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OZET

Bu calismanin amaci lokal ileri bas boyun kanseri (LIBBK) tanisiyla
radyoterapi (RT) uygulanan olgularda, Epidermal Growth Faktor Reseptori
(EGFR), Sitokeratinl9 (CK19), Sitokeratin20 (CK20) ve Survivin gen
ekspresyonlarinin, lokal kontrol (LK) ve genel sagkalima (GS) etkisini
degerlendirmektir.

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dalina LIBBK (EIII-EIV) tanisi ile bagvuran, periferik kaninda ve timér
dokusunda EGFR, CK19, CK20, Survivin gen ekspresyonlari incelenen 26
olgu, s6zi edilen genlerin LK ve sagkalimdaki rolunu belirlemek Uzere
irdelendi. Olgularin 1’i tikrik bezi, 1’i hipofarenks, 2’si maksiler sinus, 2’si
orofarenks, 5’'i nazofarenks, 5’i oral kavite ve 10’u larenks yerlesimliydi. RT
baglamadan oOnce periferik kan oOrneklerinden ve parafinize edilmis tumor
dokularindan total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Total RNA'lardan cDNA
elde edilerek, Syber green boyama yontemi ile EGFR, CK19, CK20 ve
survivin genlerine ait ekspresyon dizeyleri belirlendi. Ayni islem RT sonrasi
alinan periferik kanlarda tekrarlandi. EGFR, CK19, CK20 ve Survivin
genlerinin birbirleriyle iligkisi ve RT sonrasi sagkalim Uzerindeki etkisi
pearson korelasyon yontemiyle degerlendirildi.

RT o6ncesi ve sonrasi EGFR, CK19 ve CK20 ekspresyonlari birlikte
ele alinarak deg@erlendirildiginde RT 6ncesi CK19, CK20 veya EGFR pozitif
olan olgularda, RT sonrasinda da CK19 ya da CK20 pozitifliginin devam ettigi
gozlenirken, pearson korelasyon analizine gore survivininin  RT 6ncesi ve
sonrasi ekspresyonunda da pozitif korelasyon saptandi.

Calismamizda LIBBK'li olgularda EGFR, CK19, CK20 ve Survivin
ekspresyonu’'nun LK ve GS Uzerine anlamli bir etkisi gosterilemezken bu
genlerin herhangi birinde RT dncesi ekspresyon saptanan LiBBK olgularinin

diger olgulara goére RT'den daha az yarar sagladigini 6ngérmekteyiz.



Caligmamizin guvenilirligini arttirmak icin daha fazla olgu sayisi ile

bulgularimizin ileri protein analizleri ile desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Lokal ileri evre bas boyun kanseri, EGFR, CK19, CK20,
Survivin, Radyoterapi



SUMMARY

Assessement of CK19, CK20, EGFR, and Survivin Positivity on Overall
Survival and Local Control in Patients with Locally Advanced Head and

Neck Carcinomas Treated with Chemo-radiotherapy

In this study we aimed to investigate the effects of Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR), Cytokeratin 19 (CK19), Cytokeratin 20 (CK20) and
Survivin gene expressions on local control (LC) and overall survival (OS) in
patients with local advanced head and neck cancer (LAHNC) who
administered radiotherapy (RT).

26 patients who applied to Uludag Universty Medical Faculty
Department of Radiation Oncology with the diagnosis of LAHNC (SlII-SIV)
were included in this study in order to determine the effects of EGFR, CK19,
CK20 and survinin gene expressions on LC and OS by evaluating the
mentioned gene expressions in tumor tissues and peripheral blood. Tumor
were localized in salivary gland in 1 case, in hypopharynx in 1 case, in
maxillary sinus in 2 cases, in oropharynx in 2 cases, in nasopharynx in 5
cases, in oral cavity in 5 cases and in larynx in 10 cases. RNA isolation was
performed for paraffinized tumor tissues and peripheral blood samples prior
to RT. cDNAs were obtained from total RNAs. EGFR, CK19, CK20 and
survivin gene expression levels were determined via Syber green staining
technique. The same procedures were performed to peripheral blood
samples taken after RT. Pearson correlation test was used to determine the
effects of EGFR, CK19, CK20, and survivin gene on survival after RT and to
investigate their relationship within each other.

EGFR, CK19 and CK20 expression levels were evaluated both before
and after RT. It was observed that CK19 and CK20 gene expressions still
remained positive after RT in patients who were positive for CK19, CK20 and
EGFR before the RT. A positive correlation was found with Pearson

correlation test between survinin levels evaluated both before and after RT.



In our study, it was observed that EGFR, CK19, CK20 and survivin
gene levels do not have a significant effect on LC and OS in patients with
LAHNC. However we can assert that patients resulted as positive for any of
gene expressions mentioned above before RT may have less benefits from
RT compared to those who are negative. It is necessary to investigate our
hypothesis on a larger patient population and confirm our findings with

advanced protein analysis tests in order to increase the study confidence.

Key words: Local advanced head and neck cancer, EGFR, CK19, CK20,

Survivin, Radiotherapy.



GiRrRiS

Bas boyun kanserleri (BBK) 6nde dudaklar ve burun deliklerinden
Ozefagus ve trakeaya kadar olan Ust solunum ve sindirim yollarinda yerlesen
kanserlerin genel adidir. Tum kanserlerin yaklasik %5’ini olugturmaktadir ve
tani aninda olgularin %60’ lokal ileri evrededir (1). Lokal ileri evre bas boyun
kanserleri (LIBBK) tedavisinde birincil amac sagkalimda artisi saglamak ve
beraberinde organ fonksiyonunu korumaktir. Rezektabl timorlerin tedavisi
cerrahi ve radyoterapi (RT) (ve/veya kemoterapi (KT)) iken, anrezektabl
tumorlerin kuratif kemoradyoterapidir. Genel olarak oral kavite ve paranasal
sinUs kanserlerinde KT’ye duyarlilik olduk¢a azdir ve primer cerrahi ve/veya
RT ile iyi fonksiyonel koruma saglanabilmektedir (2). Sfenoid sinus,
nazofarenks, posterior farenks duvar gibi rezeke edilemeyen veya cerrahisi
yiksek oranda morbiditeye neden olabilecek olgularda kuratif RT dnceliklidir.
Orofarenks, ileri evre larenks ve hipofarenks kanserinde de organ koruyucu
yaklasim sesi koruma ve yasam kalitesi agisindan kemoradyoterapi oncelikli
olarak tercih edilmekte ve cerrahi, kurtarma tedavisine birakilmaktadir (3).
Erken evrede (El, Ell) olgularin %60-95’inde yalniz lokal tedaviyle kur elde
edilirken ileri evre hastalikta kombinasyon tedavilerine ragmen olgularin 2
yillik lokal yineleme veya metastaz orani %35-%55 arasindadir (4).

Ayni lokalizasyon, evre ve histopatolojik 6zelliklere sahip timoérlerde
benzer tedavi uygulamasina kargsin farklh sonuglar alinmasi TNM
siniflamasinin ve histolojik derecelendirmenin tedavi segimi ve planlamasi
asamasinda yetersiz oldugunu goOstermektedir. Bunun nedeni ayni
kategoride kabul edilen timoérlerin icinde tedaviye direng gosteren ve heniliz
tanimlanmamis prediktif ozelliklere sahip hucrelerin varligi olabilir. Bu
nedenle yeni tani konmus LIBBK'de tedavi statejilerini belirlemede, prognozu
saptamada ve takipte birtakim klinik ve laboratuar parametrelerine ihtiyag
duyulmaktadir (5). GUnimuzde pek ¢ok tumor tipinde oldugu gibi BBK'de de
radyoduyarlihk ve radyodirenci 0Ongormede kullanilabilecek genetik
Ozelliklerin saptanmasi amaciyla pek c¢ok calisma vyapilmaktadir. Bu

calismalar, biyomarkerlara gore hasta segimi yapilabilecegine dair guglu



kanitlar vermekle beraber heniiz LIBBK tanili olgularda tedavi seciminde
kullanilacak etkin bir prediktif belirte¢ belilenmemistir. Guncel ¢alismalarda
Epidermal Growth Factor Reseptori (EGFR), Survivin, Sitokeratin19 (CK19)
ve 20 biomarkerlarinin kandaki pozitifliginin prognostik ve prediktif énemi
arastirilmaktadir.

Yilksek EGFR expresyonunun LIBBK'de kétii prognoz ve iyonize
radyasyonun da dahil oldugu sitotoksik ajanlara direng ile iligkili oldugu
g6sterilmistir (5). LIBBK'de kemoradyoterapiye eklenen EGFR inhibitorleri ile
sag kalim oranlarinda artig (6) bildirilirken, anti-EGFR tedavisine her hastanin
ayni yanitt vermemesi EGFR polimorfizmi ile iligkilendirilmigtir (7). Survivin
kaspaz bagimli mekanizma yolu ile apopitozisin supresyonuna ve
radyorezistansa sebep olur. Khan ve arkadaslari BBK'li olgularda Survivin’in
yuksek ekspresyonunun cisplatin direngliligine neden oldugunu, Survivinin
potansiyel olarak RT'den fayda gorecek oral skuaméz hiicre kanseri (OSHK)
olgularinin tanimlanmasinda bir marker gibi kullanilabilecegi bildiriimektedir
(8). Baska bir biyobelirte¢ olan CK epitelyal hicrelerde eksprese edilir.
CK19un kanda pozitif olmasi nazofarenks kanseri mikro metastazlariyla
iligskilendirilirken CK19 mRNA duzeyinin nazofarenks kanserinde evreyle
orantili olarak arttigi gosterilmistir (9). CK20 mRNA varhiginin da oral
kanserlerin reklrrensinde yol gosterici bir marker oldugu bildiriimektedir.
Toyoshima ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada ileri evre OSHK'de CK20
expresyonunda artis saptamis, CK20’nin kandaki oranini tumorin c¢api ile
iligskilendirmislerdir (10).

Calismamizda LIBBK tanili olgularimizda prediktif biyobelirte¢ olarak
EGFR, Survivin, CK19 ve CK20'nin periferik kan ve tiumor dokusunda lokal
kontrol (LK) ve genel sagkalim (GS) Uzerine etkisini ve prognoza katkisini

degerlendirmeyi amagladik.



