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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Onkolojik ila¢ gelistirilmesinde yeni nesil dizileme teknolojisine dayali

farmasotik uygulamalar

Sevcan YANGIN', Ummiigiilsim TANMAN', Demet CANSARAN-DUMAN'

OZET

Kanser hastaliginin  tedavisine etkin ¢6ziim
bulmak icin uluslararas1 isbirlikli bircok arastirma
yapilmaktadir ve bu devam eden calismalardan bircok
umut veren sonuglar elde edilmistir. Kanser hastaliginin
tedavisine heniiz etkin bir ¢o6zim bulunamamistir
ancak arastirmacilarin yeni yontemler gelistirme cabasi
devam etmektedir ve elde edilen arastirma sonuglarina
ait bulgulan iceren calismalar yayimlanmaya devam
etmektedir. Bu kapsamda kanser hastaliginin tedavisi
Uzerine odaklanan calismalarda, ileri teknolojilerin
kullanmimi sonrasi elde edilen bulgular kisisellestirilmis,
tip alaninda ve klinik uygulamalarda kullanilmaya
baslanmistir.  Gunumizde genom dizilemeleri ile
genoma dair bilgilerin elde edilmesini saglayan yeni
nesil dizileme teknolojileri, kanser arastirmalarinda
kullamlan en gelismis teknolojilerden biridir. Yeni
nesil dizileme teknolojisi hem genleri inceler hem de
baz1 mutasyonlarin tespit edilmesini saglar. Yeni nesil
dizileme teknolojisi bilinmeyen dizi varyasyonlarinin
kisa zamanda ve daha kolaylikla belirlenmesini saglar,

boylece klinisyenlerin kanser olusumu, ilerleme ve

metastaz mekanizmalarint daha iyi anlamalarim
mumkin kilar. Bu derlemede tumor belirteci
belirlenmesi,  farmakogenomik, hedefe  yonelik

tedavi, hassas tip, as1 ile tedavi, biyofarmasotikler,

ABSTRACT

In order to find an effective solution to the
treatment of cancer disease, many international
collaborative researches have been carried out and
many promising results have been obtained from
these on going studies. An effective solution has
not yet been found for cancer disease but studies
on the development of new treatment methods
and the findings of the research results continue
to be published. In this context, in the studies
focusing on the treatment of cancer, the findings
obtained after the use of advanced technologies
have been used in personalized medicine and

clinical applications. Nowadays, next-generation
sequencing technologies, which provide information
on genomes with genome sequencing, are one of
the most advanced technologies used in cancer
research. Next-generation sequencing technology
examines both genes and identifies some mutations.
This technique enables the identification of unknown
sequence variations in a short time and more easily,
thus enabling clinicians to better understand the
mechanisms of cancer. In this review, we aimed to
provide information about the availability of next
generation sequencing technology in pharmaceutical

applications including areas such as tumor marker
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polifarmokoloji, toksigonostik ve farmakoepidemiyoloji
gibi alanlar da iceren farmasotik uygulamalarda, yeni
nesil dizileme teknolojisinin kullamlabilirligi hakkinda

bilgi verilmeye calisitmistir.

Anahtar  Kelimeler: Farmasotik uygulamalar,

kanser, yeni nesil dizileme teknolojisi

determination to pharmacogenomics, targeted

therapy, precision medicine, vaccine treatment,

biopharmaceutics, polypharmocology, toxgonostics

and pharmacoepidemiology.

Key Words: Pharmaceutical applications, cancer,

next generation sequencing

GIRIS

Vicudun her bir hicresinde bulunan genler
DNA’da bulunur ve DNA; Adenin, Guanin, Sitozin ve
Timin (AGCT dizisi) olmak lizere dort adet nikleik
asit icerir. Genel inancin aksine, tuim bireylerin bu
dort adet nukleik asitten olusan DNA dizileri % 99.9
benzerdir ve sadece % 0.1 benzersizdir (1). DNA,
baz1 spesifik proteinleri kullanarak hiicre buyumesi,
boliinmesi ve olumu gibi farkli yollarla onemli hiicre
yolak sureclerini kontrol eder. Bu nedenle, her bir
genin, surekli olarak proteinlerin diizgun bir sekilde
yapilmasina izin veren, spesifik bir kodlama dizisine
sahip olmasi oldukca onemlidir (1).

Genetik varyasyonlar ise siklikla olusur, ancak tiim
genetik varyasyonlar hastaliga neden olmaz. Genetik
varyasyonlar basitce DNA dizisindeki farkliliklardir
ve DNA’daki her bir genetik seviyede; genlerde,
kromozomlarda, proteinlerde ve fonksiyonlarinda
gozlemlenebilirler. Bu nedenle, bir DNA dizisindeki
varyasyonlar  tartisiirken, genel olarak bir
popllasyonda % 1’den daha az bir seviyede mevcut

olan mutasyonlara deginilmektedir (1).

Genel olarak, tim varyasyon tiplerini iki tip
genetik mutasyon olay1 olusturur;

1- Tek baz
polimorfizmleri veya SNPs) veya

mutasyonlar1  (tek nikleotid

2- Bir veya daha fazla niikleotidin eklenmesi veya
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silinmesi.

Bir bireyde SNP’ler, yapisal varyasyonlar, kopya
sayis1 varyasyonlari (CNV’ler), somatik kopya sayisi
anomalileri (CNA’lar), eklemeler, silinmeler, ifadesi
ifadesi izoformlar,
ifade

ongorilen gen fuzyonlan gibi bir mutasyon varsa; bu

farklilasan genler, farklilasan

translokasyonlar, edilen  varyasyonlar,
mutasyonlarin varlig1 transkripsiyonu etkileyecek ve
protein yapisi ve islevini degistirecektir ve de bdylece

kanser gibi karmasik hastaliklara yol acacaktir (1).

