T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIPFAKULTESI
TIBBi BIYOKIMYA
ANABILIM DALI

M EM EDE BENIGN ve MALIGN KiTLE TESPIT
EDILEN KADINLARDA DOKU ve SERUM
S100A4, VEGF-A, ENDOSTATIN DUZEYLERI
ARASINDAKI fLiSK

DR.YILMAZ OZALP

UZMANLIK TEZI

IZMiR-2010



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIPFAKULTESI
TIBBi BIYOKIMYA
ANABILIM DALI

M EM EDE BENIGN ve MALIGN KiTLE TESPIT
EDILEN KADINLARDA DOKU ve SERUM
S100A4, VEGF-A, ENDOSTATIN DUZEYLERI
ARASINDAKI fLiSK

UZMANLIK TEZI

DR.YILMAZ OZALP

DANISMAN OGRETIM UYESI

Prof. Dr. Banu ONVURAL

Bu arastirma DEU Arastirma Fon Saymanlig: tarafindan 2008.K B.SAG.036
sayil1 proje destegi ile gerceklestirimistir.



ICINDEKILER
Sayfa no
JLIE: o Lo TN I = =S PP
NS I T = PP |
@ 11 I T - PPN |
KaSaltmalar. .. ... e e eV
R 101010 =T PO PP PR

L GIRIS VE AM A C ... oo e e e i B

2. GENEL BILGILER. .. ..ooi it e e e e e i T

2L MEMEKANSERI ....oooiiiiiiiiee e T
2.1.1. MEME KANSERI EPIDEMIYOLOJISI...........ooovviiiiieiieeee T
2.1.2. MEME KANSERINDE ETYOLOJ......ooiuiiiiiiiiiiie e 7

2.2. MEME KANSERININ HISTOLQJiK TiPLERINE GORE DAGILIMI. ..........8
2.2.1. NONINVAZIV (IN SITU) KARSINOM .........ccoviiiiiiiiiiieeiieeee a9

2.2.1.1. Duktal Karsinoma In Situ (DKIS)...............ocoeiiiiiiiiiieee0 9
2.1.1.2. Lobiiler Karsinomain Situ (LKIS).............c.oooiiiiiiiiiiiiiceeee00 9
2.2.2.INVAZIV KARSINOM ........oooiiiiiiiiiii a9
2.2.2.1. invaziv Duktal Karsinom, No Special Type (NST).....cc.ccovurveveeurrreeenns. 10
2.2.2.2. invaziv Lobiiler Karsinom.............ccccoeveieeiiieiiiieiiiiieeneeeeen22l10

2.3. PROGNOSTIK ve PREDIKTIF FAKTORLER .....ccoovee e e e, 10



2.3.1. Invaziv Karsinom veya In Situ Karsinom................cc.cccoeevvveeeeennnl 1
2.3.2.UzZak MEtASIAZ. .. ... oot i1
2.33. Lenf NOdU Metastazi..........covvvvviie e e e e ee e 1]
2.3.4. TUMOr BOYULU. ...t ee e e e e e 1D
2.3.5. Lokal Olarak Tlerlemis HastaliK.............coooeevveieiiiiiieiiieiieeeieeiinenn 12
2.3.6. Inflamatuvar Karsinom...............cooueieeiiiiieiie e e 12
2.4. MINOR PROGNOSTIK FAKTORLER.......cciiiiiiieeiiiiiiei e 12
241 HIStOlOJiK At TiP. ..t e eee. 12
2.4.2. TUMON DBIECES .. ettt et et et e et et ee e e et eeeeenen e e eneeeeen 13
2.4.3. Ostrojen ve Progesteron Reseptoril Varhgr yada YokIugu...................... 13
2.4.5. Lenfovaskiller Invazyon...............ccooeeeieiiiiii i 14
24.6. Proliferatif Hiz.........coooiii i e 14
24 7. DNATCENIGI ... 14
25. TNM SINIFLAM AS ... e e e e e 14
2.6. ANJIYOGENEZ- Tiimor Invazyonu ve Anjiyogenez.............cc.oeeeveennn... A7
2.7.VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF).........cceceeeernn.23
271 VEGF IN FONKSIYONU ....uuiiitie e e e e e a2 2D
2.7.2. VEGF Ekspresyonunun Dlzenlenmesi...........ccooveviieiie i ieeeen. . 26
2.7.3. VEGF VEKaANSA ... e 2T
274 VEGF VEMEMEKaANSE ... e e e e ne e 20

2.8. ENDOSTATIN: Endojen Anjiyogenez Inhibitorii..............ccooeevveieeiineeeinn..s, 28



2.8.1. Yapisal OzelliKIeri.......coooviiiiii e 29
2.8.2. Endostatinin Hiicre Yuzey Reseptorleri..........cocoevviiiiiici ... 30
2.8.3. Endostatinin Etki Mekanizmasi.............ooveeveiie i e 30
2.8.4. ENdOStatin Ve K@anSar ... . cu it e e e et e e e e e e 3L
2.9. S100A4 PROTEINI ve S100 PROTEIN AILESI........covvviiiiiiiiiiiii.32
2.9.1. S100A4 Proteininin Biyokimyasal Ozellikleri................c.cooeeeiiinn...32
2.9.2. SI00A4 Doku LoKalizasyOnu...........cciiiuiieiiiiiiiieie e e a2 33
2.9.3. S1I00A4; intraseliiler Rolii ve Hedef Proteinleri................cccecevvveennn.....33
2.9.4. S100A4; Extraseltler Roli veHedefleri.....ooooviviiiiiiiiiiin 034
2.9.5. S100A4 Ekspresyonunun K anser Hastalarinin Prognozu iledliskisi........... 35

3. GEREC VEYONTEMLER.......ciuiiitieeii et e, 30

31 ARACVEGERECLER......oiii i e e e e e e 36
311 Cihazlar Ve KItIar ... e 3T

3.2. OLGULARIN SECiM1, ORNEKLERIN TOPLANMASI ve
SAKLANMASI ... e e e e 3T

3.2.1. 0Igularin SEGIMI ... ..ooen it e e e e e e e e e BT
3.2.2. Orneklerin Toplanmas ve Saklanmasi................cccoevvveeeeeeieeeeeennn... ... 38

3.3. BIYOKIMYASAL ANALIZLER. .....ooi i e e 0309

3.3 L VEGF-AELISAANAZ ....cc.oviiiiiie e e e a0 39
3.3.1.1. OIGUM YONTEMI ... ittt eee e e e e e e e e e eee0.39
3.3.1.2. Analiz Asamalari.........ccoiuiieii i e 20 39

3.3.2. Endostatin ELISA ANAlIZi......coooin A2



3.3.2.1L OIGUM YONTEMI .vvviieieei it e e e e e A2
3.3.2.2. ANAliZ ASAMAIAIT. .. ...en i e e e e e e A2
3.3.3. SI00A4 ELISA ANAlIZI....c.vieieii e i e e e e e 4D
3.3.3.1 OIGUM YONTEMI ...t e et e e e e e e 45
3.3.3.2. Analiz Asamalari..........cooeiiiiiiiii e a2 4D

3.4. immunohistokimya (IHK) Calismalari...................ccceeeeeiiieeiieceeieennn... 48
3.4.1. immunohistokimyasal VEGF-A, ES, S100A4 Protein Boyama Teknigi......... 48

3.4.2. immunoreaktivitenin Degerlendirilmesi...............cccccoeeeieeeiiie e eeennn .49

3.5 ISTATISTIKSEL ANALIZLER ..ot 0B0
3.5.1. Verilerin Kaydedilmesi ...........c.ooiiiiiiiii i e en222. 90
3.5.2. Verilerin Analizi ve Tablolar ileGosterilmes.........coovvveiiien......50

41 TANIMLAYICI BULGULAR. ... DD
4.1.1. CalismaGrubu...... ..o 2 DD
4.1.2. Gruplardaki Olgularin Yas Ortalamalary ...............ccccooieii i iinnnn..52
4.1.3. MENAPOZ DUIUMU. .. ..ttt et e e e e e e e e e 53
4.1.4. PatolOjik TaNL....c.uie it e e e e et e e e e aeeen. D4

4.2. SERUM VEGF-A, ES, S100A4 DUZEYLERI ve VEGF-A/ES...........cccceuuv..... 55

4.2.1. Hasta Gruplarinda Serum VEGF-A Duzeyleri................ccoeeievienn. .55
4.2.2. Hasta Gruplarinda Serum Endostatin Dlzeyleri................ccceveevn......56
4.2.3. Hasta Gruplarinda Serum S100A4 Diizeyleri.........coccovveiiieiie i .57

4.2.4. Serum VEGF-A/ES (Anjiyogenik Denge)..........ccveeviiiiicieiievnieeene .58



4.3. KANSERL1 ve BENIGN HASTALIKLI MEME DOKUSUNDA VEGF-A, ESve
S100A4 EKSPRESYONU.... ..ttt it e st e e e e e e aeaen2. 00

4.4. SERUM ve DOK U PARAMETRELERININ KORELASYON SONUCLARI...62

4.5. YAS, MENAPOZ ve PATOLOJIK TANI iLE, ARASTIRILAN SERUM ve
DOKU PARAMETRELERININ ILISKISI..........coocoiiiii i nn0..B4

4.6. KLINIK OHISTOPATOL OJiK DEGISKENLER ve ARASTIRILAN
PARAMETRELERILE ILISKILERT..........oooiiii i B4
4.6.1. PatOlOjik EVI€...... it e e e e a0 04
4.6.2. TUMOr BOYULU. ....vie e e e et e e eeee 2. 08
4.6.3. Hasta Gruplarinda ER, PR ve c-erbB2 Ekspresyonu.............................69

4.6.4. Hasta Gruplarinda Histolojik Grade, Mitoz Dereces, Nukleer Derece
I3 11 0] 0] = Y 41 1

4.6.5. Hasta Gruplarinda L enfovaskiiler invazyon ve K an Damari invazyon
DUNUMIAIT .. e e e e e e e e e e e e e (2

4.6.6. Metastatik Lenf NodU Say1St ........coovieiiiiiiiiiiii el T4

4.7. DOKUDA ARASTIRILAN PARAMETRELERE AIT iHK’SAL

4.7.1. Dokuda VEGF-A EKSPresyonu ...........ccooveiiiiii i (D
4.7.2. Dokuda Endostatin EKSpresyonu .............cc.ccoiviiiiiiiiii i 16
4.7.3. Dokuda S100A4 EKSPreSyONU .......cuveieiiiiiieieeeienneieeeeenenineeneeenenn U1

6. KAYNAKLARVEEKLER ... ittt e e e nen0 . O




TABLO LISTESI

Tablo 1. Meme kanserinin histolojik tiplerine gbredagilimi................ocoeviiineen 0.8

Tablo 2. 2006 AJCC TNM siniflamast..........ccooeiiiii i e 15
Tablo 3. Anjiyogenezi uyaran ve inhibe eden bazi 6nemli endojen maddeler................... 22
Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan cihazlarin listesi.............cocoeveeiiii e ..36
Tablo 5. Tez ¢alisgmasinda kullamlan kitlerin listesi..............ccooiiiiiiiin e 36
Tablo 6. Gruplardaki olgularin yas ortalamalari, minumum ve maksimum degerleri.......... 52
Tablo 7. Hasta gruplarinda menapoz durumunun karsilastirilmast................................53

Tablo 8. Ug grupta serum VEGF-A, ES, S100A4 diizeylerinin ve VEGF-A/ES nin
Karsilastiriimast. .. ... ..ooe o e e e e ee 22 D9

Tablo 9. Hasta gruplarinda VEGF-A, ES, S100A doku ekspresyon durumlarinin
Karsilastiriimast. .. ......ooe e e e e e a2 O

Tablo 10. Hasta gruplarinda doku VEGF-A boyanma yogunlugu.......................c.e.....62

Tablo 11. Malign grupta doku VEGF-A, ES, S100A4 ekspresyonlari arasindaki
(0T = =5/ ] PPN ¢ %2

Tablo 12. Hasta gruplarinda VEGF-A, ES, S100A4, VEGF-A/ES nin serum diizeyleri ile
doku ekspresyonlarimin korelasyonlart ............ccooeviiiiiiiii i 163

Tablo 13. Hasta gruplarinda farkli patolojik evrelerdeki hasta sayi ve yuzdesi................. 65
Tablo 14. Erken ve geg patolojik evrede serum VEGF-A dizeylerinin karsilastiriimasi....... 65

Tablo 15. Hasta gruplarinda timor bOYUtU. ............oeve i ene ... 08
Tablo 16. Hasta gruplarinda ER, PR, c-erbB2 ekspresyonlart.............ccoovvveie i innnn, 69
Tablo 17. c-erbB2, ER, PR ekspresyon durumlarimin tutarlihigr...................................70

Tablo 18. Hasta gruplarinda histolojik grade, mitoz derecesi, nikkleer derece durumu......... 71



Tablo 19. Hasta gruplarinda lenfovaskiler invazyon, kan damar1 invazyonu durumu......... 72

Tablo 20. Lenfovaskiler invazyon ile serum VEGF-A duzeyleri ve doku VEGF-A
ekspresyonlarinin Karsilastirtlmast. .. .......oooe i 13

SEKIL LISTESI

Sekil 1. Anjiyogenez: Yeni kan damarlarinin olusum mekanizmast............ccoovevveineennnnn.. 20
Sekil 2. VEGF izoform-reseptdr iligskisi ve etki mekanizmalart.........................c.e.......25
Sekil 3. Anjiyogenezde VEGF yoIag81.........cooviiiiiiiiii i a0 20
Sekil 4. VEGF nin timorun olusum evrelerindeki Yeri............ooovviiiiii i 28
Sekil 5. Kollajen Tip XV NCLBOIGESI. ........ovveeeeeee oo 2229
Sekil 6. EC iliskili integrinlerin anjiyogenik inhibitorle etkilesimi veileti yolagi ............... 31
Sekil 7. SI00A4 protein hedefleri ile kalsiyum bagimli etkilesimi ... 34
Sekil 8. Hastalarin gruplaragore dagilimi ...........ccooviiiiii iDL
Sekil 9. Hastalarin patolojik tanillaragore dagilimi.................cco i nn.54
Sekil 10. Hasta gruplarinda serum VEGF-A dizeylerinin karsilastirilmasi....................... 55
Sekil 11. Hasta gruplarinda serum endostatin diizeylerinin karsilastirilmast..................... 56
Sekil 12. Hasta gruplarinda serum S100A4 dizeylerinin karsilastirilmasi.......................57
Sekil 13. Hasta gruplarinda VEGF-A/ES nin karsilastirilmast.............c.ooeiiiin s 58

Sekil 14. Erken ve geg patolojik evrede serum VEGF-A duzeylerinin karsilastiriimast........ 66
Sekil 15. Serum VEGF-A/ES ile, kategorize edilmis patolojik evre karsilastiriimasi........... 67
Sekil 16. Serum VEGF-A dlzeyleri ve metastatik lenf nodu sayisi arasindaki korelasyon.....74
Sekil 17. VEGF-A ekspresyonu (x200 blyltme) (pozitif SONUG).........cuvvevieineviniieannns 75

Sekil 18. VEGF-A ekspresyonu (x400 blyitme) (negatif sonug)............ccovvvvvvvve v 75



Sekil 19. ES ekspresyonu (x200 buyitme) (pOozitif SONUE).........oovvviieiieii i e
Sekil 20. ES ekspresyonu (x200 buyltme) (negatif SONUG).........c.vveriieieiiiiinie e,
Sekil 21. S100A4 ekspresyonu (x200 blyitme) (pozitif SONUG)..........cvvevveiiiiiieinnees

Sekil 22. S100A4 ekspresyonu (x200 blydtme) (negatif SONUG)..........oeveeviiiiineinnenn.

GRAFIK LISTESI

Grafik 1. VEGF-A StANCat 811SI. ... e e it e e e et e et e et e e e e e e
Grafik 2. Endostatin standart 8r1Si..........vveee v

Grafik 3. SI00A4 SLANUAIT IS ... .. ce ettt e e e e e e e e e e

.76

.76

7

A7



AJJC
ark.
BBD
BRCA-1
bFGF
CAL
c-erbB2
CK2
DAB
DKIS
DNA

EC

EH
ELISA
ER

ES
FGF-4
FAK
Her2/neu
HIF-1a

HIF-1p

KISALTMALAR

: American Joint Commitee on Cancer
. arkadaglar
: Benign Meme Hastalig1
: Breast Cancer-1
: Bazik Fibroblast Buylume Faktori
: Koroner Arter Lezyonu
. Insan Epidermal Bilyiime Faktorii Reseptor 2
: Kazein Kinaz 2
: Diaminobenzidin
: Duktal Karsinomain Situ
: Deoksiribontkleik asid
: Endotelyal Hucre
: Endometriyal Hiperplazi
: Enzyme-Linked immunosorbent Assay- Enzim Bagli Immnosorbent Olgiim
. Ostrojen Reseptori
: Endodtatin
: Fibroblast Blytme Faktori-4
: Foka Adezyon Kinaz
: Insan Epidermal Bilyiime Faktorii Reseptor 2
: Hipoksi ile Induklenebilen Faktor-1o

: Hipoksi ile Indiklenebilen Faktor-1 B



IHK : Immunohistokimya

iLK : Invaziv Lobiler Karsinom

IL-1p : Interlokin-1 p

IL-6 . Interlokin-6

IL-10 . Interlokin-10

IL-13 . Interlokin-1 B

IGF-1 : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktori-1
LKIS . Lobiiler Karsinoma in Situ

MAPK-1,2 : Mitojen Aktive Protein Kinaz-1,2

MHC : Myozin Agir Zinciri
MI : Mitotik indeks
MLN: . Metastatik Lenf Nodu

MMP-2,9,13 : Matriks Metalloproteinaz 2,9,13

MRNA : Mesgjci Ribonukleik Asit

MT1-MMP : Membran Tip 1-Matriks Metalloproteinaz

MVD : Mikrovaskuler Dansite

NO : Nitrik Oksit

PD-ECGF : Trombosit Kaynakli- Endotelyal Hiicre Blylme Faktori
PDGF : Trombosit Kaynakli Bliyime Faktori

PI3Kinaz : Fosfoinozitol-3 Kinaz

PIGF . Plasental Blytime Faktori

PKB : Protein Kinaz B



PKC

PR
proMMP
RT-PCR
TGF-g1
TIMP-1
TMB
TNF-«
TNM
VEGF-A

VHL

: Protein Kinaz C
. Progesteron Reseptort
. pro-Matriks Metalloproteinaz
: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Transforme Edici BlyUume Faktoru
: Matriks Metalloproteinaz Doku Inhibitorii-1
: Tetrametilbenzidin
: Tumdr Nekroz Faktori- o
: T: Tumor buyukltgt; N: Bolgesel lenf bezleri tutulumu; M: Uzak metastaz
: Vaskuler Endotelyal Biytime Faktori-A

: Von Hippeau Lindau



TESEKKUR

Tabi Biyokimya uzmanlk egitimim stresince mesleki egitimimin yananda her konuda destegini
gordtgtim, 6rnek aldigzm Biyokimya Anabilim Dal: Bagkan: Say:n Prof. Dr. Canan COKER’e ve Tihbi
Biyokimya Anabilim Dalzdretim Uyelering;

Egitimimde biyuk emegi gecen bilgi ve tecriibesini aktaran, tez calzsmalarimda bana yol gosteren,
kolaylk saglayan ve destegini hic esirgemeyen, unutamayacagmm can:m hocam Saya Prof. Dr. Banu
ONVURALa,

Asistanlk stiresince ve (zellikle tezimin zor gecen gunlerinde hep moral veren, beni hi¢ geri
cevirmeyen, bilgisiyle cok yardamcz olan gtiler yuzIi Say:n Dog. Dr. Sezer UYSALa,

Tezimin Patoloji ayagin: yiiriiten Sayn Prof Dr. Tilay CANDA, Uzman Dr. Merih GURAY
DURAK ve immunohistokimya calzsmalar:nz: yapan teknisyen arkadasm Aysen CAYAN'a,

Asistanlzgim stiresince bilgisi ve yaklagmlarz ile ornek aldzgim calzsma azimlerini bana yansitan,
her zaman yanimda hissettigim Say:n Yard. Dog. Dr. Ali Riza SISMAN’a ve Yard. Dog. Dr. Tuncay
KUME'ye,

Dort yd boyunca Tibbi Biyokimya AD.'da birgok paylagimda bulundugumuz bagta yakin
arkadaglarm Dr. Eylem Seckin BOZKURT ve Dr. Oznur B/LEN olmak Gizere tiim asistan arkadagarima,

Tezim icin bize hasta saglayan Genel Cerrahi AD. ‘Meme cerrahisi’ ekibi degerli dgretim tyeleri ve
asistanlarina,

Ornek toplama ve analiz agamasinda emegi gecen tim Dokuz Eylil Universitesi Glndiz
Hastanesi ve ARLAB ¢alwanlarna,

Tez ve diger tim evraklaram:n takibinde blytik duyarld& gosteren anabilim dalz sekreterimiz Eda
OLUM’a,

Yagamman her aninda oldugu gibi, bu stirecte de destekleri, sevgileri ve guvenleri icin esim ve
aileme sonsuz tegekkurlerimi sunaram.

Dr. Ydmaz OZALP

2010



OZET

Meme kanseri gibi solid tumdrlerin gelisim, invazyon ve metastaz yetenegine sahip
olabilmeleri, anjiyogenez varligina baglidir. Anjiyogenezin diizenleyicileri arasinda en 6nemli
olanlarimin vaskiler endotelyal blyime faktori-A (VEGF-A) ve endostatin (ES) oldugu
bildirilmektedir. S100A4’'Un anjiyogenez ve tUmor invazyonunu kolaylastirarak tUmaorin
ilerlemesine ve metastaza yol agcmasi nedeniyle meme kanserinde prognostik faktor
olabilecegi bildirilmektedir. Bu ¢alismamn amaci, benign meme hastalikli, aksiller metastaz
yapmis ve yapmamis meme kanseri hastalarinda VEGF-A, ES, S100A4 proteinlerinin doku
/electronic-resource-num><language>eng</language></record></Cite></EndNote>e (8) .
cececcccccccccccccsssscsssssppiskenler ile olan iliskisinin

Saptanmasi ve anjiyoqenik dengenin metastazi 6ngormedeki yararin arastirmaktir.
Calisma gruplart benign meme hastalig1 olan 32 hasta, aksiller lenf nodu metastazi

olmayan 39 meme kanseri hastasi ve aksiller metastazi olan 18 meme kanseri hastasindan
olusmaktaydi. VEGF-A, ES, S100A4  proteinlerinin doku  ekspresyonlar:
immunohistokimyasal (IHK) yontemle, serum diizeyleri ELISA ile saptandi. Ayrica elde
edilen sonuclar tumorin klinikohistopatolojik degiskenleri ile (yas, menapozal durum,
patolojik tam ve evre, timdr boyutu, Gstrojen reseptdri, progesteron resptord, insan epidermal
blyime faktori reseptor-2 (c-erbB2), histolojik grade, mitoz derecesi, nikleer derece,
lenfovaskiler invazyon ve kan damar1 invazyonu) karsilastirildi.

VEGF-A, ES, ve S100A4’ iin doku ekspresyonlarinda hasta gruplar1 arasinda anlamli
farklilik saptanmadi. Serum VEGF-A ve VEGF-A/ES metastazli grupta benign gruba goére
anlamli yuksek bulundu (p=0,006 ve p=0,010). Ayrica serum VEGF-A/ES metastazli grupta,
malign gruptan anlamlt yuksek idi (p=0,048). Serum VEGF-A ve VEGF-A/ES geg evrede
olan hastalarda erken evre hastalara gore anlamli yiksek saptandi (p=0,033 ve p=0,014).
Metastatik lenf nodu sayisi ile serum VEGF-A dizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon
bulundu (r=0,596; p=0,012). Serum VEGF-A duzeyleri lenfovaskiler invazyon olanlarda
anlamli yiksek saptandi (p=0,034). Lenfovaskiler invazyon olmayanlarda dokuda VEGF-A
immun boyanmasi anlamli yuksek idi (p=0,015). Serum ES ve S100A4 dizeylerinde hasta
gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptanmadi. Lenf nodu (-) olan malign grupta her ¢

parametrenin doku ekspresyonlar1 birbirleri ile korele bulundu. Doku VEGF-A, ES, S100A4
1



ekspresyonlar1 ile serum diizeyleri arasinda korelasyon bulunmach. Doku VEGF-A, ES ve
S100A4 ekspresyonlart ve serum duzeyleri ile diger klinikohistopatolojik degiskenler
arasinda iliski saptanmadi.

Sonug olarak, serum ve doku S100A4 dizeylerinin memede kitle saptanan hastalar
icin hastaligin durumunu (metastaz olup olmadigini) belirlemede kullanilamayacagini; bu
amacla serum VEGF-A/ES nin kullamlabilecegini, artmus serum VEGF-A duzeylerinin
metastatik stirece gegisin bir gostergesi olabilecegini dustinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, anjiyogenez, VEGF-A, ES, VEGF-A/ES, S100A4,
immunohistokimya.



SUMMARY

Growth, invasion and metastase potential of solid tumours like breast cancer depends
on the presence of angiogenesis. Among the regulators of angiogenesis, VEGF-A and ES are
reported to be the most important ones. Since S100A4 leads to tumour progression and
metastasis by facilitating angiogenesis and tumour invasion, it is proposed to be a prognostic
factor in breast cancer. The purpose of this study is to investigate the tissue expression of
VEGF-A, ES, and S100A4 and to determine their serum values in patients with benign breast
disease, breast cancer with axillary metastasis and breast cancer without axillary metastasis;
and to evaluate if these parameters showed any difference between the groups. We also
investigated if serum parameters correlated with their corresponding tissue expression.
Correlation of tissue and serum parameters with clinicohistopathological variables and
angiogenic balance in predicting metastasis were also investigated.

The study was conducted on 32 patients with benign breast diseases, 39 patients with
breast cancer without axillary node metastases and 18 patients with breast cancer having
axillary node metastases. Tissue expression of VEGF-A, ES, S100A4 proteins were
determined by immunohistochemistry and serum levels by ELISA. Also results were
compared with clinicohistopathological variables (age, menopausal status, pathological
diagnosis and stage, tumour Size, estrogen receptor, progesterone receptor, c-erbB2,
histological grade, mitosis degree, nuclear degree, lymphovascular invasion and blood vessel

invasion).

No significant difference was found for tissue expression of VEGF-A, ES, and
S100A4 between the patient groups. Serum VEGF-A and VEGF-A/ES were significantly
increased in the metastasis group when compared with the benign group (p=0,006; and
p=0,010). Also serum VEGF-A/ES was significantly higher in the metastasis group than the
malign group (p=0,048). Serum VEGF-A and VEGF-A/ES were significantly increased in
advanced stage patients (p=0,033; p=0,014). A significant positive correlation existed
between the number of involved lymph nodes and serum VEGF-A levels (r=0,596; p=0,012).
Serum VEGF-A levels were significantly increased in those who had |lymphovascular
invasion (p=0,034). Tissue VEGF-A immunostaining was significantly increased in patients

without lymphovascular invasion (p=0,015). There wasn't any significant difference between
3



the groups for serum ES and S100A4 levels. Tissue expression of all three parameters were
correlated with each other in node negative cancer group. Correlation did not exist between
the tissue expression and serum levels of VEGF-A, ES, and S100A4. Also tissue expression
and serum levels of VEGF-A, ES, and S100A4 had no correlation with the
clinicohistopathological variables.

In conclusion, we think that S100A4 could not be used as a marker showing disease
state (differentiating metastasis from non-metastasis) in breast tumours. However serum
VEGF-A/ES could be used for this purpose and increased serum VEGF-A levels could be an
indicator for proceeding to metastatic process.

Key Words: Breast cancer, angiogenesis, VEGF-A, ES, VEGF-A/ES, S100A4,
immunohistochemistry.



1. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri tum kanserler iginde kadinlarda en sik gorulen kanser tipidir ve
dunyada her yil yaklasik 500,000 6limden sorumludur (1). Amerikan Kanser Birligi 2009
yilinda 192,370 invaziv meme kanseri gorilecegi tahmininde bulunmustur. Buna ek olarak
62,280 kadinin in situ meme kanseri tamsi alacag: (~ %85 duktal karsinoma in situ), ayn yil
icinde 40,610 kadinin meme kanserinden 6lecegi rapor edilmistir (2). Turkiye de de kadinlar
arasinda en sik gorulen 10 kanser turd icersinde meme kanseri birinci sirada yer almaktacdir
(3). Meme kanserinden kaynaklanan olumleri azaltmak icin en 6nemli strateji, erken tam ve
tedavidir (4). Lezyonlarin erken donemlerde saptanmasi, lenfatik ya da uzak metastaz
yapmadan 6nce yakalanmasi, yasam siresinde iyi yonde degisiklikler meydana getirmektedir
(5. Anjiyogenez, mevcut damarlardan yeni damarlarin olustugu bir sireg olarak
tammlanmaktadir (6). Anjiyogenez, anjiyogenezi uyaran ve Onleyen cok sayida faktor
tarafindan kontrol edilen, son derece karmasik ve dinamik bir olaydir (7). Bir grup timor
hiicresinin anjiyogenik o6zellik kazanmasimn timdrin malign potansiyelinin gelisiminde
anahtar rol oynadig:1 disunulmektedir. Bu 6zellik anjiyogenezi uyaran ve onleyen faktorler
arasindaki dengenin uyarict faktorler lehine bozulmast ile ortaya ¢ikmaktadir (8).
Anjiyogenez, solid timdrlerin lokal olarak biytmesinin ardindan, uzak bolgelere yayiliminda
ve hedef organa yerlesebilmesinde de kritik rol oynamaktadir (9). Ozetle; timériin
anjiyogenik fenotipi biyolojik davranmisimn temel belirleyicisidir (10-12). Tumorden salinan
cok sayida anjiyogenik faktorlerin yamnda anti-anjiyogenik sitokinler de bulunmaktadir (13).

Vaskiler endotelyal buyume faktori-A (VEGF-A) tUimdr anjiyogenezinde ve
progresyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Cok sayida ¢alismada VEGF nin meme kanserinde

prognostik degeri gosterilmistir (14, 15). Endostatinin  (ES) ise endotelyal hicre

proliferasyonunu, timor buylimesini ve metastazi suprese ettigi, hiicre kultiri ve hayvan
calismalariyla gosterilmistir (16).

S100A4, kalslyum baglayict proteinlerden S100 ailesinin bir Oyesidir (17, 18).
Intraseliiler ve ekstraseliiler fonksiyonlar: olan S100A4 (in, ekstraselller matriksin yeniden
diizenlenmesine, anjiyogenez ve tumor invazyonunu kolaylastirarak timorin ilerlemesine ve

metastaza yol agmast nedeniyle c¢esitli timorlerde prognostik faktor olabilecegi
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dustnulmektedir (19, 20). S100A4’ Uin erken evre meme kanserinde, metastatik potansiyeldeki
kritik degisikliklerin belirleyicisi olabilecegi bildirilmektedir (21).

Literatirde bu ¢ parametrenin meme kanserinde (VEGF-A, ES, S100A4) dokuda ve
serumda birlikte incelendigi, ayrica serumda S100A4'Un arastirilchgr  calismaya
rastlanmamstir. Bu ¢alismada;

1) Benign meme hastaliklarinda, aksiller metastaz yapmis ve yapmamis meme
kanserlerinde S100A4, VEGF-A, ES proteinlerinin herbirinin ekspresyonunun
immunohistokimyasal olarak belirlenmesi, gruplar arast farkin anlamliligim
belirlemede ve metastazi 6ngérmede yarar saglayip saglamadigi,

2) Her g parametreninde doku ekspresyon durumlarimin seruma yansiyip yansimadigi,

3) Doku S100A4 ekspresyonunun anjiyogenik diizenleyicilerden doku ve serum VEGF-
A, ESve serum VEGF-A/ESileiliskisi,

4) Serum S100A4, VEGF-A, ES ve VEGF-A/ESnin her U¢ calisma grubumuzda
klinikohistopatolojik parametrelerle olan iliskisinin  belirlenmesi, anjiyogenik

dengenin prognozu 6ngormedeki yarar: arastirilacaktir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. MEME K ANSERI

Meme kanseri, meme duktus ve lobillerinden koken alan epitel hicrelerinin
kontrolsiiz buyumesidir. Bu hastalik erken duktal karsinoma in situ ve lobller karsinoma in
situ gibi noninvaziv meme kanseri, meme stromasina yayilan primer invaziv meme
kanseri, lenf nodlarina ve uzak organlara yayilmis ilerlemis-metastatik meme kanserini
icerir. Meme kanserleri fibroadenoma, fibrokistik degisiklikler ve benign hiperplazi gibi
benign meme patolojilerinden de farklilasirlar (22).

2.1.1. MEME KANSERIi EPIDEMiYOLOQJiSi

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik gorulen kanser olup, kansere bagli dluimlerin
ikinci siradaki nedenidir (23, 24). Meme kanseri, kadinlarda goérilen kanserlerin %22’ sini,
kanser olumlerinin %15'ini olusturmaktadir (25). Amerikan Kanser Birligi 2009 yilinda
192,370 invaziv meme kanseri vakast gorilecegi tahmininde bulunmustur. Buna ek olarak
62,280 kadinin in situ meme kanseri tamsi alacag: (~ %85 duktal karsinoma in situ), ayn yil
icinde 40,610 kadimin meme kanserinden Olecegi dngdrulmustir (2). Gegen 20 yil iginde
meme kanseri insidansinda artis olmasina ragmen mortalitede duslis gozlenmistir. Erken tan
yontemlerinin genis insan populasyonlarinda etkin sekilde uygulanmasi 6lim oranlarinin
dismesinde en 6nemli nedendir. Hedefe yonelik tedavi segeneklerinde basarili sonuclar da bu
iyilesmeye katkida bulunmaktadir (26).

2.1.2. MEME KANSERINDE ETYOLOJi

Meme kanserinde etyoloji tam olarak ortaya konamamasina ragmen genetik,
hormonal, gevresel faktorler suglanmaktadir (27).

Meme kanseri belirli ailesel vakalar cisinda 25 yas Oncesi seyrektir. insidans yasam
boyu giderek artar. Meme kanseri vakalarinin %78'i 50 yas Uzerindedir. Tam aninda ortalama
yas 64'tur. Birinci derece yakinlarinda meme kanseri olan kadinlarda risk 2-4 kat artmaktadir.
17. kromozom Uzerindeki BRCA1 timor supresdr genindeki mutasyon sonucu meme kanseri
gelisim riski yaklasik %70-75'tir. BRCA1 mutasyonlar: tim meme kanserlerinde %5’in
altinda bulunur. BRCA1 mutasyonu olan kadinlarda gelisen meme kanserleri karakteristik
olarak erken yasta gorulme Ozelliginde olup genellikle triplet negatif koti diferansiye
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histopatolojik 6zellik gosterirler (28). Meme kanserinin gogunlugunu sporadik meme
kanserleri olustururken sadece %5-10 kadarim herediter meme kanserleri olusturmaktadir
(29). Onlguncu kromozom uzerinde yer alan BRCA2 genindeki mutasyon da meme kanseri
ile iligkilidir. Benign meme hastaliklari, Ozellikle atipik hiperplazi, meme kanserine
donusebilmektedir. Mamografide meme dansitesinde artis gbzlenen kadinlarda meme kanseri
4-6 kat artmistir. Meme kanserinde hormonal faktorler de 6nemlidir. Erken menars ve geg
menapoz kanser gelisiminde risk olusturmaktadir. 35 yas 6ncesi hamilelik, riski azaltmasina
karsin, Ostrojen hormonu iceren oral kontraseptifler meme kanseri riskini artirmaktadir.
Obezite, diyette yiksek yag orani, postmenapozal donemde ekzojen dstrojen kullammu ile
meme kanseri arasinda direkt korelasyon bulunmustur. Ayrica alkol kullammi ve iyonize
radyasyona maruziyet meme kanseri gelisimini artirmaktadir (30).

2.2. MEME KANSERININ HiSTOLOJiK TiPLERINE GORE DAGILIMI

Meme kanserleri, sinirlayici bazal membrami asmayan (non-invaziv) ve asanlar
(invaziv) olmak tzere simiflandirilirlar (Tablo 1) (31).

Tablo 1. Meme kanserinin histolojik tiplerine gore dagilim (31).

Total Kanserler Y lizde Dagilim
Noninvaziv K arsnoma (K ar sinoma In Situ) 15-30
Duktal Karsinomain Situ 80
Lobiler Karsinomain Situ 20
invaziv Karsinoma 70-85
Invaziv duktal karsinom (No special type carcinoma) 79
Lobiler karsnom 10
Tubller/Kribriform karsinom 6
Misindz karsnom 2
Meduller karsinom 2
Papiller karsinom 1
Metastatik karsnom <1




2.2.1. NONINVAZIV (iN SITU) KARSINOM

iki tip noninvaziv meme karsinomu vardir. Duktal karsinoma in situ (DKIS) ve lobiiler
karsinoma in situ (LKiS). Her ikisi de bazal membran ile sinirh olup stromaya ve
lenfovaskiler kanallara yayilim gostermezler (31).

2.2.1.1. Duktal Karsinoma In Situ (DK 19)

Bu lezyonlar meme duktusunun icinde ¢ogalarak duktus boyunca yayilirlar ve bazal
membran asmazlar (24). DKIS cesitli morfolojik ve biyolojik 6zellikte heterojen lezyon
gruplar: icerebilmektedir. DKISin histolojik karakteristiklerinin metastatik olmadig1
bilinmektedir. Bununla birlikte saf DKIS tams: alan %1-2 hastada ya gizli bir invazyon ya da
sUphelenilmemis rezidi hastalik sonucu metastaz gelisebilmektedir (24). Nadiren memede ele
gelen kitle ve radyolojik olarak ortaya cikarlar. Iyi diferansiye tiimorlerde hiicreler, dstrojen
reseptort daha az, progesteron reseptoril daha fazla eksprese ederler. Prognozu mikemmel
olup basit mastektomi sonrasi uzun dénem sagkalim %97’ nin Uzerindedir. Bazi kadinlarda
lokal rekirrens olmadan uzak metastazlar gelisebilmektedir (30).

2.2.1.2. Lobiler Karsinoma in Situ (LKIS)

Memenin terminal duktal lobiler hticrelerinin noninvaziv, anormal proliferasyonudur.
LKIS e komsu stroma igerisinde gortlen mikrokalsifikasyonlar cok tipik bulgusudur (32).
Menapoz sonrasi lobiillerin atrofiye olmasi nedeniyle LKIiS genellikle premenapozal
egilimlidir. Cogu nonpalpabl olup mammografik olarak da gozden kagma ihtimali yutksektir.
Bu ylizden genellikle tar tesadiifen konur. Multisentrik ve siklikla bilateraldir (31, 33).

2.2.2. iNVAZiV KARSINOM

Malign hiicrelerin meme stromasina invazyon gosterdigi timarlerdir. Bu timoérlerde

ayni zamanda in situ tumoral lezyon da bulunabilir (31).



2.2.2.1. invaziv Duktal K arsinom, No Special Type (NST)

Tammlanmis olan Ozel tiplerin herhangi biri iginde simiflandirilamayan tim kanserler
icin kullanilan bir terimdir. Ozgiin olmayan tip ya da baska bir 6zelligi olmayan karsinomlar
duktal karsinomun sinonimleri olarak kullamlirlar. Kanserlerin blydk bir bolimt (%70-80'1)
bu grup igine girmektedir. Bu tip kanserler genellikle DKiS ile birliktedir, fakat nadiren LKiS
ile birlikte olabilirler. Lenfovaskiiler alanlara ya da sinirlere invazyon gozlenebilir. Ilerlemis
kanserler deride cukurlasmaya, meme basinda retraksiyona, gogus duvarina fiksasyona yol
acarlar. Ortalama Ugte ikisi Ostrojen reseptorl ya da progesteron reseptoril eksprese eder,
ortalama Ugte bir vakada HER2/neu’ nin overekspresyonu soz konusudur (30).

2.2.2.2. invaziv Lobuler Karsinom

Cogu, ele gelen kitleler veya mammografide saptanan kitleler olarak izlense de
bazilar1 desmoplastik yamit yaratmadan klinik olarak gizli kalabilirler. invaziv lobuler
karsinom (ILK)'larin daha stk multisentrik ve bilateral oldugu bildirilmektedir. iyi ve orta
diferansiye ILK’ ler genellikle diploid, hormon reseptorii eksprese eden cogunlugu LKiS ile
iliskili timorlerdir. HER2/neu ekspresyonu ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur. Bu timorler meme
karsinomlarinin %20’ sinden azin: olusturur (30).

Invaziv karsinomanin diger tipleri seyrek gortlmektedir.
2.3. PROGNOSTIK ve PREDIK TiF FAK TORLER

Meme kanseri olan kadinlarin akibetleri farklilik gostermektedir. Bazilarinin ortalama
omurleri meme kanseri olmayanlarla benzerdir. Digerlerinin ise bes yillik yasama sanst
%13'lerde kalir. Uzak metastaz veya inflamatuvar karsinomali az sayida (<%10) kadimn
disinda prognoz, primer karsinoma ve aksiller lenf nodu tespiti, patolojik inceleme ile
belirlenir. Bu bilgi hasta akibetine rehberlik eder, uygun tedavi seciminde ve aym klinik
durumdaki hastalarin dogru siniflandirilmasinda dnemlidir. Major prognostik faktorler meme
kanserinden olumlerin glgli prediktorleridir ve Amerikan Birlesik Kanser Komitesi
(American Joint Commitee on Cancer; AJCC) evreleme sistemine dahil edilmistir. Prediktif
faktorler ise belirli tedavilerin olasi cevabinin saptanmasinda kullamilmaktadir. Major
prognostik faktorler asagida siralanmustir (31).
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2.3.1. invaziv K arsinom veya In Situ K arsinom

In situ karsinom duktal sistemle sinirlidir, metastaz yapmaz. Yeterli tedavi almis
DKIiSli kadinlarin bilyik cogunlugu iyilesmektedir. Buna Karsilik invaziv karsinomalilarin
yarisina yakini tani aninda yakin ve uzak bolgelere metastaz yapmus olurlar (31).

2.3.2. Uzak M etastaz

Ozellikle hormona cevap veren tiimorlerde uzun dénem remisyon ve palyasyon
saglanmasina ragmen, uzak metastazlar bulunuyorsa iyilesme mimkin gorilmemektedir.
Metastaz potansiyeli  primer karsinomda gen ekspresyon paterniyle  kendini
gosterebilmektedir. Aksiller lenf nodu ile iliskili patern, uzak metastazla iliskili paternden
farklilik gosterebilmektedir (30).

2.3.3. Lenf Nodu M etastaz1

Aksiller lenf nodu durumu en 6nemli prognostik faktorddr. Lenf nodu durumunun
klinik olarak degerlendirilmesi, hem palpabl reaktif nodlara bagli yanlis pozitif sonuclar, hem
de kiiclik metastatik odaklara bagli yanlis negatif sonuclar nedeniyle hatali olabilmektedir. Bu
yuzden dogru degerlendirme icin biyopsi gereklidir. Aksiller lenf nodu metastazi olmayan
olgularda bes yillik sagkalim %90’ lara yaklagsmaktadir. Sagkalim oram tutulan her lenf nodu
ile birlikte dismekte olup 16 ve Uzeri lenf nodu metastazlarinda bu oran %50’ nin altindadr.
Daha az morbid olan ve tam aksiller lenf nodu diseksiyonu yerine gegebilecek alternatif bir
prosedir sentinel lenf nodu biyopsisidir. Boya veya radyoopak madde ya da her ikisi kombine
kullanilarak drenajin oldugu ilk bir veya iki lenf nodu saptanir. Sentinel lenf nodunun negatif
olmasi gerideki lenf nodlarinda metastatik karsinomun olmadigi yoninde yiksek oranda
belirleyicidir. Makrometastazlar (>0,2 cm) kamtlanmis prognostik 6neme sahiptir. Ancak
klinik agidan, saptanan mikrometastazlarin (0,2 cm’ den kiigik metastatik odaklar) 6nemi hala
bilinmemektedir (30).

2.3.4. Tumor Boyutu

TUmor boyutu ikinci en 6nemli prognostik faktordir ve lenf nodu durumundan
bagimsizdir. Bununla birlikte, aksiller lenf nodu metastazi riski karsinomun boyutu ile
artmaktadir. Lenf nodu negatif kadinlarda, tumdr boyutu 1 cm’ nin altinda oldugunda prognoz
meme kanseri olmayan kadinlara yaklasmaktadir. Bu kadinlarin tedavisiz 10 yillik sagkalim
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oranlar: yaklasik %90 dir. Diger yandan meme kanserli kadinlarin yarisindan fazlasi meme
kanserine yenik duserler; bunlar lenf nodu metastazi olup 2 cm Uzerinde timort olan
kadinlardir (31).

2.3.5. Lokal Olarak flerlemis Hastahk

Deriye ve iskelet kasina yayilim siklikla es zamanli ve uzak metastaz sonucu meydana
gelir. Meme kanserinin saptanmasinda artan yenilikler ve farkindalik boyle vakalarin sikligin
azaltmaktadir. Bunlar artik daha seyrek olarak gorilmekte ve erken donemde tam
alabilmektedirler (31).

2.3.6. inflamatuvar K arsinom

Genellikle klinik agidan ele gelen kitle olmadan memenin buyudigu, 6demli ve
eritematdz gorinum ile karakterizedir. Altta bulunan karsinom kot diferansiye olup meme
dokusunun her tarafina yayilmistir. Bu timorlerin gogunda uzak metastaz vardir ve prognoz
kotudur. Ug yillik sagkalim %3-10' dur (31).

2.4. MiNOR PROGNOSTIK FAKTORLER

Lenf nodu tutulumu velveya timor boyutu 1 cm Uzerinde olan ¢ogu kadin bazi
sistemik tedavi sekillerinden yarar saglamaktadir. Bu grup hastalarda, mindr prognostik
faktorler, hormonal tedaviler ve kemoterapi kirleri arasinda karar vermek igin
kullanlabilmektedir. Kicuk timérld, lenf nodu negatif olan kadinlarda bu faktorler, sistemik
tedaviden muhtemel en iyi yararin belirlenmesinde, herhangi bir ek tedavi gerekip
gerekmedigine karar verilmesinde yarar saglamaktachr. Ostrojen reseptoril, progesteron
reseptort ve HER2/neu, spesifik terapotik ajanlara cevapta kullamilan en yararli prediktif
faktorlerdir (30, 31).

2.4.1. Histolojik Alt tip

Meme karsinomunun tiim 6zel tipleri (tubuler, meduller, kribriform, adenoid kistik ve
musindz) 6zel olmayanlara oranla (*‘ duktal karsinom’’) dahaiyi prognoza sahiptir (30).
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2.4.2. TUmor Dereces

Yasam slresi Uzerine olan etkisi en iyi arastirilmis parametre timorun *histolojik
grade’idir (34). Yaygin olarak tumor differansiyasyonunu degerlendirmede kullamlan
derecelendirme sistemi (Scarff Bloom Richardson) nikleer derece, tibul formasyonu ve
mitotik oram icermektedir. Iyi diferansiye tiimérler, grade I, %80; orta diferansiye timorler,
grade 11, %60; kotu diferansiye timorler, grade 111, %15 oraninda bulunur (31).

2.4.3. Ostrojen ve Progesteron Reseptorii Varhg ya da Yoklugu

Hormon reseptorlerinin varligi, az da olsa iyi prognozu gostermektedir. Ancak
arastirilma  nedenleri, tedaviye yamti belirleyici olmalardir. Antidstrojen tedaviye
(ooferektomi veya tamoksifen) en iyi yanit (yaklasik %80) her iki reseptor ekspresyonunu
gbsteren timarlerde alinir. Eger sadece bir reseptor pozitifligi varsa daha diistk oranda (%625-
45) yanit alinir. Her iki reseptorin negatif oldugu durumlarda yanit oram cok dusuktir
(%10’ un altinda) (30, 31).

2.4.4. HER2/neu

HER2/neu (human epidermal growth factor receptor 2 veya c-erbB2 veya neu) hticre
blytmesinin kontrolinde yer alan transmembran bir glikoproteindir. HER2/neu’ nun spesifik
bir ligandi bulunmamaktadir ancak bircok biiyiime faktorinin ko-reseptorligiinde rol oynar.
HER2/neu meme kanserinde %20-30 oramnda eksprese olur (31). Birgok calismada 6zellikle
lenf nodu pozitif olan hastalarda HER2 amplifikasyon/overekspresyonunun hastaliksiz yasam
ve sagkalim siresi Uzerine negatif etkisi oldugu bildirilmistir. Yani HER2 pozitifligi timorin
agresif davramigi ve kot prognoz ile yakindan iliskilidir.Yapilan ¢aligmalarda HER2 nin
tedavi rejimlerinin belirlenmesinde kullanilabileceginden ve bu tedavi rejimlerine cevapta
prediktif rolinden sbz edilmektedir. Lenf nodu tutulumu olmayan hastalarda HER2
amplifikasyon /overekspresyonu mevcut ise rekurrens ve metastaz riskinin yuksek oldugunu
gbgteren calismalar bulunmaktadir. HER2 durumu adjuvan kemoterapi uygulanacak hastanin
secimine yarcimei olabilmektedir (34, 35).
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2.4.5. Lenfovaskiiler invazyon

TUmor hicreleri, timora cevreleyen vaskiler boslukta (lenfatik ve kiguk kapiller)
gorulebilir. Bu bulgu lenf nodu metastazi ile guglu iliskilidir ve lenf nodu metastazi olmayan
kadinlarda kot prognostik bir faktordir (31). Aksiller lenf nodu (+) olan 33 hastanin
%69’ unda ve aksiller lenf nodu negatif olan 30 hastanin sadece %26’ sinda vaskuler invazyon
gorulmastur (34).

2.4.6. Proliferatif Hiz

TUmor hicrelerinin proliferasyon hizim gosteren mitotik indeks (MlI), timidin
isaretleme indeksi, akim sitometrisi ile S faz1 6lgimu, Ki-67, prolifere hiicre nikleer antijeni
gibi olcuimlerin prognostik dneminin oldugunu gosteren calismalar vardir. Proliferasyon,
mitoz sayisi, flow sitometri veya hicre siklus proteinlerinin immunohistokimyasal olarak
saptanmasi ile olgllir. Mitotik sayim, derecelendirme sisteminin bir parcasidir. Y tksek
proliferasyon oranlar1 kétu prognoza eslik etmektedir (30, 31).

2.4.7. DNA Icerigi
Anormal DNA igerigi (aneuploidi) olan karsinomlarin prognozlar1 daha kéttudir (30).

Diger prognostik ve prediktif faktorler arasinda mutant p53, nm23, katepsin D ve
anjiyogenez belirleyicileri (VEGF ailesi) gosterilmektedir.

25.TNM SINIFLAMASI

Meme kanseri tamsi konduktan sonra evresinin saptanmasi, kanserin hangi asamada
oldugu, nasil seyredecegi, tedavi yaklasimlarindan hangisinin secilecegi konusunda dnemli
bilgiler sunmaktadir. Evrelemede American Joint Commitee on Cancer (AJCC)’'in TNM
siniflamasi kullanidmaktadir. T: tUmor buyukltg; N: bolgesel lenf bezleri tutulumu; M: uzak
metastazlar: gostermektedir (36).
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Tablo 2. 2006 AJCC TNM siniflamast (36).

Primer TUmor

TUumorin makroskopik goranima

Tx
TO
Tis
Tis(DCIS)
Tis(LCIS)
Tis (Paget)
T1
T1mik
Tla
Tib
Tlc
T2
T3
T4

T4a
T4b
T4c

T4d

Degerlendirilemeyen primer timor

Primer timore ait bulgu yok

In situ karsinom

Duktal karsinomain situ

Lobuler karsinomain stu

Meme basimin Paget hastalig1 (primer baska tumor yok)
En biylk ¢apr < 2 cm timor

Mikroinvazyon; en blyuk ¢apr < 0,1 cm timor

0,1 cm < TUmor ¢apr < 0,5 cm

0,5 cm < Tumdr cap < 1,0 cm
1cm<Tumor capr <2 cm

2cm < TUmor capr < 5cm

TUmOr capr >5cm

Asagida belirtilen dokulara direkt yayilim: olan herhangi
blyukl Ukte tumaor:

A. Gogls duvari B. Cilt

Pektoralis major kasi disinda gogis duvarina yayilim
Odem, "peau d'orange”, cilt ilserasyonu veya satellit cilt noduilleri
T4ave T4b

Inflamatuvar karsinom

Bdlgesel Lenf Nodlar: (Klinik Siniflama)

NXx
No
N1
N2
N2a
N2b
N3
N3a
N3b
N3c

Degerlendirilemeyen nodal tutulum (e.g.daha 6nce cikarildigi igin)
Bdlgesdl lenf nodu tutulumu yok

Hareketli, ipsilateral bolgesd lenf nodu metastazi

Komsu dokularayapisik ipsilatera aksiller lenf nodu metastazi
veya aksiller metastaz olmaksizin klinik veya radyolojik olarak
(Ienfosintigrafi disinda) gorllebilen ipsilateral internal
mammaryan nodal metastaz

Birbirlerine veya komsu dokul ara yapisik ipsilateral aksller lenf
nodu metastazi

Aksiller metastazi olmaksizin klinik veya radyolojik olarak
gorllebilen ipsilateral internal mammaryan nodal metastaz

Ipsilateral infraklavikiler lenf nodu metastazi veya klinik ve
radyol ojik (Ienfosintigrafi disinda) olarak gorilebilen ipsilateral
internal mammaryan lenf nodu metastazi + aksiller lenf nodu
metastaz: veya supraklavikiler lenf nodu metastazi

Ipsilateral infraklavikuler lenf nodu metastazi + aksiller lenf nodu
metastazi

Klinik ve radyolojik (lenfosintigrafi cisinda) olarak goriilebilen
ipsilateral interna mammaryan lenf nodu metastaz: + aksiller
lenf nodu metastazi

Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu metastazi
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Tablo 2’'nin devami; Bolgesel lenf nodlar: (Patolojik Siniflama)
Bdlgesel Lenf Nodlary

pNX

pNO
PNO(i-)
PNO(i+)

pNo(mol-)
pNo(mol+)
pN1

pN1mik
pN1la
pN1b

pN1c

pN2

pN2a

pN2b

PN3

pN3a

pN3b

pN3C

Degerlendirilemeyen bolgesdl lenf nodlar

Bolgesal lenf nodu metastazi yok

Bolgesdl lenf nodu metastaz1 yok, THK (-)*

Bolgesdl lenf nodu metastazi yok, IHK (+), ancak tiimar infiltrasyon
alani < 0,2 mm

Bolgesdl lenf nodu metastazi yok, RT-PCR** (-)

Bolgesd lenf nodu metastazi yok, RT-PCR (+)

Mikrometastaz, (timér infiltrasyon alan > 0,2 mm, < 2,0 mm) 1-3
aksiller lenf nodu tutulumu velveya klinik veya radyol ojik olarak
goruntilenemeyen, ancak sentinel biyopside saptanan internal
mammaryan lenf nodunda mikrometastaz

Mikrometastaz, (tumar infiltrasyon alanm > 0,2 mm, < 2,0 mm)

1-3 aksller lenf nodu tutulumu

Klinik veya radyol gjik olarak goruntilenemeyen, ancak sentinel
biyopside saptanan internal mammaryan lenf nodunda mikrometastaz

1-3 aksller lenf nodu tutulumu ve klinik veya radyolojik olarak
goruntilenemeyen, ancak sentinel biyopside saptanan internal
mammaryan lenf nodunda mikrometastaz

4-9 akdller lenf nodu metastazi veya aksiller tutulum olmaksizin
internal mammaryan lenf nodlarindaklinik ve radyol ojik
(Ienfosintigrafi disinda) ol arak goruintilenebilen tutulum

4-9 aksller lenf nodu metastazi, en kiiglik timor infiltrasyon alam >2,0mm
Aksiller tutulum olmaksizin internal mammaryan lenf nodlarinda klinik
veradyol gjik (Ienfosintigrafi disinda) olarak gorintulenebilen tutulum

10 veya daha fazla aksiller lenf nodu metastazi veya infraklavikiler lenf
nodu metastazi veya klinik ve radyol ojik (Ilenfosintigrafi disinda) olarak
belirgin internal mammaryan lenf nodu metastaz: + en az 1 aksiller lenf
nodu metastazi veya sentinel biyops ile tamsi konan mikroskopik
internal mammaryan lenf nodu metastazi + 3'den fazla aksiller lenf
nodu metastazi

10 veya dahafazla aksiller lenf nodu metastazi, en kigiik timor
infiltrasyon alam > 2,0 mm veya infraklavikiler lenf nodu metastazi

Klinik ve radyol gjik (lenfosintigrafi disinda) olarak belirgin interna
mammaryan lenf nodu metastaz: + en az 1 aksiller lenf nodu metastazi
veya sentinel biyopsi ile tamsi konan mikroskopik internal mammaryan
lenf nodu metastaz: + 3'den fazla aksiller lenf nodu metastazi

Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz

Mx  Degerlendirilemeyen uzak metastaz
MO  Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var



Tablo 2'nin devami; Meme Kanserinde Evreleme Sistemi (AJCC)

Evre T N M
0 Tis NO MO
I Tmik NO MO
T1 NO MO
A T0 N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
1A T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lnc T1-4 N3 MO
v T1-4 NO-3 M1

* THK, immiinohistokimyasal yontem
**RT- PCR, "Reverse transcriptase- polymerase chain reaction "

2.6. ANJIYOGENEZ-Tiimér invazyonu ve Anjiyogenez

Mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin gelisimi  anlamina gelen
anjiyogenez, vicutta dogal olarak ortaya cikan bir sire¢ olup, bazi durumlarda patolojik de
olabilir. Fizyolojik anjiyogenez; embriyogenez, yara iyilesmes ve kadin dreme sisteminde
gozlenir (37). Proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler arasindaki denge bozuldugunda
anjiyogenez kontrol edilemez. Anjiyogenezin patolojik olarak ortaya ciktigi durumlar
inflamatuvar hastaliklar (artrit, kronik inflamasyon, inflamatuvar bagirsak hastaliklari,
psoriazis), gesitli kanserler (meme, mesane, kolon, akciger, ndroblastom, melanom, bobrek,
pankreas, uterus, serviks, glioblastom) ve g6z hastaliklaridir (yasla iligkili makuler
dejenerasyon, proliferatif retinopati) (7, 38).

