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OZET

Periampuller bdlge tumorlerinde erken tani ve prognozun tayini
henlz ¢dzilememis bir problemdir. Bu galismada, son yillarda kesfedilen ve
kanser olusumunda rol oynadidi bilinen bir kodlama yapmayan uzun RNA
olan distal tipteki HOXA transkripti (HOXA transcript at the distal tip-HOTTIP)
‘nin periampuller bolge timoarlerindeki rolinun arastiriimasi amaclanmigtir.

Calismada 2006 - 2014 yillar arasinda Uludag Universitesi Tip
Fakiltesi (U.U.T.F) Genel Cerrahi Anabilim Dali ‘nda periampuller boélge
timorleri nedeniyle cerrahi uygulanan 100 hasta degerlendirildi.
Spesmenlerdeki tumorlt ve tumorsuz dokularda Real-Time PCR yontemi
kullanilarak HOTTIP ekspresyon tayini ve DNA sekanslama yontemi ile
KRAS mutasyon durumu arastirildi. Elde edilen bulgular ile patolojik
parametreler karsilastirildi ve hastaliksiz sag kalim / genel sag kalim ile
iligkileri web tabanh Sabiosciences PCR-Data Analiz istatistik programi
kullanilarak analiz edildi.

Olgularin ortalama yasi 62 (26 — 91) olup 78 i erkek, 22 ’si kadindir.
Olgularin 46 ’si1 pankreas basli, 34 ' ampulla vateri, 12 ’si distal koledok ve 8
i de duodenum timoért idi. HOTTIP ekspresyonu, normal doku ile
karsilastinldiginda; tumoral dokuda 32 kat fazla idi (p=0,013). 100 olgunun
29 ‘unda KRAS kodon 13 mutasyonu saptandi. KRAS kodon 13 mutasyonu
tasimayan 71 olgunun % 86 'sinda HOTTIP 'in yluksek ekspresyon gosterdigi
belirlendi (p=0,03). HOTTIP ekspresyonu pankreas basi ve ampullada
lokalize timorlerde 8,3 ve 5,2 kat, infiltratif karakterlilerde 5 kat, lenfatik
invazyonu olanlarda 8 kat ve rezeksiyon sonrasi ilk 6 ayda Olenlerde 8,7 kat
daha fazla idi (sirasi ile p=0,0001, p=0,003, p=0,003, p=0,001 ve p=0,001)

Bu calismanin sonucuna gore; periampuller bolge tumorlerinde,
HOTTIP tayini prognoz takibinde etkili olabilecek bir biyobelirte¢ adayidir.
Ayrica, KRAS mutasyonu bulunmayan periampuller bdlge tumorlerinde,

HOTTIP ekspresyonunun anlamh derecede fazla olmasi bu tumdrlerin



olusumunda sadece genetik degil epigenetik mekanizmalarin da aktif
oldugunu dusundurmektedir.
Anahtar kelimeler: Periampuller Bolge Tumorleri, RNA, KRAS, HOTTIP,

Prognoz



SUMMARY

The medical and surgical treatment of periampullary tumors is
difficult to estimate the impact of prognosis. Recent studies indicate that long
non-coding RNAs (IncRNAs) play crucial roles in tumorigenesis. The
objective of this study is to investigate the effect and role of long non coding
RNA HOXA transcript at the distal tip (HOTTIP) on prognosis of
periampullary region tumors.

A total of 100 periampullary region cancer cases were determined at
the Department of General Surgery, Uludag University Hospital from 2006 to
2014. Each patient was histopathologically diagnosed as any periampullary
region tumors. HOTTIP expression profile was determined using Real-Time
PCR in tumors and non-tumor tissues. KRAS gene were screened by DNA
sequencing in 100 patients. Relationships between data, patient
clinicopathological parameters and disease-free survival and overall survival
were analysed by using Web-based Sabiosciences PCR-Data Analysis
programme.

The present study unrelated patients with periampullary region
tumors, including 78 males and 22 females, aged 26-91 years; the median
age at the time of diagnosis was 62 years. Primary tumors were localized in
the head of the pancreas in 46 cases, the papilla of vateri in 34 cases, the
duodenum in 8 cases and the distal bile duct in 12 cases. The expression
level of HOTTIP was 32-fold upregulated in tumors (n=100) relative to normal
tissues (n=92) (p=0,013). Point mutation in KRAS gene codon 13 was
identified in 29 cases. HOTTIP expression was upregulated in mutation (-)
tumors compared (n=71) to mutation (+) tumors (n=29) (p=0,03) The
presence of the primary tumor in the pancreas head and papilla of vater was
significantly associated with upregulated expression of HOTTIP compared to
other primary tumor locations (p=0,0001; p=0,003). The expression of
HOTTIP was 5,09-fold upregulated in patients with infiltrative growth tumors

and 8,01-fold upregulated in patients with lymphatic invasion pozitive tumors



(p=0,003; p=0,001). The expression level of HOTTIP was 8,75-fold
upregulated in patients die during the 6 months after surgery.

The elevated expression of HOTTIP may be involved in the
progression of periampullary region tumors and may therefore be considered
a prognostic factor for patients with poor prognosis. Furthermore, HOTTIP
expression was observed high level in tumors without mutation of KRAS
gene. This result shows that epigenetic mechanisms maybe as important as
genetic mechanism in cancer progression.

Key Words: Periampullary Region Tumors, RNA, KRAS, HOTTIP, Prognosis



GiRiS

Kanser, insan yasamini; fiziksel, psikolojik, sosyal ve ekonomik
yonden olumsuz etkileyen, dinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin 6nde
gelen nedenleri arasinda, mucadelesi en zor olan hastalik olup Ulkemizde
sebebi bilinen olumler arasinda kardiyovaskuler hastaliklardan sonra ikinci
sirada yer almaktadir (1). Genetik ve epigenetik mekanizmalarin bozulmasi
sonucu gelisen kanserlerde erken tani en dnemli prognostik faktordur.

DNA molekulundeki niukleotidlerin dizilisi canlinin tim hucrelerinde
aynidir. Buna ragmen hucreler arasi farkliliklar gen ifadesindeki
degisikliklerden kaynaklanir. Gen ekspresyonu da denilen bu olay DNA
dizilerinden olusan genlerin fonksiyon gdren protein yapilarina donusmesi
surecidir. DNA baz diziliminde herhangi bir degisiklik olmaksizin, gevresel
faktorlerden etkilenebilen birtakim mekanizmalar sayesinde, hicrenin
fenotipinin  belirlendigi, gen ifadesinde meydana gelen ve kalitimla
aktarllabilen degisiklikler epigenetik olarak adlandirihir (2,3). Belli genlerin ne
zaman ve nasil aktive olacagini belirleyen epigenetigin molekuler temeli
karmasik bir seri olaylardan olusur.

Epigenetik mekanizmalar i¢ ana baslik altinda toplanmaktadir (4);
1. DNA metilasyonu,

2. Histon modifikasyonlari,

3. RNA ile induklenen sessizlesme (RNA-induced silencing).

Gen ifadesinde meydana gelen kaltsal degisiklikler bu
mekanizmalarin birlikte c¢alismasi sonucu olusur. Bu mekanizmalarin
herhangi birinde meydana gelen hata, genlerin ifadesinin asiri artmasina
yada baskilanmasina neden olarak epigenetik mekanizmalarin bozulmasi
sonucu olusan kanserlere yol acgabilmektedir (4). RNA ile induklenen
sessizlesme; ana DNA molekulinden RNA molekulu elde edildikten sonra



kodlama yapmayan RNA (nonkoding RNA) 'nin, kodlayici RNA ‘yi (mRNA)
etkileyerek protein sentezini engellemesini igerir (5).

Proteine cevirisi yapilmayan, islevsel RNA molekilleri olan kodlama
yapmayan RNA ‘lar; proteine ¢evrilen RNA ‘larin yapisal, islevsel, katalitik
rollerinde ve gen ifadesinin dizenlenmesi Uzerine etkili olan RNA interferans
denilen gen susturulmasi mekanizmasinda rol almaktadirlar (6-8).

Hedeflenen bu g¢alismada kodlamayan uzun RNA (LncRNA) HOTTIP
'in  ekspresyon profillerinin incelenmesi ile; Turk populasyonuna ait, sporadik
kokenli periampuller bodlge tumoérli hastalarda kota prognozun takibini
saglayabilecek biyobelirteclerin belirlenmesi amaglanmaktadir. Projenin
basari ile tamamlanabilmesi ile elde edilecek sonuglar uluslararasi ve ulusal

literatlire katki saglayabilecektir.

I.  Periampuller Bolge Tumorleri

Anatomik olarak periampuller bolge kompleks bir bolgedir. Pankreas
basi, ampulla vateri, koledokun pankreatik pargasi ve duodenumun
periampuller kismi, hep birlikte periampuller bdlgeyi olustururlar. Tim
gastrointestinal sistem (GIiS) kanserlerinin yaklasik %0,5-2 ’sini olusturan
periampuller bodlge tumdrleri ampulla vateri, pankreas basi, distal
kolanjioselliler ve duedonum tumdrlerinden olusmaktadir. Bu tumorler
arasinda en sik olarak pankreas basi ve ampulla vateri kanseri gorulmektedir
(9-11). Pankreatikoduodenektomi yapilan periampuller bdlge timorlerinin %
50-70 ‘ini pankreas basi, %15-25 ‘ini ampulla vateri, %10 ‘unu biliyer ve %10
‘unu duodenal kitleler olusturur (12).

