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OZET

Kanda Dolasan Tiimor Hiicrelerinin Kolorektal Kanserli (CRC) Hastalarda
Akim Sitometrisi Tle Tespiti

Kolorektal kanser (CRC), dinyadaki 6lumlerin  6nde gelen
nedenlerinden biridir. CRC gibi kat1 tiimorlii hastalarda kansere bagli 6liim nedenleri
arasinda metastatik CRC en sik rastlanan formdur. Metastaz, kanser hastalarinin

periferik kanlarindaki dolasimdaki tiimor hiicrelerinin (CTC) varligr ile iligkilidir.

Calismamizda, CTC zenginlestirme ve saptama stratejileri igin
modifiye edilmis uygun yontemle kolorektal kanser hastalarinin kan 6rneklerinde
CTC'ler tespit edildi. ilk énce 7.5 mL periferik kan numuneleri topland1 ve periferik
kan mononiikleer hiicreleri (PBMC'ler) taze kan numunelerinden fikol gradyani
ayrimi ile izole edildi. Daha sonra, PBMC'lerdeki lokositler, negatif bir se¢im igin
CD45 ile konjuge edilmis manyetik mikro boncuklari ile uzaklastirildi. Son olarak,
elde edilen hicreler anti-epitelyal hicre adhezyon molekili (anti-EpCAM),
sitokeratinler (CK8, CK19 ve anti-CD45 olarak Iokosit-spesifik isaretleyici) ile
etiketlendi. Tiim numuneler BD FACS Aria III akis sitometrisi ile analiz edildi. 10
kolorektal kanseri hastasi ve 7 saglikli birey ile ¢alisilmistir.

Calismamizda, CK19 tabanh kapilama stratejisi ile kolorektal kanseri
hastalarin kan oOrneklerinde 2-13 CTC tespit edilirken, saglikli bireylerin kan
orneklerinde CTC'lerin saptanmadigr gozlenmistir. Kanser hastalarimin  kan
orneklerinden CTC saptanmasinin, hastalik durumunun gercek zamanli izlenmesi ve
kisisel terapi gelistirilmesi i¢in bir timoér biyolojik belirteci olabilecegi

distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanseri, dolagsan timor hiicreleri, akim sitometrisi



ABSTRACT

The Detection Of Circulating Tumor Cells In Colorectal Cancer Patients By Flow
Cytometry

Colorectal cancer (CRC) is one of the leading causes of mortality worldwide.
In solid tumors, such as colorectal cancer, metastatic CRC is the most common form
of cancer-causing death. Metastasis is associated with the presence of circulating
tumor cells (CTCs) in the peripheral blood of cancer patients.

In our study, CTCs were detected in blood samples of colorectal cancer
patients, using with our modified convenient method for the strategies of CTC
enrichment and detection. 7.5 mL peripheral blood samples were firstly collected and
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from the fresh blood
samples by ficoll gradient separation. Next, the leukocytes in PBMCs were removed
by magnetic microbeads conjugated with CD45 for a negative selection. Finally, the
retained cells were labeled with anti-epithelial cell adhesion molecule (anti-EpCAM),
cytokeratins (CK 8, CK 19 and the leukocyte-specific marker as anti-CD 45). All
samples were analyzed by BD FACS Aria Il flow cytometry. A total of 10 patients
and 7 control group were included in this study.

In our study, 2-13 between CTCs were detected in blood samples of
colorectal cancer patients with CK19-based gating strategy, and no CTCs were
detected in blood samples of healthy individuals. As a consequence, the real-time
monitoring of the disease state and personal therapy development may use to be a

tumor biomarker for the detection of CTCs from blood samples.

Keywords: Colorectal cancer, circulating tumor cells, flow cytometry
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1. GIRIS

Kanser multifaktoriyel olup, bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima,
cevresel faktorlerden beslenme aligkanligina ve kimyasallara kadar birgok
sebeplerden dolayi hiicre boliinme kontrol noktalar1 zarar goren hiicrelerin kontrolsiiz
bir sekilde asir1 boliinmesiyle karakterize edilen bir hastaliktir (1,2). Diinya Saghk
Orgiitii (WHO) verilerine gére her yil 1.3 milyon kisi kolorektal kansere (CRC)
yakalanmakta ve yaklagik 700 bin kisi CRC nedeniyle 6lmektedir (3).

Kolorektal karsinom gelismis iilkelerde ciddi morbidite ve mortaliteye yol
acan onemli bir hastaliktir. Goriilme siklig1; erkeklerde brons ve prostat kanserinden
sonra liglincii siray1, bayanlarda meme kanserinden sonra ikinci siray1 almaktadir (4).
CRC'nin yas faktori ile birlikte siklig1 artmaktadir (4). CRC'nin patogenezi hicrenin
hayatta kalmasi, farklilasmasi ve cogalmasi dahil olmak iizere ¢esitli siirecleri igerir
(5). Basglica oliim sebebi ise CRC hastalarinda metastazdir ve CRC'nin metastaz

yayilmasi en sik goriilen bolge karacigerdir (6).

Kanser hiicrelerinin tek tek ya da kiime halince ayrilmasi, primer timor
dokusundan uzaklagsma yetenegi kazanmasi, ¢cevre dokulara go¢ etmesi, kan dolagimi
ya da lenfatik sisteme girisi, belirli bir tiimoriin metastatik 6zelligini belirgin hale
getirmektedir (7). Epitelyal kanserli hastalarin kanlarinda dolasan tiimor hiicreleri
(CTC) olmas1 ve siklig1 kanser metastazinda 6nemli bir asamadir ve hastaligin evresi
ve tedavi degerlendirmeleri ile ilgili degerli bilgiler saglar (8-10). Erken teshis ve
metastatik yayilmalarin tedavisi i¢in klinik degeri yliksek olan CTC'lerin metastatik

odak olma yetenegi yiiksektir (11).

Yiiksek CTC sayist kanser ile korelasyon yapildiginda metastazda artis
gosterdigi ve niiks etme siiresini kisalttigi belirlenmistir (12). Bu tezde CTC'lerin in
vitro olarak analiz edilmesi amaglanmis olup periferik kan numuneleri kullanilarak
deneyler gergeklestirilmistir. CTC'ler kanda ¢ok nadir bulundugu igin birkag

basamak zenginlestirme teknigi kullanilmustir.



Heterojen yapiya sahip olmasi sebebiyle CTC'lerin kantitatif (nicel) analizinin
avantaj saglayacagi distnilerek akim sitometrisi (Flow Cytometry, FC)
kullanilmistir (13). Klinikte, hematoloji ve onkolojiyi de i¢ine alan ¢ok sayida
disiplinde FC'nin kullanilmas1 ile, FC'nin son derece dnemli bir teknoloji oldugu
kanitlanmistir (14,15). Ayn1 zamanda, cihazin belirte¢ ekspresyonunun varligi ya da
yoklugunun tespitine ek olarak ekspresyon seviyelerinin miktarini belirleyebilme
niteligi ve ¢oklu biyobelirte¢ analizi gerceklestirebilme olanagi saglamasi saptama

basamaginda kullanilma nedenleri arasinda yer almaktadir.

Bu tez c¢aligmasinda, kendi belirledigimiz antikorlarla birlestirdigimiz
zenginlestirme ve saptama yontemleri ile CRC hastalarinin kanindan CTC tespitinin
yapilmasi hedeflenmistir. Kan 0Orneklerinin eldesi, basit ve minimal invazif
oldugundan iilkemiz literatiirtinde bir dncii olacagi diisiiniilen bu yontem ile CTC'ler
gercek zamanli olarak kullanilabilir. Ulkemizde ilk siralarda yer alan, erken teshisin
o6nemli oldugu CRC hastalarinda biiyiik kolaylik saglayarak hastalifin ilerlemesi
acisindan bilgi saglayabilir ve sag kalima yonelik tedavilerin yonlendirilmesi i¢in

biyobelirteg gorevi gorebilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser; ortaya ¢ikisi, gelisimi ve sonucu bir hastadan diger hastaya oldukga
degiskenlik goOsteren ciddi bir saglik sorunudur. Ayn1 zamanda kanser, hicrelerin
koklt metabolik ve davranigsal degisiklikler gecirdigi cok asamali bir sirectir (16).
Kanserin en 6nemli tanimsal 6zelligi, viicudun cesitli bolgelerinde ortaya ¢ikan ve
diger organlara yayilabilen anormal hiicre bdliinmesidir. Yapilan bilimsel
caligmalarla kanserin teshis orani durmadan artarken kanser nedenli Oliim orani

hemen hemen sabit kalmaktadir (17).

Kanser, hiicrenin blyimesi ve hicre dongusuni kontrol eden hicre
genlerinin mutasyonu veya anormal aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (2).
Genel olarak genetik, sistemik ve ¢evresel olmak iizere ii¢ degisik faktoriin birbiri ile
etkilesimi sonucunda gelisir (18). Cevresel faktorler arasinda beslenme, endiistriyel
kirlilik ve virtisler yer alirken immiin sistemde goriilen bozulmalar sistemiktir.
Onkogenlerin etkilesimine yol agan mutasyonlar, aileden kalitilan baz1 mutasyonlar

ve genleri etkileyen kromozomal degisiklikler de genetik faktorleri olusturur (19).

2.1.1. Karsinogenez

Karsinogenez, somatik evrim olarak tanimlanan karmasik, ¢cok adimli bir
stirectir. Karsinogenez genellikle genetik veya epigenetik degisiklikler gerektirir ve
hicreler icin yeni fenotipler olusturur (20). Karsinogeze neden olan genetik
degisiklikler hiicrenin birkag temel 6zelligini degistirerek hiicrelerin normal biiylime
kontroliinden kagmalarina ve sonunda tam kanser fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden

olurlar (21).

Hicreleri, islev ve yap1 olarak normal hiicrelere ¢ok benzeyen, genelde
bolgesel ve kiiglk boyutlu timérler “benign timoér” olarak adlandirilir. Fibréz bir
kapsiil genelde benign tlimorlerin biiyiikliigiinii belirler. Normal hiicrelerde oldugu
gibi bening tlimor hiicrelerinin bir arada tutulmasi hiicre-yapisma molekiilleri

araciligiyla olup, koken aldiklart dokularda bulunurlar (22). Normal hicrelerden
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daha hizli biiyliyebilen ve boliinen, genellikle normal hiicre 6liimii seyri gdstermeyen
hicreler “malign timorler”dir. Malign timor hicrelerinin kilit 6zellikleri yakin

dokular istila edebilme yetenekleri olup, hiicreler ¢ogalmaya devam ettik¢e yayilir

ve yeni timor kaynaklari olustururlar (Tablo 2.1) (23,24).

Tablo 2.1. Benign ve malign tiimérlerin karsilagtirilmasi (24).

Karakteristik

Benign

Malign

Diferansiyasyon/anaplazi

Iyi diferansiye; yap1 orjin doku
icin tipik olabilir.

Anaplazi ile diferansiyasyonda
kay1p, yap1 siklikla atipik.

Biiyiime hiz1

Genellikle ilerleyici ve yavas;
durabilir veya gerileyebilir; mitoz
seyrek ve normal.

Kararsizdir ve yavastan hizliya
dogru degisebilir; mitoz ¢ok
sayida ve anormal.

Lokal invazyon

Genellikle yapisik ve itici, ¢evre
normal dokular1 invaze ve infiltre
etmeyen iyi sinirli kitle.

Cevre normal dokulara lokal
olarak invaziv ve infiltre, bazen
yapisik ve itici goriilebilir.

Metastaz

Yoktur.

Siklikla vardir; daha biiyiik ve

daha az diferansiye tumor daha
stk metastaz yapmaz.

Genetik degisiklik replikasyonla aktarildigindan dolayr karsinogenez ig¢in
hedef hicreler, dokularda strekli yenilenen kék hucrelerdir (18). Timoér olusumu,
genetik defektlerin gelisimiyle normal hiicrenin neoplastik hiicreye doniistimii ve
neoplastik gelisim olarak ikiye ayrilir (25). Neoplastik transformasyon, spontan
olabilecegi gibi ¢esitli sekillerde indiiklenerek de baz ¢ifti degisiklikleri, yanlis baz
eslesmeleri, delesyonlar, translokasyonlar ve amplifikasyonlar sonucu olusabilir (18).
Bagka bir deyisle olusan neoplastik transformasyon, DNA replikasyonunun ve tamir
mekanizmalarimin diizglin ¢alismamasi sonucu hiicrelerde olusan mutasyonlarin
sonucudur. Mutasyonlar, biiylime kontroliiniin kayb1 (26) ile sonuclanarak, proto-
onkogenler, timdr baskilayici genler, tiimor baskilayici genleri diizenleyici genler ve
blytmeyi kontrol eden genlerden olusur (18,27). Karsinogenezin ikinci basamaginda
yer alan neoplastik gelisme, kanser hiicresinin klonal proliferasyonuna yol acarak ,
once ¢evre dokulara sonra da uzak dokulara yayilarak biiylimesini saglar (28). Sonug

olarak kanserde degisiklige ugramis genler, normalde doku homeostasisi ve hiicre



blylmesini dizenleyen ¢ ana biyolojik yolu olan hicre siklusu, apoptoz ve
diferansiyasyonu etkiler (29).

2.1.2. Kanser Biyolojisi ve Huicre Dongustu

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin boliinmeye baslamasindan itibaren onu takip
eden diger hiicre bolinmesine kadar gegcen zamanda, hiicrede gergeklesen gecici
biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii stirectir. Genetik

olarak birbirinin aynisi iki hiicre olusumu ile sonuglanir (30).

Hiicre dongusu dort aktif fazdan M (mitoz) fazi, S (DNA sentez) fazi, G1
(pre-dublikasyon) faz1 ve G2 (post-dublikasyon) fazi) olusur. Proliferasyon
gostermeyen hiicreler genellikle M ve S evreleri arasinda durur ve GO (alfa fazi)
hiicreleri olarak adlandirilir. Normal dokulardaki hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu G0'da
bulunur. Hucreler, blytme faktorleri ve hiicre yapismasi da dahil olmak iizere dis
faktorlere tepki olarak hiicre dongiisiine girmeye tesvik edilir. Hiicre dongiisiiniin G1
evresi sirasinda hiicreler mitojenik sinyallere cevap verir. Hiicre dongiisii Gl
evresindeki restriksiyon noktasini (R) gectikten sonra, hiicre dongiisii gegisleri

bagimsiz hale gelir (31).

Hiicre dongiisii boyunca ilerleme, siklin bagiml kinazlar (CDK'ler) olarak
adlandirilan bir protein smifinin sirali aktivasyonu ve inaktivasyonu tarafindan
yonlendirilir. CDK'lar, inaktif bir korunmus katalitik ¢ekirdekten olusur ve asagidaki

uc seviyede diizenlenir:

1. CDK aktivitesi, siklinler olarak bilinen diizenleyici alt birimlerle iliskiyi
gerektirir. CDK seviyesi hiicre donglisii boyunca sabit kalir; bununla birlikte, siklin
konsantrasyonu, hiicre dongiisii boyunca faza 6zgii bir sekilde degisir. Siklinlerin
periyodik sentezi ve yok edilmesi birincil diizeyde hiicre dongiisii kontrolii saglar

(32,33).



2. Siklin/CDK komplekslerinin aktivitesi, fosforilasyon ile de dizenlenir.
Siklin/CDK komplekslerinin aktivasyonu, CDK-aktive edici kinazlar (CAK)
tarafindan fosforilasyona ihtiyac duyar (32,33).

3. CDK'ler ayrica CDK inhibitorleri (CDKI) olarak bilinen bir inhibitor
protein smifi ile siki bir sekilde duzenlenir. CDKI'ler, CDK/siklin komplekslerini
baglayarak G1/S geg¢isini bloke edebilir (Sekil 2.1) (32,33).

Hiicre dongusunin kontroliintin kaybinin siklikla gozlendigi yerlerden biri de
restriksiyon noktasidir. Restriksiyon noktasi, hicre dongusinin G1 fazinin
sonlarinda bulunan anahtar bir kontrol noktasidir ve hiicre béliinmeden 6nce DNA
replikasyonunun yonlendirildigi yerdir. Bu kontrol noktasindaki hatalar énemli

sonuglar dogurur (28).

Ilk olarak, bu kontrol noktasinin kontroliiniin kayb: hiicreyi anormal
replikasyona yonlendirir. Bu kontrol noktas: ayn1 zamanda kanser sekillenmesinde
onemli olan iki yolagin baglanti noktasidir. pRb yolag: adin1 pRb timor baskilayici
proteinden almaktadir. pRb normalde hicrede fosforile degildir ve aktiftir. Aktif
durumda pRb hiicre boélinmesini 6nler. pRb proteini fosforlandiginda inaktif hale
gelir ve hicre bolinmesine izin verir. pRb olusumunu etkileyen mutasyonlar pRb
inaktivasyonunu da etkiler. Bu mutasyonu tasiyan hiicreler fonksiyonel G1
restriksiyon noktasina sahip degillerdir. Gl'de kalmak ya da GO'a girmek igin

yetersizdirler, devamli ve yetersiz replikasyon yaparlar (34).

Diger bir hiicre donglsu yolagi, c-Myc yolagidir ve adint c-Myc proto-
onkogeninden almaktadir. c-Myc yolagi, hiicre bir mitojen ile uyarildiginda aktiftir.
c-Myec geninin Urind bir transkripsiyon faktoriddr ve bu protein diger genlerin ifade
edilmesi igin bir sinyal olarak islev gormektedir. Mutasyonlar c-Myc aktivitesini
arttirarak hicre bolunmesinde artisa ve kansere neden oldugundan dolay1 c-Myc bir

proto-onkogen olarak adlandiriimaktadir (35,36).



Hicre bolinmesi

G2/M

kontrol noktasi

Dusuk seviyede
fosforillenmis

kontrol noktasi

gen ifadesi
Sekil 2.1. Hiicre dongiisii ve kontrol noktalart (37).

Normal hicreler; stres sinyalleri, radyasyon, DNA hasar1 veya oksijen
tiikkenmesine maruz kaldiklarinda, hiicrelerin biiyiik cogunlugu G1, S ve G2'de hiicre
dongiistiniin  durmasina veya programlanmis hiicre 6lumine (apoptozis) neden
olabilir. Apoptozis; gelismis organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar: bozulan htcrelerin, gevreye zarar vermeden

programli 6limaddr (38).

Apoptozis, genetik olarak dizenlenir ve kanserli hicrelerde bozulabilir.
Hiicreler iginde kontrol noktalar1 olarak adlandirilan gozetim sistemleri, DNA
hasarmi tanima ve DNA hasarinin onarim islevini gorir. DNA lezyonu
saptandiginda, p53 hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur, boylece hiicrenin S fazina
girisini onler. Ardindan, ya tamir mekanizmas: proteinlerini ya da apoptozise yol
acan proteinleri indukler. Ayrica Bcl-2 onkogeni ise apoptozisi inhibe eder (39).



p53'ln fonksiyon kaybi veya Bcl-2'nin asirt artmas: apoptozisi engeller ve kanser
hlcrelerinin proliferasyonu devam eder (40).

2.1.3. Kanser Hicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

Biiyiime Sinvallarinden Bagimsiz Oz Yeterlilik: Normal hiicreler, blylme ve

proliferasyon igin mitojenik uyaranlara ihtiyag duymaktadir. Bu sinyaller, sinyal
molekiillerinin belirli reseptorlere baglanmasi, biiylime faktorlerinin hiicreye
difizyonu, ekstraseluler matriks (ESM) bilesenleri, hiicre adhezyonlar1 veya
etkilesimleri yoluyla c¢ekirdege iletilmektedir. Bir¢cok onkojen normal bulyiime
sinyallerini taklit ederek hareket eder. Tiimor hiicreleri, ¢ogalma ve siirekli biiylime
icin hiicre disindan gelen mitojenik uyaranlara bagiml degildir. Hiicre dis1 sinyallere
bagimliligin serbest birakilmasi, normal hiicresel homeostazi ciddi derecede
bozmaktadir. Bundan dolayr kanser hiicrelerinin en temel 0&zelligi, kronik

proliferasyonu siirdiirebilme yetenegidir (30).

Normal htcrelerde biiytimeyi tesvik eden proteinleri kodlayan genlere proto-
onkogenler denir. Hucrelere cevresel sinyallerden kendi kendine yeterlilik
kazandiran mutasyona ugramis genlere ise onkogenler denir. Mutasyona ugrayan
genlerin sinyallerinin diizenlenmesiyle, kanser hicreleri kendi hayatlarin1 yonetebilir
hale gelir ve hiicre dongiisii boyunca ilerlemeyi, hiicre boyutunda artislari, hiicrenin
hayatta kalma oranmi ve enerji metabolizmasindaki degisiklikleri yonetmek igin

sinyal verebilir (41).

