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OZET Giiniimiizde kanser tanis1 iin gerekli yéntem, cerrahi islem ge-
rektiren doku biyopsi tekniginin uygulanmasidir. Yontemin cerrahi
islem gerektirmesi, timor heterojenite ve mekansal gibi siirlamalari
olmasi nedeni ile kanserin erken tanisi, takibi ve hedefe yonelik tedavi
ile birlikte bireysel tip alanindaki ilerlemelere yonelik hastaya kolaylik
saglayan noninvaziv tekniklere ihtiya¢ vardir. Bu dogrultuda, son y1l-
larda noninvaziv bir yontem olan “likid biyopsi (LB)” teknigi hizla ge-
lismeye baglamis ve kanser tanisi, tedavi planlamasi, kanserin ger¢ek
zamanli takibi ilag direnci tespiti i¢in alternatif bir yontem olabilecegine
inanilmaktadir. LB teknigi, kanda dolasan tlimor hiicrelerini veya timor
hiicrelerinin DNA pargalarini tespit etmek amaciyla kan 6rnegi tize-
rinde yapilan test olarak tanimlanmaktadir. Bu durumda dolagimdaki
kan kullanilip klinik agidan 6nemli olan genetik biyobelirtegler tespit
edilebilir ve molekiiler analizlerde detayl olarak incelenebilir. Dahasi
tiim hastalik bolgelerinden gelen genetik materyal dolagimda serbest
olarak bulundugundan, kan 6rneklemesi viicutta gelisen kanserin ger-
¢ek zamanl, temsili bir goriintiistinii saglayabilir. Teknik kanda apop-
toz veya nekroz yoluyla kana salinan CTC, ctDNA ve hiicre dist
vezikiiller bilesenlerin analizini kapsamaktadir. Bu derlemede, kanser
tedavilerine yardimci olacagina inandigimiz, LB tekniginin yetenegine
ve bilesenlerine odaklanilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kanser; likid biyopsi; CTC; ctDNA;
eksozomlar; miRNA

ABSTRACT The traditional method necessary for the diagnosis of
cancer is the application of tissue biopsy technique that requires sur-
gical procedure. However, due to surgical procedures and tumor het-
erogeneity and spatial limitations, there is a need for noninvasive
techniques that facilitate the patient for early diagnosis, follow-up and
targeted treatment together with advances in personalized medicine.
In this respect, liquid biopsy (LB) technique, which is a noninvasive
method, has started to develop rapidly in recent years and it is be-
lieved that it can be used as an alternative method for cancer diagno-
sis, treatment planning, real time monitoring of cancer and drug
resistance detection. LB is defined as a test performed on a blood sam-
ple to detect circulating tumor cells or DNA fragments of tumor cells.
In this case, circulating blood can be used for detection of clinically
important genetic biomarkers and analyzed in details for molecular
analysis. Moreover, since genetic material from all disease sites is
freely available in the circulation, blood sampling can provide a real
time, representative image of cancer developing in the body. The tech-
nique involves the analysis of CTC, ctDNA and extracellular vesicles
compounds that are released into the blood via apoptosis or necrosis
in the blood. In this review, we will focus on the capability and com-
ponents of the LB technique that we believe will help cancer treat-
ments in more advence.

Keywords: Cancer; liquid biopsy; CTCs; ctDNA;
exosomes; miRNA

Likid biyopsi (LB) teknigi, “kanda dolasan bir
timorden kanser hiicrelerini veya kanda dolasan
timdr hiicrelerinin DNA pargalarii tespit etmek
amaciyla bir kan 6rnegi lizerinde yapilan bir test ola-
rak tanimlamaktadir”.! LB teknigini 6zel kilan 6nemli
noktalardan birisi, cerrahi bir igslem gerektiren doku
biyopsisinden farkli olarak, sadece hastanin kanindan

alian kiigiik miktarda bir kan 6rnegi ile gerceklesti-
rilen invaziv olmayan bir yontem olmasidir.

LB teknigi iizerindeki ¢aligsmalar ¢ok eskiye da-
yansa da baglangi¢ta LB’ nin uygulanmas1 bilim top-
lulugu tarafindan ¢ok fazla ilgi ve dikkat gekmemisti.
Ancak PubMed (NCBI) veri tabaninda, 1980°den iti-
baren LB dolasimda tiimor hiicresi, dolasimda timor
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DNA’s1, dolasimda serbest DNA, eksozomlar ve
miRNA arama terimlerini kullanan makaleler arasti-
rildiginda, LB’ye hizla artan ilgi goriilityor (Sekil 1).
Bu derlemede, kanser yonetiminde énemli rol oyna-
dig1 gézlemlenen, kanser hiicrelerine ait kanda tespit
edilebilen biyobelirteglere (CTCs, ctDNA, eksozom-
lar, miRNA) odaklanilacaktir.

I KANSER VE LIKiD BiYOPSI TEKNIGi

Kanser normal doku sinirlarinin disina saldirabilen
ve uzak organlara metastaz yapabilen, apoptoz (prog-
ramlanmis hiicre 6liimii) mekanizmasindan kagma
egilimi gosteren nispeten kontrolsiiz bir hiicre ¢ogal-
mas1 (proliferasyonu) ile karakterize edilir.”? Kanse-
rin ayirt edici 6zelligi, genomdaki degisikliklerdir.
Bu degisiklikler tek niikleotid varyantlar1 (SNV’ler),
promoter metilasyonu, kopya sayisi varyasyonlari
(CNV’ler), kromozomal yapisal diizensizlikler, al-
ternatif kirpilma (alternative splicing), RNA olgun-
lagsmas1 veya translasyonel verimlilik ile ilgili
bolgelerdeki degisiklikler olabilmektedir.’ Bu degi-
siklilerin noninvaziv olmayan teknikler ile tespit edil-
kanserin tanimlanmasina  ve

mesi, erkenden

onlenmesine yardimci olabilir.

Gilinlimiizde kanser tanisi i¢in gerekli yontem,
cerrahi bir islem gerektiren doku biyopsi tekniginin

uygulanmasidir. Geleneksel olarak hekimler ve aras-
tirmacilar, doku biyopsisini ¢esitli kanserli hastalar
i¢in tan1 ve tedavi se¢iminde “altin standart” olarak
kabul etmektedir.*® Tiimor biyopsileri, tedavi plant
yaparken saglikli ve zengin bilgiler sunarlar. Biyop-
silerin yararlar1 arasinda alinan 6rneklerde kanserin
histolojik tanisi, tipi, evresi, agresifligi, yayilma yolu,
immiinolojik ve molekiiler karakterizasyonu yonle-
rinden bilgi verebilmesi sayilabilir.** Ancak biyopsi-
lerin siirlamalar vardir.

