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OZET

Kanda Dolasan Tiimoér Hiicrelerinin Farkh Evrelerdeki Meme Kanserli

Hastalarda Tespiti

Meme kanseri, diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen, 6lime sebep
olabilen bir kanser turtdir. Dolagimdaki tumor hicreleri (CTC’ler), meme kanserli
hastalar icin tumdor belirteci olarak prognostik bilgi sunabilecek nadir hicrelerdir.
Meme kanserli hastalarda CTC varligi kotii prognoz ile iliskilidir. Bu nedenle
caligmamizda, meme kanserli hastalardaki CTC sayisi ile ER, PR durumu, c-erb-B2
degeri, serum timor belirtec (CEA ve CA15-3) seviyeleri arasindaki iligkinin

degerlendirilmesi amaglanmustir.

Calismaya, 11 meme kanserli hasta ve 8 saglikli goniilli kadmn dahil
edilmistir. Periferik kan orneginin, fikol yogunluk farkina dayali ayrimi ve CD45
kapli  mikroboncuklar  kullanilarak  negatif  secilimi  gergeklestirilmistir.
Zenginlestirilmis hiicreler, Anti-CK(14,15,16,19), Anti-CK(7,8), Anti-EpCAM, Anti-
CD45, Anti-CD44 ve Anti-CD24 antikorlar ile isaretlenmistir. Tum htcreler BD
FACS Aria™ I1l Cell Sorter (akan hiicre élcer) ile analiz edilmistir. CTC’ler, CK*
CTC, EpCAM'CTC, CK'CSC, EpCAM*CSC ve CSC olarak subpopulasyonlarina

ayrilmistir.

Istatistiksel analizler, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hasta grubunda
daha fazla sayida CTC oldugunu gostermistir. CTC sayis1 ile ER ve PR durumu, c-
erb-B2 degeri arasinda anlamli bir iliski saptanamamustir (p<0.05). Buna ek olarak,
CTC sayist ile serum tiimdr belirte¢ seviyeleri arasinda da iliski bulunamazken,
sadece EpCAM'CTC ile CEA seviyesi arasinda giiclii bir korelasyon tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akan hiicre dlger, Dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTC),

Kanser kok hucresi (CSC) , Meme kanseri, Meme kanseri evreleri



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™ 11l 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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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde biiyiimesi ve anormal yayilimi ile
karakterize edilen hastalik grubudur (1). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verileri
ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporlarinda, kanserin tiim diinyada ve iilkemizde
de morbitide ve mortalitesi hizla artan bir hastalik oldugu belirtilmektedir (2-4).
WHO Tiirkiye istatistik verilerine gore ise, 2014 yilinda ger¢eklesen toplam 422 000
oliim igerisinde kanser %22’lik oranla ikinci sirada yer almaktadir (2). TUIK
verilerine gore, Ulkemizde goriilen ilk 5 kanser tiirii, diinya ve diger gelismis iilkeler
ile benzerlik gostermektedir (4). Kadinlarda meme kanseri, erkeklerde ise akciger,

trakea ve brons kanseri cinsiyete gore en sik goriilen kanser tiirleridir (4).

Kanserden olumlerin %90’ min uzak organ metastazindan kaynaklandigi
bilinmektedir (5). Metastaz sirasinda, primer veya metastatik bolgeden ayrilarak kan
ve/veya lenf sistemi aracilifi ile uzak bolgede yeni kanser olusumuna sebep olan
hiicreler “dolagimdaki timor hiicreleri” (circulating tumor cells, CTCs) olarak
adlandirilirlar (6). CTC’ler, periferik dolasimda uzun yillar dormant halde kalabilir.
Gun igerisinde dolasima gecen hiicrelerin %851, 5 dakika icerisinde ortadan

kaldirilirken, 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 kok hiicre benzeri CTC’ler olmak Uzere 3 grupta
kategorize edilebilirler (8). Epitelyal orjinli CTC’ler, genel olarak primer veya
metastatik bolgeden kopan hiicrelerden olusurlar (8). Bu hiicreler epitel karakterlerini

kaybetmedikleri i¢in “metastaz baslatici hiicreler” olarak bilinirler (9).

Kanser gelisimi sirasinda, metastatik yayilimin baglamasini ve ilerleyisini
kolaylagtiran bir takim degisiklikler goriiliir. Bunlar; kanser hicrelerinin morfolojik,
biyokimyasal Ozelliklerinde farkliliklara neden olan ve immun sistem hcrelerine

kars1 direngli hale gelmesini saglayan degisikliklerdir. Bunlardan bilinen en 6nemlisi



“Epitelyal Mezenkimal Doniisim” (EMT)’dir (8). Kanser hticreleri, kan dolasimina
gecerken EMT gecirerek, spesifik epitelyal belirteclerini kaybederler ve kok hiicre
benzeri (CSC) hiicre yiizey belirtecleri eksprese etmeye baslarlar (9). EMT geciren
kanser hiicreleri, hasta bagsarili bir kanser tedavi siireci gecirse bile ila¢ direncliligi
gelismesi nedeniyle zamanla uzak bolgelerde niikse sebep olabilecegi i¢in dnemlidir
(10). EMT geciren CTC’ler epitelyal adezyon molekuli (EpCAM) ve sitokeratin
(CK) gibi gelencksel hiicre yiizey belirtegleri bulundurmalarina ek olarak vimentin
gibi EMT belirteclerini de eksprese edebilirler (8). Kanser hucreleri, hedef
bolgelerine ulastiktan sonra “Mezenkimal Epitelyal Dontisim” (MET) gegirirler.
Kanser htcrelerinin epitelyal karakterlerini bu doniisiim ile geri kazanmalari

sonrasinda, hiicre sayilarin arttirarak farklilasmis doku olusumunu saglarlar (11).

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanseri, siit kanallarini veya
st bezlerini kaplayan epitelyal hiicrelerden kdken alan neoplastik bir hastaliktir (12).
Genetik ve klinik olarak heterojen tiimor popiilasyonu igerdiginde metastatik
lezyonlar 6lime neden olabilir (13). Meme kanseri, Ulkemizde ve diinyada kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiiridiir (2-4). Meme kanseri evreleri incelendiginde

vakalarin % 8.4’(inde uzak metastaz oldugu gorulmektedir (4).

Meme kanserli hastalarin periferik kanlarinda CTC varligi kanser
metastazinin ve ikincil timor olusumunun gostergesi olabilir (14). Clnki kanda ¢ok
az miktarda bile CTC tespiti edilmesi (10 mL kan igerisinde 1 CTC) kétli prognoz
gostergesidir (14, 15).

CTC’ler, tumor biyolojisi ve timor hiicrelerinin yayilimi hakkinda bilgi
saglama potansiyeline sahiptirler. CTC analizinin temel avantaji minimal invaziv
hastaligin gelisimi sirasinda, ¢oklu zaman noktalarinda kolaylikla elde edilebilen
“likit biyopsi” Ozelligine sahip olmasidir (16). Bu noktada CTC teshis ve tedavi
belirlenmesinde 6énemli rol Ustlenebilir. Clnkd, primer doku biyopsisi sonucu
timorden elde edilen bilgi ile dolasima gecen hiicrelerin histopatolojik ozellikleri
arasinda farklilik olabilir (17). Bu durum tedavinin yoniinii tamamiyle degistirecek

bir potansiyele sahiptir.

Bir¢ok kanser tiirii tedavi baslangicinda farmasoétiklere karsi duyarliyken,

zamanla kanser hiicrelerinde biriken DNA mutasyonlar1 ve metabolik degisiklikler
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sonucunda tedaviye kars1 direnclilik kazanabilir (10). Basarili bir tedavi ve iyilesme
slireci gecirilmis olsa bile, zaman igerisinde uzak bolgelerde niiks geligebilir (10).
Tedavi 6ncesinde ve sonrasinda kan 6rnegindeki CTC sayisinin belirlenmesi, tedavi
etkinliginin incelenmesine ve gelisen ilag direngliliginin 6n goriilmesine olanak

saglayabilir (18).

Rutinde kanser tam1 ve tedavi takibine yardimci olarak kullanilan timor
belirtecleri, viicudun kanser hiicrelerine karsi verdigi yanitin sonucunda olusurlar
(19). Kanserli hastalarin serumunda bulunan tiimor belirtegleri saglikli insanlara
kiyasla daha yiiksektir (20). Fakat meme kanseri tan1 ve takibinde kullanilan timor
belirtecleri, sadece meme kanserine spesifik degildir. Serumdaki bu belirteglerin
seviyesi, benign (iyi huylu) siirecte yada farkli kanser tiirlerinin gelisiminde de bu
belirteclerde artis goriilebilir veya kanser gelisimi siirecinde seviyelerinde degisiklik
olmayabilir (19). CTC’ler sadece kanserli bireylerde saptanirlar (21), bu nedenle
rutinde uygulanan timor belirteclerinden daha etkin bir kanser belirteci olma

potansiyeli tasimaktadirlar.

Tez ¢alismasinda Oncelikli olarak, meme kanserli hastalar ile saglikli bireyler
arasindaki CTC sayisindaki farklilik g6z Oniine alinarak meme kanserinde timor
belirteci olabilme etkinliklerinin incelenmesi hedeflenmistir. Buna ek olarak meme
kanserli hastalarin kaninda bulunan CTC sayisi ile tiimor evreleri, ER ve PR durumu,
c-erb-B2 degeri ve rutinde kullanilan serum tiimoér antijen (CEA ve CA15-3)

seviyeleri arasinda iliskinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser Nedir?

Kanser; hiicrelerin asir1 ¢ogalmalarina sebep olan, ayni zamanda immiin
sistemin denetiminden kacarak metastaz gergeklestirebilen ¢ok asamali bir hastaliktir

(22) (Sekil 2.1).

Normal hiicreler diizenli bir sekilde biiyiir, boliniir ve oliirler. Bu belirli
Omiirlerinde bliylime, ¢cogalma, farklilasma ve apopitoz arasinda belirli bir denge
vardir. Nesillerden nesillere aktarilan genetik bir kusur, kimyasal karsinojenler, viral
enfeksiyonlar ya da radyasyon gibi tiimor gelisimini tetikleyen ajanlar araciligi ile bu
denge bozulur. Sonugta, olusan hiicreler kontrolsiiz biiylimeye baslarlar ve

sonrasinda da kanser gelisimi gozlenir (23).

Normal Biiviime Tiimér Biiyiimesi
Dis deri yiizeyi /Oln hiicrelerin dékiilmesi
I T . :_,gw — Skuamoz hiicre ﬁ: = "i m—
e e e e e i = FErE
FEEIEEIEIEIEIEIEEE o [=]
e|lo|0|0|0(C(e(e|a| o] |, o @
0|0|0|O|0|O(0O|(O|0|0O| |Hicre gicii, T O o}
AFarkhl
olo[o]olo]o|o]o[o]0] {1 [@ 0
0{0{0(0(00|0|0|0|0] 1 T.
——Bazal tabak
ejoje0j0 00000 T 0
Altta yatan doku Altta yatan doku
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Sekil 2.1. Normal ve kanser hiicresinde blyime (24).



2.1.1. Kanser Epidemiyolojisi

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verileri ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
raporlarinda, kanserin tiim diinyada ve iilkemizde de morbitide ve mortalitesi hizla

artan bir hastalik oldugu belirtilmektedir (2-4).

Tiirkiye kanser insidansi, diinya insidansinin {izerinde seyrederken, Avrupa
Birligi iilkeleri ve Amerika gibi gelismislik diizeyi yiiksek olan iilkelere oranla
kanser agisindan, hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik bir hizda oldugu
gortlmektedir (4). TUIK verilerine gore, Ulkemizde gorilen ilk 5 kanser tiirii, diinya
ve diger gelismis iilkeler ile benzerlik gostermektedir. Kadinlarda meme kanseri,

erkeklerde ise akciger, trakea ve brons kanseri cinsiyete gore en sik goriilen kanser
trleridir (Tablo 2.1) (4).

Tablo 2.1. Ulkemizde cinsiyete gore en sik goriilen bes kanser tiirii (4)

En Sik Goriilen Ilk Bes Kanser Tiirii
Cinsiyet Kadinlar Erkekler
1. Meme Akciger, Soluk Borusu, Brons
2. Tiroid Prostat
3. Kolorektal Kolorektal
4, Akciger, Soluk Borusu, Brong Mesane
5. Uterus Korpus Mide

WHO Turkiye istatistik verilerine gore ise, 2014 yilinda gergeklesen toplam
422 000 olim icerisinde kanser %22’lik oranla ikinci sirada yer almaktadir. Bu
verilere gore cinsiyete bagli goriilen kanser tiirleri kadinlarda (32 500 6lUm
vakasi/yil) ise %16 ile meme kanseri (Sekil 2.2), erkeklerde (58 400 &liim vakasi/
yil) % 32 ile akciger, trake ve brong kanseri gorulmektedir (Sekil 2.3) (2).



m Mem e kanseri

m Mide kanseri

m Kolorektal kanser

m Akciger, trakea, brons kanseri

B Lenfoma, cok tipli mveloma

m Diger

Sekil 2.2. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri (2).

B Akciger, trakea, brons
kanseri (%32)

m Prostat kanseri (%012)

® Mide kanseri (%09)

m Kolorektal kanser (%7)

B Mesane kanseri (% 7)

mDiger (%33)

Sekil 2.3. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri (2).

2.1.2. Kanser Histopatolojisi

Kanser, kademeli olarak gelisen bir hastaliktir. Cok hicreli organizmada
hiicrelerin yagamsal faaliyetlerini diizenleyen genlerdeki mutasyonlar, kanser
gelisimine yol acabilir. TUmor Kitlesi i¢inde bulunan, normal dokuya benzer hticresel
goriintime sahip olan ve bir arada bulunma 6zelligini koruyan hiicreler, asir1 sayidaki
hiicre bulundurmalar1 sebebiyle anormaldir. Bu durum hiperplastik olarak
adlandirilir. Doku tabakasi i¢inde bir hiicre tipinin bagka bir hiicre tipine doniisiimii
sonucunda metaplazi meydana gelir. Normal sitolojik goriiniimlerini kaybetmis

dokular ise displazi olarak adlandirilirlar (Sekil 2.4). Bu hcrelerin niikleer
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boyutunda ve seklinde degisikliklere ek olarak mitotik aktivitesinde artig gorulurken,
normal farklilagan dokularla kiyaslandiklarinda ise sitoplazmik ozelliklerinde azalis
gorulir. Sonug olarak, hicrelerin mimari yapisinda normal olmayan degisiklik
goralur. Hicrelerin degisen mimarisi sonucunda, doku orijinleri hakkinda ¢ok az
bilgi iceren ve histopatolojik kritere dahil edilemeyen hucreler olusur ve bu yapi
anaplastik timor olarak adlandirilir (25).

Tiimor hiicreleri, hiicresel baglantilarin yikimina neden olan bir dizi
mutasyon gegirirler ve bunun sonucunda in situ kanser gelisimi goriiliir. Bu kanser
tirinde tumor kitlesi hala epitelyal sinir igerisindedir (Sekil 2.4). Bu durum kanser
hiicresinin ¢evre dokulara yayilma 6zelligi kazanmasiyla degisir ve invasiv kanser

olarak adlandirilan bu kanser tiirii, zamanla yeni timor olusumuna neden olabilir

(26).

Tiimor histopatolojisi, tiimor klinik davranist ile mikroskobik 6zelligi
arasindaki iliskinin anlasilmasinda 6nemlidir. Timor, agresif biiyiimesine gore 2
sinifa ayrilir. Lokalize biiyliyen ve yakindaki dokulara invaze olabilme 6zelligi
bulunmayan tumdrler benign (iyi huylu) olarak, diger dokulara invaze olabilme

ozelligi bulunanlar ise malign (kot huylu) olarak gruplandirilirlar (25).

mvaziv kanser

in situ kanser

Sekil 2.4. Kanser gelisim basamaklar1 (27).

Malign tiimorleri, benign timérlerden ayirt etmeye olanak saglayan 4 temel
Ozellik vardir. Bunlar; diferansiyasyon ve anaplazi, bliyiime hizi, lokal invazyon ve

metastazdir.



Diferansiyasyon ve anaplazi, timorin yalnizca degisiklige ugramis bolimii
olarak kabul edilen parankim hicrelerinin ¢zellikleridir. Benign timarler, turedikleri
dokuya c¢ok benzeyen, iyi diferansiye hucrelerden meydana gelirler. Malign
neoplaziler de ise iyi diferansiye ya da indiferansiye olmak Uzere iki tir hicre
gorulebilir (28).

Biiyiime hizi, benign tiimorlerde yavagken, malign tiimdrlerde daha hizlidir ve
lokal veya uzak doku metastazi sonucunda hastanin 6limii ile sonuglanabilir. Bu
bliylime hizinda etkili olan durum, kanser hiicrelerinin kanlanma derecesi veya
basing farkliligidir. Benign tiimorlerde kanlanma derecesinin azalmasinda nekroz

goruldr (28).

Lokal invazyon, benign tiimorlerde goriilmez. Bu tiimorler, ilk ortaya ¢iktigi
yerde sabittir ve metastaz gerceklesmez. Fakat malign timoérlerde bu durum tam
tersidir. Kanser hucreleri ¢evre dokulara infiltre olurlar ve bu dokular1 tahrip ederek

gelismeye devam ederler (28).

Metastaz, kanser hicrelerinin lokal invazyon gerceklestirmesinden sonra
malign timorler ile benign tiimorleri ayiran en gilivenilir 6zelliklerden biridir. Kanser
hlcreleri bulunduklar1 bolgeden ayrilarak, viicut bosluguna gecerek, lenfatik yolla
ve/veya hematojen yol olmak iizere 3 farkli sekilde metastaz gergeklestirirler (28).

2.1.3. Kanserin Molekiler Temeli

Kanser gelisiminin temelinde 6liimciil olmayan genetik hasarlar yer alir. Bu
genetik hasarlar ya da mutasyonlar ¢evresel faktorlerin etkisiyle kendiliginden
gelisir. Kanser genetigi hipotezine gore, mutasyona ugramis tek hiicreden bir kitle
olusturacak sekilde monoklonal olarak c¢ogalma sonucunda kanserin meydana
gelebileceginden soz edilir. Bu genetik hasarin hedefinde; normal diizenleyici genler,
hiicre blytimesini tesvik eden proto-onkogenler, blylmeyi inhibe eden tumor
baskilayic1 genler, programli hiicre O6liimii genler ve DNA onarim genler

bulunmaktadir (28).

Onkogenler, hiicrelerde mevcut olduklarinda transforme bir fenotip baslatan



genlerdir. Biitiin hiicrelerde bulunan ve mutasyon geg¢irmeleri sonucunda asiri
eksprese olan bu genler proto-onkogen olark adlandirilirlar. Bilinen onkogenlerin
biyik bolumu transkripsiyon faktori, biyume dizenleyici, hlicre yasamimi ve diger
hicreler ile bagini1 kontrol eden proteinlerdir. Tek allelde mutasyonu ile dominant

hale gelerek hiicreyi proliferasyona tesvik ederler (28).

Tiimér baskilayict genler, normal hicrelerde denetimsiz hicre boltinmesini
engelleyen genlerdir ancak mutasyona ugradiklart veya kaybolduklar1 durumlarda
farkli fenotipte hiicreler olusumuna olanak saglarlar. Kanserde aktif hale gelebilmesi

icin iki allelde de mutasyon olmasi gerekir (28).

Apoptozu ve DNA onarvmini diizenleyen genler, proto-onkogen ve tumor

baskilayici genler gibi etki gosterebilirler (28).

2.1.4. Kanserin Karakteristik Ozellikleri

Timorler ¢ok asamali gelisim siireci boyunca kansere 6zgii alti biyolojik
karakter kazanirlar. Kansere spesifik birden fazla 6zelligin, timoér hicrelerinde
toplanmasi sonucunda genomik istikrarsizlik meydana gelir ve malign tlimorler,
metastatik hale gelerek mortalite ve invazyona neden olurlar (29). Tumor hiicresinin
kazandig1 ozellikler, proliferatif sinyali slrdirme, biiyiime baskilayicilarindan
kacma, hicre oOlumune direnme, replikatif 6lumsizlik kazanma, anjiyogenez

indiklenmesi, invazyon ve metastaz aktivasyonudur (21) (Sekil 2.5).

Proliferatif Sinyalizasyonun Sirdirilmesi:

Kanser hiicrelerinin tartismasiz en temel 6zelligidir. Normal dokular, hicre
blylme-boliinme dongiisiine girisi ve ilerlemesini kontrol ederek, hiicre sayisinin
homeostazim1 saglarlar. Doku mimarisi ve fonksiyonunun korunmasini saglayan
biiyiime destekleyici sinyallerin iiretimi ile salinimi1 arasinda bir denge vardir. Kanser
hiicreleri, bu dengeyi bozacak sekilde sinyalleri yeniden diizenleyerek yasam
dongiilerini kontrol etme yetenegi kazanirlar. Bu sinyallerin en 6nemlileri, hiicre zar1
icinde sabitlenmis reseptor tirosin kinazlar (RTK’lar) ile aktive edilen fosfoinositid-
3-kinaz (PI3K) ve mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) yolaklaridir.

Genellikle hiicre biiytimesi ve proliferasyonun stirdiiriilmesini, canlilig1, anjiyogenezi
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ve apoptozu kontrol ederler (29).

Proliferatif sinyali
siirdiiriilme

Biiyiime
baskilayicilarindan

Hiicre Gliimiine

direnme Ka¢ma

Anjivogenez

gy = im'mcj.'rm Ve metastaz
indiiklenmesi

aktivasyonuo

Replikatif dliimsiizlik
kazanma

Sekil 2.5. Kansere 6zgu biyolojik karakterler (29).

Biyime Baskilayicilarina Karsi Duyarsizlik

Kanser hicreleri blyumeyi uyaric1 sinyallerin = siirdiiriilme  6zelligini
kazanirlarken, hiicre ¢ogalmasini diizenleyen programlari inhibe etmeleri gerekir. Bu

programlarin ¢ogu tiimér baskilayict genlerin aktivasyonuna baglidir (29).

Iki prototip tiimdr baskilayici program vardir: Retinoblastom iliskili protein
(RB) ve tumor baskilayici protein 53 (TP53). RB proteini, ¢esitli hiicre dis1 ve hiicre
ici sinyallere entegre olup, hicrenin biyime-bdlinme dongisinin devam ettirilip
ettirilmeyecegine karar verir. RB yolunda fonksiyon bozuklugu olan kanser
hicrelerinde, bolinme fazindaki (S fazi) hiicreler igin karar mekanizmasi
engellendiginden, hiicre dongiisii kalic1 olarak kontrol disi1 stirdiiriiliir. Bu durumda
hicreler Dinlenme evresine (G, evresi) girmeden kontrolstiz boluntrler. TP53 ise

hasarin onarilamaz oldugu durumlarda homeostaziyi saglamak igin devreye girer.

10



Eger onarim gerceklestirilemezse programlanmis hiicre 6liimii tetiklenir (29).

Hiicre Oliimiine Direnme

Hicre 6lUumi veya apoptoz, pro-apoptoz ve anti-apoptoz proteinler ile siki
kontrol edilen bir mekanizmadir. Bu mekanizma, hasarli hiicreleri veya ihtiya¢
duyulmayan ya da hatali hiicreleri ortadan kaldirmasinda 6nem tasir. Olim
reseptorlerinin aktivasyonuyla veya intrinsik sinyalizasyonla bagisiklik hiicreleri ile
kontrol edilebilir. Normal hiicrelerde DNA hasar1 olustugu zaman kaspaz
enzimlerinin aktive olmasi ve TP53’Un hiicre déngusund, bélinme evresinde (G;
evresi) durdurmasi 6nemli bir siiregtir. Fakat kanser, apoptoz ve pro-apoptotik sinyal
yolaklar1 inaktive ederken hiicrelerin sagkalimi igin anti-apoptotik yolaklarin

aktivasyonu saglar (29).

Replikatif Oliimsiizlik Kazanma

Normal hicrelerde, hiicre bdliinmesi sirasinda kromozomlarin telomer
bolgeleri sinirli onarilir ve her seferinde bir miktar kisalma meydana gelir (23).
Kanser hicrelerinde bu kisalmalarin engellenmesi icin telomeraz enzimi sirekli
olarak kromozom sonlarina niikleotid ekler. Hiicre boliinmesi, kanser hicrelerinde
normal hiicrelere gore ¢ok hizli olmasina ragmen, telomer bolgeleri kisalmaz ve

sinirsiz boliinme potansiyeli kazanir (29).

Anjiyogenezin Indiiklenmesi

Viicutta fizyolojik olarak yara iyilesmesi; embriyogenez, menstriiel siklus
gibi durumlarda gordlen sirectir. Patolojik durumda ise, basta timérler olmak Uzere
kollajen doku hastaliklar1 (romatoit artrit gibi), retinopatiler ve psoriasiz gibi
hastaliklarda goriiliir (29, 30). Karsinogenezle birlikte, tumér kitlesi 1-2 mm?®liik
hacme ulastiktan sonra oksijen ve besine olan ihtiyaglari artar. Bu ihtiyaci gidermek
icin ilk asama olan anjiyogenezi uyarirlar. Timor iliskili anjiyogenez; spesifik
biylime faktorlerine, endotel hiicre reseptorlerinin aktivasyonuna ve endotel
hiicrelerinin ¢ogalma kapasiteleri ile buna hizmet eden hiicre dis1 matriks

komponentlerine baglidir (30).
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Anjiyogenik Invazyon ve Metastaz Aktivasyonu

Metastazin onemli bir basamagidir ve dinamik bir strectir (30). Epitel
hiicrelerinden kdken alan kanserlerin olusum siirecinde goriilen metastaz, metastatik
kaskad olarak tanimlanan (Sekil 2.6) karmasik biyolojik olaylarin art arda meydana

gelmesiyle gergeklesir.
Metastatik kaskad basamaklari agsagidaki gibidir (31):

¥ Ekstraseliiler matrikse ve stromal hiicre duvarindan cevre dokulara
invazyon

¥ Kan damari liimenine invazyon

¥ Damar yoluyla tasinim sirasinda zorluklara direnme

¥ Uzak organlara g6¢ etme

¥ Uzak dokularm parankimasina invazyon

¥ Yabanci ¢evrede mikrometastaz gergeklestirmek icin yasamini siirdiirmeyi
basarma

¥ Metastatik bolgede kendi proliferasyon programini yeniden baslatma (31).

Metastatik slire¢, malign hiicrenin diger hiicrelere ve ekstraseliilar matrikse
(ECM) tutunmay1 saglayan bolgelerinden serbest kalmasi ile baslar (33). Hucrelerin
lateral bolgelerinde bulunan, birbirlerine yapismalarini saglayan ve “kaderin”
molekiillerinin gegisine aracilik eden siki birlesme bolgelerinde dagilma meydana
gelir. Bu dagilmanin nedeni, bu bolgelerde E-kaderin reglilasyonunda azalma ve N-
kaderin, integrin vimentin ve matriks metaloproteinaz-9 gibi mezenkimal

kaderinlerin regiilasyonunda artis olmasindan kaynaklanir. (33).

2.1.5. Kanserde Epitelyal Mezenkimal Doniisiim ve Mezenkimal

Epitelyal Doniisiim

Kanser gelisimi sirasinda, bulunduklar1 bdlgeden ayrilarak kan dolagimina
gecebilen epitelyal karakterdeki hiicreler “metastaz baslatict hiicreler” olarak
bilinirler (9, 34). Bu hucrelerde, sentromer amplifikasyonu ile hiicre icerisindeki

mikrotlbdl organizasyonunu diizenler ve E-kaderin ekspresyonu korundugu i¢in
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kanser hiicrelerinin kiimeler halinde dolasima gegmesini saglar (35). Kiimelenmis bu
hiicrelerin, kontrollu hiicre 6lumiine (anoikis) maruz kalma ihtimalleri daha diisiiktiir.