Anjiyogenez, premalign bir lezyonun kansere donisuminden metastatik lezyonlarin
gelisimine kadar uzanan tumor gelisim basamaklarimin her birinde rol oynamaktadir (8).
Folkman tarafindan ilk kez 1971 yilinda ortaya atilan ve yeterli kan dolasimi olmadigi
durumda solid tumérlerin birkag mm®den daha fazla bilyilyemeyecesi hipotezi ile
anjiyogenez alaninda baslayan arastirmalarda, tumor gelisiminin anjiyogenez bagimli oldugu

kanitlanmis ve anjiyogenez tumér biyolojisinin en 6nemli alanlarindan biri haline gelmistir.
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Anjiyogenez ile oksijen, besinler, blylime faktorleri, hormonlar ve proteolitik enzimler
dokulara ulastirilirken koagilasyon sistemi ve fibrinolitik sistemin kontrolinu saglayan
hemostatik faktorler kontrol altinda tutulur, timor htcrelerinin uzak bolgelere erisimi
saglanir. Anjiyogenez, anjiyogenezi uyaran ve onleyen ¢ok sayida faktorler tarafindan kontrol
edilen, son derece karmasik ve dinamik bir olaydir. Bir grup timor hicresinin anjiyogenik
0zellik kazanmasimin timoérin malign potansiyelinin gelisiminde anahtar rol oynadig:
distuntlmektedir. Bu 6zellik anjiyogenezi uyaran ve onleyen faktorler arasindaki dengenin
uyarici faktorler lehine bozulmas ile ortaya cikmaktadir (8, 39).

TUmor hicrelerinin koken aldiklari bolgede blyimes ve uzak organlara metastaz
yapabilmesi icin yeni damar olusumu sarttir. Deney kosullarinda avaskuler bir bolgede
implante edilen timor hiicreleri en fazla 1-2 mm lik capta kitle olusturabilir. Ctinki oksijenin
difizyon mesafesi 100-200 mikrondur. Bu yiizden timadr hiicresi kapillerlere daha uzak ise
anoksik kalacak ve yasamini idame ettiremeyecektir. Bu da anjiyogenezin timorun baslangig,
proliferasyon, invazyon ve metastazinda ne kadar 6nemli bir kdse tasi oldugunu gosteren
ciddi bir delildir. Bu hipoteze gore anjiyogenez; karsinogenezin erken evrelerinde
baslamaktadir. Meme, serviks ve melanositlere ait premalign lezyonlarda mikrovaskiiler
dansitenin (MVD) artmis olmast bunun 6nemli bir delilidir. TUmor hiicrelerinde ortaya gikan
birtakim genetik degisiklikler sonrasi, hicreler anjiyogenik fenotip kazanirlar. Bunun
sonucunda timér hicrelerinden anjiyogenik faktorler (0zellikle VEGF ailes)) salinmaya
baglar. Anjiyogenik faktorler sadece tUmor hicrelerinden salgilanmaz. Ayrica tUmaorin
stromasindaki fibroblastlar ve timord infiltre eden makrofajlar da onemli kaynaklardir.
TUmoru infiltre eden makrofajlar (TIM) iki sekilde anjiyogenik faktor Uretir:

a) Tumor iligkili antijenleri endositoz ile aldiginda aktive olur, bu islevini

gerceklestirir.

b) Anoks ve nitrik oksite maruziyet. Bu sartlarda yogun olarak anjiyogenik faktor

salgilarlar.

Tim bunlardan gikarilacak sonug: Tumor kaynakli anjiyogenik faktorler gerekli, ancak
yeterli degildir. Tumorler anjiyogenik fenotipe donlstimtnden 6nce yillarca sessiz kalabilir.
Bu donisuim anjiyogenik gecis (angiogenic switch) olarak tammlanmaktadir (40).
Anjiyogenik fenotip kazanmamin erken tumdr gelisiminde kilit bir basamak oldugu
dustnulmektedir. Bu dzelligin, tumdrin mikroskopik bir lezyondan hizlica yayilan metastatik
tehdit haline gelene kadarki donemde etkin oldugu bildirilmektedir (10, 11, 41, 42).
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Anjiyogenez, koordineli, sirali, birbiriyle iligkili basamaklardan olusmaktadir (43).
Anjiyogenez asamalar1 su sekilde sayilabilir:
§ Endotel hiicre aktivasyonu ve bazal membran yikim,
Endotel hticre gogu,
Ekstraselller matriks invazyonu,

Endotel hticre proliferasyonu,

w W W W

Kapiller lGmen (tup) olusumu.
TUmor hicrelerinden salinan anjiyogenik faktorlerin endotel hlcre reseptorlerine
baglanmasi anjiyogenez siirecini bagslatir. Anjiyogenez oldukga diizenli molekiler ve hiicresel
olaylar serisidir. Bu olaylar migrasyon, proliferasyon, farklilasmis endotel hiicrelerinin yeni
kapiller icine gegisini izleyen mattur damar olusumu ile sonlanir. Anjiyogenik kaskad hem
aktivasyon hem de rezollisyon fazim igerir. Endotel htcreleri buylimek igin uyarildiginda,
proteaz, heparinaz ve bazal membranlar1 sindirebilen sindirim enzimlerini sekrete ederler.
Ekstraseltler matriksteki bozulma matriksten proanjiyogenik faktorlerin salimina neden olur.
Endotel hiicreleri arasindaki baglanti bolgeleri gevsek hal alir, yeni olusmus damar
filizlenmesi, uyaran kaynaga dogru blyur. Endotel hiicrelerinin migrasyonu ve proliferasyonu
yaninda, hematopoietik endotel progenitdr hiicrelerin de kapiller [imen olusumuna katkida
bulundugu distnilmektedir. Rezolusyon fazi, yeni olusmus damarlarda perisit olusumu,
bazal membramin yeniden yapilanmasi, endotel hlicreleri arast kompleks yapimin olusumu
sonunda mattr damarlarin stabilizasyonu ile sonlamr. Ancak timor damar yapilanmasinda
rezolusyon fazi tamamlanmamustir. Duzensiz ve kivrimli damarlar, kismi endotel hlicre hatti,
artmis mikrodamar gegirgenlik yanminda fragmente bazal membran meydana gelir. TUmaor
damar yapisinda dolasim normalden farklhidir. Duzensiz dagilim, degisen damar boyutlar,
yetersiz damar diferansiyasyonu mevcuttur (41). Yeni gelisen damarlarin bitdnlGgtntn iyi
olmamasi nedeniyle intertisyel araliga sivi ve makromolekiller birlikte sizar. Buna bagli
olarak timér dokusunda intertisyel sivi basinciyla onkotik basing yikselir. Ayrica tumor
dokularimin lenfatik drenajlarinin iyi olmamas: da bu duruma katkida bulunur. Ekstraseltler
matriks jelatindz hal alir. Bunun sonucunda anti-kanser ilaglarin bu bolgelere penetrasyonu

guclesir ve kanser dokusu kendini korumaya almis olur (11, 44).
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Sekil 1. Anjiyogenez: Yeni kan damarlarinin olusum mekanizmasi (7).

Anjiyogenezin timorin yayilmasindaki rolinin yam sira metastazi kolaylastirdig:
varsayimim destekleyici, deneysel ve klinik kanmitlar bulunmaktadir (45, 46). Bir tUumor

hlicresi metastaz yapabilmek, damar sistemine girmek, dolasimda canli kalabilmek, damar
sisteminden disar1 ¢ikabilmek, hedef organda buyulyebilmek ve anjiyogenezi uyarmak igin
cesitli bariyerleri asabilmelidir. Deneysel calismalarda, yeniden damarlanmadan 6nce, tUmaor
hiicrelerinin nadiren dolasima girdikleri gosterilmistir. TUmor htcresi anjiyogenik iken
metastaz yaparsa, saptanabilir timor olusturma ihtimali daha fazladir. Metastatik kaskadin
basinda oldugu kadar sonunda da anjiyogeneze ihtiyag vardir. TUmOr hiicresi basariyla
metastaz yapmis olsa bile hedef organda hemen damarlanmayabilir ve mikroskopik diizeyde
kalabilir. Klinik veriler metastatik 0Ozelligin anjiyogenezin siddetine bagli oldugunu

gostermektedir (7, 47). Ozetle; timorin anjiyogenik fenotipi biyolojik davramsinin temel

belirleyicisidir. Uzun sire klinik olarak sessiz kalan tumdrde anjiyogenez ve anjiyogenik

stimilasyon hafif dizeyde iken, anjiyogenik gecisin hizli ve yogun oldugu timodrler kisa

zamanda metastatik hastalik olarak klinige yansimaktadir. TUmor dokusunda pro-anjiyogenik

faktorlerin (6zellikle VEGF-A) anti-anjiyogenik faktorlere baskin gelmesi sonucu, Kklinik

olarak sessiz seyreden tumorun agresif davrams 6zelligi sergiledigi gosterilmistir (11, 12, 44).
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Anjiyogenik faktorlerin aksine, fizyolojik ve patolojik kosullarda salgilanan bazi
molekiller anti-anjiyojenik etki gostermektedir (Tablo 3). Antianjiyogenik faktorler olarak
adlandirilan bu proteinler gerek normal hicrelerden gerekse tUmor hicrelerinden
salgilanabilmektedir. Anjiyogenik fenotip, bu iki farkli grup proteinlerin dengesine bagl
olarak belirlenir. Hangi taraf baskin ise sonucu o belirler. Eger anjiyogenik faktorler baskin
ise tumor anjiyogenez yetenegine sahip olarak agresif bir davranis sergileyecektir. Tam tersi
durumda ise, antianjiyogenik faktorler egemen olacak ve timadr klinik olarak sessiz ve lokal
kalacaktir (cilt, oral mukoza, ve serviks timorlerinde oldugu gibi). ilging olarak meme,
akciger, kolon vb. bazi tumorler belirgin  Olgide antianjiyogenik  faktorler
salgilayabilmektedir. Bazi olgularda primer timérin lokal tedavi (cerrahi + radyoterapi) ile
vicuttan uzaklastirilmas: halinde kisa siire sonra hastalarda klinik olarak asikar metastazlar
ortaya ¢ikabilmektedir. Malign melanom gibi bazi timdrlerde ise antianjiyogenik protein hig
salgilanmadig: icin anjiyogenik faktorler egemendir ve hastalarin metastaz potansiyeli ¢ok
yuksektir (10, 11, 48).
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Tablo 3. Anjiyogenezi uyaran ve inhibe eden bazi 6nemli endojen maddeler (40).

Proanjiyogenik faktorler
a-5 integrin

Angiyogenin
Anjiyopoietin I,
Siklooksijenez-2

De-1

bFGF ve asidik FGF
Follistatin

G-CSF

Hepatosit Buytime Faktori
IL-8

Leptin

MMP’ ler

Nitrik oksid
Platelet-derived endothelia cell
PDGF-BB

Plectrofin

Proliferin

Tie-2

TGF-a

TGF-f

TNF-a

VEGF

Trombospondin-I

TGF-f

Vascul ostatin

Vasostatin

Anti-anjiyogenik faktorler

Anjiyostatin (Plazminojen fragment)

Antianjiyogenik antitrombin [11
Kalretikulin
Kartilgj-tarevli inhibitér

CD59 kompleman fragment

Endostatin (Kollajen XV1II fragment)

Fibronektin Fragment
Gro-

Heparinaz

Heparin Hegza Sakkarid Fragment

HCG

Interferon a, B, v

IL-4, IL-12, IL-18
Metalloproteinaz inhibitorl eri
Plasental ribonukleaz inhibitor
Plazminojen aktivator inhibitor
Platelet faktor 4(PF4)
Prolaktin (16 Kd fragment)
Proliferiniligkili protein
Retinoid

SPARC fragment

Tetrahidrokortizol-S
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2.7.VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)

Solid tumorlerin  gelisim, invazyon ve metastaz yetenegine sahip olabilmeleri,
anjiyogenez varligina baglidir. TUmar hticresi anjiyogenik fenotipe ulastiginda mikrovaskiler
gelisim baslar. Endotel biytme faktorleri bu siirecte rol oynarlar. Bunlar arasinda en 6nemlisi
VEGF dir. VEGF normal ve patolojik kosullarda gorilen anjiyogenezde temel indikleyicidir.
VEGF eksprese eden hicreler, notrofiller, makrofajlar, trombosit, timor hiicresi velveya
tumarin stromal hiicreleri, yani fibroblastlardir (7, 10, 11).

VEGF bilinen en etkili anjiyogenezi uyarici faktorlerden biridir ve anjiyogenezin
kontroltinde 6nemli rol oynar. Anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezi uyarici buyume faktorlerini
kodlayan VEGF gen ailesi tarafindan alti farkl: glikoprotein kodlanmaktadir: VEGF-A, B, C,
D, E ve Plasental biuyume faktori-1 (PIGF-1). Bunlar VEGF ile aminoasit dizilim benzerligi
gosteren, VEGF ile aym reseptorleri paylasan proteinlerdir (39, 49, 50). VEGF-A (genellikle

VEGF olarak adlandirilir) ilk kez Dvorak ve arkadaslari tarafindan tumor hticrelerinden
salgilanan vaskiler gegirgenligi artirici faktor olarak tammlanmustir. Daha sonra Ferrara ve
arkadaslart VEGF-A’y1 endotel hiicrelerine 6zgu bir mitojen olarak izole etmislerdir (39).
VEGF; 45-kDa molekil agirliginda, bazik yapida, heparine baglanma 6zelligi ve birden
fazla anjyogenezi uyarici etkisi olan homodimerik bir glikoproteindir (39, 49). VEGF-A

MRNA’sinin farkli kodlanmasi ile aminoasit igerik ve sayilari farkli olan 5 izoform
sentezlenir: VEGF-121, 145, 165, 189 ve 206. Kisa aminoasit zinciri igeren izoformlar
(VEGF-121 ve 145) hicre disina salgilamp serumda serbest formda bulunurken, daha uzun
aminoasit zinciri iceren izoformlar (VEGF-189 ve VEGF-206) hiicre dis1 matrikste yer alirlar.
Proteolitik enzim reaksiyonlar1 sonrasinda aktif hale gelirler. Baskin form olan ve pek ¢ok
solid timarde artis1 saptanan VEGF-165 ise hem serumda serbest formda hem de hiicre disi
matriks proteinlerine bagli olarak bulunur. Bu izoformlarin aktif formlar: distilfit baglar: ile
bagli homodimerler seklindedir. Yapilan arastirmalar belirli VEGF izoformlarinin dokuya
gpesifik oldugunu, vaskilogenezde ve tumor anjiyogenezinde etkin rol oynadiklarin
gostermistir. Ayrica artrit, psoriasis, makiler dejenerasyon, diyabetik retinopati ve tumorler
gibi patolojik anjiyogenezin goruldiugt durumlarda da VEGF ekspresyonunda artis oldugu
saptanmustir (51). VEGF, embriyonal gelisim slrecinde aktif olan fizyolojik vaskilogenez

yaninda, postnatal donemde yara iyilesmesi, ovulasyon, menstruasyon, kan basincinin
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regulasyonu ve gebelik gibi pek cok olayda da anjiyogenezin kontrolinde etkin rol
oynamaktadir (52).

VEGF ailesine dahil olan molekuller farkli reseptorler araciligi ile anjiyogenik etkilerini
gostermektedirler. VEGF nin baglandigi 3 farkli tirozin kinaz reseptori tammlanmustir:
VEGFR-1 (fms benzeri tyrosine kinase; flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) ve VEGFR-3 (Flt-4).
Bu reseptorler endotelyal hicrelere 0zel olmayip, vaskuler duz kas hucrelerinde ve
monosit/makrofajlarda da bulunmaktadir. VEGF reseptorleri “*7-1g°" ya da flt gen ailesine
dahil olup, yedi adet hticre dis1 immunglobulin benzeri yapi, bir membrantz kisim ve bir de
tirozin kinaz aktivitesi tasiyan hticre i¢i kisimdan olusurlar (39, 53).

VEGFR-1, VEGF baglama potansiyeli en yiksek olan reseptér olmasina ragmen
endotelyal hiicre migrasyonunu ve proliferasyonunu uyarici etkisi yoktur. Sitoskeletal sistem
Uzerinde de direkt etkisi saptanmamustir. VEGF baglama potansiyeli daha dustk olan
VEGFR-2'ye VEGF nin baglanmas ile endotelyal hiicrelerde mitogenez, kemotaksis ve sekil
degisiklikleri baslar. Bu reseptor, ozellikle aktif olarak cogalan endotelyal ve hemapoietik
Onci hticrelerin membranlarinda bulunur (54). VEGFR-3 ise genellikle erigkin lenfatik damar
endotelinde yer alir ve lenfanjiyogenezin uyarilmasindan sorumliu olan VEGF-C ve VEGF-D
molekulleri bu reseptdre baglanir.

Flt gen ailesi tarafindan kodlanmayan ve VEGF baglayabilen bir baska reseptor ise
norofilindir. Bir nbronal reseptor olan norofilin-1 normal endotelyal hicrelerin ylizeylerinde
bulunur ve VEGF-165 ile baglanarak anjiyogenezin uyarilmasinda rol oynar. VEGF ailesine
dahil olan molekillerden birisi de plasental blyume faktorudir (PIGF-1). PIGF-1, VEGFR-1
ya da ndrofilin reseptorlerine baglanarak sinerjik etki ile uyarici VEGF sinyalini artirir.
VEGF-B endotelyal hticreler icin mitojenik olup, VEGF-A ile heterodimer olusturarak, onun
anjiyogenik etkisini arttirir. VEGFR-2 ve 3 araciligi ile etkisini gosteren VEGF-C ve VEGF-
D molekdlleri ise embriyonal ve postnatal donemde lenfanjiyogenezde rol oynarlar. Parapoks
virus ailesinden olan Orf virusu tarafindan sentezlenen VEGF-E ise VEGFR-2'ye baglanarak

anjiyogenezi uyarir (53).
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Sekil 2. VEGF izoform-reseptdr iliskisi ve etki mekanizmalar (39).

2.7.1. VEGF’ nin Fonksiyonu

VEGF, anjiyogenezin farkl: basamaklarinda etkili olup ¢ok fonksiyonludur (39). VEGF,
anjiyogenezi gesitli mekanizmalar yoluyla gelistirir. Bunlar; endotel hticre (EC) permeabilite
ve sagkalim artisi, EC goci, invazyon ve EC proliferasyonunun diizenlenmesidir. VEGF in
EC buylmesi ve EC gocunin uyariimasi, hiicre iskeleti degisiklikleri, EC morfolojisindeki
degisiklikler gibi vaskiler endotel Uzerine ¢cok sayida etkileri bulunmaktadir. EC'de, VEGF;
EC gdcu ve invazyonunda yer alan prokoagulan doku faktord, Urokinaz plazminojen aktivator
reseptort, doku-tip plazminojen aktivator, spesifik MMP'ler, nitrik oksit sentaz ve
integrinlerin ekspresyonlarim artirmaktadir. VEGF, apoptotik yolagin inhibisyonu ile EC'de
bir sagkalim faktori olarak rol oynar. Bu etkiye Bcl-2 ve Bcl-Al gibi antiapoptotik
proteinlerin ekspresyonlarinin indiklenmesi aracilik eder. Bununla beraber fosfoinositol 3-
kinaz/Akt yolaginin regilasyonu, fokal adezyon kinazin fosforilasyonunun artisi, NO ve
prostaglandin 1,'nin EC Uretimini stimilasyonu bu etkiye katkida bulunmaktadir. VEGF,
vaskuler yatagin buyimesine katkida bulunan kemik iligi turevli EC prekirsor hiicreleri igin
bir kemokin olarak da gorev yapmaktadir (40, 55).
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Sekil 3. Anjiyogenezde VEGF yolag: (7).

2.7.2. VEGF Ekspresyonunun Diuzenlenmes

Anjiyogenezde kilit molekil konumundaki VEGF in dizenlenmesi karmasik bir slireg
olup bu siiregte hipoksi, onkogen ve timadr baskilayici genlerde bozukluklar, transkripsiyon
faktorleri, inflamatuvar aracilar ve hatta mekanik gucler gibi pek ¢cok degisken rol alir. Bunlar
arasinda, hypoxia-inducible factor (HIF)-1e 6nemli bir molekuldir. Blydk bir timorin
derinliklerinde oldugu gibi, hipoksik sartlar altinda HIF-1lo ve HIF-18 birleserek
transkripsiyon faktori 6zelligi tasiyan bir dimer olustururlar. HIF-1«, VEGF geninin promoter
bdlgesine baglanarak anjiyogenik faktorlerin salimmina yol agar (56). Oksijen basincinin
normal oldugu sartlarda, VEGF proteinin yikiliminda yer alan ve bir tiumor supresor gen
olarak bilinen von Hippel-Lindau (VHL) gen uruniyle VEGF suprese edilir (57). VHL
geninde fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlarin renal hiicre karsinomu ve baska vaskuler
tumorlerin gelisimine yol actig1 bilinmektedir. Bu haliyle VHL, anjiyogenez regulasyonunda
onemli rol oynayan bir molektldur (58). Nitrik oksit (NO) de anjiyogenezin VEGF-bagiml1
bir mediyatorudir. VEGF in NO sentaz Uzerindeki uyarict etkisi sonucu olusan NO, damar
gelismesi ve endotel hiicre migrasyonunda yer alir (59). Basta RAS, SRC, ve HER-2
onkogenleri olmak lzere, VEGF diizeyi; pS3 gen mutasyonu, IL-13, IL-6, IL-10, I1L-13, FGF-
4, PDGF, TGF- 3, IGF-1, TNF-o. ve NO gibi bircok endojen ajan ile diizenlenmekte ve timaor
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hiicrelerinde  VEGF ekspresyonu artmaktadir (60). VEGF nin inhibisyonu ile tumor

blylmesinin supresyonu in vivo gosterilmistir (61).

2.7.3. VEGF ve K anser

TUmor anjiyogenezinin kontrolinde 6nemli roli olan VEGF nin serum diizeyinin
kanserli hastalarda saglikl1 bireylerdekinden daha yiiksek oldugu ilk kez 1994'te Kondo ve
ark. tarafindan bildirilmistir (62). Yamamoto ve ark. farkli kanser tiplerinde serum VEGF
duzeyi ile tumor evresi, MVD ve tumdr dokusunda VEGF ekspresyonu arasinda anlamli

korelasyon saptamislardir (63, 64). Bir baska arastirmada ise farkli histolojik kanser

tiplerinde, serum VEGF dizeylerinin, yaygin hastalig1 olanlarda daha yiksek oldugu tespit
edilmistir (65). Meme, akciger, gastrointestinal sistem, Uriner sistem kanserleri, yumusak
doku sarkomlari, bas-boyun kanserleri, jinekolojik kanserler, hematolojik kanserlerde yuiksek
serum ya da plazma VEGF dizeyi ile ileri timér evresi ve kotl sagkalim hizi arasinda iliski
bulunmustur (40, 61, 64, 66, 67).

2.7.4. VEGF ve Meme K anseri

In situ ve invaziv meme kanserleri bir cok anjiyogenik faktor eksprese ederler. Bu
faktorler timor gelisiminin farkli evrelerinde gesitleri artarak eksprese olurlar (Sekil 4).
VEGF, tumdrin tim evreleri boyunca eksprese olmasina karsin, ornegin timidin fosforilaz
(pleiotrophin) sadece in situ ve T1 meme tumorinde eksprese olur (39, 43, 68). VEGF nin

timorde (sitozolde) ekspresyonu meme kanseri olan kadinlarda hasta sagkalimi ile korele
bulunmustur (69-71). VEGF ekspresyonunun tedavi kararinda ve tedaviye cevabin
degerlendirilmesinde yararli olabilecegi bildirilmektedir. Lenf nodu negatif meme kanserli
kadinlarda VEGF ile ER, PR, tUmdr boyutu arasinda anlamli iliski oldugu gosterilmistir. (69,
70, 72). Lenf nodu pozitif meme kanserli kadinlarda da nikssiiz sagkalim ve toplam
sagkalimi Ongorebilecegi bildirilmistir. Cok degiskenli analizle yapilan bir ¢alismada VEGF
ekspresyonunun toplam sagkalimin bagimsiz bir prediktori oldugu gosterilmistir (7). Y tksek
VEGF duzeylerinin ileri evre meme kanserinde kemoterapi, radyoterapi ve hormonal terapide

artmig direng gelisimine katkida bulunabilecegi bildirilmistir (40).
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Sekil 4. VEGF nin timorin olusum evrelerindeki yeri (73).

