNA Sonucu (?)

g ——
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Sekil 12: Progrese KHDAK icin Onerilen ctDNA Test Algoritmasi (121-127)

ileri Evre Kuguk Hucre Digi Akciger
Kanseri Progresyonu

TUmér Dokusundan Molekuler Testler *

EGFR T790M

EGFR Mutasyon Analizi igin
Uygunsuz/Yetersiz Doku Ornegi

EGFR T790M
Mutasyonu
Tespit Edilemedi

EGFR T790M
Mutasyonu Kan Alinir
Tespit Edildi

EGFR T790M ctDNA
Mutasyon Testi

EGFR T790M EGFR T790M
Mutasyonu Tespit Mutasyonu Tespit
Edildi Edilemedi

1

Yalanci Negatif
CtDNA Sonucu (?)

Testin
tekrarlanmasi
igin tamor
dokusundan yeni
biyopsi 6rnegi
alinmasi énerilir

—

g S

40




Akciger Kanserinde Likit Biyopsi icin Onerilen Uygulama
Esaslari

Plazma izolasyonu ve ctDNA ekstraksiyonu igin EDTA tupleri ya da ctDNA prezervatif
ozel tasarlanmis tuplere en az 10 ml kan alinmasi 6nerilir.

EDTA tuplerine test yapilacak merkezde drnek alinmasi ya da tiplerin 30 dakika
icerisinde testin yapilacag merkeze nakledilmesi onerilir.

EDTA tuplerindeki 6rneklerinin islenmesi i¢in dnerilen azami sure 4 saat ve ctDNA
prezervatif tupler icin 6nerilen azami stre 3 guindr. Bazi protokollerde 7 gliine kadar
kan saklanabilmektedir.

Kan 6rnegdi hangi tip ile alinmis olursa olsun dondurulmamalidir.

Plazma izolasyonu icin tuplere alinan drneklerin iki defa santrifuj edilmesi 6nerilir;

 Tam kan 6rneg@i 800-2,000 x g’'de 10 dakika santrifijlenmeli, plazma Ust fazi
ayrilmali (beyaz kan hucresi tabakasini bozmaktan kaginin) ve yeni bir tiipe
transfer edilmelidir.

* Plazma 2.000-16.000 x g'de 10 dakika santrifujlenmelidir.

¢ Yiuksek hizda dondirme mumkin degilse, hic ilave déndirme yapilmamasi
yerine Ust fazin dusuk bir hizda ikinci kez déndurulmesi 6nerilir.

DNA ekstraksiyonu, kiiguk fragmante DNA ekstraksiyonu i¢in tasarlanmis kitler ile
yapiimalidir.

Ekstraksiyon sonrasi ctDNA analizi i¢cin valide edilmis qPCR, ddPCR, BEAMing ve
multipleks NGS panelleri kullanilabilir.

Likit biyopsi sonucu i¢in dnerilen raporlama suresi 2 haftadir (10 is gunui).

Likit biyopsi raporunda kullanilan test platformu, klinik ve analitik sensitivite (tespit
sinirt), spesifte, test sonucunda bulunan molekuler degisimler ve yorum kismi
bulunmalidir.
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Sekil 13: Likit Biyopsi ctDNA testi icin dnerilen pre-nalitik streg (121-127)

(A) Kan alimi (B) Santrifij

EDTA gibi 10 dakika sure ile Supernatantin 10 dakika sure ile
antikoagulan bir 1200-1600g ayrilmasi 3000-16.000g ikinci
tipe kan alimi santrifj hizli santrifj
(C) saklama
& &
\_ </
PD-L1 Testi

immiin kontrol noktasi inhibitérleri, ileri evre kiiciik hiicreli disi akciger kanserinin
tedavisini yeni bir caga gecirmistir.