Damar igerisine kaldiklar1 i¢in, uzak organ ekstravazasyonuna neden olabilir (34).

Kan daman destekl
fmer timr
Epitelyal hiicreler

Bazal membran § ‘-. ¢
N g

Stroma hiicrelerinin
—bulundugu

akslrasahﬂer matriks Endetelyal hiicreler

Elkstravazasyon

ayrilan hiicrelerin |
dolastma gegist — )

Dm’ﬂlaﬂt tiamar Kan daman destekl
hiicreleri metastatik veya
sekonder timir ktlesi

Sekil 2.6. Invazyon ve metastaz (32).

Kanser gelisimi sirasinda metastatik yayilimin baslamasint ve ilerleyisini
kolaylastiran bir takim degisiklikler goriiliir (36). Bunlar; kanser hcrelerinin
morfolojik, biyokimyasal 6zelliklerinde farkliliklara neden olan ve immun sistem
hiicrelerine kars1 direngli hale gelmesini saglayan degisikliklerdir. Bunlardan bilinen

en 6nemlisi “Epitelyal Mezenkimal Doniisim” (EMT)’dir (8).

EMT hipotezine gore; primer epitelyal timdr hicreleri EMT gecirerek,
spesifik epitelyal karakterlerini kaybederler (9). Ayrica, hiicre-hiicre adezyonunun
azalmasi, hiicre hareketliliginin artmasi, invazyonunun artmasi, epitel belirteclerin
kaybi, mezenkimal fenotipin kazanilmasi gibi bir¢ok fenotipik degisiklige maruz

kalirlar. Bu degisikliklerin sonucunda, fibroblast benzeri morfoloji kazanan hiicreler,

13



diger komsu hiicrelerden ayrilirlar, kendilerini ¢evreleyen stromaya invazyon
gerceklestirirler ve apoptoza daha direngli hale gelirler. (Tablo 2.2) (9). Bunlara ek
olarak kanser hticreleri, kok hticre benzeri 6zellikler kazanabilir. Kok hicre benzeri
Ozellik kazanan “kendini yenileme kapasitesine” sahip kanser hucreleri, metastatik
timor yayilma kaynagi olarak kabul edilmektedir. Clnki EMT gegiren kanser
hlcreleri, terapotik ajanlardan etkilenmeden kan dolasimina gegebilir (11) ve hasta
basarili bir kanser tedavi sureci gecirse bile ilag direngliligi gelismesi nedeniyle

zamanla uzak bolgelerde nuks gorilebilir (10) (Sekil 2.7).

Kanser hiicresi, hedef bolgesine ulastiktan sonra ¢ogalarak farklilagtirilmis
doku olusturmak i¢in “Mezenkimal Epitelyal Doniistim” (MET) gegirir ve epitelyal
karakterlerini geri kazanirlar. Bu nedenle metastatik lezyonlar genellikle primer
timoriun epitel 6zelliklerini gosterirler (6rn. E-kaderin sentezleme) (Tablo 2.2) (11).
Kemik iligi, akciger, karaciger gibi sekonder organlara yerlesmis bu hiicreler,

bolgede dormant halde (dinlenme hali) kalabilirler veya metastaz baslatabilirler (34).

Tablo 2.2. Kanser hiicrelerinin karakteristik belirtecleri (8).

Epitelyal Mezenkimal Kok Hicre
Belirtecler Belirtecler Belirtecleri
Sitokeratin 8,18,19 Akt2 ALDH1
E-kaderin Fibronektinl CD44
EGFR FoxC2 CD133
EpCAM N-kaderin CD24
HER2 PI3K -
MUC1 Vimentin -
pan-Sitokeratin - -

EMT ve lla¢ Direncliligi

Hastaligin farmasétik tedavilere karsi toleransh hale gelmesi sonucu olusan
durumdur. Bir¢ok kanser tiirli tedavi baslangicinda farmasétiklere kars1 duyarliyken,
zamanla kanser hiicrelerinde biriken DNA mutasyonlar1 ve metabolik degisiklikler
sonucunda tedaviye karsi direng gelistirme baslarlar (10).
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Basaril1 bir kanser tedavisinin ve iyilesmenin ardindan uzak bdlgelerde niiks,
siklikla karsilagilan bir durumdur (10). Bu durumun nedenlerinden biri olarak EMT
geciren kanser hiicrelerinin kok hiicre benzeri karakter kazanimlari gosterilebilir
(11). Diger bir neden ise kanser hiicrelerinin genellikle heterojen olmalaridir. Bu
durum, hastalar arasinda tedavi duyarliligindaki farkliligin nedenlerinden de biridir
(10).

From
E.J Epitelyal hiicre

.@ Tiimbr hilcresi MET dbniigiiinil geinmis Hmbt
hiicresi

27 Eiroblast @ immun hiicresi

Sekil 2.7. EMT siirecinde hiicre-hiicre adezyon kaybi ve sitoiskeletin yeniden

diizenlenmesi (37).
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2.1.6. Kanser Kok Hticre (CSC) Modelleri

Normal kok hicreler, kendini yenileme 6zelligine sahip olan ve bu 6zellik
sayesinde farklilagarak belirli bir dokunun olgun hiicreleri liretebilen hiicreler olarak
tanimlanirlar (38). Bu hucreler, kendini yenileme sureglerini kontrol etmek icin
birden fazla sinyal yolagi kullanirlar. Bu yolaklarin deregllasyonu bir neoplastik
proliferasyon ile kanser kok hiicre gelisimine yol acabilir (39). Buna ek olarak,
patolojik suregte kendini yenileme &zelligi kazanan hicre, malign karakterin
gelismesinden sorumlu olabilir (40). Kanser kok hiicreleri ile normal somatik kok

hlcreler 6zellikleri Tablo 2.3’de gosterilmektedir.

Tablo 2.3. Normal somatik kdk hiicresi ve kanser kdk hicresinin dzellikleri (8).

Normal Somatik Kok Hiicre Kanser Kok Hiicre
Kapsamli ama sinirli kendini yenileme Kapsamli ama sinirsiz kendini yenileme kapasitesi
kapasitesi bulunur. bulunur.
Organojenetik kapasiteye sahiptir. Tlmorojenik kapasiteye sahiptir.

Nadir olarak anormal doku gelisimi S )
) ) Timor kitlesi igerisinde nadir veya az sayidadir.
gozlenir.

) _ . Genellikle ayn1 doku igerisinde, benzer hiicre
Yiizey belirteglerine gore tanimlanabilir. . .
yuzey belirteclerinin ekspresyonu gordlr.

Normal karyotip gériinimundedir. Anormal karyotip goriinimiindedir.

) Diger kanser hiicrelerine kiyasla daha az mitotik
Cogu zaman duragan haldedir. o o
aktiviteye sahiptir.

Siklikla fenotipik gesitlilik goriiliir. Siklikla fenotipik gesitlilik goralir.
Farklilagsmus hiicre olusturmak igin sinirh Sinirli proliferatif potansiyeli olan anormal dél
bolinme kapasitesine sahiplerdir. olugturma kapasitesine sahiplerdir.

Kanser heterojen bir hastalik olmasi nedeniyle kanser kok hiicre (CSC)
gelisimine dair iki temel model mevcuttur (41). Birinci model “klonal gelisim”

olarak bilinir ve bu model kanser hicrelerinin fonksiyonel ve fenotipik farkliliklara

16




yol acarak zaman igerisinde geri doniisiimsiiz genetik degisiklikler sonucunda
heterojeniteye katki saglar (Sekil 2.8). Bu slre¢ sonunda en agresif olan hicreler,
timorin progresyonuna neden olur (41, 42). Olusan CSC’ler, bir dizi mutasyon
gecirerek dominant karakterde klon gelisimini saglarlar. Bu Klonlar, benzer

karakterde tumor hicrelerini olustururlar (43).

Kok hicre O

Progenitér O oi
e/ /\ " f:®
Olgun o/: I\o 0/1 c.)\o:a @H @

hiicreler

. — & Mutasyon sonucu olugan . — Tiimir gelisimi
tlimdr hiicresi ghstermeyen hilcre

() — Tiimir hitcresi ’f — Mutasyon

Sekil 2.8. Klonal gelisim modeli (43).

Diger bir model ise bir tiimor kitlesinin igerisindeki hiicrelerin ayni olmadigi
yonundeki kanser kok hiicre modelidir. Bu modelde, CSC’lerin hiyerarsik olarak
kanser baslatma veya ¢ogaltma yetenege sahip hiicreler oldugunu diisiiniilmektedir
(Sekil 2.9). CSC’ler, normal kok hiicreye benzeri goriiniime sahip olmasina ragmen
proliferasyon ve farklilasma acgisindan kok hiicreden ayrilir. Kanser hicre
populasyonu igerisinde sadece belirli timor kitlesinin biyumesinden sorumlu
olduklar1 ileri strtlmektedir (41, 42) (Sekil 2.9). Bu modelde, progenitdr hiicrenin
mutasyona ugradigt ve kok hiicre benzeri karakter kazandigi diisiiniilmektedir.
Olusan hiicreler, tiimor igerisimde kendini yenileme yetenegine sahip timor

hiicrelerinin gelisimini saglarlar (43).

Kanser kitleri icerisinde bulunan hiicrelerin CSC olarak nitelendirilebilmesi

icin su Ozellikleri tasimalar gerekir:
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¥ Tiimori olusturan hiicrelerin ¢ok farkl yiizey belirtegleri bulundurmasi ve
normal somatik kok hiicreler ile ortak yiizey belirtegleri tasimalari (44),

¥ Kemoterapi ve radyoterapiye direngli olmalari (39),

S Az sayidaki kanser kok hiicre populasyonunun tiimér olusturabilme

kapasitesinin yiiksek olmalari (39).

Meme kanseri kok hicresi; orjini tam olarak bilinmemekle birlikte
CD44'/CD24™ ve ALDH" yiizey antijenlerinin meme kanseri kok hiicresinde
eksprese oldugu ve artan tiimdrojenite ile iliskisi bilinmektedir. Bu antijenler normal
meme kok/progenitor hiicrelerinde de eksprese olmaktadir. Meme kanseri kok
hiicrelerinin gelisiminde 2 teori bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, CSC’lerin,
normal kok hicrelerinin kendini yenileme kapasitesinin ve diferansiyasyonunun
deregulasyonundan kaynaklanabilir. Bu teori temelde CSC ile normal kok hiicrelerin
benzemesine ek olarak, normal kok hicrenin  mutasyon ve onkojenik
transformasyonun sirdirebilmesine dayanmaktadir (45). Diger teori ise, meme
kanseri kok hiicrelerinin EMT sonucunda olustugu yoniindedir. Normal ve kanser
kok hucrelerinin  benzer karakteristik 0zellik gdstermesi bu teorinin temelini

olusturmaktadir (45).

2.2. Dolasimdaki Tiimor Hucreleri (CTC)

2.2.1. CTC Nedir?

Metastaz sirasinda, primer veya metastatik bolgeden ayrilarak kan ve/veya lenf
sistemi araciligi ile uzak bolgede yeni timor olusumuna sebep olan hiicreler
“dolagimdaki tiimor hiicreleri” (circulating tumor cells, CTCs) olarak adlandirilirlar
(6).

CTC’ler, periferik dolasimda uzun yillar dormant halde kalabilir. Buna
ragmen, giinde dolasima gecen hiicrelerin %85°1 5 dakika igerisinde ortadan

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

(7).
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Meme kanserli hastalarin periferik kanlarinda CTC varligi kanser
metastazinin ve ikincil tiimor olusumunun gostergesidir (14), ¢linkli cok az miktarda

bile CTC varlig1 (10 mL kanda 1 CTC) kotii prognoz gostergesidir (14, 15).

" ®) metas taz

Uzak organ

Sekil 2.9. CTC ve metastatik kastad (46).

2.2.2.1. CTC’lerin Kan Dolasimina Gecerken Karsilastiklar1 Engeller

Tumor hicreleri, EMT veya sentrozomal amplifikasyon gibi biyolojik olay ile
pasif ya da aktif olarak kan dolasimina girebilirler (47). Cok sayida CTC’nin kan
dolasimina gegtigi tahmin edilse de ¢ok az bir kismu hayatta kalarak sekonder organa
metastaz gergeklestirebilir. CTC’ler, kan dolasimina gecgerken metastatik sireci

engelleyen birgok dogal engelle karsilasirlar (48).

Bunlar,

¥ Kan akis1 tarafindan olusan gerilme kuvveti ve buna ek olarak kan
hiicreleri ile carpigma etkisidir. EMT geciren bu kanser hucreleri, epitel timor
hicrelerine kiyasla daha dayaniklidirlar (48).

¥ CTC’lerin hiicre-matriks etkilesimleri olmadan kan akisinda hayatta
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kalmalar1 gerekir. Normalde bu durumda anoikis devreye girer. Fakat CTC’ler
tropomiyozin iligkili kinaz B (TrkB) sayesinde kaspaz-iliskili apoptozu baskilayarak
anoikise karst dayaniklilik kazanirlar (34). Ayrica CTC kiimeleri olusturarak yada
cok hiicreli tiimor hiicre agregatlari olusturarak mekanik zorlamalara ve anoikis karsi

korunurlar (49).

+ Aktif immun sistem CTC’ler icin engel olusturur. Ornegin, kolorektal
kanserde CD47 gibi belirteglerin ekspresyonunu arttirarak makrofaj ve dentritik
hlcrelerin saldirilarin1  engellerler (50). Ayrica MHC-1 protein ekspresyonunu

azaldigindan trombosit aggregasyonu ile NK hiicre aracili lizizden korunurlar (51).

¥ CTC’lerin kan akisini terk ederlerken, damar ici endoteline baglanma
sirasinda zorlukla karsilasilabilir. Trombosit inhibisyonu kanser hicrelerinin damar
ici endoteline baglanmasini arttirir. Fakat, aspirin gibi ilaglar, aktif trombositlerin
stabil tiimor hiicrelerine baglanmasiyla anti-metastatik etki gosterir ve ektravazasyon

engellenir (47).

2.2.2.2. Hiicre Yiizey Antijenlerine Gore CTC Subpopulasyonlari

Tumor heterojenitesi, belirli bir primer timor icindeki genetik, fenotipik veya
davranmigsal ~ Ozellikleri  bakimindan  farklilik iceren kanser hiicrelerinin
subpopiilasyonlarinin birlikteligini ifade eder (52). Bu populasyon igerisinden
dolasima gecen tiimor hiicresi tek basimna ya da farkli kombinasyonlar halinde

bulunabilirler (5).

Genel olarak, epitelyal orjinli CTC’ler, mezenkimal orjinli CTC’ler ve kok
hiicre benzeri CTC’ler olmak Uzere 3 grupta kategorize edilebilirler (8). Antijen

ozellikleri en iyi bilinen ti¢ CTC alt popiilasyonu sunlardir (5, 8);
Epitel Orjinli CTC’ler;

Epitelyal orjinli CTC’ler, genel olarak primer veya metastatik bélgeden kopan
hiicrelerden olusurlar (8) ve bu hiicreler epitel karakterlerini kaybetmedikleri icin

“metastaz baslatici hiicreler” olarak bilinirler (9).
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EpCAM (Epitelyal Hiicre Adezyon Molekiilii (CD326)

Bircok epitelyal dokunun bazolateral membraninda bulunur ve kalsiyumdan
bagimsiz olan bu molekiil, hiicreler arasi adezyonda gorevlidir (53). Hicre adezyonu,
komsu epitel hiicreleri ile kontakt inhibisyon kurarken hiicre gocii, ¢ogalmasi ve
farklilasmas1  gibi gesitli hiicresel fonksiyonlarda ve hiicre polaritesinin
korunmasinda etkilidir (54).

Kanser hiicrelerinde ise kontakt inhibisyon kaybi, hiicre hareketi sonucunda
kanser hiicrelerinin komsu dokular1 istila etmesine ve metastaza neden olan
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olabilir (54). Hicre ylzeyinde bulunan
EpCAM’in kanda saptanmasi, bu hiicrenin yabanci kOkenli oldugu anlamina
gelmektedir. Bu hiicre histolojik 6zellik gosterdiginden kanser hiicresi olarak kabul
edilir. Ciinkii EpCAM, epitelyal kokenli kanserlerde asir1 eksprese olurken, normal
epitelyal hiucrelerde daha az eksprese olur (5). Bu nedenle, EpCAM cesitli epitelyal
kanserlerin tant ve tedavisi i¢in Onemli bir molekiildir ve artan EpCAM

ekspresyonunun genellikle kotii prognoz ile iliskili oldugu distiniilmektedir (54).

Sitokeratinler (CK’lar)

Hiicre iskeleti bilesenlerinden ara filamentlerin biiyiik ve en ¢esitli sinifidir.
Tanimlanan 20 tip CK vardir. Bunlar diisiik ve yiiksek molekiil agirliklarina veya
izoelektrik noktalarina goére CK1 - CK8 “tip Il keratin”, CK9 - CK20 ise “tip |
keratin” olarak adlandirilmistir (55). EMT geciren kanser hiicrelerinde sitoiskelet

yeniden diizenlendigi i¢in CK ekspresyonu azalir (56).

Normal meme dokusunda CK5 ve CK14 miyoepitel hicrelerinde eksprese
olurken; CK7, CK8, CK18 ve CK19 duktal epitelyumda eksprese olur. Kanser
gelisimi sirasinda meme CK karakteri genellikle korunur. Bu nedenle belirli meme
kanseri alt tipleri arasinda ayirt etmede ve prognozun belirlenmesinde sitokeratin
ekspresyonu 6nem tasir. Bu 6zellik, metastatik bolgelerdeki metastazin veya lenf
nodu metastazinin saptanmasinda prognostik bir belirtectir. Meme kanseri
vakalarinin %90°dan fazlasinda CK7, CKS8, CK18 ve CK19 ekspresyonu gorulir
(55).

21



Mezenkimal Orjinli CTC’ler

EMT geciren CTC’ler, EpCAM ve CK gibi hiicre yiizey belirtecleri disinda
EMT belirteclerini de eksprese ederler (8). Biyokimyasal yollarin aktivasyonu ve
degismis metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alan bu belirtecler, N-kaderin,
PI3K/Akt, Twist-1, Zeb-1 ve Plastin-3 gibi molekdillerdir. Bu belirtecler, dzellikle
transkripsiyon faktorleri, immdinohistolojik boyama ve gRT-PCR ile daha kolay

saptanabilirler (5).
Kok Htcre Benzeri CTC’ler

Kanser gelisimini baslatan veya niikse neden olan progenitor hicreler, “kdk
hiicre benzeri hiicreler”dir ve metastazda onem tasirlar. Metastatik meme kanseri
CTC’lerinin hem EMT hem de CSC fenotipi yoniinden zengin oldugu gosterilmistir
(57).

CD44 ve CD24

CD44 (cluster of differentiation 44), multifonksiyonel sinif I transmembran
glikoproteindir. Bu protein, hiicre dis1 degisiklerin incelenmesi, hiicre-hiicre
yapismanin diizenlenmesi, proliferasyon, biiylime, hayatta kalma, mortalite,
migrasyon, anjiyojenez ve farklilasma gibi rollerde 6neme sahiptir. CD44, kanser
hlcrelerinde metastaz, timorogenesizin tesvik edilmesi gibi rollerde gorev alir (58).
CD24 (cluster of differentiation 24), hiicrelerinin ¢esitli glikosil-fosfatidilinositol ile
sabitlenmis kii¢iik hiicre ylzey protein molekilidir. Hicre-hiicre fonksiyonlar1 ve
hlicre-matris etkilesimlerinde Gneme sahiptir. Kanser hiicrelerinde invazyon ve

metastazdan sorumludur (58).

Meme ve prostat kanseri ksenograft transplantasyon modellerinde ylksek
CD44 ve diisiik CD24 ekspresyonu gosteren kanser kok hiicrelerinin (CSC) yiiksek
timorijenik ve metastatik potansiyeli olabilecegi ortaya konmustur (59). Ayrica bu

hiicreler kemoterapiye kars1 direng gosterebilirler (5).

Diger belirteglere 6rnekler ise gangliosit (GD3, GD2, GD1a), ALDH1, ABC

proteinleridir. Gangliositler, hiicre biiyimesi ve hareketliliginde yardimci olarak
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kanser gelisimine katki saglarlar Bu nedenle, CTC kok hicre belirteci olarak
kullanilabilirler. ALDH1, normal meme epitellerinde %21-2 oraninda eksprese
olmalarina ragmen, meme kanseri kok hicrelerinde ekspresyonu gosterilmistir. Bu
enzimimatik protein, prognostik ve prediktif bir meme kanseri belirteci olarak
degerlendirilebilecegi ileri  siirlilmektedir. ABC  proteinleri ise, ABCG2
transporterlarinin yiiksek ekspresyonu ile CSC fenotipi iligkilidir. CSC’nin direnclilik
kazanmasi, bu transporte ekspresyonuna bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle

ABCG2 tastyicilarinin kok hiice belirteci olmaya aday oldugu ileri surtilmektedir (5).

Primer lezyondaki hiicrelere benzeyen ve kanda bulunan timdor hcreleri,
sekil, boyut ve goriiniis olarak yaklasik 150 yil 6nce Thomas Ashworth tarafindan
tanimlanmiglardir (60). IIk CTC tespiti 1959 yilinda kandan izole edilmistir, fakat bu
hiicrelerin tanimlanmasi i¢in mevcut metodun gelistirilmesi gerektigi vurgulanmistir
(61). Bu ¢aligmalar, hassas cihazlarin gelistirilmesi ile glinimuizde CTC’ler tespit

edilebilir hale gelmistir.

2.2.2. CTC Tespiti

CTC’ler, saglikli bireylerde nadir olarak bulunurlar; 1 mL periferik kan
icerisinde yaklastk 107 l6kosit ve 5x10° eritrosit arasinda 1 timér hiicresi ile
karsilagilabilinir (62).

CTC’ler homojen olarak kana dagilmazlar. Bu nedenle tek kan d6rneginden
izole edilen CTC’ler eksik yada yaniltict sonug verebilir. CTC’lerin biiyiik boyutlari
nedeniyle kilcal damarlarda tikaniklik gortilebilir ve buna ek olarak, kilcal damara
yapismalar1 veya trombositlerle kaplanmis halde olmalari nedeniyle sayilarinda
azalma gorulebilir (63). Ayrica CTC tespiti sirasinda da hiicre kayiplart meydana
gelebilir. Dolagimda diisiikk konsantrasyonda bulunan bu hiicrelerin tespiti ve

karakterizasyonu igin son derece hassas yontemler gerekmektedir (64).

CTC tespitinde temelde iki basamak bulunur. Bu basamaklar zenginlestirme

ve saptama basamaklaridir (64).
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2.2.2.1. CTC Zenginlestirme Basamag

CTC zenginlestirme basamagi, hematopoetik hiicreler tarafindan ¢evrelenmis

CTC’lerin ayirt edilmesini saglayan yontemdir. Bu yontemler;

Boyut Farkina Dayali Ayrim

Seyreltilmis tam kan Orneginin belirli biiyiiklikte gdzeneklere sahip olan
(standart olarak 8 pm) bir filtre cihazi i¢inden gegirilmesi temeline dayanir.
CTC’lerin 8 pm’dan biiyiik olma 6zelligi ile diger hiicrelerin (I16kositlerin 8 pum’den

klgUktur) boyutlari arasindaki farkliligina gore ayrim saglanir (60, 65) (Sekil 2.11).

- e
Ban Kan hiicreleri ve CTC'ler
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icin membran porlanndan
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Sekil 2.10. Boyut farkina dayali ayrim (63).

Yogunluk Farkina Dayali Ayrim

Hidrofilik polisakkarit olan fikol (ya da benzer bir yogunluk farki ortam)
araciligi ile diger kan bilesenleri igerisinden, monontkleer hicrelerin (PBMC’lerin)

izolasyonuna dayanir (65). PBMC icerisinde CTC ile birlikte yiiksek yogunlukta
I6kosit bulunur (60).
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Fikol yogunluk farkina dayali ayrim, santrifiij sirasinda hiicrelerin
yogunluklarina gore farkli alanlara go¢ etmeleri prensibine dayanir. Santrifij
sonrasinda yogunluk farkina gére hiicre tabakalar1 olusur. Ust kisim plazma
tabakasidir. Bu kismin altinda periferik kan mononiikleer hiicrelerin (PBMC’ler)
olusturdugu tabaka yer alir ve 16kositler ve CTC’ler bu tabakada bulunur. PBMC
tabakasinin altindaki kisimlar sirasiyla fikol tabakasi, eritrosit ve graniilositlerin yer

aldig1 tabakadir (63) (Sekil 2.12).

Fikol ile yogunluk Fikol ile yogunluk
farkina dayah ayrnm farkina dayah ayrm
dncesi tabakalar sonrasi tabakalar

Kan Plazma

s PBMCler

Fikol

Fikol Granitlositle

\/ Eritrositler

Sekil 2.11. Fikol ile yogunluk farkina dayali ayrim (66).

Mikroakiskan Tabanli Ayrim

Tam kan Orneginin yavas yavas ¢ip tabanli ylizeyden gegirilmesi prensibine
dayanir. Hedef, antikor kapli mikropost (6rn. CTC Chip ve iChip), dielektroforez
(6rn. DEPArray) kullanilarak diger kan hiicrelerinden CTC’lerin ayrimi saglanir (34,
65).

2.2.2.1. CTC Saptama Basamagi

Zenginlestirme basamagi sonrasinda siispansiyon, lokositleri icerdiginden
CTC’lerin tek hiicre diizeyinde tanimlanip normal kan hiicrelerinden ayrilmalari

gerekmektedir.
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Sekil 2.12. immunomanyetik ayrim stratejisi (68).

CTC saptanmasi, protein tabanli stratejiler veya niikleik asit tabanli teknikler
ile yapilabilir (64) (Sekil 2.14). EK-1'de CTC saptama kullanilan metotlarin tahmini

duyarliligi, avantajlari, dezavantajlar1 yer almaktadir (69).

Bu teknikler;

Protein Tabanli Yaklasim

Immunofloresan ya da akan hiicre dlger kullanim temeline dayanir. TUmor
hiicrelerinin belirlenmesinde ¢esitli 6zgul epitelyal antijenler icin monoklonal
antikorlardan yararlanilmaktadir. Monoklonal antikorlar, timor hucrelerini

isaretleyerek floresan ya da kolorimetrik olarak goriilmelerini saglarlar.
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Bu amagcla epitelyal fenotipli kanserlerde CTC tespitine yonelik altin standarta sahip
intraseluler sitokeratinler ile (6rn. CK8, CK18, CK19) isaretlenmektedir (70).
Sitokeratine karsi monoklonal antikorlarin kullanildig1 sitometrik yontemde, 10°

hlcrede bir timér hiicresi yani CTC belirleme sinir1 olarak kabul edilmektedir (65).

1. PROTEIN 2. NUKLEIK ASIT
Immunofloresan Akan hiicre dlcer ET-PCR Q-PCR

Sekil 2.13. CTC saptama yontemleri CTC saptama yontemleri (65).

Nikleik Asit Tabanh Yaklasim

Tek gen seviyesinde yada kompleks yaklagimlar kullanim temeline dayanir.
Biitiin hiicreler tarafindan eksprese edilen ya da salgilanan proteinler reverse
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon tepkimesi (RT-PCR) ya da real time
polimeraz zincirleme tepkimesi (QPCR) kullanimina dayanir. CTC tespitinde
molekiiler testler i¢in polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) asir1 analitik duyarlilik
ve Ozgiilliik avantajina sahiptir. Bu avantaj CTC’deki toplam tiiméor ve epitel-spesifik

RNA’nin izolasyonundan kaynaklanir (65).

