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ÖZET 

 
Kanda Dolaşan Tümör Hücrelerinin Farklı Evrelerdeki Meme Kanserli 

Hastalarda Tespiti 

 
Meme kanseri, dünyada kadınlar arasında en sık görülen, ölüme sebep 

olabilen bir kanser türüdür. Dolaşımdaki tümör hücreleri (CTC’ler), meme kanserli 

hastalar için tümör belirteci olarak prognostik bilgi sunabilecek nadir hücrelerdir. 

Meme kanserli hastalarda CTC varlığı kötü prognoz ile ilişkilidir. Bu nedenle 

çalışmamızda, meme kanserli hastalardaki CTC sayısı ile ER, PR durumu, c-erb-B2 

değeri, serum tümör belirteç (CEA ve CA15-3) seviyeleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır.  

 
Çalışmaya, 11 meme kanserli hasta ve 8 sağlıklı gönüllü kadın dahil 

edilmiştir. Periferik kan örneğinin, fikol yoğunluk farkına dayalı ayrımı ve CD45 

kaplı mikroboncuklar kullanılarak negatif seçilimi gerçekleştirilmiştir. 

Zenginleştirilmiş hücreler, Anti-CK(14,15,16,19), Anti-CK(7,8), Anti-EpCAM, Anti-

CD45, Anti-CD44 ve Anti-CD24 antikorlar ile işaretlenmiştir. Tüm hücreler BD 

FACS Aria™ III Cell Sorter (akan hücre ölçer) ile analiz edilmiştir. CTC’ler, CK+ 

CTC, EpCAM+CTC, CK+CSC, EpCAM+CSC ve CSC olarak subpopulasyonlarına 

ayrılmıştır. 

 
İstatistiksel analizler, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, hasta grubunda 

daha fazla sayıda CTC olduğunu göstermiştir. CTC sayısı ile ER ve PR durumu, c-

erb-B2 değeri arasında anlamlı bir ilişki saptanamamıştır (p<0.05). Buna ek olarak, 

CTC sayısı ile serum tümör belirteç seviyeleri arasında da ilişki bulunamazken, 

sadece EpCAM+CTC ile CEA seviyesi arasında güçlü bir korelasyon tespit 

edilmiştir.  

 
 

Anahtar Kelimeler: Akan hücre ölçer, Dolaşımdaki tümör hücreleri (CTC), 

Kanser kök hücresi (CSC) , Meme kanseri, Meme kanseri evreleri 
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ABSTRACT 

The Detection of Circulating Tumor Cells in The Varying Stages of Breast 

Cancer Patients’ Blood 

Breast cancer is the most common cancer among women cause of cancer 

death worldwide. Circulating tumor cells (CTCs) are rare cancer cells that might 

represent prognostic information as a tumor biomarker for breast cancer patients. The 

presence of CTCs in breast cancer has been associated with worse prognosis. For this 

reason, we aim to evaluate the association amoung the status of ER and PR, c-erb-B2 

values and the levels of serum tumor markers (CEA and CA15-3), tumor stages and 

CTC count in breast cancer patients. 

The study is conducted with 11 breast cancer patients and 8 healthy volunteer 

women. Peripheral blood samples are seperated by ficoll gradient and negatively 

selected with CD45 magnetic microbeads. The enriched cells are labelled with 

antibodies such as Anti-CK(14,15,16,19), Anti-CK(7,8), Anti-EpCAM, Anti-CD45, 

Anti-CD44 and Anti-CD24 for detection step. All cells are analysed by BD FACS 

Aria™ III Cell Sorter. We classify CTCs as subpopulations such as CK+CTC, 

EpCAM+CTC, CK+CSC, EpCAM+CSC, and CSC by our gating strategies. 

The results of our statistical analyses indicate that a large number of CTCs are 

counted in patients group compare to the control group. The results show that there is 

no a significant relationship amoung tumor stages, the status of ER and PR, c-erb-B2 

values and CTC count in breast cancer patients (p<0.05). Furthermore, no correlation 

is found between CTC count and serum tumor markers in breast cancer patients, but 

a significant correlation is shown between the presence of EpCAM+CTC and CEA 

levels.  

 

Keywords: Breast cancer, Breast cancer stages, Cancer stem cell (CSC), 

Circulating tumor cells (CTCs), Flow cytometry 
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BRCA2  : Meme Kanseri Duyarlıklılık Genleri 2 
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CA 27.29 : Meme Kanseri-Ilişkili Antijen 27.29 
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CD133 : Cluster of Differentiation 133 

CD24 : Cluster of Differentiation 24 

CD44 : Cluster of Differentiation 44 

CD45 : Cluster of Differentiation 45 

CD47 : Cluster of Differentiation 47 
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CK15 : Sitokeratin 15 
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CK16 : Sitokeratin 16 

CK19 : Sitokeratin 19 

CK7 : Sitokeratin 7 

CK8 : Sitokeratin 8 

CSC : Kanser Kök Hücresi 

CT : Bilgisayarlı Tomografi 

CTC : Circulating Tumor Cell  
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DKİS : Duktal Karisinom İn Situ 

DNA : Deoksiribonükleik Asit 
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DTC : Disemine Tümör Hücresi 
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1. GİRİŞ

Kanser, hücrelerin kontrolsüz biçimde büyümesi ve anormal yayılımı ile 

karakterize edilen hastalık grubudur (1). Türkiye İstatistik Kurumu (TUİK) verileri 

ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO) raporlarında, kanserin tüm dünyada ve ülkemizde 

de morbitide ve mortalitesi hızla artan bir hastalık olduğu belirtilmektedir (2-4). 

WHO Türkiye istatistik verilerine göre ise, 2014 yılında gerçekleşen toplam 422 000 

ölüm içerisinde kanser %22’lik oranla ikinci sırada yer almaktadır (2). TUİK 

verilerine göre, Ülkemizde görülen ilk 5 kanser türü, dünya ve diğer gelişmiş ülkeler 

ile benzerlik göstermektedir (4). Kadınlarda meme kanseri, erkeklerde ise akciğer, 

trakea ve bronş kanseri cinsiyete göre en sık görülen kanser türleridir (4).  

Kanserden ölümlerin %90’ının uzak organ metastazından kaynaklandığı 

bilinmektedir (5). Metastaz sırasında, primer veya metastatik bölgeden ayrılarak kan 

ve/veya lenf sistemi aracılığı ile uzak bölgede yeni kanser oluşumuna sebep olan 

hücreler “dolaşımdaki tümör hücreleri” (circulating tumor cells, CTCs) olarak 

adlandırılırlar (6). CTC’ler, periferik dolaşımda uzun yıllar dormant halde kalabilir. 

Gün içerisinde dolaşıma geçen hücrelerin %85’i, 5 dakika içerisinde ortadan 

kaldırılırken, sadece  %2.5’i mikrometastaza, %0.01’i ise makrometastaza neden olur 

(7). 

CTC’ler heterojen karaktere sahiptir ve genel olarak epitelyal orjinli CTC’ler, 

mezenkimal orjinli CTC’ler ve kök hücre benzeri CTC’ler olmak üzere 3 grupta 

kategorize edilebilirler (8). Epitelyal orjinli CTC’ler, genel olarak primer veya 

metastatik bölgeden kopan hücrelerden oluşurlar (8). Bu hücreler epitel karakterlerini 

kaybetmedikleri için “metastaz başlatıcı hücreler” olarak bilinirler (9).  

Kanser gelişimi sırasında, metastatik yayılımın başlamasını ve ilerleyişini 

kolaylaştıran bir takım değişiklikler görülür. Bunlar; kanser hücrelerinin morfolojik, 

biyokimyasal özelliklerinde farklılıklara neden olan ve immun sistem hücrelerine 

karşı dirençli hale gelmesini sağlayan değişikliklerdir. Bunlardan bilinen en önemlisi 
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“Epitelyal Mezenkimal Dönüşüm” (EMT)’dir (8). Kanser hücreleri, kan dolaşımına 

geçerken EMT geçirerek, spesifik epitelyal belirteçlerini kaybederler ve kök hücre 

benzeri (CSC) hücre yüzey belirteçleri eksprese etmeye başlarlar (9). EMT geçiren 

kanser hücreleri, hasta başarılı bir kanser tedavi süreci geçirse bile ilaç dirençliliği 

gelişmesi nedeniyle zamanla uzak bölgelerde nükse sebep olabileceği için önemlidir 

(10). EMT geçiren CTC’ler epitelyal adezyon molekülü (EpCAM) ve sitokeratin 

(CK) gibi geleneksel hücre yüzey belirteçleri bulundurmalarına ek olarak vimentin 

gibi EMT belirteçlerini de eksprese edebilirler (8). Kanser hücreleri, hedef 

bölgelerine ulaştıktan sonra “Mezenkimal Epitelyal Dönüşüm” (MET.) geçirirler. 

Kanser hücrelerinin epitelyal karakterlerini bu dönüşüm ile geri kazanmaları 

sonrasında, hücre sayılarını arttırarak farklılaşmış doku oluşumunu sağlarlar (11).  

 
Kadınlarda en sık görülen kanser türü olan meme kanseri, süt kanallarını veya 

süt bezlerini kaplayan epitelyal hücrelerden köken alan neoplastik bir hastalıktır (12). 

Genetik ve klinik olarak heterojen tümör popülasyonu içerdiğinde metastatik 

lezyonlar ölüme neden olabilir (13). Meme kanseri, ülkemizde ve dünyada kadınlar 

arasında en sık görülen kanser türüdür (2-4). Meme kanseri evreleri incelendiğinde 

vakaların % 8.4’ünde uzak metastaz olduğu görülmektedir (4).  

 
Meme kanserli hastaların periferik kanlarında CTC varlığı kanser 

metastazının ve ikincil tümör oluşumunun göstergesi olabilir (14). Çünkü kanda çok 

az miktarda bile CTC tespiti edilmesi (10 mL kan içerisinde 1 CTC) kötü prognoz 

göstergesidir (14, 15). 

 
 CTC’ler, tümör biyolojisi ve tümör hücrelerinin yayılımı hakkında bilgi 

sağlama potansiyeline sahiptirler. CTC analizinin temel avantajı minimal invaziv 

hastalığın gelişimi sırasında, çoklu zaman noktalarında kolaylıkla elde edilebilen 

“likit biyopsi” özelliğine sahip olmasıdır (16). Bu noktada CTC teşhis ve tedavi 

belirlenmesinde önemli rol üstlenebilir. Çünkü, primer doku biyopsisi sonucu 

tümörden elde edilen bilgi ile dolaşıma geçen hücrelerin histopatolojik özellikleri 

arasında farklılık olabilir (17). Bu durum tedavinin yönünü tamamıyle değiştirecek 

bir potansiyele sahiptir. 

 
Birçok kanser türü tedavi başlangıcında farmasötiklere karşı duyarlıyken, 

zamanla kanser hücrelerinde biriken DNA mutasyonları ve metabolik değişiklikler 
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sonucunda tedaviye karşı dirençlilik kazanabilir (10). Başarılı bir tedavi ve iyileşme 

süreci geçirilmiş olsa bile, zaman içerisinde uzak bölgelerde nüks gelişebilir (10). 

Tedavi öncesinde ve sonrasında kan örneğindeki CTC sayısının belirlenmesi, tedavi 

etkinliğinin incelenmesine ve gelişen  ilaç dirençliliğinin ön görülmesine olanak 

sağlayabilir (18).  

Rutinde kanser tanı ve tedavi takibine yardımcı olarak kullanılan tümör 

belirteçleri, vücudun kanser hücrelerine karşı verdiği yanıtın sonucunda oluşurlar 

(19). Kanserli hastaların serumunda bulunan tümör belirteçleri sağlıklı insanlara 

kıyasla daha yüksektir (20). Fakat meme kanseri tanı ve takibinde kullanılan tümör 

belirteçleri, sadece meme kanserine spesifik değildir. Serumdaki bu belirteçlerin 

seviyesi, benign (iyi huylu) süreçte yada farklı kanser türlerinin gelişiminde de bu 

belirteçlerde artış görülebilir veya kanser gelişimi sürecinde seviyelerinde değişiklik 

olmayabilir (19). CTC’ler sadece kanserli bireylerde saptanırlar (21), bu nedenle 

rutinde uygulanan tümör belirteçlerinden daha etkin bir kanser belirteci olma 

potansiyeli taşımaktadırlar. 

Tez çalışmasında öncelikli olarak, meme kanserli hastalar ile sağlıklı bireyler 

arasındaki CTC sayısındaki farklılık göz önüne alınarak meme kanserinde tümör 

belirteci olabilme etkinliklerinin incelenmesi hedeflenmiştir. Buna ek olarak meme 

kanserli hastaların kanında bulunan CTC sayısı ile tümör evreleri, ER ve PR durumu, 

c-erb-B2 değeri ve rutinde kullanılan serum tümör antijen (CEA ve CA15-3)

seviyeleri arasında ilişkinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır.
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2.  GENEL BİLGİLER 
 

 

2.1.  Kanser Nedir? 

 
Kanser; hücrelerin aşırı çoğalmalarına sebep olan, aynı zamanda immün 

sistemin denetiminden kaçarak metastaz gerçekleştirebilen çok aşamalı bir hastalıktır 

(22) (Şekil 2.1). 

 
Normal hücreler düzenli bir şekilde büyür, bölünür ve ölürler. Bu belirli 

ömürlerinde büyüme, çoğalma, farklılaşma ve apopitoz arasında belirli bir denge 

vardır. Nesillerden nesillere aktarılan genetik bir kusur, kimyasal karsinojenler, viral 

enfeksiyonlar ya da radyasyon gibi tümör gelişimini tetikleyen ajanlar aracılığı ile bu 

denge bozulur. Sonuçta, oluşan hücreler kontrolsüz büyümeye başlarlar ve 

sonrasında da kanser gelişimi gözlenir (23). 

 

 
 

Şekil  2.1. Normal ve kanser hücresinde büyüme (24). 
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2.1.1. Kanser Epidemiyolojisi 

 

Türkiye İstatistik Kurumu (TUİK) verileri ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO.) 

raporlarında, kanserin tüm dünyada ve ülkemizde de morbitide ve mortalitesi hızla 

artan bir hastalık olduğu belirtilmektedir (2-4).  

 
Türkiye kanser insidansı, dünya insidansının üzerinde seyrederken, Avrupa 

Birliği ülkeleri ve Amerika gibi gelişmişlik düzeyi yüksek olan ülkelere oranla 

kanser açısından, hem kadınlarda hem de erkeklerde daha düşük bir hızda olduğu 

görülmektedir (4). TUİK verilerine göre, Ülkemizde görülen ilk 5 kanser türü, dünya 

ve diğer gelişmiş ülkeler ile benzerlik göstermektedir. Kadınlarda meme kanseri, 

erkeklerde ise akciğer, trakea ve bronş kanseri cinsiyete göre en sık görülen kanser 

türleridir (Tablo 2.1) (4).  

 
Tablo 2.1. Ülkemizde cinsiyete göre en sık görülen beş kanser türü (4) 

 
En Sık Görülen İlk Beş Kanser Türü 

Cinsiyet Kadınlar Erkekler 

1.  Meme Akciğer, Soluk Borusu, Bronş 

2.  Tiroid Prostat 

3.  Kolorektal Kolorektal 

4.  Akciğer, Soluk Borusu, Bronş Mesane 

5.  Uterus Korpus Mide 

 
WHO Türkiye istatistik verilerine göre ise, 2014 yılında gerçekleşen toplam 

422 000 ölüm içerisinde kanser %22’lik oranla ikinci sırada yer almaktadır. Bu 

verilere göre cinsiyete bağlı görülen kanser türleri kadınlarda (32 500 ölüm 

vakası/yıl) ise %16 ile meme kanseri (Şekil 2.2), erkeklerde (58 400 ölüm vakası/ 

yıl) % 32 ile akciğer, trake ve bronş kanseri görülmektedir (Şekil 2.3) (2). 
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Şekil 2.2. Kadınlarda en sık görülen kanser türleri (2). 

Şekil 2.3. Erkeklerde en sık görülen kanser türleri (2). 

2.1.2.  Kanser Histopatolojisi 

Kanser, kademeli olarak gelişen bir hastalıktır. Çok hücreli organizmada 

hücrelerin yaşamsal faaliyetlerini düzenleyen genlerdeki mutasyonlar, kanser 

gelişimine yol açabilir. Tümör kitlesi içinde bulunan, normal dokuya benzer hücresel 

görünüme sahip olan ve bir arada bulunma özelliğini koruyan hücreler, aşırı sayıdaki 

hücre bulundurmaları sebebiyle anormaldir. Bu durum hiperplastik olarak 

adlandırılır. Doku tabakası içinde bir hücre tipinin başka bir hücre tipine dönüşümü 

sonucunda metaplazi meydana gelir. Normal sitolojik görünümlerini kaybetmiş 

dokular ise displazi olarak adlandırılırlar (Şekil 2.4). Bu hücrelerin nükleer 
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boyutunda ve şeklinde değişikliklere ek olarak mitotik aktivitesinde artış görülürken, 

normal farklılaşan dokularla kıyaslandıklarında ise sitoplazmik özelliklerinde azalış 

görülür. Sonuç olarak, hücrelerin mimari yapısında normal olmayan değişiklik 

görülür. Hücrelerin değişen mimarisi sonucunda, doku orijinleri hakkında çok az 

bilgi içeren ve histopatolojik kritere dahil edilemeyen hücreler oluşur ve bu yapı 

anaplastik tümör olarak adlandırılır (25). 

Tümör hücreleri, hücresel bağlantıların yıkımına neden olan bir dizi 

mutasyon geçirirler ve bunun sonucunda in situ kanser gelişimi görülür. Bu kanser 

türünde tümör kitlesi hala epitelyal sınır içerisindedir (Şekil 2.4). Bu durum kanser 

hücresinin çevre dokulara yayılma özelliği kazanmasıyla değişir ve  invasiv kanser 

olarak adlandırılan bu kanser türü, zamanla yeni tümör oluşumuna neden olabilir 

(26). 

Tümör histopatolojisi, tümör klinik davranışı ile mikroskobik özelliği 

arasındaki ilişkinin anlaşılmasında önemlidir. Tümör, agresif büyümesine göre 2 

sınıfa ayrılır. Lokalize büyüyen ve yakındaki dokulara invaze olabilme özelliği 

bulunmayan tümörler benign (iyi huylu) olarak, diğer dokulara invaze olabilme 

özelliği bulunanlar ise malign (kötü huylu) olarak gruplandırılırlar (25).  

Şekil 2.4. Kanser gelişim basamakları (27). 

Malign tümörleri, benign tümörlerden ayırt etmeye olanak sağlayan 4 temel 

özellik vardır. Bunlar; diferansiyasyon ve anaplazi, büyüme hızı, lokal invazyon ve 

metastazdır. 
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Diferansiyasyon ve anaplazi, tümörün yalnızca değişikliğe uğramış bölümü 

olarak kabul edilen parankim hücrelerinin özellikleridir. Benign tümörler, türedikleri 

dokuya çok benzeyen, iyi diferansiye hücrelerden meydana gelirler. Malign 

neoplaziler de ise iyi diferansiye ya da indiferansiye olmak üzere iki tür hücre 

görülebilir (28). 

Büyüme hızı, benign tümörlerde yavaşken, malign tümörlerde daha hızlıdır ve 

lokal veya uzak doku metastazı sonucunda hastanın ölümü ile sonuçlanabilir. Bu 

büyüme hızında etkili olan durum, kanser hücrelerinin kanlanma derecesi veya 

basınç farklılığıdır. Benign tümörlerde kanlanma derecesinin azalmasında nekroz 

görülür (28). 

Lokal invazyon, benign tümörlerde görülmez. Bu tümörler, ilk ortaya çıktığı 

yerde sabittir ve metastaz gerçekleşmez. Fakat malign tümörlerde bu durum tam 

tersidir. Kanser hücreleri çevre dokulara infiltre olurlar ve bu dokuları tahrip ederek 

gelişmeye devam ederler (28). 

Metastaz, kanser hücrelerinin lokal invazyon gerçekleştirmesinden sonra 

malign tümörler ile benign tümörleri ayıran en güvenilir özelliklerden biridir. Kanser 

hücreleri bulundukları bölgeden ayrılarak, vücut boşluğuna geçerek, lenfatik yolla 

ve/veya hematojen yol olmak üzere 3 farklı şekilde metastaz gerçekleştirirler (28). 

2.1.3. Kanserin Moleküler Temeli 

Kanser gelişiminin temelinde ölümcül olmayan genetik hasarlar yer alır. Bu 

genetik hasarlar ya da mutasyonlar çevresel faktörlerin etkisiyle kendiliğinden 

gelişir. Kanser genetiği hipotezine göre, mutasyona uğramış tek hücreden bir kitle 

oluşturacak şekilde monoklonal olarak çoğalma sonucunda kanserin meydana 

gelebileceğinden söz edilir. Bu genetik hasarın hedefinde; normal düzenleyici genler, 

hücre büyümesini teşvik eden proto-onkogenler, büyümeyi inhibe eden tümör 

baskılayıcı genler, programlı hücre ölümü genler ve DNA onarım genler 

bulunmaktadır (28).  

Onkogenler, hücrelerde mevcut olduklarında transforme bir fenotip başlatan 
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genlerdir. Bütün hücrelerde bulunan ve mutasyon geçirmeleri sonucunda aşırı 

eksprese olan bu genler proto-onkogen olark adlandırılırlar. Bilinen onkogenlerin 

büyük bölümü transkripsiyon faktörü, büyüme düzenleyici, hücre yaşamını ve diğer 

hücreler ile bağını kontrol eden proteinlerdir. Tek allelde mutasyonu ile dominant 

hale gelerek hücreyi proliferasyona teşvik ederler (28). 

Tümör baskılayıcı genler, normal hücrelerde denetimsiz hücre bölünmesini 

engelleyen genlerdir ancak mutasyona uğradıkları veya kayboldukları durumlarda 

farklı fenotipte hücreler oluşumuna olanak sağlarlar. Kanserde aktif hale gelebilmesi 

için iki allelde de mutasyon olması gerekir (28). 

Apoptozu ve DNA onarımını düzenleyen genler, proto-onkogen ve tümör 

baskılayıcı genler gibi etki gösterebilirler (28). 

2.1.4.  Kanserin Karakteristik Özellikleri 

Tümörler çok aşamalı gelişim süreci boyunca kansere özgü altı biyolojik 

karakter kazanırlar. Kansere spesifik birden fazla özelliğin, tümör hücrelerinde

toplanması sonucunda genomik istikrarsızlık meydana gelir ve malign tümörler, 

metastatik hale gelerek mortalite ve invazyona neden olurlar (29). Tümör hücresinin 

kazandığı özellikler, proliferatif sinyali sürdürme, büyüme baskılayıcılarından 

kaçma, hücre ölümüne direnme, replikatif ölümsüzlük kazanma, anjiyogenez 

indüklenmesi, invazyon ve metastaz aktivasyonudur (21) (Şekil 2.5).  

