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IX. OZET

INVAZIV MEME KARSINOMLARINDA FUT4 VE CXCR4
PROTEINLERININ PROGNOSTIK PARAMETRELERLE iLISKiSi

Amag¢: Bu calismada epitelyal-mezensimal doniistimde etkili rol oynayan
proteinlerden olan FUT4 ve CXCR4’tin klinikopatolojik parametreler ile birlikte
immiinohistokimyasal olarak ekspresyonlarinin ve FUT4 proteinin RT-PCR
yontemiyle mRNA seviyelerinin normal meme dokusu ve invaziv meme kanserli
dokularda degerlendirilmesi amagladi.

Materyal ve Metod: Bu calismaya Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’nda 2010-2020 yillar1 arasinda invaziv duktal karsinom tanisi
almis 30 olgu ve rediiksiyon mammoplasti ameliyati olmus 20 kontrol olgu dahil
edilmistir. Hastane veri tabani sistemi tizerinden demografik bilgiler ve patoloji
raporlar1 tarandi. Raporlarda bulunan grade, invazyon derecesi, lenf nodu metastazi
gibi bilgiler histopatolojik olarak dogrulandi. Biyopsilere ait kesitler tekrardan
degerlendirilerek hematoksilen-eozin boyamasi ile histopatolojik incelemeler yapildi.
FUT4 geninin ifadesi RT-PCR analizi ile yapildi ve CXCR4 ve FUT4 ekspresyonlart
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: Hastalarin yas ortalamasi 48,2348,80 (min:32,00-max:66,00) y1l idi.
Hastalarin 16’sinda (%53,3) lenfovaskiiler invazyon, 15’inde (%50) lenf nodu
metastazi saptandi. CXCR4 medyan degerleri hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001). pNO grubundaki vakalarin CXCR4 medyan
degerleri pN1a-N3a grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,001). Hasta
ve kontrol gruplari arasinda FUT4 skor oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark saptandi (p<0,001) Hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml 2,14 katlik bir FUT4 gen ekspresyon artis1 saptandi (p=0,004).

Sonu¢: CXCR4 ekspresyonunun lenf nodu metastazi ile korele oldugu ve meme
tiimorii olgularinda FUT4’lin gen ifadesinde artis oldugu bulundu. Calismamiz,
FUT4’iin meme kanseri hiicrelerinde yeni bir epitelyal-mezenkimal doniisiim
diizenleyicisi ve kanser tedavisi i¢in umut verici bir hedef olma olasiligini
desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme karsinomu, metastaz, prognoz, kemokin



X. ABSTRACT

THE RELATIONSHIP OF FUT4 AND CXCR4 PROTEINS WITH
PROGNOSTIC PARAMETERS IN INVASIVE BREAST CARCINOMAS

Aims: The aim of this study was to evaluate the immunohistochemical
expression of FUT4 and CXCR4, which are proteins that play an effective role in
epithelial-mesenchymal transformation, together with clinicopathological parameters
and FUT4 protein mRNA levels in normal breast tissue and invasive breast cancer
tissues by RT-PCR method.

Materials and Methods: In this study, 30 cases diagnosed with invasive ductal
carcinoma and 20 control cases who underwent reduction mammoplasty in Hatay
Mustafa Kemal University, Department of Medical Pathology between 2010-2020
were included. Demographic information and pathology reports were scanned through
the hospital database system. Information such as grade, degree of invasion, lymph
node metastasis in the reports were confirmed histopathologically. The sections of the
biopsies were reevaluated and histopathological examinations were performed with
hematoxylin-eosin staining. Expressions of FUT4 gene was performed by RT-PCR
analysis and FUT4 and CXCR4 expressions were evaluated immunohistochemically.

Results: The mean age of the patients was 48,23+8,80 (min:32,00-max:66,00)
years. Lymphovascular invasion was detected in 16 (53.3%) patients. Lymph node
metastasis was found in 15 (50%) patients. CXCR4 median values were found to be
significantly higher in the patient group compared to the control group (p<0,001). The
median CXCR4 values of the cases in the pNO group were found to be significantly
lower compared to the pN1a-N3a group (p<0,001). A statistically significant
difference was found between the patient and control groups in terms of FUT4 score
rates (p<0,001). A statistically significant 2,14 fold increase in FUT4 gene expression
was detected in the patient group compared to the control group (p=0,004).

Conclusion: CXCR4 expression correlates with lymph node metastasis found.
It was found that there was an increase in the gene expression of FUT4 in breast tumor
cases. Our study supports the possibility that FUT4 is a novel regulator of epithelial
mesenchymal transformation in breast cancer cells and a promising target for cancer
therapy.

Key words: Breast carcinoma, metastasis, prognosis, chemokine
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1. GIRIS VE AMAC

Kadinlarda goriilme siklig1 en yiiksek olan, kanserin neden oldugu 6liimlerde ise

akciger kanserinden sonra ikinci sirada gelen kanser meme kanseridir (1).

Tiimor histopatolojisine bakildiginda; meme karsinom subtiplerinde molekiiler
bir heterojenite oldugu izlenmektedir. Epitelyal-mezensimal doniisiim epitel hiicre
ozelliklerinin yerini mezenkimal hiicre 6zelliklerinin almasi olarak tanimlanir. Bu
doniisiim tiimore bazi1 6zellikler kazandirir. Bu 6zelliklerden en Onemlisi metastaz

kapasitesidir (2-4).

Tiim6r mikrogevresindeki hiicreler kemokin C-X-C motif kemokin 12’yi
(CXCLI12) eksprese eder. CXCL12'in reseptorii C-X-C kemokin reseptor tip 4’tiir
(CXCR4). CXCL12-CXCR4 yolag, tiimor hiicrelerinin hangi organa invaze olacagini
gosterir.  Meme kanserine sahip hastalarda, CXCR4’tin artmis ekspresyonu
gosterilmistir. Ozellikle artmis CXCR4 ekspresyonu, lenf nodu metastazi olan

hastalarda izlenmistir (3).

FUT4 glikozilasyonda gorev alir. Artmis fukosiltransfereraz IV (FUT4) bir¢ok
kanser tiirtinde goriiliir ve FUT4 ekspresyonunu spesifik sinyal yolu ile manipiile

etmek hiicre biiyiimesini inhibe eder ve apoptozu indiikler (5).

Bir¢ok tedaviye ragmen meme karsinomlar1 kansere bagl 6liimlerde ilk siray1
yer almaktadir. Tiimor epitelyal-mezenkimal doniisiim mekanizmasinin anlagilmasi
yeni tedavilerin Oniinii agacaktir. Bu calisma ile epitelyal-mezensimal doniisiimde
etkili rol oynayan proteinlerden olan FUT4 ve CXCR4’iin klinikopatolojik
parametreler ile birlikte immiinohistokimyasal olarak ekspresyonlarmin ve FUT4
proteinin RT-PCR yontemiyle mMRNA seviyelerinin normal meme dokusu ve invaziv

meme kanseri tanili dokularda degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme

2.1.1. Embriyoloji

Meme dokusunun embriyonik gelisimi 5-6. haftada ektodermal elemanlardan siit
cizgisinin gelisimi ile baslar. Epitelyal yapilar 10-12. haftada belirip; gelisimlerini

doguma dek siirdiiriir. Meme dokusu modifiye ter bezidir (4,6).

Embriyolojik olarak 12. haftada areola ve meme basi gelisimini tamamlar. 16.
haftada ise montgomery bezleri olarak bilinen sebase ve apokrin glandlar1 igeren

kompleks gelisimini tamamlar. 32. haftada areolada renk olusumu goézlenir (6).

Meme glandlarinin embriyolojik gelisiminde steroid insiilin like faktor basta

olmak tizere birgok hormonun etkisi vardir (7).

2.1.2. Anatomi

Meme dokusu 2. interkostal araliktan baslayip 6. interkostal bosluga kadar
uzanim gostermekte olup gogiis 6n duvarinda yer almaktadir. Meme aslinda bir gesit

apokrin bir glanddir (8).

Meme, asinus, lobiil ve loblardan meydana gelmektedir. Asiniisler lobiilleri,
lobiiller de lob yapilarini olusturmaktadir. Asiniisler terminal duktus adi verilen
yapilara lobiilleri olusturduktan sonra agilirlar Memenin islevselligini olusturan
kismini lobiil ve lobiiliin u¢ kismindaki ekstraterminal duktusundan olusan terminal

duktolobiiler iinite (TDLU) olusturmaktadir (9).



Bu islevselligi saglayan {iinitede terminal duktuslar, subsegmental duktusu
subsegmental duktuslar da laktifer kanal yapilarint meydana getirir. En son olusan
laktifer duktus meme basina agilmadan 6nce genisler. Bu genisleme alanina siniis ad1
verilir ve burdan disar agilir. Meme bas1 anatomik olarak 4. interkostal boslukta yer
almaktadir. Meme’nin lenfatik dolagimin biiyiik kismi aksiller nodlara ¢ok kiigiik bir
kism1 internal Mammarian nodlara ger¢eklesmektedir. Aksiller lenfatik dolasim 3
seviye seklindedir.