Bircok faktore dayanarak olusan tim kanser
turlerinin baslangici; hic protein icermeyen veya
degismis fonksiyonlarla veya anormal proteinler
olusturan mutant hiicrelerle baslar. Bu da zamanla
baslangic, gelisme, ilerleme ve metastaz donemlerini
iceren karsinojenik sureci baslatir (2).

Baska bir deyisle, normal hiicresel Olcekte,
biylime promoter’leri ve inhibitorleri arasinda bir
denge vardir, ancak kanserlesme surecinde bu denge
kaybolur ve sirali hicresel farklilasma siireclerin
olusumuna ve tumorlesme sirecinin fenotipik
karakterizasyonunayol acar. Hiicre cogalmasi arttikca,
hiicresel farklilasmalar hucrelerin olimsiizlesmesine
ve normal apoptoza karsi direncin artisina yol acar.
insan viicudu normalde bu mutasyonlarin cogunu
fakat

mutasyonlar hayati genlerde olusmaya basladigindan

diizeltme yetenegine sahiptir, kanserde



ve ana hucresel vyolaklarda donusime sebep
oldugundan durum farklilasir. Mutasyon oraninda

daha fazla artis oldugu zaman kanserlesme artar (1).

Bazi kanser tirleri normal dokulardan veya
ozellesmis hicre tiplerinden ortaya cikabilir (3).
Mutant bir genden olusan bilgi normal genden olusan
bilgiden farklidir. Tim bu sebeplerden dolay:, DNA
dizilerini okumak ve mutasyonlar tespit etmek, bu
mutasyonlari daha iyi anlamak ve elde edilen sonuglara
gore en iyi kisisellestirmis tedaviyi belirlemek icin
ileri teknolojiye dayali tekniklerin kullanilmasina

ihtiyac duyulmaktadir.

Kanser hastaliginin karmasik yapisindan dolays,

gunumuzde hastalarda kanser hucrelerini  yok
edebilecek nitelikte ilag heniz bulunmamaktadir.
Bircok kanser hastaligiil tedavi etmek amacli
uygulanan yontemler kombinasyon halinde ve farkl
dongiilerde hastaya verilir ve cogunlugu toksiktir,
sinirl bir terapotik indekse ve morbiditeye neden olur
(4). ik nesil kanser hastaligi tedavileri 1950’lerde
baslamistir bu tedaviler cogunlukla sitotoksik ve
kanser

hastalarinda cesitli yan etkilere neden

olduklan gozlemlenmistir (4).

Kanser hastaliginin tedavisinde, erken evrelerde
kanserli dokunun saptanmasi ve teshis edilmesi
oldukca onemlidir. Kanser hastaliginin erken tespiti,
tedavi oranminda onemli bir artisa yol acar. Ancak,
kanser hastaliginin bircogu gec evrelerinde tespit
edildiginde,
ve disiik oranda sagkalim ile sonuclandig1 tespit
edilmistir (5).

Tedavide
sadece kanser hicrelerini hedeflemeye yonelik yeni
kanser tedavi yaklasimlan kullanmaya ihtiyac vardir.
Guniimiizde kanser hastaligi ile miicadelede ve tedavi

tedavi olanaklarinin = sinirli  oldugu

normal hiicrelere zarar vermeden

icin kullanilan cerrahi, 151n ya da kemoterapi gibi genel
tedavi yaklasimlart kanser hicrelerini tahrip eder
veya tamamiyla yok eder. Bu tedavi seceneklerinin
kombinasyonu, bir kanser hastasinin yasam kalitesini
iyilestirerek hayatta kalma oranlarim arttirir. Ancak
tedavide rutin olarak kullanilmalarinin avantajlar

oldugu gibi bircok dezavantaji da bulunmaktadir.

Kanser hastaliginin tedavisinde rutin tedavide
kullanmlan tibbi
tedavi
etmektedir. Ozellikle son yillarda arastirmacilar ilac
adayr molekilin normal hiicreye zarar vermeden

yontemlerin yanm1 sira alternatif

yontemleri arayislan da hizla devam

sadece kanser hiicrelerine odaklanan ve kanserli
hiicre cogalmasin1 durduran etkisi olanlar Uzerine
odaklanmistir. Bu kapsamda sentetik kaynakli ilac
aday1 molekullerin yani sira biyolojik kaynakli bircok
ilac adayr molekiiliin etkinligini belirlemeye yonelik
calismalar her gecen gun artmaktadir (6,7,8). Son
yillarda gerceklesen bu calismalarda yeni ilag aday
molekilin molekiler karakterizasyonu veya rutinde
kullanilan ilag kombinasyonlarinin etkinligini yine
molekiiler boyut da belirlenebilmesi icin yenilikci ve
etkin bir teknik olan Yeni Nesil Dizileme Teknolojisine
(NGS) dayali bircok calismalar hizla devam etmektedir.

Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi (NGS)

Genomik teknolojiler alanindaki son gelismelerden

biri, yiksek verimli dizileme platformlarinin

gelistirilmesidir. Bu teknolojiler kanser

arastirmalarinda giiclu bir arac haline gelmistir (1).
NGS teknolojisi lic ana basamaga dayanmaktadir:

. DNA orneklerini sabitlemek icin kat1 bir
yiizey kullanmak,

. Dongilisel dizileme reaksiyonlari icin otomatik
cihazlar kullanmak,

. Molekiiler boyutda sonuclan tespit etmek
icin goruntuleme kullanmak (9).