2.8. ENDOSTATIN: Endojen Anjiyogenez inhibitorii

Endostatin ilk kez O’ Reilly ve arkadaslar: tarafindan 1996 yilinda, kollajen tip XVIII'in
20 kDa'luk proteolitik fragmam olarak murine hemanjiyoendotelyoma (EOMA)
hicrelerinden izole edilmistir (74-76). Kollgjen tip XVIII bazal membranlarda, hiicre dis1
matrikste ve 6zellikle karacigerde yogun olarak bulunur. insan tip X V111 kollajeni N-terminali
en az iki farkli baglant: bolges, bunu izleyen bolimde merkezi triple helikal bolge ve
endostatinin olustugu non-kollajendz (NC1) bir C-terminal boélgeden olusmaktadir (77) (Sekil
5). in vitro ortamlarda proteinazlar araciligi ile kollajen tip XVIII'den elde edilen
endostatinin, in vivo ortamlarda elde edilis mekanizmasi hentiz tam olarak aydinlatilamamstir
(78). Rekombinant endostatinin etkin sekilde anjiyogenezi bloke ettigi ve primer tUmadrin
blylmesini ve metastazi deneysel hayvan modellerinde acik yan etkiler, toksisite ve ilag
diren¢ gelisimi olmaksizin suprese ettigi bildirilmistir (74, 79). Faz 1-11 ¢aligmalarinda ise
deneysel calismalara karsilik endostatinin etkinligi dusuk diizeyde saptanmustir (80).
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Sekil 5. Kollajen Tip XVIII NC1 bolgesi. Ug segment igerir: N-terminal trimerizasyon
bolgesi, merkezi proteaz duyarli mentese bolgesi, endostatin olarak adlandirilan 20-kDA C-
terminal bolge (81).

2.8.1. Yamsal Ozellikleri

Endostatin Tip XVIII kollgenin trimerize olmus C-terminainin bdlinmesi ile
olusmaktadir. Bu parcalanmanin sistein proteinaz grubu enzimlerden katepsin L, serin
proteinaz, elastaz ve MMP’ lerin aracilig: ile olabilecegi gosterilmistir. MMP' ler disinda da
diger proteazlar endostatinin hem olusumunda hem de stabilitesini saglamada gorev alirlar
(82, 83). Endogtatin; heparan sllfat proteoglikan ve perlekan ile birlikte vaskiler bazal
membranda lokalize olmaktadir (84). Endostatinin yapisi ile ilgili ¢alismalarda, endostatinin
kompakt globuler yapida, arjininden zengin heparin baglama bolgesi icerdigi gosterilmistir.
Endostatinin N-terminalinde bir Zn*? atomu yer almaktadir. Zn*? baglanmasinin endostatinin
antianjiyogenik mekanizmasi i¢in esansiyel oldugu disunilmistir. Ancak daha sonraki
calismalar ¢inko baglanmasinin endostatinin fonksiyonel roliinden ziyade yapisal bir 6zelligi
oldugu gosterilmistir (85, 86). Endostatin disinda endostatin benzeri bircok kollajen turevi de
bulunmustur. Bunlardan biri kollajen Tip XVIII'le %70 homoloji gosteren 22 kDA’luk
endostatin benzeri fragman, kollajen Tip XV'tir. Kollajen Tip XV’in sistemik olarak
verilmesinin ksenograft renal karsinoma modelinde timor blytmesini suprese ettigi, endotel
hicrelerinin gogtinu inhibe ederken proliferasyonu Gzerine etkisinin olmadig: goralmustir. Tip
XV kollajenin NC-1 bolgesinin proteolitik fragmanminin da antianjiyogenik aktiviteye sahip
oldugu, fakat etkisinin endostatinden daha az oldugu gosterilmistir (74, 84).
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2.8.2. Endostatinin Hicre Ylizey Reseptorleri

Endostatinin etkilesime girdigi gok sayida hticre yizey proteini tanimlanmustir. Bunlar;
asP1, avPs, ovPs, glyplican-1,4 gibi hiicre adezyon ve migrasyonu ile iliskili integrinlerdir (87).
Endostatinin, hicre adezyonunu asP: integrinler araciligi ile gosterdigi bildirilmektedir.
Endostatin ve asB; arasindaki etkilesimin bloke edildigi bir calismada endotel hiicre gocu
inhibisyonunun kayboldugu goésterilmistir. Bunun sonucunda da asfB; integrinin endostatin
icin fonksiyonel bir reseptdr oldugu kabul edilmistir (74).

Endostatin aym zamanda heparine baglanan bir proteindir. Endostatin ylizeyinde arjinin
rezidizisinde meydana gelen nokta mutasyonun heparine baglanmay: engelledigi ve
dolayisiyla endostatin fonksiyon kaybimin meydana geldigi gosterilmistir. Endostatinin diisik
afinite ile endotel hicrelerinde eksprese edilen hicre vylzey heparan Silfat
proteoglikanlarindan olan glyplican-1 ve 4'e de baglandigi bildirilmektedir. Endostatin
glikozaminoglikanlar igin de oldukga spesifik tamnma motiflerine sahiptir. Bu durumda
endostatinin hangi hiicre spesifik yiizey proteoglikan tirlerine baglanacag: afinitesi ile
iliskilidir. Endostatin, ayrica VEGFR-2'ye yarigmal1 olarak baglanarak reseptor aktivitesinde
inhibisyon olusturur (88, 89).

2.8.3. Endostatinin Etki M ekanizmasi

Hucre kilturt calismalartyla endotel hticrelerinde endostatinin asf; integrine baglanarak
Ras ve Raf aracili yolag: ve daha ileriki ERK1 veya p38 ileti yolagim bloke etmesi sonucu
endotel hiicre migrasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Sekil 6) (90). Bu etkilerin
endostatinin hiicre iskeletinin organizasyonunda yer alan aktin monomerlerinin birbirinden
ayrilmasina, hticre-matriks etkilesimlerinin bozulmasina ve endotel hiicre migrasyonunun
yavaslamasina neden oldugu, bunlara bagli olarak da anjiyogenezi baskiladigi gosterilmistir
(89, 91, 92). Endotel hucrelerinin proliferasyonunu onleyici direkt etkisi yaninda, VEGF
sentez ve sekresyonunu azaltarak ya da VEGFR-2 ile etkilesip VEGF sinyal iletimini bozarak

da anjiyogenezi ve tumor gelisimini dnlemektedir (93). Bununla beraber endostatin, belirli
matriks metalloproteinazlarin aktivasyonunu inhibe etmektedir (MMP ler; MMP-2, 9, 13 ve
MT1-MMP). Ozellikle matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) ile stabil kompleks olusturup
MMP-2'nin katalitik bolgesini maskeleyerek aktivitesini inhibe eder (74, 76, 94). Yapilan
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calismalarda endostatinin fibroblast biytme faktori-2 (FGF-2) aracili sinyal iletimi ve EC
motilitesini engelledigi, apoptozisi uyardigi, cyclin-D1 promoter transkripsiyonel aktivitesini
inhibe ederek hiicre siklusunda G1/S gecisini bloke ettigi bildirilmektedir. Ayrica erken cevap
genleri, hiicre siklusu ile iliskili genleri, apoptozis inhibitorlerini diizenleyen genleri, MAPK
ve FAK’lar1, G-protein bagl reseptor aracili EC biytdmesini, mitojenik faktorleri, adezyon
molekullerini ve hicre yapisal bilesenlerini de downregile etmektedir. Mikrovaskiler
endotelde proanjiyogenik aktivite ile iligkili birgok sinyal yolagini inhibe etmesinin yaninda
¢ogu antianjiyogenik genleri de upregule etmektedir (74).
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Sekil 6. EC iliskili integrinlerin anjiyogenik inhibitdrle etkilesimi ve ileti yolag: (74).
2.8.4. Endostatin ve Kanser
Solid tumorlt hastalarda yapilan klinik calismalarda akciger kanseri, yumusak doku

sarkomu ve renal tumdri olan hastalarda serum endostatin diizeylerinin kontrol grubundaki
bireylerden daha yiksek oldugu bulunmustur (13, 95, 96). Zhao ve ark.’nin c¢aligmasinda

serum endostatin seviyeleri preoperatif meme kanseri hastalarinda benign meme hastaliklar:
ve saglikli kontrollere gore anlamli yuksek tespit edilmistir (97). Tumorlu hastalarda cerrahi
sonrasi Olgllen serum endostatin diizeylerinin kanser tipine gore degistigi bildirilmektedir
(97). Hucre kalturt calismalarinda ortama rekombinant endostatin eklenmesi ile hicrelerin

invazyon yeteneklerinin azaldig1 gosterilmistir (89).

31



2.9. S100A4 PROTEINI ve S100 PROTEIN AILESI

S100A4, (mtsl, pEL-98,18A2, POKa, CAPL, Calvasculin Fspl olarak da bilinir)
kalsiyum baglayici proteinlerden S100 ailesinin bir Gyesidir. Bu aile, 9-12 kDa molekiil
agirhginda, 20'nin Uzerinde Uyesi olan, hicre ve dokuya spesifik olarak eksprese edilen
asidik, kuguk proteinlerdir (17, 18). S100 protein ailesi ismini beyin dokusunda purifiye
edilmesi ve %100 doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢ozinebilir olmasindan almstir.
S100 proteinleri yuksek derecede sekans homolojisi ve ortak ¢ boyutlu yapiy:1 paylasirlar.
Cogu S100 proteini homodimer veya heterodimer yapidadir, her monomer basina iki EF-el
bolgesi icerirler. Hicre biyolojisinin her aamna (hiicre metabolizmas;, motilite,
transkripsiyon, sinyal iletimi, hiicre bélinmesi ve apoptosis) etki eden fonksiyonel gssitlilik
gogerirler. Kalsiyum baglanmas: ile S100 proteinleri aktive olur, hedef proteinleri ile
etkilesimlerini kontrol ederler. S100 proteinlerinin blylk c¢ogunlugunun overekspresyonu
otoimmiin hastaliklar, kardiyomyopatiler, kanser, norolojik bozukluklar ve inflamasyonu
iceren patolojik durumlarlailiskilidir (17).

2.9.1. S100A4 Proteininin Biyokimyasal Ozellikleri

S100A4 proteini 101 aminoasitten olusmustur. Diger S100 proteinleri genel yapisina
uygun olarak her biri kalsiyum baglayabilen iki EF-el motifi icerir (18). SI00A4’ Gin kalsiyum
bagiml1 regulasyonu, iki EF-el motifine non-kooperatif olarak kalsiyum baglanmas: ile
konformasyonel degisiklige ugrayarak gerceklesir. Bu degisim S100A4’un bilinen protein
partnerleri ile etkilesimi icin gereklidir. SI00A4 homodimer olmasi yaninda, S100A1 ile
heterodimer olabilmektedir. Kalsiyum varliginda bu durum artis gosterir. Kalsiyum
baglanmasimin  homodimerizasyon igin gerekli olup olmadigi ve homodimerizasyonun
S100A4 proteininin hedef proteinleri ile etkilesimi, etkilesimin uzamasi ve fonksiyonu igin
gerekliligi henliz net olarak bilinmemektedir (98).
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2.9.2. S100A4 Doku L okalizasyonu

S100A4 gen ekspresyonunun dokuya spesifik oldugu bilinmektedir. T-lenfosit,
makrofa] ve granllositler gibi aktif hareket kabiliyetine sahip hiicrelerde motilite ile artmis
S100A4 ekspresyon dizeyi uyumlu bulunmustur. Intraseliler S100A4, beyaz cevher
astrositlerde, periodental ligament fibroblastlarinda, ¢esitli epidermal doku keratinositlerinde,
yumusak kas doku hicrelerinde, karaciger, dalak, lenf nodlari, kemik iligi ve kanda immin
sistem hicrelerinde saptanmistir.  Bu  hicrelerin,  S100A’G iceren sinyal  yolagini
bulundurabilecekleri distntlmektedir (18, 99).

2.9.3. S100A4; intraseliiler Rolli ve Hedef Proteinleri

S100A4 hedef proteinleri arasinda liprin 1, metiyonin aminopeptidaz, p53 tumor
supresor proteini yamsira hiicre iskeletinin diizenlenmesi ve hiicre motilitesinde goérevli F-
aktin, tropomyozin, kas dis1 myozin 11 agir zinciri bulunmaktadir (19, 98). S100A4’ Gin hedef
proteinlerle etkilesimi intraseltler kalsiyum konsantrasyonuna bagli olarak kalsiyumun iki
EF-el motifine baglanmasi ve dimerizasyonu ile iligkilidir. SI0O0A4’U de iceren ¢esitli S100
proteinleri timor supresor protein p53'Un regllasyonunda rol oynar. S100B’ ye benzer olarak
S100A4 de p53'Un C terminali ile etkileserek protein kinaz C (PKC)'nin p53'U
fosforillemesini inhibe eder ve DNA’ya baglanmasint engeller. Bu sekilde, S100A4’in
p53’ tin fonksiyonunu inhibe ettigi dustntilmektedir (19, 100).

Intraseliiler S100A4'(in hiicre iskeleti komponentlerinden kas dist myozin agir
zincirine (MHC) baglanmasi, protein kinaz C ve kazein kinaz 2 bagimli MHC
fosforilasyonunun inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu etkilesim ¢Ozunebilir myozini
arttirarak hiicre iskeleti dinamiklerini dizenlemektedir. Benzer olarak S100A4’Un kas dis1
tropomyozine baglanmasinin  aktin  flamentlerinin  ayrilmasindan  sorumlu  oldugu
dusindlmektedir. Metastatik hicrelerde gortlen bir baska 06zellik de hicre-hicre
adezyonudur. S100A4’Un, kalsiyum aracili hicre-hiicre adezyonuna aracilik eden
transmembran bir glikoprotein olan E-cadherin ile ters korelasyonu gosterilmistir. Bu bulgular
S100A4’ tn tumoran invaziv 0zelliklerini module ettigini distindirmektedir (19, 20, 100).
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Sekil 7. S1I00A4 protein hedefleri ile kalsiyum bagimli etkilesimi (19).

2.9.4. S100A4; Extraseliler Roll ve Hedefleri

S100A4’'Un ekstraselller ortama salindiginda, anjiyogenez, hiicre motilitesinin
stimilasyonu, matriks metalloproteinazlarin salimmi, timorle iliskili  transkripsiyonal
faktorlerin up regilasyonu ve gucli bir stromal faktor olarak timor progresyonunu birgok
yonden etkiledigi bildirilmektedir. TUmor hicreleri ve/lveya aktive stromal hicrelerden
belirlenemeyen bir mekanizma ile salinan S100A4’ Un prometastatik kaskad: tetikledigi 6ne
surdlmektedir (101, 102). S100A4'Un hicreden nasil salindigi henltiz bilinmemektedir.
S100A4’Un timor progresyonundaki ekstraseltler dnemi in vivo ve in vitro calismalarla

arastirilmig ve S100A4' in proanjiyogenik kapasitesi in vivo, endotel hticrelerinin motilitesi
Uzerine etkisi in vitro gosterilmistir (21, 101). S100A4’ Gn anjiyogenezdeki rolinu, ozellikle

trombospondin 1 ve MMPlerin ekspresyonlarimin  modilasyonu yoluyla gosterdigi
bulunmustur. Trombospondin 1, timdr progresyonunu onleyebilen antianjiyogenik etkili
ekstraseltler matriks glikoproteinler sinifindandir. Timor ve endotel hiicrelerinin S100A4'e
maruz birakilmasi trombospondin 1 gen ekspresyonunu downregile etmektedir (20).
S100A4’ tin anjiyogenik fonksiyonu, MMP’ lerin birgogunun ekspresyonunun upregulasyonu
(6zellikle MMP-13) ve inhibitorlerinin (TIMPs) downregllasyonu ile iliskilidir. TUmor
hticrelerinde S100A4’ Uin inhibe edilmesinin invaziv 6zelliklerin downreglle olmasina, ayrica
MMP ve TIMP ekspresyonlarinin azalmasina neden oldugu bildirilmektedir (19, 102).
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Ambartsumian ve ark. S100A4 overeksprese eden transgenik farelerde yiksek
hemanjioma insidansina dikkat ¢ekmislerdir. Bu hayvanlarda tUmor insidansinin serum
S100A4 dizeyi ve yasla paralel olarak arttigi, timoérlerin yiuksek vaskiler dansiteli oldugu
gbzlenmistir (19, 21).

Ekstraseliler S100A4'Un endotelyal plazminojen ko-reseptor anneksin 11'ye
baglandig1 gosterilmistir. Bu etkilesim plazminojen aktivasyonunu artirarak proMMP leri
aktive ettigi bilinen plazmin Uretimini arttirir (103). Sonugta intraselller ve ekstraseltler
fonksiyonlar: olan S100A4’ Uin, ekstraselller matriksin yeniden diizenlenmesine, anjiyogenez
ve tumor invazyonunu kolaylastirarak tumorin ilerlemesine ve metastaza yol agmasi

nedeniyle cesitli timorlerde prognostik faktor olabilecegi dustinilmektedir (19, 20).

2.9.5. S100A4 Ekspresyonunun K anser Hastalarinin Prognozu ile fliskisi

S100A4 son zamanlarda, yuksek prognostik 6nemi olan, metastatik potansiyele sahip
gercek bir molekiler markir olmak icin guclu bir aday haline gelmistir. Bir ¢alismada, 349
primer tumorlu invaziv, ancak opere edilebilir, evre | ve evre Il meme kanseri hastasinda
hasta akibetine yonelik, S100A4'l prognostik markir olarak destekleyen, dikkati ceken
sonuglar rapor edilmistir. Baslangigta timorler S100A4 protein varlig: (%11'i S100A4 (+)) ve
yokluguna (%80’i S100A4 (-)) gore simiflandirilmistir. 19 yillik izlem sonucunda hastalarin
median sagkalimi S100A4 (+) hastalarda 47 ay iken S100A4 (-) hastalarda 228 ayin Uzerinde
oldugu bildirilmistir (p<0,0001) (21, 104).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. ARAC ve GERECLER

3.1.1. Cihazlar ve Kitler

Kullarilan cihaz ve kitlerin listesi Tablo 3 ve 4'te yer almaktadir.

Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan cihazlarin listes.

Cihaz Ad1 Marka M odel Uretici Firma
ELISA plak okuyucusu BioTek KC4 BioTek, USA
ELISA plak yikayias Thermo Wellwash 4MK?2 Thermo, USA
Saf su cihaz Milipore Mili-Q Z1L.X55003Y Hettich Co, Almanya
I . : Hettich Zentrifugen,

Santrif(j Hettich Rotina 35 Almanya

. Thermo Electron
Derin Dondurucu Thermo VLT1740-5-V40 Corporation, USA
Otomatik Pipetler Finnpipette

Tablo 5. Tez calismasinda kullanilan kitlerin listesi.

Kit Ad Yontem Katolog No Firma

L BMS277/2 ve
Human VEGF-A Enzim Immunassay BMS277/2TEN Bender MedSystems
Human Endostatin Enzim immunassay DNSTO Quantikine®
S100A4 ELISA Kit Enzim Immunassay CY-8059 CircuLex™
Monoclonal Mouse .
Anti-Human Clone Immunohigtokimya M7273 DakoCytomation
VG1VEGF-A
Endostatin Ab Immunohistokimya ab3453 Abcam®
Polyclonal Rabbit Immunohistokimya A5114 DakoCytomation

Anti-Human S100A-4
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3.2. OLGULARIN SECiM1, ORNEK LERIN TOPLANMASI ve SAKLANMASI
3.2.1. Olgularin Segimi

DEUTF Hastanesi Genel Cerrahi poliklinigine memede kitle 6n tamsiyla gelen, elektif
sartlarda meme biyopsisi planlanan kadin hastalar randomize secilerek, bu hastalardan
operasyon guni serum ve biyopsi materyalinden doku 6rnegi alinch. Daha sonra bu hastalar
histopatolojik olarak degerlendirilerek primer tamda benign lezyon tespit edilen 32 hasta,
aksiller metastaz saptanmamis 39 meme kanseri hastasi ve aksiller metastaz saptanmig 18
meme kanseri hastasi olmak Uzere 3 grup olusturularak toplam 89 hasta calismaya dahil
edildi. Daha 6nce meme kanseri 6ykusl olan, neoadjuvan kemoterapi ve radyoterapi alanlar
calismaya alinmadh.

Etik kurul raporu alindiktan sonra baslatilan ¢calisma icin 6rnek alinacak tim hastalar
yazili olarak bilgilendirilip imzali onam formlari alindi (EK 3).

Hastalarin  klinikopatolojik  verileri hastane bilgi islem sisteminden alindi.
Klinikopatolojik veriler olarak yas, menapozal durum, timor evresi, tumor boyutu (en biyutk
tumor ¢apr), tumorun histolojik tipi, histolojik grade’i, nikleer ve mitoz derecesi, metastatik
lenf nodu sayisi, kan damar1 invazyon varligi, lenfovaskiler invazyon varligi, timérin ER,
PR, c-erbB2 durumu degerlendirildi.

Hastalarin patolojik evrelendirilmesi AJCC nin altinct baskisinda yer alan son evreleme
sistemine gore yapildi (Tablo 2) (36).

Menapozal durum, iki farkli evrede ele alindi. En az bir yildir menstriel siklusu olmayan
hastalar postmenapozal, digerleri de premenapozal evre olarak degerlendirildi.

Histolojik grade, mitoz ve nikleer derece ‘ Scarf Bloom Richardson’ dereceleme sistemine
gore degerlendirildi.

Dokuda dstrojen ve progesteron reseptori ve c-erbB2 ekspresyonu, doku S100A4, VEGF-
A, endostatin ekspresyonu immunohistokimyasal yontemlerle saptandh.

ER ve PR >%10 olan olgular pozitif olarak kabul edildi (105). c-erbB2, gen trini olan
proteinin membrandz boyanma paternine gore 0-1 negatif, 2-3 pozitif olarak kategorize edildi
(106).
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TNM evreleme sistemine gore metastatik lenf nodu sayisi da 1-3, 4-9, >9 olarak
kategorize edildi.

3.2.2. Orneklerin Toplanmas ve Saklanmas

DEUTF Giindiiz Hastanesi'ne gelen, elektif sartlarda meme biopsisi yapilacak
hastalarin anestezi dncesi, periferik venlerinden damar yolu agilirken kirmizi kapak!i diiz ttipe
bir kez olmak tizere 6-8 ml kan alindi. Alinan kan 6rnekleri en kisa stirede laboratuvarda 3000
rpm’de 10 dk santrifllj edilip calisilacak her test icin birer yedek olmak Uizere 6 ependorf tipe
ayrilarak calisilincaya kadar -40°C’ de sakland:. Biyopsi doku 6rneklerinin alinmasi, patoloji
laboratuvarina iletilmesi, dokunun takibi ve saklanmasi ise standart patolojik islemlere gore
yapildr.
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3.3. BiYOKIMYASAL ANALIZLER
3.3.1. VEGF-A ELISA Analizi
3.3.1.1. Olgim Y 6ntemi

Patolojik olarak tam almis 32 benign, 39 malign (aksiller metastaz yapmamis) ve 18
aksiller metastazla gelen meme hastasinin serumlarinda VEGF-A diizeyi o0lcimi Bender
MedsSystems marka EL1SA kiti ile gergeklestirildi.

Test prensibi: ilk inkiibasyon siresinde, standart ya da érnek igerisinde bulunan insan
VEGF-A, daha Onceden kuyucuklara kaplanmis olan antikor tarafindan tutulur. Yikama
asamasinda baglanmamis biyolojik komponentler uzaklastirilir. Daha sonra VEGF-A'ya
spesifik biotinlenmis spesifik monoklonal antikor eklenir. ikinci inkubasyon siiresince, bu
antikor standart ya da oOrnekteki insan VEGF-A’'ya baglamr. Baglanmayan sekonder
antikorlarin uzaklastirilmas: amaciyla yapilan yikama isleminden sonra, streptavidin-HRP
isaretli enzim ilave edilir. Bu enzim biotinlenmis antikora baglanir. Baglanmayan fazla enzim
yikama islemi ile uzaklastirilir. Ortama substrat eklenir, enzim-substrat reaksiyonu sonucu
olusan rengin yogunlugu, ornekte bulunan VEGF-A miktar: ile dogru orantilidir. Reaksiyon
ortama asit ilavesi ile sonlandirilir ve 450 nm’de 6lgim yapilir. Hazirlanan 7 insan VEGF-A
standart diltsyonlarindan standart egri ve VEGF-A 6rnek konsantrasyonlar: saptanr.

Olguim aralig1: 7,9— 1000 pg/mL
3.3.1.2. Analiz Asamalari
Hastalar iki ayr1 guinde galisildi.
Analize baslamadan 6nce kit iginde bulunan tiim resktifler oda sicakligina getirildi.

Liyofilize standart, Gizerinde yazan miktar kadar (1300 pl) distile su ile ¢oztlerek 2000
pag/ml’lik stok solusyon hazirlandi. Standardin iyice ¢oziinmesi igin bir sire beklendi.
(10-30 dk). 2000 pg/ml stok solusyonundan 225 pl alinarak, daha dnceden igerisine
225 pl 6rnek diltent konmus 7 eppendorf tupte 1:2 seri dilusyonlar yapilarak 7 farkl
konsantrasyonda standart hazirlandi (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6 pg/ml ).
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Calisilacak 96'lik ELISA plagi prosedire uygun olarak iki kez (300 ul) yikama

tamponu ile yikandh.

Hazirlanan 7 farkli konsantrasyonda standart (ilk 14 kuyucuga) cift olarak
kuyucuklara 100" er pl kondu.

Kor kuyucuklar icin 100’ er pl 6rnek diluenti pipetlendi.

flk giin benign hastalar (23 hasta) 1:2 dilusyon, malign aksiller metastaz yapmanmus
hastalar 1:3 dilusyon, malign aksiller metastazli hastalar 1:5 dilisyon yapilarak diltie
edilmis 6rneklerden 100’ er pl pipetlendi. ikinci giin kalan benign hastalar calisilirken,
ilk giin ¢alisilan hastalar da tekrar edildi.

2 saat boyunca oda sicakliginda ve 100 rpm’ de ELISA plak galkalayiciya birakildh.
Inkiibasyon sonunda plak 6 kez 300 er pl yikamatamponu ile yikanch.

TUm kuyucuklara 100 pl biyotin konjugat: eklendi.

1 saat boyunca oda sicakliginda ve 100 rpm’de ELISA plak galkalayiciya birakildi.
Inkiibasyon sonunda plak 6 kez 300 er pl yikamatamponu ile yikanch.

TUm kuyucuklara 100 pl streptavidin-HRP eklendi.

1 saat boyunca oda sicakliginda ve 100 rpm’de ELISA plak galkalayiciya birakildi.
Inkiibasyon sonunda plak 6 kez 300 er pl yikamatamponu ile yikanch.

100 pl TMB substrat solusyonu tiim kuyucuklara eklendi.

10 dk boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda inkubasyona birakildi.

1. standarttan (1000 pg/ml) 620 nm dalga boyunda 0,9-0,95 absorbans alinincaya
kadar bir stire daha beklendi (koyu mavi olasiya kadar).

Inkiibasyon sonunda bu absorbans alininca tim kuyucuklara 100 pl reaksiyon
sonlandirma solusyonundan eklendi.

TUm kuyucuklarda olusan rengin absorbanst 450 nm' de 6lculdu.
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VEGF-A konsantrasyonlar: asagidaki formule gore hesapland: (Bakiniz Grafik 1).

K onsantrasyon= (Abs.- 0,026) / 0,002)x dilusyon orani

VEGF-A Standart Egrisi y =0,002x + 0,026
R?=10,9995
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Grafik 1. VEGF-A standart egrisi.

Serum VEGF-A ELISA c¢alismasinda 9 benign hasta hari¢ drnekler ¢ift calisiimustir.
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3.3.2. Endostatin ELISA Analiz

3.3.2.1. Olgim Y 6ntemi

Serum Endostatin diizeyi 6l¢iimii R& D Quantikine Human Endostatin Immunoassay
(Katolog No: DNSTO0) marka ELISA kiti ile gergeklestirildi. Endostatin 6lgim prensibi,
serumdaki endostatini direkt saptayan kantitatif sandvi¢ enzim immunassay teknigine
dayanmaktadir.