1. seviyede anatomik olarak pektoralis mindr kasinin dis kisminda yer alan aksiller
nodlar bulunmaktadir.

2. seviyede pektoralis minér kisminin posteriorunda yer alan santral ve interpektoral
kisim, 3.seviyede ise pektoralis mindr kasinin i¢ kisminda yer alan subklavikiiler grup

yer almaktadir.

Intralobiler termnal
duktus

Pektorals
maSr kas

Toplayser duktus

Laktifersz sints

Segmental
duktus

Sekil 1. Memenin fonksiyonel tinitesi (9).

Memenin arteriyel dolasimi Internal mammaryan (torasik arter) arter;

subklavyan arterden kdken almaktadir. Memenin i¢ tarafindaki ve subareolar kisminin



dolasimini saglamaktadir. Lateral torasik arter pektoralis major, serratus anterior kasin

beslenmesi ve meme iist dis bolgenin dolagimini saglar.

Memenin venleri arterlere paralel olacak sekilde yer almaktadir. Meme ven
lerinin dagilimi anastomozlart meme karsinomlarinda tiimoriin metastaz yapacagi

organi belirlemesi agisindan ¢ok 6nemlidir (10).

2.1.3. Histoloji

Eriskin kadin memesi yasa ve kisiye gore degiskenlik gosteren fibroz ve yag

dokudan olusan stroma igerisinde duktolobiiler sistemden olusur.

Duktuslarin ve lobiillerin epitelini iki tip hiicre olusturmaktadir. I¢ tabaka
liiminal tabaka dis tabaka miyoepitelyal tabakadir. Miyoepitelyal tabakanin varlig
benign lezyonlart malign lezyonlardan ayriminda 6nemlidir (11). Bu iki hiicreden
basal membran boyunca uzanim gosteren myoepitelyal hiicreler kasilarak siit
ejeksiyonunda gorev almaktadir. Diger bir hiicre tipi luminal hiicrelerdir. Bu hiicreler
myoepitel hiicrelerin iist kisminda yer alan kiiboidal ve kolumnar sekilli hiicrelerdir
(4). Memenin basal membran hiicreleri Laminin, Tip IV kollogen ve retikulin boyalari
ile boyanma gostermektedir. Memenin luminal kisminda yer alan epitel hiicreleri
diisiik molekiil agirlikli sitokeratinlerle ile (Sitokeratinl4 (CK14), Sitokeratin5/6
(CK5/6) ve yiiksek molekiil agirlikli sitokeratin (HMWCK)) boyanma izlenebilir
(12).

Ayrica bu hiicrelerde, E-cadherin laktoaloumin, mammaglobin, milk flat
globune membrane antigen ile de ekspresyon izlenebilmektedir. GCDFP (gross cystic
disease fluid protein) ile Ozellikle apokrin metaplazinin goriildiigii alanlarda

ekspresyon goriiliir (13). Bu hiicreler ER, PR ile genelde pozitif boyanirlar (14).

Miyoepiteliyal hiicreler diiz kas aktini (SMA), diiz kas myosini (SMM),
calponin, caldesmon, p63, CD10, P-cadherin ve S100 gibi miyoepiteliyal belirtegler
ile boyanirlar. Bu hiicrelerde ER, PR ve AR ile ekspresyon genellikle goriilmez (15).



2.1.4. Etiyoloji

Meme kanserinin etyopatogenezi multifaktoriyeldir. Meme kanserinin risk

faktorleri degistirilebilir ve degistirilemez olmak tizere 2 alt grupta incelenir (16).

Tablo 1. Meme kanseri etyopatogenezinde etkili faktorler (16).

MEME KANSERI RiSK FAKTORLERI

o fleri Yas
o Irk
e Cinsiyet

e Endometrial atipi Hiperplazi tanisi

e BRCA-1 BRCA 2 gen mutasyonlari

e 40 yas o6ncesinde tan1 almis invaziv meme karsinomu tanisi
e Birinci derece akrabasinda meme kanseri dykiisii

e Radyasyon dykiisii

e Uzun siire 6strojene maruz kalma

e  Oral kontraseptif kullanimi

2.1.5. Meme Tumorlerinin Siniflandirilmasi

Histomorfoloji ve prognoz temel alinarak hazirlanan bugiin raporlamada
kullanilan 2019 yilinda yayinlanan Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tiimér siniflamasidir.
Diinya Saglik Orgiitii‘niin 2019 yili meme karsinomlar1 histolojik siniflandirmasi

Tablo 2°de yer almaktadir (17).



Tablo 2. invaziv meme karsinomlarinmn histolojik simiflamasi (2019 DSO Meme Tiimérleri

Siniflamasi).

Benign Epitelyal Proliferasyonlar ve Oncii

Lezyonlar

e Olagan duktal hiperplazi

e Kolumnar hiicre lezyonlari, flat
epitelyal atipi dahil

e Atipik duktal hiperplazi

Adenozis ve Benign Sklerozan Lezyonlar

e Sklerozan adenozis

e  Apokrin adenoma

e Mikroglandiiler adenozis

o Radial skar/kompleks sklerozan
lezyon

Adenomlar

e Tubuler adenom NOS
e Laktasyon adenomu
¢ Duktal adenom NOS

Epitelyal-Miyoepitelyal Tiimorler

Pleomorfik adenom
Adenomyoepitelyoma NOS

e  Karsinom igeren
adenomyoepitelyoma
Epitelyal-Miyoepitelyal karsinom

Papiller Neoplaziler

e Intraduktal papillom

e Duktal Karsinoma In Situ,
papiller

e Enkapsiile papiller karsinom

e Invazyon gosteren enkapsiile
papiller karsinom

e Solid papiller karsinoma in situ

e Invazyon gosteren solid papiller

karsinoma

Invazyon gosteren intraduktal

papiller adenokarsinom

Non-invaziv Lobiiler Neoplazi

e Atipik lobiiler hiperplazi
e Lobiiler karsinoma in situ
-Klasik lobiiler karsinoma in situ
-Florid lobiiler karsinoma in situ
-Pleomorfik lobiiler karsinoma in
situ
Duktal Karsinoma in Situ (DKIS)

Infiltrasyon — gdstermeyen  intraduktal

karsinom NOS

e DKIS, diisiik niikleer dereceli
e DKIS, orta niikleer dereceli
e DKIS, yiiksek niikleer dereceli

Invaziv Meme Karsinomlari

Infiltratif duktal karsinom NOS
Onkositik karsinom

Lipidden zengin karsinom
Glikojenden zengin karsinom
Sebase karsinom

Lobiiler karsinom NOS

Tubuler karsinom

Kribriform karsinom NOS

e  Miisin6z adenokarsinom
Miisinoz kistadenokarsinom NOS

Apokrin adenokarsinom
Metaplastik karsinom NOS

Nadir ve Tiikriik Bezi Tipinde Tiimorler

Memenin invaziv mikropapiller karsinomu




e Asiner hiicreli karsinom
e Adenoid Kistik karsinom
-Klasik adenoid kistik karsinom
-Solid-bazaloid adenoid kistik karsinom
-Yiiksek dereceli transformasyon igeren adenoid kistik karsinom
e Sekretuar karsinom
o Mukoepidermoid karsinom
e  Polimorfik adenokarsinom
e Ters polarite gosteren uzun hiicreli karsinom

Noroendokrin Neoplaziler

e Noroendokrin timoér NOS
Noroendokrin tiimor, derece 1
Noroendokrin tiimor, derece 2
Noroendokrin karsinom NOS
Noroendokrin karsinom, kii¢iik hiicreli
Noroendokrin karsinom, biiyiik hiicreli

Histolojik derecelendirme meme karsinomlari i¢in en Onemli prognostik
parametrelerden biridir (18). Gradelemede tubul ve gland formasyonu, niikleer
pleomorfizm ve mitotik indeks kullanilmaktadir (19) (Tablo 3). Bu skorlama

sisteminde 3-5 puan grade 1, 6-7 puan grade 2, 8-9 puan grade 3 kabul edilir.

Tablo 3. Meme tiimérlerinde histolojik derecelendirme (Modifiye Bloom Richerdson).

Ozellik Skor

Tubul ve gland formasyonu

>0075 1
%10-75 2
<%10 3

Niikleer pleomorfizm

Kiiciik uniform hiicreler 1
Niikleer biiytikliik ve varyasyonda orta derecede artis 2
Belirgin varyasyon 3

Mitotik indeks

Mikroskopik alan genisligine bagli olarak hesaplanir. 1-3




2.1.6. Prognostik ve Prediktif Faktorler

Meme tiimdrlerinde yas, tiimoriin histolojik derecesi, evre, cerrahi sinirlarda
tiimoriin olup olmadigi varsa cerrahi sinira uzakligi, lenfovaskiiler invazyon, tiimoriin
hormonal profili, ki67 proliferasyon indeksi, tiimorii infiltre eden lenfositler
klinikopatolojik  prognostik  faktorlerdir. Bu  faktorlerin  onemi  tedaviyi

yonlendirmelerinden kaynaklanmaktadir (17).

