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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

NGS - Yeni nesil sekanslama

CRC - Kolorektal kanser

mCRC : Metastatik kolorektal kanser

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

ACS : Amerikan Kanser Dernegi

AJCC : Amerikan Kanser Komitesi

UlCC - Uluslararas1 Kanser Kontrol Birligi
TNM : Tiimor, nod, metastaz

MSI : Mikrosatellit instabilite

CEA : Serum karsinoembriyonik antijen
LVi : Lenfovaskiiler invazyon

ASCO : Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi
NCCN : Ulusal Kapsamli Kanser Ag1

ESMO : Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi

PNi - Perindral invazyon

WT - Vahsi tip (mutant olmayan)

EGFR - Epidermal biiylime faktorii reseptorii
MMR > Yanlis eslesme onarimi

MSI-H > Yiiksek derece MSI

5-FU : 5-Fluourasil

FOLFOX : 5-Fluourasil, 16kovorin, oksaliplatin
CAPEOX, XELOX : Kapesitabin, oksaliplatin
FOLFOXIRI : 5-Fluourasil, I6kovorin, oksaliplatin, irinotekan
TAKE : Transarteryel kemoembolizasyon
HIPEC : Hipertermik intraperitoneal kemoterapi
HAIC : Hepatik arter infiizyon kemoterapisi
PD-L1 : Programl1 6liim ligand: 1

PD-L2 . Programl1 6liim ligandi 2

PD-1 : Programlz hiicre 6liim proteini-1
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CTC : Dolagan tiimor hiicreleri

CtDNA : Dolasan tiimér DNA’lar

FDA : Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

NSCLC . Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri

CA19-9 - Kanser antijeni 19-9

MSS : Mikrosatellit stabil

OS : Genel sag kalim

PFS : Progresyonsuz sag kalim

VEGFR-2 : Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorii-2
CSF1R : Koloni uyarict faktor 1 reseptorii

TCGA : Timor kanser genom atlasi
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OZET

Amagc:

Bu c¢alismamizda; metastatik kolorektal kanserli hastalarda yeni nesil sekanslama
(NGS) teknigiyle c¢esitli gen degisikliklerinin sikliklarini saptamayr ve bu
degisikliklerin genel sag kalim ve progresyonsuz sag kalima etkisini arastirmay1
planladik. Ayrica KRAS, NRAS, BRAF gen mutasyonlar1 i¢in tiimor dokusundan
alman oOrneklerden yapilan standart PCR analizi ile periferik kandan alinan
orneklerden (likit biyopsi) yapilan NGS analizlerinin sonuglar1 arasindaki uyumu
ortaya koymayi hedefledik. Tiim bu bilgilerle; metastatik kolorektal kanserli hastalar
icin ideal kisisellestirilmis tedavilerin belirlenmesi, genel sag kalimin ve
progresyonsuz sag kalimin artirilmasi, ilaca bagli toksisitelerin azaltilmasi

noktasinda literatiire katk1 saglamay1 amagladik.

Gere¢ ve Yontemler:

Calisma; metastatik kolorektal kanser tanisi ile takip edilen, kemoterapi ve/ve ya
biyolojik tedavi alan, periferik kandan NGS teknigiyle gen mutasyon analizi yapilmis
olan, 18 yas ve lizeri 48 hastaya ait anamnez, muayene, laboratuvar ve goriintiileme

bilgilerinin retrospektif olarak taranmasi ve analiz edilmesi ile hazirlanmistir.

Bulgular:

Genlerdeki mutasyon durumuna gore yapilan genel sag kalim analizlerinde; ERBB4
ekson 8, FGFR1, FGFR3 ekson 14, FLT3 ekson 11, CDHI, CSF1R ekson 22, MSH6,
SMARCBI ekson 5 ve PIK3CA ekson 10 mutasyonlarinin varlig: istatistiksel olarak
anlamli derecede daha kotli genel sag kalim stireleri ile iligki iken; NOTCHI1 ve
STK11 mutasyonlarimin varlhig: istatistiksel olarak anlamli derecede daha iyi genel
sag kalim siireleri ile iliski bulundu. Genlerdeki mutasyon durumuna gore yapilan
progresyonsuz sag kalim analizlerinde ise; EGFR ekson 20, PTEN ekson ve PIK3CA
ekson 10 mutasyonlarinin varhigi istatistiksel olarak anlamli derecede daha kotii
progresyonsuz sag kalim siireleri ile iliski iken; KIT ekson 10, JAK3, FBXW7 ve
STK11 mutasyonlarinin varligi istatistiksel olarak anlamli derecede daha 1iyi

progresyonsuz kalim siireleri ile iliski bulundu. Calismamizda; timdr dokusundan
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aliman Orneklerden yapilan kantitatif PCR tabanli altin standart genomik DNA
analizleri ile periferal kandan alinan 6rneklerden yapilan ctDNA tabanli NGS analizi
sonuclar1 karsilastirildi ve ctDNA tabanli NGS analizlerinin, kantitatif PCR tabanl
altin standart yonteme kiyasla KRAS mutasyonu icin %64,7 duyarlilik, %55,6
ozgillik ve %59,1 uyum oranina; NRAS mutasyonu i¢in %100 duyarlilik, %86,7
ozgillik ve %87,1 uyum oranina; BRAF mutasyonu i¢in %50 duyarlilik, %96,4
ozgillik ve %90,6 uyum oranina sahip oldugu gosterildi. Calismamizda ayrica, likit
biyopsi ile doku biyopsisi Orneklerinin alinma zamanlar1 arasindaki slireye gore
uyum oranlar1 da degerlendirildi. Sonugta; bu siire 6 aydan kisa olanlarda uyum
oranlart KRAS i¢in %60,9, NRAS ig¢in %100, BRAF i¢in %100 olurken; bu siire 6
aydan uzun olanlarda uyum oranlart KRAS i¢in %57,1, NRAS icin %78,9, BRAF
icin %85 olarak saptandi.

Sonug:

Calismamiz, mCRC'li hastalarda, ctDNA tabanli NGS analizlerinin klinik yararini
gosteren literatiirdeki az sayidaki calismalardan biridir. Calismamizda; CtDNA
tabanli NGS analizlerinin, tiimor dokusundan alinan 6rneklerden yapilan kantitatif
PCR tabanli altin standart genomik DNA analizleri ile yiiksek oranda uyumlu
sonuglar verdigi ve bu uyumun, 6rneklerin alinma zamanlar1 arasindaki siire 6 aydan
kisa oldugunda ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda, yapilan
kapsamli analizler sonucunda; mCRC'de bir¢ok molekiiler degisikligin siklig1 ve bu
degisikliklerin klinikopatolojik ozellikler ve sag kalim siireleriyle iligkisi ortaya
koyulmustur. Ancak yine de, CRC’li hastalarda ctDNA tabanli NGS analizlerinin
terapotik plana entegre edilebilmesi ve potansiyel olarak hedeflenebilir molekiiler
degisikliklerin klinik yararlarinin aydimnlatilabilmesi igin kabul edilebilir kanitlar

saglayacak daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Yeni nesil sekanslama, NGS, likit biyopsi, kolon kanseri,
kolorektal kanser, ctDNA
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SUMMARY

Objective:

In this study; We planned to determine the frequencies of various gene alterations
with the next generation sequencing (NGS) technique in patients with metastatic
colorectal cancer and to investigate the effects of these alterations on overall survival
and progression-free survival. In addition, we aimed to demonstrate the concordance
between the results of standard PCR analysis from tumor tissue samples and NGS
analyzes from peripheral blood samples (liquid biopsy) for KRAS, NRAS, BRAF
gene mutations. With all this information; We aimed to contribute to the literature in
terms of identifying ideal personalized treatments for patients with metastatic
colorectal cancer, increasing overall survival and progression-free survival, and

reducing drug-related toxicities.

Material and Methods:

This study was prepared by retrospectively researching and analyzing anamnesis,
examination, laboratory and imaging information belonging to 48 patients aged 18
years and over, who were followed up with the diagnosis of metastatic colorectal
cancer, received chemotherapy and/or biological treatment, and had gene mutation

analysis from peripheral blood with NGS technique.

Results:

In the overall survival analyzes made according to the mutation status in the genes;
while the presence of ERBB4 exon 8, FGFR1, FGFR3 exon 14, FLT3 exon 11,
CDHI, CSF1R exon 22, MSH6, SMARCBL1 exon 5 and PIK3CA exon 10 mutations
was statistically significantly associated with worse overall survival; presence of
NOTCH1 and STK11 mutations was found to be statistically significantly associated
with better overall survival times. In the progression-free survival analyzes made
according to the mutation status in the genes; while the presence of EGFR exon 20,
PTEN exon and PIK3CA exon 10 mutations was statistically associated with worse
progression-free survival times; presence of KIT exon 10, JAK3, FBXW7 and

STK11 mutations was found to be associated with a statistically significantly better
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progression-free survival time. In our study; Quantitative PCR-based gold standard
genomic DNA analyzes from tumor tissue samples and ctDNA-based NGS analyzes
from peripheral blood samples were compared. As a result, ctDNA-based NGS
analyzes had 64.7% sensitivity, 55.6% specificity, and 59.1% concordance rate
compared to the quantitative PCR-based gold standard method for KRAS mutation;
100% sensitivity, 86.7% specificity and 87.1% concordance rate for NRAS mutation;
50% sensitivity, 96.4% specificity, and 90.6% concordance for BRAF mutation. In
our study, concordance rates were also evaluated according to the time between the
collection of liquid biopsy and tissue biopsy samples. After all; while this period is
shorter than 6 months, concordance rates are 60.9% for KRAS, 100% for NRAS and
100% for BRAF; the concordance rates were 57.1% for KRAS, 78.9% for NRAS,
and 85% for BRAF in those with a duration longer than 6 months.

Conclusion:

Our study is one of the few studies in the literature showing the clinical benefit of
ctDNA-based NGS analyzes in patients with mCRC. In our study; It has been shown
that ctDNA-based NGS analyzes give highly consistent results with quantitative
PCR-based gold-standard genomic DNA analyzes from samples taken from tumor
tissue and these concordance rates are much higher when the time between the
collection of liquid biopsy and tissue biopsy samples is less than 6 months. In
addition, as a result of comprehensive analyzes; the frequency of many molecular
changes in mCRC and the relationship of these changes with clinicopathological
features and survival times have been demonstrated. However, further studies are
needed to provide acceptable evidence to integrate ctDNA-based NGS assays into
the therapeutic plan and to elucidate the clinical benefits of potentially targetable

molecular changes in patients with CRC.

Keywords: Next generation sequencing, NGS, liquid biopsy, colon cancer,

colorectal cancer, ctDNA
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1. GIRIS VE AMAC

Her yil 1,3 milyon yeni vaka ile kolorektal kanser, Diinya ¢apinda en sik goriilen 3,
en ¢ok Olime neden olan 2. kanser tiridir (1). Kolorektal kanserli hastalarin
yaklasik %20’si tan1 aninda metastatik hastaliga sahip olmakta ve bu kisilerde 5
yillik sag kalim orant %14 diizeyinde kalmaktadir (2,3). Bu nedenle, son yillarda
kanser aragtirmalarmin 6nemli bir kisminda metastatik kolorektal kanserlerde yeni
tedavi yaklagimlarina odaklanilmis ve son 20 yilda saglanan gelismelerle genel sag
kalim siireleri 10 aydan 20 ayin tizerine ¢ikarilmistir (2). Bu gelismelerin en basinda,
bu hastalarda saptanan ¢ok sayidaki hedeflenebilir molekiiler degisiklikler ve bu

hedeflere yonelik tedaviler gelmektedir.

Son yillarda genom dizileme tekniklerinde saglanan gelismeler sayesinde, kanser
hastalarinda birgok hedeflenebilir gen mutasyonu saptanmis ve akabinde birgok
hedefe yonelik ajan gelistirilmistir. Ozellikle yeni nesil sekanslama (next-generation
sequencing-NGS) tekniginin kanser hastalarinda kullanima girmesi ile bu hastalarda
bircok hedeflenebilir molekiiler degisiklik saptanmaya baslanmistir. Bu teknik,
birden fazla sirali tek test yapilmasi yerine tek seferde ¢oklu gen dizileme imkani
sunarak, hastalar i¢in gecikmeleri onleme ve hastayr en uygun klinik arastirmaya
yonlendirebilme avantajlarini saglamaktadir. 2019’un sonuna gelindiginde, kanser
hastalarinda saptanmis hedeflenebilir molekiiler degisiklik sayis1 24 ve bu molekiiler
degisikliklere kars1 hedeflenen antikanser tedavisi sayisi 64 olarak kaydedilmistir (4).
Saglanan bu gelismeler, kanser hastalarinda biyolojik ajanlarla kisisellestirilmis
tedavilerin Oniinli agmakla beraber olduk¢a genis bir ¢alisma alanini da beraberinde
getirmistir. Saptanan molekiiler degisiklik ve biyolojik ajan sayisi arttik¢a, bu
degisikliklerin klinik olarak etkisinin belirlenmesi ve tedavilerin yonetimi noktasinda

daha fazla aragtirma ihtiyacit dogmaktadir (5).

Biz de bu c¢alismamizda; metastatik kolorektal kanserli hastalarda NGS teknigiyle
cesitli gen degisikliklerinin sikliklarini saptamayi ve bu degisikliklerin genel sag
kalim ve progresyonsuz sag kalima etkisini arastirmayi planladik. Ayrica KRAS,

NRAS, BRAF gen mutasyonlari i¢in tiimoér dokusundan alinan 6rneklerden yapilan



standart PCR analizi ile periferik kandan alinan 6rneklerden (likit biyopsi) yapilan

NGS analizlerinin sonuglar1 arasindaki uyumu ortaya koymayi hedefledik.

Tim bu bilgilerle; metastatik kolorektal kanserli hastalar i¢in ideal kisisellestirilmis
tedavilerin belirlenmesi, genel sag kalimin ve progresyonsuz sag kalimin artirilmast,

ilaca bagli toksisitelerin azaltilmasi noktasinda literatiire katk1 saglamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLOREKTAL KANSERLER

2.1.1. Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

Kolorektal kanserler (CRC), 2020 yili verilerine gore; Diinya ¢apinda yilda
1,931,590 yeni vaka ile en sik goriilen 3, yilda 935,173 6liim ile en ¢ok yasam
kaybina yol agan 2. kanser tiiriidiir (6). Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) ise,
yilda 149,500 yeni vaka ile en sik goriilen kanser tiirleri arasinda 4; 52,980 oliim ile
en ¢cok yasam kaybina yol acan kanser tiirleri arasinda 2. sirada yer almaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde, ortalama risk altindaki popiilasyonda yasam boyu

CRC insidans1 yaklasik yiizde 4'tiir (7).

Kiiresel olarak, bolgesel CRC insidans1 10 kattan fazla degismektedir. En yiiksek
insidans oranlar1 Avustralya, Avrupa ve Kuzey Amerika'da; en diigiik oranlar ise
Afrika ve Giiney-Orta Asya'dadir. Bu cografi farkliliklar, genetik duyarliligin yani
sira beslenme ve ¢evresel maruziyetlerdeki farkliliklara baglanmaktadir (8). Ayrica
diisiik sosyoekonomik durum da, CRC gelisimi i¢in énemli bir risk faktorii olarak
kabul edilmektedir. Yapilan bir ¢alismada; CRC riski tahmini olarak, en disiik
sosyoekonomik duruma sahip bolgelerde, en yiiksek sosyoekonomik duruma sahip
bolgelere gore %30 daha yiiksek saptanmustir (9). Fiziksel hareketsizlik, sagliksiz
beslenme, sigara icme ve obezite gibi potansiyel olarak degistirilebilir davraniglarin,
bu sosyoekonomik esitsizligin 6nemli bir oranini agikladigi diistiniilmektedir (9,10).
Ayrica daha diisik CRC tarama oranlar1 da diisiik sosyoekonomik diizeye sahip
toplumlardaki bu farkliliga 6nemli 6l¢lide katki saglamaktadir (11).

Amerika Birlesik Devletleri'nde, CRC insidans oranlar1 yilda yaklasik yiizde 2
oraninda azalmaktadir (12). Buna karsilik, Ispanya, Dogu Asya ve Dogu Avrupa'daki
bazi iilkelerde hizla artmaktadir. Diger bat1 lilkelerinin ¢ogunda ise, insidans oranlar1

sabit seyretmektedir (13,14).

CRC kaynakli oliim oranlari, 1980'lerin ortalarindan bu yana ABD’de ve diger
birgok bat1 iilkesinde giderek azalmaktadir (7,12). Bu durum, kismen, kolon



poliplerinin saptanmasi ve ¢ikarilmasina, CRC'lerin daha erken bir asamada

saptanmasina Ve daha etkili birincil ve adjuvan tedavilere atfedilmektedir (15).