Gunumuzde gelismis tani prosedirlerine ragmen halen 6lim
oranlarinin bu kadar yuksek olmasinin nedeni; yine tanidaki gecikmeler ve bu
bdlge tumorlerinin agresif biyolojik davranisa sahip olmalaridir. Tedavi ve
prognozda en buylk pay cerrahiye aittir. Sag kalimi etkileyen diger faktorler
ise dusUk timor evresi, negatif cerrahi sinirlar, lenf nodu metastazinin
olmamasi, vaskuler invazyonun yoklugu ve timoérun iyi diferansiyasyonudur.

Periampuller boélge tumorleri koken aldiklari dokuya gore degisik

biyolojik davranig goOsterir ve kendi iclerinde de prognozlari ayni dedgildir.



Buna ragmen klinik ozellikleri ve cerrahi tedavi prensipleri benzer

oldugundan dolayi beraber degerlendiriimektedirler.

I.A. Pankreas Basgl Kanserleri

Pankreas basi kanserleri periampuller bolge timaorlerinin %50-70 ‘ini
olusturmaktadir (12). TUm dunyadaki kanser sebepli O6lumler arasinda
akciger, kolorektal ve meme kanserinden sonra 4. sirada yer almaktadir (13).
Tdm ddnyada, heryil, 265000 ‘in Uzerinde pankreas kanserine yakalanan
hastalarin %74 ‘G tedavi sonrasi ilk bir yil icinde dlmektedir (14). Pankreas
kanseri tum maligniteler icinde 5 yillik sag kalimi % 6 ‘lik oranla en kotu
prognoza sahip kanserdir (15). Tirkiye 'de GIS kanserlerinin %10 ’'unu
olusturmakta ve GIS kanserlerinde mide ve kolon kanserinden sonra yer
almaktadir (16).

Pankreas kanserlerinin tedavisinde en buylk pay cerrahi
rezeksiyonundur. Ancak cerrahi rezeksiyon sansina hastalarin ancak %20-30
‘u sahip olabilmektedir. Son dénemde pankreatikoduedonektomi (Whipple
proseduru) uygulanan hastalardaki 5 yillik sag kalim artmis ve % 20 ’ye
yaklasmistir. Erken tani alan 2 cm den kidguk pankreasa sinirli tumorlerde, 5
yilhik sag kalim orani % 46 ‘ya ulasabilmektedir (17). Neoadjuvan tedavilerin
basarisi henlz gosterilememistir. Adjuvan tedaviler ve inoperable metastatik

hastalarin tedavileri sonucu elde edilen basari ise sinirhdir.



I.A.a. Pankreas Kanserlerinin Molekiiler ve Biyolojik Ozellikleri

Pankreas kanseri etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte yas,
cinsiyet ve sigara icimi, diyabet, beslenme ve aile kanser hikayesi basta
gelen risk faktoérleridir (16) (Tablo-1).

Tablo-1: Pankreas Kanserleri Risk Faktorleri.

Kalitsal Sendromlar Kalitsal Olmayan Risk Faktorleri
Kalitsal Meme/Over Kanserleri (BRCAL, BRCA2,
PALB2) Kronik Pankreatit
Ailesel Atipik Multiple Mol Melanoma (FAMMM) Diyabetes Mellitus, Glukoz Metabolizmasi,
Sendromu (CDKN2A) insiilin Direnci
Peutz-Jeghers Sendromu (STK11) Sigara igimi
Ailesel Adenomatéz Polipler (FAP) Obezite, Fiziksel inaktivite
Ailesel Non-Polipozis Kolon Kanser (HNPCC)
(MMR) Diyet
Ailesel Pankreatik Kanserler (Tanimlanmis Gen
Yok) Kahve ve Alkol Tuketimi
Aspirin ve Steroid Olmayan Anti-inflamatuar
Ataksi Telenjiektazi (ATM) ilag Kullanimi
Li-Fraumeni Sendromu (p53) Helikobakter Pylori Enfeksiyonu

Modern molekuler ve biyolojik teknikler kullanilarak yapilan son
buluslar pankreas kanserinin nedenlerine yénelik i1sik tutmaktadir. Genetik ve
cevresel faktorlerin birlikteligi pankreas kanserinin etyolojisini olusturur (18).
Riskli toplumlarin taramasi icin, DNA sekanslamasi gibi daha iyi tani
koydurucu araglarin bulunmasi ve Kklinik kullanimi ile bu faktérler giderek

daha da anlasilacaktir.

[.B. Ampulla Vateri Tumorleri

TUm GiS kanserlerinin % 0,2 ‘sini, periampuller bélge timérlerinin ise
% 7-15 ‘ini olustururlar (19). Ampuller kanserler genellikle sporadik olmakla
birlikte, bazi kalitsal sendromlar bu kanser turu icin daha yuksek bir risk ile
iligkilidir. Bunlara drnek; Ailesel (familyal) adenomatoz polipozis (FAP) tanili
hastalarda siklikla duodenumda gelisen adenomlar bunlarin genel
populasyona gore periampuller bolge kanseri gelisme riskini %100 - %200
arasinda arttinr (20). Bu tumorler, diger periampuller bolge tumorlerine



kiyasla daha iyi bir prognoza sahiptir. Ampulla vateri tUmorlerinin avantaji
tikanma sarihginin erken olugsmasi olarak agiklanmaktadir (21). Rezeksiyon
yapilan olgularda 5 yillik sag kalim orani % 34 - 45 arasinda degismektedir
(18).

|.C. Duodenum Tumorleri

Bu bolgede olusan tumorler en az siklikla gorulen periampuller bolge
tumorleridir. GIS kanserlerinin % 0,4 ‘Gnd, ince barsak kékenli tlimorlerin
%45 'ini olusturmaktadir. Duodenal timorler FAP ile iligkili olarak duodenal
poliplerden kdken alirlar. En sik adenokarsinom saptanir. Rezeksiyon

yapilabilen hastalarda 5 yillik sag kalim orani yaklasik % 50 ‘lerdedir (22).

I.D. Distal Koledok Tumorleri

Distal koledok tiimérleri, GiS kanserlerinin yaklasik olarak %3 ’inii
olusturmaktadirlar. Diger periampuller bdlge timorlerine oranla prognozu
daha kotudur ve 5 yilllk sag kalim orani yaklasik olarak %15 ‘lerde
seyretmektedir (22).



Il. Periampuller Bolge Tiimorlerinin Olusumunda Etkili Olan Genetik ve
Epigenetik Mekanizmalar

Periampuller bolge tumodrleri, timor baskilayici genlerin  kaybi
ve/lveya protoonkogenlerin onkogene doénusumleri sonucunda, hucrenin
normal igleyisinde etkili olan sinyal yolaklarinda meydana gelen degisimler ile
baglamaktadir (23). Yapilan galismalar ile bu bolge tumoarlerinde etkili olan
genetik ve epigenetik degdisimlerin bir kismi tanimlanmistir (24) (Sekil-1 ve
Sekil-2).
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Sekil-1: Pankreas Adenokarsinomlarinda Etkili Olan Genler.
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Sekil-2: Periampuller Bolge Tumérlerinde Etkili Olan Sinyal Yolaklari



Pankreas kanserlerinin % 80-100 ’'4nun gelisiminde Kirsten Rat
Sarcoma viral oncogone (KRAS) geninin 12. ve 13. kodonlarinda meydana
gelen nokta mutasyonlarinin etkili oldugu belirlenmistir (25). Cogu
periampuller bolge tumorlerinde, prekursor lezyonlarin invaziv karakter
kazanmasinda KRAS gen mutasyonlarinin, ilk olarak meydana gelen genetik
olaylardan biri oldugu bilinmektedir (24,26). Normal bir epitel hicresinde bir
protoonkogen olan KRAS kontrolli hicre proliferasyonunda gorev
almaktadir. KRAS ‘da meydana gelen mutasyonlar, bu genin onkogene
donusumunu saglamaktadirlar. KRAS gen mutasyon orani dusuk evreli
periampuller bdlge timorlerinde %50 oranindayken evre arttikga mutasyon
gorulme sikhgi1 da artmaktadir (24). Ayrica yapilan diger bir calismada KRAS
mutasyonlarinin tumor evresi ve karaciger metastazi gibi klinik parametrelerle
onemli derecede iligkili oldugu da belirtilmistir (27). Periampuller bodlge
tumorlerinde, preklrsor lezyonlarin ve bu olusumlardaki genetik degisimlerin
belirlenmesi, invaziv kanser gelisiminden énce erken tani ve olasi terapétik
mudahale imkani saglayacaktir.

