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HEPATOPANKREATOBILIYER KANSERLERDE BUYUME
FAKTORLERININ VE DOLASAN KANSER HUCRELERININ
PROGNOZLA ILISKiSi

Doktora Tezi
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DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Onkoloji Anabilim Dah

OZET

Hepatopankreatobiliyer kanserlerin prognozu kétiidiir ve hastalik yonetiminde
kullanilabilecek prognostik belirtecler kisitlidir. Bu ¢alismada, hepatopankreatobiliyer
kanserli hastalarda biliyiime faktorlerinin ve dolasan kanser hiicrelerinin (CTCs)
prognozla iligkisinin incelenmesi amaglandi.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve hepatosit biiyliime faktorii
(HGF) serum diizeyleri ELISA testiyle 6lctildii. Periferik kandan CTCs izolasyonu i¢in
OncoQuick® testiyle yogunluk gradyanli santrifiijleme yapildi. Zenginlestirilmis
orneklere akis sitometri analizi yapildi. CD45 negatif ve EPCAM pozitif hiicreler
CTCs olarak tanimlandi.

Caligmaya hepatopankreatobiliyer kanserli 74 hasta alindi. Medyan VEGF ve
HGF diizeyleri sirasiyla, 22.26 ng/mL ve 329.79 ng/mL saptandi. Metastatik
hastalardaki HGF diizeyi, operabl hastalara kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu
(198.58 vs. 467.38, p=0.004). Pankreatobiliyer kanser alt grubundaki 62 hastanin
medyan HGF diizeyi 329.1 ng/mL tespit edildi. Yiiksek HGF grubunda, diisiik HGF
grubuna kiyasla, monosit, monosit/lenfosit orani, C-reaktif protein (CRP) ve
CRP/albiimin oraninin medyan degerleri belirgin sekilde yiiksek bulundu (p<0.050).
CTCs izolasyon ve tanimlamasi yapilan pankreatobiliyer kanserli 21 hastanin medyan
CTCs sayist 15 saptandi. Cerrahi sinir1 negatif olan hastalarin %23.1°1 yiiksek CTC
grubunda saptanirken, cerrahi sinir1 pozitif hastalarin %83.3’1 yiiksek CTC grubunda
tespit edildi (p=0.041). Medyan nétrofil/lenfosit oran1 (NLR), diisiik CTCs grubuna
kiyasla, yiiksek CTCs grubunda istatistiksel anlamlilia yakin bir sekilde daha yiiksek
saptandi (2.37 vs. 1.41; p=0.055).

Metastaz varlig1 ve serum HGF diizeyi arasinda anlamli iligkinin gosterildigi bu
calisma, HGF/c-MET sinyal yolaginin metastaz gelisimindeki Onemini ortaya
koymakta ve serum HGF diizeyinin hepatopankreatobiliyer kanserli hastalarda
prognostik biyobelirte¢ olabilecegini diislindiirmektedir. Pankreatobiliyer kanserli
hastalarin serum HGF diizeyleri ile sistemik inflamasyon belirtecleri arasindaki iliski,
literatiirde ilk kez bu ¢alismada tespit edildi. Bu iligskinin, tiimor mikrogevresindeki
HGF ile inflamasyon arasindaki iligskinin periferik kandaki yansimasi oldugu
diisiiniilmektedir. CTCs’in cerrahi sinir pozitifligi ile anlamli iliskisi oldugu ilk kez bu



caligmada tespit edildi, bu da preoperatif hastalarda periferik kandaki CTC sayisinin
pozitif cerrahi sinir1 6ngoren bir biyobelirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir. CTCs
ve NLR arasinda anlamliliga yakin iliski saptayan bu g¢alisma, lenfositlerin CTCs
klerensindeki olasi1 rolii konusunda literatiire onemli 6l¢lide katkida bulunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Hepatopankreatobiliyer kanser, dolasan kanser hiicreleri,
hepatosit biiyiime faktorii, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, inflamasyon, prognoz.

Tezin sayfa adedi: 64

Damisman: Prof.Dr. {lhan OZTOP
Ikinci Damisman: Prof. Dr. Yasemin BASBINAR
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THE PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF GROWTH FACTORS AND
CIRCULATING TUMOR CELLS IN PATIENTS WITH
HEPATOPANCREATOBILIARY CANCER

Doctora Thesis
Ilkay Tugba UNEK

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCINCE INSTITUTE

Department of Oncology

ABSTRACT

Hepatopancreatobiliary cancers have poor prognosis and the valuable prognostic
markers are very limited in the management of the disease. In this study, the aim was
to research the relationship of growth factors and circulating tumor cells (CTCs) with
the prognosis of patients with hepatopancreatobiliary cancer

The serum levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and hepatocyte
growth factor (HGF) were measured by ELISA test. Density gradient centrifugation
with the OncoQuick® assay was performed for isolation of CTCs from peripheral
blood. Enriched samples underwent flow cytometric analysis. The cells characterized by CD45
negative and EpCAM positive signals were defined as CTCs.

This study included 74 patiens with hepatopancreatobiliary cancer. The median
levels of the VEGF and HGF were 22.26 ng/mL and 329.79 ng/mL, respectively. In
patients with metastatic disease, the levels of HGF were significantly higher
comparing to patients with operable disease (198.58 vs. 467.38, p=0.004). The median
HGF level was 329.1 ng/mL in the subgroup of 62 patients with pancreatobiliary
cancer. The median levels of monocyte, monocyte-to-lymphocyte ratio, C-reactive
protein (CRP), and CRP-to-albumin ratio were significantly higher in the high HGF
group compared to the low HGF group (p<0.050). The median CTCs count of 21
patients diagnosed with pancreatobiliary cancer, whose CTCs were isolated and
identified, was 15. The rate of patients with negative surgical margin in the high CTC
group was 23.1%, while the the rate of patients with positive surgical margin in the
high CTC group was 83.3% (p=0.041). Median neutrophil/lymphocyte ratio (NLR)
was found to be higher in the high CTC group compared to the low CTC group, which
was close to statistical significance (2.37 vs. 1.41; p= 0.055).

This study, which showed a significant relationship between the presence of
metastasis and serum HGF level, reveals the importance of the HGF/c-MET signaling
pathway in the development of metastasis and suggests that serum HGF level may be
a prognostic biomarker in patients with hepatopancreatobiliary cancer. The
relationship between serum HGF levels and systemic inflammation markers in patients
with pancreatobiliary cancer was detected for the first time in the literature in this

Xii



study. This relationship is thought to be the reflection of the relationship between HGF
and inflammation in the tumor microenvironment to the peripheral blood.

CTCs were identified to have a significant relationship with surgical margin
positivity in this study for the first time, suggesting that the CTCs count in peripheral
blood in preoperative patients may be a biomarker predicting positive surgical margin.
This study which identified relationship close to statistical significance between CTCs
and NLR, significantly contributes to the literature on the topic of the possible role of
lymphocytes in CTC clearance.

Keywords: Hepatopancreatobiliary cancer, circulating tumor cells, hepatocyte growth
factor, vascular endothelial growth factor, inflammation, prognosis.

Page number: 64
Advisor: Prof.Dr. [lhan OZTOP
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1. GIRIiS
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Cerrahi teknik ve perioperatif tedavi yontemlerinde son yillarda saglanan
gelismelere ragmen, hepatopankreatobiliyer kanserler (HPBK)’in prognozu hala ¢ok
kotiidiir, hastalik yonetiminde kullanilabilecek prognostik ve prediktif belirtegler
kisithidir. Bu kanserlerin prognozunun iyilestirilmesi, sagkaliminin uzatilmasi igin,
kanserin fenotipik ve genotipik 6zelliklerine gore bireysellestirilmis tedaviler ve yeni

terapotik hedefler tanimlanmasi zorunludur.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismada, HPBK [hepatoseliiler karsinom, pankreas kanseri (PK), safra yolu
kanseri (SYK), Ampulla Vateri kanseri (AVK)] tanil1 hastalarda biiyiime faktorlerinin
ve dolasan kanser hiicrelerinin, hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleriyle, genel

sagkalim (GSK) siireleriyle iliskisinin incelenmesi amaglanmaistir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Biiylime faktorlerinin ve dolasan kanser hiicrelerinin periferik kandaki diizeyi,
hastalarin klinik ve patolojik risk faktorleri ile iligkilidir. Biiylime faktorlerinin ve
dolasan kanser hiicrelerinin periferik kandaki diizeyi yiiksek olan hastalarin, diisiik

olan hastalara kiyasla prognozlar1 daha kotiidiir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hepatopankreatobiliyer Kanserlerin Biiyiime Faktorleri ile Iliskisi

2.1.1. Hepatoseliiler Karsinomun Biiyiime Faktorleri ile Iliskisi

Hepatoseliiler karsinom, en sik goriilen karaciger kanser tiiriidiir ve diinya
genelinde Onemli bir saglik sorunu olarak ©Onemini korumaktadir. Hastalarin
yarisindan fazlasi ileri evrede ya da tedavisi mimkiin olmayan durumda
basvurmaktadir. Ileri evre hepatoseliiler karsinom tanili hastalarin bes-yillik sagkalimi
yalnizca %3 rapor edilmektedir. Hepatoseliiler karsinom, kanser iligkili 61iim nedenleri
arasinda erkeklerde ikinci sirada, kadinlarda altinci sirada yer almaktadir (1,2).
Hepatoseliiler karsinom, vaskiiler invazyona yiiksek diizeyde egilim gosteren
hipervaskiiler solid bir tiimdrdiir. Hepatoseliiler karsinomda anjiyogenezin en énemli
medyatorli, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii (VEGFR)’ne baglanan
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)’diir. Diger biiylime faktorleri olan
platelet-iligkili biiylime faktorii (PDGF) ve fibroblast biiylime faktorii (FGF) de
anjiyogeneze katkida bulunur. Artmis anjiyogenez yaninda, hepatosit biiylime faktor
reseptorii (HGFR) sinyal yolagi, epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) sinyal
yolagi, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/AKT/rapamisin memeli hedefi (mTOR) sinyal
yolag1 olmak tizere hiicre biiylimesiyle iliskili sinyal yolaklarindaki kontrol kayb1 da
hepatoseliiler karsinom gelisiminde dnemlidir. Hepatosit biiylime faktorii (HGF),
karaciger rejenerasyonu ve tamiri i¢in Onemli bir biiylime faktoriidiir. Hepatosit
bliytime faktorii reseptorii olan "c-mezenkimal epitelyal doniisiim (c-Met)", tipik bir
reseptOr tirozin kinazdir. Hepatosit biiylime faktorii baglanmasiyla HGF/c-Met sinyal
yolagi aktive oldugunda, PI3K/AKT/mTOR ve rat sarkoma (RAS)/RAF/MEK/ERK
sinyal yolaklar1 aktive olur (2). Hepatoseliiler karsinom tanili hastalarda, kandaki
VEGF ve HGF diizeylerinin hastalik prognozuyla iliskisini degerlendiren ¢alismalar
mevcuttur (3-9). Hepatoseliiler karsinom tedavisinde karsinogenez ile iliskili sinyal
yolaklarin1 (VEGFR, HGF/c-Met, EGFR, PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK)
hedefleyen tedaviler gelistirilmektedir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii
hedefli tirozin kinaz inhibitorleri arasinda sorafenib, lenvatinib, regorafenib,
cabozantinib ve VEGFR hedefli monoklonal antikorlar arasinda ramucirumab, ileri

evre hepatoseliiler karsinom tedavisinde etkinlikeri gosterilerek onaylanmistir.



Cabozantinib, hepatoseliiler karsinom tedavisinde cMET reseptoriinii de hedefleyen

bir ¢oklu-tirozin kinaz inhibitoriidiir (2).

2.1.2. Pankreas Kanserinin Biiyiime Faktorleri ile Tliskisi

Pankreas kanseri kotli prognozlu bir kanserdir, bes-yillik genel sagkalim orani
%10 rapor edilmektedir. Kanser iliskili 6liim siralamasinda, pankreas kanseri her iki
cinsiyette de dordiincii sirada yer alir (10). Pankreas kanserinde yiiksek siklikta ve
erken metastaz goriilmesi, spesifik semptomlarin yoklugu ve erken tani igin bir
biyobelirtecin olmamas1 nedeniyle hastalarin ¢ogunlugu ileri evrede tani alir. Tan1
koyuldugunda ileri evrede olma egilimi, kiiratif cerrahi sonrasi yiiksek relaps oranlari
ve kemoterapiye direncli olma 6zelligi, pankreas kanserinin neden kotii prognozlu
oldugunu agiklar (10-13). Pankreasin normal duktal epitelinden, invaziv ve metastatik
kansere kadarki siiregten kazanilmis spesifik mutasyonlar sorumludur (14). Hedgehog,
Wnt, Notch ve PI3K/AKT sinyal yolaklar1 olmak iizere kanser iligkili ¢esitli sinyal
yolaklarinin asir1 aktivasyonu, pankreas kanserinde sik¢a gozlenmektedir. Pankreas
kanserinde kanser iligkili genlerin asir1 ekspresyonu gozlenir ve bu durum "Kirsten rat
sarkoma (K-RAS)" onkogenindeki mutasyonla, timor baskilayict genlerin
mutasyonuyla yakin iligkilidir. Pankreas kanserinde, epidermal biiylime faktorii
reseptorii, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii (HER)-2/Neu ve diger tirozin
kinaz reseptor ve ligandlarinin, transforme edici biiyiime faktori-f (TGF-B)’nin
kontrolstiz ekspresyonunun varlig1 bilinmektedir (15). Pankreas kanserinde HGF/c-
Met sinyal yolaginin, timor olusumunda, progresyonunda, invazyonunda ve uzak
metastazinda rol oynadig diisiiniilmektedir. Normal dokuya kiyasla pankreas kanseri
hiicrelerinde c-Met ekspresyonu artmistir. Hepatosit bliyiime faktorii ise tiimor iliskili
fibroblastlar tarafindan iiretilerek c-Met reseptoriine baglanir. Hepatosit biiyiime
faktorii/c-Met sinyal yolaginin aktivasyonu, tiimdr mikrogevresindeki kanser iliskili
fibroblastlarin HGF iiretimini daha da arttirmaktadir. Hepatosit biiylime faktorii,
endotel hiicrelerindeki reseptorlerine baglanarak anjiyogenezi dogrudan uyarir.
Ayrica, HGF tiimdr mikrogevresindeki diger stromal hiicreleri de pro-anjiyojenik
faktorler (VEGF vb.) iiretmeleri igin uyararak, anjiyogeneze dolayl olarak katkida
bulunur. c-Met asir1 ekspresyonu, tlimoriin derecesiyle, agresif fenotip ile dogrudan
iliskilidir. Pankreas kanserli hastalarda, tiimoriin fibrotik stromasinda yliksek diizeyde

HGEF ekspresyonu daha kisa sagkalim ile iligkili bulunmustur (16). Pankreas kanseri



tanili hastalarin serumlarindaki anjiyogenik sitokinlerin (VEGF, PDGF, EGF)
diizeyinin, tiimor evresiyle, hastalik prognozuyla iligkili oldugunu gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (17-21). Pankreas kanserinin parafin blok tiimor orneklerinde de VEGF
ekspresyonunun, karaciger metastazi, kanser yinelemesi ve kisa sagkalim ile iliskili
oldugu saptanmistir (22-24). Bu sonuglarin aksine, pankreas kanserinde anjiyogenez-
iligkili molekiillerin serum diizeylerinin veya tiimoér dokusundaki ekspresyonlarinin

prognozu belirlemedigini gosteren ¢calismalar da mevcuttur (25-28).