immunoterapi segenegdi icin belirlenecek hastalarda biyobelirtec arayisi heniiz
son halini almasa da tumor dokusunda PD-L! arastirmasi dnerilmektedir. TUmorin
infamasyon yogunlugu, timor antijenlerinin yogunlugu, timaor mutasyon yuka,
mikrosatellit instabilite durumu, hastanin immun supresyon durumu gibi diger
belirtecler de gunluk kullanima girmeye adaydir.
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Sekil 14: immiino onkolojide biyobelirtecler (128, 130)

Tumor antijenleri Inflame tumor

TUmord yok etmek igin konak immun immun hicre infiltrasyonu ve tiimor
sistemi tarafindan yabanci olarak Y mikrogevresinin aktivasyonuna dair
algilanan tumorin urettigi antijenler'? kanitlar sunan bir tumér alt grubu®
TMB | MSI-H/dMMR | Neo antijenler PD-L1| PD-L2 | TILs |

i} Inflamasyon gen imzasi

Immun supresyon

T hicre aktivasyonu supresyonu,
T hicre tkenmesini tesvik edici
ya da reg T hicrelerini aktive eden kanser tedavisine verdigi cevabi
immun sistemi frenleme amagh etkilers®

mekanizmalar'#s ) Mikrobiota | Germline mutasyonlari
LAG-3 | Tregs | MDSCs | IDO

Konak cevresi
Her bireydeki farkli faktorler kanserin
baslamasiny, ilerlemesini ve/veya

*Efektor hidcreleri veya NK hicresi.

immuno onkolojide farkli ilaclar rutindeki yerlerini almislardir. Bu ilaglar arasinda 6ne
clkanlar ve neye karsi gelistirildikleri Sekil 12'de 6zetlenmistir.

Sekil 15: (133)

PD-1 inhibitorleri
-Nivolumab
-Pembrolizumab

CTLA-4 inhibitorleri
-ipilimumab
-Tremelimumab

Antijen_

PD-L1 inhibitorleri
-Atezolizumab
-Durvalumab

Tumor hicresi
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Anti PD-1 ve Anti PD-L1 ajanlar son eklenenler olup bunlarin verilecegi hasta secimleri
icin ilag Ureticisi frmalar farkl diagnostik frmalar ile isbirligi icerisinde ¢calismistir.
immunhistokimyasal boyama cihazlari olarak iki frma 6ne ¢gikmaktadir; DAKO
(Agilent frmasina ait) ve Roche Diagnostics. Bu iki frmanin Urettigi farkl PD-L1 primer
antikorlarin KHDAK'larinda ekspresyonunu degerlendiren retrospektif ve prospektif
calismalar ve ilag kullanimi ile anlamli iligkileri olup olmadigini test eden pek gok
arastirma literaturde yerini almistir (131, 133-135).

Anti PD-1 ve Anti PD-L! ilaglari dokuda timér ve timor iligkili lenfositlerde (TiL) PD-
L1 pozitifiginin biyobelirtec olarak kullaniimasi kabul gérmis durumdadir. Bugin
artik Amerika’da CAP /AMP ve Akciger patologlari ile pek gok Avrupa ulkesinde
KHDAK hastalar hedefi tedaviler i¢cin molekiler testler yani sira PD-L! testi de
uygulanmaktadir (133).

Tablo 5: Rutinde KHDAK icin ilac Firmalarin da liskili Oldugu 5 PD-L1 Primer Antikoru ve 2
immiinohistokimya Cihazi ile Calisma Onerileri*

PD-L1
Diyagnostik .