Yuksek organizmali canlilarda genetik materyal DNA olup, DNA’daki
bilgi RNA’ya aktariimaktadir. RNA 'nin iglevi de bu aktarilan bilgiyi
proteine gevirmektir (28). 2000 ’li yillarin baglarindan itibaren, yuksek
seviyede korunan DNA bodlgelerinden kodlanan fakat proteine doéntsumu
gerceklesmeyen RNA molekdlleri kesfedilmistir ve bunlar kodlamayan RNA
lar olarak tanimlanmigtirlar (29). Gunumuzde sadece memelilerde
tanimlanabilinen kodlamayan RNA ’larin sayisi 20,000 ’i gecmistir (30,31).
Degisik nukleotid sayisi iceren bu RNA molekilleri sahip olduklari
blyuklUklere gore; kiguk protein kodlamayan RNA ‘lar (20-25 nukleotid) ve
blyUk protein kodlamayan RNA ‘lar (200 ve Ustu nUkleotid) olmak Gzere ikiye
ayrilmaktadir (32) (Sekil-3).



KODLAMA
YAPMAYAN
RNA'LAR

 — —
KODLAMA o KODLAMA
YAPMAYAN KUGUK YAPMAYAN BUYUK
RNA'LAR RNA'LAR
| I
[
18-200 _nt _ 200-10000 nt
Transkrlpﬂyop Sonrasi Gen Transkripsiyon Sonrasi Gen Diizenlenmesi
Duzenlenmesi RNA interference
RNA Interferance X-Inaktivasyonu
DNA Imprinting

Diger Kodlama Yapmayan RNA' larin Olusumu

Sekil-3: Kodlama Yapmayan RNA ’larin Siniflandiriimasi.

Kodlamayan RNA ’lar ile ilgili yapilan g¢alismalarda daha ¢ok, kuguk
RNA molekllleri olarak tanimlanan miRNA ’lar Uzerinde yogunlasiimistir
(33,34). Bu calismalar gosteriyor ki; RNA interferans olarak adlandirilan gen
susturma mekanizmasi mIRNA ’lar ile sinirl kalmamaktadir (35).
Transkripsiyon sonrasi gen dizenlenmesinin yani sira kromatin yapisinda ve
pre-mRNA ’nin olgunlastiriimasinda gorev alan LncRNA ’larin da miRNA ’lar
gibi hiicrede epigenetik mekanizmalarda gorev aldiklari gosterilmistir (36).
Nukleotit sayisi 200 ve ustu olan, kodlama yapmayan bu uzun RNA ’lar, RNA
polymeraz 2 tarafindan sentez edilmeleri ve Poly A yapisi tagsimalarindan
dolayl mRNA ’lara benzemektedirler (37-39).

Kanser ve LncRNA ’lar ile yapilan c¢alismalar sonucunda, ANRIL,
XiST, H19, MALAT1 ve PTENP1 basta olmak Uzere onlarca LncRNA
tanimlanmis ve bunlarin bircogunun kanser spesifik biyobelirte¢ olabilecegi
gosterilmigtir (40-44). Ancak, farkh populasyonlara ait hastalarda kanser
spesifik calismalar oldukca yetersiz kalmaktadir. Ozellikle GiS kanserleri
icerisinde yer alan ve heterojen bir grup olan periampuller bolge timorlerinde
az sayida LncRNA ekspresyon galismasi bulunmaktadir. 2015 yilinda Wang
ve arkadasglari, microassay yontemi kullanarak pankreas kanseri tanisi almis

144 hastada, 7419 LncRNA ’nin ekspresyonunu incelemislerdir. Calisma



sonucunda tim LncRNA ’larin arasinda sadece HOTTIP ’i, pankreas kanseri
ile iligkili bulmuglardir (45). Ayrica Cheng Y. ve arkadaslari yine pankreas
kanserlerinde HOTTIP ’in ekspresyonunun, hiicre proliferasyonu ve
migrasyon ile anlamli bir sekilde arttigini gézlemlemislerdir (46). Farkl etnik
kokene ve farkli prognostik karakterlere sahip hastalara ait materyallerden
elde edilecek bilgiler bu konudaki bilgi birikimlerine buyuk katki saglayacaktir.
Tark populasyonunda yapilmis bir calisma ise henlz literatirde yer

almamaktadir.



GEREG ve YONTEMLER

Hasta Grubu

Calismaya 2006 — 2014 vyillari arasinda U.U.T.F. Genel Cerrahi
kliniginde periampuller bodlge timoértu tanisi ile pankreatikoduodenektomi
uygulanan, BUAP(T)-2012/1 proje kapsaminda KRAS kodon 12, 13 ve 61
mutasyon analizi yapilmis 100 hasta dahil edildi (47). Hastalarin demografik
ve Klinik verilerine hasta dosyalar taranarak ulasildi. Calismaya dahil edilen
tum vakalar sporadik olusan periampuller bélge timaérlerinden herhangi birine
sahiptir. Secilen grupta, neoadjuvan tedavi almayan lokal ileri yada uzak
metastazi olmayan, rezektable ve perioperatif ddonemde 6lmeyen hastalar yer
almaktadir. Arastirmaya dahil edilen hastalarin normal ve tumor doku
materyallerinin temini; U.U.T.F. Arastirma Etik Kurulu 'nun 2016-2/34 no ‘lu
karari ile uygun bulunduktan sonra, bu hastalara ait tumorli ve normal
dokuyu en iyi temsil eden parafin bloklar Patoloji Anabilim Dali arsivinden
elde edildi. 8 hastaya ait normal dokuda cerrahi sinir pozitif olup yeterli
saflikta cDNA sentezi elde edilemediginden (normal doku analizi igin), bu
hastalar; normal doku ve tUmoral doku kargilastirmasi yapilirken istatistik disi
birakildi.

Ameliyat sonrasi hastaligin tekrarlamasi olarak tanimlanan lokal
niks ve uzak metastaz varligini gézlemleyebilmek icin hastalarin, tani
sonrasi en az 2 yilik kayitlari incelendi. Whipple prosediru sonrasi lokal
niks / uzak metastaz olusumuna kadar gegen sure hastaliksiz sag kalim,
rezeksiyondan 6lime kadar gecgen slre ise genel sag kalim olarak ifade
edildi. Klinik takip, ameliyat sonrasi biyokimyasal analizler, goruntileme

teknikleri ve periyodik poliklinik kontrolleri ile yapildi.
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Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Rezeksiyon sonrasi formalin ile fikse edilip parafin igerisine
gbmdurilen ve patalog tarafindan degerlendiriien 100 timoér ve ayni
hastalara ait 100 normal doku patoloji argivinden temin edildi. Parafin
bloklardan 0.2 - 0.4 cm doku kesilerek ependorf tup igerisine alindi.
Materyaller, BlOstic (MO BIO, USA) ile 2 kez muamele edilerek parafinden
arindirildi.  BlOstic ile doku Uzerindeki parafin ¢dzdurtldikten sonra
materyaller, %100 - %70 ve %40 ’lik alkol asamalarindan gegirildi ve alkol
oda isisinda uguruldu. Bu asamalardan sonra 100 hastaya ait tumor ve
normal dokulardan, RNA izolasyonuna uygun ticari kit (QIAGEN, USA) ile
prosedire uygun sekilde RNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen RNA
‘larin  miktari ve kalitesi NanoDrop 2000 Spektrometre (THERMO
SCIENTIFIC, USA) cihazi kullanilarak, 260-280 nm ’deki dalga boyunda
Olglldd. 260/280 oraninda 1.80 ve 2.01 degerleri arasi RNA safligi icin
standart olarak kabul edildi (Tablo-2).
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Tablo-2:

Hastalara ait 6rneklerin RNA k

onsantrasyonlari

ile ilgili nanodrop élgimleri.