GENEL BILGILER

LiBBK’lerinde Tedavi Yontemleri

LiIBBK’'de en etkili tedavi yontemleri cerrahi ve RT'dir. Bu timérlerde
RT, cerrahi 6ncesi neoadjuvan olarak, cerrahi sonrasi adjuvan olarak
kullanilabilecegi gibi, olgularin cogunda kuratif tedavi olarak kullaniimaktadir.
KT genellikle palyasyon ya da adjuvan amagcl kullanilir. Son zamanlarda ise
organ koruyucu yaklagim amaciyla ve RT’nin etkinligini artirmasi nedeniyle
birlikte uygulanmaktadir (11).

Cerrahi

Erken evre timorde cerrahi tek basina kuratif tedavi saglarken, ileri
evrede tek basina ya da postoperatif RT ile birlikte LK ve sagkalimi artirir.
Radikal cerrahi; primer tumdrin ve gizli veya belirgin boyun metastazlarinin
tedavisine olmak Uzere iki bolgeye yoneliktir. Bu nedenle siklikla bu olgularin
cerrahi tedavisinde primer tUmor rezeksiyonu ile birlikte ¢esitli sekilde boyun
diseksiyonlari da eslik eder. Genellikle kabul goren bir diger gorus ise, eger
mimkinse primer tumor ile boyun diseksiyon materyalinin birlikte, aradaki
lenfatik baglantilari da igerecek sekilde en blok olarak ¢ikariimasidir. Bas
boyun kanserli olgularda cerrahi uygulanmasinin ikinci amaci kurtarma
tedavisidir. Daha onceden RT velveya KT alip, persiste veya reklrrens
tumoru olan olgularda cerrahi, kurtarma tedavisi olarak da uygulanabilir. Bu
amagcla uygulanan cerrahi tedavilerin basari sansi primer cerrahi tedavi
kadar yuksek olmamakla beraber morbiditesi, hatta mortalitesi yiksektir.

Palyatif cerrahi, diger yontemlerle tedavi edildigi halde kanseri kontrol
altina alinamamig olgularda yutma ve solunumu kismen duzeltmek, agr ve
kanama kontrolini saglamak i¢in uygulanir.

Cerrahi sirasinda onkolojik hedeflerden 6din vermeden mumkin
oldugunca cerrahi uygulanan organi ve fonksiyonlarini korumak, onkolojik
nedenlerle korunamadigi durumda organi tekrar onarmak da cerrahi

tedavinin hedefleri arasindadir (12).



Radyoterapi

LiBBK’de RT’nin kullanilis sekli timérin yerlesim yerine, operabl
olup olmadigina, hasta komorbitesi ve tercihine, RT yapilacak merkezin
olanaklarina bagl olarak degisiklik gosterir.

Kuratif Radyoterapi

RT uygulanan hastalarda cerrahi girisimlerden kaciniimig olmasi
nedeniyle, cerrahi girisimin boyutuna bagli olarak %1 ile %2 arasinda
degisebilen peroperatif mortalite olasiligi ekarte edilmis olmaktadir. En
onemli kazang, hastaliktan etkilenen organlarin fonksiyonel butunluginin
bozulmamasi ve herhangi bir kozmetik kaybin ortaya ¢cikmamasidir.Tedavide
RT’nin tek basina uygulandigi olgularda, hastaligin lokal veya bdlgesel
olarak tekrarlamasi durumunda, cerrahi girigsimler ile kurtarma tedavilerinin
uygulanmasi siklikla mumkdn olmaktadir. Buna karsin, baslangigta cerrahi
girisim uygulanan olgularda, hastaligin lokal ve bolgesel yayillimini sinirlayan
anatomik bariyerlerin korunamamasi nedeniyle, hastaligin lokal veya
bdlgesel olarak tekrarlamasi durumunda kurtarma tedavisi olarak RT
uygulamalarinda basari elde edilme sansi son derece dusuk olmaktadir (13).

Preoperatif Radyoterapi

RT uygulamasinin preoperatif donemde yapilmasindaki temel amag
hastaligin cerrahi sinirlarda tekrarlama olasiliginin en aza indiriimesi, cerrahi
girisim sirasinda tumor ekiliminin éntine gecilmesi, lokal ve bélgesel subklinik
hastaligin kontrol edilmesi ve teknik olarak cerrahi rezeksiyon sansi olmayan
ya da sinirda olarak degerlendirilen durumlarda hastaligin cerrahi girisim
uygulanabilir asamaya getirilebilmesidir. Cerrahi girisimler, preoperatif RT
tamamlandiktan sonra hastaliksiz dokularda olusacak olan radyasyon
hasarinin dizelmesinin ardindan, mumkunse u¢ ile dort hafta iginde
uygulanmalidir. Preoperatif RT ile lokal ve bolgesel hastalik
tekrarlamalarinin ve uzak organ yayilimlarinin sikliginin azaldigi saptanmistir
(14).

Postoperatif Radyoterapi

Postoperatif RT uygulamalarinda amag¢ lokal hastalik bdlgesinde,
bdlgesel lenf nodlarinda ve cerrahi sonrasi rezidu tUmor hicrelerinin ortadan

kaldiriimasi olmalidir. Postoperatif RT dozlari preoperatif RT uygulamalari ile



kargilastirildiginda genellikle gok daha yuksek olmaktadir. Postoperatif RT
lokal bolgesel hastalik riskini azaltir, fakat uzak metastaz riskini azaltmaz
(14).

Kemoterapi

KT kombine tedavi modalitesinin bir pargasi olarak lokal bdlgesel
tedaviden dnce (induksiyon), RT ile es zamanli veya adjuvan olabilir.

Neoadjuvan Kemoterapi

LIBBK'de organ koruyucu modalitenin bir parcasi olan indiiksiyon
KT’sinde amag, vaskularizasyonu bozulmamis tumorde tumor volimini
daha hizli kigultip mikroskopik hastaligi eradike etmek, RT alanini
kiiculterek RT yan etkilerini azaltmaktir (15). indiiksiyon tedavi basarisi RT
cevabinin ve daha iyi prognozun éngorusudur. Karatif tedavi saglamamasina
karsin neoadjuvan KT ile LIBBK'de %20-50 tam yanit orani elde edilebilir.
Klinik tam yanit elde edilen olgularin ise 2/3’Unde patolojik tam yanit saglanir.
KT duyarhih@ primer timoérin yerlesim yeri, molekller yapisi,
diferansiyasyonuna bagli olarak degisir. KT’'ye yanit alinmamasi, tedavinin
gecikmesi, akselere repopulasyonun etkisiyle timaor yukinun artmasi, geride
direncli klonlarin kalmasi dezavantajini beraberinde getirir. indiiksiyon
tedavide cisplatin, 5-Fluorourosil, taxanlar kullaniimaktadir (16).

Es Zamanh Kemoradyoterapi

Cerrahi sonrasi yuksek risk faktorlerinin  varliginda, inoperabl
hastalikta ve organ koruyucu tedavinin planlandiyi LIBBK tedavisinde es
zamanli kemoradyoterapi altin standarttir (17). Kemoradyoterapide amac
radyasyonun sitotoksik etkisini guclendirerek radyoduyarlihg,
mikrometastazlarin kontrolt ile lokal ve sistemik etkinligi artirmaktir (18).
Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) ve European Organisation for
Research and Treatment of Cancer (EORTC)'in 2004 yilinda yayinlanan
randomize ¢alismalarinda (RTOG 95-01, EORTC 22931 calismasi) LIBBK'de
cerrahi sonrasi yuksek riskli olgu gruplarinda adjuvan kemoradyoterapinin
lokorejyonel kontrol ve hastaliksiz sagkalimi istatistiksel olarak anlaml
diizeyde arttirdigi gdsterilmistir. LIBBK'de kemoradyoterapinin tek basina
RT'ye gore sagkalim ve LK avantaji sagladigi kanitlanmistir (19). Ancak

eszamanl kullanimda 6zellikle ileri yash olgularda artan toksisitenin tolere



edilebilecegdi kombinasyonlar onerilmelidir. Cok ajanli kombinasyonlarin GS
ve LK'de daha avantajli oldugu bilinmektedir.

Cisplatin, 5-fluorourasil, Dosetaksel, Mitomisin C ve Metotreksat RT
ile es zamanli kullanilabilen ajanlardir (20-22).

Adjuvan Kemoterapi

LiBBK'de adjuvan KT uzak metastaz riskini azaltir. Adjuvan KT
cerrahi sinir yakinhgi veya pozitifligi , iki ve Uzerinde lenf nodu tutulumu olan,
ekstrakapsuler nodal yayillim, perindral-lenfatik-vaskiler invazyon bulunan
olgularda sagkalima katki saglayabilir. Ancak RT’ye bagl gelisecek fibrozis
ve vaskuller hasar nedeniyle dolasim ve etkinlikte azalma, geride direncli
klonlarin kalmasi, tedavi toleransinin dugmesi gibi nedenler adjuvan KT igin
dezavantaj olusturabilir (23). Giinimiizde LiBBK’lerinde siklikla uygulanan
sema, intergroup calismasindaki sisplatin 100 mg/m?, 1., 22. ve 43. glnlerde
seklindedir (24)

Bas Boyun Kanserlerinde Prognostik Faktorler

Klinik prognostik faktorler

Bas boyun kanserinde en onemli prognostik faktor tani anindaki
tumor evresidir. Hipofarenks, larenks, nazofarenks, parotis tumorlerinin
genglerde ve kadinlarda daha iyi prognozda oldugunu gosteren yayinlar
mevcuttur (25). Tiumoérin RT’ye cevabl, tedavi toleransi, kemoradyoterapiye
kargl hastanin performansi da prognozu etkileyen hastaya bagl faktorlerdir.

Patolojik prognostik faktorler

Lenf nodu (LN) metastazi, perindral invazyon, vaskuler invazyon
varligi ve grade evreden sonra en 6nemli prognostik faktdrlerdendir (26).
BBK’de tutulan LN sayisinin fazla olmasi, bilateral tutulum, alt boyun
tutulumu, fikse nodlar, 6 cm’den buyuk LN varligi, ekstrakapsuler yayillimin
olmasi ve cerrahi sinir pozitifligi lokal yineleme ve uzak metastaz olasiligini
artinr (27). Oral kavite kanserinde invazyon derinligi ve tumoér capi LN
tutulum riskini artirrken (28), yumusak dokulara ve kemige invazyon
prognozu olumsuz etkiler (29). Tukrik bezi kanserlerinde histolojik tipin
bagimsiz prognostik faktor oldugu gosterilmigtir. DUgUk grade’li kanserlerde



5 yillik GS %80-90 iken adenoid kistik karsinom, vyiksek grade’l
mukoepidermoid karsinom, malign mikst timérde GS %?20'ye kadar duser
(30). Bununla beraber tukrik bezi kanserinde fasial sinir tutulumunun
sonuglari olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Nazofarenks kanserinde prognozu
en iyi olan grup keratinize SCC'dir. Lenfoepitelyomalarda GS ve LK oranlari
diger histopatolojik tiplere gore daha iyi bulunmustur. Nazofarenks kanserinin
histolojik tipinin prognoza etkili oldugu c¢alismalar mevcutsa da endemik
bdlgelerde prognozu belirlemede yetersiz kaldigi duastnulmektedir (31).
Yapilan calismalarda nazofarenks kanserinde mastikator bosluk ve tani
aninda kranial sinir tutulumu da kotu prognozla iligkili bulunmustur (32).

