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ÖZET 

 

Kanda Dolaşan Tümör Hücrelerinin Kolorektal Kanserli (CRC) Hastalarda 

Akım Sitometrisi İle Tespiti 

 

  Kolorektal kanser (CRC), dünyadaki ölümlerin önde gelen 

nedenlerinden biridir. CRC gibi katı tümörlü hastalarda kansere bağlı ölüm nedenleri 

arasında metastatik CRC en sık rastlanan formdur. Metastaz, kanser hastalarının 

periferik kanlarındaki dolaşımdaki tümör hücrelerinin (CTC) varlığı ile ilişkilidir. 

 

  Çalışmamızda, CTC zenginleştirme ve saptama stratejileri için 

modifiye edilmiş uygun yöntemle kolorektal kanser hastalarının kan örneklerinde 

CTC'ler tespit edildi. İlk önce 7.5 mL periferik kan numuneleri toplandı ve periferik 

kan mononükleer hücreleri (PBMC'ler) taze kan numunelerinden fikol gradyanı 

ayrımı ile izole edildi. Daha sonra, PBMC'lerdeki lökositler, negatif bir seçim için 

CD45 ile konjuge edilmiş manyetik mikro boncukları ile uzaklaştırıldı. Son olarak, 

elde edilen hücreler anti-epitelyal hücre adhezyon molekülü (anti-EpCAM), 

sitokeratinler (CK8, CK19 ve anti-CD45 olarak lökosit-spesifik işaretleyici) ile 

etiketlendi. Tüm numuneler BD FACS Aria III akış sitometrisi ile analiz edildi. 10 

kolorektal kanseri hastası ve 7 sağlıklı birey ile çalışılmıştır. 

 

  Çalışmamızda, CK19 tabanlı kapılama stratejisi ile kolorektal kanseri 

hastaların kan örneklerinde 2-13 CTC tespit edilirken, sağlıklı bireylerin kan 

örneklerinde CTC'lerin saptanmadığı gözlenmiştir. Kanser hastalarının kan 

örneklerinden CTC saptanmasının, hastalık durumunun gerçek zamanlı izlenmesi ve 

kişisel terapi geliştirilmesi için bir tümör biyolojik belirteci olabileceği 

düşünülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanseri, dolaşan tümör hücreleri, akım sitometrisi
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ABSTRACT 

 

 
The Detection Of Circulating Tumor Cells In Colorectal Cancer Patıents 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 III 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. GİRİŞ 
 

 

 Kanser multifaktöriyel olup, bakterilerden virüslere, radyasyondan kalıtıma, 

çevresel faktörlerden beslenme alışkanlığına ve kimyasallara kadar birçok 

sebeplerden dolayı hücre bölünme kontrol noktaları zarar gören hücrelerin kontrolsüz 

bir şekilde aşırı bölünmesiyle karakterize edilen bir hastalıktır (1,2). Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO) verilerine göre her yıl 1.3 milyon kişi kolorektal kansere (CRC) 

yakalanmakta ve yaklaşık 700 bin kişi CRC nedeniyle ölmektedir (3). 

 

 Kolorektal karsinom gelişmiş ülkelerde ciddi morbidite ve mortaliteye yol 

açan önemli bir hastalıktır. Görülme sıklığı; erkeklerde bronş ve prostat kanserinden 

sonra üçüncü sırayı, bayanlarda meme kanserinden sonra ikinci sırayı almaktadır (4). 

CRC'nin yaş faktörü ile birlikte sıklığı artmaktadır (4). CRC'nin patogenezi hücrenin 

hayatta kalması, farklılaşması ve çoğalması dahil olmak üzere çeşitli süreçleri içerir 

(5). Başlıca ölüm sebebi ise CRC hastalarında metastazdır ve CRC'nin metastaz 

yayılması en sık görülen bölge karaciğerdir (6). 

 

 Kanser hücrelerinin tek tek ya da küme halince ayrılması, primer tümör 

dokusundan uzaklaşma yeteneği kazanması, çevre dokulara göç etmesi, kan dolaşımı 

ya da lenfatik sisteme girişi, belirli bir tümörün metastatik özelliğini belirgin hale 

getirmektedir (7). Epitelyal kanserli hastaların kanlarında dolaşan tümör hücreleri 

(CTC) olması ve sıklığı kanser metastazında önemli bir aşamadır ve hastalığın evresi 

ve tedavi değerlendirmeleri ile ilgili değerli bilgiler sağlar (8-10). Erken teşhis ve 

metastatik yayılmaların tedavisi için klinik değeri yüksek olan CTC'lerin metastatik 

odak olma yeteneği yüksektir (11). 

 

 Yüksek CTC sayısı kanser ile korelasyon yapıldığında metastazda artış 

gösterdiği ve nüks etme süresini kısalttığı belirlenmiştir (12). Bu tezde CTC'lerin in 

vitro olarak analiz edilmesi amaçlanmış olup periferik kan numuneleri kullanılarak 

deneyler gerçekleştirilmiştir. CTC'ler kanda çok nadir bulunduğu için birkaç 

basamak zenginleştirme tekniği kullanılmıştır. 
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 Heterojen yapıya sahip olması sebebiyle CTC'lerin kantitatif (nicel) analizinin 

avantaj sağlayacağı düşünülerek akım sitometrisi (Flow Cytometry, FC) 

kullanılmıştır (13). Klinikte, hematoloji ve onkolojiyi de içine alan çok sayıda 

disiplinde FC'nin kullanılması ile, FC'nin son derece önemli bir teknoloji olduğu 

kanıtlanmıştır (14,15). Aynı zamanda, cihazın belirteç ekspresyonunun varlığı ya da 

yokluğunun tespitine ek olarak ekspresyon seviyelerinin miktarını belirleyebilme 

niteliği ve çoklu biyobelirteç analizi gerçekleştirebilme olanağı sağlaması saptama 

basamağında kullanılma nedenleri arasında yer almaktadır. 

 

 Bu tez çalışmasında, kendi belirlediğimiz antikorlarla birleştirdiğimiz 

zenginleştirme ve saptama yöntemleri ile CRC hastalarının kanından CTC tespitinin 

yapılması hedeflenmiştir. Kan örneklerinin eldesi, basit ve minimal invazif 

olduğundan ülkemiz literatüründe bir öncü olacağı düşünülen bu yöntem ile CTC'ler 

gerçek zamanlı olarak kullanılabilir. Ülkemizde ilk sıralarda yer alan, erken teşhisin 

önemli olduğu CRC hastalarında büyük kolaylık sağlayarak hastalığın ilerlemesi 

açısından bilgi sağlayabilir ve sağ kalıma yönelik tedavilerin yönlendirilmesi için 

biyobelirteç görevi görebileceği düşünülmektedir. 
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 2. GENEL BİLGİLER 

 

 
 2.1. Kanser 

 

 Kanser; ortaya çıkışı, gelişimi ve sonucu bir hastadan diğer hastaya oldukça 

değişkenlik gösteren ciddi bir sağlık sorunudur. Aynı zamanda kanser, hücrelerin 

köklü metabolik ve davranışsal değişiklikler geçirdiği çok aşamalı bir süreçtir (16). 

Kanserin en önemli tanımsal özelliği, vücudun çeşitli bölgelerinde ortaya çıkan ve 

diğer organlara yayılabilen anormal hücre bölünmesidir. Yapılan bilimsel 

çalışmalarla kanserin teşhis oranı durmadan artarken kanser nedenli ölüm oranı 

hemen hemen sabit kalmaktadır (17). 

 

 Kanser, hücrenin büyümesi ve hücre döngüsünü kontrol eden hücre 

genlerinin mutasyonu veya anormal aktivasyonu sonucunda ortaya çıkmaktadır (2). 

Genel olarak genetik, sistemik ve çevresel olmak üzere üç değişik faktörün birbiri ile 

etkileşimi sonucunda gelişir (18). Çevresel faktörler arasında beslenme, endüstriyel 

kirlilik ve virüsler yer alırken immün sistemde görülen bozulmalar sistemiktir. 

Onkogenlerin etkileşimine yol açan mutasyonlar, aileden kalıtılan bazı mutasyonlar 

ve genleri etkileyen kromozomal değişiklikler de genetik faktörleri oluşturur (19). 

 

 

 2.1.1. Karsinogenez 

 

 Karsinogenez, somatik evrim olarak tanımlanan karmaşık, çok adımlı bir 

süreçtir. Karsinogenez genellikle genetik veya epigenetik değişiklikler gerektirir ve 

hücreler için yeni fenotipler oluşturur (20). Karsinogeze neden olan genetik 

değişiklikler hücrenin birkaç temel özelliğini değiştirerek hücrelerin normal büyüme 

kontrolünden kaçmalarına ve sonunda tam kanser fenotipinin ortaya çıkmasına neden 

olurlar (21). 

 

 Hücreleri, işlev ve yapı olarak normal hücrelere çok benzeyen, genelde 

bölgesel ve küçük boyutlu tümörler “benign tümör” olarak adlandırılır. Fibröz bir 

kapsül genelde benign tümörlerin büyüklüğünü belirler. Normal hücrelerde olduğu 

gibi bening tümör hücrelerinin bir arada tutulması hücre-yapışma molekülleri 

aracılığıyla olup, köken aldıkları dokularda bulunurlar (22). Normal hücrelerden 
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daha hızlı büyüyebilen ve bölünen, genellikle normal hücre ölümü seyri göstermeyen 

hücreler “malign tümörler”dir. Malign tümör hücrelerinin kilit özellikleri yakın 

dokuları istila edebilme yetenekleri olup, hücreler çoğalmaya devam ettikçe yayılır 

ve yeni tümör kaynakları oluştururlar (Tablo 2.1) (23,24).  

 

 Tablo 2.1. Benign ve malign tümörlerin karşılaştırılması (24). 

 
Karakteristik  Benign Malign 

Diferansiyasyon/anaplazi İyi diferansiye; yapı orjin doku 

için tipik olabilir. 

Anaplazi ile diferansiyasyonda 

kayıp, yapı sıklıkla atipik. 

Büyüme hızı Genellikle ilerleyici ve yavaş; 

durabilir veya gerileyebilir; mitoz 

seyrek ve normal. 

Kararsızdır ve yavaştan hızlıya 

doğru değişebilir; mitoz çok 

sayıda ve anormal. 

Lokal invazyon Genellikle yapışık ve itici, çevre 

normal dokuları invaze ve infiltre 

etmeyen iyi sınırlı kitle. 

Çevre normal dokulara lokal 

olarak invaziv ve infiltre, bazen 

yapışık ve itici görülebilir. 

Metastaz Yoktur. Sıklıkla vardır; daha büyük ve 

daha az diferansiye tümör daha 

sık metastaz yapmaz. 

 

 

 Genetik değişiklik replikasyonla aktarıldığından dolayı karsinogenez için 

hedef hücreler, dokularda sürekli yenilenen kök hücrelerdir (18). Tümör oluşumu, 

genetik defektlerin gelişimiyle normal hücrenin neoplastik hücreye dönüşümü ve 

neoplastik gelişim olarak ikiye ayrılır (25). Neoplastik transformasyon, spontan 

olabileceği gibi çeşitli şekillerde indüklenerek de baz çifti değişiklikleri, yanlış baz 

eşleşmeleri, delesyonlar, translokasyonlar ve amplifikasyonlar sonucu oluşabilir (18). 

Başka bir deyişle oluşan neoplastik transformasyon, DNA replikasyonunun ve tamir 

mekanizmalarının düzgün çalışmaması sonucu hücrelerde oluşan mutasyonların 

sonucudur. Mutasyonlar, büyüme kontrolünün kaybı (26) ile sonuçlanarak, proto-

onkogenler, tümör baskılayıcı genler, tümör baskılayıcı genleri düzenleyici genler ve 

büyümeyi kontrol eden genlerden oluşur (18,27). Karsinogenezin ikinci basamağında 

yer alan neoplastik gelişme, kanser hücresinin klonal proliferasyonuna yol açarak , 

önce çevre dokulara sonra da uzak dokulara yayılarak büyümesini sağlar (28). Sonuç 

olarak kanserde değişikliğe uğramış genler, normalde doku homeostasisi ve hücre 
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büyümesini düzenleyen üç ana biyolojik yolu olan hücre siklusu, apoptoz ve 

diferansiyasyonu etkiler (29). 

 

 

 2.1.2. Kanser Biyolojisi ve Hücre Döngüsü 

 

  Hücre döngüsü, bir hücrenin bölünmeye başlamasından itibaren onu takip 

eden diğer hücre bölünmesine kadar geçen zamanda, hücrede gerçekleşen geçici 

biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik değişikliklerin görüldüğü süreçtir. Genetik 

olarak birbirinin aynısı iki hücre oluşumu ile sonuçlanır (30). 

 

 Hücre döngüsü dört aktif fazdan M (mitoz) fazı, S (DNA sentez) fazı, G1 

(pre-dublikasyon) fazı ve G2 (post-dublikasyon) fazı) oluşur. Proliferasyon 

göstermeyen hücreler genellikle M ve S evreleri arasında durur ve G0 (alfa fazı) 

hücreleri olarak adlandırılır. Normal dokulardaki hücrelerin büyük çoğunluğu G0'da 

bulunur. Hücreler, büyüme faktörleri ve hücre yapışması da dahil olmak üzere dış 

faktörlere tepki olarak hücre döngüsüne girmeye teşvik edilir. Hücre döngüsünün G1 

evresi sırasında hücreler mitojenik sinyallere cevap verir. Hücre döngüsü G1 

evresindeki restriksiyon noktasını (R) geçtikten sonra, hücre döngüsü geçişleri 

bağımsız hale gelir (31). 

 

 Hücre döngüsü boyunca ilerleme, siklin bağımlı kinazlar (CDK'ler) olarak 

adlandırılan bir protein sınıfının sıralı aktivasyonu ve inaktivasyonu tarafından 

yönlendirilir. CDK'lar, inaktif bir korunmuş katalitik çekirdekten oluşur ve aşağıdaki 

üç seviyede düzenlenir: 

 

 1. CDK aktivitesi, siklinler olarak bilinen düzenleyici alt birimlerle ilişkiyi 

gerektirir. CDK seviyesi hücre döngüsü boyunca sabit kalır; bununla birlikte, siklin 

konsantrasyonu, hücre döngüsü boyunca faza özgü bir şekilde değişir. Siklinlerin 

periyodik sentezi ve yok edilmesi birincil düzeyde hücre döngüsü kontrolü sağlar 

(32,33).  
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 2. Siklin/CDK komplekslerinin aktivitesi, fosforilasyon ile de düzenlenir. 

Siklin/CDK komplekslerinin aktivasyonu, CDK-aktive edici kinazlar (CAK) 

tarafından fosforilasyona ihtiyaç duyar (32,33). 

 

 3. CDK'ler ayrıca CDK inhibitörleri (CDKI) olarak bilinen bir inhibitör 

protein sınıfı ile sıkı bir şekilde düzenlenir. CDKI'ler, CDK/siklin komplekslerini 

bağlayarak G1/S geçişini bloke edebilir (Şekil 2.1) (32,33). 

 

 Hücre döngüsünün kontrolünün kaybının sıklıkla gözlendiği yerlerden biri de 

restriksiyon noktasıdır. Restriksiyon noktası, hücre döngüsünün G1 fazının 

sonlarında bulunan anahtar bir kontrol noktasıdır ve hücre bölünmeden önce DNA 

replikasyonunun yönlendirildiği yerdir. Bu kontrol noktasındaki hatalar önemli 

sonuçlar doğurur (28). 

 

 İlk olarak, bu kontrol noktasının kontrolünün kaybı hücreyi anormal 

replikasyona yönlendirir. Bu kontrol noktası aynı zamanda kanser şekillenmesinde 

önemli olan iki yolağın bağlantı noktasıdır. pRb yolağı adını pRb tümör baskılayıcı 

proteinden almaktadır. pRb normalde hücrede fosforile değildir ve aktiftir. Aktif 

durumda pRb hücre bölünmesini önler. pRb proteini fosforlandığında inaktif hale 

gelir ve hücre bölünmesine izin verir. pRb oluşumunu etkileyen mutasyonlar pRb 

inaktivasyonunu da etkiler. Bu mutasyonu taşıyan hücreler fonksiyonel G1 

restriksiyon noktasına sahip değillerdir. G1'de kalmak ya da G0'a girmek için 

yetersizdirler, devamlı ve yetersiz replikasyon yaparlar (34). 

 

 Diğer bir hücre döngüsü yolağı, c-Myc yolağıdır ve adını c-Myc proto-

onkogeninden almaktadır. c-Myc yolağı, hücre bir mitojen ile uyarıldığında aktiftir. 

c-Myc geninin ürünü bir transkripsiyon faktörüdür ve bu protein diğer genlerin ifade 

edilmesi için bir sinyal olarak işlev görmektedir. Mutasyonlar c-Myc aktivitesini 

arttırarak hücre bölünmesinde artışa ve kansere neden olduğundan dolayı c-Myc bir 

proto-onkogen olarak adlandırılmaktadır (35,36). 
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 Şekil 2.1. Hücre döngüsü ve kontrol noktaları (37). 

 

 Normal hücreler; stres sinyalleri, radyasyon, DNA hasarı veya oksijen 

tükenmesine maruz kaldıklarında, hücrelerin büyük çoğunluğu G1, S ve G2'de hücre 

döngüsünün durmasına veya programlanmış hücre ölümüne (apoptozis) neden 

olabilir. Apoptozis; gelişmiş organizmalarda hücreler arası ilişkilerin gereği olarak 

gereksinim duyulmayan ve fonksiyonları bozulan hücrelerin, çevreye zarar vermeden 

programlı ölümüdür (38). 

 

 Apoptozis, genetik olarak düzenlenir ve kanserli hücrelerde bozulabilir. 

Hücreler içinde kontrol noktaları olarak adlandırılan gözetim sistemleri, DNA 

hasarını tanıma ve DNA hasarının onarım işlevini görür. DNA lezyonu 

saptandığında, p53 hücre siklusunu G1 fazında durdurur, böylece hücrenin S fazına 

girişini önler. Ardından, ya tamir mekanizması proteinlerini ya da apoptozise yol 

açan proteinleri indükler. Ayrıca Bcl-2 onkogeni ise apoptozisi inhibe eder (39). 



8 

 

p53'ün fonksiyon kaybı veya Bcl-2'nin aşırı artması apoptozisi engeller ve kanser 

hücrelerinin proliferasyonu devam eder (40).  

