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METASTATIK HER2 POZITiF MEME KANSERINDE DOLASAN TUMOR HUCRELERI,
SOLUBL HER2 RESEPTORU VE MUC4 EKSPRESYONUNUN PROGNOSTIK ROLU

Doktora Tezi
Liitfiye DEMIR
DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Onkoloji Anabilim Dah
OZET

Solubl HER2 (sHER2), dolasan tiimor hiicrelerinin (CTC) diizeyi ve bu hiicrelerin HER2 ve
MUC4 ekspresyonu gibi parametrelerin metastatik HER2 pozitif meme kanserindeki prognostik ve
prediktif etkileri net degildir. Bu ¢alismada, seri CTC analiziyle hem sayidaki degisim, hem de HER2
ve MUC4 ekspresyonuna gore CTC fenotipindeki degisimin incelenmesi, ayrica solubl HER2
diizeylerinin arastirilmasi planlanmaistir.

Kasim 2015 ve Haziran 2018 tarih araliginda, 9 merkezin katilimiyla 26 hasta analiz edildi. CTC
analizi i¢in ii¢ adet 7,5 ml EDTA’l tiipte kan 6rnegi, SHER?2 iginse bir adet kuru tiipe 4-5 ml kan
ornegi alinarak tedaviye baslamadan Once, tedavinin 3-4. ayinda ve 6-8. ayinda olmak iizere ii¢ kez
soguk koruma zinciriyle Dokuz Eylil Universitesi Onkoloji Ensititiisii Molekiiler Onkoloji
Laboratuarlarma gonderildi. CTC hiicre zenginlestirmesi igin dansiteye gore izolasyon yapan
Oncoquick tiipleri kullanildi. Akim sitometrisiyle CD45(-) EPCAM(+) CTC hiicreleri ayrildi; HER2
ve MUC4 ekspresyonlaria gore CTC fenotipleri tanimlandi. Solubl HER2 diizeyleri ng/ml cinsinden
belirlendi. Tiim degiskenlerin klinikopatolojik 6zelliklerle ve prognozla iliskisi arastirilda.

Tedavi dncesi CTC sayist medyan 22(8 ml kanda) [bolgesel hastalikta:20, metastatik hastalikta:24]
olarak saptandi; CTC sayis1 <5 olan sadece 2 hasta vardi. Bazal CTC degerinin 6liim ya da metastazi
predikte eden cut-off degeri belirlenemedi. Medyan sHER2 diizeyi 22,1 ng/ml bulundu. HER2 ve
MUC4 pozitiflik oran1 tedavi oncesi analizde sirastyla %38,6 ve %35,8; ikinci analizde %23,2 ve
%65,5; son analizde %95,8 ve %84,1 saptandi. Seri analizlerde CTC’de HER2 ve MUC4
ekspresyonunun arttigi gozlemlendi. Bazal HER2(+) CTC oram fazla olan ve sHER2 diizeyi
medyanin altinda olan hastalarda genel sagkalim siireleri anlamli sekilde uzun saptandi. Geg seri
CTC’de HER2 ve MUCH4 birlikteliginin fazla oldugu olgularda da genel sagkalim siireleri uzun
saptandi.

Ileri evre HER2 pozitif meme kanserli hastalarda CTC sayilari yiiksek, fenotip degiskendir. HER2
pozitif CTC oram1 ve diisik sHER2 iyi prognozla iligkilidir. Seri CTC analizlerinde MUC4
ekspresyonunun artmasi, MUC4 hedefli tedavilerin preklinik/klinik caligmalarla arastirilmasi
gerekliligini diigiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: dolasan timor hiicreleri, HER2 pozitif meme kanseri, MUC4 ekspresyonu,
sHER2

Tezin sayfa adedi:83

Damsman: Prof.Dr. Hiilya Ellidokuz
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THE IMPACT OF CIRCULATING TUMOR CELLS, SOLUBLE HER2 RECEPTOR AND

MUC4 EXPRESSION ON PROGNOSIS OF METASTATIC HER2 POSITIVE BREAST
CANCER

PhD Thesis
Liitfiye DEMIR
DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE
Department of Oncology
ABSTRACT

The prognostic and predictive effects of parameters such as soluble HER2 (sHER?2), the number of
circulating tumor cells (CTC) and HER2 and MUC4 expression of these cells in metastatic HER2
positive breast cancer are not clear. In this study, we planned to examine both the change in number
and the change in CTC phenotype according to HER2 and MUC4 expression by serial CTC analysis,
and also to investigate the effect of soluble HER?2 levels.

Between November 2015 and June 2018, 26 patients were analyzed with the participation of 9
centers. Blood samples are taken in three 7.5 ml EDTA tubes for CTC analysis, and 4-5 ml blood
samples are taken in one dry tube for sHER2, before starting the treatment, at the 3-4th month and 6-
8th month of treatment. The samples were sent to Dokuz Eylul University Oncology Institute
Molecular Oncology Laboratories with a cold protection chain for three times. Oncoquick tubes,
which isolate the cells according to density were used for CTC cell enrichment. CD45(-) EPCAM(+)
CTC cells were separated by flow cytometry; CTC phenotypes were defined according to HER2 and
MUC4 expressions. Soluble HER2 levels were determined in ng/ml. The relationship of all variables
with clinicopathological features and prognosis was investigated.

The median CTC count before treatment was 22 (8 ml in blood) [in regional disease: 20, in
metastatic disease: 24]; There were only 2 patients with CTC count <5. The cut-off value of basal
CTC value predicting death or metastasis could not be determined. The median sHER2 level was 22.1
ng/ml. HER2 and MUCH4 positivity rates were 38.6% and 35.8%, respectively, in the pre-treatment
analysis; 23.2% and 65.5% in the second analysis; in the last analysis, 95.8% and 84.1% were
detected. In serial analyzes, it was observed that HER2 and MUC4 expression increased in CTC.
Overall survival times were found to be significantly longer in patients with higher baseline HER2(+)
CTC and sHER?2 levels below the median. In cases with high HER2 and MUC4 co-occurrence in late
series CTC, overall survival times were also found to be long.

Patients with advanced HER2 positive breast cancer have high CTC counts and a variable
phenotype. HER2 positive CTC rate and low sHER2 are associated with good prognosis. The increase
in MUC4 expression in serial CTC analyzes suggests that MUC4-targeted therapies should be
investigated with preclinical/clinical studies.

Key Words: circulating tumor cells, HER2 positive breast cancer, MUC4 expression, sHER2
Page Number:83
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanserleri her 6-8 kadindan birinde goriilmekte olup, kadinlarda goriilen en sik
kanserdir(1). Tim meme kanserlerinin yaklastk %6-10’u metastatik asamada
yakalanabilmektedir (2). Meme kanserlerinin fenotipik 6zelliklerine goére 3 tipi vardir:
hormon reseptérii (HR) pozitif (ya da luminal), HER2 (cerbB2; insan biiyiime faktorii 2
reseptorii) pozitif meme kanseri ve triple negatif (Ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve
HER2 reseptorii negatif) meme kanseri. HER2 asir1 ekspresyonu meme kanserlerinin %20-
25’inde goriilmektedir; HER2’yi hedefleyen trastuzumab gibi tedavilerden fayda gorecek
hastay1 belirlediginden 6nemli bir prediktif faktordiir. HER2 asir1 ekspresyonunun tedavi
edilmeyen hastalarda kotli prognozla ve bazilarinda da kotii prognozla iliskili olan diger
faktorlerle (nodal durum, tiimor c¢api, histolojik derece gibi) korele oldugu bilinse de
HER2’ye kars1 gelistirilen bir monoklonal antikor olan trastuzumabin kullanilmasindan sonra
sagkalim siireleri daha iyi hale gelmistir. Trastuzumab onayindan sonra sirasiyla lapatinib,
pertuzumab, ve Ado-trastuzumab emtansine (TDMI1) gibi hedefe yonelik ilaglar da
kesfedilmis ve glincel pratikte yerini almistir. HER2(+) Metastatik meme kanseri (MMK) ilk
basamak tedavisinde hastanin genel durumu ve performanst uygun oldugu miiddetge
kemoterapi ve anti-HER2 hedefli tedavi onerilmektedir. Pertuzumab +trastuzumab + taksan
ya da trastuzumab-+taksan (kapesitabine ya da vinorelbine de taksan yerine tercih edilebilir)
kombinasyonlar1 Onerilen seceneklerdir. Ancak hastalarin hepsinde bu tedaviye yanit

olamamakta, ya da yanit alinsa bile zaman igerisinde progresyon olmaktadir.

MUC4 (miisin4 proteini), membrana bagli heterodimerik glikoprotein kompleksidir. Asir
ekspresyonuyla hiicre-hiicre/matriks etkilesimleri inhibisyonu, immun sistemden kagis ve
metastaz gelisimi olur. Ayrica HER2 reseptdr kinazin bir ligandi gibi gorev yapar (3,4).
Preklinik caligmalarda MUC4 adi verilen, membrana bagli bir proteoglikanin trastuzumaba
direngli hiicrelerde asir1 ekspresyonu goriildiigli, ve HER2 reseptoriiniin epitoplarina
baglanarak trastuzumabin reseptore baglanmasim1 engelledigi goriilmiistiir(5). Ancak
MUC4tiin HER2 pozitif meme kanseri prognozuyla iligkili olup olmadigimin klinik

verifikasyonu yoktur.

Dolagan tiimor hiicrelerinin (CTC) erken evre meme kanserinde saptanmast koti

prognozla iliskilidir. HER2(+) MMK hastalarinda CTC sayisinda azalma olmamasinin



tedaviye yanitsizlikla iligkili oldugu One siirlilmiistiir(6). Ayrica HER2(+) hastalarda
CTC'nin aslinda hepsinin HER2(+) olmadigi raporlanmistir (7).

HER2(+) tiimorlerde HER2 reseptorii, zamanla pargalanarak trunke HER2 reseptorii
(p95SHER2) ve serumda dolasan HER2 extraseliiler domainine doniisiir. Serum HER2
reseptorii (solubl HER2) niin yiiksek diizeylerinin adjuvan HER2 hedefli tedavi alanlarda
niiksle iligkisi olduguna dair yayinlar vardir (8); metastatik HER2(+) hastalikta prognozla

iliskisine dair bilgi kisithdir.

AMAC

Primer amac¢: Anti-HER2 ve sistemik tedavi yanit1 {izerine serumda solubl HER2 diizeyi,
klinik seyir sirasinda dolagan tiimdr hiicrelerinin (CTC) sayisinin degisimi ve bu hiicrelerdeki

MUCH4 ekspresyonunun etkisinin incelenmesidir.

Ikincil amac: CTC sayisi, soluble HER2 diizeylerinin ve CTC lerdeki MUC4 ve HER2
ekspresyonu degisiminin prognostik rolii ve sagkalim siireleri {izerine etkisi; bu degiskenlerin

birbiriyle olan iligkisinin incelenmesidir.



2.GENEL BIiLGIiLER

Meme kanseri, 2020 global kanser verilerine gore tiim diinyada kadinlarda en sik, kansere bagl
olimler acisindan bakildiginda ise kadinlarda kanser Gliimlerin besinci en sik nedenidir (1). Tarama
yontemlerinin yayginlasmasi sonucunda ileri evre meme kanserinde yillar i¢inde azalma olmustur.
2019 Amerika verilerine gore Tim meme kanserlerinin yaklasik %66°s1 lokalize, %’26s1 rejyonel
hastalik halinde, %6°’s1 ise metastatik asamada yakalanmaktadir. Erken evrede 5 yillik sagkalim orani
%98; bolgesel hastalikta %85, metastatik hastalikta ise %30 civarindadir (2). Tarama ydntemleri
sayesinde erken evre meme kanserine daha sik rastlamamiza ragmen, erken evre kanserlerin %20-
30°u tedaviye ragmen ilk 2 yillik donemde rekiirrens gostermektedir (9-11). Uzak metastaz yerleri
siklikla kemik, karaciger, akciger ve beyin olarak bildirilmektedir (12,13). Uzak metastaz riski timor
cap1, timor histolojik derecesi (grade), nodal tutulum durumu ve reseptdr ekspresyonu ile iligkili
oldugu gosterilmistir (14,15). Meme kanseri hormon reseptorii (HR) (ER, PR) ve HER2 reseptorii
immunhistokimyasal (IHC) ekspresyonuna gore temel anlamda 3 fenotipe ayrilir; luminal [ya da HR
pozitif /HER2 negatif], HER2 pozitif [HR (+) ya da negatif, ancak HER2 pozitif tlimdrler] ve triple
negatif [iliclii negatif, ER/PR/HER2 {igii de negatif] meme kanserleri. Bunlarin igerisinde
HR(+)HER2(-) kanserler en sik goriilen (%65-70) ve prognozu en iyi olan alt tip, triple negatif en az
goriilen (%15) ve en agresif seyirli olan tip, HER2(+) olan meme kanserleri ise (%20-25) oraninda
goriiliip triple negatif meme kanserinden sonra metastaz kabiliyeti yiiksek olan bir alt tiptir (16).
Bunun yaninda Perou ve ark. tarafindan gen ekspresyonuna ve patolojik 6zelliklerine gére meme
kanserinin molekiiler 4 alt tipi belirlenmistir; Luminal A, Luminal B, HER?2 alt tipi (luminal-HER2 ve
HER2-enriched olarak ikiye ayrilir) ve triple negatif meme kanseri (kendi i¢inde basal-like, Claudin
low, mezenkimal, luminal androjen reseptorii pozitif tip-LAR ve immunomodulatuar tip olarak bese
ayrilir) (17). Bu molekiiler alt tiplerle fenotipik alt tiplerin birbiriyle izdiisiimiine bakildiginda; HR
kuvvetli pozitif (%50 ve lizeri, hem ER hem de PR), HER2 (-) ve Ki-67 diisiik < %20 olan tip:
Luminal A molekiiler alt tipine karsilik geldigi ; HR zayif pozitif, ya da reseptorlerden biri negatif,
HER2(-) Ki-67 > %20 olan tiimdrlerin Luminal B molekiiler alt tip ile ortiistiigii; HR(+)ve HER2(+),
Ki-67 %]15-30 olan tiimdrlerin Luminal-HER2 kabul edilebilecegi; HR(-)HER2(+), Ki-67 > %30
meme kanserlerinin HER2-enriched alt tipe uydugu; HR(-)HER2(-) negatif kanserlerin ise triple
negatif (cogunlukla basal-like) alt tiple ortlistiigii kabul edilmektedir (18).