ER, PR ekspresyonu meme karsinomu hastalarinda endokrin tedaviyi belirlemek
i¢in kullanilmaktadir. ER ve PR ile timor hiicrelerinin %1 oraninda ve daha fazla
timor hiicresinde niikleer olarak pozitif boyanma izlenmesi halinde ER pozitif olarak

rapora yazilmasi onerilmektedir.

ER, PR boyanmasi tiimdr hiicresinin %1 oraninin altinda olan boyanma negatif
olarak raporlanmasi Onerilmektedir ve bu hastalarin hormonal tedaviden yarar
gormedigi kanitlanmistir. Gii¢lii ER, PR ekspresyonu olan hastalar daha iyi prognoza
sahiptir (20).

HER?2 asir1 ekspresyonu kotii prognozla iliskilidir. Her 2 immiinohistokimyasal
degerlendirmesinin su sekilde yapilmasi 6nerilmektedir. Eger hiicrelerin %10’undan
az bir oranda boyanma varsa ya da membrandz boyanma izlenmiyorsa skor O,
hiicrelerin %10’undan fazla oraninda membrandz boyanma mevcutsa ancak boyanma
hiicreyi tamamiyla sarmalamiyorsa skor 1 olarak simiflanir. Tiimor hiicrelerinin
%10‘nundan fazlasinda membran6z boyanma izlenecek ancak boyanma siddeti zayif
bir sekilde izlenmesi durumunda skor 2 olarak siniflandirilirken, tiimor hiicrelerinin
%10’undan fazlasinda membrani1 tamamiyla saran ve gii¢lii boyanma izlenen durumda

skor 3 olarak kabul edilir (21).

Ki 67 proliferasyon indeksi prognozu dngérmede, tedaviye yanit1 ve molekiiler
alt tipleri ayirt etmede kullanilmaktadir. Cut-off degerine iliskin belirgin bir konsensus
saglanmamustir. Ancak luminal B tip (Ki 67>%14) Luminal A tipe (Ki67 <%14) gore
daha agresif seyretmektedir (22).



Tiimdr infiltre eden lenfositler de prognostik belirteglerden biri olup 2019 WHO
siniflamasinda ele alinmustir (23). Yiiksek TIL oraninmn iyi prognozla iliskili oldugu

goOsterilmistir (24).

2.1.7. Evreleme

Meme karsinom evrelenmesinde American Joint Committee on Cancer (AJCC)

tarafindan tanimlanan TNM evreleme sistemi kullanilir.

Tablo 4. Meme karsinomlarin patolojik timor (pT) evresi (AJCC 8. edisyon).

TX Primer tiimor degerlendirilemedi.
TO Primer timor kanit1 yok
Tis [n-situ karsinom
Tis (DCIS) In-situ duktal karsinom
Tis (LCIS) In-situ lobiiler karsinom
Tis (Paget) In-situ/ invaziv karsinom olmaksizin Paget hastalig
T1 T{imor uzun ¢ap1 2 cm veya daha azdir
Tmi 0,1 cm veya daha kii¢iik ¢apta mikroinvazyon
Tla Tiimoriin uzun ¢apt >Imm <5mm
Tlb Tiimoriin uzun ¢ap1 >5 mm, <10 mm
Tlc Timoriin uzun ¢ap1 >10 mm, <20 mm
T2 Tiimoriin uzun ¢ap1 >20 mm, <50 mm
T3 Timoriin uzun ¢apt >50 mm
T4 Gogiis duvari ve/veya deriye dogrudan uzanan her boyutta timéor
(tilserasyon veya cilt nodiilii
T4a Gogiis duvarina uzanim (pektoral kasa invazyon yok)
T4b Ulserasyon, ipsilateral satellit cilt nodiilleri veya dermal 6dem
T4c T4a ve T4b kombine
T4d Inflamatuar karsinom




Tablo 5. Meme karsinomlarin patolojik lenf nodu (pN) evresi (AJCC 8. edisyon).

NX Bolgesel lenf nodu saptanmadi.

NO Bolgesel lenf noduna metastaz yok

N1mi Mikrometastaz

Nla 1-3 metastatik aksiller lenf nodu (en az bir lenf nodunda >2mm )

N1b Klinik olarak saptanamayan internal mammarian lenf nodlar1

Nlc Nla + N1b

N2a 4-9 metastatik aksiller lenf nodu (en az bir lenf nodunda >2mm)

N2b Aksiller lenf nodu metastazi yoklugunda klinik olarak tespit edilen
ipsilateral internal mammarian lenf nodlarinda metastaz.

N3a 10 veya daha fazla ipsilateral aksiller lenf noduna metastaz veya
infraklavikular lenf nodlari/level 3 lenf nodlarina metastaz

N3b N2b + N1a/N2a veya N2a + N1b

N3c Ipsilateral supraklavikular lenf nodlarina metastaz.

Tim makrometastazlar1 (metastaz >2 mm) belirlemek i¢in lenf nodu 2 mm’lik
dilimler halinde degerlendirilmelidir. Bir lenf nodunda 0,2 mm (veya 200 hiicre)

metastatik odaklar mikrometastaz olarak bilinir ve lenf nodu pozitif olarak tanimlanir

(pN1mi). Sadece izole tiimor hiicrelerine sahip vakalar (25).

2.1.8. Tedavi

Meme karsinomu tedavisinde tedavinin nasil olacagina tiimdriin histolojik tip1
hastaligin yayginligina gore karar verilir. Tedavi segenekleri arasinda kemoterapi,
cerrahi, hedefe yonelik tedavi yer almaktadir. Invaziv meme karsinomu tanili hastalar
icin ilk segilecek tedavi meme koruyucu cerrehi ve radyoterapidir (26). Neoadjuvan

tedavi ise tiimor boyutu biiyiik olan hastalarda tercih edilir timdr boyutu kemoterapi,

hormonoterapi ile kiiciiltiildiikten sonra cerrahi tedavi uygulanir (27).
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2.2. Epitelyal Mezensimal Doniisiim

Epitel hiicrelerinin mezensimal fenotip kazanmasina epitelyal mezensimal
doniisiim denmektedir (28). Epitelyal mezensimal doniisiim tiimor hiicrelerinde, kotii

prognoz, invazyon ve metastaz potansiyeli ile yakindan iligkili bulunmustur (29).

Epitelyal hiicre l Mezenkimal hiicre
e v, % 5
conns Cm T wR Bl 2 A
G i e 0 ®
eose (MKA ) e J NFxB D S W4
i - S (2] o ® )
oo QU W D
g .
e oo © {1 s 2 e

s N T el

ST e Al { ~ -
" Ekaerin _— M e oo ek
b — = e —— [re—— Toat
’/‘S ) —>-<‘>'»—-_" = B ewiens roxca
= ' Azalls e = — ——

Sekil 2. Epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelere doniisiimii (30).

Epitelyal mezensimal doniisiim kompleks molekiiler bir siirecten olusmaktadir.
Bu doniisiim, intraseliiler ve ekstraseliiler sinyallerden olusan kompleks yapinin
koordinasyonuyla olmaktadir. En son noktada bazal membran yapisinin bozulup epitel
hiicre o6zelliklerinin kaybi ile sonlanir (31). Mezenkimal hiicre 6zelliklerinin
kazanilmasinda hiicreleri birbirine baglayan E-kadherin desmoplakin gibi proteinlerin
epitelyal iskeletin kayb1 ve bazi mezenkimal proteinlerin vimentin gibi kazanciyla
gerceklesir. Mezenkimal ozelliklerin kazanilmasiyla birlikte invazyon kapasiteleri

artar ve apopitozise ugrama ozellikleri azalir (32).

® ol Mersbrane Componmty R et = == Nixdherhy Actn Cytotksbeton
7 Sarclavrsl Mamsbeane Corepocerm fp— U gV A Semsfiben

B v ncsen W) e s e A Basement Membiane
P Cap iuncsiem Crakavatss Intumecine Filuvansy

Sekil 3. EMT’de bazal membranin bozulmasi (33).
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Mezenkimal doniisiimiin baglayabilmesi i¢in tiimor igerisindeki snail, twist gibi
proteinlerin doniisiimii indiiklemeleri gerekir bunun yani sira e-cadherin proteini
tiretimini de durdururlar (34,35). Snail proteininin de aktiflenmesi gerekir bu uyarimi

hipoksi, TGF-B saglar (36).

