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ÖZ

Kolorektal kanser dünyada en sık görülen üçüncü kanser türü olup, ölüm nedenleri arasında dördüncü sırada yer 
almaktadır. Amerika Birleşik Devletleri’nde yılda yaklaşık 150,000 yeni kolorektal kanser tanısı konulmakta ve yılda 
yaklaşık 50,000 kişi bu hastalık nedeniyle ölmektedir. Hastalara tanı konduğunda, %90’ı bölgesel tümörle, %10’u 
uzak organlara yayılmış olarak karşımıza çıkmakta ve bu da erken tanı ve tedavi yöntemlerinin geliştirilmesi gerek-
tiğini göstermektedir. Kolorektal kanser hastalarının takibini önemli ölçüde iyileştirmek için tanı anında ve reküren-
sin erken belirlenmesi için prognozun kesinleştirilmesini olası kılan girişimsel olmayan araçlara gereksinim vardır. 
Kolorektal kanserlerin oluşumu ve gelişiminde birden çok genetik ve epigenetik değişiklikler etkilidir. Bu genetik 
değişikliklerin farklı vücut sıvılarındaki tümör DNA’sının ve DNA’daki moleküler değişiklikler yolu ile saptanması ile 
önemli moleküler biyobelirteçler ortaya konabilir. Dolaşımdaki tümör hücreleri veya plazma türevli dolaşımdaki 
tümör DNA’sı kullanılarak yapılan “sıvı biyopsi” analizi, doku biyopsilerine invaziv olmayan bir alternatif sunmakta 
ve geleceğin biyobelirteçleri olma yolunda önemli bir yere ulaşmaktadırlar.

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, biyobelirteç, dolaşımdaki tümör DNA’ sı, sıvı biyopsi

ABSTRACT

Colorectal cancer is the third most common cancer in the world and ranks fourth among the causes of death. In the 
United States, approximately 150.000 new colorectal cancers are diagnosed annually and approximately 50.000 
people die annually. At the time of diagnosis, 90% of them are seen with regional tumors and in 10% of them distant 
organ metastasis is seen. This shows that early diagnosis and treatment methods should be developed. In order to 
significantly improve the follow-up of colorectal cancer patients, there is a need for non-invasive tools that enable 
the prognosis to be confirmed at the time of diagnosis and for early detection of recurrence. Multiple genetic and 
epigenetic changes are effective in the emergence and development of colorectal cancer. Significant molecular 
biomarkers can be identified by detection of these genetic changes by tumor DNA in different body fluids and by 
molecular changes in DNA. “Liquid biopsy” analysis using circulating tumor cells or plasma-derived circulating 
tumor DNA provides a non-invasive alternative to tissue biopsies and reaches an important place among future 
biomarkers.
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GİRİŞ

Gastrointestinal sistemin en yaygın 
malignitesi olan kolon kanseri, kanserli 
hastalar arasında mortalite ve morbidi-
tenin ana nedenlerinden biridir (1). 
Dünyada kolorektal kanser, en sık görü-
len üçüncü kanser türü olup, ölüm 
nedenleri arasında üçüncü sırada yer 

almaktadır (2,3, Siegel RL. Cancer 
Statistics, 2018). Erkeklerde prostat ve 
akciğer kanserinden sonra üçüncü, 
kadınlarda ise meme ve akciğer kanse-
rinden sonra üçüncü sıklıkta görülmek-
tedir (4, Siegel RL. Cancer Statistics, 
2018). Amerika Birleşik Devletleri’nde 
2002 yılıyla 2011 arasında kolorektal 
kansere bağlı ölüm oranları karşılaştırıl-
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dığında, yaklaşık 3 kat artış olduğu görülmektedir (5). 
Kanserli hastaların klinik sonuçları esas olarak kanser 
hücrelerinin birincil bölgeden uzak organlara kan 
yoluyla yayılması ve bu hücrelerin büyük ölçüde 
bilinmeyen bir alt kümesinin yeni mikroçevresinde 
metastazlara doğru ortaya çıkmasıyla belirlenir (6). 
Tümöre ve bireye özgü tedavi yöntemlerine rağmen 
tüm kanserler, tümör heterojenliği, klonal evrim ve 
seleksiyona bağlı olarak direnç kazanırlar (7). 
Subklonlar, hastalık ilerlemesi sırasında da ortaya 
çıkabilir ve metastatik lezyonların tümör hücrelerinin 
yanı sıra primer tümör hücreleri arasında spesifik 
aberasyonları da değişikliklere yol açabilir (8,9). Tümör 
dokusu biyopsi örneklemesi ve patolojik incelenmesi 
tanı için altın standart bir yaklaşım olmuştur. Tedavi 
ile ilişkili biyobelirteçler, tümör ilerlemesi boyunca 
değişebileceğinden, seri biyobelirteç incelemeleri, 
tedavi seçimi ve dolayısıyla kişiselleştirilmiş tedavi 
için önemli bilgiler sağlayabilir (10). Hastalığın takibin-
de ve izlemde görüntüleme yöntemeleri ve bazı spe-
sifik biyobelirteçler kullanılmaktadır. Bunlar karsino-
embriyonik antijen (CEA), kanser antijen 19-9 (CA 
19-9), mikrosatellit instabilite (MSİ), v-Ki-ras2 Kirsten 
rat sarkoma viral homolog onkogen (KRAS), dolaşan 
DNA ve RNA’da p53 proteini, dolaşan tümör hücrele-
ridir (CTCs). Kolon kanseri tedavisinde kemoterapi ve 
metastatik hastalıkta hedefe yönelik tedavi ajanların 
kemoterapi ajanları ile kombinasyonu sistemik teda-
vilerdeki standart yaklaşımımızdır. Bu tedavi ajanları-
nın ilk sıra tedavilerinde seçimi ve daha sonraki 
basamaklardaki kullanımlarımda direnç mekanizma-
larının bilinmesi önemlidir. Hedefe yönelik tedavilere 
direnç geliştirmede rol alan moleküler yolakların 
günümüzde bilinmesine rağmen, teknik olarak bu 
değişiklikleri belirlemek büyük zorluklar doğurmak-
tadır. Bunlar; analiz için yeterli tümör hücresi elde 
edilmesindeki zorluklar, yanıtı izlemek için invaziv 
seri örneklemesine duyulan gereksinim, intra-
tümöral ve inter-tümöral heterojeniteye bağlı olarak 
seçim yanlılığı potansiyeli olarak sıralanabilir (11-13). Bu 
tür zorluklar, daha etkili biyopsi yöntemlerine duyu-
lan gereksinimi doğurmaktadır. Dolaşımdaki tümör 
hücreleri (CTC’ler) veya plazma türevli dolaşımdaki 

