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OZET

GIRiS VE AMAG: Flor-18 fluorodeoksiglukoz (FDG) pozitron emisyon
tomografisi/bilgisayarli tomografi (PET/BT) onkolojik gértntilemede ¢ok yararli
bir metot olarak kabul edilmektedir. F18-FDG birikimi yogunlugu standart
uptake degeri (SUV) olarak oalgulebilir. Kanser hastalarinin serum ve
plazmalarinda yluksek oranda cell free DNA (cfDNA) bulundugu gosterilmistir
ve bunun kanser evre ve prognozuyla iligkili oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada
amacimiz cfDNA sonuglarinin SUV max degerleri ile uyumlu olup olmadiginin
arastinlip, cfDNA’nin kanser tanisi ve takibinde noninvaziv etkin bir yontem

olup olmadigini arastirmaktir.

YONTEM: Calismaya dahil edilen 87’si kadin 97’si erkek 184 hastadan
olusan hasta grubuna rutin PET/BT goruntuleme protokolt uygulandi. Ayrica
hem hasta hem de 57’si kadin 35’i erkek 92 kisilik kontrol grubundan cfDNA
eldesi igin 10 ml kan alinarak cfDNA izolasyonu yapildi. PET/BT’den elde
edilen SUV max degerleri ile plazma cfDNA degerleri kargilastirildi.

BULGULAR: Calisma grubunda yer alan hasta ve kontrol gruplari
arasinda yapilan karsilastirmada cfDNA miktarlar arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir fark saptanmadi. Metastatik karsinomali hastalarda metastaz
bulunmayan hastalara gére SUV max degerinde istatiksel olarak anlami fark
bulundugu saptandi. Ancak bu farkhlik cfDNA ile korelasyon gostermedi.
Benzer sekilde timor boyutu ile SUV max de@erleri arasinda istatiksel olarak
anlamli korelasyon saptanirken timor boyutu ve cfDNA arasinda istatiktiksel

olarak belirgin fark saptanmadi.

TARTISMA VE SONUGC: Literatirde cfDNA miktarinin kanser
olgularinda arttigini gosteren caligmalar oldugu gibi kanser hastalari ile saglkh
gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda cfDNA konsantrasyonlari arasinda
farkhlik bulunmayan g¢alismalar da mevcuttur. Dolagimdaki cfDNA’nin kanserin
erken tanisinda nonivaziv bir metot olarak kullanilabilmesi igin bu konuda genis

hasta serilerini igeren prospektif calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: F18 FDG PET/BT, SUV max, cfDNA



SUMMARY

INTRODUCTION AND AIM: Flor-18 fluorodeoxyglucose (FDG) positron
emission tomography/computerized tomography (PET/CT) is considered as an
efficient method in imaging oncologic disease. Density of F18-FDG
accumulation can be measured as standardised uptake value (SUV). High
concentrations of cell free DNA (cfDNA) have been found in plasma or serum in
patients who are suffering from different types of cancer and it was found that
this was correlated with cancer stage and prognosis. The aim of this study is to
investigate the consistency of cfDNA results with SUV max values obtained
from PET/CT, as well as to investigate the efficiency of cfDNA as a

noninvasive effective method for cancer diagnosis and follow-up.

METHODS: Routine PET/CT imaging protocol was applied to 184
patients of which 87 were woman and 97 were men. In addition, cfDNA
isolation was performed by taking 10 ml blood from the patient group and the
control group consisting of 57 women and 35 men, in total 92 people. SUV max
values obtained from PET/CT were compared to plasma cfDNA values .

FINDINGS: Statistically, there was no considerable difference between
the amount of cfDNA of the patients and the control groups in the study group.
On the other hand, statistically analysis showed that SUV max values of
patients with metastatic carcinoma were significantly different than those
without metastasis. However, this difference did not correlate with cfDNA.
Similarly, there was no statistically significant difference between tumor size
and cfDNA when there was a statistically significant correlation between tumor

size and SUV max values.

DISCUSSION AND CONCLUSION: Studies have shown that the
amount of circulating cfDNA increases in cancer cases in the literature, and
there are also studies in which there is no difference in cfDNA concentrations
between cancer patients and healthy groups. In order to use circulating cfDNA
as a noninvasive method in early detection of cancer, prospective studies

involving larger amount of patient groups are needed.
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1. GIRIS VE AMAG

Kanser, yuzyillardir aramizdaki varligini surdirmekte ve insanlari
gecmiste oldugundan daha fazla tehdit etmektedir. Tip tarihi boyunca higbir
hastaligin kanser kadar arastirmalara konu olmadigini soylemek yanlig olmaz
[1]. Kanser dunya genelinde sebebi bilinen olimler siralamasinda
kardiyovaskuler hastaliklardan sonra 6lime yol agan ikinci en sik sebep olarak
gosteriimesi agisindan 6énemli bir toplum saghgi problemidir. Oniimizdeki
yillarda sikliginin anlamli olgide artacagir dngoérilmektedir [2]. Kansere bagh
sagkalim, tani aninda tumoér evresi, tedavi sekli, hastanin genel durumu,
tumoran morfolojik ve molekuler 6zellikleri gibi etkenlere baghdir. Bu nedenle
kanserin erken tanisi kansere bagli mortalite ve morbiditenin 6nlenmesinde
blylk 6nem arz etmektedir. Bazi kanser tiplerinin tani ve tedavisindeki
ilerlemelere kargin, kanserin erken tani ve tedavisi halen buyuk bir sorun

olmaya devam etmektedir.

GUnumuzde serumda bulunan ve kanserin bazi tiplerine spesifik bazi
tumor belirtecleri onkolojik hastaliklarin erken teshisi i¢in rutin olarak kullanilsa
da sinirli 6zgullik ve duyarhliklari nedeniyle 6zellikle erken tanida istenilen
sonuca ulastiramamaktadir [3].insan dolasiminda serbest niikleik asitler ilk
olarak 1948 yilinda Mandel ve Metais tarafindan tespit edilirken [4], 1970'li
yillarda kanserli hastalarin dolagiminda saglikli insanlara oranla daha yuksek
miktarda DNA oldugu gosterilmistir [5]. Bunun bir neticesi olarak da bu
parametre kanser hastalarinda biyolojik bir timor belirteci olarak kullaniimaya
baglamigtir.

Kanser teshisinde faydalanilan bir ¢ok konvansiyonel goéruntileme
yontemiyle birlikte son yillarda ileri nikleer tip tetkiklerinden biri olan (Pozitron
emisyon tomografisi/Bilgisayarli Tomografi) PET/BT'nin 6nemi de giderek
artmaktadir. PET/BT organ ve dokularin fonksiyon ve metabolizmalarindaki
degisiklikleri anatomik detaylariyla birlikte gdsteren, son yillarda onkolojide
tumoran  saptanmasi, evrelenmesi, tedaviye yanitin degerlendiriimesi,
niks/metastaz suphesi ve timor belirteglerinde ylikselme durumunda yeniden

evrelemesi, radyoterapi planlamasi ve bazi durumlarda mevcut olan kitlenin iyi



ya da kotu huylu olup olmadiginin tespit edilmesinde kullanilan nukleer tibbin

en ileri medikal goruntuleme teknigidir.

Gegmisten gunumuze kanser vakalarinin ve buna bagh 6lum oranlarinin
artis gostermesi sebebiyle onkolojik hastaliklarin erken tani, tedavi ve takibi,
hastalik surveyi agisindan gittikge artan onem tasimaktadir. Bu yuzden dogru
ve erken teshis, uygun tedavi secgimi ve tedaviye yanitin erken doénemde

degerlendiriimesi tedavi sonuglarini ciddi anlamda etkilemektedir.

Bizim bu tez galismasini duzenlemedeki amacimiz; onkoloji hastalarinda
tum viacut PET/BT goruntilemelerinden elde edilen kantitatif degerler ile
hastalarin plazmalarinda d&lgilen cell free DNA (cfDNA) miktarini
kargilastirarak, cfDNA'nin malignite varligini erken dénemde saptamada

anlamli bir belirte¢ olup olmadigi aragtirmaktir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hucrelerin kontrolsuz bir sekilde gogalmasi ile karakterize edilen,
sonucu bazi turler igin ne yazik ki dlumle biten ve bu nedenle de tedavisi i¢in en

cok arastirma yapilan ve ¢ok cesitli ydontemler denenen bir hastaliktir [6]

Kanser birgok farkh hastalik icin kullanilan genel bir terimdir. Hicrelerin
asiri, kontrolsiz ve zamansiz ¢ogalmalarina, immun sistemin gozetiminden
kagmalarina yol acan metabolik ve davranigsal degisiklikler gecirdikleri ¢cok

basamakli bir surectir [7].

Kanser gelisim sureci, regllasyonu bozulmus, normal hicre buyumesini
ve davranisini denetleyen kurallara uymayan hicrelerden olusan bir kitlenin
olusumuna neden olur. Bu kitle uzun bir sire asemptomatik seyredebilecegi
gibi buyuyerek, kitlenin yerine ve buyukligine badl olarak ¢ok sayida
semptoma ve kanser hicrelerinin organizma iginde yayllmasina yol acgabilir. Bir

hastaliga kanser diyebilmek icin yalnizca hucrelerin kontrolsiz g¢ogalmasi



yeterli degildir. Hucrenin invazyon ve metastaz gibi diger malign ozellikleri de

kazanmasi gerekmektedir [7].

Malign bir tumora benign neoplazilerden ve saglkh dokudan ayiran
kendine 6zgu nitelikleri bulunmaktadir. Bunlar; ayrisma kaybi, kontrolsiz
buyume, kontakt inhibisyon olmamasi, yayllma kapasitesi, azalmig apoptoz ve
anjiogenez induksiyonu olarak sayilabilir. Kanser hicreleri in vitro kosullarda,
normal dokularin gereksinim duydugu buyume faktorlerine ve hormonlara
ihtiyac duymadan yasayabilir, ayrica anjiogenez olarak isimlendirilen kendi
kanlanmalarini kendilerinin olusturabildigi bir maharete sahiptirler [8]. Sahip
olduklari hem bu kendi kendine yeterlilik hali hem de cogalma ve yayilma
potansiyellerindeki sinirsizlik ile korkung boyutta bir hastalik strecini baglatmig

olurlar.

GLOBOCAN verilerine gore 2012 yilinda diunyada toplam 14 milyon yeni
kanser vakasi saptanirken, 8,2 milyon kansere bagli olum olmustur. Bugin
dinyada kanser tanisina sahip vyaklagik 32,5 milyon kigi yasamaktadir.
Dunya’da en ¢ok tani konulan kanserler akciger (%13,0), meme (%12) ve
kolorektal (%9,7) kanserleridir. Kanserden oOlumler ise en ¢ok akciger (%19),
karaciger (%9,1) ve mide (%8,8) kanserlerinden gerceklesmektedir. Dinyada
yasa bagl kanser insidansi erkeklerde ytz binde 205 iken kadinlarda yiz binde
165 ile erkeklerde kadinlara gore %25 daha fazladir. Erkeklerde en sik izlenen
kanser tipleri akciger, prostat, kolorektal kanserler iken kadinlarda meme,

kolorektal ve akciger kanserleridir [9].

Tarkiye'de ise kanser sikligi gelismislik duzeyi yuksek Ulkelere gore
daha dusuk olup yilda 163.500 civarinda yeni kanser vakasi tani almaktadir.
Ancak bu dusuklugun sebebi olarak, Ulkemizde 6lum kayitlarinda gercek 6lum
nedenleri yerine, pndmoni ve kalp solunum yetmezIigi gibi nedenlerin oldukca
sik olarak belirtimesi ve tedavi merkezlerinden uzakta olan hasta yakinlarinin
kesin tani hakkindaki bilgilerinin yetersiz olmasi sonucu kanserden olUum
kayitlarinin gergek sayilarin altinda kaldigi dusunulmektedir. Erkeklerde en sik

akciger ve prostat kanserleri gorulirken, kadinlarda en sik goérulen kanser



meme kanseridir. Her iki cinste Uguncu sikliktaki kanser ise kolorektal

kanserlerdir [10].

Bazi kanser turlerinin tani ve tedavisindeki ilerlemelere karsin, kanserin
erken tani almasi ve dogru tedavisi halen buyuk bir sorun olarak onumuzde
durmaktadir. Tumor dokusunun, cerrahi yontemlerle tamamen c¢ikarilabilecek
kadar kuguk boyutta iken tani konulmus olmasi, tedavide en ideal olanidir.
Oysa kanser hastalarinin birgogunda kanser tanisi hastaligin ileri evrelerinde
veya metastaz yapmasindan sonra konmaktadir. ileri evrelerde de tedavi
segenekleri kisitlanmakta veya tedavi basarisi diusmektedir. Bu da yuksek
mortalite ile sonuglanmaktadir. Bundan dolayl hastaliyin erken evrelerde
belirlenmesini saglayacak gelismeler kansere bagli 6lum oranlarini disurecektir
[11].

2.1.1. Kanser Biyolojisi

Her hicre, dogar, ¢cogalir, farklilagir ve olur. Bitliin bu olaylar dogal bir
denge halinde surer gider. Yeniden yapim ve hicre 6limunidn belirli bir denge
icinde olusu yani doku homeostazisi saglikl bir organizma igin kaginilmazdir.
Karsinogenezis suresince apoptozisin baskilanmasinin gelisimde ve bazi

kanserlerin ilerlemesinde merkezi bir rol oynadi§i distntlmektedir [12].

Kanser multifaktoryel bir hadise olup, kalitimsal ve gevresel bir¢ok faktor
kanser olusumunda suclanmaktadir. Yapilan epidemiyolojik arastirmalar DNA
hasarinin tim kanserlerin yaklasik %90’nina neden oldugunu ortaya gikarmistir
[13]. iglevini kaybeden bir gen, kritik bir proteinin gok az ya da cok fazla
dizeylerde Uretimine, islev kazanmig ya da iglevini kaybetmis bir protein

uretimine, ya da bir proteinin hig Uretiimemesine sebep olabilir.

Kanser gelisim surecinde ilk basamagi olusturan genetik hasar
kalitimsal olabilecegi gibi cevresel etkenler nedeniyle sonradan ediniimis de
olabilir. Kansere yol agan maddelere karsinojen denir. Tumor gelisimi ¢ok
asamali bir sure¢ oldugundan bu slrece etki edebilecek pek ¢ok etken
karsinojen olabilir. Belli bagh bilinen karsinojenler iginde iyonize radyasyon,

ultraviyole isinlar, asbest, HPV, Hepatit B ve C virUsleri, tatin drdnleri



sayilabilir. Bunlar haricinde kanser gelisimindeki en onemli etyolojik faktorler
arasinda protoonkogenler ve tumor baskilayici genlerdeki mutasyonlari

kapsayan genetik sebepler de dnemli bir yer tutar [14].