2.1.3. Safra Yolu Kanserlerinin Biiyiime Faktirleri ile Iliskisi

Safra yolu kanserleri, safra kesesi ve safra kanali kanserleri olmak iizere iki ana
gruba ayrilir. Safra kanali kanserleri (kolanjiyokarsinomlar) de, koken aldiklari
anatomik bolgeye gore intrahepatik veya ekstrahepatik kolanjiyokarsinomlar olarak
siiflandirilirlar. Safra yolu kanserleri kotii prognozlu kanserlerdir, hastalarin ¢ogu
ileri evrede basvururlar, bes-yillik genel sagkalim %19 rapor edilmektedir. Kanser
iliskili 6liimlerin siralamasinda, erkeklerde besinci sirada ve kadinlarda yedinci sirada
yer almaktadir (10,29-33). Kolanjiyoselliiler karsinomda, EGFR, VEGF ve HER2
ekspresyonu, potansiyel terapotik hedefler olarak arastirllmistir. Epidermal biiyiime
faktorli reseptoriiniin asir1 ekspresyonunun kolanjiyoselliiler karsinomda kotii risk
faktori oldugu gosterilmistir (34). Yapilan genomik ¢alismalarda, hiicre biiyiimesi ve
anjiyogenez iligkili olan EGFR, RAS, AKT ve c-Met sinyal yolaklarinin, safra yolu
kanserlerinde aktive oldugu gosterilmistir (35). Opere olmus 94 kolanjiyokarsinom
tanili hastada KRAS mutasyonunun %13 oraninda olmak iizere en sik gozlenen
mutasyon oldugu saptanmistir, PIK3CA, MET, EGFR, BRAF ve NRAS, saptanan
diger mutasyonlardir. Somatik mutasyonlarin klinik olarak test edilmesi, safra yolu
kanserinde bireysellestirilmis tedavilerin gelistirilmesine 151k tutabilecektir (36-37).
Kolanjiyoselliiler karsinom doku 6rneklerinin ¢ogunlugunda VEGF, VEGFR ve TGF-
B reseptorii ekspresyonu saptanmis, in-vitro caligmalarda TGF-f’nin VEGF gen
transkripsiyonunu arttirdig1 goriilmiistiir. Tiimor iligkili anjiyogenez indiiksiyonunda
en 6nemli rolii oynayan VEGF’iin yaninda TGF-f’nin da anjiyogenezi diizenledigi,
hiicre ¢ogalmasinda, farklilagmasinda ve metastazda rol oynadigi bilinmektedir.
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve TGF-f’nin artmis ekspresyon varliginin ve
fonksiyonel etkilesimlerinin, kolanjiyokarsinomlarin anjiyogenik doniisiimiine ve

malign fenotipine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (38). Kolanjiyokarsinom



tiimor orneklerinde yliksek VEGF ekspresyonunun, hematojen metastaz, lenf diigiimii
(LN) metastaz1 ve kisa sagkalim ile iligkili oldugu gosterilmistir (34-35,39-41).
Kolanjiyokarsinomlu hastalarin  tiimér dokularindaki c-Met ekspresyonunun
kemoterapi yaniti, progresyonsuz sagkalim (PSK) ve GSK ile iliskisini degerlendiren

calismalar mevcuttur (42-46).

2.1.4. Ampulla Vateri Kanserinin Biiyiime Faktorleri ile Iliskisi

Ampulla Vateri kanseri, li¢ farkli epitel hiicresinin (pankreas kanali epitel
hiicresi, safra kanali epitel hiicresi ve duedenum mukozasi) bulustugu merkezden
koken alir. Ampuller bolge kanserleri, tiim gastrointestinal sistem kanserlerinin %5’ini
olusturur. Bes-yillik genel sagkalim %34-%66 arasinda olmak iizere degiskenlik
gosterir (47-48). Kiiratif cerrahisi yapilan AVK tanili 62 hastanin alindigt bir
calismada, c-Met asir1 ekspresyonu hastalarin %38,7’sinde, HGF asir1 ekspresyonu
hastalarin %24,2’sinde saptanmistir. c-Met asir1 ekspresyonu, KRAS mutasyonu ile
iliskili bulunmus ancak diger klinik/patolojik 6zellikler ve sagkalim ile iligkili
bulunmamuistir. c-Met asir1 ekspresyonu, MET geninin silver in situ hybridization
(SISH) pozitifligi ile iligkili bulunmus, eszamanli MET SISH pozitifliginin ve KRAS
mutasyon varliginin, pankreatobiliyer tip Ampulla Vateri kanserli hastalarda
hastaliksi1z sagkalim (HSK) nin kisalmasinda bagimsiz belirleyici oldugu goriilmiistiir
(49). Periampiiller karsinomlarin diger iyi huylu hastaliklardan ayriminda, plazma
HGF diizeyinin yararli olabilecegi belirtilmistir (50). Ampulla Vateri kanserli
hastalarin tiimoér dokusunda VEGF ekspresyonu saptanmis, VEGF ekspresyonunun
lenf nodu metastazi, hastalik evresi ve sagkalim ile yakin iligkili oldugu goriilmiistiir
(51). Bu ¢alismanin aksine, tiimor dokusunda VEGF ekspresyonunun kotii prognoz

gostergesi olmadigini belirten ¢aligmalar da mevcuttur (52).

2.2. Hepatopankreatobiliyer Kanserlerde Dolasan Kanser Hiicreleri

2.2.1. Dolasan Kanser Hiicrelerinin Onemi
Cerrahi teknik ve perioperatif tedavi yontemlerinde son yillarda saglanan
gelismelere ragmen, HPBK’in prognozu hala c¢ok kotiidiir. Bu kanserlerin

prognozunun iyilestirilmesi, sagkaliminin uzatilmasi ig¢in, kanserin fenotipik ve



genotipik Ozelliklerine gore bireysellestirilmis tedaviler ve yeni terapotik hedefler
tanimlanmas1 zorunludur. Dolasan kanser hiicreleri (CTCs), HPBK’in erken tanisinda,
prognozunu ve en etkin anti-kanser ajanim1 belirlemede kullanilabilecek bir
biyobelirteg olarak timit vaad etmektedir (2,11,29,33,53-66).

Kanserin hematojen yayilimi, kanser hastalarinin prognozunu belirleyen en
Oonemli faktordiir ve kanser iligkili 6liimlerin ¢ogundan sorumludur. Bu metastatik
stirecte, timor hiicreleri primer tiimor bolgesinden ayrilarak sistemik dolasima katilir
ve uzak organlara ulasarak sekonder tiimor biiyiimesine yol acar. Dolasan kanser
hiicreleri, primer tiimorden ayrilarak sistemik dolagima gecen kanser hiicreleridir.
Dolagan kanser hiicrelerinin uzak organlarda metastaz olusumundan sorumlu olduklari
diisiiniilmektedir. Basit bir periferik kan 6rneginden izole edilebilen CTCs, kanserin
erken tespitini saglayabilir, kanserin giincel biyolojik aktivitesi, yeni ortaya ¢ikan
mutasyonlart ve kemoterapi direnci konusunda bilgi verebilir. Dolasan kanser
hiicreleri, prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilirler ve CTCs’leri hedef alan
tedaviler ile sistemik yinelemeler azaltilabilir, hastalarin sagkalimi uzatilabilir.
Giiniimiizde, CTCs’nin kanser prognozunu belirlemenin 6tesinde, kanserin erken
tanisinda, etkin tedavi segiminde ve tedavi yonetimindeki yerini degerlendiren pek ¢cok
klinik calisma devam etmektedir. Kanser alaninda yeni arastirmalar, CTCs izolasyonu
ve molekiiler karakterizasyonu i¢in yontemlerin gelistirilmesi yoniinde ilerlemektedir

(53-60,64-72).

2.2.2.Dolasan Kanser Hiicrelerinin Periferik Kandan Izolasyon
(Zenginlestirme) ve Tanimlama Yontemleri

Yaklasik olarak periferik kanda her 107 kan hiicresine karsihlk 1 CTC
bulunmaktadir. Cok sayida kan hiicrelerine kiyasla tiimor hiicrelerinin sayisinin
dolasimda ¢ok az olmasi nedeniyle CTCs’nin kandan izolasyonu, teknik olarak zordur.
Dolasan kanser hiicrelerinin sayiminin yapilabilmesi, zenginlestirme ve tanimlama
yontemleri ile miimkiindiir. Periferik kandan bu nadir hiicrelerin izolasyonunu
saglayan yontemler arasinda, timor hiicresi ylizey antijenlerine antikor baglanmasi
temeline dayanan immiinomanyetik yontem, yogunluk-gradyanli santrifiij yontemi ve
blyiikliik-temelli izolasyon yontemi sayilabilir. Dolasan kanser hiicrelerinin
izolasyonu sonrasinda, CTCs tanimlamasi yapilmalidir. Giincel tanimlama yontemleri

arasinda, immiinohistokimyasal analizler, niikleik asit temelli analizler [polimeraz



zincir reaksiyonu (PCR), vb.] ve sitometrik analizler (akis sitometrisi, vb.) yer
almaktadir. Immiinomanyetik yéntem ile CTCs izolasyonun yapildigi ve immiin
boyama ile CTC tanimlamasinin yapildigi "CellSearch" sistemi, meme, kolon ve
prostat kanserli hastalarin prognozunun tahmininde kullanilabilecek FDA onayh tek
platformdur (67-73).

Likid biyopsi/CTCs alanindaki arastirmalarda son yillarda gosterilmis tiim ¢aba
ve gelismelere ragmen, hepatopankreatobiliyer kanserli hastalarda standart hale gelen
CTCs izolasyon/tanimlama yontemi bulunmamaktadir ve CTCs’nin prognostik rolii
konusunda literatiirde celiskili bilgiler mevcuttur. Bu nedenle CTCs izolasyon ve
izolasyon sonrasinda tanimlama i¢in yontemlerin gelistirilmesine, CTCs’nin klinik
uygulamadaki yerinin prospektif ¢alismalarla belirlenmesine ihtiyag vardir (33,53-
58,64-66,71,74-78). Dolasan kanser hiicrelerinin pankreatobiliyer kanserli hastalarda
klinik/patolojik o6zellikler ve sagkalim ile iliskisini degerlendiren ¢aligmalar, CTCs
zenginlestirme ve tamimlama yontemlerine gore gruplandirilarak Tablo 1°de

gosterilmektedir (65-66,74-115).



Tablo 1. Pankreatobiliyer kanser tanili hastalarda CTCs’nin klinik 6nemini degerlendiren ¢aligmalar

ik yazar | Tiimor tipi, N | CTCs CTCs tanimlama CTCs’nin prognostik degeri
[kaynak], yil zenginlestirme
Miyazono F | PK/SYK, 40 Yogunluk-gradyanli | RT-PCR: CEA-mRNA Erken evreye kiyasla ileri evrede CEA-mRNA pozitiflik orani daha yiiksek
[79], 1999 santrifiijleme bulundu.
Mataki Y [80], | PK/SYK/AVK | Yogunluk-gradyanli | RT-PCR: CEA-mRNA Hastalik niiksii olmayanlara kiyasla, niiks hastalig1 olanlarda CEA-mRNA
2004 ,53 santrifiijleme tespit oran1 daha yiiksek bulundu.
Piva MG [81], | PK, 27 Yogunluk-gradyanli | RT-PCR: CEA-mRNA CEA-mRNA ve timdr evresi arasinda bir iliski bulunmadi.
2000 santrifiijleme
Hoffmann K | PK, 37 Yogunluk-gradyanli | RT-PCR: CK19-mRNA CK19-mRNA hastalarin GSK ile iliskili bulunmadi.
[82], 2007 santrifiijleme
Soeth E [83], | PK, 154 Yogunluk-gradyanli | RT-PCR: CK 20 CK-20 tespit oranlar1, LN metastazi, uzak metastaz ve kisa GSK siiresi ile
2005 santrifiijleme iliskili bulundu.
Z’graggen K | PK, 105 Yogunluk-gradyanh | IHC: CK 7/19/20, | CTCs prevelansi, timor evresiyle birlikte artmaktaydi, rezektabilite ve
[84], 2001 santrifiijleme AEI1/AE3 peritoneal yayilma ile iliskiliydi. CTCs tespiti, sagkalimi dngordiirmedi.
Sergeant G [85], | PK, 48 Zenginlestirme yok | RT-PCR: EPCAM mRNA | EPCAM pozitifliginin perioperatif tespiti, hastalarin klinik ve patolojik
2011 ozellikleriyle, genel sagkalimiyla iligkili bulunmadi.
Zhao XH [86], | PK, 107 Biiyiiklilk  temelli | RNA-ISH: EPCAM, CK | CTCs pozitifligi, LN metastazi, evre, uzak metastaz, kandaki lenfosit sayisi
2019 izolasyon: 8/18/19, vimentin, twist, | ve NLR ile iligkiliydi.
CanPatrol sistemi CD45

CTCs sayis1 < 6 olanlara kiyasla, CTCs sayist > 6 olan hastalarin GSK ve

PSK siiresi belirgin olarak kisaydi.
Poruk KE [87], | PK, 60 Biyiiklik  temelli | IHC: PanCK, CDI133, | CK', CDI133", CD44" CTCs ve CK', ALDH" CTCs varligi timor
2017 izolasyon: ISET® CD44, ALDH yinelemesi, HSK ve GSK ile anlaml: olarak iligkiliydi.
Poruk KE [88], | PK, 50 Biyiiklik  temelli | IHC:  PanCK, CD45, | CK" ve vimentin® CTCs tespiti, hastalik yinelemesini 6ngérdiirdii. CK*
2016 izolasyon: ISET® vimentin CTCs varlig1 kisa GSK siiresi ile iliskiliydi.




