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BÖLÜM 2

DOLAŞAN TÜMÖR HÜCRELERİ VE SIVI BİYOPSİ İLE 
TANI VE TEDAVİ YAKLAŞIMLARI

Gizem AYNA DURAN1

GIRIŞ

Kanser, dünyanın birçok ülkesinde erken ölüme sıklıkla neden olan hastalıklar-
dan sadece bir tanesisdir ve kanserli hastaların sayısının önümüzdeki yıllarda ar-
tış göstermesi beklenmektedir (1,2). Böylesine yaygın ve toplumu tehdit eden bir 
hastalığın tanı ve tedavisinde geliştirilen yaklaşımlar ve bu yaklaşımların etkinliği 
giderek artan sayıları bir nebze olsun azaltmak açısından önemlidir. Bu tanı ve 
dolayısıyla tedaviye direkt katkısı olacağı düşünülen yöntemlerden birisi de sıvı 
biyopsisi aracılığıyla toplanıp karakterize edilebilen kanda serbest dolaşan tümör 
hücrelerinin tespit edildiği yöntemlerdir.

Dolaşan tümör hücreleri (Circulating tumor cells-CTC) katı bir tümör lezyo-
nundan ayrılan ya da hali hazırda metastatik özellikte olup kan dolaşımına karı-
şan kanser hücreleri olarak tanımlanmaktadır. CTC’lerin kanser prognozundaki 
rolü birçok kanser çeşidinde gösterilmiştir. Buna karşılık tanı ve tedavideki et-
kinliği henüz araştırma aşamasındadır. Bu kitap bölümünde CTC’lerin biyolojik 
özellikleri, toplanma ve analiz yöntemlerinden, klinik uygulamalardan ve gelişti-
rilen bir alan olarak yeni benimsenen araştırma yöntemlerinden bahsedilecektir.

KANDA SERBEST DOLAŞAN TÜMÖR HÜCRELERI (CTC’LER)

Kanda serbest dolaşan tümör hücreleri 1869 yılında ilk kez Thomas Ashworth 
tarafından gözlenmiştir (3). Çoğu durumda, ölüme neden olan birincil tümör de-
ğildir fakat metastazlardır. Metastatik tümörler tüm insan vücuduna yayılmakta-
dır ve çıkarılması veya tedavisi birincil tümöre göre çok daha zor olan durumlar 
olarak karşımıza çıkmaktadır. Dolaşımdaki tümör hücrelerinin analizi metastatik 
kanserlerin biyolojisi hakkında bilgi sağlamak ve kanserlerin prognozunu izle-
mek açısından önem arz etmektedir. Ayrıca kanda dolaşan tümör hücreleri bir-
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çok organda metastazı da başlatabilmektedir (4). Birincil tümörden köken aldığı 
düşünülen CTC’ler bir süre sonra kanda birincil tümörden oldukça uzak organ ve 
bölgelere göç ederken farklılaşmaktadırlar ve değişen epitelyal-mezenkimal geçiş 
(EMT) özellikleri sayesinde metastatik özellik kazanmaları kolaylaşmaktadır (5).

Kan dolaşımında taşındıklarında, CTC’lerin büyük bir kısmı maruz kaldıkları 
kesme gerilmesinden dolayı (shear stress) zarar görür veya belirli bir yüzey ile 
bağlantıları kesilip sirküle eden hücre formuna dönüştükleri için programlanmış 
bir hücre ölüm mekanizması olan anoikik hücre ölümünden dolayı ölürler (5, 
6). CTC’lerin kan dolaşımında sağ kalımlarını engelleyen bir diğer neden de ba-
ğışıklık sistemi tarafından yok edilmeleridir. Bunun yanı sıra, CTC’lerin küçük 
bir kısmı kanda immün sistemi baskılayıcı sitokinler salgılayan plateletler, nöt-
rofil hücreleri, makrofajlar ya da tümör başlangıcı, anjiyogenez, metastaz ve ilaç 
direnci gibi süreçlerde büyük rol oynayan kanser-ilişkili fibroblastlar (CAFs) ile 
etkileşime girerek bağışıklık sisteminden kaçmaya ve sağ kalımlarını sürdürme-
ye çalışmaktadırlar (7, 8). CTC’ler kan akışında immün sistemden kaçmak için 
hipoksi ilişkili genleri (HIF-1α, BNIP3, CA-IX and GLUT1), EMT ilişkili genleri 
(Snail, Twist, EpCam, Vimentin and E-cadherin) ve kanser kök hücreleri (Nanog, 
OCT4, SOX2 and CD133) ilişkili genleri yukarı regüle ettiği bilinmektedir (9).