Yas, sporadik CRC i¢in major bir risk faktoriidiir. CRC, 40 yasindan 6nce nadirdir;
insidans, 40 ve 50 yaslar1 arasinda Onemli Olgiide artmaya baslar ve yasa o6zgi
insidans oranlari, sonraki her on yilda artar (Sekil 1) (16). Ancak son yillarda geng
yas kolorektal kanser vakalarinda belirgin bir artis gézlenmektedir. ABD verilerine
gore; 50 yasin altindaki erkek ve kadinlarda CRC goriilme sikligi, 1995'ten 2016'ya
kadar yilda yiizde 2 oraninda istikrarli bir sekilde artig gostermistir (17). Bunun yani
sira, 50 yasin altinda CRC teshisi konan hastalarin yiizde 86'sindan fazlasinin
semptomatik olmasi ve ¢ogunlukla ileri evrelerde tani almasi, bu insidans artisinin
gercek oldugunu ve tamamen erken teshise atfedilemeyecegini gostermektedir
(18,19). Diger kolorektal kanser risk faktorleri tablo-1’de gosterilmistir (tablo-1)
(20).
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Sekil 1: ABD'de 1 Yillik Yas Artislarinda 100.000 Niifus Basina Kolorektal Kanser

Insidans Oranlar1



Relative Risks for Established Colorectal
Cancer Risk Factors

Relative risk*
Factors that increase risk:
Heredity and medical history
Farndy history*!
CRC
1 or mere first-degree relatives 22
1 or more first-degree relatives diagnosed 36
before age SO
2 of maore first-degree relatives 40
1 or mare second-degree relatives 1.7
Adenoma
1 or meee frst-degree relatives 20
inflammatory bowel dsease’'s 1.7
Type 2 diabetes'™
Male 1.4
__Female 1.21
Modifiable factors
Heavy alconhol (dady average =3 drnks)'™ 1.3
Obasity (vedy mass mdex =30 kgim?)'* 1.3
Colon, male 1.5
Colon, female i1
Rectum, male 1.3
Rectum, female 1.0t
fed meat (100 gfday)'™ 11
Processad meat (S0 giday) 1.2
Smokang '™
Current vs. never 1.5
Former «s. never 1.2
Factors that decrease risk:
Plyysical activetys 07
Dairy (400 gsiday)'“ 09

*Relstive risk compares the nsk of disease amang people with a particular
“exposure” ta the rek among people without that exposure. Relative risk for
dietary factors compares the highest with the lowest consumption. ¥ the
relative risk is mare than 1.0, then rsk = hegher among expased than
unexposed persons. Relative rsks less than 1.0 indicate a protective effect.
tRelative risk was not statistically significant

02020, Amerkan Cancer Society, Inc., Survesllance Research

Tablo 1: Kolorektal kanser risk faktorleri

Amerikan Kanser Dernegi (American Cancer Society-ACS) 2020 yil1 verilerine gore;
CRC’de genel olarak tani sonrasi1 5 yillik sag kalim oran1 % 64, 10 yillik sag kalim
oran1 % 58'dir. CRC’de sag kalimmin en 6nemli prediktorii tan1 anindaki evredir.
Oyle ki; lokalize evre hastalik tanisi alan hastalarda 5 yillik sag kalim orami %90

iken, bolgesel ve ileri evre hastalik tanis1 alanlarda bu oran sirasiyla %71 ve %14 tiir
(20).



2.1.2. Kolorektal Kanser Evrelemesi

Kolorektal kanser tanisi konulduktan sonra, hastaligin yonetimi igin patoloji ve

gorlintiileme yontemleri 1s181inda hastaligin  evresinin belirlenmesi gerekir. Bu

noktada, Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) / Uluslararast Kanser Kontrol

Birligi'nin (UICC) Tiimor, Nod, Metastaz (TNM) evreleme sistemi, CRC i¢in tercih
edilen evreleme sistemidir. (Tablo 2, Tablo 3) (21).

1.
TO

™

T2
T3

T4

T4a

T4b

Definitions for T, N, M

Primary Tumor

Primary tumor cannot be assessed
No evidence of primary tumor

Carcinoma in situ: intramucosal carcinoma (involvement of lamina
propria with no extension through muscularis mucosae)

Tumor invades the submucosa (through the muscularis mucosa
but not into the muscularis propria)

Tumor invades the muscularis propria

Tumor invades through the muscularis propria into pericolorectal
tissues

Tumor invades* the visceral peritoneum or invades or adheres** to
adjacent organ or structure

Tumor invades* through the visceral peritoneum (including gross
perforation of the bowel through tumor and continuous invasion of
tumor through areas of inflammation to the surface of the visceral
peritoneum)

Tumor directly invades* or adheres** to adjacent organs or
structures

N Regional Lymph Nodes

NX Regional lymph nodes cannot be assessed

NO No regional lymph node metastasis

N1 One to three regional lymph nodes are positive (tumor in lymph

nodes measuring 20.2 mm), or any number of tumor deposits are

present and all identifiable lymph nodes are negative
One regional lymph node is positive
Two or three regional lymph nodes are positive

No regional lymph nodes are positive, but there are tumor
deposits in the subserosa, mesentery, or nonperitonealized
pericolic, or perirectal/mesorectal tissues

Four or more regional lymph nodes are positive
Four to six regional lymph nodes are positive
Seven or more regional lymph nodes are positive

N1a
N1b
Nic

N2
N2a
N2b

M Distant Metastasis

MO0  No distant metastasis by imaging, etc.; no evidence of tumor
in distant sites or organs. (This category is not assigned by
pathologists)

M1 Metastasis to one or more distant sites or organs or peritoneal

metastasis is identified

M1a Metastasis to one site or organ is identified without peritoneal
metastasis

M1b Metastasis to two or more sites or organs is identified without
peritoneal metastasis

M1c Metastasis to the peritoneal surface is identified alone or with
other site or organ metastases

Tablo 2: Kolorektal Kanser TNM Evrelemesinde T,N,M tanimlamasi



Prognostic Groups

T N M
Stage 0 Tis NO MO
Stage | T1, T2 NO MO
Stage lIA T3 NO MO

Stage IIB T4a NO MO
Stage lIC T4b NO MO
Stage llIA  T1-T2 N1/Nic MO
T N2a MO

Stage lliIB T3-T4a N1/N1ic MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

Stage llIC T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO

StageIVA AnyT AnyN M1la
StagelVB AnyT AnyN Mib
StageIVC AnyT AnyN Mic

Tablo 3: Kolorektal Kanser TNM Evrelemesi

2.1.3. Kolorektal Kanserde Prognostik Faktorler
2.1.3.1. Patolojik Evre
Kolorektal kanser (CRC) rezeksiyonu sonrast prognozun en oOnemli gostergesi

bagvuru sirasindaki patolojik evredir (22). Grafikte, Teshis anindaki patolojik evreye
gore bes yillik sag kalim egrileri gosterilmektedir (Sekil 2) (23).
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Sekil 2:Kolon Kanserinde Tan1 Anindaki Patolojik Evreye Gore 5 Yillik Sag Kalim

Oranlan

Bagvuru sirasindaki patolojik evrenin disinda CRC igin en 6nemli prognostik
belirleyiciler; lenfovaskiiler ve perindral invazyon, histolojik tip, histolojik
farklilasma derecesi, tiimor lokalizasyonu, preoperatif serum karsinoembriyonik
antijen (CEA) seviyesi, mikrosatellit instabilite (MSI) ve RAS, BRAF

mutasyonlaridir (21).

2.1.3.2. Lenfovaskiiler Invazyon

Kolorektal kanserlerde damarlara, postkapiller lenfatiklere ve ya veniillere timor

invazyonu onemli bir prognostik faktordiir (24). Hem venoz invazyon (6zellikle



ekstramural venlere) hem de lenfatik invazyon, bagimsiz kotii prognostik faktorlerdir
(25,26). Prognostik 6nemi goz Oniine alindiginda lenfovaskiiler invazyon (LVI);
American Society of Clinical Oncology (ASCO), National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) ve European Society for Medical Oncology (ESMO) tarafindan
"yiikksek riskli" evre II kolon kanseri tanimina dahil edilen klinikopatolojik
faktorlerden biridir (Tablo 4) . Bu faktorler, bu hasta grubunda, adjuvan kemoterapi
kararini etkileyen faktorlerdir (27-29).

Definitions of "high risk" stage I colon cancer from expert groups

ASCO (2004) NCCN £SMO (2020)
T4 primary tumor * t +(major)
Inadequately sampled nodes + t +(major)
Poorly differentiated tumor
Perforation * t +(major)
(localized)
Obstruction
v
PNI
Close/indeterminate or positive marging t
High preoperative levels of serum CEA +(minor)
ASCO: American Society of Clinical Oncology; NCCN: National Comprehensive Cancer Network; ESMO: European Society for Medical Oncology; LVE: iymphovascular invasion; PNL: peringural invasion; CEA: carcinoembryonic antigen

Tablo 4: Evre 2 Kolon Kanserinde Yiiksek Risk Olarak Tanimlanan Faktorler

2.1.3.3. Perinéral Invazyon

Kolorektal kanserde kotii prognozla iligkili bir diger faktdr perindral invazyon
(PNI)’dur. Prognostik dnemi goz Oniine alindiginda PNI; ASCO, NCCN ve ESMO
tarafindan "yiiksek riskli" evre II kolon kanseri tanimina dahil edilen ve bu durumda
adjuvan kemoterapi kararmi etkileyebilecek klinikopatolojik faktorlerden bir

digeridir (27-29).

2.1.3.4. Histolojik Tip, Farklilasma Derecesi

Kolon ve rektum tiimorlerinin biiyiik ¢ogunlugu karsinomlardir. Diger histolojik

tipler (ndroendokrin neoplazmlar, hamartomlar, mezenkimal tiimdrler, lenfomalar)



nispeten nadirdir. Karsinomlarin ise, ylizde 90'mmdan fazlas1 adenokarsinomlardir.
Kolon ve rektum malign tiimérlerinin Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan
yapilan histolojik siniflandirilmasi tabloda gésterilmistir (tablo 5) (30). Bu
morfolojik varyantlardan bazilar1 prognostik énem tasir. Ornegin, tim CRC’lerin
%1-2’sini olusturan tagl yliziik hiicreli karsinomlar; yaygin intramural yayilim ve
peritoneal karsinomatozis egilimi olan, kotii prognozlu, agresif bir adenokarsinom alt
tipidir (31). Tiim kolorektal kanserlerin %11-17’sini olusturan miisinéz karsinomlar

ise; neoadjuvan ve adjuvan kemoterapiye zayif yanit ile iliskilidir (32,33).

Malignant epithelial tumors

Adenocarcinoma NOS

Serrated adenocarcinoma

Carcinoma, un

Carcinoma with sarcomatoid

Neuroendocrine tumor NOS

Neuroendocrine tumor, grade !

Serotonin-produc ng tumor

Neuroendocrine carcinoma NOS

Large cell neuroendocrine carcinoma
Small cell neuroendocrine carcinoma

Mixed neuroendocrine-non-neuroendocrine neoplasm (MiNEN)

NOS: not otnerwise specified; PP: pancreatic polypeptide; PYY: peptide YY

Tablo 5: Kolon ve Rektum Malign Tiimorlerinin Diinya Saghk Orgiiti (WHO)

Smiflandirmast

Histolojik derece, tiimor farklilagsmasinin derecesini yansitir ve evreden bagimsiz bir
prognostik faktordiir. Ancak histolojik derecelendirme 6zneldir, gdzlemciler arasinda
onemli degiskenlik gosterir ve yaygin olarak kabul edilen tek bir sistem mevcut
degildir (34,35).
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2.1.3.5. Anatomik Lokalizasyon

Primer tiimér yerlesimi, CRC’lerde 6nemli prognostik faktérlerden biridir (36). Sol
taraf (distal) kolon kanserleri, sag taraf (proksimal) kolon kanserlerine gére daha sik
gozlenmektedir. Ancak son yillarda, insidans noktasinda kademeli olarak sag taraf
kolon kanserlerine dogru bir kayma s6z konusudur (37,38). CRC'lerin anatomik
dagilimindaki bu degisiklik, muhtemelen artan erken teshis, tedavi imkanlar1 ve
kolonoskopiyle artan taramalarla distal kolondan adenomatdz poliplerin
¢ikarilmasinin bir sonucu olabilir. Artan kolonoskopik tarama sikligi, sag taraf
timorlerinden c¢ok sol taraf tiimorlerini daha fazla etkilemektedir, ¢iinkii gerek
biyolojik nedenlerden gerekse teknik nedenlerden dolayr kolonoskopi sol taraf
tiimdrlerini saptamada sag taraf tiimdrlerine gore daha basarilidir. Ornegin, daha diiz
ve endoskopik olarak gorsellestirilmesi daha zor olan, karakteristik olarak BRAF
V600E mutasyonlar1 tagiyan ve mikrosatellit kararsiz CRC'lere yol acan serrated
adenomlar, sag kolonda daha yaygindir ve bu da kolonoskopik taramalar arttik¢a
insidans agisindan sag kolon tiimérlerine bir kayma olmasina neden olmaktadir
(39,40). Ayrica yapilan calismalara gore; evreden bagimsiz olarak sol kolon
kanserlerinde mortalite, sag kolon kanserlerinden genel olarak daha diisiiktiir. Bu
durumun altinda yatan neden ise molekiiler farkliliklar olabilir (41). Bunun yani sira,
yapilan ¢aligsmalardan elde edilen veriler; tiimor lokasyonunun, RAS-WT (wild-type)
metastatik CRC'li (mCRC) hastalarda epidermal biiylime faktorii reseptoriinii
(EGFR) hedefleyen tedavilere yanit igin prediktif bir faktér olabilecegini
gostermistir. Buna gore sol tarafli RAS-WT mCRC'nin tedavisinde birinci basamak
kemoterapi ile birlikte biyolojik bir ajan segilecekse, bevacizumab yerine bir anti-
EGFR ajan tercih edilmesi, sag tarafli RAS-WT mCRC'li hastalarda ise bevacizumab

tercih edilmesi 6nerilmektedir (21,42).

2020 yilinda yayimmlanan, mCRC’li 577 hastanin degerlendirildigi bir prospektif
kohort ¢aligmasinda; primer timor lokalizasyonuna gére mutasyon analizi yapilmis
ve anti-EGFR tedavisine yanit durumu degerlendirilmistir. Calismada hastalar,
primer tiimor lokalizasyonuna gore sag tarafli (cekumdan splenik fleksuraya kadar)

ve sol tarafli (inen kolondan rektuma kadar) olmak iizere 2 gruba ayrilmis ve
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sonucta; sag tarafli tiimori olan hastalarda, sol tarafli olanlara gére BRAF V600E ve
PIK3CA mutasyonlarinin anlamli derecede daha sik oldugu goriilmiistiir (Sirastyla %
32.3'e karsilik % 4.8 ve % 17.2'ye karsilik % 3.6). Bu durumun, sag taraf tiimorli
hastalarda anti-EGFR direncinin daha yiiksek oranda goriilmesini agiklayabilecegi

sonucuna ulasilmistir (43).

2.1.3.6. Molekiiler Faktorler

Kolorektal kanserlerde, ¢ok sayida molekiiler belirtecin prognostik degeri iizerinde
bir¢ok caligma yiiriitiilmiis ve bu calismalardan elde edilen veriler 1s18inda bazi
molekiiler biyobelirtecler, klinik karar verme siireclerine dahil edilmistir. Bu
belirtegler igerisinde rutin olarak kullanilan faktor, mikrosatellit instabiliteye (MSI)
yol agan yanlis eslesme onarimi (mismatch repair=MMR) eksikligidir. Prediktif
kapasitesi nedeniyle kullanilan bir baska belirteg; EGFR'yi hedefleyen ajanlar igin
etkinlik eksikligini 6ngéren RAS mutasyonlaridir (44). Kodon 12 veya 13"l iceren
KRAS mutasyonlari, CRC’lerin %12-75'inde tanimlanabilir ve cogu c¢alismada
bagimsiz olarak kotli prognozla iliskilendirilmistir (45-47). KRAS’a kiyasla
literatiirde hakkinda daha az bilgi mevcut olmasina kargin, NRAS mutasyonlar1 da
kot prognozla iliskili bulunmustur (48). Yine, prognostik ve prediktif bir faktor
olarak potansiyel kullanima sahip {igiincii bir belirte¢ de BRAF mutasyonlaridir (44).
Cogu kodon 600'de (V600E) meydana gelen BRAF aktive edici mutasyonlar,
sporadik CRC'lerin yiizde 10'undan daha azinda meydana gelir ve MSI-H (yiiksek
derece MSI) olmayan tiimorler i¢in giiglii bir negatif prognostik belirtegtir (49-51).
Bunlarin disinda; CRC’de HER2, APAF1, Bcl2, VEGF, TP53, RB1, APC gibi
birgok timit verici ve klinik olarak hedeflenebilir molekiiler belirtecin prognostik

degeri lizerine ¢aligmalar yiiriitiilmektedir (52,53).

2.1.4. Kolorektal Kanser Tedavisi

2.1.4.1. Lokalize, Bolgesel CRC Tedavisi

CRC’lerde tedavi yonetimi, hastaligin tani1 anindaki evresine gore degisiklik
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gostermektedir. CRC’lerin yaklasik ylizde 80'1 tan1 aninda lokalize ya da bolgesel
(lokal ileri) evrededir. Lokalize kolorektal kanser; kolon duvarina niifuz eden (ancak
tamamen gegmeyen) invaziv kanseri tamimlarken, bolgesel kolorektal kanser tiim
bagirsak duvarini asan ve / ve ya c¢evre dokulara, bolgesel lenf diigiimlerine yayilan
kanseri ifade eder. Lokalize CRC’lerde standart tedavi cerrahi rezeksiyondur. Lokal
ileri evre (bolgesel) CRC’lerde; cerrahi olarak negatif sinirlara sahip olmasi
beklenen, rezektable tiimorlerde ilk tercih cerrahi iken; lokal olarak unrezektabl ya da
medikal olarak inoperable vakalarda lezyonun operable duruma gelmesi hedefiyle
sistemik tedavi ya da kemoradyoterapi onerilir. Rezeksiyon sonrasinda ise, evre 1 ve
MSI-H evre 2 hastalarda adjuvan tedavi onerilmezken; diger durumlarda adjuvan

tedavi karari, risk durumuna ve prognostik faktorlere gore verilir (21).