Gemenetzis G | PK, 136 Biyiiklik  temelli | IHC: PanCK, vimentin, | Preoperatif CTCs’in sayist hastaligin erken yinelemesini ongordiiren tek
[89], 2018 izolasyon: ISET® CD45, CDl11b, CD14, | belirtecti. Postoperatif CTCs’in say1si, neoadjuvan tedavi grubunda GSK ile
CD34 iliskili bulundu.

Khoja L [90], | PK, 54 Biiyiiklikk  temelli | IHC: EPCAM, panCK, E- | CTCs pozitifligi, PSK ve GSK ile iligkili bulunmadi.
2012 izolasyon: ISET | Cadherin, vimentin
Immiinomanyetik:
CellSearch®
Cauley CE [74], | PK, 105 Biyiikliik  temelli | Sitomorfoloji Pankreas lezyonu olan hastalarda CECs varliginin pankreas kanseri icin
2015 izolasyon: tanisal degeri yoktu. Pankreas kanserli hastalarda CECs varligimin
ScreenCell® prognostik degeri yoktu.
Kulemann B | PK, 11 Biiyiiklik  temelli | Sitomorfoloji Erken evre ve ileri evre hastalar arasinda CTCs tespit oranlarinda farklilik
[91], 2015 izolasyon: yoktu.
ScreenCell® PCR: KRAS mutasyonu.
Kulemann B | PK, 58 Biiyiiklik  temelli | Sitomorfoloji CTCs KRASS!?Y mutasyonlu hastalarda, diger KRAS mutasyonlari olanlara
[92], 2017 izolasyon: ya da hic KRAS mutasyonu olmayanlara kiyasla GSK daha uzundu.
ScreenCell® PCR: KRAS mutasyonu
Sefrioui D [93], | PK, 52 Biiyiikliikk  temelli | Sitomorfoloji CTCs diizeyi, GSK ile iliskili bulunmadi.
2017 izolasyon:
ScreenCell
Amantini C | PK, 20 Biiyiikliik  temelli | IHC: EPCAM, panCK, | Yiiksek CTCs sayist, kisa PSK ve kisa GSK ile iligkili bulundu.
[94], 2019 izolasyon: CD45, CD16, DAPI
ScreenCell® Yiiksek diizeyde ALCAM, POUSF1B ve SMO mRNA ekspresyonlari, kisa
ddPCR: mRNAs  for | PSK ve GSK ile iliskili bulundu.
ALCAM, POUSF1B,
SMO, SHH, vimentin Yiiksek diizeyde vimentin, ve diisiik diizeyde SHH mRNA ekspresyonlari
kisa PSK ile iligkili bulundu.
Bobek V [95], | PK, 24 Biiyiiklik  temelli | Sitomorfoloji CTCs pozitifligi, hastalik evresi, tiimdr boyutu ya da LN tutulumu ile iliskili
2014 izolasyon: bulunmadi.
MetaCell® IHC: CK 7/18, CEA,

vimentin, DAPI




Yang JD [65], | SYK, 88 Immﬁnomanyetik: [HC: EPCAM, CK 8/18/19, | CTCs, biiyiik tiimdr boyutu, multinodiiler hastalik, bilober hastalik, LN
2016 CellSearch® CD45, DAPI tutulumu, metastatik hastalik ve kisa GSK ile iliskili bulundu.
Hugenschmidt PK/SYK/AVK | Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, CK, CD45, | CTCs pozitifligi, kisa HSK ve GSK ile iligkili bulundu.
H [66], 2020 /DK, 212 CellSearch® DAPI
Ustwani OA | SYK, 16 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, CK 8/18/19, | CTCs pozitif ve CTC negatif gruplar arasinda anlamli GSK farki
[75], 2012 CellSearch® CD45, DAPI bulunmadi.
Earl J [96], 2015 | PK, 35 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, CK, CD45, | CTCs pozitif hastalarda GSK anlamli olarak kisa bulundu.
CellSearch® DAPI
Bidard FC [97], | PK, 79 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, CK, CD45, | CTCs pozitifligi, kotii timor diferansiyasyonuyla ve kisa GSK ile iligkili
2013 CellSearch® DAPI bulundu.
IF: EGFR
Kurihara T [98], | PK, 26 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, CK 8/18/19, | CTCs pozitifligi kisa GSK ile iligkili bulundu.
2008 CellSearch® CD45, DAPI
Bissolati M [99], | PK, 20 Immﬁnomanyetik: IHC: EPCAM, CK 8/18/19, | CTCs pozitifligi HSK ve GSK ile iligkili bulunmadi.
2015 CellSearch® CD45, DAPI
Dotan E [100], | PK, 48 Immiinomanyetik: IHC: CK 8/18/19, CD45, | CTCs pozitifligi GSK ile iliskili bulunmadi.
2016 CellSearch® DAPI, MUC1
MUCI1" CTCs varhigi, kisa GSK ile iligkili bulundu.
Vicente D [101], | PK, 14 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, CK 8/18/19, | CTCs sayis1 yiiksek olan hastalarda, preoperatif radyoterapi almadan opere
2019 CellSearch® CD45, DAPI olanlarin ve T3 tiimdrlerin daha fazla oldugu, rezeksiyon sonrasi patolojik
incelemede canli tiimo6r oraninin daha fazla oldugu saptandi.
Okubo K [102], | PK, 65 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, CK 8/18/19, | CTCs pozitifligi, karaciger metastaziyla ve kisa GSK ile iliskili bulundu.
2017 CellSearch® CD45, DAPI
Zhou J [103], | PK, 25 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM C-MET, CK 20 ve CEA ekspresyonu, tiimor evresiyle yakin iligkiliydi.
2011 MACS®
RT-PCR: C-MET, h-

TERT, CK 20, CEA
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Ren C [104], | PK, 41 Immiinomanyetik: IHC: Ca 19-9, CK 8/18, | Apopitotik CTCs varligi, kemoterapi etkinligini gdsterebilir.
2011 MACS® CD45, DAPI
Effenberger KE | PK, 69 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, panCK, | CTCs pozitif hastalarda, PSK ve GSK belirgin olarak kisa bulundu. CTCs
[105], 2018 MACS® CD45, DAPI varligi, LN tutulumu, evre, cerrahi sinir, tiimor boyutu ve derecesiyle iliskili
bulunmadt.

de Albuquerque | PK, 34 Immiinomanyetik: IHC: EPCAM, MUCI1 CTCs pozitifligi, kisa PSK ile iligkili bulundu.
A [106], 2012 Dynabeads™

RT-PCR: mRNAs | CTCs pozitifligi, evre, timér boyutu, LN tutulumu ve metastazla iliskili

(KRT19, MUCI1, EPCAM, | bulunmadi.

CEACAMS, BIRCS)
Tien YW [76], | PK/SYK/AVK | Mikroakigkan: CMx | IHC: EPCAM, panCK, | Periferik venoz kandaki CTC sayisi, karaciger metastazini 6ngordiiren bir
2016 /DK, 60 chip CD45, DAPI belirtec degildi.
Chang MC [77], | PK, 63 Mikroakiskan: CMx | IHC: EPCAM, panCK, | CTCs sayisi, PSK, GSK, evre, 16kosit sayisi, lenfosit sayisi, ndtrofil sayisi,
2016 chip CD45, DAPI NLR, CEA ve Ca 19-9 ile iliskili bulunmadi.
Rhim AD [107], | PK, 11 Mikroakigkan: [HC: CK 19, PDX-1, | CECs sayisi ile tiimor boyutunun ve evrenin anlamli iliskisi bulunmadi.
2014 GEDI CD45, DAPI
Sheng W [108], | PK, 18 Mikroakiskan: IHC: EPCAM, CK 7/8, | CTCs sayisi, timdr boyutu ve kanser tedavisine olan yanit ile iligkili
2014 GEM chip CD45, DAPI bulundu.
Kamande JW | PK, 12 Mikroakiskan: IHC: EPCAM, CK 8/19, | CTCs sayisi, metastatik hastalar ile rezeksiyona uygun hastalar arasinda
[109], 2013 Modiiler CD45, DAPI anlamli 6lgtide farkli bulundu.

mikrosistem

Court CM [110], | PK, 100 Mikroakiskan: IHC: EPCAM, CK, CD45, | CTCs sayisi, GSK ve evre ile anlamli diizeyde iligkili bulundu.
2018 NanoVelcro chip DAPI
Ankeny JS | PK, 72 Mikroakiskan: IHC: EPCAM, panCK, | CTCs sayisi, metastatik hastalar ile lokal hastalig1 olanlar arasinda anlamh
[111],2016 NanoVelcro chip CEA, CD45, DAPI olciide farkli bulundu.

PCR: KRAS mutasyonu
Varillas JI[112], | PK, 24 Mikroakiskan: IHC: EPCAM, panCK, | CTCs sayisi, CSCs sayisiyla, serum Cal9-9 diizeyiyle ve tedavi siiresiyle
2019 GEM chip CD45, DAPI, CD133 anlamli olarak iligkili bulundu.
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Wei T [113], | PK, 100 Mikroakiskan: IHC: EPCAM, panCK, | >2 vimentin® CTCs tespiti, ileri evre hastalikla, metastaz varligiyla ve kot
2019 CTC-chip CD45, vimentin timor diferansiyasyonuyla anlamli olarak iligkili bulundu. Kemoterapi
sonrast CTCs sayisinda belirgin diisme gozlendi. Yiiksek CTCs sayist, kisa
PSK ile iligkili bulundu.
WuG[78],2018 | PK, 19 SE-iFISH IHC: CK 18, CD45, DAPI | CTCs sayisi, timdr boyutuyla, perindral ve damar invazyonuyla iliskili
bulundu ancak LN tutulumuyla, evreyle, timor derecesiyle ve sagkalimla
FISH: CEP8 iligkili bulunmadi.
Zhang Y [114], | PK, 22 SE-iFISH IHC: CK, CD45, DAPI CTCs pozitif hastalarin sagkalim oran1 daha diisiiktii. CTCs sayisi, evreyle,
2015 histolojik tiple, Ca 19-9 diizeyiyle, LN tutulumuyla ve uzak metastazla
FISH: CEPS8 iliskili bulunmadi.
Gao Y [115], | PK, 25 SE-iFISH IHC: CK 18, CD45, DAPI | Yiiksek CTCs sayist olan hastalarda, GSK belirgin olarak kisa bulundu.
2016
FISH: CEPS8 CTCs sayisi tiimor boyutuyla, LN tutulumuyla ve uzak metastazla iliskili
bulunmadi.

ALCAM, aktive 16kosit hiicre adezyon molekiilii; ALDH, aldehid dehidrogenaz; AVK, ampulla vateri kanseri; BIRCS, baculoviral inhibitdr of apoptosis repeat-containing 5;
Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; CD, farklilagsma kiimesi, CEA, karsinoembryonik antijen; CEACAMS, karsinoembryonik antijen-iligkili hiicre adezyon molekiilii 5; CECs,
dolasan epitelyal hiicreler; CEP8, kromozom 8 sentromeri; CK, sitokeratin; cMET, c-mezenkimal epitelyal doniigiim; CSCs, kanser kdk hiicre benzeri hiicreler; CTCs, dolasan
kanser hiicreleri; DAPI, 4°,6-diamidino-2-phenylindole; DK, duodenum kanseri; ddPCR, dijital droplet polimeraz zincir reaksiyonu; EGFR, epidermal biiyiime faktorii
reseptorii; EPCAM, epitelyal hiicre adezyon molekiilii; FACS, florésan aktive hiicre ayirma; FISH, floresan in situ hibridizasyon; GEDI, geometrik olarak gii¢lendirilmis
diferansiyel immiinyakalama; GEM, geometrik olarak gii¢clendirilmis karistirma; GSK, genel sagkalim; HSK, hastaliksiz sagkalim; h-TERT, insan telomeraz revers transkriptaz;
IF, immiinfloresan; IHC, immunohistokimya; ISET, epitelyal tiimor hiicrelerinin bilyiikliigiiyle izolasyon; KRAS, kirsten rat sarkoma; KRT19, keratin 19; LN, lenf diigiimi;
MACS, manyetik-aktive hiicre ayirma sistemi; MAPK, mitojen-aktive protein kinaz; mRNA, mesajc1 riboniikleik asit; MUCI, miisin 1; N, hasta sayis1; NLR, notrofil/lenfosit
orant; PK, pankreas kanseri; PCR, polimeraz zincir reaksiyonu; PDX-1, pankreas ve duodenum homebox protein-1; PSK, progresyonsuz sagkalim; RNA-ISH, riboniikleik asit-
in situ hibridizasyon; RT-PCR, revers transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu; SE-iFISH, zenginlestirme ve immiin boyama-floresan in situ hibridizasyon; SHH, sonik

hedgehog sinyal molekiilii; SMO, diizlestirilmis, kivrilmig sinif reseptorii; SYK, safra yolu kanseri.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu tez calismasi prospektif, tanimlayici bir proje olarak gerceklestirilmistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dali’nda, Tibbi Onkoloji Bilim Dali’'nda ve Translasyonel Onkoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda, 2015-2020 yillar1 arasinda gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Orneklemi
Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dali’nda ve Tibbi Onkoloji Bilim Dali’nda takip ve tedavi edilen, HPBK tanili hastalar

alindi.

