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OZET

Dolasan tiimér hiicreleri son yillarda pek cok neoplastik hastalikta irdelenmektedir. Ozellikle
metastatik hastalikta timor ylkinin belirlenmesi ve tedavi sonrasi monitdrizasyon ile timor
yukinde azalma durumuna goére tedaviye yanit belirlenmesi pek ¢ok solid timdrde 6nemli
bulunmustur. Dolasan timor hiicreleri ayrica hedeflenebilir mutasyonlarin gosterilmesi ve
tedavinin belirlenmesinde son yillarda giderek daha fazla kullaniimaktadir. Ozellikle malign
dokuya ulasiimasinin zor oldugu durumlarda mevcut ya da yeni gelisen mutasyon ya da direncli
mutasyonlarin saptanmasinda kullanish bir yontem olarak klinik pratikte yerinin almistir. Solid
timorlerdeki 6nemli gelismelere karsin lenfoid neoplazilerde hastaligin biyolojisi geregi daha az
uygulanmaktadir. Ancak son yillarda teknolojinin gelismesi ile lenfomalarda da dolasan timor
hicreleri tani ve tedavi sonrasinda degerlendirilmistir. Bu calismalarda gerek tedavi sonrasinda
kalinti hastaligin gerekse relapsin erken belirlenmesinde lenfoid neoplazilerde de bu hiicrelerin
monitdrizasyonunun yararli oldugu bulunmustur ve calismalar arttik¢a daha iyi sonuclara ulasi-
lacaktir.

Anahtar Sozciikler: Lenfoma; Solid timor

ABSTRACT

Circulating tumor cells have been evaluated in many neoplastic diseases. These studies have
been found to be useful in solid tumors to determine tumor burden and in monitoring response
to therapy in especially in metastatic tumors. Additionally circulating tumor cells are increasingly
used to detect the targetable mutations in recent years. This technology is especially useful in
cases with difficulty to reach the tissue samples and also to determine the resistant mutations
during treatment in clinical practice. Despite important developments in solid tumors the use
of circulating tumor cells is relatively limited due to the biology of the lymphoid neoplasias.
However the importance of circulating tumor cells in lymphoid neoplasias has been evaluated
with the use of better technologies in this area. Determination and monitorisation of circulating
tumor cells have been found to be useful both to detect the residual disease and also to detect
the relapse in earlier period and results will be more informative with increased studies.
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Dolasan Tiimor Hiicresi (ctDNA) Tanimi

Likid biyopsi; invaziv doku biyopsisine gerek kalmadan timaor profilinin yani biyo-
lojisinin yapilmasina olanak saglayan bir inceleme yéntemidir.

Hicreden yoksun DNA fragmanlar (cfDNA) apoptozise giden hiicrelerden kan
akimina dokadilir ve plazmada dustik konsantrasyonlarda ve cift sarmal DNA fragman-
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Lenfomalarda Dolasan Tiimor Hiicreleri

lani olarak kisa baz ciftleri (< 200 baz ifti) olarak dolasir (1).
Normal insanlarda ¢fDNA hematopoietik hucreler agirlkh
olmak Uzere apoptotik hiicrelerden olusur ve 1-10 ng/mL
konsantrasyonlardadir (2). Kanser olgularinda dolasan tu-
mo&r DNA (ctDNA) kaynagdi apoptotik timor hiicreleridir (3).
Lenfoma olgularinda ctDNA miktari ayni yas ve cinsiyetteki
insanlardan daha yuksektir; ortalama 30 ng/mL (4-6).

ctDNA yaklasik 10 yildan beri lenfoid neoplazilerde ¢a-
lisilmaktadir. Hodgkin lenfoma, Burkitt lymphoma ve diffiiz
blyuk B hiicreli lenfoma (DBBHL), anaplastik biyiik B hiic-
reli lenfoma, foliktler lenfoma ve mantle hticreli lenfomada
cahisilmistir. ctDNA bu 6rneklerin %82-92'sinde saptanmistir
(7-10).

