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0z
Amag: Kolorektal kanser ve akciger kanserleri olan hastalarda epidermal biyiime faktori reseptor hedefli tedavinin

etkinligi dnemli 6l¢lide KRAS mutasyonuile iliskilidir. Bu calismanin amaci, Kolorektal kanser ve akciger kanserli hastalarin
serum ekzozom ve primer timor dokusunda ki KRAS mutasyon durumlarinin karsilastirmaktir.

Gereg ve Yontemler: Histolojik olarak dogrulanmis 19 adet kolorektal kanser ve 28 adet akciger kanserli toplam 47
hastanin timor dokularindan genomik DNA izole edildi ve iki kir tedavi sonrasinda ilgili hastalardan alinan periferik
kandan ekzomal RNA izole edildi. KRAS geninde (¢ bdlgede gdzlenen mutasyonlar (kodon 12, 13 ve 61) pyrosekanslama
yontemi ile analiz edildi. Elde edilen sekans verileri dogrultusunda timor dokulari ile serum ekozomlarinda bulunan
nukleik asitlere ait KRAS mutasyon durumlari ortaya kondu.

Bulgular: Doku o6rneklerinden KRAS mutasyon profilleri belirlenen hastalarin eksozomlarinda gozlenen KRAS
mutasyonlari incelendiginde 3 (%6,38) hastada dokuda belirlenen mutasyonun disinda yeni bir mutasyon saptanmis, 9
(%19,14) hastada doku 6rneginde mutasyon var iken herhangi bir KRAS mutasyonu saptanamamis, 5 (%10,6) hastada
doku 6rneginde mutasyon yok iken herhangi bir KRAS mutasyonu saptanmistir. 30 (%63,8) hastada ise mutasyon olup
olmama durumu doku ve eksozom analizleri dogrultusunda degismemistir.

Sonug: Elde ettigimiz sonuclar, kolorektal kanser ve akciger kanserli hastalarin hizli ve non-invaziv bir materyal ile
genotiplenmesinde serum ekzomal mMRNA'nin yeni ve glivenilir bir kaynak olarak kullanilabilecegi ileri sirmektedir.
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Abstract

Aim:The efficacy of epidermal growth factor receptor-targeted therapy in colorectal cancerand lung cancers is significantly
associated with the KRAS mutation. Therefore, this study aims to compare the KRAS mutation status in serum exosome
and primary tumor tissue of colorectal and lung cancer patients.

Material and Methods: Genomic DNA was isolated from tumor tissues of 47 patients with histologically confirmed
19 colorectal cancers and 28 lung cancers, and exosomal RNA was isolated from peripheral blood from the respective
patients after two treatment cycles. Mutations (codons 12, 13, and 61) observed in three regions of the KRAS gene were
analyzed by pyrosequencing. The sequence data obtained revealed the KRAS mutation status of nucleic acids in tumor
tissues and serum exosomes.

Results: When the KRAS mutations were observed in the exosomes of the cases whose KRAS mutation profiles were
determined from the tissue samples, a new mutation other than the mutation determined in the tissue was detected in 3
(6.38%) cases. In comparison, there was a mutation in the tissue sample in 9 (19.14%) cases, and no KRAS mutation could
be detected in 5 (10.6%) cases. While there was no mutation in the tissue sample, any KRAS mutation was detected. In 30
(63.8%) cases, the presence or absence of mutation did not change in line with tissue and exosome analysis.

Conclusion: Our results suggest that serum exosomal mRNA can be used as a new and reliable source for genotyping

