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Kanda Dolasan Niikleik Asitten
Kanser Tanis1

Cancer Diagnosis from Circulating
Nucleic Acids: Review

OZET Plazma ve serumda niikleik asitlerin varhigi 50 yildir bilinen bir gercektir. Giiniimiizde kan
dolagiminda yer alan bu tiir niikleik asitlerin 6zellikle kanser tanisinda ve prenatal tanida yaygin bir
kullanimi1 bulunmaktadir. Bu yazida, dolasimda hiicre disinda yer alan niikleik asitlerin kanser tami-
sinda kullanilmas: ile ilgili farkli uygulamalar ve teknik ayrintilar tartisilmaktadir. Gelistirilen en son
molekiiler tekniklerin kullanilmasi ile 6zgiin tiimor mutasyonlari, mikrosatelit degisiklikleri, tiimor
etiyolojisinde yer alan viral niikleik asitlerin bulunmasi veya tiimér baskilayic: genlere ait metilasyon
farkliliklar1 analiz edilebilmektedir. Tiimor kaynakli niikleik asitlerin analiz edilmesi kanserin orta-
ya konmasi kadar prognoz saptanmasinda da énemlidir. Her gegen giin daha hassas hale gelen bu test-
ler kanser olgularinin saptanmasi, prognozlarinin tayini ve genis kitlelerin risk yoniinden tarana-
bilmesi i¢in imkan saglamaktadirlar. Bir ¢alismada, tiimér olusumuna bagh p16 genindeki metilasyon
degisikliklerinin, karaciger kanserli olgularda dolasimdaki serbest tiim6r DNA’larinda saptanmasi, bu
bulgunun kanser tanisinda kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Kanda dolasan Epstein-Barr virii-
sit (EBV) DNA’sinin aranmast ile EBV enfeksiyonuna bagh olarak ortaya ¢ikan nazofarenks kanserli
olgularda kandan tani konulabilmektedir. Yeni molekiiler tekniklerin dolasimdaki niikleik asitlere
uygulanmas: kanser olgularinin klinik takiplerinde hizla kullanilmaya baglanacaktir.

Anahtar Kelimeler: Niikleik asit; kan; mutasyon; kanser

ABSTRACT The existence of extracellular nucleic acids in the circulation (in plasma and serum) has
been known for 50 years. Today, circulating cell-free nucleic acid analysis has been studied in many
clinical scenarios, such as cancer detection and prenatal diagnosis. Here, the different approaches
and the technical challenges of using cell-free nucleic acids for the detection and monitoring of can-
cers were discussed. Finding special tumor-associated mutations, microsatellite alterations, virus as-
sociated nucleic acids or aberrant methylation of tumor supressor genes can be diagnostic criteria in
cancer patients by using recent molecular techniques. Analysis of tumour-derived nucleic acids we-
re shown to be useful for the detection and monitoring of cancers as well as for prognosis. Many
such tests were shown to be rhobust enough for clinical utilization. In one study, the detection of
tumor-associated aberrant p16 methylation in the circulation of patients with hepatocellular carci-
noma represented the usefulness of circulating liver tumor DNA in the detection of cancer diagno-
sis. Epstein-Barr virus (EBV) DNA was also detectable in the serum of some patients with EBV related
nasopharyngeal carcinoma, represented tumor DNA, and might have clinical implications in the cli-
nical diagnosis. New molecular techniques will be used increasingly in circulating nucleic acid analy-
sis for the clinical management of cancers in the future.
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intimiizde kandan prenatal tan1 yapilmast, kanser tanisinin konma-
s1, kanserli bir olguda prognoz tayini ve tedavi takibi olasidir. Serum
ve plazmada serbest bulunan DNA’larin varlig1 yillardir bilinmek-
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tedir. Ilk kez 1997 yilinda Leon ve ark. iyi huylu
timorlere sahip bireylerde serum DNA miktari ile
kanserli olgulardaki serum DNA miktarinin farkh
oldugunu ve bunun tedavi protokolleri yoniinden
6nemli olabilecegini belirtmislerdir.! Caligmalar,
kanser hastalarinin serum ve plazmasindan izole
edilen DNA’larin aym kisilerin tiimor hiicrelerin-
den elde edilen DNA’lar ile benzer mutasyonlari
tasidigini ortaya koymaktadir. Bu bulgu bize bire-
yin kan plazmasi ve serumundan kanser tanisi ya-
pilabilecegini diistindiirmektedir.?

