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Kolorektal Kanser ve Dolasimdaki Tumor DNAsi:
Gelecegin Biyobelirteci

Colorectal Cancer and Circulating Tumor DNA:
Future Biomarker
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Kolorektal kanser diinyada en sik gériilen lgiinci kanser tiirii olup, 6liim nedenleri arasinda dérdiincii sirada yer
almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda yaklasik 150,000 yeni kolorektal kanser tanisi konulmakta ve yilda
yaklasik 50,000 kisi bu hastalik nedeniyle é6lmektedir. Hastalara tani kondugunda, %901 bélgesel tiimérle, %10°u
uzak organlara yayilmis olarak karsimiza ¢ikmakta ve bu da erken tani ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerek-
tigini géstermektedir. Kolorektal kanser hastalarinin takibini 6nemli 6l¢iide iyilestirmek igin tani aninda ve rekiiren-
sin erken belirlenmesi igin prognozun kesinlestirilmesini olasi kilan girisimsel olmayan araglara gereksinim vardir.
Kolorektal kanserlerin olusumu ve gelisiminde birden ¢ok genetik ve epigenetik degisiklikler etkilidir. Bu genetik
degisikliklerin farkl viicut sivilarindaki tiimér DNA’sinin ve DNA’daki molekiiler degisiklikler yolu ile saptanmasi ile
énemli molekiiler biyobelirtegler ortaya konabilir. Dolasimdaki tiimér hiicreleri veya plazma tiirevli dolasimdaki
tiimor DNA’st kullanilarak yapilan “sivi biyopsi” analizi, doku biyopsilerine invaziv olmayan bir alternatif sunmakta
ve gelecegin biyobelirtegleri olma yolunda 6nemli bir yere ulasmaktadirlar.

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, biyobelirteg, dolasimdaki tiimér DNA’ si, sivi biyopsi
ABSTRACT

Colorectal cancer is the third most common cancer in the world and ranks fourth among the causes of death. In the
United States, approximately 150.000 new colorectal cancers are diagnosed annually and approximately 50.000
people die annually. At the time of diagnosis, 90% of them are seen with regional tumors and in 10% of them distant
organ metastasis is seen. This shows that early diagnosis and treatment methods should be developed. In order to
significantly improve the follow-up of colorectal cancer patients, there is a need for non-invasive tools that enable
the prognosis to be confirmed at the time of diagnosis and for early detection of recurrence. Multiple genetic and
epigenetic changes are effective in the emergence and development of colorectal cancer. Significant molecular
biomarkers can be identified by detection of these genetic changes by tumor DNA in different body fluids and by
molecular changes in DNA. “Liquid biopsy” analysis using circulating tumor cells or plasma-derived circulating
tumor DNA provides a non-invasive alternative to tissue biopsies and reaches an important place among future
biomarkers.
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GIiRIS almaktadir (2,3, Siegel RL. Cancer
Statistics, 2018). Erkeklerde prostat ve

Gastrointestinal sistemin en yaygin akciger kanserinden sonra Uginci,

malignitesi olan kolon kanseri, kanserli
hastalar arasinda mortalite ve morbidi-
tenin ana nedenlerinden biridir @,
Dinyada kolorektal kanser, en sik gori-
len Gglncl kanser tarG olup, 6lim
nedenleri arasinda Uglncl sirada yer

