Q;Lﬂlﬂp
S,

3 .AI\'K.:‘\Rj-\ Q}%“’V
‘VgRsYS

T.C.
YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

AKCIGER KANSERLI HASTALARDA KANDA DOLASAN
TUMOR HUCRELERININ AKIM SITOMETRISI ILE TESPITI

YUKSEK LISANS TEZI

Tugba Kevser ARKAN

KANSER BiYOLOJISI PROGRAMI

Ankara, 2016






T.C.
YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

AKCIGER KANSERLI HASTALARDA
KANDA DOLASAN TUMOR HUCRELERININ
AKIM SITOMETRISI iLE TESPITI

YUKSEK LISANS TEZi

Tugba Kevser ARKAN

KANSER BIYOLOJISI PROGRAMI

Ankara, 2016



T.C.
YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUS{)

Akciger Kanserli Hastalarda Kanda Dolasan Tiimér Hiicrelerinin

Akim Sitometrisi ile Tespiti
Tugba Kevser ARKAN
Yiiksek Lisans Tezi

27/07/2016

Tez Danismani

Prof. Dr. Ozen OZENSOY GULER

Jiri Uyeleri
Prof. Dr. Ozen OZENSOY GULER ( EW:
Dog. Dr. Ahmet CARHAN
Dog. Dr. Nuriye OZDEMIR == '
Yrd. Dog. Dr. Ender SIMSEW
Yrd. Dog. Dr. Mustafa Emre ERC%

Okudugumuz ve Savunmasini dinledigimiz bu tezin bir Yiiksek Lisans derecesi icin

gereken tiim kapsam ve kalite sartlarini sagladigini beyan ederiz.

Bu tezin Yiiksek Lisans derecesi igin gereken tiim sartlari sagladigini tasdik ederim.



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi c¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitlin asamalarda patent ve telif haklarini ihlal edici etik disi
davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar iginde
elde ettigimi, yabanci kaynaklardan alinan tiim bilgilerin tarafimdan ¢evrildigini, bu
tezde kullanilmis olan tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi beyan ederim.

27-07-2016

Tugba Kevser ARKAN



En biiyiik destegim olan aileme, kanser nedeniyle hayatini kaybeden biricik dedeme,
babaanneme ve yasamlarinin bir boliimiinde “kanser” ile tanigmis olan tiim

insanlara ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siliresince engin bilgisi, Onerileri ve elestirileri ile
daima yoluma 151k tutan, meslegim ve hayatim i¢in kendisinden ¢ok sey 6grendigim
degerli danisman hocam Prof. Dr. Ozen OZENSOY GULER’e, tez konumun
belirlenmesi, ¢alismamin planlanmasi ve yiriitiilmesi siiresince deneyim kazanmami
saglayan, her zaman ilgi, anlayis ve destegini gérdiigiim hocam Yrd. Dog. Dr. Ender
SIMSEK ’e ve her tiirlii imkan1 saglamaya calisarak destegini esirgemeyen Anabilim
Dal1 Bagkani hocamiz Dog. Dr. Ahmet CARHAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Bu slire
boyunca birlikte ¢alismaktan ¢ok biiyiik keyif aldigim Sevgili arkadaglarim Ars. Gor.
Elif ERCAN’a ve Ars. Gor. Beyza Ecem OZ’e, tez ¢alismamin ilerlemesinde katkist
olan Ars. Gér. Emine TERZI ve Mol. Bio. Yeter DILEK e gosterdikleri sabir, 6zen
ve verdikleri destek i¢in tesekkiir ederim. Tez calismamda biiyilk emegi gegen
degerli arkadasim Bio. Bilgesu ERSAN’a paylastigimiz her gtizel ve birikim dolu
giin i¢in sonsuz tesekkiir ederim. Calismamda kullandigim ydntemin
standardizasyonu ve deneysel asamalarda degerli goriis ve deneyimlerinden
yararlandigim Uzm. Dr. Ferda ALPARSLAN PINARLI’ya, Uz. Bio. Meral
TIRYAKI’ye ve Bio. Emrullah CALISIR’a tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica Saglik
Bilimleri Enstitiisii degerli personeli ve c¢alisma arkadaglarima tesekkiirii borg
bilirim. Calismam i¢in klinik destek ve kan numunelerinin elde edilmesi asamasinda
her tiirlii yardimi saglayan, Ankara Atatlirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Onkoloji Klinigi doktorlar1 ve hastane personeline, ayrica goniillii olarak ¢calismama
katkida bulunan akciger kanserli hastalar ile tim saghklh katilimcilara

minnettarligimi belirtmek isterim.

Hayatim boyunca benim i¢in en iyiyi ve en gizeli isteyen, biitiin sikintilara
benimle birlikte gdgiis geren, bugiinlere gelmemde en biiyilk emegin sahibi ve
basarilarrmin esin kaynag1 sevgili AILEM’e destek, giiven ve en dnemlisi sevgileri
i¢in minnet dolu sonsuz tesekkiir ederim. Ozellikle tiim ruh hallerime uyum saglayip
sevgiyle karsilayan, hayatimin tadi tuzu camim kardeslerime yiirekten tesekkiir
ederim. Verdigi destek ve yonlendirmesi sayesinde yiiksek lisans egitimime
baslayabildigim, bu zorlu siiregte tiim sikinti ve heyecanlarima ortak olarak hep
yanimda olan ve sevgisinden gili¢ aldigim miistakbel esime sabri, destegi ve

umudundan dolay1 sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OZET o ii
ABSTRACT . Y%
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ......cccccooooiiiiniiiiiicae, v
SEKILLER DIZINI ...t viii
TABLOLAR DIZINI .....ccooooiiiiiiiiiiiiiisseans X
Lo GIRIS .ottt 1
2. GENEL BILGILER .........coocootiiiiiiiiieee s 4
2.1 KANSET ...t s 4

2.1 1. KArSINOQENEZ ...ttt sttt 6

2.1.2. HUcre DONQUSU V& KaNSEN .......ccivieiiiieiiiieiiiie e 7

2.1.3. Kanser Hiicrelerinin Karakteristik OzellikIeri.............c.ccccoeuu..... 8

2.2. Dolagimdaki Tiimor Hiicreleri (Circulating Tumor Cells, CTCs) .......... 16

2.2.1. CTC TeKNOIOJISI ...vvevveeiieiieeie e 17

2.2.1.1. Zenginlestirme Basamagi ..........cccceevviiiiiiiniinnnnnn 17

2.2.1.2. Saptama Basamagi............cccevvriiiniiiinn, 21

2.3, AKCIZET KANSETT . ecuvviiiiieiieiiiie e 23

2.3.1. Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi.................. 23

2.3.2. Akciger Kanserinin Histolojik Smiflandirilmasi..................... 26

2.3.3. Akciger Kanserinin Evrelendirilmesi ........c.ccccooiiiiiiiiiinennnne, 28

2.3.4. Akciger Kanserinin Klinik Bulgulart ........c.ccccooiiiiniiiininnnnn, 30

2.3.5. Akciger Kanserinin Tan1 Yontemleri ........cccoovevviiieiiniiiiennnnn, 31

2.3.6. Akciger Kanserinde Metastaz.............cocvvveiiniiiiciiniineennen, 32

3. MATERYAL VE YONTEM ...oooviiiiiiisiceeeee et 34
L MALEIYAL .. 34



3.1.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Antikorlar........... 34

3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler................... 35
3.1.3. Calismada Hazirlanan Soliisyonlar..........cccccevoiiiiiiiciinnnnnne. 36
3.1.4. Bir Birey i¢in Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler ...... 36

3.2 YONTEIM oo 37
3.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmast ...........ccceeveveverererereeeereesseesesenenn, 37
3.2.2. CTC Zenginlestirme Basamagi...........cccovvveeiiieeiiieesiiee e 38
3.2.2.1. Mononiikleer Hiicrelerin Ayrilmast..........ccccoeuveennen. 38

3.2.2.2. Negatif Segilim ile Lokositlerin Immunomanyetik

AV . 39

3.2.3. CTC Saptama Basamagi ...........cccevvvviiniiiniiniini e 41

3.3, AKIM STEOMELIIST . cevvieiieiiiieiiesieeeiee sttt 44

3.4, IStatistikSel ANALIZ......coeveveveerreieieeeeeeeeseseseseee e ensee e en s e 48

4. BULGULAR ..ottt ettt st et e ne e 49
5. TARTISMA ..ottt bbbttt sbe e be e beeetee e 61
6. SONUC VE ONERILER ..........c.cccooviiiiiiieieieeeeeeee et 67
T KAYNAKLAR ettt nb e e be e neee e 69
8. EKKLER ... bbb 91
EK-1. Akciger Kanseri Evrelemesi Tablosu .........ccoooviiiiiiiininiincnciees 91

EK-2. Etik KUFUL RAPOTU ... 92

EK-3. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu..........c.ccccovviiiiiiiiiiiiii 95

EK-4. Tez Calismasinda Kullanilan Yontem Makalesi ............cccevvveeiinnnnne 98

EK-5. Uluslararas1 Bilimsel Toplantida Sunulan ve Bildiri Kitabinda Ozeti

Basilan Poster BIldiriSi......ooooeeeeoeee 99
EK-6. OZZECIMS v.vveveeeceeieieieeceeeee et es ettt en e 100



OZET

Akciger Kanserli Hastalarda Kanda Dolasan Tiimor Hiicrelerinin Akim

Sitometrisi ile Tespiti

Dolagimdaki tiimor hiicreleri (CTC’ler) karsinomlarin metastatik yayiliminda
onemli role sahiptir. Bu nedenle, son yillarda bir¢ok kanser tiiriinde hastaligin seyri
ve tedavi etkinligini anlagilmasinda yardimci olabilecegi diistiniilen CTC’ler {izerine
yogunlagilmistir. Teknik yaklasimlardaki geligsmeler ile 6zellikle akciger kanseri gibi
dokularina ulasilmasi zor olan timdrlerde sivi biyopsi olarak tim kandan CTC
tespitinin degeri her gecen giin artmaktadir. Tan1 aninda siklikla metastaz yaptiklar
teshis edilen akciger kanseri, hem kadinlarda hem de erkeklerde kanser 6lum

nedenlerinin birincil sebebidir.

Calismamizin amact modifiye ettigimiz metot ile akciger kanserli hastalarin
periferik kan orneklerinde (7.5 mL) CTC tespitidir. CTC sayisinin tespit edilmesi
icin 9 akciger kanserli birey ve 9 saglikli birey c¢aligmaya dahil edilmistir.
Uyguladigimiz metotta CTC zenginlestirilmesi i¢in fikol yogunluk gradiyent ayrimi
ve manyetik mikro-boncuklar yardimi ile CD45 negatif segilim gergeklestirilmistir.
Son olarak, CTC’ler epitelyal adezyon molekili (EpCAM) ve sitokeratin (CK
7,8,14,15,16,19) ekspresyolarinin hedef alinmasi ile ¢oklu parametreli olarak akim

sitometrisi ile analiz edilmistir.
Calismamiz sonucunda akciger kanserli hastalarin tiimiinde CTC gozlenirken,
saglikli bireylerde gézlenmemistir (Z=3.823; p<0.001). Boylece, modifiye ettigimiz

metodun akciger kanserinde CTC tespitinde kullanilabilirligi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, akim sitometrisi, dolagimdaki tiimdr hiicreleri



ABSTRACT

Determination of Circulating Tumor Cells by Flow Cytometry in the Lung

Cancer Patients

Circulating tumor cells (CTCs) play a crucial role in the metastatic spread of
carcinoma. Therefore, CTC has been interest of a subject in the past few decades in
terms of prognosis and response to the therapy in several cancer diseases. Recent
improvements in technical approaches maintain to identify CTCs from whole blood
have demonstrated the potential value of CTC detection as a liquid biopsy especially
in those tumors where tissue accessibility is often challenging as in lung cancer.
Lung cancer is the most common cause of death from cancer worldwide in both men

and women which is commonly metastasize before it is diagnosed.

The aim of this study is to determine of CTCs in peripheral blood sample (7.5
mL) of lung cancer patients by the modified method. This method enrolled on 9
patients with lung cancer and 9 healthy volunteers which consists of a ficoll density
gradient centrifugation and a magnetic microbead separation technique by CD45
negative selection method enrichment step. Finally, we determined CTCs through the
expression of anti-epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) and cytokeratins
(CK7,8,14,15,16,19) by multi-parameter flow cytometry.

Consequently, we can indicate that, CTCs were detected in all of patients but
no CTCs were evaluated on healthy volunteers (Z=3.823; p<0.001). Thus, CTCs
were detectable in peripheral blood sample of lung cancer patients using with our

method.

Keywords: Circulating tumor cells, flow cytometry, lung cancer
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1. GIRIS

Kanser, viicudun herhangi bir yerindeki bir hiicre grubunun kontrolsiz olarak
normal hiicrelerden daha hizli ¢ogalmasi, bu hiicrelerin farklilagsmasinin bozulmasi,
genellikle ileri asamalarinda ¢evre dokulara infiltrasyonu ve dolasima gecerek
viicudun farkli bolgelerine metastazi ile karakterize edilen bir hastaliktir (1). Dinya
Saglik Orgiitii’niin (WHO) kapsaml1 bir projesi olan Globocan verilerine gore 2012
yilinda diinya genelinde 14.1 milyon yeni kanser hastasi ve 8.2 milyon kansere bagh
Olim oldugu belirtilmistir (2). Tirkiye’de ise 2013 yili kanser istatistiklerine gore
103.070 erkek ve 71.233 kadin kansere yakalanmustir (3).

Kanser insidans1 genetik, fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik, beslenme ve
fiziksel aktivite gibi faktorler ile degismektedir (4). Kanser, genetik mutasyonlarin
birikmesi sonucunda ya da genetik yatkinlik olarak bilinen germline mutasyonlar
sonucunda gelisebilmektedir (5). Radyasyon, UV 1sinlar ve asbest en iyi bilinen
karsinojen ajanlar arasinda sayilabilmekte, ayrica sigara, alkol, beslenme sekli ve
kisith fiziksel aktivite dolayisiyla obezite, enfeksiyoz ajanlar ozellikle viriisler ve
cevresel kanserojenlere maruziyet gibi 6nemli cevresel faktorler karsinogenezde rol
oynamaktadir (4).Yas da kanser gelisiminde 6nemli bir kriter olup 6zellikle 70 yas
tizeri bireylerde yaygin olarak kanser goriilmesine ragmen her yastaki yetiskinlerde,
cocuklarda hatta bebeklerde dahi kanser teshisi konulabilmektedir (6). Farkli
cevresel etkilere maruz kalinmasi nedeniyle cografi yerlesimin de kanser geligimi
iizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (7). Ozetle, cevresel ve genetik faktorler
arasindaki etkilesimlerin kanser riskinin énemli belirleyicileri olduklarmi sdylemek

mumkanddr (4, 7).

Sigara i¢imi ve pasif sigara maruziyeti, hava kirliligi, genetik faktorler,
mesleki nedenler, cinsiyet, diyet, kronik akciger hastaliklar1 gibi risk faktorleri
akciger kanseri gelisiminde rol oynamaktadir. Sigara kullanim aligkanliginin ve

icilen sigara miktarinin artigi, sanayilesme ile artan g¢evre kirliligi, gocler ve



kentlesme, akciger kanserinin insidansi ve mortalitesini artirarak akciger kanserinin
giniimiiziin 6nemli bir saglik problemi haline gelmesine neden olmaktadir (8).
Akciger kanseri dinya genelinde erkeklerde en sik goriilen birinci, kadinlarda ise
dordiincii sirada yer almaktadir. Akciger kanserinin teshisi genellikle ge¢ olmaktadir,
bu nedenle de sagkalimlari diger kanserlere gore oldukga diisiiktiir (9). Akciger

kanserinin tanidan itibaren bes yillik mortalitesi %85-90 arasindadir (10).

Birgok kanser hastasinin hayatin1 yitirmesinden metastaz sorumludur (11).
Metastaz, kanser hiicrelerinin kdken aldiklart boélgeden viicudun farkli doku ve
organlaria yayilmasidir (12). Akciger kanserinde beyin, karaciger, iskelet, siirrenal
bezler, perikardiyum da dahil olmak (izere bircok uzak organa metastaz olabilir (13).

Ulkemizde akciger kanserinin %57.9’unun uzak metastaz yaptig1 bildirilmistir (9).

Kanserden oliimlerin azalmasi agisindan erken teshis ve tedavinin seyrinin
gozlenmesi onem tagimaktadir. Giiniimiizde rutin uygulamalarda, kanser hiicreleri ve
bu hiicrelerin {riinleri veya kansere karst viicudun verdigi yaniti saptamada
kullanilan timdr belirtecleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu metotlar benign ve

malign tlimdrlerin ayrimina yardimci olur, fakat kesin tani saglayamazlar (14, 15).

Metastaz sirasinda dolasimda bulunan ve yeni timor olusumuna neden
olabilen tiimor hiicreleri, dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTCs; circulating tumor
cells) olarak adlandiriimaktadir (16). Ozellikle son yillarda CTC ler kanser tanisi igin
en uygun molekuler belirtecler olarak 6nerilmektedir (17, 18). CTC’lerin, metastazin
belirlenmesi, timor yineleme riskinin hesaplanmasi, hastalarin  kemoterapiye
yonlendirilmesi, yeni terapotik hedeflerin tanimlanmasi ve sistemik kanser

tedavilerinin izlenmesinde kullanilabilirliligi arastirllmaktadir (19).

CTC’lerin klinik kullanimi hakkinda yapilan calismalarda ¢ogunlukla CTC
saymmi lizerine yogunlasilmistir. Genellikle bu sayim siireci zenginlestirme ve
saptama gibi iki onemli basamagi igermektedir (20, 21) Bu basamaklarda ¢ok ¢esitli

yontemler ve bunlarin kombinasyonlari kullanilmaktadir (22).

Calismamizda modifiye ettigimiz metot (166) ile akciger kanserli hastalarda

CTC saymi gergeklestirilmistir. Kullanilan metotta CTC zenginlestirme basamagi
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olarak iki ayr1 yontemin kombinasyonu gergeklestirilmistir. Bunlar; yogunluk tabanl
fikol gradiyent santrifiij ve immunomanyetik aywrma (CD45 negatif segilim)
yontemleridir. CTC saptama basamaginda ise spesifik monoklonal antikorlarin
yardimi ile akim sitometrisi (flow cytometry (FC)) cihazinda CTC’ler saptanmustir.
Sonugta, CK 14, 15, 16, 19 pozitif, CK 7, 8 pozitif ve EpCAM pozitif, CD45 negatif
hiicreler CTC kabul edilerek sayimi gergeklestirilmistir. Calismamizin amaci bu

teknigin CTC tespitinde uygulanabilirliginin ve spesifikliginin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, normal biliyiime ve farklilasmay1 saglayan mekanizmalar tizerindeki
kontroliin kaybolmasi nedeniyle degisime ugramis hiicrelerin asir1 ve zamansiz
¢ogalmalari, immiin sistemin gdzetiminden kagmalar1 ve uzak dokular1 dahi istila
ederek metastaz gelisimine yol agmalart sonucunda meydana gelen ¢ok basamakli bir
sirectir (23). Mutasyonlarin meydana gelmesi ile baslayan bu siirecte hiicreler
zamanla malignite kazanmakta ve seri mutasyonlar ile normal hcreler, invaziv
kanserli hiicre popiilasyonlarina doniisebilmektedir. Bu siregte ilk olarak hticrelerin
kontrolsuz bolunmesi sonucunda hiicre sayisindaki artig olarak tanimlanan hiperplazi
goriilmektedir. Ardindan tekrarlayan mutasyonlar sonucunda hiicrelerde godzlenen
morfolojik farkliliklar evresi olan displazi meydana gelmektedir. Zaman gectik¢e bu
evrede yer alan hiicreler epitelyal tabaka ile sinirli fakat hiicreler arasi baglantilarini
kaybetmis hal olan karsinoma in situ gelisimi gostermektedirler. Son olarak kanser
stirecinde hiicrelerin invazyon yetenegi kazanmasina neden olabilecek degisimler ile

invaziv kanser meydana gelebilmektedir (Sekil 2.1) (24-26).