I SERBEST DOLASAN DNA UYGULAMALARI

En yaygin uygulama tiimére bagli DNA degisiklik-
lerinin (mutasyonlarin) saptanmasi yoniindeki uy-
gulamalardir. Giintimiizde kansere 6zgiin bir¢cok
mutasyonlar tanimlanmig ve saptanan mutasyon-
larin tani, tedavi takibi ve prognoz iizerindeki etki-
leri ortaya konmustur. Ik calismada pankreas
kanserli ti¢ olgu ¢alisilmisg, olgularda kanda dolasan
DNA’da hastaliga 6zgii K-ras gen mutasyonlar1 gos-
terilmigtir.> Benzer bir ¢caligmada miyelodisplastik
sendrom ve akut miyelositer l6semi olgularinin
plazmalarindan izole edilen DNA 6rneklerinde N-
ras genindeki nokta mutasyonu gosterilmistir. Ca-
hismaya kemik iligi hiicrelerinde N-ras mutasyonu
gozlenen miyelodisplastik sendrom ve miyelositer
16semi olgular: alinmistir ve kemik iligi hiicrele-
rinde saptanan tiim mutasyon tipleri plazmadan el-
de edilen DNA o&rneklerinde de gosterilmigtir.*
Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde epi-
dermal biytime faktor reseptor (EGFR)’lerinin so-
matik mutasyonlar1 EGFR inhibitérii olarak
kullanilan “gefitinib” tedavisinin biyoyararlanimi-
n1 arttiran bir faktor olarak bilinmektedir. Kimura
ve ark. bu mutasyonu hasta bireylerin serumlarin-
dan tedavi 6ncesi donemde ¢alisarak ila¢ biyoya-
rarlanimini saptamiglardir.®

Kanda dolagan niikleik asitlerden kanserli olgu-
larda mikrosatellit degisiklikler de gosterilmektedir.
Genomda kisa tekrarlayan diziler olan mikrosatellit-
ler degisen tekrar sayilarina bagh olarak adli uygula-
malarda kimlik tayininde ve genetik analizlerde
polimorfik “marker” (belirteg) olarak kullanilmakta-
dur. Mikrosatellit instabilitesi 6zellikle herediter non-
polipozis kolon kanserleri (Lynch sendromu) ve
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kiiciik hiicreli akciger kanserlerinin %50’sinde sapta-
nan bir bulgudur. Tedavi sonrasi donemde mikrosa-
tellit instabilite kii¢lik hiicreli akciger kanserli
olgularin balgam DNA’larinda arastirilmis, sonuglar
timor DNA’lar ile karsilagtirilarak tedaviden yarar
goriip gérmedigi ortaya konmustur.®

Kanserlerde 6zellikle tiimor baskilayici genler-
de bir alelin kayba [loss of heterozygosity (LOH)]
sik gézlenen bir bulgudur. Bir alelin kay1p olup ol-
madiginin polimorfik belirteg ile saptanmast hem
timor tanisini hem de prognozu gostermesi agisin-
dan 6nemlidir. Bu alanda yapilan caligmalar da
kanserli olgularin plazma ve serumunda LOH ba-
kilmasinin 6nemini ortaya koymaktadir.” Kullani-
lan yontem ile primer tiimorler bulunabilmektedir.
Erken evrelerde dahi tiim6r DNA’larinin dolagim-
da oldugunun gosterilmesi tedavi yaklagimlar: agi-
sindan da ilgi ¢ekicidir. Ancak bazi yazarlar
plazmadaki mikrosatellit degisikliklerinin erken
evrede degil, metastaz riski bulunan ileri evre ol-
gularda gozlendigini ileri stirmektedirler.?