Proliferatif Sinyalizasyonun Sürdürülmesi: 

Kanser hücrelerinin tartışmasız en temel özelliğidir. Normal dokular, hücre 

büyüme-bölünme döngüsüne girişi ve ilerlemesini kontrol ederek, hücre sayısının 

homeostazını sağlarlar. Doku mimarisi ve fonksiyonunun korunmasını sağlayan 

büyüme destekleyici sinyallerin üretimi ile salınımı arasında bir denge vardır. Kanser 

hücreleri, bu dengeyi bozacak şekilde sinyalleri yeniden düzenleyerek yaşam 

döngülerini kontrol etme yeteneği kazanırlar. Bu sinyallerin en önemlileri, hücre zarı 

içinde sabitlenmiş reseptör tirosin kinazlar (RTK’lar) ile aktive edilen fosfoinositid-

3-kinaz (PI3K) ve mitojen-aktifleştirilmiş protein kinaz (MAPK) yolaklarıdır.

Genellikle hücre büyümesi ve proliferasyonun sürdürülmesini, canlılığı, anjiyogenezi
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ve apoptozu kontrol ederler (29).  

 

 
 

Şekil 2.5. Kansere özgü biyolojik karakterler (29). 

 
Büyüme Baskılayıcılarına Karşı Duyarsızlık  

 
Kanser hücreleri büyümeyi uyarıcı sinyallerin sürdürülme özelliğini 

kazanırlarken, hücre çoğalmasını düzenleyen programları inhibe etmeleri gerekir. Bu 

programların çoğu tümör baskılayıcı genlerin aktivasyonuna bağlıdır (29).  

 
İki prototip tümör baskılayıcı program vardır: Retinoblastom ilişkili protein 

(RB.) ve tümör baskılayıcı protein 53 (TP53). RB proteini, çeşitli hücre dışı ve hücre 

içi sinyallere entegre olup, hücrenin büyüme-bölünme döngüsünün devam ettirilip 

ettirilmeyeceğine karar verir. RB yolunda fonksiyon bozukluğu olan kanser 

hücrelerinde, bölünme fazındaki (S fazı) hücreler için karar mekanizması 

engellendiğinden, hücre döngüsü kalıcı olarak kontrol dışı sürdürülür. Bu durumda 

hücreler Dinlenme evresine (G0 evresi) girmeden kontrolsüz bölünürler. TP53 ise 

hasarın onarılamaz olduğu durumlarda homeostaziyi sağlamak için devreye girer. 
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Eğer onarım gerçekleştirilemezse programlanmış hücre ölümü tetiklenir (29). 

 Hücre Ölümüne Direnme 

 Hücre ölümü veya apoptoz, pro-apoptoz ve anti-apoptoz proteinler ile sıkı 

kontrol edilen bir mekanizmadır.  Bu mekanizma, hasarlı hücreleri veya ihtiyaç 

duyulmayan ya da hatalı hücreleri ortadan kaldırmasında önem taşır. Ölüm 

reseptörlerinin aktivasyonuyla veya intrinsik sinyalizasyonla bağışıklık hücreleri ile 

kontrol edilebilir. Normal hücrelerde DNA hasarı oluştuğu zaman kaspaz 

enzimlerinin aktive olması ve TP53’ün hücre döngüsünü, bölünme evresinde (G1

evresi) durdurması önemli bir süreçtir. Fakat kanser, apoptoz ve pro-apoptotik sinyal 

yolakları inaktive ederken hücrelerin sağkalımı için anti-apoptotik yolakların 

aktivasyonu sağlar (29).  

Replikatif Ölümsüzlük Kazanma 

Normal hücrelerde, hücre bölünmesi sırasında kromozomların telomer 

bölgeleri sınırlı onarılır ve her seferinde bir miktar kısalma meydana gelir (23). 

Kanser hücrelerinde bu kısalmaların engellenmesi için telomeraz enzimi sürekli 

olarak kromozom sonlarına nükleotid ekler. Hücre bölünmesi, kanser hücrelerinde 

normal hücrelere göre çok hızlı olmasına rağmen, telomer bölgeleri kısalmaz ve 

sınırsız bölünme potansiyeli kazanır (29).  

Anjiyogenezin İndüklenmesi 

Vücutta fizyolojik olarak yara iyileşmesi; embriyogenez, menstrüel siklus 

gibi durumlarda görülen süreçtir. Patolojik durumda ise, başta tümörler olmak üzere 

kollajen doku hastalıkları (romatoit artrit gibi), retinopatiler ve psöriasiz gibi 

hastalıklarda görülür (29, 30). Karsinogenezle birlikte,  tümör kitlesi 1-2 mm3’lük 

hacme ulaştıktan sonra oksijen ve besine olan ihtiyaçları artar. Bu ihtiyacı gidermek 

için ilk aşama olan anjiyogenezi uyarırlar. Tümör ilişkili anjiyogenez; spesifik 

büyüme faktörlerine, endotel hücre reseptörlerinin aktivasyonuna ve endotel 

hücrelerinin çoğalma kapasiteleri ile buna hizmet eden hücre dışı matriks 

komponentlerine bağlıdır (30).  
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Anjiyogenik İnvazyon ve Metastaz Aktivasyonu 

 
Metastazın önemli bir basamağıdır ve dinamik bir süreçtir (30). Epitel 

hücrelerinden köken alan kanserlerin oluşum sürecinde görülen metastaz, metastatik 

kaskad olarak tanımlanan (Şekil 2.6) karmaşık biyolojik olayların art arda meydana 

gelmesiyle gerçekleşir. 

 
 Metastatik kaskad basamakları aşağıdaki gibidir (31): 

 
 Ekstraselüler matrikse ve stromal hücre duvarından çevre dokulara 

invazyon 

 Kan damarı lümenine invazyon 

 Damar yoluyla taşınım sırasında zorluklara direnme 

 Uzak organlara göç etme 

 Uzak dokuların parankimasına invazyon 

 Yabancı çevrede mikrometastaz gerçekleştirmek için yaşamını sürdürmeyi 

başarma 

 Metastatik bölgede kendi proliferasyon programını yeniden başlatma (31).  

 
 

Metastatik süreç, malign hücrenin diğer hücrelere ve ekstraselülar matrikse 

(ECM) tutunmayı sağlayan bölgelerinden serbest kalması ile başlar (33). Hücrelerin 

lateral bölgelerinde bulunan, birbirlerine yapışmalarını sağlayan ve “kaderin” 

moleküllerinin geçişine aracılık eden sıkı birleşme bölgelerinde dağılma meydana 

gelir. Bu dağılmanın nedeni, bu bölgelerde E-kaderin regülasyonunda azalma ve N-

kaderin, integrin vimentin ve matriks metaloproteinaz-9 gibi mezenkimal 

kaderinlerin regülasyonunda artış olmasından kaynaklanır. (33).  

 
 

2.1.5. Kanserde Epitelyal Mezenkimal Dönüşüm ve Mezenkimal 

Epitelyal Dönüşüm 

 
Kanser gelişimi sırasında, bulundukları bölgeden ayrılarak kan dolaşımına 

geçebilen epitelyal karakterdeki hücreler “metastaz başlatıcı hücreler” olarak 

bilinirler (9, 34). Bu hücrelerde, sentromer amplifikasyonu ile hücre içerisindeki 

mikrotübül organizasyonunu düzenler ve E-kaderin ekspresyonu korunduğu için 



13 
 

kanser hücrelerinin kümeler halinde dolaşıma geçmesini sağlar (35). Kümelenmiş bu 

hücrelerin, kontrollü hücre ölümüne (anoikis) maruz kalma ihtimalleri daha düşüktür. 

Damar içerisine kaldıkları için, uzak organ ekstravazasyonuna neden olabilir (34).  

 

 
 

Şekil 2.6. İnvazyon ve metastaz  (32). 

 
Kanser gelişimi sırasında metastatik yayılımın başlamasını ve ilerleyişini 

kolaylaştıran bir takım değişiklikler görülür (36). Bunlar; kanser hücrelerinin 

morfolojik, biyokimyasal özelliklerinde farklılıklara neden olan ve immun sistem 

hücrelerine karşı dirençli hale gelmesini sağlayan değişikliklerdir. Bunlardan bilinen 

en önemlisi “Epitelyal Mezenkimal Dönüşüm” (EMT)’dir (8). 

 
EMT hipotezine göre; primer epitelyal tümör hücreleri EMT geçirerek, 

spesifik epitelyal karakterlerini kaybederler (9). Ayrıca, hücre-hücre adezyonunun 

azalması, hücre hareketliliğinin artması, invazyonunun artması, epitel belirteçlerin 

kaybı, mezenkimal fenotipin kazanılması gibi birçok fenotipik değişikliğe maruz 

kalırlar. Bu değişikliklerin sonucunda, fibroblast benzeri morfoloji kazanan hücreler, 
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diğer komşu hücrelerden ayrılırlar, kendilerini çevreleyen stromaya invazyon 

gerçekleştirirler ve apoptoza daha dirençli hale gelirler. (Tablo 2.2) (9). Bunlara ek 

olarak kanser hücreleri, kök hücre benzeri özellikler kazanabilir. Kök hücre benzeri 

özellik kazanan “kendini yenileme kapasitesine” sahip kanser hücreleri, metastatik 

tümör yayılma kaynağı olarak kabul edilmektedir. Çünkü EMT geçiren kanser 

hücreleri, terapötik ajanlardan etkilenmeden kan dolaşımına geçebilir (11) ve hasta 

başarılı bir kanser tedavi süreci geçirse bile ilaç dirençliliği gelişmesi nedeniyle 

zamanla uzak bölgelerde nüks görülebilir (10) (Şekil 2.7).  

Kanser hücresi, hedef bölgesine ulaştıktan sonra çoğalarak farklılaştırılmış 

doku oluşturmak için “Mezenkimal Epitelyal Dönüşüm” (MET.) geçirir ve epitelyal 

karakterlerini geri kazanırlar. Bu nedenle metastatik lezyonlar genellikle primer 

tümörün epitel özelliklerini gösterirler (örn. E-kaderin sentezleme) (Tablo 2.2) (11). 

Kemik iliği, akciğer, karaciğer gibi sekonder organlara yerleşmiş bu hücreler, 

bölgede dormant halde (dinlenme hali) kalabilirler veya metastaz başlatabilirler (34).  

Tablo 2.2. Kanser hücrelerinin karakteristik belirteçleri (8). 

Epitelyal 

Belirteçler 

Mezenkimal 

Belirteçler 

Kök Hücre 

Belirteçleri 

Sitokeratin 8,18,19 Akt2 ALDH1 

E-kaderin Fibronektin1 CD44 

EGFR FoxC2 CD133 

EpCAM N-kaderin CD24 

HER2 PI3K - 

MUC1 Vimentin - 

pan-Sitokeratin - - 

EMT ve İlaç Dirençliliği 

 Hastalığın farmasötik tedavilere karşı toleranslı hale gelmesi sonucu oluşan 

durumdur. Birçok kanser türü tedavi başlangıcında farmasötiklere karşı duyarlıyken, 

zamanla kanser hücrelerinde biriken DNA mutasyonları ve metabolik değişiklikler 

sonucunda tedaviye karşı direnç geliştirme başlarlar (10).   
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Başarılı bir kanser tedavisinin ve iyileşmenin ardından uzak bölgelerde nüks, 

sıklıkla karşılaşılan bir durumdur (10). Bu durumun nedenlerinden biri olarak EMT 

geçiren kanser hücrelerinin kök hücre benzeri karakter kazanımları gösterilebilir 

(11). Diğer bir neden ise kanser hücrelerinin genellikle heterojen olmalarıdır. Bu 

durum, hastalar arasında tedavi duyarlılığındaki farklılığın nedenlerinden de biridir 

(10).   

 

 
 

Şekil 2.7. EMT sürecinde hücre-hücre adezyon kaybı ve sitoiskeletin yeniden 

düzenlenmesi (37). 
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2.1.6.  Kanser Kök Hücre (CSC) Modelleri  

 
Normal kök hücreler,  kendini yenileme özelliğine sahip olan ve bu özellik 

sayesinde farklılaşarak belirli bir dokunun olgun hücreleri üretebilen hücreler olarak 

tanımlanırlar (38). Bu hücreler, kendini yenileme süreçlerini kontrol etmek için 

birden fazla sinyal yolağı kullanırlar. Bu yolakların deregülasyonu bir neoplastik 

proliferasyon ile kanser kök hücre gelişimine yol açabilir (39). Buna ek olarak, 

patolojik süreçte kendini yenileme özelliği kazanan hücre, malign karakterin 

gelişmesinden sorumlu olabilir (40). Kanser kök hücreleri ile normal somatik kök 

hücreler özellikleri Tablo 2.3’de gösterilmektedir. 

 

Tablo 2.3. Normal somatik kök hücresi ve kanser kök hücresinin özellikleri (8). 

 

Normal Somatik Kök Hücre Kanser Kök Hücre 

Kapsamlı ama sınırlı kendini yenileme 

kapasitesi bulunur. 

Kapsamlı ama sınırsız kendini yenileme kapasitesi 

bulunur. 

Organojenetik kapasiteye sahiptir. Tümörojenik kapasiteye sahiptir. 

Nadir olarak anormal doku gelişimi 

gözlenir. 
Tümör kitlesi içerisinde nadir veya az sayıdadır. 

Yüzey belirteçlerine göre tanımlanabilir. 
Genellikle aynı doku içerisinde, benzer hücre 

yüzey belirteçlerinin ekspresyonu görülür. 

Normal karyotip görünümündedir. Anormal karyotip görünümündedir. 

Çoğu zaman durağan haldedir. 
Diğer kanser hücrelerine kıyasla daha az mitotik 

aktiviteye sahiptir. 

Sıklıkla fenotipik çeşitlilik görülür. Sıklıkla fenotipik çeşitlilik görülür. 

Farklılaşmış hücre oluşturmak için sınırlı 

bölünme kapasitesine sahiplerdir. 

Sınırlı proliferatif potansiyeli olan anormal döl 

oluşturma kapasitesine sahiplerdir. 

 
Kanser heterojen bir hastalık olması nedeniyle kanser kök hücre (CSC) 

gelişimine dair iki temel model mevcuttur (41). Birinci model “klonal gelişim” 

olarak bilinir ve bu model kanser hücrelerinin fonksiyonel ve fenotipik farklılıklara 
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yol açarak zaman içerisinde geri dönüşümsüz genetik değişiklikler sonucunda 

heterojeniteye katkı sağlar (Şekil 2.8). Bu süreç sonunda en agresif olan hücreler, 

tümörün progresyonuna neden olur (41, 42). Oluşan CSC’ler, bir dizi mutasyon 

geçirerek dominant karakterde klon gelişimini sağlarlar. Bu klonlar, benzer 

karakterde tümör hücrelerini oluştururlar (43). 

Şekil 2.8. Klonal gelişim modeli (43). 

Diğer bir model ise bir tümör kitlesinin içerisindeki hücrelerin aynı olmadığı 

yönündeki kanser kök hücre modelidir. Bu modelde, CSC’lerin hiyerarşik olarak 

kanser başlatma veya çoğaltma yeteneğe sahip hücreler olduğunu düşünülmektedir 

(Şekil 2.9). CSC’ler, normal kök hücreye benzeri görünüme sahip olmasına rağmen 

proliferasyon ve farklılaşma açısından kök hücreden ayrılır. Kanser hücre 

popülasyonu içerisinde sadece belirli tümör kitlesinin büyümesinden sorumlu 

oldukları ileri sürülmektedir (41, 42) (Şekil 2.9).  Bu modelde, progenitör hücrenin 

mutasyona uğradığı ve kök hücre benzeri karakter kazandığı düşünülmektedir. 

Oluşan hücreler, tümör içerişimde kendini yenileme yeteneğine sahip tümör 

hücrelerinin gelişimini sağlarlar (43). 

 Kanser kitleri içerisinde bulunan hücrelerin CSC olarak nitelendirilebilmesi 

için şu özellikleri taşımaları gerekir: 
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Tümörü oluşturan hücrelerin çok farklı yüzey belirteçleri bulundurması ve

normal somatik kök hücreler ile ortak yüzey belirteçleri taşımaları (44),

Kemoterapi ve radyoterapiye dirençli olmaları (39),

Az sayıdaki kanser kök hücre populasyonunun tümör oluşturabilme

kapasitesinin yüksek olmaları (39).

Meme kanseri kök hücresi; orjini tam olarak bilinmemekle birlikte 

CD44+/CD24-/az ve ALDH+ yüzey antijenlerinin meme kanseri kök hücresinde 

eksprese olduğu ve artan tümörojenite ile ilişkisi bilinmektedir. Bu antijenler normal 

meme kök/progenitör hücrelerinde de eksprese olmaktadır. Meme kanseri kök 

hücrelerinin gelişiminde 2 teori bulunmaktadır. Bunlardan birincisi, CSC’lerin, 

normal kök hücrelerinin kendini yenileme kapasitesinin ve diferansiyasyonunun 

deregulasyonundan kaynaklanabilir. Bu teori temelde CSC ile normal kök hücrelerin 

benzemesine ek olarak, normal kök hücrenin mutasyon ve onkojenik 

transformasyonun sürdürebilmesine dayanmaktadır (45). Diğer teori ise,  meme 

kanseri kök hücrelerinin EMT sonucunda oluştuğu yönündedir. Normal ve kanser 

kök hücrelerinin benzer karakteristik özellik göstermesi bu teorinin temelini 

oluşturmaktadır (45). 

2.2. Dolaşımdaki Tümör Hücreleri (CTC) 

2.2.1. CTC Nedir? 

Metastaz sırasında, primer veya metastatik bölgeden ayrılarak kan ve/veya lenf 

sistemi aracılığı ile uzak bölgede yeni tümör oluşumuna sebep olan hücreler 

“dolaşımdaki tümör hücreleri” (circulating tumor cells, CTCs) olarak adlandırılırlar 

(6).  

CTC’ler, periferik dolaşımda uzun yıllar dormant halde kalabilir. Buna 

rağmen, günde dolaşıma geçen hücrelerin %85’i 5 dakika içerisinde ortadan 

kaldırılırken, sadece %2.5 ‘i mikrometastaza, %0.01’i ise makrometastaza neden olur 

(7). 
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Meme kanserli hastaların periferik kanlarında CTC varlığı kanser 

metastazının ve ikincil tümör oluşumunun göstergesidir (14), çünkü çok az miktarda 

bile CTC varlığı (10 mL kanda 1 CTC) kötü prognoz göstergesidir (14, 15).  

 

 
 

Şekil  2.9. CTC ve metastatik kastad (46). 

 
2.2.2.1. CTC’lerin Kan Dolaşımına Geçerken Karşılaştıkları Engeller 

 
Tümör hücreleri, EMT veya sentrozomal amplifikasyon gibi biyolojik olay ile 

pasif ya da aktif olarak kan dolaşımına girebilirler (47). Çok sayıda CTC’nin kan 

dolaşımına geçtiği tahmin edilse de çok az bir kısmı hayatta kalarak sekonder organa 

metastaz gerçekleştirebilir. CTC’ler, kan dolaşımına geçerken metastatik süreci 

engelleyen birçok doğal engelle karşılaşırlar (48). 

 
 Bunlar,  

 
 Kan akışı tarafından oluşan gerilme kuvveti ve buna ek olarak kan 

hücreleri ile çarpışma etkisidir. EMT geçiren bu kanser hücreleri, epitel tümör 

hücrelerine kıyasla daha dayanıklıdırlar (48). 

 
 CTC’lerin hücre-matriks etkileşimleri olmadan kan akışında hayatta 
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kalmaları gerekir. Normalde bu durumda anoikis devreye girer. Fakat CTC’ler 

tropomiyozin ilişkili kinaz B (TrkB) sayesinde kaspaz-ilişkili apoptozu baskılayarak 

anoikise karşı dayanıklılık kazanırlar (34). Ayrıca CTC kümeleri oluşturarak yada 

çok hücreli tümör hücre agregatları oluşturarak mekanik zorlamalara ve anoikis karşı 

korunurlar (49).  

 
 Aktif immun sistem CTC’ler için engel oluşturur. Örneğin, kolorektal 

kanserde CD47 gibi belirteçlerin ekspresyonunu arttırarak makrofaj ve dentritik 

hücrelerin saldırılarını engellerler (50). Ayrıca MHC-I protein ekspresyonunu 

azaldığından trombosit aggregasyonu ile NK hücre aracılı lizizden korunurlar (51). 

 
 CTC’lerin kan akışını terk ederlerken, damar içi endoteline bağlanma 

sırasında zorlukla karşılaşılabilir. Trombosit inhibisyonu kanser hücrelerinin damar 

içi endoteline bağlanmasını arttırır. Fakat, aspirin gibi ilaçlar, aktif trombositlerin 

stabil tümör hücrelerine bağlanmasıyla anti-metastatik etki gösterir ve ektravazasyon 

engellenir (47).   

 
 

2.2.2.2. Hücre Yüzey Antijenlerine Göre CTC Subpopulasyonları 

 
Tümör heterojenitesi, belirli bir primer tümör içindeki genetik, fenotipik veya 

davranışsal özellikleri bakımından farklılık içeren kanser hücrelerinin 

subpopülasyonlarının birlikteliğini ifade eder (52). Bu populasyon içerisinden 

dolaşıma geçen tümör hücresi  tek başına ya da farklı kombinasyonlar halinde 

bulunabilirler (5). 

 
Genel olarak, epitelyal orjinli CTC’ler, mezenkimal orjinli CTC’ler ve kök 

hücre benzeri CTC’ler olmak üzere 3 grupta kategorize edilebilirler (8). Antijen 

özellikleri en iyi bilinen üç CTC alt popülasyonu şunlardır (5, 8); 

 
Epitel Orjinli CTC’ler;  

 
Epitelyal orjinli CTC’ler, genel olarak primer veya metastatik bölgeden kopan 

hücrelerden oluşurlar (8) ve bu hücreler epitel karakterlerini kaybetmedikleri için 

“metastaz başlatıcı hücreler” olarak bilinirler (9). 
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EpCAM (Epitelyal Hücre Adezyon Molekülü (CD326) 

 Birçok epitelyal dokunun bazolateral membranında bulunur ve kalsiyumdan 

bağımsız olan bu molekül, hücreler arası adezyonda görevlidir (53). Hücre adezyonu, 

komşu epitel hücreleri ile kontakt inhibisyon kurarken hücre göçü, çoğalması ve 

farklılaşması gibi çeşitli hücresel fonksiyonlarda ve hücre polaritesinin 

korunmasında etkilidir (54). 

 Kanser hücrelerinde ise kontakt inhibisyon kaybı, hücre hareketi sonucunda 

kanser hücrelerinin komşu dokuları istila etmesine ve metastaza neden olan 

kontrolsüz hücre çoğalmasına neden olabilir (54). Hücre yüzeyinde bulunan 

EpCAM’in kanda saptanması, bu hücrenin yabancı kökenli olduğu anlamına 

gelmektedir. Bu hücre histolojik özellik gösterdiğinden kanser hücresi olarak kabul 

edilir. Çünkü EpCAM, epitelyal kökenli kanserlerde aşırı eksprese olurken, normal 

epitelyal hücrelerde daha az eksprese olur (5). Bu nedenle, EpCAM çeşitli epitelyal 

kanserlerin tanı ve tedavisi için önemli bir moleküldür ve artan EpCAM 

ekspresyonunun genellikle kötü prognoz ile ilişkili olduğu düşünülmektedir (54). 

