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DOLASAN TUMOR HUCRELERI VE SIVI BIYOPSI ILE
TANI VE TEDAVI YAKLASIMLARI

Gizem AYNA DURAN:

GIRIS

Kanser, diinyanin bir¢ok iilkesinde erken 6liime siklikla neden olan hastaliklar-
dan sadece bir tanesisdir ve kanserli hastalarin sayisinin 6niimiizdeki yillarda ar-
tis gostermesi beklenmektedir (1,2). Boylesine yaygin ve toplumu tehdit eden bir
hastaligin tan1 ve tedavisinde gelistirilen yaklasimlar ve bu yaklagimlarin etkinligi
giderek artan sayilar1 bir nebze olsun azaltmak agisindan 6nemlidir. Bu tan1 ve
dolayisiyla tedaviye direkt katkisi olacag: diistiniilen yontemlerden birisi de siv1
biyopsisi araciligiyla toplanip karakterize edilebilen kanda serbest dolasan tiimor
hiicrelerinin tespit edildigi yontemlerdir.

Dolasan tiimér hiicreleri (Circulating tumor cells-CTC) kat1 bir tiimor lezyo-
nundan ayrilan ya da hali hazirda metastatik 6zellikte olup kan dolagimina kari-
san kanser hiicreleri olarak tanimlanmaktadir. CTC’lerin kanser prognozundaki
rolii birgok kanser ¢esidinde gosterilmistir. Buna karsilik tan1 ve tedavideki et-
kinligi hentiz arastirma agamasindadir. Bu kitap boliimitinde CTC’lerin biyolojik
ozellikleri, toplanma ve analiz yontemlerinden, klinik uygulamalardan ve gelisti-
rilen bir alan olarak yeni benimsenen arastirma yontemlerinden bahsedilecektir.

KANDA SERBEST DOLASAN TUMOR HUCRELERI (CTC’'LER)

Kanda serbest dolasan tiimor hiicreleri 1869 yilinda ilk kez Thomas Ashworth
tarafindan gozlenmistir (3). Cogu durumda, 6liime neden olan birincil tiimor de-
gildir fakat metastazlardir. Metastatik tiimoérler tiim insan viicuduna yayilmakta-
dir ve ¢ikarilmasi veya tedavisi birincil timoére gore ¢ok daha zor olan durumlar
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dolagimdaki tiimoér hiicrelerinin analizi metastatik
kanserlerin biyolojisi hakkinda bilgi saglamak ve kanserlerin prognozunu izle-
mek agisindan 6nem arz etmektedir. Ayrica kanda dolasan timoér hiicreleri bir-

1 Dr. Ogr. Uyesi, Izmir Ekonomi Universitesi, Mithendislik Fakiiltesi, Biyomedikal Miihendisligi Boliimdi,
gizem.duran@jieu.edu.tr

-11 -



Giincel Tibbi Biyoloji ve Genetik Calismalar 111

¢ok organda metastazi da baglatabilmektedir (4). Birincil timérden koken aldig:
diistiniilen CTC’ler bir siire sonra kanda birincil timdrden oldukea uzak organ ve
bolgelere go¢ ederken farklilasmaktadirlar ve degisen epitelyal-mezenkimal gegis
(EMT) ozellikleri sayesinde metastatik 6zellik kazanmalar1 kolaylasmaktadir (5).