 

 

 2.1.3. Kanser Hücrelerinin Karakteristik Özellikleri 

 

 Büyüme Sinyallarinden Bağımsız Öz Yeterlilik: Normal hücreler, büyüme ve 

proliferasyon için mitojenik uyaranlara ihtiyaç duymaktadır. Bu sinyaller, sinyal 

moleküllerinin belirli reseptörlere bağlanması, büyüme faktörlerinin hücreye 

difüzyonu, ekstraselüler matriks (ESM) bileşenleri, hücre adhezyonları veya 

etkileşimleri yoluyla çekirdeğe iletilmektedir. Birçok onkojen normal büyüme 

sinyallerini taklit ederek hareket eder. Tümör hücreleri, çoğalma ve sürekli büyüme 

için hücre dışından gelen mitojenik uyaranlara bağımlı değildir. Hücre dışı sinyallere 

bağımlılığın serbest bırakılması, normal hücresel homeostazı ciddi derecede 

bozmaktadır. Bundan dolayı kanser hücrelerinin en temel özelliği, kronik 

proliferasyonu sürdürebilme yeteneğidir (30).  

 

 Normal hücrelerde büyümeyi teşvik eden proteinleri kodlayan genlere proto-

onkogenler denir. Hücrelere çevresel sinyallerden kendi kendine yeterlilik 

kazandıran mutasyona uğramış genlere ise onkogenler denir. Mutasyona uğrayan 

genlerin sinyallerinin düzenlenmesiyle, kanser hücreleri kendi hayatlarını yönetebilir 

hale gelir ve hücre döngüsü boyunca ilerlemeyi, hücre boyutunda artışları, hücrenin 

hayatta kalma oranını ve enerji metabolizmasındaki değişiklikleri yönetmek için 

sinyal verebilir (41). 

 

 Kanser hücresi bu kabiliyeti aşağıdaki şekillerde kazanabilir: 

❖ Büyüme faktörü ligandlarını kendileri üreterek kendi kendilerine sinyal 

verebilir. 

❖ Stromal hücrelerin büyüme faktörü ligandları gibi ligandları üretmesini 

sağlayabilir. 

❖ Hücre yüzeyinde, reseptör homo-dimerizasyonuna veya hetero-

dimerizasyonuna yol açan reseptör konsantrasyonunda bir artış olabilir. Bu 

durum hücreyi ligandlara aşırı duyarlı hale getirir. 
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❖ Liganttan bağımsız aktiviteyi destekleyen reseptör üzerinde yapısal 

değişiklikler olabilir. 

❖ Sinyal yolunun yapısal olarak aktivasyonunu sağlayabilir (30). 

 

 Büyüme Faktörlerinden İnhibitör Sinyallerine Karşı Duyarsızlık: Normal 

hücrede, hücresel durgunluk ve homeostazı korumak için birden fazla anti-büyüme 

sinyali çalışmaktadır. Hücrenin büyümesini ve çoğalmasını olumsuz şekilde kontrol 

eden çoğu hücresel program, tümör baskılayıcı genlerin etkilerine bağlıdır (30). 

Temel seviyede, anti-büyüme sinyallerinden çoğu Rb proteini ile yakın ilişki 

içindedir.  Rb proteini, çeşitli hücre dışı ve hücre içi kaynaklardan gelen sinyalleri 

bütünleştirir ve hücreyi döngü ilerlemesini sağlar. Rb'nin bozulması, hücreyi 

transforme edici büyüme faktörü-β (TGF-β) tarafından sağlanan anti-büyüme 

sinyalleri gibi sinyallere duyarsız hale getirerek hücre proliferasyonu ile karakterize 

eder (42). Diğer önemli tümör süpresör p53, hücre içi sinyalleri bütünleştirir ve hücre 

döngüsü durdurma, hücresel stres veya hasar derecesine bağlı olarak apoptozu teşvik 

edebilir. Dolayısıyla Rb veya p53'ün kaybı, hücrenin anti-büyüme sinyallerinden 

kaçınma yeteneği aracılığıyla malign fenotip ile ilişkilidir (43). 

 

 Tümör süpressör gen kaybına ek olarak, hücreler farklı alternatif hücresel 

programlarla anti-büyüme sinyallerinden kaçabilirler. Kanser hücresinin diğer bir 

özelliği, kontak inhibisyonundan kaçınılmasıdır. Çoğu normal hücrede hücre-hücre 

teması, başka hücre çoğalmasına karşı bir önleyici sinyal oluşturur. Nörofibromatoz 

tip 2 (NF2) ve karaciğer kinaz B1 (LKB1) genleri kanserlerin ilerlemesine katkıda 

bulunan kontak inhibisyonunun kaybolmasını teşvik edebilir (21). Her ne kadar 

TGF-β kanserde antiproliferatif etkilere sahip olsa da, TGF-β yolağının malignite 

sonrasındaki evrelerinde bozulabileceği ve kanser ilerlemesine katkıda 

bulunabileceği gösterilmiştir. TGF-β'nın, invazyon ve metastazı teşvik eden 

epitelyal-mezenkimal dönüşüm (EMT) olarak adlandırılan hücresel programı aktive 

ettiği bulunmuştur (30). 

 

 Apoptozisden Kaçış: Kanser hücreleri, çeşitli stratejilerle hücre ölümü ve 

apoptoz direnci kazanabilir. En yaygın yollardan biri, tümör supresör proteini p53'ün 

fonksiyon kaybıdır. p53 protein fonksiyon kaybı genellikle mutasyon yoluyla 

gerçekleşir. Aynı zamanda, viral proteinler tarafından tutulması, inaktivasyonu veya 
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MDM2 (Murine double minüte-2) gibi diğer onkojenlerin çoğaltılması da p53 

proteininin fonksiyon kaybına yol açabilir (44).  

 

 Hücrenin UV radyasyonu, hipoksi ve DNA'ya zarar veren ajanlara maruz 

kalması, hücre döngüsünün durdurulması veya apoptoza geçmesi için p53 harekete 

geçirilir. Bu mekanizmanın başarısızlığı, hücrenin malignite ilerlemesine katkıda 

bulunur ve hücre döngüsünün ilerlemesinde tanımlanmış kontrol noktalarında 

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

 

 Sınırsız Replikasyon Potansiyeli: Hücresel yaşlanmaya ilişkin çalışmalar 

sonucunda, telomeraz enzimi ekspresyonu, kanser hücrelerinin ölümsüz fenotipinin 

altında yatan merkezi bir birleştirici mekanizma olarak ortaya çıkmıştır. Telomeraz, 

ökaryotik kromozomların uçlarındaki telomerlerde koruyucu yapıları koruyan bir 

ribonükleoprotein enzimidir (46). Telomeraz kompleksi, TTAGGG telomerik tekrar 

dizisine tamamlayıcı bir alan ve bir katalitik protein bileşeni içeren bir RNA alt 

biriminden oluşur. İnsanlarda telomeraz ifadesi çoğu somatik dokuda bastırılır ve 

telomer her hücre bölünmesi ile kısalır. Fakat, kanser hücrelerinde ve kök hücrelerde 

telomerler, telomeraz enziminin etkisiyle yenilenmektedir. Böylelikle, telomerlerin 

uzunluğu sabit kalmakta ve hücre sınırsız sayıda çoğalmaktadır (46,47). 

 

 Enerji Metabolizmasını Yeniden Programlama: Bir kanserin sürekli büyümesi 

ve çoğalması, bu büyümenin sağlanabilmesi için enerji metabolizmasında karşılık 

gelen bir ayarlamayı gerektirir. Normal koşullar altında hücreler, aerobik ortamda, 

glikozu pirüvata metabolize ederek net bir ATP kazanımı sağlarlar (30). 

 

 Kanserli dokuda intrasellüler ortamda oksijen az, glukoz bol olduğundan, 

beklenen temel metabolik yolak anaerobik glikoliz olup, bol miktarda pirüvattan 

laktatın sentezlendiği metabolizma Warburg etkisi olarak adlandırılır (48). Bu duru-

mun oluşmasında en büyük rol, spesifik bir transkripsiyon faktörüne aittir. Hipoksi 

ile indüklenebilir faktör–1 alfa (HIF–1α) olarak bilinen bu faktörün temel görevi kan 

damarı gelişimini sağlamak ve metabolik adaptasyondur. HIF-1α, glukoz 

metabolizmasıyla birlikte aminoasit ve nükleotid metabolizması ve pH’ın 

düzenlenmesinde de görevlidir. Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 

salınımı üzerinden anjiyogenezi kontrol eder, anjiyogenez önceden mevcut olan 
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küçük damarlardan yeni kan damarlarının oluşmasıdır (49). Kanser hücresinin 

kandan glukozu 5-10 kat daha fazla almasından sorumlu başka mekanizmalar da 

bulunmaktadır. Örneğin, glukoz taşıyıcılarından (GLUT) GLUT1, GLUT3 ve 

GLUT4’ün aktivasyonları söz konusudur. Bu aktivasyon, tümör supressör gen olan 

p53’ün, GLUT’lar üzerindeki inhibitör etkisinin kalkmasına bağlıdır. Ayrıca HIF-1α 

da kanser hücre yüzeyindeki GLUT miktarını artırarak bu mekanizmada da rol oynar 

(50,51).  

 

 Tümör hücresine özgü bu metabolizma, tümör büyümesi açısından önemli 

avantajlara sahiptir. Hücreler, değişen oksijen düzeylerinden etkilenmeden 

yaşamlarını sürdürebilirler. Glikoliz ile tümör hücreleri, bikarbonik asit ve laktik asit 

oluştururlar. Tümör hücreleri tarafından üretilen laktik asit tümör mikroçevresinde 

asidik bir ortam oluşturarak tümör invazyonunu kolaylaştırırken yine mikroçevrede 

bulunan anti-kanser immün efektör mekanizmaları baskılamaktadır (30,52). Ayrıca 

tümör hücreleri tarafından oluşturulan laktat, ortamdaki stromal hücreler tarafından 

alınarak pürivata dönüştürülür. Stromal hücreler tarafından üretilen piruvat oksidatif 

fosforilasyonda kullanılabileceği gibi, besin olarak kanser hücresine de verilebilir. 

Böylece kanser hücresindeki anaerobik komponentler ve stromal hücredeki aerobik 

komponentler arasında tümörün canlılığını devam ettirmesi ve büyümesi için gerekli 

enerjiyi sağlar (21).  

 

 Kanser hücresi, glukozu pentoz fosfat yolağı ile metabolize edebilme 

yeteneğine de sahiptir. Tümör hücreleri bu yolaktan hücreyi kemoterapötiklere karşı 

koruyan antioksidan olan nikotinamid adenin dinükleotid fosfat oluşumunu sağlar 

(53). 

 

 Kanser hücresi, glikolitik yolun ara ürünlerini anabolik reaksiyonlar için 

kullanır. Eğer glukoz oksidatif fosforilasyon ile tam olarak karbondioksite 

metabolize edilirse, biyosentetik reaksiyonlar için gerekli ara bileşikler elde 

edilemez. Dolayısıyla kanser hücre metabolizması, büyüme ve proliferasyon üzerine 

kurulmuştur ve temel besin kaynağı ise glukozdur (54).  

 

 Sürekli Anjiyogenez: Hücrelerin malign fenotipe ilerlemesindeki en önemli 

değişiklerden birisi de anjiyogenezin gelişimi ve devamıdır. Normalde tümörler 
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damarlanma olmaksızın 3-4 mm’den daha fazla büyüyemezler. Bu büyüklüğe 

ulaşıncaya kadar besin ve oksijen ihtiyacını difüzyon ile sağlarlar (55). Tümörün 

büyüyüp ilerlemesi için yeni kapillerlerin oluşması gerekmektedir. Anjiyogenez 

sadece tümör büyümesi için değil aynı zamanda metastaz için de gereklidir (56). 

Tümörlerde kan akımının sağlanması birtakım faktörler ile sağlanmaktadır. Tümör 

büyümesi, anjiyogenik faktör ve anjiyogenezi inhibe eden faktörler arasındaki denge 

ile sağlanmaktadır (57). Tümör anjiyogenezi ile ilgili şimdiye kadar açıklanan 

anjiyogenik faktörlerden en önemlisi VEGF’dir. VEGF ile birlikte fibroblast büyüme 

faktörü (FGF), epidermal büyüme faktörü (EGF) ve platelet kaynaklı büyüme faktörü 

(PDGF) anjiyogenezde dört evrenin gerçekleşmesini sağlayan en önemli faktörlerdir 

(58). Ayrıca dokulara gelen oksijenin azalmasıyla artışı gerçekleşen HIF-1 

regülasyon proteininin VEGF’nin ekspresyonunu onkogeninin kontrolü altındadır. 

Tümörlerin anjiyogenik özellik kazanması için anjiyogenik faktörlerin artıp, 

anjiyogenik inhibitörlerin azalması gerekmektedir. Anti-anjiyogenik faktörlerin 

üretimini tümör hücreleri gerçekleştirir veya ekspresyonu uyarır. Anti-anjiyogenik 

faktörler kanser tedavisinde ilaç geliştirilmesinde oldukça büyük öneme sahiptir ve 

çalışmalar devam etmektedir (59,60). 

 

 Doku İnvazyonu ve Metastaz: Bir metastazın gelişebilmesi için tümör 

hücrelerinin primer kitleden ayrılıp, çevre dokuya invazyonu ile başlayan kompleks 

bir süreci tamamlaması gerekmektedir. Metastaz süreci iki aşamadan oluşmaktadır. 

İlk aşama mikrometastatik lezyonların intravazasyon, diseminasyon ve 

ekstravazasyon safhalarını içeren migrasyonu, ikincisi ise makroskopik tümörlerde 

büyüme ile karakterize olan kolonizasyondur (Şekil 2.2) (30,61).  
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 Şekil 2.2. Metastatik döngü (62). 

 

 Tümör hücreleri genetik ve biyokimyasal olarak heterojen olup, metastaz 

yapma potansiyelleri de bu faktörlere bağlı olarak değişkendir. Tümör hücreleri 

primer dokudan kopup, hipoksi, yetersiz besin kaynağı, hipoperfüzyon, savunma 

sistemi gibi çevresel zorluklara rağmen uzak bölgelere metastaz yapabilirler. 

Metastatik süreçte bu hücrelerin, çevre dokulara invazyon, yayılım, yeni doku 

bölümlerine yapışma ve yeni damar oluşumunu başlatabilme özellikleri mevcuttur 

(63). 

 

 Normal dokuda yapısal bütünlüğün sağlanması için epitel hücreleri bir takım 

proteinler ile sıkı birliktelik gösterir. E-kaderinler gibi bu tarzda proteinlerin 

etkinliğinin azalması artmış metastatik potansiyel ile ilişkilidir. E-kaderin fonksiyonu 

epitel kanserlerinin çoğunda, E-kaderin veya β-katenin genlerinin mutasyonu ile 

inaktivasyonu, transkripsiyonel baskılama veya hücre dışı kaderin alanının proteolizi 

ile kaybolur. İnvazyon gösteren tümör hücreleri epitel bazal membranı parçalayan 

protein yıkıcı enzimler salgılarlar. Göç eden hücreler sonrasında dolaşıma 

katılabilmek için ince duvarlı damarların endotel bazal membranını kateder. Kapiller 
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yatakta yoğunlaşan ve bulunduğu doku parankimine ulaşma imkanı bulan hücreler 

anjiyogenik programları başlatırlar ve çoğalırlar (64,65).  

 

 Primer tümör dokusu içinde kanser kök hücresi, kısmen farklılaşmış 

progenitör hücreler, tam farklılaşmış ve son aşamaya gelmiş hücreler gibi farklı 

seriler bulunmaktadır. Kanser kök hücreleri, ESM'in parçalanması, kan damarları ve 

lenf nodüllerinin invazyonu, göç, damar dışına çıkıp, yeni yerleşkede çoğalabilme 

gibi özellikleriyle primer tümörün malignite potansiyelinin artışına katkıda 

bulunmaktadır (65,66). 

 

 

 2.2. Kolorektal Kanser (CRC) 

 

 2.2.1. CRC Epidemiyolojisi 

 

 WHO'nün kapsamlı bir projesi olan Globocan verilerine göre 2012 yılında 

dünya genelinde 14.1 milyon yeni kanser hastası ve 8.2 milyon kansere bağlı ölüm 

olduğu belirtilmiştir. Aynı zamanda WHO verilerine göre her yıl 1.3 milyon kişi 

kolorektal kansere yakalanmakta ve yaklaşık 700 bin kişi CRC nedeniyle ölmektedir 

(3).  

 

 WHO'nün 2015 yılı yayınladığı verilere göre, dünyada 8 milyon 200 bin olan 

kanser ölümlerinde 1 milyon 590 bin vakayla akciğer kanseri ilk sırayı alırken, 

CRC'ler dördüncü sırayı almıştır. Kolorektal karsinom gelişmiş ülkelerde ciddi 

morbidite ve mortaliteye yol açan önemli bir hastalıktır. Bir insanın yaşam boyunca 

kolorektal kansere yakalanma olasılığı %5’dir. CRC sıklığı yaş ile artmaktadır (3). 

 

 Sağlık Bakanlığı'nın 2013'te yayınladığı Türkiye Birleşik Veri Tabanı'na göre 

25-49 yaş aralığında kanser yüzde dağılım verilerinde erkeklerde %8.7 ile ikinci 

sırada yer alırken, kadınlarda %5,1 ile üçüncü sırada yer almaktadır. 50-69 yaş 

grupları arasında bu oran erkeklerde % 9,2 'ye yükselirken kadınlarda %8,9 olmuştur. 

Tüm yaş gruplarındaki erkeklerde ve kadınlarda ayrı ayrı en sık görülen kanserlerin 

yüzde dağılımlarına bakıldığında, CRC'nin her ikisinde de üçüncü sırada olduğu 

sonucuna ulaşılmaktadır (Şekil 2.3 ve Şekil 2.4). Aynı veri tabanına göre CRC, 
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histolojik tiplendirmesi yapıldığında adenokarsinom %96,1 oranında görülürken 

kalan yüzdede karsinoid tümör, epitelyal karsinom, taşlı yüzük hücreli ve diğerleri 

görülmüştür. Evrelerin yüzde dağılımı değerlendirildiğinde %44 bölgesel, %33 

lokalize iken %23'ü uzak metastaz yapmıştır (67). 

 

 

 

 Şekil 2.3. Tüm yaş gruplarındaki erkeklerde en sık görülen bazı kanserlerin 

bu grup içindeki yüzde dağılımları (Türkiye Birleşik Veri Tabanı, 2013) (67). 