Dolasan ctDNA duzeyleri farkl lenfoma tiplerinde olduk-
ca degisken olup agresif lenfomalarda indolen seyirlilerden
daha yiksektir. Ayrica timor yuki yiiksek olan olgularda ve
progresyon gosteren olgularda da diizeyi yuksektir (4).

ctDNA Saptama ve Olcme Yontemleri

Tumor mutasyon profili veya immuinglobulin gen re-
anjmanlarina gore cfDNA, ctDNAdan ayirdedilir (6,11,12).
Bu ylizden kullanilan saptama ve miktari belirleyecek test
yontemi bazal hatalari ve teknik sorunlari azaltmalidir. Ti-
morilin parmak izi olarak mutasyon profili kullanildiginda
ctDNA tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi icin genetik
aberasyonlar saptanir. Ancak tam olarak klonal, stereotipik
genetik varyant az sayida lenfoma tipinde s6z konusudur.
Ornegin MYD88 L265P mutasyonu lenfoplazmasitik lenfo-
ma ve primer SSS lenfomasinda saptanir. Bu mutasyonlar
mutasyon-spesifik droplet dijital polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) gibi PCR-tabanli ydntemlerle saptanir ve miktari
belirlenir (13). Oysaki lenfomalarin cogunun molekiiler abe-
rasyonlari heterojendir. Bu durumda “Ultra-deep next gene-
ration sequencing (NGS)” bu amagla kullanilir ve bu sorunu
¢ozer niteliktedir.

NGS ile tek niikleotid varyantlari, insersiyon/delesyon-
lar, kromozomal rearanjmanlar ve kopya sayisi degiskilik-
leri saptanabilir (14,15). “Cancer personalized profiling by
deep sequencing (CAPP-seq)” onemli bir NGS yontemidir.
CAP-seq, hastaliga 6zgin selektor kullanir ve mutasyonlari
saptamada elverislidir. Bu hedefler hastanin ctDNA 6rnegin-
de amplifiye edilir ve dizilenir ki bu da timor spesifik mu-
tasyonlarin miktarinin belirlenmesi ve kisiye spesifik timor
mutasyon profilini belirlemeyi saglar (14). Minér molekiler
olaylarin saptanmasi icin sensitivite DNA inputuna baglidir.
On nanogram selller DNA 1500 hiicre veya 3000 gen kop-
yasina karsilik gelmektedir (16).

CAPP-seq teknigi onceki testlerin kisitliliklarini ortadan
kaldirmis gibi gérinmektedir (17). CAPP-Seq'in lenfomada
kullanimi Ash Alizadeh tarafindan 1000 genlik bir panel ile
calisiimistir (18). Olgularin %98’inde tedavi 6ncesi ctDNA
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saptanmis olup oldukca sensitif bulunmustur (19,20). Te-
davi 6ncesi yliksek ctDNA diizeyi relaps riski yliksek hastayi
belirlemistir ve ayni zamanda IPI ve PET/CT ile belirlenen
timor volimu ile de paralellik gdstermistir. Tedavi sonrasi
ctDNA kinetigi tedaviye yaniti da belirlemistir: tedavinin 21.
gliniinde ctDNA'da100 kat azalma erken molekdler yaniti ve
olaysiz sagkalimi belirlemistir.

ClonoSEQ testi I16semi ve miyelomlarda kemik iligi or-
neklerinde minimal rezidiel hastalik (MRH) icin valide edil-
mis ve onaylanmis bir testtir (21,22). Bu yéntemde genomik
DNA lokus-spesifik multipleks PCR ile amplifiye edilir ve
ardindan ultra-deep NGS uygulanir. Bu test lenfomalarda
ctDNA miktar belirlemesinde uygulanmistir ancak diisiik
timor yiikd ve DBBHL gibi somatik hipermutasyonu olan
olgularda sensitivitesi sinirldir (4-6).

Bu yontemler ctDNA tanimlanmasinda daha fazla kul-
lanilir hale gelmis olsa da rutinde klinik laboratuvarlarda
genis Ol¢lide kullanilmamaktadir. Molekdiler biyolojideki ve
biyoinformatikteki degiskenlikler/celiskilerin ¢ozimlenme-
si halinde daha sik kullanilacaktir.

