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Ozet

Kdcuk htcreli disi akciger karsinom (KHDAK)'larinda molekdler
testlerle yonlendirilen hedefli tedaviler, standart bir akciger kan-
seri tedavisi haline gelmistir. Epidermal blyltme faktori reseptori
(EGFR) mutasyonlari ve anaplastik lenfoma kinaz (ALK) yeniden
diizenlemeleri, EGFR ve ALK tirozinkiaz inhibitérleri (TKI) icin en iyi
prediktif biyobelirtecler olarak kullanilmaktadir. Rehberlerde bunla-
ra yeni eklenenler ROS-1 yeniden dizenlemeleri ve BRAF mutasyo-
nudur. Ayrica transfeksiyon sirasinda yeniden dizenlemeleri (RET)
ve mezenkimal epitel (MET) degisiklikleri ve HER-2 mutasyonlari
basta olmak Uzere, yakin gelecekte testlerin listesi artmaktadir. Bu
durumda patologlar, klinik testler icin klinik érnekleri dikkatli bir
sekilde yénetmeli ve bu yonlendirici mutasyonlara yonelik tedavi-
lerden yararlanacak hastalari hizli ve dogru bir sekilde tanimlamak
icin ellerinden gelenin en iyisini yapmalidir. Akciger kanserlerinin
molekdler biyobelirtecleri, mutasyonlar, gen yeniden diizenlemeleri
ve amplifikasyonlar olmak Uzere (¢ kategoriye ayirmak uygundur.
Testlerin sayisi arttikca daha hassas ve ayni anda coklu genetik test-
lerin yapilaca@i sistemlerin [yeni generasyon genetik test sistemleri
(NGS)] rutine gecirilmesi kaciniimazdir.

Anahtar kelimeler: Ktk htcreli disi akciger karsinomu, mole-
kuler test, EGFR, ALK, ROS-1, BRAF, RET, MET, HER-2

Abstract

Targeted therapies guided by molecular diagnostics have become
a standard treatment of non-small cell lung carcinoma (NSCLC).
Epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations and anaplas-
tic lymphoma kinase (ALK) rearrangements are currently used as
the best predictive biomarkers for EGFR and ALK tyrosine kinase
inhibitors, respectively. Besides EGFR and ALK, the list of druggab-
le genetic alterations has been added as ROS-1 rearrangements
and BRAF mutations in recent guides. The other druggable genetic
alterations such as rearranged during transfection (RET) rearange-
ments, mesenchymal-epithelial (MET) alterations and HER-2 muta-
tions will be on the list in a short time period. In this situation, pat-
hologists should carefully manage clinical samples for molecular
testing and should do their best to quickly and accurately identify
patients who will benefit from precision therapeutics. It is approp-
riate to distinguish three categories of lung cancers: molecular bio-
markers, mutations, gene rearrangements, and amplifications. As
the number of tests increases, it is inevitable that more precise and
simultaneous multigenetic testing systems [new generation gene-
tic testing systems (NGS)] should be routinely run.

Keywords: Non small cell carcinoma, molecular test, EGFR, ALK,
ROS-1, BRAF, RET, MET, HER-2

GiRIS

Akciger kanseri tim dunyada cok sik rastlanan ve o
oranda da ko&tl prognoza sahip malignitelerin basinda gel-
mektedir. Son yillarda akciger kanserlerinin kapsamli geno-
mik profilinin ortaya konmasi, bu timoérlerin genetik olarak
oldukca heterojen ve karmasik oldugunu ispatlamistir. Bu
calismalar ayrica ¢zellikle ktguk hucreli disi akciger karsi-
nom (KHDAK)'larinda 6zelliklede akciger adenokarsinom
(AAK)'larinda cok sayida hedeflenebilir, onkojenik strdici
mutasyonun ortaya cikmasini saglamistir (1).

KHDAK'larda adenokarsinom (AK) disinda skuaméz hiic-

reli karsinom (SHK)'lar icinde hedeflenebilir mutasyonlar be-
lirlenmeye calisiimaktadir (fibroblast biytme faktorl resep-

tort, DDR2 gibi) ancak higbiri su asamada rutin uygulamaya
gecmemistir (2,3).