Ik inkiibasyon siiresinde, standart ya da ornek igerisindeki insan endostatini, daha
Onceden kuyucuklara kaplanmis olan endostatine spesifik monoklonal antikor tarafindan
tutulur. Yikama asamasinda baglanmamis biyolojik komponentler uzaklastirilir. Daha sonra
yine endostatine spesifik enzim bagli endostatin monoklonal antikoru eklenir. ikinci
inkubasyon siiresince, bu antikor standart ya da Ornekteki insan endostatinine baglanir.
Baglanmayan sekonder antikorlarin uzaklastirilmas: amaciyla yapilan yikama isleminden
sonra, substrat solusyonu ilave edilir. Ilk basamakta baglanan endostatin miktar: ile orantili
renk olusur. Renk olusumu ortama reaksiyon sonlandirma solusyonu ilavesi ile sonlandirilir
ve 450 nm’ de (referans dalga boyu 540 nm) 6lgim yapilir. Olusan rengin yogunlugu, drnekte
bulunan endostatin miktar: ile dogru orantilidir. insan endostatininden hazirlanan 7 farkl:
dilisyondaki standarttan standart egri cizilerek, ornekteki endostatin konsantrasyonlar:

hesaplanr.

Olgiim araligr: 0,023- 10 ng/mL

3.3.3.2. Analiz Asamalari
Hastalar iki ayr1 guinde galisild.

Endostatin ELISA 6l¢gimu oda sicakliginda gergeklestirildi. Analize baslamadan dnce
kit icinde bulunan tim reaktifler oda sicakligina getirilerek calisildhi.

Stok standart, konsantrasyonu 100 ng/mL olacak sekilde 1 mL distile su ile hazirlandh.
Stok standart solusyondan 100 pl, kalibrator diltentten 900 pl alimip 1:10 dilusyonla
10 ng/mL’lik 1. tip hazirlandi. Sonrasinda seri diltsyon yapilarak 5; 2,5; 1,25; 0,62;
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0,31 ng/mL konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. Yedinci tipe kor olarak

diltisyon tamponu eklendi.
TUm kuyucuklara 100 pl assay diltent eklendi.

Hazirlanan 7 farkli konsantrasyonda standartlar ¢ift olarak ilk 14 kuyucuga, kontrol ve
ornekler sonraki kuyucuklara 50’ ser pl pipetlendi.

2 saat boyunca oda sicakliginda Ustt kapali olarak ELISA plag: yatay calkalayiciya
(500 £ 50 rpm) birakild.

Inkiibasyon sonunda igerik aspire edilip plak 4 kez 400'er pl yikama tamponu ile
yikand.

Tim kuyucuklara 200 pl endostatin konjugat1 eklendi.

2 saat boyunca oda sicakliginda Ustt kapali olarak ELISA plag1 yatay calkalayiciya
(500 £ 50 rpm) brakildh.

Inkiibasyon sonunda igerik aspire edilip plak 4 kez 400'er pl yikama tamponu ile
yikand.

TUm kuyucuklara 200 pul substrat solusyonu eklendi.

30 dk boyunca oda sicakliginda igiktan koruyarak (karanlik ortamda) inkibasyona
brrakildi.

Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 50 pl reaksiyon sonlandirma solusyonundan
eklendi.

TUm kuyucuklarda olusan renk yogunlugu 450 nm'’ de (referans dalga boyu 540 nm)
olculdu.

Hasta serumundaki endostatin konsantrasyonlar: elde edilen kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak hesapland: (Bakimz Grafik 2). Dilusyon yapilan tim ornekler dilusyon
oranlart ile garpildi.
Kontrol absorbansi 0,770 bulundu. Formulde yerine konuldugunda 3,718 ng/mL
bulundu (Beklenen deger: 3,27- 5,33).
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K onsantrasyon= (Abs. / 0,2071)x dilusyon orani

ENDOSTATIN Standart Egrisi y= 0,2071x
R®=0,9954
2,5
= /
o
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Grafik 2. Endostatin standart egrisi.

Serum ES ELISA calismasinda 13 benign hasta hari¢ drnekler ¢ift ¢calisilmistir.
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3.3.3. SI00A4 ELISA Analizi
3.3.3.1. S100A4 Olglim Y 6ntemi

Olgim igin CircuLex's S100A4 ELISA kiti kullaldi. S100A4 6lglim prensibi,
serumdaki S100A4'U direkt tespit eden kantitatif sandvi¢ enzim immunassay teknigine
dayanir. Bu teknikte standartlar ve hasta 6rnekleri S100A4’e spesifik poliklonal antikorla
kapl: kuyucuklara ekilir. ilk inkiibasyon sonunda bu antikorlar hastalardaki antijenleri
yakalar. Yikama ile uzaklastirilan baglanmayan komponentlerin ardindan ortama peroksidaz
ile konjlige edilmis S100A4’ e spesifik poliklonal antikor (HRP conjugate) ilave edilir. ikinci
inkubasyon sonunda yikama ile baglanmams antikorlar ortamdan uzaklastirilir. HzO,-
Tetrametilbenzidin (TMB), peroksidazin substrat1 olarak ortamda kalan HRP conjugate ile
reaksiyona girerek sar1 renkli Grin olusturur. Reaksiyonu sonlandirmak icin son basamakta
asidik solusyon kullanilir. Olusan sar1 renkli drdnin absorbansi  6rnekteki S100A4
konsantrasyonu ile direkt orantilidir. 450 nm'’ de standartlar yardimiyla elde edilen absorbans-
konsantrasyon egrisinden 6rneklerin konsantrasyonlar: hesaplanir.

Olgiim aralig1: 0,282- 25 ng/mL

3.3.3.2. Analiz Asamalari

Analize baglamadan once kit icinde bulunan tim reaktifler oda sicakligina getirildi.
Hazir reaktifler karistirildi. Liyofilize standart mikrosantrifjle santrifij edilerek
etraftaki toz pargaciklarin dibe toplanmasi sagland:.

Liyofilize standart, tzerinde yazan miktar kadar (600 pl) distile su ile ¢ozilerek 100
ng/ml’lik stok solusyon hazirlandi. Standardin iyice ¢6zinmesi icin bir sire beklendi
(10-30 dk). 100 ng/ml stok solusyonundan 150 pl alinarak, daha 6nceden igerisine 450
pl ornek diltent konmus bir eppendorf tipte 1:4 dilusyon yapildi. Sonraki 6
eppendorfa 300 pl 6rnek diltent konarak, hazirlanmis olan ilk ependorftan 1:2 seri
dilusyonlar yapilarak 7 farkli konsantrasyonda standart hazirlandi (25; 12,5; 6,5; 3,1;
1,6; 0,78; 0,39 ng/mL ).

Hazirlanan 7 farkli konsantrasyonda standart (ilk 14 kuyucuga) cift olarak

kuyucuklara 100" er pl pipetlendi.
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Kor kuyucuklar i¢in 100’ er pl 6rnek diluent kondu.

Serum ornekleri 100 pl pipetlendi. (Dilusyon gerektiren ornekler 1:2, 1:4, 1:8 dilue
edilerek kullamldi).

1 saat boyunca oda sicakliginda ve 300 rpm’de orbital ELISA plak calkalayiciya
birakildi.

Inkiibasyon sonunda igerik aspire edilip plak 4 kez 350'er pl yikama tamponu ile
yikand.

TUm kuyucuklara 100 pl streptavidin-HRP konjugati eklendi.

1 saat boyunca oda sicakliginda ve 300 rpm’de orbital ELISA plak calkalayiciya
birakildi.

Inkiibasyon sonunda igerik aspire edilip plak 4 kez 350'er pl yikama tamponu ile
yikand.

100 pl TMB substrat solusyonu tim kuyucuklara eklendi.
10 dk boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda inkubasyona birakildi.

1. standarttan (25 ng/ml) mavi renk dalga boyunda (600-620 nm) 2,5 absorbans
alinincaya kadar bir siire daha beklendi (koyu mavi olasiya kadar).

Inkiibasyon sonunda bu absorbans alininca tim kuyucuklara 100 pl reaksiyon

sonlandirma solusyonundan eklendi.
TUm kuyucuklarda olusan renk yogunlugu 450 nm’ de 6l¢ulda.

S100A4 konsantrasyonlar: asagidaki formule gore hesaplandi (Bakimz Grafik 3).
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Konsantrasyon= (Abs.- 0,0973) / 0,1188)x dilusyon orani

S100A4 Standart Egrisi y = 0,1188x + 0,0973
R% = 0,9884
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Grafik 3. S100A4 standart egrisi.

Serum S100A4 ELISA c¢alismasinda her hasta 6rnegi ¢ift galisilmistir.
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3.4. IMMUNOHISTOKIMYA (IHK) CALISMALARI

IHK, temel olarak antijen-antikor etkilesiminden faydalanlarak doku kesitlerinde
protein lokalizasyonunu belirlemek amaciyla kullamlan bir tekniktir. Bu antijen-antikor
etkilesimini gorunttlemek icin farkli teknikler gelistirilmistir. En yaygin gorunttleme
teknigi, antikora bagli formda bulunan ve renk olusturan bir reaksiyonu katalizleyen

peroksidaz gibi bir enzimin kullanimidir (107).

3.4.1. immunohistokimyasal VEGF-A, ES, S100A4 Proteini Boyama Teknigi

Calismaya dahil edilen 3 grupta toplam 89 hastamin doku 6rneginde VEGF-A, S100A4,
ES proteinlerinin ekspresyonlar1 asagidaki prosedire gore immunohistokimyasal yontemle

calisildi.

Parafin bloklardan 2-3 mikron kalinhiginda kesilen doku érnekleri etiivde 40°C’de 1 gece
bekletildi.

Ksilolde 20 dakika bekletildikten sonra azalan alkol serilerinden gegirilerek (%96-%90-
%80-%70) suda yikandh.

IHK’ de kullanilan antikorlar farkli dilusyon oranlariyla asagidaki gibi hazirlanci. Daha
sonra boyama tekniginde U¢ parametre icin ortak prosedir izlendi.

VEGF-A antikoru (VG-1, Dako) 1/50 dilusyon oramnda, S100A4 antikoru (Dako) 1/200
dilusyon oraminda, Endostatin antikoru (Abcam, Ab 5702) 1/60 dilusyon oraminda
hazirland.

VEGF-A i¢in hazirlanan kesitler EDTA tamponda (pH:8), S100A4 icin sitrat tamponda
(pH:6) dudukli tencerede 5 dakika kaynatildi. Endostatin igin hazirlanan kesitlere 6n
islem uygulanmad.

Kesitler tris tampona alindi.

Kesitler Gzerine %3’ lUk H,O, damlatildi. 15 dakika bekletildi. Stre sonunda tris tampon
ile yikand.

Kesitler Gzerine Scytek (lot: 17014) siper blok damlatildi. 5-7 dakika bekletildi.

Yikama yapilmadan, hazirlanan antikorlar blok solusyonu silkelenerek kesitler Uzerine
damlatildi. 1 saat inkibe edildi. Tris tampon solusyonu ile yikandi.
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Scytek biotin solusyonu kesitlere damlatildi. 20 dakika bekletildi. Tris tampon solusyonu
ile yikand.

Scytek streptavidin solusyonu damlatildi. 20 dakika bekletildi. Tris buffer solusyonu ile
yikand.

Spring DAB (Diaminobenzidin) substrat ile Spring DAB kromojen karistirilarak
hazirlandi. Kesitler Uizerine damlatildi. 7-10 dakika bekletildi. Suda yikandi.

1 dakika Mayer’ s hematoksilen (Biooptica) ile zit boyama yapildi. Suda yikandi.

Y tkselen alkol serilerinden gegirilen kesitler 10 dakika ksilolde bekletildi.

Kapatma islemi yapildi.

3.4.2. immunoreaktivitenin Degerlendirilmes

Immunohistokimyasal yontemle calisilan S100A4, VEGF-A, endostatin proteinlerinin
boyanmasi x100, x200, x400 buyutmeli 151k mikroskobu kullanilarak degerlendirildi. S100A4
igin timor hucrelerinin sitoplazmik ve nikleer boyanmasi, ES ve VEGF-A igin sitoplazmik
boyanma derecesi dikkate alindi. Stromal alanlar degerlendirilmedi. Boyama sonrasinda
dokular boyanmanin yayginligina ve yogunluguna gore skorlanarak degerlendirildi (108).
Boyanma yayginligi degerlendirilirken boyay: pozitif olarak tutan bolgenin tim preperat
ylizeyine olan oram esas tutuldu. Buna gore bu oran;

i) %0ise 0 (Sekil 18, 20),

ii) %1-25ise ‘1" (Sekil 19),

i) %26-50 ise ‘2" (Sekil 17),

iv) %51-75ise ‘3’ (Sekil 21),

V) %76-100 ise ‘4’ olarak degerlendirildi.

Boyanma yogunlugu ise;

i) Hi¢ boyanma olmamissa ‘0’ (Sekil 18, 22),

i) Zayif boyanmaolmussa‘l’,

iii) Ortasiddette boyanma olmussa ‘2’ (Sekil 17),

iv) Gugli boyanma olmugsa ‘3’ olarak degerlendirildi (Sekil 21).

Boyanma yayginligi ve boyanma yogunlugu skorlarinin toplami O, 1, 2 ise negatif,
2'nin Uzerinde ise S100A4, VEGF-A, ve endostatin ekspresyonu pozitif boyanmis olarak
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degerlendirildi (108). Degerlendirmenin tamamu tek bir uzman patolog tarafindan yapildiktan
sonra her gruptan rastgele segilen hastalar (toplamin %22,5'i) ikinci bir uzman patolog
tarafindan tekrar degerlendirildi. %90 nin Gzerinde tutarlilik oldugu gézlendi.

3.5. ISTATISTIK SEL ANALIZLER

3.5.1. Verilerin Kaydedilmes

Analizlerden elde edilen veriler ‘Microsoft Office Excel 2003' programu kullanilarak
kaydedildi.

3.5.2. Verilerin Analizi ve Tablolar ile Gosterilmes

Istatistiksel degerlendirmeler ve tablo hazirlama amaciyla ‘ SPSS for Windows 15.0°
programi kullanildi. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi icin 6ncelikle ortalama deger ve
standart sapmalar1 hesaplandi. Gruplarin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov
testi ile degerlendirildi. Gruplarin ortanca degerlerinin birbirinden farkli olup olmadiklarin
belirlemek icin nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi kullamldi. Kruskal-Wallis
analizi ile anlamli farklilik gorilen parametreler igin ikili grup analizi, Mann Whitney U testi
ve kategorize edilen nonparametrik parametreler icin Ki kare testi yapildi. Grup parametreleri
arasindaki korelasyonu belirlemek icin Spearman Korelasyon testi kullanildi. p< 0,05 anlamli
olarak degerlendirildi.

IHK bulgularimn serum parametreleriyle korelasyonu arastirilirken iki skorun toplami

kullanil mastur.
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4. BULGULAR

4.1. TANIMLAYICI BULGULAR

4.1.1. Cahsma Grubu

Calismaya dahil edilen hastalar (tamam kadin), histopatolojik sonuclarina goére g
grupta incelendi. Hasta gruplar: aksiller metastaz yapmis (metastazl grup) 18 meme kanseri
hastasi (%20,2), aksiller metastaz yapmamis (malign grup) 39 meme kanseri hastasi (%43,8),
benign meme hastalig1 olan 32 hasta (benign grup) (%36,0) olmak Uzere toplam 89 hastadan
olusmaktayd: (Sekil 8).

4 N
Aksiller
Metastazl Grup
%20,2
Benign Grup
%36,0
Aksiller Metastaz
Yapmamis Malign
Grup % 43,8
o %

Sekil 8. Hastalarin gruplara gore dagilimu.
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4.1.2. Gruplardaki Olgularin Yas Ortalamalari

Metastazli grubun, malign grubun ve benign grubun yas ortalamalar1 (minumum ve
maksimum degerleri) sirasiyla 47,7+9,3 (31-63); 55,8+9,9 (34-76); 41,0£12,3 (15-64) olarak
saptand: (Tablo 6).

Uc grubun yas ortalamalar1 arasinda anlamli fark saptanch (p=0,000). Metastazl:
grubun yas ortalamast malign gruba gore istatistiksel olarak anlamli distk bulundu
(p=0,009). Malign grubunun yas ortalamasi benign gruba gére anlamli yiksek saptandi
(p=0,000).

Tablo 6. Gruplardaki olgularin yas ortalamalari, minumum ve maksimum degerleri.

Hasta gruplari n Ortt ss(Yas) Minimum Maksimum
M etastazli grup 18 47,7+9,3 31 63
Malign grup 39 55,8+9,9 34 76
Benign grup 32 41,0+12,3 15 64
Toplam 89
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4.1.3. Menapoz Durumu

Menapoz durumlarina gore degerlendirildiginde 89 hastanin 51'i (%57,3) premenapoz,
381 (%42,7) ise postmenapozda idi. Meme kanseri hastalarimin 25’1 (%43,8) premenapoz,
32'si (%56,2) postmenapozal donemde idi.

Premenapozdaki hasta oranm metastazli grupta malign gruba gore daha ytksek bulundu
(p=0,019) (Tablo 7). Aym zamanda malign gruptaki premenapozdaki hasta orani benign
gruptakinden anlaml1 distik saptand: (p=0,000) (Tablo 7).

Tablo 7. Hasta gruplarinda menapoz durumunun karsilastirilmasi.

Menapoz Durumu
Premenapoz Postmenapoz
Say1 % Say1 %
M etastazl Grup 12 66,7 ° 6 33,3
Malign Grup 13 33,32P 26 66,7
Benign Grup 26 81,3° 6 18,8
Toplam 51 38

4: p=0,019

®: p=0,000
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4.1.4. Patolojik Tam
Toplam 89 hasta degerlendirmeye alind.

Uc grup birlikte degerlendirildiginde;

21'i (%23,6) invaziv duktal karsinom, 9'u (%10,1) invaziv lobuler karsinom, 13'u
(%14,6) miks (invaziv duktal karsinom ve invaziv lobuler karsinom) veya farkli bir tumdrle
birlikte, 10'u (%11,2) DKIS veya LKIS, 4 i (%4,4) diger timorler, 10'u (%11,2) fibrokistik
degisiklikler, 20'si (%22,5) fibroepitelyal timorler, 2'si (%2,2) diger benign tumaorlerden

olusmaktaidi.
4 Diger Benign invaziv Duktal
Tamorler %2,2 Karsinom,
% 23,6

Fibroepitelyal
Tumorler % 22,5

Fibrokistik |  Lobil
Degisiklikler %11,2 \ nvaziv Lobuler
Karsinom
% 10,1
Diger Malign
Tumorler % 4,4

\Miks %14,6

. .
\_ DKIS+LKIS % 11,2

Sekil 9. Hastalarin patolojik tanilara gore dagilim.
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4.2. SERUM VEGF-A, ES, S100A4 DUZEYLERI ve VEGF-A/ES
4.2.1. Hasta Gruplarinda Serum VEGF-A Duzeyleri

Serum VEGF-A duzeyleri ortancalari metastazli grupta 331,2 pg/mL, malign grupta 208,3
pg/mL, benign grupta 193,5 pg/mL olarak saptand: (Tablo 8).

Ug farkl1 hasta grubundaki serum VEGF-A diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda
anlaml1 fark oldugu saptandi (p=0,042) (Kruskal Wallis). ikili karsilastrmalar yapildiginda

serum VEGF-A dizeyleri metastazli grupta benign gruba gore anlaml: yiksek bulundu (a ve
c: p=0,006) (Tablo 8) ve (Sekil 10).

1000™

avec: p=0,006

750™ b

500™ a

SVEGF-A (pg/mL)

250

T T ]
Metastazli grup Malign grup Benign grup

Hastagrupari

Sekil 10. Hasta gruplarinda serum VEGF-A dizeylerinin karsilastirilmas.
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4.2.2. Hasta Gruplarinda Serum Endostatin Dlzeyleri

Serum endostatin diizeyleri ortancalart metastazli grupta 69,6 ng/mL, malign grupta 78,7
ng/mL, benign grupta 74,3 ng/mL olarak saptand: (Tablo 8).

Uc farkli hasta grubundaki serum endostatin diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar
arasinda anlaml: fark saptanmadh (Sekil 11).

2404

2004

1607

1204

807

sEndostatin (ng/mL)

404

] ] I
Metastazli grup Malign grup Benign grup

Hastagrupari

Sekil 11. Hasta gruplarinda serum endostatin diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.3. Hasta Gruplarinda Serum S100A4 Duzeyleri
Serum S100A4 dizeyleri ortancalar1 metastazli grupta 8,7 ng/mL, malign grupta 7,8
ng/mL, benign grupta 12,0 ng/mL olarak saptand: (Tablo 8).

Ug farkl: hasta grubundaki serum S100A4 diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda
anlamli fark bulunmadh (Sekil 12).

SSI00A4 (ng/mL)
8
1

207

107

o | ] |
Metastazli grup Malign grup Benign grup

Hastagrupari

Sekil 12. Hasta gruplarinda serum S100A4 dizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.4. Serum VEGF-A/ES (Anjiyogenik Denge)

Serum VEGF-A konsantrasyonu ES konsantrasyonuna oranlanarak (VEGF-A/ES)
anjiyogenik denge degerlendirildi. Metastazli grupta serum VEGF-A/ES 4,7; malign grupta
2,7; benign grupta 2,9 olarak saptandi (Tablo 8).

Uc farkli hasta grubundaki serum VEGF-A/ESler karsilastirildiginda, gruplar
arasinda anlamli fark oldugu saptanch (p=0,042) (Kruskal Wallis) (Tablo 8). Iikili
karsilastirmalar yapildiginda serum VEGF-A/ES metastazli grupta, malign grup ve benign
gruptan anlamli yiksek bulundu (ave b: p=0,048; ave c: p=0,010) (Tablo 8) ve (Sekil 13).

aveb: p=0,048

124

a avec: p=0,010

Sarum VEGRAES
[o0]
1
0

| ] |
Metastazli grup Malign grup Benign grup

Hastagrupari

Sekil 13. Hasta gruplarinda VEGF-A/ES nin karsilastirilmasi.
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Tablo 8. Ug grupta serum VEGF-A, ES, S100A4 diizeylerinin ve VEGF-A/ES nin karsilastiriimas..

M etastazli grup Malign grup Benign Grup p*
ort+ss Ortanca | % 25-75 ort+ss Ortanca % 25-75 ort+ss Ortanca % 25-75

S100A4
23,73t43,4 8,7 | 4,02-28,6 13,68+13,87 7.8 4,84-17,82 17,85+ 20.6 12,0 | 5,87-24,1 0,568

(ng/mL)

VEGF-A a a

326,3+131,8 331,2°| 240,6-372,4 | 287,1+218,8 208,3 130,8-410,0 | 214,1+1424 193,5“ | 109,5- 300,4 0,042

(pg/mL)

ES

72,8+21,7 69,6 | 55,9-79,7 89,9+36,4 78,7 66,6-102,8 79,98+35,7 74,3 | 54,8-93,8 0,111

(ng/mL)
VEGF-A/ES | 4,9+26 47" | 3,063 3,5+ 2.8 97 1,0-5,2 3,142.3 29° | 1,2-40 0,042

* Kruskal Wallis test sonucu

Mann Whitney U testi sonucu
& 1 p=0,006
b p=0,048
¢ : p=0,010
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4.3. KANSERLI ve BENIGN HASTALIKLI MEME DOKUSUNDA VEGF-A, ES ve
S100A4 EKSPRESYONU

Dokuda caligilan parametrelerin ekspresyonlar: degerlendirilirken boyama yogunlugu
ve boyama yayginligi olmak Uzere iki skorlama yapildi. Her bir parametre icin her iki skorun
toplam > 2 ise ekspresyon pozitif olarak degerlendirildi (Bakimz: sayfa 49).

Doku ekspresyonlar1 toplam 88 hastada degerlendirildi. Bir hasta primer doku
kesitlerinin hasta tarafindan alinmasi nedeniyle degerlendirilemedi.

Doku VEGF-A ekspresyonu tim hastalarin %72,7’ sinde pozitif, doku ES ekspresyonu
tum hastalarin %44,3' iinde pozitif, doku S100A4 ekspresyonu ise tim hastalarin %52,7’ sinde
pozitif saptandi.

Doku VEGF-A ekspresyonu metastatik grupta %70,6 pozitif, malign grupta %71,8
pozitif, benign grupta %75,0 pozitif saptandi (Tablo 9).

Doku ES ekspresyonu metastatik grupta %35,3 pozitif, malign grupta %48,7 pozitif,
benign grupta %43,8 pozitif saptandi (Tablo 9).

Doku S100A4 ekspresyonu metastatik grupta %41,2 pozitif, malign grupta %53,8
pozitif, benign grupta %56,3 pozitif saptand: (Tablo 9).

Doku VEGF-A, ES, S100A4 ekspresyon durumlar: hasta gruplarinda farkli bulunmad
(Tablo 9).

Seksen sekiz hastada degerlendirilen doku VEGF-A boyanma yogunlugu dikkate
alindiginda metastazli grupta 9 hastada (%52,9) ‘zayif’, 8 hastada (%47,1) ‘orta boyama
yogunlugu saptandi. Malign grupta 5 hastada (%12,8) boyanma gortlmez iken, 28 hastada
(%71,8) ‘zayif’, 6 hastada (%15,4) ‘orta boyanma yogunlugu gdzlendi. Benign grupta ise 2
hastada (%6, 3) boyanma gortlmez iken, 14 hastada (%43,8) ‘zayif’, 10 hastada (%31,3) ‘orta
boyama yogunlugu saptanch (Tablo 10).

Doku VEGF-A boyanma yogunluguna gore gruplar arasinda anlamli fark bulundu
(p=0,002). Gruplar ikili olarak karsilastirildiginda, metastazli grubun doku VEGF-A
yogunlugu malign gruba gore anlamli yiksek saptandi (p=0,006). Benign grupta doku VEGF-
A yogunlugu malign gruptan anlamli yiksek saptandi (p=0,002). Benign grup ile metastazl
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grup arasinda anlaml fark bulunmadi. Gucgli boyanma sadece benign grupta gorilmis olup
metastazli ve malign grupta gorilmemistir. Benign grupta gucli boyanma bu grubun
%18,8'inde gozlendi (Tablo 10).

Tablo 9. Hasta gruplarinda VEGF-A, ES, S100A4 doku ekspresyon durumlarinin
karsilastirilmasi.

Doku VEGF-A Ekspresyonu *
Hasta gruplar: Negatif Pozitif P
Say1 % Say1 %
M etastazli Grup (n=17) 5 294 12 70,6
Malign Grup (n=39) 11 28,2 28 71,8 0,903
Benign Grup (n=32) 8 25,0 24 75,0
Toplam (n=388) 24 64

Doku Endostatin Ekspresyonu

Negatif Pozitif
Say1 % Say1 %
M etastazli Grup (n=17) 11 64,7 6 35,3
Malign Grup (n=39) 20 51,3 19 487 0,647
Benign Grup (n=32) 18 56,3 14 43,8
Toplam (n=88) 49 39

Doku S100A4 Ekspresyonu

Negatif Pozitif
Say1 % Say1 %
Metastazli Grup (n=17) 10 58,8 7 41,2 0,582
Malign Grup (n=39) 18 46,2 21 53,8
Benign Grup (n=32) 14 43,8 18 56,3
Toplam (n=388) 42 46

*Ki- Kare testi
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Tablo 10. Hasta gruplarinda doku VEGF-A boyanma yogunlugu.

Doku VEGF-A boyanma yogunlugu

M etastazli Grup Malign Grup Benign Grup

Say1 % Say1 % Say1 %
Y ok 5 12,8 2 6,3
Zayif 9 52,9 28 71,8 14 43,8
Orta 8 47,1 6 15,4 10 31,3
Guglu 6 18,8

4.4. SERUM ve DOK U PARAMETRELERININ KORELASYON SONUCLARI

Serum VEGF-A, ES, S100A4 konsantrasyonlari arasinda anlamli korelasyon

saptanmadi. Doku ekspresyonlar: incelendiginde sadece malign grupta her ¢ parametrenin
birbiri ile korele oldugu gozlendi (Tablo 11).