B A B

RTKs TGF R Notch Frizzied TNFR BMPR

Snai
————
EMT

Epithelial cells Mesenchymal cells

Tumor recurrence Motastasis
Shoms oolf Suits Metabolic reprogramming
Immunosuppression

Sekil 4. EMT indiikleyici faktorler (37).

Epitelyal mezengimal doniisiim tiimdr hiicrelerinin bazal membran1 gegmesine
ve ¢evredeki dokulara invaze olmasina imkan saglar. Bu durum lenf nodu metastazina

neden olarak tiimdriin evresini etkiler (37).
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Sekil 5. Epitelyal mezenkimal doniisiim ve metastaz (37).

Meme kanserinin prognozu tiimoriin metastatik potansiyeli ile iliskilidir (38).
Timor hiicrelerine invazyon yetenegini kazandirarak metastazi saglayan timor

hiicrelerinin mezenkimal 6zellikleri kazanmasidir (39).

2.2.1. Meme Kanseri Kok Hiicresi

Kanser kok hiicrelerinin kokeninin normal kok hiicreler oldugunu savunan
calismalar mevcuttur (40). Bu durumu destekleyen en 6nemli bulgu iki hiicre tipinde

de CD44 pozitifligidir (41).

Hiicrelerin mezenkimal 6zellik kazanilmasi ayn1 zamanda kanser kok hiicrelerin
gelisimini sagladigina yonelik caligmalar mevcuttur. Normal meme ve meme

karsinom dokusundaki hiicreler, EMT iliskili genleri eksprese etmektedir (42).

Mezenkimal doniisiimii baslatmak i¢in gerekli olan sinyaller ve biiyiime
faktorleri meme kanser kok hiicrelerinde bulunmaktadir. Bu yolaklardan en énemlisi
MAPK yolagidir (43). Tiimér hiicrelerindeki bazal E-kadherin ekspresyonunu c-myc
azaltir (44). Timor hiicrelerinin lenfatik migrasyonunu Transforming growth factor

beta 1 (TGF-B1) sinyal yolagi artirmaktadir (45).
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Whnt sinyal yolagi hem meme kok hiicresine hem de tiimor kok hiicresine etki
ederek mezenkimal doniisiimii gereceklestirmektedir. Bu mekanizmay1 saglayan
otokrin sinyal yetenegidir (46). Mezenkimal doniisiime etki ederek tiimor hiicrelerinin
invazyon yetenegini diizenleyen bir yolak Notch yolagidir (47). Mezenkimal

doniisiimiin stirekliligini saglayan NF-kB yolagidir (48).

Mezenkimal doniisiimiin temelini e-cadherin kayb1 olusturmaktadir. Bu durumu
saglayan faktor hipoksiyle indiiklenen faktordiir. HIF bir yandan e-cadherini
baskilarken bir yandan da vimentin iiretimini arttirir ve ayn1 zamanda EMT’yi uyaran

twist, snail, ZEB-1 proteinlerinin iiretimini de uyarir (49).

2.2.2. Meme Tiimor Mikrocevresi

Mikrogcevre tiimor kok hiicrelerinin kanser olusturma kapasitelerini
etkilemektedir (50). Timoér olusturma kapasiteleri i¢in mutlaka bir mikrogevreye

ihtiyaglar1 vardir (51).

Meme kanserinin mikrogevresi, primer tiimorler ve tiimoriin metastaz yaptiklar
bolgede mevcutturlar. Metastatik bolgedeki kok hiicrelerin uyarilmasi mikrogevreden
gelen uyarilara baghidir (52).

Timor mikrogevresi immiin iligkili ve immiin iliskisiz hiicrelerden
olusmaktadir. Mikrogevreyi olusturan hiicreler ekstaseliiler matriks, fibroblastlar,

meme kok hiicreleri tiimor hiicreleridir (53).

2.2.3. Tiimor Mikrocevresini Olusturan Hiicreler

Meme kanseri kok hiicresi mikrogevresindeki mezenkimal kok hiicreler stromal
dokudan koken alir. Mezenkimal kok hiicreler, metastatik 6zelliklerini cevreden gelen
sinyallar araciligiyla artirirlar (54-56). Mezenkimal kok hiicreler, kanser hiicrelerinin
hareket, invazyon ve metastaz yetenegini arttiran Kemokin (C-X-C motif) sinyal
molekiillerini sentezler (57). Mezenkimal kok hiicreler, fibroblastlara doniisebilir

(58,59). Timodr mikrogevresindeki hiicreler CXCR4’¢  baglanarak invazyon
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kapasitelerini artirmalarini saglayan CXCL 12’yi iiretirler (60). Mikrogevrede bulunan
fibroblastlar kolon kanserinin gelisiminde yol alan Wnt yolagin etkiler. Bu yolakta
kok hiicreleri uyarir (61). Karsinogenezde en onemli bulgulardan biri yeni damar

olusumudur. Yeni damar olusumunu mikrogevredeki endotel hiicreleri saglamaktadir

(62,63).

2.2.4. Meme Kanseri Kok Hiicresinin Mikrocevresinden Kaynaklanan
Sinyaller

Tiimo6r kok hiicresi ve mikrogevre birbirini sinyaller araciligiyla siirekli
uyarmaktadir (64). Meme mikrogevresinde hiicreler arasi etkilesimi saglayan
hyaliironik asit sinyaller olusturur (65). Metastatik alanlarda adezyon ¢ok 6nemlidir.
Adezyon molekiillerini de hyaliironik asit uyardigi i¢in bu bdlgelerde hyaliironik asitin
arttig1 kanitlanmistir. Metastatik potansiyeli saglayan diger énemli bir 6zellik kok
hiicre belirteci CD44’tiir. Bu nedenle metastazi diizenleyen 2 6nemli faktor HA ve
CD44’tiir (66,67). Bu 2 proteinin birlikteligi HER-2 yolagi i¢in de 6nemlidir. HER-2
uyarimimi artirirlar  (68). Hyaliironik asit ile CD44 etkilesimi sonucu timor
hiicrelerinde ilag diren¢ gelisimi mekanizmasi olusur (69). Integrin-a6 ligandlar
proliferasyonu saglar ayn1 zamanda apoptozu engelleyerek tedaviye direng olusturur
(70). Bu protein kotii prognoz ve metastazla iliskili bulunmustur (71). Mikrogevredeki
hiicreler kemokin tiretirler. Bu kemokinlerden en 6nemlisi CXCR4 ve reseptorii
CXCL12dir (72). CXCL12-CXCR4 birlikteligi invazyondan sorumlu olup timor

hiicrelerinin metastatik kapasitelerini arttirirlar (3).
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Sekil 6. CXCR4- CXCL12 kompleksi (3).

Meme kanseri hastalarinda, CXCR4 pozitif hiicre sayisinin fazla oldugu
gdzlemlenmistir. Ozellikle lenf nodu metastaz1 ve uzak organ metastazi olan vakalarda
CXCR4 seviyesi ¢ok yiiksektir (73). CCL5 [Kemokin (C-C motifi) ligand 5], tiimor
kok hiicrelerinde bulunan fibroblastlar tarafindan salgilanmaktadir (74). CCL5’in etki
gosterebilmesi i¢in CCR3 ve CCRS5’¢ ihtiyact vardir (75). Meme tiimdriiniin yalnizca
HER-2 eksprese eden molekiiler tipinde, CCL5 ve CCR5’in eskpresyonunun arttigi
goriilmiistiir. ER negatif hastalarda CCL5 seviyeleri ¢ok yiiksektir. CCL5
ekresyonunun, invazyon ve metastaz yetenegiyle ilgili oldugunu akciger metastazi
olan osteosarkom vakalarinda artmis seviyesinin gozlenmesinden anlayabiliriz. HIV
tedavisinde kullanilan ilaglar CCRS antagonisti olup invaze olma yetenegini
engellemektedir. Bu ilaglar meme kanserinde de kullanilarak metastaz yetenekleri

engellenebilinir (76). IL-6 da meme kanseri kok hiicrelerinin rejenerasyonunu
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saglayan sitokinler arasinda yer alir (77). IL-6, Oct-4'lin salgilanmasin artirir. 1L-6,
JAK yolag: iizerinden normal kdk hiicrelerinin tiimdr kok hiicresine doniistimiinii
saglar (78). Bu durumun yanisira IL-6 mezenkimal doniistime de etki eder (79). HER2
ekspresyonu yliksek olan tiimorlerde IL-6 seviyesinin de yiiksek oldugu bulunmustur.
HER2 ve IL-6 seviyelerinin yiiksekligi timoriin kotii gidigati ile yakindan iligkilidir
(80).
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SHP-2-Ras-Raf-MEK-ERK1/2
PI3K-AKT

Sekil 7. IL-6 JAK-STAT yolag: (81).