Dolaşan Tümör Hücrelerinin Karakterizasyonu
Kanda CTC’lerin sayıları büyük kan hücreleri ile karşılaştırıldığında oldukça az-
dır ve kanda bulunan diğer hücre ve moleküllerin arasında CTC’lerin tespit edil-
mesi oldukça zordur. Bununla birlikte, CTC’lerin tespiti için ortaya çıkan tekno-
lojiler ve kan hücrelerinden tümör hücrelerini ayırmaya yarayan zenginleştirme 
metotları (enrichment methods), CTC’lerin biyolojisine yönelik araştırmaların 
derinleştirilmesine katkıda bulunmuş ve klinik uygulamaları kolaylaştırmıştır.

CTC’lerin saptanmasında genellikle moleküler belirteçler (epitel, mezankimal 
ve spesifik belirteçler) kullanılmaktadır. Moleküler belirteçler farklı kanser tür-
leri arasında değişiklik gösterse de çoğu kanser türü (meme, prostat, pankreas, 
kolorektal, hepatoselüler kanserler) epitel hücre kökenli olduğundan dolayı epitel 
hücre adezyon molekülü (EpCAM) en yaygın olarak kullanılan belirteçtir (10, 5). 
EpCAM ilk olarak 1979 yılında farelerde kolorektal karsinom çalışmalarında elde 
edilen monoklonal antikorlar tarafından tanınan hümoral bir antijen olarak ta-
nımlanmıştır (11). Örneğin, EpCAM molekülü başta meme ve prostat kanserine 
ait CTC’lerde erken veya metastatik süreçle ilgili hastalığın prognozu hakkında 
ciddi fikir verdiği bilinmektedir (12,13). Bunun yanı sıra pankreas, kolorektal, 
hepatoselüler kanserlerde de bir belirteç olarak kabul görmektedir (5, 14, 15).
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EpCAM molekülünün kanser belirteci olarak kullanılması normalde EpCAM 
molekülünü az eksprese eden ya da EpCAM molekülüne sahip olmayan nöroje-
nik kanserlerde uygun değildir (16, 17). Bunun yanı sıra küçük hücreli olmayan 
akciğer kanseri (NSCLC) gibi bazı kanser türlerinde ise EpCAM negatif CTC’le-
rin miktarının EpCAM pozitif CTC’lerden önemli ölçüde daha çok olduğu sap-
tanmıştır (18, 19). EpCAM molekülü epitel kökenli olan ve kanser belirteci olarak 
en sık rastlanan metastatik meme kanserlerinde bile tüm CTC’lerde pozitif ol-
mayabilir. Metastatik meme kanseri CTC’lerinde EpCAM negatif hücreler tayin 
sırasında göz ardı edilebilmektedir (20, 21).