3.4. Calisma Materyali

Calismaya dahil edilen hastalardan bilgilendirilmis onam formu alindiktan sonra
hastalarin yasi, cinsiyeti, timdr tipi, timdr evresi, cerrahi sinir durumu, tiimér boyutu,
tiimor derecesi, LN tutulumu, lenfovaskiiler ve perindral invazyon varligi, laboratuvar
ve radyolojik inceleme sonuglar1 kaydedildi. Hepatopankreatobiliyer kanser tanisiyla
operasyon planlanan hastalardan, operasyon oncesinde, sistemik tedavi planlanan

hastalardan da sistemik tedavi 6ncesi periferik kan 6rnekleri alindu.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Periferik kan orneklerinde c¢aligilan biiyiime faktorlerinin (VEGF, HGF) ve
CTCs’in diizeyi bagiml degisken. Hastalarin yasi, cinsiyeti, timor tipi, timor evresi,
cerrahi sinir durumu, timdr boyutu, tiimor derecesi, lenf nodu tutulumu, lenfovaskiiler
ve perindral invazyon varligi, laboratuvar ve radyolojik inceleme sonuglari bagimsiz

degisken.

3.6. Veri Toplama Aracglar
Klinik verilerin oldugu Genel Cerrahi Anabilim Dal1 ve Tibbi Onkoloji Bilim

Dal1 takip dosyalari, periferik vendz kan 6rneginde CTCs diizeylerinin 6lgiilecegi
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EPCAM (epitelyal hiicre adezyon molekiilii) temelli test ve biliylime faktorlerinin

(VEGF, HGF) olgiilecegi ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) temelli test.

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Tablo 2: Calismada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Adi Markasr/Kod

Kullanim Amaci

OncoQuick-Plus Tube® Greiner BioOne,
Frickenhausen, Germany

CTCs zenginlestirme

monoklonal antikor  (clone
P3.6.2.8.1)

PBS Cegrogen Biotech GmbH Hiicre dondurma ¢ozeltisinde
kullanildi

DMSO Sigma Aldrich Hiicre dondurma ¢ozeltisinde
kullanildi

FBS Cegrogen Biotech GmbH Hiicre dondurma ¢ozeltisinde
kullanildi

DMEM Sigma Aldrich Hiicre dondurma ¢ozeltisinde
kullanildi

CryoTube® Greiner Dondurulan 6rneklerin
saklanmasinda

Tripan mavisi Sigma Aldrich Hiicre sayiminda kullanild:

Anti-Hu CD326 PE konjuge | eBioscience EPCAM belirteci

monoklonal antikor

Anti-Hu CD45 PE-Cynanine 7 | eBioscience CD45 belirteci

monoklonal antikor

Mouse IgG1 kappa PE konjuge | eBioscience Izotip kontrol

Mouse IgG1 kappa PE-Cyanine | eBioscience
7 konjuge monoklonal antikor
(clone P3.6.2.8.1)

Izotip kontrol

VEGF ELISA Kiti eBioscience

VEGEF o6lgiimii

HGF ELISA Kiti eBioscience

HGF o6l¢iimii
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DMEM, Dulbecco’s modified eagle media; DMSA, dimetil siilfoksit; FBS, fetal sigir serum; HGF,
hepatosit biiyiime faktorii; PBS, fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi; VEGF, vaskiiler endotelyal biiyiime

faktori.

3.6.1.Kan Ornekleri

Operasyon planlanan hastalardan operasyon Oncesinde, sistemik tedavi
planlanan metastatik hastalardan sistemik tedavi dncesi periferik vendz kan ornekleri
alindi. CTCs analizi igin 8 cc periferik kan antikoagiile tiipe alindi. Biiylime faktorii

analizi i¢in 8 cc periferik kan serum ayirma tiipiine (biyokimya tiipiine) alindi.
3.6.2. Serum Elde Edilmesi

Biyokimya tiipiline alinan periferik kan 6rnekleri bekletilmeden 3000 devirde 15-
20 dk. santrifiij edildi. Serum ornekleri analiz asamasina kadar -20 °C sogutmada

saklandi.
3.6.3. VEGF ve HGF Analizi

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii analizi, VEGF ELISA kiti protokoliine
uygun olarak yapildi. Serum Ornekleri ve standartlar, insan VEGF monoklonal
antikoru ile kaplanmis kuyucuklara eklendi. Kuyucuklarda mevcut olan VEGEF,
immobilize antikor tarafindan baglandi. Baglanmayan materyal, yikamayla
uzaklastirild. ikinci (detektdr) antikorun eklenmesiyle sandwich yontem olusturuldu.
Baglanmayan antikor-enzim reaktifinin yikamayla uzaklastirilmasindan sonra, bir
substrat soliisyonu kuyucuklara eklendi. Solusyonun rengi, yogunlugu numunedeki
VEGF miktariyla orantili olan mavi renge dondii. Durdurma reaktifinin etkisiyle, renk
degisikligi tespit edildi ve otomatik ELISA okuyucusu kullanilarak rengin yogunlugu
Olciildii. VEGF sonuglart nanogram/mililitre (ng/mL) olarak ifade edildi. HGF analizi
de ayn1 yontem kullanilarak, HGF ELISA kiti protokoliine uygun olarak yapildi.

3.6.4.Dolasan Kanser Hiicrelerinin Izolasyonu (Zenginlestirilmesi)

OncoQuick® yontemiyle yapilan yogunluk gradyanli santrifuj, iiretici firma
(Grenier BioOne, Frickenhausen, Germany) tarafindan saglanan standart protokole
uygun olarak gerceklestirildi. Buz iizerinde 6nceden sogutulmus 8 mL periferik kan

ornekleri, buz iizerinde dnceden sogutulmus OncoQuick® tiiplerine aktarildi ve 4
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°C’de 1600 g ile 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iistteki plazma ile alttaki
seperation medium arasinda kalan interfaz hiicrelerin bulundugu kompartmanin tiim
hacmi yeni santrifiij tiipiine aktarildi. Bu hiicreler washing buffer ile birlikte 4 °C’de
200 g ile 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan cell pellet’e zarar
vermeden, olabildigince ¢ok siipernatant aspire edildi. Cell pellet, phosphate buffered
saline (PBS) i¢inde yeniden suspanse edildi ve flow sitometrik analiz yapilincaya

kadar -145° C’de saklandi.
3.6.5. Dolasan Kanser Hiicrelerinin Tanimlanmasi

Dolasan kanser hiicrelerinin tanimlanmast amaciyla, zenginlestirilmis
orneklerde, "Navios EX Flow Cytometer (O’Callaghan’s Mill, Beckman Coulter,
Ireland)” cihaz1 ile "Kaluza Analysis 2.1 software (O’Callaghan’s Mill, Beckman
Coulter, Ireland)” kullanarak, akis sitometrisi analizi yapildi. Ornekler, phycoerythrin
(PE) ile konjuge edilmis CD326 (EPCAM) monoklonal antikoruyla (clone 1B7) ve
PE-Cyanine7 ile konjuge edilmis CD45 monoklonal antikoruyla (clone HI30)
boyandi.

Ozelligi olmayan baglanmalarin etkisini azaltmak amaciyla, "fare IgG1 kappa
izotip kontrol (clone P3.6.2.8.1), PE” ve "fare IgG1 kappa izotip kontrol (clone
P3.6.2.8.1), PE-Cyanine7"”, izotip kontrol olarak kullanildi. Tiim antikorlar
"eBioscience™ " firmasindan satin alindi. Tiim hiicreler CD45 ve EPCAM yiizey
antijenlerine gore ayristirildi. CD45 negatif olan ve  EPCAM pozitif olan hiicreler
CTCs olarak kabul edildi.

3.7. Arastirma Plam

e (alisma ic¢in olgularin kaydedilmesi, hastalarin klinik ve patolojik
bilgilerinin elde edilmesi, periferik kan 6rneklerinin toplanmasi

e Toplanan periferik kan 6rneklerinden serum elde edilerek HGF ve VEGF
analizine kadar dondurularak saklanmasi

e OncoQuick® yontemiyle CTC zenginlestirme yapilan Orneklerin CTC
tanimlama i¢in akis sitometrisi analizi yapilincaya kadar dondurularak

saklanmasi
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e ELISA temelli HGF, VEGF analizi ve akis sitometrisi yontemiyle CTC
tanimlamasi yapilmasi
e Elde edilen verilerin degerlendirilmesi, istatistiksel analizi, analizin yorumu,

arastirmanin sonuglarinin yazilmasi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin analizi SPSS 24.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) programi ile
gerceklestirildi. Sayimla belirlenen degiskenler, kikare analizi ile Slgiimle belirtilen
degiskenler nonparametrik Mann-U Whitney testi ve Kruskal Wallis testi ile analiz
edildi. Pearson korelasyon analizi yapildi. Bagimsiz iki grubun karsilagtirilmasinda
nonparametrik Mann-Whitney U testi, 2’den fazla gruplarin Kruskal Wallis testi,
kategorik verilerin karsilastirilmasinda Fisher exact testi uygulandi. Faktorlerin
mortalite ile yasam siirelerine etkilerini incelemek i¢in Kaplan-Meier-Log Rank
(Mantel-Cox) analizi kullanildi. Univariate analizden anlamli gelen parametreler
multivariate Cox regresyon analizi ile degerlendirildi. Kantitatif veriler tablolarda
ortalama + standart sapma ve medyan (minimum- maksimum) degerler seklinde,
kategorik veriler S (say1) ve yiizdelerle (%) ifade edildi. Veriler %95 giiven araliginda

incelendi, p degeri 0,05°den kiiciik olanlar anlaml1 kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Kisithhiklarn

Dolasan kanser hiicresi zenginlestirilen ve tanimlanan hasta sayisinin azlig1 ve
tanimlanan CTCs’lerin fenotiplerinin belirlenmemesi ¢alismamizin kisitliliklari

arasindadir.

3.10. Etik Kurul Onay

"Hepatopankreatobiliyer Kanserlerde Biiylime Faktorlerinin ve Dolasan
Kanser Hiicrelerinin Prognozla Iliskisi” baslikli tezin 26.06.2014 tarih ve 2014/23-
21 karar numarasi ile "Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu” onay1 alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hepatopankreatobiliyer Kanser Tamih Hastalarda VEGF ve HGF
Analizi

Calismamiza HPBK tanili 74 hasta alindi. Hastalarin klinik ve patolojik
ozellikleri Tablo 3’de gosterilmektedir. Hastalarin %60.8°1 erkek, %39.2°si kadin idi.
Medyan tan1 yas1 64 saptandi. Hastalarin %9.5°1 hepatoseliiler karsinom, %43.2’si
pankreas kanseri, %29.7’si safra yolu kanseri ve %17.6’s1 ampulla vateri kanseri tanil
idi. Hastalarin %70.3°1 operabl iken %29.7’si metastatik evrede saptandi. Hastalarin
medyan genel sagkalimi 14 ay (5.57-22.43) saptandi. Opere olan 52 hastanin
operasyon Oncesinde, metastatik olan 22 hastanin kemoterapi dncesinde alinan kan
orneklerinde, medyan VEGF diizeyi 22.26 ng/mL (0-183.20) ve medyan HGF diizeyi
329.79 ng/mL (1.42-1909.22) saptandi.

Tablo 3. Hepatopankreatobiliyer kanser tanili hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri

Karakteristik n (%)
Medyan Yas 64 (40-89)
Cinsiyet
Erkek 45 (60.8)
Kadin 29 (39.2)
Timor tipi
Hepatoseliiler karsinom 7 (9.5)
Pankreas kanseri 32 (43.2)
Safra yolu kanseri 22 (29.7)
Ampulla Vateri kanseri 13 (17.6)
Evre
Operabl 52(70.3)
Metastatik 22 (29.7)
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4.1.1 Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozelliklerine gore VEGF ve HGF

Diizeyleri

Hastalarin klinik ve patolojik 6zelliklerine gore, VEGF ve HGF diizeyleri Tablo

4’de gosterilmektedir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, tiimor tipi, opere olanlarda cerrahi

sinir durumu, tiimoér boyutu, LN metastaz varli§i, LN metastaz sayisi, perinoral

invazyon, lenfatik ve vendz invazyon varligi ile VEGF ve HGF diizeyleri anlamhi

olarak iligkili bulunmadi. Ancak, metastatik hastalardaki HGF diizeyi, operabl olan

hastalara kiyasla anlamli olarak yiiksek saptandi (p=0.004).

Tablo 4. Hepatopankreatobiliyer kanser tanili hastalarin klinik
ozelliklerine gore VEGF ve HGF diizeyleri

ve patolojik

Karakteristik VEGF (ng/mL) | p HGF (ng/mL) | p

Yas 0.413 0.965
<65 21.79 347.52
>65 26.45 235.46

Cinsiyet 0.520 0.595
Erkek 21.79 336.17
Kadin 27.5 323.40

Tiimor tipi 0.278 0.129
Hepatoseliiler karsinom 7.58 323.40
Pankreas kanseri 22.09 174.47
Safra yolu kanseri 24.47 393.62
Ampulla Vateri kanseri 33.21 229.79

Evre 0.493 0.004
Operabl 22.09 198.58
Metastatik 29.02 467.38

Cerrahi sinir 0.690 0.572
Negatif 21.85 224.12
Pozitif 24.01 174.47

Tiimor boyutu 0.281 0.669
<3cm 24.77 204.26
>3 cm 21.79 196.46

LN metastazi 0.729 0.806
Yok 21.91 174.47
Var 21.79 178.72

LN metastazi 0.569 0.497
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<3 21.79 174.47
>3 22.49 282.27

Perindral invazyon 0.442 0.511
Yok 21.44 202.13
Var 22.38 176.60

Lenfatik/Veno6z invazyon 0.795 0.888
Yok 2191 164.54
Var 22.03 239.72

Cm, santimetre; HGF, hepatosit bliytime faktori; LN, lenf diigiimii; ng/mL, nanogram/mililitre; VEGF,

vaskiiler endotelyal biiytime faktorii.

4.2. Pankreatobiliyer Kanser Tanih Hasta Alt Grubunun Klinik ve

Laboratuvar Parametreleri

Hastalarin klinik ve laboratuvar parametreleri Tablo 5°de gosterilmektedir.

Cerrahi rezeksiyon yapilan 44 (%71.0) hastanin operasyon oncesinde ve metastatik

olan 18 hastanin (%29.0) kemoterapi dncesinde alinan kan 6rneklerinde medyan HGF

diizeyi 329.1 ng/mL (1.4-1051.1) saptandi.

