AKCIGER KANSERINDE LIiKIT BiYOPSININ YERI
LIQUID BIOPSY FOR LUNG CANCER

Hiseyin Baloglu

Anadolu Saglik Merkezi Patoloji Bolumd, Kocaeli, Turkiye
e-mail: huseyinbaloglu@gmail.com

DOI: 10.5578/tcb.2017.011

Ozet

istatistiksel veriler akciger kanseri icin daha etkin tarama,
tani ve tedavi araglarina ihtiyac duyuldugunu gdstermektedir.
GUndmuzde 6ne cikan her bireyin kendi timortne 6zel
verilere dayanan tedavi modellerinin daha avantajli sonuclar
saglayabildigine dair énemli kanitlar mevcuttur. Saglanan
avantajin temel ¢ikis noktasi ise her bir timérun biyolojik seyrine
gore etkin tedaviye olanak saglayan genetik degisikliklerin tespiti
ve iliskili devinimin takibine olanak saglayan teknolojilerdir. Bu
makalede yeni bir perspektif olarak, tarama, tani ve tedaviye
yonelik timor genotipik 6zelliklerine ait bilgilerin elde edilme
yontemlerinden biri olarak likit biyopsinin potansiyeli ve akciger
kanseri icin kullanimi anlatilmistir.

Anahtar kelimeler: Likit biyopsi, hedefe yonelik tedavi,
akciger kanseri, CTC, cftDNA

Abstract

Statistical analysis reveals that there is a need for more effective
screening, diagnostic and therapeutic applications for lung
cancer. Core data coming from respectful studies prove that
tailored therapy based on each patient’s tumor characteristics
give morereliable therapy results. The rationale of this advantage
is the technologic improvements that enable to detect and
monitor genetic profile of individual’s tumor which creates an
opportunity to plan therapy according to tumor biology. In
the present article, the liquid biopsy as an application to reach
tumor genotype details in lung cancer screening, diagnosis and
therapy is discussed as new perspective in lung cancer.

Keywords: Liquid biopsy, targeted therapy, lung cancer, CTC,
cftDNA

GiRIS

Akciger kanseri halen yaygin bir saglik sorunu ve 6lim
nedenidir. Daha etkin tarama, tani ve tedaviyi hedefleyen
calismalarin hemen tamami, temel olarak, timor ve has-
taya ait ortak verilere dayanan standardizasyon ¢ikarimla-
rndir. Yani bireye, bireyin her bir timérine ait bilgilerden
cok, populasyon verilerine dayanan tedavi modelleri 6n
planda olmustur. Teknolojik gelismelere paralel olarak
hizlanan ve Haziran 2014'te ilk verileri yayinlanan “The
Cancer Genome Atlas (TCGA)”-Akciger kanseri projesi,
daha 6nce yapilmis diger calisma sonuclariyla birlikte, ak-
ciger kanserinin biyolojisiyle iliskili molekuler 6zelliklerin
ayrintili olarak anlasilmasina isik tutmustur (1). Bdylece,
daha 6nce ayni gruplarda evrelenerek tedavisi planlanan
hastalarin, aslinda farkl genotipik 6zelliklerde timorlere
sahip olabildikleri, bu nedenle de ayni tedaviye farkl ya-

nitlarin olusabildigi yonindeki dustnceler kanita ulasmis-
tir. TCGA proje verileri, timér genotipine 6zgin tedavi
seceneklerinin de rasyonelini olusturmustur (2). Uluslara-
rasi genel kabul géren bir konsensus olarak “American Jo-
int Committee on Cancer (AJCC)” 2017'de gincellenen
kanser evreleme protokollerindeki (8 versiyon) radikal de-
gisimin rasyonelinden de anlasilacagi Uzere, populasyon
ozelliklerine dayanan siniflama/evreleme ve iliskili tedavi-
lerden, timor biyolojisine/genetigine dayanan bireyselles-
tirilmis 6zgin tedavilere gecis artik kacinilmazdir (3).