Cogu kanser sadece tek bir hiicreden ya da az sayida hicreden kdken
alir [15]. Bu hicrenin kanserli olmasi igin onkogenlerde ve tiumor baskilayici
genlerde hucrenin normal sinirlarin ¢ok oOtesinde c¢ogalmasini saglayacak
birka¢ degisiklik gegirmelidir. Bu slre¢ asi hucrelerden olusan bir klonun

olusumuna yol acar.

Kanser geligsimini saglayan transformasyon, DNA replikasyonunun ve
tamir mekanizmalarinin dizglin c¢alismamasi sonucu hucrelerde olusan
mutasyonlarin sonucudur. Mutasyonlar, bliyime kontrolinin kaybi [16] ile
sonuglanarak, protoonkogenler, timor baskilayici genler, tumér baskilayici

genleri dizenleyici genler ve buylimeyi kontrol eden genlerde olusur [17].

Kansere sebep olan etmen her ne olursa olsun, sonugta hicrenin
genetik materyalinde hasar meydana gelir. Tek bir gende olusan mutasyondan
ziyade, birka¢c gende birden olusan mutasyon kanser olusumunda rol

oynamaktadir.

Kanserde degisiklige ugramis genler, normal hucre siklusu, apoptoz ve
diferansiyasyon yolaklarini etkiler. Bir yolakta olusan aksama, bir digerinde

derin sonuglara neden olabilir [18].

Kanser hucrelerinin malign Ozellikler kazanmasini saglayan mutajenik
etkilerin onemli bir kismi, hdcrenin mutasyonlara kargi hassas oldugu hucre
siklusu esnasinda gergeklesir. Hucre siklusu, hicre buyumesi ve hucre
¢ogalmasi icin programlanmigtir [19]. Hucre siklusu, DNA ve RNA sentezi, ve
bu surecte gerekli diger proteinlerin Uretimi icin kullanilacak enzimlerin
sentezlendigi G1 evresi, DNA sentezinin izlendigi S evresi, RNA sentezinin
gerceklestigi G2 evresi ve mitoz bdélinmenin gergeklestigi M evresi olmak
Uzere, baslica 4 evrede gergeklesir. Bu 4 evreye ek olarak vicuttaki hicrelerin
baylk kismi normalde bdlinmeyip ancak uygun bir uyari geldiginde hucre

dongusune girdikleri GO olarak adlandirilan istirahat evresinde bulunurlar.



Hucre siklus regulasyonunda u¢ onemli hlcre igi protein grubu
tanimlanmistir; siklin bagimh protein kinazlar (CDK), siklinler ve siklin bagimli
kinaz inhibitorleri. Bu protein kompleksleri hucre siklusunu birgok noktada
kontrol altinda tutarlar. Bu kontrol noktalari G1, G2 evrelerinde ve M evresinin
son asamalarinda bulunmaktadir ve hucre dongusunun bir sonraki evreye
gegmeden oOnceki evrelerin bir gesit denetimi olarak da dusundlebilir. Bu
noktalar hucre siklusunun ilerlemesini durdurabildigi gibi, gerekli olan
durumlarda apoptozisi de aktive edebilir. Hicre siklusu kontrol noktalarinda

gelisen degisimler kanser olusumuna neden olabilir.

Siklin proteinleri arasinda, siklin A, B, C, D bulunmaktadir. CDK’lar ise
hidcrenin metabolik aktivitelerini ve hlcre bolunmesini dizenleyen, hicre
siklusu evrelerini kontrol eden yapilardir. CDK proteinleri arasinda, CDK 1, 2, 3,
4, 5, 6 bulunmaktadir. Degisik siklinler bu CDK molekillerine hicre
doéngusinin farkli asamalarinda baglanarak inaktif durumdan aktif hale
gegmelerine sebep olurlar. G1 evresinin orta ve son donemlerinde Siklin D-
CDK 4 ile Siklin D-CDK 6, ge¢ donemlerinde Siklin E-CDK 2 ve S evresinde
Siklin A-CDK 2 ile iglev gormektedir. Bu komplekslerin ¢odu onkogenlerin

aktive edici ve tumér baskilayicilarin inhibe edici etkilerine hedetftir.

Hicre siklusunda aktive halde bulunan spesifik Siklin-CDK
komplekslerine etki eden CDK etkisini sona erdiren CDK inhibitorleri de hlcre
baylmesi ve bolinmesini etkileyen énemli faktorlerdendir. Bu proteinler siklin-
CDK kompleksi olusumunu ve DNA replikasyonunu inhibe eder. Bunlar pl6,
p15, p18, p19’dan olusan grup ve p21, p27, p57 olarak bilinen gruptur. Hicre
dongusu sirasinda sentezlenen DNA hasarli ise dongl M evresine girmeden
G2 evresinde durdurulur. G1 evresinde, saptanan DNA hasari orta derecede
ise p53 tarafindan p21 proteininin sentezlenmesi saglanarak Siklin-CDK
kompleksi inhibe edilir. Boylece dongl G1 veya G2 evresinde durdurulur veya
askiya alinir. Eger DNA hasari tamir edilemeyecek kadar buyuk ise, p53
hiicrenin apoptoza girmesine sebep olur [20]. insan kanserlerinde mutasyonun

en sik goruldugu genlerden biridir p53 genidir [21]. Tum CDK inhibitorleri,



hicrede fazla sentezlendiklerinde ve CDK molekullerini etkisizlestirdiklerinde

hicre dongusunu G1 evresinde durdururlar [22].

Hucre bolunmesini kontrol eden mekanizmalarda bir bozukluk meydana
geldigi takdirde, kontrolstiiz hicre proliferasyonu ve asiri hicre g¢ogalmasi
gergeklesir. Hucre bolunme ve buyumesini yoneten biyokimyasal
mekanizmalar, hucre c¢ekirdeginde bulunur. Bu mekanizma ekstraselluler
dizenleyici molekuller tarafindan yonlendirilir. Hucre buUyumesini uyaran

molekuller, buyime faktorleri ve sitokinlerdir.

Baylime icin gerekli olan sinyal iletim sistemi hicreden buylime
faktorlerinin salinimi ile baslar. Bunlardan baslicalari trombosit kdkenli biylime
faktori (PDGF), epidermal buylime faktéri (EGF), transforme edici blylime
faktora- alfa (TGF-alfa), koloni uyarici faktor (CSF), insulin benzeri buyume
faktoru-1 (IGF-1) ve insulin benzeri buyume faktoriu-2 (IGF-2)'dir. Polipeptid
yapida olan blyume faktorleri hiicre zarinda 6zgin reseptérlere baglanir ve
sinyaller sitoplazma proteinlerine iletilir. Bu sinyaller ¢ekirdekte transkripsiyon
faktorlerinin salinimina ve hicrenin hidcre siklusuna girmesine neden olur.
Blyume faktorlerini ve reseptorlerini kodlayan genlerin mutasyonu, buylime
faktorlerini onkogenik hale getirmektedir. Degismis buylime sinyalinin sonucu
siklikla kanserdir [23] [24]. EGF ve TGF-alfa hicre proliferasyon ve
diferansiyasyonunu uyaran mitojenik etkileri gosterilmis peptidlerdir. Pek g¢ok
calismada asir epidermal buyume faktor reseptori (EGFR) sinyalizasyonu ve
regulasyon bozuklugunun timor gelisimi ile iligkili oldugu gdsterilmistir. Yiksek
dizeyde EGFR ekspresyonu ileri evre hastalik, metastaz gelisimi, sag kalimda

azalma ve kotu prognoz ile iligkili bulunmustur [25].

Sitokinler, hemotopoetik hucrelerin inflamatuar ve immun yanitinin
gelisimi ve duzenlenmesinde aracilik eden, peptid veya glikoprotein yapida
kimyasal ileti molekulleridir. Sitokinler hiicre dongusu ve buylumesindeki kontrol
mekanizmasinda etkili olmakta veya bu fonksiyonlari Ustlenen diger
molekdllerin Uretimini uyarmaktadir. Mitoz, hiucre gocleri, hicre yasami ve

hicre 6lumu olaylarinda dizenleyicidirler.



Sitokinler, sitokin agi denilen daha buyuk birbiriyle iligkili proteinler
sisteminin ve sinyal iletiminin bir parcasi olarak iglev gorur. Sitokin, hlcre
yuzeyindeki reseptorine baglanir, bu sitokin reseptor kompleksi reseptor ile
iligkili olan JAK proteinlerini aktive eder. Aktive JAK proteinleri reseptoru de
fosforile ederek sitoplazmadaki inaktif STAT proteinlerinin reseptor ile
etkilesmesine olanak saglar. STAT proteinleri daha sonra reseptorden ayrilarak
hicre cekirdegine gelirler ve DNA Uzerinde hedef genlerin transkripsiyonunu
uyarirlar. STAT aracih sinyal iletimi ile uyarilan hedef genlerin hicre
dongusunun kontrolinu saglayarak veya apoptozisi Onleyerek karsinogenez
surecinde etkili olduklari 6ne surulmektedir. Kontrolsuz STAT aktivitelerinin

malign transformasyonda rol oynamaktadir [26].

Protoonkogenler hucrelerin buyume ve farkhlagsmasinda rol alan buyume
faktorleri ile bu buyume faktorlerinin sinyal iletiminde yer alan proteinleri
kodlayan genlerdir. Normal kosullarda transformasyon olusturmayan
protoonkogenler; delesyonlar, eklentiler, gen amplifikasyonlari, nokta
mutasyonlari, DNA yeniden duzenlenmeleri ve translokasyonlar gibi genetik
degisimlerle aktive olarak, onkogen haline doénlismektedirler. En bilinen
onkogenler ErbB2, ras, myc, sis, src olarak sayilabilir. Ras ailesi H-ras, K-ras
ve N-ras’'tan olusmakta olup nokta mutasyonlar seklinde ortaya ¢ikarak kanser
gelisiminde rol oynamaktadir. Mutasyonlar sebebiyle GTPaz aktivitesinde
degisiklik olmakta ve bu degisim surekli bir sinyal aktivitesine yol agmaktadir.
Sonugta sinyal kaskatindaki bu mitojenik uyarilar malign transformasyona
neden olmaktadir. Myc genleri DNA’ya baglanan Ug¢ nukleer fosfoproteini
kodlar. Bu proteinler hicre proliferasyon ve diferansiyasyonunda etkili olup,
DNA sentezinin baglamasinda rol alir. C-myc, L-myc, N-myc’ten olusan myc
genlerinden C-myc timoér blyime hizinda artis ve sag kalimda kisalma ile
iligkili olarak bildirilmektedir [27].

Onkogenler hicrenin  malign transformasyonuna yol agan cesitli
proteinlerin sentezinden sorumludur. Onkogenlerin UrlUnleri olan onkoproteinler
hicrede surekli olarak etkin  kalmakta, inaktive olamamaktadir.

Protoonkogenlerin onkogenlere doénidsimi sonucunda blyime faktorlerinin



uretiminde artis, hicre bolinmesi Uzerindeki kontrolin kaybi, hucre
membraninda buyume faktora uyarisiyla baslayip, ¢ekirdede ulasan sinyal ileti
sisteminde kontrolsiz uyarilma, c¢ekirdekte transkripsiyon faktorlerinin
sentezinde artis ve kontrolsiiz hiicre g¢ogalmasi devam etmektedir. insan

tumorlerinde en sik gézlenen onkogen anomalisi, ras geni mutasyonudur.

Hucre gogalmasinda negatif yonde rol oynayan genler tumor baskilayici
genler olarak adlandirilir. Hicre gogalmasini baskilayan bu genler etkilerini iki
farkh sekilde gergeklestirirler. Hucre siklusunu kontrol altinda tutan ve bekgi adi
verilen APC ve VHL gibi genler bu etkilerini hiicre proliferasyonunu direk
baskilayarak gosterirler. Hicre proliferasyonu Uzerine indirek etki gosteren ve
bakici olarak adlandirilan BRCA1, BRCA2, MLH1 ve MSH2 gibi genler ise DNA
tamirinden sorumlu olup mutasyon olusumuna engel olarak genomun kararli
kalmasinda etkin rol oynarlar [28]. BRCA1, BRCA2, Rb geni ve p53 genlerini
iceren 30’a yakin timor baskilayici gen tanimlanmistir. TiUm kanser vakalarinin

yaklasik % 50’sinde p53 geni ya yoktur ya da hasarlidir [29].

Onkogenlerin aktivasyonu ve tumor baskilayici genlerin inaktivasyonu,
hdcrenin kontrolsiiz gogalmasi, kontak inhibisyonun kaybolmasi, invazyon ve

metastaz yetenegi kazanmasi gibi malign 6zellikler kazanmasina yol acar.

Ozetle onkogenez siireci tiim bu tanimlanan genetik degisiklileri iceren,
genetik agidan ¢ok asamall bir surectir. Kanserin molekuler mekanizmalarinin
daha iyi anlasilmasi beraberinde kanserin erken tanisina yeni olanaklar
saglayacak, dogru tani konmasi ve sonunda daha etkili tedavi protokollerinin ve

yeni antitumaral stratejilerin gelisimine yol agabilecektir.

2.1.2. Tumor Belirtegleri

TUamor belirtegleri ile ilgili calismalar yiz elli yildan fazladir devam
etmektedir. Tumor belirteglerinin klinik kullanimindaki ilk adimi 1847 yilinda
multipl myelomal bir hastanin idrarinda, Sir Henry Bence Jones’un kendi adi ile

anilan proteini gdzlemlemis olmasidir [30].

Kanser hucreleri birgok fakli biyokimyasal molekuller sentezlerler. TUmor

belirtecleri, ilgili tumor tarafindan Uretilen immunokimyasal ve biyokimyasal



yontemlerle hastanin kan, doku ve diger vucut sivilarindan kantitatif olarak
Olcllebilen hormon, enzim, metabolit, immunoglobulin, protein, timorle iligkili

antijen, onkojen ve onkojen urunleri iceren maddelerdir.

Kanserin belli tiplerine 6zgu proteinlerin serumdan eser miktarda
saptanmasi ile tumor belirtecleri kanser tani ve tedavi takibinde rutin olarak

kullaniimaktadir.