2.1.4.2. Metastatik CRC Tedavisi

CRC’lerin yaklagik yiizde 20’si metastatik evrede tani alirken, genel olarak CRC
teshisi koyulan hastalarin %50-60’1nda metastaz gelismektedir ve metastaz gelisen
bu hastalarin %80-90’1 unrezektabl metastatik karaciger hastaligina sahip olmaktadir
(54,55). CRC'den 6len hastalarin yarisindan fazlasinda otopside karaciger metastazi
oldugu ve bu hastalarin ¢ogunda 6lim nedeninin metastatik karaciger hastaligi
oldugu tahmin edilmektedir (56). Unrezektabl hastalarin ¢ogunda amag, sistemik
tedavilerle genel sag kalimi ve yasam kalitesini miimkiin oldugunca artirmaktir.
Ancak bu hastalarin bazilar1 (6zellikle de metastazi karacigere siirli olanlar)
sistemik tedaviler sonrasi rezektabl duruma gelebilmekte ve bu kisilerde kiiratif
cerrahi uygulanabilmektedir. Kiiratif cerrahi uygulanan hastalarda daha sonrasinda
ise niiks riskini azaltmak i¢in adjuvan kemoterapi uygulanmaktadir. Bu hastalarda;
FOLFOX [Oksaliplatin, 5-Fluourasil (5-FU), Lokovorin], CAPEOX (Kapesitabin,
Oksaliplatin), Kapesitabin, 5-FU/Lokovorin adjuvan tedavi olarak Onerilen
kemoterapi protokolleridir. Daha sonraki takiplerinde niiks gelisen ya da rezektabl
olmayan ileri evre metastatik hastalarda ise; ilk sira tedavi olarak FOLFOX,
CAPEOX, FOLFOXIRI (Oksaliplatin, 5-FU, Lokovorin, Irinotekan), Kapesitabin, 5-
FU/Lokovorin protokolleri tek basina ve ya hastaligin molekiiler 6zelliklerine gore

bevacizumab, cetuksimab, panitumumab gibi hedefe yonelik ajanlarla birlikte
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kullanilmaktadir (21).

Uygun hasta gruplarinda, CRC’de metastazlara yonelik gerek sag kalimi uzatma
gerckse palyatif amagla lokal tedaviler de uygulanabilmektedir. Uygun hastalarda,
Ozellikle karaciger metastazektomilerinin genel sag kalim oranlaria belirgin katki
saglayabildigi gosterilmistir (57-59). Bu hastalarda metastazektomi disinda basariyla
uygulanabilen diger lokal tedaviler; tiimor ablasyonu (radyofrekans ablasyon,
mikrodalga  ablasyon,  kriyoablasyon,  elektrokoagiilasyon),  radyoterapi,
radyoembolizasyon, TAKE (Transarteryel kemoembolizasyon), HIPEC (Hipertermik
Intraperitoneal Kemoterapi), HAIC (Hepatik Arter infiizyon Kemoterapisi)’dir (21).

2.2. METASTATIK KOLOREKTAL KANSERDE BiYOBELIRTECLER VE
YENIi NESIiL SEKANSLAMA

2.2.1. Metastatik CRC’de Sistemik Tedaviler i¢cin Biyobelirtegler

Metastatik CRC yOnetiminde; hedefe yonelik tedaviler, dnemi giin gegtikge artan bir
yer edinmektedir. Bu noktada, hedeflenebilir biyobelirte¢ler tlizerine calismalar
yogun bir sekilde devam etmektedir. 2019’un sonuna gelindiginde, kanser
hastalarinda saptanmis hedeflenebilir molekiiler degisiklik sayis1 24 ve bu molekiiler

degisikliklere kars1 hedeflenen antikanser tedavisi sayisi 64 olarak kaydedilmistir (4).

Metastatik CRC’li hastalarda T{izerinde yaygmn olarak calisilan molekiiler
biyobelirtegler KRAS/NRAS, BRAF, PIK3CA  mutasyonu; HER?2
amplifikasyonu/overekspresyonu ve MSI durumudur (60). Bu belirteglere tek tek gen
bazinda bakilabilecegi gibi bir NGS paneliyle toplu olarak da bakilabilecegi
belirtilmektedir (21).

2.2.1.1. KRAS ve NRAS Mutasyonu
KRAS ve NRAS, EGFR'nin indiiklendigi RASMAPK yolaginda gorevli olan, RAS

ailesi liyesi genlerdir. Tiim kanserlerin %17-25'inde ve CRC'lerin %35-45'inde

KRAS geninde mutasyon saptanmaktadir (61). KRAS genindeki mutasyonlar siklikla
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12, 13, 59, 61 ve 146 kodonlarinda gerg¢eklesmektedir. NRAS geninde ise, tiim
kanserlerin %15'inde ve tim CRC'lerin %5'inde mutasyon saptanmaktadir (62).
Yapilan ¢alismalarda; anti-EGFR ajanlarin RAS-WT mCRC‘li hastalarda prognozu
iyilestirdigi, ancak KRAS ve/ve ya NRAS mutasyonu olan hastalarda belirgin yarar
saglamadig1 saptanmistir (63,64). Dahasi, 2013 yilinda yayimlanan PRIME
caligmasinda; KRAS ve ya NRAS mutant hastalardan standart FOLFOX rejimiyle
birlikte panitumumab alanlarda, progresyonsuz sag kalim ve genel sag kalim
siirelerinin yalnizca FOLFOX tedavisi alanlara kiyasla anlamli derecede daha diistik
oldugu gozlenmistir (65). Benzer sekilde, FIRE-3 calismasinda da; KRAS ve ya
NRAS mutant hastalardan FOLFOX rejimiyle birlikte cetuksimab alanlarda,
progresyonsuz sag kalim siirelerinin FOLFOX ile birlikte bevacizumab alanlara
kiyasla anlamli derecede daha diisikk oldugu goriilmistiir (6,1 aya karsilik 12,2 ay,
p=0.004) (66). ASCO ve NCCN de bu dogrultuda; Evre 4 CRC’li hastalarda RAS
mutasyon durumuna bakilmasint ve KRAS ve/ve ya NRAS mutasyonu olan
hastalarin tedavisinde cetuksimab ve ya panitumumab kullanimindan kaginilmasini

onermektedir (21,67).

Bunun yani sira, yapilan bir ¢calismada; KRAS ekson 2 mutasyonu olan hastalarda
hastaliksi1z sag kalim siirelerinin, mutasyon olmayan hastalara gére daha kisa oldugu
gozlenmistir (45). Calismalarda; NRAS mutasyonunun da mCRC’li hastalarda kotii
prognozla iliskili oldugu ve NRAS mutant hastalarin RAS-WT hastalara gore genel
sag kalim siirelerinin anlamli derecede daha diisik oldugu belirlenmistir (64).
mCRC‘li hastalarda anti-EGFR tedavilerine yanitin degerlendirildigi bir ¢alismada;
NGS teknigiyle saptanan mutasyonlara gore, birinci sira tedavide standart
kemoterapi rejimi FOLFIRI ile birlikte wverilen cetuksimaba yamit oranlart
kargilastirilmistir. Sonugta genel yanit oraninin KRAS ve/ve ya NRAS mutant
hastalarda %46,6, RAS-WT hastalarda %62 oldugu goriilmiistir. Medyan
progresyonsuz sag kalim stireleri ise sirasiyla 8,9 ve 11,1 ay olarak hesaplanmistir
(68).
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2.2.1.2. BRAF Mutasyonu

Metastatik CRC’de anti-EGFR tedavilerine kars1 yanitsizliga RAS genindeki
mutasyonlarin neden oldugu bilinmesine ragmen, ¢ok sayida RAS-WT tiimoriin de
bu tedavilere yanit vermediginin gozlenmesi iizerine, anti-EGFR tedavilerine
yanitsizlikla iligkili bagska gen mutasyonlari iizerine yogunlasiimistir (69). BRAF,
serin/treonin kinaz aktivitesi olan bir protein kodlayan ve MAPK sinyal yolunda
gorevli olan, RAF ailesi liyesi bir gendir (70). mCRC'lerin yaklasik %8-12’sinde
BRAF geninde mutasyon saptanmakta ve bu mutasyonlarin yaklagik dortte ticii V600
aminoasidinde meydana gelmektedir (71).

Yapilan bazi calismalar, BRAF V600E mutasyonunun anti-EGFR tedavisine
yanitsizlik ile iliskili oldugunu gostermistir (72,73). Kemoterapiye direngli, mCRC'li
773 hastaya ait timor orneklerinin retrospektif olarak incelendigi bir ¢alismada;
BRAF mutasyonunun cetuksimaba anlamli derecede daha diisiikk yamt ile iliskili
oldugu goriilmiistiir (74). Dahasi, ¢ok merkezli randomize kontrollii PICCOLA
calismasinda; BRAF mutant mCRC'li hastalarda, birinci sira olmayan tedavide
irinotekana panitumumab eklenmesinin yarar saglamadigi, aksine zararli olabilecegi
bildirilmistir (72). 2015 yilinda yayimlanan 2 ayr1 meta-analizde de BRAF mutant
mCRC'li hastalarda standart tedaviye cetuksimab ve ya panitumumab eklenmesinin
progresyonsuz sag kalim ve genel sag kalim siireleri agisindan yarar saglamadigi

gosterilmistir (75,76).

BRAF gen mutasyonlari, mCRC'de anti-EGFR tedavilerine yanit i¢in prediktif deger
tasimasinin  yaninda prognostik O6neme de sahipti. CRYSTAL ¢aligmasinda;
mCRC'de BRAF mutasyonunun kotii prognozla iligkili oldugu gosterilmistir (77).
COIN c¢alismasinda ise, genel sag kalim siireleri BRAF mutasyonu olanlarda
ortalama 8,8 ay, KRAS ekson 2 mutasyonu olanlarda 14.4 ay ve RAS/BRAF-WT
olanlarda 20.1 ay olarak saptanmistir (78).
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2.2.1.3. HER2 Amplifikasyonu/Overekspresyonu

HER2, MAPK ve PI3K/AKT sinyal yolunda gorevli olan, tirozin kinaz ailesine iiye
bir onkogendir. CRC’de HER amplifikasyonu/overekspresyonu yaklasik %3 goriilme
orani ile olduk¢a nadirdir, ancak RAS/BRAF-WT CRC’de %5-14 diizeyinde
raporlanmistir (79,80). Buna gore, NCCN kilavuzlari; mCRC'de KRAS/NRAS ya da
BRAF mutasyonu olanlarda HER2 testlerinin rutin olarak yapilmasini 6nermemekte,
RAS/BRAF-WT olanlarda yapilmasini 6nermektedir. Bu testlerin sonucunda HER2
overekspresyonu olanlarda, HER2 hedefli tedavilerin kullanilabilecegini
bildirmektedir (21).

Baz1 ¢alismalara gore; HER2 amplifikasyonu/overekspresyonunun mCRC’de anti-
EGFR tedavilere direng i¢in prediktif bir faktor olabilecegi diistiniilmektedir (80,81).
RAS/BRAF-WT mCRC'li 98 hastanin katilimiyla yiiriitiilen bir kohort ¢alismasinda
medyan progresyonsuz sag kalim siireleri; EGFR inhibitorii kullanilmayan hastalarda
HER2 durumuna gore degiskenlik gostermezken, EGFR inhibitorii kullanilan
hastalardan HER2 amplifikasyonu olanlarda anlamli derecede daha kisa saptanmigtir
(81).

CRC’de HER2 amplifikasyonu/overekspresyonunun prognostik degerinin olup
olmadig net olarak ortaya konulabilmis degildir. 2016 yilinda Annals of Oncology
dergisinde yayimlanan bir calismada; CRC’li 1795 hastaya NGS teknigiyle gen
analizi yapilmis ve sonugta HER2 amplifikasyonu saptanan hastalarda,
saptanmayanlara kiyasla hem rekiirrens siiresi hem de genel sag kalim siiresi
istatistiksel olarak anlamli Olgiide daha kisa saptanmistir (82). Yapilan birkag
calisgmada da mCRC’li hastalarda HER2 amplifikasyonunun agresif timér davranist
ile iligkili oldugu bildirilse de baska ¢alismalarda bu bulgular dogrulanmamis ve
mCRC’li hastalarda HER2’nun prognostik roliiniin net olmadigi sonucuna

ulagilmistir (83).
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2.2.1.4. PIK3CA Mutasyonu

PIK3CA geni, hiicre boliinmesinde gorevli fosfatidilinositol 3-kinaz enziminin bir
subuniti olan pl10a proteininin iiretiminde gorevli olan bir gendir. Bu gen,
CRC’lerin yaklasik %80’inde mutasyona ugramis olarak bulunur ve bu
mutasyonlarin yaklasik %80’i ekson 9 ve/ve ya ekson 20’de goriiliir (62). Yapilan
bazi c¢alismalarda, PIK3CA mutasyonunun anti-EGFR tedavisine direncle iliskili
olabilecegine dair birtakim sonugclar elde edilse de net bir kaniya varmak i¢in yeterli

veri mevcut degildir (84).

2.2.1.5. AIMMR/MSI-H Durumu

Metastatik CRC’de MSI-H (IMMR), %3,5-5 goriilme orani ile nadir bir durumdur
(85). dMRR tiimoérler, immiin sistem tarafindan taninip hedeflenebilen hatali
proteinler kodlayan binlerce mutasyon tasir. Ancak bazi tiimor hiicrelerindeki
programli 6liim ligand1 1 ve 2 (PD-L1, PD-L2), efektér T hiicrelerindeki programli
hiicre 6liim proteini-1 (PD-1) reseptdriine baglanarak immiin sistemi baskilar ve
immiin sistemin timor hiicresini etkisiz hale getirmesini 6nler. Bundan hareketle,
dMMR tiimérlerin PD-1 inhibitorlerine duyarli olabilecegi diisiiniilmiis ve bu
hipotez, yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir (21,86). NCCN kilavuzlar1 da mCRC’li
hastalarda MSI durumunun test edilmesini ve immiinoterapi yaniti i¢in prediktif bir

faktor olarak kullanilmasini 6nermektedir (21).

2.2.2. Yeni Nesil Sekanslama

Son yillarda genom dizileme tekniklerinde saglanan gelismeler sayesinde, kanser
hastalarinda bir¢cok hedeflenebilir gen mutasyonu saptanmis ve akabinde bir¢ok
hedefe yonelik ajan gelistirilmistir. Ozellikle NGS tekniginin kanser hastalarinda
kullanima girmesi ile bu hastalarda bircok hedeflenebilir molekiiler degisiklik
saptanmaya baslamistir. Bu teknik, birden fazla sirali tek test yapilmas: yerine tek
seferde coklu gen dizileme imkani sunarak, hastalar i¢in gecikmeleri onleme ve

hastay1 en uygun klinik arastirmaya yonlendirebilme avantajlarin1 saglamaktadir (4).
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NCCN kilavuzlarinda; bu belirteglere NGS paneliyle bakilmasinin, daha nadir
goriilen ve potansiyel olarak hedeflenebilir genetik degisikliklerin de saptanabilmesi

nedeniyle daha avantajli olabilecegi bildirilmistir (21).

2.2.2.1. Periferik Kandan NGS Analizi: Likit Biyopsi

Noninvaziv kan Orneklemesi yoluyla hematolojik olmayan kanserleri inceleme
yetenegi, kanser teshisinde en heyecan verici ve hizla gelisen alanlardan biridir. Hem
kan Orneklerinden saglam kanser hiicrelerinin izolasyonu ve kanser hiicresinden
tiretilen DNA'nin kan o6rneklerinden analizi dahil olmak iizere 6nemli teknolojik
ilerlemeler hem de hedeflenebilir molekiiler biyobelirtegler ve hedefe yonelik

ajanlarin artan kullanimi bu alanin hizla gelismesinin oniinii agmistir (87).

Periferik kan, primer tiimoér dokusundan ya da metastatik tiimor depositlerinden
dokiilen timor hiicrelerini (CTC) ve tiimor hiicresi kokenli molekiilleri igerir.
Kandaki kanser hiicresi kokenli molekiiller; karsinoembriyonik antijen (CEA) ve ya
prostata 6zgii antijen (PSA) gibi iyi bilinen protein markerlerinin yani sira, ayrintilt
molekiiler tekniklerin uygulanmasi i¢in en biiylik firsati sunan hiicresiz timor
DNA'lar1 (ctDNA) icermektedir. Iste basit bir noninvaviz periferik kan 6rneklemesi
yoluyla, dolagimdaki bu tiimor hiicreleri ve tiimor DNA parcalariin tespit edilmesi
ve analiz edilmesi yontemine likit biyopsi denilmektedir. Likit biyopsi ile elde edilen
bu materyaller {izerinde, ¢esitli teknikler kullanilarak molekiiler analizler
yapilabilmektedir. Son yillarda, gelismis hesaplama yontemleriyle birlikte kullanilan

NGS teknigi, ctDNA tabanli molekiiler analizlerin 6niinii agmustir (87).

Kanser hiicreleri, tiimore 0zgii (somatik) genetik degisiklikler igerir. Tumor
hiicrelerinin klonal dogas1 geregi, siirekli salinan ve dolagimda tespit edilebilen
birgok kopyada da bu somatik degisiklikler mevcuttur. Yapilan bazi ¢alismalarda;
ctDNA'daki mutasyonlarin, birincil timérden gelen mutasyonlara tam olarak karsilik
geldigi gosterilmistir. Bu analizler, ctDNA'da tespit edilen somatik degisikliklerin
dogrudan tek bir tiimdérden kaynaklandigini gostermektedir. Bu noktada, ctDNA

tabanli molekiiler analizlerin hedeflenebilir molekiiler degisikliklerin saptanmasinda
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kullanilabilecegi bildirilmistir (87,88). Nitekim Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA), ilk kez 7 Agustos 2020’de yeni nesil sekanslama tabanli Guardant360CDx
testini plazma orneklerinden izole edilmis ctDNA’larda birden fazla ek biyobelirteg
tespit eden bir tan1 araci olarak; osimertinib ile tedaviye uygun metastatik NSCLC’li
hastalarda EGFR genindeki mutasyonlar1 belirleme endikasyonu ile onaylamistir
(89). Ardindan 26 Ekim 2020 ve 6 Kasim 2020°de yine ayni prensipte calisan
FoundationOne Liquid CDx testini de onaylamistir. FoundationOne Liquid CDx; 26
Ekim 2020°de rucaparib ile tedaviye uygun over kanserli hastalarda BRCAL ve
BRCA2 genlerindeki mutasyonlar1 belirleme, alektinib ile tedaviye uygun kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarda ALK genindeki degisiklikleri belirleme ve
alpelisib ile tedaviye uygun meme kanserli hastalarda PIK3CA genindeki
mutasyonlari belirleme endikasyonlari ile onaylanmistir. 6 Kasim 2020 tarihinde ise;
olaparib ile tedaviye uygun metastatik kastrasyon direngli prostat kanserli hastalarda
BRCA1, BRCA2 ve ATM genlerindeki mutasyonlar1 belirleme endikasyonu ile
onaylanmistir (90). mCRC'li hastalarda ise, likit biyopsi tabanli NGS panellerinin
kullanimina iligskin FDA tarafindan verilen bir onay olmasa da su ana kadar yapilan
calismalardan elde edilen veriler; bu hastalarda da tedavi planlama asamasinda bu

panellerin kullaniminin yarar saglayabilecegini gostermektedir (91).