Sitokeratinler (CK’lar) 

 Hücre iskeleti bileşenlerinden ara filamentlerin büyük ve en çeşitli sınıfıdır. 

Tanımlanan 20 tip CK vardır. Bunlar düşük ve yüksek molekül ağırlıklarına veya 

izoelektrik noktalarına göre CK1 - CK8 “tip II keratin”, CK9 - CK20 ise “tip I 

keratin” olarak adlandırılmıştır (55). EMT geçiren kanser hücrelerinde sitoiskelet 

yeniden düzenlendiği için CK ekspresyonu azalır (56).  

Normal meme dokusunda CK5 ve CK14 miyoepitel hücrelerinde eksprese 

olurken; CK7, CK8, CK18 ve CK19 duktal epitelyumda eksprese olur. Kanser 

gelişimi sırasında meme CK karakteri genellikle korunur. Bu nedenle belirli meme 

kanseri alt tipleri arasında ayırt etmede ve prognozun belirlenmesinde sitokeratin 

ekspresyonu önem taşır. Bu özellik, metastatik bölgelerdeki metastazın veya lenf 

nodu metastazının saptanmasında prognostik bir belirteçtir. Meme kanseri 

vakalarının %90’dan fazlasında CK7, CK8, CK18 ve CK19 ekspresyonu görülür 

(55).  
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Mezenkimal Orjinli CTC’ler 

 
EMT geçiren CTC’ler, EpCAM ve CK gibi hücre yüzey belirteçleri dışında 

EMT belirteçlerini de eksprese ederler (8). Biyokimyasal yolların aktivasyonu ve 

değişmiş metabolizmanın düzenlenmesinde görev alan bu belirteçler, N-kaderin, 

PI3K/Akt, Twist-1, Zeb-1 ve Plastin-3 gibi moleküllerdir. Bu belirteçler, özellikle 

transkripsiyon faktörleri, immünohistolojik boyama ve qRT-PCR ile daha kolay 

saptanabilirler (5).  

 
Kök Hücre Benzeri CTC’ler 

 
Kanser gelişimini başlatan veya nükse neden olan progenitör hücreler, “kök 

hücre benzeri hücreler”dir ve metastazda önem taşırlar. Metastatik meme kanseri 

CTC’lerinin hem EMT hem de CSC fenotipi yönünden zengin olduğu gösterilmiştir 

(57).  

 
 

CD44 ve CD24 

 
CD44 (cluster of differentiation 44), multifonksiyonel sınıf I transmembran 

glikoproteindir. Bu protein, hücre dışı değişiklerin incelenmesi, hücre-hücre 

yapışmanın düzenlenmesi, proliferasyon, büyüme, hayatta kalma, mortalite, 

migrasyon, anjiyojenez ve farklılaşma gibi rollerde öneme sahiptir. CD44, kanser 

hücrelerinde metastaz, tümörogenesizin teşvik edilmesi gibi rollerde görev alır (58). 

CD24 (cluster of differentiation 24), hücrelerinin çeşitli glikosil-fosfatidilinositol ile 

sabitlenmiş küçük hücre yüzey protein molekülüdür. Hücre-hücre fonksiyonları ve 

hücre-matris etkileşimlerinde öneme sahiptir. Kanser hücrelerinde invazyon ve 

metastazdan sorumludur (58). 

Meme ve prostat kanseri ksenograft transplantasyon modellerinde yüksek 

CD44 ve düşük CD24 ekspresyonu gösteren kanser kök hücrelerinin (CSC) yüksek 

tümörijenik ve metastatik potansiyeli olabileceği ortaya konmuştur (59). Ayrıca bu 

hücreler kemoterapiye karşı direnç gösterebilirler (5). 

 
Diğer belirteçlere örnekler ise gangliosit (GD3, GD2, GD1a), ALDH1, ABC 

proteinleridir. Gangliositler, hücre büyümesi ve hareketliliğinde yardımcı olarak 
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kanser gelişimine katkı sağlarlar Bu nedenle, CTC kök hücre belirteci olarak 

kullanılabilirler. ALDH1, normal meme epitellerinde %1-2 oranında eksprese 

olmalarına rağmen, meme kanseri kök hücrelerinde ekspresyonu gösterilmiştir. Bu 

enzimimatik protein, prognostik ve prediktif bir meme kanseri belirteci olarak 

değerlendirilebileceği ileri sürülmektedir. ABC proteinleri ise, ABCG2 

transporterlarının yüksek ekspresyonu ile CSC fenotipi ilişkilidir. CSC’nin dirençlilik 

kazanması, bu transporte ekspresyonuna bağlı olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle 

ABCG2 taşıyıcılarının kök hüce belirteci olmaya aday olduğu ileri sürülmektedir (5).  

 
Primer lezyondaki hücrelere benzeyen ve kanda bulunan tümör hücreleri, 

şekil, boyut ve görünüş olarak yaklaşık 150 yıl önce Thomas Ashworth tarafından 

tanımlanmışlardır (60). Ilk CTC tespiti 1959 yılında kandan izole edilmiştir, fakat bu 

hücrelerin tanımlanması için mevcut metodun geliştirilmesi gerektiği vurgulanmıştır 

(61). Bu çalışmalar, hassas cihazların geliştirilmesi ile günümüzde CTC’ler tespit 

edilebilir hale gelmiştir. 

 
 

2.2.2.  CTC Tespiti 

 
CTC’ler, sağlıklı bireylerde  nadir olarak bulunurlar; 1 mL periferik kan 

içerisinde yaklaşık 107 lökosit ve 5x108 eritrosit arasında 1 tümör hücresi ile 

karşılaşılabilinir (62).  

 
CTC’ler homojen olarak kana dağılmazlar. Bu nedenle tek kan örneğinden 

izole edilen CTC’ler eksik yada yanıltıcı sonuç verebilir. CTC’lerin büyük boyutları 

nedeniyle kılcal damarlarda tıkanıklık görülebilir ve buna ek olarak, kılcal damara 

yapışmaları veya trombositlerle kaplanmış halde olmaları nedeniyle sayılarında 

azalma görülebilir (63). Ayrıca CTC tespiti sırasında da hücre kayıpları meydana 

gelebilir. Dolaşımda düşük konsantrasyonda bulunan bu hücrelerin tespiti ve 

karakterizasyonu için son derece hassas yöntemler gerekmektedir (64).  

 
CTC tespitinde temelde iki basamak bulunur. Bu basamaklar zenginleştirme 

ve saptama basamaklarıdır (64).  
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2.2.2.1. CTC Zenginleştirme Basamağı 

 
CTC zenginleştirme basamağı, hematopoetik hücreler tarafından çevrelenmiş 

CTC’lerin ayırt edilmesini sağlayan yöntemdir. Bu yöntemler; 

 
 
Boyut Farkına Dayalı Ayrım 

 
Seyreltilmiş tam kan örneğinin belirli büyüklükte gözeneklere sahip olan 

(standart olarak 8 µm) bir filtre cihazı içinden geçirilmesi temeline dayanır. 

CTC’lerin 8 µm’dan büyük olma özelliği ile diğer hücrelerin (lökositlerin 8 µm’den 

küçüktür) boyutları arasındaki farklılığına göre ayrım sağlanır (60, 65) (Şekil 2.11). 

 

 
 

 

Şekil 2.10. Boyut farkına dayalı ayrım (63). 

 
Yoğunluk Farkına Dayalı Ayrım 

 
Hidrofilik polisakkarit olan fikol (ya da benzer bir yoğunluk farkı ortam) 

aracılığı ile diğer kan bileşenleri içerisinden, mononükleer hücrelerin (PBMC’lerin) 

izolasyonuna dayanır (65). PBMC içerisinde CTC ile birlikte yüksek yoğunlukta 

lökosit bulunur (60).  
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Fikol yoğunluk farkına dayalı ayrım, santrifüj sırasında hücrelerın 

yoğunluklarına göre farklı alanlara göç etmeleri prensibine dayanır. Santrifüj 

sonrasında yoğunluk farkına göre hücre tabakaları oluşur. Üst kısım plazma 

tabakasıdır. Bu kısmın altında periferik kan mononükleer hücrelerin (PBMC’ler) 

oluşturduğu tabaka yer alır ve lökositler ve CTC’ler bu tabakada bulunur. PBMC 

tabakasının altındaki kısımlar sırasıyla fikol tabakası, eritrosit ve granülositlerin yer 

aldığı tabakadır (63) (Şekil 2.12). 

 

 
 

Şekil 2.11. Fikol ile yoğunluk farkına dayalı ayrım (66). 

 
Mikroakışkan Tabanlı Ayrım 

 
 Tam kan örneğinin yavaş yavaş çip tabanlı yüzeyden geçirilmesi prensibine 

dayanır. Hedef, antikor kaplı mikropost (örn. CTC Chip ve iChip), dielektroforez 

(örn. DEPArray) kullanılarak diğer kan hücrelerinden CTC’lerin ayrımı sağlanır (34, 

65). 

 
 

2.2.2.1. CTC Saptama Basamağı 

 

Zenginleştirme basamağı sonrasında süspansiyon, lökositleri içerdiğinden 

CTC’lerin tek hücre düzeyinde tanımlanıp normal kan hücrelerinden ayrılmaları 

gerekmektedir.  
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Şekil 2.12. İmmunomanyetik ayrım stratejisi (68). 

  
CTC saptanması, protein tabanlı stratejiler veya nükleik asit tabanlı  teknikler 

ile yapılabilir (64) (Şekil 2.14). EK-1'de CTC saptama kullanılan metotların tahmini 

duyarlılığı, avantajları, dezavantajları yer almaktadır (69). 

 
 Bu teknikler; 

 
 
 Protein Tabanlı Yaklaşım 

 

 İmmünofloresan ya da akan hücre ölçer kullanım temeline dayanır. Tümör 

hücrelerinin belirlenmesinde çeşitli özgül epitelyal antijenler için monoklonal 

antikorlardan yararlanılmaktadır. Monoklonal antikorlar, tümör hücrelerini 

işaretleyerek floresan ya da kolorimetrik olarak görülmelerini sağlarlar.  
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Bu amaçla epitelyal fenotipli kanserlerde CTC tespitine yönelik altın standarta sahip 

intraselüler sitokeratinler ile (örn. CK8, CK18, CK19) işaretlenmektedir (70). 

Sitokeratine karşı monoklonal antikorların kullanıldığı sitometrik yöntemde, 106 

hücrede bir tümör hücresi yani CTC belirleme sınırı olarak kabul edilmektedir (65).  

 

 
 

Şekil  2.13. CTC saptama yöntemleri CTC saptama yöntemleri (65). 

 

Nükleik Asit Tabanlı Yaklaşım 

 
 Tek gen seviyesinde yada kompleks yaklaşımlar kullanım temeline dayanır. 

Bütün hücreler tarafından eksprese edilen ya da salgılanan proteinler reverse 

transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon tepkimesi (RT-PCR) ya da real time 

polimeraz zincirleme tepkimesi (qPCR) kullanımına dayanır. CTC tespitinde 

moleküler testler için polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) aşırı analitik duyarlılık 

ve özgüllük avantajına sahiptir. Bu avantaj CTC’deki toplam tümör ve epitel-spesifik 

RNA’nın izolasyonundan kaynaklanır (65). 

 
Bütün zenginleştirme ve saptama basamakları çeşitli kombinasyonları 

kullanarak çok sayıda CTC platformlarının geliştirilmesine rağmen, nadir doğaları 

(105-108 lökosite karşılık 1 CTC) nedeniyle bu hücrelerin tespiti zordur. Kontamine 

hücrelerin varlığı (ör. tümör olmayan epitel hücreler, dolaşımdaki endotel hücreler) 

ve dünya genelinde CTC yakalama için belirteç olarak kabul edilen moleküllerin 

eksikliği (ör. EMT geçirerek EpCAM /CK ekspresyonlarını kaybeden CTC’ler) 

yanlış pozitifliğe neden olabilir (65). 

 
CTC saptama basamağında en sık kullanılan cihazların çalışma prensipleri 
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aşağıda belirtildiği gibidir; 

 
 

CellSearchTM Sistem 

 
Günümüzde CTC saptamak için geliştirilen sistemlerin başında, prognozu 

belirlemek ve meme, kolon ve prostat kanserli hastaların kliniğini için Amerikan 

Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından onaylanmış tek cihaz CellSearchTM sistemdir 

(71). CTC saptama sistemi, immünomanyetik işaretleme ve otomatik dijital 

mikroskop sistemine dayanır. Anti-sitokeratin antikorlar epitel hücrelerinin 

tanımlanması için kullanılırken, CD45 antikorları lökositleri uzaklaştırmak için 

kullanılmaktadır. Nükleer boya DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol), zenginleştirilmiş 

hücre popülasyonunun mikroskobik görünümünü sağlamak için floresan işaretli 

hücre çekirdeğine uygulanır. İnkübasyon, yıkama, manyetik ayrım ve tespit 

basamakları sonrasında, immünomanyetik ayrılan hücre popülasyonu otomatik dijital 

floresan mikroskobu sayesinde sayılabilir. Bu işlem 7.5 mL kanda gerçekleştirilir. Bu 

yöntem üç farklı antikorun (EpCAM, CK ve CD45) spesifitesinden yararlanarak 

CTC varlığı ve sayısı hakkında bilgi verir. Bu nedenle, testin başarısı CTC-spesifik 

belirteçler olarak kullanılan EpCAM ve CK hedef antijenlerinin ekspresyon düzeyine 

bağlıdır (71). CellSearchTM sistemide CTC pozitif olarak değerlendirilen hücreler, 

boyut olarak ≥ 4µm ve DAPI+, pan-Sitokeratin +, CD45-' dir (34) . 

 
 

Akan Hücre Ölçer 

 
Akan hücre ölçer, CTC’lerin klinik tespiti ve karakterizasyonu için kullanılan 

bir cihazdır. Bu cihaz, çeşitli hücre yüzey biyobelirteçlerinin eşzamanlı, çok renkli 

analizi ile birlikte hücre boyutu hakkında bilgi sağlayarak rutin hücresel ve partikül 

ölçümlerin hızlı şekilde yapılmasına olanak sağlar. Bir kaç bin hücrenin sayılmının 

ve karakterizasyonunun aynı anda yapmasını kolaylaştırır. Tüm hücre popülasyonu 

içerisinde ilgilenilen hücrelerin ayrılması prensibine sahip olan akan hücre ölçer, 

karışık popülasyon arasından tek tip hücrenin ayrımı sağlayabilir. Bu özellik ile akan 

hücre ölçeri değerli hale gelmektedir. Bu sistemin avantajları, özel işaretleyicilerin 

varlığının ve yokluğunun incelenmesinin yanısıra ekspresyon seviyesinin de 

incelenmesine olanak sağlaması, kolayca tek bir numune üzerinde çoklu işaretleyici 
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analizi gerçekleştirebilmesi, kolaylıkla ayrılmış örneklerin elde edilmesi ve farklı 

yaklaşımlarla alt karakterizasyonlarının kolaylıkla yapılabilmesidir. Dezavantajları 

ise ön zenginleştirme basamaklarının hassas bir süreç olması (65, 72), sınırlı 

duyarlılığa sahip olması, örnek zenginleştirmede kullanılmak üzere büyük örnek 

hacminin gerekli olması, hücre spesifikliğinin görsel doğrulama olanağının olmaması 

ve teknik analitik zorluğudur (69). 

 
 

RT-PCR 

 
RT-PCR, Hücreleri liziz edilmiş kan örneklerinde ideal olan bu yöntemdir. 

Hassas ve otomatik şekilde  CTC’ye spesifik m-RNA’dan cDNA oluşumu sağlanır. 

PCR reaksiyonu sonrasında, örnek içindeki CTC sayısını ve gen ekspresyonunu 

tahmin etmek için kullanılabilir. Fakat CTC tespitinde tercih edilen mRNA 

belirteçleri, normal kan hücrelerinde de düşük seviyelerde eksprede edilebileceği için 

CTC sayısının belirlenmesinde sorun oluşturabilir. CTC ile normal kan hücrelerinin 

ayırt edilmesinde birden fazla m-RNA belirtecinin bir arada kullanılması sonucunda 

bu sorun ortadan kaldırılabilir. Zenginleştirme basamağı sonrasında liziz edilmiş 

hücre süspansiyonu AdnaTestTM  ile analiz edilerek CTC pozitifliği araştırılabilir. Bu 

amaçla, meme kanserinde CTC teşhisinde  HER2 (insan epitelyal büyüme faktör 

reseptörü 2), MUC1 (musin 1), EpCAM m-RNA seviyeleri tercih edilmektedir. Bu 

testin avantajı, CTC’lerde aşırı miktarda eksprese olan çok sayıda genin analizine 

olanak sağlaması, EpCAM ekspresyonu az olan hücrelerde MUC1 ile zenginleştirme 

yapılabilmesidir (60). 

 
 

2.2.3.  CTC Eşik Değeri 

 
Metastatik meme kanserinde CTC’nin prognostik rolü olduğu 

düşünülmektedir. Bu alanda 2004 yılında yapılan ve dönüm noktası kabul edilen 

çalışma Cristofanilli ve arkadaşlarına aittir. Bu çalışmaya 177 metastatik meme 

kanseri hastası dahil edilmiştir ve CTC analizi CellSearchTM sistem ile 

gerçekleştirilmiştir (73). Bu çalışma sonucunda, meme kanserli hastalarda 7.5 mL 

kan numunesinde 5 ve 5’den fazla CTC tespit edilen hastalarda, 5’den az sayıda CTC 

tespit edilenler kıyasla, hastalıksız sağkalım ve genel sağkalım sürelerinde önemli 
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derecede azalma saptanmıştır. Bu nedenle meme kanseri CTC eşik değeri 5 olarak 

kabul edilmektedir (73) . 

 
Günümüzde metastatik meme kanserinde sağkalımı, hastalığın progresyonu 

ve uygulanan tedavi etkinliğini belirlemede CTC tespitinin önemli belirteç 

olabileceği düşünülmektedir (74).  

 
 

2.3.  Meme Kanseri  

 
Meme kanseri, meme kanalını veya meme bezlerini kaplayan epitel 

hücrelerinin transformasyonu ve malign karakterde çoğalması sonucunda oluşur (75). 

Genetik ve klinik olarak heterojen tümör popülasyonu içerdiğinde metastatik 

lezyonlar ölüme neden olabilir (13).  

 
 

2.3.1.  Meme Kanseri Epidemiyolojisi 

 
Meme kanseri, ülkemizde ve dünyada kadınlarda arasında en sık görülen 

kanser türüdür (2-4). 2013 yılı içerisinde tanı konulan her 4 kadın kanserinden 1’i 

meme kanseridir. Ülkemizde meme kanseri tanısı alan kadınların %45’i 50-69 yaş 

aralığında, %40’ının ise 25-49 yaş aralığında olduğu görülmektedir (4). Meme 

kanseri evreleri incelendiğinde invaziv vakaların %47.6’sı lokalize, %44’ü bölgesel 

metastaz ve %8.4’ü  uzak metastazdır (4).  

 
 

2.3.2.  Meme Kanser Etiyolojisi 

 
Meme kanseri, etiyolojisinde farklı değişkenlerin rol oynadığı bir hastalıktır. 

Bunların başında yaş, etnik köken, kalıtımsal, hormonal sebepler, çevresel ve 

psikososyal faktörler gelmektedir (76). 

 
 Yaşa Göre Meme Kanseri Dağılımı: Artan yaş, meme kanserinde en önemli 

prognostik faktördür (76). 20 yaş öncesinde meme kanseri görülmesi çok yaygın 

olmakla birlikte 20 yaş sonrasında %2 oranında kadınlar bu hastalığa 

yakalanmaktadır (77).  
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 Kalıtımsal Sebepler: Meme kanseri, genel popülasyona oranla aile 

hikayesinde bu hastalık görülmüş kadınlarda daha yaygındır. Kalıtımsal meme 

ovaryen kanser sendromu (BRCA1-BRCA2 mutasyonu), Li Fraumeni Sendromu, 

Peutz Jeghers Sendromu, Cowden hastalığı ve Muir Torre Sendromu meme 

kanserinin kalıtımsal sebeplerden sayılabilir (76). 

 
 BRCA1 ve BRCA2 mutasyonları, meme kanseri vakalarının %10’unu 

oluşturur ve tüm sendromlar arasında görülme sıklığı  %80-90’dır. Hasarlı genlerin 

tamirinde rol oynayan bu tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen mutasyon 

otozomal dominattır. BRCA1 mutasyonuna sahip bireylerin meme ve over 

kanserlerine yakalanma olasılığı %50-87 iken BRCA2 mutasyonuna sahip bireylerde 

bu oran %15-44’dür (78). 

 
 Hormonal Sebepler: Yumurtalık ve böbrek üstü bezleri tarafından üretilen 

üreme hormonlar, meme kanseri patogenezinde rol oynamaktadır. Regli ve menopoz 

dönemindeki cinsiyet hormonlarına maruz kalma süresi karsinogenezde etkili 

olabileceği düşünülmektedir (77). Östrojen, androjen progesteron prolaktin, İnsülin 

benzeri büyüme hormonu 1 (IGF1), insülin ve melatonin meme kanseri hormonal 

sebepleri arasında yer almaktadır (76).   

 
Çevresel Faktörler: İyonize radyasyon, sigara, alkol, obesite, virüsler, 

organokloridler, elektromanyetik alan çevresel faktörler arasında yer almaktadır. Bu 

ajanlar fiziksel ve kimyasal özellikleri nedeniyle karsinogenez sürecini başlatabilirler 

(76).  

 
Psikososyal Faktörler: Ansiyete/depresyon, çocukluk çağı, aile ortamı, 

inkar/baskılama, stresli yaşam, ayrılık ve kızgınlık gibi nedenler sayılabilir (76). 

 
 

2.3.3. Meme Anatomisi  
 

Meme, göğüs duvarı ön yüzünde iki taraflı olarak pektoral kaslar üzerine 

yerleşmiştir. Memede her biri meme başına açılan 6-10 adet kanal sistemi bulunur ve 

bu terminal duktus tubül birimleri üzüm salkımı şeklinde bir grup hormona duyarlı 

asinüsten oluşmuştur (79). (Şekil 2.15). 
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Şekil 2.14. Meme anatomisi ve histolojisi (80). 

2.3.4. Meme Kanseri Patolojisi 

Meme kanseri, biyolojik ve klinik açıdan heterojenite gösterir. Bu kanser türü, 

kontrolsuz hücre çoğalması, genomik instabilite ve belirli epitelyal özeliklerin 

ortadan kalkması ile karakterizedir (81). Tümörogenez histolojik ve klinik evreler ile 

tanımlanır ve giderek biriken genetik, epigenetik ve mikroçevre değişiklikleri ile 

yönlenir (12) (Şekil 2.16). 