Birinci nesil dizileme (Sanger dizileme), dizileme
calismalan icin altin standart olarak kabul edilir.
Gecmiste genomik analiz icin gucli bir ara¢ olarak
kullamlmis olan bu teknik hala yuksek verimli dizi
analizinde dogrulama amacl kullanilmaktadir. Yiiksek
verimli dizileme icin Illumina (Solexa) dizilime, Roche
454 Dizileme, SOLiD ve lon Torrent dahil ¢ok sayida
dizileme teknolojisi ornek olarak verilebilir (10).
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NGS diger
calismalar ile birlestirilebildigi icin etkin bir testdir.

teknolojisi; teknolojiler ve ek
Ornegin Forshew ve ark.’min gelistirdigi bir yontem
olan TAm-seq, primer tasarimi ve NGS’yi birlestirerek
TP53 mutasyonlarini belirleme yetenegine sahiptir
(11).

avantaji vardir. Numune hazirlama sirasinda, dizi

NGS’nin Sanger dizilemesine gore bircok
kutuphanelerinin hazirlanmasi icin daha az miktarda
DNA gereklidir. Ornegin, Sanger dizileme kullanarak
BRCA1 ve BRCAZ2 genlerini dizilemek icin 3 pg DNA
gerekli olmasina ragmen kromatin immun ¢oktiirme
yontemine dayanan NGS teknolojisi kullanilarak
gerceklestirilen dizileme calismalan icin sadece 500

ng DNA miktan yeterli olmustur (12).

NGS, genomik dizileme hakkinda bilgi saglamasi
nedeniyle, kanserlesme sirecinde genetik profili
anlamada anahtar gorevi gorur. NGS, belirli bir klinik
durumda beklenen mutasyonlar tespit etme ve
beklenmedik dizi varyasyonlarini belirlemeye yarayan
bir tekniktir ve bu nedenle NGS teknolojisi tedavide
ve diger terapotik amacli tedavilerde onemli bir rol
oynamaktadir (13).

NGS teknolojisi kullanilarak kanserli

ait genom dizilemesi ile timor profilleri, tumorin

hastaya
siniflandinlmast  ve alt tiplerinin tanimlanmasi,
kisinin genetik profiline uygun olan hedefe yonelik
tedavi tim  ekzom

gerceklestirilebilir.  Ayrica

dizileme, tum genomun dizilemesi, transkriptom
dizileme, epigenetik dizileme ve hedefe yonelik
dizileme ile klinik uygulamalarda NGS teknolojisi ile

belirlenebilmektedir (1).
Farmasotik Uygulamalarda NGS Teknolojisi

1. NGS Teknolojisinin tiimor belirteci belirleme
amaclh kullanimi

Kanser hastaliginin yayilmasinin ileri evrelerinde
degil, dogru yontemlerle erken tanm konulur ve
vakalarinin  onemli  bir

tedavi edilirse kanser

kism1 onlenebilir (14). Kanser tedavisini bu denli
zorlastiran sey, kanserlesme siirecinin cogunun

sinsice yani hicbir belirti vermeksizin ilerlemesidir.
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Bu durum da, displazi, hiperplazi ve pleomorfizm
gibi normal hiicrelerde kanser huicrelerine donusimu
sirasinda meydana gelen tiim degisikliklerin belirti
olmaksizin olusmasi anlamina gelmektedir (15). Bu
sartlar altinda giivenilir bir teshis testi gereklidir.
Bu nedenle, suphelenilen kanserli bolgenin bir
parcasinin cerrahi olarak c¢ikarilmasini gerektiren
biyopsi uygulamasi yapilir (15). Giinimizde, bilim
insanlarinin ve arastirmacilarin yeni odak noktasi,
genom tabanli kan testlerinin gelistirilmesidir. Bu
hedefe dayali gelismis testlerin baslica faydalarindan
biri, timor tarafindan salgilanan materyaller olan
tumor belirteclerinin belirlenmesidir. Tum genom
dizilemesi kullanilarak kanser icin kisisellestirilmis
kan testlerinin gelistirilmesi, bircok calismanin odak

noktas1 olmustur (1).

Tumor belirteclerinin gelisim oykusu, 1960’larda
enzimler, hormonlar ve serum proteinlerinin tedavi

amacli timor belirtecleri olarak kullanmlmasi
ile  baslamstir ~ (16).  1970’lerin  sonlarinda,
timor belirtecleri ve islevsel mekanizmalarinin

ozellikleri hakkinda daha fazla bilgi elde edilerek

kanserle miicadelede yeni umut saglanmistir

(CEA)
karsinoembriyonik protein (17) iceren ilk tumor

ve  karsinoembriyonik  antijen veya
belirteci belirlenmistir. Buna ilaveten, bu elde edilen
bulgu ile, ozellikle kanser hastasinin tedavi siirecinde
bu bilginin klinik pratige nasil doniistiiriilecegine dair
bilgiler saglamistir (1).

Tumor belirtecleri, populasyonda en sik meydana
gelen mutasyonlar olan SNP’lerin saptanmasiyla
kesfedilebilir. Ornegin, ATG CAA'dan ACG CAA'ya,
T nikleotidinden C niikleotidine dogru eger tek
bir yer degistirme gerceklesirse, tim niikleotit
dizisi hastalig1 tasiyacaktir, ciinkii dizideki degisim
veya mutasyon olustugunda anormal bir protein
uretecektir. Bu nedenle, bu SNP bu hastalik icin bir
belirtec olacaktir. Bir sonraki adim, bireysel genetik
profilleri kullanarak kisiye 6zgu tumor belirteclerinin
kullamimi ve kesfi icin stratejilerin gelistirilmesidir.
Gunumuze kadar, NGS teknolojisi ile kisisellestirilmis



timor belirtecleri, erken kanser tespiti, tarama, tani,  farkli alanlarinda bircok basarili sonu¢ elde edilmistir
prognoz, hedefe yonelik tedavi, terapotik cevap, (1) (Tablo 1).
izleme ve tekrarlama dahil olmak lizere onkolojinin

Tablo 1. Farkli kanser tiirlerinde timor belirteclerinin kritik rolleri (1).

Kanser tipi Timor markordii Klinik bulgular

ICAM-1/VCAM-1 Tum kanser hastalarinda kontrollere gore daha yuiksektir.