 

 

 

 Şekil 2.4. Tüm yaş gruplarındaki kadınlarda en sık görülen bazı kanserlerin 

bu grup içindeki yüzde dağılımları (Türkiye Birleşik Veri Tabanı, 2013) (67). 
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 2.2.2. CRC Etyolojisi 

 

 CRC gelişiminde diyet, çevresel faktörler, yaş, adenom ve karsinom öyküsü, 

özellikle inflamatuvar bağırsak hastalıkları, faktörler predispozan hastalıklar ve aile 

öyküsünün etkisi olduğu düşünülmektedir (68). 

 

 Çoğu CRC'nin, en az üçte ikisi, bağırsak duvarı büyüyen villöz bir görünüme 

sahip benign, adenomatöz polipler ya da displastik hücreler ihtiva ederler. Elli yaş 

altında sık görülmez iken yetmiş yaş ve üstünde görülme sıklıkları %53-%63 

arasında olan adenomlar erkeklerde kadınlardan üç kat fazla görülmektedir. 

Adenomların kansere dönüşme riski polipin çapı, sayısı, histolojik tipi ile ilişkilidir 

(69,70). 

 

 Kolon kanserinin %90'dan fazlası 50 yaşından büyük hastalarda meydana 

gelmektedir. Yaşla birlikte artan kolonik mutasyonlar buna sebep olarak 

gösterilmektedir (71). Sigara ve alkol tüketimi CRC gelişiminde yüksek oranda etkili 

risk faktörleri arasındadır (68). Diyet, obezite, D vitamini eksikliği, diyabet,  

inflamatuvar bağırsak hastalıkları da CRC artışına sebep olan faktörler arasındadır 

(72,73). 

 

 

 2.2.3. Kolon ve Rektumun Anatomisi ve Histolojisi 

 

 Kalın bağırsaklar; sindirim sistemini ince bağırsaklardan sonra gelen ve 

çekumdan başlayarak anüse kadar devam eden kısmı olup 6,5 cm genişliğinde, 

yaklaşık 1,5 m uzunluğundadır. İnce bağırsaklardan en önemli farkı, üzerlerinde 

tenia koli adı verilen şeritlere sahip olmalarıdır. Karın boşluğu ve pelvis boşluğuna 

yerleşmişlerdir. Sağ iliak fossa'dan başlar önce yukarı doğru devam eder, sonra sola 

ve tekrar aşağıya yönelerek sol iliak fossa'ya gelerek 'S' şeklinde bir kıvrımla pelvis'e 

geçer. Pelvis'te rektum adı ile düz bir seyir oluşturarak anüste sonlanır (Şekil 2.5) 

(73,74). 
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 Kalın bağırsak kısımları; çekum, apendiks vermiformisin, çıkan kolon, 

transver kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektum, anal kanal ve anüsten 

oluşmaktadır (73). 

 

 Rektum; yaklaşık 10-14 cm uzunluğunda olan bu kısım sigmoid kolonun 

devamı olarak promontoryum seviyesinde başlar. Sakrum ve koksiks eğriliğini 

izleyerek diyaafram ve pelvisi geçip anal kanal ile devam eder. Sigmoid kolondan 

farklı olarak rektumda haustra coli (büzülmüş tenia koli şeritleri), appendices 

epiploicae (yağ parçacıkları), mezenteryum ve tenia koli bulunmaz (74,75). 

 

 Kalın bağırsağın tabakaları; mukoza, submukoza, kas tabakası ve seroza 

olmak üzere dört kısımdan oluşmaktadır. Kolonun mukozası katlamalar ya da 

villuslar içermeyen bir yapıya sahiptir. Çok sayıdaki düz, tübüler bezler ya da 

Lieberkühn kriptaları kolon mukozası için karakteristik bir özelliktir (76). 

 

 

 

 Şekil 2.5. Kolon ve rektumun anatomisi ve histolojik yapısı (77). 
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 2.2.4. Kolonun Polipleri ve Neoplazileri 

 

 Bir organın lümenine doğru büyüyen kitleye polip denir. Polipler 

nondisplastik ya da displastik olabilirler. Mukozaya tutunma şekline göre saplı ve 

sesil olarak sınıflandırılabilirler. Saplı polipler mukozaya, sıklıkla çıkarılmasını 

kolaylaştıran, belirgin bir sapla tutunurlar. Sesil polipler ise geniş tabanlı olup, 

sapları yoktur. Bu durum çıkarılmalarını ve displastik olgularda patoloğun sınırlarını 

değerlendirmesini güçleştirir (24). 

 

 İnflamatuar polipler; mukozal yüzeyden kabarıklık oluşturan inflame ve 

rejenere mukoza alanlarıdır. Bu lezyonlar nondisplastiktir ve malignite potansiyelinin 

olmadığı varsayılır (78). 

 

 Hamartomatöz polipler; benign, ancak disorganize doku nodülleridir. Sıklıkla 

tek polip olarak görülürler ya da bir sendromun parçası olarak yüzlerce görülebilirler. 

Displazi gelişebilir ve hamartomatöz polipozis sendromunda displazi gelişmesi daha 

kuvvetle muhtemeldir (78). 

 

 Prekürsör lezyonlar, adenomatöz poliplerde ve serrated poliplerin belli 

tiplerinde karsinom gelişimi yönünde süreci ilerleten genetik anormallikler vardır 

(24). 

 

 Serrated polipler, arasında hiperplastik polipler, sesil serrated polipler, mikst 

hiperplastik adenomatöz polipler ve geleneksel serrated adenomlar yer alır (27). 

 

 Hiperplastik polipler, azalmış yüzey migrasyonu ve dökülme ile katlanan, 

kript bazallerinde artmış epitelyal proliferasyon sonucu gelişen serrated poliplerdir. 

Genellikle küçüktürler ve özellikle rektumda sık görülürler (79). 

 

 Adenomlar, genelde saplı küçük tümörlerden sesil büyük lezyonlara kadar 

değişen çeşitli yapı ve büyüklüklere sahip neoplastik poliplerdir. İnce barsaklarda 

adenom sıklığı oldukça düşüktür. Kolondaki adenomların yaygınlığı, 40 yaştan önce 

%30-40 iken, 60 yaştan sonra %40-50’ye yükselmektedir. Sporadik adenomlar 
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ailesel bir eğilime sahiptir. Birinci derece akrabalarda adenom oluşma riski normalin 

4 katıyken, adenomlu hastalarda kolorektal karsinom gelişimi ise normalden 4 kat 

daha fazladır (24). 

 

 Bütün adenomatöz lezyonlar in-sitü karsinoma kadar değişen derecelerde 

displaziden kaynaklanan lezyonlardır. Ayrıca, invaziv kolorektal karsinomların 

çoğunun daha önceden var olan adenomatöz lezyonlardan kaynaklandığını gösteren 

çok güçlü kanıtlar mevcuttur. Adenomatöz polipler, epitelyal karakterleri temel 

alınarak 3 tipe ayrılmıştır (80).  

 

 Tübüler adenomlar, kolonda herhangi bir bölgeden kaynaklanabilen, yaklaşık 

yarısı rektosigmoidde yer alan adenomlardır. Villöz adenomlar; daha büyük ve daha 

kötü huylu epitelyal poliplerdir. Tübülovillöz adenomlar; tübüler ve villöz bölgelerin 

karışımından oluşmuşlardır (24,80).  Bunlar arasında en sık tübüler adenomlar 

görülmektedir ve geriye kalan adenomların %5-10’u tübülovillöz ve %1’i villöz 

yapısındadır. Çoğu tübüler adenomlar küçük ve saplıdır, villöz adenomlar ise daha 

büyük ve sesil yapıda olmaya meyillidirler. Diğer taraftan çoğu büyük ve sesil 

yapıdaki villöz özellikler gösterirler (24). 

 

 

 2.2.5. Kolorektal Karsinogenez 

 

 Bütün kolorektal karsinomlar, genetik alterasyonlar göstermektedirler. Bu 

alterasyonlar, karsinogenezin genel mekanizmasını anlamaya yönelik araştırmaların 

başlıca konularındandır (81).  

 

 Adenomatöz Polipozis Koli (APC): FAP ve Gardner Sendromlarının altında 

yatan kalıtsal eksikliğin kromozom 5q21’de olduğu tanımlanmıştır. APC tümör 

baskılayıcı gen burada bulunmaktadır. Kodlanan proteinin hücre adezyonunda rolü 

olduğuna inanılmaktadır. APC’de gözlenen mutasyon, sporadik kolon kanserinin 

gelişiminde meydana gelen bir olaydır (81,82). 

 

 Herediter Nonpolipozis Kolon Karsinomu (HNPCC): DNA tamir 

mekanizması ile ilişkili; hMSH2 (kromozom 2p22), hMLH1 (kromozom 3p21), 
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hPMS1 (kromozom 2q31-33) ve hPMS2(kromozom 7p22) genlerinde meydana 

gelen herhangi bir kalıtsal mutasyon HNPCC ailesel sendromundan sorumludur (24).  

 

 İnsan genomundaki dinükleotid sıralanmasında 50000-100000 kadar 

dinükleotid tekrarı vardır. Yanlış eşleme tamiri genlerinde meydana gelen 

mutasyonlar, bu tekrarlardaki yaygın alterasyonların varlığı sayesinde saptanabilir. 

Buna mikrosatellit dengesizliği adı verilir. Mikrosatellit dengesizliği gösteren çoğu 

HNPCC tümörlerinde, normalden 1000 katı fazla mutasyon oranı gözlenir (24,83). 

 

 Metilasyon Anomaliler: Kolon neoplazmlarında erken tanınan bir değişimde, 

DNA’daki metil gruplarının kaybıdır (84).  

 

 KRAS: K-ras geni, adenomlarda ve kolon kanserlerinde en çok rastlanan 

aktive onkogendir. K-ras (kromozom 12p12), intraselüler sinyal transdüksiyonunda 

rol oynar ve 1 cm’den küçük çaplı adenomların %10’undan azında, 1 cm’den büyük 

çaplı adenomların %50’sinde ve karsinomların %50’sinde mutasyona uğramıştır 

(85,86).  

 

 DCC (Deleted in Colon Cancer): DCC adı verilen tümör supresör gen 

kromozom 18q21’de lokalize olup, kolon kanserlerinde sıklıkla inaktiftir. Kodladığı 

protein kolon mukozasında yaygın olarak eksprese edilen bir hücre adhezyon 

molekülüdür. Kolon kanserlerinin %70-75’inde ekspresyonu azalmıştır ya da yoktur 

(24). 

 

 P53: kolon kanserlerinin %70-80’inde kromozom 17p kayıpları 

görülmektedir. P53’ü etkileyen bu kromozom delesyonları, p53 mutasyonlarının 

kolon karsinogenezinde geç bir dönemde gerçekleştiğini göstermektedir (24).  

 

 Sonuç olarak CRC karsinogenezinde birden fazla basamak, birden fazla 

anahtar olay olduğu sonucuna varılmasını sağlamıştır. APC mutasyonları, sporadik 

kolon kanserlerin %80’inde en erken ve bir olasılıkla başlangıç olayıdır. Adenomdan 

karsinoma gidişte meydana gelen mutasyonlar sırasında, bir takım ek mutasyonlar 

gerçekleşir. Fakat bunların mutlaka sırası ile oluşması zorunluluğu yoktur. Sadece bir 

tek olaylar dizisi değil, genomdaki alterasyonların tamamının birikimi ile neoplastik 
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lezyonun boyutlarının, displazi seviyesinin ve invazyon potansiyelinin artışı 

gerçekleşir (Şekil 2.6) (24).  

 

 
 

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

 

 

 2.2.6. CRC'lerde Evrelendirme  

 

 Kolorektal karsinomları evrelemede üç farklı sistem kullanılır:  

• Dukes sistemi  

• Astler-Coller sistemi  

• TNM sistemi  

 

 Dukes 1932‘de rektal karsinomların evrelemesinde yeni bir sistem oluşturdu 

ve Dukes'in bu evrelendirmesi kolon karsinomlarına da uygulanmıştır. Prognozla 

direkt ilişkisi olduğundan dolayı Dukes sistemi günümüzde pek çok kişi tarafından 

kullanılmaktadır. Bu sistemde sınıflama lenf bezi tutulumu ve tümörün derinliğine 

göre A,B,C olarak yapılmıştır. 1936 yılında Dukes, kendi sınıflamasını modifiye 



22 

 

ederek C evresini C1 ve C2 şeklinde değiştirmiştir. Dukes sınıflaması kolay ve 

anlaşılır olması nedeniyle önemini korumaktadır. 1954 yılında Astler ve Coller yeni 

bir evreleme sistemi geliştirmiştir ve temelde Dukes sistemine benzemekle birlikte, 

derinlikleri farklı olan tümörlerde lenf düğümü tutulumunu da değerlendirmesiyle 

farklılık göstermektedir (Tablo 2.2) (88). 

 

 TNM sınıflamasını kullanan Amerikan Birleşik Kanser Komitesi (AJCC) 

kolon kanseri evrelemesi 2003 yılında güncellenmiştir. Evre II ve III hastalar 

bölünerek ayrıca sınıflandırılmış ve vasküler ya da lenfatik invazyonlar dahil 

edilmiştir. Tümör ya da T evresi, tümör boyutunun aksine barsak duvarına 

penetrasyon derinliğini tanımlamaktadır. AJCC evreleme sistemi, tutulu lenf nodu 

sayısını sağkalımın önemli bir göstergesi olarak sorumlu tutmaktadır. Dört ya da 

daha fazla sayıda pozitif lenf nodu veya bağırsak duvarına gros ve mikroskobik 

penetrasyon düşük sağkalıma neden olmaktadır. Bazı evre II hastalar heterojen 

sonuçlar sergilemektedirler ve yüksek relaps riskiyle, nod pozitif hastalarınkine 

benzer sonuçlara sahiptirler (89). 

 

 Tablo 2.2. TNM evrelendirmesi (90). 

 

Evre TNM Dukes 

sınıflaması 

Tümör invasyon 

derecesi 

5 yıllık yaşam 

0 T0,N0,M0  Gözle görülür tümör 

yok 

 

%97 

I T1,N0,M0 A Tümör müskülaris 

mukoza ve submukoza 

sınırlı 
I T2, N0,M0 %90 

II T3,N0,M0 B1 

B2 

Tümör müskülaris 

propriaya sınırlı 

%78 

II T4,N0,M0 %63 

III T1-4,N1,M0 C1 

C2 

Tümör serozaya 

ulaşmış, komşu organ 

tutulumu olabilir. 

%56-65 

III T1-4,N2,M0 %26-37 

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

Tıs: İnsitu karsinom 

T1: Submukoza invazyonu 

T2: Müskülaris propriaya invazyon 

T3: Seroza invazyonu 

T4: Komşu organ invazyonu 

N0: Lenf nodu tutulumu yok 

N1: 1-3 lenf nodu tutulumu 

N2: > 4 lenf nodu tutulumu 

M0: Uzak metastaz yok 

M0: Uzak metastaz var 
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 2.3. Dolaşan Tümör Hücreleri (CTC) 

 

 CTC'ler primer tümörler ve/veya metastatik bölgelerden türemiş periferik 

kanda dolaşan tümör hücreleridir (91). Kanser hastalarında CTC'lerin varlığı ilk 

olarak Thomas Ashworth tarafından 1869 yılında saptanmıştır (92). CTC'leri 1959 

Salgado ve arkadaşları tarafından filtreleme, 1960 yılında Alexander ve Spriggs 

tarafından ise sedimentasyon yoluyla algılama yöntemleri hakkında ilk raporlar 

yaklaşık 100 yıl sonra ortaya çıkmıştır (93). 

 

 CTC'lerin metastatik lezyonların başlatılmasında yüksek etkisinin olduğu bir 

çok çalışmada kanıtlanmıştır. Fakat CTC'lerin metastatik yayılıma ve metastazın 

ilerlemesine katkısı olup olmadığı belirsizliğini korumaktadır (11). CTC'lerin kanda 

bulundukları süre kısadır ve morfolojisi oldukça heterojendir. CTC'lerin bu süreçte 

rastgele ya da belirlenen özel bir biyolojik programının olup olmadığı hala tartışmalı 

bir konudur (94). 

 

 

 2.3.1. CTC ve Metastaz İlişkisi 

 

 Kanserle ilişkili mortalitenin ana nedeni  tümör metastazıdır, ancak bu süreç 

henüz net aydınlatılmamıştır (12). Malign bir tümörün metastatik yeteneği kazanması 

invaziv ve motilite özellikleri ile başlar (23,30). Kanser hücrelerinin tek tek ya da 

küme halinde ayrılması, primer tümör dokusundan uzaklaşma yeteneği kazanması, 

çevre dokulara göç etmesi, kan dolaşımı ya da lenfatik sisteme girişi, belirli bir 

tümörün metastatik özelliğini belirgin hale getirir (7). CTC'lerin yabancı dokularda 

metastaz başlatabileceği düşünülmektedir (95). Kanserin CTC sayısı ile korelasyonu 

yapıldığında, CTC sayısının metastazda artış gösterdiği ve nüks etme süresini 

kısalttığı belirlenmiştir (12). Ayrıca CTC'lerin henüz metastatik hücreler oldukları 

kanıtlanmasa da akside henüz kanıtlanmış değildir (96). CTC'lerin metastaz 

hücrelerinin kaynağı olduğu kanıtlanırsa, tümör evreleme kriterlerinde ayrılmaz bir 

parça haline geleceği aşikardır. Bundan dolayı şu anda primer tümörlere 

odaklanılmıştır (11). Epitelyal kanserli hastaların kanlarında CTC olması ve sıklığı 

kanser metastazında önemli bir aşamadır ve hastalığın evresi ve tedavi 

değerlendirmeleri ile ilgili değerli bilgiler sağlar (8-10). Bu nedenle CTC 
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biyolojisinin aydınlatılması da metastaz karakterizasyonu ve tedavilerde hücre odaklı 

yöntemlere katkıda bulanacaktır (Şekil 2.7) (97,98). 

 

 

 

 

 Şekil 2.7.  Metastazların gelişimine yol açan başlıca adımlar (63). 

 

 

 2.3.2. CTC ve CRC İlişkisi 

 

 CTC'nin analizi, hastalığa karşı yanıtı değerlendiren ve hastalar için terapiyi 

hedefleyen, minimal invaziv bir “sıvı biyopsisi” için bir fırsat sunmaktadır (99). 

Doku biyopsisi, sıvı biyopsi ile karşılaştırıldığında genellikle teknik zorluğu vardır 

ve hasta açısından sıkıntılıdır, ancak CTC belirlenmesi için sıvı biyopsi yapılması 

kan alımı kolaylığı nedeniyle rutin gerçekleştirilebilir (100,101). Klinik önemine 

rağmen CTC araştırmaları üzerinde ilerleme kanda nadir görülmesi, verimli ve 

sağlam CTC ayırma tekniklerinin eksikliğinden dolayı engellenmektedir (102). 