tümör DNA’sı (ctDNA) kullanılarak yapılan “sıvı biyop-
si” analizi, doku biyopsilerine invaziv olmayan bir 
alternatif sunmaktadır. CTC’ler, 1869’da Thomas 
Ashworth tarafından tanımlanmıştır. CTC’ler kanda 
çok düşük miktarlarda bulunurlar (1/106-107 çekir-
dekli kan hücresi) (14). Çalışmalarda, kolorektal kan-
serde (CRC) ctDNA kullanılarak sıvı biyopsinin potan-
siyel klinik uygulamalarına odaklanılmıştır. Son yıllar-
da önemli sağkalım kazanımlarına rağmen, CRC; 
gelişmiş ülkelerde gelişen metastazlarıyla, hastaların 
yarısından fazlasında ölümle sonuçlanan bir hastalık-
tır (15,16). CRC, moleküler heterojenite ve ardışık gene-
tik değişiklikler ile karakterize edilen bir genetik has-
talık olarak düşünülebilir (16,17). Kolorektal karsinoge-
nezin daha iyi anlaşılmasının bir sonucu olarak, 
metastatik CRC’li (mCRC) hastalarda iyileştirilmiş 
sonuçlara sahip olan hedefli ajanlar geliştirilmiştir. 
Bunlar arasında tümör oluşumu için kritik olan iki 
ana yolu, yani epidermal büyüme faktörü reseptörü 
(EGFR) ve vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 
sinyal yolaklarını hedef alan monoklonal antikorlar 
(mAb’ler) yer alır. Bu mAb’ler, son çalışmalarda 30 
aydan fazla olan genel sağkalımda önemli bir artışa 
yol açmıştır. Anti-EGFR ajanlarına karşı birincil ve 
kazanılmış direncin klinik sorununa güçlü bir vurgu, 
CRC’deki direnci tahmin etmek ve izlemek için sıvı 
biyopsisi potansiyeline olan ilgiyi artırmıştır (16). 
Dolaşımdaki tümör hücrelerinin, tümör dinamiklerini 
gözlemleme potansiyelini ve metastazdan sorumlu 
hücrelerin özellikleri hakkında bilgi sağladığı kabul 
edilmektedir (18). Ancak klinik uygulamada, CTC’lerin 
kullanımını destekleyen sınırlı veriler bulunmaktadır 
(16). Yapılan metastatik kolorektal kanserli hastalarda-
ki çalışmalarının analizlerinde, hastaların kan alınma 
zamanı ile tedaviler ve görüntüleme yöntemleri ara-
sındaki uyumsuzluklar, ayrıca CTC’lerin referans 
değerleri, tanı metotları konusunda daha net stan-
dartlara gereksinim vardır. Bu koşullara rağmen, 
CTC’ler tedavi yanıtını göstermede önemli bir biyo-
belirteç olarak ileriki dönemlerde karşımıza gelecek 
bir yöntem olacağına yönelik kanıtları güçlüdür. 
Tümör biyopsisi şu anda tanı koymada ve tedavi 
direncinin gelişiminde rol alan hücre sinyal yollarının 
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belirlenmesinde altın standarttır. Bununla birlikte, 
invaziv olan ve aynı zamanda tümör içi, tümörler 
arası heterojenite nedeniyle seleksiyona yönelik 
potansiyele sahip olan, tedavi direncini izlemek için 
seri örnekleme gereksinimini içeren bu teknikle ilgili 
büyük zorluklar vardır. Bu zorluklar, tümör örnekleri-
ni elde etmek için daha etkili yöntemlere olan gerek-
sinimi arttırmaktadır. Sıvı biyopsi, birincil tümör ve 
metastatik bölgelerden kanın içine dökülen genetik 
materyal veya tümör hücrelerinin değerlendirilmesi-
ni sağlar. Hastadaki tümör yükünün kapsamlı, gerçek 
zamanlı bir görüntüsünü sağlar. Sıvı biyopsi yöntemi 
kanser yönetiminde devrim yapma potansiyeline 
sahiptir. Kolorektal kanserde dolaşımdaki tümör 
DNA’sı kullanılarak sıvı biyopsinin potansiyel klinik 
uygulamalarına ilişkin yeni çalışmalar gözden geçiril-
miştir. Bunlar; tarama, tanı, cerrahi sonrası minimal 
rezidüel hastalığın saptanması, rekürensin saptan-
ması, prognoz, tedaviye yanıtın öngörülmesi, tümör 
yükünün veya yanıtının izlenmesi gibidir. 