Tablo 11. Malign grupta doku VEGF-A, ES, S100A4 ekspresyonlar: arasindaki korelasyon.

VEGF-A S100A4
r 1,000 0,420
VEGF-A 0 0,008
r 0,512 0,412
=2 p 0,001 0,009

Hasta gruplarinda VEGF-A, ES, S100A4'Gn serum dizeyleri

ile doku

ekspresyonlarinin korelasyonlar: arastirildi. Korelasyon arastirilirken her Gg¢ parametrenin
aindi (Tablo 12).

boyanma yogunlugu ve yayginligimn

toplam skoru

esas
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Tablo 12. Hasta gruplarinda VEGF-A, ES, S100A4, VEGF-A/ES nin serum duizeyleri ile doku
ekspresyonlarinin korelasyonlar1 (Spearman rho).

Serum Doku VEGF-A Doku ES Doku S100A4
VEGF-A r 0,132 -0,126 0,195
P 0,614 0,631 0,453
eaad | ES r 0,237 0,390 -0,452
Grup (n=17) P 0,359 0,122 0,069
S100A4 r -0,079 0,176 0,0
P 0,763 0,500 1,000
VEGEAES | 0,01 20,289 0,629
P 0,09 0,261 0,007 **
VEGF-A r -0,246 0,027 0,270
P 0,132 0,869 0,097
S100A4 r 20,210 0,141 0,071
Malign Grup D 0,199 0,301 0,668
(n=39) ES r -0,360 -0,294 -0,078
P 0,025 0,069 0,638
VEGEAES |° -0,210 0,006 -0,295
P 0,199 0,72 0,068
VEGF-A r 0,102 -0,055 0,212
P 0,580 0,767 0,245
Benign Grup | S100A4 r 0,285 0,368 -0,174
(=) P 0,113 0,038" 0,341
ES r 0,154 0,104 -0,082
D 0,401 0,571 0,656
VEGEAES |T 0,067 -0,049 0,012
D 0,715 0,792 0,950

*** Metastazli grupta serum VEGF-A/ES degerleri ile doku S100A4 ekspresyonu
(toplam skoru) arasinda iyi derecede, anlaml1 pozitif korelasyon saptandi.

** Malign grupta serum endostatin diizeyleri ile doku VEGF-A ekspresyonu (toplam
skoru) arasinda zayif-orta derecede, negatif korelasyon saptandi.

* Benign grupta serum S100A4 dizeyleri ile doku ES ekspresyonu (toplam skoru)
arasinda zayif-orta derecede pozitif korelasyon saptand.
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4.5. YAS, MENAPOZ ve PATOLOJIK TANI ILE, ARASTIRILAN SERUM ve DOKU
PARAMETRELERININ ILISKISI

TUm hastalarda ve hasta gruplarinda yas ile serum VEGF-A, S100A4 dizeyleri ve
VEGF-A/ES arasinda korelasyon bulunmaz iken, tim hastalarda serum ES diizeyleri arasinda
zayif, anlaml1 korelasyon saptandi (r=0,227; p=0,033). Metastazl1 grupta ise yas ile olan bu
korelasyon artmistir (r=0,520; p=0,027). Tum hastalarda ve hasta gruplarinda Gi¢ parametrenin
yas ile doku ekspresyonlar: arasinda korelasyon saptanmadi.

Premenapozlu hastalarla postmenapozdaki hastalarin VEGF-A, ES, S100A4 (n
serum duzeyleri, doku ekspresyonlart ve serum VEGF-A/ES arasinda anlamli fark
saptanmadi.

Farkh patolojik tamlarda, VEGF-A, ES, S100A4’Un serum dizeyleri, doku
ekspresyonlari ve serum VEGF-A/ES de anlamli fark saptanmadi.

4.6. KLINIK OHISTOPATOL OJiK DEGISKENLER ve ARASTIRILAN
PARAMETRELER ILE ILISKILERI

Klinikohistopatolojik degiskenler olarak patolojik evre, timor boyutu, ER, PR, c-
erbB2 ekspresyonlari, histolojik grade, mitoz ve nikleer derece, lenfovaskiler invazyon, kan
damar1 invazyonu ve metastatik lenf nodu sayisi degerlendirildi.

4.6.1. Patolojik Evre

55 hastada patolojik evrelendirme yapildi ve 29 hasta (%52,8) evre |, 14 hasta (%25,4)
evre |1, 11 hasta (2) evre Ill, 1 hasta (%1,8) evre IV olarak degerlendirildi (Tablo 13).
Metastazli ve malign grupta hastalarin evrelere gére dagilimi ayni tabloda yer almaktadir.
Malign grupta hastalarin %78,4'G evre | idi. Metastazl1 hastalarda sadece bir hasta evre 1V'te
yer almaktaidi.

Patolojik evre, erken evre (evre I-11) ve geg evre (evre Il1-1V) olarak kategorize
edildiginde, erken evrede bulunan hastalarin serum VEGF-A dizeyleri ortancast 228,7
pg/mL, ge¢ evrede bulunan hastalarin VEGF-A diizeyleri ortancasi 343,7 pg/mL saptand:.



Gec evrede olan hastalarda serum VEGF-A diizeyleri erken evre hastalarina gore anlamli
yuksek idi (p=0,033) (Tablo 14) ve (Sekil 14). Hastalarin erken veya ge¢ evrede olmalari
doku ekspresyonlarinda anlaml: farklilik olusturmadi.

Tablo 13. Hasta gruplarinda farkli patolojik evrelerdeki hasta say: ve yuzdesi.

Gruplar
Evie M etastazli Grup Malign grup Toplam
Say1 % Say1 % Say1 %
Evrel - - 29 78,4 29 52,8
Evrell 7 38,9 7 18,9 14 254
Evrelll 10 55,6 1 2,7 11 20,0
EvrelV 1 5,6 - - 1 1,8

Tablo 14. Erken ve geg patolojik evrede serum VEGF-A dizeylerinin karsilastirilmasi.

Serum VEGF-A pg/mL (ortanca) p
Erken Evre 228,7 0,033
Geg Evre 343,7
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Sekil 14. Erken ve geg patolojik evrede serum VEGF-A dizeylerinin karsilastirilmasi.

Erken evrede bulunan hastalarin serum VEGF-A/ES ortancast 2,81; ge¢ evredeki
hastalarin serum VEGF-A/ES ortancas: 5,07 olarak bulundu.

Geg evredeki hastalarin serum VEGF-A/ES leri erken evredeki hastalardan anlaml1
yuksek bulundu (p=0,014) (Sekil 15). Ayrica patolojik evre (1, I1, 111, 1V) ile serum VEGF-
A/ES arasinda zayif-orta derecede anlamls, pozitif korelasyon saptand: (r=0,329; p=0,014).
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p=0,014

12=

SerumVEGFA/ ES
©
I

] ]
(o]

Erken Evre Geg Evre

Patolojik Bvre

Sekil 15. Serum VEGF-A/ES ile, kategorize edilmig patolojik evre karsilastiriimasi.
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4.6.2. Tumor Boyutu

TUmor boyutu metastazli ve malign grupta bulunan toplam 50 hastada degerlendirildi.
TUmor boyutu olarak, ¢ikarilan ttimdr dokusunda en biiytk ¢ap dikkate alindi. Timorler TNM
siniflamasina uygun olarak boyutlart < 2 cm, 2-5 cm olmak Uzere iki gruba ayrildi. TUmor
boyutu 5 cm’in Gzerinde hasta yoktu.

Metastazli ve malign grupta tumor boyutu degerlendirmeye alinan 50 hastanin 37’si
(%74,0) < 2 cm, 130 (%26,0) 2-5 cm arasinda bulunmaktaidi (Tablo 15).

TUmor boyutunun <2 cm veya 2-5 cm arasinda olmasi durumunda, VEGF-A, ES,
S100A4’Un serum duzeylerinde, VEGF-A/ESde ve doku ekspresyonlarinda farklilik
bulunmad:.

Tablo 15. Hasta gruplarinda timor boyutu.

Tumér Boyutu M etastazli Grup Malign Grup Toplam
Say1 % Say1 % Say1 %
<2cm 10 62,5 27 79,4 37 74,0
2-5cm 6 37,5 7 20,6 13 26,0
Toplam (n=50) 16 34 50 100,0

68



4.6.3. Hasta Gruplarinda ER, PR ve c-erbB2 Ekspresyonu

Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin doku ekspresyonu toplam 57 hastada
degerlendirildi. Doku c-erbB2 ekspresyonu ise 50 hastada degerlendirildi. Benign meme
hastaliklarinda ER, PR ve c-erbB2 ekspresyonu degerlendirilmemektedir.

Hastalarin %73,7 sinde ER (+), %59,6’ sinda PR (+), %14,0' inde c-erbB2 (+) saptandi
(Tablo 16).

Metastazli ve malign grup karsilastirildiginda, ER ve PR’nin ve c-erbB2'nin doku
ekspresyonlarinda anlamli fark bulunmad: (Tablo 16).

Ayrica, ER ve PR nin (+) veya (-) olusu, serum VEGF-A, ES, S100A4 diizeylerini ve
VEGF-A/ES'yi etkilememistir. c-erbB2 ekspresyonunun (+) veya (-) olusu ile VEGF-A, ES,
S100A4, VEGF-A/ES nin serum dizeylerinde ve doku ekspresyonlarinda anlamli farklilik

gbzlenmemistir.

Tablo 16. Hasta gruplarinda ER, PR, c-erbB2 ekspresyonlari.

ER p
Negatif Pozitif
Say1 % Say1 %
M etastazli Grup 6 33,3 12 66,7
Malign Grup 9 231 30 76,9 0,521*
Toplam (n=57) 15 26,3 42 73,7
PR
Negatif Pozitif
Say1 % Say1 %
M etastazli Grup 9 50,0 9 50,0
Malign Grup 14 35,9 35 64,1 0,313
Toplam (n=57) 23 40,4 44 59,6
c-erbB2
Negatif Pozitif
Sayi % Sayi %
Metastazl Grup 15 83,3 3 16,6 0,602*
Malign Grup 28 87,5 4 12,5
Toplam (n=50) 43 86,0 7 14,0

* Fisher’in kesin testi sonucu
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ER ve PR nin c-erbB2 ile arasindaki tutarlilik incelendiginde (ER, PR pozitifligi, c-

erbB2 negatifligi) tutarlilik sirasiyla 0,38 ve 0,39 bulundu. Bu deger zayif dizeyde uyumu

gostermekte idi.

Tablo 17. c-erbB2, ER, PR ekspresyon durumlarimn tutarlilig:.

c-erbB2 K appa

Pozitif Negatif app
Sann %+ Sann %+
Negatif 5 10,0 8 16,0

0,38
= Pozitif 2 4,0 35 70,0
Negatif 7 14,0 13 26,0

0,39
PR Pozitif 0 0,0 30 60,0

*toplam yuzdesi
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4.6.4. Hasta Gruplarinda Histolojik Grade, Mitoz Dereces, Nukleer Derece Durumlari
Histolojik grade, 49 hastada degerlendirildi. 5 hasta (%10,2) grade 1, 11 hasta
(%22,4) grade 2, 33 hasta (%64,5) grade 3 olarak siniflandirild: (Tablo 18).

Mitoz dereces, 48 hastada degerlendirildi. 31 hasta (%64,6) 1. derece, 14 hasta
(%29,2) 2.derece, 3 hasta (%6,3) 3.derece olarak siniflandirildi (Tablo 18).

Nukleer derece, 49 hastada degerlendirildi. NuUkleer derece 2 olanlar 11 hasta
(%22,4), nukleer derece 3 olanlar 38 hasta (%77,6) idi (Tablo 16).

Bu U¢ parametre benign hastalarda degerlendirilmemistir.

Metastazli ve malign grup, histolojik grade, mitoz derecesi ve nukleer derece
acisindan karsilastirildiginda bu gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. Farkli histolojik
grade’ lerde, mitoz ve nikleer derecelerinde serum VEGF-A, ES, S100A4 duzeyleri, VEGF-
A/ES ve doku ekspresyonlari arasinda anlamli fark saptanmad: (Tablo 18).

Tablo 18. Hasta gruplarinda histolojik grade, mitoz derecesi, nikleer derece durumu.

p
M etastazli Grup Malign Grup

HIQO'O]lk Grade Say1 % Say1 %
Grade 1 2 11,1 3 9,7
Grade 2 3 16,7 8 25,8 0,651
Grade 3 13 72,2 20 64,5
Toplam (n=49) 18 31
M itoz dereces M etastazli Grup Malign Grup

Say1 % Say1 %
1.derece 11 61,1 20 66,7 0,742
2.derece 6 33,3 8 26,7
3.derece 1 5,6 2 6,7
Toplam (n=48) 18 30
Nukleer Derece M etastazli Grup Malign Grup

Say1 % Say1 %
1 - - - - 0,464
2 3 16,7 8 25,8
3 15 83,3 23 74,2
Toplam (n=49) 18 31
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4.6.5. Hasta Gruplarinda L enfovaskiiler invazyon ve K an Damari invazyon Durumlary

Lenfovaskuler invazyon 57 hastada degerlendirildi. Benign meme hastalarinda
lenfovaskiler invazyon ve kan damar: invazyonu degerlendirilmemektedir. Elliyedi hastanin
35'inde (%61,4) lenfovaskiler invazyon bulunmaz iken, 22 hastada (%38,6) lenfovaskiler

invazyon varlig1 saptandi.

Metastazl1 (aksiller lenf nodu (+) olan) 18 hastanin %55,6'sinda (10 hasta) ve malign
grupta (aksiller lenf nodu (-) olan) 39 hastamin sadece %30,8'inde (12 hasta) lenfovaskiler
invazyon gozlendi (Tablo 19).

Kan damar1 invazyonu 57 hastada degerlendirildi. 53 hastada (%93,0) kan damari
invazyonu bulunmaz iken, 4 hastada (%7,0) kan damar1 invazyonu vardh.

Metastazl1 (aksiller lenf nodu (+) olan) 18 hastanin %88,9'unda (16 hasta) ve malign
grupta (aksiller lenf nodu (-) olan) 39 hastamin %94,9'inde (37 hasta) kan damar1 invazyonu
bulunmamaktaidi (Tablo 19).

Kan damar1 invazyon durumuna bagli olarak (metastaz olup olmadigina
bakilmaksizin) VEGF-A, ES, S100A4’'Un serum duzeylerinde, VEGF-A/ES de ve doku
ekspresyonlarinda anlamli fark saptanmadi.

Lenfovaskiler invazyon ve kan damari invazyonunun varligi ya da yoklugu gruplar
arasinda anlamli farkl bulunmadh.

Tablo 19. Hasta gruplarinda lenfovaskiler invazyon, kan damar1 invazyonu durumul.

.. . p
L enfovaskuler Invazyon M etastazli Grup Malign Grup
Sayi % Sayi %
Y ok 8 44,4 27 69,2 0,083
Var 10 55,6 12 30,8
Toplam (n=57) 18 39
Kan Damari Invazyonu M etastazli Grup Malign Grup
Say1 % Say1 %
Y ok 16 88,9 37 94,9 0,584*
Var 2 11,1 2 51
Toplam (n=57) 18 39

* Fisher’'in kesin testi sonucu

72



Metastaz olup olmadigina bakilmaksizin malign hastalarda, lenfovaskiler invazyon
varliginda serum VEGF-A dizeyleri ortancast 343,4 pg/mL, lenfovaskiler invazyon
yoklugunda serum VEGF-A duzeyleri ortancast 225,0 pg/mL olarak saptandi; yine ayn
hastalarda doku VEGF-A (+) ekspresyonu (%52,4), lenfovaskiler invazyon yoklugunda doku
VEGF-A (+) ekspresyonu (%82,9) olarak bulundu (Tablo 20).

Lenfovaskiler invazyon varliginda VEGF-A’ nin serum diizeyleri anlaml: yiksek saptandi
(p=0,034) (Tablo 20). Lenfovaskiler invazyon yoklugunda doku VEGF-A ekspresyonu
pozitifligi anlaml1 yiksek bulundu (p=0,015) (Tablo 20).

Tablo 20. Lenfovaskiler invazyon ile serum VEGF-A dizeyleri ve doku VEGF-A
ekspresyonlarinin karsilastirilmast.

Lenfovaskiiler invazyon | SeTUmVEGF-ApgmbL | 5o\ EGF-A Ekspresyonu (+) %
(ortanca)

Y ok 225,0 82,9

Var 3434 52,4

p 0,034 0,015
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4.6.6. Metastatik Lenf Nodu Sayis

Metastatik lenf nodu (MLN) sayisi metastazli gruptaki 17 hastada degerlendirmeye alindh.
Bir hastada uzak metastaz nedeniyle metastatik lenf nodu sayisi degerlendirilmedi. Onyedi

hastada MLN sayisi 1 ile 65 arasinda degismekteydi. MLN sayist 1-3 ve 4-9 ve >9 olmak
Uzere kategorize edildi.

Kategorize edilen gruplarda VEGF-A, ES, S100A4, VEGF-A/ES nin serum dizeyleri ve
doku ekspresyonlari arasinda fark saptanmadi. Ancak MLN sayisi ile serum VEGF-A

diizeyleri arasindaiyi derecede, anlamli, pozitif korelasyon saptand: (r=0,596; p=0,012) (Sekil
16).

65,00~ e r=0,596
22,007 ® p=0,012
11,007 ®
10,007 ®
8,00 ®
7,00™ ® o
4,00 ®

3,007 ® ®

Metastatik Lenf Nodu Sayisi

2,00 ®

1,00™ ® o oo

L L L L L
(0] 250 500 750 1000

SerumVEGF-A(pg/mL)

Sekil 16. Serum VEGF-A duzeyleri ve metastatik lenf nodu sayisi arasindaki korelasyon.
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4.7. DOK UDA ARASTIRILAN PARAMETRELERE AIT IHK’SAL GORUNTULER
4.7.1. Dokuda VEGF-A Ekspresyonu

VEGF-A'nin doku ekspresyonunun pozitif (Sekil 17) ve negatif (Sekil 18) olarak
degerlendirildigi immunohistokimya preparatlarimin mikroskopik gorunttlerinden birer 6rnek
asagida gosterilmistir.

Sekil 17. VEGF-A ekspresyonu (x200 biiyiitme) (pozitif sonug). (Boyanma yogunlugu: orta sidette=2,
boyanma yayginligi: %25-50=2; toplam skor: 2+2=4: pozitif). Biyopsi no: 6132/09

Sekil 18. VEGF-A ekspresyonu (x400 bilyiitme) (negatif sonug). (Boyanma yogunlugu: hi¢ boyanmayok=0,
boyanma yayginligi: %0=0; toplam skor: 0+0=0: negatif). Biyops no: 35018/08
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4.7.2. Dokuda Endostatin Ekspresyonu

Endostatinin doku ekspresyonunun pozitif (Sekil 19) ve negatif (Sekil 20) olarak
degerlendirildigi immunohistokimya preparatlarimin mikroskopik gorunttlerinden birer 6rnek
asagida gosterilmistir.

Sekil 19. Endostatin ekspresyonu (x200 bilyiitme) (pozitif sonug). (Boyanma yogunlugu: giiclii boyanma=3,
boyanma yayginligi: %1-25=1; toplam skor: 3+1=4: pozitif). Biyops no: 16843/09

Sekil 20. Endostatin ekspresyonu (x400 biiyiitme) (negatif sonug). (Boyanma yogunlugu: hi¢ boyanmayok=0,
boyanma yayginligi: %0=0; toplam skor: 0+0=0 neggatif). Biyops no: 9573/09
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4.7.3. Dokuda S100A4 Ekspresyonu

S100A4’'un doku ekspresyonunun pozitif (Sekil 21) ve negatif (Sekil 22) olarak
degerlendirildigi immunohistokimya preparatlarinin mikroskopik gorunttlerinden birer 6rnek
asagida gosterilmistir.
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Sekil 21. S100A4 ekspresyonu (x200 bilyiitme) (pozitif sonug). (Boyanma yogunlugu: giiclii boyanma=3,
boyanma yayginligi: %51-75=3; toplam skor: 3+3=6: pozitif). Biyops no: 16843/09

Sekil 22. S100A4 ekspresyonu (x200 bilyiitme) (negatif sonug). (Boyanma yogunlugu: hi¢ boyanma yok=0,
boyanma yayginligi: %0=0; toplam skor: 0+0=0 negatif). Biyops no:2589/09
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o. TARTISMA

Kadinlar arasinda en sik gorilen ve kansere bagli 6ltimlerin ikinci siradaki nedeni olan
meme kanseri (23, 24) esas olarak postmenapozal donemin bir hastaligidir. Meme kanserinde
yas, cinsiyetten sonra en onemli risk faktoridir. Incelemeler meme kanserli kadinlarin
%77 sinin 50 yasin Gsttinde oldugunu gostermistir (109). Geng yas meme kanserleri ile ileri
yas meme kanserleri arasinda prognoz farklhiligr agisindan literattrde tam bir fikir birligi
olmadig1 belirtilmektedir (110). Ancak genc yastaki hastalarda gorilen meme kanserlerinin az
diferansiye (grade I11) karsinoma oldugu, oranlarinin daha yiksek goruldigu ve bu nedenle
daha agresif seyrettigi bildirilmektedir (110, 111). Calismamizda lenf nodu metastazi

gbsteren grubun yas ortalamasnin metastaz bulunmayan malign gruptan anlamh disik
bulunmas, her ne kadar hasta sayimiz az olsa da, genc¢ yastaki hastalarda meme
kanserinin daha agresif seyrettigini desteklemektedir. Metastazli grupta premenapozal
hasta oran1 da daha yiksek bulunmustur. Bu durum ovarian steroidlerin (Gstrojenler ve
progestinler) meme kanserindeki roltini yanatmaktadir.

Anjiyogenez tumortin biyolojik  davramsini - belirleyen, premalign lezyonlarin
karsinomaya ilerlemesi, tumoér hicrelerinin dolasima gegcmesi, mikrometastazlarin asikar
metastatik lezyonlara donisuminde gerekli olan bir sirectir (11, 13, 112). Bir tUmorin

anjiyogenik aktivasyonunun anjiyogenezin pozitif ve negatif dizenleyicileri arasindaki net
dengenin sonucu oldugu yaygin olarak kabul gérmektedir (97, 113). Y apilan ¢calismalarla tumaor

anjiyogenezini dizenleyen ¢ok sayida biytme faktort tammlanmustir. TUmér anjiyogenezinde
kritik rolt olan en 6nemli anjiyogenik sitokin VEGF-A (VEGF olarak da adlandirilir) proteinidir
(39, 114). Kanser hiicrelerinde VEGF-A ekspresyon miktar: gogu tumoér tipinde kot prognozla
iliskili ~ bulunmustur (115-121). Caismalarda VEGF-A, immunohistokimya, in situ
hibridizasyon, kantitatif immunassay, Western Blotting, RT-PCR gibi farkli yontemlerle
degerlendirilmistir (114). Bu ¢alismalarda VEGF-A tumdr boyutu, metastaz, sagkalim gibi bir ya
da daha fazla prognogtik parametre ile iliskili bulunmustur (7, 70, 122). Timdr dokusunda VEGF

ekspresyonunun meme ve serviks karsinomlari gibi bazi timoérlerde intratimadral mikrovaskiler
dansite (MVD) ile direkt iliskili oldugu, timér anjiyogenezinin ilerlemesine katkisi oldugu
gogerilmistir (97, 122). Metastazli dokunun da primer kanser dokusu gibi VEGF-A'y1 asiri
eksprese ettigi bildirilmistir (114).
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VEGF-A ekspresyonunun sadece invaziv kanser hticrelerinde degil aym zamanda bazi
kanserlerin premalign lezyonlarinda da (meme, serviks ve kolon kanserlerinin prekiirsor
lezyonlari) artis gosterdigi bildirilmektedir (123, 124). Yiuksek vaskiler dansiteli fibrokistik
lezyonlar meme kanserinde artmus riskle iligkili bulunmustur (125). Dahasi benign tumdrlerdeki

VEGF-A ekspresyonlarindaki artis malign surece gegis ile paralellik gostermektedir. Benign
tumor ve VEGF-A ekspresyonu arasindaki iliski benign lezyonlu hastalarda az ¢alisma yapilmast
nedeniyle yeterince ortaya konamamistir (114). Cahsmamizda benign meme hastalar:
grubunda doku VEGF-A ekspresyonlar1 meme kanseri olanlarla benzer saptanmistir. Bu
sonug Boneberg ve arkadaslarinin sonuglarina benzemektedir (126).

VEGF nin prognostik degerinin nod (-), nod (-)/(+), radyoterapi alan ve almayan
¢esitli  hasta gruplarinda arastinldigi bazi  galismalarda tumdr sitozolik VEGF
konsantrasyonunun prognostik degeri oldugu sonucuna varilmstir (47, 69, 70, 127).

Gasparini ve ark. 260 lenf nodu (-) meme kanseri hastasinda 6lciilen sitozolik VEGF
diizeylerinin tek basina bagimsiz prognostik faktor oldugunu rapor etmislerdir (69). Sitozolik
VEGF dizeylerinin arastirilchig: diger calismalardan biri bu sitokini sinirda anlamli prognostik
faktor olarak bulurken digeri bulamamustir (69, 128). Ludovini ve De Paola’mn IHK’sal
yontemle doku VEGF ekspresyonunu degerlendirdikleri calismalarinda VEGF prognostik
faktor olarak uygun bulunmamstir (128, 129). Fuckar ve ark. (130) IHK calismalarinda
meme kanseri biyopsi Orneklerinde 222/233 (%95) VEGF pozitifligi saptamslardir. Ancak

ekspresyonda heterojeniteden siz edilmektedir. iki yiiz yirmi iki hastamn 79’ u (%35,5) gucl
pozitif olup homojen ekspresyon gozlenirken geri kalanlarda fokal boyanma gbzlenmistir.
Bizim galismamiza benzer olarak VEGF ekspresyonu noninvaziv lezyonlarda da gozlenmistir
(130). Toi ve ark.’nin (131) calismasina benzer olarak, Ludovini ve ark. (128) primer meme
kanseri vakalarinda VEGF ekspresyonunu 64/228 (%28) oraninda saptamiglardir.
Cahsmamizda ise VEGF-A ekspresyonu aksller metastazh grupta %70,6; metastazaz
malign grupta %71,8; benign grupta % 75,0 saptanmistir. Hasta gruplarinda VEGF-A
ekspresyonlar1 arasnda anlamh fark bulunmamstir (Tablo 10). Doku VEGF-A
ekspresyonunun skorlamasnda boyanma yogunlugu ve boyanma yayginhgindan
yararlamlmstir. Sadece boyanma yogunlugunu dikkate aldigimizda metastazhh grupta
doku VEGF-A ekspresyonu metastazaz malign gruptan anlamh olarak yiksek
saptanmistir (p=0,006). Benign grupta da benzer bulgu saptanmistir. Benign grupta
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VEGF-A boyanma yogunlugu malign gruptan anlamh yuksek bulunmustur (p=0,002).
Bilindigi gibi VEGF sadece tumor hicrelerinden degil aym zamanda stromal
hicrelerden de (makrofaj, fibroblast gibi) salinmaktadir. Benign hastalardaki VEGF
yuksekligi bu sekilde agiklanabilir. Bu durum doku VEGF ekspresyonunun hastahk igin
metastatik, metastazaz malign veya benign ayirimi yapmada bir yarari olamayacagina
isaret etmektedir.