[%} =3 %] =3

:6 Z= § = < < I :g :g E 2)' = < < e :g

1 123,2 ng/pl 0,349 0,188 1,85 RNA 51 115 ng/pl 0,376 0,215 1,75 RNA
2 128 ng/pl 2,979 1,581 1,88 RNA 52 146,1 ng/pl 0,764 0,465 1,64 RNA
3 110,2 ng/pl 2,268 1,205 1,88 RNA 53 87 ng/pl 0,597 0,343 1,74 RNA
4 59 ng/ul 0,376 0,215 1,75 RNA 54 264 ng/pl 2,5 1,422 1,76 RNA
5 142,6 ng/ul 9,024 4,817 1,87 RNA 55 102 ng/ul 1,615 0,905 1,78 RNA
6 90,7 ng/ul 0,856 0,483 1,77 RNA 56 148 ng/ul 1,342 0,712 1,89 RNA
7 56,1 ng/pl 0,856 0,483 1,77 RNA 57 417 ng/pl 1,649 0,877 1,88 RNA
8 154 ng/pl 0,3 0,182 1,65 RNA 58 175 ng/pl 5,622 2,991 1,88 RNA
9 110,2 ng/pl 0,429 0,221 1,94 RNA 59 182 ng/pl 0,729 0,414 1,76 RNA
10 58,7 ng/ul 18,08 9,915 1,82 RNA 60 201 ng/pl 0,56 0,297 1,89 RNA
11 69 ng/ul 0,987 0,545 1,81 RNA 61 59 ng/ul 0,376 0,215 1,75 RNA
12 145 ng/ul 10,16 5,401 1,88 RNA 62 110,2 ng/ul 0,429 0,221 1,94 RNA
13 165 ng/pl 1,615 0,905 1,78 RNA 63 58,9 ng/pl 1,649 0,877 1,88 RNA
14 129 ng/pl 1,342 0,712 1,89 RNA 64 85,7 ng/pl 7,359 3,798 1,94 RNA
15 58,9 ng/pl 1,649 0,877 1,88 RNA 65 66 ng/pl 0,415 0,245 1,69 RNA
16 85,7 ng/ul 7,359 3,798 1,94 RNA 66 126 ng/ul 2,74 1,472 1,86 RNA
17 148 ng/ul 0,415 0,245 1,69 RNA 67 458 ng/ul 1,313 0,696 1,89 RNA
18 125 ng/ul 2,896 1,493 1,94 RNA 68 145 ng/ul 3,414 1,777 1,92 RNA
19 360,1 ng/pl 0,644 0,358 18 RNA 69 105 ng/pl 25 1,422 1,76 RNA
20 85,7 ng/pl 0,729 0,414 1,76 RNA 70 89,2 ng/pl 2,22 1,18 1,88 RNA
21 65 ng/pl 3,575 1,868 1,91 RNA 71 90 ng/pl 3,575 1,868 1,91 RNA
22 225 ng/ul 12,31 6,411 1,92 RNA 72 170 ng/ul 12,31 6,411 1,92 RNA
23 325 ng/ul 9,024 4,817 1,87 RNA 73 165 ng/ul 0,667 0,321 2,08 RNA
24 126 ng/ul 2,74 1,472 1,86 RNA 74 178 ng/ul 3,077 1,607 1,92 RNA
25 458 ng/pl 1,313 0,696 1,89 RNA 75 56,1 ng/pl 0,856 0,483 1,77 RNA
26 145 ng/pl 3,414 1,777 1,92 RNA 76 85,7 ng/pl 7,359 3,798 1,94 RNA
27 105 ng/pl 25 1,422 1,76 RNA 77 148 ng/pul 0,415 0,245 1,69 RNA
28 75,2 ng/ul 0,639 0,366 1,74 RNA 78 75,2 ng/ul 0,639 0,366 1,74 RNA
29 156 ng/ul 0,376 0,215 1,75 RNA 79 156 ng/ul 0,376 0,215 1,75 RNA
30 101,7 ng/ul 0,764 0,465 1,64 RNA 80 101,7 ng/ul 0,764 0,465 1,64 RNA
31 120 ng/ul 0,376 0,215 1,75 RNA 81 120 ng/pl 0,376 0,215 1,75 RNA
32 158 ng/ul 0,293 0,165 1,78 RNA 82 158 ng/ul 0,293 0,165 1,78 RNA
33 94,2 ng/ul 0,56 0,297 1,89 RNA 83 85,7 ng/ul 0,729 0,414 1,76 RNA
34 142 ng/ul 4,431 2,365 1,87 RNA 84 126 ng/ul 2,74 1,472 1,86 RNA
35 250 ng/ul 2,045 1,193 1,71 RNA 85 458 ng/ul 1,313 0,696 1,89 RNA
36 34,6 ng/ul 0,326 0,19 1,72 RNA 86 145 ng/ul 3,414 1,777 1,92 RNA
37 154 ng/ul 1,276 0,72 1,77 RNA 87 94,2 ng/pl 0,56 0,297 1,89 RNA
38 175,2 ng/ul 0,99 0,524 1,89 RNA 88 175,2 ng/ul 0,99 0,524 1,89 RNA
39 89,2 ng/ul 2,22 1,18 1,88 RNA 89 89,2 ng/ul 2,22 1,18 1,88 RNA
40 90 ngul | 3575 1,868 1,91 RNA | 90 90 ngul | 3575 | 1,868 1,91 RNA
41 | 170 | ngw | 1231 6,411 1,92 RNA | o1 98,2 ng/ul 2,74 1,472 1,86 RNA
42 125 | ngut | 9024 4,817 1,87 RNA | 92 145 ngul | 1763 | 0,883 2 RNA
43 98,2 ng/ul 2,74 1,472 1,86 RNA 93 125,6 ng/ul 0,535 0,303 1,77 RNA
44 90 ng/ul 1,313 0,696 1,89 RNA 94 87 ng/pl 0,597 0,343 1,74 RNA
45 165 ng/ul 0,667 0,321 2,08 RNA 95 102 ng/ul 1,615 0,905 1,78 RNA
46 178 ng/ul 3,077 1,607 1,92 RNA 96 148 ng/ul 1,342 0,712 1,89 RNA
47 145 ng/ul 1,763 0,883 2 RNA 97 417 ng/ul 1,649 0,877 1,88 RNA
48 125,6 ng/ul 0,535 0,303 1,77 RNA 98 201 ng/ul 0,56 0,297 1,89 RNA
49 56,2 ng/ul 18,08 9,915 1,82 RNA 99 59 ng/pl 0,376 0,215 1,75 RNA
50 90 ng/ul 1,342 0,712 1,89 RNA 100 34,6 ng/pl 0,326 0,19 1,72 RNA
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RNA ’lardan cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA ’dan "ProtoScript M-MuLV First Strand cDNA
Synthesis Kit (New England Biolabs., USA) kullanilarak komplementer DNA
(cDNA) elde edildi. Daha sonra cDNA ’lar PCR tupu igerisinde inkibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen cDNA ’lar Uzerine reaksiyon

karigimi bulunan her bir PCR tupune 90 pl dH20 ilave edilerek karigtirildi ve

artnler bir sonraki asamaya kadar -20 °C ‘de sakland.

Real-Time PCR ile HOTTIP Expresyon Analizleri

Calismada, PCR donguslu esnasinda olusan spesifik PCR drindnd
belirlemek ve es zamanli degerlendirmek amaciyla florasan 1sima yapabilen
isaretli (Tagman problu) primerler kullanildi. Calismada, housekeeping olarak
ifade edilen kontrol geni olarak beta-aktin kullanildi ve ortalama ekspresyon

degeri belirlenerek, elde edilen verilerin normalizasyonu yapildi.

Istatistiksel Analiz

MRNA ekspresyon seviyelerindeki degdisimleri inceleyebilmek icin
oncelikle Real-Time PCR Light Cycler 480 Il cihazinin veri tabanindan
yuklenen orneklerin, ekspresyon degerleri olarak tanimlanan, Row Data ve
esik (CT-Cycle Threshold) degerleri elde edildi. Hastalar, klinik 6zelliklerine
gbre gruplara ayrildi ve Sabioscience sitesinde yer alan PCR Array Veri
Analizi sayfasina yuklendi.

Web tabanli Sabiosciences PCR-Data Analiz (RT2 profiler PCR array
data analysis version 3.5) programindan yararlanilarak, HOTTIP ekspresyon
dizeyi endojen housekeeping gen olan beta-actin geni ekspresyon dizeyine
oranlandi ve gruplar arasinda HOTTIP ekspresyon duzeyindeki degisimleri
ifade eden kat degisimi (Fold Change) belirlendi. Sabiosciences PCR-Data
Analiz sisteminde Student T testi yapilarak HOTTIP ’in gruplar icerisindeki p
degeri belirlendi. Sonuglar % 95’ lik gliven araliginda ve anlamlihk p<0.05

duzeyinde degerlendirildi.
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BULGULAR

Calismamizda degerlendirilen 100 hastanin yas arahdr 26 - 91
arasindaydi ve median yas 62 olarak belirlendi. Hastalarin 78 ’i erkek, 22 ’si
kadin olup 46 hastada primer tumor pankreas basinda, 34 'Uunde ampulla
vateride, 8 ’inde duodenumda, 12 ’sinde ise distal koledokta lokalizeydi.
TUmor capi en kiguk 0,5 cm, en buylk ise 7 cm olup, median ¢ap 2,4 cm
'dir. TUmorlerin %61 i iyi diferansiye, %29 ’u orta diferansiye, %10 'u ise koétu
diferansiye 6zelligi gostermekte idi. CA 19-9 seviyelerine bakilmig olup 0 - 37
arasi normal, 37 ustl ylksek olarak belirlenmigti. CA 19-9 seviyesi
operasyon oncesi 29 hastada (%32,3) 37 ’'nin altinda, 61 hastada (%67,7) 37
'nin Ustiinde olgllmis olup 10 hastanin preoperatif CA 19-9 degeri
Olcilmemistir. Operasyon sonrasi Ca 19-9 seviyesi 43 hastada (%58,9) 37
'nin altinda olup, 30 hastada (%41,1) ise 37 ’'nin Ustindedir. 27 hastanin
postoperatif CA 19-9 degeri 6lgiimemistir.

Degerlendirilen 100 hastanin 16 ’sinin, postoperatif dénemde kendi
istekleriyle takipten ciktiklari icin, lokal nuks ve uzak metastaz durumu
bilinmemektedir. 84 olgu ele alindiginda, rezeksiyon sonrasi 41 hastada lokal
niiks ve 40 hastada uzak metastaz gelistigi gdzlendi. ilk 12 ay igerisinde 20,
12 aydan sonra ise 21 olguda lokal niks gorulirken, 43 olguda lokal niks
meydana gelmedi. ilk 12 ay igerisinde 27, 12 aydan sonra ise 13 olguda uzak
metastaz gelisirken, 44 olguda uzak metastaz gorulmedi. 28 olguda ise ne
lokal nliks ne de uzak metastaz gelisti.

