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HEPATOPANKREATOBILIER TUMORLERDE DUZENLEYICI T

LENFOSITLER VE PROGNOSTIK ONEMI

Uzm. Dr. H. Hakan Ozgiir
Yazisma Adresi: Ozel GUNES Patoloji Laboratuvari iZMIR
OZET

Amag: Prognostik olarak zayif gidisli Safra Kesesi, Pankreas ve Karaciger kanser olgularinda
regulator T hicreler (Treg), CD4 T hicreler ve CD8 T hicrelerin intratimdral ve peritimoral
dagihmlarinin bulunmasi, Treg hicrelerin intratimaoéral miktarlarinin prognostik parametrelerle ve sag

kalimla olan iligkilerinin belirlenmesi.

Yontem: Radikal cerrahi rezeksiyon sonrasi elde edilen 20 Safra Kesesi, 25 Pankreas ve 8 Karaciger
kanser olgularinin timér parafin bloklarina ait kesitlerinin Foxp3, CD4 ve CD8 monoklonal antikorlari
ile immunhistokimyasal (IHK) olarak boyanmasi ve sonrasinda histopatolojik ve klinik prognostik
parametreler elde edilmesi ile olusturulmustur. Daha sonra intratiméral ve peritimoral alanlardaki
Foxp3, CD4 ve CD8 yogunluklar istatistiksel olarak karsilastiriimistir. Son olarak, intratimdoral Foxp3
miktarlari prognostik parametrelerle istatistiksel olarak karsilastiriimistir. 0,05’in altindaki p degerleri

istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirildi.

Bulgular: Safra Kesesi, Pankreas ve Karaciger kanser olgularinin her t¢iinde de Foxp3, CD4, CD8
miktarlarinin peritimoral alanlarda, intratimoral alanlara gére daha yodun miktarlarda bulundugu
go6ralmastdr (Hepsi icin p<0,05). Her Uglinde de, intratimoral Foxp3/CD4 pozitivite orani, peritimdral
alana gore belirgin olarak ylksek bulunmustur (Hepsi i¢in p<0,05). Safra Kesesi kanser olgularinda
ileri evre ile yiksek CD4+, CD8+ ve Foxp3+ (p<0,05), yiksek Foxp3 pozitivitesi ile az diferansiye
timorler arasinda (p=0,023), Yuksek Foxp3 ve CD8 pozitivitesi ile lenfovaskiler invazyon varligi
arasinda (p<0,05), CD8 pozitivitesi ile perindral invazyon varligi (p=0,028) arasinda anlamli bir iligki
izlenmektedir. Pankreas kanser olgularinda, yuksek intratimoéral Foxp3 pozitivitesi 75 yas Uzeri
olgularda daha yiksek oranda izlenmistir (p=0,046). Karaciger kanser olgularinda, intratimdéral Foxp3
yuksekligi ile lenfovaskuler invazyon varligi arasinda belirgin bir iligki izlenmektedir (p=0,040). Her ¢
kanserde de intratimdral Foxp3 pozitivite miktar ile prognostik olarak kotu olarak degerlendirilen
olgular arasinda belirgin iligki izlenmektedir (p<0,05), hastaliksiz sag kalim ile Safra Kesesi ve
Panreas olgularinda iliski bulunurken (p<0,05), Karaciger kanser olgularinda iligki bulunamamistir
(p>0,05).

Sonug: Tumdr infiltre eden Foxp3/CD4 Treg hicrelerin sikhdi tumor mikrogevresinde peritimoral
Alana gore intratimoéral alanda Onemli oranda daha yuksektir. Sonuglarimiz, antitumor immun

yanitlarin baskilanmasinda CD4 Treg hiicrelerin 6nemli roltini desteklemistir.

Anahtar Kelimeler: Treg hicreler, CD4 ve CD8 T hicreler, Safra Kesesi kanseri, Pankreatik kanser,

Karaciger kanseri



REGULATORY T CELLS AND THEIR PROGNOSTIC VALUE IN
HEPATOPANCREATOBILIER TUMOURS
H.Hakan Ozgiir, MD, Pathologist
Corresponding Adress: Giines Pathology Laboratory , izmir
ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to determine the prognostic values of intratumoural and
peritumoural distrubutions of Foxp3+ Treg cells, CD4+ Tcells and CD8+ T cells in cancer cases of

gallbladder, pancreas and liver.

Methods: This study included 20 patients with gallbladder cancer, 25 patients with pancreatic cancer
and 8 patients with liver cancer after radical surgery resection. The paraffin embedded archive tissue
sections of these cases were immunohistochemically stained by Foxp3, CD4 and CD8 monoclonal
antibodies and afterwards we evaluated all results with histopathological and clinical prognostic
parameters. Then, we compared the intensity differences of Foxp3, CD4 ve CD8 between frequences
intratumoral and peritumoral areas statistically. Finally, Foxp3 levels were compared statistically with

prognostic parametres. P values <0.05 were considered statistically significant.

Results: Foxp3, CD4 and CD8 expression levels were significantly higher in peritumoral areas than in
intratumoral areas in patients with gallbladder, pancreas, liver cancers (p<0,05). Foxp3+/CD4+ were
significantly higher in intratumoral areas than in peritumoral areas in all three cancer types (p<0,05 for
all). There were a statistically significant associations between high positivity of Foxp3, CD4 and CD8
and advanced stage (p<0,05), between high positivity of Foxp3 and poorly differentiate tumors,
between high positivity of Foxp3 (p=0,023), CD8 and presence of lymphovascular invasion (p<0,05),
between high positivity of CD8 and presence of perineural invasion in patients with gallbladder cancer
(p=0,028). There was a significant association between high positivity of Foxp3 and advanced age
(over 75 years) in patients with pancreatic cancer (p=0,046). There was a association between high
positivity of Foxp3 and presence of lymphovascular invasion in patients with liver cancer (p<0,05)
There was a significant association between high positivity of Foxp3 and adverse prognosis according
to clinical characteristics in patiens with gallbladder, pancreas and liver cancers. Gallbladder and

pancreas cancer patients with high positivity of Foxp3, had a shorter disease free survival (p<0,05).

Conclusion: The intensity of tumor-infiltrating FOXP3/CD4 Treg cells was significantly higher in the
intratumoral area than peritumoral area within the tumor microenvironment. Our results had supported

to significant role of CD4 Treg cells in suppressing antitumor immune responses.

Key Words: Treg cells, CD4 T cells, CD8 T cells, gallbladder cancer, pancreatic cancer, liver cancer



1.GIRIS VE AMAG

Regulatér T hicreler ( Treg ) insan periferal kaninda hicresel immunitenin
onemli bir Gyesi olan CD4+ T hucrelerin % 5-10’unu olusturan hticre grubudur. Treg
hacreler self ve nonself (kendine ait ve yabanci) antijenlere karsi T hucre iligkili
konakgl immudn yanitlari baskilayan immudn sistemin 6nemli bir kompanentidir.
Treglerin otoimmun hastaliklar ve kansere kargi immun yanitlarin baskilanmasinda
onemli rol oynadigi vurgulanmistir. Treg hucreler immuansupresif etkilerini invitro
CTLA-4 araciligiyla hicre-hlcre kontagi ve IL-10 ve TGF-B ekspresse ederek sitokin
araciligi ile gergeklestirirler. IL2 sitokini, inhibitor molekul CTLA-4 kadar IL-2 reseptor
a zincir CD25’in yuksek seviyelerini ekspresse eden CD4+ Treglerin geligim,
homeostasis ve fonksiyonu i¢in gereklidir. Regulatér T hlcreler insan timorlerinde
siklikla bulunmaktadir. Bagta malign melanom olmak Uzere pek ¢ok insan malign
tiumorlerinde intratimoéral ve peritimoéral alanlarda Foxp3+CD4 Treg hucreler
sayllmis ve peritimoral alanlarla karsilastirildiginda intratimoral  alanlarda
Foxp3+CD4 Treg hucrelerde 6nemli oranda bir artis bulunmustur. Buna ek olarak,
bazi hastalar ve sadlikli bireylerden alinan periferik kan érneklerinden tespit edilen
Foxp3+CD4 Treg hicre miktarlari tumor alanlarindakinden 3-5 kat daha az
bulunmustur. Bu bulgular Foxp3 ekspresyonu gosteren CD4 hucrelerin tumorlerde
selektif olarak toplandigini ve onlarin periferal kandaki sikliklarinin tGmor
mikrogevresini uygun bir sekilde yansitmadigi belirtiimis ve timor infiltre eden CD4
Treg hucre populasyonunun Foxp3 ekspresyonunun gosteriimesi ile dogru olarak
tanimlanabilecegi gosterilmigtir. Sonugta ¢alismalar , Foxp3 ekspresyonunun, timor
mikrogevresinde insan Treg hucreler igin anahtar bir biyolojik belirte¢ oldugunu
gOstermistir. Akciger, gastrointestinal sistem, meme, lenfoma, over ve melanom gibi
kanserlerde tUmor mikrogevresinde artmis Treg’lerin zayif prognoz ile iligkili oldugu
vurgulanmigtir. Kanser mikrogevresi ve periferal kanda Treg'leri yoketmeyi
hedefleyen yaklagsimlarin normal immun yanitlari artirabilecegdi ve iyilestirebilecegini

destekleyen ¢alismalar mevcuttur.

Cok sayida calismalarda Kolorektal, Hepatoselliler, Renal, Gastrik, Ovaryan,
Nazofarengeal kanser gibi farkli kanser tiplerinde ylksek nétrofil miktarlarinin zayif
klinik gidis ile iliskilenmis oldugu gdsterilmistir. Cok sayida galismalarda Kolorektal,

Hepatosellller, Renal, Gastrik, Ovaryan, Nazofarengeal kanser gibi farkli kanser



tiplerinde yuUksek notrofil miktarlarinin zayif klinik gidis ile iligkilenmis oldugu
gosterilmistir. in-vitro ve in-vivo hayvan modellerinin bir kisminda nétrofillerin timaor

mikrogevresinde tumor progresyonuna katkida bulundugu belirlenmisgtir.

Safra Kesesi karsinomu, bati ulkelerinde yilda 3.320 6lumle seyrek gorulen bir
kanser olmakla beraber , insidansi giderek artis gostermektedir. Bu sayl Japonya'da
yilda 17.599 ile kanser 6limlerinin yaygin bir nedenini olusturmaktadir. Genellikle
seyrek vakalarda operasyon sirasinda kesfedilir. Prognozu cerrahi ile bile yuksek
rekldrrens oranlariyla yetersiz kalir. Yas, cinsiyet, timor ¢api, grade, diferansiasyon,

lenfovaskuler invazyon, perindral invazyon énemli prognostik parametrelerdir.

Pankreasin inffiltratif Duktal Adenokarsinomu biitiin pankreatik malignitelerin %
85-90’ nini olugturur. En 6lduraclt kanserlerden biridir. En sik 60-80 yaglari arasinda
gorulur. Erkeklerde hafifge artmis insidansa sahiptir. Risk faktorleri diabetes mellitus,
sigara icimi, ailede pankreatik kanser oyklsu ve yuksek yagh diyettir. Cerrahi
rezeksiyon yeterliligi, lenf nodu metastaz durumu, cerrahi sinirlarin durumuurumu

prognozda 6nemli faktorlerdir.

Hepatosellller Karsinom, vakalarin % 75-90’inda siroz gidisi sirasinda olusan
karacigerin en yaygin malign primer tumorudar . Siroz varligi kadar hepatosellluler
karsinom gelisimi de Hepatit B ve C viral enfeksiyonlari da rol oynar . Diger risk
faktorleri Aflatoksin, Thorotrast ve 0&strojen streroidleridir.  Vaskiler invazyonun
yoklugu, zeminde siroz olmayisi, ki¢tk timor ¢api (<3-4 cm) ve komplet rezeksiyon

veya ablasyon iyi bir prognozun en énemli faktorleridir .

Caligmamiz, timor mikrogevresinde Treg'lerin dagihmi ile ilgili sinirl sayida
arastirmaya sahip olan, Safra Kesesi, Pankreas ve Karaciger kanser olgular

uzerinde yapilmistir.
Calismanin amaglari:

e Safra Kesesi, Pankreas ve Karaciger kanserlerine ait kesitlerde intratimoral ve
peritimoral alanlarda Foxp3, CD4, CD8 T hicreler, nétrofil ve plazma hicre

miktarlari IHK olarak degerlendirilmistir.

e Bulunan degerler, her U¢ kansere ait prognostik parametreler, hastaliksiz sag
kalim gun sayisi, yasam durumu ile istatistiksel olarak karsilastiriimigtir.
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2.GENEL BILGILER
2.1.Bagisiklik Sistemi

Bagisiklik sistemini olusturan birinci grup, yaniti antijenin yapisindan bagimsiz
olarak bir¢cok antijene karsi ortak olarak kullanilabilen dogal bagisiklik sistemi
yanitidir. Burada 6zel bir antijene kargi 6zgullik s6z konusu degildir. Midemizin asit
pH’sinin patojenlerin dldurtlmesi, Uzerindeki sinyalleri uygun olmayan hucreleri
olduren notrofiller, makrofajlar ve dogal o6lduract hucreleri, kompleman sistem

proteinleri gibi birgok mekanizma da dogal bagisiklik sisteminin bir pargasidir (1).

Bagisiklik sistemi yanitlarinin digerleri ise belli antijenlere 6zgul olarak geligir ve
edinilmis bagisiklik sistemi olarak siniflandirihr. Edinilmis bagisiklik sistemi de
himoral (kana salgilanan maddeleri iceren) ve hucresel bagisiklik olarak bir daha
ikiye ayrilir. Himoral bagisiklik sistemi, antikorlari salgilayan B hucrelerinden olusur.
Hucresel bagisiklik ise hlicrelerin bizzat kendilerinin 6ldiirme islemine katildigi CD8"

T hiicreleri ve bitin bu mekanizmalari yoneten CD4" T hiicrelerinden olusur (1).

Vicudumuz belli genleri kirpip kullanarak (mutasyonlarin da katkisiyla) sinirsiza
yakin cesitlilikte antikor (B hlicre reseptorl olarak da goérev yapar) veya T hicre
reseptorleri olusturularak, her tarld antijeni taniyacak cgesitliikte B ve T hucreleri
uretir. Bu surecin sonunda her B ve T hlcresi sadece bir antijeni taniyacak bir adet
reseptor ¢esidi tasir. Eger gelen patojenin Uzerinde bu antijen varsa o antijeni taniyan
hicre grubu aktiflesir ve bagisiklik yanitini yonetir (klonal segilim mekanizmasi), bu
antijenleri tanimayan hucreler ise uyariimazlar. Bu kadar genis bir cesitlilige
ulasmanin bir de bedeli vardir, Uretilen hucrelerin vicuda ait yapilara baglanip
saldiracak reseptorlere sahip olmalar tehlikesi. Bu da bu hucrelerin Uretildigi
organlarda vicuda ait tum antijenlerin bu hicrelere sunulmasi ve bunlara saldirma
potansiyeline sahip olanlarin gesitli mekanizmalarla susturulmalari ile saglanir. Bu
hidcreler durdurulamazlarsa bagisiklik hucrelerinin - vicudun kendi yapilarina

saldirdid1 gesitli otoimmun hastaliklar ortaya ¢ikar (2).

2.1.1.immiinregulasyon

immiin sistemin ana fonksiyonu patojen veya mikroorganizmalardan enfekte

olmus hucreleri yok etmek ve bu sirada c¢evre dokudaki hasari minimal dizeyde
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tutmaktir. Antijen sunan hucreler tarafindan baslatilan immuin yanit, himoral ve
hdcresel bagisiklik, hicre-mediyator etkilesimleri ve immun sistemi dizenleyici sinyal
iletici fonksiyona sahip bir polipeptit olan lenfokin Uretimi ile aktive edilmektedir.
Bunun sonucunda sitotoksik efektdr T hicreleri olusarak antijene 6zgul yanit
olusturacak antikorlar salinir. immiin sistemin viicudun kendi antijenlerini taniyarak
zarar vermeden sadece patojen turevli enfekte molekulleri yani yabanci antijenleri
yok etmesi oldukga hassas bir denge gerektirmektedir. Olusan bu dengeli sisteme
immiin tolerans denir. immiin toleransin bozulmasi halinde organizmanin kendi
antijenlerine immun yanit olusturmasi durumunda ortaya g¢ikan hastaliga otoimmun
hastalik denir. Bunun yanisira immun yanitin azalmasi halinde immuin sistem
cOkebilir veya immun yanittaki dengesizlikler alerjiye sebep olabilir (3). Bu durumlarin
ortaya c¢ikmasini kontrol ederek immunregulasyonu saglayacak bazi sistemler
mevcuttur. immin tolerans klonal delesyon yoluyla gerceklesen merkezi tolerans ve
periferal tolerans mekanizmalarina sahiptir (4). Merkezi toleransta T hucrelerinin
timustaki gelisme slrecinde vicudun kendi antijenlerine karsi reseptor tasiyan
hicreler yikima ugramaktadir. Boylece daha lenfositlerin olgunlasma slrecinde
negatif seleksiyon gercekleserek klonal bir delesyon meydana gelmektedir (5, 6).
Periferal toleransta antijen sunan hucrelerin antijen sunumu sirasinda ikinci bir sinyal
iletmesi bozularak klonal anerji adi verilen durum olusturulur. Klonal anerjide siklkla
gorev yapan B7 ailesi molekiillerinin etkilesimi 6nem tasir. Olgunlasmis bir dendritik
hicre veya antijen sunan hiicre Uzerindeki B7 reseptort ile aktif haldeki bir T
hlcresinin Uzerindeki CD28 ‘in ya da cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA4) ‘Un
etkilesimi sonucunda ikincil sinyal iletimi engellenebilmektedir (7,8). Periferal
toleransin en 6nemli pargasi olan bir diger sistem ise duzenleyici T hucreleridir (T reg).
Duzenleyici T hucreler immun sistemi baskilayici yonde etki ederek otoimmuniteyi ve
graft rejeksiyonu oOnlemekte olup, azalan Ty fonksiyon aktivitesi ise otoimmun
hastaliklara duyarlihgi arttirmaktadir. Ancak Tq hlcrelerinin infeksiyoz ajanlara ve
timor hucrelerine kargl tum immun cevaplart module ederken anormal
immunsupresif fonksiyon gdstermesi sonucunda infeksiyon veya malign durumlar da
ortaya ¢ikabilmektedir (9,10).



2.1.2.Th1 ve Th2 Hiicrelerinin Geligimi

CD4" T yardimci hiicreleri timuste ilk olarak naif T hlcresi olarak olusmakta ve
dolagima verilmektedir. Bunun ardindan bu hicreler antijenleri ile karsilagtiktan sonra
uygun sitokin ortami etkisiyle belli T hicre gruplarina farkhlasmaktadirlar. Yaklagik 20
yil 6nce yardimci T hucrelerinin antijen uyariminin ardindan iki farkh grup yardimeci T
hlcresine farklilastigi gosterildi ve bu hicreler Th1 ve Th2 olarak isimlendirildiler .
Bunun ardindan degisik calismalarda farkh &zellikler gésteren alt gruplar tanimlandi
ise de bunlarin higbiri yeni bir yardimci T hiucre grubu olarak kabul gérmedi. Ve
ilerleyen calismalar, bu iki hicre grubunun, birbirinin fonksiyonunu dengeleyici olarak

gorev yaptiklari disundurmustar (11).

Naif T hdcreleri kendi reseptorlerine uygun antijeni, antijen tasiyan antijen sunucu
hdcrenin MHC molekuli Uzerinde gorup, CD3 ve CD28 kostimulasyonu da
saglandiginda ve ortamda IFN-gamma sitokini veya IL-12 sitokini baskin ise Th1
hicresi olarak farklilasirlar ve o&zellikle intraselller patojenlere karsi bagisiklik

yanitinda onemlidirler (2).

Th2 hucreleri ise ayni sekilde antijen uyariminin ardindan ortamda IL-4
sitokininin baskinli§i varsa farkhlasirlar ve daha ziyade ekstraselller patojenlere karsi
bagisiklik yanitinda onemlidirler. Mevcut olan patojenin tipi dogal bagisikhk
sisteminin ne sekilde etkilesecegini belirler ve dogal bagisiklik sisteminden salgilanan
sitokinler de uygun T hicre farklilasmasina katkida bulunur. Uygun T hicre
farklilasmasinin ardindan farklilasan T hicresinden salgilanan sitokinler de naif T
hdcrelerinden farkhlasmanin ayni yonde devam etmesini saglar ve diger T huicre

grubunun fakhlagmasini inhibe eder (2).

2.1.3.Duzenleyici T Hiicreleri (T.cg)

Duzenleyici T hucreler ilk kez 1970 yilinda supresor hucreler olarak
tanimlanmistir. 1980 ‘lerde ise izolasyon ve tanimlanmasinin zorlugundan dolayi
calismalar birakiimistir. 1995 yilinda Sakaguchi ‘nin interldokin-2 (IL-2) reseptorl a
zincirinin (cluster of differentiation 25, CD25) CD4+ T hicreler igin fenotipik bir
belirte¢ oldugunu bulmasiyla birlikte T,y hucreleri Uzerine galigmalar tekrar hiz
kazanmistir (12).
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Sekil 1. CD4" T hicrelerinin siniflandiriimasi:Ok icerisinde gdsterilen sitokinler ilgili
hicre grubunun farkllasmasinda goérev alan sitokinleri belirtmektedir. Hucrelerin
altinda gosterilenler ise o hlcre grubunun efektor veya regulator fonksiyonunda rol

alan etkenleri gostermektedir (2).

2.1.4.Teg Huicrelerinin Siniflandiriimasi

Treg hUcreleri olusum sekillerine gore ikiye ayrilir. Direkt olarak timus kokenli
olanlara dogal Ty hlcreleri denirken CD4+ veya CD8+ hicrelerden bir antijene
temas sonucu oluganlara ise uyari kokenli ya da induklenmis Teg hiicreler ( iTeq )
denir. Teg hlcreleri hiicre tipine gore ise CD4+ ve CD8+ olmak uzere iki ana sinifa
ayriimaktadir. CD4+ T4 huicreleri bes grupta incelenir. Timus kdkenli dogal bulunan
Treg hlcreler, periferal yolla indiklenmis T,y hUcreler, tip 1 regulatoér (Tr1) ve T
yardimci 3 (Th3) htcreler ile transforming growth factor-8 (TGF-B) / IL-10 ¢ift pozitif
CD4+ Ty hucreler olarak adlandiriimakta olup farkli fenotiplere ve farkli
immunsupresif mekanizmalara sahiptirler. Ayrica CD4+ T,y hlcreler CD4+ T
hlcrelerin in vivo veya ex vivo yolla aktif hale gelmesi sonucunda sUpresif etkilerini
gosterebilmektedirler. Timus kokenli dogal bulunan T.q hicreler ve periferal yolla
induklenmis T,y hlcreler CD4+ CD25+ forkhead box p3 (Foxp3+) fenotipine
sahiptirler. immiinsipresif etkilerini invitro (CTLA4) aracili hiicre-hiicre kontadi ve in
vivo hucre-hlicre kontadi ile IL-10 ve TGF- eksprese ederek sitokin aracili olarak
gerceklestirirler. Tr1 hucreler CD4+ CD25+ Foxp3- ve yuksek IL-10 fenotipine sahip

olup immunsupresif etkisini hlcre-hlcre kontagi ve IL-10 eksprese ederek sitokin



aracili olarak gergeklestirirler. Th3 hicreleri CD4+ CD25+ Foxp3- ve yuksek TGF-3
fenotipine sahip olup immunsupresif etkisini sadece TGF-3 eksprese ederek sitokin
aracil olarak gergeklestirirler. Son olarak TGF-B/ IL-10 ¢ift pozitif CD4+ Tq hlicreler
ise TGF-Bp/

immunsuUpresif etkisini sadece IL-10 ve TGF- eksprese ederek sitokin aracili olarak

IL-10 cift pozitif ve CD4+ CD25- Foxp3- fenotipe sahip olup

gerceklestirirler. CD8+ Teq hlicreleri T stipresor hucreler (Ts) ve IL-10 treten CD8+ T
hacreleri olmak Uzere iki grupta incelenir. Ts hucreler CD8+ CD28- fenotipe sahip
CTLA4
gerceklestirirler. IL-10 Greten CD8+ T hucreleri ise CD8+ IL-10+ fenotipe sahip olup

olup immunsupresif etkisini aracil  hucre-hucre kontagi yoluyla

immunsupresif etkisini IL-10 eksprese ederek sitokin aracili olarak gergeklestirirler
(13,14,15,16,17). Treg huicrelerin genel siniflamasi Tablo 1 ‘de belirtiimektedir.

