Kanser Hastalarinin Serum/Plazmalarinda
Tumor-Spesifik DNA: Kanserin Erken Tanisinda
Potansiyel Onemi
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Kanser, olime en stk yol acan hastaliklarin basinda
gelmektedir. Bazit kanser tiplerinin tant ve tedavisindeki
ilerlemelere karsin, kanserin erken tani ve tedavisi halen
buyik bir sorun olmaya devam etmektedir. Zira kanser
hastalarinin bir cogunda kanser tanist hastaligin ileri satha-
larinda veya metastaz yapmasindan sonra gerceklesmekte-
dir. Bu asamada cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi
bugtinki tedavi seceneklerinin de ancak smirl etki goste-
rebildigi bilinmektedir. Bu da mortalitenin ytiksek olmasty-
la sonuclanmaktadir. Bu nedenle, hastaligin erken belirlen-
mesine olanak saglayacak yeni gelismeler ve teknikler
kanser mortalitesini etkileyecektir.!

Serumda bulunan ve kanserin belli tiplerine spesifik
olan proteinlerin eser miktarlarinin saptanmasi, karsino-
embriyonik antijen ve alfa-fetoprotein gibi timor belirleyi-
cilerin gelistirilmesiyle baslamistir. iImmiindifiizyon ve da-
ha sonra RIA ve ELISA tekniklerinin kullanilmast pek c¢ok
serum timor belirleyicinin bulunmasina yol a¢mis, bunla-
rin bir cogu rutin kullanima girmistir. Ancak bu tiir belirle-
yicilerin dezavantaji sinurlt spesifisite ve sensitiviteye sahip
olmalaridir.>? Son yillarda kanser hastalarinin serum veya
plazmalarinda tiimore 6zgii molekdler degisikliklerin bu-
lundugunun anlasilmast ile kanser tanisinda yeni bir do-
nem baslamaktadir. Molekiiler biyomarkerlarin, 6zellikle
de kanser inisiyasyon ve progresyonu ile iligkili olanlarin
bulunmasi kanserin erken belirlenmesi icin gelistirilecek
stratejiler icin yararli olacaktir. Serum/plazmadaki timore
0zgl molekiler degisiklikler, dolasimda bulunan ¢ok az
miktarlardaki DNA'y1 cogaltabilen polimeraz zincir reaksi-
yonuna (PCR) dayali metotlarla belirlenebilmekte ve kan-
titatif olarak analiz edilebilmektedirler. Cok duyarli olan bu
teknikler kanserin molekuler hedeflerini belirlemeye yo-
nelik yeni imkanlar sunmaktadir.

Serum ve plazmada serbest DNA varliginin gosterilme-
si 1970°li yillara kadar uzanmaktadir. 1977 yilinda, RIA
metoduyla kanser hastalarinin dolasiminda saglikli insan-
lara oranla daha yiksek miktarda DNA oldugu gosteril-
mistir. Bazi kanser tirlerinde serum veya plazmada DNA
diizeyi yuksek bulunurken, en yiiksek DNA dizeyleri
pankreas kanserli hastalarda gozlenmistir. Diger bir calis-
mada, erken evre akciger kanserli hastalarin ileri evre has-
talara gore daha dusutk, ancak saglikli kontrollerden daha

yiiksek DNA seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir.> Fo-
urnie ve arkadaslari, dolasimlarinda disiik miktarlarda
DNA’ya sahip olan kanser hastalarinda sagkalimin, 100
ng/ml DNA'ya sahip olanlara gore daha uzun oldugunu
bildirmistir. 80 ng/ml DNA miktari cut-off noktasi olarak
belirlenmek suretiyle, akciger kanserli hastalarin %711, se-
lim pulmoner hastalarinin ise %37’si bu oranla ayurt edile-
bilmistir (Tablo 1).” Bu arastirma ayni zamanda, plazma
DNA dizeylerinin basarisiz tedaviyi takiben artma, basa-
rili tedaviden sonra ise azalma egiliminde oldugunu da
gostermistir.

Bugln artik bilinmektedir ki, dolasima salinan DNA
miktart timorin buytime hizi, histolojik grad veya apop-
toz-nekroz derecesine gore degismektedir.® Burada cevabi
hentiz tam olarak bilinmeyen 6nemli soru, timorden sir-
kulasyona DNA'nin nasil gectigidir ? Bunun mekanizmasi
tam olarak bilinmemekle birlikte, hizli ¢cogalan htcreler-
den aktif salinma ile timor hicrelerinin apoptozu veya
nekrozu gibi mekanizmalar onerilmistir.? Sonucta, DNA
butin olarak veya apoptoz ve nekrozla 6lmis hiicrelerden
parcalanmis halde sirkiilasyona verilmekte ve serum/plaz-
mada belirlenebilmektedir. 1

Kanda serbest dolasan DNA'nin varligi 1970'li yillarda
belirlenmis olmasina ragmen, kanser hastalarinin dolasi-
minda bulunan serbest DNA'nin neoplastik 6zelligi oldugu
ve timortn biyolojik karakterini yansittiginin anlasilmast
1980’li yillarin sonlarinda gerceklesmistir.!! Bunu takip
eden yillarda, Sorenson ve arkadaslar'?, pankreas kanser-
li hastalarin dolasimlarinda timor-kokenli K-ras onkogen
mutasyonlarii; Vasioukhin ve arkadaslar!'? ise myelodisp-
lastik sendromda N-ras mutasyonlarint bildirmislerdir. Bu
klasik calismalarin 1s1ginda, yeni timor belirleyiciler gelis-
tirme konusunda arastirmalara baslanilmustur.

