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Meme kanseri kansere bagh 6lim nedenlerinin basinda gelen heterojen bir kanser ttrtdir. Giniimuzde, klinikte erken
tani ve hedefe yonelik tedavi yaklasimlarindaki gelismelere ragmen, metastaz kanser hastalarinin prognozunu buyiik
oranda etkilemektedir. Bu kapsamda metastaz gelisiminde ve tiimériin agresif yapisi ile iliskili olarak sirkile timor hiicreleri
(CTQ), likit biyopsi temelli analizlerle erken tani ve tedavi yanitinin degerlendirilmesinde dikkat cekmektedir. CTC'ler timor
dokusundan ayrilarak kan dolasimi ile farkli dokulara lokalize olma potansiyeline sahip hiicrelerdir. Son yillarda yapilan
calismalarda CTC'lerin metastaz strecindeki itici gli¢ rolli ortaya konmus ve basta meme kanseri olmak Uzere farkli kanser
tiplerinde 6nemine yonelik gerceklestirilen calismalar hiz kazanmistir. Bu baglamda mevcut derlemede CTC'lerin biyolojisi ile
birlikte meme kanserinde yenilik¢i bir biyobelirte¢ olarak prognostik ve prediktif rolleri degerlendirilmistir. Bununla birlikte
CTC'lerin klinikteki kullanimindaki sinirliliklar ve gelecek perspektifleri tartisilmistir.
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Abstract

Breast cancer is a heterogeneous type of cancer that remains a leading cause of cancer-related mortality among women.
Despite advances in early diagnosis and targeted treatment approaches in clinical practice today, metastasis significantly
affects the prognosis of cancer patients. In this context, circulating tumor cells (CTCs), which are associated with metastasis
and the aggressive nature of the tumor, are attracting attention for early diagnosis and treatment response evaluation via
liquid biopsy-based analyses. CTCs are cells that separate from primary tumor tissue and have the potential to localize in
different tissues via the bloodstream. Studies conducted in recent years have revealed the role of CTCs as a driving force
behind metastasis, and research on their clinical significance in different cancer types, particularly breast cancer, has gained
momentum.In this context, this review evaluates the biology of CTCs and their prognosticand predictive rolesas an innovative
biomarker in breast cancer. Furthermore, the limitations and future perspectives of CTCs in clinical use are discussed.
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Giris

Meme kanseri tim kanser vakalarinin yaklasik %12'sini
olusturan ve kadinlarda 6nde gelen 6lim nedenlerinden
biri olmakla birlikte, diinya capinda kadinlarda en sik
teshis edilen malign kanser tipidir. Bununla birlikte meme
kanseri hem histolojik hem molekiler olarak heterojen
yaplya sahiptir. Bu heterojenite degisken risk faktorleri,
tedavi yanitlari ve buna bagl farklik gosteren prognoz ile
iliskilidir (1,2). Klinik gozlemler, lenf nodu tutulumu bulunan
meme kanseri hastalarinin yaklasik %30'unda metastaz
gelistigini gostermektedir. Buna karsin lenf nodu tutulumu
olup lokal tedavi olan hastalarin yaklasik %50'sinde iyilesme
saglanabilmektedir (3). Klinik bulgular meme kanserinde
timor gelisimi ve metastazin hastaligin erken evrelerinde
baslayabilecegini ancak erken teshisin gl¢ oldugunu ortaya
koymaktadir. Giniimuizde halen meme kanseri progresyonunu
glvenilir bir sekilde evreleyerek tedavi yanitinin takibine
imkan veren standart bir ydontem bulunmamaktadir (4,5).