Whipple prosedirl sonrasi 11 hasta ilk 6 ay igerisinde, 17 hasta 7-12
aylari arasinda, 32 hasta 13-24 aylari arasinda, 27 hasta 24 ay sonrasinda
oldd, 13 hasta yasamina devam etmektedir.

ilk olarak tiimor dokudaki HOTTIP ekspresyon seviyesi, normal
dokudaki ekspresyon seviyesi ile karsilastirildi ve tumorli dokuda 32,8 kat
arttis gosterdigi goézlendi. (p=0,0135) (Tablo-3 ve Sekil-4).
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Tablo-3: LncRNA HOTTIP ’in Timér Dokusundaki Ekspresyon Profili

LncRNA Normal Doku Timor Doku
27 (-Avg.(Delta(Ct)) 2"(-Avg.(Delta(Ct)) Kat Degisimi p degeri
HOTTIP 0,689245 2,56956 32,8585 0,0135
B HOTTIP
a0
B ralue= 000
751
@ o5
5
w25/ |
=
0.0
254 =5
5.0
Meormal Droku Tornar Diakos

Sekil-4: Normal doku ve Tumoér dokuda HOTTIP ekspresyon seviyesi. LhncRNA HOTTIP,
timoéral dokuda 32 kat normal dokuya gére artis gostermektedir. (p<0.05; student T testi;
Sabioscience web-based-PCR Array).
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Mevcut calismada, 100 hastanin 29 ‘unda kodon 13 mutasyonu
saptandi. Diger ¢alismalarin (24-27) aksine hastalarin hi¢birinde kodon 12 ve

kodon 61 mutasyonuna rastlanmadi. (Sekil-5).

" 1 ) n 0 " "
G A G CTAIG 61 6 G Cl6T KC GCAMGA®GT A0
TGATA TTCTCOCACACAGCA GO TIRAAJGAGGAGTACA 6 TGCAA

| 'ﬁ‘ ‘,

( "

TG G € 0 6 CTINS G T GacC|lsT XC SCAMNSAATY aact

l A
{
AA j\ WA, [, ’q‘i/\J /\«

Sekil-5: KRAS mutasyon goruntuleri. A. Kodon 12 ve Kodon 13 Normal. B. Kodon 61 Normal
C. Kodon 13 Mutasyonlu.

Kodon 13 mutasyon pozitif olan 29 hasta ile KRAS geninde herhangi
bir mutasyon tasimayan 71 hastada HOTTIP ekspresyon profili
incelendiginde, Kodon 13 mutasyonu tasimayan 71 hastanin %86 ’sinda
HOTTIP ’in ylksek ekspresyon gosterdigi belirlendi (p=0,03). KRAS Kodon
13 mutasyonu bulunan 29 hastada ise HOTTIP ekspresyonunda anlamli artig

gbzlenmedi.

HOTTIP Ekspresyonu ve Klinik Parametreler

HOTTIP ekspresyonu, pankreas bagsi timoérlerinde 8,31 kat, papilla
vateri timorlerinde ise 5,23 kat artis gosterdi (Sirasi ile p=0,0001; p=0,003).
Duodenum ve distal koledokta lokalize timorlerde HOTTIP ekspresyonu
sirasiyla 2,01 ve 1,45 kat artis gosterdi fakat istatistiksel olarak anlamlilik

saptanmadi.
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Tamor ¢apl 2,4 cm den buyuk olan tumorlerde HOTTIP 1,8 kat artis
gésterdi (p=0.126). lyi diferansiasyon gdsteren tiimorlerde HOTTIP
ekspresyonu dusuk olup, orta diferansiasyon gosteren timorlerde 4,34 Kat,
kot diferansiasyon gdsteren timorlerde ise 5,67 katlk bir artis belirlendi
(Sirasi ile; p=0,057; p=0,051) .

Tamorlerin %54 ‘U infiltratif, %32 ‘si multipatern, %12 ‘si polipoid, %2
‘si expansive tumor blylime paterni gdéstermekte olup dokunun iginde invaziv
bir sekilde yayihim gosteren infiltratif blyime paterninde, normal dokuya
oranla HOTTIP ekspresyonunda anlamli derecede artis saptandi (p=0,003).
19 olguda lenfatik invazyon pozitif olarak belirlendi ve bu timoérlerin %82
‘sinde HOTTIP ekspresyonu normal dokuya goére 8,01 katlik anlamli artig
gosterdi (p=0,001). 45 olguda perinéral invazyon belirlendi ve bu timérlerde
HOTTIP ekspresyonu normal dokuya oranla 4,67 kat artis goOsterdi
(p=0,052). Preoperatif donemde CA 19-9 degeri 37 ‘den blyuk olan
olgularda HOTTIP ylksek ekspresyon gosterdi (p=0,0505). Rezeksiyon
sonrasi 84 hastanin 27 'sinde ilk 12 ay igerisinde uzak organ metastazi gelisti
ve bu olgularin timoér dokularinda HOTTIP ekspresyonu 3,47 kat artis
gosterdi (p=0,0506). Preoperatif ve postoperatif CA 19-9 degerleri, lokal
niks, uzak organ metastazi durumuna gore HOTTIP ekspresyon diuzeyi ve

referans proteine gore degerlendirmesi Tablo 4 de gosteriimektedir (Tablo 4).
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Tablo 4. Hastalara ait klinokopatolojik 6zellikler ve HOTTIP ekspresyonlar1

n (%) KatDegisimi P value
Cinsiyet
Kadin 22 (%22) 1,21 0,743
Erkek 78 (%78) 0,84 0,643
Tumor Lokalisazyonu
Duodenum 8 (%8) 2,01 0,067
Distal Koledok 12 (%12) 1,45 0,736
Pankreas bas1 46 (%46) 8,31 0,0001
Papilla vateri 34 (%34) 5,23 0,003
Tiimor Biiytime Paterni
Infiltrative 54 (%54) 5,09 0,003
Expansive 2 (%2) 1,62 0,212
Polypoid 12 (%12) 3,24 0,131
Multipattern 32 (%32) 1,23 0,298
Grade
Grade 1-2 90 (%90) 35 0,076
Grade 3 10 (%10) 4,59 0,0534
Lenfatik invazyon
(+) 19 (%19) 8,01 0,001
() 81 (%81) 1,03 0,937
Perinéral Invazyon
(+) 45 (%45) 4,67 0,052
() 55 (%55) 0,98 0,834
Venz Invazyon
+) 8 (%8) 1,56 0,635
() 92 (%92) 0,13 0,625
Ulserasyon
(+) 43 (%43) 1,34 0,625
() 57 (%57) 0,98 0,762
Nekroz
*+) 31 (%31) 2,12 0,625
() 69 (%69) 0,09 0,525
Differensasyon
Iyi 61 (%61) 0,87 0,125
Orta 29 (%29) 434 0,057
Kotii 10 (%10) 5,67 0,051
Pre-op Ca 19-9 (n=90)
<37 29 (%32,3) 1,34 0,364
>37 61 (%67,7) 5,67 0,0505
Post-op Ca 19-9 (n=73)
<37 43 (%58,91) 0,09 0,635
>37 30(%41,09) 1,98 0,365
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Lokal Niiks (n= 84)

<12ay 20 (%23,8) 245 0,063
> 12 ay 21 (%25) 2,04 0,096
0 43 (%51,2) 1,07 0,245
Uzak Metastaz (n=84)

<12ay 27(32,) 3,47 0,0506
>12ay 13 (15,5) 2,38 0,073
Q) 44 (%52,4) 1,37 0,364
Sag Kalim

Yasayan 13 (%13) 13 0,256
0-6ay 11 (%11) 8,75 0,0012
7-12ay 17 (%17) 56 0,0512
13-24 ay 32 (%32) 178 0,294
>24 ay 27 (%27) 1,46 0,165

Postoperatif ilk 6 ay icerisinde dlen 11 hastada HOTTIP ekspresyonu
8,7 kat artis gosterdi (p=0,0012). Degerlendirilen olgularin %30 ‘u hastaliksiz
sag kalima, sahipti. HOTTIP ekspresyonu hastaliksiz sag kalima sahip 30
olguda 1,89 kat artis gosterdi. (p=0,645). Cinsiyet, yas ve grade ile HOTTIP
ekspresyonu arasinda herhangi bir iliski gdozlenmedi.

Sonug olarak HOTTIP ekspresyonu; pankreas basi ve ampulla vateri
bdlgesinde lokalize, infiltratif buylime paterni gosteren, lenfatik invazyon
yapmis, preoperatif dénemde yuksek CA 19-9 diizeyine sahip, 1 yildan 6nce
uzak metastaz yapmig ve 6 aydan daha kisa slUre yasayan hastalarda

yuksek bulunmustur.
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TARTISMA

Genetik galismalar sonucunda, periampuller boélge tumdrlerinin
olusumunda, KRAS, CDKN2A, TP53 ve SMAD4/DPC4 genlerinde meydana
gelen degisimlerin rol oynadigi belirlenmistir (48,49). Tanimlanan bu genlerin
etkili olduklari sinyal yolaklari belirlenmis fakat olusum mekanizmalari tam
olarak ¢ozulememistir.