Normal Hiperplazi Displazi Karsinoma in situ Invaziv kanser

Sekil 2.1. Kanser gelisimi (26).

Neoplastik htcreler normal hicre biyltmesini denetleyen duzenleyici
etkilerin altinda kalmaksizin replikasyona devam etmeleri nedeniyle degisime
ugramis hiicrelerdir (27). Neoplaziler bu nedenle, belirli bir derecede otonomiye
sahiptir ve lokal ¢evrelerine bakmaksizin boyutlarini artirma egilimi tagimaktadirlar.
Bir neoplazi yani timor, benign (iyi huylu-selim) timor ve malign (kétl huylu-

habis) tiimor olmak {izere iki temel kategoriye ayrilmaktadir. Bu ayrim yapilirken bir



lezyonun klinik davranigi temel alinarak o lezyonun hangi gruba dahil oldugu

belirlenmektedir (27).

Mikroskopik ve makroskopik Ozelliklerinin nispeten masum oldugu kabul
edilen neoplaziler, kendi 6zgiin bolgelerinde lokalize olarak kalacaklarini, genel
olarak viicudun diger bolgelerine yayilmayacaklarint ima eden benign sifatiyla
tanimlanmaktadirlar. Benign tiimorler genellikle lokal cerrahi ile tedavi edilmeye
elverisli olduklar1 i¢in hastalar yasamimi saglikli bir sekilde siirdiirebilmektedirler.
Malign tumorler ise kotli huylu olarak tanimlanir ve tiim malign tiimorler kanser
olarak adlandirilmaktadir. Bu tiir tiimorler, c¢evre dokulari invaze ve tahrip
edebilirler, uzak bolgelere kan ve lenf yolu ile yayilabilir yani metastaz

gelistirebilirler (27).

Benign ve Malign Tiimorlerin Genel Ozellikleri: Benign timoérler genellikle

genetik olarak basit ve kararli, kanserlere oranla daha az sayida mutasyon igererek
pek az genotip degisikligi gosteren tliimoérlerdir. Benign ve malign tiimorler
diferansiasyon (farklilasma) ve anaplazi, bliylime hizi, lokal invazyon ve metastaz

yetenekleri ile birbirlerinden ayrilmaktadirlar (27).

Diferansiasyon, tiimor hiicrelerinin kaynaklandiklar1 normal hiicrelere
morfolojik ve fonksiyonel olarak benzemeleri anlami tasimaktadir. Anaplastik
hiicreler ise ¢ekirdeklerinin boyutlar1 ve bigimleri degisken 6zellik géstermekte ve bu
hiicreler normal hiicrelere gore oldukca farkli morfoloji sergilemektedirler (27).
Benign tumorler; iyi diferansiye hiicrelerden meydana gelen, tiredikleri dokunun
normal hicrelerine benzer ézellikte, anaplazi icermeyen veya az miktarda icerebilen
hiicrelerden olusmaktadir. Indiferansiye hiicrelerden meydana gelen malign timorler
ise dokunun normal hiicrelerine benzerlik gostermeyen, 6zellesmemis hiicrelerden
olusmakta ve degisen oranlarda anaplazi barindirmaktadirlar. Benign tiimdrlerin
cogu yavag biiyiirken, kanserlerin ¢ogu daha hizli biiyiir ve sonunda lokal olarak ya
da metastaz yaparak hastanin oliimiine yol acabilmektedirler. Benign tiimorler bir
doku igerisinde iyi sinirli olarak yerlesmektedirler. Malign tiimoérler ise kotii sinirlidir
ve ilerleyici bir sekilde g¢evrelerindeki normal dokulart infiltre, invaze ve tahrip
ederek ilerlemektedir (28). Benign tiimorler genellikle basladiklart bolgelerde

lokalize olarak kaldiklar1 yani metastaz olusturmadiklar1 halde malign bir tiimorlerde
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siklikla metastaz gerceklesmektedir. Bu nedenle metastaz temel malignite kriteri
olarak tanimlanabilmektedir (25, 27).

2.1.1. Karsinogenez

Karsinogenezin temelinde; kimyasallar, radyasyon veya virisler gibi cevre
faktorlerinin  etkisiyle meydana gelebilen ya da germline nakledilebilen
mutasyonlarin asamali olarak bir araya gelmesi yer almaktadir (Sekil 2.2) (7, 29).
Hiicre dliimiine neden olmayarak, maligniteye katkida bulunan bu genetik hasarlarin
baslica hedefi; hiicre biiyiimesi ve farklilagmasini kontrol eden protoonkogenler ve
inhibe eden timor baskilayict genler ile apoptozu diizenleyen ve DNA onariminda
rol oynayan genlerdir. Bu mutasyonlar dengeli translokasyonlar, delesyonlar ve gen
amplifikasyonunun sitogenetik belirtilerini icermektedir. Ayrica kanserde epigenetik
degisiklikleri diizenleyen genlerde de mutasyonlar meydana gelebildigi ve tiimor
baskilayic1 genler ile DNA tamir genlerinin epigenetik degisiklikler tarafindan
susturulabildigi saptanmistir (30). Bu epigenetik degisiklikler, gen ekspresyonunda
mutasyon olmaksizin gerceklesen, kalitsal ve geri doniisiimlii, histonlarda ve DNA

metilasyonunda meydana gelen modifikasyonlardir (27).

Mutasyonlarin birikimi

Karsinojen-indikla Genomik butinligi Ek mutasyonlar ve
mutasyon etkileyen mutasyon Ek mutasyonlar alt-klonlarin
meydana gelmesi
O ¢ . 4 . 2 . . Teshis
Nourmal Kok hiicre benzeri Mutator fenotipin Tim kanser dzelliklerini
hiicre ozelliklerin baslangict tagtyan hiicre
kazanilmast Tamér
heterojenitesi
Mutasyonlarin Genomik instabilite Kans:& S lm ra:kt.erlstlk Genetik secilimin
baslangict kazamlmasi o - gerceklesmesi
kazanilmasi

Sekil 2.2. Cok agamali bir siire¢ olarak karsinogenez: Mutasyonlarin birikmesi sonucunda tiimér

ilerleyisi ve heterojenitesinin meydana gelmesi (29).

Neoplastik olmayan 6ncii lezyonlardan gelisen kanser, meydana gelen genetik

ve epigenetik hasarlar sonucunda hiicrelerinde secgici bir avantaj saglayarak asiri



biiylime, lokal invazyon yetenegi ve uzak metastazlar olusturma gibi ¢esitli fenotipik
Ozelliklere sahip malign neoplazi haline dontismektedir (31). TUmor ilerleyisi olarak
adlandirilan bu siiregte tiimor hiicresi daha yiiksek malignite potansiyeline sahip
olmaktadir. Ilerlemenin ardindan mutasyonlarin birikmesiyle tiimér kitlesi malignite
Ozellikleri acisindan farkli  Ozelliklere sahip tlimor  hiicresi  alt-klonlari
barindirmaktadir. Tiimdr heterojenitesi olarak adlandirilan bu 6zellik nedeniyle

kanser, tedavisi zor bir hastalik halini almaktadir (27, 32, 33).

2.1.2. Hiucre DOngUsu ve Kanser

Bircogu edinsel olarak kendiliginden gelisen ya da cevresel kaynakli olarak
meydana gelen DNA mutasyonlarinin kanser gelisiminde rol oynamasindan dolayz,
kanser genetik bir hastalik olarak da tanimlanmaktadir (27, 34). Ayrica kansere yol
acan modifikasyonlar arasinda epigenetik degisiklikler de bulunmaktadir. Onemli bir
epigenetik faktor olan DNA metilasyonu, gen ekspresyonu ile genomik instabilitenin
diizenlenmesinde rol oynamakta ve DNA metilasyonunundaki degisiklikler
nedeniyle timodr olusumu ile iligkili olan birgok gende mutasyon meydana
gelmektedir (35). Genetik ve epigenetik degisiklikler hiicrelerdeki; biiylime, hayatta
kalma ve yaslanma gibi temel siiregleri diizenleyen 6nemli genlerin ekspresyonunda
veya fonksiyonunda degisikliklere neden olmaktadir (35). Dolayisiyla hiicre bu
degisiklikler dogrultusunda yeniden programlanmakta ve hiicre dongiistindeki
kontroliin kayb1 neticesinde kontrolsiiz olarak boliinmektedir. Bu nedenle hiicre

dongiisii degisiklikleri kanser gelisiminde kilit rol oynamaktadir (27, 36, 37).

Normal hiicre dongusu, eksternal bir uyari ile aktif hale gelerek internal ve
eksternal biiyltime kontrolleri ile denetlenmektedir. Normal hiicre dongiisiinde bes faz
bulunmaktadir. Hiicreler biliylime sinyali almadiklar1 siirece istirahat fazi olan GO
fazinda durmaktadirlar (38). Dongl temelde DNA sentez fazi olan S ile mitoz fazi
olan M fazlarindan ve bu fazlar arasinda hazirlik ve gegici duraklama evreleri olan
Gl, G2 fazlarindan olusmaktadir. Hiicre dongiisii G1-S ve G2-M gegcisleri ile
metafaz-anafaz gegisinde genetik materyalin tam ve dogru bir seklide kopyalanmasi
adina kontrol edilmektedir. Eger DNA’da hasarlar meydana gelirse, bu kontrol

noktalarinda ya hiicre hasar1 onarilmakta ya da boliinme durdurularak hiicre apoptoza
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yonlendirilmektedir. Hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinda, hiicre dongiistine
0zgii proteinler olan siklinler, siklin bagimli protein kinazlar (CDK) ve siklin bagimli
kinaz inhibitorleri (CDI) gorev almaktadir. CDK’lar, kendisine 6zgii bir siklin ile
kompleks olusturarak hiicre siklusunun diizenlenmesinde gorev almaktadir. Bu
komplekslerin birlegsmesini ve etkinligini diizenleyen CDI’larin da hiicre dongiisiinde

onemli gorevleri bulunmaktadir (39).

Kanser hiicrelerinde hiicre boliinmesi bir¢ok noktada farklilik gostermektedir
(40). Normal hiicrelerde genellikle eksternal sinyallere yanit vererek sinyal iletim
yolaklar1 vasitastyla hiicre boliinmesi uyarilmaktadir. Ancak kanser hiicreleri
bliylime faktorlerine bagimli olmadan kendi kendilerine yetebilme yetenegi
kazanarak kontrolsuiz bdéllinmektedirler. Kanser hicrelerinde hiicre ddnglsiinde
onemli rollere sahip olan protoonkogenler ve tumér supressor genler ile hiicre
dongusu kontrol elemanlarinda meydana gelen mutasyonlar sonucunda da hiicre
dongilisii  degisime ugramaktadir. Ayrica hiicre dongiisii baglantili apoptotik

yolaklarin da inaktivasyonu kanser hiicrelerinde gézlenen bir diger 6zelliktir (41).

2.1.3. Kanser Hicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

Tim kanserlerde sekiz kokli degisim gozlenmektedir (42). Kanserin
karakteristik 6zelikleri adin1 alan bu degisiklikler, timdrlerin ¢ok asamali gelisimi
stirecinde kazandiklar1 biyolojik yetenekleri icermektedir. Bu 0Ozellikler; buyiime
sinyallerine bagimli olmadan kendi kendine yetebilme, biiyiime inhibitorii
sinyallerine duyarsizlik, apoptozdan kacis, smirsiz replikasyon potansiyeli, enerji
metabolizmasinit yeniden programlama, bagisiklik sisteminden kagis, anjiyogenez
gelismesi ile invazyon ve metastaz yetene8i olarak siralanmaktadirlar (Sekil 2.3)
(42). Ayrica genom instabilitesi (43) ve timor gelisimini tesvik eden inflamasyon
(44) olaylar karakteristik 6zellikleri kazandiran genetik ve epigenetik degisikliklerin
gerceklesmesini desteklemektedir. Hiicresel transformasyonu ve ardindan da tiimor
ilerlemesini tesvik etmelerinden dolayr bu iki Ozellik, karakteristik oOzellikler

arasindadir (42).



Bagisiklik Biiyiime inhibitorii
sisteminden kagis sinyallerine duyarsizlik

Biuyiime sinyallerine
bagimli olmadan kendi

Smirsiz replikasyon
potansiyeli
kendine yetebilme

Enerji s A Tumor gelisimini
metabolizmasim — e tesvik eden
yeniden programlama ," E) 2 inflamasyon
Apoptozdan Invazyon ve
kacis u ' metastaz yetenegi
Anjiyogenez Genom
gelismesi instabilitesi

Sekil 2.3. Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri (42).

Biiyiime Sinvallerine Bagimli Olmadan Kendi Kendine Yetebilme: Kanser

hiicreleri otonom bir sekilde ve fizyolojik kosullara uymaksizin proliferasyonlarini
yonlendirmek amaciyla ¢ok sayida yeni oOzellik gelistirebilmektedirler ve bu
yeteneklerini 6zellikle onkogen aktivasyonunun bir sonucu olarak kazanmaktadirlar

(27).

Protoonkogenler, drlnleri normal hiicre proliferasyonunu uyaran normal
hiicresel genler olarak tanimlanmakta ve kanser hiicrelerinde onkogenlere
doniismektedirler (24). Onkogenler, inaktive olmayarak siirekli ve otonom bir sekilde
hiicre boliinmesini tesvik eden, onkoproteinleri kodlamaktadirlar. Protoonkogenlerin
onkogenlere doniisiimii sonucunda biiyiime faktorlerinin liretimi artmakta, hiicre
bolinmesi Gzerindeki kontrolleri kaybolmakta, hiicre membraninda biiytime faktori
uyarisiyla baslayip c¢ekirdege ulasan sinyal ileti sistemi kontrolsiiz uyarilmakta,
cekirdekte transkripsiyon faktorlerinin sentezi artmakta, hiicre kontrolsiiz bir sekilde
cogalmaya devam etmektedir (27). Tim bu olaylara neden olan mekanizmalar;
salinan biiyiime faktorlerinin ve reseptorlerinin uyarilardan bagimsiz ekspresyonu,
blyume faktorlerinin reseptorlerindeki mutasyonlar, sinyalizasyon molekdllerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar, transkripsiyon faktorlerinin asir1 veya diizensiz
ekspresyonu ve hicre siklusunun ilerlemesinde gorevli olan siklinleri aktive ve

CDK’lar1 inaktive eden mutasyonlardir (27).
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Hiicrelerde onkogenler araciligiyla biiylimeye karst koyan, apoptoz ve
hiicrelerin yaslanmasi olmak tizere iki adet dogal fren mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Kanser hucrelerinin strekli proliferasyonu icin hiicrelerde onkogen aktivasyonuna ek

olarak bu mekanizmalarin da asilmasi gerekmektedir (27).

Biiyiime Inhibitorii Sinyallerine Duyarsizlik: Timor baskilayici genler, hiicre

proliferasyonunu inhibe eden proteinleri kodlayarak htcre siklusunu kontrol altinda
tutmaktadir. Baskilayic1 genlerde meydana gelen inaktivasyonlar sonucunda,
hiicreler biiyiime inhibisyonuna yanit vermeyerek daimi proliferasyona
yonlenmektedir. Bu genler ancak her iki kopyalarinda da fonksiyon kaybi meydana

geldiginde inaktif hale gelerek tlimor gelisimine katkida bulunabilirler (7).

Diizensiz hiicre boliinmesine bu sekilde katkida bulunan tiimér baskilayici
genlerin en dnemlileri; retinoblastoma (RB) geni ve p53 proteinini (TP53) kodlayan
genlerdir. Hiicre siklusunun yoneticisi olarak tanimlanabilen RB geni, siklusun G1-S
gecisini denetleyerek antiproliferatif etki gdstermektedir. Malign transformasyonun
temelinde hicre siklusu denetiminin ortadan kalkmis olmasi bulunmaktadir.
Kanserlerin neredeyse tiimiinde G1 denetim noktasi, RB geni iliskili mutasyonlar
nedeniyle etkisiz hale gelmektedir (45). Kanserlerde en sik mutasyona ugrayan bir
diger tiimor baskilayict gen olan TP53 ise p53 proteinini kodlar ve bu protein DNA
hasar1 tarafindan aktive olup ii¢ ayr1 yolla hiicre proliferasyonunu denetim altinda
tutmaktadir; hiicre siklusunun gegici olarak durdurulmasini aktive ederek, hiicre
siklusunun kalic1 olarak durdurulmasini yani hiicre yaslanmasini baglatarak ve
programlanmis apoptozu tetikleyerek. TP53 geninde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda bu ¢ mekanizmaya yonlendirilemeyen hucreler surekli bolinmektedirler
(27, 46).

Apoptozdan Kacgis: Apoptoz, DNA hasar1 onarllamayan hiicrelerde intrinsik

veya ekstrinsik yollarla baslatilabilen ve kaspaz adi verilen hiicreyi tahrip eden
proteolitik enzimlerin gorev aldigi, hiicrelerin sonrasinda tiiketilecek ve ortadan

kaldirilacak bilesen pargalarina ayrilmasini saglayan mekanizmadir (47).

Kanser hiicreleri, apoptoz baslatan kosullar altinda olmalarina ragmen,

apoptotik sinyallere karsi direng gelistirerek yasamlarini stirdiirebilmektedirler.
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Apoptoz mekanizmasin1 diizenleyen yolaklardaki molekiillerde meydana gelen
mutasyonlar, kanser hiicrelerini apoptotik sinyallere kars1 duyarsiz hale getirir ve

bunun sonucunda, kanser hiicreleri hiicre 6liimiine direng kazanirlar (27).

Simirsiz Replikasyon Potansiyeli (Oliimsiizliik): Insan hiicreleri genellikle 60-

70 kez boliinlip cogalma kapasitesine sahiptir. Bu hiicreler zamanla bdliinme
kapasitesini kaybederek yaslanmakta ve sonu¢ olarak da 6lmektedir (27). Bunun
nedeni kromozomun ucunda yer alan kiigiik DNA dizilimi tekrarlarindan olusan
telomer adi verilen 0zel yapilarin, tekrarlanan hiicre bdliinmeleri sonucu
kisalmasidir. Bu durum hiicre siklusu denetim noktalarin1 harekete gecirerek hiicre
yaslanmasina yol a¢makta ve bir hiicrenin gegirebilecegi boliinme sayisinin
smirlanmasina neden olmaktadir (48). Kanser hiicreleri telomer kisalmalarini,
telomeraz olarak adlandirilan bir enzimin aktivasyonu sonucunda kromozomlarin
uclarina yeni tekrarlar ekleyerek onlemektedir (27, 48). BOylece, kanser hucreleri
programlanmis olan sinirlt saymin Gtesinde sinirsiz sayida boliinebilmekte ve adeta

olumstizlik kazanmaktadir.

Enerji Metabolizmasini Yeniden Programlama (Warburg etkisi): Kanser

hicreleri glikoliz metabolizmalarin1  degisime ugratmaktadir (49). Oksidatif
fosforilasyondan ¢ok daha az sayida ATP iireten Warburg etkisi olarak adlandirilan
ve aeorob glikoliz olarak bilinen mekanizma kanser hiicreleri tarafindan tercih
edilmektedir. Warburg etkisinde ortamda bol miktarda oksijen bulunmasi halinde
bile glukozun laktata doniisiimii gozlenmektedir (49). ATP eldesi agisindan avantajl
gbriinmeyen bu mekanizmanin kanser hiicreleri tarafindan tercih edilmesinin asil
nedeni, kanser hiicrelerinin hizli béliinmeleri sonucunda glukoz ve aminoasit
miktarlarin1 artirma gereksinimleridir. Bu sayede kanser hiicreleri, timor biiytimesi
acisindan Onemli avantajlar kazanmakta ve proliferasyon ic¢in gerekli olan

makromolekiilleri hizli bir sekilde elde edebilmektedir (27, 50).