Hipofarenks kanserinde postkrikoid ve posterior farenks duvari
yerlesimli olanlar, piriform sinus ve aryepiglottik fold timorlerine gére daha
kotl prognoz gosterirler. Larenks kanserinde ise yerlesim yerine gore glottik
bdlge tumorlerinde 5 yillik sagkalim %80, supraglottik icin %65, transglottik
icin %50, subglottik icin %40 olarak saptanmistir.

Tedaviye bagh prognostik faktorler

BBK gibi radyoduyarl tumorlerde RT sirasinda verilen aranin ve
tedaviye baglama zamanindaki uzamanin GS’I olumsuz etkiledigi
gosterilirken, RT dozu, toplam RT suresi, RT teknigi tumor kontrolinde etkili
tedaviyle iligkili faktorlerdir (33,34). Es zamanl kemoradyoterapinin RT’'ye
gore LK ve GS’da daha etkili oldugu bilinmektedir.

Molektler prognostik faktorler

EGFR ekspresyonunun LIBBK'de hastaliksiz sagkalim igin bagimsiz
prognostik faktdr oldugu gosterilirken, oral kavite kanserinde EGFR
expresyonu dusuk sagkalimla iligkili bulunmustur (35,36). Survivin
ekspresyonu larenks kanserinde klinik evre, T ve N evresi, histolojik grade
ile; larenks kanseri ve oral skuamo6z hicre kanseri (OSHK)'de ise lokal
yineleme ve agresif seyirle liskili (37,38) bulunmustur. CK19
ekspresyonu’nun lokal ileri evre OSHK’de yuksek grade, evre artisi, lokal
yineleme ile orantili oldugu ve dugsuk sagkalima neden oldugu gosterilmigtir
(39). ileri evre nazofarenks kanserli olgularda ise CK19 ekspresyonu yiiksek

saptanmistir (9). ileri evre OSHK’de CK20 expresyonu tiimoriin capi ile iligkili



bulunmustur (10). BBK'de TPA'nin (CK 8,18,19 komplexi) tedavi boyunca ve
sonrasinda yuksek kaldigi olgularda kotu prognoz izlenmistir (40).

Apopitotik marker olan p53 yiksek ekspresyonunun tukrik bezi
timorlerinde bagimsiz prognostik faktor oldugu (41) ve Vaskuler endotelyal
growth faktor (VEGF) yuksekliginin  p53 ekspresyonu ile korele oldugu
gosterilmigtir (42). Benzer olarak orofarenks, hipofarenks ve larenks
kanserinde de p53 mutasyonu lokal yineleme ve uzak metastazi artirirken,
GS azaltrr.

Her-2 neu overekspresyonu mukoepidermoid kanserlerin 1/3’'Unde
mevcut olup kotu prognozla iligkilidir (43). RT Oncesi ve sonrasi oOlgulen
yiuksek Anti-Epstein Barr Virus antikor titresi nazofarenks kanserinde kotl
prognozla, bcl 2 koekspresyonu larenks kanserinde sagkalimda azalmayla
beraber iken, EGFR, Cathepsin d, Cyclin D1, proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) asiri ekspresyonu tumor progresyonu ile iligkili bulunmustur
(44-46). Larenks kanserlerinde bir inflamasyon faktorii olan S-100 pozitif
langerhans hdcrelerinin stromada varliginin iyi prognostik 6zellik oldugu
rapor edilmistir (47). Ozellikle orofarenks karsinomunda saptanan Human
Papilloma Viris DNA pozitifligi ise hem kemoradyoterapiye yaniti hem de
GS artirir (48).

Biyomolekiler markerlar

EGFR

EGFR epitelyal dokuda proliferasyon ve apopitozisi dizenleyen
sinyallerin iletim yollarini kontrol eden hiicre ylzey reseptoradir. EGF, TGF
gibi hdcrenin digindan gelen sinyaller bu reseptoru aktive eder. EGFR
ekspresyonunda artisa yol acan ana mekanizma EGFR gen
amplifikasyonudur. Diger mekanizma da, mutasyonlar sonucu EGFR’nin
ligand baglanmaksizin kendiliginden aktive olmasidir (49). BBK'de gorilen
en yaygin mutasyon genin yeniden duzenlenmesine veya alternatif mRNA
baglanmasina yol agcan EGFR variant 1l (EGFRvIIl) mutasyonudur (50).
Cesitli timor  tiplerinde  EGFRVIIPGn  radyorezistans ile iligkili oldugu

bildirilmistir (51,52). Ingeborg ve ark’lari EGFRvIII mutasyonu tasiyan BBK’li



olgularin Setiksimab ve Docetaksel kombinasyon tedavilerinden daha az
fayda gorduklerini belirtmiglerdir (53).

EGFR gen polimorfizmlerinin prognostik ve prediktif yoni pek cok
calismada arastirnimaktadir. EGFR gen polimorfizmlerinin kemoradyoterapi
direnciyle iligkisi ve tedavi sonuglarini nasil etkiledigi hentz netlige
kavusmamistir (54). Glioma’da (%40-50), meme kanserinde (%60), mesane
(%23) ve kolorektal kanserde (%60-80), over kanserinde (%35-70), akcigerin
skuamoz hucreli karsinomlarinda (%40-80) ve skuamoz tip BBK'de (%95)
hem EGFR hem de ligandlarinin asiri eksprese oldugu bunun da sagkalimla
iligkili sinyal yolaklarini aktive ederek timoérin progresyonuna ve uzak
metastazda artisa yol actigi bilinmektedir (55). EGFR ekspresyonunun kéti
prognoz, azalmis sagkalim ve artmis metastaz riskiyle iligkili oldugu birgok
calismada gosterilmisken, prediktif acidan bakildiginda farkl sonuglarla
arastinimaya aglk bir konu olmaya devam etmektedir (56,57). Artmig EGFR
ekspresyonu RT ve KT’nin indukledigi DNA hasarini tamir ederek KT ve
RT'ye direncte rol oynar (58). EGFR inhibitérlerinin tedaviye eklenmesi
radyoduyarlastirici etkiyi artirarak, DNA hasarinin onarimini inhibe eder ve
repopulasyonu azaltarak yerel tUmor kontrolunu ve GS’i artirabilir (58). Ang
ve ark’'nin yaptigi ¢alismada EGFR ekspresyonu yuksek BBK’li olgulardan
Continue Hiperfraksiyone Akselere Radiotherapy (CHART) ile tedavi
edilenlerin prognozunun konvansiyonel kola gdére daha iyi oldugu tespit
edilmigtir (4).

Survivin

Survivin, normal dokuda ekspresyonu olmayan, tumorli dokuda
eksprese edilen, apopitoz inhibitor ailesinden bir proteindir (59). Kaspaza
bagimli hucre 6lumunu bloke ederken proliferasyon ve damarlanma artigina
sebep olur (60). Survivin hicre dongusunde G2/M fazinda bol miktarda
eksprese olur. Kiuguk hlcre disi akciger kanserinde (%83,5), kolorektal
kanserde (%63,5), 6zefagial kanserlerde (%70,6), over kanserlerinde (%86),
mide kanserlerinde (%34,5), meme kanserlerinde (%70,7), neuroblastomada
(%47), hepatoseluler karsinomda (%60,5), endometrial karsinomlarda (%76)
survivin ekspresyonu saptanmistir. Survivin ekspresyonu bir ¢ok galismada

lokal yineleme, azalmis sagkalim, RT, KT ve hormonoterapi ajanlariyla



tedavide direng geligsimi ile iligkili bulunurken, bilinenin aksine Freier ve
ark’nin calismasinda sadece RT ile tedavi edilmis olgularda Survivin
ekspresyonunun GS’I artirdigi gosterilmigstir (61,62). Bu durum Survivinin yol
actigi proliferatif aktivite ile radyasyonun etkilemis oldugu timor hicre
sayisinin fazlaligina baglanmigtir.

Sitokeratin ( CK19/20)

Sitokeratinler kanser tani ve izleminde kullanilan ara filaman
proteinlerdir. CK20 hematolojik hiicrelerde ve basit epitelde eksprese olurken
CK19 hematolojik hucrelerde, basit epitelde ve skuamoz epitel hucreli
kanserlerde anlaml diuzeyde yukselis gosterir. CK’lerin saglikli bireylerde
dolagimdaki dizeylerinin dustik olmasi, kanserli olgularin tedavi izlemi ve
tedaviye cevabinin degerlendiriimesinde, tumoér progresyonunun ve
metastazin erken saptanmasinda fayda saglar (63). CK19 ve 20, BBKl,
akciger ve servikal kanserli olgularda tedavi etkinliginin degerlendiriimesinde,
akciger, meme ve over kanserlerinde tumoér yinelemesinin  dnceden
tespitinde, mesane kanserinde tedavi modalitesinin se¢iminde kullanilir
(64). Meme kanserinde tamoksifene direngli htcrelerde Ters Transkriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile saptanan CK20 ekspresyonunun
artmis invazyon ve metastazla iligkili oldugu gosterilmistir (65).

Molekiler markerlarin Prediktif Etkileri

Bir belirte¢ mevcut tedavide hedef molekilin kendisi oldugunda

prediktif (tahmin edici) Ozellik tasir. Meme kanserinde Her-2 asir
ekspresyonu olan olgular Lapatinib ve Transtuzumab tedavisinden fayda
gorebilirler (66). Pirker ve ark’lart EGFR ekspresyonu yuksek olan Kuiguk
hicre disi akciger kanserli olgularda GS’in dusuk gruba goére daha iyi
oldugunu géstermislerdir (67). ileri evre Kicik hiicre digi akciger kanserli
olgularda EGFR ekspresyon dtizeyi prediktif bir faktérdir ve Setuksimabin
fayda gorecegi grubu 6ngorebilir. Ginimuzde BBK’li olgularda EGFR
hedefli tedavilere cevabi 6ngéren biomarker henlz tanimlanmamigtir (68).