CTC'ler yalnızca kanser hastalarının periferik kanlarındaki 105-108 lökosit sayısında 

1'dir (103). Bu nedenle CTC'leri zenginleştirmek ve tespit etmek için son derece 

hassas ölçümler gereklidir (104,105). 
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 CRC'in patogenezi gelişmiş hücrenin hayatta kalması, farklılaşması ve 

çoğalması dahil olmak üzere çeşitli süreçleri içerir (5). Aslında, metastaz CRC 

hastalarında başlıca ölüm sebebidir ve karaciğer kolorektal karsinomunun metastaz 

yayılım yaptığı en sık bölgedir (6). Birçok grup real-time PCR (RT-PCR) ya da 

immünolojik teknikler kullanılarak CTC tespitinin CRC ilerlemesi ve kötü prognoz 

ile ilişkili olduğunu bildirmiştir (106-108). CRC'de CTC sayımları ve metastatik 

nüks arasında önemli korelasyonlar olduğu belirlenmiştir (109). CTC'lerin cut-off 

değerleri 7.5 ml kana dayalı olarak değerlendirildiğinde metastatik meme (≥5), 

prostat (≥5) ve kolorektal (≥3) kanserinde genel sağkalımda kötü prognoz olmasını 

tahmin edilebileceği gösterilmiştir (110). 

 

 CTC'lerin yüksek heterojenik morfolojileri ve moleküler yapıları 

birleştirildiğinde kandan izolasyonu teknik açıdan zor hale getirir ve klinikte 

potansiyel belirteç olarak kullanımını sınırlandırmaktadır (97). Ek olarak epitelyal-

mezenkimal dönüşüm nedeniyle CTC sayılarının tespiti zordur. Son 10 yılda, 

mezenkimal kan hücrelerinin EpCAM ve CK ekpresyonu olmadığıdan dolayı 

CTC'lerin belirlenmesinde bu epitelyal belirteçler kullanılmıştır. Ancak epitelyal 

tümör hücreleri EMT geçirebilir. EMT sonrası migrasyon ve invasyonun plastisite ve 

kapasitesi artarken, CTC'ler arasında epitelyal belirteçlerin ekspresyonu azalır (111). 

Ayrıca genel kriter olarak CTC'ler lökosit antijeni CD 45 için negatif, bazı 

sitokeratinler için pozitif tanımlanmaktadır (112). 

 

 

 2.3.3. CTC Belirleme Teknolojileri 

 

 Son yıllarda CTC'lerin tespiti ve zenginleştirmesi için çeşitli cihazlar 

geliştirilmiştir (111). CTC alanında yayılan tümörlerin biyolojisi ve özellikle de 

potansiyel kök hücre benzeri özellikleri ile tümör hücreleri etkileyen EMT üzerinde 

yoğunlaşılmıştır (113). Sonuç olarak bir çok grup EMT olan CTC'leri seçen ve 

belirleyen yeni araçları optimize etmiştir (Şekil 28). Son çalışmalarda, CTC 

ölçümleri genellikle bir zenginleştirme aşaması ile başlamaktadır. Bu basamak 

CTC'lerin yoğunluğunu artırır ve tümör hücrelerinin kolay algılanmasını 

sağlamaktadır. Bu zenginleştirme basamakları biyolojik ve fiziksel özelliklere dayalı 

olarak ya pozitif zenginleştirme ya da negatif zenginleştirme olabilir. Aynı cihazda 
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fiziksel ve biyolojik özelliklere dayalı olarak pozitif ya da negatif CTC 

zenginleştirme kombine edilebilir. CTC'ler daha sonra immünolojik, moleküler ya da 

işlevsel ölçümleri kullanarak tespit edilebilir (111). 

 

 

 

 Şekil 2.8. CTC zenginleştirme ve saptama yöntemleri (114). 

 

 

 2.3.3.1 Biyolojik Özelliklere Dayalı CTC Zenginleştirme Stratejileri 

 

 1998'de Racila ve arkadaşları, immün affinite ile CTC zenginleştirmesini 

rapor etmiştir ve bu yöntem en çok kullanılan yöntemlerden birsidir. Bu strateji 

Birleşik Devletler Gıda Ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından onaylanmış ve kullanılan 

bir stratejidir. Hücreleri yakalamak için bu yöntemde ifade edilen spesifik biyolojik 

belirteçler olan EpCAM ve CD45 gibi biyolojik belirteçler kullanılır. Hücrelerin 

seçimi için kullanılan antikorlar hücrelerin bir manyetik alan üzerinden 

yakalanmasına izin verir. CTC'ler tarafından ifade edilen heterojen yüzey belirteçleri 
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dizisi bugüne kadar CTC'ye spesifik evrensel bir antijenin tanımlanmasını imkansız 

hale getirmiştir (115). 

 

 Afinite tabanlı CTC zenginleştirme teknolojileri, CTC'leri tümör ilişkili 

antijenler ile özel olarak hedefleyerek yakalar yani pozitif zenginleştirme 

yapmaktadır veya hematopoietik hücreleri hedef alan CD45 ile negatif 

zenginleştirme yapmaktadır. Pozitif zenginleştirme yüksek hücre saflığına sahiptir bu 

da antikor özgüllüğüne bağlıdır (95,116,117).  

 

 Biyolojik Özelliklere Dayalı Pozitif Zenginleştirme Teknolojileri: Pozitif 

seçilim için epitel belirteçlerini kullanan teknolojilerin karşılaştığı dezavantajlara 

rağmen, CellSearch'ün prognostik değeri ile periferik kandaki EpCAM+/CK+/CD45- 

hücrelerinin biyolojik ilgisi iyi ispatlanmıştır. CellSearch sistemi, metastatik meme, 

prostat ve kolorektal kanserler hastaların izlenmesine yardımcı olmak için FDA 

tarafından onaylanan tek CTC teknolojisidir (9,10). 

 

 CTC tespiti için piyasada bulunan diğer bir platform AdnaTest'dir. AdnaTest 

manyetik, antikor kaplı boncuklar kullanarak CTC'leri zenginleştirir. Yalnızca anti-

EpCAM antikorunu kullanan CellSearch'ün, aksine AdnaTest bir antikor kokteyli 

kullanmaktadır. Kanser türüne spesifik antikorlar seçildikten sonra, yakalanan 

CTC'ler izlenir ve test edilir. Çeşitli kansere bağlı Musin-1 (MUC-1) ve Epidermal 

büyüme faktör reseptörü-2 (HER2) gibi tümör işaretleyicilerinin çoklu ters 

transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanarak; ölçülen tümör 

tanımlayıcıları belirlenmiş bir eşiğin üzerindeyse (Adnagen,>0.1 ng/μL'yi önerir) 

CTC pozitif olarak tanımlanmaktadır (118). 

 

 İmmün manyetik ayrıma dayalı bir diğer zenginleştirme teknolojisi manyetik 

hücre ayırıcı (MACS)dir. MACS, zenginleştirme (anti-EpCAM) veya azaltma (anti - 

CD45) için antikorlara konjuge edilmiş manyetik nanopartiküller (10 - 85 nm çap) ile 

etiketlenmiş hücreleri yakalamak için yüksek gradyanlı manyetik ayırma 

kullanmaktadır. Numune, manyetik olarak işaretlenmiş hücrelerin yakalanmasını ve 

daha sonra da elüsyon edilmesini sağlayan manyetik alan varlığında ve yokluğunda 

manyetikleşebilen plastik kaplı çelik tutucu dolu bir kolondan geçirilmektedir. 

MACS teknolojisinin benzersiz tasarımı, büyük bir yüzey alanı/hacim oranı olan 
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malzemeler boyunca üretilen güçlü manyetik alanlar içeren, istenilen hücre 

popülasyonlarının etkin şekilde yakalanmasını sağlar (119). 

 

 İmmün manyetik zenginleştirme teknolojisi olan MagSweeper, nispeten 

yüksek saflıkta CTC'leri izole etmektedir ve birçok CTC izolasyon teknolojisinden 

farklı olarak, tam kanı santrifüjleme veya kırmızı kan hücresi lizisi olmadan işleme 

yeteneğine sahiptir (120). CTC'ler robotik olarak kontrol edilen bir manyetik çubuğu 

kullanarak önceden karıştırılmış örnekler içeren oyuklar yoluyla adsorbe edilmiş 

antikor kaplı manyetik boncuklar ile manyetik olmayan etiketli hücrelerin, 

ayrılmasını sağlayan otomatik bir sistemdir (121). 

 

 Nagrath ve arkadaşları tarafından geliştirilen CTC-Chip Anti-EpCAM 

antikoru ile kimyasal olarak işlevselleştirilen 78.000 mikrotablon dizisinden 

oluşmaktadır. Mikro-direklerin geometrik düzeni ve akışkan akış hızı, antikor kaplı 

direklere hücre bağlanmasını teşvik etmek için optimize edilmiştir. Mikroakışkan 

teknolojilerin karakteristik dezavantajlarından birini vurgulayan optimum yakalama 

için 1-2 ml/saat'lik bir akışkan akışı seçilmesidir; düşük üretim oranı ve büyük 

numune hacimlerine dayanıksız olmasıdır (122). 

 

 CTC-Chip'in geliştirilmesinin ardından, CTC zenginleştirmesi için bir dizi 

farklı mikroakışkan tabanlı stratejiler ortaya çıkmıştır. Bu cihazlardan biri olan 

geometrik olarak güçlendirilmiş diferansiyel immünokapisyon (GEDI) cihazı, 

spesifik olmayan lökosit yapışmasını en aza indirgemek için antikor kaplı mikro-

direkleri kullanarak pozitif zenginleşmeyi hidrodinamik kromotografiyle birleştirir 

(123,124). 

 

 OncoCEE (hücre zenginleştirme ve ekstraksiyon), CTC yakalama için bir 

antikor kokteyli kullanarak klasik anti-EpCAM yaklaşımına ters düşen mikro-posta 

dayalı bir cihazdır. Anti-EpCAM'a ek olarak, OncoCEE antikoru kokteyli, diğer 

tümör bağlantılı HER2, MUC-1, epidermal büyüme faktör reseptörü (EGFR), 

trofoblast hücre yüzey antijeni-2 (TROP-2) ve mezenkimal işaretleyici antikorlar da 

içermektedir. CTC tespitini daha da geliştirmek için OncoCEE sistemi CTC'lere 

bağlı yakalama antikorlarını floresan olarak etiketleyen in situ boyama protokolü 

kullanılmaktadır (125). 
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 Yüzey kimyasının değişiklikleri gerektiren kompleks mikro-posta dayalı 

cihazların büyük ölçekli üretiminde doğal sınırlamalar vardır (126). Buna ek olarak, 

CTC'lerin tespiti ve karakterizasyonu için günümüzde kullanılan teknikler yüksek 

çözünürlüklü görüntülemeyi gerektiren diğer teknikler üzerinde yoğunlaşmaktadır 

(127). Bu kısıtlamalar, balık sırtı (HB) çipi, geometrik olarak arttırılmış karıştırma 

(GEM) çipi, grafen oksit (GO) çipi gibi yüzey tutucu mikroakışkan aygıtların 

geliştirilmesine yol açmıştır. Mikropost dizileri yerine bu cihazlar CTC'nin 

yakalanmasını kolaylaştırmak için antikor kaplamalı yüzeyler kullanılır (128). 

 

 Mikro ölçekte bir immünomanyetik stratejiyi uygulayan bir teknolojinin 

örneği, Ephesia çipidir. Ephesia çipi, mikroakışkan bir kanaldaki 48.000 sütun 

dizisine işlevselleştirilmiş manyetik boncukların kendi kendine montajını teşvik eden 

manyetik tuzaklar oluşturmak için mikro kontak kullanmaktadır (129). Daha önceki 

mikro-post teknolojilerinin sınırlamalardan bazılarını yenerek Ephesia çipi 

immünomanyetik sıralama ve mikro-post tabanlı zenginleştirme tasarımlarını 

birleştirir (130). 

 

 Başka bir mikroakışkan tabanlı immünomanyetik yakalama teknolojisi eşsiz 

bir mimariye sahip olan Magnetic Sifter'dir. Diğer mikroakışkan tasarımların aksine, 

Manyetik Sifter yönteminde 3.808 kare manyetik gözenek (40 x 40 um) petek 

deseninde düzenlenmiştir. Yoğun gözenek dizileri boyunca dikey bir akış 

yapılandırması ile numune geçirilmektedir (131). 

 

 Mikroakışkan kullanan, diğer iki otomatik immünomanyetik strateji; 

LiquidBiopsy (Cyvenio) ve IsoFlux™ (Fluxion Biosciences)'de CTC 

zenginleştirmesi için kullanılan ticari sistemler içerisindedir. LiquidBiopsy, 

mıknatıslanmış yüzeylere spesifik olmayan bağlanmayı en aza indirgemek için çok 

tabakalı bir kılıf akışı kullanılmaktadır (132). Manyetik nanopartiküller ile 

etiketlenmiş sabit numune, yoğunluğu ayarlanmış iki tampon akımı arasında merkezi 

bir kanal vasıtasıyla mikroakışkan cihaza girmektedir. Aslında numune cihazın 

yakalama bölgesinden akarken, büyük bir manyetik alandan geçer ve etiketli hücreler 

saptırılarak cam yüzey üzerinde tutulur. LiquidBiopsy'ye benzer şekilde, Isoflux ™ 

ayrıca sürekli bir akış prosesi kullanır. IsoFlux ™ platformu, mikroakışkan kanallarla 
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birbirine bağlı üç akışkan rezervuardan (numune kuyusu, izolasyon bölgesi ve atık 

kuyusu) oluşur (132,133).  

 

 CTC-iChip, mononükleer hücreleri, daha küçük kan bileşenleri (kırmızı kan 

hücreleri, trombositler) ile hidro dinamik boyuta dayalı sıralama ile ayıran bir mikro 

pil dizisini kullanarak tam kan işlemesine izin vermektedir (134). CTC'leri, pozitif 

veya negatif zenginleştirme kullanarak immünomanyetik olarak arka plan 

hücrelerinden ayıran mikroakışkan bir immünomanyetik tabanlı CTC zenginleştirme 

teknolojisidir (134,135). 

 

 CellCollector ™, CTC'leri akarken yakalamak için EpCAM'ı hedefleyen bir 

antikor ile fonksiyonalize edilmiş yapılandırılmış, bir tıbbi teknik olan Seldinger teli 

kullanılan yöntemdir (136). 

 

 Biyolojik Özelliklere Dayalı Negatif Zenginleştirme Teknolojileri: Negatif 

zenginleştirme, CTC'leri izole etmek için dolaylı bir yöntem kullanmaktadır; CTC ile 

zenginleştirilmiş bir numuneyi elde etmek için lökosit gibi arka plan hücrelerini 

hedefler ve ortamda uzaklaştırır. Araştırmacıların CTC'leri klinik örneklerden 

ayırmak için kullandıkları iki negatif zenginleştirme platformu, ticari olarak satılan 

EasySep® sistemi ve Quadrupole Manyetik Ayırıcı (QMS) sistemlerdir (116,119). 

Ek olarak hem zenginleştirme hem de tüketme yoluyla CTC'leri yakalayan MACS ve 

CTC-iChip cihazlarıda bu teknoloji platformuna dahildir (134,135). 

 

 

 2.3.3.2. Biyofiziksel Özelliklere Dayalı CTC Zenginleştirme Teknolojileri  

 

 Boyut tabanlı CTC zenginleştirme teknolojileri, CTC'lerin genellikle 

lökositlerden daha büyük bir morfolojiye sahip oldukları bilgisi üzerinde işlev görür 

(137). Bir çok çalışma, tümör hücreleri, lökositlerin ve diğer kan hücreleri 

boyutlarının farklı olduğunu belirtilmiştir (137,138). Yapılan bir çalışmada 

mikroakışkan teknoloji kullanılarak toplanan numuneler de, sırasıyla CTC'ler ve 

beyaz kan hücrelerinin 12 - 25 μm ve 8 - 14 μm çapında olduğu gösterilmiştir (139). 

Bir başka çalışmada ise, CTC'leri tanımlamak için otomatik dijital mikroskopi 
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kullanılmış ve ortalama olarak CTC'lerin, beyaz kan hücrelerinden iki kat daha 

büyük bir sitoplazmik alana sahip olduğu bildirmiştir (138). 

 

  Yoğunluk Tabanlı Ayrımlar: Santrifüj, CTC izolasyonu için kaydedilen ilk 

yöntemlerden biridir (140). 1959 yılında Seal, kırmızı kan hücreleri, lökositler ve 

kanser hücreleri için özgül ağırlık sırasıyla 1.092, 1.065 ve 1.056 g/mL'dir ve bu 

farklılıkları kullanarak ayrım yapan cihaz icat edilebileceği teorileştirmiştir (140).  

 

 Günümüzde, farklı parçacıkları yoğunluklarına dayanarak ayırmada 

yoğunluğa dayalı gradyan kullanılır. CTC izolasyonu için geliştirilmiş olmasa da 

araştırmacılar, bu uygulamada Ficoll-Paque® kullanmışlardır. CTC izolasyonu için 

tasarlanmış OncoQuick® yoğunluk temelli degrade santrifüjü ve ayırma ortamının 

üstünde gözenekli bir bariyerin sisteme entegre edilmesiyle eritrositler ve bazı 

lökositler geçmesine izin verirken CTC'lerin yakalanmasını sağlar (141).  

 

 RosetteSep™ CTC Zenginleştirme kokteyli kullanarak istenmeyen hücrelerin 

daha da tükenmesi için benzersiz bir yöntem sunmakta olan yoğunluk santrifüjü ile 

immünoafinite dayalı zenginleştirme yöntemidir (142).  

 

 AccuCyte zenginleştirmesi hedef hücreleri izole etmek için sıralı yoğunluk 

fraksiyonlamayı kullanan yoğunluk tabanlı başka bir zenginleştirme yöntemidir 

(143). 

 

  İki ve Üç Boyutlu Alanlarda Mikro Filtreleme: 

 

 İki Boyutlu Mikrofiltrasyon Sistemleri: 1964'de Seal, CTC'lerin kan 

hücrelerinden daha büyük, daha katı bir fenotip sergilediğini göz önüne alarak, CTC 

zenginleştirmesi için ilk mikrofiltrasyon düzeneğini yapılandırdığında, CTC 

izolasyonu için yeni bir yöntem ortaya koymuştur (144). ISET® (Rarecells 

Diagnostics) ve ScreenCell® (ScreenCell), CTC zenginleştirmek için track-etched 

membranları kullanan iki ticari sistemdir (145,146). 