Keywords: Liquid biopsy, KRAS , exosome, DNA

Girig

Kucuk hiicreli disi akciger kanseri (KHDAK) ve kolorektal kanser
(KRK), bati diinyasinda gozlenen en yaygin kanserler arasinda-
dir. Akciger kanseri, kansere nedenli 6liimler arasinda ilk sirada
yer almaktadir. KRK, 40 ila 79 yas arasindaki erkekler arasinda
kanser 6luimlerinin ikinci en yaygin nedenidir. KHDAK ve KRK,
onemli hasta alt gruplarinda EGFR sinyal yolaginin alt yolakla-
rina aracilik eden KRAS onkogen mutasyonlarinin roli de dahil
olmak Uizere bir¢ok biyolojik benzerlige sahiptirler. Bununla bir-
likte, bu belirgin benzerliklere ragmen iki malignite arasindaki
farkhliklar EGFR ve KRAS sinyalinin spesifik rol, iliskili 6ngo-
riclt biyobelirteclerin degeri ve terapotik cikarimlar ile orta-
ya konulmaktadir. Ek olarak, her iki hastalik icin yeni terapotik
gelismelere ragmen, akciger kanseri icin 5 yillik sagkalim orani
%20'nin altinda kalirken, KRK i¢cin bu oran %60' asmaktadir [1].
Bu baglamda, KRAS mutasyonlarinin iki malignitedeki farkli ve
karmasik roliiniin daha iyi anlasiimasi, yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine ve kisisellestirilmis kanser tedavisine yonelik ge-
lismelere katki saglayabilir. KRAS mutasyonlari, ¢esitli biyolojik
fonksiyonlarla iliskilendirilmistir ve KRK ve KHDAK'de hem prog-
nostik hem de prediktif etkiye sahiptir [2]. KRAS onkogeninde-
ki mutasyonlar, KRK patogenezinde erken ve merkezi bir olay
olmakla birlikte hastaligin daha kéti bir prognoz ile ilerleme-
sine neden olmaktadir [3,4]. KRK'de, EGFR monoklonal antikor
hedefli tedavilerin etkinligini 5ngérmek icin klinik uygulamada
KRAS analizi gerceklestiriimektedir ve KRAS mutasyonunun,
setuksimab veya panitumumab gibi EGFR hedefli monoklonal
antikorlarla tedavi edilen hastalarda sinirli bir terapotik fayda
0ngordig literattirde gosterilmistir [5-8]. KRK hastalarinin %30
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patients with colorectal and lung cancer with a rapid and non-invasive material.

ila %40'Inda KRAS mutasyonlari gorilmektedir [6]. KHDAK'de
ise KRAS , cogunlukla adenokarsinomlu hastalarda %15 ila %30
oraninda mutasyona ugramaktadir ve sigara oykusu olmayan
hastalarin timdrlerinde daha sik gortilen EGFR mutasyonlarinin
aksine, bazi KRAS mutasyonlari, 6zellikle transversiyon mutas-
yonlarl (G—T veya G—C), titline maruz kalmaiile iliskilidir. KRAS
mutasyonlarinin KHDAK kanserindeki prognostik rolii tartisma-
hdir. Fakat, son yillardaki calismalar KRAS mutasyonlarinin kéti
prognozla bir iliskisi oldugunu gdstermistir [9-11].

Likit biyopsi, tedavi yanitini, hastaligin ilerlemesini, prognozu
ve erken kanser teshisini 6ngdrmede altin standart olan doku
biyopsisine destek olabilecek non-invaziv bir yaklasim olarak
literattirde yer almistir [12,13]. Doku analizi uzamsal olarak
sinirlidir ve sadece tiimoriin incelenen parcasini tanimlamak-
tadir. Buna karsilik, likit biyopsi, timoriin heterojen yapisini
anlamamiza daha fazla katki saglamaktadir [14]. Dolasimdaki
timor hiicreleri, dolasimdaki DNA (cfDNA) ve hiicre disi vezi-
kalleri (EV'ler) kapsayan likit biyopsi tanimi, cesitli timor tip-
lerinin molekuler 6zelliklerini arastirmak amaciyla son yillarda
pek cok calismada kapsaml bir sekilde kullaniimaktadir.

Eksozomlar DNA, RNA ve proteinleri iceren 40-150 nm buyuk-
[Ggindeki hiicre disi vezikillerdir [15,16]. Kanser hiicreleri de
dahil ttm canli hiicreler eksozom Uretmektedir. Fakat, normal
hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinin daha ylksek seviyelerde
eksozom drettigi bilinmektedir. Son yillarda, saglikh bireyler
ve kanser hastalarindan alinan periferik kan numunelerinden
izole edilen eksozomlarda, kansere 6zgii mutasyonlari tanim-
lamada faydal olan nikleik asit molekiilleri kesfedilmistir. Bu
onemli bilgi daha sonra farkli kanser tiirlerinde gerceklestirilen