Bltin zenginlestirme ve saptama basamaklart c¢esitli kombinasyonlari
kullanarak ¢ok sayida CTC platformlariin gelistirilmesine ragmen, nadir dogalari
(105-108 16kosite karsilik 1 CTC) nedeniyle bu hiicrelerin tespiti zordur. Kontamine
hiicrelerin varligi (6r. tim0r olmayan epitel hicreler, dolasimdaki endotel hiicreler)
ve diinya genelinde CTC yakalama icin belirte¢ olarak kabul edilen molekullerin
eksikligi (6r. EMT gecirerek EpCAM /CK ekspresyonlarint kaybeden CTC’ler)
yanlis pozitiflige neden olabilir (65).

CTC saptama basamaginda en sik kullanilan cihazlarin ¢alisma prensipleri
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asagida belirtildigi gibidir;

hTM

CellSearc Sistem

Giinlimiizde CTC saptamak igin gelistirilen sistemlerin basinda, prognozu
belirlemek ve meme, kolon ve prostat kanserli hastalarin klinigini i¢in Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus tek cihaz CellSearch™ sistemdir
(71). CTC saptama sistemi, immiinomanyetik isaretleme ve otomatik dijital
mikroskop sistemine dayanir. Anti-sitokeratin antikorlar epitel hicrelerinin
tanimlanmas1 i¢in kullanilirken, CD45 antikorlar1 l6kositleri uzaklastirmak igin
kullanilmaktadir. Niikleer boya DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol), zenginlestirilmis
hicre populasyonunun mikroskobik gorinimini saglamak igin floresan isaretli
hiicre ¢ekirdegine uygulamir. Inkiibasyon, yikama, manyetik ayrim ve tespit
basamaklar1 sonrasinda, immiinomanyetik ayrilan hiicre popiilasyonu otomatik dijital
floresan mikroskobu sayesinde sayilabilir. Bu islem 7.5 mL kanda gergeklestirilir. Bu
yontem ¢ farkli antikorun (EpCAM, CK ve CD45) spesifitesinden yararlanarak
CTC varhig1 ve sayist hakkinda bilgi verir. Bu nedenle, testin basarist CTC-spesifik
belirtegler olarak kullanilan EpCAM ve CK hedef antijenlerinin ekspresyon diizeyine
baghdir (71). CellSearch™ sistemide CTC pozitif olarak degerlendirilen hiicreler,
boyut olarak > 4pum ve DAPI+, pan-Sitokeratin * CD45™ dir (34) .

Akan Hiicre Olcer

Akan hcre 6lcer, CTC’lerin Klinik tespiti ve karakterizasyonu icin kullanilan
bir cihazdir. Bu cihaz, gesitli hiicre yiizey biyobelirte¢lerinin eszamanli, ¢ok renkli
analizi ile birlikte hiicre boyutu hakkinda bilgi saglayarak rutin hiicresel ve partikdl
Olgtimlerin hizli sekilde yapilmasina olanak saglar. Bir kag¢ bin hicrenin sayilminin
ve karakterizasyonunun ayni anda yapmasini kolaylastirir. TUm hiicre populasyonu
icerisinde ilgilenilen hicrelerin ayrilmasi1 prensibine sahip olan akan hiicre o6lcer,
karisik popiilasyon arasindan tek tip hiicrenin ayrimi saglayabilir. Bu 6zellik ile akan
hicre Olceri degerli hale gelmektedir. Bu sistemin avantajlari, 6zel isaretleyicilerin
varliginin ve yoklugunun incelenmesinin yanisira ekspresyon seviyesinin de

incelenmesine olanak saglamasi, kolayca tek bir numune iizerinde ¢oklu isaretleyici
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analizi gercgeklestirebilmesi, kolaylikla ayrilmis 6rneklerin elde edilmesi ve farkli
yaklagimlarla alt karakterizasyonlarinin kolaylikla yapilabilmesidir. Dezavantajlari
ise On zenginlestirme basamaklarinin hassas bir siire¢ olmasi (65, 72), smurl
duyarliliga sahip olmasi, 6rnek zenginlestirmede kullanilmak Uzere biyik 6rnek
hacminin gerekli olmasi, hiicre spesifikliginin gorsel dogrulama olanaginin olmamasi

ve teknik analitik zorlugudur (69).

RT-PCR

RT-PCR, Hiicreleri liziz edilmis kan 6rneklerinde ideal olan bu yontemdir.
Hassas ve otomatik sekilde CTC’ye spesifik m-RNA’dan ¢cDNA olusumu saglanir.
PCR reaksiyonu sonrasinda, 6rnek igindeki CTC sayisin1 ve gen ekspresyonunu
tahmin etmek i¢in kullanilabilir. Fakat CTC tespitinde tercih edilen mRNA
belirtecgleri, normal kan hticrelerinde de diisiik seviyelerde eksprede edilebilecegi igin
CTC sayisinin belirlenmesinde sorun olusturabilir. CTC ile normal kan hiicrelerinin
ayirt edilmesinde birden fazla m-RNA belirtecinin bir arada kullanilmas1 sonucunda
bu sorun ortadan kaldirilabilir. Zenginlestirme basamagi sonrasinda liziz edilmis
hiicre stispansiyonu AdnaTest™ ile analiz edilerek CTC pozitifligi arastirilabilir. Bu
amacla, meme kanserinde CTC teshisinde HER2 (insan epitelyal biylme faktor
reseptori 2), MUCL (musin 1), EpCAM m-RNA seviyeleri tercih edilmektedir. Bu
testin avantaji, CTC’lerde asir1 miktarda eksprese olan ¢ok sayida genin analizine
olanak saglamasi, EpCAM ekspresyonu az olan hiicrelerde MUCI ile zenginlestirme

yapilabilmesidir (60).

2.2.3. CTC Esik Degeri

Metastatik meme kanserinde CTC’nin  prognostik  roli  oldugu
diistiniilmektedir. Bu alanda 2004 yilinda yapilan ve donim noktas1 kabul edilen
caligma Cristofanilli ve arkadaslarina aittir. Bu ¢alismaya 177 metastatik meme
kanseri hastasi dahil edilmistir ve CTC analizi CellSearch’™ sistem ile
gerceklestirilmistir (73). Bu ¢alisgma sonucunda, meme kanserli hastalarda 7.5 mL
kan numunesinde 5 ve 5’den fazla CTC tespit edilen hastalarda, 5’den az sayida CTC

tespit edilenler kiyasla, hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim siirelerinde 6nemli
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derecede azalma saptanmistir. Bu nedenle meme kanseri CTC esik degeri 5 olarak
kabul edilmektedir (73) .

Giliniimiizde metastatik meme kanserinde sagkalimi, hastaligin progresyonu
ve uygulanan tedavi etkinligini belirlemede CTC tespitinin Onemli belirteg

olabilecegi diistiinulmektedir (74).

2.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme kanalini veya meme bezlerini kaplayan epitel
hlcrelerinin transformasyonu ve malign karakterde ¢ogalmasi sonucunda olusur (75).
Genetik ve Klinik olarak heterojen timor populasyonu icerdiginde metastatik

lezyonlar 6lime neden olabilir (13).

2.3.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, tUlkemizde ve diinyada kadinlarda arasinda en sik goriilen
kanser tlradir (2-4). 2013 yili igerisinde tani konulan her 4 kadin kanserinden 1’i
meme kanseridir. Ulkemizde meme kanseri tanis1 alan kadinlarin %45°’i 50-69 yas
araliginda, %40’ ise 25-49 yas araliginda oldugu goriilmektedir (4). Meme
kanseri evreleri incelendiginde invaziv vakalarin %47.6’s1 lokalize, %44’ bolgesel

metastaz ve %8.4°1i uzak metastazdir (4).

2.3.2. Meme Kanser Etiyolojisi

Meme kanseri, etiyolojisinde farkli degiskenlerin rol oynadig1 bir hastaliktir.
Bunlarin basinda yas, etnik koken, kalitimsal, hormonal sebepler, cevresel ve

psikososyal faktorler gelmektedir (76).

Yasa Gore Meme Kanseri Dagilimi: Artan yas, meme kanserinde en onemli

prognostik faktordir (76). 20 yas Oncesinde meme kanseri goriilmesi ¢ok yaygin
olmakla birlikte 20 yas sonrasinda %2 oraninda kadinlar bu hastaliga
yakalanmaktadir (77).
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Kalitimsal Sebepler: Meme kanseri, genel popllasyona oranla aile

hikayesinde bu hastalik goriilmiis kadinlarda daha yaygindir. Kalitimsal meme
ovaryen kanser sendromu (BRCA1-BRCA2 mutasyonu), Li Fraumeni Sendromu,
Peutz Jeghers Sendromu, Cowden hastaligi ve Muir Torre Sendromu meme

kanserinin kalitimsal sebeplerden sayilabilir (76).

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari, meme kanseri vakalarinin %10’unu
olusturur ve tum sendromlar arasinda goriilme sikligi %80-90’dir. Hasarl1 genlerin
tamirinde rol oynayan bu timoér baskilayict genlerde meydana gelen mutasyon
otozomal dominattir BRCA1 mutasyonuna sahip bireylerin meme ve over
kanserlerine yakalanma olasilig1 %50-87 iken BRCA2 mutasyonuna sahip bireylerde
bu oran %15-44dir (78).

Hormonal Sebepler: Yumurtalik ve bobrek iistii bezleri tarafindan liretilen

ureme hormonlar, meme kanseri patogenezinde rol oynamaktadir. Regli ve menopoz
donemindeki cinsiyet hormonlarina maruz kalma suresi karsinogenezde etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (77). Ostrojen, androjen progesteron prolaktin, Insiilin
benzeri bluyime hormonu 1 (IGF1), insilin ve melatonin meme kanseri hormonal

sebepleri arasinda yer almaktadir (76).

Cevresel Faktorler: Iyonize radyasyon, sigara, alkol, obesite, virsler,

organokloridler, elektromanyetik alan ¢evresel faktorler arasinda yer almaktadir. Bu
ajanlar fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle karsinogenez siirecini baslatabilirler
(76).

Psikososyal Faktorler: Ansiyete/depresyon, cocukluk ¢agi, aile ortamu,

inkar/baskilama, stresli yasam, ayrilik ve kizginlik gibi nedenler sayilabilir (76).

2.3.3. Meme Anatomisi

Meme, gogiis duvart 6n yiiziinde iki tarafli olarak pektoral kaslar Uzerine
yerlesmistir. Memede her biri meme basina agilan 6-10 adet kanal sistemi bulunur ve
bu terminal duktus tubiil birimleri iiziim salkimi seklinde bir grup hormona duyarl

asiniisten olusmustur (79). (Sekil 2.15).
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Sekil 2.14. Meme anatomisi ve histolojisi (80).

2.3.4. Meme Kanseri Patolojisi

Meme kanseri, biyolojik ve klinik agidan heterojenite gosterir. Bu kanser tiirii,
kontrolsuz hiicre ¢ogalmasi, genomik instabilite ve belirli epitelyal 0Ozeliklerin
ortadan kalkmasi ile karakterizedir (81). Tumorogenez histolojik ve klinik evreler ile
tamimlanir ve giderek biriken genetik, epigenetik ve mikrogevre degisiklikleri ile

yonlenir (12) (Sekil 2.16).

2.3.3.1. Meme Kanseri Alt Tiirlerinin Histolojik Siniflandirilmasi

Meme kanseri, kanserin gelistigi bolgeye gore siit kanallarinda ise duktal
karsinom, siit bezlerinde ise lobular karsinom olarak adlandirilir (82). Bu iki bdlgede
gelisen kanser, invazyon ve metastaz ozellikleri gdz oniine alinarak “In situ
karsinom” ve “Invaziv (infiltre) karsinom” olarak kategorize edilir (81) (Sekil 2.17).
EK-2’de meme kanseri simniflandirmasi yer almaktadir. In sitii karsinom, farkli

bolgelere yayilma ve invasiv 0zelligi tasimazken invaziv karsinom yayilma

egilimindedir (81).
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Sekil 2.15. Normal meme dokusundan invasiv karsinom geligimi (83).

in Situ Meme Karsinomu

Kanserin koken aldigi bélgeye gore, duktal karisinom in situ (DKIS) ve
lobular karsinom in situ (LKIS) olmak iizere iki tiir in situ meme karsinomu
bulunmaktadir. DCIS, duktus bezleri bosluklarini doldurur ve seklini bozar. LKIS ise
lobiiler bosluklar1 genisletir ancak seklini bozmaz. iki tiir de bazal membran ile

siirlidir (28).

Duktal Karsinom In Situ (DKIS): Non-invaziv anormal hiicrelerin meme siit

kanallarin1 kapladigi durumdur (Sekil 2.18). Heterojen gorinimleri olmasina
ragmen ortak ozellikleri, malign karakterli hucrelerin kanallar ve membran cevrili
bosluklar i¢erisinde sinirli proliferasyonu gerceklesir (84). Baska bir degisle, anormal
hiicreler kanaldan bazal membran epiteline yayilmazlar. Bu nedenle aksilla lenf
nodul tutulumu veya uzak metastaz beklenmez. Tiim meme kanseri vakalarinin %20-

25’ini olusturur (85).

Lobiler Karsinom in Situ (LKIS): Anormal hiicrelerin meme lobillerinde

bulundugu durumdur. Bu durumda nadiren invaziv kanser gelisimi goriiliir. LKIS
cok seyrek gorilen ve meme kanseri riskinin arttigini gosteren bir durumdur (85).
Genellikle raslantisal olarak saptanirlar ve kitle olusumu gozlenmez. Bu nedenle de

mamogrofide LKIS saptanma insidans1 degismez (28) (Sekil 2.19).
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Sekil 2.16. Meme kanseri alt tiirlerinin histopatolojik siniflandirilmasi (81).

Invaziv Meme Kanseri

Malign meme tiimdrlerinin en 6nemlilerinden olan adenokarsinomlardir. In
situ karsinomlar, malign epitel hiicreleri bazal membranla sinirli iken, invaziv

karsinomlarda neoplastik hiicreler bazal laminay1 asarlar ve stromaya invaze olurlar.

Bu nedenle, kan ve lenf yolu ile lenf nodullarina tutunabilirler veya uzak
metastaz yapabilirler (87). 2 cm’den kii¢iik invaziv karsinomlarda 5 yillik sag kalim
% 87dir ve prognozlari, 5 yillik sagkalim orani %90 olan in situ karsinomlar gibi ¢ok

iyidir (28).

Invaziv Duktal Karsinom: Kanserlerin %70-80’i bu grupta yer almaktadir. Bu

kanser tiiriine genellikle DKIS ve nadiren LKIS eslik eder. Makroskobik gériiniimleri
heterojendir ve tiimor kenarlar1 diizensizdir. Lenfovaskiiler bosluklara invazyon

saptanabilir (28).
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Sekil 2.17. Meme kanallarinda duktal karsinoma in sitii gelisimi (86).
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Sekil 2.18. Meme loblarinda lobular karsinoma in sitii gelisimi (86).

Inflamatuar Karsinom: Ele gelen kitle olmaksizin ddemli ve eritematdz
goriilmesi ile karakterizedir. Karsinogeneze bagl olarak dermal lenfatik bosluklarin
dolmasi ve lenfatik kanallarin bloke olmasi sonucunda 6dem olusur. Uzak metastaz

siklikla goriiliir bu nedenle 5 yillik sagkalim %50 nin altindadir (28).
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Medullar Karsinom: Meme kanserinin %1’inden daha az goralir. Cevre

dokular ile sinirlart belirgin ayrilir ve biiylik anaplastik hiicreler goruldr.

Lenfoplazmasitik infiltrasyon ile fibroadenomlardan ayrilirlar (28).

Musindz Karsinom: Nadir bir alttiirdiir. Ttiimor hiicreleri stromay1 pargalarken

misinéz  olustururlar.  Makroskobik  goriintiileri  yumusak ve jeletindz

goriiniimiindedir. Sinirlar1 belirgin oldugundan fibroadenom yanilgisi olusturabilir

(28).

Tubdler Karsinom: Mamografide 1 cm altinda saptanan ve invaziv tiimorlerin

%10’unu olustururlar ve diizensiz yogunluklar olarak saptanir. Lenf nodiil metastazi

seyrektir, prognozu ¢ok iyidir (28).

2.3.3.2. Meme Kanseri Alt Tiirlerinin Molekiiler Simiflandirmasi

Benzer klinik ve patolojik ozellikler géstermelerine ragmen tiimorler farkl
davranislar sergileyebilir. Buna ek olarak, tiimérlerin histolojik gériiniimiiniin altinda
yatan karmagsik genetik degisiklikler ile kanser gelisimi ve ilerlemesi arasindaki

iliskinin degerlendirilmesinde histolojik 6zellikler yeterli olmayabilir (88).

Meme kanseri molekiler simiflandirmasi immunohistokimya/florans in situ
hibridizasyon (IHC/FISH) profillerine gére ve ER, PR, HER2 varlig1 temel alinarak
yapilir (89). Molekiler seviyede Perou ve ark.’r, meme kanseri gen ekspresyon
seviyelerini analiz ederek cDNA, mikroarray teknolojilerini kullanarak molekuler alt
tir ayrimi yapmuslardir. Bu genler ile hastalik seyri, hayatta kalim, niiks, metastaz
bolgesi ve kemoterapiye cevap verme oOzellikleri arasinda bir iligki oldugu
gosterilmistir (89, 90). Luminal (Luminal A ve Luminal B), HER2 pozitif, bazal
benzeri, normal benzeri alt tirleri meme kanseri molekiler alt tdrlerini
olusturmaktadir (90).

Luminal A: Meme kanseri vakalarinin %50-601m1 olusturur. Luminal
epitelyal sitokeratinlerden CK8 ve CK18 ekspresyonu goralir. Luminal A yiksek
seviyeli ER ve diisiik proliferasyon seviyesi ile karakterize edilir. Bu timorler
siklikla histolojik olarak, nikleer pleomorfizmi diisiik dereceli mitotik aktiviteye

sahip olup ve iyi prognoz tirleri igerir. Niiks oran1 diger alt tiplere gore oldukca

36



diistiktiir ve kemige metastaz oldukga yaygindir. Fakat karaciger, akciger ve merkezi

sinir sistemi metastazlari ise hastalarin % 10’unu ge¢mez (88).

Luminal B: Meme kanseri vakalarinin %15-20’sini olusturan meme kanseri
traddr. Daha agresif bir fenotip, yiksek histolojik derece ve proliferatif indeks, kot
prognoza sahiptir. Luminal-A alt tipine kiyasla daha yiiksek bir niiks oran1 ve niiks

sonrasi diigiik sagkalim oranlar1 gorilUr (88).

HER2 Pozitif: Meme kanseri vakalarmin %15-20’sini olusturan meme
kanseri tartdir. HER2 pozitifligi daha agresif biyolojik ve klinik davranig gosterir.
Tedavinin yoklugunda, HER2 pozitif tiimor zayif bir prognoza sahiptir (88).

Bazal-Benzer: Meme kanseri vakalarmin %8 ile %35’ini olustururlar. Bu
tiimdrlerin ¢ogu beyin ve akciger metastazi gosteren, agresif klinik davranisgh duktal
infiltran timorlerdir. Bazal-benzeri timorler yuksek dizeyde CK5, CK14, CK17 ve
laminin gibi bazal miyoepitelyal belirtecleri eksprese ederken ER, PR ve HER2
ekspresyonu yoktur, dolayisiyla triple negatif olarak adlandirilirlar ve yiiksek riskli

meme kanseri tirudir (88).

Normal Benzeri: Meme kanseri, vakalarinin yaklasik %5- 10’unu olusturur.

Genellikle ER, PR ve HER2 ekspresyonu olmadigindan triple negatif olarak
smiflandirilirlar fakat CK5 ve EGFR ekspresyonu olmadigindan bazal-benzeri meme
kanserleri olarak kabul edilmezler (88). Bu tuimorler de bazal epitel genlerinin gugli
ekspresyonu goriliirken, luminal epitel genlerin ekspresyonu diisiiktiir. Bu kanser
tirinde CD36 antijeni kolajen tipi I, gliserol 3 fosfat dehidrojenaz, lipoprotein lipaz

A, alkol dehidrojenaz 2 ekspresyonu gorulir (82).

Diisiik Claudin: Bu tlmorlere sahip meme kanserli hastalar, triple-negatif

timarlere sahip hastalar gibi kot klinik sonug gosterirler. Kanser hicrelerinde EMT
dontisimii sonucunda epitelyal karakterinin kaybedilmesine ek olarak, siki baglanti
noktalar1 (tight junction), hiicre-hiicre adezyon molekulleri, claudin 3, 4 ve 7 ve E-

kaderin gibi molekdllerinin ekspresyonunda da azalis gorulir (88).

37



2.3.5. Meme Kanseri Evrelendirmesi

TUmor evresi (stage), Klinik bir unsurdur ve timoriin progresyonu, yayilimi
hakkinda bilgi sunar (19). Meme kanseri tanisi konmus hastalarin, hastaliginin
yayginlik derecesini tespit edilmesi i¢in kullanilan siiflandirmaya evrelendirme
denir (87). Giiniimiizde en sik kullanilan kanser evreleme sistem UICC (Union
Internationale Contre Le Cancer ) ve AJCC (American Joint Committee on Cancer)
tarafindan belirlenmis olan tiimiir-nod-metastaz (TNM) siniflandirilmasidir. EK-3’de
TNM evrelemesinin kriterleri ve EK-4’de meme kanseri TNM evrelendirmesi yer
almaktadir (91).

Primer TUmor boyutu (T): Klinik ve patolojik evrelendirme T evresi ile ayni
kriterlere sahiptir. Klinik evrelemede palpasyon ve radyolojik bulgular, patolojik

evreleme ise tiimoriin makroskobik olgiileri kullanilir.

Lenf nodu tutulumu (N): Klinik evreleme icin aksial ve mammaria interna
bolgesindeki palpasyonbulgulart kullanilirken, patoloji evrelemede disseke edilmis

gangliyonlarin mikroskobik goriintiileri sonucu elde edilen bulgulari kullanilir.
Uzak organ metastaz: (M): Uzak metastazin varligi hakkinda bilgi sunar.

Meme kanseri 5 yillik sagkalim siiresi timor evresi ile iliskilidir. Evre 0 i¢in
bes yillik yasam beklentisi %99-100, evre | igin %95-100, evre Il icin %86, evre Il
icin %57, evre IV igin %20°dir (92).

Evrendirmenin avantaji (87);

¥ Tedavi segenegi evrelemeye gore belirlendiginden tedavi secimi ve
planlamasinin kolay olmasidir.

¥ Tedavi takip imkani saglamasidir.

¥ Hasta prognozu hakkinda bilgi vermesidir.

¥ Hastalik siiresince tiim degerlerin ve siirecin kiyaslanmasidir.

¥ Arastirmalara kolaylik saglamasidr.
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2.3.6. Meme Kanseri Prognostik ve Prediktif Faktorleri

Meme kanseri hastalarinin tani aninda tedaviden bagimsiz olarak hastaligin
seyri hakkinda dogru bilgi veren, kolaylikla klinik agidan degerlendirilebilme imkan
saglayan “prognostik faktorler”, hastanin gereksiz tedavi almasini engeller. Bu
faktOrler tiimoriin biiylimesi, invazyonu, veya metastatik potansiyeli hakkindaki
patolojik bilgilerdir. TUmor boyutu aksiller nod tutulumunda bagimsiz olarak timor
niks riskinin artisini tetikler. Prediktif faktorler ise tedaviye yanit verecek hasta
grubunun olusturulmasidir. Diger bir deyisle uygulanacak tedaviye hedefin verecegi

yanit1 dnceden gosteren faktorlerdir (93). Baslica prognostik faktorler;

Aksiller nod tutulumu, hem niiks hem de sagkalimla yakindan iliskilidir ve

nod negatif meme kanseri hastalarinda 5 yillik sagkalim yaklasik %70-80 iken, niiks
%20 civarindadir. TUmor boyutu Kiciuk olsa bile nod tutulum sayisi sagkalim
uzerinde etkilidir (93).

Histolojik grade, meme kanserinde en onemli prognostik faktor olmasina

ragmen sUbjektif bir parametredir. Bu parametre Bloom Richardson gradlama sistemi
olarak adlandirilir ve tiibiil formasyonu, mitoz ve niikleer polimorfizme goére verilen

puanlamada Uc¢ tip ( grade I, grade 11, grade 111) kategorileme yapilir (93).

Lenfovaskiler invazyon, meme kanserinden oliimlerin artisina neden olan
onemli bir faktordur (93).

Steroid hormon reseptér durumu, bakimindan negatif olan meme kanseri

tirlerinin daha kot prognoza sahip oldugu bilinmektedir. Bu hastalarin
kemoterapiden ve adjuvan tedaviden aldiklar1 yanmitin fazla oldugu bilindiginden
dolay1 hormon reseptorleri onemli bir prediktif faktordlr. Bu reseptorler endokrin

tedavinin belirlenmesinde 6nemlidir (93).

Bunlara ek olarak hiicre siklusu, apoptoz, anjiyogenez, hiicre proliferasyonu,
DNA miktari, S fazi, timidin indeksi, Ki67 siklin D, p27, p21, topoizomeraz II, p53,
bcl-2, VEGF, IGF, EGFR, katapsin D meme kanserinde 6nemli prognostik ve
prediktif faktorlerdir (93).
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2.4. Kanser Tamisinda Kullanilan Yontemler

2.4.1. Meme Kanseri Metastazini Belirleme Yontemleri

Goriuntileme Sistemleri

Kanser, erken evrede lokalize hastalik olarak kabul edilmesine ragmen
zamanla semptomik hale gelebilir (94). Gilnimizde meme kanseri taramasinda
kullanilmak iizere gelistirilmis olan gorlintileme yontemleri mamografi,
ultrasonografi, manyetik rezonans gorintiileme, pozitron emisyon tomografisi ve
bilgisayarli tomografi'dir (94). intraoperatif cerrahi, rehberlik ve postoperatif numune
degerlendirilmesi i¢in umut vaad edici yontemler olmalarina ragmen kesin tani

saglayamazlar (95, 96).

¥ Mamografi, erken teshiste ve meme kanseri niiksiiniin tespitinde
ASCO'nun onerdigi ve altin standarta sahip bir yontem olarak kabul edilen
gorintileme sistemi mamografidir (97). Semptomik olgularda tani amagl, tani
konmus hastalarda tedavi belirlemek amaciyla ve tedavi sonrasinda takip amaclh
olarak siklikla kullanilmaktadir. Tarama amagli kullanilan mamaografi 10 yillik
sliregte Oliim oranint %30’dan %20°ye disiriir (98). Mamografinin hasssiyeti ise
%95.7 olmasina ragmen yogun meme dokusunun incelenmesinde diisiik hassasiyet

gibi sinirlayict 6zelligi vardir (95).

¥ Ultrasonografi, ses dalgalar1 aracihigi ile goriintileme sistemidir.
Radyasyon igermez, es zamanl kitlesel goriintileme yapmasi nedeniyle dinamik
goriintiileme sunmasi agisindan mamografiden istiindiir. Ultrason goriintiileme,
tespit karakterizasyonuna ve meme lezyonlarinin biyopsisine rehberlik etmesi
amaciyla kullanilmaktadir (99). Malign-benign timér ayrimini net yapamadigi icin
mamografi ile birlikte kullanilir. Ultrasonografi hassasiyeti %60.9°dur (95).

¥ Manyetik rezonans gorintileme, elektromanyetik radyo dalgalarmin
viicuda gonderilmesi ve geri donen sinyallerin goriintiiye doniismesi ile olusan
sistemdir. Radyasyon icermez (99). Yogun meme dokusunun incelenmesinde ve gizli
meme lezyonlarinin saptanmasinda etkin bir yontemdir. MR’ %94-100’e yakin

kanser saptama duyarliligi olmasina ragmen, duyarlilig1 %37-97 aras1 olma agisindan
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diistiktiir. Bu nedenle rutinde tarama amagli kullanilmamaktadir (95).