Mesane kanseri . . . . S
Daha vyiksek sFasL seviyeleri Ta mesane karsinomunda erken nuksu

S U ongormektedir.
bFGF TUmor varligini gosterir.
Beyin kanseri
VEGF TUmor varligim gosterir.
IL-2R Skuamoz hiicreli karsinomali hastalarin  %50’sinde daha yiksek
. seviyelerdedir.
Rahim agz1 kanseri . o . . -
scc Skuamoz hiicreli karsinomali hastalarin  %67.5’inde daha yiksek
seviyelerdedir.
Angiogenin Yiiksek seviyesi kanser ilerlemesi ile iliskilidir.
Kolon kanseri
E-selectin Kolon ve meme kanseri hastalarinda artmistir.
Endometriyal P53 Ameliyat oncesi jinekolojik kanserler icin yardima testdir.
LS IL-2R Endometriyal hastalarin % 51.4’linde daha yiiksek seviyelerdedir.
IL-2R Yemek borusu kanseri hastalarda belirgin olarak artmistir.
Yemek borusu
kanseri . e
P53 AB Yemek borusu kanseri hastalarinin % 43’tnde saptanmistir.
c-erbB-2 Asin ifade de HER-2 / neu dokusu ile iliskilidir.
LD LEEER Asin ifade seviyesi, yiksek seviyelerde prostaglandin E2 biyosentezi ve
COX-2 ; PR,
biyogenez ile iliskilidir.
TGF-8 Primer meme tumorlerinde yiksek oranda ifade edilir.
Meme kanseri
ICAM-1 Meme kanserli hastalarda sICAM-1’in % 96’sindaki yuksek seviyelerdedir.
TNF-a Hastalik varliginin gostergesidir.
Losemi . . -
IL-2R Sadece relaps hastalarinda, interferon tedavisine yamit tahmini olarak

belirlenir.

EAH] e eilar SCLC’de anormal seviyeleri tespit etmektedir.

Akciger kanseri Cai
TNF-a, TGF-8 Pozitif akciger kanserleri icin uygun prognoz gostermektedir.
CeA Endokrin pankreas tumortu, ¢coklu endokrin neoplazi 1 sendromunda artmis

Pankreas Kanseri %99 karsinoid tumorde yuksek diizeyde oldugu belirlenmistir.

P53 mutant protein  Hastalarin % 50’sinde tespit edilmistir.

Turk Hij Den Biyol Derg 477
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2. Farmakogenomik (PG)

Farmakogenomik (PG) farmakoloji ve genomik
biliminin birlesimi ile olusan bilim alamdir. Bu alan,
kisinin farkli genomik dizisi nedeniyle ila¢ kullaniminin
insandan insana nasil farkli tepki verdigine (18) ve
kisisellestirilmis tipta genotip-fenotip bilgisinin nasil
kullanilabilecegine odaklanmaktadir.

Farmakogenomik’in baslica avantajlar sunlardir:

1.  Tedavi
cikanlmis ilaclarin gelistirilmesi.

edici etkisinin en Ust dizeye

2.  Vicut agirligt ve yas1t gibi
olcuimlerin kullanmasi yerine kisinin genetik profilini
temel alan daha kesin dozaj yontemleri tasarlama

becerisi (18).

3.  Farklh
vermeyenleri

geleneksel

ilaclar icin  yant

ilag

veren/yanit

tamimlama ve bu icin  risk

faktorlerini belirleme yetisi.

Farmakogenomik’e dayali calismalarin sagladig
gercek hayatta
calismalarda biri hastalikli olan grup ve digeri
hastalik icermeyen kontrol grubu olmak iizere iki

avantajlan uygulamak icin,

grup arasindaki DNA dizilerinin karsilastinlmasiyla
gerceklestirilmelidir. Sonuclar degerlendirildiginde
bir grupta SNP varligim1 digerlerine gore daha sik
rastlaniyorsa, muhtemelen hastalik ile

iliskilendirilir (1).

sonuclar

Farkli ilagclarin farkli popiilasyonlarda degisik

etkisi vardir. Gerceklestirilen klinik calismalarin
sonucunda farkli hastalarin aym1 semptomlara, aym
bulgulara ve aym hastaliga sahip olabilecegini ve
ayni ilac1 aym dozda alsalar da, farkli etkiler ve
reaksiyonlar sergilediklerini gosterir. Farkli kisiler
ayni ilaca farkli sekilde tepki verirler; bu yuzden
bu olusan kisisel varyasyonlar nedeniyle ilaca karsi
olusan farkli yanmt verme, yanit vermeme veya toksik
yanit verme olarak siniflandinirlar (1). Hastalarin
bliyiik cogunlugu otoriteler tarafindan onaylanmis
ilaglar kullanmaktadirlar, ancak ilaglarin bir kismi
klinik calismalarda basarisiz olmaktadir ve daha da

onemlisi, onaylanmis bircok ila¢c ciddi yan etkileri
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nedeniyle piyasadan geri cekilmistir. Bu bireysel
varyasyonlarin bazi olast nedenleri etnik koken,
yas, cevre, cinsiyet ve genetik cesitlilik olabilir. ilac
uygulamalar alaninda, belirli ilaclarin metabolize
edilmesinden ve ilaclarin viicut icinde tasinmasindan
veya hedeflenmesinden sorumlu olan onemli genlerde
bulunan genetik varyasyonlar, bir ilacin aktivitesini
etkileyebilmektedir (1).
bir metabolize edici enzim olan Dihidroirimidin
(DPYD) DPYD*2A’da
bir mutasyon olustugunda, 5-FU toksisitesine yol