Sirklile timor hucreleri (Circulating tumor cell-CTC), primer
veya metastatik tumorlerden ayrilarak dolasim  sistemi
aracihgyla viicudun diger bolgelerine tasinabilen hiicrelerdir
(4,6). CTC'ler ilk olarak 1869 yilinda Avustralyali arastirmaci
Thomas Ashworth tarafindan metastatik timorlu bir hastanin
kaninda primer timor ile benzer 6zellikte malign hiicre grubu
olarak kesfedilmistir. Kesfinin ardindan, Nowell (1976) CTC'leri
‘primer ya da metastatik timdrlerden koken alan ve kan dolasim
sistemine nifuz etme yetenegine sahip kanser hicreleri’
olarak tanimlamistir (7,8). Guinimuzde ise CTC'ler likit biyopsi
analizleri icerisinde yer almakta olup, erken tani, timorin
karakteristik 6zelliklerine dair bilgi edinilmesi ve tedavi yanitinin
degerlendirilmesinde 6nem arz etmektedir (9).

Bu derlemede, CTC'lerin biyolojik &zellikleri ve metastaz stirecindeki
rolti, CTC izolasyon ve tanimlama teknikleri, meme kanserinde
CTC'lerin prognostik ve prediktif roltinin yani sira klinikteki
kullaniminda sinirliliklar ve gelecek perspektifleri tartisilmistir.

CTC’lerin biyolojik 6zellikleri ve metastaz
siirecindeki rolii

CTC, primer timor dokudan veya metastatik lezyonlardan
ayrilarak kan dolasim ya da lenfatik sistem araciliiyla viicutta
tasinan hicreler olarak tanimlanmaktadir (4,6). CTC'ler kdken
aldiklari tumoriin fenotipik ve genetik ozelliklerini tasimakla
birlikte, kan/lenf dolagimi icerisinde kiimelesebilir ve farkh
dokulara go¢ edebilir. Bu 6zellik CTC'lerin koken aldiklari
dokudan ayrilip epitel-mezenkimal gecis (EMT) mekanizmasi
ile mezenkimal fenotip 6zelligi kazanmasi ile iliskilidir. CTC'ler
s0z konusu fenotip sayesinde invazyon ve dolasimda hayatta
kalma kapasitelerini arttirarak metastaz gelismesinde 6nemli
rol almaktadir (6,8) (Sekil 1.).
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Sekil 1. Meme kanserinde CTC’lerin metastaz slrecindeki rolu

(Created with canva.com).
EMT ve intravazasyon

CTCler hicre disi
intravazasyon/ekstravazasyon sureclerinde bazal membran

matrikste hareket halinde bulunarak

ve endotel tabakaya niifuz edebilir. Bu hareketlilik hicre

morfolojisinin  ve iskeletinin  yeniden diizenlenmesini

gerektirmektedir. CTC'lerin dolagima gecis mekanizmasi
heniiz tam olarak acikhga kavusturulamamistir. Ancak timor
mikrogevresinde anjiyogenez sirecinde endotel hicreleri
arasinda sizinti bolgeleri meydana gelmektedir. TUmorin
blylmesi ile disa dogru itilen tek ya da kiimelenmis hiicreler
bu sizint bolgelere rastgele niifuz edebilecedi gibi, kolektif go¢
mekanizmasi ile de dolasima gecebilir. Kolektif goc¢ sirasinda
hiicreler adezyon baglantilarinin zayiflamasi, stabil hiicre-hicre
baglantilari ve ¢ok hucreli koordinasyon gerekmektedir (10,11).
Rastgele dolasima gegen hiicrelerin primer timor fenotipini
koruma potansiyeli ylksek oldugundan epitelyal hiicre
adezyon molekuli (EpCAM) gibi belirtecler tagimaktadir. Buna
karsin kolektif go¢ ile mezenkimal fenotip sergileyen hiicreler
plastisite gdstermesinden dolayl vimentin ve N-kaderin gibi
mezenkimal belirtecler tasimaktadir (8,12). Meme kanseri
hastalarinda tanimlanan CTC'lerde mezenkimal fenotip
tanimlanirken, CTC kiimelerinin ise kismi EMT sureci gegirerek

hiicre-hilicre baglantilarini korudugu ortaya konmustur (13).
Dolasimda sag kalim