Ozetle NGS icin fikir birligine ihtiya¢c oldugu asikardir.
Yiksek verimli siralama teknikleri hasta bazinda;

1. Tanisal,
2. Prognostik ve

3. Teranostik bilgi vermektedir ancak celiskiler coktur.
Klinik kullanim icin dizileme panellerinin harmonizasyonu
icin farkli calisma gruplari B ve T hiicre kdkenli lenfomalar
icin calismaktadirlar. Lenfomanin subtiplerinin coklugunun
disinda intra-tiimoral heterojenitenin yani sira varyantlarin
¢6ziimlenmesi, teknik zorluklar nedeniyle NGS panelinin se-
¢imi cok dnemlidir. Ayirici tanida dnemli genler ile prognostik
ve teranostik dnemi olan genler Sekil 1 ve 2'de goriilmektedir
(23).

ctDNA diizeyleri prognostik ve terapetik ipuclari verdigi
pek cok calismada gosterilmistir. Tedavi sirasinda diizey di-
serken relapsta ylikselmektedir ve relapsi PET/CT ile kiyasta
daha erken haber vermektedir (16).

Bu testlerin maliyeti ve geri 6deme pek ¢ok tlkede net-
lesmemistir. Diger yandan lenfoid neoplazilerdeki somatik
mutasyonlarin ¢oklugu ve bu alandaki hizli gelismeler kon-
sensus panellerinin kisa aralarla g6zden gegirilerek yenilen-
mesi zorunlulugunu da getirmektedir (23).

ctDNA ile Lenfoma Tanisi Miimkiin miidiir?

Tek ve yalin yanit hayirdir, ctDNA lenfoma tanisinda doku
biyopsisinin yerini alamaz. Tek istisna santral sinir sistemi (SSS)
lenfomasi olabilir. Bu olgularda cerrahi biyopsi bazi olgular-
da olanaksizdir. Bu olgularin %85 kadarinda MYD88 L265P
mutasyonu vardir ve bu mutasyon diger beyin timdrlerinde
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Sekil 1. Matdr B hiicreli malignansilerde gen degisikliklerinin prevalansi (LYSA/GBMHM consensus panel).

ABC: Aktive B hicre, BL: Burkit lenfoma, CLL: Kronik lenfositik Ibsemi, DLBCL: Diffiiz bliy(ik B hiicreli lenfoma, FL: Folikiler
lenfoma, GC: Germinal merkez, HCL: Sacl hiicreli I6semi, HL: Hodgkin lenfoma, MCL: Mantle htcreli lenfoma, MZL:
Marjinal zon lenfoma, PCNSL: Primer santral sinir sistemi lenfomasi, PMBCL: Primer mediyastinal B hlicreli lenfoma, WM:

Waldenstrém makroglobulinemisi.

yoktur. Yani bu mutasyon SSS lenfomasinda sensitif ve spe-
sifiktir (24). Droplet dijital PCR yontemi %50 oraninda dogru
sonug verir (13). Ancak bu test valide edilmemistir ve meto-
dolojiden kaynaklanan yanlis pozitiflik olabilir.

ctDNA ile Tiimo6r Genotipleme Miimkiin mudiir?

Diger timorlerde oldugu gibi intra-timaral heterojeni-
te nedeniyle timdr genetigini tam yansitamaz. Losemik faz-
da olmayan lenfoma olgularinda tiim&r materyalinden seri
ornekler miimkiin olmaz. Bu durumda hastalik progresyo-
nunda genomik evolusyon paternlerini ve tedaviye direncli
mutasyonlari saptamak zor olabilir. Ancak yeni calismalar
umut vaat etmektedir.

DBBHLde altin standart olan timor biyopsisi ile ctDNA
hedeflenen gen mutasyonunun sensitivite ve spesifisitesi

icin farkli calismalar yapilmistir. CAPP-seq yontemi ile kon-
firme edilmis mutasyonlarin saptanma orani %95-99 arasin-
da iken ctDNAda 6zellikle diistik allelik yiki olanlarda yan-
lis negatif orani %1-5 arasinda bulunmustur. EZH2, MYD88,
CD79B gibi konfirme edilmis mutasyonlarda CAPP-seq
standardize edilmesi halinde kullanilabilirligini telkin eden
calismalar vardir (12).