Tumor belirtecleri, kanser riskini belirlemede, kanser tanisinda,
taramasinda, siniflamasinda, prognozun belirlenmesinde, tedavinin takibinde,
relapslari erken belirlemede, metastaz takibinde, tumoér markerlerine kargi
radyoaktif isaretli antikorlar kullanarak metastaz bdlgelerinin belirlenmesinde
kullanilirlar [31].

ideal bir timér belirleyicisi sadece ilgili timér tarafindan Uretilmeli ve
normal doku ve benign durumlarda uUretilmemeli, ait oldugu doku veya organa
O0zgu olmali, yalanci pozitif veya negatif sonu¢ vermemeli, timor olusumunun
erken evresinde tespit edilip erken kir saglayabilmelidir. Bunun yani sira
maliyeti de disik olmalidir. Timor belirtegleri klinik kullanimda birgok avantaj
saglamasinin yaninda, birgok belirtecin sinirli spesifite ve sensitiviteye sahip
olmalar dezavantajlaridir [32]. CUnkU bu belirteglerin gogu normal hicrelerin
de drunleridirler ve normal Kkisilerin serumlarinda da dusuk duzeyde
saptanabilirler. Bazi belirtecler ise selim timorlerde, neoplastik olmayan ve

inflamatuar hastaliklarda da artabilirler.

Gunumuzde bilinen pek ¢ok tumor belirteci, hem tek tur igin 6zgul dedgil,
hem de taramalarda istenildigi kadar duyarl degildir. Son yillarda gelistirilen
kanser hastalarinin serum ve plazmalarindaki tumoére 06zgl molekiler
degisiklikleri tespit eden yeni teknikler ile kanserin molekller hedeflerini

belirlemeye yonelik yeni imkanlar sunulmaktadir.

Potansiyel bir belirte¢ olarak dnem kazanmaya baglayan dolagimdaki
hicre disi serbest nulkleik asitler, hizla yeni arastirmalarin geligimini
saglamaktadir. Klinik durumlarin noninvaziv tanisi igin serbest nukleik asitlerin

saptanmasi oldukga 6nem tasimaktadir [33].
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2.2. Cell Free DNA

Dolagimdaki cfDNA, kanda tespit edilen hicre bagimsiz, ciplak, gift
sarmal yapili DNA olarak tanimlanir. Kan sivilari olan plazmadan da serumdan
da cfDNA elde edilebilecegi idrar, sinovial sivi, pankreatik kanal sekresyonlari
ve tukaruk gibi farkl vicut sivilarinda da saptanabilir [34]. Birgok hastalikta
plazmada ve kan hucrelerinin yuzeylerinde cfDNA varhgi tespit edilebildigi gibi
saglikh olgularda da cfDNA tespiti mimkundir [35] [36]. Cunkl doku ve hicre
hasari hem patolojik hem de normal kosullar altinda gerceklesir. Buna bagl
olarak da DNA gibi intraselluler materyallerin dolagima salinmasi beklenen bir

sonugtur.

Ancak bir ¢cok galisma cfDNA seviyelerinin gebelikte, belli basli patolojik
durumlarda, o6zellikle inflamatuar kosullarda, travma sonrasinda ve kanser

hastalarinda daha ylksek oldugunu gdstermistir [37].

Dolagsimda bulunan DNA'nin analizi c¢esitli kanser formlarinin
tanimlanmasinda 6nemli olmaktadir. Cesitli kanser tiplerinde, metastaz ve
rekdrrenste tumor orijinli cfDNA ylksek oranlarda saptanmaktadir [38] .
Gunumuzde yapilan calismalar cfDNA seviyesinin, kanserde yeni bir tani

belirteci olacagini géstermektedir [39] [40]

2.2.1. Cell Free DNA Tarihgesi

Dolagsimda cfDNA ilk olarak Mandel ve Metais tarafindan 1948 yilinda
goOsteriimesine karsin, ilk kez 1893 yilinda Alman arastirmaci Schmorl
tarafindan eklampside plasental orjinli ve ¢ok nukleuslu hicrelerin varligi ile

kayitlarda yer almistir [4] [35].

1966 senesinde Tan ve ark. sistemik lupus eritematozus hastalarinin
serum ve plazmalarinda cfDNA ve DNA antikorlari tespit etmis olsa da [41],
1977 yilinda radyoimmunoassay (RIA) metoduyla kanser hastalarinin
dolasiminda saglikli insanlara oranla daha yuksek miktarda cfDNA varligi
gosterilene kadar bu parametrenin onkoloji alaninda kullaniminin énemi fark
edilmemigtir [5]. Bu caligmada saglkh kontrol grubuyla kargilastiriidiginda
kanser hastalarinin %50’sinde serum cfDNA seviyelerinin daha ylksek oldugu
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gosterilmigtir. Plazmadaki cfDNA’nin tumor kaynakh oldugunu destekleyen ilk

calisma ise 1989'da yapilmigtir [42].

Dolagsimda cfDNA belirlenmesinin Gzerinden neredeyse 70 yil gegmis
olmasina ragmen bu konudaki arastirmalar, duyarli ve 6zgul analitik metotlarin
eksikligi ve laboratuvar sinirliliklari nedeniyle oldukga gecikmistir. Son 20 yilda
geligtirilen cfDNA’nIn duyarli saptama ve verimli izolasyon proseddrleri ile yeni,
spesifik floresan boyalar ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleri bu
alanda etkin calismalarin gelistirimesi saglanmistir [37]. Boylece cfDNA’nin
tani, takip ve prognoz tayinindeki potansiyel onemi gittikge daha belirgin bir hal

almaktadir.

2.2.2. Cell Free DNA Kaynagi ve Olugsum Mekanizmasi

Eskiden dusuk sensitiviteli laboratuvar testleri kullanimindan dolayi
saglkh olgularin dolasimindaki cfDNA dogru bigimde olglilemez, bu ylzden
hatali bir bicimde cfDNA’nin sadece patolojik durumlarda dolasimda var oldugu
farz edilirdi [43]. GUnUmUuzde DNA’nin hem hastalik hem de saglik durumunda
plazmada serbestce dolagimda oldugu bilinse de, bu DNA’'nin kaynagi halen

belirsizligini korumaktadir [44].

Saglikh olgularda dolasimdaki cfDNA’nin potansiyel kaynaginin
lenfositler veya diger c¢ekirdekli hacreler oldugu farz edilse de kanser
hastalarinda bilinen artmig DNA miktarinin azimsanamayacak bir kisminin
timor hdcrelerinden kaynakli oldugu kantitatif ve kalitatif bir cok calismayla

desteklenmistir [44].

Kanser hastalarinda, kan dolasiminda mevcut hicrelerden aktif salinma
ile nekroz ve apoptoz mekanizmalari dolasimdaki cfDNA’'nin en belirgin
kaynaklari olarak gorilmektedir [45]. Solid timdrlerin merkezindeki hicrelerin
nekroz, periferik hdcrelerin ise apoptoz mekanizmasi ile elimine edildigi
sdylenebilir [46]. Apoptoz mekanizmasi plazma ya da serumdaki cfDNA'nin
major kaynagi olarak kabul edilse de; nekrotik yolak sonucu htcre lizisi, yeni
sentezlenen nukleik asitlerin spontan salinimi, kan hucrelerinin yikimi, bakteri

ve virUsler gibi patojenlerin yikimi ve |okosit yuzeyindeki DNA gibi minor ilave
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cfDNA kaynaklari da bilinmektedir [47]. Kanser hastalarinda cfDNA kaynagi
olan malign hucreler, tumor mikrogevresi ve saglikli hucreler Sekil 2.1'de

gOsterilmistir.

Plazmaya DNA’nin primer timoér ve kan dolasimi arasindaki ortak
yluzeyden hicre lizisini takiben, dolasimdaki kanser hlcelerinin yikimi ya da
tumor mikrometastazlarinin harabiyeti ile girdigi dusunulmektedir. Mantikli
gorinmesine ragmen, bu lizis teorisi tam olarak mumkun degildir ¢unki
ilerlemis hastaliklarda bile, plazmadaki mevcut hicre kitlesi hesaba
katildiginda dolagsimdaki cfDNA miktari bu hlcre kuitlesinin olusturacagindan
daha fazladir [48].

Immune Cancer-associated
infiltrate fibroblast

\(" Healthy non
tumoral cells

/ Pericyte

Lymphatic vessel

Blood vessel

Primary tumor:
Processes:
Blood stream:

3 cfDNAorigins:

Sekil 2.1 Kanser hastalarinda kan dolagimindaki cfDNA’nin farkli hicresel
kaynaklari [49]

DNA'nin molekuler agirhdr da cfDNA kaynagi hakkinda fikir verebilir.

Ornegin, apoptoz ile olusan fragmanlar ~180 bp iken nekroz sonucu olusan
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fragmanlarin molekuler agirhgr daha fazladir. Plazma ve serumdaki ¢ift sarmalli
DNA jel elektroforezi ile ayrildiginda, fragmanlar bir yayma olusturmaktansa
basamakli bir yapi olusturma egilimindedirler. Basamakli fragmanlar ¢gogunlukla
180-1000 bp boyutunda olup muhtemelen apoptoz ile olusturulmustur. Nekroz
ile aciga gikan DNA ise eksik ve belirsiz bir bigimde parcalanir, boylelikle 10000
bp 'lik boyutundan dolayi elektroforezde yaymalar olusturur [48]. Kanser
hastalarinin kan ve plazmalarindaki DNA fragmanlari ile yapilan ¢alismalarda
kanser hastalarinda siklikla apoptotik DNA’'ya benzer sekilde DNA boyutu tespit
edilse de, nekrotik hicre kaynakli DNA gibi yuksek molekul agirlikli DNA

fragmanlarina da rastlanmistir [50].

Saglikh insan plazmasinda ise cfDNA nekrotik degil, apoptotik
hicrelerden kaynaklanir [48], [51]. Yine de saglikli kimselerde cfDNA'nin
oncelikli olarak kaynaginin hematopoetik hicreler oldugu varsayilmaktadir [52].
insan kan lenfositleri in vitro ortamda herhangi bir uyari olmadan cfDNA
salabilirler. Bu salinan cfDNA, hlcresel DNA'dan daha kuglk boyuttadir
(molekiler agirhgr 3.5 x10° - 3.7 x 10° dalton), ancak birgok gen icin cesitli
bilgileri tasiyacak kadar buyuktir [53]. Bu nukleik asitler hiicrelere girerek, alici

hicrelerde biyolojik aktivite olusturabilirler [47].

Ayni olgulardan alinan serum orneklerindeki cfDNA seviyelerinin plazma
orneklerine oranla daha yuksek bulundugu ortaya konmustur. Bunun pihtilasma
islemlerinin bazi hicrelere zarar vermesi sonucu serumda, daha yuksek oranda

cfDNA bulunmasina neden oldugu dustnulmektedir [54].

Olgularin kan dolagsimindaki cfDNA miktarini etkileyen bir diger faktor de
elbette dolasimdaki deoksiribonlkleaz (DNAaz) miktaridir. Kanser hastalarinda
DNAaz konsantrasyonlarinin disuk olmasinin ve DNAaz inhibitorlerinin tespit
edilmesinin de bu hastalarda artmis cfDNA miktarlarinda payl oldugu
dusundlmektedir [55]. Gastrointestinal kanserli hastalarin  plazmasindaki
DNAaz etkinliginde meydana gelen azalmanin, cfDNA butunliginu ve kan

plazmasindaki konsantrasyonunu arttirdigi gosterilmistir [55].
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Dolagimdaki cfDNA’nin birgogunun 150-200 bp uzunlugunda oldugu ve
yarl dmurlerinin 16 dakika ile 2 saat arasinda degistigi gosterilmistir [56]—[58].
Bu da cfDNA’nin dolasimda c¢iplak halde bulunmadigini, hicresel yahut

hiucresel olmayan komponentlerle kompleks olusturdugunu dusundurmektedir.

Erkeklerde bireyin kendine ve herhangi bir viral enfeksiyon gegirdiyse
enfeksiyon etkenine ait DNA ya da DNA'lar saptanabilirken, kadinlarda bunlarin
yaninda hamile ise fetusa ait ya da iz halinde de olsa onceki fetuslara ait

DNA’nin bulundugu da saptanmistir [59].

2.2.3. Cell Free DNA Olg¢iimii

Dolasimdaki cfDNA analizinde iki temel yaklasim vardir: niceliksel analiz
ve DNA'ya 6zgli mutasyonlara dayal analiz. ilk yaklasim hem tiiméral hem
nontimoral DNA'y1 iceren total cfDNA'nin sayisal 6lcumune dayanmaktadir.
Kanser hastalarinin plazmalarinda olgulen artmis cfDNA seviyeleri saglikli
olgularla karsilastirildiginda timor kaynakli cfDNA’yi isaret eder. Bu yontemin
duyarlihgr oldukgca yuksek ancak timoral ve nontimdral DNA'yi birlikte

degerlendirdigi igin 6zgunlugu dusuktur.

ikinci yaklagim, primer tiimorde mevcut timér spesifik bir mutasyonun,
izole edilmis cfDNA'da da saptanmasini temel alir. En sik kullanilan tumor
spesifik mutasyonlar; protoonkogenlerin ve tumor baskilayici genlerin nokta
mutasyonlari ya da kisa delesyonlari ile tumor baskilayici gen promoterlerinin

genis delesyonlari ve DNA hipermetilasyonudur [60].

TUumore 6zgu molekuler degisiklikler serum ve plazmada bulunan ¢ok az
miktarlardaki DNA'y1 cogaltabilen PCR dayali metotlarla belirlenebilmekte ve
kantitatif olarak analiz edilebilmektedir.

2.2.4. Cell Free DNA Kullanim Alanlari

Yapilan g¢aligmalar gozden gegirildiginde literatirde cfDNA ile ilgili
arastirmalarin buyuk ¢ogunlugunun son dekat igcinde yapildigini gormekteyiz.

Gunumuzde serbest fetal DNA gebelik doneminde tirizomi taramasi igin

neredeyse rutin olarak kullanilmaktadir. Anne kaninda fetal DNA ilk defa 1997
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yilinda gésterilmistir [61]. iginde bulundugumuz zamanda ise yiiksek riskii
gebeliklerde amniosentez, kordosentez, koryon villus biyopsisi gibi invaziv
islemler yerine noninvaziv olarak prenatal tani konmasinda serbest fetal DNA

kullaniimaktadir.

Serbest fetal DNA gebelik sirasinda plasentadan anne kanina gegen ve
hicre igerisinde bulunmayan serbest olarak saptanan fetise ait genetik
materyaldir. Anne kaninda fetuse ait bu serbest genetik materyal DNA ve RNA
seklinde olabilir. DNA'nin esas kaynaginin plasentadaki sinsityotrofoblastlarin
apoptozu oldugu dusunulmektedir. Anne kaninda RNA ve DNA haricinde
fetlise ait intakt hicreler de saptanabilir ancak bunlar ¢ok nadirdir ve genetik

inceleme igin kullanigh degildir [62] [63].