Kan dolagiminda tagindiklarinda, CTC’lerin biiyiik bir kismi maruz kaldiklar:
kesme gerilmesinden dolay1 (shear stress) zarar goriir veya belirli bir ytizey ile
baglantilar kesilip sirkiile eden hiicre formuna doniistiikleri i¢in programlanmig
bir hiicre 6liim mekanizmasi olan anoikik hiicre dlimiinden dolay: 6liirler (5,
6). CTC’lerin kan dolasiminda sag kalimlarini engelleyen bir diger neden de ba-
g1s1klik sistemi tarafindan yok edilmeleridir. Bunun yani sira, CTC’lerin kiigiik
bir kismi1 kanda immiin sistemi baskilayici sitokinler salgilayan plateletler, not-
rofil hiicreleri, makrofajlar ya da timoér baslangici, anjiyogenez, metastaz ve ilag
direnci gibi siireglerde biiyiik rol oynayan kanser-iliskili fibroblastlar (CAFs) ile
etkilesime girerek bagisiklik sisteminden kagmaya ve sag kalimlarini siirdiirme-
ye ¢aligmaktadirlar (7, 8). CTC’ler kan akiginda immiin sistemden kagmak i¢in
hipoksi iligkili genleri (HIF-1a, BNIP3, CA-IX and GLUT1), EMT iliskili genleri
(Snail, Twist, EpCam, Vimentin and E-cadherin) ve kanser kok hiicreleri (Nanog,
OCT4, SOX2 and CD133) iliskili genleri yukari regiile ettigi bilinmektedir (9).

Dolasan Tiimér Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Kanda CTC’lerin sayilar1 bityiik kan hiicreleri ile karsilastirildiginda oldukga az-
dir ve kanda bulunan diger hiicre ve molekiillerin arasinda CTC’lerin tespit edil-
mesi oldukg¢a zordur. Bununla birlikte, CTC’lerin tespiti i¢in ortaya ¢ikan tekno-
lojiler ve kan hiicrelerinden tiimor hiicrelerini ayirmaya yarayan zenginlestirme
metotlar1 (enrichment methods), CTC’lerin biyolojisine yonelik arastirmalarin
derinlestirilmesine katkida bulunmus ve klinik uygulamalari kolaylastirmistir.

CTClerin saptanmasinda genellikle molekiiler belirtegler (epitel, mezankimal
ve spesifik belirtegler) kullanilmaktadir. Molekiiler belirtegler farkl: kanser tiir-
leri arasinda degisiklik gosterse de ¢ogu kanser tiirii (meme, prostat, pankreas,
kolorektal, hepatoseliiler kanserler) epitel hiicre kokenli oldugundan dolay: epitel
hiicre adezyon molekiilii (EpCAM) en yaygin olarak kullanilan belirtectir (10, 5).
EpCAM ilk olarak 1979 yilinda farelerde kolorektal karsinom ¢aligmalarinda elde
edilen monoklonal antikorlar tarafindan taninan hiimoral bir antijen olarak ta-
nimlanmigtir (11). Ornegin, EpCAM molekiilii basta meme ve prostat kanserine
ait CTC’lerde erken veya metastatik siiregle ilgili hastaligin prognozu hakkinda
ciddi fikir verdigi bilinmektedir (12,13). Bunun yani sira pankreas, kolorektal,
hepatoseliiler kanserlerde de bir belirte¢ olarak kabul gormektedir (5, 14, 15).
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EpCAM molekiiliiniin kanser belirteci olarak kullanilmasi normalde EpCAM
molekiiliinii az eksprese eden ya da EpCAM molekiiliine sahip olmayan noroje-
nik kanserlerde uygun degildir (16, 17). Bunun yani sira kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) gibi bazi kanser tiirlerinde ise EpCAM negatif CTC’le-
rin miktarinin EpCAM pozitif CTC’lerden 6nemli 6l¢iide daha ¢ok oldugu sap-
tanmustir (18, 19). EpCAM molekiilii epitel kokenli olan ve kanser belirteci olarak
en sik rastlanan metastatik meme kanserlerinde bile tim CTC’lerde pozitif ol-
mayabilir. Metastatik meme kanseri CTC’lerinde EpCAM negatif hiicreler tayin
sirasinda goz ardi edilebilmektedir (20, 21).