Bagisiklik Sisteminden Kagis: Kanserin bu ayirict 6zelligi, tiimor antijenlerin

ozellikleri ile yakindan iligkilidir. Timor hiicreleri konagin bagisiklik sistemi
tarafindan taninip imha edilmemek i¢in degisimler gegirmektedir. Konagin bagigiklik

sistemini, kendilerini tanimayacak sekilde aldatmalart ya da konakta bulunan
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bagisiklik sistemi hiicrelerinin etkilerini ortadan kaldirmalar1 agisindan avantajlar

saglamaktadirlar (27).

Anjiyogenez Gelismesi: Kanser hiicrelerinin  ¢aplar1  1-2  milimetreyi

astiginda, artan oksijen ve besin ihtiyaclarin1 karsilamak amaciyla yeni damar
olusumunu yani anjiyogenezi uyarmalart gerekmektedir. Ancak tiimorlerdeki
damarlarin, normal olmayan, genis porlar1 nedeniyle sizdiran, baglantilar1 rastgele

gorinen 6zellikleri bulunmaktadir (51).

Tiimdrlerin biiyliyebilmesi i¢in yeni damarlarin olusumu timor ve stroma
hiicreleri tarafindan iiretilen anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki
dengenin denetimindedir (27). Anjiyogenez surecinde ilk olarak anjiyogenik
faktorlerin salimimi sonucunda vazodilatasyon gerceklesmektedir. Bu asamada
vaskiiler endotelyal buyime faktori (VEGF) onemli roller ustlenmektedir (52).
Ayrica anjiyogenik faktorlerin matriks metalloproteinazlar (MMP) ve plazminojen
aktivator (PA) enzimlerini aktive etmesi ile bazal membran ve ekstraseliiler matriks
(ESM) yikilmaktadir (52). Bu agsamanin ardindan endotel hiicrelerinin migrasyonu ve
proliferasyonunun &nii acilmis olur. Integrinler ve diger membran proteinleri endotel
hucrelerinin birlesmesini ve ESM’ye tutunmalarin1 saglayarak liimen olusumunu
saglamaktadir (52). Yeni olusan kapillerin matiirasyonu ve son olarak da
anjiyogenezin inhibisyonu dogrultusunda anjiyogenez siireci tamamlanmis
olmaktadir. Anjiyogenez, yalnizca tiimoriin siirekli olarak biiylimesi i¢in degil aym
zamanda timorin yayilmast ve kanser hiicrelerinin kan dolasimima karigarak

metastaz olusturabilmeleri igin de gerekmektedir (27, 53, 54).

Invazyon ve Metastaz Yetenegi: Metastaz, malign bir timoriin uzak

dokularda lokalize, primer timoérden ayri, sekonder olusumlari olarak
adlandirilmaktadir (55).

Kanserler lenf yoluyla, kan yoluyla ve viicut bosluklarina ekilerek olmak

tizere li¢ yolla yayilim gostermektedirler (7).

Lenf yoluyla yayilimda, lenf kanallarina giren tiimor hiicreleri bolgesel lenf

diiglimlerine ulasip burada tutunarak, bir siire icin kanserin yayilmasina engel
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olmaktadir. Ancak lenf diigiimii kanser hiicresi ile doldugunda diger lenf

diigtimlerine yayilma gergekleserek yayilimlar artmaktadir (7).

Kan yoluyla yayilimda, vendéz duvarlarin hem tiimor invazyonuna karsi
duyarliligmin yiliksek olmasi, hem de lenf akimmin vendéz dolasima katilmasi

nedeniyle metastaz venoz yolla gergeklesmektedir (7).

Viicut bosluklarma ekilerek yayilim seklinde ise, timoriin viicuttaki dogal bir
boslugu invaze ettigi gézlenmektedir ve bu yayilim tiirii 6zellikle cogu zaman periton

yuzeylerini kaplayan over kanserlerinde gozlenmektedir (7, 27).

Ekstraseliiler matriksin bozunmasi, epitelyal mezenkimal doniisiim (EMT),
timor anjiogenezi, inflamatuvar tumor mikrogevresinin gelismesi ve programlanmis
hiicre 6limii mekanizmalarinda olusan bozukluklar gibi ¢ok sayida hiicresel siirec ile
baglantili olarak gelisen metastaz, kanserin ilerleyisinde en onemli Kkarakteristik
ozelliktir (56).

Kanser hiicrelerinin yayilmasi olarak tanimlanan invazyon-metastaz olaylar
dizisi, birbirini izleyen asamalarla ger¢eklesen, karmasik bir siirectir (Sekil 2.4.) (7,
29). Tumorin blylme ve anjiogenezini takiben metastaz surecinde ilk olarak, lokal
invazyon ile kan ve lenf damarlarina giris (intravazasyon) meydana gelmektedir.
Damarlara giren hucreler, burada gé¢ etmelerinin ardindan tutunma i¢in damarlardan
cikis (ekstravazasyon) yapmalar1 gerekmektedir. Ekstravazasyona ugrayan hiicreler,
mikrometastazlari meydana getirmekte ve son olarak mikrometastazlar makroskopik
timorleri olusturarak metastaz gelisimini uyarmaktadir (27). Meydana gelen bu
metastatik olaylar dizisini iki asamaya ayirmak miimkiindiir. Bunlar, ESM invazyonu
ve tiimor hiicrelerinin damarlar yoluyla yayilarak uzak dokulara ya da organlara

yerlesmesidir (7, 27).
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Sekil 2.4. Bir tiimoriin kan yoluyla yayilimi sirasinda meydana gelen metastaz siireci (29).

Ekstraseliiler matriks (ESM) Invazyonu: Metastatik sirecte tiimor hiicreleri
ESM ile ¢esitli asamalarda etkilesime girmektedir (Sekil 2.4) (29). Metastaz
sirasinda tiimor hiicresinin metastaz yapabilmesi igin &zellikle intravasyon ve
ekstravazasyon asamalarinda c¢ok sayida farkli bazal membrandan gegmesi
gerekmektedir. ESM invazyonu birbirini izleyen olaylar dizisiyle sonug¢lanmaktadir
(Sekil 2.5) (29). Ilk olarak tiimér hiicreleri adezyon yeteneklerinin azalmasindan
dolay1r hiicreler aras1 baglantilarin1  gevseterek birbirlerinden ayrilirlar  ve
ekstraseliiler matriks proteinlerini yikmak igin proteazlar salgilamaktadirlar (57)
Ardindan tiimor hiicrelerinin ESM proteinlerine baglanmasinda degisiklik meydana
gelir ve hicreler farkli noktalara tutunur. Sonug olarak malign hiicreler go¢ etme ve

invazyon yetenegi kazanmis olurlar (7, 27, 58).
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A. HUCRELERARASI BAGLANTILARIN GEVSEMESI | | B. ESM PARCALANMASI ks oo

Kaderinler Tip IV kolajen Laminin  Fibronektin
reseptorii  reseptori memran

Tip IV kolajen aynimast

C. GOC ETME VE iINVAZYON

Sekil 2.5. Metastaz surecinde meydana gelen ESM invazyonu olaylar dizisi (29).

Tiimér hiicrelerinin vaskiiler yayilimi ve yerlesmesi: Tumor hiicreleri dolagim
sistemine ulagtiklarinda, konagmn bagigiklik hiicreleri tarafindan tahrip edilmeye
yatkindir. Hiicrelerin metastaz yapabilmeleri i¢in; daha Once bahsedildigi gibi
bagisiklik sisteminin denetiminden kagmalar1 gerekmektedir. Biitin bu engelleri
asabilen tiimor hiicreleri yayilim yapabilecekleri kapiller agda tutunmaktadir. Kan
dolasimindaki tiimor hiicrelerinin bazilari, kiimelenerek ve dolasimdaki 16kositlere,
Ozelliklede trombositlere yapisarak emboli olusturmakta ve boylelikle de
dolasimdaki anti-timor etkilere karsit bir dereceye kadar korunmaktadir. Ancak
tiimor hiicrelerinin ¢ok biiyiik bir boliimii dolasimda tek baslarina dolagmaktadir.
Serbest tlimor hiicrelerinin  damar disina ¢ikmasinda veya tiimor embolisi
olugmasinda s6z konusu hiicreler dnce damar endoteline yapisir, ardindan invazyon
stirecindeki benzer mekanizmalarla bazal membrandan gegerek organlarin parankim
dokusuna giris yapar Sonu¢ olarak metastaz siireci tamamlanmis olur (Sekil 2.4) (7,
27, 29).

15



Kanserler genelde metastaz odaklar1 olarak farkli yerleri tercih etmektedir.
Karaciger, akciger ve kemik, mikrokapiller sistemleriyle metastaz icin genellikle
secilen organlardir (17). Ancak belirli timorlerin belirli organlara yerlesme egilimi
bulunmaktadir. Ornegin akciger kanserleri adrenallere sik metastaz yaparken, iskelet
kasina hemen hemen hi¢ yayilmamaktadir. Bu metastazlarin saptanmasi son derece
zordur. Ciinkii olasi organlarin tiimiinii yeterince ayrintili arastirmak mimkuin
degildir (59). Giincel arastirmalar, lenfatik damarlarda ya da kan damarlarinda
yayilan hiicrelerin saptanmasi ile primer tiimorlerin metastaz olusturma egilimleri

hakkinda tahminde bulunmay1 hedeflemektedir (60).

2.2. Dolasimdaki Tiimor Hiicreleri (Circulating Tumor Cells, CTCs)

Metastaz sirasinda dolasimda bulunan ve yeni timor olusumuna neden
olabilen tiimor hiicreleri, dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTCs; circulating tumor
cells) olarak adlandirilmaktadir (61). ilk defa Thomas Ashworth, 19. yiizyilin
sonlarinda dolagimdaki timér hiicrelerinin varligini ileri siirmistiir (62). CTC’lerin
metastazdaki rolleri, onlar1 kanser arastirmalari i¢in Onemli bir aday haline
getirmistir (63-65). Dolasimdaki tiimor hiicrelerinin, kanser gelisiminin erken
evrelerinden itibaren, kanserli hastalarin dolasim kaninda bulundugu, ancak benign
hastalig1 olan bireyler ve saglikli bireylerde bulunmadiginin gosterilmesiyle CTC’ler,
timor belirteci caligmalarimin odagi haline gelmistir (66). Giiniimiizde CTC’ler
kanser tanisinda kullanilabilecek en uygun tumor belirtecleri olarak kabul
edilmektedir (18). Son yillarda farkli kanser tiirleri igin, kan 6rneklerinde CTC’lerin
tespit edilmesi lizerine ¢ok sayida aragtirma yiiriitiilmektedir (67-70). Ayrica
CTC’lerin genotipi ve fenotipi iizerine yapilan ¢alismalarla tiimor hiicresinin malign
dogas1 aydinlatilabilecegi, metastazlarin erken donemde tespiti ve tedavide basariyi

yakalama sansinin artabilecegi ileri siiriilmektedir (71).
CTC’ler, elde edilebilir ve sadece non-invaziv bir sekilde damardan kan

alinarak tekrarli olarak karakterize edilebilir. Bu 6zelliklerinden dolay1 “sivi biyopsi”
olarak da adlandirilmaktadir (72).
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S1v1 biyopsi, kanserli hastalarda:

a) Erken tani

b) Metastatik niiks veya prognostik bilgi i¢in risk tahmini

¢) Tedavilerin es zamanli izlenmesi ve kademelendirilmesi

d) Terapotik hedeflerin ve direng mekanizmalarinin tanimlanmasi

e) Metastaz gelisiminin anlasilmasi gibi durumlarda kullanilabilmektedir
(73).

2.2.1. CTC Teknolojisi

CTC teknolojisinde, CTC tespit basamaklari olarak; zenginlestirme basamagi
ve saptama basamagi uygulanmaktadir (22). Ciinkii 10°-108 16kosit basina yaklasik 1
CTC oranlar ile CTC’ler dolasim kaninda nadir bulunan hiicrelerdir (20, 64, 74).
CTC’lerin ¢ok az ancak lokositlerin bol miktarlarda bulunmalar1 nedeniyle CTC
tespit yontemlerinin son derece hassas ve spesifik olmalar1 gerekmektedir (75). CTC
sayim siirecinde duyarliligi arttirmak adina ilk olarak zenginlestirme basamagi
gerekmektedir. Bu basamagin ardindan saptama basamagi gergeklestirilerek CTC

sayis1 tespit edilmektedir (61).

2.2.1.1. Zenginlestirme Basamag

CTC’ler, protein belirteglerinin ekspresyonu gibi biyolojik ozellikleri ile
boyut, yogunluk, sekil degisikligi ve elektrik yiikleri gibi fiziksel ozellikleri
dogrultusunda diger hiicrelerden ayrilmaktadir (76). Bu nedenle CTC zenginlestirme
yontemleri; immiinomanyetik, boyut, yogunluk ve mikroakiskan tabanli olarak

gruplandirilabilmektedir (Sekil 2.6) (76, 77).
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Sekil 2.6. CTC tespiti i¢in gergeklestirilen zenginlestirme basamaginda yaygin olarak
kullanilan yéntemlerin gdsterimi (76).

Immunomanyetik ayirma yéntemleri: immiinomanyetik ayirma ydntemleri

manyetik boncuk tabanli ayirma teknolojileridir. Bu yontemde ilk olarak protein
belirteg ekspresyonlar1 dogrultusunda hiicreler spesifik demir boncuk bagli antikorlar
ile hedeflenmektedir. Sonrasinda, manyetik bir alandan gecirilen hiicreler ayrilarak
CTC’ler zenginlestirilmektedir. Bu zenginlestirme isleminde pozitif ve negatif
secilim gerceklestirilir. Pozitif secilimde epitelyal ve/veya mezenkimal belirtegler,
negatif secilimde lokositler tarafindan eksprese edilen belirtecler hedeflenmektedir

(Sekil 2.7) (21, 76).

POZITIF SECILIM NEGATIF SECILIM

Mezenkimal belirteg
Epitelyal belirtec antikoru .
antikoru 1 Opmeyn AntCiedcen Anti-CD45
o ®

Ornegin Anti-EpCAM
O CTC
‘\ .
Epitelyal ve mezenkimal O c .
belirte¢ antikoru Lokosit
Ornegin Anti-plastin 3

Sekil 2.7. Pozitif ve negatif secilim ydntemleri (76).

1. Pozitif secilim; tumdor-spesifik belirtegler ile htcrelerin hedeflenerek
secilmesine dayanmaktadir. Epitelyal hiicre adezyon molekiilii (EpCAM, cluster of

18



differentiation 326 (CD326)) bu amagla kullanilan en Onemli timor-spesifik
belirtecdir (78). Monoklonal antikorlar yardimiyla secilen hicreler demir boncuklar
ile isaretlenmekte ve manyetik alana maruz birakilarak diger hiicrelerden ayrimi

immiinomanyetik olarak gergeklestirilmektedir (79).

EpCAM: Epitelyal hiicre belirteci olan EpCAM molekiilii, kalsiyum bagimsiz
homofilik hiicre-hiicre adezyonunda rol oynayan bir transmembran glikoproteindir
(80). Ayrica hiicre sinyalizasyonu (81), migrasyonu (82), proliferasyonu ve
diferansiyasyonunda (83) da etkili olmaktadir. Ek olarak karsinogenez ve metastaz
stirecinde de 6nemli roller iistlendigi ileri siiriilen EpCAM molekiilii, prognostik bir
belirte¢ olarak gorulerek imminoterapoétik stratejiler icin hedef olabilmektedir (84).
Ayrica en yiiksek diizeyde asir1 ekspresyon gosteren tiimor ilisikili antijen olarak
bilinen EpCAM giiniimiizde kanser ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir (85).
Kolon, rektum, prostat, , karaciger, 6sofagus, akciger, bas boyun, pankreas ve meme
gibi farkli organlardan koken alan birgok karsinomda EpCAM molekiiliiniin giiglii
ekspresyonu gézlenmistir (86). Tiim bu 6zellikleri nedeniyle CTC ¢alismalarinda da
EpCAM hedeflenmesi tercin edilmektedir. TuUmor hicrelerinde eksprese
olmalarindan dolay1 pozitif secilim yontemi ile CTC’ler yakalanmakta ve istenmeyen

diger hiicreler uzaklastirilmaktadir (87).

2. Negatif secilim; CD45 molekullinl eksprese eden hematopoetik hticrelerin
yakalanarak uzaklagtirilmas: yontemidir (87). Bdoylece, CTC’ler negatif secilim

sonucunda CD45 pozitif hiicrelerinden ayrilmis olarak zenginlestirilmektedir (88).

CD45: Ortak l6kosit antijeni (LCA) olarak da bilinen CD45, transmembran
reseptOr benzeri protein tirozin fosfatazdir ve eritrosit ile plazma hiicreleri disinda

tiim farklilagsmis hematopoetik hiicrelerde bulunmaktadir (89, 90).

Boyut tabanli yontemler: CTC’ler ile kan hiicrelerinin boyut farkindan

yararlanilarak filtrasyon ile ayrim prensibine dayanan bir yontemdir (91). CTC’lerin

I6kositlerden daha biyik boyutlara sahip olduguna inanilmaktadir (92,93) ve 8 um

por capina sahip filtrelerin CTC’leri yakalamada islemi i¢in uygun oldugu tespit

edilmistir. Bu nedenle, bu filtrelerin kullanimi ile daha kiiciik ¢aplardaki 16kositler

(genellikle <8 um) filtreden akarken daha buyuk caplara sahip olan timaor hucreleri
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(genellikle >8 pm) toplanabilmektedir (94). Ancak ayni hastada dahi yakalanan
timor hiicrelerinin boyutlarinin genis bir aralikta degisiklik gostermesi (4-30 pm)
(95) nedeniyle bu yontem spesifik ve hassas bir zenginlestirme metodu olarak kabul
edilmemektedir (96).

Yogunluk tabanli yoéntemler: Fikol, Lymphoprep ve OncoQuick gibi

yogunluk gradiyent santrifiij yontemleri kulanilarak CTC’ler zenginlestirilmektedir
(97-99). Bu yontem ile hiicreler arasindaki yogunluk farki sayesinde tabakali olarak
ayrim gozlenmektedir (100, 101). Fikol gradiyent santriftj yontemi ile CTC’lerin
boyut farki sayesinde zenginlestirilmesi saglanmaktadir. Ciinkii CTC’lerin ve
mononiikleer hiicrelerin yogunluklar1 1.077g/mL’den kii¢iik olmasma ragmen,

eritrositler ve grantilositlerin yogunluklari bu degerden biiyiiktiir (101).

Mikroakiskan tabanli yontemler: Mikroakiskan tabanli metotlar arasinda

hiicrelerin sekil degisikligini esas alan mikrogip ve elektrik yiikleri ile ayrimi

saglayan dielektroforez (DEP) yontemleri bulunmaktadir (22, 76).

“CTC-¢ip” olarak adlandirilan mikrocip yonteminde, EpCAM antikoru ile
kapli mikropostlar kullanilmaktadir (102). Bu antikor kapli mikropostlar sayesinde
EpCAM eksprese eden hucreler yakalanarak CTC’ler pozitif segilim ile tespit
edilmektedirler (102). Ancak, bu yontemde, sadece EpCAM pozitif hicrelerin
yakalaniyor olmasi ve ¢ipin ticari olarak ulasilabilirliginin heniiz mevcut olmamasi

gibi olumsuzluklar bulunmaktadir (96).

CTC zenginlestirme basamagi i¢in kullanilan diger bir yontem olan DEP,
elektrik alan gradiyentleri ile olusturularak notr polarize pargaciklarin hareketine
olanak saglayip CTC’lerin ayriminit gergeklestirir (103). Ancak, elektrot tasarimi ve
DEP fiziginin kisitlamalar1 da bu yontemin dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir

(104).
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2.2.1.2. Saptama Basamagi

CTC saptama basamaginda kullanilan ¢ok sayida farkli yontem bulunmasina
ragmen bu yontemler protein tabanli ya da niikleik asit tabanli olarak
gerceklesmektedir (Sekil 2.8) (22). Protein tabanli olarak akim sitometrisi (flow
cytometry (FC)) (105-107), imminsitokimya (108, 109), mikroakiskan ¢ipler (93,
102) kullanilirken; niikleik asit tabanli olarak ters transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR), ters transkriptaz kantitatif PCR (RT-gPCR) (110-113)

yontemleri kullanilmaktadir.