kadinlarda ise meme ve akciger kanse-
rinden sonra Uglncu sikhkta gorilmek-
tedir (4, Siegel RL. Cancer Statistics,
2018). Amerika Birlesik Devletleri'nde
2002 yihyla 2011 arasinda kolorektal
kansere bagli 6lim oranlari karsilastiril-
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diginda, yaklasik 3 kat artis oldugu gérilmektedir ©).
Kanserli hastalarin klinik sonuglari esas olarak kanser
hiicrelerinin birincil bolgeden uzak organlara kan
yoluyla yayilmasi ve bu hicrelerin blyik o6lctde
bilinmeyen bir alt kiimesinin yeni mikrocevresinde
metastazlara dogru ortaya ¢cikmasiyla belirlenir ©.
Timore ve bireye 6zgli tedavi yontemlerine ragmen
tim kanserler, timor heterojenligi, klonal evrim ve
seleksiyona bagh olarak diren¢ kazanirlar ),
Subklonlar, hastalik ilerlemesi sirasinda da ortaya
¢ikabilir ve metastatik lezyonlarin timor hiicrelerinin
yani sira primer timor hicreleri arasinda spesifik
aberasyonlari da degisikliklere yol acabilir &9, Tumor
dokusu biyopsi 6rneklemesi ve patolojik incelenmesi
tani i¢in altin standart bir yaklasim olmustur. Tedavi
ile iliskili biyobelirtecler, timor ilerlemesi boyunca
degisebileceginden, seri biyobelirte¢ incelemeleri,
tedavi secimi ve dolayisiyla kisisellestirilmis tedavi
icin 6nemli bilgiler saglayabilir 9, Hastaligin takibin-
de ve izlemde gorintileme yontemeleri ve bazi spe-
sifik biyobelirtecler kullaniimaktadir. Bunlar karsino-
embriyonik antijen (CEA), kanser antijen 19-9 (CA
19-9), mikrosatellit instabilite (MSi), v-Ki-ras2 Kirsten
rat sarkoma viral homolog onkogen (KRAS), dolasan
DNA ve RNA’da p53 proteini, dolasan timor hiicrele-
ridir (CTCs). Kolon kanseri tedavisinde kemoterapi ve
metastatik hastalikta hedefe yonelik tedavi ajanlarin
kemoterapi ajanlari ile kombinasyonu sistemik teda-
vilerdeki standart yaklasimimizdir. Bu tedavi ajanlari-
nin ilk sira tedavilerinde secimi ve daha sonraki
basamaklardaki kullanimlarimda diren¢ mekanizma-
larinin bilinmesi dnemlidir. Hedefe yonelik tedavilere
diren¢ gelistirmede rol alan molekiler yolaklarin
ginimizde bilinmesine ragmen, teknik olarak bu
degisiklikleri belirlemek biylk zorluklar dogurmak-
tadir. Bunlar; analiz icin yeterli timor hicresi elde
edilmesindeki zorluklar, yaniti izlemek igin invaziv
seri orneklemesine duyulan gereksinim, intra-
timoral ve inter-tiimoral heterojeniteye bagh olarak
secim yanhlig potansiyeli olarak siralanabilir #*3), Bu
tir zorluklar, daha etkili biyopsi yontemlerine duyu-
lan gereksinimi dogurmaktadir. Dolasimdaki tUmor
hicreleri (CTC’ler) veya plazma tirevli dolasimdaki
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tiimor DNA'si (ctDNA) kullanilarak yapilan “sivi biyop-
si” analizi, doku biyopsilerine invaziv olmayan bir
alternatif sunmaktadir. CTC’ler, 1869°da Thomas
Ashworth tarafindan tanimlanmistir. CTC’ler kanda
cok dusik miktarlarda bulunurlar (1/105-107 ¢ekir-
dekli kan hiicresi) 4. Calismalarda, kolorektal kan-
serde (CRC) ctDNA kullanilarak sivi biyopsinin potan-
siyel klinik uygulamalarina odaklaniimistir. Son yillar-
da onemli sagkalim kazanimlarina ragmen, CRC;
gelismis Ulkelerde gelisen metastazlariyla, hastalarin
yarisindan fazlasinda 6liimle sonuglanan bir hastalik-
tir @28 CRC, molekiler heterojenite ve ardisik gene-
tik degisiklikler ile karakterize edilen bir genetik has-
talik olarak distinilebilir 467, Kolorektal karsinoge-
nezin daha iyi anlasilmasinin bir sonucu olarak,
metastatik CRC’li (mCRC) hastalarda iyilestirilmis
sonuclara sahip olan hedefli ajanlar gelistirilmistir.
Bunlar arasinda timor olusumu igin kritik olan iki
ana yolu, yani epidermal blylme faktori reseptori
(EGFR) ve vaskiler endotelyal blylime faktori (VEGF)
sinyal yolaklarini hedef alan monoklonal antikorlar
(mAb’ler) yer alir. Bu mAb’ler, son ¢alismalarda 30
aydan fazla olan genel sagkalimda 6nemli bir artisa
yol agmistir. Anti-EGFR ajanlarina karsi birincil ve
kazanilmis direncin klinik sorununa glicla bir vurgu,
CRC’deki direnci tahmin etmek ve izlemek igin sivi
biyopsisi potansiyeline olan ilgiyi artirmistir 9,
Dolasimdaki timor hiicrelerinin, timor dinamiklerini
gozlemleme potansiyelini ve metastazdan sorumlu
hicrelerin 6zellikleri hakkinda bilgi sagladigi kabul
edilmektedir “®. Ancak klinik uygulamada, CTC’lerin
kullanimini destekleyen sinirli veriler bulunmaktadir
(18 Yapilan metastatik kolorektal kanserli hastalarda-
ki calismalarinin analizlerinde, hastalarin kan alinma
zamani ile tedaviler ve gorintileme yontemleri ara-
sindaki uyumsuzluklar, ayrica CTC’lerin referans
degerleri, tani metotlari konusunda daha net stan-
dartlara gereksinim vardir. Bu kosullara ragmen,
CTC’ler tedavi yanitini géstermede 6nemli bir biyo-
belirtec olarak ileriki donemlerde karsimiza gelecek
bir yontem olacagina yonelik kanitlari giglidur.
Tumor biyopsisi su anda tani koymada ve tedavi
direncinin gelisiminde rol alan hiicre sinyal yollarinin