Metastaz, kansere bagl oliimlerin baslica nedenlerinden en 6nemlisidir ve bu
nedenle metastazin 6nlenmesi ve tedavisi klinik sonuglarin iyilestirilmesi icin esas-
tir. Evrimsel olarak korunan bir siireg olan epitelyal mezenkimal gecis (EMT), kar-
sinojenezde metastatik siiregler devreye girdiginde gozlenen bir olgudur. EMT ile
kanserli hiicre artan hareketlilik, damar ve baska dokulara go¢ ve apoptotik uyaran-
lara kars: direng kazanma gibi 6zellikle edinerek metastatik 6zellikler kazanmak-
tadir. EMT siirecinde kanser hiicreleri bir takim molekiiler degisimler gegirirler.
Ornegin hiicrelerde bu siirecte epitel belirteclerin (E-kadherin, ZO-1, claudinler ve
okludinler) ekspresyonu azalirken, mezankimal belirteglerin (vimentin, N-cadhe-
rin, fibroblast-spesifik protein ve fibronektin) ekspresyonlar: artis gostermektedir
(22, 5). Ornegin epitel hiicre kokenli olan meme ve prostat kanseri CTC’lerinde,
kolorektal kanserler, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, pankreatik kanserler,
hepatoseliiler kanserler, gastrik kanserlerde ortak olarak en siklikla tayin edilen
mezankimal belirtecler vimentin ve twist olarak karsimiza ¢ikmaktadir (5). N-ka-
derin siklikla meme kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve gastrik
kanserlerde belirte¢ olarak kullanilirken KLF8 (23) sadece pankreatik kanserlerde,
SNAII (24, 25), AKT2 (24, 25) ve LOXL3 (26) mezankimal belirtecleri de kolorek-
tal kanserlerde kullanilmaktadir (5, 24, 27, 28, 29, 30, 31, 32). Bunun yani sira bob-
rek kanseri, mesane kanseri, 6zafagus kanseri, servikal kanserler, melanoma gibi
kanser tiirlerinde tespit edilmis mezankimal belirtegler mevcut degildir (5).

CTC’lerde kanserlere spesifik belirteglerin taranmasi da kanser prognozu ve ta-
nisinda siklikla kullanilan yontemlerdendir. Kanser spesifik belirtecler genellikle
primer kanserli dokuyu temsil ettiginden dolayr CTC’lerde eksprese edilme oran-
lar1 zaman zaman daha diisiik seyredebilmektedir. Ornegin meme kanserlerinde
insan epidermal biiytime faktorii reseptorii-2 (HER2) gen amplifikasyonu primer
meme kanserli dokuda ¢ok 6nemli bir tan1 belirteci iken CTC’lerde eksprese oran-
lar1 daha diisiik olabilmektedir (%15 kadar) (33). Bunun yani sira dstrojen resepto-
rii, prostata 6zgii membran antijeni, folat reseptorii ve survivin gibi diger biyobelir-
tegler, farkli kanserlerde CTC belirtegleri olarak tanimlanmugstir (5, 34, 35, 36, 37).
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Dolasan Tiimér Hiicrelerinin Toplanma ve Analiz Yontemleri

Kanser hastalarindan metastatik dolasimdaki tiimor hiicrelerinin (CTC’ler) izolas-
yonu ve karakterizasyonu hastalik izleme ve molekiiler karakterizasyon i¢in oldukga
onemlidir. Son yillarda bir¢ok yeni CTC izolasyon yontemi gelistirilmesine ragmen
kanserli dokularin heterojenitesinden ve kosullara gére dinamik bir sekilde degisime
ugramalarindan dolay: spesifik ve hassas belirteglerin tayin edilmesi zorlasmaktadir.
Bu nedenle de CTC’lerin izolasyonu ve tespiti zaman zaman oldukga zor olmaktadir.

CTClerin izolasyon yontemleri fiziksel 6zelliklere gore izolasyon (boyut ve
membran kapasitansi gibi), fonksiyon bazli izolasyon, immiinoboncuk (immuno-
bead) ile zenginlestirme, mikro cihazlar ve mikroakiskan platformlarin kullanil-
dig1 yontemler olarak siniflandirilmaktadir (38). Bunun yani sira CTC’lerin top-
lanma yontemleri genel olarak belirli bir antijeni tayin edebilen yontemlerdir. Bu
baglamda bilinen yontemlerden biri CellResearch sistemidir ve bu yontem ABD
Gida ve ilag Idaresi (Food and Drug Administration-FDA) tarafindan onaylan-
mus pozitif CTC zenginlestirme (enrichment) yontemi olarak bilinmektedir (39).