Anjiyogenik faktorlerin timorlerde normal dokuya gore yiksek miktarda Uretildigini
desteklemeyen calismalar da vardir. Boneberg ve ark. (126) 35 meme kanseri hastasi ve 72
saglikli kontrolin dahil edildigi bir ¢alismada dokuda gesitli anjiyogenik faktorleri kantitatif
RT-PCR ile incelemislerdir. Primer kanser dokusu sonuclart komsu saglikli doku ile ve
kanser olmayan saglikli kadinlarin meme dokusu ile karsilastirilmistir. RT-PCR ile yapilan bu
kantitatif analiz sonucglari birgok c¢alismanin aksine, meme tumorlerinde anjiyogenik
faktorlerin artmis dizeyde olmadiklarimi gostermistir. Calismadaki bulgular, primer meme
tumorlerinin anjiyogenik faktorlerin dnemli bir kaynagi olmadigim gostermistir (126). Ayni
calismada kanserli dokuda calisilan anjiyogenik faktorlerin mRNA ekspresyonlar: sagliklt
doku ile karsilastirldiginda, VEGF-A haricindeki faktorlerin  downregule oldugu
bulunmustur. VEGF-A'min da kanserli dokudaki mRNA ekspresyonlart normal doku
ekspresyonlari ile benzer bulunmustur (126). Greb ve ark. calismalarinda benign ve malign
meme hastasi doku VEGF-A ekspresyonlarimi benzer bulmuslardir (132). Tumorin farklt
bolgelerinde anjiyogenik aktivitenin heterojen olmasi, tumér dokusunda anjiyogenezin
degerlendirilmesinde dogrulugu sinirlayabilmektedir. Ornegin VEGF ekspresyonunun timor
yakininda nekrotik bolgelerdeki hipoksik alanlarda en yiUksek oldugu bilinmektedir. Bu
yuzden VEGF ekspresyonunun degerlendirilmesinde, incelenen timér dokusu bolgesi
sonuglar etkileyebilir (61, 97). Bu faktorler anjiyogenik faktorlerin tumdr ekspresyonlarini
degerlendiren galismalarin sonuclarinda farkliliga neden olmaktadir (61).

Tumor dokusunda ekspresyonlar: incelenen bu faktorlerin 6lgiminde indirekt bir yol
da damar icine salinan proteinlerin kantitasyonudur. Dolasimda yer alan proteinlerin kanser
hastalarinda 6lgimu hem pratik hem de non invaziv bir yontemdir (133). VEGF-A
duzeylerinin timdr homojenatindan ziyade vucut sivilarinda 6lgiminin daha uygun
olabilecegi bildirilmektedir. TUmdr yukl artmis, yaygin metastazi olan hastalarda ELISA ve
diger yontemlerle dolasimdaki VEGF-A miktarimn artist  dogrulanmistir  (114). Bu
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calismalarda kanser hastalarinda yiksek serum VEGF-A dizeyleri hastalik progresyonu,

kemoterapiye kot cevap, kotu sagkalim ile iliskili bulunmugstur (105, 134, 135). Meme
kanserli bir hastada serum VEGF-A dizeylerinin artisinin timorun buyimesi, rekirrens,
metastatik yayilimi isaret etmede klinik olarak yararli olabilecegi ancak minimal hastaligi
olan kisilerde tarama araci olarak serum VEGF-A 6lgiminin yardimc: olamayacagi
bildirilmektedir (114). Cesitli kanser tiplerinde bu proteinlerin serum dizeylerinin artisina
ragmen bunlarin klinik 6nemi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Meme kanseri
hastalarinda da serum seviyeleriyle ilgili sinirl bilgi bulunmaktadir. Ogura ve ark. (136)
serum VEGF nin erken evre meme kanserinde rekdrrens riskini 6ngordigint  rapor
etmislerdir. Farkli olarak, Granato ve ark. (137) saglikli kadinlarda ve meme kanseri
hastalarinda saptanan serum VEGF dizeylerinin benzer olmasi nedeniyle meme kanserinde
tamsal bir markir olarak yararli olamayacagim bildirmislerdir. Duranyildiz ve ark. (133) evre
[-1I 90 meme kanseri hastasi, 75 saglikli kontrolle yaptiklari ¢alismada, meme kanseri
hastalarda serum VEGF seviyelerini saglikli kontrollere gore yuksek bulmuslar, ancak
istatistiksel anlamlilik bulamamuglardir. Bu arastiricilar da Granato ve ark. gibi serum
VEGF nin erken evre meme kanserinde tamsal bir parametre olarak kullanilamayacagim
bildirmiglerdir.

Salven ve ark. (66) benign meme tUmorll, lokalize ve metastatik meme kanseri
hastalarinda (105 hasta) serum VEGF dizeyi ortancalarim sirasi ile 57, 104, 186 pg/mL
saptamuslardir. Ayrica serum VEGF dizeyleri lokalize duktal kanserlerde lobuler kanser ve
benign meme timorlu hastalara gore yuksek bulunmustur. Metagtatik meme kanseri olanlarda
bu iki histolojik tip arasinda anlaml1 fark saptanmamistir (66). Baska bir ¢alismada benign
lezyonlularda VEGF ortalamasi 52,2 pg/mL, malign hastalarda 2136,3 pg/mL saptanmistir
(138). Calismamizda U¢ grubun ortancalari arasnda anlamh fark bulunmustur; benign
grupta 193,5 pg/mL, metastazaiz malign grupta 208,3 pg/mL, metastazli malign grupta
331,2 pg/mL saptanmustir. M etastazh grubun serum VEGF-A duzeyleri benign gruptan
anlamh olarak yiiksek bulunmustur (p=0,006). invaziv duktal karsinom ve invaziv
lobller karsnomlu hastalarda VEGF-A dizeyleri benzer saptanmistir. Serum VEGF-A
duzeylerinin aksiller metastazhh hastalarda benign hastalara gore artmis olmas, ayrica
metastatik lenf nodu sayis ile korele bulunmas prognostik faktor olarak
kullanmlabilecegini, VEGF' nin metastatik siiregte rol olabilecegini desteklemektedir.

81



TUumor dokusu VEGF-A ekspresyonlarimin (IHK) serum diizeyleri (ELISA) ile

korelasyonunu arastiran farkli calismalarda korelasyon saptanmamistir (105, 137, 139).
Calismamizda da doku VEGF-A ekspresyonlar: ve serum diizeyleri arasnda kor elasyon

bulunmamustir.

VEGF plazmada da calisilmistir. Dolasimdaki VEGF dizeylerinin stpheli benign
lezyonlarda cerrahi biopsi oncesi malignansiyi dngormesinde kullanilip kullamlamayacagim
arastiran bir calismada, plazma VEGF konsantrasyonlarinin meme kanserli (n=22) hastalarda
benign lezyonu olanlardan (n=26) diisiik oldugu saptanmustir. Ay calismada IHK’sal olarak
belirlenen VEGF ekspresyonlarinin plazma VEGF duizeyleri ile korele olmadigi bulunmustur.
Dahast plazma VEGF konsantrasyonlarimin hasta gruplarinda ortlstigl  (overlapping)
saptanmustir. Sonugta THK' nin timor hiicrelerinin biyolojik 6zelliklerinin ve anjiyogenik
kapasitesinin in situ analizinde plazmaya gore daha objektif bir metod oldugunu rapor
etmislerdir (140). Semikantitatif immunohistokimyasal boyama tekniginin kullaniimasinin
arastirmaci bagimli degiskenlikler yaratabilecegi hatirda tutulmalidir (61). Solid timorlerdeki
VEGF-A ekspresyonlarimin kantitatif olclimiinde kullanilan tekniklerin hentiz rutin hale
gelmemesi nedeniyle sayilart scnirlidir. Bu kantitatif calismalar yayginlastirildiginda VEGF-A
ekspresyonunun  hastalarin  klinik  sonuglarim  6ngérmede daha yararli  olabilecegi
bildirilmektedir (114).

Literatiirde dolasimda VEGF nin 6l¢timiinde hangi 6rnegin (serum, plazma, tam kan)
kullanilmasi gerektigi konusu tartigmalidir (61). Serum VEGF duzeylerinin  ¢ogunun
pihtilasma sirasinda trombositlerden kaynaklandigi, plazma VEGF nin serum diizeylerinden
daha dustk oldugu gosterilmistir (141, 142). Serum dizeylerinin sadece tumor orjinli VEGF-

A’y1 degil aym zamanda kamn pihtilasmas: sirasinda trombosit ve l6kositlerden salinan
VEGF-A’'y1 da yansittigi icin normal deger araliklarimi saptamamn oldukca gic oldugu
bildirilmektedir (114). Bu nedenle baz: arastiricilar dolasimda V EGF 6l¢ciiminde serum yerine
plazmamin  kullanilmasimt  Onermektedirler (114). Bununla birlikte calismalarin  buyik
cogunlugunda serum ornegi kullanilmistir ve timér evresi ve sagkalimla arasinda pozitif
korelasyon saptanmustir (61). Kanser hastalarinda VEGF duzeyleri ile trombosit sayilar
arasinda anlamli korelasyon bulunmustur ve trombositlerde VEGF nin depolandigi, bu
nedenle pihtilasma sirasinda trombositlerden salinan VEGF nin saptanabildigi serum ya da
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tam kan Orneklerinin plazma yerine kullamimasimin daha uygun olacag: ifade edilmektedir
(114).

Anjiyogenezin regilasyonunda antianjiyogenik molekiller de yer almaktadir (97,
126). Boneberg ve ark.’ min (126) ¢alismalarinda antianjiyogenik faktorlerin meme kanserinde
upregule oldugu ve anjiyogenezi diizenleyici faktorlerin mRNA ekspresyon profilinin timaor
dokusu mikrogevresinde antianjiyogenez yonine kaychg: ileri sirilmistir. Onemli
anjiyostatik molekullerden biri olan ES, endotelyal proliferasyonun ve anjiyogenezin spesifik,
guclt bir inhibitoradur (143). Anjiyogenezin negatif dizenleyicilerinin, 6zellikle ES nin,
klinik 6nemi, kaynagi, salimm mekanizmasi net bilinmemektedir (143-145). Bir calismada
dolasimdaki endostatin seviyeleri primer meme kanserli hastalarda saglikli kontrollere gére
yuksek (1.4 kat) bulunurken, benign meme hastaligi olanlardan farkl: olmadig: bildirilmistir
(144). Zhao ve ark. (97) ise preoperatif meme kanseri hastalarinda serum endostatin
seviyelerini hem benign meme hastaligi olanlardan hem de saglikli kontrollerden anlamlt
yiksek bulmuslarcir. 1ki calisma arasindaki kigik farklihigin metodolojik ve histolojik
cesitlilikten kaynaklanabilecegi rapor edilmistir. Calismamizda ise serum endostatin
dizeyleri her Gg grupta benzer bulunmustur. Ayrica, klinikopatolojik parametreler ile
herhangi bir iliski saptanmamstir. ES de VEGF gibi trombositler tarafindan tutulur. Bu
nedenle plazma ve serum konsantrasyon farkliliklar: bulunmaktadir (80). Tumor dokusunda
ES ekspresyonu farkl: kanser tiplerinde galigilmistir (146, 147). Henliz tip XV 111 kollajenden

ayrilan ES fragmanina spesifik antikor olmamas: nedeniyle IHK calismalarindaki doku
boyanmasinin ya ana molekdl tip XVIII kollajene bagli ES'den, ya da ayrilmis ES
fragmamndan ileri gelebildigi ifade edilmektedir (146). Birgok kanser igin tipik boyanma
paterni tumdr stromasinin diffiiz boyanmasi seklinde olmakta, ayrica timoriun damarsal yapist
da boyanmaktadir. Normal dokularda ise bazal membramn ayr1 boyanma paterni vardir.
Buyuk olasilikla, diffiiz boyanma bazal membran yikim derecesi ile iliskilidir ve bu nedenle
tumor invazivliginin gostergesi olabilir. Y Uksek ES ekspresyonu timér yiki artis: ve stromal
yeniden duzenlenme ile iliskili bulunmustur (80). Bu asamada calismamizda ES igin
stromal degerlendirilme yapilmamistir. Calismamizda doku ekspresyonlar: her (¢
grupta benzer bulunmustur. ES doku ekspresyonlary ile serum dizeyleri arasinda
korelasyon bulunmamustir. Ayrica, klinikopatolojik parametreler ile herhangi bir iliski
saptanmamstar.
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Kuroi ve ark. (148) serum VEGF ve ES seviyelerinin preoperatif meme kanseri
hastalarinda korele oldugu ve yikseldigi, ancak timérin cikariimasindan sonra VEGF
duzeylerinde azalma olurken ES seviyelerinde bir degisiklik olmadigini géstermislerdir.
flging olarak renal hiicreli kanserde timériin gikarilmasindan sonra serum VEGF ve ES
diizeyleri anlamli olarak yuksek kalirken, endometrial kanserde her ikisi de azalmistir (64,
149). Hepatoseliler karsinomada tumorin cikarilmasindan sonra ise serum VEGF
duzeylerinde degisiklik olmaz iken ES diuzeylerinde azalma gozlenmistir (150). Calismacilar
VEGF ve ES serum dlzeylerinin timore spesifik tarzda duzenlendigini, her bir spesifik
tumorin anjiyogenik dengesinin arastirilmasinin operasyon sonrasi prognozun 6ngorilmesi

ve antianjiyogenik tedavinin yarar1 agisindan énemli olabilecegini ileri sirmuslerdir (97).

ES nin ve dolasimdaki anjiyogenez aktivatdr/inhibitdr oranlarimin meme kanserinde
klinik 6nemi ile ilgili az sayida calisma bulunmaktadir (13, 143, 144). Anjiyogenik denge
olarak ifade edebilecegimiz VEGF/ES, meme kanseri disinda birkag farkli calismada

kullamlmigtir. Takeshita ve ark. koroner arter lezyonu (CAL) olan Kawasaki hastalarinda
anjiyogenik dengenin aktivatorler lehine degistigini ve yiksek VEGFES nin bu hastalikta
vaskilitin siddetini yansitabilecegini bildirmislerdir (151). Shaarawy ve ark. da VEGFES'yi
ileri evre endometriyal karsinomada erken evreye gore daha yuksek bulmuslardir.
Anjiyogenezi uyaran ve Onleyen moleklller arasindaki dengenin (VEGFES) tUmorin
ilerlemesinin degerlendirilmesinde ve metastazin kontrolinde yeni ve degerli bir gbsterge
olabilecegini ileri sirmuslerdir (64). Calismamizda tedavi 6nces varolan anjiyogenik
denge ‘VEGF-A/ES nin’ aksller metastazl grupta, metastazaiz malign ve benign gruba
gore anlamh olarak yukselmes bu durumu desteklemektedir. Metastazli malign ve
metastazaz malign grupta anjiyogenik denge anjiyogenezi uyaranlar lehinde
saptanmistir. Calismamizda VEGF-A/ES aym zamanda geg evrede bulunan hastalarda
erken evredekilere gore anlamh yuksek bulunmustur. Tim hastalarda ve g ayr1 hasta
grubunda serum VEGF-A ve ES diizeyleri arasanda korelasyon saptanmamustir.

Bircok calismada tek bir anjiyogenik faktor, genellikle VEGF-A seviyesi
arastirilmistir (66, 97). Ancak tumdrlerin gesitli proanjiyogenik faktorler Uretebildigi

bilinmektedir (152, 153). Bunlarin zamana bagli rolatif olarak ekspresyonlarinin

degisebileceginden  bahsedilmektedir. Meme kanserinde  anjiyogenik  faktérlerin
ekspresyonlar: tarandiginda baslangicta sadece VEGF-A ve asidik FGF eksprese olurken



sonrasinda zamana bagli evolusyon gostererek 6 farkli anjiyogenik faktori eksprese ettigi
bildirilmistir (153, 154).

TUmor hucrelerinin yayilimint engellemek icin anjiyogenez ve lenfanjiyogenezi hedef
alan kanser tedavilerinin umut verici olabilecegi bildirilmektedir. Antianjiyogenik tedaviler
son yillarda preklinik galismalardan klinik uygulamalara gegis gostermistir (155, 156). Ancak

bunlarin klinik etkinligi zayif duzeydedir. Antianjiyogenik tedavilerin tek baslarina
kullanildiginda sitostatik cevaplarinin sinirli oldugu (~%10), bu yiizden neoplastik hticrelerin
proliferasyonuna etkili kemoterapdtiklerle kombine edilmesi gerektigi bildirilmektedir (39).
Antianjiyogenik tedavilerin klinik basarisinin  kisithi olmast ve timdrde anjiyogenik
faktorlerin upregile olduguna dair celiskili bulgularin olmast gdz o6nune alindiginda,
tumorlerin aktif anjiyogenezin goruldigi yerler oldugu paradigmasinin dikkatlice tekrar
gbzden gegirilmesi gerektigi bildirilmistir (126). Yine bu ¢alismacilar timdrlerde anjiyogenik
faktorlerin ekspresyonlarinin analizindeki verilerin geliskili olmasinda, kullanilan yontemlerin
(IHK, RNAse protection assays, northern blotting, konvansiyonel RT-PCR) semikantitatif ve
subjektif kriterlere dayanmasinin dnemli bir faktor oldugu 6ne siirmektedirler (126).

Meme kanseri anjiyogenez arastirmalarinda anjiyogenik faktorlerin serum diizeyleri ve
doku ekspresyonlar1 yamsira bunlarin yas, menapozal durum, patolojik tan: ve evre, tUmaor
boyutu, ER, PR, c-erbB2, histolojik grade, mitoz derecesi, nikleer derece, lenfovaskiler
invazyon ve kan damar: invazyonu, lenf nodu metastazi gibi gesitli klinikohistopatolojik
parametreler ile iligkisi de arastirilmstir.

Ludovini ve ark. (128) meme kanseri hastalarinda yas ile VEGF nin doku
ekspresyonunu; Zhao ve ark. (97) ise yasla serum duizeylerini korele bulmamislardir. Manders
ve ark. (47) ise serum VEGF dizeylerini yasla pozitif korele bulmuslardir. De Paola ve ark.
(229) yaptiklar: calismada 242 lenf nodu negatif meme kanseri hastasim <60 yas ve >60 yas
olarak ayirmislar ve <60 yas olanlarda doku VEGF ekspresyonunu anlamli olarak yuksek
saptamiglardir. Calismamizda doku VEGF-A ekspresyonlari ve serum VEGF-A duzeyleri

ile yas arasinda korelasyon saptanmamustir.

Calismalarda VEGF duzeyleri ile menapozal durum arasinda farkli sonuclar
bulunmustur. Greb ve ark. (132) calismalarinda nonneoplastik meme dokusunda VEGF
ekpresyonlarim premenapozal kadinlarda postmenapozal kadinlara gore yuksek bulmuslardir.
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Bu durum oOstrojen ve progesteronun VEGF duzenlenmesinde yer aldigi hipotezini
desteklemektedir. Kanserli dokuda ise menapozal durumun VEGF-A ekspresyonu Uzerine
etkisinin olmadigi, dolayistyla VEGF nin hormonal  dizenlenmesinin  meme kanserli
kadinlarda kayboldugu ifade edilmistir. Endojen ya da terap6tik verilen hormonal steroidlerin
memede anjiyogenik fenotipte degisikliklere neden olabilecegi bildirilmistir (132). iki ayri
calismada VEGF ekspresyonunun meme kanserli premenapozal hastalarda anlamli olarak
yuksek oldugu gosterilmistir (130, 132). Bu verilerin aksine Nishimura ve ark. (157)
calismalarinda menapoz ile yuksek plazma VEGF dizeyleri ve VEGF/FIk-1 reseptori

arasinda iliski bulmuglardir. Calismamizda menapozal durumun serum VEGF-A

duzeylerini ve doku ekspresyonlarinm etkilemedigi saptanmustir.

Baz1 arastiricilar timorin histolojik ve nikleer grade'i ile serum VEGF duzeyleri (97,
158) ve doku VEGF ekspresyonlar1 (126, 130) arasinda korelasyon bulamaz iken (97, 130
158), Adams ve ark. serum VEGF diuzeylerini histolojik grade’in artis1 ile negatif korele

bulmuslardir (138). Shivakumar ve ark.’mn (138) calismalarinda ise serum VEGF dizeyleri
histolojik grade ile pozitif korele saptanmistir. Calismamizda histolojik ve nikleer gradeile
doku VEGF-A ekspresyonlar: ve serum duzeyleri arasinda korelasyon saptanmamustir.

Bir grup arastrmaci timér evresi ve lenf tutulumu ile serum VEGF duzeyleri (97,
158) ve tumor dokusu VEGF ekspresyonu (126) arasinda korelasyonu arastirmiglar ancak
korelasyon bulamamiglardir. Callagy ve ark. da (159) tUmor evresi ile hem serum VEGF
dizeyleri hem de tiumor VEGF ekspresyonu arasinda korelasyon saptayamamustir.
Shivakumar ve ark. (138) calismalarinda timor evresi ve lenf nodu tutulumu ile serum VEGF
dizeyleri arasinda korelasyon saptamuslardir. Cahismamizda serum VEGF-A dizeyleri
tumor evres ile iliskili bulunmustur. ileri evre hastalarda ve lenf nodu metastazh
hastalarda hem serum VEGF-A, hem de VEGF-A/ES yuksek bulunmustur (p=0,033;
p=0,014). Bu sonuglar serum VEGF-A ve VEGF-A/ESnin hastalik progresyonu ile
iliskili oldugunu desteklemektedir. Ote yandan doku VEGF-A ekspresyonlarinin lenf

nodu tutulumu vetimor evres ileiliskis bulunmamustir.

iki ayr1 calismada (126, 137) doku VEGF ekspresyon artisi ile timor boyutu arasinda

iliski arastirilmig, ancak bir iliski saptanmamustir. Manders ve ark. (47) caismalarinda
sitozolik VEGF duzeylerini tumor boyutu ile pozitif korele bulmuslardir. Calismamizda

VEGF-A'nin (ne dokuda ne de serumda) timaor boyutu ile korelasyonu bulunmamustir.
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Granato ve ark. (137) calismalarinda doku VEGF ekspresyonunu duktal meme
kanserinde, diger histolojik tip tumérlerden anlamli yUksek bulurken, serum VEGF
diizeylerini Zhao ve ark.’in (97) calismalariyla uyumlu olarak, tim histolojik tiplerde benzer
bulmuslardir. Salven ve ark. (66) ise serum VEGF dizeylerini lokalize meme duktal
kanserlerde hem lobuler kanserlerden hem de benign tumodrlerden anlamli yiksek
saptamiglardir. Calismamizda serum VEGF-A dlzeyleri ve doku ekspresyonlar: ile
timorun farkh histolojik tiplerinde anlamh farkhilik saptanmamustir.

Meme kanserlerinde %20-25 oraminda overeksprese olan c-erbB2, VEGF
upregulasyonu ile iliskili bulunmustur (160). Meme kanseri olan 611 kadimin tUmor
dokularimin incelenmesi sonucunda, c-erbB2 overeksprese timorlerin (611 hastamin 114°0) c-
erbB2 overeksprese olmayan tumorlere gore daha fazla VEGF proteini eksprese ettigi
gogterilmis ve c-erbB2 ve VEGF overekspresyonu birlikteliginin tumdrlerin agresif fenotipine
katkida bulunabilecegi rapor edilmistir (160, 161). Fuckar ve ark. (130) c-erbB2 ve VEGF
ekspresyonunun anlamli  pozitif  korelasyonunu sadece postmenapozal hastalarda

gogermislerdir. Arastirmacilar c-erbB-2 ekspresyonunu ER ve PR ile ters orantil
bulmuslardir (130, 162). Calismamizda c-erbB2 ekspresyonunun pozitifligi ile ER ve PR

negatifliginin uyumu dustk dizeyde bulunmustur (Tablo 17). Calismamizda c-erbB2
ekspresyonunun serum ve dokuda cahsilan VEGF, ES, S100A4 parametreleri ile
korelasyonu bulunmamustir.

ER ve anjiyogenik faktorlerle ilgili literatir bilgisi geliskilidir (130). Deneysel
calismalarin bir kisminda meme kanseri hiicre hattinda ER overekspresyonunun VEGF down
regulasyonuna neden oldugu bildirilirken digerlerinde ise ER'lerin VEGF ekspresyonunu
indukledigi bildirilmistir (163, 164). Takei ve ark.” min in vitro ¢alisgmalarinda antiostrojenlerin

anjiyogenezi inhibe edebilecegi gosterilmistir (130). Klinik calismalarda da bilgiler
celismektedir. Iki calismada doku VEGF ekspresyonlar: ve ER durumu arasinda ters bir iliski
bulunmustur. Yani, doku VEGF pozitif tumor hicreleri ER(-) timorlerde yuksek oranda
saptanmistir (165, 166). Bu sonug daha dnceden de belirtildigi gibi, anjiyogenezin meme

kanserinde hormona bagimli olmadigim disundirmektedir (130). Buna karsin serum VEGF

diizeylerini ER durumu ileiliskili bulan arastirmacilar da vardir (105, 158). Arastirmacilar, bir

tumordn genetik durumunun Ostrojenin VEGF ekspresyonunu stimile edip etmeyeceginin
belirleyicisi olabilecegini 6ne surmigslerdir (128, 158). PR durumu ile calismalarda
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korelasyon saptanmamistir (69, 130). Bizim ¢alismamizda ER veya PR’ nin durumu serum

VEGF dizeylerini ve doku ekspresyonlarim etkilememistir. Sonuclar, kullanilan
orneklerin ve yontemlerin (semikantitatif ve kantitatif) farkhihg: g6z onune alinarak

yorumlanmalidir.

TUumorler anjiyogenezi uyarmasi yamnda yeni lenfatik damarlarin olusumu, yani
lenfanjiyogenezi de uyarmaktadir. Lenfanjiyogenez baslica VEGF-C, VEGF-D tarafindan ve
ayrica VEGF-A ile de uyariimaktadir (114, 167, 168). Meme kanseri hastalarinda yapilan bir
calismada serum VEGF-C dizeyleri hastalarin %77 sinde artis gosterirken VEGF-A sadece 4
hastada yuksek bulunmustur (169). Kamal ve ark.’nin (158) calismalarinda ise serum VEGF
dizeyleri ile lenfovaskiler yayillim (permeation) arasinda iliski saptanmamustir.

Cahismamizda serum VEGF-A meme kanseri hastalarinda (metastatik+metastazsiz
malign grup) lenfovaskiler invazyonu olanlarda olmayanlardan anlamlh yiksek
akmustir. Serum VEGF-A damar invazyonu olanlarda, olmayanlardan anlamh farkh
bulunmamustir. Aksiller metastazh grupta 18 hastamin 10'unda lenfovaskuler invazyon
gozlenirken kan damari invazyonu sadece ikisinde gorulmustir. Buttn bunlar dikkate
alindiginda cahsilan hasta grubunda meme kanserinin kan damari yolundan ziyade
lenfatik yolla yayihm gosterdigini ve VEGF-A'min lenfanjiyogenezi uyardigim
disinmekteyiz. Bu nedenle lenfanjiyogenezin uyariimasndan sorumlu diger
molekullerin (VEGF-C, VEGF-D vereseptorleri VEGFR-3) calhisiimas bu konuya netlik
kazandiracaktir. Literatrde iki ayr1 ¢alismada, bizim sonuglarimza benzer sekilde,
serum VEGF duzeyleri vaskiler invazyonla iliskili bulunmamistir (130, 158).

Cahsmamizda doku ES ekspresyonu ve serum duzeyleri ile menapozal durum,
patolojik tan ve evre, tumdr boyutu, ER, PR, c-erbB2, histolojik grade, mitoz dereces,
nikleer derece, lenfovaskiler invazyon, kan damari invazyonu, lenf nodu tutulumu
arasinda iliski arastirilmig ancak bulunamamistir. Sadece metastazh grupta serum ES
duzeyleri ile yas arasinda poztif korelasyon saptanmistir (r=0,520; p=0,027). Zhao ve
ark. (97) tam aminda yas ile serum ES duzeyleri arasindailiski bulamamglardir.