Bu makalede yeni bir perspektif olarak, tarama, tani ve
tedaviye yonelik timor genotipik 6zelliklerine ait bilgile-
rin elde edilme ydntemlerinden biri olarak likit biyopsinin
(LB) potansiyeli ve akciger kanserindeki yeri irdelenmistir.
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LiKiT BiYOPSININ TANIMI ve KAPSAMI

Medikal literatlirde metastaz, cogalan timor hicrele-
rinin kdken aldigi yerden kan ya da lenf damarlari yoluy-
la baska bir bolgeye ulasip ¢ogalmasi olarak tanimlanir.
Kanser ve metastazin bilinen en eski kaniti yaklasik 70
milyon vyillik fosillesmis dinazor kemiklerinde saptanan
tdmorlerdir (4). Tumor koéken aldigr yerde blylyUp ge-
listikce bazi hucrelerin degisen genetik 6zellikleri (farkl
bir klon) onlarin ana timor kitlesinden ayrilarak dolasima
gecmesini kolaylastirmaktadir. iste bir timor kitlesinde
ayrilarak kanda serbest olarak dolasan bu hicreler do-
lagimdaki tumor hucresi (circulating tumor cell-CTC) ola-
rak tanimlanir (Resim 1). Bunlar tek tek ya da birbirlerine
tutunmus kdcuk htcre gruplar seklinde olabilmektedir.
CTC’lerin 6nemli bir kismi immunsistem tarafindan yi-
kima ugratilir. Bir kismi da viabilitesini kaybeder ve &lir.
Kalan ve bugtnidn kanitlarina gore sayica ¢ok az olduklari
bilinen tumar hicreleri ise, genetik dzelliklerinin sagladig
Ustlnlukle selektif/nonselektif hedef organ/doku yerles-
kelerine tutunur (homing) ve cogalirlar (metastaz). Tumor
hicrelerinin herhangi bir nedenle yikilmasiyla serbest ola-
rak dolasima karisan genetik materyal, hicrenin disinda
bulunan ve kanda dolasan DNA (circulating cell free tu-
mor DNA-ccftDNA), kanda serbest dolasan timdér DNA's
(cftDNA) ya da dolasimdaki timor DNA'sI (ctDNA) olarak
literattrde karsilik bulmaktadir. Bazi tumor hicreleri ise
eksozom adi verilen veziklller icinde DNA molekdllerini
sekrete ederler (ExoDNA). iste timdre ait olan ve dola-
simda serbest olarak bulunan hicre ve/veya diger gene-
tik materyal kullanilarak, timdre ait molekuller &zellikleri
tanimlamak icin, kan érneklerinden yapilan tim islemler,
likit biyopsi olarak tanimlanmistir (5).

M-DIF

Yesil spektrum: TTF1/ Napsin A
Kirmizi spektrum: CD45

Mavi spektrum: Nukleus

Resim 1. Metastatik akciger kanseri hastasinin LB'den elde edilen
CTC'ler. Multi-color FISH uygulamasi: Yesil spektrum NapsinA/TTF1
(Akciger orijinli CTC). Kirmizi spektrum CD45 (lenfositik seri hiicreler).
Mavi spektrum DNA iceren nekleus (Baloglu, ASM-Patoloji-2016).

28

LIKiT BiYOPSINiN KANSERLi HASTALARDA

POTANSIYEL KULLANIM ALANLARI

LB iliskili tim calismalar, kanser biyolojisini daha iyi an-
lama, kanser riski icin daha etkin tarama, dogru ve kolay
tani koyma ve daha etkin tedavi igin yapilan uygulamala-
ridir. GUntmaz gortnttleme teknolojilerinin sagladigr en
etkin rezolUsyon ile saptanabilen timér boyutundan cok
daha 6nce, LB (CTC ve/veya ccftDNA) ile kanser kanitla-
rinin yakalanabilmesi olasidir (Resim 2) (6-9). Neoplastik
transformasyon sonrasi kontrolsiiz cogalan timor hiic-
relerinin ve bunlarin yikimiyla dolasima giren DNA'nin,
neoplastik transformasyonun erken dénemlerinde bile
plazmadan izole edilerek analizi ile timor tanisinin konul-
masl, 6zgln bir kanser tarama programinin en giicli aya-
g1 olacaktir. LB'nin tanimlanan bu potansiyel glcl, ayni
zamanda timor tani icin de konvansiyonel biyopsiye goére
cok daha kolay bir uygulama olarak gorulecektir. Bu ras-
yonelle planlanarak uygulamaya konulmus ve halen de-
vam etmekte olan hem tarama hem de primer tani amacli
bircok klinik calisma devam etmektedir. Bunlarin icinde
diger kanserler gibi akciger kanserinin taramasina ve pri-
mer tanisina yonelik olanlar da vardir (10-13). LB'nin po-
tansiyel gliciinin en erken kanit buldugu alan ise akciger
kanserinin sistemik tedavisinde kullanilan hedefe yonelik
tedavi iliskili molektler analizlerdir. Bu sirecte, endikas-
yon dahilinde, LB artik iyi bir secenek olarak konsensus
klavuzlarda da yer almaktadir (6,14).