 

 Üç Boyutlu Mikrofiltrasyon Sistemleri: FaCTChecker (Circulogix) 

mikrofiltresi iki gözenekli parylene-C tabakasından oluşur; alt katman, altıgen olarak 
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düzenlenmiş 8 μm'lik gözenekler içerirken, üst katman alttaki zardaki ilgili altıgen 

desenlerle hizalanan daha büyük 40-μm gözenekler içerir (147). Sarıoğlu ve 

arkadaşlarının geliştirdiği bir diğer yöntem ise üç boyutlu Cluster-Chip adı verilen 

CTC kümelerini yakalamak için özel olarak tasarlanmış bir mikrofiltrasyon sistemi 

olup zenginleştirme teknolojileri arasında bulunmaktadır (148). 

 

 İnertial Odaklama: İnertial odaklama, iki kuvveti kullanarak mikroakışkan 

aygıtlardaki momentum etkilerinin uygulanması yoluyla, boyutu temel alarak 

dolaşımdaki tümör hücrelerini diğer kan hücrelerinden pasif olarak ayırmaktadır 

(149). 

 

 Dielektroforez: Hücre ayırımında yenilikçi bir yaklaşım olan dielektroforez 

(DEP), hücre yapısına (hücre zarı, çekirdek, organeller), morfolojiye (boyut, şekil) ve 

hücrenin fenotipine bağlı olarak farklı hücrelerin farklı elektriksel yaklaşımlarını 

kullanmaktadır (150). ApoStream®, CTC zenginleştirme için Dielelektroforetik alan 

akış fraksiyonasyonu (DEP-FFF) kullanan ticari bir sistemdir. Ticari teknoloji 

DEPARray™, tek tek kontrol edilebilen elektrotlar dizisi vasıtasıyla üretilen DEP 

kafeslerinde tek hücrelerin tutulması sağlayan bir sistemdir (151). 

 

 

 2.3.3.3. Doğrudan Görüntüleme Yöntemleri 

 

 Zenginleştirme teknolojilerinin tümü, zenginleştirme basamağında yakalanan 

hücrelerin kimliğinin daha sonra doğrulanmasını gerektirir. Genel olarak, bu 

doğrulama, CTC'lerin DAPI+/CK+/CD45- olarak tanımlandığı DAPI, CK ve CD45 

immün boyama ile yüksek çözünürlüklü görüntüleme yöntemi kullanılarak 

gerçekleştirilmektedir (152). Zenginleştirme, incelenmekte olan toplam hücre 

sayısını azaltmasına rağmen, örneklem görüntüleme çok zaman almaktadır. Bu 

nedenle, araştırmacılar zenginleştirmeyi takiben görüntülemenin verimliliğini 

artırmak için CellSearch, DEPArray ve Modular CTC Sinusoidal Microsystem gibi 

teknolojiler kullanmaya başlamışlardır (153). Bu sistemlerin ortak özelliği minimum 

hücre kaybı ve kısa sürede görüntüleme yapabilmesidir (152). 
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 Zenginleştirmesiz Görüntüleme Yöntemleri: Yalnızca görüntülemeye 

dayanan CTC algılama platformu FASTcell™ ve CytoTrack'i içermektedir. 

FASTcell™ sisteminin merkezindeki fiber optik dizi tarama teknolojisi sitometrisi, 

geleneksel optik sistemlerden çok daha geniş bir görüş alanı sağlayan geniş bir 

toplama deliği oluşturmak için bir dizi optik fiber kullanmaktadır (154). Buna ek 

olarak, bir lazer ışığı kaynağının ve hassas bir dedektörün kullanılması görüntüleme 

için gerekli poz süresini azaltır. FASTcell™'e benzer şekilde, CytoTrack sistemi 

örnekleri yüksek oranlarda önceden ekranlar ve ek olarak görüntü analiz ve 

doğrulama için olası CTC hedeflerini kaydeder. CTC'leri saptamak için bir başka 

benzersiz, etiketsiz yöntem fotoakustik akış sitometrisidir (PAFC). PAFC, gerçek 

zamanlı algılama için lazer tabanlı teknoloji kullanmaktadır (154,155). 

 

 Fonksiyonel Teknikler: CTC zenginleştirme ve izolasyonu için canlı hücresel 

aktivitenin özelliklerini kullanmaktadır (27). Spesifik salgılanmış/salınan/bırakılan 

tümör bağlantılı proteinlere dayanan CTC'leri yakalayan Epithelial immunoSPOT 

Assay (EPISPOT) gibi CTC'lerin fonksiyonel özelliklerini kullanan teknolojiler, 

birkaç farklı kanserde doğrulanmıştır (156). İnvaziv CTC'lerin matrislere tercihli 

olarak yapışmasından istifade eden bir başka fonksiyonel test olan Vita-Assay ™ 

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

 

 

 Ankara Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Etik Kurulu'ndan 02.02.2015 - 10 No'lu 

karar ile “Kanda dolaşan tümör hücrelerinin kolorektal kanserli (CRC) hastalarda FC 

ile tespiti” çalışması için izin alınmıştır (EK-1). CRC hastalarından alınan ve 

çalışmada kullanılan kan numuneleri Ankara Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi 

Tıbbi Onkoloji Kliniği'nden temin edilmiştir. CRC teşhisi konulmuş, 

evrelendirilmesi yapılmış olup hiç tedavi almamış ve tedavi planı yapılmış 10 birey 

deney grubu olarak çalışmaya dahil edilmiştir. Kontrol grubu olarak ise hiçbir kanser 

şüphesi taşımayan 7 sağlıklı birey çalışmaya dahil edilmiştir. Gönüllü deney ve 

kontrol grubu bireylerine çalışma ile ilgili bilgi verierek çalışmaya dahil edilmeleri 

için onayları alınmıştır (EK-2). 

  

 

 3.1.Materyaller 

 

 3.1.1. Çalışmada Kullanılan Aletler ve Cihazlar 

 

 Çalışmada kullanılan alet ve cihazlar Tablo 3.1.'de gösterilmiştir. 

 

 Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan alet ve cihazların listesi. 

 
Adı Markası ve Modeli 

Buzdolabı (+4 Co): Klimasan/S 900 SC DD 

Soğutmalı Santrifüj Hettich/Universal 320 R   

Hassas Terazi MRC/ASB-220-C2 

Otomatik Pipetler Eppendorf, A.B.T. 

Manuel Pipet Kontroler Eppendorf/Easypet 3 

Dijital Kronometre İsolab 

Vorteks İsolab/622.01.001 

Karıştırıcı IKA/RH Basic 2 

Işık Mikroskop Nikon/Eclipse E100 

Distile Su Cihazı ELGA/LA621 

Akım Sitometri Cihazı BD FACSAriaTM III Cell Sorter 

Thoma Lamı  İsolab 

MACS LD Kolon, Mıknatıs ve Stand Miltenyi Biotec 
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 3.1.2. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler 

 

 Çalışmada kullanılan kimyasal malzemeler ve sarf malzemeler Tablo 3.2. ve 

Tablo 3.3.'de gösterilmiştir. 

 

 Tablo 3.2. Çalışmada kullanılan sarf malzemeler listesi. 

 
Adı Üretici Firma 

Pastör Pipeti ( 3 mL'lik) ISOLAB, Wertheim, Almanya 

EDTA'lı Vakumlu Kan Tüpü LP ITALIANA SPA, Milano, İtalya 

Falkon Tüpler 15mL, 50mL ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Otomatik Pipet Uçları ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Serolojik Cam Pipetler Corning, New York, ABD 

Lamel ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Tartım Kapları ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Spatül  ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Akım Sitometri Tüpü BD Biosciences, San Jose, ABD 

 

 

 Tablo 3.3. Çalışmada kullanılan kimyasal malzemelerin listesi. 

 
Adı Üretici Firma 

Fosfat Tamponu  DPBS(1X) Gibco, Life Tech, ABD 

Fikol Merck Millipore, Darmstadt, Almanya 

Bovin Serum Albümin(BSA): Biowest, Nuaille, Fransa 

Etilediamidin Tetraasetik Asitli 

Disodyum (Na2EDTA): 

Genaxxon, Almanya 

Cellwash Solüsyon BD Biosciences, San Jose, ABD 

Cytofix Fiksasyon Tampon Çözeltisi BD Biosciences, San Jose, ABD 

Stainbuffer Solüsyon BD Biosciences, San Jose, ABD 

10x Perm Wash Tampon Çözeltisi BD Biosciences, San Jose, ABD 

Perm Buffer III  Tampon Çözeltisi BD Biosciences, San Jose, ABD 
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 3.1.3. Çalışmada Kullanılan Antikorlar 

 

 Çalışmada kullanılan antikorlar Tablo 3.4.'de gösterilmiştir. 

 

 Tablo 3.4. Çalışmada kullanılan antikorlar listesi. 

 
Adı İzotipi Üretici Firma 

Mouse Anti-Human CD45-

APC-H7 

APC-H7 Mouse IgGI Kappa 

Isotype Control 

BD Biosciences, San Jose, 

ABD 

Anti-EpCAM-PE 
PE Mouse IgGI 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 IgGI 

Kappa Isotype Control 

BD Biosciences, San Jose, 

ABD 

Anti-Cytokeratin 7,8-FITC 

(Poliklonal) 

FITC Mouse IgG2a Kappa 

Isotype Control 

BD Biosciences, San Jose, 

ABD 

CD45 Mikro-boncuklar  
Miltenyi Biotec, Bergisch-

Gladbach, Almanya 

 

 

 3.1.4. Çalışmada Kullanılan Tampon Çözeltilerin Hazırlanması 

 

 MACS Tampon Çözeltisinin Hazırlanması: CD 45 manyetik ayırım 

basamağında her bir kan örneği için 20 mL PBS (pH 7.2), 0.1 g BSA (%0.5'lik) ve 

0.015 g Na2EDTA (2mM) kullanılarak karıştırıcı üzerinde tapon çözelti 

hazırlanmıştır. MACS tampon çözeltisi taze olarak kullanılmış ve 2-8ºC' de 

saklanmıştır. 

 

 1X Perm/Wash Tampon Çözeltisi Hazırlanması: 10X olan Perm/ Wash buffer 

1/10 oranında alınarak distile su ile dilüe edilir. Her bir kan örneği için 800 µL 

Perm/Wash buffer 7200 uL distile su ile karıştırılır. 
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 3.2. Yöntemler 

 

 CRC hastaları ve sağlıklı bireylerin kan örnekleri EDTA içeren 7.5 mL'lik 

tüplere alınmış CTC tespit protokolü uygulanmıştır (159). 

 

 3.2.1. Zenginleştirme Basamağı: Fikol Yoğunluk Gradientli Santrifüj 

 

 Periferik kanda bulunan mononükleer hücreler veya çoğunlukla PBMC olarak 

bilinen hücre kümesinin izolasyonunda kullanılan en popüler yöntemdir. PBMC 

öncelikle %60-90 lenfosit, %10-30 monosit ve %2 dentritik hücre içerir. 

Lenfositlerin alt popülasyonları da mevcuttur. Yöntemde kullanılan en önemli 

bileşen fikoldür. Fikol nötr, yüksek kütleli, çok dallı, hidrofilik bir polisakkarittir 

(160,161). 

 

 7.5 mL kan örneği 50 ml’lik falkon tüpe alındıktan sonra 1:2 oranında PBS 

ile kan örneği dilüe edilmiştir. 1:1 oranında fikol üzerine yavaş ve seri olarak 

eklenmiştir. Hazırlanan örnek 20oC, 300 g'de,  25 dakika (hız: 9/1) santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası oluşan plazma tabakası PBMC’yi dağıtmadan pastör 

pipet ile uzaklaştırılıp, yeni bir 50 mL’lik falkon tüpe PBMC toplanmıştır (159). 
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 Şekil 3.1. a) Kan örneği b) PBS ile seyreltilen kan örneği c) Fikol gradyan 

ayrımı öncesi kan örneği d) Santrifüj sonra kan örneği (159). 

 

 Toplanan PBMC üzerine 10 mL PBS eklenir ve aynı şekilde 20oC, 300 g'de,  

10 dakika (hız: 9/1) santrifüj edilerek yıkama gerçekleştirilir. İkinci bir defa yıkama 

işlemi aynı şekilde tekrar edilmiştir. Pelet, 500 µL PBS ile kırılır ve üzerine 9,5 mL 

PBS eklenerek son hacim 10 mL'ye tamamlanmıştır (159). 

 

 

 3.2.2. Thoma Lamı ile Hücre Sayımı 

 

 Thoma lamında 16 büyük kare, her büyük karede 25 küçük kare olmak üzere 

toplam 400 küçük kare vardır. Sayım bu karelerde yapılır. Thoma lamında sayım 

sonucu A x SF x 10.000 formülü kullanılarak hesaplanır. Burada A = 16 büyük 

karede sayılan hücre sayısı, SF ise seyreltme faktörüdür. 10.000 ise 0,1 mm3 ' deki 

sayım sonucunu 1 ml'deki sayıya dönüştürmek ve standart sonuç elde etmek için 

kullanılan bir değişmez olarak kabul edilmektedir (162). 
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 Elimizde bulunan 10 mL’lik örnek pipetaj yapılarak 10 µL alınmış ve Thoma 

lamına yüklenmiştir.  Mikroskopta 3 ayrı kare sayılarak ortalaması alınmış ve toplam 

hücre sayısı hesaplanmıştır (159). 

 

 

 3.2.3. Zenginleştirme basamağı: CD 45 Negatif İmmunomanyetik Ayrım 

 

 Fikol sonrası lökositleri ortadan uzaklaştırıp, CTC bulunan PBMC 

yoğunluğunu artırmak için MACS teknolojisi kullanılmıştır (159). Hücre 

yüzeyindeki spesifik antijenler kullanılarak manyetik mikro boncuklar ile 

etiketlenerek CD45 negatif seçilim yapılmıştır.  MACS teknolojisi, MACS 

Microbeads, MACS LD kolon ve separatörden oluşmaktadır. Matriks tabanlı canlı 

hücre ayrımı yüksek saflık sağlayan kolonlar kullanılarak sağlanır (163). 

 

 MACS microbeads,  hücre yüzeyi üzerinde belirli bir antijene karşı yüksek 

düzeyde spesifik antikorlara konjuge edilmiş 50 nm süper paramanyetik 

parçacıklardır (159). Küçük boyutlarıyla hücreleri aktive etmezler ve hücre yüzeyi 

epitoplarını doyurmazlar.  MicroBeads toksik değildir ve biyolojik olarak 

parçalanabilir. Biyolojik uyumluluk için Uluslararası Standart (ISO) ve Amerikan 

Farmakopesi (USP) kurallarına göre test edilmiştir. MACS microbeads her zaman 

süspansiyon halindedir, hızlı bağlama kinetiği ve kısa etiketleme prosedürlerine izin 

verir (163). 

 

 MACS kolonlar, hücre için uygun bir kaplama ile kaplanmış ferromanyetik 

kürelerden oluşan bir matris içerir. Bir manyetik ayırıcı üzerine yerleştirildiğinde, 

küre manyetik alanı 10.000 kat artırır, böylece kolonda yüksek bir gradyan 

oluşturur. Manyetik olarak etiketlenmiş hücreler süspansiyon halinde sütun içerisinde 

tutulur ve aslında sütun matrisini "bağlamaz". Bu süspansiyon, hücreler üzerindeki 

stresleri en aza indirir ve hücre agregasyonunu önleyerek etkin steril yıkama sağlar 

(Şekil 3.2) (163).  

 

 Etiketsiz hücreler geçerken manyetik olarak işaretlenmiş hücreler sütun 

içinde tutulurlar. Akış, etiketsiz hücre fraksiyonu olarak toplanabilir. Kısa bir yıkama 
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adımından sonra, kolon ayırıcıdan çıkarılır ve manyetik olarak işaretlenmiş hücreler 

kolondan ayrıştırılır. Böylece, MACS MicroBead Teknolojisi ile etiketli ve 

etiketlenmemiş hücreler kolayca yüksek saflıkta izole edilebilir (163). 

 

 
 

 Şekil 3.2. a) LD Kolon b) MACS hücre ayrımı sistemi (163). 

 

 Hücre sayısı bilinen örnek 20oC, 300 g'de,  10 dakika (hız: 9/1) santrifüj 

edilmiştir. Sadece pelet kalacak şekilde süpernatant pastör pipet ile atılmıştır. Hücre 

sayısına göre oranlanarak pelet üzerine 107 hücreye karşılık 80µL olacak şekilde 

MACS tampon çözeltisi eklenerek pelet kırılmıştır. Tekrar üzerine 107 hücreye 

karşılık 20µL CD45 manyetik boncuk olacak şekilde hesaplanarak eklenmiştir. 4-

8oC’de 15 dakika karanlıkta inkübe edilerek bu aşamadan sonra deneyin geri kalan 

basamakları 4o C’de gerçekleştirilmiştir (159). 

 

 İnkübasyon sonrası, hücre sayısına göre 107 hücreye 1 mL karşılık gelecek 

şekilde hesaplanan MACS tampon çözeltisi hücre solüsyonu üzerine eklenerek 4oC, 

300 g'de,  10 dakika (hız: 9/1) santrifüj edilmiştir. Santrifüjden sonra pelet kalacak 

şekilde süpernatant atılmış ve LD kolon kullanıldığı için 1.25x108 hücreye karşılık 

500µL MACS tampon çözeltisi eklenmiştir (159). 

 

 Manyetik ayrım için kullanılacak magnet standa yerleştirilmiş ve üzerine LD 

kolon yerleştirilmiştir. Kolon gözeneklerinin açılması için 2 mL MACS tampon 

çözeltisi ile kolon yıkanmış ve akan çözelti toplanarak atılmıştır. Tüm çözelti 

kolondan aktıktan sonra örneğin toplanacağı yeni bir 15 mL’lik falkon tüp kolon 

altına yerleştirilmiş ve örnek kolondan geçirilmiştir.  Örnek kolondan geçtikten sonra 

kolon 2 kez 1 mL MACS tampon çözeltisi ile yıkanmıştır. Yıkamaların ardından 
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lökositleri ayrılmış ve CTC içeren PBMC solüsyonu kolondan uzaklaştırılmıştır. 

Thoma lamında tekrar sayım yapılarak hücre sayısı hesaplanmıştır (159). 