Tablo 1. T.eg Hucrelerin Genel Siniflamasi

T 1eg Alt Sinifi Regiilator mekanizma Eksprese edilen | Fonksiyon
transkripsiyon
faktori
CD4+ CD25+ Tieq | Hicre- hiicre kontagi | Foxp3 . Otoimmiin sipresyon
hlcreleri . Sitokinler (IL-10) . Yabanci  antijenlerin
rejeksiyonunun inhibe edilmesi
. Bakteriyel infeksiyon
lara karsi yanitin  inhibe
edilmesi
o UV- aracih slipresyon
Tr1 hicreleri IL-10 Foxp3 (?) . Otoimmun supresyon
Th3 hiicreleri TGF-B . Otoimmiin stpresyon
NK T,eq hiicreleri IL-4, IL-10, TGF-B . Timorlerin - ve  viral
antijenlerin eliminasyonu
sitotoksisite
. Otoimmun supresyon
. UV ile induklenen
timorlere  karsi  korumaya
yonelik immin sistemin
moduasyonu




2.1.5.T;eg Huicrelerinin Etki Mekanizmasi

Tum timus kokenli dogal bulunan ve indiklenmis Ty htcrelerinin supresif
fonksiyonlarini gostermesi igin bir T hucre reseptort (TCR) tetiklemesine ihtiyaci
vardir. Ty htcrelerin efektor T hilcre aktivasyonunu baskilamasi ve fonksiyonu
Uzerine mekanizmasi kesin ve net olarak aydinlatilamamistir . Ancak genel anlamda
Treg hUcrelerin supresif etki mekanizmasini siniflandirmada da gorildagu Uzere
hdcre-hlcre kontagi ve sitokin aracili olmak Uzere iki yolla gerceklestigi belirlenmistir.
CD4+ CD25+ T4 hucreler efektor T hicre proliferasyonunu ve interferon gama
(IFNy) Gretimini direk bu hicrelerle temas ederek gercgeklestirebilmektedir. Efektor T
hucre Uzerindeki CD80/ CD86 ‘nin supresor hicre ylzeyindeki (CD4+ CD25+ Tieq
hiacre) CTLA-4 ile ligasyonu sonucunda baskilayici etkili sinyal iletilerek efektor T
hicrenin fonksiyonu inhibe edilmis olur. T,y hucrelerin efektor T hucrelerin
fonksiyonunu etkilemesinde bir bagka mekanizma dendritik hiicre (DC) modulasyonu
araciligiyladir. DC Gzerindeki CD80/ CD86 ‘nin slUpresor hicre Uzerindeki CTLA-4 ile
ligasyonu sonucunda indoleamin-2,3-dioksigenaz (IDO) ekspresyonu ve aktivasyonu
artar. IDO triptofan aminoasidi degradasyonunda yer alan katabolik bir enzimdir. Bu
nedenle triptofanin azalmasi sonucunda T hicrelerin delesyonuna ya da aktivite
kaybina yol agmaktadir (9,13,14). Sekil 1 ‘de bu mekanizmalar sematize edilmistir.
Bu bilinen mekanizmalar digsinda Ty hucrelerin hlcre-hicre kontagi yoluyla nasil
supresif etki gosterdigi hala arastirilmaktadir. Hucre- hucre kontagi bagimli sitokin
bagimsiz mekanizmaya karsilik in vitro galismalara goére Tr1 hacreleri ve Th3
hlcreleri stpresif aktivitelerini IL-10 ve TGF-B immunsupresif sitokinlerini Greterek
gostermektedirler. Sekil 2 ve Sekil 3'de Tg hlicrelerin etki mekanizmasi, gelisimi ile
fonksiyonlari izlenmektedir. Teq aktivitesinde immuinsupresif sitokinlerin katkisi hedef
organin dogasi, inflamasyonun derecesi gibi bir¢ok fizyolojik faktor ile etkilenebilir. IL-
10 hasari sonucu colitis, TGF- bagimh diyabet olusumu gibi bazi otoimmun
hastaliklar da ortaya cikabilir. CD4+ CD25+ T,y hlcreler granzyme A eksprese
edebilirler. Boylece CD4+ ve CD8+ T hucreleri perforin bagimli mekanizma Uzerinden
oldurebilirler. Bunlara ek olarak Ty hucreler DC olgunlagmasini ve aktivasyonunu
sitokin salinimiyla o6nlemektedirler. Bunun ig¢in [L-10 DC Gzerindeki major
histocompabilitiy complex ( MHC ) sinif 2 ‘yi ve CD80/ CD86 ko-stimule edici
molekullerin uyariya yanit vermesini baskilayarak DC ‘nin antijen sunma kapasitesine

zarar verir. TGF-f da MHC sinif 2’'nin ekspresyonunu bozup ko-stimule edici
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molekullerin de etkinligini onler. Ayrica CD8+ T4 hlcreler de ko-stimule edici
molekullerin de etkinligini dnlemektedir. Buna ek olarak DC tarafindan |lg benzeri
transkript 3 ve 4 (ILT3 ve ILT4) ekspresyonunu arttirirlar. ILT molekulleri Ig benzeri
inhibitor reseptor ailesindendir. Fonksiyon olarak ise olduricu hicre inhibitor
reseptorleri ile iligkilidirler. ILT nin antijen-sunan hicrelerde ligasyonu Ca2+
mobilizasyonunu ve tirozin fosforilasyonunu engeller. Ayrica boyle ILT eksprese eden
DC hacreleri CD4+ T hucrelerini immunsupresif fonksiyona sahip Treg hucrelerine
donusturebilmektedir (18,19,20).

/
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Zou W. Regulatory T cells, tumour immunity and immunotherapy. Nat Rev Immunol.
2006; 6:295-307

Sekil 2. T,y Hicrelerin Hlcre Kontagi ve Sitokinlerle Genel Etki Mekanizmalari

2.1.6.T\eg Hucrelerinin Karakterizasyonu

Timus kokenli dogal bulunan CD4+ CD25+ T4 hicreler total periferal CD4+ T
hicrelerin %5-10 ‘unu olusturan immunsupresif etkili T hicre populasyonudur. CD25
ekspresyonunun yanisira bazi belirtecleri de eksprese ederler. Bunlar, glicocorticoid
induced tumor necrosis factor (TNF) reseptor iligkili protein (GITR), TNF superailesi
dyelerinden OX40 (CD134), |6kositler Gzerinde bulunan bir hiicre adezyon molekilu
olan L-selektin (CD62 ve ligandi CD62L) ve CTLA-4 (CD152) olarak adlandirilir (21,

22). Ancak bu belirteglerin hicbiri spesifik bir sekilde Teg hiicreleri tanimlamaz. Bu
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belirtecler belli derecelerde aktif T hlcre alt gruplarinda ve bazi antijen sunan
hicreler (APC) Uzerinde de eksprese edilmektedirler. Yakin zamandaki ¢alismalar
Foxp3 transkripsiyon faktortnin Ty hicreleri tanimlayici 6zel bir belirte¢ oldugunu
ortaya koymustur. CD4+ CD25+ T,g hucrelerin gelisimi ve fonksiyonu igin Foxp3
oldukga 6nemli bir transkripsiyon faktoradar. Foxp3 ‘Un fonksiyonunu kaybetmesi
sonucunda gelisen mutasyonlar T.eg hlcrelerin eksikligine ve bundan kaynaklanan

ciddi bazi otoimmun bozukluklara yol agmaktadir.

Naif CD4+ T

hiicreler

Indlklenmis

l CD4+ Tiog
hiicreler (iTeq)

= Antijen
spesifik
aktivasyo

Hucre
kontagi
A
[=——=-4 IL-10
A+ B mmd) ‘Ef Sl = Tor-p1
e T
B 0 > T hiicre

Sekil 3: Toda A, Piccirillo CA. Development and function of naturally occurring
CD4+CD25+ regulatory T cells. J Leukoc Biol, 2006; 80:458-470

T hucrelerde Foxp3 ‘Un ektopik ekspresyonu bu hicrelerin regulatér fenotip ve
supresif fonksiyon kazanmasina neden olmaktadir. Ayrica Foxp3 bir Rel ailesi
transkripsiyon faktori olan nuclear factor of activated T-cells (NFAT) ve aktif B
hacrelerinin - NFkB  hafif zincirlerinin  hedef genlerini indukleme 6zelliklerini
engellemektedir. Bunun sonucunda IL-2 ve diger sitokin genlerinin (IFNy, IL-4 gibi)
transkripsiyonel bir baskilayicisi Ozelligini kazanir. Tum bunlara ek olarak Foxp3
devam etmekte olan immun yanitlarin kontrolu icin aktif T hdcrelerine negatif geri

besleme yoluyla etki etmektedir (23,24).
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2.1.7.T:eq Hiicreleri ve Kanser iligkisi

Treg hiicreleri konakgly! kendi antijenlerine karsi reaktif hlcreleri baskilayarak
otoimmun hastaliklara karsi korur. Burdan yola cikarak guncel arastirma konulari
cogunlukla otoimmin hastaliklarda T,y hlcre defektlerinin karakterizasyonu ile Tieq
hucrelerinin bulasici hastaliklar ve allojenik kemik iligi transplantasyonu sonrasi
toleranstaki rolu Uzerinedir. T.g hlcre biyolojisi Uzerine arastirmalar yogunlagiyor
olsa da, insan timorlerinde Treq hlcrelerin Ozellikle timustan mi ilk olarak ortaya
ciktigi yoksa antijen spesifik bir stimulasyon nedeniyle periferde mi olugtugu hala
belirsizdir. Treq htcrelerinin, immun sistemin kendi hiicrelerine kargi tepki vermemesi
icin var olan dengenin gerceklesmesinde merkezi bir fonksiyonu olmasina ragmen bu
negatif yondeki duzenleyici aktivite ters etkili gercekleserek timorlere ve viral
infeksyonlara kargi normalde olmasi gereken immun cevabi baskilayabilir. Yani Teq
hlcreleri kanser hastalarinda anti-timoér immuan cevabi bozmaktadir (8, 13, 15, 16).
Yapilan c¢esitli caligsmalar da bu durumu desteklemektedir. Akciger, pankreas, gogus,
karaciger, deri vb. kanserlerde periferik kanda ve tumarun ig-dis gevresinde yuksek
seviyelerde CD4+ CD25+ T.g hlcreleri saptanmistir (25,26). Akciger kanseri
hastalarindan alinan timor dokusundan izole edilen T.eq hticrelerinde, in vitro anti-
CD3/ anti-CD28 ile uyarilmis T hucrelerinin guglli immunsupresif etkisi gosterilmistir
(27,28). Dogal olarak bulunan CD4+ CD25+ T, hlicrelerine ek olarak IL-10 Ureten
Tr1 hdcrelerinin de kanser hastalarinda etkisiz anti-timér yanita sebep oldugu
saptanmistir. Buna ornek bir calisma olarak, insan over timorlerinde plazmasitoid
dendritik hicrelerin IL-10 salgilayan CD8+ T,¢q hiicrelerinin anti-timor immun cevabi
IL-10 ile baskilama aktivitesini indukledigi bulunmustur (29). Viehl CT ve arkadaslari,
CD4+ CD25+ T,eg hucrelerinin azaltiimasinin farelerde pankreas kanserinde immin
yaniti ilerlettigini ortaya koymustur (30). Heier ve arkadaglari, CD4+ CD25+ T
hdcrelerinin azaltiimasinin farelerde B hucreli lenfoma modelinde lokal timor
gelisimini inhibe ettigini gostermiglerdir (31). Yokokawa ve arkadaslari, periferal
kandaki CD4+ CD25+ "9 Foxp3+ T,y hiicrelerinin prostat kanseri hastalarinda
fonksiyonunun arttirdigini gostermislerdir. Treg hlicrelerinin kanser hastalarinda artan
miktarlarda gorulmesi yuksek mortalite ve azalan hastaliktan bagimsiz sagkalim
suresi ile iligskilendiriimektedir (32).
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2.2.SAFRA KESESI

2.2.1.Anatomi ve Histoloji

Safra kesesi, sag hepatik lobun arka yizine yapismis, armut sekilli bir kesedir.
Yetiskinde uzunlugu yaklasik 10 cm, genisligi yaklasik 3, 4 cm olgulur. Fundus, cisim

ve boyun bodlgelerinden olusur.

Safra kesesi, sag hepatik arterin bir dali olan sistik arter ile beslenir. Lenfatik
drenaji hepatik hilum yakini ve hepatoduodenal ligamentin alt kismindaki nodlari
takip eden safra kesesi boyun veya sistik kanaldaki nodlara drene olur ve sonra

¢colyak aksdaki nodlara uzanir.

Safra kesesi duvari mukoza, muskuler tabaka ve seroza olarak 3 tabaka igerir.
Safra kesesi gastrointestinal sistemin diger organlarindaki muskularis mukoza ve
submukoza tabakalarini icermez. Mukoza, tektuk kiuguk apikal vokuoller ve bazale
lokalize nukleuslu soluk eozinofilik sitoplazmali kolumnar hicrelerin tek bir tabakasi
ile sinirlanmis, farkh boyutlardaki dallanan katlantilar olusturmaktadir (33). Lamina
propriada damarlar, sinirler ve sagilmis IgA iceren plazma hucreleri gevsek bag
dokusu ile gevrelenmiglerdir. Kas tabakasi, duz kas liflerinin, gelisigizel dagiimis
yiginlarini olusturmaktadir (33). Ganglion hucreleri safra kesesi duvarinin her yerinde
bulunabilirler. Muskuler tabakanin hiperplazisinin olugturdugu Rokitansky-Aschoff ve
daha derinlere uzanan Lushka sinusleri safra kesesi duvarindaki énemli histolojik

ozelliklerdendir.
2.2.2.Bilier Trakt Kanserleri

Bilier trakt kanserleri, safra kesesi, ekstrahepatik safra kanali ve ampulla vaterin
kanserlerini iceren seyrek fakat buyuk oranda fatal kanserlerdir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde bilier trakt kanseri, kolorektal, pankreas, karaciger, mide, veya
0zofagus kanserlerinden daha az siklikta tani almis sindirim traktinin en yaygin
altinci kanseridir ve ince barsak veya anal kanserden sadece hafifge daha ylksek
vaka sayllarina sahiptir. Safra kesesi kanseri kadinlar arasinda erkeklerden daha
siklikla olugsan birkag kanserden biridir ve oranlari Amerikan Hintlileri ve Amerikan
ispanyollarinda diger gruplara gére daha siklikla olusmaktadir (35,36). Safra kesesi

kanseri, bati Ulkelerinde yilda 3.320 olimle seyrek gorilen bir kanser olmakla
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beraber , insidansi giderek artis gostermektedir. Bu sayl Japonya’'da yilda 17.599 ile
kanser olumlerinin yaygin bir nedenini olugturmaktadir . Kadinlarda 3-4/1 oraninda
daha sik gorulur. Tani aninda olgularin % 90’ in dan fazlasi 50 yasinda veya daha

yashdir.
2.2.3. Risk Faktorleri

Safra kesesi kanserine yol agan risk faktorleri safra tasi, ilerleyen yas, kadin
cinsiyet, anomalili pankreatobilier duktal birlesim yeri, belirli etnik gruplar ve cografik

populasyonlar olarak belirlenmistir (36) .

Proliferasyonu ilerleten mutasyonlar, safra tasi olusumu, safra kesesi
disfonksiyonu, kronik infeksiyon ve inflamasyon gibi faktorler safra kesesi kanserinin
artmig riski ile iliskilenmesi muhtemeldir. Vakalarin 6nemli bir kismi ¢ok sayida risk

faktorine sahiptir.

Sili, Ekvator, Kolombiya, Bolivya, Guney Hindistan, Pakistan, Kore, Japonya,
Slovakya, Polonya, Cek Cumhuriyeti gibi cografik bolgelerde safra kesesi kanser
riskinin arttigi bulunmustur. 5., 6. dekatta risk artmakla birlikte, eger ¢ok sayida risk
faktorl varsa ve ylUksek insidansli alanlarda genclerde de gorilebilmektedir. Kadinlar
erkeklere gbre daha ylksek riske sahiptir. 5’ten fazla dogum yapanlar 5ten az
dogum yapanlara gére daha yuksek riske sahip bulunmustur. Safra kesesi kanseri

aile dykusunun 1. derecede etkili oldugu vurgulanmistir.

Safra kesesi kanserli vakalarin %60-80’inde safra tasi ile birlikte bulunmaktadir.
Safra tasi buyukligu 3 cm’den buyuk olanlar, ¢ok sayida tasa sahip olanlar ve 20
yildan fazladir safra tagi olanlarin daha ylUksek riskli oldugu belirlenmistir. Safra

kesesi poliplerinin ¢aplari arttikca kanser riski artmaktadir.

Obesite ve sigara iciminin yaninda, diyetle disuk alinan sebze, lifli besinler,
vitamin B6, C ve E iceren besinler, yluksek alinan kalorili, karbonhidratl, kirmizi et ve
kirmizi - Sili biberli yiyeceklerde safra kesesi kanser riskinin yuksek oldugu
bulunmustur. Serum yuksek trigliserid ve dusuk LDL oranlari kanser riskini

artirabilmektedir.
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Yag, kimyasal, mineral, tekstil ve kagit endustrisinde calisanlar artmis riske
sahiptir. Metildopa, izoniazid, oral kontraseptif ve hormon replasman tedavisi

alanlarda artmis risk bulunmustur.
2.2.4.Patolojik Gorunum

Azalan sirayla en yaygin predispozan durumlar safra kesesi tasi, pankreatobilier
duktal anomaliler ve safra kesesi polipleridir. Adenom karsinom sekansi safra kesesi
poliplerinde bulunabilmektedir ve olgularin %1’inden fazlasinda bulunabilmektedir
(37). Bu gibi kanserler bir safra kesesi polibinin iginde gelisir. Bununla birlikte ¢ogu
gastrik polip (%9%’i) nonneoplastik naturdedir. Safra kesesi polipleri eger 1 cm’den
daha bulyukse, heterojen ekodaysa, yukseklik/genislik 0.8'den buyuk bir orana
sahipse , hizli bir blUyime gdsteriyorsa, dizensiz bir safra kesesi duvarina sahipse,

artmis vaskularite gosteriyorsa safra kesesi poliplerinin malign olmasi muhtemeldir.

En sik histolojik tipi adenokarsinomdur. Batin safra kesesi timdrlerinin %98’ini
olusturur ve 2/3'0 orta ve az diferansiyedir. infiltratif adenokarsinomlar cakalarin
%65’inde gorulurken, papiller tipi %15, koloidal tipi ise %10 gorulmektedir. Safra
kesesi karsinomlarinin ¢gogu fundus (%60) , % 30’u gévde ve %10’u boyun kismi
yerlesimlidir. Ozellikle intestinal tipte metaplazinin, safra tash ve pankreatobilier
anomalili olan vakalarda anahtar bir prekursor lezyon oldugu bulunmustur. Metaplazi
yasla birlikte artis gosterir ve yuksek insidans alanlarinda semptomatik safra taslari
icin rutin kolesistektomiye giden vakalarin % 70’inde var oldugu bulundu. Displaziden
gelismis safra kesesi kanserine progresyonun suresi 15 yil civarindadir. Displazi ve
karsinoma in-situ formunda preklrsor lezyonlar safra kesesi kanserli vakalarin

%80’inde tumdre bitisik alanlarda bulunmustur.
2.2.5.Molekiler Goruniim

Mutasyonlarin  progresif  toplanmasi  belirgin  malignensinin  geligimini
sonucglamaktadir. Yaygin genetik degisimler onkogenler, timor supresor genler,
mikrosatellit instabilite ve gen prometer alanlari metilasyonundadir. Safra kesesi
kanserli vakalarda dominant mutasyon p53 gendedir. Codu c¢alismalarda p53 igin
pozitif immuUnreaktivite safra kesesi kanserli vakalarin %50’sinden fazlasinda
bulunmustur. TP53’Un exon 5’in 8'inin analizi safra kesesi kanserin %31'den %70’e

nokta mutasyonlari géstermistir. Ayrica 17p13 delesyonlar (p53’in kromozomal
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lokasyonlari) safra kesesi kanserin %58-%92’sinde rapor edilmistir. Bununla birlikte

delesyonlarin gercek naturu farkli populasyonlar arasinda farkli olabilir.

K-ras mutasyonlari 6zellikle pankreatikobilier anomalililerin %40-50’sinde
bulunmusgtur (37). p21 mutasyonlar safra kesesi kanserli vakalarin %28’inde
gorulmektedir ve 6zellikle p53 ve p27 ile birlikte olan varliklari daha zayif prognozla
iligkilenmistir (37). p 16’nin inaktivasyonu safra kesesi kanserli vakalarin %41’inde
gozlenmigtir ve zayif gidisle iliskilenmistir. Siklooksijenaz 2 (COX2) enzim timor
baylimesini ilerletir, neovaskularizasyon ve COX2'nin varligi zayif prognoz ile
iliskilenmistir. COX2 ekspresyonu displastik doku ve belirgin malign dokuda sirasiyla
%70 ve %73’Unde bulunur. Mikrosatellit instabilite safra kesesi kanserli vakalarin

%10’unda bulunur ve displastik ve tumdre komsu metaplastik dokuda tanimlanmistir.

Vaskuler endotelyal bayime faktéri (VEGF) ve heparanaz ekspresyonu tumor
ilerlemesi ile surekli artar. Bunlarin varligi tumaor baylimesi ve metastaz icin kritik olan
neovaskularizasyonu ilerletir. p 53 mutasyonu ve VEGF upregulasyonu birlikte timor
vaskularitesini ilerletir. VEGF safra kesesi kanserinde dnemli bir hedef gibi ortaya
cikar. Mikrovaskiler dansitenin bagimsiz bir zayif prognostik faktér oldugu
bulunmustur. Nitrik asid sentaz kronik kolesistitli vakalarin %88’inde ve
adenokarsinomlarin %71’inde safra kesesi dokularinda ekspresse olmustur. Frajil
histidin triad genin kaybi safra kesesi kanserde hemen hemen evrenseldir ve safra

kesesi kanserinin erken sekansial gelisiminde saptanmistir.

h TERT/Telomeraz bdlgesinde mutasyonlar mukoza anormalliginin artan
derecesiyle artis gosterir; normal dokuda %3, dusuk dereceli displazide %25, yuksek
dereceli displazide %82, adenokarsinomlarda %93 oranlarinda gorulir. ¢ -erb-B2
onkogen safra kesesi kanser tumoér dokusunun %10-46’sinda bulunur, fakat
displazide yoktur ve zayif prognoz icin bir belirtectir. Bu genetik degisimlerden fazlasi
adhezyon molekullerinin azalmis ekspresyonu zayif prognozla iligkilenmigtir. Gen
promoter alanlarda hipermetilasyonzayif prognoz ile iligkilenmis olan p 53, MGMT ve

DCL1 gibi timor supressoér genlerin inaktivasyonuna neden olur.
2.2.6.Tanisal Modalitelerde Geligsmeler

Safra kesesi, histolojik perspektifde bakildiginda erisilemez bir organdir.

Goruntileme yontemleri tani ve stagelemede 6nemli bir rol oynar. Safra kesesi
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kanserinde 3 yaygin radyolojik pattern; safra kesesi kitlesi (%40-65), fokal veya diffuz
duvar kalinlagsmasi (%20-30) ve polipoidal lezyon (%15-25). Yakalanmig safra kesesi
tasi ile olusan safra kesesi fossa kitlesi siklikla hastaligin daha fazla gelismig bir
formunu sergiler. Komplike olmamig kronik kolesistit duvar kalinlagmasi olusturarak
en siklikla tani karigikliklarina neden olan durumdur. Polipoidal timorler genellikle iyi

diferansiye, rezektabldir ve daha iyi bir prognoza sahiptir.

Ultrasound (US) deg@erlendiriimesi saptanan safra kesesi patolojisi igin bir kose
tagidir. Ozellikle agik safra kesesi kitlesi veya safra kesesi duvar kalinlasmasi

varliginin saptanmasinda faydalidir.

Komputarize tomografi (CT) erken lezyonlarin saptanmasi, bitigsik yapilarda
(6zellikle portal ven ve hepatik arter gibi) hastaligin yayiliminin bulunmasi ve dogru
olarak stage tayininde énemli bir aractir. Manyetik Rezonans Goértntileme (MRI)

biliyer, vaskuler ve hepatik invazyonda ¢ok faydali oldugu bulunmustur.