CTC'ler kan dolasimina gectikten sonra cesitli zorluklar ile karsi
karstya kalmaktadir. Bunlarin basinda kan akisinin yarattig
kuvvetler CTC'lerin dolasimdaki sayisini 6nemli duizeyde
azaltmaktadir. Ancak EMT ile mezenkimal fenotipe sahip CTC'ler,
epitel hicrelerine kiyasla bu mekanik strese karsi direnclidir
(10,171).
kaybiyla tetiklenen 6zel bir apoptoz tiirii olan anoikisten, kaspaz

Ayrica CTC'ler dolagimda hiicre-matriks baglantisi

iliskili apoptozu baskilayan aktif tropomiyozin iliskili kinaz B
(TrkB) aracili kagarak hayatta kalabilmektedir (14). Bununla
birlikte CTC'ler kan dolasiminda bagisiklik sistemi saldirlarina
maruz kalmaktadir. CTC'ler makrofaj ve dendritik hlicre kaynakli
immin saldirilardan korunmak icin, CD47 ekspresyonunu
reglile etmektedir (15). Dolayisiyla CTC'lerin dolasimdaki sag



kalimi mekanik streslere direng, anoikise karsi adaptasyon ve
bagisiklik yanitindan kagis gibi mekanizmalarin es zamanl
gerceklesmesi ile miimkiin olmaktadir.

MET ve ekstravazasyon

Kan dolagimindaki CTC'ler cesitli fiziksel ve imminolojik

asip
ekstravazasyon siirecini baslatabilir, metastatik lezyonlar

engelleri uzak bir mikrogevreye ulastiklarinda
olusturabilir veya dormansi (uyku) durumuna gecebilirler.
Ekstravazasyon, dolasimdaki CTC'lerin kiicik kapillerlerde
yavaslamasi, endotelyuma tutunmasi ve sonrasinda endotel
tabakasini gecerek transendotelyal go¢ gerceklestirmesiyle
baslamaktadir. Kapillerde bulunan bu bolgelere ‘CTC yerlesim
bolgeleri’ denilmektedir. Ekstravazasyonda CTC'ler farkli
dokulara niifuz etmek ve kolonize olmak icin mezenkimal-
epitelyal gecis (MET) sireci gegirmektedir. MET, CTC'lerin
epitel ozelliklerini yeniden kazanmasina imkan saglayarak
CTC'lerin

metastazi desteklemesine neden olmaktadir (11,16).