Kanser hiicresi bu kabiliyeti agsagidaki sekillerde kazanabilir:

% Biiylime faktorii ligandlarin1 Kendileri Ureterek kendi kendilerine sinyal
verebilir.

% Stromal hiicrelerin biylime faktorii ligandlar1 gibi ligandlar1 {iretmesini
saglayabilir.

« Hucre ylzeyinde, reseptdor homo-dimerizasyonuna veya hetero-
dimerizasyonuna yol acan reseptér konsantrasyonunda bir artis olabilir. Bu

durum hiicreyi ligandlara asir1 duyarli hale getirir.



« Liganttan bagimsiz aktiviteyi destekleyen reseptdr iizerinde yapisal
degisiklikler olabilir.

+¢+ Sinyal yolunun yapisal olarak aktivasyonunu saglayabilir (30).

Biyiime Faktorlerinden Inhibitor Sinvyallerine Karsi Duyarsizlik: Normal

hicrede, hiicresel durgunluk ve homeostazi korumak i¢in birden fazla anti-buylime
sinyali ¢alismaktadir. Hiicrenin biiylimesini ve ¢ogalmasini olumsuz sekilde kontrol
eden ¢ogu hiicresel program, tiimor baskilayict genlerin etkilerine baghdir (30).
Temel seviyede, anti-blyime sinyallerinden ¢ogu Rb proteini ile yakin iligki
icindedir. Rb proteini, cesitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i kaynaklardan gelen sinyalleri
biitiinlestirir ve hiicreyi dongili ilerlemesini saglar. Rb'nin bozulmasi, hiicreyi
transforme edici blyume faktori-p (TGF-P) tarafindan saglanan anti-blyume
sinyalleri gibi sinyallere duyarsiz hale getirerek hiicre proliferasyonu ile karakterize
eder (42). Diger onemli tiimor siipresor p53, hiicre igi sinyalleri biitlinlestirir ve hiicre
dongist durdurma, hiicresel stres veya hasar derecesine bagli olarak apoptozu tesvik
edebilir. Dolayisiyla Rb veya p53'iin kaybi, hiicrenin anti-blyume sinyallerinden

kaginma yetenegi araciligiyla malign fenotip ile iliskilidir (43).

Tumor stpressér gen kaybina ek olarak, hiicreler farkli alternatif hiicresel
programlarla anti-blyime sinyallerinden kagabilirler. Kanser hiicresinin diger bir
ozelligi, kontak inhibisyonundan kaginilmasidir. Cogu normal hiicrede hiicre-hiicre
temasi, baska hiicre gogalmasina kars1 bir onleyici sinyal olusturur. Nérofibromatoz
tip 2 (NF2) ve karaciger kinaz B1 (LKB1) genleri kanserlerin ilerlemesine katkida
bulunan kontak inhibisyonunun kaybolmasini tesvik edebilir (21). Her ne kadar
TGF-B kanserde antiproliferatif etkilere sahip olsa da, TGF-f yolaginin malignite
sonrasindaki  evrelerinde bozulabilecegi ve kanser ilerlemesine katkida
bulunabilecegi gosterilmistir. TGF-B'nin, invazyon ve metastazi tesvik eden
epitelyal-mezenkimal doniisiim (EMT) olarak adlandirilan hiicresel programi aktive

ettigi bulunmustur (30).

Apoptozisden Kacis: Kanser hiicreleri, gesitli stratejilerle hiicre 6lumi ve

apoptoz direnci kazanabilir. En yaygin yollardan biri, tiimor supresor proteini p53'in
fonksiyon kaybidir. p53 protein fonksiyon kaybi genellikle mutasyon yoluyla

gerceklesir. Ayn1 zamanda, viral proteinler tarafindan tutulmasi, inaktivasyonu veya
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MDM2 (Murine double minite-2) gibi diger onkojenlerin g¢ogaltilmasi da p53
proteininin fonksiyon kaybina yol agabilir (44).

Hicrenin UV radyasyonu, hipoksi ve DNA'ya zarar veren ajanlara maruz
kalmasi, hiicre déngusuniin durdurulmasi veya apoptoza ge¢mesi igin p53 harekete
gecirilir. Bu mekanizmanin basarisizligi, hiicrenin malignite ilerlemesine katkida
bulunur ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde tanimlanmis kontrol noktalarinda

duzeltilmeyen ek genetik defektlerin birikimine sebep olabilir (30,45).

Smirsiz Replikasyon Potansiyeli: Hiicresel yaslanmaya iliskin calismalar

sonucunda, telomeraz enzimi ekspresyonu, kanser hiicrelerinin 6limsiz fenotipinin
altinda yatan merkezi bir birlestirici mekanizma olarak ortaya ¢ikmistir. Telomeraz,
Okaryotik kromozomlarin uglarindaki telomerlerde koruyucu yapilart koruyan bir
riboniikleoprotein enzimidir (46). Telomeraz kompleksi, TTAGGG telomerik tekrar
dizisine tamamlayici bir alan ve bir katalitik protein bileseni igeren bir RNA alt
biriminden olusur. Insanlarda telomeraz ifadesi ¢ogu somatik dokuda bastirilir ve
telomer her hiicre boliinmesi ile kisalir. Fakat, kanser hiicrelerinde ve kdk hiicrelerde
telomerler, telomeraz enziminin etkisiyle yenilenmektedir. Boylelikle, telomerlerin

uzunlugu sabit kalmakta ve hiicre sinirsiz sayida ¢ogalmaktadir (46,47).

Enerji Metabolizmasini Yeniden Programlama: Bir kanserin siirekli buytimesi

ve cogalmasi, bu biiylimenin saglanabilmesi i¢in enerji metabolizmasinda karsilik
gelen bir ayarlamay1 gerektirir. Normal kosullar altinda hiicreler, aerobik ortamda,

glikozu piruivata metabolize ederek net bir ATP kazanimi saglarlar (30).

Kanserli dokuda intraselliler ortamda oksijen az, glukoz bol oldugundan,
beklenen temel metabolik yolak anaerobik glikoliz olup, bol miktarda piriivattan
laktatin sentezlendigi metabolizma Warburg etkisi olarak adlandirilir (48). Bu duru-
mun olusmasinda en biiyiik rol, spesifik bir transkripsiyon faktorine aittir. Hipoksi
ile induklenebilir faktor—1 alfa (HIF—1a) olarak bilinen bu faktoriin temel gorevi kan
damar1 gelisimini saglamak ve metabolik adaptasyondur. HIF-1a, glukoz
metabolizmasiyla birlikte aminoasit ve niikleotid metabolizmasi ve pH’m
duzenlenmesinde de gorevlidir. Vaskiler endotelyal biyime faktora (VEGF)

salinimi {izerinden anjiyogenezi kontrol eder, anjiyogenez ©nceden mevcut olan
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kicik damarlardan yeni kan damarlarmin olusmasidir (49). Kanser hicresinin
kandan glukozu 5-10 kat daha fazla almasindan sorumlu baska mekanizmalar da
bulunmaktadir. Ornegin, glukoz tastyicilarindan (GLUT) GLUT1, GLUT3 ve
GLUT4’in aktivasyonlar1 soz konusudur. Bu aktivasyon, timaor supressor gen olan
p53’tin, GLUT lar iizerindeki inhibitdr etkisinin kalkmasina baglidir. Ayrica HIF-1a
da kanser hiicre yiizeyindeki GLUT miktarini artirarak bu mekanizmada da rol oynar
(50,51).

Tumor hicresine 0zgl bu metabolizma, timdor buyimesi agisindan 6nemli
avantajlara sahiptir. Hucreler, degisen oksijen duzeylerinden etkilenmeden
yasamlarini surdurebilirler. Glikoliz ile timor hicreleri, bikarbonik asit ve laktik asit
olustururlar. Tumér hucreleri tarafindan Gretilen laktik asit timér mikrogevresinde
asidik bir ortam olusturarak timor invazyonunu kolaylastirirken yine mikrogevrede
bulunan anti-kanser immin efektér mekanizmalar1 baskilamaktadir (30,52). Ayrica
tumor hocreleri tarafindan olusturulan laktat, ortamdaki stromal hicreler tarafindan
alinarak purivata dontsturtlar. Stromal hicreler tarafindan dretilen piruvat oksidatif
fosforilasyonda kullanilabilecegi gibi, besin olarak kanser hiicresine de verilebilir.
Boylece kanser hiicresindeki anaerobik komponentler ve stromal hiicredeki aerobik
komponentler arasinda timaorin canliligini devam ettirmesi ve blyiimesi icin gerekli

enerjiyi saglar (21).

Kanser hucresi, glukozu pentoz fosfat yolag: ile metabolize edebilme
yetenegine de sahiptir. TUmor hiicreleri bu yolaktan hicreyi kemoterapétiklere karsi
koruyan antioksidan olan nikotinamid adenin dintkleotid fosfat olusumunu saglar
(53).

Kanser hicresi, glikolitik yolun ara drlinlerini anabolik reaksiyonlar igin
kullanir. Eger glukoz oksidatif fosforilasyon ile tam olarak karbondioksite
metabolize edilirse, biyosentetik reaksiyonlar igin gerekli ara bilesikler elde
edilemez. Dolayisiyla kanser hiicre metabolizmasi, biiyiime ve proliferasyon tizerine

kurulmustur ve temel besin kaynag ise glukozdur (54).

Sirekli Anjiyogenez: Hucrelerin malign fenotipe ilerlemesindeki en énemli

degisiklerden birisi de anjiyogenezin gelisimi ve devamidir. Normalde tiimorler

11



damarlanma olmaksizin 3-4 mm’den daha fazla biiyiiyemezler. Bu biiyiikliige
ulagincaya kadar besin ve oksijen ihtiyacin1 diflizyon ile saglarlar (55). TUmorin
blyliyiip ilerlemesi i¢in yeni kapillerlerin olusmasi gerekmektedir. Anjiyogenez
sadece tiimor biiyiimesi i¢in degil ayn1 zamanda metastaz icin de gereklidir (56).
Tiimdrlerde kan akiminin saglanmasi birtakim faktorler ile saglanmaktadir. Timor
blylmesi, anjiyogenik faktor ve anjiyogenezi inhibe eden faktorler arasindaki denge
ile saglanmaktadir (57). Timor anjiyogenezi ile ilgili simdiye kadar agiklanan
anjiyogenik faktorlerden en énemlisi VEGF’dir. VEGF ile birlikte fibroblast blyime
faktorii (FGF), epidermal biliylime faktorii (EGF) ve platelet kaynakli biiytime faktori
(PDGF) anjiyogenezde dort evrenin gergeklesmesini saglayan en 6nemli faktorlerdir
(58). Ayrica dokulara gelen oksijenin azalmasiyla artisi gerceklesen HIF-1
regiilasyon proteininin VEGF’nin ekspresyonunu onkogeninin kontrolii altindadir.
Tiimdrlerin  anjiyogenik Ozellik kazanmasi i¢in anjiyogenik faktorlerin artip,
anjiyogenik inhibitorlerin azalmasi gerekmektedir. Anti-anjiyogenik faktorlerin
iretimini timor hiicreleri gergeklestirir veya ekspresyonu uyarir. Anti-anjiyogenik
faktorler kanser tedavisinde ila¢ gelistirilmesinde oldukga biiyiik 6neme sahiptir ve

caligmalar devam etmektedir (59,60).

Doku Invazyonu ve Metastaz: Bir metastazin gelisebilmesi igin timor

hiicrelerinin primer kitleden ayrilip, ¢evre dokuya invazyonu ile baglayan kompleks
bir siireci tamamlamasi gerekmektedir. Metastaz siireci iki asamadan olusmaktadir.
[lk asama mikrometastatik lezyonlarin intravazasyon, diseminasyon ve
ekstravazasyon safhalarini igeren migrasyonu, ikincisi ise makroskopik ttimorlerde

blyume ile karakterize olan kolonizasyondur (Sekil 2.2) (30,61).
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Sekil 2.2. Metastatik dongu (62).

Tidmor hacreleri genetik ve biyokimyasal olarak heterojen olup, metastaz
yapma potansiyelleri de bu faktorlere bagli olarak degiskendir. Tiimor hiicreleri
primer dokudan kopup, hipoksi, yetersiz besin kaynagi, hipoperfiizyon, savunma
sistemi gibi c¢evresel zorluklara ragmen uzak bolgelere metastaz yapabilirler.
Metastatik slrecte bu hiicrelerin, ¢evre dokulara invazyon, yayilim, yeni doku
boliimlerine yapisma ve yeni damar olusumunu bagslatabilme 6zellikleri mevcuttur
(63).

Normal dokuda yapisal biitiinliigiin saglanmasi i¢in epitel hiicreleri bir takim
proteinler ile siki birliktelik gOsterir. E-kaderinler gibi bu tarzda proteinlerin
etkinliginin azalmasi artmis metastatik potansiyel ile iliskilidir. E-kaderin fonksiyonu
epitel kanserlerinin ¢ogunda, E-kaderin veya B-katenin genlerinin mutasyonu ile
inaktivasyonu, transkripsiyonel baskilama veya hiicre dis1 kaderin alaninin proteolizi
ile kaybolur. Invazyon gosteren tiimor hiicreleri epitel bazal membram parcalayan
protein yikict enzimler salgilarlar. Go6¢ eden hiicreler sonrasinda dolasima

katilabilmek i¢in ince duvarli damarlarin endotel bazal membranini kateder. Kapiller
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yatakta yogunlasan ve bulundugu doku parankimine ulagma imkani bulan hiicreler

anjiyogenik programlari baslatirlar ve ¢ogalirlar (64,65).

Primer tiim6ér dokusu icinde kanser kok hiicresi, kismen farklilasmis
progenitor hicreler, tam farklilasmis ve son asamaya gelmis hiicreler gibi farkli
seriler bulunmaktadir. Kanser kok hiicreleri, ESM'in pargalanmasi, kan damarlari ve
lenf nodiillerinin invazyonu, goé¢, damar disina ¢ikip, yeni yerleskede ¢ogalabilme
gibi Ozellikleriyle primer timorin malignite potansiyelinin artisina katkida
bulunmaktadir (65,66).

2.2. Kolorektal Kanser (CRC)

2.2.1. CRC Epidemiyolojisi

WHO'nin kapsamli bir projesi olan Globocan verilerine gore 2012 yilinda
dunya genelinde 14.1 milyon yeni kanser hastasi ve 8.2 milyon kansere bagli 6liim
oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda WHO verilerine gore her yil 1.3 milyon kisi
kolorektal kansere yakalanmakta ve yaklagik 700 bin kisi CRC nedeniyle 6Imektedir

(3).

WHO'niin 2015 yili yaymladig: verilere gore, dinyada 8 milyon 200 bin olan
kanser oliimlerinde 1 milyon 590 bin vakayla akciger kanseri ilk sirayr alirken,
CRC'ler dordincl sirayr almistir. Kolorektal karsinom gelismis iilkelerde ciddi
morbidite ve mortaliteye yol agan énemli bir hastaliktir. Bir insanin yasam boyunca

kolorektal kansere yakalanma olasiligi %5°dir. CRC siklig1 yas ile artmaktadir (3).

Saglik Bakanligi'nin 2013'te yaymladig: Tiirkiye Birlesik Veri Tabani'na gore
25-49 yas araliginda kanser yiizde dagilim verilerinde erkeklerde %38.7 ile ikinci
sirada yer alirken, kadinlarda %5,1 ile iiglincii sirada yer almaktadir. 50-69 yas
gruplar1 arasinda bu oran erkeklerde % 9,2 'ye yiikselirken kadinlarda %38,9 olmustur.
Tiim yas gruplarindaki erkeklerde ve kadinlarda ayr1 ayr1 en sik goriilen kanserlerin
yuzde dagilimlarina bakildiginda, CRC'nin her ikisinde de t¢iincii sirada oldugu

sonucuna ulagilmaktadir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4). Ayni veri tabanina gore CRC,
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histolojik tiplendirmesi yapildiginda adenokarsinom %96,1 oraninda goriiliirken
kalan yuzdede karsinoid timor, epitelyal karsinom, tagh yiiziik hiicreli ve digerleri
goriilmistiir. Evrelerin yiizde dagilimi degerlendirildiginde %44 bolgesel, %33

lokalize iken %23'ii uzak metastaz yapmustir (67).

Trakea Brong Akcifer I 71,0
Frostat s 12.9
Kolorektal N 9.1
Mesane NN 7.8
Mide I .0
Mon-Hodgkin lenfoma _- 27 B Erkek
Bobrek [N 2.7
Larinks [N 2.6
Tirold . 2.4

Beyin, sinir sistermi N 2.4

o 5 10 15 20 25

Sekil 2.3. Tiim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen bazi kanserlerin
bu grup i¢indeki yiizde dagilimlart (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013) (67).

Meme NI 1.
Tiroid NN 115
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Sekil 2.4. Tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen baz1 kanserlerin
bu grup i¢indeki yiizde dagilimlar (TUrkiye Birlesik Veri Tabani, 2013) (67).
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2.2.2. CRC Etyolojisi

CRC gelisiminde diyet, ¢evresel faktorler, yas, adenom ve karsinom &ykiisii,
Ozellikle inflamatuvar bagirsak hastaliklar, faktorler predispozan hastaliklar ve aile

Oykuisundn etkisi oldugu diistiniilmektedir (68).

Cogu CRC'nin, en az Ucte ikisi, bagirsak duvari biiyiiyen villdz bir gériinime
sahip benign, adenomatdz polipler ya da displastik hiicreler ihtiva ederler. Elli yas
altinda sik goriilmez iken yetmis yas ve istiinde goriilme sikliklart %53-%63
arasinda olan adenomlar erkeklerde kadinlardan G¢ kat fazla gorilmektedir.
Adenomlarin kansere doniisme riski polipin ¢api, sayisi, histolojik tipi ile iligkilidir

(69,70).

Kolon kanserinin %90'dan fazlasi 50 yasindan biiyiikk hastalarda meydana
gelmektedir. Yagla birlikte artan kolonik mutasyonlar buna sebep olarak
gosterilmektedir (71). Sigara ve alkol tiiketimi CRC gelisiminde yiiksek oranda etkili
risk faktorleri arasindadir (68). Diyet, obezite, D vitamini eksikligi, diyabet,
inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 da CRC artisina sebep olan faktorler arasindadir
(72,73).

2.2.3. Kolon ve Rektumun Anatomisi ve Histolojisi

Kalin bagirsaklar; sindirim sistemini ince bagirsaklardan sonra gelen ve
¢ekumdan baslayarak aniise kadar devam eden kismi olup 6,5 cm genisliginde,
yaklasik 1,5 m uzunlugundadir. Ince bagirsaklardan en onemli farki, {izerlerinde
tenia koli ad1 verilen seritlere sahip olmalaridir. Karin boslugu ve pelvis bosluguna
yerlesmislerdir. Sag iliak fossa'dan baslar 6nce yukar1 dogru devam eder, sonra sola
ve tekrar agagiya yonelerek sol iliak fossa'ya gelerek 'S' seklinde bir kivrimla pelvis'e

gecer. Pelvis'te rektum adi ile diiz bir seyir olusturarak aniiste sonlanir (Sekil 2.5)
(73,74).
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Kalin bagirsak kisimlari; ¢ekum, apendiks vermiformisin, ¢ikan kolon,
transver kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektum, anal kanal ve anusten
olusmaktadir (73).

Rektum; yaklasik 10-14 cm uzunlugunda olan bu kisim sigmoid kolonun
devami olarak promontoryum seviyesinde baslar. Sakrum ve koksiks egriligini
izleyerek diyaafram ve pelvisi gecip anal kanal ile devam eder. Sigmoid kolondan
farkli olarak rektumda haustra coli (bliziilmiis tenia koli seritleri), appendices

epiploicae (yag pargaciklar1), mezenteryum ve tenia koli bulunmaz (74,75).

Kalin bagirsagin tabakalari; mukoza, submukoza, kas tabakasi ve seroza
olmak tizere dort kisimdan olusmaktadir. Kolonun mukozasi katlamalar ya da
villuslar icermeyen bir yapiya sahiptir. Cok sayidaki diiz, tlbdler bezler ya da
Lieberkiihn kriptalar1 kolon mukozasi i¢in karakteristik bir 6zelliktir (76).
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Sekil 2.5. Kolon ve rektumun anatomisi ve histolojik yapist (77).
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2.2.4. Kolonun Polipleri ve Neoplazileri

Bir organin liimenine dogru biiyliyen kitleye polip denir. Polipler
nondisplastik ya da displastik olabilirler. Mukozaya tutunma sekline gore sapli ve
sesil olarak smiflandirilabilirler. Sapli polipler mukozaya, siklikla ¢ikarilmasin
kolaylastiran, belirgin bir sapla tutunurlar. Sesil polipler ise genis tabanli olup,
saplar1 yoktur. Bu durum c¢ikarilmalarini ve displastik olgularda patologun sinirlarini

degerlendirmesini giiglestirir (24).