 

 3.2.4. Akım Sitometrisi İle Pozitif Seçilim Görüntüleme Basamağı 

 

 Akım sitometri, tek hücre süspansiyonu halindeki hücrelerin bir akış kanalı 

boyunca tek hücre seviyesinde lazer önünden geçerken yansıyan foton seviyesinin 

ölçümüne bağlı olarak hücrelerin büyüklük (0.2-150μm), granülarite ve floresans 

özelliklerine göre hücre popülasyonlarını, organelleri veya benzer büyüklükteki 

partikülleri kantitatif olarak araştırma imkanı sağlayan bir cihazdır (164,165). 

 

 FC 3 ana sistemden oluşmaktadır. Hidrolik sistem akış sistemidir ve 

partiküllerin lazer önünden geçişi için taşıyıcı sistem olarak görev almaktadır. Optik 

sistem lazer önünden geçen hücrelerden açığa çıkan saçılımın çapraz ve silindirik 

filtreler ile toplanarak düzgün bir şekilde foto-dedektöre aktarılmasında görev 

almaktadır. Elektronik sistem elde edilen optik sinyalin elektrik sinyaline çevrim ve 

analiz için bilgisayara aktarımından sorumludur (164,165). 

 

 Süspansiyon halinde hazırlanan hücreler analiz için floresan işaretli 

monoklonal antikorlar ile direkt/indirekt yoldan işaretlenir. Sistem floresan 

yoğunluğu ölçümü prensibine dayalı olduğundan işaretli hücrelerden floresanı açığa 

çıkaracak güç kaynağı olarak lazer kullanılmaktadır. Süspansiyon halindeki hücreler 

hava basıncı ile sıvı içinden geçirilir. Sıvının çok hızlı akışı yüksek bir hidrostatik 

basınç oluşturur ve bu basınçla hücreler akış kabinine gelirler. Kabinin geometrik 

şekli ve sıvının laminar akışı hücrelerin tek bir sıra halinde lazer kaynağı önünden 

geçişini sağlar (Şekil 3.3) (164,165). 

 

 Tek hücre olarak lazer kaynağının önünden geçen floresan işaretli hücrelerin 

analizi için sistemde Forward Scatter (FS), Side Scatter (SS), ve Floresan 

dedektörleri bulunmaktadır. FS hücre yüzey alanı veya büyüklüğü hakkında bilgi 

verirken, SS granülarite veya hücre iç yapısı hakkında bilgi verir. Hücreler FS/SS 

histogramında farklı bölgelerde dağılım gösterirler. Süspansiyon hücre 

popülasyonları büyüklük ve granülarite özelliklerine göre ayrıldıktan sonra bu farklı 

hücre popülasyonları içinden bilgi edinilmek istenen hücre veya hücre gruplarının 
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grafik bir çerçeve ile belirlenmesi işlemine kapılama (gating) işlemi olarak 

adlandırılmaktadır. Kapılama işleminden sonra, sistem verilen komutlara uygun 

olarak sadece kapı içindeki hücreler hakkında bilgi vermektedir ve parametrenin 

(fenotipik özellikler/canlılık/DNA miktarı) değenlendirmesi ile raporlamasını 

yapmaktadır (164-167).  

 

 

 

 Şekil 3.3. FC analiz Sistemi (165). 

 

 MACS zenginleştirme basamağı sonrasında elde ettiğimiz hücre 

süspansiyonu üç ayrı tüpe aktarılarak BD FACSAria™ III Cell Sorter cihazı 

kullanılarak FC analizi yapılmıştır. Kontrol, izotip kontrol ve deney örnekleri için 

ayrı protokol kullanılmıştır (159). 
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 Şekil 3.4. BD FACSAria™ III Cell Sorter Akım sitometrisi cihazı. 

 

 FC Analizinde Kullanılan Antikorlar: 

 CD 45: 180 ile 220 kDa arasında değişen moleküler ağırlıklara sahip birkaç 

izoformu bulunan tip I transmembran glikoproteinidir. CD45, hematopoetik kaynaklı 

tüm çekirdekli hücrelerinde eksprese edilir ve aynı zamanda lökosit ortak antijen 

(LCA) olarak da bilinir. CD45 en çok lenfositler üzerinde ifade edilir. CD45 için 

diğer sinyal molekülleri değiştirerek lökosit fonksiyonlarını düzenlemede, sinyal 

iletiminde, immünolojik olayların inhibisyon veya upregülasyonunda önemli bir rol 

oynar (168,169). 

 

 EpCAM: Epitelyal hücre adezyon molekülü (EpCAM), 40 kDa ağırlıgında bir 

hücre yüzey antijenidir. Epitelyal karsinomlarda tümör spesifik molekül olan 

EpCAM’a karşı birçok monoklonal antikor geliştirilmiştir. EpCAM tip I 

transmembran glikoproteindir. Erişkin skuamöz epiteli, hepatosit ve gastrik epitel 

gibi bazı spesifik epitelyal hücreler dışında, epitelyal dokuların çoğunda bazolateral 

membranda eksprese edilmektedir. Ayrıca displastik skuamöz epitelde de novo 

ekspresyonu görülebilir (170, 171). 

 

 CK 19: KA4 monoklonal antikor insanın temel epitelinin bir çok türünün 

sitoplazması içinde sitokeratin 14, 15, 16 ve 19 spesifik bağlanır. İnsan epitelinin 
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sitokeratin tiplerinin sitoplazmik filamanlarını içerdiği gösterilmiştir. Tanımlanmış 

19 farklı polipeptidleri vardır (172). 

 

 CK 7,8: Anti-Sitokeratin antikoru insan sitokeratin proteinleri ile birincil 

dereceden bir reaktiviteye sahiptir, sitokeratin 7 ve sitokeratin 8 sırasıyla 54 ve 53 

kDa ağırlığındadır. Sitokeratin 7 ve 8 antijenler, normal insan dokusunun salgı 

epitelyumu üzerinde bulunur, ancak tabakalı skuamöz epitel üzerinde mevcut 

değildir. Anti-Sitokeratin antikoru, karaciğer, renal tübüler epitel ve hepatosellüler ve 

renal hücreli karsinomalar da dahil olmak üzere epitelden türetilen dokularda aktiftir. 

Anti-Sitokeratin antikoru bazı skuamöz hücreli karsinomlarla reaksiyona 

girmeyebilir (173). 

 

 Kontrol Tüpü Örneğinin Hazırlanması: Kontrol tüpüne alınan hücre 

süspansiyonu üzerine 100 μL Cellwash solüsyonu eklenerek 40C 350 g’de 5 dakika 

(hız: 9/1) santrifüj edilmiştir. Süpernatant pipet yardımıyla ile atılır ve pelet kırılarak 

500 μL Cytofix fiksasyon tampon çözeltisi eklenerek 4-80C’de karanlıkta gece boyu 

inkübe edilmiştir (159). 

 

 İnkübasyon sonrasında, kontrol tüpü tekrardan 40C 350 g’de 5 dakika (hız: 

9/1) santrifüj edilmiş ve süpernatantı atılarak peleti kırılmıştır. Kırılan pelet üzerine 

500 μL FC boyama tamponu eklenmiş ve bu tüp FC cihazında okunma aşamasına 

kadar 4-80C’de karanlıkta inkübasyona bırakılmıştır (159). 

 

 Deney Tüpü Örneğinin Hazırlanması: Deney tüpüne alınan hücre 

süspansiyonu 40C 350 g’de 5 dakika (hız: 9/1) santrifüj edilmiştir. 100 μL Cellwash 

solüsyonu içerisinde 106 hücre olacak şekilde orantılanarak pelet üzerine Cellwash 

solüsyonu eklenmiştir. Yine hücre sayısına göre hesaplanarak üzerine hücre yüzey 

antikorları olan Anti-CD45 ve Anti-EpCAM antikorları eklenmiş ve 4-80C’de 30 

dakika karanlıkta inkübe edilmiştir (159). 

 

 İnkübasyon sonrasında deney tüpüne 2 mL FC boyama tamponu eklenmiş ve 

40C 350 g’de 5 dakika (hız: 9/1) santrifüj edilmiştir. Pipet yardımıyla süpernatant 

atılarak pelet üzerine 500 μL Cytofix fiksasyon tampon çözeltisi eklenmiş ve 4-

80C’de karanlıkta gece boyu inkübe edilmiştir (159). 
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 Ertesi gün tekrardan 40C 350 g’de 5 dakika (hız: 9/1) santrifüj edilen deney 

tüpünde süpernatant atılarak pelet kırılmıştır. Pelet üzerine 1X olarak dilüe edilen 

Perm/Wash tampon çözeltisinden 2 mL eklenerek 40C 350 g’de 5 dakika (hız: 9/1) 

santrifüj edilir ve bu işlem ikinci defa tekrarlanmıştır. Pelet üzerine 100 μL Phosflow 

Perm III tampon çözeltisi eklenmiş ve 4-80C’de 30 dakika karanlıkta inkübe 

edilmiştir (159). 

 

 İnkübasyon sonrasında deney tüpüne 2 mL Perm/Wash tampon çözeltisi 

eklenmiş ve 40C 350 g’de 5 dakika (hız: 9/1) santrifüj edilmiştir. Pipet yardımıyla 

süpernatant atılarak pelet üzerine 100 μL FC boyama tamponu eklenmiştir. Bu 

şekilde permeablize olan hücrelerin işaretlenmesi için, hücre sayısına göre miktarı 

hesaplanan hücre içi antikorları olan Anti-CK 14, 15, 16, 19 ve Anti-CK 7, 8 

antikorları eklenerek 4-80C’de 30 dakika karanlıkta inkübasyona bırakılmıştır (159). 

 

 İnkübasyon sonrasında 2 mL Perm/Wash tampon çözeltisi eklenmiş ve 40C 

350 g’de 5 dakika (hız: 9/1) santrifüj edilen deney tüpünün süpernatantı atılarak 

peleti kırılmıştır. Pelet üzerine 500 μL FC boyama tamponu eklenmiş ve deney tüpü 

FC analizi için son aşamaya getirilmiştir (159). 

 

 İzotip Kontrol Tüpü Örneğinin Hazırlanması: Deney tüpü örneği için 

kullanılan protokol aynı şekilde izotip kontrol tüpü örneğinde uygulanmıştır. Ancak, 

deney tüpünde kullanılan hücre yüzey ve hücre içi antikorlarının yerine bu tüpte 

izotip kontrol antikorları ile çalışılmıştır (159). 

 

 Hazırlanan Örneklerin FC Cihazında Okunması: CTC’lerin tespiti için önce 

kontrol tüpü ve izotip kontrol tüpü, ardından deney tüpü okutulmuştur. Kontrol tüpü 

ve izotip kontrol tüpü kullanılarak deney tüpünün kapılama işlemleri FC cihazında 

güvenilir bir şekilde gerçekleştirilmiştir. FC cihazında CTC tespitinde sırası ile Anti-

CK 14, 15, 16, 19, Anti-CK 7, 8, Anti-EpCAM ve Anti-CD45 kapılamaları 

yapılmıştır. CK 14, 15, 16, 19 pozitif, CK 7, 8 pozitif ve EpCAM pozitif, CD45 

negatif hücreler CTC kabul edilerek sayımı gerçekleştirilmiştir (159). 
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 3.3. İstatistiksel Analizler 

  

 Çalışmada bulunan yaş dağılımı Shapiro-Wilk testi ile incelenmiştir. Yaş 

normal dağılım gösterdiği için ortalama ± standart sapma ile; CTC sayıları ortanca 

(min-maks: minimum-maksimum) ile ve evre, tanı ve opere durumu sayı (%) ile 

ifade edilmiştir. 

 

 Hasta grubuyla kontrol grubunun CTC sayıları Mann-Whitney U testi ile 

karşılaştırılmıştır. Analiz sonucunda test istatistiği ve p değeri verilmiştir. İstatistiksel 

anlamlılık düzeyi p<0,05 kabul edilmiştir. 

 

 İstatistiksel analizler ve hesaplamalar için IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM 

Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, 

NY: IBM Corp.) programı kullanılmıştır. 
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 4. BULGULAR 

 

 

 4.1. Hasta ve Kontrol Profili 

 

 Bu çalışmada, tanısı yeni konulmuş fakat hiçbir tedavi almamış 10 CRC hasta 

kanı ile çalışılmıştır. 7 hasta (%70.0) kolon kanseri, 3 hasta (%30.0) rektum 

kanseridir. Kontrol olarakta hiçbir kanser şüphesi taşımayan 7 sağlıklı bireyin kan 

örnekleri kullanılmıştır. Çalışmaya alınan 10 CRC hastası ile 7 sağlıklı bireyin yaş 

ortalaması sırasıyla 59.60±12.41 yıl ve 58.43±13.21 yıl olarak hesaplanmıştır. 7 

hastanın (%70.0) opere olduğu belirlenmiştir. Kolon kanseri hastalarından 4'ü opere 

olmuş diğer 3'ü opere olmamıştır. Rektum kanseri hastalarının 3'ü de opere olmuştur. 

(Tablo 4.1, Tablo 4.2). 

 

 Çalışmaya dahil edilen hasta bireyler rastgele seçilirken, kontrol olarak 

çalışılan sağlıklı bireyler hastaların yaşlarına oranla +/-5 olacak şekilde seçilmiştir. 

Yaşları birbirine yakın olan ya da aynı olan hastalar için aynı kontrol kullanılmıştır. 

 

 Çalışmada kullanılan hastaların hepsi rastgele seçilmesine rağmen erkek 

olmasından dolayı kontrol olarak değerlendirilen sağlıklı bireylerde aynı cinsiyetten 

seçilmiştir. 

 

 CRC hastaları TNM evrelendirmesine göre evrelendirilmiştir. Evre I ve evre 

II erken evre olarak, evre III ve evre IV ileri evre olarak kabul edilmiştir.  

 

 CTC sayısı ortancası tüm hastalarda 4 (min-maks: 2 – 13), kolon kanseri 

hastalarında 6 (min-maks: 3 – 13) şeklinde hesaplanmıştır (Tablo 4.3). Kontrol 

grubunda CTC elde edilmemiştir. Tüm hastalarda CTC sayısının kontrol grubuna 

göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu belirlenmiştir (Z=3.551; p<0,001). Kolon 

kanseri hastalarının CTC sayısının kontrol grubuna göre daha yüksek olduğu 

görülmüştür (Z=3.347; p<0.001). 
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 4.2. CTC Sayılarına İlişkin Bulgular 

 

 Yeni teşhis konulmuş, erken evre olan hastalardan 2 kolon kanseri hasta takip 

edilmiştir. Hastalardan biri öncesinde opere olmuş ve opere üzerinden en az 1 ay 

geçmiştir. Takip çalışmaları her kür öncesinde 7.5 ml kan alınarak CTC sayısı 0 

olana kadar devam etmiştir (Tablo 4.1). 

 

 Tablo 4.1. CRC hastalarının bilgileri. 

 

 

Hasta 

No 

 

Cinsiyet 

 

Yaş 

 

Tanı 

 

Evre 

 

Ameliyat 

Durumu 

 

Takip 

Durumu 

 

1. CTC 

Analizi 

 

2. CTC 

Analizi 

H1 E 40 Kolon 

Kanseri 

Evre 

II 

X  7 0 

H2 E 62 Kolon 

Kanseri 

Evre 

II 

  6 0 

H3 E 56 Kolon 

Kanseri 

Evre 

II 

 X 10 - 

H4 E 35 Kolon 

Kanseri 

Evre 

II 

 X 4 - 

H5 E 60 Kolon 

Kanseri 

Evre 

IV 

X X 13 - 

H6 E 60 Kolon 

Kanseri 

Evre 

III 

 X 3 - 

H7 E 78 Kolon 

Kanseri 

Evre 

III 

X X 4 - 

H8 E 68 Rektum 

Kanseri  

Evre 

II 

 X 4 - 

H9 E 55 Rektum 

Kanseri 

Evre 

IV 

 X 3 - 

H10 E 55 Rektum 

Kanseri  

Evre 

III 

 X 2 - 
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 Tablo 4.2. Sağlıklı kontrol grubunun bilgileri. 

 

Kontrol 

No 

Cinsiyet Yaş Sağlık Durumu CTC Sayısı 

K1 E 69 Hiç bir kanser teşhisi 

konulmamış. 

0 

K2 E 35 Hiç bir kanser teşhisi 

konulmamış. 

0 

K3 E 66 Hiç bir kanser teşhisi 

konulmamış. 

0 

K4 E 75 Hiç bir kanser teşhisi 

konulmamış. 

0 

K5 E 57 Hiç bir kanser teşhisi 

konulmamış. 

0 

K6 E 55 Hiç bir kanser teşhisi 

konulmamış. 

0 

K7 E 52 Hiç bir kanser teşhisi 

konulmamış. 

0 

 

 

 Tablo 4.3. CTC sayılarının hasta ve kontrol grubunda dağılımı. 

 

Grup değişkeni 
CTC Sayısı 

Ortanca (min-maks) 
Test istatistiği 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 numunelerine ait bulguları FC analizlerine göre 

değerlendirilmiştir. Tablo 4.1 ve Tablo 4.2'de olduğu gibi hasta bireyler ve kontrol 

bireyleri kendi içerisinde numaralandırılmıştır. Analiz verileri program üzerinden 

kapılama alınarak oluşturulup değerlendirilmiştir. 

 

 H1 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T4N0M0, evresi II olan yani 

erken evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H1 daha öncesinde ameliyat olmamıştır ve 
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erken tanı konulan bir hastadır. Bu bireyde hem izotip çalışması yapılmış hem de 

hasta takip edilmiştir. Analiz verilerinde değerlendirmesi cut-off değerlerine göre 

alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC pozitif değerlendirilmiştir. İlk kür öncesinde alınan 

kandan yapılan analizde 7 CTC saptanmıştır. Hasta bir ay arayla tam kür almaktadır 

ve ikinci kür öncesi alınan kandan yapılan analizde CTC sayısı 0'a düşmüştür (Şekil 

4.1, Şekil 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4, Şekil 4.5, Şekil 4.6, Şekil 4.7, Şekil 4.8, Şekil 4.9, 

Şekil 4.10). 
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 Şekil 4.1. H1'e ait ilk kür öncesi kontrol tüpünün FC analizinin kapılama 

grafiği. 

 

 

 

 Şekil 4.2. H1'e ait ilk kür öncesi FC analizinin sonucu. 
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 Şekil 4.3. H1'e ait ilk kür öncesi deney tüpünün FC analizinin kapılama 

grafiği. 

 

 

 

 Şekil 4.4. H1'e ait ilk kür öncesi deney tüpünün FC analizinin sonucu. 
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 Şekil 4.5. H1'e ait ikinci kür öncesi kontrol tüpünün FC analizinin kapılama 

grafiği. 