i PD-L1“+”lik siniri Platform
Antikor
Klonu

e . DAKO Link 48
28-8 %1 tumor hicresi (TH) .
Nivolumab Autostainer

SP263 > %1, = %5 ve = %10 TH VENTANA BenchMark

>%]1 TH %1-49 TH PD-L1 + | DAKO Link 48
>%50 tumor hicresi Autostainer

22C3

Pembrolizumab

>%50 TH Lbasamak
SP263 VENTANA BenchMark
>%1 TH 2.basamak

Atezolizumab SP142 2%50 TH veya 2%10 TIL VENTANA BenchMark
2%l TH

Durvalumab SP263 Kemoradyoterapi VENTANA BenchMark
sonrasl

Avelumab 73-10 2%1 TH DAKO Link 48

*TUmér hicresi (TH), TH3=TH >%50 TIL= TIL >%10, TH2/TiL2= TH veya TIL >%5 THI1 /TiL1= TC veya TIL >%I

Tablo 5'de 6zetlenen her ilag icin farkh PD-L1 immun uygulamalarini, gogunlukla ktiguk
biyopsi 6rnekleri ile tani alan her hastaya uygulanmasinin mantikl ve pratik olmadigi
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asikardir. Bu nedenle Uluslararasi Akciger Kanseri Calismalari Dernegi (IASLC- The
International Association For The Study Of Lung Cancer) dnderliginde ayni dokularda
farklh PD-L1 klonlarini karsilastiran, Blue Print 1 ve 2 olarak isimlendirilen galismalar

ve ayrica Almanya, Fransa ve ABD ulkelerin Akciger patologlarinin gerceklestirdigi
karsilastirma ¢alismalarinin sonuglar literattirde yerini almistir (133, 136-139).

Ozetle, Hem 22C3 (DAKO), 28-8 (DAKO) ve SP263 (ROCHE Ventana) PD-L1 klonlari
oldukca birbirine yakin boyanma sonuclari vermistir ve bu sonuclar arastirmaya
katilan tum patologlarin yiiksek uyumu sonucunda ispatlanmistir (138). Ancak bazi
guncel calismalarda VENTANA platformu ile SP263 klonu uygulamasinin digerlerine
Ustun oldugu belirtiimektedir (155, 156).

Her bir ilag icin farkli esik degerler (Cut-Off) dnerileri olmasi uygulama zorluklarina
neden olabilmektedir. Bu nedenle patologun yapmasi gereken, raporunda hangi
primer antikoru hangi platformla uyguladigini agiklamakla, tumor hicrelerinde ve
TiL'de pozitifik durumunu belirtmesi olacaktir (135).

ilaclarin kullanim izinleri arasinda da farkliliklar bulunmaktadir. 1. basamak KHDAK
tedavisine pembrolizumab (MSD) monoterapisi i¢in tUmorin PD- L1 durumunun
bilinmesi sarti aranmaktadir. Diger bir deyisle PD-L1 skorlamasi pembrolizumab

(MSD) icin tamamlayici, diger anti PD-1/PD-Ll immunoterapi ilaglari igin eslikgi olarak
yorumlanmaktadir (135).

Literatur incelendigine ilag endustrisi iliskili klonlar disinda bir de LIE3N PD-L!1 klonu sikga
kullaniimaktadir. Bu primer antikor da diger bir immunhistokimya cihazi (Leica BOND)
ile uygulanmistir. Bu antikoru digerleri ile kiyaslayan ve kullanilabilir oldugunu gdsteren
bir arastirma mevcuttur (140).

PD-L1 Degerlendirmesinde Patologun Bilmesi Gerekenler

* PD-L{, B7 ligand ailesine ait tip bir transmembran proteindir (B7-H1). Hematopoetik
hicrelerde (dendritik hiicreler, makrofajlar, mast hucreleri, T-lenfositler ve
B-lenfositler) ve endotel, epitelyal ve tumor hicreleri gibi non-hematopoetik
hicrelerde eksprese edilebilir (141).

 Tumor hicre yuzeyinde eksprese edilen PD-LL, regulatoér T-hicresi Uzerinde
eksprese edilen PD-1 baglanarak T hiicresinin infamatuar aktivitesini azaltir ve
tiumaorun yabanci olarak taninmasini inhibe eder; immiun sistemin kendi kendine
toleransini (down regtilasyonunu) saglar (134, 142).