2.3.3.1. Meme Kanseri Alt Türlerinin Histolojik Sınıflandırılması 

Meme kanseri, kanserin geliştiği bölgeye göre süt kanallarında ise duktal 

karsinom, süt bezlerinde ise lobular karsinom olarak adlandırılır (82). Bu iki bölgede 

gelişen kanser, invazyon ve metastaz özellikleri göz önüne alınarak “İn situ 

karsinom” ve “İnvaziv (infiltre) karsinom” olarak kategorize edilir (81) (Şekil 2.17). 

EK-2’de meme kanseri sınıflandırması yer almaktadır. İn sitü karsinom, farklı 

bölgelere yayılma ve invasiv özelliği taşımazken invaziv karsinom yayılma 

eğilimindedir (81).  
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Şekil 2.15.  Normal meme dokusundan invasiv karsinom gelişimi (83). 

 
İn Situ Meme Karsinomu 

 
Kanserin köken aldığı bölgeye göre, duktal karisinom in situ (DKİS) ve 

lobular karsinom in situ (LKİS) olmak üzere iki tür in situ meme karsinomu 

bulunmaktadır. DCİS, duktus bezleri boşluklarını doldurur ve şeklini bozar. LKİS ise 

lobüler boşlukları genişletir ancak şeklini bozmaz. İki tür de bazal membran ile 

sınırlıdır (28). 

 
Duktal Karsinom İn Situ (DKİS): Non-invaziv anormal hücrelerin meme süt 

kanallarını kapladığı durumdur (Şekil 2.18).  Heterojen görünümleri olmasına 

rağmen ortak özellikleri, malign karakterli hücrelerin kanallar ve membran çevrili 

boşluklar içerisinde sınırlı proliferasyonu gerçekleşir (84). Başka bir değişle, anormal 

hücreler kanaldan bazal membran epiteline yayılmazlar. Bu nedenle aksilla lenf 

nodül tutulumu veya uzak metastaz beklenmez. Tüm meme kanseri vakalarının %20-

25’ini oluşturur (85).  

 
Lobüler Karsinom İn Situ (LKİS): Anormal hücrelerin meme lobüllerinde 

bulunduğu durumdur. Bu durumda nadiren invaziv kanser gelişimi görülür. LKİS 

çok seyrek görülen ve meme kanseri riskinin arttığını gösteren bir durumdur (85). 

Genellikle raslantısal olarak saptanırlar ve kitle oluşumu gözlenmez. Bu nedenle de 

mamogrofide LKİS saptanma insidansı değişmez (28) (Şekil 2.19).  
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Şekil  2.16. Meme kanseri alt türlerinin histopatolojik sınıflandırılması (81). 

 
İnvaziv Meme Kanseri 

 
Malign meme tümörlerinin en önemlilerinden olan adenokarsinomlardır. İn 

situ karsinomlar, malign epitel hücreleri bazal membranla sınırlı iken, invaziv 

karsinomlarda neoplastik hücreler bazal laminayı aşarlar ve stromaya invaze olurlar.  

 
Bu nedenle, kan ve lenf yolu ile lenf nodullarına tutunabilirler veya uzak 

metastaz yapabilirler (87). 2 cm’den küçük invaziv karsinomlarda 5 yıllık sağ kalım 

% 87dir ve prognozları, 5 yıllık sağkalım oranı %90 olan in situ karsinomlar gibi çok 

iyidir (28). 

 
İnvaziv Duktal Karsinom: Kanserlerin %70-80’i bu grupta yer almaktadır. Bu 

kanser türüne genellikle DKİS ve nadiren LKİS eşlik eder. Makroskobik görünümleri 

heterojendir ve tümör kenarları düzensizdir. Lenfovasküler boşluklara invazyon 

saptanabilir (28). 

 
 

MEME  
KANSERİ 

İn Situ 
 Karsinom 

 

İnvaziv  
Karsinom 

Duktal 
Karsinom 

Lobular 
Karsinom 

Tübüler 
Karsinom 

Duktal 
Lobular 

Karsinom 
 

İnvasiv 
Lobular 

Karsinom 
 

İnfilamatuar  
Lobular 

Karsinom 
 

Müsinöz 
Karsinom 

 

Medular 
Karsinom 

 

İnvasiv 
Duktal 

Karsinom 
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Şekil 2.17. Meme kanallarında duktal karsinoma in sitü gelişimi (86). 

 

 

Şekil 2.18. Meme loblarında lobular karsinoma in sitü gelişimi (86). 

 
İnflamatuar Karsinom: Ele gelen kitle olmaksızın ödemli ve eritematöz 

görülmesi ile karakterizedir. Karsinogeneze bağlı olarak dermal lenfatik boşlukların 

dolması ve lenfatik kanalların bloke olması sonucunda ödem oluşur.  Uzak metastaz 

sıklıkla görülür bu nedenle 5 yıllık sağkalım %50’nin altındadır (28).  
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Medullar Karsinom: Meme kanserinin %1’inden daha az görülür. Çevre 

dokular ile sınırları belirgin ayrılır ve büyük anaplastik hücreler görülür. 

Lenfoplazmasitik infiltrasyon ile fibroadenomlardan ayrılırlar (28). 

 
Müsinöz Karsinom: Nadir bir alttürdür. Tümör hücreleri stromayı parçalarken 

müsinöz oluştururlar. Makroskobik görüntüleri yumuşak ve jeletinöz 

görünümündedir. Sınırları belirgin olduğundan fibroadenom yanılgısı oluşturabilir 

(28). 

 
Tübüler Karsinom: Mamografide 1 cm altında saptanan ve invaziv tümörlerin 

%10’unu oluştururlar ve düzensiz yoğunluklar olarak saptanır. Lenf nodül metastazı 

seyrektir, prognozu çok iyidir (28). 

 
 

2.3.3.2.  Meme Kanseri Alt Türlerinin Moleküler Sınıflandırması   
 

Benzer klinik ve patolojik özellikler göstermelerine rağmen tümörler farklı 

davranışlar sergileyebilir. Buna ek olarak, tümörlerin histolojik görünümünün altında 

yatan karmaşık genetik değişiklikler ile kanser gelişimi ve ilerlemesi arasındaki 

ilişkinin değerlendirilmesinde histolojik özellikler yeterli olmayabilir (88). 

 
Meme kanseri moleküler sınıflandırması immunohistokimya/florans in situ 

hibridizasyon (IHC/FISH) profillerine göre ve ER, PR, HER2 varlığı temel alınarak 

yapılır (89). Moleküler seviyede Perou ve ark.’ı, meme kanseri gen ekspresyon 

seviyelerini analiz ederek cDNA, mikroarray teknolojilerini kullanarak moleküler alt 

tür ayrımı yapmışlardır. Bu genler ile hastalık seyri, hayatta kalım, nüks, metastaz 

bölgesi ve kemoterapiye cevap verme özellikleri arasında bir ilişki olduğu 

gösterilmiştir (89, 90). Luminal (Luminal A ve Luminal B), HER2 pozitif, bazal 

benzeri, normal benzeri alt türleri meme kanseri moleküler alt türlerini 

oluşturmaktadır (90). 

 
Luminal A: Meme kanseri vakalarının %50-60’ını oluşturur. Luminal 

epitelyal sitokeratinlerden CK8 ve CK18 ekspresyonu görülür. Luminal A yüksek 

seviyeli ER ve düşük proliferasyon seviyesi ile karakterize edilir. Bu tümörler 

sıklıkla histolojik olarak, nükleer pleomorfizmi düşük dereceli mitotik aktiviteye 

sahip olup ve iyi prognoz türleri içerir. Nüks oranı diğer alt tiplere göre oldukça 
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düşüktür ve kemiğe metastaz oldukça yaygındır. Fakat  karaciğer, akciğer ve merkezi 

sinir sistemi metastazları ise hastaların % 10’unu geçmez (88).  

 
Luminal B: Meme kanseri vakalarının %15-20’sini oluşturan meme kanseri 

türüdür. Daha agresif bir fenotip, yüksek histolojik derece ve proliferatif indeks, kötü 

prognoza sahiptir. Luminal-A alt tipine kıyasla daha yüksek bir nüks oranı ve nüks 

sonrası düşük sağkalım oranları görülür (88).  

 
HER2 Pozitif: Meme kanseri vakalarının %15-20’sini oluşturan meme 

kanseri türüdür. HER2 pozitifliği daha agresif biyolojik ve klinik davranış gösterir. 

Tedavinin yokluğunda, HER2 pozitif tümör zayıf bir prognoza sahiptir (88). 

 
Bazal-Benzer: Meme kanseri vakalarının %8 ile %35’ini oluştururlar. Bu 

tümörlerin çoğu beyin ve akciğer metastazı gösteren, agresif klinik davranışlı duktal 

infiltran tümörlerdir. Bazal-benzeri tümörler yüksek düzeyde CK5, CK14, CK17 ve 

laminin gibi bazal miyoepitelyal belirteçleri eksprese ederken ER, PR ve HER2 

ekspresyonu yoktur, dolayısıyla triple negatif olarak adlandırılırlar ve yüksek riskli 

meme kanseri türüdür (88).   

 
Normal Benzeri: Meme kanseri, vakalarının yaklaşık %5- 10’unu oluşturur. 

Genellikle ER, PR ve HER2 ekspresyonu olmadığından triple negatif olarak 

sınıflandırılırlar fakat CK5 ve EGFR ekspresyonu olmadığından bazal-benzeri meme 

kanserleri olarak kabul edilmezler (88). Bu tümörler de bazal epitel genlerinin güçlü 

ekspresyonu görülürken, luminal epitel genlerin ekspresyonu düşüktür. Bu kanser 

türünde CD36 antijeni kolajen tipi I, gliserol 3 fosfat dehidrojenaz, lipoprotein lipaz 

A, alkol dehidrojenaz 2 ekspresyonu görülür (82).  

 
Düşük Claudin: Bu tümörlere sahip meme kanserli hastalar, triple-negatif 

tümörlere sahip hastalar gibi kötü klinik sonuç gösterirler. Kanser hücrelerinde EMT 

dönüşümü sonucunda epitelyal karakterinin kaybedilmesine ek olarak, sıkı bağlantı 

noktaları (tight junction), hücre-hücre adezyon molekülleri, claudin 3, 4 ve 7 ve E-

kaderin gibi moleküllerinin ekspresyonunda da azalış görülür (88).  
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2.3.5. Meme Kanseri Evrelendirmesi 

 
Tümör evresi (stage), klinik bir unsurdur ve tümörün progresyonu, yayılımı 

hakkında bilgi sunar (19). Meme kanseri tanısı konmuş hastaların, hastalığının 

yaygınlık derecesini tespit edilmesi için kullanılan sınıflandırmaya evrelendirme 

denir (87). Günümüzde en sık kullanılan kanser evreleme sistem UICC (Union 

İnternationale Contre Le Cancer ) ve AJCC (American Joint Committee on Cancer) 

tarafından belirlenmiş olan tümür-nod-metastaz (TNM.) sınıflandırılmasıdır. EK-3’de 

TNM evrelemesinin kriterleri ve EK-4’de meme kanseri TNM evrelendirmesi yer 

almaktadir (91).   

Primer Tümör boyutu (T): Klinik ve patolojik evrelendirme T evresi ile aynı 

kriterlere sahiptir. Klinik evrelemede palpasyon ve radyolojik bulgular, patolojik 

evreleme ise tümörün makroskobik ölçüleri kullanılır.  

Lenf nodu tutulumu (N): Klinik evreleme için aksial ve mammaria interna 

bölgesindeki palpasyonbulguları kullanılırken, patoloji evrelemede disseke edilmiş 

gangliyonların mikroskobik görüntüleri sonucu elde edilen bulguları kullanılır. 

Uzak organ metastazı (M): Uzak metastazın varlığı hakkında bilgi sunar. 

Meme kanseri 5 yıllık sağkalım süresi tümör evresi ile ilişkilidir. Evre 0 için 

beş yıllık yaşam beklentisi %99-100, evre I için %95-100, evre II için %86, evre III 

için %57, evre IV için %20’dir (92). 

Evrendirmenin avantajı (87); 

 Tedavi seçeneği evrelemeye göre belirlendiğinden tedavi seçimi ve 

planlamasının kolay olmasıdır. 

 Tedavi takip imkanı sağlamasıdır. 

 Hasta prognozu hakkında bilgi vermesidir. 

 Hastalık süresince tüm değerlerin ve sürecin kıyaslanmasıdır. 

 Araştırmalara kolaylık sağlamasıdır. 
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2.3.6. Meme Kanseri Prognostik ve Prediktif Faktörleri 

 
Meme kanseri hastalarının tanı anında tedaviden bağımsız olarak hastalığın 

seyri hakkında doğru bilgi veren, kolaylıkla klinik açıdan değerlendirilebilme imkanı 

sağlayan “prognostik faktörler”, hastanın gereksiz tedavi almasını engeller. Bu 

faktörler tümörün büyümesi, invazyonu, veya metastatik potansiyeli hakkındaki 

patolojik bilgilerdir. Tümör boyutu aksiller nod tutulumunda bağımsız olarak tümör 

nüks riskinin artışını tetikler. Prediktif faktörler ise tedaviye yanıt verecek hasta 

grubunun oluşturulmasıdır. Diğer bir deyişle uygulanacak tedaviye hedefin vereceği 

yanıtı önceden gösteren faktörlerdir (93). Başlıca prognostik faktörler; 

 
Aksiller nod tutulumu, hem nüks hem de sağkalımla yakından ilişkilidir ve 

nod negatif meme kanseri hastalarında 5 yıllık sağkalım yaklaşık %70-80 iken, nüks 

%20 civarındadır. Tümör boyutu küçük olsa bile nod tutulum sayısı sağkalım 

üzerinde etkilidir (93).  

 
Histolojik grade, meme kanserinde en önemli prognostik faktör olmasına 

rağmen sübjektif bir parametredir. Bu parametre Bloom Richardson gradlama sistemi 

olarak adlandırılır ve tübül formasyonu, mitoz ve nükleer polimorfizme göre verilen 

puanlamada üç tip ( grade I, grade II, grade III) kategorileme yapılır (93).  

 
Lenfovasküler invazyon, meme kanserinden ölümlerin artışına neden olan 

önemli bir faktördür (93).  

 
Steroid hormon reseptör durumu, bakımından negatif olan meme kanseri 

türlerinin daha kötü prognoza sahip olduğu bilinmektedir. Bu hastaların 

kemoterapiden ve adjuvan tedaviden aldıkları yanıtın fazla olduğu bilindiğinden 

dolayı hormon reseptörleri önemli bir prediktif faktördür. Bu reseptörler endokrin 

tedavinin belirlenmesinde önemlidir (93).   

 

Bunlara ek olarak hücre siklusu, apoptoz, anjiyogenez, hücre proliferasyonu, 

DNA miktarı, S fazı, timidin indeksi, Ki67 siklin D, p27, p21, topoizomeraz II, p53, 

bcl-2, VEGF, IGF, EGFR, katapsin D meme kanserinde önemli prognostik ve 

prediktif faktörlerdir (93).  
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2.4. Kanser Tanısında Kullanılan Yöntemler 

 
 

2.4.1. Meme Kanseri Metastazını Belirleme Yöntemleri 

 
Görüntüleme Sistemleri 

 
Kanser, erken evrede lokalize hastalık olarak kabul edilmesine rağmen 

zamanla semptomik hale gelebilir (94). Günümüzde meme kanseri taramasında 

kullanılmak üzere geliştirilmiş olan görüntüleme yöntemleri mamografi, 

ultrasonografi, manyetik rezonans görüntüleme, pozitron emisyon tomografisi  ve 

bilgisayarlı tomografi'dir (94). İntraoperatif cerrahi, rehberlik ve postoperatif numune 

değerlendirilmesi için umut vaad edici yöntemler olmalarına rağmen kesin tanı 

sağlayamazlar (95),(96). 

 
 Mamografi, erken teşhiste ve meme kanseri nüksünün tespitinde 

ASCO'nun önerdiği ve altın standarta sahip bir yöntem olarak kabul edilen 

görüntüleme sistemi mamografidir (97). Semptomik olgularda tanı amaçlı, tanı 

konmuş hastalarda tedavi belirlemek amacıyla ve tedavi sonrasında takip amaçlı 

olarak sıklıkla kullanılmaktadır. Tarama amaçlı kullanılan mamaografi 10 yıllık 

süreçte ölüm oranını %30’dan %20’ye düşürür (98). Mamografinin hasssiyeti ise 

%95.7 olmasına rağmen yoğun meme dokusunun incelenmesinde düşük hassasiyet 

gibi sınırlayıcı özelliği vardır (95).  

 
 Ultrasonografi, ses dalgaları aracılığı ile görüntüleme sistemidir. 

Radyasyon içermez, eş zamanlı kitlesel görüntüleme yapması nedeniyle dinamik 

görüntüleme sunması açısından mamografiden üstündür. Ultrason görüntüleme, 

tespit karakterizasyonuna ve meme lezyonlarının biyopsisine rehberlik etmesi 

amacıyla kullanılmaktadır (99). Malign-benign tümör ayrımını net yapamadığı için 

mamografi ile birlikte kullanılır. Ultrasonografi hassasiyeti %60.9’dur (95).  

 
 Manyetik rezonans görüntüleme, elektromanyetik radyo dalgalarının 

vücuda gönderilmesi ve geri dönen sinyallerin görüntüye dönüşmesi ile oluşan 

sistemdir. Radyasyon içermez (99). Yoğun meme dokusunun incelenmesinde ve gizli 

meme lezyonlarının saptanmasında etkin bir yöntemdir. MR’ın %94-100’e yakın 

kanser saptama duyarlılığı olmasına rağmen, duyarlılığı %37-97 arası olma açısından 
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düşüktür. Bu nedenle rutinde tarama amaçlı kullanılmamaktadır (95).  

 
 Pozitron emisyon tomografisi, artan glukoz metabolizması baz alarak hem 

morfolojik hem de metabolik bilgi sunar (95). Duyarlılığı ve özgünlüğü yüksektir. 

Standart yöntemlerle bulunamayan primer lezyonların değerlendirilmesinde kullanılır 

(99).  

 
 Bilgisayarlı tomografi, anatomik bilgi sağlamak için görüntülemede 

intravenöz olarak iyotlu kontrastı kullanılarak yapılır. PET ile birlikte kullanılarak 

malign hücreler değişen metabolik aktivitelerine göre saptanır ve lokalizasyonları 

belirlenir (95).  

 
Hastalığın gelişimi, metastatik yayılmanın belirlenmesi, tümör boyutlarının 

ölçülmesi ve tedaviye yanıtın değerlendirilmesinde görüntüleme sistemleri 

günümüzde sıklıkla tercih edilmektedir. 

 
 

2.4.2. Tümör Belirteçleri 
 

Tümör belirteçleri, genellikle serumda, bazen de vücut sıvılarında ve 

dokularda bulunan çoğunlukla kanser hücreleri tarafından sentezlenen spesifik bir 

protein yada glikoprotein yapısındadırlar. Vücudun kanser hücrelerine karşı verdiği 

yanıtın sonucunda oluşurlar (19). Kanserli hastaların serumunda bulunan tümör 

belirteçleri sağlıklı insanlara kıyasla daha yüksektir. Tedavi hakkında yardımcı 

olmalarına ek olarak, bu belirteçler genel sağkalım, hastalıksız sağkalım ve hayat 

kalitesi açısından da önem taşımaktadır (20). 

 

Meme kanserinde kullanılan tümör belirteçleri şunlardır (20); 

 
 Karsinoembriyonik antijen (CEA), 

 Doku polipeptit antijeni (TPA), 

 Yüksek molekül ağırlıklı glikoprotein ailesi ve ürünleri (CA15-3), 

 Meme kanseri musin antijeni (BCM), 

 Müsinoz karsinoma antijeni (MCA), 

 Meme kanseri-ilişkili antijen 27.29 (CA 27.29)  (20). 
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CEA ve CA 15-3 gibi serum tümör belirteçleri erken ve ilerlemiş evre 

kanserlerin değerlendirmesinde sıklıkla hastalarda sistemik tedaviye yanıt ya da 

direncin belirlenmesinde kullanılmaktadır. CEA, tüm epitelyal kanserlerde ortak 

olarak yükselen bir tümör belirtecidir. CA15-3 ise, ileri evre meme kanserinin 

izlenmesinde öneme sahiptir. Meme kanserine spesifik olmasına rağmen, meme 

dışında over, akciğer, prostat ve benign tümörlerde, over hastalıklarında, hepatit 

durumunda da yükselebilir (19). 

 
Rutinde meme kanseri tanı ve takibinde kullanılan tümör belirteçleri sadece 

meme kanserine spesifik değildir. Serumdaki bu belirteçlerin seviyesi, benign süreçte 

yada farklı kanser türlerinin gelişiminde de bu belirteçlerde artış görülebilir veya 

kanser gelişimi sürecinde seviyelerinde değişiklik olmayabilir (19). Bu dezavantajları 

nedeniyle, tümör belirteçlerin kullanımı çoğu zaman yeterli olmayabilir ve ek tespit 

yöntemleri ile birlikte kullanılabilirler (100). Çünkü mamografiye kıyasla tümör 

belirteçleri daha az hassasiyete sahiptir ve yalancı pozitiflik oranı da göz ardı 

edilemeyecek kadar fazladır (20).  

 
 

2.4.3. CTC’nin Likit Biyopsi Olarak Kullanımı 
 

Girişimsel radyoloji ve görüntüleme sistemleri, metastatik bölgelerin büyük 

çoğunluğundan biyopsi almak amacı ile kullanılmaktadır. Doku biyopsileri, nispeten 

daha ucuz, doğruluğu onaylanmış ve kolay bir yöntem olsa da, hasta açısından az 

miktarda kanama ya da seyrek de olsa daha ciddi komplikasyonlara neden olabilirler 

(101). Bu nedenle CTC’lerin meme kanseri tanı ve tedavisinde gittikçe ilgi çekici bir 

yöntem haline gelmiştir (102).  

 
CTC’ler, tümör biyolojisi ve tümör hücrelerinin yayılımı hakkında önemli 

bilgi sağlama potansiyeline sahiptir. CTC analizinin temel avantajı minimal invaziv 

hastalığın gelişimi sırasında, çoklu zaman noktalarında kolaylıkla elde 

edilebilmeleridir. Bu özelliklerinde dolayı "likit biyopsi” olarak kullanılabilme 

potansiyeline sahiplerdir (16). Likit biyopsi, 109 normal hematopoietik hücreler 

arasında gizlenen tek bir tümör hücresini tespit eden analitik hassas bir kan testi 

olarak tanımlanabilir (103).  

 
Tümörlerin heterojen doğası sebebiyle metastaz gerçekleştiren hücreler ile 
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birincil tümör kitlesi içinde bulunan hücrelerin farklı fenotipik ve genotipik 

özelliklere sahip olabileceği bilinmektedir (104). Yapılan bir çalışmada, primer doku 

biyopsisi ile hastadan elde edilen CTC’lerin karakterizasyonu karşılaştırıldığında, 

primer tümörün HER2 ekspresyon açısından pozitif olduğu fakat CTC’lerin bu 

ekspresyonu açısından negatif olduğu saptanmıştır (17). Doku kitlelerinin 

karakteristik özelliği ile metastatik hücreler farklı olabilmesi sebebiyle CTC’ler 

kanser teşhisi ve tedavi seçiminin belirlenmesinde önemli roller üstlenebilir (64). 