B. Manoglu ve ark., Kolorektal Kanser ve Dolagimdaki Tumor DNA’si: Gelecegin Biyobelirteci

belirlenmesinde altin standarttir. Bununla birlikte,
invaziv olan ve ayni zamanda timor igi, timorler
arasl heterojenite nedeniyle seleksiyona yonelik
potansiyele sahip olan, tedavi direncini izlemek igin
seri 6rnekleme gereksinimini iceren bu teknikle ilgili
blylk zorluklar vardir. Bu zorluklar, timor érnekleri-
ni elde etmek icin daha etkili ydntemlere olan gerek-
sinimi arttirmaktadir. Sivi biyopsi, birincil timoér ve
metastatik bolgelerden kanin igine dokiilen genetik
materyal veya timor hiicrelerinin degerlendirilmesi-
ni saglar. Hastadaki timor yukinin kapsamli, gercek
zamanh bir goérintisind saglar. Sivi biyopsi yontemi
kanser yonetiminde devrim yapma potansiyeline
sahiptir. Kolorektal kanserde dolasimdaki timor
DNA'si kullanilarak sivi biyopsinin potansiyel klinik
uygulamalarina iliskin yeni ¢alismalar gézden gegiril-
mistir. Bunlar; tarama, tani, cerrahi sonrasi minimal
rezidliel hastaligin saptanmasi, rekiirensin saptan-
masl, prognoz, tedaviye yanitin dngorilmesi, timor
yukinin veya yanitinin izlenmesi gibidir.

Kandaki Tiimor DNA’ si Kullanilarak Yapilan Sivi
Biyopsisi

insan kaninda dolasimdaki hiicresiz DNA’nin (cfDNA)
varhig ilk olarak 1948 yilinda tanimlanmistir ve o
zamandan glnimiuze bircok tibbi durumda halen
daha Umit verici arastirma alanidir 9, 1977’de kan-
ser hastalarinin saglikli bireylerden daha yiksek plaz-
ma cfDNA seviyelerine sahip oldugu bulunmustur 29,
Mevcut molekiiler biyoloji teknikleri, kandaki DNA’yI
belirlemeyi kolaylastirmasi, bliyik arastirmalarin ve
yeni klinik uygulamalarin 6nlini agmistir. Timore
0zgl degisiklikleri tastyan cfDNA’'nin fraksiyonu
ctDNA olarak adlandirilir Y, Tumor hiicreleri ctDNA'y!
apoptoz ve nekrozla, olasilikla daha az dl¢tide aktif
salgilamaile kan dolasimina birakirlar 222, Apoptotik
tumor hicrelerinin, kanda ctDNA'nin en dnemli kay-
nagl oldugu dastnilmektedir. Clnkl saptanabilir
ctDNA's| tipik olarak ylksek oranda parcalanmistir
(180-200 baz ¢ifti arasinda), bu da apoptotik DNA'nin
gostergesidir 2422 Genetik dengesizligi olan mul-
tiklonal timordeki tim klonlarin DNA'y1 dolasimda
birakip birakmayacagi bilinmemektedir. Bazi klonlar