Bu teknoloji ile CTC’ler EpCAM konjuge manyetik ferroakiskanlar ile yaka-
lanmaktadir. Ilk adimda, yontem plazma bilesenlerini ortadan kaldirmak igin
santrifiigasyondan olugan iki agamali bir prosediire dayanmaktadur. Ikinci adim-
da, varsayilan CTC’ler boyanmaktadir ve anti-sitokeratin antikorlar: kullanilarak
tanimlanmaktadir. Bu sirada kontaminant beyaz kan hiicreleri (WBC’ler) CD45
boyamasi yoluyla tanimlanip CTC’lerden ayrilmaktadir. (39, 40).

CTClerin izolasyonunda kullanilan bir diger yontem ise Agerbaek ve ark. tara-
findan gelistirilen EpCAM bagimsiz bir se¢ilimin oldugu bir yontemdir. Bu yéntem
sitma rVAR?2 proteininin EMT siirecinde epitelyal ve mezenkimal kanser hiicre-
lerinde eksprese edilen onkofetal kondroitin siilfata (ofCS) spesifik baglanmasina
dayanan CTC izolasyonudur. Bu ¢alismada rVAR2’nin CTC’leri periferik kan mo-
noniikleer hiicrelerinin minimum kontaminasyonu ile hepatik, pankreas ve prostat
kanserli hastalardan verimli bir sekilde izole edebildigi gosterilmistir (41).

CTClerin izolasyonu icin in vivo yontemler de gelistirilmistir. Bu yontemde
CTCler dogrudan periferik damardan siirekli olarak toplamaktadir. Gelistirilen
sistem CTC zenginlestirmeden sonra kalan kan tiriinlerini damara geri vererek
uzun bir siire boyunca klasik flebotomi érneklerinden daha biiyiik kan hacimleri-
nin kullanilmasina izin vermektedir (42).

Pozitif CTC segimi genellikle antijen eksprese eden CTC’lerin yiiksek oran-
da izole edilmesini ve periferal kan hiicresi kontaminasyonu oranlarinin diigiik
olmasini saglasa da CTC’ler belirli kosullar altinda belirli bir antijenin ekspresyo-
nunu dinamik olarak degistirebilmektedir ve bu da belirli bir numunedeki toplam
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CTC popiilasyonunun eksik tahmin edilmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle
tek-hiicre izolasyon metodu olarak bilinen CTC’lerin boyuta dayali filtrasyonunu
(kan hiicrelerine kiyasla daha biiyiik ¢aplarindan yararlanarak) baz alan yeni yon-
temler gelistirilmektedir. Ornegin; mikroakiskan yontemlerin kullanildigi CTC
izolasyon metotlarinin kullanilmasinin yani sira nanoteknolojinin kullanildig: ve
manyetik nanopartikiil temelli yontemler de gelistirilmektedir (43, 44, 45, 46).
Mikroakiskanlar temelli yontemlerin yani sira altin nanopatikiillerin de kullanil-
dig1 CTC izolasyon yontemleri mevcuttur (47).

CTClerin mutasyonel analizi i¢in, su anda mevcut olan en gelismis biyotek-
nolojik yontem tiim genom amplifikasyonunun (WGA) ve ardindan yeni nesil
dizilemenin (NGS) kombinasyonunu seklindedir. Fakat, WGA yontemi hem uz-
manlik gerektiren hem de zaman harcanmasi gereken bir basamaktir. Bu nedenle
WGA siirecini devreden ¢ikartacak yeni bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde
WGA yontemi devre dig1 birakilip NGS ile CTC zenginlestirilmesi yapilmaktadr.
S6z konusu bu yontem sivi biyopsinin analitik dogrulugunu artirabilen ve kli-
nik ¢alismalar i¢in kanser hastalarindan alinan CTC’lerin ve hatta dolasan tiimor
DNA’sinin (ctDNA) incelenmesinde umut verici goriinen maliyet etkin, zaman
kazandiran ve giivenilir bir metodolojik yaklasim olarak benimsenmistir (48,49).