Kandaki Tümör DNA’ sı Kullanılarak Yapılan Sıvı 
Biyopsisi
İnsan kanında dolaşımdaki hücresiz DNA’nın (cfDNA) 
varlığı ilk olarak 1948 yılında tanımlanmıştır ve o 
zamandan günümüze birçok tıbbi durumda halen 
daha ümit verici araştırma alanıdır (19). 1977’de kan-
ser hastalarının sağlıklı bireylerden daha yüksek plaz-
ma cfDNA seviyelerine sahip olduğu bulunmuştur (20). 
Mevcut moleküler biyoloji teknikleri, kandaki DNA’yı 
belirlemeyi kolaylaştırması, büyük araştırmaların ve 
yeni klinik uygulamaların önünü açmıştır. Tümöre 
özgü değişiklikleri taşıyan cfDNA’nın fraksiyonu 
ctDNA olarak adlandırılır (21). Tümör hücreleri ctDNA’yı 
apoptoz ve nekrozla, olasılıkla daha az ölçüde aktif 
salgılama ile kan dolaşımına bırakırlar (21,22). Apoptotik 
tümör hücrelerinin, kanda ctDNA’nın en önemli kay-
nağı olduğu düşünülmektedir. Çünkü saptanabilir 
ctDNA’sı tipik olarak yüksek oranda parçalanmıştır 
(180-200 baz çifti arasında), bu da apoptotik DNA’nın 
göstergesidir (21,23-25). Genetik dengesizliği olan mul-
tiklonal tümördeki tüm klonların DNA’yı dolaşımda 
bırakıp bırakmayacağı bilinmemektedir. Bazı klonlar 