digerlerine gbre daha proliferatif ve daha az apopto-
tik aktiviteye sahip olabilir. Gergekten de, ctDNA
kullanilarak saptanan genetik profil, olasilikla ylksek
apoptotik aktiviteye sahip klonlari yansitmaktadir.
Bunun vyani sira kanserli hastalarda saptanabilir
ctDNA seviyeleri, her zaman dolasimdaki timor hiic-
relerini (CTC’leri) belirleme yetenegine karsilik gel-
mez. Bu da, iki biyobelirtecin ayri oldugunu goster-
mektedir 242326 CTC’ler tim hastalarda degerlendi-
rilebilir. Ancak bazi hastalarda CTC sayimlari ¢ok
disik olmasi nedeniyle negatif sonug verebilir 27,
Dahasi, CTC sayimlari diger kanserlerle karsilastirildi-
ginda CRC’de daha dusliik bulunmaktadir. Cinki
kolondaki primer tiimérden salinan bir¢ok CTC, siste-
mik dolasima ulasmadan 6nce karacigerde tutulmak-
tadir ?®. Bu gozlemlerle tutarli ve mevcut teknikleri
kullanarak, ctDNA'nin tanisal performansi CRC’deki
CTC’lerden daha Ustlindir. ctDNA'nin hem plazma
hem de serum cfDNA’dan izolasyonu, cfDNA’da gene-
tik degisikliklerin dlstik seviyelerde olmasindan dola-
y1, teknik yeterlilige bagl olarak olasidir 24, Bu ctDNA
fragmanlari, orijinal timorde gorilenlere benzer
genetik kusurlar icerirler ve neredeyse, somatik
nokta mutasyonlari, translokasyonlar, DNA metilas-
yon degisiklikleri dahil olmak Gzere kanser ile ilgili
tim molekuler degisiklikler belirlenebilir 2939,
Bununla birlikte, su anda ctDNA’nin diger dolasimda-
ki DNA'lardan izole edilmesi veya molekiler degisik-
likler (genetik veya epigenetik) saptanmadikca
cfDNA’'nin timorden kaynaklandigin saptanmasi olasi
degildir. cfDNA’da mutasyonlarin saptanmasi igin iki
ana yaklasim vardir. Birincisi, belirli bir timor tipin-
den bilinen genetik degisikliklerin, kiigtk bir siklikla
meydana gelen mutasyonlarin (Ornegin, kolorektal
kanserde; KRAS, NRAS, BRAF ve EGFR mutasyonlari)
analizini iceren hedeflenmis bir yaklasimi icerir.
ikincisi, daha az maliyetli olan toplam cfDNA miktari-
ni kullanarak hedeflenmemis bir yaklasimi igerir.
CfDNA’nin genom dizi analizini veya tam-ekzom dizi-
lemeyi kullanan hedeflenmemis bir yaklasim da ola-
sidir 2, Kandaki ctDNA seviyeleri, timér DNA salim
mekanizmalarindaki farkliliklar ve cfDNA klirensinin
etkinligi nedeniyle hastalar arasinda blyuk o6lglide
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Tablo 1. DNA analizlerinde kullanilan teknikler.
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Belirleme Prensibi Teknik Duyarliik  Uygulama Sinirlama Avantajlari Optimal Klinik Yarar
PCR temelli Real-time PCR 0,1%-10%  Yalnizca SNV Duslk duyarliik  Rutinde kullanmak Tumor dokusu
ARMS PCR belirlenmesi kolay, disiik maliyetli
Bi-PAP amplifikasyonu
Dijital PCR BEAMing 0,01%-0,1% SNV belirlenmesi ve Spesifik Yiiksek duyarlilik CtDNA (TUmor
Droplet-based dijital PCR yalnizca bilinen Ekipman, niksiindn saptanmasi,
Mikrofluidik dijital PCR genomik yeniden oldukga pahali prognozun
diizenlemeler belirlenmesii, timor
yanitinin ve direncinin
izlenmesi)
Hedeflenmis Safe-SeqS 0,01%-0,1% SNV, CNV belirlenmesive PCR 6rnekleme  Yiksek duyarlilik, ctDNA (Teshis, tarama,
derin siralama TAmSeq yanlizca hedeflenen biyas ve siralama maliyet dlslricu etki prognoz belirleme)
lon-AmpliSeq bolgelerdeki yeniden hatalari
CAPP-Seq dizenlemeler
Tim genom PARE tiim 1% Genom genisliginde Pahali Genis genom Su anda teknikte
dizileme ekzom SNV, CNV duyarlilik, uygulamasi gelismeler oldugundan,
dizileme Belirlenmesi ve yeniden devam eden gelecekte ctDNA
diizenlenmenin gelisme (kanser teshis, tarama,

saptanmasi

izleme ve direng)

ARMS: amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi; BEAMing: boncuk, emiilsiyon, amplifikasyon ve manyetik; Bi-PAP: ¢ift yonlii pirofosforlu polimerize po-
limerizasyon; CAPP-Seq:derin dizileme ile kanser kisisellestirilmis profilleme; CNV: kopya sayisi varyasyonlari; PARE: yeniden diizenlenmis uglarin kisisel-
lestirilmis analizi, PCR: polimeraz zincir reaksiyonu; Safe-SeqS: giivenli siralama sistemi; SNV: tek niikleotid varyasyonu; TamSeq: etiketli amplikon derin

siralama, ctDNA: dolasimdaki tiimér DNA’sI.