Ornegin, hiz sinirlayic

Dehidrogenaz kullaniminda,
acarak kismi DPYD eksikligine neden olacaktir (19).
Bu nedenle, hastanin durumuna bagh olarak ilacin
degistirilmesi veya dozunun degistirilmesi gibi baska
alternatifler de dusuinulmelidir. FDA uyan boliminde
bu bilgiyi ilac etiketi Uzerinde belirtir. Theraguide
5-FU kan testi, kisisellestirilmis tedaviye izin vermek
ve hastanin 5-FU ile iliskili kemoterapiye olumsuz bir
tepki verme riskini en aza indirmek icin kullanmilmaya
baslanmistir (19).

illac alamnda farmakogenomik uygulamalan,
hedefin tammlanmas1 ve ortaya c¢ikarilmasi ile
baslar. Ardindan bir bilesigin optimizasyonu klinik
calismalan ile devam eder ve son olarak bir triinin
piyasaya suriimi yapilir. Halen, kisisellestirilmis tipta
buyuk katkilarindan dolay1 NGS teknolojisi her bireyin
genetik profiline dayanan yeni terapotik stratejilerin

tasarlanmasinda kritik bir rol oynamaktadir (1).

Kanser hastaliginin genetige bagli olarak degisken
bir olusum olmasi nedeniyle, hastaligin tedavisinde
kisisellestirilmis tedavi yontemlerinin kullanmasi

daha uygun olacaktir. Yeni terapotik stratejiler
tasarlama kavramin1 daha iyi anlamak icin, NGS
teknolojisi kullanilarak DNA dizilerindeki mutasyonlar
belirlenecektir,

boylece bu mutasyonlar spesifik

hedefleyen ilaclarin dizaym yapilabilecektir. Bu
ilaclar da gen hedefli niikleik asitlere dayanarak islev

gorebilecektir.

Kanser hastaligiolusum nedenleriolarak apoptozun
durdurulmasi, kontrolsiiz hiicre cogalmasi, timor
anjiogenezi,

timor invazyonu, timor baskilayic



genin islev bozuklugu, artmis timor hiicre émri, DNA
sentezinin durdurulmasi ve hastanmin tedavi sireci
boyunca ilaca direnci gosterilebilir. Tim bu durumlar
kanserojenik etkiye nedendir, bu kanserojenik
etkilerin baslica nedeni de mutasyonlarin olusmasidir.
Bu nedenle, mutant genlerin NGS teknolojisi ile tespit
edilmesi tedavinin sonucunu etkileyecektir (1) (Sekil
1).

Ornegin hiicre cogalmas: ile ilgili bir hedef gen
ornegi Ras onkogen ailesidir (K-ras, H-ras, N-ras) (Sekil
1). Ras ailesi, hiicreler icindeki sinyalleri tirozin kinaz

proteinlerdir ve cok cesitli streclerlerde gorev alirlar
(20). Bu genlerde bir mutasyon olustugunda hiicrenin
defosforilasyon yeteneginin kaybina neden olur, bu da
hiicre cogalmasinin artmasina ve kanser hiicrelerinin
cogalmasina yol acar (1,21,22) Meme kanserinde,
dizilenmis gen sayist (36 gen) ile mutasyonlarin
sayisinin (111 mutasyon) karsilastirilmasi sonucunda
elde edilen veriler mutasyonlarin  tUmunin
belirlenmesi ve tan1 ve tedavide en iyi araclan ve
yontemleri bulmak icin verilen bilgileri kullanmanin

mutlak bir ihtiyac oldugunu gostermektedir (Tablo 2).

reseptorlerinden hiicre cekirdegine iletmekte gorevli

/_\ -bek-2
Artmig
tamor Survivin
& hicre omri Al n
“MOR3 ila poptozu -
a durdurulmasi
Y Glutamilsistein sentetaz direnci <t
-FIt-1{VEGFR)
DNA Tomor -neu (HER2, Erbs2,
g sentezinin Kanser anjiogenezi EGrR
durdurulmasi
-RRM2 el
~— PN
-ALK
Tamor
. ‘ Hicre invazyonu
a5 onkogenier gogalmasi
Tumor
(Keras, Horas, N-ras) MM
baskilayicr v es
“cmyca genin iglev -FGF-BP
\bozuklugu
PHCa \\/ -Fgr1
-ONMT1 -FAK
~clusterin -CXCR4
“GF-1R

Sekil 1. Karsinogenez olusumlar ve hedef genler (1).

Tablo 2. Meme kanser tirlerindeki mutasyonlarin yerlerine ve farkli antikanser ilaclarin etkilerine bakarak mutasyonlarin
etkisi (1).

LETEGE ) LS ilr 7 Hedefli Terapatikler icin Etkiler
Tiiri Mutasyonu
AR ifadesi Androjen reseptor Ostrojen reseptor Aromataz
modulatorleri ve antagonistleri | agonistleri-antagonistleri Inhibitorleri
Hassasiyeti artirnr Su anda bilinmeyen El.’ _anda
ilinmeyen
; . A - Su anda
Meme ER ifadesi Hassasiyeti artirir Hassasiyeti artirr bilinmeyen
Kanser .
HER2 [ERBB2] Amplifikasyonu Ado-
Trastuzumab | Trastuzumab Pertuzumab Lapatinib Neratinib
Emtansine
Hassasiyeti Hassasiyeti Hassasiyeti Hassasiyeti
Hassasiyeti artirr artirir artirir artirir artirr
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3. Hedefe Yonelik Kanser Tedavisi

Kanser arastirmalarinda karsinojenez hedefli
ilaclarn gelistirilmesi, hedefe yonelik kanser tedavisi
veya rasyonel ilac tasarimi olarak adlandirnlmaktadir.
Bu hedefe yonelik gelistirilmis ilaclarin birincil amacy,
normal hiicrelere herhangi bir zarar vermeksizin
kansere neden olan spesifik molekiillere miidahale
etmektir. Kisiye 6zel hedeflenen ilaclar, hassas tibbin
temel tasi ve kanser olusumunun onlenmesine yonelik
tedavilerin ortaya cikarilmasi ve gelistirilmesi icin

odak noktasidir (23).