Birincisi, bir tiimor biiyiidiikge zamanla degise-
bilir, yayilir (metastaz) ve kanser dnleyici ilaglara
maruz kalir. Hastalik ilk teshis edildiginde, alinan
timor biyopsileri kanserin daha sonraki durumunu
yansitmayabilir; ¢linkii timorler heterojendir ve sii-
rekli poliklonal genisleme gosterirler. Boylece taniyi,
tedaviyi ve kazanilmis direncin degerlendirilmesini
zorlagtirirlar. Ayirca tiimor dokular: biyopsi yapilan
bolgede statik ve mekansal olarak sinirli bir temsil
sagladigindan, kanserin gergek zamanli temsilini ve
takibini saglayamamaktadir. Bu nedenle doku biyop-
sileri, primer bir tiimoriin kompleks molekiiler profi-
lini uygun sekilde yansitmayabilir. Bu durum sadece
farkl1 timor bolgelerinden biyopsi alarak ele aliabi-
lir. Ancak kanser hakkinda giincel bilgi almak i¢in
tekrarlanan biyopsiler agri, enfeksiyon ve kanama
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SEKiL 1: PubMed'de likid biyopsi ile ilgili yillik yayin sayisi.
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gibi olast komplikasyonlara neden olabileceginden
stk sik uygulanmasi elverisli degildir. Bu bakimdan
karsilastirma yaptigimizda noninaviz bir yontem olan
LB teknigin uygulanmasi, heterojen hastaliklarin
daha kapsamli bir kesitini sunabilir ve ger¢ek zamanl
olarak kanseri izleme ve takip olanagi sunabilir.®

Ikinci olarak LB, doku biyopsisinden daha ko-
laydir; ¢linkii kan, tiikiiriik veya idrar gibi viicut s1vi-
larina erismek cok zor degildir. Ornegin akciger
kanseri gibi bazi hastaliklar i¢in yiliksek kanama riski,
sinir hasar1 veya hastaligin yayilmasi nedeni ile doku
biyopsisi almak klinik olarak ¢ogu zaman miimkiin
degildir. Ek olarak tiimor hiicrelerinin genomu, ge-
nellikle oldukga kararsiz ve farkli segici baskilar (6r-
negin terapi) altindaki degisikliklere kars1 duyarl
oldugundan, LB, uzunlamasina hastalik siirveyansi-
nin gelisen timdr heterojenitesini gozlemlenmesine
izin verebilir. Bu dogrultuda LB, kanseri zaman
icinde gozlemlemek i¢in daha uygun olabilir. Daha
ucuz ve daha az invaziv oldugundan tekrarlanmasi
kolaydir ve alternatif veya yardimci bir yontem say1-
labilir (Sekil 2).6

I LIKiD BIYOPSI BIYOBELIRTEGLERI

Kanda, kanserle ilgili 3 tip bilesen bulunabilir. Bun-
lar kanda serbest dolagan tiimor hiicreleri [circulating
tumor cells (CTCs)], serbest dolasan tiimoér DNA’s1

(cfDNA) ve hiicre dis1 vezikiillerdir [extracellular
vesicles (EVs)] (eksozomlar, miRNA vb.).” Timor-
ler hacim olarak biiyiidiik¢e ve sayilari arttikca, bu
tip bilesenler apoptoz veya nekroz yoluyla kan dola-
simina salinir. Bu durumda bu analitler dogrudan
kanserli hiicrelerden geldiginden, dolagimdaki kan
kullanilip klinik a¢idan 6nemli olan genetik biyobe-
lirtegler tespit edilebilir ve molekiiler analizlerde de-
taylt olarak incelenebilir. Dahasi tiim hastalik
bolgelerinden gelen genetik materyal dolagimda ser-
best olarak bulundugundan, kan 6rneklemesi viicutta
gelisen kanserin gergek zamanli, temsili bir goriintii-
stinil saglayabilir. Bu teknik CTC’leri, ctDNA’y1, ek-
sozomlar ve miRNA biyobelirteglerin analizini
kapsamaktadir. Kanda bulunan CTC’ler ve ctDNA,
olas1 terapotik hedefler ve direng mekanizmalarina
karsilik gelen bilgileri sunma potansiyeli oldugunu
gosterirken; kan dahil birgok viicut sivisinda (idrar,
tiikiiriik, anne siitli, beyin omurilik sivisi vb.) bulu-
nan EV’lerin, genetik haberciler olduguna ve alter-
natif  bir

inanilmaktadir.”>'?
I SERB.EST POLA§AN TUMOR HUCRELERININ
KESFI VE ONEMI

CTC’lerin, primer ve metastatik timor kitlelerinden

kanser ilerlemesi tarzi olduguna

kan dolasimina salinan hiicreler oldugu gézlemlen-

Cerrahi Biyopsi

Doku

Avantajlar
*+ Histolojik tam ve evreleme saglar
+ Primerilgili bolgede, in situ biyobelirte¢ tespiti
» Tiumoér mikrogevresinin dzel ¢oziinirlitk
* Hala tiimor tammlamas: i¢in altin standart

Dezavantajlar
* Genellikle zor ve invaziv
* Coklu 6rnekleme her zaman miimkiin degildir
+ Her zaman tiim kotil huylu klonlarin ¢egitlerini
temsil etmiyor: tiimor heterojenligi
* Zaman ve mekanda tek anhk goriintii

Likid Biyopsi
Kan

* Kolay ve non-invaziv bir prosediir

+ Kolayca tekrarlanabilir ve yiiksek oranda tekrarlanabilir

* Hastahgin gergek zamanh takibi (MRD)

+ Kotii huylu klonlarin farkh yerlegimlerinin temsileisi: tiimor heterojenligi

Avantajlar

* Histolojik tam ve evreleme saglamaz
+ Tiim6r mikrogevresinin 6zel ¢oziiniirlikk saglamaz
* Standardizasyon eksikligi, hala translasyonel aragtirmalarinda kullanihyor

Dezavantajlar

$EKiL 2: Cerrahi Biyopsi&Likid Biyopsi farki.
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mistir. Ayn1 zamanda CTC’lerin, metastatik hiicre
popiilasyonu icerdigine ve intratiimor heterojenligi
ve klonal evrimi igeren tiimor 6zelliklerini temsil et-
tigine de inanmilmaktadir.'"!? Sekil 3, potansiyonel
kanser biyobelirtegleri olarak CTC’lerin kesfinden
son teknolojik gelismelere kadarki énemli doniim
olaylarini ve ¢aligmalarin1 gostermektedir.