Son dénemde ENCODE projesi ile RNA interferans adinda yeni bir
mekanizma tanimlanmistir (29). Bu mekanizma kanser olusumunda protein
kodlayan genler kadar protein kodlamayan fakat bir gok hucresel fonksiyonda
gorev alan genlerin de etkili olduklarini ve bunlardan transkribe edilen RNA
‘larin onkogen ya da tumoér baskilayici gen Ozellikleri gdstererek tumor
olusumunu baglattiklari, ayrica, tumoére koétu prognoz kazandirdiklari
g6zlenmigtir (30). Bu molekullerin ilag direng mekanizmalari ile de iligkili
olabilecekleri vurgulanmistir ve bu konudaki ¢aligmalar devam etmektedir.

ilk yapilan ENCODE calismalar ile énce miRNA ’lar tanimlanmistir
(29). Ardindan son bes yilda, gelistirilen teknolojiler ile LncRNA ’lar
bulunmustur. Ayrica LncRNA ’larin populasyonlar arasi farkhlik gosterdikleri
belirlenmis ve popllasyon bazli calismalar baslatiimistir (50). Mevcut
calismamizda sporadik kokenli, rezektable periampuller bolge tumorine
sahip yandas hastaligi olmayan ve sonugta whipple prosedurtu uygulanmis
hastalarda HOTTIP ekspresyonu; tumodral dokuda, normal doku ile
karsilastirildiginda, 32 kat arttigi belirlendi. Ayrica yas ve cinsiyetler ile
HOTTIP ekspresyonu arasinda bir iliski kurulamadi. Elde ettigimiz bu sonug¢
Wang ve arkadaslarinin ¢galismasiyla értismektedir. (45)

Cheng ve arkadaslan 2015 yilinda yaptiklari ¢alisma ile HOTTIP
ekspresyonunun pankreas timor dokularinda anlamli derecede arttigini ifade
ettiler (46). Calismamizda tim periampuller bélge kanserleri degerlendirilmis
olup HOTTIP f‘in ekspresyon artigi 6zellikle pankreas basi olmak Uzere ek

olarak ampulla vateri tiumorlerinde de belirgin  yuksek bulundu. Koétu
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prognozla iligkilendirilen HOTTIP ekspresyon artisi bu bdlge tumorlerinin
daha agresif seyirli olmalarina neden olmaktadir (45)

Literatirde pankreas kanserlerinin yaklasik % 90 ‘inin KRAS kodon 12
mutasyonu tasididi ifade edilmektedir (51). Mevcut ¢alismamizda, vakalarin
29 ‘unda KRAS kodon 13 mutasyonu belirlendi. Hi¢ bir vakada KRAS kodon
12 ve 61 mutasyonu gozlenmedi. Bunun nedeni olarak populasyonlar arasi
KRAS mutasyonunun, farklilik gosterdigi akla gelmektedir (52-54). Bununla
birlikte, mutasyon tasimayan vakalarin %86 ‘sinda HOTTIP ekspresyonu
yuksek bulundu. Diger bir deyisle ¢calismamiza dahil edilen kotu prognoza
sahip hastalarin gogunda KRAS mutasyonu saptanmadi. Literatirde KRAS
mutasyon durumu bilinen pankreas kanseri hastalarinda yapilmig herhangi
bir HOTTIP ekspresyon ¢alismasi yoktur.

Calismamizda, infiltratif blyime patternine sahip hastalarda HOTTIP
in 5,09 kat anlamh sekilde arttigi belirlendi. Literaturde infiltratif bayume
paterni, kolon ve rektum kanserlerinde kisa sag kalim ile iligkilendirilmigtir
(55). Periampuller bdlge tumodrlerinde yapilan patoloji c¢alismalarinda ise
infiltrativ buUylime patterni ile tumor tomurcuklanmasi arasinda bir iligki
belirlenmis ve bu buyume paterninin kotu prognoz ile baglantili olabilecegi
savunulmustur (56). Calismamizda normal dokuya goére; Grade 3 timoérlerde
HOTTIP ekspresyonunda 4,59 katlik artis saptanarak anlamhliga yakin
sonu¢ elde edildi. Ancak grade 1 ve 2 tumorlerde anlamliik saptanmadi.
Literaturde grade ile kotu prognoz arasinda bir baglanti kurulamamistir. (57)
Ancak HOTTIP ve grade arasinda bir iligkiyi aciklamaya calisan galismaya
da rastlanmamistir.

Calismamizda deg@erlendirilen hastalarin %19 ‘unda lenfatik invazyon
mevcuttu. Bu olgularda HOTTIP ekspresyonu 8,01 kat, lenfatik invazyon
olmayan timoéral dokulara gére anlamh artis gosterdi. Lenfatik invazyon
periampuller bolge tumorleri igin kotu prognostik bir parametredir. Yapilan
calismalar ile LncRNA ‘larin lenfatik invazyon ile iligkili olduklari saptanmistir.
Wang ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada pankreas kanserlerinde, lenfatik
invazyon ve HOTTIP ekspresyon artigi arasinda anlamli bir iligki saptadilar

(45,57-59). Ancak bizim c¢alismamiz diginda; periampuller bdlge
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tumorlerinde, lenfatik invazyon ve HOTTIP ekspresyon artigi arasindaki
anlamli iligkiyi ortaya koyan herhangi bir arastirma literatirde
gorulmemektedir. Calismamizda hastalarin % 45 ‘inde perindral invazyon
varligi tespit edildi ve HOTTIP ekspresyonu bu vakalarda 4,67 kat artti ve
istatistiksel olarak anlamliiga yakin sonug¢ elde edildi. Olgu sayisi arttirilarak
yapilacak c¢aligmalar ile, bu kat artisinin anlamli seviyeye ulasabilecegi
tahmin edilmektedir. Bunlara karsilik vendz invazyon pozitif olan hastalarda
HOTTIP ekspresyon artisinda anlamlilik saptanmadi. Yine Ulserasyon ve
nekroz goOsteren tumoral dokularda, normal pankreas dokusuyla
kargilastirildiginda istatistiksel olarak bir anlamliliga rastlanmadi. Timoral
dokularin patolojik diferansiyasyon 6zelligi incelendiginde ise orta ve kotu
diferansiye tumodrlerde HOTTIP ekspresyon artisi anlamliiga yakin
bulunmustur. Wang ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada pankreas kanseri
dokularinda patolojik diferansiyasyon derecesi ile HOTTIP ekspresyon artigi
arasinda anlamli iliski saptadilar (45). Calismamizda elde ettigimiz; patolojik
verilerin, HOTTIP ekspresyonu ile olan iligkisi, onceki c¢aligmalari
desteklemektedir.

Preoperatif donemde yapilan klinik testler icerisinde CA 19-9 seviyesi
tumor belirteci olarak kullaniimaktadir. Bu parametre postoperatif donemde
dusus gosterirse bu durum tedaviye yanitin iyi oldugu anlamina gelmektedir.
Yapmis oldugumuz ¢alismada preoperatif donemde CA 19-9 seviyesi 37 ‘nin
Uzerinde olan 61 hasta, postoperatif donemde 30 hastaya geriledi. HOTTIP
ekspresyonu; preoperatif donemde, CA 19-9 seviyesi 37 ‘nin Uzerinde olan
olgularda 5,67 kat artti ve istatistiksel olarak anlamlliga ¢ok yakin bulundu.
Literaturde Wang ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada, pankreas kanserli
hastalarda, CA 19-9 seviyesi ile HOTTIP arasinda anlamh bir iligki
bulamamiglardir  (45). Bununla birlikte bu konudaki bir iligkiden
bahsedebilmek icin; her iki parametreninde ayni dokudan bakilmasi (HOTTIP
ekspresyonu timoéral dokuda, CA 19-9 seviyesi ise kanda bakildigindan) ve
HOTTIP ‘in ameliyat 6ncesi ve ameliyat sonrasi kandaki degerlerinin tam

olarak bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle CA 19-9 ve HOTTIP arasindaki
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iliskiyi ifade etmek igin calismamiz yetersiz olup, ileri analizlere ihtiyag
duyulmaktadir.

ilk 12 ay icerisinde lokal niks gosteren olgularda, HOTTIP
ekspresyonu 2,45, uzak metastaz gosteren olgularda ise 3,47 kat artti ve
istatistiksel olarak anlamhliga c¢ok yakin degerler elde edildi. Wang ve
arkadaslari pankreas kanseri ile erken rekurrens arasinda anlamli ilgki
oldugunu gosterdiler. (45) Calismamizda yine olgu sayisinin artmasi ile
anlamhliga ulagilabilecegi dusunulmektedir.

Literatirde yer alan, 6zellikle hicre hatlari ile yapilan c¢alismalarda
HOTTIP, hicre invazyonu ve migrasyonu ile iligkili bulundugu goézlendi (46).
Mevcut c¢alismamizda elde ettigimiz veriler hucre hatlari ile yapilan
calismalari destekler niteliktedir. Cheng ve arkadaslarinin 2015 yilinda
yaptiklari ¢alismada; yuksek HOTTIP ekspresyonunun kisa sad kalim ile
iligkili oldugu belirtildi (46). Calismamizda o6zellikle ilk 6 ay icerisinde Olen
vakalarda HOTTIP ekspresyonu 8,75 kat artarak istatistiksel olarak anlamli
bulundu.