degisebilir, ctDNA'nin toplam cfDNA’da ki orani %0,01
ila %90 arasinda degisir ?>33, Serum cfDNA seviyele-
ri, toplama tliplndeki beyaz kan hicrelerinin pihti-
lasmasina bagh olarak plazma seviyelerine 253438
gore onemli 6l¢lide daha yiksektir. Bu da pargalan-
malarina yol agar ?>37:38), Sonug olarak, serum ctDNA,
beyaz kan hiicrelerinden salinan genomik DNA ile
seyreltilir ve plazma bir ctDNA kaynagi olarak yegle-
nir @439 _Kanser hastalarinda, cfDNA seviyeleri metas-
tatik hastalikta daha da artmakta ve bu da total
cfDNA'nin tiimor yukayle iliskili oldugunu distindir-
mektedir ?°. Bununla birlikte, cfDNA’nin artisi enfla-
masyon (DNA'nin kan dolasimina hizlandirilmis atili-
mi ile iliskilidir.) ve organ nekrozunu (Orn. miyokardi-
yal enfarktiis) iceren durumlar da ortaya cikar.
Bununla birlikte, akciger kanseri hastalarinin, kronik
solunum yolu inflamasyonu olan hastalara gore daha
yuksek plazma cfDNA seviyelerine sahip olduklari
bulunmustur. Bu da, kanserde cfDNA ylikselmesinin,
inflamasyondan ziyade timor gelisimine bagh olabi-
lecegini dusundirmektedir 9. Eksozomlar, ge¢ endo-
zomun coklu-vezikiiler govdelerinden ekzositoz ile
salinan kiresel, nano boyutlu keseciklerdir 42,
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Hem normal hem de timor hiicrelerinden salinirlar,
kan ve diger vicut sivilarinda bulunurlar. Tamor kay-
nakli eksozomlar, timor blylimesini ve gelisimini
etkileyen pleiotropik rollere sahiptir. Eksozomlar, gift
sarmalli DNA, tek iplikli RNA, uzun kodlamayan RNA
ve mikroRNA (miRNA) iceren proteinler, lipitler ve
nikleik asitler icerir. Sonug olarak, timor mutasyon-
lari eksozom tirevi nlkleik asitler kullanilarak tanim-
lanabilir. Vezikiller serumdan ekstrakte edilebilir ve
ekstraseliler vezikillerdeki timoér kaynakli genomik
materyal daha konsantre ve daha iyi korunmus oldu-
gundan, timor DNA analizi icin ctDNA’ya umut verici
gelecek bir alternatif olabilir “**?, Bazi calismalar,
dolasimdaki serbest miRNA'y1 (ekzozomal olmayan)
biyobelirtegler olarak da degerlendirmislerdir. Ancak
sonuclar yeterli bulunmamistir. Ne dolasimdaki ser-
best miRNA, ne de ekzosomal miRNA, klinik uygula-
mada sivi biyopsi olarak kullanilmaya simdilik hazir
degildir 3, Dolasimdaki DNA seviyeleri; klirens, deg-
radasyon ve diger fizyolojik filtreleme olaylarindan
etkilenir “+%)_ Nikleik asitler, karaciger ve bobrekler
tarafindan kandan elemine edilir. Dolasimda degis-
ken bir yari dmre sahiptirler 15 dk. ila 2 saat arasinda
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degiskenlik gosterir ). Bireysel bir hastanin kan
ctDNA seviyelerine dayanan timor genetik profilinin
tanimlanmasi, giderek hassas olan tekniklerin ortaya
cikmasiyla olasi olmustur 449, Onceki calismalar,
plazma ctDNA’yI saptamak icin Sanger dizileme yon-
temini kullanmistir, ancak bu teknik, diisiik hassasi-
vet ve zahmetli protokoller dahil olmak lzere bircok
eksiklige sahiptir. “ikinci jenerasyon” sekanslama
teknikleri, ctDNA saptamasi igin dnemli 6l¢lide daha
yiksek hassasiyet saglar (Tablo 1). Ornegin, Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) bazl iki yonla pirofosforil-
aktive edilmis polimerizasyon (Bi-PAP) teknigi, daha
sonra DNA polimerizasyonu ile genisletilmis olan bir
pirofosforil-aktive edilmis oligonikleotid kullanilarak
bir tek nikleotit degisimi hassas bir sekilde belirleye-
bilir . Cogu PCR tabanl tekniklerde oldugu gibi, cok
spesifiktir fakat ctDNA saptanmasi icin sinirli duyarli-
liga sahiptir. BEAMing (boncuklar, emilsiyon, ampli-
fikasyon ve manyetikler), hedef DNA segmentinin,
bilinen etiket sekanslarini igeren primerler kullanila-
rak ve manyetik boncuklara kovalent olarak bagli
oldugu amplifiye edilmis bir dijital PCR teknigidir °),
Floresan etiketli hibridizasyon problari ile inklibasyo-
nun ardindan, DNA mutasyonunu iceren taneciklerin
Olcllmesi icin manyetik akis sitometrisi kullanilr.
Yeni nesil dizileme (NGS), analiz basina dusik mali-
yet ile cesitli ylksek verimli teknolojileri kapsayan
genis bir terimdir. Bu yontemin ilgi konusu gende
siklikla mutasyona ugramis bolgeleri hedefleyen DNA
oligonikleotidlerinden olusan bir prob panelini kul-
lanan derin dizilemeyi icerir “#4, Sistemik PCR ve
dizileme hatalari, yiiksek verimli tekniklerin nadir
mutasyonlari belirleme yetenegini tehlikeye atabilir.
Bu sinirlamayi gidermek igin, SafeSequencing Sistemi
(Safe-SeqS), amplifiye edilecek her bir DNA parcasini
etiketlemek icin benzersiz bir DNA dizisi veya “bar-
kod” kullanir. Ardindan amplifiye edilmis fragmanla-
rin yedek dizisi kullanilir “849 Bu yaklasim, dusik
frekansli mutasyonlarin giivenli bir sekilde tanimlan-
masini saglar ®V. “Uciincii nesil” tam genom siralama
tekniklerinin gelistiriimesi devam etmektedir. Bunlar,
tiim genom boyunca sec¢ilmemis genetik olaylari tes-
pit etmek icin gelistirilmis, yeniden dizenlenmis