Tablo S. Pankreatobiliyer kanser tanili hasta alt grubunun klinik ve laboratuvar

parametreleri
Karakteristik Medyan veya % Arahk
Yas 64.0 43.0-89.0
Cinsiyet
Erkek 59.7
Kadin 40.3
Tumor tipi
Pankreas kanseri 43.6
Safra yolu kanseri 355
Ampulla Vateri kanseri 209
Evre
MO 71.0
M1 29.0
Ca 19-9 (U/mL) 62.4 0.8-38580.0
Notrofil (/uL) 4900 1900-13100
Lenfosit (/uL) 2100 700-4900
Monosit (/uL) 700 200-2600
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Platelet (/mL) 259000 108000-486000
NLR 2.5 0.7-12.6
MLR 0.32 0.12-1.86

PLR 128.9 56.0-357.8

SII (Platelet*Notrofil/Lenfosit) 613333.3 154285.7-4042888.9
Alb (g/dL) 3.6 2.3-4.8

CRP (mg/L) 9.9 0.5-233.0
CAR (CRP/Alb) 2.8 0.1-90.4

HGF (ng/mL) 329.1 1.4-1051.1

Alb, albiimin; Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; CAR, CRP/alblimin orani; CRP, C-reaktif protein;
HGF, hepatosit biiyiime faktorii; MLR, monosit/lenfosit orani; NLR, nétrofil/lenfosit orani; PLR,

platelet/lenfosit orani; SII, sistemik immiin-inflamasyon indeksi..

4.2.1. Pankreatobiliyer Kanser Tanili Hastalarin Serum HGF Gruplarina
gore Klinik Ozellikleri

Hastalar, medyan HGF diizeyinin altinda olanlar (diisiik HGF) ve medyan HGF
diizeyinin iizerinde olanlar (yiiksek HGF) seklinde iki gruba ayrildi, klinik ve

laboratuvar parametreleri bu iki grup arasinda karsilastirildi (Tablo 6).

Pankreas kanserli hastalarin %33.3’1i yliksek HGF grubunda, ampulla vateri
kanserli hastalarin %46.2°si yliksek HGF grubunda saptanirken, safra yolu kanserli
hastalarin %72.7’sinin yiiksek HGF grubunda oldugu goériildii (p=0.022).

Metastazi olmayan hastalarin %40.9’u yliksek HGF grubunda saptanirken,
metastatik hastalarin %72.2’sinin yliksek HGF grubunda oldugu goriildii (p=0.025).

Yiiksek HGF grubunda, diisik HGF grubuna kiyasla, monosit medyan degeri,
monosit/lenfosit oran1 (MLR) medyan degeri, C-reaktif protein (CRP) medyan degeri
ve CRP/Alblimin (Alb) oraninin (CAR) medyan degeri belirgin bir sekilde yiiksek
saptanirken (p<0.050), notrofil(lenfosit oran1 (NLR) ve sistemik immiin-inflamasyon
indeksi (SII) medyan degerleri istatistiksel anlamliliga yakin bir sekilde daha yiiksek
saptandi1 (p=0.050, p= 0.089, sirasiyla).
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4.2.2. Serum HGF Medyan Degerine giore Hastalarin  Laboratuvar

Parametreleri

Hastalarin laboratuvar parametreleri, medyan degerlerinin altinda olanlar (diisiik
grup) ve medyan degerlerinin lizerinde olanlar (yiiksek grup) seklinde gruplandi, HGF
diizeyleri bu gruplar arasinda karsilastirildi (Tablo 7).

Yiiksek monosit grubunda, yiiksek platelet grubunda, yiliksek SII grubunda,
ylksek CRP grubunda ve yiiksek CAR grubunda, medyan HGF diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksek saptandi (p<0.050). Yiiksek NLR grubunda
ve yiiksek platelet/lenfosit oran1 (PLR) grubunda ise, medyan HGF diizeyleri
istatistiksel anlamliliga yakin bir sekilde daha yiiksek saptandi (p= 0.063, p=0.055,

sirasiyla).

Tablo 6. Pankreatobiliyer kanser tanili hastalarda HGF gruplarmma gore klinik

ozellikler
Karakteristik HGF <329.1 ng/mL HGF > 329.1 ng/mL )/
Medyan veya | Aralik Medyan veya | Aralik
% %
Yas 64.0 43.0-88.0 64.0 44.0-89.0 0.994
Cinsiyet 0.796
Erkek 51.4 48.6
Kadin 48.0 52.0
Timor tipi 0.022
Pankreas kanseri 66.7 33.3
Safra yolu kanseri 273 72.7
Ampulla Vateri kanseri 53.8 46.2
Evre 0.025
MO 59.1 40.9
M1 27.8 72.2
Ca 19-9 (U/mL) 40.25 0.8-6856.0 80.0 0.8-38580.0 0.413
Notrofil (/uL) 4550 1900-9600 5000 2900-13100 0.127
Lenfosit (/uL) 2200 700-4500 2000 700-4900 0.268
Monosit (/uL) 600 200-1200 800 400-2600 0.036
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Platelet (/mL) 240500 135000- 295000 108000- 0.334
455000 486000
NLR 2.27 0.78-8.00 3.15 0.73-12.56 0.050
MLR 0.29 0.15-1.14 0.37 0.12-1.86 0.018
PLR 117.54 56.00-280.00 150.00 60.45-357.78 | 0.163
SII 573414.03 154285.71- 727636.36 | 217636.36- 0.089
1961692.31 4042888.89
Alb (g/dL) 3.76 2.89-4.76 3.38 2.32-4.23 0.028
CRP (mg/L) 5.50 0.5-35.1 21.20 0.9-233.0 0.000
CAR (CRP/Alb) 1.38 0.13-10.87 6.72 0.24-90.40 0.000

Alb, alblimin; Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; CAR, CRP/albiimin orani; CRP, C-reaktif protein;

g/dL, gram/desilitre; HGF, hepatosit biiylime faktorii; pl, mikrolitre; mg/L, miligram/litre; mL,

mililitre; MLR, monosit/lenfosit orani; ng/mL, nanogram/mililitre; NLR, nétrofil/lenfosit orani; PLR,

platelet/lenfosit orant; SII, sistemik immiin-inflamasyon indeksi; U/mL, tinite/mililitre.

Tablo 7. Serum HGF medyan degerine gore hastalarin laboratuvar parametreleri

Karakteristik HGF (ng/mL), medyan Arahk
Ca 19-9 0.259
<62.4 U/mL 239.72 4.26-1051.06
>62.4 U/mL 371.63 1.42-1002.84
Notrofil 0.184
<4900 /pL 229.79 1.42-964.54
> 4900 /uL 350.36 49.65-1051.06
Lenfosit 0.373
<2100 /pL 350.36 1.42-1051.06
>2100 /pL 209.93 5.67-981.56
Monosit 0.016
<700 /uL 218.44 1.42-964.54
> 700 /pL 398.58 58.16-1051.06
Platelet 0.018
<259000 /mL 229.79 1.42-858.16
> 259000 /mL 407.09 4.26-1051.06
NLR 0.063
<25 209.93 4.26-981.56
>25 370.92 1.42-1051.06
MLR 0.278
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<0.32 234.05 4.26-981.56
>0.32 357.45 1.42-1051.06

PLR 0.055
<1289 219.86 1.42-981.56
>128.9 398.58 4.26-1051.06

SII 0.028
<613333.3 224.12 1.42-612.77
>613333.3 398.58 4.26-1051.06

CRP 0.010
<99 mg/L 176.59 1.42-778.72
>9.9 mg/L 402.84 5.67-1051.06

CAR 0.040
<28 178.72 1.42-858.16
>2.8 371.63 5.67-1051.06

Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; CAR, CRP/albiimin orani; CRP, C-reaktif protein; HGF, hepatosit
bliylime faktorii; puL, mikrolitre; mg/L, miligram/litre; mL, mililitre; MLR, monosit/lenfosit orani;
ng/mL, nanogram/mililitre; NLR, nétrofil/lenfosit orani; PLR, platelet/lenfosit orani; SII, sistemik

immiin-inflamasyon indeksi; U/mL, iinite/mililitre.

4.2.3. Pankreatobiliyer Kanser Tanili Hastalarin Hastalarin Genel

Sagkalimini Etkileyen Faktorler

Medyan takip siiresi 13.0 ay (aralik: 0.17-58.13) idi ve bu takip siiresinde 62
hastanin 51°1 (%82.3) kaybedildi. Hastalarin medyan genel sagkalimi 12.8 ay (%95
GA, 7.882-17.785) saptandi. Medyan genel sagkalim, >65 yas olanlarda, metastatik
hastalarda, yliksek Cal9-9 grubunda ve yiiksek MLR grubunda belirgin olarak daha
kisayd1 (p<0.05). Diisiik HGF grubu ile yiiksek HGF grubu arasinda genel sagkalim
farki saptanmadi (Tablo 8). Cok-degiskenli genel sagkalim analizinde, yasin (OR=
2.146; %95 GA=1.188-3.876, p= 0.011), metastaz varliginin (OR= 2.260; %95 GA=
1.189-4.297, p= 0.013) ve Cal9-9 diizeyinin (OR= 2.160; 95% CI= 1.174-3.973, p=

0.013), sagkalimin bagimsiz belirleyicileri oldugu saptanda.
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Tablo 8. Genel sagkalim i¢in tek-degiskenli analiz

Karakteristik Medyan genel | 95% Giiven arahgi (GA) | Log-Rank p
sagkalim (ay)
Yas 0.007
<65 20.9 10.214-31.586
> 65 4.5 2.956-6.111
Cinsiyet 0.534
Erkek 12.7 6.668-18.665
Kadin 14.2 8.684-19.782
Timor tipi 0.111
Pankreas kanseri 12.1 3.822-20.445
Safra yolu kanseri 12.8 5.134-20.533
Ampulla Vateri kanseri 324 NA
Evre 0.008
MO 18.3 9.416-27.184
Ml 5.0 0.668-9.399
Ca 19-9 0.016
<62.4 U/mL 21.6 13.403-29.864
>62.4 U/mL 7.8 1.906-13.627
Notrofil 0.404
<4900 /uL 14.2 4.671-23.795
> 4900 /uL 10.4 2.502-18.232
Lenfosit 0.740
<2100 /uL 12.1 5.032-19.168
>2100 /uL 15.5 6.793-24.207
Monosit 0.339
<700 /uL 20.5 10.131-30.869
> 700 /uL 12.1 0.342-23.924
NLR 0.445
<25 13.2 9.495-16.839
>2.5 10.4 0.000-29.294
MLR 0.010
<0.32 20.9 14.325-27.475
>(0.32 7.7 1.873-13.594
PLR 0.509
<1289 13.2 10.304-16.029
>128.9 12.8 0.00-32.641
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SII 0.859
<613333.3 13.2 11.1-15.3
>613333.3 12.1 0.0-39.3
CRP 0.381
<99 mg/L 12.8 1.2-24.4
>9.9 mg/L 10.4 1.6-19.1
CAR 0.841
<28 12.8 0.0-25.9
>2.8 13.2 5.9-20.5
HGF 0.819
<329.1 ng/mL 13.2 0.078-26.255
>329.1 ng/mL 12.8 6.907-18.760

Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; CAR, CRP/albiimin orani; CRP, C-reaktif protein; HGF, hepatosit
bliyime faktori; pL, mikrolitre; mg/L, miligram/litre; MLR, monosit/lenfosit orani; ng/mL,
nanogram/mililitre; NLR, nétrofil/lenfosit orani; PLR, platelet/lenfosit orani; SII, sistemik immiin-

inflamasyon indeksi; U/mL, iinite/mililitre.

4.3. CTCs Tanimlamasi Yapilan Hastalar

Dolagan kanser hiicreleri, pankreas kanseri, safra yolu kanseri veya ampulla

vateri kanseri tanil1 21 hastada zenginlestirildi ve tanimlandi.

4.3.1. CTCs Tanimlamas: Yapuan Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozellikleri

Hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri Tablo 9°da gosterilmektedir. Medyan
tan1 yas1 61.0 (aralik, 40.0-83.0) saptandi. Hastalarin %66.7’si erkek, % 33.3’ii kadin
idi. Hastalarin %57.1°1 PK, %19.0’u SYK ve %23.8’1 AVK tanili idi. 13 hastaya
(%61.9) pankreatikoduodenektomi (Whipple) operasyonu, 3 hastaya (%14.3) distal
pankreatektomi operasyonu ve 3 hastaya (%14.3) segmental karaciger rezeksiyonu
yapildi, 2 hasta (%9.5) metastatik olmast sebebiyle opere edilmedi. Opere edilen
hastalarda medyan tiimor ¢ap1 2.8 cm (aralik, 1.0-7.0) saptanirken, tiimor boyutu < 3
cm olan hastalarin oran1 %57.1 idi. Hastalarin %23.8’inde LN metastaz1 goriilmezken,
1-3 LN metastazi olanlarin oran1 %38.1 ve >4 LN metastazi olanlarin oran1 %28.6
saptandi. Histolojik diferansiyasyon hastalarin %71.4’linde iyi diferansiye, cerrahi
stnir (CS) hastalarin %61.9’unda negatif idi. Opere olan hastalarin operasyon

oncesinde, metastatik hastalarin ise kemoterapi Oncesinde alinan periferik kan
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orneklerinde, medyan Ca 19-9 diizeyi 23.2 U/mL (aralik, 0.8-4880.0) ve medyan CTCs
sayist 15 (aralik, 1-61), medyan 16kosit 6900 /uL., medyan nétrofil 4200 /uL., medyan

lenfosit 2100 /uL, medyan monosit 600 /uL saptandi.