2.2.5. Tiimor Mikrocevresinde C-X-C Kemokin Reseptor Tip 4

CXCR4 kemokini, mikrocevrede yer alan bir¢ok hiicreden normal durumda da
salgilanmaktadir. CXCR4 bir¢ok organda normal dokuda eksprese olmasina ragmen

normal meme glandlarinda ekspresyonu diisiiktiir ya da yoktur (82).

CXCR4 sadece meme timdriinde degil akciger, melanom, kolon gibi birgok
kanserde de eksprese edildigi gozlemlenmistir ve tiimor biiylimesine, anjiyojenez,

metastaz ve tedavi direnci sagladig1 gosterilmistir (83).

Kok hiicre igerisinde bulunan fibroblastlar CXCR4’e baglanarak CXCL12
tiretimini artirir ve CXCR4-CXCL12 kompleksini olusturur (60).
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CXCL12, CXCR4 varliginda etki gosterebilmektedir (72). CXCL12/CXCR4
sinyali meme kanserinde hem dogal hem de adaptif bagisiklig1 etkiler ve Treg alimi
yoluyla immiinosupresyonu destekler. CXCL12/CXCR4 sinyali eme kanseri hiicre
hareketliligini indiikler ve her tiir meme kanseri metastazinda rol oynar (84). CXCR4
seviyesi meme karsinomu molekiiler alt tiplerinde farkli seviyelerde gozlemlenmistir.
Bazal benzeri molekiiler alt tipte CXCR4 ekspresyonun diger tiplere oranla fazla
oldugu gosterilmistir. CXCR4 pozitif hiicre orani ile lenf nodu metastazi varlig, ileri

evre ve HER?2 pozitifligi arasinda iliski bulunmustur (85).

2.2.6. Tiimor Mikrogevresinde Fukoziltransferaz IV (FUT4)

Glikozilasyon, mikro ¢evreye 6zgii post-translasyonel modifikasyondur. Glikan
yapilarindaki  post-translasyonel modifikasyonun mezenkimal  Ozelliklerin
kazanilmas: ile yakindan iliskili oldugu goézlemlenmistir. Glikanlar {izerinde
gerceklesen degisikler tiimor hiicrelerinin immiin sistemden kagmalarini saglayarak
karsinogenezde anahtar rol oynamaktadir. Bu nedenle kanser tedavisinde glikanlar ¢ok

onemli bir yer tutmaktadir (86).

Oligosakkaritlerde ¢esitli modifikasyonlar gozlemlenebilir. Bunlardan en
onemlisi de fukosilasyon adi verilen fukoz un sekere baglanmasi durumudur .Bu

transporter1 saglayan FUT proteinidir (87).

Meme, over, pankreas, kolon ve kiiciik hiicre dis1 akciger karsinomu basta olmak

tizere bircok karsinomda fut proteinin overekspresyonu gozlenmektedir (88).

Yapilan ¢alismalarda FUT4’{in Mitogen-activated protein kinases (MAPK) ve
PI3K/Akt yolagi ilizerinden meme epiteli hiicrelerini EMT i¢in sensitize ettigi
kanitlanmistir. FUT4’{in EMT {izerinden tiimor metastaz1 lizerinde énemli bir roli

oldugu diistintilmektedir (89).
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Sekil 8. FUT4 MAPK yolagi (89).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Calismaniz, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata Sékmen Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 11/03/2021 tarih 26 sayili kurul
karar1 ile onaylandi (Ek-1).

3.2. Olgu Secimi

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali arsivinde yer
alan 2010-2020 yillar1 arasinda invaziv duktal karsinom tanist almis 30 olgu ve
rediiksiyon mammoplasti ameliyati olmus 20 kontrol olgusu c¢alismaya dahil
edilmistir. Tiimor igeren parafin bloklarina ulasilamayan 1 papiller karsinom 1 lobtiler

karsinom tanil1 olgu ¢alisma dis1 birakilmistir.

Hastalar ile ilgili klinik bilgiler (yas, cinsiyet) Hastane Bilgi Yonetim Sistemi
(HBYS)’nden, histolojik derece lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon patolojik
evre, ER durumu, PR durumu, HER2 durumu gibi bilgiler ise hastalara ait patoloji
raporlarindan temin edildi. Raporlarda bulunan grade, invazyon derecesi, lenf nodu

metastazi gibi bilgiler histopatolojik olarak dogrulandi.

3.3. Hematoksilen&Eozin Boyah Kesitlerin Degerlendirilmesi

Calismamizdaki biyopsilere ait kesitler tekrardan degerlendirilerek WHO 2019
yilina gore yeniden degerlendirildi. Tiimor alanini en iyi degerlendirebilecegimiz
bloklar ve kontrol grubu i¢in rediiksiyon mammoplasti materyaline ait kesitler
kullanilmigtir. Segilen %10’luk formalin soliisyonunda fikse edilmis parafin

immiinohistokimyasal ¢aligma i¢in polilizin kapli lamlara 3-4 mikron kalinliginda
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kesitler hazirlanmistir. Bu kesitlere asagida tariflenen sekilde immiinohistokimyasal
olarak FUT4 ve CXCR4 antikorlar1 uygulanmistir. Immiinohistokimyasal bulgular,
klinik, histopatolojik ve prognostik parametreler ile istatistiksel olarak

karsilastirilmistir.

3.4. Immiinohistokimyasal Yontem

Histopatolojik degerlendirilmesi yapilarak c¢aligmaya alinan timdor ve kontrol
grubu olgular1 Olympus BX50 marka 151k mikroskobunda incelenerek belirlendi.
Immiinohistokimyasal boyama islemi parafin bloklardan 3-4 mikron kalinlikta rotary
mikrotom cihazinda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler, streptavidin biotin-peroksidaz
ve mikrodalga antigen retrieval kombinasyon metodu ile, SSEA-1 / CD15 (FUT4)
(1:100 dilution, NOVUS-NBP2-49878-0.1MG), CXCR4 (NOVUS - NBP1-77067SS-
0.025MGx2) antikorlar1 kullanilarak boyandi. Immiinhistokimyasal olarak boyanan
lamlar, 151k mikroskobunda (Olympus BX50) iki arastirmaci tarafindan ayni anda kor
olarak incelendi.

Immiinohistokimyasal boyama asamalar:

1. 24 saat 6nceden 3 mikron kalinliginda hazirlanan kesitler etiivde 70 santigrad
derecede deparafinizasyon islemine tabi tutuldu.

Hazirlanan kesitler sicak soguk ksilende ve alkolde 5’er dakika bekletildi.
%3’liik hidrojen peroksitte yarim saat 25 derecede bekletildi.

Distile su igerisinde 5’er dakikadan 3 sefer yikandi.

o r w0 N

%10’1uk sitrat buffer soliisyonuna yerlestirildi. Daha sonra mikrodalga firinda

bes dakika 1s1tildi.

6. Kesitler ii¢ kez distile suda beser dakika yikandi. Daha 6nceden hazirlanmis
olan fosfat buffered soliisyonunda (PBS 0,01 Ph 7,2) ii¢ defa beser dakika siire
ile yikanda.

7. Nonspesifik antikor baglanmasini engellemek amaciyla Large Volume Ultra
V Block (LabVision) soliisyonu damlatildi ve 10 dakika bekletildi.

8. Kesitler PBS soliisyonunda 3’er kez 5°er dakikadan yikandi
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9. Kesitler buharli kabine dizilerek {izerlerini tamamen kapatacak sekilde primer
antikorlar SSEA-1/CD15 (FUT4) (1:100 dilution, NOVUS-NBP2-49878-
0.IMG), CXCR4 (NOVUS-NBP1-77067SS-0.025MGx2)  antikorlart
damlatildi. Oda sicakliginda nemli ortamda 90 dakika bekletildi.

10. Kesitlerin iizerindeki fazla soliisyon dokiilerek, PBS soliisyonunda ii¢ defa
beser dakika salede yikandi. Dokular1 ¢evresindeki fazla soliisyon silinerek
uzaklastirildi.

11. Kesitler buharli kabine dizilerek {izerlerini tamamen kapatacak sekilde
sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent/LabVision) damlatildi ve
20 dakika bekletildi.

12. Kesitlerin iizerindeki fazla sollisyon dokiilerek, PBS soliisyonunda ii¢ defa
beser dakika yikandi. Dokularin c¢evresindeki fazla soliisyon silinerek
uzaklagtirildu.

13. Kesitler buharli kabine dizilerek iizerlerini tamamen kapatacak sekilde
Streptavidin peroksidaz soliisyonu damlatildi ve 30 dakika bekletildi.

14. PBS sivisi igeresinde 3’er kez 5’er dakika tutuldu.

15. Kesitlere tarife gore hazirlanan AEC substrat iginde AEC kromojen (3- amino-
9-ethyl karbazol) (AEC Substrat Sistem, LabVision TA-125-HA) bol miktarda
damlatild1 ve 10 dakika bekletildi.