calismalar ile de arastirma gruplari tarafindan dogrulanmistir.
Eksozomlarin fragmente olmamis nikleik asit parcalar icer-
mesi nedeniyle Cell free DNA (cfDNA)ya kiyasla mutasyonlarin
tespiti icin daha uygun kaynaklar olduklari da bilinmektedir.
Dolasimdaki eksozomlarin kansere 6zgl mutasyonlarin sap-
tanmasinda kullanimini arttiran faktorlerden biri de kandan
eksozom izolasyonunun kolayhgidir. Bilindigi tGizere timor do-
kusu heterojen bir yapiya sahiptir ve timor dokusu Gzerinden
yapilacak genetik analizlerin homojenligi dokunun iyi tespit
edilmesine bagimlidir. Eksozomlarin kanser hiicrelerinden ko-
ken alarak salinmasindan dolayi, elde edilecek verilerin daha
homojen olmasina olanak saglamaktadir. cfDNA, dolasimdaki
0lU hiicrelerden izole edilmekte iken eksozomal DNA'lar yasa-
yan hiicrelerden izole edilmektedir ki bu durum kanser geneti-
gini belirlemek agisindan daha net bir bilgi vermektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizin amaci, non-invaziv analiz
icin imkan saglayan eksozomlar araciligiyla akciger ve kolon kan-
seri hastalarinda 6nemli bir gen olan KRAS ‘da gbzlenen olasi ge-
netik degisimleri kisa siirede ve yiiksek dogrulukta saptamaktir.

Gereg ve Yontemler

Calismaya Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji
Anabilim Dali'na basvurmus 28 akciger ve 19 adet kolorektal
karsinomlu hasta dahil edilmistir. Calisma icin gerekli onam
Pamukkale Universitesi Tibbi Etik kurulundan (60116787-
020/32214) alinmistir. Projede gergeklestirilecek bitiin asa-
malar Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak gerceklestirilmistir.

Eksozom izolasyonu

Calismaya alinan her bir hastadan EDTA'h tiiplere 4-5 ml kan
alindi. Alinan kan numunelerden santriflj edilerek elde edilen
plazma ornekleri 0.8 um capindaki filtrelerden gecirildikten
sonra -80°C'de saklanmistir. Eksozom izolasyonu Qiagen Exor-
neasy kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Ozetle, filtre edilmis plazma 6rnekleri iizerine es hacimde
XBP soliisyonu eklenip kolona aktarilan 6rnek 500g de 1 da-
kika santrifiij edildi. Santrifdj sonrasi yikama islemi icin kolon
Uzerine 10 ml XWP soliisyonu eklendi ve 5000g de 5 dakika
santrifiij yapildi. Stipernatant atildiktan sonra kolon Uzerine
700 ul Qiazol soliisyonu eklendi ve 5000g de 5 dakika santrifiij
yapildi. Santriflij sonrasi lizat 2 mL ependorf tlpe aktarilarak
Qiagen exoRNeasy kiti protokoliine gore eksozomal RNA izo-
lasyonu gerceklestirildi. izole edilen eksozomal RNA érnekleri
Hi-Capacity cDNA Revers Transkripsiyon kiti (Applied Biosy-
stems, Foster City CA, USA) kullanilarak cDNA'ya cevrildi.

Pyro Sekans ile KRAS Mutasyon Analizi

Eksozomlardan izole edilip cDNA donustiirilen érnekler KRAS
mutasyonu analizi icin asagidaki protokole gore pyrosekans
islemine tabi tutuldu:
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Herbir 6rnek icin toplamda 20 pl olacak sekilde Pyromark PCR
(Qaigen, Almanya) kangimindan 12,5 pl, PZR primerinden 1 pl,
steril distile sudan 6,5 pl eklendi 30 ng kalip DNA kullanilarak son
hacim 25 pl'ye ayarlandi. PZR amplifikasyon protokoli su sekil-
dedir: 95°C'de 15 dakika 1 dongi (Baslangi¢ denatiirasyonu), 42
dongui olacak sekilde 95°C'de 20 saniye (Denatlirasyon) - 53°C'de
30 saniye (Annealing) -72°C'de 20 saniye (uzama) ve 72°C'de 5 da-
kika (son uzama). Kullanilan PCR primerleri biotin ile kapli oldu-
gundan dolayi post PCR isleminde streptavidin ile baglanmistir.