Pozitron Emisyon Tomografi (PET) florodeoksiglikozu alan tumor hucrelerini
etkin bir sekilde gdsteren bir modalitedir. Endoskopik retrograd kolanjiografi sirasinda
elde edilmis safra K-ras, h TERT ve digerleri gibi molekuler belirtegler kadar malign
hicreler icin merkezlesebilir ve analiz edilebilir. CEA, CA 19-9, CA-125 ve CA-242
gibi gesitli safra kesesi belirtegleri ¢calisiimistir. CA-242 %84’lUk bir duyarhlikla benign
biliyer bozukluklardan malignensinin ayriimasinda o6zellikle faydalidir. Bu belirte¢
CA19-9 ve CEA’den daha faydali bulunmustur. Bu belirtecler tamoér yukinin ve

terapiye yanitin degerlendiriimesinde bir role sahip olabilir (37).
2.2.7.Stageleme

Uzun yillardir Nevin’in modifiye sistemi kullaniimaktaydi. Japon Biliyer Cerrahi
Birligi stageleme sistemi timorleri 4 safhada klasifiye etmistir: Stage |, safra kesesi
kapsulunde sinirlanmig; Stage 1l N1 (1 adet lenf dGgumu metastazi) ve/veya minimal
karaciger/safra kesesi invazyonu; Stage lll, pozitif N2 lenf nodlari ve/veya belirgin
karaciger/safra kanali invazyonu; Stage IV, uzak metastazdir. 2010’da kanserde
Amerikan birlesik komitesinin yedinci yazisi basitlestiriimis tUmor nod metastaz
(TNM) klasifikasyonu yayimlanmigtir. Son zamanlarda en yaygin olarak kullanilan
(tablo 2) .
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Erken safra kesesi kanseri, safra kesesi duvarinda sinirh (Tis, T1, T2 lezyonlari)
primer tUmoru yansitir ve safra kesesi serozasina penetre olan (T3, T4 lezyonlar)
gelismis safra kesesi kanserini yansitir. Safra kesesi kanserinde stage | veya stage
Il kiratif amacla potansiyel olarak rezektabl gibi kategorize edilmistir. Stage Il genel
olarak vaskuler invazyon veya multipl bitisik organlarin tutulumunun sonucu olarak
lokal olarak anrezektabl hastaliga isaret eder; stage IV uzak metastazla

anrezektabilite sergiler.

Tablo 2. Safra kesesi adenokarsinomunda TNM siniflamasi (AJCC-2010).

Primer Timor (T)

Tx Degerlendirilemeyen primer timor

TO Primer timare ait kanit yok

Tis Karsinoma in situ

T1a TUmor lamina propriay! invaze eder

T1b Tamor muskuler tabakayi invaze eder

T2 TUmor perimuskuler bag dokusunu invaze eder

Seroza 6tesine veya karacigere yayihm yok

T3 Tumor serozayi perfore eder ve/veya dogrudan karacigeri invaze eder
Velveya 1 bitigik organ/yapi tutulur

T4 Tamor ana portal ven veya hepatik arteri invaze eder veya

2 veya daha fazla ekstrahepatik organ tutulur

Cevresel lenf nodlari (N)

NO Cevresel lenf nodu metastazi yok

N1 Kistik kanal, ana safra kanali, hepatik arter ve / veya portal ven
Boyunca nodlara metastaz

N2 Periaortik, perikaval, superior mezenterik arter ve/veya ¢olyak arter
Lenf nodlarina metastazis

Uzak Metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz

Stage Gruplamasi
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Stage 0

Stagel
Stage I

Stage IlIA
Stage IlIB
Stage IV A

Stage IV B

Tis

T1
T2

T3
T1-3
T4

herhangi bir T

Herhangi bir T

NO

NO
NO

NO
N1
NO-1
N2

herhangibir N

Figur 1. TUmor evrelendiriimesinin histolojik gérinumu

AJCC Staging Manual, 7 Edition, 2010

Tla— Lamina propria

> T1b— Muscularis propria

MO

MO
MO

MO

MO

MO

MO

> T2 — Perimuscular connective tissue: not
beyond serosa

T3 — Perforates serosa and/or invades liver
and/or one other adjacent organ

T4 — Multiple organs (or HA or PV)
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2.2.8.Cerrahi tedavi

Cerrahi rezeksiyon safra kesesi kanseri igin tedavinin dayanak noktasidir.
Hastaligin stage’ine bagli yaklasim, lokal bilginin elde edilebilirligi, olgunun tGmor
yayillm  durumu ve preoperatif taninin olup olmadigindan suphelenilmis veya
stphelenilmemis olmasidir. Bu bulgularin  varhd1 safra kesesinin kiratif
rezeksiyonunun yapilabileceginin degerlendiriimesinde etkili olur. Uygun vaka sec¢imi,
gereksiz ve etkisiz cerrahi eksplorasyonlardan korunmasi Uzerine kurgulanmis
olmamalidir. Optimal bir cerrahi yaklasim cerrahi riskinin mutabakati ve vakanin kisa
ve uzun dénem gidisi 6nemsenmis olmalidir. Vakalar uygun bilgi lokal olarak elde
edilemediginde, bu durumla buyuk bir merkezi deneyimi yansitmis olmalidir.
Cerrahinin riski ile vakalarin (kisa ve uzun donem) gidigini dengeleyen optimal bir
cerrahi yaklasim 6nemsenmis olmalidir. Vakalar i¢in lokal olarak uygun bilgi elde

edilemediginde, bu durumda buyuk bir merkezi deneyim yansitilmis olmalidir.

Histolojik T evresi gerekli rezeksiyon genigliginin tek en 6nemli belirtecidir. Bu
lenf nodu tutulumu ve uzak metastazin yayilimi ile direkt olarak iligkilidir. T1a
lezyonar icin sadece basit kolesistektomi yeterlidir; Kir orani % 85-100 oranina
sahiptir. Bu gibi lezyonlar genellikle kolesistektomi sonrasinda kesfedilmigtir, daha
fazla mudahale gerektirmez. Bununla birlikte bir patolog tarafindan dikkatli bir sekilde
yapilan tekrar degerlendirme ile tespit edilen maksimum invazyon derinligi hastaligin
stage (evresinin) dogru olarak saptanmasi igin énemlidir, boylece tam bir kir firsati
saglar. T1b lezyonlar icin, radikal kolesistektomi, basit kolesistektomi sonrasi 1 yillik
yasam sansinin sadece %50 olmasi sebebiyle gerekli gorulmustir. Radikal
kolesistektomi ile safra kesesinin kaldirimasindan ayri safra kesesi yataginin kama

rezeksiyonu (IV ve V. Segmetleri iceren ) ve portal lenfadenektomi yapilmaktadir.

T2 lezyonlar icin daha genis cerrahi rezeksiyon daha genis karaciger
rezeksiyonu ve hepatoduodenal lenfadenektomi ile standard radikal kolesistektomiyi

igerir.

T3 lezyonlar ¢evreleyen organlarin en-blok rezeksiyonu igin gereken bir tabloda,
safra kanall rezeksiyonu, yaygin lenf nodu disseksiyonu ve cerrahi rekonstriiksiyon
gibi cerrahiler igin ilging problemler olusur. Safra kanali rezeksiyonu igin kesin
endikasyon sistik kanalin sinirinin  malign hcreler igin pozitif veya sag

hemihepatektominin genigliginin yeterliliginin olup olmadigidir. Bazi Japon cerrahlar
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kolaylastiriimis lenf nod disseksiyonuna safra kanalinin kaldiriimasinin eklenmesini
tercih eder. Komplet rezeksiyon ile radikal cerrahi sonrasi 5 yillik sagkalim % 30-50
dir. T4 lezyonlar kuratif amacla rezektabl olmasi muhtemel degildir. Vakalar daha

sonra palyatif tedaviye gitmelidirler.
2.2.9. Adjuvan Kemoterapi

Safra kesesi kanserinin tani aninda yakin ve rejyonel alanlara yayilmasi
muhtemeldir. ileri safra kesesi kanserli biitiin hastalarda adjuvan kemoterapi alinmasi
bu nedenli gereklidir. Adjuvan kemoterapi 0zellikle RO rezeksiyon basarilamayan
kisilerde gereklidir. Bununla birlikte veri birka¢ faz Il deneme ile sinirlanmistir. Bu
calismalarda, kolanjiokarsinomla safra kesesi karsinomlari ayni gruba alinmigtir ve
ayirimlari zordur. Bu g¢alismalarda gemsitabin, floroprimidin ve platin deriveleri gibi tg¢
sinif sitotoksik ajan kullaniimistir. Tek bir ajan olarak kullanildiginda florourasil
%20Q’lik bir yanit orani saglamistir. Sadece gemsitabin kullanildiginda yanit orani %

36 olmustur.

Son bir donim noktasi calisma, Safra kesesi kanserinden standard tedbirin
gemsitabin ve sisplatin kombinasyonu oldugu vurgulanmistir. Sisplatin-gemsitabin
grubundaki hastalarda ortalama genel yasam orani 11.7 ay olmus, 206 kisilik sadece
gemsitabin grubunda yasam orani 8.1 ay olmustur ve fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (P<0.001). Olumsuz yan etkiler sisplatin-gemsitabin grubunda

notropeninin daha yuksek istisnasi ile benzerdir.

Yeni faz Il denemeler gemsitabin, kapesitabin , sisplatin ve irinotekan degisen
kombinasyonlariyla birlestiriimistir. Sonuglar degiskendir. Bununla birlikte komplet
rezeksiyona giden hastalar ek fayda gérmemistir. Genel hayatta kalma minimaldir ve

bu ajanlara yanit kisisel varyasyonlar gosterebilir (38).
2.2.10.Radyoterapi

Safra kesesi kanserinde adjuvan radyoterapinin rolunu arastiran veri kalitesinde
yetersizlik vardir. Mojca ve arkadaslarinin datasi adjuvan radyoterapi verilsin veya
verilmesin ortalama hayatta kalimin 14 ay oldugunu gostermistir. Radyoterapisiz sag
kalim 8 aydir. Sag kalim faydalanmasi rejyonel yayilim ve hepatik infiltirasyon

arasinda arastiriimigtir ve anlamlh bulunmustur.
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2.2.11.Molekiuler Hedeflenmis Tedavi

Tumor hicre proliferasyonu ve blylumesinde intraselller durumlarin anlasiimasi
hedef anahtar molekuler alanlar olan terapotik ajanlarin gelismesi i¢in  bir yol
saglamistir. Epidermal bluyume faktor reseptorleri , anti anjiyojenik ajanlar ve MEK
inhibitorleri hedefleyen ilaglar ilerlemede 6zellikle dnemli olmustur. Cok hedefli bir
yaklagsim sinerjestik bir antitUmor etkilere sahiptir ve monoterapiler kadar iyi tolere
edildigi ve daha atkili oldugu bulundu. Kemoterapi ile kombine edildiginde molekuler
hedefli tedavinin sadece kemoterapi tedavisinden daha fazla fayda verdigi

gosterilmistir (39).
2.2.12.Prognoz

Prognoz vaka safra kesesi kanserinin semptomlarina bagli gérulmugse sonuktur.
Adri, sarilik, anoreksi, agirlik kaybi veya safra kesesi kitlesi gelismis hastaligin
Ozellikleridir. Tersine safra tasi icin rutin kolesistektomi aninda safra kesesi
kanserinin tesadifen saptanmasi durumunda prognoz iyidir. TUmor ¢apl, invazyon
derinligi ve lenf nodu tutulumu zayif prognoz ile iligkilenmigtir (40). Tumor capi ve
derinligi diger prognostik faktorlerle yiksek derecede bir korelasyon gdsterir (41).
invazyonun destriiktif paterni, infiltratif patern ile karsilastirildiinda daha zayif bir
gidise sahiptir. Histolojide, az diferansiye malignensi, perindral ve perivaskuler
invazyon varhgi , GLUT-1 ekspresyonu, p53, p16 ve p27 gende mutasyonlar zayif
hayatta kalma ile iliskilenmistir. Papiller karsinomlar daha iyi bir prognozla

iligkilenmistir.
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2.3.PANKREAS

2.3.1.Pankreas anatomi ve fizyolojisi

Pankreas, karin boslugunda mide ile duodenum arasinda yerlesik, 12-20 cm
uzunlugunda, 3-4 cm genisliginde ve 70-120 gram agirliginda bir organ
olup;vlucuttaki iki ana fizyolojik iglemi duzenler (42,43). Pankreas ekzokrin ve
endokrin  salgl iglevlerini gerceklestirerek hem sindirim hem de glukoz
metabolizmasinda rol alir (44). Yapisal olarak incelendiginde pankreasin buyuk
bolimundn dis salgi islevini gergeklestiren hicreler tarafindan olusturuldugu goéralur,

i¢ salgi iglevi goren hucreler ekzokrin doku igerisine dagiimig olarak bulunurlar.

Pankreasin ekzokrin iglevini géren kismi; asinar ve kanal (duct) hicrelerinden
olusur (41,42). Asinar hucreler, sindirim enzimlerini Uretmekte olan hucreler olup
dallanmis 9 kanal sisteminin uclarinda Gzum salkimi seklinde kiimelesmislerdir ve
pankreatik dokunun buyuk bir bolumunu teskil etmektedirler . Asinusler igine biriken
salg! lobcuklar ici kanalciklar araciligi ile lobcuklar arasi kanallara bosaltilir .
Lobcuklar ve asinusler arasinda bag dokusu bulunmaktadir .

Pankreasin i¢ salgli bolimu Langerhans adaciklari denilen 6zel hucre ve damar
kiimeleri tarafindan olusturulmustur (45). insan pankreasinda bir milyondan fazla
Langerhans adacigi bulunmaktadir . Langerhans adaciklari pankreasin dis salgi
yapisinin i¢inde adaciklar olusturacak bir bicimde dagiimislardir . Langerhans
adaciklarinda a, B ve & olmak Uzere U¢ ana tipte endokrin hicre bulunmaktadir . 3-
hicreleri Langerhans adaciklarindaki hicrelerin @ %80’ini - olusturur ve insilin
hormonunu salgilarlar. a-hucreleri glukagon salgilarken, d-hucreleri de somatostatin

salgilamaktadir.

2.3.2.Pankreas organ geligimi

Morfolojik ve iglevsel farklarina ragmen pankreasin hem endokrin hem de
ekzokrin htcreleri ayni embriyonik kokenden gelmektedirler (46). Gastrulasyon
sirasinda endoderm tabakasindan gelisen ¢ok kath epitel hicrelerinin hemen hepsi
hem endokrin hem de ekzokrin hicre potansiyeline sahiptirler . Farklilasma
sirasinda, uyari saglayan birgok molekul gorev alir ve uyari aginin her bir elemani
hicre tipine ve farkllasma zamanina bagh olarak islev kazanir . Pankreas

gelisiminde genetik program, transkripsiyon faktorlerinin ve ¢evre dokulardan gelen
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sinyallerin belli bir hiyerarsiye goére islemesiyle gelismektedir . Endoderm
tabakasindan pankreasa donusecek bolge sonic hedgehog (SHH) uyarisinin
olmamasiyla belirlenir . Pdx1 (Pancreatik and duodenal homeobox gene 1)
transkripsiyon faktorl pankreatik hucrelere kaynaklik eden erken pankreatik
projenitor hucrelerin gogalmasi ve dallanmasi i¢in gereklidir . Pdx1 anne karin evresi
(fetal) gelisimi sirasinda da beta hucre hatlarinda fazlaca ifade edilmekte olup, beta
hdcrelerinin farklilagsmasinda ana rol oynar . Pdx1 erigkin pankreasinda da beta
hlcrelerinin iglevleri icin zorunludur, instlin, glukokinaz ve GLUT2 gibi glukoz

homeostasisinde rol alan genlerin transkripsiyonunda rol alir.
2.3.3.Pankreatik Kanser

Pankreasin infiltratif duktal karsinomu daha yaygin olarak pankreatik kanser
olarak bilinir. Akciger, kolon ve meme kanserinin arkasindan kanser olimlerine yol
acan 4. nedendir (47). Pankreatik kanser en ylksek mortalite oranina sahip
kanserlerden biridir. 2008’de Amerika’da pankreatik kanser tanisi almis 37000 kigi
oldugu saptanmigtir. Ve bunlarin hemen hemen hepsinin hastaliklarindan o6lecegi

tahmin edilmistir. 5 yillik hayatta kalma orani % 5’den daha az ve prognoz kétuddr.

Pankreasda, nonneoplastik epitelden histolojik olarak iyi tanimlanmis noninvaziv
lezyonlara, kiguk duktuslar ve duktulilerde invaziv karsinoma bir progresyon vardir.
Bu prekursor lezyonlar “pankreatik intraepitelyal neoplaziler” (Pan INs) olarak
isimlendirilirler . PanINs’lerde tanimlanmis genetik ve epigenetik degisimler invaziv
kanserde bulunanlara benzerdir. PanlIN’lerde epitelyal hicreler ylksek oranda
kisalmis telomer vyapilari gosterir. PanlIN’lerde telomer uzunlugunun kritik bir
kisalmasi progresif kromozomal anormalliklerin toplanmasi ile bu lezyonlar invaziv

karsinom gelisimini predispoze edebilir (48).
2.3.4.Molekiuler Karsinogenez

Pankreatik kanserde siklikla multipl genler degismistir ve genetik degisimlerin
patternleri diger malignensilerde gorilenlerinkinden farkhdir  (49). KRAS gen
(kromozom 12p) pankreatik kanserde en siklikla degismis onkogendir. Bu onkogen
vakalarin % 80-90’'inda nokta mutasyonuyla aktive olmustur. Bu nokta mutasyonlar
bir proteine dontsen K-ras proteininin intrinsik guanozin trifosfat aktivitesini bozar. K-

ras déongudeki Ras, Fos ve Jun transkripsiyon faktérin aktivasyonunu ortaya gikarir
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ve ek olarak da birkag intraselliler sinyal iletim yolagini aktive eder. CDKN2A (p16)
p1l6/CDKNA2 gen (kromozom 9P) pankreatik kanserde % 95 ile en siklikla inaktive
olmus tumor supressor gendir (50). P16 protein hucre siklusu kontrolinde kritik bir rol
oynar ve p16’nin inaktivasyonu énemli bir hiicre siklus kontrol noktasini bloke eder.
SMAD4 tumor supresor gen (kromozom 18q) pankreatik kanserlerin %55’inde
inaktive olmustur (51). SMAD4 hucre yuzey reseptorlerin TGF 3 ailesinden sinyal
donusumunde onemli bir rol oynayan bir protein kodlar. SMAD4 diger kanser
tiplerinde seyrekge inaktive olmustur. p53 timor slpressor genin inaktivasyonu
(kromozom 17p) pankreatik kanserin %50-70’inde goraltr (52). P 53 protein hem
hdcre siklus kontrol noktasi, hem de bir hucre 6lumu (apopitoz) nedeni gibi her iki
sekilde etki gosteren ve hucre duyarliigina neden olan bir nukleer DNA baglayici

proteindir.
2.3.5.Diger Genler

Daha az yaygin bir kismidir, ancak bununla birlikte énemlidir. Genetik lokusun
pankreatik kanserde hasarlanmis oldugu goérilmuistir. Ornegin, AKT2 gen
(kromozom 19q) % 10-20’sinde ampfliye olmustur, MYB gen (6q) % 10’unda, GATA
6 gen (kromozom 18q) % 10’'unda ve NCOA3/A1B1 gen (kromozom 20q) %10’'unda
ampfliye olmustur. BRCAZ2 (kromozom 13q), LKB1/STK11 (kromozom 19p),
MAP2K4/MKK4 (kromozom 13q) ve RB1 (kromozom 13q) timor slpressor genler

pankreatik kanserin %10’undan daha azinda inaktive olmustur.
2.3.6.Metilasyon Anormallikleri

Birkagc metilasyon anormalligi pankreatik kanserde de olugur. Birkag tumor
supresor genin promotorunun hipermetilasyonu genlerin transkripsiyonel sessizligi ile

iliskilenmistir.
2.3.7.Gen Ekspresyonu

DNA degisikliklkerine ek olarak da gen ekspresyonunun global analizleri
pankreatik kanserde yUksek oranda ekspresse olan birka¢ gen bulunmustur. Bu
genler yeni terapétikler icin potansiyel hedeflerdir ve gelecekte tarama testlerinin
temelini olusturabilir. Ornegin Hedhegog sinyal yolaginin pankreatik kanserde aktive
oldugu gorulmustur ve siklofosfamid ile bu yolagin inhibisyonu deneysel sistemlerde

pankreatik kanserin buyumesini bloke eder (53).
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2.3.8.Epidemiyoloji, Etyoloji ve Patogenez

Pankreatik kanser % 80’i 60-80 yaslari arasinda olugsan yaslilarin primer bir

hastaligidir (54). Siyahlarda beyazlarinkinden daha yaygindir.

GuUglu cevresel etkilerden biri, pankreatik kanserde 2 kat daha yuksek riske sahip
olduguna inanilan sigara igimidir. Bu artmis riskin buyUkligu her ne kadar ¢ok
yuksek degilse de sigara kullanan kisilerin bayuk bir kisminin diyette yuksek oranda
yag tuketenlerin olmasi nedeniyle énemlidir, fakat daha az etkilidia kalma orani r.
Kronik pankreatit ve diabetes mellitus herikisi de pankreatik kanserin artmis riskiyle
iliskilenmistir. Pankreatik kanser kronik pankreatitli olgularda daha buyuk siklikla artar
(55), fakat herediter pankreatitin istisnai olarak pankreatit icin nedensel bir rol
oynadidi durum iyi vurgulanmamistir. Kronik pankreatitli bireylerde sigara ve alkol
kullanimi iligkinin bir miktar temelini olusturabilir (56). Bir hasta bireyde kronik
pankreatitin, pankreatik kanserin bir nedeni veya hastaligin bir etkisi olup olmadiginin
anlasiimasi kuguk bir pankreatik kanal tikanikhidi ve kronik pankreatit olusumunun
ortaya ¢ikmasina kadar zor olabilir. Pankreatik kanserle diabetes mellitusun iligkisi
benzer bir tartisma diabet pankreatik kanserin bir sonucu gibi ortaya cikarak
gelisebilmesinde uygulanir. Yeni hamle yagl bir hastada pankreatik kanserli olgunun
ilk belirtisi olabilir (55).

Pankreatik kanserin familyal kimelenmesi rapor edilmigtir ve kalitimsal
genetikfektlerin artan sayisi artmis pankreatik kanser riskini tanimlamistir (Tablo).
BRCA2 mutasyonlari pankreatik kanserli Askenazi yerlilerinde yaklasik % 10
oraninda hesaplanir. Bu mutasyonlara sahip olgular meme veya ovarian kanserin bir
aile oykusine sahip degillerdir. CDKN2A (p16)’'da mutasyonlar melanoma egilimli

ailelerin bireylerinde hemen hemen her zaman ortaya ¢ikar (57).

Ekstraselluler matriks protein palladini kodlayan PALLD gende bir mutasyon
pankreatik kanser orani yuksek bir ailede rapor edilmigtir. Mutasyon diger ailelerde
bulunmadi, fakat palladin pankreatik kanseri cevreleyen stromada yiuksek oranda

ekspresse olmustur.
2.3.9.Morfoloji

Pankreas kanserlerinin yaklasik % 60’1 bezin bas kismindan, %15’i gbévdeden, %

5’i kuyruk kismindan g¢ikmaktadir; % 20’si ise diffuz olarak tUm bezi tutmaktadir.
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Pankreas karsinomlari genellikle sert, uzantilar olusturan, gri-beyaz, zayif belirmis
kitlelerdir.

Karsinomlarin buyuk bir kismi glandlar olusturan ve musin sekrete eden bazi
derecelerde normal duktal epitelyum 06zelligi gosteren duktal adenokarsinomlardir.
Pankreatik kanserin iki karakteristik 0Ozelligi: ylksek oranda invaziv olmasi (
peripankreatik dokularda yaygin olarak invaze “erken” invaziv kanserde bile ) ve
fibroblastlar, lenfositler ve ekstraselltler matriksin ( desmoplastik reaksiyon ) yogun

non-neoplastik konakgi reakiyonunu igermis olmasidir.