Bas Boyun Kanserlerinde EGFR inhibitorleri

Setuksimab

Geleneksel KT ve RT yontemleriyle elde edilen tedavi basarisizligi

ve tumor biyolojisinin anlagiimasi diger kanser tlrlerinde oldugu gibi BBK’de
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de kanser htcrelerine 6zgu geligtirilen molekuler hedeflere yonelik tedaviyi
zorunlu kilmaktadir. EGFR eksprese eden BBK'de 5 yillik sagkalimin
eksprese etmeyen gruba goére daha dusik bulunmasi EGFR’nin BBK'de
hedeflenmesi gereken bir marker oldugunu gostermektedir (69,70).
Setiksimab, tum skuamoz kanserlerde bulunan EGFR ekstraselller
ligandina kompetetif olarak baglanan IgG monoklonal antikorudur. insan bas
boyun timor hicre serilerinde EGFR monoklonal antikorlar’nin doza bagimli
olarak hucre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (71). Kemoterapotik
ilaglarla birlikte uygulandiginda en azindan additif etki sagladiklar, RT ile
birlikte uygulandiklarinda da akselere repopulasyonun engellenmesi
suretiyle radyoduyarlastirici  etki gosterdikleri  belirtimektedir. EGFR
inhibitérleri hicre siklusunda G1 ve S safhalarinda arrest olusturup,
anjiogenez inhibisyonu ile ve RT'ye bagh DNA hasarinin tamirini inhibe
ederek radyoduyarlastirici etki yaparlar. BBK’de EGFR inhibitorleriyle yapilan
calismalar celigkili sonuglar vermektedir. Faz 3 bir calismada haftalik
Setuksimab ile uygulanan RT, tek basina uygulanan kuratif RT'ye gére LK ve
GS artirmigtir (72). RTOG 0522 Faz Il galismasinin 2011 erken sonuglarina
gore ise kemoradyoterapi (akselere RT kullaniimig) ve Setiiksimab ile tedavi
edilen LIBBK'li olgularin, sadece kemoradyoterapi alan kol ile
kargilastirildiginda progresyonsuz sagkalim ve GS oranlarinda anlamli bir
artis raporlanmamistir.

BBK'li olgularla yapilan faz 1 c¢alismalarda, platin ajanlari, 5-
fluorourasil ve RT'ye eklenen Setuksimabin toksisiteyi arttirmadigi
gOsterilmigtir. Siddetli akneiform dokuntller en sik goérlilen yan etkisidir.
Setiksimab, 2009 National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
Onerilerinde maxiller, etmoid sinus, dudak, oral kavite, orofarenks,
hipofarenks, glottik, supraglottik larenks ve unrezektabl nazofarenks
kanserinde kombinasyon tedavisinde veya tek ajan olarak kullanilacak
ajanlara eklenmistir. Onerilen sema 400 mg/m? yiikleme dozunu takiben, 250
mg/m? haftalik idame doz uygulamasi seklindedir.

Genetik ve Molekuler Biyolojideki gelismeler her bir kanser
olgusunun kendi icinde tasidigi  klinik ve molekuler ayrintilari ortaya

cikararak klinisyenlere farkli tedavi yaklagsimlari kazandirmakta ve takipte
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kullandigimiz parametrelerde cesitliligi artirmaktadir. Biz de LiBBK'de
tedavide yol gosterici olabilecegini ve takipte kullanilabilecegimizi
disundigumuz biyobelirteclerle bu yaklasima katkida bulunabilmeyi
hedefledik.
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GEREC VE YONTEM

Bu calismada Agustos 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakiltesi Muammer A§im Radyoterapi Merkezi'ne bagvuran
ve lokal ileri evre (Elll- EIV) BBK tanisiyla kemoradyoterapi uygulanan 26
olgu, GS ve hastaliksiz sag kalim Uzerine etkili olabilecek kisisel, tumoral,
hastalikla iligkili, tedaviyle iligkili 6zellikler ve molekuler 6zellikler ele alinarak
degerlendirildi.

Kisisel 6zelliklerden; yas, cins, timoral 6zelliklerden; evre, histolojik
grade, histolojik tip, timor ¢api, lenf nodu durumu, timor yerlesimi, perinoral
invazyon, hastaliga ait Ozelliklerden; hastalik progresyonu, metastaz,
tedaviye ait 6zellikler; RT sonrasi KT alip almamasi, kurtarma cerrahi yapilip
yapillmamasi, es zamanh KT alip almamasi, molekiler 6zelliklerden EGFR,
survivin, CK19 ve CK20'nin tumor dokusunda, RT Oncesi ve sonrasi kanda
eksprese olup olmamasi parametreleri incelendi. Kadin /erkek orani 3/23,
ortanca yas 56,5 (38-75) yildi. Primer yerlesim yeri olarak olgularin 16’si
(%61,5) Larenks disi, (1'i tukruk bezi, 1’i hipofarenks, 2'si maksiler sinus, 2’si
orofarenks, 5’1 nazofarenks, 5'i oral kavite), 10'u (%38,5) larenks
yerlesimliydi. Histolojik olarak skuamoz hucre kanserli 19 (%73,1), adenoid
kistik karsinom tanili 2 (%7,7), undiferansiye karsinom tanili 5 (%19,2) olgu
vardi. Olgularin 2’si (%2) grade 1, 11'i (%42,3) grade 2, 10’u grade 3 (%38,5)
olup, c¢ikarilan ornekte materyal ¢ok kiiguk oldugu igin karsinoma insitu olarak
raporlanan 1 (%3,8) olgu vardi. Evrelemede TNM evrelemesi kullanildi.
Olgularin 2’si (%7,7) T2, Qu (%34,6) T3, 14’4 (%53,8) T4 olup, olgulardan
birinin T evresine mevcut kayitlardan ulasilamadi. Niks saptanan 2 olgu
istatistik analizde T4 evresine dahil edildi. NO olgu sayisi 10 (%38,5), N1
olgu sayisi 4 (%15,4), N2 olgu sayisi 10 (%38,5), N3 olgu sayisi 2 (%7,7) idi.
Evre 3 olan 6 (%23,1), Evre 4 olan 20 (%76,9) olgu vardi. Olgularin 10’u
(%38,5) postoperatif, 16’s1 kuratif RT aldi. 7 olgu Neoadjuvan KT (Cisplatin,
Docetaksel, 5-Fluorourosil, TPF kuru), 24 olgu es zamanli KT (Cisplatin 40
mg/m2, Cisplatin 25 mg/m?-Docetaksel 15 mg/m?, Cisplatin 75mg/m?3-5-

Fluorourosil, Setiiksimab 250mg/m2, Taxoter 25mg/mz2, Taxoter- Karboplatin)
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aldi (Tablo-1). Calismaya dahil edilen olgulardan cerrahi sirasinda alinarak,
histolojik ve patolojik ozellikleri degerlendirilmis ve parafine gomulu olarak
arsivlenmis olan timor ve normal doku érneklerinde EGFR, CK19 ve CK20
gen ekspresyon duzeyleri arastinldi. Tumor dokusunda EGFR, CK19,
CK20’den asir1 eksprese olanlarin disinda normal eksprese olanlar da pozitif
kabul edildi. RT baglangicindan o6nce ve RT bitiminden sonra tgincu ayda
periferik kanlarinda RT-PCR’la bakilan EGFR, CK19 ve CK20 genlerinin
ekspresyonlari i¢in sifirin digindaki herhangi bir deger pozitif kabul edilirken,
survivin igin 0,2’ nin Uzeri pozitif kabul edildi.

Calismaya dahil edilen olgular genetik ¢calismalar ile ilgili agiklamalari
iceren génilli olur formu ile bilgilendirildi. Calisma igin Uludag Universitesi
etik kurulundan 2011-3/1 sayi ve 20.12.2011 tarihli toplantida onay alindi.
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Tablo-1: Olgularin demografik, klinik ve histopatolojik 6zellikleri

Ozellik Sayl (% deger) | Ozellik Sayi (%deger)
Cinsiyet T Evresi

Kadin 3 11,5 2 2 7,7
Erkek 23 88,5 3 9 34,6
Yas 4 14 53,8
40 yas ustu 25 Bilinmeyen 1 96,2
40 yas alti 1 N Evresi

Primer tumor bolgesi 0 10 38,5
Larenks 10 38,5 1 4 15,4
Larenks digl 16 61,5 2 10 38,5
Histopatolojik 3 2 7,7
SCC 19 73,1 Neoadjuvan Kemoterapi

Adenoid Kistik Ca 2 7,7 aldi 7 26,9
Undiff 5 19,2 almadi 2 7,7
Perinéral invazyon bilinmiyor 17 65,4
Var 6 23,1 Metastaz

Yok 15,4 Var 6 23,1
bilinmeyen 16 61,5 yok 20 76,9
Lenfovaskiiler invazyon RT sonrasi Kemoterapi

Var - aldi 10 38,5
Yok 9 34,6 almadi 16 61,5
bilinmeyen 17 65,4 Evre

Ekstrakapsuler yayilim 3 6 23,1
Var - 4 20 76,9
Yok 9 34,6 Hastalik Progresyonu

Bilinmeyen 17 65,4 Gelisti 6 23,1
Grade Geligmedi 20 76,9
yi diff 2 7.7 Kurtarma Cerrahisi

Orta diff 11 42,3 aldi 2 7,7
Az diff 10 38,5 almadi 24 92,3
Adenoid kistik Ca 7,7 Tumor progresyonu

Bilinmeyen 3,8 Gelisti 7 26,9
Timor Gapi Gelismedi 19 73,1
4 (n alti 11,5

4 Un Ustl 6 23,1

Bilinmeyen 17 65,4

RT: Radyoterapi

T: Primer timor

15

N: Bdlgesel lenf nodlari,




Arag ve Geregler

Kullanilan Labarotuvar Cihazlari

e -86°C derin dondurucu (NUVE DF 490)
e -20°C derin dondurucu (ARCELIK)
e -20°C derin dondurucu (BOSCH)
e +4 °C buzdolabi (INDESIT)

e +4 °C buzdolabi (ALASKA)

e Tissue lyser (QIAGEN)