Mevcut calismamizda, literatirde yer alan pankreas kanseri
arastirmalarindan  farkli olarak tium periampuller bdlge tumorleri
degerlendirildiginde KRAS mutasyonu tasimayan olgularda, HOTTIP
ekspresyonunun tumoér olusumunda etkili bir mekanizma oldugu
belirlenmistir. Ayrica yuksek HOTTIP ekspresyonu, diger periampuller bdlge
tumorlerine gore pankreas bagi ve ampulla vateri lokalizasyonlu timoérlerde
daha ylksek gozlemlenmigtir. Bununla birlikte, kisa sag kalim, infiltratif
bliylime paterni ve/veya lenfatik invazyon varligi gibi koéti prognoz
parametrelere sahip hastalarda HOTTIP ’in ylksek ekspresyonu anlamli

olarak belirlenmigtir.

Periampuller bolge timorleri, tedaviye direng godsteren son derece
agresif ve kot prognoza sahip tumodrlerdir. Erken tanisal parametreler
olmadigi gibi kot prognozu tanimlayacak belirteclerde oldukga yetersizdir.
Rezeksiyon sonrasi adjuvan tedavilerin etkinligi de sinirhidir. HOTTIP

ekspresyonu yuksek olan hastalarda, ilerde gelistirilebilecek HOTTIP i
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susturmaya yonelik ilag ve gen arastirmalarinin yapilmasi, bu kanserlerin
tedavi sansini da arttiracaktir.

Kanser taramalarinda uygun biyomarker ’larin tespit edilmesi esas
amagctir. Literatirde ve bizim calismamizda yer alan HOTTIP dlzeyinin
anlamli artis gosterdigi parametreler; HOTTIP ‘in bir biyomarker olabilecegini
gostermektedir. Ancak ideal bir biyomarker ‘in yuksek o6zgulluk, yeterli
duyarlilik, erken tani koydurucu ve minimal invaziv ozelliklere sahip olmasi
gereklidir. Yapilan ¢alismalarin hepsinde HOTTIP ekspresyonu; rezeksiyon
materyalllerinde yada biyopsi ile alinan ve uygun ortamlarda gelistirilen hicre

hatlarinda bakilmistir. Oysa ki ilerde yapilacak galismalarda HOTTIP fin
kanda yada vilcut sivilarinda sirkile olmasinin yada yikim Grdnlerinin /
fragmanlarinin tespit edilmesi; pankreas kanseri taramasinda, cerrahi
kararinin  alinmasinda yada adjuvan tedavilerin  protokollerinin
belirlenmesinde c¢igir agmasi kaginilmaz olacaktir.

Sonu¢ olarak, Turk populasyonunda sporadik olarak gelisen
periampuller bolge tumorlerine sahip hastalarda kotu prognozun takibini
saglayabilecek biyobelirteclerin belirlenmesi konusunda uluslararasi ve ulusal
literatlre katki saglar niteliktedir. Calismada elde edilen bulgularin bundan
sonraki ileri fonksiyonel arastirmalar i¢in yol gosterici olmasi

dusunulmektedir.

24



KAYNAKLAR

1. Turkiye Istatistik Kurumu,
http://lwww.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=18855# (E.T: 16/09/2016)

2. Martin C, Zhang Y. Mechanisms of epigeneticinheritance. Curr Opin Cell
Biol 2007;19(3):266-272.

3. Holliday R. Epigenetics: a historical overview.Epigenetics 2006; 1(2):76-
80.

4. Egger G, Liang G, Aparicio A, Jones AP. Epigenetics in human disease
and prospects for epigenetic therapy. Nature 2004; 429:457-63.

5. Carninci P, Kasukawa T, Katayama S, et al. The transcriptional landscape
of the mammalian genome. Science 2005; 309:1559-63.

6. Mattick JS. A new paradigma for developmental biology. J Exp Biol 2007,
210:1526-47. doi:10.1242/jeb.005017

7. Kapranov P. RNA maps reveal new RNA classes and a possible function
for pervasive transcription. Science  2007; 316: 1484-8.
doi:10.1126/science.1138341

8. Mette MF, Aufsatz W, van der Winden J, Matzke MA. Transcriptional
silencing and promoter methylation triggered by double-stranded RNA.
EMBO J 2000; 19:5194-201. doi:10.1093/ emb0j/19.19.5194

9. Uomo G. Periampullary carcinoma: some important news in
histopathology. JOP 2014;15:213-5.

10.Berberat PO, Kunzli BM, Gubinas A, et al. An audit of outcomes of a
series of periampullary carcinomas. Eur J Surg Oncol 2009;35:187-91.

11.Beger HG, Treitschke F, Gansauge F, et al. Tumor of the ampulla of
Vater: Experience with local or radical resection in 171 consecutively
treated patients. Arch Surg 1999;134:526-32.

12.C.J. Yeo, J.L. Cameron, T.A. Sohn, et al. Six hundred fifty consecutive
pancreatoduodenectomies in the 1990s; pathology, complications, and
outcomes Ann Surg, 226 (1997), pp. 248-257

13. Abeloff MD, Armitage JO, Niederhuber JE, Carcinoma of the Pancreas.
Clinical Oncology. 4 th. ed. Philadelphia PA: Churchill Livingston-Elsevier,
2008.p. 1596

14.Seigel R, Naishadham D, Jemal A. Cancer statistics 2012. CA: A Cancer
Journal for Clinicians. 2012; 62:10-29.

15. http://seer.cancer.gov/statfacts/html/pancreas.ntml: SEER Stat Fact
Sheets. [Accessed March 20, 2009.] (E.T: 16/09/2016)

16.0zkan H, Ozturk H. Pankreas kanserinde epidemiyoloji ve risk faktorleri.
MNKIlinik Bilimler&Doktor 2000;6(1):39-43

17.Yeo CJ, Cameron JL, Lillemoe KD, et al. Pancreaticoduodenectomy with
or without distal gastrectomy and extended retroperitoneal
lymphadenectomy for periampullary adenocarcinoma, Ann Surg 2002;
236: 355-366.

18. Amundadottir LT, Pancreatic Cancer Genetics. Int J Biol Sci. 2016 Jan
28;12(3):314-25. doi: 10.7150/ijbs.15001. eCollection 2016.

25



19.Roder JD, Schneider PM, Stein HJ, Siewert JR. Number of Lymph Node
Metastases is Significantly Associated with Survival in Patients with
Radically Resected Carcinoma of The Ampulla of Vater. Br J Surg
1995;82 (12):1693-6.

20.Matsumoto T, lida M, Nakamura S, et al. Natural history of ampullary
adenoma in familial adenomatous polyposis: reconfirmation of benign
nature during extended surveillance. Am J Gastroenterol. 2000;95:1557—
1562.

21.Morris-Stiff G, Alabraba E, Tan YM, et al. Assessment of Survival
Advantage in Ampullary Carcinoma in Relation to Tumour Biology and
Morphology. Eur J Surg Oncol 2009; 35(7):746-50.

22.Yeo CJ, Sohn TA, Cameron JL, et al. Periampullary Adenocarcinoma:
Analysis of 5-Year Survivors. Ann Surg 1998; 227(6):821-31.

23.Kamisawa T, Wood LD, Itoi T, Takaori K. Pancreatic cancer. Lancet. 2016
Jul 2;388(10039):73-85. doi: 10.1016/S0140-6736(16)00141-0. Epub
2016 Jan 30.

24.Bardeesy N, DePinho RA. Pancreatic cancer biology and genetics. Nat
Rev Cancer. 2002 Dec;2(12):897-909.

25.Gnoni A, Licchetta A, Scarpa A, et al. Carcinogenesis of pancreatic
adenocarcinoma: precursor lesions. Int J Mol Sci 2013, Sep
30;14(10):19731-62.

26.Hezel AF, Kimmelman AC, Stanger BZ, Bardeesy N, Depinho RA.
Genetics and biology of pancreatic ductal adenocarcinoma. Genes Dev.
2006 May 15;20(10):1218-49.

27.Bryant KL, Mancias JD, Kimmelman AC, Der CJ (2014) KRAS: feeding
pancreatic cancer proliferation. Trends Biochem Sci 39(2): 91-100.

28.Yachida S, Jones S, Bozic I, et al. lacobuzio-Donahue CA. Distant
metastasis occurs late during the genetic evolution of pancreatic cancer.
Nature. 2010; 467:1114-1117

29.Birney E, Stamatoyannopoulos JA, Dutta A, et al. Identification and
analysis of functional elements in 1% of the human genome by the
ENCODE pilot project. Nature. 2007; 447:799-816.

30.Lander ES, Linton LM, Birren B, et al. Initial sequencing and analysis of
the human genome. Nature. 2001; 409:860-921.

31.St Laurent G, Wabhlestedt C, Kapranov P. The Landscape of long
noncoding RNA classification. Trends in genetics : 2015; 31:239-251

32.Mercer TR, Dinger ME, Mattick JS. Long non-coding RNAs: insights into
functions. Nature reviews Genetics. 2009; 10:155-159

33.Kuninty PR, Bojmar L, Tjomsland V, et al. MicroRNA-199a and -214 as
potential therapeutic targets in pancreatic stellate cells in pancreatic
tumor. Oncotarget. 2016 Mar 29;7(13):16396-408. doi:
10.18632/oncotarget.7651.