uglarin (PARE) kisisellestirilmis analizini icerir ©2),
Mutasyon belirlemesi icin daha etkin bir yaklasim,
edinilmis ila¢ direnci ve klonal evrimi inceleyen
mutasyonlari tanimlamak icin potansiyele sahip ola-
bilecek, buttinlik dizilemesi olacaktir 3. DREAMing
olarak bilinen yeni bir teknik, sivi biyopsi 6rneklerin-
de ¢ok nadir gorilen epiallelik varyantlarin analizini
olasi kilmaktadir %, Bettegowda ve ark. ?), yaptikla-
ri galismada, 16 farkli doku tipinden kaynaklanan 187
timorde ctDNA'yi dogrudan karsilastirarak, hangi
ctDNA ol¢ctimlerinin klinik olarak yararli olabilecegi
degerlendirilmistir. Bu calismada, ctDNA diizeyleri-
nin timor tipleri arasinda degistigini gdstermislerdir.
ctDNA'nin incelenmesi, molekiler heterojenligi de
degerlendirmeye de yardimci olabilir. Clnki{ perife-
rik kan, primer timorden ve farkl metastatik bolge-
lerden tlretilmis bir DNA havuzudur. Bu nedenle, bir
hastada tiim timor ylkinin kapsamli olarak gercek
zamanl resmini ortaya koyabilir.

Kolorektal Kanserde Sivi Biyopsinin Potansiyel Klinik
Uygulamalari

Kanser tanisi ve taramasinda sivi biyopsinin blyuk
bir 6nemi vardir. CRC’deki en sik gorilen gen mutas-
yonlari, KRAS ve BRAF V600E'yi icerir, yaklasik olarak
%40 ve %5-9’luk bir sikhkta goriltr 5>, Oldukca
hassas teknikler bu tir mutasyonlarin neredeyse
tamamini belirleyebilir ancak iyi bir tarama veya tani
testi olgularin en az %80’ini tanimlayabilmelidir.
KRAS ve BRAF ctDNA testi kullanildiginda yaklasik
%50 tanimlanabilmektedir. Bu da bireysel mutasyon-
larin ctDNA ile belirlenmesinin, popiilasyon taramasi
icin yeterli duyarliliga sahip olmadigini géstermekte-
dir. Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada, RAS mutas-
yonlarinin saptanmasi i¢in genel duyarlilik %63 ola-
rak belirlenmistir. Primer timor yerinde kaldiginda
bu duyarlilik %100 iken, rezeksiyon sonrasi duyarhlik
%46’ya geriledigi bildirilmistir . KRAS ile mutasyo-
na ugramis timorlerde, KRAS mutasyonuna ugramis
ctDNA'nin saptanmasi icin duyarlilik, metastatik
olmayan hastalik icin %20 ile %60 arasinda degis-
mekte oldugu saptanmustir %61, Fekal immunokim-
yasal test (FIT), asemptomatik, ortalama riskli eris-
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kinlerden olusan 19 calismanin verilerine dayanilarak
degerlendirildiginde, bu testin, CRC taramasi igin
%79 duyarlilik ve %94 6zgullige sahip oldugu saptan-
mistir 62, ctDNA’nin tanimlanmasina yénelik alterna-
tif bir yaklasim, mutasyonlara gore timorler arasinda
daha tutarl olan spesifik promotér bolgelerinin
anormal DNA metilasyonunun saptanmasidir 3,
DNA metilasyonu, CRC karsinogenezinde erken bir
olaydir ve gesitli calismalarda CRC tarama, teshisi igin
metile ctDNA kullanimi arastirilmistir (Tablo 2) 472,
Cesitli calismalarda, Septin 9 (SEPT9) gen promoto-
rindn tedavi 6ncesi metilasyon durumunu degerlen-
dirilmistir. SEPT9 metilasyonu, hastalik evresine
(metastatik ve metastatik olmayan) bagh olarak yak-
lasik %70 (%50-90) ve CRC’yi saptamak igin yaklasik

Tepecik Egit. ve Arast. Hast. Dergisi 2019;29(1):11-20

%90 (%70-100) bir duyarhihga sahip oldugu gosteril-
mistir (466667.7173) - By pulgularin kullanilan teknigin
duyarhiligina bagh oldugunu belirtmek gerekir. Bu
teknikler, hem SEPT9 geninin segmentinde hem de
pozitif oldugu duslintlen kesme seviyesinde varyas-
yona sahip, karmasik ve heterojendirler. Bu faktorler
rapor edilen farkli SEPT9 metilasyon duyarliligini
aciklayabilmektedir. Gelecek yonelimlerle ilgili ola-
rak, yeni ¢alismalar CRC tanisi i¢in uygun olabilecek
ek DNA metilasyon biyobelirtecleri belirlenmektedir
t47479)  Kolorektal kanser taramalarinda, hassasiyet
ve Ozgllligl arttirmak icin multigen metilasyon
imzalari kullanilmis, sonuglar umut verici olarak bildi-
rilmektedir ©+72 Buna iyi 6rnek olacak bir ¢alisma
gosterecek olursak, BCAT1 ve IKZF1 metilasyon testi

Tablo 2. Tedaviden 6nce metillenmis ve/veya mutasyona ugramig ctDNA’nin saptanmasiyla kolorektal kanser taramasi veya teshisi.