CTC Saptama Yoéntemleri
1. Protein tabanli 2. Niikleik asit tabanh
mmiinsitokimya Ak sitometrisi RT-PCR qPCR

&

Sekil 2.8. CTC saptanmasinda yaygin olarak kullanilan tekniklerin gosterimi (22).

Immiinsitokimya yOntemi ile insan epidermal biiyiime faktdr reseptdrii 2
(HER2), epidermal blytme faktor reseptori (EGFR), androjen, prostat spesifik
antijen (PSA), 6strojen reseptori ve progesteron reseptorii gibi bircok timor belirteci
hedeflenerek  bunlarin  ekspresyonlar1 ile  CTC’lerin  karekterizaysonu
gerceklestirilmektedir (22). Ancak CTC tespitinde bu yontemin birincil kisitliligt; bu
yaklagim kullanilarak elde edilen verilerin biiyiik 6l¢iide kalitatif olmasidir (22).

Sik¢a kullanilan sitometrik yoOntemler, immiinsitokimya yd&ntemlerinde
uygulandigr gibi nadir hiicrelerin antikorlar yardimi ile yakalanmasi esasina
dayanmaktadir. Spesifik antijenlere karsi monoklonal antikorlarin kullanimi ile
CTC’ler tespit edilmektedir (96). Monoklonal antikorlar, timdor hucrelerini
etiketleyerek floresan ya da kolorimetrik olarak bu hiicrelerin gorinttlenmelerini
saglarlar (114). CTC’lerin bu sekilde tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan molekiiller;
sitokeratinler (CK) ve EpCAM’dir (96). Bir FC cihaz1 olan floresan aktif hiicre
siralama (FACS) spesifik hiicrelerin ayrimi i¢in tercih edilen bir tekniktir (115).
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CK’lar: Epitelyal hiicrelerin iskeletlerini olusturan intermedier filamentlerdir
ve molekiil agirliklarina gore farkli alt tiplere ayrilmaktadir (116). Benign
hiicrelerdeki CK profilinin karsinogenez esnasinda degistigi ve yeni CK’larin
sentezlenmeye baslandigi ya da mevcut CK’larin daha yogun olarak eksprese
edildigi goriilmektedir. Bu durum gelisen neoplazinin tipine ve malignite derecesine

bagli olarak degismektedir (117).

RT-PCR yontemi, CTC’lerdeki hedef mRNA’lar1 amplifiye etmek i¢in tercih
edilmektedir (118-120). Bu yontemde hticreler igin spesifik olan belirtegler hedef
alinmaktadir. Ornegin; akciger kanserinde survivin, insan telomeraz ters transriptaz
(hTERT), CK7, tiroid transtripsiyon faktort 1 (TTF-1) (121-123), meme kanserinde
musin 1 (MUC1) (124), kolorektal kanserde CK 19 ve CK20 (125). Ancak bu
yontemin bir¢cok dezavantaji bulunmaktadir: RNA degredasyonu, spesifik olmayan
amplifikasyon, kontaminasyon ve pseudogenler nedeniyle yanlis pozitif sonuclar,
canli ve cansiz hiicre ayrimmin olmamasi, diisikk ekspresyon seviyeleri nedeniyle

yanlis negatif sonuglarin gézlenmesidir (113).

CTC’lerin zenginlestirme ve saptama basamaklariin bir arada uygulanarak
CTC’lerin sayimim gerceklestiren baz1 yontemler de bulunmaktadir. Bu prensip ile
yari-otomatik olarak calisan CellSearch sistemi periferik kandan CTC tespitinde
Amerika Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus tek tekniktir (126-128).
Bu sistem; meme, kolorektal ve prostat kanserinde tedavi etkinligi ve prognozu
anlamada yardimci olabilmektedir. Prensip olarak sistemde, manyetik boncuk bagh
anti-EpCAM antikorlar1 ile EpCAM eksprese eden hiicreler zenginlestirilmektedir.
Algilanan EpCAM (+) hiicreler, floresan niikleik asit boyasi olan 4,2-diamidino-2-
fenilindol dihidrokloriir (DAPI) ile etiketlenmektedirler (126). Ayrica florokromlar
ile konjuge antikorlar (I6kositler igin CD45 ve epitelyal hicreler icin CK8,18,19)
kullanilarak epitel hiicrelerin 16kositlerden ayrimi saglanmaktadir. Ardindan bir
floresan tabanli mikroskop sayesinde CK(+), DAPI ile niikleer boyanmis ve CD45(-)
olarak CTC tespiti ve sayimi gergeklesmektedir (126, 129-131).
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2.3. Akciger Kanseri

Akcigerler, ekstratorasik organ kanserlerinin en sik metastaz yaptiklar1 yani
sekonder tiimorlerin siklikla g6zlenebildigi organlardir (132). Ayrica primer akciger
kanseri goriilme sikligi da her gecen giin artmaktadir (133, 134). Primer akciger
timorlerinin  yaklasik 9%95°1 karsinomlardan; kalan %35’1 ise karsinoidler,

mezenkimal maligniteler, lenfomalar ve bazi benign lezyonlardan olusmaktadir
(133).

Akciger karsinomlar1 tipik olarak sert, gri-beyaz renkli kigik mukozal
lezyonlar halinde intraluminal kitle olarak ortaya ¢ikabilmekte, bronsiyal mukozaya
yayilabilmekte veya komsu akciger parankimine dogru biiyiiyen biiyiik kitle seklinde
gelisebilmektedir (133). TUmor gelisiminin devam etmesi neticesinde bu timdrler
plevraya uzanarak, plevral boslugu ve gogiis duvarini infiltre ederek komsu
intratorasik organlara invaze olabilmektedirler. Sonuc olarak lenf ya da kan yolu ile

daha uzak organlara yayilarak metastazlar meydana getirebilmektedirler (133).

2.3.1.Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Akciger kanseri 20. ylizyilin baslarinda nadir gézlenen bir hastalik iken sigara
tilketimindeki artis ve sanayilesme nedeniyle giinlimiizde tiim diinyada en ¢ok 6liime
neden olan kanser tlrudir (135, 136). Diinya genelinde kanserden 6liimlerin en sik
nedeni akciger kanseridir (134). 2016 yilinda 224.390 yeni akciger kanseri olgusu ve
buna bagli 158.080 6lim meydana gelecegi tahmin edilmektedir (137,138).

Hem erkeklerde hem de kadinlarda akciger kanseri dnemli bir saglik problemi
olup kansere bagli 6liimlerin %17.6’sindan sorumludur (139).Tum Diinya genelinde
akciger kanseri erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda birinci, kadinlarda ise

dordiincii sirada yer almaktadir (Tablo 2.1) (3).

Akciger kanseri giderek artan insidansi ve mortalite oranlar1 nedeniyle,
tilkemizde de 6nemli saglik problemlerinden birisi haline gelmektedir (9, 140). 2013
Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore, iilkemizde 163/100 000 oraninda akciger
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kanseri gorilmekte ve 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer almaktadir (141). Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii akciger
kanseri iken, kadinlarda meme, tiroid, kolorektal kanserlerinden sonra akciger
kanseri dordiincii sirada yer almaktadir (3). Ozellikle erkeklerde 25-49 vyas
grubundan itibaren tiim yas gruplarinda ilk sirada goriilmesi, Tiirkiye’de akciger
kanserlerinin gelecekte de onemli bir halk sagligi sorunu olacagini gostermektedir
(9). Ulkemizde goriilen ilk 5 kanser tiiriiniin dagiliminin diinyadaki ve diger gelismis
tilkelerdeki ile benzer oldugu Tablo 2.1°de gosterilmektedir (3).

Tablo 2.1. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan
Globocan 2012 verilerine gore en sik goriilen ilk bes kanser tiiriiniin erkeklerde ve

kadinlarda dagilimu (3).

Erkeklerde En sik Géoriilen ilk Bes Kanser Tiiriiniin Dagilim
Turkiye* Diinya IARC’a iiye 24 iilke | AB (28 iilke) ABD
1 Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat
2 Prostat Prostat Akciger Akciger Akciger
3 Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4 Mesane Mide Mide Mesane Mesane
5 Mide Karaciger Mesane Bdbrek Bobrek
Kadinlarda En Sik Gériilen ilk Bes Kanser Tiiriiniin Dagihmi
Tarkiye* Dinya TIARC’a iiye 24 iilke AB (28 ulke) ABD
1 Meme Meme Meme Meme Meme
2 Tiroid Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akciger
3 Kolorektal Uterus serviksi AKciger AKkciger Kolorektal
4 Akciger Akciger Uterus serviksi Uterus korpusu Tiroid
5 | Uterus korpusu | Uterus korpusu Uterus korpusu Uterus serviksi Uterus

*Tirkiye Bilesik Veri Tabani, 2013

Akciger kanseri etiyolojisinde en Onemli faktdr hi¢ kuskusuz sigaraya
maruziyettir (142). Sigaraya baslama yasi, kullanim siiresi, giinliik igilen sigara sayisi
ve icerigindeki katran miktart ile Oliim riski orantili olarak artmaktadir. Akciger
kanseri riski ve buna bagli 6liim riski genglerde daha fazla olmak iizere sigaranin

birakilmasindan 5 yil sonra baglayarak belirgin olarak azalmaktadir. 15 yillik siire
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icinde bu azalma yaklasik % 80’leri bulmaktadir (143). Bunun yaninda pasif sigara
iciciliginin de akciger kanseri gelisiminde 6nemli katkis1 bulundugu gosterilmistir.

Pasif igicilerde de akciger kanseri %20 oraninda daha sik goriilmektedir (141).

Sigara i¢imi ile birlikte mesleki ve g¢evresel faktorlere sahip kisilerde de
kanser riski belirgin olarak artmaktadir. Mesleki ve gevresel faktorler arasinda
endiistriyel is yerlerinde bulunan asbest, komiir veya katran dumani, nikel, krom,
arsenik (maden eritme ve pestisit is¢ileri), bis-klorometil eter, kadmiyum, terpenler,
vinil klorir ve radyoaktif maddeler gibi ajanlar da akciger kanseri gelisiminde rol
oynamaktadir. Yasadiklar1 cevre ya da meslekleri gere§i asbeste maruz kalan
kisilerde hem akciger kanseri riski, hem de mezotelyoma riski artmaktadir (141,

143).

Son on yilda akciger kanseri insidansi, kadinlar arasinda biiyiik artis
gostermektedir. 1985 yilindan bu yana akciger kanserli hastalarin sayisi erkeklerde
%44 artis gostermigsken kadinlarda %76 oraninda artis meydana gelmistir (144).
Kadinlarda ve erkekler arasindaki hormonal farkliliklar akciger karsinojenezinde
onemli roller ustlenmektedir (144). Ornegin; kadinlarda gerek sigara i¢iminin daha
az oranda olmasi, gerekse hormonal faktorler nedeni ile adenokarsinom siklikla
goriilmektedir. Ozellikle, dstrojen replasman tedavisi alan kadinlarda adenokarsinom
gelisme riskinin artmasi, karsinogenezde akciger dokusunda Ostrojen reseptoriiniin

varhigini vurgulamaktadir (145).

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) oykiisii olan kisilerde 10 yilda
akciger kanseri gelisme riski % 8.8’dir. Bunlarin ¢ogu skar dokusundan gelisen
adenokarsinomlardir. Ek olarak tiiberkiiloz, pndmoni, skleroderma, pnémokonyoz
gibi kronik parankimatéz akciger hastaliklari, akciger kanserine neden olabilecek

diger hastaliklardandir (141).

Ozetle akciger kanseri gelisiminden %94 oraninda sigara sorumludur (136).
Ayrica yas, 1k, cinsiyet, mesleki faktorler, hava kirliligi, radyasyon, gecirilmis
akciger hastaligi, diyet, viral enfeksiyonlar, genetik ve immiinolojik faktOrlerin timi

de akciger kanseri olusumunda etkili olmaktadir (136).
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2.3.2. Akciger Kanserinin Histolojik Simiflandirilmasi

Akciger kanserlerinin histolojik siniflamasi, klinik yaklasim ve hastaligin
ilerlemesi acisindan oldukca énemli olup Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) dnerdigi
smiflama sistemine dayanmaktadir (146). Gunimuzde kullanilan malign epitelyal
akciger tiimorlerinin histolojik siniflandirilmasi Tablo 2.2°de gosterilmektedir (147).
Akciger kanserinin ¢ok ¢esitli histolojik tiirleri tanimlanmis olmasina ragmen, temel
olarak kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) olmak {izere iki ana alt grubu bulunmaktadir. Hastalarin %85’1 KHDAK
olup bu grup adenokarsinom, skuaméz hicreli karsinom ve buyuk hicreli karsinom
alt tiplerini icermektedir (141, 148, 149).

Tablo 2.2. Malign epitelyal akciger tiimérlerinin histolojik siniflandirilmasi
(147, 150).

Tiimorlerin Smiflandirilmasi

Skuamoz hiicreli karsinom

Papiller, berrak hicreli, kiictik hucreli, bazaloid

Adenokarsinom

Asiner, papiller, mikropapiller, solid, lepidik baskin, miisindz alt tipler

Blyik hiicreli karsinom

Buyuk hucreli néroendokrin karsinom

Kiglk hucreli karsinom

Kombine kiglk hicreli karsinom

Adenoskuamoz karsinom

Pleomorfik, sarkomatoid ya da sarkomat6z hiicreler iceren karsinomlar

Igsi hiicreli karsinom

Dev hicreli karsinom

Karsinoid tiimor

Tipik, atipik

Tukrik bezi tipinde karsinomlar

Siniflandirilmayan karsinom
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Skuamoz hiicreli karsinom: Bu alt tipe ait tiimorler genellikle ana bronglarda

santral yerlesimli kitle olarak meydana gelmektedirler. Periferik lokalizasyonlu
lezyonlar genellikle skar dokusu ile birlikte goriilmektedir. Parankim i¢ine dogru ve
mediastinal yayilarak lenf bezlerine invaze olabilmektedir. Skuaméz hicreli
karsinomlar erkeklerde daha sik goriilmekte ve sigara Oykiisli ile yakindan iligki
gostermektedir. Akciger kanserinin diger histolojik alt tipleri ile kiyaslandiklarinda

bu tir daha ge¢ metastaz yapmaktadir (136, 147).

Adenokarsinom: Genellikle perferik yerlesimlidir nadiren santralde bulunan

heterojen kitleler olarak gozlenmektedirler. Histolojik incelemede asiner, papiller,
miisindz ve solid olarak simiflandirilan farkli alt tipleri bulunmaktadir.
Adenokarsinomlar 6zellikle kadinlarda ve sigara igmeyen bireylerde daha sik goriilen
tiimdrlerdir. Ayrica altta yatan bir akciger hastaligina baglh olarak adenokarsinom
gelisimi de gozlenebilmektedir. Genel olarak akciger kanserinin diger alt tiplerine
gore adenokarsinomlar daha yavas biiyliyerek daha kiigiik kitleler olusturmaktadirlar.
Ancak adenokarsinomlarin erken metastaz yapma egilimlerinden dolay1 prognozlar

daha kotu olarak seyretmektedir (136, 147).

Buyuk hicreli karsinom: Kiigiik hiicreli karsinomlarimn sitolojik 6zelliklerini

tasimayan, grandiiler veya berrak hicreli karsinomlar olarak alttipleri
tanimlanmaktadir (146). Akciger epitel hiicrelerinden koken alan KHDAK grubuna
dahil edilen biyik hicreli karsnomun prognozu adenokarsinom ile benzerdir.
Genellikle periferik, bazen santral yerlesimlidir (10, 136, 147). Buyik hcreli
noroendokrin karsinom olarak adlandirilan alttipinin ndroendokrin hticre kokenli
oldugu ileri siiriilmektedir. Morfolojik ve immiinohistokimyasal olarak néroendokrin
tiimorler ile benzer 6zellik gostermekte ve ayrica morfolojik olarak da biiyiik hiicreli
karsinom yapisinda oldugu i¢in alttip olarak siniflandirilmaktadir. Bu tiir nadir

gorilmektedir ancak koti prognoza sahiptir (151).

Kiguk hicreli karsinom: Genellikle santral yerlesimli kitle seklinde

gorilmektedirler. Tim akciger parankimine ilerleyerek hava yolu, hiler ve
mediastinal lenf bezlerinde erken donemde yayilma egilimi gostermektedirler.
Ozellikle ileri evrede teshis edilebildiklerinden ve oldukga agresif olmalarindan

dolayi, kemoterapiye cevap vermelerine ragmen hastalarin prognozu koti
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seyretmektedir. Erken donemde kan yoluyla yayilim gostererek metastaz
olusturmaktadirlar, tan1 aninda hastalarin 2/3’linden fazlasinda metastaz
gorilmektedir. Erken evre hastalikta sagkalim yaklasik 17 ay iken, ileri evrede bu
oran 8-9 aya kadar diismektedir. Neredeyse KHAK hastalarinin tamaminda sigara
Oykiisii bulunmaktadir. Bu tiimorler paraneoplastik sendromlara yol agan cesitli
polipeptid hormon salgilayabilme ve noroendokrin belirtecleri eksprese

edebilmektedirler (136, 141, 147).

Ulkemizde en sik skuaméz hiicreli kanserler (yaklasik %45) goriilmekte olup,
bunu kuguk hiicreli kanserler ve adenokanserler (yaklasik %20) izlemektedir. Biiyiik

hiicreli kanserler ise %2 oraniyla en az goriilen akciger kanseri alt tipidir (152).

2.3.3. Akciger Kanserinin Evrelendirilmesi

Kanserli hastalar1 prognoz 6zelliklerine gére gruplayip, tedavilerini planlama
ithtiyact bir evreleme sisteminin gelistirilmesine yol agmistir. Evrelemede kullanilan
TNM (T: primer timoér durumu, N: bolgesel lenf bezlerine tutulum, M: uzak
metastaz varligi) evreleme sistemi, tan1 esnasinda hastaligin yayginligini géstermede
en onemli kilavuzdur. Bu sekilde olusan standardizasyon, tedavi yaklasimina,
sonuglarin degerlendirilmesine, prognoza ve veri transferine yararli olmaktadir (153,
154). Akciger kanserinde de TNM evrelemesi kullanilmaktadir (EK-1 Tablo 2.3)
(Sekil 2.9) (150, 155, 156) ve evreleme sonucunda olusturulan siiflandirma Tablo
2.4’de gosterilmektedir (150, 157).

T- Boyutu Satellit Nodiil

Sekil 2.9. Akciger kanserinde evreleme semast (156).
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Tablo 2.4. Akciger kanserinde TNM evrelemesi (150, 157).

EVRE T N M

Gizli Karsinom* X NO MO

EVRE 0 Tis NO MO

EVRE IA Tla, T1lb NO MO

EVRE IB T2a NO MO

Tla, Tlb N1 MO

EVRE IIA T2a N1 MO

T2b NO MO

T2b N1 MO

EVRE IIB T3 NO MO

T1a, ';12?3 T2a, N2 MO

EVRE IlIA T3 NI N2 MO

T4 NO, N1 MO

T4 N2 MO

*%*
EVRE Herhangi bir T N3 MO
EVRE IV*** Herhangi bir T Herhangi bir N M1la, M1b

* (Gizli karsinom i¢in evreleme yapilmaz, TXNOMO olarak tarif edilir.

** T4 i¢ine tiimdrle ayni lob i¢indeki satellit tiimor nodiilii dahil edilmistir.
*** Tiimor lobu disindaki nodiiller M1 olarak siniflandirilir.