diğerlerine göre daha proliferatif ve daha az apopto-
tik aktiviteye sahip olabilir. Gerçekten de, ctDNA 
kullanılarak saptanan genetik profil, olasılıkla yüksek 
apoptotik aktiviteye sahip klonları yansıtmaktadır. 
Bunun yanı sıra kanserli hastalarda saptanabilir 
ctDNA seviyeleri, her zaman dolaşımdaki tümör hüc-
relerini (CTC’leri) belirleme yeteneğine karşılık gel-
mez. Bu da, iki biyobelirtecin ayrı olduğunu göster-
mektedir (21,23-26). CTC’ler tüm hastalarda değerlendi-
rilebilir. Ancak bazı hastalarda CTC sayımları çok 
düşük olması nedeniyle negatif sonuç verebilir (27). 
Dahası, CTC sayımları diğer kanserlerle karşılaştırıldı-
ğında CRC’de daha düşük bulunmaktadır. Çünkü 
kolondaki primer tümörden salınan birçok CTC, siste-
mik dolaşıma ulaşmadan önce karaciğerde tutulmak-
tadır (28). Bu gözlemlerle tutarlı ve mevcut teknikleri 
kullanarak, ctDNA’nın tanısal performansı CRC’deki 
CTC’lerden daha üstündür. ctDNA’nın hem plazma 
hem de serum cfDNA’dan izolasyonu, cfDNA’da gene-
tik değişikliklerin düşük seviyelerde olmasından dola-
yı, teknik yeterliliğe bağlı olarak olasıdır (24). Bu ctDNA 
fragmanları, orijinal tümörde görülenlere benzer 
genetik kusurlar içerirler ve neredeyse, somatik 
nokta mutasyonları, translokasyonlar, DNA metilas-
yon değişiklikleri dahil olmak üzere kanser ile ilgili 
tüm moleküler değişiklikler belirlenebilir (29-31). 
Bununla birlikte, şu anda ctDNA’nın diğer dolaşımda-
ki DNA’lardan izole edilmesi veya moleküler değişik-
likler (genetik veya epigenetik) saptanmadıkça 
cfDNA’nın tümörden kaynaklandığın saptanması olası 
değildir. cfDNA’da mutasyonların saptanması için iki 
ana yaklaşım vardır. Birincisi, belirli bir tümör tipin-
den bilinen genetik değişikliklerin, küçük bir sıklıkla 
meydana gelen mutasyonların (Örneğin, kolorektal 
kanserde; KRAS, NRAS, BRAF ve EGFR mutasyonları) 
analizini içeren hedeflenmiş bir yaklaşımı içerir. 
İkincisi, daha az maliyetli olan toplam cfDNA miktarı-
nı kullanarak hedeflenmemiş bir yaklaşımı içerir. 
CfDNA’nın genom dizi analizini veya tam-ekzom dizi-
lemeyi kullanan hedeflenmemiş bir yaklaşım da ola-
sıdır (32). Kandaki ctDNA seviyeleri, tümör DNA salım 
mekanizmalarındaki farklılıklar ve cfDNA klirensinin 
etkinliği nedeniyle hastalar arasında büyük ölçüde 
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değişebilir, ctDNA’nın toplam cfDNA’da ki oranı %0,01 
ila %90 arasında değişir (25,33). Serum cfDNA seviyele-
ri, toplama tüpündeki beyaz kan hücrelerinin pıhtı-
laşmasına bağlı olarak plazma seviyelerine (25,34-38) 
göre önemli ölçüde daha yüksektir. Bu da parçalan-
malarına yol açar (25,37,38). Sonuç olarak, serum ctDNA, 
beyaz kan hücrelerinden salınan genomik DNA ile 
seyreltilir ve plazma bir ctDNA kaynağı olarak yeğle-
nir (24,39). Kanser hastalarında, cfDNA seviyeleri metas-
tatik hastalıkta daha da artmakta ve bu da total 
cfDNA’nın tümör yüküyle ilişkili olduğunu düşündür-
mektedir (25). Bununla birlikte, cfDNA’nın artışı enfla-
masyon (DNA’nın kan dolaşımına hızlandırılmış atılı-
mı ile ilişkilidir.) ve organ nekrozunu (Örn. miyokardi-
yal enfarktüs) içeren durumlar da ortaya çıkar. 
Bununla birlikte, akciğer kanseri hastalarının, kronik 
solunum yolu inflamasyonu olan hastalara göre daha 
yüksek plazma cfDNA seviyelerine sahip oldukları 
bulunmuştur. Bu da, kanserde cfDNA yükselmesinin, 
inflamasyondan ziyade tümör gelişimine bağlı olabi-
leceğini düşündürmektedir (40). Eksozomlar, geç endo-
zomun çoklu-veziküler gövdelerinden ekzositoz ile 
salınan küresel, nano boyutlu keseciklerdir (41,42). 

Hem normal hem de tümör hücrelerinden salınırlar, 
kan ve diğer vücut sıvılarında bulunurlar. Tümör kay-
naklı eksozomlar, tümör büyümesini ve gelişimini 
etkileyen pleiotropik rollere sahiptir. Eksozomlar, çift 
sarmallı DNA, tek iplikli RNA, uzun kodlamayan RNA 
ve mikroRNA (miRNA) içeren proteinler, lipitler ve 
nükleik asitler içerir. Sonuç olarak, tümör mutasyon-
ları eksozom türevi nükleik asitler kullanılarak tanım-
lanabilir. Veziküller serumdan ekstrakte edilebilir ve 
ekstraselüler veziküllerdeki tümör kaynaklı genomik 
materyal daha konsantre ve daha iyi korunmuş oldu-
ğundan, tümör DNA analizi için ctDNA’ya umut verici 
gelecek bir alternatif olabilir (41,42). Bazı çalışmalar, 
dolaşımdaki serbest miRNA’yı (ekzozomal olmayan) 
biyobelirteçler olarak da değerlendirmişlerdir. Ancak 
sonuçlar yeterli bulunmamıştır. Ne dolaşımdaki ser-
best miRNA, ne de ekzosomal miRNA, klinik uygula-
mada sıvı biyopsi olarak kullanılmaya şimdilik hazır 
değildir (43). Dolaşımdaki DNA seviyeleri; klirens, deg-
radasyon ve diğer fizyolojik filtreleme olaylarından 
etkilenir (44-46). Nükleik asitler, karaciğer ve böbrekler 
tarafından kandan elemine edilir. Dolaşımda değiş-
ken bir yarı ömre sahiptirler 15 dk. ila 2 saat arasında 

Tablo 1. DNA analizlerinde kullanılan teknikler.

Belirleme Prensibi

PCR temelli

Dijital PCR

Hedeflenmiş 
derin sıralama

Tüm genom 
dizileme

Teknik

Real-time PCR 
ARMS PCR
Bi-PAP amplifikasyonu

BEAMing
Droplet-based dijital PCR 
Mikrofluidik dijital PCR

Safe-SeqS
TAmSeq
Ion-AmpliSeq
CAPP-Seq

PARE tüm
ekzom
dizileme

Avantajları

Rutinde kullanmak 
kolay, düşük maliyetli

Yüksek duyarlılık 

Yüksek duyarlılık,
maliyet düşürücü etki

Geniş genom 
uygulaması

Optimal Klinik Yarar

Tümör dokusu

ctDNA (Tümör 
nüksünün saptanması, 
prognozun 
belirlenmesii, tümör 
yanıtının ve direncinin 
izlenmesi)

ctDNA (Teşhis, tarama, 
prognoz belirleme)