Doku biyopsisi ile CTC’lerin likit biyopsi özellikleri Tablo 2.4.’de gösterilmiştir 

(101). 

 
Tablo 2.4. Metastatik meme kanserinde doku biyopsisi ile CTC Likit biyopsisinin 

karşılaştırılması (101). 

 

Doku Biyopsisi CTC Likit Biyopsisi 

İnvazivdir, seyrek önemli morbiditeye 

neden olabilir. 
Minimal invazivdir. 

Tedaviye yanıt veya hastalık seyrinin 

gözlenmesinde birden fazla biyopsi yapılması 

uygun değildir. 

Tedaviye yanıt veya hastalık 

seyrinin gözlenmesinde birden fazla kez 

yapılması daha kolaydır. 

Analiz için yeterli doku eldesi 

gereklidir. 

CTC izolasyonu zor olabilir ve 

belki  CTC kaybedilebilir. 

Oldukça ucuzdur. Pahalıdır. 

Hiçbir özel analitik ekipmanı 

gerektirmez. 
Özel analitik ekipmanı gerektirir. 

Tedavi merkezlerinin büyük 

çoğunluğu gerçekleştirilebilir. 

Uygun ekipmana sahip 

laboratuvarlarda gerçekleştirilebilir. 

ER, PgR, HER2 için tümör dokusunun 

standardizasyonun İHK (+/- FISH) 

değerlerinin yorumlanması gereklidir. 

CTC gerektiği takdirde üzerinde 

HER2 yorumlanması ve ER ifadesi için en 

iyi ileri doğrulama yöntemidir. 

Tedavi kararlarının klinik etkisi   

belirsiz doku biyopsisi biyobelirteç 

değerlendirmesine bağlıdır. 

Tedavi kararlarının klinik etkisi   

belirsiz CTC biyobelirteç 

değerlendirmesine bağlıdır. 
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3. MATERYAL VE METOT 
 
 

3.1. Materyal 

 
 

3.1.1.  Hasta ve Kontrol Örneklerinin Toplanması 

 
Çalışmaya, Ankara Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi Onkoloji Kliniği 

ile Ankara Numune Hastanesi Onkoloji Kliniğine başvuran 11 meme kanserli hasta 

ve 8 sağlıklı birey dahil edilmiştir. Bu amaçla Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Etik 

Kurulu’ndan 02.02.2015 tarihli, 11 sayılı uygunluk belgesi alınmıştır.  

 
Gönüllü bireyler, aşağıda belirtilen kriterler doğrultusunda belirlenmiştir ve 

çalışma ile ilgili detaylı bilgilendirme yapıldıktan sonra onayları alınarak çalışmaya 

dahil edilmiştir. 

 
Hasta grubu kriterleri 

 
 Yeni teşhis konmuş,  

 Hiç tedavi almamış  

 Kanser evrelendirmesi yapılmış meme kanserli hastalar 

Kontrol grubu kriterleri 

 
 Hastalık geçmişinde herhangi bir kanser türü saptanmamış sağlıklı 

bireylerden oluşmaktadır.  

 
 

3.1.2. Tez Çalışmasında Kullanılacak Sarf Malzeme ve Cihazlar 

 
Tez çalışmasında kullanılmak üzere tercih edilen sarf malzemeler Tablo 3.1-  

Tablo 3.6’da gösterilmiştir. 
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Tablo 3.1. Çalışmada yararlanılan sarf malzemeler 

 
MALZEMELER MARKA 

Falkon tüpü 15’lik Isolab, Wertheim, Almanya 

Falkon tüpü 50’lik Isolab, Wertheim, Almanya 

BD Flow tüpü 5ML Polystyrol  

(Akan hücre ölçer tüpü) 
BD Bioscience, San Jose, Kaliforniya, ABD 

EDTA’lı tüp (5mL) Isolab,Wertheim, Almanya 

Enjektör 10 cc İsolab, Wertheim, Almanya 

Lamel Isolab, Wertheim, Almanya 

Mikro pipet Eppendorf Easypet 3, Hamburg, Almanya 

Pastör pipet 3mL Isolab, Wertheim, Almanya 

Serolojik pipet 15 mL Isolab, Wertheim, Almanya 

Serolojik pipet 25 mL Isolab, Wertheim, Almanya 

Thoma Lamı Isolab, Wertheim, Almanya 

 

 

Tablo 3.2. CTC zenginleştirme basamaklarında kullanılan sarf malzemeler 

 

Sarf Malzemeler Marka 

Biocoll Separation Solution (Fikol) Merck Millipore, Darmstadt, Almanya 

MACS CD45 Microbeads (Mikroboncuk) Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Almanya 

MACS LD kolon Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Almanya 

MACS seperator Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Almanya 

MACS magnet Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Almanya 
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Tablo 3.3. Hücre yüzey moleküllerini işaretlemede kullanılan florokrom bağlı 

antikorlar 

 
Hücre Yüzey 

Antikorları 

İşaretlenen 

Florokromlar 

İzotip Kontrol 

Antikorları 
Marka 

BD Anti-EpCAM 

(Monoklonal Antikor) 
PE 

BD IgG1 KPA ITCL 

NHP PE 

BD Bioscience, San 

Jose, Kaliforniya, 

ABD 

BD Anti-CD44 

(Monoklonal Antikor) 
V450 

BD IgG2b Isotype 

Control Horizon V450  

BD Bioscience, San 

Jose, Kaliforniya, 

ABD 

BD Anti-CD24 

(Monoklonal Antikor) 
PERCP-CY5.5 

BD IgG2a Itcl Percp-

Cy5.5 

BD Bioscience, San 

Jose, Kaliforniya, 

ABD 

BD Anti-CD45 

(Monoklonal Antikor) 
APC-H7 

BD IgG1 Kappa 

Isotype Control  

APC-H7  

BD Bioscience, San 

Jose, Kaliforniya, 

ABD 

 

 
Tablo 3.4. Hücre içi boyamada kullanılan florokrom bağlı antikorlar 

 
Hücre İçi  

Antikorlar 

İşaretlenen 

Florokromlar 

İzotip Kontrol 

Antikorları 
Marka 

BD Anti-CK7,8 

(Polikonal Antikor) 
FITC 

BD IgG2a Isotype 

Control  FITC 

BD Bioscience, 

 San Jose, 

Kaliforniya, ABD 

BD  

Anti-

CK(14,15,16,19) 

(Poliklonal Antikor) 

ALEXA 647 
BD IgG1 Isotype 

Control ALEXA 647 

BD Bioscience, 

 San Jose, 

Kaliforniya, ABD 
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Tablo 3.5. Çalışmada yararlanılan alet ve cihazlar 

 
Alet ve Cihazlar Marka/Model 

+4 Buzdolabı (2-80C) Klimasan-S 900 SC DD 

Akan Hücre Ölçer  The BD FACSAria™ III Cell Sorter 

Distile Su Cihazı ELGA- LA621  

Hassas terazi MRC - ASB-220-C2 

Işık Mikroskobu Nikon- Eclipse E100 

Kronometre ISOLAB 

Otomatik pipet pompası Eppendorf Easypet 3 

Santrifüj Hettich Universal 320 R 

Vorteks MRC SI-100 

 

 
Tablo 3.6. Çalışmada kullanılan kimyasal malzemeler 

 
Kimyasal Malzemeler Marka 

BD CellWASH Solüsyonu  BD Bioscience, San Jose, 

Kaliforniya, ABD 

BD Cytofix Tampon Çözeltisi BD Bioscience, San Jose, California 

ABD 

BD FACS Flow Sheath Fluid  

(Koruyucu Kılıf Sıvısı ) 

BD Bioscience, San Jose, 

Kaliforniya, ABD 

BD Perm/Wash Tampon Çözeltisi BD Bioscience, San Jose, 

Kaliforniya, ABD 

BD Phosflow Perm III Tampon Çözeltisi BD Bioscience, San Jose, 

Kaliforniya, ABD 

BD PharMingenStain Tampon Çözeltisi 

( FBS’li) 

BD Bioscience, San Jose, 

Kaliforniya, ABD 
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Tablo 3.6. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Malzemeler (devam) 

 
BSA   Albumin Fraction V, Biowest, 

Nuaillé, Fransa 

Gibco DPBS (Kalsiyumsuz, Magnezyumsuz) Gibco, Life Tech, ABD 

EDTA disodyum Genaxxon, Ulm, Almanya 

 

 

3.1.3. Tez Çalışmasında Kullanılan Tamponlar 

 
MACS CD45 Tampon Çözeltisi: PBS içerisine (pH 7.2), %0,5’lik BSA ve 

2mM EDTA eklendi. Hazırlanan solüsyon 2-80 C’de çalışmaya kadar saklandı. 

 
Perm/Wash Tampon Çözeltisi: 10X olarak temin edilen solüsyon 1X olacak 

şekilde dilüe edildi. 9 mL distile su içerisine 1 mL Perm/Wash tampon çözeltisi 

eklenerek tampon hazırlandı. 

 
 

3.2. Yöntem 

 
 

3.2.1. Akan Hücre Ölçer Çalışma Prensibi 

 
Akan hücre ölçer, tek hücre süspansiyonu halindeki hücrelerin bir akış kanalı 

boyunca, tek hücre seviyesinde analizini sağlayan bir cihazır. Hücreler, lazer 

önünden geçerken yansıyan foton enerjisinin ölçümüne bağlı olarak hücrelerin 

büyüklük (0,2-150µm), granülarite ve floresans özelliklerine göre hücre 

popülasyonlarını, organelleri veya benzer ölçüde partikülleri kantitatif olarak 

araştırma imkanı sağlar (105). 

 

 

Şekil  3.1. Akan hücre ölçer temel prensibi. 
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Akan hücre ölçer sistemi 3 ana sistemden oluşmaktadır: 

 
Hidrolik Sistem: Akış sistemidir. Partiküllerin lazer önünden geçişi için 

taşıyıcı sistem olarak görev görev alır (105). Hücrelerin lazer önünden tek tek 

geçebilmesi için emilimini sağlayan sistemdir. Ana kısım akım kamarası (akım 

chamber)’dır. Düşük basınca doğru hareket eden numune, sıvı kılıfı sayesinde tam 

orta noktada ilerlerken, basınç sistemi de numune basıncının kılıf basıncından yüksek 

olmasını sağlar (105).   

 
Optik Sistem: Lazer önünden geçen hücrelerden açığa çıkan saçılımın çapraz 

ve silindirik filtreler ile toplanarak düzgün şekilde fotodedektöre aktarılmasında 

görev alır (105). 

 
Elektronik Sistem: Elde edilen optik sinyalin Photo Multiple Tubes (PMT) ile 

amplifiye edilerek elektrik sinyaline çevriminden ve analiz için bilgisayara 

aktarımından sorumludur (Şekil 3.1) (105). Işık şiddetiyle orantılı olarak dedektörde 

elektron uyarımı olur ve elektrik akımı voltaj olarak kaydedilir. Voltaj uyarısının 

oluşması için hücrelerin lazer ışığı ile etkileşmesi gerekir (106)  

 

Tez çalışmasında BD FACS Aria III cihazı kullanılmıştır (Şekil 3.2). 

 

 
 

Şekil  3.2. BD FACS Aria III akan hücre ölçer. 
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Akan hücre ölçerde çalışma gerçekleştirebilmek için taze ve fikse edilmiş 

solid dokuların çeşitli yöntemlerle süspansiyon haline getirilmesi gerekir. Hava 

basıncı ile sıvı içerisinden geçen hücreler, hidrostatik basınç ile cam veya kuartz 

yapıdaki akış kabinine gelirler. Buradan tek sıra halinde lazer kaynağının önünden 

geçerler (Şekil 3.3).  

 

 
 

Şekil  3.3.FS ve SS dedektörleri ile hücrelerin kanaldan geçişi (105). 

 
Sistem, floresan yoğunluğunun ölçümüne bağlı olarak çalıştığından güç 

kaynağı olarak “lazer” kullanılır. Bu kaynak helyum-neon, argon, kripton gibi yüksek 

enerjilidir (105).  

 
Antikor aracılığı ile ilgilenilen antijeni göstermek için renk maddesi olarak 

florokrom kullanılır. Aynı dalga boyunda ışığı farklı absorbe eden florokromlar, farklı 

dalga boylarında ışık saçılımı gösterirler (105). Farklı florokrom boyalar kullanılarak 

istenilen antijenin belirlenmesinde direkt veya indirekt işaretleme tercih edilebilir. 

Direkt işaretleme, FITC, PE, PERTI, PERCY gibi işaretli antikorlar seçilerek 
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hücreler işaretlenir ve sonrasında akan hücre ölçerde analiz edilir. İndirekt 

işaretlemede ise, primer ve sekonder olmak üzere iki antikor kullanır. Primer antikor 

aranılan epitopa karşıdır, sekonder antikor ise,  primer antikordaki epitopa spesifiktir 

ve floresan ile konjuge haldedir. Bu işaretlemede ikinci işaretli antikor birçok birinci 

işaretli antikoru işaretlemede kullanılabilir (107). 

 
Analiz için sistem belli dedektörler barındırır. Bunlar, Forward Scatter (FS), 

Side Scatter (SS), Floresan (FL)’dır. FS; hücre yüzey alanı veya yoğunluğu 

hakkında, SS; granülarite veya iç yapısı hakkında bilgi verir (Şekil 3.4) (105). FS/SS 

histogrami, hücre süspansiyonu içerisindeki hücre büyüklüğü ve hücre yoğunluğuna 

göre ayrımktadır. Örneğin, periferik kandan lenfosit, monosit ve granülosit farklı 

büyüklük ve yoğunluğa sahiptir. FS/SS histogramı farklı bölgelerde dağılım gösterir 

(Şekil 3.4). FS/SS ayrımından sonra belirli bir hücre grubu hakkında bilgi edinmek 

için hücre/hücre gruplarının bir çerçeve ile belirlenmesi olayına “gating“ (kapılama) 

denir (107). 

 

 
 

Şekil  3.4. FS/SS histogramda periferik kan hücrelerinin dağılımı (105). 
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3.2.2.  Kan Örneklerinin Hazırlanması 

 
Çalışmaya dahil edilen 11 meme kanserli hasta ve 8 sağlıklı bireyden 7,5 mL 

periferik kan örneği EDTA’lı tüplere alındı. Bu kan örnekleri çalışma süresine kadar 

oda sıcaklığında bekletildi. Çalışma sırasında sırasıyla zenginleştirme 

basamaklarında fikol ile yoğunluk farkına dayalı ayrım ve immunomanyetik ayrım, 

saptama basamağında ise akan hücre ölçer kullanılmıştır (Şekil 3.8). 

 
 

3.2.3.  Tez Çalışmasında Kullanılan CTC Zenginleştirme Basamakları 

 
Zenginleştirme basamağının amacı, ilgilenilen hücre dışındaki kan 

hücrelerinin belirli teknikler kullanılarak uzaklaştırılması ve ilgilenilen hücre 

grubunun bulunma ihtimalinin artırılmasıdır.  

 
Fikol Yoğunluk Farkına Dayalı Zenginleştirme Basamağı 

 
Tüm kan örneği fikol aracılığı ile yoğunluk farkına göre ayrıldı. Oluşan 

tabakalar içerisinden CTC’lerin ve lökositlerin bulunduğu PBMC tabakası izole 

edildi. 

 
 7,5 mL kan örneği 1:2 oranında PBS ile sulandırıldıktan sonra 1:1 

oranında fikol üzerine yavaşça eklendi. 200 C’de, 300g'de 25 dakika 

santrifüj edildi.  

 
 Oluşan tabakalar Şekil 3.5’de gösterildiği gibi sırasıyla plazma 

hücrelerinin bulunduğu tabaka, ortada mononükleer hücrelerin (PBMCs) 

oluşturduğu bulutumsu tabaka, fikol tabakası ve en altta eritrositlerin 

bulunduğu tabakalardır. PBMC’lerin bulunduğu tabaka dikkatlice 

toplanarak ayrı bir falkon tüpüne alındı (Şekil 3.5). 

   
 Toplanan PBMC’ler, PBS ile 200 C, 300g’de 10 dakika santrifüj edildi. Bu 

işlem 2 kez tekrarlandıktan sonra,  10 mL PBS hücre süspansiyonuna 

eklendi.  

 
 Thoma lamında sayılmak üzere hücre süspansiyonundan 10 µL alınarak 
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lama yüklendi ve hücreler mikroskopta sayıldı (108).  

 
 Thoma lamında hücre sayısı hesaplamak için şu formül kullanıldı (109): 

Toplam hücre sayısı= 16 büyük kare içerisindeki hücre sayısı x 10 000 x 

dilüsyon faktörü x toplam hacim  (109). 

 
 Sayım işlemi 3 kez tekrarlandıktan sonra hücre sayılarının ortalaması 

alındı (108). 

 

 
 

Şekil  3.5. a) Kan örneği b) PBS ile sulandırılmış kan örneği 

c) Fikol ayrımı öncesi kan örneği d) Fikol ayrımı sonrasında 

oluşan tabakalar (108). 

   
İmmunomanyetik ayrım (CD45 Deplesyon) Basamağı 

 
İmmunomanyetik ayrım, lökositlere spesifik CD45 hücre yüzey antijeni hedef 

alınarak gerçekleştirildi (Şekil 3.6). PBMC’lerin içerisinde yoğun şekilde bulunan 

lökositlerin hücre yüzey antijenlerine spesifik olan CD45 manyetik mikroboncuklar 
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kullanılmıştır. Manyetik mikroboncukların diğer ucuna demir bağlıdır. Bu 

mikroboncuklar ile inkübe edilmiş hücre süspansiyonu, magnete yeleştirilen kolon 

içerisinde geçirilmiştir (Şekil 3.6). Manyetik alana maruz kalan mikroboncuk 

bağlanmış lökositler kolona yapışırken, CD45 yüzey antijeni içermeyen hücreler (ör. 

CTC’ler) kolondan direkt olarak akar. 

 
 Hücre süspansiyonu 200 C, 300g' de 10 dakika santrifüj edildikten sonra 

pellet üzerine 107  hücre sayısı ile orantılı olarak şekilde 80µL MACS 

buffer ve 20µL CD45 manyetikboncuk eklendi ve 15 dakika karanlıkta 

inkübe edildi  (108) (Tablo 3.6). 

 
Tablo 3.7. CD45 deplesyonu için kullanılan malzemelerin miktarı 

 
CD45 Deplesyonu için 

 gerekli olan malzemeler 

107 hücreye karşılık 

 eklenen miktar 

MACS buffer 80µL/107 hücre 

CD45 manyetikboncuk 20µL/107 hücre 

MACS buffer 1mL/107 hücre 

 

 

 

Şekil  3.6. İmmunomanyetik ayrım. 
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 İnkübasyon ardından 107 hücre sayısına karşılık 1 mL MACS buffer 

eklenerek 40 C 300g'de 10 dakika santrifüj edildi. 

 
 Mikroboncuk içeren hücre süspansiyona, 1.25x108 hücre sayısına karşılık 

500µL MACS tamponu, eklendi.  

 
 2 mL MACS tamponu ile LD kolon yıkandı ve ardından hücre 

süspansiyonu kolona yüklendi. 

 
 2 kez, 1 mL MACS buffer ile yıkandı (Şekil 3.6) ve tekrar thoma lamında 

sayım yapıldı (108). 

 
 

3.2.4. Tez Çalışmasında Kullanılan CTC Saptama Basamağı 

 
Saptama basamağının amacı, zenginleştirme basamakları sonrasında elde 

edilen hücre süspansiyonunun, uygun teknikler ile analiz edilmesidir. Hücre 

süspansiyonu, akan hücre ölçerde analiz edilmek üzere uygun florokrom bağlı 

spesifik antikorları ile işaretlendi. 

 
CTC saptama basamağında 3 tüp oluşturuldu. Deney tüpünde, hücreler 

spesifik antikorlarla işaretlendi. Kontrol tüpündeki hücreler antikorlar ile 

işaretlenmezken, izotip kontrol tüpünde izotip antikorlar ile hücreler boyandı.  

Kontrol tüpü ve izotip kontrol tüpleri, CTC tespitinde önemli bir süreç olan kapılama 

işleminde, doğru kapılama yapılırken, yanlış pozitif ya da yanlış negatif değerleri 

elimine etmek içi kullanıldı (Şekil 3.7)  

 
Kontrol Tüpü 

 
 Örnek kolondan geçirildikten sonra, yaklaşık 2,5 ml’lik hücre 

süspansiyonundan  100 µL akan hücre ölçer tüpüne aktardı.  

 
  Üzerine CellWASH solüsyonu eklendi ve 40 C 350g'de 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra 500 µL Cellfix tampon çözeltisi eklenir (108). 
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Şekil  3.7. Çalışma sırasında 1 hasta için oluşturulan tüpler ve özellikleri. 

 
 

 40 C’de karanlıkta 16 saat inkübe edildi. Gerektiği takdirde, inkübe 

edilmeden çalışmaya devam edilebilir.  

 
 İnkübasyonun sornasında örnek  40 C 350g’de 5 dakika santrifüj edildikten 

sonra 500µL Stain tampon çözeltisi eklenip vortekslendi. 

 
 Akan hücre ölçerde analiz aşamasına kadar bu tüp 40 C’de karanlıkta 

bekletildi (108). 

 
Deney Tüpü 

 

 100µL CellWASH solüsyonu içerisinde 106 hücre olacak şekilde hücre 

sayısına göre oranlanarak CellWASH solüsyonu eklendi. Sırasıyla hücre 

yüzey boyama ve hücre içi boyama yapıldı. 

 
 Tablo 3.8’de belirtilen miktarlarda antikorlar eklenerek örnek vortekslendi, 

ardından 40 C’de karanlıkta 30 dakika inkübe edildi. 

 
 İnkübasyon sonrasında, örneğe 2 mL’ye Stain Tampon çözeltisi eklendi, 40 

C 350g’de 5 dakika santrifüj edildi. 

 
 500 µL Cellfix tampon çözeltisi eklendi ve örnek 40 C’de karanlıkta 16 

saat inkübe edildi. Gerektiği takdirde beklenmeden çalışmaya devam 

edilebilir (108).  
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Tablo 3.8. Hücre yüzeyini işaretlemede kullanılan antikor  miktarları 

 

Antikorlar 
106 hücreye karşılık eklenen 

Antikor miktarı 

Anti-EpCAM-PE 20µL/106 hücre 

Anti-Human CD44-V450 20µL/106 hücre 

Anti-Human CD24-PERCP-CY5.5 20µL/106 hücre 

Anti-Human CD45-APC-H7 5µL/106 hücre 

 
 
 

 İnkübasyon sornası örnek 40 C 350g’de 5 dakika santrifüj edildi ve 2mL 

1X Perm/Wash tampon çözeltisi eklendi.  