Tablo 9. CTCs tanimlamasi yapilan hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri

Karakteristik n %
Yas, medyan (aralik) 61.0 (40.0-83.0)
Cinsiyet
Erkek 14 66.7
Kadin 7 333
Tlimor tipi
Pankreas kanseri 12 57.1
Safra yolu kanseri 4 19.0
Ampulla Vateri kanseri 3 238
Cerrahi
Pankreatikoduodonektomi (Whipple) 13 61.9
Distal pankreatektomi 3 14.3
Segmental karaciger rezeksiyonu 14.3
Cerrahi yapilmayan 2 9.5
Evref
T2, No, Mo 2 9.5
T3, No, My 14.3
Ti3, Ni, Mo 12 57.1
T3, N2/ T4, No.122, Mo 9.5
M, 9.5
Timér ¢ap1, medyan (aralik) 2.8 (1.0-7.0)
Timor ¢ap1
Tiimor <3 cm 12 57.1
Tiimoér >3 cm 333
NA 2 9.5
LN tutulumu
LN negatif 5 23.8
1-3 LN pozitif 8 38.1
>4 LN pozitif 6 28.6
NA 2 9.5

Histolojik diferansiyasyon
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Iyi 15 71.4
Orta 2 9.5
Kot 4 19.0
Cerrahi sinir
Negatif (R0) 13 61.9
Pozitif (R1) 6 28.6
NA 2 9.5
Perindral invazyon 13 61.9
Lenfovaskiiler invazyon 15 71.4
Ca 19-9 ¥, medyan (aralik) 23.2 (0.8-4880.0)
CTCs *, medyan (aralik) 15 (1-61)

"Tiimor evreleri "American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM Evreleme (8.bask1., 2017)"

kullanilarak belirlenmistir, ¥ U/mL, *8 mL vendz kan.

Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; CTCs, dolasan kanser hiicreleri; LN, lenf diigiimii; NA,

uygulanamaz.

4.3.2. Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozelliklerine gire Medyan CTCs Sayist

Hastalarin klinik ve patolojik 6zelliklerine gore, medyan CTCs sayis1 Tablo
10°da gosterilmektedir. Hastalarin yasina, cinsiyetine, timdr tipine, timor boyutuna,
lenf nodu metastaz sayisina, histolojik diferansiyasyonuna, perindral invazyon ve
lenfovaskiiler invazyon varligina gore medyan CTCs sayis1 farkli bulunmaz iken, CS
pozitifligi olan hastalarda, CS negatif olanlara kiyasla medyan CTCs sayisi istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksek saptandi (30 vs. 9; p= 0.043). Lokosit,
notrofil, lenfosit, monosit sayilarinin ve NLR’nin medyan degerine gore hastalar
gruplandirildiginda, NLR > 2 olanlarda, NLR < 2 olanlara kiyasla, medyan CTCs
sayis1 daha fazla idi, ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamliliga ulagmadi (19

vs. 7; p=0.090).
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Tablo 10. Hastalarin klinik ve patolojik 6zelliklerine gore medyan CTCs sayisi

Karakteristik CTCs/8 mL, medyan (arahk) | p

Yas 0.116
<65 11 (1-61)
> 65 32 (2-42)

Cinsiyet 0.432
Erkek 15 (1-61)
Kadin 8(2-32)

Timor tipi 0.838
Pankreas kanseri 15 (1-42)
Safra yolu kanseri 13 (5-61)
Ampulla Vateri kanseri 13 (2-19)

Tumor ¢ap1 0.351
Tiimér <3 cm 11 (1-42)
Timor > 3 cm 21 (1-61)

LN tutulumu 0.930
<3 LN pozitif 15 (1-61)
> 3 LN pozitif 14 (2-35)

Histolojik diferansiyasyon 0.969
Iyi 15 (1-61)
Orta / Kot 12 (2-35)

Cerrahi sinir 0.043
Negatif (R0) 9 (1-61)
Pozitif (R1) 30 (5-42)

Perindral invazyon 0.312
Negatif 11 (2-21)
Pozitif 19 (1-61)

Lenfovaskiiler invazyon 0.688
Negatif 17 (2-42)
Pozitif 15 (1-61)

Ca 19-9 0.346
<35U/mL 11 (1-61)
>35 U/mL 15 (2-42)

Lokosit 0.269
<6900 /pL 9 (1-61)
> 6900 /uL 15 (2-42)

Notrofil 0.765
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<4200 /ulL 12 (1-61)
> 4200 /uL 15 (1-42)

Lenfosit 1.000
<2100 /uL 15 (1-61)
> 2100 /pL 14 (1-42)

Monosit 0.558
<600 /uL 13 (1-61)
> 600 /pL 15 (5-42)

NLR 0.090
<2 7 (1-38)
19 (1-61)

C-reaktif protein 0.521
<5mg/L 13 (1-38)
> 5 mg/L 15 (1-61)

Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; cm, santimetre; CTCs, dolagan kanser hiicreleri; LN, lenf diigtimii;

pL, mikrolitre; mg/L, miligram/litre; mL, mililitre; NLR, nétrofil/lenfosit orani; U/mL, {inite/mililitre.

4.3.3. CTCs Gruplarina gire Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozellikleri

Hastalar, CTCs sayilarina gore, diisiik CTC grubu (CTCs < 15) ve yiiksek CTC
grubu (CTCs > 15) olmak iizere iki gruba ayrilarak, klinik ve patolojik 6zellikleri
karsilastirildi (Tablo 11). Cerrahi sinirt negatif olan hastalarin %76.9’u diisitk CTCs
grubunda, %23.1°1 yiiksek CTCs grubunda saptanirken, CS pozitif olan hastalarin
%16.7’s1 diisiitk CTC grubunda, %83.3’1i yiiksek CTC grubunda saptandi (p= 0.041).
Medyan NLR, diisiik CTCs grubuna kiyasla, yiiksek CTCs grubunda istatistiksel
olarak anlamliliga yakin bir gekilde daha yiiksek saptandi (p=0.055). Bununla beraber,
diger klinik ve patolojik degiskenler ile CTCs sayist arasinda anlamli iliski
saptanmadi, calismamizdaki hasta sayisinin az olmasinin buna neden olabilecegi

diisiintildii (Tablo 11).

4.3.4. Hastalarin Genel Sagkalimini Etkileyen Faktirler

Ortalama takip siiresi 17.5 ay (aralik, 0.2-42.2) idi ve hastalarin %71.4’1 bu takip
stiresinde kaybedildi. Hastalarin medyan genel sagkalimi 12.7 ay (%95 GA, 0.0-27.3)
saptand1. Genel sagkalimi belirleyen faktorleri arastirmak amaciyla tek-degiskenli
analiz yapildi (Tablo 12). Yas1 < 65 olan hastalara kiyasla, yas1 > 65 olan hastalarda
medyan OS daha kisa saptandi (23.2 ay vs. 4.2 ay; p=0.003). Histolojik
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diferansiyasyonu iyi olan hastalara kiyasla, histolojik diferansiyasyonu orta/kétii olan

hastalarda medyan OS daha kisa saptandi1 (21.6 ay vs. 4.2 ay; p=0.043).

Lenf diigiimii tutulumu < 3 olanlara kiyasla LN tutulumu >3 olanlarda (18.3 ay
vs. 5.6 ay; p=0.312), CS (-) olanlara kiyasla CS (+) olanlarda (21.6 ay vs. 7.5 ay;
p=0.319), Ca 19-9 <35 U/mL olanlara kiyasla Cal19-9 > 35 U/mL olanlarda (21.6 ay
vs. 7.5 ay; p=0.368) ve CTCs < 15 olanlara kiyasla medyan CTCs >15 olanlarda (18.3
ay vs. 8.5 ay; p=0.779), medyan GSK daha kisa saptandi ancak istatistiksel anlamliliga
ulasmadi (Tablo 12). Gozlenen sagkalim farkinin istatistiksel anlamliliga
ulagsmamasinin sebebinin, hasta sayisinin azlig1 olabilecegi diisiiniildii. Yapilan ¢ok-
degiskenli analizde, yasin ve histolojik diferansiyasyonun genel sagkalimin bagimsiz

belirleyicileri oldugu saptandi (Tablo 13).

Tablo 11. CTCs gruplarina gore hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri

Karakteristik CTCs/8 mL <15 CTCs/8 mL > 15 P
Medyan veya | Aralik Medyan veya | Aralik
% %
Yas, medyan 58 40-83 64 53-79 0.275
Cinsiyet 0.656
Erkek 57.1 429
Kadin 71.4 28.6
Timor tipi 0.607
Pankreas kanseri >8.3 41.7
Safra yolu kanseri 50.0 50.0
Ampulla Vateri kanseri 80.0 20.0
Timér gap1, medyan 2.0 1.0-5.0 3.0 1.5-7.0 0.481
Timor ¢ap1 0.377
Tiimor <3 cm 66.7 333
Tiimor >3 cm 429 57.1
LN tutulumu 0.603
LN negatif 40.0 60.0
LN pozitif 64.3 35.7
LN tutulumu 1.000
<3 LN pozitif 61.5 38.5
>3 LN pozitif 50.0 50.0
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Histolojik diferansiyasyon 1.000
Iyi 60.0 40.0
Orta / Kotii 66.7 333
Cerrahi sinir 0.041
Negatif (RO) 76.9 23.1
Pozitif (R1) 16.7 83.3
Perindral invazyon 0.177
Negatif 83.3 16.7
Pozitif 46.2 53.8
Lenfovaskiiler invazyon 1.000
Negatif 50.0 50.0
Pozitif 60.0 40.0
Ca 19-9, medyan (U/mL) 20.8 5.7-262.9 41.3 0.8-4880 0.447
Lokosit (/uL) 6600 5100-11300 7100 6300-10000 0.261
Notrofil (/uL) 4100 800-6500 4200 3700-6500 0.167
Lenfosit (/uL) 2400 1200-4200 1800 1500-2900 0.514
Monosit (/uL) 500 400-1500 600 400-900 0.578
NLR 1.41 0.19-3.75 2.37 1.45-3.82 0.055
C-reaktif protein (mg/L) 6.2 0.6-31.2 5.55 0.5-21.2 0.515

Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; cm, santimetre; CTCs, dolagan kanser hiicreleri; LN, lenf diigliimii;

pL, mikrolitre; mg/L, miligram/litre; mL, mililitre; NLR, notrofil/lenfosit orani; U/mL, {inite/mililitre.

Tablo 12. Genel sagkalim i¢in tek-degiskenli analiz

Karakteristik Medyan genel | %95 Giiven aralig1 (GA) Log-Rank p
sagkalim (ay)

Yas 0.003
<65 232 8.8-37.7
> 65 4.2 0.0-13.8

Cinsiyet 0.740
Erkek 12.7 0.0-30.6
Kadm 12.1 0.0-28.7

Timor tipi 0840
Pankreas kanseri 8.5 0.0-17.3
Safra yolu kanseri 232 3.1-43.4
Ampulla Vateri kanseri 12.1 0.0-35.5

Tumor ¢api 0.993
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Timor <3 cm 12.1 0.0-30.5
Timor > 3 cm 12.7 2.0-23.4

LN tutulumu 0.312
<3 LN pozitif 18.3 5.2-31.4
>3 LN pozitif 5.6 0.5-10.8

Histolojik diferansiyasyon 0.043
Iyi 21.6 8.3-35.0
Orta / Kot 4.2 0.0-13.0

Cerrahi siir 0.319
Negatif (RO) 21.6 8.6-34.7
Pozitif (R1) 7.5 4.0-10.9

Ca 19-9 0.368
<35U/mL 21.6 14.0-29.3
> 35 U/mL 7.5 2.1-12.8

CTCs/8 mL 0.779
CTCs <15 18.3 1.5-35.1
CTCs > 15 8.5 1.3-15.7

Ca 19-9, karbonhidrat antijeni 19-9; cm, santimetre; CTCs, dolagan kanser hiicreleri; LN, lenf diigtimii;

U/mL, tinite/mililitre.

Tablo 13. Genel sagkalim i¢in ¢ok-degiskenli analiz

Karakteristik Katsay1 Standard p Odds Oran1 | %95 Giiven aralig1 (GA)
(Coefficient) B | hata (SE)

Yas 1.945 0.625 0.002 6.991 2.052-23.817

Histolojik 1.714 0.635 0.007 5.549 1.598-19.270

diferansiyasyon
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5. TARTISMA

Bu caligmada, hepatopankreatobiliyer kanserli hastalarin klinik ve patolojik
ozellikleriyle, genel sagkalim siireleriyle, VEGF, HGF diizeyleri arasinda anlamli bir
iliskili bulunmadi. Ancak, metastatik hastalardaki HGF diizeyi, operabl olan hastalara

kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek saptandi (Tablo 4, p=0.004).

Metastatik hastalik gelisiminde, primer tiimordeki hiicresel ayrilmadan,
metastatik odaktaki hiicresel birlesmeye kadar olan pek ¢cok basamakta HGF/c-MET
sinyal yolag1 anahtar rol oynamaktadir (16). HGF’nin c-MET reseptoriine baglanmasi,
hiicre sagkaliminda, proliferasyonunda, migrasyonunda, invazyon ve metastazinda rol
oynayan PI3K/AKT/mTOR ve RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolaklariin
aktivasyonunu saglamaktadir (2,16,116,117). HGF/c-MET sinyal yolaginin
aktivasyonu, timor mikrogevresindeki kanser iliskili fibroblastlarin HGF {iretimini
daha da arttirmaktadir. HGF, endotel hiicrelerindeki reseptorlerine baglanarak
anjiyogenezi dogrudan uyarir. Ayrica, HGF tiimor mikrogevresindeki diger stromal
hiicreleri de VEGF gibi proanjiyojenik faktorler {iiretmeleri igin uyararak,

anjiyogeneze dolayli olarak katkida bulunur (16).

Hepatopankreatobiliyer kanserler de dahil olmak {izere pek ¢ok kanser
tiirtinde, c-MET proteininin asir1 ekspresyonu tiimdr dokusunda gosterilmis ve kotii
prognoz ile iligkili bulunmustur (3,16,118-120). Hepatoseliiler karsinomda yiiksek
serum HGF diizeyinin kotii prognozla iliskili oldugunu belirten ¢caligmalar olsa da (3-
8), pankreatobiliyer kanserlerde, kandaki HGF diizeyinin klinik énemi konusunda
kisith bilgi mevceuttur (25,50,121). Pankreatobiliyer kanserli hastalarin kanindaki HGF
diizeyinin tanisal degerini arastiran calismalarda celigkili sonuglar elde edilmistir
(25,50,121). Kandaki HGF diizeyinin prognostik 6nemini degerlendiren bir ¢alismada
pankreas kanserli hastalarin kanindaki HGF diizeyinin, ileri tiimor evresinde, LN ve
uzak metastaz varliginda belirgin yiiksek oldugu saptanmis, kandaki HGF diizeyinin
kanser siddetini yansitabilecegi belirtilmistir (121). Pankreas kanserli hastalarda
yapilan baska bir calismada ise, metastazi olanlarin, metastaz1 olmayanlara kiyasla
kandaki HGF diizeylerinin anlamliliga yakin bir sekilde daha yiiksek oldugu
saptanmigtir (25). Pankreatobiliyer kanserli hastalarda da serum HGF diizeyi ile

metastaz varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptayan bizim ¢alismamiz
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(Tablo 6, p=0.025), HGF/c-MET sinyal yolaginin metastaz gelisiminde oynadig: kritik
role dikkat ¢ekmektedir. Operabl hastalara kiyasla, metastatik hastalarda belirgin
ylksek saptanan HGF diizeyi dikkate alindiginda, bu ¢alisma, HPBK’lerin izleminde
HGF’iin prognostik bir biyobelirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir.