Akciger kanserli olgular biiylik oranda ileri (Evre 1V) ya da lokal ileri evrede
(Evre IIIA ve IIIB) saptanmaktadir. Olgularin % 70’1 tan1 aninda radikal tedavi
yontemi olan cerrahi sansma sahip olamamaktadir (158). Ulkemizde bu oran daha
yiiksektir. Toraks Dernegi Akciger ve Plevra Maligniteleri Calisma Grubu tarafindan
gerceklestirilen ¢aligmada olgularin % 86.7’nin ileri evrede oldugu gosterilmistir
(159). Olgularin evrelere gore dagilimi ve 5 yillik sagkalim oranlar1 Tablo 2.5’de
belirtilmistir (150, 159).

Tablo 2.5. Akciger kanserli hastalarin tan1 anindaki evrelerinin dagilimi (159)

ve 5 yillik sagkalim oranlar1 (150).

Evre Dagilim (%) 5 Yillik Sagkalim (%)
Evre | 5.6 >60
Evre Il 7.7 30-50
Evre 1A 14.2 15-30
Evre 11IB 32.1 3-6
Evre IV 40.4 <1l
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2.3.4. Akciger Kanserinin Klinik Bulgular:

Akcigerlerin agr1 duyusundan yoksun organlar olmalar1 ve genellikle akciger
kanserinin ilk semptomu olan oksiiriigiin sigara i¢en bireylerde bir rahatsizlik olarak
goriilmemesi nedeniyle, akciger kanseri tanist genellikle ileri evrelerde miimkiin
olabilmektedir (136). Ancak genel olarak akciger kanseri olgularinin ¢ogu, uzun
siiren veya karakteri degisen Oksiiriik, kanli balgam, nefes darlifi, gogiis ve sirt
agrisi, ses kisikligi, tekrarlayan pnémoniler, vena kava superior sendromu (VKSS),
horner sendromu, plevral perikardiyal effiizyon ve/veya sistemik yayilimi
diisiindiiren kilo kaybi, kemik veya bas agrisi, kisilik degisiklikleri, serum alkalen
fosfataz, serbest kalsiyum, ve LDH (laktat dehidrojenaz) yiiksekligi gibi belirti ve
bulgular ve/veya hipertrofik pulmoner osteoartropati ve diger parancoplastik

sendromlar ile kliniklere basvurmaktadirlar (160, 161).

Kanserin invazyon ve metastazi ile akciger kanserinde gozlenen
semptomlarin artist dogrultusunda ileri evrede hastalik kendini belli etmektedir.
Ayrica akciger kanserinde klinik bulgular, tiimoriin yerlesimi ve paraneoplastik
sendromlar ile iliskilendirilmektedir. Santral tiimorler, oksiiriik, kanli balgam, dispne,
postobstriiktif pnomoni ile bagvururken, periferal tiimorler, plevra veya gogiis duvari
invazyonu sebebiyle gogilis agrisi, Oksiiriik ve restriktif nefes darligi ile kendini
gOstermektedirler (136, 141). Ayrica metastaz ile baglantili semptomlar da
gorllebilmektedir. Ornegin beyin metastazinda mental veya norolojik degisiklikler,
karaciger metastazinda hepatomegali ve kemik metastazlarinda agr1 gibi semptomlar
olusabilmektedir. En sik goriilen paraneoplastik sendrom tiimor kaseksisi olup,
etiyolojisinde tiimdrden salgilanan sitokinler rol oynamaktadir. Bununla beraber
Klinik olarak hiperkalsemi, hipertrofik osteoartropati, uygunsuz ADH (antiditretik
hormon) sendromu, l6kositoz, trombositoz, derin ven trombozu da gorilmektedir.
Tablo 2.6’da akciger kanserinde meydana gelen klinik bulgular ve goriilme sikliklar

ile nedenleri 6zetlenmektedir (136, 141).
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Tablo 2.6. Akciger kanserinde semptom ve bulgularin goriilme sikligr ile

nedenleri (136,141).

Siklik
Semptom ve bulgular Neden
(%)

Oksiirtik 75 Hava yolu obstriiksiyonu, enfeksiyon, akciger kompresyonu
Kilo kayb1 68 Ilerlemis kanser, karaciger metastazi

Buylk hava yolu obstriiksiyonu, plevral efiizyon,
Dispne 58-60 | o

diyafragma paralizisi
Gogiis agrist 45-50 | Toraks duvari invazyonu, brakial pleksus tutulumu
Kanli balgam 29-35 | Hava yolunun timér ile invazyonu
Kemik agrisi 25 | Kemik metastazi

Tirnak kokii ve uzun kemiklerde, periost reaksiyonu,
Comak parmak 20 ) . i )

hipertrofik pulmoner osteoartropati, yeni kemik olusumu
Ses kisiklig1 5-18 | Rekiirren larengeal sinir tutulusu
VKSS 4 Vena Kava Siiperior’a basi veya invazyon
Disfaji 2 Ozefagus basisi
Stridor 2 Trakea obstruksiyonu

2.3.5. Akciger Kanserinin Tan1 Yontemleri

Akciger kanseri genellikle erken evrelerde asemptomatiktir ve bagka

hastaliklar nedeniyle gerceklestirilen tetkikler sonucunda tesadiifi olarak
saptanabilmektedir. Akciger kanseri tanisinda tercih edilecek olan tani yontemi
primer timoriin ¢esidi, lokalizasyonu, ¢api, metastazlarin varligi ve hastanin genel
durumu goz Oniine alinarak secilmektedir (162). Ancak genel olarak akciger
kanserinde tani, tiimoriin goriintiilenmesi metotlarma dayanmaktadir (136). 1Ilk
olarak klinik degerlendirmede semptom ve bulgular gbz Oniine alinarak fizik
muayane ve postero-anterior ve lateral akciger grafisi ile 6n degerlendirme
gerceklestirilmektedir (160, 161). Akciger grafisinde; kitle goézlenmesi, hiler-
mediastinal genisleme, atelektazi-konsolidasyon, plevral effuzyon, diyafragm
yiiksekligi gibi bulgular akciger kanseri 6n tanisin1 kuvvetlendirmektedir (160, 161,
163). Bu tetkiklerin ardindan akciger kanseri teshisi kesinlesen ve ileri evre akciger
kanseri oldugu tespit edilen hastalara balgam sitolojisi, gerekli ise plevral efflizyon

incelemesi ya da metastatik cilt lezyonlarindan, lenf nodlarindan biyopsi uygulanarak
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tan1 gerceklestirilmektedir. Ayrica diger tani1 ydntemlerinin tercihi ve evreleme
yapilabilmesi admna iist abdomen, karaciger ve adrenalleri de goruntileyen toraks
bilgisayarli tomografi (BT) ¢ekilmektedir (160, 161, 163). Ayrica toraks manyetik
rezonans goriintileme (MRI) de tercih edilmekte ancak bu yontem sadece superior
sulkus timorii diislinlilen hastalarda rutin tani ve evreleme yontemi olarak
uygulanmaktadir (136). Ayrica metastaz diisiiniilen hastalarda kemik taramasi da
istenmektedir. Teshisi tamamlanan hastalarda tedavi plani olusturulabilmesi ve
prognozun degerlendirilebilmesi i¢in tam kan sayimi ve rutin biyokimya testleri ile
elektrokardiyografi (EKG) rutin olarak yapilmasi gereken tetkiklerdir. Hiler ve
mediastinallenf nodlarmin ilk degerlendirmesine yardimli olarak kullanilan toraks
BT yontemi, lenf nodu tutulumunun derecesini degerlendirmede sinirli kalmakta ve
bu amag¢ i¢in daha duyarli ve tiimor fizyolojisinin saptanmasina yardimei olan

pozitron emisyon tomografisi (PET) yontemi tercih edilmektedir (160, 161, 164).

Ozet olarak akciger grafisi ve balgam sitoloji, bilgisayarli tomografi tarama
testleri olarak kullanilmaktadir. BT, MRI, PET, endoskopik biyopsi teknikleri ise
kanser evrelendirilmesi amaciyla gerceklestirmektedir. Metastazlarin tespitinde ise
BT’ye ek olarak beyin BT ya da MRI, tiim kemik taramasi ve PET yontemi
kullanilabilmektedir (158).

2.3.5. Akciger Kanserinde Metastaz

Akciger kanserinin teshisi genellikle ileri evrelerde miimkiin olmaktadir. Bu
nedenle sagkalimlar1 diger kanserlere gore oldukea diistiktiir (9). Akciger kanserinin
tanidan itibaren bes yillik mortalitesi %85-90 arasindadir (10). Erken teshislerde
karsilagilan zorluklar ve etkili tedavi yontemlerinin eksikligi de kiiclimsenmeyecek

oOl¢giide akciger kanseri 6liim oranini arttirmaktadir (165).

Ulkemizde sagkalim siireleri ele alindiginda kanserler arasinda en kotii
seyreden akciger kanseridir (9). Akciger kanserinin evreleri incelendiginde
%52’sinin uzak metastaz yaptigi goriilmektedir (Sekil 2.10) (3). Akciger kanserinde
en sik metastaz gerceklesen bolgeler kemik, santral sinir sistemi, karaciger ve adrenal

bezlerdir (Tablo 2.7) (150).
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m Lokalize
m Bolgesel

m Uzak yayilim

Sekil 2.10. Akciger Kanseri Evrelerinin Yiizde Dagilimlari (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013) (3).

Tablo 2.7. Akciger kanserinin neden oldugu uzak metastazlar ve sikligi

(150).
Tutulum bélgesi Siklik (%)
Adrenal bezler 2-22
Bobrek 10-15
Deri, yumusak doku 1-3
Gastrointestinal sistem 12
Kalp, perikard 20
Karaciger 1-35
Kemik 25
Plevra 8-15
Santral sinir sistemi 0-20
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3. MATERYAL VE YONTEM

“Akciger kanserli hastalarda kanda dolagan timor hiicrelerinin akim
sitometrisi ile tespiti” ¢alismasi icin Yildirim Beyazit Universitesi Sosyal ve Beseri
Bilimler Etik Kurulu’ndan 03.02.2015-12 no’lu karar ile izin alinmistir (EK-2).
Calismaya dahil edilen akciger kanserli hastalardan alinan kan ornekleri Ankara
Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Onkoloji Klinigi’nden temin edilmistir.
Akciger kanseri teshisi konmus, evrelendirilmesi ile tiir tespiti yapilmis ve hi¢ tedavi
almamis 9 birey deney grubu olarak; hi¢bir kanser sliphesi tasimayan 9 saglikli birey
ise kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Goniillii deney ve kontrol grubu

bireylerine ¢alisma ile ilgili bilgi verilerek onaylar1 alinmistir (EK-3).

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Antikorlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve antikorlar Tablo 3.1 ve Tablo

3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi.

Adi Uretici Firma

PBS Gibco, Life Tech, ABD

Fikol (Biocoll Ayirma Soliisyonu) Merck Millipore, Darmstadt, Almanya
EDTA Genaxxon, Ulm, Almanya

BSA Biowest, Nuaillé, Fransa

CellWASH Solisyonu BD Biosciences, San Jose, ABD
Cytofix Fiksasyon Tampon Cozeltisi BD Biosciences, San Jose, ABD

FC Boyama Tamponu (FBS Igeren) BD Biosciences, San Jose, ABD
Perm/Wash Tampon Cozeltisi BD Biosciences, San Jose, ABD
Phosflow Perm 111 Tampon Cdzeltisi BD Biosciences, San Jose, ABD
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Tablo 3.2. Caligmada kullanilan antikorlarin listesi.

Adi Konjuge izotipi Uretici Firma
Florokromu
Mouse Anti-Human CD45 | \p~ 15 APC-H7 Mouse 1gG1 | BD Biosciences, San
(Monoklonal antikor) Kappa Isotype Control | Jose, ABD
Anti-EpCAM PE PE Mouse 1gG1 Kappa | BD Biosciences, San
(Monoklonal antikor) Isotype Control Jose, ABD
Mouse Anti-Human Alexa Fluor Alexa Fluor 647 BD Biosciences. San
Cytokeratin 14,15,16 and 19 Mouse IgG1 Kappa ’
. ; 647 Jose, ABD
(Poliklonal antikor) Isotype Control
Anti-Cytokeratin FITC Mouse 1gG2a BD Biosciences, San
(CK7,8) FITC Kappa Isotype Control | Jose, ABD
(Poliklonal antikor) :
Miltenyi Biotec,
CD45 Mikro-boncuklar Bergisch-Gladbach,
Almanya

3.1.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar Tablo 3.3 ve Tablo 3.4°de

gosterilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan sarf malzemelerin listesi.

Ad1

Uretici Firma

Falkon ttpler
(15 mL, 50 mL’lik)

ISOLAB, Wertheim, Almanya

Serolojik Cam Pipetler
(10 mL, 25 mL’lik)

Corning, New York, ABD

Pastor Pipet

ISOLAB, Wertheim, Almanya

(3 mL’lik)

Otomatik Pipet Uglart ISOLAB, Wertheim, Almanya
Lamel ISOLAB, Wertheim, Almanya
Tartim Kaplari ISOLAB, Wertheim, Almanya
Spatuller ISOLAB, Wertheim, Almanya
FC tlpi BD Biosciences, San Jose, ABD

EDTA’l1 kan tiipii

LP ITALIANA SPA, Milano, Italya
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Tablo 3.4. Calismada kullanilan cihaz ve aletlerin listesi.

Ad1

Markasi ve Modeli

Distile Su Cihaz1

ELGA/LA621

Sogutmali santrifiij

Hettich / Universal 320 R

Otomatik pipetler (10, 100, 1000 pL'lik)

Eppendorf, ABT

Sarjli otomatik pipet pompasi

Eppendorf / Easypet 3

Isik mikroskobu

Nikon / Eclipse E100

Hassas terazi

MRC / ASB-220-C2

Vorteks

Isolab / 622.01.001

MAC:s Baglangig Kiti (LD kolon, miknatis ve standi)

Miltenyi Biotec

+49 C Buzdolab1

Klimasan / S 900 SC DD

FC cihazi BD FACSAria™ III Cell Sorter
Kronometre ISOLAB
Thoma lami ISOLAB

3.1.3. Calismada Hazirlanan Soliisyonlar

MACs Tampon Cozeltisi: PBS (pH 7.2), %0.5’lik BSA ve 2mM Na;EDTA

icerecek sekilde hiicre sayisina gore orantilanarak MACs tampon c¢ozeltisi
hazirlanmistir (Tablo 3.5). Hazirlanan tampon ¢ozeltisi taze olarak kullanilmis ve 2-

8°C’de saklanmustir.

Perm/Wash Tampon Cozeltisi: 10X olarak hazir temin edilen perm/Wash

tampon ¢ozeltisi 1X olacak sekilde distile su ile diliie edilerek hazirlanmistir.

3.1.4. Bir Birey icin Calismada Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Calismada bir bireyin CTC tespiti i¢in kullanilan kimyasal malzemelerin

miktarlar1 Tablo 3.5’de gosterilmistir.
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Tablo 3.5. Bir bireyde CTC tespiti i¢in kullanilan malzemelerin miktarlari.

Adi Miktari

PBS [Hiicre say1s1 (107) x 2080 pL] + 4500 uL
Fikol 22.5mL

EDTA (PBS miktar1 x 0.015)/20 g
BSA (PBS miktar1 x 0.1)/20 g
CellWASH Soliisyonu 108 hiicreye karsilik 100 pL
Cytofix Fiksasyon Tampon Cozeltisi 1mL

FC Boyama Tamponu 3.1mL

Perm/Wash Tampon Cdzeltisi (1X) 8 mL

Phosflow Perm Il Tampon Cozeltisi 100 pL

CD45 Mikro-boncuklar 107 hiicreye karsilik 20 pL
Mouse Anti-Human CD45 108 hiicreye karsilik 5 pL

APC-H7 Mouse 1gG1 Kappa Isotype
Control

Anti-EpCAM 108 hiicreye karsilik 20 pL
PE Mouse 1gG1 Kappa Isotype Control 108 hiicreye karsilik 20 pL
Mouse Anti-Human Cytokeratin 14,15,16
and 19

Alexa Fluor 647 Mouse 1gG1 Kappa
Isotype Control

Anti-Cytokeratin (CK 7, 8) 108 hiicreye karsilik 20 pL
FITC Mouse 1gG2a Kappa Isotype

108 hiicreye karsilik 5 pL

108 hiicreye karsilik 5 pL

108 hiicreye karsilik 5 pL

108 hiicreye karsilik 20 pL
Control

3.2. Yontem

3.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi
Akciger kanserli hastalarin ve saglikli bireylerin kan 6rnekleri EDTA iceren

7.5 mL tiiplere alinmis CTC tespit protokolii uygulanmistir. Bir birey i¢in kullanilan

malzemelerin miktarlar1 Tablo 3.5’de gosterilmistir.
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3.2.2. CTC Zenginlestirme Basamagi

CTC saymm siirecinde duyarliligi arttirmak icin ilk olarak zenginlestirme
basamagi uygulanmaktadir (16). Calismamizda CTC zenginlestirme basamagi olarak
yogunluk tabanli fikol gradiyent santrifiij yontemi ve sonrasinda immunomanyetik

ayirma yontemi olan CD45 negatif secilim gerceklestirilmigtir.

3.2.2.1. Mononiikleer Hiicrelerin Ayrilmasi

Toplanan kan 6rnekleri 1:2 oraninda PBS ile karistirilmasinin ardindan, 1:1
oraninda fikol {izerine yavas¢a eklenmistir. Yogunluk tabanli ayrim gerceklestirmek
icin hazirlanan 6rnek 20°C, 300 g’de, 25 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Fikol
gradiyent santrifiij yontemi ile hiicreler arasindaki yogunluk farkindan dolay1
tabakal1 olarak ayrim gozlenmektedir. Santrifiij sonrasinda, eritrositler tiipiin en alt
boliminde, mononiikleer hiicreler (PBMC) bulutumsu tabaka olarak plazma ve fikol
arasinda yer almaktadir. PBMC tabakas1 lenfositler, monositler ve trombositleri
icermektedir. (100, 166). Ayrica CTC ve PBMC’lerin yogunluklari 1.077g/mL’den
kigUk iken, eritrositler ve graniilositlerin yogunluklart bu degerden biiytiktiir (101).
Bu sayede c¢alismamizda santrifiij edilen oOrneklerde CTC’ler de igeren PBMC
tabakasi toplanarak yeni bir falkon tiipiine aktarilmistir (Sekil 3.1).

38



PBS+Kan 6rmegi

4 ——— PBMC
"

Eritrositler+Graniilositler

Sekil 3.1. Fikol gradiyent ayrimiu.
A. Kan 6rnegi. B. PBS ve kan 6rnegi. C. Fikol gradiyent ayrimi1 dncesi kan drnegi.

D. Santrifiij sonras1 PBMC tabakasinin olugmasi.

Toplanan PBMC tabakasi, 10 mL PBS ile sulandirilip 20°C 300 g’de 10
dakika santrifiij edilerek yikanmigtir. Bu yikama islemi bir kez daha tekrar edilmistir.
Kalan pellet kirllarak 10 mL PBS eklenmis ve hiicre sayim islemi
gerceklestirilmistir. Toplam hiicre sayisi thoma lami yardimi ile hesaplanmistir
(166). Thoma laminda sayim sonucu toplam hiicre sayist A x SF x 10000 formiilu ile
hesaplanir. Burada A=16 biiylik karede sayilan hiicre adedi, SF ise seyreltme
faktortdar. 10000 ise 0,1 mm?®'deki sayim sonucunu 1 ml 'deki sayiya doniistiirmek

ve standart sonug elde etmek i¢in kullanilan bir degismezdir (167).

3.2.2.2. Negatif Secilim ile Lokositlerin immunomanyetik Ayrim

Kan orneklerinde 16kosit hiicrelerinin oraninin fazla olmast nedeniyle CTC
tespitinde ilk olarak lokositlerin uzaklagtirilmas: gerekmektedir (74, 75).
Calismamizda, 16kositlerin PBMC’lerden uzaklastirilmasi i¢in bir immunomanyetik

ayirma yontemi olan MACs sistemi kullanilmistir. MACs sistemi ile CD45 hedefli
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negatif se¢ilim gerceklestirilmistir. Bu yontemde manyetik olarak hedeflenen
CD45(+) hiicreler MACs sisteminden gegirilirken kolonda tutunmaktave diger
hicreler kolondan akarak toplanmaktadir. Sonug¢ olarak, toplanan bu hiicre
sispansiyonu  CD45(-)  hiicrelerden  olusmaktadir.  Boylelikle  CTC’ler
zenginlestirilmektedir. (168, 169).