16. Kesitler PBS soliisyonunda, ardindan da distile suda yikand.

17. Mayer Hematoksilen ile 30-60 saniye siireyle zemin boyanmasi yapildi.

18. Son olarak su ile yikandi.

19. Oda sicakliginda kurumaya birakilan kesitler 6zel kapama maddesiyle (Large
volume ultramaunt/LabVision) ile kapatilarak mikroskobik incelemeye hazir

hale getirildi.

3.5. RNA izolasyonu

RNA izolsyonu i¢in ticari olarak satin alinmis spin kolon yontemi ile ¢alisan kit
kullanilmistir (Qiagen). Bunun igin iireticinin asagidaki protokolii izlenmistir.
1. 30 mg’a kadar doku igerisine 600 pul Buffer RLT eklendi. Homojenizator

cihazina koyularak dokular iyice pargalanmuistir.
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2. Lizat 3 dk en yliksek hizda santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir tiipe aktarildi.

3. Lizat ile ayn1 miktarda %70 etanol iizerine eklendi ve pipetaj yapildi.

4. 700 pl drnek spin kolona aktarildi. 15 sn >8000 x g (>10,000 rpm)’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi alttaki s1vi bosaltildi.

5. Ornek miktar1 700 pl’den fazla oldugunda bu basamak tekrar edildi.

6. Spin kolona 700 pl Buffer RW1 eklenir ve 15 sn >8000 x g (>10,000 rpm)’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 alttaki s1v1 bosaltildi.

7. Spin kolona 500 pl Buffer RPE eklendi ve 15 sn >8000 x g (>10,000 rpm)’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki s1v1 bosaltildi.

8. Spin kolona 500 pl Buffer RPE eklendi ve 2 dk >8000 x g (>10,000 rpm)’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki s1v1 bosaltildi.

9. Olast RPE kalintisim1 engellemek icin spin kolon yeni bir toplama tiipiine
alindi,1 dk en yiiksek hizda santrifiij edildi.

10. Spin kolon 1,5 ml toplama tiipiine alindi. Spin kolon membrani iizerine 30—-50
ul RNAse-free su eklendi. 1 dk >8000 x g (>10,000 rpm)’de santrifiij edildi.

11. Santrifiij sonrasinda spin kolon atildi ve RNA ileri asamalarda kullanilmak

uzere saklandi.

3.6. cDNA Sentezi

RNA’larn ileri asamalarda kullanilabilmesi i¢in daha stabil form olan cDNA’ya
cevrilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in i¢in ticari olarak satin alinmig “Reverse
Transcription Kit” kullanilmistir (Qiagen). Bunun i¢in {ireticinin asagidaki protokolii

izlenmistir.
1. RNA buz {izerinde ¢ozdiiriildi. Sonrasinda RNA konsantrasyonlari

spektrofotometrik olarak 6l¢iildi.

2. Genomik DNA eleminasyonu i¢in asagidaki tabloya gore miks hazirlandi
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Tablo 6. DNA eleminasyon hazirlik semast.

Bilesen Hacim (pl)/Reaksiyon
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2 ul
Template RNA *1 ng’a kadar
RNase-free water Degisken
Toplam Hacim 14 pl

*RNA konsantrasyonlarina gore 10 pg-1pg’a kadar RNA 6rnegi kullanilmistir.

3. Tipler 42°C’de 2 dk inkiibe edildi. Sonrasinda tiipler buz iistiine alind1.

4. Sonrasinda Reverse Transcription islemi i¢in agsagidaki miks hazirlandi.

Tablo 7. RNA ekstre semas.

Bilesen Hacim (pl)/Reaksiyon
Quantiscript Reverse Transcriptase 1 ul
Quantiscript RT Buffer, 5x 4 ul
RT Primer Mix 1 ul
Template RNA (6nceki basamaktan gelen) 14 ul
Toplam Hacim 20 pl

5. Tiipler 42°C’de 15 dk, 95°C’de 2 dk inkiibasyon ile 6rneklerin cDNA ¢evrimi

tamamlandi. Ornekler ileri asamalarda kullanilmak iizere saklandi.

3.7. Real Time PCR Reaksiyonlari

llgili genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in Real Time PCR
Reaksiyonlar1 yapildi. Bunun igin ticari olarak satin alinmig Primer Assay’ler ve
SYBR Green Real Time PCR Master Miks kullanild1 (Qiagen). FUT4 geninin
ekspresyonu bellirlendi. GAPDH geni ise Housekeeping gen olarak kullanildi. Bunun

i¢in Ureticinin agsagidaki protokolii izlendi.

24



1. cDNA ornekleri tizerine 90 ul Dnase-free water eklendi.

2. Her bir gen i¢in ayr1 ayr1 asagidaki tabloya gore reaksiyonlar hazirlandi.

Tablo 8. Gen hacim tablosu.

Bilesen Hacim (pl)/Reaksiyon
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12.5 ul

10x QuantiTect Primer Assay 2.5l
Template cDNA 5ul
RNase-free water 5ul

Toplam Hacim 25 ul

3. Tipler Real Time PCR cihazina koyularak asagidaki protokole gore

reaksiyonlar gerceklestirildi.

Tablo 9. PCR protokolii.

Basamak Siire Sicakhik

On aktivasyon 5dk 95°C

Denaturasyon* 5sn 95°C

Annealing/Extension* 10 sn 95°C
*35-40 dongii

Toplam Hacim 25 ul

4. Daha sonrasinda GAPDH genine gore 6rnekler normalize edildi ve istatistiksel

olarak gen ekspresyon seviyeleri karsilagtirildi.
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3.8. Immiinreaktivitenin Degerlendirilmesi

3.8.1. CXCR4 Antikoru ile Boyanan Kesitlerin Degerlendirilmesi

CXCR4 antikoru ile invaziv ve in situ timor alanindaki ve normal meme
dokusundaki hiicrelerin boyanma yogunlugu ve tiimor hiicrelerinin boyanma yiizdesi
arastirildi. Niikleer membrandz ve sitoplazmik boyanma yogunluguna gore hiicreler 4
skor altinda degerlendirildi.

e (- boyanma yok
e 1- hafif boyanma,
e 2-orta boyanma,

e 3- kuvvetli boyanma

Pozitif tiimor hiicresinin yilizdesi ise asagidaki gibi kategorize edildi:
e Skor 0: <%1
e Skor 1: %1-%25
e Skor 2: %25-%50
e Skor 3: %50-%75
e Skor 4: >%75

Sonucu belirlemek i¢in yogunluk ve yiizde puanlarinin c¢arpimi (boyama
indeksi) kullanildi. >6 boyama indeksi yiiksek ekspresyon, <6 ise diisiik ekspresyon

olarak tanimlandu.

3.8.2. FUT4 Antikoru ile Boyanan Kesitlerin Degerlendirilmesi

FUT4 antikoru ile invaziv ve in situ tiimor alanindaki ve normal meme
dokusundaki hiicrelerin boyanma yogunlugu ve tiimor hiicrelerinin boyanma yiizdesi
arastirildi. Membrandz ve sitoplazmik boyanma yogunluguna goére hiicreler 3 skor

altinda degerlendirildi:
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e Skor 1: <%]10 soluk kesintili ya da hi¢ membrandz boyanmanin izlenmemesi
e Skor 2: >%10 mebrandz veya sitoplazmik boyanmanin gézlenmesi

e Skor 3: >%10 giiglii sitoplazmik boyanmanin gbzlenmesi

3.9. istatistiksel Analiz

Arastirmada degerlendirilen olgularin demografik ve klinik 6zellikleri
betimleyici istatistiksel analizlerle (sayi, yiizde, ortalama, standart sapma, ortanca,
minimum-maksimum vb.) incelendi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda CXCR4,
FUT4 ve FUT4 gen PCR degerlerinin karsilagtirilmasi, skor, PT ve N durumuna gore
CXCR4, FUT4 ve FUT4 gen PCR ortalamalarinin karsilastirilmasi Mann Whitney U
testi ile yapildi. Hasta ve kontrol gruplarinda FUT 4 gen PCR degerlerinin degisimi
Wilcoxon Isaretli Siralar testi ile incelendi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda FUT4
oranlarinin karsilastirilmasinda Ki-Kare Analizi kullanilmistir. Tiim analizler igin
anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak belirlendi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
basiklik ve carpiklik degerleriyle (+1,5) kontrol edildi. Analizlerin uygulamasinda
IBM SPSS 22.0 programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinikopatolojik Bulgular

Calismamizda Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali
arsivinde yer alan 2010-2020 yillar1 arasinda invaziv karsinom tanisi almig 30 hasta
ve rediiksiyon mammoplasti ameliyati olmus 20 kontrol dahil edildi. Arastirmada
degerlendirilen vakalarin yas ortalamasi 48,23+8,80 (Min=32,00-Maks=66,00) yil

olarak saptandi.