¢ Nano Drop (THERMO)

e Sogutmali santrifij (HERMLE)

e UV kabin (BIOSAN)

e LC480II-RT-PCR (ROCHE)

e Termal Cycler PCR (TECHNE)

e Vorteks (VELP SCIENTIFICA)
Kullanilan Kimyasallar- Kitler

e Red Blood Cell Lyses Buffer (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany)

e BIOstic (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA)
¢ Rneasy FFPE Kit (QIAGEN, Germantown, Maryland, USA)
e RT2 First Strand Kit (SABioscience)

e RT2 PCR Syber Green Master MiX (SABioscience)
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Yontemler

TersTranskriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Gen ekspresyonu icin gereksinim duyulan miktarda dokuyu elde
etmeyi amaglayan yontemdir. Molekuler biyolojide kullanilan bu yontemle
sonuglar immunohistokimyasal yontemlere kiyasla daha kisa zamanda, daha
sensitif ve spesifik olarak alinabilmektedir. Temel mekanizma defalarca
tekrarlanan enzimatik reaksiyonlarla DNA cogalmasini saglamaktir.
Dolagimdan veya tumor dokusundan izole edilen RNA molekulleri, ters
transkriptaz enzimiyle komplementer DNA (cDNA)'ya donasturalir. cDNA
‘dan EGFR, CK19/20 ve Survivin geninin ¢ogaltimasi amaciyla PCR
reaksiyonlari yaptirilir. Bu iglemde 1s1 duzenleyici bir arag (Thermocycler),
kitler, kimyasal boyalar kullanilir. Optimizasyon igin ek yontemlere ihtiyag
duyulur (melting curve). Olusan Urun miktariyla orantili olarak artan floresan
Isimalar ve problarin verdigi sinyal, reaksiyon boyunca es zamanl (real-time)
olarak kaydedilir ve bilinen standart oranlara kiyaslanarak o&lgllebilen bir
deger elde edilmeye calisilir.

1. Parafine gémult dokulardan RNA izolasyonu

Hastalara ait parafine gomuli timoér ve normal dokulari,
deparafinizasyon islemi icin BlOstic (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA) ile
muamele edildi. Daha sonra %100 etanol ile yikama gergeklestirildi. Parafini
uzaklastirlmis dokularda total RNA izolasyonu icin Rneasy FFPE Kit
(QIAGEN, Germantown, Maryland, USA) kullanildi.

2. Kandan RNA izolasyonu

Hastalara ait periferik kan oOrnekleri Red Blood Cell Lyses Buffer
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) ile yikanarak lenfosit izolasyonu
gerceklestirildi. Daha sonra, High Pure RNA lzolasyon Kit (Roche
Diagnostics) kullanilarak lenfositlerden total RNA izolasyonu gerceklestirildi.

3. Total RNA’nIn kalitesinin dlgimu

Gerek periferik kandan gerekse parafine gomualu timor ve normal
dokularindan elde edilen total RNA'larin yogunlugu ve safligi NanoDrop 2000

Spektrofotometre (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA) ile dl¢uldi.
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0D260/0D280 deki optik dansitesi ~1,8 olan ve yogunlugu 200-400 ng/pul
olan RNA ornekleri segilerek ¢calisma grubuna dahil edildi.

4. cDNA sentezi

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi icin RT2 First Strand Kit
(SABioscience) kullanildi. Her bir cDNA sentezi icin 5 pg RNA kullanildi. iki
asamada gergeklestirilen cDNA sentezinin birinci agamasinda 2-8 pl RNA, 2
ul GE, 6-0 uL H2O’dan olusan karisim otomatik i1s1 déngu cihazinda 42°C’de
5 dakika tutulduktan sonra 1 dakika buzda bekletildi. ikinci asamada 4 pl
BC3, 1 ul P2, 2 ul RE3, 3 pl H20 karigimi ilk karigimin igine eklendi. 42°C’de
15 dakika, 95°C’de 5 dakika tutuldu. (Kisaltmalar; GE: 5X gDNA Elimination
Buffer, BC3:5X Ters Transkriptaz Buffer3 H20O: Rnase-free H20, P2:
Primer and Eksternal Kontrol Karisim, RE3: Ters Transkriptaz Enzim
Karisimi 3) Elde edilen cDNA’lardan EGFR, Survivin, CK19 ve CK20 igin
spesifik primerler kullanilarak hastalarin periferik kan, timér ve normal
dokularindaki mRNA ekspresyon duzeyleri belirlendi. 1ul Primer, 12,5 ul RT2
PCR Syber Green Master MiX, 1ul cDNA, 10,5ul ddH20’dan olusan karisim
96 kuyulu yukleme plate’inde dagitildi. LC 480 cihazinda gergeklestirilen
PCR’In denaturasyon agsamasinda 95°C’de 10 dakika 1 dongl, amplifikasyon
asamasinda 95°C’de (Her 72°C’de single florasan okuma yapildi) 15 saniye
40 dongu, 60°C’de 1 dakika tutuldu. Erime egrisinde 95°C’den 65°C'ye
devamli okuma yaptirildi.

Tamor ve normal dokularin ekspresyon sonuglarinin
kargilastiriimasinda AACT metodu kullanildi. Bu metod timor ve normal
dokularin ekspresyon sonuglarinin  kargilagtirlmasina dayanmaktadir.
Boylelikle mRNA ekspresyonundaki degisimler oransal olarak belirlendi.

Tedavi

RT simulasyonu oncesi hastalar skopi altinda supin pozisyonunda,
bas alti kdpugu ve termoplastik maske ile sabitlenmigti. Oral kavite kanserli
hastalarda dil stabilizasyonu i¢in dil basacagi kullaniimisti. Bilgisayarli
tomografide 3-5 mmlik kesitlerle alinan goruntuler bilgisayarli RT planlama
sistemine (CMS XiO bilgisayarli planlama unitesi) aktarihp RT voliimleri
tanimlandiktan sonra yapilan sanal simullasyonu takiben elde edilen dijital

radyoterapi alanlari, konvansiyonel radyoterapi simulatérinde (Siemens
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Mevasim-S) kontrol edilerek, termoplastik maske Uzerine isaretlenmisti.
Karsilikl paralel alanlar 1,8-2Gy/fx dozunda 46 Gye dek 6 MV foton
Isinlariyla i1sinlandiktan sonra medulla spinalis korumasi yapilarak 50 Gy’e,
koruma yapilan posterior boyun ise uygun enerjideki elektronla 50 Gy’e
tamamlanmisti. Definitif RT/Radyokemoterapide 50 Gy sonrasi primer tumor
ve cevresindeki 2 cm’lik alan 63-75 Gy’e dek c¢ikilip, (postoperatif hastalarda
total doz 60-67 Gy) tutulu lenf nodu yoksa boyun 50 Gyde birakilmigti. Tutulu
lenf nodu <3 cm ise, tutulu lenf nodlarina ek doz (boost) verilerek 60-66 Gy’e
tamamlanmisti. On alan (supraklavikuler alan) 46 Gy'de kesilmisti.

izlem ve Toksisite Degerlendirmesi

Tedavi sonrasi olgular ilk alti ay ayda bir, ikinci alti ay iki ayda bir
endoskopik muayene ile izlenmisti. RT sirasinda olgulara haftalik tam kan
sayimi yaptirilirken izlemlerde RT'ye bagli erken ve geg¢ etkiler
(RTOG/EORTC kriterlerine gore) kaydedilmisti

istatiksel Degerlendirme

Hastaya ait faktorler; cinsiyet, yas, patolojik 6zellikler; evre, histolojik
grade, histoloji, timoér ¢api, lenf nodu durumu, timor yerlesimi, perinodral
invazyon olup olmamasi, hastaliga ait faktorler; timor progresyonu, hastalik
progresyonu, metastaz, molekuler faktdrler; EGFR, CK19/20, Survivinin
tedavi Oncesi ve sonrasi kandaki ekspresyon durumu, timoér dokusu
ekspresyon analizleri, tedaviye ait 0zellikler; neoadjuvan, adjuvan ve
eszamanh KT alip almamasi, kurtarma cerrahi yapilip yapilmamasi olarak
degerlendirildi.

istatiksel degerlendirmede SPSS16.0 (Statistical Package for the

Social Sciences, Chicago,IL) istatistik paket programi kullanildi. Sagkalim
analizleri “medcalc” ve “Kaplan meier” istatistik programlarinda
degerlendirildi. Verinin normal dagihm gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk
testi ile incelendi. Normal dagilmayan veri igin iki grup karsilagtirmasinda
Mann-Whitney U testi kullanildi. Bagimli érneklemlerin karsilastiriimasinda
Wilcoxon isaret sira testi kullanildi. Markerlarin her birinin birbiriyle periferik
kanda RT 0Oncesi expresyonlarini karsilastirmada, yine RT sonrasi periferik
kandaki ekspresyonlarini birbiriyle karsilastirmada, her markerin RT dncesi

ve RT sonrasi expresyonlarini karsilastirmada, timoér dokusu ile kan
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degerleri arasindaki ekspresyonlarini karsilastirmada Pearson korelasyon ve
Spearman korelasyon katsayilari kullanildi. Periferik kanda RT 6ncesi ve
sonrasinda sirkile gen ekspresyonlarinin karsilastirlmasinda ve kategorik
verinin incelenmesinde Fisher’'in Kesin Ki-kare testi kullanildi. Tek degiskenli
analizlerde sagkalim analizi, “Kaplan-Meier” yontemi kullanilarak “Log-rank”
testi ile yapildi. Cok degiskenli analizlerde genel sagkalimi ve hastaliksiz
sagkalimi etkileyen prognostik faktorler ise Cox regresyon modeli ile
belirlendi. istatistiksel anlamlilik p<0,05 kabul edildi.
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BULGULAR