Anne kaninda serbest fetal DNA'nin yari omri dakikalarla ifade
edilebilecek kadar kisa oldugundan dogumdan yaklagik 2 saat sonra anne

kaninda saptanamadigi bildirilmigir [64].

Trizomi taramasi haricinde serbest fetal DNA’nin kullanildigi diger

alanlar soyle siralanabilir:

Fetal cinsiyet tayini; Erken fetal cinsiyet tayini, konjenital adrenal
hiperplazi, Dushene muskuler distrofi gibi cesitli X'e bagh gecis goOsteren

hastaliklarin prenatal tanisi igin dGnemlidir.

Fetal RhD genotiplemesi; Anne ve bebegi arasinda RhD kan

uyusmazliginin prenatal tanisi igin rutin olarak kullanilacag: dngorilmektedir.

Tek gen  bozukluklarinin  prenatal tanisinda;  Akondroplazi,
hemoglobinopatiler, konjenital adrenal hiperplazi, kistik fibroz, Huntington
hastaligi, Miyotonik distrofi gibi giderek genisleyen bir cesitlilikte kalitsal

hastaliklarin test edilmesine olanak saglamaktadir [65].

Fetal DNA derigimlerini arttiran hastaliklarin tespiti; Preeklampsili
gebelerin plazma DNA derisimlerindeki artis ve bu durumun tanisinda
dolagsimdaki DNA duzeylerinin kullanilabilir bir belirte¢ olabilecegini bildiren

calismalar mevcuttur [66].
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Hamilelik suresinde anneden izole edilen cfDNA’nin yaklasik %5’inin

fetUse ait oldugu gosterilmistir [67].

Anne kaninda serbest fetal DNA analizinin ilerleyen yillarda kullanim
alaninin  genisleyecegi ve sensitivitesinin artacagina kesin gozuyle
bakilmaktadir. Yliksek ihtimalle invaziv testlerin yerini tamamen alacak ve
tarama degil tani amaciyla kullanilacaktir. Ginumuzde yapilan prenatal tarama
testleri ile down sendromlu bebeklerin yaklasik %15-20'si tarama testi sonucu
normal geldigi igin saptanamamaktadir. Ayrica yuksek risk nedeniyle
amniyosentez uygulanan her 20 gebeden 1l'inde down sendromlu bebek
saptanmaktadir ve 19 gebe gerekiz invaziv girisime maruz kalmaktadir.
llerleyen yillarda sensitivitesi yiksek tarama testlerinin ucuzlayarak

yayginlagsmasinin dnemli faydalar saglayacagi dusunulmektedir.

Onkolojide cfDNA tani aninda, tedavi suresince hastaligin progresyon
takibinde ve tedavi yanitini degerlendirmede birgok faydali bilgiler sunar.
Bunlarin yani sira cfDNA’daki ilag direncine katkida bulunabilcek varyantlarin
analizi ile hastalara dogru ve etkin tedavi protokollerinin segilmesinde de
faydalidir [68].

Kanser tanisinda cfDNA kullanimindaki en yaygin uygulama timore
bagh DNA degisikliklerinin saptanmasi yonundeki uygulamalardir. Tumor
DNA’sinin tum karakteristikleri cfDNA’da da bulunmaktadir. Total cfDNA
icindeki tumor spesifik cfDNA miktari %10'un altinda olsa da [69], bir ¢ok
calisma kansere 0zgu genetik ve epigenetik dedisikliklerin cfDNA’da
bulundugunu gdstermistir [70]-[72] GUnumuzde kansere 0zgu birgok
mutasyon tanimlanmig ve saptanan mutasyonlarin tani, tedavi takibi ve

prognoz uzerindeki etkileri ortaya konmustur.

Neoplastik, nonneoplastik hastalari ve saglikli olgulari iceren genis bir
calismada, bu c¢alismaya dahil edilen gruplarin cfDNA konsantrasyonlari
arasinda anlamh farkhlik bulunmus ancak cfDNA’'nin kanser tanisinda tarama

amagl kullanilabilmesi icin bir cutoff deger belirlenememistir [73].
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1995 yilinda yapilan bir galismada dolasimlarinda dusuk miktarlarda
DNA'ya sahip olan kanser hastalarinda sagkaliminin 100 ng/ml DNA'ya sahip
olanlara gore daha uzun oldugunu bildirilmigtir [74]. Erken evrelerde bile timor
DNA’larinin dolagsimda oldugunun gdsterilmesi tedavi yaklasimlari agisindan
ilgi gekicidir. Kanserin erken evresinde kan testleri gibi daha az invaziv olan
tetkikler invaziv tani yontemlerinden daha cazip gorulmektedir. Plazma DNA
dizeylerinin basarisiz tedaviyi takiben artma, basarili tedaviden sonra ise

azalma egiliminde oldugu da goésterilmistir [75].

Hasta plazma ve serum orneklerinde, kanser etiyolojisinde rol oynayan
viriislere bagli niikleik asitler de yer alabilir. insan papilloma viriis (HPV) ile
serviks kanseri, epstein barr viris (EBV) ile Burkitt lenfoma ve nazofarenks
kanserleri iligkisi bu duruma O6rnek olarak verilebilir. Bu olgularda kanda
dolasan viral nukleik asitlerin gosteriimesi hastaligin tanisinda onemlidir. 1998
yihinda nazofarenks kanserli hastalarin serumlarinda polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile EBV DNA varligini gosterilmigtir [76].

Pek c¢ok kanser turinde, tumor dokusunda belirlenen spesifik
onkogenler, tumor baskilayici genlerdeki nokta mutasyonlari, heterozigotluk
kaybi,  mikrosatellit  instabilitesi, kromozomal translokasyonlar ve
hipermetilasyon gibi molekuler degisiklikler hastalarin énemli bir béliminde
serum veya plazmada da bildirilmistir [77] [78] [79] (Sekil 2.2).

TUumor baskilayici genlerin farkli metilasyon parametreleri kansere 6zgu
bir bulgudur ve bu bulgu kanda dolasan tumor kaynakh DNA’larda tespit
edilebilir. TUmor baskilayici genlere ait artmis metilasyon farkh tumor tiplerinde
onemlidir. Hepatoselller karsinomali olgularin timér dokusunda ve kanda p16
gen bolgesinin metilasyonunun arastinldigi bir calismada timor dokusunda,

serum ve plazma orneklerinde artmis metilasyon varligi gosterilmigtir [80].

Kanda dolasan nukleik asitlerden kanserli olgularda mikrosatellit
degisiklikler de gdsterilmektedir. Genomda kisa tekrarlayan diziler olan
mikrosatellitler genetik analizlerde polimorfik belirte¢ olarak kullaniimaktadir.

Mikrosatellit instabilitesi 6zellikle herediter non-polipozis kolon kanserleri ve
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kiguk hacreli akciger kanserlerinin %50’sinde saptanan bir bulgudur.
Kanserlerde tumor baskilayici genlerde bir allelin kaybi sik gézlenen bir bulgu
olup bu kaybin olup olmadiginin polimorfik belirte¢ ile saptanmasi hem timor
tanisini hem de prognozu gostermesi acgisindan onemlidir. Mikrosatellit
instabilitesi bas-boyun, akciger, meme, renal hicre, kolon kanseri ve malign

melonomalil hastalarin plazma ve serumlarinda gosterilmistir [81] [82] [83].
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Sekil 2.2 cfDNA kaynaklari ve genetik degisiklikleri [84]

Kanda dolasan nukleik asitlerden kanserli olgularda mikrosatellit
degisiklikler de gosterilmektedir. Genomda kisa tekrarlayan diziler olan
mikrosatellitler genetik analizlerde polimorfik belirte¢ olarak kullaniimaktadir.
Mikrosatellit instabilitesi 6zellikle herediter non-polipozis kolon kanserleri ve
kigUk hucreli akciger kanserlerinin  %50’sinde saptanan bir bulgudur.

Kanserlerde timor baskilayici genlerde bir allelin kaybi sik gézlenen bir bulgu
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olup bu kaybin olup olmadiginin polimorfik belirte¢ ile saptanmasi hem tumaor
tanisint hem de prognozu gostermesi acgisindan oOnemlidir. Mikrosatellit
instabilitesi bas-boyun, akciger, meme, renal hlcre, kolon kanseri ve malign

melonomali hastalarin plazma ve serumlarinda gésterilmistir [81] [82] [83].

Bahsedilen bu farkli molekuler genetik degisiklikler, kanserin erken ve
noninvasiv tanisinda, risk belirlenmesinde kullanilabilecek spesifik ve sensitif
potansiyel belirtegler olarak gorulmektedir. Bu tur molekuiler degisikliklerin
serum ve plazmada incelenmesinin, tumorde bulunan molekuler lezyonlar

konusunda daha belirgin bir tablo ortaya ¢ikarabilecegine inaniimaktadir.

Ayrica, cfDNA’nin metastaz sirecinde rol alabilecegi sdylenmis ve
“‘genometastaz” hipotezi ortaya atimistir [85]. Buna goére uzak organ
metastazlarinin, plazmada dolasan tumor kaynakli onkogenlerin bu
organlardaki duyarli hdcrelere girerek bunlari transforme etmesiyle

olusabilecedi ileri sUrtlmektedir.

Simdiye kadar plazma ve serumda dolasan serbest nukleik asitler klinik
rutin kullanima henuz girmemistir. Ancak onumuzdeki yillarda kanserin erken
tanisinda, rezidi hastallk saptanmasinda, tedavi takibinde ve kanser
yonetiminin diger alanlarinda tumor spesifik nukleik asitlerin  kullaniimaya
baglanmasi beklenmektedir. Boylece kanser mutasyonlarinin saptanip analiz
edilmesi invaziv biyopsiler yerine likit biyopsiyle cfDNA eldesi yontemiyle

mumkun olacaktir [86].

2.3. PET/BT

PET, pozitron yayan radyofarmasotikler kullanilarak hastadan yayilan
fotonlar detekte eden ve bu fotonlarin G¢ boyutlu dagiliminin tomografik olarak

degerlendiriimesine imkan veren noninvaziv bir gorintileme yontemidir.

Proton yoéninden fazlaligi olan gekirdekler elektron yakalayarak yahut
pozitron emisyonu ile bozunarak kararli hale gecgerler. Pozitron emisyonunda
ortaya c¢ikan pozitif yukli bir elektron olan pozitronun émru ¢ok kisadir ve
enerjisine bagh olarak ortamda 2-7 mm ilerledikten sonra yolu Uzerindeki

negatif yukli bir elektrona carpinca, kutlenin enerjiye donusimu olayi
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gerceklesir. Bu sirada birbiriyle ¢carpisan kutleler yok olurken, E=mc? formiliine
gore sahip olduklari kitlelerin enerji esdegeri olan 511 keV enerijili iki tane foton
birbiriyle 180° agi yapacak sekilde zit dogrultuda yayinlanir. Bu yok olma
olayina anhilasyon, olusan fotonlara da anhilasyon fotonlari denir. Ortaya ¢ikan
bu iki fotonun es zamanli deteksiyonu PET'de goruntilemenin temel prensibini

olusturmaktadir [87].

PET radyoizotoplari ya da pozitron salinimi yaparak bozunan
radyonuklidler dogada bulunmayip sadece yapay olarak Uretilirler. Bu Uretim de
siklotrondaki stabil bir maddenin protonlar, doteronlar veya helyum ¢ekirdegi ile

bombardimanindan olusur [88].

PET goruntulemede kullanilan radyoizotoplar vicutta bulunan temel
elementler ile benzer biyokimyasal 6zellikler tasirlar. Kullaniima amacina uygun
olarak uygun biyomolekullerle birlestirilen bu radyoizotoplar radyofarmasaotik
haline getirilir. Bu sayede hlcresel duzeyde arastirma yapabilme, hastaliklarin
altinda vyatan biyokimyasal sureglerin arastirlmasi ve invivo olarak
goruntilenmesi mumkun olabilmektedir [89]. PET calismalarinda % 90 Flor-18
(F18) isaretli bilesikler kullaniimaktadir. Kullanilabilecek diger maddeler
arasinda Oksijen-15 (0O15), Azot-13 (N13), Karbon-11 (C11), Galyum-68
(Ga68) ve Rubidyum-82 (Rb82) sayilabilir.

PET goruntilemede kullanilan radyoizitoplarin ¢gogu kisa yari dmuarleri
nedeniyle Uretildikleri yerde kullaniimalidirlar. F18 ise nispeten uzun yari dmru

sayesinde gevredeki PET merkezlerine transfer edilebilir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Bazi 6nemli siklotron trlni PET radyonuklikleri ve fiziksel 6zellikleri
[90]

Radyoniiklid Fiziki Yari Omrii Maks B+ Enerjisi (MeV)
Rb82 1,3 dk 3,150
Cl1 20,3 dk 0,960
N13 9,97 dk 1,198
015 2,1dk 1,723
F18 110 dk 0,635
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Bunca radyonukid arasinda F18 in goruntileme icin en uygun
radyofarmasoétik olmasinin uzun yari 6mra haricinde baska sebepleri de vardir.
Bunlar; pozitron enerjisinin disik olmasi (0,635 MeV) nedeniyle dokuda fazla
mesafe kat edememesi sayesinde yuksek c¢ozunarlikli goérintilemeye el
vermesi, yuksek spesifik aktivite ile Uretilebilmesi, tek siklotronda buyuk
miktarlarda Uretilebilmesi (>10 Ci), tekrarlayan ¢ekimler i¢in uygun radyasyon
dozimetrisine sahip olmasi ve Uretim merkezinden PET merkezine ulagimina

izin veren uzun yari 6mru 110 dakika olarak sayilabilir [91].

PET’in anatomik bilgi saglayan radyolojik goruntileme yontemlerine olan
astlinligl, timor tarafindan tutulan radyofarmasoétikler araciligi ile timoérde
morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikmadan dnce olugsan metabolik degisikliklerin
saptanmasidir. Bu teknikte vlcuttaki biyolojik bir fonksiyonun molekuler
goruntulemesi yapilmaktadir. Metabolik degisiklikleri saptayabilmesi ise PET

goruntulemede kullanilan radyoizotoplar sayesinde mumkun olmaktadir.