Hastalarin histopatolojik ve molekiiler 6zellikleri Tablo 10°da yer almaktadir.
Hastalarin 19’unun (%63,3) histolojik derecesinin 2, 11’inin (%36,7) histolojik
derecesinin 3 oldugu saptandi. Hastalardan 1’inin (%3,3) pT1b, 9’unun (%30) pT1lc,
17°sinin (%56,7) pT2, 3’iniin (%10) pT3 pT evresine sahip oldugu saptandi.
Hastalardan 15’inin (%50) pNO, 8’inin (%26,6) pN1a, 2’sinin (%6,7) N2a, 5’inin
(%16,6) pN3a pN o6zelligine sahip oldugu saptandi. Hastalardan 19’unun (%63,3) ER
durumunun pozitif oldugu, 16’smin (%53,3) PR durumunun pozitif oldugu, 4’iniin
(%13,3) HER2 skor 0, 9’unun (%30) HER2 skor 1, 14’{iniin (%46,7) HER2 skor 2,
3’inlin (%10) HER2 skor 3 oldugu saptandi. Hastalarin 16’sinda (%53,3)

lenfovaskiiler invazyon, 15’inde (%50) lenf nodu metastazi saptandi (Tablo 10).
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Tablo 10. Hastalarin histopatolojik ve molekiiler 6zellikleri.

Degiskenler n (%)
Histolojik Derece 2 19 (63,3)
3 11 (36,7)
pT Evresi pT1lb 1(3,3)
pTlc 9 (30,0)
pT2 17 (56,7)
pT3 3(10,0)
pN pNO 15 (50,0)
pN1a 8 (26,6)
pN2a 2(6,7)
pN3a 5 (16,6)
ER Durumu Negatif 11 (36,7)
Pozitif 19 (63,3)
PR Durumu Negatif 14 (46,7)
Pozitif 16 (53,3)
HER2 Durumu Skor 0 4 (13,3)
Skor 1 9 (30,0)
Skor 2 14 (46,7)
Skor 3 3(10,0)
Lenfovaskiiler Invazyon Izlendi 16 (53,3)
Izlenmedi 14 (46,7)
Lenf Nodu Metastazi Var 15 (50,0)
Yok 15 (50,0)
n:Say1

4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

CXCR4 boyama yogunlugu ve yaygmligi ile olusturulan boyama indeksi
kullanildi. >6 boyama indeksi yiiksek ekspresyon, <6 ise diisiik ekspresyon olarak

tanimland1. Bu gruplar ile klinik ve patolojik parametreler karsilagtirildi.
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Hasta grubun CXCR4 medyan degerlerinin, kontrol grubunun CXCR4 medyan
degerlerinden istatistiksel agidan anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptandi

(p<0,001, Tablo 11).

pT durumuna gére CXCR4 medyan degerlerinin istatistiksel agidan anlamli

seviyede farklilik gostermedigi saptandi (p=0,588, Tablo 11).

PNO grubundaki vakalarin CXCR4 medyan degerlerinin, pNla-N3a
grubundaki vakalarin medyan degerlerinden istatistiksel agidan anlamli derecede daha

diisiik oldugu saptandi (p<0,001, Tablo 11).
HER2 skor durumuna gore CXCR4 medyan degerlerinin istatistiksel acidan

anlamli seviyede farklilik gostermedigi saptandi (p=0,170, Tablo 11).

Tablo 11. CXCR4 degerlerinin hasta ve kontrol, pT ve pN durumlari ve HER2 skorlari
arasinda karsilastirilmasi

Gruplar CXCR4 p*
Medyan (IQR: %25-%75)

Hasta 7,00 (4,00-8,00) <0,001
Kontrol 2,00 (0,00-2,00)

pT1lb-c 6,00 (4,00-8,00) 0,588
pT2-3 8,00 (5,00-8,00)

pNO 4,00 (4,00-6,00) <0,001
pNla-N3a 8,00 (8,00-12,00)

Skor 0-1 6,00 (4,00-8,00) 0,170
Skor 2-3 8,00 (6,00-8,00)

* Mann Whitney U testi
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Resim 1. CXCR4 antikoru ile invaziv timérde diisiik ekspresyon (x200 biiylitme).

Resim 2. CXCR4 antikoru ile invaziv tiimorde yiiksek ekspresyon (x200 biiyiitme).
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Pearson ki-kare analizine gore, hasta ve kontrol gruplari arasinda FUT4 skor

oranlari agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,001, Tablo 12).

Tablo 12. Hasta ve kontrol gruplari arasinda FUT4 skorlarinin karsilagtirilmasi.

Hasta (n=30) Kontrol (n=20) p*
n (%) n (%)
FUT4 |Skor0 0 (0,0 19 (95,0)
Skor 1 14 (46,7) 1(5,0)
<0,001
Skor 2 4 (13,3) 0(0,0)
Skor 3 12 (40,0) 0(0,0)

n:Say1, * Pearson ki-kare testi

Meme kanseri grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 2,14

katlik bir FUT4 gen ekspresyon artis1 saptand1 (p=0,004, Tablo 13).

Tablo 13. Hasta ve kontrol gruplari arasinda FUT4 ve CXCR4 gen ekspresyon oranlarinin

karsilastirilmasi.
Gen Fold Regulation P value
FUT4 2,14 0,004
CXCR4 1,00 non

Resim 3. FUT4 antikoru ile invaziv tiimorde skor 1 goriintiisii (x200 biiyiitme).
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Resim 4. FUT4 antikoru ile invaziv tiimorde skor 2 goriintiisii (x200 biiyiitme).
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5. TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignite olmaya devam etmektedir.
Her ne kadar erken asamadaki meme tiimérlerinin %70-80’i tedavi edilebilir olsa da
metastazi bulunan lenf nodu tutulumu bulunan hastalar halen tedavi edilemez
durumdadir ve olimlerin %90‘mdan sorumludur. Hastaligin karmagik molekiiler
biyolojisi nedeniyle yonetimi zordur (90). Meme tiimoriniin kendine 06zgi
mikrogcevresini anlamak hastaligin yonetimi ve tedavi secenekleri agisindan g¢ok
onemlidir. Mikrocevrede yer alan CXCR4 ve FUT4 proteinleri yeni bir arastirma

sahasini olusturmaktadir.

CXCR4 bir¢ok tliimoriin karsinogenezisinde anahtar bir role sahiptir. Bu
timorlerden en onemlisi de meme karsinomudur (91). CXCR4 oranmi yiiksek olan
meme kanser tanili hastalarin lenf nodlarinda da timor izlenmistir. Anja ve
arkadaslarmin yaptig1 ¢calismada hastaliksiz meme dokusunda CXCR4 ekspresyonu
izlenmezken, invaziv duktal karsinom tanili hastalarda ytiksek ekspresyon mevcuttur.
Bizim calismamizda CXCR4 ekspresyonunun kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamli olarak meme kanserli olgularinda arttigi saptanmistir (92). Bulgularimiz
literatiirle uyumlu olup ¢aligmamizi diger ¢alismalardan ayiran nokta ise, bizim
calisma grubumuzdaki hastalarin tamami primer meme kanserli hasta grubu
olusturmaktadir. CXCR4 ekspresyonu ile hormon profili arasinda belirgin bir iliski
bulunmamaistir. Bununla birlikte CXCR4 pozitif hiicre oraninin yliksek oldugu vakalar
yasam surveyinin daha kotii oldugu bildirilmistir (93). Bizim ¢alismamizda incelenen
30 invaziv karsinom olgusunda literatiire benzer sekilde ER, PR ve HER2 durumu ile
arasinda bir anlamlilik saptanmazken lenfovaskiiler invazyon ve lenf nodu metastazi
olan vakalarda CXCR4’iin arttig1 gézlenmistir. Son yapilan ¢alismalarda CXCR4 ve
CXCLI12 aksmnin meme kanseri prognozu agisindan ¢ok énemli iki faktor oldugunu
gosterilmigtir (94). CXCL12‘nin salgilandigi yer kemik iligidir. Burda bulunan
stromal hiicreler CXCLI12 iiretir. Meme karsinomunun metastazinin gorildiigii