Rutin uygulanan kemoterapi, kanser veya normal
hiicre ayrnimi olmaksizin tim hizli bolinen hiicreler
tizerinde etkili oldugu icin secici olmayan bir sekilde
calisir ancak hedefe yonelik kanser terapi yontemleri,
hedeflerine ulasmak ve sadece hedeflerine tepki
vermek Uzere tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bu
nedenle, kanserle iliskili spesifik molekiiler hedefler
uzerinde etkilidirler. Sitogenetikte, hedefe yonelik
tedaviler sitostatiktir (timor hiicresi cogalimini bloke
ederler), oysa rutin kemoterapi ajanlan sitotoksiktir
(timor hiicrelerini oldirirler) (23).

Genetik tipta son gelismeler ve insan genomunun
dizilenmesi ile yeni yaklasimlar bulmak her zaman
mumkundur (24, 25, 26). Bu yeni yaklasimlardan
biri ise, kanser hiicrelerinde bulunan proteinlerin
miktarinin, normal hiicrelerde bulunan protein
miktan ile karsilastinlmasina dayanir. Baz1 kanser
hiicrelerinde yiiksek seviyelerde ifade olan insan
epidermal buyume faktoru reseptori 2 proteini
(HER-2) farkli sekilde ifade edilen hedefin bir
ornegidir. Trastuzumab (Herceptin) (23) dahil olmak
uzere bircok hedefe yonelik tedavi HER-2’ye karsi
yonlendirilmistir. Bunailaveten, kiiciik hiicreliolmayan
akciger kanseri dizisi, EGFR tirozin kinaz inhibitorii
duyarliik direncinin varligin1 géstermis olup, bu da
terapotik amaclar icin rutin olarak EGFR dizisinin
kullanilmasina yol acmistir (27). Mir-34’de kansere
kars1 tedavi amacli yeni bir silah olarak kullanimini
tartisan bir calisma gerceklestirilmistir (28). Baska
bir yaklasim, kanser hiicrelerinin, kanser ilerlemesini
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yonlendiren mutant  (degistirilmis)

belirlemektir.

proteinleri
Uretip Uretmedigini Ornegin, bir
hiicre biilyimesi sinyal proteini olan BRAF’1n, bircok
melanomda degistirilmis bir formda (BRAF V600E)
mevcut oldugu bulunmustur. Mevcut onaylanmis
ilac vemurafenib (Zelboraf)’dir, vemurafenib bu tip
kanserli hastalari tedavi etmek icin BRAF proteininin

mutant formunu hedeflemektedir (23).

Sinyal transdiksiyon inhibitorleri olarak bilinen
yeni bir antikanser grubu olan kinaz inhibitorleri,
sinyal transdiiksiyonunun hiicresel mekanizmalarini
hedef alir ve bu mekanizmalarda rol oynayan veya
bu mekanizmalara katilan molekullerin aktivitesini
bloke eder. Bu gruptaki ilk ajanlardan biri olan ve
bir BCR-ABL kinaz inhibitérii olarak calisan imatinib;
bir multikinaz inhibitori olan Dasatinib; bir mTOR
inhibitoru olan Everolimus; ve bir EGFR tirozin kinaz
inhibitorl olan Gefitinib (29) ornek olarak verilebilir
(1).

Tumor hucrelerinde ifade edilen proteinleri
hedeflemek icin tasarlanan monoklonal antikorlar,
kanser hiicresini bagisiklik sisteminde daha goriniir
CD20’yi

biyiime sinyallerini bloke eder; EGFR’yi hedefleyen

kilar. Ornegin hedefleyen Rituximab,

Cetuximab, yeni kan damarlarninin olusmasin
engeller; VEGFR’yi hedefleyen Bevacizumab, kanser
hiicrelerine radyasyon salinimi yapar ve itriyum 90
ile isaretlenen ibritumomabtiuxetan CD20’yi engeller
(29) (1).

4, Hassas Tip

Kisisellestirilmis tip, genomik tip, hedef sepesifik
tip, genomun analizi ile bireysel biyolojik profilin
karakterize edilmesi ve en iyi saglik tedavisi saglanmis
hastalardan elde edilen medikal sonuclar Uzerine
odaklanmay1 hedef edinmis calismalar butiinudur.
Hassas tip genellikle hastaliga neden olan molekiiler
yollar kesin olarak hedefleyerek dogru hastaya dogru
zamanda dogru ilact saglanmasi olarak tamimlanir.
Hassas tip, her bireyin cok faktorli karakteristigi ile
baglantilidir. Hassas tibbin essiz bir 6zelligi, sadece



genomik tibba bagli olmamasinin yani sira ayrica bir
hastanin yasam tarzim, genomik olmayan biyolojik
bilgileri, cevresel parametreleri ve diger iliskili
verileri de icermesidir (2).