Inflamasyon ve kanser arasinda yakin bir iliski vardir (122). Pankreatobiliyer
kanserli hastalarda, periferik kandaki 16kosit, nétrofil, monosit, NLR, MLR, PLR,
CRP, CAR ve SII diizeyinin yiliksek olmasmin koti prognozla iliskili oldugu
gosterilerek, inflamasyonun kanser biyolojisindeki 6énemine vurgu yapilmigtir (123-
129). Timor mikrogevresindeki inflamatuvar hiicreler, genel olarak immiinsupresif bir
ortam yaratmaktadirlar. Kanser iliskili inflamasyonun, tiimor progresyonunda kritik
rol oynadigia dair kanitlar artmaktadir (122). Tiimér mikrogevresinde inflamasyon
ve HGF/c-MET sinyal yolagi aktivasyonu arasinda iligki gdsterilmistir. Timor
mikrogevresinde bulunan inflamatuvar medyatorler, stromal hiicrelerdeki HGF gen
expresyonunu arttirmaktadir (130). Deneysel kronik pankreatit gelisimi sirasinda,
dokuda HGF ve c-MET ekspresyonunun belirgin olarak yiikseldigi saptanmistir (131).
Hepatopankreatik cerrahi sonrasinda, akut ve kronik pankreatitte kandaki HGF
diizeyinin yiikseldigini saptayan g¢alismalar da HGF’nin inflamasyon ile iligkisini

degerlendiren calismalar arasindadir (132-134).

Timo6r mikrogevresinde kanser iligkili inflamasyon bilesenleri, miyeloid
hiicreler (makrofajlar ve nétrofiller), bazofiller ve eozinofillerdir. inflamatuvar
hiicreler 6zellikle de tlimor-iliskili makrofajlar, tlimor hiicrelerinin doku invazyonunu,
intravazasyonunu ve metastazini tesvik ederler (122). Timor hiicreleri ¢ogunlukla,
"notrofil ¢ekici kemokinler" gibi ¢esitli inflamatuvar kemokinler {retirler.
Notrofillerin tiimore dogru olan gogli, tiimor tarafindan salgilanan bu kemokinler
araciliiyla olur (135). Nétrofillerin de sayisiz kemokin, sitokin ve anjiyojenik faktor
[transforme edici biliyiime faktorii-beta (TGF-f), VEGF, HGF vb.] salgilayabildigi
gosterilmistir.  Tiimor  mikrogevresindeki  nétrofiller, tiimor  biiylimesinde,

invazyonunda, anjiyogenez ve metastazinda rol oynamaktadir (122,136).

HGF/c-MET sinyal yolaginin, nétrofil fonksiyonlarinin diizenlenmesinde,
monosit/makrofaj  diferansiyasyonunun, aktivasyonunun ve fonksiyonunun

diizenlenmesinde, trombopoezde rol oynadigina dair kanitlar giderek artmaktadir
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(137). Plateletler, tromboz, inflamasyon, tiimor hiicrelerinin sagkalimi, biiylimesi,
migrasyonu ve epitelyal-mezenkimal donlisim (EMT)’de rol oynamaktadirlar.
Plateletler, cesitli biliylime faktorleri (VEGF, TGF-f, PDGF, EGF vb.) salgilayarak
tiimor biliyiimesini tesvik etmektedirler. Dolagimdaki platelet-tiimor etkilesimi, timor
hiicrelerini korumakta ve metastazlarin1 kolaylastirmaktadir (122,138). Yakin zaman
once yapilan bir ¢aligmada, kanser iligkili trombositozun, tiimdre karsi olan T lenfosit

cevabini baskilayarak, immiiniteyi azalttig1 gosterilmistir (139).

Caligmamizda yiiksek HGF grubunda, diisiik HGF grubuna kiyasla, monosit
medyan degeri, MLR medyan degeri, CRP medyan degeri ve CAR medyan degerinin
istatistiksel olarak anlamli yiliksek, NLR ve SII medyan degerlerinin istatistiksel
anlamliliga yakin bir sekilde yiiksek saptanmasi, pankreatobiliyer kanserlerde kandaki
HGF diizeyi ile inflamasyon arasindaki yakin iliskiyi gostermektedir (Tablo 6). Benzer
sekilde, medyan HGF degerlerinin, yiliksek monosit grubunda, yiiksek platelet
grubunda, yiiksek SII grubunda, yiiksek CRP grubunda ve yiiksek CAR grubunda
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksek, yiiksek NLR grubunda ve
yiiksek PLR grubunda ise istatistiksel anlamliliga yakin bir sekilde daha yiiksek
saptanmas1 yine pankreatobiliyer kanserlerde kandaki HGF diizeyi ile inflamasyon
arasindaki yakin iligkiye dikkat ¢cekmektedir (Tablo 7). Pankreatobiliyer kanserli
hastalarin kandaki HGF diizeyi ile sistemik inflamasyon belirtecleri arasindaki iligki,

literatiirde ilk kez bizim ¢aligmamizda gdsterilmektedir.

Tan1 koymada, prognozu belirlemede ve tedaviyi belirlemede 6nemli bir hedef
olarak kabul edilmesi nedeniyle, HGF/c-MET sinyal yolagi pek ¢ok solid kanser
tiirlinde arastirilmaktadir. HGF/c-MET sinyal yolagini hedef alan tedaviler arasinda
MET spesifik tirozin kinaz inhibitorleri, MET monoklonal antikorlar, HGF
monoklonal antikorlar bulunmaktadir (116,117,130). Pankreatobiliyer kanserlerde
HGF/c-MET sinyal yolagini hedef alan onaylanmis bir tedavi heniiz bulunmamaktadir
ancak klinik ¢calismalar devam etmekte, HGF/c-MET sinyal yolagi, terapdtik bir hedef

olarak 6nemini korumaktadir (118).

Calismamizda, dolasan kanser hiicreleri, pankreas kanseri, safra yolu kanseri
veya ampulla vateri kanserli 21 hastada zenginlestirildi ve tanimlandi. Cerrahi sinir

pozitifligi olan hastalarda, cerrahi sinir negatif olanlara kiyasla medyan CTCs sayist
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istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksek saptandi (9 vs. 30; p= 0.043)
(Tablo 10). Benzer sekilde, Cerrahi sinir1 negatif olan hastalarin %23.1°1 yliksek CTC
grubunda saptanirken, cerrahi sinir1 pozitif hastalarin %83.3’1 yiiksek CTC grubunda

saptand1 (Tablo 11, p=0.041).

Pankreatobiliyer kanser tanili hastalarda CTCs’nin cerrahi sinir pozitifligi ile
iliskisini degerlendiren az sayida calisma bulunmaktadir (83,87,88,92,101,105).
Bildigimiz kadariyla, pankreatobiliyer kanserli hastalarda cerrahi sinir durumu ile
CTCs sayisi1 arasinda anlamli iligki saptanan ilk ¢alisma, bizim ¢aligmamizdir. Soeth
ve arkadagslari, opere olan pankreas kanserli hastalarda CTCs pozitiflik oraninin, LN
metastazi, uzak metastaz ve kisa sagkalim ile iligkili oldugunu gostermisler, cerrahi
sinir durumuna gore ise, CTCs pozitiflik oraninda anlamli fark saptamamaislardir (83).
Vicente ve arkadaglar1 opere olan pankreas kanserli hastalarda diisiik sayida CTCs
saptananlar ile yiiksek sayida CTCs saptananlarda, cerrahi sinir pozitiflik oraninin
benzer oldugunu saptamislardir (101). Benzer sekilde, pankreas kanserli hastalarin
alindig1 diger calismalarda da CTCs ile cerrahi sinir durumu arasinda anlamli iliski

gosterilmemistir (87,88,92,105).

Pankreatobiliyer kanserlerde Ca 19-9 diizeyi, ileri timor evresi, LN metastazi,
timoriin yerlesimi ve boyutu, cerrahi siir pozitifligi ile iligkili bulunan klinik
parametrelerdir (140-142). Calismamizda saptanan CTCs sayist ve cerrahi sinir
pozitifliginin anlaml iligkisi, operasyon oncesi hastalardan alinan periferik kandaki
CTCs sayisinin, cerrahi siir pozitifligini 6ngoérdiiren bir biyobelirte¢ olabilecegini

distindiirmektedir.

Calismamizda NLR > 2 olanlarda, NLR < 2 olanlara kiyasla, medyan CTCs sayis1
daha fazla idi (7 vs. 19; p= 0.090) (Tablo 10). Benzer sekilde, medyan NLR diisiik
CTCs grubuna kiyasla, yiiksek CTCs grubunda istatistiksel olarak anlamliliga yakin
bir sekilde daha yiiksek saptandi (1.41 vs. 2.37; p= 0.055) (Tablo 11). CTCs < 15 olan
hastalara kiyasla CTCs >15 olan hastalarda, lenfosit sayis1 daha diisiik saptand1 ancak
istatistiksel olarak anlamliliga ulasmadi (2400 /uL vs. 1800 /uL; p=0.514) (Tablo 11).
Bizim calismamiza benzer sekilde, Zhao ve arkadaslarinin pankreas kanserli
hastalarda CTCs durumuna goére klinik ve patolojik o6zellikleri inceledikleri bir

calismada, CTCs (-) olanlara kiyasla CTCs (+) olan hastalarda lenfosit sayis1 anlamli
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olarak daha diisiik, NLR ise anlaml1 olarak daha ytiksek saptanmistir. Lokosit, notrofil
ve monosit sayilar, CTCs gruplari arasinda farklilik goéstermemistir. Zhao ve
arkadaslarinin ¢alismasinin sonuglari, CTCs klirensinde lenfositlerin 6nemli rolii
olabilecegini gostermistir (86). Bununla beraber, Chang ve arkadaglar1 pankreas
kanserli hastalarda CTCs sayisinin, lenfosit sayist ve NLR ile iliskili olmadigini
saptamiglardir (77). Literatiirde, CTCs ile 16kosit, ndtrofil, lenfosit, monosit sayilarinin
ve NLR’nin iliskisini degerlendiren ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (77,86,97).
Bizim g¢alismamizda, yiiksek CTCs grubunda anlamliliga yakin bir sekilde yiiksek
saptanan NLR sonucu, lenfositlerin CTCs klirensinde 6nemli rol oynayabilecegi

fikrini desteklemektedir. Bu konuda daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.

Literatiirde PBK tanili hastalarin sagkalimimi belirlemede CTCs’in roliinii
degerlendiren calismalarda c¢eliskili sonuclar alinmistir (Tablo 1). Bunun sebebi, bu
caligmalarda farkli yontemlerle, farkli platformlarda, farkli biyolojik 6zellikleri olan
CTCs alt-tipleri elde edilmis olmasidir. CTCs tanimlama platformu ayni olan
calismalarda bile birbiriyle uyumlu olmayan sonuglar elde edilebilmektedir (78).
Yogunluk gradyanli santrifiij yontemi kullanilan bir ¢alismada CTCs ile sagkalim
iligkisi saptanmis (83), ancak ancak ayni1 yontemi kullanan diger iki ¢aligmada CTCs
ile sagkalim iligkisi saptanmamistir (82,84).

Yogunluk gradyanh santrifiij yontemi kullanilan bizim ¢alismamizda ise CTCs
<15 olanlara kiyasla CTCs >15 olanlarda, medyan GSK daha kisa saptandi (18.3 ay
vs. 8.5 ay), ancak istatistiksel olarak anlamlilifa ulasmadi (Tablo 12). Biiytikliik-
temelli izolasyon yontemi kullanilan c¢aligmalarda CTCs ile sagkalim iligkisi
saptananlarin yaninda (86-89,94), sagkalim iliskisi saptanmayan c¢alismalar da
yayinlanmistir (74,90,92,93).

Yiizey antijenlerine yonelik immiinolojik yontem kullanilan ¢alismalarda,
CTC’nin sagkalimla iliskisinin gosterildigi c¢alismalar oldugu gibi (65,66,96-
98,100,102,105,106), sagkalimla iligkisinin gosterilmedigi c¢alismalar da vardir
(75,99).

"EPCAM antikoru kaplanmis mikroakigkan sistem" kullanilan iki ¢alismada,
CTCs’in sagkalimla iligkisi saptanmig (110,113), ayn1 yontemi kullanan baska bir

caligmada ise CTCs’in sagkalimla iligkisi saptanmamuistir (77).
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"EPCAM-bagimsiz zenginlestirme ve immiin boyama-floresan in situ
hibridizasyon (SE-iFISH)" yontemiyle CTC tespiti yapilan iki ¢alismada, CTCs
pozitifliginin, kisa sagkalim ile anlamli iligkisi gosterilmis (114,115), ancak ayni

yontemi kullanan diger calismada CTCs ile sagkalim iligkisi saptanmamaistir (78).

Pankreas kanserli hastalarda bizim ¢alismamizda kullandigimiz CTC izolasyon
yontemini (OncoQuick® yogunluk gradyanli santrifiij) ve CTC tanimlama yontemini
(akis sitometrisi) kullanan tek calisma, Sergeant ve arkadaslari tarafindan
yaymlanmigtir. Pankreas kanserli 10 hastanin periferik kanindan izole ettikleri ve
tanimladiklar1 CTCs’lerin, mikroarray analiz ile gen ekspresyonlarini incelemislerdir.
p38 MAPK sinyal yolagi ve hiicre motilitesi ile iligkili olan TGF-81, cPLA2, MAX ve
diger 9 genin, dolasan kanser hiicrelerinde asir1 eksprese oldugunu bulmuslardir.
Pankreas kanserli 78 hastanin primer tiimor dokusunda, bu yeni tanimlanmis hiicre
motilite genlerinin ekspresyonunun, sagkalimin bagimsiz belirleyicisi oldugunu

saptamislardir (143).