Klasik Hogkin lenfoma (kHL) gibi doku biyopsisinde len-
foma htcrelerinin yetersiz oldugu durumda ctDNA timor
DNA'sI icin alternatif bir kaynaktir (25,26). Neoplastik Reed
Sternberg hiicrelerinin biyopsilerde nadir olmasi kHLnin
genetik karakterizasyonunu kisitlar ki bu durumda tiimor
hicrelerinin zenginlestirilmesi bir ydntemdir. ctDNA 6rnek-
lerinde CAPP-seq ile biyopsi konfirme tiimdér mutasyon-
larinin saptanmasinda dogruluk orani %87'dir (25). Klinik
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Sekil 2. Matdr T hiicreli malignansilerde gen degisikliklerinin prevalansi (LYSA/GBMHM consensus panel).

AITL: Anjiyoimmunoblastik T lenfoma, ALCL: Anaplastik bliy(ik hiicreli lenfoma, ATLL: Adult T hiicreli I6semi/ lenfoma, EATL:
Enteropati iliskili T hiicreli lenfoma, HSTL: Hepatosplenik T hiicreli lenfoma, LGL: Large granular lenfositik lenfoma, MEITL:
Monomorfik epiteliotropik intestinal lenfoma, NKTCL: NK T hicreli lenfoma, PTCL NOS: Periferal T hiicreli lenfoma-baska
sekilde spesifiye edilmeyen, PTCL: TFH hticrelerden gelisen nodal periferal T hiicreli lenfoma, Seazry: Sezary sendromu,

T PLL: T prolenfositik I6semi.

uygulama simdilik cok uygun olmasa da CAPP-seq ile ctD-
NA orneklerinde, kHL genotiplerinin hasta kohortlarinda
belirlenmesi ve klinik calismalarda genetik prognostik ve
prediktif belirteclerin belirlenmesi sansi ortaya cikabilir (27).

ctDNA ile Tedavi Hedefi Belirlenebilir mi?

Likid biyopsi ile saptanan genetik degisiklikler pek ¢ok
solid timorde tedavi hedefini belirlemekte 6nemli bilgiler
saglamistir. Ancak lenfomalarda bu calismalar gorece sinir-
lidir. Lenfoid neoplazili 60 olguda NGS ile analiz yapilmis
ve hasta basina ortalama 3 olmak lzere 224 genetik de-
gisiklik saptanmistir. Olgularin %82'sinde “Food and Drug
Administration (FDA)” tarafindan onaylanmis ilaglar ya da
eksperimental tedavilerle tedavi edilebilir hedeflenebilir
degisiklik saptanmistir ve hasta basi FDA onayli ilag ile he-
deflenebilir bir degisiklik saptanmistir. Olgularin %32'sinde
ise immunterapi icin 6nemli olan orta/yliksek mutasyon
yukl saptanmistir (28).

ctDNA ile Rezidiiel Hastalik Belirlenebilir mi?

Kemik iligi tutulumu olmadig durumda kHL, DBBHLda
MRH izlemi kisithdir. Lenfomada MRH, rutin goriintiileme
yontemleri ile rezidiel timor hiicrelerinin saptanmasinin
miimkiin olmadigi durumda tiiméri saptamak ve miktarini
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belirlemek olarak tanimlanir. Hastada tam remisyon saglan-
diginda cesitli senaryolar glindeme gelir: neoplastik hiicre-
lerin tam olarak eradikasyonu veya kalan tiimér hiicreleri-
nin aylar/yillar sonra relaps olusturmasi.

Lugano kriterlerine gére PET/CT, DBBHL ve kHL olgularin-
da onerilen goriintiileme stratejisidir ve iyi ve kotli prognoz
tedavi sonunda PET/CT ile en iyi sekilde klasifiye edilir. Ancak
bu siirec¢ tedavinin adapte edilmesi icin gec olabilir. Tedavi
bitiminden sonra yerine interim PET/CT uygulamasi &nerilse
de olgularin %20-30 kadarinda sonuglar uyumsuzdur ve bu
durum DBBHLde kHLden daha tutarsizdir. DBBHLde interim
PET/CT'nin pozitif prediktif degeri %50dir (29,30).