Hassas tipta kullanilan yontemlerden biri olan
NGS, onkoloji alaninda her bireyin kapsamli genomik
profilinin sunulmasin1 olanak veren basarnli bir
tekniktir. Bu teknik, kanser hastalarn icin bircok
avantaj saglar. Ornegin, hastaya hedefe yonelik
tedavi, genom bazli kan testleri, biyobelirtecler ve
diger klinik uygulamalar gibi hastanin kisisel 6zelligine
dayanan spesifik tumor verilerinin belirlenmesini
mumkin kilar. Gerceklestirilen bir calismada, biri
melanoma ve digeri kolorektal kanserli olmak iizere
iki hasta alinmistir ve her ikisinin de tedavisinin
basansizlikla sonuclandig gozlemlenmistir.
Kisilerin dizileme sonuclar belirledikten ve genetik
profillerini  derinlemesine  inceledikten  sonra,
melanom hastasinin bir CDKN2C vyapisal geninde
yeniden diizenlemesi olusan HRAS gen degisimine
neden oldugu gosterilmistir. TUmorin sahip oldugu
dizi (STB), hasta icin bir tedavi olarak PI3K ve MEK
inhibitorleri kullamlmasin1  onermistir. Kolorektal
kanser hastasinda dizileme sonuclan, gelecekte bir
terapotik hedef olarak kullanilabilecek bir NRAS
varyasyonu olan CDK8’i saptamistir (30). Elde edilen
sonuclar gen ifadesi degisikliklerini, yapisal yeniden
duzenlemeler, nokta mutasyonlar1 ve kopya sayisi
degisimleri gibi bircok mutasyon kategoriyi tespit
etmistir. Bulgular, klinik onkoloji, kanser genetigi,
biyoinformatik, klinik patoloji, sosyal ve davranis
bilimleri ve biyoetik alanlarinda uzmanlar tarafindan
tartisiltmistir  (31). Ek olarak, klinik uygulamada
NGS kullaniminin en basanli uygulamalarindan biri
Washington Universitesi’nde gerceklestirilmistir ve
akut yetiskin lenfoblastik lGsemi (ALL) hastaligina
ekibin
dizileme ve tim genomdizilemesiyapilarakumut veren

odaklanan arastirmasinda  transkriptom
sonuclar elde edilmistir. Elde edilen sonuclar, FLT3
geninin l6semi hiicrelerinde oldukca aktif oldugunu
gostermistir (1). Gastrointestinal stomal tumorleri,

renal hiicre karsinomu ve pankreatik kanseri tedavi

etmek i¢in antikanser ila¢ Sunitinib gelistirilmesine
katki saglamis ve FDA tarafindan onaylanan bu ilacin,
FLT3’l inhibe ettigi belirlenmistir. Sunitinib kullanim
sonrasinda ise hastanin kaninin normale dondigi
gozlenmistir (32, 33).

5. Biyofarmasotikler

Antikanser ajanlarin en onde gelen sinmiflarindan
biri, bir hedefe baglanan ve konagin bagisiklik
mekanizmalarin1 aktive eden ve kanser hiicrelerinin
ya tamamiyle lizis araciigiyla ya da oldirici
hiicreler yoluyla oldiriilmesine yol acan monoklonal
antikorlardir. Monoklonal antikorlar, kanser hiicresi
inaktif
baglanabilir, boylece hayatta kalma yollarini inhibe

Uzerinde biuyime faktori reseptoriine
edebilir ve apoptozisi uyarabilir. Cetuximab, EGFR
hedefli bir monoklonal antikordur, Erbitux iyi bilinen bir
anti-EGFR antikorudur, Rituximab, CD20’yi olusturan
kalsiyum kanalina baglanarak B lenfositlerinin lizisine
yol acar ve Trastuzumab HER2’ye baglanmaktadir (1).
Bu alanda NGS teknolojisi antikor kitiiphanesinin
uretilmesini mumkin kilar, clinkii NGS teknolojisi
kutliphanesinde daha kesin bir

analizi saglayabilir (34). Ayrica, NGS teknolojisi cok

verileri antikor

islevli enzimlerle protein etkilesimlerini saptamak
(35),
antikor-antijen

icin  kullamlabilir boylece protein-protein

etkilesimlerini  ve baglanmasin

calismak icin yeni potansiyel yontemler saglar (34).
6. Polifarmakoloji

ilac tasarim calismalan, bir ilacin tek bir hedef
yerine, birilacin bircok hedefine donusturilmesi fikrini
kapsar (36, 37). Polifarmakoloji’nin ilac gelistirmede
hala baz1 sorunlarnn mevcuttur. Bu teknik, spesifik bir
hastalik yolaginda bircok hedefi etkileyebilen veya
bircok hastalik yolagina bagli birden fazla hedefi
etkileyen tek bir ilact kullanabilmeyi icerir (38).
Polifarmokoloji, mevcut ilaclarin tammlanamayan
hedeflerini arastirmay1 amaclamaktadir (39, 40). NGS
teknolojisinin onemi, spesifik hedefleme yaklasimi
kullanarak, ilacin etkinligini arttirmak ve toksisitesini
en aza indirmektir. Bunlara ilaveten, NGS, hedef
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olarak kullamlabilecek mutasyonlan tespit edebilir
ve polifarmokoloji bircok hedefi bulmayr amaclar;
bu nedenle de NGS ve polifarmokoloji birbirlerini
tamamlarlar. NGS teknolojisi ligand bazli ihtimaller,
hedefe dayali yaklasimlar ve fenotip tabanli ihtimaller
dahil transkriptomik temelli yontemler, proteomik
tabanli yaklasimlar ve ila¢ hedef tanimlamasi icin
kullanilabilir (41).

7. Toksigonostik

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin bircogu
toksiktir. Ornegin nefrotoksisite ve ototoksisiteye
neden olan cisplatin; genotoksisiteye, fetotoksisiteye
ve teratojeniteye neden olan temozolomid; ve
doza bagimli olan ve hepatotoksisiteye neden
olan 6-merkaptopurin ciddi yan etkilere sebebiyet
verir. Olusan bu yan etkilerin arastinlmasi kanser
tibb1 odakli

yol acmistir. Genellikle sistemik bir calisma olarak

uygulamalarda toksigonostik alanina

tanimlanan toksigonostikler, kanser onleyicilerin
neden ve iliskili oldugu genetik toksisite belirleyicileri

uzerine calismalara odaklanmistir (42).

NGS teknolojisi ile
toksisitesini

kanser  onleyicilerin

belirleme, toksisite  nedenlerini
belirleme ve toksigonistik varyantlar tespit etmeye
olanak vermistir. Ayrica NGS teknolojisi ile her
hastadaki genetik profile ve spesifik bir ilaca cevap
verebilen insan sayisina gore toksisite diizeyini
Toksigonostikler,

konsantrasyonu profili ile toksisite seviyesi arasindaki

tahmin edilebilir. plazma ilac

iliskiyi bulmay1 ve tedavi icin secilmis ilac icin etkin
doz ayarlamasim her hasta icin kisisellestirilmis bir
tedavi plam olusturarak yapmayr amaclamaktadir
(42).