kolonizasyonunu, tiimor progresyonunu ve

CTC izolasyonu ve Tanimlama Teknikleri

CTC'ler primer timoriin ozelliklerini tagimasindan dolayi
hastaligin seyri, tedavi yaniti ve metastatik sireclerin
izlenmesinde klinik olarak ©6nemli biyobelirtecler olarak
one cikmaktadir. Bu nedenle CTC'lerin ylksek dogrulukta
izolasyonu ve karakterizasyonu Kkisisellestirilmis tedavi
yaklasimlarinin  gelistirilmesinde bilylk ©6neme sahiptir
(6,17). CTC'lerin periferik kanda oldukca diistik oranda (1-100
huicre/ 10 ml) bulunmasi sebebiyle CTC izolasyonu igin yiiksek
hassasiyetveafinitegosterenyaklasimlargelistirilmistir. Mevcut
izolasyon tekniklerinin cogu CTC zenginlestirilmesi ve CTC
karakterizasyonu olmak Uzere iki basamaktan olusmaktadir.
Son yillarda bu alanda ilerleyen teknoloji sayesinde CTC'lerin
sadecesayisal olarakdegil molekiilerdiizeyde karakterizasyonu
mimkiin hale gelmistir (18). Bu teknolojiler genel olarak
antijen-bagimli ve antijen-bagimsiz secilim yontemleri olarak
siniflandiriimaktadir. Antijen-bagimli (immuinoafinite) secilim
yontemleri CTC'lerin ylzeyinde yiiksek seviyede ifade edilen
antijenleri hedef alarak pozitif secilim ya da negatif-secilim
prensibine dayanmaktadir. EpCAM, solid tiimorlerin %80’ inde
ifade edilen ancak periferik kan hicrelerinde bulunmayan
transmembran bir glikoproteindir. Bu nedenle EpCAM, CTC
izolasyonunda pozitif secilim prensibine dayali yontemlerde
en yaygin kullanilan ylzey belirteclerinden biridir. Bunun
yaninda CD45, en yaygin l6kosit belirteclerinden biri olmakla
birlikte CTC izolasyonunda negatif secilim prensibine dayal
yontemlerde kullanilmaktadir. FDA tarafindan onayli tek
sistem olan CellSearch sistemi, EpCAM antikorlari ile kapli
manyetik nanopartikillerden olusan bir sivi (Ferrofluid)
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aracihgiyla pozitif-secilim ile hematopoetik hiicreleri ayirmak
icin CD45 temelli negatif secilimi birlikte kullanarak CTC
izolasyonunu gerceklestiren bir platformdur. Bu baglamda
EpCAM*/CD45" ve cekirdek butunlugl korunmus hicreler
CTC olarak tanimlanmaktadir. Antijen-bagimsiz  secilim
yontemlerinde ise CTC'lerin boyut, elektriksel yiik ve yogunluk
gibi fiziksel ya da fonksiyonel &zelliklerinden yararlanilarak
CTC izolasyonu gerceklestirilmektedir. Bu yaklasim ozellikle
EMT suirecinde EpCAM gibi ylizey belirtecleri ifade etmeyen ya
da dusiik seviyede ifade eden CTC'lerin yakalanmasina olanak
saglamaktadir. BOylece antijen-bagimli izolasyon yontemleri
izolasyonu zor olan ve heterojen CTC alt tiplerinin tespit
edilmesine katki saglamaktadir. Bununla birlikte mikroakiskan
cihazlar (CTC-iChip, GEDI), manyetik boncuklar (MACS) ve
multimodal yaklasimlar (IsoFLux, Cyttel system) antijene bagh
CTC secilim yontemlerini goriintiileme ve floresan isaretleme

ile birlestirerek duyarhhgr arttirmaktadir (11,19,20,21).

Meme Kanserinde CTC' lerin Prognostik ve
Prediktif Rolii

Meme kanseri diinya ¢capinda en sik teshis edilen kanser tipi
olmasinin yaninda ozellikle akciger, kemik ve beyin dokularina
erken metastaz yapma egilimi sebebiyle yiksek mortalite ile
karakterize edilmektedir. Son 20 yil icerisinde meme kanserinde
CTC'lerin 6nemine dair yapilan ¢alismalar ivme kazanmis ve
ardindanakciger, prostatvekolorektal gibifarklikansertiplerinde
de klinik 8nemi ortaya konmustur. Meme kanserinde CTC' lerin
prognostik ve prediktif rolleri hem klinik arastirmalar hem de
meta-analizler ile dogrulanmistir. Bu kapsamda CellSearch
sistemi ile CTC analizlerinde = 5 CTC/ 7.5 mL kan degerinde bir
CTC pozitifligi cut-off degeri olarak belirtiimektedir. Ayrica, CTC
pozitifligi gbsteren hastalarin CTC negatif hastalara kiyasla daha
kisa progresyonsuz ve genel sagkalim gosterdigi belirlenmistir
(22,23). Bunun yani sira meme kanseri hastalarinda kemoterapi
oncesi ve sonrasi gerceklestirilen CTC arastirmalarinda, birinci
basamak tedavi secimi ve tedaviye direncli hasta gruplarinin
tanimlanmasinda CTC'lerin prediktif dnemi ortaya konmustur
(20, 22, 23). Ayrica, meme kanseri alt tipinin belirlenmesi,
hedefe yonelik tedavi secimi ve diren¢ mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda farkli biyobelirtec ekspresyonlarinin da
CTC yuzeylerinde degerlendirilmesi de mimkiindir (24-26).
Bu kapsamda insan epidermal biylme faktori reseptori
2 (HER2), meme kanseri vakalarinin yaklasik %20-30'unda
gorilmekte ve kotl prognozla iliskilendirilmektedir. Klinikte
HER2-pozitif hastalar, trastuzumab, pertuzumab, lapatinib
ve T-DM1 gibi HER2-hedefli ajanlara yanit vermektedir. Bu
baglamda CTC'lerde HER2 ekspresyonunun degerlendirilmesi
tedavi secimi ve tedavi yanitinin izlenmesi acisindan éneme
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sahiptir. HER2-pozitif metastatik meme kanseri hastalarinda