Şu anda teknikte 
gelişmeler olduğundan, 
gelecekte ctDNA 
(kanser teşhis, tarama, 
izleme ve direnç)

Duyarlılık

0,1%-10%

0,01%-0,1%

0,01%-0,1%

1%

Uygulama

Yalnızca SNV 
belirlenmesi

SNV belirlenmesi ve 
yalnızca bilinen 
genomik yeniden 
düzenlemeler

SNV, CNV belirlenmesi ve 
yanlızca hedeflenen 
bölgelerdeki yeniden 
düzenlemeler 

Genom genişliğinde 
SNV, CNV 
Belirlenmesi ve yeniden 
düzenlenmenin 
saptanması

Sınırlama

Düşük duyarlılık

Spesifik
Ekipman, 
oldukça pahalı

PCR örnekleme 
biyas ve sıralama 
hataları

Pahalı
duyarlılık,
devam eden
gelişme

ARMS: amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi; BEAMing: boncuk, emülsiyon, amplifikasyon ve manyetik; Bi-PAP: çift yönlü pirofosforlu polimerize po-
limerizasyon; CAPP-Seq:derin dizileme ile kanser kişiselleştirilmiş profilleme; CNV: kopya sayısı varyasyonları; PARE: yeniden düzenlenmiş uçların kişisel-
leştirilmiş analizi, PCR: polimeraz zincir reaksiyonu; Safe-SeqS: güvenli sıralama sistemi; SNV: tek nükleotid varyasyonu; TamSeq: etiketli amplikon derin 
sıralama, ctDNA: dolaşımdaki tümör DNA’sı.
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değişkenlik gösterir (49). Bireysel bir hastanın kan 
ctDNA seviyelerine dayanan tümör genetik profilinin 
tanımlanması, giderek hassas olan tekniklerin ortaya 
çıkmasıyla olası olmuştur (44-46). Önceki çalışmalar, 
plazma ctDNA’yı saptamak için Sanger dizileme yön-
temini kullanmıştır, ancak bu teknik, düşük hassasi-
yet ve zahmetli protokoller dahil olmak üzere birçok 
eksikliğe sahiptir. “İkinci jenerasyon” sekanslama 
teknikleri, ctDNA saptaması için önemli ölçüde daha 
yüksek hassasiyet sağlar (Tablo 1). Örneğin, Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu (PCR) bazlı iki yönlü pirofosforil-
aktive edilmiş polimerizasyon (Bi-PAP) tekniği, daha 
sonra DNA polimerizasyonu ile genişletilmiş olan bir 
pirofosforil-aktive edilmiş oligonükleotid kullanılarak 
bir tek nükleotit değişimi hassas bir şekilde belirleye-
bilir (45). Çoğu PCR tabanlı tekniklerde olduğu gibi, çok 
spesifiktir fakat ctDNA saptanması için sınırlı duyarlı-
lığa sahiptir. BEAMing (boncuklar, emülsiyon, ampli-
fikasyon ve manyetikler), hedef DNA segmentinin, 
bilinen etiket sekanslarını içeren primerler kullanıla-
rak ve manyetik boncuklara kovalent olarak bağlı 
olduğu amplifiye edilmiş bir dijital PCR tekniğidir (25). 
Floresan etiketli hibridizasyon probları ile inkübasyo-
nun ardından, DNA mutasyonunu içeren taneciklerin 
ölçülmesi için manyetik akış sitometrisi kullanılır. 
Yeni nesil dizileme (NGS), analiz başına düşük mali-
yet ile çeşitli yüksek verimli teknolojileri kapsayan 
geniş bir terimdir. Bu yöntemin ilgi konusu gende 
sıklıkla mutasyona uğramış bölgeleri hedefleyen DNA 
oligonükleotidlerinden oluşan bir prob panelini kul-
lanan derin dizilemeyi içerir (48,49). Sistemik PCR ve 
dizileme hataları, yüksek verimli tekniklerin nadir 
mutasyonları belirleme yeteneğini tehlikeye atabilir. 
Bu sınırlamayı gidermek için, SafeSequencing Sistemi 
(Safe-SeqS), amplifiye edilecek her bir DNA parçasını 
etiketlemek için benzersiz bir DNA dizisi veya “bar-
kod” kullanır. Ardından amplifiye edilmiş fragmanla-
rın yedek dizisi kullanılır (48,49). Bu yaklaşım, düşük 
frekanslı mutasyonların güvenli bir şekilde tanımlan-
masını sağlar (51). “Üçüncü nesil” tam genom sıralama 
tekniklerinin geliştirilmesi devam etmektedir. Bunlar, 
tüm genom boyunca seçilmemiş genetik olayları tes-
pit etmek için geliştirilmiş, yeniden düzenlenmiş 