20



3. GEREC VE YONTEM

3.1. KATILIMCILAR, PROSEDURLER VE ORNEKLEM OZELLIKLERI

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi 12.11.2020 tarih ve 21 sayili Tibbi Etik Kurul

onayr ile yiiriitilen ‘’Metastatik Kolorektal Kanserde Yeni Nesil Sekanslama
Teknigiyle Saptanan Gen Mutasyonlarinin Prognoza ve Sag Kalima Etkisi’” konulu
retrospektif arastirma calismamiz; Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Onkoloji Klinigi’nde metastatik kolorektal kanser tanisi ile takip edilen,
kemoterapi ve/ve ya biyolojik tedavi alan, periferik kandan NGS teknigiyle gen
mutasyon analizi yapilmis olan, 18 yas ve tizeri 48 hastaya ait anamnez, muayene,
laboratuvar ve goriintiileme bilgilerinin retrospektif olarak taranmasi ve analiz
edilmesi ile hazirlanmistir. Calismada; tan1 aninda metastatik evrede olan ya da
takipleri siiresince metastaz gelisen hastalara ait veriler ele alinmistir. NGS

teknigiyle mutasyon analizi yapilmamis olan hastalar ¢calismaya dahil edilmemistir.

Hastalarin demografik 6zelliklerinden; yas, cinsiyet, aile Oykiisii, sigara kullanimi,
alkol kullanimi ele alinmistir. Yas degiskeni 65 yas alti, 65 yas ve lizeri seklinde
gruplandirilmistir.  Aile 6ykiisii olarak; birinci derece akrabalarda solid kanser
Oykiisiiniin olup olmamasi sorgulanmistir. Sigara kullanimi olarak; hastalar, sigara
kullanma Oykiisii olmayanlar ve olanlar (halen aktif i¢ici ve ya kullanip birakmis)
seklinde gruplandirilmistir. Hastalar, alkol kullanomi1 olarak ise miktar
belirtilmeksizin kullanmis olanlar ve olmayan seklinde gruplandirilmistir. Calismada
hastalarin klinik Ozelliklerinden; tiimor histolojik alt tipi, timor lokalizasyonu,
lenfovaskiiler invazyon durumu, perindral invazyon durumu, mikrosatellit instabilite
durumu, primer tiimor operasyon durumu, adjuvan tedavi durumu, adjuvan tedavi
rejimi, lokal tedavi durumu, lokal tedavi tiirii, karaciger metastazi durumu, akciger
metastazi durumu, periton metastazi durumu, kemik metastazi durumu, metastaz
zamanindaki CEA diizeyi, metastaz zamanindaki CA 19-9 diizeyi, verilen ilk sira

tedavi, verilen ilk sira biyolojik ajan ele alinmistir.
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3.2. MOLEKULER ANALIiZ

Calismamizdaki hasta ornekleri Pamukkale Universitesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali molekiiler laboratuvarinda ¢alisilmistir. Hastalardan alinan 7 ml periferik kan
ornekleri pax gene tiiplerde toplanmistir. Daha sonra 1600 xg’de 20 dakika ve 4000
Xg’de 20 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmistir. Yaklasik 5 ml plazma
orneklerinden Qiagen Qiamp Circulating Nucleic Acid Kit (kat:55114 Germany)
kullanilarak cfDNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Nanodrop’ta OSlgiimlenerek
calismaya alinmistir. Elde edilen cfDNA’lardan Accel-Amplicon 56 G Oncology
Panel Kit kullanilarak yeni nesil DNA dizileme igin kiitliphane hazirlanmistir.
Hazirlanan  kiitiiphanelerin ~ illumina ~ MiSeq  platformunda  kosumlart
gerceklestirilmistir. Elde edilen Fastq dosyalar1 Sophia DDM platformunda analiz

edilmistir.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS 25.0 [IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.)]
paket programiyla analiz edilmistir. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma;
kategorik degiskenler say1r ve yiizde olarak verilmistir. Kategorik degiskenler
arasindaki iligkilerin analizinde Pearson Ki-kare Testi kullanilmigtir. Sag kalim
egrileri Kaplan-Meier yontemi ile hesaplanmis, log rank testi kullanilarak

karsilastirilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ORNEKLEM OZELLIKLERI

4.1.1. Demografik Ozellikler

Calismada; Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Onkoloji
Klinigi’nce takip ve tedavisi yapilan ve dahil edilme kriterlerini tagiyan, metastatik
kolorektal kanser tanili toplam 48 hastaya ait veriler ele alindi. Hastalarin yas
ortalamasi 58,2 (£11,9) iken; 34 hasta (%70,8) 65 yas alt1, 14 hasta (%29,2) 65 yas
ve iizeriydi. Hastalarin 12’si (%25) kadin, 36’s1 (%75) erkekti. 11 hastanin (%22,9)
birinci derece yakinlarinda kanser Oykiisii mevcutken, 37 hastanin (%77,1)
yakinlarinda bdyle bir durum mevcut degildi. Ayrica 13 hastanin (%37,1) sigara; 3

hastanin (%8,6) alkol kullanim 6ykiisii mevcuttu (Tablo 6).

TABLO 6: DEMOGRAFIK OZELLIKLER (N=48) N (%)
YAS (YIL) 58,2+11,9

<65 YAS 34 (70,8)

>65 YAS 14 (29,2)
CINSIYET

KADIN 12 (25)

ERKEK 36 (75)
AILEDE KANSER OYKUSU

VAR 11 (22,9)

YOK 37 (77,1)
SIGARA KULLANIMI

VAR 13 (37,1)

YOK 22 (62,9)
ALKOL KULLANIMI

VAR 3(8,6)

YOK 32 (91,4)
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4.1.2. Klinik Ozellikler

Calismaya dahil edilen hastalarin 38’inde (%79,2) tiimoriin histolojik alt tipi
adenokarsinom, 10’unda (%20,8) miisindz karsinomdu. Primer tiimdr 13 hastada
(%27,1) sag kolon, 15 hastada (%31,3) sol kolon, 20 hastada (%41,7) rektumda yer
almaktaydi. 35 hastada (%72,9) primer tiimor opere edilmisti. Operasyonda alinan
timor materyali tlizerinde yapilan patolojik incelemede; 20 hastada (%64,5)
lenfovaskiiler invazyon, 13 hastada (%43,3) perindral invazyon, 6 hastada (%26,1)
mikrosatellit instabilite mevcuttu. Hastalarin 25’ine (%52,1) operasyon sonrasi
adjuvan tedavi verilmis; verilen tedavi rejimi 20 hastada (%80) Xelox, 3 hastada
(%12) Folfox, 1 hastada (%4) De Gramont (I6kovorin, 5-FU), 1 hastada (%4)
kapesitabin olmustu. Calismada ele alinan hastalarin 29’una (%60,4) lokal tedaviler
de uygulanmisti. Bu tedavilerden radyoterapi 14 hastaya (%29,2), metastazektomi 9
hastaya (%18,8), TAKE 8 hastaya (%16,7), radyofrekans ablasyon 3 hastaya (%6,3),
HIPEC 3 hastaya (%6,3) uygulanmisti. lk sira biyolojik ajan olarak; 19 hastaya
(%51,4) bevacizumab, 10 hastaya (27) cetuksimab, 8 hastaya (21,6) panitumumab
verilmisti. {lk sira tedavi rejimi olarak ise; 1 hastaya (%2,6) kapesitabin, 13 hastaya
(%34,2) xelox+bevacizumab, 1 hastaya (%2,6) xelox+cetuksimab, 3 hastaya (%7,9)
folfox+bevacizumab, 4 hastaya (%10,5) folfox+cetuksimab, 5 hastaya (%13,2)
folfox+panitumumab, 3 hastaya (%7,9) folfiri+bevacizumab, 4 hastaya (%10,5)
folfiri+cetuksimab, 2 hastaya (%5,3) folfiri+panitumumab, 1 hastaya (%2,6)
irinotekan+cetuksimab, 1 hastaya (%2,6) oxaliplatin+panitumumab verilmisti. 26
hastada (%54,2) tan1 aninda olan ve ya sonradan gelisen karaciger metastazi, 23
hastada (%47,9) akciger metastazi, 7 hastada (%14,6) periton metastazi, 3 hastada
(%6,3) kemik metastazi mevcuttu. 28 hastanin (%59,6) periferik kan Grneginden
calisilan CEA diizeyi normalin iizerinde (>4.7 ug/L), 20 hastanin (%42,6) da CA 19-
9 (kanser antijeni 19-9) diizeyi normalin tizerinde (>27 U/ml) idi (Tablo 7).
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TABLO 7: KLINIK OZELLIKLER (N=48) N (%)
TUMOR HiSTOLOJIK ALT TiPi

ADENOKARSINOM 38 (79,2)

MUSINOZ KARSINOM 10 (20,8)
TUMOR LOKALIZASYONU

SAG KOLON 13 (27,1)

SOL KOLON 15 (31,3)

REKTUM 20 (41,7)
LENFOVASKULER iNVAZYON

VAR 20 (64,5)

YOK 11 (35,5)
PERINORAL INVAZYON

VAR 13 (43,3)

YOK 17 (56,7)
MIKROSATELLIT iINSTABILITE

VAR 6 (26,1)

YOK 17 (73,9)
PRIMER TUMOR OPERASYON DURUMU

EVET 35 (72,9)

HAYIR 13 (27,1)
ADJUVAN TEDAVI

EVET 25 (52,1)

HAYIR 23 (47,9)
ADJUVAN TEDAVI REJiMi

25




XELOX
FOLFOX

DE GRAMONT
KAPESITABIN

LOKAL TEDAVI
EVET
HAYIR

RADYOTERAPI
EVET
HAYIR

METASTAZEKTOMI
EVET
HAYIR

RADYOFREKANS ABLASYON
EVET
HAYIR

TAKE
EVET
HAYIR

HIPEC
EVET
HAYIR

KARACIGER METASTAZI

EVET
HAYIR
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20 (80)
3(12)
1(4)
1(4)

29 (60,4)
19 (39,6)

14 (29,2)
34 (70,8)

9 (18,8)
39 (81,3)

3(6,3)
45 (93,8)

8 (16,7)
40 83,3)

3(6,3)
45 (93,8)

26 (54,2)
22 (45,8)



AKCIGER METASTAZI
EVET
HAYIR

PERITON METASTAZI
EVET
HAYIR

KEMIK METASTAZI
EVET
HAYIR

CEA DUZEYi
NORMAL
YUKSEK (>4.7 UG/L)

CA 19-9 DUZEYi
NORMAL
YUKSEK (>27 U/ML)

LK SIRA TEDAVI
KAPESITABIN
XELOX+BEVACIZUMAB
XELOX+CETUKSIMAB
FOLFOX+BEVACIZUMAB
FOLFOX+CETUKSIMAB
FOLFOX+PANITUMUMAB
FOLFIRi+BEVACIZUMAB
FOLFIiRI+CETUKSIMAB
FOLFIiRI+PANITUMUMAB
IRINOTEKAN+CETUKSIMAB
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23 (47,9)
25 (52,1)

7 (14,6)
41 (85,4)

3(6,3)
45 (93,8)

19 (40,4)
28 (59,6)

27 (57,4)
20 (42,6)

1(2,6)
13 (34,2)
1(2,6)
3(7,9)

4 (10,5)
5 (13,2)
3(7,9)

4 (10,5)
2 (5,3)
1(2,6)



OXALIPLATIN+PANITUMUMAB 1(2,6)

ILK SIRA BIYOLOJIK AJAN
BEVACIZUMAB 19 (51,4)
CETUKSIMAB 10 (27,0)
PANITUMUMAB 8 (21,6)

4.2. NGS ANALIiZ SONUCLARI

Calismamizda; periferik kan orneginden izole edilen ctDNA materyalinden 56 gen
icin en az 1 primer ¢ifti kullanilarak elde edilen 263 amplikondan, yeni nesil DNA
dizi analizi yontemi ile mutasyon taramasi yapilip, 16000 COSMIC mutasyon
tarand1. Yapilan taramalar sonucunda en sik mutasyon saptanan genler sirasiyla;
TP53 (%95,8), KDR (%79,2), RET (%79,2), EGFR (%77,1), PIK3CA (%77,1),
VHL (%72,9), NOTCH1 (%70,8), CSF1R (%66,7), FGFR2 (%64,6), FGFR3
(%62,5), SMAD4 (%60,4), AKT1 (%60,4), ERBB4 (%60,4), APC (%56,3), KRAS
(%54,2), JAK3 (%54,2), RB1 (%52,1), FBXW7 (%52,1) oldu. Ayrica metastatik
kolorektal kanserlerin yonetiminde énemli rol oynayan genlerden; BRAF 4 hastada
(%8,3), NRAS 6 hastada (%12,5), KRAS 26 hastada (%54,2) mutant saptand (tablo
8).

TABLO 8: NGS ANALIZI iLE ELDE EDILEN MUTANT GEN N (%)
ORANLARI (N=48)

ALK 0 (0)
ATM 8 (16,7)
BRAF 4 (8,3)
EGFR 37 (77,1)
ERBB2 11 (22,9)
HRAS 17 (35,4)
IDH1 0 (0)
IDH2 2(4,2)
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KDR
KIT
KRAS
MAP2K1
MET
NRAS
PTEN
RB1
RET
TP53
APC
CDH1
CDKN2A
DNMT3A
ERBB4
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FLT3
GNA11
GNAQ
GNAS
JAK?2
JAK3
NOTCH1
NPM1
PIK3CA
SMAD4
ABL1
AKT1
CDHIi
CSF1R
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38 (79,2)
18 (37,5)
26 (54,2)
20 (41,7)
9 (18,8)
6 (12,5)
11 (22,9)
25 (52,1)
38 (79,2)
46 (95,8)
27 (56,3)
5 (10,4)
9 (18,8)
10 (20,8)
29 (60,4)
2 (4,2)
31 (64,6)
30 (62,5)
18 (37,5)
17 (35,4)
1(2,2)
4 (8,3)
1(2,2)
26 (54,2)
34 (70,8)
0 (0)

37 (77,1)
29 (60,4)
16 (33,3)
29 (60,4)
3(6,3)
32 (66,7)



CTNNB1 1(2,)
DDR2 0(0)
EZH2 6 (12,5)
FBXW7 25 (52,1)
FOXL2 8 (16,7)
HNF1A 4 (8,3)
MLH1 2 (4,2)
MPL 4(8,3)
MSH6 8 (16,7)
PDGFRA 16 (33,3)
SMARCB1 15 (31,3)
SMO 4 (8,3)
SRC 0 (0)
STK11 22 (45,8)
TSCI 0 (0)
VHL 35 (72,9)

Yas, cinsiyet, ailede kanser Oykiisii, sigara kullanimi, alkol kullanimi, timor
histolojik alt tipi, tiimdr lokalizasyonu, LVI, PNI, MSI, CEA yiiksekligi, CA19-9
yiiksekligi, karaciger metastazi, akciger metastazi, periton metastazi, kemik metastazi
durumlarina gore tek tek gen mutasyon sikliklari arasinda anlamli bir iligki olup
olmadig1 incelendi. Yasa gore bakildiginda; 65 yas ve lizeri hastalarda, KDR ekson
30 mutasyonunun 65 yas alt1 hastalara gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha
fazla oldugu saptandi (%42,9’a karsilik %5,9). ERBB4 ekson 8 mutasyonunun da
benzer sekilde 65 yas ve lizeri hastalarda anlamli derecede daha sik oldugu gozlendi
(%21,4°¢ karsilik %0). Yine STK11 ekson 1 mutasyonu da 65 yas ve iizeri hastalarda
anlamli derecede daha sik saptandi (%35,7’ye karsilik %38.8). Sigara kullanimina
gore bakildiginda; sigara kullanma Oykiisii olanlarda EGFR ekson 20 (%23,1°e
karsilik %0), TP53 ekson 7 (%23,1’e karsilik %0), HNF1A (%23,1 e karsilik %0) ve
MET (%38,5’e karsilik %4,5) mutasyonlar1 sigara kullanma Oykiisii olmayanlara
kiyasla anlamli derecede daha sik saptandi. RET ekson 11 mutasyonunun ise, sigara

kullanma Oykiisii olmayanlarda anlamli derecede daha fazla oldugu gozlendi
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(%77,3’e karsilik %38,5). Aile Oykiisiine gore bakildiginda; birinci derecede
akrabalarinda kanser Oykiisii olmayanlarda olanlara kiyasla TP53 (%100’e karsilik
%81,8), TP53 ekson 5 (%32,4’¢ karsilik %0), ERBB4 (%70,3’¢ karsilik %27,3),
ERBB4 ekson 9 (%45,9’a karsilik %9,1) mutasyonlar1 anlamli derecede daha sik
saptand1 (Tablo 9). Cinsiyet ve alkol kullanimina goére bakildiginda ise; gruplar
arasinda mutasyon sikliklar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmada.