HER2, (human epidermal growth factor 2) reseptorii transmembran yerlesimli bir tirozinkinaz
proteini olup, ligand bagiml1 aktivasyon sonrasi homodimer ya da heterodimerler olusturarak hiicre ici
sinyal yolaklarmi aktive edip biiyiime, ¢ogalma ve protein sentezini saglayarak hiicre sagkalimini
artirir. HER2 asir1 ekspresyonu, liganddan bagimsiz sekilde HER2 sinyal aktivasyonuna neden olarak
metastaz gelisimi ve kotii prognozla iligkili bulunmustur ve tiim meme kanserlerinin yaklasik %20-

25’inde goriiliir (18-21). Trastuzumab HER2 reseptoriiniin hiicre digi kismina baglanan, humanize
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IgG1 yapisinda bir monoklonal antikordur. HER2 dimerizasyonunu ve sinyal iletimini bloke eder, Fc
kismu ile antikor bagimli hiicresel sitotoksisiteyi uyarir, anjiogenez ve proliferasyon inhibisyonu
yapar, ayrica kemoterapinin etkinligini artirir. Trastuzumab 1998’de metastatik HER2 pozitif meme
kanserinde FDA onay1 almistir (22). Ardindan hem erken evre hastalikta adjuvan tedavide, sonrasinda
da hem lokalize hem de rejyonel hastalikta neoadjuvan tedavide etkinligi gosterilerek kullanima
girmistir. Adjuvan trastuzumab kullanimu ile relaps riski %50, 6liim riski ise %30 oraninda azalmistir.
Neoadjuvan tedavide ise patolojik komplet yanit oranlar1 olan hastalarin sagkalimlarinin anlamli

sekilde daha iyi oldugu saptanmistir (23-25).

Takip eden yillar igerisinde Once lapatinib, sonrasinda pertuzumab ve trastuzumab- emtansine
(TDM1) gibi HER2 hedefli tedavi secenekleri de metastatik HER2 pozitif hastalikta kullanim onay1
aldi. Lapatinib HER2 reseptoriiniin hiicre i¢i kismina baglanip inaktivasyon saglayan bir tirozin kinaz
inhibitorit (TKI) olup Oncelikle trastuzumab ve kemoterapi sonrasi progresyonda onay almistir (26).
Ancak kemoterapi ve trastuzumabin kombine edilmesi ile olusan, bir antikor-ila¢ konjugati olan
trastuzumab emtansine (TDMI1) ile yapilan kiyaslamasinda daha zayif etkili olmasinin
gosterilmesinden sonra ikinci basamak kullanimda yerini TDM1’a birakmugtir (27). Ayni dénemde
pertuzumab (ki yine bir HER2 hedefli monoklonal antikor olarak iiretildi) m trastuzumab ve
kemoterapi (KT) ile birlikte kullaniminin ilk basamakta sadece trastuzumab ve kemoterapiye kiyasla
anlamli katkisinin gosterilmesiyle metastatik hastalikta dual blokaj ve KT kombinasyonu ilk basamak
tedavide en uzun sagkalimi saglamasi ile standart haline gelmistir (28). Pertuzumab, trastuzumab gibi
bir monoklonal antikor olmasina ragmen trastuzumabdan farkli olarak HER2’nin ligand baglayan
subdomain IV kismina baglanarak HER2’nin diger reseptor tirozinkinazlarla heterodimerizasyon
yapmasini inhibe eder. Pertuzumab ve trastuzumab’in daha sonra hem neoadjuvan tedavide hem de

spesifik hasta grubunda adjuvan tedavide daha etkin bir tedavi oldugu gosterilmistir (29,30).

HER2 hedefli tedavideki tiim bu gelismelere ragmen Ozellikle metastatik hastalarda zaman
icerisinde tedaviye diren¢ gelismektedir. Diren¢ mekanizmalar1 arasinda HER2 reseptoriiniin tam
anlamiyla bloke edilemeyerek HER3 gibi diger HER ailesindeki tirozinkinazlarla etkilesime ge¢mesi,
alternatif reseptor tirozinkinazlarin (RTK) aktive olmasi (IGF-1R ya da MET RTK gibi) (25,26),
PI3BK/AKT/mTOR gibi hiicre sinyal yolaklarinin aktive olmasi (ki bu PI3K mutasyonu, ya da PTEN
timor stipresor genindeki inaktivasyon ile olabilir) (33,34), sayilabilir. Bunun yaninda HER2 mRNA
ya da protein diizeyleri (35), tiimor intrinsik subtipi (36), HER2 reseptoriindeki alterasyonlar
(p9SHER?2 gibi) (37), tiimor mikrogevresindeki TIL (timdr infiltre eden lenfosit) infiltrasyonu gibi
parametreler (38) ise anti-HER2 tedavi yanitinda heterojeniteye sebep olan parametreler olarak
literatiirde bildirilmektedir. Cyclin D1-CDK4 (siklin bagimh kinaz-4) yolagindaki aktivasyonun da

hiicre ¢aligmalarinda anti-HER?2 tedavi direnciyle iligkili oldugu 6ne siiriilmektedir (39).



Miisinler, epitelyal ve vaskiiler hiicrelerin ylizeyini korumay1 saglayan biiylik glikozile yiizey
proteinleridir. Miisin proteinleri membrana bagl ve salgilanan olarak iki kategoriye ayrilan ¢ok sayida
alt tipten olusur (40) (Sekil 1.). Miisin MUC-4, membrana bagh miisin alt tiplerinden biri olup,
salgilanan miisinlerden farkli olarak sisteinden zengin bolgeler disinda hiicre yiizeyine adeta bir
urganla baglanir gibi tutunmasini saglayan tek bir transmembran domain igerir. Diger membrana bagl
miisinlerden farkli olarak ise bir nidogen domain ve adezyon iliskili domain igerir (3). Membrana
bagli ya da transmembran miisinlerin epitelyal yiizeylerin korunmasi ve kaplanmasi diginda ayrica

hiicre sinyal yolaklarinda ek 6nemli rolleri oldugu bildirilmistir (41).

Protection and lubrication
=nunn—
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Intracellular signaling

Sekil 1. A. Sekrete olan miisin proteinlerinin yapisi, B. Membrana bagli miisin proteinlerinin ve

MUC4’iin transmembran yapist (40).

Bazi kanserlerde ozellikle MUC1 ve MUC4 gibi membrana bagli miisin proteinlerinin agir
ekspresyonu oldugu ve bunun hiicre proliferasyonu, motilite ve hiicre oliimsiizliigline yol actigi
gosterilmistir (42-45). MUC4 ekspresyonunun 6zellikle adezyon, EMT ve invazyon, ve kanser
hiicresi agregasyonu, gibi agresif seyri gosteren mekanizmalara yol agtig1 bildirilmistir (46,47).
Ayrica MUC4’tin EGF (epidermal biiyiime faktorii) benzeri domaini oldugu ve bunun ekstraseliiler
kistmda HER?2 reseptorii ile etkilesime girip bu reseptoriin internalaze edilmesini engelleyerek HER2
sinyal yolagmin aktif kalmasina yol actigt saptanmustir (4). Ayrica bir hayvan modelinde
trastuzumaba HER2 reseptorlerinin baglanmasini azalttigi ve Herceptin direnci ile iligkili oldugu
gosterilmistir (48). Bir ¢calismada erken evre HER2 pozitif meme kanseri nedenli adjuvan trastuzumab

alan hastalarda MUC4 ekspresyonunun kotii hastaliksiz sagkalim (DFS) siireleriyle iliskili oldugu ve
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bagimsiz bir prognostik faktor oldugu bildirilmistir (4). Aym calismada MUC4 ekspresyonunun TNF
(timor nekroz faktorii) alfa indiiksiyonu ile arttigi, ayrica MUC4 ‘downregiilasyonu’ sonrasinda

trastuzumabin HER2 reseptdr epitopuna baglanmasini artirdig1 saptanmustir (4).

HER?2 reseptoriiniin extraseliiler domaini proteolitik bir mekanizma ile ayrildiginda trunke form
olarak adlandirilan p95SHER?2 olusur, bu trunke reseptor kendi kendine aktive olarak, hiicre ici sinyal
yolaklarinin reseptoriin homo ya da heterodimerizasyonu ya da liganda bagli aktivasyonuna gerek
olmadan, siirekli aktif kalmasina yol agar. Trunke formun normal HER?2 reseptdriine gore 10-100 kat
daha sinyal aktivasyonuna yol actigi bildirilmistir. Serumda dolasan HER2 reseptoriiniin ekstraselliiler

domain’ine solubl HER2(sHER?2) ad1 verilir (49-50) (Sekil 2.).
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Sekil 2. Solubl HER2 ve transmembran trunke HER2’nin goriiniimil (58).

Solubl HER2 diizeylerinin hastalik rekiirrensini predikte edebilecegine iligskin bilgiler olsa da
heniiz tedavi planini degistirecek diizeyde kullanimi klavuzlarca dnerilmemektedir. Literatiirde erken
evre meme kanserinde %]11-18, metastatik hastalikta ise %36-46 oraninda sHER2 yiiksekligi
saptanmugtir (51-53). Solubl HER?2 yiiksekligi i¢in esik deger 15 ng/ml ve iizeri degerler kabul edilir.
Bazal degerden +%20 ve iizerinde degisim, FDA tarafindan anlamli degisim kabul edilir. Benign
durumlarda da (karaciger hastaliklari, preeklampsi, kalp hastalig1) 50 ng/ml’e kadar yiiksek degerler
goriilebilir (54,55). Bunun disinda HER2(+) meme kanseri disinda HER2 negatif meme kanserinde de



solubl HER?2 diizeyi yiiksekligi goriilebilmektedir, bir ¢aligmada dokuda HER2 negatif ve erken evre
meme kanseri hastalarinda %16,7 oraninda sHER?2 yiiksekligi saptanmis, bu oran HER2(+) hastalarda
%45,8 bulunmustur (8). Bir bagka calismada ise HER2 pozitif erken evre meme kanserinde %12
oraninda sHER?2 yiiksekligi saptanmustir (56). Yiiksek sHER2 diizeylerinin tiimor ¢api, derecesi ve
uzak metastaz riskiyle pozitif, ER ile ise negatif baglantili oldugu bildirilmistir (57). Ancak metastatik
hastalikta ya da neoadjuvan tedaviye yanitta sHER2 diizeylerinin bazal ve sonraki diizeylerinin tedavi

yaniti ve prognoz ile iliskisi ¢eliskilidir (58).

Meme kanserinde CTC saptama g¢alismalar1 aslinda 1990°I1 yillarda kemik iliginde goriildiigi
saptanan dissemine timor hiicresinin (59), erken evre meme kanserindeki rekiirrens ve sagkalim
oranlariyla iligkili oldugunun gosterilmesiyle (60) hiz kazandi. Dissemine tiimor hiicresinin giiglii
prognostik etkisine ragmen klinik pratikte uygulanabilirliginin kisitli olmasi, ayrica metastaz
biyolojisinin ¢ok basamakli temelinde aslinda dissemine tiimor dncesinden ¢ok once kanda dolasan
timor hiicresinin saptanmasinin daha erken bulgu olmasinin anlagilmasi, CTC ¢aligmalarinin
hizlanmasinin temel nedenlerindendir. Heterojen molekiiler yontemlere ragmen ilk ¢alismalarda erken
meme kanserinde CTC varliginin prognostik olduguna dair veriler elde edilmistir (61,62). Neoadjuvan
tedavi alan erken evre meme kanserli hastalarda, CTC sayis1 yliksekliginin (CTC sayisi: 1 ve {izerinde
olan yiikseklik olarak kabul edilmis) yanit lizerine etkisi saptanmamis, ancak hastaliksiz sagkalim
iizerine etkisi oldugu gorilmiistiir. Adjuvan tedavi alan hastalarda 6zellikle CTC sayis1 5 ve {izerinde
saptanan hastalarin prognozunun oldukga kotii oldugu saptanmigtir. Metastatik meme kanserinde ise
hastalarin yaklasik %70’inde zaten CTC nin 1 ve iizerinde oldugu bildirilmistir (63). Ancak CTC
yiiksekliginin cut-off degeri ¢eliskili ¢alisma sonuglarl nedeniyle bilinmemektedir. CTC sayis1 5’in
alt1 ve lstii olarak cut-off belirleyen ¢alismalarda CTC sayisinin bazal yliksekliginin kétii prognostik
oldugu, ancak KT sonrasi CTC azalma yaniti olanlarda prognozun iyilestigi bildirilmistir (63,64).
Ancak heniiz klavuzlara yansiyan CTC takibi onerisi yoktur. Dolayisiyla CTC sayisinin metastatik
meme kanserinde gii¢lii ve bagimsiz bir prognostik faktor oldugu one siiriilse de heniiz klinik pratikte
tedaviyi yonlendirmekteki etkileri net degildir. Ayrica CTC sayisindan ziyade CTC fenotipinin
aslinda klinik sonuglar ve tedavi yanitiyla daha iligkili olabilecegi diisliniilmektedir (65,6). Pek ¢ok
calismada primer doku, metastaz biyopsisi ve CTC’de HER2 ekspresyonu ve diger prediktif
belirteclerin diskordans gosterdigi bildirilmistir (66-70).

Bunun yaninda dolagan tiimor hiicrelerinde MUC4 ekspresyonunun CTC agregasyonunu (diger
dolasan tiimor hiicreleri ve trombositlerle) artirabilecegi ve metastaz kabiliyetini artirabilecegi one

stiriilmiistiir (71,72). Ancak CTC’lerde MUC4 ekspresyonunu arastiran bir ¢alisma heniiz yoktur.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Calisma ¢ok merkezli klinik translasyonel prospektif bir caligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri, Zamani ve Plani:

Calismaya Kasim 2015 ve Haziran 2018 tarih araliginda, 9 klinik merkezin istiraki ile hasta
alimi yapilmistir. Ornek alimi1 Aralik 2019°e kadar devam etmistir. Kan 6rnekleri alinarak
kan ornekleri soguk koruma zinciriyle Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Ensititiisii

Molekiiler Onkoloji Laboratuarlarina gonderilmis ve analizlerin hepsi bu merkezde

yapilmistir.