Inflamatuar polipler; mukozal yiizeyden kabariklik olusturan inflame ve
rejenere mukoza alanlaridir. Bu lezyonlar nondisplastiktir ve malignite potansiyelinin

olmadig1 varsayilir (78).

Hamartomatoz polipler; benign, ancak disorganize doku nodiilleridir. Siklikla
tek polip olarak goriiliirler ya da bir sendromun pargasi olarak yiizlerce goriilebilirler.
Displazi gelisebilir ve hamartomatdz polipozis sendromunda displazi gelismesi daha

kuvvetle muhtemeldir (78).

Prekursor lezyonlar, adenomattz poliplerde ve serrated poliplerin belli

tiplerinde karsinom gelisimi yoniinde siireci ilerleten genetik anormallikler vardir

(24).

Serrated polipler, arasinda hiperplastik polipler, sesil serrated polipler, mikst
hiperplastik adenomatdz polipler ve geleneksel serrated adenomlar yer alir (27).

Hiperplastik polipler, azalmis yilizey migrasyonu ve dokiilme ile katlanan,
kript bazallerinde artmis epitelyal proliferasyon sonucu gelisen serrated poliplerdir.

Genellikle kucuktlrler ve dzellikle rektumda sik gortilrler (79).

Adenomlar, genelde sapli kiigiik tiimorlerden sesil biiyiik lezyonlara kadar
degisen ¢esitli yap1 ve biiyiikliiklere sahip neoplastik poliplerdir. ince barsaklarda
adenom siklig1 oldukca diisiiktiir. Kolondaki adenomlarin yayginligi, 40 yastan dnce

%30-40 iken, 60 yastan sonra %40-50’ye yiikselmektedir. Sporadik adenomlar
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ailesel bir egilime sahiptir. Birinci derece akrabalarda adenom olugma riski normalin
4 katiyken, adenomlu hastalarda kolorektal karsinom gelisimi ise normalden 4 kat

daha fazladir (24).

Butlin adenomat0z lezyonlar in-sitii karsinoma kadar degisen derecelerde
displaziden kaynaklanan lezyonlardir. Ayrica, invaziv kolorektal karsinomlarin
cogunun daha 6nceden var olan adenomatdz lezyonlardan kaynaklandigini gosteren
cok giiclii kanitlar mevcuttur. Adenomatdz polipler, epitelyal karakterleri temel

alinarak 3 tipe ayrilmistir (80).

Tubiler adenomlar, kolonda herhangi bir bolgeden kaynaklanabilen, yaklasik
yarisi rektosigmoidde yer alan adenomlardir. Vill6z adenomlar; daha biiyiik ve daha
kotu huylu epitelyal poliplerdir. Tibdlovilloz adenomlar; tibuler ve villéz bolgelerin
karisimindan olusmuslardir (24,80). Bunlar arasinda en sik tiibiiler adenomlar
goriilmektedir ve geriye kalan adenomlarin %5-10u tiibiilovilloz ve %1°1 villoz
yapisindadir. Cogu tlbuler adenomlar kiiglik ve saplidir, villoz adenomlar ise daha
biiyiik ve sesil yapida olmaya meyillidirler. Diger taraftan ¢ogu biiyiik ve sesil
yapidaki villoz 6zellikler gosterirler (24).

2.2.5. Kolorektal Karsinogenez

Butlin kolorektal karsinomlar, genetik alterasyonlar gdstermektedirler. Bu
alterasyonlar, karsinogenezin genel mekanizmasini anlamaya yonelik arastirmalarin

baslica konularindandir (81).

Adenomatdz Polipozis Koli (APC): FAP ve Gardner Sendromlarinin altinda

yatan kalitsal eksikligin kromozom 5q21°de oldugu tanimlanmistir. APC timor
baskilayict gen burada bulunmaktadir. Kodlanan proteinin hiicre adezyonunda rolii
olduguna inanilmaktadir. APC’de gozlenen mutasyon, sporadik kolon kanserinin

gelisiminde meydana gelen bir olaydir (81,82).

Herediter Nonpolipozis Kolon Karsinomu (HNPCC): DNA tamir
mekanizmasi ile iliskili; hMSH2 (kromozom 2p22), hMLH1 (kromozom 3p21),
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hPMS1 (kromozom 2g31-33) ve hPMS2(kromozom 7p22) genlerinde meydana
gelen herhangi bir kalitsal mutasyon HNPCC ailesel sendromundan sorumludur (24).

Insan genomundaki diniikleotid siralanmasinda  50000-100000 kadar
diniikleotid tekrar1 vardir. Yanlis esleme tamiri genlerinde meydana gelen
mutasyonlar, bu tekrarlardaki yaygin alterasyonlarin varligi sayesinde saptanabilir.
Buna mikrosatellit dengesizligi adi1 verilir. Mikrosatellit dengesizligi gésteren ¢ogu

HNPCC tumorlerinde, normalden 1000 kat1 fazla mutasyon orani gézlenir (24,83).

Metilasyon Anomaliler: Kolon neoplazmlarinda erken taninan bir degisimde,
DNA’daki metil gruplarinin kaybidir (84).

KRAS: K-ras geni, adenomlarda ve kolon kanserlerinde en ¢ok rastlanan
aktive onkogendir. K-ras (kromozom 12p12), intraseluler sinyal transdiksiyonunda
rol oynar ve 1 cm’den kiiciik ¢apli adenomlarin %10’undan azinda, 1 cm’den biiyiik

capli adenomlarin %50’sinde ve karsinomlarin %50’sinde mutasyona ugramistir

(85,86).

DCC (Deleted in Colon Cancer): DCC adi verilen timor supresor gen

kromozom 18q21°de lokalize olup, kolon kanserlerinde siklikla inaktiftir. Kodladig:
protein kolon mukozasinda yaygin olarak eksprese edilen bir hiicre adhezyon
molekilidir. Kolon kanserlerinin %70-75’inde ekspresyonu azalmistir ya da yoktur
(24).

P53: kolon kanserlerinin  %70-80’inde kromozom 17p kayiplar
gorilmektedir. P53’i etkileyen bu kromozom delesyonlari, p53 mutasyonlarinin

kolon karsinogenezinde ge¢ bir donemde gerceklestigini gostermektedir (24).

Sonug olarak CRC karsinogenezinde birden fazla basamak, birden fazla
anahtar olay oldugu sonucuna varilmasini saglamistir. APC mutasyonlari, sporadik
kolon kanserlerin %80’inde en erken ve bir olasilikla baslangi¢ olayidir. Adenomdan
karsinoma gidiste meydana gelen mutasyonlar sirasinda, bir takim ek mutasyonlar
gerceklesir. Fakat bunlarin mutlaka sirasi ile olusmasi zorunlulugu yoktur. Sadece bir

tek olaylar dizisi degil, genomdaki alterasyonlarin tamaminin birikimi ile neoplastik
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lezyonun boyutlarinin, displazi seviyesinin ve invazyon potansiyelinin artisi

gergeklesir (Sekil 2.6) (24).

Orta seviya L) e

SMAD2Z,SMAD4 TP53
Kromozom 18g Kyomozom I7p

Kromozomal istitrarsizlv:

Sekil 2.6. Klasik kolorektal adenom-karsinom dizisi (87).

2.2.6. CRC'lerde Evrelendirme

Kolorektal karsinomlar1 evrelemede ti¢ farkli sistem kullanilir:
e Dukes sistemi
e Astler-Coller sistemi
e TNM sistemi

Dukes 1932°de rektal karsinomlarin evrelemesinde yeni bir sistem olusturdu
ve Dukes'in bu evrelendirmesi kolon karsinomlarma da uygulanmistir. Prognozla
direkt iliskisi oldugundan dolayr Dukes sistemi giiniimiizde pek c¢ok kisi tarafindan
kullanilmaktadir. Bu sistemde siniflama lenf bezi tutulumu ve tiimoriin derinligine

gore A,B,C olarak yapilmistir. 1936 yilinda Dukes, kendi siiflamasini modifiye
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ederek C evresini C1 ve C2 seklinde degistirmistir. Dukes smiflamasi kolay ve
anlasilir olmasi nedeniyle 6nemini korumaktadir. 1954 yilinda Astler ve Coller yeni
bir evreleme sistemi gelistirmistir ve temelde Dukes sistemine benzemekle birlikte,
derinlikleri farkli olan tiimorlerde lenf diiglimii tutulumunu da degerlendirmesiyle

farklilik gostermektedir (Tablo 2.2) (88).

TNM siniflamasim1 kullanan Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC)
kolon kanseri evrelemesi 2003 yilinda giincellenmistir. Evre II ve III hastalar
boliinerek ayrica siniflandirilmis ve vaskiiler ya da lenfatik invazyonlar dahil
edilmigtir. Timor ya da T evresi, timor boyutunun aksine barsak duvarina
penetrasyon derinligini tanimlamaktadir. AJCC evreleme sistemi, tutulu lenf nodu
sayisini sagkalimin onemli bir gostergesi olarak sorumlu tutmaktadir. Dort ya da
daha fazla sayida pozitif lenf nodu veya bagirsak duvarina gros ve mikroskobik
penetrasyon diisiik sagkalima neden olmaktadir. Bazi evre II hastalar heterojen
sonuclar sergilemektedirler ve yliksek relaps riskiyle, nod pozitif hastalarinkine

benzer sonuclara sahiptirler (89).

Tablo 2.2. TNM evrelendirmesi (90).

Evre TNM Dukes Tumor invasyon | 5 yilik yasam
siniflamas1 | derecesi

0 TO,NO,MO Gozle gorualir tumor
yok %97

| T1,NO,MO0 A TUmor muskdilaris

I T2. NO.MO mukoza ve submukoza %90
sinirlt

I T3,NO,M0 Bl TUumor muskularis %78

T T4.NO.MO B2 propriaya sinirlt %63

11 T1-4,N1,M0 C1 Tamor serozaya %056-65

1 T1-4.N2,M0 C2 ulasmus, komsu organ ™gr56737
tutulumu olabilir.

v T1-4,N1-2,M1 D Uzak metastaz var %1

Tis: Insitu karsinom NO: Lenf nodu tutulumu yok

T1: Submukoza invazyonu N1: 1-3 lenf nodu tutulumu

T2: Muskdlaris propriaya invazyon N2: > 4 lenf nodu tutulumu

T3: Seroza invazyonu MO: Uzak metastaz yok

T4: Komsu organ invazyonu MO: Uzak metastaz var
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2.3. Dolasan Tiimor Hiicreleri (CTC)

CTC'ler primer timorler ve/veya metastatik bolgelerden tiiremis periferik
kanda dolasan tiimor hiicreleridir (91). Kanser hastalarinda CTC'lerin varligi ilk
olarak Thomas Ashworth tarafindan 1869 yilinda saptanmustir (92). CTC'leri 1959
Salgado ve arkadaslar tarafindan filtreleme, 1960 yilinda Alexander ve Spriggs
tarafindan ise sedimentasyon yoluyla algilama ydntemleri hakkinda ilk raporlar

yaklasik 100 yil sonra ortaya ¢ikmistir (93).

CTC'lerin metastatik lezyonlarin baslatilmasinda yiiksek etkisinin oldugu bir
cok calismada kanitlanmistir. Fakat CTC'lerin metastatik yayilima ve metastazin
ilerlemesine katkisi olup olmadigi belirsizligini korumaktadir (11). CTC'lerin kanda
bulunduklar: siire kisadir ve morfolojisi oldukca heterojendir. CTC'lerin bu strecte
rastgele ya da belirlenen 6zel bir biyolojik programinin olup olmadigi hala tartigmali

bir konudur (94).

2.3.1. CTC ve Metastaz iliskisi

Kanserle iligkili mortalitenin ana nedeni tiimor metastazidir, ancak bu sireg
heniiz net aydinlatilmamustir (12). Malign bir timdriin metastatik yetenegi kazanmasi
invaziv ve motilite 6zellikleri ile baslar (23,30). Kanser hiicrelerinin tek tek ya da
kiime halinde ayrilmasi, primer tiimor dokusundan uzaklagma yetenegi kazanmasi,
cevre dokulara go¢ etmesi, kan dolasimi ya da lenfatik sisteme girisi, belirli bir
timoriin metastatik 6zelligini belirgin hale getirir (7). CTC'lerin yabanci dokularda
metastaz baslatabilecegi diistiniilmektedir (95). Kanserin CTC sayisi ile korelasyonu
yapildiginda, CTC sayisinin metastazda artis gosterdigi ve niiks etme siiresini
kisalttigi belirlenmistir (12). Ayrica CTC'lerin heniiz metastatik hiicreler olduklari
kanitlanmasa da akside heniliz kanitlanmis degildir (96). CTC'lerin metastaz
hiicrelerinin kaynagi oldugu kanitlanirsa, tiimor evreleme kriterlerinde ayrilmaz bir
parca haline gelecegi asikardir. Bundan dolayr su anda primer tumorlere
odaklanilmistir (11). Epitelyal kanserli hastalarin kanlarinda CTC olmas1 ve sikligi
kanser metastazinda Onemli bir asamadir ve hastaligin evresi ve tedavi

degerlendirmeleri ile ilgili degerli bilgiler saglar (8-10). Bu nedenle CTC
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biyolojisinin aydinlatilmasi da metastaz karakterizasyonu ve tedavilerde hiicre odakli

yontemlere katkida bulanacaktir (Sekil 2.7) (97,98).
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Sekil 2.7. Metastazlarin gelisimine yol agan baslica adimlar (63).

2.3.2. CTC ve CRC Iliskisi

CTC'nin analizi, hastaliga kars1 yanit1 degerlendiren ve hastalar i¢in terapiyi
hedefleyen, minimal invaziv bir “sivi biyopsisi” igin bir firsat sunmaktadir (99).
Doku biyopsisi, sivi biyopsi ile karsilastirildiginda genellikle teknik zorlugu vardir
ve hasta agisindan sikintilidir, ancak CTC belirlenmesi i¢in sivi biyopsi yapilmasi
kan alimi kolaylig1 nedeniyle rutin gerceklestirilebilir (100,101). Klinik 6nemine
ragmen CTC arastirmalar iizerinde ilerleme kanda nadir goriilmesi, verimli ve
saglam CTC ayirma tekniklerinin eksikliginden dolay1 engellenmektedir (102).
CTC'ler yalnizca kanser hastalarmin periferik kanlarindaki 10°-108 I6kosit sayisinda
1'dir (103). Bu nedenle CTC'leri zenginlestirmek ve tespit etmek igin son derece

hassas dlcimler gereklidir (104,105).
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CRC'in patogenezi gelismis hiicrenin hayatta kalmasi, farklilagmasi ve
cogalmasi dahil olmak tiizere ¢esitli strecleri igerir (5). Aslinda, metastaz CRC
hastalarinda baglica 6liim sebebidir ve karaciger kolorektal karsinomunun metastaz
yayilim yaptig1 en sik bolgedir (6). Birgok grup real-time PCR (RT-PCR) ya da
immiinolojik teknikler kullanilarak CTC tespitinin CRC ilerlemesi ve kotu prognoz
ile iliskili oldugunu bildirmistir (106-108). CRC'de CTC sayimlar1 ve metastatik
niiks arasinda 6nemli korelasyonlar oldugu belirlenmistir (109). CTC'lerin cut-off
degerleri 7.5 ml kana dayali olarak degerlendirildiginde metastatik meme (=5),
prostat (=5) ve kolorektal (>3) kanserinde genel sagkalimda kotii prognoz olmasini

tahmin edilebilecegi gosterilmistir (110).

CTC'lerin  yuksek heterojenik morfolojileri ve molekiiler yapilart
birlestirildiginde kandan izolasyonu teknik agidan zor hale getirir ve Klinikte
potansiyel belirte¢ olarak kullanimini sinirlandirmaktadir (97). Ek olarak epitelyal-
mezenkimal doniisiim nedeniyle CTC sayilarimin tespiti zordur. Son 10 yilda,
mezenkimal kan hcrelerinin EpCAM ve CK ekpresyonu olmadigidan dolayi
CTC'lerin belirlenmesinde bu epitelyal belirtecler kullanilmistir. Ancak epitelyal
timor hicreleri EMT gecirebilir. EMT sonrast migrasyon ve invasyonun plastisite ve
kapasitesi artarken, CTC'ler arasinda epitelyal belirteglerin ekspresyonu azalr (111).
Ayrica genel kriter olarak CTC'ler 16kosit antijeni CD 45 i¢in negatif, bazi

sitokeratinler i¢in pozitif tanimlanmaktadir (112).

2.3.3. CTC Belirleme Teknolojileri

Son yillarda CTC'lerin tespiti ve zenginlestirmesi ic¢in cesitli cihazlar
gelistirilmistir (111). CTC alaninda yayilan tiimoérlerin biyolojisi ve ozellikle de
potansiyel kok hiicre benzeri 6zellikleri ile timor hicreleri etkileyen EMT (zerinde
yogunlagilmistir (113). Sonug olarak bir ¢cok grup EMT olan CTC'leri secen ve
belirleyen yeni araglar1 optimize etmistir (Sekil 28). Son c¢alismalarda, CTC
Olcumleri genellikle bir zenginlestirme asamasi ile baglamaktadir. Bu basamak
CTC'lerin yogunlugunu artirir ve tiimoér hiicrelerinin  kolay algilanmasini
saglamaktadir. Bu zenginlestirme basamaklari biyolojik ve fiziksel 6zelliklere dayali

olarak ya pozitif zenginlestirme ya da negatif zenginlestirme olabilir. Ayni cihazda
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fiziksel ve biyolojik oOzelliklere dayali olarak pozitif ya da negatif CTC
zenginlestirme kombine edilebilir. CTC'ler daha sonra immiinolojik, molekuler ya da

islevsel Ol¢timleri kullanarak tespit edilebilir (111).
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Sekil 2.8. CTC zenginlestirme ve saptama yontemleri (114).

2.3.3.1 Biyolojik Ozelliklere Dayalh CTC Zenginlestirme Stratejileri

1998'de Racila ve arkadaslari, immin affinite ile CTC zenginlestirmesini
rapor etmistir ve bu yontem en ¢ok kullanilan ydntemlerden birsidir. Bu strateji
Birlesik Devletler Gida Ve llag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis ve kullanilan
bir stratejidir. Hucreleri yakalamak igin bu yontemde ifade edilen spesifik biyolojik
belirtecler olan EpCAM ve CD45 gibi biyolojik belirtegler kullanilir. Hicrelerin
se¢cimi i¢in kullanilan antikorlar hiicrelerin bir manyetik alan iizerinden

yakalanmasina izin verir. CTC'ler tarafindan ifade edilen heterojen yiizey belirtecleri

26



dizisi bugiine kadar CTC'ye spesifik evrensel bir antijenin tanimlanmasii imkansiz

hale getirmistir (115).

Afinite tabanli CTC zenginlestirme teknolojileri, CTC'leri tiimor iliskili
antijenler ile 0©zel olarak hedefleyerek vyakalar yani pozitif zenginlestirme
yapmaktadir veya hematopoietik hicreleri hedef alan CD45 ile negatif
zenginlestirme yapmaktadir. Pozitif zenginlestirme yiiksek hiicre saflifina sahiptir bu

da antikor 6zgiilliigiine baghdir (95,116,117).

Biyolojik Ozelliklere Dayali Pozitif Zenginlestirme Teknolojileri: Pozitif

secilim igin epitel belirteglerini kullanan teknolojilerin karsilastigi dezavantajlara
ragmen, CellSearch'iin prognostik degeri ile periferik kandaki EpCAM+/CK+/CD45-
prostat ve kolorektal kanserler hastalarin izlenmesine yardimci olmak i¢in FDA

tarafindan onaylanan tek CTC teknolojisidir (9,10).

CTC tespiti igin piyasada bulunan diger bir platform AdnaTest'dir. AdnaTest
manyetik, antikor kapli boncuklar kullanarak CTC'leri zenginlestirir. Yalnizca anti-
EpCAM antikorunu kullanan CellSearch'lin, aksine AdnaTest bir antikor kokteyli
kullanmaktadir. Kanser turine spesifik antikorlar secildikten sonra, yakalanan
CTC'ler izlenir ve test edilir. Cesitli kansere bagli Musin-1 (MUC-1) ve Epidermal
blylime faktor reseptori-2 (HER2) gibi timor isaretleyicilerinin ¢oklu ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanarak; oélgilen timor
tanimlayicilar1 belirlenmis bir esigin iizerindeyse (Adnagen,>0.1 ng/uL'yi Onerir)

CTC pozitif olarak tanimlanmaktadir (118).