Olgularin ortanca izlem siresi 18 ay olup (3-26 ay) izlem suresi
icinde 2’si larenks, 5’i larenks digi yerlesimli yedi olguda (%26,9) primer
tumorde progresyon, 2’si larenks, 4’U larenks disi yerlesimli (1 olgu maksiller
sinds, 3 olgu nazofarenks) alti olguda (%23,1) metastaz gelismisti. Yineleme
sonrasli kurtarma tedavisi yapilan larenks tUmaorll olguya total larenjektomi ve
boyun diseksiyonu sonrasinda ekstrakapsuler yayilim nedeniyle Cisplatin ve
5-Fluorourasil KT’si, oral kavite tumorlu diger olguya ise total glossektomi
uygulanmigti. Takip sirasinda 6 olgunun l'inde (%23,1) kemik, 2'sinde
akciger, 4’Unde karaciger metastazi gelismisti. Karaciger metastazi nedeniyle
KT alan olgulardan birine metastazektomi, kemik metastazi gelisen diger
olguya 30 Gy palyatif RT uygulanmigti. Olgularin 26'sinda RT oncesi alinan
kanlardan gercgeklestirilen RT-PCR analizi sonucunda 6 olguda (%23,1),
EGFR ekspresyonu, 4 olguda (%15,4) CK19 ekspresyonu, 1 olguda (%3,8)
CK20 ekspresyonu, 1 olguda (%3,8) survivin ekspresyonu saptanirken,
RT'den u¢ ay sonra EGFR ekspresyonu pozitif olan 1 (%3,8), CK19
ekspresyonu olan 3 (%11,5), CK20 ekspresyonu olan 4 (%15,4) olgu vardi.
RT sonrasi higbir olgunun periferik kaninda Survivin ekspresyonu pozitif
bulunmadi. Toplam 17 olguda timoér dokusunda ekspresyon analizi
gerceklestiriimis olup, 5’inde (%19,2) EGFR ekspresyonu, 8’inde (%30,8)
CK19 ekspresyonu, 1'inde (%3,8) CK20 ekspresyonu mevcuttu . Olgularda
yasin, cinsiyetin, T ve N evresinin, histolojik grade’in, histolojik tipin, timor
yerlesiminin, hastalik ve timor progresyonunun, metastazin, neoadjuvan, es
zamanli ve adjuvan KT alip almamasinin, kurtarma cerrahisi yapilip
yapllmamasinin, EGFR, Survivin, CK19 ve 20 ekspresyonu ile iligkisi
Sperman korelasyon testi kullanilarak degerlendirilmigstir. Klinik ve histolojik
parametrelerle, RT 6ncesi, RT sonrasi ve timor dokusunda olcilen EGFR,
CK19, CK20, Survivin ekspresyonlari arasinda anlamli bir iliski bulunamadi.
Veri sayisi az oldugu igin kurtarma cerrahisi, es zamanl KT, tumor ¢api ile
ilgili parametrelerle kan ve timér dokusunda bakilan markerlar arasinda

kargilastirma yapilamadi. Larenks yerlesimli olgularda RT &ncesi EGFR
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ekspresyonu daha fazla gozlenirken (%50) ,larenks digi yerlesimlilerde ise bu
oran %6,3 olarak bulundu (p=0,018). Grade ile RT sonrasi CK19 arasinda
orta diuzeyde iligki saptandi (p=0,012). Metastaz gelistiren her iki larenks
kanserli olguda da CK19’un timoér dokusunda pozitif oldugu saptandi.
Pearson korelasyon analizine gére RT 6ncesi periferik kanda sirkile
olarak bulunan genlerin ekspresyonlarinin birbirleri ve tumor dokusundaki

ekspresyonlari arasinda anlamli bulguya rastlanmadi (Tablo 2-3).

Tablo-2: RT oncesi periferik kanda sirkile olarak bulunan genlerin
ekspresyonlari arasindaki korelasyon analizi

Korelasyon aranan genler Pearson Korelasyon p
EGFR ve CK19 -0,056 0,8
EGFR ve CK20 -0,047 0,83
EGFR ve Survivin -0,067 0,76

CK19 ve CK20 -0,053 0,81
CK19 ve Survivin -0,075 0,73
CK20 ve Survivin -0,055 0,8

CK19: Sitokeratin19, CK20: Sitokeratin20, EGFR: Epidermal Growth Factor
Reseptori
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Tablo-3: Sirkile genlerin radyoterapi oOncesi periferik kanda ve timor
dokudaki ekspresyonlari arasindaki korelasyon analizi

Korelasyon aranan genler
Pearson Korelasyon p
RT oncesi periferik kan | Tumor doku

EGFR EGFR -0,066 0,8
CK19 CK19 -0,096 0,713
CK20 CK20 a >0,0001
EGFR CK19 -0,081 0,756
EGFR CK20 -0,065 0,806
CK19 EGFR -0,116 0,658
CK19 CK20 -0,076 0,771
CK20 CK19 a >0,0001
CK20 EGFR a >0,0001

CK19: Sitokeratinl9 CK?20: Sitokeratin20
Factor Reseptori RT:Radyoterapi

dolay! hesaplanamaz.

EGFR: Epidermal Growth

a: Degerlerden birisi degismez oldugundan

RT sonrasi periferik kanda saptanan CK19 ve CK20 arasinda
korelasyon bulundu (p=0,049) (Tablo-4).
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Tablo-4: RT sonrasi periferik kanda sirkile olarak bulunan genlerin
ekspresyonlari arasindaki korelasyon analizi

Korelasyon aranan genler Pearson Korelasyon p
EGFR ve CK19 -0,061 0,776
EGFR ve CK20 -0,065 0,764

EGFR ve Survivin -0,134 0,533
CK19 ve CK20 ,407* 0,049

CK19 ve Survivin -0,113 0,6

CK20 ve Survivin 0,04 0,853

CK19: Sitokeratinl9 CK20: Sitokeratin20 EGFR: Epidermal Growth Factor
Reseptoru

RT o6ncesi EGFR ekspresyonu ile RT sonrasi EGFR ekspresyonu
arasinda sayl az oldugu igin bir karsilastirma yapilamamasina ragmen 5
olguda RT oncesi tumoér dokusunda ekspresyon saptanan EGFR’nin RT
sonrasinda kanda saptanamadigi gozlendi (p=0,068). RT oOncesi ve RT
sonras! kanda olgulen Survivin diuzeyleri arasinda da anlamlilik mevcuttu
(p=0,028) (Tablo-5).
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Tablo-5: RT oOncesi ve RT sonrasi kanda sirklle olarak bulunan genlerin
ekspresyonlari arasindaki korelasyon analizi.

Korelasyon aranan genler Pearson Korelasyon p
RT Oncesi RT Sonrasi
EGFR EGFR -0,047 0,832
CK19 CK19 -0,074 0,73
CK20 CK20 0,048 0,823
Survivin Survivin ,432* 0,028
EGFR CK19 -0,066 0,764
EGFR CK20 -0,07 0,751
EGFR Survivin 0,06 0,787
CK19 EGFR -0,042 0,844
CK19 CK20 -0,079 0,715
CK19 Survivin -0,128 0,553
CK20 EGFR -0,043 0,84
CK20 CK19 -0,061 0,776
CK20 Survivin -0,195 0,361
Survivin EGFR -0,05 0,816
Survivin CK19 -0,091 0,673
Survivin CK20 -0,018 0,932

CK19: Sitokeratinl9 CK20: Sitokeratin20 EGFR: Epidermal Growth
Faktor Reseptéri  RT: Radyoterapi
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Fisher'in kesin testine gore CK19, CK20 veya EGFR pozitif olan

olgular birlikte degerlendirildiginde anlamlilik bulunmadi (Tablo-6).

Tablo-6: Periferik kanda radyoterapi oncesi ve sonrasinda sirklle gen
ekspresyonlarinin karsilastiriimasi

CK19, CK20 veya EGFR (+) olan olgu sayisi
istatistiksel analiz | p

RT O6ncesi RT sonrasi

2 (7,69 %) 7 (%26,9) Fisher kesin Test 1

CK19: Sitokeratin19 CK?20: Sitokeratin20 EGFR: Epidermal Growth
Faktor Reseptéri  RT: Radyoterapi

Log rank ve med calc istatistik analiz yontemiyle degerlendirilen
EGFR, CK19, CK20 ve Survivin'in kandaki ve tumor dokudaki pozitifliginin

GS Uzerindeki etkileri istatistiksel anlamli bir dedere ulasmadi (Sekil-
1,2,3,4,5,6).

Survival Functions
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Sekil 1: RT dncesi Logrank Testi ile bakilan EGFR ile GS iligkisi
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Survival Functions
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Sekil 2: RT 6ncesi Logrank Testi ile bakilan EGFR, CK19/20 ile GS iligkisi

RT o6ncesi EGFR regulasyonu
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Sekil-3: RT 6ncesi Medcalc Analizi ile bakilan EGFR ile toplam sagkalim
iliskisi
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RT oncesi periferik kan
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EGFR
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Sekil-4: RT 6ncesi Medcalc Analizi ile bakilan EGFR ile GS iligkisi

RT éncesi periferik kan

100 + P = 0,3403
—_ CK19
£ g0 —— pozitif
= -=== negatif
5
i 60 -
£
@
= 40 4
4]
(¥ ]
= 20 A
)

D L] L] L] -___I _____ l__

10 = 20 25 30 35
Takip Siiresi (ay)

Sekil-5: RT 6ncesi Medcalc Analizi ile bakilan CK19 ile GS iligkisi
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RT oncesi periferik kan (p=0.1844)
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Sekil-6: RT 6ncesi Medcalc Analizi ile bakilan EGFR, CK19, 20 ile GSK
iliskisi.

Degerlendirmenin yapildigi Eylll 2012’de olgulardan 22’sinin (%84,6)
hayatta oldugu ve 4’Unun (%15,4) kaybedildigi saptandi. Ortalama GS 19 ay
(10-38), hastaliksiz sagkallm 20 ay (3-24) olarak bulundu. Kaybedilen
olgularin hastaliga bagl nedenlerle kaybedildigi belirlendi. Olgularin Ggunde
2. primer tumor olarak mesane, hodgkin lenfoma ve papiller tiroid kanseri
mevcuttu. Papiller Tiroid kanserli olgunun tanisi ilkiyle ayni zamanda
konmustu.