Pankreas basinin ¢gogu karsinomlari pankreas basina dogru uzanan ana safra
kanalini obstrikte eder. Bunun sonucunda pankreas basi karsinomlu vakalarin
%50’sinde bilier adacin belirgin distansiyonu mevcuttur. Bu duruma zit olarak,
pankreasin govde ve kuyrugunun karsinomlari bir sure igin bilier traktta invazyon
olusturmaz ve sessiz kalir. Butinuyle buylk bir kitle halinde olabilirler ve ¢ogu
kesfedildikleri zamanda genisge yayillmiglardir. Pankreatik kanserler siklikla sinirler
boyunca yayilir ve retroperitonu invaze eder. Dalak, adrenaller, vertebral sutun,
transvers kolon ve mideyi direkt olarak invaze eder. Peripankreatik, gastrik
mezenterik, omental ve portahepatik lenf nodlari siklikla invaze olmustur. Uzak

metastazlar ilk olarak karaciger, akciger ve kemiklere olmaktadir.

Mikroskopik olarak, pankreas basi karsinomlari ve pankreasin govde ve kuyruk
karsinomlari arasinda farklilik yoktur. Dlizensiz tubuler yapilar ve hicre kimeleri
olusturan orta ve az diferansiye adenokarsinom goérinimdedir ve agresif, derin
infiltratif bUyUme patterni gosterir. Yogun stromal fibrozis invaziv kansere eslik eder
ve organ iginde ve yakininda perindral invazyon egilimi gosterir. Lenfatik ve buyuk
damar invazyonu sikga gorulur. Malign glandlar zayifca olusmustur ve genellikle
pleomorfik kolumnar ve kiiboidal epitelyal hiicreler ile sinirflanmistir. lyi diferansiye

adenokarsinomlar istisnai olark bu 6zellikleri géstermeyebilir.

Pankreatik karsinomlarin daha az yaygin varyantlari adenoskuamoz karsinom,
kolloid karsinom, hepatoid karsinom, meduller karsinom, tagl ylzuk hucreli karsinom,
osteoklast tipi dev hlcreli andiferansiye karsinomu igerir. Ayrica pankreasin asiner

hicreli karsinom ve pankreatoblastom olarak biline iki seyrek gortlen formu vardir.
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2.3.10.Pankreatik Kanserde Prognostik faktorler

Pankreatik kanserin gcogu serilerinde, 5 yillik hayatta kalma orani, taninin ilk 1 yili
icinde vakalarin % 90’indan fazlasinin dlmesiyle ve tedavi edilmemis vakalar igin 3
aylk ortalama bir hayatta kalma orani ile %4 veya daha azina sahiptir (68).Cerrahi
aninda tumor pankreasa sinirli kalmis bile olsa 5 yulik hayatta kalma % 15i

gecmemektedir.
Prognoz ile iligkili faktorler:

e Tumor stage’i ve grade: Cogu diger organlardaki gibi, stage en onemli
prognostik belirleyicidir (59). Pankreatik duktal adenokarsinom vakalari American
Joint Committee on cancer (AJCC) stageleme sisteminin her bir asamasinda
yuksek oranda degisken hayatta kalma gdstermektedir. Coklu varyant analizinde
timor grade’inin hayatta kalmanin gugcli bir belirteci oldugu bulunmustur.
Mikroskopik grade agisindan bakildiginda, daha iyi diferansiye timorler daha
uzun bir ortalama hayatta kalma zamani ile iligkilenmistir (60).

e Tumor capi: Kuglk tumorler (4.5 cm’den daha az capl olanlar) kuratif
operasyonun ve daha uzun hayatta kalmanin daha blylUk sanina sahiptir.
Bununla birlikte unrezektabl timorler igin tumor ¢api hayatta kalmayi etkilemez
(61).

e Kan daman invazyonu ve rezeksiyonun retroperitoneal siniri: Her iki
parametre de kisalmis bir hayatta kalma ile iliskilenmistir (62). 51 vakalik bir
seride, tUumor c¢api, histolojik tip, grade ile ilgili hayatta kalma oranlari Uzerine
calisma vyapilmistir. Bu olgulardan 7’sinde retroperitoneal rezeksiyon siniri
tutulmustur. Bu olgulara ait hayatta kalma oranlari ortalama 10.6 ay bulunmus
olup, kuratif rezeksiyonlu vakalarin hayatta kalma oranlari 22.7 ay olmustur.
Kuratif rezeksiyon olmayan timorle invaze damarlara sahip vakalarda hayatta
kalma 8.8 ayken, damar invazyonsuz rezeke edilmis vakalar i¢in hayatta kalma

24 .3 aydir. Bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (63).
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e Lenf nodu metastazi: Bu faktor stageleme sisteminde buyuk bir dneme
sahiptir. Yukarida anlatilan ¢alismada, nodal durum temelinde NO vakalar igin
hayatta kalma 33 ay, N1a igin 21.4 ay, N1b i¢in 14 ay bulunmustur. Ancak bu
oranlar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (63). Saptama, genellikle
mikroskopik temelde yapilir, fakat molekuler tekniklerle c¢alisilan k-ras
mutasyonunun saptanmasinin lenf nodu degerlendiriimesinin yerini alabilecegi
iddia edilmektedir.

e DNA ploidy: Bu parametrenin bagimsiz prognostik degeri ¢ok sinirlidir.

e TGF-B1 ekspresyonu: Bu belirleyicinin ekspresyonu daha iyi diferansiye
tumorlerle iliskilidir ve sonrasinda daha iyi bir gidig gorulur, fakat bagimsiz bir

prognostik degeri yoktur (63).

Tablo 3: Ekzokrin pankreas tumorlerinin TNM siniflamasi (AJCC, 7.BASKI, 2010)

Primer Timor (T)

TX Primer timor degerlendirilememis
TO Primer timor kaniti yok
Tis Karsinoma in-situ
T1 TUmor pankreasa sinirlanmis, en bliylk ¢capi 2 cm veya daha kigik
T2 TUmor pankreasa sinirlanmis ve ¢api 2 cm’den blyuk
T3 TUmoérin duodenum, safra kanallari, peripankreatik dokulara direkt yayilimi
T4 Tumorun mide, dalak, kolon, bitisik buylik damarlardan herhangi birine direkt yayilimi
Boélgesel Lenf Nodlari (N)
Nx Bolgesel lenf nodlari degerlendirilememis
NO Bdlgesel lenf nodu metastazi yok
N1 N1a: Tek bir bolgesel lenf nodunda metastaz var
N1b: Cok sayida bélgesel lenf nodunda metastaz var
Uzak Metastaz
MX Uzak metastaz degerlendirilememis
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var

Stage Gruplamasi

Stage O Tis NO MO

Stage IA T1 NO MO
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Stage IB T2 NO MO

Stage 1A T3 NO MO
Stage 1IB T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Stage Il T4 N1 MO
Stage IV T (*) N M1 (*) Herhangi bir

2.3.11.Pankreatik Kanserde Prognozu etkileyen faktorler ve tedavi Yaklagimlari

Pankreatik karsinom bati dinyasinda kanser iligkili 6lum nedenleri arasinda 4.
olarak siralanan en o4ldurticu insan malignensilerinden biridir. 5 hastalik gruptan
birinden daha azi baslangi¢ tanisi aninda rezektabl hastaliga sahiptir. % 90’nina
yakini ekzokrin duktal sistemden ¢ikan pankreatik duktal adenokarsinomlardir. Bas
bdlgesinin adenokarsinomu igin insidans orani 100000’de 5.6 olarak kalmistir, oysa
bas/gdvde orani 1973 ile 2002 arasinda %46 ile (1.6/100000) artmigtir (64). Altinda
yatan biolojisinin anlasiimasi ve goéruntileme modalitelerinde gelismelere ragmen
pankreatik duktal adenokarsinom =zayif bir prognoza sahiptir. Butun stage’ler
birlestirildiginde, 1 yillik hayatta kalma orani % 19°dur ve 5 yillik hayatta kalma orani
% 0.4den %4’e siralanir (65). Goévde/kuyruk kanserleriyle Kkarsilastirildiginda
pankreas basi kanserli olgular arasinda daha yuksek hayatta kalma oranlari

go6zlenmigtir (66).

Her ne kadar 5 yillik hayatta kalma oranlari buyuk denemelerde zayif olarak
belirlenmis olsa da, erken safha hastalik i¢in tedavi se¢imi cerrahi rezeksiyondur.
Lokalize nod negatif hastalik icin bile 5 yilik hayatta kalma orani % 10 olarak
kalmistir (66). Komplet rezeksiyona gitmis olsa bile progresyondan bagimsiz period
8-12 aylar arasinda degisir ve ¢ogu rekurrensler 2 yil iginde olusur. Ne yazik ki,
laparatomi sirasinda kiuguk karaciger metastazi ve peritoneal implantlar pankreas

basi timoérlerinin %10’'unda, gévde/kuyruk timaorlerinin %40’inin tzerinde bulunur.

Prognoz baslica sistemik bir yetmezlik ile tanimlanmigken, postrezeksiyon
tedavi stratejileri loco-rejyonel rekurrens kadar mikrometastatik hastaligin kontrolinu

amagclar. Gegmiste, bu durum genellikle nodal durum ile saptanirdi (lenf nodu orani:
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tutulmus/ calisiimig), ve bu durumun hayatta kalmanin potent bir prognostik faktori
oldugu gorulur (66). Daha fazlasi RO bir rezeksiyonun tanimlanmasi yukselerek

gelismigtir.

Ne yazik ki, hastalik dogasi geregi son zamanlarin tedavilerine direnglidir.
Tedavide sistemik kemoterapi, radyasyon terapi veya her iki modalitenin
kombinasyonu adjuvan terapi olarak cerrahi rezeksiyonu takiben kullaniimaktadir.
Rezeksiyon oncesi neoadjuvan yaklagim kur ve komplet rezeksiyon sansini iyilestirici
bir yaklagim olarak siklikla kullaniimistir. Adjuvan terapinin faydasi her ne kadar
gorundr hale geldiyse de ,optimal tedavi modalitelerinin (kemoterapi ile birlikte
radyoterapinin olup olmayacaginin) secimi hala cgeligkilidir (). Pankreatik kesit gegisi
cerrahi sinirinin modasi gegmis, bunun yerini retroperitoneal sinir almigtir ve bunun

pozitif oldugu durumda prognozun zayif oldugu gozlenmistir (68).

Rekurrenslerin  yaklasik %75’i vakalarin % 50-80’'inde es zamanl uzak
bozukluklar olarak timoér yataginda veya abdominal kavitede loco-rejyonel olarak
lokal olarak olusur. Rekurrens alanlari karaciger (%34-87), periton (%19-53) ve
akciger (%8-29) dir (69).

Son zamanlarda tedavi edilmis hastalarin sayisi ve cerrahisindeki beceriler ve
deneyimin tanimlanmasi gidis ve bagimsiz prognostik faktorlerin olusumunu etkiler ,
her ne kadar pankreotektomi spesmenleri icin patolojik dederlendirmenin uluslar
arasi standardizasyonunun olmamasi hastalarin guvenilir olarak
subgruplandiriilmasinin yapilmasini gerektirmistir (70, 71) Yliksek olgulu merkezlerde
cerrahi spesmenlerin histopatolojik olarak daha detayli degerlendiriimesi pozitif

rezeksiyon sinirli vakalari daha iyi belirleyebilir (72).

HENT1 ekspresyonu adjuvan terapi asamasinda gemsitabinli kemoterapiye
yanitin faydali bir tahmine yonelik faktor oldugu gorulir. HENT1 ekspresyonlu olgular
gemsitabinden faydalanirlar, HENT1’in dlsuk veya olmadidi olgularda ise gemsitabin

tedavisinden kacinilmalidir. HENT1’i intrasellller yapilarin bir tasiyicisidir (73,74,75).

Osteonektin olarak bilinen SPARC bir ekstraselliler matriks proteinidir. Preklinik
modellerde invazyon ve metastaz kadar pankreatik kanserli vakalarda zayif prognoz
ile iligkilenmis oldugu ekstraselliler bir proteindir. Son c¢alismalar SPARC’In

pankreatik kanserde kollajen dongusunde kritik bir rol oynadigini dusundurmektedir.
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SPARC albumine bagli nabPaclitakselin bir hedefidir. Gemsitabin ile bir
kombinasyonda pankreatik duktal adenokarsinomlu vakalarda bu ajanin faz I-lI
calismalarda ilerlemis hastalikli olgularda 12.8 aylik ortalama bir hayatta kalma ile

Umit verici sonuglar gostermistir (76,77)

Pankreatik kanserli vakalarda CTC’nin (Sirkulasyonda bulunan timor hcreleri)
saptanmasinin negatif bir prognostik degere sahip oldudu gorulir. Rezektabl
pankreatik kanserde de kemoterapiye ayrica mikrometastazik hastaliga baglh lokal
tedaviye ihtiyaci olan vakalarda saptanabilmesi nedeniyle 6nemli oldugu gorulmuagtur.
Baska bir calisma CTC’nin varliginin sadece zayif prognostik bir faktér olmadigini

gOstermigtir (78).

Tamor hacreleri etrafinda CD4 + VE CD 8 + T hucrelerin infiltrasyonunun
pankreatik kanserin gidisine etki ettigi gorulur. Peritimdral T hucrelerin ve pankreatik
kanserle pozitif bir iliski oldugu dusunulmektedir.  Sonug¢ olarak, pankreatik
karsinomda CD8+ tumor infiltre edici lenfositler (TIL) ile birlikte CD4+ TIL'lerin
varliginin cerrahi tedavi sonrasi olgularin gidisinin iyi bir gostergesi iglevini gordugu
belirlenmistir. Peritimoral T hucrelerin pankreatik kanserde hayatta kalma igin
bagimsiz bir prognostik faktor oldugu vurgulanmistir (p<0.001), (79, 80). Regulator T
hdcrelerin yuksek prevalansinin hayatta kalma icin bagimsiz negatif bir belirleyici
yani zayif prognozun bir belirleyici faktéri oldugu goralmustar (p< 0.001). Bu
calismada regulatdér T hucrelerin premalign safhadan pankreatik duktal karsinoma
kadar belirlenmis kansere karsi immudn yanitin kontrolinde bir rol oynadigi
bulunmustur (81). Turcotte ve arkadaslarinin bir calismasinda immun skorlamanin
faydali bir ara¢ oldugu bulunmustur. Timoére immun yanitin malignensinin daha iyi

gidisini kontrol ettigini gostermistir.
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2.4. KARACIGER

Normal yetigkin karaciger agirhgi 1400-1600 gramdir ve tum vucut agirhginin
%2,5’ unu olusturur. Karciger 2’li kan destegine sahiptir; Portal ven hepatik kan
akiminin % 60-70’ini saglar ve % 30-40’in1 hepatik arter destekler. Portal ven ve
hepatik arter karacigerin alt kisminda transvers uzanan bir yarik olan porta hepatis
olarak isimlenen kisimdan hilus bdlgesine dogru girerler. Karaciger iginde, portal

venler, hepatik arterler ve safra kanallari portal traktta paralel ilerler.

Hepatik mikroarsitektlrin terninolojisi iki farkli konseptte temellenmistir: hepatik
lobul ve hepatik asinus. Lobuler modele uygun olarak, karaciger, lobulun periferi
uzerine portal trakt ile hepatik venlerin (terminal hepatik venler) terminal baglantilari
etrafinda oryante olmus, 1-2 mm c¢apli hekzagonal lobullere bélinmusttr. Terminal
hepatik venin yakinindaki hepatositler “sentrilobular”, portal vene yakin olanlar ise
“periportal” olarak adlandirilirlar. Asiner modelde terminal hepatik venlere yakin
hepatositler portal trakttan disariya uzanan portal venden septal venullere penetre
olmasi ile olusan kabaca Ug¢gen seklinde distal tepelerdir. Parankim asinlste
vaskuler destege en kapali zon 1, terminal hepatik loblle bitisik ve arteriyel kan

desteginden en uzak zon 3 ve intermediate alan zon 2 olarak zonlara ayriimaktadir.

Hepatositler portal trakttan terminal hepatik venlere uzanan kribriform,
anastomozlasan tabakalar ve alanlar i¢cinde organize olmustur. Hepatosit alanlar
arasinda vaskduler sintizoidler vardir. Hepatositler her iki tarafindan arteriyel ve venéz
vaskuler yapilarla sarilmistir ve vendz yapilar Gzerinde ¢ok sayida kugluk orifisler
vardir. Hepatositler vicutta perfuzyonu en iyi olan hucrelerdir. SintUzoidler, fenestre
ve devamlilik gostermeyen endotelyal hucreler ile sinirflanmistir. Endotel hucreleri
tabani hepatositlerin  bol mikrovilluslerin icine uzanan disse yapisina uzanir.
Mononukleer fagosit sistemin saciimis Kupffer hicreleri endotel hicrelerin [iminal
yuzeyine yapismistir ve yag iceren hepatik stellat hicreler Disse araliginda

bulunmaktadir.
2.4.1.Hepatoselluler Karsinom (HCC)

Global bir temelde, her yil primer karaciger kanserinin 626000’den fazla yeni
olgusu vardir ve her yil bu kanserden 598000 kisi olur (82). Kanser dlimlerinin 3. En

sik nedenidir. HCCvakalarinin %82’si glineydogu Asya ve Afrika topluluklari gibi
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kronik Hepatit B Virls enfeksiyonunun ylksek oranli gelisen toplumlarda olusur.
Batin HCC vakalarinin %52’si Cinde olusur. Baslica HBV ve HCV enfeksiyonuna
bagh, 1993-1998 arasinda A.B.D ‘de karaciger kanserinin insidansinda %25’lik bir

artis olmustur. 2,4/1’lik bir oranla erkek baskinhidi mevcuttur.
2.4.2.Patogenez

HCC ile iliskilenmis 4 buyuk etyolojik faktor vurgulanmistir: kronik viral
enfeksiyon (HBV, HCV), kronik alkolizm, nonalkolik hepatosteatoz (NASH) ve besinle
bulasanlar (primer olarak aflatoksin). Diger durumlar: Tirozinemi, glikojen depo
hastalidi, herediter hemokromatozis, nonalkolik yagl karaciger hastaligi ve a1
antitripsin eksikligini igerir. Genetik faktorler, yas, cinsiyet, kimyasallar, hormonlar ve

diyet gibi cogu faktérler HCC’un gelisiminde etkilesirler.

HCC’nin patogenezi alkolizm, nonalkolik steatohepatit, kronik HCV enfeksiyonu
ve hemakromatozun daha yaygin oldugu batili Ulkelerde dusuk insidansa gore

HBV’Un yaygin oldugu populasyonlarda ylksek insidansla farkl olabilir.

Yuksek prevalans bolgesinde HBV enfeksiyonu yetiskinlik ¢cagi ile birlikte HCC
gelisimi i¢cin 200 kat artmis bir risk olusturan infekte annelerinden virusun vertikal
gecisi ile baslar. Bu hastalarin yarisi kadarinda Siroz (S) olmayabilir ve kanser 20,
40 yaslar arasinda olusuisge vr. HBV’'Un yaygin olmadigi bati Ulkelerinde genellikle
diger karaciger hastalik larinin c¢ercevesinde HCC vakalarinin  %75-90’'inda
bulunmaktadir. Boylece siroz bati toplumlarinda HCC’nin ¢gikmasina katkida bulunan
bir gereklilik oldugu gorular, fakat endemik alanlarda gelisen HCC gelisiminde farkli
bir role sahip olabilir. Cin’de ve glney Afrika’da, HBV’Un endemik oldugu yerlerde
yer fistigi ve tahillarla kontamine olan fungus Asperijillus Flavus ile olusmus toksin bir
toksin aflatoksine maruziyet de olabilir. Aflatoksin selliler DNA ile birlikte kovalent

olarak baglanabilir ve p53’un kodon 249’da spesifik bir mutasyona neden olur.

Bununla birlikte karsinogenezin ilk mekanizmasi bilinmemekle birlikte, birka¢
durumdan bahsedilmektedir. Nedenlerden biri kronik hepatitde olustugu gibi hicre
Olimua ve rejenerasyonun tekrarlayan sikluslari HCC’nin patogenezinde 6nemlidir.
Hucre bolinmesinin devam eden sikluslari esnasinda mutasyonlarin toplanmasinin
DNA onarim mekanizmalarini hasara ugratabildigi ve en sonunda hepatositleri

donustirdigu dusunulmektedir. HCC’a guglu progresyon KRAS ve p53 gibi secilmis
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selliler genler de nokta mutasyonlarindan ve c¢c-MYC, c-MET (Hepatosit buyime
faktora reseptoru), TGF-a ve insulin benzeri buyume faktord 2 ‘nin olusturucu
ekspresyonundan sonuglanir. Son global gen ekspresyon calismalari HCC'nin
yaklasik %50’sinin WNT veya AKT yolaklarinin aktivasyonu ile iligkilenmis oldugunu
aciklamaktadir. TUmorlerin bir subgrubu fetal karacigerde bulunan ve karaciger
progenitor hucreleri genlerin buyuk bir kismini ekspresse eder, bu da bazi HCC’larin

karaciger kok hucresinden gelebilecegini dusundurmektedir.

HBYV ile infekte olmus bireylerde tumor hucrelerinin molekuler analizi donugturen
bir durumu baglatan veya eslik eden viral integrasyonu dusundiren HBV DNA
integrasyon patternini yansitmasiyla klonaldir. HBV’de viris integrasyonu ile
nedenlenmis sadece hucre genomunun kesintiye ugramasi degil karsinogenezi
etkilemigtir, fakat integrasyon alani da énemli olabilir. integrasyon alanina bagl, HBV
integrasyonu timorigenisiteyi olusturan protoonkogenleri aktive edebilir. Alternatif
olarak hlcre transformasyonunun kuvvetli ana nedeni multiple genlerin
transkripsiyonel bir aktivatori olan HBV X-protein temin edilmistir. Baglantili olarak,
HCV Kkarsinogenezi mekanizmalari daha belirsizdir. HCV DNA’y1 kesintiye
ugratmayan bir RNA virisudur ve onkogenik protein uretmez. Bununla birlikte
HCC’un gelisiminde etkili olabilen HCV kor ve NS5A proteinlerin gdstergeleri vardir
(83). Endemik alanlarda HBV’e karsi c¢ocuklarin uluslararasi asilamasi HBV

infeksiyonunun ve muhtemelen HCC’nin insidansini belirgin olarak azaltabilir.

Son yillarda yapilan epigenetik arastirmalarda, HCC gelisiminde
mikroRNA’nin roli Uzerinde durulmustur. MikroRNA’lar (miRs), 19-24 nukleotid
uzunlugunda kuguk kodlanmayan tek zincirli RNA’lardir ve posttanskripsiyonel
ve/veya translasyonel seviyelerde cogu hedef genlerin ekspresyonunu negatif olarak
regule ettikleri digunulmektedir ve HCC’un gelisiminde kritik bir rol oynayabilecegi
bulunmustur. Ayrica bu molekullerin tani ve tedavinin ydnlendiriimesi igin birer

potansiyel biomarker olup olmadidi konusuna odaklaniimaktadir (84).
2.4.3.Morfoloji

HCC makroskopik olarak: 1. Bir unifokal (genellikle buyuk) kitle , 2. Multifokal
degdisik blyukliklerde genisge dagiimis noduller veya 3. Genisge ve bazen bitin
karacigeri tutan diffiz infiltratif kanser. Her U¢ pattern de karacigerde blylumeye
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neden olabilir. Difflz infiltratif tGmor sirotik bir karaciger zemininde fark edilemeyecek

kadar dagilabilir.

HCC, genellikle ¢evreleyen karacigerden daha soluktur ve bazen safra
sekresyonu yeterli iyi diferansiye hepatositleri igerdiginde yesgil bir gorinim alir.
HCC’larin tim vakalari vaskiler invazyon icin gugcli bir egilime sahiptir. Yaygin
intrahepatik birbirini izler ve tek tuk tumorun uzun ve yilan benzeri kitleleri portal veni
(porta sirktlasyonun tikanikligi ile birlikte) veya kalbin sag tarafina bile uzanabilen
inferior vena cava’yl invaze edebilir. HCC, agikga yan yana buylme ve ana
timorden geldigi molekuler yontemlerle gosterilebilen satellit nodullerin geligimi ile
karaciger icinde genisce yayilir. Karaciger disina yayilim o&zellikle hepatik ven
sistemine olmak Uzere primer olarak vaskuler invazyon yoluyladir, fakat hematojen
metastazlar 6zellikle akciger metastazi hastaligin ge¢ evresinde olugsmaya egilimlidir.
Perihilar, peripankreatik ve paraaortik nodlara lenf nodu metastazi eger vendz
invazyonlu HCC karaciger transplantasyonu vakalarinda karaciger yakinina yayilmis
olan HCC’un yarisindan daha azinda bulunmaktadir, timor rekurrensi transplante

edilmig dondr karacigerinde olusmaya egilimlidir.