Metastaz, kansere bağlı ölümlerin başlıca nedenlerinden en önemlisidir ve bu 
nedenle metastazın önlenmesi ve tedavisi klinik sonuçların iyileştirilmesi için esas-
tır. Evrimsel olarak korunan bir süreç olan epitelyal mezenkimal geçiş (EMT), kar-
sinojenezde metastatik süreçler devreye girdiğinde gözlenen bir olgudur. EMT ile 
kanserli hücre artan hareketlilik, damar ve başka dokulara göç ve apoptotik uyaran-
lara karşı direnç kazanma gibi özellikle edinerek metastatik özellikler kazanmak-
tadır. EMT sürecinde kanser hücreleri bir takım moleküler değişimler geçirirler. 
Örneğin hücrelerde bu süreçte epitel belirteçlerin (E-kadherin, ZO-1, claudinler ve 
okludinler) ekspresyonu azalırken, mezankimal belirteçlerin (vimentin, N-cadhe-
rin, fibroblast-spesifik protein ve fibronektin) ekspresyonları artış göstermektedir 
(22, 5). Örneğin epitel hücre kökenli olan meme ve prostat kanseri CTC’lerinde, 
kolorektal kanserler, küçük hücreli olmayan akciğer kanseri, pankreatik kanserler, 
hepatoselüler kanserler, gastrik kanserlerde ortak olarak en sıklıkla tayin edilen 
mezankimal belirteçler vimentin ve twist olarak karşımıza çıkmaktadır (5). N-ka-
derin sıklıkla meme kanseri ve küçük hücreli olmayan akciğer kanseri ve gastrik 
kanserlerde belirteç olarak kullanılırken KLF8 (23) sadece pankreatik kanserlerde, 
SNAI1 (24, 25), AKT2 (24, 25) ve LOXL3 (26) mezankimal belirteçleri de kolorek-
tal kanserlerde kullanılmaktadır (5, 24, 27, 28, 29, 30, 31, 32). Bunun yanı sıra böb-
rek kanseri, mesane kanseri, özafagus kanseri, servikal kanserler, melanoma gibi 
kanser türlerinde tespit edilmiş mezankimal belirteçler mevcut değildir (5).

CTC’lerde kanserlere spesifik belirteçlerin taranması da kanser prognozu ve ta-
nısında sıklıkla kullanılan yöntemlerdendir. Kanser spesifik belirteçler genellikle 
primer kanserli dokuyu temsil ettiğinden dolayı CTC’lerde eksprese edilme oran-
ları zaman zaman daha düşük seyredebilmektedir. Örneğin meme kanserlerinde 
insan epidermal büyüme faktörü reseptörü-2 (HER2) gen amplifikasyonu primer 
meme kanserli dokuda çok önemli bir tanı belirteci iken CTC’lerde eksprese oran-
ları daha düşük olabilmektedir (%15 kadar) (33). Bunun yanı sıra östrojen reseptö-
rü, prostata özgü membran antijeni, folat reseptörü ve survivin gibi diğer biyobelir-
teçler, farklı kanserlerde CTC belirteçleri olarak tanımlanmıştır (5, 34, 35, 36, 37).
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Dolaşan Tümör Hücrelerinin Toplanma ve Analiz Yöntemleri
Kanser hastalarından metastatik dolaşımdaki tümör hücrelerinin (CTC’ler) izolas-
yonu ve karakterizasyonu hastalık izleme ve moleküler karakterizasyon için oldukça 
önemlidir. Son yıllarda birçok yeni CTC izolasyon yöntemi geliştirilmesine rağmen 
kanserli dokuların heterojenitesinden ve koşullara göre dinamik bir şekilde değişime 
uğramalarından dolayı spesifik ve hassas belirteçlerin tayin edilmesi zorlaşmaktadır. 
Bu nedenle de CTC’lerin izolasyonu ve tespiti zaman zaman oldukça zor olmaktadır.

CTC’lerin izolasyon yöntemleri fiziksel özelliklere göre izolasyon (boyut ve 
membran kapasitansı gibi), fonksiyon bazlı izolasyon, immünoboncuk (immuno-
bead) ile zenginleştirme, mikro cihazlar ve mikroakışkan platformların kullanıl-
dığı yöntemler olarak sınıflandırılmaktadır (38). Bunun yanı sıra CTC’lerin top-
lanma yöntemleri genel olarak belirli bir antijeni tayin edebilen yöntemlerdir. Bu 
bağlamda bilinen yöntemlerden biri CellResearch sistemidir ve bu yöntem ABD 
Gıda ve İlaç İdaresi (Food and Drug Administration-FDA) tarafından onaylan-
mış pozitif CTC zenginleştirme (enrichment) yöntemi olarak bilinmektedir (39).