Immiin manyetik ayrima dayal bir diger zenginlestirme teknolojisi manyetik
hiicre ayirict (MACS)dir. MACS, zenginlestirme (anti-EpCAM) veya azaltma (anti -
CD45) icin antikorlara konjuge edilmis manyetik nanopartikiiller (10 - 85 nm ¢ap) ile
etiketlenmis hiicreleri yakalamak i¢in yiiksek gradyanli manyetik ayirma
kullanmaktadir. Numune, manyetik olarak isaretlenmis hiicrelerin yakalanmasini ve
daha sonra da eliisyon edilmesini saglayan manyetik alan varliginda ve yoklugunda
manyetiklesebilen plastik kapli ¢elik tutucu dolu bir kolondan gecirilmektedir.

MACS teknolojisinin benzersiz tasarimi, biiyiik bir ylizey alani/hacim orani olan
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malzemeler boyunca (Uretilen gucli manyetik alanlar iceren, istenilen hicre

popiilasyonlarimin etkin sekilde yakalanmasini saglar (119).

Immiin manyetik zenginlestirme teknolojisi olan MagSweeper, nispeten
yuksek saflikta CTC'leri izole etmektedir ve birgok CTC izolasyon teknolojisinden
farkli olarak, tam kani santrifiijleme veya kirmizi kan hiicresi lizisi olmadan isleme
yetenegine sahiptir (120). CTC'ler robotik olarak kontrol edilen bir manyetik ¢ubugu
kullanarak onceden karistirilmis 6rnekler iceren oyuklar yoluyla adsorbe edilmis
antikor kapli manyetik boncuklar ile manyetik olmayan etiketli hicrelerin,

ayrilmasini saglayan otomatik bir sistemdir (121).

Nagrath ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen CTC-Chip Anti-EpCAM
antikoru ile kimyasal olarak islevsellestirilen 78.000 mikrotablon dizisinden
olugsmaktadir. Mikro-direklerin geometrik diizeni ve akiskan akis hizi, antikor kapl
direklere hiicre baglanmasini tesvik etmek i¢in optimize edilmistir. Mikroakiskan
teknolojilerin karakteristik dezavantajlarindan birini vurgulayan optimum yakalama
icin 1-2 ml/saat'lik bir akiskan akisi se¢ilmesidir; diisiik tiretim orani ve biiyiik

numune hacimlerine dayaniksiz olmasidir (122).

CTC-Chip'in gelistirilmesinin ardindan, CTC zenginlestirmesi i¢in bir dizi
farkli mikroakigkan tabanli stratejiler ortaya ¢ikmustir. Bu cihazlardan biri olan
geometrik olarak giliclendirilmis diferansiyel immiinokapisyon (GEDI) cihazi,
spesifik olmayan 16kosit yapismasini en aza indirgemek i¢in antikor kapli mikro-

direkleri kullanarak pozitif zenginlesmeyi hidrodinamik kromotografiyle birlestirir
(123,124).

OncoCEE (hiicre zenginlestirme ve ekstraksiyon), CTC yakalama i¢in bir
antikor kokteyli kullanarak klasik anti-EpCAM yaklasimina ters diisen mikro-posta
dayali bir cihazdir. Anti-EpCAM'a ek olarak, OncoCEE antikoru kokteyli, diger
timor baglantiih HER2, MUC-1, epidermal buyime faktor reseptori (EGFR),
trofoblast hiicre yuzey antijeni-2 (TROP-2) ve mezenkimal isaretleyici antikorlar da
icermektedir. CTC tespitini daha da gelistirmek i¢in OncoCEE sistemi CTC'lere
bagl yakalama antikorlarin1 floresan olarak etiketleyen in situ boyama protokoli
kullanilmaktadir (125).
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Yiizey kimyasinin degisiklikleri gerektiren kompleks mikro-posta dayali
cihazlarin biiyiik 6l¢ekli tiretiminde dogal sinirlamalar vardir (126). Buna ek olarak,
CTC'lerin tespiti ve karakterizasyonu i¢in giinlimiizde kullanilan teknikler yiiksek
¢Oziiniirliiklii goriintiilemeyi gerektiren diger teknikler iizerinde yogunlasmaktadir
(127). Bu kisitlamalar, balik sirtt (HB) ¢ipi, geometrik olarak arttirilmig karistirma
(GEM) c¢ipi, grafen oksit (GO) cipi gibi ylzey tutucu mikroakiskan aygitlarin
gelistirilmesine yol a¢mistir. Mikropost dizileri yerine bu cihazlar CTC'nin

yakalanmasini kolaylastirmak i¢in antikor kaplamali yiizeyler kullanilir (128).

Mikro Olcekte bir imminomanyetik stratejiyi uygulayan bir teknolojinin
ornegi, Ephesia cipidir. Ephesia ¢ipi, mikroakiskan bir kanaldaki 48.000 siitun
dizisine islevsellestirilmis manyetik boncuklarin kendi kendine montajini tesvik eden
manyetik tuzaklar olusturmak igin mikro kontak kullanmaktadir (129). Daha onceki
mikro-post teknolojilerinin  smirlamalardan bazilarimi  yenerek Ephesia ¢ipi

immiinomanyetik siralama ve mikro-post tabanli zenginlestirme tasarimlarini

birlestirir (130).

Bagka bir mikroakiskan tabanli immiinomanyetik yakalama teknolojisi essiz
bir mimariye sahip olan Magnetic Sifter'dir. Diger mikroakigkan tasarimlarin aksine,
Manyetik Sifter yonteminde 3.808 kare manyetik gozenek (40 x 40 um) petek
deseninde diizenlenmistir. Yogun g0zenek dizileri boyunca dikey bir akis

yapilandirmasi ile numune gegirilmektedir (131).

Mikroakigkan kullanan, diger iki otomatik immiinomanyetik strateji;
LiquidBiopsy (Cyvenio) ve IsoFlux™  (Fluxion Biosciences)'de CTC
zenginlestirmesi i¢in kullanilan ticari sistemler icerisindedir. LiquidBiopsy,
miknatislanmis ylizeylere spesifik olmayan baglanmay1 en aza indirgemek icin ¢ok
tabakali bir kilif akist kullanilmaktadir (132). Manyetik nanopartikiller ile
etiketlenmis sabit numune, yogunlugu ayarlanmis iki tampon akimi arasinda merkezi
bir kanal vasitasiyla mikroakiskan cihaza girmektedir. Aslinda numune cihazin
yakalama bolgesinden akarken, biyuk bir manyetik alandan gecer ve etiketli hucreler
saptirilarak cam ylizey iizerinde tutulur. LiquidBiopsy'ye benzer sekilde, Isoflux ™

ayrica siirekli bir akis prosesi kullanir. IsoFlux ™ platformu, mikroakiskan kanallarla
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birbirine bagh ii¢ akigkan rezervuardan (numune kuyusu, izolasyon bdlgesi ve atik

kuyusu) olusur (132,133).

CTC-iChip, mononiikleer hiicreleri, daha kii¢iik kan bilesenleri (kirmiz1 kan
hicreleri, trombositler) ile hidro dinamik boyuta dayali siralama ile ayiran bir mikro
pil dizisini kullanarak tam kan islemesine izin vermektedir (134). CTC'leri, pozitif
veya negatif zenginlestirme kullanarak immiinomanyetik olarak arka plan
hlcrelerinden ayiran mikroakiskan bir immiinomanyetik tabanli CTC zenginlestirme
teknolojisidir (134,135).

CellCollector ™, CTC'leri akarken yakalamak i¢in EpCAM'1 hedefleyen bir
antikor ile fonksiyonalize edilmis yapilandirilmis, bir tibbi teknik olan Seldinger teli

kullanilan yontemdir (136).

Biyolojik Ozelliklere Dayali Negatif Zenginlestirme Teknolojileri: Negatif

zenginlestirme, CTC'leri izole etmek icin dolayli bir yontem kullanmaktadir; CTC ile
zenginlestirilmis bir numuneyi elde etmek i¢in 16kosit gibi arka plan hiicrelerini
hedefler ve ortamda uzaklastirir. Arastirmacilarin CTC'leri klinik 6rneklerden
ayirmak i¢in kullandiklar iki negatif zenginlestirme platformu, ticari olarak satilan
EasySep® sistemi ve Quadrupole Manyetik Ayirici (QMS) sistemlerdir (116,119).
Ek olarak hem zenginlestirme hem de tiiketme yoluyla CTC'leri yakalayan MACS ve
CTC-iChip cihazlarida bu teknoloji platformuna dahildir (134,135).

2.3.3.2. Biyofiziksel Ozelliklere Dayali CTC Zenginlestirme Teknolojileri

Boyut tabanli CTC zenginlestirme teknolojileri, CTC'lerin genellikle
I6kositlerden daha biiyiik bir morfolojiye sahip olduklar bilgisi tizerinde iglev gorur
(137). Bir ¢ok c¢alisma, tiimor hiicreleri, l6kositlerin ve diger kan hiicreleri
boyutlarinin  farkli oldugunu Dbelirtilmistir (137,138). Yapilan bir c¢alismada
mikroakiskan teknoloji kullanilarak toplanan numuneler de, sirasiyla CTC'ler ve
beyaz kan hticrelerinin 12 - 25 um ve 8 - 14 um ¢apinda oldugu gosterilmistir (139).

Bir baska calismada ise, CTC'leri tanimlamak i¢in otomatik dijital mikroskopi
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kullanilmig ve ortalama olarak CTC'lerin, beyaz kan hucrelerinden iki kat daha

biyuk bir sitoplazmik alana sahip oldugu bildirmistir (138).

Yogunluk Tabanli Ayrimlar: Santriftij, CTC izolasyonu icin kaydedilen ilk

yontemlerden biridir (140). 1959 yilinda Seal, kirmiz1 kan hiicreleri, 16kositler ve
kanser hiicreleri i¢in 6zgiil agirlik sirasiyla 1.092, 1.065 ve 1.056 g/mL'dir ve bu

farkliliklari kullanarak ayrim yapan cihaz icat edilebilecegi teorilestirmistir (140).

Gliniimiizde, farkli parcaciklar1 yogunluklarma dayanarak ayirmada
yogunluga dayali gradyan kullanilir. CTC izolasyonu igin gelistirilmis olmasa da
arastirmacilar, bu uygulamada Ficoll-Paque® kullanmislardir. CTC izolasyonu igin
tasarlanmis OncoQuick® yogunluk temelli degrade santrifiijii ve ayirma ortaminin
ustinde goOzenekli bir bariyerin sisteme entegre edilmesiyle eritrositler ve bazi

I6kositler gegmesine izin verirken CTC'lerin yakalanmasini saglar (141).

RosetteSep™ CTC Zenginlestirme kokteyli kullanarak istenmeyen hiicrelerin
daha da tikenmesi igin benzersiz bir yontem sunmakta olan yogunluk santrifiijii ile

immiinoafinite dayal zenginlestirme yontemidir (142).
AccuCyte zenginlestirmesi hedef hiicreleri izole etmek i¢in sirali yogunluk
fraksiyonlamay1 kullanan yogunluk tabanli bagka bir zenginlestirme yontemidir

(143).

iki ve Uc Bovutlu Alanlarda Mikro Filtreleme:

Iki Boyutlu Mikrofiltrasyon Sistemleri: 1964'de Seal, CTC'lerin kan
hiicrelerinden daha biiyiik, daha kat1 bir fenotip sergiledigini goz oniine alarak, CTC
zenginlestirmesi i¢in ilk mikrofiltrasyon diizenegini yapilandirdiginda, CTC
izolasyonu igin yeni bir yontem ortaya koymustur (144). ISET® (Rarecells
Diagnostics) ve ScreenCell® (ScreenCell), CTC zenginlestirmek i¢in track-etched

membranlari kullanan iki ticari sistemdir (145,146).

Uc Boyutlu Mikrofiltrasyon Sistemleri: FaCTChecker (Circulogix)

mikrofiltresi iki gozenekli parylene-C tabakasindan olusur; alt katman, altigen olarak
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dizenlenmis 8 pum'lik gozenekler icerirken, iist katman alttaki zardaki ilgili altigen
desenlerle hizalanan daha buyik 40-um gozenekler igerir (147). Sarioglu ve
arkadaglarinin gelistirdigi bir diger yontem ise ¢ boyutlu Cluster-Chip adi verilen
CTC kiimelerini yakalamak i¢in 6zel olarak tasarlanmis bir mikrofiltrasyon sistemi

olup zenginlestirme teknolojileri arasinda bulunmaktadir (148).

Inertial Odaklama: Inertial odaklama, iki kuvveti kullanarak mikroakiskan

aygitlardaki momentum etkilerinin uygulanmasi yoluyla, boyutu temel alarak

dolasimdaki tiimor hiicrelerini diger kan hiicrelerinden pasif olarak ayirmaktadir

(149).

Dielektroforez: Hiicre ayiriminda yenilikgi bir yaklasim olan dielektroforez

(DEP), hiicre yapisina (hiicre zar1, ¢ekirdek, organeller), morfolojiye (boyut, sekil) ve
hiicrenin fenotipine bagli olarak farkli hiicrelerin farkli elektriksel yaklagimlarini
kullanmaktadir (150). ApoStream®, CTC zenginlestirme i¢in Dielelektroforetik alan
akis fraksiyonasyonu (DEP-FFF) kullanan ticari bir sistemdir. Ticari teknoloji
DEPARray™, tek tek kontrol edilebilen elektrotlar dizisi vasitasiyla iiretilen DEP

kafeslerinde tek hucrelerin tutulmasi saglayan bir sistemdir (151).

2.3.3.3. Dogrudan Gériintiileme Yontemleri

Zenginlestirme teknolojilerinin tiimii, zenginlestirme basamaginda yakalanan
hiicrelerin kimliginin daha sonra dogrulanmasii gerektirir. Genel olarak, bu
dogrulama, CTC'lerin DAPI+/CK+/CD45- olarak tanimlandigit DAPI, CK ve CD45
immiin boyama ile yiiksek ¢0Oziniirliiklii gorlintiilleme yontemi kullanilarak
gerceklestirilmektedir (152). Zenginlestirme, incelenmekte olan toplam hiicre
sayisinl azaltmasma ragmen, Orneklem goriintileme ¢ok zaman almaktadir. Bu
nedenle, arastirmacilar zenginlestirmeyi takiben goriintiilemenin verimliligini
artirmak i¢in CellSearch, DEPArray ve Modular CTC Sinusoidal Microsystem gibi
teknolojiler kullanmaya baslamiglardir (153). Bu sistemlerin ortak 6zelligi minimum

hiicre kayb1 ve kisa siirede goriintiileme yapabilmesidir (152).
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Zenginlestirmesiz  Goriintiileme  YoOntemleri: Yalnizca goriintiilemeye

dayanan CTC algilama platformu FASTcell™ ve CytoTrack'i icermektedir.
FASTcell™ sisteminin merkezindeki fiber optik dizi tarama teknolojisi sitometrisi,
geleneksel optik sistemlerden ¢ok daha genis bir gorlis alan1 saglayan genis bir
toplama deligi olusturmak igin bir dizi optik fiber kullanmaktadir (154). Buna ek
olarak, bir lazer 15181 kaynaginin ve hassas bir dedektoriin kullanilmasi goriintiileme
icin gerekli poz siiresini azaltir. FASTcell™'e benzer sekilde, CytoTrack sistemi
ornekleri ylksek oranlarda onceden ekranlar ve ek olarak gorunti analiz ve
dogrulama i¢in olasi CTC hedeflerini kaydeder. CTC'leri saptamak i¢in bir baska
benzersiz, etiketsiz yontem fotoakustik akis sitometrisidir (PAFC). PAFC, gercek

zamanl algilama igin lazer tabanli teknoloji kullanmaktadir (154,155).

Fonksiyonel Teknikler: CTC zenginlestirme ve izolasyonu i¢in canli hiicresel

aktivitenin ozelliklerini kullanmaktadir (27). Spesifik salgilanmig/salinan/birakilan
timor baglantili proteinlere dayanan CTC'leri yakalayan Epithelial immunoSPOT
Assay (EPISPOT) gibi CTC'lerin fonksiyonel 6zelliklerini kullanan teknolojiler,
birkag farkli kanserde dogrulanmistir (156). Invaziv CTC'lerin matrislere tercihli
olarak yapismasindan istifade eden bir baska fonksiyonel test olan Vita-Assay ™

(Vitatex) metastatik prostat ve meme kanserinde de test edilmistir (157,158).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Etik Kurulu'ndan 02.02.2015 - 10 No'lu
karar ile “Kanda dolasan tlimor hiicrelerinin kolorektal kanserli (CRC) hastalarda FC
ile tespiti” c¢alismasi igin izin alinmustir (EK-1). CRC hastalarindan alinan ve
calismada kullanilan kan numuneleri Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi  Onkoloji CRC

evrelendirilmesi yapilmis olup hi¢ tedavi almamis ve tedavi plani yapilmis 10 birey

Klinigi'nden temin edilmistir. teshisi  konulmus,
deney grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak ise higbir kanser
sliphesi tasimayan 7 saglikli birey calismaya dahil edilmistir. Goniillii deney ve
kontrol grubu bireylerine ¢aligma ile ilgili bilgi verierek ¢alismaya dahil edilmeleri

icin onaylar1 alinmistir (EK-2).

3.1.Materyaller

3.1.1. Cahismada Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlar Tablo 3.1.'de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan alet ve cihazlarin listesi.

Adi

Markasi ve Modeli

Buzdolabi (+4 C°):

Klimasan/S 900 SC DD

Sogutmali Santrifiij

Hettich/Universal 320 R

Hassas Terazi

MRC/ASB-220-C2

Otomatik Pipetler

Eppendorf, A.B.T.

Manuel Pipet Kontroler Eppendorf/Easypet 3
Dijital Kronometre Isolab

Vorteks Isolab/622.01.001
Karistiric IKA/RH Basic 2
Isik Mikroskop Nikon/Eclipse E100
Distile Su Cihazi ELGA/LAG21

Akim Sitometri Cihazi

BD FACSAria™ I11 Cell Sorter

Thoma Lami

Isolab

MACS LD Kolon, Miknatis ve Stand

Miltenyi Biotec
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3.1.2. Caliymada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler ve sarf malzemeler Tablo 3.2. ve

Tablo 3.3.'de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler listesi.

Ad1

Uretici Firma

Pastor Pipeti ( 3 mL'lik)

ISOLAB, Wertheim, Almanya

EDTA'l: Vakumlu Kan Tiipii

LP ITALIANA SPA, Milano, italya

Falkon Tupler 15mL, 50mL

ISOLAB, Wertheim, Almanya

Otomatik Pipet Uglar1

ISOLAB, Wertheim, Almanya

Serolojik Cam Pipetler

Corning, New York, ABD

Lamel ISOLAB, Wertheim, Almanya
Tartim Kaplari ISOLAB, Wertheim, Almanya
Spatil ISOLAB, Wertheim, Almanya

Akim Sitometri Tiipii

BD Biosciences, San Jose, ABD

Tablo 3.3. Calismada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi.

Ad1

Uretici Firma

Fosfat Tamponu

DPBS(1X) Gibco, Life Tech, ABD

Fikol

Merck Millipore, Darmstadt, Almanya

Bovin Serum Albimin(BSA):

Biowest, Nuaille, Fransa

Etilediamidin Tetraasetik Asitli

Disodyum (Na;EDTA):

Genaxxon, Almanya

Cellwash Soliisyon

BD Biosciences, San Jose, ABD

Cytofix Fiksasyon Tampon Cozeltisi

BD Biosciences, San Jose, ABD

Stainbuffer Solusyon

BD Biosciences, San Jose, ABD

10x Perm Wash Tampon Cozeltisi

BD Biosciences, San Jose, ABD

Perm Buffer I1l Tampon Cozeltisi

BD Biosciences, San Jose, ABD
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3.1.3. Cahsmada Kullanilan Antikorlar

Calismada kullanilan antikorlar Tablo 3.4.'de gosterilmistir.

Tablo 3.4. Calismada kullanilan antikorlar listesi.

Ad1

izotipi

Uretici Firma

Mouse Anti-Human CD45-
APC-H7

APC-H7 Mouse 1gGI Kappa
Isotype Control

BD Biosciences, San Jose,
ABD

Anti-EpCAM-PE

PE Mouse 1gGI Kappa Isotype

Control

BD Biosciences, San Jose,
ABD

Mouse Anti-Human
Cytokeratin 14,15,16 and 19-
Alexa Fluor 647 (Poliklonal)

Alexa Fluor 647 Mouse IgGl
Kappa Isotype Control

BD Biosciences, San Jose,
ABD

Anti-Cytokeratin 7,8-FITC
(Poliklonal)

FITC Mouse 1gG2a Kappa
Isotype Control

BD Biosciences, San Jose,
ABD

CD45 Mikro-boncuklar

Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Almanya

3.1.4. Cahismada Kullamilan Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

MACS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi:

hazirlanmistir. MACS tampon ¢ozeltisi taze olarak kullanilmig ve 2-8°C' de

saklanmustir.