GS ve hastaliksiz sagkalimi etkileyebilecek klinik, patolojik ve
molekuler ve tedaviyle iligkili karakteristikler —arasinda yapilan
degerlendirmede cinsiyet, grade, lenf nodu evresi (N), timor ¢api, tUmor
histolojisi, es zamanh KT alip almama, kurtarma cerrahisi yapilip
yapiimamasi, lenfovaskuler invazyon, perinoral invazyon varligi veya yoklugu
gibi risk faktorleriyle iligkili veri sayisi yetersiz oldugu icin karsilastirma
yapilamadi. Evre (p=0,861), metastaz varligi (p=0,112), T evresi (p=0,201),
primer tumor yerlesim vyeri (p=0,540), hastalik progresyonu geligtirip
geligtirmeme (p=0,112) yonunden anlaml fark saptanmadi. RT sonrasi KT
alanlarda GS etkilenmezken (p=0,083), larenks digi yerlesimli olgulardan RT

sonrasi KT alanlarda hastaliksiz sagkalimda anlamli oranda artis gozlendi
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(p=0,013) (24 aya 21 ay). Hastaliksiz sagkalim ve GS etkileyen risk faktorleri
Cox regresyon ile incelendiginde anlamli bir risk faktort bulunamadi.
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TARTISMA VE SONUG

Ginimiizde LIBBK tedavisinde standart olarak kullanilan yéntem
cerrahi, kemoradyoterapi ve/veya Setilksimab tedavisidir. ileri evre larenks
ve hipofarenks kanserinde  organ koruyucu yaklasim yasam Kkalitesi
acgisindan oOncelikli olarak tercih edilmekte ve cerrahi, kurtarma tedavisine
birakilmaktadir. YUksek oranda larenks infiltrasyonu ya da kikirdak invazyonu
gibi cerrahi sonrasi yuksek risk faktorlerinin varliginda, inoperabl hastalikta
ve organ Kkoruyucu tedavinin planlandigi durumlarda es zamanl
kemoradyoterapi altin standarttir (73,74). Setuksimab bir rekombinant kimerik
anti-EGFR monoklonal antikorudur. Yineleyen ya da metastaz yapan LIBBK
tedavisinde platin tabanli KT ve 5-Fluorourasil ile kombine olarak
kullaniimaktadir. Ayrica, platin tabanli KT’nin basarisizliginda Setlksimab tek
basina kimyasal ajan olarak verilebilmektedir (20).

GUnumuzde uygulanan tedavi yontemleri BBK hastalarinin
tedavisinde yetersiz kalmakta olup ortalama sag kalim orani %65
civarindadir (75). 5 yilhk GSK oranlari larenks kanserinde %50-56 iken,
nazofarenks kanserinde %35-57, hipofarenks kanserinde %24-%36, tukrik
bezi karsinomlarinda %27-47, paranasal sinus tumorlerinde %27-40 arasinda
bildirilmigtir (76). Lokal ileri evre orofarenks karsinomlarinda 2 yillik SK %20-
55 arasindadir. Lenf nodu tutulumu olmayan Retromalar trigon, sert damak,
ust gingiva ve bukkal mukozanin ilerlemis lezyonlarinda kuratif RT ile %80-
90 LK saglanirken, dil 6n kismi,adiz tabaninin ilerlemis lezyonlarinda ise bu
oran %65-70dir.

BBK'nin yasa gore gorulme sikhgi, 5-7. dekatlar  arasinda
yogunlagsmaktadir. Cinsiyet agisindan incelendiginde kadin ve erkek arasinda
sagkalim acisindan istatistiksel olarak anlamli fark olmamakla birlikte
hipofarenks, larenks, nazofarenks, parotis tumdrlerinin genclerde ve
kadinlarda daha iyi prognozda oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur (25).
Calismamizda cinsiyetin ve yasin GS ve hastaliksiz sagkalim Uzerine anlamli

etkisi saptanmadi.
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Evre, lenf nodu metastazi, timdr ¢api, perindral invazyon, vaskuler
invazyon varligi ,yerlesim yeri, histolojik tip, grade gibi tumorle iligkili faktorler
LIBBK'li olgularda prognozu belirlemede énem tasir. Oral kavite kanserinde
invazyon derinligi, tGmor capi lenf nodu yayilim riskine etki eder (28).
Tukruk bezi kanserlerinde histolojik tipin bagimsiz prognostik faktor oldugu
gOsterilmigtir. DUguk grade’li kanserlerde 5 yillik SK %80-90 iken adenoid
kistik karsinom, yuksek grade’li mukoepidermoid karsinom, malign mikst
tumorde %20’ye kadar duger. Nazofarenks kanserinde prognozu en iyi olan
grup keratinize SCC'dir. Nazofarenks kanserinde mastikator bogluk ve tani
aninda kranial sinir tutulumu da kotlu prognozla iligkili bulunmustur (32).
Hipofarenks kanserinde postkrikoid ve posterior farenks duvari yerlesimli
olanlar, piriform sinds ve aryepiglottik fold timdrlerine gére daha koti
prognoz gosterirler. Larenks kanserinde ise yerlesim yerine gore glottik
bdlge tumorlerinde 5 yillik sagkalim %80, supraglottik icin %65, transglottik
icin %50, subglottik icin %40 olarak saptanmistir. Bizim c¢alismamizda
tumorle iligkili faktorlerle GS ve hastaliksiz sagkalim arasinda anlamli bir
korelasyon saptanmadi.

Tedaviyle iligkili faktorlerden RT dozu, toplam RT suresi, RT teknigi
tumor kontrolunde onemli tedaviyle iligkili faktorlerdir (34). Es zamanl
KemoRT’nin RT'ye gore LK ve GS’da daha etkili oldugu bilinmektedir (21).
Lokal ileri hastalikta KT'nin RT'den 6nce veya sonra uygulanmasina kiyasla
eszamanl verilmesi ile hem LK oranlarinda artis, hem de sag kalim avantaji
gosterilmigtir. 2000 yilinda yayinlanan Pignon meta-analizinde 5 yillik sag
kahmda % 8 oraninda artis bildirilmistir. indiiksiyon KT’sini takiben
kemoradyoterapi ve sadece kemoradyoterapiyi karsilastiran randomize
caligmalar halen devam etmektedir. Calismamizda tedavi sekli ve KT
kullanimi ile GS ve hastaliksiz sagkallm arasinda anlamli bir iligki
gosterilemedi.

Ayni yerlesim yerine sahip olup ayni tedaviyi alan, ayni evredeki
tumorlerde elde edilen farkli sonuglar farkli prognostik 6zelliklere sahip alt
gruplarin belirlenmesi ihtiyacini dogurmustur. Bu amagla LIBBK'de hastaya,
timore ve uygulanan tedaviye ait prognostik faktérler tanimlanmakla birlikte

bunlarin tedaviyi yonlendirmede yeterli oldugunu sdylemek olanaksizdir.
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Prognozu ongdérmede kullanilabilecek yeni prediktif etmenlerin bilinmesi
uygun tedavi seciminde yardimci olabilecektir. Boylece RT'ye direngli
olabilecek olgular baslangicta cerrahi tedaviye yonlendirilerek, tedavinin
optimizasyonu ve gereksiz RT uygulamalari dnlenebilecektir.

Uygulanan standart tedavi yontemlerine cevap vermeyen olgular igin
alternatif yontemlere duyulan ihtiyagtan dolayr ginimuzde gergeklestirilen
arastirmalarda siklikla molekuler yaklasimlardan yararlanilmaya baslanmistir
(77,78). Setuksimab ile kombine edilmis radyasyon tedavisinden saglanacak
yararda, Setiksimab’in hedef proteini olan EGFR’nin tUmoér dokudaki
ekspresyonunun Onemi arastirilmaktadir. Yapilan c¢alismalar EGFR
proteininin BBK timorlerinin  yaklagik %90’Inda eksprese oldugunu
gOstermistir (78). Ancak yaptigimiz literatir arastirmasina goére Tirk
toplumunda BBK’li olgularda Setiksimab ile kombine radyasyon tedavisinden
saglanacak yararda belirleyici olan EGFR’nin tumor dokudaki ekspresyonunu
arastiran  bir calismaya rastlaniimamigtir.  Ayrica son ddnemde
gerceklestirilen pek ¢ok calismada cesitli kanser tlrlerinde periferik kanda
EGFR gen ekspresyon varliginin bir metastaz belirteci olabilecegi ifade
edilmektedir (63). Bununla birlikte, sirkile tumor hicreleri adi verilen periferik
kanda dolasan, metastatik ozellikli timor hucrelerinde CK19, CK20 ve
survivin ekspresyonlarinin yiksek oldugunu ifade eden calismalar mevcuttur
(78). Ancak Turk toplumuna ait BBK’li olgularda EGFR, CK19, CK20 ve
Survivin'in sirkuale timor hicrelerindeki ekspresyonunu arastiran bir ¢calisma
bulunmamaktadir. LIBBK olgularinin RT dncesi alinarak parafinize edilmig
tumor ve normal dokularinda ve RT dncesi ve sonrasinda alinan periferik
kanlarinda, EGFR, CK19, CK20 ve Survivin gen ekspresyonlarinin
uygulanan RT ‘den saglanacak yarar Uzerindeki etkisini arastirdik.

GUnumuze kadar yapilan arastirmalarda EGFR’nin BBK’li olgularin
blyUk bir gogunlugunda yuksek derecede eksprese oldugu belirtilmistir (36).
Gergeklestirdigimiz calismada 26 BBK olgusuna ait timor dokuda EGFR
ekspresyonu degerlendiriimis ve beklenilenin aksine hastalarin yalnizca
%15,3'Unde bu genin ekspresyonu pozitif olarak belirlenmigtir. EGFR
ekspresyonu gdsteren olgularin %75’i uygulanan tedaviden yarar saglamistir.

EGFR ekspresyonu gobzlenmeyen olgularin ise %540 tedaviden vyarar
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saglayabilmis, %45’'i ise tedaviden vyarar saglayamamigtir. Calisma
grubumuza dahil edilen olgularda EGFR ekspresyonunun yuksek oranda
gorulememesi ve EGFR ekspresyonu negatif olan olgularin tedaviye
verdikleri cevaplarin birbirinden farkh olmasi, bazi olgularin  tGmor
dokularinda EGFR mutasyonu tagiyor olabilecegini dusundirmektedir.
LIBBK olgularinda EGFR ekspresyonunun Setiksimab ve kemoterapotik
ajanlarla kombine edilmis RT’ye verecekleri cevapla ilgili istatistiksel olarak
anlaml bir bulguya sahip olunabilmesi i¢in galismaya dahil edilen vaka sayisi
arttinlmali ve EGFR gen ekspresyonu negatif olan olgularda, RT ve ila¢
direncliligine yol actigi bilinen EGFR gen mutasyonlarinin varhgi
arastiriimahdir.

RT Oncesi ve sonrasinda periferik kandan gergeklestirdigimiz EGFR
ekspresyon analizi sonucunda ise olgularin %18,5’inin periferik kaninda
EGFR ekspresyonu gozlenirken, RT sonrasi olgularin higbirinde EGFR
ekspresyonu gozlenmemigstir. Bu nedenle, yalnizca EGFR gen ekspresyonu
g6z onunde bulundurularak RT’nin metastaz potansiyeli tGzerindeki etkisi
degerlendirildiginde, EGFR pozitif olan olgu sayimizin azligindan dolayi
istatistiksel bir analiz yapilamamis olmasina ragmen, periferik kaninda EGFR
ekspresyonu yiksek olan olgularin RT sonrasi metastaz potansiyelinin
azalacagi dusunulebilir. Ancak, EGFR geni ekspresyonu periferik kanda bir
metastaz belirteci olarak degerlendiriimesi gereken tek parametre degildir. Bu
nedenle RT’nin BBK’li olgulardaki metastaz potansiyeli Uzerideki etkisinin
daha dogru sekilde ortaya konabilmesi igin diger metastaz belirtegleri olan
periferik kanda sirkule olarak dolasan tumor belirteclerinin RT 6ncesi ve
sonrasindaki ekspresyon analizlerinden elde ettigimiz veriler, EGFR gen
ekspresyonu analizlerinden elde ettigimiz bulgular ile birlikte ele alinarak
degerlendirildi.