Timdr histolojik alt tipine gore mutasyon sikliklar1 analiz edildiginde; miisindz
karsinomlu hastalarda adenokarsinomlu hastalara kiyasla DNMT3A mutasyonu
istatistiksel olarak anlamli dl¢lide daha sik saptandi (%50’ye karsilik %13,2). Buna
karsin, TP53 ekson 5 mutasyonu ise adenokarsinomlu hastalarda anlamli derecede
daha sikt1 (%31,6’ya karsilik  %0). Primer tiimoér lokalizasyonuna gore
degerlendirildiginde; primer tiimorii sol kolonda olan hastalarda, sag kolonda ve
rektumda olan hastalara kiyasla KRAS mutasyonunun anlamli derecede daha sik
oldugu gozlendi (%80’e karsilik %38,5 ve %45). Yine benzer sekilde ERBB4
mutasyonunun da primer timori sol kolonda olan hastalarda, sag kolonda olan
hastalara kiyasla anlamli derecede daha sik oldugu belirlendi (%73,3’e karsilik
%30,8). RET ekson 10 mutasyonu ise, primer tiimorii rektumda olanlarda anlaml
Olciide daha siktt (%75°e karsilik %61,5 ve 9%26,7). Lenfovaskiiler invazyon
durumuna gore bakildiginda; lenfovaskiiler invazyonu olan tiimdre sahip hastalarda
CDKN2A (%45°e karsilik %0), PIK3CA (%80’e karsilik %36,4) ve PIK3CA ekson
14 (%40’a karsilik %0) mutasyonlarinin anlamli 6lgiide daha sik go6zlendigi
belirlendi. Perindral invazyon durumuna gore degerlendirildiginde ise; perindral
invazyonu olan tiimore sahip hastalarda MAP2K1 (%76,9’a karsilik %35,3), JAK3
(%84,6’ya karsilik %35,3) ve SMO (%30,8’e karsilik %0) mutasyonlarinin anlamh
Olclide daha sik oldugu goriildii. Mikrosatellit instabilite durumuna gore
bakildiginda; MSI olanlarda MSS olanlara kiyasla PDGFR (%83,3e karsilik %17,6)
ve EGFR ekson 21 (%66,7’ye karsilik %17,6) mutasyonlar; MSS olanlarda ise MSI
olanlara kiyasla KDR (%94,1’e karsilik %50) mutasyonu istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazla saptandi (Tablo 9).
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Calismada; metastaz yerine gore mutasyon sikliklart da degerlendirildi. Buna gore;
karaciger metastazi olan hastalarda olmayan hastalara kiyasla KDR ekson 11
(%61,5’e karsilik %31,8) mutasyonunun; karaciger metastazi olmayan hastalarda ise
olan hastalara kiyasla EGFR (%90,9’a karsilik %65,4), EGFR ekson 7 (%59,1°¢e
karsilik %19,2), ERBB4 ekson 9 (%59,1’e¢ karsilik %19,2), FBXW7 (%81,8’¢
karsilik %26,9), VHL ekson 2 (%50’ye karsilik %19,2) mutasyonlarinin istatistiksel
olarak anlamli Ol¢iide daha sik oldugu belirlendi. Akciger metastazi olmayan
hastalarda olan hastalara kiyasla MAP2K1 (%56’ya karsilik %26,1) ve MAP2K1
ekson 6 (%32’ye karsilik %4,3) mutasyonlari; akciger metastazi olan hastalarda ise
olmayan hastalara kiyasla PTEN ekson 2 (%17,4’¢ karsilik %0), TP53 ekson 5
(9%39,1’e karsihik %12), ERBB4 ekson 9 (%52,5’ye karsilik %?24), FGFR3
(%82,6’ya karsilik %44), FGFR3 ekson 9 (%39,1’¢ karsilik %12), FBXW?7
(%69,6’ya karsilik %36), FBXW7 ekson 9 (%60,9’a karsilik %32) mutasyonlari
istatistiksel olarak anlamli derecede daha sik saptandi. Periton metastazi olmayan
hastalarda olan hastalara kiyasla KDR ekson 11 (%56,1’e karsilik 9%0)
mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli l¢lide daha sik oldugu gortldi. Kemik
metastazi durumuna gore incelendiginde ise; kemik metastazi olmayan hastalarda
olan hastalara kiyasla VHL (%77,8’¢e karsilik %0) mutasyonu; kemik metastazi olan
hastalarda olmayan hastalara kiyasla KRAS ekson 2 (%100’e karsilik %13,3), PTEN
ekson 8 (%66,7’ye karsilik %2,2), APC ekson 16 (%100’e karsilik %33,3)

mutasyonlari istatistiksel olarak anlamli derecede daha sikt1 (Tablo 9).

Calismada ayrica, metastaz saptandigi donemde periferik kandan c¢alisilan CEA ve
CA19-9 diizeyleri ile mutasyon sikliklar1 arasindaki iliski de arastirildi. Sonugta;
CEA diizeyi normalden yiliksek olan (>4.7 ug/L) hastalarda, normal olan hastalara
kiyasla KRAS (%67,9’a karsilik %31,6) mutasyonunun; CEA diizeyi normal olan
hastalarda yiiksek olan hastalara kiyasla RB1 (%73,7°’ye karsilik 9%39,3)
mutasyonunun anlamli derecede daha sik oldugu gorildi. CA 19-9 diizeyi
normalden yiiksek olan (>27 U/ml) hastalarda ise, normal olan hastalara kiyasla
FLT3 ekson 11 (%20’ye karsilik %0) mutasyonu anlamli derecede daha sik saptandi
(Tablo 9).
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Tablo 9: Anlamli Fark Saptanan Gruplarin P Degerleri Tablosu

Yas
Mutasyon <65 yas >65 yas
n % n % P Degeri
KDR ekson 30 2 59 6 42,9 0,005
ERBB4 ekson 8 0 0 3 21,4 0,021
STK11 ekson 1 3 8,8 5 35,7 0,037
Sigara Kullanim
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri
EGFR ekson 20 0 0 3 23,1 0,044
MET 1 4,5 5 38,5 0,019
RET ekson 11 17 77,3 5 38,5 0,033
TP53 ekson 7 0 0 3 23,1 0,044
HNF1A 0 0 3 23,1 0,044
Ailede Kanser Oykiisii
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri
TP53 37 100 9 81,8 0,049
TP53 ekson 5 12 32,4 0 0 0,044
ERBB4 26 70,3 3 27,3 0,016
ERBB4 ekson 9 17 45,9 1 9,1 0,035
Tiimor Histolojik Alt Tipi
Mutasyon Adenokarsinom Miisindz Karsinom
n % n % P Degeri
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DNMT3A 5 13,2 5 50 0,022
TP53 ekson 5 12 31,6 0 0 0,039
Tiimor Lokalizasyonu
Mutasyon Sag Kolon Sol Kolon Rektum
n % n % n % P Degeri
KRAS 5 38,5 12 80 9 45 0,050
ERBB4 4 30,8 11 73,3 14 70 0,037
RET ekson 10 8 61,5 4 26,7 15 75 0,015
Lenfovaskiiler Invazyon
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri
CDKN2A 0 0 9 45 0,012
PIK3CA 4 36,4 16 80 0,023
PIK3CA ekson 14 0 0 8 40 0,028
Perinéral invazyon
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri
MAP2K1 6 35,3 10 76,9 0,024
JAK3 6 35,3 11 84,6 0,007
SMO 0 0 4 30,8 0,026
Mikrosatellit Instabilite
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri
KDR 16 94,1 3 50 0,040
PDGFRA 3 17,6 5 83,3 0,009
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EGFR ekson 21 3 17,6 4 66,7 0,045
Karaciger Metastazi
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri
EGFR 20 90,9 17 65,4 0,036
EGFR ekson 7 13 59,1 5 19,2 0,004
KDR ekson 11 7 31,8 16 61,5 0,040
ERBB4 ekson 9 13 59,1 5 19,2 0,004
FBXW7 18 81,8 7 26,9 0,000
VHL ekson 2 11 50 5 19,2 0,024
Akciger Metastazi
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri

MAP2K1 14 56 6 26,1 0,036
MAP2K1 ekson 6 8 32 1 4,3 0,024
PTEN ekson 2 0 0 4 17,4 0,046
TP53 ekson 5 3 12 9 39,1 0,030
ERBB4 ekson 9 6 24 12 52,2 0,044
FGFR3 11 44 19 82,6 0,006
FGFR3 ekson 9 3 12 9 39,1 0,030
FBXW7 9 36 16 69,6 0,020
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FBXW?7 ekson 9 8 32 14 60,9 0,045
Periton Metastazi
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri
KDR ekson 11 23 56,1 0 0 0,010
Kemik Metastazi
Mutasyon Yok Var
n % n % P Degeri
KRAS ekson 2 6 13,3 3 100 0,005
PTEN ekson 8 1 2,2 2 66,7 0,008
APC ekson 16 15 33,3 3 100 0,047
VHL 35 77,8 0 0 0,017
CEA Diizeyi
Mutasyon Normal Yiiksek
n % n % P Degeri
KRAS 6 31,6 19 67,9 0,014
RB1 14 73,7 11 39,3 0,020
CA 19-9 Diizeyi
Mutasyon Normal Yiiksek
n % n % P Degeri
FLT3 ekson 11 0 0 4 20 0,027
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4.3. LIKIT BiYOPSIi-DOKU BiYOPSISI UYUM ANALIZLERI

Calismamizda; timdr dokusundan alinan 6rneklerden yapilan kantitatif PCR tabanlt
altin standart genomik DNA analizleri ile periferal kandan alinan 6rneklerden (likit
biyopsi) yapilan ctDNA tabanli NGS analizi sonuglar1 karsilastirildi. Klinigimizde
MCRC'li uygun hasta grubunda, kantitatif PCR tabanli genomik DNA analizleri rutin




olarak KRAS, NRAS, BRAF genleri igin yapildigindan; karsilastirma da bu
genlerdeki mutasyon oranlari tizerinden yapildi. Tiimor dokusu 6rnekleri {izerinden
yapilan standart analizlerde; KRAS mutasyonu 17 hastada (%38,6), NRAS
mutasyonu 1 hastada (%3,2); BRAF mutasyonu 4 hastada (%12,5) saptandi. Periferal
kandan aliman Orneklerden yapilan ctDNA tabanli NGS analizlerinde ise; KRAS
mutasyonu 26 hastada (%54,2), NRAS mutasyonu 6 hastada (%12,5); BRAF
mutasyonu 4 hastada (%8,3) saptandi. Her iki analizdeki sonuglar birbiri ile
karsilastirildiginda; NGS analizi, PCR analizinde KRAS mutasyonu saptanan 17
hastanin 11’inde “’KRAS mutasyonu var’’ seklinde sonug verirken, 6’sinda ’KRAS
mutasyonu yok’’ seklinde sonug verdi (%64,7 duyarlilik). PCR analizinde KRAS
mutasyonu saptanmayan 27 hastanin ise; 15’inde ’KRAS mutasyonu yok’’ seklinde
sonu¢ verirken, 12’sinde ’KRAS mutasyonu var’’ seklinde sonu¢ verdi (%55,6
Ozgulliik). Genel olarak ise; KRAS geni i¢in yapilan NGS analizleri, 44 hastanin
26’sinda PCR analizleri ile uyumlu sonug gosterdi (%59,1 uyum orani) (Tablo 10).

Tablo 10: KRAS Geni igin NGS ve PCR Analizleri Sonug¢larinin Karsilastirilmasi

NGS KRAS
yok var Total

PCR KRAS yok Count 15 12 27
% within P KRAS 55,6% 44,4% 100,0%

var Count 6 11 17

% within P KRAS 35,3% 64,7% 100,0%

Total Count 21 23 44
% within P_KRAS 47,7% 52,3% 100,0%

NRAS i¢in bakildiginda; PCR analizi NRAS mutasyonunu sadece 1 hastada
saptarken, bu hastada NGS analizi de “"NRAS mutasyonu var’’ seklinde sonug verdi
(%100 duyarlilik). NGS analizi, PCR analizinde NRAS mutasyonu saptanmayan 30
hastanin ise; 26’sinda ’NRAS mutasyonu yok’’ seklinde sonu¢ verirken, 4’iinde
“NRAS mutasyonu var’’ seklinde sonug verdi (%86,7 6zgiilliik). Genel olarak ise;
NRAS geni icin yapilan NGS analizleri, 31 hastanin 27’sinda PCR analizleri ile

uyumlu sonug gosterdi (%87,1 uyum orani) (Tablo 11).
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Tablo 11: NRAS Geni i¢in NGS ve PCR Analizleri Sonuglarinin Karsilagtirilmasi

NGS NRAS
yok var Total

PCR NRAS yok Count 26 4 30
% within P NRAS 86,7% 13,3% 100,0%

var Count 0 1 1

% within P NRAS ,0% 100,0% 100,0%

Total Count 26 5 31
% within P NRAS 83,9% 16,1% 100,0%

BRAF i¢in bakildiginda; NGS analizi, PCR analizinde BRAF mutasyonu saptanan 4
hastanin 2’sinde ’BRAF mutasyonu var’’ seklinde sonug verirken, 2°sinde " BRAF
mutasyonu yok’’ seklinde sonu¢ verdi (%50 duyarlilik). PCR analizinde BRAF
mutasyonu saptanmayan 28 hastanin ise; 27’inde ’BRAF mutasyonu yok’’ seklinde
sonu¢ verirken, 1’inde "BRAF mutasyonu var’’ seklinde sonu¢ verdi (%96,4
Ozgilliik). Genel olarak ise; BRAF geni i¢in yapilan NGS analizleri, 32 hastanin
29’unda PCR analizleri ile uyumlu sonug gosterdi (%90,6 uyum orani) (Tablo 12).

Tablo 12: BRAF Geni igin NGS ve PCR Analizleri Sonuglarinin Karsilastiriimasi

NGS BRAF
yok var Total

PCR BRAF yok Count 27 1 28
% within P BRAF 96,4% 3,6% 100,0%

var Count 2 2 4

% within P BRAF 50,0% 50,0% 100,0%

Total Count 29 3 32
% within P BRAF 90,6% 9,4% 100,0%

Sonugta; periferal kandan alinan Orneklerden yapilan ctDNA tabanli NGS
analizlerinin, doku ornekleriyle yapilan kantitatif PCR tabanl altin standart yonteme
kiyasla KRAS mutasyonu i¢in %64,7 duyarlilik, %55,6 6zgiillik ve %59,1 uyum
oranina; NRAS mutasyonu i¢in %100 duyarlilik, %86,7 6zgiillik ve %87,1 uyum
oranina; BRAF mutasyonu i¢in %50 duyarlilik, %96,4 6zgiillik ve %90,6 uyum
oranina sahip oldugu gosterildi (Tablo 13).
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Tablo 13

: Likit Biyopsi-Doku Biyopsisi Uyum Analizleri Tablosu

Gen Uyum Oram | Duyarhlik | Ozgiilliik Kappa P degeri
KRAS %59,1 %64,7 %55,6 0,190 0,190
NRAS %87,1 %100 %86,7 0,295 0,020
BRAF %90,6 %50 %96,4 0,520 0,003

Calismamizda ayrica, likit biyopsi ile doku biyopsisi 6rneklerinin alinma zamanlari

arasindaki siireye gore uyum oranlart da degerlendirildi. KRAS igin bakildiginda;
stire 6 aydan kisa olanlarda NGS analizi, 23 hastanin 14’tinde (%60,9) PCR

analiziyle uyumlu sonug verirken; siire 6 aydan uzun olanlarda 21 hastanin 12’sinde

(%57,1) PCR analiziyle uyumlu sonug verdi (Tablo 14).

Tablo 14: KRAS Geni i¢cin NGS ve PCR Analizleri Sonuglarmin Orneklerin Alinma

Zamanlar1 Arasindaki Siireye Gore Karsilastirilmasi

Sire NGS KRAS
yok var Total
<6 ay PCR KRAS yok Count 7 5 12
% of Total 30,4% 21,7% 52,2%
var Count 4 7 11
% of Total 17,4% 30,4% 47,8%
Total Count 11 12 23
% of Total 47,8% 52,2% 100,0%
>6 ay PCR KRAS yok Count 8 7 15
% of Total 38,1% 33,3% 71,4%
var Count 2 4 6
% of Total 9,5% 19,0% 28,6%
Total Count 10 11 21
% of Total 47,6% 52,4% 100,0%

NRAS i¢in bakildiginda; siire 6 aydan kisa olanlarda NGS analizi, 12 hastanin

12’sinde (%100) PCR analiziyle uyumlu sonug verirken; siire 6 aydan uzun olanlarda

19 hastanin 15’inde (%78,9) PCR analiziyle uyumlu sonug verdi (Tablo 15).
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Tablo 15: NRAS Geni I¢in NGS ve PCR Analizleri Sonuglarinin Orneklerin Alinma

Zamanlar1 Arasindaki Siireye Gore Karsilastirilmasi

Sure NGS NRAS
yok var Total
<6 ay PCR NRAS yok Count 11 0 11
% of Total 91,7% ,0% 91,7%
var Count 0 1 1
% of Total ,0% 8,3% 8,3%
Total Count 11 1 12
% of Total 91,7% 8,3% 100,0%
>6 ay PCR NRAS yok Count 15 4 19
% of Total 78,9% 21,1% 100,0%
Total Count 15 4 19
% of Total 78,9% 21,1% 100,0%

BRAF i¢in bakildiginda; siire 6 aydan kisa olanlarda NGS analizi, 15 hastanin

15’inde (%100) PCR analiziyle uyumlu sonug verirken; siire 6 aydan uzun olanlarda

20 hastanin 17’sinde (%85) PCR analiziyle uyumlu sonug verdi (Tablo 16).