Pek cok kanser tirtinde, timor dokusunda belirlenen

Tablo 1. 80 ng/ml Plazma DNA Miktarina Gére Kanseri
Belirleme Orani.

Hasta sayisi Belirleme Orani (%)
Saglikli kontrol 59 0
Pulmoner hastalik 54 37
Akciger kanseri 45 71
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spesifik onkogenler, timor baskilayici genlerdeki nokta
mutasyonlari, heterozigotluk kaybi, mikrosatellit instabili-
tesi, kromozomal translokasyonlar ve hipermetilasyon
(p16) gibi molekdiler degisiklikler hastalarin énemli bir bo-
liimiinde serum veya plazmada da bildirilmistir.!418 Kolo-
rektal ve pankreas kanserli hastalarin plazmalarinda klinik
tantdan 6nce Ras geni mutasyonlart gosterilmistir,!9-2!
Hodgkin lenfoma ve B-hiicre l6semili hastalarin plazmala-
rinda yeniden duzenlenmeye maruz kalmis immiinglobu-
lin agw zincir DNA’st belirlenebilmektedir. Mikrosatellit
instabilitesi bas-boyun, akciger, meme, renal hiicre, kolon
kanseri ve malign melonomali hastalarin plazma/serumla-
rinda gosterilmistir. 2224 Kanser hastalarinin kan dolagimla-
rinda timor-spesifik DNA disinda, viris-spesifik ntkleik
asitler de belirlenebilmektedir. Hodgkin, Burkitt lenfoma
ve nazofarenks kanserli hastalarin plazmalarinda Epstein-
Barr virtis (EBV) DNA’s12>20 bas-boyun kanserli hastalar-
da human papilloma viriis (HPV) DNA’s1 belirlenmistir.?
Bunun disinda, kanser hastalarinda dolasimda bulunan ti-
mor mRNA’larinin kantitatif analizi kanser progresyonu-
nun takibinde ve tedaviye cevabinin degerlendirilmesinde
yararl goziikmektedir.?

Tumorin erken belirlenmesinde kullanilabilecek, po-
tansiyeli en ylksek biyomarkerlerden biri “DNA metilasyo-
nu” olarak gozitkmektedir. DNA metilasyonu, DNA’nin do-
gal olarak gerceklesen tek epigenetik degisikligidir. Fizyo-
lojik DNA metilasyonunda meydana gelen bozukluklar
karsinogenezde 6nemli rol oynamaktadir. Genomun genis
capl hipometilasyonu genom instabilitesine yol acarken,
bazi kanser-iliskili genlerin (timor baskilayict genler, DNA
tamir genleri, metastaz-inhibitor genler) genellikle promo-
tor bolgelerinde “CpG islands” olarak adlandirilan nokta-
larda hipermetilasyona maruz kalmasi, kanser baskilayici
olan bu cok 6nemli genlerin inaktivasyonu ile sonuclan-
maktadir. Kanserde timor baskilayict genlerin hipermeti-
lasyonu oldukca stk goriilmektedir.?® En fazla etkilenen
gen grubu, hiicre dongtistiniin kontroliinde 6nemli rol oy-
nayan siklin-bagimli kinaz (CDK) inhibitorleridir (p15, p16
ve p27 gibi).?® Bu genlerin kodladigi proteinler, siklin-ba-
guml kinazlara baglanmakta ve bunlarn siklin proteinleri
ile etkilesimini ve boylece CDK/siklin komplekslerinin ki-
naz aktivitesini onlemektedirler. Hiicre dongustinin G1/8,
S/G2, G2/M ve Mitoz gecis noktalarinin kontrolit CDK/sik-
lin komplekslerinin aktivitelerinin regiilasyonu ile saglan-
maktadir. Ornegin timér baskilayict gen p16, G1/S nokta-
sinda anahtar rol oynayan retinoblastoma proteininin (Rb)
CDK-aracilikli fosforilasyonunu onlemektedir. p16 geninin
hipermetilasyonu fonksiyon kaybi ile sonuclanmakta ve
Rb’nin hiperfosforilasyonuna yol agmaktadir. Bu da, kont-
rolsiiz ve smirsiz hiicre cogalmasina ve dolayistyla kanser
olusumuna yol acabilmektedir. p16 metilasyonu akciger,
meme, karaciger, kolon gibi farkli kanser tiirlerinden has-
talarin serum veya plazmasinda belirlenmistir.7-3%3! Bizim
laboratuarimizda ise p16 gen metilasyonu lenfomali hasta-
larin plazmalarinda gosterilmistir.32