Kanser Tanisinda Likit (Siv1) Biyopsisi ve CTC Tabanh Klinik Uygulamalar

Dolasan tiimor hiicrelerinin belirlenmesi ve biyolojisinin analiz edilmesinin yan1
sira s1v1 biyopsi tabanli kisisellestirilmis kanser tani ve tedavi yontemleri de olaga-
niistil bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giincel siv1 biyopsisi uygulama-
lar1 ve CTC tabanli tani ve tedavi yontemlerinin kullanildig: teknikler gintimiiz-
de hemen hemen her kanser tiirii i¢in klinik agidan denenmektedir. Siv1 biyopsi
yontemlerinin gelistirildigi ve aktif kullanildig1 global diizeydeki sirketler Cell-
MaxLife, Exosomedx, Cynvenio, Guardant 360, Grail gibi sirketlerdir. Her birinin
uzmanlik alani ve odaklandig1 konular birbirinden farklidir ve siv1 biyopsisini her
biri birbirinden farkli ama ortak olarak kanser tani ve tedavilerine hizmet vermek
tizere gerceklestirmektedirler (49). Ornegin, Grail sirketi akciger kanseri de dahil
olmak {izere birden fazla kanser tiiriinii tespit etmek icin tasarlanmais bir kan testi
tasarlamustir. (50). CellMaxLife sirketi kolorektal kanser, adenomlar ve kolorektal
kanser taramasi ve profili i¢in dolasimdaki tiimor hiicrelerini kullanarak tespit
yontemi gelistirmistir (51). Exosomedx sirketi ekzozom temelli bir yontem kulla-
narak kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ve prostat kanseri teshisi kiti tasarlamigtir
(52). Cynvenio sirketi NGS temelli teknikle mutasyon taramasi gerceklestirmek-
tedir (53). Guardant 360 sirketi kanser igin yiiksek riskli fakat asemptomatik bi-
reylerde erken kanser tayini kitleri tizerine ¢alismaktadir (54). Biitiin bunlarin
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yant sira Personal Genome Diagnostics sirketi ise NGS yontemi kullanarak 64
genin taranmasini igeren kisisel kanser tani kiti gelistirmektedir (55, 49).

Aktif olarak klinikte meme kanseri, kolorektal kanserler, epidermal bityiime fak-
torii reseptorit (EGFR) pozitif akciger kanseri, melanoma gesitleri icin CTC izolas-
yonu, karakterizasyonu ve siv1 biyopsisi uygulamalar1 gerceklestirilmektedir (56).

SONUC

Siv1 biyopsisi son zamanlarda doku biyopsisi sirasinda olusan bazi sikintilar ve kan-
serli hiicrelerin olasi yayilmas gibi sorunlar dolaysiyla popiiler hale gelmistir. Mini-
mal diizeyde invaziv sekilde hiicre/genetik materyal toplanarak gergeklestirilen siv1
biyopsisi sayesinde primer kanserli doku ve metastaz siireci hakkinda ciddi bilgiler
edinilmektedir. Bu bilgiler hem tan1 hem de tedavi siireglerinde ciddi katkilar sagla-
maktadir. Sivi1 biyopsisi ile kandan CTC’ler, kanser hiicreleri dolasan tiimér DNAs1
(ctDNA), RNA (mRNA ve mikroRNA), hiicre dis1 vezikiiller (EV) olarak adlandi-
rilan, proteinler ve niikleik asitler igeren zarla kapsiillenmis hiicre alt1 yapilar olan
eksozomlar dahil, dolasan hiicresiz DNA (cfDNA) fragmanlari toplanabilmektedir.
Bu kitap béliimiiniin ana konusu CTC’ler oldugundan dolay1 daha ¢ok dolasan hiic-
reler ve izolasyon/analiz ve klinik uygulamalar1 hakkinda bilgi verilmistir.
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