 

 

 

 Şekil 4.6. H1'e ait ikinci kür öncesi kontrol tüpünün FC analizinin sonucu.. 

 



54 

 

 

 

 Şekil 4.7. H1'e ait ikinci kür öncesi izotip tüpünün FC analizinin kapılama 

grafiği. 

 

 

 

 Şekil 4.8. H1'e ait ikinci kür öncesi izotip tüpünün FC analizinin sonucu.. 
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 Şekil 4.9. H1'e ait ikinci kür öncesi deney tüpünün FC analizinin kapılama 

grafiği. 

 

 

 

 Şekil 4.10. H1'e ait ikinci kür öncesi deney tüpünün FC analizinin sonucu..  
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 H2 yeni teşhis konulmuş, hiç tedavi almamış, T4N0M0, evresi II olan yani 

erken evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H2 daha öncesinde ameliyat olmuştur ve 

erken tanı konulan bir hastadır. Bu hastada da CTC sayısı 0 olana kadar kür öncesi 

takibi yapılmıştır. Analiz verilerinde değerlendirmesi cut-off değerlerine göre alınmış 

ve cut-off ≥ 3 CTC pozitif değerlendirilmiştir. İlk kür öncesinde alınan kandan 

yapılan analizde 6 CTC saptanmıştır. Hasta bir ay arayla tam kür almaktadır ve ikinci 

kür öncesi alınan kandan yapılan analizde CTC sayısı 0'a düşmüştür (Şekil 4.11, 

Şekil 4.12, Şekil 4.13, Şekil 4.14). 

 

 

 

 Şekil 4.11. H2'ye ait ilk kür öncesi kontrol tüpünün FC analizinin sonucu.. 

 

 

 

 Şekil 4.12. H2'ye ait ilk kür öncesi deney tüpünün FC analizinin sonucu..  

 

 

 

 Şekil 4.13. H2'ye ait ikinci kür öncesi kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 



57 

 

 

 

 Şekil 4.14. H2'ye ait ikinci kür öncesi deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 H3 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T3N0M0, evresi II olan yani 

erken evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H3 daha öncesinde ameliyat olmuştur ve 

erken tanı konulan bir hastadır. Bu hastada takip analizi yapılmamıştır. Analiz 

verilerinde değerlendirmesi cut-off değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC 

pozitif değerlendirilmiştir. İlk kür öncesinde alınan kandan yapılan analizde 10 CTC 

saptanmıştır (Şekil 4.15, Şekil 4.16). 

 

 

 

 Şekil 4.15. H3'e ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 Şekil 4.16. H3'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 H4 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T3N0M0, evresi II olan yani 

erken evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H4 daha öncesinde ameliyat olmamıştır ve 

erken tanı konulan bir hastadır. Bu hastaya takip analizi yapılmamıştır. Analiz 
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verilerinde değerlendirmesi cut-off değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC 

pozitif değerlendirilmiştir. İlk kür öncesinde alınan kandan yapılan analizde 4 CTC 

saptanmıştır (Şekil 4.17, Şekil 4.18). 

 

 

 

 Şekil 4.17. H4'e ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 Şekil 4.18. H4'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 H5 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T3NxM1, evresi IV olan 

yani ileri evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H5'i daha öncesinde ameliyat 

olmamıştır. Bu hastada takip analizi uygulanmamıştır. Analiz verilerinde 

değerlendirmesi cut-off değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC pozitif 

değerlendirilmiştir. İlk kür öncesinde alınan kandan yapılan analizde 13 CTC 

saptanmıştır (Şekil 4.19, Şekil 4.20). 

 

 

 

 Şekil 4.19. H5'e ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 
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 Şekil 4.20. H5'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 H6 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T4N1M1, evresi III olan 

yani ileri evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H6 daha öncesinde ameliyat olmuştur. 

Bu hastada takip analizi yapılmamıştır. Analiz verilerinde değerlendirmesi cut-off 

değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC pozitif değerlendirilmiştir. İlk kür 

öncesinde alınan kandan yapılan analizde 3 CTC saptanmıştır (Şekil 4.21, Şekil 

4.22). 

 

 

 

 Şekil 4.21. H6'ya ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 Şekil 4.22. H6'ya ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 H7 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T3N2M0, evresi III olan 

yani ileri evre kolon kanseri bir hastaya aittir. H7 daha öncesinde ameliyat olmuştur. 

Bu hastada takip analizi yapılmamıştır. Analiz verilerinde değerlendirmesi cut-off 
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değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC pozitif değerlendirilmiştir. İlk kür 

öncesinde alınan kandan yapılan analizde 4 CTC saptanmıştır (Şekil 4.23, Şekil 

4.24). 

 

 

 

 Şekil 4.23. H7'ya ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 Şekil 4.24. H7'ye ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 H8 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T4N0M0 evresi II olan yani 

erken evre rektum kanseri bir hastaya aittir. H8' daha öncesinde ameliyat olmuştur. 

Bu hastada takip analizi yapılmamıştır. Analiz verilerinde değerlendirmesi cut-off 

değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC pozitif değerlendirilmiştir. İlk kür 

öncesinde alınan kandan yapılan analizde 4 CTC saptanmıştır (Şekil 4.25, Şekil 

4.26). 
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 Şekil 4.25. H8'e ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 Şekil 4.26. H8'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 H9 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T4N2M1, evresi IV olan 

yani ileri evre rektum kanseri bir hastaya aittir. H9 daha öncesinde ameliyat 

olmuştur. Bu hastada takip analizi yapılmamıştır. Analiz verilerinde değerlendirmesi 

cut-off değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC pozitif değerlendirilmiştir. İlk 

kür öncesinde alınan kandan yapılan analizde 3 CTC saptanmıştır (Şekil 4.27, Şekil 

4.28). 

 

 

 

 Şekil 4.27. H9'a ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 
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 Şekil 4.28. H9'a ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 H10 yeni teşhis konulmuş, hiçbir tedavi almamış, T4N2M0 evresi III olan 

yani ileri evre rektum kanseri bir hastaya aittir. H10 daha öncesinde ameliyat 

olmuştur. Bu hastada takip analizi yapılmamıştır. Analiz verilerinde değerlendirmesi 

cut-off değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 CTC pozitif değerlendirilmiştir. İlk 

kür öncesinde alınan kandan yapılan analizde 2 CTC saptanmıştır (Şekil 4.29, Şekil 

4.30). 

 

 

 

 Şekil 4.29. H10'a ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 Şekil 4.30. H10'a ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 
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 Kontrol grubu hiçbir kanser teşhisi almamış sağlıklı bireylerden oluşmaktadır. 

Analiz verilerinin değerlendirmesi cut-off değerlerine göre alınmış ve cut-off ≥ 3 

CTC pozitif değerlendirilmiştir. Kontrol grubu analizlerinden hepsinde 0 CTC 

saptanmıştır. 

 

 K1'e izotip analizi yapılmıştır. K1'in FC analiz verileri Şekil 4.31, Şekil 4.32, 

Şekil 4.33, Şekil 4.34, Şekil 4.35, Şekil 4.36 'de gösterilmiştir. 

 

 K2'nin FC analiz verileri Şekil 4.37 ve Şekil 4.38'de gösterilmiştir. 

 

 K3 'nin FC analiz verileri Şekil 4.39 ve Şekil 4.40'de gösterilmiştir. 

 

 K4'nin FC analiz verileri Şekil 4.41 ve Şekil 4.42'de gösterilmiştir. 

  

 K5'nin FC analiz verileri Şekil 4.43 ve Şekil 4.44'de gösterilmiştir. 

 

 K6'nin FC analiz verileri Şekil 4.45 ve Şekil 4.46'de gösterilmiştir. 

 

 K7'nin FC analiz verileri Şekil 4.47 ve Şekil 4.48'de gösterilmiştir. 
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 Şekil 4.31. K1'e ait kontrol tüpünün FC analizinin kapılama grafiği. 

 

 

 

 Şekil 4.32. K1'e ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 
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 Şekil 4.33. K1'e ait izotip tüpünün FC analizinin kapılama grafiği. 

 

 

 

 

 Şekil 4.34. K1'e ait izotip tüpünün FC analizinin sonucu. 
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 Şekil 4.35. K1'e ait deney tüpünün FC analizinin kapılama grafiği. 

 

 

 

 

 Şekil 4.36. K1'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 
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 Şekil 4.37. K2'ye ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 

 Şekil 4.38. K2'e ait deney tüpünün analizinin sonucu. 

 

 

 

 

 Şekil 4.39. K3'e ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 

 Şekil 4.40. K3'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 
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Şekil 4.41. K4'e ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 

Şekil 4.42. K4'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 

Şekil 4.43. K5'e ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 

Şekil 4.44. K5'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 
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Şekil 4.45. K6'ya ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 

Şekil 4.46. K6'ya ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 

Şekil 4.47. K7'ye ait kontrol tüpünün FC analizinin sonucu. 

 

 

 

 

Şekil 4.48. K7'e ait deney tüpünün FC analizinin sonucu. 
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5. TARTIŞMA 

 

 
 Kanser, gelişimi uzun süren bir hastalıktır. Erken evrelerde teşhis edilmesi 

tedavisinde kolaylık sağlar. Kanser teşhisinde kullanılan klasik yöntemlerde, X-Ray 

ve/veya bilgisayar tomografisi (BT) taramalar ile organlardaki büyümelere ve 

değişimlere dayanarak tespit edilmektedir (174). Şüpheli durumlarda katı biyopsi 

yapılarak kanser teşhisi netleştirilir. Fakat bu yöntemlerle erken teşhis pek mümkün 

olmamaktadır. Kanser vakalarının büyük bir kısmı ileri evrelerde teşhis edilmektedir 

(174). Klasik teşhis yöntemlerinde karşılaşılan çeşitli problemler, bu yöntemlerin 

verimliliğini azaltmaktadır. En önemli problemler, spektrum aralığının sınırlı oluşu, 

penetrasyon derinliğinin yeterli olmayışı, hedef hücrelerin tam olarak 

odaklanamaması ve sinyal oranının düşük olmasıdır (175).  

 

 CRC, akciğer ve meme kanserlerinden sonra dünyada üçüncü sırada 

görülmektedir (3). CRC'nin ortaya çıkışı, çevresel ve/veya endojen karsinojenlerin 

kanser gelişimini teşvik etmesiyle başlar (176). CRC gelişiminde, benign adenomlar 

aracılığıyla normal epitel hücrelerin malign karsinoma dönüşmesi ve metastazla 

sonuçlanması çok basamaklı bir süreçtir (177,178). CRC tanısında kullanılan yaygın 

yöntemler; kolonoskopi, BT, manyetik rezonans görüntüleme (MR), pozitron 

emisyon tomografisi (PET)dir (179).  

 

 Klinik uygulamalarda, tümör belirteçleri tümör dokusunda eksprese edilir ve 

kanser taramalarında potansiyel olarak yararlanılmaktadır. İleri evre kanserde yüksek 

seviyelerde eksprese edilen belirteçler ile kanserin ilerlemesi izlenebilir ve tedavi 

sonrası nüks tespit edilebilir (180). CRC için karsinoembriyonik antijen (CEA) ve 

karbohidrat antijen (CA)19-9 prognozun belirlenmesinde, tedaviye cevabın takibinde 

ve hatta hastanın yaşam süresine etkisi açısından değerlendirilmektedir (181). Fakat 

bu tümör belirteçleri tütün kullanımı, benign tümör oluşumu, çeşitli bağırsak 

rahatsızlıkları gibi durumlarda da artış göstermektedir (182). Bundan dolayı 

literatürde bulunan birçok çalışmada bu belirteçlerin düşük veya yüksek değerleri 

farklılık göstermiştir (183,184). CTC'ler, primer tümör dokusunda bulunan 

moleküler özelliklere sahiptir (111,112). Bu nedenle, CTC’ler sıvı biyopsiyle 

kolaylıkla elde edilebilir ve prognostik belirteç olarak kullanılabilir (12). CTC'leri 
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kullanarak ilaç hassasiyetini ve direncini değerlendirmek ve tedaviyi takiben hastanın 

prognozunu tahmin etmek mümkün olabilir (97,106). 

 

 Son yıllarda, CTC'lerin saptanması için çeşitli teknolojiler ortaya çıkmıştır. 

Bu teknolojilerin çoğu, CTC'leri daha etkin bir tespit ve yakalama yöntemi 

oluşturmak için immünolojik  ya da fiziksel özelliklerine dayanmaktadır (111). 

 

 Günümüze kadar kanda nadir bulunması nedeniyle CTC üzerine araştırmalar 

sınırlıdır ve avantajları nedeniyle en sık kullanılan yöntem CellSearch cihazı ile 

olmuştur. Başlangıçta 2004'te meme kanseri, daha sonra 2007'de CRC ve 2008'de 

prostat kanseri için FDA onayı almıştır. Bugüne kadar CRC'de CTC analizi içeren 

çalışmaların çoğunda bu teknoloji kullanmıştır. Yalnız immünomanyetik olarak 

EpCAM tabanlı CTC'yi ayıran sistemlerde, epitelyal olmayan hücrelerin kaçışı 

olmaktadır ve bu sistemde yarı-otomatik kapalı bir sistem olduğundan tek bir 

hücrenin doğrulanmasına izin vermemektedir (185). Fenotipik ve morfolojik 

kriterleri kullanarak CellSearch sistemiyle yakalanan floresans görüntülerin 

retrospesfik analizi, CTC'ler için farklı derecede tanım ve frekans aralığı getirerek 

klinik önemini ortaya koymuştur. Bu gözlemler, karsinomalı hastalarda EpCAM 

/CK+/CD45- belirteçleri ile CTC tespit edilememesi durumu, primer tümörlerin 

ekpresyon eksikliği veya epitelyal-mezenkimal dönüşüm esnasında antijenlerin 

kaybedilmesi ile açıklanabilir (111).   

 

CTC popülasyonları; epitelyal tümör hücreleri, mezenkimal tümör hücreleri, 

epiteliyal mezenkimal hibrid tümör hücreleri, tümör kök hücreleri ve dolaşımdaki 

tümör mikroembolisi olarak adlandırılan tümör hücresi kümeleri de dahil olmak 

üzere çok farklı fenotipleri olan kanser hücrelerinden oluşur (98,145,186-189). 

Bilinen bu CTC popülasyonları arasında kanser kök hücresi kümelerinin yüksek 

invazivlikte metastaza asıl sebep olan popülasyon olduğu gösterilmiştir (121,190). 

Klinik olarak, kanser kök hücrelerinin kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavilere karşı 

dirençli oldukları kanıtlanmıştır ve bu da onları tedavi sonrası ortaya çıkan tümör 

nükslerinin ana sebebi olduğunu düşündürmektedir (191). 

 

 EMT sırasında tümör hücreleri bir epitelden mezenkimal fenotipe geçerek, 

farklılaşır, motilite artar ve hücre adhezyonunu kaybeder (112). Bunun metastatik 
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potansiyeli, hücre sağkalımı ve ilaç direncini artırdığı düşünülmektedir (112,192). 

Dönüşüme uğramış hücreler azalmış EpCAM ve CK ekspresyonu ile karakterizedir. 

Bir çok CTC tespit yöntemi ve immüno manyetik CTC sayımının temelini bu 

belirteçler oluşturduğu için tespit problemleri bu faktörlere dayanır (193).  

 

 CTC tespiti, tekrarlayan veya metastatik hastalığa yakalanma riskinden dolayı 

özelliklede erken evre hastalıklarda önemlidir (12). 2008 yılında da Cohen ve ark. 

metastatik CRC hastalarında tedavi sırasında ve sonrasında periferik kanda CTC 

sayısı ile progresyonsuz sağkalım ve genel sağ kalım oranları arasındaki ilişkinin 

prognostik bilgi saylayacağı sonucuna varmışlardır(194).  

 

 Sastre ve ark. 2008 yılında CRC hastalarının periferik kanında CTC'lerin 

klinik ve patolojik korelasyonunu değerlendirmişlerdir. 2008 yılına kadar erken evre 

CRC hastalarına dair CellSearch sistemi ile ilgili bir rapor olmadığından yola çıkarak 

evre II ve evre III CRC hastalarında CTC değerlerinin klinik değerlerle uyumlu 

olmasa bile evrelendirme açısından uyumlu olduğunu gözlemlemişlerdir (195). 

Maesrto ve arkadaşlarının 2009'da yaptığı bir çalışmada ise, CellSearch kullanılarak 

TNM evrelendirmesi ile CRC hastalarında CTC arasındaki korelasyonun anlamlı 

olduğunu bulmuşlardır  (196). 

 

 Sastre ve ark. (195) ve Maesrto ve ark. (196) ulaşmış oldukları sonuçlar, 

birbirleriyle uyumlu olmasına rağmen araştırma sonuçlarımızı desteklememektedir. 

Ancak, söz konusu çalışmamız da hasta evrelemesinde TNM evrelendirilmesi 

kullanılmıştır. Tüm hastaların kanlarında CTC tespiti yapılmıştır fakat kendi 

içerisinde evrelendirme ile bir korelasyon kurulamamıştır. İstatiksel açıdan yeterli 

sayıda  hasta tabanlı çalışmalar planlanmasıyla bahsi geçen araştırmalarla uyumlu 

sonuçların bulunacağı düşünülmektedir. 

 

 2010 yılında CellSearch kullanarak ileri evre CRC hastalarında CTC sayısı ile 

CT sonuçlarını karşılaştıran Tol ve ark. tedavi öncesi ve tedavi sırasında kaydettikleri 

sonuçlara göre CTC değerlerinin, kemoterapi ve BT sonuçlarına ek bilgi 

sağlayacağına, CTC ile BT sonuçlarının birleştirilerek daha doğru sonuçlar 

çıkaracağı kanısına varmışlardır (197). Çalışmamızda kullandığımız yöntem ile 

herhangi bir patolojik veya klinik yöntem arasında kıyaslama yapılmamıştır. Ancak 
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hasta grubunda, tedavi öncesi ve sonrası olarak takip grubu bulunmaktadır. Tedavi 

öncesi ve sonrası analiz sonuçlarına bakıldığında ise CTC sayısının cut-off değeri 

üzerinden 0'a inmesi, hem klinik hem patolojik sonuçların değerlendirilmesi 

açısından CTC'nin tespiti; klinikte yönlendirici biyobelirteç olarak 

değerlendirilebileceğini düşündürmektedir. 