Sekans asamasinda 24 kuyucuklu pyromark plate’lere, 2 pl
Streptavidin, 40 ul baglanma tamponu ve 28 pl steril distile su
ve 10 ul PCR Grini iceren reaksiyon karisimi eklendi. Strepta-
vidinin ¢okmesini engelleyerek kalip DNA'ya baglanmasini
saglamak icin plate orbital calkalayicida 10 dakika karnstirildi.
Sonraki asamalar PyroMark vakum sisteminde gerceklestirildi.
Bu vakum sistemi, bir etanol, bir denatirasyon, bir yikama ve iki
de distile su olmak tizere toplam bes istasyondan olusmaktadir.
PZR Urinleri 6zel filtreli problara sahip bir aspirasyon bashgin-
dan gecirildikten sonra baslik sirasiyla bu 5 istasyondan gecirildi
ve filtrede sadece streptovidine biyotinle tutunmus PCR Uriin-
lerinin kalmasi saglanmis oldu. Bu 6zel problar PZR amplikon-
larinin bagli oldugu sefaroz boncuklarin filtrelerden gecisine
izin vermemekte ve bu boncuklar problarda hapsolunmaktadir.
Problarda hapsolunmus sefaroz boncuklara bagl kalip DNA de-
natiire edildikten ve yikandiktan sonra aspirasyon bashgi araci-
hgi ile Q24 plate'de sekans primerleri ile muamele edildi, enzim
karisimi, stibstrat karisimi ve nikleotidleri iceren Pyrosekans
kartusu hazirlandi ve pyrosekans cihazina konuldu.

Pyrosekans islemi ardindan elde edilen sekans verileri pyro-
mark cihazinin yazihm programinda detayli olarak okundu ve
hastalarda olasi KRAS mutasyon durumlari analiz edildi.

Verilerin Degerlendirilmesi

Pyrosekans yontemi ile elde edilen veriler hastalardan daha
once doku drneklerinde elde edilen pyrosekans verileri ile ki-
yaslandi ve eksozomal cDNA 6rneklerinde mutasyonlarin yaka-
lanip yakalanmama durumlari analiz edildi. Boylelikle tedavi al-
mis hastalarda tedavi sonrasi olasi degisen genetik durumun da
eksozomlar araciligiyla ortaya konmasi miimkuiin hale gelmistir.

Bulgular

Calismamizda 28 (%60) adet akciger kanseri, 19 (%40) adet ko-
lon kanseri vakasina ait eksozom 6rneklerinden KRAS mutas-
yon analizi yapilmistir. Calismaya katilan haslarin 8 (%17) ade-
tini kadin 39 (%83) adetini ise erkek bireyler olusturmaktadir.
Calismamizda hastalarin yas ortalamasi, 62.85+ 8,59, medyan
yas degeri 62 olarak tespit edildi. Akciger ve kolon kanseri has-
talarin baslica klinik ve demografik 6zellikleri sirasiyla tablo 1
ve tablo 2 de gosterilmistir.
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Tablo 1. Akciger kanseri hastalarinin klinik ve demografik 6zellikleri

KARAKTERISTIK OZELLIKLERI HASTA SAYISI, n:28(%)

<62 9(33.3)
YA
>62 19(66.6)
Erkek 26(91.7)
CINSIYET
Kadin 2(8.3)
Adenokarsinom 10(58.3)
HISTOLOJIK TIPLER Skuaméz 14(33.3)
Diger 4(8.3)
Erken( I, II, 1A} 13(46,42)
EVRELERI
leri( 1B, 1) 15(53,58)

Tablo 2. Kolon kanseri hastalarinin klinik ve demografik 6zellikleri

KARAKTERISTIK OZELLIKLERI HASTA SAYISI, n:19(%)

<62 7(37)
YAS

>62 12(63)
Erkek 13(68)

CINSIYET
Kadin 6(32)
IGEN 14(74)

SIGARA ALISKANLIKLARI

ICMEYEN 5(26)
Erken( 1, 11, 11A) 7(37)

EVRELERI
ileri{ 1B, V) 12(63)

Pyrosekanslama ile analiz edilen KRAS mutasyonlari hakkinda
detayli bilgi ve analiz parametreleri Tablo 3 de gosterilmistir.