Tablo 1. Arastirma plani

Subat-Nisan 2014

Tez Onerisi hazirlanmasi

Nisan-Mayis 2014

Tez Onerisi sunumu ve kabulu

Haziran-Agustos 2014

Etik kurul onay1

Ekim 2014-Aralik 2014

Proje Onerisi hazirlanmasi

Ocak 2015

Proje onerisi kabulii

Ocak 2015-Aralik 2015

Numune toplama arag¢larinin belirlenmesi

Malzeme alimi

Aralik 2015-Aralik 2019

Ornek toplama siireci

Ocak 2018 Ek malzeme agigi1-alimi ve destek temini
Ocak 2019 Ek malzeme agigi-alimi ve destek temini
Haziran 2020 Analizlerin tamamlanmasi

Haziran 2020-Haziran 2022

Verilerin gbozden gecirilmesi, takiplerin kontroli

Haziran 2022- Ocak 2023

Istatistiksel analiz

Ocak 2023-Mayis 2023

Verilerin yorumlanmasi ve raporlanmasi

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar:

Calismaya ileri evre (metastatik ve lokal ileri evre) HER2 pozitif meme kanseri tanisi almis, 18-
70 yas arasindaki hastalar dahil edilmistir. Tanida metastatik olan hastalar i¢in; daha 6nce metastatik
asamada HER2 bazli hedefe yonelik kullanmamis ve yeni tedavisi baslanacak olan hastalardan olusan
goniilliller olmasi sarti konmustur. Calisma kapsaminda de novo (tani sirasinda) metastatik hastalar
oldugu gibi daha once erken evre olup sonradan metastatik hale gelmis hastalarda dahil edilmistir.

Daha o6nce erken evre olup metastatik hale gelmis olan hastalarin, adjuvan trastuzumab tedavisinin

bitiminden en az 1 yil gegmis olmasi sart1 konulmustur.




Lokal ileri hastalik nedenli neoadjuvan tedavi karar1 alinan hastalarin da tiimor dokusunda HER2
pozitifligi olmas1 sarti konmustur. Standart tedavi (sistemik tedavi+ anti-HER2 bazli tedavi)
baglanmadan alinan hastalarin HER2 pozitifligi bulunduklar1 merkezde yapilmis olan metastatik

lezyon biyopsisinde ya da ilk operasyon patolojisinden saglanmustir.

Standart tedavi (sistemik tedavi+ anti-HER2 bazli tedavi) baglanmadan 6nce ve tedavi
sirasinda kan Ornekleri alinarak kan ornekleri soguk koruma zinciriyle Dokuz Eyliil
Universitesi Onkoloji Ensititiisii Molekiiler Onkoloji Laboratuarlarina yollanmistir. Her
hastadan en az tiger tiip (7,5 ml) hemogram (edtal1) tiipiinde kan (CTC analizi i¢in) ve bir
adet biyokimya tiiptinde (5 ml) (solubl HER2 analizi i¢in) kan alinmasi hedeflenmistir. Bu
ornekler tedaviye baglamadan 6nce, tedaviden sonra ortalama 3-4. ayda, 6-8. Ayda olamk

izere 3 kez gonderilmistir.

Ayrica hastalarin patoloji arsivinde saklanmakta olan doku oOrnekleri Dokuz Eyliil
Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel onkoloji ABD Molekiiler Onkoloji laboratuarlarinda
incelenmesi planlanmistir. Cok merkezli bir ¢alisma oldugundan ve etik kurul onayr primer
olarak Izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi’nden alindigindan ve kan gonderen
merkezlerin ¢ogunun Patoloji merkezleri agisindan sorun yasandigindan doku oOrnekleri

gonderilememistir.
Ornekleme plan1 asagidaki gibidir:

Standart HER?2 bazli tedavi ve sistemik tedavi kombinasyonuna baslanmadan 6nce

Bazal,
*Kanda: Bazal dolasan tiimor hiicrelerinin orani ve bu hiicrelerde HER2 ve MUC4

ekspresyon diizeyi

Tedavi sirasinda (2 kez)

* Kanda: Solubl HER2 diizeyi bakilmasi, dolagsan tiimor hiicrelerinin HER2 ekspresyon

ozellikleri ve MUC4 ekspresyon durumu



3.4. Calisma Materyali:

Her hastadan en az {iger tiip-(7.5 ml) hemogram (edtal)tiipiinde kan (CTC analizi igin)

ve bir adet biyokimya tiiplinde (5 ml) (solubl HER2 analizi i¢in) kan 6rnegi alinmistir. Ayrica

hastalarin takip olduklar1 merkezdeki klinik ve patolojik bilgileri veritabanina islenmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

CTC sayis1 /8 ml, CTC1/2/3

CTC fenotipi (HER2 pozitif/negatif, MUC4 pozitif/negatif)

Solubl HER2 diizeyleri (ng/ml)
Sagkalim, Yanit oranlar1

3.6. Veri Toplama Araclari:

Tablo 2. Veri toplama araglar

Malzeme Adi Markasi/Kod Kullanim Amaci
Greiner Bio-one, | Dolasimdaki Tiimor Hiicrelerinin
Oncoquick Tube 227250 Zenginlestirilmesi
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline | Cegrogen, Dolagimdaki Tiimor Hiicrelerinin
(10x) H0500-550 Zenginlestirilmesi ve Yikama
Hanks' Balanced Salts, w/o Ca & Mg, | Cegrogen, Dolasimdaki Tiimo6r Hiicrelerinin
w/o Phenol Red H0500-600 Zenginlestirilmesi
Fetal Bovine Serum Advanced, Heat | Cegrogen,
Inactivated A0500-3230 Ortam hazirligi ve Dondurma
Cegrogen, Hiicre ¢6zdiirme sonrast hiicrelerin yeniden
L-Glutamine (200 mM) K0100-670 canlanmasi i¢in ortam hazirlig
Cegrogen, Hiicre ¢6zdiirme sonrast hiicrelerin yeniden
Penicillin/Streptomycin (100x) P0100-790 canlanmasi i¢in ortam hazirligt

Sartourius, 03-

Trypan Blue 0.5% Solution 102-1B Hiicre Sayimi1
Merck,
Dimethyl sulfoxide 1029521000 Hiicre Dondurma

Cryo.S, PP, with screw cap, sterile

Greiner Bio-one,
122278

Hiicre Dondurma, Ornek Saklama
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Pipette, 25 ML, Graduated 2/10 ml,
sterile, single packed

Greiner Bio-one,
760180

Hiicre Manipiilasyonu

Pipette, 10 ml, graduated 1/10 ml,
sterile, single packed

Greiner Bio-one,
607160

Hiicre Manipiilasyonu

Pipette, 5 ml, graduated 1/10 ml,
sterile, single packed

Greiner Bio-one,
606180

Hiicre Manipiilasyonu

1,5 ml attached cap, graduated,
suitable for eppendorf

Greiner Bio-one,
616201

Hiicre Manipiilasyonu

0,5 ml attached cap, graduated,
suitable for eppendorf

Greiner Bio-one,
667201

Hiicre Manipiilasyonu

Jet Biofil,
50 ml Centrifuge Tubes CFTO011500 Hiicre Manipiilasyonu
Jet Biofil,
15 ml Centrifuge Tubes CFT031150 Hiicre Manipiilasyonu
Siemens Advia Centaur H2N Siemens Serum HER2/neu seviyesinin tayini

Dolasimdaki Tiimor Hiicrelerinin Yogunluk Gradient ve Biiyiikliik Farkina Goére Kandan

Zenginlestirilmesi

Hastalardan toplanmis 8 ml kandan OncoQuick® (Greiner Bio-one) tiipleri ile iiretici protokoliine
gore zenginlestirilmistir. Proje kapsaminda hastalardan tedavi Oncesi ve sonrast donemlerde
heparinlenmis mor kapakli tiipler ile 8 ml kan alinmistir. Bu kan 6rnekleri dnceden 4°C dereceye
sogutulmus Oncoquick tiiplerinin iizerine iki faz olusturacak sekilde dekante edilmistir. Takiben
30 dakika 1600g’de

gergeklestirilmistir. Olusan {i¢ fazlik ayrimda, mavi ayrim ¢ozeltisi ve serum arasinda yer alan bulutsu

tipler oOnceden 4°C’e sogutulmus santrifiijde dondiiriilerek  ayrim
hiicreler toplanarak izotonik tampon c¢ozelti ile yikanmugtir. 1 ml icerisinde tampon ¢dozelti ile
seyreltilen hiicre c¢ozeltisinden 50 pl 6rnek alinarak 1:1 oraninda tripan mavisi yontemi ile

zenginlestirilmis ¢ozeltideki hiicreler sayilmistir.

Zenginlestirilmis hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek tampon ¢ozeltiden uzaklastirilir.
Hiicreler %90 FBS ve %10 DMSO i¢eren dondurma ortamu igerisinde tekrar siispanse edilerek
onceden 4°C’ye sogutulmus Mr.Frosty tipi dondurucu kalip yardimiyla dakikada 1 derece sogumasi
iizerine -80 °C’de gece boyu dondurulmustur. Dondurulan hiicrelerin uzun siire korunabilmesi igin

ertesi glin s1vi azot tankina aktarilmiglardir.
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Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Akis Sitometrisi ile Siniflandirilmasi

Hastalardan toplanmis 8 ml kandan OncoQuick® (Greiner Bio-one) tiipleri ile iiretici protokoliine gore
izole edilip dondurulmus hiicrelerin ¢ozdiiriilerek akis sitometride antijen ekspresyonlarina gore

gruplandirilmasini amacglanmustir.

Cryovial onceden 1sitilmig 37°C su igerisinde Ornegi sicaklik sokundan koruyacak sekilde suyun
icinde yavas dondiirme hareketleriyle hizlica ¢ozdiiriildii. Ornek buz-sivi gecis halindeyken su
banyosundan ¢ikartilarak bir sonraki asamaya gec¢ildi. Bu adimin 1 dakikadan kisa silirmesi
hedeflendi. Su banyosundan ¢ikartilan Cryovial’in agzinin ¢evresi %70 alkol ile hizlica
temizlendikten sonra Cryo-vial’e 1:1 oraninda %10 FBS soguk biiyiime ortami eklenerek, toplam 2
ml’lik hacim 15 ml’lik flAkona aktarildi. iki kez yikama yapilarak flakondaki toplam ortam 6 ml’e
tamamlandi. Hiicreler 200 x G’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant bir pipet yardimiyla
pelletten uzaklastirildi. Pellet 300 pulL PBS ile ¢oziilerek, 100 ulL’lik gruplar halinde bdliindii. Bu
hacimler ileriki agsamalarda 6rnek ve izotip kontrol gruplar1 olmak iizere eslenerek 6rnekler 20 dakika
4° C’de karanlikta sakland:. inkiibasyon siiresinin ardindan, &rnek ve izotip kontrol grubuna asagidaki
tabloda belirtilen hacimlerde antikorlar eklenip ve Ornekler karanlikta 30 dakika inkiibasyona

birakildi.

Tablo 3. Analizlerde kullanilan antikorlar

Isaretli Antikor Hacim (uL)
Ornek CD45 monoclonal antibody (HI30), PE-Cyanine7 5
Ornek CD326 (EPCAM) monoclonal antibody (1B7), PE 5
Ornek anti-human HER2, monoclonal antibody, FITC 5
Ornek anti-human MUC4, monoclonal antibody, APC 5
Kontrol Mouse IgG1 kappa Isotype Control, PE-Cyanine7 5
Kontrol Mouse IgG1 kappa Isotype Control (P3.6.2.8.1), PE 5
Kontrol Mouse IgG1 kappa Isotype Control, (P3.6.2.8.1), FITC 5
Kontrol Mouse IgG1 kappa Isotype Control, APC 5

Akis sitometride 20.000 hiicre sayilmasi hedeflendi. Ornekler Forward Scatter’a karst Side
Scatter, CD45, HER2, MUC4 ve EPCAM antijenlerinin Side Scatter’a karsi ekspresyon seviyeleri ve

bu antijenlerin co-ekspresyonlarina gore incelendi. Bu analiz asamasinda ilgili antijenlerin izotip

12




kontrolleri negatif ekspresyon kabul edilerek analizler yapilmigtir. CD45(-)EPCAM(+) olarak

gruplanan hiicreler dolagimdaki tiimor hiicreleri olarak tanimlanmustir.
Serumdaki HER2/Neu Miktarinin Analizi

Serum HER2/Neu miktarinin analizi Siemens Advia Centaur H2N saglayic1 protokolii
dogrultusunda Advia Centaur XPT otomatik sistemi aracilig ile gergeklestirilmistir. ADVIA Centaur
CP HER-2/neu tahlili, ADVIA Centaur CP sistemi kullanilarak insan serumunda HER-2/neu
proteininin kantitatif tayinine yonelik bir in vitro diagnostik immiino-tahlildir. Hastalardan toplanan
kan ornekleri 300 g 10 dakika santrifiijlenerek serum ayrilmis ve 20°C’de saklanmistir. Korunan
ornekler testin uygulanacagi giiniin sabahinda ¢ozdiiriilmiistiir. Serum HER2/neu analizine 45 serum

ornegi ve 5 deney kontrol dahil edilmistir.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi:

Veri analizleri SPSS version 23 kullanilarak gergeklestirildi. Tanimlayict analiz ile klinik
ozellikler, sayisal parametreleri ortalama, medyan, minimum ve maksimum araliklar
saptand1. Grup ortalama karsilagtirmalar: T test kullanilarak yapildi. Degiskenleri prognostik
etkisini degerlendirmede ‘cut-off” degeri belirlemek i¢in dncelikle ROC analizi yapildi, ROC
egrisinde anlamli AUC degeri olan parametrelerde sensitivite ve spesifite aralifindaki en
uygun deger cut-off olarak kullanildi; bu analizde anlamli AUC degeri olmayan parametreler
icin ise medyan degeri cut-off olarak kabul edildi. Cut-off degerinin alt1 ve iistii olarak
gruplar olusturuldu. Sagkalim analizleri Kaplan-Meier analizi kullanilarak yapildi. Genel
sagkalim siiresi caligmaya girilen zamandan son goriis ya da 6liime kadar gegen zaman olarak
kabul edildi. Log-rank testi kullanilarak sagkalim {izerine degiskenlerin prognostik etkisi olup

olmadig arastirild.