Kanser tedavisi sirasinda yanitin monitdrizasyonu icin,
hem ccfDNA hem de CTC icerigi ile LB, rezidiel hastalik,
tedavi yanitsizhgi/direnci ya da iyi/tam metabolik yanit de-
gerlendirmesi icin 6Gnemli avantajlar sunmaktadir (15-17).

Yine kanser hastaliginin sistemik tedavisinde rutin
tedavi uygulamalardan sonuc alinamadi§ durumlarda,
diger hedefe ydnelik tedavi olasiliklari ya da mevcut ise,

Growth and detection of cancer tumors

Up to 5-10 years Metastasis

Undetectable Detectable using CTC ~ Detectable on Image  Clinical Symptoms

50mm + 0.5mm

Resim 2. Neoplatik gelisimin blyume kapasitesi, gorintileme
teknolojisinin limitleri ve CTC deteksiyonu: CTC'leri, goérintileme
teknolojilerinin sundugu deteksiyon zamanindan daha 6nce daha
kanda yakalanabilir (http://www.rarecells.com/competitive-advantage.
html).
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hastanin devam eden bir klinik calismaya katilabilmesi
icin tumor ozelliklerinin (genotip) uygunluguna yonelik
arastirmalarda (genotipleme) siklikla kullanilan ¢oklu gen
panelleri, timdre ait parafin bloklardan ve LB’de yapila-
bilmektedir (18 ).

Sistemik kemoterapi gereksiniminde rasyonel ilac se-
cimi kanit dizeyi ytksek klinik calismalarla belirlenmekte-
dir. Bu amacla hastadan alinan CTC &rnekleri laboratuvar
ortaminda kulttre edilerek cog@altilarak bunlar Gzerinde
ya da CTC’lerin inokile edildigi deney hayvanlarinda
(Xsenograf) cogalan tumor hiicreleri Gzerinde, en iyi et-
kiyi olusturacak ilaclarin saptanmasi amaciyla devam et-
tirilen deneysel uygulamalar, daha etkin terapi seciminde
umut verici uygulamalardandir (15).

AKCIGER KANSERINDE LiKiT BiYOPSINiN KANITA
DAYALI KLiNiK UYGULAMALARI

Akciger kanserinde hedefe yoénelik tedavinin basarisi
ve hastaligin yénetimi icin, timére 6zel molekdler profi-
lin belirlenmesi cok énemlidir. Ayni hastada olsa bile her
bir timaérin molekuler profili farkli olabilir ve yine her
bir timoérdn zaman icindeki molekiler devinimi degise-
bilir. inter/intra-timéral heterojenite olarak tanimlanan
bu sonug aslinda timérin klonal gelisim sdrecidir ve bu
dinamik molekdler degisimin bilinmesi ve takibi, tedavi
basarisinin takibi icin esastir. Esas olarak, longitudinal
klonal evollsyonun takibi tedavi basarisinda bu kadar
onemli iken, aktif takip icin gereken timor érneklemele-
ri, yani biyopsi alinmasi, pratikte efektif uygulanabilirligi
olan bir yaklasim degildir. Oysa, hastanin kani, tasidig
tamor hucreleri (CTC) ve timér hicresi yikim Grtnlerini
(ccftDNA) nedeniyle 6nemli bir potansiyel biyopsi kayna-
gidir. Bu 6zellik ve vendz kana ulasim kolayligl, tedavi ya
da izlem altindaki hastada timorin gosterecedi biyolojik
ve genetik degisikliklerin aktif takibi ve iliskili tedavi plani
glncellemeleri ile rezidiel hastalik takibinde énem ka-
zanmaktadir (15). Metastatik akciger kanserinde hedefe
yonelik tedavi rasyoneli icin eger biyopsi alma olanagi yok
ise ya da tekrarlayan biyopsiler sonugsuz kaliyor ise, bu
durumda LB’nin uygulanabilecegi artik uluslararasi kabul
goérmus klavuz konsensusudur (14).