Bastian ve ark.nin yaptiklar ¢aligmada, radikal
prostatektomi yapilacak hastalarin preoperatif do-
nemde serumda serbest dolasan DNA konsantras-
yonlar1 saptanmig, operasyon sonrasi niiks goriilen
hastalar ve dl¢iilen DNA konsantrasyonlar: arasin-
daki anlamli iligki gosterilmistir. Bu ¢aligma serum-
da serbest dolasan DNA miktarinin preoperatif
donemde 6l¢iilmesi ile bu molekiillerin radikal pro-
statektomi planlanan hastalarda kullanigh bir prog-
nostik biyobelirte¢ olabilecegini diigiindtirmiistiir.’

Hasta plazma ve serum Orneklerinde, kanser
etiyolojisinde rol alan viriislere bagli niikleik asit-
ler de yer alabilir. Belli tiimor tipleri ile kanserler
arasindaki ilgi bilinmektedir. Buna 6rnek olarak
insan papilloma viriis ile serviks kanseri, EBV ile
Burkitt lenfoma arasindaki iligki verilebilir. Buna
benzer bir iligki 6zellikle Giiney-Dogu Asya tilke-
lerinde nazofarenks kanserleri ile EBV arasinda ku-
rulmaktadir. Bu olgularda kanda dolasan viral
niikleik asitlerin gosterilmesi hastaligin tanisinda
onemlidir.’ 1998 yilinda Mutirangura ve ark. na-
zofarenks kanserli hastalarin serumlarinda polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR) ile Epstein-Barr viral
DNA varhgini gostermislerdir." Ardindan 1999 y1-
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linda Lo ve ark. “real time PCR” ile nazofarenks
kanserli olgularin %96’sinda kanda dolasan EBV’ye
ait viral niikleik asitleri gostermisler ve ardigsik 61-
¢limlerde bu niikleik asitlerin miktar tayinlerini
yapmuglardir.’? Caligmalarda niikleik asit miktari ile
hastaligin evresi arasinda dogru orant: saptanmis,
elde edilen bulgunun tedavi sonras: prognozu gos-
teren onemli bir parametre olarak kullanilabilece-
gi ortaya konmustur.”® Tedavi 6ncesi EBV DNA
diizeyi gii¢li bir tam kriteri olarak karsimiza ¢ik-
maktadir. Tedavi sonrasinda kanda viral DNA’la-
rin kaybolmas: tedavi sonrasi remisyon takibinde
onemlidir."* Radyoterapiden 6-8 hafta sonra hasta
kaninda EBV DNA konsantrasyonunun saptanma-
s1 prognoz agisindan 6nemlidir.”

Timor baskilayici genlerin farkli metilasyon
parametreleri kansere 6zgii bir bulgudur ve bu bul-
gu kanda dolasan timér kaynakl1 DNA’larda tespit
edilebilir. Timoér baskilayici genlere ait artmig me-
tilasyon (hipermetilasyon) farkli tiimoér tiplerinde
6nemlidir. Bu grup i¢inde p15, p16, APC, E-cade-
rin, h MLH1, 06-Methylguanine DNA Methyl
Transferase (MGMT), ve caderin genleri sayilabi-
lir. MGMT hiicrede DNA hasarlarinin tamirinde
6nemli rolii olan bir gendir. Bu genin promotoriin-
de hipermetilasyon saptanmasinin 6zefagus adeno-
kanserleri i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu
bulgu olgularin serum DNA’larinda rahatlikla or-
taya konabilmektedir.!* Meme kanserinde metilas-
yon paterni etkilendigi bilinen APC, GSTP1, Rassf
1A ve RAR beta 2 genlerine ait metilasyon degi-
siklikleri meme kanserli olgularda incelenmis, bu
yolla erken evredeki olgularin {igte birinde taniy1
destekler bulgular saptanmigtir.”” Wong ve ark. he-
patoseliiler karsinomal1 olgularin kanser dokusun-
da ve kanda pl6 gen bolgesinin metilasyon
paternini arastirmis, 22 hepatoseliiler kanser olgu-
sunun 16’sinda tiimor dokusunda, 13’inde serum
ve plazma 6rneklerinde artmis metilasyon varligi-
n1 gostermistir.'®