 
 100 µL Phosfow Perm III tampon çözeltisi vorteks üzerinde yavaşça 

eklendi, 40C’de karanlıkta 30 dakika inkübe edildi. 

 
 Hücre süspansiyonu 40 C 350g’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra 2 mL 

1X Perm/Wash tampon çözeltisi eklendi.  

 
 40 C 350g’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra 100 µL stain tampon 

çözeltisi eklendi. 

 
 Hücre içi boyamada kullanılan antikorlar Tablo 3.9’daki miktarlarda 

eklendi ve vortekslendi.  

 
 40 C’de karanlıkta 30 dakika inkübe edilir. 

 
 2 mL Perm/Wash tampon çözeltisi tampon çözeltisi eklendi, vortekslendi. 

 
  40 C 350g’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra 500µL Stain tampon 

çözeltisi eklendi, vortekslendi. 

 
 Akan hücre ölçerde analiz aşamasına kadar bu tüp 40 C’de karanlıkta 

bekletildi (108). 
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Tablo 3.9. Hücre içini işaretlemede kullanılan antikor miktarları 

 

Antikorlar 
106 hücreye karşılık eklenen Antikor 

miktarı 

Anti-CK 14,15,16,19- ALEXA 647 5µL/106 hücre 

Anti-CK7,8-FITC 20µL/106 hücre 

 
 

İzotip Kontol Tüpü 

 
 İmmunomanyetik ayrım ardından süspansiyonda 106 hücre olacak şekilde 

bir miktar hücre Akan hücre ölçer tüpüne alınır. Deney tüpünde anlatılan 

tüm basamaklar gerçekleştirilir. Hücre yüzeyini ve hücre içini boyamada 

kullanılan antikorlar Tablo 10 ve Tablo 11’de gösterilmiştir.  

 
 Hücre içi ve hücre yüzeyi işaretlemeleri sonrasında tüpte bulunan tüm 

hücreler akan hücre ölçerde analiz edildi.  

 
 Analiz sırasında CTC’leri doğru belirlenmesi için, antikor eklemeden 

oluşturulan kontrol tüpü ve yanlış ışımaları engellemek için oluşturulan 

izotip kontrol tüpü, deney tüpü ile birlikte değerlendirilmiştir  (108). 

 
Tablo 3.10. Hücre yüzeyini işaretlemede kullanılan izotip antikor miktarları 

 

Antikorlar 
106 hücreye karşılık eklenen Antikor 

miktarı 

IgG1 Itcl NHP PE 20µL/106 hücre 

IgG2b Itcl Horizon V450 20µL/106 hücre 

IgG2a Itcl PerpCP-CY5.5 20µL/106 hücre 

IgG1 Itcl APC-H7  5µL/106 hücre 
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Tablo 3.11. Hücreiçini işaretlemede kullanılan izotip antikor miktarları 

 

Antikorlar 
106 hücreye karşılık eklenen Antikor 

miktarı 

IgG1 Itcl ALEXA 647 5µL/106 hücre 

IgG2a Itcl FITC  20µL/106 hücre 

 
 

3.3.  İstatistiksel Analiz  

 
CTC tespiti sonrasında uygun kapılamalar stratejisi ile elde edilen hücre 

sayılarının normal dağılıma uygunluğu Shapiro-Wilk testi ile incelenmiştir. CTC 

sayıları ortanca (min-maks: minimum-maksimum) ile ifade edilmiştir. 

 

Hasta ve kontrol gruplarında tespit edilen CTC’ler Mann-Whitney U testi ile 

karşılaştırılmıştır. CK tabanlı ve EpCAM tabanlı kapılama yöntemlerinden elde 

edilen CK+CTC, EpCAM+CTC, CK+CSC, EpCAM+CSC sayıları Wilcoxon testi ile 

karşılaştırılmıştır. Hasta grubundaki bireylerin tümör evresi, c-erb-B2 değerleri ile 

tespit edilen CTC sayıları arasındaki ilişkiler Poliserial korelasyon katsayısı; diğer 

kanser serum belirteçleri ile CTC sayıları arasındaki ilişki ise Spearman rho katsayısı 

ile değerlendirilmiştir. İstatistiksel anlamlılık düzeyi p<0.05 kabul edilmiştir. 

 
İstatistiksel analizler ve hesaplamalar için IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM 

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

IBM Corp.) programı ve R paket programındaki “polycor” paketi kullanılmıştır. 
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Şekil  3.8. CTC zenginleştirme ve saptama basamakları (72). 
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4. BULGULAR 
 
 

Çalışmaya, 35-85 yaş aralığındaki evre I-II’ den 3 hasta (% 27.3), evre III’den 

5 hasta (% 45.4) ve evre IV’den 3 hasta (% 27.3) olmak üzere 11 meme kanserli 

hasta ve 8 sağlıklı birey kontrol grubu olarak dahil edildi. Evre II ve evre IV meme 

kanserli hastalar içerisinden 1’er hastada, tedavileri süresince değişen CTC ve CSC 

değerlerini gözlemlemek için ilk kürden sonra bir kan örneği daha alındı (Tablo 4.2).  

 
Hastaların demografik, klinik ve tümör özellikleri Tablo 4.1’de gösterilmiştir. 

Meme kanserli hastaların ER ve PR durumu, c-erb-B2 değerleri  (EK-5) ile 

hastalarda tespit edilen CTC sayıları Tablo 4.4’de, sağlıklı bireylerde saptanan CTC 

sayıları ise Tablo 4.9’da belirtilmiştir. Tespit edilen CTC subpopulasyonları Tablo 

4.2’de gösterildiği gibi katagorize edilerek analizleri gerçekleştirilmiştir. 

 
Tablo 4.1.  Hastaların demografik, klinik özellikleri 

 

Hastaların özellikleri Parametreler Sayı  (%) 

Yaş Grubu 
≤50 

>50 

5 (%45.5) 

6 (%54.5) 

Opere 
Negatif 

Pozitif 

4 (%57.1) 

7 (%42.9) 

Evre 

I 

II 

III 

IV 

- 

3 (%22.3) 

5 (%45.4) 

3 (%22.3) 

ER durumu 
Negatif 

Pozitif 

2 (%18.2) 

9 (%81.8) 

PR durumu 
Negatif 

Pozitif 

2 (%18.2) 

9 (%81.8) 

c-erb-B2 değeri 

0 

1+ 

2+ 

3+ 

3 (%27.2) 

4 (%36.4) 

2 (18.2) 

2 (18.2) 
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Tablo 4.2. CTC gruplandırması 

 
C

T
C

 
CTC 

subpopulasyonları 

Kapılama 

stratejisinde seçilen 

ilk hücre grubu 

Kapılama stratejisinde sırasıyla seçilen 

hücre grupları 

CK+ CTC CK tabanlı CTC CK(14,15,16,19)+/CK(7,8)+/EpCAM+/CD45- 

EpCAM+ CTC 
EpCAM-tabanlı CTC 

 
EpCAM+/CK(14,15,16,19)+/CK(7,8)+/CD45- 

CK+ CSC 

CK(14,15,16,19) 

tabanlı CSC 

(CK tabanlı CSC) 

CK(14,15,16,19)+/CK(7,8)+/ CD44+/CD24- 

EpCAM+ CSC 

 

EpCAM tabanlı CSC 

 

EpCAM+/ CD44+/CD24- 

CSC CSC tabanlı CD44+/CD24- 

 

 

Akan hücre ölçerde analiz edilen örneklerin sonuçları Şekil 4.1- Şekil 4.5’de 

gösterildiği gibi elde edilmektedir. Analiz edilen tüm hücreler içerisinden uygun 

kapılama stratejisi ile kontrol ve izotip kontrol örneklerinin analiz sonuçları ile 

karşılaştırılarak hücre sayılarına ulaşılmıştır. 

 

 
 

Şekil  4.1. CK tabanlı CTC kapılaması. 
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Şekil  4.2. EpCAM tabanlı CTC kapılaması. 

 

 

 
 

Şekil  4.3. CK tabanlı CSC kapılaması. 
 

 

 
 

Şekil  4.4. EpCAM tabanlı CSC kapılaması. 
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Şekil  4.5. CSC tabanlı kapılaması. 

 
4.1.  Meme Kanserli Hastaların Akan Hücre Ölçer Analiz Sonuçları 

 
Çalışmaya dahil edilen teşhis konulmuş, evrelemesi yapılmış ve hiç tedavi 

almamış meme kanserli hastalar Tablo 4.3’de belirtildiği gibi adlandırılmıştır. 

 
Tablo 4.3. Hasta ve takip gruplarının adlandırması  

 

Hasta Grubu Hasta Takip 

1.  Evre 2 Hasta1 (E2H1) - 

2.  Evre 2 Hasta 2 (E2H2) E2H2T 

3.  Evre 2 Hasta 3 (E2H3) - 

4.  Evre 3 Hasta1 (E3H1) - 

5.  Evre 3 Hasta 2 (E3H2) - 

6.  Evre 3 Hasta 3 (E3H3) - 

7.  Evre 3 Hasta 4 (E3H4) - 

8.  Evre 3 Hasta 5 (E3H5) - 

9.  Evre 4 Hasta 1 (E4H1) - 

10.  Evre 4 Hasta 2 (E4H2) E4H2T 

11.  Evre 4 Hasta 3 (E4H3) - 

 
 

E2H1’in akan hücre ölçer sonucuna göre, 7.5 mL kan örneğinde 413 472 

hücre sayıldı. Elde edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC 

tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 4.6 - Şekil 4.10). Tablo 4.4’de uygun kapılama 

stratejisine göre tespit edilen hücre sayıları yer almaktadır. 



65 
 

 

 
 

Şekil  4.6. E2H1’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
 

 

 
 

 
 

Şekil  4.7. E2H1’in EpCAM tabaklı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 
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Şekil  4.8. E2H1’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+ CSC sayısı. 

 

 

 
 

 
 

Şekil  4.9. E2H1’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+ CSC sayısı. 
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Şekil  4.10. E2H1'in CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 

 

 

E2H2’nin verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 748 213 hücre sayıldı.  Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.11-Şekil 4.15). Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 

 

 
 

Şekil 4.11. E2H2' nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
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Şekil  4.12. E2H2’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şeki 4.13. E2H2' nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil 4.14. E2H2’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.15. E2H2’nin CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 
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E2H3’ ün verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 3 925 000 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.16-Şekil 4.20). Tablo 4.4’de uygun kapılama stratjisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
 

 

 
 

Şekil  4.16. E2H3’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+ CTC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.17. E2H3’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.18. E2H3’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 
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Şekil  4.19. E2H3’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.20. E2H3’ün CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 
 

 

 

E3H1’in verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 850 770 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.21,-Şekil 4.25). Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
 

 
 

Şekil  4.21. E3H1’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
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Şekil  4.22. E3H1’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.23. E3H1’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.24. E3H1’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 
 

 
 

Şekil 4.25. E3H1’in CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 
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E3H2’nin verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 1 931 701 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı ve EpCAM tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 

4.26- Şekil 4.27) Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit edilen hücre 

sayıları yer almaktadır. 
 

 
 

Şekil  4.26. E3H2’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.27. E3H2’nin tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 
 

 

 

E3H3’ün verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 507 836 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.28- Şekil 4.32). Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
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Şekil  4.28. E3H3’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.29. E3H3’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.30. E3H3’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.31. E3H3’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı 
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Şekil  4.32. E3H3’ün CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 
 

 

E3H4’ün verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 1 511 855 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.33- Şekil 4.37). Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
 

 

 
 

Şekil  4.33. E3H4’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.34. E3H4’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 
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Şekil  4.35. E3H4’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.36. E3H4’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 
 

 
 

Şekil  4.37. E3H4’ün CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 
 

 

E3H5’in verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 36 362 hücre sayıldı Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.38- Şekil 4.42). Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
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Şekil  4.38. E3H5’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.39. E3H5’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 

 
Şekil  4.40. E3H5’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.41. E3H5’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 
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Şekil  4.42. E3H5’in CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 

 

 

Şekil 4.43- Şekil 4.47’de E3H5’in izotip kontrol sonuçları yer almaktadır.  

 

 

 
 

 
 

Şekil  4.43. E3H5’in izotip boyaması. 
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Şekil  4.44. E3H5’in izotip boyaması. 

 
 
 

 
 

 
 

Şekil  4.45. E3H5’in izotip boyaması. 
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Şekil 4.46. E3H5’in izotip boyaması. 
 

 

 

 

Şekil  4.47. E3H5’in izotip boyaması. 
 

 

 

E4H1’in verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 1 332 010 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı ve EpCAM tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 

4.48, Şekil 4.49). Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit edilen hücre 

sayıları yer almaktadır. 
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Şekil  4.48. E4H1’in CK tabanlı tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 

 
 
 

 
 

 
 

Şekil  4.49. E4H1’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 
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E4H2’nin verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 194 448 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.50-Şekil 4.54). Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
 

 

 
 

Şekil  4.50. E4H2’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.51. E4H2’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.52. E4H2’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 
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Şekil  4.53. E4H2’nin EpCAM tabanlı yapılan kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.54. E4H2’nin CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 

 
 
 

E4H3’ün verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 4 975 000 hücre sayıldı Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı ve EpCAM tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 

4.55, Şekil 4.56). Tablo 4.4’de, uygun kapılama stratejisine göre tespit edilen hücre 

sayıları yer almaktadır. 

 
 

 
 

Şekil  4.55. E4H3’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
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Şekil  4.56. E4H3’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 
 

Tablo 4.4. Çalışmaya dahil edilen meme kanserli hastalarda saptanan CTC sayıları 

 

Hasta 

Grubu 

Hücre 

Sayısı 

(Events) 

CTC subpopulasyonlarında tespit edilen hücre sayıları 

CK+ 

CTC 

 EpCAM+ 

CTC 

CK+ 

CSC 

EpCAM+ 

CSC 
CSC 

E2H1 413 472 3 5 7 4 18 

E2H2 3 925 000 6 5 9 4 1 106 

E2H3 748 213 6 4 12 5 1 587 

E3H1 850 770 6 7 10 5 2 709 

E3H2 1 931 701 7 9 - - - 

E3H3 507 836 3 3 11 1 31 

E3H4 1 511 855 3 0 4 5 39 

E3H5 36 362 2 4 6 3 5 

E4H1 1 332 010 1 1 - - - 

E4H2 194 448 16 10 13 17 851 

E4H3 4 975 000 5 7 - - - 

E2H2T 251 669 6 6 3 5 29 

E4H2T 1 376 309 10 10 7 9 46 

 
 
 

4.2. Sağlıklı Bireylerin Akan Hücre Ölçer Analiz Sonuçları 

 
Çalışmaya dahil edilen 8 sağlıklı bireyin sonuçları Şekil 4.57 – Şekil 4.102 

arasında ve Tablo 4.8’de yer almaktadır. Bu bireylerin kan örneklerinde 

EpCAM+CTC ve CK+CTC saptanmaz iken, bazı sağlıklı bireylerde CSC tespit 

edilmiştir. Tablo 4.5’de kontrol grubuna dahil edilen bireylerler yer almaktadır. 
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Tablo 4.5. Kontrol grubuna dahil edilen sağlıklı bireylerin adlandırması 

 

Kontrol Grubu Adlandırma 

1.  Kontrol 1  (K1) 

2.  Kontrol 2  (K2) 

3.  Kontrol 3  (K3) 

4.  Kontrol 4  (K4) 

5.  Kontrol 5  (K5) 

6.  Kontrol 6  (K6) 

7.  Kontrol 7  (K7) 

8.  Kontrol 8 (K8) 

 
 
 

K1’in verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 325 935 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı ve EpCAM tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 

4.57, Şekil 4.58). Tablo 4.6’da uygun kapılama stratejisine göre tespit edilen hücre 

sayıları yer almaktadır. 
 

 
 

 
 

Şekil 4.57. K1’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
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Şekil  4.58. K1’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 
 
 

Şekil 4.59 ve Şekil 4.60’da K1 izotip kontrol sonuçları yer almaktadır. 
 
 

 
 

 

 
 

Şekil  4.59. K1’in izotip kontrol boyaması. 
 
 



86 
 

 
 

 
 

Şekil  4.60. K1’in izotip kontrol boyaması. 
 
 
 
 

K2’nin verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 197 459 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.61- Şekil 4.65). Tablo 4.6’da uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
 
 

 
 

Şekil  4.61. K2’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
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Şekil  4.62. K2’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen  

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.63. K2’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.64. K2’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.65. K2’nin CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 
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K3’ün verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 169 147 hücre sayıldı Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.66- Şekil 4.70). Tablo 4.6’da uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
 
 

 
 

Şekil  4.66. K3’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.67. K3’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.68. K3’ün CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 
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Şekil  4.69. K3’ün EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.70. K3’ün CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 

 
 
 

K4’ün verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 301 548 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar 

yapıldı (Şekil 4.71- Şekil 4.75). Tablo 4.6’da uygun kapılama stratejisine göre tespit 

edilen hücre sayıları yer almaktadır. 
 
 

 
 

Şekil  4.71. K4’ün CK tabanlı yapılan kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
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Şekil  4.72. K4’ün EpCAM tabanlı yapılan kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.73. K4’ün CK tabanlı yapılan kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.74. K4’ün EpCAM tabanlı yapılan kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.75. K4’ün CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 
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K5’in verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 820 971 hücre sayıldı. Elde 

edilen hücreler içerisinden CK tabanlı ve EpCAM tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 

4.76- Şekil 4.77). Tablo 4.6’da uygun kapılama stratejisine göre tespit edilen hücre 

sayıları yer almaktadır. 
 
 

 
 

Şekil  4.76. K5’in CK tabanlı yapılan kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 

 
 

 
 

Şekil  4.77. K5’in EpCAM tabanlı yapılan kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 
 
 

K6’nın verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 656 732 hücre sayıldı. Elde edilen 

hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 

4.78- Şekil 4.82). Tablo 4.6’da uygun kapılama stratejisine göre tespit edilen hücre sayıları 

yer almaktadır. 
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Şekil  4.78. K6’nın CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 

 
 
 

 

 
 

Şekil  4.79. K6’nın EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 
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Şekil  4.80. K6’nın CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 
 
 

 

 
 

Şekil  4.81. K6’nın EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 
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Şekil  4.82. K6’nın CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen CSC sayısı. 

 
 
 

K7’nin verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 606 663 hücre sayıldı Elde edilen 

hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 

4.83- Şekil 4.87). Tablo 4.6’da uygun kapılama stratejisine göre tespit edilen hücre sayıları 

yer almaktadır. 

 

 
 

Şekil  4.83. K7’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.84. K7’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 
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Şekil  4.85. K7’nin CK tabanlı tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.86. K7’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.87. K7’nin CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 

 
 
 

K8’in verilerine göre 7.5 mL kan örneğinde 1 128 019 hücre sayıldı. Elde edilen 

hücreler içerisinden CK tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılamalar yapıldı (Şekil 

4.88- Şekil 4.92). Tablo 4.6’da uygun kapılama stratejisine göre tespit edilen hücre sayıları 

yer almaktadır. 
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Şekil  4.88. K8’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.89. K8’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.90. K8’in CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.91. K8’in EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 
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Şekil  4.92. K8’in CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 

 

 
Tablo 4.6. Sağlıklı bireylerde tespit edilen CTC sayıları 

 
  

Kontrol 

Grubu 

Hücre sayısı 

(Events) 
CTC subpopulasyonlarında tespit edilen hücre sayıları 

 
CK+ 

CTC 

EPCAM+ 

CTC 

CK+ 

CSC 

EPCAM+ 

CSC 
CSC 

K1 325 935 0 0 - - - 

K2 197 459 0 0 1 0 7 

K3 169 147 0 0 0 0 2 

K4 301 548 0 0 0 0 0 

K5 820 971 0 1 - - - 

K6 656 732 0 0 2 0 18 

K7 606 663 0 0 1 0 1 

K8 1 128 019 0 0 0 0 192 

 
Hasta ve kontrol gruplarında CTC’lerin tespitinden sonra yapılan CK tabanlı, 

EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı kapılama stratejileri sonucunda sırasıyla, CK+CTC, 

EpCAM+CTC, CK+CSC, EpCAM+CSC ve CSC’ler tespit edilmiştir. 

 
Hasta grubuna dahil 6 bireyde, CK tabanlı kapılama ile eşik değeri üzerinde 

CK+CTC tespit edilmiştir (eşik değeri CTC ≥5). Bu gruptan, EpCAM tabanlı yapılan 

kapılamada ise yine 6 hastada eşik değerinin üzerinde EpCAM+CTC tespit edilmiştir 

(Şekil 4.93). 

 
CK kapılama stratejisi ile tespit edilen CK+CTC sayısının ortancası, hasta 

grubunda 5 (min-maks: 1-16)’dır. Kontrol grubunda ise bu subpopulasyonda CTC 
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elde edilmemiştir (Şekil 4.93). Hasta grubu  ile kontrol grubu CK+CTC değerleri 

kıyaslandığında, hasta grubunda CK+CTC sayısının anlamlı düzeyde yüksek olduğu 

gözlenmiştir (Z=3.789; p<0,001; Tablo 4.7). 

 
 EpCAM kapılama stratejisi ile tespit edilen EpCAM+CTC sayısı ortancası 

hasta ve kontrol gruplarında sırasıyla 5 (min-maks: 0-10) ve 0 (min-maks: 0-1) 

olarak elde edilmiştir (Şekil 4.93). EpCAM+CTC sayısı, hasta grubunda kontrol 

grubuna kıyasla daha yüksektir (Z=3.352; p=0.001; Tablo 4.7).   

 
Hasta ve kontrol gruplarında tespit edilen CK+CSC, EpCAM+CSC ve CSC 

sayıları kıyaslandığında, hasta grubunda daha fazla sayıda hücre tespit edildiği 

saptanmıştır (p<0,05; Şekil 4.94, Şekil 4.95, Tablo 4.7). 

 
Tablo 4.7. Hasta ve kontrol gruplarında tespit edilen hücre sayılarının dağılımı 

 

CTC 

subpopulasyonu 
Hasta Grubu 

Kontrol 

Grubu 
Z p 

CK+CTC 
5 

(1-16) 

0 

(0-0) 
3.789 <0.001 

EpCAM+CTC 
5 

(1-10) 

0 

(0-1) 
3.352 0.001 

CK+CSC 
9.5 

(4-13) 

0.5 

(0-2) 
3.116 0.001 

EpCAM+CSC 
4.5 

(1-7) 

0 

(0-0) 
3.244 0.001 

CSC 
445 

(5-2709) 

4.5 

(0-192) 
2.262 0.020 
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Şekil  4.93. Hasta ve kontrol gruplarında tespit edilen 

CK+CTC ve EpCAM+CTC sayıları. 
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Şekil  4.94. Hasta ve kontrol gruplarında tespit edilen 

CK+CSC ve EpCAM+CSC sayıları. 
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Şekil  4.95. Hasta ve kontrol gruplarında tespit edilen 

CSC sayıları. 
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Hasta grubunda tespit edilen CK+CTC ve CK+CSC sayılarının ortancası 

sırasıyla 2.5 (min-maks:0-16) ve 5.0 (min-maks:0-13) olarak hesaplanmıştır (Tablo 

4.8). İstatistiksel analizler doğrultusunda, CK+CSC sayısının, CK+CTC sayısından 

daha fazla olduğu belirlenmiştir (Z=2.456; p=0.014; Tablo 4.8). Şekil 4.96’da hasta 

ve kontrol gruplarında tespit edilen CK tabanlı CTC ve CSC sayıları yer almaktadır. 