Tablo 16: BRAF Geni Icin NGS ve PCR Analizleri Sonuglarinin Orneklerin Alinma

Zamanlar1 Arasindaki Siireye Gore Karsilastirilmasi

Sure NGS BRAF
yok var Total
<6 ay PCR BRAF yok Count 11 0 11
% of Total 91,7% ,0% 91,7%
var Count 0 1 1
% of Total ,0% 8,3% 8,3%
Total Count 11 1 12
% of Total 91,7% 8,3% 100,0%
>6 ay PCR BRAF yok Count 16 1 17
% of Total 80,0% 5,0% 85,0%
var Count 2 1 3
% of Total 10,0% 5,0% 15,0%
Total Count 18 2 20
% of Total 90,0% 10,0% 100,0%
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Sonugta; bu siire 6 aydan kisa olanlarda uyum oranlart KRAS i¢in %60,9, NRAS i¢in
%100, BRAF i¢in %100 olurken; bu siire 6 aydan uzun olanlarda uyum oranlar
KRAS igin %57,1, NRAS i¢in %78,9, BRAF i¢in %85 olarak saptandi (Tablo 17).

Tablo 17: Likit Biyopsi ile Doku Biyopsisi Orneklerinin Alinma Zamanlar

Arasindaki Siireye Gore Analiz Sonuglarinin Uyum Oranlari

Gen Siire Uyum Orani Kappa P degeri
<6 ay %60,9 0,219 0,292
KRAS >6 ay %57,1 0,160 0,407
<6 ay %100 1,000 0,001
NRAS >6 ay %78.,9 - -
<6 ay %100 1,000 0,001
BRAF >6 ay %85 0,318 0,144

4.4, SAG KALIM ANALIZLERI

Caligmamizda; hastalarin progresyonsuz sag kalim ve genel sag kalim siireleri
hesaplanarak, mutasyon durumlarina gore sag kalim siireleri arasindaki farklar
istatistiksel olarak analiz edildi. Tiim hasta grubunun ortalama genel sag kalim siiresi

59,3 ay; progresyonsuz sag kalim stiresi 18,8 ay olarak hesaplandi (Tablo 18).

Tablo 18: Tiim Hasta Grubunun Ortalama Genel Sag Kalim (OS) ve Progresyonsuz
Sag Kalim (PFS) Siireleri

OS (mean) PFS (mean)
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Estimat Std. Lower Upper Estimat Std. Lower Upper
e Error Bound Bound e Error Bound Bound
59,339| 11,023 37,733 80,945 18,863 3,505 11,993 25,733
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4.4.1. Genel Sag Kalim

Genlerdeki mutasyon durumuna gore yapilan genel sag kalim analizlerinde; ERBB4
ekson 8 (61,7 aya karsilik 16,2 ay), FGFR1 (61,9 aya karsilik 18 ay), FGFR3 ekson
14 (62,9 aya karsilik 11,5 ay), FLT3 ekson 11 (64,3 aya karsilik 15,8 ay), CDHI
(61,6 aya karsilik 11,9 ay), CSFIR ekson 22 (62,9 aya karsilik 16,5 ay), MSH6 (66,6
aya karsilik 22,6 ay), SMARCBI ekson 5 (67 aya karsilik 25 ay) ve PIK3CA ekson
10 (65,7 aya karsilik 18,8 ay) mutasyonlarinin varligi istatistiksel olarak anlamli
derecede daha kotii genel sag kalim siireleri ile iliski iken; NOTCH1 (25,3 aya
karsilik 71,5 ay) ve STK11 (38,3 aya karsilik 80,5 ay) mutasyonlarinin varligi
istatistiksel olarak anlamli derecede daha iyi genel sag kalim siireleri ile iligki
bulundu (Tablo 19). ERBB4 ekson 8, FGFR1, FGFR3 ekson 14, FLT3 ekson 11,
CDHI, CSFIR ekson 22, MSH6, SMARCBI ekson 5, PIK3CA ekson 10, NOTCHI,
STK11 gen mutasyon durumlarina gore genel sag kalim egrileri siras1 ile Sekil 3,
Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7, Sekil 8, Sekil 9, Sekil 10, Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil

13 de gosterilmistir.

Tablo 19: Mutasyon Durumuna Goére Genel Sag Kalim Agisindan Anlamli Fark

Saptanan Gruplarin P Degerleri Tablosu

Gen Mutasyon | Ortalama | S. Hata | %95 G. Arahg | P degeri

Yok 61,714 | 11,475 | 39,224-84,204

ERBBA4 ekson8 Var | 16233 | 6890 | 272920737 | %0%2
Yok 61,882 | 11,537 | 39,269-84,496

FGFRI Var 18017 | 4183 | 981726216 | 0%
Yok 62,041 | 11,619 | 40,166-85,715

FGERS ekson 14 Var 11,542 | 3240 | 519117892 | *001
Yok 64,297 | 12,018 | 40,742-87,852

FLTS ekson 11 Var | 15800 | 7,346 | L4o01-30109 | %02
Yok 25290 | 3,711 | 18,017-32,562

NOTCHI Var 71545 | 14,016 | 4407599016 | 012
' Yok 61,581 | 11,407 | 39,223-83,938

CDHI Var 11,889 | 3219 | 558118197 | 07

42




Yok 62,800 | 11,768 | 39,824-85,956

CSFIR ekson 22 Var 16,456 | 10,348 | 0,000-36,737 | 013
Yok 66,624 | 12,715 | 41,702-91,547

MSH6 Var 22610 | 6,062 | 1072034491 | »0H
Yok 67,046 | 12,963 | 41,638-02,454

SMARCBI ekson 3 Var 25045 | 4,990 | 15264-34826 | *0%?
Yok 38,268 | 9,354 | 19,933-56,602

STKII Var | 80,539 | 16472 | 48,254-112.825 | 0¥
Yok 65,711 | 12,327 | 41,550-89,872

PIR3CA ekson 10— 18817 | 3398 | 1216625468 | 0%

Survival Functions

10

1

06 \-\
"

Cum Survival

0.2

0,0

|
0,00 50,00

Sekil 3: ERBB4 Ekson 8 Mutasyon Durumuna Gore Genel Sag Kalim Egrisi

1
100,00

OS_ay

I
150,00

43

I
200,00

ERBB4_eksonB

Myok
Myar

—+— yok-censored
= var-cenzored




Survival Functions

1,0 FGFR1

Myok

—var

—t— yok-censored
T var-censored

1 4

T e
S os
>
L
3 L
w
g
O 047
0,27
0,0
| 1 I | |
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
OS_ay

Sekil 4: FGFR1 Mutasyon Durumuna Goére Genel Sag Kalim Egrisi

Survival Functions
. FGFR3_eksonld
' Myok
—var
—t— yok-censored
— var-censored
0,537 ‘H

0,6

Cum Survival

0,27

0,07

1 | I |
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
OS_ay
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Sekil 6: FLT3 ekson 11 Mutasyon Durumuna Gore Genel Sag Kalim Egrisi
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Survival Functions
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Survival Functions
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Survival Functions
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Sekil 12: NOTCH1 Mutasyon Durumuna Gore Genel Sag Kalim Egrisi
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4.4.2. Progresyonsuz Sag Kalim

Genlerdeki mutasyon durumuna gore yapilan progresyonsuz sag kalim analizlerinde;
EGFR ekson 20 (19,7 aya karsilik 5,4 ay), PTEN ckson 8 (19,7 aya karsilik 6 ay) ve
PIK3CA ckson 10 (20 aya karsilik 7 ay) mutasyonlarinin varlig1 istatistiksel olarak
anlamli derecede daha kétii progresyonsuz sag kalim siireleri ile iliski iken; KIT
ekson 10 (15,9 aya karsilik 22,3 ay), JAK3 (11,8 aya karsilik 26,3 ay), FBXW?7 (13
aya karsilik 25,7 ay) ve STKI11 (11 aya karsilik 27,2 ay) mutasyonlarinin varligi
istatistiksel olarak anlamli derecede daha iyi progresyonsuz kalim siireleri ile iliski
bulundu (Tablo 20). EGFR ekson 20, KIT ekson 10, PTEN ekson 8, JAK3, PIK3CA
ekson 10, FBXW7, STK11 gen mutasyon durumlarina gore progresyonsuz sag kalim
egrileri sirasi ile Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18, Sekil 19 ve Sekil
20°de gosterilmistir.

Tablo 20: Mutasyon Durumuna Gore Progresyonsuz Sag Kalim Agisindan Anlaml

Fark Saptanan Gruplarin P Degerleri Tablosu

Gen Mutasyon | Ortalama | S. Sapma | %95 G. Arahig | P degeri

Yok 19,693 | 3,676 | 12,488-26,898

EGER ekson 20 Var 5367 | 4833 | 0,000-14840 | 014
Yok 15,887 | 2,770 | 10,459-21,316

KIT ekson 10 Var 22320 | 2150 | 1808926551 | 03
Yok 19,747 | 3,671 | 12,553-26,942

PTEN ekson 8 Var 5956 | 3131 | 0,000-12,001 | »00?
Yok 11,815 | 1,941 | 8,010-15,621

JAKS Var | 26340 | 5402 | 1575136929 | 017
Yok 20,044 | 3,763 | 12,667-27,420

PIK3CA ekson 10 Var 6993 | 1147 | 474590242 | %002
Yok 13,030 | 1,704 | 9,689-16,370

FBXW7 Var 25710 | 6924 | 1213839282 | 04
Yok 10,907 | 1,261 | 8,436-13,378

STKII Var | 27207 | 6252 | 1495439460 | 071
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Survival Functions
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Sekil 16: PTEN ekson 8 Mutasyon Durumuna Gore Progresyonsuz Sag Kalim Egrisi
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Sekil 17: JAK3 Mutasyon Durumuna Gore Progresyonsuz Sag Kalim Egrisi
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Sekil 18: PIK3CA ekson 10 Mutasyon Durumuna Gore Progresyonsuz Sag Kalim
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Sekil 19: FBXW7 Mutasyon Durumuna Gore Progresyonsuz Sag Kalim Egrisi
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Survival Functions
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Sekil 20: STK11 Mutasyon Durumuna Gore Progresyonsuz Sag Kalim Egrisi
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5. TARTISMA

Kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %20’si tan1 aninda metastatik hastaliga sahip
olmakta, genel olarak ise CRC teshisi koyulan hastalarin %50-60’inda metastaz
gelismektedir ve metastatik hastalifa sahip olanlarin 5 yillik sag kalim oram1 %14
diizeyinde kalmaktadir. Bu nedenle, son yillarda kanser arastirmalarinin énemli bir
kisminda mCRC’de yeni tani1 ve tedavi yaklasimlarina odaklanilmis (2,54). Bu
yaklagimlarin basinda, hedeflenebilir gen degisikliklerinin tespit edilmesi ve bu
hedeflere yonelik uygun biyolojik ajanlarin kullanilmasi gelmektedir. mMCRC’de anti-
EGFR ajanlarla tedavi i¢in uygun hastalarin segiminde RAS analizi rutin olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu tedaviler, RAS analizi sonuglarina goére verilmesine
ragmen, rutin klinik uygulamada cetuksimab ve ya panitumumabin etkinliginin
degisken oldugu gozlenmektedir. Bu nedenle, mCRC'lerin yonetiminde, RAS diginda
diger molekiiler biyobelirteclerin de potansiyel roliiniin ortaya konmasi ve bu
hastalarda tedavi kararlarina rehberlik etmesi i¢in kullanilmasi biiyikk 6nem arz
etmektedir (91). Bu noktada, su ana kadar yapilan ¢alismalar; ¢oklu gen dizileme
imkani sunan NGS analizlerinin bu hastalarda yarar saglayabilecegini gosterse de
mevcut veriler sinirlidir. Bu yilizden biz de bu ¢alismamizda; mCRC'li hastalarda
ctDNA tabanli NGS analizleriyle ¢esitli gen degisikliklerinin sikliklarini saptamayi,
bu sonuglar1 standart PCR analizlerindeki sonuglarla karsilastirarak uyum oranlarini
degerlendirmeyi ve saptanan degisikliklerin genel sag kalim ve progresyonsuz sag

kalima etkisini arastirmayi planladik.

KRAS ve NRAS, EGFR'nin indiiklendigi RASMAPK yolaginda gorevli olan, RAS
ailesi iiyesi genlerdir. Tiim kanserlerin %17-25'inde ve CRC'lerin %35-45'inde
KRAS geninde mutasyon saptanmaktadir (61). Yapilan bir ¢alismada; KRAS ekson
2 mutasyonu olan hastalarda hastaliksiz sag kalim siirelerinin, mutasyon olmayan
hastalara gore daha kisa oldugu gozlenmistir (45). Bizim ¢alismamizda ise; KRAS
geninde mutasyon sikligi %54,2 olarak saptanmistir. Calismamizda; CEA diizeyi
normalden yiiksek olan hastalarda, normal olan hastalara kiyasla ve primer tiimori
sol kolonda olan hastalarda, sag kolonda ve rektumda olan hastalara kiyasla KRAS
mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede daha sik oldugu goézlenmistir.

Ayrica kemik metastazi olan hastalarda olmayan hastalara kiyasla KRAS ekson 2
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mutasyonu istatistiksel olarak anlamli derecede daha sik saptanmistir. Ancak KRAS
mutasyon durumuna goére, OS ve PFS acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
gbozlenmemistir. NRAS geninde ise, tiim kanserlerin %15'inde ve tiim CRC'lerin
%S5'inde mutasyon saptanmaktadir (62). Calismalarda; NRAS mutasyonunun
mCRC’li hastalarda kotii prognozla iliskili oldugu ve NRAS mutant hastalarin RAS-
WT hastalara gore genel sag kalim siirelerinin anlamli derecede daha diisiik oldugu
belirlenmistir (64). Bizim ¢alismamizda da NRAS mutasyonu nispeten nadir olarak,
hastalarin %12,5’inde saptanmistir. Ancak NRAS mutasyon durumuna gore, OS ve

PFS acisindan istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir.

BRAF, serin/treonin kinaz aktivitesi olan bir protein kodlayan ve MAPK sinyal
yolunda gorevli olan, RAF ailesi iiyesi bir gendir (70). mCRC'lerin yaklagik %8-
12’sinde BRAF geninde mutasyon saptanmakta ve bu mutasyonlarin yaklasik dortte
tici V600 aminoasidinde meydana gelmektedir (71). CRYSTAL c¢alismasinda;
mCRC'de BRAF mutasyonunun kotii prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (77).
Bizim c¢alismamizda da BRAF geni literatiirle uyumlu olarak hastalarin %8,3’{inde
mutant saptanmistir. Ancak BRAF mutasyon durumuna gore, OS ve PFS agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir.

PIK3CA geni, hiicre boliinmesinde gorevli fosfatidilinositol 3-kinaz enziminin bir
subuniti olan pl10o proteininin iiretiminde gorevli olan bir gendir. Bu gen,
CRC’lerin yaklasik %80’inde mutasyona ugramis olarak bulunur (62). Yapilan bazi
calismalarda, PIK3CA mutasyonunun anti-EGFR tedavisine direngle iliskili
olabilecegine dair birtakim sonuglar elde edilse de net bir kaniya varmak i¢in yeterli
veri mevcut degildir (84). Bizim ¢alismamizda da PIK3CA geni literatiirle uyumlu
olarak hastalarin %77,1’inde mutant saptanmistir. Lenfovaskiiler invazyonu olan
timore sahip hastalarda PIK3CA ve PIK3CA ekson 14 mutasyonlarinin anlaml
Olciide daha sik gozlendigi belirlenmistir. Calismamizda ayrica; PIK3CA ekson 10
mutasyonunun varlig istatistiksel olarak anlamli derecede daha kotii genel sag kalim

ve progresyonsuz sag kalim siireleri ile iliski bulunmustur.
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Bir tiimoér baskilayict gen olan PTEN, CRC’lerin yaklasik %35’inde mutant
saptanmaktadir (92). 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada; 43’iinde PTEN mutasyonu
saptanan 744 CRC’li hasta degerlendirilmis ve PTEN mutasyonu varliginin sag
tarafl1 tiimor, miisindz histoloji, yiiksek MSI durumu ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugu
giriilmiistiir (93). Bunun disinda baska calismalarda da PTEN mutasyonunun
CRC’deki prediktif, prognostik ve klinikopatolojik rolii aydinlatilmaya caligilsa da
PTEN mutasyonunun bu rolii halen belirsizdir (94). Bizim ¢alismamizda ise; PTEN
geninde mutasyon sikligi %22,9 olarak hesaplanmistir. Kemik metastazi olan
hastalarda olmayan hastalara kiyasla PTEN ekson 8 mutasyonu; akciger metastazi
olan hastalarda olmayan hastalara kiyasla PTEN ekson 2 mutasyonu istatistiksel
olarak anlamli derecede daha sik saptanmistir. Calismamizda ayrica; PTEN ekson 8
mutasyonunun varligi istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha kétii progresyonsuz sag

kalim siireleri ile iliski bulunmustur.

Bir bagka timor baskilayict gen olan RB1 geni mutasyonunun ise CRC’deki rolii
belirsizdir (95). Calismamizda RB1 gen mutasyonu sikligi  %52,1 olarak
hesaplanmistir. Ayrica CEA diizeyi normal olan hastalarda yiliksek olan hastalara
kiyasla RB1 mutasyonunun anlamli derecede daha sik oldugu goriilmiistiir. RB1
mutasyon durumuna gore, OS ve PFS agisindan ise istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmemistir.

SMARCBI, INI1 proteinini kodlayan bir tiimor siipresor gendir. SMARCB1
mutasyonlarinin  CRC ile iligkisi net olarak bilinmemekle birlikte, Wang ve
arkadaglar1 2016 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; INI1 ekspresyon kaybinin
CRC’de daha yiiksek histolojik derece, daha biiyiik tiimér boyutu ve daha diisiik
genel sag kalim siiresi ile iligkili oldugunu bildirmistir (96). Bizim ¢alismamizda;
SMARCB1 gen mutasyonu sikligi %31,3 olarak hesaplanmig, ayrica SMARCB1
ekson 5 mutasyonu varliginin istatistiksel olarak anlamli derecede daha kotii genel

sag kalim siireleri ile iliski oldugu gosterilmistir.
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Bir onkogen olan FGFR3 geni, bir transmembran tirozin kinaz reseptoriinii kodlar
(95). Yapilan laboratuvar galismalarinda; FGFR3c¢’nin, kolorektal kanser biiylimesi
ve migrasyonunda rol oynadigi gosterilmistir (97). Calismamizda; FGFR3 gen
mutasyonu siklig1 %62,5 olarak hesaplanmistir. Akciger metastazi olan hastalarda
olmayan hastalara kiyasla, FGFR3 ve FGFR3 ekson 9 mutasyonlar: istatistiksel
olarak anlamli derecede daha sik saptanmistir. Calismamizda ayrica; FGFR3 ekson
14 mutasyonunun varligi istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide daha kotii genel sag

kalim stireleri ile iliski bulunmustur.