¥ Pozitron emisyon tomografisi, artan glukoz metabolizmasi baz alarak hem
morfolojik hem de metabolik bilgi sunar (95). Duyarliligi ve 6zgiinliigii yiksektir.
Standart yontemlerle bulunamayan primer lezyonlarin degerlendirilmesinde kullanilir

(99).

¥ Bilgisayarl; tomografi, anatomik bilgi saglamak igin goriintilemede
intravendz olarak iyotlu kontrasti kullanilarak yapilir. PET ile birlikte kullanilarak
malign hiicreler degisen metabolik aktivitelerine gore saptanir ve lokalizasyonlari

belirlenir (95).

Hastaligin gelisimi, metastatik yayilmanin belirlenmesi, tiimor boyutlarinin
Olcilmesi ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde goriintiileme sistemleri

giiniimiizde siklikla tercih edilmektedir.

2.4.2. Tumor Belirtecleri

Tumor belirtecleri, genellikle serumda, bazen de viicut sivilarinda ve
dokularda bulunan ¢ogunlukla kanser hiicreleri tarafindan sentezlenen spesifik bir
protein yada glikoprotein yapisindadirlar. Viicudun kanser hiicrelerine karsi verdigi
yanitin sonucunda olusurlar (19). Kanserli hastalarin serumunda bulunan timor
belirtecleri saglikli insanlara kiyasla daha yiiksektir. Tedavi hakkinda yardimci
olmalarina ek olarak, bu belirtecler genel sagkalim, hastaliksiz sagkalim ve hayat

kalitesi agisindan da 6nem tasimaktadir (20).

Meme kanserinde kullanilan tiimér belirtegleri sunlardir (20);

Karsinoembriyonik antijen (CEA),

Doku polipeptit antijeni (TPA),

Yiiksek molekiil agirlikli glikoprotein ailesi ve tirtinleri (CA15-3),
Meme kanseri musin antijeni (BCM),

Misinoz karsinoma antijeni (MCA),

Meme kanseri-iligkili antijen 27.29 (CA 27.29) (20).

¢ O O O O O
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CEA ve CA 15-3 gibi serum timor belirtegleri erken ve ilerlemis evre
kanserlerin degerlendirmesinde siklikla hastalarda sistemik tedaviye yanit ya da
direncin belirlenmesinde kullanilmaktadir. CEA, tim epitelyal kanserlerde ortak
olarak yukselen bir tumor belirtecidir. CA15-3 ise, ileri evre meme kanserinin
izlenmesinde 6neme sahiptir. Meme kanserine spesifik olmasina ragmen, meme
disinda over, akciger, prostat ve benign tiimorlerde, over hastaliklarinda, hepatit

durumunda da yukselebilir (19).

Rutinde meme kanseri tan1 ve takibinde kullanilan tiimor belirtegleri sadece
meme kanserine spesifik degildir. Serumdaki bu belirteglerin seviyesi, benign surecte
yada farkli kanser tiirlerinin gelisiminde de bu belirteclerde artis goriilebilir veya
kanser gelisimi siirecinde seviyelerinde degisiklik olmayabilir (19). Bu dezavantajlari
nedeniyle, timor belirteglerin kullanimi ¢ogu zaman yeterli olmayabilir ve ek tespit
yontemleri ile birlikte kullanilabilirler (100). Clnki mamografiye kiyasla timor
belirtecleri daha az hassasiyete sahiptir ve yalanci pozitiflik oram1 da goz ardi
edilemeyecek kadar fazladir (20).

2.4.3. CTC’nin Likit Biyopsi Olarak Kullanimi

Girigimsel radyoloji ve goriintiileme sistemleri, metastatik bolgelerin blyuk
¢ogunlugundan biyopsi almak amaci ile kullanilmaktadir. Doku biyopsileri, nispeten
daha ucuz, dogrulugu onaylanmis ve kolay bir yontem olsa da, hasta acisindan az
miktarda kanama ya da seyrek de olsa daha ciddi komplikasyonlara neden olabilirler
(101). Bu nedenle CTC’lerin meme kanseri tan1 ve tedavisinde gittikge ilgi gekici bir

yontem haline gelmistir (102).

CTC’ler, tiimdr biyolojisi ve tiimor hiicrelerinin yayilimi hakkinda énemli
bilgi saglama potansiyeline sahiptir. CTC analizinin temel avantaji minimal invaziv
hastaligin  gelisimi  sirasinda, ¢oklu zaman noktalarinda kolaylikla elde
edilebilmeleridir. Bu 6zelliklerinde dolayr "likit biyopsi” olarak kullanilabilme
potansiyeline sahiplerdir (16). Likit biyopsi, 10° normal hematopoietik hiicreler
arasinda gizlenen tek bir timdr hiicresini tespit eden analitik hassas bir kan testi

olarak tanimlanabilir (103).

Tiimdrlerin heterojen dogasi sebebiyle metastaz gergeklestiren hiicreler ile
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birincil timor Kkitlesi icinde bulunan hicrelerin farkli fenotipik ve genotipik
Ozelliklere sahip olabilecegi bilinmektedir (104). Yapilan bir ¢calismada, primer doku
biyopsisi ile hastadan elde edilen CTC’lerin karakterizasyonu karsilastirildiginda,
primer timoriin HER2 ekspresyon agisindan pozitif oldugu fakat CTC’lerin bu
(17).

karakteristik Ozelligi ile metastatik hiicreler farkli olabilmesi sebebiyle CTC’ler

ekspresyonu agisindan negatif oldugu saptanmistir Doku kitlelerinin
kanser teshisi ve tedavi se¢iminin belirlenmesinde 6nemli roller Ustlenebilir (64).
Doku biyopsisi ile CTC’lerin likit biyopsi 6zellikleri Tablo 2.4.’de gosterilmistir

(101).

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

karsilagtirilmasi (101).

Doku Biyopsisi

CTC Likit Biyopsisi

Invazivdir, seyrek 6nemli morbiditeye

neden olabilir.

Minimal invazivdir.

Tedaviye yanit veya hastalik seyrinin
gozlenmesinde birden fazla biyopsi yapilmasi

uygun degildir.

Tedaviye yanit veya hastalik
seyrinin gdzlenmesinde birden fazla kez

yapilmasi daha kolaydir.

Analiz icin yeterli doku eldesi

gereklidir.

CTC izolasyonu zor olabilir ve
belki CTC kaybedilebilir.

Oldukga ucuzdur.

Pahalidir.

Higbir 6zel analitik ekipmani

gerektirmez.

Ozel analitik ekipmani gerektirir.

Tedavi merkezlerinin biyik

cogunlugu gerceklestirilebilir.

Uygun ekipmana sahip

laboratuvarlarda gerceklestirilebilir.

ER, PgR, HER?2 i¢in tiimor dokusunun
standardizasyonun IHK (+/- FISH)

degerlerinin yorumlanmasi gereklidir.

CTC gerektigi takdirde lizerinde
HER2 yorumlanmasi ve ER ifadesi i¢in en

iyi ileri dogrulama yontemidir.

Tedavi kararlarinin klinik etkisi
belirsiz doku biyopsisi biyobelirte¢

degerlendirmesine baghdir.

Tedavi kararlarinin klinik etkisi
belirsiz CTC biyobelirteg

degerlendirmesine baglhdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hasta ve Kontrol Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya, Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Onkoloji Klinigi
ile Ankara Numune Hastanesi Onkoloji Klinigine bagvuran 11 meme kanserli hasta
ve 8 saglikli birey dahil edilmistir. Bu amagla Yildirim Beyazit Universitesi Etik
Kurulu’ndan 02.02.2015 tarihli, 11 say1li uygunluk belgesi alinmustir.

Goniilli bireyler, asagida belirtilen kriterler dogrultusunda belirlenmistir ve
calisma ile ilgili detayli bilgilendirme yapildiktan sonra onaylar1 alinarak ¢alismaya

dahil edilmistir.
Hasta grubu kriterleri

¥ Yeni teshis konmus,
¥ Hig tedavi almamus

¥ Kanser evrelendirmesi yapilmis meme kanserli hastalar

Kontrol grubu kriterleri

¥ Hastalik geg¢misinde herhangi bir kanser tiirii saptanmamus saglikli

bireylerden olusmaktadir.

3.1.2. Tez Cahsmasinda Kullanilacak Sarf Malzeme ve Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilmak tizere tercih edilen sarf malzemeler Tablo 3.1-

Tablo 3.6’da gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada yararlanilan sarf malzemeler

MALZEMELER

MARKA

Falkon tlipu 15°lik

Isolab, Wertheim, Almanya

Falkon tiipti 50°lik

Isolab, Wertheim, Almanya

BD Flow tupi 5ML Polystyrol

(Akan hiicre 6lcer tupl)

BD Bioscience, San Jose, Kaliforniya, ABD

EDTA’l1 tiip (SmL)

Isolab,Wertheim, Almanya

Enjektor 10 cc Isolab, Wertheim, Almanya
Lamel Isolab, Wertheim, Almanya
Mikro pipet

Eppendorf Easypet 3, Hamburg, Almanya

Pastor pipet 3mL

Isolab, Wertheim, Almanya

Serolojik pipet 15 mL

Isolab, Wertheim, Almanya

Serolojik pipet 25 mL

Isolab, Wertheim, Almanya

Thoma Lami

Isolab, Wertheim, Almanya

Tablo 3.2. CTC zenginlestirme basamaklarinda kullanilan 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. Hiicre yiizey molekiillerini isaretlemede kullanilan florokrom bagh

antikorlar

Hucre Yiizey

Antikorlan

isaretlenen

Florokromlar

izotip Kontrol

Antikorlan

Marka

BD Anti-EpCAM

BD IgG1 KPAITCL

BD Bioscience, San

(Monoklonal Antikor)

APC-H7

) PE Jose, Kaliforniya,
(Monoklonal Antikor) NHP PE
ABD
) BD Bioscience, San
BD Anti-CD44 BD I1gG2b Isotype o
. V450 ) Jose, Kaliforniya,
(Monoklonal Antikor) Control Horizon V450
ABD
) BD Bioscience, San
BD Anti-CD24 BD lgG2a Itcl Percp- o
) PERCP-CY5.5 Jose, Kaliforniya,
(Monoklonal Antikor) Cy5.5
ABD
. BD IgG1 Kappa BD Bioscience, San
BD Anti-CD45 o
APC-H7 Isotype Control Jose, Kaliforniya,

ABD

Tablo 3.4. Hiicre i¢i boyamada kullanilan florokrom bagli antikorlar

CK(14,15,16,19)
(Poliklonal Antikor)

Control ALEXA 647

Hiicre I¢i Isaretlenen Izotip Kontrol
. Marka
Antikorlar Florokromlar Antikorlar
) BD Bioscience,
BD Anti-CK7,8 BD 1gG2a Isotype
) ) FITC San Jose,
(Polikonal Antikor) Control FITC o
Kaliforniya, ABD
BD o
) BD Bioscience,
Anti- BD IgG1 Isotype
ALEXA 647 San Jose,

Kaliforniya, ABD
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Tablo 3.5. Calismada yararlanilan alet ve cihazlar

Alet ve Cihazlar

Marka/Model

+4 Buzdolabi (2-8°C)

Klimasan-S 900 SC DD

Akan Hiicre Olger

The BD FACSAria™ 111 Cell Sorter

Distile Su Cihazi

ELGA- LA621

Hassas terazi

MRC - ASB-220-C2

Isik Mikroskobu Nikon- Eclipse E100
Kronometre ISOLAB

Otomatik pipet pompast Eppendorf Easypet 3
Santrifj Hettich Universal 320 R
\orteks MRC SI-100

Tablo 3.6. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzemeler

Marka

BD CellWASH Soliisyonu

BD Bioscience, San Jose,
Kaliforniya, ABD

BD Cytofix Tampon Cozeltisi

BD Bioscience, San Jose, California
ABD

BD FACS Flow Sheath Fluid

(Koruyucu Kilif Stvist )

BD Bioscience, San Jose,
Kaliforniya, ABD

BD Perm/Wash Tampon Cozeltisi

BD Bioscience, San Jose,
Kaliforniya, ABD

BD Phosflow Perm I1l Tampon Cozeltisi

BD Bioscience, San Jose,
Kaliforniya, ABD

BD PharMingenStain Tampon Cozeltisi

(FBS'li)

BD Bioscience, San Jose,
Kaliforniya, ABD
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Tablo 3.6. Calismada Kullanilan 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 Calismasinda Kullanilan Tamponlar

MACS CD45 Tampon Cozeltisi: PBS icerisine (pH 7.2), %0,5’lik BSA ve
2mM EDTA eklendi. Hazirlanan soliisyon 2-8° C’de calismaya kadar sakland.

Perm/Wash Tampon Cdzeltisi: 10X olarak temin edilen soltisyon 1X olacak
sekilde dilie edildi. 9 mL distile su icerisine 1 mL Perm/Wash tampon ¢ozeltisi

eklenerek tampon hazirlandi.
3.2. Yontem

3.2.1. Akan Hucre Olger Calisma Prensibi

Akan hcre 0lcer, tek hiicre stispansiyonu halindeki hicrelerin bir akis kanali
boyunca, tek hiicre seviyesinde analizini saglayan bir cihazir. Hiicreler, lazer
onlnden gecerken yansiyan foton enerjisinin Olglimiine bagli olarak hiicrelerin
bayiklik (0,2-150um), granularite ve floresans 6zelliklerine gdre hiicre

popilasyonlarini, organelleri veya benzer Olgiide partikiilleri kantitatif olarak
aragtirma imkani saglar (105).

-

Sekil 3.1. Akan hiicre olger temel prensibi.

48



Akan hiicre dlger sistemi 3 ana sistemden olusmaktadir:

Hidrolik Sistem: Akis sistemidir. Partikiillerin lazer Oniinden geg¢isi i¢in

tasiyic1 sistem olarak gorev gorev alir (105). Hucrelerin lazer onlnden tek tek
gecebilmesi i¢gin emilimini saglayan sistemdir. Ana kisim akim kamarasi (akim
chamber)’dir. Diislik basinca dogru hareket eden numune, siv1 kilifi sayesinde tam
orta noktada ilerlerken, basing sistemi de numune basincinin kilif basincindan yiiksek

olmasini saglar (105).

Optik Sistem: Lazer 6niinden gegen hiicrelerden agiga ¢ikan sagilimin gapraz
ve silindirik filtreler ile toplanarak diizgiin sekilde fotodedektdre aktarilmasinda
gorev alir (105).

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

amplifiye edilerek elektrik sinyaline cevriminden ve analiz igin bilgisayara
aktarimindan sorumludur (Sekil 3.1) (105). Isik siddetiyle orantili olarak dedektorde
elektron uyarmmi olur ve elektrik akimi voltaj olarak kaydedilir. Voltaj uyarisinin

olusmasi i¢in hiicrelerin lazer 15181 ile etkilesmesi gerekir (106)

Tez caligmasinda BD FACS Aria I1I cihazi kullanilmstir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. BD FACS Aria Il akan hicre 6lcer.
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Akan hicre 6lcerde galisma gergeklestirebilmek igin taze ve fikse edilmis
solid dokularin ¢esitli yontemlerle siispansiyon haline getirilmesi gerekir. Hava
basinci ile sivi igerisinden gecen hiicreler, hidrostatik basing ile cam veya kuartz

yapidaki akis kabinine gelirler. Buradan tek sira halinde lazer kaynaginin oniinden

gegerler (Sekil 3.3).

Koruvucu khf

SIV1S1 ‘\

Nozzle

Ornek

Hidrodinamik basmg
ile hiicrelerin tek tek
gecmesi

/ Floresan

emisyon

o — <3 FS/SS dedektorler
aracthi ile
Lazer kaynag biivilkliik/graniilarite
ayrim

003000000 HWG™ o —

Sekil 3.3.FS ve SS dedektorleri ile hiicrelerin kanaldan gegisi (105).

Sistem, floresan yogunlugunun o6l¢iimiine bagli olarak c¢alistigindan giic
kaynagi olarak “lazer” kullanilir. Bu kaynak helyum-neon, argon, kripton gibi yuksek
enerjilidir (105).

Antikor aracilig: ile ilgilenilen antijeni gostermek icin renk maddesi olarak
florokrom kullanilir. Ayni dalga boyunda 15181 farkli absorbe eden florokromlar, farkli
dalga boylarinda 11k sagilimi gosterirler (105). Farkli florokrom boyalar kullanilarak
istenilen antijenin belirlenmesinde direkt veya indirekt isaretleme tercih edilebilir.

Direkt isaretleme, FITC, PE, PERTI, PERCY gibi isaretli antikorlar segilerek
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hiicreler isaretlenir ve sonrasinda akan hiicre olgerde analiz edilir. Indirekt
isaretlemede ise, primer ve sekonder olmak tizere iki antikor kullanir. Primer antikor
aranilan epitopa karsidir, sekonder antikor ise, primer antikordaki epitopa spesifiktir
ve floresan ile konjuge haldedir. Bu isaretlemede ikinci isaretli antikor bir¢ok birinci

isaretli antikoru isaretlemede kullanilabilir (107).

Analiz igin sistem belli dedektorler barindirir. Bunlar, Forward Scatter (FS),
Side Scatter (SS), Floresan (FL)’dir. FS; hiicre yilizey alani veya yogunlugu
hakkinda, SS; graniilarite veya i¢ yapist hakkinda bilgi verir (Sekil 3.4) (105). FS/SS
histogrami, hucre suspansiyonu icerisindeki hticre blyUkligi ve hiicre yogunluguna
gore ayrimktadir. Ornegin, periferik kandan lenfosit, monosit ve graniilosit farkl
biiylikliik ve yogunluga sahiptir. FS/SS histogrami farkli bolgelerde dagilim gosterir
(Sekil 3.4). FS/SS ayrimindan sonra belirli bir hiicre grubu hakkinda bilgi edinmek
i¢in hiicre/hiicre gruplarinin bir ¢ergeve ile belirlenmesi olayina “gating® (kapilama)

denir (107).

Sekil 3.4. FS/SS histogramda periferik kan hiicrelerinin dagilimi (105).
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3.2.2. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismaya dahil edilen 11 meme kanserli hasta ve 8 saglikli bireyden 7,5 mL
periferik kan 6rnegi EDTA’]1 tiiplere alindi. Bu kan ornekleri ¢alisma stiresine kadar
oda sicakliginda bekletildi. Calisma sirasinda  sirasiyla  zenginlestirme
basamaklarinda fikol ile yogunluk farkina dayali ayrim ve immunomanyetik ayrim,

saptama basamaginda ise akan hiicre 6lcer kullanilmistir (Sekil 3.8).

3.2.3. Tez Cahsmasinda Kullamlan CTC Zenginlestirme Basamaklari

Zenginlestirme basamaginin amaci, ilgilenilen hiicre disindaki kan
hicrelerinin  belirli teknikler kullanilarak uzaklastirilmas: ve ilgilenilen hiicre

grubunun bulunma ihtimalinin artiritlmasidir.

Fikol Yogunluk Farkina Davyali Zenginlestirme Basamagi

Tiim kan 6rnegi fikol araciligi ile yogunluk farkina gore ayrildi. Olusan
tabakalar igerisinden CTC’lerin ve Idkositlerin bulundugu PBMC tabakasi izole
edildi.

7,5 mL kan Ornegi 1:2 oraninda PBS ile sulandirildiktan sonra 1:1
oraninda fikol iizerine yavasca eklendi. 20° C’de, 300g'de 25 dakika

santrifij edildi.

Olusan tabakalar Sekil 3.5’de gosterildigi gibi sirasiyla plazma
hiicrelerinin bulundugu tabaka, ortada mononiikleer hiicrelerin (PBMCs)
olusturdugu bulutumsu tabaka, fikol tabakasi ve en altta eritrositlerin
bulundugu tabakalardir. PBMC’lerin bulundugu tabaka dikkatlice
toplanarak ayr1 bir falkon tiipiine alind1 (Sekil 3.5).

v Toplanan PBMC’ler, PBS ile 20° C, 300g’de 10 dakika santrifijj edildi. Bu
islem 2 kez tekrarlandiktan sonra, 10 mL PBS hicre suspansiyonuna
eklendi.

¥ Thoma laminda sayilmak iizere hiicre slispansiyonundan 10 pL alinarak
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lama ytklendi ve hiicreler mikroskopta sayildi (108).

¥ Thoma laminda hiicre sayis1 hesaplamak i¢in su formiil kullanildi (109):
Toplam hiicre sayisi= 16 biiyiik kare icerisindeki hiicre sayis1t x 10 000 x

dilusyon faktori x toplam hacim (109).

¥ Sayim islemi 3 kez tekrarlandiktan sonra hiicre sayilarmin ortalamasi

alind1 (108).

V"
™
-

ornegi

a)

PES ile
sulandirtlmug
kan dmegi

Fikol——

c) —— Entrosit

Sekil 3.5. a) Kan 6rnegi b) PBS ile sulandirilmig kan 6rnegi
¢) Fikol ayrim1 6ncesi kan 6rnegi d) Fikol ayrimi sonrasinda

olusan tabakalar (108).

Immunomanvyetik ayrim (CD45 Deplesyon) Basamagi

Immunomanyetik ayrim, l6kositlere spesifik CD45 hiicre yiizey antijeni hedef
alarak gerceklestirildi (Sekil 3.6). PBMC’lerin igerisinde yogun sekilde bulunan

I6kositlerin hiicre yiizey antijenlerine spesifik olan CD45 manyetik mikroboncuklar
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kullanilmistir. Manyetik mikroboncuklarin  diger ucuna demir baglhdir. Bu
mikroboncuklar ile inklbe edilmis hiicre suspansiyonu, magnete yelestirilen kolon
igerisinde gecirilmistir (Sekil 3.6). Manyetik alana maruz kalan mikroboncuk

baglanmusg I0kositler kolona yapisirken, CD45 yiizey antijeni icermeyen hiicreler (or.
CTC’ler) kolondan direkt olarak akar.

¥ Hiicre stispansiyonu 20° C, 300g' de 10 dakika santrifilj edildikten sonra
pellet Gizerine 10" hiicre sayist ile orantili olarak sekilde 80uL MACS
buffer ve 20uL CD45 manyetikboncuk eklendi ve 15 dakika karanlikta
inkiibe edildi (108) (Tablo 3.6).

Tablo 3.7. CD45 deplesyonu igin kullanilan malzemelerin miktar1

CD45 Deplesyonu igin 107 hiicreye karsilik
gerekli olan malzemeler eklenen miktar
MACS buffer 80uL/10 hiicre
CD45 manyetikboncuk 20uL/107 hiicre
MACS buffer 1mL/10" hiicre

> Kolon

* CD43 mikroboncuk ile
mkiibe edilmig
hiicre slispansiyonu

Magnet

= Manyetik stand

-, CDM43 hiiere vilzey antijeni
igermeyen hilcreler

Sekil 3.6. Immunomanyetik ayrim.
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v Inkiibasyon ardindan 10’ hiicre sayisma karsilk 1 mL MACS buffer
eklenerek 4° C 300g'de 10 dakika santrifijj edildi.

v Mikroboncuk iceren hiicre siispansiyona, 1.25x10° hiicre sayisina karsilik
500uL MACS tamponu, eklendi.

¥ 2 mL MACS tamponu ile LD kolon yikandi ve ardindan hiicre

stispansiyonu kolona yuklendi.

v 2 kez, 1 mL MACS buffer ile yikandi (Sekil 3.6) ve tekrar thoma laminda
sayim yapildi (108).

3.2.4. Tez Cahsmasinda Kullanilan CTC Saptama Basamag

Saptama basamaginin amaci, zenginlestirme basamaklar1 sonrasinda elde
edilen hicre slspansiyonunun, uygun teknikler ile analiz edilmesidir. Hicre
stispansiyonu, akan hiicre olgerde analiz edilmek iizere uygun florokrom baglh

spesifik antikorlar ile isaretlendi.

CTC saptama basamaginda 3 tiip olusturuldu. Deney tipinde, hicreler
spesifik antikorlarla isaretlendi. Kontrol tlpundeki hucreler antikorlar ile
isaretlenmezken, izotip kontrol tipinde izotip antikorlar ile hicreler boyandi.
Kontrol tiipii ve izotip kontrol tiipleri, CTC tespitinde 6nemli bir siire¢ olan kapilama
isleminde, dogru kapilama yapilirken, yanlis pozitif ya da yanlis negatif degerleri
elimine etmek i¢i kullanildi (Sekil 3.7)

Kontrol Tipu

¥ Ornek kolondan gegirildikten sonra, yaklasik 2,5 ml’lik hiicre

siispansiyonundan 100 pL akan hiicre 6lger tiipiine aktardi.

v Uzerine CellWASH soliisyonu eklendi ve 4° C 350g'de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra 500 pL Cellfix tampon ¢ozeltisi eklenir (108).
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DENEY TUPU IZOTIiP KONTROL TUPU

KONTROL TUPU

Hiicre siispansivonu Hiicre siispansivonu

= Anti-EpCAM Hiicre siispansiyonu » IgG2a Itcl PerpCP-CY3.5

= Anti-CD44 antikorlar ie = I12G1 Itcl Alexa 647

* Anti-CD45 izaretlenmez. * IgG1 Itcl APC-HT

= Ang-CD24 * IgG1 Itcl NHP PE

= Anti-CK7 8 * IgG2b Itcl Horizon V430

= Ani-CK14,15.16,19 * IgG2a Itcl FITC
antikorlar ile antikorlan ile isaretlenir.
1saretlenir.

Sekil 3.7. Caligma sirasinda 1 hasta i¢in olusturulan tiipler ve dzellikleri.

v 4% C’de karanhkta 16 saat inkiibe edildi. Gerektigi takdirde, inkiibe

edilmeden ¢alismaya devam edilebilir.

v Inkiibasyonun sornasinda érnek 4°C 350g°de 5 dakika santrifiij edildikten

sonra 500uL Stain tampon ¢ozeltisi eklenip vortekslendi.

v Akan hiicre 6lcerde analiz asamasma kadar bu tip 4° C’de karanlikta
bekletildi (108).

Deney Tupu

v 100pL CellWASH soliisyonu icerisinde 10° hiicre olacak sekilde hiicre
sayisina gore oranlanarak CellWASH solisyonu eklendi. Sirasiyla hiicre

ylizey boyama ve hiicre i¢i boyama yapildi.

¥ Tablo 3.8’de belirtilen miktarlarda antikorlar eklenerek 6rnek vortekslendi,
ardindan 4° C’de karanlikta 30 dakika inkibe edildi.

v Inkiibasyon sonrasinda, Srnege 2 mL’ye Stain Tampon ¢ozeltisi eklendi, 4°
C 3509°de 5 dakika santrif(j edildi.

¥ 500 pL Cellfix tampon cozeltisi eklendi ve drnek 4° C’de karanhkta 16
saat inkiibe edildi. Gerektigi takdirde beklenmeden calismaya devam
edilebilir (108).
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Tablo 3.8. Hiicre yiizeyini isaretlemede kullanilan antikor miktarlar

Antikorlar

10° hiicreye karsihk eklenen

Antikor miktari

Anti-EpCAM-PE 20uL/10° hiicre
Anti-Human CD44-V450 20uL/10° hiicre
Anti-Human CD24-PERCP-CY5.5 20uL/10° hiicre

Anti-Human CD45-APC-H7

5uL/10° hiicre

¥ Inkiibasyon sornas1 drnek 4° C 350g°de 5 dakika santrifiij edildi ve 2mL

1X Perm/Wash tampon ¢ozeltisi eklendi.