HCC'ler iyi diferansiyeden ylUksek oranda anaplastik andiferansiye lezyonlara
siralanir. Trabekuler veya asiner , psddoglanduiler bir patternde yerlesmis hucreler
hepatositik bir orijinde iyi ve orta diferansiye olarak tanimlanir. Az diferansiye timor
formunda, ¢cok sayida anaplastik dev hucrelerle pleomorfik bir gorinim alabilir,

batinUyle andiferansiye olabilir veya igsi hicreli bir sarkoma bile benzeyebilir.
2.4.4 Klinik Ozellikler

HCC’un Klinik bulgulari karakteristik olarak seyrektir ve bati toplumunda siklikla
altinda yatan siroz ve kronik hepatit ile iliskilenmis olmasiyla maskelenmigtir.
Tropikal Afrika gibi ylksek insidans alanlarinda, vakalar genellikle karaciger
hastaliginin klinik dykusu yoktur, bununla birlikte otopside siroz tespit edilebilir. Her
iki populasyonda ¢cogu hastalar kiriklik, yorgunluk, agirlik kaybi, abdominal kitle veya
hassasiyet gibi hastalik bulgulari hissedebilir. Cogu vakalarda buyimus karaciger
sirozdan farkli olarak yeterli nodularite ve irregularite ile birlikte palpasyonda fark
edilebilir. Sarilik, ates ve gastrointestinal veya 6zefageal varis kanamasi degdismez
bulgulardir.
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Laboratuvar galismalari faydali olabilir, fakat seyrekge kesindir. Serum a-feto
proteinin yukselmis seviyeleri HCC’li olgularin %50’sinde bulunur. Bununla birlikte,
yolk-sac tumorlerle, siroz, masif karaciger nekrozu (kompensatuvar karaciger hucre
rejenerasyonu), kronik hepatit (6zellikle hepatit C enfeksiyonu), normal dogum, fetal
distress veya 6lum ve anensefali ve spina bifida gibi fetal noral tip defektlerini iceren
¢ogu nonneoplastik durumlar ile yalanci pozitif sonuglar ortaya gikabilmektedir. a-feto
protein ve diger proteinler (carcinoembriyonik antijen seviyeleri) igin laboratuar testi
HCC’un kugUk lezyonlari igin yetersiz kalir. Son zamanlarda Glipycan-3 displastik
nodulden erken HCC’un ayiriminda kullaniimistir. Klglk timorlerin saptanmasinda
en degerli ultrasonografi, komputarize tomografi ve manyetik rezonans gibi
goruntileme galigsmalaridir. HCC’un molekuler analizi aktif olarak izlenmektedir ve
tedavi seceneklerinin belirlenmesine yardim edebilen yeni HCC klasifikasyonlarina

yol agmasi daha muhtemeldir (85).
2.4.5.Tedavi

Tedavi edilmemis karaciger hicre karsinomunun genel ortalama hayatta kalma
orani yaklasik 4 aydir ve genel 5 yillik hayatta kalma orani Birlegsik devletlerde
sadece %3'dir (86) .Olimiin en blyik nedeni hepatik yetmezlik ve gastrointestinal
kanamadir. Bazen terminal neden spontan ruptur veya lokalize submassif karaciger
hicre nekrozudur. Bazi istisnai 6rneklerde, HCC’larin spontan regresyona gqittigi

gorulmustar (87).

HCC’un en etkili tedavisi, en uzun hayatta kalma orani ile komplet rezeksiyondur.
Japonya’'dan ¢ok sayida raporlar, eger tumor erken safhada tani almis ve eksize
edilmisse iyi bir kir sansina sahip olduguna isaret etmektedir. Japon karaciger
kanser calisma grubu 297 vakanin 25’inde 17 yildan daha fazlalik bir hayatta kalma
orani bulmuslardir. Diger merkezler, %25 ile %65 arasinda siralanan 5 yillik hayatta
kalma oranlari rapor etmiglerdir (88). Son zamanlarda, timadrlerin buyuk bir kismi
karaciger transplantasyonu ile tedavi edilmektedir; Bu teknikle en iyi sonuglar kiguk

soliter timorlerde elde edilmistir (89).

Sistemik veya arteriyel kemoterapi inoperabl veya reklrrent tumodrlerde orta
derecede bir palyasyon olusturabilir (90). Transkatater hepatic arteriyel embolizasyon

da kullanilabilir ve yaygin timor nekrozu ile sonuglanabilir. Ozellikle kiiglik lezyonlar
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icin ; Tumorler belirgin kalinlagsmis bir kapsul gelisimi ile basarili bir sekilde tedavi
edilmigtir (91).

2.4.6.Prognostik Parametreler
e Stage: En 6nemli prognostik parametreyi olusturur (Tablo 3), (92).

e Cap: Cogu serilerde kiguk timorll vakalar (2 cm’den 5 cm’ye) énemli oranda
daha iyi bir prognoza sahiptir. 1000 kKigilik bir calismada 5 cm’den klglk
tumorlerin 5 cm ve daha buyuk timorlere gore daha yuksek bir rezeksiyon

basarisina ve hayatta kalma oranina sahip oldugu bulunmustur (93).

eEnkapsulasyon: Bir kapslil ile total olarak ¢cevrelenmis HCC’larin bu 6zellige

sahip olmayanlara gére daha az agresif oldugu dustnulmektedir (94).

e Tumor odaklarinin sayisi: Tek lezyonlarin multipl lezyonlara gére daha uzun
hayatta kalma ile iliskilenmis oldugu gosterilmistir. italya’da yapilan 100 kisilik
bir calismada glutamic-oxaloacetic transaminase, gamma-glutamyl
transferase, alfa-fetoprotein, tiimor nodiillerinin sayisi , cerrahi sinirlarin
genigligi, preoperatif kemoembolizasyon hayatta kalma igin bagimsiz

prognostik faktorler olarak belirlenmigtir (95).

ePortal ven tutulumu: Bu bulgu énemli bir kétli prognostik parametre olarak
belirlenmistir. Japon kanser ¢alisma grubunu tarafindan yapilan 5800 vakalik bir
calismada, alfa-feto protein seviyeleri, timor ¢api, tumor odak sayisi, eslik
eden siroz, yas, cerrahi kurabilite ile birlikte portal ven tutulumunun

bagimsiz prognostik parametreler oldugu bulunmustur (96).

e Mikroskopik Tip: Fibrolamellar varyant belirgin olarak daha iyi bir prognoz ile
iliskilenmistir. Diger morfolojik varyantlarla prognoz arasinda korelasyon

bulunamamistir (97).

e Mikroskopik ozellikler: Kir icin rezeke ediimis HCC’lu 425 vakalik ¢ok
merkezli bir calismada, hayatta kalma i¢in bulunmus bagimsiz belirtegler olan
mikroskopik 6zellikler, vaskiler invazyon, yiliksek niikleer grade ve mitotik
aktivitedir. Bu uzanimda mitotik indeksin prognostik degeri diger ¢alismalarla

da gdsterilmigtir (98).
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e Sirozun varhgi: Siroz ile iliskilenmig karsinomlar, belki de daha kuguk bir
fonksiyonel korunmanin ve siklikla genis yayillimh timoér tutulumunun
kombinasyonu nedeniyle kotu bir prognoza sahiptir. Bu ¢alisma 804 sirozlu ve
sirozlu olmayan olgular arasindaki kliniko-histopatolojik ve hayatta kalma
oranlari kargilastirilarak yapilmigtir. Sirozlu olmayan HCC’lu olgularin, olanlara

g6re daha uzun bir hayatta kalma oranina sahip oldugu bulunmustur (99).

e Cinsiyet ve yas: Cogu seride, bu parametrelerle prognoz arasinda iliski
bulunamamistir. Bununla birlikte son bir galisma kadin cinsiyetli olgularda

prognozun daha iyi oldugu gosterilmigtir (100).

e HCC olgularinin igne biopsi érnekleri Gzerinde c-myc amplifikasyonu olan ve
olmayanlarin hayatta kalma oranlari karsilastiriimis ve uygunsuz bir prognostik

indikator oldugu sonucuna variimigtir (101).

e Is1 sok protein: HSP-27'nin ekspresyonu tiumor grade ve hayatta kalma ile

iligkilenmistir.

Tablo 4 .Hepatosellller Karsinomda duzeltiimis TNM klasifikasyonu, 2008

Siniflama Parametreleri | Tanimlama

Primer tiimoér

Tx Tm saptanamaz

TO Tm yok

T1 Solter tm/vaskiiler invazyon yok

T2 Solter tm/vaskiiler invazyon var veya boyut < 5cm olan multiple
tm

T3 Multiple tm / > 5 cm veya portal veya hepatik venin majoér dalini
invaze eden soliter tm

T4 Safra kesesi digsinda komsu organ invazyonu (tek veya multiple
tm) veya viseral periton perforasyonu

Bolgesel LN

Nx Degerlendirilemez

NO LN metastaz yok

N1 Bodlgesel LN metastazi var

Uzak metastaz

Mx Degerlendirilemez

MO Uzak metastaz yok
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M1 Uzak metastaz var
Evre

I T1. NO, MO

1 T2, NO, MO

A T3, NO, MO

1B T4, NO, MO

nc Herhangi T, N1, MO
\% Herhangi T ve N, M1

Histolojik evre

GX

Degerlendirilemez

G1 lyi differansiye

G2 Orta differansiye

G3 Kotii differansiye

G4 Undifferansiye

Fibrozis skoru FO Fibrozis skoru 0 -4 (fibrozis yok — orta derecede fibrozis)
F1 Fibrozis skoru 5-6 (siddetli fibrozis — siroz)
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3. GEREG VE YONTEMLER
3.1.Aragtirmanin Tipi

Bu calisma yari deneysel olarak gergeklestiriimistir.
3.2.Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, Ozel Guines Patoloji laboratuarinda 28.12.2011 ile 12.06.2013 tarihleri

arasinda gerceklesmistir.
3.3.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calisma, 2004-2013 yillari arasinda Ozel Giines Patoloji Laboratuvarina
basvurmus, 46-86 yas arasi, 15’i kadin, 5'i erkek, Safra Kesesi Adenokarsinom tanil
20 olgunun; 2011 yilina ait Ozel Mikro Patoloji Laboratuvarina bagvurmus, 46-81 yas
arasl, 10’'u kadin, 15'i erkek Pankreatik Adenokarsinom tanili 25 olgunun; 51-88 yas
aras! 1'i kadin, 7’si erkek Hepatosellliler Karsinom tanili 8 olgunun rezeksiyon

sonrasi ameliyat materyallerinin parafin bloklari Gzerinden yapilmigtir.
3.4.Arastirmanin Materyali

Bu olgularin ulasilabilen klinik ve patolojik bilgileri, patoloji laboratuvari veri
tabanindan elde edilmis olup, raporlar Uzerinden tablolastirilarak derlenmistir.
Olgulara ait preparatlar, lam arsivinden ¢ikarilarak tekrar incelenmis ve patolojik
bulgular teyit edilmis, ayrica timor bulunan preparatlar immuanhistokimyasal inceleme
icin secilmistir. Sonraki asamada, ayrilan preparatlara ait parafin bloklar, blok
arsivinden cikarilmistir. Segilen parafin bloklar mikrotom esliinde 5 mikron
kalinhginda lizinli lamlara kesilerek preparatlastirilarak  immunhistokimyasal

incelemeye hazir hale getirilmistir.
3.5.Arastirmanin Degiskenleri

Safra kesesi Adenokarsinom olgulari i¢in bagimsiz degiskenler; Yas, cinsiyet,
tumor capi, differansiyasyon, tumor grade’i, evre, lenfovaskuler invazyon, perinéral

invazyondur.
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Pankreatik Adenokarsinom olgulari igin bagimsiz degigkenler; Yas, cinsiyet,
tumor capi, differansiyasyon, evre, lenf nodu tutulumu, lenfovaskiler invazyon,

ulasilabilen olgular i¢in uzak metastaz ve hastaliksiz sag kalim sureleri’dir.

Hepatosellller Karsinom olgulari igin bagimsiz degiskenler; Yas, cinsiyet, tumor
capl, differansiyasyon, vaskuler invazyon, nukleer grade, mitotik aktivite, ulasilabilen

olgulara ait uzak metastaz ve hastaliksiz sag kalim sureleri’dir.

Calismanin bagiml degiskenleri; Calismaya alinan Safra Kesesi Adenokarsinom,
Pankreatik Adenokarsinom, Hepatoselluler Karsinom olgularinin tumor kesitlerine
immunhistokimyasal olarak uygulanan FOXP-3, CD4, CD8’in intratimoral ve
peritimoral yogunluklari, intratimoral FOXP-3/CD4 ve peritimoral FOXP-3/CD4

oranlarrdir.
3.6.Veri Toplama Araglari
3.6.1.Arag ve Geregler

3.6.1.1.Tez caligmasinda kullanilan gerecler

. Hazir parafin bloklar

. - 13 PR ISOLAB

. [ 130 1= PR ISOLAB

o MIKIFOtOM. ... Leica RM 2125 RT

. Mikrotom bIGagl.......covviiii e Feather S35
J SUDANYOSU. ... DiaPath

. POlliZINI 1AM, ..., ISOLAB

. EtOV. Elektromag M1420
. Mikrodalga firin....... ..o Beko MD1510
. Sinirlayici Kalem.........ooo DAKOpen

. +4 °C Buzdolabl.............coooiiii, Profilo BO2202TE
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Ependort. ... ..o Minispin

Plastik pipet ucu sari-mavi.................ccooiiiiin.. Barier100
PaStEUN PIPEL. ...v et ISOLAB
Boyamacihazi...............coooii Leica ST4040
MIKFOSKOP . . e e Olimpus CX-21

3.6.1.2.Kullanilan Sarf Malzemeleri

Xylene

Etil alkol %96’k

Distile su

pH: 6 Sitrat tampon solisyonu (Diapad)

% 3’luk Hidrojen peroksit (Analiz Kimya)

TRIS 11.1 gr.+940 gr. Bidistile su+ 7 ml HCI, pH:7.2

Super blok sollsyonu (ScyTec lab 800-729-8350 125 mlt. 26483)
Antibody Diluent (Spring-Bioscience ADS-5125 LOT: 110729)
Anti-hum Foxp3 Purified ( eBioscience, Clone: 236/E7,Cat N0:14-4777)

CD4 (Novocastra Lyophilized Monoclonal Mouse Antibody,

Pro.code:NCL-CD4-1F6)

Rabbit monoclonal anti-CD8 (Diagnostic Biosystems, (5F10): sc-70794)
AntiPolyvalent Biotinylated Antibody (Sensitec, ABF 125, LOT:26543)
Streptoavidin (ScyTek ABG-125 LOT: 26544 )

DAB Substrat chromogenic Kit (ScyTek lab. ACC-125 LOT: 26169)

Hemotoxylen & Eosin solusyon
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3.7. YONTEMLER
3.7.1.Genel ilke

immiinhistokimyasal testler; antijen-antikor tepkimelerinin kullanildigi tanisal
testlerdendir. Bu test, hlcre ve doku antijenlerini, bunlara karsi gelistiriimis ve degisik
maddelerle isaretlenmis antikorlarla karsilastirilarak, mikroskopik olarak gorunuir hale
getirmeyi amaclar. iHK testlerde kullaniimak (zere gelistirilen ve genellikle 1gG
tipinde olan monoklonal antikorlar doku ile karsilastirilir. Ardindan, bir baska deney
hayvanindan bu antikorlari UGreten deney hayvanina karsi antikor yaptiriir ve
sekonder antikorlar kromojeni aktive edecek bir enzimle isaretlenir. indirekt olarak
nitelenen testlerden olan Avidin-biotin kompleks (ABC) sisteminde ise sekonder
antikor enzimle isaretlenmez. ABC ydntemi, yumurtanin akindaki bir glikoprotein
olan avidin biotin vitaminine ilgisine dayanarak gelistiriimistir (Sekil 4). ABC sistemi
antijen-antikor arasinda birka¢ milyon kattan fazla kalici bir iligki olusturur. Avidine
benzer bir molekll de Streptomyges avidinii bakterisinden elde edilir. Streptavidin
denilen bu madde notral oldugu ve karbonhidrat kompanenti tagimadigi i¢in daha az
boya artefaktina yol acar. Streptavidin biotine karsi ylksek afiniteye de sahiptir ve
karbonhidratlarin  yoklugu nedeniyle, elektrostatik etkilesimlere bagl olarak,
streptavidinin daha duguk izoelektrik noktasi nedeniyle nonspesifik baglanmasi avidin
temelli metodlardan énemli oranda daha azdir. Biotin ise hem enzimlerle hem de
antikorlarla kolay bag kurar. Enzim kompleksi testlerinde oldugu gibi primer antikorla
avidin-biotin kompleksi arasindaki iligskiyi sekonder antikorlar saglar. Eger dokuda
antijen yoksa antikor baglanmayacak ve yikanmalar sirasinda atildilgindan boyanma

olmayacaktir.

€& Anyreporter
%3
%, Sekil 4. Avidin-

%, Biotinylation

‘ & é ‘%F - biotin komleks
E ’;70 x Avidin/Streptavidin (ABC) boyama
% + § ybnteminin

Secondary ematik gosterimi
N 7# v A ;al?l;ggd\?“ s 9
’/\/vw w\’\’\'

A Prima
antibody

Antigen
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3.7.2.Uygulama basamaklari
. IHK icin manuel ydntem uygulandi.

. Lizinli lamlara, olgulara ait demontratif bloklardan 5 mikrometre kalinl

Iginda kesitler alindi.
o Kesitler 1 gece 60 °C’lik etlivde bekletildi.
o 1 saat sUreyle ksilen igerisinde oda i1sisinda bekletildi.

. Konsantrasyonu giderek azalan (%96, %80, %70) etil alkol

serilerinden gegirildi.
o Distile suda 10 dakika yikandi.

o Sitrat tampon (pH:6) igerisinde, 10’ar dakikada bir distile su
ekleyerek 30 dakika sureyle mikrodalga firinda 400 W sicaklikta isitildi.
Bu islem batin antikorlar igin (Foxp3, CD4,CD8) uygulanmistir.

o Oda isisinda sogjuyuncaya dek beklendi.

. Distile suda 10 dakika yikandi.

. Hidrojen Peroksitte 15 dakika tutuldu.

. Tris (pH:7.4) icinde 10 dakika bekletildi

o Lamlar Gzerindeki dokular sinirlayici kalemle gevrelendi.
. IHK’sal boyamada indirekt ABC ydntemi uyguladi.

o Superblock Blokan solusyonda 5 dakika bekletildi.

o Anti-Human Foxp3 antikoru +4-8 °C’de bekletiimektedir. Antikor
purifiye solisyon seklinde olup, antikor dilisyon solusyonu ile 1/50

oraninda dilie edilerek hazirlanmaktadir.
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. CD8 antikoru +4-8 °C’de bekletiimektedir. Antikor purifiye
solUsyon seklinde olup, antikor dilisyon soltsyonu ile 1/100 oraninda

dilie edilerek hazirlanmaktadir.

o CD4 antikoru +4-8 °C’de bekletiimektedir.Antikor liyofilize toz
halinde olup, 1mit distile su ile karistirilarak hazirlanmistir. Onerilen
dilisyon orani 1/20-40 olmasina ragmen, antikor uzun sure bekletilmis
oldugundan boyanma olmamasi sebebiyle, antikor dilisyon solusyonu

ile 1/10 oraninda diluie edilerek hazirlanmaktadir.

. Hazirlanan primer antikorlardan anti-FOXP-3 ile anti-CD8
damlatilmasi yikama yapilmadan, nemli ortamda gece inkubasyonu
yontemiyle 1 gece bekletilerek yapiimistir. CD4 antikoru ise

damlatildiktan sonra nemli ortamda 1,5 saat bekletilerek yapiimigtir.
. Tris (pH:7.4) icinde 10 dakika bekletildi.

. Anti polivalant biotinli antikor oda 1sisinda 30 dakika uygulandi.

. Tris (pH:7.4) icinde 10 dakika bekletildi.

. Streptavidin solisyonu oda i1sisinda 30 dakika uygulandi.

. Tris (pH:7.4) icinde 10 dakika bekletildi.

. DAB, hidrojen peroksitli hazir solusyonu ile 1/20 oraninda sulandirildi

ve lamla Uzerinde 10 dakika tutuldu.

. Distile suda yikandi.

. Harris hematoksilen ile 15 saniye zemin boyama yapildi.
. Akar gcesme suyunda yikandi.

o Konsantrasyonu giderek artan (%70,%80,%96) etil alkol

serilerinden gegirilip havada kurutuldu.

. Ksilen iginde 30 dakika bekletildi ve kapama maddesi damlatilip lamelle

kapatildi.
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° Boyali preparatlar 1g1k mikroskopisi ile degerlendirildi.
3.8.Arastirma plani ve takvimi

28.05.2009 tarihinde “Hepatopankreatobilier kanserlerde regulator T huicrelerin
dagilimi ve prognostik dnemi” isimli projenin yazilmasi ve 23.07.2009 tarihinde DEU

Tip Fakultesi Dekanligindan etik onayin alinmasi

~~

Safra kesesi, Pankreas ve Karaciger karsinom olgularinin laboratuvar
kayitlarindan tespit edilmesi, arsiv galismasi yapilarak olgulara ait parafin bloklarin

ve H&E preparatlarinin ¢ikarilmasi ve prognostik parametrelerin derlenmesi (2009-

2011 arasi) @

Immiinhistokimyasal c¢alisma igin gerekli malzemelerin temini, IHK igin olgulara

ait uygun preparatlarin hazirlanmasi (28.12.2011-12.06.2012 tarihleri arasinda)

4

IHK boyamalarin yapilmasi, degerlendirilmesi ve diger prognostik parametrelerle
birlikte tablolastiriimasi (12.06.2012- 12.12.2012 tarihleri arasinda)

~~

Bulgularin istatistiksel olarak degerlendiriimesi, literatur bilgilerinin derlenmesi,
tezin yazilmasi (12.12.2012-30.10.2013 tarihleri arasinda)

3.8.Verilerin degerlendirilmesi
3.8.1.immiinhistokimyasal verilerin degerlendirilmesi

IHK bulgularin degerlendirilmesinde, niikleer boyanma olusturan FOXP3,
sitoplazmik boyanma olusturan CD4 ve CD8’in, intratumdral ve peritimoral olarak,
5er alanda 40’hk buyuk buylatme ile pozitif boyanan hicrelerin sayilmasi yolu
kullanilmistir. Intratiiméral alanlar degerlendirilirken, solid veya asiner yapidaki timor
alanlarinda  bitisik iki timor hicresi arasinda pozitif immuanreaktivite  dikkate
alinmistir. Peritimoral alanlar degerlendirilirken, timor gevresi stromal alanlardaki

pozitif immunreaktivite dikkate alinmigtir.
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3.8.2.istatistiksel Verilerin degerlendirilmesi

Safra Kesesi, Pankreas ve Karaciger kanser olgularinin intratimoéral ve
peritimoral alanlardaki sayisal miktarlarinin istatistiksel farki Paired sample t testi ile

degerlendirilmigtir.
3.9.Arastirmanin Sinirhiliklar

Aragtirmanin ilk 6 aylik doneminde olgulara ait bilgilerin derlenmesinde bazi
aksakliklar yasanmistir. Olgulara ait parafin bloklarin argivden bulunmasi sirasinda
olgularin 2004-2005 yillarina ait olanlarin tahrip olmasi, dokularin alinmis seri kesitler

nedeniyle kigulmus olmalari preparatlastirmakta zorluklarla kargilagiimistir.

Ozellikle Safra Kesesi vakalarinda timoérlerin insidantal olarak tespit edilmesi
nedeniyle tumor boyutu, yayillim derecesi gibi Ozelliklerin tespitinde zorluklarla
karsilagiimigtir. Bu olgularin bazilarinin preparatlari tekrar incelenerek timor gaplari

kesitlerden tespit edilmistir.

Safra Kesesi, Pankreas ve Karacigere ait olgulara ait yas, perivaskuler invazyon,
perindral invazyon, T evresi ile olgularin hastaliksiz sag kalim sureleri, metastaz
bulgulari gibi klinik o6zelliklerin derlenmesinde sinirliliklar olusmustur. Bu klinik
bulgular olgularin klinikleriyle gorusulerek bulunmaya calisiimig ve ulasilanlar kayit

edilmistir.