yurutilen bir calismada CTC'lerdeki HER2 ekspresyonunun
anti-HER2 tedaviye yaniti dngérmede guicli bir biyobelirteg
olabilecegi ortaya konmustur (24). Bir baska biyobelirteg
olarak Ozellikle ileri evre kanserlerde programlanmis hicre
olumi ligandi 1 (PD-L1) immiin kontrol noktasi diizenleyicisi
olarak terapétik bir 6neme sahiptir. Bu kapsamda Mazel ve
ark. (2015) hormon reseptori pozitif, HER2 negatif meme
kanseri hastalarinda bulunan CTC’lerde PD-L1 ekspresyonunun
varhgr ilk kez gostermistir. CellSearch® sistemi kullanilarak
belirlenen 16 hastanin 11inde (%68,8) PD-L1 pozitif CTC'ler
tespit edilmistir. Bu calisma CTC/PD-L1 testinin gelecekteki
klinik calismalarda immunoterapiye yanitin izlenmesi ve hasta
gruplarinin  siniflandirnimasi icin  kullanilabilecegini ortaya
koymustur (25). Devam eden calismalarda metastatik meme
hastalarda CTC'lerin %68,8'inde PD-L1
saptanmis ve PD-L1"in CTC'lerde immiin kagis mekanizmasini

kanserli pozitifligi
yansitan dnemli bir belirte¢ olabilecegini gdstermistir. Ek olarak
tedavi goren metastatik kolorektal (n=62) ve prostat kanseri
(n=30) hastalarinda CTC'lerde PD-L1'in membran, sitoplazma
(nPD-LT)
degerlendirilmistir. CTC sayisinin hastalarin progresyonsuz veya

ve c¢ekirdek lokalizasyonlarindaki ekspresyonu
genel sagkalimiyla anlaml bir iliski gostermedigi, buna karsin
CTC'lerde nikleer PD-L1 (nPD-L1) dustk sag kalim ve koti
prognoz ile iliskili oldugu belirlenmistir (26). Bu calismalarin
yani sira meme kanseri hastalarinda CTC temelli gerceklestirilen

baz klinik calismalara ait detaylar Tablo 1-2!de 6zetlenmistir.

CTC’lerin Klinikteki
Gelecek Perspektifleri

Kullanim Sinirliiklari ve

CTC'ler kanser hastalarinda erken tani, tedavi yanitinin takibi

ve prognozun dederlendiriimesinde 6nemli bir biyobelirteg

Referans Hasta CTC analiz CTC pozitifligi
sayisli (n) | yontemi

>5CTC
(agresif), <5 CTC
(indolent)/ 7.5
mL kan

Cristofanilli ve |2436 CellSearch

ark. (27)

Liu ve ark. (29) | 102 Peptid-tabanl >2 CTC/2 mL kan
nanomanyetik
CTCizolasyon
sistemi (Pep@