< PD-Lr'in immiinohistokimyasal (iHK) boyama ile ekspresyonunun degerlendiriimesi,
KHDAK hastalarinin arasinda PD-L! inhibitdrleri kullanilabilecek olanlar se¢cmek igin
temel strateji olmustur.

e PD-L{, baslica membran inhibitdr liganddir ve KHDAK'da immunoterapi biyobelirteg
arayisinda simdiye kadar en ¢ok ¢alisilan metabolittir.

e PD-L! pozitifigi tumor hiicrelerinde >%50 ve Uzeri boyanma olan hastalarda anti PD-
1/ anti PD-Ll immunterapétik ilaglarla oldukca iyi sonucglar alinmaktadir (135, 142).
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PD-L1, KHDAK hastalarinda sigara icenlerde daha yuksek oranda pozitiftir.

Adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinom olgularinda PD-L! pozitifigi
karsilastirildiginda benzer pozitifik orani bildiriimektedir (142).

PD-L1 pozitifigi KHDAK'larinda ¢gogunlukla kott prognozla iliskilidir (137, 141, 142).
Tumorde PD-L! pozitifigi dinamik bir stirectir, tedavilerden ve hastanin
ozelliklerinden etkilenerek degisim gdsterebilir; PD-L1, 6drnedin radyoterapi alan
hastada 6nce negatif iken tedavi sonrasi pozitifesebilir (radyoterapinin apiskobal
etkisi) (143, 144).

Tumaorlerdeki PD-L! pozitivitesi zaman igerisinde degisken oldugu gibi timdrlerde de
heterojendir. Bu nedenle mumkun olan en buyuk tumaor alanina ¢calisiimaldir (131,
135).

Primer tumor ve metastazindaki PD-L1 ekspresyonlari es zamanl oldugunda paralel
bulunmustur ancak daha sonra gelisen metastazda PD-L! pozitifigi degisebilir (142).

PD-Ll immunoterapi icin en yaygin kullanilan biyo-belirte¢ oimasina karsin daha
farkl belirte¢ arayisi da devam etmektedir (157, 158).

Rutin uygulamaya hentiz gegmemekle birlikte Tumoérde Mutasyon Yuku son yillarda
arastirilan parametredir (145). Ancak heniz rutin uygulamalar i¢cin standardize
edilememistir (159-161).

CD8 T lenfosit yogunlugu, CAR-T orani, INF-y yogunlugu gibi parametreler de
arastirilmaktadir, ancak rutin uygulama igin yeterli uzlasi saglanamamistir (145, 162,
163).

ileri evre KHDAK hastasinin en az 100 hiicre igeren ve en giincel olan doku biyopsisi
var ise PD-L! testi i¢in bu doku tercih edilmelidir.

Preanalitik Donemde Dikkat Edilmesi Gerekenler

IASLC PD-L! degerlendirme rehberi kitabindan alinan 6zet Tablo 6 olarak verilmistir.
Dokunun fksatife konma, fksasyon stresi bilgileri cok dnemlidir (Tablo 6).

Asin fkse edilmis (fksatif icinde fazla kalmis dokularin) PD-L1 calismalari yalanci
negatif olabilir; primer antikor kesite ntifuz etmeyebilir (146).

3 ylldan daha eski bloklarin kesitlerine, 3-6 aydan eski hazir kesitlere yapiimamaldir.

3-5p kalinlikta kesitler pozitif sarjli lamlara alinmali, mutlaka pozitif kontrol
eklenmelidir (normal tonsil dokusu onerilir).