Epitelyal-mezenkimal doniisiim, epitelyal proteinlerin azaldigi, EPCAM
ekspresyonunun negatifleserek mezenkimal proteinlerin arttig1 pek ¢ok molekiiler ve
hiicresel degisiklikler icermektedir. EMT &zellikleri tagiyan kanser hiicreleri, kanser
metastazi, progresyonu ve tedavi direnci ile iliskilendirilmekte, ¢ok malign kabul
edilmektedir (86). EPCAM temelli CTCs tanimlama yontemi ile CTCs tanimlamasi
yapilan bu g¢alismamizda, EPCAM negatif kanser hiicrelerinin tanimlanamamasi,

CTCs’in sagkalimla iligkisinin gdsterilememesinin bir sebebi olabilir.

Kanser kok hiicreleri (CSCs), kok hiicre benzeri 6zellikleri nedeniyle, tiimor
biiyiimesini baslatma, kendi kendine yenilenmeyi siirdiirme yetenegine sahiptir ve
uzak metastazdan, timor yinelemesinden, kemoterapi ve radyoterapi direncinden
sorumlu olduklart diistiniilmektedir (144,145). Dolasan CSCs, CTCs’in kii¢iik bir
boliimiinii olusturur ve hem EMT hem de CSCs 6zellikleri-fenotipi tasirlar (144).
Yapilan ¢aligmalarda, kanser hastalarinda dolasan CSCs diizeyindeki yiiksekligin,
kotli prognozla iligkili oldugu saptanmustir (87,146,147). Hastalarin prognozunu
belirlemede, CTCs sayisindan ziyade CTCs fenotipinin daha énemli bir rol oynadigi

distiniilmistir (87).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonuglarimiz, HGF’iin HPBK progresyonunda onemli rol oynadigim
diistindiirmekte ve HGF’ii hedef alan tedavi ajanlarimin iretilmesi konusunda
yapilacak c¢alismalara 151k tutmaktadir. Metastaz varligi ve kandaki HGF diizeyi
arasinda anlaml iliskinin gosterildigi bu ¢alismamiz, HGF/c-MET sinyal yolaginin
metastaz gelisimindeki Onemini ortaya koymakta ve kandaki HGF diizeyinin
hepatopakreatobiliyer kanserli hastalarda prognostik biyobelirte¢ olabilecegini
diisiindiirmektedir. Kandaki HGF diizeyi hastalik siddetini gosterebilecegi gibi
kisisellestirilmis hedef tedaviler agisindan da yol gdsterici olabilir. Pankreatobiliyer
kanserlerde kandaki HGF diizeyinin prognostik ve prediktif dnemni degerlendiren

daha fazla sayida hastanin alindig1 ¢caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Bizim ¢aligmamizda pankreatobiliyer kanserli hastalarin serum HGF diizeyinin,
sistemik inflamasyon belirtegleri ile saptanan yakin iligkisinin, timor
mikrogevresindeki HGF ile inflamasyon arasindaki iligskinin periferik kandaki
yansimasi oldugu diisliniilmektedir. Pankreatobiliyer kanserli hastalarin serum HGF
diizeyi ile sistemik inflamasyon belirtegleri arasindaki iligki, literatiirde ilk kez bizim

calismamizda gosterilmektedir.

Dolasan kanser hiicrelerinin kanserli hastalarda sistemik yinelemenin potansiyel
kaynagi oldugu dikkate alindiginda, pankreatobiliyer kanserler gibi postoperatif
sistemik yineleme riski yiiksek olan kanserlerde, bu hiicrelerin izolasyonu ve
tanimlanmas1 biiylikk 6nem tasimaktadir. Bizim ¢alismamizda kullanilan CTCs
izolasyon ve tanmimlama yontemi, PBK’li hastalarda yapilacak CTCs ¢aligmalarina
ornek teskil etmektedir. Literatiirde ¢ok cesitli klinik ve patolojik degiskenler ile
anlaml 1iligkisi gosterilen CTCs’in, cerrahi siir pozitifligi ile ilk kez bizim
calismamizda saptanan anlamli iliskisi, PBK’li hastalarda CTCs’in prognostik
Onemine isaret etmektedir. Dolasan kanser hiicreleri ile NLR’nin iliskisini
degerlendiren ¢ok az sayida calisma mevcut olmasi sebebiyle, CTCs ile NLR’ nin
istatistiksel anlamliliga yakin iligkisi saptanan ¢alismamiz, lenfositlerin CTCs

klirensindeki olasi rolii konusunda literatiire 6nemli katki saglamaktadir.
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Daha fazla sayida hastanin alindigi, CTCs sayisina ilaveten CTCs fenotipinin
belirlendigi ve prognozunun bu fenotip altgruplart arasinda karsilastirildig:
caligmalara ihtiyac¢ vardir. Kotii prognozla iligkili CTCs fenotipinin belirlenmesi, bu
fenotipteki CTCs’leri hedef alan tedavilerin gelistirilmesine ve hastalarin sagkaliminin

uzamasina imkan saglayacaktir.
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Karar No:2014/23-21 | Tarih: 26.06.2014
I:}uq. Dr. 1kay 'lughp TINEK'in sorumlusu oldugu "'H.Lpaiupunkrmmbﬂ"rer Kanserlerde Biiyime
Faktirlerinin ve Dolasan Kanser Hilerclerinin Prognozla iliskisi* isimli klinik arastrmaya ait
bagvuru dosyas: ve ilzili belgeler arastrmanin gerekge, amag, vaklasim ve vontemleri dikkare alinarak
incelenmis, etik agidan galismanin gergeklestirilmesinin uygun plduguna oy birligi ile karar verilmigtir,
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Olgu Rapor / Veri Kayit Formu

Aragtirma Adi: Hepatopankreatabiliver kanserlerde biyime faktérlerinin ve dolagan
kanser hicrelerinin prognozla, iligkisi
Hasia Mo:
Ad:
Sovad;
Dodum tarihi;
Cinsiyet:
Tanisi:
Tani tarihi:
Operasyon tipi:
Operasyon tarihi:
Evresi:
Metastaz varsa metastaz yerleri:
Badyofrekans Ablasyaon, / Kemoembalizasyan varsa islem tarhi:
Sigtemik kemoterapi / Hedefe yanelik tedavi:
Aldidi sistemik tedavi rejimi — Baglangig tarihi - Kir sayis
Tedaviye alinan yanit: Regresyon - Stabil hastalik - Progresyaon,
Hastahk piksi, ! Progresyonu varsa tarhi:

Biyame fakidrlerinin dizeyi:
Maskiler endptelval biyime fakiénd (VEGF):
Flatelet-derived blayime faktord (PDGF):
insiilin-benzeri bilyiime faktér-1.-2 (IGF-1,-2):
Hepatosit biyome fakiémi (HGF):
Eibroblast biyime fakidrd (FGF):
Epidermal biyime faktbrd (EGF)
JTransforme, edici biyame faktord-a (TGF-a):

hi .

B-cellulin;
|

Dolagan kanser hiicresi (CTC) dizeyi:
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Bilgilendirilmis Onam Formu (EK.2)
1. ARASTIRMA ILE iLGILI BILGILER
Arastirmanin amaci:

Calismaya Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiliesi Genel Cerrahi Anabilim
Dalimda wve Tibbi Onkoloji Bilim Dal’'nda takip ve tedavi edilen,
hepatopankreatobiliyer kanser (HCC, safra yolu kanseri, pankreas kanseri, ampulla
vateri kanseri) tanili hastalar alinacaktir,

Haziran 2014 - Eylil 2016 tarihleri arasinda toplam 120 hastadan periferik kan 6rnegi
alinacaktir. Kan érneklerinde vaskuller endotelyal blylime faktorl (VEGF), platelet-
derived blyUme faktorl (PDGF), insllin-benzeri blylime faktor-1,-2 (IGF-1,-2)
hepatosit buylme faktori (HGF), fibroblast biyime faktorll (FGF), epidermal blylime
faktord (EGF), transforme edici bliylime faktori-a (TGF-a), amphiregulin ve B-cellulin
olmak lGzere blyume faktorleri dlizeylerine bakilacaktir. Ayrica, dolagan kanser hiicre
(CTC) duzeyi olgulecektir. Biyume faktorleri diizeyinin dlgimui icin 10 cc ve CTC
duzeyinin olgimu igin 10 cc olmak (zere toplam 20 cc periferik kan 6rnegi alinacaktir.
Hastalarin ayrintih 6ykileri, 6z ve soygeemis bilgileri, sistemik muayene bulgular ve
laboratuvar ve radyolojik inceleme sonuglari, almis olduklar lokal ya da sistemik
tedaviler kaydedilecektir.

Hastalarda buylme faktdrlerinin ve dolasan kanser hlcrelerinin, hastaligin seyriyle
(remisyonda hastalik, ilerleyen hastallk ya da gerileyen hastalk) iliskisi
incelenecektir. Blylme faktérlerinin ve dolasan kanser hicrelerinin serum
duzeylerinde, hastalarin almakta olduklar rutin tedavi yontemleriyie meydana
gelebilecek degisiklikler incelenecek, tedavi yanmiini belirleyip belirlemedigi

degerlendirilecektir.

Kigilerin katiimlar igin 6ngdriilen siire, gahismanin yeri ve gonulli sayisi: Bu
caligmanin, gonullidlerin katihmiyla, ortalama olarak 24 ay boyunca devam etmesi
planlanmaktadir. Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali ve Tibbi Onkoloji Bilim Dali takip ve tedavisi altinda olan hepatoselliler
kanser, pankreas kanseri veya safra yolu kanseri tanili hastalar g¢alisgmaya

alinacaktir. Calismaya 120 hastanin alinmas) planlanmaktadir.

Takip edilecek prosediirlerin agiklamasi: Bu calismaya katilan goénulilere,

hastaliklarinin tani ve tedavisi icin yapilmas| gerekenlerin disinda herhangi bir ek

i
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islem uygulanmayacaktir. Calisma, ilag uygulamasi, tedavi protokol degisikligi ve
invaziv bir slreci kapsamayacaktir. Yalnizca, kol damarindan hemogram kan ornegi
alinarak bu kandan inceleme yapilacaktir. Bu sirada, hastaligin tutulumu, aktivite
durumu, uygulanmig olan tedaviler, radyolojik olarak hastaligin durumu, kisinin yasi,
cinsiyeti gibi bazi veriler kaydedilecektir. Kesitsel ve gozlemsel dizeyde bilgi
Uretimine yonelik olacaktir. Elde edilen ornekler, yalmzca bilimsel arastirmalarin
yapilmasi amaciyla kullanilacaktir. Bu bilgiler dogrultusunda, calismaya katilan
gonullilere herhengi bir yasal islem yapilmayacaktir. Arastirmada uygulanacak
testlerin bedelleri katihmciya veya glivencesi altinda bulundudu resmi ya da &zel
highir kurum/kurulusa odetilmeyecektir. Katilimciya da arastirmaya katildigi igin Ucret

odenmeyecektir.

2. GONULLUNUN KARSILASABILECEGI RAHATSIZLIKLAR VE RISKLER

Bu arastirmada hastalardan kol damarindan 20 cc kan alma disinda herhangi bir

rahatsizlik ya da risk sdzkonusu degildir.

Kan alimi sirasinda olusabilecek riskler: Cok dUsik olasilikla, igne batmasi

sonrasinda kanamanin uzamasi ve morluk olusma riskidir.

3. ARASTIRMADAN BEKLENEN YARAR

Bu calismada, tilkemizde oldukga yaygin olarak gézlenen HCC hastalarinda ve safra
yolu kanseri, pankreas kanseri, ampulla vateri kanseri tanili hastalarda blyime
faktorlerinin ve dolasan kanser hlcrelerinin hastaligin seyriyle iliskisi incelenecektir.
Blylme faktérlerinin ve dolasan kanser hucrelerinin serum dlzeylerinde, hastalarin
almakta olduklart rutin tedavi yontemleriyle meydana gelebilecek degisiklikler
incelenecek, tedavi yanitini  belirleyip  belirlemedikleri  degerlendirilecektir.
Calismamizda, blylime faktorlerinin ve dolasan kanser hlcrelerinin, hastalik seyriyle
ve tedavi yanitiyla iliskisi gdsterilirse, alinan sonuglar, kanser erken tanisinda,
izleminde ve tedavisinde kullanilacak yeni hedeflerin gelistiriimesine yoénelik

calismalara i1sik tutacaktir.

4. HASTAYA AIT KAYITLARIN GiZLILIGI

Bu galismada yer aldifiniz sire icerisinde Kkayitlarimizin yani sira iligkili saglik
kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik

kurul komitesine ve Sagdlik Bakanlhigina agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel

2
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bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve iglenecektir. Calisma verileri
herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve

veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.

5. GONULLUNUN HAKLARI

Gonulld bu galismaya katilmayi red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam
etmeme hakkina sahiptir. Kisilerin arastirmaya katiimamasi veya basladiktan sonra
ayriimasi, daha sonraki tibbi bakimini etkilemeyecek, hekimle iligkisini, tedavisini
degistirmeyecektir. Arastirmaci da gonullinidn kendi rizasina bakmadan, olguyu

arastirma disi birakabilir. ”

6. ILETISIM ADRES VE TELEFON NUMARALARI

Arastirma ve arastirmada katilimcilarin haklari konusunda ortaya c¢ikan sorularinizi
ve konuyla ilgili ek sorularinizi Dr. ilkay Tugba UNEK'e yéneltebilir ve her tirli

yardimi alabilirsiniz.

Yukarida géniilliye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda

bana yazili ve s6zlli agiklamalar yapildi. Bu kosullar ile stz konusu klinik aragtirmayi kendi

rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin katiimay kabul ediyorum,
l:, Okudum, izin veriyorum,
Tarih:

Gondllinin adi, soyadr, imzasi, telefon numarasi

Velayet veya vesayet altindakiler igin veli veya vasinin adi, soyadi, imzasi, telefon numarasi
Agiklamalarl yapan aragtirmacinin adi, soyadi, imzasi

Riza islemine taniklik eden kurulug gérevlisinin adi, soyadi, imzasi, gorevi
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