¥ 100 pL Phosfow Perm Ill tampon cozeltisi vorteks iizerinde yavasca

eklendi, 4°C’de karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

v Hiicre stispansiyonu 4° C 350g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 2 mL

1X Perm/Wash tampon ¢ozeltisi eklendi.

v 4% C 350g’de 5 dakika santrifilj edildikten sonra 100 pL stain tampon

cozeltisi eklendi.

¥ Hucre i¢i boyamada kullanilan antikorlar Tablo 3.9’daki miktarlarda

eklendi ve vortekslendi.

v 4% C’de karanlikta 30 dakika inkube edilir.

v 2 mL Perm/Wash tampon ¢6zeltisi tampon ¢ozeltisi eklendi, vortekslendi.

v 4° C 350g°de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 500pL Stain tampon

cozeltisi eklendi, vortekslendi.

¥ Akan hiicre ol¢erde analiz asamasina kadar bu tiip 4° C’de karanlikta

bekletildi (108).
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Tablo 3.9. Hiicre i¢ini isaretlemede kullanilan antikor miktarlar

. 10° hiicreye karsihk eklenen Antikor
Antikorlar
miktari
Anti-CK 14,15,16,19- ALEXA 647 5uL/10° hiicre
Anti-CK7,8-FITC 20pL/10° hiicre

Izotip Kontol Tiipii

¥ immunomanyetik ayrim ardindan siispansiyonda 10° hiicre olacak sekilde
bir miktar hiicre Akan hiicre 6lger tiiptine alinir. Deney tiipiinde anlatilan
tim basamaklar gergeklestirilir. Hiicre yiizeyini ve hiicre i¢ini boyamada

kullanilan antikorlar Tablo 10 ve Tablo 11’de gosterilmistir.

v Hicre ici ve hiicre ylizeyi isaretlemeleri sonrasinda tlipte bulunan tim

hlcreler akan hucre 6lgerde analiz edildi.

¥ Analiz sirasinda CTC’leri dogru belirlenmesi igin, antikor eklemeden
olusturulan kontrol tiipii ve yanlis 1s1malar1 engellemek igin olusturulan

izotip kontrol tiipii, deney tiipii ile birlikte degerlendirilmistir (108).

Tablo 3.10. Hiicre yiizeyini isaretlemede kullanilan izotip antikor miktarlari

. 10° hiicreye karsilik eklenen Antikor
Antikorlar N
miktari
1gG2b Itcl Horizon V450 20uL/10° hiicre
IgG2a ltcl PerpCP-CY5.5 20uL/10° hiicre
IgG1 Itcl APC-H7 5“L/106 hiicre
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Tablo 3.11. Hiicreigini isaretlemede kullanilan izotip antikor miktarlari

) 10° hiicreye karsilik eklenen Antikor
Antikorlar
miktar

1gG1 Itcl ALEXA 647 5uL/10° hiicre

lgG2a ltcl FITC 20uL/10° hiicre

3.3. istatistiksel Analiz

CTC tespiti sonrasinda uygun kapilamalar stratejisi ile elde edilen hiicre
sayilarinin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. CTC

sayilari ortanca (min-maks: minimum-maksimum) ile ifade edilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen CTC’ler Mann-Whitney U testi ile
karsilagtirtlmistir. CK tabanli ve EpCAM tabanli kapilama ydntemlerinden elde
edilen CK+CTC, EpCAM+CTC, CK+CSC, EpCAM+CSC sayilart Wilcoxon testi ile
karsilagtirillmistir. Hasta grubundaki bireylerin timor evresi, c-erb-B2 degerleri ile
tespit edilen CTC sayilar1 arasindaki iligkiler Poliserial korelasyon katsayisi; diger
kanser serum belirtegleri ile CTC sayilar1 arasindaki iligki ise Spearman rho katsayisi

ile degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilmistir.

[statistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM
Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY:
IBM Corp.) programi ve R paket programindaki “polycor” paketi kullanilmustir.
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Sekil 3.8. CTC zenginlestirme ve saptama basamaklar1 (72).
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4. BULGULAR

Calismaya, 35-85 yas araligindaki evre I-11” den 3 hasta (% 27.3), evre I11’den
5 hasta (% 45.4) ve evre IV’den 3 hasta (% 27.3) olmak Uzere 11 meme kanserli
hasta ve 8 saglikli birey kontrol grubu olarak dahil edildi. Evre Il ve evre IV meme
kanserli hastalar icerisinden 1’er hastada, tedavileri suresince degisen CTC ve CSC

degerlerini gézlemlemek i¢in ilk kiirden sonra bir kan 6rnegi daha alindi (Tablo 4.2).

Hastalarin demografik, klinik ve tiimor 6zellikleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.
(EK-5) ile
hastalarda tespit edilen CTC sayilar1 Tablo 4.4°de, saglikli bireylerde saptanan CTC

Meme kanserli hastalarin ER ve PR durumu, c-erb-B2 degerleri

sayilar1 ise Tablo 4.9°da belirtilmistir. Tespit edilen CTC subpopulasyonlar1 Tablo

4.2°de gosterildigi gibi katagorize edilerek analizleri gergeklestirilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin demografik, klinik dzellikleri

Hastalarin ozellikleri Parametreler Say1 (%)

<50 5 (9%45.5)
Yas Grubu

>50 6 (9%54.5)

Negatif 4 (%57.1)
Opere .

Pozitif 7 (%42.9)

I

I 3 (%22.3)
Evre

" 5 (%45.4)

v 3 (%22.3)

Negatif 2 (%18.2)
ER durumu .

Pozitif 9 (%81.8)

Negatif 2 (%18.2)
PR durumu .

Pozitif 9 (%81.8)

0 3 (%27.2)

1+ 4 (%36.4)
c-erb-B2 degeri

2+ 2(18.2)

3+ 2(18.2)
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Tablo 4.2. CTC gruplandirmasi

Kapilama
CTC o . Kapilama stratejisinde sirasiyla secilen
stratejisinde segilen
subpopulasyonlar: ] hiicre gruplan
ilk hiicre grubu
CK" CTC CK tabanh CTC CK(14,15,16,19)"/CK(7,8) /EpCAM"/CD45
. EpCAM-tabanli CTC . . .
EpCAM™ CTC EpCAM'/CK(14,15,16,19)"/CK(7,8)"/CD45
)
5 CK(14,15,16,19)
CK*CSC tabanli CSC CK(14,15,16,19)"/CK(7,8)"/ CD44"/CD24
(CK tabanli CSC)
EpCAM® CSC EpCAM tabanli CSC EpCAM’/ CD44"/CD24
CsC CSC tabanli CD44°/CD24

Akan hiicre 6lcerde analiz edilen 6rneklerin sonuglar1 Sekil 4.1- Sekil 4.5’de
gosterildigi gibi elde edilmektedir. Analiz edilen tim hucreler icerisinden uygun
kapilama stratejisi ile kontrol ve izotip kontrol orneklerinin analiz sonuglari ile

karsilastirilarak hiicre sayilarina ulagilmistir.

- Allevents. ... Analiz edilen tiim hiicreler
- (CYE1®) CEI% . e CE(14.15,16,19)+ hiicreler
- CRIGHCY T+ e el CR(14,15,16, 19 +/CRAT.8)+ hidereler
H CEI19+/CYT+HEpCAM+ .. ... CE(14,15. 16 19+/CE(7.8)+ EpCAM+ hilcreler
L CEI/CYT+HEpCAM+/CDM3-. CE(14.15,16,19)+/CE 7.8+ EpCAM+/CDM45-  hiicreler

Sekil 4.1. CK tabanli CTC kapilamasi.
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- Al events. i Analiz edilen tiim hiicreler

B EecaM+ EpCAM+ hiicreler
I EpCAMHCKIS oo EpCAM+/CK(14,15.16,19)+hiicreler
. EpCAM+/CKI9+CYT+ ... EpCAM-+/CK(14,15,16,19+/CE(7.8)+ hiicreler
EpCAM-+/CK19+/CYT+/CD45- .. EpCAM+/CK(14,15,16,19)+/CK(7,8)+/CD45- hucreler

Sekil 4.2. EpCAM tabanli CTC kapilamasi.

- Al BverIES e e Analiz edilen tiim hiicreler
- (CYKILY) CEI™ e CE(14,15.16,19+ hicreler
- L0 e O CE{14.15,16,19+/CE{ 7.8+ hiicreler
- CEICYT+CDM+ CE(14,15,16, 19+ CE(7.8)+/CD44+ hiicreler
CEI/CY T+ CDM+/CD24 - CE(14,15. 16, 1 9+/CE{7.8+/CD44+/CD24- hicreler

Sekil 4.3. CK tabanli CSC kapilamasi.

- All ewvenits. .o Analiz edilen tiim hiicreler
B Eecane EpCAM+ hiicreler
- EpCAM+/CDM4+ EpCAN+/CD44+ hiicreler
- EpCAM+CD44+/CD2M4- . EpCANM+/CD44+/CD24- hiicreler

Sekil 4.4. EpCAM tabanli CSC kapilamasi.
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- Al ew eIt E . e e Analiz edilen tiim hiicreler

- [ 3 T CD44+ hiicreler

-ED-I-L—{:DE-I-{ZD-I-L—EDEJ— hiicreler

Sekil 4.5. CSC tabanli kapilamasi.

4.1. Meme Kanserli Hastalarin Akan Hiicre Olcer Analiz Sonuglari

Calismaya dahil edilen teshis konulmus, evrelemesi yapilmig ve hic¢ tedavi

almamis meme kanserli hastalar Tablo 4.3’de belirtildigi gibi adlandirilmstir.

Tablo 4.3. Hasta ve takip gruplarinin adlandirmasi

Hasta Grubu Hasta Takip

Evre 2 Hastal (E2H1) -
Evre 2 Hasta 2 (E2H2) E2H2T
Evre 2 Hasta 3 (E2H3) -
Evre 3 Hastal (E3H1) -
Evre 3 Hasta 2 (E3H2) -
Evre 3 Hasta 3 (E3H3) -
Evre 3 Hasta 4 (E3H4) -
Evre 3 Hasta 5 (E3H5) -
Evre 4 Hasta 1 (E4H1) -
Evre 4 Hasta 2 (E4H2) E4H2T
Evre 4 Hasta 3 (E4H3) -

©| ®© Nl o O & W M E

-
e

-
=

E2H1’in akan hucre olger sonucuna gore, 7.5 mL kan 6rneginde 413 472
hiicre sayildi. Elde edilen hicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC
tabanli kapilamalar yapildi (Sekil 4.6 - Sekil 4.10). Tablo 4.4’de uygun kapilama

stratejisine gore tespit edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.
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FACSDiva Version 6.1.3

b i

1

£15(x H.000)

S5 ExR000)
S5 ExF000)

10 10”1t 1t w? owe? wt ot w1 w0t ol wt w? ot ot
CYE-19 AP C-A ANTIFCYK FITC-A EPCAM PE-A CD 45 APC-HT-A
Tube; BOYAMA

Population #FEvents %Farent %Total
B 4l Events 413472 #1000
~Mloxas 6785 839 830
S GYT18+0H T+ 40 0.4 o4
O cvT1 8 CHT+EP CAN + 3136 838 o
: . CHYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 3 09 0.0

Sekil 4.6. E2H1’in CK tabanl kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.

FACSDiva Version 6.1.3

EPCAM+ TYT19+

550 H.000)

100150200
55 (TxH000)
A0 100150300260

SS@xH.000)

=3
=
£
&
&
o

a
H
&
a

3

10”10”10t 10° 102 107 10* 10° 1wt o et w® w? wt ot
EPCAM PE-A CYK-19 APC-A ANTICYK FITC-A CD 45 APC-HT-A
Tube: BOYAMA

Fopulation #Events %Parent %Total
B 4 Events 413,472 #1000
“ I EPCAM- 53 0.0 0.0
[ EPCAM+ CYT18+ 32 604 0.0
[ EPCAM+CYT19+CYT+ 32 1000 0.0
----- (] EPCAM+CYT18+CYT+C D45 5 156 0.0

Sekil 4.7. E2H1’in EpCAM tabakli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM'CTC sayisi.
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S 5(IxH.000)

FACSDiva Version 6.1.3

SSdxH.000)
&0 1001 5020ES0

55 (I=H000)

—
=
=4
F &
=5
m =

w107 10t 10° w w? wt o’ w? w0 ot ® ¢ 107 w0t 10°
CYE-18 AP C-A AMTCYE FITC-A CD 44 450-A CD 24 PerCP-Cy5-5-
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
._HJI Events 413,472 w1000
vt - 346,735 839 839
[ CYT19+CYT+ 401 0.1 0.1
5 . CYT1+CNT+CD 44 + 333 830 0.1
[l CYT19+CYT+CD 44+ CD 24- 7 21 0.0
Sekil 4.8. E2H1’in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK" CSC sayist.
FACSDiva Version 6.1.3
g 8 5
4 T T
% % S 2
o w &
10 10 a0t a0 w® w? ot nd w® o ot o®
EFCAM PE-A CO 44 VA50-A CD 24 PerCP-Cy5-5-
Tube:, BOYAMSA
Fopulation #Events %Parent %Total
_.AJI Events 413,472 e 1000
- EPCAM+ 53 0.0 0.0
: . EFCAM + CD44 + i4 a3 0.0
M EPCAM + CD44 +CD24- 4 91 0.a

Sekil 4.9. E2H1’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM™ CSC sayis.
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FACSDiva Version 6.1.3

=)
=
£
&
&
0

=]
=
=

w? ? ot w? o ot
CD 44 V450-A CD 24 PerCP-Cy5-5-
Tuba: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 4! Events 413472 e 1000
ol CD 44 + 103 0.0 0.0
...... W cD 44+ CD 24- 18 17.5 0.0

Sekil 4.10. E2H1'in CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayist.

E2H2’nin verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 748 213 hiicre sayildi. Elde
edilen hiicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanl ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.11-Sekil 4.15). Tablo 4.4’de, uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOYAMS
Fopulation #Events %Parent %Total
-AII Events 748213 e 1000
R ISSEE 7,757 1.0 1.0
B Cymia+cy T+ a121 BE.0 0.7
B Y T19+CyT+EPCAM+ 3,806 B3.4 ns
D CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 4] 0.2 0.0

Sekil 4.11. E2H2' nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.
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Tube;, BOYANS
#Events %Parent %Total

Fopulation
M 4l Events 748213 #1000
[l EPCANM. 119 0.0 0.0
[ ERPCAM+ CYT18+ 49 41.2 0.0
B EPCAM+CYT19+CYT+ 47 95.9 0.0

] EPCAM+CYT18+CYT+CDA45- 4 a4 0.0

Sekil 4.12. E2H2’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CTC sayis.

Tube: BOYAMS
Fopulation #Events ®Parent %Total
._ﬁll Events 748,213 #1000
I cvkia - 7,757 1.0 1.0
P evTia+ YT 5121 B6.0 0.7
B T80y T+CD 44 + 1849 N 0.0
[l CYT19+CYT+CD 44 +CD 24- 12 6.3 0.0

Seki 4.13. E2H2' nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CSC sayisi.

Tube: BOYANS,
Fopulation #Events %WParent %Total
_.F«II Events 7483213 #1000
[ EPCAMS 119 0.0 0.0
1148 96.6 0.0

EPCAM+ CD 44

M y ’ 5 4300

[ EPCAM + CD 44 + CD 24 -

Sekil 4.14. E2H2’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM?CSC sayisi.
Tube;, BOYANMS
Fopulation #Events %FParent %Total
.AII Events 748213 #1000
“ B coda+ 1,622 02 02
[ cD 44+ CD 24 - 1,587 47.3 0.z

Sekil 4.15. E2H2’nin CSC tabanl kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayisi.

68



E2H3’ lin verilerine gére 7.5 mL kan 6rneginde 3 925 000 hiicre sayildi. Elde
edilen hicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.16-Sekil 4.20). Tablo 4.4’de uygun kapilama stratjisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B & Events 3,925,000 Hes 1000
._ CYIT19 + 2,668 0.1 01
ol CYT19+CYT+ 121 4.5 0.0
._CW1Q+CYT+EPCAM+ 56 46.3 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 6 10.7 0.0

Sekil 4.16. E2H3’n CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK* CTC sayis.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %wParent %Total
B 21 Events 3,825,000 FHaw 1000
B EFCam+ 393 00 00
Lol EPCAM+ CYT19+ 26 2148 0.
._EF'CAM+CYT19+CYT+ a6 100.0 na
~ ] EPCAM+CYT19+CYT+CD45- ] a8 0.

Sekil 4.17. E2H3’Un EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CTC sayist.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events wParent %Total
.P-.II Ewents 3,925,000 Hese 1000
._ CYE1G + 2 BES 01 01
Il CvT1a+Cy T+ 121 4.5 0.0
Wl CYT19+CYT+CD 44 + 109 80.1 0.0
Il CYT18+CYT+CD 44+ CD 24- g 8.3 0.0

Sekil 4.18. E2H3’(in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CSC sayis.
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Tube: BOYAMA
Fopulation #Events WFParent %Total
B 21l Events 3,925,000 et 1000
Wl EFPCam+ 393 0.0 00
B EPcAaM + CD44 + 324 82.4 0.0
I EPCAM + CD44 +C024- 4 1.2 0.0

Sekil 4.19. E2H3’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM?*CSC sayisi.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events WParent % Total
.P-.IIEHEHTS 3,925,000 FHese 1000
Wco4s+ 2,208 0.1 0.1
~ Il CD 44+ CD 24- 1.106 50.1 0.0

Sekil 4.20. E2H3’in CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayist.

E3H1’in verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 850 770 hiicre sayildi. Elde
edilen hcreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.21,-Sekil 4.25). Tablo 4.4’de, uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOY A,
Fopulation #Events %Parent %Total
._AII Events aa0.7r0 #=ESE 1000
. CYR19 189,315 22.3 223
Zenn . CYT19+CHT+ 2456 01 0.0
3 DCY‘H B+ CHYT+EPCAM+ 27 11.0 0.0
]:| CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - G 222 0.0

Sekil 4.21. E3H1’in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.
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Tube, BOYAWMS

Fopulation #Events %Parent %Total
vents ] )

B 2!l Event BR0,770 #1000
Ll EPCANMS 100 0.0 0.0
ol EPCAM+ CYT13+ a8 53.0 0.0
I ERCAM+CYT19+CYT+ 49 84.5 0.0

“ ] EPCAM+CYT19+CYT+CD45- 7 14.3 0.0

Sekil 4.22. E3H1’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM*CTC sayis1.

Tube! BOYARMS
Fopulation #Ewvents %Parent %Total
B & Events 850,770 #1000
| ISR ER 189,315 22.3 223
o CYT19+0YT+ 246 0.1 0o
Il CYT18+CYT+CD 44 + 55 22.4 0.0
[l CYT19+CYT+CD 44 +CD 24- 10 18.2 0o

Sekil 4.23. E3H1’in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CSC sayisi.

Tube: BOYAMS

Fopulation #Events %FParent %Total
Il 2l Events 850,770 #1000
[ EPCANM- 100 0.0 0.0
— [l EPCAM+ CD 44+ 11 11.0 0.0

B ErcanM+ CD 44+ CD 24- 5 465 0.0

Sekil 4.24. E3H1’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM?*CSC sayisi.
Tube: BOYAMS,
Fopulation #Events %Parent %Total
Il &1l Events 850,770 s 1000
I cD 44 + 2,969 0.3 0.3
[l cD 44+ cD 24 - 2,704 91.2 0.3

Sekil 4.25. E3H1’in CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayist.

71



E3H2’nin verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 1 931 701 hiicre sayildi. Elde
edilen htcreler igerisinden CK tabanli ve EpCAM tabanli kapilamalar yapildi (Sekil
4.26- Sekil 4.27) Tablo 4.4°de, uygun kapilama stratejisine gore tespit edilen hiicre

sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOvAMA

Fopulation £Events %Parent %Total
All Evants 1,931,701 e 1000

. i ]
= ISsEr 9,383 0.5 0.5
B CiT19+Cy T+ 144 16 0.0
o CYT1 8+ Y T+ERPCAM+ 82 550 0.0
O cvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 7 8.5 0.0

Sekil 4.26. E3H2’nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.

Tube: BOYARMA
Fopulation £Events %WParent %Total
B 2 Events 1,931,701 e 1000
[l EPCAM+ 719 0.0 0.0
B EFCAM+ CYT19+ 334 465 0.0
[l EPCAM+CYT18+CYT+ 278 a3z 0.0
CIEPCAM+CYT1 Q+CYT+CD45- 9 az 0.0

Sekil 4.27. E3H2’nin tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM'CTC sayist.

E3H3’0n verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 507 836 hiicre sayildi. Elde
edilen hcreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.28- Sekil 4.32). Tablo 4.4’de, uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.
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Tube: BOYAMA

Fopulation #Events %wParent %Total
B 2 Events a07 836 w1000
| EsUSEERY 162 686 301 a0

------ W CTi9+CyT+ 3495 0.3 0.1

._ CYT18+CYT+EP CAM+ 363 91.9 0.1

o CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 3 03 0.0

Sekil 4.28. E3H3’ln CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.
Tube: BOYAMA

Fopulation #Events %Parent %Total
. All Events a07 836 FHE 1000
B EFCAnM+ ) 0.0 0.0
------ B EPCAM+ CYT19+ 4 4249 .o
B EPCAM+CYTIQ+CYT+ 7 778 0.0

“ ] EPCAM+CYT18+CYT+CD45 3 4298 n.o

Sekil 4.29. E3H3’Un EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CTC sayist.

Tube: BOYAMA

Fopulation #Events %Parent %Total
W & Events 507836  #EEE 1000
B cveng+ 162686 301 a0
""" W CyT19+CyT+ 3495 0.3 0.1
._ CYT19+CYT+CD 44 + 336 BS5.1 0.1
~ [l CYT19+CYT+CD 44+ CD 24- 11 33 0.0

Sekil 4.30. E3H3’ln CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CSC sayist.
Tube: BOYAMA

Fopulation #Events WwParent %Total
..-!dl Events a07 836 #1000
B ErPCAm+ ey 0.0 0.0
._ EFCAM + CD44 + 149 a0.5 0.0
~ Il EPCAM + CD44 +CD24- 1 53 0.

Sekil 4.31. E3H3’Un EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM*CSC sayisi
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Tube: BOYAMA

Fopulation #Events ®Parent %HTotal
Il &l Events 507,836 #EE 1000
B coaa+ 138 0.0 0.0
- CD 44+ CD 24- 1 225 0.0

Sekil 4.32. E3H3’lin CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayisi.

E3H4’Un verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 1 511 855 hiicre sayildi. Elde
edilen hicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.33- Sekil 4.37). Tablo 4.4’de, uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOYARMA
Fopulation #Events %Parent %Total
._AII Events 1,511,855 wWEE 1000
N ISR 730 0.0 0.0
[ CYTI9+CYT+ 95 136 0.0
B cYT19+CYT+EPCAM+ 15 15,2 0.0
Sl CYT19+CYT+EPCAM=CD 45 - 3 2000 0.0

Sekil 4.33. E3H4’iin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CTC sayist.

Tuba: BOYAMA

Fopulation #Events %Parent %Total
._ All Events 1,511,855 #wEE 1000
Lol EPCAN+ 72 0.0 0.0

[l EPCAM+ CYT19+ 34 472 0.0

B EPCAM+CYTI9+CY T+ 25 7Tis 0.0

] EPCAM+CYTI 9+ 0y T+ 0D 45- 1] 0.0 0.0

Sekil 4.34. E3H4’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM'CTC sayisi.
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Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
._ All Events 1,511,855 e 1000
ol o9 e 730 0.0 0.0

. . CHTI9+CHT+ 499 136 n.o

B CvT19+CYT+CD 44 + 94 94.9 0.0

. CHYT19+CHT+CD 44+ S0 24- 4 43 0.0

Sekil 4.35. E3H4’Un CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CSC saysi.

Tube: BOYAMA
Fapulation #Events %Parent %Total
Il 4l Events 1511855 #1000
Lol EPCAN+ 72 0.0 0.0
Dl EFCAM + CD44 + 63 B7.5 0.0

I EPCAM + CD44 +CD24- a 79 n.o

Sekil 4.36. E3H4’0n EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM?*CSC sayisi.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent WTotal
- All Events 1.511.,855 #1000
L cD 44+ 151 0.0 0.0
: . CD 44+ CD 24- 39 258 n.o

Sekil 4.37. E3H4’(in CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayisi.

E3H5’in verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 36 362 hiicre sayildi Elde
edilen hucreler igerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.38- Sekil 4.42). Tablo 4.4’de, uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.
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Tube, BOYAMA

Fopulation ‘Events %Parent %Total
M 41l Events 36,362 #EE 1000
= EEE 4,023 111 114
— [ crT19+ YT 108 27 0.3

I CYT19+CYT+EPCAM+ 2 1.9 0.0

------ B cvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 2 1000 00

Sekil 4.38. E3H5’in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.

Tube: BOYAMA

Fopulation
M 2l Events
I EPCAM+

[l EPCAM+ CYT19+
-l EPCAM+CYT18+CYT+
------ [] EPCAM+CYT18+CYT+C D45

#Events %FParent %Total
36,362 #1000
65 0.2 0.2

26 40.0 0.1

10 g5 0.0

4 40.0 0.0

Sekil 4.39. E3H5’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM*CTC sayis1.

Tube: BOYANMA

Fopulation
M 4l Events
Il cete 4
— [ CYT19+CYT+

S CYT19+CYTCD 44 +

------ B CyT19+CYT+CD 44+ CD 24-

#Events %Parent %Total
36,362 e 1000
4023 11.1 11.1

108 27 0.3
104 ] 0.3
& 5.8 0.0

Sekil 4.40. E3H5’in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CSC saysi.

Tube, BOYAMA

Fopulation
W 2l Events
“ M EPCAMS

B EFCAM + CD44 +

~ [l EPCAM + CD44 +CD24-

#Events %Parent %Total
36,362 HEE 1000
65 02 nz2

29 44 6 0.1
3 103 0.0

Sekil 4.41. E3H5’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM’CSC sayisi.
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Tube: BOYAMA

Fopulation #Events %Parent %Total
. All Events 36,362 e 1000
Ml cD 44 + 19 01 0.1

. . GO 44+ CD 24- 4] 26.3 oo

Sekil 4.42. E3H5’in CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayist.

Sekil 4.43- Sekil 4.47°de E3H5’in izotip kontrol sonuglart yer almaktadir.

FACSDiva Version 6.1.3

T3 E’E Ea FHCUTHPCAMS EE+EPCAM+ 45 -
@2 33 53 %23
@ EE
10° 10”0 10t 10° 107 w0t o 02 10?0t o
FITC-A PE-A APC-HT-A
Tube: IZOTIF
Fopulation #Events %Parent %Total
._AIIEﬁ.fents 100,000 FEEE 10000
I cvkia . 5,240 6.2 B.2
[ CYT19+CYT+ 19 0.3 00
: .C‘r"ﬁQ'C‘r"I'*EF'CMuH 1 5.3 0.0
. CHT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 1 100.0 0.0

Sekil 4.43. E3H5’in izotip boyamasi.
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FACSDiva Version 6.1.3

1]

S 50x H.000)
S5 IxH,000)
S5 0=H.000)
1g0160.

MACYTISHCY T+

FITC-A

Tube: |ZOTIP
Fopulation #Events %Parent %Total
M 4l Events 100,000 #1000
Lol EPCAM+ el 0.0 0.0
[l EPCAM+ CYT19+ 7 226 0.0
~ [ EPCAM+CYT19+CYT+ 3 42.9 0.0
----- [] EPCAM+CYT18+CY T+ D45 0 0.0 0.0

Sekil 4.44. E3H5’in izotip boyamasi.