FGFR1 mutasyonu tiim CRC’lerin yaklasik %1,4’inde, FGFR2 mutasyonu
%1,5’inde saptanmaktadir (95). Ancak literatiirde FGFR1, FGFR2 mutasyonlarinin
CRC’deki roliine iliskin kapsamli ¢alismalar mevcut degildir. Calismamizda; FGFR1
gen mutasyonu sikligt %4,2, FGFR2 gen mutasyonu sikligi %064,6 olarak
hesaplanmistir. Caligmamizda ayrica; FGFR1 mutasyonunun varligi istatistiksel

olarak anlamli 6l¢iide daha kot genel sag kalim siireleri ile iliski bulunmustur.

2019 yilinda Nature’da yayimlanan ¢ok merkezli prospektif bir ¢alismada; mCRC'li
227 hastaya ait tiimor dokusu 6rneklerinden NGS teknigi ile mutasyon profili analizi
yapilmis ve hastalarin %15’inde ATM mutasyonu saptanmistir. Calismada; ATM
mutant tiimorleri olan hastalar, ATM-WT olanlara kiyasla anlaml dl¢lide daha uzun
medyan genel sag kalim gostermistir (98). Bizim ¢alismamizda da ATM geni
literatiirle uyumlu olarak hastalarin %16,7’°sinde mutant saptanmistir. Ancak ATM
mutasyon durumuna gore, OS ve PFS agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmemistir.

2012’de yayimlanan TCGA (Tumor Cancer Genome Atlas) veri setinde; epidermal
biiylime faktorii ailesindeki bir reseptér tirozin kinazi kodlayan ERBB4 genindeki
mutasyonlarin, CRC’de sag kalim dezavantaji yarattifina dair bulgular elde
edilmistir (99). Calismamizda, ERBB4 gen mutasyonu sikligt %60,4 olarak
hesaplanmistir. ERBB4 ekson 8 mutasyonunun 65 yas ve lizeri hastalarda istatistiksel
olarak anlamli derecede daha sik oldugu gozlenmistir. ERBB4 ve ERBB4 ekson 9

mutasyonlari, birinci derecede akrabalarinda kanser Oykiisii olmayanlarda olanlara
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kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha sik saptanmistir. Yine ERBB4 ekson
9 mutasyonunun karaciger metastazi olmayan hastalarda olan hastalara kiyasla ve
akciger metastaz1 olan hastalarda olmayan hastalara kiyasla istatistiksel olarak
anlaml 6l¢iide daha sik oldugu gézlenmistir. Ayrica ERBB4 mutasyonunun primer
timorii sol kolonda olan hastalarda, sag kolonda olan hastalara kiyasla anlaml
derecede daha sik goriildiigii belirlenmistir. Calismamizda ayrica; ERBB4 ekson 8
mutasyonunun varligi, istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha kotii genel sag kalim

siireleri ile iliski bulunmustur.

2019 yilinda yayimlanan bir ¢alismada; FLT3 amplifikasyonunun mCRC'de daha
kotii genel sag kalim siireleriyle iliskili oldugu ve FLT3 amplifikasyonu olan
mCRC'li hastalarda regorafenib ile daha yiiksek hastalik kontrol oranmi elde edildigi
bildirilmistir (100). Ancak FLT3 mutasyonunun CRC patogenezi ve prognozundaki
yerine iligkin yeterli veri mevcut degildir. Calismamizda; FLT3 gen mutasyonu
sikligr %37,5 olarak hesaplanmistir. Periferik kanda CA 19-9 diizeyi normalden
yiiksek olan hastalarda normal olan hastalara kiyasla, FLT3 ekson 11 mutasyonu
anlamli derecede daha sik saptanmistir. Calismamizda ayrica; FLT3 ekson 11
mutasyonunun varligi, istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha kotii genel sag kalim

stireleri ile iliski bulunmustur.

Hiicre adezyonunda gorevli E-cadherin proteinini kodlayan CDH1 geninde
mutasyon, CRC’lerde nadir goriilmektedir. 2020 yilinda yapilan bir caligmada;
CDH1 mutasyonunun, CRC’in koétii prognozlu tash yiiziik hiicreli alt tipinin
gelisiminde rol oynadigina dair bulgular elde edilmistir (101). Calismamizda; CDH1
gen mutasyonu siklig1 %10,4 olarak hesaplanmistir. Calismamizda ayrica; hastalarin
%6,3’tinde CDHI mutasyonu saptanmig ve CDHI mutasyonu, istatistiksel olarak

anlamli derecede daha kotii genel sag kalim siireleri ile iligki bulunmustur.

Yapilan ¢aligmalarda; koloni uyarici faktdr 1 reseptorii (CSF1R) sinyalinin, kolon
homeostazinda rolii olduguna dair bulgular elde edilmistir (102). Ancak CSF1R gen
mutasyonunun CRC patogenezi ve prognozundaki yeri bilinmemektedir.

Calismamizda CSF1R gen mutasyonu sikligi %66,7 olarak hesaplanmistir. Ayrica,
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CSF1R ekson 22 mutasyonunun, istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha kotii genel

sag kalim siireleri ile iliski oldugu belirlenmistir.

Tamir genlerinde (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) germline mutasyon sonucu
meydana gelen Lynch Sendromu’nun kolorektal kansere neden oldugu bilinmektedir
(103). Ancak bu genlerdeki somatik mutasyonlarin CRC’deki rolii bilinmemektedir.
Calismamizda; hastalarin %4,2’sinde MLH1, %16,7’sinde MSH6 geninde mutasyon
saptanmis ve MSH6 mutasyonu olanlarda genel sag kalim siirelerinin istatistiksel

olarak anlamli dl¢iide daha diisiik oldugu belirlenmistir.

CRC’li hastalardan alinan ornekler tizerinde yapilan bir laboratuvar c¢aligmasinda;
NOTCHI reseptorii ve sinyal yolunun CRC’de metastik siireclerde rol oynadigi ve
NOTCHI sinyalinin hedeflenmesinin CRC’de terapdtik degerinin  olabilecegi
gosterilmistir (104). 2020 yilinda yayimlanan bir baska laboratuvar ¢alismasinda da
NOTCH sinyal yolu mutasyonlarinin CRC'de anti-tiimdr immiiniteyi artirabilecegi
ve CRC hastalart icin immiin kontrol noktasi blokaj tedavileri i¢in umut verici
biyobelirtegler olabilecegi belirtilmistir (105). Calismamizda; hastalarin %70,8’inde
NOTCH1 geninde mutasyon saptanmis ve NOTCHI1 mutasyonunun varligi
istatistiksel olarak anlamli derecede daha iyi genel sag kalim siireleri ile iliski

bulunmustur.

STK11, LKBI olarak da adlandirilan; hiicre polaritesi, hareketliligi, farklilasmasi ve
metabolizmasinda goérev alan kritik bir timor siipresor gendir. Yapilan bir
laboratuvar calismasinda; STK11 mutasyonunun CRC’de invazyon ve metastazda
onemli rol oynadigi gosterilmistir (106). Calismamizda; STK11 mutasyonu sikligi
%45,8 olarak hesaplanmistir. STK11 ekson 1 mutasyonu, 65 yas ve lizeri hastalarda
anlamli derecede daha sik saptanmistir. Calismamizda ayrica; STK11 mutasyonunun,
istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha iyi genel sag kalim ve progresyonsuz sag

kalim stireleri ile iligki oldugu gosterilmistir.

Hiicre boliinmesinde gorevli bir proteini kodlayan EGFR genindeki mutasyonlarin

CRC’deki rolii bilinmemektedir. Ancak New England Journal of Medicine
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dergisinde yayimlanan bir ¢alismada; EGFR gen mutasyonunun CRC’de anti-EGFR
ajanlarin tedavi basarisi ile ilgili olmadigi gosterilmistir (107). Calismamizda; EGFR
gen mutasyonu sikligr %77,1 olarak hesaplanmistir. EGFR ekson 20 mutasyonu,
sigara kullanma Oykiisii olanlarda olmayanlara kiyasla istatistiksel olarak anlamli
dlgiide daha sik saptanmistir. MSI olanlarda MSS olanlara kiyasla ise; EGFR ekson
21 mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede daha sik oldugu gozlenmistir.
Bunun yaninda, karaciger metastazi olmayan hastalarda olan hastalara kiyasla EGFR
ve EGFR ekson 7 mutasyonlar1 istatistiksel olarak anlamli Olgiide daha sik
saptanmigtir. Calismamizda ayrica; EGFR ekson 20 mutasyonunun, istatistiksel
olarak anlamli 6lciide daha kotii progresyonsuz sag kalim siireleri ile iliski oldugu

gosterilmistir.

Bir proto-onkojen olan KIT genindeki mutasyonlarin CRC patogenezi ve
prognozundaki roliine iliskin yeterli veri mevcut degildir. Calismamizda; hastalarin
%37,5’inde KIT geninde mutasyon saptanmis ve KIT ekson 10 mutasyonu olan
hastalarda progresyonsuz sag kalim siirelerinin istatistiksel olarak anlamli 6lgilide

daha uzun oldugu gosterilmistir.

2017 yilinda Cancer Research dergisinde yayimlanan bir laboratuvar ¢aligmasinda;
JAK3 mutasyonunun kolorektal neoplazilerin gelisiminde rol oynadig1 saptanmigtir
(108). Ancak bu sonuglar, kapsamli klinik ¢alismalarla dogrulanmamistir ve CRC’de
JAK3 mutasyonunun rolii net olarak bilinmemektedir. Calismamizda; JAK3 gen
mutasyonu siklig1 %54,2 olarak hesaplanmistir. Bunun yani sira, perindral invazyonu
olan tlimore sahip hastalarda JAK3 mutasyonu anlamli dl¢lide daha sik saptanmuistir.
Calismamizda ayrica; JAK3 mutasyonunun, istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha

1yi progresyonsuz sag kalim stireleri ile iliski oldugu gosterilmistir.

Insan CRC hiicre serilerinde yapilan bir preklinik calismada; FBXW?7 genini inaktive
edici mutasyonlarin, CRC hiicrelerinde metastatik siireclerde rol oynadigi gosterilse
de klinik c¢alismalarla FBXW7 gen mutasyonunun CRC patogenezi ve
prognozundaki rolii net olarak aydinlatilamamistir (109). Calismamizda; hastalarin

%52,1’inde FBXW?7 geninde mutasyon tespit edilmis ve karaciger metastazi
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olmayan hastalarda olan hastalara kiyasla FBXW?7 gen mutasyonu anlamli 6lgiide
daha sik saptanmistir. Akciger metastazi olan hastalarda ise; olmayan hastalara
kiyasla FBXW7 ve FBXW7 ekson 9 mutasyonlar1 istatistiksel olarak anlamli
derecede daha sik gozlenmistir. Calismamizda ayrica; FBXW?7 mutasyonunun,
istatistiksel olarak anlamli dl¢lide daha iyi progresyonsuz sag kalim stireleri ile iliski

oldugu gosterilmistir.

Anjiogenezde rol oynayan VEGFR-2 (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii-
2)’yi kodlayan KDR geninin; kolon kanserinde vaskiilarite, metastaz, apoptoz ve
proliferasyonun indiiklenmesi yoluyla kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Ancak KDR mutasyonunun CRC’de prediktif ya da prognostik bir
deger tasidigina dair net bir bulgu elde edilememistir (110). 2017 yilinda yapilan bir
calismada; CRC’li 112 hastadan alinan doku orneklerinden yapilan NGS analizleri
sonucunda; 22 hastada KDR mutasyonu saptanmis, ancak KDR mutasyonu ile klinik
parametreler arasinda istatiksel olarak anlamli herhangi bir iliski bulunamamistir
(111). Bizim ¢alismamizda ise; hastalarin %79,2’sinde KDR geninde mutasyon tespit
edilmis ve MSS olanlarda MSI olanlara kiyasla KDR mutasyonu istatistiksel olarak
anlamli derecede daha sik saptanmis. Ayrica KDR ekson 30 mutasyonu, 65 yas ve
lizeri hastalarda 65 yas alti hastalara gore anlamli Glgiide daha sik gozlenmistir.
Bunun yani sira, karaciger metastazi olan hastalarda olmayan hastalara kiyasla ve
periton metastazi olmayan hastalarda olan hastalara kiyasla KDR ekson 11

mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha sik oldugu belirlenmistir.

Reseptor tirozin kinaz c¢-MET'i kodlayan bir proto-onkogen olan MET
mutasyonunun, CRC’deki prediktif ve prognostik degerine iliskin yeterli veri mevcut
degildir (112). Calismamizda; hastalarin %18,8’inde MET geninde mutasyon
saptanmis ve sigara kullanma Oykiisii olanlarda olmayanlara kiyasla MET

mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede daha sik oldugu g6zlenmistir.
2018 yilinda yayimlanan bir ¢alismada; RET G533C aktive edici mutasyonunun

onkojenik oldugu ve RET inhibitérii vandetanibin hiicre serileri tizerinde bu etkiyi

ortadan kaldirabileceginin gozlendigi bildirilmistir (113). Calismamizda; hastalarin
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%79,2’sinde RET geninde mutasyon saptanmistir. Ayrica sigara kullanma Oykiisii
olmayanlarda olanlara kiyasla RET ekson 11 mutasyonunun, primer timorii
rektumda olan hastalarda sag ve ya sol kolonda olan hastalara kiyasla RET ekson 10

mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede daha sik oldugu belirlenmistir.

DNA onarim mekanizmasini ve apoptozu diizenleyen timdr baskilayict TPS53
geninde mutasyon, CRC’lerde olduk¢a sik goriilse de bu hastalardaki prognoza etkisi
net degildir (62). Calismamizda; TP53 gen mutasyonu sikligi %95,8 olarak
hesaplanmistir. Sigara kullanma Oykiisii olanlarda olmayanlara kiyasla TP53 ekson 7
mutasyonu; birinci derecede akrabalarinda kanser Oykiisii olmayanlarda olanlara
kiyasla TP53 ve TP53 ekson 5 mutasyonlar1 anlamli derecede daha sik saptanmistir.
Ayrica TP53 ekson 5 mutasyonunun, adenokarsinomlu hastalarda miisinoz
karsinomlu hastalara kiyasla ve akciger metastazi olan hastalarda olmayan hastalara

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha sik goriildiigii belirlenmistir.

HNF1A, 12. kromozom iizerinde bulunan ve POU protein ailesine ait bir
transkripsiyon faktoriinii kodlayan bir gendir. CRC’de MSI-H tiimoérlerde HNF1A
mutasyonu sik goriilse de genel olarak tiim CRC’ler icerisinde HNF1A mutasyonu
goriilme oran1 %2 diizeyindedir. 2021 yilinda yayimlanan bir calismada; HNF1A
asir1 ekspresyonunun CRC’de kotii prognozla iliskili oldugu, genel sag kalim ve
hastaliks1iz sag kalim siirelerini azalttii, antikanser ilaglara direnci artirdig:
raporlansa da HNFIA mutasyonunun CRC’deki rolii net olarak bilinmemektedir
(114). Calismamizda; HNF1A gen mutasyonu sikligr %8,3 olarak hesaplanmistir.
Ayrica sigara kullanma Oykiisii olanlarda olmayanlara kiyasla HNF1A

mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha sik oldugu gosterilmistir.

DNA metilasyonunda gorevli DNMT3A genindeki mutasyonlarin hematolojik
malignitelerle iligkisi iyi bilinmektedir. Ancak CRC patogenezi ve prognozundaki
yeri bilinmemektedir (115). Calismamizda; hastalarin %20,8’inde DNMT3A geninde
mutasyon saptanmis ve miisindz karsinomlu hastalarda adenokarsinomlu hastalara
kiyasla DNMT3A mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha sik oldugu

gosterilmistir.
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Bir tiimdr baskilayic1 gen olarak islev goren CDKN2A genindeki metilasyonlarin,
yapilan bazi ¢alismalarda CRC’de kotii prognozla iliski olduguna dair bulgular elde
edilse de CDKN2A mutasyonunun CRC’deki rolii belirsizdir (116). Calismamizda;
hastalarin %18,8’inde CDKN2A geninde mutasyon saptanmis ve lenfovaskiiler
invazyonu olan tiimore sahip hastalarda CDKN2A mutasyonunun anlamli dlcilide

daha sik gozlendigi belirlenmistir.

MAP2K1, hiicresel proliferasyon ve farklilasmada 6nemli rol oynayan sinyalleme
kaskadinda yer alan bir protein kinazi kodlar. MAP2K1 genindeki degisikliklerin
karsinojeneze katkida bulundugu gosterilmistir. Bunun yami sira, ileri evre kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanserinde kotili prognozla iliskili oldugu da ortaya konulmustur.
Ancak CRC'de prognoz veya tedavi yaniti lizerindeki etkileri net olarak karakterize
edilememistir. 2021°de yayimlanan smirli bir vaka serisinde; CRC’de MAP2K1
mutasyonunun, anti-EGFR tedavilerine zayif yanit ile iliskili olabilecegine dair
bulgular elde edilse de bu sonuglar kapsamli klinik ¢alismalarla dogrulanmis degildir
(117). Calismamizda; hastalarin %41,7’sinde MAP2K1 geninde mutasyon saptanmis
ve perindral invazyonu olan tiimdre sahip hastalarda MAP2K1 mutasyonunun
istatistiksel olarak anlamli o6lgiide daha sik oldugu goriilmistiir. Ayrica, akciger
metastazi olmayan hastalarda olan hastalara kiyasla MAP2K1 ve MAP2K1 ekson 6
mutasyonlarinin istatistiksel olarak anlamli derecede daha sik gorildiigi

belirlenmistir.