MNPs)
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potansiyeli tasimaktadir. Buna ragmen CTC'lerin klinikteki
kullanim yayginhigi, timoér dokusunun heterojenligi, EMT’ ye
bagh degisken fenotip, metodolojik yetersizlikler ve yuksek
maliyet gibi faktorler sebebiyle halen kisitlidir. CTCizolasyonu
icinkullanilanyéntemlerhemyaklasimhemdeteknikacisindan
farklilik gostermektedir. Ayrica, FDA tarafindan onaylanan
tek sistem CellSearch sistemidir. Bu durum elde edilen
bulgularin kiyaslanabilirligini ve standardizasyonunu olumsuz
etkilemektedir. Bununla birlikte CTC’ler kan dolasiminda kisa
stre canh kalmakta ve EMT-MET slreclerinde degisken ylizey
belirtecleri ifade etmektedir. Dolayisiyla ozellikle antijen-
bagimli izolasyon teknikleri her ne kadar hassasiyeti arttirsa

da bu durum verimliligi etkilemektedir.

CTC analizleri kansere yonelik kisisellestirilmis tedavi
yaklagimlarinda biylik dnem tagimaktadir. CTC'lerin ylzeyinde
bulunan spesifik biyobelirtecler, koken aldiklari timoér dokusu
ve kanser alt tipini temsil etmektedir. Gelisen karakterizasyon
teknikleri ile tanimlanacak olan belirtecler erken tani, hedefe
ve tumorln

yonelik tedavi stratejilerinin  gelistirilmesi

metastatik potansiyelini n goriilmesinde 6nem tasimaktadir.
Sonu¢

CTC analizlerinin klinikte glivenilir ve standart bir yontem
olarak kullanilabilmesi icin daha kapsamli ve buyik o6lcekli
prospektif arastirmalar ile meme kanseri basta olmak tzere
farkli kanser tiplerinde CTC sayisi ve ylizey biyobelirteclerinin
tanimlanmasi ve NCCN kullanim kilavuzunda yer almasi
CTC'lerin

entegrasyonuna yonelik izolasyon yontemlerinin gelistirilmesi

gerekmektedir.  Gelecekte klinik  kullanima

ve standardize protokollerin olusturulmasiyla birlikte mevcut
sinirlamalarin dnline gegilebilir.

Meme kanserinde molekdler alt tiplere (HR+, HER2+, TNMK)
bakmaksizin indolent grup- 36,3 ay, agresif gruba-16 ay
kiyasla daha uzun OS orani géstermistir. CTC sayisinin
prognostik bir belirteg olarak guivenilirligi degerlendirilmistir.

Metastatik meme kanseri hastalarinda tedavi 6ncesi CTC
pozitifligi %69,6 olarak tespit edilmistir. Baslangi¢ta >2
CTC/2 mL olan hastalar, tim gruplar arasinda en uzun PFS’
ye (18.2 ay) sahiptir. Ayrica tedavi 6ncesi CTC pozitifligi

ile karaciger metastaz pozitifligi arasinda anlamli bir iligki
ortaya konmustur (p=0.010)
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Referans Hasta Molekiiler alt tip Biyobelirteg
sayisi (n)

Mazael ve Hormon reseptor Calisma CTC'lerde PD-L1 ekspresyon varligini ilk

ark. (25) (HR)-pozitif ve HER2 defa gosterir nitelikte olup, PD-L1 pozitif CTC'lerin
negatif metastatik immuinoterapide uygun hasta secimi ve tedavi yanitinin
meme kanseri izlenmesi icin potansiyeli ortaya konmustur.

Guan ve ark. |53 Metastatik meme Cokluilag Hastalarin %94,2'sinde CTC saptanmis ve CTC'lerin ¢coklu
kanseri direnciile mRNA in situ analizi ile MRP2-pozitif CTC'lerin EMT
iliskili protein 2 | stirecindeki rolii aydinlatiimistir. Bununla birlikte EMT
(MRP2) derecesi ile MRP2 (+) CTC'lerin derecesi arasinda pozitif bir
korelasyon saptanmistir (R = 0.283, P = 0.042).
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