FACSDiva Version 6.1.3

T+00 44+ D 24-

S 5@ H.000)
SS0xHO007
55 @M 000y

w0 1wt 10t

PerCP-Cy5-5-A
Tube: |ZOTIP
Fopulation #Ewvents %Parent %Total
M 21l Events 100,000 1000
= IsEEE 5,240 6.2 5.2
R oy T19+ 0T+ 19 0.3 0.0
“JJ CYT19+CYT=CD 44 + 19 1000 0.0
----- B CvT19+CYT+CD 44+ CD 24- 0 0.0 0.0

Sekil 4.45. E3HS5’in izotip boyamast.
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FACSDiva Version 6.1.3

L
]

+ COf4 +CD24-

]
=]
=

L
L=
=

5 500 H,000)
S5 0xH.000)

8
=
T
=]
i
&

A0 1001502

w? w? ot it w? ot ond
Y450-A FarCP-Cy5-5-A
Tube, |ZOTIP
Population #Events %Farent %Total
._AII Events 100,000 #1000
[l EPCAM+ 31 0.0 0.0
. EFCAM + CD44 + 11 3548 0.0
Il EPCAM + CD44 +CD24- 1 9.1 0.0
Sekil 4.46. E3H5’in izotip boyamasi.
g g g
= 1=
E - E 2 1 44+ ZD 29-
& 168
1w0f w0® wt ot
PerCP-Cy5-5-A
Tube: [ZOTIF
Fopulation #Events %Parent %Total
_.AII Events 100,000 #1000
‘Mcoaa+ 17 00 0.0
-~ cD 44+ cD 24 0 471 0.0

Sekil 4.47. E3H5’in izotip boyamasi.

E4H1’in verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 1 332 010 hiicre sayildi. Elde
edilen hucreler igerisinden CK tabanli ve EpCAM tabanli kapilamalar yapildi (Sekil
4.48, Sekil 4.49). Tablo 4.4’de, uygun kapilama stratejisine gore tespit edilen hicre

sayilar1 yer almaktadir.

79



g
=
T
)
&

FSC-H e 1.000)
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FACSDiva Version 6.1.3

q: §5
&5 k- r
I g Itigﬁﬂmcnﬁ-
l:}" (:‘y'-:
02 83
woowt ot _ w10t i Tl Sl B O}
CH=19 APC-A ANTECYK FITC-A CD 45 BPC-HT-A
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events “%FParent %Total
M 21l Events 1,332,010 #1000
i-._C"eri 13,110 1.0 1.0
I oTI9eCy T B6 0.5 0.0
. -CYT1 B+ CYT+EPCAM+ a5 83.3 N1]
“ Il CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 1 1.8 0.0

Sekil 4.48. E4H1’in CK tabanli tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CTC sayist.

FACSDiva Version 6.1.3

§¢ g 15
ES- = x A
T * T e
o EPCAMHCYTISN | o O R CYT| 3 CIT4CD45
w2 e e 2 E .
3
0 wdow? ot T T ottt
EFCAM FE-A CYH1 8 APC-A ANTCYKFITC-A O 45 APC-HT-A
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events “wParent %Total
W 21 Events 1,332,010 #1000
b . EP AN+ 155 0.0 0.0
o EPCAM+ CYT19+ 105 67.7 0.0
- . EPCAM+CYTI 9+ T+ 101 86.2 0.0
L[] EPCAM+CYT19+CYT+CDA4S- 1 1.0 0o

Sekil 4.49. E4H1’in EpCAM tabanl kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CTC sayist.
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E4H2’nin verilerine gOre 7.5 mL kan 6rneginde 194 448 hiicre sayildi. Elde
edilen hicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.50-Sekil 4.54). Tablo 4.4’de, uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.

Tube; BOYAMS
Fopulation #Events %Parent %Total
M 4l Events 1094 448 #1000
Il cvkia - 740 0.4 04
B cimia+cyT+ 156 19.7 01
[ CYT19+CYT=EPCAM + 111 71.2 01
B CyT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 16 14.4 00

Sekil 4.50. E4AH2’nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CTC sayisi.

Tube; BOYAMA
Fopulation #Events %WFarent %Total
._ﬂll Events 194,448 #1000
‘[l EPCAM-: 58 0.0 0.0
. EPCAM+ CHT15+ 45 776 n.o
: . ERCAM+CYTIO+CNT+ 43 5.6 0o
D EFCAM+CYT19+CYT+CD45- 10 233 0o

Sekil 4.51. EAH2’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM*CTC sayis.

Tube; BOYAMA
Fopulation #Ewents %Parent %Total
M 4l Events 104,448 #1000
Ll ovk10 s 7490 0.4 04
B ovTia+cy T 156 19.7 01
— [ CYT19+CYT+CD 44 + 71 45.5 0.0
Bl CyT19+CYT+CD 44 +CD 24- 13 18.3 0.0

Sekil 4.52. E4H2’nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CSC sayist.
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Tube; BOYAMA
Fopulation #Events %Farent %Total
._AII Events 194 448 s 1000
[l EPCAN+ 58 0.0 0.0
[ EPCAM +CD 44 + a4 331 n.o
B EPCAM +CD 44 + CD 24 - 7 13.0 0.0

Sekil 4.53. E4H2’nin EpCAM tabanli yapilan kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CSC sayist.
Tube; BOYAMA
Population #Ewvents %WFarent %Total
B 2 Events 194,448 #Eee 1000
D44+ 1,046 0.5 05
Bco 44+ cD24- aa1 81.4 04

Sekil 4.54. E4H2’nin CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayisi.

E4H3’Un verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 4 975 000 hiicre sayild1 Elde
edilen htcreler icerisinden CK tabanli ve EpCAM tabanli kapilamalar yapildi (Sekil
4.55, Sekil 4.56). Tablo 4.4’de, uygun kapilama stratejisine gore tespit edilen hiicre

sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOYARMA
Fopulation #ovents %WParent %Total
B A Events 4,975,000 #1000
] cvk1a + 4638 0.1 0.1
W CyT1a+CyT+ 70 1.5 0.0
] CYT19+CYT+EPCAM + Gl §94.3 0.0
O cyT19+CyT+EPCAM+CD 45 - L 7.6 0.0

Sekil 4.55. E4AH3’0n CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.
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Tube:

Fopulation
. All Events
----- B EFCan+
B EFCAM+ CYT19+
[ EPCAM+CYT19+CYT+

BOYAMA

C] EPCAM+CYT1 G+ CYT+CD45-

#ovents WParent %Total
4 875,000

e

0.0
82.4
201
15.2

100.0

0.0
0.0
0.0
0.0

Sekil 4.56. E4AH3’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM’CTC sayist.

Tablo 4.4. Calismaya dahil edilen meme kanserli hastalarda saptanan CTC sayilari

o Hucre CTC subpopulasyonlarinda tespit edilen hiicre sayilari
Grubu (::::t‘s) CK’ EpCAM® | CK' EpCAM™ |
CTC CTC CsC CsC

E2H1 413 472 3 5 7 4 18
E2H2 3925 000 6 5 9 4 1106
E2H3 748 213 6 4 12 5 1587
E3H1 850 770 6 7 10 5 2709
E3H2 1931701 7 9 - - -
E3H3 507 836 3 3 11 1 31
E3H4 1511 855 3 0 4 5 39
E3H5 36 362 2 4 6 3 5
E4H1 1332010 1 1 - - -
E4H2 194 448 16 10 13 17 851
E4H3 4975 000 5 7 - - -
E2H2T 251 669 6 6 3 5 29
E4H2T 1376 309 10 10 7 9 46

4.2. Saghkh Bireylerin Akan Hucre Olger Analiz Sonuglari

Calismaya dahil edilen 8 saglikli bireyin sonuglar1 Sekil 4.57 — Sekil 4.102

arasinda ve Tablo 4.8’de yer almaktadir.

EpCAM'CTC ve CK'CTC saptanmaz iken, bazi saglikli bireylerde CSC tespit

Bu bireylerin kan &rneklerinde

edilmistir. Tablo 4.5’de kontrol grubuna dahil edilen bireylerler yer almaktadir.
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Tablo 4.5. Kontrol grubuna dahil edilen saglikli bireylerin adlandirmasi

Kontrol Grubu Adlandirma
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 gore 7.5 mL kan orneginde 325 935 hiicre sayildi. Elde
edilen hucreler igerisinden CK tabanli ve EpCAM tabanli kapilamalar yapildi (Sekil
4.57, Sekil 4.58). Tablo 4.6’da uygun kapilama stratejisine gore tespit edilen hiicre

sayilar1 yer almaktadir.

FACSDiva Version 6.1.3

2
=
o
&

-

=
: =
=
= )
= o
= [T}

~

o

E]
=

- T oy m T
w o 't w wt o wtw?
CYH-10 APC-A ANTICYK FITC-A FRCAM PF-A CD 45 APC-HT-A

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
vents ! |

M 2 Event 325,035 #1000
= EEEE 154 0.0 0.0
B cimia+cyT i 0.0 0.0

B oy T19+CYT+EPCAM+ 0 s 0.0

B cyT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 it 0.0

Sekil 4.57. K1’in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.
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=10 s U REET)]

SEC-H 1000

FACSDiva Yersion 6.1.3

E g §5
3 x E
&g epcamlcymios | B2 O EPCAMSCY 13+ CHT+DAS-
b = EOCAMECYTIOHCYTS | w 22
T L L P L R peaa e e i,
ID‘ '::" 11: iy :;3- ‘Il:l= 10:' |ﬂ‘ |{|!. m2 m:' |[|" ":'i
EPCAM PE-A CYH-19 APC-A ANTECYE FITC-A CD 45 ABCHTA
Tube; BOYAMA
Fopulation #Events %FParent %Total
B 21 Events 325,935 #1000
[l EPCAM: 14 0.0 0.0
[l EPCAM+ CYT1G+ a a7.1 0.0
— [ EPCAM+CYT19+CYT+ a8 100.0 0.0
~[] EPCAM=CYT19+CYT+CDAS- 1] 0.0 0.0

Sekil 4.58. K1’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM'CTC sayisi.

Sekil 4.59 ve Sekil 4.60°da K1 izotip kontrol sonuglar1 yer almaktadir.

FACSDiva Version 6.1.3

S5C-H 1.000)

PR
11} 1
CYE-19 APC-A ANTRCYR FITC-A FPRCAM PR-A CD 45 APC-HT-A

Tube: |ZOTIP
Fopulation #Events %Parent %Total
I Al Events 298,245 A 1000
I cykia + 232 0.1 0.1
W CyT19+CYT+ 7 25 00
. CHT18+CYT+EPC AN+ 4 a7 0.0
O CyT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 1] 0.0 0.0

Sekil 4.59. K1’in izotip kontrol boyamasi.
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FACSDiva Yersion 6.1.3

13 g 3 hE
%3 x x =5
B s og sreamt cvries | 0 2 O S EPCAMACH ] 15+CYTHIDAS-
== e L= FPCAMSCYTISHCYT+ | i 25
wow o T T T O 1n’m oot owt ot
EPCAM PE-A CYIC18 APC-A ANTI-CYK FITC-A D 45 APC-HT-A
Tube: |LOTIP
Fopulation #Events %Parent %WTotal
B 2 Events 298,245 et 1000
[l EPCAM+ B 0.0 0.0
- EFCAM+ CYT19+ 2 333 0.0
. EPCAM+CYTI9+CYT+ 2 100.0 0.
[ ] EPCAM+CYTI Q+CYT+CD45- 1] 0.0 0.

Sekil 4.60. K1’in izotip kontrol boyamast.

K2’nin verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 197 459 hiicre sayildi. Elde
edilen hucreler igerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.61- Sekil 4.65). Tablo 4.6’da uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOYAMA

FPopulation #Events %Parent %Total

W 41 Events 197,459 e 1000

= REE 288 0.1 0.1
W cTia+CyT 1 0.3 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+ 0 0.0 0.0
Pl CYT194CYT+EPCAMSCD 45 - 0 A 0.0

Sekil 4.61. K2’nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.
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Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Farent %wTotal
B 2 Events 187,459 #1000
Ll EPCAM+ 23 0.0 0.0
B EFCAM+ CYT10+ 0 0.0 0.0
[l EPCAM+CYT19+CYT+ 0 P 0.0
L[] EPCAM+CYT19+CYT+CDA45 0 e 0.0

Sekil 4.62. K2’nin EpCAM tabanl: kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM*CTC sayis.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Farent %Total
B 21 Events 187,459 #1000
= REE 2883 0.1 0.1
W cimiaecyT 1 0.3 0.0
[l CYT19+CYT+CD 44 + i 100.0 0.0
“ Il CYT19+4CYT+CD 44+ CD 24- 1 100.0 0.0

Sekil 4.63. K2’nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CSC sayist.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
M 21 Events 197,459 e 1000
ol EPCAM+ 23 0.0 0.0
: . EPCAM + CDd4 + 4 17.4 0.0
“ [ EPCAM + CD44 +CD24- 1] 0.0 0.0

Sekil 4.64. K2’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM*CSC sayisi.
Tubes: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B 21 Events 197,459 #1000
ol CD 44+ 7 0.0 n.o
B co 44+ CD 24- 71000 0.0

Sekil 4.65. K2’nin CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayist.
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K3’0n verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 169 147 hiicre sayildi Elde
edilen hicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.66- Sekil 4.70). Tablo 4.6’da uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
I Al Events 169,147 #1000
= SEEE 14 0.0 0.0
B Coymia+CyT+ 1] 0.0 n.n
: .C‘r‘T1 B+ T+EPCAM+ 1] 3 0.0
O oyT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 1] g n.n

Sekil 4.66. K3’Un CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CTC sayisl.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B #l Events 169,147 A 1000
[l EPCAM= 0 0.0 0.0
[T EFCAM+ CYT1 G+ 1] g 0.0
: .EF'CAM+C‘r"I'1EI+C‘r’T+ 1] S .o
[] EPCAM+CYTI G+ CYT+CD45- 1] s 0.0

Sekil 4.67. K3’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CTC sayist.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events wParent %Total
M Al Events 169,147 A 1000
N ISSER 14 0.0 0.0
B CyT1a+CyT I} 0.0 0.0
: . CYT18+CNT+C0 44 + 1] b 0.0
B CHT19+CYT+CD 44+ CD 24- 1] =g 0.0

Sekil 4.68. K3’lin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK*CSC sayist.
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Tube: BOYAWMA
Fopulation #Events %Parent %Total
I 2l Events 169,147 dEE 1000
-l EPCAM+ 0 0.0 0.0
. EPCAM + CD44 + I} A 0.0
W EFCaM + CD44 +CD24- I} s n.n

Sekil 4.69. K3’un EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CSC sayist.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
W 4l Events 169,147 W 1000
Il cD 44 + 4 0.0 0.0
B CD 44+ CD 24- 2 50.0 0o

Sekil 4.70. K3’Un CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayist.

K4’tin verilerine gore 7.5 mL kan o6rneginde 301 548 hiicre sayildi. Elde
edilen hucreler igerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar
yapildi (Sekil 4.71- Sekil 4.75). Tablo 4.6’da uygun kapilama stratejisine gore tespit

edilen hiicre sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOYAMA,
Fopulation #Events %Parent %Total
B 2 Events 301 546 e 1000
B Cvkio+ 54 00 00
B Comiascy T 3 5.6 0.0
. |:| CHYT19+CYT+EPCAM+ 1] 0.0 0.0
B Y T19+CY T+EP CAM+CD 45 - 0 e 0.0

Sekil 4.71. K4’Un CK tabanli yapilan kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.
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Tube: BOYAMA
Fopulation #Events ®Parent %Total
B 2 Events 301 546 #1000
— [l ERCAM+ 0 0o 0o
I EFCAM+ CYT19+ 1] s 0.0
[l EPCAM+CYT19+CYT+ 1] B 0.0
L] EPCAM+CYT19+CYT+CD45- 1] wiE# 0.0

Sekil 4.72. K4’{in EpCAM tabanli yapilan kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CTC sayist.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B 21 Events 301,546 R 1000
B Cvkio+ 54 00 00
B Comiaecy T c| 56 0.0
[ CYT19+CYT+CD 44 + 2 BE7 0O
B CvT19+CYT+C0 44+ CD 24- 0 0.0 0.0

Sekil 4.73. K4’Un CK tabanli yapilan kapilama sonucunda elde edilen

CK'CSC sayis.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B 4 Events 301,546 et 1000
[l EPCAM+ 0 0.0 0.0
[l EPCAM = CD44 + 1] e 0.0
.EF‘CAM*CDM +2024- 0 Fraa s 0.0

Sekil 4.74. K4’ in EpCAM tabanli yapilan kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM’CSC sayist.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B 21 Events 301 546 #1000
—llcD44+ B 00 00
.CD 44+ CD 24- 0 0.0 0.0

Sekil 4.75. K4’Un CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayist.
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K5’in verilerine gore 7.5 mL kan orneginde 820 971 hiicre sayildi. Elde
edilen htcreler icerisinden CK tabanli ve EpCAM tabanli kapilamalar yapildi (Sekil
4.76- Sekil 4.77). Tablo 4.6’da uygun kapilama stratejisine gore tespit edilen hiicre

sayilar1 yer almaktadir.

Tube: BOYAMA
Population #Events %WParent %Total
B 2l Events 820971 #=HE 1000
= IBEEE 180 0.0 0.0
B omiascy T i 3.2 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+ 0 0.0 0.0
B cvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 e 0.0

Sekil 4.76. K5’in CK tabanli yapilan kapilama sonucunda elde edilen

CK'CTC sayist.

Tube: BOYAMA
Population #Events %WParent %Total
B 21 Events 820,971 HEse 1000
— [ EPCAM+ 18 0.0 0.0
B EPcAmMs CyT19+ 2 111 0.0
[l EPCAM+CYT1 9+CY T+ 2 100.0 0.0
] EPCAM+CYT19+CYT+CD45- 1 a0.0 0.0

Sekil 4.77. K5’in EpCAM tabanl yapilan kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM*CTC sayis.

K6’nin verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 656 732 hiicre sayildi. Elde edilen
hicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar yapildr (Sekil
4.78- Sekil 4.82). Tablo 4.6’da uygun kapilama stratejisine gore tespit edilen hiicre sayilari

yer almaktadir.
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FACSDiva Version 6.1.3

C

| g1 § g &
T T T 5 83
& 5 3 EE_E+EPCA +CD 45 -
ol i oS! ¢h 83
o wm ] o — 3
10 107 10* 10° 10° 107 10t 10 10° 10" w0t 10 w0’ w? w0t 1t
CY-19 AP C-A AMTRCYK FITC-A EFCAM PE-A CD 45 APC-HT-A
Tubea: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
Il #| Events 656,732 s 1000
N AR 30,123 45 46
W ciTig+cyT 170 0.6 0.0
: ._C‘r"I'1Q+C‘r"I'+EF'CAM+ 79 465 n.ao
“o CYT194CYT+EPCAM+CD 45 - y 0.0 0.0

Sekil 4.78. K6 nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayist.

FACSDiva Version 6.1.3

2 3 8c g
T F ] ¥
52 & == &
] JE] m3 o
EE [i] o = BMHCTIHT+ | oy
1w’ 10wt w? w* w0t i 0? 10? wet 1® 02 1w 10t 1t
EFCAM FE-A CR-19 APC-A ANTCY R FITC-A D 45 APC-HT-&
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
M 2 Events 656,732 e 1000
[l EPCAM+ 2 0.0 0.0
B EPCAM+ CYT19+ 0 0.0 0.0
. -EPCAM+CY'T1EI+C‘|"T+ I} e 0.0
: |:| EPCAM+CYT19+CYT+CD45- 0 = 0.0

Sekil 4.79. K6’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM'CTC sayist.
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FACSDiva Version 6.1.3

S 5(@xH.000)
S SDxH.000)

wf 107 1t w0’

10?107 w1t

S 5= H,000)

w® 1wt ot t

1507

55 0= H.000)

4440026

TRl

CYR-1 3 AP C-A AMTI-CYR FITC-4 0 44 V450-4 CD 24 ParCP-Cy5-5-
Tube: BOYARMA

Fopulation #Events %Farent %wTotal
M 21 Events 656,732 e 1000
= REE 30,123 4.6 4 h
W cmiasecyT 170 0.6 0.0

[l CYT19+CYT+CD 44 + 138 81.2 0.0

Il CYT19+CYT+CD 44+ CD 24- 0 0.0 0.0

Sekil 4.80. K6’nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen elde edilen
CK'CSC sayisi.

FACSDiva Version 6.1.3

+ 0044 +C024-

S5 0=H000)
S5 0=H.000)

g
T
&
&

o
<
a
=
o

a

1wt ow? wt w®

w* w? 1wt nd

1wt ? ot w®

EPCAM FE-A D 44 V450-A CD 24 ParCP-Cy5-5
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Farent %Total
B 2l Events B56,732 e 1000
~ Il EPCAM= 2 0.0 0.0
[l EPCAM + CD44 + 2 100.0 0.0
B EFPCaM + CD44 +CD24- 0 0.0 0.0

Sekil 4.81. K6’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM'CSC sayis1.
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D 444 (D 24-

SSdxH.000)
SSIxH,000)

1w® 10? wt wf e? wt 1°

CD 44 W450-A CD 24 PerCP-Cy5-5-
Tube: BOYARMA
Fopulation #Events %FParent %Total
B 21 Events BSE,732 #EE 100.0
Il cD 44 + 136 0.0 0.0
B cD 44+ CD 24- 18 132 0.0

Sekil 4.82. K6’nin CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen CSC sayist.

K7’nin verilerine gore 7.5 mL kan 6rneginde 606 663 hiicre sayild1 Elde edilen
hicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar yapildr (Sekil
4.83- Sekil 4.87). Tablo 4.6’da uygun kapilama stratejisine gore tespit edilen hiicre sayilari

yer almaktadir.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
I il Events 606 663 #1000
= EEE 84 0.0 0.0
B CyT19+Cy T+ 11 131 0.0
I CYT19+CYT+EPCAM+ 0 0.0 0.0
O CyT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 1] waEg 0.0

Sekil 4.83. K7°nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CTC sayist.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Farent %Total
B i Events G0G,6R3 #1000
-l EPCAM+ 1 0.0 0.0
B EFCAM+ CYT19+ 1] 0.0 0.0
|l EPCAM=CYTI9+CYT+ 1] b 0.0
L] EPCAM+CYT1a+CY T+CD45- 1] Wisw 0.0

Sekil 4.84. K7’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM*CTC sayis.
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Tube: BOYAMA

Fopulation #Events %Parent %wTotal
M 4l Events B06,663 e 1000
I cYKig + 84 0.0 0.0

W CyT19+Cy T+ 11 131 0.0

il CYT19+CYT+CD 44 + 11 100.0 0.0

B CYT19+CYT+CD 44+ CD 24- 0 0.0 0.0

Sekil 4.85. K7’nin CK tabanli tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CSC sayisi.

Tube: BOYARMA

Fopulation #Events %SParent %Total
B 2l Events 606,663 #1000
[l EPCAM= 1 0.0 0.0
P EPCAM + CDd4 + 1 1000 0.0

W EFCAM + CD44 +CD24- ] 0.0 0.0

Sekil 4.86. K7’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM'CSC sayisi.

Tube: BOYAMA

Fopulation
Il 2 Events

M CD 44 +
B cD 44+ CD 24-

#Events %Parent %WTotal
606,663 #EEE 1000

5 0.0 0.0
1 20.0 0.0

Sekil 4.87. K7’nin CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CSC sayist.

K8’in verilerine gore 7.5 mL kan orneginde 1 128 019 hiicre sayildi. Elde edilen
hiicreler icerisinden CK tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli kapilamalar yapildi (Sekil

4.88- Sekil 4.92). Tablo 4.6’da uygun kapilama stratejisine gore tespit edilen hiicre sayilari

yer almaktadir.
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Tube: BOYAMA

Fopulation
I il Events
= [BSER
B CyT19+CyT
] cyT19+CYT+EP CAM+
O CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 -

[ s

0.1
0.5
a0
0.0

#Events “%Parent “%Total
1,128,018
771

4

3

1]

100.0
0.1
0.o
0.0
0.o

Sekil 4.88. K8’in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CK'CTC sayist.

Tube: BOYAMA

P opulation #Events %Parent %Total
B 4l Events 1128019 #EEE 1000
-l EPCAM+ 2 0.0 0.0
.EF‘CHM* CHT149* 1 50.0 0.0
I EPCAM*CYT1G+CYT+ 1 100.0 0.0
|:| EFPCAM+CY T 9+ T+ 2045 1] 0.0 0.0
Sekil 4.89. K8’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen
EpCAM*CTC sayis.
Tube: BOYAMA
Faopulation #Events %Parent %Total
B 4l Events 1128014 dEE 1000
= EEE 77 0.1 0.1
B cyT19+Cy T 4 0.5 0.0
. . CYT19+CYT+CD 44 + 3 a0 0.0
.C‘T"I'1EH-CYT*CD 44+ CD 24- 1] 0.0 0,0
Sekil 4.90. K8’in CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CSC sayisi.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Farent %Total
W 4l Events 1,128,019 #1000
] EPCAM+ 2 0.0 0.0
. EPCAM + CDa4 + 1 a0.0 n.ao
. EFCAM + CD44 +C024- ] 0.0 0.0

Sekil 4.91. K8’in EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM?CSC sayisi.
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Tube: BOYARMA

Fopulation #Events %Parent %Total

B Al Events 1,126,019 #EEE 1000

-l cD a4 + 669 0.1 0.1
B cD 44+ CD 24- 192 287 0.0

Sekil 4.92. K8’in CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayist.

Tablo 4.6. Saglikli bireylerde tespit edilen CTC sayilari

Hiicre sayis1
Kontrol (Events) CTC subpopulasyonlarinda tespit edilen hiicre sayilari
Grubu CK' | EPCAM' | CK' | EPCAM'
CTC CTC CsC CsC ese
K1 325935 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 820971 0 1 - -
K6 656 732 0 0 2 0 18
K7 606 663 0 0 1 0 1
K8 1128019 0 0 0 0 192

Hasta ve kontrol gruplarinda CTC’lerin tespitinden sonra yapilan CK tabanli,
EpCAM tabanli ve CSC tabanl kapilama stratejileri sonucunda sirasiyla, CK'CTC,
EpCAM*CTC, CK'CSC, EpCAM’CSC ve CSC’ler tespit edilmistir.

Hasta grubuna dahil 6 bireyde, CK tabanli kapilama ile esik degeri lizerinde
CK'CTC tespit edilmistir (esik degeri CTC >5). Bu gruptan, EpCAM tabanli yapilan
kapilamada ise yine 6 hastada esik degerinin tizerinde EpCAM*CTC tespit edilmistir
(Sekil 4.93).

CK kapilama stratejisi ile tespit edilen CK'CTC sayisinin ortancasi, hasta

grubunda 5 (min-maks: 1-16)’dir. Kontrol grubunda ise bu subpopulasyonda CTC
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elde edilmemistir (Sekil 4.93). Hasta grubu ile kontrol grubu CK'CTC degerleri
kiyaslandiginda, hasta grubunda CK*CTC sayisimin anlamli diizeyde yiiksek oldugu
g6zlenmistir (Z=3.789; p<0,001; Tablo 4.7).

EpCAM kapilama stratejisi ile tespit edilen EpCAM'CTC sayisi ortancasi
hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla 5 (min-maks: 0-10) ve 0 (min-maks: 0-1)
olarak elde edilmistir (Sekil 4.93). EpCAM'CTC sayis1, hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksektir (Z=3.352; p=0.001; Tablo 4.7).

Hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen CK'CSC, EpCAM'CSC ve CSC
sayilar1 kiyaslandiginda, hasta grubunda daha fazla sayida hiicre tespit edildigi
saptanmustir (p<0,05; Sekil 4.94, Sekil 4.95, Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen hiicre sayilarinin dagilinu

CTC Kontrol
Hasta Grubu Z p
subpopulasyonu Grubu
5 0
CK'CTC 3.789 <0.001
(1-16) (0-0)
5 0
EpCAM'CTC 3.352 0.001
(1-10) (0-1)
. 95 05
CK'CSC 3.116 0.001
(4-13) (0-2)
4.5 0
EpCAM*CSC 3.244 0.001
(1-7) (0-0)
445 4.5
CSC 2.262 0.020
(5-2709) (0-192)
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Sekil 4.93. Hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen
CK'CTC ve EpCAM'CTC sayilar.
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Sekil 4.94. Hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen

CK'CSC ve EpCAM’CSC sayilari.
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Sekil 4.95. Hasta ve kontrol gruplarinda tespit edilen
CSC sayilari.
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Hasta grubunda tespit edilen CK'CTC ve CK'CSC sayilarmin ortancasi
sirastyla 2.5 (min-maks:0-16) ve 5.0 (min-maks:0-13) olarak hesaplanmistir (Tablo
4.8). Istatistiksel analizler dogrultusunda, CK'CSC sayisinin, CK'CTC sayisindan
daha fazla oldugu belirlenmistir (Z=2.456; p=0.014; Tablo 4.8). Sekil 4.96’da hasta
ve kontrol gruplarinda tespit edilen CK tabanli CTC ve CSC sayilar1 yer almaktadir.

Tablo 4.8. CK'CTC ve EpCAM'CTC sayilar1 ile CK'CSC ve EpCAM'CSC

karsilagtirmasi

Subpopulasyon CTC CsC z p

25 5.0
cK* 2.456 0.014
(0-16) (0-13)

15 2.0
EpCAM* 1.065 0.287
(0-10) (0-7)

Hiicre Sayisi

[l S RIS IR B e s N s ]

E2H1 | E2H2 | E2H3 | E3H1 E3H3 | E3H4 | E3H5 | E4H2 |E2H2T E4H2T
m CK+CTC 3 6 6 6 3 3 2 16 6 10
m CK+CSC 7 9 12 10 11 4 6 13 3 7

Sekil 4.96. Hasta grubunda tespit edilen CK*CTC ve CK*CSC hiicre saylari.
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Hasta grubunda tespit edilen EpCAM*CTC ve EpCAM'CSC sayilarmin
ortancasi sirastyla 1.5 (min-maks:0-10) ve 2.0 (min-maks:0-7)’dir. EpCAM tabanl

elde edilen CTC ve CSC’ler, sayilar1 bakimindan benzer oldugu tespit edilmistir
(Z=1.065; p=0.287) (Tablo 4.8). Sekil 4.97°de hasta ve kontrol gruplarinda tespit

edilen EpCAM tabanli CTC ve CSC sayilar1 yer almaktadir.

10
9
8
- 7
z
§ 6
:
1=
= 3
2
1
0 E2H1 | E2H2 | E2H3 | E3H1 | E3H3 | E3H4  E3HS5 | E4H2 |E2H2T |E4H2T
EEpCAM+CTC 5 5 4 7 3 0 4 10 6 10
EEpCAM+CSC 4 4 5 5 1 5 3 7 5 9

Sekil 4.97. Hasta grubunda tespit edilen EpCAM*CTC ve EpCAM*CSC

hiicre sayilart.

Meme kanserli hastalarin TNM degerlerine gore belirlenen tiimor evreleri, ER

ve PR durumlari, c-erb-B2 degerleri ve serum tiimor belirteg (CEA, CA15-3)

seviyeleri EK-5’de gosterilmistir. Bu degerler ile CTC subpopulasyonlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir iligki olmadigi (p<0.05; Tablo 4.9) gériilmiis olmasina

ragmen, CEA seviyesi ile ENCAM*CTC arasinda pozitif yonlii gii¢lii bir iliski oldugu

belirlenmistir. Ayrica PR degeri ile CSC sayisi arasinda negatif yonlii ve giiclii; c-

erb-B2 degeri ile CK'CSC arasinda negatif yonlii, orta dereceli bir iliski oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Hasta grubundaki timér iligkili degerler ile CTC subpopulasyonlari

arasindaki iliski

CTC Subpopulasyonlari
Patoljik degerler CcK* EpCAM" CK* EpCAM’ cse
CTC CTC CsC CsC

Tumor evresi' 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-B2' degeri -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

! Poliserial iliski katsayisi hesaplanmustir. Digerleri Spearman rho katsayisidir.

“p<0.05; ** p<0.01

4.3. Takip Edilen Hastalarin Akan Hiicre Olcer Analiz Sonuclari

Evre 2 ve evre 4 hastalarindan 1’er hastadan ilk kir tedavi aldiktan sonra
tekrar kan 6rnegi alinarak CTC ve CSC sayilarindaki degisim incelenmistir (Sekil
4.93- Sekil 4.102).

E2H2T meme kanseri hastasinin tedavi Oncesi ve tedavi sonrast CTC

sayilarindaki degisimi Sekil 4.98-Sekil 4.102°de gosterilistir.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %FParent %Total
M 2l Events 251 664 #1000
N ISEEE 152,451 06 606
B ciTia+cyT+ 82 0.1 0.0
B cyT19+CyT+EPCAM+ 45 541 0.0
B CvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - i 13.3 0.0

Sekil 4.98. E2H2T nin CK tabanli kapi1lama sonucunda elde edilen cK'cTC

sayisl.

104




Tube:

BOAMA

Fopulation
B 2 Events
-l EPCAM=
[l EPCAM+ CYT19+

~ [ EPCAM+CYT19+CYT+

----- [l EPCAM+CYT18+CYT+CD45-

#Events %Parent %Total
241 6649 w1000
297 0.1 01
113 380 0.0

45 398 0.0

B 133 0.0

Sekil 4.99. E2H2T’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM+CTC sayisl.

Tube:

BO ARA

Fopulation
M 4l Events
= ISiEEE
[ eyT19+CYT+

B CvT19+CyT+CD 44 +

----- B cvT19+CYT+CD 44+ CD 24-

#Events %Parent %Total
281 BEY9 e 1000

152 451 G0 & 60.6
a2 0.1 0.0

56 683 0.0

3 54 0.0

Sekil 4.100. E2H2T’nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

cK'csc sayisl.

Tube:

BOARMA

Fopulation
B 2 Events
I EPCAMS
- B EPCAM + CD44 +

M EPCAM + CD44 +CD24-

#Events %Farent WTotal
241,669 e 1000

297 0.1 0.1
282 54.9 0.1
5 1.8 0.0

Sekil 4.101. E2H2T nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM+CSC sayisl.

Tube;

BOTANMA

Faopulation
B~ Events

D4+
[l cD 44+ CD 24-

#Events %Parent %Total
251 669 #wEE 1000

a7 0.0 0.0
29 2049 0.0

Sekil 4.102. E2H2T’nin CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen

CTC sayisi.
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E2H2’nin tedavi &ncesi ve tedavi sonrast CK'CTC sayisinda degisiklik
saptanmazken, EpCAM*CTC sayisinda az miktarda artis goriilmiistiir (Sekil 4.103).

Hiicre Sayisi
S = W = h Oy =] 00N D

CK+CTC EpCAM+CTC
m E2H2 6 5
w E2H2T 6 6

Sekil 4.103. E2H2’nin tedavi ile degisen CK*'CTC ve EpCAM*CTC sayilar.

E2H2’nin tedavi oncesi ve tedavi sonrast CK'CSC sayis1 azalirken,

EpCAM'CSC sayisinda artis saptanmustir (Sekil 4.104).

Hiicre Sayisi
S = W = h Oy =] 00N D

CK+CSC EpCAM+CSC
m E2H2 9 4
w E2H2T 3 5

Sekil 4.104. E2H2’nin tedavi ile degisen CK' CSC ve EpCAMCSC sayilart.




E2H2’nin tedavi ile degisen CSC sayilar1 belirgin bir azalis tespit edilmistir
(Sekil 4.105).

1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100
0

Hiicre Sayisi

e 00
E2H2 E2H2T

'mCSC 1106 29

Sekil 4.105. E2H2’nin tedavi ile degisen CSC sayisi.

E4H2 meme kanserli hastanin tedavi ©ncesi ve sonrasi verileri
karsilastirildiginda, uygulanan tedavi ile CTC sayilarindaki degisim Sekil 4.106-
Sekil 4.110° de gosterilmistir.

Tube: BOYAMA
Paopulation #Events %Parent %Total
B & Events 1,376,309 #1000
. . CYE1Y + 43,558 3z 3.2
._ CHT19+CYT+ 819 1.9 0.1
o CYT19+CYT+EPCAM a8 107 0.0
.C‘rT'IEI-'-C‘r'T-'-EF'Cﬂ.M+CD 45 - 10 11.4 0.0

Sekil 4.106. E4H2T’nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CK'CTC sayisi.
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Tuhe: BOYAMA

Fopulation
B 4l Events
[l EPCAM+

B EFPCAMy CYT19+
[l EPCAM+CYT19+CYT+
Ll EPCAM+-CYT1 Q+CYT+CD45

#events %Parent %Tatal

1,376,309 #1000
757 01 0.1

142 18.8 0.0

118 831 0.0

10 8.5 0.0

Sekil 4.107. E4H2T’nin EpCAM tabanli kapilama sonucunda elde edilen

EpCAMCTC sayist.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B 4l Events 1,376,309 e 1000
[l EPCAM+ 757 0.1 01
. EFPCAM+ CYT19+ 142 18.8 0.0
ol EPCAM+CYT1G+CY T+ 118 83.1 0.0
DEPCM*CH‘T1E*CW*ED45- 10 8.5 0.0

Sekil 4.108. E4H2T nin CK tabanli kapilama sonucunda elde edilen

cKk'csc sayisl.

Tube: BOYARA,

Fopulation
B A Events
[l EPCAM+

[l EPCAM + CD44

B EFCAM + CD44 +CD24-

#Events %WParent %Total

1,376,309 #1000

¥ar 0.1 0.1

+ 651 86.0 0.0
9 1.4 0.0

Sekil 4.109. E4H2T’nin EpCAM tabanl kapilama sonucunda elde edilen

EpCAM?CSC sayisi.

Tube: BOYARMA,

Fopulation
B 2 Events

- CD 44 +
B co 44+ CD 24-

#Events %Parent %Total

1,376,309 #esE 1000
534 0.0 0.0
46 2.6 0.0

Sekil 4.110

. E4H2T’nin CSC tabanli kapilama sonucunda elde edilen
CSC sayisi.
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E4H2 meme kanserli hastada tedavi oncesi ve tedavi sonrast CK'CTC
sayisinda azalis saptanirken, EpCAM*CTC sayisinda degisiklik tespit edilememistir
(Sekil 4.111).

20
18
16
14
12
10

Hiicre Sayis1

(=T S R =\ ]

CK+CTC EpCAM+CTC
mE4H2 16 10

= E4H2T 10 10

Sekil 4.111. E4H2T meme kanserli hastanin tedavi ile degisen
CK'CTC ve EpCAM’CTC sayilari.

H4H2T meme kanserli hastada tedavi oncesi ve tedavi sonrast1 CK'CSC
sayisinda azalma, EpCAM*CSC sayisinda ise artis gdzlenmistir (Sekil 4.112).

20
18
16
14
12

Hiicre Sayisi
o

[==N S P o))

CK+CSC EpCAM+CSC
mE4H2 13 7
mEAH2T 7 9

Sekil 4.112. E4H2T meme kanserli hastanin tedavi ile degisen
CK'CSC ve EpCAM*CSC sayilari.
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E4H2T meme kanserli hastada tedavi 6ncesi ve tedavi sonrast CSC sayisinda

belirgin azalis gozlenmistir (Sekil 4.113).

1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100
0

Hiicre Sayisi

E4H2 E4H2T
‘mCSC 851 46

Sekil 4.113. E4AH2T meme kanserli hastanin tedavi ile degigen
CSC sayilart.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, memenin duktal veya lobular kisimlarindan kdken alan bir
hastaliktir (111). Genel olarak; cevresel, genetik ve hormonal etkiler sonucunda
ortaya ¢iktigi distiniilmektedir (28). Meme kanseri erken tani1 ve tedavisindeki
gelismelere ragmen, hala %25.2’lik insidans ile kadinlarda en sik goriilen kanser
taradar (62).

Meme kanserinde timor iligkili 6limlerin asil nedeni uzak metastaz olarak
gorilmektedir (64). Baslangicta tiimor hiicreleri proliferasyon gegirerek sayilarini
arttirirlar, sonrasinda bazal membrana penetre olurlar, kendilerini ¢evreleyen dokular
arasindan dolasima gegerler (112) ve sonugta sekonder lezyonlar olustururlar (9).
Dolasimda bulunan primer veya metastatik bélgeden koken alan bu nadir malign
hicreler "dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTC)" olarak adlandirilirlar (113).

Saglikli bireylerin kaninda 10°-10% 15kosite karsilik yaklastk 1 CTC
bulunmaktadir (114). CTC’lerin metastatik siirecin ve kanser gelisiminin
anlagilabilmesinde bir belirte¢ olabilme 6zelligi temel alinarak, meme kanserinde
timor belirteci olarak kullanilabilme potansiyellerinin olabilecegi arastirilmistir
(95,114). Bu amagla yapilan bir ¢alismada, 199 malign hastaligi olmayan, 964
malign karsinom teshisi konmus ve 145 saglikli bireyden 7.5mL kan 6rneginde
almarak, CellSearch™
kanserli 188 hastanin 107’sinde (%57), meme kanserli 1316 hastanin 489’unda
(%37), over kanserli 53 hastanin 20’sinde (%37), kolorektal kanserli 333 hastanin
99’unda (%30), akciger kanserli 168 hastanin 34’iinde (%20) ve diger kanserli 125

hastanin 32’sinde (%26) 2’den fazla CTC tespit edilmistir. Saglikli bireylerde ise

ile CTC taramasi yapilmistir. Calisma sonucunda, prostat

CTC saptanmamustir, fakat malign hastaligi olmayan bireylerin sadece 1’inde 2’den
fazla CTC tespit edilmistir. Metastatik kansere sahip bireylerde 0 ile 23 168 arasinda
CTC sayilmis ve metastatik karsinomlarda farkli miktarlarda CTC olabilecegini
vurgulanmisgtir (96). Yagata ve ark.’nin ¢alismasinda, 57 saglikli ve benign lezyon
saptanan bireylerde, 30 tane evre I-111 meme kanserli hastada ve 38 metastatik meme

kanserli hastada CellSearch™

ile CTC taramasi yapilmis olup, benign ve saglikli
bireylerin olusturdugu grupta CTC tespit edilmemistir ve diger meme kanserli

hastalarin bulundugu grupta CTC saptanmustir (115). Tez ¢alismasina dahil edilen
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meme kanserli hastalarin hepsinde CTC tespit edilmistir. Saglikli bireylerin
olusturdugu kontrol grubunda ise CK tabanli kapilama sonucunda CK'CTC
saptanamamistir fakat EpCAM tabanli yapilan kapilama sonucunda bir hastada 1
tane EpCAM'CTC tespit edilmistir (Tablo 4.4, Tablo 4.5). Literatur bilgisi
dogrultusunda, saglikl1 bireylerde 1 CTC tespit edilebilir.

Hasta grubu ile kontrol grubu CK'CTC degerleri kiyaslandiginda, hasta
grubunda CK*CTC sayisinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu gdzlenmistir (Z=3.789;
p<0.001). EpCAM'CTC sayis1, hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir (Z=3.352; p=0.001; Tablo 4.6). Sonug
olarak; literaturde de belirtildigi gibi meme kanserli hastalarda CTC varligi, metastaz

baslangicinin ve kanser gelisiminin gdstergesi olabilir.

CTC sayist ile tiimor histopatolojisi arasinda da bir iliski olabilecegi
diistiniilmektedir (116-121) Bu amagla Hu ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir
calismada, immunohistokimyasal olarak ve akan hicre 6lger ile 36 meme kanserli
hasta kaninda CTC sayis1 ile meme kanseri evreleri arasindaki iliski arastirilmistir.
Calismada, evre I’de %0 (0/4), evre II’de %33.3 (8/24), evre I11’de %60 (3/5) ve
evre 1V’de %100 (3/3) CTC tespit edilmistir. Bu durumda, meme kanseri klinik
evreleri ile CTC sayisi arasinda pozitif bir korelasyon olabilecegi belirtilmistir (116).
Yapilan bir diger calismada, opere olmus meme kanserli hastalarda CTC sayisi ile
tiimor karakteristik Ozellikleri arasindaki iliski arastirilmistir. Bu ¢alismada, 92
hastada CellSearch™ ile CTC tespiti gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda CTC ile
timor evresi, ER ve PR durumu, timor boyutu, histolojik tird, lenfovaskiler
invazyon arasinda iligki belirlenememistir (117). Wang ve ark.’larinin 2009 yilindaki
caligmalarinda, meme kanserli hastalarda, hastaligin ilerleyisi ile CK19 ekspresyonu
saptanan CTC’ler arasinda iliski oldugunu ileri stirmiislerdir. Bu amagla, akan hiicre
Olcer ile 25 saglikli bireyin, 7 benign tumorlu bireyin, 4 evre 1, 23 evre 11, 7 evre 111
ve 7 evre IV meme kanserli hastanin dahil edildigi ¢alismada, saglikli bireylerde,
benign timorlii bireylerde ve evre 1 hastalarinda CK19 ekspresyonu tespit
edilmemistir. Evre II hastalarinin %9’unda, evre III hastalarim1 %70’inde ve evre IV
hastalarmin %86’sinda CK19 ekspresyonu gosterilmistir. Calisma sonucunda, CK”
CTC’ler ile timor boyutu, hastalik evresi gibi klinikopatolojik faktorler arasinda

iliski olabilecegi belirtilmistir (118). Liao ve ark.’nin ¢alismasinda ise, 2336 hastanin
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periferik kan 6rneginde saptanan CTC sayisi ile tUmor evresi, ER ve PR durumlari
arasinda pozitif iliski oldugu gosterilmis olmasina ragmen, CTC sayist ile lenf nodul
durumu arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (119). Ayn1 amagla
gerceklestirilmis benzer bir ¢alismada Zhou ve ark.’lar1 aksilla lenf nodul metastazi

saptanmis 126 hastada CTC’ler CellSearch™

ile saptanmistir. CTC sayist ile yas,
menaposal durum, timor T durumu, histolojik derecesi, HER-2 durumu ve Ki-67
ekspresyon seviyesi arasinda anlamli bir iliski saptanamamistir (120). Mikulova ve
ark.’nin ¢aligmasinda ise erken evre 54 meme kanserli hastanin periferik kaninda
bulunan CTC’lerin izolasyonu ve karakterizasyonu AdnaTest Breast Cancer™ ile
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda, CTC sayist ile timoér boyutu, histolojik
derecesi ve reseptdr durumu arasinda korelasyon saptanamamistir (121). Tez
caligmasinda, meme kanserli 11 hastanin tiimor evreleri, c-erb-B2 degeri, ER ve PR
durumlari ile CK'CTC, EpCAM'CTC sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski olmadig1 bulunmustur (p<0.05; Tablo 4.8).

Literatiirde yapilan CSC (CD44°/CD24) calismalar1 incelendiginde, meme
kanserli hastalarda bu htcreler ile timor boyutu, TNM evrelemesi, lenf nodil
tutulumu, timoér boyutu, histolojik derecesi, ER ve PR durumlar1 arasinda iliski
bulunamamustir (122, 123). Tez calismasinda, meme kanserli hastalarmn timor
evreleri, ER durumu, c-erb-B2 degeri ile CSC sayis1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli sonug bulunmazken, CSC sayisi ile PR durumu arasinda negatif yonlii giiglii

bir iligski oldugunu belirlenmistir. (Tablo 4.8).

CTC subpopulasyon hiicre sayisi ile TNM evresi, histolojik derece, ER ve
PR durumlar1 arasindaki iligkinin belirlenmesine yonelik gergeklestirilen bir
calismaya 8 saghkli, 26 meme kanserli hasta dahil edilmistir CK', CK®
/CD44*/CD247* ve CD44*/CD24™ hiicrelerin olusturdugu 3 grup akan hiicre dlger
ile analiz edilmisti. Bu gruplar kiyaslandiginda, CK" ile CK'/CD44*/CD24™*
hiicreleri arasinda bir korelasyon saptanirken, CK" hiicreleri ile TNM arasinda iliski
saptanamamustir (124). Bir diger c¢alismada ise meme kanserli hastalarin CTC
(CD45/ EpCAM*)’ler ve CTC subpopulasyonu olan CSC (CD457/
EpCAM?/CD44*/CD24 )’ler akan hiicre 6lger ile incelenmistir. Bu iki grup arasinda,
TNM evresi, histolojik derece, ER ve PR durumlari arasinda bir iliski saptanmamuistir

(125). Wang ve ark.’nin 2016 yilindaki ¢alismalarinda ise meme kanserli hastalarin
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CK19*, CD44'/CD24" ve CK19'/CD44*/CD24"* hiicre sayilari incelenmistir.
Calismada lenf nodu metastazi ve farkli klinik evrelemelere gruplandirilmig primer
meme kanseri hastalarimin  PBMC’lerinde bulunan CKZ19" hicrelerinin, meme
kanseri gelisiminin 6ngdriilmesinde 6nemli bir gorev ustlendikleri vurgulanmaktadir.
CK19*, CD44%/CD24™ hiicre sayilar1 arasinda pozitif bir iligki oldugu belirtilirken,
CK19°/CD44%/CD24™ hiicrelerinin  hasta PBMC’lerinde yiiksek miktarda
bulundugu  vurgulanmisti.  CK19"  hiicreler icerisinde  CD44%/CD24"
subpopulasyona sahip hiicreler, kontrol grubunda saptanamamustir. CD44*/CD247
hiicreleri meme kanserinde uzak metastazi destekledigi belirtilmis ve bu hiicrelerin
CTC’lerin igerisinde yogun olarak bulundugu gosterilmistir. Evre | hastalarinin
PMBC’lerinde CD44*/CD24™ hiicreler saptanmisti. Bu durum erken evrede,
sistemik bir hastalik olabilecegini ve ayni anda olusan mikrometastazlarin yiiksek
olasiigin1 da gostermektedir (75). Tez calismasinda, CK'CSC, EpCAM'CSC ve
CSC sayilar1 ile TNM evreleri, c-erb-B2 degeri, ER durumlari arasinda anlamli bir
iliski olmadigi, PR durumlar1 ise CTC subpoplasyonlar icerisinden sadece CSC ile
negatif yonli giiglii bir iliskisinin oldugu gosterilmistir (p<0,05; Tablo 4.8). Ayrica,
meme kanserli hastalarda CK*CSC sayisinin CK'CTC sayisindan daha fazla oldugu
(Z=2,456; p=0,014) ve EpCAM'CTC ile EpCAM’CSC sayilarinin benzer oldugu
tespit edilmistir (Z=1.065; p=0,287) (Tablo 4.7).

Kan araciligr ile yayilan tiimor hiicreleri, primer bolgeden uzak bolgelere
taginirken standart goriintiilleme teknikleri veya serum timoér belirtegleri ile
saptanamayabilirler. Serum timor belirte¢c seviyeleri, benign sirecte yada farkl
kanser tiirlerinin gelisiminde de artis gosterebilir veya kanser gelisimi siirecinde
seviyelerinde degisiklik olmayabilir (19). Bu dezavantajlar1 ve sinirhi 6zgiinliikleri
nedeniyle tek baslarina kanser tani ve tedavi siirecinin izlenmesinde yeterli
olmayabilirler (19). Bu amagla CTC’leri kanser tani ve tedavi siirecinin
izlenmesinde, rutinde kullanilan belirteglere yardimci olabilecek daha guvenilir bir
belirte¢ olup olamayacaklar1 aragtirilmistir. 2012 yilinda Bidard ve ark.’nin
calismasinda, hastalarin CEA, CA15-3 seviyeleri ile CTC sayilar1 kiyaslanmistir ve
CTC’nin diger timor belirteglerinden stiinliigiiniin olmadig1 belirtilmistir (126).
Tarhan ve ark.’nin ¢alismasinda meme kanserli 30 hastada CA15-3 seviyesi, CTC
sayist ve histopatolojik tiimor faktorleri arasindaki iliski incelenmistir. CTC sayimi

CellSearch™ ile gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda CTC sayist ile tiimor
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boyutu, hormon durumu, timér derecesi arasinda iliski saptanmazken sadece HER?2
durumu ile arasinda iligski saptanmistir. Hastalik gelisiminde CA15-3 seviyesindeki
degisim ile CTC sayis1 arasinda pozitif iliski gosterilmistir (127). Bir diger
calismada ise 98 metastatik meme kanserli hasta kaminda CellSearch™ ile CTC
tespit edilmistir. CTC’lerin CEA ve CA15-3 seviyeleri, timor belirteclerinden daha
gucli bilgiler verme potansiyeline sahip olabilecegi vurgulanmistir (128). Tez
calismasinda, arastirmaya dahil edilen bireylerde CA15-3 seviyesi ile CTC
subpopulasyonlarindaki hiicrelerin sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski olmadig1 gosterilmesine ragmen, sadece EpCAM'CTC sayisi ile CEA seviyesi
arasinda pozitif yonli gii¢li bir iliski oldugu belirlenmistir (p<0.05; Tablo 4.8).

CTCl'ler, etkili prognostik ve prediktif belirte¢ olabilme, adjuvan tedavi
etkinligi gozlemleme ve erken metastaz gelisimini saptayabilme avantajlari ile
calismalarin odagi haline gelmistir. Mueller ve ark.’min calismalarinda metastaz
saptanmayan meme kanserli 245 hastanin 54’lUnde (%22) tedavi déncesi CTC tespit
edilmistir. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrast CTC degerleri kiyaslanan 43 hastanin 10
tanesinde tedavi sonrasi CTC saptanmamustir. Tedavi Oncesi 6 hastada CTC
saptanmazken, bu hastalarda tedavi sonrasi1 CTC tespit edilmistir (129). Metastaz
saptanmayan primer meme kanserli 91 hastada advuvan kemoterapi 6ncesi ve sonrasi
lazer taramal1 sitometri ile CTC miktar1 belirlenmistir ve CTC sayisindaki degisimin
tedavi etkinliginin incelenmesi agisindan deger tasidigi ileri siiriilmiistiir (130). Hyu
ve ark.’nin ¢aligmasinda ise heterojen CTC popiilasyonlarinda EpCAM ekspresyonu
aragtirllmisti. EpCAM™ meme kanserli hastalarda yiiksek miktarda EMT iliskili
genlerin ekspresyonu ve yliksek sayida CSC goriilmiistiir. Bu hastalar, kemoterapiye
kars1 yiiksek direngli olduklari ¢alisma sonucunda belirtilmistir (131). S6z konusu tez
calismasinda, tedavi oncesi ve tedavi sonrast CTC sayilar1 kiyasladigimiz iki hastada
da tedavi sonrasi hastalarda CK'CSC sayisinda ve CSC sayilarinda belirgin azalis
oldugu gbze carparken, EpCAM'CSC sayisinda artis oldugu goriilmiistiir.
EpCAM*CSC subpopulasyonundaki bu artis, kemoterapi direngliliginin gostergesi
olabilir. Bu nedenle CTC’ler hastalik siirecinin izlenmesine ek olarak uygulanan

tedavinin etkinligi konusunda da umut vaad eden bir belirtec olabilir (132).
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6. SONUC VE ONERILER

¥ Dolasimdaki tiimér hiicrelerinin (CTC) meme kanserli hastalarda tespiti ve
meme kanseri tumor evreleri ile iliskisinin, ER ve PR durumu, c-erb-B2 degeri,
serum timor belirteg (CEA ve CAL5-3) seviyeleri arasindaki iligkinin
degerlendirilmesi amaglanmustir.