CTC’lerin prognostik potansiyellerinin son bir-
kac on yilda yogun bir sekilde arastirilmasiyla, en
erken gozlemleri, 1829°da Fransiz cerrah Récamier
tarafindan kana salinan tiimor hiicrelerinin ilk goz-
lemlerinin ve metastaz teriminin ilk defa rapor edil-
digi XIX. yiizyilin baslarina dayanmaktadir.'? Bunu
takiben, 1869’da Thomas Ashworth, metastatik kan-
serli bir hastanin otopsisi sirasinda kanser hiicrele-
rine benzer primer veya metastatik timor
bolgesinden ayrilan ve dolasimda bulunan kanser
hiicrelerin varligini bildirmis ve bu gézlemlerin ayn
birey i¢indeki ¢oklu tiimorlerin kdkenini anlamaya
yardimeci olabilecegini 6ne stirmiistiir.'* Ayrica po-
tansiyel olarak tiimdr kiitlesinden kaynaklanan bu
hiicrelerin, dolagim sistemine ge¢gme kabiliyetine
sahip oldugunu da eklemistir. Elde edilen bulgular,
kana salinan kanser hiicrelerinin metastazlardaki ro-
liinii arastirmak amaciyla gelecek 100 yil boyunca
kanser arastirmalarini hizlandirdi. Ancak bu nadir
hiicrelerin teshis ve prognostik potansiyeli, sadece
gerekli hassasiyet ve seciciligi olan teknolojilerin ge-
listirilmesi sonucu gergeklesti. Bu baglamda daha
onceki CTC izolasyon yaklagimlari, basit filtrasyon

ve sedimantasyon tekniklerinin kullanilmasini ge-

rektiriyordu.'>!'® Bunu takiben, Racila ve ark.nin ge-
listirdigi epitelyal hiicre adezyon molekiilii [Epithe-
lial cell adhesion molecule (EpCAM)], bazh
immiinomagnetik (EpCAM) ayirma yaklasimi ile
kanserin ilerlemesinde CTC’lerin varliginin ve ilis-
kisinin tespit edilmesi 30 yildan fazla siirdi.!” Bu
doniim noktasi, bu ilk teknigin Amerikan Gida ve
flag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmasina ve
CTC’nin klinik tespiti i¢in kullanilmasina yol agt1.'®
Es zamanli olarak mikroakigkanlar, hiicre-antikor et-
kilesimlerini en st diizeye ¢ikarabilen ve boylece
verimi de en iist seviyeye ¢ikarabilen diisiik kesme
ve kontrollii siv1 akigi nedeni ile alternatif bir plat-
form yaklagimi olarak goriiliyordu. Bu baglamda
Nagrath ve ark., CTC’lerin kan 6rneklerinden izole
edilmesi ic¢in antikor kapli mikrokolonlar igeren
CTC-¢ip olarak bilinen bir mikroakigkan yaklagimi
gelistirmistir." Yeni izolasyon teknolojilerinin ge-
ligtirilmesinde devam eden ¢abalara ragmen, bir¢ok
aragtirma, artmis CTC sayimlart ile ilgili koti prog-
nozun, hasta sagkalim oranlari ile iligkisini aydinlat-

hiicresi
20,21

mak amaciyla gelistirilmis kanser
analizlerine ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koydu.
Bu nedenle kanser tedavi siireci yoniinii, CTC say1-
mindan ziyade, potansiyel klinik faydalarini belirle-
mek i¢in alinan hiicrelerin karakterizasyonuna dogru
yonlendirdi. Bu yeni yon, EpCAM tabanli izolasyon
disinda, yeni hiicre sayimu stratejilerinin olusturul-
masi ve ayni zamanda hem morfolojik hem de mo-
lekiiler diizeyde CTC’lerin 6nemli heterojenligini

hesaba katmak anlamina geliyordu.?

CTC ve «Metastaz»
terimiiginilkkaynak
(Récamier)

Filtrasyon yéntemi
ile CTC izolasyonu
(Salgado veark.)

1k CTC tamm
(Thomas Ashworth)

immuno-Manyetik
CTC izolasyonu
(Racilaveark.)

FDA onayh CTCteknigi
veKklinikte kullamm
(Allard veark.)

Wetsern Blotlamaile
tek CTC Hiicre analizi
(Sinkala veark.)

Tek CTC hiicre analizi
(Diamond veark.)

Mikrogip teknolgjisi
ile CTC izolasyonu
(Nagrath veark.)

Etiketsiz spiral mikroakiskan
¢ipile CTC tespiti
(Ozkumur veark.)

SEKIL 3: CTC zaman cizelgesi ve gelisim dontim noktalari.
CTC: “Circulating tumor cell’, FDA: “Food and Drug Administration”.
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Bu baglamda nétr fiziksel ozelliklere dayanan
CTC, zenginlestirme teknolojileri ve hassasiyet aci-
sindan antikora bagli yakalama sistemlerine kiyasla
daha iyi bir performans gdstermistir. Ozellikle
CTC’lerin ataletsel mikroakiskanlar kullanilarak,
kandan izole edilmesi i¢in mikroakiskanlara dayali
ayirma tekniginin daha basit ¢aligmasi ve akis agagi
analiz i¢in fizibilitesi ¢ok daha biiyiik ilgi topladi.?
Bu teknoloji, etkili CTC’lerin kandan ayrilmasini
saglamak i¢in belirli kanser tiplerindeki CTC’ler ve
hematolojik hiicreler (CTC’ler, 10-20 pm; kirmizi
kan hiicreleri (RBC’ler), 8 um diskoid; I6kositler, 7-
12 um) arasindaki dogal boyut farkini1 kullanmakta-
dir. CTC
karakterizasyona gecis, uygun asagi akis siireci i¢in

Ayrica sayimindan  molekiiler
yiiksek geri kazanim oranlariyla, teknoloji gelisimi
daha yiiksek oranda zenginlestirilmis CTC popiilas-
yonu (yani, minimum kan hiicresi ge¢misi olan) elde
etmeye odaklanmistir.>** Timor biyobelirteg eks-
presyonuna gore hiicreleri profilleyebilmenin yani
sira hiicreleri elde etmek i¢in ¢oklu fiziksel, biyome-
kanik ve immiinoaffinite yaklagimlarinin entegras-
yonunu igeren ¢ok cesitli teknolojiler gelistirilmistir.
Bu tekniklerin ileri ustaligina ragmen progresif mar-
ker ekspresyonu kayb1 ve genotipik bilgi kaybiyla
birlikte tek hiicre seviyesinde CTC’ler arasindaki he-
terojenlik, daha hassas izolasyon tekniklerine ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir.?® Hiicre i¢i ve hiicreler
arast heterojenligin daha derin anlagilmasi, CTC aras-
tirmasinin mevcut ihtiyacidir ve teknoloji gelisimi tek
hiicreli profillemeye dogru yonlendirilir.

Krebs ve ark.na gore tlimor hiicrelerinin mole-
kiiler karakterizasyonu, invaziv bir biyopsi gerektir-
meden herhangi bir kanserin fenotipik ve genotipik
ozelliklerini degerlendirmek ve gozlemlemek icin
benzersiz bir yontem sagladigini vurgulamaktadir.?’
Klinik kanitlar, metastazli hastalarin mL bagina 1-10
CTC’lere sahip oldugunu ve klinik olarak saglikli ki-
silerde veya habis olmayan tiimdrlere sahip kisilerde
CTC’lerin nadiren bulundugunu goéstermektedir.
CTC’ler meme, yumurtalik, prostat, akciger, kolo-
rektal, hepatoseliiler, pankreas, bas ve boyun, mesane
ve melanom gibi farkli kanser tiirlerinde saptanmig-
tir.?® CTC’ler kotii prognoz ile iliskilidir ve sirastyla
CTC sayist hastaligin seyri sirasinda herhangi bir za-
manda 7,5 mL kan basma 5, >3 veya >5 olan meta-
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statik meme, kolorektal veya prostat kanserli hasta-
larda daha kisa progresyonsuz sagkalim ve genel sag-
kalimmn tahminidir.?~' Ancak CTC’ler, displastik
veya erken malign lezyonlari olan hastalarda siklikla
tespit edilemez, bu nedenle erken tan1 veya siirveyans
icin faydalar1 siirhidir.’? Tespit ve izolasyonlarin
yani sira CTC’ler in vitro olarak kiiltiir ortaminda
analiz edilebilir ve daha ileri analizler i¢in ex vivo