CK gen ailesi epitelyal hiicrelerde eksprese olan bir timor belirteci
grubudur. Bu genlerin pek ¢cok kanser turtinde periferik kandaki ekspresyonu
hastaligin metastatik potansiyeline isaret etmektedir (63). Bu gen ailesine
mensup bir ara filaman proteini olan CK19’'un gen ekspresyonu, meme ve
kolon kanseri gibi hastaliklarda periferik kanda sirklle tumoér hucresi
taramasinda bir biyobelite¢ olarak kullaniimaktadir (79,80). BBK
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hastalarinda CK19 gen ekspresyonunun varhgini aragtiran ginumuze kadar
uc galisma gercgeklestiriimigtir. Bu calismalardan ikisinde CK19 varlhigi kemik
iligi  hacrelerinde arastiriimigtir.  Wollanberg ve arkadaslari yaptiklari
calismada olgularin %30.7’sinde kemik iliginde CK19 gen ekspresyonu
saptamiglardir ve bu pozitifligin hastaligin nuksu ile iligkili oldugunu ortaya
koymuslardir (81). Andratschke ve arkadaglari ise CK19 ekspresyonu pozitif
olan kemik iligi érneklerinde MHC1 antijeninin ekspresyonun nadir gérilen
kemik metastazlarina yol agabilecegini ifade etmislerdir (82). Zhong ve
arkadaglarinin lokal ileri evre oral skuamoz hucreli olgularda saptadiklari
CK19 ekspresyonunun tumor yinelemesi ve dusuk sagkalimla iligkili
oldugunu goéstermislerdir (39). Calismamizda degerlerlendirilen 26 olgunun
%15.3'Unde RT oncesi periferik kanda CK19 ekspresyonu goézlenmistir. RT
sonras! alinan periferik kandan gercgeklestirilen gen ekspresyonu analizi
sonucunda ise bu olgularin tamaminda CK19 ekspresyonunun down-regule
olmustur. Ayrica galismamizda anlamlilik tagimamakla birlikte metastaz
geligtiren Larenks kanserli iki olgunun ikisinde de timdr dokusunda CK19
pozitifligi saptanmistir. Elde ettigimiz bulgulara gére RT’nin periferik kandaki
CK19 ekspresyonunu inhibe edebilecegini ,larenks kanserli olgularda CK19
pozitifliginin metastaz gelisimi agisindan incelenebilecegini ancak istatistiksel
olarak anlaml veri elde edebilmemiz igin galismamiza dahil edilen olgu
sayisini arttirmamiz gerektigini dusiinmekteyiz.

Calismamiz kapsaminda hastalarin periferik kaninda
degerlendirdigimiz ikinci sirkule tumor hicre belirteci de sitokeratin ailesinin
diger bir Uyesi olan CK20’dir. CK20’de tipki CK19 gibi bir ara filaman
proteinidir ve saglikli bireylerin periferik kaninda eksprese olmaz (83,84).
Periferik kanlarinda CK20 ekspresyonu gozlenen gastrointestinal kanser
olgularinin CK20 ekspresyonu goézlenmeyenlere gore daha kotlu prognoza
sahip olduklari belirlenmistir (83,84). CK20’nin ¢ogunlukla gastrik ve intestinal
epitelde, Urotelyumda ve Merkel hucrelerinde ekspresyon gosterdigi
bilinmektedir. Son donemde Tunca ve arkadaslan tarafindan, Turk
populasyonunda meme kanserli olgularla yapilan bir galismada periferik
kandan CK20 ekspresyonunun meme kanserinde de metastaz ve niks ile

iligkili oldugu ortaya konmustur (63). Mevcut calisma, BBK’li olgularin
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periferik kaninda bir metastaz belirteci olarak CK20 ekspresyonunun
arastinldigi ilk g¢alismadir. Ayrica RT'nin CK20 ekspresyonu Uzerindeki
etkisini arastiran bir ¢alisma literatirde bulunmamaktadir. Bulgularimiza
gore, olgularimizin %3,8’inde tedavi oncesi periferik kanlarinda CK20
ekspresyonu pozitif olarak gozlenmistir. Bununla birlikte, bu olgularin RT
sonrasindaki periferik kanlarinda CK20 ekspresyonunda artis oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle bir metastaz belirteci olarak CK20 gen
ekspresyonunun RT ile inhibe edilemedigi dusunidlmektedir. Ayrica, RT
oncesi ve RT sonrasi periferik kanlarindaki EGFR, CK19 ve CK20
ekspresyonlari birlikte ele alinarak degerlendirildiginde, gergeklestirilen
Pearson korelasyon analizine gore, hastalarda RT sonrasinda gdzlenen
CK19 pozitifligi ile CK20 pozitifligi korelasyon gostermektedir (p=0,049).
Buna gore, RT Oncesinde tumor dokusunda ya da periferik kaninda CK19,
CK20 veya EGFR pozitifligi gozlenen olgular RT alsalar dahi kanlarinda
CK19 ya da CK20 pozitifligi devam edebilecedi dusuniimektedir.
Calismamizda ekspresyonu degerlendirilen diger bir gen olan
Survivin’in BBK de dahil olmak Gzere bir cok kanser tirinde yiksek dizeyde
ekspresyon gosteren, tumorun agresifligi  ve ilag direngliligi ile iligkili olan bir
anti-apoptotik gen oldugu bilinmektedir. 2012 yilinda Khan ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi bir calismada Survivin’in Cisplatin tedavisi ile olan iligkisi
arastinimis ve bu genin yuksek ekspresyonunun, Cisplatin tedavisinde
dirence yol acgtigi ortaya konmustur (8). Bununla birlikte, yiksek Survivin
ekspresyonunun BBK olgularinda RT direncine yol agtig bildirilmigtir (85).
Zhu ve arkadaslari, immunohistokimyasal boyama ydnteminden
yararlanarak, olgularin biyopsi o6rnekleri Uzerinde gercgeklestirdikleri
calismalarinda tumor dokularin % 60,8'inde Survivin ekspresyonunu yiksek
oranda go6zlemlemiglerdir. Ayrica, bu calismada Survivin ekspresyonu,
metastaz ve klinik evrenin, olgularin GSK ile korelasyon gosterdigi ve
Survivin ekspresyonu yuksek olan timdrlerin RT’ye verdikleri cevabin dugsuk
oldugu belirtilmigtir (85). Bu verilerin yani sira, 42 farkh BBK hucre hatti
uzerinde gercgeklestirilen bir galismada apoptozis ile iligkili oldugu bilinen 70
farkli proteinin RT ile olan iliskisi ELISA yénteminden vyararlanarak

arastinimis bu proteinler arasinda yalnizca Survivinin BBK’lerinde RT
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hassasiyeti konusunda belirte¢ olabilecek potansiyele sahip oldugu
saptanmigtir (86). Bu olgularin Paklitaksel ve Oksaliplatin ile kombine edilmis
radyasyon tedavisinden yarar saglayabileceklerini ifade eden calismalar
mevcuttur (87). Ancak, bahsi gegen calismalarin hepsi BBK'li olgularin tumaor
dokularinda gergeklestiriimis calismalardir ve bir metastaz belirteci olan
Survivinin RT Oncesi ve sonrasinda periferik kanda gértlme oranlarinin
arastinldigi  bir c¢alisma literatirde henidz bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda BBK olgularinda RT oncesi ve sonrasindaki Survivin gen
ekspresyonlari RT-PCR yontemi ile arastinimistir. Yapilan istatistiksel analiz
sonucunda elde edilen bulgular, daha 6nce timoér dokuda gergeklestirilen
calismalarin bulgular ile paralellik gostermektedir. Bulgularimiza gére RT
oncesi periferik kanda gozlenen Survivin ekspresyonunun RT sonrasi
g6zlenen survivin geni ekspresyonu ile korelasyon gosterdigi belirlenmistir
(p= 0,028). Bu bulgular bize, periferik kaninda yuksek Survivin ekspresyonu
gOsteren olgularin RT’ye direng goésterebilecegini distndirmektedir. Ayrica
RT sonrasinda periferik kaninda Survivin ekspresyonu yuksek olan olgularin
metastatik potansiyelinin devam ediyor olabileceg@i dusunulmektedir.

Sonug olarak, ¢alismamizin guvenilirliginin arttirilabilmesi igin vaka
sayisinin arttirilmasi ve bulgularimizin ileri protein analizleri ile desteklenmesi
gerekmekle birlikte, gerceklestirdigimiz literatlr arastirmasi ve su ana kadar
elde ettigimiz veriler 1s1ginda periferik kaninda EGFR, CK19, CK20 veya
Survivin gen ekspresyonlarindan birisinde pozitiflik olan BBK olgularinin diger
hastalara gore RT’'den daha az yarar sagliyor olabileceklerini 6ngérmekteyiz.
Bununla birlikte, literatirde, c¢alismamizda degerlendiriimis olan EGFR,
CK19 ve CK20’nin BBK olgularinin metastaz yapma potansiyeli Uzerindeki
belirleyiciligini ortaya koyan c¢alismalar yetersizdir. Calismamizda, EGFR,
CK19, CK20 ve Survivin’in ayri ayri ve birlikte ele alinarak GS Uzerindeki
etkileri degerlendiriimis ancak anlamli bir iligki belirlenememistir (p>0.05).
Ancak gergeklestirilen c¢alismadaki takip suresinin kisaligindan dolayi
metastaz olugsumu ile iligkilendiriimesi gereken diger onemli parametre olan
hastaliksiz sagkalim suresi ile ilgili bir analiz yapilamamistir. BBK’li olgularda

RT’'den saglanacak yararin arttirilabilmesi igin, bahsi gegen genler ve kanda

37



sirkile olarak bulunabilen diger markerlarin metastatik potansiyeli ile ilgili
yapilacak galigmalarin arttinimasi gerektigine inanmaktayiz.
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