Kemik iligi tutulumu olmayan lenfomalarda MRH dola-
san DNA teknolojileri ile dlculebilir. Dolasan mononikleer
hiicrelerden ekstrakte edilen genomik DNA ile kiyaslandi-
ginda plazma cfDNA'da tiimor DNA's1 150 kat fazladir ve bu
durum DBBHLde MRH takibinde cfDNA'nin daha elverisli ol-
dugunu telkin eder. ctDNA'nin plazmadaki miktarini 6lgmek
icin immunglobulin gen rearanjmani kullanilarak DBBHLde
2 siklus kemoterapi sonrasi ctDNA saptanmamasi daha iyi
progresyonsuz sagkalim ile iligkili bulunmustur ancak bu
yontemin cesitli eksikleri vardir. Ozellikle diisiik timaor yiki
varliginda somatik hipermutasyon énemli problemlerdir (6).
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Genis spektrumlu genetik lezyonlari kapsayarak CAPP-
seq ile ctDNA miktari 6lcimi ¢apraz dogrulama ile irdelen-
mis ve tedavi iliskili klonal sift ile olusan yanlis negatif so-
nuglar 6nlenmeye calisiimistir. Hem DBBHL hem de kHLde
iki siklus kemoterapi sonrasi CAPP-seq ile ctDNA degisimle-
ri hastaliksiz ve toplam sagkalimlar ile iligkili bulunmustur.
iki siklus kemoterapi sonrasi ctDNA'da100 kat ya da 1 log
diisme tam yanit ve kdr ile iliskili bulunmugken 2 logdan
az dusme relaps ile iligkili bulunmustur. ctDNA miktari PET/
CT ile birlikte yorumlandiginda dogruluk artmistir. Aslinda
2 log'dan fazla diismeye ragmen interim PET/CT pozitif ise
kir saglanmisken PET/CT negatifligine ragmen 2 logdan
daha az ctDNA diismesi kiirii goéstermemistir (12,25,18,19).
Bu sonuclar DBBHL ve kHLde ctDNA'nin PET/CT ile birlikte
degerlendirilmesinin genis klinik calismalarda degerlendi-
rilmesini telkin etmektedir.

Lenfomali 88 olguda ctDNA'nin allogeneik kok hiicre
nakli sonrasinda gidisi belirleyip belirlemedigi arastiriimis-
tir.immiinglobulin veya T hiicre reseptdr genleri dizilenerek
ctDNA saptanmistir. ctDNA, 19 olgunun 16’sinda ortalama
relapstan 3-7 ay 6nce saptanabilmistir. Nakil sonrasi 3. ayda
ctDNA saptanan progresyonsuz sagkalim daha koétd bulun-
mustur (2 yilda %58 x 84). Cok degiskenli analizde nakil son-
rasi ctDNA saptanmasi progresyon ve 6lim riskinin artisi ile
iliskili bulunmustur (31).

Sonug olarak lenfoma olgularinda ctDNA &l¢timleri su
anda doku biyopsisinin yerine gegme potansiyeline sahip
degilse de ilerleyen calismalar umut vaat etmektedir. Di-
ger yandan hastalik yiikiiniin monitérize edilmesi, minimal
hastalik ylkinin ve relapsin erken saptanmasi ve tanisal
amacla kullanilabilirlikleri daha iyi sonuclar vermistir. Diger
teknolojilerle birlikte kullaniimalari halinde lenfoma tani, bi-
yoloji ve izleminde gui¢li kanitlara ulasilacaktir.

CIKAR CATISMASI
Yazarin ¢ikar catismasi bulunmamaktadir.
MALI ACIKLAMA

Calisma icin dogrudan veya dolayli mali destek alinma-
di. Calisma ile ilgili herhangi bir firma veya kisi ile ilgili ticari
baglanti yoktur.
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