Tablo 3. KRAS geninde gézlenen mutasyonlarin analiz parametreleri

LOB(%Unite)

Niikleik Asit Degisimi | Amino Asit Degisimi LOD (%Unite) COsMic ID*(v42)

KODON 12(GGT)

GAT G12D 06 2.2 521
GTT G12v 0.0 1.0(7)* 520
T6T G12C 05 21 516
AGT G125 04 1.9 517
GCT G12A 07 23 522
cGT G12R 03 18 518
KODON 13(GCC)
GAC 613D 03 1.9 532

KODON 61(CAA), Geri Yénde(TTG) Analiz Yapildi.

GTG Q61H 0.8 2.8 554
TAG Q61L 12 31 553
TCG Q61R 16 35 552
ATG Q62H 0.7 2.6 555
TIC Q61E 12 31 550

*En dusik mutasyon seviyesi

Ayrica, KRAS geninde gdzlenen mutasyonlarinin yorumlan-
masi asamasinda kiyaslamanin gerceklestirildigi yabanil tip
kodon12/13 ve 61 bdlgelerinin pyrosekans gortntuleri Sekil
1 ve 2'de verilmistir.
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100% a: 1%
G: gs%

Haop

Az 0%
G: 1%
T: 3%

Sekil 2 Yabanil Tip KRAS kodon 61 pyrosekans goriintisu

Gergeklestirilen analizler sonrasinda eksozomlarda saptanan
KRAS mutasyonlari Tablo 4'teki 6zetlenmistir.

Tablo 4 Calismaya katilan hastalarin eksozomlarinda saptanan
KRAS mutasyonlar hakkinda sayisal ve yapisal bilgiler

Mutasyon | Kodon Niikleotit no | Amino  asit | Mutasyonlar

tipi ve sekans degisimi arasinda %
orani

Nokta 12 34 G>A G128 5 (%10.6)

mutasyonu

Nokta 12 34 G>T G12C 2 (%4.2)

mutasyonu

Nokta 12 35 G>A G12D 8 (%17.02)

mutasyonu

Nokta 12 35 G>T G12v 1(%2.1)

mutasyonu

Nokta 61 182 A>G Q61R 5 (%10.6)

mutasyonu

Galismaya katilan 47 hastaya ait eksozomlarin 21'nde (%44,7)
KRAS mutasyonu saptanmistir. Saptanmis olan mutasyonlari
pyrosekans analiz goruintuleri Sekil 3'te verilmektedir.

Kodon 13(GGC)
Wild type

A 38w
G e2%

Kodon T2(3GT)  Kodon 13(GAC) G130 Mutasyonu
g

< om
c G 5% A 1w
T o =N

Kodon 12(GAT) G120 Mutasyonu  °(er I(CSC)
Ao

G: 93
Tom

Ao
G: 100w

Kodon 12(GGT) Kodon 13(GGC)
Wild type Wild type.

.

z
Kodon 61(TTC) Q61E Mutasyonu

am
S

* * * + +

F o

Kodon 61(TTC) Q61E Mutasyonu

Sekil 3 Pyrosekans ile saptanan mutasyonlarin analiz goriintuleri



Calismaya katilan hastalarin ilk biyopsi doku 6rneklerinden yapi-
lan KRAS mutasyon analizleri ile eksozomlarindan gerceklestirilen
KRAS mutasyon analizlerinin kiyaslanmasi Tablo 5'te verilmistir,,

Tablo 5 Calismaya katilan hastalarin doku ve eksozomal cDNA
orneklerinde goézlenen KRAS mutasyon durumlarinin kiyasla-
mali goriintusu.