Calismamizda serum dizeyleri ve doku ekspresyonlari saptanan, diger anjiyogenik
molekullerle iliskisi arastirilan ve klinikohistopatolojik parametrelerle karsilastirdigimiz bir
diger parametre olan S100A4, S100 kalsiyum baglayici protein ailesinin bir Uyesidir ve
metastazla iligkili bir protein olarak kabul gérmektedir. SI00A4 proteininin fonksiyonu ve
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tumOr metastazindaki rolt net olarak bilinmemektedir (170). Ebralidze ve ark. (171) ilk olarak
cesitli hicre hatlarinda metastatik potansiyel ile S1I00A4 mRNA ekspresyon dizeyleri
arasinda uyum oldugunu gostermislerdir. Daha sonraki ¢alismalarda insan veya rat S100A4
DNA'’sinin metastatik olmayan meme tumor hicrelerine transfeksiyonu sonucu hicrelerin
metastatik fenotipini arttirdigi, buna karsin metastatik hiicrelerde S100A4 inhibisyonunun
daha az metastatik fenotipe yol actig: bildirilmistir (172). SI00A4’ Gin kendisinin timorojenik
olmadigi, belirli bir timorojenik zeminde metastazi arttirici potansiyeli oldugu ileri
surilmustir (21). ilk kez erken evre meme kanseri hastalarinda yapilan iki calisma ile
S100A4’ in prognostik markir olabilecegi destek bulmustur. Platt-Higgins ve ark. (172) 349
opere edilebilir evre I-11 meme kanseri hastasinda IHK yontem ile S100A4 ekpresyonunu
degerlendirmiglerdir. Malign hucrelerin S100A4 antikoru ile boyanma yayginlig: esik degeri
%1 olarak alindiginda hastalarin %56'st S100A4 (+), %44'G S100A4 (-) saptanmustir.
S100A4(+) boyanma ile hasta 6limi arasinda oldukga anlamli iligski bulunmustur (p<0,0001).
Rudland ve ark.’nin (104) calismasinda, invaziv ancak opere edilebilir evre I-11 meme kanseri
hastalarinin tumor dokularinda S100A4 ekspresyonu goz oniine alimip hastalar siniflandirilmis
ve 19 yillik izlem sonucu sagkalim analizi yapilmstir. Bu ¢alismada hastalarin %80’ i S100A4
negatif, %11'i S100A4 pozitif olarak saptanmustir. Bu iki grup arasinda sagkalim analizinde
anlamli fark elde edilmistir. Medyan sagkalim S100A4 negatif grupta >228 ay olmasina
karsin S100A4 pozitif grupta 47 ay olarak saptanmistir. Aym grubun takip eden
calismalarinda erken evre meme kanserli hastalarda S100A4’Un metastaz ve mortalitenin
guclt bir prediktort oldugu dogrulanmustir (21, 98). Lee ve ark.’nin (173) yaptig1 ¢calismada
S100A4 pozitif erken evre meme timoérli hastalarda sagkalimin S100A4 negatif tamorli
hastalara gore 10 yil daha kota oldugu bildirilmistir.

Bu verilerin aksine Pedersen ve ark. (174) S100A4 ekspresyonu ile hasta akibeti
arasinda bir korelasyon bulamamislardir. Pedersen ve ark. calismalarinda 62 meme kanserli
evre |-1V hastasinda S100A4 ekspresyonu ile histolojik grade ve Gstrojen reseptor yoklugu
arasinda anlamli korelasyon bulurken uzak metastaz ve hasta sagkalimi ile korelasyon
bulmamiglardir. Rudland ve ark.” nin (104) calismas ile ¢elisen bu sonuglarin 6rnek sayisinin
azlig, ileri evrelerdeki hastalarin da dahil edilmesi, kisa izlem siresi, 6rnek saklama ve
fiksasyon metodlarinin farkliliklarindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir (21). S100A4,
meme kanseri disindaki kanserlerde de calisilmis olup, kolorektal, safra kesesi, mesane,

Ozafagus, kicuk hicreli olmayan akciger kanseri, mide kanseri, medilloblastom, pankreatik

89



ve hepatoselller kanserlerde S100A4 protein ekspresyonundaki artis kotl prognozla iligkili
bulunmustur (99, 104, 175-177). Calismamizda ise doku S100A4 protein ekspresyonu
metastazli grup (LN (+)), metastazsiz malign grup (LN(-)) ve benign grupta anlamh fark

gostermemistir. Ayrica doku ekspresyonlar: ile serum S100A4 dizeyleri arasinda
korelasyon saptanmamustir. Ote yandan, metastazh grupta serum VEGF-A/ES ile doku
S100A4 protein ekspresyonu arasinda iyi derecede, pozitif korelasyon saptanmistir
(r=0,629; p=0.007). Bu durum, metastazhh grupta varolan anjiyogenik denge ile yine
anjiyogenik fonksiyonu oldugu dusuntlen S100A4 proteininin uyumlu oldugunu
gostermektedir. Bu bulgumuz Ambartsumian ve ark.’min (101) S100A4’'Un tUmor
progresyonunu anjiyogenezi uyararak indikledigi gorisleri dogrultusundadir.

S100A4 proteininin overekspresyonu lenf nodu metastazi gibi tumdr agresifliginin
bircok fonksiyonuyla yakin iligkili bulunmustur (170, 178). Meme, kolorektal, akciger, tiroid

kanseri gibi cesitli kanserlerde S100A4 ekspresyonunun lenf nodu metastazi ile anlamli
korelasyonu saptanmustir (104, 179-181). Merzak ve ark. (182) S100A4 ekspresyonu ile in

vitro glioma htcrelerinin invazivliginin korele oldugunu rapor etmislerdir. Ismail ve ark.’mn

(170) S100A4 protein ekspresyonunu inceledikleri calismalarinda, lenf bezi tutulumu
olmayan invaziv duktal karsinom ve invaziv lobuler karsinomlu hastalarin ekspresyon
diizeyleri benzer bulunmustur (sirasiyla %45,1 ve %48,8). Normal meme dokusunda ise
S100A4 boyanmasimn olmadigim bildirmiglerdir. Lenf nodu (+) invaziv duktal karsinom
hastalarinin S100A4 ekspresyonu primer kanser dokusunda %13,5 iken, eslenik metastatik
lenf nodunda %35,1 saptanmistir. Calismamizda S100A4 ekspresyonu metastazli grupta
%41,2; malign grupta %53,8; benign grupta %56,3 saptanmustir. Gruplarda S100A4
ekspresyonununda anlaml farkhhik yoktur. S100A4' in metastazi artirici potansiyelinin
oldugu, tumor agresfligininin birgok fonksiyonu ile iligskili bulunmas, lenf nodu
metastaz ile korelasyonu oldugunun bildirilmes nedenleri ile, SI00A4 ekspresyonunun
pozitif saptandigi benign gruptaki hastalarimizin maligniteye dontsum agisndan ve
malign grup hastalarimizin da metastaz gelisimi yonunden yakin izlenmeleri gerektigini
disinmekteyiz.

Ai ve ark.’nin (183) pankreatik kanserde IHK’sal yontem ile S100A4 ve VEGF
ekspresyonlarimi  birlikte degerlendiren calismalarinda 38/62 (%61,3) S100A4(+), 37/62
(%59,7) VEGK(+) ekspresyonu saptamuslardir. S100A4 ve VEGF ekspresyonlari korele
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bulunmustur.  Aymi  arastiricilarimin - calismalarinda  S100A4  overekspresyonu  tumaor
bUyuklagd, ileri TNM evresi ve kotl prognozla korele bulunmustur. Bu bulgular, S100A4
overekspresyonunun  hiicre  motilitesini  ve invazivligini  artrmus  olabilecegini
dusundirmektedir.  Calismamizda  doku  ekspresyonlart  hasta  gruplarinda
karsilastirnldiginda anlamlh bir farkhihk bulunmamistir. Ancak gruplar ayr1 ayri
incelendiginde sadece malign grupta her ¢ parametreninin doku ekspresyonunun
birbiri ile korele oldugu bulunmustur (Tablo 11). Bu birliktelik malign slregte
anjiyogenik dénidsumunun varhgim yansitiyor olabilir.

Mazzucchelli ve ark. (99) S100A4 boyanmasi ile lenf nodu metastazi varlig: ve c-
erbB2 pozitifligi arasinda zayif, ancak istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugunu
gostermislerdir. Buna karsin S100A4 protein ekspresyonu ile timor boyutu, histolojik grade,
menapozal durum, hormon reseptor boyanmast gibi degiskenler arasinda net bir iligki
bulunmamustir.

El-Abd ve ark. (184) 15 saglikli kontrol, 15 benign meme hastasi ve 20 meme
karsinomu hastasindan olusan U¢ grupta RT-PCR yontemi ile serumda S100A4 mRNA
varligimmn muhtemel bir non-invaziv tarama markirt olup olamayacagini arastirmislardir.
Serum S100A4 mRNA varhiginin meme kanseri hastalarinda yiksek duyarlilik (%85) ve
0zgullukte (%100) bir belirleyici oldugu saptanmistir. Az sayida lenf nodu bulunanlar ile (1-
9), cok sayida lenf nodu bulunanlar (>10) arasinda serum S100A4 mRNA pozitifligi anlaml1
farklt bulunmustur (p=0.05). Aynm zamanda yiksek serum S100A4 mRNA ekspresyonu olan
hastalarin dusiik olanlara gore 6 kat daha k6t prognoza sahip oldugu gorulmastar (184). Yine
bu ¢alismada saglikl1 bireylerde S100A4 ekspresyonu saptanmamistir. Benign lezyonlu grupta
saptanma oranm %13,3 iken meme karsinomal1 grupta %85 bulunmustur. EI-Abd ve ark. (184)
rastgele secilen 9 meme tumoérli hastaya ait kanserli doku drneklerinde S100A4 mRNA
ekspresyonunu arastirmislar ve serum S100A4 mRNA dizeyleri ile karsilastirip uyumlu
oldugunu gorerek serum S100A4 mRNA duzeylerinin hiperplastik aktivitenin gozleminde
velveya yeni non-invaziv bir yaklasim olarak kanser taramasinda kullanilabilecegini
bildirmiglerdir. Calismamizda o©nceden belirtildigi gibi, S100A4 proteininin doku
ekspresyonlar1 ve ELISA ile cahsilan serum dilzeyleri arasnda korelasyon
saptanmamustir. Meme tumadrinde S100A4 proteininin timor htcreleri yant sira, makrofay,
fibroblast, aktive lenfositlerden de salinabildigi ve timor mikrogevresinde bulundugu
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gogerilmistir (185). Spesifik ELISA yontemi ile yapilan bu calismada timor interstisyel
sivisinda S100A4 ekspresyonunun eslenik doku normal interstisyel sivisina gore oldukca
yiksek oldugu bulunmustur (p<0,0008). S1I00A4 protein ekspresyonunun kontrol bireylerinde
yoklugu nedeniyle hastalikli ve saglikliyr ayirmada 6zel bir roltintn oldugu ileri strdlmustir
(185). Literatur tarandiginda insanda serum S100A4 duzeylerinin ELISA yontemi ile
cahsildigr bir arastirmaya rastlamlmamistir. Calismamizda serumda Olgllen S100A4
dizeyleri metastazh grup (LN (+)), metastazaz malign grup (LN(-)) ve benign grupta
anlamh fark gostermemistir. Serum S100A4 duzeyleri ve doku ekspresyonlari ile,
degerlendirilen  klinikohistopatolojik  parametreler arasnda da korelasyon

bulunmamustir.

Immunohistokimyasal calismalarda immunoreaktivitenin degerlendirilmesinde farkl:
kriterler kullamlmustir. Ai ve ark.’min (183) calismasinda bizim ¢alismamiza benzer sekilde
S100A4 icin boyanma yayginhigr (0:<%5; 1:%5-25; 2:%26-50; 3:%51-75; 4:>%76) ve
yogunlugu (1:hafif; 2:orta; 3:gucli boyanma) degerlendirilmistir. Bu iki skorun carpimi =2
ise pozitif kabul edilmistir. Bir baska calismada S100A4’Gn boyanma yayginligi >%5 ise
pozitif kabul edilirken, digerinde esik deger %1 olarak alinmistir (104, 170). VEGF boyanma
yayginligi bir calismada >%10 pozitif degerlendirilirken, Fuckar ve ark.’nin (130)
calismalarinda VEGF pozitifligi 0, <%25, %25-75, >%75 ve %25 atinda ve ustunde pozitif
hiicreler olmak Uzere iki kategorizasyon yapilmistir. Cahsmamizda VEGF, ES, S100A4

proteinleri igin tek bir degerlendirme kriteri kullamlmstir (bakimz sayfa 49).
Calismanin Kisithhklar: ve Oneriler;

Cahismaya dahil edilen hasta sayisa toplamda vyeterli olsa da olgularin
dagihmindaki heterojenite ve bazi hastalarda histopatolojik verilerin elde edilememis
olmasmin sonuglarimizi etkilemis olabilecegini dustinmekteyiz. Anjiyogenezle iliskili
IHK’'sal cahismalarda rapor edilen celiskili sonuglarin, degerlendirme kriterlerinin
standardize edilememis olmasndan ve degerlendirmedeki  subjektiviteden
kaynaklanabilecegini dusiinmekteyiz. Bu nedenle doku ekspresyonlari ile serum
dizeyleri arasnda iliski bulamamis olabiliriz. Bu konuda standardizasyona ihtiyag
duyulmaktadir. Skor belirlenmesinde konsensus saglamip yapilacak ¢alismalarin buna
gore degerlendirilmes daha uygun olabilir. Bu alanda daha genis ve homojen hasta
gruplarinda standart ve uygun metodoloji ile yapilacak multidisipliner, ileriye yonelik
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cahismalara ihtiyag vardir. Cahismanmin kisithhklarindan biri de dahil edilen meme
kanseri hastalarinmin timoér boyutunun kiicik olmas ve tim evrelerde aym sayida hasta
bulunmamasidir. Aksiller metaztazh grupta farkh buldugumuz parametrelerin tamsal
amagch kullamlmas igin genis hasta gruplarinda esik degerlerinin belirlenerek tamsal
duyarhhk ve Ozgullik cahsmalarimin yapilmasina ihtiyag vardir. Ayrica metastazi
olmayan malign grupta yuksek serum VEGF-A/ES ye sahip hastalarin metastaz gelisimi
agiandan izlendigi, bu oramin tedaviye cevaptaki Onemininin degerlendirildigi
(prognoza yonelik) calismalar yapilmas uygun olacaktir.

Sonug olarak,

Bu calismada memede benign ve malign kitle tespit edilen kadinlar patolojik
tamlarina gore U¢ gruba ayrilarak dokuda VEGF-A, ES, S100A4 ekspresyonlar: ve
serum duzeyleri saptandi. Aym zamanda bu parametrelerin gesitli klinikohistopatolojik
degiskenlerle iliskis arastirildi. VEGF-A, ES ve S100A4’ iin doku ekspresyonlarinda ve
ES ve S100A4' Gn serum dizeylerinde gruplar arasnda anlamh farkhhk saptanmad.
Buna ek olarak, bu parametrelerin doku ekspresyonlar: ile serum diizeyleri arasinda
korelasyon bulunmadi. Bildigimiz kadari ile serumda EL I SA yontemi ileinsandailk kez
bu arastirmada cahsilan S100A4'Un metastazn 6ngormede bir deger tasimadigi
sonucuna varildi. Serum VEGF-A ve VEGF/ES nin metastazli grupta benign gruba
gore yiksek bulunmas, ayrica ge¢ evre hastalarda artisi, serum VEGF/ESnin
metastazli grupta, malign gruptan yiuksek saptanmas, VEGF-A'nmin metastatik siiregte
rol aldigim ve ¢zellikle serum VEGF-A/ES nin memede kitle tespit edilen hastalar igin
metastazli, malign ve benign ayirimim yapmada kullanilabilecegini distindirmektedir.
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6.2. EKLER EK 1
Ucg gruptaki IHK’sal yontem boyanma yogunluk ve yayginlik sonugclari
METASTAZLI GRUP (Aksiller metastaz yapmig)
S100A4 S100A4 VEGF-A VEGF-A ES ES
yogunluk yayginhk yogunluk yayginhk | yogunluk | yayginhk
1 |ve¢ 1 1 1 3 2 3
2 | Us 0 0 2 1 2 4
3 | DO 2 4 1 2 0 0
4 | HY 3 1 1 1 0 0
5 |GG 2 1 1 3 0 0
6 | SK 0 0 1 1 0 0
7 | z¢ 3 3 2 2 1 1
8 |Fm 0 0 2 2 0 0
9 | HH 0 0 2 1 2 1
10 | My - - - - - -
11 | sG 0 0 1 1 0 [}
12 | sk 2 1 2 2 3 2
13 | MU 1 1 1 1 0 0
14 | zG 0 0 2 2 2 1
15 | BT 0 0 1 1 0 [}
16 | GG 0 0 1 3 1 1
17 | RE 3 1 2 1 1 2
18 | iD 1 2 2 4 1 1
MALIGN GRUP (Aksiller metastaz yapmanus)
S100A4 S100A4 VEGF-A VEGF-A ES ES
yogunluk yayginhk yogunluk yayginhk | yogunluk | yayginhk
19 | NG 2 3 1 2 1 2
20 | GT 1 1 1 1 1 3
21 | FK 1 1 1 2 1 1
22 [ MD 1 1 0 [} 0 0
23 [ NU 1 1 1 4 2 1
24 | TE 2 1 1 4 1 2
25 | MY 0 0 0 0 1 1
26 | AT 1 1 0 [} 0 0
27 | sB 2 4 2 2 1 1
28 | TK 2 2 1 2 1 1
29 | RK 2 1 1 3 3 2
30 | BT 2 4 2 3 1 2
31 | €O 1 1 1 2 1 3
32 | NU 0 0 1 2 0 0
33 [ TB 1 1 1 3 0 [}
34 | cs 0 0 2 1 0 0
35 | GG 3 3 1 2 1 1
36 | EE 3 1 1 1 0 0
37 | MH 0 0 1 4 0 [}
38 | SNO 1 1 1 2 1 1
39 [ HA 0 0 1 1 1 1
40 | EB 2 4 1 3 1 3
41 [ NS 1 2 1 3 2 3
42 | FB 3 1 1 3 1 1
43 [ so 2 1 1 4 2 2
44 | sA 1 1 1 3 1 2
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EK 2

S100A4, VEGF-A, ESELISA Sonuglar:

METASTAZLI GRUP (Aksiller metastaz yapmmis)

S100A4 (ng/mL) VEGF-A(pg/mL) ES(ng/mL)
1 YC 188,1 430,0 82,1
2 Us 33,2 130,4 64,9
3 DO 37,0 633,3 58,9
4 HY 6,2 335,8 52,4
5 GG 27,1 428,3 39,8
6 SK 52,4 232,5 55,8
7 Z¢ 42 353,8 56,0
8 FM 2,3 55,4 78,7
9 HH 11,9 291,7 78,5
10 MY 4,1 326,7 78,7
11 SG 9,2 243,3 129,2
12 SK 3,4 225,0 78,9
13 [Y1i] 9,3 343,4 51,9
14 ZG 3,8 523,3 90,3
15 BT 4,9 351,3 72,9
16 GG 3,0 344,2 111,1
17 RE 18,8 306,7 66,4
18 iD 8,37 319,2 64,9
MALIGN GRUP (Aksiller metastaz yapmanus)
S100A4 (ng/mL) VEGF-A(pg/mL) ES(ng/mL)
19 NG 3,26 142,1 95,4
20 GT 3,26 410,0 72,4
21 FK 7,5 44,2 102,6
22 MD 58,7 495,0 78,7
23 NU 7,26 59,2 61,3
24 TE 18,8 644,2 83,5
25 MY 3,06 1017,5 76,5
26 AT 13,64 130,8 112,3
27 SB 11,84 90,0 87,9
28 TK 6,2 165,8 72,4
29 RK 13,4 181,7 99,0
30 BT 7,06 480,0 69,5
31 co 7,8 365,8 92,0
32 NO 12,3 503,3 102,8
33 TB 4,69 42,5 179,9
34 cs 43,7 378,3 55,8
35 GG 6,58 165,0 62,0
36 EE 8,9 108,4 120,2
37 MH 2,0 208,3 60,4
38 SNO 7,5 308,3 71,7
39 HA 4,84 432,5 127,5
40 EB 18,48 160,8 65,7
a1 NS 17,28 208,3 116,1
42 FB 5,29 299,2 71,0
43 so 1,62 307,5 110,6
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a4 SA 5,95 161,7 65,7
45 NB 9,05 36,7 68,8
46 SA 23,47 82,9 81,1
a7 HK 42,4 237,1 94,2
48 FO 37,6 336,7 63,3
49 N K 7,22 347,5 93,7
50 HM 16,28 364,2 68,8
51 AT 14,8 153,3 239,5
52 MiA 1,85 190,8 51,7
53 NT 0,24 663,3 70,7
54 Di 13,2 480,0 66,6
55 SP 46,4 697,5 135,4
56 NE 17,48 67,1 116,4
57 MA 2,72 29,6 46,4
BENIGN GRUP
S100A4 (ng/mL) VEGF-A(pg/mL) ES(ng/mL)
58 FU 30,7 252,5 82,1
59 BS 20,7 379,2 55,0
60 iD 24,1 65,8 77,5
61 UE 25,0 151,7 39,6
62 NA 3,5 139,2 118,3
63 AK 24,1 14,0 80,4
64 oy 7,1 40,0 59,9
65 AS 12,5 108,3 129,4
66 AA 13.0 294,2 79,4
67 SK 106,8 2133 76,3
68 PA 45,2 255,0 52,6
69 NA 4,6 216,7 139,5
70 VA 15,77 175,0 45,4
71 GBA 58,4 67,9 56,5
72 NU 13,7 0,0 205,0
73 NS 5,3 475,8 51,7
74 NM 6,1 319,2 78,7
75 ME 10,72 475,0 147,5
76 ND 3,4 230,0 54,8
77 MT 25,48 176,7 101,2
78 EM 2,31 27,1 64,2
79 SG 5,8 125,4 97,8
80 OK 10 150,8 81,1
81 NE 27,6 83,8 62,8
82 ZB 2,65 352,5 47,1
83 AG 15,16 113,3 50,0
84 FA 6,46 426,7 49,0
85 ME 3,83 302,5 79,4
86 FS 14,2 190,4 68,1
87 GU 7,8 542,9 100,4
88 RA 11,5 196,7 56,3
89 SK 7,77 292,5 72,4
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EK 3

BiLGILENDIRILMiS ONAM FORMU

Amacimiz, arastirmaya alinacak, memede kitle tespit edilen 90 hastada tan icin alinan biyopsi
materyallerinde arastiracagimiz belirtecler ile kandaki belirteclerin iliskisini saptamak ve hastaligin
seyrini 6ngérmede bu serum gostergelerinin yararli olup olamayacagim belirlemektir. Bu nedenle
rahatsizligimz nedeniyle sizin memenizden alinan ve incelenmek Uzere patolojiye gonderilen doku
orneginizin tam ve tedavisinin planlanmasinda yapilacak standart tim incelemeler yamsira bu
hastaligin tedavisini ve izlenmesine katki saglayabilecegini disindigimiz diger incelemelerin
yapilmasi ve ayrica ameliyat oncesi rutin kan testleriniz igin alinacak kamin bir bélumani (1 ttp; 8 ml)
bu arastirmaya yardimci olmak tizere kullanabilmemiz i¢in musaadenizi istiyoruz. Bu ¢alismaicin kan
ve doku ornegi bir kez alinacaktir. Kan alinirken olusabilecek hemotoma (cilt alti kanamaya bagli
sislik) kars1 alkolli pamukla basi yapilacaktir. Biyopsi sonrasi olusabilecek kesi veya enfeksiyon
kontrol edilerek tedavisi verilecektir.

Bu calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger
islemlerin masraflar1 size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hicbir kurum veya
kurulusa 6detilmeyecektir. Gonulll bu calismaya katilmay: red eime ya da arastirma basladiktan sonra
devam ememe hakkina sahiptir. Bu calismaya katilmamz veya bagladiktan sonra herhangi bir
safhasinda ayrilmamz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir. Arastirmact da gonulliniin
kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dis1 birakabilir. Bu calismada yer aldigimz siire igerisinde
kayitlarimzin yam sira iliskili saglik kayitlarimz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte
kayitlarimz kurumun yerd etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligina agik olacaktir. Hassas
olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalmzca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma
verileri herhangi bir yayin ve raporda kullamlirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler
izlenerek size ulasilamayacaktir.

Y ukarida gonilltye arastirmadan once verilmes gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana yazih ve sozli agiklamalar yapilch. Bu kosullarla stz konusu klinik arastirmaya kendi
rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayr kabul ediyorum.

Hastanin;
Adr:
Soyad:
Tarih:
Td: imza:

Olur Alma islemine Basindan Sonuna K adar Tamkhik Eden Kurulus Gorevlisinin:
Adr:
Soyadr:
Tarih: imza:
Arastirma Yapan Arastir macinin
Adr:Yilmaz
Soyadi: OZALP
Tarih:
Tel: 0505 748 43 03, 0 232 412 2559 imza;
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BiYOKIMYA ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA

Fakiilremiz Klinik ve Laboratuvar Arastwemalar Etk Kurule Bagkanliinm 28 Mart 2008 tarih
ve (24 sayih yamlanyla Dekanlifumiza iletilen; 112/2008 Prowokol numaralh Biyokimya Anabilim
Dalr Ogretim Uyelerinden Prof.Dr.Banu ONVURALn proje  ydneticisi ve  Arag.Gor.Ydmaz
OZALF in sorumlusu oldugu, “Memede bening ve malign kitle tespit edilen kadmlarda doku ve
serum S100A4, VEGF-A ve endostatin protein diizeyleri arasindaki iligki” isimli proje ile ilgili
Klinik ve Laboratuvar Arastirmalan Etik Kurafu Karar! ve sonug ek'te sunulmustur,

Bilgilerinizi ve ilgilive iletitmesi hususunda Ig,arugini ricy ederim. ¢ L.v’\

Prof.Dr. Hakan ABACIOGLU
Dekan

Ek: Etik Kurul Karar
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DOKUZ EYLEL UNIVERSITESE T1P FAKULTESI
KLINIK VE LABORATUVAR ARASTIRMALARI ETIK KURULU

Tarih ve Say1: 28.03.2008/ 124

ik Kurul Uveleri

wof.Dr. Taner CAMSAR]
\rof.Dr. Tune ALKIN
wof.Dr.Mustafa SECIL

wof. Dr.Ayea Arzit SAYINER
Yog.Dr.M.Hakan QZDEMIR
Yog.Dr. Vesile OZTURK
»oe.Dr.Murat DUMAN

dog. Dr.Gillven ASLAN

rard. Dog. Dr.Murat ORMEN
ygr.Gor.Uzm.Dr.Ahmet Can BILGIN
funus KARSLI

itik Koru! Baskanm

rrof.Dr. Taner CAMEARI

ilik Karul Sekreteri
{atice IGCI

pOKUZ EYLUL UNIVERSITES] T1P FAKULTES! DEKANLIGINA,

Etik Kurulumuozun 27 Mar 2008 tarih ve 20/07/2008 no.lu topiantisinda; 112/200
Pratokal numerail Biyokimya  Anubilim Dal Ogretim Uyelerindan Prof. Dr.Bar
ONVURAL"in gl je yiineticisi ve Aras.GirYilmaz OZALP'in sorumlusu oldug
“Memede bening ve malign kitle tespit edilen kadiniarda doku ve serum S100A
VEGE-A ve endostatin profein dilzeyleri arasindaki iliski™ isiml projed
Bilgilendirilmis Onam Formunda (BOF} l-c, 4. ve S-a miaddelerin gereklerin
yerine getirilmesinden sonra projenin uygulanmasinda etik agidan sakinca yoktur.

Aol

Prof. Dr.Tunc ALKIN
Klinik ve Laboratuvar Arastirmalan

Lk Kij___rul Ragkan Yed.

| Kattlenlarin oy bicligi ile karar verilmistir,
|

Bilgilerinizi ve gerefiini arz ederin,

MOT: Projede vapilan dilzeltmelerin metia icinde bold karaktzr kollaiarak yapilmas)
projenin inceleamesi agisindan saghikh alacakur.

an
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