Gorluntileme amach kullanilan radyofarmasétiklerin  hedef organda
maksimum duzeyde, diger organlarda minimum didzeyde tutulmasi beklenir. Bu
yuzden radyoizotoplar ile birlestirilen farkh molekuller ile radyofarmasotikler

geligtiriimistir (Tablo 2.2)

PET, verilen radyofarmasoétik ile vicudun fonksiyonu hakkinda bilgi
toplarken, BT vucuttaki normal ve patolojik dokularin anatomik detayini
vermektedir. Her iki cihazin birlesmesi ile elde edilen veriler; PET goruntuleri,
BT goruntuleri ve her ikisinin is istasyonunda ust Uste bindirilmesi ile elde

olunan flzyon goruntuleri seklindedir [92].
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Tablo 2.2 PET géruntilemede kullanilan bazi radyofarmasétikler ve metabolik

Ozellikleri [90], [93], [94]

Radyofarmasotik

Metabolizmasi

F18 FDG (florodeoksiglukoz)

Glukoz metabolizmasi

F18 NaF (sodyum florid)

Kemik metabolizmasi

F18 FLT (florotimidin)

DNA sentezi

F18 FCH (florometilkolin) ve C 11

kolin

Membran lipid sentezi

F18 DOPA

Aminoasit transportu ve protein

sentezi

F18 FMISO (floromisonidazol)

TUmor hipoksi

F18 FES (floroostradiol)

Ostrojen reseptdr analogu

Ga68 PSMA

Prostat spesifik membran antijeni

Ga68 DOTA-TOC

Somatostatin reseptor analogu

F18 Galakto RGD (Arg-Glu-Asp)

TUmor anjiyogenezi

2.3.1. PET/BT Tarihgesi

1928 vyilinda ingiliz fizikgi Paul Dirac pozitronlarin varhgini ortaya
koymus, bu bulusu ile 1933’te Nobel Fizik Odiline layik goriimistir. ik
siklotronun 1929 yilinda Ernest O. Lawrence tarafindan bulunmasi ve 1932
yilinda ingiliz fizikgi Sir John Douglas Cockcroft ve irlandali fizikgi Ernest
Thomas Sinton Walton tarafindan ilk yuksek enerjili yapay emisyonun

uretilmesiyle birgok yeni radyonuklid Gretimi gergeklestirmislerdir.

1950’lerin ilk donemlerinde Massachusetts General Hospital'da karsit iki
Nal (TI) detektoér kullanan basit bir pozitron tarayici Uretilerek stpheli bir beyin
tumoru olan hasta goruntulendi. Boylece pozitron ile ilk tibbi uygulama yapilmis
oldu [95]

Bir ¢ok prototip sonrasinda, 1974'de Washington Universitesindeki

arastirmacilar insan c¢alismalar igin geligtiriimis ilk klinik pozitron tomografi
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olarak da bilinen PET III'G Urettiler. Pozitron emisyon tomografisi ile molekuler
goruntulemenin klinik uygulamaya geg¢mesiyle birlikte onkolojik vakalarin

degerlendiriimesi yeni bir bakis agisi kazanmistir.

1970’li yillarda Hounsfield ve Ambrose’nin X-isinli bilgisayarli tomografiyi

kesfi ile tibbi gértintileme alaninda yeni bir ddnem baglamistir [96].

PET’in BT ile kombine edildigi ilk prototip PET/BT tarayici ise Pittsburgh

Universitesinde 1998’de klinik olarak kullaniimaya baslanmistir [97].

Gunumuzde tiptaki gelismelerin yani sira gekirdek fizigi, radyofarmasi,
elektronik, biyomedikal ve bilgisayar teknolojisindeki gelismeler sayesinde
yuksek rezolusyonlu PET goruntileme mumkun hale gelmigtir. PET cihazlari
gelisim sureci icerisinde sisteme daha cok sayida detektdr, ring ve foton
cogaltici tip (PMT) eklenmesi ile sistem duyarliligi ve rezolisyonu arttiriimis,

goruntuleme suresi ise kisaltilmigtir [98].

PET cihazlari ilk yillarda sadece bilimsel aragtirmalarda kullanilirken BT
ile entegre edilen PET/BT cihazlar artik yuksek tanisal potansiyeli ile rutin

klinik uygulamalarda kullanilir hale gelmistir.

PET tarayicilari, baglangigta tek kesitlik gortntuler alan ortalama 32 adet
Nal(Tl) detektérinden olusan, yaklasik 2 cm ¢dzunurlUkIU sistemler iken,
gunumuzde farklh kristal (LSO, BGO, GSO gibi) yapilarinda ve daha ¢ok sayida
detektdrden olusan, ayni anda birka¢ kesit goruntu alabilen sistemler haline
donusmaustur. Bu gelismeler sayesinde cihaz ¢ézunurligl 2 cm’den 5 mm’nin

altina inmisgtir.

2.3.2. F18-FDG PET/BT’nin Uygulama Alanlari

Onkolojik F18-FDG PET/BT endikasyonlari sunlardir;

-Tani; diger tani modaliteleri ile tespit edilen lezyonlarin tanisi, metabolik
karakterizasyonu, lezyondan biyopsi alinacaksa en fazla bilgi verecek

lokalizasyonun belirlenmesi ve ilgilenilen lezyonun benign/malign ayrimi,
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-Primer odak arama; malignite Oykusu olmayan olgularda, primeri
bilinmeyen tumor metastazi fark edildiginde ya da paraneoplastik sendromlu

hastada, primer odagin tespiti,
-Evreleme; bilinen malignitelerin evrelendiriimesi,

-Tedavi yaniti degerlendirme; bilinen malignitele bagh tedavi alan
hastalarda tedaviye erken yanitin degerlendiriimesi, yanit yoksa farkli tedavi

segeneklerine yonlendiriimesi igin,

-Yeniden evreleme; tedavi sonrasi fizik muayenede ya da diger
goruntileme cgaligsmalarinda saptanan anormal bulgularin timor/nekroz/fibroz
doku ayriminin yapilmasi, timor belirteglerinin yukseldigi durumlarda tumor
rekdrensinin saptanmasi ve FDG pozitif, potansiyel olarak tedavi edilebilir

relapsi olan hastalarda yeniden evreleme igin,
- Radyoterapi planlamada rehberlik amacli [99].

2.3.3. F18-FDG’nin Hiicrelerde Tutulum Mekanizmasi

Aclik halinde beyin hari¢ vucuttaki birgok doku oncelikle serbest yag
asitleri enerji kaynagi olarak kullanir. Karbonhidrattan zengin bir 6gun sonrasi
artan insulin seviyeleri bu metabolizmay! gegcici olarak yag asidinden glukoz

yonune cgevirir.

ik kez 1930 yilinda Otto Warburg birgok tiimér hiicresinin primer enerji
kaynadi olarak glukoz kullandigini gdstermistir [100]. Bunun sebebi olarak,
genetik mutasyonlar sonucu timoér huicrelerinde glukoz tasiyici proteinlerin
(GLUT) sayisinin ve intraseluler hekzokinaz enziminin artmisg ekspresyonu

sonucu glikolizin artmasi sorumlu tutulmaktadir [101].

Hipoksik dokular sureklilik arzeden artmis glukoz ihtiyacini karsilamak
icin enerji kaynagi olarak anaerobik glikolizi kullanir [102].Tumorler de
buyurken, oksijen acgigina girerek hipoksik kaldiklarinda anaerobik solunum
yapmak trikarboksilik asit siklusu ile aerobik metabolizmadan daha kolay hale
gelir [103]. Tumor hucrelerinin hipoksik ortama ragmen canli kalabilmesinde

Hipoksi indiiksiyon Faktéri-1 (HIF-1) proteinin etkisi oldugu diisiiniiimektedir.
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HIF-1 etkisi ile GLUT1 ve heksokinaz Uretimini artirir. Ayrica neovaskulariteyi
destekleyen vaskuler endotelyal buyime faktoru (VEGF) Uretimini de uyarir
[104].

Yeterli oksijen varliginda bile hizli replike olan kanser hicreleri ana
metabolik yol olarak glikolizi kullanirlar [105]. Boylelikle timoér hucrelerinde

glukoz tuketimi normal hucrelere oranla artmis olur [103].

Kanser hucrelerinde glikolitik yolun ve buna bagli olarak hucre igine
glukoz transportunun artis derecesi, timorun agresifligi ve metastaz potansiyeli

ile do@ru orantilidir.

Bir glukoz analogu olan FDG ve glukoz intraven6z uygulamanin
ardindan glukoz metabolizmasinin belli bir agsamasina kadar ayni yolu izlerler.
FDG, glukoza benzer sekilde insulin bagimli olmayan GLUT1 ile tim&r hicresi
icine alindiktan sonra heksokinaz enzimi ile fosforile olur ve FDG-6-fosfat
(FDG-6-P) formuna donusturtlar. FDG-6P’in ikinci konumunda hidroksil grubu
bulunmamasi nedeniyle, glukoz-6-izomeraz enzimi i¢in uygun bir substrat
olmadigindan glikolizin diger metabolik reaksiyonlarina ilerleyemez. FDG-6P,
kandan yeni FDG geldigi surece tumor hucresinde giderek artan bir bicimde
birikmeye baslar. FDG-6P’nin tUmor hicresinden ¢ikmasinin tek yolu fosforilaz
enzimleri ile FDG’ye donusup hucre digina tasinmasidir. Ancak, FDG-6P’nin
hicre zarindan serbestlenmesi igin gerekli olan glukoz-6-fosfataz enzimi malign
hicrelerde c¢cok az miktarda bulundugundan FDG-6P dokularda birikmeye

devam eder ve hapsolur [106].

Glukoz kullanimi ve metabolizmasi artmis dokular, daha c¢ok FDG
tutmalari nedeniyle, elde edilen PET goéruntulerinde normal dokulara gore daha
yuksek sayim yogunlugu gdsteren odaklar olarak karsimiza cikarlar [107].
Normalde glukoz molekull renal glomertllerden serbestge sitzillr ve nefronlar
tarafindan hemen geri emilir. FDG ise suzildukten sonra neredeyse hi¢ geri
emilmez ve idrar yolu ile vacuttan atilir [103]. Bu da renal pelviste, toplayici

sistemde ve mesanede yuksek yogunluklu FDG sayimi izlenmesine sebep olur.
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FDG, bu prensiple tumor goruntilemede benzersiz bir metabolik ajan
olarak kullanim alanina sahiptir. Hlcre bolinme hizinda, glukoz kullaniminda,
glukoz taslyici protein aktivitesinde ve hekzokinaz aktivitesinde gorulen artis
tumor hucrelerinde izlenen metabolik degisikliklerdir. Bu sebeple aclik fazinda
intraven6z FDG uygulamasi sonrasinda gergeklestirilen PET goruntilemede

tumor dokularinda normal dokulara gore artmig tutulum odaklari saptanir.

FDG tumoral dokuya 6zgu olmadigindan enfeksiydoz ve enflamatuar
sureglerde, tuberklloz, sarkoidoz ve fungal enfeksiyon gibi pek ¢ok durumda

artmis aktivite izlenenebilir.

2.3.4. Standardize Edilmis Tutulum Degeri (SUV)

F18-FDG PET goéruntileri icin kalitatif ve semikantitatif degerlendirme
kullaniimaktadir. Semikantitatif degerlendirme parametresi olarak en sik
FDG'ye ait standardize edilmis tutulum degerinin ingilizce karsiligi olan
“Standardized Uptake Value” (SUV) kullanilir. SUV degeri dokuda gram basina

biriken radyoaktivite miktarini temsil etmektedir [108].
SUV degeri yari nicel bir élgim degerdir ve birgok faktorden etkilenir:
a- Hasta Agirhgi;

Yag dokusu goérece daha az glukoz metabolizmasi gésterdiginden obez

hastalarin normal dokudaki SUV degeri zayif hastalara gére daha ylksektir.
b- Goruntileme Zamani;

FDG tutulumu pek ¢ok lezyonda FDG uygulamasini takiben ilk iki saatte
hizli, daha sonra yavas artar [109]. GorUntlileme olmasi gerektiginden erken
yapilirsa dusuk, gecikmis taramalarda ise yuksek SUV degerleri olgulr. Erken
goruntilemeler lezyonlardaki SUV plato degerlerine henlz ulagsmadigindan
onemli 6lcim hatalarina neden olabilir. Tedavi girigsimlerinden sonra SUV plato
degerine daha erken ulasir.

c- Plazma glukoz duzeyi;
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isaretlenmemis glukoz FDG tutulumu ile rekabet durumunda
oldugundan, plazma glukozu ne kadar ylksek olursa SUV degeri de o kadar
dusuk olur. Bu nedenle ylksek glukoz dizeylerinde SUV oldugundan daha
dusuk hesaplanir. Bu durumda ideal olarak bu degeri yukselten bir duzeltme
yapilmalidir. Plazma glukoz duzeyine gore SUV deg@eri dizelmesi kullanilabilir
(6rnegin SUV degeri x glukoz konsantrasyonu /100mg/dl) Bu oOncelikle ayni
hastanin ardisik takiplerinde faydalidir, ancak c¢alismalar arasinda normal

dokulardaki SUV degeri degiskenligi artacaktir.
d- Kismi hacim etkisi;

Kismi hacim etkisinden dolayl PET rezolusyon sinirlaninin altinda kalan

klguk lezyonlarda islem hatasi sonrasi distk SUV degerleri saptanabilir.
e- Zemin Aktivitesi;

Bir bagka kismi hacim etkisi de zemin aktivitenin ilgi alani igine
sizmasidir. Bir karaciger tumoruyle esit metabolik aktiviteye sahip olan bir
akciger tumorinin SUV degeri, daha az zemin aktivitenin ilgi alani igine

sizmasindan dolay! daha dusuk olabilir.
f- Dozun damar disina kagmasi;

SUV degerleri oldugundan daha dusuk ol¢ulur. Bu durumda PET
degerlendirmesi sirasinda tumorun zemin aktiviteye oranini kullanmak daha

dogru olacaktir.
g- Rekonstruksiyon parametresi;

Filtrelenmis geri projeksiyon ve iteratif rekonstriksiyon ile elde edilen

SUV degerleri farkli olacaktir.
h- BT tabanl atentasyon dizeltmesi;

BT tabanli atentasyon duzeltmenin, PET transmisyon cihazi kaynakl
atenuasyon dizeltmeden daha ylksek SUV (%10 ila %50) verme egiliminde
oldugu gosterilmistir [110] [104].
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SUV degeri minimum, maksimum ve ortalama olarak hesaplanabilir. Bu
Olcumde degeri merak edilen lezyona / lenf noduna / metastaz bolgesine ilgi
alani (ROI = region of interest) gizilmelidir. Ortalama SUV degeri ROI icindeki
tim piksellerin matematiksel ortalama degerini verir. Minimum ve maksimum
degerler ise ROI icindeki en dusuk ve en ylksek piksel degerlerini
gOstermektedir. Genel olarak PET/BT degerlendirmeleri maksimum SUV (SUV

max) degeri ile yapilmaktadir.