SMO; Hedgehod sinyal yolaginda gorevli, bir protein kodlayan gendir. 2015 yilinda
yayimlanan bir ¢calismada; CRC’de daha ytliksek SMO ekspresyonu, daha uzun CRC-
spesifik sag kalim siiresi ile iliskili bulunsa da SMO mutasyonunun CRC’deki roliine
iliskin kapsamli calismalar mevcut degildir (118). Calismamizda; SMO gen
mutasyonu sikligi %38,3 olarak hesaplanmistir. Ayrica perindral invazyonu olan
tiimore sahip hastalarda SMO mutasyonu, istatistiksel olarak anlamli dl¢lide daha sik

saptanmuistir.

2020 yilinda yaymmlanan bir ¢aligmada; PDGFRA ekson 18 mutasyonunun, CRC
RAS-WT alt grubunda hastalifin ilerlemesinde etkili olan bir faktdr olabilecegi
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bildirilmis (119). Calismamizda; hastalarin %33,3’inde PDGFRA geninde mutasyon
saptanmis ve MSI olan hastalarda MSS olanlara kiyasla PDGFRA mutasyonunun
istatistiksel olarak anlamli olgiide daha sik oldugu goriilmiistiir. Ancak PDGFRA
mutasyon durumuna gore, OS ve PFS agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmemistir.

2004 yilinda yayimlanan bir ¢alismada; CRC’li 88 hastanin 10’unda VHL geninde
mutasyon saptanmis, ancak VHL mutasyonlar ile klinikopatolojik bulgular arasinda
anlamli bir iliski gozlenmemistir (120). Bizim ¢aligmamizda ise; hastalarin
%72,9’'unda  VHL geninde mutasyon saptanmis ve kemik metastazi olmayan
hastalarda olan hastalara kiyasla VHL mutasyonunun istatistiksel olarak anlamli
derecede daha sik oldugu goriilmistiir. Ayrica, karaciger metastazi olmayan
hastalarda olan hastalara kiyasla VHL ekson 2 mutasyonunun istatistiksel olarak

anlamli 6l¢tide daha sik goriildiigl belirlenmistir.

APC, B-katenin fosforilasyonunu diizenleyerek Wnt/B-katenin yolunun kapr bekgisi
olarak gorev yapan timor baskilayici bir gendir. Somatik APC mutasyonlari sporadik
kolorektal kanserlerin yaklasik %75'inde meydana gelir ve adenom-karsinom
yolunun bagslamasinda c¢ok Onemli bir rol oynar. Yapilan caligmalarda; APC
mutasyonu olan CRC’li hastalarin APC-WT olanlara gore daha iyi prognoza sahip
oldugu, ayrica anti-EGFR ajanlarla tedavi edildiklerinde APC mutant hastalarda
APC-WT hastalara gére daha iyi genel sag kalim elde edildigi gosterilmistir. Bu
veriler; anti-EGFR ajanlarla tedavi i¢cin uygun hasta se¢iminde, APC mutasyon
degerlendirmesinin RAS/BRAF testine ek olarak tedavi kilavuzlarina dahil
edilebilecegini diisiindiirmektedir (121). 2020 yilinda ASCO’nun Journal of Clinical
Oncology dergisinde yayimlanan bir ¢calismada; MSS mCRC'li 331 hastadan alinan
orneklerden NGS analizi yapilarak, APC mutasyon durumuna gore genel sag kalim
stireleri degerlendirilmistir. Sonugta; APC mutasyonu olanlarda olmayanlara kiyasla,
RAS/BRAF mutasyon durumundan bagimsiz olarak, genel sag kalim siireleri anlaml
derecede daha uzun bulunmustur (122). Bizim ¢alismamizda ise; hastalarin
%56,3’linde APC geninde mutasyon saptanmis ve kemik metastazi olan hastalarda

olmayan hastalara kiyasla APC ekson 16 mutasyonunun istatistiksel olarak anlaml
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derecede daha sik goriildiigli belirlenmistir. Ancak APC mutasyon durumuna gore,

OS ve PFS agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

CTNNBI1 mutasyonu CRC’de olduk¢a nadirdir ve CRC’deki rolii iizerine yapilan
calismalar kisithidir. 2005 yilinda Hollanda’da yapilan bir kohort g¢alismasinda,
CRC’li hastalarda CTNNB1 mutasyonu yaklasik %1 oraninda saptanmistir (123).
Bizim c¢alismamizda ise; hastalarin %2,1’inde  CTNNB1 geninde mutasyon
saptanmis ve CTNNB1 mutasyon durumuna gore, OS ve PFS agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmemistir.

2020 yilinda yayimlanan FIRE-3 calismasinda mCRC’li 373 hastaya ait Ornekler
tizerinde yapilan NGS analizlerinden elde edilen sonuglara gore; SMAD4
mutasyonu, cetuksimaba daha diisiik duyarlilikla iliskilendirilmistir. Calismada
ayrica SMAD4 mutasyonu, kotii prognostik bir faktor olarak tanimlanmistir (124).
Calismamizda; SMAD4 gen mutasyonu sikligr %60,4 olarak hesaplanmistir. Ancak
SMAD4 mutasyonu ile klinikopatolojik bulgular arasinda anlamli bir iliski
gozlenmedigi gibi; SMAD4 mutasyon durumuna gore, OS ve PFS acisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark da gozlenmemistir.

Yapilan bir ¢alismada; AKT1 mutasyonlari, anti-EGFR tedavilerine birincil direngle
iliskilendirilmistir (125). Bizim ¢alismamizda ise; hastalarin %60,4’iinde AKT]I
geninde mutasyon saptansa da AKT1 mutasyonu ile klinikopatolojik bulgular

arasinda anlaml bir iligki gozlenmemistir.

Bir c-Abl proto-onkogeni olan ABLI, reseptor olmayan bir tirozin kinazi kodlar ve
hiicre yapismasini, ¢ogalmasini, farklilasmasin1i  ve apoptozu diizenleyerek
karsinojenezde Onemli rol oynar. 2020 yilinda yayimlanan bir ¢alismada; ABLI1
ekson 8 mutasyonunun CRC karsinojenezinde onemli rol oynadigt ve CRC
tedavisinde potansiyel bir molekiiller hedef olabilecegi bildirilmistir (126).
Calismamizda hastalarin %33,3’iinde ABL1 geninde mutasyon saptanmis ancak
ABL1 mutasyonu ile klinikopatolojik bulgular arasinda anlamli bir iliski

gozlenmedigi gibi; ABL1 mutasyon durumuna goére, OS ve PFS acisindan
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istatistiksel olarak anlamli bir fark da gézlenmemistir.

JAK2 gen mutasyonu CRC’de olduk¢a nadir goriilmektedir. 2018 yilinda
yayimlanan bir ¢alismada; JAK2 V617F mutasyonunun CRC gelisiminden sorumlu
olmadigt ve RAS/BRAF-WT hastalarda anti-EGFR tedavisinin etkinligini
etkilemedigi; dolayisiyla JAK2'nin CRC hastalarinda umut verici bir hedef olmadigi
gosterilmistir (127). Nitekim bizim ¢alismamizda da JAK2 gen mutasyonu sikligi
%2,1 olarak hesaplanmis ve JAK2 mutasyonu ile klinikopatolojik bulgular arasinda

anlamli bir iliski gozlenmemistir.

2016 yilinda yaymmlanan, CRC’li 1519 hastanin degerlendirildigi kapsamli bir
calismada; hastalarin 26’sinda (%1,7) HRAS mutasyonu belirlenmistir. Ancak
HRAS mutasyon durumu ile klinikopatolojik ozellikler (cinsiyet, yas, timor
yerlesimi, tedavi oncesi CEA seviyesi, TNM evrelemesi, timor farklilagmasi, miisin
bileseni, lenfovaskiiler invazyon), genel sag kalim ve hastaliksiz sag kalim siireleri
acisindan anlamli bir fark saptanmamustir (128). Bizim ¢alismamizda ise; HRAS
mutasyonu sikligr %35,4 olarak goriilse de benzer sekilde HRAS mutasyon durumu
ile klinikopatolojik ozellikler ve sag kalim siireleri siireleri agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Periferik kan, primer tiimor dokusundan ya da metastatik tiimor depositlerinden
dokiilen, ayrintili molekiiler tekniklerin uygulanmasi i¢in firsat sunan, hiicresiz timor
DNA'lart (ctDNA) igermektedir (87). Yapilan bazi c¢alismalarda; ctDNA'daki
mutasyonlarin, birincil tiimorden gelen mutasyonlara tam olarak karsilik geldigi
gosterilmistir. Bu noktada, ctDNA tabanli molekiiler analizlerin hedeflenebilir
molekiiler degisikliklerin saptanmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir (87,88).
Nitekim ctDNA tabanli NGS panellerinden Guardant360CDx’in NSCLC’de;
FoundationOne Liquid CDx’in NSCLC, over kanseri, meme kanseri ve prostat
kanserinde kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir (89,90). mCRC'li hastalarda ise,
CtDNA tabanli NGS panellerinin kullanimina iliskin FDA tarafindan verilen bir onay
olmasa da su ana kadar yapilan g¢alismalardan elde edilen veriler; bu hastalarda da

tedavi planlama asamasinda, bu panellerin kullaniminin yarar saglayabilecegini
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gostermektedir (91). Biz de bu ¢alismamizda; tiimér dokusundan alinan 6rneklerden
yapilan kantitatif PCR tabanli altin standart genomik DNA analizleri ile periferal
kandan aliman Orneklerden yapilan ctDNA tabanli NGS analizi sonuglarini

karsilastirilagtirarak, sonuglar arasindaki uyumu ortaya koymay1 hedefledik.

2019’da yayimlanan, ileri evre CRC’li 152 hastadan alinan kan 6rneklerinden NGS
teknigiyle ctDNA analizleri yapilarak hedeflenebilir mutasyonlarin tespit edilmeye
calisildigr bir ¢alismada; ayn1 hastalarin doku 6rneklerinden klasik yontemlerle tespit
edilen mutasyonlarin %88.14’{i ctDNA analizlerinde de tespit edilmistir. Dolayisiyla
NGS teknigi ile kapsamli ctDNA genotiplemesinin, ileri evre kolorektal kanserde
tedaviye yol gosterecek hedeflenebilir mutasyonlarin tespitinde umut vadeden bir
yontem oldugu vurgulanmistir (129). 2014 yilinda yayimlanan bir ¢alismada; 106
hastadan alinan doku Ornekleri kantitatif PCR tabanli altin standart yontemle, kan
ornekleri ctDNA tabanli NGS teknigiyle analiz edilmis ve ctDNA analizinde BRAF
V600E mutasyonu icin %100 6zgiilliik, %100 duyarlilik, %100 uyum orani; KRAS
mutasyonu i¢in %98 ozgiillik, %92 duyarlilik, %96 uyum oram elde edilmistir
(130). 61 CRC’li hastaya ait o6rneklerin analiz edildigi benzer bir bagka calismada
ise; uyum oranlar1 TP53 igin %70.5, KRAS i¢in %77.0, APC igin %62.3, PIK3CA
icin %80.3, BRAF i¢in %86.9, MYC igin %83.6 olarak hesaplanmistir (131).
2018’de yapilan benzer bir bagka c¢alismada da KRAS mutasyonu igin %67
duyarlilik, %90 6zgiillik ve %81 uyum orani elde edilmistir (132). 2019°da Cancer
Medicine’da yayimlanan, mCRC'li 101 hastanin degerlendirildigi bir ¢aligmada ise;
RAS mutasyon durumu agisindan ctDNA ve doku analizleri arasindaki genel uyum
orani %77,2 olarak hesaplanmigtir (133). Yine 2019°da yayimlanan bir baska
calismada da; 184 mCRC’li kanserli hastadan aliman doku Orneklerinden yapilan
ARMS tabanli PCR testleri ile plazma 6rneklerinden yapilan Firefly isimli amplikon
tabanli NGS testleri karsilastirilmis ve iki platform arasinda genel olarak %80 uyum
orani saptanmistir. KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA mutasyonlarinin tespiti agisindan
uyum orani ise %93,3 olarak hesaplanmistir (134). 2016 yilinda yayimlanan bir
baska calismada ise; KRAS/NRAS/BRAF mutasyonlariin tespiti agisindan %86
uyum orani bildirilmistir (135). Bizim ¢alismamizda ise; periferal kandan alinan

orneklerden yapilan ctDNA tabanli NGS analizlerinin, doku &rnekleriyle yapilan
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kantitatif PCR tabanli altin standart yonteme kiyasla KRAS mutasyonu igin %64,7
duyarlilik, %55,6 6zgiillik ve %59,1 uyum oranina; NRAS mutasyonu i¢in %100
duyarlilik, %86,7 6zgiillik ve %87,1 uyum oranina; BRAF mutasyonu i¢in %50
duyarlilik, %96,4 06zgiillik ve %90,6 uyum oranmna sahip oldugu goriilmiistiir.
Sonucta mCRC'li hastalarda, molekiiler degisikliklerin saptanmasinda ctDNA tabanl
NGS analizlerinin iyi bir segenek oldugu ortaya koyulmustur.

Literatiirde, yapilan az sayidaki calismada; likit biyopsi ile doku biyopsisi
orneklerinin alinma zamanlar1 arasindaki siirenin, Orneklerden yapilan molekiiler
analiz sonuglar1 arasindaki uyumu etkiledigine dair bulgular elde edilmistir. 2020
yilinda yayimlanan, mCRC'li 54 hastanin katilimiyla yapilan bir ¢aligmada, periferal
kandan alian 6rneklerden yapilan ctDNA analizleri ile tiimor dokusundan alinan
orneklerden yapilan genomik DNA analizleri arasinda uyum oran1 TP53 geni i¢in %
100; APC geni i¢in % 91,3, KRAS geni i¢in % 78,3, genel olarak ise %93 olarak
saptanmigtir. Calismada, analizler arasindaki uyum oranimi etkileyen faktorler de
arastirllmis ve likit biyopsi ile doku biyopsisi Orneklerinin alinma zamanlar
arasindaki siire 6 aydan uzun olanlarda uyum orani %50 olarak saptanirken, 6 aydan
kisa olanlarda %83,1 olarak hesaplamistir (136). 101 hastaya ait periferal kandan
alman Orneklerden yapilan ctDNA analizleri ile tiimér dokusundan alinan
orneklerden yapilan genomik DNA analizlerinin karsilastirildigi bir baska calismada
ise; Orneklerin alinma zamanlar1 arasindaki siire 6 aydan uzun olanlarda uyum
oranlart TP53 i¢in %63, EGFR i¢in %69, PIK3CA i¢in %85, ERBB2 i¢in %87
olurken; bu siire 6 aydan kisa olanlarda uyum oranlar1 TP53 i¢in %82,1, EGFR i¢in
%71, PIK3CA i¢in %90, ERBB2 igin %97 olarak saptanmustir (137). Bu veriler
1s181inda bizim ¢alismamizda da likit biyopsi ile doku biyopsisi drneklerinin alinma
zamanlar arasindaki siireye gore uyum oranlari da degerlendirilmistir. Bu siire 6
aydan kisa olanlarda uyum oranlar1 KRAS i¢in %60,9, NRAS icin %100, BRAF icin
%100 olurken; bu siire 6 aydan uzun olanlarda uyum oranlar1t KRAS i¢in %57,1,
NRAS igin %78,9, BRAF i¢in %85 olarak saptanmistir. Sonugta; likit biyopsi ile
doku biyopsisi 6rneklerinin alinma zamanlari arasindaki siirenin, 6rneklerden yapilan
molekiiler analiz sonuglar1 arasindaki uyumu etkiledigi; bu siirenin kisa olmasinin

daha saglikli sonuglar alinmasina katki saglayacagi ortaya koyulmustur.
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6. SONUCLAR

Basit bir periferik kan 6rnegiyle yapilan ctDNA tabanlit NGS analizleri, hem 6rnegin
almig sekli itibari ile daha az invaziv olmasi hem tek seferde ¢oklu gen dizileme
imkan1 sunarak hastalar i¢in gecikmeleri 6nlemesi hem de daha nadir goriilen ve
potansiyel olarak hedeflenebilir genetik degisiklikleri saptayabilmesi avantajlari ile
mCRC'lerin yonetiminde olduk¢a yararli olabilecek bir tekniktir. Calismamiz,
mCRC'li hastalarda, ctDNA tabanli NGS analizlerinin klinik yararin1 gosteren
literatlirdeki az sayidaki calismalardan biridir. Calismamizda; ctDNA tabanlt NGS
analizlerinin, timor dokusundan alinan orneklerden yapilan kantitatif PCR tabanlt
altin standart genomik DNA analizleri ile yliksek oranda uyumlu sonuglar verdigi ve
bu uyumun, 6rneklerin alinma zamanlar1 arasindaki siire 6 aydan kisa oldugunda ¢ok
daha yiliksek oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda, yapilan kapsamli analizler
sonucunda; mCRC'de bir¢cok molekiiler degisikligin siklig1 ve bu degisikliklerin
Klinikopatolojik ozellikler ve sag kalim siireleriyle iligskisi ortaya koyulmustur.
Ancak yine de, CRC’li hastalarda ctDNA tabanlit NGS analizlerinin terapotik plana
entegre edilebilmesi ve potansiyel olarak hedeflenebilir molekiiler degisikliklerin
klinik yararlarinin aydinlatilabilmesi i¢in kabul edilebilir kanitlar saglayacak daha

fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.
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