uçların (PARE) kişiselleştirilmiş analizini içerir (52). 
Mutasyon belirlemesi için daha etkin bir yaklaşım, 
edinilmiş ilaç direnci ve klonal evrimi inceleyen 
mutasyonları tanımlamak için potansiyele sahip ola-
bilecek, bütünlük dizilemesi olacaktır (53). DREAMing 
olarak bilinen yeni bir teknik, sıvı biyopsi örneklerin-
de çok nadir görülen epiallelik varyantların analizini 
olası kılmaktadır (54). Bettegowda ve ark. (27), yaptıkla-
rı çalışmada, 16 farklı doku tipinden kaynaklanan 187 
tümörde ctDNA’yı doğrudan karşılaştırarak, hangi 
ctDNA ölçümlerinin klinik olarak yararlı olabileceği 
değerlendirilmiştir. Bu çalışmada, ctDNA düzeyleri-
nin tümör tipleri arasında değiştiğini göstermişlerdir. 
ctDNA’nın incelenmesi, moleküler heterojenliği de 
değerlendirmeye de yardımcı olabilir. Çünkü perife-
rik kan, primer tümörden ve farklı metastatik bölge-
lerden türetilmiş bir DNA havuzudur. Bu nedenle, bir 
hastada tüm tümör yükünün kapsamlı olarak gerçek 
zamanlı resmini ortaya koyabilir.

Kolorektal Kanserde Sıvı Biyopsinin Potansiyel Klinik 
Uygulamaları
Kanser tanısı ve taramasında sıvı biyopsinin büyük 
bir önemi vardır. CRC’deki en sık görülen gen mutas-
yonları, KRAS ve BRAF V600E’yi içerir, yaklaşık olarak 
%40 ve %5-9’luk bir sıklıkta görülür (55-58). Oldukça 
hassas teknikler bu tür mutasyonların neredeyse 
tamamını belirleyebilir ancak iyi bir tarama veya tanı 
testi olguların en az %80’ini tanımlayabilmelidir. 
KRAS ve BRAF ctDNA testi kullanıldığında yaklaşık 
%50 tanımlanabilmektedir. Bu da bireysel mutasyon-
ların ctDNA ile belirlenmesinin, popülasyon taraması 
için yeterli duyarlılığa sahip olmadığını göstermekte-
dir. Yakın zamanda yapılan bir çalışmada, RAS mutas-
yonlarının saptanması için genel duyarlılık %63 ola-
rak belirlenmiştir. Primer tümör yerinde kaldığında 
bu duyarlılık %100 iken, rezeksiyon sonrası duyarlılık 
%46’ya gerilediği bildirilmiştir (59). KRAS ile mutasyo-
na uğramış tümörlerde, KRAS mutasyonuna uğramış 
ctDNA’nın saptanması için duyarlılık, metastatik 
olmayan hastalık için %20 ile %60 arasında değiş-
mekte olduğu saptanmıştır (60,61). Fekal immünokim-
yasal test (FIT), asemptomatik, ortalama riskli eriş-
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kinlerden oluşan 19 çalışmanın verilerine dayanılarak 
değerlendirildiğinde, bu testin, CRC taraması için 
%79 duyarlılık ve %94 özgüllüğe sahip olduğu saptan-
mıştır (62). ctDNA’nın tanımlanmasına yönelik alterna-
tif bir yaklaşım, mutasyonlara göre tümörler arasında 
daha tutarlı olan spesifik promotör bölgelerinin 
anormal DNA metilasyonunun saptanmasıdır (63). 
DNA metilasyonu, CRC karsinogenezinde erken bir 
olaydır ve çeşitli çalışmalarda CRC tarama, teşhisi için 
metile ctDNA kullanımı araştırılmıştır (Tablo 2) (64-72). 
Çeşitli çalışmalarda, Septin 9 (SEPT9) gen promotö-
rünün tedavi öncesi metilasyon durumunu değerlen-
dirilmiştir. SEPT9 metilasyonu, hastalık evresine 
(metastatik ve metastatik olmayan) bağlı olarak yak-
laşık %70 (%50-90) ve CRC’yi saptamak için yaklaşık 

%90 (%70-100) bir duyarlılığa sahip olduğu gösteril-
miştir (46,66,67,71-73). Bu bulguların kullanılan tekniğin 
duyarlılığına bağlı olduğunu belirtmek gerekir. Bu 
teknikler, hem SEPT9 geninin segmentinde hem de 
pozitif olduğu düşünülen kesme seviyesinde varyas-
yona sahip, karmaşık ve heterojendirler. Bu faktörler 
rapor edilen farklı SEPT9 metilasyon duyarlılığını 
açıklayabilmektedir. Gelecek yönelimlerle ilgili ola-
rak, yeni çalışmalar CRC tanısı için uygun olabilecek 
ek DNA metilasyon biyobelirteçleri belirlenmektedir 
(54,74,75). Kolorektal kanser taramalarında, hassasiyet 
ve özgüllüğü arttırmak için multigen metilasyon 
imzaları kullanılmış, sonuçlar umut verici olarak bildi-
rilmektedir (64-72). Buna iyi örnek olacak bir çalışma 
gösterecek olursak, BCAT1 ve IKZF1 metilasyon testi 

Tablo 2. Tedaviden önce metillenmiş ve/veya mutasyona uğramış ctDNA’nın saptanmasıyla kolorektal kanser taraması veya teşhisi.