Bu anlamda akciger kanseri icin hedefe yonelik teda-
viye molekuler analizlerin hemen timor LB materyali ile
muimkun olabilmektedir. Bunun icin iclerinde uluslararasi
glven kurumlarinin onayini tastyan ticari kitlerin de bu-
lundugu cesitli optimize sistemler kullanilmaktadir. En sik
kullanilan &rneklerden birisi tirozin kinaz inhibitéri (TKi)
iliskili EGFR mutasyonlaridir. Hedef EGFR mutasyonlari
iceren bir analiz hem ccftDNA hem de CTC'den elde edi-
lecek intakt genomik DNA kullanilarak yapilabilmektedir.
TKi iliskili EGFR mutasyonlarinin hemen biytk bir kismi
ccfDNA kullanilarak saptanabilir. Bunlar arasinda siklikla

gobrulen ve tedavi yanitiyla olumlu yoénde iliskili olarak ta-
nimlanmis ekzon 18, ekzon 20 ve ekzon 21 mutasyonlari
ile tedavi direnci iliskili ekzon 20, T790M ve ekzon 19,
D761Y mutasyonlari yer almaktadir. Ancak ekzon 19'da
gorilen ve tanimli TKi yaniti iliskili mutasyonlarin yakla-
sik %45’ini olusturdugu bilinen mutasyonlardan genis
delesyon seklinde olanlarin teknik olarak ccftDNA'dan
yakalanmasi neredeyse imkansizdir. Buradaki temel kisit
ise kullanilan yontemin teknolojisinden, ccfDNA icinde
ccftDNA miktarinin cok az olmasindan ve ccftDNA frag-
ment boyutundaki kisaliktan kaynaklanmaktadir. EGFR
iliskili bazi mutasyonlar disinda, ALK iliskili fizyonlar,
ROS1 iliskili rearanjmanlar, cMET iliskili amplifikasyonlar
bu grupta siniflanan ccfDNA kaynakli kisitlardandir. An-
cak, LB'den selektif olarak toplanacak CTC'lerin intakt
nukleuslari, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminin
kisitlarini tagimayan in situ hibridizasyon tekniklerinin uy-
gulanabilecegi tumor nikleuslandir ve bu hedef timor
hucrelerine uygun teknolojiler kullanarak kandan kolayca
ulasilabilmektedir (Resim 3). Coklu gen analizleri (mul-
ti-gene panel) gerektiren durumlarda ise ccftDNA kisitla-
r teknolojik olarak heniz asilabilmis degildir. Burada en
onemli kisit ccfDNA icinde yer alan ctDNA miktarinin cok
disuk miktarda olmasi ve bu miktarlar icinde anormal
harf dizilimlerinin (mutasyon) standart ve kabul edilebilir
bir dogruluk degeri ile belirlenmesindeki teknolojik yeter-
sizliklerdir. Bununla birlikte CTC'ler selektif olarak secile-
rek bu hucreler ya da bunlardan elde edilen plr timor
DNA'si kullanilarak timérdn orijinin ve varsa tedaviye 6zel
hedef olusturan mutasyonlarin belirlenmesi mimkun ola-
bilmektedir (Resim 4). Burada da CTC iliskili dnemli kisit
ise, timar biyolojisinden kaynaklanan dolasimdaki timaor
hicre sayilarinin bazen ¢ok az sayida olabilmesiyle iliski-
lidir.

ALK-EML4

Resim 3. Metastatik akciger kanserli hastanin LB’den izole edilen
CTC'lerde, multi-color FiSH teknigi ile ALK-EML4 flizyonu ve ROS1
translokasyonunun goésterilmesi (Baloglu, ASM-Patoloji-2017).
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Chromogranin A/ Synaptophysin

Resim 4. Akcigerde noroendokrin karsinoma tanili hastanin LB'den
izole edilen CTC’lerde, sitoplazmik néroendokrin grantllerin immun-
fenotipik identifikasyonu: Sag alttaki kictk resimde doku tanisi icin
yapilan biyopside kahverenkli néroendokrin grantller gorilmektedir.
Diger resimlerde, kahrevengi boyali EPCAM/CK moleklleriyle kapli
magnetik kirelerin yakaladigi CTC'lerde sitoplazmik ince kahveren-
gi grandler ChromograbinA/Synaptophysin immunreaktivitesi goril-
mektedir (Baloglu, ASM-Patoloji-2017).

SONUC

LB kuctk hucreli disi metastatik akciger kanserinin
yonetiminde 6énemli bir konsensus kilavuz metodudur ve
Ulkemizde de selektif olarak uygulanmaktadir. Teknolojik
gelisimlerin katkisiyla yakin bir gelecekte LB, etkin kanser
tarama programlarinda, primer kanser tanisinda, ilag se-
¢iminde, tedavi yanitin degerlendiriimesinde ve takibinde
etkin olarak kullanilabilecek biyobelirteclerin klinik uygu-
lamalara yerlesmesine énemli katkilar saglayacaktir.
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