Ancak doku biyopsisi yetmediginde ya da yoksa sitolojik materyaller de PD-L!L
testinde kullanilabilir (146, 164, 165).
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Tablo 6: Preanalitik Asamalarin Sorunlari ve Onlemleri

Parametre Oneri

Soguk iskemi Suiresi Mumkunse 30 dakikadan daha kisa; en fazla | saat
Fiksatif %10 ndtral tamponlu formalin

Fiksasyon suresi (Doku) 6-48 saat

Fiksasyon suresi

(Rezeksiyon) 24-48 saat

Hazirhik 3-5 um kalinlikta kesilmis parafne gomulu kesitler
Ornegin saklanmasi Doku bloklari

Bloklar icin saklama

L PD-L1iHK icin 3 yildan daha az
suresi

Bloklar icin saklama
¢ Isiktan, sicaktan, nemden korunmal

kosullari

Kesitler icin saklama Saklama kosullarina gore degisken. Kullanilacak
suresi testin icerigine gore karar verilmeli
Dekalsifkasyon Gerekli ise EDTA

PD-L1IHK Calismasini Degerlendirirken Dikkat Edilmesi
Gerekenler

Tumor hicrelerinde PD-L1 ekspresyonu membranéz boyanma dikkate alinarak
degerlendiriimelidir; membran6z boyanmaya eslik etmeyen tek basina sitoplazmik
boyanmalar pozitif sayilmamaldir (135).

Tumorun H&E kesitleri ile birlikte degerlendiriimesi morfolojiye hakimiyeti saglar;
kesitteki tim tumor degerlendirilmis olur.

KHDAK'larda PD-L1 testi deneyim gerektiren bir testtir, mimkutnse degerlendirici
patologlar bir egitim almalidir (147, 148).

On-line egitim de mumkindur (62).

Patoloji laboratuvari ticari olarak kanitlanmis PD-L1 primer antikoru ve platform

kullanmayacaksa, laboratuvarda gelistirilmis test secilmis ise bu testin validasyon
calismasini yapmis olmalidir.

Farkl immunoterapi ilaglari igin L.hat ve 2. hat tedavilerde farkli PD-L1 esik degerleri
belirlenmistir (6rn. pemrolizumab igin L.hat tedavi igin PD-L1> %50 ve Uzeri ve 2.hat
tedavide ya da kombine tedavi icin PD-L1> %1 olmaldir.)
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* Nivolumab ve atezolizumab ilag erisimi igin PD-Ll durumunun bilinmesi sart degildir
(166, 167).

¢ Musindz tumodrlerde membrani degerlendirmek zor olabilir.

* Tumordeki PD-L1 heterojen ise kesitte farkl alanlara gore sanal bolimlenme yapip
her bir bélumun PD-L! skoru cikarilip % verilebilir (149).

Sekil 16: PD-LL IHC 22C3 pharmDx Yorumlama Kilavuzu-Ornek Hesaplama, KHDAK

Degerlendirme:
Dért ilgili kesitin her birinde
tamor hucresi boyanmasi: %80, %25, %50, %100

Q
vty -
X LN
JEE oogo
%08
%80 PD-L1 & . ‘ ‘ %25 PD-L1
pozitif “ ° .. ‘. .. ({180 OR o &) pozitif
el
%50 PD-L1 %8 . % %100 PD-L1
pozitif pozitif
%
[ ¢}
0,
5 (¢]
Tumor Oran Skoru hesaplanir: Boyanan O Negatif tumor hiucresi

tUmér hicrelerinin genel orani (%) belirlenir. P, .
¢ e @ 1+, 2+ ve 3+ timar hucresi

Degerlendirme: Tumér Oran Skorw: o
(%80+%25+%50+%100) / 4=2%60

PD-LlIHK ile Tum®r Hucre Proporsiyon Skorlamasi (TPS)