Referans

Cassinotti et al.64

Church et al.65

deVos et al.66

Grutzmann et al.67

Herbst et al.68

Lee et al.69

Lee et al.70

Lofton-Day et al.71

Warren et al.72

Gen

CYCD2
HIC1
PAX5
RASSF1A
RB1
SRBC
Tüm genler birlikte

SEPT9

SEPT9

SEPT9

NEUROG1

APC
MGMT
RASSF2A
Wif-1
Tüm genler birlikte
SEPT

TMEFF2
NGFR
SEPT9

SEPT9

Hastalık evresi (%)

Evre M0 (%100)

Evre M0 (%91) 
Evre M1 (%9)

Evre M0 (%96) 
Evre M1 (%4)

Evre M0 (%84)
Evre M1 (%11)
Bilinmeyen (%5)
Evre M0 (%81)
Evre M1 (%19)

Evre M0 (%100)

Evre M0 (%83)
Evre M1 (%17)

Evre M0 (%75)
Evre M1 (%23)
Bilinmeyen (%2)

Evre M0 (%90)
Evre M1 (%10)

Kandaki algılama oranı (% (n))

%97 (n=29)
%63 (n=19)
%87 (n=26)
%93 (n=28)
%90 (n=27)
%33 (n=10)
%84 (n=25)

%51 (n=27)

%56 (n=105)

%51 (n=193)

%66 (n=63)

%27 (n=66)
%39 (n=95)
%58 (n=141)
%74 (n=180)
%86 (n=210)
%37 (n=37)

%65 (n=87)
%51 (n=68)
%69 (n=92)

%90 (n=45)

ctDNA ölçümü için kullanılan teknik

Mikroarray aracılı metilasyon analizi

Bisülfit dönüşümü ve metillenmiş gerçek 
zamanlı SEPT9

Bisülfit dönüşümü ve metillenmiş gerçek 
zamanlı PCR SEPT9

Bisülfit dönüşümü ve metillenmiş gerçek 
zamanlı PCR SEPT9

Bisülfit dönüşümü ve metillenmiş gerçek 
zamanlı PCR NEUROG1

Metilasyon spesifik PCR

Bisülfit dönüşümü ve metillenmiş gerçek 
zamanlı PCR SEPT9

Bisülfit dönüşümü ve metillenmiş 
gerçek zamanlı PCR, TMEFF2, NGFR, 
ve SEPT9

Bisülfit dönüşümü ve metillenmiş gerçek 
zamanlı PCR SEPT9

Hasta sayısı

30

53

187

378

95

243

101

133

50

APC: Adenomatozis Polipozis Koli; CYCD2: siklin-D2-1; HIC1: kanserde hipermetilasyon 1; MGMT: O-6-metilguanin-DNA metiltransferaz; NEUROG1: nöroge-
nin 1; NGFR: sinir büyüme faktör reseptörü; PAX5: kopyalama faktörü 5; PCR: polimeraz zincir reaksiyonu; RASSF2A: Ras ilişkilendirme alanı ailesi 2A; RB1: 
retinoblastoma; SEPT9: septin 9; SRBC: serpentin reseptörü, class BC; TMEFF2: EGF-benzeri ve iki follistatin benzeri alanla transmembran protein 2; Wif-1: 
WNT inhibitör faktör 1; ctDNA: dolaşımdaki tümör DNA; CRC: kolorektal kanser.
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Tablo 3. ctDNA ile kolorektal kanser rekürensinin saptanması.

Referans

Diehl et al.25

Ryan et al.80

Frattini et al.82

Tie et al.83

Gen

APC, TP53, 
KRAS, ve PI3K

KRAS

Total DNA, 
KRAS ve 
p16INK4a

Kişiselleştirilmiş
analiz

Hasta sayısı

18

94

70

230

Plazmada rekürrens oranı 
(%, n-positive ctDNA/n 
rekürrens)

%100 (n = 15/15)

%91 (n = 10/11)

%100 (n = 18/18)

%41 (n = 11/27) 
yalnızca ameliyat grubu

Plazmadan DNA 
ekstraksiyon 
periyodu

Cerrahiden önce 
ve sonra (Evre IV)

Cerrahiden 1 hafta, 
1 ay ve 3 ay sonra 
(Evre I-III)

Cerrahiden önce ve 
sonra 4, 10, ve 16 
aylar

Cerrahiden 4-10 hafta 
sonra (Evre II), daha 
sonra bir hasta alt 
grubunda 2 yıla kadar 
her 3 ayda bir

ctDNA ölçme 
metodu

BEAMing

Yarı yuvalanmış mutant 
zenginleştirme tekniği 
ve doğrudan sıralama

Mutant 
zenginleştirilmiş 
PCR and F-MSP
 
Safe-SeqS

Tedavi

Cerrahi ± Kemoterapi 
(61%)

Cerrahi ± Kemoterapi 
(53%)