Calismamizda, negatif secilimde hiicre sayisi bilinen siispansiyon ilk olarak
20°C 300 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 olusan pellet kirilarak
107 hiicreye karsilik 80 uL taze hazirlanan MACs tampon ¢dzeltisi ve 107 hiicreye
karsilik 20 uL CD45 mikro-boncuk eklenerek 4-8°C’de 15 dakika karanlikta inkiibe
edilmistir. (166).

Inkiibasyon sonrasi, drnek iizerine 107 hiicreye karsilik 1 mL MACs tampon
¢ozeltisi eklenmis ve 4°C 300 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
olusan pellet kirtlarak 1.25x108 hiicreye karsilik 500 pL MACs tampon ¢dzeltisi
eklenerek drnek MACs sistemi i¢in hazir hale getirilmistir (166).

Lokosit ayrimi i¢in LD kolon kullanilmis ve MACs standina yerlestirilen
kolon 2 mL MACs tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Sonrasinda, bu kolondan 6rnek
gecirilmis ve akan hiicreler yeni bir falkon tiipiinde toplanmistir. Sonrasinda kolon 2
kez 1 mL MACs tampon ¢ozeltisi ile yikanmustir. (Sekil 3.2). Sonucta,
l6kositlerinden ayrilmig CTC’lerin de dahil oldugu mononiikleer hiicreler elde

edilmis ve bu siispansiyonun thoma lami yardimi ile hiicre sayist hesaplanmistir.

(167).
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan MACs sistemi.

A. MACs baslangig kiti B. Miknatis standa yerlestirilmesi. C. LD kolonun miktasina yerlestirilerek

manyetik alanin olusturulmasi. D. MACs sistemi ile 16kositlerin immunomanyetik ayrima.

3.2.3. CTC Saptama Basamagi

CTC sayisinin tespit edilebilmesi i¢in zenginlestirme basamagindan sonra
CTC saptama basamagi gerceklestirilmektedir (16). CTC Saptama basamaginda
stk¢a kullanilan sitometrik yontemler, nadir hiicrelerin antikorlar yardimi ile
yakalanmasi esasina dayanmaktadir (96). Bu dogrultuda spesifik antijenlere karsi

monoklonal antikorlarin kullanimi ile CTC’ler tespit edilmektedir (96).

Calismamizda, birden fazla antikorun kullanimina olanak saglayan isaretli
hiicrelerin floresan temelli sayimini1 gerceklestiren FC cihazi tercih edilmistir. Bu

ama¢ ile MACs sonrasi elde edilen hiicre silispansiyonunda, FC cihaz1 (BD
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FACSAria™ III Cell Sorter) ile immunfenotipleme yapilmistir (Sekil 3.3). Bu
basamakta tiimor hicrelerinin ylizeylerinde eksprese olan antijen molekiillerine karsi
florokrom bagl spesifik antikorlar kullanilmistir. Florokromlarin 15181 absorbe
ederek farkli dalga boylarinda 1s1n sagmalar1 sayesinde antijenler algilanmis ve
CTC’ler tespit edilmistir. CTC tespiti i¢in kullanilan primer antikorlar ve konjuge

florokromlari tablo 3.2’de gdsterilmistir.

¥ BD FACSAria™ 1)

Sekil 3.3. Calismada kullanilan FC cihazi (BD FACSAria™ III Cell Sorter).

Calismada MACs ayrimi sonrasi elde ettigimiz hiicre siispansiyonu ¢ ayr1
tiipe aktarilarak FC analizi gerceklestirilmistir. Bu tlpler; kontrol, deney ve izotip
kontrol tiipleri olarak olusturulmustur. Negatif kontrol kullanmanin amaci hiicrelerde
otofloresan ya da 6zgilin olmayan baglanmadan kaynaklanan zemin boyanmasinin
tespit edilebilmesidir (170). Bu amacgla en cok tercih edilen reaktif; incelenecek
antikor ile ayn1 Ig alt tipine sahip olan fare kaynakli antikorlardir (izotip kontrol)
(170). Ayrica galismamizda dogru kapilamalarin alinabilmesi adina ayni Ornegi
iceren kontrol tiipleri de olusturularak deney tiipii 6ncesi bu tlipler FC cihazinda

okunmustur (166).
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Kontrol Tiipii Orneginin Hazirlanmasi: Kontrol tiipiine aktarilan hiicre

suispansiyonu lzerine 100 pL CellWASH soliisyonu eklenerek 4°C 350 g’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Olusan pellet kirilarak 500 uL Cytofix fiksasyon tampon
cozeltisi eklenmis ve 4-8°C’de karanlikta gece boyu inkiibe edilmistir (166).

Inkiibasyon sonrasinda, 4°C 350 g’de 5 dakika santrifiij edilen kontrol
tiiplinlin siipernatant1 atilarak pelleti kirilmistir. Pellet {izerine 500 pL. FC boyama
tamponu eklenmis ve bu tiip FC cihazinda okunma asamasma kadar 4-8°C’de

karanlikta inkiibasyona birakilmistir (166).

Deney Tipiu Orneginin Hazirlanmasi: Deney tlpline aktarilan hiicre
suspansiyonu 4° C 350 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. 100 uL CellWASH

soliisyonu icerisinde 10° hiicre olacak sekilde orantilanarak pellet iizerine CellWASH
soliisyonu eklenmistir. Sonrasinda, hiicre yilizey antikorlar1 olan Anti-CD45 ve Anti-
EpCAM antikorlar1 eklenmis ve 4-8°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir
(166).

Inkiibasyon sonrasinda deney tiipiine 2 mL FC boyama tamponu eklenmis ve
4°C 350 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak pellet {izerine 500 pL
Cytofix fiksasyon tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 4-8°C’de karanlikta gece boyu
inkiibe edilmistir (166).

Ertesi giin 4°C 350 g’de 5 dakika santrifiij edilen deney tiipiinde siipernatant
atilarak pellet kirilmigtir. Pellet tizerine 1X olarak diliie edilen Perm/Wash tampon
cozeltisinden 2 mL eklenerek 4°C 350 g’de 5 dakika santrifiij edilir ve bu islem
tekrarlanmistir. Pellet {izerine 100 pL. Phosflow Perm III tampon ¢ozeltisi eklenmis

ve 4-8°C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir (166).

Inkiibasyon sonrasinda deney tiipiine 2 mL Perm/Wash tampon cozeltisi
eklenmis ve 4°C 350 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak pellet
uzerine 100 pL FC boyama tamponu eklenmistir. Bu sekilde permablize olan

hiicrelerin isaretlenmesi i¢in, hiicre i¢i antikorlar1 olan Anti-CK 14, 15, 16, 19 ve
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Anti-CK (CK 7, 8) antikorlar1 eklenerek 4-8°C’de 30 dakika karanlikta inkiibasyona
birakilmistir (166).

Inkiibasyon sonrasinda 2 mL Perm/Wash tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 4°C
350 g’de 5 dakika santriflij edilen deney tiipiiniin siipernatant1 atilarak pelleti
kirilmistir. Pellet tizerine 500 uL FC boyama tamponu eklenmis ve deney tiipii FC

analizi i¢in hazir hale getirilmistir (166).

Izotip Kontrol Tiipii Orneginin Hazirlanmasi: Deney tiipii Orneginin

hazirlanmas1 i¢in kullanilan protokol ayni sekilde izotip kontrol tiipii 6rneginde
uygulanmistr. Ancak deney tiiplinde kullanilan hiicre yiizey ve hiicre i¢i
antikorlarinin yerine bu tiipte izotip kontrol antikorlar1 ile ¢alisilmistir (Tablo 3.2)
(166).

Hazirlanan Orneklerin FC Cihazinda Okunmasi: CTC’lerin tespiti i¢in nce

kontrol tiipii ve izotip kontrol tiipii, ardindan deney tlipli okunmustur. Kontrol tiipii
ve izotip kontrol tipu kullanilarak FC cihazinda gergeklestirilen kapilama islemleri
dogru bir sekilde uygulanmistir. FC cihazinda CTC tespitinde siras1 ile Anti-CK 14,
15, 16, 19, Anti-CK (CK 7, 8), Anti-EpCAM ve Anti-CD45 kapilamalari yapilmustir.
CK 14, 15, 16, 19 pozitif, CK 7, 8 pozitif ve EpCAM pozitif, CD45 negatif hiicreler
CTC kabul edilerek sayimi gerceklestirilmistir (166).

3.3. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi (flow cytometry (FC)), floresan yogunluguna dayali olarak
slispansiyon halindeki hiicrelerin esas olarak biiyiikligiine ve granularitesine gore tek
hiicre diizeyinde 6l¢im yapan bir sistemdir (171). Bu cihazin temel prensibi,
stispansiyon halinde bulunan hiicre ya da partikiillerin lazer 15181 ile aydinlatilan bir
bolmeden gecerken hiicrelerin belirli 6zellikleri dogrultusunda meydana gelen
sinyallerin algilanmasidir (172). Bu sinyallerin kaynag: hiicrelerin biiytikligi (0,2-
150pum), grantilaritesi gibi fiziksel oOzellikleri ya da hiicrelere baglanan ¢esitli

florokromlar olabilmektedir (172).
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FC cihazinda; hidrolik, optik ve elektronik olmak (zere U¢ temel sistem

bulunmaktadir (Sekil 3.4) (171, 173).
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Sekil 3.4. FC cihazinin ana sistemleri (173).
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Hidrolik sistem, akis sistemi olarak da tanimlanmaktadir. Tasiyici sistem
olarak gorev yapan bu sistemde, partikullerin lazer Onlnden tek tek gegisi
saglanmaktadir (171).

Optik sistem, lazer 6niinden akan hiicrelerden agiga ¢ikan floresan sagiliminin
carpraz ve silindirik filtreler ile toplanarak fotodedekttre aktarilmasinda gorev
almaktadir (171).

Elektronik sistem ise elde edilen optik sinyalin photo multiplier tubes (PMT)
ile amplifiye edilerek elektrik sinyaline ¢evriminden ve analiz igin bilgisayara

aktarimindan sorumludur (171).

Akis sistem bir merkezi kanaldan olusur ve 6rnek buradan cihaza verilir.
Merkezdeki 6rnegi igeren sivi (laminar akinti) ve g¢evreleyen sivi (sheath fluid)
birbirine karismadan ilerlemektedir. Bu etkiyle partikiiller tek bir sira seklinde
dizilirler ve bu hidrodinamik odaklanma olarak isimlendirilir. Boylece lazer 1sim

ayni anda tek hiicreye diiser ve tek hilicrenin analiz yapilir (171).

Isin 6ne dogru yayildiginda tipik olarak lazer ile ayn1 yonde 20° etrafa yayilan
1sinlar ileri sagma grafigi (forward scatter chanel (FSC)) denilen bir lens yardimiyla
toplanirlar. FSC detektorii hiicrenin boyutu hakkinda bilgi verir. EKsitasyon cizgisine
yaklasik 90° agiyla yayilan 1sinin Olclilmesi ise yana sagilma grafigi (side scatter
chanel (SSC)) olarak adlandirilir. SSC partikiillerin graniiler igerikleri ve i¢ yapisi
hakkinda bilgi verir (171).

Temel olarak bir FC cihazi kullanilarak partikiillerin FSC ile biiyiikliigii, SSC
ile graniilaritesi ve floresan grafigi (belli dalga boyuna 6zgii sinyal eldesi) ile
floresans miktar1 hakkinda bilgiler elde edilmektedir (171). Bu bilgilerin elde
edilebilmesi igin cihaz icerisinde FS, SS ve floresan (FL-1 FL-2 FL-3 FL-4 vs)
dedektorleri bulunmaktadir (172). FS/SS histogrami, hiicre sispansiyonu igerisindeki
hiicre biiyiikliigii ve hiicre yogunluguna dayali analiz yapmaktadir. Ornegin, periferik

kanda lenfosit, monosit ve graniilositler farkli biiyiikliik ve yogunluga sahiptir. Bu
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nedenle lize edilmis periferik kan 6rneginin FS/SS histograminda bu hiicreler farkli

bolgelerde dagilim gostermektedirler (Sekil 3.5) (174).
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Sekil 3.5. Lize edilmis periferik kan 6rneginin FS/SS histogrami (174).

Floresan grafiginin olusturulabilmesi i¢in ise florokrom olarak adlandirilan
renk maddeleri bagli antikorlarin ilgilenilen antijeni hedeflemesi ile miimkiin
olmaktadir (175). Ayn1 dalga boyunda 15181 farkli sekilde absorbe eden florokromlar,
farkli dalga boylarinda 11k sagilimi gostermektedirler (175). Farkli florokrom
boyalar kullanilarak istenilen antijenin belirlenmesinde direkt veya indirekt
isaretleme tercih edilebilir. Direkt isaretleme, FITC, PE gibi isaretli antikorlar
secilerek hiicreler isaretlenerek FC cihazinda analiz edilir. Indirekt isaretlemede ise,
primer ve sekonder olmak tizere iki antikor kullanir. Primer antikor aranilan epitopa,

sekonder antikor ise primer antikordaki epitopa spesifiktir (175).

Stispansiyon hiicre popiilasyonlari biiyiikliik ve grantilarite 6zelliklerine gore
ayrildiktan sonra bu farkli hiicre popiilasyonlar1 icinden bilgi edinilmek istenen
hiicre/hiicre gruplarinin grafik bir ¢ergeve ile belirlenmesi islemine gatig (kapilama)
islemi denilmektedir. Bu islemden sonra, sistem verilen komutlara uygun olarak

sadece kapi icerisindeki hiicreler hakkinda bilgi vermektedir (172).
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Veri analizi kapilanan hiicrelerin floresan yogunluklariin 6nce optik sinyale
daha sonra PMTs ile amplifiye edilerek elektrik sinyaline gevrilerek bilgisayara

kaydedilmesi ve bu kayitl veriler {izerinde 6l¢iimlerin yapilmasi islemidir (172).

FC cihaz1 kullanilarak hiicre siispansiyonlari, organeller ya da benzer
Olclideki partikiillerin immunfenotipi, DNA miktari, enzim aktiviteleri, hiicre
membran potansiyeli, canliligi gibi ¢esitli  6zellikleri  kantitatif — olarak
arastirilabilmektedir (172, 176).

FC cihaz1 ileri analizlerin gergeklestirilmesine olanak saglayarak hiicreleri
fiziksel 6zelliklerine gore ayirabilen son derece hizli bir tekniktir. Bu cihaz ile ¢ok
kisa bir siirede binlerce hiicreyi analiz edilerek detayli sonu¢ raporlar1 elde
edilebilmektedir. Ayrica heterojen bir Ornek popiilasyonunda, hiicrelerin ve

bilesenlerinin ¢ok parametreli kantitatif 6zellikleri incelenebilmektedir (171).

3.4. istatistiksel Analiz

Calismada; yas ve CTC sayilarmin dagilimi  Shapiro-wilk testi ile
incelenmistir. Yas, normal dagilim gosterdigi i¢in ortalama + standart sapma ile;
CTC sayilar1 ortanca (min-maks: minimum-maksimum) degeri ile ve cinsiyet gibi

kategorik degiskenler say1 (%) ile ifade edilmistir.

Bireylerin CTC sayilarinin hastalik durumuna ve hastalar i¢inde kanser tiirii-
evreye gore karsilagtirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Evresi 3A ve
3B olan hastalar, 6rneklem sayisina bagli olarak birlestirilmis ve tiigiincii evre
hastalar1 olarak ele alinmistir. Analiz sonucunda test istatistigi ve p degeri verilmistir.

[statistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 kabul edilmistir.

Istatistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM

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

4.1. Calisma Gruplarinin Ozellikleri

Akciger kanseri teshisi konmus, evrelendirilmesi ile tiir tespiti yapilmis ve hig
tedavi almamis 9 birey deney grubu olarak; higbir kanser siiphesi tagimayan 9
saglikli birey ise kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Hasta ve saglikl
bireylerin kan 6rneklerinde CTC tespiti gerceklestirilmistir.

Cinsiyet farki gozetmeksizin ¢alismaya dahil edilen akciger kanserli hastalar
ile saglikli bireylerin yas ortalamalari sirastyla 63.78+8.01 ve 61.67+11.38 olarak
hesaplanmistir. Genel yas ortalamasi ise 62.72+9.61°dir. Hasta ve kontrol grubunda

birer kadin bulunmaktadir.

Akciger kanseri bireylerinin 2’si (%22.2) Evre 3A, 2’si (%22.2) Evre 3B ve
geri kalanlar1 Evre 4 olarak tanimlanmistir (Tablo 4.1). Evre 3A hastalarinin TNM
siniflamasi; T2N2MO ve T4NOMO’dir. Evre 3B hastalarinin TNM simiflamasi;
T4N3MO’dir. Evre 4 hastalarinin TNM simiflamalart ise; TxNxMI1 olarak
tanimlanmistir. Hastalarin  %22.2’sinde (n= 2) KHAK teshisi konulmus iken,
%77.81 (n= 7) KHDAK’dir. KHDAK olgularinin ise %714’ (n= 5)
adenokarsinom, %28.6’s1 (n= 2) skuamoz hiicreli karsinom tiiriindedir. Ayrica

metastaz gozlenen 5 hastanin 3’tinde (%60.0) metastaz bolgesi beyindir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Hastalikla ilgili 6zellikler.

Ozellikler Birey sayilari ve
yiizde dagilimlan
Evre
3A 2 (%22.2)
3B 2 (%22.2)
4 5 (%55.6)

Histolojik Tiirii
KHAK 2 (%22.2)
KHDAK 7 (%77.8)

KHDAK Alt Tipleri
Adenokarsinom 5(%71.4)

Skuamoz hiicreli karsinom 2 (%28.6)

Metastaz Bolgesi
Beyin 3 (%60.0)
Kemik 2 (%40.0)

4.2. CTC Sayilarina iliskin Bulgular

Calismada toplanan kan orneklerinde ilk olarak fikol gradiyent santrifiij ve
immunomanyetik ayirma yontemi olan CD45 negatif sec¢ilim yontemleri kullanilarak
CTC =zenginlestirme basamagi gerceklestirilmistir. Ardindan FC cihaz1 ile CTC
saptama basamag1 uygulanmistir. Sonug olarak FC cihazinda CK 14, 15, 16, 19 ile
CK 7, 8 ve EpCAM pozitif ile CD 45 negatif hicreler CTC olarak kabul edilerek

sayimi gerceklestirilmistir.

Calismada hasta grubu H1’den H9’a kadar, kontrol grubu ise K1’den K9’a

kadar numaralandirilarak adlandirilmistir.
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Calismamizda Oncelikli olarak izotip tlipl analiz edilmistir. Olusturulan izotip
tiplndn FC analizi sonucunda hiicrelerde 6zgiin olmayan baglanmadan kaynaklanan
zemin boyanmasinin tespit edilerek deney tiiplerinin analizlerinde bu bilgiler goz

Oniine alinmistir (Sekil 4.1).