SUV max PET veya PET/BT cihazlarinin icerdigi yazilim tarafindan

asagidaki formulle hesaplanir.
SUV max=C/ (ID / w)

Bu formiilde C: Secilen ROI icerisinde Bg/ml ya da mCi/ml cinsinden
FDG konsantrasyonunu, ID: Bqg ya da mCi cinsinden hastaya enjekte edilen

toplam FDG dozunu ve w:hastanin kg cinsinden agirligini ifade etmektedir.

Her dokuda ayni olmamak Uzere genel olarak SUV max degeri 2,5'tan
buyukse, kesinlik tasimamakla birlikte malignite lehine yorumlanmaktadir.
Cesitli caligmalar SUV max degerinin malignite potansiyeli ve prognozu tahmin
etmede bagimsiz bir 6ngoru araci oldugunu ve kullanicilar arasi degiskenliginin
diger yontemlere goére daha disuk oldugunu goéstermistir [111] [112]. SUV
degeri tumodral dokuda artmis F18 FDG akumulasyonu ile ylukselmekte ve bu

onun proliferatif aktivitesini ve biyolojik saldirganhgdini gostermektedir [113].

3. GEREG VE YONTEM

3.1. Calisma Plani ve Hasta Secgimi

Calismaya Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakultesi NUkleer
Tip Anabilim Dal'na FDG PET/BT goruntilemesi igin yonlendirilmis, FDG
PET/BT goruntulemesi yapiimis 87’si kadin 97’si erkek 184 hasta ve kontrol
grubu olarak 57’si kadin 35’i erkek 92 kisi dahil edilmigtir. Hastalarin yas
ortalamasi 53.37, yas arali§i ise 25-89 arasindayken kontrol grubunun yas
ortalamasi 36.5, yas araligi ise 19-86 araliginda idi. Hastalarin PET/BT
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goruntulerinden elde edilen SUV max degerleri ile ve plazma cfDNA degerleri
ayrica hasta grubu ile kontrol grubunun plazma cfDNA dederleri istatistiksel
olarak karsilastirildi. Bu g¢alisma icin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip
Fakultesi Etik Kurulu'nun 23.07.2014 tarih ve 2014-14 sayili onayi alinmistir.

3.2. PET/BT Goriintiileme

Calismaya dahil edilen 184 hastanin PET/BT goéruntilemeleri,
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiltesi Nikleer Tip Anabilim
Dal’'nda Biograph Duo LSO FDG PET/BT tarayici (Siemens, Almanya) ile
gerceklestirildi ve tim hastalara rutin PET/BT goruntileme protokoll uygulandi.
Bu protokole gore gorlntlileme o6ncesi son iki ginde hastalarin asiri fizik
egzersizden kacginmalari ve soguga maruz kalmamalari Onerildi. En az alti
saatlik aglik sonrasi tUm hastalarin kapiller kandan glukoz dlgumleri yapildi ve
serum glukoz duzeyi 180’nin Uzerinde bulunan hastalarin PET/BT
goruntulemesi kan sekeri regulasyonu amaciyla ertelendi. Kan gekeri uygun
dizeyde olan hastalara 8-12 mCi F18 FDG intravendz yoldan anjioket
yardimiyla enjekte edildi ve enjeksiyondan sonra anjioket 10-20 ml serum
fizyolojik ile yikandi. Hastalara herhangi bir medikasyon yahut intraventz
kontrast madde uygulanmadi ancak bir gece énceden baslanarak 300mg/50ml
dozunda kontrast ajan 1500 ml su ile birlikte oral yolla uygulandi. Enjeksiyonu
takiben radyofarmasaétigin  biyodagiliminin  tamamlanmasi ve ideal tumor
tutulumunun olusmasi i¢in hasta sakin ve rahat bir ortamda, konugmamasi ve
hareket etmemesi soylenerek 45-60 dakika dinlendirildi. Bekleme sulresi
sonunda hastanin mesanesi bosalttirilarak sirtistu pozisyonda kollar yanda
olacak sekilde PET/BT tarayicinin yatagina yatirildi. Once rehber amagli
topogram goruntuleri, ardindan verteksten uyluk 1/3 proksimaline kadar olan
vucut bolumlerinin L.V. kontrastsiz BT goruntuleri ve takiben PET goruntuleri
alindi. Hastalarin PET/BT goruntuleri ortalama 7-8 yatak pozisyonunda, 3

mm’lik kesitler halinde alinarak yaklasik 25 dakikada tamamlandi.

Batin hastalarin PET/BT goéruntuleri en az bir nukleer tip uzmani ve bir
kidemli nukleer tip asistani tarafindan rutin degerlendirme proseduri

cercevesinde raporlandi. Bu prosedur kapsaminda, atentasyon duzeltmesi
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yapillmig ve yapilmamis multiplanar PET, BT ve PET/BT fuzyon kesitleri,
maksimum yogunluk izdigumu (maximum intensity projection=MIP) PET
goOrantileri, bilgisayar yazilim programi kullanilarak LCD monitér Uzerinde
incelendi. Degerlendirmede, goruntileme Oncesinde hasta dosyasi ve hasta ile
dogrudan gorusme yoluyla elde edilen klinik oykud, mevcut yakinmalar,
konvansiyonel goruntileme bulgulari, biyopsi sonuglari ve gegirilmis operasyon
bilgileri gbz 6ninde bulunduruldu. PET/BT'de saptanan lezyonlar dncelikle
gorsel olarak degerlendirildi. Kantitatif degerlendirmelerde ise SUV max
degerleri kullanildi. SUV max degeri ilgi alani (ROI) teknigine gore o6lguldu ve
bilgisayar tarafindan otomatik olarak hesaplandi. SUV max degerleri, tum

pozitif lezyonlar arasinda en yiksek FDG tutulumu olan lezyondan élguldu.

A-MIP Koronal B-BT Koronal C-Flzyon Koronal

Sekil 3.1. PET/BT Koronal Goéruntuler(A,B,C)
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3.3. Cell Free DNA Olgiimii
3.3.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Plazmanin Ayristiriimasi

Her bir olgudan 6n koldan 10 ml venoz kan ornegi Etilen Diamin Tetra
Asetikasit (EDTA) iceren tlplere alindiktan sonra Tibbi Genetik laboratuvarina
gonderildi. Kan ornekleri bekletilme olmaksizin 3800 rpomde 10 dk santriftjlendi.
Supernatant yeni bir tupe aktarilarak 3000 rpm de 10 dk santrifUjlendi.
Sonrasinda plazma drnekleri 1’er ml olmak Uzere kryo tlplere dagitilarak daha

sonra kullaniimak Uizere -20°C’de saklandi.

3.3.2. DNA izolasyonunda Kullanilan Malzemeler

« Santriflij (Rotofix 32A- Hettich)

» Mikrosantriflj ( Mikro 120-Hettich)

* Isitici blok (Eppendorf)

* Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

» Otomatik pipet seti (Eppendorf Researce plus 1-10 pl,10-100pul ve 100-
1000ul)

« Manuel Niikleik Asit Izolasyon kiti: Qiagen QIAMP DNA Blood Mini Kit
« MagNA Pure Compact otomatik Niikleik Asit izolasyon Kiti, Roche

« Etanol (%96-100)

« EDTA’lI tip

2 ml steril ependorf tlpleri

» Steril, filtreli 10 pl,100 ul,ve 1000 pl pipet uglari

* Tek kullanimhk pudrasiz nitril eldiven

* Nanodrop (Nanophotometer, Implen)

« MagNA Pure Compact Roche Otomatik izolasyon Cihazi
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3.3.3. Manuel DNA izolasyonu

Qiagen QIAMP DNA Blood Mini Kiti, Ureticinin kan ve vucut sivilarindan
DNA eldesi protokollne gore gergeklestirilip, spin kolon yontemi kullaniimistir.

Plazmadan cfDNA eldesi amaciyla;

* 40 pl Qiagen Proteinaz K 2 ml’lik ependorf tipe konuldu.

« Uzerine 400 pl plazma 6rnegi eklendi.

* Plazma 6rneginin Gzerine 400 ul AL buffer eklenilerek 15 sn

vortekslendi.
« Ornek 56°Cde 10 dakika inkiibe edildi.

« inkiibasyon sonrasi érnege 400 pl etanol (%96-100) eklendi. 15 sn
vortekslendi.

» Karisim spin kolona tlpun kenarlarini 1slatmadan aktarildi. 8000 rpm
de 1 dakika santrifuj edildi. Santriflj sonrasi spin kolon 2 ml’'lik temiz bir

toplama tlputne alindi.

* Spin kolonun kapagi sarsmadan dikkatlice agildi, Gzerine 500 ul AWA1
buffer eklendi. 8000 rpmde 1 dakika santriflij edildi. Santrifij sonrasi spin kolon

2 ml'lik temiz bir toplama tuputne alindi.

* Spin kolonun kapagi dikkatlice agildi, Gzerine 500 ul AW2 buffer
eklendi. 14000 rpmde 4 dakika santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi spin kolon 2

ml’'lik ependorf tipe alindi.

« Spin kolonun kapag! dikkatlice acildi. Uzerine 50 pl AE buffer eklendi.
Oda sicakliginda 1 dakika inklibe edildi.

» Sonrasinda 8000 rpmde santriflj edildi. Santriflj sonrasi spin kolon
atildi.
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3.3.4. Otomatik DNA izolasyonu

Otomatik izolasyon MagNA pure nulkleik asit izolasyon Kkiti ile total
nukleik asit plazma protokolu dogrultusunda yapildi. 400 ul plazma o6rnegi

kullanilarak, elution buffer miktari 50 pyl olarak belirlendi.

Sekil 3.2 Nanodrop cihazi 6lgim ekrani

Elde edilen oOrneklere 260nm ve 280nm dalga boylarinda
spektrofotometrik Olgim yapildiktan sonra, nanodrop ile DNA miktari ve DNA
saflik duzeyleri olguldu (Sekil 3). Hasta ve kontrol grubunun plazmalarindan
elde edilen DNA'nin safligini ve konsantrasyonunu belirlemek amaci ile
nanodrop ile yapilan 6lgim sonucunda o6rneklerin saflik derecesini gésteren

260/280 oraninin 1.2 ile 1.6 arasinda yogunlastigi goruldu.

3.4. istatistiki Degerlendirme

Verilerin normal dagilima uygun olup olmadidi Shapiro-Wilk testi ile test

edilmistir. Normal dagilima sahip olmayan verilerde ikiden fazla bagimsiz
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grubun karsilastirlmasinda Kruskal-Wallis testi kullaniimig olup anlamli fark
bulunmasi durumunda gruplar ikili olarak Mann-Whitney U testi ile
karsilastiriimistir. iki bagimsiz grubunu karsilastiriimasinda normal dagihma
uymayan veriler i¢in ise Mann-Whitney U testi kullaniimistir. Normal dagilima
uymayan degiskenler medyan(minimum-maksimum) degerler ile verilmigtir.
Istatistiksel analiz SPSS 22.0 paket programinda yapilmistir. Anlamhilik diizeyi
p=0.05 olarak alinmisgtir.

4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Demografik Verileri

Calisma grubunda yer alan hastalarin 87’si kadin (%47,3), 97’si erkek
(%52,7) olmak Uzere toplam 184 hastanin yaslari 25-89 arasinda degismekte
olup, ortalama yas 62+17,98 yildi. Kontrol grubundaki 57’si kadin (%62,0), 35’i
erkek (%38,0) olmak Uzere toplam 92 hastanin yaslari 19-86 arasinda
degismekte olup, ortalama yas 36,5+12,98 olarak hesaplandi. iki grup
arasindaki cinsiyet ve yas dagilimlari karsilastirildiginda kontrol grubundaki
hastalar ile hasta grubundakiler arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
saptandi (p< 0,001).

Calisma grubu ve kontrol grubu hastalar 50 yas alti ve 50 yas Ustl
olarak iki gruba ayrildiklarinda; Hasta grubundaki hastalarin 25 (%13,6)’inin 50
yas altinda oldugu, 159 (%86,4)’'unun ise 50 yas ustinde oldugu saptandi.
Kontrol grubundaki 64 (%69,6) olgu 50 yas ve alti iken 28 (%30,4) olgunun 50
yas Ustli hastalardan olustugu saptand. iki grup arasinda 50 yas ve alti ile 50
yas ustl yas dagilimlari agisindan, kontrol grubundaki hastalar ile hasta grubu

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p< 0,001).

Hastalarin sigara kullanim oykuleri kargilastirildiginda hasta grubundaki
olgularin 99 (%53,8)'unun sigara kullandigi, kontrol grubundaki olgularin ise
40(%43,5)'Inin sigara kullandigi saptandi. iki grup arasindaki sigara kullanim

Oykusl agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p: 0,136).
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Her iki gruptaki hastalarda gebelik 6ykusu karsilastiriidiginda istatiksel

olarak anlamh bir fark saptanmadi. Hastalarin demografik 6zellikleri Tabo4.1'de

gOsterilmigtir.

Tablo 4.1. Hasta 0&zelliklerinin hasta ve kontrol arasinda
kargilastiriimasi
Degisken Hasta(n=184) Kontrol(n=92) p-degeri
Yas (yil)* 62(25-85) 36,5(19-86) p<0,001
Yas(yi)* 50 alti 25(%13,6) 64(%69,6)
p<0,001
oG 159(%86,4) 28(%30,4)
ustu
Cinsiyet* Kadin 87(%47,3) 57(%62,0)
0,030
Erkek 97(%52,7) 35(%38,0)
Sigara®  iciyor 99(%53,8) 40(%43,5)
_ 0,136
iemiyor 85(%46,2) 52(%56,5)
Dogum®  var 74(%40,2) 35(%38,0)
yok 0,828

110(%59,8)

57(%62,0)

Veriler ‘medyan (minimum-maksimum) veya “frekans (ylzde) olarak verilmistir.

Calismaya dahil edilen olgularin demografik 6zellikleri ile cfDNA

miktarlari arasinda yapilan karsilastirmada hem hasta hem de kontrol

grubunda yas, cinsiyet, sigara kullanimi ve dogum 6ykuUsu ile cfDNA duzeyleri

arasinda anlamli fark saptanmadi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2 Hasta ve kontrol grubu demografik verilerinin cfDNA miktarlar

ile kargilastiriimasi

Hasta

Kontrol
Degisken grubu cfDNA  p-degeri  grubu cfDNA p-degeri
(n=184) (n=92)
S0 alt 25 7(0-30) 64 8(0,5-16)
Yas(yil)* 50 ve 0,995 0,649
Usti 159 8(2,5-50) 28 7,5(2-21)
Kadin
Cinsiyet 87 9(0-50) 0,426 B 8(0,5-16) 0,885
Erkek 97 8(2,5-30) 35 7,5(1,5-21)
iciyor r i
Sigara” 99 9(0-50) 0,465 40 8,5(0,5-21) 0.167
igmiyor 85 8(2,5-20) 52 7,5(1,5-13)
var
Dogum” 74 8(2,5-30) 0,764 35 8,5(1,5-21) 0,168
yok 110 9(0-50) 57 7’155(%’)5'

Veriler "medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir.