olarak genisletilebilir.?*3¢
J| SERBEST TUMOR DNA'SININ
KESFI VE ONEMI

DNA, normal ve kanserli hiicreler tarafindan apop-
toz ve nekroz yoluyla parcalar halinde dolasimda sii-
rekli olarak salinir ve serbest halde dolasir. Koken
aldig1 hiicresinden bagimsiz olarak serbest birakildi-
ginda, tipik olarak cfDNA (hiicre icermeyen DNA);
fakat kanser hiicreleri tarafindan salgilandiginda, ¢o-
gunlukla ctDNA (dolasan tiimér DNA) olarak adlan-
dirthir.’ Bu nedenle CTC’lere benzer sekilde, ctDNA
olarak bilinen baz1 DNA fragmanlari kan dolagimina
dokiildiigiine, apoptotik veya nekrotik hiicrelerden tii-
retildigine inanilmaktadir. ctDNA’nin kana salinim
mekanizmasi tam olarak anlagilmamasina ragmen
tiimor biyobelirtegleri olarak 6nemli bir potansiyele
sahip olduguna inanilmaktadir. ctDNA nin molekiiler
Ozellikleri arasinda mutasyonlari, CNV’leri, metilas-
yon degisikliklerini veya timérle iligkili entegre viral
dizileri barindirabilmesi yer almaktadir.” cfDNA
aragtirmalarina yaygin ilgi, 1948 yilinda Mandel ve
Metais’in hiicre disinda, plazma i¢inde serbestge do-
lagan DNA varligin1 tamimladiginda bagladi (Sekil
4).’7 Bununla birlikte cfDNA’nin tiimér hiicreleri ta-
rafindan salinmasi, ilk olarak 1973’te Kunkel tara-
findan kemoterapi cfDNA
seviyelerinde bir disiis gézlendiginde tanimlandi.*®
Yillar gectikce birgcok calisma, 6zellikle 6rnek bir

goren hastalarda,

tiimor bolgesine yakin alinmigsa, kanser hastalarinda
saglikli bireylere gore daha yiiksek ctDNA seviyeleri
gozlemledigini gostermistir.>*!

Daha sonra yapilan diger ¢aligmalar, ctDNA se-
viyeleri ve timor yiikil arasinda kantitatif bir iligki
oldugunu gostermistir. Ayrica ctDNA’nin, kanserle
ilgili belirgin mutasyonlar icerdigine de inanilmakta-
dir.**** Bununla birlikte ctDNA’nin klinik potansi-

yeli, ilk olarak plazmalarinda cfDNA’dan Y
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Kanser hastalarinda

cfDNA analiziilenokta

yiiksek cfDNA mutasyonlarinm tespitinde
konsantrasyon tespiti ilk Klinik calisma
(Leonveark.) (Diehl veark.)

Kanser hastalarinda cfDNA

Insankaninda cfDNA mikrosatelitdegisikliklerin
(Mandel & Metais) belirlenmesi
) (Nawrozveark.)

cfDNA analiziile RAS
mutasyonlarin tespiti
(Anker veark.)

Tiimér hiicreleri Hamilekadinlarda

tarafindan cfDNA serbest ofDNA
salimm tespiti belirlenmesi
(Kunkel veark.) (Loveark.)

Tedavi siiresincectDNA
seviyelerin degisimi
(Diehl veark.)

Serbest cfDNA analiziile
andploidi tespitiigin
ilk ticari prenatal tan testi

Hamilekadinlardakanserin
tespitiicin fDNA analizi
(Osborneveark.)

. . K Tiim Genom Sekanslama
Kanser ilerlemesinin takip ile cfDNA’dagen kopya
icin ctDNA kullanim say1varyasyonlann analizi
(Dawnson veark.) (Li veark.)

NGS ile hedeftedavilerin

sonuglanm gdzlemlemek

igin cfDNAmn kullamm
(Frenel veark.)

>,

Erken ve gegdéneminsan
malignitelerindectDNA
(Bettegowdaveark.)

(Lo)

ctDNA'y analiz ... . || Akcigerkanserinde
ederekdirendi ctDNA analiziiginilk r[)gA onayhilk
mutasyonlarinm Klinik validasyon ctDNA teknigi
taranmasi (Thierry veark.) (Imamuraveark.)
(Diaz & Bardelli)

SEKIL 4: ctDNA zaman gizelgesi ve doniim noktalari.
NGS:” Next generation sequencing”, FDA: “Food and Drug Administration”.

kromozomal DNA’s1 i¢eren erkek fetiisleri olan ka-
dinlar {izerinde yapilan dogum Oncesi aragtirmalar
yoluyla belirlenmistir.** Bu ¢aligma, hamilelik sira-
sinda fetal cinsiyet ve herhangi bir kromozomal anor-
mallik belirlemek i¢in kan testi ve diger ¢alismalarin
kullanimini baglatmistir.’®3! Caligma ayni zamanda
ctDNA analiz ¢aligmalarmi klinik onkolojide basla-
tarak, diren¢ mutasyonlarin tespiti ve diger genotip-
leme c¢aligmalarmi  gelistirmistir.>>°  Ayrica
ctDNA’nin, tanisal bir arag¢ olarak CTC’ler gibi daha
genis kapsamli arastirilmis biyobelirteglerden daha
iyi performans gdsterme potansiyeli, bir teshis araci
olarak ¢cfDNA’nin kullanimi hakkinda cesitli arastir-
malara 6n ayak olmustur. Hem CTC hem de ctDNA
seviyelerinin artmasi, hastalarda kotii prognoz oldu-
gunu gosterirken; ctDNA, tiimor yiikiiniin belirlen-
mesinde CTC’ye kars1 duyarlilikta belirgin bir artis
gostermistir.”” Kandaki ¢cfDNA’nin canliliginin 15 dk
ile 2,5 saat arasinda degisen degisken dolagim yar1
Omiirlere sahip olmasi, ctDNA’nin kanser tanisi i¢in
gercek zamanli bir biyobelirteg olarak kullanilabile-
cegi inancina yol agmustir.* Herhangi bir biyobelir-
tecte oldugu gibi ilk asama, herhangi bir analiz
yapilmadan 6nce ctDNAy1 izole etmektir. Ozellikle
ctDNA i¢in mL basina mevcut olan miktarlar dk’dur.
Bunun nedeni saglikli bireylerde ve kanser hastala-
rinda, cfDNA konsantrasyonlarinin, mL’nin plazma
basina 1-10 ng ve plazma tipine bagli olarak sirasiyla
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plazma bagsina 1-100 ng arasinda oldugu bulunmus-
tur.’ Referans olarak 100g tiimor yiikii olan bir hasta
dolasima %3,3 ctDNA salmaktadir.*? Yiiksek verim-
lilikte dizileme ve karmagik hesaplama yontemle-
rinde son gelismeler, ctDNA’y1 tespit etme ve
karakterize etme yetenegini gelistirmistir.”” Ayrica
son zamanlardaki ileri teknikler, tek nokta mutas-
yonlarimi tanimlayabilmis ve artan duyarhlikla ilgili
coklu genleri takip edebilmistir.’® Roche’un ctDNA
tabanli, akciger kanseri hastalarinda erlotinib i¢in ta-
mamlayici tan1 olan epidermal biiyiime faktori re-
septorii (EGFR) mutasyonlarinin tespiti, FDA
onayini alan ilk LB olmustur.” Bu tamamlayic1 tani-
sal LB’lerin, timorlerin giivenli bir sekilde erisilme-
sinin zor oldugu hastalar i¢in hedefe yonelik
tedavinin uygulanabilirligini 6nemli 6l¢iide artirabi-
lecegine inanilmaktadir.