AKCIGER-IZ0TIF

AKCIGER-|ZOTIP

T al K14-15-16-19 40K 7-5 +

SSC-H (=< 1.000)
SSC-H (= 1.000)

50100 150 W0 250 0w w10
FSC-H  (x1.000) Alexa Fiuor 647-A FITC-A
s AKCIGER-IZ0TIF N AKCIGER-IZOTIP
N -E
% SA5-16-19 +CK 7{8 4EPCAMS | B2
Ta T o P+ 7-§ +EPCAMSCD 45 -
o O
58 3
'I1'I1'|_|"I'TIIT_‘I'
0 e et 108 w0 e et
PE-A APC-HT-A
Tube: 1ZOTIP
Fopulation #Events WFParent %Total
B 21l Events 1,140,286 #1000
I Alexa Fluor 647+ 1,632 0.1 0.1
B ‘ilexa Fluor 647+ FITC+ 384 235 0.0
|8 Alexa Fluor 647+ FITC+PE+ 365 95,1 0.0
~[B Alexa Fluor 647+ FITC+ PE+ APC-HT - 0 00 00

Sekil 4.1. Izotip tiipiiniin FC analizi.
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H1 KHAK hastasinin TNM evresi, TxNxM1 olarak tanimlanmis olup hasta
Evre 4 olarak evrelendirilmistir. Ayrica kemik metastazi goriilen hastanin CTC sayis1

13’tiir ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

AKCIGERHBOYANMA _ AKCIGERKBOYAMA

Ly a
]
e

CK14-15-16-19 #CK 7-8+

SSC-H (x 1.000)

2

50 100 180 200 250 iR T T I iR T I
FSC-H  (x 1.000) CK14-15-16-19 APC-A CKT-8FITC-A
- AKCIGER-BOYAMA o _AKCIGERI-BOYAMA
% SJ15-16-19 HCK 7-5+EPCAME | % B
Ta ~ T o 39 +CK 7-8TEPCAM+CD 45 -
dem e
7y 0 5]
o = w =
. l lllln] T mlll] T mmrr -T'rmq T mqu T lmrq T Illlﬂrr
w0 w0t w0d TR T TR T
EPCAM PE-A CD 45 APC-H7-A
Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 2 Events 1604844  #### 1000
B CK14-15-16-19 + 1388 01 01
. CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 82 58 0.0
CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 18 20 00
[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45- 13 722 00

Sekil 4.2. H1 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiiptiniin FC analizi.
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H2 KHDAK hastasinin alt tiirii adenokarsinom olarak belirlenmistir. Hastanin
evresi, TxXNxM1 seklinde tanimlanmistir ve evresi Evre 4’tiir. Ayrica kemik

metastazi goriilen hastanin CTC sayis1 6 olup Sekil 4.3°de gosterilmistir.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
- All Events 1,287,804 #1000
b . CK14-15-16-189 + 1,674 0.1 0.1
I CK 14151619 +CK T-8 + 53 3200
o D CK14-15-16-19 +CK 7-8 +EPCAM+ 28 547 0.0
Sl CK 1 4-18-16-19 +CK 7-8 +EPCAM+CD 45 - B 07 0.0

Sekil 4.3. H2 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.

H3 KHDAK hastasinin alt tiirii adenokarsinom olarak belirlenmistir. Hastanin
evresi, T2N2MO seklinde tanimlanmistir ve evresi Evre 3A’dir. Hastanin CTC sayist

4 olup Sekil 4.4°de gosterilmistir.

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 4 Events 250570  ####  100.0
B CK14-15-16-19+ 11830 47 47
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 3487 295 14
CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 2067 593 08
[l CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 - 4 02 00

Sekil 4.4. H3 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.

H4 KHDAK hastasinin alt tiirli adenokarsinom olarak belirlenmistir. Hastanin
evresi, TxNxM1 seklinde tanimlanmistir ve evresi Evre 4’tiir. Ayrica beyin metastazi

gorulen hastanin CTC sayis1 15 olup Sekil 4.5’de gosterilmistir.
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Tube; BOYAMA

#Events %Parent %Total

3152170  as## 1000
11784 04 04

B CK14-15-16-13 +CK 7-8+ 1881 160 0.1

B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 21 128 00
[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+4EPCAMCD 45 - 15 62 00

Population

B 21 Events
B CK14-15-16-19 +

Sekil 4.5. H4 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.

H5 KHDAK hastasinin alt turd skuvaméz hicreli

belirlenmistir. Hastanin evresi, T4ANOMO seklinde tanimlanmistir ve evresi Evre

3A’dir. Hastanin CTC sayist 10 olup Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 21 Events 4342889  ##s## 1000
B CK14-15-16-19 + 16382 04 0.4
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 239 15 0.0
CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 117 490 00
10 85 00

[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 -

Sekil 4.6. H5 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.

karsinom olarak

H6 KHAK hastasinin TNM evresi, TxNxM1 olarak tanimlanmis olup hasta

Evre 4 olarak evrelendirilmistir. Ayrica beyin metastazi goriilen hastanin CTC sayis1

9’dur ve Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Tube; BOYAMA

Population #Events %Parent %Total

B 20 Events 1400630  #### 1000
496 00 00

B CK14-15-16-19 +
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+
[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+
[ CK14-15-16-19 +CK 7-B+EPCAM+CD 45 -

147 29.6 0.0
135 918 0.0
9 6.7 0.0

Sekil 4.7. H6 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiiptiniin FC analizi.
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H7 KHDAK hastasinin alt tiirii adenokarsinom olarak belirlenmistir. Hastanin
evresi, TxXNxM1 seklinde tanimlanmistir ve evresi Evre 4’tiir. Ayrica beyin metastazi

goriilen hastanin CTC sayis1 8 olup Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
M 2 Events 2069518  #### 1000
B CK14-15-16-19 + 161 009 7.8 7.8
B CK14-15-16-18 +CK 7-8+ 134 0.1 0.0
CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 111 828 0.0
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 - 8 72 00

Sekil 4.8. H7 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.

H8 KHDAK hastasinin alt tirii skuamdéz hiicreli karsinom olarak
belirlenmigtir. Hastanin T4N3MO olarak tanimlanmig olup hasta Evre 3B olarak

evrelendirilmistir. Hastanin CTC sayis1 5’tir ve Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 21 Events 735 465 su48 1000
B CK14-15-16-19 + 13 105 18 18
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 3543 27.0 0.5
CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 2023 57.1 0.3
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45- 5 0.2 0.0

Sekil 4.9. H8 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.

H9 KHDAK hastasinin alt tiirii adenokarsinom olarak belirlenmistir. Hastanin
T4AN3MO olarak tanimlanmis olup hasta Evre 3B olarak evrelendirilmistir. Hastanin

CTC sayis1 5’tir ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Tube: BOYAMA
Population #FEvents %Parent %Total
B 21 Events 3449317  #### 1000
B CK14-15-16-19 + 34 746 1.0 0.1
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 27 0.1 0.0
CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 10 370 00
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 - 5 50.0 0.0

Sekil 4.10. H9 hastasinda CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.
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Akciger kanseri hastalarinda CTC tespit edilmesine ragmen saglikli
bireylerde CTC tespit edilmemistir. Kontrol grubunda yer alan saglikli bireylerin
tiimlinde beklendigi gibi CTC sayis1 0 bulunmustur ve bu bireylerin FC analizleri

Sekil 4.11-Sekil 4.19°da gosterilmistir.

KONTROL-BOYAMA

SSC-H 1.000)
SSC-H 1.000)
SSC-H 1.000)

50 100 150 200 250 10 204
FSC-H (x1.000) CK 14-15-16-19 APC-A CK 7-8 FITC-A
KONTROL-BOYAMA - KONTROL-BOYAMA
Al : g iR CD 45 -

SSC-H 1.000)
SSC-H 1.000)

50 1?0 1{1\0

EPCAM PE-A CD 45 APC-H7-A

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
W 21 Events 800,805 #1000
“ [l CK14-15-16-19 + 425 0.1 0.1
“ ] CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 6 1.4 0.0
: CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 2 333 0.0
o] CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45- 0 0.0 0.0

Sekil 4.11. K1 bireyinde CTC tespiti igin olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.
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Tube: BOYAMA

Population

W 2 Events
~ P CK14-15-16-19 +
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+

[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 -

#Events %Parent %Total

386 525 22
664 0.2

2 0.3

2 1000

0 0.0

100.0
0.1
0.0
0.0
0.0

Sekil 4.12. K2 bireyinde CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipliniin FC analizi.

Tube: BOYAMA

Population
B 20 Events
~ I CK14-15-16-19 +
B CK14-15-16-18 +CK 7-8+

B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+
. CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 -

#Events %Parent %Total

344 446 #1000
443 0.1 0.1

14 929 0.0

13 0.0 0.0

0 0.0 0.0

Sekil 4.13. K3 bireyinde CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.

Tube; BOYAMA

Population
B 20 Events
I CK14-15-16-19 +
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+

B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 -

#Events %Parent %Total
312373 #1000

95558 30
24 0
24 0

6 306
0 0.0
.0 0.0

0 0.0 0.0

Sekil 4.14. K4 bireyinde CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.
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Tube; BOYAMA

Population #Events %Parent %Total
I A Events 301546  #### 1000
B CK14-15-16-18 + 54 00 00
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 3 56 00

[l CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 0 00 00

0 #ss# 00

[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 -

Sekil 4.15. K5 bireyinde CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipliniin FC analizi.

Tube; BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B Al Events 62815  &### 1000
~ I CK14-15-16-18 + 728 G U
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 47 65 0.1
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 35 745 01
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 - 0 00 00

Sekil 4.16. K6 bireyinde CTC tespiti igin olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.

Tube; BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 2 Events 10332  #### 1000
I CK14-15-16-19 + 175 17 17
B CK14-15-18-19 +CK 7-8+ 2 11 00
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 1 500 00
[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 - 0 00 00

Sekil 4.17. K7 bireyinde CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiiniin FC analizi.
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Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total

B 20 Events 226125  #### 1000

B CK14-15-16-19 + 1389 06 06
B CK14-15-16-18 +CK 7-8+ 17 12 00
2 18 00

[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+
[ CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 - 0 00 00

Sekil 4.18. K8 bireyinde CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipliniin FC analizi.

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 2 Events 24574  #Esg 1000
B CK14-15-16-19 + 86 03 03
B CK14-15-16-19 +CK 7-8+ 2 23 00
CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+ 2 1000 00
Bl CK14-15-16-19 +CK 7-8+EPCAM+CD 45 - 0 00 00

Sekil 4.19. K9 bireyinde CTC tespiti i¢in olusturulan deney tiipiliniin FC analizi.

Sonug olarak, ¢aligmada hasta grubunda tespit edilen CTC sayisi1 ortancasi 8.0
(min-maks: 4.0-15.0) seklinde hesaplanmistir (Tablo 4.2). Kontrol grubunda ise
CTC’ye rastlanmamistir. Hasta grubunun CTC sayilarmin kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde yliksek oldugu istatistiksel analizler sonucunda belirlenmistir
(Z=3.823; p<0.001). Ancak hastalar icinde kanser tiirii ve evreye gore CTC sayilar1
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir (p>0.05).
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Tablo 4.2. CTC sayilarinin hasta ve kontrol grubunda dagilimi.

Grup degiskeni ~ CTC Sayist TESt. .
1statistigi
Grup 3,823 <0,001
Hasta 8,0 (4,0-15,0)
Kontrol 0,0 (0,0-0,0)
Histolojik Taru 1,176 0,333
KHAK 11,0 (9,0-13,0)
KHDAK 6,0 (4,0-15,0)
Evre 1,722 0,111
Evre 3 5,0 (4,0-10,0)
Evre 4 9,0 (6,0-15,0)

! ortanca (min-maks)
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5. TARTISMA

Akciger kanseri ilk bes kanser tiirli dagiliminda erkeklerde ilk sirada,
kadinlarda ise dordiincii sirada yer almakta ve 6nemli bir saglik problemi olarak tiim

kanser tiirleri arasinda kanser 6liim nedenlerinin birincil sebebi olmaktadir (3, 134).

Akciger kanserinin teshisi genellikle ileri evrelerde miimkiin olmaktadir. Bu
nedenle sagkalimlar1 diger kanserlere gore oldukca diisiiktiir (9). Ozellikle erken
teshis edilememesi ve etkili tedavi yontemlerinin eksikligi, akciger kanserinin 6liim
oranini arttirmaktadir (165). Akciger kanserli hastalarin, tanidan itibaren bes yillik
mortalitesinin  %85-90 arasinda oldugu ve %52’sinin uzak metastaz yaptigi
bildirilmistir (3, 10).

Birgok kanser hastasinin hayatini yitirmesinden sorumlu olan metastaz,
kanser ilerleyisinde Onemli karakteristik bir Ozelliktir (11, 56). Butun kanser
tirlerinde metastazlarin saptanmasi son derece zordur, ¢iinkii tiim organlarin
tutulumunu ayrintili olarak arastirmak miimkiin degildir (59). Ayrica tekrarlayan
metastatik biyopsilerin invasiv ve agrili olmasi, bunlarin klinikte kullanimini
sinirlamaktadir (72, 177, 178). Metastatik yayilim sirasinda dolasima karigan
CTC’ler, bu problem icin olduk¢a umut veren ¢oziimler saglamaktadir. Ciinkii
CTC’ler, tekrarlanilabilir, basit ve non-invaziv bir sekilde damardan kan alinmasi ile
analiz edilebilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 “sivi biyopsi” olarak adlandirilan
CTC tespitinin, kanserli hastalarda erken tani, tedavilerin es zamanli izlenmesi, niiks
ve prognozun tahmini gibi durumlarda da yararli olabilecegi belirtilmektedir (72,
178). Teknik yaklasimlardaki gelismeler ile sivi biyopsi CTC tespitinin degeri,
ozellikle akciger kanseri gibi dokularina ulasilmasi zor olan tiimorlerde kullanish

olmaktadir (179, 180).

CTC’nin klinik kullanimi hakkinda yapilan c¢aligmalarda ¢ogunlukla CTC
sayimi tizerine yogunlasilmistir (16). Genellikle bu sayim siireci zenginlestirme ve
saptama gibi iki onemli basamagi icermektedir (16). Bu basamaklarda ¢ok gesitli

yontemler ve bunlarin kombinasyonlari kullanilmaktadir (22).
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Calismamizda, CTC zenginlestirme basamag iki ayr1 ydntemin
kombinasyonu ile gergeklestirilmistir. Bunlar; yogunluk tabanli fikol gradiyent
santrifiij ve immunomanyetik ayirma (CD45 negatif se¢ilim) yontemleridir. Sonraki
basamak olan saptama basamaginda ise FC cihazi ile CTC sayimi yapilmstir.
Calismamizin amaci, bu teknigin CTC tespiti agisindan akciger kanserli hastalarda

uygulanabilirligini ve spesifikligini incelemektir.

IIk olarak fikol gradiyent santrifiij yontemi uygulanmistir. Bu ydntem,
hiicreler arasindaki yogunluk farki ile tabakali olarak ayrim gergeklestirerek,
eritrositler ve graniilositlerin ¢oktiiriilip CTC’leri de iceren PMBC tabakasinin
ayrimini - saglamaktadir (100, 101). PBMC’ler elde edildikten sonra, CTC
zenginlestirme basamaginda, negatif secilim ile l6kositlerin immiinomanyetik ayrimi
icin MACs sistemi kullanilmistir. Negatif secilim yontemini tercih etmemizin nedeni,
CTC’lerin kan 6rneklerinde 16kositlere kiyasla daha nadir bulunmalaridir (10°-108
l1o6kosit basina ~1 CTC) (22, 181). Ayrica, Liu ve arkadaslarinin 2011 yilinda
yaptiklart CTC metot ¢alismasinda da tercihimizi destekler nitelikte sonuglar elde
edilmistir. Bu ¢alismada, EpCAM, ve CK’lan pozitif oldugu bilinen hiicre hattinda
tic farkli zenginlestirme yontemi (CD45 negatif secilim, EpCAM pozitif se¢ilim ve
bu ikisinin kombinasyonu) CTC tespiti i¢in uygulanmis ve bu yoOntemlerin
karsilastirilmast yapilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda, CD45 negatif secilim
yonteminin tek basina uygulanmas: ile en yiiksek verimle zenginlestirme saglandig:

vurgulanmistir (182).

Zenginlestirme basamagi sonrasinda uygulanan saptama basamaginda c¢ok
cesitli yontemler tercih edilmesine ragmen s6z konusu c¢alismamizda monoklonal
antikorlarin kullannmi ile FC cihazinda CTC’ler tespit edilmistir. Monoklonal
antikorlar, timor hacrelerini  etiketleyerek floresan olarak bu hicrelerin
goruntiilenmelerini  saglamaktadir (114). Calismamizda FC analizi igin tercih

ettigimiz antikorlar; CD45, CK 14, 15, 16, 19, EpCAM ve CK 7, 8 antikorlaridir.

EpCAM antikorunun kullanimimin amaci, akciger kanseri de dahil ¢esitli
kanserlerde asir1 ekspresyonunun gozlenmesi ve CTC’lerin teshisinde genellikle
kullanilan ideal antijen olmasidir (86, 183, 184). Calismamizda EpCAM antikoruna
ek olarak CTC tespitinde CK’lar da tercih edilen belirteclerdir. Ciinkii, benign
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hiicrelerdeki CK profilinin karsinogenez esnasinda degistigi ve yeni CK’larin
sentezlenmeye baslandigi ya da mevcut CK’larin daha yogun olarak eksprese
edildigi goriilmektedir (117). Bu durum gelisen neoplazinin tipine ve malignite
derecesine bagli olarak degismektedir (117). CK 7 ve CK 8’lerin, CK 18
ekspresyonu ile iligkili oldugu ve CK 19 ile birlikte karsinomlarda asiri
ekspresyonlarinin ~ gozlendigi yapilan ¢alismalar ile vurgulanmigtir (185).
Calismamizda, ¢oklu belirte¢ kullanarak gercgeklestirdigimiz CTC tespit yonteminin,
saglikli bireylerdeki yanlis pozitifligi ortadan kaldirdig: goriilmektedir.

CTC sayiminda uygulanan bir¢ok farkli teknik olmasia ragmen, genellikle
calismalarda hem zenginlestirme hem de saptama basamaklarini kendi iginde
gerceklestiren bir teknik olan CellSearch sistemi tercih edilmektedir (186).
CellSearch sistemi, periferik kandan CTC tespitinde FDA tarafindan onaylanmis tek
tekniktir. Bu sistemin; meme (126), kolorektal (127) ve prostat (128) kanserlerinde
tedavi etkinligi ve prognozu belirlemede onaylanmis esik degerleri bulunmaktadir.
Ancak, CellSearch sistemi akciger kanserinde heniiz onaylanmamistir ve kabul
gormiis bir esik degeri bulunmamaktadir. Bunlara ragmen, akciger kanserinde
CTC’nin rolii hakkinda CellSearch sistemi ile bir¢ok calisma yapilmis ve onemli

veriler rapor edilmistir (131).

Cellsearch sistemi ile akciger kanserli hastalarda yapilan ilk ¢alisma, 2009
yilinda Bevilacqua ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada KHAK
hastalariin dortte ticlinde CTC tespit edilmis ve CTC’lerin KHAK teshisinde yararli
olabilecegi ileri siriilmiigtiir (187). Tanaka ve ark. tarafindan yapilan bir diger
CellSearch caligmasinda ise akciger kanserli hastalarin %30.6’sinda CTC tespit
edilmesinin yaninda benign hastalarin da %12’sinde CTC tespit edilmistir (188).
KHDAK hastalarinda CellSearch sistemi ile CTC tespitinin prognostik 6nemini
arastirmak amaciyla yapilan ilk calisma olan Krebs ve arkadaslarinin ¢aligmasinda
ise, metastatik evre (evre 1V) KHDAK hastalarinda bu sistem ile CTC tespitinin
miimkiin oldugu ve bu dogrultuda prognostik belirte¢ olarak kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir (189).

CellSearch sisteminde CTC’ler; EpCAM tabanli olarak zenginlestirilerek
DAPI ile niikleer boyanip, CK pozitif ve CD45 negatif olarak tespit edilmektedir
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(131) Ancak Cellsearch sisteminde EpCAM tabanl pozitif secilim gergeklestirilmesi,
bu yontemin en biiyiik dezavantaji olarak goriilmektedir (190, 191). Ciinkii, CTC’ler
EpCAM pozitif olmalarinin yaninda, EMT doniisiimii sonucunda degisiklige
ugrayarak EpCAM negatif olan alt tipler de igerebilmektedirler (191, 192).