4.2. Hastaliklarin Onkolojik Alt Tiplere Gére Dagihm Ozellikleri ve

cfDNA Degerleri

Onkolojik amagl tim viacut PET/BT incelemesi yapilan toplam 184

hastanin onkolojik olarak alt tipleri, operasyon oykusu ve tedavi alip almadiklari

karsilastirildiginda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark

saptanmadi. Calismaya katilan hastalarin onkolojik alt tipleri ile plazma cfDNA

duzeylerinin yapilan karsilastiriimasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (Tablo4.3). Ayrica hastalarin operasyon varligi, kemoterapi ve

radyoterapi alma agisindan incelenen hasta dykuleri arasinda istatiksel agidan

anlamli bir fark saptanmadi.
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Tablo 4.3. Onkolojik alt tiplere gore cfDNA miktari karsgilastiriimasi

Hasta
Degisken cfDNA p-degeri
(n=184)
Tumér Tipi* Akciger 62 8(2,5-50)
Tiroid 5 12(8-40)
Kolorektal 16 7,25(3-18)
Over 7 8(0-13)
Meme 18 7,5(2,5-17)
Endometrium 19 7(2,5-15)
Serviks 6 11,5(6,5-50)
Mesane 7 8(3,5-15) 0,440
Bas boyun 8 8,25(4,5-20)
Lenfoma 4 6(3-20)
Pankreas 7 11(4-14)
Diger 10 8,25(2,5-30)
Renal 4 9,5(8-15)
Testis Prostat 4 5,75(2,5-12)
Primeri
- 7 9(2,5-13)
Bilinmeyen
Operasyon” Var 67 8(0-50)
0,982
Yok 117 8(2,5-50)
Tedavi” KT 43 6,5(0-50)
RT 4 8,5(5-18)
0,206
KT+RT 27 10(2,5-30)
Yok 110 8(2,5-30)

Veriler "/medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir.
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4.3. Hastalarin cfDNA Degerleri ve Gruplar Arasi Karsilagtiriimalari

Hasta ve kontrol grubu olgularinin plazma cfDNA degerleri arasinda
yapilan karsilastirmada hasta grubunun ortalama cfDNA degeri 8 (0-50),
kontrol grubununki 8 (0.5-21) olarak olguldli. Gruplar arasi yapilan

kargilastirmada istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmadi (p: 0,405, Grafik
4.1, Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Olgularin cfDNA degerlerinin karsilastiimasi

Hasta Grubu Kontrol Grubu p-degeri
(n=184) (n=92)
cfDNA ort.(min- 8 (0-50) 8 (0,5-21) 0.405
max)
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Grafik 4.1. Gruplar arasindaki cfDNA degerlerinin karsilastiriimasi. Hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

4.4. Onkolojik Hastalarda Tiimor ve Metastaz Varligi ile cfDNA

Degerlerinin Karsilastiriimasi

Calismaya katilan tum hastalarin tum vicut PET/BT incelemelerinde
tumor ve metastatik lezyon varlidi ile plazma cfDNA degerleri karsilastinidi Her
iki grup arasinda tumor ve metastaz varligi acgisindan istatiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi(Tablo4.5, p:0.497). Gruplar aras1 SUV max degerlerinin
tumoral lezyon ve metastaz varligi agisindan yapilan karsilastirilmasinda
metastaz bulunan hastalarda metastaz bulunmayan hastalara gore istatiksel

olarak anlami fark bulundugu saptandi (p: 0,049, Tablo 4.6).
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Tablo 4.5. Onkolojik hastalarda timoér ve metastaz varligi ile cfDNA

degerlerinin karsilagtiriimasi

N
Degisken (Hasta cfDNA p-degeri
sayisl)
T,\qut?/ro‘@r 33 10 (2,5-20)
Tamor var
Met var* 67 9 (2,5-50)
Tumor yok 0,497
Met var* 32 7,5 (2,5-30)
TUumor yok
Met yok * 52 8 (0-40)

Veriler #medyan (minimum-maksimum) olarak verilmigtir.

Tablo 4.6 Onkolojik hastalarda timoér ve metastaz varligi ile SUV max

degerlerinin karsilastiriimasi

Degisken N Suv max (timor) p-degeri
Tdmor var

Met yok * 33 8 (2-53)
TUmor var 0,049

Veriler #medyan (minimum-maksimum) olarak verilmigtir.
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(1) Max = 12.1 SUV
Mean = 5.8 SUV

-
N
-;:;ag} -
AV - 2R
C
(1) Max = 11.7 SUV
Mean =53 SUV
. »
. :

Sekil 4.1. 66 yasinda, sol akcigerde Ust lob anterior segmentte yerlesimli,30x40
mm boyutlarinda kitle lezyon saptanan erkek hastaya ait PET/BT imajlari.A:
MIP Koronal, B: Fuzyon Koronal; Hastada ¢ok sayida metastazlara ait
metabolik aktivite tutulumlar ile karaciger parankiminde SUV max12.1 olan
metastatik noduler lezyon.C:MIP Transaksiyel, D: Flzyon Transaksiyel;Sol
akcigerde primer lezyona ait SUV max:11.7 gosteren tutulum odagi. Hastanin
plazmasindan galisilan cfDNA:34 ng/ml olarak saptandi.
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Grafik 4.2. Tumor SUV max ve cfDNA miktarlarinin karsilastiriimasi.

4.5. Onkolojik Hastalarda Tumoér Boyutu, SUV max ve cfDNA

Degerlerinin Karsilagtirilmasi

Hastalarin tumor boyutlarina gore SUV max deg@erleri ve cfDNA degerleri
Tablo 4.7°de sunulmustur. Buna gore; timor boyutu >2 cm olan lezyonlarda
SUV max degerleri, ortalama 2.4 (0-34,4), 2-6 cm boyutunda kitlelerde
10,4(3,20-53) ve = 6 cm olan kitlelerde ise 13,35 (3,3-34,2) olarak saptandi.
istatiksel olarak tiimor boyutu ile SUV max degerleri arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptandi. Tiumor boyutu ve cfDNA arasinda istatiktiksel olarak
belirgin fark saptanmadi
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Tablo 4.7 Onkolojik hastalarda timoér boyutu, SUV max ve cfDNA degerlerinin

karsilastiriimasi

ikili

Degisken N SUV max p-degeri | karsilagtirmalar cfDNA p-degeri
p degerleri
Tamor . 134
boyutu a.<2cm 0(0‘34,4) a-b p< 8(0'50)
38 0,001
b.2-6 cm 10,4(3,20-53) p<0,001 a-c p< 10(2,5-50) 0.399
0,001
12 b-c
c.26cm 13,35(3,3-34,2) 0,307 6,75(2,5-16)

Veriler "medyan (minimum-maksimum) olarak verilmistir.

4.6 Onkolojik Hasta Grubunda SUV max degerleriile cfDNA

degerlerinin karsilastiriimasi

Hasta grubunda cfDNA ile timorden elde edilen Suvmax degerleri arasinda

yapilan korelasyon analizinde (r=0,140; p=0,059) iki parametre arasinda
arasinda anlamli iliski bulunmamaktadir (Tablo 4.8, Grafik 4.2) Yapilan

normallik testi sonucunda verilerin normal dagilimdan gelmedigi gozlenmigtir.
Surekli degigkenler arasindaki iliski Spearman sira korelasyon katsayisi ile
incelenmigtir.

Tablo 4.8 Onkolojik hasta grubunda SUV max degerleri ile cfDNA degerlerinin
korelasyonu

cfDNA

SUVmax

0,140
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5. TARTISMA

Kanser, kardiyovaskuler hataliklardan sonra 6lime yol agan hastaliklarin
basinda gelmektedir. Tip bilimindeki ve teknolojideki ilerlemeler sonucunda
bazi kanser tiplerinin tani ve tedavisinde dnemli yol kat edilmesine karsin
kanserin erken tani ve tedavisi halen buylk bir sorun olarak karsimizda
durmaktadir. Kanser hastalarinin birgogunda kanser tanisi hastahgin ileri
safhalarinda veya metastaz yaptiktan sonra konmaktadir. Bu asamada cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi gibi bir ¢cok tedavi segceneg@i bulunmasina karsin bu
tedavi segeneklerinin ileri evre kanser hastalarinda sinirli etki gosterebildikleri
bilinmektedir. Bu durum da maalesef yuksek mortalite ile sonuglanmaktadir. Bu
nedenle, hastaligin erken taninmasini saglayacak yeni gelismeler ve teknikler

sayesinde kanser mortalitesinin azaltilabilecegi dngorulmektedir.

Erken tanida, serumda bazi kanser tiplerine spesifik olan tumor
belirtecleri rutin olarak kullaniimaktadir. Ancak bu tir timor belirlteglerinin
dezavantajlar sinirli spesifite ve sensiviteye sahip olmalaridir. Son yillarda
kanser hastalarinin serum veya plazmalarinda tumoére 6zgu molekuler
degisikliklerin bulundugunun anlagilmasi ile kanser tanisinda yeni bir donem
baglamistir. Serum ve plazmadaki timoére 6zglu molekller degisiklikler
dolasimda bulunan ¢ok az miktardaki cfDNA’y1 cogaltabilen PCR’a dayal
metotlarla belirlenebilmekte ve kantitatif olarak analiz edilebilmektedir. Cok
duyarl olan bu teknikler sayesinde kanserin molekuler hedeflerini belirlemeye

yonelik yeni yontemler sunulmaktadir.

Serum ve plazmada cfDNA varliginin gosterilmesi 1970’li yillara kadar
uzanmaktadir. 1977 yilinda RIA metoduyla kanser hastalarinin dolagiminda
saglikli insanlara oranla daha yuksek miktarda cfDNA oldugu gosterilmistir [5].
Kanser hastalarinin dolagiminda bulunan cfDNA’'nin neoplastik 6zelligi oldugu
ve tumorun biyolojik karakterini yansittiginin anlagiimasi 1980’li yillarin
sonlarinda gergeklesmigtir [42]. Boylelikle noninvaziv bir yontem olarak one
ctkan dolagimdan cfDNA tayini ve genetik analizi kanser yonetiminde énemli bir

rol sahibi olmustur.
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Bugun artik bilinmektedir ki, dolasima salinan cfDNA miktari tUmorin
baylUme hizina, histolojik diferansiyasyon derecesine ve apoptoz-nekroz
durumuna goére degismektedir. Serum ve plazmada belirlenen timore spesifik
cfDNA saglikli kontrollerde ¢ok az bulundugundan ya da hi¢ bulunmadigindan
tumore spesifik cfDNA’y1 temel alan tUmor belileme metotlar neredeyse

%100’e yakin 6zgunluk gostermektedir.

Chen ve arkadaglann 2017 yilinda kanser hastalari ve saglikh
kontrollerde cfDNA miktarini ve mutasyonlarini arastirdiklari g¢alismalarinda
saglkh kontrolleri cinsiyet ve yasa (< 50 - = 50) gére gruplamisglar ancak bu
gruplar arasinda cfDNA dlzeylerininde anlamh fark bulamamislardir [114].
Benzer sekilde bizim calismamizda da yas (<50 - = 50 ) ve cinsiyetin cfDNA

miktarlar1 arasinda bir farkliliga sebep olamadigi izlendi.

Kim ve arkadaslari mide karsinomall olgularda sigara igmeyen hasta
grubunun sigara icenlere gére cfDNA miktarlarinin daha yuiksek oldugunu
bulmuslar [115]. Biz calismamizda sigara icen ve igmeyen hasta ve kontrol
grubunu karsilastirdigimizda her iki grubun da cfDNA duzeylerinde sigara igimi

ile anlamli bir iligki olmadigini saptadik.

Bazi kanser turlerinde serum ve plazmada cfDNA dlzeyi yuksek
bulunurken en ylksek cfDNA duzeyleri pankreas kanseri hastalarinda
gosterilmistir. Bizim calismamizda pankreas kanserli hastalarin ortalama cfDNA
miktari 11(4-14 ng/ml) olarak o6lguldi. Tiroid ve serviks kanserlerinden sonra

ucglncu en yuksek ortalama cfDNA miktari pankreas kanseri hastalarina aitti.

Holdenrieder ve arkadaslarinin farkli kanser tiplerinin karsilastirdigi
calismalari gostermigstir ki; akciger kanserli hastalarda nikleozom duzeyi en
fazla iken, nukleozom duzeyinin en az oldugu hastalar prostat kanserli
olanlardir [116]. Bizim c¢alismamizda akciger kanserli hastalarin cfDNA
miktarlari ortalama 8 (2,5-50ng/ml) olarak Ol¢tlmekle birlikte ¢alismaya dahil
edilen 184 hasta iginde en yuksek cfDNA degeri olan 50ng/ml de@erine sahip

iki hastadan biri metastatik akciger kanseri tanisiyla izlenen bir hastaydi.
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Diger bir calismada erken evre akciger kanserli hastalarin ileri evre
hastalara oranla daha duguk ancak saglikli kontrollerden daha yuksek DNA
seviyelerine sahip oldugu gdsterilmistir [5], [117]. Bu durum cfDNA miktarinin
kanser evrelemesinde anlamli bir belirte¢ olarak kullanilabilecedini fikrini

desteklemektedir.

Calismamizda farkl tip kanser hastalarinin cfDNA dizeyleri arasinda
istatiksel olarak anlamli fark izlenmedi. Onkolojik amagcli PET/BT goruntulemesi
icin bagvuran hastalarin histolojik olarak alt tiplemesi yapilamadi. Ayrica bu
hastalarin bir kismi goérintileme 6ncesinde c¢esitli zamanlarda kemoterapi,
radyoterapi, operasyon hikayeleri bulunan hastalardan olusmaktaydi. Ancak
almis olduklari tedavilere goére vyapilan subgruplandirmalarda da cfDNA
miktarlari arasinda anlamli farklilk olmadigi saptandi. Kanser hastalarinin
%50’sinde normal cfDNA seviyelerinin gorulebilecegini, bu durumunun da almis

olduklari tedavilerden kaynaklanabilecegini bildiren ¢calismalar da mevcuttu [5].