+ Meme kanserli 11 hasta ile 8 saglikli bireyden 7,5 mL kan drnegi aliarak
hicrelerin fikol yogunluk ayrimi ve immunomnyetik ayrimi gerceklestirilmistir.
Zenginlestirilmis hilicre sispansiyonu, akan hucre Olcerde analiz edilmek Uzere
florokrom igeren boyalar ile isaretlenmislerdir. Hiicre yiizeyi Anti-EpCAM, Anti-
CD44, Anti-CD24, Anti-CD45 ile, hicre ici ise Anti-CK(7,8) ve Anti-
CK(14,15,16,19) ile boyanmustir. Alt1 farkli antikor ve bunlarin izotip boyalari
kullanilarak yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglarin elimine edilmesi
amaglanmigstir. CTC subpopulasyonlarindaki hiicre sayilarinin belirlenmesi igin, CK
tabanli, EpCAM tabanli ve CSC tabanli olarak kapilama stratejileri
gerceklestirilmistir. Farkli kapilama stratejilerinin tercih edilme nedeni, hiicre ylzey
antikoruna bagli olarak degisen CTC sayisinin olup olmadiginin gdsterilmesidir.

¥ Meme kanserli hasta grubunda bulunan 11 hastanin 8’inde ve kontrol
grubunda bulunan 8 kisiden 7’sinde, CTC subpopulasyonlarinin tespiti amaciyla
Anti-CK(14,15,16,19), Anti-CK(7,8), Anti-EpCAM, Anti-CD45, Anti-CD44, Anti-
CD24, ve kullanilarak ¢alisma gerceklestirilmistir.

¥ Evre 1l ve evre IV meme kanserli birer hastadan, tedavi sreleri icerisinde
kan Ornegi alinarak tedavi stirecinde iken CTC sayisi tekrar incelenmistir. Tedavi
oncesi ve sonrast CTC sayilarindaki degisilik, tedavi etkinliginin incelenmesi, tedavi
sirecince ilag direncglilik gelisimi hakkinda 6n bilgi saplama asisindan Onem
tagimaktadir.

¥ Calismamiza dahil edilen tim meme kanserli hastalarda CK'CTC tespit
edilmistir. Bu deger 1 ile 16 arasinda degismektedir. EpCAM'CTC sayzsi ise 0 ile 10
arasinda degismektedir.

¥ Metastatik meme kanserli hastalarda genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim
stireleri incelenmis ve belirlenen CTC sayis1 esik degeri 5°dir. 5 ve 5°den fazla CTC
saptanan bireylerde bu siirenin azaldig1 ve metastaz gergeklestiren bir tiimor oldugu

kabul edilmektedir. Calismamizda, evre IV metastatik meme kanserli 3 hastanin
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2’sinde esik degeri tizerinde CTC tespit edilirken, 1 hastada esik degeri altinda CTC
tespit edilmisti. Bu bireyde lenfatik yayilim ile metastaz gerceklestirdigi
diisiiniilmektedir. Saglikli bireylerde ise, CK+ kapilamasina gore CK'CTC tespit
edilmezken, EpCAM kapilamasinda 1 tane EpDCAM'CTC tesit edilmistir. Literatur
bilgisi dogrultusunda, saglikli bireylerde 1 CTC tespit edilebilir.

¥ Kok hiicre antikoru kullanilan 11 hastanin 8’inde CK*CSC tespit edilmistir,
bu deger 3 ile 12 arasinda degismektedir. Bu grupta saptanan EpCAM"CSC sayis1 ise
1 ile 9 arasinda degismektedir. Saglikli bireylerde CK*CSC sayis1 incelendiginde, 8
bireyin 3’iinde bu deger 0°dir, 2 bireyde 1 tane, 1 kiside ise 2 tane CK'CSC tespit
edilmistir. Saglikli bireylerde saptanan CK'CSC sistemik gelisen bir hastaliktan
kaynaklanabilir. Bu grupta EpCAM*CSC hiicre tespit edilememistir.

¥ Calisma sonucunda tiimor TNM evrelemesi ile CTC subpopulasyonlar:
arasinda iliski bulunmamustir.

¥ Calisma sonucunda tiimér ER ve PR durumlar ile CTC subpopulasyon
hlicre sayilari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadig1 (p<0.05), sadece
PR durumu ile CSC arasinda negatif yonlii ve giiclii, c-erb-B2 degeri ile CK'CSC
arasinda negatif yonlii, orta dereceli bir iliski oldugu gosterilmistir.

¥ Meme kanserli hastalarin serumlarindaki CEA ve CA15-3 seviyeleri ile
CK'CTC, CK'CSC, EpCAM*CSC sayilar1 arasinda iliski tespit edilemezken, CEA
seviyesi ile EpCAM'CTC arasinda pozitif yonlii giiglii bir iliski oldugu
belirlenmistir.

¥ CTC'lerin etkili prognostik ve prediktif belirtec olabilme, adjuvan tedavi
etkinligi gozlemleme ve erken metastaz gelisimini saptayabilme avantajlar1 goz
Oniine alindiginda, kanser tanisi ve kisiye 6zgu tedavi agisindan blyik 6neme sahip
olabilir. Bu dogrultuda, FACS cihaz1 ile sort edilebilen bu hicrelerin tespiti ve
karakterizasyonu yapilabilir, ila¢ direngliligi calismalar1 gerceklestirilebilir.

¥ Bilgimiz dogrultusunda benzer bulgular elde etmemize ragmen, hasta
sayimizin az olmasi 6nemli bir dezavantajdir. Daha fazla sayida hasta dahil edilerek,
farkli antikorlar veya farkli molekiiler teknikler kullanilarak c¢alisma
gercgeklestirilebilir.

¥ Ulkemizde yapilan smirhi sayida CTC caligmasi bulunmasi ve bilgimiz
dogrultuda bu calismanin ilk olmasi agisinda tez calismasi Ozgiin bir deger

tagimaktadir.
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8. EKLER

EK-1. CTC saptama amacli kullanilan metotlarin tahmini duyarliligi, avantajlari,

dezavantajlar1 (69).

Tahmini
Metot Avantajlari Dezavantajlar:
Duyarhhik
-Hicre-htcre analizi i¢in uygun
-Hizly, kantitatif degil
PCR tabanh 4.
10™-10° -Yiiksek duyarlilik -Canl1 ve cansiz hiicreler arasinda
yaklasim P, - .
-Klgtk drnek hacmi gerekli ayrim yapmaz
-Diisiik 6zgiillik
-Hizli, kantitatif - Sinrl duyarlilik
-Hucre- hicre analizi -Ornek zenginlestirmede
-Multiparametre kullanmak Uzere blyik 6rnek
Akan Hucre N - . .
ol 10™-10° -Canli-cansiz hiicre ayriminda yiiksek hacmi gerekli
er
¢ ozgulluk -Hucre spesifikliginin gorsel
-Ek karakterizasyon igin CTC sorting dogrulamasi yok
potansiyeli - Teknik ve analitik zorlayici
- Yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik - Sinirli analiz parametrelerini
- Otomatik, kantitatif -CTC yakalama i¢in EpCAM
CellSearch™ - Yuksek tekrarlanabilir kullanilmasi bazi timor
Sistem 107 -Orta miktarda numune hacmi gerekli hiicrelerinin kagigina neden olur
(Veridex) - Canli-cansiz hiicreler tanimlama -Coklu zenginlestirme ve islem
- Ticari olarak temin edilebilir adimlar1 CTC kaybina yol agabilir
-FDA onayu ile sadece tahlil amaglt -Pargal1 6znel okuyucu
-Ylksek hassasiyet ve 6zgulliik -Teknoloji, ticari olarak mevcut
- Niceldir degildir
CTC 107 - En az iglem ile canli-cansiz ayrimi - CTC yakalamak icin EpCAM
Mikrochip - Tanimlama kullanilir kullanimi bazi tiimor hiicrelerini
-Ek karakterizasyon i¢in CTC kurtarma kagirilmasina neden olur
potansiyeline sahiptir - Kismen 6znel okuyucu
- Yiiksek hassasiyet ve dzgullik
; - Niceldir -Analizden dénce izole CTC 48
EPISPOT 10°

- Multiparametre

-Sadece canli tiimdr hiicreleri tespit edilir

saatlik kultura gerektirir
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EK-2. Meme Kanseri Turleri (133).

In situ duktal karsinom (DCIS)

In situ
karsinom In situ lobiiler karsinom (LCIS)
Duktal karsinom (% 70-80)
Lobuler karsinom (% 5-10)
Tibuler karsinom (% 2) (Prognozu iyi)
Kribriform karsinom (%1) (Prognozu iyi)
Meddlller karsinom (% 1-5) (Prognozu koti)
Miisindz (kolloid) karsinom (% 1-2) (Prognozu iyi)
invaziv Invaziv papiller karsinom (% 1)
karsinom

Invaziv mikropapiller karsinom

Apokrin karsinom

Sekretuar (juvenil) karsinom (Prognozu iyi)

Adenoid kistik karsinom

Metaplastik karsinom (Prognozu koéti)

Noéroendokrin timor

Inflamatuar karsinom (Prognozu kotii)
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EK-3. Meme Kanseri TNM Evrelemesi Kriterleri (133).

Erken Evre Evre 1A: Tumor 2 cm veya daha kiigiik. Kanser meme digina yayilmis halde degil.
Tumoér meme Evre 1B: Kigik meme kanseri kiimeleri (0.2 mm*den biylk, 2 mm’den kiigiik) lenf
EVRE | ile sl diigtimlerinde bulunur, ya memede tiimor bulunmaz yada timér 2cm daha kiigiiktiir
(nod-negatif)
Evre 2A: Memede tiimdr bulunmaz yada tiimér 2 cm yada daha kiiglktir.Kanser (2
mm’den buyuktiir)1-3 aksial lenf nodiillerinde yada gogiis kemiginin yakinindaki
Erken Evre
lenf nodulerinde bulunur.timdér 2 cm’den biyiik,5 cm’den kiiguktlr. Kanser lenf
TUmor gapr>2 cm diigtimlerine yayilmamistir.
veya hareketli
EVRE 11 Evre 2B:TUmdr 2cm’den buylk 5cm’den kiglktir.meme kanseri hiicrelerinin kiiguk
lenf nodlarinda
kiimeleri lenf nodillerinde bulunur. (0.2 mm’den biyiik 2mm’den kuiguktur)
tuttulum (nod-
- nodiiliine veya gogiis kemiginin yakinindaki lenf diigiimlerine yayilmistir. sentinel
=" lenf nodu biyopsisi sirasinda bulundu). (5cm’den biiyiiktiir). Kanser lenf
diiglimlerine yayilmamistir
Evre 3A :Memede timor bulunmaz ya da timaér herhangi bir boyutta olabilir. Kanser 4-
9 lenf diigiimiinde ya da gogiis kemigine yakin lenf diigiimlerinde bulunabilir.
(testlerde veya bir fizik muayenede sirasinda bulunur). Timor 5 santimetreden daha
biiytiktiir. Gogiis kanseri hiicrelerinin kiigiik kiimeler (0.2 mm“den bilyiik 2 mm'den
kiigiiktiir), lenf diigiimleri i¢inde bulunur yada tiimér 5 santimetreden daha
blyuktur. Kanser 1-3 aksiller lenf nodiine veya gogiis kemiginin yakinindaki lenf
Lokal ileri Evre bezlerine yayilmustir. (sentinel lenf nodu biyopsisi sirasinda bulundu).
TUmér gogiis EVRE 3B:Timér herhangi bir blyiikliikte olabilir ve kanser gdgiis duvarina ve/veya
duvarina meme derisine yayilir ve sigmeye ya da iilsere neden olur. Kanser 9’dan fazla lenf
FVREI uzanms, lenf nodiiliine ya da gogiis kemigi yakinindaki lenf nodiiliine yayilmis olabilir.
nodlarinda inflamatuar meme kanserine neden olabilir
tutulum EVRE 3C:Memede timér bulunmaz ya da timoér herhangi bir boyutta olabilir. Kanser
gbgiis duvarma ve/veya meme derisine yayilir ve sismeye ya da iilsere neden olur
ve/veya gogiis duvarina yayilir. Genelde kanser 10 ya da daha ¢ok koltuk alti lenf
diigiimlerine, da kopriiclik kemiginin tizerindeki yada altindaki lenf diigiimlerine,
veya koltuk alt1 lenf diigiimleri ve gogiis kemiginin yakinindaki lenf diigiimlerine
yayillmistir. Kanser meme derisine yayilmistir Ayrica enflamatuar meme kanseri
olabilir.
Metastatik Evre
Kemik, karaciger, Kanser viicudun diger bolgelerine siklikla kemikler, akcigerler, karaciger veya beyin
EVRE IV
akciger ve beyin yayild.
metastazlari
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EK-4. Meme Kanseri TNM Evrelemesi (91).

EVRE TUMOR (T) NOD (N) METASTAZ (M)
T
EVRE 0 NO MO
(in situ karsinom)
EVRE | T1 NO MO
TO N1 MO
EVRE Il A T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
EVRE IIB
T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO
EVRE IIIA
T2 N2 MO
T3 N1-2 MO
T4 NO MO
EVRE IIIB T4 N1 MO
T4 N2 MO
EVRE lIIC Herhangi T N3 MO
EVRE IV Herhangi T Herhangi N M1
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LET

Tumor . CTC subpopulasyonlarinda tespit edilen hiicre sayilar:
Hasta Evresi :ucre
AN ¥ T
Grubu (TNM’ye (E:’:]Stls) ER PR c-erb-B2 - EpCAM* CK EpCAM csc
gore) cTC csc csc
E2H1 Evrell 413 472 990+ %90+ 1+ 3 5 7 4 18
E2H2 Evrell 3925000 %90+ 0690+ 0 6 5 9 4 1106
E2H3 Evrell 748 213 0690+ %70+ 0 6 4 12 5 1587
E3H1 Evrelll 850 770 _ %50+ 24 6 7 10 5 2709
E3H2 Evrelll 1931701 %50+ _ 0 7 9 - - -
E3H3 Evrelll 507 836 0690+ %90+ 1+ 3 3 11 1 31
E3H4 Evrelll 1511855 _ _ 3+ 3 0 4 5 39
E3H5 Evrelll 36 362 %690+ %90+ 1+ 2 4 6 3 5
E4H1 EvrelV 1332010 %70+ %60+ o 1 1 - - -
E4H2 EvrelV 194 448 0690+ %90+ 1+ 16 10 13 17 851
E4H3 EvrelV 4 975 000 %690+ %90+ 3+ 5 7 - - -
E2H2T Evrell 251 669 6 6 3 5 29
E4H2T EvrelV 1376 309 10 10 7 9 46

uefikes uoAsendodqns H 1) ueuedes oA 11911039p 7g-q10
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EK-6. Tezden Uretilen Yayin (108).

Determination of Circulating
Tumor Cells in Peripheral Blood
By Flow Cytometry

Ender Simsek", Ozen Ozensoy Guler', Ahmet Carhan', Bilgesu Ersan',
Tugba Kevser Arkan', Yeter Dilek', Elif Ercan', Beyza Ecem Oz', Emine Terzi',
Emrullah Calisir?, Meral Tiryaki®, Ferda Alparslan Pinarli?, Mehmet Hakan Korkmaz®

Abstract

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

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

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

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

Keywords: Cancer, circulating tumor cells (CTCs), flow cytometry
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P40
Which cells are resistant to the cancer treatment? Circulating Tumor
Cells (CTCs) or Cancer Stem Cells (C5Cs)

Ersan B.", Arkan TK., Oz BE.", Ercan E.°, Altundag M_K.®, Alparslan Pinarli F*, Guler G.*, Ozensoy
Guler 0.2, Carhan A", Simsek E.

*“yilgirim Beyozit University, Department of Medical Blology, Ankora, Turkey, “Hacettepe University
Institute of Oncology, Department of Medical Oncology, Ankara, Turkey, *Diskapi Yildirim Beyazit
Trolning and Research Hospltal, Department of Genetics, Ankare, Turkey, *Hocettepe University,
Department of Pathodogy, Ankara, Turkey

Cancer is the second leading cause of death worldwide (1) and the majority of deaths associated with
cancer are due to the metastasis of the original tumaor cells (2). Breast cancer Is the mast common
cancer among women worldwide (3) and circulating turnor cells {CTCs) play a critical role in the
metastatic spread of breast cancer (4). Among CTC subpopulations, there are several phenotypes:
epithelial, epithelial-mesenchymal, mesenchymal and mesanchyrmal stem cells (3). Cancer stem cells
{CSCs) constitute a subpopulation of the CTCs (6). Epithelial-to- mesenchymal transition (EMT) can
cause boss of EpCAM and CK expression, which can cause CTCs to change into C5Cs (4). Thus, CTCs (7)
and C5Cs [8) can lead to an aggressive phenotype, metastasis, and resistance to current theraphas.
The aim of our study was to determine whether the amourts of CTCs and C5Cs are different after the
treatrent. With this purpose, we classified breast cancer patients according to their tumor node
metastasis (THM) stages as well as cancer types and investigated to show which type of cancer cells
s more resistant to cancer treatment. For this reason, the peripheral blood (7.5 mil) samples were
collected from breast cancer patients and healthy volunteers. For the negative selection of our study,
C0u5 was used as a leukocyte marker to enrich CTCs. After the enrichment step, CTCs were labeled
with EpCAM®, O 7,87, CK14,15,16,19°, (D45 and CSCs were labeled with CD44"/C024". Both cell
types were analyzed by BD FACS Aria Il flow cytometry. Aocording to the findings of our study; the
results showed that after the cancer treatment, CTC enumeration was decreased and the C5Cs were
more resistant than the CTCs in patients with differents stages of breast cancer. This may provide us
monitoring of cancer treatment process and giving important information about cancer prognosis.
Keywords: BC, CTCs, CSCs, Flow cytometry

References: 1) Wang L Mining causal relationships armong clinical variables for cancer diagnosis
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2] Pantel K et al. Biology, detection, and clinical implications of circulating tumor cells. EMBO Mol
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Meme Kanseri Hasta Kanlarinda Dolasan Tiimér Hiicreleri (CTC)
Bilgesu ERSAN, Ender SIMSEK

Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltes: Tibbi Bivoloji ABD.

Kanser Tirkiye de ve Diinya’da en sik goriilen ve Slimle sonuglanan hastaliklar siralamasinda 2.
sirada ver almaktadir. Meme kanseri ise kadinlarda en sik gérilen kanser tipleri arasinda ilk
siradadir.  Kanser  hastalifinda  birgok  kisimin hayatimi  witirmesinden  metastaz
sorumludur Metastaz, kanser hiicrelerinin kéken aldiklan bélgeden viicudun farkli doku ve
organlarina yayilmasidir. Metastaz sirasinda periferal kanda bulunan ve yem timér olusumuna
neden olan bu metastatik timér hicreler, dolagan timér hicrelen (CTC) olarak
adlandinlmaktadir. CTCler saglikh bireylerde nadir bulunmaktadir. Bu hiicrelerin tespitine yonelik
kullanilabilecek cihazlann bagimda alom sitometn cihazt yer almaktadir Sadece kanser hastalarmda
sayilanin artist CTC'lert biyobelirteg olma potansiveline ek olarak erken tam ve tedawr takibi ve
girintilleme dnces: dn bl saglama potansiveline sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Meme Kansen, CTC, Akim Sitometris

YBU Saghk Bilimleri Enstitiisii Ibn-I Sina Poster Gini, Mayis 2015

143

19
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EK-9. Etik Kurul Formu

YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI

ETiK KURULU

BASVURU FORMU

FORM-1

Yildinm Beyazit Universitesi Ogrenci ve calisanlan tarafindan yiritilen ve insan
katihmcilardan klinik disi bilgi toplamayi gerektiren arastirmalar igin bu basvuru formunun yani sira
diger gerekli belgelerle “Yildinm Beyazit Universitesi Etik Kurul “una basvurulur. “Yildirm Beyazit
Universitesi Etik Kurul”u basvuruyu “Yiiksekdgretim Kurulu Bagkanhg Etik Kurul Yonergesi” genel
kapsaminda degerlendirir.

BASVURU KAYIT FORMU (Etik Kurul tarafindan doldurulacak)

Arastirma kodu (Y1l — Aragtirma sira no)

201 - A

Basvuru formunun Etik Kurula ulastigi tarih

15112 2014

Etik Kurul Karar toplant tarihi ve karar no

D282 A — U

ARASTIRMANIN BASLIGI

KANDA DOLASAN TUMOR HUCRELERININ FARKLI EVRELERDEKI MEME KANSERLI HASTALARDA

TESPITI

- ARASTIRMACI/ARASTIRMACILAR*

‘ ! Unvan f Adi Soyadi
|1 | Prof.Dr.

2 Prof.Dr. | Galnur GULER |

3 Prof.Dr.

4 Dog.Dr.

5 | Yrd. Dog. | Ender SIMSEK

! Dr.

Kadri
| ALTUNDAG

' Mehmet

Hakan
| KORKMAZ

' Ozen

| OZENSOY
| GULER

| Gorev yeri

‘ Hacettepe

| Universitesi
' Tip Fakiiltesi
Hacettepe
Universitesi
' Tip Fakiiltesi
| Yildinm

| Beyazit

* Universitesi

: Tip Fakdiltesi

Yildirim
Beyazit
Universitesi
Tip Fakiiltesi
Yildirim

| Beyazit

- Universitesi
- Tip Fakiiltesi

‘ Telefon | e-posta
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FORM-1

Bitis  30/06/2015

6 Uzman  Ferda PINARLI | Saglik
Dr. Bakanlig
Digkapi
Yildinm
Beyazit Egitim
‘ve Aragtirma |
Hastanesi Etlik
Semt
Poliklinigi
Genetik  Tam
| Merkezi
7  Uzman  Omer BAYIR Saghk
Dr. Bakanlig
Diskap
Yildinm
Beyazit Egitim
ve Aragtirma
Hastanesi
8  VYiksek  Bilgesu ERSAN  Yildinim
Lisans Beyazit
Ogrencisi Universitesi
Saghk Bilimleri
Enstitlisu
[ 9 . Yiksek | Tugba Kevser  Yildinm
| Lisans | ARKAN Beyazit
Ogrencisi Universitesi
| Saglik Bilimleri
10 Yiksek  Yeter DILEK Yildinm
Lisans ' Beyaut
Ogrencisi Universitesi
Saghk Bilimleri
Enstitiist
ARASTIRMA DONEMI
Baslangig 01/01/2015
ARASTIRMANIN NITELIGI
] “ Ofretim Uyesi aragtirmas
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Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Ggretim dyelerinden Sayin Yrd. Dog. Dr. Ender
SIMSEK'in “KANDA DOLASAN TUMOR HUCRELERININ FARKLI EVRELERDEKI MEME KANSERLI
HASTALARDA TESPITI” adli aragtirmasi degerlendirilmistir.

Proje etik agisindan uygun bulunmustur. ~p

Proje etik agisindan gelistirilmesi gerekmektedir. ()

Proje etik agisindan uygun bulunmamigtir. ()
imzalar:

Prof. Dr. S. Yavuz SANISOGLU
Prof, Dr. Arif ERSOY

Prof, Dr, Mehmet BARCA

Prof. Dr. Mehmet AKKUS

Prof. Dr. M. Fatih USAN

Prof. Dr. Fatih Vehbi CELEBI
Prof. Dr. Erdal Tanas KARAGOL
Prof. Dr. Mustafa Sitki BILGIN
Prof. Dr. Ahmet KANKAL

Dog. Dr. Ozen GZENSOY GULER
Yard. Dog. Dr. Arif DEMIR

Giilcan SERTCELIK

Uye

Uye
Oy

Uye

Uye ] ;\\

Raportor
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EK-10. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bu katildiginiz ¢aligma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi Kanda
Dolagan Tiimér Hiicrelerinin  Farkli Evrelerdeki Meme Kanserli Hastalarda

Tespiti’dir.

Bu arastirmanin amaci, saglikli bireylerin ve meme kanserli hastalarin
kanlarinda dolasan tiimor hiicrelerinin olup olmadigini tespit etmektir. bu arastirmada
sizden sadece 1 (bir) kez bir tup ( 7.5 ml) kan alinacaktir. Arastirmada yer alacak

goniilliilerin sayis1 90’dir.

Bu arastirma ile ilgili olarak doktorunuzun Onerilerine uymak sizin

sorumluluklarimizdir. Bu arastirmada kan alimi sirasinda veya kan alindiktan sonra

goriilebilecek riskler ve rahatsizliklar s6z konusu olabilir. Bunlar, bu bdlgede kanin
dokulara s1izmast sonucu sisme (hematom olusumu) sonrasinda agri, baz1 durumlarda
enfeksiyon, uyusma, seyirme, bulanti, kusma, bayilma gibi durumlardir; ancak bu
sonuglarla ¢ok nadir olarak karsilasilir. Sizin igin beklenen yararlari, meme kanseri
erken tanisinin konulabilecek olmasi ve kanserin sigrama (metastaz) yapip

yapmadiginin belirlenmesidir.

Bu arastirmanin olas1 yararlari, sizden alinan kanlarda dolasan timor
hiicrelerinin varligi arastiritlacak ve meme kanserli hasta kanlarinda bu hicreler
sayilacaktir. Dolasan tiimor hiicresi tespit edilen hastalarda metastaz goriiliip
goriilmeyecegi hakkinda yorum yapilabilecek olmasidir. Riskleri ise meme kanserli
hastalarda, bu tiimor hiicrelerinin tespit edilememesi (yanlis negatif sonug) ya da
saglikli bireylerde timdr hiicresi tespiti (yanlis pozitif sonug) olabilir. Ancak bu iki

durumun ger¢eklesme ihtimali ¢ok diistiktiir.

Arastirmaya bagli bir zarar s6z konusu oldugunda, bu durumun tedavisi
sorumlu arastirict tarafindan yapilacak, ortaya ¢ikan masraflar bireyin kendi saglik

giivencesi olan sosyal giivenlik kurumu tarafindan karsilanacaktir. Arastirma
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sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size veya
yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak icin ya
da ¢aligma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz
icin 0312 305 50 00 no.u telefondan Prof. Dr. Kadri ALTUNDAG’a

bagvurabilirsiniz.

Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir ddeme yapilmayacaktir.
Ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim
hizmetleri icin sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir
iicret istenmeyecektir. Bu Arastirma Yildinm Beyazit Universitesi Bilimsel

Arastirma Projesi tarafindan desteklenmektedir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
Aragstirict bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan gerekleri yerine
getirmemeniz, calisma programini aksatmaniz nedeni ile sizi arastirmadan
cikarabilir. Arastirmanin sonuclart bilimsel amacla kullanilacaktir; c¢alismadan
¢ekilmeniz ya da arastirict tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi

veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir.

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

analizinden sonra ulasabilecegi bildirilmelidir).

Caliymaya Katilma Onayr:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once goniillilye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve sozli olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari
arastirictya  sordum, yazili ve soOzli olarak bana yapilan tiim acgiklamalar

ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime

149



karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi

bilgilerin gozden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma

yiirlitiiclisline yetki veriyor ve soz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim

davetini hic¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik icerisinde kabul

ediyorum.

Bu formun imzali bir kopyasi bana verilecektir.

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

Tarih ve Imza:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin,

Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,

Adi-Soyadz:
Gorevi:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan
gorevlisinin/goriisme tam@inin,
Adi-Soyadz:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:Tarih ve Imza:

sonuna
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EK-11. Ozgegmis
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Dogum tarihi :11/05/1989
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:Y1ldirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi,

Adres
Tibbi Biyoloji, Anabilim, Ankara
E-mail :bilgesuersan@gmail.com
EGITIM
Lise : 75. Y1l Yabanci Dil Agirlikli Lisesi
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