Ayrica KHDAK'larda immunterapi rutin uygulamaya gec-
mistir. iImmiinterapi secimi icin de KHDAK icin programlan-
mis 6luim resept6rd 1 (PD-L1) arastirmasida rutin patolojik
degerlendirmede yerini almis durumdadir (4). Yazinin ilerle-
yen boélimlerinde kisaca ona da deginilecektir.

KHDAK'LARDA iLK TANIMLANAN SURUCU
GENETIK MUTASYONLAR; EGFR ve ALK

EGFR hucrelerde proliferasyon ve apoptozisi diizenleyen
sinyallerin iletim yollarini kontrol eden hucre ylzey resep-
téradur ve tirozin kinazlarin ErbB familyasinin bir Gyesidir
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(5). Bu reseptor hticre disi bir sinyalle aktive olur ve cekirde-
ge proliferasyon ve diger sinyaller gider. Normal kosullarda
dinlenme halindeki hicrede EGFR bloke haldedir dimerize
olmaz (5). Ancak EGFR geninde (7. Kromozom Uzerinde)
ozellikle de Egzon 19 (delesyonlar) veya Egzon 21'de (nokta
mutasyonu) meydana geldiginde EGFR sirekli dimerize hal-
de kalir, hicreye strekli olarak proliferasyon ve apopitozdan
kacabilme sinyalleri verilir (6,7).

EGFR mutasyonlari yeterli timor iceren materyalden
(parafin blok, kesitler ve sitolojik materyal) DNA izole edile-
rek farkli molekdler yéntemlerle test edilebilmektedir (8,9).
Akciger kanseri cogunlukla kiicik doku ya da sitolojik ma-
teryalle tani aldigindan molekuler testler de olabilecek en
duyarli yéntemlerle yapiimalidir (1). GUndmUzde bu nedenle
EGFR mutasyonu arastirmak icin en sik real-time PCR yonte-
mi kullaniimaktadir (10,11).

KHDAK'larda EGFR mutasyonlari ve bu yazida yer alan,
glncel rehberlerde belirtilen (NCCN rehberi) diger yonlen-
dirici genetik degisiklikler ve sikliklari Tablo 1'de verilmistir.

Anaplastik lenfoma kiraz (ALK) ilk olarak 2007 yilinda,
kromozom 2p Uzerindeki bir tirozin kinaz domainindeki bir
kirlma ve inversiyonun, sonrasinda ayni kromozom Uzerin-
de bulunan EML-4 ile birleserek EML4-ALK flizyon geninin
yaratilmasiyla sonuglandigi bildirilmistir (12). ALK translokas-
yonu, ALK tirozin kinazin sdrekli aktivitesine yol acan onko-
jenik fizyonlara neden olur ve bu da hiicrede proliferasyon,
migrasyon yetenegini arttirarak hayatta kalabilmesini saglar
(12,13). ALK translokasyonu KHDAK'larda &zellikle AAK’lar-

da %3-7 oraninda gértlmektedir. ALK gen translokasyonu 3
yontemle arastirilabilir; bunlar floresan in situ hibridizasyon
(FISH), reverse transkriptaz PCR (RT-PCR) ve immunhistokim-
yasal olarak timorde protein ekspresyonunun arastiriimasi
seklinde arastirilabilir (13). Ancak son rehberlerde FISH ya da
valide edilmis primer antikor klonu kullanilir ise immunhisto-
kimyasal olarak da deg@erlendirilebilir (1,8,9,13-15).

KHDAK’larda Diger Molekiiler Genetik Testler

KRAS ise (kirsten rat sarkom 2 viral onkojen homologu),
epidermal blylume faktora (EGFR) ve mezenkimal epitel
(MET) dahil olmak Gizere bircok tirozin kinazdan biydme sin-
yallerini ileten bir GTP’'az ailesine aittir. KRAS'da strekli sinyal
Uretimine yol acan aktive edici mutasyonlar beyaz irkta ve
sigara icenlerde daha yUksektir ve EGFR veya ALK mutasyon-
lariyla birbirini dislayici; bir varsa digerini ayni hastada olma
olasiligr olmayan mutasyonlardir (10). Ayrica KRAS mutasyo-
nu kotl prognozla ve EGFR tedavisine ya da kemoterapiye
direncle iliskili bulunmustur (10).