Calismalar, DNA metilasyonunun timoriin erken belir-

lenmesinde kullanilabilecek, potansiyeli en yiiksek biyo-
markerlerden biri oldugunu gostermektedir. DNA hiper-
metilasyonu, mikrosatellit ve mutasyon analizini sensitivi-
teleri acisindan karsilastiran bir ¢calisma, DNA metilasyonu-
nun normal DNA icerisinde 1:1000 oraninda bulunan ti-
mor DNA’sint belirleyebilecek sekilde en yiiksek duyarlili-
&1 gosterdigini bildirmektedir.3% Farkli metilasyon marker-
lart kullanilarak farkli tip kanser hastalarinin hemen hep-
sinde dolasimda bulunan timoér DNA’sinin belirlenmesi
miimkiin olabilecektir. Ayrica, kusurlu DNA metilasyonu-
nun prognostik degeri ve metillenmis genlerden metilas-
yonun uzaklastiilmasint hedef alan terapotik gelismeler
kanser hastalarinin tani ve takibinde yararl olacaktr.

Yukarida 6rneklerle verilen farkls tip molekdler gene-
tik degisiklikler, kanserin erken ve non-invasiv taranmasin-
da, risk belirlenmesinde kullanilabilecek spesifik ve sensi-
tif potansiyel biyomarkerlar olarak goriilmektedir.343> Bu
tir molekiler degisikliklerin serum/plazmada incelenme-
sinin, timorde bulunan molekiler lezyonlar konusunda
daha belirgin bir tablo ortaya cikarabilecegine inanilmak-
tadir. Ayrica, serbest DNA'nin metastaz strecinde rol alabi-
lecegi soylenmis ve “genometastasis” hipotezi ortaya atil-
mustir.3° Hipotez, uzak organ metastazlarinin, plazmada
dolasan tiimor kaynakli onkogenlerin bu organlardaki du-
yarlt hiicrelere girerek bunlari transforme etmesiyle olusa-
bilecegini ileri sirmektedir.

Serum veya plazmada belirlenen tiimor-spesiflk DNA,
saglikli kontrollerde ¢ok az veya hi¢ bulunmadigindan,
DNA'y1 temel alan timor belirleme metotlart %100’e yakin
spesifisite gostermektedirler. Bu sonug¢, molekuler marker-
larin serum timor markerlarindan daha duyarli oldugu an-
lamima gelmektedir. Molekuler markerlar: bilinen serum
timor markerlart ile karsilastiran ¢alismalar bu sonugclar
dogrulamaktadir. Ornegin, K-ras mutasyonlar: ile timor
marker CA19-9 veya hepatoselliiler karsinomda serum p16
metilasyonu ile AFP karsilastirdmis ve molekiiler markerlar
daha duyarli bulunmustur.3* Ancak, test kriterleri, sensiti-
vite ve spesifisite, serum timor markerlar ile karsilastiril-
mis olmasina karsin, simdiye kadar plazma/serumda dola-
san serbest niikleik asitler klinik rutin kullanima hentiz gir-
memistir. Ancak otomasyonun gelismesiyle, onimuzdeki
yillarda timor-spesifik niikleik asitlerin kanser hastalarinin
tant ve takibinde kullanilmaya baslamas:t beklenmekte-
dir.%” Klinik diizeyde molekiiler tiimér markerlarin sensiti-
vite ve spesifisitesinin nasil belirlenecegi konusunda bazi
zorluklar vardir. Farkli grup arastiricllarin plazma/serum
icin farkli niikleik asit izolasyon protokollerini kullanmast,
seriler arasinda karsilastirmayi zorlastirmaktadir. Degisik
protokollerin performansini karsilastiran az sayida ¢alisma
mevcuttur. Bu nedenle, gelecekte plazma/serum DNA’st-
nin yaygin kullanimi igin, ntkleik asit eldesinin otomatik
hele getirilmesi gerekmektedir. Bu problemlerin ¢oziilme-
si farkli merkezlerde elde edilen sonuclarin karsilastiriima-
sina olanak saglayacaktir.

Sonu¢ olarak, serum/plazmada saptanabilen timor-
spesifik molekiiler degisiklikler, kanserin erken ve giiveni-
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lir tanisinda, ve boylece erken miidahale ve korunma stra-
tejileri gelistirme ve risk altinda bulunanlarin belirlenme-
sinde, ayrica prognoz tahmininde ve timor yikini (ve bu
nedenle terapinin etkinligini) belirleme konularinda deger-
lendirilmesi gereken potansiyel bir éneme sahiptir.3
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