 

 Matsusaka ve ark. 2011 yılında kemoterapiye yanıt veren CRC hastalarından 

CTC tespiti araştırması yapmıştır. Çalışmaya metastatik CRC hastaları dahil edilmiş,  

kemoterapiden önce ve sonra kan örnekleri alınarak immünomanyetik yöntemle CTC 

sayımı yapılmıştır. Tedaviye kısmi yanıt veren hastalarda CEA değeri yükselirken 

yanıt veren hastalarda CTC sayısında artış gözlenmemiştir. CTC sayısı tespitinin 

klinik açıdan tedavinin yönlendirilmesine katkıda bulunduğu düşünülmüştür (198). 

Söz konusu çalışmanın yönteminin yetersiz olduğu düşünülmekte ise de 

kemoterapiye yanıt veren hastaların tedavisinin yönlendirilmesi açısından CTC 

tespiti bizim çalışmamızı da desteklemektedir. Takip hastalarımızda kemoterapi 

öncesi CTC sayısı cut-off değerinin üstünde gösterirken, kemoterapi sonrası analiz 

sonuçları 0 CTC göstermiş olması kemoterapiye yanıt veren hastaların saptanması 

açısından literatürü destelemekte ve cut-off değerinin önemini belirtmektedir. Aynı 

zamanda iki aşamalı negatif seçilim ile CellSearch benzeri FC'de çoklu belirteç 

kullanılması sonuçlarımızı daha da güvenilir hale getirmiştir.  

 

 Barbazan ve ark.'nın 2012 yılında yaptıkları çalışmada, CTC'lerin varlığının 

hematojen yayılımın göstergesi ve uzak metastazların oluşumu için önemli 

prognostik değere sahip olduğunu bildirmişlerdir. Periferik kanda CTC varlığı meme, 

prostat, akciğer veya metastatik CRC gibi farklı kanser türlerinde zayıf bir prognoz 

ile ilişkilendirildiğinden dolayı, periferik kandan örnek alma yoluyla rutin klinik 

uygulamalarda bir sıvı biyopsi yöntemi olarak hizmet verebileceği ve bir alternatif 

yöntem olması öngörülmektedir (199). Dolayısıyla günümüzde popülerite kazanan 

sıvı biyopsi çalışmamızda CTC tespitinin önemini ortaya koymaktadır.  

 

  Pilati ve ark. 2012 yılında yaptıkları çalışmada, metastatik CRC hastalarda 

ameliyat sonrası kanser kök hücrelerinin CD133 ekspresyonunu qRT-PCR 

kullanarak değerlendirmişlerdir. Sonuçlarının prognostik olarak anlamlı olduğu 

sonucuna varmışlardır (200). Tseng ve ark. 2015 yılnda bu çalışmayı destekleyen 
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benzer bir çalışma yapmışlardır. Fakat sadece kök hücrelerin değerlendirmesi ve 

qRT-PCR yöntemi ile sonuçların tartışılması çalışmayı zayıf bırakmıştır. EMT  

nedeniyle birden fazla belirteç ekpresyonu değerlendirmesinin daha sağlıklı olacağı 

düşünülmektedir (201). Bu nedenle çalışmamızda hem iki farklı negatif seçilim hem 

de çoklu alt popülasyona sahip antikorlar kullanılmıştır. FC hem çoklu alt 

popülasyon analizi yapmak hem de saptama açısından qRT-PCR analizlerine göre 

daha güvenilirdir. 

 

 Ning ve arkadaşları 2015 yılında metastatik CRC hastalarında qRT-PCR 

kullanarak CK 20 ekpresyonunu değerlendirmişlerdir (202). Gastrointestinal 

tümörlerde CK 20 spesifik ve hassas bir işaretleyicidir. qRT-PCR yönteminin 

immünomanyetik tabanlı yöntemlere ve CellSearch yöntemine kıyasla daha üstün 

hassaslık sergilemiştir. Fakat bu çalışmada yine de yanlış pozitiflikten dolayı tek 

belirteç kullanılması çalışmayı zayıf kılmıştır. Ancak, EMT durumunda saptama 

problemine elverişli bir yöntem olduğu kabul edilmiştir (202). Çalışmamızda FC ile  

yüksek hassasiyet ve yanlış pozitifliğe karşı çoklu belirteç ekspresyonu ile veri 

analizi çalışmamızın güçlü yanlarını ortaya koymaktadır.  

 

 Bazı çalışmalarda ise kanserin nüks etmediği hastalara odaklanmanın, 

metastatik süreci ve kanserin uyku halini anlamada çok önemli olduğu iddia 

edilmektedir (203). Örneğin, meme kanseri hastalarında, nüksün söz konusu 

olmadığı ve hastalık belirtisi olmayan kadınlarda, kanser cerrahisinde 7-22 yıl sonra 

CTC izole edildiği görülmektedir (203,204). Kemik iliğine ya da diğer solid dokulara 

yerleşen CTC'lerden köken aldığı düşünülen yerleşmiş hücreler metastatik 

mikroçevre sağlayabilir ve bu nedenle CTC biyolojisi önem kazanmaktadır 

(192,205). Bu açıdan düşünüldüğünde tanı ve teşhis açısından sıvı biyopsinin de 

önemi artmıştır. Dolayısıyla sağkalım açısından kanser hastalarının belli aralıklarla 

yaptırdıkları rutin tahlilleri ile birlikte sıvı biyopsi yöntemi tam kandan CTC tespiti 

olarak eklenmesinin önemini bir kez daha ortaya koymaktadır. 

 

 Rahbari ve ark. 2010'da yaptığı bir meta-analizde periferik kanda bulunan 

CTC'ler primer CRC hastalarında kötü prognozun göstergesi olarak 

değerlendirilmiştir. Deneve ve ark. CellSearch sistemi ile periferik kanda bulunan 

CTC'lerin tümör metastazı ve prognozu ile korelasyonu olduğunu göstermiştir (206). 
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Fakat Hiraiwa ve ark. ile Kuboki ve ark. prognostik etkilerin istatiksel olarak anlamlı 

olmadığını göstermişlerdir (207,208). Bu nedenle CellSearch sistemi ile periferik 

kanda CTC tespitinin prognostik rolü tartışmalıdır. Ancak, CTC tespitinin önemini 

belirten kapsamlı meta-analizler, CTC bulunan hastaların CTC bulunmayan hastalara 

göre daha kötü genel sağkalım ve prognesyonsuz sağkalıma sahip olduğunu 

göstermektedir. Başka bir çalışma da ise, CRC hastalarında CellSearch sistemi ile 

periferik kanda saptanmasının anlamlı derecede prognoz ile ilişkisi olduğu 

gösterilmiştir (209). Çalışmamızda, kemoterapi alan hastalarda kemoterapi öncesi 

saptanan CTC sayılarının ve alt popülasyonlar arası ekspresyonun, kemoterapi 

sonrası azalmasının prognoz ile ilişkili olduğu sonucu öngörülmektedir. 

 

 Gorges ve ark. 2016 yılında metastatik CRC hastalarında EMT gibi negatif 

etkileri göz önünde bulunduran bir çalışma yapmışlardır (210). Bu çalışmada 

AdnaTest ve CellSearch yönteminin kombinasyonu kullanılmıştır. Kemoterapi 

tedavisi almış hastalar için cut-off ≥ 3 olarak kabul edilmiştir. CTC'lerin 

prognesyonsuz sağ kalım ve genel sağkalım arasında anlamlı ilişkileri olduğu 

bulunmuştur (210). Sonuç olarak CTC üzerine olan bir takım çalışmalar uzun 

yıllardır CTC ile sağkalım ve metastaz ilişkisini çözebilmek için sürmektedir. Farklı 

fenotipe sahip olması nedeniyle önce CTC tanımlama ve saptaması için farklı 

yöntemler geliştirilmeye çalışılmıştır (111). Godger ve ark. yaptığı çalışma bu 

yöntemlerden biri olarak literatüre de yerini almıştır (210). Söz konusu çalışmamızın 

da literatüre vereceği katkının değerli olduğunu düşünmekteyiz.  

 

 CellSearch’ün CTC belirleme teknolojileri arasında tek FDA onayına sahip 

yöntem olarak kalmış olması yeni yöntem geliştirmenin önemini gün geçtikçe önemli 

kılmaktadır. Aynı zamanda CellSearch yönteminin EpCAM tabanlı olması yanı sıra 

çok pahalı bir cihaz olması negatif bir özelliğidir. Bu cihazla, aynı çalışma prensibine 

sahip FC eş zamanlı çoklu belirteç kullanarak analiz yapılmasına fırsat vermektedir. 

Bu özelliğinden dolayı çalışmamızda FC kullanılmıştır. Bu cihazın öncesinde 

periferik kanda bulunan hücrelerinin ve CTC'nin biyofiziksel özellikleri düşünülerek 

fikol yoğunluk gradyanti uygulaması, yine biyolojik açıdan düşünülerek MACS 

immünomanyetik yöntem ile negatif seçilim yapılması CTC tespiti için büyük bir 

avantaj sağlamaktadır. 
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 İzole edilen CTC'lerin genomiks çalışmaları somatik mutasyon analizlari için 

hala başlangıç evresindedir (99,211). CRC hastalığının genetik risk faktörlerinin 

analiz edilebilmesi için FC, CellSearch ile karşılaştırıldığında daha kolay kullanım 

sağlayacaktır. 

 

 Çalışmamızda yeni teşhis konulmuş ve hiçbir tedavi almamış CRC 

hastalarına ait kan numuneleri kullanılmıştır. CRC hasta kanlarında varlığı öngörülen 

CTC alt popülasyon miktarlarının, herhangi bir tedaviden dolayı değişebileceği 

araştırmalarda gösterilmiştir. Bundan dolayı, yeni teşhis konulmuş ve hiçbir tedavi 

almamış CRC hasta kan numuneleri kullanılmıştır. 

 

 Çalışmamızda FC ile CTC'lerin tespiti için belirlenen CTC sayıları cut-off 

değeri ≥ 3 kabul edilmiştir. 10 CRC hastasının hepsinde CTC tespiti yapılırken, 

%90'ı cut-off değerinin üzerinde, %10'unda ise CTC sayısı 2 olarak tespit edilmiştir. 

Bu sonuçlara bakıldığında modifiye edilmiş söz konusu yöntemimizin başarılı 

olduğu anlaşılmaktadır.  

 

 Aynı zamanda CTC'nin tespiti için kullandığımız EpCAM, CD45, CK 7,8 ve 

CK 14,15,16,19 antikorları çoklu analiz amaçlı olarak sadece çalışmamızda 

kullanılmıştır. Dolayısıyla çoklu kullanımı ile bu antikorların CTC üzerinde ekprese 

olması ve alt popülasyon oluşturması hem çalışmaya hem literatüre büyük katkı 

sağlayacaktır. Bu antikorların ilerleyen çalışmalarımızda CTC belirlenmesinde 

biyobelirteç rolü üstleneceğini düşünmekteyiz. 
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 6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

 

✓ Toplamda yeni teşhis konulmuş, hiç tedavi almamış, 7'si kolon kanseri, 3'ü 

rektum kanseri hastanın kan numunesi alınarak CTC analizleri yapılmıştır. 

Cut-off ≥ 3 kabul edilerek değerlendirme yapılmıştır. 

 

✓ Kontrol olarak, hastalar ile aynı yaş aralığına sahip, hiçbir kanser teşhisi 

konulmamış 7 sağlıklı bireyin kan numunesi analiz edilmiştir. Sağlıklı 

bireylerin hiç birinde CTC saptanmamıştır. 

 

✓ Toplamda 9 hastanın analiz verilerine göre saptanan CTC sayısı cut-off 

değerinin üzerinde, 1 hastanın CTC sayısı ise cut-off değerinin altında 

saptanmıştır. Fakat literatüre bakıldığı zaman cut-off değerini 2 kabul eden 

çalışmalarda bulunduğu için CTC sayısı 2 saptanan hastanın verileride 

gözardı edilmemelidir. 

 

✓ Hastaları kendi aralarında erken evre ve ileri evre olarak ayırdığımız zaman 5 

birey erken evre, diğer 5 birey ise ileri evre olarak değerlendirilmiştir. Erken 

evre ve ileri evre CRC hastalarında saptanan CTC sayıları kıyaslandığında 

erken evre hastaların CTC sayısı ortalama olarak daha yüksek bulunmuştur. 

İleri evrede CTC'nin farklı fenotipine veya EMT sürecine bağlı olarak CTC 

sayısı azalmıştır. Bu veriler klinikte kullanılan diğer test sonuçlarıyla 

kıyaslandığında ve yorumlandığında klinik açıdan faydalı sonuçlar verecektir. 

 

✓ 2 hasta birey tedavi sürecinde, CTC sayıları 0 olana kadar takip edilmiştir. 

Literatür ile karşılaştırıldığında, kemoterapiye yanıt veren hastaların 

belirlenmesi için benzer çalışmalar yapılmıştır. Çalışmamızda, CTC sayısının 

kemoterapi sonrası azalması veya 0'a ulaşması hastanın kemoterapiye yanıt 

verdiğini göstermektedir. Bu sonuç klinik açıdan anlamlılık taşımaktadır. 

Ancak, tedavi yanıtı hastadan hastaya farklılık gösterdiğinden dolayı ve 

ayrıca tüm hastaların ilaç direnci kazanabileceği göz önünde 

bulundurulduğunda uzun süreli hasta takip çalışmaları yapılması 

planlanmaktadır.  
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✓ Hasta bireylerden 3'ü opere olmamış diğer 7'si opere olmuştur. Opere 

olmayan hastalardan 2'si ileri evre diğer 1'i erken evredir. Opere olmayan 

erken evre hastalarda CTC saptanması klinikte erken teşhis açısından yarar 

sağlayacaktır.  

 

✓ Literatürde bulunan bazı çalışmalarda hastalığı nüks etmeyen hastalara 

odaklanarak 7-22 yıl sonra CTC izole edilmiştir. Buna benzer çalışmalar 

düşünüldüğünde opere olmuş veya olmamış, kemoterapi alan, tedavi 

gördükten sonra iyileşen hastalarda CTC saptama ve izolasyonunun klinik 

açıdan önemini ortaya koymaktadır. 

 

✓ CTC'lerin 7.5 ml periferik tam kanda 105-108 hücreye karşılık 1 gibi nadir bir 

sayıda bulunması ve morfolojik değişkenliklerinden dolayı saptanmasının 

kısıtlaması sebebiyle modifiye metodumuzda iki aşamalı zenginleştirme 

kullanılmıştır. Literatürde CTC sayısı için cut-off değerini 2 kabul eden 

çalışmaları düşündüğümüz zaman saptadığımız CTC verileri 

zenginleştirmelerimizin başarı oranının yüksek olduğunu göstermektedir. 

 

✓ CTC saptama yöntemlerinden tek FDA onaylı yarı otomatik lazer sistemli 

cihaz CellSearch cihazıdır. Çalışmamızda, FC kullanılarak çoklu işaretleme 

yapılmıştır. FC cihazlarının saptama dışında CTC ayırma özelliğide vardır ve 

ilerideki çalışmalarımızda CTC izolasyonu; CTC biyolojisinin araştırılması 

gibi çalışmaların önünü açacaktır.  

 

✓ Çalışmamızda hücre dışına CD45 ve EpCAM işaretlemesi, hücre içine çoklu 

antikor olan CK 7,8 ve CK 14,15,16,19 antikor işaretlemesi yapılmıştır. CTC 

saptaması bu şekilde daha kolay, güvenilir ve kapsamlı olmuştur. Yapılacak 

alt popülasyon çalışmaları ile CTC biyolojisi, morfolojik özellikleri gibi 

araştırmalara ışık tutacaktır. 

 

✓ CellSearch cihazı EpCAM tabanlı olduğu için CTC morfolojisinin değişmesi 

ve EMTden dolayı kaçışa sebep olabileceği yönünde eleştiriler almıştır. Bu 

nedenle bizim çalışmamızda FC analizlerinde kapılama işlemi CK19 tabanlı 

yapılarak daha sağlıklı sonuca ulaştığımızı düşünmekteyiz. Aynı zamanda 
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çoklu işaretlemenin alt grupları oluşturulmuştur. İlerleyen çalışmalarda alt 

popülasyonlar izole edilip kendi aralarında ve CTC ile kıyaslanarak literatüre 

ışık tutabilir. 

 

✓ Yönteme ve veri analizlerine bakıldığında yöntemin ülke literatüründe ilk 

çalışmalar arasında yer aldığı görülmektedir. Kullanılan belirteçler ile pek 

çok kanser hastalarında CTC tespitinin yapılması hem belirteçlere bir nevi 

biyobelirteç görevi verirken diğer yandan klinik açıdan faydalı olacaktır. 

 

✓ Tüm hastalarda CTC saptanması, CTC'nin CRC'li hastalarda tanı ve teşhise 

katkı sağlayabileceği sonucunu göstermiştir. Kontrol bireylerinde 0 CTC 

verilerine ulaşılması CTC'nin prognoz ile dolayısıyla sağkalım ile ilişkili 

olduğunu göstermektedir. 

 

✓ Literatürde CTC'nin metastaz ile ilişkisi olduğunu destekleyen çalışmalar 

bulunmaktadır. Bu çalışmalar düşünüldüğünde CTC'nin tespiti biyomedikal 

anlamda önem arz etmektedir. 

 

✓ CRC teşhisi konulmuş hastalarda CTC'nin tespiti tedavinin yönlendirilmesi, 

kullanılan tedaviye alınan cevabı, prognoz ve sağ kalım üzerine bilgi vererek 

kliniğe katkı sağlayacaktır. 

 

✓ Çalışmamızda kullanılan antikorlar, epitelyal kökenli ve mezenkimal kökenli 

CTC alt popülasyonlarının tespitinde kullanılmıştır. İleride yapılacak olan 

çalışmalarda, kanser kök hücrelerine (CD44 vb. gibi), mezenkimal kökenli 

hücrelere (vimentin vb. gibi) ve diğer alt popülasyonlara yönelik farklı 

antikorlar kullanılarak CTC alt popülasyonlarının belirlenmesi 

düşünülmektedir. 

 

✓ Sonuç olarak, CRC veya diğer kanser türleri için erken teşhis de CTC'nin 

tespiti gelişmelerin önünü açmıştır. 
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✓ Ülke literatürün de CTC tespitinde FC ile yapılan ilk çalışma olup, söz 

konusu yöntem ile CRC'li hastalarda CTC saptama oranının yüksek olması 

FC'nin güvenirliliğini, modifiye edilen tüm yöntemin geçerliliğini ortaya 

koymuştur. Ülke literatürün de çalışmaların önünü açacağı düşünülmektedir. 
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