ROS-1 6. Kromozom (6g22) Uzerinde bulunan, insan re-
septdr tirozin kinaz ailesine ait bir gendir ve ilk olarak 2003
yilinda bulunmustur (16). ALK ile benzer demografik verilere
sahip hastalarda ve ¢zellikle AAK'da %1-2 oraninda sapta-
nan bir genetik degisikliktir (16-18).

ROS-1 translokasyonuda bu genin tirozin kinaz domai-
ninde meydana gelen kirilma sonrasi en sik CD74 olmakla
birlikte 7'den fazla partnerle flizyon olusturan bir gen de-
gisikligiyle meydana gelir (16,18). ROS-1 translokasyonu da
ALK translokasyonu gibi 3 yéntemle arastirilabilir: immun-

Tablo 1. KHDAK larda (6z adenokarsinom) tedaviyi yonlendiren/yénlendirebilecedi distintlen molekdler/genetik degisiklikler
Gen Gendeki aktive edici patoloji/varyantlar Sikhk
Mutasyonlar
EGFR Egzon 19 delesyonlari, Egzon 21 L858R, Egzon 20 T790M?# % 50-6**
%10-20**
KRAS G12X, G13X, G61X %5-10*
%20-30**
BRAF V600E %1-2
HER-2 Egzon 20'de p.A775 G776 insersiyon %1-2
MET Egzon 14 ve gevresinde skip mutasyon %4-5
Gen fiizyonlari
ALK EML4-ALK, TGF-ALK, KIF5B-ALK %2-7
ROS-1 CD74-ROS-1, EZR-ROS-1, SLC34A2-ROS-1, SDC4-ROS-1 %1-2
RET KIF5B-RET, CCDC6-RET %1
Gen say degisiklikleri
MET Gen amplifikasyonlari %2-4
HER-2 Gen amplifikasyonlari %1-2
FGFR Gen amplifikasyonlari %13-22 #
EGFR Gen amplifikasyonlari %8-9 #
*Asya kokenli adenokarsinomlu hastalarda
**Batil adenokarsinom hastalarinda
*EGFR icin tedavi direndi iliskili mutasyon (sekonder mutasyon)
#Skuamoz htcreli karsinomda
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histokimya, FISH ve RT-PCR. Guncel rehberler dncelikle FISH
ile arastiriimasini dnermektedir (14). ALK gibi henlz valide
edilmis bir immunhistokimyasal primer antikoru ticari ola-
rak yoktur immunhistokimya 6n tarayici olarak kullanilabilir
(14,16,18).

2017-2018 KHDAK test rehberlerinde EGFR, ALK, ROS-
1'den sonra negatif bulunur ise BRAF mutasyonunun arasti-
rilmasi Onerisi gelmistir (14). BRAF mutasyonu KHDAK'larda
%?2-4 oraninda gorUlmektedir (19,20). Rat sarkom (RAS)
gen ailesinden biri olan BRAF KHDAK larda en sik (yaklasik
%50) V600E nokta mutasyonu seklinde gordlir (19,21).
BRAF mutasyonuda en sik real-time PCR ydntemiyle test
edilmektedir.

KHDAK'lar1 Molekiiler Testlerinde Yakin Gelecek

Buraya kadar glncel rehberlerde yazilan ileri evre KH-
DAK hastalarinda tanidan sonra, tedaviye gecmeden yapil-
mas! gereken ve Onerilen testler 6zetlenmistir. Ancak geri
kalan yonlendirici mutasyonlar icin de hedefli tedavi icin
bircok sayida arastirma surdlrtlmektedir. Bir hastada Tablo
1'de belirtilen diger molekuler-genetik degisikliklerin hepsi
hakkinda bilgi sahibi olmak, tedavinin daha en basinda has-
taya en uygun sekilde planlanmasini saglayacaktir.

%70'i ileri evrede yakalanan akciger karsinomu hastala-
rinda doku ya da sitolojik materyal hem tani hem de testler
icin kullanilacaktir. Bu nedenle daha en basindan bolca ti-
mor iceren materyal alinmasi, biyopsi icin énceden hastanin
klinik bilgilerinin patologla paylasiimasi, biyopsinin cuma
glnleri yapilmamasina 6zen gosterilmesi onerilmektedir
(22).