Tumorde PD-L! pozitifigi hi¢c yoksa (0) ya da ¢ok fazla hiicre var ise ve pozitifik %1 den
azise:

e TPS <%! Negatif PD-L1 skoru,
e PD-L! pozitifigi %1-49 ise Dusuk PD-L! skoru,
e PD-L! pozitifigi >%50 ise Guclu PD-L1 skoru olarak yorumlanabilir.
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Sekil 17: Capa Tip Fakiltesi patoloji arsivinden alinan érnek preparatlarda PD-L1
degerlendirmesi

a- Kontrol Tonsil dokusu: Kript epiteli kuvvetli (+), germinal merkez hicrelerinde
zayif grantller (+)
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PD-L1 Test Sonucunu Rapor Etmek;
Asagidaki bilgileri iceren rapor dizenlenmesi dnerilir (135):
* Hastanin demografk verileri

e Tumor tanisi

* Biyopsi /sitolojik materyal

e Canli tumor sayisi (100 hiucreden az/cok)

« Kullanlan PD-L1 klonu

- immaunhistokimya cihazi

* Pozitif kontrol boyanmasi

* TH'de membrandz boyanan htcre yuzdesi

e TUmMOr proporsiyon skoru

e Yorum

Sekil 17: Hedefenebilir Mutasyon izlenmeyen ileri Evre KHDAK’de immiinoterapiye iliskin
Mevcut Paradigma

PD-L1 dustk (%1-%49) PD-L1 yuiksek
veya negatif (<%1) (=%50)

PD-(L)1 inhibitora
veya KT + PD-(L)1
inhibitoru

Skuamoz Non-skuamoz
histoloji histoloji

KT + PD-(L)1 KT + PD-(L)1
inhibitord inhibitoru

e PD-Ll dusuk (%1-%49) veya negatif (<%!l) durumunda standart tedavi ICI+KT
kombinasyonudur.

e >%50 PD-L! durumunda tercih edilen tek ajan ICl veya ICI + KT

« Tek ajan ICI, 2%l PD-Ll icin onayl olmakla birlikte genel olarak Mayis 2020'de,
nivolumab/ipilimumab PD-L!'in 2%! olarak 6lguldugu ileri evre KHDAK'In birinci
basamak tedavisinde onaylanirken, nivolumab/ipilimumab arti 2 siklus platin
bazli ikili kemoterapi EGFR veya ALK genomik aberasyonlarinin izlenmedigi ileri
evre KHDAK'In birinci basamak tedavisinde onaylanmistir, uzmanlar tarafindan
onerilmez.
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KHDAK’da Molekdiler Test Patoloji Raporu icerigi

Molekuler Testlerde Raporda Yer Almasi Gereken Ortak
Parametreler

* Hasta bilgileri (Birden fazla sayfa var ise her sayfada yer almalidir)
* Testisteyen ve testi raporlayan doktorlarin bilgileri

* Testistem tarihi, 6rnegin kabul edildigi tarih ve rapor tarihi

« Onceki tedaviye dair bilgiler

* Biyopsi zamani (ilk, relaps, progresyon)

« Ornegin alindigi doku (lenf nodu, akciger vb.)

- Test edilen materyalin 6zellikleri (iiA, parafn blok vb)

« Patolojik tani

e Tumor yuzdesi ve drnegin yeterliligi

* Kullanilan test metodu

+ Testin analitik sensitivitesi

* Test edilen gen/genler

e Sonucg

* Sonuclailgili yorum (ilag duyarlligi/ila¢ direnci/prognoztik etkisi vb.)

* Birden fazla sayfa var ise her sayfada sayfa numarasi (6rn: 1/2, /3 vb.)

EGFR/BRAF/KRAS Gibi Genlerde Nokta Mutasyonu/Kucguk
insersiyon-Delesyonlara Yonelik Mutasyon Testi Raporunda Yer
Almasi Gerekenler

* Test edilen gen/genler ve ekzonlari

e Mutasyon turt (tekli nikleotid degisimi/insersiyon/ delesyon vb.)

e Mutasyonun ilgili genin hangi transkript varyantina gore isimlendirildigi
(Orn: EGFR igin NM_005228.5 veya LRG__304 vb.)