Referans Gen ctDNA olgiimii igin kullanilan teknik Hasta sayisi Hastalik evresi (%)  Kandaki algilama orani (% (n))

Cassinotti et al.®*  CYCD2 Mikroarray aracili metilasyon analizi 30 Evre MO (%100) %97 (n=29)
HIC1 %63 (n=19)
PAXS5 %87 (n=26)
RASSF1A %93 (n=28)
RB1 %90 (n=27)
SRBC %33 (n=10)
Tum genler birlikte %84 (n=25)

Church et al.®® SEPT9 Bistlfit dontisimu ve metillenmis gergek 53 Evre MO (%91) %51 (n=27)

zamanli SEPT9 Evre M1 (%9)
deVos et al.® SEPT9 Bistlfit dontisimu ve metillenmis gergek 187 Evre MO (%96) %56 (n=105)

zamanli PCR SEPT9

Grutzmann et al.®”  SEPT9
zamanli PCR SEPT9

Bisulfit dontisimi ve metillenmis gergek 378

Evre M1 (%4)

Evre MO (%84)
Evre M1 (%11)
Bilinmeyen (%5)
Evre MO (%81)
Evre M1 (%19)

%51 (n=193)

%66 (n=63)

243 Evre MO (%100) %27 (n=66)
%39 (n=95)
%58 (n=141)
%74 (n=180)
%86 (n=210)

101

133

Herbst et al.®® NEUROG1 Bistlfit dénlisimi ve metillenmis gercek 95
zamanli PCR NEUROG1
Lee et al.® APC Metilasyon spesifik PCR
MGMT
RASSF2A
Wif-1
Tum genler birlikte
Lee et al.”® SEPT Bisulfit dontusuimi ve metillenmis gergek
zamanli PCR SEPT9
Lofton-Day et al.”*  TMEFF2 Bisulfit doniisimu ve metillenmis
NGFR gercek zamanl PCR, TMEFF2, NGFR,
SEPT9 ve SEPT9
Warren et al.” SEPT9 Bisulfit dontisimu ve metillenmis gercek

zamanli PCR SEPT9

50

Evre MO (%83)
Evre M1 (%17)

Evre MO (%75)
Evre M1 (%23)
Bilinmeyen (%2)

Evre MO (%90)
Evre M1 (%10)

%37 (n=37)

%65 (n=87)
%51 (n=68)
%69 (n=92)

%90 (n=45)

APC: Adenomatozis Polipozis Koli; CYCD2: siklin-D2-1; HIC1: kanserde hipermetilasyon 1; MGMT: O-6-metilguanin-DNA metiltransferaz; NEUROG1: néroge-
nin 1; NGFR: sinir biytime faktor reseptori; PAX5: kopyalama faktérii 5; PCR: polimeraz zincir reaksiyonu; RASSF2A: Ras iliskilendirme alani ailesi 2A; RB1:
retinoblastoma; SEPT9: septin 9; SRBC: serpentin reseptéri, class BC; TMEFF2: EGF-benzeri ve iki follistatin benzeri alanla transmembran protein 2; Wif-1:
WNT inhibitér faktér 1; ctDNA: dolasimdaki tiimér DNA; CRC: kolorektal kanser.
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Tablo 3. ctDNA ile kolorektal kanser rekiirensinin saptanmasi.

Referans Gen Plazmadan DNA ctDNA dlgme Tedavi Hasta sayisi Plazmada rekiirrens orani
ekstraksiyon metodu (%, n-positive ctDNA/n
periyodu rekiirrens)

Diehl et al.® APC, TP53, Cerrahiden 6nce BEAMing Cerrahi = Kemoterapi 18 %100 (n = 15/15)

KRAS, ve PI3K ve sonra (Evre IV) (61%)
Ryan et al.® KRAS Cerrahiden 1 hafta,  Yari yuvalanmis mutant Cerrahi = Kemoterapi 94 %91 (n =10/11)

1ayve 3 aysonra

zenginlestirme teknigi  (53%)

(Evre I-111) ve dogrudan siralama
Frattini et al.®2  Total DNA, Cerrahiden 6nceve  Mutant Cerrahi = Kemoterapi 70 %100 (n = 18/18)
KRAS ve sonra 4, 10, ve 16 zenginlestirilmis
pl6INK4a aylar PCR and F-MSP
Tie et al.® Kisisellestirilmis  Cerrahiden4-10hafta Safe-SeqS Cerrahi = Kemoterapi 230 %41 (n=11/27)

analiz sonra (Evre I1), daha
sonra bir hasta alt
grubunda 2 yila kadar
her 3 ayda bir

yalnizca ameliyat grubu

APC: Adenomatéz Polipozis Koli; BEAMing: boncuk, emulsion, amplifikasyon ve manyetik; F-MSP: ffloresan metilasyona ézgii PCR; PI3K: fosfoinozitide
3-kinaz; PCR: polimeraz zincir reaksiyonu; Safe-SeqS: safe-sequencing sistemi; ctDNA: dolasimdaki tiim6r DNA’sI.