3.8. Arastirmanin Simirhhiklari:

Calismamiz ¢cok merkezli olmasi ve beklenen katilimin diisilk olmasi nedeniyle aslinda
100-120 arasinda bekledigimiz hedef katilim plan1 58 ile sinirli kalmistir, sonrasinda hastanin
takiplerine ulagilamayan, Ornek gonderimi sirasi/sonrasinda zarar goren vakalar
cikarildiginda vaka sayimiz 26 ile sinirli kalmistir. Calismamizdaki hasta profilinin bu kadar
yavag toplanmasinin baglica nedenleri; metastatik vakalarin tiim meme kanserlerinin yaklagik
%10’unu olusturmasi, ayrica HER2 pozitif meme kanserlerinin de tiim meme kanserlerinin

ortalama %20’sini olusturmasidir. Bu nedenle ¢aligma yapilirken diger merkezlere bagiml

13



kalinmis, hasta 6rnegi toplanabilmesi i¢in Tiirk Onkoloji Grubu (TOG) calistay1 olmak {izere
bilimsel ortam toplantilar1 ayrica elektronik posta ve sosyal medya gruplari gibi araclar ile de

iletisim saglanmaya caligilmistir.

Calisgmamizdaki bir baska problem, merkezlerin patolojik tiimdér dokusunu patoloji
merkezlerindeki uyumsuzluk ve bazi etik ¢ekinceler nedeniyle gondermeme talepleri
olmustur. Bu nedenle ¢alismamiz sadece kan 6rnegi odakli olmustur. Bu teknik zorluklara
ragmen translasyonel klinik bir caligma i¢in aslinda yeterince i1yi sayilabilecek vaka 6rnegi

toplanmustir.

Sadece Oncoquick tiipleri ile hiicre ayrimlastirilmasi yapildiginda 8 ml kanda genellikle
binli rakamda hiicre ayrildigi, ancak bunlarin aslinda sadece 1/10.000- %11 oraninda
kisminin  CD45(-) EPCAM(+) fenotipinde (CTC ile wuyumlu) hiicre icerdigi
saptanmistir. CTC izolasyonu acisindan dansiteye gore CTC ayirimi yaptigi one siiriilen
Oncoquick tiiplerinin tek basina kesinlikle yeterli bir yontem olmadigi, ek analizlerle CTC

fenotipinin ayrica belirlenmesi gerektigi goriilmiistiir.
3.9. Etik Kurul Onay1:

Calismanin etik kurul onay1 Izmir Katip Celebi Universitesi T1ip Fakiiltesi Klinik Arastimalar Etik
kurul komisyonundan girisimsel olmayan (ilag dis1) klinik caligmalar grubundan alinmigtir

(09.07.2014 tarihli 96 karar nolu onay).
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4. BULGULAR

4.1.Hastalarm klinik ve patolojik o6zellikleri

Caligmaya katilan hastalardan kan 6mnekleri ve klinik izlem bilgileri uygun olan 26 hastanin
verileri analize dahil edildi. Hastalarin medyan yasi 50 (min:30-maks:71) olup, %61,5’1
postmenopozal olan hastalardi. Sekiz hasta HER2 pozitif bolgesel meme kanseri nedenli neoadjuvan
tedavi alan, 18 hasta ise ¢alisma sirasinda metastatik olan hastalardan olusmaktaydi. Metastatik
vakalarin dokuzu tani sirasinda erken evre olup takipte metastazi gelisen hastalardi. Bu hastalarin
5/9’unda metastaz sirasinda HER2 pozitifligi biyopsi ile dogrulanmig, kalan 4’tinde primerdeki
patolojiye gore tedavi verilmisti. Timor histolojik tipi cogu hastada invaziv duktal morfolojide
(%76,9), ve histolojik derece (grade) II (%61,6) idi. Ondokuz hasta (%73,1) immunohistokimyasal
(IHC) olarak cerbB2 3(+)’ligi, yedi hastaya (%26,9) ise cerbB2 2(+) ve FiSH amplifikasyon
pozitifligi nedenli ¢alismaya alinan hastalardi. Vakalarin %65,4’i ER pozitif, %53,8’ise PR pozitif
olgulardi. HR reseptorii negatif (hem ER, hem de PR negatif) olgular ise tiim vakalarin %34,6’sin1
(n=9) olusturmaktaydi. Caligsma izlem periyodunda sekiz hastada (ki bunlarin hepsi neoadjuvan tedavi
nedenli c¢aligmaya alinan hastalardi; %30,8) metastaz goriilmedi; metastatik vakalarda ise agirlikli
olarak (%42,3) visseral organ metastazi mevcuttu [siklik sirasina gére metastaz yerleri: akciger %34,6
(n=9), karaciger %15,3 (n=4), beyin %3,8 (n=1)]. Klinik ve patolojik O6zellikler Tablo 4’ de

Ozetlenmigtir.
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Tablo 4. Hastalarin genel klinik ve patolojik 6zellikleri

Degisken Say1 | Yiizde (%)
Yas

50 yas alt1 13 %50
50 yas ve listii 13 %50
Menopozal durum

Postmenopozal 16 %61,5
Premenopozal 10 %38,5
Hastalik tanmisinda evre

Evre I-11 7 %26,9
Evre IIIA 5 %19,2
Evre 11IB 3 %11,5
Evre IIIC 2 %7,7
Evre IV 9 %34,6
Histolojik tip

IDK 20 %76.,9
ILK 4 %15,4
apokrin 2 %7,7
Histolojik grade

Grade I1 16 %61,6
Grade III 10 %38,4
Immunohistokimyasal HER2 ekspresyonu

THC 2+ FISH+ 7 %26,9
IHC 3+ 19 %73,1
Hormon reseptor durumu

negatif 9 %34,6
pozitif 17 %65,4
Estrojen reseptorii

Negatif 9 %34,6
Pozitif 17 %65,4
Progesteron reseptorii

Negatif 12 %46,2
pozitif 14 %53,8
Takipte metastaz durumu

Yok 8 %30,8
Visseral 11 %423
Visseral dis1 7 %26,9
Kc 4 %15,3
Ac 9 %34,6
Beyin 1 %3,8
Kemik 11 %42,3
Cilt 2 %7,7
Lap 11 %4,3

4.2. Verilen tedaviler ve yanit oranlari
Bolgesel hastaligi olup neoadjuvan tedavi uygulanan sekiz hastanin 5’1 antrasiklin siklofosfamid
(AC) (21 giin ara ile-4 kiir) ve dosetaksel-trastuzumab (21 giin ara ile 4 kiir) siral1 tedavisini ardisik

aldilar (bunlardan sadece bir hasta antrasiklin kombinasyonunu taksan-trastuzumab’dan sonra ald1).
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Diger {i¢ hastaya ise doz yogun AC ve haftalik paklitaksel ile kombine trastuzumab verilmisti. Bu

hastalarin hepsinde objektif yanit saglandi (tam yanit orani %50).

Metastatik hastalarin sadece 9%33.,3’i dosetaksel, pertuzumab ve trastuzumab (dual blokaj)
alabilmisti (o donemde pertuzumabin heniiz onaylaniyor olmasindna kaynakli). Hastalarin ¢gogunlugu
trastuzumab+ kemoterapi kombinasyonu aldi. Metastatik hastalarda objektif yanmit orami %77,8

saptandi. Tedaviler ve yanit oranlar1 Tablo 5°de 6zetlenmistir.

Tablo 5. Hastalarin aldig1 tedaviler ve yanit oranlar1 (AC: doksorubisin, siklofosfamid)

Tedavi sekli Say1 (n) Yiizde (%)
Neoadjuvan 8 %30,8
4AC->12 haftalik paklitaksel-trastuzumab 3 %37,5
4AC—>4-Dosetaksel+Trastuzumab 4 %50
4Dosetaksel+T2>4AC 1 %12,5
Yant

Parsiyel yanit 4 %50
Komplet yanit 4 %50
Stabil yanit 0 0
Progresyon 0 0
Metastatik hastalikda tedavi 18 %69,2
Dosetaksel+trastuzumab 1 %35,5
Letrozol+trastuzumab 1 %35,5
Lapatinib+kapesitabin 1 %S5,5
Paklitaksel+trastuzumab 8 %44.,4
Dosetaksel+pertuzumab-+trastuzumab 6 %33,3
TDM1 1 %S5,5
Yanut

Parsiyel Yanit 11 %61,1
Komplet yanit 3 %16,7
Stabil yanit 3 %16,7
Progresyon 1 %35,6
Objektif yanit 14 %77,8

4.3.Dolasan tiimor hiicreleri (CTC) ve solubl HER2 bulgulari

Tedavi Oncesi bazal kan orneklerinde saglikli CTC analizi yapilabilen 19 hasta oldu. Bu
hastalarda medyan CTC sayist 22 (min:2-maks:150) idi. Metastatik hastalarda medyan bazal CTC
sayis1 24 (min:2-52), bolgesel hastaligi olanlarda ise medyan 20 (min:2-150) saptandi. Bu CTC’lerin
HER2 ve MUC4 ekspresyonlarina flow sitometri ile yeniden bakildi. Tiim hastalara bakildiginda
hastalarin medyan %38,6’simin CTC’lerinin HER2 pozitif oldugu goriildii. MUC4 ekspresyonu
bazaldeki CTC’lerin azimsanmayacak kadarinda pozitif goriildii, tim hastalarin medyan %35,8’inin
CTC’lerinin MUC4 ekspresyonu gosterdigi saptandi. Hastalarin medyan bazal solubl HER2 diizeyi
22,1ng/ml (3.3-510) saptandi. Metastatik hastalar i¢in bu deger medyan 23,1 ng/ml (3,3-510),
bolgesel hastaligi olanlarda ise 17,1ng/ml (11,9-32,8) saptandi. HER2(+) CTC-1 orami fazla olan
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hastalarda daha diisiik olanlara gore solubl HER2 ortalama diizeyi anlaml fark gostermese de belirgin
diisiik saptandi (17,7 vs 76.2 ng/ml; p=0,21).

Tedavi sonrasi ilk alinan ara kontrol CTC analizi (CTC-2) 20 hasta icin yapilabildi. Bu analizde
hastalarn medyan CTC-2 sayis1 11 saptandi (min:1-maks:238). Metastatik hastaligi olanlarda bu
deger 13 (1-238), bolgesel hastalig1 olanlarda ise 9 (1-37) saptandi. HER2 pozitif CTC-2 oram1 %23,1,
MUC4 pozitif CTC-2 orant %65,5 saptandi. Tedavi sonrasi ilk kontrol solubl HER2 diizeyi medyan
14,2 ng/ml (2,6-69,6 ng/ml) saptandi. Bu degerin ortalamasi, 6zellikle MUC4(+) CTC-2 orani yiiksek
olan hastalarda diisiik olanlara gore yiiksek olma egilimi gosterdi (22,1 vs 13,6 ng/ml; p=0,21).
Metastatik hastalig1 olanlarda bu deger 14 ng/ml (4,8-69,6), bolgesel hastalig1 olanlarda ise 14,8 (2,6-
25,8 ng/ml) olarak bulundu.

Son kontrol CTC analizi (CTC-3)17 hasta i¢in uygulanabildi. Medyan CTC-3 sayis1 5 bulundu;
bu deger metastatik hastaligi olanlarda 5,5(1-58), bolgesel hastaligi olanlarda ise 3 (0-19) saptandi.
HER2 (+) CTC-3 orant %95,8, MUC4(+) CTC-3 oran1 %84,1 saptandi. Son solubl HER2 medyan
degeri 18,2 ng/ml (1,4-107,6) saptandi. Bu degerin ortalamast HER2(+)MUC4(+) CTC-3 ekspresyon
orani diisiik olan hastalarda olmayanlara gore yiiksek olma egilimliydi (32,5 vs 21,7 ng/ml; p=0,45).
Metastatik hastalarda bu deger 15,1 ng/ml (1,4-107,6), bdlgesel hastalig1 olanlarda ise medyan 22,5
ng/ml (15,3-26,1) saptandi. Bu analizlerin ayrintis1 Tablo 6’de gosterilmistir.

En az iki seri CTC 6l¢iimii ve analizi gerceklesebilen 24 hastanin 16’sinda (%66,6) HER2(+) CTC
oraninda artig seyri saptandi (Grafik 1); benzer sekilde MUC4 eskpresyonunun da 14/21 (%66,6)
hastada MUC4(+) CTC oraninda artis saptandi (Grafik 2).
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Grafik 1. Seri analizlerde vakalarin HER2(+) CTC oran1 degisimi
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Grafik 2. Seri analizlerde vakalarin MUC4(+) CTC oran1 degisimi

Tablo 6. Seri kan 6rneklerindeki CTC sayilari, CTC fenotiplerinin dagilimi ve solubl HER2 diizeyleri

Min-max Ortalama Medyan

CTC -1(N=19) 2-150 32,2 22
HER2 (+) 0-147 17,7 6,5
HER2(+) CTC-1 % 0-100 46,2 38,6
HER?2 (-) 0-38 13 10
HER2(-) CTC-1 % 0-100 49,3 56,8
MUCA4 () 0-36 10,2 5
MUC4(+)CTC-1 % 0-100 41,3 35,8
HER2 (+)MUC4 (+) 0-33 7,3 3
HER2(+)MUCA4 (+) CTC-1 % 0-91.6 25,3 15
Solubl HER?2 -1(ng/ml) 3,3-510,6 59,7 22,1
CTC-2 (n=20) 1-238 35,2 11
HER2 (+) 0-21 5,6 4,5
HER2 (+)CTC-2 % 0-100 40,7 23,1
HER2 (-) 0-217 29,7 6
HER2(-) CTC-2 % 0-100 59,3 76,9
MUCA4 () 0-40 8,8 7
MUC4(+)CTC-2 % 0-100 59,2 65,5
HER2 (+)MUC4 (+) 0-11 3,2 2
HER2(+)MUCA4 (+) CTC-2 % 0-100 35,5 10,9
Solubl HER?2 -2 (ng/ml) 2,6-69,6 17,2 14,2
CTC-3(n=17) 0-58 14 5
HER2 (+) 0-33 6,9 4
HER2 (+)CTC-3 % 0-100 71 95,8
HER?2 (-) 0-47 7,1 1
HER2(-) CTC-3 % 0-100 28,9 4,2
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MUCH4 (+) 0-53 8,8 4
MUC4(+)CTC-3% 0-100 65,6 84,1
HER2 (1)MUC4 (+) 0-25 5.6 4
HER2 (+)MUC4(+) CTC-3 % 0-100 53,9 66,6
Solubl HER?2 -3(ng/ml) 1.4-107.6 25,01 18,2

4.4.CTC alt gruplarinin ve solubl HER2 diizeylerinin temel klinikopatolojik o6zelliklerle
iliskisi

Tedavi Oncesi (bazal) dolasan tiimor hiicrelerinin  HER2(+), HER2(-), MUC4(+) ve
HER2(+)MUC4(+) ekspresyonlarina gore hastalar, HER2(+) CTC oran1 medyanin {izerinde
olan/olmayan, HER2(-) CTC oran1 ROC risk oraninin iizerinde olan/olmayan (cut-off degeri: %61,5;
AUC: 0,707 0,459-0,95; sensitivite 0,80 , p:0,045, 1-spesifite: 0,33) MUC4(+) CTC orani medyanin
iizerinde olan/olmayan ve HER2(+)MUC4(+) CTC oram1 medyanin {izerinde olan/olmayan olarak alt
fenotiplere ayrildi (Cut-off degeri oncelikle her degisken icin ROC egrisinde bakildi, ROC egrisinde
anlamli sonu¢ c¢ikmayan olgularda medyan deger cut-off olarak kabul edildi). Hastalarin HR
durumlari, ¢alisma anindaki evreleri, timor histolojik tipi ve derecesi, tan1 yaslarina gére CTC alt
fenotip oranlarinin degisip degismedigi incelendi. Klinik ve patolojik ozelliklerle CTC fenotipleri
arasinda anlamli fark olmamasina ragmen MUC4 (+) CTC-1 oram yiiksek olan bireylerde histolojik
derece II tiimorlerin ve 50 yas alt1 hastalarin daha sik oldugu, HER2(-) CTC-1 oram yliksek vakalarin
ayni zamanda ¢ogunlugunun HR pozitif oldugu goze ¢arpt1 (Tablo 7ve Tablo 8).