Bu teknoloji ile CTC’ler EpCAM konjuge manyetik ferroakışkanlar ile yaka-
lanmaktadır. İlk adımda, yöntem plazma bileşenlerini ortadan kaldırmak için 
santrifügasyondan oluşan iki aşamalı bir prosedüre dayanmaktadır. İkinci adım-
da, varsayılan CTC’ler boyanmaktadır ve anti-sitokeratin antikorları kullanılarak 
tanımlanmaktadır. Bu sırada kontaminant beyaz kan hücreleri (WBC’ler) CD45 
boyaması yoluyla tanımlanıp CTC’lerden ayrılmaktadır. (39, 40).

CTC’lerin izolasyonunda kullanılan bir diğer yöntem ise Agerbæk ve ark. tara-
fından geliştirilen EpCAM bağımsız bir seçilimin olduğu bir yöntemdir. Bu yöntem 
sıtma rVAR2 proteininin EMT sürecinde epitelyal ve mezenkimal kanser hücre-
lerinde eksprese edilen onkofetal kondroitin sülfata (ofCS) spesifik bağlanmasına 
dayanan CTC izolasyonudur. Bu çalışmada rVAR2’nin CTC’leri periferik kan mo-
nonükleer hücrelerinin minimum kontaminasyonu ile hepatik, pankreas ve prostat 
kanserli hastalardan verimli bir şekilde izole edebildiği gösterilmiştir (41).

CTC’lerin izolasyonu için in vivo yöntemler de geliştirilmiştir. Bu yöntemde 
CTC›ler doğrudan periferik damardan sürekli olarak toplamaktadır. Geliştirilen 
sistem CTC zenginleştirmeden sonra kalan kan ürünlerini damara geri vererek 
uzun bir süre boyunca klasik flebotomi örneklerinden daha büyük kan hacimleri-
nin kullanılmasına izin vermektedir (42).

Pozitif CTC seçimi genellikle antijen eksprese eden CTC’lerin yüksek oran-
da izole edilmesini ve periferal kan hücresi kontaminasyonu oranlarının düşük 
olmasını sağlasa da CTC’ler belirli koşullar altında belirli bir antijenin ekspresyo-
nunu dinamik olarak değiştirebilmektedir ve bu da belirli bir numunedeki toplam 
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CTC popülasyonunun eksik tahmin edilmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle 
tek-hücre izolasyon metodu olarak bilinen CTC’lerin boyuta dayalı filtrasyonunu 
(kan hücrelerine kıyasla daha büyük çaplarından yararlanarak) baz alan yeni yön-
temler geliştirilmektedir. Örneğin; mikroakışkan yöntemlerin kullanıldığı CTC 
izolasyon metotlarının kullanılmasının yanı sıra nanoteknolojinin kullanıldığı ve 
manyetik nanopartikül temelli yöntemler de geliştirilmektedir (43, 44, 45, 46). 
Mikroakışkanlar temelli yöntemlerin yanı sıra altın nanopatiküllerin de kullanıl-
dığı CTC izolasyon yöntemleri mevcuttur (47).

CTC’lerin mutasyonel analizi için, şu anda mevcut olan en gelişmiş biyotek-
nolojik yöntem tüm genom amplifikasyonunun (WGA) ve ardından yeni nesil 
dizilemenin (NGS) kombinasyonunu şeklindedir. Fakat, WGA yöntemi hem uz-
manlık gerektiren hem de zaman harcanması gereken bir basamaktır. Bu nedenle 
WGA sürecini devreden çıkartacak yeni bir yöntem geliştirilmiştir. Bu yöntemde 
WGA yöntemi devre dışı bırakılıp NGS ile CTC zenginleştirilmesi yapılmaktadır. 
Söz konusu bu yöntem sıvı biyopsinin analitik doğruluğunu artırabilen ve kli-
nik çalışmalar için kanser hastalarından alınan CTC’lerin ve hatta dolaşan tümör 
DNA’sının (ctDNA) incelenmesinde umut verici görünen maliyet etkin, zaman 
kazandıran ve güvenilir bir metodolojik yaklaşım olarak benimsenmiştir (48,49).