1X Perm/Wash Tampon Cozeltisi Hazirlanmasi: 10X olan Perm/ Wash buffer

1/10 oraninda alinarak distile su ile diliie edilir. Her bir kan 6rnegi i¢in 800 pL

Perm/Wash buffer 7200 uL distile su ile karistirilir.
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CD 45 manyetik ayirim
basamaginda her bir kan 6rnegi i¢cin 20 mL PBS (pH 7.2), 0.1 g BSA (%0.5'lik) ve

0.015 g NaEDTA (2mM) kullanilarak karistirici iizerinde tapon ¢oOzelti




3.2. Yontemler

CRC hastalar1 ve saglikli bireylerin kan ornekleri EDTA igeren 7.5 mL'lik
tiiplere alinmig CTC tespit protokolii uygulanmistir (159).

3.2.1. Zenginlestirme Basamagi: Fikol Yogunluk Gradientli Santrif(j

Periferik kanda bulunan mononiikleer hiicreler veya cogunlukla PBMC olarak
bilinen hiicre kiimesinin izolasyonunda kullanilan en popiiler yontemdir. PBMC
oncelikle 9%60-90 lenfosit, %10-30 monosit ve %2 dentritik hicre icerir.
Lenfositlerin alt popiilasyonlar1 da mevcuttur. Yontemde kullanilan en 6nemli
bilesen fikoldiir. Fikol notr, yiiksek kiitleli, ¢ok dalli, hidrofilik bir polisakkarittir
(160,161).

7.5 mL kan 6rnegi 50 ml’lik falkon tiipe alindiktan sonra 1:2 oraninda PBS
ile kan Ornegi diliie edilmistir. 1:1 oraninda fikol iizerine yavas ve seri olarak
eklenmistir. Hazirlanan 6rnek 20°C, 300 g'de, 25 dakika (hiz: 9/1) santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan plazma tabakast PBMC’yi dagitmadan pastor
pipet ile uzaklastirilip, yeni bir S0 mL’lik falkon tiipe PBMC toplanmistir (159).
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Kan Smepi ile
PBS

Kan omezi

Kan émegi ile

PBS

Sekil 3.1. a) Kan 6rnegi b) PBS ile seyreltilen kan 6rnegi ¢) Fikol gradyan
ayrimi oncesi kan 6rnegi d) Santrifiij sonra kan drnegi (159).

Toplanan PBMC iizerine 10 mL PBS eklenir ve ayn1 sekilde 20°C, 300 g'de,
10 dakika (hiz: 9/1) santrifiij edilerek yikama gergeklestirilir. Ikinci bir defa yikama
islemi ayni sekilde tekrar edilmistir. Pelet, 500 uL PBS ile kirilir ve {izerine 9,5 mL
PBS eklenerek son hacim 10 mL'ye tamamlanmistir (159).

3.2.2. Thoma Lamu ile Hiicre Sayimi

Thoma laminda 16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25 kii¢lik kare olmak iizere
toplam 400 kiiciik kare vardir. Sayim bu karelerde yapilir. Thoma laminda sayim
sonucu A x SF x 10.000 formiilii kullanilarak hesaplanir. Burada A = 16 biiylik
karede sayilan hiicre sayisi, SF ise seyreltme faktoriidiir. 10.000 ise 0,1 mm? ' deki
sayim sonucunu 1 ml'deki sayiya doniistiirmek ve standart sonu¢ elde etmek icin

kullanilan bir degismez olarak kabul edilmektedir (162).
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Elimizde bulunan 10 mL’lik 6rnek pipetaj yapilarak 10 pL alinmis ve Thoma
lamina yiiklenmistir. Mikroskopta 3 ayr1 kare sayilarak ortalamasi alinmis ve toplam

hiicre sayis1 hesaplanmistir (159).

3.2.3. Zenginlestirme basamagi: CD 45 Negatif Inmunomanyetik Ayrim

Fikol sonrasi lokositleri ortadan uzaklastirip, CTC bulunan PBMC
yogunlugunu artirmak i¢cin MACS teknolojisi kullanilmistir  (159). Hicre
yiizeyindeki spesifik antijenler kullanilarak manyetik mikro boncuklar ile
etiketlenerek CD45 negatif seg¢ilim yapilmist.  MACS teknolojisi, MACS
Microbeads, MACS LD kolon ve separatorden olusmaktadir. Matriks tabanli canli
hiicre ayrimi yiiksek saflik saglayan kolonlar kullanilarak saglanir (163).

MACS microbeads, hiicre yiizeyi tizerinde belirli bir antijene karsi yiiksek
duzeyde spesifik antikorlara konjuge edilmis 50 nm siiper paramanyetik
parcaciklardir (159). Kiiciik boyutlariyla hiicreleri aktive etmezler ve hiicre yiizeyi
epitoplarint  doyurmazlar. MicroBeads toksik degildir ve biyolojik olarak
parcalanabilir. Biyolojik uyumluluk igin Uluslararas1 Standart (ISO) ve Amerikan
Farmakopesi (USP) kurallarina gore test edilmistir. MACS microbeads her zaman

stispansiyon halindedir, hizl1 baglama kinetigi ve kisa etiketleme prosediirlerine izin
verir (163).

MACS kolonlar, hicre icin uygun bir kaplama ile kaplanmis ferromanyetik
kiirelerden olusan bir matris igerir. Bir manyetik ayirici iizerine yerlestirildiginde,
kiire manyetik alan1 10.000 kat artirir, bdylece kolonda yiliksek bir gradyan
olusturur. Manyetik olarak etiketlenmis hiicreler siispansiyon halinde siitun igerisinde
tutulur ve aslinda siitun matrisini "baglamaz". Bu suspansiyon, hicreler tzerindeki
stresleri en aza indirir ve hiicre agregasyonunu 6nleyerek etkin steril yikama saglar

(Sekil 3.2) (163).

Etiketsiz hiicreler gecerken manyetik olarak isaretlenmis hiicreler siitun

icinde tutulurlar. Akis, etiketsiz hiicre fraksiyonu olarak toplanabilir. Kisa bir yitkama
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adimindan sonra, kolon ayiricidan ¢ikarilir ve manyetik olarak isaretlenmis hiicreler
kolondan ayristirilir. BOylece, MACS MicroBead Teknolojisi ile etiketli ve
etiketlenmemis hiicreler kolayca yiiksek saflikta izole edilebilir (163).

Sekil 3.2. a) LD Kolon b) MACS hiicre ayrimi sistemi (163).

Hiicre sayisi bilinen ornek 20°C, 300 g'de, 10 dakika (hiz: 9/1) santrif{j
edilmistir. Sadece pelet kalacak sekilde siipernatant pastor pipet ile atilmistir. Hiicre
sayisina gore oranlanarak pelet Gzerine 107 hiicreye karsiik 80uL olacak sekilde
MACS tampon ¢ozeltisi eklenerek pelet kirilmustir. Tekrar iizerine 107 hiicreye
karsilik 20uL. CD45 manyetik boncuk olacak sekilde hesaplanarak eklenmistir. 4-
8°C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edilerek bu agamadan sonra deneyin geri kalan
basamaklar1 4° C’de gergeklestirilmistir (159).

Inkiibasyon sonrasi, hiicre sayisina gére 107 hiicreye 1 mL karsilik gelecek
sekilde hesaplanan MACS tampon ¢ozeltisi hicre soliisyonu uzerine eklenerek 4°C,
300 g'de, 10 dakika (hiz: 9/1) santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra pelet kalacak
sekilde siipernatant atilmis ve LD kolon kullanildig1 igin 1.25x108 hiicreye karsilik
500uL MACS tampon ¢ozeltisi eklenmistir (159).

Manyetik ayrim i¢in kullanilacak magnet standa yerlestirilmis ve iizerine LD
kolon yerlestirilmistir. Kolon gozeneklerinin agilmasi i¢in 2 mL MACS tampon
¢ozeltisi ile kolon yikanmig ve akan ¢ozelti toplanarak atilmistir. Tim ¢O6zelti
kolondan aktiktan sonra Grnegin toplanacagi yeni bir 15 mL’lik falkon tup kolon
altina yerlestirilmis ve 6rnek kolondan gecirilmistir. Ornek kolondan gectikten sonra

kolon 2 kez 1 mL MACS tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Yikamalarin ardindan
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Iokositleri ayrilmis ve CTC igeren PBMC soliisyonu kolondan uzaklastirilmistir.

Thoma laminda tekrar sayim yapilarak hiicre sayisi hesaplanmistir (159).

3.2.4. Akim Sitometrisi Ile Pozitif Secilim Goriintiilleme Basamag

Akim sitometri, tek hiicre stispansiyonu halindeki hiicrelerin bir akis kanali
boyunca tek hiicre seviyesinde lazer oniinden gecerken yansiyan foton seviyesinin
Ol¢timiine bagl olarak hicrelerin buyiklik (0.2-150um), grandlarite ve floresans
Ozelliklerine gore hiicre popiilasyonlarini, organelleri veya benzer buyiklikteki

partikiilleri kantitatif olarak arastirma imkani saglayan bir cihazdir (164,165).

FC 3 ana sistemden olusmaktadir. Hidrolik sistem akis sistemidir ve
partikiillerin lazer O6niinden gegisi i¢in tasiyict sistem olarak gorev almaktadir. Optik
sistem lazer Oniinden gegen hiicrelerden agiga ¢ikan sagilimin ¢apraz ve silindirik
filtreler ile toplanarak diizgiin bir sekilde foto-dedektore aktarilmasinda gorev
almaktadir. Elektronik sistem elde edilen optik sinyalin elektrik sinyaline ¢evrim ve

analiz igin bilgisayara aktarimindan sorumludur (164,165).

Stispansiyon halinde hazirlanan hiicreler analiz i¢in floresan isaretli
monoklonal antikorlar ile direkt/indirekt yoldan isaretlenir. Sistem floresan
yogunlugu 06l¢limii prensibine dayali oldugundan isaretli hiicrelerden floresani agiga
cikaracak gii¢c kaynagi olarak lazer kullanilmaktadir. Siispansiyon halindeki hiicreler
hava basinci ile sivi i¢inden gegcirilir. Stvinin ¢ok hizli akisi1 yiiksek bir hidrostatik
basing olusturur ve bu basingla hiicreler akis kabinine gelirler. Kabinin geometrik
sekli ve sivinin laminar akist hiicrelerin tek bir sira halinde lazer kaynagi oniinden

gecisini saglar (Sekil 3.3) (164,165).

Tek hiicre olarak lazer kaynaginin dniinden gegen floresan isaretli hiicrelerin
analizi igin sistemde Forward Scatter (FS), Side Scatter (SS), ve Floresan
dedektorleri bulunmaktadir. FS hiicre yiizey alani veya biiyiikliigi hakkinda bilgi
verirken, SS graniilarite veya hiicre i¢ yapist hakkinda bilgi verir. Hiicreler FS/SS
histograminda  farkli  bolgelerde dagilim  gosterirler.  Suspansiyon  hiicre
popiilasyonlar1 biiylikliik ve graniilarite 6zelliklerine gore ayrildiktan sonra bu farkl

hiicre popiilasyonlar1 i¢ginden bilgi edinilmek istenen hiicre veya hiicre gruplarinin
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grafik bir cerceve ile belirlenmesi islemine kapilama (gating) islemi olarak
adlandirilmaktadir. Kapilama isleminden sonra, sistem verilen komutlara uygun
olarak sadece kapi i¢indeki hiicreler hakkinda bilgi vermektedir ve parametrenin
(fenotipik Ozellikler/canlilik/DNA  miktar1) degenlendirmesi ile raporlamasini

yapmaktadir (164-167).
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Sekil 3.3. FC analiz Sistemi (165).

MACS zenginlestirme basamagi sonrasinda elde ettigimiz hiicre
slispansiyonu ii¢ ayr1 tiipe aktarilarak BD FACSAria™ III Cell Sorter cihazi
kullanilarak FC analizi yapilmistir. Kontrol, izotip kontrol ve deney Ornekleri icin

ayr1 protokol kullanilmistir (159).
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'BD FACSAria m

Sekil 3.4. BD FACSAria™ III Cell Sorter Akim sitometrisi cihazi.

FC Analizinde Kullanilan Antikorlar:
CD 45: 180 ile 220 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip birkag

izoformu bulunan tip | transmembran glikoproteinidir. CD45, hematopoetik kaynakli
tim ¢ekirdekli hiicrelerinde eksprese edilir ve ayni1 zamanda l6kosit ortak antijen
(LCA) olarak da bilinir. CD45 en ¢ok lenfositler tzerinde ifade edilir. CD45 igin
diger sinyal molekiilleri degistirerek 16kosit fonksiyonlarmi diizenlemede, sinyal
iletiminde, immiinolojik olaylarin inhibisyon veya upregiilasyonunda 6nemli bir rol
oynar (168,169).

EpCAM: Epitelyal hiicre adezyon molekiilii (EpCAM), 40 kDa agirliginda bir
hiicre yuzey antijenidir. Epitelyal karsinomlarda timor spesifik molekil olan
EpCAM’a kars1 birgok monoklonal antikor gelistirilmistir. EpCAM tip I
transmembran glikoproteindir. Eriskin skuaméz epiteli, hepatosit ve gastrik epitel
gibi bazi spesifik epitelyal hiicreler disinda, epitelyal dokularin ¢ogunda bazolateral
membranda eksprese edilmektedir. Ayrica displastik skuamdz epitelde de novo

ekspresyonu gorulebilir (170, 171).

CK 19: KA4 monoklonal antikor insanin temel epitelinin bir ¢ok tiiriiniin

sitoplazmasi icinde sitokeratin 14, 15, 16 ve 19 spesifik baglanir. Insan epitelinin
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sitokeratin tiplerinin sitoplazmik filamanlarini igerdigi gosterilmistir. Tanimlanmis

19 farkli polipeptidleri vardir (172).

CK 7,8: Anti-Sitokeratin antikoru insan sitokeratin proteinleri ile birincil
dereceden bir reaktiviteye sahiptir, sitokeratin 7 ve sitokeratin 8 sirasiyla 54 ve 53
kDa agirligindadir. Sitokeratin 7 ve 8 antijenler, normal insan dokusunun salgi
epitelyumu iizerinde bulunur, ancak tabakali skuamoz epitel iizerinde mevcut
degildir. Anti-Sitokeratin antikoru, karaciger, renal tiibiiler epitel ve hepatoselliiler ve
renal hiicreli karsinomalar da dahil olmak (izere epitelden tiretilen dokularda aktiftir.
Anti-Sitokeratin  antikoru bazi skuamo6z hiicreli  karsinomlarla reaksiyona

girmeyebilir (173).

Kontrol Tiipii Orneginin Hazirlanmasi: Kontrol tiipiine alman hiicre

siispansiyonu iizerine 100 uL Cellwash soliisyonu eklenerek 4°C 350 g’de 5 dakika
(hiz: 9/1) santrifiij edilmistir. Siipernatant pipet yardimiyla ile atilir ve pelet kirilarak
500 uL Cytofix fiksasyon tampon ¢ozeltisi eklenerek 4-8°C’de karanlikta gece boyu
inkiibe edilmistir (159).

Inkiibasyon sonrasinda, kontrol tiipii tekrardan 4°C 350 g’de 5 dakika (hiz:
9/1) santrifiij edilmis ve slipernatanti atilarak peleti kirilmigtir. Kirtlan pelet tizerine
500 pL FC boyama tamponu eklenmis ve bu tiip FC cihazinda okunma asamasina

kadar 4-8°C’de karanlikta inkiibasyona birakilmistir (159).

Deney Tiipii Orneginin Hazirlanmasi: Deney tiipiine alinan hiicre

suispansiyonu 4°C 350 g’de 5 dakika (hiz: 9/1) santrifiij edilmistir. 100 uL Cellwash

soliisyonu icerisinde 10° hiicre olacak sekilde orantilanarak pelet iizerine Cellwash
solisyonu eklenmistir. Yine hiicre sayisina gore hesaplanarak uzerine hiicre yuzey
antikorlar1 olan Anti-CD45 ve Anti-EpCAM antikorlar1 eklenmis ve 4-8°C’de 30
dakika karanlikta inkiibe edilmistir (159).

Inkiibasyon sonrasinda deney tiipiine 2 mL FC boyama tamponu eklenmis ve
4°C 350 g’de 5 dakika (hiz: 9/1) santrifiij edilmistir. Pipet yardimiyla siipernatant
atilarak pelet tizerine 500 pL. Cytofix fiksasyon tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 4-

8°C’de karanlikta gece boyu inkiibe edilmistir (159).
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Ertesi giin tekrardan 4°C 350 g’de 5 dakika (hiz: 9/1) santrifiij edilen deney
tipiinde slipernatant atilarak pelet kirilmistir. Pelet Uzerine 1X olarak dilie edilen
Perm/Wash tampon ¢ozeltisinden 2 mL eklenerek 4°C 350 g’de 5 dakika (hiz: 9/1)
santrifiij edilir ve bu islem ikinci defa tekrarlanmistir. Pelet iizerine 100 uL. Phosflow
Perm III tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 4-8°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe
edilmistir (159).

Inkiibasyon sonrasinda deney tiipiine 2 mL Perm/Wash tampon ¢ozeltisi
eklenmis ve 4°C 350 g’de 5 dakika (hiz: 9/1) santrifiij edilmistir. Pipet yardimiyla
siipernatant atilarak pelet tlizerine 100 pL. FC boyama tamponu eklenmistir. Bu
sekilde permeablize olan hiicrelerin isaretlenmesi igin, hiicre sayisina gore miktari
hesaplanan hiicre i¢i antikorlari olan Anti-CK 14, 15, 16, 19 ve Anti-CK 7, 8
antikorlar1 eklenerek 4-8°C’de 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakilmistir (159).

Inkiibasyon sonrasinda 2 mL Perm/Wash tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 4°C
350 g’de 5 dakika (hiz: 9/1) santrifiij edilen deney tiipiiniin siipernatant1 atilarak
peleti kirilmistir. Pelet tizerine 500 uLL FC boyama tamponu eklenmis ve deney tiipii

FC analizi i¢in son agamaya getirilmistir (159).

Izotip Kontrol Tiipii Orneginin Hazirlanmasi: Deney tiipli Ornegi icin

kullanilan protokol ayn1 sekilde izotip kontrol tiipii 6rneginde uygulanmistir. Ancak,
deney tiiplinde kullanilan hiicre ylizey ve hiicre i¢i antikorlarinin yerine bu tiipte

izotip kontrol antikorlari ile ¢alistlmigtir (159).

Hazirlanan Orneklerin FC Cihazinda Okunmasi: CTC’lerin tespiti igin dnce

kontrol tiipli ve izotip kontrol tiipii, ardindan deney tiipii okutulmustur. Kontrol tiipii
ve izotip kontrol tiipli kullanilarak deney tiipiiniin kapilama islemleri FC cihazinda
giivenilir bir sekilde gergeklestirilmistir. FC cihazinda CTC tespitinde sirasi ile Anti-
CK 14, 15, 16, 19, Anti-CK 7, 8, Anti-EpCAM ve Anti-CD45 kapilamalar
yapilmigtir. CK 14, 15, 16, 19 pozitif, CK 7, 8 pozitif ve EpCAM pozitif, CD45
negatif hlcreler CTC kabul edilerek sayimi gergeklestirilmistir (159).
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3.3. istatistiksel Analizler

Calismada bulunan yas dagilimi Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Yas
normal dagilim gosterdigi i¢in ortalama + standart sapma ile; CTC sayilar1 ortanca
(min-maks: minimum-maksimum) ile ve evre, tanit ve opere durumu say1 (%) ile

ifade edilmistir.

Hasta grubuyla kontrol grubunun CTC sayilari Mann-Whitney U testi ile
karsilastirilmistir. Analiz sonucunda test istatistigi ve p degeri verilmistir. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi p<0,05 kabul edilmistir.
Istatistiksel analizler ve hesaplamalar i¢in IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM

Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk,
NY: IBM Corp.) programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Profili

Bu ¢alismada, tanis1 yeni konulmus fakat hig¢bir tedavi almamis 10 CRC hasta
kani ile calisilmistir. 7 hasta (%70.0) kolon kanseri, 3 hasta (%30.0) rektum
kanseridir. Kontrol olarakta higbir kanser siiphesi tasimayan 7 saglikli bireyin kan
ornekleri kullanilmistir. Calismaya alinan 10 CRC hastasi ile 7 saglikli bireyin yas
ortalamasit sirastyla 59.60+12.41 yil ve 58.43+13.21 yil olarak hesaplanmistir. 7
hastanin (%70.0) opere oldugu belirlenmistir. Kolon kanseri hastalarindan 4't opere

olmus diger 3'li opere olmamistir. Rektum kanseri hastalarinin 3'ii de opere olmustur.

(Tablo 4.1, Tablo 4.2).

Calismaya dahil edilen hasta bireyler rastgele segilirken, kontrol olarak
calisilan saglikli bireyler hastalarin yaslarina oranla +/-5 olacak sekilde secilmistir.