Literatirdeki benzer calismalar taranarak, calismanin yontemi belirlenmeye
calisiimistir. Ornegin, intratimoral ve peritiméral alanlar degisik calismalarda farkli
ele alinmigtir. Bunlarin igcinden en dogru ¢alismanin bulunmasi igin titizlikle inceleme

yapilmis ve en dogru yaklasim bulunmaya ¢ahlgiimigtir.
3.10.Etik Kurul Onayi

DEU Tip Fakiiltesi Dekanligi Etik Kurulu tarafindan, 23 Temmuz 2009 tarih ve
26/17/2009 nolu toplantisinda; “Hepatopankreatobilier tiimorlerde diizenleyici T
lenfositler ve prognostik 6nemi” adindaki projemizin etik agidan sakincali

olmadigina oy birligi ile karar verilmistir.
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Resim 1,2: S.K. kanser olgusunda nikleer boyanma olusturan Foxp3+ T hicreler (x10,x40)

Resim 5,6: K. kanser olgusunda nukleer boyanma olugturan Foxp3+ T hicreler (x10,x40)
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Resim 9: Karaciger kanser olgusunda CD8+ T hucreler (x10)

51



Resim10: Safra Kesesi kanser olgusunda CD4+ T huicreler (x10)

Resim11: Pankreas kanser olgusunda CD4+ T hicreler (x10)

Resim12: Karaciger kanser olgusunda CD4+ T hucreler (x10)
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Resim 15,16: 2 ayri karaciger olgusunda tiiméral nétrofil ve plazma hicreleri (x10)
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4 BULGULAR

4.1.Safra Kesesi kanser olgularina genel bakis

Calismaya alinan 20 safra kesesi kanser olgusunun; 6’s1 (%30) erkek, 14’G
(%70) kadindi. Olgularin yas ortalamasi 69,50£11,153 (46-86) idi. Olgularin timor
¢api ortalama 3,290+1,8657 (1,5 cm ile 8 cm arasinda) dl¢iimustir. 2 (%10) olgu
evre T1, 9 (%45) olgu evre T2, 9 (%45) olgu ise evre T3 olarak saptanmis olup,11
(%55) olgu erken evre, 9 (%45) olgu ileri evre olarak degerlendirildi. 1 (%5) olgu
grade 1, 16 (%80) olgu grade 2, 3 (%15) olgu grade 3 olarak saptandi. 14 (%70)
olguda perindral invazyon gorulurken, 6 (%30) olguda perindral invazyon gorilmedi.
Olgularin 8’inde(%40) lenfovaskiler invazyon yokken, 12 (%60) olguda lenfovaskuler
invazyon goruldu. Bilgilerine ulasilabilen, 3 (%30) olgunun sag oldugu, 7 (%70)
olgunun ise ex oldugu saptanmis olup, 10 olgunun yasam verisine ulagilamamistir.
10 Olguya ait hastaliksiz sag kalim sureleri 50 ile 3136 gUn arasinda (ortalama
608,00+ 932,641 glin ) olarak tespit edilmistir. Stage, grade, diferansiasyon
lenfovaskuler invazyon, perindral invazyon, yasam-0lum durumu hastaliksiz sag
kalim gun sayisi bir arada degerlendirilerek elde edilen prognostik siniflamaya gore

olgularin 11’i (%55) kotu prognozlu, 9'u(%45) ise iyi prognozlu olarak saptandi.

Safra kesesi karsinom olgularinin tiimoér kesitlerine uygulanan IHK inceleme
sonrasinda 5 buyuk buyutme alanindaki pozitif boyanma gosteren T hucrelerin
sayllmasi ile elde edilen bulgular; Peritimoral alanlarda Foxp3 pozitivitesi ortalama
78,20£20,193 (50-120), intratimoéral alanlarda ise Foxp3 sayisi ortalama
15,95+2,544 (11-21) bulunmustur. Peritimoral alanlarda CD8 pozitif boyanan hicre
sayisi ortalama 201,25+56,960 (120-325), intratimoral alanlarda ise 43,555,934
(35-56) dir. Peritumoral alanlarda CD4 pozitif hlicre sayisi ortalama 247,50+55,642
(166-375), intratimdral alanlarda CD4 ortalama 46,00£15,438 (30-90) dir. Diger bir
bulgu; intratiméral alanlarda Foxp3/CD4 orani 37,80+2,726 (33-44), peritimoral
alanlarda Foxp3/CD4 orani ise 31,102,315 (27-35) bulunmustur. TUmor alanlarinda
Olcllen nétrofil/lenfosit orani ortalama % 31,10£2,315 (en dusik % 8, en ylksek %
50 ) dir. Benzer sekilde timor alanlarinda es zamanli élgllen plazma hicresi/ lenfosit
orani ortalama % 8.65+5,976 (en dusuk %2, en yuksek %20) dir (Tablo 5).
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Prognostik parametrelerle karsilagtirilan ortanca dedere goére siniflanan
bulgular; Yas bulgularina ulasilan olgular arasinda olgularin 8'i (%50) 74 yas alti, 8'i
(%50) 75 yas Ustl olarak saptandi. Tumor ¢api 10 olguda (%50) 2,5 cm’nin altinda,
10 olguda (%50) 2,5 cm’nin lizerindedir. intratiiméral Foxp3 yogunlugu ortanca deger
16’ya gore 9 olguda (%45) diisiik, 11 olguda (%55) yiiksek bulunmustur. intratiméral
CD4 yogunlugu 10 olguda (%50) medyan deger 42,5'in altinda, 10 olguda (%50)
42 5'un Uzerindedir. intratiiméral CD8 miktari 9 olguda (%45) medyan deger 45'in
altinda, 11 olguda (%55) 45’in Uzerindedir. Notrofil/lenfosit orani 9 olguda(%45)
medyan deger 20’nin altinda, 11 (%55) olguda 20’nin Uzerindedir. Plazma
hdcresi/lenfosit orani 9 olguda(%45) medyan deger 5'nin altinda, 11 (%55) olguda

5’in Uzerindedir.

Tablo 5. Safra kesesi kanser olgularina ait tanimlayici istatistik bulgulari (SPSS).

Descriptive Statistics

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
yas 16 46 86 69,50 11,153
diameter 20 1,5 8,0 3,290 1,8657
tmicifox 20 11 21 15,95 2,544
cevrefox 20 50 120 78,20 20,193
tmicicd8 20 35 56 43,55 5,934
cevrecd8 20 120 325 201,25 56,960
tmicicd4 20 30 55 41,80 6,254
cevrecd4 20 166 375 247,50 55,642
inttmfoxcd4 20 33 44 37,80 2,726
pertmfoxcd4 20 27 35 31,10 2,315
No6tlenOr 20 8 50 19,90 10,988
PlazlenOr 20 2 20 8,65 5,976
Hstlkszskl 10 50 3136 608,00 932,641
Valid N (listwise) 7

4.2.Safra kesesi kanser olgularinda intratimoral ve peritimoral alanlarda T
hiicre sayisi farklarinin saptanmasina ait bulgular

Safra kesesi kanser olgularinin timor kesitlerinin  IHK bulgular esliginde
incelenmesi ve paired samples statistic yontemi ile degerlendirilen sonuglara gore;
Peritimoral alanlar ile intratimoral alanlara Foxp3 pozitivite sayisinin farki ortalama
62,25+19,740 (53,011-71,489) bulunmus olup, bu dederin istatistiksel olarak anlaml
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oldugu saptanmistir ( p<0,05). Peritimoral ve intratimoral alanlardaki CD4 sayilari
arasindaki fark 205,70+54,429 (180,226-231,174) olup, istatistiksel olarak 6nemlidir
(p<0,05). Peritimoral ve intratimdral alanlardaki CD8 sayilari arasindaki fark
157,704£54,796 (132,055-183,345) olup, istatistiksel olarak o6nemlidir (p<0,05).
Peritimoral ve intratimoral alanlardaki Foxp3/CD4 oranlarinin sayilari arasindaki
fark 6,70+2,993 (5,299-8,101) olup, istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05), (Tablo 6).

Tablo 6. Safra kesesi kanser olgularinda intra-peritimoral T hticre farkliliklari (SPSS).

Esli 6rnek istatistikleri

Mean N Std. Deviation p value

Pair 1 tmicifox 15,95 20 2,544 ,000
cevrefox 78,20 20 20,193

Pair 2 tmicicd8 43,55 20 5,934 ,000
cevrecd8 201,25 20 56,960

Pair 3 tmicicd4 41,80 20 6,254 ,000
cevrecd4 247,50 20 55,642

Pair 4 inttmfoxcd4 37,80 20 2,726 ,000
pertmfoxcd4 31,10 20 2,315

4.3.Safra kesesi kanser olgularinda T hiicre, Notrofil ve Plazma hicresi

yogunluklarinin prognostik parametrelerle karsilastiriimasi

Cinsiyet, yas, tumor capi, timér T evresi, lenf nodu metastazi, lenfovaskiler
invazyon, perindral invazyon, yasam durumu, uzak metastaz, stage, diferansiasyon,
prognostik durum gibi prognostik parametreler ile intratimdéral Foxp3, CD8, CD4
yogunluklari, Foxp3/CD4 orani, intratimoral noétrofil/lenfosit orani, intratimoral
plazma hucresi /lenfosit orani istatistiksel olarak kargilastiriimistir (Tablo 7). Anlaml

sonuglar asagidaki gibi degerlendirilmistir;

e DUsuk intratimoral Foxp3 yogunluguna sahip 9 olgu erken evrededir. Yiksek
intratimoéral FOXP3 yogunluguna sahip 9 olgu ileri evrede, 2 olgu erken
evrededir.

eDUsuk intratimoral CD8 yogunluguna sahip 9 olgu erken evrededir. Yliksek

intratimoral CD8 yodunluguna sahip 9 olgu ileri evrede, 2 olgu erken evrededir.
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eDUsuk intratimoral CD4 yogunluguna sahipl0 olgu erken evrededir. Yuksek
intratimaoral CD4 yodunluguna sahip 9 olgu ileri evrede, 1 olgu erken evrededir.
eDuslk intratimodral notrofil/lenfosit orani yogunluguna sahip 9 olgu erken
evrededir. Yuksek intratimoral notrofil/lenfosit orani yogunluguna sahip 9 olgu
ileri evrede, 2 olgu erken evrededir.

e YUksek intratimoéral plazma hucresi/lenfosit orani yogunluguna sahip 9 olgu
erken evrede, 2 olgu ileri evrededir. DuslUk intratimoral plazma hicresi/ lenfosit
orani yogunluguna sahip 7 olgu ileri evrede, 2 olgu erken evrededir.

¢ Dusuk intratimoral Foxp3 yogunluguna sahip 9 olgunun 6’sinda lenfovaskuler
invazyon yok, 3’Unde lenfovaskuler invazyon vardi. Yuksek intratimoral Foxp3
yogunluguna sahip 11 olgunun 2’sinde lenfovaskiler invazyon yok, 9’unda
lenfovaskuler invazyon vardir,

e Dusuk intratimoéral CD8 yogunluguna sahip 9 olgunun 6’sinda lenfovaskuler
invazyon yok, 3’Unde lenfovaskiler invazyon vardi. Yiksek intratiméral CD8
yogunluguna sahip 11 olgunun 2’sinde lenfovaskuler invazyon yok, 9’unda
lenfovaskuler invazyon vardir,

eYUiksek intratimoral plazma hucresi/lenfosit orani yogunluguna sahip 11
olgunun 7’sinde lenfovaskuler invazyon yok, 4’Unde lenfovaskuler invazyon
vardi. YUksek intratimadral nétrofil/lenfosit orani yogunluguna sahip 9 olgunun
1’inde lenfovaskdu ler invazyon yok, 8’inde lenfovaskiler invazyon vardir.

e Dusuk.intratiméral CD8 yogdunluguna sahip 9 olgunun 5’'inde perinoral
invazyon yok, 4’Unde perindral invazyon vardi. Yuksek intratiméral CD8
yogunluguna sahip 11 olgunun 1’'inde perindral invazyon yok, 10’unda perinéral
invazyon vardir,

¢10 olgunun yasam verisine ulasiimig olup, dusuk intratimoral Foxp3
yogunluguna sahip 3 olgunun hepsi sag, yuksek intratimoral Foxp3
yogunluguna sahip 7 olgunun hepsi ex olmustur. DUsuk intratimoral CD4 ve
CD8 yogunluguna sahip 4 olgunun 3’G sag, 1’i ex, yuksek intratimoral Foxp3

yogunluguna sahip 6 olgunun hepsi ex olmustur.
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Tablo 7. Safra Kesesi olgularinda T lenfosit, nétrofil, plazma hicre sayilari ile

prognostik parametrelerin karsilastirilmasi (Mann-Whitney U, Wilcoxon W)

Parametre | Olg. Sayisi | Inttm inttm CD8 | inttm CD4 | inttm (p*) | IntTm (p*) | IntTm
Foxp3(p*) (p* (p*) Foxp3/CD4 | Notr/lenf (p*)
Plaz/lenf
6 Erkek
Cinsiyet 14 Kadin ,503 74 1,000 ,359 ,503 214
8 dislik
Yas 8 yliksek 1,000 ,333 ,626 ,181 1,000 1,000
10 dusitk ¢
Cap 10yuksk ¢. ,661 ,189 ,383 ,909 ,661 ,661
Evre 11 erken
9 ileri ,000* ,000* ,000* ,878 ,000* ,009*
Grade 1 grl2
gr3 ,668 ,668 ,542 ,021* ,668 ,425
Lenfvsk.inv 8 yok
12 var ,032* ,032* ,075 ,391 ,032* ,020*
Perinrl inv 6 yok
14 var ,214 ,028* ,058 ,381 214 ,503
Yasam dur. 3 sag
7 ex ,003* ,016* ,016* ,490 ,003* ,003*
Differan. 15 iyi,orta
5 az ,023* ,206 ,131 ,965 ,023* ,077
Prognostik 11 koétu
9 lyi ,000* ,001* ,000* 673 ,000* ,000*

¢ DUsuk intratimoral nétrofil/lenfosit orani yogunluguna sahip ve ylksek plazma
Yuksek

yogunluguna sahip ve dusuk plazma

hlcresi/lenfosit orani yogunluguna sahip 3 olgunun hepsi sag,

intratimoral notrofil/lenfosit  orani
hdcresi/lenfosit orani yogunluguna sahip 7 olgunun hepsi extir.

e DUsuk.intratimoéral Foxp3 yogunluguna sahip 9 olgunun hepsi iyi ve orta
diferansiye . Yuksek intratimoral Foxp3 yogunluguna sahip 11 olgunun 6’si iyi
ve orta diferansiye, 5’i az diferansiyedir..

eDUsuUk intratimoral notrofil/lenfosit orani yogunluguna sahip 9 olgu iyi-orta
diferansiyedir. Yuksek intratumoral noétrofil/lenfosit orani yogunluguna sahip 11

olgunun 5’i az diferansiye, 6 olgu iyi-orta diferansiyedir.
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e DUsuk intratimoral Foxp3 yogunluguna sahip 9 olgu iyi prognozludur. Yuksek
intratimoral FOXP3 yogunluguna sahip 11 olgu kétl prognozludur.
eDugslk intrattmoral CD8 ve CD4 yogunluguna sahip 9 olgunun 8’ iyi
tprognozludur. Yuksek intratimoéral CD8 ve CD4 yogunluguna sahip 11 olgunun
10’'u kotu prognozlu, 1’i iyi prognoziudur.
eDuslUk intratimoral notrofil/lenfosit  orani yogunluguna sahip 9 olgu iyi
prognozludur. Yiksek intratimoral nétrofil/lenfosit orani yogunluguna sahip 11
olgu kotu prognozludur.
eYilksek intratimoral plazma hicresi/lenfosit orani  yogunluguna sahip 11
olgunun 9Qu iyi, 2’si kétl prognozludur. Duslk intratimdral plazma hucresi/
lenfosit orani yodunluguna sahip 9 olgu kétl prognozludur.
4.4.Safra kesesi kanser olgularindaki bulgular arasindaki anlaml
korelasyonlar
Yas ile timoér capi dagilimlari arasinda belirgin korelasyon bulunmustur
(p=0,001)
intratiimoéral Foxp3 yogunlugu dagilimi; intratiméral CD8 yogunlugu dagilimi
(p=0,000), intratimoéral CD4 yogunlugu dagilimi (p=0,000), erken-ileri evre
(p=0,000), sag- ex durumu (p=0,005), prognoz (p=0,000), nétrofil/lenfosit orani
(p=0,000), plazma hicresi/lenfosit orani (p=0,023) dagihimlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir.
intratimoéral CD8 ve CD4 yogunlugu dagilimi benzer gériinimde olup;
intratimoral Foxp3 yogunlugu dagihmi (p=0,000), erken-ileri evre (p=0,000),
sag- ex durumu (CD8 igin, p=0,020),(CD4 igin, p=0,013), prognoz (p=0,000),
noétrofil/lenfosit orani (p=0,000), plazma hucresi/lenfosit orani (CD8 igin
p=0,014, CD4 i¢in p=0,013) dagihmlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

korelasyon vardir.

intravaskiiler invazyon ile sag-ex durumu (p=0,010), intratiméral Foxp3
yogunlugu (p=0,027), prognoz (p=0,027), nétrofil/lenfosit orani (p=0,027),
plazma hicresi/lenfosit orani (p=0,015), diferansiasyon derecesi (p=0,036)

dagilimlari arasinda anlamli korelasyon izlendi.
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e Prognoz ile intratuméral Foxp3 yogunlugu (p=0,000), CD4 yogunlugu
(p=0,007), CD8 yogunlugu (0,000), damar invazyonu (0,027), erken-ileri evre
(p=0,006) ve sag-ex durumu (p=0,000), noétrofil/lenfosit orani ve plazma

hicresi/lenfosit orani dagilimlari arasinda belirgin korelasyon izlenmektedir.

4.5.Safra kesesi kanser olgularinda intratiimoéral Foxp3 Prognoz iliskisi

Safra kesesi kanser olgularinin intratiméral alanlarinda ylksek oranda Foxp3
yogunluguna sahip olan bulgularina ulasilan 10 vakasinda hastaliksiz sag kalim
ortalama gun sayisi 252,00+89,433, dusuk Foxp3 oranina sahip olgularda hastaliksiz
sag kalim gun sayisi ortalama 1438,667+869,413 duzeyinde bulunmustur (p=0,048).
Ayrica, intratimoéral Foxp3 yogunlugu yuksek olan 7 olgunun 7’si de prognostik
olarak kot degerlendiriimistir. intratiméral Foxp3 yogunlugu diisiik olan 3 olgunun
3’U de iyi prognozlu olarak degerlendiriimistir (p<0.05). Bu bulgular esliginde; “
Yiiksek intratimoral Foxp3 miktar kotu prognostik bir faktordur.” Sonucuna
variimistir (Grafik 4).

Tumdral alanlarda ylksek nétrofil/lenfosit, dliisuk plazma hticresi/lenfosit oranlari
ve yuksek intratimoral Foxp3 yogunlugu arasinda hastaliksiz sag kalim verileri
acisindan birebir mutlak korelasyon bulunmustur. Bu durumda grafik yuksek
intratimoral Foxp3’e ait grafik ile ayni goérinimdedir. Bu durumda; “yiuksek
notrofil/lenfosit orani ve diisiik plazma hiicresi/lenfosit orani belirgin diisuk
hastaliksiz sag kalim giin sayisi ile kétu prognostik bir faktordur.” sonucuna

variimistir.
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Survival Functions

Cum Survival

Grafik 1. Safra kesesi kanser olgularinda intratimoral Foxp3 yuksek olan olgularin

sag kalim grafigi.

Survival Function

Cum Survival

Hastaliksiz sag kalim
Grafik 2. Safra Kesesi olgularinda, Intratiiméral yiiksek Foxp3 yogunlugu, nétrofil
yogunlugu ve diisiik plazma hiicre yogunlugu distik hastaliksiz sag kalimla (yesil cizgi)

ve kotil prognozla iligkilidir.
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4.6.Pankreas olgularina genel bakig

Calismaya alinan 25 pankreatik karsinom olgusunun; 14°G (%56) erkek, 11’
(%44) kadindi. Olgularin yas ortalamasi 62,9 £ 12,5 (46-84) bulundu. Olgularin
timor capi ortalama 4,524+2,562 (1,5 cm ile 12 cm arasinda) Olgculmastir. 4
(%16)olgu evre T1, 9 (%36) olgu evre T2, 12 (%48) olgu ise evre T3 olarak
saptanmis olup, 2 olgu stage la (%8), 2 olgu stage Ib (%8), 2 olgu stage lla (%4), 14
olgu stage lIb (%56), 6 olgu ise stage IV (%24) olarak degerlendirildi. 9 (%36) olguda
perindral invazyon gorulurken, 16 (%64) olguda perindral invazyon goériimedi.
Olgularin 4’inde(%4) lenfovaskuler invazyon tespit edilmigken, 21 (%84) olguda
lenfovaskuler invazyon gorulmedi. 6 (%24)olguda ¢evre dokularda, metastatik lenf
nodu tutulumu mevcut olmayip, 19 (%76) olguda metastatik lenf nodlari saptandi. 14
olgunun uzak metastaz bilgisine ulasiimis olup, bunlarin 5inde (%35,7) uzak
metastaz gorulmuis, 9'unda metastaz gorulmemistir. Bilgilerine ulasilabilen, 5 (%22,7)
olgunun sag oldugu, 17 (%68) olgunun ise ex oldugu saptanmis olup, 3 olgunun
yasam verisine ulagilamamigtir. Olgulara ait hastaliksiz sag kalim sureleri 15 ile 1015
gun arasinda (ortalama 429,41 gliin ) olarak tespit edilmistir. Stage, lenfovaskuler
invazyon, perinoral invazyon, timor lenf nodu tutulumu, metastaz durumu, yasam-
O0lim durumu bir arada degerlendirilerek elde edilen prognostik siniflamaya gore

olgularin 15'i (%60) kotu prognozlu, 10’u(%40) ise iyi prognozlu olarak saptandi.

Pankreatik karsinom olgularinin timér kesitlerine uygulanan IHK inceleme
sonrasinda 5 buyuk buyutme alanindaki pozitif boyanma gosteren T hucrelerin
sayllmasi ile elde edilen bulgular; Peritimoral alanlarda Foxp3 pozitivitesi ortalama
80,84+40,988 (28-220), intratimoéral alanlarda ise Foxp3 sayisi ortalama
15,80+5,477 (9-30) bulunmustur. Peritimoral alanlarda CD8 pozitif boyanan hiicre
sayisi ortalama 274,40+189,711 (95-970), intratimoral alanlarda ise 52,48+21,607
(30-100) dir. Peritimoral alanlarda CD4 pozitif hlcre sayisi ortalama 326,64+177,846
(124-960), intratimdral alanlarda CD4 ortalama 46,00+£15,438 (30-90) dir. Diger bir
bulgu; intratimoéral alanlarda Foxp3/CD4 orani 33,20+4,123 (25-40), peritimoral
alanlarda Foxp3/CD4 orani ise 24,68+3,262 ( 19-29) bulunmustur. TUmor alanlarinda
Olgulen noétrofil/lenfosit orani ortalama % 31,40 (en dusuk % 5, en yuksek % 70 ) dir.
Benzer sekilde timor alanlarinda es zamanl Olgllen plazma hucresi/ lenfosit orani
ortalama % 8.08 (en dusuk %1, en yuksek %25) dir (Tablo 8).
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Tablo 8. Pankreatik kanser olgularina ait tanimlayici istatistik bulgulari (SPSS).