I EKSOZOMLARIN KESFi VE ONEMI

CTC’lere ve ctDNA’ya ek olarak, cogu hiicre tara-
findan viicut sivilarina (6rnegin kan, tiikiirtik, idrar
vb.) salinan ve ana hiicre veya tiimdrii temsil eden ha-
yati bilgileri (6rnegin, mRNA’lar, mikroRNA’lar ve
proteinler) igerdigine inanilan nano boyutlu vezikiil-
lere iliskin kanitlar mevcuttur.®® Genel olarak ekso-
zomlar olarak bilinen bu vezikiller, timor
hiicrelerinden tiiretilir, 6rnegin primer timor ve

kemik iligi hiicreleri arasinda lokal ve sistemik hiicre
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iletisimini kolaylastirarak kanserin ilerlemesine kat-
kida bulunur.®' 1970’lerde endozom benzeri yapila-
rin, belirli malzemeleri hiicrelere tasidigi ve ayni anda
vezikiil seklindeki yapilar: serbest biraktig: gibi erken
gbzlemler yapilmistir.®> Birkag yil boyunca “hiicre-
sel atik” olarak kabul edilen bu gizemli molekiillerin
spesifik bir islevi olmadig diigtiniiliiyordu.®®> Ancak
daha sonra bir¢ok ¢alisma, bu kiiciik yapilarin ol-
duke¢a 6nemli oldugunu ve immiin yanitlara aracilik
etmedeki rolleriyle ilgili baz1 6nemli gdzlemler, ce-
sitli biyolojik mekanizmalardaki rollerini anlama ko-
nusundaki ilgiyi yeniden ortaya ¢ikarmistir.®*¢” O
zamandan beri, endositik kokenli bu nano boyutlu
hiicre dis1 vezikiillerin arastirilmasi yaygin ilgi ka-
zanmaya baglamistir (Sekil 5).

Bu EV’lerin biyogenezi hala belirsiz kalsa da
multivezikiiler cisimlerin intraluminal tomurcuklan-
masindan ge¢ endozomal membranla kaynaklandi-
gma inanilmaktadir. EV’lerin salimimi, plazma
membrant ile fiizyon lizerine meydana gelen mem-
bran inversiyon olaylari ile iligkilidir ve membran to-
murcuklanmasi, sitoplazmik RNA, protein ve hatta
DNA’nin kapsiillenmesine neden olmaktadir.®* Muh-
temelen ana hiicreden tiiretilen bir biyomolekiil yiikii
tastyan bu vezikiiller, herhangi bir alic1 hiicrenin bi-
yokimyasal kompozisyonunu, sinyal yolaklarini ve
genomik durumunu degistirme kabiliyetine sahiptir.
Benzer sekilde tiimor hiicrelerinden salinan EV’lerin,
ana hiicreden tiiretilen molekiiler icerigin aktarilmasi
yoluyla birincil tiimor ve kemik iligi hiicreleri ara-
sidaki iletisime aracilik ettigi diistiniilmektedir.®* EV

analizinin, CTC’ler (kan basma 1-100 hiicre) gibi
diger kan bazli belirteglere gore en biiylik avantaji,
EV’lerde daha biiyiik bir biyobelirte¢ popiilasyonuna
erisimdir (serum, kan, plazma vb. gibi biyolojik s1vi-
larda pL bagma 8,0x103 ile 5,0x105 EV).* Bu ne-
denle ana tiimd&r veya hiicre tipini profilleyebilmenin
basit ve invazif olmayan bir kaynagini temsil eden
yeni hastalik biyobelirtegleri olarak kabul edilebilir-
ler.

Kisacasi eksozom olarak da adlandirilan EV’ler,
kiigiik yuvarlak vezikiillerdir, cap1 30-120 nm’dir ve
hiicre dis1 ortama ¢oklu hiicre tipleri (tlimor hiicreleri
dahil) tarafindan salinan RNA, miRNA, DNA ve pro-
tein tagiyan endozomal kokenlidir. Eksozomlarin,
diger hiicreler tarafindan igsellestirilen hiicreler ara-
sinda bir tiir iletisim formuna aracilik ettigi diisiiniil-
mektedir. Kan, idrar, tiikiirik, plevral efiizyon,
amniyon s1visi, burun salgilari, bronkoalveolar lavaj-
lar, beyin omurilik s1visi, anne siitili ve asit gibi biyo-
lojik s1vilarda bulunduklari i¢in ekzomal DNA da LB
ile analiz edilebilir. Son ¢alismalar, eksozomlarin ana
hiicrelerinin ¢ift sarmalli DNA igerdigini gostermis-
tir. Bu kesif, spesifik dokulardan ve timdrlerden kay-
naklanan eksozomlar1 izole etme olasiligi ile
birlestiginde, eksozomal DNA nin akciger, meme ve
prostat kanseri gibi ¢esitli karsinomlardaki tiimor he-
terojenitesini degerlendirmek i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir. Ayrica bir¢cok ¢alisma eksozomal
DNA analizinin, kemoterapi gibi tedavilerin kanser
hiicresi popiilasyonlari lizerindeki segici etkilerini de-

Hiicre digi vezikiil kavram

Erken gozlemler: Eks 1 tastatik dncesi
Belirli malzemelerin hiicrelere Antijen sunumunda 35;:&:?;3:3 ba§]:1:rllrceSl
endozom tarafindan t eksozomlar (Silvaveark.)

(Cousin) (Raposo veark.)

Biyobelirteg potansiyelinin

(Stahl vd. &Johnstone veark.)

Ekzozomlar
«hiicresel atik»
(Trams veark.)

Ekzozom kavram
(Johnstone veark.)

dogrulanmasi
(Taylor &Taylor)

Genetikhaberciler
olarak eksozomlar
(Yuveark.) Cip teknolojisiile
ekzozom analizi
(He veark.)