* Nukleotid ve proteinde meydana gelen degisiklik
(Orn: ¢.34G>A p.GI2S)
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ALK ve ROS! Rearanjmani Analiz Raporu Raporunda Yer Almasi
Gerekenler

e Kullanilan metod

1. iImmunohistokimya
e Antikor klonu
e Kullanilan platform
e Hangi hiicrelerde boyanma oldugu ve boyanma paterni

2. FisH
e Prob
e Analiz yapilan nukleus sayisi
e Rearanjman durumu ve paterni (split, flizyon, 3’ pattern vb.)
« Esik deger

e Sonuclailgiliyorum
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Kisaltmalar

ADK: Adenokanser
ALK: Anaplastic lymphoma kinase
BHNEK: Buyuk hucreli néroendokrin kanser

BRAF: v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog Bl

cfDNA: Hiicresiz DNA

CctDNA: Hiicresiz DNA fraksiyonu
CTC: Dolanan kanda tumor hiicreleri
EBUS: Endobronsiyal ultrasonograf
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

EGFR: Epidermal buyuime faktor reseptori-
epidermal growth factor receptor

ERBB2 (HER2): erb-b2 receptor tyrosine kinase 2
EUS: Endoskopik ultrasonograf

FFPE: Formalin fkse parafne gomulu

FiSH: Floresan in situ hibridizasyon

FOB: Fiber optik bronkoskopi

HB: Hiuicre blogu

liA: ince igne aspirasyonu

1iAB: ince igne aspirasyon biyopsisi

IASLC: UluslararasiAkciger Kanseri Arastirmalari
Dernegi

IHK: immunhistokimyasal
KHK: Kuicuk hucreli kanser
KHDAK: Kuiguk htcreli disi akciger kanseri

KHDAK-NOS: Kuguk htcreli disi akciger kanseri-
spesifk tani konulamayan

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

MET: Mezenkimal epitelyal transisyon faktor
NE: Néroendokrin
NTRK: Norotrofk tirozin reseptor kinaz

NGS: Yeni nesil sekanslama-Next Generation
Sequencing

NOS: Spesifk tani koyulamayan-not otherwise
specifed

PAP: Papanicolaou

PCR: Polimeraz zincirleme tepkimesi-
Polymerase Chain Reaction

PD-1: Programlanmis hiicre 6lum reseptorii-1
(programmed death -1)

PD-L!1: Programlanmis 8lim ligandi-1
RET: Rearranged during transfection

ROS!: ROS proto-oncogene 1 receptor tyrosine
kinase

SBS: Sivi bazl sitoloji

SKHK: Skuam®z hucreli kanser

SLBx: Skalen lenf bezi biyopisisi

SK: Sitokeratin

TBBx: Transbronsiyal biyopsi

TBIiA: Transbronsial ince igne aspirasyonu
TiL: Tumérii infltre eden lenfosit

TKi: Tirozin kinaz inhibitorii

TTF-1: Thyroid transcription factor- 1
Cell-free DNA (cfDNA): Tumor hicreleri de
dahil olmak tzere bir cok kaynaktan derive

edilen plazma ya da serum igerigindeki toplam
hucresiz (cell-free) DNA icerigidir.

Circulating tumor DNA (ctDNA): Tumor
hicrelerinden kdken alan hucresiz (cell-free)
DNA fraksiyonudur. ctDNA varligi genellikle
hicresiz (cell-free) DNA igerigindeki somatik
varyantlarin tespiti ile gosterilir. Bu nedenle
bir ctDNA yontemi ¢alisiimadan ctDNA varligi
konfrme edilmez.

Likit Biyopsi: Dolasan kanda bir timore ait
kanser hucrelerini veya tumaor kaynakli DNA
fragmanlarini aramak igin kullanilan, bir kan
ornegdi tzerinde yapilan minimal invaziv testleri
kapsar.