Yaglar1 birbirine yakin olan ya da ayni1 olan hastalar i¢in ayn1 kontrol kullanilmistir.

Calismada kullanilan hastalarin hepsi rastgele secilmesine ragmen erkek
olmasindan dolay1 kontrol olarak degerlendirilen saglikli bireylerde ayni cinsiyetten

secilmistir.

CRC hastalart TNM evrelendirmesine gore evrelendirilmistir. Evre I ve evre

Il erken evre olarak, evre III ve evre IV ileri evre olarak kabul edilmistir.

CTC sayis1 ortancasi tiim hastalarda 4 (min-maks: 2 — 13), kolon kanseri
hastalarinda 6 (min-maks: 3 — 13) seklinde hesaplanmistir (Tablo 4.3). Kontrol
grubunda CTC elde edilmemistir. Tiim hastalarda CTC sayisinin kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (Z=3.551; p<0,001). Kolon
kanseri hastalarinin CTC sayisinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu

goriilmistiir (Z=3.347; p<0.001).
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4.2. CTC Sayilarna iliskin Bulgular

Yeni teshis konulmus, erken evre olan hastalardan 2 kolon kanseri hasta takip
edilmistir. Hastalardan biri dncesinde opere olmus ve opere ilizerinden en az 1 ay
gecmistir. Takip ¢alismalar1 her kiir 6ncesinde 7.5 ml kan alinarak CTC sayis1 0

olana kadar devam etmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. CRC hastalarinin bilgileri.

Hasta | Cinsiyet | Yas | Tam | Evre | Ameliyat | Takip |1.CTC |2.CTC
No Durumu | Durumu | Analizi | Analizi

H1 E 40 | Kolon |Evre | X v 7 0
Kanseri | Il

H2 E 62 Kolon | Evre |V v 6 0
Kanseri | Il

H3 E 56 | Kolon |Evre | Y X 10 -
Kanseri | Il

H4 E 35 |Kolon |Evre |V X 4 -
Kanseri | Il

H5 E 60 Kolon Evre | X X 13 -
Kanseri | IV

H6 E 60 | Kolon |Evre |V X 3 -
Kanseri | 111

H7 E 78 Kolon Evre | X X 4 -
Kanseri | I

H8 E 68 | Rektum | Evre | ¥V X 4 -
Kanseri | Il

H9 E 55 | Rektum | Evre | Y X 3 -
Kanseri | IV

H10 |E 55 | Rektum | Evre | vV X 2 -
Kanseri | 111
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Tablo 4.2. Saglikl1 kontrol grubunun bilgileri.

Kontrol Cinsiyet | Yas Saglik Durumu CTC Sayist

No

K1l E 69 Hi¢ bir kanser teshisi|O
konulmamas.

K2 E 35 Hi¢ bir kanser teshisi |0
konulmamius.

K3 E 66 Hi¢ bir kanser teshisi |0
konulmamius.

K4 E 75 Hi¢ bir kanser teshisi| O
konulmamius.

K5 E 57 Hi¢ bir kanser teshisi |0
konulmamius.

K6 E 55 Hi¢ bir kanser teshisi |0
konulmamis.

K7 E 52 Hi¢ bir kanser teshisi |0
konulmamas.

Tablo 4.3. CTC sayilarinin hasta ve kontrol grubunda dagilimi.
oy . CTCS .,

Grup degiskeni Ortanc:}?rzlin—maks) Test istatistigi p

Grup 3.551 <0.001

Hasta 4 (2-13)

Kontrol 0 (0-0)

Grup2 3.347 <0.001

Kolon kanseri 6 (3-13)

Kontrol 0 (0-0)

4.3. FC Analiz Verileri

Hasta ve kontrol
degerlendirilmistir. Tablo 4.1 ve Tablo 4.2'de oldugu gibi hasta bireyler ve kontrol

bireyleri kendi icerisinde numaralandirilmigtir. Analiz verileri program iizerinden

numunelerine ait bulgulari

kapilama alinarak olusturulup degerlendirilmistir.

H1 yeni teshis konulmus, hicbir tedavi almamig, TANOMO, evresi Il olan yani

erken evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H1 daha dncesinde ameliyat olmamustir ve
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erken tani konulan bir hastadir. Bu bireyde hem izotip ¢alismasi yapilmis hem de
hasta takip edilmistir. Analiz verilerinde degerlendirmesi cut-off degerlerine gore
almmis ve cut-off > 3 CTC pozitif degerlendirilmistir. Ik kiir éncesinde alian
kandan yapilan analizde 7 CTC saptanmustir. Hasta bir ay arayla tam kiir almaktadir
ve ikinci kiir 6ncesi alinan kandan yapilan analizde CTC sayist 0'a diismiistiir (Sekil
4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9,
Sekil 4.10).

50



SSC-k 1.000)
S0 100 150 200 250

50 10D 150 20D 250
FS-4 (x 1.000)

SSC-K 1.000)
SS5C-K 1.000)
40 100 150 200 250

PE-A

250

CAM+HCD 45 -

Tt

1

SSC-K 1.000)

1
[HET]

w? 1wt 1wt

APC-HY-A

Sekil 4.1. Hl'e ait ilk kiir dncesi kontrol tiipiiniin FC analizinin kapilama
grafigi.

Tube: KONTROL

Fopulation #Evants %Parent %Total
B 2 Events 41,113 #1000
Bcrkias 2 0.0 0.0
Il CYT19+CYT+ 0 0.0 0.0

L CYT19+CYT+EPCAM+ 0 P 0.0

ol CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - i Fra 0.0

Sekil 4.2. H1'e ait ilk kiir 6ncesi FC analizinin sonucu.
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Sekil 4.3. Hl'e ait ilk kiir 6ncesi deney tiipiiniin FC analizinin kapilama
grafigi.

Tube: BOYAMA

FPopulation #Events %Parent %Total
B 2 Events 1,254.307 L 1000
~ P crrkig+ 387 0.0 0.0
R CyT19+CYT+ 56 145 0.0

I CYT19+CYT+EPCAM+ 29 51.8 0.0

B cvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 7 24.1 0.0

Sekil 4.4. H1'e ait ilk kiir 6ncesi deney tlpinin FC analizinin sonucu.
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Sekil 4.5. H1'e ait ikinci kur 6ncesi kontrol tlplnin FC analizinin kapilama
grafigi.

Tube: KONTROL

Population #Events %Parent %Total
M 2 Events 55,260 #1000
= EEEE 8 0.0 0.0
B cvmiasCcyTs 2 25.0 0.0

O cyT19+CyT+EPCAM+ 0 0.0 0.0

[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 R 0.0

Sekil 4.6. H1'e ait ikinci kir 6ncesi kontrol tipinun FC analizinin sonucu..
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Sekil 4.7. Hl'e ait ikinci kiir 6ncesi izotip tlipliniin FC analizinin kapilama
grafigi.

Tube: IZOTIP
Population #Events %Parent %Total
B & Events 78,671 s 1000
B cvikig+ 6 0.0 0.0
I cYT19+CYT 1 16.7 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+ 1 100.0 0.0
~ I CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.8. H1'e ait ikinci kir oncesi izotip tlplnin FC analizinin sonucu..
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Sekil 4.9. Hl1'e ait ikinci kiir oncesi deney tiipiiniin FC analizinin kapilama
grafigi.

Tube: BOYAMA

Fopulation #Events WParent %Total
vents , .

B 1 Event 507,784 #1000

= SRR 43 0.0 0.0

[ CYT19+CYT+ 0 0.0 0.0

I CYT19+CYT+EPCAM+ 0 et 0.0

[l CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 LS 0.0

Sekil 4.10. H1'e ait ikinci kur 6ncesi deney tupunin FC analizinin sonucu..
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H2 yeni teshis konulmus, hi¢ tedavi almamis, T4NOMO, evresi Il olan yani
erken evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H2 daha dncesinde ameliyat olmustur ve
erken tan1 konulan bir hastadir. Bu hastada da CTC sayis1 0 olana kadar kiir 6ncesi
takibi yapilmistir. Analiz verilerinde degerlendirmesi cut-off degerlerine gére alinmis
ve cut-off > 3 CTC pozitif degerlendirilmistir. ilk kiir ncesinde alinan kandan
yapilan analizde 6 CTC saptanmistir. Hasta bir ay arayla tam kiir almaktadir ve ikinci
kiir 6ncesi alinan kandan yapilan analizde CTC sayis1 0'a diigsmiistiir (Sekil 4.11,
Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14).

Tube: KONTROL
Population #Events %WParent %Total
B~ Events 100,000 e 1000
B Ccvikio + 0 0.0 0.0
B cmig+cyT+ 0 A 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+ 0o AR 0.0
L CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 ey 0.0

Sekil 4.11. H2'ye ait ilk kiir 6ncesi kontrol tipinin FC analizinin sonucu..

Tuhe: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B 4 Events 5,450,000 et 10000
[l Cvk19 + 31,501 0.6 0.6
B CvT18+0Y T 21,213 6B7.3 0.4
) CYT19+CYT+EPCAM+ 3,266 15.5 0.1
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - B 0.2 0.0

Sekil 4.12. H2'ye ait ilk kur 6ncesi deney tipinun FC analizinin sonucu..

Tube: KONTROL
Population #Events %Parent %Total
B i Events 86, 449 #1000
B cvikig + 2 0.0 0.0
[ cyT19+CYT+ 0 0.0 0.0
— [ CYT19+CYT+EPCAM+ 0 e 0.0
B CYT194CYT+EPCAM+CD 45 - 0 e 0.0

Sekil 4.13. H2'ye ait ikinci kir dncesi kontrol tipinin FC analizinin sonucu.
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Tube: BOYAMA

FPopulation #Events %Parent %Total

vants T8A, .
M~ Event 4785258 #1000
Wl cvii1g + 1,996 00 00
[ CYT19+CYT+ 25 13 00
I CYT19+CYT+EPCAM+ 16 640 0.0
[ CYT18+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 00 00

Sekil 4.14. H2'ye ait ikinci kiir 6ncesi deney tlpunin FC analizinin sonucu.

H3 yeni teshis konulmus, hi¢bir tedavi almamig, T3NOMO, evresi II olan yani
erken evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H3 daha 6ncesinde ameliyat olmustur ve
erken tan1 konulan bir hastadir. Bu hastada takip analizi yapilmamistir. Analiz
verilerinde degerlendirmesi cut-off degerlerine gore alinmis ve cut-off > 3 CTC
pozitif degerlendirilmistir. lk kiir 6ncesinde alinan kandan yapilan analizde 10 CTC

saptanmistir (Sekil 4.15, Sekil 4.16).

Tube: KONTROL
Population #Events %Parent %Total
B 2 Events 20,045 #HEE 1000
B cvikia+ 0 0.0 0.0
B cimioscyTe 0 e 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+ 0 A 0.0
I CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 i 0.0

Sekil 4.15. H3'e ait kontrol tupiinin FC analizinin sonucu.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
(Il 2 Events 162,262 #1000
— [ cyk19 + 1,805 1.2 1.2
B crTig+CyTe 937 51.9 0.6
[ CcvT19+CYT+EPCAM+ 482 51.4 0.3
B cvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 10 21 0.0

Sekil 4.16. H3'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.

H4 yeni teshis konulmus, hi¢bir tedavi almamig, T3NOMO, evresi II olan yani
erken evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H4 daha 6ncesinde ameliyat olmamistir ve

erken tan1 konulan bir hastadir. Bu hastaya takip analizi yapilmamistir. Analiz
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verilerinde degerlendirmesi cut-off degerlerine gore alinmig ve cut-off > 3 CTC
pozitif degerlendirilmistir. Ilk kiir 6ncesinde alinan kandan yapilan analizde 4 CTC

saptanmustir (Sekil 4.17, Sekil 4.18).

Tube: KONTROL
Fopulation #Events %Parent %Total
B 2 Events 43,911 #1000
= EEEE 2 0.0 0.0
B cyT1a+CyT+ 0 0.0 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+ 0 At 0.0
B C¥T13+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 e 0.0
Sekil 4.17. H4'e ait kontrol tlipiinin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %WFParent %Total
(Il ~ Events 1,782,063 #1000
o9+ 1,490 0.1 0.1
B ciTig+CyT 61 4.1 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+ 38 62.3 0.0
B cYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 4 105 0.0

Sekil 4.18. H4'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.

HS5 yeni teshis konulmus, hicbir tedavi almamis, T3NxM1, evresi IV olan
yani ileri evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H5'i daha ©ncesinde ameliyat
olmamistir. Bu hastada takip analizi uygulanmamistir. Analiz verilerinde
degerlendirmesi cut-off degerlerine gore alinmis ve cut-off > 3 CTC pozitif
degerlendirilmistir. ilk kiir oncesinde alman kandan yapilan analizde 13 CTC

saptanmustir (Sekil 4.19, Sekil 4.20).

Tube: KONTROL
Fopulation #Events %Parent %Total
B 2 Events 27.140 i 1000
B crkig+ 3 0.0 0.0
I CYT19+CYT 0 0.0 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+ 0 A 0.0
B cYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 e 0.0

Sekil 4.19. H5'e ait kontrol tlipinin FC analizinin sonucu.
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Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
. All Events 1,588,677 e 1000
- . CE19 + 12,446 0.8 n.g
- . CYT19+CYT+ G5T 5.3 0.0
i |:| CNT19+CYT+EPCAM+ 237 361 0.0
|:| CYT19+CHT+EPCAM+CD 45 - 13 5.5 0.0

Sekil 4.20. H5'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.

H6 yeni teshis konulmus, higbir tedavi almamig, T4ANIM1, evresi Il olan
yani ileri evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H6 daha dncesinde ameliyat olmustur.
Bu hastada takip analizi yapilmamistir. Analiz verilerinde degerlendirmesi cut-off
degerlerine gore almmus ve cut-off > 3 CTC pozitif degerlendirilmistir. Ilk kiir

oncesinde alinan kandan yapilan analizde 3 CTC saptanmustir (Sekil 4.21, Sekil
4.22).

Tube: KONTROL
Population #Evenis %Parent %Total
[l I Events 50,504 #1000
~ Il cvk1a + 0 0.0 0.0
— [ cyT19+CyT+ 0 £ 0.0
B cvT19+CYT+EPCAM+ 0 i 0.0
- CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 it 0.0

Sekil 4.21. H6'ya ait kontrol tlipunin FC analizinin sonucu.

Tube. BOTAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B & Events 869,643  ### 1000
I cvkig + 28,763 3.3 3.3
I CYT19+CYT+ 952 3.3 0.1
[l CYT19+CYT+EPCAMN + 269 28.3 0.0
[ CYyT16+CYT+EPCAM+CD 45 - 3 1.1 0.0

Sekil 4.22. H6'ya ait deney tupunun FC analizinin sonucu.

H7 yeni teshis konulmus, higbir tedavi almamig, T3N2MO, evresi Il olan
yani ileri evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H7 daha 6ncesinde ameliyat olmustur.

Bu hastada takip analizi yapilmamistir. Analiz verilerinde degerlendirmesi cut-off
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degerlerine gore alinmis ve cut-off > 3 CTC pozitif degerlendirilmistir. 11k kiir

oncesinde alinan kandan yapilan analizde 4 CTC saptanmistir (Sekil 4.23, Sekil

4.24).

Tube: KONTROL

Fopulation #Events
B 21 Events 100,000
Il Cvk19 + 2
I CYT19+CY T+ 0

B CYT19+CYT+EPCAM+ 0

O cyT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0

%Parent %Total

#EeE 1000
0.0 0.0
0.0 0.0

A 0.0

¥ 0.0

Sekil 4.23. H7'ya ait kontrol tlplnin FC analizinin sonucu.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events
B 21l Events 1,204,598
-l cvk1g + 1,827
P cYT19+CYT+ 97
B CYT19+CYT+EPCAM+ a4
B CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 4

%Farant %Total

R 1000
0.2 0.2
5.3 0.0

266 0.0
48 0o

Sekil 4.24. H7'ye ait deney tupunin FC analizinin sonucu.

HS yeni teshis konulmus, hi¢bir tedavi almamis, TANOMO evresi II olan yani

erken evre rektum kanseri bir hastaya aittir. H8' daha dncesinde ameliyat olmustur.

Bu hastada takip analizi yapilmamistir. Analiz verilerinde degerlendirmesi cut-off

degerlerine gore almmus ve cut-off > 3 CTC pozitif degerlendirilmistir. Tlk kiir

oncesinde alinan kandan yapilan analizde 4 CTC saptanmustir (Sekil 4.25, Sekil

4.26).
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Tube: KONTROL
Population #Events %Parent %Total
B i Events 10,077 #EE 1000
-~ CYK19 + 1 0.0 0.0
I CYT19+CYT+ 0 0.0 0.0
O CvT19+CYT+EPCAM+ 0 R 0.0
B cvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 e 0.0
Sekil 4.25. H8'e ait kontrol tlipinin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B i Events 172,465 FEEE 1000
-l cvKk19 + 345 0.2 0.2
Il CYT19+ YT+ 81 235 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+ 11 13.6 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 4 36.4 0.0

Sekil 4.26. H8'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.

H9 yeni teshis konulmus, hi¢bir tedavi almamis, T4N2M1, evresi IV olan
yani ileri evre rektum kanseri bir hastaya aittir. H9 daha Oncesinde ameliyat
olmustur. Bu hastada takip analizi yapilmamistir. Analiz verilerinde degerlendirmesi
cut-off degerlerine gére alinmis ve cut-off > 3 CTC pozitif degerlendirilmistir. Tlk
kiir 6ncesinde alinan kandan yapilan analizde 3 CTC saptanmustir (Sekil 4.27, Sekil
4.28).

Tube: KONTROL

Fopulation #Events %Parent %Total
B 4l Events 21,732 #1000
B cvikig+ 4 0.0 0.0
I cYT194CYT+ 2 50.0 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+ 2 1000 0.0

] CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.27. H9'a ait kontrol tlipinin FC analizinin sonucu.
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Tube: BOYAMA
FPopulation #Events %Parent %Total
B 21 Events 666,730 #1000
B cvkig + 526 0.1 0.1
W cmig+CvT+ 17 27 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+ 13 76.5 0.0
B CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 3 231 0.0

Sekil 4.28. H9'a ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.

H10 yeni teshis konulmus, hi¢bir tedavi almamis, TAN2MO evresi Il olan
yani ileri evre rektum kanseri bir hastaya aittir. H10 daha Oncesinde ameliyat
olmustur. Bu hastada takip analizi yapilmamistir. Analiz verilerinde degerlendirmesi
cut-off degerlerine gore alinmis ve cut-off > 3 CTC pozitif degerlendirilmistir. Ilk
kiir 6ncesinde alinan kandan yapilan analizde 2 CTC saptanmistir (Sekil 4.29, Sekil
4.30).

Tube; KONTROL
Fopulation #Events %Parent %Total
B 21 Events 11,421 #1000
[l cykia+ 0 0.0 0.0
[ CYT19+CYT+ 0 e 0.0
I CYT19+4CYT+EPCAM+ 0 A 0.0
O CyT18+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 b 0.0
Sekil 4.29. H10 ait kontrol tiplnin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
Population #Events %FParent %Total
B 2l Events 182,328 #1000
B cvkig+ 307 0.2 0.2
B cTia+CyT+ 13 43 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+ 8 61.5 0.0
ol CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 2 25.0 0.0

Sekil 4.30. H10' ait deney tupunun FC analizinin sonucu.
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Kontrol grubu hicbir kanser teshisi almamis saglikli bireylerden olugmaktadir.
Analiz verilerinin degerlendirmesi cut-off degerlerine gore alinmis ve cut-off > 3
CTC pozitif degerlendirilmistir. Kontrol grubu analizlerinden hepsinde 0 CTC

saptanmistir.

K1'e izotip analizi yapilmistir. K1'in FC analiz verileri Sekil 4.31, Sekil 4.32,
Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36 'de gosterilmistir.

K2'nin FC analiz verileri Sekil 4.37 ve Sekil 4.38'de gosterilmistir.

K3 min FC analiz verileri Sekil 4.39 ve Sekil 4.40'de gosterilmistir.

K4'nin FC analiz verileri Sekil 4.41 ve Sekil 4.42'de gosterilmistir.

K5'nin FC analiz verileri Sekil 4.43 ve Sekil 4.44'de gosterilmistir.

K6'nin FC analiz verileri Sekil 4.45 ve Sekil 4.46'de gosterilmistir.

K7'nin FC analiz verileri Sekil 4.47 ve Sekil 4.48'de gosterilmistir.
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Sekil 4.31. K1'e ait kontrol tiptnin FC analizinin kapilama grafigi.