SEKIL 5: Ekzozomlar zaman gizelgesi ve doniim noktalari.
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gerlendirmek i¢in kullanilabilecegini gostermekte-
dir.*

Eksozomal DNA analizleri disinda, eksozomal
miRNA c¢aligmalari da yogun ilgi gérmektedir. miR-
NA'’lar, kodlayict olmayan RNA nin uzunlugu 19-24
niikleotit arasinda olan, gen ekspresyonunun diizen-
leyici molekdilleri olarak gdrev yapan, hedef genleri-
nin mRNA’larinin translasyonunu inhibe etmek i¢in
hibridizasyon iglevi yapan kiiciik molekiillerdir. Kan-
serli hastalarda miRNA’larin farkli ekspresyon sevi-
yeleri oldugu gosterilmistir. Tek bir miRNA, insan
viicudundaki birkag¢ genin ekspresyonunu etkileyebi-
lir. Ayrica miRNA’lar tipik olarak insan genomu bo-
yunca dagilmis olsa da cogu miRNA’lar farkli kanser
tiirleri tarafindan hizla silinen kirilgan bolgelerde bu-
lunur. Bu nedenle miRNA degisiklikleri, kanserin
ilerlemesini ve gelisimini yansitabilir. Kolorektal, ak-
ciger, meme ve cilt kanseri olan hastalarda miRNA
degisikliklerini gosteren en yaygin belirtegler miR-
21, miR-320a, miR-423-5p ve miR-24’t{ir.*"

JJ LIKID BIYOPSi ARASTIRMALARINDAKI
ZORLUKLAR

Periferik kan, primer tiimorden ve farkli metastatik
bolgelerden tiiretilen bir hiicre ve/veya DNA frag-
manlari havuzunu igeren en yaygin LB kaynagidir.”!
Bu hiicresel ve molekiiler materyallerin analizi, LB
tanisinin temel tagidir. LB’den elde edilen bilgiler-
deki dogruluk derecesi tartisilabilir olmakla birlikte,
yine de tlimorle ilgili bilgi edinmenin en giiclii sek-
lidir. Ayrica LB teshisi, saglik risklerini biiyiik 61-
clide azaltacak olan, daha yiiksek risk altindaki
popiilasyonlara odaklanarak taranmasini saglayabi-
lir. Ancak umut verici sonuglara ragmen erken has-
talik teshisi, yliksek hassasiyet ve ozgiilliik ile tani
teknikleri gerektirir. Ornegin ctDNA analiz kosul-
lar1, tam kandaki CTC’lere kiyasla, serum Ornekle-
rinden ctDNA’y1 elde etmenin kolayligina ragmen
standartlastiritimalidir.”” Bu 6rneklerdeki ctDNA se-
viyeleri genellikle normal DNA’larin 6lmekte olan
kan hiicrelerinden seyreltilmesinden etkilenir. Ote
yandan CTC biyolojisindeki son gelismeler, CTC’le-
rin klinik tanilamaya sokulmasindan ziyade, CTC
tespiti i¢in yeni teknolojik gelismelere odaklanma-
sin1 saglamistir.
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Gectigimiz 10 yilda, makul bir siire zarfinda si-
nirlt veya hi¢ kan hiicresi kirliligi olmayan, farkli ol-
mayan hasta kan orneginden CTC elde etmeye
odaklanan bir CTC teknolojisi bollugu gelistirilmis-
tir. Bununla birlikte agir1 miktarda kan hiicresi ve
kanin viskozitesi, bu cihazlarda ayrilma verimini si-
nirlar ve bu da yliksek saflikta CTC’lerin elde edil-
mesini zorlastirir. Cogu yontem, EpCAM gibi
epitelyal markerler kullanilarak izole edilmis CTC’ler
gelistirmis ve mezenkimal fenotip hiicrelerinde bu-
lunmayan sitokeratin markerleri kullanarak aday
CTC’leri tanimlamistir. Epitelden-mezenkimal bir
gecise maruz kalan CTC’lerde, epitel isaretlerinin
azalmis ifadesi, artan plastisite ve go¢ kapasitesi,
CTC’lerin izolasyonunu daha da zorlastirir. Ayrica
epitel belirteclerine dayanan geleneksel sayim yon-
temleri, yalnizca sinirh sayida CTC alt tipine erige-
bilir; bu da tiim kanser hastalar1 i¢in standart bir
degerlendirme prosediirii olusturmayi zorlastirir. Or-
negin FDA onayli ilk CTC izolasyon teknigi olarak
CellSearch®, kanser prognozu i¢in referans olarak pe-
riferik kanda CTC sayimim saglamakla birlikte,
CTC’lerin kanser ilerlemesi ile klinik iliskisini kur-
mak i¢in yaygin olarak kullanilan bir yaklagimdir.”
Metastatik kanser hastalarinda CTC sayimi; meme,
prostat ve akciger kanserlerinde hastanin sagkalimi
ile dogrudan iligkilidir ve cerrahi prognoz ve kanser
tedavisinin prognozunun giivenilir bir gostergesidir.
Ancak CTC saymmui sinirl bilgi verir ve okuma bi-
reysel farklilik ve kanser hiicresi heterojenligi nedeni
ile degisebilir.

Son 10 yilda, CTC’ler iizerinde yapilan ¢alis-
malar basit hiicre sayimlarindan c¢ok daha ileriye
dogru yol almistir. Mevcut teknikler ve platformlar,
aragtirmacilarin CTC’leri tek bir hiicre gen seviye-
sinden karakterize etmelerini saglamistir. CTC’lerde
DNA ve RNA ekspresyon diizeyi, kanser tedavisinin,
ozellikle basarisizliklarinin degerlendirilmesini ve
anlagilmasii kolaylastirmak i¢in kullanilabilir. Bu
0zel amag i¢in CTC sayimlar arastirilmistir, CTC’le-
rin farkli kanser kosullarindaki iligskisinin anlasila-
mamasi nedeni ile bagka bilgilerin de kullanilmasi
miimkiindiir. Hasta durumunun izlenmesi igin yeni
referans olarak RNA ve DNA ekspresyonu kullani-
labilir. Kastrasyona direncli prostat kanserinde
(CRPC) yapilan arastirma, CTC’lerde AR-V7
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mRNA’nin ekspresyonunun enzalutamid ve abirate-
ron tedavilerine direngle iliskili oldugunu ve bu te-
davilerin basarisizliginin androjen sinyallemesi ile
iligkili oldugunu gostermistir.”* Klinik CTC 6rnekle-
rinin RNA sekans1 {lizerinde yapilan bir takip ¢alis-
AR-V7’nin AR-V7
tarafindan kodlanan proteinin ligand baglama alani-

masi, tespit edilmesinin,
nin eksikligi nedeni ile androjen reseptoriinii hedef
alan tedaviler ile iligkili oldugunu gostermistir.”
Sonug klinisyenlere kanser hastalarindan elde edilen
CTC’lerin RNA seviyelerinin potansiyel olarak te-
davi tabakalasmasi i¢in kullanilabilecegine dair yeni
bir bakis acis1 sunmaktadir. Ayrica DNA/RNA pro-
tein ekspresyonu seviyeleri, kanser tedavisinin dina-
mik izlenmesi i¢in iyi nicel parametrelerdir.
CTC’lerin ayrilmasi, CTC ile baglantili LB’ nin yal-
nizca bir baslangi¢ noktasidir; ¢linkii mevcut arastir-
bir hastanin CTC’lerden

fizyolojik durumu hakkinda bilgi edinmek ve hasta

manin nihai amaci,
icin daha etkili bir tedavi saglamak i¢in bilgiyi kul-
lanmaktir.