I SERBEST DOLASAN RNA UYGULAMALARI

Timorden kaynaklanan RNA’larin da benzer yon-
temlerle tespiti onemli bir kriterdir. Normal doku-
nun ve timor dokusunun gen ekspresyon profilleri
birbirlerinden farklidir. Bu bulgunun yaninda tii-
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morlii olgularda serum RNaz'lar1 kanda artmais ola-
rak bulunur. Kopreski ve ark.nin yaptiklar: ¢alis-
mada saghkli kontrol ve malign melanoma
olgularinin serumlarinda revers transkriptaz PCR
(RT-PCR) teknigi ile tirozinaz mRNA diizeylerine
bakilmigtir. Saglikli kontrollerde tirozinaz mRNA
bulunmamais, 6 malign melanoma olgusunun 4’iin-
de pozitif olarak saptanmigtir.'” Sonradan yapilan
caligmalarda meme kanseri, kolorektal kanser, foli-
kiiler lenfoma ve hepatoseliiler karsinomalarda
hastalarin serum ve plazmalarinda timor iligkili
mRNA’larin varlig1 gosterilmigtir.?

J] IDRARDA SERBEST DOLASAN
NUKLEIK ASITLERIN TAYINi

Bazi kanser tiplerinde serbest dolasan DNA’larin
serum ve plazmada tayini ile birlikte idrar 6rnek-
lerinde de analizi miimkiindiir. Eisenberger ve ark.
renal kanserlerde primer tiimor mikrosatellit degi-
sikliklerini serumda ve idrarda es zamanl olarak
gostermiglerdir.”! Utting ve ark. mesane kanserle-
rinde idrar, serum ve plazma 6rneklerinde mikro-
satellit degisimleri saptayarak bu metodu kanser
tanisinda minimal invaziv bir yontem olarak ta-
nimlamiglardir.?

I YONTEMIN DEZAVANTAJLARI

Kanda dolasan niikleik asitlerden kanser tanis: yon-
temleri {izerinde caligmalar devam etmektedir.
Yontemlerin uygulanmasinda ve tani kriterlerinin
belirlenmesinde bazi zorluklar mevcuttur: Plazma-
daki niikleazlar sayesinde serbest dolagan niikleik
asitlerin hizli bir yikimi vardir. Ayrica bu mole-
kiillerin hepatik ve renal yolla atilimlar: heniiz de-
tayli bir sekilde incelenmemistir. Ayrica timor
iligkili serbest niikleik asitlerin serumda saptanan
toplam serbest niikleik asitlere orani hastadan has-
taya farkliliklar gosterebilmektedir. Kanda sapta-
nan genetik degisikligin bazen birkag farkl kanser
tipinde de gozlenmesi kanserin tipinin ortaya kon-
masinda problemlere yol agtig1 gibi primer odagin
belirlenmesi konusunda da sikint1 olusturabilir.?®

[ SONUC

Serumda ve plazmada yapilan bu tetkikler kanser
olgularinda tani, tedavinin ydnlendirilmesi ve
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hastaligin takibi agisindan 6nemli avantajlar sag- bilirligi boylece kanser hastaliklarinin erken tani-

lamigtir. Ayrica invaziv olmayan bu yontemin ge- sinda 6nemli bir kriter olacag: degerlendirilmek-

cular diagnostic markers for lung cancer in
sputum and plasma. Ann N'Y Acad Sci 2006;
1075:179-84.

Bastian PJ, Palapattu GS, Yegnasubramanian
S, Lin X, Rogers CG, Mangold LA, et al. Prog-
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ralski R, Feith M, Langer R, et al. The prog-
nostic impact of O6-Methylguanine-DNA
Methyltransferase (MGMT) promotor hyper-
methylation in esophageal adenocarcinoma.
Int J Cancer 2006;119(2):264-8.

nig topluluklarda tarama testi olarak kullanila-  tedir.®®
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