Yine bu klinik ve patolojik 6zelliklere gore CTC alt tiplerinin (her bir CTC serisi i¢in ayr1 ayr1 analiz
edildi) goriilme oranlarinin ortalamalarinin fark edip etmedigi analiz edildiginde HG II tiimorlerde
MUC4(+) CTC-2 oranlarin anlamli olmasa da daha yiiksek oldugu (9%70,7 vs %37,6; p=0,07); geng
hastalarda anlamli sekilde HER2(+) CTC-2 oraninin diisiik (%22,7 vs %55,4, p=0.03), HER2(-) CTC-
2 oranlariin daha yiiksek oldugu (%773 vs %44.5, p=0,03) saptandi. Objektif yanitli olan metastatik
hastalarda HER2(+) CTC-2 orant ve (%52,2 vs %12; p=0,01), HER2(+)MUC4(+) CTC-2 oraninin
anlamli sekilde yiiksek oldugu (%46,7 vs %5,8; p=0,017) saptandi (Tablo 9)
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Tablo 7: Tedavi 6ncesi CTC fenotiplerinin klinik ve patolojik 6zelliklerle iligkisi

Degigken Lokal Evre IV HR(-) |HR((+) | HGIII | HGI IDK DIGER | <50 yas | >=50
ileri

HER2(-) 3 6 1 8 3 6 9 0 5 4

CTC-1% (%33,3) | (%66,7) (%I11,1) | (%88,9) | (%33,3) | (%66,7) | (%100) (%55,6) | (%44,4)

Fazla

HER2(-) | 4 6 5 5 5 5 8 2 6 4

CTC-1% (%40) (%60) (%50) (%50) (%50) (%50) (%80) (%20) (%60) (%40)

Az

Fisher 1 0,14 0,65 0,47 1

exact, p

HER2(+) 4 6 5 5 5 5 8 2 6 4

CTC % (%40) | (%60) (%50) | (%50) | (%50) | (%350) | (%80) (%20) | (%60) | (%40)

Fazla

HER2(+) |3 6 1 8 3 6 9 0 5 4

CTC% (%33,3) | (%66,7) (%I11,1) | (%88,9) | (%33,3) | (%66,7) (%100) (%55,5) | (%44,4)

Az

Fisher, p 1 0.141 0,46 0,47 1

MUC4 3 7 3 7 2 8 9 1 7 3

(+) CTC % | (%30) | (%70) (%30) | (%70) | (%20) (%80) | (%90) (%10) | (%70) | (%30)

Fazla

MUC4 4 5 3 6 6 3 8 1 4 5

(+)CTC% (%44,4) | (%55,6) (%33,3) | (%66,7) | (%66,7) | (%33,3) | (%88,9) (%l11,1) | (%44,4) | (%55,6)

Az

Fisher p 0,65 1 0,07 1 0,37

HER2(+) | 4 7 5 6 5 6 9 2 8 3

MUC4(+) (%36,4) (%63,6) (%45,5) | (%54,5) | (%45,5) | (%55,5) | (%81,8) (%18.2) | (%72,7) | (%27,3)

CTC %

Fazla

HER2(+) |3 5 1 7 3 5 8(%100) |0 3 5

MUC4(+) (%37,5) | (%62,5) (%12,5) | (%87,5) | (%37,5) | (%62,5) (%37,5) | (%62,5)

CTC % Az

Fisher p 1 0,17 1 0,48 0,181

Son CTC analizinde HR(+) hastalarda HER2(+)MUC4(+) CTC-3 oraninin HR(-) olanlara gore
anlamli sekilde yiiksek oldugu (%73,6 vs %10,7; p=0,001), HG II tiimoérlerde CTC-3 ortalamasinin,
HG 1II olanlara gore daha yiiksek oldugu (ortalama 22,8 vs 4,6 ; p=0,03) HER2(-) CTC-3 oranin
cerbB2 THC 3(+) hastalarda anlamli daha yiiksek oldugu (%39,9 vs %4,8;p=0,026), buna karsin
HER2(+)MUC4(+) CTC-3 oraninin bu tiimérlerde cerbB2IHC 2(+)FISH(+) olanlara gore daha diigiik
oldugu (%40,3 vs %84,1; p=0,008) saptand1 (Tablo 10).

ROC analizinde sHER2 bazal diizeyi anlamli olarak oliim riski ile iligkili bulundu; bu deger
medyan deger ile esit saptand1 [22,1; duy:0,875, spesifite:1-0,313; p=0,007; AUC:0,844 (0,26-1)].
Medyan sHER2 degeri baz alimarak yapilan yiiksek/diisiik gruplamasma gore bakilan klinik
karsilagtirmalarda da anlamli fark izlenmedi. Solubl HER2 diizeyi HR(—) hastalarda, HG II olgularda,
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cerbB2 IHC 3(+) olanlarda, metastatiklerde, objektif yamitli (CR+PR) olanlarda daha yiiksek

Degisken

CTC-2

HER2(1) %

HER2(-) %

MUC4(+) %

HER2(1)MUC4(+)

%

sHER2-2

ortalamalara sahip olmakla birlikte anlamli fark goriilmedi. Bazal CTC degeri yiiksek olanlarda %60

oraninda sHER2 yiiksekligi goriilirken, CTC medyan 22’nin altinda olanlarda %37,5 oraninda
sHER?2 yiiksekligi goriildii (p=0,63). Bu fark anlaml1 degildi.

Tablo 8. Klinik ve patolojik 6zelliklere gore CTC-1 sayi, fenotip ve sHER2-1 diizeyi ortalamalarimin

CTC-1 HER2(+) | HER2 (-) | MUC4(+) HER2(H)MUC4(+) | SHER2
CTC-1% | CTC-1% CTC-1% CTC-1 %

HR+ 26,3 42 58,5 39,7 21,7 57,8
HR- 45 62 37,3 44,9 33,6 105
P 0,44 0,20 0,19 0,74 0,40 0,52
HGII 25,8 46,5 54,5 50,5 32,6 110,8
HGIII 41,1 51,7 48,3 33,8 18,4 22,6
P 0,33 0,72 0,69 0,25 0,26 0,15
IHC2+FISH+ 17 35,9 64,1 41,8 16,2 17,2
THC3+ 36,3 52 48,5 43,9 29.4 86,7
p 0,31 0,39 0,41 0,90 0,42 0,45
>50Y 39,5 49,1 52,1 33,7 23 113,5
<50Y 27 48,3 51,7 50,6 29,2 30,5
p 0,43 0,96 0,97 0,24 0,65 0,23
Non- 42,7 58,2 41,8 31,3 26,5 17,6
metastatik
Metastatik 26,1 43 57 50,6 26,6 98,1
p 0,44 0,33 0,31 0,19 0,99 0,30
OR- 31 24,8 75,2 66 20,9 55,6
OR+ 24,5 49 51,9 45,4 28.5 106,7
p 0,71 0,23 0,26 0,34 0,71 0,70
PR 87 55,1 449 18,1 15,3 18,5
CR 9,5 60,6 39,4 41,2 35 17
p 0,13 0,86 0,86 0,31 0,43 0,83
karsilagtirilmasi
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HR(+) 12,8 45,5 545 71,4 41,1 21,3
HR- 6,8 334 66,6 47 27 11,9
p 0,13 0,47 0,47 0,09 0,43 0,26
HG 1I 28,1 46,9 53,1 70,7 42,01 20,9
HG III 48,4 292 70,8 37,6 233 13,7
P 0,51 0,30 0,30 0,07 0,31 0,29
THC 2(+) 10.2 30,2 69,8 65,4 21,2 18,2
FISH(+)

THC 3(+) 43,6 442 55,8 57,1 40,2 17,9
p 0,33 0,36 0,36 0,69 0,26 0,97
>50 Y 29,8 554 445 65,6 49,9 17

<50Y 41,8 22,7 77,3 51,2 17,7 19,1
P 0,68 0,03 0,03 0,43 0,06 0,79
Non-metastatik | 12,5 36,6 63,4 63,2 32,1 14,2
Metastatik 476 42,9 57,1 56,9 37,3 19,5
p 0,13 0,71 0,71 0,74 0,78 0,54
ORR- 843 12 88 425 5.8 313
ORR+ 36,4 522 478 613 46,7 17,2
p 037 0,01 0,01 0,52 0,017 0,35
PR 6 42,1 57,9 50 42,1 11,6
CR 17,5 32,4 67,6 73,1 24,5 16

p 0,27 0,74 0,74 0,47 0,54 0,56

Tablo 9. Klinik ve patolojik 6zelliklere gore CTC-2 say1, fenotip ve sHER2-2 diizeyi ortalamalarinin

karsilastiriimasi
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Tablo 10. Klinik ve patolojik 6zelliklere gore CTC-3 say1, fenotip ve sHER2-3 diizeyi ortalamalarinin

karsilastiriimasi

CTC-3 | HER2(1)% | HER2(-)% | MUC4(+) % | HER2()MUC4(+) % | sHER2
HR(+) 14,3 82,2 17,8 82,5 73,6 29,3
HR(-) 16 46,5 53,5 28,4 10,7 15,1
p 0,87 0,09 0,09 0,008 0,001 0,29
HG II 22,8 69,2 30,8 72,9 61,1 27,1
HG III 4,6 73,3 26,7 56,2 44,7 20,2
p 0,03 0,84 0,84 0,43 0,43 0,60
IHC 2(+) FISH 13,8 95,2 4.8 87,3 84,1 21,3
()
THC 3(+) 15,3 60,1 39,9 55,8 40,3 24,9
p 0,88 0,026 0,026 0,05 0,008 0,83
>50Y 16,8 73 27,7 73,1 67,9 16,3
<50Y 12,8 69,7 30,3 58,1 39,9 33,6
p 0,67 0.90 0,90 0,47 0,16 0,22
Non-metastatik 7,5 71,1 28,9 65,3 62,7 21,6
Metastatik 17,3 70,9 29.1 65,7 51,1 254
p 0,37 0,99 0.99 0.98 0,63 0,78
ORR- 12 52.5 47,5 52,5 50 54,5
ORR+ 18.4 74.7 25,3 68,3 51,2 19,6
p 0.70 0,49 0,49 0,63 0.97 0,63
PR (2) 11 42,1 57,9 47,3 42,1 20,3
CR (2) 4 100 0 83,3 83,3 22,4
p 0,48 0.4 0.4 0,58 0,49 0,69

4.5. Sagkalim analizleri

Medyan 48 aylik takip siiresince hastalarin %30,8’inde (8/26) exitus oldu. Bu takip siiresi

boyunca hastalarin tahmini ortalama yagam siiresi 52,5 ay (% 95 CI; min.: 46,1-maks:58,9 ay) olarak

saptandi. Bazal CTC sayisimin sagkalim ile iliskisi olup olmadigi ROC analizi ile arastirildi, anlamli

deger bulunmadi, bu nedenle bazal CTC de medyan degere gore sagkalim farkina bakildi. Bazal CTC

yiksek olan ve olmayanlar arasinda anlamli sagkalim farki goriilmedi. HER2(+) CTC-1 orani yiiksek

(medyan %38,6’dan fazla) olan hastalar diisiik olanlara gore anlamli uzun genel sagkalim siiresine
sahip oldugu saptandi (ortalama 59,3 ay vs 48,5ay; %95CI; p=0,05) (Sekil 3.). MUC4(+) CTC-1
ekspresyonuna ve HER2(+)MUC4(+) CTC-1 oranina gore sagkalim siirelerinde fark goriilmedi.
Ancak HER2(+)MUC4(+) CTC-1 oram yiiksek olan hastalardaki sagkalim oranlarindaki yiikseklik
dikkat cekti (%81.8 vs %62.5; %95CI; p=0,43).
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Sekil 3. HER2 pozitif CTC-1 oranina goére genel sagkalim analizi

HER2(+) CTC-2 oran1 yiiksek olanlarda, olmayan hastalara gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da
daha uzun ortalama sagkalim siireleri goriildi. MUC4(+) CTC-2 ve HER2(+)MUC4(+) CTC-2

oranlarina gore yine anlamli sagkalim farki gortilmedi.