8. Agsi ile tedavi

NGS teknolojisi, bir
glivenilirligini

asimin  verimliligini  ve

degerlendirmek icin  kullanilabilir
(43). NGS teknolojisi ile gerceklestirilen calismalarin
sonuclarinin kesin sonuc vermesi ve her bir bireyde
dizi varyantlarini saptama yetenegi nedeniyle oldukca

etkin kullanim olanagi saglamaktadir. NGS teknolojisi,
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kisilerin asilama ile tedavi sonras1 olusabilen yan
etkileri belirlemek ve anlamak icin daha fazla cozum
saglayabilmektedir (34).

9. Farmakoepidemiyoloji

Farmakoepidemiyoloji ilac tedavisinin
populasyonlar ve klinik uygulamalarda etkilerini ve
farklilasmalarin1 belirlemek amaclh is gorur (44).
NGS teknolojisi ila¢ kesfinin yolunu acmasi nedeniyle
(44).

iki onemli mekanizmasi DNA metilasyonu ve histon

basariyla uygulanmaktadir Epigenetiklerin
modifikasyonun belirlenmesinde NGS teknolojisi
kullamlmistir (45, 46, 47).

2000’de

tamamlanmasi ve gelecek nesil omik teknolojilerinin

insan Genom  Projesinin  Haziran
gelismesiyle birlikte, yeni bir tip donemi baslamistir.
Ozellikle, NGS

timorlerin molekuler profillemesinin belirlenmesi

teknolojisinin ~ kullanim1 ile
ve hizli olarak blylyen bir alan olan hassas kanser
(PCM)
tedavilerin gelistirilmesinde etkili olmustur (48).

ilac1 olarak adlandinlan Kkisisellestirilmis

Ayrica son yillarda NGS teknolojisi ile yapilan
bircok calisma literatiirde yer almaktadir. Neesseve
(2019)’da  gerceklestirdigi
timorlerin mevcudiyetinde spesifik pankreas duktal

ark. calismada, diger
adenokarsinomuna yonelik tedavi icin kullanilabilecek
farkli molekiiler alt tiplerin belirlenmesini amaclayan
tam genom dizileme calismas1 ve transkripsiyonel
profil analizi calismasi yapilmistir (49). Elde edilen
sonuclarda KRAS, TP53, CDKN2A ve SMAD4 gibi bilinen
mutasyonlarin yani sira, cekirdek sinyal yollarinda ve
hiicresel islemlerde birlesen, tekrarlayan mutasyona
ugramis veya farkli transkripsiyona ugramis cok
sayida gen belirlenmistir. Ayrica, genom capinda
transpozon taramasi ve kantitatif karakter lokus
(QTL) dizilemesi, diger yontemlerle ortaya cikarilmasi
zor olan kanserlerin belirlenmesi icin giicli ve yeni
bir arac haline gelmistir. Yine, bu calismalar PDA’nin
farkli molekiiler yapiya sahip cok sayida alt gruptan
olusan oldukca heterojen ve genetik olarak cesitli
bir hastalik oldugunu gostermistir. Buna ek olarak,
73 ornekten ekzom dizisi tanimlanmis, Mismatch-



repair (MMR) eksikligi olan oOrneklerde cok onemli
bir fark olarak tumor basina 1782 somatik mutasyon
kesfedilmisti. ABD Gida ve ilac Dairesi (FDA),
histotipine bakilmaksizin, kararsiz veya metastatik
mikrosatellit dengesizligi yilksek ve MMR eksikligi
olan kat1 timorlere sahip hastalar icin ikinci basamak
bir ajan olarak anti-PD-L1 ilac pembrolizumab’a

hizlandinlmis olarak onay vermistir (49).

Galanina et al. (2018) eslesmis hedefe yonelik
tedavinin bircok hematolojik malignitede de etkili
oldugunu gosteren bir calisma gerceklestirmislerdir
(50). Ornegin, kronik miyelojendz l6semi (CML),
eslesmis hedefli terapi ile donistiiriilen bir hastaligin
gostergesi CML’nin
belirleyici 6zelligi olan aberrant BCR-ABL1 kinazin

oldugunu  belirlemislerdir.
enzimatik aktivitesini inhibe eden imatinib mesilat,
normal yasam suresine yakin bir sekilde genel hayatta
kalma siiresini uzatmis oldugu tespit edilmistir (50).
Tirozin kinaz inhibitorlerinin (TKI) CML’deki kesin
etkinligine ragmen, uygulamada degisiklik gosteren,

rasyonel olarak gelistirilen, hedeflenen ajanlar bu tur
bircok lenfoid ve miyeloid kanserin tedavisinde yaygin
olarak uygulanmamistir. Hematolojik malignitelerin
genomik duzeyde aydinlatilmasi, temel molekiler
degisiklikleri  acikliga  kavusturmaya yardimci
olabilecegi ve potansiyel olarak tedavi secimini

saglayabilecegini belirlemislerdir (50).

SONUC

Yeni nesil dizilemenin ileri ila¢ arastirmalarin
temel tas1 oldugu yapilan calismalar sonucunda
belirlenmistir. NGS teknolojisi ile test sonuclarinin
kisa zamanda ve dogruluk oramni artinlarak, yeni
terapotik stratejilerin dizaynm1 kanser tedavisi
sonucu olusan profili daha iyiye tasimak, sonuclarin
iyilestirmek ve mimkiin oldugunca daha cok hayat
kurtarmak icin kullamlirlign saglamayr miimkiin kilan
bir teknoloji olarak, kanser tedavisinde onemli bir yer

almaya baslamistir.
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