Tube: KONTROL

Pnpulatinn
[l 21 Events
B cvkia+
I CvTi19+CyT+
[ CYT19+CYT+EPCAM+

L CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 -

#Events %Parent %Total

8,329
0

0
0
0

B e

0.0
e
e
e

100.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Sekil 4.32. K1'e ait kontrol tupinin FC analizinin sonucu.
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Sekil 4.33. K1'e ait izotip tiipliniin FC analizinin kapilama grafigi.

Tube: IZOTIP
FPopulation #Events %Parent %Total
B 2 Events 30,836 FEE 1000
S CYK19 + 21 0.1 0.1
N Inkksac 4 18.0 0.0
— [ CYT19+CYT+EPCAM+ 2 50.0 0.0
[l cYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - I 0.0 0.0

Sekil 4.34. K1'e ait izotip tlplnin FC analizinin sonucu.
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Sekil 4.35. K1'e ait deney tiipiiniin FC analizinin kapilama grafigi.

Tube: BOYAMA

Fapulatlan #Events %Parent %Total
B ~ Events 24 574 #EE 1000
Il CcYK19 + BA 0.3 0.3
~J cyT19+CYT+ 2 23 0.0
] CYT19+CYT+EPCAM+ 2 1000 0.0

B CYT19+4CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.36. K1'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.
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Tube: KONTROL

Fopulation #Events “%Parent %Total
M~ Events 11,541 #1000
W cvikig+ 1 0.0 0.0
I CYT19+CYT+ 0 0.0 0.0
|:| CYT19+CYT+EPCAM+ o A 0.0
- |:| CYT19+CYT+ERPCAM+CD 45 - 0 A 0.0
Sekil 4.37. K2'ye ait kontrol tliplnin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
Population #Events %Farent %Total
. All Events 272,200 e 1000
~ [l cvK19 + 858 03 03
B cvmia+cyT 13 15 0.0
O cyT19+CYT+EPCAM+ 3 231 0.0
: |:| CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0
Sekil 4.38. K2'e ait deney tlplnln analizinin sonucu.
Tube: KONTROL
Population #Events %Parent %Total
M 4l Events 14,220  ## 1000
= EELE 2 0.0 0.0
W CvT19+CYT 0 00 00
D CYT19+CYT+EPCAM+ 0 (e 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 i 0.0
Sekil 4.39. K3'e ait kontrol tlipiiniin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
FPopulation #Events %Parent %Total
B &I Events 226125 #1000
I CYK19 + 1,389 06 06
I cYT19+CY T+ 17 1.2 0.0
- D CYT19+CYT+EPCAM+ P 11.8 0.0
= D CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.40. K3'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.
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Tube: KONTROL
Fopulation #Events %Parent %Total
B 21 Events 12,950 s 1000
B cyiig+ 0 0.0 0.0
— I CYT19+CYT+ 0 0.0
I CYT19+CYT+EPCAM+ 0 A 0.0
I CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 et 0.0
Sekil 4.41. K4'e ait kontrol tuptiniin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 21l Events 344445 #1000
B Ccvkio 443 0.1 0.1
B cmiascyTs 14 3.2 0.0
[ CYT19+CYT+EPCANM+ 13 929 0.0
I CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0
Sekil 4.42. K4'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.
Tube: KOMNTROL
Population #Events %Parent %Total
(Il 2 Events 35,163 #EE 1000
e e 1 0.0 0.0
- cyT19+CyT+ 0 0.0 0.0
O cvT19+CyT+EPCAM+ 0 e 0.0
|:| CYT19+CYT+EFPCAM+CD 45 - 1] e 0.0
Sekil 4.43. K5'e ait kontrol tipinin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
.AII Events 800 a4 g 1000
; . CYE19 + 429 0.1 0.1
R CyT19+CyT 6 1.4 0.0
- |:| CHYT19+CYT+EPCAM+ 2 333 0.0
|:| CHT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 1] 0.0 0.0

Sekil 4.44. K5'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.
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Tube: KONTROL

Population #Events %Parent %Total
B 21 Events 22 680 #1000
| [a{SEE 1 0.0 0.0
R cyT1a+CyT 0 0.0 0.0
I CYT19+CYT+EPCAM+ 0 e 0.0
B CYT194CYT+EPCAM+CD 45 - 0 i 0.0
Sekil 4.45. K6'ya ait kontrol tlplnin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B 2l Events 386,525 R 1000
I cvk19 + BG4 02 02
P CyT19+CYT . 0.3 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+ 2 100.0 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0
Sekil 4.46. K6'ya ait deney tupunin FC analizinin sonucu.
Tube: KONTROL
Population #Events %wParent %Total
B 2 Events 14,950 #1000
B cvi1o + 0 0.0 0.0
R CYT19+0yT+ 0 et 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+ 0 A 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0
Sekil 4.47. K7'ye ait kontrol tlplnin FC analizinin sonucu.
Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
.AII Eventls 312373 s 1000
. CYK19 + 45 558 0.6 306
[ cyTia+CYTH 24 0.0 0.0
] CYT19+CYT+EPCAM+ 24 1000 0.0
D CYT19+CYT+EPCAM+CD 454 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.48. K7'e ait deney tlplnin FC analizinin sonucu.
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5. TARTISMA

Kanser, gelisimi uzun siiren bir hastaliktir. Erken evrelerde teshis edilmesi
tedavisinde kolaylik saglar. Kanser teshisinde kullanilan klasik yontemlerde, X-Ray
ve/veya bilgisayar tomografisi (BT) taramalar ile organlardaki buyumelere ve
degisimlere dayanarak tespit edilmektedir (174). Siipheli durumlarda kati biyopsi
yapilarak kanser teshisi netlestirilir. Fakat bu yontemlerle erken teshis pek mimkin
olmamaktadir. Kanser vakalarmin biiyiik bir kismi ileri evrelerde teshis edilmektedir
(174). Klasik teshis yontemlerinde karsilagilan g¢esitli problemler, bu ydntemlerin
verimliligini azaltmaktadir. En 6nemli problemler, spektrum araliginin sinirlt olusu,
penetrasyon derinliginin  yeterli olmayisi, hedef hiicrelerin tam olarak

odaklanamamasi ve sinyal oraninin diisiik olmasidir (175).

CRC, akciger ve meme kanserlerinden sonra diinyada iiglincii sirada
gorilmektedir (3). CRC'nin ortaya ¢ikisi, ¢evresel ve/veya endojen karsinojenlerin
kanser gelisimini tesvik etmesiyle baslar (176). CRC gelisiminde, benign adenomlar
aracilifiyla normal epitel hiicrelerin malign karsinoma doniismesi ve metastazla
sonuglanmasi ¢ok basamakli bir siiregtir (177,178). CRC tanisinda kullanilan yaygin
yontemler; kolonoskopi, BT, manyetik rezonans goérintileme (MR), pozitron
emisyon tomografisi (PET)dir (179).

Klinik uygulamalarda, timor belirtecleri tumor dokusunda eksprese edilir ve
kanser taramalarida potansiyel olarak yararlanilmaktadir. ileri evre kanserde yiiksek
seviyelerde eksprese edilen belirtecler ile kanserin ilerlemesi izlenebilir ve tedavi
sonrasi niiks tespit edilebilir (180). CRC igin karsinoembriyonik antijen (CEA) ve
karbohidrat antijen (CA)19-9 prognozun belirlenmesinde, tedaviye cevabin takibinde
ve hatta hastanin yasam siiresine etkisi agisindan degerlendirilmektedir (181). Fakat
bu timor belirtegleri tiitiin kullanimi, benign timdr olusumu, ¢esitli bagirsak
rahatsizliklart gibi durumlarda da artis gostermektedir (182). Bundan dolayi
literatiirde bulunan bir¢ok ¢alismada bu belirteclerin diisiik veya yliksek degerleri
farklilik gostermistir (183,184). CTC'ler, primer timoOr dokusunda bulunan
molekiler Ozelliklere sahiptir (111,112). Bu nedenle, CTC’ler sivi biyopsiyle
kolaylikla elde edilebilir ve prognostik belirteg¢ olarak kullanilabilir (12). CTC'leri
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kullanarak ila¢ hassasiyetini ve direncini degerlendirmek ve tedaviyi takiben hastanin

prognozunu tahmin etmek mimkin olabilir (97,106).

Son yillarda, CTC'lerin saptanmas1 i¢in ¢esitli teknolojiler ortaya ¢ikmustir.
Bu teknolojilerin ¢ogu, CTC'leri daha etkin bir tespit ve yakalama yontemi

olusturmak i¢in immiinolojik ya da fiziksel 6zelliklerine dayanmaktadir (111).

Giliniimiize kadar kanda nadir bulunmasi nedeniyle CTC (zerine arastirmalar
smirhidir ve avantajlart nedeniyle en sik kullanilan yontem CellSearch cihazi ile
olmustur. Baslangicta 2004'te meme kanseri, daha sonra 2007'de CRC ve 2008'de
prostat kanseri i¢in FDA onay1 almistir. Bugiine kadar CRC'de CTC analizi igeren
caligmalarin ¢ogunda bu teknoloji kullanmistir. Yalniz immiinomanyetik olarak
EpCAM tabanli CTC'yi ayiran sistemlerde, epitelyal olmayan hiicrelerin kagisi
olmaktadir ve bu sistemde yari-otomatik kapali bir sistem oldugundan tek bir
hiicrenin dogrulanmasma izin vermemektedir (185). Fenotipik ve morfolojik
kriterleri kullanarak CellSearch sistemiyle yakalanan floresans goruntilerin
retrospesfik analizi, CTC'ler i¢in farkli derecede tanim ve frekans aralifi getirerek
klinik 6nemini ortaya koymustur. Bu gozlemler, karsinomali hastalarda EpCAM
ICK+/CDA45- belirtecleri ile CTC tespit edilememesi durumu, primer timorlerin
ekpresyon eksikligi veya epitelyal-mezenkimal doniisiim esnasinda antijenlerin

kaybedilmesi ile agiklanabilir (111).

CTC popiilasyonlar1; epitelyal timor hicreleri, mezenkimal timor hicreleri,
epiteliyal mezenkimal hibrid tiimdr hiicreleri, tiimor kok hiicreleri ve dolagimdaki
timor mikroembolisi olarak adlandirilan tiimor hiicresi kiimeleri de dahil olmak
tizere ¢ok farkli fenotipleri olan kanser hiicrelerinden olusur (98,145,186-189).
Bilinen bu CTC popiilasyonlar1 arasinda kanser kok hiicresi kiimelerinin yiiksek
invazivlikte metastaza asil sebep olan popiilasyon oldugu gosterilmistir (121,190).
Klinik olarak, kanser kok htcrelerinin kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavilere karsi
direngli olduklar1 kanitlanmistir ve bu da onlar1 tedavi sonrasi ortaya ¢ikan tiUmor

nikslerinin ana sebebi oldugunu diisiindirmektedir (191).

EMT sirasinda tiimor hiicreleri bir epitelden mezenkimal fenotipe gegerek,

farklilagir, motilite artar ve hiicre adhezyonunu kaybeder (112). Bunun metastatik

71



potansiyeli, hiicre sagkalimi ve ilag direncini artirdigi disiiniilmektedir (112,192).
Dontisiime ugramis hiicreler azalmis EpCAM ve CK ekspresyonu ile karakterizedir.
Bir cok CTC tespit yontemi ve immuno manyetik CTC saymminin temelini bu

belirtegler olusturdugu igin tespit problemleri bu faktorlere dayanir (193).

CTC tespiti, tekrarlayan veya metastatik hastaliga yakalanma riskinden dolay1
Ozelliklede erken evre hastaliklarda 6nemlidir (12). 2008 yilinda da Cohen ve ark.
metastatik CRC hastalarinda tedavi sirasinda ve sonrasinda periferik kanda CTC
sayist ile progresyonsuz sagkalim ve genel sag kalim oranlari arasindaki iligkinin

prognostik bilgi saylayacagi sonucuna varmislardir(194).

Sastre ve ark. 2008 yilinda CRC hastalarinin periferik kaninda CTC'lerin
klinik ve patolojik korelasyonunu degerlendirmislerdir. 2008 yilina kadar erken evre
CRC hastalarina dair CellSearch sistemi ile ilgili bir rapor olmadigindan yola ¢ikarak
evre Il ve evre Il CRC hastalarinda CTC degerlerinin klinik degerlerle uyumlu
olmasa bile evrelendirme ag¢isindan uyumlu oldugunu gozlemlemislerdir (195).
Maesrto ve arkadaglarinin 2009'da yaptig1 bir ¢alismada ise, CellSearch kullanilarak
TNM evrelendirmesi ile CRC hastalarinda CTC arasindaki korelasyonun anlamli

oldugunu bulmuslardir (196).

Sastre ve ark. (195) ve Maesrto ve ark. (196) ulagmis olduklar1 sonuglar,
birbirleriyle uyumlu olmasina ragmen arastirma sonuglarimizi desteklememektedir.
Ancak, s0z konusu calismamiz da hasta evrelemesinde TNM evrelendirilmesi
kullanilmigtir. Tim hastalarin  kanlarinda CTC tespiti yapilmistir fakat kendi
icerisinde evrelendirme ile bir korelasyon kurulamamustir. Istatiksel agidan yeterl
sayida hasta tabanli ¢alismalar planlanmasiyla bahsi gegen arastirmalarla uyumlu

sonuglari bulunacagi diistiniilmektedir.

2010 yilinda CellSearch kullanarak ileri evre CRC hastalarinda CTC sayisi ile
CT sonuglarini karsilastiran Tol ve ark. tedavi dncesi ve tedavi sirasinda kaydettikleri
sonuclara gore CTC degerlerinin, kemoterapi ve BT sonuglarmma ek bilgi
saglayacagina, CTC ile BT sonuglarin birlestirilerek daha dogru sonuglar
cikaracagi kanisina varmiglardir (197). Calismamizda kullandigimiz yontem ile

herhangi bir patolojik veya klinik yontem arasinda kiyaslama yapilmamistir. Ancak
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hasta grubunda, tedavi oncesi ve sonrasi olarak takip grubu bulunmaktadir. Tedavi
Oncesi ve sonrasi analiz sonuglarma bakildiginda ise CTC sayisinin cut-off degeri
Uzerinden 0'a inmesi, hem klinik hem patolojik sonuglarin degerlendirilmesi
acisindan  CTC'nin  tespiti;  Klinikte  yonlendirici  biyobelirtec  olarak

degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Matsusaka ve ark. 2011 yilinda kemoterapiye yanit veren CRC hastalarindan
CTC tespiti arastirmasi yapmustir. Calismaya metastatik CRC hastalar1 dahil edilmis,
kemoterapiden once ve sonra kan 6rnekleri alinarak immunomanyetik yontemle CTC
saymmi yapilmistir. Tedaviye Kismi yanit veren hastalarda CEA degeri yiikselirken
yanit veren hastalarda CTC sayisinda artis gozlenmemistir. CTC sayist tespitinin
Klinik agidan tedavinin yonlendirilmesine katkida bulundugu disiiniilmistiir (198).
S6z konusu ¢alisgmanin yOnteminin yetersiz oldugu disiiniilmekte ise de
kemoterapiye yanit veren hastalarin tedavisinin yonlendirilmesi agisindan CTC
tespiti bizim c¢alismamizi da desteklemektedir. Takip hastalarimizda kemoterapi
oncesi CTC sayisi cut-off degerinin tistiinde gosterirken, kemoterapi sonrasi analiz
sonucglart 0 CTC gostermis olmast kemoterapiye yanit veren hastalarin saptanmast
acisindan literatiirll destelemekte ve cut-off degerinin 6nemini belirtmektedir. Ayni
zamanda iki asamali negatif secilim ile CellSearch benzeri FC'de ¢oklu belirtec

kullanilmasi sonuglarimizi daha da giivenilir hale getirmistir.

Barbazan ve ark.'nin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, CTC'lerin varliginin
hematojen yayilimin gostergesi ve uzak metastazlarin olusumu i¢in Onemli
prognostik degere sahip oldugunu bildirmislerdir. Periferik kanda CTC varlig1 meme,
prostat, akciger veya metastatik CRC gibi farkli kanser tiirlerinde zayif bir prognoz
ile iliskilendirildiginden dolayi, periferik kandan ornek alma yoluyla rutin klinik
uygulamalarda bir sivi biyopsi yontemi olarak hizmet verebilecegi ve bir alternatif
yontem olmasi 6ngorulmektedir (199). Dolayisiyla gunimizde popdlerite kazanan

s1v1 biyopsi ¢alismamizda CTC tespitinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Pilati ve ark. 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada, metastatik CRC hastalarda
ameliyat sonras1 kanser kok hiicrelerinin CD133 ekspresyonunu qRT-PCR
kullanarak degerlendirmislerdir. Sonuclarmin prognostik olarak anlamli oldugu

sonucuna varmiglardir (200). Tseng ve ark. 2015 yilnda bu ¢alismay1 destekleyen
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benzer bir ¢alisma yapmislardir. Fakat sadece kok hiicrelerin degerlendirmesi ve
gRT-PCR yontemi ile sonuclarin tartisilmast calismayir zayif birakmistir. EMT
nedeniyle birden fazla belirte¢ ekpresyonu degerlendirmesinin daha saglikli olacagi
distiniilmektedir (201). Bu nedenle ¢alismamizda hem iki farkli negatif segilim hem
de c¢oklu alt popiilasyona sahip antikorlar kullanilmistir. FC hem c¢oklu alt
popiilasyon analizi yapmak hem de saptama agisindan qRT-PCR analizlerine gore

daha guvenilirdir.

Ning ve arkadaslar1 2015 yilinda metastatik CRC hastalarinda qRT-PCR
kullanarak CK 20 ekpresyonunu degerlendirmislerdir (202). Gastrointestinal
timorlerde CK 20 spesifik ve hassas bir isaretleyicidir. qRT-PCR y6nteminin
immiinomanyetik tabanli yontemlere ve CellSearch yontemine kiyasla daha istiin
hassaslik sergilemistir. Fakat bu ¢alismada yine de yanlis pozitiflikten dolay1 tek
belirte¢ kullanilmasi ¢alismay1 zayif kilmistir. Ancak, EMT durumunda saptama
problemine elverisli bir yontem oldugu kabul edilmistir (202). Calismamizda FC ile
yiksek hassasiyet ve yanlis pozitiflige karsi ¢oklu belirteg ekspresyonu ile veri

analizi ¢alismamizin gii¢lii yanlarini ortaya koymaktadir.

Baz1 c¢aligmalarda ise kanserin niiks etmedigi hastalara odaklanmanin,
metastatik sureci ve kanserin uyku halini anlamada ¢ok 6nemli oldugu iddia
edilmektedir (203). Ornegin, meme kanseri hastalarinda, niiksiin s6z konusu
olmadig1 ve hastalik belirtisi olmayan kadinlarda, kanser cerrahisinde 7-22 yil sonra
CTC izole edildigi goriilmektedir (203,204). Kemik iligine ya da diger solid dokulara
yerlesen CTC'lerden koken aldigi disiiniilen Yyerlesmis hucreler metastatik
mikrogevre saglayabilir ve bu nedenle CTC biyolojisi 6nem kazanmaktadir
(192,205). Bu agidan diisiiniildiigiinde tan1 ve teshis agisindan sivi biyopsinin de
onemi artmustir. Dolayisiyla sagkalim agisindan kanser hastalariin belli araliklarla
yaptirdiklart rutin tahlilleri ile birlikte sivi biyopsi yontemi tam kandan CTC tespiti

olarak eklenmesinin 6nemini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Rahbari ve ark. 2010'da yaptig1 bir meta-analizde periferik kanda bulunan
CTC'ler primer CRC hastalarinda koti  prognozun  gostergesi  olarak
degerlendirilmistir. Deneve ve ark. CellSearch sistemi ile periferik kanda bulunan

CTC'lerin tiimor metastazi ve prognozu ile korelasyonu oldugunu gostermistir (206).
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Fakat Hiraiwa ve ark. ile Kuboki ve ark. prognostik etkilerin istatiksel olarak anlaml
olmadigini gostermislerdir (207,208). Bu nedenle CellSearch sistemi ile periferik
kanda CTC tespitinin prognostik rolii tartismalidir. Ancak, CTC tespitinin 6nemini
belirten kapsamli meta-analizler, CTC bulunan hastalarin CTC bulunmayan hastalara
gore daha kotu genel sagkalim ve prognesyonsuz sagkalima sahip oldugunu
gOstermektedir. Baska bir ¢alisma da ise, CRC hastalarinda CellSearch sistemi ile
periferik kanda saptanmasinin anlamli derecede prognoz ile iliskisi oldugu
gosterilmistir (209). Calismamizda, kemoterapi alan hastalarda kemoterapi oncesi
saptanan CTC sayilarinin ve alt popiilasyonlar arasi ekspresyonun, kemoterapi

sonras1 azalmasinin prognoz ile iliskili oldugu sonucu ongoriilmektedir.