Biyopsi ya da sitolojik materyalin en ekonomik sekilde
kullanilmasi icin patologun yapacaklari ve hemen arkasin-
dan yapilacak testleri icin glincel durumu 6zeti Resim 1'de
verilmistir (4,10,22).

Resim 2'de glncel ve yakin gelecekte rutine girecek test-
lerin cesitliligi gosterilmistir (4). Cogunlukla sinirli materyal-
den degerlendirilen, ayni doku 6rneklerinin hem tani hem
de testler icin kullanilmasi zorunlulugu KHDAKlarda coklu
gen panelleri ya da tim egzomlarin calisilabilecegi yeni ge-
nerasyon sekanslama (NGS) yontemlerine gecisi zorunlu kil-
mistir. Amerikan Patoloji ve Molekuler Patoloji derneklerinin
dinyadaki rutin uygulamalara isik tutan son protokol-rehber
yayinlarinda BRAF sonrasinda testlerin NGS ile devam edil-
mesini onermektedir 17.08.2018 11:19:00.

EGFR ve ALK Pozitif Hastalarda ikincil

Diren¢ Gelistigindeki Uygulama

Aktive edici EGFR mutasyonu ve ALK translokasyonu
olan hastalarda tedavi strecindeyken ya da tamamlandigin-
da bir sire sonra (6 ay-2 yil) ne yazik ki uygun olan TKI te-
davisi altinda ilaca karsi direnc gelismektedir. Ozellikle ikincil
EGFR direnciyle ilgili yapilan arastirmalar, EGFR-TKI'lara karsl
direnc kazanmis hastalarin yaklasik %60'inda ikincil EGFR
T790M mutasyonunun neden oldugunu ortaya koymustur
(23,24). Kasim 2015'te osimertinib, EGFR-TKI tedavisi de-

vam eden veya tamamlanmis EGFR T790M mutasyonlu me-
tastatik KHDAK hastalarinin tedavisi icin FDA onayi almistir.
Diger bazi ilac firmalarinin da EGFR direnclerinde kullanil-
mak Uzere yeni ilag gelistirme calismalari devam etmektedir.
Bu hastalarda T790M mutasyonunun tespiti ancak tUmor
nikstintn saptandigi dokulardan biyopsiyle veya kandan
alinan 6rneklerde (likit biyopsi) bu mutasyonun goésterilmesi
ile mtmkdndur (25). EGFR likit biyopsi testi giinimUzde do-
lanan kandaki timér DNA'sinda (ctDNA) T790M mutasyo-
nunun hassas-valide edilmis ydntemlerle arastiriimalidir, aksi
halde cok yiksek oranda yanlis negatif sonuclar elde edile-
cektir (14,26-28). Likit biyopsi test edilecek hastadan alinan
kan 6rnekleri laboratuvarlara standart tuplerle gdnderilecek-
se 2-3 saat icerisinde ve soguk ortamda gonderilmelidir, eger
uzaktan gelecekse pahali olan &zel tuplerle génderilmelidir
(26).

Oldukca hassas NGS platformlariyla T790M disindaki
ikincil dirence neden olan mutasyonlar da ortaya konabil-
mektedir ancak bu platformlarin simdilik hasta basi maliyeti
cok yUksektir fakat teknolojideki gelismelerle giderek duse-
cegi 6ngdrulmektedir (27,29).

EGFR direncinin nedenleri arasinda %3-10 arasinda k-
clk htcreli karsinom fenotipine transformasyon bildirilmek-
tedir (30). Bunu saptamanin tek yolu niks eden timoérden
yeniden doku biyopsisi ya da sitolojik materyal alinmasidir.
Bu durumda tedavi tamamen degisecektir.

ALK inhibitorleri kullanan hastalarda da ikincil direnc
gorulebilmektedir. Direncin nedenleri olarak en sik ALK ge-
nindeki nokta mutasyonlari ortaya konmustur 17.08.2018
11:19:00. ALK ikincil direncinde nedenin saptanmasi icin
biyopsi yapilmasinda Avrupa rehberi ile Amerika arasinda
fark vardir. Avrupa’da doku biyopsisi 6nerisi ylksek olmasi-
na karsin Amerika’da yeni doku biyopsisi ¢énerilmemektedir
(1,14). Yuksek teknolojili NGS ile degerlendirilecek likit bi-
yopsiler yakin gelecekte rutin pratikte yerini aldiginda ALK
ikincil direncin en sik nedeni olan nokta mutasyonlari da test
edilebilecektir (31-33).