Literatlrdeki pek cok calismada sadliklh kontrol grubundaki cfDNA
duzeylerinin olduk¢a degiskenlik gosterdigi saptandi (3.6-5.0ng/ml) [51], (17.6 £
9.5 ng/mL) [118],(79.78 £ 8.12 ng/mL) [119]. Bizim galismamizda ise saglikli
kontrol grubundaki cfDNA dlizeyinin ortalamasi 8 ng/ml iken, bu deger 0.5-21
ng/ml araliginda degiskenlik gostermekteydi. Calismalar arasinda bu kadar
genis aralikta cfDNA seviyelerinin tespit edilemesinin 6lgim yontemlerinin
standardize edilmemis olmasindan, ol¢cimler sirasinda hastalarin mevcut
subklinik akut ve kronik hastaliklarinin cfDNA dlzeylerini etkileyebilmesinden
ve cfDNA’'nin halen agiga cikarilmamis farkl kaynaklarinin olmasi ihtimalinden

kaynaklandigini disunmekteyiz.

Neoplastik, nonneoplastik hastalari ve saglikli olgulari iceren genig bir
calismada, bu calismaya dahil edilen gruplarin cfDNA konsantrasyonlari
arasinda anlamli farklihk bulunmus ancak cfDNA’nin kanser tanisinda tarama
amagcl kullanilabilmesi igin bir cutoff deger belirlenememistir [73]. Bu kadar
degisken sonuglarin elde edildigi cfDNA kantitasyonu bazh calismalarda bir
referans araligi olusturmanin ve cutoff deger belirlemenin oldukg¢a zor olacagi

kanaatindeyiz.
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Hastalarin plazmalarinda artmis cfDNA seviyelerinin metastatik
hastalarda prognostik degeri oldugu ve tumor yukine bagh olarak artis
gOsterebilecegi bildirilen c¢alismalar varken; biz c¢alismamizda metastatik
hastaliklarda cfDNA miktarlarinda metastatik olmayan gruba goére istatistiksel

olarak anlaml fark saptamadik.

Onkolojik hastalarin degerlendiriimesinde kullanilan ve nukleer tibbin ileri
metabolik bir goéruntuleme yontemi olan F18 FDG PET/BT'de tumoral
lezyonlarin karakteri hakkinda bilgi veren semikantitaf bir deger olan ve
lezyondaki FDG tutulum orani olan SUV, timoérin metabolik olarak aktif sekilde
glikoz tutulumunu gosterir. Fakat SUV’un onkolojik hastalarda tek basina
kullanilmasi yaniltici olmasi nedeniyle yeni parametrelerle desteklenmeye

ihtiyagc duyulmaktadir.

Hastalarin plazmalarinda artmis cfDNA seviyelerinin  metastatik
hastalarda prognostik degeri oldugu ve tumor yldkine bagh olarak artis
gOsterebilecegi bilinmektedir. Onkolojik PET/BT g¢alismalarinda kullanilan ve
semikantitaf bir parametre olan SUV max degerleri ile timore spesifik cfDNA

sevilerinin korele olduklarini gdsteren galismalar bulunmaktadir [120].

Bizim galismamizda kanser hastalarinda tiumor ve metastaz bulunan
hastalarin SUV max deg@erlerinde artis izlendi. SUV max degerlerinin hastalarin
tani ve tadavi cevabinin izlenmesinde iyi bir semikantitaf gésterge oldugu ve
biyolojik timor belirteci olan cfDNA dlzeyleri ile birlikte glgli ve tamamlayici
bir gbsterge olarak kullanilabilece@i goruldi. Ancak Olgumler arasinda teknik
sebeplerden kaynaklanabilecek farkhliklar ile hastalarin mevcut durumlarindan

kaynaklanabilecek kosullar ihmal edilmemelidir.

PET/BT'nin zaman zaman yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuclara da
yol actigi bilinmektedir. Enfeksiyoz ve enflamatuar hastaliklar dokularda artmis
FDG tutulumu gostererek yanlis pozitifige neden olmaktadir. Bazi durumlarda
benign ve malign lezyonlarin SUV max degerleri birbirlerine yakin olup, tanida
ve yorum yapmada zorluk olabilmektedir. Artmis FDG tutulumunun malign mi

yoksa benign bir patolojiye mi ait oldugunu saptamaya yonelik dual faz
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calismalari da gelistirilmigtir. Dual faz c¢alismalarinda ek olarak geg
goruntileme yapilmakta ve bu geg¢ goruntilerde FDG tutulumunun devam edip
etmedigi veya artis gosterip gostermedigine bakilmaktadir. Geg¢ goéruntilerde
FDG tutulumun devam etmesi veya artis gostermesi lezyonun malign
karakterde olduguna isaret eder, ancak yine de bu durum kesin degildir. Ayrica

her lezyonun biyopsi ile dogrulanmasi mumkuin olamamaktadir.

SUV degeri tumoral dokuda artmig FDG akumulasyonu ile ylikselmekte
ve bu tumoéral dokunun proliferatif aktivitesini ve biyolojik saldirganligini
gOstermektedir [113]. Genel kabul olarak glikoz metabolizmasinin semikantitatif
bir gostergesi olan SUV, ylksek degerlerde maligniteyi, dislik degerlerde ise
benigniteyi gostermektedir (SUV:9,7+5,5 vs. 2,6+2,5; p < 0,01 ). Cok yuksek
SUV degerleri, ayni zamanda hastanin yasam suresi ile yakindan iligkilidir
[121]-[126]. Literatlrde timoér boyutunun artisi ile sagkalimin ters korele
oldugunu goésteren calismalar [127] da mevcut olup bizim g¢alismamizda da

tumor boyut artisi ile artan SUV max degeri bu literatur ile uyumludur.

Calismamizda metastatik kanser hastalarinda SUV max degerlerinde
metastatik olmayan gruba oranla anlamli artis izlendi. Boylelikle SUV max
degerlerinin hastalarin tanisinda ve evrelemede iyi bir semikantitaf gésterge

oldugu gorusu bir kez daha desteklenmis oldu.

Kwee ve arkadaslarinin prostat kanserli hastalarda florokolin PET/BT ve
cfDNA arasindaki iliskiyi degerlendirdikleri calismalarinda kemoterapinin birinci
ve Uguncu kirl sonrasinda plazma cfDNA konsantrasyonunda anlamh artis
gorulmis. Ancak bu artisin PSA duzeyi degisikligi ile korele olmadigi
g6zlenmis. Bu durum da PSA ile cfDNA dretiminin farmakokinetik
bagdimsizligini desteklemektedir. Kemoterapi sonrasi cfDNA profilindeki bu
belirgin degisiklige ek olarak, kemoterapinin Ggunu kurd sonrasi florokolin
PET/BT ile dlgulen timor metabolik aktivitesinde de belirgin degisiklik izlenmis.
Ayrica ortalama timor SUV max degerinin, cfDNA konsantrasyonu ve PSA
seviyesi ile korele oldugu gosterilmigtir [129].
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Endometrial kanserde cfDNA, p53 antikoru ve KRAS gen mutasyonlari
arasindaki iligkiyi arastiran bir galismada; tip 1 endometrial kanserlerde KRAS
gen mutasyonu ve p53 degerlerinin ikili testi, tip 2 endometrial kanserlerde p53

ve cfDNA ikili testinin erken tanida faydali olabilecegi belirtilmistir [130].

Plazma DNA seviyelerinin tumor boyutu, tumoriun invazyon derecesi,
hastaligin evresi, sagkalim ve tedavi altinda hastalik progresyonu ile korele

oldugu gosteren galismalar yapilmigtir [5], [117], [131]-[133].

Lenfomada artmis cfDNA seviyelerinin hem yetigkinlerde hem de
pediatrik olgularda agresif hastalik ve kotu prognoz ile iligkili oldugu birgok
calismada gosterilmis [134], [135]. Benzer ¢alismalar sonucunda cfDNA farkl
tip kanserin erken ve noninvasiv taranmasinda, risk belirlenmesinde
kullanilabilecek spesifik ve sensitif potansiyel bir biyomarker olarak

gOrulmektedir.

Bazi erken evre kanserlerde tumore spesifik cfDNA miktari ¢ok disuk
olup cfDNA’'nin nikleazlarca yikilmasi sebebiyle miktarinin daha da dismesi
molekuler testlerde 6zellikle kantitasyon galismalarinda sonuglarin sensivitesini

dusUrmektedir.

Onkoloji hastalarinin serum/plazmada incelenmesinde tespit edilen
cfDNA’nin metastaz slrecinde rol alabilecedi sdylenmis ve “‘genometastaz”
hipotezi ortaya atilmistir. [85] Hipotezde, uzak organ metastazlarinin, plazmada
dolasan timor kaynakh onkogenlerin bu organlardaki duyarl hicrelere girerek

bu hicreleri transforme etmesiyle olusabilecegi ileri sirmektedir.

Herrera ve arkadaglarinin 2005 yilinda torasik maligniteli olgularda
yapmis olduklari bir galismada, saglikl bireyler, gastro6zefageal refli hastalari,
Ozefageal ve akciger kanserli hastalarin plazma cfDNA seviyelerinde anlamli
bir farkhlik gézlenmemis olmasi dikkat g¢ekicidir [136]. Bizim ¢alismamizda da
buna benzer sekilde saglikli kontrol grubu ve onkolojik hasta grubu arasinda

cfDNA seviyelerinde anlamli farkhlik izlenmedi.
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Heitzer ve arkadaslarinin bir calismasinda ise metastatik kanser
hastalarinin bir kisminda plazmada Olgulebilir aralikla timore ait cfDNA’ya
rastlanmadigi gorilmus [137]. Dolagsimdaki total cfDNA’'nin yalnizca kuguk bir
kismi timore ait DNA oldugundan, metastatik karsinomali hastalarda bile tespit
edilemeyecek kadar dusuk dizeyde cfDNA saptanmis olmasi, bilinen literature

uyumsuz olsa da mumkun gorunmektedir.

Nygaard ve arkadaslarinin 2014’de yayinladiklart kuguk hucreli digi
akciger kanserlerinde PET/BT'deki tumor yuku ve cfDNA arasindaki
korelasyonu arastirdiklari c¢alismalarinda; metabolik timoér volimiU ve total
lezyon glikolizi ile cfDNA arasinda korelasyon bulamadilar [138]. Bizim
calismamizda da benzer sekilde tiumdr volumundeki artisa bagli olarak SUV
max degerlerinde artis izlenirken bu artigin cfDNA ile korele olmadigi goruldu.
Ayrica SUV max ile cfDNA arasindaki karsilastima sonucunda da benzer

sekilde bu iki degerin korele olmadigi goraldu.

Literatirde cfDNA Olcimu igin kullanilan teknikler ve olgllen cfDNA
konsantrasyonlari ¢alismalar arasinda farklilik gostermektedir. Farkh grup
arastirmacilarin plazma ve serum igin farkh nukleik asit izolasyonu teknikleri
kullanmalari seriler arasindaki karsilastirmayi zorlastirmaktadir. Bu yuzden de
benign ve malign hastaliklar arasinda ayrim yapabilmek icin bir referans deger

olusturmak oldukga gugtar.

Dolagsimdaki cfDNA kaynagdinin arkasindaki biyolojik mekanizmalar
halen aydinlatilamamigken, cfDNA duzeyi ile yapilan c¢alismalar arasinda

tutarsizliklar olmasi da dogal karsilanmalidir.

Kanser suphesi bulunan hastalarin plazma cfDNA duzeyinin kanserin
erken tanisinda ve tarama amacli kullanilabilmesi icin genis hasta serilerinden

olusan detayli prospektif calismalar gerekmektedir.

6. SONUG

Onkoloji hastalarinda tani, takip, tedavi izlenmesinde ve kanser

yonetiminin pek ¢ok asamasinda PET/BT goruntileme oldukga 6nem arz
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etmektedir. Ancak goruntulerin yorumlanmasinda zaman zaman bazi
nedenlerden dolayl degerlendirmeler hatali olabilmektedir. Ayrica goruntuleme
yontemleri ile saptanan tUmor gsupheli lezyonlardan her zaman doku
orneklemesi yapmak mumkidn olmamaktadir. Bu nedenle pratikte kolay
uygulanilabilen ilave basit tarama yontemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu
amacla son yillarda kandan kolayca calisilan, basit bir tarama testi olarak
kullanilabilecek olan cfDNA d&lgcimleri kanser hastalarinin erken tani ve

takiplerinde umut vadetmektedir.

Son yillarda serum ve plazmada saptanabilen cfDNA 6l¢timleri; tGmaore
spesifik molekuler degisikliklerin belirlenmesinde, kanserin erken ve guvenilir
tanisinda, ve bdylece erken miudahale ve korunma stratejileri gelistiriimesinde,
risk altinda bulunanlarin belirlenmesinde, ayrica prognoz tahmininde ve tumor
yukine bagh olarak tedavi etkinliginin degerlendiriimesinde, énemi gittikce

artan ve deg@erlendirilmesi gereken bir potansiyele sahiptir.

Klinik diizeyde molekuler timor belirteglerinin sensivite ve spesifitelerinin
nasil belirlenecedi konusunda bazi zorluklar bulunmaktadir. Farkli grup
arastirmacilarin plazma ve serum igin farkli nukleik asit izolasyonu teknikleri
kullanmalari seriler arasindaki karsilastirmayi zorlastirmaktadir. Bu nedenle,
gelecekte dolagsimdaki cf DNA’'nin yaygin kullanimi igin nikleik asit eldesinin

otomatik olarak belirli standartlara baglanmasi gerekmektedir.

Kanserin erken tanisi ve tedaviye olan cevabin arastiriimasinda higbir
tani yontemi tek basina yeterli olmamaktadir. Bir tani yonteminin yararli olmasi
demek hastaligin tedavisinde ve/veya sonucunda degisiklik olusturmasi
demektir. Goéruntlleme yodntemleri ile biyolojik ve genetik belirteclerin birlikte
kullanilmasinin erken tani ve kanser yonetiminde oldukga onemli gelismelere

kapi aralayacagi dusulmektedir.

Teknolojinin sundugu ve sunacagi yontemlerle bireysellestirilmis tip tim
tip bilimlerinde yeni ¢igirlar agmakta, gelisen tip bilimi, ¢aresiz sanilan bir¢ok

hastaligin tani ve tedavisi igin yeni umutlar vaat etmektedir.
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Geligtirilen sensitif ve spesifik tani testleri ile hedefe yonelik tedaviler,

tibbi harcamalarin kontrol altinda tutulmasi agisindan da 6nemli olacaktir.

Sonug olarak; kanserin erken tanisinda, tarama programlarinda dikkate
alinmasi gereken hususlardan olan maliyet, sagliga ayrilan but¢e ve radyasyon
maruziyeti dikkate alinmalidir. Bu nedenle onkoloji hastalarinin plazmalarindan
elde edilen cfDNA duzeyi ve PET/BT goruntulerinden elde edilen kantitatif
parametrelerin karsilastirildigi daha genis hasta serilerine, standart 6lgim

teknikleri ile yapilacak daha detayl prospektif galigmalara ihtiyag vardir.
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