Bu dezavantajindan dolay1 farkli yontemlerin CTC tespitindeki uygunlugu ile
ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir. KHDAK hastalar1 ile yapilan bir ¢alismada, iki
farkl1 yontem ile epitelyal tiimor hiicrelerinin tespiti gergeklestirilmistir. Bu
calismada uygulanilan filtrasyon ile boyut dayali ayrim yontemi (ISET) ve
CellSearch sistemi kiyaslandiginda, ISET yonteminin iki kat daha etkili CTC sayimi1
yaptig1 sonucu elde edilmistir (190). Ancak filtrasyon sistemi ile yapilan diger
calismalar sonucunda bu yontemin spesifik ve hassas olmadigi sonucuna varilmigtir
(96). Ciinkii, aym hastada dahi yakalanan tiimér hiicrelerinin boyutlarinin genis bir
aralikta degisiklik gdstermesinden dolayr boyut tabanli ayrim etkili olmamaktadir

(95).

Heterojen 0Ozelliklerinden dolayr CTC’lerin kantitatif analizi avantaj
saglamaktadir. Bu dogrultuda floresan tabanli olarak calisan ve kantitatif sonu¢ veren
FC cihazinin CTC tespitinde kullanimi cazip alternatif bir yontem olmaktadir.
Ayrica, FC cihazinin giiclii bir teknoloji oldugu klinikte hematoloji ve onkolojiyi de
icine alan ¢ok sayida disiplinde yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (22, 193, 194).

Tum bunlara ek olarak, FC cihazinin baz1 6zellikleri CTC tespitinde de

avantajlar saglamaktadir (22). Bu 6zellikler;

1. Sadece belirte¢ ekspresyonunun varligi ya da yoklugu degil ayni zamanda
Olciilebilir ve miktar1 belirlenebilir bir sekilde ekspresyon seviyelerini
inceleme yetenegi,

2. Kolayca tek bir numune U(zerinde sadece lazer ve floresan filtre seti
kullanilabilirligi ile ¢oklu belirteg analizlerini ger¢eklestirme yetenegi,

3. Diger yaklasimlar kullanilarak alt karakterizasyon yapabilme ve tespit edilen

hiicreleri tek tek elde etme kolayligidir (22).

Bu avantajlari da g6z Oniinde tutularak caligmamizda CTC saptama

basamaginda FC cihazinin kullanimi tercih edilmistir. Bu sayede daha fazla belirtec
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kullanilmast ile CTC tespitinin spesifikligi arttirilarak yanlis pozitif ve negatif

sonuclarin en aza indirilmesi ¢alismamizda amaglanmistir.

Literatirde akciger kanserli hastalarin CTC sayilarinin belirlenmesinde FC
cihazimm kullanan c¢alismalar bulunmaktadir. KHDAK hastalarinin  cerrahi
yaklasimlar sonucunda degisen CTC sayilarini kiyaslamak amaci ile yapilan bir
calismada, FC cihaz1 ile CTC tespiti yapilmistir. Bu ¢alismada EpCAM tabanh
immunomanyetik zenginlestirme yontemi sonrasinda bazi CK ve CD45 antikorlar
ile FC cihaz1 kullanimi tercih edilmistir (195). Bizim ¢alismamizda ise, Ozellikle
negatif secilimin daha avantajli olmasi nedeniyle, CTC zenginlestirilmesi i¢in negatif

secilim yontemi tercih edilmistir.

CTC’lerin CD45 negatif segilim ile zenginlestirilerek FC cihazi ile analiz
edildigi Liu ve arkadaslarmin g¢alismasinda ise toplam 84 kanser hastasi ile
calisilmigtir. Bu hastalardan 3’ti KHDAK’dir ve uygulanilan metot ile KHDAK
hastalarinin %100’tinde CTC tespit edilmistir (182). Ayrica 2015 yilinda Yin ve ark.
yaptig1 ¢aligmada kullanilan metot da ¢alismamiz ile benzerlik gostermektedir. Bu
calismada CTC’ler manyetik boncuklar (CD45 ve CD53) ile lokositlerden
uzaklagtirilarak zenginlestirildikten sonra EpCAM, CK 7 ve 8 antikorlar1 ile FC
cihazinda tespit edilmistir. Hem EpCAM pozitif hem de negatif CTC’ler sayilarak,
KHDAK hastalarinin (n=46) CTC sayilar1 ve evreleri arasindaki kolerasyonlar
aragtirtlmistir. Calisma sonucunda kullandiklar1 yontem ile CTC tespitinin KHDAK
hastalarinda, tiimortin ilerleyisinin 6ngdriilmesinde, tedavi etkinliginin izlenmesinde
ve CTC’lerin biyolojisinin ayrintili analizinde kullanilabilirligini 6ngormiislerdir
(192). Calismamizda, akciger kanserli 9 birey ve saglikli 9 birey ile c¢aligilmis ve
daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. Calismamizdaki

hastalarin tiimiinde CTC tespit edilirken, saglikli bireylerde CTC tespit edilmemistir.

Akciger kanserinde CTC’lerin sadece kanser tanisinda yararli olmadigi ayrica
evreler arasi da farkliliklar gosterdigi yapilan ¢alismalarda ileri siiriilmektedir (196).
150 KHDAK ve KHAK hastasinin dahil edildigi CTC tespit ¢aligmasinda, CTC
sayilarinin evre I ve evre IV arasinda biiyiik farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir

(196). Benzer sonuglar elde edilen Krebs ve arkadaslarmin 101 KHDAK hastasinda
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gerceklestirdigi caligmada, CTC sayilarinin evre IV hastalarda evre III hastalarla
karsilastirildiginda biiyiik oranda arttig1 goriilmektedir (189). Calismamizda ise, CTC
sayilar1 ve akciger kanserli hastalarin evresi ve alt tiirii arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamuistir.

Sonu¢ olarak c¢aligmamizda elde ettigimiz veriler ile, modifiye ettigimiz
metodun akciger kanserinde CTC tespitinde kullanilabilirligi gosterilmistir. Bu
dogrultuda CTC varligmin akciger kanserli hastalarda teshis amaglh kullanilabilecegi
on goriilmektedir. Ayrica, CTC’lerin akciger kanserli hastalarda tespit edilmesi ile
hastaligin teshisinin yaninda seyri ve tedavi izlenmesi agisindan klinikte 6nemli bir
belirteg olabilecegi yapilan ¢alismalarda da belirtilmektedir (131). Bu sayede, CTC
sayilarindaki degisimler takip edilerek tedaviye yanit ve erken kemoterapi direnci

gibi tedavi kararimi etkileyen durumlar saptanabilir (131).

Calismamizda birey sayisinin az olmasi ve heterojen hasta gruplari nedeniyle
sonuglarin yeterli olmamasindan dolayi, akciger kanseri evresi ve alt tiirii ile CTC
sayilar1 arasinda fark bulunamamistir. Ancak akciger kanserli hastalarin periferik
kanlarinda CTC tespiti basar1 bir sekilde gergeklestirilmistir. Ayrica ¢alismada
kullandigimiz ileri FC cihazi olan floresan aktif hiicre siralama (FACS) cihazi ile
daha kapsamli ¢aligmalar yapilabilir. FACS teknolojisi kullanilarak hiicreler kolayca
siralanarak tek tek elde edilebilir ve CTC karakterizasyonu saglanabilir (197, 198).
CTC’lerin izole edilerek molekiiler karakterizasyonunun yapilabilmesi ile hastaligin
biyolojisi ve seyri hakkinda bilgi sahibi olunup kisiye 06zgii tedavi yontemleri

uygulanarak daha verimli ve basarili tedavi saglanabilir (69, 72, 199).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda modifiye ettigimiz metot ile CTC tespitinin akciger

kanserindeki kullanilabilirligi aragtirilmistir.

Akciger kanseri, kansere bagli oliimler agisindan son derece dnemlidir ve
hastalarin sagkalimlarinin artirilmasi i¢in daha etkili tedavi ve teshis

yontemleri gerekmektedir.

Son yillarda CTC’ler hem teshis hem de tedavi etkinliginin belirlenmesinde

konusunda uygun belirtecler olarak kanser ¢calismalarinda 6nem kazanmastir.

CTC’lerin nadir hiicreler olmalarindan dolay: tespitleri i¢in hassas ve spesifik

yontemlere ihtiyag¢ vardir.

Calismamizda hasta grubunun CTC sayilart kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Kullandigimiz metot ile akciger kanserli hastalarda CTC gozlenirken saglikli
bireylerde CTC tespit edilmemis olmast bu metodun akciger kanserli

hastalarda CTC tespiti i¢in kullanilabilirligini dogrulamistir.

CTC  zenginlestirme basamaginda fikol gradiyent santrifiij ve
Immunomanyetik ayirma yontemlerinin kombinasyonunun akciger kanserli

hastalarda CTC tespiti i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

CTC saptama basamaginda ¢oklu belirtecler kullanilarak gerceklestirilen FC
analizi akciger kanserli hastalarda CTC tespiti icin uygun oldugu

belirlenmistir.

Ancak calismada kullandigimiz FACS cihazinin hiicreleri tek tek elde
edebilme 6zelliginin de kullanilarak CTC tespiti yaninda CTC’lerin biyolojik
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Ooneminin daha ayrintili anlagilabilmesi igin, bu hiicrelerin molekdler

karakterizasyon ¢aligsmalar1 gerceklestirilmelidir.

CTC tespit metodunda sadece EpCAM pozitif CTC’ler hedef alinmamali,
EpCAM negatif CTC’leri de hedef alan belirtecler secilerek daha kapsamli
CTC tespiti gerceklestirilmelidir.

Calismamizda akciger kanseri histolojik turleri (KHAK ve KHDAK) ve
KHDAK alttiirleri (adenokarsinom ve skuaméz hicreli karsinom) gibi
hastalarin diger histolojik o6zellikleri ile CTC sayilar1 arasinda anlamli fark

bulunmamustir.

Calismamiza dahil edilen hastalar evre 3A, evre 3B ve evre 4 akciger kanserli
bireylerdir. Calismamizda akciger kanseri evresi ile CTC sayilar1 arasinda

anlamli bir fark bulunmamustir.

Calismamizda evre 4 hastalarin metastaz bolgeleri (beyin ve kemik) ile CTC

sayilar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir.

Akciger kanseri evresi, alt tiirli ve metastaz bolgesi ile CTC sayilar arasinda
fark bulunamamasinin nedeni birey sayisinin az olmasi ve heterojen hasta
gruplart nedeniyle sonuclarin yeterli olmamasidir. Bu kriterler ile CTC
sayilar1 arasinda korelasyonun belirlenebilmesi igin heterojen olmayan, hem
erken evre hem de ileri evre hastalar se¢ilmesi ve hasta sayis1 arttirilarak ileri

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak calismamizda, modifiye etti§imiz yontem ile akciger kanserli

hastalarda CTC tespitinin miimkiin oldugu saptanmastir.

Ulkemizde CTC ¢alismalar1 oldukg¢a kisith olup, modifiye ettigimiz ydntem
ile CTC tespitinin daha oOnce yapilmamis olmasit g¢alismamizi degerli

kilmaktadir.
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8. EKLER

EK-1. Akciger Kanseri Evrelemesi Tablosu

Tablo 2.3. Akciger kanseri evrelemesi (150, 155).

PRIMER TUMOR (T)

Tx: Primer tiimoriin belirlenememesi veya balgam ya da brons lavajinda malign hiicreler
saptanmis fakat goriintiileme teknikleri ya da bronkoskopi ile tiimdriin gosterilememesi.

Tis: Karsinoma in situ.

TO: Primer timér belirtisi yok.

T1: En genis ¢ap1 < 3 cm, akciger veya visseral plevra ile ¢evrili, bronkoskopik olarak lob
bronsundan daha proksimale (ana bronsa) invazyon gostermeyen tiimor (6rnegin: ana brongda
olmayan).

Tla: Tiimér <2 cm

T1b: 3 cm > tiimor > 2 ¢cm

T2: 7 cm > timdr > 3 cm ve ayrica tiimdriin asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olmasi:
- En genis ¢ap1 > 3 cm,
- Ana brons invaze ancak ana karinaya uzaklik > 2 cm,
- Visseral plevra invazyonu,
- Hiler bolgeye ulasan ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi ya da obstriktif pnémoni
T2a: 5 cm > timdr > 3 cm
T2b: 7 cm > tiimér > 5 cm

T3: Timdr > 7 cm ve ayrica timoriin agagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olmast:
-Timoériin herhangi bir bityiikliikte olup gogiis duvari, diyafragma, mediastinal plevra, paryetal
perikard gibi yapilardan herhangi birine direkt invazyon gostermesi,

- Karinaya 2 cm’den daha yakin ancak karinay1 tutmayan ana bronstaki tiimor olmast

- Biitiin bir akcigeri kapsayan atelektazi veya obstriiktif pndmoni

- Timorle ayni lobda satellit noddl

T4: Tumorin herhangi bir buyiklikte olup mediasten, kalp, blyik damarlar, trakea, 6zofagus, ver
tebral kolon, karina gibi yapilardan herhangi birini invaze etmesi; veya malign plevral veya primer
tiimorle ayni tarafta farkli lobda nodul g6zlenmesi.

BOLGESEL LENF NODU (N)

Nx: Bolgesel lenf nodlarinin degerlendirilememesi.

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1: Ayni taraf peribrongiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf bezlerine metastaz ve primer tiimoriin
direkt yayilmasi ile intrapulmoner lenf nodu metastazi.

N2: Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu metastazi.

N3: Kars1 taraf mediastinal, hiler, ayn1 veya kars1 taraf supraklavikular veya skalen nodu
metastazi.

UZAK METASTAZ (M)

Mx: Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi.

MO: Uzak metastaz yok.

M1: Uzak metastaz var.

M1la: Kars1 akciger metastatik nodiil, malign plevral veya perikardiyal efiizyon veya timor
noddilleri

M1b: Uzak organ metastazi.
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EK-3. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bu katildigiiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi “AKCIGER
KANSERLI HASTALARDA KANDA DOLASAN TUMOR HUCRELERININ
AKIM SITOMETRISI iLE TESPITidir.

Bu arastirmanin amaci, saglikli bireylerin ve akciger kanseri hastalarin
kanlarinda dolasan tiimoér hiicrelerinin olup olmadigimi tespit etmektir. Bu

arastirmada sizden sadece 1 (bir) kez bir tlp kan alinacaktir.

Bu arastirma ile ilgili olarak doktorunuzun oOnerilerine uymak sizin

sorumluluklarimizdir. Bu arastirmada kan alimi sirasinda veya kan alindiktan sonra

goriilebilecek riskler ve rahatsizliklar s6z konusu olabilir. Bunlar, bu bolgede kanin
dokulara s1izmast sonucu sisme (hematom olusumu) sonrasinda agri, bazt durumlarda
enfeksiyon, uyusma, seyirme, bulanti, kusma, bayilma gibi durumlardir; ancak bu
sonuclarla ¢ok nadir olarak karsilasilir. Sizin i¢in beklenen yararlari, akciger kanseri
erken tanisinin konulabilecek olmasi ve kanserin sigrama (metastaz) yapip

yapmadiginin belirlenmesidir.

Bu aragtirmanin olas1 yararlari, sizden alinan kanlarda dolasan tiimor hiicrelerinin
varlig1 arastirilacak ve akciger kanserli hasta kanlarinda bu hiicreler sayilacaktir.
Dolasan tiimor hiicresi tespit edilen hastalarda baska bdlgeye sigrama (metastaz) olup
olmayacagt hakkinda yorum yapilabilecektir. Riskleri ise akciger kanseri
hastalarinda, bu tiimor hiicrelerinin tespit edilememesi (yanlis negatif sonug) ya da
saglikli bireylerde tiimor hiicresi tespiti (yanlis pozitif sonug) olabilir. Ancak bu iki

durumun ger¢eklesme ihtimali ¢ok diistiktiir.

Arastirmaya bagli bir zarar s6z konusu oldugunda, bu durumun tedavisi
sorumlu arastirici tarafindan yapilacak, ortaya ¢ikan masraflar bireyin kendi saglik
guvencesi olan sosyal giivenlik kurumu tarafindan karsilanacaktir. Arastirma

sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size veya
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yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya
da ¢aligma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz
i¢in 0312 324 15 55 no.lu telefondan Yrd. Do¢. Dr. Mehmet Ali Nahit SENDUR’a

bagvurabilirsiniz.

Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir.
Ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim
hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir

ucret istenmeyecektir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer

almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
Aragstirict bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan gerekleri yerine
getirmemeniz, c¢alisma programini aksatmaniz nedeni ile sizi aragtirmadan
cikarabilir. Arastirmanin sonuclar1 bilimsel amagla kullanilacaktir; c¢alismadan
cekilmeniz ya da arastirict tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi

veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma
yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize
ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz (tedavinin
gizli olmasi durumunda, goniilliye kendine ait tibbi bilgilere ancak verilerin

analizinden sonra ulagabilecegi bildirilmelidir).

Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular
arastirictya  sordum, yazili ve soOzlii olarak bana yapilan tim aciklamalar
ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmay: isteyip istemedigime
karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi

bilgilerin gozden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma
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yurdtucustne yetki veriyor ve sdz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim
davetini hicbir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik icerisinde kabul

ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyas1 bana verilecektir.

Gonulltnin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

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

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Agciklamalar1 yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadz:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden Kkurulus
gorevlisinin/goriisme tamginin,

Adi-Soyadu:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:
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EK-4. Tez Calismasinda Kullanilan Y6ntem Makalesi

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

Determination of Circulating
Tumor Cells in Peripheral Blood
By Flow Cytometry

Ender Simsek!", Ozen Ozensoy Guler’, Ahmet Carhan', Bilgesu Ersan',
Tugba Kevser Arkan', Yeter Dilek', Elif Ercan’, Beyza Ecem OZ', Emine Terz',
Emrullah Calisir?, Meral Tiryaki?, Ferda Alparslan Pinarliz, Menmet Hakan Korkmaz?

Abstract

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

Methods: In this medified method, 7,5 mL peripheral blood samples were firstly collected and peripheral blood mono-
nuclear 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 |abeled with anti-epithelial cell adhesion molecule (anti-EpCAM), anti-cytokeratins (anti-CKs) and the leukocyte-
specific marker as anti-CD45. All samples were analyzed by a flow cytometry.

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

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

Keywords: Cancer, circulating tumor cells (CTCs), flow cytometry

98




EK-5. Uluslararas1 Bilimsel Toplantida Sunulan ve Bildiri Kitabinda Ozeti
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A novel strategy for determining circulating tumour cells in lung

cancer

Arkan T.K.", 02 B.E.", Ersan B.", Ercan E.", Sendur M.A.N., Alparslan Pinarli £} SimsekE.', Carhan A,
Ozensoy Guler 0.}

YYildirim Beyazit University, Department of Medical Biology, Ankara, Turkey, Ankara Ataturk Training
and Research Hospital, Department of Medical Oncology, Ankara, Turkey, *Diskapi Yildirim Beyazit
Training and Research Hospital, Department of Genetics, Ankara, Turkey

Circulating tumor cells (CTCs) play a crucial role in the metastatic spread of carcinoma. Therefore,
CTC has been interest of subject in the past few decades in terms of prognosis and response to the
therapy in several cancer. Since lung cancer is the leading cause of cancer-related death worldwide,
with poor prognosis that commonly metastasis before disease diagnosis. In this preliminary study,
our goal is to detect CTC enumeration in lung cancer with an alternative method. This method
consists of a ficoll density gradient centrifugation and a magnetic bead separation technigue by CD45
negative depletion method. After having the final solution, we determined CTCs with the expression
of anti-epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) and cytokeratins (CK7,8,14,15,16,19) by multi-
parameter flow cytometry. According to these results, we defined CTCs in lung cancer patients by
this novel strategy, and it may lead us for using this method as diagnostic, prognostic, and predictive
biomarkers in cancer treatment process as alternatively.

Keywords: Lung Cancer, Circulating Tumor Cells, Flow Cytometry
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