Gorges ve ark. 2016 yilinda metastatik CRC hastalarinda EMT gibi negatif
etkileri g6z oOniinde bulunduran bir ¢alisma yapmislardir (210). Bu c¢alismada
AdnaTest ve CellSearch yonteminin kombinasyonu kullanilmistir. Kemoterapi
tedavisi almis hastalar igin cut-off > 3 olarak kabul edilmistir. CTC'lerin
prognesyonsuz sag kalim ve genel sagkalim arasinda anlamli iligkileri oldugu
bulunmustur (210). Sonu¢ olarak CTC iizerine olan bir takim g¢alismalar uzun
yillardir CTC ile sagkalim ve metastaz iliskisini ¢6zebilmek icin siirmektedir. Farkli
fenotipe sahip olmasi nedeniyle 6nce CTC tanimlama ve saptamasi i¢in farkl
yontemler gelistirilmeye calistlmistir (111). Godger ve ark. yaptigi calisma bu
yontemlerden biri olarak literatlire de yerini almistir (210). S6z konusu ¢alismamizin

da literatiire verecegi katkinin degerli oldugunu diisiinmekteyiz.

CellSearch’iin CTC belirleme teknolojileri arasinda tek FDA onayina sahip
yontem olarak kalmig olmasi yeni yontem gelistirmenin 6nemini giin gegtikge Onemli
kilmaktadir. Ayn1 zamanda CellSearch yonteminin EpCAM tabanli olmasi yan1 sira
¢ok pahali bir cihaz olmasi negatif bir 6zelligidir. Bu cihazla, ayni ¢alisma prensibine
sahip FC es zamanli ¢oklu belirte¢ kullanarak analiz yapilmasina firsat vermektedir.
Bu ozelliginden dolayr ¢alismamizda FC kullanilmistir. Bu cihazin 6ncesinde
periferik kanda bulunan hiicrelerinin ve CTC'nin biyofiziksel 6zellikleri diisiiniilerek
fikol yogunluk gradyanti uygulamasi, yine biyolojik agidan diisiiniilerek MACS
immiinomanyetik yontem ile negatif seg¢ilim yapilmasi CTC tespiti i¢in blyuk bir

avantaj saglamaktadir.
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Izole edilen CTC'lerin genomiks ¢alismalar1 somatik mutasyon analizlari igin
hala baslangi¢ evresindedir (99,211). CRC hastaliginin genetik risk faktorlerinin
analiz edilebilmesi icin FC, CellSearch ile karsilastirildiginda daha kolay kullanim

saglayacaktir.

Calismamizda yeni teshis konulmus ve higbir tedavi almamis CRC
hastalarina ait kan numuneleri kullanilmistir. CRC hasta kanlarinda varlig1 éngdrilen
CTC alt popiilasyon miktarlarinin, herhangi bir tedaviden dolayr degisebilecegi
aragtirmalarda gosterilmistir. Bundan dolay1, yeni teshis konulmus ve higbir tedavi

almamig CRC hasta kan numuneleri kullanilmistir.

Calismamizda FC ile CTC'lerin tespiti igin belirlenen CTC sayilar1 cut-off
degeri > 3 kabul edilmistir. 10 CRC hastasinin hepsinde CTC tespiti yapilirken,
%901 cut-off degerinin iizerinde, %10'unda ise CTC sayis1 2 olarak tespit edilmistir.
Bu sonuglara bakildiginda modifiye edilmis s6z konusu yontemimizin basarili

oldugu anlasilmaktadir.

Ayni1 zamanda CTC'nin tespiti i¢in kullandigimiz EpCAM, CD45, CK 7,8 ve
CK 14,15,16,19 antikorlar1 c¢oklu analiz amag¢hi olarak sadece c¢alismamizda
kullanilmistir. Dolayisiyla ¢oklu kullanimi ile bu antikorlarin CTC Uzerinde ekprese
olmast ve alt popiilasyon olusturmasi hem g¢alismaya hem literatiire biiylik katki
saglayacaktir. Bu antikorlarin ilerleyen ¢alismalarimizda CTC belirlenmesinde

biyobelirteg rolii iistlenecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Toplamda yeni teshis konulmus, hi¢ tedavi almamis, 7'si kolon kanseri, 3'i
rektum kanseri hastanin kan numunesi alinarak CTC analizleri yapilmistir.

Cut-off > 3 kabul edilerek degerlendirme yapilmistir.

Kontrol olarak, hastalar ile ayn1 yas aralifina sahip, hi¢bir kanser teshisi
konulmamis 7 saglikli bireyin kan numunesi analiz edilmistir. Saglikli

bireylerin hig¢ birinde CTC saptanmamustir.

Toplamda 9 hastanin analiz verilerine gore saptanan CTC sayisi cut-Off
degerinin {izerinde, 1 hastanin CTC sayis1 ise cut-off degerinin altinda
saptanmigtir. Fakat literatiire bakildig1 zaman cut-off degerini 2 kabul eden
calismalarda bulundugu icin CTC sayist 2 saptanan hastanin verileride

gbzard edilmemelidir.

Hastalar1 kendi aralarinda erken evre ve ileri evre olarak ayirdigimiz zaman 5
birey erken evre, diger 5 birey ise ileri evre olarak degerlendirilmistir. Erken
evre ve ileri evre CRC hastalarinda saptanan CTC sayilar1 kiyaslandiginda
erken evre hastalarin CTC sayisi ortalama olarak daha yiiksek bulunmustur.
Ileri evrede CTC'nin farkli fenotipine veya EMT siirecine baglh olarak CTC
sayist azalmistir. Bu veriler klinikte kullanilan diger test sonuglariyla

kiyaslandiginda ve yorumlandiginda klinik agidan faydali sonuglar verecektir.

2 hasta birey tedavi siirecinde, CTC sayilar1 0 olana kadar takip edilmistir.
Literatir ile Kkarsilastirildiginda, kemoterapiye yanit veren hastalarin
belirlenmesi i¢in benzer ¢aligsmalar yapilmistir. Calismamizda, CTC sayisinin
kemoterapi sonrasi azalmasi veya 0'a ulasmasi hastanin kemoterapiye yanit
verdigini gostermektedir. Bu sonu¢ klinik agidan anlamlilik tagimaktadir.
Ancak, tedavi yaniti hastadan hastaya farklilik gosterdiginden dolayir ve
ayrica tim hastalarin  ila¢  direnci kazanabileceg§i g6z Oniinde
bulunduruldugunda uzun siireli hasta takip calismalar1 yapilmasi

planlanmaktadir.
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v Hasta bireylerden 3'Q opere olmamis diger 7'si opere olmustur. Opere
olmayan hastalardan 2'si ileri evre diger 1'1 erken evredir. Opere olmayan
erken evre hastalarda CTC saptanmasi klinikte erken teshis agisindan yarar

saglayacaktir.

v’ Literatiirde bulunan bazi calismalarda hastaligi niiks etmeyen hastalara
odaklanarak 7-22 yil sonra CTC izole edilmistir. Buna benzer calismalar
diistintildiiglinde opere olmus veya olmamis, kemoterapi alan, tedavi
gordiikten sonra iyilesen hastalarda CTC saptama ve izolasyonunun klinik

acidan 6nemini ortaya koymaktadir.

v' CTC'lerin 7.5 ml periferik tam kanda 10°-10® hiicreye karsilik 1 gibi nadir bir
sayida bulunmasi ve morfolojik degiskenliklerinden dolayr saptanmasinin
kisitlamas1 sebebiyle modifiye metodumuzda iki asamali zenginlestirme
kullanilmigtir. Literatiirde CTC sayis1 igin cut-off degerini 2 kabul eden
calismalar1  disiindiiglimiiz ~ zaman  saptadigimiz  ~ CTC  verileri

zenginlestirmelerimizin basari oraninin yiiksek oldugunu gostermektedir.

v' CTC saptama yontemlerinden tek FDA onayli yari otomatik lazer sistemli
cihaz CellSearch cihazidir. Calismamizda, FC kullanilarak ¢oklu isaretleme
yapilmustir. FC cihazlarinin saptama disinda CTC ayirma 6zelligide vardir ve
ilerideki ¢alismalarimizda CTC izolasyonu; CTC biyolojisinin arastirilmasi

gibi calismalarin Oniinii agacaktir.

v Calismamizda hiicre disina CD45 ve EpCAM isaretlemesi, hiicre icine ¢oklu
antikor olan CK 7,8 ve CK 14,15,16,19 antikor isaretlemesi yapilmistir. CTC
saptamasi bu sekilde daha kolay, giivenilir ve kapsamli olmustur. Yapilacak
alt popiilasyon calismalar1 ile CTC biyolojisi, morfolojik 6zellikleri gibi

arastirmalara 11k tutacaktir.

v" CellSearch cihazt EpCAM tabanli oldugu i¢in CTC morfolojisinin degismesi
ve EMTden dolay1 kagisa sebep olabilecegi yoniinde elestiriler almistir. Bu
nedenle bizim ¢alismamizda FC analizlerinde kapilama islemi CK19 tabanh

yapilarak daha saglikli sonuca ulastigimiz1 diisiinmekteyiz. Ayni1 zamanda
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coklu isaretlemenin alt gruplar1 olusturulmustur. Ilerleyen calismalarda alt
popiilasyonlar izole edilip kendi aralarinda ve CTC ile kiyaslanarak literatiire

151K tutabilir.

Yonteme ve veri analizlerine bakildiginda yontemin iilke literatiiriinde ilk
calismalar arasinda yer aldigi goriilmektedir. Kullanilan belirtecler ile pek
cok kanser hastalarinda CTC tespitinin yapilmasi1 hem belirte¢lere bir nevi

biyobelirte¢ gorevi verirken diger yandan klinik agidan faydali olacaktir.

Tim hastalarda CTC saptanmasi, CTC'nin CRC'li hastalarda tani ve teshise
katki saglayabilecegi sonucunu gostermistir. Kontrol bireylerinde 0 CTC
verilerine ulasilmast CTC'nin prognoz ile dolayisiyla sagkalim ile iligkili

oldugunu gostermektedir.

Literatiirde CTC'min metastaz ile iliskisi oldugunu destekleyen calismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar diisiiniildiigiinde CTC'nin tespiti biyomedikal

anlamda 6nem arz etmektedir.

CRC teshisi konulmus hastalarda CTC'nin tespiti tedavinin yonlendirilmesi,
kullanilan tedaviye alinan cevabi, prognoz ve sag kalim {izerine bilgi vererek

klinige katki saglayacaktir.

Calismamizda kullanilan antikorlar, epitelyal kdkenli ve mezenkimal kokenli
CTC alt popiilasyonlarmin tespitinde kullamlmistir. Ileride yapilacak olan
calismalarda, kanser kok hiicrelerine (CD44 vb. gibi), mezenkimal kdkenli
hiicrelere (vimentin vb. gibi) ve diger alt popiilasyonlara yonelik farkli
antikorlar  kullanilarak  CTC  alt  popiilasyonlarinin  belirlenmesi

distiniilmektedir.

Sonug olarak, CRC veya diger kanser tiirleri i¢in erken teshis de CTC'nin

tespiti gelismelerin 6niinii agmistir.
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v" Ulke literatirin de CTC tespitinde FC ile yapilan ilk calisma olup, soz
konusu yontem ile CRC'li hastalarda CTC saptama oraninin yiiksek olmasi
FC'nin giivenirliligini, modifiye edilen tiim yontemin gegerliligini ortaya

koymustur. Ulke literatiiriin de ¢alismalarin dniinii agacag diisiiniilmektedir.
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EK-2. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bu katildigmiz ¢alisma bilimsel bir aragtirma olup, arastirmanin adi Kanda Dolasan Tumor
Hiicrelerinin Kolorektal Kanserli (CRC) Hastalarda Akim Sitometrisi ile Tespiti’dir.

Bu aragtrmanin amaci, saghkh bireylerin ve kolon kanserli hastalarm kanlarinda dolagan
tiimér hiicrelerinin olup olmadigini tespit etmektir. Bu aragtirmada sizden sadece 1 (bir) kez bir tup (
7.5 ml) kan alinacaktir. Aragtirmada yer alacak goniilliilerin say1s1 60°dr.

Bu arastirma ile ilgili olarak doktorunuzun $nerilerine uymak sizin sorumluluklarmizdir. Bu
arastirmada kan alimi sirasinda veya kan alindiktan sonra goriilebilecek riskler ve rahatsizliklar séz
konusu olabilir. Bunlar, bu bdlgede kanin dokulara sizmasi sonucu sisme (hematom olusumu)
sonrasinda agri, bazi durumlarda enfeksiyon, uyusma, seyirme, bulanti, kusma, bayilma gibi
durumlardir; ancak bu sonuglarla ok nadir olarak karsilagilir. Sizin igin beklenen yararlar ise dncelikli
olarak kolon kanserinin erken tanisi ve metastaz ile karsilagsabilme durumu hakkinda bilgi edinilir.

Bu aragtirmanin olasi yararlari, sizden alinan kanlarda dolasan tiimor hiicrelerinin varlig
aragtirilacak ve kolon kanserli hasta kanlarinda bu hiicreler sayilacaktir. Dolagan tiimér hiicresi tespit
edilen hastalarda bagka bdlgeye sigrama (metastaz) olup olmayacag: hakkinda yorum yapilabilecek
olmasidir. Riskleri ise kolon kanserli hastalarda, bu tiimér hiicrelerinin tespit edilememesi (yanls
negatif sonug) ya da saghkli bireylerde tiimér hiicresi tespiti (yanlis pozitif sonug) olabilir. Ancak bu
iki durumda ihtimali gok kiigiik olabilecek sonuglardir.

Arastirmaya bagh bir zarar s6z konusu oldugunda, bu durumun tedavisi sorumlu arastirict
tarafindan yapilacak, ortaya ¢ikan masraflar bireyin kendi saglik giivencesi olan sosyal glivenlik
kurumu tarafindan karsilanacaktir. Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme
oldugunda, bu durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler
almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizhklariniz igin
03123241555 no.lu telefondan Dog. Dr. OZEN OZENSOY GULER’e basvurabilirsiniz.

Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir. Ayrica, bu arastirma
kapsamindaki biitin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri igin sizden veya bagh
bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecektir. Bu Arastrma Yildirim
Beyazit Universitesi Bilimsel Aragtirma Projesi tarafindan desteklenmektedir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almay:
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir
cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir. Arastiric: bilginiz déhilinde veya
isteginiz disinda, uygulanan gerekleri yerine getirmemeniz, ¢alisma programini aksatmaniz nedeni ile
sizi aragtirmadan ¢ikarabilir, Aragtrmanin sonuglari bilimsel amagla kullamilacaktir; ¢alismadan
¢ekilmeniz ya da arastiric1 tarafindan ¢ikarilmanmiz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse
bilimsel amagla kullanilabilecektir,

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayimnlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar
ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi
bilgilere ulagabilirsiniz (tedavinin gizli olmasi durumunda, géniilliiye kendine ait tibbi bilgilere ancak
verilerin analizinden sonra ulagabilecegi bildirilmelidir).
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EK-2. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu Devami

Calismaya Katilma Onayu:

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baslanmadan dnce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri
okudum ve séizlil olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulan aragtiriciya sordum, yazil ve spzlii
olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay
isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kogullar altinda, bana ait tibbi
bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer edilmesi ve iglenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki
veriyor ve s6z konusu aragtirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hicbir zorlama ve bask
olmaksizin biiytik bir goniilluliik icerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzal bir kopyasi bana verilecektir.

Ganiilliiniin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel.-Faks:
Tarih ve imza:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin,
Adi-Soyadi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar1 yapan araghrmacinin,
Adi-Soyadi:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve imza:

Olur alma iglemine basindan sonuna kadar tamklik eden kurulus gérevlisinin/gériisme
taminin,

Adi-Soyadt:

Gérevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza;
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EK-3. Tez Calismasinda Kullanilan Tez Makalesi

Niche, 2014; 3: 0-0 - DOI: 10.5152/niche.2015.246

Determination of Circulating
Tumor Cells in Peripheral Blood
By Flow Cytometry

Ender Simsek!”, Ozen Ozensoy Guler’, Ahmet Carhan', Bilgesu Ersan!,

Tugba Kevser Arkan', Yeter Dilek', Elif Ercan', Beyza Ecem Oz', Emine Terzi',
Emrullah Calisir?, Meral Tiryaki?, Ferda Alparslan Pinarli2, Mehmet Hakan Korkmaz?

Abstract

Objective: Circulating tumer cells (CTCs) have been interest of subject in the past few decades in terms of prognesis
and response to the therapy in several cancers and have potential as a "liquid biopsy” in the diagnosis and treatment of
cancer. The aim of our study was to improve a convenient method for the strategies of CTC enrichment and detection.

Metheds: In this modified method, 7,5 mL peripheral blood samples were firstly collected and peripheral blood mone-
nudlear cells (PBMCs) were isolated from the fresh blood samples by ficoll gradient separation. Next, the leukocytes in
PBMCs were removed by magnetic microbeads conjugated with CD45 for a negative selection. Finally, the retained cells
were labeled with anti-epithelial cell adhesion molecule (anti-EpCAM), anti-cytokeratins (anti-CKs) and the leukocyte-
specific marker as anti-CD45. All samples were analyzed by a flow cytometry.

Results: CTCs were detected in blood samples of cancer patients such as breast cancer, lung cancer, colorectal cancer,
bladder cancer, and laryngeal cancer using with our modified convenient method for the strategies of CTC enrichment
and detection. For instance, our results showed that CTCs were not detected in the volunteer sample while 9 CTCs were
detected with the use of EpCAM-based gating strategy but the number of detected CTCs was 7 when gated on CK
14,15,16,19 in the breast cancer sample.

Conclusion: CTCs can be detected with our modified method including highly sensitive assays that provide us monitor-
ing the process of cancer treatment and knowing some important information about cancer prognosis.

Keywords: Cancer, circulating tumor cells (CTCs), flow cytometry
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EK-4. Uluslararasi Bilimsel Toplantida Sunulan ve Bildiri Kitabinda Ozeti Basilan
Poster Bildirisi

P-05.03.3-010
The detection of circulating tumor cells (CTCs)
in patients with colorectal cancer by flow

cytometry

Y. Dilek’, E. Simsek’', A Carhan', E. Terz", E. Calisir,

M. Tirvaki®, F. Pinarli®, M. Ozdemir™®, D. Dede™, B. Yalcin™*,
0. O Galer®

! Department of Medical Blofogy, Faculty of Medicine, Ankara,
Yildirim Beyasit University, Turkey, * Departmanr of Medlcal
Geneties, Disfcapl Yildieim Beyvesl Trambrg ond Research
Haspltal, Ankara, Twkey, " Department of Medical Oncolagy,
¥ildirim Beyazir Universiny, Faculty of Medlcine, Antara, Turkey,
* Department of Medical Oneology, Ankara Niwure Tralring and
Research Hospiral, Ankara, Turkey, *Deparoment of Medical
Mucology, Ankora Aranodc Traing and Research Hospial,
Ankara, Turkey

Caolorectal cancer (CRC) is one of the leading canses of monality
waorldwide, Metastasis 5 associated with the presence of circulat-
ing tumor czlls (CTCs) in the peripheral blood of cancer patients.
CTC cut-off valwes have been shown to predict for poorer averall
survival in metastatic breast (=5), prostate (=5), and colorectal
{=3) cancer based on assessment of 7.5 ml of blood. In oor stedy,
CTCs were detected in blond samples of colorectal cancer
patienis, wsing with our modified conveniemt method for the
strategics of CTC enrichneent and detection. 7.5 mL. peripheral
blood zamples were firstly collected and peripheral  blood
maononuclear cells (PBMOCS) were isolated from the fresh hlood
samples by ficoll gradient separation. MNext, the leukocyies in
PEMCs were removed by magnetic microheads conjugated with
CD45 for a negative sclection. Finally, the retaimed cells were
labeled with anti-cpithelial cell adhesion molecule (anti-EpCAR),
cytokeratins {CEE, CE1%) and the leukocyic-specific marker as
anti-CD45. All samples were analyzed by BD) FACS Aria TIT
flow cytomeiry. In total, 10 patients and 7 healithy people were
incleded im this study. The resulis showed that CTCs were not
detecied in the blood samples of healhty voluntecrs, hut 3-13
CTCs were detected with CR14, 15, 16, 19-hasad gating strategy
in the blood samples of colorecial cancer patients. It is accepted
thai the cut off value is 3 CTCs for colorectal cancer and CTC s
negative if it is below this value or CTC is comnsidered as a posi-
tive, if it is equal to or abowve this value, which might be an indi-
cation for poor prognosis. Thus CTC's detection may serve a
representative surrogate tumor biomarker for real-time monitor-
ing of discase status and tailoring personalized therapy.

Keywords: Circulating Tumor Cells, Colorectal Cancer, Flow

Cytometry.
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