KHDAK’larda immiinterapi;
Patolojiye Diisen Goérev

Programlanmis 6lim-1 (PD-1) bagdisiklik sistemindeki T
hicrelerinde bir kontrol noktasi reseptortddr. PD-1 resepto-
rintin upregulasyonu bagisiklik sisteminin kanserli hicreleri
yok etme kabiliyetini engelleyen T hicresi tikenmesi sire-
cinde 6nemli bir rol oynamaktadir. PD-1 reseptoru icin bircok
hiicre ylzeyinde programlanmis 6lum ligandi-1 (PD-L1) bu-
lundugu gosterilmistir. PD-1 reseptori PD-L1'e baglandigin-
da kanser hucresi sitotoksik T hiicresinin sitotoksik etkisin-
den kacar. PD-L1'in ekspresyonu melanom, akciger kanseri
(hem skuamoz hem de skuamd&z olmayan kuctk hucreli disi
akciger kanseri), meme, over, pankreas ve 6zofagus adeno-
karsinomu, bdbrek timaorleri ve mesane kanseri gibi bircok
kanser tipinde gdzlemlenmistir.
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Resim 1. Kicuk hdicreli disi akciger karsinomunda tani ve testler.

Gen kopya
sayisi degisiklikleri

(amplifikasyon)

FGFR1, MET, EGFR, HER-2

EGFR, KRAS, BRAF, HER-2, MET

Gen re-arrajmanlar
ve flizyonlari

ALK, ROS-1, RET
NTRK1, FGFR1/3, NRG1

Resim 2. Kicuk hicreli disi akciger karsinomu icin molekdler testler; bugtin ve gelecek.

KHDAK'larda anti PD-1 ya da anti PD-L1 olan birkag ilag
rutin kullaniimaya baslanmistir.

Bunlardan birisi (pembrolizumab) KHDAK'larda iki endi-
kasyon icin onaylanmistir: metastatik KHDAK'larda timor
hicrelerinin en az %50'sinde PD-L1 ekspresyonu var ise bi-
rinci basamak tedavi olarak ve ilerlemis metastatik KHDAK
hastalari icin tumdr hicrelerinin en az %1'inde PD-L1 eks-
presyonu varsa platin bazli kemoterapiden sonra ve sonra
ikinci basamak tedavi olarak.

Bu nedenle tim KHDAK'lI hastalar igin tedavi planlanma-
dan 6nce timdrde PD-L1 statUstnd belirlemek gerekmekte-
dir (14).
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Tamorde PD-L1 statlsd immdnhistokimyasal olarak, va-
lide edilmis bir primer antikor klonuyla bakilmalidir. Ayrica
valide edilmis antikorun hangi immunhistokimya cihazinda
boyandigi da cok énemlidir. Bunlar icin IASLC (International
Assosiation For the Study of Lung Cancer) grubu kitapcik
yayinlamistir (34).

Sonug

Akciger karsinomlu hastalarin yaklasik %70'i ileri evrede
yakalanmaktadir. Bu hastalar cerrahi tedavi dénemini yitir-
mis hastalar oldugundan kisith timor érnekleriyle degerlen-
dirilmektedir. Bu érnekler hem tani hem de testler icin kul-
lanilacaktir. Tumor iceren formalin fikse parafin blok kesitleri
veya sitoloji érneklerinde yukarida anlatilan biyobelirteclerin
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molekiler analizleri, akciger kanserlerinin klinik ydnetimi
icin standart laboratuvar testleri haline gelmistir. Bu baglam-
da, islemlerin standardizasyonu icin glncellenmis ve daha
kapsamli Ulusal Rehberlere ve merkezlerin dis kalite kontrol
saglayacak, sertifikasyon verecek sistemlerin kurulmasina
ivedilikle gereksinim vardir.

GUNnUmUzde EGFR-KRAS, BRAF mutasyonlarinin arastir-

mak icin en sik real-time PCR yontemi kullaniimaktadir. An-
cak gelecekte tekli testler daha duyarli ve ayni anda birden
fazla genetik mutasyonlari saptayabilen NGS yontemlerine
yerini birakacaktir.
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