Eksozom

KRAS kodon12/13 KRAS kodon 61 Doku
Hasta 1 WT WT G12v
Hasta 2 WT WT G12v
Hasta 3 WT WT WT
Hasta 4 WT WT WT
Hasta 5 G12D WT G12D
Hasta 6 WT Q61R Q61R
Hasta 7 WT WT WT
Hasta 8 Gl12C WT G12C
Hasta 9 WT WT WT
Hasta 10 WT WT WT
Hasta 11 G12S WT G125
Hasta 12 WT WT WT
Hasta 13 G125 WT G125
Hasta 14 WT WT G12D
Hasta 15 WT Q61R Q61R
Hasta 16 WT WT WT
Hasta 17| G12D WT WT
Hasta 18 WT Q61R WT
Hasta 19 WT WT G12D
Hasta 20 G12v WT G12D
Hasta 21 G125 WT G125
Hasta 22 Gl2C WT G12C
Hasta 23| G12D WT G12D
Hasta 24 WT WT WT
Hasta 25 WT WT WT
Hasta 26 WT WT G13D
Hasta 27| WT WT G13D
Hasta 28 WT WT WT
Hasta 29 WT WT WT
Hasta 30 G125 WT WT
Hasta 31 WT WT G13D
Hasta 32 G12D WT G12v
Hasta 33| WT WT WT
Hasta 34 WT Q61R Q61R
Hasta 35 G12D WT WT
Hasta 36 G12S WT G125
Hasta 37| G12D WT G12D
Hasta 38 WT WT WT
Hasta 39 WT Q61R Q61R
Hasta 40 WT WT G13D
Hasta 41 WT WT WT
Hasta 42 WT WT WT
Hasta 43 WT WT G13D
Hasta 44 G12D WT G12D
Hasta 45 WT WT WT
Hasta 46 G12D WT WT
Hasta 47| WT WT WT

0)
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Doku 6rneklerinden KRAS mutasyon profilleri belirlenen has-
talarin eksozomlarinda gézlenen KRAS mutasyonlari incelen-
diginde 3 (%6,38) hastada dokuda belirlenen mutasyonun di-
sinda yeni bir mutasyon saptanmis, 9 (%19,14) hastada doku
orneginde mutasyon var iken herhangi bir KRAS mutasyonu
saptanamamis, 5 (%10,6) hastada doku 6rneginde mutas-
yon yok iken herhangi bir KRAS mutasyonu saptanmistir. 30
(%63,8) hastada ise mutasyon olup olmama durumu doku ve
eksozom analizleri dogrultusunda degismemistir.

Hastalarin yaklasik olarak %64’'tintin eksozom ve biyopsi 6rnek-
lerinde mutasyon profili ayni ¢cikmistir. Hastalarin %6,38'nde
ise dokuda belirlenen mutasyondan farkl bir mutasyon orta-
ya ¢cikmistir. Hastalarin %19,14'nde hastanun doku 6rneginde
mutasyon var iken eksozomda herhangi bir KRAS mutasyonu
saptanamamis iken %10,6'nda ise biyopsi materyalinde her-
hangi bir mutasyon saptanmamis iken eksozomda gercekles-
tirilen genetik analizde KRAS mutasyonu saptanmistir.

Tartisma

KRAS geninde go6zlenen mutasyonlarin pankreas, akciger
ve kolon gibi cesitli kanserler ile iligkili oldugu bilinmektedir
[17,18]. Bu durum, kanser tedavisi icin RAS onkogeninin aras-
tiricilar tarafindan hedeflenmesine olanak saglamistir. RAS on-
kogenini hedefleyen tedavi stratejileri tam anlamiyla basariya
ulasamamustir. Fakat, kolon, akciger ve pankreas gibi kanser
tirlerinde KRAS mutasyonlarinin tanimlanmasi tani, tedavi
ve prognozun yorumlanmasi acisindan olduk¢a 6neme sahip-
tir. KRAS mutasyonlarinin timér profilini yansitma agisindan
daha dogru ve hizli bir sekilde ortaya konmasi arastiricilar icin
onemli bir arastirma konusu olmustur.