kullanildiginda, kolorektal kanserli hastalarin yaklasik
%70’ini tanimlanabilmistir 7578, Tumor rekirrensi,
minimal rezidlel hastalik ve prognoz degerlendiril-
mesinde de sivi biyopsisinin dnemli bir yeri oldugu
anlasiimistir. Cerrahi tek basina lokalize CRC’li hasta-
larin buyuk bir kismini tedavi etmektedir. Bununla
birlikte, hangi hastalarin niiks ile sonuglanacak rezi-
diel hastaliga sahip oldugunu belirlemek i¢in su anda
etkili bir yontem bulunmamaktadir. Sonu¢ olarak,
yuksek riskli klinikopatolojik 6zelliklere sahip hastalar,
potansiyel olarak toksik ve gereksiz adjuvan tedavi
alirlar. ctDNA rezeksiyon sonrasi rezidiel hastaligin
potansiyel bir gostergesi oldugundan, sivi biyopsi
hangi hastalarin rekirrens yasayacagina ve adjuvan
tedaviden yarar saglayacagina karar verebilir. Bugline
kadar, az sayida calisma kolorektal kanserde kiratif
cerrahiden sonra rekiirrens belirteci olarak ctDNA'yi
kullanmistir. Ancak, giincel calismalar, cerrahi rezeksi-
yon sonrasl ctDNA belirlenmesinin minimal rezidiel
hastalik ve yiiksek niiks orani ile iliskili oldugunu gos-
termektedir >798) Kiratif cerrahiden sonra timor
niks oranini 6zel olarak degerlendiren calismalar
Tablo 3’te gosterilmistir (2>8%8283) Baz| calismalarda,
kolorektal kanser rekiirensini saptamak icin KRAS
mutasyonuna ugramis ctDNA kullanilmistir €%, Bayle
bir calismada, saptanabilir KRAS-mutasyona ugramis

ctDNA’si olan hastalarin %63’Unde, serum mutanti
negatif olan hastalarin yalnizca %2’sinde rekirrens
gelismistir. Rekirensi degerlendirilmesinde duyarlilik
%91, dzglllik %88 olarak bildirilmistir ©°. Kolorektal
kanserde, cerrahi sonrasi, kemoterapi verilmeyen,
dolayisiyla cok yiksek rekiirrens riski olan bir hasta
alt kimesi tanimlanmis ve postoperatif ctDNA pozitif
olan hastalarin % 79’unda, ctDNA negatif hastalarin
%9,8’inde radyolojik rekirrens dogrulanmistir ©3),
Postoperatif ctDNA'nin 3 yil icerisinde gelisebilecek
niksleri dngorebilme duyarliligl %48, 6zgilligl %100
olarak bildirilmistir. Bu bulgular, ctDNA’nin rezeksiyon
sonrasl minimal rezidliel hastaligi belirlemeye timor
duyarliigini yiksek hassasiyetle tahmin etmeye ve
hangi hastalarin adjuvant tedaviden en fazla yararla-
nacagini belirlemeye yardimci olabilecegini goster-
mektedir. Literatlirde metastatik CRC hastalarda yapi-
lan CTC seviyelerinin radyolojik timor yaniti lizerine
iliskisinin degerlendirildigi bazi klinik c¢alismalarda,
genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim oranlari deger-
lendirilmistir. CTC seviyeleri icin farkli zamanlarda,
farkli esik ve 6lcim degerleri olmasina ragmen, timor
yanitiile kérele sonuglar bulunmustur. Tartisma kisim-
larinda timor yanitinin degerlendirilmesinde de
potensiyel bir biyobelirte¢ olarak 6nemli bir yer ileri-
de bulabilir seklinde sonlandiriimigtir (840,
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Bugtine dek elde edilen veriler, sivi biyopsinin kolorek-
tal kanserin degerlendirmesini optimize etme, evrimi
izlemi, hedefe yonelik tedavilere direnci izleme ve 6zel
tedaviler tasarlama potansiyeline sahip yeni bir tekno-
loji olarak potansiyelini desteklemektedir. Klinikte bize
cok degerli bilgiler saglayan dolasimdaki timdr DNA'|
ve timor hiicrelerine bliylik ilgi vardir. KRAS ile mutas-
yona ugramis dolasimdaki timor DNA’sinin saptan-
masinin, hem uygun bir tedavi stratejisinin belirlen-
mesinde, hem de tedavi direncini degerlendirmede
blyldk 6nem tasidigl belirtiimektedir. Sivi biyopsinin
klinik pratige entegrasyonu, gelecekte yapilacak kap-
samli calismalarda tartisilabilecektir.
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