 
 

Tablo 4.8. CK+CTC ve EpCAM+CTC  sayıları ile CK+CSC ve EpCAM+CSC  

karşılaştırması 

 
 

Subpopulasyon CTC CSC Z p 

CK+ 
2.5 

(0-16) 

5.0 

(0-13) 
2.456 0.014 

EpCAM+ 
1.5 

(0-10) 

2.0 

(0-7) 
1.065 0.287 

 
 
 

 
 

Şekil  4.96. Hasta grubunda tespit edilen CK+CTC ve CK+CSC hücre sayıları. 
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Hasta grubunda tespit edilen EpCAM+CTC ve EpCAM+CSC sayılarının 

ortancası sırasıyla 1.5 (min-maks:0-10) ve 2.0 (min-maks:0-7)’dir. EpCAM  tabanlı 

elde edilen CTC ve CSC’ler, sayıları bakımından benzer olduğu tespit edilmiştir 

(Z=1.065; p=0.287) (Tablo 4.8). Şekil 4.97’de hasta ve kontrol gruplarında tespit 

edilen EpCAM tabanlı CTC ve CSC sayıları yer almaktadır.  

 

 
 

Şekil  4.97. Hasta grubunda tespit edilen EpCAM+CTC ve EpCAM+CSC  

hücre sayıları. 

 
Meme kanserli hastaların TNM değerlerine göre belirlenen tümör evreleri, ER 

ve PR durumları, c-erb-B2 değerleri ve serum tümör belirteç (CEA, CA15-3) 

seviyeleri EK-5’de gösterilmiştir. Bu değerler ile CTC subpopulasyonları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı (p<0.05; Tablo 4.9)  görülmüş olmasına 

rağmen, CEA seviyesi ile EpCAM+CTC arasında pozitif yönlü güçlü bir ilişki olduğu 

belirlenmiştir. Ayrıca PR değeri ile CSC sayısı arasında negatif yönlü ve güçlü; c-

erb-B2 değeri  ile CK+CSC arasında negatif yönlü, orta dereceli bir ilişki olduğu 

belirlenmiştir (Tablo 4.9). 

 

 



104 
 

Tablo 4.9. Hasta grubundaki tümör ilişkili değerler ile CTC subpopulasyonları  

arasındaki ilişki 

 

 

Patoljik değerler 

CTC Subpopulasyonları 

CK+ 

CTC 

EpCAM+ 

CTC 

CK+ 

CSC 

EpCAM+ 

CSC 
CSC 

Tümör evresi1 0.283 0.191 0.220 0.325 -0.067 

ER durumu 0.339 0.175 0.655 0.399 0.655 

PR durumu 0.000 0.191 -0.267 -0.476 -0.802* 

c-erb-B21 değeri -0.268 -0.350 -0.584* 0.122 -0.148 

CA153 seviyesi -0.074 0.348 0.429 -0.221 -0.405 

CEA seviyesi 0.422 0.78** 0.381 0.196 0.071 
1 Poliserial ilişki katsayısı hesaplanmıştır. Diğerleri Spearman rho katsayısıdır. 
*p<0.05; ** p<0.01 

 
 
 

4.3. Takip Edilen Hastaların Akan Hücre Ölçer Analiz Sonuçları 

 
Evre 2 ve evre 4 hastalarından 1’er hastadan ilk kür tedavi aldıktan sonra 

tekrar kan örneği alınarak CTC ve CSC sayılarındaki değişim incelenmiştir (Şekil 

4.93- Şekil 4.102).  

 

E2H2T meme kanseri hastasının tedavi öncesi ve tedavi sonrası CTC 

sayılarındaki değişimi Şekil 4.98-Şekil 4.102’de gösteriliştir. 

 

 

 
Şekil  4.98. E2H2T’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen CK+CTC 

sayısı. 
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Şekil  4.99. E2H2T’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.100. E2H2T’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.101. E2H2T’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.102. E2H2T’nin CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CTC sayısı. 
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E2H2’nin tedavi öncesi ve tedavi sonrası CK+CTC sayısında değişiklik 

saptanmazken, EpCAM+CTC sayısında az miktarda artış görülmüştür (Şekil 4.103). 

 
 

 
 

Şekil  4.103. E2H2’nin tedavi ile değişen CK+CTC ve EpCAM+CTC sayıları. 

 

E2H2’nin tedavi öncesi ve tedavi sonrası CK+CSC sayısı azalırken, 

EpCAM+CSC sayısında artış saptanmıştır (Şekil 4.104).  

 

 
 

Şekil 4.104. E2H2’nin tedavi ile değişen CK+CSC ve EpCAM+CSC sayıları. 
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E2H2’nin tedavi ile değişen CSC sayıları belirgin bir azalış tespit edilmiştir 

(Şekil 4.105).  

 

 
 

Şekil  4.105. E2H2’nin tedavi ile değişen CSC sayısı. 
 

 
 

E4H2 meme kanserli hastanın tedavi öncesi ve sonrası verileri 

karşılaştırıldığında, uygulanan tedavi ile CTC sayılarındaki değişim Şekil 4.106- 

Şekil 4.110’ de gösterilmiştir.   

 

 

 
 

Şekil 4.106. E4H2T’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CTC sayısı. 
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Şekil  4.107. E4H2T’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CTC sayısı. 

 

 
 

Şekil 4.108. E4H2T’nin CK tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CK+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.109. E4H2T’nin EpCAM tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

EpCAM+CSC sayısı. 

 

 
 

Şekil  4.110. E4H2T’nin CSC tabanlı kapılama sonucunda elde edilen 

CSC sayısı. 
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E4H2 meme kanserli hastada tedavi öncesi ve tedavi sonrası CK+CTC 

sayısında azalış saptanırken, EpCAM+CTC sayısında değişiklik tespit edilememiştir 

(Şekil 4.111).  

 

 

 
Şekil  4.111. E4H2T meme kanserli hastanın tedavi ile değişen 

CK+CTC ve EpCAM+CTC sayıları. 

 
 

H4H2T meme kanserli hastada tedavi öncesi ve tedavi sonrası CK+CSC 

sayısında azalma, EpCAM+CSC sayısında ise artış gözlenmiştir (Şekil 4.112). 

 
 

 
 

Şekil  4.112. E4H2T meme kanserli hastanın tedavi ile değişen 

 CK+CSC ve EpCAM+CSC sayıları. 



110 
 

E4H2T meme kanserli hastada tedavi öncesi ve tedavi sonrası CSC sayısında 

belirgin azalış gözlenmiştir (Şekil 4.113). 

 

 
 

Şekil  4.113. E4H2T meme kanserli hastanın tedavi ile değişen 

CSC sayıları. 
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5. TARTIŞMA  
 

Meme kanseri, memenin duktal veya lobular kısımlarından köken alan bir 

hastalıktır (111). Genel olarak; çevresel, genetik ve hormonal etkiler sonucunda 

ortaya çıktığı düşünülmektedir (28). Meme kanseri erken tanı ve tedavisindeki 

gelişmelere rağmen, hala %25.2’lik insidans ile kadınlarda en sık görülen kanser 

türüdür (62). 

 

Meme kanserinde tümör ilişkili ölümlerin asıl nedeni uzak metastaz olarak 

görülmektedir (64). Başlangıçta tümör hücreleri proliferasyon geçirerek sayılarını 

arttırırlar, sonrasında bazal membrana penetre olurlar, kendilerini çevreleyen dokular 

arasından dolaşıma geçerler (112) ve sonuçta sekonder lezyonlar oluştururlar (9). 

Dolaşımda bulunan primer veya metastatik bölgeden köken alan bu nadir malign 

hücreler "dolaşımdaki tümör hücreleri (CTC)" olarak adlandırılırlar (113).   

 
Sağlıklı bireylerin kanında 105–108 lökosite karşılık yaklaşık 1 CTC 

bulunmaktadır (114). CTC’lerin metastatik sürecin ve kanser gelişiminin 

anlaşılabilmesinde bir belirteç olabilme özelliği temel alınarak, meme kanserinde 

tümör belirteci olarak kullanılabilme potansiyellerinin olabileceği araştırılmıştır 

(95,114). Bu amaçla yapılan bir çalışmada, 199 malign hastalığı olmayan, 964 

malign karsinom teşhisi konmuş ve 145 sağlıklı bireyden 7.5mL kan örneğinde 

alınarak, CellSearchTM ile CTC taraması yapılmıştır. Çalışma sonucunda, prostat 

kanserli 188 hastanın 107’sinde (%57), meme kanserli 1316 hastanın 489’unda 

(%37), over kanserli 53 hastanın 20’sinde (%37), kolorektal kanserli 333 hastanın 

99’unda (%30), akciğer kanserli 168 hastanın 34’ünde (%20) ve diğer kanserli 125 

hastanın 32’sinde (%26) 2’den fazla CTC tespit edilmiştir. Sağlıklı bireylerde ise 

CTC saptanmamıştır, fakat malign hastalığı olmayan bireylerin sadece 1’inde 2’den 

fazla CTC tespit edilmiştir. Metastatik kansere sahip bireylerde 0 ile 23 168 arasında 

CTC sayılmış ve metastatik karsinomlarda farklı miktarlarda CTC olabileceğini 

vurgulanmıştır (96). Yagata ve ark.’nın çalışmasında, 57 sağlıklı ve benign lezyon 

saptanan bireylerde, 30 tane evre I-III meme kanserli hastada ve 38 metastatik meme 

kanserli hastada CellSearchTM ile CTC taraması yapılmış olup, benign ve sağlıklı 

bireylerin oluşturduğu grupta CTC tespit edilmemiştir ve diğer meme kanserli 

hastaların bulunduğu grupta CTC saptanmıştır (115). Tez çalışmasına dahil edilen 
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meme kanserli hastaların hepsinde CTC tespit edilmiştir. Sağlıklı bireylerin 

oluşturduğu kontrol grubunda ise CK tabanlı kapılama sonucunda CK+CTC 

saptanamamıştır fakat EpCAM tabanlı yapılan kapılama sonucunda bir hastada 1 

tane EpCAM+CTC tespit edilmiştir (Tablo 4.4, Tablo 4.5). Literatur bilgisi 

doğrultusunda, sağlıklı bireylerde 1 CTC tespit edilebilir. 

 
 Hasta grubu  ile kontrol grubu CK+CTC değerleri kıyaslandığında, hasta 

grubunda CK+CTC sayısının anlamlı düzeyde yüksek olduğu gözlenmiştir (Z=3.789; 

p<0.001). EpCAM+CTC sayısı, hasta grubunda kontrol grubuna kıyasla daha yüksek 

olduğu istatistiksel olarak gösterilmiştir (Z=3.352; p=0.001; Tablo 4.6).  Sonuç 

olarak; literatürde de belirtildiği gibi meme kanserli hastalarda CTC varlığı, metastaz 

başlangıcının ve kanser gelişiminin göstergesi olabilir. 

 
CTC sayısı ile tümör histopatolojisi arasında da bir ilişki olabileceği 

düşünülmektedir (116-121) Bu amaçla Hu ve ark.’ları tarafından yapılan bir 

çalışmada, immunohistokimyasal olarak ve akan hücre ölçer ile 36 meme kanserli 

hasta kanında CTC sayısı ile meme kanseri evreleri arasındaki ilişki araştırılmıştır. 

Çalışmada, evre I’de  %0 (0/4), evre II’de  %33.3 (8/24), evre III’de %60 (3/5) ve 

evre IV’de %100 (3/3) CTC tespit edilmiştir.  Bu durumda, meme kanseri klinik 

evreleri ile CTC sayısı arasında pozitif bir korelasyon olabileceği belirtilmiştir (116). 

Yapılan bir diğer çalışmada, opere olmuş meme kanserli hastalarda CTC sayısı ile 

tümör karakteristik özellikleri arasındaki ilişki araştırılmıştır. Bu çalışmada, 92 

hastada CellSearchTM ile CTC tespiti gerçekleştirilmiştir. Çalışma sonucunda CTC ile 

tümör evresi, ER ve PR durumu, tümör boyutu, histolojik türü, lenfovasküler 

invazyon arasında ilişki belirlenememiştir (117). Wang ve ark.’larının 2009 yılındaki 

çalışmalarında, meme kanserli hastalarda, hastalığın ilerleyişi ile CK19 ekspresyonu 

saptanan CTC’ler arasında ilişki olduğunu ileri sürmüşlerdir. Bu amaçla, akan hücre 

ölçer ile 25 sağlıklı bireyin, 7 benign tümörlü bireyin, 4 evre I, 23 evre II, 7 evre III 

ve 7 evre IV meme kanserli hastanın dahil edildiği çalışmada, sağlıklı bireylerde, 

benign tümörlü bireylerde ve evre I hastalarında CK19 ekspresyonu tespit 

edilmemiştir. Evre II hastalarının %9’unda, evre III hastalarını %70’inde ve evre IV 

hastalarının %86’sında CK19 ekspresyonu gösterilmiştir. Çalışma sonucunda, CK+ 

CTC’ler ile tümör boyutu, hastalık evresi gibi klinikopatolojik faktörler arasında 

ilişki olabileceği belirtilmiştir (118). Liao ve ark.’nın çalışmasında ise, 2336 hastanın 
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periferik kan örneğinde saptanan CTC sayısı ile  tümör evresi, ER ve PR durumları 

arasında pozitif ilişki olduğu gösterilmiş olmasına rağmen, CTC sayısı ile lenf nodül 

durumu arasında istatistiksel olarak anlamlılık bulunamamıştır (119). Aynı amaçla 

gerçekleştirilmiş benzer bir çalışmada Zhou ve ark.’ları aksilla lenf nodül metastazı 

saptanmış 126 hastada CTC’ler CellSearchTM ile saptanmıştır. CTC sayısı ile yaş, 

menaposal durum, tümör T durumu, histolojik derecesi, HER-2 durumu ve Kİ-67 

ekspresyon seviyesi arasında anlamlı bir ilişki saptanamamıştır (120). Mikulová ve 

ark.’nın çalışmasında ise erken evre 54 meme kanserli hastanın periferik kanında 

bulunan CTC’lerin izolasyonu ve karakterizasyonu AdnaTest Breast Cancer™ ile 

gerçekleştirilmiştir. Çalışma sonucunda, CTC sayısı ile tümör boyutu, histolojik 

derecesi ve reseptör durumu arasında korelasyon saptanamamıştır (121). Tez 

çalışmasında, meme kanserli 11 hastanın tümör evreleri, c-erb-B2 değeri, ER ve PR 

durumları ile CK+CTC, EpCAM+CTC sayısı arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

ilişki olmadığı bulunmuştur (p<0.05; Tablo 4.8). 

 
Literatürde yapılan CSC (CD44+/CD24-) çalışmaları incelendiğinde, meme 

kanserli hastalarda bu hücreler ile tümör boyutu, TNM evrelemesi, lenf nodül 

tutulumu, tümör boyutu, histolojik derecesi, ER ve PR durumları arasında ilişki 

bulunamamıştır (122, 123). Tez çalışmasında, meme kanserli hastaların tümör 

evreleri, ER durumu, c-erb-B2 değeri ile CSC sayısı arasında istatistiksel olarak 

anlamlı sonuç bulunmazken, CSC sayısı ile PR durumu arasında negatif yönlü güçlü 

bir ilişki olduğunu belirlenmiştir. (Tablo 4.8).  

 
CTC subpopulasyon hücre sayısı ile TNM evresi, histolojik derece, ER ve 

PR durumları arasındaki ilişkinin belirlenmesine yönelik gerçekleştirilen bir 

çalışmaya 8 sağlıklı, 26 meme kanserli hasta dahil edilmiştir. CK+, CK+ 

/CD44+/CD24-/az ve CD44+/CD24-/az hücrelerin oluşturduğu 3 grup akan hücre ölçer 

ile analiz edilmiştir. Bu gruplar kıyaslandığında, CK+ ile CK+/CD44+/CD24-/az 

hücreleri arasında bir korelasyon saptanırken, CK+ hücreleri ile TNM arasında ilişki 

saptanamamıştır (124). Bir diğer çalışmada ise meme kanserli hastaların CTC 

(CD45−/ EpCAM+)’ler ve CTC subpopulasyonu olan CSC (CD45−/ 

EpCAM+/CD44+/CD24−)’ler akan hücre ölçer ile incelenmiştir. Bu iki grup arasında, 

TNM evresi, histolojik derece, ER ve PR durumları arasında bir ilişki saptanmamıştır 

(125). Wang ve ark.’nın 2016 yılındaki çalışmalarında ise meme kanserli hastaların 
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CK19+, CD44+/CD24- ve CK19+/CD44+/CD24-/az hücre sayıları incelenmiştir. 

Çalışmada lenf nodu metastazı ve farklı klinik evrelemelere gruplandırılmış primer 

meme kanseri hastalarının PBMC’lerinde bulunan CK19+ hücrelerinin, meme 

kanseri gelişiminin öngörülmesinde önemli bir görev üstlendikleri vurgulanmaktadır. 

CK19+, CD44+/CD24-/az hücre sayıları arasında pozitif bir ilişki olduğu belirtilirken, 

CK19+/CD44+/CD24-/az hücrelerinin hasta PBMC’lerinde yüksek miktarda 

bulunduğu vurgulanmıştır. CK19+ hücreler içerisinde CD44+/CD24-/az 

subpopulasyona sahip hücreler, kontrol grubunda saptanamamıştır. CD44+/CD24-/az 

hücreleri meme kanserinde uzak metastazı desteklediği belirtilmiş ve bu hücrelerin 

CTC’lerin içerisinde yoğun olarak bulunduğu gösterilmiştir. Evre I hastalarının 

PMBC’lerinde CD44+/CD24-/az hücreler saptanmıştır. Bu durum erken evrede, 

sistemik bir hastalık olabileceğini ve aynı anda oluşan mikrometastazların yüksek 

olasılığını da göstermektedir (75). Tez çalışmasında, CK+CSC, EpCAM+CSC ve 

CSC sayıları ile TNM evreleri, c-erb-B2 değeri, ER durumları arasında anlamlı bir 

ilişki olmadığı, PR durumları ise CTC subpoplasyonlar içerisinden sadece CSC ile 

negatif yönlü güçlü bir ilişkisinin olduğu gösterilmiştir (p<0,05; Tablo 4.8). Ayrıca, 

meme kanserli hastalarda CK+CSC sayısının CK+CTC sayısından daha fazla olduğu  

(Z=2,456; p=0,014) ve EpCAM+CTC ile EpCAM+CSC sayılarının benzer olduğu 

tespit edilmiştir (Z=1.065; p=0,287) (Tablo 4.7). 

 
Kan aracılığı ile yayılan tümör hücreleri, primer bölgeden uzak bölgelere 

taşınırken standart görüntüleme teknikleri veya serum tümör belirteçleri ile 

saptanamayabilirler. Serum tümör belirteç seviyeleri, benign süreçte yada farklı 

kanser türlerinin gelişiminde de artış gösterebilir veya kanser gelişimi sürecinde 

seviyelerinde değişiklik olmayabilir (19). Bu dezavantajları ve sınırlı özgünlükleri 

nedeniyle tek başlarına kanser tanı ve tedavi sürecinin izlenmesinde yeterli 

olmayabilirler (19). Bu amaçla CTC’leri kanser tanı ve tedavi sürecinin 

izlenmesinde, rutinde kullanılan belirteçlere yardımcı olabilecek daha güvenilir bir 

belirteç olup olamayacakları araştırılmıştır. 2012 yılında Bidard ve ark.’nın 

çalışmasında, hastaların CEA, CA15-3 seviyeleri ile CTC sayıları kıyaslanmıştır ve 

CTC’nin diğer tümör belirteçlerinden üstünlüğünün olmadığı belirtilmiştir (126). 

Tarhan ve ark.’nın çalışmasında meme kanserli 30 hastada CA15-3 seviyesi, CTC 

sayısı ve histopatolojik tümör faktörleri arasındaki ilişki incelenmiştir. CTC sayımı 

CellSearchTM ile gerçekleştirilmiştir. Çalışma sonucunda CTC sayısı ile tümör 
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boyutu, hormon durumu, tümör derecesi arasında ilişki saptanmazken sadece HER2 

durumu ile arasında ilişki saptanmıştır. Hastalık gelişiminde CA15-3 seviyesindeki 

değişim ile  CTC sayısı arasında pozitif ilişki gösterilmiştir (127). Bir diğer 

çalışmada ise 98 metastatik meme kanserli hasta kanında CellSearchTM ile CTC 

tespit edilmiştir. CTC’lerin CEA ve CA15-3 seviyeleri, tümör belirteçlerinden daha 

güçlü bilgiler verme potansiyeline sahip olabileceği vurgulanmıştır (128). Tez 

çalışmasında, araştırmaya dahil edilen bireylerde CA15-3 seviyesi ile CTC 

subpopulasyonlarındaki hücrelerin sayıları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

ilişki olmadığı gösterilmesine rağmen, sadece EpCAM+CTC sayısı ile CEA seviyesi 

arasında pozitif yönlü güçlü bir ilişki olduğu belirlenmiştir (p<0.05; Tablo 4.8). 

 
 CTC'ler, etkili prognostik ve prediktif belirteç olabilme, adjuvan tedavi 

etkinliği gözlemleme ve erken metastaz gelişimini saptayabilme avantajları ile 

çalışmaların odağı haline gelmiştir. Mueller ve ark.’nın çalışmalarında metastaz 

saptanmayan meme kanserli 245 hastanın 54’ünde (%22) tedavi öncesi CTC tespit 

edilmiştir. Tedavi öncesi ve tedavi sonrası CTC değerleri kıyaslanan 43 hastanın 10 

tanesinde tedavi sonrası CTC saptanmamıştır. Tedavi öncesi 6 hastada CTC 

saptanmazken, bu hastalarda tedavi sonrası CTC tespit edilmiştir (129). Metastaz 

saptanmayan primer meme kanserli 91 hastada advuvan kemoterapi öncesi ve sonrası 

lazer taramalı sitometri ile CTC miktarı belirlenmiştir ve CTC sayısındaki değişimin 

tedavi etkinliğinin incelenmesi açısından değer taşıdığı ileri sürülmüştür (130). Hyu 

ve ark.’nın çalışmasında ise heterojen CTC popülasyonlarında EpCAM ekspresyonu 

araştırılmıştır. EpCAM- meme kanserli hastalarda yüksek miktarda EMT ilişkili 

genlerin ekspresyonu ve yüksek sayıda CSC görülmüştür. Bu hastalar, kemoterapiye 

karşı yüksek dirençli oldukları çalışma sonucunda belirtilmiştir (131). Söz konusu tez 

çalışmasında, tedavi öncesi ve tedavi sonrası CTC sayıları kıyasladığımız iki hastada 

da tedavi sonrası hastalarda CK+CSC sayısında ve CSC sayılarında belirgin azalış 

olduğu göze çarparken, EpCAM+CSC sayısında artış olduğu görülmüştür. 