HER2(+) CTC-3 orami yiiksek hastalarda daha diisiik olanlara gore ortalama sagkalim siiresi ve
sagkalim oranlart (%75 vs %62,5; %95CI; p=0,52) yine istatistiksel olarak anlamli olmamasina
ragmen daha uzundu. Benzer sekilde MUC4(+) CTC-3 yiiksek olanlarda da anlamli olmasa da daha
yiiksek sagkalim siireleri ve oranlar1 (%87,5 vs %50; %95 CI; p=0,192) saptandi. Hem HER2 hem de
MUC4 ekspresyonunu ayni anda gosteren HER2(+)MUC4(+) CTC-3 orani yiiksek olan hastalarda ise
aynm1 pozitif sagkalim etkisi istatistiki fark gostererek saptandi (ortalama 61,2 vs 42 ay; %95 CI;
p=0,042) goriildi (Sekil 4.).
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Sekil 4. HER2(+)MUC4(+) CTC-3 oranina gore genel sagkalim analizi

Bazal sHER2 medyan {istii olanlarda ortalama sagkalim anlamli sekilde daha kisa bulundu (43,5 vs
58,1 ay;%95 CI; p=0,012), ilk tedavi sonrasi solubl HER2 anlamli azalma olanlarda yine ortalama
sagkalim daha kisa bulundu (42,1 ay vs 58.4 ay; %95 CI; p:0,009) (Sekil 5 ve 6).
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Sekil 5. Bazal solubl HER2 diizeyine gore genel sagkalim analizi
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Sekil 6. Tedavi sonrasi SHER2 degisimine gore genel sagkalim analizi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada HER2 pozitif metastatik ve bolgesel hastaligi olan hastalarda bazal CTC sayisi,
fenotipi, ile tedavi sonras1t CTC sayisi, fenotipindeki degisimlerin incelenmesi bu degisimlerle klinik
ve patolojik Ozelliklerin ve sagkalimin etkisinin arastirilmasi planlandi. Calismamizda bazal CTC
sayis1 22, bolgesel hastaligi olanlarda medyan 20, metastatik hastalig1 olanlarda medyan 24 olarak
saptandi, CTC sayis1 5’in altinda olan sadece 2 hasta vard1 (1bolgesel hastalig1 olan digeri metastatik).
CTC sayisinin cut-off degeri net olmamakla birlikte Ozellikle metastatik hastalarda yapilan
calismalarda CTC sayisinin 5 ve altinda ya da lstlinde olmasi1 olarak gruplanarak karsilagtirmalar
yapilmustir (73,74). Inflamatuar meme kanserli evre III ve metastatik meme kanserli hastalarda
yapilan bir calismada CTC sayis1 5’in iizerinde olan olgu evre III hastalikta %19,5, metastatik
hastalikta ise %47,1; medyan CTC sayisi evre III hastalikta 1, evre IV hastalikta 3 olarak
bildirilmistir, hastalarin HER2 pozitiflik oranina gére de CTC sayisinda fark saptanmamistir. Ayni
caligmada evre III hastalik icin CTC sayisinin negatif prognostik etkisi gosterilemezken, metastatik
hastalikta 5 ve lizerinde CTC olan olgularda prognoz kotii saptanmustir (74). Bir baska caligmada
sadece erken evre hastalarin oldugu agirlikli olarak evre I-II hasta grubunda CTC sayis1 5 ve lizerinde
olan olgu oran1 %3, CTC sayis>1 olan olgu orani ise %9 saptanmistir (75). Yine erken evre HER2
pozitif hastalarda bakilan bir ¢calismada (nod pozitif olgular yaklasik %45) CTC 5 ve iizerinde olan
olgu oran1 %13,2 saptanmstir (76). Calismamizda bolgesel hastaligi olan vakalarin (n=8) %25°1 (n=2)
inflamatuar hastaliga sahipti, hepsi lenf nodu tutulumu (N2 hastalig1) olan olgulardi, ayrica %37,5
oraninda HR(-) negatif ve grade III hastalar vardi. Dolayisiyla CTC sayilarinin bolgesel hastaligi olan
hastalarda medyan 20 olarak saptanmasi, literatiire gore yiiksek goriinse de segilmis yiiksek risk grup
hasta oldugundan bilimsel katki saglayabilir. Mego ve ark. yaptigi analizde (74), ozellikle HR(-
)negatif olgularda CTC yiiksekligin anlamli olmasa da daha fazla oldugu raporlanmistir. Metastatik
hastalarda yapilan ¢alismalarda CTC sayisinin net cut-off degeri verilmemekte, ancak 5’in iizerinde
olan degerlerin kotii prognozla iligkisi oldugu bildirilmektedir (77).Bizim ¢alismamizda bazal CTC
degerinin Oliim ya da metastazi predikte eden cut-off degeri belirlenemedi, ancak hastalarin
%92,3’linde CTC sayist historik 5 sayisinin iizerinde bulundu, CTC sayisinin prognostik etkisinin
gosterilememesi, vakalarin ¢ogunda yiliksek CTC diizeyi olmasi ve vaka sayisinin az olmasina

baglanabilir.

HER?2 pozitif metastatik hastalikta tedavi yanitindan ve prognozdan bagimsiz olarak anti-HER2
tedaviye bagli CTC sayisinda takip serum orneklerinde azalma oldugu saptanmstir (78). Ancak CTC
sayisinda tedaviye bagli olan azalmanin prognozla iliskisi olmadig1 bildirilmistir, bu nedenle rutin
klavuzlarda CTC monitorizasyonu onerilmemektedir (64). Bizim ¢alismamizda da CTC azalmasi olan
ve olmayan hastalarin sagkalimlarina bakildiginda anlamli bir fark saptanmadi, ancak CTC sayisinda

azalma olmayan grupta sagkalim oranlarinin anlamli olmasa da daha yiiksek oldugu saptandi. CTC
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deki azalmanin evre, yas, histolojik grad, histolojik tip, hormon reseptorii durumu gibi parametrelerle
de iligkisi olmadig1 saptandi. CTC deki azalmanin hem yanitli hem de yanitsiz hastalarda olmasindan
cikilarak CTC azalma cut-off unu arastiran bir ¢caligmada 6zellikle %50 ve {lizerinde azalma olmasinin
yanit1 predikte ettigi, %10 ve altindaki azalmanin ise erken hastalik progresyonu ile iligkili oldugu 6ne
stiriilmiistiir (79). Bizim ¢alismamizda CTC sayis1 bir dncekine gore %50 den fazla azalma olan
hastalarin 6liim oranlar1 tam tersine daha yiliksek saptandi, ve yanit oranlariyla iligkisi saptanmadi.
Larsson ve arkadaglarinin yaptig1 bir prospektif ¢calismada ise CTC azalmasimin ilk tedavi sirasinda
¢ogu hastada oldugu, ancak ikinci basamak tedaviye gegen hastalarda CTC sayismin yine 5 ve
iizerinde oldugu ve CTC cluster olusturdugu gézlenmistir (80). Bizim c¢alismamizda ikinci ve iigiincii

CTC sayis1 5’in altinda olan ve olmayanlar arasinda tedavi yanit ya da sagkalim farki ¢ikmadi.

Cogu calismada CTC fenotipi ile primer ve metastaz HER2 durumunu diskordans gosterebildigi
bildirilmistir (81-84). Metastatik meme kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada CTC’de HER2
pozitifligi %41 saptanmistir (85). Sadece HER2(+) meme kanserli olgularda bakilan bir ¢alismanin
CTC analizinde de yine benzer sekilde HER2 pozitif CTC orani %41,1 saptanmustir (86). Diger bir
calismada ise %48 saptanmustir (87). Erken evre HER2 pozitif meme kanserli hastalarda yapilan bir
CTC fenotip alismasinda ise HER2(+) CTC pozitifligi %32,2 saptanmustir (76). Bizim c¢alismamizda
ise CTC lerin medyan %38,6’sinda HER2 pozitifligi saptandi, tedavi sonrasi takip (ikinci) CTC
analizinde HER2 pozitiflik oran1 %23, ti¢linciide ise %95,8 saptandi. CTC fenotipindeki bu degisim
literatiirde bir bagka calismada da gozlenmistir, takip sirasinda hastalarin %18’inde HER2 pozitif
CTC kazandig1, %19 hastada da kayip oldugu saptanmistir (88). Bizim ¢alismamizda klinik seyirde
HER?2 pozitif CTC oraninda vakalarin %68,2 sinde artig ya da benzerlik saptandi. HER2(+) CTC
hiicre sayis1 oraninda artig olan hastalarda sagkalim orani %60, azalanlarda ise %85,7 olarak saptandi;
ancak yanit oranlart benzer bulundu. Bunun yaninda bazal HER2(+) CTC oram yiiksek olgularda
sagkalim stireleri HER2(-) CTC oram daha fazla olanlara gore anlamli olarak daha uzun saptandi, bu
egilim diger seri Orneklerde de anlamli olmasa da ayni sekilde saptandi. Bu sonu¢ Wallwiener ve
arkadaglarinin (81) yaptig1 ¢aligmanin ve Zhang ve arkadaslarinin (89) arastirmasinin sonuglartyla
uyumlu bulundu. Buna ragmen HER2(-) metastatik meme kanserinde CTC analizinin ve fenotipinin
aragtirlldign Miiller ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmada HER2(+) CTC’nin negatif prognostik oldugu
bildirilmistir (70). Bu hastalarin aldig1 tedavilerin HER2 hedefli ila¢ icermemesi buna sebep olarak

gosterilebilir.

MUC4 ekspresyonunun trastuzumab direncinde belirtilen mekanizmalardan olarak sayilmasina
ragmen, heniiz literatiirde yeni metastaz biyopsisi ya da CTC fenotipi ile MUC4 asir1 ekspresyonunun
trastuzumab direnciyle iligkisinin hastalarda arastirildigi klinik translasyonel bir calisma yoktur.
Calismamizda bazal, tedavi Oncesi ilk CTC analizinde CTC’lerin medyan %35,8 ’inde MUC4

ekspresyonu saptanirken, bolgesel hastaligi olan olgularda bu oran %25, metastatik olanlarda ise
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%38,6 saptandi. Calismalarda primer tiimér dokusunda IHC ile bakildiginda MUC4 ekspresyonun
kanserli dokularda (6zellikle lenf nodu metastazi olanlarda) yiiksek ekspresyonu oldugu goriilmiistiir
(39,90,91). Rakha ve ark. (90) tarafindan yapilan bir IHC bazli ¢alismada meme kanserli hastalarin
timor dokusunda %95 vakada MUC4 ekspresyonu goriilmiis ve histolojik derece ile iliskisi
saptanmistir. Workman ve ark., MUC4 expresyonunun memedeki primer tiimérden ziyade lenf nodu
metastazinda daha yliksek oldugunu, ve MUC4 ekspresyonunun artmis metastaz kabiliyeti ile iligkili
oldugunu 6ne siirmiistiir (39). Bazal MUC4(+) CTC oraninin ¢alismamizdaki yiiksek goriilme olani
hasta popiilasyonumuzun hepsinin lenf nodu metastazli ve metastatik vakalardan olusmasiba bagh
olarak diisiiniilebilir. Ayrica ¢alismamizdaki metastatik hastalarda MUC4(+) CTC oran1 bolgesel
hastalig1 olanlardan daha yiiksek oranda goriilmiistiir, bu farkin anlamli olmamasi vaka sayisinin
azligindan kaynaklanabilir. Ayrica ilk CTC deki MUC4 ekspresyonuyla klinik ve patolojik 6zellikler
acisindan, yanit oranlar1 agisindan herhangi bir fark goriilmedi, bu sonu¢ patolojik Ozelliklerle
iligkisinin arastirildigi Rakha ve ark. (90) yaptig1 analizin sonuglariyla uyumluydu. Ancak
caligmamizin seri CTC kontrollerinde hem MUC4 pozitiflik oraninin arttigi, hem de 6zellikle HR(+)
primeri olanlarda hem de FISH yontemiyle HER2 pozitifligi konanlarda MUC4(+) CTC oranlarinin
anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi bu fark ilk kontrol CTC analizinde géze ¢arparken, 3. Kontrol
CTC de istatistiki olarak anlamli hale gelmisti. MUC 4 pozitif CTC oram %65,5, son CTC analizinde
ise MUC4(+) CTC orani1 %84,1 olarak saptandi. Literatiirde anti-HER2 tedavi aldikga STAT3 (signal
transducer and activator of transcription-3) aktivasyonu ile MUC4 ekspresyonun arttigi ve artmis
MUC4 cekspresyonu ile HER2 hedefli tedavinin reseptorle etkilesimi bozuldugu gdsterilmistir.
Trastuzumabin sensitif hiicrelerde kronik trastuzumab maruziyeti fibronektin, IL-6 (interlokin-6) ve
EGF (epidermal growth factor) artisina bunlarin da STAT3 yolag1 hiperaktivasyonuna yol agtigi,
STATS3 hiperaktivasyonu sonucunda MUC1 ve MUC4 ekspresyonu arttig1 ve trastuzumab direncine
bu sekilde yol actigr bildirilmistir (92). Calismamizda tedavi seyri boyunca MUC4(+) CTC sayisinin
da artmasi bununla baglantili gibi goziikmektedir. MUC4 pozitif CTC oranma goére sagkalim
analizleri incelendiginde genel anlamda yiiksek oranda MUC4(+) CTC-1 olanlarda sagkalim oranlari
daha iyi olma egilimliyken, son CTC analizinde (CTC3) MUC4 ve HER?2 birarada eksprese olan CTC

orani fazla olan olgularin sagkalimlarinin yiiksek oldugu goriildii.

Solubl HER2, HER2 reseptoriiniin kopan ekstraseliiler kismi olup metastatik hastalikta bu ayrilma
olay1 daha fazla oldugundan metastatik hastalardaki degerlerin daha yiiksek olarak bildirilmektedir,
sHER?2 yiiksekligiinin kabul edilen esik deger, 15 ng/ml ve iizeri degerlerdir (57). Erken evre
hastalikta %11,4-%18; metastatik hastalikta ise %36,5-46 oraninda sHER2 yiiksekligi bildirilmistir
(50,51). Bizim calismamizda metastatik hastalarin %68,5’unda, bolgesel hastaligi olanlarin ise
%62,5’unda sHER2 diizeyi 15 ng/ml iizerinde idi; metastatik ve bolgesel hastaligi olan hastalar
arasinda sHER2 agisindan anlamli fark izlenmedi. Ayrica sHER2 diizeylerinin yiiksek oldugu
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durumlarda kétii prognoz gostergesidir (51,57). Solubl HER2 diizeyleri HER2 pozitiflik durumuna
gore degisip degismedigine iliskin yapilan bir ¢alismada dokunun IHC pozitiflik oranina degismedigi
bildirilmistir (93). Bizim ¢aligmamizda anlamli olmasa IHC 3(+) olan olgularda sHER2 diizeyleri
daha yiiksek olma egilimliydi. Solubl HER2 diizeylerinin seyrinin yanit1 predikte edip etmedigine
iligkin bir derlemede 6zellikle ilk solubl HER2 diizeyinden %20 ve iizerinde azalma olan hastalarda
progresyonun daha az goriildiigli saptanmistir(94). Ancak bizim sonug¢larimizda bazal sHER2 diizeyi
yiiksek olanlarda azalma orami anlaml yiiksek saptandi. Ancak bu hastalarda yanit oranlar1 daha
yiiksek olsa da anlamli fark goriilmedi (bu vaka sayisi azligina bagli olabilir) ve sagkalim anlamli
daha kisa saptandi, dolayisiyla solubl HER2 deki azalma ilk yaniti dngdrebilmekle birlikte uzun etkili

prognostik etkisi olmadig1 sonucuna varilabilir.
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6.SONUC VE ONERILER

HER?2 pozitif olan meme kanserinde bolgesel hastalik ve metastatik hastalikta oldukga yiiksek CTC
sayilar1 goriilebilmektedir. CTC sayisinin prognozla iliskisi ¢alismamizda gosterilememistir,
prognozu etkilyen cut-off belirlenememisitr. HER2(+) kanserli hastalarin CTC fenotipleri degisken
olup, HER?2 pozitiflik oran1 degismektedir. HER2 pozitif CTC, anti-HER?2 tedavi alan hasta grubunda

1yl prognoz gostergesidir.