Tanimlayici Bulgular

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Yas 20 46 84 62,90 12,515
Cap 25 15 12,0 4,524 2,5623
Peritmfox 25 28 220 80,84 40,988
Intrtmfox 25 9 30 15,80 5,477
peritmcd8 25 95 970 274,40 189,711
Intrtmcd8 25 30 100 52,48 21,607
peritmcd4 25 124 960 326,64 177,846
Intrtmcd4 25 30 90 46,00 15,438
Intmfoxcd4 25 25 40 33,20 4,123
prtmfoxcd4 25 19 29 24,68 3,262
Metastaz 14 1 2 1,64 497
NotLnfOr 25 5 70 31,40 22,151
PlzLnf 25 1 25 8,08 7,826
Valid N (listwise) 12

4.7 .Pankreatik kanser olgularinda intratiimoral ve peritimaoral alanlarda T hiicre
sayisi farklarinin saptanmasina ait bulgular

Pankreatik kanser olgularinin timoér kesitlerinin IHK bulgular esliginde
incelenmesi ve paired samples statistic yontemi ile degerlendirilen sonuglara gore;
Peritimoral alanlar ile intratimoral alanlara Foxp3 pozitivite sayisinin farki ortalama
65,04+37,203 (18-190) bulunmus olup, bu degerin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmigtir ( p<0,05). Peritimoéral ve intratimdral alanlardaki CD4 sayilari
arasindaki fark 278,92+171,291 (92-885) olup, istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
Peritimoral ve intratimoral alanlardaki CD8 sayilari arasindaki fark 221,92+179,864
(0-890) olup, istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05). Peritimoral ve intratumoral
alanlardaki Foxp3/CD4 oranlarinin sayilari arasindaki fark 8,52+5,599 (-3-18) olup,
istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05), (Tablo 9).
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Tab

lo 9. Pankreatik kanser olgularinda intra-peritimdral T hicre farkliliklari (SPSS).

Esli Ornek istatistikleri

Mean N Std. Deviation P value
Pair 1 Peritmfox 80,84 25 40,988 0.000*
intrtmfox 15,80 25 5,477
Pair 2 peritmcd4 326,64 25 177,846 0,000*
intrtmcd4 46,00 25 15,438
Pair 3 intmfoxcd4 33,20 25 4,123 0,000*
prtmfoxcd4 24,68 25 3,262
Pair 4 peritmcd8 274,40 25 189,711 0,000*
intrtmcd8 52,48 25 21,607
4.8.Pankreatik kanser olgularinda intratimoral T lenfosit, nétrofil ve plazma

hicresi yogunluklarinin prognostik parametrelerle karsilagtiriimasi

C

invaz

insiyet, yas, timor capi, timor T evresi, lenf nodu metastazi, lenfovaskuler

yon, perindral invazyon, yasam durumu, uzak metastaz, stage, diferansiasyon,

prognostik durum gibi prognostik parametreler ile intratimdéral Foxp3, CD8, CD4

yogunluklari, Foxp3/CD4 orani, intratimoral noétrofil/lenfosit orani, intratimoral

plazma hucresi /lenfosit orani istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Tablo 7). Anlamli

sonuglar asagidaki gibi degerlendirilmistir;

eintratimoral Foxp3 yogunlugu medyan degere gore yiksek (14 pozitif
boyanma ve ustl) 12 olgunun 9'u 75 yas altinda (medyan degdere gore erken
yas) 3'li 75 yasin Ustiindedir (medyan degere gore ileri yas). intratiimdral Foxp3
yogunlugu dusuk 8 olgunun 7’si 75 yasin altinda, 1'i 75 yasin ustundedir
(p<0,05).

eintratiméral Foxp3 yogunlugu yiiksek olan 14 kisinin 14’Gde yani hepsi ex
olmustur. intratiméral Foxp3 yogunlugu diisiik olan 8 olgunun 3’Ui ex, 5'i sagdir
(p<0,05).

e intratiméral Foxp3 yogunlugu yiiksek olan 15 olgunun 14 prognostik olarak
kétli, 1'i prognostik olarak iyi olarak degerlendirilmistir. intratiméral Foxp3
yogunlugu dusik olan 10 olgunun 9Q'u iyi, yalnizca 1'i kéta olarak degerlendi
rilmistir (p<0.05).
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Tablo 10.

prognostik parametrelerin karsilastiriimasi (Mann-Whitney U, Wilcoxon W)

Pankreas olgularinda T lenfosit, notrofil, plazma hucre sayilari ile

Parametre | Olg. Sayisi | inttm inttm CD8 | inttm CD4 | inttm (p*) | IntTm (p*) | IntTm (p*)
Foxp3(p*) (p* (p*) Foxp3/CD4 | Notr/lenf Plaz/lenf
14 Erkek
Cinsiyet 11 Kadin ,492 ,956 ,379 ,379 ,408 ,436
16 dusuk
Yas 4 yuksek ,046* ,058 ,813 117 ,392 ,812
11 dislk
Cap c. ,051 ,112 ,297 ,784 ,349 ,636
14 ylksk
c.
T evre 4 T1,2
21 T3 ,264 ,528 ,372 ,710 ,108 474
Nodal tut. 6 yok
19 var 277 ,949 ,609 ,544 ,223 ,561
Lenfvsk.inv | 21 yok
4 var ,192 ,552 ,795 ,074 ,263 ,263
Perinrl inv 16 yok
9 var AT7 ,532 ,280 ,363 ,210 ,645
Yasam 5 sag
dur. 17 ex ,003* ,169 ,071 ,306 ,006* ,005*
Metastaz 9 yok
5 var ,225 ,385 314 ,141 ,069 ,194
Stage 10 disuk
15 yiksek ,132 ,578 ,290 ,676 ,009* ,018*
Differan. 17 iyi,orta
8 az ,838 ,884 ,306 ,075 ,265 ,391
Prognostik 15 koétu
10 iyi ,000* ,013* ,003 ,200 ,000* ,000*

eintratiméral CD8 yogunlugu yiksek 14 olgunun 10’unun prognozu kéti,

4'Uniin prognozu iyidir. intratiméral CD8 yogdunlugu disik 11 olgunun 5’inin

prognozu kotu, 6’sinin prognozu iyidir (p<0.05).
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e intratiméral CD4 yogunlugu yiiksek 12 olgunun 10’'unda prognoz kétl, 2’sinde
prognoz iyidir. intratiiméral CD4 yogunlugu disiik 13 olgunun 5’inin prognoz
kotl, 8’'inde prognoz iyidir (p<0.05).

o Notrofil/lenfosit orani ylksek olan 14 olgunun 14’Gninde yani hepsinin
prognozu kotl, nétrofil/lenfosit orani disik olan 11 olgunun 10’'unun prognozu
iyi, 1’inin prognozu kotudur (p<0.05).

¢ Notrofil/lenfosit orani yiksek olan 14 olgunun 14’Gde yani hepsi ex olmus,
noétrofil/lenfosit orani diguk olan 8 olgunun 3’0 ex, 8'i sagdir (p<0.05).

o Notrofil/lenfosit orani ylksek olan 14 olgunun 10’u yiksek stageli (Stage llI-
IV), 4'U dusuk stageli (stage I-11), nétrofil/lenfosit orani disuk olan 11 olgunun
4’0 yuksek stageli (stage llI-1V), 7’si dusuk stageli (stage I-11) dir (p<0.05).

e Plazma hucresi/lenfosit orani dustk olan 14 olgunun 14’Gninde yani hepsinin
prognozu kétl, plazma hicresi/lenfosit orani yliksek olan 11 olgunun 10’unun
prognozu iyi, 1’inin prognozu kotudur (p<0.05).

ePlazma hucresi/lenfosit orani disuk olan 14 olgunun 14’Gde yani hepsi ex
olmus, plazma hicresi/lenfosit orani ylksek olan 8 olgunun 3’'U ex, 8i sagdir
(p<0.05).

ePlazma hicresi/lenfosit orani disuk olan 14 olgunun 10’u yuksek stageli
(Stage llI-1V), 4’4 dusuk stageli (stage I-1l), plazma hucresi/lenfosit orani yiuksek
olan 11 olgunun 4’0 yuksek stageli (stage IlI-IV), 7’si dusik stageli (stage I-11)
dir (p<0.05).

4.9.Pankreas kanser olgularindaki bulgular arasindaki anlaml
korelasyonlar

¢ TUmor capi ile Tevre (p=0,015), metastaz (p=0,021), yas (p=0,041) dagilimlari
arasinda belirgin bir korelasyon vardir.

eLenfovaskuller invazyon hastaliksiz sag kalim (gin) (p=0,019) dagilimlari
arasinda korelasyon mevcuttur.

e Hastaliksiz sag kalim dagilimi ile intratimdral Foxp3 yogunlugu (p=0,000), iyi
ve kotl prognoz dagilimi (p=0,000), nétrofil/lenfosit orani ox(p=0,000), plazma
hicresi/lenfosit orani (p=0,000), sag-ex durumu dagr hmi (0,000) arasinda

korelasyon izlenmektedir.
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eSag-ex olma durumu ile intratimoral Foxp3(p=0,007), iyi-kotu prognos tik
durum dagihmi  (p=0,000), nétrofil/lenfosit orani  (p=0,000), plazma
hlcresi/lenfosit (p=0,000) dagilimi arasinda belirgin korelasyon izlenmistir.

e Metastaz (var-yok) bulunan olgular ile stage (p=0,013) arasinda korelas yon
gorulda.

eStage ile intratimoéral Foxp3 (p=0,011), notrofil/lenfosit orani (p=0,033),
plazma hucresi/lenfosit orani (p=0,033)

e intratiimoral Foxp3 ile iyi-kotli prognoz dagilimi (p=0,000), nétrofil/lenfosit
orani (p=0,000), plazma hucresi/lenfosit orani (p=0,000)

¢ Notrofil/lenfosit orani yuksekligi ve plazma hucresi/lenfosit orani dusuklugu

arasinda belirgin derecede bir korelasyon tespit edilmistir (p=0,000)

4.10.Pankreatik kanserde intratiimoral Foxp3 Prognoz iliskisi

Pankreatik kanser olgularinin intratimoral alanlarinda yidksek oranda Foxp3
yogunluguna sahip olanlarda bulgularina ulasilan 22 vakasinda hastaliksiz sag kalim
ortalama gun sayisi 277,733+65,969, dusuk Foxp3 oranina sahip olgularda
hastaliksiz sag kalim gun sayisi ortalama 754,429+ 76,604 duzeyinde bulunmusgtur
(p=0,010). Ayrica, intratumoéral Foxp3 yogunlugu yuksek olan 15 olgunun 14
prognostik olarak koétii, 1'i prognostik olarak iyi olarak degerlendirilmistir. intratiméral
Foxp3 yogunlugu dusuk olan 10 olgunun 9'u iyi, yalnizca 1’i kot olarak degerlendi
rilmistir (p<0.05). Bu bulgular esliginde; “ Yuksek intratumoéral Foxp3 miktari kotu
prognostik bir faktordir.” Sonucuna variimistir (Grafik 1).

Tdmoral alanlarda yuksek notrofil/lenfosit ve dusuk plazma hicresi/lenfosit
oranlari arasinda birebir mutlak korelasyon bulunmustur. Yuksek nétrofil/lenfosit ve
dusuk plazma hucresi/lenfosit oranlarina ait hastaliksiz sag kalim 260,714+155,611
gun, dusuk notrofil/lenfosit ve ylksek plazma hucresi/lenfosit oranlarina ait
hastaliksiz sag kalim ise 724,625+105,723 gun olup, aralarinda belirgin fark vardir
(p=0,000). Bu durumda; “yuksek notrofil/lenfosit orani ve diusuk plazma
hiicresi/lenfosit orani belirgin diisik hastaliksiz sag kalim giin sayisi ile koti

prognostik bir faktordiir.” sonucuna variimistir.
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Survival Function

Cum Survival

Hastaliksiz sag kalim
Grafik 3. Yuksek intratimoéral Foxp3 oranlarina sahip olgularin, disiuk Foxp3 oranlarina
sahip olgulara gére prognozu daha kétudur. Grafikte mavi ¢izgi disik, yesil ¢izgi ylksek
Foxp3 oranlarina ait hastaliksiz sag kalim egrileri olup, aralarinda belirgin bir yasam suresi
farki vardir.

Survival Functions

o
o
|

Cum Survival
o
S
I

Hastaliksiz sagkalim
Grafik 4. Intratiiméral yiiksek nétrofil yogunlugu ve diisiik plazma hiicre yogunlugu

diistiik hastaliksiz sag kalimla (mavi ¢izgi) ve kotii prognozla iligkilidir.
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4.11.Karaciger kanser olgularina genel bakis

Calismaya alinan 8 karaciger kanser olgusunun; 1’i (%12,5) kadin, 7’si (%87,5)
erkekdi. Olgularin yas ortalamasi 66,86+14,029 (51-88) idi. Olgularin tUmor capi
ortalama 7,837+3,1618 (4,2 cm ile 14 cm arasinda) Ol¢ulmustir. 4 (%50) olgu evre
T1,2, 4 (%50) olgu evre T3 olarak saptandi. Olgularin 4’inde(%50) lenfovaskuler
invazyon varken, 4 (%50) olguda lenfovaskuler invazyon goérilmedi. Olgularin 5i
(%62,5) iyi diferansiye, 3’0 (%37,5) orta diferansiyedir. 5 olgu (%62,5) dusuk nukleer
grade’li, 3 olgu (%37,5) yuksek nukleer grade’e sahipti. 6 olgu (%75) dusuk mitoz
sayisina sahipken, 2 olgu (%25) yuksek mitotik orana sahipti. Bilgilerine ulasilabilen,
3 (%50) olgunun sag oldugu, 3 (%50) olgunun ise ex oldugu saptanmis olup, 2
olgunun yasam verisine ulagilamamistir. 6 olguya ait hastaliksiz sag kalim sureleri
ortalama 312,33+ 153,799 gun (153 ile 593 gun arasinda) olarak tespit edilmigtir.
Stage, diferansiasyon lenfovaskiler invazyon, yasam-6lim durumu hastaliksiz sag
kalim gln sayisi bir arada degerlendirilerek elde edilen prognostik siniflamaya goére

olgularin 4’ (%50) kotl prognozlu, 4'G(%50) ise iyi prognozlu olarak saptandi.

Karaciger karsinom olgularinin timor kesitlerine  uygulanan [HK inceleme
sonrasinda 5 buyuk buyutme alanindaki pozitif boyanma gosteren T hucrelerin
sayllmasi ile elde edilen bulgular; Peritimoral alanlarda Foxp3 pozitivitesi ortalama
49,88+18,326 (35-86), intratimaoral alanlarda ise Foxp3 sayisi ortalama 17,75+2,915
(14-22) bulunmustur. Peritimoral alanlarda CD8 pozitif boyanan hicre sayisi
ortalama 320,63+78,473 (205-430), intratimoral alanlarda ise 55,00£11,576 (39-69)
dir. Peritimdral alanlarda CD4 pozitif hiicre sayisi ortalama 350,63+77,463 (245-
460), intratimoral alanlarda CD4 ortalama 49,7516,882 (40-56) dir. Diger bir bulgu;
intratimoral alanlarda Foxp3/CD4 orani 35,63+2,446 (32-39), peritimoral alanlarda
Foxp3/CD4 orani ise 14,635,902 (7-27) bulunmustur. Tumor alanlarinda olgulen
notrofil/lenfosit orani ortalama % 17,13+11,038 (en dusuk % 7, en yuksek % 27 ) dir.
Benzer sekilde timor alanlarinda es zamanh 6lgllen plazma htcresi/ lenfosit orani
ortalama % 6.8814,454 (en dusuk %3, en yuksek %15) dir (Tablo 10).
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Tablo 11. Karaciger kanser olgularina ait tanimlayici istatistik bulgulari (SPSS).

Tanimlayici Bulgular

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation

Yas 7 51 88 66,86 14,029
cap 8 4,2 14,0 7,837 3,1618
Intrtmfox 8 14 22 17,75 2,915
Prtmfox 8 35 86 49,88 18,326
Intrtmcd4 8 40 56 49,75 6,882
Prtmcd4 8 245 460 350,63 77,463
Intrtmcd8 8 39 69 55,00 11,576
Prtmcd8 8 205 430 320,63 78,473
Intmfoxcd4 8 32 39 35,63 2,446
Prtmfoxcd4 8 7 27 14,63 5,902
hstlkszsgkl 6 153 593 312,33 153,799
NétrlenfO 8 7 40 17,13 11,038
PlazlenfO 8 3 15 6,88 4,454
Valid N (listwise) 5

Prognostik parametrelerle karsilastirilan ortanca degere goére siniflanan
bulgular; Yas bulgularina ulasilan olgular arasinda olgularin 4’G (%50) 58 yas alti,4’l
(%50) 58 yas ustu olarak saptandi. Tumor ¢api 4 olguda (%50) 7,25 cm’nin altinda, 4
olguda (%50) 7,25 cm’nin lzerindedir. intratimdral Foxp3 yogunlugu ortanca deger
gore 3 olguda (%37,5) 18’den duslk, 5 olguda (%62,5) 18'den ylksek bulunmustur.
intratiméral CD4 yogunlugu 3 olguda (%37,5) medyan deger 52’nin altinda, 5 olguda
(%62,5) 52'nin lzerindedir. Intratiméral CD8 miktar 4 olguda (%50) medyan deger
55'in altinda, 4 olguda (%50) 55’in Uzerindedir. Notrofil/lenfosit orani 4 olguda(%50)
medyan deger 12,5’in altinda, 4 (%50) olguda 12,5'in Uzerindedir. Plazma
hlcresi/lenfosit orani 4 olguda(%50) medyan deger 5,5’in altinda, 4 (%50) olguda

5,5’in Uzerindedir.

4.12 Karaciger kanser olgularinda intratuimoral ve peritimoral alanlarda T
hicre sayisi farklarinin saptanmasina ait bulgular

Karaciger kanser olgularinin tumor kesitlerinin  IHK bulgular esliginde
incelenmesi ve paired samples statistic yontemi ile degerlendirilen sonuglara gore;
Peritimoral alanlar ile intratimoral alanlara Foxp3 pozitivite sayisinin farki ortalama
32,125+18,696 (47,756-16,494) bulunmus olup, bu degerin istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmistir ( p=0,002). Peritumdral ve intratimaral alanlardaki CD4 sayilari
arasindaki fark 300,875+76,712 (236,742-365,008) olup, istatistiksel olarak énemlidir
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(p<0,05). Peritimoral ve intratumoral alanlardaki CD8 sayilari arasindaki fark
265,625+78,280 (200,182-331,068) olup, istatistiksel olarak 6énemlidir (p<0,05).
Peritimoral ve intratimoral alanlardaki Foxp3/CD4 oranlarinin sayilari arasindaki
fark 21,006,459 (15,600-26,400) olup, istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05), (Tablo

12).

Tablo 12. Karaciger kanser olgularinda intra-peritimoral T hiicre farkliliklar (SPSS).

Esli Ornek istatistigi

Mean N Std. Deviation p value

Pair 1 Intrtmfox 17,75 8 2,915 ,002
Prtmfox 49,88 8 18,326

Pair 2 Intrtmcd4 49,75 8 6,882 ,000
Prtmcd4 350,63 8 77,463

Pair 3 Intrtmcd8 55,00 8 11,576 ,000
Prtmcd8 320,63 8 78,473

Pair 4 Intmfoxcd4 3563 8 2,446 000
Prtmfoxcd4 14.63 8 5,902

Tablo 13. Karaciger olgularinda T lenfosit, noétrofil, plazma hucre sayilar ile

prognostik parametrelerin kargilastiriimasi (Mann-Whitney U, Wilcoxon)

Parametre | Olg. Sayisi | inttm inttm CD8 | inttm CD4 | inttm  (p*) | intTm (p*) | IntTm (p*)
Foxp3(p*) (p*) (p*) Foxp3/CD4 | Notr/lenf Plaz/lenf
7 Erkek
Cinsiyet 1 Kadin ,197 ,439 317 ,439 317 317
Yas 2 58 alti 327 327 ,180 ,823 ,823 ,823
5 58 Ustl
Cap 47,25 alti ,495 ,495 ,186 ,495 ,186 ,186
47,25 Usti
T evre 4 T1,2
4 T3 ,495 ,495 ,186 ,495 ,186 ,186
Lenfvsk.inv | 4 yok
4 var ,040* ,495 1,000 ,495 ,008* ,008*
Nukleer Gr | 5 diuslk
3 yuksek ,112 217 ,495 217 ,040* ,040*
Yasam dur. 3 sag
3 ex ,114 1,000 ,456 1,000 ,025* ,025*%
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Mitoz 6 dislk

2 yiiksek 237 693 1,000 ,049* 127 127
Differan. 5 lyi

3 orta 112 217 495 217 ,040* ,040*
Prognostik 4 kétu

4 iyi ,040* 495 1,000 495 ,008* ,008*
4.12.1.Karaciger kanser olgularinda T hiicre, Notrofil ve Plazma hiicresi

yogunluklarinin prognostik parametrelerle karsilagtiriimasi

Intratiimoral Foxp3 yogunlugu 18'den yiiksek 5 olgunun 4’linde lenfovaskiler
invazyon var, 1’inde yoktur (p=0,040). intratiméral Foxp3 yodunlugu disik 3
olguda lenfovaskduler invazyon yoktur (Tablo 13).

intratiimoral nétrofil/lenfosit orani yogunlugu 12,5'den ylksek 4 olgunun
4’inde de (p=0,008).

lenfovaskduler invazyon yoktur.

lenfovaskuler invazyon vardir Kalan 4 olguda
Yuksek notrofil/lenfosit ve dusuk plazma hucresi/lenfosit oranina sahip 4
olgunun 3’Unde nlkleer grade yiksek, 1 olguda dustk, disuk nétrofil/lenfosit
ve yuksek plazma hicresi/lenfosit oranina sahip 4 olguda nlkleer grade
dusuiktar (p=0,040).

Yuksek notrofil/lenfosit ve diuslk plazma hicresi/lenfosit oranina sahip 3
olgunun 3’lUde sag, dusik nétrofil/lenfosit ve ylksek plazma hicresi/lenfosit
oranina sahip 3 olgunun 3’Ude extir (p=0,025).

Yuksek notrofil/lenfosit ve disuk plazma htcresi/lenfosit oranina sahip 4
olgunun 3’0 orta diferansiye, 1'i iyi diferansiye, dusuk notrofil/lenfosit ve
yuksek plazma hucresi/lenfosit oranina sahip 4 olgunun 4’Gde iyi diferansiyedir
(p=0,040).

Yuksek intratimoral Foxp3 yodunluguna sahip 5 olgunun 4’G prognostik olarak
kotu, 1’i prognostik olarak iyi, disuk intratimoral Foxp3 yogunluguna sahip 3
olgunun 4’lGde prognostik olarak iyidir (p=0,040).

Yuksek notrofil/lenfosit ve duslk plazma hucresi/lenfosit oranina sahip 4
olgunun 4’lUde prognostik olarak kétl, dusik nétrofil/lenfosit ve ylksek plazma
hicresi/lenfosit oranina sahip 4 olgunun 4’Ude prognostik olarak iyidir
(p=0,008).
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4.13.Karaciger olgularindaki bulgular arasindaki anlaml korelasyonlar

Cinsiyet ile hastaliksiz sag kalim (p=0,000) ve sag ex (0,000) olma
dagilimlari arasinda bir korelasyon izlenmektedir.

Diferansiasyon ile lenfovaskiler invazyon (p=0,024), nlkleer grade
(p=0,000), mitoz (p=0,034), prognoz (p=0,024), notrofil/lenfosit orani
(p=0,024), plazma hucresi/lenfosit orani (p=0,024) dagilimlari arasinda
arasinda istatistiksel olarak belirgin korelasyon izlenmektedir.

T evre ile timor ¢api (p=0,000) arasinda korelasyon izlendi.

Lenfovaskuler invazyon ile nukleer grade (p=0,024), intratimoéral Foxp3
yogunlugu (p=0,024), sag-ex durumu (p=0,000), prognoz (p=0,000),
noétrofil/lenfosit orani (p=0,000), plazmal/lenfosit orani (p=0,000) arasinda
korelasyon izlendi.

NUkleer grade ile mitoz (p=0,000), prognoz (p=0,024), nétrofil/lenfosit orani
(p=0,024), plazmal/lenfosit orani (p=0,024) arasinda korelasyon izlendi.
Mitoz ile hastaliksiz sag kalim gun sayilar (p=0,016) dagilimlari arasinda
korelasyon izlendi.

intratiméral Foxp3 yogunlugu ile lenfovaskiiler invazyon (p=0,024),
prognoz (p=0,024), Nétrofil/lenfosit orani (p=0,024), plazma hucresi/lenfosit
orani (p=0,024) dagilimlari arasinda korelasyon vardir.

Prognoz ile lenfovaskuler invazyon (p=0,024), nikleer grade (p=0,024),
intratimoral Foxp3 yogunlugu (p=0,024), nétrofil/lenfosit orani (p=0,000),
plazmal/lenfosit orani (p=0,000) arasinda korelasyon izlendi.

intratiméral CD4 yogunlugu ile intratiméral CD8 yogunlugu dagilimlari
arasinda korelasyon vardir.

intrtiméral Foxp3/CD4 orani mitotik oran (p=0,034) arasinda korelasyon

vardir.