Bu bilgilerin yani sira, ctDNA’nin veya EV’le-
rin biyolojisi ve klinik 6nemi ile ilgili birkag¢ ana so-
runun daha iyi anlasilmasi gerekir. Birkag¢ hipotez,
ctDNA’nin tiimdr hiicreleri veya apoptoz gegiren
hiicreler tarafindan potansiyel olarak salinmasi dahil
daha fazla arastirmay1 gerektirir.”! ctDNA i¢in daha
onceki yaklasimlar, yalnizca yaygin olarak degisti-
rilmis genlerdeki degisikliklere odaklanmis ve boy-
lece analiz edilen mutasyon sayisini sinirlamistir.
Bununla birlikte son zamanlarda yapilan ¢aligmalar,
¢ok sayida ekzonda ya da genom ¢apinda analizlerde
tarafsiz analizler yoluyla de novo mutasyonlara odak-
lanmaktadir. Ayrica yeni nesil dizileme tekniginin
hassasiyetindeki gelismelerle, yabanil tip molekiiller
arasindaki tek degisikliklerin tespit edilmesinde sa-
dece yeteneklerimizi gelistirmemiz beklenmektedir.
Bu ctDNA’nin uygulamalarmni, hastalik izlemesinden
ameliyat sonrasi rezidiiel hastaligin tespitine ve erken
tespite kadar genisletebilir.

Ote yandan EV arastirmast, hastaligin teshisinde
roliiniin yavas yavas hiicresel atik olarak kabul edil-
mesinden ana tiimdriin biyolojik ayak izi olarak ta-
ninmasina kadar yavas yavas ilerlemeye baglamasiyla
10 yildan kisa bir siirede 6nemli ilerleme kaydetmis-
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tir. Ozel ilgi konusu EV’lerin atasal hiicrelerinin, fiz-
yolojik durumlari ile iligkili paha bicilmez bilgi sag-
layabilen yiizey protein ifadesidir.”® Her ne kadar
EV’ler hiicre tipine bakmaksizin biiyilik dl¢lide bir-
kag protein belirtecini paylassalar da hiicreye spesifik
olan ve salgilayan hiicrelerin tipine ve patofizyolojik
kosullarini yansitan kiiciik bir protein fraksiyonu da
tagirlar. Yiizey protein belirteclerinin {ist liste gelmesi
ve ¢oklu hiicre tiplerinden tiiretilen eksozomlar ara-
sindaki iligkili heterojenite, izolasyonlarini daha da
zorlastirir. Bu nedenle, arzu edilen EV popiilasyon-
larinin yiiksek saflikta izolasyonu i¢in daha iyi ekso-
zom belirteclerinin tespit edilmesine hala ihtiyac
vardir.”” Sahada yapilan etkileyici ilerlemere ragmen
mikroakiskan cihazlarin ¢ogu 6l¢eklenebilirlik, stan-
dardizasyon ve validasyon nedeni ile klinik analiz
icin hala uyumlu degildir.”® Ayrica birkag yaklagim
zaman alicidir, kapsamli 6n islem adimlari gerektirir
ve protein ya da niikleik asit analizi i¢in yeterli mik-
tarda EV elde etmez. Bu nedenle EV’leri, uygun ma-
liyetli ve hizli bir sekilde segici bir sekilde alan
izolasyon tekniklerine ihtiya¢ vardir. Teknigin asag1
akim proteomik veya dizilim analizi ile entegrasyona
duyarli olmasi da 6nemlidir.

I LIKiD BiYOPSI TEKNIGININ UYGULANMAS|

Globocan verilerine gore 2018’de tahmini 18,1 mil-
yon yeni kanser vakas1 ve 9,6 milyon kanser 6liimii
olacag1 vurgulanmaktadir. Bu nedenle kanserin erken
tanis1 ve hedefe yonelik tedavi ile bireysel tip alanin-
daki ilerlemelere yonelik calismalara ihtiyag vardir.
Buradan yola ¢ikarak, yukarida bahsedilen analitler
ve bulgular, nihayetinde gelismis kanser teshisi, te-
davi rehberligi ve hastalik siirveyansina doniisen altta
yatan hastalik (6rnegin tiimor yiikii ve heterojenite)
hakkindaki bilgilerimizi artirarak kanser tiimorleri-
nin genetik durumunu degerlendirmek amaciyla kul-
lanilabilir. Tiim bunlar1 gergeklestirebilmek amaciyla
baz1 biyolojik ve teknolojik zorluklarin {istesinden
gelinmesi gerekir. Ozellikle standartlastirilmis anali-
tik 6n numune alma prosediirlerinin yani sira LB 6r-
neklerinin molekiiler analizi i¢in heniiz mevcut
olmayan saglam ve tekrar tiretilebilir ig akiglarina ih-
tiya¢ duyulmaktadir. Genel olarak LB kavramu, kisi-
sellestirilmis tip yaklagimini tamamlar ve klinik
calismalarda hasta se¢imi i¢in yenilik¢i bir yol sunar;
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burada genom analizi, hastanin hedefe yonelik tedavi
icin uygunlugunu destekler niteliktedir.

LB’lerden elde edilen bilgiler, metastatik hasta-
ligin belirli bir evresinde hekimin en iyi tedaviyi seg-
mesine yardimci olabilir. Kan bazli izleme, ayrica bir
gorlintiileme muayenesinde degisiklikler goriinme-
den once farkli bir tedavi rejimine ge¢cme gereklili-
gini de gosterebilir. Erken evre kanserlerde, tedavi
sonrasi, kanin kanser sinyalleri i¢in periyodik olarak
kontrol edilmesi, niiks (tekrar) riski olan hastalar1 ta-
nimlayabilir. Baz1 arastirmalar, sivi biyopsilerin tii-
moriin yeniden ortaya ¢ikmasindan ¢ok dnce kanserin
ne zaman ortaya ¢iktigini tespit edebilecegini 6ne sii-
riiyor. Erken miidahale sayesinde sag kalim iyilesti-
rilebilir (Sekil 6).” Sivi biyopsi ve benzeri yeni
yontemler, bugiin ekonomik olarak yaygin kullanila-
bilecek duruma gelmektedir. Klinik olarak tan1 ve te-
davideki
geleneksel yontemlerin yani sira hastalar i¢in ucuz,

yararlarinin  kanitlanmasiyla  birlikte

zahmetsiz ve yeni bilgiler saglayan teknikler olarak
kullanima girmeleri bekleniyor.

I SONUG VE BEKLENTILER

Kanser yonetimindeki stratejiler gelismeye devam
ederken; tani, prognoz ve tedavi direncinin 6ngoriil-
mesi ile ilgili zorluklar ve talepler de artmaya devam
ediyor. Bununla birlikte tiimor heterojenligi, spesifik
genomik degisiklikleri hedefleyen molekiiler ajanla-
rin meveut olmasina ragmen bireysel genom anali-
zine dayanan terapi rejimlerinin gelistirilmesinde
onemli bir engeldir. Bu bakimdan CTC’ler ve
ctDNA, LB tanisinin ¢ekirdegini olusturur ve kanser
tedavisi ve yonetiminde yeni yol stratejilerini olustu-
rur. LB’ler, primer tiimorlerin biyopsi yapmasinin zor
oldugu durumlarda etkili alternatifler olabilirler. Da-
hasi LB, hastalar1 siniflandirmaya ve yiiksek riskli

popiilasyon i¢in tarama yontemlerine odaklanmaya
yardimci olarak yan etkileri (6rnegin mamografide
radyasyon) ve saglik maliyetlerini azaltabilir.