Nukleik asitleri barindirdigi gosterilen eksozomlar, spesifik
biyogenez surecinin UGriini olup on milyonlarca canh hiicre
tarafindan dolasima salinmaktadir [19]. Eksozomlarin aksi-
ne, cfDNA'lar ileri evre hastalik slirecinde apoptoz ve nek-
roza ugramis timor hiicrelerinin materyalleridir [18]. Bu da
cfDNA'larin dogru genetik analizler icin uygun materyal olma
durumlarini sorgulatmaktadir. Timor dokusunun genetik agi-
dan degerlendirmesi, mutasyon durumunu analiz etme agI-
sindan altin standarttir. Bununla birlikte, hastalik ilerledikce
primer ve metastatik tiimor dokularinda genomik degisiklikler
farklilik gosterebilir ve tekrarlayan genetik analiz siirecleri ge-
rekliligi ortaya ¢ikar. Ayrica, biyopsi materyallerinin hem inva-
ziv ve maliyetli olmasi hem de bazi hastalarda erisilememesi
nedeniyle genetik analizler icin alternatif materyallerin gerek-
sinimi ortaya cikmistir [20,21]. Bu zorluklar g6z 6niine alindi-
ginda, hedef mutasyonu hastaligin daha erken bir asamasinda
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tespit etme sansini en Ust diizeye ¢ikarmak icin dolasimdaki
farkli nukleik asit kaynaklarini incelemek ¢ok 6nemlidir. Birgcok
likit biyopsi yalnizca cfDNA fraksiyonunu sorgularken, RNA'da
da mutasyonlarin mevcut oldugu iyi bilinmektedir [22,23].

Bu bilgiler dogrultusunda planladigimiz arastirma projesin-
de biyopsi materyalinde goézlenen KRAS mutasyon profili ile
eksozomal cDNA 6rneklerinde gézlenen KRAS mutasyon pro-
fillerinin kiyaslanmasi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda
gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda hastalarin yaklasik ola-
rak %64'nde mutasyon profili eksozom ve biyopsi 6rneklerin-
de ayni cikmistir. Hastalarin %6,38' nde ise dokudan belirlenen
mutasyondan farkli bir mutasyon ortaya ¢ikmistir. Hastalarin
%19,14'da hastada doku 6rneginde mutasyon var iken her-
hangi bir KRAS mutasyonu saptanamamis iken %10,6'nda ise
herhangi bir mutasyon yok iken eksozomda gergeklestirilen
genetik analizde KRAS mutasyonu saptanmistir. Hastalarda,
doku materyali ile eksozomlarda gerceklestirilen genetik ana-
lizlerde gozlenen farkliliklar bilimsel temellerle aciklanabile-
cek gerceklerdir. Hastalar tedavi gordiikten sonra cevresel ve
genetik faktorler 1siginda tedaviye yanit verebilmekte ya da
verememektedir. Bu durumun da sonucu olarak kanser hiic-
releri tedaviye direng kazanarak agresif profil kazanmakta ya
da tedavi siireci sonrasinda agresif nitelikteki hiicreler 6lmek-
tedir. Sonug olarak primer kanserden koéken alan hiicrelerin
genetik yapisi degisebilmektedir. Degisen genetik yapi ise
eksozomlarda gerceklestirilen genetik analizler ile daha net
gosterilmektedir. Literatiirde kanser hicrelerinin tedavi aldik-
tan sonra genetik yapilarindaki olasi degisimlerini gosteren
yayinlar bulunmaktadir.

Bu calisma, serum eksozomal ¢cDNA materyalinin, 6zellikle
tedavi seciminden 6nce biyopsi firsati olmayan hastalarda
tekrarlayan ve invaziv olmayan genotiplendirmesi icin etkili
ve faydali olabilecegini gostermistir. Eksozomal nukleik asit
analizleri, erken teshis ve kanseri 6nlemeyi g6z 6niinde bu-
lundurarak kisisellestirilmis bakimi uyarlamak igin hassas tip
tekniklerini daha da gelistirmemize izin verebilir. Calismamizin
birka¢ potansiyel sinirlamasi vardi. Bunlardan ilki, calismada
nispeten az sayida hasta analiz edilmistir. ikincisi, KRAS genin-
de secilmis nokta mutasyonlari analiz edilmistir. Bu mutasyon-
lar disinda eksozomal cDNA &rneklerinde ortaya konabilecek
yeni KRAS mutasyonlarinin daha detayli taramalar ile ortaya
konabilecegdi unutulmamaldir.

Sonu¢

Sonug olarak, eksozomal RNA, tani, prognoz takibi ve kisisel-
lestirilmis etkinligi icin bilgi saglamak acisindan kanser biyopsi
dokusu ve geleneksel kan biyobelirteclerinin yerini alma po-
tansiyeline sahiptir.
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