34.Bimonte S, Barbieri A, Leongito M, et al. The Role of miRNAs in the
Regulation of Pancreatic Cancer Stem Cells. Stem Cells Int.
2016;2016:8352684. doi: 10.1155/2016/8352684. Epub 2016 Feb 24.

35.Peng JF, Zhuang YY, Huang FT, Zhang SN. Noncoding RNAs and
pancreatic cancer. World J Gastroenterol. 2016 Jan 14;22(2):801-14. doi:
10.3748/wjg.v22.i2.801.

26



36.Qi P1, Du X. The long non-coding RNAs, a new cancer diagnostic and
therapeutic gold mine. Mod Pathol. 2013 Feb;26(2):155-65. doi:
10.1038/modpathol.2012.160. Epub 2012 Sep 21

37.Chen W, Bocker W, Brosius J, et al. Expression of neural BC200 RNA in
human tumours. J Pathol 1997; 183:345-351

38.Gupta RA, Shah N, Wang KC, et al. Long non-coding RNA HOTAIR
reprograms chromatin state to promote cancer metastasis. Nature
2010;464:1071-6

39.J.H. Yoon, J. Kim, M. Gorospe, Long noncoding RNA turnover. Biochimie
1859, 209 —221 (2015)

40.Li Z, Yu X, Shen J.ANRIL: A pivotal tumor suppressor long non-coding
RNA in human cancers. Tumour Biol. 2016 May;37(5):5657-61. doi:
10.1007/s13277-016-4808-5. Epub 2016 Jan 11

41.Weakley SM, Wang H, Yao Q, Chen C. Expression and function of a
large non-coding RNA gene XIST in human cancer. World J Surg
2011;35:1751-6

42.Matouk 1J, DeGroot N, Mezan S, et al. The H19 non-coding RNA is
essential for human tumor growth. PLoS One 2007;2:e845.

43.Ji P, Diederichs S, Wang W, et al. MALAT-1, a novel noncoding RNA,
and thymosin beta4 predict metastasis and survival in early-stage non-
small cell lung cancer. Oncogene 2003;22:8031-41.

44.Poliseno L, Salmena L, Zhang J, et al. A coding-independent function of
gene and pseudogene mMRNAs regulates tumour biology. Nature
2010;465:1033-8

45.Wang Y, Li Z, Zheng S, et al. Expression profile of long non-coding RNAs
in pancreatic cancer and their clinical significance as biomarkers.
Oncotarget. 2015 Nov 3;6(34):35684-98. doi: 10.18632/oncotarget.5533

46.Cheng Y, Jutooru |, Chadalapaka G, Corton JC, Safe S. The long non-
coding RNA HOTTIP enhances pancreatic cancer cell proliferation,
survival and migration. Oncotarget. 2015 May 10;6(13):10840-52

47.Egeli U, Ak S, Cecener G, et al. Impact of 3'UTR variation patterns of the
KRAS gene on the aggressiveness of pancreatobiliary tumors with the
KRAS G13D mutation in a Turkish population. Pancreatology. 2016 Jul-
Aug;16(4):677-86. doi: 10.1016/j.pan.2016.05.004.

48.Nigel B. Jamieson, David K. Chang, Andrew V. Biankin, Cancer Genetics
and Implications for Clinical Management. Surg Clin N Am 95 (2015)
919-934

49.Cancer Genome Atlas Network.  Comprehensive  molecular
characterization of human colon and rectal cancer. Nature
2012;487(7407):330-7

50.Schmitt AM, Chang HY. Long Noncoding RNAs in Cancer Pathways.
Cancer Cell. 2016 Apr 11;29(4):452-63. doi: 10.1016/j.ccell.2016.03.010.

51.Buscail L, Bournet B, Dufresne M, Torrisani J, Cordelier P. Advance in the
biology of pancreatic of cancer. Bull Cancer. 2015 Jun;102(6 Suppl
1):S53-61. doi: 10.1016/S0007-4551(15)31218-2.

52.Scarpa A, Capelli P, Villaneuva A, et. al. Pancreatic cancer in Europe:
Kras gene mutation pattern shows geographical differences. Int J Cancer
1994;15:167e71.

27


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Egeli%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27256640
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ak%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27256640
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecener%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27256640
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27256640

53.Kohler 1, Jacob D, Budzies J, et al. Phenotypic and genotypic
characterization of carcinomas of the papilla of Vater has prognostic and
putative therapeutic implications. Am J Clin Pathol 2011;135: 202e11.

54.Wei S, Liang Z, Gao J, et al. Patterns of Kras codon 12 and 13 mutations
found in pancreatic adenocarcinoma of 30 Chinese patients by
microdissection, PCR and direct sequencing. J. Gastroenterol Hepatol
2005;20: 67e72.

55.Morikawa T, Kuchiba A, Qian ZR, et al. Prognostic significance and
molecular associations of tumor growth pattern in colorectal cancer. Ann
Surg Oncol. 2012 Jun;19(6):1944-53.

56.Nobuyuki Ohike, Ipek Coban, MD, Grace E. Kim et al. Tumor Budding as
a Strong Prognostic Indicator in Invasive Ampullary Adenocarcinomas.
Am J Surg Pathol. 2010 Oct; 34(10): 1417-1424.

57.Sunil BJ, Seshadri RA, Gouthaman S, Ranganathan R. Long-Term
Outcomes and Prognostic Factors in  Periampullary Carcinoma. J
Gastrointest Cancer. 2016 Aug 3. [Epub ahead of print]

58.John W C Chen, Mayank Bhandari, David S Astill et al. Predicting patient
survival after pancreaticoduodenectomy for malignancy: histopathological
criteria based on perineural infiltration and lymphovascular invasion. HPB
(Oxford). 2010 Mar; 12(2): 101-108.

59.Huang Q, Liu L, Liu CH et al. MicroRNA-21 regulates the invasion and
metastasis in cholangiocarcinoma and may be a potential biomarker for
cancer prognosis. Asian Pac J Cancer Prev. 2013;14(2):829-34.

28


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sunil%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27484980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seshadri%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27484980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gouthaman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27484980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ranganathan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27484980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27484980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27484980

TESEKKUR

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali ‘nda
surdurdugum uzmanlik egitimim suresince, bilgi ve deneyimleri ile egitimime
katkilari ve tez galismam sirasinda anlayig, sabir, 6zveri ve bilimsel destegini
esirgemeyen degerli hocam ve tez danismanim Sayin Prof. Dr. Ekrem KAYA
hocama saygi ve tesekkurlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimim sdresince bilgi, azim, deneyim, meslek sevgisi ile
bana 6rnek olan ve egditimime buyuk emegi gecen Genel Cerrahi A.D.
dgretim Uyeleri Sn. Prof. Dr. ismet TASDELEN, Sn. Prof. Dr. Halil BILGEL,
Sn. Prof. Dr. Nusret KORUN, Sn. Prof. Dr. Yilmaz OZEN, Sn. Prof. Dr
Tuncay YILMAZLAR, Sn. Prof. Dr. Sadik KILICTURGAY, Sn. Prof. Dr.
Sehsuvar GOKGOZ, Sn. Dog. Dr. Tirkay KIRDAK, Sn. Dog. Dr. Ersin
OZTURK, Sn. Yard. Dog. Dr. Pinar SARKUT, Sn. Uzm. Dr. Halit Ziya
DUNDAR, Sn. Uzm. Dr. Ozgen ISIK hocalarima tesekkiir eder, saygilarimi
sunarim.

Tezimin her asamasinda bana bilimsel katki ve destek saglayan
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali arastirma gorevlisi, arkadasim Dr. Secil AKSOY
‘a tesekkur ederim.

intisas stirem boyunca giizel bir uyum icinde birlikte calistigim tim
asistan arkadasglarima, Genel Cerrahi A.D hemsire ve personel
arkadaslarima tesekkur ederim.

Tanidigim gunden beri hayatimin her asamasinda oldugu gibi tez
asamasinda da bana her turli manevi destegi veren ve her zaman yanimda
olan sevgili esim Dr. Rabia Nur Balgin ‘a, ayrica evlatlari olmaktan onur ve
gurur duydugum, hicbir karsilik beklemeden maddi ve manevi desteklerini

her zaman arkamda hissettigim aileme ayri ayri sonsuz tesekkur ederim.

Dr. Ozkan BALCIN
BURSA, 2016

29



OZGECMIS

12 Nisan 1982 yilinda Trabzonda dogdum. ilk &grenimimi, Arakli
Yolgéren Yesilova ilkokulu ‘nda, orta ve lise 6grenimimi Trabzon Yunus Emre
Anadolu Lisesi ‘nde tamamladim. 2001 yilinda Uludag Universitesi Tip
Fakultesi ‘ne bagladim ve 2007 yilinda mezun oldum. 2008 yilinda Erzurum
Koprikdy ilce Hastanesinde pratisyen hekim olarak zorunlu hizmetime
bagladim. 2011 yilinda Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Genel Cerrahi A.D

da uzmanlik egitimime basladim.

30