Kanser Tanısında Likit (Sıvı) Biyopsisi ve CTC Tabanlı Klinik Uygulamalar
Dolaşan tümör hücrelerinin belirlenmesi ve biyolojisinin analiz edilmesinin yanı 
sıra sıvı biyopsi tabanlı kişiselleştirilmiş kanser tanı ve tedavi yöntemleri de olağa-
nüstü bir yöntem olarak karşımıza çıkmaktadır. Güncel sıvı biyopsisi uygulama-
ları ve CTC tabanlı tanı ve tedavi yöntemlerinin kullanıldığı teknikler günümüz-
de hemen hemen her kanser türü için klinik açıdan denenmektedir. Sıvı biyopsi 
yöntemlerinin geliştirildiği ve aktif kullanıldığı global düzeydeki şirketler Cell-
MaxLife, Exosomedx, Cynvenio, Guardant 360, Grail gibi şirketlerdir. Her birinin 
uzmanlık alanı ve odaklandığı konular birbirinden farklıdır ve sıvı biyopsisini her 
biri birbirinden farklı ama ortak olarak kanser tanı ve tedavilerine hizmet vermek 
üzere gerçekleştirmektedirler (49). Örneğin, Grail şirketi akciğer kanseri de dahil 
olmak üzere birden fazla kanser türünü tespit etmek için tasarlanmış bir kan testi 
tasarlamıştır. (50). CellMaxLife şirketi kolorektal kanser, adenomlar ve kolorektal 
kanser taraması ve profili için dolaşımdaki tümör hücrelerini kullanarak tespit 
yöntemi geliştirmiştir (51). Exosomedx şirketi ekzozom temelli bir yöntem kulla-
narak küçük hücreli dışı akciğer kanseri ve prostat kanseri teşhisi kiti tasarlamıştır 
(52). Cynvenio şirketi NGS temelli teknikle mutasyon taraması gerçekleştirmek-
tedir (53). Guardant 360 şirketi kanser için yüksek riskli fakat asemptomatik bi-
reylerde erken kanser tayini kitleri üzerine çalışmaktadır (54). Bütün bunların 
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yanı sıra Personal Genome Diagnostics şirketi ise NGS yöntemi kullanarak 64 
genin taranmasını içeren kişisel kanser tanı kiti geliştirmektedir (55, 49).

Aktif olarak klinikte meme kanseri, kolorektal kanserler, epidermal büyüme fak-
törü reseptörü (EGFR) pozitif akciğer kanseri, melanoma çeşitleri için CTC izolas-
yonu, karakterizasyonu ve sıvı biyopsisi uygulamaları gerçekleştirilmektedir (56).

SONUÇ

Sıvı biyopsisi son zamanlarda doku biyopsisi sırasında oluşan bazı sıkıntılar ve kan-
serli hücrelerin olası yayılması gibi sorunlar dolayısıyla popüler hale gelmiştir. Mini-
mal düzeyde invaziv şekilde hücre/genetik materyal toplanarak gerçekleştirilen sıvı 
biyopsisi sayesinde primer kanserli doku ve metastaz süreci hakkında ciddi bilgiler 
edinilmektedir. Bu bilgiler hem tanı hem de tedavi süreçlerinde ciddi katkılar sağla-
maktadır. Sıvı biyopsisi ile kandan CTC’ler, kanser hücreleri dolaşan tümör DNA’sı 
(ctDNA), RNA (mRNA ve mikroRNA), hücre dışı veziküller (EV) olarak adlandı-
rılan, proteinler ve nükleik asitler içeren zarla kapsüllenmiş hücre altı yapılar olan 
eksozomlar dahil, dolaşan hücresiz DNA (cfDNA) fragmanları toplanabilmektedir. 
Bu kitap bölümünün ana konusu CTC’ler olduğundan dolayı daha çok dolaşan hüc-
reler ve izolasyon/analiz ve klinik uygulamaları hakkında bilgi verilmiştir.
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