Ancak sistematik tedavi sirasinda CTC’lerin ve
ctDNA’nin, engellerin duyarlilik ve segicilik oldugu
erken teshis belirtegleri yerine kullanilmasi daha
uygun olabilir. Bu baglamda ctDNA ve CTC’lerin,
hedefe yonelik tedavilere yanit analizleri klinik uy-
gulamaya yonelik uygulanabilirligi artirabilir. Ek
yonler, terapotik hedefleri kodlayan genlerdeki mu-
tasyonlar i¢in testler ve/veya kiiciik bir hasta grubuyla
(cohort) kolayca test edilebilen benzer direncli genler
igerebilir. Daha onceki ¢aligmalar ctDNA mutasyon-
larinin tespitinde tutarsizliklar gézlemlemis ve esles-
tirilmis ctDNA ile tim&r doku drneklerinde yiiksek
hassasiyetli nadir mutasyonlari tanimlayabilen yak-
lagimlarla iyilestirilebilmistir.

Yukarida belirtilen bu kritik kaygilar, LB aras-
tirmalarinda EV’ler veya ctDNA’nin CTC’lerde ter-
cih edilen belirtecler olmasiyla paradigma kaymasina
neden olmustur. Ancak tiim bu belirteglerin nihai kli-
nik faydasi héla daha fazla validasyona ihtiya¢ duy-
maktadir. Her ne kadar EV’ler ve ctDNA’lar,
CTC’lerden daha bol ve her ne kadar analiz i¢in daha
uygun goriinse de teknik zorluklar ile kaygilar mev-
cuttur. Daha fazla bilgi edinmek i¢in daha fazla arag-
tirma yapilmasi gerekirken, EV’lerin alaninin ve LB
potansiyellerinin hala tomurcuklanma asamalarinda
oldugunu not etmek Onemlidir. Bununla birlikte
EV’lerin igsel 6zellikleri onlar1 aragtirma, hastalik
teshisi ve tedavi icin ideal biyobelirtegler yapmakta-
dir. EV’lerin izolasyonu ve tespit stratejileri konu-
sunda dnemli ilerlemeler kaydedilmesine ragmen EV
teknolojilerinin klinik entegrasyonunu kolaylastirmak
icin EV’lerin alt popiilasyonu veya hastaliga 6zgii na-
novezikiillerin izolasyonu ile ilgili temel zorluklarin
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SEKIL 6: Kanserin gesitli evrelerinde tedavi stratejisi icin likid biyopsi kullanimi.
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ele alinmasi zorunludur. Ayrica hastaligin ilerleme-
sindeki klinik potansiyellerini ve rollerini anlamak
icin hastaliga 6zgii EV’lerin kapsamli analizi ile daha
fazla klinik dogrulama gerekebilir. EV’lerin timor
modiile edici potansiyelinin gergeklestirilmesi ile il-
gili olarak, EV’lerin onkojenik eksozom sinyalizas-
yonundaki roliinli anlamak 6nemlidir.®*® Muhtemel
yaklasim, metastazi ve timor olusumunu 6nleyebile-
cek bu nanovezikiillerden yoksun modelleri test
etmek olacaktir. Bununla birlikte bu yaklagimin uy-
gulanmasi, EV’lerin uzaklastirilmasiyla ilgili teknik
zorluklarla sinirlidir.

Bunlara ek olarak sahadaki bazi zorluklarin,
LB’lerinin hastalik yonetimi i¢in gergek bir teshis
olarak tam potansiyelini gergeklestirmeden 6nce ele
alinmas1 gerekir. Ozellikle EV’lerin, ctDNA’nin ve
CTC’lerin arkasindaki biyolojiyle ilgili daha derin ic-
gorii, molekiiler profiller ve hastanin fizyolojik has-
talik durumu arasinda iliski kurabilir. Baz1 vakalarda,
CTC sayilar1 ve ctDNA seviyeleri arasinda karsilikl
bir iligki oldugu belirtilmis olsa da bu korelasyonla
iligkili temel biyoloji hala tam olarak anlasilmamig-
tir.®! Klinik ortamlarda LB’nin uygulanmasiyla ilig-
kili diger bazi zorluklar sunlardir: (i) ctDNA’nin
kanser agamasinin tam bir temsili olarak kabul edilme
potansiyeli, (ii) ctDNA, CTC’ler ve EV’ler yaygin
olarak bilinen dolasimdaki biyobelirtecler oldugu gz
online alindiginda, tiim metastazlarin bu biyobelir-
teglerin kan dolasiminda serbest birakilmasina kat-
kida bulunup bulunmadigim
uyandiricidir. Bu zorluklara ek olarak, alan ayni za-
manda LB tanis1 olarak birka¢ yeni DNA ve CTC ta-
banli yaklasimin yiikselisine de tanik olmustur. Bu,
plazma DNA’sinin dokusunu izlemek i¢in plazma

bilmek merak

DNA’smin genom ¢apinda bisiilfit dizilimini ve di-
zilim verilerinin metilasyon dekonvoliisyonunu ice-
ren plazma DNA doku eslemesini igerir. Plazma
DNA niikleozom korumali oldugundan, plazma DNA
fragmanlarinin genomik sekans kapsaminin analizini
igeren niikleozom haritalamasi, niikkleozomlarin po-

84

zisyonunu ortaya ¢ikarabilir. Niikleozom sonlanmis
bolgedeki daha kisa okuma derinligi nedeni ile yiik-
sek ve diisiik eksprese edilmis genlerin ayirt edilme-
sine yardimct olabilir. Ayrica CTC hiicre kiiltiirii
calismalarin gelisimi, umut verici beklentiler goster-
mektedir.?>* Kiiltiir ortaminda biiyiitiilen ve farelere
enjekte edilen hastadan tiiretilmis CTC’ler, orijinal
timoriin 6zelliklerinin korundugunu dogrulamigtir.®
Ayrica CTC’den tiiretilen hiicre hatlarinin terapi se-
cimlerini destekledigine ve potansiyel olarak ilag tes-
tine veya gelisimine yardimci  olduguna
inanilmaktadir. Bu incelemeden, 3 LB biyobelirtegi-
nin her birinin, sinirlamalarin yan sira avantajlari ol-
dugu sonucuna varabiliriz. [leriye dogru, etkili kanser
teshisi ve yonetimi, tiim bu LB biyobelirteglerinin,
farkl1 bireylerde ve i¢indeki biyobelirteg seviyelerin-
deki heterojenlik ve degiskenlik nedeni ile sonugsuz
kaldig1 kanitlanmus, tek bir biyobelirte¢ temelli ana-
lize dayanmak yerine, ayn1 anda ve tek bir hasta or-

negindeki eszamanl analize dogru ilerleyebilir.
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