4.14.Karaciger kanserde intratiiméral Foxp3 Prognoz iligkisi

Karaciger kanser olgularinin intratimoral alanlarinda yuksek oranda Foxp3

yogunluguna sahip olanlarda bulgularina ulasilan 22 vakasinda hastaliksiz sag kalim

ortalama gun sayisi 305,000£98,998, dusuk Foxp3 oranina sahip olgularda

hastaliksiz sag kalim gun sayisi ortalama 327,000+ 3,000 duzeyinde bulunmugtur

(p=0,713). Ayrica, intratimoral Foxp3 yogunlugu yuksek olan 4 olgunun 3’
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prognostik olarak kotii, 1'i prognostik olarak iyi olarak degerlendirilmistir. intratiméral
Foxp3 yogunlugu dusik olan 2 olgu iyi olarak degerlendirilmistir (p>0.05). Bu bulgular
esliginde; Karaciger olgularinda“ Yuksek intratimoral Foxp3 miktarina sahip
olgular daha diisiik ortalama yasam siiresine sahip olmakla beraber bulgular
istatistiksel olarak kotii prognoz ile iligkili degildir.” Sonucuna variimistir (Grafik
5).

Survival Functions

Cum Survival

Hastaliksiz sag kalim
Grafik 5. Karaciger kanserinde Yiksek Foxp3 yodunluguna sahip olgular (yesil ¢izgi) ile

hastaliksiz sag kalim bulgulari arasindaki yasam tablosu

Tumoral alanlarda yuksek notrofil/lenfosit ve dustik plazma hucresi/lenfosit
oranlari arasinda birebir mutlak korelasyon bulunmustur. Yuiksek nétrofil/lenfosit ve
dusuk plazma hucresi/lenfosit oranlarina ait hastaliksiz sag kalim 339,000+131,489
gun, dusuk notrofil/lenfosit ve yuksek plazma hucresi/lenfosit oranlarina ait
hastaliksiz sag kalim ise 285,667+41,370 gun olup, aralarinda belirgin fark
bulunamamistir (p=0,832). Bu durumda; “yliksek notrofil/lenfosit orani ve diisiuk
plazma hiicresi/lenfosit oraninin, hastaliksiz sag kalim giin sayisi ile iligki

bulunamamistir.” sonucuna variimigtir.
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5.TARTISMA

Regulator T hdcreler insan tumorlerinde siklikla bulunmaktadir. Basta malign
melanom olmak utzere pek ¢ok insan malign timoarlerinde intratimaral ve peritimoral
alanlarda Foxp3+CD4 Treg hicreler sayilmis ve peritimoéral alanlarla
karsilastirildiginda intratimoral alanlarda Foxp3CD4 Treg hlcrelerde énemli oranda
bir artis bulunmustur. Buna ek olarak, bazi hastalar ve saglikh bireylerden alinan
periferik kan orneklerinden tespit edilen Foxp3CD4 Treg hucre miktarlari tUmor
alanlarindakinden 3-5 kat daha az bulunmustur. Bu bulgular Foxp3 ekspresyonu
gosteren CD4 hicrelerin timorlerde selektif olarak toplandigini ve onlarin periferal
kandaki sikliklarinin timor mikrogevresini uygun bir sekilde yansitmadigi belirtilmig
ve tumor infiltre eden CD4 Treg hicre populasyonunun Foxp3 ekspresyonunun
gOsterilmesi ile dogru olarak tanimlanabilecedi gésterilmistir. Sonucgta calismalar |,
Foxp3 ekspresyonunun, timér mikrogevresinde insan Treg hucreler igin anahtar bir
biyolojik belirte¢ oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada, metod olarak, bitisik tUmor
gruplar ve tek tek tUmor hucreleri arasindaki IHK olarak pozitif Foxp3, CD4 ve CD8
hlcreleri intratimoral, timor cevresi yakin stromal dokulardaki pozitif hlcreler ise
peritimoral olarak degerlendirilmigtir (102). Gastrik kanser olgularinda intra timoral
Foxp3 yogunlugunu arastiran baska bir ¢calismada, Foxp3 pozitif Treglerin medyan
sayisina gore intra timoral alanlarda, otolog normal dokulara gbére dnemli oranda
daha yuksek miktarlarda bulundugu tespit edilmistir (103). Kolorektal karsinom,
hepatoselltler karsinom, meme ve pankreasa ait kanser olgulariyla yapilan benzer
calismalar, bu olgularin periferal kaninda, kontrol saglikli bireylerin periferal kanina
gore yuksek Foxp3 miktarlarina sahip oldugunu gostermistir. Ayni galismalarda,
intratimoral alanlarda ve otolog normal dokulardakine gore yuksek Foxp3 miktarlari
saptanmistir (104,105,106). Biz calismamizda, intratimodral ve peritimdéral alanlar,
metodolojik olarak, Metastatik Melanom c¢alismasinda oldugu gibi degerlendirilmis
olup, Safra Kesesi, Pankreas, Karaciger kanser olgularinda benzer sonuglar elde
edilmistir. Safra kesesi kanser olgularina ait peritimoéral alanlarda, intratimoral
alanlara gore pozitif boyanma sayisi, Foxp3 ile 4,9 kat (p=0,000), CD8 ile 4,6 kat
(p=0,000), CD4 ile 5,9 kat (p=0,000) fazladir. Pankreas kanser olgularina ait
peritimoral alanlarda, intratimaral alanlara goére pozitif boyanma sayisi, Foxp3 ile 5,1
kat (p=0,000), CD8 ile 5,2 kat (p=0,000), CD4 ile 7,1 kat (p=0,000) fazladir. Karaciger

kanser olgularina ait peritimoéral alanlarda, intratimoéral alanlara goére pozitif
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boyanma sayisi, Foxp3 ile 2,8 kat (p=0,000), CD8 ile 5,8 kat (p=0,000), CD4 ile 7 kat
(p=0,000) fazladir.

Metastatik Melanom c¢alismasinda, Foxp3 pozitif hicrelerinin  selektif
toplanmasinin bir kriteri olarak, Foxp3+/CD4+ hiucre miktari orani kullaniimistir (102).
Bu oran; intratimaéral alanlarda, peritiméral alanlara gore 1,5 kat fazla bulunmustur.
Calismamizda bu oran; Safra Kesesi kanser olgularinda, intratimoral alanlarda,
peritimoéral alanlara gore 1,2 kat daha fazla, Pankreas kanser olgularinda
intratimoral alanlarda, peritimoral alanlara gére 1,3 kat daha fazla, Karaciger kanser
olgularinda intratimoéral alanlarda, peritimdral alanlara goére 2,4 kat daha fazla
bulunmustur. Burada dikkat ¢ekici bulgu, cerrahi rezeksiyon sonrasinda herhangi bir
ek tedavi almamis olgularda intratimoral Foxp3+, CD4+, CD8+ hlcre sayilarinin,
peritimoral alanlara goére daha dusik olmasidir. Calismamizda elde ettigimiz diger
bulguya gore, intratimoral alanlarda Foxp3+/CD4+ hucre orani peritimdral alanlara
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulunmustur. Buradaki bulgular,
metastatik Melanom calismasi ile uyumluluk géstermektedir. intratimoral alanlarda,
peritimoéral alanlara gére CD4+ ve CD8+ hicrelerin daha disuk olmasi ile
Foxp3+/CD4+ hlcre sayllarinin oransal olarak intratimdral alanlarda ylksek olmasi
Treg hucrelerin immun baskilayici 6zelligini destekler niteliktedir.

Gastrik kanser olgulari Uzerine yapilan c¢alismada, intratimodral alanlardaki
Foxp3 pozitivite sayillarinin medyan degere gore yuksek olanlarinin, tumor
vaskuler/lenfatik/perinéral invazyon prognostik parametrelerini gosteren olgular ile
istatistiksel olarak dnemli oranda iligkili oldugu sonucuna variimistir (103). Karaciger
ve Meme kanser olgular Uzerine yapilan 2 calismada daha yiksek Intratimoral
Foxp3 pozitivitesi ve vaskiler invazyon arasinda iliski gézlenmistir (105,107) Prostat
kanser olgulari Uzerine yapilan bir arastirmada, prognostik parametreler igerisinde
sadece ileri tumor evresi ve yuksek Ki67 indeksi ile ylksek intratimoral Foxp3
yogunlugu arasinda anlaml iligki bulunmustur (108). Bir galismada, Hepatosellller
karsinom (HCC) olgularinda, intratiimoéral Treg'ler ileri stage HCC'da erken stage
HCC olgularina gére daha yuksek bulunmustur (109). Baska bir HCC galismasinda,
yuksek oranda portal ven tumor trombusu bulunan olgularin daha yuksek
intratimoral Treg miktarlarina sahip oldugu bulunmustur (110). Diffiz Buyuk B
Hucreli Lenfoma’da ekstranodal tutulum gdsteren olgularin daha yuksek intratiimoral
Treg dansitesine sahip oldugu belirlenmistir (111). Gastrik kanser olgularinda yapilan
baska bir calismada, ylksek intratimoéral Foxp3 miktarlari ile lenf nodu metastazi
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iligkili bulunmustur. Ayni calismada, Foxp3 ekspresyonu ile timor tipi, grade, timor
capl, ER, PR ve HER-2 durumu ile korelasyon bulunamamistir (112). Berrak Hucreli
Renal Karsinom olgularinda, peritimdral alandaki Treg yogunlugu TNM22ye gore
stage ve tumor capi ile iligkili bulunmustur (113). Meme kanseri’nin bir ¢alismasinda,
CD4+ T hucreler 1ll. ve IV. Stage olgularda, Il. Stage olgulara gbére daha ylksek
yogunlukta bulunmustur (114). Familyal Ovaryan kanser olgularinda CD3+ T hucreler
ve Foxp3 Treg hulcreler yuksek yogunluklar ile yiksek tUmor grade’i arasinda
korelasyon izlenmektedir (115). Bizim calismamizda; ileri evre Safra Kesesi kanser
olgularinda erken evredekilere goére daha yuksek CD4+, CD8+ ve Foxp3+ hicre
miktarlari izlenmistir (p=0,000,p=0,000,p=0,000). Bu olgularda, yuksek Foxp3
pozitivitesi ile az diferansiye tiumoérler arasinda anlamlh bir iliski goézlenmistir
(p=0,023). Yiksek Foxp3 ve CD8 pozitivitesi ile lenfovaskiler invazyon varligi
arasinda belirgin bir iligki géruldiu (p=0,032, p=0,032). Ayrica CD8 pozitivitesi ile
perindral invazyon varhgl arasinda anlaml bir iligki izlenmektedir (p=0,028). Safra
Kesesi kanser olgularinda, cinsiyet, yas, ¢ap ve tumor grade'’i ile T hucre yogunlugu
arasinda iliski gozlenmemistir. Pankreas kanser olgularinda, yuksek intratimoral
Foxp3 pozitivitesi 75 yas Uzeri olgularda daha yiksek oranda izlenmistir (p=0,046).
Bu olgularda, cinsiyet, ¢gap, T evre, nodal tumor tutulumu, lenfovaskuler invazyon,
perindral invazyon, metastaz ve diferansiasyon derecesi ile T lenfosit yogunluklar
arasinda iliski saptanmamigtir. Karaciger kanser olgularinda, intratimoéral Foxp3
yuksekligi ile lenfovaskuler invazyon varhidl arasinda belirgin bir iligki izlenmektedir
(p=0,040). Bu olgularda, cinsiyet, yas, tumor ¢api, T evre, nukleer grade, mitotik oran

ve diferansiasyon derecesi ile T hlcre yogunluklari arasinda iligki izienmemistir.

Metastatik Melanom, Gastrik Kanser, Kolorektal Karsinom, Hepatoselltler
Karsinom, Prostatik Adenokarsinom, Diffuz Buylk B Hucreli Lenfoma, Berrak Hucreli
Renal Karsinom Uzerine yapilan pek ¢ok ¢alismada, intratimoral yuksek Treg hicre
pozitivitesi ile koti prognoz ve dusik genel sad kalim orani arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulundugu ve Treg'lerin kotl prognostik bir faktér oldugu
vurgulanmistir (102, 103, 104, 105, 108, 109, 111, 112, 113) Calismamizda; Safra
Kesesi kanser olgularinda, yuksek intratimoral Foxp3, CD4 ve CD8 pozitivitesine
sahip olgularin hemen hemen tamaminin ex olduklari saptanmistir (p=0,000,
p=0,016, p=0,016). Sag-ex durumu, prognostik klinikopatolojik parametreler ve

hataliksiz sag kalim oranlari dikkate alinarak prognozu koétu olarak siniflanan
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olgularin ylUksek intratimoéral Foxp3, CD4, CD8 pozitivitesine sahip olduklari tespit
edilmistir (p=0,000, p=0,001, p=0,000). Ayrica yuksek Foxp3 pozitivitesine sahip
olgularin, dusik Foxp3 pozitivitesine sahip olgulara gore daha dusuk hastaliksiz sag
kalim gin sayisina sahip oldugu bulunmustur (p<0,05) Bu durumda, Safra Kesesi
Kanser olgularinda, intratimdral Foxp3 ylksekliginin kéti prognostik bir faktor
oldugu sonucuna variimigtir.

Pankreas kanser olgularinda, yuksek intratimoral Foxp3 pozitivitesine sahip
olgularin hemen hemen tamaminin ex olduklari saptanmistir (p=0,003). Sag-ex
durumu, prognostik klinikopatolojik parametreler ve hataliksiz sag kalim oranlari
dikkate alinarak prognozu kotu olarak siniflanan olgularin ylksek intratimoral Foxp3,
CD4, CD8 pozitivitesine sahip olduklar tespit edilmistir (p=0,000, p=0,013, p=0,003).
Ayrica yuksek Foxp3 pozitivitesine sahip olgularin, duguk Foxp3 pozitivitesine sahip
olgulara gobre daha dusuk hastaliksiz sag kalim gun sayisina sahip oldugu
bulunmustur (p<0,05) Bu durumda, Pankreatik kanser olgularinda, intratimoral
Foxp3 yuksekliginin kot prognostik bir faktor oldugu sonucuna varilmistir.

Karaciger kanser olgularinda, yuksek intratimoral Foxp3 pozitivitesine sahip
olgularla yasam durumu arasinda iligki bulunamamistir. Sag-ex durumu, prognostik
klinikopatolojik parametreler ve hataliksiz sag kalim oranlari dikkate alinarak
prognozu kotu olarak siniflanan olgularin yiksek intratimoral Foxp3 pozitivitesine
sahip olduklar tespit edilmistir (p=0,040). Ayrica yuksek Foxp3 pozitivitesine sahip
olgularin, dustuk Foxp3 pozitivitesine sahip olgulara gore daha dusuk hastaliksiz sag
kalim gun sayisina sahip oldugu bulunmus, fakat istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamistir (p>0,05) Bu durumda, ylksek intratimoéral Foxp3 miktarina sahip
olgular daha dusuk ortalama yasam suresine sahip olmakla beraber bulgular
istatistiksel olarak kotu prognoz ile iligkili degildir.” sonucuna variimigtir.

Renal hucreli karsinom, melanom, kolorektal Karsinom, HCC, kolanjiokarsinom,
glioblastom, GIST, gastrik, 6zofageal, akciger, ovaryan, bas ve boyun olmak Uzere
pek cok insan kanserlerinde tumor infiltre eden nétrofiller, yikselmis kan nétrofilleri
ve kan notrofil/lenfosit oraninin prognostik rolinin zayif klinik gidis ile iligkilenmis
oldugu saptanmistir (116). Melanom olgularinda yapilan immun hucreleri tespit
etmeye yonelik galismada dendritik hlcreler, B hulcreler ve aktive T hicrelerin
belirgin infiltrasyonunun malign melanom olgularinda olumlu bir prognostik faktor
olabilecegini dusunmektedirler (117). Biz de galismamizda, intratimoral alanlarda ve
yakin stromal cevrede, nétrofil yogunlugu ile plazma hucreleri arasinda negatif bir
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tam korelasyon oldugunu saptadik. Yani bir olguda, timor infiltre eden nétrofiller
arttikga, ayni olguda tumor ici plazma hucrelerinin azaldigini, azaldikga ise tUumor igi
plazma hucrelerinde artis oldugunu goérdik. Bu sonuglari bulgular ile
karsilastirdigimizda; Safra kesesi olgularinda, yuksek nétrofil, disuk plazma hicresi
yogunlugunun ileri evre, lenfovaskiler invazyon varli§i ve az diferansiye olgularda
daha belirgin oldugu goéruldu (p<0,05). Tumoral yuksek notrofil ve dusuk plazma
hdcre infiltrasyonu gosteren olgular buyuk oranda exitus olmus olup, prognoz olarak
kotl prognoz ile iligkili olduklari bulunmustur (p<0,05). Ayrica bu olgularin hastaliksiz
sag kalim gun sayilari da belirgin olarak daha dusuktir (p<0,05). Pankreas kanser
olgularinda, yuksek notrofil, dusuk plazma hucresi yogunlugunun yliksek stageli
olgularda daha belirgin oldugu goruldu (p<0,05). Tumodral yuksek notrofil ve dusuk
plazma hucre infiltrasyonu gdsteren olgular blylk oranda exitus olmus olup,
prognoz olarak kotl prognoz ile iligkili olduklari bulunmustur (p<0,05). Ayrica bu
olgularin hastaliksiz sag kalim guin sayilari da belirgin olarak daha dusuktiur (p<0,05).
Karaciger kanser olgularinda, yuksek noétrofil, dusuk plazma hicresi yogunlugunun
lenfovaskdiler invazyon bulunan, nikleer grade’i yiksek ve az diferansiye olgularda
daha belirgin oldugu goérildu (p<0,05). Tumdral yluksek nétrofil ve diusuk plazma
hdcre infiltrasyonu gosteren olgular buyuk oranda exitus olmus olup, prognoz olarak
kotl prognoz ile iligkili olduklari bulunmustur (p<0,05). Ayrica bu olgularin hastaliksiz
sag kalim gun sayilari da daha dusuk olmakla beraber istatistiksel olarak iliskili
bulunmamistir (p>0,05).

Tamor mikrogevresinde bulunan, CD4 Treg hucreler Ovaryan kanserli
hastalarda gosterildigi gibi timorler ve tiumoru infiltre eden makrofajlar ile Gretilen
CCL22 icin kemokin reseptori CCR4 ekspresse olabilir. CCR4’Un veya diger
kemokin reseptorlerin ekspresyonunun, Melanom timor alanlarinda insan CD4 Treg
hacrelerin trafiginde bir rol oynayip oynamadigi henlz ¢6zim asamasindadir. Ek
olarak, immunsupresif timor mikrogevresi hayvan modellerinde gosterildigi gibi timor
icinde etkilenmis CD4 Treg hiicrelerin artisini ilerletebilir (116,117). Ornek olarak,
Melanom hucrelerince Uretilmis Transforming Growth Factor B (TGF-B) invitro
periferal kan CD4 Treg hucreler igin gosterildigi gibi timorler icinde CD4 Treg
hdcrelerin toplanmasina neden olabilir (118). Daha fazlasi, TGF-p farede Treg
hdcreleri nonregulator CD4 T hucrelere donisumia genis olarak tanimlanmistir.
Batdnuyle, timérde insan CD4 Treg toplanmasinin altinda yatan mekanizma,

muhtemelen intratimoéral Foxp3+CD4 Treg hucrelerin artmisg orani, timor infiltre
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eden efektdér T hacrelerin sitolitik fonksiyonu inhibe eder ve antitimoér immuin

yanitlarin da inhibisyonuna neden olur.

ilerlemis stage kanserli olgularda, Timér infiltre eden lenfositler (TIL) ve daha
az oranda periferik kan lenfositlerinin zayif bir immun yanita sahip oldugu iyi
bilinmektedir (119). Bu timor nedenli immunsupresyon, hafiza antijenlerine eksilmig
yanitlar, azalmis proliferatif T hlcre yanitlari, sitokin Uretimi kaybi ve T hlcre ve
Natural Killer hicrelerde defektif sinyal iletimini icerir. Treg’ler CD4 ve CD25'’in
koekspresyonuyla karakterize olmuslardir. Treg’lerin, T hicrelerin fonksiyonel olarak
essiz bir populasyonu oldugu ve immun homeostazin surdurtlmesinde gorev aldigi
dusunalur. Treg’lerin allograft reddi, graft-versus host hastaligi ve otoimmun hastaligi
engellemesinde énemli bir rol oynamasinin rapor edilmis olmasi sebebiyle, Treg’ler
CD4+/CD25- ve CD8 T hucreler tarafindan olusturulan imman yaniti inhibe edebilir.
Kanserli olgular ve deneysel modeller Treg'lerin kanserden etkilenen kigilerde T
hicre disfonksiyonu ile sonuglanan, tumdrlere karsi efektor fonksiyonun aktivitesini
azaltmis oldugu goértlmastir. Bulgular, Treg’lerin artmis populasyonunun, kanserin
immunoterapisinde ¢ozulmesi gereken ek bir problem olusturabilecegini destekler
niteliktedir. Treg regulasyonu veya Treg’lerin kontrol edilebilmesi yani azaltilabilmesi
icin geligtirilecek stratejilerin altinda yatan mekanizmanin daha iyi anlasiimasi ile,
kanser icin daha etkili bir immunoterapinin saglanabilecegi dusunulmektedir. Kanser
asilamasi veya adoptif T hicre transferini iceren kanser igin immunoterapi, tespit
edilmig timérlerin regresyonunda etkileri sinirli olan denemeleri icermektedir. invivo
Treg hucrelerin selektif baskilanmasi igin ¢ok sayida klinik yaklagim ortaya
konmustur (102). Bu yaklasimlardan bazilar, lenfodeplesyon sonrasi CD25
baskilanmis T hucrelerin adoptif transferi, IL-2R’ye yénlenmis yonlenmis sitotoksinler
(denilokin diflitox) ve CD25’e yonlenmis immunotoksinlerin verilmesini igerir. Bir klinik
denemede Metastatik Melanom’lu hastalara bir CD25’e yodnlenmis immunotoksin
LMB-2’nin verilmesi sirkilasyon ve intratimoral CD4 Treg hicrelerin her ikisinde de
gecici parsiyel bir azalma olusturmustur. Bununla birlikte bu ve diger denemelerin
objektif kanser regresyonuna neden olma yetenegi, hepsinde ayni derecede umut
kirici olmustur ve daha fazla arastirma ve optimizasyon gerektirir. Treg hucrelerin
azaltiimasina alternatif bir yaklagim bir marin timoér modelinde yeni gosterildigi gibi
Treg hlcre baskilanmasinin inhibisyonuna yol acgabilen OX40 gibi baglantih

kostimulatér molekiller ile onlarin inhibisyonudur. Yeni bir ¢alismada, interferon a
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birka¢ pankreatik kanser modelinde dogrudan kanser hicre 6limUinun olusumu ve
immun yanitin artirilmasini igceren multiple antittmoér mekanizmalar ile kanser
hdcrelerine saldirabilir. Benzer bir pankreatik kanser modelinde, Treglerin
fonksiyonunu baskiladigi rapor edilmis olan agonistik anti-glukokortikoid etkili TNF
reseptér (GITR) monoklonal antikor (mAb) intraperitoneal olarak verilmis ve
subkutan6z tumor buyumesini onemli oranda inhibe ettigi soylenmigtir. Bu iki
yontemin kombinasyonunu igeren yaklagimin Umit verici bir terapotik strateji

olabilecegi sonucuna variimistir (120).

Calismamizi olusturan Safra Kesesi, Pankreas, Karaciger kanser olgularinda,
Foxp3+ CD4 hucrelerin olusturdugu Treg hucreler, CD4 T hucreler, Sitotoksik CD8+
T hacreler, nétrofiller ve B hicre kokenli plazma hucrelerinin intratimoral ve
peritimdoral dagihimlarinin daha 6nce buyuk oranda bagka kanserler Gzerine yapiimig
olan galismalar ile uyumluluk gdsterdigi sonucuna vardik. Bulgular, Treg hucrelerin
intratimoral alanlarda selektif olarak toplanmasinin timaore karsi olusan CD25-CD4 T
hucreler ve sitotoksik T hucrelerin olusturacagr immun yanitlari baskiladigini ispatlar
niteliktedir. Sonuglar, immuinsupresyon zemininde Treg'leri icermeyen TIL adoptif
transferini igeren daha uygun kombine immunoterapotik yaklasimlar igin ¢alismalarin

devam etmesi gerekliligini desteklemektedir.
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