EpCAM+CSC subpopulasyonundaki bu artış, kemoterapi dirençliliğinin göstergesi 

olabilir. Bu nedenle CTC’ler hastalık sürecinin izlenmesine ek olarak uygulanan 

tedavinin etkinliği konusunda da umut vaad eden bir belirteç olabilir (132). 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

 Dolaşımdaki tümör hücrelerinin (CTC) meme kanserli hastalarda tespiti ve 

meme kanseri tümör evreleri ile ilişkisinin, ER ve PR durumu, c-erb-B2 değeri, 

serum tümör belirteç (CEA ve CA15-3) seviyeleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır.  

 Meme kanserli 11 hasta ile 8 sağlıklı bireyden 7,5 mL kan örneği alınarak 

hücrelerin fikol yoğunluk ayrımı ve immunomnyetik ayrımı gerçekleştirilmiştir. 

Zenginleştirilmiş hücre süspansiyonu, akan hücre ölçerde analiz edilmek üzere 

florokrom içeren boyalar ile işaretlenmişlerdir. Hücre yüzeyi Anti-EpCAM, Anti-

CD44, Anti-CD24, Anti-CD45 ile, hücre içi ise Anti-CK(7,8) ve Anti-

CK(14,15,16,19) ile boyanmıştır. Altı farklı antikor ve bunların izotip boyaları 

kullanılarak yanlış pozitif ve yanlış negatif sonuçların elimine edilmesi 

amaçlanmıştır. CTC subpopulasyonlarındaki hücre sayılarının belirlenmesi için, CK 

tabanlı, EpCAM tabanlı ve CSC tabanlı olarak kapılama stratejileri 

gerçekleştirilmiştir. Farklı kapılama stratejilerinin tercih edilme nedeni, hücre yüzey 

antikoruna bağlı olarak değişen CTC sayısının olup olmadığının gösterilmesidir. 

 Meme kanserli hasta grubunda bulunan 11 hastanın 8’inde ve kontrol 

grubunda bulunan 8 kişiden 7’sinde, CTC subpopulasyonlarının tespiti amacıyla 

Anti-CK(14,15,16,19), Anti-CK(7,8), Anti-EpCAM, Anti-CD45, Anti-CD44, Anti-

CD24, ve kullanılarak çalışma gerçekleştirilmiştir. 

 Evre II ve evre IV meme kanserli birer hastadan, tedavi süreleri içerisinde 

kan örneği alınarak tedavi sürecinde iken  CTC sayısı tekrar incelenmiştir. Tedavi 

öncesi ve sonrası CTC sayılarındaki değişilik, tedavi etkinliğinin incelenmesi, tedavi 

sürecince ilaç dirençlilik gelişimi hakkında ön bilgi saplama aşısından önem 

taşımaktadır. 

 Çalışmamıza dahil edilen tüm meme kanserli hastalarda CK+CTC tespit 

edilmiştir. Bu değer 1 ile 16 arasında değişmektedir. EpCAM+CTC sayısı ise 0 ile 10 

arasında değişmektedir.  

 Metastatik meme kanserli hastalarda genel sağkalım ve hastalıksız sağkalım 

süreleri incelenmiş ve belirlenen CTC sayısı eşik değeri 5’dir. 5 ve 5’den fazla CTC 

saptanan bireylerde bu sürenin azaldığı ve metastaz gerçekleştiren bir tümör olduğu 

kabul edilmektedir. Çalışmamızda, evre IV metastatik meme kanserli  3 hastanın 
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2’sinde eşik değeri üzerinde CTC tespit edilirken, 1 hastada eşik değeri altında CTC 

tespit edilmiştir. Bu bireyde lenfatik yayılım ile metastaz gerçekleştirdiği 

düşünülmektedir. Sağlıklı bireylerde ise, CK+ kapılamasına göre CK+CTC tespit 

edilmezken, EpCAM kapılamasında 1 tane EpCAM+CTC tesit edilmiştir. Literatur 

bilgisi doğrultusunda, sağlıklı bireylerde 1 CTC tespit edilebilir. 

 Kök hücre antikoru kullanılan 11 hastanin  8’inde CK+CSC tespit edilmiştir, 

bu değer 3 ile 12 arasında değişmektedir. Bu grupta saptanan EpCAM+CSC sayısı ise 

1 ile 9 arasında değişmektedir. Sağlıklı bireylerde CK+CSC sayısı incelendiğinde, 8 

bireyin 3’ünde bu değer 0’dır, 2 bireyde 1 tane, 1 kişide ise 2 tane CK+CSC tespit 

edilmiştir. Sağlıklı bireylerde saptanan CK+CSC sistemik gelişen bir hastalıktan 

kaynaklanabilir. Bu grupta EpCAM+CSC hücre tespit edilememiştir. 

 Çalışma sonucunda tümör TNM evrelemesi ile CTC subpopulasyonları 

arasında ilişki bulunmamıştır. 

 Çalışma sonucunda tümör ER ve PR durumları ile CTC subpopulasyon 

hücre sayıları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı (p<0.05), sadece 

PR durumu ile CSC arasında negatif yönlü ve güçlü, c-erb-B2 değeri ile CK+CSC 

arasında negatif yönlü, orta dereceli bir ilişki olduğu gösterilmiştir. 

  Meme kanserli hastaların serumlarındaki CEA ve CA15-3 seviyeleri ile 

CK+CTC, CK+CSC, EpCAM+CSC sayıları arasında ilişki tespit edilemezken, CEA 

seviyesi ile EpCAM+CTC arasında pozitif yönlü güçlü bir ilişki olduğu 

belirlenmiştir. 

 CTC'lerin etkili prognostik ve prediktif belirteç olabilme, adjuvan tedavi 

etkinliği gözlemleme ve erken metastaz gelişimini saptayabilme avantajları göz 

önüne alındığında, kanser tanısı ve kişiye özgü tedavi açısından büyük öneme sahip 

olabilir. Bu doğrultuda, FACS cihazı ile sort edilebilen bu hücrelerin tespiti ve 

karakterizasyonu yapılabilir, ilaç dirençliliği çalışmaları gerçekleştirilebilir.  

 Bilgimiz doğrultusunda benzer bulgular elde etmemize rağmen, hasta 

sayımızın az olması önemli bir dezavantajdır. Daha fazla sayıda hasta dahil edilerek, 

farklı antikorlar veya farklı moleküler teknikler kullanılarak çalışma 

gerçekleştirilebilir. 

 Ülkemizde yapılan sınırlı sayıda CTC çalışması bulunması ve bilgimiz 

doğrultuda bu çalışmanın ilk olması açısında tez çalışması özgün bir değer 

taşımaktadır. 
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8. EKLER 
 

EK-1. CTC saptama amaçlı kullanılan metotların tahmini duyarlılığı, avantajları, 

dezavantajları (69). 

Metot 
Tahmini 

Duyarlılık 
Avantajları Dezavantajları 

PCR tabanlı 

yaklaşım 
10-4-10-6 

-Hızlı, kantitatif 

-Yüksek duyarlılık 

-Küçük örnek hacmi gerekli 

-Hücre-hücre analizi için uygun 

değil 

-Canlı ve cansız hücreler arasında 

ayrım yapmaz 

-Düşük özgüllük 

Akan Hücre 

Ölçer 
10-4-10-5 

-Hızlı, kantitatif 

-Hücre- hücre analizi 

-Multiparametre 

-Canlı-cansız hücre ayrımında yüksek 

özgüllük 

-Ek karakterizasyon için CTC sorting 

potansiyeli 

- Sınırlı duyarlılık 

-Örnek zenginleştirmede 

kullanmak üzere büyük örnek 

hacmi gerekli 

-Hücre spesifikliğinin görsel 

doğrulaması yok 

- Teknik ve analitik zorlayıcı 

CellSearchTM 

Sistem 

(Veridex) 

10-7 

- Yüksek duyarlılık ve özgüllük 

- Otomatik, kantitatif 

- Yüksek tekrarlanabilir 

-Orta miktarda numune hacmi gerekli 

- Canlı-cansız hücreler tanımlama 

- Ticari olarak temin edilebilir 

-FDA onayı ile sadece tahlil amaçlı 

- Sınırlı analiz parametrelerini 

-CTC yakalama için EpCAM 

kullanılması bazı tümör 

hücrelerinin kaçışına neden olur 

-Çoklu zenginleştirme ve işlem 

adımları CTC kaybına yol açabilir 

-Parçalı öznel okuyucu 

CTC 

Mikrochip 
10-7 

-Yüksek hassasiyet ve özgüllük 

- Niceldir 

- En az işlem ile canlı-cansız ayrımı 

- Tanımlama kullanılır 

-Ek karakterizasyon için CTC kurtarma 

potansiyeline sahiptir 

-Teknoloji, ticari olarak mevcut 

değildir 

- CTC yakalamak için EpCAM 

kullanımı bazı tümör hücrelerini 

kaçırılmasına neden olur 

- Kısmen öznel okuyucu 

EPISPOT 10-7 

- Yüksek hassasiyet ve özgüllük 

- Niceldir 

- Multiparametre 

-Sadece canlı tümör hücreleri tespit edilir 

-Analizden önce izole CTC 48 

saatlik kültürü gerektirir 
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EK-2. Meme Kanseri Türleri (133). 

 

İn situ 

karsinom 

-İn situ duktal karsinom (DCIS) 

-İn situ lobüler karsinom (LCIS) 

İnvaziv 

karsinom 

- Duktal karsinom (% 70-80) 

- Lobüler karsinom (% 5-10) 

- Tübüler karsinom (% 2) (Prognozu iyi) 

- Kribriform karsinom (%1) (Prognozu iyi) 

- Medülller karsinom (% 1-5) (Prognozu kötü) 

- Müsinöz (kolloid) karsinom (% 1-2) (Prognozu iyi) 

- İnvaziv papiller karsinom (% 1) 

- İnvaziv mikropapiller karsinom 

- Apokrin karsinom 

- Sekretuar (juvenil) karsinom (Prognozu iyi) 

- Adenoid kistik karsinom 

- Metaplastik karsinom (Prognozu kötü) 

- Nöroendokrin tümör 

- İnflamatuar karsinom (Prognozu kötü) 
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EK-3. Meme Kanseri TNM Evrelemesi Kriterleri (133). 

EVRE I 

Erken Evre 

Tümör meme  

ile sınırlı 

(nod-negatif) 

Evre 1A: Tümör 2 cm veya daha küçük. Kanser meme dışına yayılmış halde değil. 

Evre 1B: Küçük meme kanseri kümeleri (0.2 mm‘den büyük, 2 mm’den küçük) lenf 

düğümlerinde bulunur, ya memede tümör bulunmaz yada tümör  2cm daha küçüktür 

EVRE II 

Erken Evre 

Tümör çapı>2 cm 

veya hareketli 

lenf nodlarında 

tuttulum (nod-

pozitif) 

Evre 2A: Memede tümör bulunmaz yada tümör 2 cm yada daha küçüktür.Kanser (2 

mm’den büyüktür)1-3 aksial lenf nodüllerinde yada göğüs kemiğinin yakınındaki 

lenf nodülerinde bulunur.tümör 2 cm’den büyük,5 cm’den küçüktür. Kanser lenf 

düğümlerine yayılmamıştır. 

Evre 2B:Tümör 2cm’den büyük 5cm’den küçüktür.meme kanseri hücrelerinin küçük 

kümeleri lenf nodüllerinde bulunur. (0.2 mm’den büyük 2mm’den küçüktür) 

nodülüne veya göğüs kemiğinin yakınındaki lenf düğümlerine yayılmıştır. sentinel 

lenf nodu biyopsisi sırasında bulundu). (5cm’den büyüktür). Kanser lenf 

düğümlerine yayılmamıştır 

EVRE III 

Lokal İleri Evre 

Tümör göğüs 

duvarına 

uzanmış, lenf 

nodlarında  

tutulum 

Evre 3A :Memede tümör bulunmaz ya da tümör herhangi bir boyutta olabilir. Kanser 4-

9 lenf düğümünde ya da göğüs kemiğine yakın lenf düğümlerinde bulunabilir. 

(testlerde veya bir fizik muayenede sırasında bulunur).Tümör 5 santimetreden daha 

büyüktür. Göğüs kanseri hücrelerinin küçük kümeler  (0.2 mm‘den büyük 2 mm'den 

küçüktür), lenf düğümleri içinde bulunur yada tümör 5 santimetreden daha 

büyüktür. Kanser 1-3 aksiller lenf nodüne veya göğüs kemiğinin yakınındaki lenf 

bezlerine yayılmıştır. (sentinel lenf nodu biyopsisi sırasında bulundu). 

EVRE 3B:Tümör herhangi bir büyüklükte olabilir ve kanser göğüs duvarına ve/veya 

meme derisine yayılır ve şişmeye ya da ülsere neden olur. Kanser 9’dan fazla lenf 

nodülüne ya da göğüs kemiği yakınındaki lenf nodülüne yayılmış olabilir. 

İnflamatuar meme kanserine neden olabilir 

EVRE 3C:Memede  tümör bulunmaz ya da tümör herhangi bir boyutta olabilir. Kanser 

göğüs duvarına ve/veya meme derisine yayılır ve şişmeye ya da ülsere neden olur 

ve/veya göğüs duvarına yayılır. Genelde kanser 10 ya da daha çok koltuk altı lenf 

düğümlerine, da köprücük kemiğinin üzerindeki yada altındaki lenf düğümlerine, 

veya koltuk altı lenf düğümleri ve göğüs kemiğinin yakınındaki lenf düğümlerine 

yayılmıştır. Kanser meme derisine yayılmıştır Ayrıca enflamatuar meme kanseri 

olabilir. 

EVRE IV 

Metastatik Evre 

Kemik, karaciğer, 

akciğer ve beyin 

metastazları 

Kanser vücudun diğer bölgelerine sıklıkla kemikler, akciğerler, karaciğer veya beyin 

yayıldı. 
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EK-4. Meme Kanseri TNM Evrelemesi (91). 

 
EVRE TÜMÖR (T) NOD (N) METASTAZ (M) 

EVRE 0 
T 

(in sitü karsinom) 
N0 M0 

EVRE I T1 N0 M0 

EVRE II A 

T0 

T1 

T2 

N1 

N1 

N0 

M0 

M0 

M0 

EVRE IIB 
T2 

T3 

N1 

N0 

M0 

M0 

EVRE IIIA 

T0 

T1 

T2 

T3 

N2 

N2 

N2 

N1-2 

M0 

M0 

M0 

M0 

EVRE IIIB 

T4 

T4 

T4 

N0 

N1 

N2 

M0 

M0 

M0 

EVRE IIIC Herhangi T N3 M0 

EVRE IV Herhangi T Herhangi N M1 

 

 

 

 



 

 

 Hasta 

Grubu 

Tümör 

Evresi 

(TNM’ye 

göre) 

Hücre 

Sayısı 

(Events) 

ER PR c-erb-B2 

CTC subpopulasyonlarında tespit edilen hücre sayıları 

CK+CTC 

 EpCAM+ 

CTC 

CK+ 

CSC 

EpCAM+ 

CSC 

CSC 

E2H1 EvreII 413 472 %90+ %90+ 1+ 3 5 7 4 18 

E2H2 EvreII 3 925 000 %90+ %90+ 0 6 5 9 4 1106 

E2H3 EvreII 748 213 
%90+ %70+ 0 

6 4 12 5 1587 

E3H1 EvreIII 850 770 
− %50+ 2+ 

6 7 10 5 2709 

E3H2 EvreIII 1 931 701 
%50+ − 0 

7 9 - - - 

E3H3 EvreIII 507 836 
%90+ %90+ 1+ 

3 3 11 1 31 

E3H4 EvreIII 1 511 855 
− − 3+ 

3 0 4 5 39 

E3H5 EvreIII 36 362 
%90+ %90+ 1+ 

2 4 6 3 5 

E4H1 EvreIV 1 332 010 
%70+ %60+ 2+ 

1 1 - - - 

E4H2 EvreIV 194 448 
%90+ %90+ 1+ 

16 10 13 17 851 

E4H3 EvreIV 4 975 000 
%90+ %90+ 3+ 

5 7 - - - 

      E2H2T EvreII 251 669 
   

6 6 3 5 29 

     E4H2T EvreIV 1 376 309    10 10 7 9 46 
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EK-6. Tezden Üretilen Yayın (108). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



139 

 

EK-7. Uluslararası Platformda Sunulmuş Bildiri (Poster) 
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EK-8. Ulusal Platformda Sunulmuş Bildiri (Poster) 
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EK-9. Etik Kurul Formu 
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EK-10. Bilgilendirilmiş Gönüllü Olur Formu 

 

BİLGİLENDİRİLMİŞ GÖNÜLLÜ OLUR FORMU 

 

Bu katıldığınız çalışma bilimsel bir araştırma olup, araştırmanın adı Kanda 

Dolaşan Tümör Hücrelerinin Farklı Evrelerdeki Meme Kanserli Hastalarda 

Tespiti’dir. 

 

 Bu araştırmanın amacı, sağlıklı bireylerın ve meme kanserli hastaların 

kanlarında dolaşan tümör hücrelerinin olup olmadığını tespit etmektır. bu araştırmada 

sizden sadece 1 (bir) kez bir tup ( 7.5 ml) kan alınacaktır. Araştırmada yer alacak 

gönüllülerin sayısı 90’dır. 

 

 Bu araştırma ile ilgili olarak doktorunuzun önerilerine uymak sizin 

sorumluluklarınızdır. Bu araştırmada kan alımı sırasında veya kan alındıktan sonra 

görülebilecek riskler ve rahatsızlıklar söz konusu olabilir. Bunlar, bu bölgede kanın 

dokulara sızması sonucu şişme (hematom oluşumu) sonrasında ağrı, bazı durumlarda 

enfeksiyon, uyuşma, seyirme, bulantı, kusma, bayılma gibi durumlardır; ancak bu 

sonuçlarla çok nadir olarak karşılaşılır. Sizin için beklenen yararları, meme kanseri 

erken tanısının konulabilecek olması ve kanserin sıçrama (metastaz) yapıp 

yapmadığının belirlenmesidir. 

 

Bu araştırmanın olası yararları, sizden alınan kanlarda dolaşan tümör 

hücrelerinin varlığı araştırılacak ve meme kanserli hasta kanlarında bu hücreler 

sayılacaktır. Dolaşan tümör hücresi tespit edilen hastalarda metastaz görülüp 

görülmeyeceği hakkında yorum yapılabilecek olmasıdır. Riskleri ise meme kanserli 

hastalarda, bu tümör hücrelerinin tespit edilememesi (yanlış negatif sonuç) ya da 

sağlıklı bireylerde tümör hücresi tespiti (yanlış pozitif sonuç) olabilir. Ancak bu iki 

durumun gerçekleşme ihtimali çok düşüktür.  

 

 Araştırmaya bağlı bir zarar söz konusu olduğunda, bu durumun tedavisi 

sorumlu araştırıcı tarafından yapılacak, ortaya çıkan masraflar bireyin kendi sağlık 

güvencesi olan sosyal güvenlik kurumu tarafından karşılanacaktır. Araştırma 
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sırasında sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelişme olduğunda, bu durum size veya 

yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Araştırma hakkında ek bilgiler almak için ya 

da çalışma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diğer rahatsızlıklarınız 

için 0312 305 50 00 no.lu telefondan Prof. Dr. Kadri ALTUNDAĞ’a 

başvurabilirsiniz. 

 

 Bu araştırmada yer almanız nedeniyle size hiçbir ödeme yapılmayacaktır. 

Ayrıca, bu araştırma kapsamındaki bütün muayene, tetkik, testler ve tıbbi bakım 

hizmetleri için sizden veya bağlı bulunduğunuz sosyal güvenlik kuruluşundan hiçbir 

ücret istenmeyecektir. Bu Araştırma Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Bilimsel 

Araştırma Projesi tarafından desteklenmektedir. 

 

 Bu araştırmada yer almak tamamen sizin isteğinize bağlıdır. Araştırmada yer 

almayı reddedebilirsiniz ya da herhangi bir aşamada araştırmadan ayrılabilirsiniz; bu 

durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlarınıza engel duruma yol açmayacaktır. 

Araştırıcı bilginiz dâhilinde veya isteğiniz dışında, uygulanan gerekleri yerine 

getirmemeniz, çalışma programını aksatmanız nedeni ile sizi araştırmadan 

çıkarabilir. Araştırmanın sonuçları bilimsel amaçla kullanılacaktır; çalışmadan 

çekilmeniz ya da araştırıcı tarafından çıkarılmanız durumunda, sizle ilgili tıbbi 

veriler de gerekirse bilimsel amaçla kullanılabilecektir. 

 

 Size ait tüm tıbbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktır ve araştırma 

yayınlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak araştırmanın izleyicileri, 

yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiğinde tıbbi bilgilerinize 

ulaşabilir. Siz de istediğinizde kendinize ait tıbbi bilgilere ulaşabilirsiniz (tedavinin 

gizli olması durumunda, gönüllüye kendine ait tıbbi bilgilere ancak verilerin 

analizinden sonra ulaşabileceği bildirilmelidir). 

  

Çalışmaya Katılma Onayı: 

 

 Yukarıda yer alan ve araştırmaya başlanmadan önce gönüllüye verilmesi 

gereken bilgileri okudum ve sözlü olarak dinledim. Aklıma gelen tüm soruları 

araştırıcıya sordum, yazılı ve sözlü olarak bana yapılan tüm açıklamaları 

ayrıntılarıyla anlamış bulunmaktayım. Çalışmaya katılmayı isteyip istemediğime 
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karar vermem için bana yeterli zaman tanındı. Bu koşullar altında, bana ait tıbbi 

bilgilerin gözden geçirilmesi, transfer edilmesi ve işlenmesi konusunda araştırma 

yürütücüsüne yetki veriyor ve söz konusu araştırmaya ilişkin bana yapılan katılım 

davetini hiçbir zorlama ve baskı olmaksızın büyük bir gönüllülük içerisinde kabul 

ediyorum. 

 Bu formun imzalı bir kopyası bana verilecektir. 

 

Gönüllünün, 

Adı-Soyadı: 

Adresi: 

Tel.-Faks: 

Tarih ve İmza: 

 

Velayet veya vesayet altında bulunanlar için veli veya vasinin, 

Adı-Soyadı: 

Adresi: 

Tel.-Faks: 

Tarih ve İmza: 

 

Açıklamaları yapan araştırmacının, 

Adı-Soyadı: 

Görevi: 

Adresi: 

Tel.-Faks: 

Tarih ve İmza: 

 

Olur alma işlemine başından sonuna kadar tanıklık eden kuruluş 

görevlisinin/görüşme tanığının, 

Adı-Soyadı: 

Görevi: 

Adresi: 

Tel.-Faks:Tarih ve İmza: 
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