Solubl HER2’nin tedavisi oncesi donemdeki yiiksekligi (bizim g¢alismamizda 22,1 ng/ml’nin
iizerindeki degerler yiiksek olarak kabul edilebilir), kotii prognoz gostergesidir. Solubl HER2
diizeyindeki azalma yanit1 predikte ediyor goriinmektedir, ancak ilk tedaviye yanit alinmasina ragmen

prognozu etkileyen aslinda bazal solubl HER2 diizeyidir.

MUC4 ekspresyonu meme kanserinde yiiksek eksprese olan bir protein olup, ¢alismamizda bazal
CTC’lerin azimsanmayacak kadar biiyiik kisminda pozitif ekspresyon goriilmektedir. Tedavi sirasinda
takip sirasinda MUC4 ekspresyon orani giderek artmaktadir, ve 6zellikle HER2(+) CTC orani yiiksek
olan hastalarda MUC4 ekspresyonu da daha sik saptanmaktadir. Calismamizda bazal CTC
orneklerinde MUC4 ekspresyonun prognostik etkisi gosterilemezken, son CTC 6rnegindeki HER2(+)
CTC’lerde es zamanli MUC4 ekspresyonu arttik¢a sagkalim artmaktadir.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda solubl HER2 yiiksekliginin HER2 pozitif bolgesel ve metastatik
hastalig1 olan olgularda bir negatif prognostik biyobelirte¢ olabilecegi asikardir. Bu hastalarda HER2
ekspresyonu pozitif ve negatif CTC degisik oranlarda gorilmektedir. HER2(+) CTC orami daha
yiksek olan olgularin, HER2(-) CTC orani1 yiiksek hastalara gore daha iyi prognozlu olabilecegi
diisiiniilmektedir. Klinik seyirde artan MUC4(+) CTC orani, MUC4 hedefli tedavilerin klinik
caligmalara yansimasina Onayak olmalidir. Daha fazla translasyonel klinik prsopektif ¢alismalarla

verilerin dogrulanmasi ve karsilastirilmasi uygun olacaktir.
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6. EKLER
EK-1

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

[LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ!...]
Bu calismada yer almay1 kabul etmeden once calismanin ne amagcla yapilmak istendigini

inlamaniz ve kararimizi bu  bilgilendirme sonrasinda 6zgiir iradenizle vermeniz
berekmektedir.

1. ARASTIRMAYLA iLGILI BILGILER:

Arastirmanin Adi: METASTATIK ve LOKAL ILERI HER2 POZITIF MEME
KANSERINDE DOLASAN TUMOR HUCRELERI, SOLUBL HER2 RESEPTORU VE
MUC4 EKSPRESYONUNUN PROGNOSTIK ROLU

Arastirmanin Icerigi: Metastatik ve lokal ileri meme kanserinde dolasan timér hiicreleri,

solubl HER2 ve MUC4’uin roli

Arastirmanin Amaci: Metastatik ve lokal ileri HER2 pozitif meme kanserinde prognoz ve
sagkalim iizerinde dolasan tiimor hiicreleri (CTC), serum solubl HER2 diizeyi ve
MUC4(miisin4) denen protein diizeyinin etkilerinin arastirilmasi

Arastirmanin Ongoriilen Siiresi: 1 yil

Arastirmaya Katilmasi1 Beklenen Goniillii Sayisi: 120

Arastirmada izlenecek Uygulamalar ve Tedavi:

Metastatik ve lokal ileri meme kanseri tanisi alan ve timor tipi HER2 pozitif saptanan (tiimor
dokunuzdaki bazi proteinlere bakilarak karar verilir) ve standart tedavi hastalarin ilk tani
esnasinda alman ve patolojide saklanan tiimor dokularinda MUC4 (miisin4) diizeyine
bakilacaktir. Buna ek olarak belli araliklarla (toplamda 3-4 kez) alinan kan orneklerinde
dolasan tiimor hiicrelerinizde de ayn1 inceleme ve ayrica HER2 proteinine ait bagka bir parca
(solubl HER2 denir) yapilacaktir. Bu ¢alismada size saglik bakanliginin uygulamasinda olan
ve zaten standart tedavi olarak aldiginiz ilaglar disinda farkli bir tedavi uygulanmayacaktir,
herhangi bir ek ilag verilmeyecektir. Sadece size ait olup saklanan biyopsi dokularimiz ve

sizin isteginizle tedavileriniz sirasinda poliklinige geldiginiz giin belli araliklarda (en fazla 3-
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4 kez ortalama 3 er ay arayla) bir tiip kan alinacaktir. Bu kan ve doku érnekleri Dokuz
Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Bilimdali Molekiiler Onkoloji
Laboratuarlarina gotiiriillecek ve orada tetkik edilecektir.

Sizden alinan bu kan ornekleri sadece, sizin onaymmzi aldigimiz bu c¢ahismada
kullanilacak, herhangi bir sekilde saklanma durumu olmayacak, geri kalan kan
ornekleri imha edilecektir. Size ait olan ve ilk tammmiz esnasinda alinarak arsivde
saklanmakta olan doku orneklerinizin bloklar1 ¢calisma icin incelendikten sonra arsiv
tekrar Patoloji arsivine (ilk alinmis olan merkez) geri getirilecektir.

2.ARASTIRMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR(LAR):

Bu arastirmada aralikli olarak alinan kan oOrneklerinizde dolasan aktif timor hiicreleri
degerlendirilecek ve bu hiicreler ile genel hastalik seyrinizin nasil olacagi konusunda
ongoriiler elde edilebilecektir. Ayrica diger sizin gibi ayn1 hastalik alt tipinde olan metastatik

meme kanserli hastalar i¢in de gelecekte kullanilabilecek bilgiler ve bunlara yonelik

gelistirilebilecek ilaglar i¢in aydinlatici olacaktir.

3.GONULLUNUN UYGULAMA SIRASINDA KARSILASABILECEGI RiSKLER VE
RAHATSIZLIKLAR:

Yukarida agiklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islem ve tedavilerin bana asagida
belirtilen riskleri ve rahatsizliklar1 getirebileceginin bilincindeyim. Kan alma iglemi ile ilgili
riskler arasinda bayilma, agri1 ve/veya morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne deliginin
bulundugu yerde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtist olabilir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli
tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

4.GONULLULER ICIN ARASTIRMADAN BEKLENEN TIBBi YARAR:

Bu aragtirmada uygulanan tedavi ile hastaligim kontrol altina alinabilir ya da arastirma

sonucunda elde edilen bilgilerle hastaligimin tanismin konulmasi saglanabilir. Ayrica

aragtirmanin sonuglar1 bagka insanlarin yararia kullanilabilir.
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5.GEBELIK
Gebe ya da ¢ocuk emziren kadinlar bu ¢alismaya katilamazlar. En iyisi gebe olmadiginizdan

ve ¢alisma boyunca gebe kalmamaya niyetli oldugunuzdan emin olmalisiniz. Cocuk dogurma
potansiyeliniz varsa ¢aligma doktoru sizinle uygun dogum kontrol yontemlerini konusacaktir.
Calisma sirasinda gebe kaldiginizdan siiphelenirseniz, hemen c¢aligma doktoruna haber
vermelisiniz. Gebe iseniz izniniz alinmadan aragtirmadan ¢ikarilacaksiniz.
6.ARASTIRMAYA SECENEK OLAN GIRISIMLER YA DA TEDAVILER
KONUSUNDA BILGILENDIRILME

Yukaridaki arastirmada uygulanacak tetkik ve tedaviye yonelik girisimler disinda
hastaligimla ilgili baska uygun yontemlerin var oldugunu, ancak bu arastirmada

uygulanmayacagimi 6grendim. Eger yukaridaki caligmaya katilmayi kabul etmezsem sozii

edilen 6teki tedavileri alma hakkina sahip oldugumun bilincindeyim.

7.ARASTIRMA DISI BIRAKILMA DURUMLARI

Uygulanan tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma programini
aksatmaniz, gebe kalmaniz veya ¢aligma ilaci ile ilgili bir yan etkiye maruz kalmaniz veya
tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle doktorunuz sizin izniniz olmadan sizi

calismadan ¢ikarabilir.

8.ARASTIRMA KAPSAMINDAKI GIDERLERIN KARSILANMASI

Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflar1 size veya gilivencesi
altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

9. ARASTIRMAYA KATILMA DURUMUNDA HERHANGI BiR ODEME
YAPILACAK MIDIR?

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢cbir 6deme yapilmayacaktir.
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10.ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIN IRTiBAT
Uygulama siiresi boyunca arastirma hakkinda ek bilgiler almak icin ya da ¢alisma ile ilgili
herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz i¢in ya da arastirma dis1 bir

ilag almak durumunda kaldiginizda asagidaki doktor ile irtibat kurabilirsiniz.

Dog.Dr.Liitfiye Demir

1.Telefon 2.Telefon:

1. ZARARLARIN KARSILANMASI:

Bu c¢aligmaya katildigim igin zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin sorumlu
arastirmact / doktor tarafindan yerine getirilecegi, ¢aligma ilact ya da uygulanan isleme bagl
olarak gelisebilecek her tiir tibbi zarara karsi giivencede oldugum, masraflarimin ¢alisma
yiirlitiiciisti (Dr. Liitfiye Demir) tarafindan karsilanacagi bana bildirildi.

12.GONULLULUK, ARASTIRMAYI REDDETME VE ARASTIRMADAN CEKILME
HAKKI, ARASTIRMADAN CIKARILMA:

a. Arastirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.

b. Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

C. Sorumlu arastirmaci / doktora haber vermek kaydiyla, higbir gerekce gdstermeksizin
istedigim anda bu c¢alismadan c¢ekilebilecegimin bilincindeyim. Bu calismaya katilmay1
reddetmem ya da sonradan c¢ekilmem halinde higbir sorumluluk altina girmedigimi ve bu
durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi higbir bicimde
etkilemeyecegini biliyorum.

d. Calismanin yiiriitliciisii olan arastirmaci / doktor ya da destekleyen kurulus, calisma

programinin gereklerini yerine getirmedeki thmalim nedeniyle ya da almakta oldugum tibbi
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bakimin kalitesini ylikseltmek amaciyla, benim onayimi almadan beni ¢alisma kapsamindan
cikarabilir.

13.GIZLILIK:

Calisma siiresince tutulan biitiin kayitlar ve dosya bilgileri gerektiginde, calisma
yiiriitiiclilerine ulastirilacaktir. Bu c¢alismadan elde edilen bilgiler, uygulanan yontemin
onaylanmasi i¢in verilere gereksinimi olan 6teki iilkelerin hiikiimetlerine ve ilgili birimlerine
iletilebilir. Caligmanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu

tiir durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

14.CALISMAYA KATILMA ONAYI:

Yukarida yer alan ve arastirmadan oOnce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gdsteren
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formunu kendi anadilimde okudum ya da bana okunmasini
sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak agiklandi. Aklima gelen biitiin
sorular1 sorma olanagi tanind1 ve sorularima yeterli cevaplar aldim.

Calismaya katilmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda, hicbir yasal hakkimdan
vazgecmis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya hicbir baski ve zorlama

olmaksizin goniillii olarak katilmay1 kabul ediyorum.

Bu formun imzali bir kopyast bana verildi.
Goniilliiniin Adi- Soyadi:

Yas ve Cinsiyeti:

Imzast:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):
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Tarih:
Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar igin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
Imzas:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar1 Yapan Arastirmaci- Doktorun
Adi- Soyad:
Imzast:

Tarih:

Onam alma iglemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adi- Soyadt:
Imzas1:

Gorevi:
Tarth:
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EK-2

"METASTATIK ve LOKAL iLERI HER2 POZITiF MEME KANSERINDE
DOLASAN TUMOR HUCRELERI,
SOLUBL HER2 RESEPTORU VE MUC4 EKSPRESYONUNUN PROGNOSTIK
ROLU’ CALISMASI

OLGU FORMU

Hasta adi1 soyadi:

Tan1 yast:

Tani1 sirasinda menopozal durum: premenopozal 0 postmenopozal 1

Tani tarihi:

Daha 6nce opere oldu mu? (baslangigta erken evre olanlar igin) : Hayir 0 Evet 1
Operasyon tarihi:

Histolojik tip:

Histolojik grade: 12 3

Ki-67 Diizeyl:

Lenf nodu tutulumu: opere olanlar i¢in tutulan lenf nodu/ eksize edilen lenf nodu ; lokal ileri

olanlar i¢in bastan klinik n1/n2/n3 durumu belirtilecek
Tanida ER: negatif O pozitif 1

Tanida ER Yiizde:

Tanida ER Yogunluk:

Tanida PR: negatif 0 pozitif 1

Tanida PR Yiizde:

Tanida PR Yogunluk:
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Tanida CERBB2 IHC: NEGATIF (0) IHC 2+ FISH + (1) IHC3+ (2)

Tani1 sirasinda evre:
Tani1 sirasinda inflamatuar meme: yok 0 var 1
Neoadjuvan kemoterapi aldi mi:  hayir 0 evet 1

adjuvan kemoterapi : almadi 0 ald1 1

adjuvan/neoadjuvan kemoterapi protokolii :

Daha 6nce Adjuvan ya da neoadjuvan trastuzumab aldi m1?: hayir 0
Adjuvan/neoadjuvan trastuzumab bitis tarihi:
Niiks(metastaz) tarihi:

Akciger met: var 1 yok 0

Karaciger met: var 1 yok 0

Beyin met: var 1 yok 0

Kemik met: var 1 yok 0

Cilt met: var 1 yok 0

Lap met: var 1 yok 0

Diger met: yaziniz

Metastazdan biyopsi: var / yok

Biyopsi tarihi:

Biyopside ER: negatif pozitif

Biyopside PR: negatif pozitif

evet 1
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Biyopside CERBB2:

anti-HER2 +kemoterapi tedavi protokolii:

Tedavi baslama tarihi:

Bazal CEA:

Bazal CA15-3:

ilk ara degerlendirme tarihi:

ilk yanit: progresyon / stabil/ parsiyel/ komplet

ilk ara degerlendirmede cea:

ilk ara degerlendirmede cal5-3:

devam ediyorsa herceptin/kemoterapi 2. ara degerlendirme tarihi:
devam ediyorsa 2. ara deg. de yanit: progresyon / stabil/ parsiyel/ komplet
devam ediyorsa 2. ara deg. de marker cea:

devam ediyorsa 2. ara deg. de marker cal5-3:

devam ediyorsa herceptin/kemoterapi 3. ara degerlendrime tarihi:
devam ediyorsa 3. ara deg. de yanit: progresyon / stabil/ parsiyel/ komplet
devam ediyorsa 3. ara deg. de marker cea:

devam ediyorsa 3. ara deg. de marker cal5-3:

herceptin/kemoterapi progresyon tarihi:

progresyon sirasinda cea:

progresyon sirasinda cal5-3:

progresyon sekli: yeni metastaz/ mevcut metastazlarinda progresyon

yeni metastaz yeri/yerleri:
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exitus : var 1

exitus tarihi:

yok 0
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EK-3.Etik Kurul Onay1

@ iZMiR KATIP GELEBI
JNIVERSITES|
P ONIVERSITES|

{ZMIR KATIP CELEBI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

KARAR FORMU

KARAR BiLGILERI

Karar No:96 [ Tarih: 09.07.2014

Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Preventif Onkoloji Bilimdali Hekimlerinden Prof. Dr. Hiilya ELLIDOKUZ
sorumlulugunda yiiriitiilmesi planlanan ve yukanda bilgileri verilen “METASTATIK HER2 POZITIF MEME KANSERINDE
DOLASAN TUMOR HUCRELERI, SOLUBL HER2 RESEPTORU VE MUC4 EKSPRESYONUNUN PROGNOSTIK
ROLU” adh gahismanm 04.06.2014 tarihli etik kurul toplantisinda istenen gerekli diizeltmeleri aragtirmacilar tarafindan yapilmig,
arastirma basvuru dosyast ile ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis olup,
calismanin bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan
Etik Kurul iiyelerinin oy birligi ile karar verilmigtir.

*Klinik Arastrmalar Hakkinda Yénetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/caligmalar igin Tiirkiye flag ve Tibbi Cihaz
Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.

iZMiR KATIP CELEBi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETiK KURULUN CALISMA ESASI

Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik, fyi Klinik Uygulamalan Kilavuzu

BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI:

Prof. Dr. Bumin Nuri DUNDAR

Unvan/AdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet Arasi::rlr:;a . Katilm * imza
ggg’k?: Bumin N.DUNDAR | o0y Sop ve Hast | IKCUTE ER |kO |e0 |HR® |ER |HO
i{fﬁ?‘,’%ﬁ{(ﬁ%"“’“ Noroloji IKQUTF 0 |x® |e0 |H® |ER | HO
Efk%%‘s"/ ;’:;f A Tibbi Farmakoloji | IKGUTF ER kO |e0 |v® |E® | wO
Prof. Dr. I. Muhittin SENER | Ort. ve Trav. IKCUTF ER KO |eO HR | EO HY
Prof. Dr. Mehmet OZEREN Kadin Hast. ve Dog. | Tepecik EAH EX KO E HK EO HK
Dog. Dr. Abdi SAGCAN Kardiyoloji Kent Hastanesi | E[X KO EO HX EX HO
Dog. Dr. M. Isa KARA Ag1z-Dis-Cene Cer | IKCUDHF E kO |EO HX EX HO
%’%‘g’vs)ib"" AYIE Gogos Hast. IKCUTF E0 |k®R |0 |HR® |e® | uO
m}'&’f' Dr. Mchmet Cemal | g ik KCUTF ER |xO |0 |H® |E® | uO
Uzm. Dr. Mehmet DEMIREL | Deontoloji IKQUTF EX KO EO] HI EO HX
N Halk Sagligs ﬁ’;‘é{lg:&g“k 0 |[k® |0 |v® |ER | HO
Av. Fatma GULMEZOGLU | Avukat IKQU 0 KX EO HK ER HO
Omirr AKYILDIZ Sivil IKCUAEAH EX KO EO HRX EO HRX

*:Toplantida Bulunma
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EK-4.Katki Belgesi

TORK

TIBBI
® )\ onkoLOJi

DERNEGI

@qu%@é:..

YONETIM KURULU

Bagkan
Pref. Dr. Murat Dinger

Bagkan Yardimeisi :
Prof, Dr. Nuri Karadurmug Tarih : 24.05.2023
Carial Sakstsr Konu : Tiirk Tibbi Onkoloji Dernegi Bilimsel Proje Destegi

Dog. D All Murat Sedef

Sayman
Dog. Dr. Cengiz Karacin

Uyeler o 2016 yilinda proje yiriticlsu Dr. Litfiye Demir olan “Metastatik
frof. D Mermet i Nohit senclr | HER2 poxzitif meme kanserinde dolasan tmér hiicreleri, solubl
Dog_ D Nebﬁﬂerkun beml,;mg HER2 ve MUC4 ekspresyonunun prognostik roli” baglkl projeye
Doc. D, Hilml Kodaz 10.000 TL destek verilmigtir.

Dog. Dr. Mahrmut Emve Yildinm

Saygilarimizla.
Tirk Tibbi Onkoloji Dernegi

Web Wi kOnser.olg

E-Posta | tiodidkanserong
fobionkolojdenecii grmail.com

Tel 1053092309 73
0 533 462 BO 45
0212291 7804

Faks N2/ TEN

Adres  : Turk Tibbi Onkolod Demedi
Inonu Mah, Curmburiyet Cod.
Eran Apt Mot 81 K: 7 Di 7
Sisl { Istonbul




ONKOLOJi GRUBU DERNEGI

ilgili Makama

25.05.2023

TOG Meme calisma grubunda onaylanan ve Yonetim Kurulumuzun 22.01.2015 tarih 6 sayili karariile

Dr. Liitfiye Demir’in koordinatoérligiinde yapilan “Metastatik Her 2 pozitif meme kanserined dolasan
hocreleri solubi HER2 ve MUC4 ekspresyon” baslikli pojesine 20.000,00 TL maddi destekte
bulunulmustur. Projenin ilerlemesi sonucunda 2017 yilinda ek olarak 11.000, 00 TL maddi destekte
bunulmustur.

Sayigilarimizla

TOG Yonetim
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15/0272019

Dernck tiiztigiimiiziin ‘’dernegiin amaci1 ve bu amaci gergeklestirebilmek igin dernekge
stirdiiriilecek galisma konular1 ve bigimleri ile faaliyet alam’* adl 2.maddesinin 8.bendine
dayanarak demegimize bagvurmus olan Dr. Liitfiye Demir in metastatik HER2 pozitif meme
kanserlerinde dolasan tiimor hiicreleri solubl HER2 ve Muck4 eksprosyonunun prognastik
rolii adh alimasinda eksik kalmig analizlerde kullanilmak iizere kit gereksiminin temini igin
basvurusu degerlendirilmis olup kendisine 9.410,04 TL verilmesine karar verilmistir.

CamScanner ile tarandi
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EK-5.Tez Konusu Ile Ilgili Uretilmis Yayinlar

Prognostic Evaluation of Breast Cancer Patients with Evident Bone Marrow Metastasis
By: Demir, L (Demir, Lutfiye) ; Akyol, M (Akyol, Murat) ; Bener, S (Bener, Sadi) ; Payzin, KB (Payzin, Kadriye Bahriye) ; Erten, C (Erten, Cigdem) ; Somali, | (Somali,
Isil} ; Can, A {Can, Alper} ; Dirican, A (Dirican, Ahmet) ; Bayoglu, V {Bayoglu, Vedat) ; Kucukzeybek, ¥ (Kucukzeybek, Yuksel); ...More

View Web of Science ResearcherlD and ORCID  (provided by Clarivate)

BREAST JOURNAL

Volume: 20 Issue: 3 Papge: 279-287
DOI: 10.1111/th}.12264

Published: MAY 2014

Indexed: 2014-05-21

Document Type: Article

Abstract:

In this study, we aimed to evaluate the clinicopathologic characteristics and prognosis of breast cancer (BC) patients with symptomatic bone marrow
metastasis (BMM). Fifty-four BC patients, including patients with and without BMM, were evaluated retrospectively. In particular, the clinicopatholegic features
and survival of the patients with BMM [n=2T) were assessed and compared with the patients without BMM, All of the patients with BMM also had csseous
metastases, and bone was the first site for distant recurrence in the majority of patients in the study group. Anemia was the most frequent symptom at
presentation. The median time to BMM was 36.1months (range 1.6-70.5months, 35% Cl). HER2(+) patients developed BMM earlier than HER2(-) patients (3.2
versus 38.3months, 95% Cl; p=0.05). Patients with advanced disease at the time of initial BC diagnosis developed BMM earlier than patients with early disease
(p=0.04). Time to development of BMM was significantly shorter in tumors with perinodal infiltration {p=0.001) and multicentric focus (p=0.025). Median
survival time after the diagnosis of apparent BMM was 6.43months. Survival after BMM diagnosis in patients with grade Il tumors was significantly shorter
than in patients with grade |-l tumors {1.43 versus 5.36months, 95% Cl; p<0.001). Systemic therapy after BMM diagnosis significantly prolonged survival (17.3
versus 0.93months, 95% Cl; p<0.001). Hormone receptor-positive, high-grade, advanced-stage tumors at the time of initial BC diagnosis were more common in
patients with BMM. Invasive lobular histology was alsc more frequent in patients with BMM. In conclusion, the presence of hormone receptor-positive,
multicentric, grade |ll, advanced-stage tumors may be important risk factors for the development of evident BMM in BC patients. Systemic single-agent
chemotherapy can prolong survival in these patients. However, multicenter analyses are required to verify these findings.
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I3 Clarivate English v

Web of Science” Search o Lutfiy

Author Profile *  Hormone Receptor, HERZ/NEU and EGFR Expression in Ovarian Carcinoma -...

I Hormone Receptor, HER2/NEU and EGFR Expression in Ovarian Carcinoma - is here a Prognostic Phenotype? Citation Network
By: Demir, L (Demir, Lutfive) ; Yigit, S (Yigit, Seyran] ; Sadullahoglu, C (Sadullahoglu, Canan) ; Akyol, M [Akyol, Murat) ; Cokmert, § (Cokmert, Suna) InWeb of Science Core Collec
s Kucukzeybek, Y (Kucukzeybek, Yuksel) ; Alacacioglu, A (Alacacioglu, Ahmet) ; Cakalagaoglu, F (Cakalagaoglu, Fulya) ; Tarhan, MO (Tarhan, Mustafa Oktay) 15
View Web of Science ResearcherlD and ORCID  (provided by Clarivate) Citations
ASIAN PACIFIC JOURNAL OF CANCER PREVENTION 38
Volume: 15 lssue: 22 Page: 9739-9745 Cited References

DOI: 10.7314/ARJCR.2014.15.22.9739
Published: 2014

Indexed: 2015-04-15

Document Type: Article

Abstract:

Purpose: We aimed to evaluate the effects of hormone receptor, HER2, and epidermal growth factor receptor (EGFR) expression on epithelial ovarian cancer
(EQC) prognosis and investigate whether or not phenotypic subtypes might exist. Materials and Methods: The medical records of 82 patients who were

Use in Web of Science

Web of Science Usage Count

diagnosed with EOC between 2003 and 2012 and treated by platinum-based chemotherapy were retrospectively evaluated. Expression of EGFR, oestrogen 2 4
{ER), progesterone (PR), and cerbB2 (HER2) receptors were assessed immunohistochemically on paraffin-embedded tissues of these patients. Three
phenotypic subtypes were defined according to ER, PR, and HER2 expressicn and associations of these with EGFR expression, clinicopathologic features, Last 180 Days Since :

platinum sensitivity, and survival were investigated. Results: When we classified EQC patients inte three subtypes, 63.4% had hormene receptor positive
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arivate English -

b of Seience” Search & Lutfy

Actior Profile b The mudeurm viandardined upbake value of metastatic site in L8 F-FDGPET...

The maximum standardized uptake value of metastatic site in 18 F-FDG PETICT predicts malkecular subtypes and
survivalin metastatic breast cancer: An lzmir Oneology Group study

By Colmart, 5 [Colrnert, Sural ; Tanrivend], O (Tanriverd, Ongur] ; Karspolat, | [Marapolat, Inarc) ; Deir, L (Do, Lutfive) ; Bayeghy, V [Bayoglu, vedat]
-, AjCan, Alper] ; Miryol, M (Kol Murat] ; Yilmaz, ¥ (Yebmag, asar) ; Tachan, M (Tarhan, Mustaba Diday|

Wiew Web of Science ResearcherlD and ORCID  [prenvidied by Clarhvate]

JOURNAL OF BUON

Volemer 21 fsme B Pape 1410-1415
Published: NOVOEC 2008

Indemed: 2017-23-01
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Abstract:
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Abstract:

Purpose: Mesothelin is a cell surface glycoprotein that is overexpressed in various malignancies. Recent studies have revealed that mesothelin plays an
oncogenic role in tumor growth and drug resistance through the Wnit/NF-kappa B/PI3K/Akt signaling pathways, Herein, the expression of mesothelin in HER2-
positive and triple-negative breast cancer (TNBC) has been correlated with prognosis.

Methods: A total of 430 patients with breast cancer treated between 2006 and 2013 were retrospectively reviewed; of these, 123 cases were considered TNBC (n
=71, 58%) or were positive for HER2 {n = 52; 429%). Mesothelin expression was assessed by immunohistochemistry.

Results: OF the patients with TNBC, 30 (42.3%) were pasitive for mesothelin expression, compared to only two (3.8%) of the HER2-positive cases. As most
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