bolgelerde yiiksek seviyede CXCL12 tespit edilmistir. Meme tiimorii  hiicreleri,
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CXCR4 eksprese ederler. CXCR4’te kemotaksis yoluyla CXCL12’ye dogru goc eder.
CXCL12 de kemik iliginde firetildiginden CXCR4 de buraya dogru gelir (95).
CXCLI12'ye yamit olarak olusan CXCR4, tiimoriin kemotaktik ve invazyon
kapasitesini arttirir (3). CXCR4 ve CXCL12 esas olarak tiimoriin invaze olma yetenegi
tizerinde tlizerinde etki gostermektedirler. Bu durum da metastatik meme kanserleri
ile CXCR4 arasindaki baglantiy1 desteklemektedir (96). CXCR4 ile timor
mikrogevresi arasindaki iliski kok hiicrelerde CXCR4 iiretimi ve CXCR4 kemokinin
de mikrogevre olusumunu indiiklemesi seklinde agiklanabilir (96). Kanser kok
hiicrelerinin kok hiicreye benzeyen o6zellikleri meveuttur (97). CXCR4 ve CXCL12
kanser kok hiicrelerinin metastatik yetenegi ve proliferasyonunda gorev alan kanser
kok hiicrelerinin kemotaksisini diizenlemektedir (98). CXCR4, meme kanseri
hastalarinda metastazi ve prognozu Ongérmede Onemli bir biomarker olarak
kullanilabilir. Bu nedenle CXCR4 antagonistleri tiimor mikrocevresini inhibe ederek
Ozellikle metastatik meme karsinomlu vakalarda tedavi i¢in kullanilabilinir. Boylece
meme kanseri vakasinda CXCR4 inhibitdrlerinin prognozu iyilestirebilecegi
soylenebilir (99). Bizim ¢alismamizda normal meme dokulariyla karsilagtirildiginda
CXCR4 ekspresyonu invaziv karsinomlarda anlamli sekilde yiiksek tespit edilmistir.
Sonug olarak CXCR4 ekspresyonunun inhibe edilmesi kanser terapisine bir alternatif
olusturabilir (100). CXCR4 ayn1 zamanda tedaviye diren¢ mekanizmasinda da dnemli
bir noktadir. Tamoksifen tedavisine direng gosteren vakalarda CXCR4 hem kanser
kok hiicrelerinde tiretilirken hem kanser kok hiicre tiretimini indiikleyerek cifte etki
gostermektedir (96). Kanser kok hiicreleri kok hiicrelerle ayni orjinden geldigi
diisiiniilmektedir ve hem kendilerini hem de tiimor hiicrelerini rejenere etme 6zellikleri
vardir (97). CXCR4 pozitif hiicreler tiimdriin tekrarlama riskinden ve hastanin ilag
tedavisine yanitsizligindan sorumludur (98). Bu nedenle meme kanserli hastalarda
CXCR4 durumu degerlendirilerek tedavi ve prognoz konusunda bilgi sahibi

olunabilir.

AMD3100 CXCR4 antagonisti bir ilagtir ve yapilan ¢aligmalarda metastatik
meme karsinomlu hastalarda ilag metastatik bolgeye de primer tiimore de etki
gostermistir. Bu nedenle CXCR4 antagonisti hedefe yonelik tedavinin mikrogevre
icerisindeki  sinyal yolagma etki ederek primer ve metastatik meme kanserli

vakalarinda tedavide kullanilabilecektir. Boylece meme kanseri hastalarinda CXCR4
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inhibitorlerinin yasam sans1 ve seyri konusunda pozitif bir yonde etki gdsterecegi

sOylenebilir (101, 102).

Bir bagka ¢alismada CXCR4'iin, tristetraprolin (TTP/ZFP36) ve HuR (ELAVLI)
gibi RNA baglayan proteinlere baglanan proteinler igerdigi gosterilmistir. Invaziv
meme kanserinde CXCR4"“lin aberan asir1 ekspresyonu mRNA stabilizasyonuna yol

acmaktadir (93,98).

Fukosiltransferaz, tiimoriin metastaz yapabilme yetenegi ve prognozu ile
iliskilidir (103). Miyoshi ve arkadaslari alfa 1,6-fukosiltransferaz‘in hepatik karsinom
dokularinda normal karaciger dokusuna gore daha fazla eksprese edildigini
kbildirmistir (104). Petretti ve arkadagslar gastrik karsinom vakalarinda normal mide

dokusuna gére RT-PCR yontemi ile artmig FUT4 ekspresyonu bildirmistir (105).

Kudo arkadaslar1 ve Martin satue arkadaslar1 akciger ve kolon karsinomlarinda
yiikksek FUT4 ekspresyonu bildirmislerdir [106]. Yan xiomaei ve arkadaslart meme
dokusunda hem immiinohistokimyasal hem de RT-PCR yontemi ile normal meme
dokusuna gore FUT4 ekspresyonunun arttigini  bildirmistir  (5). Bizim tez
calismamizda da normal meme dokusuna gore RT-PCR yontemi ile 2,1 kat arttig1
saptanmustir. Immiinohistokimyasal olarak da normal meme dokusuna oranla meme

kanseri vakalarinda anlamli farklilik saptanmustir.

FUT4%n PI3K/Akt aktivasyonu yoluyla epitelyal mezenkimal geciste ayrica
NF-«B sinyal yolaginda rol oynadigi gosterilmistir (107). NF-xB sinyal yolag: kanser
progresyonunda ve invazyon kapasitesi agisindan mezenkimal genlerin konroliinde

onemli bir role sahiptir (108).

Bu konuda literatiirde yapilan ¢calismalarin kisitli olmasi nedeniyle ¢alismamizin

literatiire yaptig1 katki agisindan dnemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz, FUT4 {in meme kanseri hiicrelerinde yeni bir EMT diizenleyicisi
ve kanser tedavisi i¢in umut verici bir hedef olma olasiligin1 desteklemektedir. Sonug
olarak bu bilgiler 15181nda, ¢alismamizi FUT4 ve CXRCR4’lin meme tiimdrleri igin
olas1 prognostik prediktif etkilerini ortaya koyabilmek ve bu konuda literatiire katki
saglayabilmek i¢in planladik. Biitiinciil bir yaklagimla, ©nemli hiicre siklus
diizenleyicilerinin invaziv meme karsinomlarindaki etkilesimlerini, farkli yolaklar
tizerinden gelisen meme tiimorlerindeki farkli ekspresyon durumlarini ve olasi
prognostik-prediktif etkilerini ortaya koyacak, genis olgu serilerini igeren her

calismanin degerli olacagina inantyoruz.
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| etik kurul Gyelerinin oy birligi ile karar verilmistir.
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1 Tarih: 11/03/2021°

—
|
4

isimli ¢alismasi gorusulmas olup; |

~_iyiKlinik Uygulamalari Kilavuzu

|
|
J

|k - Prof.Dr.ibrahim Halil CERCI
_ . - ETiK KURUL UYELERI ]
| Unvani/Adi/Soyad: Uzmanlik Kurumu Cinsiye ligki Katihm
| ’ Alani ti
| 3 o .
|  Prof.Dr.lbrahim Halil GERGi ) HMKU Veteriner
i Bagkan Veteriner Fakultesi E eD) |uv fes
Prof | B
| rof.Dr.Hilya YALGIN Nikleer HMKU Tip
/ Bagkan Yrd. Tip Fakdiltesi K eld He | B4
Prof.Dr. A.Giiler OKYAY Kadin Hast. HMKU Tip j
Baskan Yrd. Ve Dogum Fakiiltesi E eQd |uv |ev
i—\ I R |
Prof.Dr.Alper ASLAN Beden HMKU
f Uye Egitimi BESYO E EQ] |wv ]
Prof.Dr.Timay OZGUR HMKU Tip
- P i v v
Uye atolol Fakiiltesi K JEL] |ue e
Dog¢.Dr.Cengiz ARLI Kulak HMKU Tip
52 Burun gt E e[ |Hv |ev
Uye . Fakultesi
Bogaz
Or.O8r.Uvesi 2 .
r.Ogr nye51 Fatma OZ Anatomi HM’EU Tu!: " e |nuv |ev
| Uye Fakultesi
. HMKU Dis
Dr.Ogr. . B. s
r-Jer UyeBl F. B. ZORTUK Dis Hekimi Hekimligi K E D
ye Fakiiltesi
Dog.Dr. Oguzhan OZCAN Tibbi HMKU Tip e
Uye Biyokimya Fakiiltesi
Dog¢.Dr. Oguz AKKU HMKU T4
¢ - ? Kardiyoloji ; p
Uye Fakdltesi
Dog.Dr.Sibel SEVING _— HMKU Saglik
L Uye Semglre : Hiz. YO.
—_ i
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9. OZGECMIS

I d: I i(ccsinde diinyaya geldim. Tlkokul

egitimimi Vali Teoman Ilkdgretim okulu ve Bedii Sabuncu ilkégretim okullarinda
tamamladim. Lise egitimimi Iskenderun Toscelik Fen Lisesi’nde aldim. 2017 yilinda
tip fakiiltesi egitimimi Izmir Katip Celebi Universitesi'nde tamamlayarak mezun
oldum. Aralik 2018’de Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata Sékmen Tip
Fakiiltesi T1bbi Patoloji Anabilim Dali'nda arastirma gorevlisi olarak goreve basladim.
Ihtisasimin son senesinde Isve¢ Uppsala Universitesi ‘nde goézlemci olarak ¢alistim.

Halen Mustafa Kemal Universitesi ‘ndeki gorevime devam etmekteyim.
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