Cerrahi ± Kemoterapi

Cerrahi ± Kemoterapi

APC: Adenomatöz Polipozis Koli; BEAMing: boncuk, emulsion, amplifikasyon ve manyetik; F-MSP: ffloresan metilasyona özgü PCR; PI3K: fosfoinozitide 
3-kinaz; PCR: polimeraz zincir reaksiyonu; Safe-SeqS: safe-sequencing sistemi; ctDNA: dolaşımdaki tümör DNA’sı.

kullanıldığında, kolorektal kanserli hastaların yaklaşık 
%70’ini tanımlanabilmiştir (76-78). Tümör rekürrensi, 
minimal rezidüel hastalık ve prognoz değerlendiril-
mesinde de sıvı biyopsisinin önemli bir yeri olduğu 
anlaşılmıştır. Cerrahi tek başına lokalize CRC’li hasta-
ların büyük bir kısmını tedavi etmektedir. Bununla 
birlikte, hangi hastaların nüks ile sonuçlanacak rezi-
düel hastalığa sahip olduğunu belirlemek için şu anda 
etkili bir yöntem bulunmamaktadır. Sonuç olarak, 
yüksek riskli klinikopatolojik özelliklere sahip hastalar, 
potansiyel olarak toksik ve gereksiz adjuvan tedavi 
alırlar. ctDNA rezeksiyon sonrası rezidüel hastalığın 
potansiyel bir göstergesi olduğundan, sıvı biyopsi 
hangi hastaların rekürrens yaşayacağına ve adjuvan 
tedaviden yarar sağlayacağına karar verebilir. Bugüne 
kadar, az sayıda çalışma kolorektal kanserde küratif 
cerrahiden sonra rekürrens belirteci olarak ctDNA’yı 
kullanmıştır. Ancak, güncel çalışmalar, cerrahi rezeksi-
yon sonrası ctDNA belirlenmesinin minimal rezidüel 
hastalık ve yüksek nüks oranı ile ilişkili olduğunu gös-
termektedir (25,79-83). Küratif cerrahiden sonra tümör 
nüks oranını özel olarak değerlendiren çalışmalar 
Tablo 3’te gösterilmiştir (25,80,82,83). Bazı çalışmalarda, 
kolorektal kanser rekürensini saptamak için KRAS 
mutasyonuna uğramış ctDNA kullanılmıştır (80). Böyle 
bir çalışmada, saptanabilir KRAS-mutasyona uğramış 

ctDNA’sı olan hastaların %63’ünde, serum mutantı 
negatif olan hastaların yalnızca %2’sinde rekürrens 
gelişmiştir. Rekürensi değerlendirilmesinde duyarlılık 
%91, özgüllük %88 olarak bildirilmiştir (80). Kolorektal 
kanserde, cerrahi sonrası, kemoterapi verilmeyen, 
dolayısıyla çok yüksek rekürrens riski olan bir hasta 
alt kümesi tanımlanmış ve postoperatif ctDNA pozitif 
olan hastaların % 79’unda, ctDNA negatif hastaların 
%9,8’inde radyolojik rekürrens doğrulanmıştır (83). 
Postoperatif ctDNA’nın 3 yıl içerisinde gelişebilecek 
nüksleri öngörebilme duyarlılığı %48, özgüllüğü %100 
olarak bildirilmiştir. Bu bulgular, ctDNA’nın rezeksiyon 
sonrası minimal rezidüel hastalığı belirlemeye tümör 
duyarlılığını yüksek hassasiyetle tahmin etmeye ve 
hangi hastaların adjuvant tedaviden en fazla yararla-
nacağını belirlemeye yardımcı olabileceğini göster-
mektedir. Literatürde metastatik CRC hastalarda yapı-
lan CTC seviyelerinin radyolojik tümör yanıtı üzerine 
ilişkisinin değerlendirildiği bazı klinik çalışmalarda, 
genel sağkalım ve hastalıksız sağkalım oranları değer-
lendirilmiştir. CTC seviyeleri için farklı zamanlarda, 
farklı eşik ve ölçüm değerleri olmasına rağmen, tümör 
yanıtı ile körele sonuçlar bulunmuştur. Tartışma kısım-
larında tümör yanıtının değerlendirilmesinde de 
potensiyel bir biyobelirteç olarak önemli bir yer ileri-
de bulabilir şeklinde sonlandırılmıştır (84-90).
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SONUÇ

Bugüne dek elde edilen veriler, sıvı biyopsinin kolorek-
tal kanserin değerlendirmesini optimize etme, evrimi 
izlemi, hedefe yönelik tedavilere direnci izleme ve özel 
tedaviler tasarlama potansiyeline sahip yeni bir tekno-
loji olarak potansiyelini desteklemektedir. Klinikte bize 
çok değerli bilgiler sağlayan dolaşımdaki tümör DNA’ı 
ve tümör hücrelerine büyük ilgi vardır. KRAS ile mutas-
yona uğramış dolaşımdaki tümör DNA’sının saptan-
masının, hem uygun bir tedavi stratejisinin belirlen-
mesinde, hem de tedavi direncini değerlendirmede 
büyük önem taşıdığı belirtilmektedir. Sıvı biyopsinin 
klinik pratiğe entegrasyonu, gelecekte yapılacak kap-
samlı çalışmalarda tartışılabilecektir.
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